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1. EINLEITUNG

1.1. Das Ovarialkarzinom, seine Epidemiologie und Therapie

Das Ovarialkarzinom gehort immer noch zu den hdufigsten Todesursachen unter den malig-
nen Tumorerkrankungen der Frau. Unter diesen macht es zwar lediglich 4% aus und ist das
dritthdufigste Malignom des weiblichen Genitale, stellt aber auch die vierthdufigste Todesur-
sache durch Krebs bei Frauen iiberhaupt dar. Es ist prognostisch das ungiinstigste Genitalkar-
zinom und nach dem Mammakarzinom die haufigste Todesursache, die auf bosartige Genital-
erkrankungen zuriickzufiihren ist (Parazzini et al. 1991). In den Industriestaaten Europas und
in den USA kommt es jdhrlich zu 15 Neuerkrankungen pro 100.000 Frauen, wobei die Inzi-
denz langsam, aber konstant ansteigt. Eine Frau hat im Laufe ihres Lebens eine Wahrschein-
lichkeit von 1:70, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken; dic Wahrscheinlichkeit daran zu
sterben betragt 1:100 (Schmidt-Matthiesen und Bastert 2000).

Fiir den Verlauf und die Prognose der Erkrankung ist die meist relativ spéte Erstdiagnose, die
in mehr als 70 % aller Fille im fortgeschrittenen Stadium gestellt wird, entscheidend. Aus
diesem Grunde sind die 5-Jahres-Uberlebensraten trotz neuer Behandlungsstrategien nach wie
vor schlecht. Zu den prognostischen Faktoren gehort die Differenzierung und der histologi-
sche Subtyp des Tumors, die Tumorausbreitung, der Ploidiegrad (Schueler et al. 1993), der
verbliebene Tumorrest nach dem Priméreingriff, sowie Alter und Allgemeinzustand der Pati-
entin. Der letztgenannte Faktor limitiert die Moglichkeiten einer notwendigerweise aggressi-
ven Chemotherapie. Der Altersgipfel fiir die Inzidenz des Ovarialkarzinoms liegt bei 58-65
Jahren, bis dahin steigt sie mit dem Lebensalter.

Die hohe Letalitit der Erkrankung zeigt sich bei Betrachtung der Uberlebensraten: nur 5-15%
im fortgeschrittenen Stadium (FIGO Illa-1V, siche unten) iiberleben 5 Jahre oder linger; dem-
gegeniiber liegt das 5-Jahres-Uberleben fiir FIGO II bei 45%, fiir FIGO Ia sogar bei iiber
70%. Das immer wieder neu iiberdachte Behandlungskonzept radikale Chirurgie kombiniert
mit aggressiver Chemotherapie verlingert das mittlere Uberleben, fiihrt jedoch selten zu einer
Heilung (Emons et al.1993a, Emons und Schulz 1995, Emons et al. 1996a und b, Emons und
Kavanagh 1999). Dabei wird heute bereits in den frithen Stadien FIGO I und II die retroperi-
toneale Lymphonodektomie zunehmend als obligat erachtet (Janicke 2004) und die Kombina-
tion etablierter Zytostatika, gerade beim Rezidiv, als Hoffnungstréger angesehen (Pfisterer

und du Bois 2004).



Risikofaktoren, die fiir die Entstehung eines Ovarialkarzinoms verantwortlich gemacht wer-
den, sind vor allem familidre Disposition und zunehmendes Alter, getriggert durch endokrine
Faktoren. Die Hypothese, dall die Anzahl der Ovulationen und die dadurch bedingte Ruptur
des Follikelepithels mit seinen Heilungsvorgingen ursichlich sein konne fiir erhohte Entste-
hungswahrscheinlichkeiten, basiert auf folgender Beobachtung: Die erhdhten Ostrogenspiegel
wihrend der Ovulation fordern mitogene Stimuli in der Ovarialfliissigkeit (Godwin et al.
1993, Emons und Kavanagh 1999); Nulliparitit und fehlende hormonelle Antikonzeption
erhohen, Multiparitdt und lingere Einnahme von Ovulationshemmern verringern das Risiko,
an einem Ovarialkarzinom zu erkranken (Lee et al. 1987, Kvale et al. 1988, Rao und Slotman
1991). Dagegen konnten Laktation, Menopausenalter oder Hormonersatztherapie weder als
protektive noch als Risikofaktoren eingeordnet werden (Emons und Kavanagh 1999).

Die genetische Basis fiir eine familidre Disposition stellt die Mutation der BRCA-Gene 1 und
2 (Breast Cancer Gene 1 and 2) auf den Chromosomen 17 bzw. 13 dar, welche in 5-10% der
Erkrankungsfille vorliegt. Zusétzlich haben diese Frauen auch ein erhohtes Risiko an einem

Mammakarzinom zu erkranken (Engel und Schubert-Fritschle 2001).

Histologie und Stadieneinteilung

Das Ovarialgewebe besteht aus Coelomepithel, gonadalem Stroma, mesenchymalen Zellen
und aus Keimzellen. Die epithelialen Tumoren stellen etwa 70 % aller Ovarialtumoren dar.
Der Rest verteilt sich mit 15-25 % auf die Keimzell- und 6 % auf die Ovarialstromatumoren.
Die Ovarialtumoren epithelialer Herkunft werden histologisch in benigne Tumoren, Karzi-
nome mit niedrigem Malignitdtsgrad (sogenannte Borderline-Tumoren) und Karzinome unter-
schieden. Entsprechend ihrer karzinomatdsen Differenzierungsformen teilt man sie in papil-
lar-serdse (40-45%), muzindse (10%), endometroide (10-20%) und hellzellige (5-10%) Kar-
zinome ein. Die Keimzelltumoren sind meist Dermoidzysten (benigne) und Dysgerminome
(maligne) bzw. maligne Teratome; die Stromatumoren teilen sich auf in Granulosazelltumo-
ren, Thekazelltumoren, Androblastome, Fibrome und Sarkome (Klassifizierung nach den
Richtlinien der WHO).

Zusétzlich wird das Karzinom in drei Differenzierungsgrade, das histologische Grading ein-
geteilt. Die Grade 1-3 beschreiben histologisch gut, méBig, gering differenzierte Karzinome.
Bei den Grad 3 bzw. entdifferenzierten Karzinomen werden gréB8tenteils atypische Zellformen

mit gesteigerter mitotischer Aktivitit gefunden (Ozols et al. 1992).



Die klinische Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms beruht auf den Kriterien der Internatio-
nalen Gesellschaft fiir Gynékologie und Geburtshilfe (FIGO, Fédération Internationale de
Gynécologie et d’Obstétrique). Diese basiert auf der durch operatives Staging und histologi-
sche Untersuchung bestimmten Ausbreitung des Tumors und stellt ein notwendiges Progno-

sekriterium dar.

Tab.l-1: Stadien primédrer Karzinome des Ovars nach Kriterien der FIGO (1986)

Stadium [ Der Tumor ist auf eines oder beide Ovarien beschrankt.

Ia Der Tumor ist auf ein Ovar beschrinkt; kein Aszites. Kein Tumor
auf der dulleren Oberflache. Kapsel intakt.

Ib Der Tumor ist auf beide Ovarien beschrinkt, kein Aszites. Kein
Tumor auf der duleren Oberfliche. Kapsel intakt.

Ic Tumor im Stadium Ia oder Ib mit der Ausdehnung auf die dufere
Oberfldche eines oder beider Ovarien und/oder rupturierter Kap-
sel. Aszites enthdlt maligne Zellen oder solche werden bei Perito-
nealspiilungen gefunden.

Stadium 11 Der Tumor hat eines oder beide Ovarien tiberschritten und dehnt
sich im Becken aus.

JIE] Tumor mit Ausdehnung und/oder Metastasen zum Uterus
und/oder einer der beiden Tuben.

IIb Tumorausbreitung in anderen Geweben des Beckens und/oder des
viszeralen Peritoneums, kein Aszites.

Ilc Tumor im Stadium Ila oder IIb; Aszites enthdlt maligne Zellen
oder solche werden bei Peritonealspiilungen gefunden.

Stadium I1I Der Tumor hat eines oder beide Ovarien iiberschritten. Histolo-
gisch nachweisbare Metastasen auBlerhalb des kleinen Beckens
und/oder positive retroperitoneale Lymphknoten

II1a Histologisch gesicherte Mikrometastasen auf der Oberfliche des
Peritoneums auBerhalb des kleinen Beckens. Lymphknoten nega-
tiv



Ib Histologisch gesicherte Metastasen auf der Oberfliche des Peri-
toneums, nicht grofer als 2 cm im Durchmesser. Lymphknoten
negativ.

IIlc GroBere abdominale Metastasen und/oder positive retroperitonea-
le oder inguinale Lymphknoten.

Stadium IV Befall eines oder beider Ovarien mit Fernmetastasen.

Therapie

Die primire Behandlung des Ovarialkarzinoms besteht in der mdglichst radikalen operativen
Tumorreduktion mit anschlieBender Chemotherapie. Die Radikalitit und Aggressivitit dieses
Vorgehens mul} selbstverstidndlich dem Alter und Allgemeinzustand der jeweiligen Patientin
angepallt werden.

Die Strahlentherapie (klassisch: Ganzabdomenbestrahlung) ist der Chemotherapie weit unter-
legen und wird in Anbetracht ihrer Nebenwirkungen heute nur in Ausnahmesituationen an-
gewandt.

Dagegen haben endokrine Therapien in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewon-
nen und gehdren mittlerweile zu palliativen und supportiven Behandlungsregimen von Ovari-
alkarzinomen.

Der wesentliche Bestandteil der Therapie des Ovarialkarzinoms, meist erste MaBBnahme, ist
die Operation, die dabei gleichermallen diagnostische und therapeutische Bedeutung hat, denn
nur so kann das notwendige genaue Tumor-Staging vorgenommen werden. Die Zytoredukti-
onsoperation hat das Ziel, das Tumorgewebe moglichst vollstindig zu entfernen, da eine ku-
rative Zielsetzung keine Tumorreste in situ vor Beginn einer nachfolgenden Chemotherapie
erlaubt (Ozols et al. 1992, Jénicke 2004).

Beim heute typischen radikalen Vorgehen werden, abgesehen von Ausnahmen, grundsétzlich
beide Ovarien entfernt, auch wenn sich der Tumor auf ein Ovar beschrinkt. Notwendig ist
dabei die Hysterektomie. Das Omentum majus muf} aufgrund der Héufigkeit von Mikrome-
tastasen auch bei unverdéchtigem klinischen Befund entfernt werden (Pfleiderer 1989, Jéni-
cke 2004). Zusitzlich wird heute auch die Entfernung der pelvinen und paraaortalen Lymph-

knoten bis zum Nierenstiel sowie die Resektion des Beckenperitoneums empfohlen (Burg-

4



hardt et al. 1991). Hat sich das Karzinom typischerweise transperitoneal ausgebreitet, wird
versucht, moglichst alle Tumorreste quantitativ zu resezieren oder, wenn dies nicht mdglich
ist, zu verkleinern (operative Zytoreduktion). Von dem grof3ten zuriickbleibenden Tumorrest
hingt dann die weitere Prognose ab (Hand et al. 1993, Hoskins 1993, Janicke 2004). Die nach
erfolgter Chemotherapie bis vor wenigen Jahren héufig empfohlene Second-Look-
Laparotonomie ist heute wieder verlassen worden, da die Friihrezidiverkennung wahrschein-
lich keinen Vorteil fiir die Folgetherapie bringt.

Die Chemotherapie ist die zweite Siule der Behandlung des Ovarialkarzinoms. Die Uberle-
benszeiten korrelieren neben der Qualitdt der Erstoperation mit den Remissionsraten des Tu-
morgewebes durch die Zytostase. Das Ausmal} des verbliebenen Tumorrestes ist dabei von
grofler Bedeutung. Wie bereits erwéhnt, ist die Verfassung und Belastbarkeit der jeweiligen
Patientin ausschlaggebend fiir die Wahl des Therapieregimes und der Dosis. Als Chemothera-
peutika werden Kombinationen aus Carboplatin und Taxanen eingesetzt. Bei guten Remissi-
onsrate (groBer 70%), sind die Remissionszeiten jedoch oft gering und die Uberlebenszeiten
trotz des anfanglichen Erfolgs kurz. Die Zytostatika weisen oft eine erhebliche Toxizitét so-
wohl akut als auch chronisch auf. Zudem sind Langzeitfolgen wie erhohtes Leukémierisiko
und zytostatikabedingte Knochenmarksaplasie zu bedenken (Cheruku et al. 1993, Colon-
Otero et al. 1993).

