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Einleitung

Das Prostatakarzinom ist der haufigste maligne Tumor des Mannes und stellt
eine der haufigsten Todesursachen von Mannern dar. Der Behandlung und
insbesondere der Fruherkennung des Prostatakarzinoms wird viel Aufmerksamkeit
geschenkt. Nach der primaren Therapie erleidet eine betrachtliche Anzahl von
Patienten ein Rezidiv. Ein Anstieg des PSA-Werts kann einem klinisch
nachweisbaren Rezidiv bereits Monate oder Jahre vorausgehen. Der Anstieg des
PSA-Werts erlaubt jedoch keine Aussage Uber die Unterscheidung zwischen
regionalen Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen. Fur die Therapieplanung
sind diese Informationen Uber Lokalisation und Ausmal} der Erkrankung aber
entscheidend. Morphologische bildgebende Verfahren wie die Computertomografie
(CT) und die Magnet-Resonanz-Tomografie (MRT) weisen in diesen Situationen nur
eine geringe Sensitivitat und Spezifitdt auf — insbesondere wenn die PSA-Werte nur
geringfugig erhéht sind.

Hybridbildgebungsverfahren wie die PET/CT kombinieren funktionelle und
morphologische Daten in einer simultanen Ganzkorperbildgebung. Daraus resultieren
verbesserte Moglichkeiten, die Lasionen zu lokalisieren und zu charakterisieren,
auch im Hinblick auf die Bildgebung von Prostatakarzinomen.

Der PET-Tracer Fluordesoxyglucose (FDG), der bei vielen anderen
Tumorentitaten eingesetzt wird, zeigt beim Prostatakarzinom eine nur begrenzte
Sensitivitat. Eine Anreicherung mit FDG findet sich v. a. in entdifferenzierten
aggressiven und metastasierten Prostatakarzinomen [Oyama N. et al. 1999 S.626;
Oyama N. et al. 2002b S.102]. Deswegen werden vermehrt andere Tracer, wie z. B.
["'CJ- und ['®F]-markierte Cholinderivate eingesetzt, v. a. in der Rezidivsituation und
in der Detektion von fortgeschrittenen Prostatakarzinomen [Tuncel et al. 2008 S.694;
Krause B.J. et al. 2008 S.21].

Patienten mit fortgeschrittenem Prostatakarzinom werden haufig mit einzelnen
Chemotherapeutika oder Kombinationen behandelt. Ein Ansprechen auf eine solche

Therapie wird fur gewohnlich anhand des PSA-Werts und morphologischen Kriterien,
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z. B. mittels der CT oder MRT kontrolliert. Morphologische Veranderungen sind aber
oft erst Wochen bis Monate nach Therapiebeginn zu sehen. Es bedarf also weiterer
Marker, um maglichst frihzeitig ein Therapieansprechen erkennen zu kdonnen.

Nur wenige Daten sind bisher zum Einsatz der [''C]Cholin PET/CT zur
Beurteilung eines Therapieansprechens von Prostatakarzinomen vorhanden.

Xenograft-Mausmodelle mit menschlichen Prostatakarzinom-Zelllinien wurden
erfolgreich in der praklinischen Forschung etabliert. Zheng et al. konnten 2004
zeigen, dass die ['"C]Cholin PET dazu geeignet ist, Tumoren aus verschiedenen
menschlichen Prostatakarzinom-Zelllinien im Xenograft-Mausmodell darzustellen.

Wir benutzten in dieser Studie die ["'C]Cholin Kleintier-PET/CT, um ein
Ansprechen von PC-3- und LNCaP-Tumoren in Prostatakarzinom-Xenograft-

Mausmodellen auf eine Docetaxel-Therapie zu ermitteln.
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Grundlagen

Prostatakarzinome gehdren zu den am haufigsten diagnostizierten Neoplasien
und sind eine der fuhrenden Todesursachen bei Mannern. In Deutschland treten
26,2% der Neubildungen in der Vorsteherdrise auf [Robert-Koch-Institut 2010 S.12];
es ist somit der haufigste bdsartige Tumor des Mannes in Deutschland. Die Inzidenz
des Prostatakarzinoms ist hierbei deutlich altersabhangig: Liegt die Inzidenz bei den
35- 39-Jahrigen noch bei 0,7/100.000 Manner, steigt sie in der Altersgruppe der 65-
bis 69-Jahrigen auf 905/100.000 [Deutsche Gesellschaft flur Urologie e. V. 2009
S.10]; vor dem 50. Lebensjahr tritt es nur in 0,01% der Falle auf. Das
durchschnittliche Erkrankungsalter liegt derzeit bei 71 Jahren [Paul R. et al. 2008
S.A1].

Auch die Zugehorigkeit zu einer ethnischen Gruppe spielt eine Rolle: so
konnte in epidemiologischen Studien gezeigt werden, dass farbige Manner ein leicht
erhohtes Risiko haben, an einem Prostatakarzinom zu erkranken [Baquet C.R. et al.
1991 S.552ff.]. Als weiterer Risikofaktor wurde eine positive Familienanamnese
identifiziert: Manner mit einem betroffenen Bruder haben ein ca. dreifach erhohtes
Risiko, ebenfalls ein Prostatakarzinom zu bekommen [Zeegers M.P.A. et al. 2003
S.1897].

Die Bestimmung des PSA-Werts im Serum (Gesamt-PSA und freies PSA), die
digital-rektale Untersuchung (DRU) und der transrektale Ultraschall (TRUS) haben
sich als Standard-Methoden bei Verdacht auf ein Prostatakarzinom etabliert. Dem
PSA-Wert kommt hier eine entscheidende Stellung zu: ist der PSA-Wert erhéht und
fallt der Palpationsbefund negativ aus, findet sich in 36% der Falle ein
Prostatakarzinom [Paul R. et al. 2008 S.8].

Bei PSA-Werten Uber 4,0 ng/ml sowie bei auffalligem rektalem Tastbefund
sollten Prostatastanzbiopsien zur histologischen Sicherung eines Karzinoms
gewonnen werden [Krause B.J. et al. 2007 S.181]. Zur Beurteilung der lokalen

Tumorausdehnung (T-Status) wird meist der TRUS herangezogen. Eine
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Kapselpenetration wird mit einer Sensitivitdt von 63% und einer Spezifitat von 78%
und eine Infiltration der Samenblasen mit einer Sensitivitdt von 63% und einer
Spezifitat von 81% nachgewiesen. Die Sensitivitat und Spezifitat einer CT-
Untersuchung erscheinen bei der Ermittlung des T-Status als unzureichend [Paul R.
et al. 2008 S.14]. Bessere Ergebnisse liefert hier die MRT-Untersuchung. Ein
kapseluberschreitendes Wachstum wird hier mit einer Sensitivitat von 91% und einer
Spezifitat von 83% nachgewiesen. Eine Infiltration der Samenblasen weist die MRT
mit einer Sensitivitat von 86% und einer Spezifitat von bis zu 93% nach und ist damit
dem TRUS und der CT uberlegen [Heuck A. et al. 2003 S.472].

Zur Beurteilung des Lymphknotenstatus (N-Status) erweisen sich weder CT
noch MRT mit geringen Sensitivitdten von 28 bis 45% als geeignet. Allein die offen
oder laparoskopisch durchgefuhrte pelvine Lymphadenektomie stellt eine
verlassliche Methode dar, den Lymphknotenstatus zu erfassen [Paul R. et al. 2008
S.15f].

Zum Nachweis  von Knochenmetastasen (M-Status) ist die
Knochenszintigraphie die sensitivste Methode. Sie wird in der Regel mit [T c)-
markierten Bisphosphonaten durchgefuhrt. Die CT allein bringt keinen zusatzlichen
Informationsgewinn. Das Hybridbildgebungsverfahren SPECT/CT weist hier eine
héhere Sensitivitat und Spezifitat auf. Die MRT kann durch eine optimale Abbildung
des Knochenmarkraums zur Darstellung von Knochenmarksmetastasen hilfreich sein
[Paul R. et al. 2008 S.16].

Die meisten Prostatakarzinome sind in ihrem Wachstum von Androgenen
abhangig. In diesen Fallen spielt eine therapeutische Androgen-Ablation eine
entscheidende Rolle. Doch selbst damit ist die Prognose haufig ungunstig. Denn eine
Vielzahl der Prostatakarzinome wird im Laufe der Erkrankung oder im Zuge des

Androgenentzugs Androgen-unabhangig.

Unklar ist bisher, wie primar Androgen-abhangige Prostatakarzinome
innerhalb von kurzer Zeit resistent gegenuber der Androgen-Ablation werden. Hierzu
gibt es zwei Hypothesen:

Androgen-abhangige und Androgen-unabhangige Zellen sind von Anfang an

nebeneinander vorhanden. Nach dem Entzug von Androgenen werden die
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unabhangigen Tumorzellen selektiert und Uberleben; es entwickelt sich ein
Androgen-unabhangiger Phanotyp [Craft N. et al. 1999 S.5034f.].

Oder aber alle Zellen sind zu Beginn der Tumorentwicklung in ihrem
Wachstum abhangig von Androgenen. Im Zuge der Tumorprogredienz und damit
einhergehenden genetischen Alterationen jedoch verlieren die Zellen ihre Androgen-
Abhangigkeit [Igawa T. et al. 2002 S.223].

Unbekannt ist bisher, Uber welche Mechanismen Prostatakarzinom-Zellen der
Abhangigkeit von Androgenen entgehen. Folgende Wege werden fur mdglich
gehalten [Pienta K.J. et al. 2005 S.300f.; Rumohr J.A. et al. 2006 S.529]:

Es scheint denkbar, dass zum einen die Synthese von Androgen-Rezeptoren
in den malignen Zellen im Sinne eines negativen Feedback-Mechanismus gesteigert
ist. Die Zellen kommen so auch mit sehr geringen Konzentrationen an Testosteron
aus.

Weiterhin werden Mutationen in den Genen der Androgenrezeptoren
diskutiert. Dies kann zu einem veranderten Bindungsverhalten der Rezeptoren
fuhren, so dass auch andere Steroide oder ahnliche Moleklle eine Aktivierung der
Zelle mittels des Androgenrezeptors bedingen kdnnen.

Ferner spielt der Phosphorylierungsstatus des Rezeptors moglicherweise eine
Rolle: ist der Rezeptor nicht phosphoryliert, so ist er inaktiv. Ein verandertes
Phosphorylierungsverhalten des Rezeptors kann seine konstitutive Aktivierung
hervorrufen.

Und schliel3lich werden alternative Signalwege erwogen, wie z. B. die
Hochregulierung von bcl-2, welche es den malignen Zellen erlaubt, der Apoptose

auch in Abwesenheit von Androgenen zu entgehen.

Verlieren diese Tumoren ihre Abhangigkeit von Androgenen, so sind sie
resistent gegenuber einer sekundaren Hormontherapie, was die therapeutischen
Moglichkeiten aulierst einschrankt. Um bei fortgeschritteneren Prostatakarzinomen,
die weniger Androgen-abhangig sind, bessere Ergebnisse zu erzielen, werden die
betroffenen Patienten vermehrt mit Kombinationen aus Chemotherapie und gezielten
Therapien behandelt. Auf eine Chemotherapie sprechen aber nur ca. 20-50% der
Patienten mit fortgeschrittenem Prostatakarzinom an [Anderson J. et al. 2008
S.1499]. Nichtsdestotrotz konnten in den letzten Jahren klinische Studien zeigen,

dass eine Chemotherapie bei Prostatakarzinomen eine bedeutende Rolle in der
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Palliativtherapie spielen kann. Docetaxel wurde bei der Behandlung von Hormon-
refraktaren Prostatakarzinomen (HRPC) ein Standardmedikament [Tannock |.F. et al.
2004 S.1506ff.; Petrylak D.P. et al. 2004 S.1516ff.] und wird in vielen

Chemotherapie-Protokollen von metastasierten Prostatatumoren verwendet.

Der Wirkmechanismus von Docetaxel wurde in letzter Zeit intensiv untersucht.

Docetaxel, ein halb-synthetisches Taxan, greift in den Mitoseapparat sich
teilender Zellen ein. Unter physiologischen Bedingungen polymerisieren -Tubuline
in Anwesenheit von GTP und anderen Co-Faktoren und bilden so den
Spindelapparat aus, der fur die Trennung der homologen Chromosomen in der
Mitose noétig ist. Docetaxel bindet nun an B-Tubulin und flhrt somit zu einer
statischen Polymerisation der Mikrotubuli; die Depolymerisation wird inhibiert. Dies
stért den normalen mitotischen Vorgang und die Zellen verbleiben in der G,M-Phase
des Zellzyklus. Dies fuhrt schlussendlich zur Apoptose.

Maoglicherweise spielt bcl-2, das Produkt eines bekannten Protoonkogens, das
die Apoptose inhibiert, in diesem Zusammenhang eine wichtige Rolle. In der G,M-
Phase wird bcl-2 — auch in gesunden Zellen — phosphoryliert. Normalerweise wird
dadurch eine Kaskade von Caspasen zeitweise aktiviert; Uber weitere
Zellstrukturproteine wird die Mitose weiter angetrieben. Dadurch aber, dass
Docetaxel die Zellen in der Go,M-Phase festhalt, wird bcl-2 konstitutiv phosphoryliert
und die standige Aktivierung der Caspasen-Kaskade flhrt schlie3lich zur Apoptose
[Pienta K.J. 2001 S.4; Kolfschoten G.M. et al. 2002 S.740]. Weitere Veranderungen
der Regulation von bestimmten Genen werden von Docetaxel bewirkt. Unter
anderem werden vermehrt Gene exprimiert, die den programmierten Zelltod einleiten
[LiY. et al. 2004 S.166; Gomez L.A. et al. 2006 S. 1223ff.].

