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EDITORIAL SR

Onkologie — zwischen Grundlagenforschung

und klinischer Praxis

Wir erleben ein Zeitalter der biomedizinischen
Forschung, welches kaum vergleichbar ist mit vor-
angegangenen Epochen, allenfalls mit den Fort-
schritten der Physik zu Beginn des Jahrhunderts.
Entwicklungen in der molekularen und strukturel-
len Biologie, verbunden mit der Detektion von
Genen pathologischer Strukturen im menschlichen
Genom zeichnen einen revolutionéiren Weg in der
Medizin. Diese Entdeckungen sind unmittelbar
mit technologischen Entwicklungen insbesondere
in der Molekularbiologie verbunden, Techniken
die ebenfalls uneingeschrinkt als revolutionir zu
beschreiben sind.

Auf der Gegenseite steht die Beobachtung, dafl
fast jeder vierte Biirger an Krebs sterben wird, je-
der dritte daran erkranken. Teilweise werden wir
mit steigenden Héufigkeiten von Krebserkrankun-
gen z. B. beim Mammakarzinom oder beim Prosta-
takarzinom (20 % bzw. 17 % Zunahme in den letz-
ten 20 Jahren) konfrontiert. Die ungeheure Last,
die die Krebserkrankung fiir den Einzelnen wie fiir
unsere soziale Gemeinschaft mit sich bringt, ist
ohne Zweifel nicht durch wissenschaftliche For-
schung alleine zu bewiltigen. Privention, Diagno-
se und Therapie stellen zentrale Strategien in der
Bewiltigung der Krebserkrankung dar. Anderer-
seits werden gerade die letztgenannten Basislinien
von dem Unternehmen und Experiment Wissen-
schaft zentral getragen und stindig befruchtet, Am
Ende wird aber immer die Frage zu beantworten
sein, welchen Benefit der Patient erfihrt.

Vor 20 Jahren wurde die Krebsforschung drama-
tisch beeinflufft durch die Identifikation zelluldrer
Onkogene, konsekutiv der Tumorsupressorgene
und der daraus resultierenden Erkenntnis, daf die
Krebserkrankung im wesentlichen eine genetische
Erkrankung im Sinne erworbener oder angebore-
ner genetischer Defekte darstellt.

Der Fortschritt in der Onkologie wird aber neben
der Entwicklung moderner wissenschaftlicher
Strategien auch zentral durch die interdisziplinire
Kooperation getragen. So wie sie ein wesentlicher
Pfeiler fiir die erfolgreichen Entwicklungen der
letzten 10 - 20 Jahre war, wird sie ebenso der Ga-
rant fiir die Zukunft sein. Durch Entwicklungen in
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der Zell- und Molekularbiologie hat sich unser
Verstindnis zur Entstehung der Krebserkrankung
in einem AusmaR erweitert, das wir noch vor 10
Jahren nicht fiir méglich gehalten haben. Zweifels-
frei stehen wir heute in einer Zeit, in der der Wis-
senszuwachs zur Atiologie und Pathogenese der
Krebserkrankungen in einem Umfang zunimmt,
welcher eine unmittelbare Umsetzung in diagno-
stische und therapeutische Prinzipien nicht mehr
moglich macht, das heil3t, wir beobachten eine zu-
nehmende Dissoziation zwischen diesen beiden
Armen. Wenn auch den Menschen die Analyse des
Unbekannten, die Entdeckung des Neuen immer
wieder in seinen Bann zieht, so darf darunter die
Bedeutung der téglichen Arbeit in der Kranken-
versorgung sowie die Verfolgung wissenschaftli-
cher Konzepte in Diagnose und Therapie nicht in
seiner Bedeutung gemindert werden. Dieses
meint, da auch unter wissenschaftlichen Aspek-
ten die Fortentwicklung priventiver MaBnahmen,
Projekte der Krebsfritherkennung, die Durchfiih-
rung von Therapiestudien, die Erforschung neuer
Chemotherapeutika oder die Durchfiihrung der
Qualitdtssicherung nicht im Sinne einer Minimal-
medizin, sondern eines Leistungsanspruchs, eine
hohe Bedeutung besitzen und daher ebenso wichti-
ge klinische Forschungsansitze darstellen wie die
molekulare Medizin.

Ganz wesentlich wird allerdings unsere heutige Si-
tuation auch durch die vielzitierte Kostenexplosi-
on im Gesundheitswesen geprigt, allerdings auch
verbunden mit der Beobachtung einer Zunahme
des Benefits der Bevolkerung und des Patienten
durch eine steigende Lebenserwartung und grofe-
re Heilungschancen in seiner Erkrankung. Die
Krankenh#user sind entlarvt als stéindige Kosten-
treiber, die exponentiell steigenden Kostenkurven
sprechen fiir sich. Wer aber von uns méchte sich
heute mit einem Rontgenbild des Brustkorbes zu-
friedengeben, nicht sidmtliche aufwendigen, teu-
ren, diagnostischen Mafinahmen in Anspruch neh-
men, um vielleicht vor einem weitreichenden Ein-
griff zu einer Diagnose zu gelangen. In der Tat sind
die Kosten fiir derartige MaBnahmen gestiegen.
Mochten wir auf sie verzichten? Die Prognose ein-
zelner chiturgisch therapierter Krebspatienten ist
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unter anderem auch abhéngig von der Wahl der.

Operationsmethode wie auch dem Operateur.
Mochten wir auf eine qualitativ hochwertige Aus-
bildung verzichten, oder aber nicht die Moglich-
keit haben, die modernsten chirurgischen Verfah-
ren oder das neueste Chemotherapeutikum im Fal-
le einer Erkrankung fiir uns beanspruchen zu kén-
nen? :
Die Zunahme unserer Kenntnisse ist ein unauf-
haltsamer ProzeB, den wir {iberwiegend mit Begei-
sterung betrachten, unser individueller Anspruch
an ein geistiges, korperliches und seelisches Wohl-
befinden zumindest nicht gesunken. Hier wire die
Politik gefordert, auch tiber Unpopuléres aufzu-
kldren und Visionen zu zeigen. Die Deklaration
der Kostentreiber entspricht allenfalls dem Niveau
der Minimalmedizin. Wir stehen in einem erhebli-
chen Dissens der ausgeprigten politischen Ein-
fluBnahme auf das Gesundheitssystem gegeniiber
einer nur zurfickhaltenden Beteiligung in der
Schaffung herausragender Strukturen fiir die Ge-
sundheitsforschung.

Die Krebsforschungsbudgets aus dem Jahre 1996
sprechen fur sich. Bezogen auf die Einwohner
wenden wir in Deutschland etwa die Hilfte der fi-
nanziellen Mittel im Vergleich zu den Niederlan-
den auf. Die USA weisen eine 2,5fache Ausgabe
fir die Krebsforschung nach. In Zahlen ausge-
driickt heif3t dieses: In den USA werden pro Kopf
fiir Krebsforschung DM 10,10, in den Niederlan-
den DM 8,20 und in Deutschland DM 4,70 inve-
stiert. Bezogen auf die Gesamtmittel fiir For-
schung und Entwicklung zeigt sich in den letzten 6
Jahren in Deutschland eine Abnahme der Ausga-
ben um insgesamt 10 %. Im gleichen Atemzug las-
sen sich fiir Deutschland Steuereinnahmen aus der
Tabakindustrie von ca. 25 Mrd. DM j#hrlich nach-
weisen. Dies ist etwa das S0fache der vom Staat fiir
die Krebsforschung aufgebrachten Mittel.

Wir werden weiterhin vielleicht in einem noch stér-
keren AusmaB als bisher auf das persénliche Enga-

gement eines jeden Einzelnen von uns angewiesen
sein. Es werden daher dringend Strukturen bend-
tigt, welche den individuellen Enthusiasmus nicht
bremsen, sondern férdern. So wie wir im Kreis der
MUL Strategien zur Forderung der Wissenschaft
mit dem Ziel der Etablierung tragender Schwer-
punkte entwickeln, wére die Errichtung tiberge-
ordneter Zentren gefragt, um auch hier die Ent-
wicklung langfristiger Strategien mit definierten
Zielsetzungen zu ermoglichen. Der politische Ehr-
geiz, die Sinnhaftigkeit und Umsetzung von Spar-
mafBnahmen zu dokumentieren, zeugt allenfalls
von Ideenarmut. Ein Patient erfordert eine gut ge-
plante, tragende Diagnose- und Therapiestrategie.
Diese wird stindig ergénzt durch die Beobachtung
von Phinomenen und der daraus abgeleiteten neu-
en Ideen. Dem Mediziner ist klar, daB3 die Fieber-
senkung nicht zur Heilung fiihrt.

Der Verbund von onkologischer Grundlagenfor-
schung und klinisch-onkologischer Forschung, die
Entwicklung interdisziplindrer Zentren, die Durch-
fiihrung von Therapiestudien, die Einbeziehung der
Tumorepidemiologie umfassen das heutige Spek-
trum, in dem sich der krebskranke Mensch bewegt.

Innerhalb dieses Rahmens haben wir in dem vor-
liegenden Heft durch eine Auswahl von wissen-
schaftlichen Arbeiten versucht, das breite Spek-
trum onkologischer Forschung an der MUL von
der Grundlagenforschung mit der Analyse neuer
Gene oder der Beschreibung ihrer Funktion bis hin
zur Evaluierung operativer Methoden mit der
Moglichkeit der direkten Umsetzung zum direkt-
zen Nutzen des Patienten darzustellen.

A. Ch. Feller

Prof. Dr. med. Alfred Christian Feller, Direktor des Instituts fiir
Pathologie der Medizinischen Universitiit zu Liibeck, hat die vor-
liegende Themenausgabe ,Onkologie* von Focus MUL als
Guest-Editor betreut.

ie von unserer Kompetenz

WEILAND

1/1:6006-0, 23562 Liibeck, Ratzeburger Allee 111+125; Tel: 04 51750 24 60

ﬁbei":eugen Sie sich von der groBen Auswahl und Leisuings-
fihigkeit unserer medizinischen Fachbuchabteilung.
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ORIGINALARBEITEN [,

Aus dem Institut fiir Pathologie (Direktor Prof. Dr. med. A. C. Feller) der Medizinischen Universitiit zu

Liibeck:

Identifzierung differentiell-exprimierter Gene in der
groBzellig anaplastischen Zell-Linie (ALCL) 182

L. Bettinger, H. Merz, A.C. Feller

Zusammenfassung

Das grofzellig anaplastische Lymphom (ALCL)
und das Hodgkin-Lymphom (HL) zeigen zahlrei-
che morphologische und immunphénotypische
Ahnlichkeiten, Allerdings bestehen auch deutliche
Unterschiede in der Tumorzellmasse sowie in dem
Ansprechen der Patienten auf die Therapie und in
der Prognose.

Die Isolierung spezifisch exprimierter Gene bei
bestimmten Lymphomentititen kann zu einem
wichtigen Verstdndnis der Pathogenese beitragen
sowie eine Hilfestellung fiir die Diagnose und The-
rapie darstellen. Obwohl zahlreiche Informationen
und Spekulationen iiber die Genexpression, die fiir
die Pathogenese des ALCL und HL relevant sind,
existieren, ist der genaue Mechanismus des neo-
plastischen Transformationsprozesses in keiner
Weise verstanden. Es war daher das Ziel unserer
Arbeit, jene Gene zu charakterisieren, die in der
Lymphomentitit ALCL hoch- oder aber spezifisch
exprimiert sind. Ausgehend von der Tatsache, daf
mehr als 30.000 unterschiedliche Gene gleichzeitig
in einer Zelle exprimiert werden und nur ein sehr
kleiner Teil dieser Gene direkt oder indirekt rele-
vant fiir die Transformation oder das Wachstum
der Neoplasie sind, schien es sinnvoll, eine c-DNA-
Bibliothek zu konstruieren, aus welcher die “irre-
levanten Gene” subtrahiert wurden. Hierdurch
sollte es zu einer deutlichen Anreicherung diffe-
rentiell oder spezifisch transkribierter Gene kom-
men, einschlieBlich derjenigen, welche moglicher-
weise fiir initiative Schritte der Neoplasieentste-
hung verantwortlich sind. Das differentielle Scree-
ning der Substraktionsbibliothek fiihrte zur Identi-
fizierung von 68 Klonen, welche hohere Signale fiir
die ALCL-cDNA nachweisen lie, verglichen mit
Tonsillen-cDNA. Auf RNA-Ebene zeigten 39 eine
erhohte Transkription. Diese Klone wurden se-
quenziert und analysiert, wobei sieben keine Ho-
mologie zu einer bekannten, bisher publizierten
Sequenz aufwiesen, wihrend die tibrigen Klone
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vollstéindige Homologien mit bekannten humanen
Genen zeigten. Diese zuletzt genannten Gene sind
involviert in die Transkription, Replikation und
Translation, wie auch in den normalen Stoffwech-
sel der Zelle. Ein bisher unbekannter Klon zeigt
nach den bisherigen Analysen eine auBerordent-
lich hohe Restriktion in der Expression. Das Tran-
skript wird in 90 % der Fille von ALCL gefunden,
wihrend es in Fillen von Hodgkin-Lymphomen
sowie anderen Non-Hodgkin-Lymphomen nicht
detektiert wird.

Die vorliegende Arbeit zeigt, wie mit Hilfe der
Substraktions-DNA-Analyse ein Genexpressions-
profil bestimmter Lymphomentititen dargestellt
werden kann, was einerseits zum allgemeinen Ver-
stdndnis der Proliferation und mdglicherweise
neoplastischen Transformation beitragen kann.
Dariiber hinaus zeigt die Analyse andererseits, daB
hochsperzifische, bisher unbekannte Gene detek-
tiert werden konnen, die aufgrund ihrer selektiven
Expression in einer definierten Lymphomentitiit
moglicherweise eine wesentliche Bedeutung in der
Entstehung der Neoplasie besitzen.

Summary

Anaplastic large cell lymphoma (ALCL) and
Hodgkin’s Disease (HL) show striking morpholo-
gical and immunophenotypical parallels. However,
there are also differences in tumor cell burden, tis-
sue architecture and in response to the therapy and
prognosis. The isolation of specifically expressed
genes in these lymphoma entities may be im-
portant for the pathogenesis, diagnosis and thera-
py of neoplasias. Our aim was to characterize genes
that are abundantly expressed in ALCL for which
up to now no specific marker is available. We con-
structed a subtracted A phage library by hybridi-
zing double stranded cDNA from the ALCL cell
line L.82 with biotinylated tonsillar cDNA. Addi-
tionally we performed a differential screening
using duplicate filter lifts of this subtractive llbrary
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hybridized with an ALCL (L82) and a tonsil cDNA
probe respectively. Differentially expressed ciones
were identified, amplified and sequenced. Further-
more, the clones were identified as true differenti-
ally expressed genes by Northern Blot analysis and
their value as diagnostic/prognostic markers was
checked comparing the transcription in cell lines
from various lymphoid and nonlymphoid tissiies.
We were able to identify 39 clones with increased
transcription in the ALCL cell line compared with
tonsillar total RNA. Seven clones did not show ho-
mology to any sequence published so far, while the
others showed full homology to known human ge-
nes, These latter genes are involved in transcripti-
on, replication and translation as well as in normal
cell metabolism. Some of them are expressed on
the cell surface. The transcription rate of these ge-
nes varied markedly in various cell lines derived
from lymphoid and non-lymphoid tissues as de-
monstrated by Northern Blot analysis. Our ap-
proach allowed us to identify genes, so far not
known to be differentially expressed in ALCL.
Further information achieved by molecular cha-
racterization of these isolated highly and/or speci-
fically expressed genes will improve our understan-
ding of events taking place in the pathogenesis of
defined malignancies.

Einleitung

Das groBzellig anaplastische Lymphom und das
Hodgkin-Lymphom sind eng verwandte Entitdten
bezogen auf ihre Morphologie und ihren Immun-
ophinotyp. . Hodgkin- und Sternberg-Reed-Zel-
len, welche offenbar die neoplastischen Zellen des
Hodgkin-Lymphoms (HL) darstellen, kénnen hiu-
fig nicht unterschieden werden von Tumorzellen
des ALCL. Die Identifizierung differentiell-expri-
mierter cDNA-Klone von Zell-Linien ermdglicht
es, normale von neoplastischen Zellen auf der
Ebene der Genexpression zu unterscheiden.
Durch die subtraktive Hybridisierung kénnen dif-
ferentiell transkribierte Gene angereichert wer-
den. Die Kenntnis derartiger hochexprimierter
oder spezifisch transkribierter Gene kann unser
Verstindnis fiir die Pathogenese definierter Neo-
plasien erheblich erweitern. Derartige Gene kon-
nen ebenfalls eine wichtige Bedeutung als progno-
stische Faktoren oder in der Diagnostik erlangen.
Bis heute existieren wenig Informationen iiber
eine differentielle Genexpression in Zell-Linien,
die aus ALCL oder HL entstanden sind.

1992 zeigten Delabie et al eine hohe Expression
des filamentassoziierten Proteins Restin in HL und
ALCLWY, Die Expression von 1L-9 zeigte sich eben-
falls in ihrer Expression eingeschrinkt auf die vor-
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genannten Lymphomentitdten, wihrend andere
NHL eine solche Expression nicht nachweisen lie-
Ben®?,  SchlieBlich wurde gezeigt, da} in vielen
Fillen von ALCL und Hodgkin, EBV klonal inte-
griert war, was als Hinweis interpretiert wurde, dafl
EBYV in die Pathogenese diese Lymphome invol-
viert ist. In der vorliegenden Arbeit zeigen wir, daf3
die Technik der Substraktionshybridisierung, kom-
biniert mit einer differentiellen Plaquehybridisie-
rung es erlaubt, hoch und teilweise spezifisch tran-
skribierte Gene in einer Zell-Linie von ALCL
nachzuweisen und zu klonieren. Es ist damit das
Ziel auf molekularer Ebene, Marker zu identifizie-
ren, die weitere Aussagen {iber die Pathogenese
erlauben, sowie hilfreich in der Diagnose und Ab-
schiitzung der Prognose der genannten Lymphome
sind.

Material und Methoden

Zellinien

Die ALCL-Zellinie 182, mit einer t(2:5)
(p23;935) Translokation, wurde in RPMI + 20 %
FCS kultiviert. Tonsillen, wurden direkt nach der
operativen Entfernung in fliissigen Stickstoff ein-
gefroren und bei - 70 © C aufbewahrt.

Konstruktion der subtrahierten ¢cDNA 1Phagen-
bank

Die Konstruktion der subtrahierten cDNA [Phagen-
bank aus cDNA der ALCL-Zellinie 1.82 und aus Ton-
sillen-cDNA ist schematisch in Abb. 1 dargestellt.

¢DNA Synthese

Die Isolierung der gesamt RNA erfolgte nach der
Methode von Chomczynski ®. Die polyA+-RNA
wurde mit Hilfe Oligo-dT-gekoppelten Dynabeads
(Dynal, Hamburg) isoliert. cDNA wurde aus Sug
polyA*RNA unter Verwendung des ZAP-cDNA
Synthese Kits (Stratagene, Heidelberg) syntheti-
siert. Die Driver cDNA (Tonsille) wurde in Anleh-
nung an die PCR Methode von Lambert und Willi-
amson hergestellt®,

Die lyophyllisierte Driver cDNA wurden in H,0O
gelost und mit Photobiotin (Clonetech) gemischt, auf
Eis inkubiert und mit einer Lampe (250W) fiir 15 Min
bestrahlt. Biotin, das nicht kovalent an die DNA ge-
bunden wurde, konnte durch vierfache Extraktion
mit wassergesittigtemn 2-Butanol entfernt werden.
Die biotinylierte cDNA wurde Ethanol prézipitiert
und in einem geringen Volumen H,O gelost.

1ug L82 ¢DNA und 20pg biotinylierte Tonsillen
c¢DNA wurden zusammen Ethanol prizipitiert, in
SuLHLO gelost und mit Sul 1.5M NaCl, 50mM He-
pes, 10mM EDTA,
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Tracer cDNA Driver cDNA
—— 1
T
TR
T
e 0
o
Photobiotinylierung der Driver cDNA
T e

Hybridisierung der biatinylierten Driver cDNA mit der
Tracer cDNA,. Sequenzen, die beiden cDNA Pools
gemeinsam sind, hybridisieren miteinander (= Biotin-
markiert), die Tracer-"spezifischen® cDNAs hybridisieren
nur mit sich selbst (= nicht Biotin markiert)

kil Das zugegebens Streptavidin bindet an das Biotin

dem, gegen L82-cDNA hybridi-
sierten Filter ein Signal, wihrend
die nicht differentiell transkribier-
ten gegen beide Sonden hybridi-
sierten. Die entsprechenden Pla-
ques wurden isoliert und im Nort-
hern Blot niher charakterisiert.

Northern Blot Analysen

Zur Bestimmung der Transkripti-
on verschiedener Gene wurden

D03 Dt von den zu untersuchenden Zelli-
\L Durch eine Ph fon werden die Biotin-Streptavid nien bzw. Geweben gesamt RNA
DNA-Komplexe von den nicht-biotinylierten, d.h, Tracer- 4 5 o/ 1
“spezifischen" cDNA-Fragmenten getrennt. \Vﬁssrig:: Phase in emnem 1 A)lgen Formaldehydgel
= unbiotinylierte cDNA; Organischen Phase = Biotin- aufgetrennt und auf eine Nylon_
Streptavidin-cDNA A .
B/ membran transferiert. Die von
, uns isolierten ¢cDNA-Fragmente
Legende . . .
¢DNA Fragmente von Tracer wurden in einer PCR-Reaktion
Dri ——— . W pe .
Biotn T mit Vektorspezifischen Primer
S Driver ONA TR amplifiziert und durch Zugabe

von Dig-dUTP gleichzeitig mar-

Abb. 1: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte im Verlaufe der
subtrahierten Hybridisierung zur Herstellung einer Subtraktions-cDNA

Bank aus der ALCL Zellinie L82

0.2 % NaDodSO4, pH 7.5 vermischt. Die Losung
wurde mit Mineraldl tiberschichtet und bei 100 ° C
1 Min und anschliefend bei 68 ° C fiir 36 Std. inku-
biert. Durch Zugabe von Streptavidin, das an das
Biotin bindet, und einer mehrfachen Phenolex-
traktion, wurden die biotinylierten, ,unspezifi-
schen‘ Hybride aus dem Reaktionsansatz entfernt.
Die wissrigen Phasen wurden mit Ethanol prizipi-
tiert und das Pellet in TE gelost.

50ng der subtrahierten cDNA wurden in 0.5ug
Lambtla UniZap XR Vektor einkloniert und wie
beim Hersteller beschrieben, als Phage verpackt.
Diese IL82-sub Bank wurde einmal amplifiziert
und unter Zugabe von 10 % DMSO bei - 70 ° C
gelagert. Es wurde ebenfalls eine nicht-subtrahier-
te .82 1Bank hergestellt.

Differentielles Plaquescreening

Die subtrahierte IcDNA Bank wurde zur Identifi-
zierung von differentiell transkribierten Klonen im
Plaquescreening untersucht. Die rekombinanten
Phagen wurden zusammen mit Wirtsbakterien auf
Agarplatten ausgesédat und nach dem Erscheinen
von Plaques nacheinander mit zwei Nitrozellulose-
filtern bedeckt. Die auf die Filter transferierte Pha-
gen-DNA wurde nach Fixierung mit Dig-markier-
ter L82-cDNA bzw. Tonsillen-cDNA hybridisiert.
Die cDNA-Fragmente, die von differentiell tran-
skribierten Genen abstammten, zeigten nur auf
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kiert. Diese Sonden wurden fiir
die Hybridisierung der Northern
Blots verwendet. Der Nachweis
der Dig-markierten DNA an die
entsprechende spezifische mRNA
erfolgte tiber die Bindung von anti-Dig-Antikérper,
der mit der alkalischen Phosphatase gekoppelt war,
und unter Zugabe des Farbsubstrates NBT/BCIP.

Ergebnisse

Konstruktion und Screening einer differentiellen
¢DNA Bank

Aus der mRNA der ALCL Zellinie L82 wurde
durch subtraktive Hybridisierung mit Tonsillen

R2 T6 SMi1 gapdh

1 2 1 2 1 2 1 2
285~ ) i
185— b

|

U1 U3 U7 U8

1 2 12 1 2 1 2
285—
18— m b ' ik . “

Abb. 2: Northern Blot Analyse differentiell transkribierter
Gene. Es wurden jeweils 101g gesamt RNA aus der ALCL
Zellinie L82 und aus Tonsillengewebe in einem 1%igen
Formaldehydgel aufgetrennt, auf eine Nylommembran
transferiert und mit den entsprechenden, Dig-markierten
DNA-Sonden hybridisiert.
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Tab. 1: Stark differentiell transkri-
bierte Klone aus der ALCL Zellinie
L82. In der Tabelle sind die Homo-
logien der isolierten cDNA-Frag-
mente, die aus der ALCL Zellinie
L82 isoliert wurden, aufgelistet. Die
Transkriptionsrate wurde in einem
DotBlot im Vergleich zwischen ge-
samt RNA aus Tonsille und L82 be-
stimmt.

c¢DNA im Verhiltnis 1:20 eine sub-
trahierte ¢cDNA-Bank konstruiert
und in 1Phagen verpackt. Der Titer
der Bank lag bei 2.7x10° pfu (plaque
forming unit), von denen 80 % re-
kombinant waren. Die Insertldngen
lagen zwischen 0.5 und 4.0 kb, Klei-
nere cDNA-Fragmente wurden
wihrend der Konstruktion der Bank
durch Sephacry! S-400 Sdulen ent-
fernt.

Bislang wurden 60.000 Phagen mit
der differentiellen Plaquehybridisie-
rung untersucht, wobei 68 Klone
isoliert wurden, die stirker gegen
die 182 ¢cDNA Sonde als gegen die
Tonsillen Sonde hybridisierten. Die-
se Klone wurden nochmals im Pla-
quescreening untersucht,

Identifizierung differentiell
transkribierter Gene

¢DNA Anzahl RNA Induk- Homologie % Liter-
Klon der Isolate (kb) tion atur
Replikation
und Transkription
R1 1 1.5 2 Insulinoma 95% 6
R2 1 2.0 5 Arg-reiches Prot.  99% 7
R3 1 3.5 CDC2 Homolog 100% 8
Translation
T1 2 1.0 3.8 S21 98% 9
T2 1 1.5 4 S12 10
T3 1 1.8 5 SUIL;Translations-
Initiation 97% 11
T4 1 PO 12
TS5 2 1.6 4 S19 97% 13
T6 1 S2 14
Metabolismus
M1 1 1.0 10 Apoferritin 88% 20
M2 7 15 4 Dehydrogenase 18
M3 4 0.9 1.5 triple repeat 94% 19
M4 1 1.7 3 Ferritin 100% 21
Oberflichen-
molekiile
SM1 3 0.5 10 Lektin 97% 15
SM2 1 1.7 4 Laminin Bindung  93% 16
SM3 1 1.8 3 MHCII 97% 17
SM4 2 3.0?7  5-10 Tubulin Familie 80%
unbekannt
U1l 1 1.8 3 no
U2 1 3.0 20 no
U3 1 2.5 4 no
U4 1 2.0 5 no
uUs 1 1.8 10 no
U6 1 3.0 2 no
u7 1 3.0 5 HSORF 99% 22
U8 1 40?7 40 no
U9 1 4.0 50 no

39 der bislang 68 isolierten Klone (59 %) zeigten in
der Northern Blot Analyse eine differentielle
Transkription (Abb. 2). Diese Klone wurden mit

Tab. 2: Transkription verschiedener
bekannter Gene in unterschiedlichen
Lymphomzellinien und Geweben.
In der Tabelle sind die Transkriptio-
nen bekannter Gene in verschiede-
nen Zellinien und Geweben aufgeli-
stet. Die Transkriptionen wurden im
Northern Blot bestimmt. Repriisen-
tative Ergebnisse dieser Analysen
sind in Abb. 2 dargestellt.

++  starke Transkription,

+ moderate

+/- schwache

- keine Transkription nachweisbar
n.d. not determined (nicht bestimmt)
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den Vektorprimern T3 bzw. T7 ansequenziert und
die erhaltene Sequenz mit der Embl-Datenbank
unter Verwendung des FASTA Programms (PC/
Gene; Intelligenetics, Mountainview, CA, USA)

R1 R2 R3 Tl TS M1 M2 SMl1 SM2
ALCL
L82 ++ A+t + ++ ++ ++ ++ +t
Karpas ++ ++ o+ e+ ++ ++ ++ 4+ ++
Del ++ ++ ++ ++ o+t ++
LCL
FFH ++ R + + + + + +
Lyk99 ++ o+ + + +H- o+ +
ML615 ++ ++  nd. A+ o+ +/- ++
HL
L428 ++ + +- - + + - - +
L540 ++ + + - ++ + - - +
Lympha-
tisches
Gewebe
Tonsill + + +H- - +- +1- +e 4 +/-
buffy coat +/- - +- - - +- - - -
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verglichen. Tab 2 fafit die Informationen zusam-
men, die wir tiber diese, in der ALCL-Zellinie 182,
differentiell transkribierten Gene erhalten haben.
32 Klone (80 %) zeigten eine fast vollstindige Ho-
mologie zu bekannten Genen auf, wihrend 7 unbe-
kannt sind. Einige dieser cDNA Klone wurden un-
abhingig voneinander mehrfach isoliert, so daf die
Anzahl der bisher isolierten, differentiell transkri-
bierten Gene auf 25 reduziert wurde. 10 Klone
wurden als full length Klone isoliert. Die bekann-
ten Gene konnten auf Grund ihrer Funktion in vier
Gruppen eingeteilt werden. Drei cDNA-Fragmen-
te gehoren zu Genen, die fiir Proteine kodieren,
die bekanntermaBen bzw. méglicherweise in die
Interaktion mit DNA involviert sind (R1-R3678),
Sechs Gene kodieren fiir ribosomale Proteine, die
bei der Translation von Bedeutung sind (T1-T6)®
). Die Proteine zweier weiterer Klone gehéren zu
Zelloberflichenproteinen (SM1, SM2)(519 und
spielen moglicherweise fiir die Tumormetastasie-
rung eine wichtige Rolle. Klon SM4 hybridisiert
mit einer ca 4.5Kb groBen mRNA und weiBt ctwa
80 % Homologie zu bekannten Tubulin-Genen
auf. Desweiteren ist ein Klon (SM3) 100%ig ho-
molog zum MHCII, der in aktivierten himapoeti-
schen und lymphoiden Zellen verstirkt expri-
miert wird". Zusitzlich konnten wir Gene isolie-
ren, die in den normalen Zellmetabolismus, wie z.
B. die NADH-Dehydrogenase (M2)® oder ein
triple repeat Gen (M3)¢% involviert sind. Zwei
weitere Gene dieser Gruppe, gehéren zu der Fa-
milie der Ferritin-bindenden Proteine
(M1,M4)02h die wichtig fiir den Eisen-Metabo-
lismus der Zelle sind. Die unbekannten Gene
wurden in eine fiinfte Gruppe plaziert. cDNA
Klone U7 ist homolog zu einer nicht verdffent-
lichten Sequenz, die fiir einen offenen Leserah-
men mit unbekannter Funktion kodiert®, Alle 25
differentiell transkribierten Gene, die in Tab. 1
aufgelistet wurden, zeigten eine gesteigerte Tran-
skription im Vergleich von L82 zu Tonsille um den
Faktor 2-50.

Northern Blot Analysen

Die Northern Blot Analysen fiir die Gene MI,
SM1 und SM4, sowie fiir die unbekannten Gene
U3,U5,U7.U8 und U9, haben gezeigt, das diese
Gene in der ALCL Zellinie L82 sehr stark und im
Tonsillengewebe nur schwach transkribiert wer-
den. Die anderen bislang untersuchten Klone zeig-
ten dagegen eine nur moderate Ubertranskription.
Das Haushaltsgen GAPDH wurde dagegen in al-
len Zellen und Geweben im gleichen Maf3e tran-
skribiert. Fir einige der hoch exprimierten Gene
haben wir weitere Northern Blot Analysen durch-

210

gefiihrt, um deren Transkription in anderen neo-
plastischen Lymphom- bzw. himatopoetischen
Zellinien zu untersuchen. Dafiir wurde die RNA
von zwei weiteren ALCL (Karpas, Del), drei lym-
phoblastoiden (ML615, Lyk 99, FFH), zwei vom
Morbus Hodgkin abgeleitete Zellinien sowie von
der T-Zell Lymphomzellinie Molt und von der Mo-
nomyolozytiren Zellinie HL-60 im Northern Blot
untersucht, Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
sind in Tab. 2 und 3 dargestellt. In allen ALCL Zel-
linien zeigten die untersuchten Gene eine starke
Transkription, wéhrend diese in den LCLs und
HL'’s schwiicher war. Ausnahmen sind hierbei die
unbekannten Gene U3,U5,U8 sowie R1 und R3,
deren Transkription auch in den LCL’s stark war.
Keine der untersuchten Hodgkin Zellinien zeigten
ein signifikantes SM1- oder SM4-spezifisches Tran-
skript. Die Transkription aller Gene war in den
Normalgeweben (Tonsille, Buffy coat) verringert
bzw. nicht nachweisbar, wihrend sie in einem ge-
ringen MaBe in der Zellinie HL-60 vorkamen. Eine
Ausnahme bildete das Gen U2 dessen Transkripti-
on nach unseren bisherigen Untersuchungen allein
auf die Zellinien des grofzellig anaplastischen
Lymphoms beschrénkt ist.

