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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Im Jahr 2002 betrug der prozentuale Anteil von Prostatakarzinom an den
Krebsneuerkrankungen in Deutschland 22,3% (Robert Koch Institut, 2006).
Damit ist das Prostatakarzinom der haufigste maligne Tumor mit der héchsten
Inzidenz, gefolgt von Darm- (16,3%) und Lungenkarzinomen (14,9%). Das Al-
ter bei Diagnosestellung betragt im Durchschnitt 71,4 Jahre, das mittlere Ster-
bealter 78,4 Jahre. Bei Autopsien findet sich eine mit steigendem Alter anstei-
gende Pravalenz des Prostatakarzinoms. Hinsichtlich der Krebssterbefalle in
Deutschland 2002 belegt das Prostatakarzinom hinter den Lungen- (26,3%)
und Darmkarzinomen (12,8%) mit 10,4% den dritten Platz (Robert Koch Insti-
tut, 2006).

1.1.2 Atiologie

Die Atiologie des Prostatakarzinoms ist noch nicht genau bekannt. Man nimmt
an, dass ethnographische Faktoren eine Rolle spielen. So erkranken schwarze
Amerikaner deutlich haufiger als Japaner, Bewohner westlicher Lander haufi-
ger als Bewohner 6stlicher Lander. AuRerdem vermutet man eine Ursache in
fettreicher, ballaststoffarmer Kost. Aber auch die Genetik mit einer positiven
Familienanamnese und berufliche Einflisse wie Cadmiumexposition sind von
Bedeutung. Uber Einflisse von Infektionen auf die Entstehung des Prostata-
karzinoms wird ebenfalls diskutiert. Unter all diesen Risikofaktoren haben eth-
nographische Faktoren, Vererbung und Diat die grof3te Bedeutung (Haese,
2007; Breul, 2003).

1.1.3 Manifestationsformen

Es sind vier verschiedene Manifestationsformen bekannt:
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Das latente Prostatakarzinom

Es tritt klinisch nicht in Erscheinung, sondern wird im Rahmen einer Autopsie
entdeckt (Bérgermann, 2007).

Das inzidente Prostatakarzinom

Es handelt sich hierbei um einen Zufallsbefund, der bei einer histologischen
Untersuchung nach einer transurethralen Prostataresektion oder nach einer
offenen Prostataadenomenukleation im Rahmen der Therapie einer benignen
Prostatahyperplasie entdeckt wird. Die Inzidenz wird mit 6 — 20 % angegeben
(Bérgermann, 2007).

Das okkulte Prostatakarzinom

Hierbei wird eine Metastase als Erstes klinisch auffallig, wahrend der Primér-
tumor keine Symptome verursacht und auch palpatorisch nicht nachgewiesen
werden kann. Die Diagnose wird mittels PSA-Nachweises im Serum und Biop-
sie der Prostata gestellt (B6rgermann, 2007).

Das klinische Prostatakarzinom

Dieses ist rektal palpabel und kann mit Symptomen einher gehen. Es tritt mit
oder ohne Metastasierung auf. Eine auffallige Palpation zusammen mit einem
erhohten Serumwert fur PSA (>10 ng/ml) erhartet den Verdacht auf ein Klini-
sches Prostatakarzinom. Die Bestétigung erfolgt histologisch durch eine Pros-
tatastanzbiopsie.

1.1.4 Pathogenese

Den Hauptteil des Drisenvolumens nehmen die beiden peripheren Zonen der
Prostata ein, gefolgt von der zentralen Zone und der Ubergangszone
(Abbildung 1). Dementsprechend entstehen ca. 70% bis 90 % der Prostata-
karzinome in der peripheren Zone (Huland, 2006), wahrend in der Ubergangs-
zone ca. 20 % und in der zentralen Zone nur ca. 5 % bis 10 % der Karzinome
auftreten.

Es gibt zwei verschiedene Vorstufen bei der Entstehung eines Prostatakarzi-
noms: zum Einen die prostatische intraepitheliale Neoplasie (PIN), zum Ande-
ren die ASAP (atypical smal acinar proliferation). Charakteristisch fir die PIN
Ist eine intraazinare Proliferation von sekretorischen Zellen mit Kernaplasie.
Man unterscheidet dabei eine Low-grade-PIN, die biologisch unbedeutend ist
von einer High-grade-PIN, die als Prakanzerose gilt (Breul; 2003). Die PIN tritt
hauptsachlich in der peripheren Zone auf. Im Gegensatz dazu findet man die
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AAH vorwiegend in der zentralen Zone bzw. der Ubergangszone (Borger-
mann, 2007; Breul, 2003). Kennzeichen der AAH ist eine mikroglandulére Hy-
perplasie mit Proliferation neu gebildeter Azini.

®, Transitionale Zone

Ductus
deferens

Zentrale Zone

X\ . Anteriores
’ fiboromuskulares Stroma

0 ' ,.L) Periphere Zone

Abbildung 1: Zonale Anatomie der Prostata nach McNeal (Brooks, 1998)

Haufig tritt zusammen mit dem Karzinom auch ein Adenom der Prostata auf,
wobei sich das Karzinom nicht aus dem Adenom entwickelt.

Das Prostatakarzinom ist meist hormonsensibel. Testosteron fordert das
Wachstum, wahrend Androgenentzug es hemmt.

Bei der rektalen Palpation féllt es als holzharte Induration auf. Zun&chst erfolgt
das Tumorwachstum innerhalb der Driuse, bevor es zur Infiltration und Penet-
ration von Prostatakapsel und Samenblasen kommt (Huland, 2006). Meist fin-
det kein Wachstum durch die Rektumschleimhaut statt. Statt dessen erfolgt
die Ausbreitung entlang von Gefallwéanden und vor allem Nervenscheiden als
perineurales Wachstum. Zuerst kommt es meist zur lymphogenen Metastasie-
rung. Dabei werden anfangs die Lymphknoten in der Fossa obturatoria befal-
len, anschliel3end auch die prasakralen und anderen iliakalen, spater erst die
retroperitonealen Lymphknoten (Huland, 2006; Breul, 2003). Die hdmatogene
Tumoraussaat findet mittels des periprostatischen vendésen Plexus Uber die
paravertebranen Venen statt. Dadurch kommt es zu meist osteoblastischen
Metastasen im Skelettsystem, v.a. in der Lendenwirbelsdule, dem proximalen
Femur und dem knéchernen Becken. Nur selten kommt es zur hAmatogenen



Einleitung

Streuung in viszerale Organe wie Lunge, Leber und Nebenniere (Huland,

2006).

1.1.5 Histologie und Grading

Die histologische Klassifikation der Prostatakarzinome beruht sowohl anhand
einer modifizierten WHO-Klassifikation, als auch anhand der in Deutschland
haufig verbreiteten Klassifikation nach Dohm auf einer Aufteilung in gewdhnli-
che Adenokarzinome und ungewdhnliche Karzinome (Golz, 1999; Miller, 1999;
Bdrgermann, 2007).

Karzinomtyp

Rel. Haufigkeit (%)

Gewohnliche Adeno

karzinome

90-95

uniform:

40-50

hoch differenziertes Adenokarzinom

wenig differenziertes Adenokarzinom

kribriformes Karzinom

solides, undifferenziertes Karzinom

pluriform:

50-60

hoch- und wenig differenziertes Ade-
nokarzinom

kribriformes und solides Karzinom

kribriforme Muster in anderen Typen

andere Kombinationen

Adenokarzinom der Prostatagange
(,prostatic duct carcinoma®)

0,4-0,8

muzindses Adenokarzinom

ca. 50 publizierte Falle

Ungewdhnliche Karzinome 5-10
Transitionalzellkarzinom 1-4
Neuroendokrines Karzinom 1-2

Plattenepithelkarzinom

ca. 50 publizierte Falle

Sarkomatoides Karzinom selten
Kleinzelliges anaplastisches Karzinom selten
Pylloider Tumor Raritat

Tabelle 1:

Histologische Typen des Prostatakarzinoms und ihre relati-

ven Haufigkeiten (Golz, 1999)
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Grading des Prostatakarzinoms

Bei der Tumorgradierung (Grading) sind drei verschiedene Systeme von Be-
deutung: das WHO-Grading, das Gleason-Grading und das Grading nach
Empfehlungen des Pathologisch-Urologischen Arbeitskreises ,Prostatakarzi-
nom* (Schlomm, 2007; Breul, 2003; Borgermann, 2007).

Das WHO-Grading

Hierbei gibt es drei Differenzierungsgrade G1-3:
G1: gut differenziert

G2: malig differenziert

G3 schlecht differenziert.

Teilweise findet man auch noch die Stufe G4 fur eine undifferenzierte ausge-
pragte Anaplasie. Ist eine Beurteilung der Differenzierung nicht moglich, be-
zeichnet man dies als GX.

Das Gleason-Grading

Es basiert auf der Bewertung der Wachstumsmuster. Bei dieser Einteilung
finden zellulare Anaplasien keine Berlcksichtigung. Man unterscheidet und
beurteilt ein priméres und ein sekundares Differenzierungsmuster der Drisen,
das in jeweils funf Grade unterteilt wird. Diese beiden Punktwerte werden ad-
diert und ergeben den ,Gleason-Score®, der minimal zwei Punkte und maximal
zehn Punkte betragt. Liegt ein unterschiedliches Wachstumsmuster vor, wird
erst die vorherrschende Form und dann getrennt die weitere vorkommende
Form bewertet (Schlomm, 2007; Breul, 2003; Bérgermann, 2007). Je hdher
der Gleason-Score ist, umso hoher ist auch die Malignitat des Tumors.

Bei einem Vergleich des Gleason-Gradings mit dem WHO-Grading ergibt sich
folgende Ubereinstimmung:

Gl = Gleason-Score2 -4
G2
G3-4

Gleason-Score 5 -6

Gleason-Score 7 - 10

Das Grading nach Empfehlungen des Pathologisch-Urologischen Arbeitskrei-
ses ,Prostatakarzinom*

Diese Einteilung wird v.a. im deutschsprachigen Raum angewendet und beur-
teilt sowohl strukturelle (drisige, kribriforme bzw. solide Karzinomanteile) als
auch zytologische Gesichtspunkte (geringe, mafige und starke Kernaplasie).
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Sie umfasst d

ie Malignitatsgrade la,b, lla,b und Illa,b. Die Prognose fir la — lla

ist dabei deutlich besser als llb — Ilib (Breul, 2003).

1.1.6 Stadie

neinteilung

Die Stadieneinteilung erfolgt nach dem TNM-System:

T-Primartumor

Tx

Primartumor nicht bestimmbar

TO Kein Nachweis eines Primartumors
T1 Klinisch inapparenter Tumor, nicht palpabel oder durch bildgebende
Verfahren nachweisbar
Tla Inzidenteller Tumor: histologisch in 5% oder weniger des Resekti-
onsgewebes nachweisbar
T1lb Inzidenteller Tumor: histologisch in mehr als 5% des Resektionsge-
webes nachweisbar
Tlc Tumor identifiziert durch Nadelbiopsie bei z.B. erhéhtem PSA-Wert
T2 Tumor begrenzt auf Prostata
T2a | Tumor erfasst einen Seitenlappen mit weniger als 50%
T2b Tumor erfasst einen Seitenlappen mit mehr als 50%
T2c Tumor erfasst beide Seitenlappen
T3 Tumor Uberschreitet Prostatakapsel
T3a Extrakapsularer Tumor
T3b Tumor infiltriert die Samenblasen
T4 Tumor ist fixiert oder infiltriert benachbarte Strukturen

N-Regionare L

ymphknoten

NXx

Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
Kein Anhalt fur regionare Lymphknotenmetastasen
Regionarer Lymphknotenbefall

Fernmetastasen kénnen nicht beurteilt werden
Kein Anhalt fur Fernmetastasen
Fernmetastasen

Extraregionarer Lymphknotenbefall
Knochenmetastasen

NO
N1
M-Fernmetastasen
Mx
MO
M1

Mla

M1b

M1lc

Andere Manifestationen

Tabelle 2:  TNM-Klassifikation des Adenokarzinoms der Prostata (Hei-

denreich, 2008)
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1.1.7 Klinik

Symptome beim Prostatakarzinom entstehen manchmal durch obstruktive
Miktionsbeschwerden wie sie auch beim Prostataadenom auftreten. Dazu ge-
horen Startschwierigkeiten, Strahlabschwachung, Nachtraufeln, Nykturie,
Harnverhalt sowie eventuell Hamospermie oder Hamaturie (Huland, 2006).

Die Beschwerden treten allerdings haufig erst in einem spéateren Stadium auf,
so dass oft zuerst die Symptome aufféllig werden, die durch Metastasen, v.a.
Lymphknoten- und Knochenmetastasen, verursacht werden:

e Lumbosakrale ischialgiforme Schmerzen durch osteoblastische Metas-
tasen

e Gewichtsverlust und Tumoranamie durch Knochenmarksinfiltration bei
fortgeschrittener Erkrankung

e Uramische Symptome bis hin zum postrenalen Nierenversagen durch
Harnleiterverschluss in Folge Tumorwachstum im Bereich des Blasen-
bodens oder durch extrinsische Harnleiterkompression in Folge von
Lymphknotenmetastasen im Retroperitoneum und kleinen Becken

e Lymphtdem im Genitalbereich oder an den unteren Extremitaten bei
Lymphknotenmetastasen

1.1.8 Diagnostik

Digitale rektale Palpation

Es handelt sich hierbei um die einfachste, kostenglinstigste und schonendste
Methode. Zu tasten sind dabei jedoch nur etwa 10-15% der Prostatakarzinome
mit einem PSA-Wert < 4ng/ml (Borgermann, 2007). Von Interesse sind dabei
GroRe, Form, Abgrenzbarkeit und Induration des Knotens und Verschieblich-
keit der Rektumschleimhaut (Breul, 2003).

Das Prostata-spezifische Antigen (PSA)

PSA ist eine Glykoprotein-Serin-Protease, die fast ausschlief3lich von epithe-
lialen Prostatazellen gebildet wird. Der Normwert im Serum reicht bis 4,0
ng/ml. PSA ist ein organ-spezifischer, kein karzinomspezifischer Marker der
Prostata. Dies bedeutet, dass eine Erh6hung sowohl bei benignen (z.B. Be-
nigne Prostatahyperplasie, Prostatitis) als auch bei malignen Prostataverande-
rungen bzw. —erkrankungen oder auch nach Manipulationen (Prostatamassa-
ge, Zystoskopie, Prokto-, Rektoskopie) auftritt. Andererseits fuhrt ein Testoste-
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ronmangel, z.B. nach Kastration, durch ein LHRH-Analogon oder ein Antian-
drogen zu einem Abfall des PSA-Wertes im Serum (Bérgermann, 2007). Der
positive pradiktive Wert fur eine Tumorerkrankung liegt zwischen 4 ng/ml und
10 ng/ml bei 25 % bis 35 %, bei Werten tber 10 ng/ml bei 50 % bis 80 %. Al-
lerdings verursachen nicht alle Prostatakarzinome eine PSA-Erhdhung. Insge-
samt kommt dem PSA eine sehr hohe Bedeutung bei der Verlaufskontrolle bei
Prostatakarzinomen zu.

PSA wird mittels Radio- oder Enzymimmunoassays bestimmt, wobei es eine
Grauzone zwischen 4 ng/ml und 10 ng/ml gibt (Bérgermann, 2007). Um des-
halb die Unterscheidung zwischen benigner Prostatahyperplasie und Prosta-
takarzinom zu erleichtern, bestimmt man das freie PSA (fPSA) und das totale
PSA (tPSA) und bildet daraus den Quotienten fPSA/tPSA. Bestimmte Cut-off-
Werte, die abhéngig von den verwendeten Assays sind, zusammen mit den
Werten fur das Gesamt-PSA (tPSA) ermdglichen eine verbesserte Aussage-
kraft im Rahmen der Diagnostik (Borgermann, 2007).

Weitere Laboruntersuchungen

Neben allgemeinen Parametern wie Blutbild, Elektrolyte, Kreatinin, Transami-
nasen, LDH, y-GT und BSG sind Calcium und v.a. die alkalische Phosphatase
von Interesse. Diese ist bei osteoblastischen Metastasen erhoht. Allerdings ist
sie kein tumorspezifischer Marker. Zudem ist sie neben ihre Funktion als Indi-
kator fur Knochenveranderungen auch ein Parameter, der Cholestase anzeigt.

Transrektaler Ultraschall

Dieser wird mit hochauflésenden hochfrequenten (7-9 MHz) Sonden durchge-
fuhrt, die in das Rektum eingeflhrt werden. Verdachtig auf ein Prostatakarzi-
nom sind dabei v.a. peripher gelegene hypoechogene Bezirke (Bérgermann,
2007; Fornara, 2007; Borgermann, 2007).

Das Prostatakarzinom ist im TRUS als echoarmes Areal in der P-Zone median
und im linken Seitenlappen darstellbar (cT2), dies ist in Abbildung 2 und
Abbildung 3 dargestellt.

12
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rechts

Abbildung 2: basaler Querschnitt

kranial

Abbildung 3: median-saggitaler Langsschnitt
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Prostatabiopsie

Die Indikation zur Prostatabiopsie ist bei Verdacht auf ein Prostatakarzinom zu
stellen. Ein als suspekt tastbarer Knoten in der Prostata oder ein PSA-Wert
>4 ng/ml sind typische Indikationen hierfiir.Sie erfolgt als transrektale oder
selten auch perineale Prostata-Stanzbiopsie unter transrektaler Ultraschallkon-
trolle. In der Vergangenheit erfolgte sie als Sextantenbiopsie, bei der sechs
Biopsien gewonnen wurden, die dann histologisch untersucht wurden (Bor-
germann, 2007; Borgermann, 2007). Aktuell werden 10-12 Proben pro Biopsie
entnommen (Leitlinien DGU, 2002)

Bildgebende Untersuchungsverfahren
CT und MRT

Beide Verfahren haben nur einen geringen Stellenwert innerhalb der Diagnos-
tik. Das CT kann nur Lymphknotenvergréf3erungen von mehr als 1,0 cm bei
massivem Lymphknotenbefall nachweisen (Huland, 2006). Mit Hilfe der
Kernspintomographie gelingt eine gute Darstellung der zonalen Anatomie der
Prostata und des umgebenden Bindegewebes und oft auch der Nachweis
kleinerer Lymphknoten. Allerdings sind die erkennbaren Auffalligkeiten oft
nicht spezifisch, so dass der Nutzen auch des MRT nur in ausgewdahlten Fal-
len gegeben ist (Huland, 2006). Aktuelle Entwicklungen erbringen diagnosti-
sche Vorteile fur PET/CT und hochauflosendes MRT mit 3T-Magneten.

Skelettszintigraphie

Ihr kommt eine besondere Bedeutung bei der Suche nach Fernmetastasen zu,
da das fortgeschrittene Prostatakarzinom oft Skelettmetastasen aufweist. Die-
se kénnen mit Hilfe von *™Tc-markierten Bisphosphonaten aufgrund des lokal
gesteigerten Mineralstoffwechsels aufgezeigt werden. Die Sensitivitat betragt
dabei beinahe 100 %, die Spezifitdt ist aber deutlich geringer, da auch ent-
zuindliche und degenerative Erkrankungen &hnliche Befunde liefern kdnnen
(Fornara, 2007; Huland, 2006).

Konventionelles Rontgen

Es dient der Verbesserung der Spezifitat der Knochenszintigraphie. Bezlglich
der Sensitivitat fur Knochenumbauprozesse liefert die Szintigraphie deutlich
bessere Ergebnisse (Fornara, 2007; Huland, 2006).

14
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Zystoskopie, Sonographie der Nieren, intravendses Urogramm (Ausschei-
dungsurogramm)

Bei der Erstuntersuchung bzw. vor einer radikalen Prostatektomie empfehlen
sich diese Untersuchungen in ausgewahlten Fallen, da dadurch eine Beteili-
gung bzw. Beeintrachtigung von Blase, Nieren und Harnleiter aufgedeckt wer-
den konnen (Borgermann, 2007; Huland, 2006). Die Zystoskopie wird dabei
vor allem bei Verdacht auf Infiltration des Blasenbodens durchgefiihrt.

Pelvine Lymphadenektomie

Sie gilt als wichtigste diagnostische Massnahme im Rahmen der radikalen
Prostatektomie. Es werden dabei die Lymphknoten der Fossa obturatoria ent-
fernt und histologisch untersucht. Derzeit erfolgen Untersuchungen lber den
Stellenwert einer erweiterten Lymphadenektomie im Rahmen der radikalen
Prostatektomie bei lokal fortgeschrittenen Tumoren.

1.1.9 Therapie des Prostatakarzinoms

Wie bei jedem Karzinom hangt die Wahl der Therapieform von bestimmten
Faktoren ab: Alter und Allgemeinzustand des Patienten, seine Lebenserwar-
tung, Tumorstadium (TNM) und Differenzierungsgrad des Tumors. Beim Pros-
tatakarzinom spielt zusatzlich noch der PSA-Wert eine Rolle, da bei einem ho-
heren Wert auch die Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen von Metastasen
bzw. fir einen Organ Uberschreitenden Befund erhéht ist. Dementsprechend
gibt es auch unterschiedliche Therapieoptionen fir ein lokal begrenztes und
fur ein disseminiertes Prostatakarzinom.

