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Therapie des Retinoblastoms
Toxische Effekte von Melphalan auf retinale Pigmentepithelzellen

D. Siisskind

Das Retinoblastom ist der
haufigste intrackulare maligne
Tumor im Kindesalter. Etablierte
bulbuserhaltende Therapieme-
thoden sind Laser- und Kryo-
destruktion, Brachytherapie,
perkutane Strahlentherapie und
die intravenose Chemotherapie
zur Tumorreduktion und Ermdg-
lichung einer anschlieBenden
lokalen Therapie. Zudem hat wei-
terhin die Enukleation vor allem

bei einseitigem Befund und groRBen Tumoren (ICRB-Klasse D und E)
einen groRen Stellenwert, da die bulbuserhaltende Therapie in diesen
Fillen ein groRes Problem darstellt [1], berichten Dr. Merle Schrader,
Oldenburg, und PD Daniela Siisskind, Tiibingen.

Gute Resultate hinsichtlich der Tu-
morkontrolle und des Visuserhalts
wurden bis Ende der 80er Jahre
mittels perkutaner Strahlenthera-
pie erbracht, jedoch bei einem
deutlich erhéhten Risiko fiir das
Auftreten von Zweittumoren, ins-
besondere in Fillen eines erblich
bedingten Retinoblastoms [2].

Systemische Chemotherapie
hat ein breites Neben-
wirkungsspeltrum

Die systemische Chemotherapie,
die aktuell zur Standardtherapie
bilateraler Tumoren zahlt, weist
mit Knochenmarkdepression, Oto-
toxizitit, peripherer Neuropathie
und méoglicher Induktion einer
akuten myeloischen Leukdmie
oder Infertilitit ein breites Neben-
wirkungsspektrum auf, sodass zu-

Untersuchung des toxischen
Effekts von Melphalan

im Zellkulturmodell

Vor dem Hintergrund lokaler
ischimischer und/oder toxischer
Nebenwirkungen am retinalen
Pigmentepithel mit folgendem
Funktionsverlust wurde der toxi-
sche Effekt von Melphalan, Carbo-
platin und Topotecan dosisabhdn-
gig auf retinale Pigmentepithelzel-
len im Zellkulturmodell unter-
sucht. Dabei richteten wir uns mit
der Auswahl der getesteten Zyto-
statikakonzentrationen nach den
klinisch eingesetzten Konzentrafi-
onen im Rahmen der intraarteriel-
len und intravitrealen Chemothe-
rapie und der postulierten Kon-
zentration im Glaskdrper.

Zellen der ARPE19-Zelllinie wur-
den nach Erreichen einer Zell-

einer Zunahme der GrifGe und der
Anzahl von Liicken im Zellrasen
der ARPE19-Zellen sowie einer Ab-
rundung und letztlich Zerstérung
der Zellstruktur. Kongruent hierzu
war die Proliferationsrate im
BrdU-Assay sowie die Zellviabilitdt
im MTS-Test signifikant abneh-
mend. Inwieweit die Beobachtun-
gen des Effekts auf die Proliferati-
onsrate der Zellen in vitro auf die
In-vivo-Situation iibertragen wer-
den kann, muss kritisch diskutiert
werden, da gesunde retinale Pig-
mentepithelzellen im Auge keine
Teilungsrate aufweisen.

Caspase-3]7-Aktivitat unter
Melphalan und Topotecan
Die Caspase-3/7-Aktivitdt zeigte
unter Melphalan und Topotecan
initial eine dosisabhdngige Steige-
rung bis zu einem Peak unterhalb
der klinisch eingesetzten Konzen-
tration mit anschlieRendem Abfall
bei noch hoheren Chemothera-
peutikakonzentrationen. Wir ge-
hen davon aus, dass bei héheren
Konzentrationen andere Formen
des Zelltods in den Vordergrund
treten, die nicht mit dem Cas-
pase-3/7-Assay erfasst werden
kénnen und somit die wieder ab-
nehmende Apoptoseaktivitdt er-
klaren. Nach Inkubation mit Car-
boplatin ist keine signifikante Cas-
pase-3/7-Aktivitdtssteigerung er-
kennbar. Die Zellmasse weist in
allen Versuchen keine signifikan-
ten Anderungen auf Hier gehen
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tallviolett-Assays gemessen wird,
nach 24 Stunden noch nicht signi-
fikant abgenommen hat.