Diskussion

Die Konstruktion einer subtrahierten cDNA Bank
erlaubt die Identifizierung von differentiell tran-
skribierten cDNA Klonen. Die Effizienz einer sol-
chen Methode allein ist nicht ausreichend, da bei
einer einfachen Subtraktion die Anzahl der nicht-
differentiellen cDNA-Fragmente maximal um 30
% reduziert wird. Dies kann man durch mehrfache
Subtraktion weiter reduzieren, die Anzahl der dif-
ferentiellen Klone wird jedoch dabei durch Aufrei-
nigungsverluste ebenfalls verringert. Aus diesem
Grunde haben wir uns dafiir entschieden, die ein-
fach subtrahierte cDNA-Bank durch differentiel-
les Plaquescreening weiter zu untersuchen. Durch
die Kombination dieser beiden Methoden, haben
wir bislang 60.000 subtrahierte, rekombinante Pha-
genklone untersucht, und dabei 68 Klone isolieren
konnen, die stidrker mit der 182 ¢cDNA Sonde, als
mit der Tonsillen cDNA Sonde hybridisierten, 39
dieser Klone wurden, wie in den Northern Blot
Analysen gezeigt, in ALCL Zellinien sehr stark
transkribiert bzw. sind restringiert. Einige dieser
Klone wurden mehrfach isoliert, so daB wir 25 un-
terschiedliche ¢cDNA Fragmente isoliert haben,
von denen 18 Klone 89 - 100 % homolog zu bisher
verdffentlichten Sequenzen sind, wihrend 7 keine
Homologie aufweisen. Ein quantitativer Vergleich
zwischen der Transkriptionsstirke der Gene in der
ALCL Zellinie 82 und in Tonsille, zeigte eine
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Steigerung um den Faktor 2-50. Auf Grund der
moglichen Funktionen der bekannten Gene, ha-
ben wir diese in 4 Gruppen unterteilt.

Die erste Gruppe beinhaltet Gene, die moglicher-
weise in die Transkription und Replikation invol-
viert sind. Eines dieser Gene (R1) ist das humane
Insulinoma Gen (HSRIGA), ein wahrscheinlich
DNA bindendes Protein (Helix-turn-Helix Motif),
das in Insulinoma, Osophagus- und Dickdarm-
krebs aktiviert ist und potentiell an dem onkoge-
nen Wachstum von B-Zellen des Pankreas beteiligt
ist?, Nach unseren Untersuchungen (Tab. 2) ist
die Transkription von R1 in einer Reihe von Lym-
phomzellinien erhéht, so dal man vermuten kann,
das R1 auch hier in die Zellproliferation involviert
ist. Das Gen R2 kodiert fiir ein humanes Arginin-
reiches Nukleidres Protein, das an der Transkripti-
on, insbesondere an der pre-mRNA Prozessierung,
beteiligt ist™. Desweiteren konnten wir das Gen
fiir das CDC2 isolieren, dessen Genprodukt ein
Zinkfingerprotein ist und eine wichtige Rolle bei
der DNA Replikation spielt. Diese Funktion wird
dem Gen auf Grund seiner Homologie zu den Sac-
charomyces cerevisiae Genen MCM3, MCM2,
CDC21 und CDC46 zugesprochen, die in der Hefe
fiir die Initiation der DNA Replikation erforder-
lich sind®, Die Stirke der CDC2 Transkription va-
riiert in verschiedenen humanen Geweben, abhin-
gig vom turnover der jeweiligen Zelle.

Die zweite funktionelle Gruppe beinhaltet sechs
cDNA Molekiile, die fiir ribosomale Proteine ko-

dieren. Die Ribosomen von Séugern bestehen aus
etwa 82 solcher Proteine®. Von einigen konnte ge-
zeigt werden, das sie in Tumoren iiberexprimiert
werden®#29, Es wird vermutet, dafl die Expressi-
on einiger dieser Gene mit der Tumorprogression
korreliert. Die gesteigerte Transkription der Gene
T1-T6 in der ALCL Zellinie 1.82 konnte daher eine
Rolle in der Proliferation bzw. dem Metabolismus
dieser Neoplasie spielen und insofern eher ein in-
teressantes Epiphenomen als tumorspezifisch sein.

In der dritten Gruppe sind Gene aufgelistet, deren
Genprodukte auf der Zelloberfliche exprimiert
werden. Von diesen wurde bei zwei Proteinen de-
ren Bedeutung als Marker fiir die Malignitét bzw.
Metastasierung in der Literatur beschrieben!319),
Laminin ist ein Membran-assoziiertes Glycoprote-
in, das die Migration und Invasion einer Reihe von
Tumorzellen fordert®. Die Lamininrezeptor-Li-
ganden-Interaktion ist essentiell fiir die Metasta-
sierung von Tumoren®, In der ALCL Zellinie 182
ist die Transkription etwa um den Faktor 4 erhoht.

Desweiteren haben wir ein 14-kDa Lektin isoliert,
das hochaffin an Kohlenhydrate bindet und so
ebenfalls eine wichtige Rolle in der Zell/Zell bzw.
Zell/Matrix Erkennung spielt. Obwohl dessen
Funktion noch nicht in allen Einzelheiten geklért
ist, haben Raz und Mitarbeiter® zeigen kénnen,
daB die Menge an exprimiertem Lektin mit dem
metastasierenden Potential der Zelle korreliert.
Das Lektin bindet spezifisch an den Poly-N-Ace-
tyllactosamin-Rest murinen Laminins und kénnte
so potentiell durch Modulierung der

Ul U2 U3 U4 Us U7 U8 UY Sw4 Interaktion Krebszelle/Laminin eine
ALCL Rolle bei der Invasion und Metasta-
L82 ++ R S ++ 4+ sierung spielen(3“).
ggpas i :i : 1:: :: :: ::: : : Als weiteres auf der Zelloberfliche

exprimiertes Gen haben wir ein

LCL cDNA-Fragment isoliert, das zur
FFH + - TR A e e MHCII-Familie gehort. Dessen Ex-
Lyk99 oo L A pression ist in aktivierten/neoplasti-
ML615 - S schen T-Zellen und anderen Antigen
HL prisentierenden Zellen induziert.
1.428 - o+ nd. ++ -+ -
L.540 +H- - ++ o+ nd. ++ +- + -
Carcinom Tab. 3: Transkription unbekannter Gene
A431 + - o+ ++ o+ -t + in verschiedenen Zellinien und Geweben.
A496 + - ot o+ -+ o+ In der Tabelle sind die Transkriptionen
5367 - L T unbekannter Gene in verschiedenen
Colo + - T A A Zellinien und Geweben aufgelistet.
Lymph. .
Gewebe ++ starke Transkription
Tonsille +H- - e e 4 - - A - + moderate
buffy coat - - +/- - + - - +/- schwache
HL60 - - HH- - o+ +- o+ ++ - keine Transkription nachweisbar
Moit N ‘ A - + + n.d. not determined (nicht bestimmt)
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Das vierte Gen dieser Gruppe zeigt eine 80%ige
Homologie zu einem B-Tubulin Gen. Tubulin ist
die Hauptkomponente von Mikrotubuli, einem
wichtigen Bestandteil des Zytoskeletts, wie z. B.
den Zentriolen, der Mitosespindel und den Cilien.
Tubulinmolekiile sind an wichtigen Zellereignissen
wie Meiosis, Mitose, Bewegung, Organellenorga-
nisation und Sekretion beteiligt.

Die vierte Gruppe charakteriziert Gene, die an
dem normalen Zellmetabolismus beteiligt sind.
Deren Transkription scheint unabhingig von neo-
plastischen Verdnderungen in allen proliferieren-
den Zellen gesteigert zu sein. Zu diesen Genen ge-
horen Eisen-speichernde Proteine, eine Dehydro-
genase und ein triple repeat Gen mit unbekannter
Funktion.

Die Verwendung einer subtrahierten Hybridisie-
rung erlaubt damit die Identifizierung von Genen,
die in unterschiedlichem MaBe in einer Zelle fiber-
transkribiert werden. Dazu gehoéren u. a. Gene die
fiir DNA-bindende Proteine kodieren, fiir riboso-
male Proteine oder fiir Proteine des Zellstoffwech-
sel oder die Zell/Zell-Interaktion. Die Tatsache,
daf} wir in der Lage waren, ein Kontingent an Ge-
nen zu isolieren, die den genannten Funktionen
entsprechen, unterstreicht die erfolgreiche Strate-
gie unserer Kombination aus subtrahierter cDNA-
Bank Konstruktion und differentiellem Plaques-
creening,

Zusitzlich zu den bekannten Genen konnten wir 7
cDNA-Fragmente isolieren, die keine Homologie
zu schon verdffentlichten Genen aufweisen bzw.
deren Fuktion vollkommen unbekannt ist (U7).
Die Transkription einiger dieser Gene (U2,U8,
U9) in der Zellinie 182 ist bis zu 50fach stirker als
in der Tonsille.

Wir haben die Transkription einiger der bekannten
und unbekannten, hochtranskribierten Gene in an-
deren ALCL-, EBV-infizierten Lymphoblasto-
iden-, Hodgkin- und anderen lymphoiden Zellini-
en untersucht.Einige der Klone (R1, TS, U3, US,
U7) wurden in den meisten Lymphomzellinien
stark transkribiert (Tab. 2 und 3). Daraus kdnnte
man schlieBen, dafl diese Gene moglicherweise in
den Zellmetabolismus oder in die Regulation des
Zellzyklus involviert sind und nicht Lymphom-spe-
zifisch angeschaltet werden. Die Gene U9 und U4
werden am stirksten in den ALCL Zellinien tran-
skribiert, wihrend die Transkribtion in den ande-
ren Lymphomzellinien nur moderat ist. Diese Klo-
ne spielen eventuell eine Rolle in der Pathogenese
dieser spezifischen Lymphomentitidt und kénnten
somit diagnostisch verwertbar sein. Desweiteren
zeigen einige Gene eine differentielle Transkripti-
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on im Vergleich ALCL/Hodgkin (SM4, SM1, US).
Weitere Experimente werden diesen bedeutsamen
Aspekt kldren. Das Gen U2 zeigte nach unseren
bisherigen Untersuchungen eine restringierte
Transkription in den ALCL-Zellinien. Damit
kommt diesem Gen eine moglicherweise ALCL-
spezifische Bedeutung zu, die Einblicke in die Pa-
thogenese dieses Lymphom geben kdnnte und un-
ter Umsténden diagnostisch verwertbar ist.

In der Literatur finden sich bisher nur einzelne Ar-
beiten, die sich mit der differentiellen Expression
von Genen im grofizellig-anaplastischen Lympho-
men beschiftigen. 1992 konnten Delabie und Mit-
arbeiter zeigen, daf} das Filament-assoziierte Pro-
tein Restin (Reed-Sternberg cell intermediate fila-
ment-associated protein), das nicht im normalen
Gewebe vorkommt, in Sternberg-Reed-Zellen und
in grofzellig-anaplastischen Lymphomen hoch ex-
primiert wird®. Vom Restin wird angenommen,
daB es eine Rolle bei der Leukozytenaktivierung
spielt.

Im Gegensatz zur Expression des CD30-Antigens
konnten Merz und Mitarbeiter® zeigen, daB die
Expression von Interleukin-9 auf den Morbus
Hodgkin und das groBzellig-anaplastische Lym-
phom beschrinkt ist. Diese Assoziation legt nahe,
daf} Interleukin-9 eine entscheidene Rolle in der
Pathogenese des Morbus Hodgkin und des groB3-
zellig-anaplastischen Lymphoms spielt und hier
moglicherweise als autokriner Wachstumsfaktor
involviert ist.

Bislang wurde nur eine immunhistochemische
Analyse eines b-Galaktose-bindenden Lektin, Ga-
lektin-3, verdffentlicht, dessen Expression auf die
K1*ALCL beschrinkt ist®). Galektin-3 wird in ge-
ringem Mafe auch in normalen Lymphozyten ex-
primiert und wird in HTLV-I infizierten T-Zellen
heraufreguliert®,

Mit unseren bisherigen Untersuchungen haben wir
die Moglichkeit geschaffen, weitere ALCL-spezifi-
sche Gene zu isolieren und die bislang gefundenen
auf ihre Bedeutung fiir die Pathogenese und Dia-
gnostik dieser besonderen Lymphomentitit hin zu
untersuchen.
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Wechselwirkungen zwischen dem Tumorsuppressor p53 und
dem Rekombinationsprotein Rad51

S. Buchhop', St. Miska!, B. Nebe?, H. Pommerenke?, J. Rychly? und H.-W. Stiirz-

becher™

Zusammenfassung

Der Tumorsuppressor pS3 verhindert durch An-
halten des Zellwachstums die Entstehung von Tu-
moren nach DNA Schédigungen, so daB die Lisio-
nen repariert werden kénnen, bevor sie an Toch-
terzellen weitergegeben werden oder es leitet die
Eliminierung geschiidigter Zellen durch program-
mierten Zelltod ein. Mutationen im p53 Gen wer-
den in tiber 50 % aller Tumoren des Menschen ge-
funden. Betroffene Zellen kénnen nicht mehr ad-
dquat auf StreBsituationen reagieren. Dies fiihrt
unausweichlich zur Anhdufung von Verinderun-
gen im Erbgut und letztlich zur Entstehung von
Tumoren. Die auftretenden chromosomalen Li-
sionen beruhen zum Teil auf Mechanismen, die re-
kombinatorische Prozesse beinhalten. In einer
kiirzlichen Veroffentlichung konnte unsere Ar-
beitsgruppe zeigen, dal pS3 mit dem Rad51 Pro-
tein interagiert und in vifro biochemische Aktiviti-
ten des RadS1/RecA Proteins wie den DNA-
Strangaustausch und die Einzelstrang-DNA (ssD-
NA) abhéngige ATPase-Aktivitit hemmt. Rad51
gehort zu einer von Bakterien bis zum Menschen
konservierten Familie von Proteinen, die eine zen-
trale Rolle in der Reparatur von DNA-Doppel-
strangbriichen sowie der mitotischen und meioti-
schen Rekombination spielt. Immunzytochemi-
sche Untersuchungen an humanen diploiden Fi-
broblasten und Krebszellinien mit definiertem ge-
netischen Status fiir p53 zeigen, da3 DNA Schédi-
gung durch y-Bestrahlung eine Umverteilung des
Rad51 Proteins im Zellkern induziert. Bereits 3h
nach Bestrahlung akkumuliert das sonst homogen
dispers im Kern verteilte Rad51 in einer Reihe dis-
kreter nukledrer Foci. Diese Umverteilung korre-
liert mit dem genetischen pS53 Status der Zellen; sie
findet nur in Wildtyp p53 exprimierenden Zellen
nicht aber in p53 defizienten oder in Zellen, die
mutiertes p53 exprimieren, statt.

Diese Befunde liefern Hinweise darauf, daB p53
durch die Wechselwirkung mit Rad51 eine ent-
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scheidende Funktion in der Regulation rekombi-
natorischer Prozesse austibt, Durch DNA-Schiidi-
gung ausgeldste Signale konnten von p353 regi-
striert und integriert werden, so daf3 die Zelle in
der Lage ist, adiquate Reparaturmechanismen zu
selektieren sowie Ausmal und Zeitpunkt Rad51
abhdngiger Prozesse zu kontrollieren. Dariiber
hinaus besteht die Moglichkeit, daB die Bewah-
rung der genomischen Integritét auch in Abwesen-
heit von DNA-Lé#sionen eine generelle Funktion
von p53 und Rad51 ist.

Summary

The tumor suppressor pS3 prevents tumour forma-
tion after DNA damage by halting cell cycle pro-
gression to allow DNA repair or by inducing apop-
totic cell death. Loss of wild-type p53 function ren-
ders cells resistant to DNA damage-induced cell
cycle arrest and ultimately leads to genomic insta-
bilities some of which are based on mechanisms
that involve recombinational events. In a recent
report we demonstrated that p53 physically in-
teracts with the Rad51 protein which is a homo-
logue of the bacterial RecA protein and is involved
in mitotic and meiotic recombination and in repair
of double-strand breaks of DNA. In vitro, p53 mo-
dulates functional activities of RecA protein. The
current immunocytological and biochemical study
on human diploid fibroblasts and cancer cell lines
with defined p53 genetic backgrounds shows that
DNA damage induced by y-irradiation renders the
distribution of Rad51 protein in the cell nucleus
from a homogeneously dispersed form to a distinct
focus-like staining pattern as early as 3h after irra-
diation treatment. Rad51 redistribution appears
strictly correlated with the p53 status of the cells in
that it occurs only in wild-type p53 expressing cells,
but only marginally in mutant p53 cells.

The appearance of Rad51 foci after DNA damage
in correlation to the p53 status of the cells suggests
an intimate link between the regulation of Rad51
functions in DNA repair and recombination and
the p53 dependent DNA damage response
pathway. Thus, functional wildtype p53 may select
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the appropriate pathway for DNA repair and, as a
direct consequence, control the extent and timing
Rad51 dependent processes.

Einleitung

Krebs ist die zweithdufigste Todesursache in Indu-
strielindern. Der Begriff , Krebs“ beschreibt je-
doch nicht ein einziges definiertes Krankheitsbild,
sondern’ wird als Sammelbegriff fiir eine Palette
von Erkrankungen mit verschiedenen Ursachen
verwendet. Fiir alle Tumorerkrankungen gilt aber,
daf sie aufgrund genetischer Veriinderungen und
Defekten im Erbgut entstanden sind. In vielen Tu-
morzellen sind daher spezifische Chromosomen-
veridnderungen wie Deletionen, Translokationen,
Inversionen und Amplifikationen zu beobachten.
Das Zellwachstum eines komplexen Organismus
wie dem des Menschen unterliegt einer sensibel re-
gulierten Kontrolle. Teilung, Differenzierung und
Tod der Zellen miissen rdumlich und zeitlich ge-
steuert und kontrolliert werden, damit ein funkti-
onsfihiger Organismus entstehen und sich erhal-
ten kann. Auf molekularer Ebene besteht eine aus-
gewogene Balance in der Expression Wachstum
stimulierender Faktoren (Proto-Onkogene) und
negativer Regulatoren des Zellwachstums, den Tu-
morsuppressoren. Mutationen in diesen Kontroll-
genen konnen zur deregulierten Zellteilung und
somit letztlich zur Tumorgenese fithren (Levine,
1993, Nowell, 1989). Obwohl viele bosartige Tumo-
ren den betroffenen Organismus toten, ist der K-
per der Entstehung von Tumorzellen nicht schutz-
los ausgeliefert. Er verfiigt tiber Verteidigungssy-
steme, die Verinderungen im Erbgut jeder einzel-
nen Zelle detektieren und entweder dafiir sorgen,
daB die Schiden repariert oder aber betroffene
Zellen durch programmierten Zelltod eliminiert
werden. Ein prominentes Beispiel hierfiir ist der
. Wichter des Genoms®, der Tumorsuppressor
p53. Mutationen im p53 Gen gehodren zu den hiu-
figsten genetischen Verdnderungen wihrend der
Tumorgenese und werden in mehr als 50 % aller
menschlichen Tumore gefunden (Harris und Holl-
stein, 1993; Vogelstein und Kinzler, 1992). Wenn
Zellen mit intaktem p53 Strefsituationen wie Hy-
poxie, Nukleotiddepletion, Mangel an Wachstums-
faktoren oder dem EinfluB genotoxischer Agenzi-
en ausgesetzt sind, steigt der Gehalt an p53 Protein
drastisch an. p53 bewirkt entweder einen Wachs-
tumsarrest, um die Reparatur der geschidigten
DNA zu ermdglichen, oder es induziert den kon-
trollierten Zelltod durch Apoptose. Zellen ohne
funktionsfihiges p53 werden nach DNA-Schadi-
gung weder durch Apoptose eliminiert noch wird
die Weitergabe des geschiddigten Erbguts an die
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néchste Generation verhindert (Lane, 1992).
Chromosomale Instabilitdten (Tlsty et al., 1993),
Allel-Verlust (Kinzler und Vogelstein, 1994) und
Gen-Amplifikationen (Livingstone et al.,, 1992)
treten daher in einem breiten Spektrum von Tumo-
ren mit defekter p53-Antwort auf. Neuen Befun-
den zufolge konnte einer der Mechanismen, durch
welche p53 die genomische Integritit aufrechter-
hilt, der physische Kontakt mit dem Schliisselfak-
tor der homologen Rekombination und DNA Re-
paratur, dem Rad51 Protein, sein (Stiirzbecher et
al., 1996). Die molekularen Mechanismen der Re-
kombination und DNA Reparatur sind intensiv an
Bakterien und niederen Fukaryonten untersucht
worden. Das Rad51 Protein aus der Hefe S. cerevi-
siae spielt wie sein Homolog aus dem Bakterium E,
coli, RecA, eine bedeutende Rolle bei der Repara-
tur von durch ionisierende Strahlung und andere
DNA schidigende Agenzien entstandene DNA
Lisionen sowie bei der meiotischen und mitoti-
schen Rekombination. Rad51 verwandte Proteine
aus hoheren Eukaryonten scheinen dariiber hinaus
auch fiir weitere physiologische Prozessen wichtig
zu sein, da i) Rad51 essentiell fiir die Lebensfihig-
keit von Sdugerzellen ist, i) Rad51 wihrend der
prdmeiotischen S-Phase von Spermatozyten und
Oozyten der Maus assoziiert mit einem Teil des
Chromatins vorliegt; und iii) Rad51 wihrend der
S-Phase stimulierter Lymphozyten in definierten
fokalen Bereichen des Zellkerns lokalisiert ist.
Diese Beobachtungen sprechen dafiir, da Rad51
eine funktionelle Rolle fiir bestimmte Schritte der
fundamentalen zelluldren Homeostase wie DNA
Replikation und/oder Regulation der Zellprolife-
ration spielt. Aus diesen Uberlegungen heraus ha-
ben wir uns entschlossen, die funktionelle Verbin-
dung zwischen der p53 abhiingigen Reaktion der
Zelle auf DNA Schidigung und Rad51 in Zellen
mit definiertem genetischen Hintergrund fiir p53
zu untersuchen.

Material und Methoden

Sera und monoklonale Antikorper

Die Hybridomzellinien PAb122 (Gurney et al.,
1980) und PAb421 (Harlow et al., 1981) wurden
von D.P. Lane zur Verfiigung gestellt. Der Antikor-
per Dol wurde von Calbiochem erworben. Die po-
lyklonalen und monoklonalen anti Rad51 Antikér-
per wurden gegen gereinigtes humanes Rad51 Pro-
tein hergestellt (Buchhop et al., 1996).

Radioaktive Markierung zellulirer Proteine

Fiir metabolische Markierungen mit
[*S]Methionin-Cystein (Tran[*S]Label, ICN) wur-
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den subkonfluent gewachsene, adhédrente Zellen
einmal mit Markierungsmedium ohne Methionin
und Cystein gewaschen und 30 min bei 37° C in
Markierungsmedium ausgehungert. Fiir die Mar-
kierung wurden je nach Fragestellung 50-500 pCi
Tran[*S]Label (ICN; spez. Akt. 1200 Ci/mmol) zu-
gegeben und die Zellen 30 min bis 2 h bei 37° C
inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit
PBS gewaschen, mit 0,5 ml EBC Puffer (50mM
Tris-HCI, pH 8,0; 120mM NaCl; 0.5% NP-40; 10pg/
ml Aprotinin und PMSF) iiberschichtet und 15 min
lysiert. Die Lysate wurden durch Zentrifugation
(4° C; 15 min; 14.000 rpm) geklért. Fiir die Immun-
prézipitation wurden Zellextrakte mit einem glei-
chen Volumen NET-N Puffer (20 mM Tris-HCl, pH
8,0; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA,; 0,5 % NP-40) ver-
setzt, der den entsprechenden Antikérper enthielt
und 1 h bei 4° C geschiittelt. AnschlieBend wurden
20 I gewaschene, mit 5 % BSA equilibrierte Pro-
tein-A Sepharose hinzugefiigt und fiir weitere 30
min bei 4° C inkubiert. Die Immunkomplexe wur-
den fiinfmal mit NET-N gewaschen. Die Elution
der Immunkomplexe erfolgte durch Zugabe von
SDS Proben-Puffer. Die Proben wurden anschlie-
Bend durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophore-
se (SDS-PAGE) und Fluorographie analysiert.

Partielle Proteolyse mit Staphylococcus aureus V8-
Protease

Die Proteine wurden zunichst in einem 11,5 %
SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Das unfixierte Gel
wurde sofort auf Whatman-Filterpapier getrock-
net und iiber Nacht bei Raumtemperatur expo-
niert. Die zu analysierenden Proteinbanden wur-
den anschlieBend aus dem Gel ausgeschnitten und
fiir 10 min in Rehydrierungspuffer (125 mM Tris-
HCI, pH 6,8; 1 mM EDTA; 0,1 % SDS; 1 mM 2-
Mercaptoethanol; 30 % Glycerin; 0,001 % Brom-
phenolblau) gequollen. Die gequollenen Gelstrei-
fen wurden danach in die Geltaschen eines 15 %
PAA-Gels plaziert und mit 10 pl Rehydrierungs-
puffer iiberschichtet. Anschliefend wurde die ge-
wiinschte Menge an V8-Protease (25-50 ng) in die
Geltaschen aufgetragen. Die Elektrophorese wur-
de mit 18 mA begonnen. Zum Start der Verdau-
ungsreaktion wurde die Elektrophorese kurz vor
Eintritt der Proben in das Trenngel fiir 30 min ge-
stoppt. Die Auftrennung der proteolytisch gespal-
tenen Fragmente erfolgte bei 25 mA.

Western Blot

Die Proteine wurden im SDS-PAA-Gel elektro-
phoretisch aufgetrennt und in einer ,semi dry“
Blot-Apparatur auf PVDF-Membran (BioRad,
Miinchen) iibertragen. Der Transfer fand 1 h bei
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0,8 mA pro cm? Gelfliche statt. Die freien Bin-
dungsstellen der Membran wurden mit 5 % Mager-
milchpulver in TBS-T (20 mM Tris-HCL, pH 7,6;
137 mM NaCl; 0,1 % Tween-20) abgesittigt. Nach
dem Waschen der Membran mit TBS-T erfolgte
die Inkubation mit dem ersten Antikorper, ver-
diinnt in TBS-T/1 % Magermilch fiir 40 min. Die
Membran wurde gewaschen und mit Meerrettich-
Peroxidase (HRP) gekoppeltem Spezies spezifi-
schem Zweitantikérper 40 min inkubiert. Nach
weiterem Waschen in TBS wurde der Filter 1 min
in Detektionsreagenz (ECL, Amersham) gelegt
und auf einem Réntgenfilm exponiert.

Electrophoresis Mobility Shift Assay (EMSA)

Fiir DNA-Bindungsstudien wurden entweder re-
kombinant hergestellte Proteine aus Baculoviren
oder in vitro translatierte Proteine (TnT, Promega,
Madison, Wisconsin, USA) verwendet. Zur Kon-
trolle der Proteinsynthese bei in vitro Translatio-
nen wurde ein Aliquot jedes Ansatzes mit **S mar-
kiert und mittels SDS-PAGE analysiert (nicht ge-
zeigt). Zur Verstidrkung und Verifikation der spezi-
fischen DNA-Bindung von p53 wurde der mono-
klonale Antikérper PAb421 eingesetzt (Hupp et
al., 1995). 1-3 ul des unmarkierten in vitro Transla-
tionsansatzes oder der gereinigten rekombinanten
Proteine wurden mit 1 pl 5’-endmarkiertem dop-
pelstringigem Oligonukleotid (5’-CAAACGCG-
TAGCCAGGCATGCCTAGG -
CATGCCTTCGCGACAGGTCC-3) in Gegen-
wart von 2 Jg poly-dI:dC in Protein-Bindepuffer
(20 % Glycerin; 40 mM Hepes, pH 8,0; 50 mM KCI;
1 mg/ml BSA; 0,1 % Triton X-100; S0 pM EDTA 10
mM MgCL; 5mM DTT) 15 min bei Raumtempera-
tur bzw. bei 30° Cinkubiert und dann direkt auf ein
nicht denaturierendes Polyacrylamidgel geladen
(4 % Acrylamid : Bisacrylamid 30:1, 0,3 x TBE, 0,1
% Triton X-100). Die Gelelektrophorese wurde
mit 200 V bei 4° Cin 0,3 x TBE mit 0,1 % Triton X-
100 durchgefiihrt. Das Gel wurde fixiert (10 % Es-
sigsdure/5 % Glycerin/40 % Ethanol) und getrock-
net. Die quantitative Auswertung wurde mit einem
Bas 2000 Phosphor Imager (Raytest, Essen) durch-
gefiihrt.

Immunfluoreszenz-Firbung

Fiir die indirekte Immunfluoreszenz wurden die
Zellen auf Deckgldschen ausgesidt und 1-2 Tage
kultiviert. Die Zellen wurden dreimal mit PBS ge-
waschen und mit 3 % Formaldehyd/PBS fixiert (5
min/37° C). Nach Waschen mit PBS wurden die
Zellen mit 0,2 % Triton X-100/PBS permeabilisiert
(5 min/37° C) und nochmals mit PBS gewaschen.
Die Inkubation mit dem ersten Antikorper erfolg-
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te fiir 30 min bei 37° C. Nach dreimaligem Waschen
wurden die Priparate mit DTAF- oder Texas-Red-
konjugierten Spezies spezifischen Zweitantikor-
pern (Sigma, Miinchen) fiir 30 min bei 37° C inku-
biert und mit PBS gewaschen und die Priparate in
Mowiol eingebettet.

Ergebnisse

Viele Funktionen des Tumorsuppressors p53 wer-
den durch die Interaktion mit anderen Proteinen
vermittelt. Sowohl die Reparatur von DNA Dop-
pelstrangbriichen durch rekombinatorische Pro-
zesse als auch die mitotische und meiotische Re-
kombination werden durch multifaktorielle Prote-
inkomplexe katalysiert. Die biologische Funktion
von Rekombinationsfaktoren kénnte somit durch
Interaktion mit p53 moduliert werden. Es wurde
daher untersucht, ob p53 in vivo mit dem Rekom-
binationsprotein Rad51 Proteinkomplexe ausbil-
det. Diese Studien wurden an der menschlichen
Hepatom-Zellinie HepG2 (Aden et al, 1979)
durchgefiihrt, da durch genetische Analysen si-
chergestellt ist, daB diese Zellen Wildtyp p53 ex-
primieren. Die Proteine von HepG2 Zellen wur-
den mit [*S]Methionin radioaktiv markiert und
p53 (Abb. 1, links, Spur a) oder Rad51 (Abb. 1,
links, Spur b) mit spezifischen monoklonalen Anti-

Abbildung 1: Komplexbildung zwischen p53 und
Rad51 in HepG2 Zellen, [*S]Methionin markierte
HepG2 Zellysate wurden mit dem monoklonalen p53
Antikérper Dol und monoklonalen Rad51 Antikdrpern
(5D10, 9D1) immunprizipitiert und in der SDS-PAGE
analysiert (linke Abbildung). Die Rad51 Proteinban-
den wurden ausgeschnitten und zusanumen mit der V§-
Protease auf ein SDS-PAA Gel (15 %) geladen. Nach
dem Verdau der Proteine an der Grenze von Sammel-
und Trenngel, erfolgte die Analyse durch Trennung der
Spaltprodukte im Trenngel und Fluorographie (rechte
Abbildung). Links a: : coprézipitiertes Rad51 aus anti-
p53 Immunkomplexen (Dol); b: Rad51 aus anti-Rad51
Immunkomplexen ; Rechts V8-Proteolyse Muster a:
authentisches Rad51; b und c: coprizipitiertes Rad51
aus anti-p53 Immunkomplexen (Dol).
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kérpern immungefallt und durch SDS-Polyacryl-
amid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dargestellt.
In Spur a ist deutlich ein Proteinsignal mit einem
Molekulargewicht von 38 KDa zu erkennen. Die-
ses Signal entspricht dem Rad51 Protein, das in
den Zellen im Komplex mit p53 vorliegt und hier in
den Immunkomplexen aufgrund seiner Interakti-
on mit p53 nachgewiesen wird. Spur b zeigt das
entsprechende Ergebnis fiir p53. Hier wurde mit
einem Antikorper gegen Rad51 immungefillt. Die
Immunkomplexe enthalten sowohl Rad51 als auch
das komplexierte p53. Dieses Ergebnis zeigt also,
daB in lebenden Zellen Komplexe zwischen p53
und Rad51 ausgebildet werden.

Um die Authentizitit von Rad51 in anti-p53 Im-
munkomplexen zu verifizieren, wurde das proteo-
lytische Spaltungsmuster nach Verdau mit der V8-
Protease aus Staphylococcus aureus von Rad51 aus
Anti-Rad51 Immunkomplexen mit dem von
Rad51 aus anti-p53 Immunkomplexen verglichen,
Dazu wurden [¥*S]Methionin markierte HepG2
Zellysate mit dem anti-Rad51 Serum sowie mit
dem p53 Antikérper Dol immunprizipitiert und in
der SDS-PAGE aufgetrennt. Die korrespondieren-
den Rad51 Banden wurden ausgeschnitten, mit
V8-Protease (Boehringer Mannheim) verdaut und
die Spaltprodukte mittels SDS-PAGE aufgetrennt.
Das Spaltungsmuster aus anti-Rad51 Prizipitaten
entspricht dem von Dol coprézipitiertem Rad51.