1.1.9.1 Therapie bei einem lokal begrenzten Prostatakarzinom
(T2-T3/NO/MO0)

Es gibt hierbei drei verschiedene Mdglichkeiten: Die radikale Prostatektomie,

die Strahlentherapie und die sogenannte ,Active Surveillance* (Wirth, 2007).

Radikale Prostatektomie

Eine wichtige Indikation hierfur ist neben der lokalen Begrenztheit des Tumors
noch die voraussichtliche mittlere Lebenserwartung des Patienten von mindes-
tens zehn Jahren (Breul, 2003), da der Patient aufgrund der langsamen
Wachstumsfraktion des Prostatakarzinoms von < 5 % nur dann von dieser
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Therapieart profitiert (Wirth, 2001). Durch die lokale Begrenztheit und die dar-
aus folgende Mdglichkeit den Patienten durch die Entfernung der gesamten
Prostata und somit auch des kompletten Karzinoms zu heilen, ist die radikale
Prostatektomie die Therapie der Wahl (Huland, 2006). Der Zugang hierfir er-
folgt meist retropubisch oder auch perineal. Bei der radikalen retropubischen
Prostatektomie werden dabei zundchst die Lymphknoten der Fossa obturato-
ria entfernt und gegebenenfalls mittels Schnellschnittuntersuchung auf Metas-
tasen Uberprift. Nur wenn die Lymphknoten noch nicht befallen sind, wird mit
der Operation fortgefahren (Huland, 2006) und die gesamte Prostata mit den
Samenblasen und der dartber liegenden Denonvillierschen Faszie entfernt.
Anschlielend wird nach Rekonstruktion des Blasenhalses eine Anastomose
zwischen Blasenauslass und Harnréhrenstumpf gebildet.

Neben der offenen operativen Entfernung der Prostata kann diese auch durch
laparoskopische Verfahren entfernt werden (Breul, 2003). Bei der radikalen
Prostatektomie kbnnen Nebenwirkungen bzw. Komplikationen auftreten. Mog-
lich sind dabei erektile Dysfunktion, Harninkontinenz, Blasenhalsstriktur, U-
rethrastriktur, Ureterlasionen, Blutverlust, Rektumverletzung, Nervenverlet-
zung, thromboembolische Komplikationen (Huland, 2006; Breul, 2003; Wirth,
2007).

Eine Sonderstellung nimmt das inzidente Prostatakarzinom ein, das z.B. im
Rahmen einer transurethralen Prostataresektion bei benigner Prostatahy-
perplasie gefunden wird. Betragt das Karzinomvolumen < 5 % des resezierten
Materials, so ist vor allem bei hoch differenzieren Tumoren und alteren Patien-
ten oft keine weitere aktive Therapie erforderlich. Da aber bei 15 % - 20 % der
Patienten nach ca. zehn Jahren ein Tumorprogress auftreten kann, fiihrt man
bei jingeren Patienten eine radikale Prostatektomie durch.

Bei der laparoskopischen Entfernung der Prostata ist die Morbiditat geringer
und der postoperative Krankenhausaufenthalt fir den Patienten kirzer (Breul,
2003).

Strahlentherapie

Die Strahlentherapie kann als Mehrfelderbestrahlung, das heildt als externe
Bestrahlung oder als permanente interstitielle Strahlentherapie durchgefiihrt
werden. Die externe Radiotherapie wird mittels Telekobalt oder mittels
Linearbeschleuniger durchgefuhrt und erreicht Gber Tagesdosen von 1,8 Gy
bis 2,0 Gy eine Gesamtdosis zwischen 62 Gy und 74 Gy. Bei der interstitiellen
Therapie werden sogenannte ,Seeds* meist aus ***Jod oder auch **?Iridium
oder '%palladium direkt in die Prostata eingebracht. Eine perkutane
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Aufséttigung durch weitere externe Bestrahlung fir eine optimale Gesamtdosis
kann dabei zusatzlich erfolgen. Diese Aufsattigung ist auch bei der
sogenannten ,Afterloading“-Behandlung ndétig, bei der temporar radioaktives
Iridium durch perineale Nadeln ultraschallgesteuert in die Prostata eingebracht
wird (Breul, 2003; Huland, 2006).

Neben den positiven Effekten auf das Karzinom treten auch einige uner-
wunschte Wirkungen bei der Strahlentherapie auf. Deren Ausmal3 und Haufig-
keit hdngen ab von der Bestrahlungstechnik, der Einzel- und der Gesamtdosis.
Am Rektum kann es zu Tenesmen, Ulzerationen und Schleimhautédem sowie
spater zu chronischer Proktitis, Ulzera, Stenosen und Fisteln kommen. Mdgli-
che Bestrahlungsfolgen an Harnblase und Urethra sind Teleangiektasien und
konsekutive Blutungen, chronische Zystitis, Schrumpfblase und Urethrastiktur.
Am Dinndarm, vor allem am terminalen lleum, kann eine Fibrose mit nachfol-
gender Stenose auftreten. Ein Lymphddem kommt vor allem nach einer kom-
binierten operativen und Strahlentherapie vor. Ferner kbnnen als Spatfolgen
einer Bestrahlung Impotenz und Harninkontinenz auftreten. Generell lasst sich
also feststellen, dass hauptsachlich Gewebe mit einem raschen Zellwechsel
und einer hohen Fahigkeit zur Erneuerung von den Nebenwirkungen einer Be-
strahlung betroffen sind (Wirth, 2007; Breul, 2003).

Tabelle 3 fasst die Ergebnisse der verschiedenen Therapiemdoglichkeiten bei
T2-Tumoren zusammen.

Radikale Prostatektomie Strahlentherapie Brachytherapie
Funfjahres-UL 68,9-95,0 % 51,4-93,0 % 57,0-93,0 %
Progessionsfreies UL 81,9-92,0 % 32,0-93,0% 38,0-90,0 %
Zehnjahres-UL 44,4-88,0 % 41,4-70,0 % k.A.
Progressionsfreies UL 82,0-82,0 % 40,0-64,0 % 50,0-90,0 %

Tabelle 3: Ergebnisse der radikalen Prostatektomie bei T2-Tumoren
im Vergleich zu Strahlentherapie und Brachytherapie (Nach
Middleton et al. 1995 in Wirth, 2001)

LJActive Surveillance”

Die Definition einer Patientengruppe mit niedrigem Progressionsrisiko erlaubt

die Durchfihrung einer ,Active Surveillance”. Parameter hierbei sind: PSA

<10 ng/ml, Gleason-Score < 6, T1c-T2a Tumor (bei Mannern < 75 Jahren und

einer Lebenserwartung > 10 Jahren). Fir Manner im Alter von 50-60 Jahren

gelten folgende Parameter: Beteiligung von < 3 positiven Stanzbiopsien und

< 50% Tumornachweis in den postivien Stanzbiopsien. Bei Mannern > 75 Jah-
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ren muss der PSA-Wert < 15 ng/ml und der Gleason-Score <7 (3+4) sein.
Durch ein definiertes Nachuntersuchungsprogramm wird der Verlauf der Er-
krankung beobachtet und bei Erreichen bestimmter Parameter eine aktive
Therapie eingeleitet (Klotz, 2007)

1.1.9.2 Therapie bei einem lokal fortgeschritten oder metastasier-
ten Prostatakarzinom

Die Therapie in diesem Stadium hat palliativen Charakter, da beim Vorliegen
von Lymphknoten- und/oder Fernmetastasen keine kurative Behandlung mehr
madglich ist (Wolff, 2007). Das Ziel hierbei ist eine Wachstumshemmung des
Prostatakarzinoms durch Entzug der Androgene, da 80 % der Tumorzellklone
zunachst noch hormonsensitiv sind (Huland, 2006). Hierfur gibt es folgende
Mdoglichkeiten:

Orchiektomie

90 % der zirkulierenden Androgene werden von den Leydigzellen in den Ho-
den gebildet. Deshalb bietet die Orchiektomie bzw. die subkapsuléare Orchiek-
tomie nach Riba (Ausschalung des Parenchyms) eine wirkungsvolle Méglich-
keit zur Senkung des Testosteronspiegels. Als unerwiinschte Nebenwirkungen
konnen dabei psychische Veranderungen und Hitzewallungen auftreten (Wolff,
2007).

Medikamentos
Ostrogene

Diese wurden friiher als gute Alternative zur Orchiektomie angesehen, da sie
Testosteron nachahmen und durch negative Rickkopplung mit der Hypophyse
zu einem Ruckgang der LH- und FSH-Sekretion fihren. Dies wiederum be-
wirkt eine Senkung des Testosteronspiegels. Auf Grund erheblicher kardi-
vaskularer Komplikationen (kardiovaskularer Tod durch z.B. Herzinfarkt, de-
kompensierte Herzinsuffizienz) und feminisierender Nebenwirkungen und Im-
potenz wurde die Ostrogentherapie wieder verlassen (Wolff, 2007).

LH-RH-Agonisten bzw. —Analoga

Dazu gehoren z.B. Buserelin und Leuprolide. Sie fuhren in ,supraphysiologi-
scher* Dosierung und kontinuierlicher Therapieabfolge zu einem Abfall von
LH. Dadurch kommt es zu einer Senkung von Testosteron bis in den Kastrati-
onsbereich. Mdgliche Nebenwirkungen sind dabei Hitzewallungen, Gynako-
mastie und Ubelkeit (Wolff, 2007).
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Allerdings kommt es zu Anfang dieser Therapie (vor allem in den ersten zwei
Wochen) durch die LH-RH-Agonisten zu einer Stimulierung der hypophysaren
LH-Produktion. Der daraus resultierende temporar erhohte Testosteron-
Spiegel bewirkt eine Stimulation des Prostatakarzinoms (sogenannte Flare-
up). Zur Verminderung des Flare-up-Phdnomens erfolgt zu Beginn der Thera-
pie mit LH-RH-Agonisten temporéar zusatzlich die orale Gabe von nichtsteroi-
dalen Antiandrogenen. Die LH-RH-Ausschittung erfolgt jedoch physiologisch
pulsatil und nicht kontinuierlich, so dass eine kontinuierliche -Gabe von LH-
RH-Agonisten als alle 1-3 Monate verabreichte Subkutanspritzen schlief3lich
zu einer Erschopfung der LH-RH-Ausschittung fihrt und den Testosteron-
spiegel dauerhaft senkt.

LH-RH-Antagonisten

Diese blockieren sofort und kompetitiv die hypophyséren LH-RH-Rezeptoren.
Dabei wird nicht nur der LH-Spiegel, sondern auch der FSH-Spiegel gesenkt,
es kommt zu einem schnellen und reversiblen Abfall der Gonadotropine. Als
Nebenwirkungen wurden, zusatzlich zu den bereits von der chirurgischen
Kastration bekannten Nebenwirkungen, noch eine Histaminfreisetzung und
allergische Reaktionen beschrieben (Wolff, 2007).

Antiandrogene

Diese wirken am Erfolgsorgan einschliel3lich Hypothalamus und Hypophyse
und hemmen dort die Testosteronwirkung. Man unterscheidet dabei nichtste-
roidale Antiandrogene (Flutamid, Nilutamid, Bicalutamid), die sonst keine wei-
teren endokrinen Effekte haben, von antigonadotropen, steroidalen Antiandro-
genen (Cyproteronacetat, Megestrolacetat) und Pharmaka mit antiandrogener
Nebenwirkung (Cimetidin, Spironolacton). Die nichtsteroidalen Antiandrogene
fuhren neben einer kompetitiven Hemmung an den Androgenrezeptoren der
Prostata auch zu einer Hemmung der zentralen Androgenrezeptoren des Hy-
pothalamus und der Hypophyse und dadurch zu einer LH-RH- und LH-
Ausschuttung (Wolff, 2007). Mdgliche Nebenwirkungen sind, abhangig von der
eingesetzten Substanz, Impotenz (Cyproteron-acetat), Durchfall und Hepato-
toxizitat (Flutamid). Gynakomastie ist fast immer moglich, ebenso wie Hitze-
wallungen. Zur Prophylaxe der Gynakomastie erfolgt eine Bestrahlung der
Mamillen mit 12 Gy vor Therapiebeginn.

Ca. 80 % der Prostatakarzinome sprechen initial auf den Hormonentzug an.
Nach ca. 12-33 Monaten bedurfen aber fast alle Patienten einer sekundaren
Hormonmanipulation (Wolff, 2007). Unter anderem werden folgende Griinde
fur die entstandene Hormonempfindlichkeit diskutiert: Reduzierte Expression
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des Androgenrezeptors, Androgenrezeptormutation, klonale Selektion andro-
genunabhangiger Zellen (durch verschiedene Wachstumseigenschaften und
durch die Therapie) (Miller, 2007). In diesem Stadium gibt es folgende Thera-
pieoptionen:

Zytotoxische Chemotherapie

Als Kriterium fur ein Ansprechen der Therapie gilt ein PSA-Abfall tGber 50 %
des Ausgangswertes und messbare Remission. Verwendung fanden dabei
unter anderem Estramustinphosphat (EMP), Mitoxantron und Etoposid. Das
Ansprechen auf diese Substanzen ist nur maRig bis schlecht. Allerdings haben
2 aktuelle Studien (SWOG 9916 und TAX 327) mit dem Taxan Docetaxel den
Nachweis von signifikant langerem Uberleben von 1,9 bzw. 2,4 Monaten er-
bracht (Sonpavde, 2006).

Neue Therapieansatze

Zurzeit gibt es einige Studien fur neue Therapieansatze, die alle eine Verbes-
serung und Erhaltung der Lebensqualitat fir den Patienten als Ziel haben. Zur
Steigerung der Effektivitdt der Chemotherapie mit Docetaxel wird derzeit in
vielen klinischen Studien die Kombination von Docetaxel mit anderen Sub-
stanzen untersucht. Als Kombinationspartner wurden dabei z.B. Calcitriol,
Trypsinkinaseinhibitoren, Antikérper und Antisenseoligonukleotide (ASO) ein-
gesetzt. Dartiber hinaus erfolgt die Entwicklung von Medikamenten anderer
Substanzklassen einschliel3lich der Gentherapie (Breul, 2003).

Supportive Therapie

Hierzu gehort die Therapie der Symptome und Komplikationen des hormonre-
fraktaren Prostatakarzionoms. Zentrale Bedeutung hat dabei die Schmerzthe-
rapie. Neben Analgetika ist auch die Chemotherapie hierfir eine gute Méglich-
keit. Sehr wichtig ist in diesem Zusammenhang die palliative Radiotherapie.
Wenn ein sogenannter ,Superscan“ im Knochenszintigramm, das heil3t eine
ausgepragte Knochenmetastasierung vorliegt, kann man auch die enossale
Radiotherapie mit Rhenium oder Strontium anwenden (Breul, 2003). Auch bei
intrazerebralen Metastasen wird die Radiotherapie (neben einer Glukokorti-
koidtherapie) durchgefuhrt.

Weitere prostatakarzinombedingte Komplikationen sind durch entsprechende
Malnahmen zu behandeln: bei Harnleiterobstruktion perkutane Nephrostomie
oder Einlage von Ureterkathetern, transurethrale Elektroresektion bei Mikti-
onsbeschwerden oder doppellaufiger Anus praeter bei Rektumkompression
mit konsekutivem lleus, Strahlentherapie oder Operation bei Rickenmarks-
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kompression, Bestrahlung bei drohender Knochenfraktur und operative Ver-
sorgung bei einer eingetretenen Knochenfraktur (Schostak, 2007).

1.1.10 Tumornachsorge

Im Hintergrund der Nachsorge steht vor allem das Ziel, ein Tumorrezidiv oder
ein Tumorresiduum frihzeitig zu erkennen sowie Komplikationen zu erkennen
und zu behandeln. Das Untersuchungsprogramm und die Haufigkeit hangen
dabei von der Zeit ab, die seit der Primartherapie vergangen ist. Folgende Un-
tersuchungen werden dabei durchgeftihrt (Breul, 2003; Schrader, 2007):

Ausfihrliche Anamnese

Interessant sind dabei unter anderem: Miktionsbeschwerden, Hamaturie, All-
gemeinbefinden, Leistungsfahigkeit, Inappetenz, Gewichtsabnahme, Stuhlun-
regelméaiigkeiten, Beinddeme, Geflhlsstorungen (Extremitaten) und Skelett-
schmerzen.

Untersuchung

Digitale rektale Untersuchung im Hinblick auf Tumormasse und Beschaffenheit
der Prostata, digitale rektale Untersuchung der Rektumampulle bei Zustand
nach radikaler Prostatektomie (Vorhandensein eines Lokalrezidivs?), Untersu-
chung des auflleren Genitale, der allgemeinen korperlichen Bewegungsfahig-
keit, der Wirbelsaule (Klopfschmerz?), der groben neurologischen Funktionen,
der Lunge (Perkussion, Auskultation) und des Abdomens (Palpation, Perkus-
sion, Auskultation) sowie Gewichtskontrolle.

Sonographie des Abdomens

Besonderes Augenmerk auf die Nieren (Stau?), die Blase (Restharn?) und die
Leber (Filiae?), bei suspekten transrektalen Tastbefunden gegebenenfalls ei-
nen transrektalen Ultraschall.

Laborwerte

PSA, Kreatinin, Kalzium, alkalische Phosphatase, Hamoglobin, Leukozyten
und BSG.

Neben dem transrektalen Ultraschall stehen bei auffalligen Befunden in diesen
Untersuchungen noch weitere Methoden zur Verfiugung wie CT, PET/CT,
MRT, konventionelles Rontgen und die Skelettszintigraphie.

Dies gilt fur die Nachsorge nach kurativer Therapie. Bei bereits metastasier-
tem Prostatakarzinom findet keine schematisierte Nachsorge, sondern eine
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symptomorientierte Betreuung statt. Im Vordergrund stehen dabei die friihzei-
tige Erkennung von Schmerzen, neurologischen Symptomen und anderer
Komplikationen sowie deren Behandlung.
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1.2 Strahlentherapie des Prostatakarzinoms

1.2.1 Biologische Grundlagen der Strahlentherapie

Als Ziel der Strahlentherapie gilt die Zerstorung der Tumorzellen oder wenigs-
tens die Hemmung weiterer Zellteilungen. Dabei sollen das gesunde Gewebe
und gesunde Organe mdglichst nicht von der Bestrahlung geschadigt werden.
Das Ausmald von Veranderungen im gesunden Gewebe ist abhangig von der
Gesamtdosis, der Fraktionierung (H6he der Einzeldosis, Abstand der Einzel-
dosen und Dauer der Strahlenbehandlung) und dem bestrahlten Volumen
(Sack, 2001). Man unterscheidet akute, subakute und chronische Nebenwir-
kungen. Letztere (Spatfolgen) hangen in Ausmald und Schwere nicht von der
Schwere der akuten Nebenwirkungen ab.

Die fraktionierte und auch die protrahierte Bestrahlung ruft die sog. 4 ,R"s her-
Vor:

e Reparatur: Fahigkeit, hervorgerufene DNA-Schaden zu reparie-
ren

e Repopulierung: Zellvermehrung und Tumorwachstum

e Reoxygenierung:Bestrahlung totet v.a die euoxyschen Zellen ab, somit
gelangen die hypoxyschen Zellen naher an die Kapil-
laren und werden dadurch reoxygeniert

e Redistribution: Synchronisation der Zellen durch Blockade der sen-
siblen G2- und M-Phasen und durch temporére Ab-
nahme des Mitoseindexes. Nach Aufhebung des Blo-
ckes wandern die Zellen synchronisiert in den Mitose-
zyklus und sind bei weiterer Bestrahlung sensibler

Generell beruht die biologische Wirkung ionisierender Strahlen auf der Ener-
gieabsorption der Gewebe.

1.2.2 Zeitliche Dosisverteilung

Es existieren verschiedene Fraktionierungsschemata, die alle das Ziel haben,
das therapeutische Verhaltnis, d.h. den Quotienten aus der Wahrscheinlichkeit
der Tumorkontrolle (Tumorzerstorung) zur Wahrscheinlichkeit grof3erer Kom-
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plikationen (Spatfolgen) zu verbessern (Sack, 2001). Folgende Vorteile der
Dosisfraktionierung wurden beschrieben:

e Verminderung der Zahl der hypoxischen Zellen durch Zelltod und Reo-
Xygenierung

e Verminderung der absoluten Tumorzellzahl durch die ersten Fraktionen
und die Abtétung der besser oxygenierten Zellen. Wenn die Menge des
verfugbaren Sauerstoffs konstant bleibt und weniger Tumorzellen anwe-
send sind, steigt die Sauerstoffmenge fur die verbleibenden Zellen

e Entlastung von Blutgefaf3en, die durch einen wachsenden Tumor bisher
komprimiert wurden, dadurch verbesserte Sauerstoffversorgung

e Sensibilisierung rasch proliferierender Tumorzellen durch induzierte Re-
distribution

e Verminderung der akuten Wirkungen der einzelnen Strahlendosen auf
gesundes Gewebe

Die Fraktionierung schont gesundes Gewebe durch die Erholung vom subleta-
len Strahlenschaden zwischen den Fraktionen und die Repopulierung und
verstarkt gleichzeitig die Schadigung des Tumors durch Reoxygenierung und
Redistribution (Sack, 2001).