Endokrine Therapieansétze bei der Behandlung von Ovarialkarzinomen scheinen in den let-
zen Jahren wichtiger zu werden, da die tiblichen Therapiestrategien (radikale Tumorresektion
und anschlieBende Polychemotherapie) in ihren Langzeitergebnissen ausgeschopft scheinen
und die Hiufigkeit von primédren Progressionen und Rezidiven hoch ist. Sie erscheinen auch
deshalb so wichtig, weil eingehende Untersuchungen ergaben, dall Ovarialkarzinome Rezep-
toren fiir Steroid-, Proteo- und Peptidhormone aufweisen. Etwa 60 % der Ovarialkarzinome
enthalten Ostrogenrezeptoren, 50 % Progesteronrezeptoren und 69 % Androgenrezeptoren
(Rao und Slotman 1991). In 36 % der Ovarialkarzinome wurden sowohl Ostrogen- als auch
Progesteronrezeptoren gefunden, wihrend lediglich 25 % der Tumoren weder Ostrogen- noch
Progesteronrezeptoren und 12 % nur Progesteronrezeptoren und keine Ostrogenrezeptoren
enthielten. Da man bei Mammakarzinomen ein vergleichbares Vorkommen und eine &hnliche
Verteilung der Steroidrezeptoren findet und dort die endokrine Therapie einen festen Platz
einnimmt, konnte die endokrine Therapie des Ovarialkarzinoms heute einen guten Therapie-
ansatz bilden. Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse wurden zahlreiche Versuche unter-
nommen, durch Steroide und/oder mit auf die jeweiligen Rezeptoren abzielenden Antihormo-

nen das Wachstum von Ovarialkarzinomen zu manipulieren (zur Ubersicht: Rao und Slotman

5



1991, Emons et al. 1993a, Emons und Kavanagh 1999), wobei in den meisten Studien die
Wirksamkeit von Antidstrogenen, Gestagenen oder Ostrogen-Gestagen-Kombinationen unter-
sucht wurden. Die Wirksamkeit des Antiostrogens Tamoxifen wurde in mehreren Arbeits-
gruppen untersucht, wobei im Durchschnitt Remissionsraten von 10 % erzielt wurden (Hatch
et al. 1991). Der Einsatz von Gestagenen an Patientinnen mit fortgeschrittenem Ovarialkarzi-
nom erzielte nur unwesentlich bessere Ergebnisse (Remissionsraten 15 %, zur Ubersicht: Rao
und Slotman 1991, Emons et al. 1993a). Hochdosierte Gestagene tragen unabhingig von ihrer
Wirkung auf den Tumor dazu bei, den Allgemeinzustand der Patientinnen zu verbessern, auf-
grund ihrer starken Nebenwirkungen ist ihr Einsatz allerdings begrenzt (Schmidt-Rhode
1991). Eine Therapie-Kombination von Ostrogen und Progesteron - basierend auf der Grund-
lage, daB Ostrogene in Ovarialkarzinomen Progesteronrezeptoren induzieren konnen - er-
reichte in einer Studie von Freedmann et al. (1986) eine objektive Remission in 14 % der Fél-
le, wihrend sich bei 13 % der Frauen die Krankheit stabilisierte. Eine Untersuchung mit der
Kombination von Gestagen und Tamoxifen (induziert ebenfalls Progesteronrezeptoren) er-
brachte keine objektiven Remissionen. Ebenso zeigten Aromatasechemmer wie Aminogluthe-
mid (Rothschild et al. 1987) und das Androgen Fluoxymestron (Kavanagh et al. 1987) keine
Wirkung.

In mehreren Untersuchungen wurde die Existenz von Gonadotropinrezeptoren und eine spezi-
fische Gonadotropinbindung im Tumorgewebe nachgewiesen und ferner gezeigt, da3 die Pro-
liferation in vitro durch Gonadotropine stimuliert werden kann (zur Ubersicht Emons et al.
1992a und b, Emons und Schally 1994). Auch im Tiermodell zeigte sich in experimentellen
Ovarialtumoren und heterotransplantierten menschlichen Ovarialkarzinomen eindeutig eine
Gonadotropinabhiingigkeit im Wachstum der Ovarialtumoren (zur Ubersicht: Emons et al.
1992a, 1992b). In der Folge beschrieben mehrere Autoren, da3 die Suppression der endoge-
nen LH- und FSH-Spiegel durch LHRH-Analoga bei 10-50 % der Patientinnen mit fortge-
schrittenem, rezidiviertem Ovarialkarzinom zur Remission (partiell, in wenigen Féllen sogar
komplett) oder zur Stable-disease fithren kann (Bruckner und Motwani 1989, Jéager et al.
1989, Kavanagh et al. 1989, Lindt et al. 1992, Emons et al. 1992a, Emons und Kavanagh
1999).

In rund 80 % der Ovarialtumoren konnten spezifische Bindungsstellen fiir LHRH nachgewie-
sen werden (Emons et al. 1989, Pahwa et al. 1989). In der Folge wurden die Einfliisse soge-
nannter LHRH-Analoga auf die Proliferation von Ovarialkarzinomen untersucht. Diese Un-

tersuchungen werden spéter gesondert vorgestellt, da sich diese Arbeit unter anderem speziell



mit der Bedeutung dieses Hormons und dessen Rezeptoren auch im Hinblick auf die Mog-

lichkeiten zur Manipulation von Ovarial- und Endometriumkarzinomen beschéftigt.

1.2. Das Endometriumkarzinom, seine Epidemiologie und Therapie

Das Endometrium- oder Corpuskarzinom ist mit einem Anteil von etwa 10 % aller malignen
Erkrankungen der Frau das hiufigste weibliche Genitalkarzinom (Onnis et al. 1993, Emons et
al. 2003). Als Todesursache durch Krebs bei Frauen rangiert es weltweit an siebter, in Schwe-
den gar an dritter Stelle, und trotz moderner operativer und strahlentherapeutischer Mal3nah-
men sterben {iber 30 % der erkrankten Frauen an diesem Karzinom. In den letzten Jahren wird
eine allgemeine Zunahme der Inzidenz registriert, wobei die USA und Kanada die Lander mit
dem hochsten Risiko darstellen. Demgegeniiber liegen die Erkrankungsraten in Entwick-
lungslédndern und Japan um das Vier- bis Fiinffache niedriger. Deutschland und die Schweiz
weisen in Europa die hochsten Erkrankungsraten auf. Weltweit werden jdhrlich etwa 150.000
neue Félle diagnostiziert, wobei auffillt, daB das Endometriumkarzinom eine typische Er-
krankung westlicher prosperierender Gesellschaften ist (Parazzini et al. 1991). Derzeit wird
bei der Inzidenz des Endometriumkarzinoms in den Industrieldndern ein kontinuierlicher An-
stieg beobachtet, der fast die Haufigkeit des Zervixkarzinoms erreicht (Onnis et al. 1993). Da
das Endometriumkarzinom vorwiegend eine Erkrankung dlterer Frauen ist, spielt hier sicher-
lich auch die in den letzten Jahrzehnten deutlich angestiegene Lebenserwartung eine Rolle. Es
entwickelt sich iiberwiegend bei dlteren Frauen, wobei der Erkrankungsgipfel zwischen dem
65. und 75. Lebensjahr liegt. Die grofite Anzahl der Frauen ist im Klimakterium und in der
Postmenopause, etwa 20-25 % erkranken bereits in der Prdmenopause, wihrend 2-14 % der
Patientinnen jiinger als 45 Jahre sind (Schmidt-Matthiesen und Bastert 2000, Emons et al.
2003).

Gegeniiber dem Ovarialkarzinom ist die Prognose fiir Patientinnen mit dem Endometriumkar-
zinom relativ giinstig, da etwa 70 % der Erkrankungen bereits im FIGO-Stadium I erkannt
werden und damit eine 5-Jahres-Uberlebensrate zwischen 80 und 90 % verbunden ist (Emons
2003). Das klassische Leitsymptom ist dabei eine Blutungsstorung, insbesondere die Blutung
in der Postmenopause, aber auch Zwischenblutungen und prid- oder postmenstruellen

Schmierblutungen bei Frauen iiber 35 Jahren. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ist in 70%
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der Félle das Karzinom auf das Corpus uteri beschrankt. Wird ein Endometriumkarzinom in
einem spéteren Stadium diagnostiziert, und/oder ist bereits eine extrauterine Aussaat von Tu-
mormaterial erfolgt, steigt die Letalitit rapide an. Die 5-Jahres-Uberlebensraten liegen bei
einem Endometriumkarzinom im Stadium IIa bei 80 %, im Stadium IIlc bei 50 % und im Sta-
dium IV nur noch bei knapp 20 % (Emons et al. 2003).

In der Atiologie werden zwei Entitéiten grundlegend unterschieden: Das Gstrogen- und das
nichtdstrogenassoziierte Endometriumkarzinom (Typ I bzw. Typ II).

Beim Typ I dominiert die langandauernde Ostrogeneinwirkung auf das Endometrium. Verge-
sellschaftet mit einem fehlenden Progesteroneinflul auf die Gebarmutterschleimhaut, kann es
zum Auftreten unterschiedlicher Formen einer Endometriumhyperplasie fithren, die wiederum
in ein Endometriumkarzinom einmiinden kann. Vor diesem Hintergrund werden auch Ame-
norrhd und irregulidre menstruelle Zyklen als Risikofaktor betrachtet (Parazzini et al. 1991,
Emons et al. 2003). Als sicher gilt der Bezug zwischen der Einnahme von reinen Ostrogen-
priparaten in der Peri- und Postmenopause und der Entwicklung eines Endometriumkarzi-
noms (Parazzini et al. 1991). Es wurde ein bis zu zwolffach erhohtes Risiko fiir die Entste-
hung eines Endometriumkarzinoms ermittelt, wobei die GroBe dieses Risikos proportional zu
der Dauer und Dosis der Ostrogenzufuhr ist (Jelovsek et al. 1989). Der Typ I ist charakteri-
siert durch Adipositas, Infertilitdt, anovulatorische Zyklen, PCO-Syndrom, metabolisches
Syndrom und Ostrogensubstitution ohne ausreichenden Gestagenschutz. Dem Karzinom ge-
hen eine Endometriumhyperplasie, zuerst ohne, dann mit Atypien und meist eine Langzeitos-
trogenzufuhr voraus, wodurch die Prognose fiir diesen Karzinomtyp eher gut ist.

Der Typ II weist diese Kennzeichen nicht auf. Statt dessen ist er charakterisiert durch einen
geringen Gehalt an Progesteronrezeptoren und ein entdifferenziertes, tief invasives und me-
tastasierendes Karzinom mit einer sehr ungiinstigen Prognose. Wahrscheinlich entsteht er
durch eine maligne Transformation des atrophen Endometriums der dlteren Frau (Schmidt-

Matthiesen und Bastert 2000, Emons et al. 2003).

Histologie und Stadieneinteilung

Zur Zeit der Geschlechtsreife unterliegt das Endometrium einem regelmifligen Auf- und Ab-
bau. Aufgrund ovarieller Dysfunktion kommt es in den letzten Jahren vor der Menopause zu
iiberschieBenden Proliferationen des Endometriums, denen bei bestimmter Ausprigung im

Klimakterium besondere prognostische Bedeutung zukommen. Um die Abgrenzung einzelner



Hyperplasieformen untereinander unter Beriicksichtigung deren pramaligner Potenz zu er-
leichtern, haben die WHO und die International Society of Gynecological Pathologists eine
Klassifikation der Endometriumhyperplasien vorgeschlagen (1994). Danach zeigt die einfa-
che Hyperplasie (zystisch, ohne Atypien) in 1%, die komplexe Hyperplasie (adenomatos,
ohne Atypien) in 2%, die einfache Hyperplasie mit Atypien in 8% und die komplexe Hy-
perplasie mit Atypien in 30% eine Progredienz zum Endometriumkarzinom.

Allerdings ist in Deutschland auch die éltere Klassifikation noch gebrduchlich, welche die
glandulér-zystische Hyperplasie und die adenomatdse Hyperplasie Grad I-11I unterscheidet.
Bei den Endometriumkarzinomen handelt es sich hauptsédchlich um endometroide Adenokar-
zinome (60 %). Weiterhin unterscheidet man Adenokankroid (20 %), adenosquamdse Karzi-
nome (7 %), serds-papillidre Karzinome (5-10 %) und Klarzellkarzinome (6 %). Dariiber hin-
aus wird neben dieser histopathologischen Typisierung auch eine Zuordnung der Karzinome
aufgrund ihrer verschiedenen Differenzierungsgrade vorgenommen. Dabei unterscheidet man
gut differenzierte (Grad 1), méBig differenzierte (Grad 2) und gering differenzierte bzw. un-
differenzierte Karzinome (Grad 3). Mit abnehmender Differenzierung sinkt der Ostrogen- und
Progesteronrezeptorgehalt, die DNA-Diploidie geht zunehmend in Aneuploidie iiber und die
Aggressivitit des Tumors steigt an (Schmidt-Matthiesen und Bastert 2000).

Die klinische Stadieneinteilung beruht genauso wie bei dem Endometriumkarzinom auf den
Kriterien der FIGO und basiert seit 1988 ausschlieflich auf dem postoperativen Status und

der histologischen Untersuchung.

Tab. 1-2: Stadieneinteilung des Endometriumkarzinoms nach Kriterien der FIGO (1988)

Stadium I
Ia Der Tumor ist auf das Endometrium beschréankt
Ib Invasion des Tumors bis zu 50 % der Myometriumdicke
Ic Invasion des Tumors iiber 50 % der Myometriumdicke
Stadium II Befall der Zervix uteri
ITa Der Tumor ist auf endozervikale Driisen beschriankt
IIb Invasion des Tumors in das Stroma der Zervix



Stadium I11

IIla Befall der Uterus — Serosa und/oder Befall der Adnexe und/oder
positive Peritonealzytologie

[Ib Befall der Vagina

IIc Befall der pelvinen und/oder paraaortalen Lymphknoten
Stadium IV
IVa Invasion des Tumors in die Blasen- und/oder Darmmukosa
IVb Fernmetastasen einschlieBlich intraabdominaler Metastasen
und/oder Leistenlymphknoten
Therapie

Fiir die Primértherapie des Endometriumkarzinoms existieren verschiedene Konzepte, wobei
sich der Therapieansatz nach der Ausdehnung und Differenzierung des Karzinoms, dem
Lymphknotenstatus, dem Zustand der Patientin und weiteren Prognosefaktoren richtet. Abge-
sehen von wenigen relativ seltenen und weit fortgeschrittenen Féllen, steht primér die opera-
tive Behandlung (Fuchtner et al. 1993) kombiniert mit einer, je nach Stadium, postoperativen
Strahlentherapie im Vordergrund. Zur Planung einer eventuellen adjuvanten Radiatio wird
heute das operative Staging einschlieBlich der pelvinen und paraaortalen Lymphonodektomie
(Ausnahme: FIGO-Stadium Ia, G1, G2) als wichtigste Komponente der Primirtherapie ange-
sehen (Hanf et al. 2004).

