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Zusammenfassung

Die Elektrochemotherapie ist eine neue Form der Lokaltherapie solider Tumoren. Nach
vorheriger intratumoraler Zytostatikainjektion erfolgt im Intervall von wenigen Minuten die
lokale Applikation definierter SpannungsstofRe. Durch Anpassung der Impulsparameter kommt
es zu einer reversiblen Stérung der Membranstruktur mit Erhohung der Permeabilitat flr
hydrophile  lonen, Proteine und DNS-Fragmente, die sich entsprechend dem
Konzentrationsgradienten verteilen. Bleomycin ist in der Elektrochemotherapie als Zytostatikum
etabliert. Der hydrophile Molekilcharakter ermdglicht eine auf das Elektroporationsareal
beschrankte, intrazellulare Anreicherung. Folge ist eine lokale Erhdhung der Toxizitat bei

reduzierter Dosis.

Das Grinteekatechin Epigallokatechingallat ist auf Grund seiner tumorpraventiven und
zytostatischen  Eigenschaften Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Das gunstige
Nebenwirkungsprofil macht die Substanz fur den Einsatz in der Elektrochemotherapie
interessant. In VVorversuchen wurde die Reduktion des Wachstums von KB-Tumorzellen durch
Elektrochemotherapie mit Epigallokatechingallat im Vergleich zu Bleomycin, Epikatechin und
einer Kontrollgruppe untersucht. Fir Epigallokatechingallat sowie Bleomycin wurde eine
signifikante Wachstumssuppression nachgewiesen. Im in-vivo-Modell mit 48 T-zelldefizienten
Mausen (Typ NMRI) wurden in zwei Versuchsreihen Plattenepithelkarzinome (human, Zunge)
erzeugt und nach Erreichen einer GroBe von 0,6 bzw. 1,0 cm® in sechs Versuchsgruppen
aufgeteilt. Den Versuchstieren wurde PBS (Gruppe A und B), Bleomycin (Gruppe C und E) oder
Epigallokatechingallat (Gruppe D und F) intratumoral injiziert. Die Tumore der Gruppen B, C
und D wurden 10 min nach Injektion zusétzlich einer Elektroporation unterzogen. Im
vierwochigen Nachbeobachtungszeitraum wurde der Wachstumsverlauf der Tumoren
dokumentiert. An Tag 28 erfolgte die Tétung der Versuchstiere und Explantation der Tumore

mit histologischer Aufarbeitung.

Unabhéngig von der Elektroporation zeigten die Gruppen mit PBS- und
Epigallokatechingallatbehandlung (Gruppen A, B, D, F) eine Tumorprogression (181 — 232,5 %
der Ursprungsgrofie). Die Injektion von Bleomycin ohne anschlie}ende Elektroporation (Gruppe
E) flhrte zu einer Stagnation der TumorgroRe (106,5 % der Ursprungsgrofle). Zu einer
signifikanten Verkleinerung mit zum Teil kompletter Remission (4,5 % der Ursprungsgrofie)



kam es unter der Elektrochemotherapie mit Bleomycin (Gruppe C). Der Antikorper MIB1
belegte in Gruppe E eine Restaktivitdt und in Gruppe C keinerlei Teilungsaktivitat der

Tumorzellen.

Die in-vivo-Ergebnisse Dbestdtigen fiir Bleomycin eine Wirkungsverstarkung durch
Elektroporation. Fiur Epigallokatechingallat konnte weder in der Elektrochemotherapie noch fur
die Reinsubstanz eine signifikante antitumorale Wirkung nachgewiesen werden. Die
Elektroporation hat in Kombination mit Bleomycin zu einer deutlich Wirkungsverstarkung
gefuhrt, was fur eine geeignete Auswahl der Parameter der Elektroporation spricht.
Unterschiede finden sich in der Pharmakodynamik. Der Wirkmechanismus der Katechine ist
nicht  vollstindig geklart. Es gibt Hinweise auf intra- und extrazellulare
Signaltransduktionswege. Wirde die antitumorale  Wirkung durch  extrazellulére
Rezeptorbindung vermittelt (z.B. tNOX, LR1), fiihrte eine Elektroporation zu keiner
Wirkungsverstarkung. Als weitere Ursache fur eine fehlende in-vivo-Wirksamkeit des Katechins

sind noch ungeklarte interstitielle sowie zytosolische Interaktionen in Betracht zu ziehen.

Die Elektrochemotherapie mit Bleomycin ist eine neue tumorspezifische und
nebenwirkungsarme Mdoglichkeit der lokalen Tumortherapie. Inwieweit Katechine als
zukiinftiges antitumorales Substrat geeignet sind, konnte in dieser Arbeit nicht abschlieRend

geklart werden. Die durchgefuihrten Vorversuche lassen einen positiven Effekt vermuten
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1 Einleitung und Ziel dieser Arbeit

Jahrlich erkranken in Deutschland ca. 430.000 Menschen an Krebs [1]. Davon entfallen auf den
Mund- und Rachenbereich (ICD 140-149) ca. 10.400 Félle (3,3%) [1, 2]. Die Zahl der
jahrlichen Neuerkrankungen ist zwischen 1950 und 2000 um das 6-fache angestiegen. Seit der
Jahrtausendwende ist eine Stagnation zu beobachten [3]. In 95 % der Félle handelt es sich um
Plattenepithelkarzinome bei langfristigem Tabak- und Alkoholkonsum als pradisponierende

Faktoren.

In der Therapie maligner Tumoren des Gesichtsbereiches werden neben dem kurativen Aspekt
hohe Anspriiche an die Erhaltung der Funktionalitat und Asthetik gestellt. Das Kurative
Behandlungskonzept ist abhdngig von verschiedenen Faktoren (u.a. Tumorgrofe,
Lymphknotenstatus, Differenzierungsgrad, Lokalisation), jedoch grundsétzlich multimodal.
Chirurgische Resektion und postoperative Radiochemotherapie stellen zum gegenwaértigen
Zeitpunkt die Standardtherapie dar. Die alleinige Radiochemotherapie ist im palliativen Bereich
etabliert [12]. Monoklonale Antikorper als zusatzliche Therapiemalinahme befinden sich im
Stadium der Erprobung [109].

Die Elektrochemotherapie stellt eine neue Form der Therapie solider Tumoren dar. Sie
ermoglicht eine gezielte, lokale Tumorbehandlung ohne Zerstérung gesunden Gewebes. Die
Zielzellen werden einem lokal begrenzten elektrischen Feld ausgesetzt. Dies flhrt zu einer
temporaren Storung der Zellmembranstruktur mit Bildung kurzlebiger Elektroporen. Die
dadurch bedingte erhohte Permeabilitat ermdglicht interstitiellen Substanzen, z.B. Zytostatika,
eine Anflutung und Wirkungsentfaltung im Zytosol. Auf Grund der lokalen Anwendung ist nur
ein  Bruchteil der systemisch zu verabreichenden Wirkstoffdosis notwendig. Die
Elektrochemotherapie ist nebenwirkungsarm, unabhéngig von der Histologie, kosteneffektiv und
ambulant durchfiihrbar [31]. Der aktuelle Forschungsstand umfasst klinische Studien der Phasen
I, 1 und 1l mit Melanomen, Tumoren des Mund-, Kiefer- und Gesichtsbereiches und
Hautmetastasen von Melanomen. Der klinische Einsatz konzentriert sich momentan auf
therapieresistente und metastasierte Tumoren. Das Chemotherapeutikum der Wahl ist Bleomycin
[37].

Die sogenannten Katechine, Inhaltsstoffe des Griintees, sind Gegenstand zahlreicher

experimenteller und klinischer Studien. Beschrieben sind antikanzerogene und zytotoxische



Effekte auf Tumorzellen. Katechine sind nebenwirkungsarm und kostenguinstig in der

Gewinnung.

Ziel der vorliegenden Studie ist die Untersuchung der antitumoralen in-vivo-Wirksamkeit einer
Elektrochemotherapie mit Epigallokatechingallat. Im Vergleich zur isolierten Chemotherapie
wird eine signifikante Steigerung der Zytotoxizitat erwartet. Nach Durchfiihrung orientierender
Vorversuche erfolgt die Therapie und Untersuchung von oralen Plattenepithelkarzinomen am
Mausmodell. Zwecks Kontrolle der Versuchsanordnung und Evaluierung der Ergebnisse wird

zeitgleich eine Behandlung weiterer Versuchstiere mit Bleomycin durchgefihrt.

2 Standards in Diagnostik und Therapie des Plattenepithelkarzinoms der Mundhdohle

2.1  Risikoverteilung

Unter den hdufigsten Krebserkrankungen finden sich Tumore des Mund- und Rachenbereiches,
bei Ménnern auf dem siebten Platz. Pradisponierende Faktoren sind langfristiger Tabak- und
Alkoholkonsum. Tabakrauchen und der Genuss von Kautabak erhdhen das Krebsrisiko im
Mund- und Rachenbereich durchschnittlich um das Sechsfache. 90 % der Patienten rauchen oder
haben langere Zeit geraucht, 80 % besitzen eine positive Alkoholanamnese. Der Konsum von
Alkohol und Tabak wirkt synergistisch und erhoht das Krebsrisiko auf das 15fache. Die
haufigsten Manifestationsorte in der Mundhohle sind Zunge, Zungengrund und
Wangenschleimhaut [93]. Manner erkranken am Plattenepithelkarzinom der Mundhdéhle friher
und fast dreifach so haufig wie Frauen. Der steigende Tabakkonsum unter Frauen fiihrte in den
1990er Jahren zu einem Anstieg der Inzidenz, der langsam in eine Abnahme ibergeht. Die
mannliche Population zeigt seit 1995 einen Rickgang der Inzidenz. Das durchschnittliche
Erkrankungsalter bei Frauen liegt im 63. Lebensjahr. Manner erkranken etwas friher im 61.
Lebensjahr [1, 2].