1.2.3 Perkutane Strahlentherapie

Die Vorteile dieser Therapieform liegen in der Anwendbarkeit ohne Narkose.
Harninkontinenz und erektile Dysfunktion wurden seltener als bei der radikalen
(nicht nerverhaltenden) Prostatektomie, die Potenzerhaltungswahrscheinlich-
keit entspricht derjenigen bei der radikalen Prostatektomie (Wirth, 2007).
Nachteile sind im Fehlen eines histopathologischen Stagings, der radiogenen
Schéadigung des Rektums und der potentiellen Induktion von Zweittumoren im
Bestrahlungsgebiet zu sehen.

1.2.3.1 Bestrahlungsplanung

Die dreidimensionale Bestrahlungsplanung und die Konformationsstrahlenbe-
handlung gelten als Voraussetzungen fur eine erfolgreiche nebenwirkungsar-
me Behandlung und eine Herabsetzung der Spatfolgen (Wirth, 2007). Das
Zielvolumen wird dabei tber 4-7 Strahlenfelder dosiert. Dadurch kommt es zu
keiner Uberlagerung der Risikoorgane wie Blase und Rektum. Diese kénnen
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zudem in den Strahlenfeldern individuell ausgeblendet werden. Bei konventio-
neller Fraktionierung wird die Strahlendosis mit Einzeldosen von 1,8-2,0 Gy
pro Tag an 5 Tagen der Woche appliziert, so dass die Gesamtbehandlungs-
dauer 7-8 Wochen betréagt. Eine Strahlendosis von mindestens 72 Gy gilt da-
bei als erforderlich, um bei der Strahlentherapie vergleichbare Ergebnisse wie
bei der radikalen Prostatektomie zu erzielen (Wirth, 2007, Heidenreich, 2008)

1.2.3.2 Adjuvante Strahlenbehandlung

Nachdem lange der Nutzen einer adjuvanten Strahlentherapie nach radikaler
Prostatektomie nur retroperspektiv tber Untersuchungen eingeschatzt werden
konnte, gibt es mittlerweile erste Ergebnisse einer prospektiv randomisierten
Studie. Dabei zeigte sich, dass durch adjuvante Bestrahlung die Wahrschein-
lichkeit flr eine biochemische Rezidivfreiheit von 53% auf 74% gehoben wer-
den konnte und das Risiko fir ein Lokalrezidiv von 15% auf 5% gesenkt wer-
den konnte (Wirth, 2007).

1.2.3.3 Behandlungsergebnisse

Einzelne Ergebnisse von Studien weisen daraufhin, dass mit der externen
Strahlentherapie ahnliche Ergebnisse wie bei der radikalen Prostatektomie
erzielt werden kénnen. Im Rahmen einer Langzeitstudie wurde eine tumorspe-
zifische Uberlebensrate von etwa 90% beschrieben. Da das 10-Jahres-
Gesamtuberleben jedoch nur bei etwa 50% lag, muss die Aussagekraft dieser
Studie als eingeschrankt angesehen werden (Wirth, 2007).

1.2.4 Brachytherapie

Darunter versteht man die Verwendung von radioaktiven Strahlern, die in Kon-
takt zum Tumor gebracht werden (Sack, 2001). Zur Vermeidung von Strahlen-
belastung fur das Personal wird eine Form der Brachytherapie als Afterloa-
ding-Brachytherapie durchgefuhrt. Dabei wird zuerst ein leerer Applikator ein-
gebracht. Dieser ist mittels eines Schlauchs mit dem Behalter fir die radioakti-
ven Quellen verbunden. Die radioaktiven Quellen kbnnen dann automatisch
Uber den Schlauch zugefuhrt werden. Dadurch muss kein Personal der Strah-
lung ausgesetzt werden.
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Ferner kann die Brachytherapie intrakavitar (Einlage in einen Hohlraum, z.B.
bei gynakologischen Tumoren) oder interstitiell (,Spickung” des tumortragen-
den Organs z.B. mit Jod-Seeds) erfolgen.

Der Vorteil dieser Therapieform besteht in der Schonung des umgebenden
Gewebes und der gezielteren Tumorvernichtung.

1.2.4.1 Allgemeines zur interstitiellen Brachytherapie

Bei der interstitiellen Brachytherapie kdnnen die verwendeten Radionuklide
entweder im Tumor verbleiben (permanente Einlage) oder nach Erreichen der
gewulnschten Dosis wieder entfernt werden (temporére Einlage). Die Auswabhl
wird durch die Halbwertszeit des verwendeten Nuklids bestimmt. Nuklide mit
einer langen Halbwertszeit missen entfernt werden. Weitere Gesichtspunkte
sind die Reichweite der Strahlung und damit die Strahlenbelastung der Umge-
bung.

Die Brachytherapie kann mit hoher Dosisleistung (Applikation der Dosis in we-
nigen Minuten) oder mit niedriger Dosisleistung (Applikation der Dosis Uber
Stunden bis Tage) durchgefuhrt werden.

Ein Nachteil der Brachytherapie ergibt sich aus dem steilen Dosisabfall, der in
etwa dem Abstand-Quadrat-Gesetz folgt. Deshalb missen die Abstande zwi-
schen den einzelnen radioaktiven Seeds auch jeweils einen genau definierten
Abstand haben, der exakt eingehalten werden muss. Andernfalls besteht die
Gefahr der Uberdosierung mit eventueller konsekutiver Nekrose, Fistel- oder
Ulkusbildung bzw. die Gefahr der Unterdosierung mit eventuellem konsekuti-
vem Rezidiv (Sack, 2001).

1.2.4.2 Interstitielle Brachytherapie beim Prostatakarzinom

Sie kann mit der permanenten Einlage von *?*Jod-Seeds oder **Palladium-
Seeds bzw. auch mit der temporéren Afterload-Technik mit **?Iridium durchge-
fuhrt werden. (Ash, 2000). Bei der interstitiellen Brachytherapie sind Dosen
von bis zu 145 Gy mdoglich, wahrend bei der perkutanen Strahlentherapie ab
einer Dosis von mehr als 80 Gy inakzeptable Nebenwirkungen auftreten
(Langley, 2002). Als Kontraindikationen fir diese Therapieform werden in Stu-
dien eine Lebenserwartung unter 5 Jahren, bestehende Metastasierung und
ein Prostatavolumen von mehr als 50 cm?® angefiihrt (Ash, 2000). Kriterium fiir
den Therapieerfolg ist im Allgemeinen, dass der PSA-Wert nach Erreichen des
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Nadirs nicht mehr ansteigt. In mehreren Studien wurde dabei gezeigt, dass fur
das Prostatakarzinom im Fruhstadium mit einem PSA-Wert kleiner 10 ng/ml
und einem Gleason-Score < 6 mit der interstitiellen Brachytherapie gute und
nebenwirkungsarme Ergebnisse erzielt werden kdnnen (Langley, 2002). Je
hoher jedoch bereits der PSA-Wert vor Therapiebeginn ist, umso geringer sind
die Erfolgsaussichten dieser Therapie. Insgesamt sind die Ergebnisse einer
selektionierten Brachytherapie aber bezogen auf krankheitsfreies Uberleben
und Komplikationsraten vergleichbar mit den Ergebnissen von radikaler
Prostatektomie und perkutaner Strahlentherapie (Norderhaug, 2003).

1.2.5 Palliative Strahlentherapie

Ihr Ziel besteht in einer Verbesserung der Qualitat des verbleibenden Lebens
und eventuell auch in einer Lebensverlangerung bei unheilbar kranken Tu-
morpatienten. Die Indikation ist bei Metastasen von Skelett, Gehirn, Leber und
Querschnittssymptomatik gesichert. Die Ansprechraten betragen dabei mehr
als 70% (Rubben, 2001). Bei Knochenmetastasen ist auch noch die Mdglich-
keit der Radionuklidtherapie zu erwahnen. Dabei sind allerdings deutlich ge-
ringere Ansprechwahrscheinlichkeiten zu erwarten.

1.2.5.1 Strahlentherapie bei Knochenmetastasen

Die Indikation ist bei Schmerzen oder bei Frakturgefahr zu stellen. Die
Schmerzen lassen sich bei bis zu 90% der Patienten positiv beeinflussen, oft
trat in der bestrahlten Region auch kein Rezidiv auf (Sack, 2001; Rubben,
2001). Die Therapie erfolgt dabei meist als perkutane Strahlentherapie. Bei
Versagen der Chemo- und Schmerztherapie bzw. wenn keine anderen thera-
peutischen Alternativen mehr bestehen, kann der Einsatz der Isotope Stronti-
um, Rhemium und Yttrium im Rahmen einer enossalen Strahlentherapie hilf-
reich sein. Als Folge der Strahlenbehandlung tritt bei 60-80% der Patienten
eine Kalkeinlagerung im bestrahlten Bereich und damit eine Stabilisierung des
Knochens auf (Sack, 2001).

1.2.5.2 Strahlentherapie bei Hirnmetastasen

Bei Hirnmetastasen sowohl im Kleinhirn als auch im GrofR3hirn stellt die Radio-
therapie eine sehr wirkungsvolle Therapieoption dar. Die Strahlentherapie ver-
langert die Lebenserwartung der Patienten von 5-25 Wochen ohne Behand-
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lung auf durchschnittlich 6 Monate (Sack, 2001). Die Bestrahlung bewirkte bei
ca. 50% der Patienten eine Verbesserung der neurologischen Ausfélle und bei
ca. 80% der Patienten eine Verbesserung der Kopfschmerzen (Sack, 2001;
Ribben, 2001).

1.2.6 Nebenwirkungen der Strahlentherapie

Dabei muss man akute und spate Nebenwirkungen unterscheiden. Akute Ne-
benwirkungen treten an Geweben mit hohem Zellumsatz, wie z.B. Dinndarm,
Rektum und Harnblase auf. Meist handelt es sich um Entzindungen, die in der
Regel nach Ende der Strahlentherapie schnell abklingen und medikamentos
gut beherrschbar sind. Es sind auch Blutungen aus Darm und Blase mdglich,
die konservativ behandelt werden kdnnen, wenn nicht zeitgleich eine Therapie
mit Antikoagulantien durchgefihrt wird.

Die Spatfolgen hangen von der Bestrahlungstechnik, der Einzel- und der Ge-
samtdosis ab. An Rektum und Rektosigmoid kann es zu Tenesmen, Ulzeratio-
nen, ddematodser und leicht verletzlicher Schleimhaut, chronischer Proktitis,
Ulzera, Stenosen und Fisteln kommen (Wirth, 2007). An der Blase wird emp-
fohlen, in gefilltem Zustand zu bestrahlen, da dadurch die Blasenvorderwand
nicht im Zielvolumen liegt. Trotzdem haufen sich oberhalb von 70 Gy die Spat-
folgen. Es sind dies Teleangiektasien mit Blutungsgefahr, chronische Zystitis,
Schrumpfblase, Harnstauungsnieren und Striktur der Urethra. Am Dunndarm
ist vor allem das terminale lleum betroffen, das oberhalb der Harnblase und
damit oft im Zielvolumen liegt. Dies kann zu einer Fibrose und in der Folge zu
einer Stenose fuhren (Wirth, 2007). Eine weitere Spatfolge stellen Lymphode-
me dar. Die Gesamttoxizitat betragt fur den Harntrakt 15,9%, sowie flr den
Darm 9,8%. Die Rate therapieassoziierter Todesfalle lag bei 1% und damit
hoher als in aktuellen Serien zur radikalen Prostatektomie (Wirth, 2007).
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1.3 Kombination von Bestrahlung und potentiell zytoto-
xischen Substanzen beim Prostatakarzinom

1.3.1 Ergebnisse in-vitro

Ziel mehrerer Studien war in letzter Zeit die Untersuchung der Frage, ob durch
bestimmte Chemotherapeutika oder anderer Substanzen eine erhdhte Strah-
lensensibilitat der Zellen erreicht werden kann. So wurde bei einer Studie ge-
zeigt, dass durch die Verwendung von Paclitaxel zusatzlich zur direkten Toxi-
zitat der Substanz eine erhdhte Strahlensensibilitat von Tumorzellpopulationen
erreicht werden kann. Dabei zeigten ca. 50% der getesteten Zelllinien (u.a.
Astrocytom-Zelllinie G18, Leukdmie-Zelllinie HL 60, Brustkrebs-Zelllinie MCF-7
und der Prostatakarzinomzelllinie PC3) eine Zunahme der Strahlensensibilisie-
rung (Kurdoglu, 1999). Ein weiteres Ergebnis dieser Studie war die Vermu-
tung, dass das Ausmald des Zelltodes nach der Paclitaxel-Behandlung Vor-
aussagen Uber die durch Paclitaxel-verursachte Strahlensensibilisierung zu-
lasst. Auch bei den Substanzen Phenylacetat (PA) und Phenylbutyrat (PB)
wurden bei Zervixtumoren entsprechende Versuche durchgefiihrt. Diese zeig-
ten, dass durch die beiden Substanzen die Strahlensensibilitat der Zelllinie
SW756 (Zellen eines HPV 18-positiven Zervixkarzinoms) erhoht wird. Bei die-
sen Untersuchungen konnte zudem noch ein zusatzlicher Effekt bei der Kom-
bination von Bestrahlung mit PA und PB und zuséatzlicher Gabe von Cisplatin
nachgewiesen werden (Ferrandina, 2001). Casarez konnte nachweisen, dass
durch 2-Methoxyestradiol durch Beeinflussung der Mitogen-aktivierten Prote-
inkinase ebenfalls eine Erhdhung der Strahlensensibilitat erreicht werden
konnte (Casarez 2007).

1.3.2 Ergebnisse in-vivo

Auch bei in-vivo-Untersuchungen konnte mittlerweile der positive Effekt der
Chemotherapie auf die Strahlensensibilitat der Tumorzellen bewiesen werden.
Im Rahmen einer Studie wurden dabei Nacktmausen PC3-Zellen subkutan
und LNCaP-Zellen in die Prostata injiziert. Sowohl bei den PC3-Zellen als
auch bei den Zellen der Linie LNCaP konnte durch eine kombinierte Therapie
aus Adenovirus-vermittelter p53-Gen-Therapie und nachfolgender Bestrahlung
mit 5 Gy ein signifikant besseres Ergebnis als bei alleiniger Adenovirus-
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vermittelter p53-Gen-Therapie erzielt werden (Cowen, 2000). Wang wies bei
Nacktmausen in der Therapie eines Prostatakarzinoms durch Blockade von
Anti-MDM2-Oligonukleotiden, die bei verschiedenen Krebsarten (Prostata,
Brust, Kolon) vermehrt vorhanden sind, eine Erhdhung der Sensibilitdt gegen
Bestrahlung und verschiedene Chemotherapeutika (Irinotecan, Paclitaxel, Ri-
tuxan) nach (Wang, 2003). Eine weitere Moglichkeit, die Strahlensensibilitat
beim Prostatakarzinom signifikant zu erhdéhen, gelang durch die Kombination
von 2-Methyloxyestradiol und nachfolgender Bestrahlung bei Untersuchungen
mit Nacktmausen (Casarez, 2007).
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1.4 Retinoide

Bei Retinoiden handelt es sich um eine pharmakologische Substanzklasse, die
aus Vitamin A (Retinol) und dessen nattrlichen (z.B. 13-cis-Retinséaure) und
synthetischen (z.B. N-(4-Hydroxyphenyl)retinamid) Derivaten besteht (Smith,
1992; Kiemle-Kallee, 1993). Sie dienen als essentielle Faktoren fir die Wachs-
tumsmodulation und Zelldifferenzierung in vitro und in vivo (Lotan, 1993) sowie
fur die Regulation komplexer biologischer Systeme lebender Organismen. Da-
zu gehoren z.B. die Regulation der Reproduktion, Morphogenese und Hama-
topoese, der Sehfunktion und des Immunsystems. Tabelle 4 zeigt die Struktur-
formeln der am haufigsten untersuchten Retinoide.

Strukturformel

Substanzname (INN)

Handelsname

T [ 1

L CHOH

Retinol

Vitamin A

@ W oW ow
Wm All-trans-Retinsaure Vesanoid® (Tretinoin, ATRA)
M 13-cis-Retinsaure Roaccutan®
" (Isotretinoin, 13cRA)

m 9-cis-Retinsaure (9cRA) nicht im Handel

cooH
stm” Acitretin Neotigason®
HSWOWZH’ Etretinat Tigason*

N-(4-Hydroxyphenyl)-retinamid | Fenretinid*

cH, cH, CH, ©
- NO\OH
cH, !
cH,

(4-HPR)

*: in Deutschland nicht im Handel

Tabelle 4: Strukturformeln haufig untersuchter Retinoide

1.4.1 Physiologie des Retinoidstoffwechsels

Die Resorption der Retionoide findet im Dinndarm statt. Sie erfolgt aus didte-
tischen Quellen in zwei verschiedenen Formen: als Retinylester aus tierischen
Nahrungsmitteln und als pB-Carotin aus vegetarischen Nahrungsmitteln (Wolf,
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1984). Dabei werden Retinylester vorher zu Retinol lysiert und dann erst in die
Mucosazelle aufgenommen. Carotinoide werden erst intrazellular teilweise zu
Retinol gespalten (Wang, 1991; Rigtrup, 1992; Blomhoff, 1990). In den Ente-
rozyten kommt es zur sofortigen Bindung an das zellulare Retinolbindungspro-
tein Typ Il (CRBP 1) und anschlielend zur Reveresterung mit langkettigen
Fettsduren. Die entstandenen Retinylester werden in Chylomikronen einge-
baut. Sie gelangen durch Exozytose in die intestinale Lymphe und Utber das
Blut in die Leber (Ong, 1987). Auf diesem Weg finden einige Hydrolysierungs-
und Apolipoproteinaustauschvorgange statt, so dass die Chylomikronen als
,Chylomikronen-Remnants” die Leber erreichen. In diesen ist beinahe das das
gesamte resorbierte Retinol enthalten (Blomhoff, 1990). Zur jetzt folgenden
Prozessierung in der Leber tragen hauptsachlich zwei Zellarten bei. Die Hepa-
tozyten dienen der Aufnahme des Metabolismus und der Wiedergabe des Re-
tinols an das Blutplasma, die Lipozyten (Sternzellen, Ito cells) sorgen fiir die
Speicherung des Retinols (Blaner, 1985). Nach Aufnahme der Chylomikronen-
Remnants in die Hepatozyten mittels Apolipoprotein-Rezeptoren (LDL-
receptor related protein, LDL-Rezeptor) findet sofort die Hydrolyse der Retiny-
lester zu Retinol statt (Blomhoff, 1990; Harrison, 1989). Der hepatische Meta-
bolismus ist abhangig von spezifischen Bindungsproteinen, dem zellularen Re-
tinolbindungsprotein Typ | (CRBP 1) und dem plasmatischen Retinolbin-
dungsprotein (RBP). Beide werden in hohem Ausmal} in der Leber exprimiert.
Das Verhéltnis der beiden Bindungsproteine hangt dabei von der Menge des
intestinal resorbierten Retinols ab. Es beeinflusst zum einen die Speicherung
von Retinol in den Lipozyten nach Bindung an CRBP | und Reveresterung zu
Retinylestern, zum anderen dessen Wiedergabe nach Bindung an RBP an das
Blutplasma (Blaner, 1994). Durch diese Vorgéange wird die Aufrechterhaltung
der Retinolplasmakonzentration von ca. 2 uM unabhé&ngig von den Schwan-
kungen der taglichen Aufnahme an Vitamin A erreicht. Mittels Bindung an
RBP, das im Plasma reversibel an das Thyroidhormon-Bindungsprotein
Transthyretin (55 kDa) gebunden ist, wird Retinol von der Leber zur periphe-
ren Zielzelle transportiert. Die Aufnahme von freiem Retinol bzw. von an RBP
gebundenem Retinol in die Zielzelle kann wohl auf zwei Arten erfolgen: Uber
einen spezifischen RBP-Membranrezeptor (Bavic, 1991; Heller, 1975) bzw.
rezeptorunabhangig (Noy, 1990). Eine weitere Moglichkeit ergibt sich bei der
im Plasma an Albumin gebundenen all-trans-Retinsaure, deren Plasmakon-
zentration 5-20 nM betragt. Die intrazellulare Aufnahme dieses Retinoids ge-
schieht mittels eines unspezifischen Membrantransfers. In der Zelle finden
dann zuerst zwei Oxydationsreaktionen, die durch Alkohol- und Aldehydde-
hydrogenasen katalysiert werden, statt, die zur Umwandlung von Retinol in
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aktive Metaboliten fiihren. Dabei entsteht zuné&chst die all-trans-Retinséure
(ATRA) und daraus verschiedene Stereoisomere (9-, 11-, 13-cis-Retinsaure)
mit unterschiedlichen Affinitaten zu den nuklearen Retinoidrezeptoren, Uber
die sie ihre biologische Wirkung entfalten (Mangelsdorf, 1994; Heyman, 1992).

Retinoide werden auf bilidrem Weg aus der Zelle eliminiert. Mittels mikrosoma-
ler, mischfunktioneller, Cytochrom P-450 abh&ngiger Mono-Oxygenasen wer-
den die stark hydrophoben Moleklle erst hydroxyliert, wobei aus der 4-
hydroxy-Retinsdure schlie3lich die 4-oxo-Retinsaure entsteht (Roberts, 1980;
Nebert, 1987; Roberts, 1992). Nach der Konjugation mit Glucuronsaure erfolgt
die biliare Exkretion als p-Glucuronid. Von den ausgeschiedenen Retinoiden
werden jedoch ca. 30% wieder enteral resorbiert (Blomhoff, 1990; Blaner,
1994).