Um herauszufinden, welche Patienten mdglicherweise von einer Einzel-, bzw.
einer Kombinationstherapie profitieren kdnnen, zieht man fur gewohnlich Biomarker
(PSA-Spiegel, PSA-Verdopplungszeit, PSA-Anstiegsgeschwindigkeit, PSA-Dichte)
und morphologisch bildgebende Verfahren (CT, MRT) heran. Bevor hier aber ein
Ansprechen auf die Therapie, d. h. eine Verkleinerung des Tumors, festgestellt
werden kann, vergehen haufig Wochen und Monate. Die Suche nach weiteren
Parametern, die zudem auch praziser sind fur die Ermittlung des

Therapieansprechens, ist Gegenstand aktueller Forschung. Solche Marker sollten
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moglichst frih nach Beginn der Therapie zu ermitteln sein. Sie konnten dabei helfen,
diejenigen Patienten zu selektieren, die keinen klinischen Nutzen von der Therapie
haben und die aufgrund dessen alternativen Therapieansatzen zugefuhrt werden
konnten; somit ware es eventuell moglich, diesen Patienten eine individualisierte

Therapie zukommen zu lassen.

Die Beurteilung der Stoffwechselvorgange von Tumoren anhand der
Positronen-Emissions-Tomografie (PET) stellt ein vielversprechendes Verfahren dar,
Effekte einer Tumortherapie frith sichtbar zu machen; mit ['®FJFDG als Marker fiir
den gesteigerten Glucose-Metabolismus wird es bereits bei einer Vielzahl von
Tumoren eingesetzt [Herrmann K. et al. 2009 S.214f.]. FDG wurde sowohl im
Tiermodell [Oyama N. et al. 2002a S.786ff.] als auch beim Menschen [Oyama N. et
al. 2001 S.22ff] bezuglich seines Nutzens bei der Beurteilung des
Therapieansprechens von Prostatakarzinomen untersucht. Diese Studien zeigten,
dass die Veranderungen im Glukose-Stoffwechsel es ermoglichten, nach der
Behandlung von Prostata-Tumoren deren Therapieansprechen mithilfe der ['®F]FDG-
PET zu ermitteln. Die Aussagekraft der ['®FIFDG-PET bei Prostatakarzinomen aber
wird durch die relativ niedrige Sensitivitat begrenzt, mit der [18F]FDG sowohl Primar-
als auch Sekundartumoren aufsplrt. Dies liegt an dem nur gering gesteigerten
Glukosemetabolismus und der langsamen Proliferationsrate der meisten
Prostatakarzinome. Eine FDG-Anreicherung zeigt sich fur gewohnlich nur in
entdifferenzierten aggressiven und metastasierten Prostatakarzinomen. ['®F]JFDG
wird zudem uber den Urin ausgeschieden, so dass man in der Blase in der Regel ein
sehr hohes Signal in den PET-Aufnahmen findet, was die Auswertung des Signals
der in unmittelbarer Nahe gelegenen Prostata aul3erst erschwert [Hara T. et al. 1998
S.995]. Fur die molekulare Bildgebung von Prostatakarzinomen wurden deshalb
alternative Tracer wie [''C]Methionin, [''C]Cholin, [''C]Acetat oder 16p-['®F]Fluoro-
5a-Dihydrotestosteron vorgeschlagen [Nufiez R. et al. 2002 S.46ff.; Kotzerke J. et al.
2000 S.1415ff.; Wachter S. et al. 2006 S.2513ff.; Dehdashti F. et al. 2005 S.344ff;
Larson S.M. et al. 2004 S.366ff.]. Darunter zeigen insbesondere [''C]- und ['®F]-
markierte Cholinderivate vielversprechende Ergebnisse; im Speziellen auch, wenn es
darum geht, die Tumorausdehnung bei Patienten mit einem biochemischen Rezidiv,
d. h. mit einem neuen Anstieg des PSA-Werts [Reske S.N. et al. 2008 S.12ff.; Rinnab
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L. et al. 2007 S.790ff.; Krause B.J. et al. 2008 S.21], und mit fortgeschrittenem
Prostatakarzinom [Tuncel M. et al. 2008 S.691ff.] zu ermitteln.

Cholin spielt als Bestandteil von Phosphatidylcholin (PtdCho) und
Sphingomyelin eine wichtige Rolle im Aufbau und der Integritat von Zellmembranen.
So tragt PtdCho zu ca. einer Halfte des gesamten Lipidgehalts in Zellmembranen bei
[Michel V. 2006 S.490].

Weiterhin vermitteln von diesen Phospholipiden abgeleitete Metaboliten wie
Phosphocholin (PCho) oder Diacylglycerol (DAG) als second messenger
grundlegende Funktionen im Rahmen von Zellteilung [Ackerstaff E. et al. 2003
S.525f.]. Enge Beziehungen bestehen ebenso zu Entziindungsreaktionen: mit Hilfe
von Phospholipase A2 (PLA2) und z. T. auch den Phospholipasen C (PLC) und D
(PLD) wird aus PtdCho Arachidonsaure freigesetzt. Arachidonsaure wiederum wird
bendtigt zur Synthese von Prostaglandinen und Eicosanoiden, wichtigen
inflammatorischen Mediatoren.

Veranderungen in der Verstoffwechslung von Cholin sind bei Tumorzellen
schon seit langem bekannt. So kommt es in malignen Zellen zu einer Steigerung der
Konzentration von Gesamt-Cholin als auch von Phosphocholin (PCho) [Ackerstaff E.
et al. 2001 S.3600]. In Krebszellen zahlen diese Veranderungen zu den frihesten
wahrend der Karzinogenese [Ackerstaff E. et al. 2003 S.528f.]. In vielen Tumorarten
(Prostata, Lymphomzellen, Kolon, Mamma) sowie in fetalen, undifferenzierten und
schnell proliferierenden Geweben finden sich erhdhte Mengen von PCho [Ackerstaff
E. et al. 2003 S.528ff.; Podo F. 1999 S.429ff.].

Weitere Eigenschaften maligner Zellen stehen in Verbindung zum
Cholinmetabolismus. Es wird vermutet, dass Krebszellen Wachstumsfaktoren
und/oder  andere Substanzen sezernieren, die Einfluss auf  den
Phospholipidmetabolismus von Endothelzellen nehmen, um den Tumor besser zu
vaskularisieren und somit seine Versorgung sicher zu stellen [Ackerstaff E. et al.
2003 S.526].
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Die erhéhten Mengen von Gesamt-Cholin und PCho werden im Allgemeinen

auf drei verschiedene Stoffwechselschritte zurtickgefuhrt:

i gesteigerter Cholin-Transport in die Zelle
ii. gesteigerte Aktivitat der Cholin-Kinase

iii. gesteigerte Aktivitat von Phospholipasen

(i) Bisher wurden drei Wege dokumentiert, die fir den Transport von Cholin
aus dem Blut Uber die Zellmembran sorgen:

Der erste Mechanismus besteht in der erleichterten Diffusion, die vom
Cholinkonzentrationsgradienten Uber die Membran getrieben wird; dies ist z. B. bei
Erythrozyten beschrieben. Die Michaelis-Konstante (Ky) fur diesen Weg liegt bei ca.
10 uM Cholin [Michel V. et al. 2006 S.493].

Des Weiteren ist das hoch-affine, Energie-abhangige Transportsystem zu
nennen. Die Ky fur diesen Mechanismus betragt 0,5-3 yM Cholin. Er wird durch
niedrige Dosen von Hemicholinium-3 (HC-3), einem reversiblen und kompetitiven
Inhibitor, gehemmt (K, 1-3 yM) und ist zudem Na*- und CI'-abhangig. Transporter, die
fur diesen Weg verantwortlich gemacht werden und inzwischen erfolgreich
identifiziert wurden, werden unter der Familie der ,high-affinity choline transporter*
(CHT) zusammengefasst. Sie finden sich vorzugweise in den prasynaptischen
Membranen von Neuronen; hier stellen sie Cholin fur die Synthese von Acetylcholin
in cholinergen Neuronen zur Verfugung [Lockman P.R. et al. 2002 S.753ff.; Okuda T.
et al. 2003 S.483ff.; Michel V. et al. 2006 S.494f.].

Der dritte Mechanismus findet sich ubiquitar im Gewebe. Er hat eine
niedrigere Affinitat zu Cholin (Ky =~ 20-200 puM), ist wohl zumindest zum Teil Na*-
abhangig und wird weniger effektiv durch HC-3 gehemmt (K, ~ 20-200 uM) als CHT.
Es dient den Zellen fur die Bereitstellung von Cholin fur die Synthese der
Phospholipidmembranen. Hier wurden Transportproteine gefunden und in die
Gruppe der ,choline transporter-like“ (CTL) eingeordnet [Lockman P.R. et al. 2002
S.751ff.; Hara T. et al. 2006 S. 508; Michel V. et al. 2006 S.497ff.; Muller S.A. et al.
2009 S.1440].

(i) Die Cholin-Kinase katalysiert in Anwesenheit von Mg®* die ATP-abhangige
Phosphorylierung von Cholin zu Phosphocholin (PCho); dies stellt den ersten Schritt
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im  Kennedy-Pathway (s. Abb. 1) dar, der essentiell fir den

Phospholipidmetabolismus einer Zelle ist.
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Abbildung 1 -

Darstellung des Kennedy-Pathway

Der nach seinem Erstbeschreiber Eugene Kennedy benannte Stoffwechselweg
macht die Bedeutung von Cholin im Rahmen der Phospholipidsynthese klar. Cholin
(Cho) wird vorwiegend uber Cholin-Transporter in die Zellen aufgenommen. Die
Cholin-Kinase phosphoryliert daraufhin ATP-abhangig Cholin zu Phosphocholin
(PCho). Dadurch wird verhindert, dass das Molekul die Zelle wieder verlassen kann
(sog. Trapping-Mechanismus). Phosphocholin steht dann weiteren
Stoffwechselvorgangen zur Verfugung wie z. B. der Membransynthese oder der
Bereitstellung von Arachidonsaure.

Die ["'C]Cholin-PET-Bildgebung macht sich diesen Weg zunutze: [''C]Cholin wird
Uber die gleichen Mechanismen in die Zellen aufgenommen und dort phosphoryliert.
Das phosphorylierte [''C]Cholin kann jedoch nicht mehr an den weiteren
Stoffwechselwegen teilnehmen. Es akkumuliert in der Zelle und fuhrt zu einem Signal
in der PET.

Neben Cholin dient auch Ethanolamin als Substrat der Cholin-Kinase. Beim
Menschen wurden bisher 5 Isoformen der Cholin-Kinase beschrieben:
ChoK-a1, -a2, -1, ChoK-2 und HCEKV (human choline/ethanolamine kinase-
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related gene variant). Diese Isoformen sind entweder als Homo- oder Hetero-Dimere
oder als Oligomere aktiv. Die Regionen der Cholin-Kinase scheinen hoch konserviert
zu sein: so sind die Aminosaurensequenzen von cDNAs von Ratten und Menschen
nahezu identisch, bis auf zusatzliche 20 Aminosauren am N-Terminus des
menschlichen Stranges [Janardhan S. et al. 2006 S.1177].

In einer Vielzahl von Tumorgeweben, u. a. in Prostatakarzinomen, findet sich
eine Uberexpression der Cholin-Kinase im Vergleich zu den korrespondierenden
gesunden Geweben [Ramirez de Molina A. et al. 2002a S.581ff.]. Und auch die
Cholin-Kinase selbst scheint Uber das Potential zu verfliigen, als Onkogen zur
Transformation zu flhren und die Tumorgenese unter dem Einfluss von
entsprechenden Signalmolekilen zu verstarken [Ramirez de Molina A. et al. 2005
S.5651].

(iii) Eine vermehrte Hydrolyse von Phospholipiden durch die Phospholipase A;
(PLA.) fuhrt zu einer gesteigerten Freisetzung sowohl von PtdCho, bzw. PCho als
auch von Arachidonsaure. Abkdmmlinge der Arachidonsdure konnen sich auf
Tumorzellen auswirken: so stimuliert Prostaglandin E; die Zellproliferation und 12-
Hydroxy-Eicosatetraensaure fordert die Adhasion von Tumorzellen an Endothelzellen
[Guthridge C.J. et al. 1994 S.12].

In Brustkrebsgewebe konnte eine Uberexpression der Phospholipase Dj
(PLD,) festgestellt werden [Noh D.-Y. et al. 2000 S.209f.]. Eine der Hauptfunktionen
der Phospholipase D besteht darin, PtdCho in Phosphatidat und Cholin zu spalten.
PLD steht somit Uber Phospatidat in Verbindung mit einer Vielzahl von Vorgangen,

u. a. auch mit Proliferation, Differenzierung, Tumorgenese und Immunantwort.
In letzter Zeit wird zunehmend diskutiert, inwiefern die Cholin-Kinase in ihrer

Aktivitat unter dem Einfluss des ras-Signalwegs (von rat sarcoma) steht (s. Abb. 2, S.
20).
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ras-Signalweg

Der ras-Signalweg ist besonders relevant durch seine zahlreichen Interaktionen mit
anderen Stoffwechselvorgangen wie Zellproliferation oder Zellentwicklung.