2.2  Diagnostik

Entscheidend flr die Prognose ist die friihzeitige Erkennung und Therapie. Eine Untersuchung
von Bornstein et al. (1990 — 2002) zeigte, dass zwischen den ersten Symptomen und der
Diagnosesicherung durchschnittlich 4 - 5 Wochen vergehen [28] Zwischen ersten Symptomen

und Diagnosesicherung sollten nicht mehr als 3 Wochen liegen. Die Verdachtsdiagnose wird



durch Inspektion der Mundhohle und Halsorgane gestellt und parallel zur radiologischen
Umgebungsdiagnostik (Sonographie, CT, MRT) histologisch gesichert.

Die Entstehung des invasiven oralen Plattenepithelkarzinom ist vermutlich ein kontinuierlicher
Prozess auf der Basis von Vorlauferlasionen und pramalignen Konditionen. Zu den
Vorlauferlasionen (Prdkanzerosen) gehoren unter anderem die Leukoplakie und die
Erythroleukoplakie. Entsprechend der WHO-Klassifikation der Kopf-Hals-Tumoren wird zur
Einteilung der Vorldauferlasionen das Konzept der intraepithelialen Neoplasien (squamdse
intraepitheliale Neoplasie = SIN) angewandt. Die Einteilung erfolgt Gber einfache Hyperplasien,
geringgradige Dysplasien (SIN 1), maRiggradige Dysplasien (SIN 1I) hin zu hochgradigen
Dysplasien (SIN 111). Letztgenannte Gruppe beinhaltet bereits das Carcinoma in situ (CIS). Zu
den pramalignen Konditionen, also tumorbegiinstigenden Erkrankungen werden z. B. der Lichen
planus, der Lichen erosivus oder auch die orale Manifestation des Lupus erythematodes gezéhlt
[91].

Der Durchbruch der Basalmembran dient als Unterscheidungsmerkmal zwischen Carcinoma in
situ und Mikrokarzinom. Als mikroinvasiv werden Tumoren mit Eindringtiefen unter 2 mm
bezeichnet. Diese Differenzierung beruht auf der Beobachtung der von der Eindringtiefe
abhangigen lokalen Metastasierungsrate. Tumoren bis 7 mm Eindringtiefe zeigen einen
prognostisch gunstigeren Therapieverlauf. Die Tumore wachsen endophytisch (99 %), in
seltenen Féllen auch exophytisch (1 %). Niedrigdifferenzierte endophytische Tumore mit
trabekuldrem Wachstum zeigen eine schnell voranschreitende Metastasierung [91]. Verrukose
Karzinome hingegen wachsen lokal destruierend und metastasieren auf Grund ihres hohen

Differenzierungsgrades nur selten.

Der zervikale Lymphknotenbefall stellt einen unabh&ngigen Prognosefaktor dar. Zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose préasentieren 40 % der Patienten Lymphknotenmetastasen. Zum Ausschluss
einer Metastasierung in Lunge, Leber und Skelettsystem wird prdoperativ ein Staging mittels

Rontgenthorax, CT oder Sonografie durchgefiihrt [12].

2.3 Therapie

Der kurative Ansatz erfolgt multimodal und beinhaltet immer eine chirurgische Tumorexzision.

Kleine, gut erreichbare Tumore der Mundhohle werden transoral entfernt. Tiefliegende



Karzinome erfordern einen seitlichen Zugang Uber die Wange oder eine Erweiterung der
Mundoffnung nach kaudal mit Mandibulotomie. Eine Maxill- oder Mandibulektomie kann

erforderlich sein.

Die makroskopische RO-Resektion muss histopathologisch durch einen Schnellschnitt und
spatere Komplettaufarbeitung bestatigt werden. Uber 40 % der als makroskopisch tumorfrei
bewerteten Resektionsrander zeigen in der feingeweblichen Untersuchung Mikrometastasen
[87, 29]. Im Falle einer non-in-sano-Resektion (R1, R2) sollte nachreseziert und postoperativ
eine radiotherapeutische Behandlung des Tumorbettes angeschlossen werden. Bei Tumoren
>pT2 erfolgt unabhdngig vom Resektionergebnis eine adjuvante Radiotherapie. Die
Nebenwirkungen der Strahlentherapie umfassen akute und chronische Veranderungen im
Bereich der Haut, Schleimhaut und Speicheldriisen und werden nach den RTOG/EORTC-
Kriterien Klassifiziert. Ein etablierter Ansatz zur kurativen Chemotherapie existiert nicht.
Inoperable Tumore werden palliativ einer kombinierten Radiochemotherapie mit

Platinverbindungen, 5-Fluoruracil oder Bleomycin unterzogen [12].

Bei Befall von Halslymphknoten, zur Sicherung eines No-Befundes oder bei hoher
Wahrscheinlichkeit einer Mikrometastasierung ist zusétzlich eine Neck Dissection notwendig
[88]. Unabhangig vom Lymphknotenstatus wird in der Regel eine selektive Neck-dissection mit
zielgerichteter Lymphknotenentfernung durchgefiihrt [94]. Lindberg beobachtete ein in Grenzen
vorhersagbares Metastasierungsmusters. Ort, Grofle und Invasionstiefe des Primartumors
entscheiden, welche Lymphstationen entfernt werden. Bei 90 % der N.-Patienten wird so eine
komplette Sanierung erreicht. Ein Lymphknotenstatus >pN1 ben6tigt eine adjuvante
Strahlentherapie [88].

Die Zweitkarzinomrate liegt bei 10 %. Alkohol- und Nikotinkonsum erhéhen das Risiko
zusatzlich [85]. Die Erhaltung von Zunge, Mandibula und Hals- und Schluckmuskulatur sind fur
die spatere Lebensqualitat des Patienten essentiell. Im Bereich des Unterkiefers ist nach

umfassender Resektion hdufig eine plastische Rekonstruktion notwendig.



3 Grundlagen der Elektroporation
3.1  Entwicklung der Elektroporation

Die Elektropermeabilisation oder Elektroporation ist in der in-vitro-Zellforschung ein etabliertes
Verfahren der Transfektion von Bakterien, Tier- und Pflanzenzellen [4]. Elektrische Impulse
vorgegebener Spannung, Dauer und Form fuhren zu einer reversiblen Erhdhung der
Permeabilitat der Zellmembran. Auf diesem Weg konnen lonen und kleine Makromolekiile

unabhéngig von ihrer natiirlichen Permeationsféhigkeit in das Zytosol gelangen.

In den 1970er Jahren entdeckt, fand die Elektroporation erstmals 1982 bei der Herstellung
transgener Organismen Anwendung. Neumann et al. nutzten das Verfahren zur Ubertragung von
DNS-Plasmiden auf Tumorzellen [4]. Gegeniiber retroviralen Vektoren und der Lipofektion ist
das Verfahren schnell und ohne Nebenwirkungen durchfiihrbar. Die bendtigten Substratmengen
sind geringer und vektorbedingte Immunantworten fehlen [5]. Gegenstand der Forschung ist die
in-vivo-Transfektion von Tumorzellen mit Marker- und Funktionsgenen [6]. Ein Beispiel ist die
erfolgreiche  Immunmodulation nach Einschleusung von chemokinkodierenden Genen in
Tumorzellen [10]. Andere Gruppen beschaftigen sich mit der elektroporationsgestiitzten
transdermalen  Applikation von  Medikamenten [7,9] oder der Nutzung von

elektropermeabilisierten Blutbestandteilen als Carrier fur Pharmazeutika [8].

Ein weiteres Anwendungsgebiet ist die Kombination aus Elektroporation und Chemotherapie.
Karzinome oder Metastasen werden einer schwach dosierten intraventsen oder intratumoralen
Chemotherapie unterzogen. AnschlieBend wird lokal die Wirksamkeit des Chemotherapeutikums
durch die Elektroporation erhoht. In diesem Zusammenhang wird auch von einer

Elektrochemotherapie gesprochen. Als Wirkstoff hat sich Bleomycin etabliert [19, 20].

3.2  Die Zellmembran und ihre Eigenschaften

Die Zellmembran ist eine Doppellipidmembran. Phosphoglyceride und Sphingolipide bilden ihre
Hauptbestandteile. Charakteristisch fir die Lipide sind eine hydrophile Kopfgruppe und
hydrophobe Alkylderivatketten. Auf Grund dieser Eigenschaften organisieren sich die Molekiile
in einer wassrigen Umgebung zu homogenen, 4 - 5 nm dicken Doppellayern. Die hydrophoben
Enden lagern sich aneinander, wéhrend die hydrophilen Kopfgruppen nach aufen gewandt

bleiben. Glykolipide und Cholesterinmolekiile stabilisieren den Verband. Je nach



Zusammensetzung enthalt die Zellmembran neben Lipiden 20 - 40 % Proteine und einen kleinen
Anteil Kohlenhydrate. Die Membranproteine sind vor allem an Transportvorgangen und der

Signaltransduktion beteiligt. Die Kohlenhydrate spielen u. a. eine Rolle in der Zellerkennung.

Der Membranaufbau erlaubt lipophilen Verbindungen, Gasen und kleinen polaren Stoffen wie
z. B. Harnstoff eine nahezu widerstandslose Passage der Zellmembran. lhre Verteilung und

Diffusion werden durch das Ficksche Diffusionsgesetz beschrieben:

J = Diffusion Am/At
A D = Diffusionskoeffizient
J=-D-—-Ac A = Fliche
d = Schichtdicke
Ac = Konzentrationsgradient

lonen und hydrophile Teilchen sind auf spezialisierte Transportwege in und aus der Zelle
angewiesen. Fir lonen existieren Gap Junctions, Kanalproteine und Tragermolekile. Die
Verteilung erfolgt ligandenreguliert,  spannungsreguliert oder folgt stochastischen
Austauschverhaltnissen. GroRere Molekile Uberwinden die Zellmembran mittels Transport-
ATPasen sekundér aktiv. Das zuerst entdeckte Transportprotein ist das MDR-Protein (multidrug
resistance). Dieses entfernt in Zellen eingedrungene Zytostatika unter Energieverbrauch aus dem

Zellinnern.