1.4.2 Retinoidrezeptoren

Zytoplasmatische und nukledre Bindungsproteine vermitteln die Wirkung der
Retinoide. Die ,cellular retinol-binding proteins* (CRBP | und II) und die ,cellu-
lar retinoic acid-binding proteins® (CRABP | und Il) sind dabei die zytoplasma-
tischen Bindungsproteine. Sie sind zustandig fur den Transport von Retinol
und dessen Derivaten zum Zellkern sowie flr die Sequestrierung und Metabo-
lisierung der Retinoide, die dadurch bereits im Zytoplasma inaktiviert werden
konnen (Ong, 1994).

Nukleare Rezeptoren gehoéren zu den ligandeninduzierbaren Transkriptions-
faktoren (Pemrick, 1994). Sie vermitteln die biologische Wirkung der Retinoide
sowie auch die Wirkung von Steroiden, Vitamin D und Thyroidhormonen. Zwei
Arten von Retinoidrezeptoren sind zur Zeit bekannt: die Retinsdurerezeptoren
(RAR) und die Retinoid-X-Rezeptoren (RXR), von denen jeweils drei Subtypen
definiert wurden (Kastner, 1990; Giguere, 1990; Smith, 1992). In Abhangigkeit
vom Entwicklungsstand des jeweiligen Organismus zeigt sich eine gewebs-
spezifische Verteilung der verschiedenen Isoformen (Smith, 1992). So weisen
Kleinhirn, Hypocampus, Hypothalamus, Nebennieren, Hoden und Keratinozy-
ten der Haut eine hohe Konzentration von RARa mRNA auf. Auch beziiglich
der Ligandenaffinitat zeigen sich Unterschiede. RAR zeigt hohe Affinitat zu all-
trans-Retinsaure (ATRA). RXR hingegen bindet diesen Liganden kaum, statt
dessen aber dessen Stereoisomer 9-cis-Retinsdure (9cRA) (Levin, 1992). Die
Signaltransduktion erfolgt Gber bestimmte strukturelle Domanen innerhalb der
Rezeptoren (Lotan, 1991; Pemrick, 1994). Einige Domanen zeigen innerhalb
einer Rezeptorart eine hohe Ubereinstimmung auf Aminosaureebene. Dies ist
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ein Hinweis auf ein Ansprechen gemeinsamer Liganden und eine Modulation
ahnlicher, retinoidregulierter Gene.

Derzeit sind zwei Wege fur die Signaltransduktion bekannt:

Zum einen bilden Liganden (Retinoide) und Rezeptoren (RAR, RXR) abhangig
von der intrazellularen Konzentration Rezeptor-Homodimere bzw. Rezeptor-
Heterodimere. Diese wiederum binden mit unterschiedlicher Affinitat an spezi-
fische Regionen der DNA (RARE: retinoid acid response elements, RXRE: re-
tinoid X response elements) (Pemrick, 1994; Pfahl, 1994). Die Bindung selbst
findet flr jedes Rezeptormolekil separat an zwei benachbarten, identischen
Nukleotidsequenzen (AGGTCA) statt. Diese Sequenzen sind durch flnf
Nukleotidpaare unterbrochen. RARE und RXRE sind innerhalb der Promotor-
region retinoidregulierender Gene lokalisiert. Dies ermdglicht in Abhangigkeit
vom gebundenen Liganden unter nachfolgender Konformationsanderung des
Rezeptors die Aktivierung oder Repression der Gentranskription.

Zum anderen bildet die Interaktion mit dem nuklearen Transkriptionsfaktor AP-
1 (Aktivator-Protein 1) die zweite Mdglichkeit bei der Signaltransduktion der
Retinoide (Pfahl, 1993a; Pfahl, 1993b; Pfahl, 1994). AP-1 ist ein Proteinkom-
plex aus den Proto-Onkogenen c-Fos, c-Jun und anderer assoziierter Protei-
ne. Es bindet an spezifische DNA-Bindungsstellen und induziert Zellproliferati-
on. Die Wirkung von Retinoiden kann durch Bildung von Heterodimeren aber
auch blockiert werden, da diese nicht an die spezifischen DNA-Sequenzen
binden kdnnen.

Klarungsbedarf besteht allerdings noch bei der Frage, auf welche Art und
Weise Retinoide konkret die Differenzierung und das Proliferationsverhalten
von Zellen beeinflussen. Bekannt ist, dass Enzymsysteme wie die Ornithinde-
carboxylase, die Transglutaminase und c-AMP-unabhéngige Proteinkinase
bzw. die Proteinkinase C retinoid-sensitiv sind.

1.4.3 Effekte von Retinoiden in vitro

In vitro kdnnen Retinoide in Tumorzellen folgende biologische Effekte auslo-
sen:
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Inhibition von Proliferation, Angiogenese, Motilitdt und Invasivitat, Induktion
der Apoptose und Modulation der Gen-Transkription von Onkogenen und Tu-
morsuppressorgenen (Bollag, 1994).

Wachstumsinhibition:

Bereits bei alleiniger Gabe von Retinoiden konnte in vitro bei den meisten Zell-
linien unterschiedlicher solider Tumoren, die untersucht wurden, abhangig von
Konzentration und Inkubationsdauer eine Hemmung des Zellwachstums beo-
bachtet werden. Als mogliche Ursache hierfiir erachtet man die Akkumulation
von Tumorzellen in der GO/G1-Phase des Zellzyklus, die bei Zelllinien von
Mammakarzinom und Melanom beobachtet wurde (Marth, 1985; Rubin, 1994;
Lotan, 1981). Aber auch bei Zelllinien von Neuroblastom und Kopf-Hals-
Tumoren trat eine retinoidbedingte Wachstumsinhibition auf (Ponzoni, 1995;
Oridate, 1995).

Bei Kombination von Retinoiden mit Interferonen (IFN o,B,y) und Zytokinen
(TNFa, TGFB, IL-1) stellte sich eine teils deutliche Zunahme der Wachstums-
hemmung in Folge synergistischer antiproliferativer Effekte heraus. Bei epithe-
lialen Tumoren (Mamma, Kopf-Hals, Zervix) wurde der synergistische Effekt
vornehmlich durch die Zytokine und nicht durch die Art des verwendeten Reti-
noids beeinflusst. Am effektivsten erwies sich dabei die die Kombination mit
INF o 1000 U/l (Bollag, 1994). Man vermutet als Grund fiir den Synergismus
die Induktion der Expression von Retinoidrezeptoren durch Interferone sowie
wechselseitige Modulation zellmembrangebundener Zytokinrezeptoren und
nuklearer Retinoidrezeptoren.

Aber auch die Kombination von Retinoiden mit Chemotherapeutika hatte eine
Zunahme der Wachstumsinhibition zur Folge, die sich beispielsweise bei dem
Einsatz von ATRA und Cisplatin bzw. Paclitaxel bei Ovarialkarzinomzelllinien
im Vergleich zum alleinigen Einsatz von Cisplatin bzw. Paclitaxel zeigte (Jo-
zan, 1996; Gercel-Taylor, 1996).

Ein positiver Effekt bezlglich der Wachstumshemmung zeigte sich auch im
kombinierten Einsatz von Retinoiden und Vitamin D sowie dessen syntheti-
schen Derivat EB 1089. Zugmaier und Mitarbeiter beobachteten ca. 25% Inhi-
bition bei alleiniger Gabe von Vitamin D bzw. EB 1089 (1 nM) und eine 40%ige
bzw. 25%ige Inhibition, die durch alleinige Gabe von ATRA bzw. 9cRA (je
10 nM) erzielt wurde. Diese Raten konnten durch Kombination von EB 1089
mit ATRA bzw. 9cRA auf eine Wachstumshemmung von 75-90% gesteigert
werden (Zugmaier, 1996).
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Ahnlich hohe Wachstumsinhibition fand sich bei der gemeinsamen Zugabe
von Retinoiden und Hormonrezeptorantagonisten. Dabei konnten durch die
Kombination von ATRA (1 uM) und Tamoxifen (3 uM) die Wachstumsinhibition
auf maximal 95% erhéht werden (Fontana, 1987).

Setzt man Retinoide in vitro gemeinsam mit einer Bestrahlung als Therapie
ein, stellt man bei Zelllinien eines Zervixkarzinoms und eines Plattenepithel-
karzinoms des Kopf-Hals-Bereiches eine deutliche Zytotoxizitat fest. Dabei
wurden die Zellen zuerst mit ATRA (10 uM) und IFNa (50 U/ml) tGber 24 Stun-
den therapiert, gefolgt von einer subletalen Radiatio mit einer Einzeldosis von
2 Gy. Dies fiihrte zu einer fast vollstdndigen Wachstumshemmung (Hoffmann,
1994). Man nimmt an, dass eine Kombinationstherapie von Retinoiden mit
Radiatio die Radiotoxizitat durch Induktion terminaler Zelldifferenzierungstei-
lungen steigert.

Differenzierungsinduktion:

Sowohl durch alleinigen Gabe von Retinoiden wie auch in Kombination mit Zy-
tokinen, Zytostatika und Vitamin D3 kann eine Zelldifferenzierung induziert
werden. Als Beispiele hierflir gelten die Promyelozytenleukamiezelllinie HL-60,
bei der ATRA eine vollstéandige Differenzierung der Tumorzellen zu Granulozy-
ten bewirkt, und die Zelllinien von Neuroblastom, Melanom, Mamma- und En-
dometrium-, Prostata-Karzinom und von Keimzelltumoren (Smith, 1992; Preis,
1988; Hendrix, 1990; Higuchi, 1991; Ponzoni, 1991; Carter, 1996). Die Induk-
tion der Zelldifferenzierung kann folgende Effekte hervorrufen: Veranderungen
der Morphologie, Modulation der Expression von Enzymen, Zytokinen und de-
ren Rezeptoren, Tumoroberflachenantigenen, Proteinen der extrazellularen
Matrix und des Zytoskeletts, Proteasen und bestimmten Tumormarkern.

Apoptoseinduktion:

Auch wenn der genaue Mechanismus derzeit noch unklar ist, so ist bereits er-
wiesen, dass Retinoide (ATRA, 9cRA, 13cRA, 4-HPR) die Induktion von Apop-
tose bewirken. Dies wurde bei Zelllinien solider Tumoren von Mamma, Neu-
roblastom, Ovar, Zervix, Kopf-Hals, Lunge und Prostata beobachtet (Wang,
1996; Danforth, 1996; Ponzoni, 1995; Oridate, 1995; Oridate, 1996; Kalemke-
rian, 1995a; Kalemkerian, 1995b; Hwang, 1995).
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Inhibition der Zellmotilitat:

Die Gabe von Retinoiden (ATRA, 4-HPR) hatte in Melanom-, Keimzelltumo-
ren- und Prostatakarzinomzelllinien eine Hemmung von Zellmotilitdt und Inva-
sivitdt sowie eine Zunahme der Zelladhasion zur Folge (Hendrix, 1990; Weiss,
1994). Beim Melanom und Prostatakarzinom tritt gleichzeitig mit diesem Effekt
eine verminderte Aktivitat proteolytischer Enzyme (Kollagenase Typ IV, t-PA)
auf.

1.4.4 Effekte von Retinoiden in vivo

Im Rahmen verschiedener Tiermodelle wurden bisher die Auswirkungen einer
Retinoidgabe in Bezug auf die Fahigkeit zur Modulation der Karzinogenese
und des Wachstums von Primartumoren und Metastasen untersucht. Die
Chemopravention der Retinoide, das heil3t ihre Fahigkeit, die Karzinogenese
zu inhibitieren, zeigt dabei unterschiedliche Auspragungen. Sie ist abhangig
von Art, Dosis, Applikationsschema, -weg und —zeitpunkt von Karzinogen und
Retinoid sowie von Zielorgan, Spezies und Versuchsbedingungen des
Wirtstieres (Moon, 1994). Insbesondere bei karzinogeninduzierten Tumoren
von Haut, Mamma, Zungen- und Wangenschleimhaut haben Retinoide deutli-
che inhibitorische Effekte zur Folge. Wahrend Retinoide auf die Karzinogene-
se von Lungen-, Pankreas-, Osophagus- und Kolontumoren sowohl einen
hemmenden als auch fordernden Einfluss haben, zeigte sich bei Lebertumo-
ren eine Zunahme der Karzinogenese durch verschiedene Retinoide.

Eine Limitierung des klinischen und experimentellen Einsatzes naturlicher Re-
tinoide ergibt sich aus ihrer Toxizitat. Als Alternativen zu den naturlichen Reti-
noiden bieten sich die synthetischen Retinoide an (z.B. N-(4-
Hydroxyphenylamid)retinamid (4-HPR)), die bei gleichem Antitumoreffekt deut-
lich weniger toxisch sind. Ebenso kann eine Kombination von Retinoiden
(13cRA, 4-HPR) mit anderen antikanzerogenen Substanzen (Tamoxifen, Bro-
mocryptin, DFMO, Kalzium-Glucarat, Selen, Oltipraz) appliziert werden, die
sich als effektiv in der Therapie bei Mamma-, Lungen- und Harnblasenkarzi-
nom erwiesen haben.

Vergleicht man in vivo die chemotherapeutischen Effekte von Retinoiden in
transplantierten und karzinogeninduzierten soliden Tumoren mit den chemo-
praventiven Effekten, so stellen sich die chemotherapeutischen Effekte als
deutlich geringer heraus. Dies trifft jedoch nicht fir alle Retinoide im gleichen
Mald zu. ATRA, 13cRA, 4-HPR, Etretinat und Motretinid bewirken auch im
chemotherapeutischen Ansatz eine Reduktion von Wachstumsrate, Tumorge-
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wicht, Anzahl und Inzidenz von Lungenmetastasen bei Melanomen, Mamma-
tumoren und Chondrosarkomen (Moon, 1994).

1.4.5 Klinische Anwendung von Retinoiden in der Onkologie

1.4.5.1 Einsatz von Retinoiden in klinischen Studien

Im Rahmen klinischer Studien Uber die Behandlungserfolge beim Einsatz von
Retinoiden konnten mittlerweile gute Ergebnisse nachgewiesen werden. Durch
komplette Remissionsraten von tber 90% bei der akuten Promyelozytenleu-
kamie (APL) (Fenaux, 1994; Hong, 1994; Ohno, 1994; Thalmann, 1996), bei
verschiedenen soliden Tumoren (Mamma, Melanom, Cervix) und Prakanzero-
sen (orale Leukoplakien, bronchiale Metaplasien) erhdhte sich das Interesse
am Einsatz von Retinoiden in der Tumortherapie noch weiter (Hong, 1994).

1.45.2 Klinische Toxizitat von Retinoiden

Retinoide kdnnen in therapeutischen Dosen sowohl akute als auch chronische
Nebenwirkunken hervorrufen, wobei diese hauptsachlich als Folge einer Vita-
min A-Uberdosierung auftreten. Da es sich hauptsachlich um dosisabhangige
Nebenwirkungen handelt, bessern sich diese meist nach Dosisreduktion bzw.
Absetzen.

Nebenwirkungen einer akuten Vitamin A-Uberdosierung kénnen sich an der
Haut und den Schleimhduten (Desquamation, Cheilitis, trockene Schleimhau-
te, Alopezie), am ZNS (Schwindel, Somnolenz, erhdhter Liquordruck, okzipita-
le Kopfschmerzen, meningeale lIrritation), am Intestinum (Ubelkeit, Erbrechen,
Anorexie, Hepatosplenomegalie, portale Hypertension), am Skelettsystem
(Druckschmerzhaftigkeit der langen Rohrenknochen), an den GefalRen (Pete-
chien, Epistaxis) und anhand der Laborparameter (Vitamin A-SpiegelT, alkali-
sche PhosphataseT, Kalzium?T, Serumtransaminasen (GOT, GPT)T. y-GTT,
Hypertriglyceridamie, Hypercholesterindmie, VLDLT, LDLT, HDL!) zeigen
(Dimery).

Bei einer chronischen Vitamin A-Intoxikation zeigen sich Symptome an der
Haut und den Schleimh&uten (u.a. Desquamation, Erythem, Pruritus, abnor-
males Haarwachstum, trockene Schleimhaut, Cheilitis, Gingivitis), am ZNS
(u.a. okzipitale Kopfschmerzen, Schlafstorungen, enzephalographische Ver-
anderungen), am Intestinum (u.a. Anorexie, Hepatosplenomegalie), am Ske-
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lettsystem (Druckschmerzhaftigkeit der langen Rohrenknochen, Hyperostosis
der Kortikalis), an den GefalRen (Epistaxis), an den Augen (Sehstérungen
durch Papillenédem, Diplopie) und an den Laborparametern (alkalische
Phosphatase®, Kalzium®T, Hypercholesterinamie, Hypertriglyceridamie,
VLDLT, LDLT, HDLY, Hypoprothrombinamie).

Durch die Erh6éhung von VLDL- und LDL bei gleichzeitigem Abfall von HDL
kann aufgrund der Entwicklung einer Arteriosklerose das Risiko einer korona-
ren Herzkrankheit ansteigen.

Des weiteren haben Retinoide teratogene Nebenwirkungen, weshalb sie bei
Frauen im gebarfahigen Alter oder bei inadaquater Kontrazeption nicht ange-
wandt werden durfen (Dimery; Kiemle-Kalle, 1993).

1.4.5.3 Das Retinoid Fenretinid (4-HPR)

Das Retinoid N-(4-Hydroxyphenyl)retinamid (4-HPR, Fenretinid) wird aus
ATRA und 4-Aminophenol synthetisch hergestellt. Es besitzt ein Molekularge-
wicht von 391,55 Da und wurde im Rahmen klinischer Studien v.a. zur Che-
mopravention bei Mamma-, Zervix-, Ovar-, Lungen- und Hauttumoren und bei
oralen Leukoplakien eingesetzt (IARC, 1999). Die Resorption des Retinoids,
das meist in einer taglichen Dosis von 200 mg verabreicht wird, wird durch
fettreiche Nahrung erhoht und durch kohlenhydratreiche Nahrung gesenkt. 4-
HPR wurde Patientinnen mit nodalnegativen Mammakarzinomen in einer tagli-
chen Dosis von 200 mg uber 12 Monate verabreicht. Dadurch ergaben sich fur
die Monate 9-12 wahrend der Einnahme eine Plasmakonzentration fur 4-HPR
von etwa 400 ng/ml (1 uM) und fur den biologisch ebenfalls aktiven Hauptme-
taboliten N-(4-Methoxyphenyl)retinamid (4-MPR) von 420-460 ng/ml (Formelli,
1989). Durch eine erh6hte Gabe von 300 mg/Tag in den ersten 6 Monaten des
Studienzeitraumes und von 200 mg/Tag in den folgenden Monaten konnte die
Plasmakonzentration erhdht werden. Sie betrug dann in den Monaten 9-12 flr
4-HPR 620-700 ng/ml und fur 4-MPR 670-800 ng/ml. Je nach Dosis sinkt be-
reits 24 Stunden nach oraler Gabe von 200 mg 4-HPR die Plasmakonzentrati-
on von Retinol um 38% und des Retinol-Bindungsproteins um 26%. Dadurch
kommt es zu einer der klinisch bedeutsamsten Nebenwirkungen, der reversib-
len Verschlechterung des Nachtsehens, weshalb bei Langzeitgabe am Ende
eines jeden Therapiemonats eine Einnahmepause von drei Tagen durchge-
fuhrt wird. Weitere Nebenwirkungen wurden in einer randomisierten Studie zur
Chemopravention bei Patientinnen mit Mammakarzinom (n=1432) Uber einen
Zeitraum von 5 Jahren untersucht (Camerini, 2001). Dabei traten eine Ver-
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schlechterung der Dunkeladaptation (19%), Hautveranderungen (19%),
gastrointestinale Nebenwirkungen (13%) und Verdnderungen an der Augen-
oberflache (11%) auf. Auch Veranderungen der Laborparameter, wie Leber-
enzyme (GOT, GPT, Bilirubin, AP) bei 7,4%, Cholesterin- und Triglyceridspie-
gel bei 7,1% und Blutbild bei 1,1%) waren zu beobachten. Deren Inzidenzen
waren jedoch im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant verschieden.
Insgesamt waren die Nebenwirkungen im Behandlungszeitraum rucklaufig.
Deshalb gilt 4-HPR im Vergleich z.B. zu 13-cis-Retinsaure (13cRA) als Sub-
stanz mit gunstigerem Langzeitprofil und somit als Substanz mit kinftiger Be-
deutung bei Therapie und Pravention bestimmter solider Tumoren.