Diese Ergebnisse verifizieren die Identitiit von
Rad51 in anti-p53 Immunkomplexen und somit die
spezifische Bindung von p53 und Rad51 in vivo
Weitere Untersuchungen ergaben, daf3 die Bindung
von Rad51 an p53 abhéngig von der p53 Wildtyp-
Konformation ist (Stiirzbecher et al., 1996). Die an
der Bindung beteiligten Regionen der beiden Pro-
teine beinhalten wichtige biologische Funktionen:
die zentrale Doméne von p53, die Sequenz spezi-
fisch DNA bindet, sowie die Oligomerisierungsdo-
méne von Rad51, die fiir die Nukleoproteinfila-
mentbildung und die DNA Strangaustauschreakti-
on benotigt werden (Buchhop et al., 1997). Die In-
teraktion der Proteine kénnte daher biochemische
Aktivitdten beider Proteine beeinflussen. In friihe-
ren Analysen konnten wir bereits diese Frage néher
untersuchen. Es wurden RecA/Rad51 katalysierte
Reaktionen wie der Austausch komplementirer
DNA Striange sowie die Einzelstrang DNA (ssD-
NA) abhédngige ATPase Aktivitit in Gegenwart von
p53 analysiert. Die Ergebnisse demonstrieren, daf}
p53 sowohl die DNA Strangaustausch-Reaktion als
auch die ATPase Aktivitdt spezifisch inhibiert
(Sttirzbecher et al., 1996).

p53 bindet spezifisch an DNA mit einer bestimm-
ten Folge von Basen (Selivanova und Wiman,
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1995). Die p53 Bindesequenz wird in den regulato-
rischen Einheiten (Promotoren) bestimmter Gene
getunden. Bindung von p53 an diese Sequenz be-
wirkt eine Aktivierung der Expression dieser
Gene. Die Interaktion mit Rad51 kénnte also die
Bindung von p53 an seine Konsensus-Sequenz mo-
dulieren und so die Funktion von p53 als Transak-
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Abbildung 2:  Einflup von Rad51 auf die spezifische
DNA-Bindung von p53

Gleiche Mengen von in vitro translatiertem p53 wir-
den mit steigenden Mengen Rad51 versetzt. Quantitati-
ve Unterschiede in der Signalstiirke sind nicht nach-
weisbar. Als Negativkontrolle (-p53) wurde ein in vitro
Translationsansatz ohne Matritzen-DNA eingesetzt.
Der monoklonale Antikorper PAb421 aktiviert die spe-
zifische DNA-Bindung von p53 und verifiziert gleich-
zeitig die Anwesenheit von p53 in den retardierten
Banden.

tivator beeinflussen. Diese Hypothese wurde mit-
tels ,Electrophoresis Mobility Shift Assays*
(EMSA) in vitro gepriift. Hierzu wurden gereinig-
te oder in vitro translatierte Proteine mit der ent-
sprechenden radioaktiv markierten DNA Sequenz
inkubiert und die entstandenen Komplexe aus Pro-
tein und DNA durch Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese als Anderung des Laufverhaltens der
Komplexe gegentiber der nicht gebundenen DNA
nachgewiesen. Es wurde sowohl iiberpriift, ob
Rad51 die DNA Bindung von baculoviral expri-
miertem und gereinigtem p53 oder in statu nascen-
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Abbildung 3: Western Blot Analyse zur Detektion des
p53 und Rad51 Proteingehalts zu verschiedenen Zeiten
nach y-Bestrahlung. HepG2 und HuH7 Zellen wurden
mit einer Energiedosis von 5 Gy bestrahlt und zu ver-
schiedenen Zeiten nach Bestrahlung lysiert. 20ug Pro-
tein wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und auf
PVDF-Membran transferiert. Die Detektion von p53
erfolgte durch Verwendung eines Polyklonalen anti-
p53 Schaf-Serums. Zur Detektion von Rad51 wurden
monoklonale anti-Rad51 Antikérper (5D10, 9D1) ver-
wendet. Als sekundiire Antikorper dienten HRP-konju-
gierte anti-Schaf bzw. anti-Maus Antikdrper. Die De-
tektion erfolgte mit dem ECL-Detektions-System.

.

di mit Rad51 in vitro cotranslatiertem p53 beein-
fluBt. In Kontrolluntersuchungen wurden die an-
gegebenen Proteinmengen sichergestellt. Abbil-
dung 2 zeigt das Ergebnis dieser Analysen fiir den
EinfluB von Rad51 auf die spezifische Bindung von
p53 an DNA. Selbst bei Anwesenheit grofier Men-
gen an Rad51 Protein oder nach Aktivierung der
p53 DNA-Bindung mit dem monoklonalen Anti-
korper PAb421 ist kein Einflul von Rad51 auf die
Interaktion von p53 mit DNA zu beobachten. Ob
Rad51 in vivo einen EinfluB auf die Transaktiva-
torfunktion von p53 ausiibt, ist Teil gegenwértiger
Untersuchungen.

Inaktivierung des Wildtyp p33 Proteins hat den
Verlust der zelluliren Antwort auf DNA Schadi-
gung zur Folge und fithrt zum Auftreten geneti-
scher Verinderungen und genomischer Instabilité-
ten und so unausweichlich zur Tumorgenese
(Lane, 1992). In Zellen ohne funktionelles p33
Protein treten daher sehr schnell chromosomale
Defekte auf. Diese Uberlegungen fithren direkt
zur Frage, welche Wirkung DNA Schédigung auf
die Interaktion zwischen p53 und Rad51 besitzt.
Da DNA Doppelstrangbriiche Rekombinations-
prozesse initiieren konnen, wurde die y-Bestrah-
lung gewihlt, die unter anderem Doppelstrangbrii-
che verursacht, Fiir die Analysen wurden drei Zel-
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linien ausgewihlt, die sich in ihrem genetischen
Status fiir p53 unterscheiden. Die Hepatomzellinie
HepG2 besitzt Wildtyp p53 Allele. Bei der Le-
berkarzinomzellinie HuH7 (Nakabayashi et al,,
1982) ist der Thyrosin-Rest an Position 220 des p53
Proteins durch Cystein substituiert. Die Osteosar-
komzellinie Saos-2 ist p53 negativ (Diller et al.,,
1990).

Aus der Literatur ist bekannt, daB nach y-Bestrah-
lung der Gehalt von Wildtyp p53 in Zellen auf
Grund der erhohten Translationsrate und Stabili-
tit des Proteins zunimmt. Zur Ermittlung der Ki-
netik der p53 Akkumulation wurden Zellen mit ei-
ner Energiedosis von 5 Gy bestrahlt und nach ver-
schiedenen Zeitintervallen lysiert. Gleiche Prote-
inmengen wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt
und auf PVDF-Membran transferiert. Die an-
schlieBende Western Blot-Detektion bestrahlter
Wildtyp p53 exprimierender HepG2 Zellen zeigte
3 hund 5 hnach Bestrahlung einen Anstieg des p53
Gehalts im Vergleich zu Kontrollzellen um den
Faktor 2-3. 20 h nach Bestrahlung nahm der p53
Gehalt wieder ab und kehrte auf das Ausgangsni-
veau zuriick. Der. p53 Spiegel in HuH7 Zellen, die
ein mutiertes p53 produzieren, blieb nach Bestrah-
lung unveridndert. Auf den Rad51 Gehalt hatte die
v-Bestrahlung keine Auswirkung. In Abbildung 3
sind die Ergebnisse mit HepG2 und HuH7 Zellen
dargestellt.

Zur Klirung der Frage, ob Saos-2 Zellen, die kein
p53 enthalten, trotzdem Rad51 exprimieren, und
zur Ermittlung der optimalen Bedingungen wur-
den die Zellen mit verschiedenen Energiedosen

‘bestrahlt, Nach der anschlieBenden metabolischen

Markierung zelluldrer Proteine mit [*S]Methionin
folgte die Lyse der Zellen 4 h nach Bestrahlung.
Gleiche Proteinmengen wurden mit polyklonalen
Rad51 Antikérpern immunprizipitiert, in der
SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Fluorographie
sichtbar gemacht. Die RadS1 Proteinsynthese
blieb jedoch auch nach y-Bestrahlung von Saos-2
Zellen konstant (Abbildung 4).

Um den EinfluB der Bestrahlung auf die Progressi-
on im Zellzyklus zu untersuchen, wurden die Zelli-
nien einer FACS-Analyse (fluorescence activated
cytometric analysis) unterzogen. Bei einem groBen
Anteil der HepG2 Zellen war nach y-Bestrahlung
ein geringerer DNA Gehalt als 2N, ein charakteri-
stisches Merkmal apoptotischer Zellen, zu beob-
achten. Dariiber hinaus zeigten HepG2 Zellen ei-
nen Zellzyklus-Arrest in der G- und auch in der
G,-Phase des Zellzyklus. Der Anteil von Zellen in
der DNA Synthese-Phase war stark reduziert. In
Mutanten p53 exprimierenden HuH7 Zellen konn-
te nach y-Bestrahlung weder ein Zellzyklus-Airest
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noch Apoptose beobachtet werden. Der groBe An-
teil von Zellen in der DNA Synthese-Phase zeigt,
daB die Zellen proliferieren. Ebenso zeigten p53
negative Saos-2 Zellen weder Zellzyklus-Arrest
noch Apoptose (Daten nicht gezeigt).

Zur weiteren Charakterisierung des Einflusses von
DNA Schédigung auf p53 und Rad51 wurden Im-
munfluoreszenz-Studien zur Detektion von Rad51
in Zellen nach y-Bestrahlung durchgefiihrt. Die
Fluoreszenz-Analyse erfolgte mit Hilfe der konfo-
kalen Lasermikroskopie. Die Zellen wurden vy-be-
strahlt und nach verschiedenen Zeitintervallen fi-
xiert sowie permeabilisiert. In der anschlieBenden
Immunfluoreszenz wurden monoklonale Rad51
Antikorper verwendet. In unbehandelten Kon-

0 1 5 1015 20 ™

-92
- 69

- 46
Rad51 -
- 30

- 14

Abbildung 4:  Immunprizipitations-Analyse zur De-
tektion von radioaktiv markiertem Rad51

Protein nach y-Bestrahlung mit verschiedenen Ener-
giedosen. Saos-2 Zellen wurden mit verschiedenen En-
ergiedosen (1, 5, 10,15, 20 Gy) bestrahlt, Nach der
metabolischen Markierung zelluliirer Proteine mit
[F*S]Methionin folgte die Lyse der Zellen 4 I nach Be-
strahlung. Gleiche Proteinmengen wurden mit polykio-
nalen Rad51 Antikorpern immunprizipitiert, in der
SDS-PAGE (12,5 %) aufgetrennt und mittels Fluoro-
graphie sichtbar gemacht. P: Maus Préimmunserum.

trollzellen lag Rad51 in einer homogen verteilten
Form innerhalb des Nukleoplasmas vor (Abbil-
dung 5). Drei Stunden nach Bestrahlung hatte in
HepG?2 Zellen eine Umverteilung des Rad51 Pro-
teins stattgefunden. Die Immunfluoreszenz zeigte
jetzt eine Reihe diskreter Foci, in denen das Prote-
in konzentriert vorlag. Zu diesem Zeitpunkt wie-
sen etwa 50 % der Zellen die Foci auf. Fiinf Stun-
den nach Bestrahlung stieg der Anteil auf 75 %
und nahm anschliefend wieder ab. Das urspriingli-
che homogene Verteilungsmuster von Rad51 war
zwanzig Stunden nach Bestrahlung wieder herge-
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stellt. Im Gegensatz dazu konnte weder in HuH7
noch in Saos-2 Zellen das Auftreten hervorragen-
der nukledrer Rad51 Foci nach Bestrahlung beob-
achtet werden. Eine sehr geringe Anzahl kleiner
Foci war in etwa 5 % der HuH7 Zellen detektier-
bar, keine Veréinderung der Rad51 Verteilung fand
jedoch in Saos-2 Zellen statt. Auch 24 h und 48 h
nach Bestrahlung blieb Rad51 in Saos-2 Zellen ho-
mogen im Kern verteilt.

Diese Studien zeigen, dal DNA Schidigung Kon-
sequenzen auf die nukledre Verteilung des Rad51
Proteins hat. In unbehandelten Zellen liegt Rad51
homogen im Zellkern vor, nach Bestrahlung findet
jedoch eine Konzentration in nukleéren Foci statt.
Weiterhin weisen die Experimente auf eine strikte
Korrelation zwischen dem Auftreten der Rad51
nukledren Foci nach DNA Schidigung und dem
genetischen p53 Status der Zellen hin. Nur in Wild-
typ p53 exprimierenden Zellen (HepG2) konnte
die Umverteilung des Rad51 Proteins beobachtet
werden. Diese Befunde implizieren, daB3 das Auf-
treten Rad51-spezifischer Foci nach DNA Schidi-
gung abhingig vom Wildtyp p53 Status der Zellen
ist. Wildtyp p53 exprimierende Zellen zeigen als
eine Reaktion auf DNA Schidigung die physikali-
sche Trennung von Rad51-p53 Komplexen und de-
ren Lokalisation in verschiedenen Bereichen des
Zellkerns (Daten nicht gezeigt). Die Reparatur
von DNA Doppelstrangbriichen erfolgt moglicher-
weise durch rekombinatorische Prozesse unter Be-
teiligung von Rad51. In ungeschidigten Zellen
wird moglicherweise homologe Rekombination
durch Bindung von Wildtyp p53 an Rad51 inhi-
biert. Mutiertes p53 Protein bindet nicht an Rad51.
Die Inhibition rekombinatorischer Prozesse durch
funktionelles p53 wire aufgehoben und resultiert
in der Entstehung genomischer Instabilitit.

Diskussion

In normalen Korperzellen sind Rekombinations-
prozesse streng reguliert und werden erst nach
Auftreten bestimmter DNA-Lisionen wie Dop-
pelstrangbriichen, die z. B. bei der DNA-Replika-
tion, durch y-Strahlung oder durch genotoxische
Agenzien entstehen kénnen, aktiviert, um solche
Schéden zu reparieren. Unregulierte Rekombina-
tionsereignisse férdern das Auftreten von Verin-
derungen im Erbgut, die mit neoplastischer Trans-
formation und Progression assoziiert sind (Nelson
und Kastan, 1994). Genomische Instabilitit ist da-
her ein h#ufig beobachtetes Kennzeichen von
Krebszellen. Ob solche Verdnderungen jedoch als
Sekundérereignis in bereits etablierten Krebszel-
len zu betrachten sind, oder ob sie ursdchlich an
der Tumorentstehung beteiligt sind, ist bisher nicht
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nach-Bestrahlung [5Gy]

| 190h nach Bestrahlung [5Gy]

Abbildung 5:  Immunfluoreszenz zur Analyse der intrazelluldren Vertei-
lung von Rad51 in Zellen nach y-Bestrahlung. Bestrahlte Zellen (5 Gy)
wurden 3 oder 20h nach Bestrahlung fixiert. Die Zellen wurden gewa-
schen, permeabilisiert und nochmals gewaschen. Danach erfolgte die In-
kubation mit den primdren Antikorpern (Polyklonales Kaninchen anti-p53
Serum, monoklonale anti-Rad51 Antikorper 5D10, 9D1) fiir 30 min bei 37°
C. Die Zellen wurden gewaschen und mit DTAF-konjugierten anti-Maus
und Texas-Red-konjugierten anti-Kaninchen Antikorpern gefdrbt. Unbe-
strahlte Zellen dienten als Kontrolle. Colokalisationsanalysen wurden un-
ter Verwendung eines konfokalen Mikroskops LSM410 (Karl Zeiss, Jena)

durchgefiihrt.

eindeutig geklirt. Die hier dargestellten Beobach-
tungen sprechen fiir die zweite Moglichkeit. Die
Interaktion von p53 und Rad51 stellt eine Verbin-
dung zwischen rekombinatorischen Prozessen und
der Zellzykluskontrolle her und scheint wichtig fiir
die Bewahrung der genomischen Stabilitdt zu sein.

Uber die molekularen Mechanismen der Repara-
tur von DNA Doppelstrangbriichen und homolo-
gen Rekombination in Sdugerzellen ist wenig be-
kannt. Es gibt jedoch indirekte Hinweise, die auf
eine Beteiligung von Rad51 an diesen Vorgéngen
schlieBen lassen. Rad51 Protein bildet Nukleopro-
teinfilamente, es bindet kooperativ an einzelstrén-
gige DNA (ssDNA), besitzt ssDNA abhingige
ATPase Aktivitidt und ist in der Lage, doppelstrén-
gige DNA (dsDNA) zu entwinden (Benson et al.,
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1994; Baumann et al., 1996). Die
Hemmung des Rad51/RecA ab-
hingigen Strangaustausches und
seiner ATPase Aktivitdt durch
p53 macht deutlich, da p53
Rad51 vermittelte rekombinato-
rische Ereignisse modulieren
kann. Die Mechanismen der
Hemmung sind jedoch noch
nicht vollstindig gekladrt. p53-
Rad51 Komplexbildung scheint
jedoch eine notwendige Voraus-
setzung zu sein, da nicht binden-
de p53 Varianten keinen Einfluf3
auf biochemische Aktivititen
des Rekombinationsproteins ha-
ben. p53 eigene biochemische
Aktivitdten, wie die Renaturie-
rung  kurzer einzelstringiger
DNA Molekiile, die bevorzugte
Bindung von p53 an ssDNA-
dsDNA Uberginge und der p53
katalysierte DNA Strangtransfer
zwischen kurzer dsDNA (30bp)
und komplementidrer ssDNA
(Oberosler et al., 1993; Bakalkin
et al., 1994) konnten ebenfalls an
der Inhibition biochemischer
Aktivititen von RecA/Rad51
beteiligt sein. Ubereinstimmend
mit diesen in vitro Befunden
steht die Beobachtung, dal3
Wildtyp p53 auch in vivo Re-
kombinationsvorginge inhibiert
(Wiesmiiller et al., 1996). Inakti-
vierung des Wildtyp Proteins re-
sultiert dagegen in einer erhéh-
ten Rate an homologer Rekom-
bination (Mekeel et al., 1997).
Wildtyp p53 scheint also sowohl in vitro als auch in
vivo an der Kontrolle rekombinatorischer Prozesse
beteiligt zu sein, das AusmafB und den Zeitpunkt
dieser Vorgiinge zu regulieren und dadurch die ge-
nomische Stabilitit der Zellen zu beeinflussen.
Andererseits moduliert Rad51 in vitro die Se-
quenz spezifische Bindung von p53 an DNA nicht.
Es bleibt jedoch zu tiberpriifen, ob Rad51 in vivo
biochemische Funktionen von p53 wie die Trans-
aktivierung bestimmter Gene oder die Interaktion
mit anderen Proteinen beeinflufit.

Kontrolie

Versuche, Rad51 negative Méuse zu ziichten, wei-
sen darauf hin, daB Rad51 hoherer Eukaryonten
neben seiner Funktion bei der Rekombination an
weiteren physiologischen Prozessen wie z. B. der
DNA-Replikation oder bei der Trennung neu re-
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plizierter DNA-Stringe beteiligt sein kénnte (Tsu-
zuki et al., 1996; Lim und Hasty, 1996). Homozygo-
te Méuse einer Rad51 null Mutation sind nicht le-
bensfihig. Die Embryonen sterben bereits, bevor
sie das 8-Zellstadium erreichen (Tsuzuki et al.,
1996) oder die Embryonalentwicklung arretiert am
Tag 5,5-6,5 (Lim und Hasty, 1996). In der Hefe ist
eine Rad51 Mutation dagegen nicht letal. Fine
mogliche Erkldrung fiir diesen Unterschied ist, daf3
Rad51 in Mammalia zusétzliche Funktionen aus-
flihrt. Einen Hinweis auf eine Zellzyklus abhéngi-
ge Regulation von Aktivititen des Rad51 Proteins
liefern Untersuchungen von Tashiro et al. (1996)
an stimulierten Lymphozyten. Dort kdnnen zu be-
stimmten Zeitpunkten der S-Phase des Zellzyklus
Rad51 spezifische nukledre Foci detektiert wer-
den. Zellen in anderen Zellzyklus-Phasen zeigen
eine homogene Verteilung des Rad51 Proteins. In-
teressanterweise zeigen Rad51 negative embryo-
nale Mauszellen eine stark erhhte Sensitivitit ge-
geniliber y-Strahlung, die auf einen Defekt in der
Reparatur von DNA-Schédden zurlickzufiihren ist.
Als Konsequenz fehlender oder defekter Repara-
tur von DNA Doppelstrangbriichen sind dartiber
hinaus Chromosomenverluste in den sich mitotisch
teilenden Zellen der Embryonen zu beobachten.
Die hier beschriebenen Beobachtungen zeigen,
daBl DNA Schidigung zu einer Umverteilung des
urspriinglich homogen im Nukleus vorliegenden
Rad51 Proteins fiihrt. Nach y-Bestrahlung akku-
muliert das Protein in einer Reihe diskreter nukle-
drer Foci. Diese Umverteilung korreliert mit dem
genetischen p53 Status der Zellen und findet nur in
Wildtyp p53 exprimierenden Zellen statt. Aus an-
deren Studien ist bekannt, daB3 das Auftreten von
Rad51 Foci unter anderem das Vorhandensein von
DNA-Strangbriichen anzeigt. Da in Rad51 Foci
kein p53 nachweisbar ist, kann hier homologe Re-
kombination moglicherweise ungestdrt durch p53
im Rahmen der DNA-Reparatur ablaufen. Diese
Regulation ist offensichtlich in Zellen ohne funktio-
nelles p53 Protein gestort und moglicherweise eine
der molekulare Ursachen der genetischen Instabili-
tit von Tumorzellen.

Gestlitzt wird diese These auch von der Beobach-
tung, dal Rad51 defiziente Mausembryonen eine
hohere Lebenserwartung haben, wenn das pS3 Gen
ebenfalls deletiert ist. Solche doppelt mutierten
Embryonen sterben erst am Tag 8,5-9,5 der Em-
bryonalentwicklung. Eine Ursache kénnte die feh-
lende Zellzykluskontrolle in Abwesenheit von p53
sein. Embryonen mit Wildtyp p53 zeigen eine stark
reduzierte Zellproliferation, gefolgt vom program-
mierten Zelltod. Apoptose kann in Zellen von Dop-
pelmutanten nicht beobachtet werden. Der Verlust
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der p53 abhéngigen Apoptose kénnte ein Grund fiir
die gesteigerte Lebenszeit sein. In diesem Fall zei-
gen die Zellen replikative Seneszenz, die wahr-
scheinlich eine Folge fehlender DNA Reparatur
darstellt und zum Tod der Embryonen fithrt (Tsuzu-
ki et al., 1996; Lim und Hasty, 1996).

Kiirzlich wurde entdeckt, dafl Rad51 ebenfalls mit
den Tumorsuppressorproteinen BRCA1 und
BRCA2 interagiert (Scully et al., 1997; Sharan et al.,
1997). Keimbahnmutationen im breal Gen bewir-
ken eine Pradisposition, an Brust- oder Gebarmut-
terkrebs zu erkranken, wohingegen ererbte Muta-
tionen im brca2 Gen hauptsichlich das Brustkrebs
Risiko erhhen. Beide Proteine besitzen eine Do-
méne, die aktivierend auf die Transkription be-
stimmter Gene wirkt, die Funktionen der Proteine
sind bisher jedoch weitgehend unbekannt. Beide
Proteine werden, wie Rad51, Zellzyklus abhéngig in
proliferierenden Zellen exprimiert, mit einem Ex-
pressionsmaximum am G -S Ubergang (Rajan et al.,
1996). Histologische Analysen von Maus Embryo-
nen zeigten, dafl Brca2 und Rad51 coexprimiert
werden (Sharan et al., 1997). Scully et al. (1997) be-
richteten, dal Brcal, wie Rad51, S-Phase spezifi-
sche nukleiire Foci bildet, die mit Rad51 colokalisie-
ren. Auch in meiotischen Zellen lagen Brcal und
Rad51 assoziiert vor.

Brcal sowie Brca2 defiziente Mduse zeigen einen
dhnlichen Phinotyp wie Rad51 , knock-out” Miuse
(Lim und Hasty, 1996; Hakem et al., 1996; Sharan et
al., 1997). Alle sterben bereits in einem sehr friithen
Entwicklungsstadium (d 6,5), besitzen einen Defekt
in der Zellproliferation und sind hypersensitiv be-
ziiglich y-Strahlung. Diese Daten sprechen dafiir,
dal BRCA1 und BRCA?2 funktionell an einer
Rad51 abhéngigen Reparatur von DNA Doppelst-
rangbriichen beteiligt sein kénnten. Rad51 defizien-
te Miuse zeigen eine hohere Sensitivitidt gegentiiber
v-Strahlung als BRCA2 defiziente Miuse; mogli-
cherweise ein Hinweis auf eine auxilidre Funktion
von BRCA2. In Zellen, die die Aktivitit von
BRCA1 oder BRCAZ2 verloren haben, sind Rad51
abhingige Aktivitdten wahrscheinlich stark beein-
trichtigt oder zerstort. Die Folge wire eine Destabi-
lisierung des Genoms. Die Interaktion mit BRCA1
und BRCA?2 sowie p53 ist ein Hinweis, da3 Rad51
ebenfalls Tumor supprimierende Eigenschaften be-
sitzt. Rad51 ist moglicherweise selbst ein Tumorsup-
pressorgen. Dafiir spricht, da Brusttumoren sehr
hiufig einen Verlust der Heterozygotie des Chro-
mosoms 15 zeigen, auf welchem das Rad51 Gen lo-
kalisiert ist (Wick et al., 1996).

Zusammenfassend sprechen diese Befunde dafiir,
daf3 das Auftreten genetischer Instabilitédt urséich-
lich an der Entstehung von Krebs beteiligt ist. Die
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doppelte Funktion von p53 in der Regulation von
Zellzyklus und homologen Rekombination/DNA-
Reparatur wire eine Erklarung, warum dieses Gen
in so vielen Tumoren mutiert bzw. funktionell inak-
tiviert ist. Vieles spricht dafiir, daB auch Rad51
selbst ein Tumorsuppressorgen ist. Eine Mutati-
onsanalyse verschiedener Tumoren, vor allem sol-
cher, die genetische Instabilitit zeigen, konnte hel-
fen, diese Frage zu kléren.
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Ein experimentelles System fiir Hirntumor-Zellinvasion

in vitro
A.J.A Terzis, H. Arnold

Zusammenfassung

Wichtige Charaktereigenschaften maligner Glio-
me sind unkontrollierte Zellproliferation und inva-
sives Wachstum in das umgebende Hirngewebe.
Die Mechanismen dieses Invasionsprozesses sind
bisher noch nicht hinreichend verstanden. Durch
neueste Entwicklungen in der Gewebekultur ist es
mbglich, die Invasion in einem organotypischen
Ko-Kultursystem, bestehend aus Gliomsphéroiden
und zu Aggregaten geformten Rattenhirnzellen, zu
studieren. Die Tumorsphéroide stammten alle aus
humanem Biopsiematerial und wurden mit diesem
Modell auf ihre Invasionskapazitdt untersucht.
Alle Sphiroide, die aus Glioblastomen gewonnen
wurden, zeigten eine extensive Invasion in die Rat-
tenhirn-Aggregate. Das Invasionsmuster war ge-
kennzeichnet durch diffuse Infiltration von Tumor-
zellen in das normale Hirngewebe, Uber einen
Zeitraum von 96 Stunden war eine Zerstorung des
Hirngewebes um 90% zu beobachten. Im Gegen-
satz dazu zeigten sowohl Meningeome, als auch in-
trakranielle Metastasen eine gut definierte Grenze
zwischen beiden Geweben ohne Invasion von Tu-
morzellen in Hirnaggregate. Somit hat das dreidi-
mensionale Zellkultursystem in vitro groBe Ahn-
lichkeiten mit dem in vivo Verhalten von Tumor-
zellen. Dieses System koénnte als ein wertvolles
Werkzeug zur Untersuchung der Invasionsmecha-
nismen von Gliomzellen dienen.

Summary

Malignant human glioma is characterized by an
uncontrolled cell proliferation and infiltrative
growth into the brain. The mechanisms by which
invasion occurs are poorly understood. Due to re-
cent development in tissue culture methods, it is
possible to study invasion in organotypic co-cul-
ture systems consisting of glioma spheroids and re-
aggregated fetal brain cells. Spheroids from biopsy
material have been tested for invasiveness in this
model. All spheroids from glioblastomas showed
extensive invasion into the brain aggregates. For
these tumors, the invasion pattern was characteri-
zed by diffuse infiltration of tumor cells into the
brain tissue, destroying about 90% of the brain tis-
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sue during the 96-hour observation period. This
observation was in contrast to the metastatic tu-
mors as well as the meningiomas that showed a
well-defined border between the two tissues with
no invasion into the brain aggregates. The three
dimensional cell culture in vitro system which ap-
propriately reflects tumor-cell behavior in vivo
could represent a powerful tool for studying the
mechanisms of glioma cell invasion.

Einleitung

Maligne Gliome stellen mehr als 40% der intrakra-
niellen Malignome dar. Das Glioblastom, ein Tu-
mor des Erwachsenenalters, ist mit einer schlech-
ten Prognose behaftet. Dieser Tumor tritt mit einer
relativen Héufigkeit zwischen dem 40. und 60. Le-
bensjahr und einer Streuung vom 25. Lebensjahr
bis ins hohe Alter auf.

Maligne Gliome haben einige biologische und kli-
nische Merkmale, die unter den malignen Neopla-
sien einzigartig sind. Es ist bekannt, daf} die Tu-
morwachstumskinetik und die Heterogenitét der
Tumorzellen (Proliferationsgradienten, Ruhepha-
sen) von Glioblastom zu Glioblastom differieren.
Die schlechte Prognose liegt insbesonders in der
Resistenz der Tumorzellen gegeniiber Zytostatika
sowie der Bestrahlung begriindet. Wegen des diffu-
sen infiltrativen Wachstums und der Wanderung
von Tumorzellen, oft iber mehrere Zentimeter, in
das umgebende Hirngewebe ist eine vollstindige
Tumorresektion nicht moglich.

Wihrend der letzten 2 Jahrzehnte bestand die {ibli-
che Behandlung aus einer Kombination aus chirur-
gischer Tumorentfernung, Bestrahlung und Che-
motherapie. Darunter iiberlebten 35% bis 50% der
Pat. 1 Jahr, aber nur 10% bis 20% das 2. Jahr.

Unbehandelte Pat. iiberleben durchschnittlich nur
2 bis 4 Monate. Die Operation allein verlingert das
Leben durchschnittlich um 4 bis 6 Monate. Glio-
blastom-Patienten, die lediglich operiert wurden,
tiberleben das 1. Jahr zu 1% bis 32%. Nur in Aus-
nahmen wird das 3. Jahr tiberlebt. Die postoperati-
ve Bestrahlung kann zu einer Lebensverldngerung
fihren. Das 1. Jahr nach Diagnosestellung tiberle-
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ben Pat. mit Glioblastom nach Operation und Be-
strahlung zu 32% bis 48%, nach 3 Jahren leben
noch 4% bis 10%.

Die besten Ergebnisse wurden mit der Kombinati-
on von Operation, Bestrahlung und Chemothera-
pie erzielt, doch erreichte auch damit die Uberle-
benszeit durchschnittlich nicht mehr als 12 bis 13
Monate. )

Biologische Charakteristika der Sphiiroide

Um einen besseren Therapieceffekt zu erhalten,
wurden priklinische Chemosensitivitdtstests ent-
wickelt. Im allgemeinen wurden solche Screening-
Tests an Monolayer-Kulturen von Glioblastomen
vorgenommen; sie sind bisher alles andere als zu-
friedenstellend.

Das biologische Verhalten von Zellen in einer Kul-
tur ist sehr von den Kulturbedingungen abhingig
(14). Zell-zu-Zell-Kontakte beeinflussen die Zell-
biologie essentiell. Um in Monolayer-Kulturen mit
den schwach ausgebildeten Zell-zu-Zell-Kontak-
ten das Uberleben der Zellen zu verldngern, wer-
den beispielsweise besondere ,,Feeder“- Schichten
benotigt (18, 29).

Wiihrend der letzten drei Jahrzehnte wurden mul-
tizelluldre Sphéroide von normalen und von Tu-
morzellen benutzt, um das dreidimensionale
Wachstum und die Differenzierung in vitro zu stu-
dieren (11, 12). An Sphiroiden koénnen komplexe
Zell-zu-Zell Interaktionen in vitro untersucht wer-
den.

Tumorzellen reaggregieren auf einer nicht-adhisi-
ven Oberfliche (31) und bilden dreidimensionale
Strukturen, Sphiroide. Dieses Modell zeigt eine
groBe Ahnlichkeit mit der in vivo Situation (2, 19).
Sphiroide gleichen in vielen biologischen Charak-
teristika Mikrotumoren in vivo, so in der Volumen-
wachstumskinetik, der zelluldren Heterogenitit
und der zelluldiren Nahrungs- bzw. Sauerstoffver-
sorgung (Abb.1).