Auch der Cholin-Metabolismus steht in Verbindung zum ras-Signalweg. Zum einen
wird die Phospholipase D (PLD) durch ras in seiner Aktivitat beeinflusst. Zum
anderen Ubt ras Uber nachgeschaltete Effektoren wie Ral-GDS oder PI3K Einflisse
auf die Cholin-Kinase (ChoK) aus.

Das Produkt des ras-Gens stellt eine GTPase dar, die Teil von
membranstandigen Rezeptoren flir verschiedene Wachstumsfaktoren wie PDGF
(plateled-derived growth factor) oder EGF (epidermal growth factor) ist. Durch
ebendiese wird das ras-Protein aktiviert, ebenso wie durch GEFs (Guanine exchange
factors). Nach Aktivierung des ras-Proteins nimmt es Uber weitere Effektoren, wie z.
B. Raf-1, PI3K (phosphoinositide 3-kinase), Ral-GDS (Ral GDP dissociation
stimulator) und second messenger eine Vielzahl von Funktionen wahr: es vermittelt
Zellproliferation, Zellentwicklung, Differenzierung und Apoptose, Lipidstoffwechsel
und Transportmechanismen, Zytoarchitektur etc. [Janardhan S. et al. 2006 S.1171].
Inaktiviert wird das ras-Protein durch GAPs (GTPase-activating proteins). Diese
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fUhren zu einer Spaltung des gebundenen GTPs (Guanosin-Triphosphat) zu GDP
(Guanosin-Diphosphat), wodurch das Ausmal} der Effekte begrenzt wird.

Das ras-Protoonkogen gehoért zu den Genen, die in menschlichen Tumoren
am haufigsten Mutationen aufweisen. Haufig handelt es sich um Punktmutationen,
die dazu fuhren, dass das Genprodukt konstitutiv aktiviert bleibt und es somit zu
einer Hyperaktivierung der Zellzyklus-regulierenden Faktoren kommt — ein wichtiger
Schritt in der Genese eines Tumors. Mutationen in den verschiedenen Isoformen des
ras-Produkts wurden in vielen Tumorzellen nachgewiesen, u.a. beim
Prostatakarzinom [Janardhan S. et al. 2006 S.1173].

Die Cholin-Kinase sowie auch die Phospholipase D (s.0.) scheinen unter dem
Einfluss von ras-Proteinen und deren Effektoren, insbesondere von Ral-GDS und
PI3K, zu stehen und durch diese aktiviert zu werden [Hernandez-Alcoceba R. et al.
1999 S.3116f.; Ramirez de Molina A. et al. 2002b S.938ff.; Janardhan S. et al. 2006
S.11735].

Des Weiteren ist die Cholin-Kinase durch eine zweite Gruppe von GTPasen
indirekt Uber ROCK (Rho-associated coiled-coil-containing protein kinase) und
andere Effektoren induzierbar, den Rho-GTPasen (Ras-homologous GTPases), die
eine Rolle im Rahmen von Transkriptions-, Zellzykluskontrolle und Genexpression
spielen und ebenfalls an maligner Transformation und der Entstehung von Tumoren
beim Menschen beteiligt sind [Ramirez de Molina A. et al. 2005 S.5648ff.].

["'C]Cholin wurde als méglicher PET-Imaging-Biomarker fiir die Bildgebung
von Prostata-Tumoren im Mausmodel untersucht. Zheng Q.-H. et al. [2004]
verwendeten [''C]Cholin erfolgreich als Kleintier-PET-Marker in vier Xenograft-
Modellen. Athymischen Mausen wurden vier Prostatakarzinomzelllinien implantiert:
PC-3, LNCaP sowie C4-2 und CWR22rv. Die Autoren untersuchten das
Verteilungsverhalten von [''C]Cholin in die verschiedenen Gewebe.

Wir benutzten in unserer Studie 2zwei etablierte und publizierte
Prostatakarzinom-Zelllinien: LNCaP und PC-3. Die LNCaP-Zellreihe hat sich als
Modell fur menschliche androgenabhangige Adenokarzinomzellen der Prostata
bewahrt. Die Zellen wurden aus supraklavikularen Lymphknotenmetastasen eines
Prostatakarzinompatienten gewonnen [Horoszewicz J.S. et al. 1980 S.115ff.]. Sie

verfugen uUber einen aneuploiden Chromosomensatz. Die Zellen exprimieren
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Androgen-Rezeptoren und sind in ihrem Wachstum von Androgenen abhangig.
AuRerdem sezernieren diese Zellen PSA.

Die Eigenschaften der Zellen kdnnen aus den in-vitro Versuchen auf das
Mausmodell Ubertragen werden [Horoszewicz J.S. et al. 1983 S.1816]. Subkutan in
die Flanken von athymischen Mausen injiziert wachsen die LNCaP-Zellen. Bei
mannlichen Mausen entwickeln sich die Tumoren friher und zuverlassiger als bei
weiblichen Tieren.

Die Zellen der PC-3-Reihe stammen aus Knochenmarksmetastasen eines
Prostatakarzinompatienten [Kaighn M.E. et al. 1979 S.16ff.]. Inr Chromosomensatz
ist stets aneuploid und verflUgt Uber mindestens zehn verschiedene
Markerchromosomen. Die Zellen exprimieren keine Androgen-Rezeptoren; zudem
sind sie in ihrer Proliferation nur in geringem Mal3e abhangig von Wachstumsfaktoren
und gelten damit als entdifferenzierter als die Zellen der LNCaP-Reihe. Die

Verdopplungszeit der PC-3-Zellen betragt ca. 33 Stunden. Sie sezernieren kein PSA.

In dieser Arbeit wurde (berpriift, inwiefern die [''C]Cholin-Kleintier-PET/CT
dazu geeignet ist, das Therapieansprechen von Prostatakarzinomen infolge einer
Chemotherapie zu ermitteln. Dazu wurden PC-3- und LNCaP-Prostatakarzinomzellen
subkutan in die Flanken von Xenograft-Mausmodellen injiziert. Die Tumoren wurden
daraufhin 4 bis 6 Wochen wachsen gelassen. Um das Ansprechen der PC-3- und
LNCaP-Prostatakarzinomtumoren auf eine Behandlung mit Docetaxel zu
untersuchen, wurden von den Versuchstieren jeweils im Abstand von je einer Woche
insgesamt vier [''C]Cholin-PET/CT-Untersuchungen durchgefiihrt, eine Aufnahme
vor und drei Aufnahmen nach der Pharmakointervention. GleichermalRen wurde mit
einer Gruppe von Kontrollmausen verfahren, denen jedoch anstatt des
Chemotherapeutikums Docetaxel lediglich phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
verabreicht wurde. Wir ermittelten die Veranderungen im Wachstum der Tumoren;
zusatzlich bezogen wir die Effekte einer Docetaxel-Therapie auf die Aufnahme von

[11C]Cholin in die Tumoren in unsere Ergebnisse mit ein.
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Die Fragestellungen dieser Arbeit waren:

Ist die [''C]Cholin PET/CT fiir die Darstellung der LNCaP-, bzw. der PC-3-

Xenograft-Prostatakarzinom-Modelle geeignet?

Gibt es Unterschiede in der [''C]Cholin-Aufnahme zwischen den
Xenograft-Modellen mit der LNCaP-, bzw. der PC-3-Zelllinie?

Inhibiert eine Behandlung mit Docetaxel das Tumorwachstum in den
LNCaP-, bzw. PC-3-Xenograft-Modellen?

Moduliert eine Therapie mit Docetaxel die Aufnahme von ["'C]Cholin in die
Tumoren der LNCaP-, bzw. PC-3-Zelllinie?

Lasst sich die Anderung der Aufnahme von [''C]Cholin friihzeitig im

Verlauf der Therapie nachweisen?
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Material und Methoden

Synthese von ["'CICholin

["'C]Cholin wurde mit kleinen Abwandlungen entsprechend der Methode von
Pascali et al. 2000 synthetisiert. [''C]CO, wurde zu [""C]CHs3l konvertiert durch die
katalytische Gas-Phasen-lodinisierungsreaktion tber [''C]JCH, (GE Mel MicroLab).
["'C]CH3l wurde mit einem 50 ml/min Heliumfluss durch eine Light-CM Kartusche mit
N,N-Dimethylethanolamin (25 pl) transferiert. Die Saule wurde zuerst mit 10 ml
EtOH, dann mit 10 ml Wasser gewaschen. Das Produkt wurde zusammen mit
isotoner Kochsalzlésung (2-5 ml 0,9% NaCl) durch einen Millipore-Filter (Millex GS,
0,22 um) in einen sterilen Flakon gespult. Der pH-Wert der so gewonnenen Ldsung
betrug ca. 7. Qualitatskontrollen wurden mittels HPLC durchgefuhrt (LiChrosorb
RP18, 250 x 4,6 mm; 1 mM Na-Salz der Naphthalinsulfonsaure, 50 mM H3POy4, 1,5
ml/min; k=3,7).

Prostatakarzinom-Xenograft-Modelle

Die Tierexperimente wurden gemaf® eines von der Technischen Universitat
Munchen genehmigten Protokolls durchgefihrt.

Zur Generierung der PC-3-Tumor-Xenograft-Modelle wurden 16 6-8 Wochen
alte, mannliche athymische nu/nu Mause (NMRI nu/nu Naval Medical Research
Institute, Charles River Laboratories) verwendet. Subkutan in die linken Flanken
wurden ihnen je 1x10” PC-3-Zellen ohne Matrigel implantiert, gelost in ca. 100l
NaCl (0,9%).

Ebenso wurde mit jeweils 1x10” LNCaP-Zellen verfahren, hier jedoch in die

Flanken von 17 Severe-combined-immunodeficiency(SCID)-Mausen (Charles River

Laboratories). In die Nackenfalten dieser Mause wurden zusatzlich noch 12,5 mg
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Testosteronplattchen (Innovative Research of America, Saraosta, Florida, USA)
implantiert, die das Hormon kontinuierlich Uber einen Zeitraum von 60 Tagen
freisetzen. Dies sichert eine kontinuierlich hohe Konzentration an Androgenen in den
Mausen und verhinderte den Untergang von Androgen-abhangigen Tumorzellen
[Wang et al. 2005 S.150f.].

Per Ultraschall (13 MHz) wurde das Wachstum des Tumors uber ca. vier bis

sechs Wochen Uberprift, bis sie ein Volumen von ca. 400 mm? erreicht hatten.

Kleintier PET/CT Bildgebung

Etwa 4-6 Wochen nachdem der Tumor implantiert worden war, wurden von 13
Mausen mit PC-3-Zellen, bzw. von 16 Mausen mit LNCaP-Zellen im microPET
FOCUS 120 Scanner (Siemens Preclinical Solutions, Knoxville, TN, USA; s. Abb. 3,
S. 26) Aufnahmen in Bauchlage gemacht. [vergleiche Kim J.S. et al. 2007 S.1527ff.
fur die Aufnahmecharakteristiken des microPET FOCUS 120]. Die Auflésung des
microPET Focus 120 betragt zwischen 1,1 und 2,4 mm Halbwertsbreite in allen drei
Dimensionen innerhalb eines 2 cm Sichtfelds um die zentrale Achse des
Tomografen. Zur Bestimmung der Tumorgrenzen wurde teilweise zusatzlich ein
Kleintier-CT mit dem INVEON CT (Siemens Preclinical Solutions; s. Abb. 3, S. 26)
gemacht. Die Spannung der Rontgenrdohre betrug 80 kV und die Stromstarke belief
sich auf 300 pyA. Wahrend einer Rotation von 360° wurden je 270 Rdntgenbilder
gewonnen. Jede Aufnahme dauerte 400 msec. Die Rekonstruktion der CT-Bilder

wurde mittels eines modifizierten Feldkamp-Algorithmus durchgeflhrt.
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Abbildung 3 -
microPET FOCUS 120 Scanner und INVEON CT

Die Mause wurden mit Isofluran Uber eine Maske anasthetisiert und im
Zentrum des Sichtfelds des Kleintier-PET platziert. Wahrend der Messungen wurden
standig Temperatur, Atmung und Reflexe tUiberwacht. Uber einen Mikrokatheter in der
Schwanzvene wurde den Mausen 37 MBq [''C]Cholin injiziert; daraufhin erfolgte die
dynamische PET-Aufnahme der Daten Uber 60 Minuten. Danach wurden die Tiere in
den INVEON CT gelegt, wo eine zusatzliche CT-Aufnahme durchgeflhrt wurde.