3.3  Theorie der Elektroporation

Die Plasmamembran stellt fur viele Makromolekiile eine Diffusionsbarriere dar. Dies mindert
die Wirksamkeit von Pharmaka, Zytostatika und DNS-Bestandteilen. Relevant fur die
Permeationsfahigkeit einer Verbindung sind GroRe, Ladungsverteilung und Vorhandensein eines
entsprechenden Transportsystems. Neumann et al. haben gezeigt, dass sich bei der
Elektroporation durch das Anlegen einer elektrischen Spannung die Membrandurchlassigkeit der
im elektrischen Feld befindlichen Zellen signifikant steigern lasst [4]. Dieses Phdnomen ist von
kurzer Dauer und reversibel. Intrazellulare Membranen, wie die der Mitochondrien, werden

hiervon nicht beeinflusst.

Zu den genauen physiologischen Ablaufen bei der Elektropermeation existieren verschiedene

Theorien: Unter Anlage hoher Spannungen und in hypoosmolarer Umgebung angefertigte



elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen kleine Membranporen [21]. Der Theorie zufolge
ermoglichen die sogenannten Elektroporen einen raschen transmembranen Stofffluss. Nicht
erklarbar bleibt, weshalb das Verfahren auch bei geringer Spannung und ohne Nachweis
entsprechender Poren funktioniert. Eine weitere Theorie vermutet, dass die zugefuhrte Energie
innerhalb der Plasmamembran zu einer verstarkten Molekilbewegung flhrt. Kurzfristige
Umstrukturierungen fihren zu kleinen, reversiblen Einrissen mit hydrophobem Charakter,

sogenannten ,transienten Poren* [22].

Es gibt Hinweise auf zwei ineinander tbergehende Porenstrukturen mit unterschiedlichen
Eigenschaften. Nach einem Spannungsimpuls finden sich fur wenige Millisekunden groRere
Lochstrukturen. Molekile bis zu einer GroRe von mehreren kDa konnen kurzfristig die
Zellmembran Uberwinden. Hierbei passieren nur wenige in der unmittelbaren Umgebung
befindliche Molekiile die Membran, ohne dass es zu einem Konzentrationsausgleich kommen
kann. Fur kleinere Molekile und lonen bleibt die Zellmembran noch Sekunden bis Minuten
permeabel. Dabei wird ein Ubergang der groBen ,transienten Poren in kleine stabilere

Porenstrukturen postuliert [24].

Der Wiederverschluss, das sogenannte Resealing, unterliegt verschiedenen EinflussgréRRen: Die
Temperatur beeinflusst (ber die Brownsche Molekularbewegung die Zeitspanne der
Membranreorganisation in Abhangigkeit von der PorengroRe, dem osmotische Druck, der
Ladungsverteilung und der Elektroporationsparameter (Feldstarke, Dauer, Frequenz). Der
jeweilige Anteil dieser Faktoren ist Gegenstand der aktuellen Forschung [24, 23].

3.4  Parameter der Elektroporation

Die Aufnahme von Molekulen in die Zielzelle ist bei der Elektroporation von verschiedenen
Faktoren abhéngig. Dazu gehoren das spezifische Schwellenpotential, Impulscharakteristika wie
Lange und Dauer, das Spannungsmuster und die Applikationsform.

3.4.1 Elektrisches Feld und Schwellenpotential

Wahrend der Elektroporation wird zwischen zwei Elektroden eine Spannung (U) angelegt. Aus

dem Quotienten der Spannung (U) und dem Abstand der Elektroden (d) ergibt sich die
elektrische Feldstérke (E):



E=Y [E]=1Y

Zwischen den Elektroden befinden sich in einem entsprechenden Medium die zu
permeabilisierenden Zellen. In Abhéngigkeit vom spezifischen elektrischen Widerstand (o) des
Mediums kommt es zu einem Stromfluss. ¢ ist abhdngig von der lonenkonzentration und betragt
zwischen 100 Qcm fir physiologische Salzlésungen und mehreren kQcm fir nichtionische

Losungen. Die sich daraus ergebende Stromdichte j errechnet sich wie folgt:
i=5 [i1=1e;
Zellmembranen besitzen in vitro eine im Gegensatz zum Medium geringe Leitfahigkeit. Dadurch

kommt es beim Aufbau des elektrischen Feldes zur Entstehung eines transmembranen Potentials

(AVp). Dieses ist abhéngig von der elektrische Feldstarke und dem Zellradius (r):

r = Zellradius

AV, =2E-r-c0s® E = elektrische Feldstarke .
AV, = transmembranes Potential
® = magnetische Durchflutung

Es kann gezeigt werden, dass zur erfolgreichen Elektroporation in Abhéngigkeit von der

ZellgroRe das Uberschreiten eines spezifischen Schwellenpotentials AV notwendig ist [25].

r = Zellradius
AV, =3E,-r Es = elektrische Feldstérke
AV, = Schwellenpotential

AV; liegt je nach Zellart zwischen 0,6 und 1,1 V. Die Formel zeigt die Abhangigkeit von der
Feldstarke E und dem Zellradius r. Bakterien bendtigen eine Feldstdrke von mehreren kV/cm,
wahrend fur groRere Pflanzenzellen einige hundert VV/cm ausreichen. Die fir die Elektroporation
von humanoiden Zellen erforderlichen Feldstarken betragen 300 - 500 V/cm flr Tumoren, 450
V/cm fir Muskulatur, 380 V/cm fiir Leberzellen [26] und 3kV/cm fiir Erythrozyten [24]. Diese

Werte gelten unter Normalbedingungen und homogener elektrischer Feldverteilung. Um die



vollstandige Elektroporation aller im elektrischen Feld befindlichen Zellen zu erreichen, werden
in der Praxis hohere Feldstarken verwendet. Es kann gezeigt werden, dass die Anzahl der
transienten Poren oberhalb von AV in direkter Abh&ngigkeit zur Feldstarke ansteigt [24].
Thermische Effekte begrenzen diese Entwicklung. Uber 1000 V/cm kann die Stromstérke
mehrere  Ampere betragen, was bei Steigerung eine Uberwarmung und Storung der
Membranstruktur mit anschlielender Zelllyse zur Folge haben kann. In vivo sind Feldstérken
von 780 - 1500 V/cm am effektivsten, ohne zu entsprechenden Schaden zu fiihren [27].

3.4.2 Impulsanzahl und Impulsdauer

Vergleichbar mit dem Schwellenpotential AV der Feldstarke existiert auch bei der Impulsdauer
ein Schwellenbereich. Liegt die effektive Spannung weniger als 1 us an, reicht die Dauer des
transmembrandsen Potentials nicht aus, um kinetische Prozesse anzustofRen. Untersuchungen im
Nanosekundenbereich (10 — 300ns) zeigen einen Einfluss auf intrazellulére
Stoffwechselvorgénge, die Entstehung von Elektroporen konnte unter 1 ups jedoch nicht

nachgewiesen werden [38].

Oberhalb einer Mikrosekunde existiert bei der Elektroporation eine gleichsinnige Abhangigkeit
von Impulsdauer und Feldstarke (Abb.1). Eine kirzere Dauer kann, so lange sie Uber dem
Schwellenwert liegt, durch ein starkeres elektrisches Feld kompensiert werden. Umgekehrt kann

eine langere Impulsdauer die Effektivitat einer niedrigen Feldstérke erhéhen.

Electric Field / Lvrp;cr:; p:;:vr:?;ers
% Lysing of Cells
ity 7 Typical parameters
for gene delivery
\7
R
Minimum Membrane = 50Viem 41— # -,,”W
Breakdown Voltage
= =°<¥7V : : No Effect

"= 100 psec - 20‘msec
: Pulse Length

Relaxation Time
of Cell = 1 pusec

Abb.1 Abhéngigkeit der Elektroporation von Impulsdauer (Pulse Length) und
Feldstarke (Electric Field) (logarith. Darstellung) [51]



Feldstarke und Impulsdauer miissen bei der Elektropermeabilisation dem jeweiligen Substrat
angepasst werden. DNS-Plasmide bendtigen langere Impulse (10 ms) kombiniert mit
schwécheren Feldstarken (105 V/cm). Chemotherapeutika wie Bleomycin bendtigen kurze
SpannungsstdlRe (100 us) mit hohen Feldstarken (> 600 V/cm) [28]. Eine urséchliche Klarung

dieser Spezifitat steht noch aus.

Die Anzahl der SpannungsstéfRe n hat ebenfalls Einfluss auf die Permeabilisation und verhalt
sich mit der Dauer t gleichsinnig. Die Effektivitat der Elektroporation ist direkt abhangig vom
Produkt nt, so dass oberhalb der Schwellenwerte beide Parameter gegeneinander verschoben
werden konnen [51]. Feldstérke, Impulsdauer und Impulszahl verhalten sich gleichsinnig und

ermdoglichen eine multifaktorielle Beeinflussung der Elektroporation.

3.4.3 Spannungsmuster

Fur die in-vitro-Elektroporation werden Generatoren mit einer exponentiell abfallenden
Spannung verwendet (Abb.2). lhre Funktionsweise beruht auf der Entladung groRer
Kondensatoren. Nach einer langsamen Aufladephase erreichen sie ihre Maximalspannung,
welche bei Entladung exponentiell abfallt. Die theoretische Pulslange, definiert als die Zeit
zwischen Maximalspannung und Erreichen eines Wertes von 1/e der Ladespannung (e = 2,718),
ist abhdngig vom Widerstand des Mediums. Verdnderungen in der Zusammensetzung des
Mediums und des Abstandes der Elektroden haben Einfluss auf den Widerstand (R) und damit

die Entladungszeit.

