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Hintergrund

Das Prostatakarzinom ist die häufigs-
te Krebserkrankung des Mannes und in 
Deutschland für 26% der inzidentellen 
Karzinomfälle und ca. 10% der tumorbe-
dingten Todesfälle verantwortlich. Jährlich 
wird bei ca. 60.000 Männern ein Prosta-
takarzinom diagnostiziert, ca. 12.000 ster-
ben an dieser Erkrankung [30]. Trotz des 
wissenschaftlich und klinisch großen In-
teresses an einem verbesserten Verständ-
nis der Entstehung und Progression des 
Prostatakarzinoms und der zugrunde lie-
genden molekularen Mechanismen sind 
unsere Kenntnisse hierüber noch sehr lü-
ckenhaft. Vor allem ist noch unklar, war-

um einige Tumoren nie zu einer Metasta-
sierung und klinischen Symptomen füh-
ren, andere dagegen einen sehr aggressi-
ven Verlauf zeigen.

Für den klinischen Alltag ist es von 
größtem Interesse, Patienten mit einer 
schlechten Prognose, wenn nicht im 
Frühstadium eine Therapie erfolgt, von 
Patienten mit guter Prognose ohne The-
rapie besser abgrenzen zu können. Eine 
der Hauptursachen für unsere lücken-
haften Kenntnisse und das Fehlen valider 
prognostischer Marker ist darin zu sehen, 
dass geeignete, patientennahe Tumormo-
dellsysteme fehlen, an denen die Entste-
hungs- und Progressionsmechanismen 
des Prostatakarzinoms schrittweise unter-
sucht und unterschiedliche Wachstums-
muster besser charakterisiert werden kön-
nen [28]. Die Etablierung solcher Modell-
systeme soll die Definition der klinisch 
signifikanten Karzinomzelle erleichtern 
und damit als ein weiteres Ziel die Ent-
wicklung neuer therapeutischer Strate-
gien ermöglichen.

Diese Modellsysteme sollten folgende 
Eigenschaften aufweisen:
1.	� Die in vitro kultivierten Zellen sollten 

repräsentativ für die im Tumor des 
Patienten vorhandenen Zellen sein.

2.	� Dynamische Prozesse wie Zellteilung, 
Migration und Invasion müssen er-
fasst werden können.

3.	� Die Umgebung der Tumorzellen 
unter besonderer Berücksichtigung 
des Stromas soll abgebildet werden.

4.	� Eine genetische Manipulation der 
kultivierten Zellen sollte möglich 
sein.

In der vorliegenden Arbeit soll veran-
schaulicht werden, wie ausgehend von der 
Etablierung der Primärkultur, deren Wei-
terentwicklung zur Kokultur bis hin zum 
funktionellen Invasionsmodell und stan-
dardisierten Xenograftmodellen unter-
schiedliche Ansätze zur Entwicklung sol-
cher Modellsysteme für das Prostatakar-
zinom verfolgt worden sind. Das primä-
re Ziel für die Entwicklung dieser patien-
tennahen Modelle ist es, die funktionel-
le Bedeutung der im Paraffin eingebette-
ten Präparate und am Frischmaterial be-
schriebenen molekularen bzw. geneti-
schen Änderungen für die Tumorentste-
hung und -progression erkennen zu kön-
nen. Außerdem eröffnen diese Modelle 
neue Perspektiven zur funktionellen und 
molekularen Typisierung klinisch rele-
vanter Krebszellen.

Derzeit kommen in der experimentel-
len Prostatakarzinomforschung vorwie-
gend folgende Modelle zur Anwendung:

Abkürzungen

CGH Comparative genomic hybridization 
= komparative genomische  
Hybridisierung

ECM Extracellular matrix = extrazelluläre 
Matrix

EMT Epithelial-mesenchymal transition = 
epitheliale mesenchymale Transition

FISH Fluorescence in situ hybridization = 
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

hTERT Human telomerase reverse  
transcriptase = humane telomerase-
reverse Transkriptase

RNA Ribonucleic acid = Ribonukleinsäure

SKY Spectral karyotyping = spektrale 
Karyotypisierung

SOP Standard operating procedure = 
Standardvorgehensweise
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1.	� Permanente Zelllinien wie DU145, 
PC-3 und die hormonabhängige Li-
nie LNCaP werden bevorzugt ver-
wendet. Diese aus Metastasen gene-
rierten Zelllinien repräsentieren al-
lerdings nur einen relativ engen Aus-
schnitt in der Pathogenese des Pros-
tatakarzinoms [41]. Darüber hinaus 
existieren mehrere Sublinien, die teil-
weise nur ungenügend charakterisiert 
sind. Die genetische Instabilität bei 
der Langzeitkultivierung sowie häufig 
auftretende Kontaminationen durch 
Mykoplasmen reduzieren zusätzlich 
die Aussagefähigkeit experimenteller 
Untersuchungen an diesem Material.