Die Daten aus der dynamischen PET-Aufnahme wurden im Listmode
akquiriert und geman folgendem Schema rekonstruiert: 20 sec x 15 3D-Datensatze,
60 sec x 10 3D-Datensatze, 300 sec x 9 3D-Datensatze (insgesamt 34 3D-
Datensatze). Die 3D-Daten wurden mittels eines Fourier-Rebinning-Algorithmus in
2D-Daten umgewandelt. Die Rekonstruktion erfolgte durch einen Ordered-Subset-
Expectation-Maximization-Algorithmus mit 16 Subsets und vier lterationen. Bei den
FOCUS PET-Scans wurde weder die Abschwachung noch die Streustrahlung
korrigiert.

Nach der ersten [''C]Cholin PET/CT-Aufnahme (Tag 0) wurden sieben der
Mause aus der PC-3-Gruppe, bzw. acht der Mause aus der LNCaP-Gruppe mit
Docetaxel behandelt; das Medikament wurde ihnen tber einen Mikrokatheter in der
Schwanzvene an den Tagen 1 und 5 in einer Dosierung von 3 mg/kg Koérpergewicht

verabreicht. Den restlichen Mausen (neun PC-3, bzw. acht LNCaP) wurde als
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Kontrollgruppe 100ul PBS injiziert. An den Tagen 7, 14 und 21 nach dem initialen
PET/CT-Scan wurden die [''C]Cholin PET/CT-Aufnahmen gemall dem bereits

beschrieben Protokoll wiederholt.

Vor jedem PET/CT-Scan wurden mit einer Schieblehre die maximalen
Durchmesser des Tumors in allen drei Dimensionen ausgemessen. Das Volumen

ergab sich mit Hilfe der Formel:

Volumen = ¥ x maximale Durchmesser in den drei Dimensionen
(Breite x Tiefe x H6he)

Im Laufe der Studie verstarben in der LNCaP-Gruppe vor der ersten PET-
Aufnahme bereits ein Kontrolltier, sowie je ein Kontroll- und ein Therapietier nach der
ersten Aufnahme. In der PC-3-Gruppe starben nach der ersten PET/CT-Aufnahme je
ein Therapie- und ein Kontrolltier. Zwei Wochen nach dieser Aufnahme musste ein
Kontrolltier wegen zu hoher Tumorlast gemaly dem Tierexperimentprotokoll geopfert
werden.

Demzufolge wurden die Ergebnisse von 13 PC-3- und 14 LNCaP-Mausen
berucksichtigt.

Drei Wochen nach der ersten PET/CT-Aufnahme wurden alle Gbrigen Mause

gemal} des Protokolls geopfert.

Datenanalyse der [''C]Cholin Kleintier-PET/CT

Aus allen einzelnen PET-Aufnahmen wurde ein Summenbild berechnet. Es
erfolgte eine Koregistrierung mit den CT-Daten. Je drei Regions-of-Interest (ROI)
wurden in drei axialen Schichten der CT-Aufnahmen in das Tumorgewebe (ROIy)
und die Muskulatur des gegenlberliegenden Oberschenkels (ROIly) gelegt. Diese
ROls wurden auf die entsprechenden PET-Daten transferiert. Bei den PC-3-Tumoren
verwendeten wir rechteckige ROIs mit ca. 10,5 mm?3, bzw. 5x5x0,421 mm?. Fur die
LNCaP-Tumoren wurden wurfelformige ROIls verwendet. Das Volumen der ROls

betrug ca. 27 mm?, bzw. 3x3x3 mm?.
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Um die Abhangigkeit von der injizierten Aktivitat und des Korpergewichts zu
eliminieren, wurde das Verhaltnis aus den Werten fur Tumor und Muskel berechnet:
ROI+/ROIly = Tumor/Muscle-Quotient (T/M-Quotient).

Bei jeder Maus wurden drei T/M-Quotienten ermittelt; aus diesen wurde der
Mittelwert errechnet (T/Mnyean-Quotient)

Fur die Evaluation der [11C]Cholin-Dynamik wurden Zeit-Aktivitats-Kurven
sowohl fur den Tumor als auch fur den Muskel aus den 34 PET-Volumendatensatzen
ermittelt. Dazu wurden die ROls, die auf den CT-Bildern festgelegt wurden, auf jeden
einzelnen PET-Datensatz transferiert. Aus dem Verhaltnis der Aktivitatskurven von
ROIr und ROIly Uber die Zeit ergaben sich die dynamischen T/M-Quotient (T/Mayn-
Quotient)-Kurven. Sie bilden die relative Radiotracer-Clearance des Tumors ab.

Die ["'C]Cholin T/Mmean-Quotienten und die T/Mgy,-Quotienten der ersten
Akquisitionen wurden mit den T/Mmean-Quotienten und T/Mgn-Quotienten der
Akquisitionen, die nach einer, zwei und drei Wochen gewonnen wurden, statistisch
verglichen. Wegen mdglicher Veranderungen der Tumorkonfiguration wurden nach

einer, zwei und drei Wochen jeweils neue ROIs platziert.

Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung benutzten wir SPSS Software (Version
15.0; SPSS; Inc. Chicago, IL, USA). Quantitative Werte wurden als
Mittelwert + Standardabweichung (SD), bzw. als Mittelwert + Standardfehler (SE)
angegeben. Alle statistischen Tests wurden zweiseitig durchgefuhrt und ein p-Wert

kleiner als 0,05 wurde fur statistisch signifikant erachtet.

T/Mmean-Quotienten

Um die Daten deskriptiv darzustellen, wurden die mittleren T/M-Quotienten
(T/Mmean-Quotienten) fur die einzelnen Messzeitpunkten innerhalb der Therapie- und
Kontrollgruppen berechnet. Anstelle bloRer Mittelwerte wurden die T/Mnean-
Quotienten basierend auf der Flache unter der Kurve (Area-under-the-Curve; AUC)

berechnet, denn die Aufnahmedauer der einzelnen PET-Akquisition war
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unterschiedlich lang. Far die TumorgroRe wurde der mittlere
Tumordurchmesser + Standardabweichung  (SD) fir die  Therapie- und
Kontrollgruppen berechnet; fur das Tumorvolumen der LNCaP-Xenograft-Modelle
wurde der Median mit 25. und 75. Perzentile fur die Therapie- und Kontrollgruppen

ermittelt.

Analyse der dynamischen Daten

Um die gemessenen Parameter der T/Mgyy,-Quotienten und der TumorgroRe,
bzw. des Tumorvolumens zu analysieren, wurde ein Verallgemeinertes
Schatzgleichungssystem (Generalized Estimation Equation; GEE) verwendet. Dieses
Modell berucksichtigt, dass bei demselben Tier mehrere Messungen durchgefuhrt

wurden, die in die statistische Analyse eingehen.

Zur Darstellung der mittleren Gruppenunterschiede und der Zeiteffekte wurden

Regressionskoeffizienten + Standardfehler angegeben.

Weiterhin wurden zwei Interaktionsanalysen durchgeflihrt:

- Woche x Therapie: Diese Analyse diente dazu, zu testen, ob es hinsichtlich der
T/Mgyn-Quotienten Uber drei Wochen eine statistisch
signifikante Anderung im Verlauf der Therapie gab.

- Woche x Dynamik: Diese Interaktion wurde fir jede Gruppe berechnet, um zu
testen, ob es eine statistisch signifikante Anderung der
Radiotracer-Clearance uber drei Wochen ergab, d. h. ob sich
die Anstiege der T/Mgy-Quotienten im Verlauf der

Beobachtungszeit von drei Wochen unterscheiden.

Das Wachstum der Tumoren der Therapie-, bzw. Kontrollgruppen wurde
verglichen, indem die mittlere Anderung des Tumordurchmessers, bzw. des
Tumorvolumens pro Zeiteinheit, d. h. pro Woche, ermittelt wurde. Dazu wurde der
Anstieg der Regressionslinie des mittleren Tumordurchmessers, bzw. des mittleren
Tumorvolumens der Therapiegruppe mit dem Anstieg der Regressionslinie der

Kontrollgruppe verglichen.
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Ergebnisse

Die Tumoren beider Zelllinien lie3en sich sowohl in der CT- als auch in der
PET-Bildgebung darstellen (s. Abb. 13, S. 43 und Abb. 14, S. 48). Die Leber und die
Nieren zeigten eine hohe Aufnahme von [''C]Cholin; die Tumoren konnten auf den
PET-Bildern jedoch deutlich von Leber und Nieren abgegrenzt werden. Der Kontrast
erwies sich insgesamt als nicht sehr hoch; bei den LNCaP-Tumoren lag er uber dem
der PC-3-Tumoren.

Die PET-Aufnahmen einer Maus mit LNCaP-Zellen waren aus technischen

Grinden nicht auswertbar.

PC-3-Tumoren

T/Mmean-Quotienten

Der T/Mmean-Quotient der PC-3-Tumoren betrug bei den Versuchstieren im
Durchschnitt 1,8 + 0,4, bzw. 1,6 £ 0,5 bei den Kontrolltieren. Eine Woche nach Gabe
der Therapie fiel der T/Mmean-Quotient bei den Versuchstieren auf 0,9 + 0,3. Nach
zwei Wochen lag er bei 1,1 £ 0,3 und nach drei Wochen bei 0,8 £ 0,2. Die T/Mmean-
Quotienten der Tumoren der Kontrolltiere betrugen nach einer Woche 1,7 + 0,4, nach
zwei Wochen 1,8 £ 0,7 und nach drei Wochen 1,7 £0,4 (s. Abb. 4, S. 31, und
Tabelle 1, S. 41).
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['C]Cholin Aufnahme: PC-3-Tumorxenograft
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T/Mpean-Quotienten der PC-3-Tiere zu den verschiedenen Zeitpunkten

Analyse der dynamischen Daten

Die dynamischen Aufnahmen Uber den Zeitraum einer Stunde zeigten bereits
nach einer Woche einen Abfall des Signals bei den Versuchstieren; dieser Wert blieb

auch bei den folgenden Messungen herabgesetzt (s. Abb. 5, S. 32).
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Kinetik: T/M4,,-Quotienten
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Dynamische T/M-Quotienten der PC-3-Therapietiere zu den verschiedenen
Zeitpunkten

Der Verlauf der T/Mgy-Quotienten der Kontrolltiere hingegen zeigte keine
Anderungen im Vergleich zur Messung vor Gabe von PBS (s. Abb. 6, S. 33).
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Kinetik: T/M4yn,-Quotienten
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Dynamische T/M-Quotienten der PC-3-Kontrolltiere zu den verschiedenen
Zeitpunkten

Das GEE-Modell wies bereits eine Woche nach Beginn der Gabe von
Docetaxel einen signifikanten Abfall der T/Mgy-Quotienten in der Therapiegruppe
nach: im Mittel betrugen die Werte nach einer Woche -0,93 t 0,24 Einheiten
(p<0,001), nach zwei Wochen -0,78 £0,21 Einheiten (p<0,001), nach drei
Wochen -1,08 £ 0,26 Einheiten (p<0,001) unter den Werten der ersten Messung. Im
Gegensatz dazu zeigten die T/Mgy-Quotienten in der Kontrollgruppe keinen
signifikanten Abfall: im Mittel lagen die Werte nach einer Woche bei 0,085 + 0,39
Einheiten (p=0,827), nach zwei Wochen bei 0,31 £ 0,48 Einheiten (p=0,517) und
nach drei Wochen bei 0,11 £ 0,30 Einheiten (p=0,720) tUber den Werten der ersten

Messung.

Innerhalb beider Gruppen gab es bei der ersten Messung einen signifikanten
Abfall der T/Myy,-Quotienten Uber die gesamte Aufnahmedauer von 60 min: in der
Therapiegruppe war ein Abfall von -0,007 £ 0,0012 Einheiten pro Minute (p<0,001)
zu verzeichnen, in der Kontrollgruppe von -0,016 + 0,0017 Einheiten pro Minute
(p<0,001).
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Die Analyse der Therapieeffekte Uber die Zeit (Woche x Therapie) konnte
eine signifikante Zunahme der Gruppenunterschiede bezuglich der T/Mgyn-
Quotienten nach einer, zwei und drei Wochen im Vergleich zur Aufnahme vor der
Intervention ~ zeigen: im  Mittel lagen die = T/Mgyy-Quotienten  der
Therapiegruppe -1,04 + 0,46 Einheiten (p= 0,025) nach einer Woche, -1,10 £ 0,53
Einheiten (p=0,037) nach zwei Wochen und -1,22 + 0,41 Einheiten (p=0,003) nach
drei Wochen unter den T/Mgyy-Quotienten der Kontrollgruppe. Vor der Verabreichung
von Docetaxel, bzw. PBS konnte indes kein signifikanter Unterschied im Werteniveau
der T/Mgyn-Quotienten zwischen beiden Gruppen festgestellt werden: 0,14 + 0,30
(p=0,646). Die Gruppenunterschiede wurden Uber die Wochen gréRer durch den
deutlichen Abfall der T/Mgyn-Quotienten in der Therapiegruppe, wohingegen es keine
statistisch signifikanten Veranderungen in der Kontrollgruppe gab.