At Uc = Kondensatorspannung
U, :erfﬁ Uo = Leerlaufspannung
R = Widerstand
C = Kapazitat
At = Zeit seit Beginn der
Entladung

Generatoren auf Kondensatorbasis besitzen mehrere Nachteile. Auf Grund der Heterogenitét
einer Zellsuspension ist eine exakte Berechnung der Entladung nicht moglich. Ebenfalls
problematisch ist die im Vergleich zur mittleren Spannung hohe Anfangsspannung. Ein Impuls
von 780 - 1500 V/cm bendtigt eine deutlich hohere Maximalspannung. Dies fiihrt zu einer

vermehrten Anzahl an Zelllysen und birgt die Gefahr eines Lichtbogens mit hohem Stromfluss
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und Hitzeentwicklung. Mikroben tolerieren kurzzeitige Temperaturanstiege besser als eukaryote
Zellen, weshalb kondensatorgestiitzte Spannungsquellen fur die Elektroporation von Bakterien
eingesetzt werden kénnen. Dabei finden Feldstarken bis 2500 VV/cm und Impulslangen von bis zu

5 ms Verwendung [28]. Kondensatorgestiitzte Generatoren sind sehr kostengunstig.

U uv |

t/s t/s

Abb. 2 Exponentieller Abfall der Spannung bei Abb. 3 Generator mit Rechteckspannung
Kondensatorgeneratoren

In vivo werden Generatoren mit Rechteckspannung verwendet (Abb.2). Diese sind teuer,
erlauben auf Grund ihres gradlinigen Spannungsverlaufes jedoch eine optimale Steuerung der
Elektroporation. Gewiinschte Amplitude und Dauer kénnen im Vorfeld eingestellt werden. Diese
Generatoren basieren ebenfalls auf einer kapazitativen Entladung, verwenden jedoch mehrere
Kondensatoren und begradigen Spannungsspitzen. Rechteckspannungen eignen sich v. a. fir

Pflanzen-, Tier- und humanoide Zellen [30].

Eine weitere Applikationsmoglichkeit sind Radiofrequenzgeneratoren. Hiermit kdnnen
sinusformige, rechteckige oder exponentielle Impulse mit Frequenzen von bis zu 50.000 Hz
erzeugt werden. Zuséatzlich besteht die Mdoglichkeit, zwischen monopolaren oder bipolaren
Mustern zu waéhlen. Bisher sind in der Elektrochemotherapie noch keine in-vivo-Versuche
durchgefuhrt worden. Es gibt Hinweise, dass Radiofrequenzimpulse fiir die Zellintegritat

vertraglicher sind [30].
Der fir die in-vivo-Therapie eingesetzte Impulsgenerator ist der MedPulser® der Firma

Genetronics, ein auf Rechteckspannung basierter Generator mit der Maoglichkeit der

Programmierung von Spannungen, Dauer und Polaritat (Abb.4).
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(Abb. 4) MedPulser® Inovio (Genetronics)

3.4.4 Applikation

Die Applikation der Spannungsimpulse muss den jeweiligen Anforderungen angepasst werden.
Fur die in-vitro-Elektroporation kommen Glas- oder Kunststoffkiivetten mit Aluminium-, Stahl-
oder Edelmetallelektroden zur Anwendung (Abb.5). ElektrodengrdoRe und Plattenabstand sind
abhangig vom Volumen der Probe. Zu beachten ist, dass mit VergroRerung des
Elektrodenabstandes die Homogenitat des elektrischen Feldes abnimmt. GréRere Flachen senken
den Widerstand, was durch weniger leitfahige Medien ausgeglichen werden muss. Aus diesem

Grund werden vorzugsweise Kivetten mit 2 - 4 mm Abstand verwendet.

Abb. 5 Standard in-vitro-Kivette der Firma BTX

,Flowthrough Chambers* ermdglichen die Elektroporation von Zellsuspensionen mit gréReren
Volumina (> 50 ml). Die Zellen werden nicht statisch behandelt, sondern im Fluss kontinuierlich
durch ein elektrisches Feld geleitet und dabei elektroporiert. Um die Zahl der Zelllysen gering zu

halten, kdnnen schwachere Felder mit mehreren Zyklen kombiniert werden [30].
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Die in-vivo-Elektroporation wird in erster Linie bei kompakten Zellverbdanden (z. B. Tumoren)
durchgefuhrt. Zelladh&sion und spezielle elektrostatische Eigenschaften bendétigen ein
angepasstes VVorgehen. Des weiteren mussen die Applikatoren fir eine klinische Anwendung
geeignet sein und ein ausreichendes MaR an Sicherheit gewahrleisten. Subkutan liegende
Tumoren konnen transdermal klammerartig mit Plattenelektroden fixiert und elektroporiert
werden (Abb.6). Durch Veranderung des Plattenabstandes, der Grofle und der Spannung l&sst

sich das elektrische Feld dem Zielvolumen anpassen.

Abb. 6 Plattenelektroden

Auf Grund des geringen Wassergehaltes besitzt das Stratum corneum (15 pm) im Vergleich zum
darrunterliegenden Gewebe einen vielfach héheren Widerstand. Die dadurch entstehende
Spannungskonzentration fuhrt zu einer Erwérmung der Haut, was Zelllysen und Verbrennungen
zur Folge haben kann. Durch ungleichmaBigen Hautkontakt und in den Randbereichen der
Elektroden kommt es ebenfalls zu einer Konzentration des -elektrischen Feldes mit
entsprechenden thermischen Lasionen. Abgerundete Elektrodenecken und Kontaktgel reduzieren
dieses auch als ,,edge effect bezeichnete Phinomen [32, 34]. GrofBe, tieferliegende Tumore
werden vom elektrischen Feld der Plattenelektroden nicht voll erfasst oder benétigen eine héhere
Spannungen, die zu beschriebenen Lé&sionen fiihrt [33].

Alternativ werden nadelférmige Elektroden transdermal in den Tumor eingefiihrt. Das stratum
corneum wird dadurch tberbriickt, thermische Hautschaden reduziert und umliegende Strukturen
geschont. Erstmalig wurden solche Nadelelektroden bei der experimentellen Behandlung von
Hirntumoren bei Fischer-Ratten verwendet [35]. Der nahezu punktférmige Elektrodenquerschnitt
fhrt zu einem spindelformigen Feldverlauf zwischen den Polen. Im Gegensatz zu den

Plattenelektroden entsteht dadurch ein inhomogenes Feld mit Konzentrationsspitzen im Bereich
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der Nadeln (Abb.7). Die beschriebenen thermischen Effekte treten nur punktuell im zu
therapierenden Zielgebiet auf.
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Abb. 7 2-Nadelmuster Feldverteilung Abb. 8 4-Nadelmuster Feldverteilung

Um die Homogenitdt zu verbessern, wurden Mehrnadelelektroden entwickelt, wobei sich das
Sechs-Nadel-Muster etabliert hat (Abb.9). Sechs im Kreis angeordnete Nadelelektroden werden
in einer vorgegebenen Reihenfolge durchgeschaltet, so dass wie oben abgebildet jeweils vier
aktiv sind. Zwei nebeneinander liegende Nadeln bilden die Kathode und ihr gegentiberliegendes
Paar die Anode (Abb.8). Nach jedem Spannungsstol? rotiert das Muster im Uhrzeigersinn um
eine Elektrode bzw. 60° weiter. In Summe werden sechs Impulse verabreicht. Ein
Computerprogramm stitzt die Errechnung der fiir eine vollstandige Elektroporation benétigten
Spannung [36]. Unter Applikation mehrerer rotierender Impulse entsteht im Zentrum durch
Addition ein homogenes Elekroporationsfeld. Die jeweilige Einzelspannung kann reduziert und
somit thermische Schaden minimiert werden. Da die bendtigte Spannung von der
Elektrodendistanz ~ abhdngig ist, sind  Nadelapplikatoren zur  Vermeidung von
Feldkonzentrationen auf einen Durchmesser von 10 bis 15 mm begrenzt. Aulerhalb der
Elektrodenanordnung féllt die Feldstarke exponentiell ab, so dass das umliegende Gewebe

unbeeintrachtigt bleibt.

Abb.9 6-Nadel Applikator GF 3101 (Firma Inovio)
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Um alle Tumoranteile zu erfassen, sollten die distalen Elektrodenenden Uber das Zielgewebe
hinausragen. Die Lange der Nadeln unterliegt keiner Begrenzung. Proximale Anteil kdnnen
isoliert oder Abstandhalter eingesetzt werden [37]. GroRere Bereiche werden durch mehrfache

Applikation elektropermeabilisiert.

Der Einsatz von Multi-Nadel-Gittern ist weitestgehend verlassen. Die in einer Lochplatte
entsprechend dem Zielgebiet verteilten Nadeln werden in quadratische Vierergruppen
zusammengefasst und nach dem oben beschriebenen Prinzip durchgeschaltet. Auf diese Art wird
das zu behandelnde Gebiet in Wurfel unterteilt und in Sequenzen elektroporiert. Die Anwendung

ist fir einen klinischen Einsatz zu aufwendig [33].

4 Elektrochemotherapie
4.1  Entwicklung

Okino und Mohri nutzten 1987 als Erste erfolgreich eine Kombination aus Elektroporation und
Bleomycin zur Behandlung des hepatozellularen Karzinoms (AH-109A) am Donryu-Ratten-
Modell [11]. 30 Min. nach einer intramuskuldaren Injektion von 5 mg Bleomycin erhielten die
Tumore einen einmaligen Spannungsstol’. Der Impuls dauerte 2 ms bei einer Starke von 5 kV/cm
und wurde Uber zwei externe Plattenelektroden vermittelt. Nach vier Tagen zeigten die Tumore
eine durchschnittliche Remission auf 17 % der InitialgroRe. In weiteren Studien wurde gezeigt,
dass sich das Uberleben der Testtiere um (iber 200 % verlangerte. Das verwendete
hepatozellulare Malignom vom Typ AH-109A ist in vivo, ausgenommen Mitomycin-C,
konventionell nicht chemosensibel [32]. Bleomycin reichert sich auf Grund seines hydrophilen
Molekdilcharakters nur zu einem geringen Teil (0,1 %) im Zytosol an. Die Durchflihrung einer
Elektroporation fuhrt zu einem intrazelluldren Konzentrationsanstieg auf das 300 - 700fache mit
einem zytotoxischen Wirkungsanstieg um das bis zu 10.000fache [33, 70].