Bei Patientinnen mit sogenannten low-risk-Tumoren ist die Hysterektomie unter Mitnahme
der Adnexe die typische Vorgehensweise. Bei pNO und zusétzlichen Risikofaktoren wie G2,
G3, pT1b, c, also intermediate und high-risk wachsenden Tumoren, wird zusétzlich zur pelvi-
nen und paraaortalen Lymphonodektomie die vaginale Brachytherapie empfohlen. Eine per-
kutane Teletherapie ist bei tumorbefallenen Lymphknoten (FIGO Illc) durchzufiihren; Befall
der Zervix uteri macht die erweiterte radikale Hysterektomie erforderlich (Emons et al. 2003,
Hanf et al. 2004).

Unter kombinierter Radiotherapie ist dabei die vaginale Brachytherapie (Afterloading) sowie

die perkutane Teletherapie mit Beckenbestrahlung und ggf. Paraaortalfeld zu verstehen. Bei
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diffuser intraabdominaler Tumorausbreitung kann eine Abdomenganzbestrahlung in Betracht
gezogen werden. Die Indikation einer Teletherapie des Endometriumkarzinoms ist jedoch nur
bei nachgewiesenem Befall der retroperitonealen Lymphknoten (FIGO Illc) gegeben (Hanf et
al. 2004).

Endometriumkarzinome reagieren in der Regel wenig sensitiv auf eine Therapie mit Zytosta-
tika. Bei Patientinnen in fortgeschrittenem Stadium kann nach mdglichst kompletter operati-
ver Sanierung die Radiotherapie durch eine Chemotherapie ergdnzt werden, doch ist eine ad-
juvante Chemotherapie beim nicht-disseminierten Endometriumkarzinom in der Regel nicht
indiziert. In der Monotherapie sind Cisplatin und Doxorubicin die potentesten Chemothera-
peutika, ihre Kombination war bisher alter Standard im Stadium III-IV, die Ergdnzung durch
Taxol bildet (G-CSF-unterstiitzt) moglicherweise den neuen. Auch iiber Docetaxel existieren
interessante Fallberichte zu Remissionen beim metastasierten Endometriumkarzinom (Giin-
thert et al. 1999). Uber die besser vertragene Kombination Carboplatin/Taxol liegen bislang
noch keine Daten aus randomisierten Studien vor (Hanf et al. 2004).

Ob die konventionelle Strategie (Operation und Strahlentherapie) zusétzlicher chemothera-
peutischer MaBBnahmen bei fortgeschritteneren Stadien bedarf, wird sich nach Auswertung der
Studien zeigen. Momentan bleibt der Einsatz von Zytostatika weitgehend dem rezidivierten
und metastasierten Endometriumkarzinom vorbehalten. Die zum Teil schweren Nebenwir-
kungen und typischen internistischen Begleiterkrankungen bei den vorwiegend élteren Patien-
tinnen, welche die Therapie negativ belasten oder sogar zum Therapieabbruch zwingen, sind

dabei immer zu bedenken.

Der EinfluB von Ostrogen und Progesteron auf das Wachstum von hormonsensitiven Endo-
metriumkarzinomen ist hinlinglich bekannt (zur Ubersicht: Schulz und Emons 1995). Seit
langem werden dabei Gestagene eingesetzt, um die Proliferation steroidabhidngiger Tumoren
zu antagonisieren. Voraussetzung einer Therapie ist dabei in erster Linie der Rezeptorstatus
des Karzinoms, da progesteronrezeptor-negative Tumoren kaum auf Gestagene ansprechen.
Ist der Progesteron-Rezeptorstatus jedoch positiv, so wird bei etwa 70 % der Patientinnen der
Allgemeinzustand verbessert und eine Tumorremission voriibergehend oder anhaltend bei 10-
37 % der Fille erreicht (Schulz et al. 1991, Park et al. 1992, Schulz und Emons 1995, Emons
et al. 2003).

Der Nachweis von Ostrogenrezeptoren verbessert die Prognose gegeniiber rezeptor-negativen
Patientinnen nicht (Kleine 1991). Jedoch besteht ein direkter Zusammenhang zwischen dem

Steroidrezeptorgehalt und dem Differenzierungsgrad des Karzinoms: mit fortschreitender
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Entdifferenzierung nimmt der Rezeptorgehalt und damit die Ansprechrate auf eine Gestagen-
therapie ab (zur Ubersicht Schulz und Emons 1995, Emons et al. 2003). Hat sich so der Ge-
stageneffekt erschopft oder ist eine Gestagentherapie mit Risiken behaftet (Patientinnen mit
Adipositas, Diabetes, Hypertonie und Thrombosegefihrdung) kann die zusétzliche Gabe des
Antidstrogens Tamoxifen Erfolg haben. Ob reine Antidstrogene (Fulvestrant) ihre Wirkungen
wie im experimentellen Modell besitzen, wird derzeit in einer Phase-II Studie gepriift (Emons
et al. 2003, Hanf et al. 2004).

Bereits seit iiber 20 Jahren werden Gestagene in der adjuvanten Therapie primér kurativ be-
handelter Endometriumkarzinome eingesetzt. Mittlerweile liegen 6 randomisierte Studien mit
insgesamt 4350 Patientinnen vor, deren Metaanalyse eine Beeinflussung des Gesamtiiberle-
bens nicht nachweisen konnte. Zwar konnte unter Gestagentherapie ein nicht signifikanter
Trend zu Verringerung von Rezidiven und Todesféllen beobachtet werden, doch starben diese
Frauen signifikant hdufiger an anderen Ursachen als ihrem Endometriumkarzinom. Wenn
auch der Nutzen einer adjuvanten endokrinen Therapie somit nicht belegt werden konnte, so
bleiben Gestagene (200 mg Medroxyprogesteronacetat taglich) heute vor allem beim fortge-
schrittenen Endometriumkarzinomen eine wichtige Option, zumal keines der genannten Che-
motherapieregimes ihre Uberlegenheit demonstrieren konnte (Emons et al. 2003, Hanf et al.
2004).

Die duBlerst nebenwirkungsarme Therapie mit Luteinisierenden Hormon-Releasing Hormon-
Analoga bietet eine hoffnungsvolle Moglichkeit fiir Patientinnen, bei denen Zytostatika oder
Gestagene nicht in Frage kommen oder unwirksam sind (Emons et al. 2000/2003). Dieser
Therapieansatz wird unterstiitzt von der Tatsache, dal 80% der Endometriumkarzinome
LHRH-Rezeptoren exprimieren und das Wachstum humaner Endometriumkarzinomzellinien
in vitro durch LHRH-Analoga gehemmt wird (Volker et al. 2002). Unter LHRH-Analogon-
Therapie des disseminierten Endometriumkarzinoms konnten 12% objektive Remissionen
und 31% sogenannte stable diseases beobachtet werden (Emons et al. 2003).

Eine fertilititserhaltende Therapie mit einer Kombination aus Megestrolacetat, Tamoxifen
und einem LHRH-Analogon zeigte Erfolg bei jungen Frauen in frithem Stadium (Wang et al.

2002).
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1.3. Das Luteinisierende Hormon-Releasing Hormon und seine Analoga

Das Luteinisierenden Hormon-Releasing Hormon (LHRH), synonym auch Gonadotropin-
Releasing Hormon (GnRH) genannt, ist ein hypothalamisches Dekapeptid, dessen Struktur
1971 erstmals charakterisiert wurde (Schally et al. 1971; Aminoséduresequenz siche Abb. I-1).
Es wird in den Neuronen des Nucleus supraopticus und Nucleus paraventricularis im Hypo-
thalamus gebildet und pulsatil in das Portalvenensystem der Hypophyse freigesetzt. Dort re-
guliert es im Hypophysenvorderlappen die Synthese und Sekretion der Gonadotropine Folli-
kelstimulierendes Hormon (FSH) und Luteinisierendes Hormon (LH). FSH und LH steuern
schlieBlich tiber die Hypophysen-Gonaden-Achse die Funktion von Ovarien und Testes.

Bereits nach der Strukturaufklirung des LHRH sind seit den 70er Jahren agonistisch und an-
tagonistisch wirksame Analoga entwickelt worden, die in ihrem Effekt dem LHRH weit tiber-

legen sind (Schally 1999).

LHRH pGlu —His-Trp-Ser—Tyr - Gly - Leu—Arg—Pro—Gly - NH,
Agonisten

Triptorelin ~ pGlu - - D-Trp® - - NH,
Leuprorelin  pGlu - - D-Leu® - - Ethylamid
Buserelin ~ pGlu - - D-Ser(Bu')°® - - Ethylamid
Goserelin pGlu - - D-Ser(Bu')® - - Az-Gly-NH;

Antagonisten
Cetrorelix ~ [Ac-D-Nal(2)', D-Phe(4Cl)%, D-Pal(3)’, D-Cit®, D-Ala'*]JLHRH
Ramorelix ~ [Ac-D-Nal(2)!, D-Phe(4Cl)%, D-Pal(3)’, D-Ser®, Azagly'*]LHRH

Abb. I-1: Aminosduresequenz des nativen LHRH und einiger seiner klinisch relevanten Analoga

(Agonisten und Antagonisten).

So war eine der ersten Beobachtungen, dass bei kontinuierlicher Gabe von LHRH-Agonisten
es nach einer initialen Steigerung (,,flare up*) der Gonadotropinfreisetzung zum Absinken der
im Kreislauf zirkulierenden Gonadotropine kommt. Zusdtzlich werden die spezifischen hy-
pophysédren Bindungsstellen, die LHRH-Rezeptoren (Abb.I-2), down-reguliert, man nannte

dies die selektive medikamentose Hypophysektomie. Da durch das Fehlen der Gonadotropine
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die Sexualsteroide in ihrer Produktion unterdriickt wurden, entstand der Begriff ,,reversible,
medikamentose Kastration* (Schally et. al. 1989 und 1993, Emons und Schally 1994).

Im Gegensatz dazu kommt es bei der Gabe von LHRH-Antagonisten nicht zum initialen
Flair-up-Effekt, sondern durch kompetitive Besetzung des LHRH-Rezeptors zur sofortigen
Hemmung der LHRH-Feisetzung (Schally et. al. 1989 und 1993).

Intracellular

Abb. 1-2: Schematische Darstellung des membranstédndigen LHRH-Rezeptors in Struktur und
Topographie. Y: mogliche Glycosylierungsstellen.
(aus: Neill J D, GnRH and GnRH Receptor Genes in the Human Genome, Endocrinol-
ogy, 2002)

Die Bindung von LHRH und die damit verbundene Aktivierung des hypophysdren LHRH-
Rezeptors initialisiert eine Reihe von Reaktionen, die zu einer Kaskade von intrazelluldren
Antworten fiihrt (Ubersicht: Stojilkovic et al. 1994, Stanislaus et al. 1998). Der erste Schritt
dieser Reaktionskaskade ist eine G-Protein vermittelte Aktivierung der Phospholipase C
(PLC). Dieses Enzym katalysiert die Hydrolyse des Zellmembranbausteins Phosphatidylinosi-
toldiphosphat, woraus die Abbauprodukte Inositoltriphosphat (IP;) und Diacylglycerin
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(DAG) resultieren. Diese initialen Verdnderungen determinieren den zweiten Schritt der
Signaltransduktion. IP3 induziert eine Steigerunge der zytosolischen Calciumkonzentrationen,
wodurch unter Mitwirkung von DAG die Protein Kinase C (PKC) aktiviert wird. Nachfolgend
wirken Ca®" und PKC als interagierende Signale in der Regulation verschiedener zellulirer
Reaktionen. Dabei haben sie unter anderem Einfluf3 auf die Expression von priméren und se-
kunddren Genen. Weiterhin sind die Signalmolekiile der PLC-abhéngigen Reaktionskaskade
in positive und negative Kontrollmechanismen des Signaltransduktionsweges involviert.
Diese Riickkopplungsmechanismen erhohen die Komplexitit der Signaltransduktion und
spielen eine Rolle bei der Verstirkung, Dauer und Beendigung einzelner Aspekte des Signals
(Sealfon und Millar 1995). Es wird vermutet, dall solche Mechanismen ebenfalls bei der De-
sensitivierung der Zellen, die einer kontinuierlich hohen LHRH-(Analoga-)Konzentration
ausgesetzt sind, wirksam sind. Unter bestimmten Bedingungen induziert LHRH einen mode-
raten Anstieg der zytosolischen Konzentrationen an zyklischen Adenosin- und Guanosinmo-
nophosphat (Liu et al. 1981). Diese zyklischen Nukleotide scheinen jedoch nicht in die akute,
LHRH-induzierte Sekretion der Gonadotropine involviert zu sein, spielen aber moglicherwei-
se eine Rolle bei der LHRH-induzierten Gonadotropinsynthese (Liu et al. 1981, Chiu et al.
1993).

Emons et al. (1989) erbrachten den Nachweis, dal Ovarial- und Endometrium-
karzinomzellinien den LHRH-Rezeptor exprimieren und durch nanomolare Konzentrationen
von LHRH-Analoga gehemmt werden konnen.

Hsieh und Martin (1992) zeigten die Kopplung des LHRH-Rezeptors iiber ein G-Protein an
die Phospholipase C in Ovarialkarzinomen. Ebenso konnten Ohno et al. (1993) die Stimulati-
on der Phospholipase C und die nachfolgende Produktion von Inositolphosphaten in Ovarial-

karzinomen nachweisen.