Die Analyse der Anderungen in der Dynamik Uber den Beobachtungszeitraum
von drei Wochen (Woche x Dynamik) zeigte, dass der Abfall der T/Mgy,-Quotienten
bei den therapierten Tieren von Woche zu Woche signifikant geringer ausfiel im
Vergleich zur ersten Aufnahme: im Mittel anderte sich der Abfall um 0,008 + 0,004
Einheiten (p=0,032) nach einer Woche, um 0,007 £ 0,003 Einheiten (p=0,003) nach
zwei Wochen und um 0,012 + 0,004 Einheiten (p=0,002) nach drei Wochen im
Vergleich zur ersten Aufnahme. In der Gruppe der Kontrolltiere hingegen zeigte der
Abfall der T/Mgyy-Quotienten Uber den Beobachtungszeitraum keine signifikante
Anderung: im Mittel &nderte sich der Abfall um -0,002 + 0,008 Einheiten (p=0,816)
nach einer Woche, um 0,005 + 0,007 Einheiten (p=0,496) nach zwei Wochen und um
0 £ 0,005 Einheiten (p=0,963) nach drei Wochen im Vergleich zur ersten Aufnahme.

Tumordurchmesser

Abbildung 7 auf Seite 35 zeigt das unterschiedliche
Tumorwachstumsverhalten der Therapie-, bzw. der Kontrollgruppe. Der maximale
Tumordurchmesser nahm in beiden Gruppen Uber die Zeit signifikant zu
(Therapiegruppe p=0,010; Kontroligruppe p<0,001). Der Vergleich des
Tumorwachstums der beiden Gruppen Uber den gesamten Zeitraum von drei
Wochen lasst einen signifikanten Unterschied erkennen: die Steigung der

Regressionsgeraden in der Therapiegruppe ist signifikant geringer als in der
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Kontrollgruppe (p=0,025). Dies bedeutet ein signifikant langsameres Wachstum der

Tumoren der Therapiegruppe.

PC-3-Tumoren: Maximaler Durchmesser
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Abbildung 7 -

PC-3-Maximaler Tumordurchmesser

LNCaP-Tumoren

T/Mmean-Quotient

Unter den LNCaP-Mausen wiesen die Versuchstiere im Median einen T/Mmean-
Quotienten von 2,0 £ 0,2, die Kontrolltiere einen T/Mmean-Quotienten von 1,9 + 0,2
auf. Zu diesem Zeitpunkt konnte im Werteniveau der T/Mpean-Quotienten kein
signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen festgestellt werden (p=0,837).

Nach Beginn der Therapie lag der T/Mmean-Quotient bei den Versuchstieren
nach einer Woche bei 1,5+ 0,2, nach zwei Wochen bei 1,3 £0,2 und nach drei
Wochen bei 1,4 +0,2. Die Kontrolltiere zeigten nach einer Woche einen T/Mmean-
Quotienten von 1,9 + 0,2, nach zwei Wochen von 2,0 £ 0,3 und nach drei Wochen
von 1,6 £ 0,6 (s. Abb. 8, S. 36, und Tabelle 2, S. 41).
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['"C]Cholin Aufnahme: LNCaP-Tumorxenograft
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Abbildung 8 -
T/Mpean-Quotienten der LNCaP-Tiere zu den verschiedenen Zeitpunkten

Analyse der dynamischen Daten

Den Verlauf der T/Mgyn-Quotienten der Therapiegruppe zeigt Abb. 9 (S. 37),
den der Kontrollgruppe Abb. 10 (S. 37). Bei den Therapietieren liel} sich bereits eine
Woche nach Beginn der Docetaxelgabe ein Abfall des Signals nachweisen. Die
Werte blieben auf diesem niedrigeren Niveau wahrend des gesamten

Beobachtungszeitraums bis drei Wochen nach Therapiebeginn.
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Kinetik: T/Myy,-Quotienten
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Dynamische T/M-Quotienten der LNCaP-Therapietiere zu den verschiedenen
Zeitpunkten

Im Gegensatz dazu blieb die Aufnahme der Tumoren der Kontrolltiere auf

nahezu dem gleichen Niveau.

Kinetik: T/Myy,-Quotienten
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Abbildung 10 -
Dynamische T/M-Quotienten der LNCaP-Kontrolltiere zu den verschiedenen
Zeitpunkten
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Das GEE-Modell konnte flir die Therapiegruppe bereits eine Woche nach
Beginn der Behandlung mit Docetaxel einen signifikanten Abfall der T/Mayn-
Quotienten erkennen lassen: im Mittel betrugen die Werte nach einer
Woche -0,69 £ 0,22 Einheiten (p=0,002), nach zwei Wochen -0,55 + 0,29 Einheiten
(p=0,055), nach drei Wochen -0,75 £ 0,25 Einheiten (p=0,003) unter den Werten der
ersten Messung. Bei der Messung zwei Wochen nach Beginn der Therapie konnte
nur ein Trend ermittelt werden, der keine statistische Signifikanz im Vergleich zur
Aufnahme vor Therapie (p=0,055) erreichte. Die Aufnahme drei Wochen nach
Beginn der Therapie erbrachte wieder einen signifikanten Unterschied (p=0,003). Im
Gegensatz dazu zeigten die T/Mgy-Quotienten in der Kontrollgruppe keinen
statistisch  signifikanten Abfall: im Mittel lagen die Werte nach einer
Woche -0,20 + 0,33 Einheiten (p=0,558), nach zwei Wochen -0,11 + 0,47 Einheiten
(p=0,811) und nach drei Wochen -0,13 £ 0,27 Einheiten (p=0,619) unter den Werten

der ersten Messung.

Zum Zeitpunkt der ersten Messung konnte weder in der Kontroll- noch in der
Therapiegruppe eine signifikante Anderung des minitlichen Trends festgestellt
werden (p=0,294).

Bei der Analyse der Therapieeffekte Uber die Zeit (Woche x Therapie) mittels
des GEE-Modells konnte keine signifikante Interaktion zwischen Therapie und
Woche eruiert werden (p=0,921). Im gesamten Beobachtungsverlauf ohne
Berlcksichtigung der Werte vor Gabe von Docetaxel, bzw. PBS wies die
Therapiegruppe jedoch im Mittel 0,638 + 0,22 Einheiten geringere T/Mgy,-Quotienten
auf als die Kontrollgruppe (p=0,004).

Bei Betrachtung der Effekte auf die dynamischen Verlaufe der T/Mgyn-
Quotienten uber die Wochen (Woche x Dynamik) ergab sich keine Evidenz fir eine
Anderung der zeitlich bedingten T/Mgy-Quotienten Uber die Wochen, weder
innerhalb der Therapiegruppe (p=0,985) noch innerhalb der Kontrollgruppe
(p=0,180).
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Tumorvolumen

Auch das Tumorwachstum wurde durch die Therapie signifikant verlangsamt.
Das Tumorvolumen nahm in beiden Gruppen Uber die Zeit signifikant zu
(Therapiegruppe p=0,001; Kontrollgruppe p<0,001). Die Tumoren der
Therapiegruppe nahmen jedoch Uber den gesamten Zeitraum von drei Wochen

signifikant weniger an Volumen zu als die Kontrolltiere (p=0,013) (s. Abb. 11).

LNCaP-Tumoren: Volumen
Gruppe
800 B Chne Therapie
B mit Therapie
500+
I
E
c
"E" 400
=) o
2
E : ¢ T
m-
|:|-|
] T I I
Tz Tiemea2 Time3 Time4
Time 1 Time 2 Time 3 Time 4
Ohne Therapie 155 344 419 466
25. Perzentile 96 258 336 343
75. Perzentile 189 489 545 715
Mit Therapie 158 270 264 292
25. Perzentile 97 241 260 266
75. Perzentile 219 288 294 312
Time 1=vor; Time 2=7d; Time 3=14d; Time 4=21d nach Therapie, bzw. PBS

Abbildung 11 -
LNCaP - Tumorvolumen
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Tumordurchmesser

Auch der maximal gemessene Durchmesser der Tumoren nahm in beiden
Gruppen Uber den Beobachtungszeitraum signifikant zu (Therapiegruppe p=0,002;
Kontrollgruppe p<0,001). Die Steigung der Regressionsgeraden in der
Therapiegruppe war jedoch signifikant geringer als in der Kontrollgruppe (p=0,043)
(s. Abb. 12).
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LNCaP - Maximaler Tumordurchmesser
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Initialer T/M-Quotient

Anderung des T/M-Quotienten

Area-under-the-Curve

T/Mpean-Quotient

PC-3 (MittelwerttSD) Uber 10 Minuten (MittelwerttSE)  (Mittelwert+SD) (Mittelwert+SD)
Kontrollgruppe  Docetaxelgruppe Kontrollgruppe  Docetaxelgruppe Kontroligruppe  Docetaxelgruppe  Kontrollgruppe  Docetaxelgruppe
Baseline 2,1+1,0 2,2+1,2 -0,0310,04 -0,14+0,04 90126 100+21 1,610,5 1,810,4
nach 1 Woche 2,3+2,0 1,105 -0,1610,04 -0,0510,01 93124 53+15 1,7£0,4 0,9+0,3
nach 2 Wochen 2.7+1,1 1,3+0,7 -0,1840,04 -0,06+0,01 102440 63+15 1,8+0,7 1,11£0,3
nach 3 Wochen 2,5+1,3 0,8+0,6 -0,1440,03 -0,02+0,01 95420 47412 1,7£0,4 0,8+0,2

Tabelle 1 - T/Mpyean-Quotienten der PC-3-Tiere pro Woche und Behandlungsgruppe

R
Initialer T/M-Quotient Anderung des T/M-Quotienten Area-under-the-Curve T/Mean-Quotient
(Mittelwert+SE) uber 10 Minuten (MittelwerttSE)  (MittelwerttSE) (Mittelwert+SE)

LNCaP

Kontrollgruppe  Docetaxelgruppe Kontrollgruppe  Docetaxelgruppe Kontroligruppe  Docetaxelgruppe  Kontrollgruppe  Docetaxelgruppe

Baseline 1,9+0,2 1,9+0,2 +0,01+0,01 +0,06+0,02 11319 112+10 1,9+0,2 2,0£0,2

nach 1 Woche 2,002 1,3+0,2 +0,03+0,01 +0,08+0,01 11014 84+9 1,9+0,2 1,5+0,2

nach 2 Wochen  1,9+0,3 1,310,2 +0,03+0,01 +0,01+0,01 112418 42417 2,0+0,3 1,310,2

nach 3 Wochen 1,940,3 1,3+0,2 +0,05+0,01 +0,10+0,01 92+34 79112 1,6+0,6 1,4+0,2

Tabelle 2 - T/Mqecan-Quotienten der LNCaP-Tiere pro Woche und Behandlungsgruppe



Diskussion

Die [''C]Cholin PET/CT ist geeignet fiir die Darstellung der PC-3- und

LNCaP-Xenograft-Prostatakarzinom-Modelle

In unserer Studie konnten die Tumoren beider Xenograft-Modelle (LNCaP-
und PC-3-Zelllinien) mit der ['"'C]Cholin Kleintier PET/CT visualisiert werden
(s. Abb. 13, S. 43). Insgesamt ergab sich allerdings ein eher niedriger Kontrast, d. h.
ein niedriges Tumor/Muskel-Verhaltnis mit Werten von 1,6 bis 1,8 im PC-3-Xenograft
und 1,9 bis 2,0 im LNCaP-Xenograft.
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Abbildung 13 -

CT, PET und Fusionsbild eines PC-3-Tumors (A, B, C), bzw. eines LNCaP-
Tumors (D, E, F)

Die CT-Bilder (A, bzw. D) zeigen den PC-3-Tumor, bzw. den LNCaP-Tumor in der
linken Flanke der Maus. Die PET-Aufnahmen (B, bzw. E) lassen den Tumor
ebenfalls erkennen, mit der gréRten [''C]Cholin-Aufnahme in den Randzonen des
Tumors und geringer Aufnahme im — mutmalllich — nekrotischen Zentrum. Die

Fusionsbilder (C, bzw. F) lassen eine gute anatomische und funktionelle Zuordnung
Zu.
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Bereits Zheng Q.-H. et al. [2004] haben fir verschiedene
Prostatakarzinomzelllinien gezeigt, dass ["'C]Cholin als PET-Biomarker zur
Darstellung von LNCaP- und PC-3-Prostatakarzinomen in Xenograft-Modellen
geeignet ist. Anders als diese Autoren, die berichteten, dass einige PC-3-Tumoren
auf den PET-Bildern nicht eindeutig auszumachen waren [Zheng Q.-H. et al. 2004
S.2889f.], waren bei uns alle Tumoren abgrenzbar, wenngleich auch mit z. T.
niedrigem Kontrast. Hilfreich war in diesem Zusammenhang die Tatsache, dass wir
im Gegensatz zu Zheng Q.-H. et al. [2004] zusatzlich ein CT zur Visualisierung der
Tumoren benutzen konnten (s. Abb. 13, S. 43).

["®F]Fluorocholin, ein Cholin-Derivat, das mit dem Isotop '®F, das eine langere
Halbwertszeit als "'C hat, markiert ist, zeigte in einer Studie mit PC-3-Xenograft-
Prostatakarzinom-Modellen eine statistisch signifikant niedrigere Aufnahme in die
Tumoren als ["®F]FDG. Die Aufnahme von ["®F]JFDG in das Tumorgewebe betrug
0,106 £ 0,015 % dose kg KG/m* Gewebegewicht, bzw. in die Skelettmuskulatur
0,064 + 0,011 % dose kg KG/m? Gewebegewicht. Fiir [*®F]Fluorocholin ergaben sich
Aufnahme-Werte von 0,062 10,009 % dose kg KG/m?* Gewebegewicht in den
Tumoren, bzw. 0,047 = 0,016 % dose kg KG/m? Gewebegewicht in die
Skelettmuskulatur [Price D.T. et al. 2002 S.276]. Dies lasst sich darauf zurlckflhren,
dass sich eine FDG-Anreicherung vor allem nur in entdifferenzierten aggressiven und
metastasierten Prostatakarzinomen zeigt [Oyama N. et al. 1999 S.626; Oyama N. et
al. 2002b S.102]; eine héhere Anreicherung von Cholin findet sich hingegen in hdher
differenzierten Tumoren.