1.4.6 Einsatz von Retinoiden beim Prostatakarzinom

1.4.6.1 Effekte in vitro

Sowohl durch alleinige Gabe von ATRA, 9cRA, 13cRA, 4-HPR und rezeptor-
spezifischer Retinoide als auch durch deren Kombination mit Zytokinen
(TGFa, TGFB, EGF), Androgenen, Phenylacetat, Paclitaxel, Vitamin D und
dessen Analoga konnte in vitro gezeigt werden, dass deren Applikation an-
tiproliferative Effekte auslost. Auf3erdem bewirkt sie die Induktion von Apopto-
se, die Inhibition von Invasivitat und Zellmotilitdt sowie eine Differenzierungs-
induktion (Sekretionséanderung von PSA, Expressionszunahme von Cytokera-
tin 8 und 18, Expressionsabnahme von Vimentin). Durch Unterschiede hin-
sichtlich Versuchsdauer, Expositionszeiten, Kulturbedingungen und Konzent-
rationsbereichen kamen einzelne Arbeitsgruppen zu unterschiedlichen, teils
auch gegensatzlichen Ergebnissen. Allerdings wurde oft auch nur eine Zelllinie
und ein Parameter untersucht und das Retinoid nur in kleinen Konzentrations-
bereichen eingesetzt. Dies alles schrankt die direkte Vergleichbarkeit der beo-
bachteten Effekte ein. In Tabelle 5 sind die Ergebnisse von in vitro Untersu-
chungen in den humanen Prostatakarzinomzelllinien LNCaP, DU145 und PC3
bei Einsatz unterschiedlicher Retinoide unter alleiniger Gabe sowie in Kombi-
nation mit anderen Substanzen zusammenfassend dargestellt.
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Zelllinie

Retinoide

Zellwachstum
Alleinige Gabe

Zellwachstum
Kombinierte Gabe

Autor/Jahr

LNCaP

ATRA

™

EGF, TGFa, TGFB, DHT:
Phenylacetat:{*
DHT:*

Fong 1993
Wood 1994
Tao 1996
Blutt 1997
Myers 1998
Sun 1999

9cRA

Vit.-D3-Analoga:{*

Vit.-D3-Analoga:{*

Esquenet 1996
Blutt 1997
Myers 1998
Elstner 1999

13cRA

DHT:*
Phenylbutarat:J*
Docetaxel:{ *

Dahiya 1994
Tao 1996

Pili 2001
Budman 2002

4-HPR

Butyrat:®

Safingol:d*

Hsieh 1997
Myers 1998
Shen 1999
Kufer 2007
Sun 1999
Chen 1999
Maurer 2000

RAR-selektive
Retinoide

Vit.-D3-Analoga:{*

Campbell 1998
Vos 1997
Liang 1999

PC3

ATRA

Hwang 1995
Jones 1997
Myers 1998

9cRA

Hwang 1995
Myers 1998

13cRA

Paclitaxel:1*
Docetaxel:*

Cabrespine 2005
Budman 2002

4-HPR

Safingol:d*

Pienta 1993
Roberson 1997
Myers 1998
Shen 1999
Maurer 2000

RAR-selektive
Retinoide

D e K B R K 2 (R 2 [ R A e I R e e D e e L= SR SSIPE kN R SR ap

Vit.-D3-Analoga:{*

Campbell 1998
Vos 1997
Liang 1999

d: Hemmung; {*: Zunahme der Hemmung; T: Zunahme; <»: keine Beeinflussung; T\ : biphasischer Effekt;

& antagonistischer Effekt; DHT: Dihydrotestosteron

Tabelle 5:

Modulation des Zellwachstums der humanen Prostatakarzi-

nomzelllinien LNCaP und PC3 durch Retinoide
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1.4.6.2 Effektein vivo

In 4 von 8 Studien konnte in vivo unter alleinigem Einsatz von 4-HPR eine Ab-
nahme von Tumorinzidenz, -gewicht, Lymphknoten- und Organfiliae beobach-
tet werden (Ohshima, 1985; Pollard, 1991a; Pollard, 1991b; Pienta, 1993; Sla-
win, 1993; Lucia, 1995; McCormick, 1998; Shaker, 2001).

In einer aktuellen Untersuchung konnten Kifer und Mitarbeiter zeigen, dass
die Kombination von 4-HPR und Butyrat in der Linie LNCaP sowohl in vitro als
auch in vivo jedoch antagonistisch auf das Tumorwachstum wirkte (Kifer,
2007).

Nach Vorbehandlung der Zellen der Linie LNCaP mit 1 uM 13cRA Uber 7 Tage
und anschlieBender subkutaner Injektion in Nacktm&use konnte 45 Tage nach
Injektion eine Abnahme des Tumorvolumens um etwa 70% beobachtet wer-
den (Dahiya, 1994).

Unter oraler Gabe von 13cRA in Kombination mit intraperitonealer Gabe von
Phenylbutyrat (PB) beginnend 2-5 Tage nach subkutaner Implantation von
LNCaP bzw. DU145 wurde im Maus-Modell eine additiv-inhibitorische Wirkung
nachgewiesen. Das Tumorwachstum wurde dabei um maximal 82-92% ge-
hemmt (Pili, 2001).

In subkutan bzw. subkapsular renal implantierten Tumoren in der Ratte des
R3327G Dunning Adenokarzinoms verursachte die Gabe von Liarozol eine
Abnahme des lokalen Tumorwachstums um maximal 80%. Dies entsprach
dem nach Kastration erreichten Effekt von 82% (Van Ginckel, 1990).

1.4.6.3 Effekte in klinischen Studien

In insgesamt 5 Studien mit 523 Patienten bewirkte der Einsatz von Liarozol
(Liazal™) eine Reduktion des PSA in 20-51% der Falle sowie eine Schmerzre-
duktion bei 55-66% der Patienten. Da jedoch Nebenwirkungen auftraten, die
einer chronischen Vitamin A-Uberdosierung entsprachen (Dijkman, 1997;
Debruyne, 1998), wurde der klinische Einsatz von Liazal™ beendet.

In Tabelle 6 sind die Ergebnisse klinischer Studien bei Einsatz von Retinoiden
bei Patienten mit metastasiertem Prostatakarzinom dargestellt.
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Retinoid Pat. (n) | Dosis Ansprechen Autor/Jahr
ATRA 17 150 mg/m?/d Kein Ansprechen Trump 1997
14 150 mg/m?/d Kein Ansprechen Kelly 1993
26 45 mg/m?/d - PSAl in 15% Culine 1999
- kein Ansprechen in
messbaren Lasionen
Liazorol 105 300-600 mg/d | - PSA (>50%)4 in 30% Denis 1995
- MULZ 14Monate
135 2x75-300 mg/d | PSA (>50%) in 51% Smith 1996
42 2*300 mg/d - PSA (>50%) 4 in 41% | Dijkman 1997
- Schmerz | in 55%
161 2*300 mg/d - PSA (>50%) { in 20% Debruyne 1998
- PSA < in 64%
- Schmerz | in 66%
Liarozol, Pred- | 80 2x300 mg/d PSA (>50%)Y in 22% Andel 1999
hison, AB 15 mg/d Lebensqualitat T in 52%
13cRA, IFNa. 14 1 mg/kg KG/d | PSA L in 14% Kelly 1996
10 1 mg/kg KG/d | PSA{ in 80% Higano 1996

d: Hemmung; <: keine Beeinflussung, MULZ: Mediane Uberlebenszeit, AB: Androgenblockade

Tabelle 6:

Einsatz von Retinoiden bei Patienten mit metastasiertem

Prostatakarzinom in klinischen Studien
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2 Zielsetzung

Bisher gibt es fir das metastasierte, androgenunabhéngige und —resistente
Prostatakarzinom keine etablierte Therapie, die einerseits klinisch zufrieden
stellend wirksam ist und andererseits abgesehen vom Einsatz des Chemothe-
rapeutikums Docetaxel signifikant lebensverlangernd ist. Retinoide weisen als
Monosubstanzen und in Kombination mit zytotoxischen, immunmodulierenden
und differenzierungsinduzierenden Substanzen beim Prostatakarzinom und
anderen maligenen Tumorentitaten in vitro und in vivo deutliche antiproliferati-
ve Effekte auf. Untersuchungen zur Wirkungsweise einer kombinierten Appli-
kation von Retioniden und Bestrahlung in humanen Prostatakarzinomzelllinien
liegen bislang nicht vor. Das synthetische Retinoid 4-HPR wurde aufgrund
seiner antiproliferativen Eigenschaften in vitro und in vivo in humanen Prosta-
takarzinomzelllinien sowie wegen seines gunstigen klinischen Toxizitatsprofils
fur die vorliegende Arbeit ausgewahlt. Ziel dieser Arbeit war es, die Effekte
einer kombinierten Applikation von Bestrahlung und dem Retinoid N-(4-
Hydroxyphenyl)retinamid (4-HPR) an der androgenabhéangigen Prostatakarzi-
nomzelllinie LNCaP und der androgenunabhangigen Linie PC3 in vitro zu un-
tersuchen. Durch zeitlich unterschiedliche Applikation der einzelnen Kompo-
nenten sollten die Effekte einer simultanen Gabe im Vergleich zu einer se-
quentiellen Gabe Uberprift werden. Hierbei sollten folgende Fragen beantwor-
tet werden:

e Filhrt das Retinoid 4-HPR in Kombination mit Bestrahlung zu einer Zu-
nahme der Zytotoxizitat im Vergleich zu den zytotoxischen Effekten bei
der jeweils alleinigen Applikation des Retinoids oder der Bestrahlung?

e Finden sich Anderungen des zytotoxischen Effektes bei kombinierter
Applikation in Abhéngigkeit von der zeitlichen Reihenfolge der Applikati-
on (Sequenzeffekte)?

e Bestehen zelllinienspezifische Unterschiede hinsichtlich der Modulation
der Zytotoxizitat bei kombinierter Applikation von Retinoid und Bestrah-
lung?
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Zelllinien

3.1.1 LNCaP (CRL 1740, ATCC)

Diese Zellen stammten aus der Tumorbank der Heidelberger Firma CLS (Cell
Lines Service). Die permanente humane Prostatakarzinomzelllinie LNCaP
stammte urspriinglich von einem Patienten mit einer supraclavicularen
Lymphknotenmetastase eines Prostatakarzinoms. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte in einem Kulturmedium aus RPMI 1640 mit Glutamin, 10% fetalem
Kalberserum und nicht essentiellen Aminosauren. LNCaP-Zellen sind andro-
genabhangig und bilden prostataspezifisches Antigen (PSA) und prostataspe-
zifische saure Phosphatase.

In Abbildung 4 und Abbildung 5 sind die Zellen der Linie LNCaP nach einer
Kulturdauer von 120 Stunden ohne und mit Gabe von 4-HPR (5 uM) darge-
stellt.

Abbildung 4: Zelllinie LNCaP, 120 Stunden, Kontrolle ohne Retinoide
(x200)
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Abbildung 5: Zelllinie LNCaP, 120 Stunden, 5 uM 4-HPR (x320)

3.1.2 PC3 (CRL-1435, ATCC)

Diese Zellen stammten aus der Tumorbank der Heidelberger Firma CLS (Cell
Lines Service). Die PC3-Zellen wurden beim ersten Mal aus einer Knochen-
metastase eines Patienten mit einem Adenokarzinom der Prostata entnom-
men. Zellen der Linie PC3 sind androgenunabhéngig, bilden kein PSA, besit-
zen aber in geringen Mengen saure Phosphatase- und Testosteron-5a.-
Reduktase-Aktivitat.

In Abbildung 6 und Abbildung 7 sind die Zellen der Linie PC3 nach einer Kul-
turdauer von 120 Stunden ohne und mit Gabe von 4-HPR dargestellt.
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Abbildung 7: Zelllinie PC3, 120 Stunden, 5 uM 4-HPR (x320)
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3.2 Kulturgefalle und Well-Platten

Die Zellanziichtung erfolgte in KulturgefaRen der Marke Cellstar® Greiner Nr.:
690175 mit einem Fassungsvolumen von 50 ml.

Fur die Versuche wurden 96 Well-Platten mit Abdeckplatten der Marke
Cellstar® verwendet. Bei diesen Platten von der Firma Greiner Labortechnik
hatte jedes Well ein maximales Fullungsvolumen von 380 pl.

3.3 Medien und Zusatze

Alle Medien und Medienzuséatze wurden bei +2° bis +8°C im Kihlschrank auf-
bewahrt.

Als Kulturmedium wurde RPMI 1640-Medium der Firma Biochrom AG (w 2,0
g/l NaHCO3;, w 0.532 g/l stabil glutamine tested for endotoxin, Cat. No. FG
1215 500ml) verwendet.

Fur alle Medien wurden 5 ml Non-Essential-Amino-Acids (NEAS) der Firma
Biochrom (Cat. N0.K0293 100ml) hinzupipettiert.

Das Medium flr die Anzucht der Zellen enthielt 10% des Fetal Bovine Serum
(FKS) der Firma Biochrom AG (getestet gegen Mykoplasen, hitzeinaktiviert bei
56°C fur 20 min, CAT. No. 50115 500 ml), das Medium fiir die Proliferations-
versuche enthielt 5% FKS.

Fur die PC3 Zellen wurde zusatzlich 5 ml Sodium Pyruvate (Cat. No. L0473
100 ml) der Firma Biochrom KG zugeflgt.

Trypsin/EDTA-L6sung der Firma Biochrom KG (0,05%/ 0,02% (w/v) in PBS
w/o Ca?*, Mg #*, Cat No. L2143 100ml) wurde dazu verwendet, um die Zellen
vom Boden der Kulturgefal3e wieder abzulosen.

PBS ist eine phosphatgepufferte Salzlésung: pH 7,2-7,4; 1fach hergestellt aus
8g NaCl, 0,2g KH,PO,, 1,15g Na,HPO,4, 0,2g KCI mit Aqua dest auf 1l auffil-
len und autoklavieren.

3.4 Testzusatze

XTT (Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl 2H-tetrazolium-5-carboxanilide innersalt):
es handelte sich um ein I6sliches, lichtempfindliches Salz der Firma Sigma.
Dieses wird in RPMI 1640-Medium ohne Zusatze aufgeltst. Die Endkonzent-
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ration betrug dabei 1 mg/ml. Die fertige Mischung wurde im Gefrierschrank bei
—20°C aufbewabhrt.

PMS (phenazin methosulfat; N-Methyldibenzopyrazin, Best. Nr. P-5812 19,
Sigma Chemicals Co St. Louis, USA): Lichtempfindliche elektronenpaar-
bindende Substanz, die zur Beschleunigung der Bioreduktion von XTT diente.
PMS wurde in PBS aufgeldst bis zur Endkonzentration von 0,383 mg/ml und
anschlieend im Gefrierschrank bei —20°C gelagert.

3.5 Das Retinoid 4-HPR (Fenretinid)

Das Retinoid 4-HPR mit einem Molekulargewicht von 391,6 Da wurde von der
Firma Sigma bezogen und im Gefrierschrank bei —20°C gelagert. Durch Mi-
schung von 5 mg des Retionids mit 1,28 ml 96%igem Ethanol wurde eine
10 mM Losung hergestellt und mit Medium im Verhéltnis 1:50 verdinnt. Da-
durch wurde die fur die Versuchreihen benétigte 200 uM Lésung gewonnen.

4-HPR wurde fur die Testung der Zellproliferation bei unterschiedlicher Vor-
bzw. Nachbehandlung der Zellen mit Bestrahlung verwendet.

3.6 Bestrahlung der Zellen

Die Bestrahlung der Kuturgefal3e erfolgte im Institut fur Strahlentherapie des
Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitdt Minchen (Direktor:
Univ.-Prof. Dr. M. Molls) mit einem Hochvolt-Linearbeschleuniger der Fa. Sie-
mens durchgefihrt. Die Bestrahlung der Zellen erfolgte in Gewebekulturplatten
bei Raumtemperatur bei 335 Monitoreinheiten entsprechend 5 Gy. Der Ab-
stand der Strahlenquelle zum Monolayer betrug 80 cm und die FeldgrolRe
30x30 cm. Als Gewebeelement wurde 3 cm dickes Plexiglas verwendet.

3.7 Zellkultivierung

Die Zellkultivierung erfolgte unter sterilen Bedingungen an einer Sterilbank
Lamin Air der Firma Heraeus Instruments (HB2448) mit vertikaler Strémung.
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3.7.1 Anzucht

Zur Zellanzucht wurden KulturgefaRe der Marke Cellstar® der Firma Greiner
Labortechnik verwendet.

Um optimale Bedingungen fur die Zellproliferation zu gewéhrleisten, wurden
die Gefalle wahrend der Wachstumsphasen in einem Heraeus Brutschrank
aufbewahrt (Fabrik-Nr B6030, Kulturbedingungen: 37°C, 5% CC,, 95% Luft,
100% rel. Luftfeuchte).

3.7.2 Passagieren der Zellen

Die Zellen fur die Versuche waren jeweils in flissigen N, bei -196°C eingefro-
rene Tumorzellen. Nach Wiederauftauen diese Tumorzellen wurden diese in
KulturgefalRen gezlchtet. Da die Zellen sich gegenseitig in ihrem Wachstum
hemmen, wenn eine gewisse Dichte in den Gefal3en Uberschritten ist, mussten
sie regelmaRig passagiert werden (bei PC3 jeden sechsten Tag, bei LNCaP
nur jeden siebten Tag). Zusatzlich konnte durch das Passagieren auch die
Zellzahl ermittelt werden. Diese musste bekannt sein, damit die nétige Menge
an Zellen fur die Aussaat in den Kulturgefal3en bzw. fur die Versuchsansatze
in den 96-Well-Platten bestimmt werden konnte.

Beim Passagieren erfolgt zunachst das Absaugen des Mediums aus den Kul-
turgefallen. Anschlielend wurden 5 ml PBS zum Spulen der Zellen hinzupi-
pettiert und danach erneut abgesaugt. Daraufhin wurden 2 ml Trypsin dazu-
gegeben, das gleichmalig Uber den Gefal3boden verteilt wurde. Zum Abldésen
der Zellen vom Boden wurden die Gefalde mit dem Trypsin 5 min bis 10 min in
einem Brutschrank inkubiert und der Erfolg dann unter einem Lichtmikroskop
kontrolliert. Durch Schiitteln der Kulturgefal3e trennten sich die Zellen vonein-
ander. Nach Zugabe von 5 ml 10%igem FKS wurden die Zellen mitsamt der
Flassigkeit in 10 ml fassende R6hrchen pipettiert und 5 Minuten lang mit 300 g
zentrifugiert. Der Uberstand konnte dann abgesaugt werden. Hierauf wurde
das Sediment bei darauffolgenden Versuchen mit 5%igem FKS, sonst mit
10%igem FKS aufgelost und die Zellzahl anschlieRend bestimmt. Dazu wur-
den 20ul des zellenhaltigen Mediums mit 20ul Trypanblau gemischt und an-
schlieBend in eine Neubauer-Zahlkammer eingeftllt. Unter dem Lichtmikro-
skop wurde dann die Zellzahl ausgezéahlt. Die daraufhin zur Zellanzucht bzw.
fur die Versuche notwendige Menge des Zell-Medium-Gemisches wurde dann
bestimmt. Diese wurde in KulturgefaRen mit 10% FKS-Medium auf 5ml aufge-
fullt. In regelmaRigen Abstanden erfolgte eine Testung von Medien und Tu-
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morzellen auf Mykoplasmen. Alle getesteten Medien und Zellen waren dabei
wahrend der Gesamtdauer der Versuchsdurchfihrungen immer negativ.

3.7.3 Medienwechsel

Fur optimale Wachstumsbedingungen musste das Zellmedium in den Kurltur-
gefal3en alle drei bis vier Tage gewechselt werden. Dazu wurde das alte Me-
dium abgesaugt und in die GefalRe neues 10% FKS-Medium pipettiert.

3.8 XTT-Test

XTT ist ein nicht toxisches Tetrazoliumsalz. Dieses wird in den Zellmitochond-
rien durch Dehydrogenaseenzyme in einen wasserldslichen Formazan-
Farbstoff umgewandelt (Roehm, 1991). Voraussetzung hierflr ist jedoch eine
intakte Atmungskette in den Mitochondrien. Diese ist nur in lebenden Zellen
vorhanden. Somit besteht ein Zusammenhang zwischen der Menge an ent-
standenem Farbstoff und der Anzahl noch lebender Zellen. Die Bestimmung
des vorhandenen Farbstoffes erfolgt durch Absorptionsmessung bei einer
Wellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenl&ange von 650 nm in einem
Mikrotiterplattenlesegerat.

Zunachst wurden XTT und PMS wegen ihrer Lichtempfindlichkeit in dunklen
Schranken aufgetaut. In der Testlosung hatte die Mischung von XTT und PMS
ein Verhéltnis 50:1, es wurden also 5ml XTT mit 100ul PMS in ein Reagenz-
glas pipettiert. Danach wurden jedem Well der Platten 50ul der entstandenen
Mischung aus XTT und PMS hinzugefugt.