1.3.1. LHRH-Analoga und ihre Wirkung auf Ovarial- und Endometriumkarzinome

Wie bereits eingangs erwihnt, hat man die potenzierte Wirksamkeit von LHRH-Analoga
schon bald nach der Strukturaufkldrung des LHRH entdeckt (Schally et al. 1971, 1989 und
1993, Emons und Schally 1994) und bald in recht groBem Umfang therapeutisch eingesetzt.
Die Hemmung der hypophysidren Gonadotropinsekretion wird in der Reproduktionsmedizin,

in der Therapie der Pubertas praecox, der Endometriose und des Uterus myomatosus einge-
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setzt, da es bei erniedrigten Gonadotropinen auch zum Ostrogenabfall kommt. Aber auch in
der Tumortherapie haben LHRH-Analoga ihren festen Platz: der Effekt der Suppression von
Gonadotropinen und Sexualsteroiden wird beim Mamma- und Prostatakarzinom bereits seit
langerem genutzt (Schally et al. 1989 und 1993, Emons und Schally 1994, Loop et al. 1995,
Schally 1999).

In den letzten Jahren konnten dariiber hinaus iiberzeugende Beweise dafiir erbracht werden,
dafl LHRH eine Reihe von extrahypophyséren menschlichen Organen beeinfluflt. Es ist wahr-
scheinlich, dal LHRH eine autokrine beziehungsweise parakrine Funktion, unter anderem in
der Plazenta, im Ovar, im Myometrium sowie in lymphatischen Zellen hat (zur Ubersicht: Lin
et. al 1995, Chegini et al. 1995, Emons et al. 1997 und 1998, Raga et al. 1998, Chen et al.
1999, Casan et al. 2000).

Zahlreiche Experimente zeigen, dal LHRH-Analoga direkte Effekte auf die Proliferation von
Tumorzellen ausiiben konnen. Das Wachstum von Ovarial- und Endometriumkarzinomzelli-
nien kann sowohl durch LHRH-Agonisten als auch durch Antagonisten sowohl zeit- als auch
dosisabhingig inhibiert werden (Thompson et al. 1991, Emons et al. 1993b und 1993c, Yano
et al. 1994a, Imai et al. 1994a und b). Bereits bei einer Konzentration von 10 mol/L des
LHRH-Agonisten Triptorelin konnte eine signifikante Reduktion der Zellzahlen in den Ovari-
al- (EFO-21, EFO-27) und Endometriumkarzinomzellinien (Ishikawa, HEC-1A) von Emons
et al. (1993b, 1993c) beobachtet werden. Maximale Effekte wurden mit Triptorelin in der
Konzentration 10° mol/L (30-40 % der Kontrollen) erzielt. Vergleichbare dosisabhingige
antiproliferative Effekte wurden ebenso bei die Behandlung der Tumorzellinien EFO-21, Is-
hikawa und HEC-1A mit dem LHRH-Antagonisten Cetrorelix gefunden, wihrend diese Sub-
stanz (auch mit dem LHRH-Antagonisten Ramorelix) bei der Ovarialkarzinomzellinie EFO-
27 keinen Einfluf} auf die Proliferation nahm. Die Annahme, daf} die Proliferation von Ovari-
al- und Endometriumkarzinomen durch LHRH-Analoga direkt beeinflult werden konnte,
wird dariiber hinaus durch die Tatsache gestiitzt, dall in Biopsien dieser beiden Tumoren zu
einem hohen Prozentsatz (75-80 %) spezifische Bindungsstellen fiir LHRH und dessen Ana-
loga gefunden werden konnten. AuBlerdem konnte die Expression der mRNA fiir den hy-
pophysdren LHRH-Rezeptor in mehr als 80 % dieser Biopsien detektiert werden (Emons et
al. 1989, Imai et al. 1994a und b, Irmer et al. 1995, Srkalovic et al. 1998). Die Tatsache, dal3
antiproliferative Wirkungen in vitro bereits bei Konzentrationen des Analogons im nanomola-
ren Bereich signifikant werden, bekriftigt die Vermutung, da3 diese Effekte {iber die hochaf-

finen Bindungsstellen vermittelt werden.
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Mit der verdffentlichten Ubereinstimmung des LHRH-Rezeptors in den Tumorzellinien und
Tumoren mit den hypophysdren LHRH-Rezeptoren schien es angebracht, zu spekulieren, daf3
der Signaltransduktionsweg in den Tumoren dem der hypophysaren gonadotropen Zellen ent-
spricht (Stojilkovic und Catt 1995). Allerdings konnten Emons et al. (1996b) anschaulich
zeigen, daf} der klassische hypophysidre LHRH-Rezeptor Signaltransduktionsweg (Phospholi-
pase C, Phosphokinase C) nicht unmittelbar in die Weiterleitung der antiproliferativen Effekte
von LHRH-Analoga involviert ist. Vielmehr interagieren LHRH-Analoga mit dem mitogenen
Signaltransduktionsweg der Wachstumsfaktorrezeptoren und entsprechenden Onkogenpro-
dukten, die mit einer Tyrosin-Kinase-Aktivitit assoziiert sind (zur Ubersicht siche Emons et
al. 1997). Es zeigte sich, dal die EGF-induzierte Aktivierung der MAP-Kinase (Mitogen ac-
tivated protein Kinase), ein Enzym, dal3 sich weit unten in der Wachstumsfaktorsignalkaskade
befindet (zur Ubersicht: Hunter 1995) eindeutig mit Hilfe des LHRH-Agonisten Triptorelin in
Ovarial- und Endometriumkarzinomzellinien blockiert wird (Emons et al. 1996b).

AuBerdem wurde herausgefunden, da3 die EGF-induzierte Expression des immediate early
gene c-fos, Signalmolekiile noch weiter ,,downstream* der mitogenen Signalkaskade, mittels
LHRH-Agonisten blockiert werden kann (Moretti et al. 1996, Griindker et al. 2000b, Griind-
ker et al. 2002). Andere Arbeitsgruppen zeigten bereits, dal durch LHRH-Analoga zusétzlich
die Expression der Wachstumsfaktorrezeptoren (EGF, IGF-1) selbst und ihrer mRNA redu-
ziert wird (Yano et al. 1994b, Shirahige et al. 1994, Moretti et al. 1996).

Eine weitere wichtige Entdeckung war, dass die wachstumsfaktorinduzierte Tyrosinkinase-
Aktivitdt heruntergesetzt wird (Imai et al. 1996a , Imai et al. 1996b, Furui et al. 1995, Emons
et al. 1996b, Moretti et al. 1996). Wahrscheinlich wird die wachstumsfaktorinduzierte Tyro-
sinphosphorylierung durch eine von den LHRH-Analoga aktivierten Phosphotyrosinphospha-
tase konteragiert (Lee et al. 1991, Imai et al. 1996a, Furui et al. 1995, Emons et al. 1996c,
Moretti et al. 1996), die an den LHRH-Rezeptor iiber ein Gi- Protein gekoppelt ist (Imai et al.
1996b).

Bei der Untersuchung der Unterschiede in der Signaltransduktion zwischen hypophyséren
LHRH-Rezeptoren und denen der Endometriumtumorzellen HEC-1A und Ishikawa wurde die
Nukletidsequenz verglichen. Es fanden sich keine Unterschiede die Hinweise auf Mutationen
hitten sein konnen (Griindker et al. 2001a und b). Das LHRH-Analogon Triptorelin entfaltete
seine antiproliferative Wirkung auf HEC-1A und Ishikawa iiber Pertussis-Toxin sensible G-
Proteine. Die EGF induzierte c-fos Gen Expression wurde nach der Bindung von Triptorelin
an den LHRH-Rezeptor der Zelle gechemmt. Der LHRH-Agonist bewirkte so durch Aktivie-

rung der Phosphotyrosinphosphatase eine Hemmung der EGF-induzierten Tyrosin-
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Autophosphorylierung der EGF-Rezeptoren. Dies fiihrte zur Hemmung der mitogenen-
Signaltransduktion und damit auch der Proliferation der beiden Zellinien HEC-1A und Ishi-
kawa (Griindker et.al 2001a, b und 2002).

Auch andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, daf3 der typische intrazelluldre Kalziumkonzent-
rationsanstieg nach LHRH-Behandlung ausblieb, was andere Wege der Signaltransduktion
vermuten lief3, als den der Hypophysenzelle (Borri et al. 1998).

Desweiteren konnte die Arbeitsgruppe um Griindker bei zwei LHRH-Rezeptor positiven Ova-
rialkarzinomzellinien (EFO-21 und EFO-27) durch das Analogon Triptorelin eine Induktion
der Nuklearfaktor(NF)-kappa-B Aktivierung und Hemmung der Apoptose nachweisen. Die
Induktion der Apoptose durch Triptorelin konnte dagegen nicht gezeigt werden (Griindker et
al. 2000a).

Neben den ermutigenden experimentellen Daten liegen leider bis heute beziiglich des Ovari-
alkarzinoms nur vereinzelte klinische Informationen iiber die direkte Wirkung von LHRH-
Analoga vor (Foekens und Klijn 1992, zur Ubersicht Emons und Schally 1994). Bei Pat. mit
Ovarialkarzinom brachte die zusitzliche Gabe zur leitlinienorientierten Chemotherapie keinen
Vorteil, doch gab es unter rezidivierten fortgeschrittenen Verldufen objektive Remissionen
(Emons et al. 1996b).

Fiir das Endometriumkarzinom existieren im Zusammenhang mit LHRH-Analoga noch weni-
ger klinische Studien und Verdffentlichungen. Gallagher erreichte bei Pat. mit rezidiviertem
Endometrium-Ca (nach operativer, Strahlen- und Chemotherapie) mit LHRH-Agonisten
(Leuprorelin oder Goserelin) in 35% Partial- oder Komplettremissionen (Gallagher et al.
1991). Andere Gruppen konnten dies nicht bestitigen (Markman et al. 1997, Covens et
al.1997).
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1.4.  Fragestellung und Versuchsplanung

Arbeitsgruppen, die sich bisher mit dem Luteinisierenden Hormon-Releasing Hormon-System
in gyndkologischen Karzinomen beschéftigten, haben mit ihren Daten und Befunden nachge-
wiesen, dafl in Ovarial- und Endometriumkarzinomen ein autokrines Regulationssystem exis-
tieren muf3, welches auf der Expression von LHRH und seinem Rezeptor basiert. Bei einzel-
nen Ovarial- und Endometriumkarzinomzellinien konnte in vitro die Proliferation mit LHRH-
Agonisten und -Antagonisten effektiv gechemmt werden (Thompson et al. 1991, Emons et al.
1993a und b, Yano et al. 1994a und b, Griindker et al. 2002).

Allerdings konnten andere Arbeitsgruppen diesen Effekt nicht nachweisen (Connor et al.
1994, Manetta et al.1995, Chatzaki et al. 1996), was fiir die Untersucher, die deutliche an-
tiproliferative Effekte fanden, zunichst viele Fragen aufwarf.

Die grundlegende Frage, ob die unterschiedlichen Ergebnisse auf unterschiedliches Zellmate-
rial zuriickzufiihren ist, soll hier beantwortet werden, indem ein groBeres Panel in der Litera-
tur etablierter Zellinien der beiden Karzinome untersucht wird.

Daten iiber die Expression von LHRH-Rezeptoren in Zellinien lagen bisher nur begrenzt vor.
Moglicherweise hatten Zellen, bei denen keine Wirksamkeit von LHRH-Analoga nachweis-
bar war, auch keine LHRH-Rezeptoren (Emons et al. 1996b und c).

In der vorliegenden Arbeit werden nun systematische Proliferationsversuche an humanen
Zellinien durchgefiihrt, die als experimentelle Modelle flir Ovarial- und Endometriumkarzi-
nome gelten. Der zeit- und dosisabhidngige Effekt des LHRH-Agonisten Triptorelin auf ihr
Wachstum in vitro wird dabei mit der LHRH-Rezeptorexpression der jeweiligen Zellinie in
Korrelation gesetzt. So soll im Hinblick auf die Signaltransduktion in der Zelle der antiproli-
ferative Effekt erklart werden.

Zu diesem Zweck wurden nun die Zellen von fiinf etablierten Ovarial- und von vier etablier-
ten Endometriumkarzinomzellinien mit dem LHRH-Agonisten Triptorelin in unterschiedli-
chen Konzentrationen und iiber unterschiedliche Zeitrdume inkubiert.

Diese Daten iiber die zeit-und dosisabhéngige Beeinflussung der Proliferation dieser Zellinien
durch LHRH-Analoga sollten dann korreliert werden mit der Expression von LHRH-

Rezeptoren.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Zellkultur

2.1.1. Kultivierung der Zellen

Die Karzinomzellen (siehe unten, Tabelle II-1) wurden in Zellkulturflaschen mit 250 ml Vo-
lumen und 75 cm? Bodenfldche (Becton/ Dickinson, Franklin Lakes, USA) im Brutschrank
(Haereus, Hanau) bei 37° C in wassergesittigter Atmosphére mit 5% CO, kultiviert. Es er-
folgten tigliche Kontrollen. Der Zellrasen je einer Flasche wurde mit 20-25 ml Ndhrmedium
(sog. Reduziertes Medium, s.u. Reagenzien) versorgt, welches alle drei Tage zu wechseln
war, um optimale Bedingungen zu schaffen.

Sobald ein konfluierender Zellrasen den Boden der Kulturflaschen bedeckte, wurde ein Pas-
sagieren der Zellen erforderlich, um iiberschiefendes Wachstum mit Absterben der Zellen zu
verhindern. Hierzu entfernte man das alte Nahrmedium, inkubierte die Zellkultur 10-15 min.
mit 0,5 %iger Trypsinlosung bei 37° C und versetzte die so vom Boden abgelosten Zellen mit
neuem Medium. Die so entstandene neue Zellpassage konnte nun weiterverarbeitet werden,
indem man eine weitere Kultur anlegte, die Zellen nach Zugabe von 10 %igem Dimethylsul-
foxid bei -80° C kryokonservierte oder einen neuen Versuch begann.