2.	� Primärkulturen aus Patientenproben 
nach Prostatektomie oder aus Metas-
tasen sind aufwändig und schwierig 
zu handhaben. Ein großer Vorteil ist 
die direkte Abstammung vom Patien-
tenmaterial, weshalb immer wieder 
neue methodische Ansätze zu einer 
Verbesserung und Standardisierung 
dieser Technik entwickelt werden 
[26]. Aufgrund der geringen Men-
ge des Ausgangsmaterials und der be-
grenzten Kultivierbarkeit ist die Ver-
fügbarkeit von Primärkulturen auf 
wenige Zellpassagen beschränkt. Aus 
diesem Grund findet diese Technik 
bisher nur bei wenigen experimentel-
len Fragestellungen eine Anwendung. 
Durch eine Immortalisierung von 
Primärkulturen (z. B. durch retrovi-
rale Transfektion mit hTERT) kann 
u. U. eine permanente Zelllinie etab-
liert werden [20].

3.	� Transgene Tiermodelle basieren auf 
einer Tumorinduktion durch gezielte 
Manipulationen des Tiergenoms. Mit 
diesen Modellen können z. B. Ergeb-
nisse, welche an Zelllinien erhoben 
wurden, überprüft werden. Darüber 
hinaus ermöglichen sie die In-vivo-
Kontrolle neuer therapeutischer Stra-
tegien. Die Grundzüge dieses Modells 
wurden in mehreren Übersichtsarbei-
ten diskutiert [1, 14].

4.	� Xenograftmodelle entstehen durch 
die Übertragung von Gewebemate-
rial oder Zellkulturen auf einen Host 
(z. B. Maus), wodurch Tumorzellen 
vermehrt und in ihrem biologischen 
Verhalten zu diagnostischen und the-
rapeutischen Zwecken untersucht 
werden können.

Primärkulturen:  
das Prostatakarzinom –  
ein anspruchsvoller Tumor

In der Prostatakarzinomforschung sind 
die Heterogenität des Tumors, das ver-
gleichsweise langsame Zellwachstum, so-
wie die ausgesprochene Abhängigkeit von 
der Zellumgebung maßgebliche Gründe 
dafür, dass nur wenige Arbeitsgruppen 
sich routinemäßig mit dem Anzüchten 
von Primärkulturen beschäftigen. Hinzu 
kommt, dass Tumorherde in Prostatekto-
miepräparaten häufig klein und makro
skopisch nur sehr schwer erkennbar sind, 
weshalb im Vergleich zu anderen Tumor-
entitäten die für eine Zellkultur verfügba-
re Materialmenge sehr limitiert ist. Eine 

weitere Schwierigkeit ergibt sich aus der 
Tatsache, dass keine Marker verfügbar 
sind, mit denen der Erfolg einer In-vitro-
Kultivierung von Tumorzellen eindeutig 
dokumentiert werden kann.

Bereits König et al. [19] und auch die 
eigene Arbeitsgruppe konnten zeigen, 
dass die klassische Initiierung von Pri-
märkulturen aus Tumorgewebe durch en-
zymatischen Verdau kleiner Gewebefrag-
mente zu einer raschen Selektion chromo-
somal unauffälliger, diploider Epithelzel-
len führt [17].

Als Alternative zum enzymatischen 
Verdau der Tumorproben kann die sog. 
„Partikel- oder Explantatkultur“ ange-
wendet werden. Der Verzicht auf eine Vor-
behandlung des Gewebes soll die Selek-
tion auf „normale“ Epithelzellen aus den 
Patientenproben verhindern (. Abb. 1a).

Einen wichtigen Fortschritt der In-vi-
tro-Kulturbedingungen zeigte die Arbeit 
von Fong et al. 1991 [5] auf. Die Autoren 
beschrieben erstmals die reversible Än-
derung der Morphologie und Differen-
zierung (z. B. Expression von PSA) von 
Prostataepithelzellen, wenn die Kultivie-
rung in Zellkulturflaschen erfolgte, die 
mit extrazellulärer Matrixmischung (in 
deren Fall: Matrigel™) beschichtet waren. 
Seither hat sich die elementare Bedeu-
tung des „Microenvironments“, d. h. ex-
trazelluläre Matrix und v. a. benachbarter 
Fibroblasten für die Differenzierung und 
Funktion von Tumorzellen in zahlreichen 
Publikationen bestätigt [4, 23].