Matrixkomponenten wie Glykosaminoglykane,
Laminin, Fibronektin und Kollagen konnten so-
wohl in Tumorsphiroiden als auch im Originaltu-
mor identifiziert werden (13). Im Vergleich zu
Sphiroiden zeigen Zellen in Monolayer-Kulturen
ein geringeres Synthesevermdgen von extrazelluld-
ren Bestandteilen (16). Ein weiterer Unterschied:
Monolayerkulturen sind gleichférmig. Tumorsphé-
roide weisen eine geschichtete Variabilitdt in der
Zellproliferation im Sinne eines Proliferationsgra-
dienten auf, die #uBeren Zellschichten proliferie-
ren, die inneren ruhen (8, 9,21). Die Diffusionsgra-
dienten fiir O, und Néhrstoffe in Sphéroiden sind
denen der Oxygenierung und Néhrstoffaufnahme
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Abb.1: Die schematische Darstellung der Monolayer-
Gewebskultur (A), der dreidimensionalen Sphdroidkul-
tur (B) und des vaskularisierten Gewebes in vivo (C). In
der Monolayerkultur haben die Zellen direkten Kontakt
mit der Plastikoberfliche und dndern ihre Form. Alle
Zellen werden mit der gleichen Menge an Sauerstoff und
Néhrstoffen versorgt. Zellen die in dreidimensionaler
Kultur wie z.B. der Sphéroidkultur wachsen, haben
eine eher dreidimensionale Form und einen engeren
Kontakt der Zelloberfliichen mit benachbarten Zellen.
Diese Zellschichten bilden eine Diffusionsbarriere, so
daf die Versorgung mit Néihrstoffen und Sauerstoff im
Sphéiroidinneren umgekehrt proportional zum Abstand
zur Spéiroidoberfliiche ist (zu erkennen an den dunklen
Zellen im Zentrum des Sphdiroids in B). Ein dhnliches
Phéinomen zeigt sich in vivo, wo die Versorgung mit
Niihrstoffen und Sauerstoff umso geringer ist, je gro-
Ber der Abstand zu den Kapillaren ist (C).

aus der Mikrovaskularisierung in in vivo Tumoren
dhnlich (4, 10, 30). Im Zentrum von Sphéroiden
mit einem Durchmesser groRer als 400 bis 700 Mi-
krometer finden sich oft massive Nekrosen. Dieses
Wachstumsmuster gleicht jenem vieler solider Tu-
morknoten in vivo, die in unmittelbarer Nachbar-
schaft zu den Kapillaren proliferierende Zellen
enthalten, wihrend ruhende Zellen erst im An-
schluB daran zu finden sind und nekrotische Zonen
noch weiter entfernt von den Gefdflen auftreten.

Biologische Charakteristika
der Rattenhirn-Aggregate

Ein wichtiger Gesichtspunkt ist das infiltrative
Wachstum maligner Gliome in das normale Hirn-
gewebe (17). Beziiglich der biologischen Mecha-
nismen dieser Gliomzellinvasion in das Hirngewe-
be ist nicht sehr viel bekannt. Jedoch wurden in
den letzten Jahren viele Methoden entwickelt, um
die Invasivitit der Gliome in vitro zu untersuchen.
Diese Systeme beinhalten Konfrontationskulturen
mit Fragmenten von Hithnerherzen (6, 7) oder mit
artefiziellen Membranen (1, 15). Die Wahl des an-
gemessenen Zielgewebes fiir die Invasionsstudien
ist von groBer Bedeutung, da sich die Gliomzellin-
vasion fast ausschlieBlich auf das Hirngewebe be-
schrinkt. Ein Zielgewebe, bestehend aus lebenden
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Zellen, ist einem Substrat aus Matrixkomponenten
oder toten Zellen vorzuziehen. In Studien mit Ko-
kulturen, bestehend aus normalen und malignen
Zellen, kann der lebende Teil der normalen Zellen
als Referenz fiir den selektiven toxischen Effekt
auf Tumorzellen bei experimentellen Behandlun-
gen dienen (25, 26, 27, 28). Weiterhin sollten die
normalen Zellpopulationen eine stabile Architek-
tur aus differenzierten Zellen aufweisen (24). Des-
halb verwenden wir Rattenhirnzell-Aggregate als
Zielgewebe, die durch Reaggregation von immatu-
ren neuroektodermalen Zellen in vitro gewonnen
werden. Viele zelluldre Elemente des Gehirns fin-
den sich in Hirnzellaggregaten wieder. Tumorzel-
len in vivo miissen mit verschiedenen Zelitypen in-
teragieren.

Methoden und Ergebnisse

Herstellung von Sphiiroiden ’

Tumorsphéroide werden aus permanenten Zellini-
en oder Biopsaten nach Einbringen von Einzelzell-
suspensionen in Kulturflaschen, deren Boden mit
Agar bedeckt ist (,,Agar-Overlayer-Kultur), her-
gestellt (31). Nach 7 bis 10 Tagen in Kultur kénnen
die Sphiroide fir Migrations-, Proliferations- und
Invasionsexperimente verwendet werden (20, 22,
23) (Abb.2).

INVASION

MIGRATION

5<%

o SRR
B ;

Tagetn
Kultur

Abb.2: Schematische Darstellung der Zellmigration,
Zellproliferation und Zellinvasion in einem dreidimen-
sionalen Zellkultur-System; modifiziert nach Terzis,
1995 (23)

Tumorsphéroide aus Tumorbiopsien bleiben unter
standardisierten Kulturbedingungen iiber Monate
vital (3, 5)(Abb.3). Sie zeigen eine dem Originaltu-
mor dhnliche histiotypische Architektur (Abb.4)
und die gleiche Ploidie wie das primédre Biopsat
(Abb.5).
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Abb.3: Schematische Darstellung der Herstellung von
Tumorsphdiroiden aus permanenten Zellinien und aus
Tumorbiopsien.

Abb.4: Elektronenmikroskopische Darstellungen von
Gliomsphdiroiden zeigen eine ausgesprochene Variabi-
litédt in der Oberfléchenstruktur, z.B. zeigen sich Blut-

gefiifle assoziiert mit  der Sphdiroid-Oberfliiche (B,
Pfeil). (Mg = malignes Gliom, vier verschiedene Pati-
enten (I, 11, II1, IV); As = Astrozytom, zwei verschiede-
ne Patienten (I, 11}. x 530.
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Abb.5: Ergebnisse der Durchflufizytometrie. Gezeigt
wird der relative DNS-Gehalt aus dem Gewebe eines
Glioblastoms nach 3 Passagen in Monolayerkultur (1°,
29 3°). Zu erkennen ist eine Verdnderung in der DNS
Verteilung zwischen 1°, 2° und 3° mit einer Selektion
einer hypertetraploiden Tumorsubpopulation (linke
Seite der Graphik). Zum Vergleich wurde derselbe Tu-
mor als Sphéiroid fiir 35 Tage kultiviert (Zeitraum iden-
tisch zur Monolayerkultur). Anschlieffend wurde der
DNS-Gehalt der Sphdroide mit dem DNS-Gehalt der
Biopsie des Patienten verglichen. Kein Unterschied in
der DNS-Verteilung war zu beobachten (rechte Seite
der Graphik).

Als Sphiroide wachsende Glioblastomzellen sind
beziiglich Zellproliferation, der Anzahl ruhender
Zellen und der Nekrosebildung annéhernd so he-
terogen wie Glioblastomknoten in vivo. Auch hin-
sichtlich der riumlichen Verteilung der Zellen und
der therapeutischen Effekte der gesamten antitu-
moralen Behandlung verhalten sie sich heterogen.
Die Wirkung verschiedener Pharmaka variiert er-
heblich sowohl zwischen verschiedenen Typen von
Sphéroiden als auch zwischen verschiedenen Zell-
komplexen innerhalb der Sphiroide. Der pO2, der
pH und die Nutritionsgradienten beeinflussen die
Empfindlichkeit gegeniiber Chemotherapeutika
und die Radiosensitivitit in Sphéroiden in vitro
dhnlich wie in Tumormikroregionen in vivo. Fir
das Wachstum von Tumorsphéroiden 148t sich ein
generelles Wachstumsmuster beschreiben. Die
Sphéroide haben eine dufiere Lage von proliferie-
renden Zellen, wihrend in ihrem Inneren haupt-
sichlich ruhende Zellen vorhanden sind.

Herstellung von Rattenhirn-Aggregaten

Fetale Rattenhirnzellen werden von 18 Tage alten
Feten von Wistarratten gewonnen. Die Gehirne
werden unter aseptischen Bedingungen entnom-
men und nach Entfernung der Meningen in sterile
Petrischalen mit Kalzium- und Phosphat-gepuffer-
ter Kochsalzlosung (PBS) tberfithrt. Anschlie-
Bend wird das Gewebe in kleine Stiicke zerteilt, in
PBS gewaschen und durch sericlles Trypsinieren
(Trypsin Konzentration 0.025%) in eine Einzel-
zellsuspension Uberfithrt. Mit Hilfe eines Coulter
Counters wird die resultierende Zellzahl bestimmt.
Fetale Rattenzell-Aggregate entstehen nach Uber-
fiihrung von 6 x 10° Zellen in 1 m! Medium in 16
mm Loch Multiwell Schalen (Nunc, Roskilde, Di-
nemark), bedeckt mit einem nicht-adh#renten
0.75% Medium-Agar-Substrat. Die Zellen werden
in ,Dulbecco’s modified Eagle’s medium®
(DMEM) fiir 21 Tage unter standardisierten Ge-
webskulturbedingungen gehalten (Abb.6).

Wihrend der ersten 4 Tage formen sich immature
Zellaggregate. Die unreifen Rattenhirnzellen rei-
fen in der Kultur zu Neuronen und Gliazellen in-
nerhalb von 12 bis 20 Tagen. Sie arrangieren sich in
einer Zellstruktur innerhalb der Mikrosphéren, so
daB man neuronenreiche Zellagen erkennen kann,
die von einer duBeren Lage aus Gliazellen und gut
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Abb.6: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus
zur Herstellung von Rattenhirn-Aggregaten.
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ADb.7: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung
eines 21 Tage alten Rattenhirn-Aggregats mit Neuro-
nen (N), Oligodendrozyten (O) und Astrozyten (A) in
einem ausgereiften Neuropil. x 4000 (A). Ein myelini-
siertes Axon im Neuropil. x 20000 (B). Synaptische
Komplexe (Pfeil) sind ebenfalls zu erkennen. x 20000
(C).

entwickeltem Neuropil umgeben sind. Gelegent-
lich zeigen sich auch Ependymzellen, Makropha-
gen und einige undifferenzierte Zellen. Die Zellen
férben sich positiv mit Antikdrpern gegen Marker
neuronaler und glialer Zellen, wie z.B. saures
Gliafaserprotein (GFAP), das S-100-Protein und
neuronen-spezifische Enolase (NSE). Elektronen-
mikroskopische Beobachtungen bestétigten das
Vorkommen von Astrozyten, Oligodendrozyten
und Neuronen; ZNS-Strukturen wie myelinisierte
Axone und vesikelhaltige Synapsen waren zu er-
kennen (Abb.7). Die Aggregate zeigten eine groBe
Ahnlichkeit zu adultem Hirngewebe,

Dreidimensionales Zellkultursystem als
Invasionsmodell in vitro

Spezielle Zellkulturen wurden entwickelt, um mul-
tizelluldre Tumorsphéroide bei der Konfrontation
mit Zellaggregaten aus fetalem Rattenhirn als ein
Modell nutzen zu konnen, das Untersuchungen des
Invasionsverhaltens erlaubt (2, 24, 25, 26, 27, 28).

Unter einem Stereomikroskop werden die Kokul-
tur-Komponenten (200-300 mm Durchmesser) mit
Hilfe von sterilen Nadeln in Kontakt gebracht.
Nach einer Inkubation von 2 Stunden sind die
Strukturen fest miteinander verbunden. Nach 96
Stunden werden die Proben fiir die lichtmikrosko-
pische Untersuchung vorbereitet (Abb.8).

Diskussion

In der klinischen Erfahrung besitzen die Gliobla-
stome im Gegensatz zu benignen Hirntumoren und
auch Hirnmetastasen die spezifische Féhigkeit zur
Invasion in das normale Hirngewebe.

Bei unseren Experimenten in vitro zeigten die
Sphéroide aller Glioblastome eine extensive Inva-
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Abb.8: Schematische Darstellung der Vorgehensweise
zur Beobachtung der Interaktionen zwischen fetalem
Rattenhirn-gewebe und Biopsien intrakranieller Tumo-
ren.

sion in die Hirnaggregate. Fiir diese Tumoren war
das Invasionsmuster durch eine diffuse Infiltration
von Tumorzellen in das Hirngewebe mit einer
90%igen Zerstérung des Hirngewebes wiihrend
des 96-stlindigen Beobachtungszeitraums charakte-
risiert. Ein extensiver Ersatz von normalem Hirnge-
webe durch Tumorzellen war zu erkennen (Abb.9
A).

Im Gegensatz dazu respektierten eine Hirnmetasta-
se (Adenokarzinom der Lunge) und das Menin-
geom die definierte Grenze zum Hirnaggregat, die
Tumorzellen invadierten das Hirnaggregat nicht
(Abb.9 B,C)!

Diese in vitro nachgewiesenen Invasionsmuster ent-
sprechen weitgehend den klinischen Beobachtun-
gen bei Patienten mit verschiedenen Hirntumoren.

Die Untersuchungen zeigten auBerdem, daB bei
Verwendung von Ko-Kulturen aus Tumorsphéro-
iden und Rattenhirnaggregaten sowohl Sphéroide
aus Hirntumorbiopsien als auch solche aus Hirntu-
mor-Permanent-Zellinien fihig waren, die Hirnag-
gregate zu invadieren und zu zerstoren. In Thera-
pie- und biologischen Experimenten konnte das In-
vasionsverhalten der Tumorzellen gemessen und
quantifiziert werden. Computerassistierte morpho-
metrische Messungen von Zonen invadierender und
invadierter Zellen ermoglichten es, die fortschrei-
tenden Verdnderungen im Verhéltnis zwischen den
beiden Gewebsarten objektiv festzustellen.

Im Gegensatz zu Untersuchungen mit Monolayer-
kulturen kommt diese Methode somit der in vivo Si-
tuation wesentlich niher.

Zellinvasion und -metastasierung beinhalten kom-
plexe Interaktionen zwischen Tumor und norma-
lem Hirngewebe. Die Untersuchungen der Expres-
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ADbb.9: Mikroskopisches Photo der Kokultur nach 96 Stun-
den x 300. (A) Konfrontationskultur von einem Hirnaggre-
gat (N) mit menschlichem Glioblastom-Sphdiroid (T). Zu
erkennen ist eine deutliche Invasion und Zerstorung von
Hirngewebe. (B) Konfrontation von Hirnaggregat (N) mit
einer Hirnmetastase (Adenokarzinom der Lunge) (T). Zu
erkennen ist eine scharfe Grenze zwischen beiden Geweben
und kein Zeichen der Invasion. (C) Kokultur zwischen ei-
nem Meningeom (T) und einem Hirnaggregat (N). Wieder
zeigt sich eine scharfe Grenze zwischen beiden Geweben
olne Zeichen der Invasion.

FOCUS MUL 14, Heft 4 (1997)

sion von extrazelluliren Matrix- Komponenten,
von Zelladhdsionsmolekiilen sowie Wachstums-
faktoren und deren Zelloberfldchenrezeptoren im
normalen Hirngewebe sowie im Tumor wihrend
des Invasionsprozesses sind von grofler Bedeu-
tung, diese Mechanismen zu verstehen. Das dreidi-
mensionale Zellkultursystem kénnte hilfreich sein,
diese biologischen Mechanismen in vifro zu unter-
suchen.
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Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war es, die Signaltransduktions-
mechanismen zu identifizieren, die antiproliferati-
ve Effekte von Gonadotropin-releasing Hormon
(GnRH)-Analoga auf humane Ovarial- (EFO-21,
EFO-27) und  Endometriumkarzinomzellen
(HEC-1A, Ishikawa) vermitteln. Der GnRH-Ago-
nist Triptorelin hatte in diesen Zellen keine Wir-
kung auf die Aktivitdt der Phospholipase C, der
Proteinkinase C oder der Adenylylcyclase, obwohl
diese durch pharmakologische Stimuli induzierbar
waren. Die Proliferation von EFO-21, EFO-27 und
HEC-1A-Zellen wurde signifikant durch Epider-
mal growth factor (EGF) unter serumfreien Kul-
turbedingungen stimuliert. Dieser mitogene Effekt
von EGF wurde durch Triptorelin antagonisiert.
Die EGF (1 nM)-induzierte Tyrosinphosphorylie-
rung wurde durch 10 pM Triptorelin fast komplett
supprimiert. Dieser inhibitorische Effekt des
GnRH-Agonisten wurde teilweise durch 100 uM
Natriumvanadat, einem Inhibitor der Phosphoty-
rosinphosphatase antagonisiert. EGF (100 nM) ak-
tivierte in EFO-21, EFO-27 und HEC-1A-Zellen
die mitogen activated protein kinase (MAPK).
Dieser EGF-Effekt wurde durch Behandlung mit
10 uM Triptorelin aufgehoben. Diese Daten wei-
sen darauf hin, daB GnRH-Signaltransduktions-
mechanismen, die in der gonadotropen Hypophy-
senzelle operant sind, fiir antiproliferative Wirkun-
gen von ‘Triptorelin  auf Ovarial- und
Endometriumkarzinomzellinien nicht relevant
sind. Vielmehr wird die Hypothese unterstiitzt, dafl

* Die vorliegende Arbeit wurde bereits in umfangreicherer
Form publiziert: Emons G et al. (1996) Int. J. Oncol. 9:1129-
1137.

Unterstiitzt durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft
(SFB 215, B10) und die P. E. Kempkes Stiftung, Marburg.
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Triptorelin einen inhibitorischen Effekt auf mito-
gene Signaltransduktionswege besitzt. Diese Wir-
kung von Triptorelin 148t sich in Zukunft mogli-
cherweise als effektives therapeutisches Prinzip in
der Behandlung des Ovarial- und Endometri-
umkarzinoms nutzen.

Summary

This study was designed to elucidate the signal
transduction mechanisms, mediating the antiproli-
ferative effects of analogs of gonadotropin-relea-
sing hormone (GnRH) on cells derived from hu-
man cancers of the ovary (EFO-21, EFO-27) and
the endometrium (HEC-1A, Ishikawa). The
GnRH agonist triptorelin had no measurable ef-
fects of the activity of phospholipase C, protein ki-
nase C, or adenylyl cyclase in all 4 cell lines, though
these enzymes could be activated through pharma-
cological stimuli. The proliferation of EFO-21,
EFO-27, and HEC-1A cells in serum / phenol red-
free medium was significantly stimulated by epi-
dermal growth factor (EGF). This mitogenic effect
of EGF was antagonized by triptorelin. Net tyrosi-
ne phosphorylation induced by 1 nM EGF was
nearly completely suppressed by simultaneous ad-
dition of 10 uM triptorelin. This inhibitory effect of
the GnRH agonist on EGF-induced tyrosine phos-
phorylation was partly antagonized by exposure to
100 uM sodium vanadate, an inhibitor of phospho-
tyrosine phosphatase. In EFO-21, EFO-27, and
HEC-1A cells exposure to 100 nM EGF for 5 min
induced an approximately 5-fold increase in activi-
ty of mitogen activated protein kinase (MAPK)
which was virtually nullified, when the cells were
exposed for 15 min to 10 uM triptorelin. These data
suggest that GnRH signal transduction mecha-
nisms which operate in pituitary gonadotrophs do
not necessarily mediate antiproliferative effects of
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triptorelin in these ovarian and endometrial cancer
cell lines. Instead, our findings support the hypo-
thesis that triptorelin interferes with mitogenic si-
gnal transduction, probably through antagonizing
tyrosine kinase activity of the EGF receptor. The
effect of Triptorelin might be used in future as an
effective therapeutic principal for treatment of
ovarian and endometrial carcinoma.

Einleitung

Das Dekapeptid Gonadotropin-releasing Hormon
(GnRH) wird pulsatil aus Neuronen des medioba-
salen Hypothalamus freigesetzt, bindet an hochaf-
fine Rezeptoren der gonadotropen Hypophysen-
zelle und induziert die Sekretion von luteinisieren-
dem Hormon (LH) und follikelstimulierendem
Hormon (FSH). Dies ist die primére physiologi-
sche Funktion des Neuropeptids. Neben den hypo-
physiren GnRH-Rezeptoren wurden auch Bin-
dungsstellen fiir GnRH in extrahypophysidren Ge-
weben, wie z. B. der Plazenta und dem Ovar nach-
gewiesen. Interessanterweise konnte in einigen
jiingeren Studien gezeigt werden, da3 humane
Ovarial- und Endometriumkarzinomzellinien so-
wie Biopsien solcher Tumoren den GnRH-Rezep-
tor exprimieren (1-7). Zusétzlich wurde nachge-
wiesen, daB diese Zellinien und Tumoren immuno-
und bioaktives GnRH und die mRNA fiir das De-
kapeptid produzieren (7-9). Die Proliferation der
Endometrium- und Ovarialkarzinomzellinien, die
den Rezeptor exprimieren, konnte durch agonisti-
sche und antagonistische GnRH-Analoga suppri-
miert werden (1, 3, 4). Bisher gelang es jedoch
nicht zu zeigen, daf3 diese biologischen Effekte von
GnRH-Analoga tiber eine Aktivierung GnRH-re-
zeptorabhiingiger ~ Signaltransduktionsmechanis-
men mediiert werden. Da die Nukleotidsequenzen
von GnRH-Rezeptoren in Ovarial- und Mam-
makarzinomen denen des hypophysiren Rezep-
tors entsprechen, wire es denkbar, daB3 deren
Kopplung an Signaltransduktionsmechanismen
ahnlich ist (5, 11). Andererseits wire es mdglich,
daB in den Tumorzellen Interaktionen zwischen
GnRH-induzierter Signaltransduktion und den Si-
gnalwegen bekannter mitogener Stimuli — wie z. B.
Wachstumsfaktoren — bestehen. Ein derartiger
Mechanismus wurde fiir GnRH-Wirkungen in
Pankreas- und Mammakarzinomen postuliert (12,
13). In gonadotropen Hypophysenzellen fithrt die
Bindung von GnRH an seinen Rezeptor zu einer
G-Protein-vermittelten Aktivierung der Phospho-
lipase C (PLC). Diese bewirkt die Hydrolyse von
Membranphospholipiden und fithrt zur Produkti-
on von Inositoltriphosphat (IP,) und Diacylglyce-
rol (DG). IP, bewirkt die Freisetzung von Ca** aus
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intrazelluliiren Speichern. DG aktiviert die Pro-
teinkinase C (PKC). Beide Prozesse sind an der
Gonadotropinsekretion und -synthese beteiligt
(11). Wachstumsfaktorrezeptoren benutzen einen
Signaltransduktionsweg, der zur Induktion der mi-
togen-activated protein Kinase (MAPK) fiihrt, die
ihrerseits zur Phosphorylierung von Transkripti-
onsfaktoren fithrt (14, 15). Ein entscheidender
ProzeR der Initiierung wachstumshormonabhéngi-
ger Signaltransduktion ist die Phosphorylierung des
Wachstumsfaktorrezeptors. Der Phosphorylie-
rungsgrad wird durch eine spezifische Tyrosinkinase
und eine Phosphotyrosin Phosphatase (PTP) regu-
liert. Der PTP kommt somit méglicherweise eine
Rolle als Gegenregulator der Tyrosinkinase-vermit-
telten proliferativen Aktivitdt zu (15, 16). Diese Ge-
genregulation kann auch durch hormonelle Stimuli
aktiviert werden. So wurde gezeigt, dal Somatosta-
tin, Somatostatin-Analoga und GnRH-Agonisten in
verschiedenen Karzinomzellinien zu einer erh6hten
PTP-Aktivitit fithren (12, 13, 17).

In der vorliegenden Untersuchung sollte daher ge-
priift werden, ob der GnRH-Agonist Triptorelin in
Endometrium- und Ovarialkarzinomzellinien Si-
gnaltransduktionsmechanismen aktiviert, die fir
den hypophysidren GnRH-Rezeptor bekannt sind.
Des weiteren sollte untersucht werden, ob der
GnRH-Agonist in der Lage ist, Epidermal growth
factor (EGF)- induzierte Signaltransduktion und
Zellproliferation zu beeinflussen. Zu diesem
Zweck wurden Experimente mit den humanen
Ovarialkarzinomzellinien EFO-21 und EFO-27 so-
wie den Endometriumkarzinomzellinien HEC-1A
und Ishikawa durchgefiihrt.

Materialien und Methoden
Zellinien und Kulturbedingungen

Die humanen Ovarialkarzinomzellinien stammen
von einem wenig differenzierten serdsen Adeno-
karzinom (EFO-21) und einem mucindsen papilli-
ren Adenokarzinom mittleren Differenzierungs-
grades (EFO-27) (18, 19). Die HEC-1A-Zellinie
stammt von einem méRig differenzierten papilld-
ren Adenokarzinom des Endometriums, die Is-
hikawa-Zellinie wurde aus einem endometrialen
Adenokarzinom etabliert (20, 21). Die Zellen wur-
den wie zuvor beschrieben in Minimal Essential
Medium kultiviert, welches mit Earle’s Salzen, 40
IU Insulin/Liter und 10 % fetalem Kélberserum
supplementiert wurde (1, 3, 13).

Peptide

Der GnRH-Agonist [D-Trp®]-GnRH (Triptorelin)
wurde von Ferring Arzneimittel, Kiel, zur Verfi-
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gung gestellt. Der Somatostatin-Agonist RC-160
(D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Val-Cys-Trp-NH,)
wurde synthetisiert, wie kiirzlich beschrieben (22).

Effekte von Triptorelin auf die Phospholipase C (PLC)-
Aktivitdt

Die Aktivitdt der PLC wurde durch die Akkumu-
lation von [*H] Inositolphosphat bestimmt (23, 24,
25). Dazu wurden die Zellen 24 h mit myo [2-°H]
Inositol markiert und mit 10 um Triptorelin oder
als Kontrolle mit 50 uM Natriumfluorid fiir 0,5, 1, 5
und 15 min stimuliert. Danach erfolgte die Bestim-
mung der Inositolphosphatakkumulation (25).

Effekte von Triptorelin auf die Proteinkinase C (PKC)-
Aktivitdt

Die Zellinien wurden fiir 20 min oder 48 h mit Trip-
torelin behandelt und anschlieBend homogenisiert.
Nach Zentrifugation wurde die PKC-Aktivitdt mit-
tels eines Phosphorylierungsassays in der Cytosol-
und Membranfraktion bestimmt (26, 27).

Effekte von Triptorelin auf die Adenylylcyclase-Aktivi-
téit

EFO0-21, EFO-27, HEC-1A und Ishikawa-Zellen
wurden nach einer 30 min Inkubation mit 0,5
mM 3-Isobutyl-1-methylxanthin 24 h mit 10 pM
Triptorelin oder 10 uM Forskolin behandelt. Zy-
klisches AMP (cAMP) wurde mit 65 % Ethanol
extrahiert (28). Nach Eindampfung des Losungs-
mittels wurde cAMP mittels eines cAMP ['%]]
Scintillation Proximity Assays (Amersham) be-
stimmt.

Effekte  von Triptorelin
Zellproliferation

auf die EGF-induzierte

Die o. a. Zellinien wurden unter serumfreien Be-
dingungen 3 Tage mit 100 nM rekombinantem h
EGF (Amersham), Triptorelin (1 nM, 100 nM, 10
UM) oder dem Somatostatin-Analog RC-160 (1
nM, 100 nM, 10 pM) und Kombinationen dieser
Substanzen behandelt. Nach diesen Inkubationen
erfolgte die Bestimmung der Zellzahl in einer Neu-
bauer-Zihlkammer (1).

Effekte von Triptorelin
Tyrosinphosphorylisierung

auf die EGF-induzierte

Es wurden Plasmamembranen von EFO-21, EFO-
27 und HEC-1A-Zellen pripariert (29). Die Tyro-
sinphosphorylierung wurde durch die Phosphory-
lierung eines fiir die Kinase spezifischen Substrates
(RCM-Lysozym, Gibco, Eggenstein) analysiert.
Diese Reaktion erfolgte unter Kontrollbedingun-
gen, unter Zugabe von 1 nM EGF, 10 uM Triptore-

FOCUS MUL 14, Heft 4 (1997)

lin und dem PTP-Inhibitor Natriumvanadat (100
UM) (12, 30).

Effekte von Triptorelin auf die EGF-induzierte p42 /
p44 MAPK-Aktivitdit

EFO0-21, EFO-27 und HEC-1A Zellen wurden 15
min mit 10 uM Triptorelin behandelt, bevor sie 5
min mit 100 nM EGF inkubiert wurden. Nach Ho-
mogenisierung und Zentrifugation wurde im Uber-
stand die MAPK-Assays (Amersham) bestimmt
(31, 32).

Ergebnisse
Effekte von Triptorelin auf die PLC-Aktivitdt

Triptorelin induzierte in keiner der Zellinien die
Akkumulation von [*H] Inositolphosphaten. Ein
falsch negatives Ergebnis konnte ausgeschlossen
werden, da Natriumfluorid ein unspezifischer Sti-
mulator der PLC zu einer deutlichen Steigerung
der [’H] Inositolphosphatproduktion fiithrte. Da-
neben konnte gezeigt werden, daff Triptorelin in
Hypophysenzellen zu einer PLC-Aktivierung fiihr-
te.

Effekte von Triptorelin auf die PKC-Aktivitdt

Triptorelin war in allen vier Zellinien ohne Wir-
kung auf die Translokation der PKC von der cyto-
solischen in die membrangebundene Form. Hinge-
gen konnte dieser Effekt nach Inkubation der Zel-
Ien mit dem Phorbolester TPA beobachtet werden.

Effekte von Triptorelin auf die Adenylylcyclase-Aktivi-
tdit

Die Behandlung von EFO-21, EFO-27, HEC-1A
und Ishikawa-Zellen mit Triptorelin hatte keinen
Effekt auf die cAMP Akkumulation, die nach For-
skolin-Inkubation in allen Zellen nachweisbar war.,

Effekte  von Triptorelin EGF-induzierte

Zellproliferation

EGF fiihrte in EFO-21, EFO-27 und HEC-1A-Zel-
len zu einer signifikanten Proliferation. Im Ver-
gleich zu den Kontrollen waren die Zellzahlen um
20 - 40 % erhoht. In Ishikawa-Zellen, die nach un-
seren Untersuchungen keine EGF-Rezeptoren be-
sitzen, lieB sich keine Wirkung von EGF nachwei-
sen. Der mitogene Effekt von EGF liefl sich in
EFO-21, EFO-27 und HEC-1A-Zellen durch Trip-
torelin antagonisieren. In hohen Konzentrationen
wurde eine Suppression der Proliferation unter das
Kontrollniveau beobachtet. Triptorelin alleine hat-
te ebenfalls einen proliferationshemmenden Ef-
fekt. Ahnliche Wirkungen wurden nach Behand-
lung der Zellen mit RC-160 gemacht. Kombinatio-

auf die
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nen der Hormonagonisten wiesen auf eine additive
Wirkung hin (Abb. 1).
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Abb. 1 Effekte von Triptorelin, RC-160, EGF oder
Kombinationen dieser Substanzen auf die Proliferation
von EF0-21 (A) und HEC-1A-Zellen (B). a, p <0.01 vs
alle anderen Gruppen; b, p <0,01 vs Kontrolle (CON);
¢, p <0,01 vs Triptorelin (TRP) und RC-160

Effekte von Triptorelin
Tyrosinphosphorylisierung

auf die EGF-induzierte

EGF fiihrte zu einer deutlichen Stimulation der
Tyrosinphosphorylisierung in Membranprépara-
tionen von EFO-21, EFO-27 und HEC-1A-Zellen.
Dieser Effekt wurde durch Triptorelin fast kom-
plett supprimiert. Diese Triptorelin-Wirkung war
weniger ausgeprigt auch bei zusitzlicher Inkubati-
on mit dem PTP-Inhibitor Vanadat nachweisbar
(Abb. 2).

Effekte von Triptorelin auf die EGF-induzierte p42 /
p44 MAPK-Aktivitiit

Triptorelin alleine hatte keinen Effekt auf (die
MAPK-Aktivitit. Die EGF-Behandlung fiihrte al-
lerdings zu einer deutlichen Steigerung der Aktivi-
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tit dieses Enzyms. Wenn die Zellen mit Triptorelin
vorbehandelt wurden, war dieser EGF-Effekt
kaum nachweisbar (Abb. 3).
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Abb. 2 Effekte von Triptorelin auf die EGF-induzierte
Tyrosinphosphorylierung in solubilisierten Membra-
nen von EFO-21 (A), EFO-27 (B) und HEC-1A-Zellen
(C) mit und ohne Vanadat (VAN). a, p <0,001 vs Kon-
trolle (CON); b, p <0,001 vs EGF + TRP - VAN.
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Abb. 3 Effekte von Triptorelin und EGF auf die p42 /
p44 MAP-Kinase-Aktivitit von EFO-21 (A), EFO-27
(B) und HEC-1A (C)-Zellen. a, p <0,001 vs alle ande-
ren Gruppen; b, p <0,001 vs Kontrolle (CON).