Belloli S. et al. untersuchten 2009 die ["'C]Cholin- und die ['®F]FDG-Aufnahme
in subkutane TRAMP-C1-Tumoren von C57BL/6-Mausen. Die TRAMP-C1-Zellen
werden aus TRAMP-Mausen gewonnen, deren genetischer Defekt dazu flihrt, dass
sie spontan hormon-abhangige und hormon-unabhangige Prostatakarzinome
entwickeln. Subkutan injizierte TRAMP-C1-Zellen entwickeln sich im Xenograft-
Modell zu niedrig differenzierten, gut vaskularisierten Tumoren. Die Tumoren in den
Flanken der Méuse konnten in der PET-Bildgebung mit ['®F]FDG besser visualisiert
werden als mit [''C]Cholin; auch hier lag die [''C]Cholin-Aufnahme unter der von
['8F]FDG. Der T/M-Quotient firr ['F]FDG betrug 15,99 + 1,24, wohingegen sich fir
["'C]Cholin ein T/M-Quotient von 2,71 + 0,53 ergab [Belloli S. et al. 2009 S.1249].
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Die ["'C]Cholin-Aufnahme in Tumoren der LNCaP-Zelllinie liegt im
Xenograft-Modell (ber der ["'C]Cholin-Aufnahme in Tumoren der PC-3-

Zelllinie

In unserem Versuch wiesen die LNCaP-Tumoren im Durchschnitt einen
T/Mmean-Quotienten von 2,0 (SE=0,2) in der Therapiegruppe, bzw. von 1,9 (SE=0,2)
in der Kontrollgruppe auf, das Verhaltnis bei den PC-3-Tumoren lag bei 1,8 (SD=0,4)
in der Therapiegruppe, bzw. bei 1,6 (SD=0,5) in der Kontrollgruppe. Damit liegen
unsere Ergebnisse in derselben GroRenordnung wie die Werte von Zheng Q.-H. et
al. [2004], wenn auch etwas darunter.

Zheng Q.-H. et al. [2004] benutzten in ihren Versuchen verschiedene
Zellreihen: C4-2, CWR22rv, PC-3 und LNCaP. Auch sie verwendeten zur Analyse
der [''C]Cholin—Aufnahme das Verhéltnis von Tumor zu Muskulatur. Sie konnten
zeigen, dass die Zellreihen unterschiedliche T/M-Quotienten aufweisen. Fur die
LNCaP-Tumoren konnten sie einen T/M-Quotienten von 3,3, fur die PC-3-Tumoren
einen T/M-Quotienten von 2,1 ermitteln [Zheng Q.-H. et al. 2004 S.2890].

Die T/Mmean-Quotienten fiir die [''C]Cholin-Aufnahme der LNCaP-Tumoren
liegt in beiden Fallen Uber denen der PC-3-Tumoren. Miller S.A. et al. [2009]
konnten ebenfalls zeigen, dass LNCaP-Zellen eine signifikant hdhere Aufnahme von
[methyl-*H]Cholin aufweisen als PC-3-Zellen. Dies lasst sich wohl auf den
niedrigeren Differenzierungsgrad der Androgen-Rezeptor-negativen PC-3-Zellen im
Vergleich zu den LNCaP-Zellen zurtckfuhren. Je entdifferenzierter eine Tumorzelle
ist, desto weniger ["'C]Cholin scheint diese Tumorzelle aufzunehmen, wie auch
Zheng Q.-H. et al. vermuten [Zheng Q.-H. et al. 2004 S.2890f.]. Belloli S. et al. [2009]
fanden im Prostatakarzinom-Xenograft-Modell mit der TRAMP-C1-Zelllinie far
["'C]Cholin nach 30 Minuten einen T/M-Quotienten von 2,71 + 0,53 und firr ['®FIFDG
nach 60 Minuten einen T/M-Quotienten von 15,99 £ 1,24. Diesen Unterschied fuhren
die Autoren ebenfalls auf den niedrigen Differenzierungsgrad der verwendeten
Zelllinie zurtck [Belloli S. et al. 2009 S.1252].

Wie auch wir untersuchten Zheng Q.-H. et al. [2004] zudem die Dynamik der
T/M-Quotienten von ["'C]Cholin. Uber die statistische Signifikanz der dynamischen
Verldufe der [''C]Cholin-Aufnahme in die LNCaP-, bzw. PC-3-Tumoren wird von
Zheng Q.-H. et al. [2004] keine Aussage gemacht; sie interpretieren den T/M-
Quotienten qualitativ als mehr oder weniger konstant tGber den gesamten Zeitraum
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[Zheng Q.-H. et al. 2004 S.2890]. Der Verlauf der T/M-Quotienten der PC-3-Tumoren
zeigt in der Arbeit von Zheng Q.-H. et al. [2004] bei visueller Auswertung nahezu
konstante Werte. Dieser Unterschied zu den eigenen Daten mag dadurch erklart
werden, dass Zheng Q.-H. et al. [2004] die Kleintier-PET-Bildgebung mit [''C]Cholin
an nur einer einzigen Maus durchflihrten, der drei PC-3-Tumoren implantiert wurden.
Die Kurven der T/M-Quotienten Uber die Aufnahmezeit wurden fir jeden der drei
Tumoren separat dargestellt. Diese drei Kurven weisen eine deutliche Varianz auf.
Die Autoren berechneten weder Mittelwerte, noch fuhrten sie eine statistische
Analyse durch. Fur die dynamische Analyse verwendeten wir 13 Mause mit PC-3-
Tumoren, von denen sechs mit Docetaxel behandelt wurden und sieben als
Kontrolltiere dienten, und 14 Mause mit LNCaP-Tumoren, von denen je sieben
Docetaxel, bzw. PBS verabreicht wurde. Wir konnten bei den PC-3-Tumoren einen
statistisch signifikanten Abfall der T/M-Quotienten nachweisen, sowohl fur die
Docetaxel-Gruppe (p<0,001) als auch fur die Kontrollgruppe (p<0,001). Die LNCaP-
Tumoren von Zheng Q.-H. et al. [2004] wiesen einen langsamen Anstieg der T/M-
Quotienten auf, bevor die Werte gegen Ende der Beobachtungsdauer wieder etwas
abfallen. In unseren dynamischen Aufnahmen der LNCaP-Tumoren ergab sich keine

statistisch signifikante Anderung der T/M-Quotienten (p=0,294).

Das Wachstum der Tumoren sowohl der LNCaP-Zelllinie als auch der

PC-3-Zelllinie werden im Xenograft-Mausmodell durch Docetaxel gehemmt

Das Wachstum der Tumoren sowohl der LNCaP-Zelllinie als auch der PC-3-
Zelllinie wurde in unserer Studie durch eine Behandlung mit Docetaxel statistisch
signifikant gehemmt. Das steht in Einklang mit weiteren Studien.

Oudard S. et al. [2003] untersuchten den Effekt von Docetaxel auf das
Wachstum von zwei Prostatakarzinom-Xenograft-Mausmodellen. Die Tumoren der
Androgen-abhangigen Zellreihe PAC120 waren 32 Tage nach Behandlung mit
Docetaxel um 85% kleiner als die Tumoren der Kontrolltiere; das Wachstum der
Androgen-unabhangigen Zellreihen HID25 wurde durchschnittlich um die Halfte
gehemmt im Vergleich zu den unbehandelten Tieren [Oudard S. et al. 2003 S.1731].

Die Autoren konnten histologisch zwar eine Haufung von nuklearen Abnormalitaten,
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aber keine Apoptose erkennen. Dies erklaren sie mit dem mutierten Status des p53-
Proteins in PAC120-Zellen [Oudard S. et al. 2003 S.1733].

Tang Y. et al. [2006] untersuchten den Einfluss von Docetaxel und Kastration
auf LNCaP-Prostatakarzinom-Xenograft-Mausmodelle. Sie zeigten, dass eine
einwdchige Behandlung mit Docetaxel zu ca. 29% Apoptose, eine Behandlung mit
Docetaxel fur zwei Wochen zu ca. 36% Apoptose flhrte. Es konnte weiterhin
anschaulich gemacht werden, dass die Therapie mit Docetaxel in einem hoheren
Anteil von apoptotischen Zellen resultiert als die Kastration. Auch waren die
Tumoren, die mit Docetaxel behandelt wurden, alle um mindestens 50% kleiner als
die Tumoren in den Mausen, die nur kastriert wurden. Am wirkungsvollsten erwies
sich die Gabe von Docetaxel Uber zwei Wochen und anschlieRender Kastration
[Tang Y. et al. 2006 S.171].

Li Y. et al. [2004] konnten anhand von Genexpressionsanalysen
demonstrieren, dass Docetaxel bei beiden Zelllinien in die Regulation von Genen
eingreift, die im Zusammenhang mit Zellproliferation, Zellzyklus, Apoptose und
Onkogenese stehen. Sie vermuten, dass die LNCaP-Zellen sensibler gegenuber
Docetaxel-induzierter Apoptose sind [Li Y. et al. 2004 S.166].

Das Wachstum der Tumoren unserer beiden Zellreihen wurde durch
Docetaxel signifikant inhibiert (s. Abb. 14, S. 48). Dies deckt sich mit den

Ergebnissen der oben zitierten Studien.

Im Zuge der Therapie mit Docetaxel verandert sich im Xenograft-Modell

die Aufnahme von [''C]Cholin in die Tumoren sowohl der LNCaP-Zelllinie als
auch der PC-3-Zelllinie

Innerhalb der Therapiegruppen konnte sowohl bei den PC-3-Tumoren als
auch bei den LNCaP-Tumoren eine Verringerung der Aufnahme von [''C]Cholin
infolge einer Docetaxel-Therapie nachgewiesen werden (s. Abb. 14, S. 48). Die
Abnahme des Signals lield sich bereits nach einer Woche registrieren. Die Verlaufe
der PC-3-Xenograft-Modelle unterschieden sich in der Therapiegruppe statistisch
signifikant von denen der Kontrollgruppe. Im LNCaP-Xenograft-Modell erreichte der

Abfall keine statistische Signifikanz; es lie} sich nur ein Trend ablesen, der auf einen
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Abfall der T/Mgyn-Quotienten infolge einer Docetaxel-Therapie hindeutet. Der Verlauf
der T/Mgyn-Quotienten der Therapiegruppe unterschied sich jedoch nicht statistisch
signifikant von der der Kontrollgruppe (p=0,921). Wir fihren dies auf die zum Teil
hohen Varianzen zuriick, die sich in den T/Mgyr-Quotienten der LNCaP-Tumoren im
Beobachtungszeitraum ergaben. Bei der ersten Aufnahme, d. h. nachdem die
Tumoren flir ca. vier bis sechs Wochen gewachsen waren und bevor die Mause
behandelt wurden, scheint die Varianz der [”C]Cholin-Aufnahme besonders hoch zu
sein. Betrachtet man die T/Mgyy,-Quotienten nach Gabe von Docetaxel, bzw. PBS,
d. h. ohne Berticksichtigung der Werte der ersten Aufnahme, waren die T/Mgyn-
Quotienten der Therapiegruppe signifikant niedriger als die der Kontrollgruppe
(p=0,004).

Kontrollgruppe
N\

N\ N N

Vor PBS 1 Wo nach PBS 2Wonach PBS 3 Wo nach PBS

Docetaxelgruppe

1 Wo nach Dtx 2 Wo nach Dtx 3 Wo nach Dtx

Abbildung 14 -

[''C]Cholin-Aufnahme und Tumorwachstum iiber den Beobachtungszeitraum
von 3 Wochen (PC-3-Prostatakarzinomzelllinie; nach Krause B.J. et al. 2010 S.
1865)

In der Kontroligruppe zeigen die Tumoren (grine Pfeile) in den PET-Scans ein
kontinuierliches Wachstum, ausgehend von der Aufnahme vor der Gabe von
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) Uber die drei Wochen (Wo) des
Beobachtungszeitraums. Die Tumoren (blaue Pfeile) der mit Docetaxel (Dtx)
behandelten Gruppe zeigen nur eine geringe Gréllenzunahme; zudem nimmt die
Intensitat der [''C]Cholin-Aufnahme ab.

Es stellt sich die Frage, auf welchen Wegen Docetaxel zu einer Verminderung
der Cholinaufnahme flhrt. Der genaue Wirkmechanismus von Docetaxel ist nicht in
allen Details bekannt. Man weil} aber, dass es an mehreren Mechanismen ansetzt
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(s. Abb. 15). Zum einen inhibiert es die Depolymerisation der Mikrotubuli. Weiterhin
vermag Docetaxel, den programmierten Zelltod einzuleiten. Und schlieBlich greift es
in die Regulation bestimmter Gene ein, die durch vermehrte Expression die Apoptose
der Zelle vorantreiben [Pienta K.J. 2001 S.4; Li Y. et al. 2004 S.161f.].