a b c
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d

Abb. 1 8 a Gewebepartikel (Explantatkultur, Skalierung 2 mm) auf ECM-beschichtetem Objektträger; Phasenkontrast. 
b Explantatkultur auf Membran mit 0,4-µm-Poren; Fibroblasten (blau) in der Companionplate (FISH). c Explantatkultur auf 
Membran mit 8-µm-Poren. Fibroblasten (blau) + CI/Matrigel™ (grau) in der Companionplate. Invasive Tumorzellen im Gel 
(grün). d Nacktmausmodell mit sonographischer Übersicht 6 Wochen nach Tumorzellinokulation in alle 3 Prostatalappen 
(unten links), sowie histologischer Darstellung der Tumore in den verschiedenen Lappen (unten rechts). (RVP rechter ventraler 
Prostatalappen, RDP rechter dorsaler Prostatalappen, LDP linker dorsaler Prostatalappen)
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Das Kokulturmodell

Die Kokultur ermöglicht es, unterschied-
liche Zellen – in diesem Falle Tumorzellen 
und Fibroblasten – in direkter Nachbar-
schaft zu kultivieren. Diese Methode ist 
allerdings technisch aufwändig und er-
fordert gewisse Erfahrungen in der Zell-
kultur. Mit diesem experimentellen An-
satz kann die Wechselwirkung zwischen 
Stromazellen, extrazellulärer Matrix und 
Tumorzellen simuliert werden. Die Ver-
wendung von Membranen mit Poren 
von 0,4 µm erlaubt dabei eine parakri-
ne Wechselwirkung zwischen den bei-
den Zellarten, ohne dass diese in direkten 
Kontakt treten (. Abb. 1b). Damit wird 
prinzipiell die Situation im Tumorgewebe 
imitiert und der Tatsache Rechnung getra-
gen, dass neben der extrazellulären Matrix 
beim Prostatakarzinom auch benachbar-
te Stromazellen als „epigenetische Fakto-
ren“ bei der Zellkultivierung eine bedeut-
same Rolle spielen. Eine individuelle Ana-
lyse beider Zellarten nach Versuchsende 
ist mit standardisierten Verfahren (Pro-
liferation, Apoptose, FISH etc.) möglich.

Die Beobachtung, dass die Prolifera-
tion von Prostatakarzinomzellen durch 
eine Kokultur stimuliert werden kann, 
wurde von Lang et al. 2000 [22] exempla-
risch nachgewiesen. Allerdings spielt da-
bei das Verhältnis Tumorzellen zu Fibro-
blasten sowie deren Herkunft eine maß-
gebliche Rolle. Unter Anwendung dieser 
Technik erzielte Ergebnisse dieser und 
zahlreicher anderer Arbeitsgruppen ha-
ben eine zentrale Rolle tumorassoziier-
ter Fibroblasten für Progression und Me-
tastasierung eines Tumors dokumentiert. 
Kürzlich wurde diese Abhängigkeit ein-
drucksvoll im Tiermodell gezeigt [38]. In 
eigenen Untersuchungen mit diesem Zell-
kulturmodell konnten wir eine deutliche 
Steigerung der Auswachsraten und eine 
Erhaltung der tumorassoziierten Aneu
ploidie der Epithelzellen über einen län-
geren Kultivierungszeitraum zeigen. Im 
direkten Vergleich mit Prostatanormalge-
webe des gleichen Patienten wurden mit 
diesem experimentellen Ansatz aus dem 
Tumorstück genetisch aberrante Zellen 
gezüchtet, was als Beleg für die spezifi-
sche Selektion von Tumorzellen gewertet 
werden kann [44, 45].

Zusammenfassung · Abstract
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Zusammenfassung
Der klinische Verlauf eines Prostatakarzinoms, 
der häufigsten Krebserkrankung des Mannes, 
ist sehr variabel. Trotz intensiver Forschung 
fehlen bis heute – abgesehen von den klassi-
schen histopathologischen Kriterien – prog-
nostische Marker, die den Verlauf der Tumor-
erkrankung valide vorhersagen und eine gu-
te Einschätzung der Therapiebedürftigkeit er-
lauben. Ein Grund hierfür liegt wahrschein-
lich in dem Fehlen guter, patientennaher Tu-
mormodellsysteme. Diese sind nicht nur von 
elementarer Bedeutung für ein besseres Ver-
ständnis der Pathogenese des Prostatakarzi-
noms, sondern spielen auch in der Entwick-
lung neuer therapeutischer Strategien eine 
wichtige Rolle. Da die an permanenten Zell-
linien gewonnenen Ergebnisse nur bedingt 

auf die Klinik übertragbar sind und Primär-
kulturen aus Patientenproben nicht beliebig 
gezüchtet werden können, müssen neue Lö-
sungsansätze geschaffen werden, die eine 
nachhaltige, patientennahe Prostatakarzi-
nomforschung ermöglichen.

In der vorliegenden Arbeit wird die Ent-
wicklung unterschiedlicher Strategien der Zell-
kultivierung aus Prostatakarzinomgewebe und 
die Kombination mit einem Mausxenograft-
modell dargestellt und damit ein Ausblick auf 
zukünftige Forschungsziele gegeben.