Diskussion

In gonadotropen Hypophysenzellen bewirkt die
Bindung von GnRH an seinen G-Protein-gekop-
pelten Rezeptor die PLC-vermittelte Hydrolyse
von Membranphospholipiden, die zur Produktion
von IP, und DG fiihrt. Die hier aufgefiihrten Expe-
rimente konnten eindeutig nachweisen, daf in den
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verwendeten Ovarial- und Endometriumkarzi-
nomzellinien die Aktivierung des GnRH-Rezep-
tors nicht zu einer Inositolphosphatakkumulation
fiihrt.

Auch die PKC, die bei der Tumorzellproliferation
eine Rolle spielen koénnte, wurde nicht durch Trip-
torelin aktiviert. Im Gegensatz dazu konnte Trip-
torelin in gonadotropen o T3-1 Zellen eine Trans-
lokation der PKC induzieren. GnRH bewirkt nach
lingeren Inkubationszeiten in Hypophysenzellen
eine Akkumulation von cAMP. Da dieser second
messenger bei prolongierten zelluldren Antworten
auf extrazellulire Stimuli eine Funktion haben
konnte, wurde die Wirkung von Triptorelin auf die
cAMP-Produktion untersucht. Weder nach kurzen
noch nach langen Behandlungszeiten mit Triptore-
lin fanden wir einen Effekt auf die cAMP Konzen-
tration in den Tumorzellen.

Aufgrund dieser Ergebnisse konnte die Hypothese
verworfen werden, dal der GnRH-Agonist seine
Wirkung auf die Tumorzellen iiber einen PLC-ab-
héngigen Signaltransduktionsweg vermittelt. Es
wurde daher gepriift, ob Triptorelin eine PTP akti-
viert. Dieses Enzym kann Wachstumshormon-akti-
vierte Tyrosinkinase-Aktivitdt inhibieren, die eine
Schltisselfunktion in der mitogenen Signaltrans-
duktion besitzt (12-17). Zunichst wurde gezeigt,
daB die EGF-induzierte Zellproliferation der
EGF-Rezeptor positiven Zellen (EFO-21, EFO-
27, HEC-1A) durch Triptorelin gehemmt werden
konnte. Diese Wirkung wurde auch durch RC-160
Behandlung erzielt. Da die Effekte von Triptorelin
und RC-160 auch in Abwesenheit von exogenem
EGF und in serumfreien Milieu nachweisbar wa-
ren, ist eine Interaktion beider Agonisten mit dem
endogenen autokrinen Wachstumsfaktorsystem
der Tumorzellen wahrscheinlich.

Wir konnten nachweisen, dal Triptorelin keinen
Effekt auf die EGF-Rezeptoren von EFO-21,
EFO-27 und HEC-1A-Zellen hatte. Daher haben
wir untersucht, ob Postrezeptormechanismen
durch Triptorelin beeinfluBt werden kénnen. Trip-
torelin hatte einen ausgeprégten inhibitorischen
Effekt auf die EGF-induzierte Tyrosinphosphory-
lierung. Diese Triptorelin-Wirkung kénnte auf der
Aktivierung einer PTP beruhen, da der PTP-Inhi-
bitor Vanadat zu einer Abschwichung des Tripto-
relin-Effektes fithrte. Diese Hypothese muf3 durch
weitere Experimente, die direkt die Phosphorylie-
rung und Dephosphorylierung des EGF-Rezeptors
oder anderen Substraten der Tyrosinkinase und
-phosphatase priifen, untermauert werden.

Wenn die Inhibition der Tyrosinkinase-Aktivitéit
durch Triptorelin funktionell relevant sein sollte,
so wire zu fordern, da} weiter distal gelegene Pro-
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zesse des mitogenen Signaltransduktionsweges
ebenfalls inhibiert werden. Dies wurde fiir die
MAPK gepriift, die den letzten zytoplasmatischen
Bestandteil dieses Weges darstellt, bevor das Si-
gnal im Zellkern die Phosphorylierung von Tran-
skriptionsfaktoren bewirkt (14, 15). Die EGF-in-
duzierte Aktivierung der MAPK wurde durch
Triptorelin fast komplett supprimiert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen
eindeutige proliferationshemmende Wirkungen
von Triptorelin auf Endometrium- und Ovarialkar-
zinomzellen. Ein relevanter Mechanismus, der die-
sem Effekt zugrundeliegt, besteht in der inhibitori-
schen Wirkung des GnRH-Agonisten auf den mi-
togenen Signaltransduktionsweg. Diese Wirkung
von Triptorelin 148t sich in Zukunft méglicherwei-
se als effektives therapeutisches Prinzip in der Be-
handlung des Ovarial- und Endometriumkarzi-
noms nutzen.

Wir beraten Sie gerne.
Ihre Winsche und unsere Erfahrung
bringen die individuelle Lésung !
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Aus der Klinik fiir Péddiatrie (Direktor: Prof. Dr. K. Kruse)! und dem Institut fiir Immunologie und
Transfusionsmedizin (Direktor: Prof. Dr. H. Kirchner)?, Medizinische Universitit zu Liibeck:

Erhohte losliche Interleukin-2-Rezeptor-Serumspiegel
korrelieren zu Stadium und Aktivitit der Langerhanszell-

Histiozytose im Kindesalter

C. Schultz!, M. Klouche?, B. Kroehnert!, N. Richter!, P. Bucsky!

Zusammenfassung

Die Langerhanszell-Histiozytose (LCH) ist eine
Erkrankung ungeklirter Atiologie und Pathogene-
se. Trotz monoklonaler Proliferation von Langer-
hanszellen (LC) wird die LCH nicht als maligner
ProzeB, sondern als Folge einer gestorten Interak-
tion immunkompetenter Zellen verstanden. Es
konnte gezeigt werden, daf3 LCH-Zellen ein brei-
teres Spektrum an Zytokinen als epidermale L.C
gesunder Probanden produzieren. Welche Bedeu-
tung die Zytokine in der Pathogenese der Erkran-
kung spielen, ist bisher ungeklart.

Die Serumspiegel der Zytokine IL-1f, I1.-2, sIL-
2R und TNF-o wurden bei sieben Kindern mit ver-
schiedenen Formen der LCH mittels ELISA unter-
sucht. Die Ergebnisse wurden mit einem Normal-
kollektiv verglichen.

Der sIL-2R-Serumspiegel war bei allen Kindern
mit LCH im Vergleich zu gesunden Erwachsenen
(Mean + SEM: 5256 £ 3751U/ml versus 73 + 5.5U/
ml; p<0.005) und gesunden Kindern erhoht (Mean
+ SEM: 10195 £ 2798pg/ml versus 2638 + 156pg/ml;
p< 0.01). Die Hohe korrelierte positiv zum Stadi-
um und zur Aktivitit der Erkrankung. In der Phase
der Remission kam es zum Abfall der sIL-2R-Se-
rumspiegel. Die Zytokine IL-1j, IL-2 und TNF-o,
waren im Serum der untersuchten Patienten nicht
erhoht.

Der sIL-2R-Serumspiegel ist bei Kindern mit LCH
deutlich erhoht und korreliert zu Stadium und Ak-
tivitdt der Erkrankung.

Der erhohte slL-2R-Serumspiegel spricht fiir eine
pathologisch gesteigerte T-Zellaktivierung als pa-
thogenetischen Faktor der LCH. Dariiber hinaus
stellt er moglicherweise einen wichtigen Parameter
zur Aktivitidtsbeurteilung und Prognoseeinschét-
zung der Erkrankung dar.

Summary

Langerhans cell histiocytosis (LCH) is character-
ized by monoclonal proliferation of activated Lan-
gerhans cells. Neither aetiology nor pathomecha-
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nism of this disorder are presently known. How-
ever, despite monoclonality LCH seems to be rat-
her a reactive disorder induced by immune dys-
function than a malignant process. To investigate a
putative cytokine dysregulation in the pathogene-
sis of this disorder and searching for parameters of
both disease activity and prognosis, serum concen-
trations of proinflammatory and T-cell derived cy-
tokines were evaluated in LCH patients.

Serum levels of IL-1B, IL-2, sIL-2R and TNF-o.
were determined by ELISA in seven children with
different types of LCH: Three children (age: six,
ten and 14 years, respectively) with single system/
single bone disease; one child (11 years) with recur-
rent single system/multiple bone disease and three
children (one, two and two years, respectively)
with multisystem disease.

sIL-2R was elevated at diagnosis in seven children
as compared to healthy adults (mean = SEM: 5256
+ 3751 pg/ml versus 73 £ 5.5 pg/ml; p < 0.005) or
healthy children (mean + SEM: 10195 + 2798 pg/ml
versus 2638 £ 156 pg/ml; p < 0.01). A positive corre-
lation between serum levels of sIL-2R and extent
of the disease could be observed (r = 0,9; p < 0.005).
During remission, sIL-2R levels declined. TL-18,
IL-2 and TNF-o remained within the normal range
during the study period.

Elevated sIL-2R levels seem to correlate positively
with both extent and activity of LCH, thus indica-
ting a pathological T-cell activation as a pathogene-
tic factor. sIL-2R level is a promising parameter to
monitor disease activity in LCH and may also be of
prognostic relevance.

Einleitung

Die Langerhanszell-Histiozytose (LCH) umfaf3t
eine klinisch heterogene Gruppe von Erkrankun-
gen, deren Atiologie und Pathogenese bis heute
nicht geklart ist (21). Das klinische Spektrum
reicht von einem lokalen Befall mit giinstiger Pro-
gnose (z.B.: eosinophiles Granulom des Knochens)
bis zur Systemerkrankung mit maligner Dignitit
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(z.B.: Abt-Letterer-Siwe Krankheit) (14), Wihrend
Patienten mit lokalisiertem Befall gelegentlich
Spontanheilungen zeigen, kénnen multisystemische
Erkrankungen einen malignen Verlauf nehmen.

Bisher besteht nur Einigkeit dartiber, daf die LCH
eine Erkrankung der Langerhanszellen darstellt.
Ob es sich hierbei um ein reaktives Phdnomen
oder um eine maligne Entartung der Zellen han-
delt, ist unklar. Aufgrund der hohen Rate an Spon-
tanremissionen und dem benignen histo-
pathologischem Aspekt wird die LCH derzeit eher
als reaktives Phianomen eingestuft (5, 21).

Es konnte gezeigt werden, da LCH-Zellen ein
breiteres Spektrum an Zytokinen als epidermale
Langerhanszellen gesunder Probanden produzie-
ren (12, 22). Die von den LCH-Zellen gebildeten
Zytokine GM-CSF und TNF-o sind in der Lage,
aus CD 34 positiven Stammzellen und Blutmono-
zyten eine Differenzierung zu CD 1la positiven an-
tigenprisentierenden Zellen zu induzieren (6). Die
ungehemmte Proliferation der Langerhanszellen
bei Patienten mit LCH konnte demnach Folge ei-
ner Stimulation durch auto- bzw. parakrine Zyto-
kinsekretion sein. Genauere Untersuchungen zur
pathogenetischen Rolle von Zytokinen bei Patien-
ten mit LCH stehen jedoch aus. Ausgehend von ei-
ner gestorten Kommunikation auf der Ebene im-
munkompetenter Zellen untersuchten wir die pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-o. so-
wie das von T-Lymphozyten produzierte Zytokin
IL-2 und dessen lgslicher Rezeptor im Serum von
Kindern mit LCH und setzten die Hohe der gemes-
senen Zytokine mit dem Stadium der Erkrankung
und dem Verlauf in Beziehung.

Material and Methoden

Es wurden sieben Kinder unterschiedlicher Krank-
heitsstadien untersucht (Tabelle 1). Die Therapie

erfolgte entsprechend dem LCH-I Protokoll der
Histiocyte Society (10).

Die proinflammatorischen Zytokine Interleukin-
1B (IL-1B), Tumor-Nekrose-Faktor-o, (TNF-ar) so-
wie Interleukin-2 (IL-2) und der l6sliche Interleu-
kin-2 Rezeptor (sIL-2R) wurden zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung (Pat. 2-7), unter Therapie
(Pat. 3 und 4) und 1-19 Monate nach Durchfithrung
der Therapie bestimmt (Pat. 1,2, 3,4 und 7).

Bei vier Patienten (Pat. 1-4) und 46 gesunden Ez-
wachsenen erfolgte die Analyse mittels ELISA der

Pat. Alter Stad- Organ- Remissions-
Nr. ium beteiligung status

1 1457 1 Knochen Remission

2 63J 1 Knochen Remission

3 5. 2 Knochen Remission

4 25 M. 3 Knochen, KM, DI Remission

5 1M 3 Lunge, Haut, LK unbekannt

6 30 M. 3 Knochen, Lunge, verstorben

. Haut, Leber
7 117J 1 Knochen Remission

Stadium: 1 = monosystemisch; unifokal; 2 = monosystemisch;
multifokal; 3 = multisystemisch

KM = Knochenmark; DI = Diabetes insipidus; LK = Lymph-
knoten

Abkiirzungen: J = Jahre; M = Monate

Tabelle 1: Charakteristika der Kinder mit Langerhanszell-
Histiozytose

Firma R & D Systems (Methode 1). Aufgrund me-
thodischer Erwiigungen wurden die Serumproben
von 5 Patienten (Pat. 3-7) und 48 gesunden Kin-
dern mit Kits der Firma Immunotech analysiert (Me-
thode 2). Da fiir den sIL-2R unterschiedliche Einhei-
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sIL-2R [U/mi] sIL-2R [pg/ml]
32000 32000
p<0,005 p<0,01
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Erwachsene Kinder

AbbD. 1 Der sIL-2R-Serumspiegel ist bei Kindern mit
LCH bei Diagnosestellung im Vergleich zu gesunden
Erwachsenen (n = 46; Methode 1) und gesunden Kin-
dern (n = 48; Methode 2) erhdht.

SIL-2R (U/ml) SIL-2R (pg/ml)
32000 32000
10000 4 v v
16000
v
8000 - v
1000
v
v 4000
100 S 2000 ——
1 2 3 1 2 3
Stadium Stadium

Abb. 2 Die Hohe des sIL-2R-Serumspiegel korreliert
mit dem Stadium der LCH. Aufgrund der geringen
Fallzahl in den beiden Gruppen ist eine statistische
Priifung der beiden Gruppen nicht zuldissig.

Stadium: 1 = monosystemisch, unifokal; 2 = monosy-
stemisch, multifokal; 3 = multisystemisch

ten in Methode 1 und 2 verwandt wurden, sind die
MeBwerte nicht vergleichbar. Es wurde deshalb fiir
beide Methoden eine Kontrollgruppe gebildet.

Die Probenentnahmen gesunder Kinder erfolgten
im Rahmen einer pridoperativen Blutentnahme im
Einverstindnis mit den Eltern, die Probenentnah-
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Pat. Nr.  Diagnose unter nach Referenz-
Therapie Therapie bereich

Methode 1 (R & D systems) (Ulml)
1 - - 190 <150

2 393 - 291 <150

3 2740 1624 460 <150

4 12635 9850 943 <150
Methode 2 (Immunotech) (pg/ml)
3 - - 13929 < 4500

4 - - 4752 < 4500

5 19133 - - < 4500

6 8450 - - <4500

7 4711 - 3664 < 4500

Tabelle 2. sIL-2R-Serumspiegel bei Kindern mit LCH

men Erwachsener nach Aufklérung im Rahmen ei-
ner Blutspende. Die Abnahme erfolgte in Lithium-
Heparin (R & D Systems) oder EDTA versetzten
Probenrshrchen (Immunotech). Nach Zentrifuga-
tion wurde das Plasma auf -80°C bis zur Messung
tiefgefroren. Einmal aufgetautes Material wurde
nach der Messung verworfen.

Die Bestimmung der Zytokine erfolgte mittels
ELISA entsprechend den Empfehlungen des Her-
stellers (R & D Systems, vertrieben von Biermann
GmbH, Bad Nauheim, Deutschland; Immunotech,
Frankreich, vertrieben von Dianova-Immunotech
GmbH, Hamburg, Deutschland). Von allen Pro-
ben wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.
Die Nachweisgrenze betrug 5 pg/ml fiir IL-1p, IL-
2, TNF-0. (R&D, Immunotech), 5 U/ml fiir sIL-2R
(R&D) sowie 200 pg/ml fiir sIL-2R (Immunotech).

Die Ergebnisse der einzelnen Gruppen wurden mit
Hilfe des nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-
Tests verglichen und auf Signifikanz gepriift. Ein
p < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet.
Die Ergebnisse wurden als Median + Standard Er-
ror of the Mean (SEM) angegeben.

Ergebnisse

Bei Diagnosestellung war der sIL-2R im Serum
von Kindern mit LCH im Vergleich zu gesunden
Erwachsenen (Methode 1: 5256 £ 3751U/ml versus
73 £ 5.5 U/ml; p < 0.005) und gesunden Kindern
(Methode 2: 10195 + 2798pg/ml versus 2638 + 156
pg/ml; p < 0.01) erhoht (Abb. 1).

Die Hohe korrelierte positiv zum Stadium und zur
Aktivitit der Erkrankung. Trotz der geringen Pati-
entenzahl bestitigt sich diese Beobachtung in bei-
den Methoden (Abb. 2). Eine statistische Priifung
der Korrelation war aufgrund der geringen Fall-
zahl der beiden Gruppen nicht zuléssig.
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Drei Kinder mit lokalisiertem Befall (Patient 1, 2
und 7) wiesen erhohte sIL-2R-Serumspiegel auf.
Noch héhere Serumspiegel konnten bei den Kin-
dern mit multifokalem Befall oder multi-
sytemischer Erkrankung nachgewiesen werden
(Patient 3, 4, 5 und 6; Tab. 2). In der Phase der Re-
mission kam es zum deutlichen Abfall der sIL-2R-
Serumspiegel (Patient 2, 3, 4 und 7; Tab 2).

Das Zytokin IL-2 konnte nur bei einem Médchen
mit multisytemischer Erkrankung bei Diagnose-
stellung nachgewiesen werden (Patient 4). Die Zy-
tokine IL-1B und TNF-o lagen im Normbereich
oder waren nicht nachweisbar.

Diskussion

Die Langerhanszell-Histiozytose ist eine Erkran-
kung ungeklirter Atiologie, die durch eine Prolife-
ration von Langerhanszellen charakterisiert ist (9,
17). Obwohl Langerhanszell-Histiozytose-Zellen
mehr kostimulatorische Marker als normale Lan-
gerhanszellen exprimieren, ist deren Fihigkeit zur
Antigenpriisentation deutlich eingeschrinkt (7,
24). Dariiber hinaus produzieren sie eine grofere
Zahl an Zytokinen, verglichen mit epidermalen
Langerhanszellen (12, 22). Es konnte gezeigt wer-
den, daB die Zytokine GM-CSF und TNF-o eine
Reifung von CD 34 positiven Stammzellen zu den-
dritischen Zellen induzieren kénnen (6). Eine pa-
thologisch gesteigerte Zytokinproduktion kénnte
demnach die Proliferation von Langerhanszellen
bewirken bzw. unterhalten. Auch die typischen
Symptome Fieber, Gedeihstérung und Osteolysen
kénnen Folge einer pathologisch gesteigerten Zy-
tokinproduktion sein.

Der Nachweis klonaler LCH-Zellen deutet auf
eine Mutation als Ursache der Langerhanszellpro-
liferation hin (20, 23). Das Auftreten von Spontan-
remissionen (5) und der normale DNA-Gehalt von
LCH-Zellen (15) sprechen jedoch gegen das Vor-
liegen einer malignen Erkrankung. Eine monoklo-
nale Proliferation kann auch Folge einer chroni-
schen Stimulation sein, vergleichbar mit der Proli-
feration eines B-Zellklons nach Antigenkontakt.
Unter dhnlichen Bedingungen kénnen ebenso LC-
Klone selektioniert werden. Der Nachweis des In-
terleukin-2 Rezeptors auf LCH-Zellen zeigt, dal3
es sich hierbei um aktivierte Zellen handelt (3, 8)
und unterstiitzt die Hypothese einer pathologi-
schen Aktivierung.

Bisher gibt es weder einen Hinweis auf ein gestor-
tes Immunsystem bei Patienten mit LCH noch
konnten erhshte Spiegel des 16slichen Interleukin-
2 Rezeptors im Serum nachgewiesen werden (12,
13, 16). Im Gegensatz dazu konnten wir bei allen
untersuchten Kindern mit LCH unterschiedlicher
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Stadien erhohte sIL-2R-Serumspiegel messen
(18). Der sIL-2R gilt als Marker einer starken An-
tigenstimulation und kann bei Erkrankungen, die
mit einer T-Zellaktivierung einhergehen, wie z. B.
der Graft versus Host Disease, der T-Zell-Leuk-
dmie, dem nephrotischen Syndrom und bei Auto-
immunkrankheiten gefunden werden (4, 11, 19).
Aus der Gruppe der histiozytidren Erkrankungen
wurde bisher nur bei Kindern mit himophagozyti-
scher Iymphohistiozytose ein erhohter sIL-2R-Se-
rumspiegel beschrieben (13).

Bei sieben Kindern mit LCH konnten wir eine po-
sitive Korrelation zwischen der Hohe des sIL-2R
und dem Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung nachweisen. Abfallende sIL-
2R-Serumspiegel unter der Therapie betonen die
Rolle des IL-2/sIL-2R-Komplexes in der Pathoge-
nese der Erkrankung. Die gesteigerte sIL-2R Pro-
duktion konnte Folge eines ausbleibenden negati-
ven Feedbacks auf dem Boden einer gestorten An-
tigenprisentation (7, 24) zwischen der Langer-
hanszelle und dem T-Lymphozyten sein (Abb. 3).
IL-2 spielt eine wesentliche Rolle in der Regulati-
on der Apoptose aktivierter T-Lymphozyten. Un-
ter dem Einfluf von IL-2 wird die Apoptose durch
Hochregulation apoptosehemmender Proteine

Hypothese zur Pathogenese der LCH

unkonirollierte

Proliferation 7

—

Apoptosehemmung ?

gestorte
Antigen-
prisentation

Interleukin-2 :]:

Apoptose-
hemmung

Sekretion

unkontrollierte
Proliferation

Abb. 3 Die Interaktion zwischen antigenprdisen-tieren-
der Langerhanszelle (LC) und T-Lymphozyt (T) fiihrt
zur Produktion von Interleukin-2. Aufgrund einer ver-
minderten Fiihigkeit der LCH-Zelle zur Antigenpri-
sentation (7, 24) kénnte iiber einen ausbleibenden ne-
gativen Feedback vermehrt Interleukin-2 von T-Lym-
phozyten sezerniert werden. Interleukin-2 kann die
Apoptose aktivierter T-Lymphozyten (1, 2) und mogli-
cherweise auch der LCH-Zellen, die den IL-2 Rezeptor
exprimieren, blockieren. Die Folge wdre eine unkon-
trollierte Proliferation dieser Zellen.
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verhindert (2). Feinste Stérungen in diesem Regel-
kreis erlauben eine unkontrollierte Proliferation
von T-Lymphozyten und moglicherweise auch von
Langerhanszellen, die den IL-2R ebenfalls expri-
mieren (3, 8). Die Bedeutung des IL-2R in der Un-
terdriickung der Apoptose wird durch die Beob-
achtung unterstiitzt, daB die Zytokine IL-4, IL-7
und IL-15 ihre apoptosehemmende Wirkung eben-
falls iiber diesen Rezeptor entfalten (1).

Obwohl unsere Ergebnisse nicht den zugrundelie-
genden Pathomechanismus der LCH erkliren kon-
nen, betonen sie die Rolle der T-Lymphozyten und
deren Interaktion mit antigenprisentierenden
Langerhanszellen in der Pathogenese der Erkran-
kung,

Werden weitere Untersuchungen diese Ergebnisse
bestétigen, so kann der sIL-2R einen verldBlichen
Parameter zur Aktivititsbeurteilung und Progno-
seeinschdtzung der Erkrankung darstellen.
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Aus der Klinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde (Direktor: Prof. Dr. med. Dr. med. dent. H, Weer-
da)', University of Wisconsin, Department of Medicine K4/666 (Direktor: Prof. Dr. med. H. I. Robins,
PhD)?, aus der Klinik fiir Strahlentherapie und Nuklearmedizin (Direktor: Prof. Dr. med. E. Richter)* und
der Medizinischen Klinik I der Medizinischen Universitit zu Liibeck (Direktor: Prof. Dr. med. H. L.

Fehm)* fir die Systemic Hyperthermia Oncology Working Group*:

FIRE AND ICE - Ganzkorperhyperthermie kombiniert
mit Ifosfamid, Carboplatin und Etoposid (ICE) bei Patienten
mit Kopf- und Halsmalignomen

K. Sommer', D. M. Katschinski?, M. Mentzel*, R. Touhidi*, S. Remmert!, T. Fey-

erabend?, G, J. Wiedemann!

Zusammenfassung

Priiklinische Untersuchungen an menschlichen Tu-
morzellen in vitro und an menschlichen Tumorxe-
nograften, die auf Nacktmiusen wuchsen, fithrten
zum Nachweis einer erheblichen Verbesserung des
therapeutischen Index einer Ifosfamid- und Car-
boplatinchemotherapie unter einer gleichzeitig
verabreichten Ganzkdrperhyperthermie. Die ma-
" ximal tolerable Dosis (MTD) jedes Medikaments
wurde unter den Bedingungen einer 41.8° C Ganz-
kérperhyperthermie (fiir 60 Minuten) im Tierver-
such ermittelt. Anhand dieser Daten wurden die
Zytostatikadosen fiir klinischen Phase I/II Studien
abgeschitzt. An diese priklinischen Untersuchun-
gen schlossen sich zwei klinische Phase I/II Studien
an Krebspatienten mit unheilbaren Leiden an
(Carboplatin plus 41.8° C Ganzkérperhyperther-
mie; Ifosfamid plus Carboplatin plus 41.8° C Ganz-
korperhyperthermie). Nach einer Dosiseskalation
des Ifosfamids bei einer konstanten Carboplatin-
dosis von 300 mg/m? wurde die Ifosfamiddosis auf
Sg/m? festgelegt. Etoposid (100 mg/m?, Tage 1-3)
wurde dem Chemotherapieschema (ICE) zuge-
fiigt. Es schlossen sich zwei klinische Phase II Stu-
dien zur Prifung von ICE plus 41.8° C Ganzkéi-
perhyperthermie (Therapieoptimierungsstudien)
bei Patienten mit bis dahin therapierefraktiren
Sarkomen (inoperable, metastasierende Leiden)
an. Durchschnittlich wurde bei jedem zweiten Pati-
enten mit einem therapierefraktiren Sarkom eine
Tumorregression festgestellt, die zwischen 3-4 Mo-
naten anhielt. Die Lebenserwartung dieser Patien-
ten betrug durchschnittlich 12 Monate, Die dosisli-
mitierende Toxizitdt (DLT) war die Knochen-
markstoxizitdt (WHO IV). Die aus der Literatur
bekannten Ansprechraten fiir konventionell hoch
dosierte Chemotherapie ohne Ganzkdrperhyper-
thermie liegen bei 6-8 %; die mittlere Lebenser-
wartung der Patienten mit therapierefraktiren
Sarkomen liegt bei 3-4 Monaten (32). Auf der
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Grundlage dieser Daten wurde die prospektiv ran-
domisierte klinische Phase 1T Studie (Multizenter-
studie: ICE plus 41.8° C Ganzkérperhyperthermie
versus ICE) bei Patienten mit de novo diagnosti-
zierten metastasierenden G II-III Sarkomen von
den deutschen offentlich-rechtlichen Ethikkom-
missionen Liibeck, Essen und Frankfurt sowie von
der amerikanischen Food and Drug Administrati-
on (FDA) und dem National Cancer Institute
(NCI) genehmigt. In unserer gemeinsamen Ar-
beitsgruppe (Systemic Hyperthermia Oncology
Working Group*) werden wir 130-150 Patienten
behandeln um endgiiltig zu klidren, ob die Kombi-
nation der ICE Chemotherapie mit Ganzkorper-
hyperthermie der alleinigen Gabe von ICE Che-
motherapie tiberlegen ist.

Neben den klinischen Phase II Therapieoptimie-
rungsstudien mit ICE mit Ganzkoérperhyperther-
mie bei Patienten mit metastasierendem Mam-
makarzinom und Ovarialkarzinom, sowie mit me-
tastasierendem nichtkleinzelligen Bronchialkarzi-
nom wurde kiirzlich eine neoadjuvante klinische
Phase I/IT Studie bei Patienten mit fortgeschritte-
nem Plattenepithelkarzinom des Oropharynx in-
auguriert.

* Institutionen der Systemic Hyperthermia Oncology Working
Group und der damit assoziierten Forschergruppen (Mitglie-
der): Medizinische Universitdt Litbeck (S. Eleftheriadis, Th.
Feyerabend, F. Heits, B. Jiger, W, Jelkmann, W, Kithnel, A. S.
Mendoza T, M. Mentzel, H. Pagel, E. Richter, P. Schmucker, P.
Sieg, K. Sommer, R. Touhidi, Th. Wagner, H. Weerda, C.
Weiss, G. J. Wiedemann, W. Wossmann); Universitit Essen
(W. Harvers, R. van Heek-Romanowski); Nordwest Kranken-
haus Frankfurt (D. Jiger, E. Jiger, A. Knuth); University of
Amsterdam, Niederlande (R. C. Rietbroek); University of
Rotterdam, Niederlande (C. van der Zee); University of Ber-
gen, Norway (O. Dahl, J. Geisler, O. Mella); University of
Wisconsin, Clinical Cancer Center, Madison WI, USA (W,
Gillis, E. Grosen, D.M. Katschinski, M. Kutz, W. Longo, D .L.
Mulkerin, F. d’Oleire, H. 1. Robins, R. Steeves, B. Storer, C. L.
Tiggelaar),; Memorial Sloan Kettering Cancer Center, New
York, USA (D. Spriggs); University of Colorado, Denver CO,
USA (J.D. Cohen)
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Summary

Preclinical experiments in our laboratories has
shown synergistic cytotoxicity with hyperthermia
and simultaneously applied DNA damaging agents
(alkylating agents and platinum analogs). The
combination of 41.8° C (60 min.) whole body hy-
perthermia with ifosfamide and carboplatin resul-
ted in increased tumor cell killing over chemo-
therapy alone. However, despite the increased cy-
totoxicity, the main side effect of chemotherapy,
bone marrow suppression was not worsened by
concurrent whole body hyperthermia and chemo-
therapy. Thus, our preclinical studies are consistent
with the concept that 41.8° C whole body hyper-
thermia can enhance the therapeutic index of spe-
cific chemotherapeutic agents. Thése laboratory
investigations resulted in two phase I clinical stu-
dies, which also support this hypothesis. These tri-
als were extended to two sequential phase II inve-
stigations of 41.8° C whole body hyperthermia plus
ifosfamide, carboplatin and etoposide (ICE che-
motherapy) for refractory sarcoma. An earlier
phase II trial combined 41.8° C (x60 min.) extracor-
poreal whole body hyperthermia with ICE chemo-
therapy, i.e. ifosfamide (5 g/m? dl1), carboplatin
(300 mg/m?, dl) and etoposide (given with whole
body hyperthermia at dl, as well as, d2 and d3 post
whole body hyperthermia at 100 mg/m?). Therapy
was given every 4 weeks. This study closed prema-
turely after the accrual of 12 patients due to unac-
ceptable (reversible) cardiopulmonary, and renal
toxicity. Inspite of this toxicity, 7 partial remissions
(PR) were observed (58 % ); 3 patients experienced
disease stabilization. To reduce morbidity, a less
toxic whole body hyperthermia technology, i. e. the
radiant heat Aquatherm was adopted to combine
with ICE chemotherapy as described above. Pro-
jections regarding the elimination of cardiopul-
monary/renal morbidity were correct. After the
completion of this phase II trial a randomized mul-
ti-institutional phase III trial for refractory sarco-
ma was initiated. This study will represent the first
comparison of 41.8° C whole body hyperthermia
with standard ICE chemotherapy to ICE chemo-
therapy alone. On the basis of the presented clini-
cal experience the first neoadjuvant phase I/I1 trial
with whole body hyperthermia plus ICE chemo-
therapy for advanced head and neck cancer has
been initiated. An international cooperative whole
body hyperthermia group using only group proto-
cols, identical whole body hyperthermia equip-
ment, and having a central operations office has
been formed. The group is funded by the Cancer
Research Institute, NYC, NY, USA. A NCI appro-
ved data audit system is in place. International ba-
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sed studies have institutional review board appro-
vals, as well as approval at the federal level. The
American Food and Drug Administration has ap-
proved the distribution of the whole body hyper-
thermia equipment and protocols to member insti-
tutions.

Einleitung

In Studien an menschlichen Tumorzellen in vitro
und an Tumorxenograften, die auf Nacktméusen
wuchsen, zeigten wir, dafl eine Erhthung der Tu-
mortemperatur (Hyperthermie) allein zwar kaum
eine hemmende Wirkung auf das Tumorwachstum
hat (40-43, 47), den zytotoxischen Effekt einiger
Zytostatika jedoch deutlich verstirki (Ubersicht:
45, 46). Insbesondere nimmt die Wirkungsstérke
klinisch wichtiger alkylierender Zytostatika, wie
Ifosfamid und Carboplatin in Kombination mit
Hyperthermie deutlich zu (3-4, 19, 36, 41, 43, 47).
Die priklinischen Untersuchungen zur Wirkungs-
verstidrkung des Ifosfamids durch eine 41° C Ganz-
korperhyperthermie (60 Minuten lang) ergaben,
daB die therapeutische Effektivitit um den Faktor
3 bis 5, hingegen die filr Alkylanzien kritische
Myelotoxizitit nicht zunimmt (36, 43, Ubersicht:
52).