Bei Versuchsbeginn wurde auf diese Art eine definierte Zellzahl (5.000.000/ 25 ml Nihrme-
dium) angelegt, die nach drei Tagen abgeldst und auf Multiwell-Versuchsplatten mit je vier
Schalen (Fa. Nunc, Roskilde, Dianemark) ,,ausgesét wurden. In jeder Schale befanden sich
dann 10.000 Zellen, inkubiert im reduzierten Medium, was den Ausgangspunkt fiir die Be-
handlung darstellte. Die Zellzdhlung erfolgte in Fuchs-Rosenthal- oder Neubauer-
Zihlkammern unter dem Phasenkontrastmikroskop (ID 03, Fa. Zeiss, Jena).

Samtliche Versuche wurden an sterilen Werkbianken mit vertikaler Luftstromung (Modelle

DFOP 18 IIS und DFOP 128, Fa. Cryo-Technik, Hamburg) durchgefiihrt.
2.1.2.  Zellinien
Die fiir diese Arbeit verwendeten, in der Literatur eingehend charakterisierten Ovarial- und

Endometriumkarzinomzellinien, werden beziiglich ihrer Histologie und Herkunft, sowie ihrer

Etablierung in folgender tabellarischer Ubersicht (Tabelle II-1) vorgestellt:
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Tabelle 11-1: Ubersicht verwendeter Zellinien
Name

Histologie / Herkunft

OVARIALKARZINOMZELLINIEN

BG-1 Adenokarzinom,
gering differenziert

CA-OV-3 Adenokarzinom

EFO-21 Adenokarzinom, seros,
wenig differenziert

NIH: OVCAR-3  Adenokarzinom,
gering differenziert

SK-OV-3 Adenokarzinom

SW 626 Adenokarzinom

ENDOMETRIUMKARZINOMZELLINIEN

AN-3-CA Adenokarzinom,
gering differenziert
HEC-1A Adenokarzinom, papillr,
gering differenziert
HEC-1B Adenokarzinom, papillr,
gering differenziert
KLE Adenokarzinom
MFE-296 Adenokarzinom,
gering differenziert
Ishikawa Adenokarzinom,
gut differenziert

ATCC*: American Type Culture Collection

Primértumor

Primértumor

Aszites

Aszites

Aszites

Priméartumor

Lymph-

metastase

Priméartumor

Subkultur von

HEC-1A

Primértumor

Priméartumor

Priméartumor

etabliert durch
(und tberlassen von bzw.
bezogen iiber)

Geisinger et al. 1988
(ATCC*)

Fogh et al. 1976
(ATCC*)

Simon et al. 1983
(F. Holzel, Hamburg)

Hamilton et al. 1983
(ATCC*)

Fogh et al. 1977
(ATCC*)

Leibovitz et al. 1974
(ATCC¥*)

Dawe et al. 1964
(ATCC*)

Kuramoto et al. 1972
(T. Bauknecht, Freiburg)

Kuramoto et al. 1972b
(ATCC*)

Richardson et al. 1984
(ATCC¥*)

Hackenberg et al. 1992
(R. Hackenberg, Marburg)

Nishida et al. 1985
(E. Gurpide, New York)
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2.1.3. Losungen und Reagenzien

Reduziertes Medium
Das Reduzierte Medium stellt die Ndhrlosung dar, in dem die Zellen wuchsen.
Die Pulvergrundlage, Minimal Essential Medium (von Instamed MEM-Earle, Biochrom, Ber-
lin), wurde in bidestilliertem Wasser gelost und steril filtriert. Dieses Grundmedium enthalt
Earle’s Salze (NaCl: 6800 mg/l; KCl: 400 mg/l; NaH,PO4*H,0: 140 mg/l; MgS04*7H,0:
200 mg/l; CaCl: 200mg/l; D-Glucose 1000 mg/l; NaHCOs: 2200 mg/1), essentielle und nicht
essentielle Aminosiuren, sowie die zweifache MEM-Konzentration an Vitaminen. Folgende
Substanzen wurden noch zugesetzt:

2,5 mg/L Transferrin (Fa. Sigma, Miinchen)

67,0 mg/L Gentamycinsulfat (Fa. Biochrom, Berlin)

2,2 g/L NaHCOj; (Natriumhydrogencarbonat, Fa. Biochrom, Berlin)

40 IU/L Insulin (Fa. Hoechst-Behring, Frankfurt)
und 10 % fotales Kélberserum (FCS, Fa. Boehringer, Mannheim). Dieses Wachstumsmedium
wurde vor der sterilen Filtration mittels Natriumhydrogencarbonatldsung auf einen pH-Wert

von 7,4 - 7,6 eingestellt.

PBS
Phosphate buffered saline (PBS) ist ein isotoner Phosphatpuffer, der zur Herstellung von ent-
sprechenden Verdiinnungsreihen mit den Testsubstanzen benutzt wurde und setzte sich fol-

gendermallen zusammen:

140  mmol/L NaCl (Natriumchlorid, Fa. Merck, Darmstadt)

3  mmol/L KCI (Kaliumchlorid, Fa. Merck, Darmstadt)

8 mmol/L Na,HPO, (Dinatriumhydrogenphosphat, Fa. Merck, Darmstadt)
1,5 mmol/lL KH,PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat, Fa. Merck, Darmstadt)

3 g/L Rinderserumalbumin (BSA) (Fa. Sigma, Aldrich, GB)
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EDTA-Trypsin-Losung (0,5%)

Die Zellen mussten in bestimmten Zeitabstinden, die sich nach ihren individuellen Wachs-
tumseigenschaften richteten, passagiert werden. Zu diesem Zweck wurden sie mit einer
Trypsinlosung tiber 5-10 min. im Brutschrank inkubiert, was zum Abldsen des Zellrasens
vom Boden der Kulturflasche fiihrte. Die Grundlésung bestand aus PBS und BSA (s.0.), wel-

chem

2,5 mmol/L EDTA (Fa. Merck, Darmstadt)
2000 U/L Trypsin (Fa. Serva, Heidelberg)

zugesetzt wurde.

Triptorelin

Triptorelin (Ferring, Kiel), Handelsname Decapeptyl, ist ein LHRH-Agonist, [D-Trp°]-
LHRH, mit einem Molekulargewicht von 1311 g/mol. Es wurde als weifles Pulver in wenigen
ul 0,1-molarer Essigsdure gelost und mit PBS-Losung auf 5x10* ml/l verdiinnt. Der pH-Wert
wurde mittels 0,1 molarer Salzsdure oder Natronlauge auf 7,6 eingestellt. Die so hergestellte
Triptorelinldsung konnte bei -20°C eingefroren werden. Aufgetaut war sie sofort zu verwen-

den und kein zweites Mal einzufrieren.

2.2. Versuchsbeschreibungen

Die antiproliferative Wirkung des LHRH-Agonisten Triptorelin auf die in Tabelle II-1 ange-
filhrten Ovarial- und Endometriumkarzinomzellinien wurde in zwei verschiedenen Prolifera-
tionsassays sowohl zeit- als auch dosisabhéngig untersucht.

Die drei in Tabelle II-1 enthaltenen Zellinien EFO-21, HEC-1A und Ishikawa tauchen im
Ergebnisteil nicht mehr auf, da die mit ihnen durchgefiihrten Proliferationsessays nur zu
Ubungszwecken am Anfang der Versuchsreihen standen. Die Hemmbarkeit ihrer Proliferation
durch LHRH-Analoga ist zudem hinreichend bekannt und beschrieben.

Zu Beginn einer Versuchsreihe musste die jeweilige Kulturflasche zu 70-80% mit einem
gleichmiBigen Zellrasen bewachsen sein. Dann wurde das Medium abgesaugt und eine zwei-

malige Spiilung mit Trypsin zur Entfernung von Zellschutt und Mediumresten angeschlossen.
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Der néchste Schritt bestand in der Aussaat einer definierten Zellzahl in 4-Well-Kulturschalen
(Clusterplatten mit 4 Schalen von je 16 mm Durchmesser, Fa. Nunc, Roskilde, DK), die fiir
24-Std. im Brutschrank inkubiert wurden. Die Aussaatkonzentration der Zellen zu diesem
Zeitpunkt, der Tag -1 genannt wurde, war abhdngig vom Proliferationsverhalten der jeweili-
gen Zellinie und variierte zwischen 2.000 Zellen (BG-1) und 20.000 Zellen (SW 626) pro ml.
Nach 24-stiindiger Inkubation wurde die Adhirenz der Zellen an den Boden der Kulturscha-
len im Phasenkontrastmikroskop iiberpriift. Der Abschluf3 dieser Anwachsphase wurde als
Tag 0 definiert, an dem die Testsubstanz zugegeben wurde. Vorher wurden die Zellen einer 4-
Well Kulturschale trypsiniert, um die Ausgangszellzahl zu bestimmen, die der Anzahl an Zel-
len entsprach, die wihrend der Anwachsphase am Boden der Schalen adhirent festgewachsen
waren.

Die weitere Behandlung der Zellen entsprach dann der Intention des Proliferationsassays:

A: Fiir die Untersuchung der zeitabh&ngigen Wirkungen von Triptorelin auf die Proliferation
der Tumorzellen wurde ein Zusatz von 10” mol/L Triptorelin auf die definierte Zellzahl und
die anschlieende Inkubation fiir 1-5 Tage im Brutschrank vorgesehen. An den Tagen 1 bis 5
wurde jeweils die Zellzahl in einer behandelten 4-Well- und einer Kontrollschale (mit PBS
versetzt) bestimmt. Die Zellzahlen der Kontrollschalen wurden als 100% definiert.

Diese Versuche wurden dreimal (mit Vierfach-Bestimmung) in unterschiedlichen Zellpassa-

gen wiederholt.

B: Die Untersuchung der dosisabhéngigen Wirkung von Triptorelin auf die Proliferation der
Tumorzellen erforderte die Behandlung der Zellen mit Triptorelin in den Konzentrationen
10" mol/L, 10 mol/L, 107 mol/L und 10~ mol/L am Tag 0. AnschlieBend wurden die Kul-
turplatten fiir 5 Tage im Brutschrank inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit ermittelte man
die Zellzahlen in den behandelten 4-Well-Schalen und der mit PBS versetzten Kontrollschale.
Dabei wurde wiederum der Inhalt der Kontrollschalen als 100% bezogen auf die behandelten
Zellen angesehen.

Auch diese Versuche wurden in unterschiedlichen Zellpassagen dreimal mit Vierfach-

Bestimmung ausgefiihrt.
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2.3. Statistische Auswertung

Die Versuchsauswertung basiert auf den Tumorzellzahlen der einzelnen Versuchstage. Wie
oben erwdhnt, wurden pro Versuchstag und zu untersuchender Testsubstanz eine Versuchs-
platte mit je vier Schalen ausgezdhlt. Da nun sédmtliche Versuche dreimal durchgefiihrt wur-
den, lagen alle Werte in zwolffacher Bestimmung vor.

Diese Einzelwerte wurden als erstes auf den Mittelwert der Kontrollgruppe (=100%) standar-
disiert. Die Mittelwerte aus den zwdolf Werten der jeweiligen Versuchstage gingen in das Er-
gebnis ein. Zu jedem dieser Werte wurde der Standardfehler (Standard error of mean = SEM)
angegeben.

Bei den Versuchen, in denen vier verschiedene Wirkstoffkonzentrationen gegen die Kontrolle
verglichen wurden, priifte der Bartlett-Test innerhalb jeder Gruppe von zwdlf Einzelwerten
auf Homogenitdt. Waren ihre Varianzen homogen, so konnte die einfaktorielle Varianzanaly-
se (ANOVA) mit nachfolgendem Student-Newman-Keuls Test priifen, ob Unterschiede zwi-
schen den fiinf Gruppen bestanden.

In den Versuchsreihen mit zeitabhidngigem Verauf der Proliferationskurven mussten jeweils
zwei Gruppen von zwdlf Einzelwerten zu einem Zeitpunkt miteinander verglichen werden:
Kontrolle versus Wirkstoffkurve. Der nicht parametrische Test nach Mann-Whitney priifte, ob
ein signifikanter Unterschied zwischen den Medianen der beiden Gruppen bestand. Ab einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 wurde Signifikanz angenommen.

Die statistischen Tests wurden mit dem Programm InStat von GraphPad Software (Copyright

1993) erhoben.
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3. ERGEBNISSE

Im folgenden werden die Ergebnisse der Proliferationsversuche gezeigt. Dabei wird das
Wachstum der jeweiligen Zellinie grafisch zuerst als zeit- dann als dosisabhéngige Funktion
dargestellt. Die Abbildungen III-1 bis III-9 zeigen die beiden Proliferationsanalysen jeweils

einer Tumorzellinie nebeneinander, um eine bessere Ubersicht zu geben.

3.1. Antiproliferativer Effekt unter LHRH (zeit- und dosisabhéngig)

Als erstes werden die Versuchsergebnisse der Zellinien betrachtet, die in ihrer Proliferation
signifikant durch Triptorelin gehemmt werden konnten. Dies betrifft die Ovarialkarzinomzel-
linien NIH:OVCAR-3 und BG-1, sowie die Endometriumkarzinomzellinien HEC-1B, KLE
und AN-3-CA.

Bei der Ovarialkarzinomzellinie NIH:OVCAR-3 war das Weiterwachstum der behandelten
Zellen bereits am ersten Tag auf 88,3% reduziert (p<0,05). Bis Tag 5 konnte es sogar auf
71,6% weitergehemmt werden (p<0.01). Im dosisabhéingigen Versuch liegen die Verminde-
rungen der Zellzahl bereits bei niedrigen Triptorelindosen von 107" mol/L und 10" mol/L vor
(p<0,001). In den beiden hoheren Konzentrationen 10”7 und 10~ besteht dieser deutliche Ef-
fekt auch zwischen den Gruppen, die Proliferationsinhibition geht bis 58,4%.