/_{ U G Tubuline o Tubuline

microtubule-associated protein like echin

‘ microtubule-associated protein 1A1E

Polymerisation der Miktotubuli /

stahilisierend

Mitotischer —
Spindelapparat
Mitose
\ ™ - - - L]
\‘ " Depolymerisation der Mikrotubuli

Proliferation

Abbildung 15 -
Wirkmechanismus von Docetaxel (nach Li Y. et al. 2004 S.164)
Der mitotische Spindelapparat erfordert eine regelrechte Polymerisation der
Mikrotubuli aus o- und B-Tubulinen. Weitere Proteine wie das microtubule-associated
protein like echin oder das microtubule-associated protein 1A1B wirken stabilisierend
auf den Spindelapparat ein. Der Spindelapparat ist notwendig fur die Trennung der
homologen Chromosomen wahrend der Mitose. Nach Ablauf der Mitose
depolymerisieren die Mikrotubuli wieder in ihre Einzelbestandteile.

dargestellt sind in dieser Grafik die Effekte einer Docetaxel-Therapie. Zum einen
bewirkt das Taxan eine konstitutive Stabilisierung der Mikrotubuli; der mitotische
Spindelapparat kann sich nicht regelrecht ausbilden und die Zellen verbleiben in der
G2M-Phase des Mitosevorgangs. Die Apoptose wird eingeleitet und die Zellen gehen
in Zuge dessen zugrunde.
Zum anderen wird die Expression einiger Gene beeinflusst: so wird z. B. die
Expression von a- und B-Tubulinen herunterreguliert, wahrend stabilisierende
Proteine vermehrt exprimiert werden.
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Mogliche Erklarungsmodelle fiir den friihen Riickgang der [''C]Cholin-
Aufnahme in der PET/CT nach einer Therapie mit Docetaxel werden im Folgenden
diskutiert:

Im Zuge einer Therapie mit Docetaxel kommt es zu einem erhohten
Zelluntergang. Der Anteil vitaler Zellen nimmt ab und damit einher geht die
verminderte Aufnahme von [''C]Cholin in die Tumoren. Wir untersuchten in unserer
Arbeit langerfristige Effekte einer Docetaxel-Therapie auf die Cholin-Aufnahme in die
Tumoren: wir beobachteten das Verhalten der Tumoren in ["'C]Cholin-PET/CT-
Aufnahmen Uber drei Wochen, wobei erst eine Woche nach Behandlung mit
Docetaxel die erste Verlaufsaufnahme gewonnen wurde. Alle bisherigen Studien
haben lediglich die kurzfristigen Anderungen in der Aufnahme von Cholin in Folge
einer Chemotherapie untersucht.

Mualler S.A. et al. [2009] demonstrierten in ihren Experimenten, dass eine
Behandlung von LNCaP- und PC-3-Zellen mit Docetaxel zu einem signifikanten
Anstieg der Cholin-Aufnahme fuhrt. Sie vermuten, dass der erhdhte zellulare Stress
als Folge der Docetaxel-Behandlung zu erhdhtem zellularen Metabolismus fuhrt und
vermehrt Cholin in die Zellen zur Synthese von Zellmembranen aufgenommen wird.
Veranderungen in der Zusammensetzung der Zellmembranen als Folge der
Einleitung von Apoptose durch Docetaxel mogen zu einer erhohten Durchlassigkeit
der Membranen fur Cholin fihren. Muller S.A. et al. haben jedoch die Cholin-
Aufnahme bereits funf Tage nach der Behandlung mit Docetaxel ermittelt [Muller S.A.
et al. 2009 S.1436]. Wir hingegen haben den Einfluss von Docetaxel Uber mehrere
Wochen evaluiert. Die Ergebnisse von Miller S.A. et al. [2009] sind deswegen nicht
auf unsere Studie uUbertragbar. Doch auch sie konnten gleichermalien einen
erheblichen Zelluntergang in Folge der Docetaxel-Behandlung feststellen: in ihren
Versuchen ergab sich fir die verwendete Dosis von Docetaxel nach finf Tagen nur
ein klonogenes Uberleben von ca. 50% sowohl der PC-3-, als auch der LNCaP-
Zellen [Muller S.A. et al. 2009 S.1440].

Davoodpour P. et al. publizierten 2004 weitere interessante Ergebnisse. Sie
untersuchten die Wirkung von 2-Methoxyestradiol, einem Ostrogenmetaboliten mit
bewiesenermalen zytotoxischen Effekten auf u. a. menschliche
Prostatatumorzelllinien, im Hinblick auf Proliferation, Apoptose und [*H]Cholin-
Aufnahme von PC-3-Zellen. Sie fanden eine dosis-abhangige Hemmung des

Wachstums von Zellaggregaten und einen signifikanten Anstieg des Anteils an
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apoptotischen Kernen. Im Gegensatz dazu flhrte die Behandlung mit 2-
Methoxyestradiol zu keinen signifikanten Unterschieden in der Aufnahme von
[*H]Cholin im Vergleich zu unbehandelten Zellen [Davoodpour P. et al. 2004 S.870].
Hier ist aber zu bedenken, dass die Zellen lediglich 24 Stunden mit 2-
Methoxyestradiol inkubiert wurden, wahrend das Wachstum der PC-3-Zellen Uber
einen Zeitraum von zwolf Tagen verfolgt wurde.

Weiterhin ermittelten Bjurberg M. et al. [2009] die frihen Veranderungen in der
Aufnahme von [®*F]FDG in Plattenepithelkarzinom-Xenograft-Mausmodelle in Folge
einer Chemotherapie mit Cisplatin. Einen Tag nach Verabreichung von Cisplatin stieg
das ['®F]FDG-Signal an. Die Autoren erklaren dies mit einem mdglicherweise
erhdohten Metabolismus in Folge des zellularen Stresses oder mit einem maoglichen
Einstromen von ["®F]FDG durch zerstorte Zellmembranen — Prozesse, die dem
eigentlichen Tumorzelltod vorangehen. Denn nach dem initialen Anstieg fiel die
['®F]FDG-Aufnahme bereits am folgenden Tag unter die der Kontrollen und sank
Uber weitere sieben Tag noch weiter ab [Bjurberg M. et al. 2009 S.329]. Parallel dazu
nahm der Anteil vitaler Tumorzellen Uber den Beobachtungszeitraum rapide ab; es
muss also zu einem Zelluntergang gekommen sein.

Die Erfassung kurzfristiger Veranderungen in der [''C]Cholin-Aufnahme war
nicht Bestandteil unserer Studie. Unsere Daten legen nahe, dass die langerfristigen
Effekte einer Behandlung mit Docetaxel Uber Wochen zu einem verstarkten
Zelluntergang fuhren. Sowohl die unbehandelten als auch die behandelten Tumoren
wachsen weiterhin, doch ist die Wachstumsgeschwindigkeit der behandelten
Tumoren signifikant geringer als die der unbehandelten. Docetaxel fluhrt demnach
zudem zu einer signifikanten Wachstumsverzdégerung der behandelten Tumoren.

Die Tumoren unserer Versuchstiere wurden nach Ablauf des Protokolls mittels
HE-Farbung histologisch aufgearbeitet (s. Abb. 16, S. 52). Docetaxel fuhrt durch die
Hemmung der mitotischen Teilung zu einem erhohten Zellverlust. Histologisch finden
sich neben einem hohen Anteil an nekrotischen Zellen aber auch weiterhin vitale
Zellen (personliche Kommunikation mit Frau Dr. Frauke Neff, Helmholtz Zentrum
Munchen). Unter Umstanden sind die Tumorzellen nur in einer bestimmten Phase
des Zellzyklus empfindlich fir Docetaxel; eine zweimalige Behandlung konnte
demnach  weniger effektiv sein als eine mehrmalige Gabe des
Chemotherapeutikums, wodurch sich die Wahrscheinlichkeit erhéht, die malignen

Zellen in der sensiblen Phase des Zellzyklus zu treffen. Interessant ware es in
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weiteren Studien zu untersuchen, ob eine repetitive Verabreichung von Docetaxel zu
einem erhohten Anteil an zugrunde gegangen Zellen flhrt und ob sich dies auch in

einem Abfall der [''C]Cholin-Aufnahme in der PET-Bildgebung widerspiegelt.

lﬂteﬁi. Vil RPN (e j 5 . ‘\L.. ) LRkt B

Abbildung 16 —
Schnittbild LNCaP-Tumor nach Docetaxel-Therapie mit ca. 70% diffuser
Nekrose (HE-Farbung)

Es ware auch mdglich, dass Docetaxel zu einem veranderten
Cholinmetabolismus in den Zellen fuhrt, z. B. indem es den Cholintransport oder die
Aktivitat der Cholinkinase moduliert. Ein Hinweis dafiir kdnnte sein, dass sich in
Folge der Intervention mit Docetaxel in unserer Studie die Dynamik der [''C]Cholin-
Aufnahme in die PC-3-Tumoren veranderte. Die PC-3-Tumoren sowohl der Therapie-
als auch der Kontrollgruppe zeigten vor der Behandlung mit dem
Chemotherapeutikum einen signifikanten Abfall der T/M-Quotienten. Die Dynamik
anderte sich bei den Kontrolltieren Uber die Wochen nicht signifikant. Die
dynamischen Kurven der T/M-Quotienten der Therapietiere hingegen flachten sich im
Verlauf des Beobachtungszeitraums ab. Hier konnte ein positiver Interaktionseffekt
nachgewiesen werden, d. h. der Einfluss der Zeit auf den Verlauf der T/M-Quotienten
wurde Uber die Wochen signifikant schwacher.
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Die dynamischen Verlaufe der T/M-Quotienten der LNCaP-Tumoren zeigten
ein anderes Bild: vor der Gabe von Docetaxel, bzw. PBS gab es weder in der
Therapie-, noch in der Kontrollgruppe signifikante Trends im Verlauf Uber 60 Minuten.
Auch im Verlauf des Beobachtungszeitraums anderte sich die Dynamik der T/M-
Quotienten nicht signifikant.

Wie Modifikationen im dynamischen Verlauf der T/M-Quotienten zustande
kommen, bleibt unklar. Zur Diskussion stehen zum einen Veranderungen in der
Kinetik der Cholin-Transporter oder der Cholin-Kinase als Folge einer Docetaxel-
Therapie. So kénnte eine durch die Behandlung erniedrigte Affinitdt des Cholin-
Transporters, bzw. der Cholin-Kinase zu einer herabgesetzten Aufnahme von
["C]Cholin zu Beginn des PET-Scans fuhren. Muller S.A. et al. [2009] fanden die
Aufnahme von [methyI—SH]ChoIin in PC-3- und LNCaP-Zellen nach einer Therapie mit
Docetaxel erhoht. Die Ky- und viax-Werte fur die Cholin-Aufnahme von PC-3-Zellen
waren jedoch kaum verandert. In LNCaP-Zellen ergab sich eine leicht erhdhte Ky
und eine um das dreifach erhohte vnax fur die Cholin-Aufnahme nach einer
Behandlung mit Docetaxel. Dabei handelte es sich aber um Ergebnisse, die bereits
zehn Minuten nach Behandlung mit dem Chemotherapeutikum gewonnen wurden;
inwiefern sich langfristige Effekte auf die Kinetik auswirken, wurde nicht ermittelt.
Schlussendlich spielen langerfristige Modulationen in der Kinetik von Cholin-
Transportern, bzw. der Cholin-Kinase durch Docetaxel unserer Meinung nach eher
keine Rolle.

Weiterhin ist zu diskutieren, dass die Zellen, die die Behandlung mit dem
Chemotherapeutikum  Uberleben, infolgedessen auch einen veranderten
Cholinmetabolismus aufweisen konnten, was sich in einer verminderten Aufnahme
von ["'C]Cholin widerspiegeln wiirde. Mdglicherweise fiihrt die Beeintrichtigung des
Spindelapparats direkt oder indirekt Uber Signalwege zu entsprechenden
Veranderungen im Cholinstoffwechsel wie einer veranderten Kinetik der Cholin-
Transporter, bzw. der Cholin-Kinase.

Am plausibelsten erscheint uns jedoch die Erklarung, dass das
Chemotherapeutikum Docetaxel Apoptose induziert und es dadurch zu einem
erhdhten Zelluntergang kommt. Dies geht einher mit einem Abfall der Aufnahme von
["'C]Cholin [Krause B.J. et al. 2010 S.1866 f.]
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Die Anderung der Aufnahme von [''C]Cholin l3sst sich bereits friihzeitig

im Verlauf der Therapie, d. h. nach einer Woche, nachweisen

Einen erheblichen Vorteil gegenuber der bloRen Messung der Tumorgrofe,
die sich erst spat im Verlauf der Therapie andert, stellt die fruhzeitige Detektion eines
Therapieansprechens mittels [11C]Cholin dar. Bereits nach einer Woche zeigt sich ein
signifikanter Abfall des Signals. Die morphologischen Unterschiede im
Tumorwachstum wurden erst spat im Verlauf, d. h. Wochen nach Therapiebeginn,
deutlich. Ein Ansprechen auf die Therapie aber moglichst fruhzeitig zu erkennen,
kann entscheidende Bedeutung im klinischen Management von Patienten mit
Prostatakarzinom haben. Gelange es, Patienten, die auf die jeweilige Behandlung
nicht ansprechen, frih zu selektieren, konnte diese Behandlung abgebrochen
werden, mogliche Nebenwirkungen vermieden werden sowie unnotige Kosten fur
eine wirkungslose Therapie eingespart werden. Fruhzeitig konnte bei diesen
Patienten eine alternative Therapie initiiert werden.