Schlüsselwörter
Prostatakarzinom · Primärzellkultur ·  
Invasionsassay · 3D-Kultur ·  
Xenograft-Mausmodell

From tumor tissue via primary cultures to xenograft models. 
A functional approach in prostate cancer research

Abstract
The clinical course of prostate cancer, the 
most common cancer in men, is very variable. 
Despite intense research activities over the 
years and besides histopathological criteria, 
prognostic markers that reliably predict tu-
mor behavior and the necessity for treatment 
are still missing. A likely explanation for this 
fact is the lack of good tumor models, mim-
icking the in vivo situation. These models are 
not only essential for a better understanding 
of the pathogenesis of prostate cancer but al-
so play an important role in the development 
of new therapeutic strategies. Since results 
of permanent cell culture experiments reflect 
only in part real tumor behavior and prima-

ry cultures from patient material cannot be 
grown indefinitely, novel approaches need to 
be developed to achieve reliable and clinical-
ly relevant prostate cancer research.

In this work the development of sever-
al approaches for culturing primary pros-
tate cancer tissue is illustrated and a forecast 
of future research plans utilizing xenograft 
models in mice is made.

Keywords
Prostate cancer · Primary cell culture ·  
Invasion assay · 3D-cell culture ·  
Mouse xenograft model
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Heute wissen wir, dass „aktivierte“ Fi-
broblasten als Myofibroblasten die epi
theliale, mesenchymale Transition (EMT) 
von Tumorzellen katalysieren [23, 43]. Im 
Rahmen dieser EMT vollziehen die betei-
ligten Zellen einen Phänotypwechsel, der 
wesentlich das Migrationsverhalten der 
Zellen bestimmt.

Im Wesentlichen ist dieses Modell auf 
individuelle Fragestellungen beschränkt, 
da es sich als generelles Zellkultursystem 
nur bedingt eignet. Vergleichsweise ho-
her experimenteller und finanzieller Auf-
wand, eine nicht immer einfache Übertra-
gung von Standardtechniken auf das Ko-
kultursystem und die technisch schwie-
rige Passagierung limitieren die Einsatz-
möglichkeiten. Die Verwendung genau-
er charakterisierter ECM-Komponenten 
und sezernierter Zellproteine des Strom-
aanteils haben in der „normalen“ Mono-
layerzellkultur zwischenzeitlich dafür ge-
sorgt, dass das Microenvironment im Tu-
mor auch dort recht gut simuliert werden 
kann.

Grundsätzlich verlangt das Anlegen 
von Primärkulturen neben dem obligato-
rischen Ethikvotum und der Einverständ-
niserklärung des Patienten auch eine Ko
operation mit dem Pathologen. In unse-
rer Klinik besteht daher seit vielen Jahren 
eine enge Zusammenarbeit mit den Kolle-
gen aus der Pathologie bei Probenentnah-
me. In einem eigens hierfür eingerichteten 
Arbeitsbereich werden nach gemeinsam 
erarbeiteten SOP unter sterilen Kautelen 
direkt nach operativer Entfernung reprä-
sentative Proben aus der frischen Prosta-
ta für die Zellkultur entnommen.

Trotz verbesserter Kultursysteme ist es 
nach wie vor schwer, die Karzinomzellen 
über einen längeren Zeitraum zu kulti-
vieren. Ursachen hierfür könnten u. a. an 
dem ausgewählten Patientenmaterial lie-
gen. Üblicherweise werden viele Patien
ten mit einem Gleason-Summenscore 
von 6–7 und aufgrund von Früherken-
nungsmaßnahmen zunehmend geringer 
Tumorgröße radikal operiert. Es ist zu er-
warten, dass in diesen Patientenproben 
nur wenige Tumorzellpopulationen vor-
handen sind, die in vitro zum Auswach-
sen aus der Gewebeprobe fähig sind. Ob 
es sich dabei um Stammzellen oder „can-
cer-initiating cells“ handelt, ist gegenwär-
tig noch unklar. Es könnte also im Falle 

des Prostatakarzinoms schlicht und ein-
fach daran liegen, dass im Ausgangsma-
terial zu viele terminal differenzierte Tu-
morzellen vorhanden sind und die proli-
ferationsfähigen Zellen nur eine Minder-
heit ausmachen.

Man vermutet, dass maximal 0,1% der 
Tumorzellen Stammzellen darstellen. Eine 
Anreicherung über ein Zell-Sorting bie-
tet einen guten Lösungsansatz, allerdings 
wird dies nur unter gewissen Vorausset-
zungen erfolgreich sein: Zum einen muss 
genügend Ausgangsmaterial vorhanden 
sein und zum anderen muss ein verlässli-
chen Marker als Anreicherungskriterium 
existieren. In jüngster Zeit wurde dieses 
Verfahren erfolgreich zur Anreicherung 
von Stammzellen als „side population“ 
aber auch zur Isolierung von Stromazell-
subpopulationen angewandt [43].