Die Zellzahlverminderung der Ovarialkarzinomzellinie BG-1 duf3ert sich in den Gruppen un-
terschiedlicher Triptorelinkonzentration dhnlich: ihre Hemmbarkeit mit 10 und 10”7 M Trip-
torelin geht bereits bis 80,3 bzw. 76,8% der Ausgangszellzahl (p<0,001), mit 10 M Triptore-
lin sogar bis auf 69,7% (p<0,001). In der zeitabhéngigen Inkubation ist die Zellzahl nach ei-
nem Tag auf 88,9% gesunken (p<0,05), nach 3 Tagen auf 80,9% (p<0,01) und nach 5 Tagen
auf 70,8% (p<0,01).

Bei den Endometriumkarzinomzellinien ist die Proliferationsinhibition der HEC-1B sowohl
am ersten Tag unter 10> M Triptorelin mit 72,1%, als auch nach 5 Tagen unter 10™" M Trip-
torelin mit 93,0% verbliebenen Karzinomzellen (p<0,001) sehr deutlich. Nach 4 Tagen Inku-
bation mit 10 M Triptorelin ist das Wachstum gar auf 52,5% (p<0,001) zuriickgedriangt wor-
den. Deutlicher konnte die Proliferationshemmung an keiner anderen der untersuchten Zelli-

nien gezeigt werden.
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Die Zellinie AN-3-CA spricht in ihrer Hemmbarkeit unter 10> M Triptorelin an den ersten
drei Tagen weniger gut als an den letzten beiden: 62% der Zellen sind am 5. Tag der Inkuba-
tion noch am Leben; dagegen ist bei den niedrigeren Wirkstoffkonzentrationen von 107"
mol/L und 10° mol/L bereits eine deutliche Wachstumshemmung vorhanden: 89,8 bzw.
77,6% verbleibende Karzinomzellen.

Ahnliche Ergebnisse liegen bei der Zellinie KLE vor: Zwar findet sich beim zeitabhiingigen
Verauf am ersten Tag keine und am zweiten keine wesentliche Proliferationshemmung durch
10 mol/L Triptorelin, jedoch lisst sich das Zellwachstum auf 67,1% am 5. Tag zuriickdrin-
gen. Bei Betrachtung der verschiedenen Triptorelinkonzentrationen liegen bei 107 und 107

noch 75,3 bzw. 70,1% der Ausgangszellzahl vor.

Zur Verdeutlichung folgen nun die Grafiken mit antiproliferativem Effekt durch Triptorelin.

27



NIH-OVCAR-3

Zellzahl [%]

40

20+

O T T T T
0 1 2 3 4 5

Zeit [d]

120

100+ L

i)

o
o

|

H o
©
o

Zellzahl [%)]
(@]
<
_|

N
o
1

N
o
|

Kontrolle -11 -9 -7 -5
Konzentration [logM]

Abb.111-1: Zeit- und dosisabhédngiger Effekt von Triptorelin auf das Wachstum der Ovarialkarzinom-
zellinie NIH-OVCAR-3. Es sind die Ergebnisse von jeweils drei voneinander unabhéngigen Versu-
chen in verschiedenen Zellpassagen représentiert.

A) Proliferation mit (A) und ohne (o0) Triptorelin 10” mol/L iiber 5 Tage in Prozent der Kontrollen
(=100%), angegeben mit dem SEM. Inkubation mit Triptorelin ab Tag 0. Mann Whitney U Test.

a: p<0,01 versus Kontrolle, b: p<0,05 versus Kontrolle.

B) Proliferation nach 5 Tagen Behandlung mit ansteigenden Triptorelinkonzentrationen 107! bis 107

mol/L in Prozent der Kontrolle als Sdulen mit dem SEM. ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test.

a: p<0,001 versus Kontrolle, b: p<0,001 versus 10" ¢: p<0,001 versus 10° und 107,
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ADbDb.111-2: Zeit- und dosisabhingiger Effekt von Triptorelin auf das Wachstum der Ovarialkarzinom-
zellinie BG-1. Es sind die Ergebnisse von jeweils drei voneinander unabhingigen Versuchen in ver-
schiedenen Zellpassagen repriasentiert.

A) Proliferation mit (A) und ohne (o) Triptorelin 10~ mol/L iiber 5 Tage in Prozent der Kontrollen
(=100%), angegeben mit dem SEM. Inkubation mit Triptorelin ab Tag 0. Mann Whitney U Test.

a: p<0,001 versus Kontrolle, b: p<0,01 versus Kontrolle.
B) Proliferation nach 5 Tagen Behandlung mit ansteigenden Triptorelinkonzentrationen 10™"! bis 107

mol/L in Prozent der Kontrolle als Sdulen mit dem SEM. ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test.

a: p<0,001 versus Kontrolle, b: p<0,001 versus 10", ¢: p<0,001 versus 10° und 107,
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Abb.111-3: Zeit- und dosisabhéngiger Effekt von Triptorelin auf das Wachstum der Endometriumkar-
zinomzellinie HEC-1B. Es sind die Ergebnisse von jeweils drei voneinander unabhingigen Versuchen
in verschiedenen Zellpassagen reprisentiert.

A) Proliferation mit (A) und ohne (0) Triptorelin 10” mol/L iiber 5 Tage in Prozent der Kontrollen
(=100%), angegeben mit dem SEM. Inkubation mit Triptorelin ab Tag 0. Mann Whitney U Test.

a: p<0,001 versus Kontrolle.

B) Proliferation nach 5 Tagen Behandlung mit ansteigenden Triptorelinkonzentrationen 107! bis 107
mol/L in Prozent der Kontrolle als Sdulen mit dem SEM. ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test.
a: p<0,001 versus Kontrolle, b: p<0,001 versus 10" c: p<0,001 versus 107, d: p<0,001 versus 107.
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ADbDb.111-4: Zeit- und dosisabhingiger Effekt von Triptorelin auf das Wachstum der Endometriumkar-
zinomzellinie KLE. Es sind die Ergebnisse von jeweils drei voneinander unabhéngigen Versuchen in
verschiedenen Zellpassagen reprisentiert.

A) Proliferation mit (A) und ohne (o) Triptorelin 10~ mol/L iiber 5 Tage in Prozent der Kontrollen
(=100%), angegeben mit dem SEM. Inkubation mit Triptorelin ab Tag 0. Mann Whitney U Test.

a: p<0,001 versus Kontrolle, b: p<0,01 versus Kontrolle, c: p>0,05 versus Kontrolle.

B) Proliferation nach 5 Tagen Behandlung mit ansteigenden Triptorelinkonzentrationen 10™"! bis 107
mol/L in Prozent der Kontrolle als Sdulen mit dem SEM. ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test.

a: p<0,001 versus Kontrolle, b: p<0,001 versus 10", ¢: p<0,01 versus Kontrolle.

31



AN-3-CA

@
o
1

60+

Zellzahl [%)]

40

20+

Zeit [d]

120

100+ =

H o

L

Zellzah! [%)]
(@]
<
i

N
o
1

N
o
|

Kontrolle -11 -9 -7 -5
Konzentration [logM]

ADbDb.111-5: Zeit- und dosisabhingiger Effekt von Triptorelin auf das Wachstum der Endometriumkar-
zinomzellinie AN-3-CA. Es sind die Ergebnisse von jeweils drei voneinander unabhingigen Versu-

chen in verschiedenen Zellpassagen représentiert.

A) Proliferation mit (A) und ohne (o) Triptorelin 10~ mol/L iiber 5 Tage in Prozent der Kontrollen
(=100%), angegeben mit dem SEM. Inkubation mit Triptorelin ab Tag 0. Mann Whitney U Test.

a: p<0,001 versus Kontrolle, b: p<0,01 versus Kontrolle.
B) Proliferation nach 5 Tagen Behandlung mit ansteigenden Triptorelinkonzentrationen 10™"! bis 107

mol/L in Prozent der Kontrolle als Sdulen mit dem SEM. ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test.

a: p<0,001 versus Kontrolle, b: p<0,001 versus 10", ¢: p<0,001 versus 10°.
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3.2. Ausbleibender antiproliferativer Effekt unter LHRH (zeit- und dosisabhéngig)

In den bisher gezeigten Versuchen kam es zum Teil schon unter den niedrigen Triptorelindo-
sen 10" und 10 mol/L, deutlich jedoch unter den hoheren (10”7 und 10~ mol/L) zu einer
Wachstumshemmung bei zwei Ovarial- und drei Endometriumkarzinomzellinien. So signifi-
kant diese Versuche den antiproliferativen Effekt des LHRH-Agonisten beschreiben, so deut-
lich zeigen die folgenden Versuche das Ausbleiben eines derartigen Effektes:

Bei den Ovarialkarzinomzellinien SK-OV-3, CA-OV-3 und SW 626, sowie bei der Endo-
metriumkarzinomzellinie MFE-296 konnte keine signifikante antiproliferative Wirkung durch
Triptorelin gezeigt werden.

Wihrend bei den drei Ovarialkarzinomzellinien sdmtliche Werte im zeit- und dosisabhingi-
gen Verlauf weder Hinweise auf eine Hemmung, noch auf eine Steigerung der Zellproliferati-
on geben, so bietet die Endometriumkarzinomzellinie MFE-296 eine kleine Auffilligkeit: Am
3. Tag nach Behandlung mit 10°M Triptorelin und bei den beiden hoheren Konzentrationen
mit 107 und 10~ mol/L findet sich eine geringfiigige Hemmung gegeniiber der Kontrolle zwi-
schen 7 und 10% (p<0,05 versus Kontrolle) . In der eingangs erwédhnten Paralleluntersuchung
dieser Zellinien wurde in der MFE-296 keine hochaffine LHRH-Bindungsstelle detektiert,
wohl aber die mRNA fiir den hypophysdren LHRH-Rezeptor. Bei den im Proliferationsassay
klar negativen Zellinien fiir Triptorelin konnte weder die hochaffine Bindungsstelle, noch die
Rezeptor-mRNA gefunden werden. Moglicherweise ist die geringfiigige Hemmung der MFE-
296 also Ausdruck einer fraglichen LHRH-Sensibilitit.

Zur Verdeutlichung folgen nun wieder die grafischen Darstellungen des ausbleibenden proli-

ferativen Effektes von Triptorelin.

33



SK-OV-3

120

100{:\15\51/,\51/f

80+

60+

Zellzahl [%)]

40

20+

120

100 _ -

80+

60+

Zellzah! [%)]

40-

20+

Kontrolle -11 -9 -7 -5
Konzentration [logM]

ADbDb.111-6: Zeit- und dosisabhingiger Effekt von Triptorelin auf das Wachstum der Ovarialkarzinom-
zellinie SK-OV-3. Es sind die Ergebnisse von jeweils drei voneinander unabhéngigen Versuchen in
verschiedenen Zellpassagen reprisentiert.

A) Proliferation mit (A) und ohne (o0) Triptorelin 10~ mol/L iiber 5 Tage in Prozent der Kontrollen
(=100%), angegeben mit dem SEM. Inkubation mit Triptorelin ab Tag 0. Mann Whitney U Test.

p jeweils >0,05, das hei3it es kam zu keiner signifikanten Proliferationsinhibation.

B) Proliferation nach 5 Tagen Behandlung mit ansteigenden Triptorelinkonzentrationen 10™"! bis 107
mol/L in Prozent der Kontrolle als Sdulen mit dem SEM. ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test.

p jeweils >0,05, das heifit es kam zu keiner signifikanten Proliferationsinhibition.
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ADbDb.111-7: Zeit- und dosisabhingiger Effekt von Triptorelin auf das Wachstum der Ovarialkarzinom-
zellinie CA-OV-3. Es sind die Ergebnisse von jeweils drei voneinander unabhéngigen Versuchen in
verschiedenen Zellpassagen reprisentiert.

A) Proliferation mit (A) und ohne (0) Triptorelin 10” mol/L iiber 5 Tage in Prozent der Kontrollen
(=100%), angegeben mit dem SEM. Inkubation mit Triptorelin ab Tag 0. Mann Whitney U Test.

p jeweils >0,05, das hei3it es kam zu keiner signifikanten Proliferationsinhibation.

B) Proliferation nach 5 Tagen Behandlung mit ansteigenden Triptorelinkonzentrationen 10™"! bis 107
mol/L in Prozent der Kontrolle als Sdulen mit dem SEM. ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test.

p jeweils >0,05, das heifit es kam zu keiner signifikanten Proliferationsinhibition.
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SW 626
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ADbDb.111-8: Zeit- und dosisabhingiger Effekt von Triptorelin auf das Wachstum der Ovarialkarzinom-
zellinie SW 626. Es sind die Ergebnisse von jeweils drei voneinander unabhéngigen Versuchen in
verschiedenen Zellpassagen reprisentiert.

A) Proliferation mit (A) und ohne (o0) Triptorelin 10” mol/L iiber 5 Tage in Prozent der Kontrollen
(=100%), angegeben mit dem SEM. Inkubation mit Triptorelin ab Tag 0. Mann Whitney U Test.

p jeweils >0,05, das hei3it es kam zu keiner signifikanten Proliferationsinhibation.

B) Proliferation nach 5 Tagen Behandlung mit ansteigenden Triptorelinkonzentrationen 10™"! bis 107
mol/L in Prozent der Kontrolle als Sdulen mit dem SEM. ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test.

p jeweils >0,05, das hei3it es kam zu keiner signifikanten Proliferationsinhibation.
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ADbDb.111-9: Zeit- und dosisabhingiger Effekt von Triptorelin auf das Wachstum der Endometriumkar-
zinomzellinie MFE-296. Es sind die Ergebnisse von jeweils drei voneinander unabhéngigen Versu-
chen in verschiedenen Zellpassagen représentiert.