Am Versuchsende wurden die Tumorzellen mit der XTT/PMS-LOsung vier
Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Anschlie3end wurde die Absorpti-
on des entstandenen gelben Formazan-Farbstoffs in einem Mikroplattenpho-
tometer (Thermo max Mikroplate Reader, Molekular Devices, made in USA)
bei einer Wellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenlange von 650 nm
gemessen.
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3.9 Versuche

3.9.1 Versuchsaufbau und Durchfihrung

Fur alle Versuche wurden Mikrotiterplatten mit 96 Well verwendet. Die ver-
wendeten Passagennummern der Tumorzellen lagen jeweils zwischen 30 und
90, da die Zellen bei hoheren Passagenummern ihre Wachstumseigenschaf-
ten verandern konnen. Bei den Versuchen wurde RPMI-Medium mit 5% FKS
verwendet. Bei der Aussaat kamen in jedes Well 200 pl Testmedium. Fur die
Wells ohne Zellen waren dies 200 pl Medium, die Ubrigen Wells enthielten
Zellsuspension. Fir jede Zellart war die Zellzahl dabei unterschiedlich. Zur
Zellaussaat wurden bei LNCaP 6000 Zellen/Well und bei PC3 3000 Zel-
len/Well eingesetzt. Nach der Zellaussaat erfolgte nach 24 Stunden die Appli-
kation des Retinoids (4-HPR) oder die Bestrahlung (RTX). Aufgrund der Erfah-
rungen bei anderen in-vitro-Arbeiten wurde bei der Bestrahlung eine Dosis von
5 Gy gewahlt, so dass in allen Versuchen, bei denen Tumorzellen bestrahlt
wurden, 5 Gy appliziert wurden. Alle Versuche wurden zeitlich unabhangig
voneinander dreimal durchgefiihrt. Jede eingesetzte Konzentration von 4-HPR
erfolgte in vierfachem Ansatz (4 Wells).

Beim gewéahlten Versuchsaufbau erfolgte zunachst die Erstellung einer Dosis-
Wirkungs-Kurve. Hierbei erfolgte die Ermittlung des Tumorzelliberlebens in
Abhangigkeit von der applizierten Konzentration von 4-HPR (0,001-10 uM).
Zum anderen wurde das Zelliberleben bei den unterschiedlichen Therapiean-
satzen bei der Konzentration von 4-HPR untersucht, bei der anhand der Do-
sis-Wirkungs-Kurven ein 50%iges Zelliberleben der nur mit 4-HPR behandel-
ten Zellen festgestellt worden war. Dazu wurden zwei vom Versuchansatz un-
terschiedliche Versuche durchgefihrt.

3.9.2 Modulation der Dosis-Wirkungs-Kurve von 4-HPR bei initialer
Gabe des Retinoids in Abh&ngigkeit vom Zeitpunkt der Be-
strahlung

Der Versuchsansatz erfolgte dabei in 4 96-Wellplatten und wurde zeitlich un-
abhangig dreimal durchgefuhrt. Dabei erfolgte die Zellaussaat zelllinienspezi-
fisch mit unterschiedlichen Zellzahlen pro Well: LNCaP: 6000 Zellen/Well,
PC3: 3000 Zellen/Well. Nach einer Adharenzzeit von 24 h erfolgte die Exposi-
tion der Zellen mit insgesamt 13 unterschiedlichen Konzentrationen von 4-
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HPR (0,001-10 uM), wobei fiur jede der Konzentrationen 4 Wells auspipettiert
wurden. Die Bestrahlung mit 5 Gy erfolgte in einer Platte unmittelbar nach Zu-
pipettierung des 4-HPR (d1, 24 Stunden nach Zellaussaat). in einer zweiten
und dritten Platte, in welche ebenfalls nach 24 Stunden das Retinoid zugege-
ben wurde, 72 Stunden bzw. 120 Stunden nach Zellaussaat (s. Abbildung 8).
Eine vierte Platte diente als Kontrolle zur
Wirkungskurve von 4-HPR ohne Bestrahlung. Der Versuch wurde 144 Stun-
den nach Zellaussaat beendet. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die Messung der

Farbstoffextinktion mittels XTT-Test.

Testplatten

1 | zel- | 4-HPR

Erstellung einer Dosis-

aussaat RTX i Messung
2 Zell 1 4HPR RTX | Messung
aussaat i H
3 | 2l kR RTX | Messung
aussaat i ;
Kontrollplatte |
. zell- | 4-HPR { Messung
aussaat ‘! .
Oh | 24h 48h 72h 96 h 120h | 144h
do * di d2 d3 d4 d5 d6

Abbildung 8: Versuchsplan zur Uberprifung der Modulation der Dosis-
wirkungs-Kurven von 4-HPR (0,001-10 uM) in Abhangigkeit
vom Zeitpunkt der einmaligen Bestrahlung (5 Gy)

3.9.3 Modulation der Dosis-Wirkungs-Kurve von 4-HPR bei initialer
Bestrahlung in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Applikation

des Retinoids

Der Versuchansatz erfolgte wiederum in 4 96-Wellplatten und wurde zeitlich
unabhangig dreifach durchgeftihrt. Die Zellaussaat erfolgte zelllinienspezifisch
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mit unterschiedlicher Zellzahl pro Well: LNCaP: 6000 Zellen/Well, PC3: 3000
Zellen/Well.

Testplatten

1 | zel- | 4-HPR | Messun
aussaat | RTX : ’

2 Zell- & ooy | 4.HPR | | Messung
aussaat | : : ! ’ :

3 zell- 4 pry i i ! 4-HPR | Messung
aussaat ! i ! | 5 i

________________________________________________________________________________________________________________________

Kontrollplatten |

. Zell- &, op ; i : i Messung
aussaat | i i i 5 i

»

Oh | 24h | 48h | 72h | 96h | 120h | 144h Zeit
do | d1 Pod2 ! d3 Loda i ds ! dé

Abbildung 9: Versuchsplan zur Uberprifung der Modulation der Dosis-
Wirkungs-Kurve von 4-HPR (0,001-10 pM) bei initialer,
einmaliger Bestrahlung (5 Gy) in Abhangigkeit vom Zeit-
punkt der Retinoidapplikation

Nach einer Adharenzzeit von 24 Stunden wurden die Zellen mit 5 Gy bestrahlt.
Die Hinzugabe der unterschiedlichen Konzentrationen von 4-HPR (0,001-10
KUM), wobei fir jede der Konzentrationen 4 Wells auspipettiert wurden, erfolgte
bei einer Platte unmittelbar nach der Bestrahlung. Bei einer zweiten und dritten
Platte wurde nach initialer einmaliger Bestrahlung mit 5 Gy nach 24 Stunden
das 4-HPR (0,001-10 pM) 72 bzw. 120 Stunden nach Zellaussaat hinzupipet-
tiert (s. Abbildung 9). Zur Kontrolle wurde pro Zelllinie jeweils eine Platte vor-
bereitet, die nicht bestrahlt wurde. Die Zugabe von 4-HPR (0,001-10 uM) er-
folgte 24 Stunden nach Zellaussaat. Der Versuch wurde 144 Stunden nach
Zellaussaat beendet. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die Messung der Farbstoff-
extinktion mittels XTT-Test.
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3.9.4 Statistische Auswertung

Zur Bearbeitung der Dosis-Wirkungs-Kurven, anhand derer das Zelliiberleben
dargestellt wurde, wurde das Computerprogramm SOFTmax PRO 3.0 ver-
wendet. Ein entscheidender Parameter zur Beschreibung der Ergebnisse war
dabei der IC50-Wert. Dieser gibt die Retinoidkonzentration an, bei der eine
50%ige Hemmung des Zellwachstums auftrat.

Zu jedem Mittelwert einer Retinoidkonzentration wurde Uber die Standardab-
weichung fur ein Signifikanzniveau von a= 0,05 das entsprechende 95%-
Konfidenzintervall berechnet. Der Vergleich der Mittelwerte erfolgte durch den
t-Test fur unverbundene Stichproben.
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4 Ergebnisse

4.1 Modulation der Dosis-Wirkungs-Kurve von 4-HPR
bei initialer Gabe des Retinoids in Abhangigkeit
vom Zeitpunkt der Bestrahlung

Die Berechnung der IC50-Werte von 4-HPR ohne Bestrahlung in den Linien
PC3 und LNCaP ergab signifikant unterschiedliche Werte (siehe Tabelle 7,
Abbildung 11 und Abbildung 12).

In der Linie PC3 wurde ein IC50-Wert von 3,9 uM mit einem Konfidenzintervall
von 2,6-5,8 uM ermittelt, wahrend der IC50-Wert in der Linie LNCaP 1,1 uM
bei einem Konfidenzintervall von 1,0-1,3 puM betrug. Die Zellen der Linie
LNCaP sind gegeniber den Retinoid 4-HPR damit signifikant sensibler als die
Zellen der Linie PC3.

PC3 LNCaP
IC50-Wert 3,9 uM 1,1 uM
Konfidenzintervall 2,6-5,8 uM 1,0-1,3 uM

Tabelle 7: IC50-Werte und Konfidenzintervalle fir das Retinoid 4-HPR
in den Zelllinien PC3 und LNCaP

Die Ergebnisse einer alleinigen, einmaligen Bestrahlung von 5 Gy der Linien
PC3 und LNCaP sind in Tabelle 8 zusammengefasst und in Abbildung 10 gra-
phisch dargestellt.
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Zelliberleben (%)

PC3 LNCaP
Mw 95%-KW 95%-KI MwW 95%-KW 95%-KI
RTX/d1 ohne 4-HPR 51,6 4,6 47,0-56,2 25,8 3,1 22,7-28,9
RTX/d3 ohne 4-HPR 49,2 3,3 45,9-52,5 34,9 0,9 34,0-35,8
RTX/d5 ohne 4-HPR 83,1 4,6 78,5-87,7 75,9 2,4 73,5-78,3

MW: Mittelwert, 95%-KW: 95%-Konfidenzwert, 95%-KI: 95%-Konfidenzintervall

Tabelle 8: Zelliberleben (%) in Abhangigkeit vom Zeitpunkt einer al-
leinigen, einmaligen Bestrahlung mit 5 Gy (d1=24 h,
d3=72 h, d5=120 h nach Zellaussaat) in den Zelllinien PC3
und LNCaP

100
+
e ° %
§ 50 T T
N 25 ? %
N7 %
RTX(d1) RTX(d3) RTX(d5)

7 LNCaP

2 PC3

Abbildung 10:Zelltiberleben (%) in Abhéngigkeit vom Zeitpunkt einer al-
einmaligen Bestrahlung mit 5 Gy (d1=24 h,
d3=72 h, d5=120 h nach Zellaussaat) in den Zelllinien PC3
und LNCaP

leinigen,

Hierbei zeigt sich, dass die Zellen der Linie LNCaP zu allen Messzeitpunkten
signifikant strahlensensibler sind als die Zellen der Linie PC3. Ferner zeigt
sich, dass das Zelliberleben nach Bestrahlung bei Zunahme des Zeitintervalls
von Bestrahlungszeitpunkt zu Messzeitpunkt abnimmt. So ist das Zelliberle-
ben bei Bestrahlung 24 Stunden nach Zellaussaat bei einem Zeitintervall von
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120 Stunden in beiden Zelllinien signifikant niedriger als bei Bestrahlung 120
Stunden nach Zellaussaat mit einem Zeitintervall von nur 24 Stunden.

Die Ergebnisse der kombinierten Applikation von 4-HPR und Bestrahlung bei
einmaliger, initialer Gabe des Retinoids in Abhangigkeit vom Zeitpunkt einer
einmaligen Bestrahlung in den Linien PC3 und LNCaP sind in Tabelle 9 zu-
sammengefasst und in Abbildung 11 bis Abbildung 13 graphisch dargestellt.
Angegeben sind die Mittelwerte (MW) des Zelliberlebens in Prozent sowie die
dazugehorigen 95%-Konfidenzwerte (95%-KW) und die daraus zu errechnen-
den 95%-Konfidenzintervalle (95%-KI).

Um die Wirkung der kombinierten Applikation von Retinoid und Bestrahlung
vergleichen zu konnen, erfolgte die Betimmung des Zelliberlebens der drei
Kurven der kombinierten Gabe im Vergleich zum Zelliberleben der Dosis-
Wirkungs-Kurve von 4-HPR ohne Bestrahlung (=Kontrolle) bei dem jeweiligen,
zelllinienspezifischen IC50-Wert (PC3: 3,9 uM, LNCaP: 1,1 uM). Der Wert des
Zelliberlebens beim IC50-Wert betragt definitionsgemafd 50%. In Tabelle 9
finden sich diese Werte zusammen mit den jeweiligen 95%-Konfidenzwerten
und 95%-Konfidenzintervallen.

Zelliberleben (%)
PC3 LNCaP
MW 95%-KW 95%-KI MW 95%-KW 95%-KI
4-HPR/d1 ohne RTX 50,0 7.2 42,9-57,2 50,0 8,9 40,9-58,7
4-HPR/d1 + RTX/d1 24,2 4,7 19,5-28,9 21,0 3,7 17,2-24,6
4-HPR/d1 + RTX/d3 30,1 5,2 25,1-354 24,5 3,5 21,8-28,7
4-HPR/d1 + RTX/d5 36,1 6,4 29,8-42,5 47,0 5,2 41,7-52,1

MW: Mittelwert, 95%-KW: 95%-Konfidenzwert, 95%-KI: 95%-Konfidenzintervall

Kombinierte Applikation von 4-HPR (0,001-10 pM) bei initia-
ler Gabe des Retinoids (24 Stunden nach Zellaussaat) in
Abhangigkeit vom Zeitpunkt einer einmaligen Bestrahlung
mit 5 Gy (d1=24 h, d3=72 h, d5=120 h nach Zellaussaat) in
den Linien PC3 und LNCaP

Tabelle 9:
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Zelluberleben (%)
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Abbildung 11:Zelluberleben (%) bei initialer Gabe des Retinoids in Ab-
hangigkeit vom Zeitpunkt der Bestrahlung mit 5 Gy
(d1=24 h, d3=72 h, d5=120 h nach Zellaussaat) in der Zell-

linie PC3
120
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Abbildung 12: Zelliberleben (%) bei initialer Gabe des Retinoids in Ab-
hangigkeit vom Zeitpunkt der Bestrahlung mit 5 Gy
(d1=24 h, d3=72 h, d5=120 h nach Zellaussaat) in der Zell-
linie LNCaP
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Abbildung 13:Kombinierte Applikation von 4-HPR (0,001-10 pM) bei ini-
tialer Gabe des Retinoids (24 Stunden nach Zellaussaat) in
Abhangigkeit vom Zeitpunkt einer einmaligen Bestrahlung
mit 5 Gy (d1=24 h, d3=72 h, d5=120 h nach Zellaussaat) in
den Linien PC3 und LNCaP
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4.1.1 Ergebnissein der Zelllinie PC3

Im Vergleich zum Zelliberleben beim IC50-Wert fir 4-HPR ohne Bestrahlung
in der Linie PC3 (3,9 uM), welcher definitionsgemal 50% betragt, fanden sich
bei dieser 4-HPR-Konzentration in allen drei Versuchsansatzen der kombinier-
ten Applikation von Retinoid und Bestrahlung signifikant niedrigere Werte fir
das mittlere Zelliberleben (50,0% vs 24,2% vs 30,1% vs 36,1%). Mit abneh-
mender Wirkdauer der Bestrahlung (Zeitintervall: Bestrahlung-Messzeitpunkt)
wurde dabei eine signifikante Abnahme der Zytotoxizitat der kombinierten Ap-
plikation von Retinoid und Bestrahlung beobachtet. So ergab die simultane
Applikation von Retinoid und Bestrahlung 24 Stunden nach Zellaussaat (Tag
1) das absolut geringste Zelliberleben von 24,2% bei einer Wirkdauer der Be-
strahlung von 120 Stunden, wahrend die Applikation des Retinoids 24 Stunden
nach Zellaussaat (Tag 1) und die sequentielle Bestrahlung 120 Stunden nach
Zellaussaat (Tag 5) ein signifikant héheres Zelltiberleben von 36,1% bei einer
Wirkdauer der Bestrahlung von nur 24 Stunden ergab. Allerdings war das
Zelliberleben bei sequentieller Bestrahlung 72 Stunden und 120 Stunden
nach Zellaussaat nicht signifikant verschieden (30,1% vs 36,1%).

Bezogen auf den antiproliferativen Effekt einer alleinigen Bestrahlung mit 5 Gy
24 Stunden, 72 Stunden und 120 Stunden nach Zellaussaat ergab die Kombi-
nation mit 4-HPR ebenfalls eine signifikante Abnahme des Zelliberlebens zu
allen drei Bestrahlungszeitpunkten. Das Zelliberleben der Kombination betrug
im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung bei RTX an Tag 1 47%, bei RTX an
Tag 3 61% sowie bei RTX an Tag 5 43%. Im Mittel betrug die Zunahme der
Wachstumshemmung fir alle Bestrahlungszeitpunkte bei Kombination von Re-
tinoid und Bestrahlung im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung 50%.

Hieraus kann gefolgert werden, dass in der weniger strahlensensiblen Linie
PC3 die Kombination von Retinoid und Bestrahlung zu einer Zunahme der an-
tiproliferativen Wirkung der Einzelkomponenten fuhrt. Hinsichtlich des maximal
erreichten antiproliferativen Effekts (Zelliberleben 24,2%) wurde dieser bei
simultanter Gabe von Retinoid und Bestrahlung 24 Stunden nach Zellaussaat
erreicht.
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4.1.2 Ergebnisse in der Zelllinie LNCaP

Im Vergleich zum Zelliberleben beim IC50-Wert fir 4-HPR ohne Bestrahlung
in der Linie LNCaP (1,1 uM), welcher definitionsgemald 50% betragt, fanden
sich bei dieser 4-HPR-Konzentration in zwei von drei Versuchsansatzen der
kombinierten Applikation von Retinoid und Bestrahlung signifikant niedrigere
Werte fur das mittlere Zelliberleben (50,0% vs 21,0% vs 24,5% vs 47,0%). Mit
abnehmender Wirkdauer der Bestrahlung (Zeitintervall: Bestrahlungszeitpunkt-
Messzeitpunkt) wurde dabei eine signifikante Abnahme der Zytotoxizitat der
kombinierten Applikation von Retinoid und Bestrahlung beobachtet. So ergab
die simultane Applikation von Retinoid und Bestrahlung 24 Stunden nach Zell-
aussaat (Tag 1) das absolut geringste Zelliberleben von 21,0% bei einer
Wirkdauer der Bestrahlung von 120 Stunden, wahrend die Applikation des Re-
tinoids 24 Stunden nach Zellaussaat (Tag 1) und die sequentielle Bestrahlung
120 Stunden nach Zellaussaat (Tag 5) keinen Unterschied des Zelliberlebens
im Vergleich zur Kontrolle (alleinige Gabe von 4-HPR) ergab (50% vs 47%).
Allerdings war das Zellliiberleben bei simultaner Bestrahlung 24 Stunden und
sequentieller Bestrahlung 72 Stunden nach Zellaussaat nicht signifikant ver-
schieden (21,0% vs 24,5%).

Bezogen auf den antiproliferativen Effekt einer alleinigen Bestrahlung mit 5 Gy
24 Stunden, 72 Stunden und 120 Stunden nach Zellaussaat ergab die Kombi-
nation mit 4-HPR eine signifikante Abnahme des Zelliberlebens zu allen drei
Bestrahlungszeitpunkten. Das Zelliberleben der Kombination betrug im Ver-
gleich zur alleinigen Bestrahlung bei RTX an Tag 1 81%, bei RTX an Tag 3
70% sowie bei RTX an Tag 5 62%. Damit fand sich bei abnehmender Wirk-
dauer der Bestrahlung bei der Kombination eine Zunahme hinsichtlich der zu-
satzlichen Wachstumshemmung (19% vs 30% vs 38%) Im Mittel betrug die
Zunahme der Wachstumshemmung bei Kombination von Retinoid und Be-
strahlung im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung 29%.

Hieraus kann gefolgert werden, dass in der strahlensensiblen Linie LNCaP die
Kombination von Retinoid und Bestrahlung zu einer Zunahme der antiprolifera-
tiven Wirkung der Einzelkomponenten fuhrt. Hinsichtlich der maximal erreich-
ten antiproliferativen Effekte wurden diese erreicht sowohl bei simultaner Gabe
von Retinoid und Bestrahlung 24 Stunden nach Zellaussaat als auch bei kom-
binierter Gabe von Retinoid und sequentieller Bestrahlung 72 Stunden nach
Zellaussaat (Zelliiberleben 21,0% vs 24,5%). Fur diese beiden Bestrahlungs-
zeitpunkte fand sich kein signifikanter Unterschied.
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4.1.3 Vergleich der Linien PC3 und LNCaP

Hinsichtlich des maximal erreichten antiproliferativen Effektes der Kombination
von Retinoid und Bestrahlung fanden sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Linien, wenn die Bestrahlung simultan zur Retinoidgabe
(Tag 1) oder sequentiell nach Retinoidgabe 72 Stunden nach Zellaussaat (Tag
3) erfolgte. Bei sequentieller Bestrahlung 120 Stunden nach Zellaussaat (Tag
5) wurde mit der Kombination in PC3 ein signifikant niedrigeres Zelliberleben
erzielt als in LNCaP (36,1% vs 47,0%)

Abbildung 14 zeigt das Zelliberleben bei kombinierter Applikation von Retinoid
und Bestrahlung in Abhangigkeit vom Bestrahlungszeitpunkt fir beide Zellli-
nien im direkten Vergleich.
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Abbildung 14:Kombinierte Applikation von Retinoid und Bestrahlung in
Abhangigkeit vom Bestrahlungszeitpunkt fir die Zelllinien
PC3 und LNCaP (RTX: einmalige Bestrahlung mit 5 Gy)

In der weniger strahlensensiblen Linie PC3 war aufgrund der erzielten Zell-
Uberlebensraten bei kombinierter Applikation von Retinoid und Bestrahlung zu
allen 3 Bestrahlungszeitpunkten eine Zunahme der Strahlensensibilitdt der
Zellen durch 4-HPR zu beobachten, da die mittlere Zunahme der Wachstums-
hemmung 50% betrug. Dieser Effekt war maximal ausgepréagt bei simultaner
Gabe von Retinoid und Bestrahlung 24 Stunden nach Zellaussaat (Tag 1).