Eine kombinierte Therapie mit Ganzkdrperhyper-
thermie und ICE- Chemotherapie kénnte grund-
sdtzlich alle notwendigen Voraussetzungen zur
Verbesserung der bisher schlechten Therapieer-
gebnisse bei Patienten mit fortgeschrittenen Ma-
lignomen im Kopf- und Halsbereich erfiillen.

Methoden

Priklinische Basis fiir die Kombination von
Ifosfamid, Carboplatin, Etoposid (ICE) mit 41.8°C
Ganzkdrperhyperthermie

1. Antitumoreffekt

Es ist allgemein anerkannt, dal DNA schédigende
Zytostatika wie Ifosfamid und Carboplatin, wenn
sie gleichzeitig mit Hyperthermie gegeben werden,
sehr viel effektiver maligne Zellen zerstéren. Es
gibt viele Griinde fiir die Ursache dieser Wirkungs-
verstirkung durch Hyperthermie (Ubersicht:26).
Wahrscheinlich ist aber die Hemmung der Repara-
turmechanismen, verursacht durch eine Synthese-
hemmung von NAD+ (34, 36) aufgrund der Hyper-
thermie, fiir diesen Effekt verantwortlich (Uber-
sicht: 26, 27). Fiir Alkylantien wie Ifosfamid und
Cyclophosphamid ist belegt, da3 die Alkylierungs-
rate mit der Temperatur zunimmt (19). Fiir Carbo-
platin konnte in vivo eine gesteigerte Platinum/
DNA Addukt-Formierung unter Ganzkorperhy-
perthermie gezeigt werden (23). Gleichzeitig wird
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die Tumordurchblutung und Tumorgewebeoxyge-
nierung gesteigert (9, 31). Die verbesserte Tumor-
durchblutung férdert den Antransport der Zyto-
statika und hilft dadurch wirksame Zytostatika-
konzentrationen selbst in vorher schlecht durch-
bluteten Tumorbezirken zu erreichen (20, 43). In
diesen priklinischen Untersuchungen konnte eine
Wirkungsverstiarkung des Ifosfamids um den Fak-
tor 2,5 gezeigt werden (Dose enhancement ratio
DER=2,5) (19, 43). Fiir Carboplatin ist sogar eine
DER von 4,5 beschrieben worden (3, 4). Eine Wir-
kungsverstirkung des Etoposids gleichzeitig mit
Hyperthermie gegeben, wurde bisher nicht beob-
achtet (3). Etoposid wirkt am besten, wenn die in-
trazelluliren NAD+ Konzentrationen am héch-
sten sind (1); unter Ganzkdrperhyperthermie fal-
len die intrazelluliren NAD+ Konzentrationen
akut drastisch ab (27); Hyperthermie gleichzeitig
mit Etoposid eingesetzt fithrt daher sogar zu einem
Wirkungsverlust des Zytostatikums. Allerdings
wurden 24 Stunden nach Ganzkoérperhyperther-
mie beim Menschen stark tiberschieBende intrazel-
lulire NAD+ Konzentrationen (overshoor) gemes-
sen (27). Etoposid muf also frithestens 24 Stunden
nach der Ganzkorperhyperthermie gegeben wer-
den (15).

2. Toxizitit am kritischen
Normalgewebe Knochenmark

Die Steigerung der zytotoxischen Wirkung der
Chemotherapie miifite wegen der unspezifischen
und praktisch nur antiproliferativen Wirkung der
Zytostatika das Tumorgewebe gleichermafien wie
das kritische Normalgewebe mit vielen proliferie-
renden Progenitorzellen treffen. Der therapeuti-
sche Index miiite konstant bleiben; eine hdhere
Wirkungsstdrke der Chemotherapie wiirde mit ei-
ner verstirkten Toxizitdt erkauft werden miissen.
Interessanterweise konnten weder in den préklini-
schen in vivo Studien noch in den klinischen Studi-
en eine gesteigerte Knochenmarkstoxizitét fiir Zy-
tostatika unter Ganzkorperhyperthermie vergli-
chen mit den exakt gleich hoch dosierten Zytosta-
tika ohne Ganzkorperhyperthermie beobachtet
werden (21, 23, 43, 44). Die im Vergleich zur gestei-
gerten Antitumorwirkung geringere Myelotoxizi-
tét ist zundchst als Myeloprotektion beschrieben
worden (24). Mittlerweile wissen wir, daf das Kno-
chenmark nicht etwa durch eine Ganzkorperhy-
perthermie (z. B. iiber die Induktion von heat
shock proteins) (16, 53) geschiitzt wird, sondern
dafl die Ganzkorperhyperthermie Zytokine und
Wachstumshormone induziert (7, 8, 11, 13, 14, 17,
18, 21, 24) und damit die Knochenmarksprogeni-
torzellen stimuliert (12). Im Rahmen dieser Unter-
suchungen tiber die Zytokinproduktion in Abhén-
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gigkeit von einer Ganzkdrperhyperthermie konnte
unsere Arbeitsgruppe erhhte Konzentrationen
von granulocyte stimulating factor (G-CSF), Inter-
leukin (IL)-18, IL-6, IL-8, tumor necrosis factor
(TNF-0.) sowie des regulatorisch wirkenden IL-10
zeigen (24). Fiir die genannten Zytokine konnte
eine Erhohung von bis zu 600 % verglichen zu
Ausgangswerten vor Therapie nachgewiesen wer-
den (24). Diese Spitzenkonzentrationen werden
etwa 3 Stunden nach 41.8° C (iiber 60 Minuten)
Ganzkorperhyperthermie im peripheren Blut er-
reicht (24). Die Induktion von G-CSF, IL-18 und
IL-6 hat direkt stimulatorische Wirkung auf Kno-
chenmarksstammzellen, so dafl3 durch die verstirk-
te Bildung dieser Zytokine im peripheren Blut eine
Stimulation der Himatopoese erklirt werden
kann.

Im Gegensatz zu den obengenannten Zytokinen
konnte im peripheren Blut keine erhdhten Kon-
zentrationen der folgenden Faktoren nachgewie-
sen werden: granulocyte macrophage colony sti-
mulating factor (GM-CSF), Interferon y, IL-1a,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-11, IL-12, macrophage
colony stimulating factor und macrophage inflam-
matory protein lo. Erhohte Konzentrationen fiir
IL-3 nach Ganzkoérperhyperthermie waren nur in-
konstant mefibar (25). Da neben dem G-CSF be-
sonders IL-3 und GM-CSF als hdmatopoetische
Wachstumsfaktoren eine bedeutende Rolle spie-
len, ist die Bildung dieser Zytokine weiter unter-
sucht worden. Untersuchungen iiber den Konzen-
trationsverlauf dieser Zytokine im zirkadianen
Verlauf vor und nach Ganzkorperhyperthermie er-
gaben, dafl GM-CSF weder vor noch nach Thera-
pie im peripheren Blut der Tumorpatienten nach-
weisbar ist. Zusétzlich zu den Wachstumsfaktoren
der weilen Blutzellreihe untersuchten wir Ery-
thropoietin (EPO) (13) und Thrombopoietin (8)
im peripheren Blut. In diesen Untersuchungen
konnte eine signifikante EPO-Erhohung im peri-
pheren Blut 12-24 Stunden nach Ganzkorperhy-
perthermie unabhingig von Schwankungen des
Hémoglobins nachgewiesen werden (13).

Im peripheren Blut ergibt sich somit das Bild einer
Ganzkorperhyperthermie induzierten typischen
monozytéren Stimulation. Fiir einige Monokine, v.
a. IL-18, IL-6 und TNF ist aus in vitro Untersu-
chungen bekannt, daff sie Knochenmarksstroma-
zellen zur Zytokinproduktion anregen konnen.
Vor allem die Produktion von IL-3 und GM-CSF
kann auf diese Weise reguliert werden. Im Kno-
chenmarkblut ganzkorperhyperthermierter Pati-
enten konnten wir dann auch signifikant erhohte
IL-3 und GM-CSF Konzentrationen nachweisen
(12). Ganzkorperhyperthermie fithrt also zu einer
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Stimulation von Monozyten im peripheren Blut.
Neben einer direkt stimulatorischen Wirkung der
neu produzierten Monokine auf Knochenmarks-
stammzellen, kommt es zusétzlich als Folgereakti-
on zur Zytokinproduktion im Knochenmark (12).

Klinische Basis fiir die Kombination von
Ifosfamid, Carboplatin, Etoposid mit 41.8°C
Ganzkérperhyperthermie

Robins et al. verdffentlichten 1993 eine klinische
Phase I Studie tiber Carboplatin (Dosiseskalation
von 100 mg/m? bis 575 mg/m?) und Ganzkodrperhy-
perthermie (41.8° C fiir 60 Minuten) bei 30 Patien-
ten mit therapierefraktiren Tumoren (23; Uber-
sicht: 26). Patienten mit kompletter oder partieller
Remission oder minor response wurden in vierwo-
chentlichen Abstinden bis zu flinfimal mit Carbo-
platin und Ganzkorperhyperthermie behandelt.
Die dosislimitierende Toxizitdt bestand in der
Myelosuppression, wobei auf dem jeweiligen Do-
sisniveau keine signifikante Differenz fiir Carbo-
platin alleine oder Carboplatin und Ganzkérper-
hyperthermie bestand. Des weiteren konnte keine
klinisch relevante Nephrotoxizitédt beobachtet wer-
den. Sechs Patienten sprachen auf die Behandlung
an: zwei Patientinnen mit Ovarialkarzinomen zeig-
ten eine Normalisierung der Tumormarker, ein Pa-
tient mit einem gastrointestinalen neuroendokri-
nen Tumor mit Lebermetastasen erreichte eine
komplette Remission, die iiber ein Jahr anhielt.
Nach dem Rezidiv konnte durch Cisplatin und
Etoposid ohne Ganzkoérperhyperthermie erneut
eine Vollremission erzielt werden. Ein Patient mit
Pankreaskarzinom und ein Patient mit Diinndarm-
karzinom erreichten partielle Remissionen mit ei-
ner tumorprogressionsfreien Zeit von 96 Tagen
bzw. 208 Tagen. Ein Patient mit einem nicht-klein-
zelligen Karzinom zeigte minor response.

Wiedemann et al. publizierten 1994 eine Phase I/IT
Studie (44) mit Ifosfamid (Dosiseskalation 5 - 7.5
g/%) und Carboplatin (300 mg/m?) in Kombination
mit Ganzkorperhyperthermie (41.8° C fiir 60 Mi-
nuten) bei 19 Patienten mit refraktiren Sarkomen
(19), malignen Teratomen (3) und kleinzelligem
Bronchialkarzinom (1). Bei sieben Patienten wui-
de eine Partialremission festgestellt (zwei Patien-
ten mit malignen Teratomen, ein Patient mit klein-
zelligem Bronchialkarzinom und vier Patienten
mit Weichteil-Sarkomen). Von den Patienten mit
Partialremission waren zwei bereits mit Ifosfamid
und Carboplatin, zwei mit Ifosfamid und einer mit
Carboplatin vorbehandelt. Die dosislimitierende
Toxizitdten waren einerseits die Myelotoxizitit,
die durch die zusétzliche Ganzkorperhyperthermie
im Verleich zur ICE-Chemotherapie alleine nicht
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verstirkt wurde, und andererseits die Nephrotoxi-
zitdt (sechs Patienten zeigten Nephrotoxizitit,
zwei Patienten waren vorlibergehend dialyse-
pflichtig).

Ergebnisse

Wiedemann et al. berichteten 1996 (48) tiber eine
Phase II Studie an 12 Patienten mit fortgeschritte-
nen Sarkomen, die unter konventioneller Therapie
progredient waren und mindestens eine messbare
Tumormanifestation aufwiesen. Die Patienten er-
hielten Ifosfamid (5 g/m?, 60 min. i.v. unter GKHT,
Tag 1), Carboplatin (300 mg/m?, 90 min. i.v. unter
GKHT, Tag 1), Etoposid (100 mg/m?, 60 min. i.v.
unter GKHT, Tag 1, und ohne GKHT Tage 2-3) in
Kombination mit einer extrakorporalen Ganzkor-
perhyperthermie (41.8° C fiir 60 min. unter Voll-
narkose, himodynamischen Monitoring und Ka-
techolamingabe mittels Retransfusion von extra-
korporal auf 45° C erwirmten Blut). Die Kombi-
nationstherapie wurde maximal viermal durchge-
fihrt. Nach den WHO-Kriterien erzielten sieben
von zwOlf Patienten eine partielle Remission, drei
eine Krankheitsstabilisierung, zwei waren unter
Therapie progredient. Von den sieben Patienten
mit partieller Remission waren vier nach 114 bis
246 Tagen progredient, drei zeigten nach 119 bis
209 Tagen noch keine erneute Progression. Finf
der sieben Patienten hatten bereits in vorangehen-
den Behandlungsversuchen Ifosfamid erhalten, ei-
ner auch Etoposid. Kein Patient war mit Ifosfamid,
Carboplatin und Etoposid vorbehandelt. Wichtig-
ste Toxizitdten waren die Myelotoxizitit (Grad IV
nach WHO) und Nephrotoxizitit. Ein Patient war
elf Wochen dialysepflichtig. Wegen der unverhélt-
nismiBigen Nephrotoxizitidt (44-45) wurde diese
Phase II Studie abgebrochen. Als Ursache wird die
arterielle Hypotension (Vollnarkose mit Sympathi-
kolyse und arterieller Hypotonie bei extrakorpora-
ler Ganzkorperhyperthermie) in Verbindung mit
zwei potentiell nephrotoxischen Zytostatika, dazu
kombiniert, und die notwendige Katecholaminga-
be angesehen (49).

Wiedemann et al. wiederholten die Phase II Studie
(46) mit ICE (in gleicher Dosierung) und Ganzké&r-
perhyperthermie (41.8° C fiir 60 min., Aquatherm)
(28-29) ohne Volinarkose (die Patienten waren nur
sediert). Bei acht von zwolf Patienten mit refrakti-
ren Sarkomen konnte ein Therapieansprechen er-
reicht werden. Die dosislimitierende Toxizitit war
die Myelotoxizitit (Grad IV WHO). Nur ein Patient
erlitt Nephrotoxizitdt (Tumor-Lyse-Syndrom). Alle
Patienten waren unter der Therapie normotensiv
(keine Vollnarkose - keine Sympathikolyse); sie be-
nétigten keine Katecholamine (50, 51).
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Die priklinischen und klinischen Ergebnisse ver-
anlafiten die Planung einer Phase III Studie mit
Ifosfamid, Carboplatin, Etoposid (6) mit/ochne
Ganzkorperhyperthermie (52-53).

Weitere klinische Phase II Studien mit ICE und
Ganzkorperhyperthermie sind mittlerweile akti-
viert worden:

— bei Patientinnen mit einem metastasierenden
Mammakarzinom nach einer frither durchge-
fithrten Standardchemotherapie (endokrin resi-
stent)

— bei Patientinnen mit einem metastasierenden
Ovarialkarzinom nach sicherer Cisplatin und Ta-
xol/Taxotere-Resistenz

— bei Patienten mit metastasierendem nichtklein-
zelligen Bronchialkarzinom (Stadium IV, unvor-
behandelt).

Ausblick

Bisher gibt es Hinweise fiir eine gute Effektivitit
bei einer vertretbaren Toxizitdt des Therapiekon-
zepts. Heilungen haben wir bisher damit nicht er-
reichen kénnen. Dies konnte sich durch die neue
neoadjuvante Phase I/II-Studie zu den Toxizitéiten
und Wirkungen von ICE kombiniert mit Ganzkor-
perhyperthermie bei grundsétzlich heilbaren Pati-
enten mit Kopf- und Halsmalignomen dndern.

Prioperative Chemotherapie mit Ifosfamid,
Carboplatin, Etoposid in Kombination mit einer
41.8° C Ganzkorperhyperthermie bei Patienten
mit resektablen Oropharynxkarzinomen

Trotz aller Fortschritte in der Kopf- und Halschir-
urgie und in der Strahlentherapie konnte die Pro-
gnose von Patienten mit einem fortgeschrittenen
Plattenepithelkarzinom der Zunge und des Oro-
pharynx nicht entscheidend verbessert werden.
Bei Patienten mit Tumoren dieser Region im Sta-
dium IIT und IV liegt die Fiinfjahresiiberlebensra-
te, je nach Literaturangabe und Behandlungsmo-
dalitit zwischen 30 -50 %. In den Studien, denen
eine Kombinationsbehandlung bestehend aus ei-
ner chirurgischen Tumorresektion und einer an-
schlieBenden Bestrahlung zugrunde liegt, wird
iiber eine etwas niedrigere lokale Rezidivrate und
lingere durchschnittliche Uberlebenszeit berich-
tet, im Gegensatz zu Studien, die nur den Thera-
pieerfolg von Monotherapien untersucht haben (2,
22, 35).

Mit dem Hinzufiigen einer Chemotherapie zu dem
Standardtherapieschema, (Chirurgie und Bestrah-
lung) werden drei Ziele verfolgt: Die Uberlebens-
rate soll erhoht, die Morbiditét der Standardthera-
pie gesenkt und das AusmafR der radikalen Chirur-
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gie eingeschrinkt werden. In vielen Pilotstudien
wird iiber eine Ansprechrate biszu 80 % und einer
kompletten Remissionsrate bis zu 50 % nach einer
Induktionschemotherapie bei Patienten mit Plat-
tenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsberei-
ches berichtet (10, 30, 39). Viele Studien, die eine
Induktionschemotherapie mit dem Standardthera-
pieverfahren verglichen, konnten allerdings keine
hoheren Uberlebensraten belegen (33). In einigen
Untersuchungen wird allerdings von einer geringe-
ren Rate von Fernmetastasen berichtet (5). Bei ge-
nauerer Betrachtung dieser Studien fillt auf, daB
die Patienten an einem weit fortgeschrittenen Sta-
dium ihrer Tumorerkrankung litten und teilweise
als inoperabel eingestuft waren. Bei vielen Patien-
ten handelte es sich um eine palliative Therapie.

Gute Ergebnisse einer Induktionschemotherapie
konnen aber nur bei Patienten erwartet werden, die
an einem operablen Tumor mit einer begrenzten
Tumormasse leiden. In einer neueren randomisier-
ten Multicenterstudie konnte gezeigt werden, dal
eine préoperative Chemotherapie bei resektablen
Tumoren der Mundhéhle und der Zunge in Kombi-
nation mit der Standardtherapie (Operation und
Radiatio), zu einer deutlich htheren Uberlebensra-
te fiihrt als die alleinige Standardtherapie (37, 38).
Eine weitere Moglichkeit der Erhéhung der Wirk-
samkeit der Chemotherapie besteht, wie bereits
ausgefiihrt, in der Anwendung einer zusitzlichen
Ganzkorperhyperthermie.

Aufgrund dieser Tatsachen fithren wir bei Patien-
ten, die an einem resektablen Plattenepithelkarzi-
nom der Mundhéhle oder der Zunge (T2-T3, NO-
N2) leiden, eine Phase I/I1 Studie durch, bestehend
aus einer pridoperativen ICE-Chemotherapie in
Kombination mit einer Ganzkdrperhyperthermie.
AnschlieBend erfolgt die Standardtherapie mit Tu-
morresektion und Bestrahlung.

Aus den oben angefithrten Griinden geht hervor,
daf3 dieses Therapiekonzept vermutlich zu einer
verbesserten lokalen Tumorkontrolle und somit zu
einer verbesserten Uberlebensrate fithrt. Da die
Behandlung nicht mit einer wesentlich hoheren
Nebenwirkungsrate verbunden ist, halten wir die
Uberpriifung dieser Therapiekombination fiir not-
wendig und gerechtfertigt.
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Aus der Medizinischen Klinik I (Direktor: Prof. Dr. med. H. L. Fehm) der Medizinischen Universitit zu

Liibeck

Maogliche Rolle des Ifosfamid-Metaboliten Chloracetaldehyd
in der Tumortherapie — Ein neues zytostatisches Target
unabhiingig vom Mitoseapparat der Zelle?

J. Kisro, S. Briiggemann, T. Wagner

Zusammenfassung

Die Chemotherapie maligner Erkrankungen zielt
klassischerweise auf die DNA und den Mitoseap-
parat als zytostatischen Angriffspunkt. Aufgrund
ihres hohen Stoffwechsels sowie einer oft unzurei-
chenden Gefdfiversorgung kénnen Tumorzellen
Schwierigkeiten in ihrer Energiebereitstellung ha-
ben. Es ist also folgerichtig, nach Substanzen zu
forschen, die hier ihren Angriffspunkt besitzen.
Bei der Metabolisierung des Zytostatikums Ifosfa-
mid entsteht neben 4-OH-Ifosfamid in hohem
MaBe Chloracetaldehyd (CAA). Wurde dem CAA
bisher nur Bedeutung fiir Neuro- und Nephrotoxi-
zitét beigemessen, so konnten wir in vitro eine zy-
totoxische Wirkung nicht nur gegentiiber Nierentu-
bulus-, sondern auch gegen Mamma-Ca- sowie Sar-
komzellinien demonstrieren, die der des alkylie-
renden Metaboliten 4-OH-Ifosfamid mindestens
gleichwertig war. Obwohl auch alkylierende Ei-
genschaften fiir das CAA beschrieben wurden,
sind die Fihigkeit zur Glutathiondepletion sowie
die Stérung der oxidativen Phosphorylierung mit
konsekutivem ATP-Abfall und Lipidperoxidation
der Zellmembran bedeutende zytotoxische Me-
chanismen. Den hieraus zu erwartenden Verstér-
kungseffekt mit alkylierenden Substanzen konnten
wir in Kombinationsversuchen mit 4-OH-Ifosfa-
mid demonstrieren. Prélimindre Ergebnisse aus in
vitro Untersuchungen zur Tumorselektivitit und
Therapieversuchen am Tiermodell unterstiitzen
die Bedeutung des CAA in der Antitumorwirkung
und weisen méglicherweise auf ein neues zytostati-
sches Angriffsziel unabhingig vom Mitoseapparat
der Zelle.

Summary

The chemotherapy of malignancies is classically
targeted against DNA and the mitotic apparatus.
Due to their high metabolic rate and an often insuf-
ficient vascular supply, tumor cells are jeopardized
regarding their energetic demands. Hence it is sen-
seful to look for substances, which could use this as
a cytostatical target. In the metabolism of the cyto-
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static drug ifosfamide besides 4-OH-ifosfamide a
high amount of choroacetaldehyde (CAA) is produ-
ced. So far CAA was only considered to contribute to
neuro- and nephrotoxicity. By contrast we could de-
monstrate an in vitro cytotoxicity not only against a
renal tubular-, but also against a breast carcinoma-
and a sarcoma-cell-line, which was at least compara-
ble to the cytotoxicity of the alkylating 4-OH-ifosfa-
mide. Although alkylating properties are described
for CAA’s too, its capability to deplete cells of gluta-
thion and interfere with the oxidative phosphorylati-
on, which causes an ATP-depletion and membrane
lipidperoxidation, are important cytotoxic mecha-
nisms. Hence one could expect an augmentation with
alkylating substances, which we could demonstrate in
combination tests with 4-OH-ifosfamide. Preliminary
results from in vitro experiments concerning CAA’s
tumorselectivity and treatment-experiments with an
animal model further support the importance of
CAA as an antitumor-agent and potentially direct to
a new cytostatic target independently of the mitotic
apparatus of the cell.

Einleitung

Traditionelle Konzepte in der Chemotherapiebe-
handlung maligner Erkrankungen zielen auf die
DNA und den Mitoseapparat von Tumorzellen als
»zytostatisches Target“. Aufgrund ihrer hohen
Proliferationsrate, des hohen Stoffwechsels sowie
der héufig unzureichenden GefdBversorgung ha-
ben Tumorzellen auch hinsichtlich ihres Energie-
bedarfes (insbesondere im Rahmen der oxidativen
Phosphorylierung) einen neuralgischen Punkt. Es
ist somit ein interessanter und folgerichtiger Ansatz,
nach Substanzen zu forschen, die hier ithren zytosta-
tischen Angriffspunkt besitzen und dabei noch eine
ausreichende Tumorselektivitidt aufweisen,

Bei Untersuchungen zur Fragestellung, ob das Zy-
stostatikum Ifosfamid (IFO) ein einfaches Analo-
gon des langbewahrten Cyclophosphamids (5) ist
und worin die Mechanismen seiner Nephrotoxizi-
tdt bestehen, testeten wir die beiden Ifosfamid-
Hauptmetaboliten 4-OH-Ifosfamid (4-OH-IFO)
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und Chloracetaldehyd (CAA) an verschiedenen
menschlichen Zellinien. Ifo- und Cyclophospha-
mid sind beides Alkylantien aus der Klasse der
Oxazaphosphorine, die sich nur durch die Positi-
onsverdnderung einer Chlordthylgruppe unter-
scheiden. Aus diesem scheinbar geringen struktu-
rellen Unterschied resultiert jedoch bei der Cyto-
chrom P 450 abhéngigen Aktivierung und Metaboli-
sierung ein hoherer Anteil an CAA beim IFO
(Abb.1) (4,8,18). Bisher wurde dem 4-OH-IFO die
Funktion des alkylierenden Hauptmetaboliten zu-
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Abb.1: Erste Schritte der Ifosfamidmetabolisierung:
1. Ringoxidation mit Bildung von 4-Hydroxy-ifosfamid
analog zu 4-Hydroxycyclophosphamid. 2. Seitenket-
tenoxidation mit Freisetzung von Chloracetaldehyd

gesprochen, wihrend man CA A nur Bedeutung fiir
die Nephro- und Neurotoxizitét von IFO beimal.

Klinische Beobachtungen zeigten jedoch, daB IFO
bei einigen Tumoren (z. B. Keimzelltumoren,
Weichteilsarkomen) héhere Ansprechraten besitzt
als Cyclophosphamid und keine komplette Kreuz-
resistenz zwischen beiden Substanzen existiert
(1,14,19). Da kein substanziell unterschiedliches
Wirkprinzip zwischen Cyclo- und Ifosfamid be-
kannt ist, interessierte bei unseren Untersuchun-
gen insbesondere, ob dem CAA eine Bedeutung
fir die Antitumorwirkung beizumessen ist. Um
unsere Testbedingungen der klinischen Situation
anzunghern, bestimmten wir zuerst die Plasma-
spiegel der beiden Hauptmetaboliten bei Patien-
ten, die im Rahmen einer Zytostatikatherapie mit
IFO behandelt wurden und paBten die bei den in-
vitro-Versuchen angewendeten Konzentrationen
entsprechend an.

Material und Methoden

Patienten und Pharmakokinetik:

Die pharmakokinetischen Daten der beiden
Hauptmetaboliten 4-OH-IFO und CAA wurden
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bei 10 Patienten mit nicht kleinzelligen Bronchial-
karzinomen bestimmt, die mit dem ICE-Schema
(Ifosfamid Sg/m? {iber 60 Min. Tag 1; Carboplatin
300 mg/m? tiber 60 Min. Tag 1; Etoposid 100 mg/m?
tiber 60 Min. Tag 1-3) behandelt wurden. 10 ml
Vollblutproben wurden zur Stunde 0, 1,5, 2, 3, 4, 8,
und 24 ab Beginn der IFO-Infusion entnommen
und mittels Gaschromatographie und HPLC nach
einer von uns beschriebenen Methode weiter ver-
arbeitet (9).

In-vitro-Versuche:

Behandelt wurden 2 Tumorzellinien (MX 1 Mam-
makarzinom; S 117 Schilddriisensarkom) sowie die
Landa-Leyden Nierentubuluszellinien. Die Zell-
dichte betrug 5 x 10* Zellen/ml fiir die MX 1 und S
117 Zellen und 1 x 10° Zellen/ml fiir die LL-Nieren-
zellen. Die Inkubationszeit betrug 4 Tage fiir MX 1
und LL-Zellen sowie 3 Tage fiir S 117 Zellen. Die
eingesetzten Konzentrationen von IFO, 4-OH-
IFO und CAA betrugen jeweils 2.5, 5, 10, 15, 20, 30
und 40 nmol/ml. Bestimmt wurde die Zelliiberle-
bensrate mit dem MTT-Assay nach Mosmann (13).

Fiir jede eingesetzte Konzentration wurden minde-
stens 10 Versuche durchgefiihrt. Die Zelliiberle-
bensrate wurde in Prozent im Vergleich zu einer
unbehandelten Kontrolle angegeben.

Ergebnisse
Pharmakokinetik:

Die pharmakokinetischen Daten wurden zur An-
passung der in-vitro zu wihlenden Konzentratio-
nen und zur Evaluation der klinischen Relevanz
der beiden Metaboliten bestimmt. Abb. 2 zeigt die
Konzentrations-Zeitkurven nach der Gabe von 5
g/m® IFO iiber 1 Stunde. Die Spitzenspiegel und

20
ECAA (9 IFO
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Abb.2: Pharmakokinetische Daten der Ifosfamid-Me-

taboliten 4-OH-Ifosfamid (4-OH-IFO) und Chlorace-

taldehyd (CAA) nach einer Infusion von 5g/m? Ifosfa-

mid (IFO) iiber eine Stunde
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AUC von CAA sind 2-3-fach héher als die korre-
spondierenden 4-OH-IFO-Werte. Hingegen sind
die Zeitprofile und terminalen Halbwertzeiten der
beiden Metaboliten in einem vergleichbaren Be-
reich.

Zytotoxischer Effekt von CAA
und 4-OH-IFO auf Tumorzellen

Abb. 3 zeigt eine enge Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung sowohl des CAA als auch fiir 4-OH-
IFO gegen MX-1 und S-117 Zellen, wohingegen
erwartungsgeméfl die Muttersubstanz IFO (ein

- s-117
T 100 ——CAA
é = —— 4-OHHFO
@ g 75 —FO
e
22 5o MX-1
&8 T e GAA
2
k| <ee- 4-OHFO
2Rk S NN o U res FO

0
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ADbb.3: Zytotoxizitit von Ifosfamid (IFO), 4-OH-Ifosfa-
mid (4-OH-IFO), und Chloracetaldehyd (CAA) auf
MX-1-Mamma-Ca und S-117 Sarkomzellinien

»prodrug®) keinerlei zytotoxischen Effekt ausiibt.
Weiterhin erkennt man, dal} bei jeder getesteten
Konzentration das CAA mindestens die Toxizitét
des 4-OH-IFO erreicht, meist sogar jedoch zu ei-
ner hoheren Reduktion der Zelliiberlebensrate
fihrt. Analog zur klinischen Beobachtung ist die
S-117 Sarkomzellinie vergleichsweise resistenter
als die Mammakarzinom-Zellinie gegeniiber bei-
den Metaboliten.
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Abb.4: Zytotoxizitit in der Mono- und Kombinations-
behandlung von §-117-Sarkom — Zellen mit 4-OH-Ifos-
Sfamid und Chloracetaldehyd
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Um der Tatsache gerecht zu werden, dafl im Men-
schen 4-OH-IFO und CAA gleichzeitig wirken, te-
steten wir die Wirkung auf die Zelliiberlebensrate
einer Kombination beider Metaboliten an den S-
117-Zellen. Abb. 4 zeigt, dal die Zytotoxizitit ver-
starkt und annéhernd additiv ist. Es wurden hierbei
Konzentrationen beider Metaboliten gew#hlt, bei
denen sowohl ein Einzeleffekt als auch ein Kombi-
nationseffekt eindeutig demonstrierbar waren.

Zytotoxizitéit von CAA und 4-OH-IFO
auf LL-Nierentubulus-Zellen

Um nihere Erkenntnisse tiber die Nephrotoxizitit
zu erhalten, untersuchten wir auch den Effekt von
IFO, 4-OH-IFO und CAA auf LL-Nierentubulus-
zellen. Wihrend die Muttersubstanz auch in hoher
Konzentration keinerlei Wirkung aufweist, kommt
es bei 4-OH-IFO und CAA wieder zu einem dosis-
abhingigen zytotoxischen Effekt. Entgegen den
bisherigen Vermutungen liegt die toxische Potenz
des CA A jedoch bei keiner der getesteten Konzen-
trationen signifikant hoher als die des 4-OH-IFO’s
(Abb. 5).
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Abb.5: Vergleich der Zytotoxizitdt von I[fosfamid (IFO),
4-OH-Ifosfamid (4-OH-Ifosfamid) und Chloracetalde-
hyd (CAA) auf distale Nierentubuluszellen (Landa-
Leyden)

Diskussion

Obwohl das Oxazaphosphorin-Zytostatikum IFO
ein einfaches Analogon des Cyclophosphamid zu
sein scheint, entsteht bei seiner Metabolisierung
ein bis zu 100-fach hoherer Anteil des Metaboliten
CAA. Da die unter IFO-Behandlung auftretenden
Nephro- und Neurotoxizitdten nach Cyclophos-
phamidgabe nicht beobachtet wurden, mufite auch
aufgrund weiterer Beobachtungen (3, 15) das
CAA fiir das besondere Nebenwirkungsspektrum
des IFO verantwortlich gemacht werden. Eine ei-
gene zytotoxische Wirkung des CAA gegeniiber
Tumorzellen war bisher weder beschrieben noch
postuliert worden.