A) Proliferation mit (A) und ohne (o0) Triptorelin 10” mol/L iiber 5 Tage in Prozent der Kontrollen
(=100%), angegeben mit dem SEM. Inkubation mit Triptorelin ab Tag 0. Mann Whitney U Test.

a: p<0,05 versus Kontrolle; ansonsten p>0,05 versus Kontrolle, d.h. keine signifikante Inhibition.

B) Proliferation nach 5 Tagen Behandlung mit ansteigenden Triptorelinkonzentrationen 10™"! bis 107
mol/L in Prozent der Kontrolle als Sdulen mit dem SEM. ANOVA und Student-Newman-Keuls-Test.

a: p<0,05 versus Kontrolle; ansosnsten p>0,05 versus Kontrolle, d.h. keine signfikante Inhibition.
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4. DISKUSSION

Gynikologische Malignome wie das Ovarial- und das Endometriumkarzinom lassen sich
durch LHRH-Analoga in ihrer Proliferation hemmen. Seit Anfang der 90er Jahre wurden in
Arbeiten iiber diesen Effekt Erkenntnisse gewonnen (Emons et al.1992a und b, Emons et al.
1993b und ¢), die Hinweise auf mogliche Therapieansétze liefern. Da diese Ergebnisse exem-
plarisch an einzelnen etablierten Zellinien erhoben wurden, stellt sich die wichtige Frage, ob
antiproliferative Effekte durch LHRH-Analoga auch an anderen bereits charakterisierten Zel-

linien beobachtet werden konnen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit miissen zum einen vor dem Hintergrund des breiten Wissens
betrachtet werden, das sich vor allem im letzten Jahrzehnt ergeben hat. Zum anderen muf ein
Zusammenhang mit Resultaten anderer Mitarbeiter hergestellt werden, die zur gleichen Zeit
an den hier untersuchten Zellinien mit anderen Methoden Ergebnisse erzielt haben, die abso-

lut im Einklang mit den beobachteten Effekten stehen (Volker et al 2002).

Da die Entstehung eines Tumors und seine Entwicklung mit multiplen genetischen Verdnde-
rungen einhergeht, ist es denkbar, dafl autokrine und/oder parakrine Riickkopplungsmecha-
nismen von Hormonen synergistisch mit molekularen Defekten einhergehen. Auf diesem We-
ge werden moglicherweise Proliferationsvorteile fiir Tumorzellen vermittelt. Ein wichtiger
Schritt in der Beurteilung der Wirkweise von Peptidhormonen ist die Signalweiterleitung iiber
Rezeptoren und spezifische Effektoren in der humanen Zelle. Wahrend dieser Signaltransduk-
tionsmechanismus fiir LHRH in Hypophysenzellen weitgehend untersucht ist (Naor 1990,
Stojilkovic und Catt 1995), liegen iiber die Mechanismen in Ovarial- und Endometriumkarzi-

nomzellen auch heute noch keine vollstindigen Erkenntnisse vor.

Das Vorhandensein von LHRH und LHRH-Rezeptoren in Ovarial-und Endometriumkarzi-
nomzellinien, sowie entsprechenden Tumorgeweben, aber auch die proliferationshemmende
Wirkung von GnRH-Analoga wie z.B. dem LHRH-Agonisten Triptorelin an etablierten Ova-
rial-und Endometriumkarzinomzellinien (EFO 21 und EFO 27 bzw. HEC1-A und Ishikawa)
konnte bereits vor einigen Jahren gezeigt werden (Emons et al. 1993b und c, Irmer et al 1994

und 1995).
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Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich nun zum einen mit der Uberpriifung weiterer Ovarial-
und Endometrium-Ca-Zellen auf ihr antiproliferatives Verhalten nach Einwirken des LHRH-
Agonisten Triptorelin in Zeit- und Dosisabhéngigkeit. Zum anderen soll versucht werden,
Riickschliisse beziiglich der Wirkungsweise zu ziehen: Zeitgleich wurden an denselben Zel-
linien mit Radioliganden-assays hochaffine Bindungsstellen fir LHRH-Analoga untersucht
und mit Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)-Amplifikationen die
Expression der LHRH-Rezeptor m-RNA {iiberpriift (Volker et al. 2002).

Dies bedeutet, dass widerspriichliche Ergebnisse vergangener Versuchsreihen durch die Kor-
relation von antiproliferativem Effekt mit dem Vorhandensein hochaffiner Bindungsstellen

erklart werden konnen.

Zu Beginn der Versuchsreihen wurden die bereits untersuchten Zellinien EFO 21, HEC-1A
und Ishikawa zum Uberpriifen der Methodik auf ihr Proliferationsverhalten nach Zugabe des
LHRH-Agonisten Triptorelin getestet. Es konnten die hochsignifikanten Wachstumshemm-
kurven nachvollzogen werden, wie sie die Arbeitsgruppen um Thompson, Emons und Irmer
Anfang der 90er Jahre gezeigt hatten.

Fortgesetzt wurden die Versuche dann wie unter 2.3. beschrieben als zeit- und dosisabhéingige
Proliferationsassays mit fiinf weiteren Ovarial- und vier Endometriumkarzinomzellinien:

Die in dieser Arbeit gezeigten Daten weisen einen durch Triptorelin signifikant verursachten
antiproliferativen Effekt bei den Endometrium-Ca-Zellinien HEC-1B, KLE und AN-3-CA
nach, wihrend MFE-296 unbeeinflusst wichst. Bei den Ovarial-Ca-Zellinien werden
NIH:OVCAR-3 und BG-1 im Wachstum signifikant gechemmt, wéhrend SK-OV-3, CA-OV-3
und SW 626 keinen antiproliferativen Effekt durch Triptorelin zeigen.

Bei siamtlichen durch den LHRH-Agonisten in der Proliferation gehemmten Zellinien konnte
sowohl die Expression der m-RNA fiir den hypophysdren LHRH-Rezeptor als auch hochaffi-
ne LHRH-Bindungsstellen nachgewiesen werden (Volker et al. 2002). SK-OV-3 und SW 626
dahingegen exprimierten weder diese Bindungsstellen, noch die LHRH-Rezeptor-m-RNA,
korrelierend blieb die Zellproliferation unbeeinflusst von Triptorelin. Bei der Endometrium-
karzinomzellinie MFE-296 wurde keine hochaffine LHRH-Bindungsstelle gefunden, obwohl
die m-RNA fiir den hypophysédren LHRH-Rezeptor exprimiert wurde. Am 3. Tag nach Be-
handlung mit 10°M Triptorelin und bei den beiden hoheren Konzentrationen mit 107 und 10~
mol/L war eine geringfiigige Hemmung gegeniiber der Kontrolle zu verzeichnen (zwischen 7

und 10% mit p<0,05 versus Kontrolle). In dieser Zellinie konnte somit lediglich eine margi-
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nale Hemmung erreicht werden, die deutlich geringer ausfiel als in den Zellinien mit messba-
rer Expression des hochaffinen Rezeptorproteins.

Parallel dazu untersuchten weitere Mitarbeiter die Reaktion der Tumorzellen auf den LHRH-
Antagonisten Cetrorelix. Dabei wurden die inhibitorischen Effekte von LHRH-Agonisten und
LHRH-Antagonisten, die von Emons et al. (1993b und c) gezeigt werden konnten, fiir die in
unserem Labor etablierten Ovarial- und Endometriumkarzinomzellinien als Tumormodell
reproduziert. Die zeit- und dosisabhdngigen antiproliferativen Wirkungen des LHRH-
Agonisten [D-Trp°]JLHRH (Triptorelin) und des LHRH-Antagonisten SB-75 (Cetrorelix)
konnten bestitigt werden, wobei Triptorelin und Cetrorelix in Dosen von 10 umol/L bis

1 nmol/L signifikante inhibitorische Effekte ausiibten. AuBer bei der Ovarialkarzinomzellinie
EFO-27 konnten bei allen anderen Zellinien keine Unterschiede der inhibitorischen Effekte
zwischen dem Agonisten Triptorelin und dem Antagonisten Cetrorelix gefunden werden. In
EFO-27 Zellen nahm Cetrorelix selbst bei einer Konzentration von 10 umol/L keinen Einfluf3
auf die Zellproliferation, wihrend durch Triptorelin die erwdhnten zeit- und dosisabhéngigen
Effekte hervorgerufen wurden. Einen weiteren Hinweis auf den Wirkmechanismus der ver-
schiedenen LHRH-Analoga konnte von Emons et al. (1993a) und Irmer et al. (1995) durch
eine simultane Behandlung der Zellinien EFO-27 mit Triptorelin und Cetrorelix geliefert wer-
den. Dabei erfolgte die Antagonisierung der antiproliferativen Wirkung von Triptorelin ein-
deutig in Abhéngigkeit der eingesetzten Agonisten- und Antagonistendosis.

Die Interaktionen der beiden LHRH-Analoga konnen so offensichtlich nicht mit einfachen
Verdrangungsreaktionen an den spezifischen Bindungsstellen erkldart werden. Es muf3 ein
komplexer Mechanismus zugrunde liegen, bei dem iiber Rezeptor-vermittelte Signaltransduk-
tion spezifische zelluldre Funktionen hervorgerufen werden. Unter der Berticksichtigung der
Ergebnisse anderer Forschergruppen kann davon ausgegangen werden, daf3 die inhibitorische

Aktivitét eine direkte Wirkung der LHRH-Analoga auf die Tumorzellen darstellt.

Da seit Ende der 1990er Jahre ein zweites GnRH-System, GnRH-II und sein Rezeptor, be-
kannt ist (White et al.1998, Blomenrohr et al. 1999, Neill et al. 2001, Sun et al. 2001, Griind-
ker et al. 2002), wurde in einer neueren Untersuchung die antiproliferative Wirkung von Trip-
torelin, Cetrorelix und GnRH-II an Ovarial- und Endometriumkarzinomzellinien {iberpriift.
Nachdem der GnRH-I-Rezeptor ausgeschaltet war, hatte der GnRH-I-Agonist Triptorelin
keinen antiproliferativen Effekt mehr, wohl aber der GnRH-I-Antagonist Cetrorelix und

GnRH-II. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass in Ovarial- und Endometriumkarzinomzel-
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len die wachstumshemmende Wirkung von Cetrorelix und GnRH-II nicht iiber den GnRH-I-
Rezeptor vermittelt werden (Griindker et al. 2004).

Bereits sehr viel frither konnte demonstriert werden, da3 die Hemmung der Proliferation in
einer Ovarialkarzinomzellinie, die durch den LHRH-Agonisten Leuprorelin induziert wird,
nicht auf zytotoxische Effekte des Pharmakons oder auf eine erh6hte Apoptoserate in den
Kulturen zuriickzufiihren ist. Tatséchlich geht die Behandlung der Zellen mit einer vermin-
derten DNA-Synthese einher, die sich in einer abnehmenden Zahl an Zellen in der Synthese-
phase des Zellzyklus duert (Thompson et al. 1991).

Limonta et al. (1992) beobachteten signifikante antiproliferative Effekte der LHRH-
Agonisten Buserelin und Goserelin in Konzentrationen von 1 nmol/L bis zu 1 pmol/L an Zel-
len der Prostatakarzinomzellinie LNCaP. Die angefiihrten Untersuchungen legen die Vermu-
tung nahe, daf} die inhibitorische Aktivitit von LHRH-Agonisten ein generelles Prinzip bei
der Behandlung von hormonsensitiven Tumorzellen darstellt, die zudem in den Plasma-
membranen spezifische LHRH-Bindungsstellen aufweisen, die diese Wirkung vermitteln
konnen. Limonta et al. (1992) berichteten zunéchst {iber antiproliferative Wirkungen eines
LHRH-Antagonisten in hohen Konzentrationen (1umol/L) auf Prostatakarzinomzellen, wéh-
rend in einer spiteren Studie der Gruppe (Limonta et al. 1993) stimulierende Effekte dieser
Substanz aufgezeigt wurden. Man versuchte, diesen Widerspruch mit unterschiedlichen Kul-
turbedingungen (Abwesenheit von Steroiden) zu erklaren (Montagnani-Marelli et al. 1997).
Um solche Effekte auszuschlieBen, wurden die antiproliferativen Effekte von Triptorelin auf
Ovarial- und Endometriumkarzinomzellen unter serum- und phenolrotfreien Bedingungen
nachgewiesen (Emons et al. 1994, 1996a).

Diese Erkenntnisse und die eigenen Untersuchungen fiihren zu der Erkenntnis, dall sowohl
Triptorelin als auch Cetrorelix generelle antiproliferative Eigenschaften hinsichtlich ihrer
Wirkungen auf Ovarial- und Endometriumkarzinomzellen in vitro vermitteln. Der LHRH-
Agonist Triptorelin fiihrte in 4 von 6 Ovarialkarzinomzellinien und in 5 von 6 Endometrium-
karzinomzellinien zu einer signifikanten Proliferationsinhibition (Volker et al. 2002). Ent-
scheidend dabei ist, daB die Proliferationsinhibition mit der Expression von LHRH-
Rezeptoren einhergeht. Die LHRH-Analoga wirken nur auf die Karzinomzellinien antiprolife-
rativ, die auch hochaffine LHRH-Bindungsstellen exprimieren. In den Zellinien, die keine
LHRH-Bindungsstellen aufweisen, konnten keine wachstumshemmenden Effekte durch
LHRH demonstriert werden. Bis auf die bereits erwéhnte Diskrepanz bei der Ovarialkarzi-
nomzellinie EFO-27 zeigt der LHRH-Antagonist Cetrorelix bei allen Zellinien eine ebenfalls

signifikante Wachstumsreduktion zwischen 30 und 40 %. Dennoch scheint aber der Wirkme-
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chanismus von LHRH-Analoga keinem einheitlichen Prinzip allgemein fiir Karzinomzellen
zu folgen und es liegen offensichtlich unterschiedliche Reaktionsmechanismen in unter-
schiedlichen Geweben vor.