Von der Kokultur  
zum Invasionsmodell

Aufgrund der begrenzten Aussagen, die 
mit der Karyotypisierung getroffen wer-
den können, und der Beschränkung die-
ser Technik ausschließlich auf teilungs-
fähige Zellen wurde die zytogenetische 
Charakterisierung des Prostatakarzi-
noms auf Techniken wie SKY, CGH und 
FISH erweitert [31]. Mit diesen umfassen-
den molekulargenetischen Untersuchun-
gen an Frisch- und in Paraffin eingebet-
teten Gewebe konnten wir eine Amplifi-
kation der 3q25–q26-Region beim Prosta-
takarzinom nachweisen. Als Zielgen die-
ser Amplifikationseinheit konnte TLOC/
Sec62 eingegrenzt werden [15]. Diese Ge-
namplifikation und Überexpression von 
Sec62 fand sich auch in der Zelllinie DU-
145, wohingegen PC-3 ebenfalls eine er-
höhte Expression aber keine Amplifika-
tion der 3q25–q26-Region zeigte.

Da die Bedeutung dieses Gens bzw. 
dessen Produkt bis dato bei keinem Ma-
lignom bekannt war, erfolgten funktio-
nellen Studien mittels „gene silencing“ 
und Transfektion. Dabei konnte gezeigt 
werden, dass eine Herunterregulierung 
von Sec62 zu einer signifikanten Abnah-
me des Invasionspotentials von Pros-
tatakarzinomzellen führt [10]. Für die-
se Untersuchungen wurde ein Standard-
modell verwendet, bei welchem Tumor-
zellen auf einem Matrigel™-beschichte-

ten Membraneinsatz mit 8 µm Porengrö-
ße kultiviert werden.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass 
funktionelle Studien an permanenten 
Zelllinien durchaus ihre Bedeutung ha-
ben, wenn einzelne Gene analysiert wer-
den, die gleichermaßen im primären Tu-
mormaterial und den Zelllinien verändert 
sind. Auch Primärkulturen und komple-
xe 3D-Modelle können zur Lösung sol-
cher Fragestellungen hilfreich sein.

Die Invasion von Tumorzellen wird 
durch eine Modifikation des Kokultur-
systems und der Migration untersucht. 
Den verschiedenen Ansätzen gemeinsam 
ist immer eine Anordnung, in der kulti-
vierte Zellen auf Matrigel™-beschichteten 
Membranen (Porendurchmesser 3–8 µm) 
über einem „Attractant“ im unteren Kom-
partiment aktiv diese Barriere aus Matri-
gel™ durchbrechen und auf die Untersei-
te der Membran wandern. Die Detektion 
der durchgewanderten invasiv gewach-
senen Zellen kann auf unterschiedliche 
Weise erfolgen.

Es werden als Ausgangspopulation Ge-
webeproben, die direkt nach Prostatekto-
mie aus dem Präparat entnommen wur-
den (s. oben), verwendet. Die invasiv 
wachsenenden Zellpopulationen werden 
dabei nach dem Durchwandern der Mem-
bran auf der Unterseite in einem Gelkissen 
bestehend aus einer Mischung von Matri-
gel™ und Kollagen I aufgefangen. Zusätz-
lich können in Kollagen I eingebettete Fi-
broblasten oder „stromal cell derived fac-
tor“ (SDF-1) als „attractant“ verwendet 
werden (. Abb. 1c). Nach 2–4 Wochen 
befinden sich die invasiv wachsenden Tu-
morzellen im Gel des unteren Kompar-
timents in Form unterschiedlicher Sphe-
roide: Deren Struktur reicht von runden, 
gleichmäßigen Formen bis hin zu einer 
flächigen, teilweise irregulären Architek-
tur oder einem Netz, welches an „tube li-
ke structures“ erinnert [16]. Diese Zellag-
gregate können anschließend mittels en-
zymatisch-mechanischer Techniken unter 
dem Mikroskop aus dem Gel herausge-
löst, weiterkultiviert, fixiert und eingebet-
tet oder für DNA/RNA-Isolierung ver-
wendet werden. So erlaubt dieser innova-
tive experimentelle Ansatz nicht nur die 
Anreicherung einer vorselektionierten 
Zellpopulation sondern bietet auch die 
Möglichkeit, invasiv wachsende Prostata-
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karzinomzellen (im Gel auf der Untersei-
te) mit nichtinvasiv bzw. noch nicht inva-
siv wachsenden Zellen (auf der Oberseite 
der Membran) bezüglich phänotypischer/
genomischer/epigenetischer Veränderun-
gen vergleichend zu untersuchen.