In der strahlensensiblen Linie LNCaP fanden sich bei der Kombinationsbe-
handlung maximal antiproliferative Effekte bei simultaner Bestrahlung (Tagl)
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und bei sequentieller Bestrahlung 72 Stunden nach Zellaussaat (Tag 3). Diese
wurden im wesentlichen durch die Bestrahlung bedingt, welche Einwirkzeiten
von 120 Stunden bzw. 72 Stunden hatten. Bei sequentieller Bestrahlung 120
Stunden nach Zellaussaat (Tag 5) betrug die Einwirkzeit bis zum Versuchsen-
de nur 24 Stunden, wodurch im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung zu die-
sem Zeitpunkt immer noch eine signifikante Abnahme des Zelliberlebens zu
beobachten war (75,9% vs 47,0%), jedoch im Vergleich zum Zelliberleben
bezogen auf die alleinige Retinoidgabe kein signifikanter Unterschied nach-
weisbar war (50,0% vs 47,0). Somit fanden sich in der Linie LNCaP zu allen
drei Bestrahlungszeitpunkten Hinweise auf eine Zunahme der Strahlensenibili-
tat, welche im Vergleich zu der Linie PC3 im Mittel deutlich geringer ausge-
pragt war (mittlere Zunahme der Wachstumshemmung im Vergleich zur allei-
nigen Bestrahlung 29% in LNCaP vs 50% in PC3).
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4.2 Modulation der Dosis-Wirkungs-Kurve von 4-HPR
bei initialer Bestrahlung in Abhangigkeit vom Zeit-
punkt der Applikation des Retinoids

Bei der kombinierten Applikation von initialer Bestrahlung mit 5 Gy 24 Stunden
nach Zellaussaat erfolgte in diesem Ansatz die Gabe des Retinoids 4-HPR
unmittelbar nach der Bestrahlung (ebenfalls 24 Stunden nach Zellaussaat)
sowie in separaten Versuchsansatzen zu zwei weiteren Zeitpunkten: 72 Stun-
den und 120 Stunden nach Zellaussaat. In einem Kontrollansatz mit Gabe des
Retinoids 4-HPR 24 Stunden nach Zellaussaat ohne Bestrahlung wurden die
zelllinienspezifischen IC50-Werte von PC3 und LNCaP ermittelt und in Tabelle
10 dargestellt.

PC3 LNCaP
IC50-Wert 3,9 uM 1,1 uM
Konfidenzintervall 2,6-5,8 uM 1,0-1,3 uM

Tabelle 10: 1C50-Werte und Konfidenzintervalle fur das Retinoid 4-HPR
in den Zelllinien PC3 und LNCaP

Die Ergebnisse der Kombination von initialer Bestrahlung und zeitabhangiger
Retinoidgabe sind in der nachfolgenden Tabelle 11 zusammengefasst und in
Abbildung 15 bis Abbildung 17 graphisch dargestellt. Die Angaben des Zell-
Uberlebens in Prozent beziehen sich jeweils auf die IC50-Konzentration von 4-
HPR (gegeben 24 Stunden nach Zellaussaat; unmittelbar nach der Radiatio,
mit einer Expositionszeit von 120 Stunden) der jeweiligen Zelllinie.
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Zelliberleben (%)
PC3 LNCaP
MW 95%-KW 95%-KI MW 95%-KW 95%-KI
4-HPR/d1 ohne RTX 50,0 7.2 42,9-57,2 50,0 8,9 40,9-58,7
RTX/d1 + 4-HPR/d1 24,2 4,7 19,5-28,9 21,0 3,7 17,3-24,6
RTX/d1 + 4-HPR/d3 48,3 5,2 43,0-53,5 16,3 6,5 9,7-22,6
RTX/d1 + 4-HPR/d5 68.6 5,7 62,9-74,2 31,5 7,6 23,4-38,6

MW: Mittelwert, 95%-KW: 95%-Konfidenzwert, 95%-KI: 95%-Konfidenzintervall

Zelliiberleben (%)

Tabelle 11: Kombinierte Applikation von 4-HPR (0,001-10 pM) bei initia-
ler Bestrahlung mit 5 Gy (24 Stunden nach Zellaussaat) in
Abhangigkeit vom Zeitpunkt einer einmaligen Gabe des Re-
tinoids (d1=24 h, d3=72 h, d5=120 h nach Zellaussaat) in
den Linien PC3 und LNCaP
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Abbildung 15: Zelluberleben (%) bei initialer Bestrahlung mit 5 Gy in Ab-
hangigkeit vom Zeitpunkt der Gabe des Retinoids (d1=24 h,
d3=72 h, d5=120 h nach Zellaussaat) in der Zelllinie PC3
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Abbildung 16:Zelliiberleben (%) bei initialer Bestrahlung mit 5 Gy in Ab-
hangigkeit vom Zeitpunkt der Gabe des Retinoids (d1=24 h,
d3=72 h, d5=120 h nach Zellaussaat) in der Zelllinie LNCaP
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Abbildung 17:Kombinierte Applikation von 4-HPR (0,001-10 pM) bei ini-
tialer Bestrahlung mit 5 Gy (24 Stunden nach Zellaussaat)
in Abhangigkeit vom Zeitpunkt einer einmaligen Gabe des
Retinoids (d1=24 h, d3=72 h, d5=120 h nach Zellaussaat)
in den Linien PC3 und LNCaP
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4.2.1 Ergebnisse in der Zelllinie PC3

Bei Kombination von initialer Bestrahlung mit zeitabhangiger Retinoidgabe in
der Linie PC3 fand sich nur bei simultaner Retinoidgabe (Tag 1, d.h. 24 Stun-
den nach Zellaussaat) eine signifikante Abnahme des Zellwachstums. Diese
Abnahme betrug gegentuber der Kontrolle mit alleinigem 4-HPR 52% und ge-
genuber der alleinigen Bestrahlung 53% und somit im Mittel etwa 52%.

Bei Gabe des Retinoids 72 Stunden nach Zellaussaat (Tag 3) war das maxi-
male Zelliberleben von 48,3% nicht signifikant von der alleinigen Retinoidga-
be (50%) oder der alleinigen Bestrahlung (51,6%) verschieden. Bei Gabe des
Retinioids am Tag 5 (120 Stunden nach Zellaussaat) fand sich eine signifikan-
te Zunahme des Zelliiberlebens auf 68,6%. Die Zunahme des Zelliberlebens
betrug gegenuber der alleinigen Retinoidgabe 37% und gegenuber der alleini-
gen Bestrahlung 33% und somit im Mittel 35%.

Hieraus kann gefolgert werden, dass in der weniger strahlensensiblen Linie
PC3 die simultane Applikation von Bestrahlung und Retinoid zu einer Verstar-
kung der antiproliferativen Wirkung der Einzelkomponenten fihrte. Die Reti-
noidgabe 120 Stunden nach Zellaussaat mit einer Expositionszeit von nur 24
Stunden fluhrte in dieser Zelllinie zu einem antagonistischen Effekt bezogen
auf die Effekte der Einzelkomponenten.
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4.2.2 Ergebnisse in der Zelllinie LNCaP

Bei der Kombination von initialer Bestrahlung mit zeitabhangiger Retinoidgabe
in der Linie LNCaP fand sich eine signifikante Abnahme des Zellwachstums
gegenuber der alleinigen Bestrahlung nur bei simultaner Retinoidgabe am Tag
1 (24 Stunden nach Zellaussaat) und bei sequentieller Retinoidgabe am Tag 3
(72 Stunden nach Zellaussaat). Die Abnahme des Zellwachstums betrug bei
Retinoidgabe am Tag 1 19% und bei Retinoidgabe am Tag 3 37% und somit
im Mittel 28%. Das maximale Zelliberleben bei kombinierter Gabe unterschied
sich zu diesen beiden Zeitpunkten der Retinoidgabe nicht signifikant (21% vs
16,3%). Bei Retinoidgabe am Tag 5 fand sich kein signifikanter Unterschied
des maximalen Zelliberlebens gegentber der alleinigen Bestrahlung. Hieraus
kann gefolgert werden, dass in der strahlensensiblen Linie LNCaP sowohl die
simultane (Tag 1) als auch die sequentielle Retinoidgabe am Tag 3 zu einer
Verstarkung der antiproliferativen Wirkung der Bestrahlung fuhrte. Dieser Ef-
fekt war jedoch gegentber dem Effekt in PC3 geringer ausgepréagt (simultane
Retinoidgabe am Tag 1: Abnahme des Zelliberlebens in PC3 um 53%, in
LNCaP um 19%).
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4.2.3 Vergleich der Linien PC3 und LNCaP

Hinsichtlich der maximal erreichbaren antiproliferativen Effekte der Kombinati-
on von initialer Bestrahlung und simultaner Retinoidgabe (Tag 1) fand sich
kein signifikanter Unterschied (PC3: 24,2% vs LNCaP 21,0%). Bei Retinoidga-
ben am Tag 3 und 5 fanden sich signifikante Unterschiede, wobei in PC3 das
Zelluberleben jeweils am hochsten war. Abbildung 17 zeigt das Zelliberleben
bei kombinierter Applikation von Radiation und Retinoid in Abhangigkeit vom
Zeitpunkt der Retinoidgabe fir beide Zelllinien im direkten Vergleich.

In der weniger strahlensensiblen Linie PC3 fihrte nur die simultane Retinoid-
gabe (am Tag 1) zu einer zumindest additiven, antiproliferativen Wirkung,
wahrend diese in der strahlensensiblen Linie LNCaP bei Retinoidgabe an Tag
1 und 3 zu beobachten, dabei jedoch geringer ausgepragt war. Somit war eine
Zunahme der Strahlensensibilitat unter 4-HPR in beiden Zelllinien zu beobach-
ten, die bei PC3 am deutlichsten bei simultaner Retinoidgabe und in LNCaP
bei simultaner (an Tag 1) und bei sequentieller Retinoidgabe (Tag 3) ausge-
pragt war. Das Auftreten eines antagonistischen, antiproliferativen Effekts in
PC3 bei sequentieller Gabe des Retinoids am Tag 5 zeigt die Bedeutung der
Uberprufung von Sequenzeffekten in vitro bei der Kombination unterschiedli-
cher Therapieformen auf. Dies kann zu bedeutsamen Folgen in der klinischen
Therapie von Patienten ftihren.
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5 Diskussion

Ausgehend von der Tatsache, dass es bisher fur das metastasierte, androgen-
unabhéngige und -resistente Prostatakarzinom keine etablierte Therapie gibt,
die einerseits klinisch zufriedenstellend, andererseits (abgesehen von Doceta-
xel) tatsachlich deutlich lebensverlangernd ist, wurden in dieser Arbeit die Ef-
fekte einer kombinierten Applikation von Bestrahlung und dem Retinoid
N-(4-Hydroxyphenyl)retinamid (4-HPR) an der androgenabhangigen Prostata-
karzinomzelllinie LNCaP und der androgenunabhangigen Linie PC3 in vitro
untersucht.

Eine kombinierte Applikation von Chemotherapie und Bestrahlung ist bereits
bei mehreren Tumorarten klinisch etabliert, unter anderem bei Osophagus-,
Lungen-, Magen-, Pankreas- und Zervixkarzinomen (Kvols, 2005).

Mehrere Studien untersuchten die Wirkungen und Wechselwirkungen zwi-
schen medikamentdser Therapie bzw. Chemotherapie und Bestrahlung beim
Prostatakarzinom (Kurdoglu, 1999; Barker, 2006; Zhang, 2004), beim Kolon-
karzinom (Shewach, 1996; Schaffer; 2005; Hofstetter, 2005; Itani, 2007), beim
Pankreaskarzinom (Shewach, 1996; Barker, 2006; Zhang, 2004), beim Zervix-
karzinom (Ferrandina, 2001; Kurdoglu, 1999; Scribner, 2002; Cheng, 2007),
beim kleinzelligen Bronchialkarzinom (Fukuoka, 2002), bei Harnblasenkarzi-
nom (Schaffer, 2005), bei Mammakarzinom (Zhang, 2004; Cheng, 2007; Kil,
2008), beim Gliom (Barker, 2006; Zhang, 2004; Kil, 2008) und beim Gli-
oblastom (Schaffer, 2005).

Dabei zeigt sich, dass die Zytotoxizitat der kombinierten Therapie von ver-
schiedenen Parametern abhangig sein kann. Im Einzelnen beeinflussen fol-
gende Parameter die Resultate:

e die untersuchte Zelllinie

e die Art des Medikaments bzw. Chemotherapeutikums

e die Dosis des Medikaments bzw. Chemotherapeutikums

e die Dosis der Bestrahlung

e die Inkubationszeit und die zeitliche Reihenfolge der Applikation

Die In-vitro-Studien zeigen bei Prostata-, Kolon-, Pankreas-, Zervix-, Gliom-,
Gliobastom-, Blase-, Brust- und Lungenkarzinomzelllinien, dass sich durch
Gabe von geeigneten Medikamenten bzw. Chemotherapeutika die Strahlen-
sensibilitat der Zelllinien steigern lasst.
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Vereinzelt wurden in Studien auch gleichzeitig mehrere Chemotherapeutika
mit Bestrahlung kombiniert, wobei die untersuchten Mehrfachkombinationen
das Zelliberleben bei einigen Zelllinien signifikant senken konnten (Scribner,
2002; Hofstetter, 2005; Cheng, 2007).

Der Vergleich der vorliegenden Arbeit mit bereits verdffentlichen Studien ist
vor allem fur Bereiche mit teilweise gleichen Ausgangsparametern interessant.

Kurdoglu et al. untersuchten die Auswirkungen von Paclitaxel auf die Zelllinie
PC3. Dabei wurde ab einer Konzentration von 10 nM Paclitaxel durch Verdop-
pelung der Einwirkzeit von 24 Stunden auf 48 Stunden eine signifikante Zu-
nahme der Zytotoxizitat beobachtet. Zudem fanden Kurdoglu et al. 1999 eine
Zunahme der Strahlensensibilitat bei einer Kombination mit Paclitaxel in einem
Dosisbereich zwischen 5 nM und 20 nM. Untersucht wurden Bestrahlungsdo-
sen zwischen 0 und 8 Gy und Konzentrationen des Chemotherapeutikums
zwischen 0 und 100 nM fir einen Zeitraum von 24 Stunden. Hierbei zeigte
sich beispielsweise, dass bei Gabe von 20 nM Paclitaxel fir 24 Stunden der
Anteil der Uberlebenden Zellen um 60% abnimmt. Bei zusatzlicher Bestrahlung
mit 2 Gy sinkt der Anteil der Uberlebenden Zellen auf 20%.

Neben der Zelllinie PC3 wurde die Zellline HelLa eines Zervix-Karzinoms unter
gleichen Versuchsbedingungen untersucht. Hier zeigte sich im Gegensatz zur
Zellline PC3 eine etwas grofRere Sensibilitdt gegentber Paclitaxel bei alleiniger
Gabe des Chemotherapeutikums. Dagegen fand sich bei den mit Paclitaxel
behandelten HelLa-Zellen eine vergleichbare Strahlensensibilitdt wie bei Zel-
len, die vor Bestrahlung nicht mit Paclitaxel behandelt wurden. In der Schluss-
folgerung zeigt die Zelllinie HelLa eine deutlich geringere Strahlensensibilisie-
rung durch Paclitaxel als die Zelllinie PC3 (Kurdoglu, 1999).

Zhang et al. untersuchten 2004 die strahlensensibilisierende Wirkung der Anti-
sense-Oligonukleotide in vitro und in vivo an verschiedenen Karzinomzellli-
nien. Zum Einsatz kamen Oligo AS und Oligo ASM, die ihre Wirkung gegen
das MDM2-Onkogen richten und deren antitumortdse Effekte bereits bei allei-
niger Gabe und in Kombination mit anderen Chemotherapeutika nachgewie-
sen werden konnten. An den Zelllinien LNCaP und PC3 (Prostatakarzinom),
MCF-7 und MDA-MB-468 (Mammakarzinom), PANC-1 (Pankreaskarzinom)
und A172 (Gliom) wurde die Wirkung einer Kombination von Bestrahlung und
Oligonukelotid in vitro untersucht. Die Gabe von Oligo AS bzw. Oligo ASM mit
der Dosis 10 nM (LNCaP, A172) und 25 nM (MCF-7, PANC-1, PC3, MDA-MB-
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468) wurde nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden kombiniert mit Bestrah-
lung mit Dosen zwischen 4 Gy (A172), 5 Gy (LNCaP, MCF-7, PANC-1) und 10
Gy (PC3, MDA-MB-468). Im Ergebnis zeigte sich in allen Zelllinien, dass durch
die Gabe von Oligo AS eine Strahlensensibilisierung erreicht werden konnte.

So war bei der Zelllinie PC3 zu beobachten, dass bei alleiniger Bestrahlung
mit 10 Gy das Zelliberleben 0,59% betragt. Bei der Kombination von initialer
Gabe von Oligo AS (25 nM) mit anschlie3ender Bestrahlung (10 Gy) sank das
Zelliberleben auf 0,01%, was einer Steigerung der Wirksamkeit der Therapie
um den Faktor 59 entspricht (bei einer statistischen Signifikanz von p<0,01).
Die Gabe von Oligo ASM hatte hingegen keine Strahlensensibilisierung zur
Folge.

Bei der Zelllinie LNCaP konnte bei alleiniger Bestrahlung mit 5 Gy das Zell-
Uberleben auf 0,57% gesenkt werden. Bei der Kombination von initialer Gabe
von Oligo AS (10 nM) mit anschliel3ender Bestrahlung (5 Gy) sank das Zell-
Uberleben auf 0,04%, was einer Steigerung der Wirksamkeit der Therapie um
den Faktor 14,3 entspricht (bei einer statistischen Signifikanz von p<0,01). Bei
der Gabe von Oligo ASM hatte die Kombinationstherapie nur eine geringe
Wirksamkeitssteigerung (Faktor 1,4) zur Folge.

Die in vivo Untersuchung fand an Mausen mit den Zelllinien LNCaP, PC3,
MCF-7, MDA-MB-468 und PANC-1 statt. Dabei wurde die Gabe von Oligo AS
bzw. Oligo ASM Uber vier Wochen mit einer Dosis von 25 mg/kg/d an 5 Ta-
gen/Woche kombiniert mit Bestrahlung bei einer Dosis von jeweils 3 Gy an
den Tagen 2 und 3 (LNCaP) bzw. an den Tagen 2 bis 5 (PC3). Im Ergebnis
hatte die Gabe von Oligo ASM keinen Effekt auf eine Strahlensensibilisierung
der Tumorzellen, die Gabe von Oligo AS jedoch steigerte signifikant die
wachstumshemmende Wirkung der Bestrahlung. Zur Beurteilung der Wirk-
samkeit wurde die Kontrollgruppe mit 0,9%-iger NaCl-Losung anstelle der
Chemotherapeutika behandelt.

Bei der Zelllinie PC3 war zu beobachten, dass bei alleiniger Bestrahlung mit
3 Gy das Tumorwachstum gegentber der Kontrollgruppe 25% betrug. Bei der
Kombination von Bestrahlung und Gabe von Oligo AS betrug das Tumor-
wachstum nur mehr 13% gegeniber der Kontrollgruppe. Dies bedeutet eine
Steigerung der Wirksamkeit der Therapie um den Faktor 1,92 (bei einer statis-
tischen Signifikanz von p<0,01). Die Gabe von Oligo ASM hatte hingegen kei-
ne Strahlensensibilisierung zur Folge.

Bei der Zelllinie LNCaP konnte bei alleiniger Bestrahlung mit 3 Gy das Tu-
morwachstum gegenuber der Kontrollgruppe auf 28% gesenkt werden. Bei der
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Kombination von Bestrahlung und Gabe von Oligo AS betrug das Tumor-
wachstum 11% gegentber der Kontrollgruppe. Dies bedeutet eine Steigerung
der Wirksamkeit der Therapie um den Faktor 2,55 (bei einer statistischen Sig-
nifikanz von p<0,01). Die Gabe von Oligo ASM hatte wie schon bei der Zellli-
nie PC3 keine Strahlensensibilisierung zur Folge. (Zhang, 2004).

Die Ergebnisse der Studien von Kurdoglu et al. und Zhang et al. konnten mit
der vorliegenden Arbeit bestatigt werden.

Bei der Zelllinie PC3 konnte in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von 4-HPR
bei Kombination mit Bestrahlung gegentber der alleinigen Gabe von 4-HPR
signifikant gesteigert werden. Bezlglich des mittleren Zelliberlebens von 50%
bei alleiniger Gabe von 4-HPR ergab die Kombinationstherapie eine Reduktion
des Zelliberlebens auf 24,2%. Im Vergleich ergab sich bei Kurdoglu et al. eine
Abnahme des Anteils der Uberlebenden Zellen um 60% bei alleiniger Gabe
von 20 nM Paclitaxel fur 24 Stunden. Bei zusatzlicher Bestrahlung mit 2 Gy
konnte der Anteil der tGberlebenden Zellen auf 20% gesenkt werden. Die Kom-
binationstherapie zeigte somit in beiden Studien fir PC3 eine vergleichbare
Wirkung.