Unsere in-vitro-Versuche lieBen jedoch ein hohes
zytotoxisches Potential von CAA nicht nur gegen
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LL-Nierentubuluszellen, sondern auch gegeniiber
den getesteten Tumorzellinien erkennen. Diese
Zytotoxizitdt entsprach der Wirkung des bisher als
Hauptmetaboliten angesehenen 4-OH-IFO. Es ist
also anzunehmen, dafl CA A nicht nur fiir die Ne-
benwirkung sondern auch fiir die Antitumorwir-
kung des IFO‘s eine bedeutende Rolle spielt. Be-
sonders hervorzuheben ist hierbei, daB die geteste-
ten Metabolitenkonzentrationen in Bereichen la-
gen, die den Blutspiegeln bei Patienten nach kli-
nisch tblichen IFO-Dosierungen entsprachen.

Zur Frage der molekularen Wirkmechanismen von
CAA auf Zellen gibt es auch auBerhalb der Zyto-
statikaforschung einige Untersuchungen, die wir
dem Umstand verdanken, da CAA in der chemi-
schen Industrie hdufig verwendet wird. Obwohl
eine alkylierende Eigenschaft von CAA beschrie-
ben wurde (6, 17), scheinen weitere Mechanismen
eine wichtigere Bedeutung zu haben. Es konnte
gezeigt werden, daf es zu irreversiblen Konjugaten
zwischen CAA und Glutathion (dem wichtigsten
zelleigenem Protektorthiol) mit Abfall des intra-
zelluldren Glutathiongehaltes kommt (11, 12).
Dies macht die Zelle vulnerabler sowohl gegen-
tiber ungebundenem CAA als auch gegeniiber den
eigentlichen alkylierenden Metaboliten wie dem 4-
OH-IFO.

Ein weiterer besonderer Effekt des CAA ist seine
Fahigkeit, Storungen in der mitochondrialen At-
mungskette mit konsekutivem ATP-Abfall und Li-
pidperoxidation der Zellmembran zu erzeugen
(16). Der noch nicht vollstindig geklirte moleku-
lare Mechanismus scheint die Einschleusung des
CAA nach Dehydrierung durch Aldehyddehydro-
genasen in den Tricarbonsdurezyklus iiber das Co-
Enzym A zu sein. Im weiteren Verlauf kommt es
wahrscheinlich zu einem Abbruch auf der Stufe
des Succinats, da dessen Dehydrierung zu Fumarat
durch die Chlorgruppe behindert wird. Elektro-
nentransport und Energiegewinnung tiber ATP-
Bildung (oxidative Phosphorylierung) werden ge-
stoppt. Gestiitzt wird diese These durch die klini-
sche Beobachtung, da die Neurotoxizitit des
CAA durch Methylenblau verringert werden kann
(7). Methylenblau kénnte in seiner Eigenschaft als
Elektronendonator zur Reduktion des FAD bei-
tragen. Der bereits in Leberzellen nachgewiesene
ATP-Abfall durch CAA (16) konnte fiir Tumorzel-
len, die sich héufig in einer energetisch kritischen
Situation befinden, den Zelltod bedeuten.

Weiterhin findet die Ausschleusung toxischer Sub-
stanzen {iber die von einigen Tumoren sehr stark
exprimierte MDR (multi-drug-resistance)-Pumpe
in einem ATP gekoppelten Transport statt, so daf
auch eine Verminderung der Tumorresistenz ge-
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geniiber weiteren Zytostatika eine durchaus er-
wiinschte Folge sein konnte.

SchluBfolgerung

Mit dem Chloracetaldehyd (CAA) ist eine Sub-
stanz aufgefallen, deren Eingriff in die oxidative
Phosphorylierung (bei méglicher relativer Tumor-
selektivitit) auf einen neuen zytostatischen An-
griffspunkt hinweist. Seine potentielle Bedeutung
als Modulator und Verstérker der Alkylantienwir-
kung ist bei dem Oxazaphosphorin-Zytostatikum
Ifosfamid durch unsere Untersuchungen bereits
gezeigt.

Welche Bedeutung CAA in der Antitumor-Thera-
pie als Monosubstanz zukommen kann, muf in
weiteren in-vitro (z. B. Tumor- und Stammzell-As-
says) und in vivo-Versuchen herausgefunden wer-
den. Prilinimére Versuche mit menschlichen Tu-
morxenograften auf immuninkompetenten Nackt-
méusen bestétigen die Wirksamkeit von CAA. Das
Mitochondrion als Target einer Zytostatikawir-
kung wire auch ein neuer Wirkort, da bisher fast
alle Zytostatika proliferationsabhéngig am Mitose-
apparat der Zelle angreifen.

Eine eingehendere Darstellung dieses Themas fin-
det sich in unserer Publikation in der Zeitschrift
»Cancer Research (2).
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Aus der Klinik fiir Chirurgie (Direktor Prof. Dr. med. H.-P. Bruch) der Medizinischen Universitit zu

Liibeck:

Die totale Mesorektumexzision: Standardverfahren zur
chirurgischen Therapie des Rektumkarzinoms

C. Boos, H.-P. Bruch, A. Weigel, O. Schwandner

Zusammenfassung

Die totale Mesorektumexzision (TME) wird als
Optimierung der onkologischen Radikalitit im
Rahmen der kontinenzerhaltenden Rektumre-
sektion beim Rektumkarzinom seit Mitte der
achtziger Jahre zunehmend propagiert. Seit 1990
wird an der Chirurgischen Klinik der Medizini-
schen Universitit zu Liibeck die tiefe anteriore
Resektion mit TME als Standardverfahren beim
Rektumkarzinom durchgefiithrt. Um den EinfluB
der TME auf die lokoregionidre Rezidivrate im
Vergleich zur konventionellen anterioren Resek-
tion mit partieller Mesorektumexzision (PME) zu
ermitteln, wurden 248 im Tumornachsorgepro-
gramm erfafte Patienten mit anteriorer RO-Rek-
tumexzision aus dem Zeitraum 1979-4/90 (PME)
sowie 5/90-1996 (TME) hinsichtlich ihrer lokore-
giondren Rezidivrate ausgewertet. Bei vergleich-
baren demographischen Patientendaten beider
Gruppen konnte gezeigt werden, daB sich die lo-
koregionidre Rezidivrate durch eine tiefe anterio-
re Resektion mit totaler Mesorektumexzision von
19,8 % auf 5,4 % verminderte, Die Gesamtiiber-
lebensrate verbesserte sich signifikant um 16 %
im dritten und finften postoperativen Jahr
(p<0,007).

Summary

Since the middle of the 80’s total mesorectal excisi-
on (TME) has significantly improved the success of
surgery for rectal cancer. TME has performed at
the Department of Surgery, Medical University of
Luebeck, since 1990. This study focusses on an eva-
luation of the influence of TME on the rate of local
recurrence in comparison to the conventional an-
terior resection with only partial mesorectal excisi-
on (PME). A total of 133 patients who underwent
an anterior resection with PME between 1979 and
1990 were compared with 115 patients who were
surgically treated by an anterior resection with
TME. The rate of local recurrence in the PME
group was 19,8 %. It could be decreased to only 5,4
% in the TME group. The postoperative survival
rate could significantly be improved by 16 % in the
third and fifth year.
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Einleitung

Das Rektumkarzinom ist mit einer Inzidenz von
ca. 30 Neuerkrankungen pro Jahr bezogen auf
100.000 Einwohner (1), eine der hdufigsten mali-
gnen Erkrankungen. Das durchschnittliche Er-
krankungsalter liegt zwischen dem 60, und 70. Le-
bensjahr, es erkranken Ménner hdufiger als Frauen
(33). Ca. 50 % aller kolorektalen Karzinome sind
im Rektum oder an der Grenze zwischen Rektum
und Sigma lokalisiert. Die Rektumkarzinome
wachsen {iberwiegend an der Vorder- (42 %) bzw.
Hinterwand (46 %) und entstehen nur in 10 % der
Fille primir seitlich (29,30).

Die chirurgische Therapie des Rektumkarzinoms
wurde erstmals 1889 durch Czerny im Sinne einer
Rektumexstirpation durchgefiihrt. Dieses Vorge-
hen blieb als Standardverfahren aufgrund der Un-
tersuchungen von Miles (22) seit 1908 fiir ca. 30
Jahre dominierend. Erst 1930 wurden die
Miles’schen Maxime der Metastasierung des Rek
tumkarzinoms von Dukes (7) angezweifelt. Dukes
hatte in zahlreichen Autopsiestudien und Priipa-
ratuntersuchungen herausgefunden, daf3 die von
Miles vermutete distale und laterale Ausbreitung
des Tumors selten vorkam und meistens nur im
Rahmen einer bereits bestehenden, ausgedehn-
ten, proximalen Metastasierung bestand. Beein-
fluBt durch diese Ergebnisse etablierte Dixon
1939 die anteriore Resektion als kontinenzerhal-
tende Technik. Zu diesem Zeitpunkt war fiir die
Anwendung der anterioren Resektion ein minde-
stens 6-8 cm langer anorektaler Stumpf Voraus-
setzung, so daB sich diese Operationstechnik zur
Behandlung tiefer gelegener rektaler Karzinome
als problematisch erwies. Erst 1972 zeigte Parks
(16) die Moglichkeit der Kontinenzerhaltung bei
intakter Beckenbodenmuskulatur auch bei kiirze-
rem oder sogar vollig fehlendem anorektalem
Stumpf. Durch die Entwicklung der maschinellen
Anastomosengerite Mitte der 80er Jahre wurde
die - Anastomosentechnik weiter erleichtert und
standardisiert. Gleichzeitig wurde die Prognose
nach anteriore Resektion, insbesondere die loko-
regionidre Rezidivrate, durch die Mitnahme der
abdominellen MetastasenstraBen entscheidend
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TME PME

n=115 (4) n=133 (2)
OP-Verfahren Pat. % Pat. %
anteriore Resektion n=85 (2) 64 %
tiefe anteriore Resektion n=89 (4) 77 % n=48 96 %
ultratiefe anteriore Resektion| n=26 . 23 %
(interspinktere Anastomose)

Tab. 1: OP-Verfahren der zwischen 1979-96 RO-resezierten Patienten (n=248) mit Rektumkarzinom in Abhéingig-
keit von der Mitnahme des Mesorektums (TME=totale Mesorektumexzision, PME=partielle Mesorektumexzision).
In Klammern die Anzahl der innerhalb von 30 Tagen postoperativ Verstorbenen. (In der Rezidivratenberechnung

nicht beriicksichtigt!)

verbessert (4, 5, 6,15, 17, 19, 23, 24, 25, 26, 27, 31,
32).

Betrachtet man die in der Literatur angegebenen
lokoregionidren Rezidivraten, so schwanken diese
zwischen 2,6 und 32 % (1). Die Ursachen fiir diese
Spannbreite sind vielfdltig. Neben der Bedeutung
der Anastomosentechnik — die Klammernahttech-
nik hat 50 % weniger Rezidive (3) — zeigen Ein-
mannstatistiken einen eindeutigen Bezug zur indi-
viduellen Qualitit des Operateurs. In diesem Zu-
sammenhang konnte Heald (9, 10, 11, 12) die Ver-
minderung der lokoregioniren Rezidivrate auf 4
% durch eine subtile totale Exzision des Mesorek-
tums (TME) zeigen. Andere Autoren konnten die-
se Ergebnisse bestitigen (2, 8, 13, 18, 20, 27, 29),
dennoch wird die TME als Standardverfahren
beim Rektur}lkarzinom weiterhin diskutiert.

Probanden und Methoden

Seit 1979 werden alle Patienten der Chirurgischen
Klinik mit kolorektalem Karzinom prospektiv
nachuntersucht. Seit Mai 1990 wird bei jedem
Rektumkarzinom routinemiBig eine tiefe anterio-
re Resektion mit totaler Mesorektumexzision
durchgefiihrt, wohingegen zuvor die konventionel-
le anteriore Resektion mit partieller Mesorek-
tumexzision den Standardeingriff darstelite. In
Hinblick auf die lokoregiondre Rezidivrate wur-
den die Patienten mit RO-Resektion dieser beiden
Behandlungszeitriume ausgewertet. Die Signifi-
kanzberechnung erfolgte mittels log-rank Test am
Kaplan-Meier Modell.

Ergebnisse

248 Patienten mit Rektumkarzinom wurden im
Zeitraum 1979 bis 1996 kontinenzerhaltend R0 an-
terior reseziert. 133 Patienten wurden bis Mai 1990
anterior reseziert, bei 48 Patienten wurde eine tiefe
Anastomose angelegt. Von Mai 1990 bis 1996 wur-
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den 115 Patienten tief anterior reseziert, wovon 26
Patienten eine ultratiefe intersphinktere Anasto-
mose erhielten (Tab. 1). Das Durchschnittsalter al-
ler Patienten lag bei 67,7 Jahren, wobei die in der
Anzahl gering tiberwiegenden Frauen im Durch-
schnitt ca. 4 Jahre #lter waren. Die demographi-
schen Patientendaten beider Zeitrdume unter-
schieden sich nur unwesentlich. Die TME-Gruppe
unterschied sich von den PME-Patienten durch ei-
nen geringeren Anteil an T3-Tumoren, jedoch ho-
heren Anteil an T4-Karzinomen (Tab. 2). Deswei-
teren wurden in der TME-Gruppe wesentlich mehr

TME PME
TNM-Stadium N Rez. N Rez.
TINOMO 14 (1) 13
TIN1-2M0 1 2
T2NOMO 24 (1) 17 2
T2N1-2M0 7 6 1
T2NOM1 0 1
T3NOMO 302y 1 62 (2) 10
T3NOM1 1 1
T3N1-2M0 26 2 30 12
T3N2M1 4 1
T4N1-0MO 7 2 1 1
T4NOM1 1
Gesamt 115(4) 6 133 26

Tab. 2: Rezidivverteilung in Abhdingigkeit vom diagno-
stizierten Tumorstadium der zwischen 1979-96 RO-re-
sezierten Patienten (n=248) mit Rektumkarzinom. In
Klammern die Anzahl der innerhalb von 30 Tagen post-
operativ Verstorbenen. (In der Rezidivratenberech-
nung nicht beriicksichtigt!)
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TME PME

n=115 (4) N=133 (2)
OP-Verfahren Rez. | ges. % Rez. Ges. %
anteriore Resektion n=0 | n=0 n=0 N=18 N=85(1) |214%
tiefe anteriore Resektion n=5 |[n=89(4) 156% N=8 N=48(1) | 17,0%
ultratiefe anteriore Resektion n=1 | n=26 3,8% N=0 N=0 0%
(intersphinktere Anastomose)
gesamt n=6 |n=115(4) (54 % N=26 N=133 (2) | 19,8 %

Tab. 3: Rezidivrate der zwischen 1979-96 RO-resezierten Patienten (n=248) mit Rektumkarzinom in Abhéingigkeit
vom OP-Verfahren. In Klammern die Anzahl der innerhalb von 30 Tagen postoperativ Verstorbenen. (In der Rezi-

divratenberechnung nicht beriicksichrigt!)

Patienten mit Tumorlokalisation im unteren Rek-
tum behandelt sowie wesentlich h#ufiger eine
Stapleranastomose angelegt (TME 65 %, PME 15
% ). Die Rezidivrate der PME-resezierten Patien-
ten lag bei 19,8 % (n=26), davon manifestierte sich
das Rezidiv in 85 % in den ersten drei Jahren post-
operativ (Tab. 3). Der durchschnittliche Nachbe-
obachtungszeitraum dieser Gruppe lag bei 79,1
Monaten. Die TME-resezierten Patienten entwik-
kelten in 5,4 % (n=6) der Fille ein lokoregionires
Rezidiv (Tab. 4), zwei dieser Patienten wiesen
beim Ersteingriff ein T4-Karzinom auf, Der durch-
schnittliche Nachbeobachtungszeitraum lag bei
38,5 Monaten. Die postoperative Uberlebenszeit
ergab fiir die TME-Patienten einen signifikanten
Vorteil im dritten und fiinften postoperativen Jahr
von jeweils 16 % (p<0,007) (Abb. 1).

Diskussion

Das Auftreten eines lokoregiondren Rezidivs wie
auch die Fernmetastasierung nach anteriorer Re-
sektion fiihrt zu einer dramatischen Prognosever-
schlechterung der kurativ operierten Patienten mit
Rektumkarzinom. Nur 5-20 % der Lokalrezidive
sind resezierbar, und von den Operierten sterben
90 % innerhalb der folgenden drei Jahre. Die Ver-
meidung des lokalen Rezidivs stellt somit die wich-
tigste Forderung an den Chirurgen dar. Eine subti-
le Operationstechnik mit perfektem Beherrschen
der Staplerverfahren, das Verstehen der tumorbio-
logischen Zusammenhinge und das genaue Ver-
stindnis der anatomischen Gegebenheiten insbe-
sondere der bestehenden Grenzlamellen sowie
Lymphabfliisse im kleinen Becken stellen hierfiir
eine unumgéngliche Voraussetzung dar. Das Lo-
kalrezidiv hat 3 Entstehungsméglichkeiten. a) In-
komplette Tumorresektion, b) Implantation leben-
der Karzinomzellen vom Darmlumen aus in das
Operationsgebiet und ¢) Abtropfen der Tumorzel-
len aus tumornah eréffneten Lymphbahnen.
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TME PME
gesamt n=111 n=131
Rezidivim 1. Jahr n=3 n=14

2. Jahr n=1 n=8
3. Jahr n=0 n=2
4. Jahr n=0 n=2
5. Jahr n=2 n=0

Tab. 4: Auftreten des Rezidivs in Abhéingigkeit von der
Zeit (n=242). 6 Patienten verstarben innerhalb von 30
Tagen postoperativ und wurden exkludiert.

%
100

80 T
: —

40

—TME

20

0 1 L !
0. 20 40 60 80

Monate

Abb. 1: Uberlebensrate der mit TME bzw. PME anteri-
or resezierten Patienten. Die 30-Tage-Letalitiit wurde
herausgerechnet (p<0,007).
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Wihrend die RO-Resektion selbstverstindlich im-
mer vom Operateur angestrebt werden sollte, kann
die Implantation von Tumorzellen vom Darmlu-
men aus durch Spiilung mit zytotoxischen Substan-
zen und Anastomosierung in double stapler-Tech-
nik weitgehend ausgeschlossen werden. Um die
Bedeutung der Lymphabtropfmetastasen fiir die
Lokalrezidiventstehung zu werten, ist das Verste-
hen der Physiologie des Lymphflusses essentiell.
Das intakte Lymphsystem ist geschlossen und nur
dort, wo es im Thorax in die Venen einmiindet, of-
fen. D. h. es schopft nur das an einen Tumor ange-
schlossene Gewebeareal ab und transportiert die
Lymphe und Tumorzellen aktiv zentripedal. Die
LymphgefiBe besitzen Klappen mit davorliegen-
den glattmuskeligen Bewegungselementen, die
diese Strombahn zur Einbahnstrae machen. Wird
nun z. B. bei einer Kontinenzresektion der perirek-
tale dorsale Fettkérper (Mesorektum) durch-
trennt, konnen Tumorzellverbédnde aus dem
LymphgefaBsytem abtropfen und der Entstehung
eines lokalen Rezidivs Vorschub leisten. Da der
perirektale Fettkorper nur bis zum unteren Viertel
des Rektum reicht, kann ein Operateur bei einer
tiefen anterioren Resektion mit Anlage einer Ana-
stomose im unteren Viertel des Rektums (,,Zone
der Unschuld“) das Mesorektum gar nicht belas-
sen oder ertffnen. Heald setzte als einer der ersten
diese Erkenntnisse in seiner Operationsstrategie
um und reduzierte seine persénliche Rezidivrate
nach tiefer anteriorer Resektion auf 4 %. Seit Mai
1990 wird die tiefe anteriore Resektion mit totaler
Mesorektumexzision an unserer Klinik als chirur-
gischer Standard in der Therapie des Rektumkar-
zinoms durchgefiithrt. Bei vergleichbaren demo-
graphischen Patientendaten und trotz eines héhe-
ren Anteils an T4- und im unteren Rektumdrittel
gelegenen Karzinomen, konnte hierdurch im eige-
nen Patientengut eine signifikante Verminderung
der Lokalrezidivrate von 19,8 % auf 5,4 % erreicht
werden. Obwohl sich der Nachbeobachtungszeit-
raum beider Gruppen unterscheidet, zeigt sowohl
der Zeitpunkt und die Anzahl des Auftretens von
Rezidiven — iiberwiegend in den ersten 3 Jahren
postoperativ —, als auch die Uberlebenszeit der mit
TME operierten Patienten einen signifikanten
Vorteil gegeniiber den Patienten mit PME. Insbe-
sondere profitieren hiervon Patienten mit kurativ
operiertem T3- und T4-Karzinom. Ein therapeuti-
scher Nihilismus ist also gerade bei dieser Patien-
tengruppe nicht indiziert. Inwiefern eine adjuvante
Radio-Chemotherapie die Ergebnisse der TME-
Patienten hinsichtlich Lokalrezidivrate und Fern-
metastasierung mitbeeinfluit, darf zum jetzigen
Zeitpunkt nur spekuliert werden. Zweifelsohne
stellt die tiefe anteriore Resektion mit totaler Me-
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sorektumexzision bei Patienten mit Rektumkarzi-
nom die optimale chirurgische Voraussetzung fiir
eine mogliche Heilung dar.
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Aus der Klinik fiir Urologie (Direktor Prof. Dr. med. D. Jocham), Medizinische Universitit zu Liibeck:

Stellenwert der sekundiren radikalen Prostatektomie in der
Behandlung des lokal begrenzten Prostatakarzinoms

C. Durek, P. Fornara, T. Riepe, A. Bohle, R. Eichenauer, D. Jocham

Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist das hdufigste Karzinom
des Urogenitaltrakts. Die Mortalitit liegt bei Min-
nern an zweiter Stelle hinter dem Bronchialkarzi-
nom. Die Therapie erfolgt stadienorientiert. Lokal
begrenzte Tumoren werden durch eine radikale
Prostatovesikulektomie (RPE) heute mit geringen
Komplikationsraten erfolgreich operiert. Die Pro-
gnose des Prostatakarzinoms im Stadium Tla, die
klinisch als inzidentelle Karzinome, z. B. im Rah-
men einer transurethralen Resektion der Prostata,
diagnostiziert wurden, ist bisher nicht eindeutig
geklart. Zur Definition einer optimalen Therapie
miissen eine Reihe von Faktoren berlicksichtigt
werden. Neben der potentiellen Gefahr eines Un-
derstagings sollten auch operative Risiken Ein-
gang in die Uberlegungen finden. Ziel dieser Un-
tersuchung war es, zu kldren, ob die Vorresektion
der Prostata zu einer héheren operativen Morbidi-
tdt und Mortalitét der anschlieBenden sekundéren
radikalen Prostatovesikulektomie beim Patienten
fiihrt. Dazu wurden retrospektiv eine Vielzahl von
pré-, intra- und postoperativen Parametern bei Pa-
tienten, die sich einer sekunddren radikalen
Prostatektomie unterzogen, mit denen der priméi-
ren RPE verglichen. Es wurden retrospektiv 494
radikale Prostatektomien im Zeitraum zwischen
1984 und 1997 ausgewertet. Bei 101 Patienten war
eine transurethrale Resektion, bei 11 eine transve-
sikale Prostataadenomenukleation wegen ver-
meintlich benigner Prostatahyperplasie vorausge-
gangen. Insgesamt stimmte nur bei 54 % der Pati-
enten prioperatives und postoperatives Staging
tiberein. Bei den Patienten im Stadium T1a lag ein
Understaging in 84 % der Fille vor. Vergleicht man
diese 112 Patienten mit dem Gesamtkollektiv radi-
kal prostatektomierter Patienten, 148t sich bis auf
eine leicht verminderte Anastomosenstrikturrate
kein Unterschied beziiglich der operativen Kom-
plikationen feststellen. Bei entsprechender biolo-
gischer Lebenserwartung ist somit zu fordern, auch
vermeintliche T1a Tumore einer radikalen Prosta-
tovesikulektomie zuzufiihren. Der Einfluf} der ra-
dikalen Operation auf die Langzeitprognose dieser
Patienten ist derzeit Gegenstand prospektivrando-
misierter Studien.
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Summary

Prostate cancer is the most common malignancy in
the genitourinary tract. Following lung cancer it is
the second leading cause of cancer-related deathsin
men. The therapy is related on the tumor stage.
Localized tumors can be successfully treated by ra-
dical prostatectomy without severe complications.
However the long term follow-up of patients with
clinically stage T1a (A1) tumors diagnosed acciden-
tally by TUR of the prostate is not completely
known. In order to recommend the appropriate
therapy for these patients, many factors always
have to be taken into account. Among these, the
peri- and postoperative complications as well as the
risk of understaging of the tumor have to be consi-
dered. The aim of the present study was to evaluate
the influence of a preceding TURP procedure on a
secondary radical prostatectomy. In a retrospective
analysis, several pre-, intra- and postoperative pa-
rameters were registered in patients who under-
went secondary prostatectomy and compared to
those in patients with primary radical operation.
From 1984 to 1997 494 radical prostatectomy proce-
dures were performed at our institution. A TURP
was done before in 101 patients, in 11 cases open
transvesical surgery was necessary because of sup-
posed benign hyperplasia of the prostate. In total,
pre- and postoperative staging corresponded in
only 54 %. In the 112 patients with clinically stage
Tla tumors who underwent secondary radical pro-
statectomy 84 % had a higher tumor stage postope-
ratively and were understaged before. However,
the perioperative morbidity- and mortality rates
did not significantly differ between both groups.

Thus, patients in good clinical conditions with a bio-
logical life expectancy of about 10 years who are
supposed to have only a Tla (A1) tumor should be
treated by radical surgery. The long term outcome
of these patients is presently under investigation.

Einleitung

Das Prostatakarzinom ist-das h#ufigste Karzinom
des Urogenitalbereichs. Die Mortalitét liegt bei
Minnern an zweiter Stelle hinter dem Lungen-
krebs. Nach dem Saarldndischen Krebsregister
sind 7,6 % der Krebstodesfille bei Ménnern allein
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dem Prostatakarzinom zuzurechnen [1]. Die Inzi-
denz steigt weltweit an und betriigt z. Zt. etwa 30/
100.000 Einwohner. Die Atiologie des Prostatakar-
zinoms ist ungekldrt. Diskutiert werden in diesem
Zusammenhang vier Faktoren: 1. genetische Pri-
disposition, 2. endogene hormonelle Einfliisse, 3.
chemische Karzinogene und 4. venerische Leiden.
Uber weitere potentielle Risikofaktoren 148t sich
zum jetztigen Zeitpunkt genauso wenig eine siche-
re Aussage machen wie iiber eine mogliche Pri-
vention des Prostatakarzinoms. Neben dem kli-
nisch manifesten Prostatakarzinom unterscheidet
man das latente, nur bei einer Autopsie diagnosti-
zierte Karzinom, das incidentelle und das okkulte
Prostatakarzinom. Das okkulte Karzinom wurde
histologisch oder laborchemisch diagnostiziert,
ohne daf in der Prostata ein Priméirtumor gefun-
den werden kann. Eine besondere Stellung nimmt
das incidentelle Prostatakarzinom ein. Es ist weder
tumorbiologisch noch prognostisch als Einheit an-
zusehen. Es handelt sich in ca. 40 % um
hoch-differenzierte Tumoren (Tla, G1), in 60 %
um mindestens T1b, G2-3 Tumore. Weiterhin wer-
den auch multifokale Karzinome mit geringem
Differenzierungsgrad bzw. verschieden differen-
zierte Karzinome koexistent gefunden. Es wird bei
ca. 13 % bei Patienten, die wegen benigner Prosta-
tahyperplasie transurethral operiert werden, ge-
funden. In ca. 30 % der Fille finden sich bereits
Lymphknotenmetastasen, in ca. 15 % Skelettmeta-
stasen. Im Gegensatz zum klinisch manifesten Pro-
statakarzinom, welches in etwa 80 % der Fille dor-
sal gelegen ist, findet sich das inzidentelle Karzi-
nom in bis zu 56 % ventral gelegen, nur in 16 % ist
es dorsal und bis zu 28 % lateral lokalisiert. Histo-
logisch handelt es sich bei 97 % der Prostatakarzi-
nome um Adenokarzinome, die morphologisch in
glandulére, kribiforme und solide Karzinome un-
terteilt werden.

Die Stadienecinteilung erfolgt nach dem
TMN-Sytem. Das incidentelle Prostatakarzinom
wird dem Stadium T1 zugeordnet . Dabei wird in
Abhiéngigkeit des AusmaBes des Karzinoms vom
reseziertem Gewebe (<5 %, bzw. > 5 %) das Stadi-
um Tla und T1b unterschieden. Von einem Tlc
Stadium spricht man bei Diagnose eines primir
nicht tastbaren und der Bildgebung sich entziehen-
den Tumor, der durch Nadelbiopsie entdeckt wird.

Die weitaus meisten Patienten (ca. 90 %) suchen
ihren Arzt wegen Symptomen auf, die von Meta-
stasen verursacht werden, z. B. Knochenschmer-
zen, Gewichtsverlust oder Anémie. Nur 10 % der
Patienten werden im Friistadium vorstellig. Die er-
sten Symptome sind unspezifisch und beinhalten
Pollakisurie, Dysurie und selten Himaturie, Die
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PSA-Bestimmung im Serum kann heute gemein-
sam mit der digital-rektalen Palpation und der
Biopsie als eine zuverléssige Sreeningmethode an-
gesehen werden und bildet den Grundpfeiler der
Diagnostik und der Verlaufskontrolle. Aufgrund
der hiufig ventralen Lokalisation entgeht das inzi-
dentelle Prostatakarzinom der rektalen Untersu-
chung jedoch eher.

Der Nachweis des Prostatakarzinoms wird bei pal-
patorischem Verdacht bzw. kritisch erhdhtem
PSA-Spiegel im Serum durch Feinnadel- (Aspira-
tions-) Biopsie und Stanzbiopsie erbracht. Einige
Autoren vertreten die Ansicht, daB die Anwen-
dung der systematischen Aspirationszytologie bei
unauffalligem Tastbefund vor transurethraler Pro-
stataresektion eine genaue Aussage tber die An-
wesenheit eines incidentellen Prostatakarzinoms
machen kann [2].

Die Therapie des Prostatakarzinoms erfolgt stadi-
enorientiert. Grundsitzlich kann das lokal be-
grenzte Karzinom bei Patienten, die eine Lebens-
erwartung von mindestens 10 Jahren haben, durch
eine radikale Entfernung der Prostata (sog. radika-
le Prostatovesiculektomie) mitsamt der Extirpati-
on der prostatischen Kapsel, der Samenbléschen,
den Ampullen der Ductus deferentes sowie einem
Teil des Blasenhalses kurativ behandelt werden.
Der Vorteil dieser Operation liegt in der héheren
Uberlebensrate im Vergleich zur Strahlentherapie
bei geringer Morbiditit und Mortalitét [3]. Bei lo-
kal fortgeschrittenen Tumoren und bei skelettme-
tastasierten Prostatakarzinomen sind lediglich pal-
liative Behandlungsformen durch Androgenablati-
on bzw. -deprivation moglich. Uneinigkeit herrscht
tiber die Effektivitit der radikalen Prostatektomie
bei klinisch organbegrenztem Tumor und dem Vor-
handensein tumorbefallener Lymphknoten in der
Staginglymphadenektomie, die der radikalen Ope-
ration vorausgeht.

Die Behandlung des incidentellen Prostatakarzi-
noms wird ebenfalls kontrovers diskutiert. Das
Spektum der Therapiemodalitéiten reicht von der
sog.“Wait and See“-Strategie iiber eine transure-
thrale Nachresektion oder der radikalen Prostato-
vesiculektomie. Wihrend heute weitestgehend ak-
zepiert ist, dafl bei einem Patienten in guten Allge-
meinzustand mit einer entsprechenden Lebenser-
wartung bei Diagnose eines T1b Karzinoms eine
radikale Operation erfolgen sollte, ist dieses Vor-
gehen gemeinhin fiir das T1a Karzinom umstritten
[4,5,6,7]. Gegner einer radikalen Operation fithren
die operationsassoziierten Komplikationen nach
vorausgegangener transurethraler Resektion ger-
ne ins Felde, um die abwartende Haltung im Falle
eines vermeintlich mit einer geringen biologischen
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Aktivitdt einhergehenden Karzinoms zu rechtferti-
gen [8].

Befiirworter eines eher radikalen Therapieregimes
weisen auf die hohe Unsicherheit beziiglich des
Tumorstadiums nach transurethraler Resektion
hin. Nach einer Studie von Catalona und Stein
1982 kommt ein Understaging in Bezug auf die lo-
kale Tumorausdehnung in bis zu 56 % der Fille im
Stadium T1 oder T2 vor [9].

Fragestellung:

Ziel der Arbeit war es, die operative Mortalitét
und Morbiditit bei Patienten, die sich einer sekun-
dar radikalen Prostatovesiculektomie im Stadium
Tla mit den operativen Risiken vom Patienten
nach primérer radikaler Prostatovesiculektomie zu
vergleichen.