Da es sich bei diesem Versuchsansatz 
um ein In-vitro-Modell mit Patienten-
proben handelt, können die Daten mit 
klinischen Daten des jeweiligen Patien-
ten, den histopathologischen Ergebnissen 
und auch mit anderen Untersuchungen 
an dem Frischmaterial verglichen werden.

Die bisherigen Analysen ergaben über-
wiegend einheitliche genetische Verände-
rungen der invasiv wachsenden Zellen 
(CGH) sowie einen meist basalen Phäno-
typ in immunhistochemischen Färbun-
gen. Auch die differentielle Expression 
verschiedener MicroRNA während der 
Invasion und Metastasierung wird derzeit 
an diesem Modell untersucht. Da die Fä-
higkeit einer Zelle zur Invasion mit einer 
Änderung der Genexpression einhergeht, 
eignet sich dieser Versuchsaufbau hervor-
ragend, um die molekularen Veränderun-
gen während der Invasion an individuel-
len Patientenproben zu analysieren. Im 
Mittelpunkt der eigenen gegenwärtigen 
Experimente steht dabei die EMT. Zahl-
reiche Publikationen beschreiben einen 
Zusammenhang zwischen der Expression 
von Stammzellmarkern und einem erhöh-
ten malignen Potential sowie der Metas-
tasierung [24, 25, 29, 34]. Spannend dabei 
scheint die Rolle der MicroRNA zu sein, 
deren direkte Beteiligung am Prozess der 
Invasion bereits gut dokumentiert ist [21].

Die Weiterkultivierung der Spheroi-
de außerhalb des Invasionsmodells ist er-
schwert, da auch hier die optimale Um-
gebung einen entscheidenden Einfluss auf 
die Kultur und Qualität der Zellen ausübt. 
So wie im Tumorgewebe das Stroma einen 
Einfluss auf die maligne Differenzierung 
der Zellen hat [11], war es auch früh mög-
lich, in Kultur von Prostatastromazellen 
nachzuweisen, dass hier anwesende Um-
gebungsfaktoren in der Lage sind, post-
transkriptionale Veränderungen hervor-
zurufen und so die Progression zu beein-
flussen [35]. Die möglichst exakte Simu-
lation dieser „Mikroumgebung“ in einem 
In-vitro-Modell ist nach wie vor eine gro-
ße Herausforderung in der onkologischen 
Forschung, der regenerativen Medizin 

und dem „tissue engineering“. Als alterna-
tiver Weg bietet sich die orthotope Über-
tragung dieser funktionell vorselektierten 
Zellpopulation in ein Tiermodell an.

Etablierung eines Tiermodells: 
Ansprüche und Wirklichkeit

In der Prostatakarzinomforschung sind 
In-vivo-Modelle zur Evaluation experi-
menteller Daten aus Gewebe und Zell-
kultur dringend erforderlich, um diese 
auf ihre klinische Relevanz überprüfen zu 
können. Je besser diese Modelle sind, des-
to schneller können gewonnene Erkennt-
nisse auch für eine klinische Prüfung an-
gewandt werden. Eine Vielzahl von Tier-
modellen wurde entwickelt, um die Ein-
schränkungen der Zellkultur zu überwin-
den. Ein Tiermodell eignet sich für das 
Prostatakarzinom unter Beachtung eini-
ger Besonderheiten gleich mehrfach: Ei-
nerseits kann Patientenmaterial z. B. auf 
der Maus propagiert und expandiert wer-
den. Hierzu sind vor allem Modelle der 
subkutanen Tumorgewebeimplantation 
beschrieben, die in seriell subkultivierten 
Xenograftlinien als Materialreservoir für 
In-vitro-Untersuchungen und In-vivo-
Therapieversuche dienen [37, 40]. Die als 
Xenograft „kultivierten“ Gewebe aus ra-
dikalen Prostatektomien könnten als Aus-
gangsmaterial für Primärkulturen dienen 
oder auch direkt als Gewebeproben ver-
wendet werden. Andererseits haben Tier-
modelle auch den Vorteil, das biologische 
Verhalten der Tumorzellen in einer na-
türlichen und bestenfalls auch dem Pri-
märorgan zugehörigen Umgebung reprä-
sentieren zu können. Gute Tiermodelle 
für das Prostatakarzinom sind aber nach 
wie vor selten, aufwändig und technisch 
schwierig, was eine regelmäßige Anwen-
dung bisher verhindert [39].