Andere Tumor-Maus-Modelle, z. B. beim Pankreaskarzinom, malignen Melanom, kolorektalen

Karzinom oder Mammakarzinom, zeigten ahnliche Ergebnisse [13, 14, 15,16].

Die ersten klinischen Studien veréffentlichten Mir et al. 1991 mit acht an Plattenepithelkarzinom
des Mundraumes erkrankten Patienten [19, 20]. Die Tumore waren zuvor erfolglos einer

konventionellen, palliativen Chemotherapie unterzogen worden. Einer intraventsen Injektion

15



von 10 mg/m? folgte 3,5 Min. spater die Tumorelektroporation mittels Plattenelektroden. Die
dabei eingesetzte Menge an Bleomycin entsprach einem Sechstel der in der konventionellen
Chemotherapie gewichtsadaptierten Dosis. Im Vergleich zu den in-vivo-Versuchen von Okino et
al. erfolgte die mehrfache Applikation von bis zu acht Spannungsstof3en bei einer Feldstarke von
1,3 kV/cm. Von 40 behandelten Tumorknoten zeigten 23 (57 %) eine Komplett- und 6 (15 %)
eine Teilremission. Die ersten Veranderungen in Form von Nekrosen und Inkrustierung traten 3
Tage nach Behandlung auf. Die Komplettremissionen heilten nach Wochen zum Teil narbenfrei
ab. Tumorknoten ohne entsprechende Kombination aus Elektroporation und Bleomycin zeigten
im Wachstum keine Verdnderung. Mir et al. verwendeten erstmals den Begriff der
Elektrochemotherapie (ECT) [19, 20].

In den letzten Jahren erfolgte mehrere Phase-11- und -111-Studien mit verschiedenen Tumoren.
Bei der ESOPE- (European Standard Operating Procedure on Electrochemotherapy) Studie
wurden multizentrisch 41 Patienten mit 171 Hautmetastasen unterschiedlicher Primartumore
einer Elektrochemotherapie mit Bleomycin oder Cisplatin unterzogen. Alle Patienten hatten
zuvor die entsprechenden Standardtherapien erfolglos durchlaufen. Die Histologie der Tumoren
wurde bei der Auswahl nicht berlcksichtigt. 73,7 % der Metastasen zeigten eine
Komplettremission, definiert als eine Tumorreduktion von mehr als 50 %. 11,1 % entwickelten
eine partielle Remission mit einer Verkleinerung von weniger als 50 %. 10,5 % der Tumoren
zeigten keine Veranderung und 4,7 % ein progressives Wachstum. Toxische Nebenwirkungen
wurden nicht festgestellt. 96 % der Patienten héatten bei Bedarf einer erneuten Behandlung
zugestimmt [71]. John et al. zeigten in einer vergleichbaren Arbeit eine Ansprechrate (komplette
oder partielle Remission) von 82 % [72]. Weitere klinische Phase-Il- und -11I-Studien sind

aktuell in Vorbereitung oder laufen.

4.2  Tumorspezifitat

Die in einer systemischen Chemotherapie verwendeten Bleomycinkonzentrationen schadigen
neben den Malignomzellen auch gesundes, proliferierendes Gewebe. In den bisher
durchgefthrten klinischen Studien wurden fir die Elektrochemotherapie durchschnittlich 10%
der konventionellen Dosen bendtigt. Dies bedeutet eine wesentlich geringere Belastung des
Gesamtorganismus. Weiterhin konnte in Tierversuchen gezeigt werden, dass sich gesundes
Gewebe unter Elektrochemotherapie deutlich stabiler verhélt und weniger Schaden aufweist als

Tumorgewebe. Dieser Unterschied ist dosisabhdngig [56]. Ursachlich fir die erhohte
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Empfindlichkeit der Malignomzellen ist zum einen die stoffwechselbedingt gesteigerte
Chemosensibilitdt und zum anderen die groRere Dichte an transienten Elektroporen. Dies steht
vermutlich mit dem unkontrolliert beschleunigten Zellstoffwechsel des Tumorgewebes in

Zusammenhang [56, 51].

Die Effizienz der Elektrochemotherapie ist unabh&ngig von der Tumorhistologie. Die klinischen
Studien umfassen mehrere Tumorentitdten und verwenden fir alle die gleichen
Therapiestandards. Dabei lassen sich in der Wirkung keine entitatsabhangigen Unterschiede
erkennen [71, 72].

4.3 Vascular lock

Untersuchungen ergaben, dass es zeitgleich mit der Elektroporation zu einer
Widerstandszunahme im GeféBsystem kommt [55]. Urséchlich ist eine, durch das elektrische
Feld ausgeloste Aktivierung lokaler sympathischer Nervenfasern mit anschliefRender
Vasokonstriktion. Flinf Minuten nach Ende der Elektropermeation liegt die Sauerstoffséttigung
als Ausdruck der Vasokonstriktion und Minderperfusion 75 % unter der Norm, nach sechs
Stunden noch 30 % darunter. Eine erniedrigte Sauerstoffsattigung war noch nach Uber
24 Stunden nachweisbar [55]. Der als ,,vascular lock® bezeichnete Effekt konnte ein ldngeres
Verbleiben des Chemotherapeutikums im haufig hypervaskularisierten Tumorgewebe bewirken

und so den Effekt der Elektrochemotherapie verstarken [45].

4.4  Beteiligung des Immunsystems

Es ist nicht anzunehmen, dass bei der Elektrochemotherapie alle Tumorzellen in ausreichendem
MaRe elektroporiert und mit Bleomycin geimpft werden. Dennoch kommt es reproduzierbar zu
Komplettremissionen ohne Nachweis vitaler Tumorzellen. Zudem konnte gezeigt werden, dass
die Ansprechrate in immunkompetenten Maéausen hoher st als in immundefizienten
Versuchstieren [53]. Diese Beobachtungen weisen auf eine Aktivierung des Immunsystems hin.
Sersa et al. beobachteten nach Behandlung eine erhohte Aktivitdt der T-Lymphozyten und
Monozyten. Durch Applikation des monoklonalen Antikérpers OKT3 gegen T-Lymphozyten lie3
sich die Effektivitat der Elektroporation signifikant senken. Dementsprechend konnte der Einsatz

des Immunmodulators IL-2 zu einer erhdhten Remissionsrate beitragen [53, 54].
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45  Elektrochemotherapie (ECT) und Multi-Drug-Resistance (MDR)

Ein in der Chemotherapie bedeutsames Problem ist die Multi-Drug-Resistance (MDR). Die fur
Bleomycin in Frage kommenden Mechanismen werden im Folgenden behandelt (siehe 5.2.3
Resistenzen). Durch die Entstehung von Elektroporen stromt ein Vielfaches der sonst passiv
diffundierenden Molekule nach Intrazelluldr. Verénderte Bindungsproteine im Bereich der
Zellmembran oder langsame Exozytosevorgénge zeigen nach der Elektrochemotherapie keinen,

oder nur noch einen geringen Einfluss auf die intrazelluldre Konzentration [33].

4.6  Therapieparameter
4.6.1 Zytostatikainjektion

Bei der intravendsen Verabreichung sind die Verteilungszeit und das Verteilungsvolumen zu
bertcksichtigen. Wahrend am Mausmodell der optimale Zeitpunkt fur eine intraventse Gabe 3 -
7 Min. vor Elektroporation betragt, zeigten Domenge et al. fir den Menschen ein Zeitfenster
von 8 - 28 Min. [34]. Die Dosierung wird dabei anhand der Kdrperoberflache ermittelt und liegt
in der Regel unter der konventionellen Gesamtdosis. Problematisch ist die zentral verminderte
Tumordurchblutung sowie der intratumoral erhohte Turgor. Die Aufnahme peripher

zirkulierender Zytostatika ist dadurch messbar eingeschrankt.

Verglichen mit der intravendsen Verabreichung bietet die intratumorale Injektion eine gezieltere
Distribution ohne Abhéngigkeit von der Durchblutungssituation. Durch den Einsatz einer
geringeren Substanzmenge konnen Nebenwirkungen reduziert werden. Die Dosisberechnung
richtet sich dabei nach der Tumormasse. Die Injektion muss langsam und facherférmig erfolgen,
um eine mdglichst hohe Substanzkonzentration im Tumorgewebe zu erreichen. Bei der
Behandlung mehrerer Knoten kann durch die intratumorale Injektion jeder Tumor einzeln
infiltriert und elektroporiert werden. Heller et al. konnten in einer klinischen Studie zeigen, dass
sich bei einem Wechsel der Applikationsart von intravends auf intratumoral die Ansprechrate
von 72 % auf 99 % steigern lasst. Die Rate der Komplettremissionen stieg von 33 % auf 91 %
[37].

Das optimale Zeitfenster fir die intratumorale Injektion ist kiirzer als bei der intravendsen Gabe
und liegt bei 0-15 Min. vor Elektroporation. Bisher gibt es keine exakten Daten Uber den

Konzentrationsverlauf. Abhéngig von den physiologischen Verhéltnissen geht man bei einem.
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Injektion-Elektroporations-Abstand von unter drei Minuten von 70 % und bei weniger als 10
Min. von 30 -50 % der Ausgangskonzentration der Zytostatika aus [27]. Die Zugabe von
vasokonstriktiven Substanzen wie Adrenalin kann einen zu schnellen vendsen Abfluss
verhindern und so das Zeitfenster flr die Elektroporation vergréf3ern. Eine standardmaRige

Anwendung konnte sich jedoch nicht etablieren [37].