Ferner solite die potentielle Understaginggefahr
vor allem der Karzinome im Stadium T1a quantifi-
ziert werden.

Material und Methoden

Im Zeitraum von Mérz 1984 bis Mai 1997 wurden
an der Klinik fiir Urologie der Medizinischen Uni-
versitit zu Liibeck 494 Patienten radikal prostato-
vesiculektomiert (RPE). Davon wurden 112 Pati-
enten sekunddr radikal prostatektomiert (sRPE).
Das entspricht einer Quote von ca. 22 %.

Nicht erfaBt wurden die Patienten, bei denen intra-
operativ in der pelvinen Lymphadenektomie, die
der eigentlichen Prostatovesiculektomie stets vor-
ausgeht, lymphogene Metatasen im Schnellschnitt
diagnostiziert wurden, so daf3 eine Androgenabla-
tion im Sinne einer subkapsuldren Orchiektomie
notwendig wurde.

Im Zeitraum von 1984-1992 sind nur 154 Patienten
operiert worden, im den letzten 5 Jahren ist die Fre-
quenz dieser Operation mit durchschnittlich fast 70
Eingriffen pro Jahr damit deutlich angestiegen.

Zur Einordnung des Stellenwertes der sekundéren
radikalen Prostatacktomie in das Gesamtspektrum
der therapeutischen Moglichkeiten beim T1la Kar-
zinom wurde die operative Mortalitdt und Morbi-
ditdt die der priméiren radikalen Prostatovesikul-
ektomie gegeniibergestellt. Verglichen wurden die
Altersverteilung der Kollektive, die Operations-
zeit, der durchschnittliche Blutverlust, die Friih-
und Spétkomplikationen, die Krankenhausver-
weildauer und die Kontinenz.

Weiterhin wurde durch den Vergleich des priaope-
rativen mit dem postoperativen Tumorstadium in
der Gruppe sRPE die potentielle Gefahr eines Un-
derstagings bei Patienten mit Tumoren im Stadium
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Tla ermittelt. Dariiber hinaus wurde die Progressi-
onsrate in beiden Gruppen miteinander vergli-
chen.

Ergebnisse

Das Durchschnittsalter in der Gruppe RPE betrug
64 Jahre, der dlteste Patient war zum Zeitpunkt der
Operation 75 Jahre, der jingste 50 Jahre alt. In der
SRPE-Gruppe betrug das Durchschnittsalter 66
Jahre (57-74 Jahre).

Die Operationszeit betrug durchschnittlich 187
Minuten bei den RPE-Patienten in der sSRPEGrup-
pe durchschnittlich 198 Minuten.

Bei beiden Kollektiven ist darauf hinzuweisen, daf3
bis 1991 in der Operationszeit eine Wartezeit von
bis zu 60 Minuten enthalten ist, in der das Ergebnis
der Schnellschnittuntersuchung der pelvinen
Lymphknoten abgewartet wurde.

Seit der ersten Operation 1984 ist die durchschnitt-
liche Operationszeit im Rahmen der Lernkurve in
beiden untersuchten Gruppen deutlich kiirzer ge-
worden. Sie lag 1996 nur noch bei 131 min, wobei
die ktirzeste Operation 80 min, die lingste 320 min
dauerte.

Der geschitzte durchschnittliche Blutverlust war
in beiden Kollektiven fast gleich, Wihrend er bis
1992 noch 1900 ml bei Patienten der Gruppe RPE
und 2000 mi in der Gruppe sRPE betrug, ist er auf
1500 ml bzw. 1700 ml in den letzten 5 Jahren gesun-
ken.

Komplikationen: Es werden zwischen intraopera-
tiven, frithen postoperativen und spéten postope-
rativen Komplikationen unterschieden. Bei den in-
traoperativen Komplikationen sind insbesondere
starke Blutungen aus dem Plexus dorsalis penis,
Rektumverletzungen und die Notwendigkeit der
Einlage von Ureterschienen bei proximal gelege-
nen Blasenabsetzungsrand zu erwihnen. In der
Gruppe der Patienten, die primér radikal prostat-
ektomiert wurden, kam es in 3 % zu Blutungskom-
plikationen, in 2 % zu Rektumperforationen, in 4
Fillen (<1 %) muBten Ureterschienen eingelegt
werden.

In der untersuchten Gruppe der sRPE-Patienten
kam es trotz der Voroperation zu weniger schwe-
ren Blutungen. Die scharfe Priparation am Rek-
tum war in dieser Gruppe hufiger notwendig (17
%), ohne daB eine Rektumperforation registriert
wurde.

Die frithen postoperativen Komplikationen sind in
Tabelle 1 aufgefiihrt. Am hiufigsten traten Lym-
phocelen, bei beiden Kollektiven in 9 %, und Hy-
drocelen in 8 % der Fille auf. Dartiber hinaus kam
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RPE sRPE
Lungenembolie 3% -
Lymphocele 9 % 8 %
Bein-Beckenvenenthrombose 5 % 4 %
sekundidre Wundheilung 3% -
Harnstauung 2% 8 %
Hydrocele 4 % 8 %
Epididymitis 2 % -
Pneumonie 1% -
Harnleiterstein - 4%
Lymphédem der Beine - 4 %
Subileus 1% -
Re-Laparotomie 1% -

Tab. 1: Friihe postoperative Komplikationen

es zu Bein- und Beckenvenenthrombosen in 5 %
der RPE- und 4 % der sRPE-Gruppe.

Entscheidend fiir die Beurteilung des Operations-
erfolgs sind besonders die spiten Komplikationen.
Sie sind in der Tabelle 2 aufgefiihrt. Hinzuweisen
ist in diesem Zusammenhang auf die Rate der

RPE sRPE
Harnréhrenstriktur 21 % 14 %
Skrotalédem 2% 1%
Hydrocele 5% 5%
Beinddem 2 % 1%
primére Kontinenz 7% 90 %
StreBinkontinenz I° 17 % 10 %
StreBinkontinenz I1°-111° 6 % -
Impotenz 100 %* 100 %*

* keine eindeutige Aussage moglich, geschitzter
Wert

Tub. 2: Spdite postoperative Komplikationen

Harnr6hren-Anastomosenstrikturen und auf die
Rate von Harninkontinenz, Es stand eine Striktur-
rate von 21 % in der Gruppe RPE, einer Rate von
14 % in der Gruppe sRPE gegeniiber. In der
RPE-Gruppe waren 77 % kontinent, 17 % der Pati-
enten waren [° StreBinkontinent, 4 % II° und 2 %
total inkontinent. In der untersuchten Gruppe
sRPE waren 90 % der Patienten voll kontinent, 10
% waren Strefinkontinent I°, Tendentiell verbes-
serten sich die Kontinenzraten in den letzten Jahren
mit Anderung der Anastomosentechnik seit 1991.
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Nicht erfalt wurde die Rate der operationsbeding-
ten Impotenz, die jedoch aufgrund der grundsétz-
lich angewandten radikalen Operationstechnik —
Mitnahme der Prostata und der lateral anliegen-
den GefdB-/Nervenbiindel — in beiden Gruppen
bei anndhernd 100 % liegen dtirfte.

Krankenhausverweildauer: Die Verweildauer wird
nach RPE bei sonst unkompliziertem postoperati-
ven Verlauf ganz entscheidend von der Liegedauer
des Dauerkatheters und den resultierenden Mikti-
onsverhiltnissen bestimmt. Nach radikaler Pros-
tatektomie lagen die voroperierten Patienten im
Durchschnitt 16 Tage im Krankenhaus. Bei den
nicht voroperierten Patienten betrug die postope-
rative Liegezeit durchschnittlich 17 Tage. Seit 1991
hat sich die postoperative Strategie beziiglich der
Liegezeit des Dauerkatheters gedndert. So wird
zwischen dem 12. und 14. postoperativen Tag die
Neoanastomose auf ihre Intaktheit gepriift und der
Dauerkatheter entfernt. In dem vorherigem Zeit-
raum wurde der Katheter zur Schienung der
Blasenhals-Urethra-Neoanastomose noch 20 Tage
belassen.

Aus dem Vergleich der Krankenhausverweildauer
beider Gruppen wird ersichtlich, daf3 keine héhere
Dehiszenzrate nach sekundiirer Prostatektomie zu
erwarten ist.

Progressionsrate: In einer Zwischenauswertung
iiber den Langzeitverlauf konnte nur eine kleine
Anzahl von Patienten iiber einen ldngeren Zeit-
raum nachbeobachtet werden, weitere Follow-up
Untersuchungen werden derzeit durchgefiihrt.
Eine allgemeingiiltige Aussage liber den Langzeit-
verlauf und den tatséchlichen Benefit der Patien-
ten, die sich im klinischen Stadium Tla einer se-
kundir radikalen Prostatektomie unterzogen, 143t
sich somit aus den vorliegenden Ergebnissen nicht
ableiten.

Insgesamt liegen Daten von 82 Patienten mit ei-
nem durchschnittlichen Follow-up von 3,5 Jahren
(1-9 Jahre) vor. Davon gehorten 24 Patienten der
sRPE-Gruppe, 58 Patienten der RPE Gruppe an.
Von den 58 Patienten der RPE-Vergleichsgruppe
waren 53 (91 %) ohne ProgreB und 5 Patienten mit
Progrefs (9 %). Bei den sSRPE-Patienten waren 21
(87,5 %) zum Zeitpunkt der Nachuntersuchung
ohne Progref.

Staging: Das klinische T-Staging wurde pridopera-
tiv anhand von fiinf Untersuchungen bestimmt:

1: rektal-digitale Palpation

2: Urethrocystoskopie

3. TRUS (transrektaler Ultraschall)

4. PSA-Wert
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RPE n=128 sRPE n=29
korrektes Staging 61 % 16 %
,understaging® 30 % 84 %
»overstaging* 7 % -
Tab. 3: Stagingsicherheit

Tt G1 T1 G2/3
pTlaGla 1
pT1aG2 1 1
pT1aG3 1
pT2aG2
pT2bG2
pT2bG3 4 2
pT3G2 11 3
pT3G3 3 1

Tab. 4. pri- und postoperatives Tumorstadium (sRPE
n=29)

5. Stanz- oder Feinnadelbiopsie bzw. Histologie der
TUR-P Spine oder Adenomektomiepréparat

Es liegen Daten liber das prd- und postoperative
Staging von 157 konsekutiv operierten Patienten
vor. In diesem Kollektiv stimmte das Tumorstadi-
um pra- und postoperativ bei 54 % der Fille iiber-
ein. Besonders auffillig ist jedoch die Diskrepanz
zwischen den beiden verglichenen Gruppen: In der
Gruppe RPE stimmte das Tumorstadium pré-und
postoperativ in 61 % der Fille, in der
sRPE-Gruppe nur in 16 % tberein. Dabei mufite
besonders ein ,,understaging® konstatiert werden.
Fiir alle erfa3ten Patienten lag die Understagingra-
te bei 46 %. In der RPE-Gruppe wurde das
T-Stadium des Karzinoms préoperativ bei 30 %
der Patienten zu niedrig eingestuft, bei
sRPE-Patienten jedoch in 84 % der Fille. (Tab.
3,4). Diese Diskrepanz erkldrt sich weniger aus ei-
ner mangelnden klinischen Erfahrung der Unter-
sucher als vielmehr aus der bereits erwidhnten Lo-
kalisation des Karzinoms in dem Organ: in der
SRPE-Gruppe war der Tumor in 56 % ventral gele-
gen und damit klinisch schlecht beurteilbar, in 28
% lateral, nur in 16 % dorsal lokalisiert,

Diskussion

Die radikale Prostatektomie ist anerkannterweise
die einzige kurative Mafnahme zur Behandlung des
lokal begrenzten Prostatakarzinoms [3,10,11]. Opti-
miertes pri-, intra- und postoperatives Monitoring
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AbD. 1: Progression in beiden Gruppen

machen es moglich, auch Patienten hoheren Alters
mit geringem Risiko erfolgreich zu operieren.

Zur Beurteilung der Langzeitergebnisse dieser
Operation muB3 die Biologie des Prostatakarzi-
noms beriicksichtigt werden. Es sind derhalb Be-
obachtungszeitrdume von mindestens 10 Jahren zu
wihlen. Aus klinischen Verlaufsbeobachtungen
[12] ist bekannt, daf die 10 Jahresiliberlebensrate
der radikal operierten Patienten mit lokal begrenz-
tem Tumor im Stadiuvm pT1-2, pNo, Mo mit 75 % -
ebenso hoch ist, wie die zu erwartende Uberle-
bensrate der altersgleichen ménnlichen Normalbe-
volkerung (69,9 % ). Bei Patienten mit kapselpene-
trierendem Karzinom liegt die 10 Jahresiiberle-
bensrate bei 54,5 %. Sie liegt damit leicht unter der
der Normalbevolkerung. Uber den Benefit einer
radikalen Operation mit gleichzeitiger Androgen-
ablation beim Vorliegen von Lymphknotenmeta-
stasen liegen derzeit noch keine verldBlichen Da-
ten vor. Von einigen Autoren wird jedoch auch
iiber eine verbesserte 10 Jahresitberlebensrate bei
Patienten im Stadium pT1-3, pN1-2, Mo berichtet
[13,14].

Eine Sonderstellung nimmt das inzidentelle Pro-
statakarzinom, welches im Rahmen einer TUR-P
oder Adenomektomie entdeckt wird, ein. Die Da-
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ten dieser Arbeit zeigen, daB gerade bei den initial
als Tla oder Tlb diagnostizierten Karzinomen
eine grofle Unsicherheit hinsichtlich des tatséichli-
chen Tumorstadiums mit der damit verbundenen
Gefahr des ,,understagings“ besteht. Diese Beob-
achtung bestitigt Daten von Catalona und Stein
(1982) 9], die ebenfalls eine Diskrepanz der loka-
len Tumorausdehnung im Stadium T1 und T2 in
7-56 % der Fille gesehen haben. Auch bei zusiitzli-
cher Berticksichtigung des PSA-Wertes bleibt die-
se Unsicherheit bestehen, wie jiingst von Feneley
et al. publiziert wurde [15].

Zusitzlich erschwert wird die Einschitzung der
Tumorausdehnung durch die hiufig ventrale oder
laterale Lokalisation des Karzinoms in dem Organ.
Die diesbezliglichen Daten aus unserem Patienten-
gut werden auch von anderen Autoren beschrie-
ben [8, 16]. Die Dignitiit des incidentellen Prosta-
takarzinoms ist ebenfalls nicht einheitlich. Es fin-
den sich unterschiedich differenzierte Tumore,
teilweise sind sie auch koexistent [17]. In einer
neueren finnischen Studie warden in 14 % der inzi-
dentellen Prostatakarzinome aneuploide Tumoren
mit einer im weiteren klinischen Verlauf nach allei-
niger TUR-P schlechten Prognose gefunden [18].
Bei klinisch manifestem Tumor hingegen hatte die
Ploidie jedoch keine prognostische signifikante
Relevanz.

Ist eine TUR-P aber moglicherweise mit einer
Zellaussaat und damit einem schnelleren Progress
bzw. einer groferen Mortalitit verbunden?

Das Risiko einer Tumorzelldissemination wihrend
einer TUR-P wird in der Literatur als sehr gering
bis vernachldssigbar angesehen. Dafiir spricht
auch, daf3 bei bekanntem pathologischem Stadium
das Progressionsrisiko und die Gesamtmortalitit
unabhingig von einer vorausgegangenen transure-
thralen Resektion ist [19].

In die Beurteilung des Benefits einer radikalen Tu-
moroperation fiir den Patienten geht dariiber hin-
aus die zu erwartende Mortalitdt und Morbiditit
ein. In dieser Arbeit sind die Komplikationsraten
der primdren und der sekundédren radikalen Pro-
statovesiculektomie retrospektiv verglichen wor-
den. Insgesamt unterschieden sich beide Gruppen
nicht wesentlich hinsichtlich der Operationszeit,
des geschétzten intraoperativen Blutverlusts und
der intra- bzw. postoperativen Komplikationen. Im
Vergleich mit der Literatur war lediglich die Rate
postoperativer Harnr6hrenstrikturen in der Grup-
pe der primér radikal operierten Patienten erhoht.
Die tibrigen Komplikationsraten auch bei sekun-
dérer RPE decken sich mit denen anderer Autoren
[7,13,20,21]. Hingewiesen soll in diesem Zusam-
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menhang auch auf die Lebensqualitit von Patien-
ten nach radikaler Prostatektomie. Bei einer Be-
fragung von 1072 Patienten nach RPE in den USA
zeigte sich, dafl der Faktor der postoperativen In-
kontinenz die Lebensqualitit mehr beeintrichtigt
als der Verlust der Potenz. Immerhin wiirden 89 %
aller Patienten diesen Eingriff erneut durchfiihren
lassen [22].

In dem eigenen Patientengut war die Rate der In-
kontinenz nach sekundidrer Prostatektomie noch
geringfiigig niedriger als in der Gruppe der primir
operierten. Auch diese Daten halten einem Litera-
turvergleich stand. Eastham et al. definierten in ei-
ner Aufarbeitung der Daten von 581 Patienten ei-
nige Risikofaktoren als unabhingige Parameter
fir das Auftreten von Inkontinenz nach radikaler
Prostatektomie. Eine vorausgegangene transure-
thrale Resektion war dabei kein Risikofaktor [23].

In der kritischen Zusammenschau der vorliegen-
den Daten und den Vergleich mit der Literatur
scheint bei systematischer Bewertung die Mortali-
tit und Morbiditét der radikalen Prostatovesikul-
ektomie in beider Gruppen vergleichbar gering zu
sein. Betrachtet man weiter die Gefahr eines po-
tentiellen Understagings des Karzinoms, sollte bei
derzeit noch fehlenden verldBlichen prognosti-
schen Markern Patienten mit einer Lebenserwar-
tung von >10 Jahren die radikale Prostatovesicul-
ektomie auch bei T 1 a Karzinomen nicht vorent-
halten werden [24].
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Aus der Klinik fiir Strahlentherapie und Nuklearmedizin (Direktor Prof. Dr. med. E. Richter) der Medi-

zinischen Universitidt zu Liibeck:

Optimierte individualisierte Ganzkorperbestrahlung mit

3-D-CT-Planung

T. Feyerabend, E. Thnen, J. Kohlrausch, B. Riis, C. Melchert, K. Hakelberg,

E. Richter

Die Knochenmarktransplantation (KMT) wurde
primér zur Behandlung von Leukdmien und Lym-
phomen eingesetzt, in den letzten Jahren ist das In-
dikationsspektrum deutlich erweitert worden, z. B.
beim Mammakarzinom und bei pidiatrischen Tu-
moren wie dem Neuroblastom und dem Ewing-
Sarkom. Bei der KMT spielt die Ganzkérperbe-
strahlung (GKB) eine wichtige Rolle. Ziele der
GKB sind die Immunsuppression und die Tumor-
zellabtotung (1).

Die GKB wird heute meist in Kombination mit Zy-
tostatika im Rahmen der Hochdosistherapie vor der
Transplantation von Knochenmarkstammzellen
eingesetzt. Die Vorteile der GKB gegeniiber einer
alleinigen Chemotherapie vor KMT sind (5), daB

— auch fir die Zytostatika kritische Regionen wie
die Hoden effektiv behandelt werden,

- die Dosishomogenitit unabhéngig von der Blut-
versorgung ist,

— keine Kreuzresistenz mit anderen Substanzen
sowie

— keine Probleme der Exkretion oder Entgiftung
bestehen, und sich

— die Mboglichkeit ergibt, die Dosisverteilung
durch Ausblockung oder Aufséttigung bestimm-
ter Regionen individuell zu gestalten.

Im Laufe der Jahre wurden verschiedene Methoden
zur technischen Realisierung der GKB entwickelt
(Ubersichten bei 3 und 5). Ziel der Etablierung einer
GKB-Technik in Liibeck war, eine dosimetrisch pré-
zise und filir jeden Patienten individuell variierbare
Bestrahlungstechnik zu entwickeln. Dabei sollte eine
moglichst groBe Dosishomogenitit in den einzelnen
Korperabschnitten mit stark unterschiedlichem
Querdurchmesser und erheblich differenten Gewe-
bedichten, z. B. Knochen und Lunge, erreicht wer-
den. Ferner sollte es moglich sein, eine definierte Un-
terdosierung flir kritische Kérperregionen, z. B. Lun-
ge, oder nach Vorbestrahlungen zu gewéhrleisten.

Material und Methode

Uber einen Zeitraum von 1 1/2 Jahren wurde von
uns eine GKB-Technik etabliert, die durch eine
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hohe Dosishomogenitdt und zugleich, falls not-
wendig, eine gezielte Dosisvariation gekennzeich-
net ist. Die von uns in Anlehnung an die von Brix
et al. (6) weiterentwickelte GKB-Technik kann in
ihrem Ablauf wie folgt beschrieben werden: Zu-.
néichst wird die Lagerung des zu bestrahlenden Pa-
tienten auf einem speziellen Bestrahlungstisch vor-
eingestellt, und am Patienten werden Positionie-
rungsmarkierungen angezeichnet. Zur Vermes-
sung der Patientengeometrie werden eine Ganz-
korper-Computertomographie  des  Patienten
durchgefiihrt und die Bilddaten itber eine von uns
geschaffene Schnittstelle in den Bestrahlungspla-
nungsrechner iibertragen. Mit Hilfe einer von uns
programmierten Software konnen daraus in der
CT-Schichtebene wasserdquivalente Wegldngen
berechnet werden, die Ausdruck der unterschiedli-
chen Querdurchmesser und Gewebedichten des
Patienten beziiglich der sagittalen Mittelebene
sind. Die Aufgabe dieser 3D-CT-Planung ist es, mit
Hilfe eines individuellen Metallabsorbers, dem
sog. Kompensator, die unterschiedlichen Quer-
durchmesser und Gewebedichten auszugleichen,
um eine homogene Dosisverteilung im gesamten
Korper des Patienten zu erreichen. Anhand der bei
der 3D-CT-Planung berechneten Daten werden
durch ein Softwareprogramm, das in unserer Kli-
nik entwickelt wurde, die zu einem Rechteckquer-
schnitt fehlenden Wegstrecken erginzt und in
Steuerdaten fiir eine Frise, die aus Hartschaum die
Kompensatorform ausfrést, gewandelt (Abb. 1a).
Die zwei fertigen Kompensatorformen (je ein seit-
liches Feld von links bzw. rechts bei liegendem Pa-
tienten) werden mit einer Mischung aus Zinngra-
nulat und Stearin ausgefiillt (Abb. 1b). Anhand
dosimetrischer Phantommessungen am Linearbe-
schleuniger mit dem jeweiligen Kompensator im
Strahlengang wird die Bestrahlungszeit fiir die ge-
wiinschte Dosis in der Mittelebene des Patienten
berechnet. Zur Bestrahlung wird der Patient an-
hand der o.a. Positionierungsmarkierungen exakt
gelagert. Die Radiatio erfolgt iiber zwei seitliche
Felder, wobei nach dem ersten Feld der Patient
umgelagert werden muB. Wihrend der Bestrah-
lung wird die applizierte Dosis zwischen den Knien
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Abb. 1:a) Ausgefrdste Kompensatorform aus Hart-
schaum, b) Fertige Kompensatorform

ADD. 2. Patientenliege fiir GKB mit Filimkassettenhal-
terungen, Mefiphantom und fahrbarer Plexiglasplatte

und Oberschenkeln sowie intraoral gemessen und
mit der verordneten Dosis verglichen.

Um die beschriebene GKB-Technik zu entwickeln,
war es wie erwihnt erforderlich, mehrere Soft-
wareprogramme zu erstellen und vielfiltige Mes-
sungen zur Uberpriifung der berechneten Daten
durchzufiihren. Daneben war eine Reihe weiterer
Arbeitsschritte notwendig:
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1) Aufgrund der rdumlichen Enge im Beschleuni-
gerraum konnte kein Patientenlagerungstisch
fest an der Wand montiert werden, daher wurde
eine handelsiibliche, héhenverstellbare ,, Trans-
mobil“-Liege (Fa. Maquet) umgebaut. Um ein
Verstellen der Position der Liege withrend der
Bestrahlung und damit eine Gefshrdung des Pa-
tienten sicher zu vermeiden, wurde die Liege
konstruktiv verdndert. Zusitzlich wurden 5
Filmkassettenhalterungen zur Aufnahme von
Verifikationsfilmen, die der Uberpriifung der
Ubereinstimmung von Kompensatorposition
und Patientenlagerung dienen, angefertigt und
an der Liege montiert (Abb. 2).

2) Um eine Unterdosierung an der Kérperoberfld-
che bedingt durch den Dosisaufbaueffekt zu
vermeiden, war gewebedquivalentes Material
im Strahlengang vor dem Patienten zu positio-
nieren. Dazu wurde eine 3 ¢cm dicke Plexiglas-
platte von 2,0 x 0,6 m? auf einem selbst herge-
stellten fahrbaren Gestell befestigt und kann so
in jede gewtlinschte Position gebracht werden.

3) Zur exakten Léngsausrichtung des Patienten
wurde ein Positionierungslasersystem instal-
liert.

4) Eine spezielle Kompensatorhalterung wurde
entwickelt und angefertigt, die am normalen
Bestrahlungstisch fixiert werden kann (Abb., 3).

ADbD. 3: Linearbeschleuniger in Bestrahlungsposition
und Kompensatorhalterung, montiert am Bestrah-
lungstisch

Ergebnisse

Fiir die Bildiibertragung der am CT (Somatom-
Plus, Fa. Siemens) erstellten Schichtbilder muBte
eine Schnittstelle zwischen dem Bildnetzsystem,
des Instituts fiir Radiologie (Sienet, Fa. Siemens)
und dem Computernetz der Klinik fiir Strahlenthe-
rapie, insbesondere zum Bestrahlungsplanungs-
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rechner (CADPLAN, Fa. Varian), geschaffen wei-
den. Letzteres wurde durch ein DICOM 3 Gate-
way (MagicLink D, Fa. Siemens) ermoglicht. Zu-
sitzlich muBlte Software neu programmiert bzw.

Abb. 4: GKB am Linearbeschleuniger

vorhandene Software optimiert werden, um eine
problemlose Bildiibertragung sicherzustellen. Es
konnte durch Phantomuntersuchungen nachge-
wiesen werden, daB iiber die Schnittstelle der Bild-
datensatz vollstidndig transferiert werden kann.

Das GKB-Planungsprogramm wurde auf dem Be-
strahlungsplanungsrechner installiert, und der
Strahlendatenbasissatz der Beschleuniger unserer
Klinik wurde im Programm implementiert.

Ferner wurde eine Software zur Ansteuerung einer
5-Achsen-Frise (AC-5, Fa. Par-Scientific) erstellt.
Dabei werden die mit dem im GKB-Planungssy-
stem berechneten wasserdquivalenten Wegstrek-
ken unter Berficksichtigung der Divergenz und der
Absorption des Kompensationsmaterials in eine
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Abb, 5: Uberlagerung der rechts und links lateralen
Tiefendosiskurven (punktiert) zu einer sog. Dosisquer-
verteilungskurve (durchgezogene Linie) bei einem
menschlichen Phantom von 34 cm Durchmesser. Zur
Vermeidung des Aufbaueffekts im Kérper sind Plexi-
glasplatten in den Strahlengang eingeschoben.
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dreidimensionale Matrix im AC-5 Format gewan-
delt.

Die Qualitit des Kompensators und damit der 3D-
CT-Planung wurde durch Dosismessungen an ei-
nem menschlichen Phantom (Alderson-Phantom)
kontrolliert. Mit Hilfe der aus den CT-Schichten
berechneten #quivalenten Wassertiefen fiir die
Mittelebene des Patienten wurde iiber Messungen
entlang der Korperachse hinter dem Kompensator
ein Qualitdtsfaktor gebildet, der im Idealfall 1,0
betrdgt. Aus der Tab. 1 wird ersichtlich, daB in der
Korperldngsachse die Abweichung nur Werte zwi-
schen -3 % und + 1,7 % erreicht.

Die Dosisverteilung von simulierten Ganzkorper-
bestrahlungen mit Kompensatoren wurde eben-
falls am Alderson-Phantom gemessen, dabei konn-
te eine sehr gleichmiBige Dosis in allen Tiefen
nachgewiesen werden (Abb. 5).

Nach AbschluB3 der umfangreichen Entwicklungsar-
beiten und Kontrollmessungen konnte im Oktober
1996 der erste Patient bestrahlt werden (Abb, 4).
Seither sind 9 Patienten mit insgesamt 46 Sitzungen
behandelt worden. Die Homogenitidt der Bestrah-
lungsdosis wurde bei allen Patienten durch on-line
Messungen an verschiedenen Kérperstellen wihrend
der Bestrahlungen tiberpriift. Die Abweichungen
von der verordneten Dosis betrugen +/- 5 %.

Die applizierte Dosis betrug bis auf eine Ausnah-
me 8,5 Gy (5 x 1,7 Gy). Bei einem Patienten wut-
den 6 x 2 Gy eingestrahlt, hier mufite zar Limitie-
rung der Lungendosis auf 9 Gy eine Uberkompen-
sation des Lungengewebes erfolgen. Uber die 3D-
CT-Planung wurden die Lungen entsprechend der
individuellen Patientenanatomie durch einen mo-
difizierten Kompensator stirker geschont, d.h. die
Lungendosis wurde im Vergleich zu den iibrigen
Kérperabschnitten um 25 % reduziert. Bei einem
weiteren Patienten mit Plasmozytom war der
Hochdosischemotherapie ein operativer Wirbel-
korperersatz  mit nachfolgender Radiatio (Dosis
40 Gy) vorausgegangen. Aufgrund der radiogenen
Vorbelastung war die Strahlentoleranz des Riik-
kenmarks fast erschopft. Die geplante, medizinisch
notwendige GKB mit 8,5 Gy hitte das Risiko eines
strahleninduzierten Querschnittsyndroms deutlich
erhht. Daher wurde nach 3D-CT-Planung ein zu-
sitzlicher individueller Metallblock in den Strah-
lengang eingebracht, um die Dosis am Riicken-
mark um 50 % zu reduzieren.

Diskussion

Trotz zunehmender Verwendung von Zytostatika
vor Knochenmarktransplantation hat die GKB
aufgrund der o.a. Vorteile ihren festen Platz in der

FOCUS MUL 14, Heft 4 (1997)



Messposition Messwert Normierter Aquivalente Normierter Qualitéts- % -
cm Messwert Wassertiefe TMR-Wert faktor Abweichung
50,0 0,0628 0,926 17,79 1,079 0,999 0,1
35,0 0,0673 0,991 20,57 1,022 1,013 -1,3
15,0 0,0719 1,060 23,65 0,961 1,019 -1,9
5.0 0,0698 1,029 2273 0,979 1,007 -0,7
5.0 0,0659 0,971 20,62 1,021 0,991 0,9
15,0 0,0660 0,973 19,34 1,047 1,018 -1,8
25,0 0,0705 1,039 24,44 0,946 0,983 1,7
-35,0 0,0698 1,029 23,68 0,961 0,988 1,2
55,0 0,0504 0,743 5,05 1,387 1,030 -3,0
-60,0 0,0515 0,759 7,56 1,320 1,002 -0,2
-65,0 0,0518 0,764 8,21 1,303 0,996 0,4

Tab. 1: Phantommessungen in der Korperlingsachse eines menschlichen Phantoms zur Priifung eines nach 3D-
CT-Planung gefertigten Kompensators. TMR (tissue maximum ratio) = Verhéiltnis der Dosis zwischen Gewebe und
Dosismaximum bei konstantem Fokus-Mefkammer-Abstand.

Krebstherapie mit Hochdosisprotokollen. Diese
Stellung kann die GKB nur behalten, wenn sie sehr
effektiv ist und tolerable akute und chronische Ne-
benwirkungen hat. Beide Ziele kénnen durch eine
Fraktionierung der Dosis und eine subtile Technik
mit hoher Dosishomogenitit in allen K&rperab-
schnitten erreicht werden (2). Aus diesen Griinden
haben wir eine Ganzkorper-Bestrahlungstechnik
mit 3D-CT-Planung eingefiihrt. Die erreichte Dosis-
homogenitit von +/- 5 % ist besser als die in der Li-
teratur von fithrenden Zentren angegebenen reali-
sierbaren Werte von +/- 10 % (4). Die bisherigen
GK-Bestrahlungen bei 9 Patienten wurden unter
entsprechender Begleitmedikation gut vertragen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daf
die Ganzkorper-Bestrahlungstechnik mit 3D-CT-
Planung in den klinischen Routinebetrieb iiber-
nommen werden konnte. Der entscheidende Vor-
teil der beschriebenen Technik gegeniiber anderen
Verfahren ist neben der hohen Dosishomogenitét
die Moglichkeit, bestimmte Korperregionen und
Organe tiber einen individuellen Kompensator ge-
zielt mit einer niedrigeren bzw. hoheren Dosis zu
bestrahlen. Somit kann jetzt den Patienten in Lii-
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beck eine Ganzkorper-Bestrahlungstechnik mit
hoher Prizision, ausgezeichneter Dosishomogeni-
tit mit moglicher Dosisvariation in bestimmten
Korperabschnitten und entsprechend wenig Ne-
benwirkungen angeboten werden.
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