Bei der Zelllinie PC3 konnte in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von Be-
strahlung bei Kombination mit 4-HPR gegentiber alleiniger Bestrahlung signifi-
kant gesteigert werden. Im Mittel betrug die Zunahme der Wachstumshem-
mung fir alle Bestrahlungszeitpunkte bei Kombination von Retinoid und Be-
strahlung im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung 50%. In der Studie von
Zhang et al. war bei der Zelllinie PC3 zu beobachten, dass bei der Kombinati-
on von initialer Gabe von Oligo AS (25 nM) mit anschlielBender Bestrahlung
(10 Gy) gegenuber alleiniger Bestrahlung mit 10 Gy die Wirksamkeit der The-
rapie um den Faktor 59 gesteigert werden konnte. Im Ergebnis zeigte sich bei
beiden Studien fur PC3, dass durch die Gabe eines Chemotherapeutikums
eine Zunahme der Strahlensensibilisierung erreicht werden konnte.

Bei der Zelllinie LNCaP konnte in der vorliegenden Arbeit die Wirkung von Be-
strahlung bei Kombination mit 4-HPR gegentiber alleiniger Bestrahlung signifi-
kant gesteigert werden. Im Mittel betrug die Zunahme der Wachstumshem-
mung fir alle Bestrahlungszeitpunkte bei Kombination von Retinoid und Be-
strahlung im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung 29%. In der Studie von
Zhang et al. war bei der Zelllinie LNCaP zu beobachten, dass bei der Kombi-
nation von initialer Gabe von Oligo AS (10 nM) mit anschlielBender Bestrah-
lung (5 Gy) gegeniber alleiniger Bestrahlung mit 5 Gy die Wirksamkeit der
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Therapie um den Faktor 14,3 gesteigert werden konnte. Im Ergebnis zeigte
sich bei beiden Studien fur LNCaP, dass durch die Gabe eines Retinoids bzw.
eines Antisense-Oligonukleotids (Oligo AS) eine Zunahme der Strahlensensi-
bilisierung erreicht werden konnte.

Die strahlensensibilisierende Wirkung von Triapine (ein Ribonukleotidredukta-
se-Inhibitor) untersuchten Barker et al. in vitro und in vivo an drei verschiede-
nen Zelllinien: untersucht wurden die Gliomzelllinie U251, die Pankreaskarzi-
nomzelllinie PSN1 und die Prostatakarzinomzelllinie DU145. Dabei liel3 sich
gegenuber einer Kontrollversuchsreihe, die nur bestrahlt wurde (Bestrahlung
jeweils mit einer Dosis von 0 bis 8 Gy), bei allen drei Zelllinien eine Strahlen-
sensibilisierung durch zusatzliche Applikation von Triapine nachweisen. Diese
Wirkung zeigte sich bei verschiedenen Reihenfolgen der Applikation in allen
drei Zelllinien, sowohl bei vorausgehender Gabe (16 Stunden vor Bestrahlung)
des Chemotherapeutikums als auch bei simultaner Gabe, d.h. unmittelbar
nach der Bestrahlung (Bestrahlung jeweils mit einer Dosis von 0 bis 8 Gy). In
den Zelllinien DU145 (5 umol/l Triapine) und U251 (5 umol/l Triapine) hatte der
unterschiedliche Applikationszeitpunkt von Triapine (16 h vor Bestrahlung vs
unmittelbar nach Bestrahlung) keinen signifikanten Einfluss auf das Zelliber-
leben. Hingegen bewirkte in der Zelllinie PSN1 (3 umol/l Triapine) die Gabe
von Triapine 16 Stunden vor Bestrahlung ein signifikant geringeres Zelltberle-
ben, als die simultane Gabe unmittelbar nach der Bestrahlung.

Die in vivo Untersuchung fand nur an den Zelllinien U251 und PSN1 statt. Un-
tersucht wurde neben einer Kontrollgruppe die Wirkung von alleiniger Gabe
von 60 mg/kg Triapine, alleinige Bestrahlung mit einer Dosis von 4 Gy, Gabe
von 60 mg/kg Triapine 6 Stunden vor Bestrahlung mit einer Dosis von 4 Gy
und die Gabe von 60 mg/kg Triapine unmittelbar nach Bestrahlung mit einer
Dosis von 4 Gy. Insgesamt konnte ebenfalls eine Zunahme der Strahlensensi-
bilisierung bei kombinierter Applikation in beiden Zelllinien beobachtet werden,
was sich in verringerter Zunahme der Tumorvolumina zeigte. Der grofdte an-
tiproliferative Effekt konnte in beiden Zelllinien durch Bestrahlung und unmit-
telbar anschlieRender Gabe von Triapine erreicht werden (Barker, 2006).

Die Studie von Barker et al. bestétigt, dass fur das Prostatkarzinom (im Falle
der Studie fur die Zelllinie DU145) eine Kombinationstherapie aus geeignetem
Medikament und Bestrahlung eine erfolgversprechene Therapieform sein
konnte.
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Hinsichtlich des Einsatzes von Retinoiden zur Erh6hung der Radiozytotoxizitat
zeigten Scribner et al., dass die Retinoide 4-HPR und 9-cis-RA bei zusétzli-
cher Kombination mit Cisplatin die Strahlensensibilitdt von Zervix-Karzinom-
Zellen (SiHa) erhéhen kdnnen. Weder die Kombination von 4-HPR oder 9-cis-
RA mit Bestrahlung oder die Gabe von Cisplatin alleine reduzierten signifikant
die Uberlebensrate der Karzinomzellen. Erst die Dreifachkombination von 4-
HPR (3 uM) oder 9-cis-RA (5 uM) bei einer Inkubationszeit von 3 Tagen mit
sowohl 2 Gy Bestrahlungsdosis als auch 3 uM Cisplatin zeigte eine signifikan-
te Zunahme des antiproliferativen Effekts (Scribner, 2002).

Damit zeigt sich, dass das in der vorliegenden Arbeit verwendete 4-HPR auch
bei anderen Karzinom-Zelllinien das Potential von strahlensensibilisierender
Wirkung aufweist, wenn auch in der Untersuchung von Scribner et al. nur in
Kombination mit Cisplatin.

Vom grundlegenden Versuchsansatz, Versuchsmethodik und Untersuchungs-
ziel &hnlich zur vorliegenden Arbeit sind die Studien von Shewach et al. sowie
von Ferrandina und Mitarbeiter.

In der Studie von Shewach et. al. wurde die Wirkung von Gemcitabine auf die
Strahlensensibilitat der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT-29 und die
Pankreaskarzinomzellinien PANC-1 und BxPC-3 untersucht. Es konnte nach-
gewiesen werden, dass bei der Zelllinie HT-29 gegeniiber einem Kontrollver-
such das Zelliberleben durch Bestrahlung im Dosisbereich zwischen 2 und
10 Gy bei Gabe von 10 nmol/l Gemcitabine fur 24 Stunden um den Faktor 1,8
reduziert werden konnte, bei 30 nmol/l Gemcitabine sogar um den Faktor 2,3.
Untersucht wurde auch die notwendige Inkubationszeit, um eine signifikante
Strahlensenbilisierung erreichen zu kénnen. Hier zeigte sich, dass mit stei-
gender Dosis Gemcitabine und damit steigender Zytotoxizitat auch die Strah-
lensenbilisierung zunahm. Bei einer Dosis von 10 nmol/l Gemcitabine war eine
Inkubationszeit von 16 Stunden, bei einer Dosis von 30 nmol/l Gemcitabine
war eine Inkubationszeit von 8 Stunden erforderlich, um eine signifikante
Strahlensensibilisierung zu erreichen. Wie in der Zelllinie HT-29 konnte auch
bei den beiden Pankkreaskarzinomzelllinien PANC-1 und BxPC-3 festgestellt
werden, dass die Strahlensensibilisierung sowohl mit zunehmender Konzent-
ration als auch mit zunehmender Inkubationszeit von Gemcitabine steigt. Eine
Dosis von 10 nmol/l Gemcitabine bei BXPC-3 und 100 nmol/l Gemcitabine bei

76



Diskussion

PANC-1 erzeugten die gleiche Strahlensensibilisierung nach 16-stindiger In-
kubationszeit (Shewach, 1996).

In der Studie von Ferrandina et al. wurde die Wirkung von Phenylacetat und
Phenylbutyrat auf die Strahlensensibilitdt der humanen Zervixkarzinomzelllinie
SW756 untersucht. Da beide Substanzen eine inkubationszeit- und konzentra-
tionsabhangige antiproliferative Wirkung auf die Zellen haben, wurde im Expe-
riment fir eine initiale Bestrahlungsdosis von 0 bis 4 Gy die Uberlebensrate
der Zellen bei Exposition mit 0,5 mM Phenylbutyrat, 1,0 mM Phenylbutyrat und
5 mM Phenylacetat gemessen. Dabei konnte gezeigt werden, dass beide
Substanzen zu einer Zunahme der Strahlensensibilitdt der Zelllinie SW756
fuhren (Ferrandina, 2001).

Die vorgenannten Untersuchungen zeigen, dass es durch die Kombination un-
terschiedlicher Substanzen bzw. Chemotherapeutika mit Radiatio bei ver-
schiedenen Karzinomzelllinien unterschiedlicher Tumorentitdten zu einer Zu-
nahme der Strahlensensibilitat kommt. Auch bei Zelllinien des Prostatakarzi-
noms ist unter Kombination von Paclitaxel, Antisensoligonukleotiden und Ri-
bonukleotidreduktase-Inhibitoren mit Bestrahlung eine Zunahme der Strahlen-
sensibilitat in vitro und in vivo beobachtet worden.

Die in der vorgelegten Arbeit im in-vitro-Ansatz dargestellte Zunahme der
Strahlensensibilitat in humanen Prostatakarzinomzelllinien unter dem Retinoid
4-HPR ist ein weiterer Hinweis auf die Attraktivitdt des kombinierten Applikati-
onsansatzes. Von besonderer Bedeutung ist die Erforschung der optimalen
Applikationsfolge. So bedarf jede Art einer Zelllinie einer separaten Uberpri-
fung der Applikationsfolge von Substanz und Bestrahlung, um festzustellen, ob
eine simultane Applikation gegeniber einer sequentiellen Applikation (Gabe
Substanz vor Radiatio oder Gabe Substanz nach Radiatio) eine Zunahme der
Strahlensensibilitat bewirkt.

Fur das Prostatakarzinom missen diesbeziglich noch viele Aspekte erforscht
werden. Bei dieser und anderen Tumorentitaten befinden sich derzeit — neben
dem Einsatz neuer Retinoide und anderen Substanzen mit anderen Wirkme-
chanismen — virale Vektoren sowie neue Galenikformen (z.B. Nanotechnolo-
gie) in der Uberprufung.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Fur das metastasierte, androgenunabhangige Prostatakarzinom gibt es der-
zeit, mit Ausnahme des Chemotherapeutikums Docetaxel, keine Mono- oder
Kombinationstherapien, die klinisch zufriedenstellend und signifikant lebens-
verlangernd sind. Deshalb hat derzeit unverandert die Suche nach neuen
Substanzen oder Substanz- bzw. Therapiekombinationen fur dieses Erkran-
kungsstadium einen hohen Stellenwert.

Der Einsatz von Retinoiden als Monosubstanzen oder in Kombination mit zyto-
toxischen, immunmodulierenden und anderen differenzierungsinduzierenden
Substanzen zeigte beim Prostatakarzinom und anderen humanen malignen
Tumorentitaten in vitro und in vivo deutlich antiproliferative Effekte. Da das
Prostatakarzinom bevorzugt in das Skelettsystem metastasiert und oftmals
hierbei eine palliative Strahlentherapie durchgeftihrt wird, sollte durch die vor-
liegenden Arbeit in vitro Uberprift werden, ob eine Kombination der Gabe ei-
nes Retinoids und Bestrahlung zu einer Zunahme der Zytotoxizitat der Einzel-
komponenten fuhrt. Als Retinoid wurde das synthetische Retinoid 4-HPR (Fen-
retinid) ausgewabhlt, das es in eigenen Vorarbeiten und nach Studium der in-
ternationalen Literatur in vitro und in vivo in humanen Prostatakarzinomzell-
linien antiproliferative Effekte auswies und sich gegentiber anderen Retinoiden
durch ein sehr ginstiges klinisches Toxizitatsprofil auszeichnete. Als humane
Prostatakarzinomzelllinien wurden die hormonsensible, aus einer Lymphkno-
tenmetastase stammende Zelllinie LNCaP sowie die aus einer Knochenmetas-
tase stammende, androgenresistente Zelllinie PC3 ausgewahlt,

Unter in vitro-Bedingungen erfolgte die Uberprifung der antiproliferativen Ef-
fekte der einmaligen Gabe des Retinoids 4-HPR (0,001-10 uM) und einer ein-
maligen Bestrahlung mit 5 Gy zunachst jeweils alleine und nachfolgend als
kombinierte Applikation. Die Gabe des Retinoids bzw. die Bestrahlung erfolgte
24 Stunden nach Zellaussaat. Bei der Kombination sollten durch zeitlich unter-
schiedliche Applikation der Einzelkomponenten die Effekte einer simultanen
Gabe im Vergleich zur sequentiellen Gabe Uberprift werden. Die maximale
Einwirkzeit von Retinoid bzw. Bestrahlung bzw. der Kombination von beiden
betrug 120 Stunden, danach wurden die Versuche jeweils beendet und das
maximale Zelliberleben mittels XTT-Test bestimmt.

Bei alleiniger Applikation des Retinoids 4-HPR fand sich eine konzentrations-
abhéngige und vollstandige Inhibition des Zellwachstums in beiden Prostata-
karzinomzellllinien. Die Zellen der Linie LNCaP waren dabei signifikant sensib-
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ler gegeniiber dem Retinoid als die Zellen der Linie PC3 (bei Inkubationsdauer
von 120 Stunden: LNCaP: IC50-Wert = 1,1 uM; PC3: IC50-Wert = 3,9 uM).

Bei alleiniger Radiatio wurde das geringste Zelliberleben in der Linie PC3 bei
einer Einwirkzeit der Bestrahlung von 72 Stunden bzw. 120 Stunden beobach-
tet (Zelliberleben jeweils etwa 50%), wahrend das geringste Zelliberleben in
der Linie LNCaP nur bei einer Einwirkzeit von 120 Stunden beobachtet wurde
(Zelliberleben etwa 25%). Somit erwies sich die Linie LNCaP als signifikant
strahlensensibler als die Linie PC3.

Die Kombination von initialer Gabe des Retinoids (nach 24 Stunden) mit simul-
taner (nach 24 Stunden) oder sequentieller (hach 72 Stunden oder nach 120
Stunden) Bestrahlung ergab in beiden Zelllinien zu allen drei Bestrahlungs-
zeitpunkten eine Zunahme der Wachstumshemmung. Die mittlere Zunahme
der Wachstumshemmung war in der Linie PC3 signifikant starker ausgepragt
als in der Linie LNCaP (50% vs 29%). Die dabei maximal erreichte Wachs-
tumshemmung fand sich in der Linie PC3 bei simultaner Gabe des Retinoids
und der Bestrahlung 24 Stunden nach Zellaussaat sowie in der Linie LNCaP
ebenfalls bei simultaner Gabe von Retinoid und Bestrahlung 24 Stunden nach
Zellaussaat und bei sequentieller Bestrahlung 72 Stunden nach Zellaussaat.

Die Kombination von initialer Bestrahlung (24 Stunden nach Zellaussaat) mit
simultaner oder sequentieller Retinoidgabe (72 Stunden oder 120 Stunden
nach Zellaussaat) ergab in der Linie PC3 nur bei simultaner Applikation eine
signifikante Abnahme des Zelliberlebens. Bei sequentieller Gabe des Reti-
noids nach 72 Stunden fand sich im Vergleich zur alleinigen Applikation der
Einzelkomponenten kein Unterschied des Zelliberlebens. Bei Retinoidgabe
120 Stunden nach Zellaussaat war sogar eine signifikante Zunahme des Zell-
Uberlebens und damit ein antagonistischer Effekt zu beobachten.

In der Linie LNCaP wurde eine Zunahme der Wachstumshemmung neben der
simultanen Gabe nur unter der sequentiellen Retinoidgabe 72 Stunden nach
Zellaussaat beobachtet.

Hieraus kann zusammenfassend festgestellt werden, dass in der weniger
strahlen- und retinoidsensiblen Linie PC3 die maximale antiproliferative Wir-
kung der Kombination von Retinoid und Bestrahlung nur bei simultaner Appli-
kation der beiden Komponenten 24 Stunden nach Zellaussaat zu beobachten
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war. Bei sequentieller Gabe des Retinoids (nach initialer Bestrahlung) 120
Stunden nach Zellaussaat ergab sich sogar ein antagonistischer Effekt.

Bei der Kombination von Retinoid und Bestrahlung in der starker strahlen- und
retinoidsensiblen Linie LNCaP fand sich die beste antiproliferative Wirkung
sowohl bei simultaner Applikation der beiden Komponenten als auch bei deren
sequentiellen Applikation, wenn die Applikation der zweiten Komponente 72
Stunden nach Zelllaussaat erfolgte. Die Abfolge der Sequenz (initiale Reti-
noidgabe gefolgt von Bestrahlung vs initiale Bestrahlung gefolgt von Retinoid-
gabe) ergab dabei keine wesentlich unterschiedlichen antiproliferativen Effek-
te.

AbschlieBend kann gefolgert werden, dass in beiden untersuchten Zelllinien
durch die kombinierte Applikation von Retinoid und Bestrahlung zelllinienspe-
zifisch unterschiedlich eine Zunahme der Strahlensensibilitdt zu beobachten
war. Dieser Effekt war in der Linie PC3 starker ausgepréagt als in der Linie
LNCaP.

Das geringste Zelltiberleben war in der Linie PC3 bei simultaner Applikation zu
beobachten, wahrend dies in der Linie LNCaP sowohl bei simultaner Applika-
tion, als auch bei sequentieller Applikation der zweiten Komponente 72 Stun-
den nach Zellaussaat nachweisbar war. Hierbei war die Abfolge der Sequenz
ohne wesentliche Bedeutung hinsichtlich des Zelliiberlebens.

Vorausgesetzt die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ergaben in entspre-
chenden in vivo-Versuchen zumindest dhnliche Resultate, wirde das fur die
klinische Anwendung von Retinoiden und Bestrahlung beim hormonrefraktaren
Prostatakarzinom mit Skelettmetastasen bedeuten, dass eine Kombinations-
therapie bessere Antitumoreffekte aufweist als die Applikation der Einzelkom-
ponenten und dass der gunstigste Applikationsmodus in der simultanen Gabe
der Einzelkomponenten besteht. Bei der simultanen Applikation der beiden
Komponenten wird auch der besonderen Biologie des hormonrefraktaren
Prostatakarzinoms Rechnung getragen, da dies tberwiegend aus androgenre-
fraktaren Tumorzellen besteht. Die im Vergleich zur Linie LNCaP starker aus-
gepragten strahlensenibilisierenden Effekte bei simultaner Applikation von Re-
tinoid und Bestrahlung in der hormonrefraktaren Linie PC3 unterstreichen die
Bedeutung der simultanen Applikation der Einzelkomponenten bei einem sol-
chen Therapieansatz.
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Die Uberpriifung der Antitumoreffekte von Einzelsubstanzen oder Therapiever-
fahren sowohl hinsichtlich deren Kombinationsmoglichkeiten, als auch hin-
sichtlich deren Sequenzeffekte wird beim metastasierten Prostatakarzinom im
Rahmen der préklinischen und klinischen Forschung auch zukinftig einen ho-
hen Stellenwert besitzen.
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Luteinisierendes Hormon-Releasing Hormon-
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LNCaP Zelllinie; Tumorzellen von Lymphknotenmetastasen
eines Prostatakarzinoms

MRNA Mitochondriale Ribonucleinséure

MRT Magnetresonanztomographie

MV Mean value / Mittelwert

NCI National Cancer Institute

NEAS Non-Essential-Amino-Acids

PA Phenylacetat

PB Phenylbutyrat

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlésung

PC3 Zelllinie; Tumorzellen von Knochenmetastasen eines
Prostatakarzinoms

PIN Prostatische intraepitheliale Neoplasie

PMS phenazin methosulfat: N-Methyldibenzopyrazin

PSA Prostata-spezifisches Antigen

RAR Retinoic-Acid-Receptors

RARE Retinoc acid response elements

RBP Retinolbindungsprotein

RPMI Roosevelt Park Memorial Institute

RTX Bestrahlung

RXR Retinoic-X-Receptors
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RXRE Retinoic X response elements

TGFa, B Transforming growth factor a, 8

TNFa Tumornekrosefaktor a

TNM T(umor)N(odulus)M(etastase)

t-PA Tissue-type plasminogen activator

TRUS Transrektale Ultraschalluntersuchung

VLDL Very low densitiy lipoproteins

WHO World Health Organisation

XTT Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl 2H-tetrazolium-5-
carboxanilide innersalt

ZNS Zentrales Nervensystem
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