Dem Wirtsorgan wird eine große Be-
deutung für die Qualität eines Xenograft-
modells zuteil. In der Prostatakarzinom-
forschung wurden bisher v. a. heteroto-
pe, subkutane Modelle beschrieben [33]. 
Diese Modelle sind von der Methodik 
leicht erlern- und anwendbar. Zudem er-
lauben sie eine einfache visuelle Kontrolle 
des Wachstumserfolgs. Im Vergleich hier-
zu ist eine Implantation des Zellmaterials 
in die Prostata des Versuchstieres (ortho-
top) wesentlich aufwändiger und schwie-

riger. Sie bietet allerdings physiologische 
und tumorbiologische Vorteile. Kein an-
derer Wachstumsort simuliert die natür-
liche Umgebung der Tumorzellen besser 
und bietet daher vergleichbar optimale 
Vorraussetzungen für Angiogenese und 
Stromainteraktion wie das Ursprungs-
organ [8, 27]. Diese offensichtlichen Vor-
teile des orthotopen Modells werden auch 
durch die Tatsache, dass im Gegensatz 
zum subkutanen Modell Lymphknoten-
metastasen im Sinne einer systemischen 
Tumorerkrankung gefunden werden, 
untermauert [2, 3, 27]. Des Weiteren konn-
ten bereits Stephenson et al. [36] beim 
Vergleich subkutaner und orthotoper 
Zellinokulation zeigen, dass v. a. bei gerin-
ger Zellmenge die Tumorigenität nach or-
thotoper Implantation deutlich höher ist.  
Dies bestätigt die tumorbiologischen Vor-
teile des Modells. Daher wird die ortho-
tope Implantationstechnik v. a. bei der 
Arbeit mit Primärtumormaterial favori-
siert. Ebenso wie in der In-vitro-Kultivie-
rung spielen offensichtlich auch in vivo 
die gleichen Faktoren wie z. B. das „Mic-
roenvironment“ eine wichtige Rolle.

In Zusammenarbeit mit dem Institut 
für Experimentelle Chirurgie des Uni-
versitätsklinikums Homburg haben wir 
die orthotope Zellinokulation von Pros-
tatakarzinomzellen aus etablierten Zellli-
nien an Nacktmäusen durchgeführt und 
diese bisher nur lückenhaft beschriebe-
ne Methode optimiert (. Abb. 1d, [32]). 
Ein innovatives Element dieses Ansatzes 
ist die nicht invasive Dokumentation des 
Tumorwachstums mittels Kleintierultra-
schall, was eine wiederholte Verlaufskon-
trolle der Tumore erlaubt, ohne die Tie-
re töten zu müssen. Die bisherigen Befun-
de zeigen, dass für eine erfolgreiche intra-
prostatische Implantation von etablier-
ten Zelllinien nur ca. 50.000 Zellen (oh-
ne Vorselektion) benötigt werden, was 
bereits eine erhebliche Reduzierung der 
Materialmenge – v. a. im Hinblick auf die 
Übertragung des Modells auf Primärkul-
turen – gegenüber den publizierten Daten 
bedeutet.

Neben dem wichtigen Faktor der Tu-
morumgebung konnte bei der Induktion 
von Tumoren im Mausmodell gezeigt 
werden, dass mit einer Vorselektion be-
stimmter Zellklone die notwendige Zell-
zahl für die Tumorbildung deutlich redu-
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ziert werden kann. Allerdings muss hier-
zu bereits in der vorangehenden Zellkul-
tur dafür gesorgt werden, dass die Aus-
breitung eines bestimmten, minderver-
tretenen Klons unter dem Selektions-
druck durch die Überwucherung mit an-
deren Zellen nicht ausbleibt [6]. Interes-
santerweise konnte kürzlich gezeigt wer-
den, dass in Kultur invasiv ins Matrigel™ 
eingewachsene DU145-Zellen nach sub-
kutaner Injektion in NOD/SCID-Mäuse 
deutlich tumorigener sind als nicht inva-
sive Klone der gleichen Zelllinie. So reich-
ten hier bereits 100 Zellen aus, um einen 
subkutanen Tumor zu induzieren [18]. Ob 
es durch die Invasion zu einer Anreiche-
rung von Tumorstammzellen kam und/
oder ob eine Änderung der Genexpres-
sion durch eine epithelial-mesenchymale 
Transition (EMT) stattfand, ist gegenwär-
tig unklar. Allerdings sehen wir uns durch 
diese Ergebnisse in unserem experimen-
tellen Ansatz bestärkt, dass vorselektio-
nierte Zellen aus unserem Invasionsmo-
dell ein ähnlich tumorigenes Potential in 
der Maus aufweisen werden. Der über-
zeugendste Beweis dafür, dass es sich hier-
bei um Tumorstammzellen handelt wäre 
dann erbracht, wenn wenige dieser vorse-
lektionierten Zellen in der Lage wären, im 
orthotopen Tiermodell heterotope Tumo-
re zu induzieren [9].