['"8F]FDG wird heute zum Monitoring eines Therapieansprechens bereits bei
einer Vielzahl von Tumoren eingesetzt [Herrmann K. et al. 2009 S.214f].
Vielversprechende Ergebnisse hat ['"*FIFDG bei Lymphomen,
Osophaguskarzinomen, Magenkarzinomen, Mammakarzinomen und weiteren
Tumorentititen gezeigt. Weiterhin wird die Rolle untersucht, die ['®F]FLT als
Proliferationsmarker oder Hypoxietracer wie FMISO bei der Evaluierung eines
Therapieansprechens von bodsartigen Tumoren spielen konnen. Oyama N. et al.
[2004] verwendeten [F]FLT zur Ermittlung eines Ansprechens auf eine
chemotherapeutische, bzw. chirurgische Androgen-Ablation bei CWR22-
Prostatakarzinom-Xenograft-Mausmodellen. Auch in dieser Studie mit der Androgen-
abhangigen Prostatakarzinomzelllinie CWR22 war ein Abfall der T/M-Quotienten
bereits nach einer Woche festzustellen [Oyama N. et al. 2004 S.522]. ["®F]FLT ist
aber wegen seiner hohen Anreicherung im Knochenmark besonders bei der
Evaluierung von Knochenmetastasen, die bei vielen Patienten mit fortgeschrittenem

Prostatakarzinom zu finden sind, kritisch zu beurteilen.
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Methodische Limitationen

Limitationen konnten sich bei unserer Analyse der ROI-Werte der mit dem
microPET FOCUS 120 gemessenen Daten insbesondere durch
Partialvolumeneffekte ergeben haben. Zum einen waren die Tumore bei der ersten
Messung kleiner und nahe am Auflésungsvermogen des Scanners. AulRerdem war
im Verlauf der Studie eine unterschiedlich stark ausgepragte Nekrose aller Tumoren
mit zum Teil nur randstindig erhaltenem, vitalem und damit ["'C]Cholin-
aufnehmendem Tumorgewebe zu verzeichnen (s. Abb. 17). Entscheidend hierbei
war die Abgrenzung der nekrotischen Areale vom vitalen Tumorgewebe, um
geeignete Regionen fiir die Analyse der [''C]Cholin-Aufnahmen zu finden. Dies kann
dazu beigetragen haben, dass sich hier hier hohe Varianzen bei der Berechnung der
T/M-Quotienten ergeben haben.

Nekrose

/

Abbildung 17 -
PET-Aufnahme von zentral nekrotischem Tumor mit vitalem Randsaum

Die geringe Anzahl an Versuchstieren schrankt die Aussagekraft unserer
Daten zudem ein. Zu Beginn der Untersuchung standen uns 16 Mause in der PC-3-
Gruppe, bzw. 16 Mause in der LNCaP-Gruppe zur Verfugung. Jede dieser beiden
Gruppen wurde noch einmal aufgeteilt in Tiere, die mit dem Chemotherapeutikum
Docetaxel behandelt wurden, und in Tiere, denen zur Kontrolle PBS injiziert wurde.
Schlussendlich wurden somit in der PC-3-Gruppe die Aufnahmen von sechs mit
Docetaxel, bzw. von sieben mit PBS behandelten Mausen ausgewertet; in der
LNCaP-Gruppe analysierten wir die Aufnahmen von je acht mit Docetaxel, bzw. mit
PBS behandelten Tieren.
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Zusammenfassung

[11C]Cholin als PET-Tracer hat vielversprechende Ergebnisse bei der
Bildgebung von Prostatakarzinomen erzielt, v. a. in der Rezidivsituation.

Die Aufnahme von [''C]Cholin in die Tumoren war zwar in unserer Studie
gegenuber der Aufnahme in die Muskulatur gesteigert, erlaubte aber nur eine
Bildgebung der Tumoren mit niedrigem Kontrast. [”C]Cholin erwies sich in der
Kleintier-PET/CT als geeigneter bildgebender Marker, um das frihe Ansprechen von
Prostatakarzinom-Xenograft-Mausmodellen auf eine Therapie mit Docetaxel zu
ermitteln.

In den Xenograft-Mausmodellen mit den beiden untersuchten Zelllinien PC-3
und LNCaP ergaben sich bezogen auf die [''C]Cholin-Aufnahme mit der [''C]Cholin-
Kleintier-PET/CT Unterschiede, die am ehesten auf den unterschiedlichen
Differenzierungsgrad der Zellen zuriickzufiihren sind. Die Aufnahme von [''C]Cholin
in die Tumoren der Androgen-Rezeptor-positiven LNCaP-Zellen lag Uber der
Aufnahme in die Tumoren der PC-3-Zellen, die niedrig differenzierter sind. Je
entdifferenzierter eine Tumorzelle ist, desto weniger [''C]Cholin scheint diese
Tumorzelle aufzunehmen.

Bereits eine Woche nach Verabreichung des Chemotherapeutikums
Docetaxel, das beim Menschen bei der Behandlung von fortgeschrittenen
Prostatakarzinomen eingesetzt wird, zeigte sich ein statistisch signifikanter Rlickgang
der [''C]Cholin-Aufnahme in die PC-3-Tumoren. Die Aufnahme von [''C]Cholin in die
LNCaP-Tumoren fiel ebenfalls ab. Die Ergebnisse fur die LNCaP-Zelllinie erreichten
allerdings keine statistische Signifikanz, es konnte nur ein Trend festgestellt werden.
Die gro3en Varianzen der [''C]Cholin-Aufnahme in die LNCaP-Tumoren sind
wahrscheinlich der Grund, weshalb keine statistische Signifikanz erreicht wurde.

Zudem wurde die Bedeutung der Dynamik der [''C]Cholin-Aufnahme in die
Tumor-Xenograftmodelle Uber 60 Minuten genauer analysiert. Der Verlauf der T/M-
Quotienten der PC-3-Tumoren fiel Uber die Dauer der PET-Untersuchung signifikant

ab; dieser Abfall Gber die Zeit ging in der behandelten Gruppe Uber den Verlauf der
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Beobachtung von vier Wochen verloren. Die LNCaP-Tumoren zeigten keine
signifikanten Veranderungen im Verlauf der ["'C]Cholin-Aufnahme (iber 60 Minuten,
weder in der therapierten Gruppe noch in der Kontrollgruppe.

Der Riickgang der Aufnahme von [''C]Cholin in die Tumoren in Folge der
Docetaxel-Therapie ist vor den Auswirkungen auf das Tumorwachstum zu
detektieren. Ein erhdhter Zelluntergang, ausgelost durch das Chemotherapeutikum,
der zu einer Wachstumsverzdgerung fuhrt, scheint hierfir pathophysiologisch am
ehesten entscheidend zu sein. Die veranderte Dynamik der PC-3-Tumoren ist
alternativ . mdoglicherweise auch auf Veranderungen in der Kinetik der Cholin-
Transporter, bzw. der Cholin-Kinase als Folge einer Behandlung mit Docetaxel

zuriuckzufihren.

Wir haben mit unserer Studie gezeigt, dass die ["'C]Cholin PET/CT im
Tiermodell dabei helfen kann, die Effekte einer Chemotherapie friihzeitig zu ermitteln.
Weitere Tiermodellstudien mussen folgen, um zusatzliche Erkenntnisse zum Nutzen
der [''C]Cholin PET/CT fiir die Ermittlung des Therapieansprechens zu gewinnen.
Diese Erfahrungen koénnen dann gegebenenfalls an Patienten verifiziert werden,
sodass eventuell in Zukunft die Moéglichkeit besteht, das Therapiemanagement von

Patienten mit Prostatakarzinomen zu verbessern.
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Thesen

Die wichtigsten Befunde dieser Dissertation waren:

Die Tumoren sowohl der PC-3- als auch der LNCaP-Zellinie konnten sowohl in
der CT- als auch in der PET-Bildgebung dargestellt werden. Insgesamt ergab sich

jedoch ein eher niedriger Kontrast.

Die [''C]Cholin-Aufnahme in Tumoren der LNCaP-Zelllinie lag im Xenograft-
Modell iiber der [''C]Cholin-Aufnahme in Tumoren der PC-3-Zelllinie. Im
Durchschnitt ergab sich bei den LNCaP-Tumoren ein T/Mmean-Quotient von 2,0
(SE=0,2) in der Therapiegruppe, bzw. von 1,9 (SE=0,2) in der Kontrollgruppe. Das
Verhaltnis bei den PC-3-Tumoren lag bei 1,8 (SD=0,4) in der Therapiegruppe, bzw.
bei 1,6 (SD=0,5) in der Kontrollgruppe.

Das Wachstum der Tumoren sowohl der LNCaP-Zelllinie als auch der PC-3-

Zelllinie wurde im Xenograft-Mausmodell durch Docetaxel gehemmt.

Der maximale Tumordurchmesser der PC-3-Tumoren nahm in beiden
Gruppen uber die Zeit signifikant zu (Therapiegruppe p=0,010; Kontrollgruppe
p<0,001). In der Therapiegruppe zeigte sich jedoch ein signifikant langsameres
Wachstum der Tumoren (p=0,025).

Das Volumen der LNCaP-Tumoren nahm in beiden Gruppen Uber die Zeit
signifikant zu (Therapiegruppe p=0,001; Kontrollgruppe p<0,001). Die Tumoren der
Therapiegruppe nahmen jedoch uber den gesamten Zeitraum von drei Wochen

signifikant weniger an Volumen zu als die Kontrolltiere (p=0,013).

Auch der maximal gemessene Durchmesser der LNCaP-Tumoren nahm in
beiden Gruppen Uber den Beobachtungszeitraum signifikant zu (Therapiegruppe
p=0,002; Kontrollgruppe p<0,001). Das Wachstum in der Therapiegruppe war jedoch
signifikant geringer als in der Kontrollgruppe (p=0,043).
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Bei den PC-3-Tumoren konnte innerhalb der Therapiegruppe bei den PC-3-
Tumoren bereits nach einer Woche eine statistische signifikante Verringerung der
Aufnahme von ["'C]Cholin infolge einer Docetaxeltherapie nachgewiesen werden
(jeweils p <0,001), im Gegensatz zu den Werten in der Kontrollgruppe (p=0,827, bzw.
p=0,517, bzw. p=0,720).

Innerhalb sowohl der Therapie- als auch der Kontrollgruppe gab es bei der
ersten Messung einen signifikanten Abfall der T/Mgyy,-Quotienten Uber die gesamte
Aufnahmedauer (jeweils p<0,001). Dieser Abfall der T/Mgyy-Quotienten fiel bei den
therapierten Tieren von Woche zu Woche signifikant geringer aus im Vergleich zur
ersten Aufnahme. In der Gruppe der Kontrolltiere hingegen zeigte der Abfall der

T/Mayn-Quotienten (iber den Beobachtungszeitraum keine signifikante Anderung.

Bei den LNCaP-Tumoren liel3 sich fur die Therapiegruppe bereits eine Woche
nach Beginn der Behandlung mit Docetaxel ein signifikanter Abfall der T/Mgyn-
Quotienten erkennen (p=0,002). Bei der Messung zwei Wochen nach Beginn der
Therapie konnte nur ein Trend ermittelt werden, der keine statistische Signifikanz im
Vergleich zur Aufnahme vor Therapie (p=0,055) erreichte. Die Aufnahme drei
Wochen nach Beginn der Therapie erbrachte wieder einen signifikanten Unterschied
(p=0,003). Im Gegensatz dazu zeigten die T/Mgy,-Quotienten in der Kontrollgruppe
keinen statistisch signifikanten Abfall (p=0,558, bzw. p=0,811, bzw. p=0,619).

Zum Zeitpunkt der ersten Messung der LNCaP-Tumoren konnte weder in der
Kontroll- noch in der Therapiegruppe eine signifikante Anderung des minitlichen
Trends festgestellt werden (p=0,294). Es ergab sich keine Evidenz fiir eine Anderung
der zeitlich bedingten T/Mgy,-Quotienten Uber die Wochen, weder innerhalb der

Therapiegruppe (p=0,985) noch innerhalb der Kontrollgruppe (p=0,180).

Wir haben mit unserer Studie gezeigt, dass die [''C]Cholin PET/CT im
Tiermodell dabei helfen kann, die Effekte einer Chemotherapie friihzeitig zu ermitteln.
Weitere Tiermodellstudien mussen folgen, um zusatzliche Erkenntnisse zum Nutzen
der [”C]Cholin PET/CT fur die Ermittlung des Therapieansprechens zu gewinnen.
Diese Erfahrungen konnen dann gegebenenfalls an Patienten verifiziert werden,
sodass eventuell in Zukunft die Moglichkeit besteht, das Therapiemanagement von

Patienten mit Prostatakarzinomen zu verbessern.
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