Diese Tatsachen konnen Grund zu der Annahme geben, dass LHRH-Agonisten die Prolifera-

tion von menschlichen Ovarial- und Endometriumzellen auf direktem Wege hemmen.

Ebenfalls unsere Arbeitsgruppe (Griindker et al. 2000a) konnte keinen Anstieg der Apoptose-
rate in Ovarial- oder Endometriumzellen nach Behandlung mit Triptorelin nachweisen. Es
wurde gezeigt, dass Triptorelin die Apoptose in Zellsystemen reduzieren konnte, die vorher
mit dem Zytostatikum Doxorubicin behandelt worden waren. Dies deckt sich wiederum mit
der oben beschriebenen Entdeckung von Thompson et al. 1991, dessen Arbeitsgruppe bereits

die Verursachung der Apoptose durch LHRH-Analoga ausschloB.

DaB3 bei der Untersuchung der Ovarialkarzinomzellinie SK-OV-3 in unseren Versuchen kein
antiproliferativer Effekt bei fehlender Rezeptorexpression gefunden wurde und im Gegensatz
dazu die Arbeitsgruppe Imai solche Effekte zu verzeichnen hatte, da ihre Zellinie offenbar
den LHRH-Rezeptor besall, scheint nun nachvollziehbar (Imai et al. 1994a und b). Mutatio-
nen innerhalb der Zellinien, z.B. in hohen Passagen, konnen hierfiir eine Erklarung darstellen.
Auch konnen die fehlenden antiproliferativen Effekte anderer Labore, die Zellinien ohne

LHRH-Rezeptor eingesetzt haben, teilweise so hergeleitet werden (Chatzaki et al. 1996).

Die offensichtlich in groBerem Umfang bestehenden biologischen Aktivititen der LHRH-
Analoga bei der Beeinflussung von Ovarial- und Endometriumkarzinomen lassen vermuten,
dafl LHRH selbst durch die Tumorzellen produziert wird. Da die Wirksamkeit eines autokri-
nen Botenstoffes erst eintritt, wenn die gebildete Substanz durch die Zellen sezerniert wird,
wurde das Vorhandensein von LHRH in Tumorgeweben untersucht. Erfolgreiche Versuche
konnten LHRH-Aktivitéit in Extrakten aus Zellen der Tumorzellinien sowie primdrem Tumor-
gewebe demonstrieren. Ohno et al. (1993) und Irmer et al. (1994, 1995) konnten LHRH in
Extrakten von Ovarial- und Endometriumkarzinomzellinien nachweisen. Diese Befunde ste-
hen im Einklang mit den Ergebnissen der eigenen Untersuchungen an den im Labor etablier-
ten Ovarial- und Endometriumkarzinomzellinien. Insgesamt wurde in allen untersuchten Zel-
linien sowie in der Mammakarzinomzellinie MCF-7 die Existenz von LHRH immunologisch
nachgewiesen. Unter der Berlicksichtigung der Tatsache, da3 auBerdem 32 der 32 Proben

(100 %) von Ovarialkarzinomgeweben und 8 der 8 Endometriumkarzinomproben, die im
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Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, LHRH-Aktivitdt produzierten, muf3 man annehmen,
daB3 Karzinomzellen in vivo LHRH bilden und auch sezernieren (Volker et al. 2002).

Ohno et al. (1993) in Rattengranulosazellen und Irmer et al. (1994, 1995) in Rattenhypophy-
senzellen konnten dariiber hinaus demonstrieren, dafl sich die angereicherte LHRH-
Immunreaktivitit in der Wirkung von authentischem LHRH nicht unterscheiden 146t und
ebenso funktional ist.

Nachdem eine immunologisch reaktive und biologisch wirksame LHRH-Aktivitdt in Tumor-
zellinien und in Proben von Ovarial- und Endometriumkarzinomzellinien gezeigt werden
konnte, mussten als nichstes die etablierten Zellinien und Proben solider Tumoren hinsicht-
lich der Expression spezifischer LHRH-Bindungsstellen iiberpriift werden: Emons et al.
(1993b und c) gelang der Nachweis einer hochaffinen Bindungsstelle mit niedriger Kapazitét
und einer niedrigaffinen Bindungsstelle mit hoher Affinitédt in Ovarial- und Endometriumkar-
zinomzellinien. Auch Imai et al. (1994a und b) detektierten hochaffine Bindungsstellen in
Proben aus Ovarialkarzinomgeweben. Da die Dissoziationskonstanten der nachgewiesenen
hochaffinen Bindungsstelle im nanomolaren Bereich liegen und biologische Wirkungen von
LHRH-Agonisten bereits bei diesen Konzentrationen signifikant werden, erscheint die An-
nahme gerechtfertigt, da3 es sich bei dieser Bindungsstelle um einen Rezeptor handelt, durch
den die antiproliferativen Effekte der LHRH-Agonisten direkt vermittelt werden. AuBerdem
sind die beobachteten Bindungseigenschaften vergleichbar mit denen der gonadotropen Hy-
pophysenzellen (Kakar et al. 1994, Griindker und Emons 1999).

Die Authentizitit des beschriebenen LHRH-Rezeptors und die genetische Ubereinstimmung
mit dem hypophysdren LHRH-Rezeptor gelang Kakar et al. (1992) und konnte von Irmer et
al. (1994, 1995) durch den Nachweis der LHRH-Rezeptor mRNA in Tumorgewebe und Kar-
zinomzellinien untermauert werden. Es kann somit davon ausgegangen werden, dal3 diesem
Typ der Bindungsstellen bei der Manipulation von Tumorzellen mit LHRH-Analoga eine
besondere Bedeutung zukommt. Und weil es sich um einen spezifischen Rezeptor handelt,
scheint die Expression von LHRH-Bindungsstellen bei gynékologischen Tumoren ein {iber-
wiegendes Prinzip zu sein.

Unklarheiten iiber die Identitdt der nachgewiesenen LHRH-Aktivitdt und der spezifischen
Bindungsstellen sollten weitere Versuche auf molekularbiologischer Ebene erbringen. Mithil-
fe dieser Methoden konnte gezeigt werden, dass der klassische Weg der LHRH-Rezeptor-
Signaltransduktion wie er aus der Hypophyse bekannt ist, nicht an der Ubermittlung antiproli-

ferativer Effekte in Tumorzellinien beteiligt ist. Es konnte vielmehr gezeigt werden, dass
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LHRH-Analoga in die mitogene Signaltransduktion des Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGF-R)
eingreifen (Arencibia und Schally 2000, Griindker et al.2002).

Dal} der mitogene Effekt des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF) durch Triptorelin down-
reguliert werden kann, wurde bereits beschrieben (Emons et al. 1997). Diese Ergebnisse sind
im Einklang mit der Erkenntnis, dass iiber den Weg der EGF-Inhibition durch LHRH-
Analoga die EGF-abhédngige Tyrosinkinase-Aktivitit reduziert wird, indem eine Phosphotyro-
sinphosphatase aktiviert wird (Imai et al. 1996a und 2000, Griindker et al 2002).

Die Tatsache, dass direkt antiproliferative Effekte durch LHRH-Analoga und ihre assoziierte
Modulation der EGF-Signaltransduktion von unterschiedlichen Arbeitsgruppen nicht nur in
Ovarial- und Endometriumkarzinomen gefunden wurden, sondern auch in anderen LHRH-
Rezeptor exprimierenden Geweben wie Mamma- und Prostatakarzinom, weist auf ein LHRH
basiertes autokrines System im Ovarial- und Endometriumkarzinom hin (Motta et al 1996,
Montagnani-Marelli et al. 1999, Kang et al. 2000 und 2001).

Um die Daten, die durch die Untersuchung der Karzinomzellinien entstanden waren, durch in
vivo Daten zu stiitzen, untersuchte unsere Arbeitsgruppe zusétzlich die Biopsien frisch ope-
rierter Ovarial- und Endometriumkarzinome mit den eingangs erwéhnten molekularbiologi-
schen Methoden (Vdlker et al. 2002). Hierbei konnte in 70% der Ovarialkarzinom- und in
83% der Endometriumkarzinom-Biopsien die Expression des LHRH-Rezeptors nachgewiesen
werden. Nun kann spekuliert werden, dass diese Tumoren durch LHRH-Analoga-Behandlung
beeinflusst werden kdnnen. Diese Untersuchungen an frischem Tumormaterial konnten einen
weiteren Schritt zur zielgerichteten hormonellen Behandlung mit LHRH-Analoga bedeuten,
denn angesichts der Haufigkeit seiner Inzidenz in frischen Tumorgeweben ist anzunehmen,
dass in den meisten Ovarial- und Endometriumkarzinomen der LHRH-Rezeptor exprimiert
wird.

Erste klinische Daten lieferte eine Phase-II-Studie, die von uns mit einer texanischen Arbeits-
gruppe durchgefithrt wurde. Der LHRH-Antagonist Cetrorelix wurde bei Patientinnen mit
platinresistentem Ovarialkarzinom eingesetzt. 3 von 17 Patientinnen hatten Partialremissio-
nen bis zu 17 Wochen. Von 7 entnommenen Tumorproben waren 6 LHRH-Rezeptor positiv,
eine negativ. Zwei der Patientinnen mit Remissionen war Rezeptor positiv, die Rezeptor ne-
gative Patientin zeigte keinen Therapieerfolg. Die antiproliferative Wirkung von Cetrorelix ist
somit auch in vivo demonstriert, wenn auch unklar bleibt, iiber welchen Mechanismus
(Verschraegen et al. 2003).

Zukiinftige Therapieformen wiren im Sinne eines sogenannten Drug-Targeting zu sehen, mit

dem zielgerichtet zytotoxische oder radiogene Substanzen iiber LHRH-Analoga die Tumor-
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zelle in wesentlich hoherem Mafle schiddigen konnten, als das Peptidhormon alleine. Eine so
ausgerichtete Phase-II-Studie mit dem zytotoxischen LHRH-Analogon AN-152 hat unter der

Arbeitsgruppe um Emons im Friihjahr 2005 begonnen.
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5. Zusammenfassung

Ovarial- und Endometriumkarzinome sind in den weiter fortgeschrittenen, rezidivierten oder
gar metastasierten Stadien schwierig zu behandeln.

Seit Ende der achtziger Jahre konnten antiproliferative Effekte von LHRH und seinen Analo-
ga auf Ovarial- und Endometriumkarzinomzellen gezeigt werden. Daneben wurden sowohl in
verschiedenen Karzinomzellinien als auch in Tumorgewebeproben die Expression von LHRH
und seinem Rezeptor nachgewiesen. Diese Ergebnisse sprechen fiir ein lokal autokrines Sys-
tem, welches auf LHRH basierend direkten Einfluf3 auf Proliferation und Differenzierung der
Tumorzellen nimmt.

Die Experimente und die davon abgeleiteten Uberlegungen der vorliegenden Arbeit lassen
den antiproliferativen Effekt des LHRH-Analogons Triptorelin in direktem Zusammenhang
mit der Expression des LHRH-Rezeptors erscheinen. An einer Reihe von neun bislang nicht
untersuchten, etablierten Tumorzellinien konnte hier ein eindeutiger antiproliferativer Effekt
des LHRH-Agonisten Triptorelin in Zellinien gezeigt werden, die den LHRH-Rezeptor
exprimierten. In Zellinien ohne Expression des LHRH-Rezeptors war Triptorelin wirkungs-
los.

Bei den Ovarialkarzinomzellinien NIH:OVCAR-3 und BG-1, sowie den Endometriumkarzi-
nomzellinien HEC-1B, KLE und AN-3-CA konnten deutliche Zellzahlreduktionen durch das
Einwirken von Triptorelin erreicht werden. Im zeitabhdngigen Versuch lieen sich die Zahlen
der Ovarialkarzinomzellen mit einer Dosis von 10™ mol/L Triptorelin iiber 5 Tage um bis zu
30,3% reduzieren (p<0,01), die dosisabhidngige Reduktion belief sich sogar auf 41,6%
(p<0,001). Die Zellzahl der Endometriumkarzinomzellinie HEC-1B konnte am vierten Tag
um 47,5% (p<0,001) reduziert werden, dosisabhidngig gelang dies um 43,3% (p<(0,001) mit
der hochsten Konzentration Triptorelin von 10” mol/L. Auch konnte bereits in niedrigen Do-
sierungen von 1 nmol/L Triptorelin bei vier dieser fiinf Zellinien eine signifikannte Wachs-
tumshemmung nachvollzogen werden.

Bei drei der fiinf Ovarialkarzinomzellinien (SK-OV-3, CA-OV-3 und SW 626) sowie bei ei-
ner der vier Endometriumkarzinomzellinien (MFE-296) konnte keine signifikante antiprolife-
rative Wirkung durch Triptorelin gefunden werden.

Werden diese Ergebnisse mit denen anderer Mitarbeiter korreliert, so kann festgestellt wer-
den, daBl die Zellinien, die LHRH-Bindungsstellen und mRNA fiir LHRH und seinen Rezep-
tor exprimieren, auch durch den LHRH-Agonisten gehemmt wurden. Diese Ergebnisse erkli-

ren moglicherweise die unterschiedlichen Auffassungen der verschiedenen Arbeitsgruppen
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beziiglich der antiproliferativen Wirkung von LHRH-Analoga auf Ovarial- und Endometri-
umkarzinomzellinien.

Zusammenfassend lassen diese Erkenntnisse annehmen, dass Tumoren, die LHRH-
Rezeptoren exprimieren konnen, moglicherweise in naher Zukunft mit LHRH-Analoga zu

therapieren sind.
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