Eine weitere Alternative stellt die intraarterielle Gabe dar. Bei apparativ und medizinisch
groRerem Aufwand minimiert dieses Vorgehen die direkte Manipulation am Tumor. Hierfir
mussen die versorgenden GefalRe z. B. mit Hilfe eines Farbstoffes oder einer Angiografie
selektiv identifiziert und punktiert werden. Vorteil im Vergleich zur intratumoralen Injektion ist
die gezieltere Zufuhr des Zytostatikums. Bisher gibt es keine Daten zum Vergleich zwischen
intratumoraler und intraarterieller Injektion. Die intratumorale Gabe ist die klinisch etablierte

Applikationsform.
4.6.2 Dosierung

Bleomycin ist Bestandteil vieler etablierter Chemotherapieregime (BEACOPP, ABVD). Die
Dosierung pro Zyklus betragt 10 - 30 mg/m? und muss je nach Schema mehrfach wiederholt
werden. Auf Grund unterschiedlicher biologischer Aktivitdten wird die Dosis heute nicht mehr in
Milligramm sondern in Unit angegeben. Ein Milligramm enthalt je nach Potenz 1,5 - 2,0 Units
Bleomycin. Im Mausmodell werden bei der Elektrochemotherapie intravends minimal 10 pg
oder 0,025 U pro Tier verabreicht [49]. Die intraventse Infusion beim Menschen erfolgt mit
15 mg/m? oder 18 - 27 U/m? Diese Dosierung ist vergleichbar mit der einer konventionellen

Chemotherapie, erfolgt jedoch nur einmalig [34, 45].

Die intratumorale Gabe ist nicht von der Korperoberflache, sondern von der TumorgréRe
abhéangig (Tab.1). Dabei wird kein Unterschied zwischen Tiermodell und Patient gemacht. In

den meisten Studien verhdlt sich die Dosierung wie folgt:

Tumorvolumen/ | Dosis/ Units

mm?

<100 0,5
100 - 150 0,75
150 - 500 1,0
500 - 1000 15
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1000 - 2000 2,0
2000 - 3000 2,5
3000 - 4000 3,0
4000 - 5000 3,5

>5000 4,0

Tab. 1 Bleomycinmenge in Abhéangigkeit vom Tumorvolumen

Bei der Behandlung multipler Knoten sollte kontrolliert werden, ob die Summe der einzelnen
Tumordosen die einer normalen intravendsen Dosis erreicht. Liegt sie dariiber, sollten 15 mg/m?

Chemotherapeutikum zentral appliziert werden, um eine Akkumulation zu vermeiden.

4.6.3 Impulsstarke und Impulslange

Bei Bleomycin handelt es sich im Vergleich zu anderen Elektroporations-Substraten um ein
kleines Molekil. Dementsprechend ist ein Impuls von hoher Spannung und kurzer Dauer nétig.
Die ersten in-vitro-Versuche der Elektrochemotherapie ergaben fur Bleomycin einen
logarithmischen Verlauf der Feldstarke-Uberlebenskurve. Ab 800 V/cm (bei 100 ps Pulsliange)
kam es zu einer steilen Zunahme apoptotischer Zellen. Eine vollstdndige Eradikation der
Tumorzellen zeigte sich ab 1300 V/cm [50]. Die Parameter wurden zuerst fir in-vivo-Versuche,
spater in klinischen Studien erfolgreich Gbernommen. Mit der Einfihrung der (invasiven)
Nadelelektroden wurde eine Anpassung der Parameter notwendig. Das Wegfallen der
Hautbarriere sowie der geringere Abstand zwischen den Elektroden verringern das
Schwellenpotentials AVs. Im Bereich von 600 - 780 V/cm kommt es je nach Zellart zu einer
70 %igen Ansprechrate [51]. Die Pulsgeneratoren der Firma Genetronics geben automatisch je
nach Applikator und Elektrodenabstand eine Feldstérke von bis zu 1500 V/cm vor. Entscheidend
bei der Auswahl der Feldstarke ist nicht das Applikatorzentrum, sondern der periphere
elektrodennahe Bereich. Die Feldstarke nimmt auf3erhalb des Elektrodenkreises in Abhangigkeit
von der Entfernung logarithmisch ab. Um im Randbereich noch eine ausreichende

Elektroporation zu gewahrleisten, muss dies durch eine hthere Spannung kompensiert werden.

Neuere Daten zeigen, dass je nach Tumorentitét eine individuelle Anpassung der Parameter eine

Effektivitatssteigerung bewirken kann. Lewis-Lungentumore z. B. profitieren von einer langeren
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Pulsdauer bei gleichbleibender Feldstarke [52]. Demnach bedarf es weiterer Untersuchungen zur
Optimierung der Pulsstarke und -l&ange fir verschiedene Tumorarten.

4.7  Grenzen der Elektrochemotherapie

Die Mehrzahl der bisherigen Daten Uber die Elektrochemotherapie wurden in vitro oder in vivo
an kleinen oberflachlichen ~ Tumoren gewonnen. Durch  Weiterentwicklung des
Elektrodendesigns kénnen mittlerweile auch groRere Tumoren behandelt werden. Dabei ist zu
beachten, dass mit dem Durchmesser auch die Heterogenitat der Tumorzellen zunimmt. Zellen
im Tumorinnern sind auf Grund schlechterer Wachstumsvoraussetzungen und begrenzter
nutritiver Versorgung bis zu 30 % kleiner als periphere Zellen. Da die notwendige Feldstarke
direkt vom Zellradius abhéngt, besteht hier die Gefahr der nicht ausreichenden Elektroporation.
Zudem ist die Diffusionsstrecke langer und das Bleomycinreservoir kleiner. Bei unzureichender
Anpassung der Parameter kann die Effektivitat der Elektrochemotherapie abgeschwécht werden
[57].

Applikatoren der neueren Generation ermdglichen die Elektroporation tief liegender Tumore.
Lange, nach proximal isolierte Elektroden kénnen bis in das Zielgewebe vordringen, ohne das
oberflachliche Gewebe dem elektrischen Feld auszusetzen. Die Kombination aus

endoskopischem Zugang und flexiblen Elektroden ermdglicht einen endoluminalen Einsatz.

4.8  Nebenwirkungen

Die Elektrochemotherapie wird in der Regel unter Sedation oder Allgemeinanasthesie
durchgefuhrt. Nicht analgosedierte Patienten beschreiben die durch die Impulse verursachten
Muskelkontraktionen als schmerzhaft. Neue Untersuchungen weisen darauf hin, dass eine
Erhohung der Pulsfrequenz von 1Hz auf 200 Hz die Refraktarzeit der Muskelfasern
unterschreitet. Eine Repolarisation zwischen den Impulsen ist nicht méglich und der Patient
nimmt anstatt von z. B. acht Impulsen nur eine Muskelkontraktion wahr. Die Effektivitat der

Elektroporation bleibt in diesem Frequenzbereich unveréndert [58].

Ebenfalls unerwiinscht ist die lokale Uberwdrmung des Gewebes. Durch die hohe
Feldkonzentration im elektrodennahen Bereich kommt es zur Erwdrmung mit thermischen

Lasionen, die Rotung, Odeme und Nekrosen umfassen. In den bisherigen klinischen Studien
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zeigten sich die Lasionen lokal begrenzt und wenig schmerzhaft. Die Abheilung des therapierten
Areals erfolgte nach Abbau der Nekrose in der Regel problemlos. Wundheilungsstérungen sind
selten [51].

Patienten mit einem Herzschrittmacher werden vorsichtshalber von der Elektrochemotherapie
ausgeschlossen. Die Impulse der Elektroporation bilden sich im EKG ab, haben jedoch keinerlei

Einfluss auf Blutdruck, Erregungsleitung und Herzfrequenz.

Durch Zytostatika verursachte Nebenwirkungen héngen von der jeweiligen Substanz und
Dosierung ab. Die im Vergleich zur konventionellen intravendsen Bleomycintherapie
verwendete Substanzmenge ist geringer. Extratumorale Effekte sind damit selten und schwach

ausgepragt.

5 Zytostatika

5.1  Anforderungen im Rahmen der Elektrochemotherapie

In der klassischen Chemotherapie ist die zytostatische Wirksamkeit eines Substrates bei
intrazellularem Wirkmechanismus direkt abh&ngig von der zellularen Aufnahme. Diese kann
passiv oder durch aktive Transportmechanismen erfolgen. Da die zellulare Doppelllipidmembran
das Eindringen hydrophiler Substanzen verhindert, ist fir die passive Membranpassage

Lipophilitat eine VVoraussetzung.

Im Rahmen der Elektrochemotherapie ermdglicht die Elektroporation die Membranpassage
unabhédngig von der Polaritdt und begrenzt den Effekt auf das induzierte elektrische Feld.
Demnach besitzt das fur die Elektrochemotherapie optimale Zytostatikum einen intrazelluldaren
Wirkmechanismus bei hydrophilem Molekiilcharakter. Zellen aulerhalb des elektrischen Feldes
reichern auf Grund der schlechten passiven Diffusion nur geringe intrazelluldare
Wirkstoffmengen an. Innerhalb des elektrischen Feldes erfolgt ein gezielter zytoplasmatischer

Einstrom.

Lipophile Substanzen wie Daunorubicin, Etoposid und Paclitaxel sind fur die
Elektrochemotherapie nicht geeignet, da sie sich durch passive Diffusion entsprechend dem
Konzentrationsgradienten unspezifisch verteilen. Erwartungsgemal brachte die Verwendung in

der Elektrochemotherapie im Vergleich zur systemischen Chemotherapie keinen Vorteil [17].
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52  Bleomycin
5.2.1 Aufbau

Bleomycin basiert auf einem von Streptomyces verticullus produzierten, hydrophilen
Molekilgemisch. Das Glykopeptid-Antibiotikum besitzt ein Molekulargewicht von ca. 1500
Dalton und wurde erstmals 1966 von Umezawa et al. beschrieben [45, 51]. In Abhédngigkeit von
der Besetzung der terminalen Aminogruppe werden mehrere Molekile unterschieden, wobei
BLM-A2 (60 %) und BLM-B2 (30 %) den groten Anteil ausmachen (Abb. 10).
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Abb. 10 Bleomycin mit terminalen Aminogruppen A; und B,

Das Grundgerist besitzt vier Regionen: Die terminale Aminogruppe ist verantwortlich fir die
Bindung an Nukleinsduren. Der Bithiazolabschnitt dockt im Bereich der kleinen DNS-Kurvatur
an. Diese beiden Bindungsstellen sind fir den Bruch der DNS verantwortlich. Der dritte Teil
bindet Metallionen und erkennt spezifische DNS-Abschnitte. Die Bindungsstelle des vierten, aus

Disaccharidketten bestehenden Abschnittes ist noch Gegenstand der Forschung [41].