Perspektiven

Die raschen Entwicklungen in der ex-
perimentellen Tumorbiologie erfordern 
mehr denn je repräsentative Modellsys-
teme, an denen die in der Systembiologie 
und im Hochdurchsatzscreening erhobe-
nen Daten hinsichtlich ihrer Bedeutung 
sowohl bei der Tumorentwicklung und 
Progression als auch bei der Metastasie-
rung und Hormonunabhängigkeit weiter 
untersucht werden können. Im Vorder-
grund stehen hierbei gegenwärtig die Rol-
le der Tumorstammzelle sowie die EMT 
bzw. deren Umkehr (mesenchymal-epit-
heliale Transition, MET) bei der Fähig-
keit der Tumorzelle zur Invasion und Me-
tastasierung. Hierbei scheinen auch die 
MicroRNA eine wichtige regulatorische 
Rolle zu spielen. Zur weiteren Aufklärung 
dieser molekularen funktionellen Zusam-
menhänge werden intelligente Modell-
systeme benötigt, welche durch Eingriff 

in die genetischen Regulationsmechanis-
men – Transfektion bzw. „gene silencing“ 
– mögliche neue Signaltransduktionswege 
und Zielgene offenlegen und eine weitere 
Validierung erlauben. Dabei ist es wich-
tig zu erkennen, dass es nicht das perfek-
te Modellsystem für alle Untersuchungen 
gibt, sondern dass jeder der hier exemp-
larisch gezeigten experimentellen Ansät-
ze seine Berechtigung für spezifische Fra-
gestellungen hat.

Nach wie vor können wir auf Hoch-
durchsatzanalysen mit permanenten Zell-
linien nicht verzichten. Auch hier wurden 
in der Vergangenheit Entwicklungen an-
gestoßen, welche dem Einsatz dieser Zell-
linien eine neue Wertigkeit verleihen, wie 
die Bildung von homologen und hetero-
logen Spheroidkulturen, die sich einge-
schränkt auch für Screeninguntersuchun-
gen eignen [12, 13].

Die Kombination von innovativen In-
vitro-Zellkulturtechniken mit In-vivo-
Mausmodellen wird einen Fortschritt bei 
der Untersuchung tumorspezifischer Ver-
änderungen im Prostatakarzinom ermög-
lichen [42]. Vergleichende Ergebnisse von 
dreidimensionalen Spheroidkulturen mit 
klassischer Monolayer-Zellkulturtechnik 
haben bereits gezeigt, dass sich abhängig 
von dem verwendeten Modell signifikan-
te Unterschiede der toxischen Wirkun-
gen bei Behandlung mit Krebstherapeu-
tika zeigen [7].

Fazit für die Praxis

Die Verwendung von Patientenproben 
in Kokultivierungsmodellen zur selekti-
ven Anzüchtung von Tumorzellen, einer 
funktionellen Selektion im 3D-Invasions-
modell und der Transplantation eventu-
ell vorselektionierter Tumorzellen in ein 
Mausmodell bieten als in-vivo-nahe Mo-
delle innovative und vielversprechen-
de Ansätze bei der Erforschung von Ent-
stehung und Progression des Prostata-
karzinoms. Mit diesen Methoden könnte 
es möglich sein, schneller neue brauch-
bare Marker für das Wachstumsverhal-
ten eines Tumors zu identifizieren. Diese 
Konzepte stellen damit als präklinisches 
Modell ein wichtiges Bindeglied zwi-
schen der Grundlagenforschung und der 
Klinik dar, ganz im Sinne der translatio-
nalen Forschung.
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Neue Impulse für die  
Stammzellenforschung

Die Nutzung von Stammzellen erfährt in der 

Medizin eine immer größere Bedeutung. Eine 

Zukunftsvision ist, aus Stammzellen Organe 

zu züchten. Im Januar 2011 startete ein Ge-

meinschaftsprojekt, das Grundlagenwissen 

im Bereich der Stammzellenforschung in die 

Anwendung führen möchte. Bis Ende 2013 

soll das interdisziplinäre Forscherteam opti-

male Wachstumsbedingungen für Stammzel-

len identifizieren und eine Technologie zum 

Aufbau eines dreidimensionalen mehrschich-

tigen Stammzelltestsystems entwickeln. Im 

Vordergrund steht dabei die Frage der ge-

nauen Zellpositionierung und deren Einfluss 

auf die Gewebebildung: Wie müssen unter-

schiedliche Zelltypen angeordnet sein, damit 

sie sich selbst zu einer Nische organisieren? 

Des Weiteren entwickeln die Wissenschaftler 

momentan eine Bildbearbeitungssoftware, 

durch die eine einfache Analyse der in-vitro-

Stammzellnische möglich wird.

Durch die Aufklärung der Funktionsweise 

adulter Stammzellen können neue therapeu-

tische Ansätze erarbeitet werden, beispiels-

weise zur Bekämpfung von Leukämie.
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