Topotecan und Melphalan
weisen dhnliches Profil

in Versuchsreihen auf
Insgesamt weisen Topotecan und
Melphalan ein dhnliches Profil in
den Versuchsreihen auf, sodass
hier ein dhnlicher toxischer Effekt
angenommen werden kann. Ge-
ringere apoptotische Wirkungen
des Carboplatins legen eine gerin-
gere Toxizitdt nahe. Ein direkter
toxischer Effekt von Melphalan in
vivo nach intraarterieller oder in-
travitrealer Chemotherapie auf
das retinale Pigmentepithel er-
scheint wahrscheinlich und kann
die klinischen und angiografisch
nachweisbaren  Verdnderungen
der retinalen Pigmentepithelzellen
erklaren. Alternative zytostatische
Medikamente, die im Bereich der
Therapie des Retinoblastoms ein-
gesetzt werden, sollen neben der
Evaluation hinsichtlich der Tumor-
kontrolle in vitro sowie in vivo auf
eine mogliche Toxizitit des retina-
len Pigmentepithels untersucht
werden.

Die Abbildungen 1-3 zeigen am
Beispiel eines Tumors im Auge den
Effekt einer intraarterieller Che-
motherapie mit Melphalan.

Dr. Merle Schrader, Universitétsklinik

fiir Augenheilkunde, Pius-Hospital
Oldenburg;

PD Dr. Daniela Siisskind, Department far
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Postersitzung: Tumoren - intraokular
13:15-14:15 Uhr, Foyer Estrel
(13:55-14:00 Uhr: Toxische Effekte
ven Melphalan auf retinale Piement-




Quelle der Fotos: PD Dr. Daniela Siisskind, Eberhard Karls Universitdt Tiibingen

Reduktion der systemischen Ne-
benwirkungen gesucht wurde [3].
Seit Anfang der 2000er Jahre wer-
den die supraselektive intraarteri-
elle Chemotherapie mit Melphalan
{iber die Arteria ophthalmica und
seit einigen Jahren auch in Einzel-
fillen die intravitreale und para-
bulbire Injektion von Chemothe-
rapeutika einschlie8lich Topote-
can und Carboplatin mit guten Er-
gebnissen eingesetzt [4].

Zu den beschriebenen Nebenwir-
kungen der intraarteriellen Che-
motherapie zdhlen inshbesondere
lokale Reaktionen wie Lidédem
und Stirnhyperamie sowie intra-
okuldre Reaktionen wie Glaskor-
perblutungen, Arterienverschliisse
und Alterationen des retinalen
Pigmentepithels und der choroi-
dalen Perfusion [5].

Abb. 1

Tumor vor der Therapie.

fiir 24 Stunden inkubiert und an-
schlieRend der Effekt auf die Zell-
morphologie, die Proliferation, die
Viabilitdt, die Zellmasse und die
Apoptose gemessen. Als Unter-
suchungsmethoden wurden die
Phasenkontrastmikroskopie, ein
Bromodesoxyuridin-Assay (BrdU-
Assay), ein MTS-Test (MTS:
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-5-[3-
carboxymethoxyphenyl]-2-[4-
sulfophenyl]-2H-tetrazolium), ein
Kristallviolett-Assay und  ein
Caspase-3/7-Aktivitdts-Assay ver-
wendet.

Die Morphologie zeigt eine
deutliche dosisabhdngige
Verdnderung

Die Morphologie zeigt bei allen
Chemotherapeutika eine deutliche
dosisabhingige Verinderung mit

Abb.2 Gleiches Auge 2 Monate nach intraarterieller Chemotherapie mit
Melphalan.

Abb. 3 Befund nach 2 Jahren. Zusatzlich ist eine Narbe nach Kryokoagulation eines
kleinen Tumors temporal der Makula zu erkennen.
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