5.2.2 Pharmakodynamik

In-vitro-Tests mit radioaktiv markiertem Bleomycin zeigen eine intrazellulare Anreicherung von
maximal 0,1 % des in Ldsung enthaltenen Bleomycins. Fir den zytosolischen Nachweis ist eine
Inkubation von mehreren Stunden notwendig. Untersuchungen von Poddevin et al. zeigen, dass
intrazellular angereichertes Bleomycin auch nach Wechsel des Mediums aus dem Zytosol nicht

mehr freigesetzt wird [44]. Dies schlielit eine passive Membrandiffusion als Eintrittsweg aus, da
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ansonsten eine Rickdiffusion nachweisbar sein musste. In der Zellmembran konnten eine
250 kDa groRe Bleomycin-Bindungsstruktur und ein in seiner Wirkungsweise noch unbekannter
Transportmechanismus identifiziert werden. Es gibt Hinweise darauf, dass es sich dabei um ein
Bindungsprotein handelt, das die Endozytose von Bleomycin einleitet. Weitere Ergebnisse

stehen noch aus [92].

Intrazelluldr zeichnet sich Bleomycin durch eine hohe intrinsische Zytotoxizitdt aus. Das
Metallion des Kupfer-(I1)-Komplexes wird im Zytosol zu einwertigem Kupfer reduziert, oder in
mehreren Schritten durch ein dreiwertiges Eisenion ersetzt. Die aktivste Form stellt Bleomycin-
Fe(ll)-OOH dar. Zielstruktur ist die DNS-Desoxyribose. Unter Elektronenaufnahme und
Abgabe der Carboxylgruppe erfolgt zunachst die Durchtrennung eines DNS-Stanges. Hierbei
geht eine der beteiligten Basen verloren. Dieser Vorgang erfolgt katalytisch, wodurch ein
einziges Bleomycinmolekiil bis zu 10 Strangbruche initiieren kann [42]. Durch Aufnahme eines
Elektrons und Protons wird der Bleomycinkomplex reaktiviert. Bleibt die Bindung an die
Desoxyribose bestehen, so kann es bei jedem 6. - 20. Strangbruch zu einer Durchtrennung der
zweiten Helix und damit zu einer kompletten Unterbrechung der DNS kommen.
Brickenabschnitte in viel transkribierten Abschnitten der DNS, sogenannte internukleosomale
Linkerregionen, sind die haufigsten Bindungsstellen fir Bleomycin. In-vitro-Tests zeigen, dass
die ersten Strangbriche 30 s nach Aufnahme in die Zelle nachweisbar sind [92]. Durch einen
noch unbekannten Mechanismus wird in der S-Phase ATM- (Ataxie-TelangiektasieMutation)
abhangig eine Signaltransduktionskette in Gang gesetzt. Folge ist ein Zellzyklusstopp. Kann ein
Strangbruch durch Ligasen nicht repariert werden, konnen genetische Aberrationen wie
Deletionen, Basenaustausch und Ringbildung entstehen oder Chromosomenanteile verloren
gehen. In der Mehrzahl der Falle kommt es im Folgenden zu einer Aktivierung von p53 und
Induktion der Apoptose. Auf Grund der katalytischen Wirkung reichen einige hundert Molekile
aus, um die Reparaturmechanismen zu berfordern und den Zelltod auszuldsen. Dafiir bedarf es
etwa der dreifachen Verdopplungszeit. Nimmt die Zelle eine deutlich groRere Substanzmenge (>
10°%) auf, kommt es zu einer schnelleren Fragmentation der DNS. Die Apoptose erfolgt binnen
Minuten bis Tagen [92].

Neben Strangbriichen fiihrt Bleomycin zu Basenverlusten, Oxidation der RNA und Inaktivierung

intrazellularer Molekile wie der Lipidperoxidase [92]. Mutagene Wirkungen sind selten und

beruhen vermutlich auf einer fehlerhaften DNS-Reparatur [43].
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5.2.3 Resistenzen

Bisher sind vier verschiedene Resistenzmechanismen beschrieben [41].

(1) Die Bleomycin-Hydrolase ist ein desaminierendes und deaktivierendes Enzym, welches
erstmals  bei  Bleomycin-produzierenden  Organismen  nachgewiesen  wurde. Die
Bleomycinresistenz beim Burkitt-Lymphom, Lungen- und Kolonkarzinom ist wahrscheinlich auf

dieses Enzym zurlckzufuhren.

(2) Des weiteren wurden in den beschriebenen Mikroben Bleomycin-bindende Proteine
gefunden. Hochspezifisch formen sie stabile Komplexe mit dem Chemotherapeutikum und

verhindern so eine Bindung an die DNS.

(3) Fur die intrazellulare Aufnahme spielen Bindungsproteine eine Rolle. In
Plattenepithelkarzinomzellen (A253) konnte nachgewiesen werden, dass eine Reduktion

entsprechender Membranproteine die Aufnahme von Bleomycin verringern kann.

(4) Der vierte Resistenzmechanismus besteht in einer gesteigerten DNS-Reparatur und ist

unspezifisch. Eine wichtige Rolle spielt dabei die Endonuklease APE1.

Das Multi-Drug-Resistance-Gen, welches eine erhéhte Aktivitat des P-Glykoproteins kodiert, hat

auf Bleomycin keinen Einfluss [92].

5.2.4 Pharmakokinetik

Die Elimination des nicht gebundenen Bleomycins erfolgt groftenteils renal. Bei normaler
Nierenfunktion unterliegt die Elimination zwei Phasen. Die Verteilungs-Halbwertzeit betrégt ca.
24 - 30 Min., die daran anschlieBende Eliminations-Halbwertzeit 2 - 4 Stunden. Innerhalb der
ersten 24 Stunden werden uber 70 % ausgeschieden. Ob die Elektroporation durch intrazelluldre

Anreicherung die biologische Halbwertszeit lokal beeinflusst, ist noch ungeklért [92].
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5.2.5 Nebenwirkungen

Im Vergleich zu anderen klassischen Zytostatika zeigt Bleomycin in therapeutischer Dosis nur
wenige unerwiinschte Nebenwirkungen. Die Knochenmark- und immunsuppressive Wirkung ist
gering. Wichtigste Nebenwirkung ist die dosisabhéngige Lungenfibrose, die ab einer
kumulativen Dosis von 300 mg/m? auftritt. Es erkranken 46 % aller behandelten Patienten, 3 %
versterben an den Folgen [92]. Selten sind Erytheme, Hyperpigmentationen, Fieber, Ubelkeit

und Erbrechen.

5.2.6 Anwendung

Bleomycin wird heute in der Therapie von Lymphomen, Plattenepithelkarzinomen und
malignen Hodentumoren angewandt. Die Gabe erfolgt intravends, subkutan, intramuskulér oder
intratumoral. Auf Grund seiner geringen intrazellularen Aufnahme wird es grundsétzlich mit

weiteren Chemotherapeutika kombiniert.

Bleomycin erfullt mit seiner Hydrophilie, der hohen intrinsischen Zytotoxizitdt und dem
geringen Nebenwirkungsspektrum drei Grundvoraussetzungen fir einen Einsatz in der
Elektrochemotherapie. Bisher ist fir die Elektrochemotherapie kein vergleichbar geeignetes

Zytostatikum beschrieben.

5.3  Epigallokatechingallat (EGCG)

Katechine gelten in geringer Konzentration als unbedenklich und frei von Nebenwirkungen. lhr
antikanzerogenes Potential auf maligne Zellen konnte in mehreren Studien, u. a. Bettuzzi et al.,
belegt werden [76, 77]. Der Gebrauch in der Elektrochemotherapie soll zeigen, ob die
intrazellulare EGCG-Konzentration gesteigert werden kann und dies zu einer entsprechend
starkeren antitumoralen Wirkung fiihrt. Vergleichbare Versuche mit EGCG und Elektroporation

liegen zu diesem Zeitpunkt nicht vor.

5.3.1 Aufbau

Gruner Tee wird aus den Blattern von Camellia sinensis hergestellt. Medizinisch wirksame

Hauptbestandteile sind Polyphenole. Dazu gehodren die Katechine, die bis zu 30 % des
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Feststoffanteils des gebriihten Tees ausmachen. Die vier wichtigsten Katechine sind:
Epigallokatechingallat (ca. 50-80 %) (Abb.11), Epigallokatechin (ca. 20 - 30 %),
Epikatechingallat (ca. 10 - 20 %) und Epikatechin (ca. 10 %).

Abb. 11 Epigallokatechingallat

Neben positiven Effekten auf Diabetes mellitus, koronare Herzerkrankungen und Neurodermitis
ist vor allem die antikarzinogene Wirkung Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. In
Tierexperimenten konnte unter anderem eine inhibitorische Wirkung auf Karzinome der Lunge,
Haut, Brust, Osophagus, Leber, Magen, Lymphozyten und der Mundhéhle nachgewiesen werden
[46]. Epidemiologische Erhebungen haben gezeigt, dass regelméRiger Konsum griinen Tees das
Karzinomrisiko in Lunge, Kolon, Magen, Blase und Prostata reduziert. Auf Grund des
uneinheitlichen Studiendesigns weisen die Daten jedoch noch eine erhebliche Varianz auf.
Bettuzzi et al. verdffentlichten 2006 eine Doppel-Blind-Studie mit Patienten, bei denen
hochgradige dysplastische Verdnderungen der Prostata diagnostiziert worden waren. Unter oraler
Zufuhr von griinem Tee kam es zu einer signifikanten Reduktion des Karzinomrisikos [76].

5.3.2 Pharmakodynamik

Epigallokatechingallat (EGCG, 458 Dalton) ist das haufigste und wirksamste Katechin. Das
Antioxidans besitzt antikanzerogene, antitumorale und antiinvasive Effekte. Es gibt Hinweise
auf multiple zellul&re Zielstrukturen, deren Wirkungsmechanismen interagieren. Eine Trennung
zwischen chemopréventiven und chemotherapeutischen Effekten ist nicht mdglich. Die
wichtigsten Mechanismen sind hier in Kirze dargestellt:

MAPK (mitogen activated protein kinases) sind Proteinkinasen (ERK, JNK, p38), welche
direkt oder indirekt aktivierenden Einfluss auf Transkriptionsfaktoren (ELK, c-Jun) und damit
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auf die Zellproliferation, -migration und -apoptose nehmen. Anhand verschiedener
Tumorzellmodelle konnte die inhibitorische Wirkung von EGCG auf multiple Stationen der
Signalkaskade nachgewiesen werden. Ein durch energetische Strahlung oder oxidativen Stress
aktiviertes MAPK-System kann durch Katechine deaktiviert werden [104].

An Magenkarzinomzellen konnte eine durch MAPK- und AP-1-Hemmung vermittelte Reduktion
der Matrix-Metalloproteinasen-Expression beobachtet werden. Matrix-Metalloproteinasen
(MMP) sind durch ihre kollagenspaltenden Eigenschaften von Bedeutung fiir die Tumorinvasion
und Metastasierung. Des weiteren sind sie an Tumorwachstum, Angiogenese und
antiapoptotischen Prozessen beteiligt [104]. Bei Plattenepithelkarzinomen der Mundhdohle konnte
unter EGCG ebenfalls eine reduzierte Expression von MMP-2, MMP-9 und MMP-13 mit

Reduktion der Metastasierungsrate nachgewiesen werden [95, 101].

NF-kB ist ein sequenzspezifischer Transkriptionsfaktor mit Andockstellen in der Promoterregion
verschiedener Gene. Hierzu gehéren Gene der proapoptotischen Proteine der bcl-2-Familie (bax,
bcl-2). Tumore unterschiedlicher Entitdten zeigen Dysregulationen des entsprechenden
Signaltransduktionsweges. Der Aktivierung von NF-«B sind ebenfalls MAP-Kinasen (JNK)
sowie TPA-vermittelte (tissue polypeptide antigen) Stoffwechselschritte vorgeschaltet. EGCG
verhindert die TPA-induzierte Phosphorylierung, sowie die Anbindung von NF-kB an die DNS
[104]. Die Wirkung des Katechins auf MAPK ist oben beschrieben. Zusétzlich werden die
Proteine der bcl-2-Familie durch eine direkte spezifische Bindung von EGCG inhibiert [104].
Die Folge ist eine Verschiebung der bcl-2-Balance mit Anstieg der proapoptotischen Expression
von bax und Inhibition von bcl-2. Am hepatozellularen Karzinom konnte infolge dessen eine
Freisetzung von Cytochrom-C mit Aktivierung der Caspasen 9 und 3 und Freisetzung des
Apoptose-induzierenden-Faktors (AIF) aus den Mitochondrien nachgewiesen werden [100].
Beides sind direkte Induktoren der Apoptose [78, 90, 96]. Als Schlusselprotein der intrinsischen
Mitochondrien-induzierten Apoptose wird p53 durch EGCG ebenfalls beeinflusst und hat
Einfluss auf die bcl-2-Familie. Entsprechende Beobachtungen wurden an Prostatakarzinom- und
CML-Zellen gemacht [104].

EGCG induziert in Myelomzellen durch die vermehrte Expression des Tumornekrosefaktor-

Liganden (FASL) und des Rezeptors (FAS) den extrinsischen Apoptoseweg. Die Interaktion

beider flhrt zu einer Aktivierung des Zelltod-induzierenden Signalkomplexes (DISC). Der
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weitere Transduktionsweg lauft Uber Caspase-8. Diese wiederum aktiviert die Caspase-3-
induzierte und die intrinsische Mitochondrien-abh&ngige Apoptose [96].

EGFR (epidermal growth factor receptor) ist ein Rezeptor, der Gberexprimiert in einer Vielzahl
von Tumoren die Proliferation stimuliert, die Apoptose hemmt und mit einer schlechten
Prognose assoziiert ist [75]. Die Phosphorylierung des Rezeptors setzt unter anderem
Signaltransduktionswege Uber die MAP-Kinasen und stat3 in Gang. EGCG flhrt Uber eine
konzentrationsabhdngige Hemmung der Phosphorylierung zu einer Suppression der
Rezeptorwirkung. Dieser Effekt wurde beim Mamma-, Kolon- und Plattenepithelkarzinom
beobachtet [75, 104]. Des weiteren konnte am Adenokarzinom eine tempordre EGCG-

vermittelte Endozytose des Membranrezeptors beschrieben werden [102].

Die Produktion von VEGF (vascular endothelial growth factor), einer Einflussgrofie der
Tumorangiogenese, wird ebenfalls iber EGFR vermittelt. EGCG hemmt den entsprechenden

Signalweg Uber stat3 und fiihrt zu einer geringeren Expression [86, 99].

IGF (insulin-like growth factor) ist ein transmembranodses Signalsystem aus mehreren
Rezeptoren und Liganden, das Einfluss auf Proliferation, Differenzierung und Apoptose nimmt.
Eine Uberexpression des IGF-1-Rezeptors wird z. B. beim Mamma- und Zervixkarzinom mit der
Tumorgenese in Verbindung gebracht. Katechine senken die Serumkonzentration an IGF-1 und

hemmen die Aktivierung des IGF-1-Rezeptors [104].

Katechine blockieren die wichtigsten DNS-Methyltransferasen (DNMT, DNMT1) und
reaktivieren durch Methylierung ausgeschaltete Gene (TFPI-2) in Tumorzellen. Die vermehrte
Transkription von zellregulatorischen Onkogenen (c-myc, c-fos, c-H-ras) wird fir die

antitumorale und préaventive Wirkung verantwortlich gemacht [77, 89].

Proteasomen sind ubiquitare Proteinkomplexe, deren Aufgabe die Deaktivierung und
Degradierung von nicht bendtigten oder defekten Proteinen ist. Wéhrend der Mitose ist die
Lysierung verschiedener Cycline durch die Proteasomen notwendig. EGCG inhibiert die
Funktion der 20s Proteasomen und fihrt zu einem Anstieg des proapoptotischen p27 mit
anschliefendem Zellzyklusstopp in der G1-Phase [74, 104]. Katechine kdnnen durch direkte

p53-unabhéngige Modulation der Cyclin-abhangigen Kinasen (cdk) ebenfalls einen
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irreversiblen Zellzyklusstopp ausldsen [79, 104]. Dieser Mechanismus ist ebenfalls auf eine

Beeinflussung der Proteasomen zurtickzufihren.

Der 67kDa Laminin-Rezeptor (LR1) fungiert in Myelomzellen als Basalmembrananker und
ermoglicht die Tumorinvasion. EGCG bindet und inaktiviert diesen Rezeptor. Bei gesunden
Zellen ist die entsprechende Genexpression stark gebremst, so dass EGCG hier keinen Einfluss
zeigt. Ahnliche Ergebnisse gibt es fir die Focal Adhesion Kinase (FAK) und uPA (urokinase-
plasminogen activator), einer prometastatischen Protease, die eine Lyse der extrazelluldren
Matrix ermoglicht [65, 104].

Untersuchungen an Mammakarzinomzellen zeigten unter EGCG eine reduzierte mRNA
Expression der Telomeraseuntereinheit hTERT und eine Abnahme der Telomerase-Aktivitat
von 40 - 55 % [63].

Das tumorzellspezifische Oberflachenprotein tNOX ist eine NADH-Oxidase, deren Aktivitat mit
dem Tumorwachstum Korreliert. Eine Blockade fuhrt nach der Tumorzellteilung Uber einen
Stopp in der G-Phase zum Zelltod. Katechine besitzen bereits bei geringer Dosis eine hohe

Affinitat zu diesem Oberflachenprotein [64].

Neben den rezeptorvermittelten Wirkungen besitzt EGCG auch einen chemischen Redox-
Effekt, indem es als Reduktionsmittel und Radikalfanger wirkt. Reaktive Sauerstoffspezies
(ROS - reactive oxigen species) und oxidativer Stress spielen eine Rolle in der Tumorgenese.
Freie Sauerstoffradikale, wie sie bei mitochondrialen Reaktionen entstehen (MAO), kdnnen zu
einer oxidativen Modifikation von DNS-Basen flihren und Mutationen generieren. Exogener
oxidativer Stress (z. B. Zigarettenrauch) besitzt eine vergleichbare Wirkung. Unter Verbrauch
von EGCG konnen unspezifisch Elektronen und Wasserstoffatome bereitgestellt werden, die
durch Weitergabe an die DNS zu einer Neutralisation der Radikale fuhren. Da die Wirkung
vieler Kanzerogene auf einer ROS-Induktion beruht, wird diesem Effekt unter anderem die
antikanzerogene Wirkung von EGCG zugeschrieben [48]. Des weiteren kann durch Elimination
von Wasserstoffperoxid (H,O;) in gesunden Zellen der Cytochrom-C-Austritt aus den
Mitochondrien und damit die Mitochondrien-abhangige Apoptose reduziert werden [103].

Die Reaktivitdt von EGCG kann auch zu einer Anreicherung von Radikalen (H,O,) mit

entsprechender Zytotoxizitat fiihren. Tumorzellen sind hierflr sensitiver als gesunde Zellen und
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zeigen eine zytoplasmatische Vakuolenbildung mit anschlielender Apoptose [98]. Einige
Studien lassen vermuten, dass die antitumorale Wirkung von EGCG in erster Linie durch die
H.0,-Bildung und den damit verbundenen oxidativen Stress vermittelt wird. Diese Hypothese
basiert auf der Beobachtung, dass es unter Anwesenheit von neutralisierenden Antioxidantien
wie Katalase oder N-Acetyl-Cystein zu einer deutlichen Reduktion der zytotoxischen Wirkung
kommt [98].

Neuere Untersuchungen an modifizierten Katechinen stellen eine relevante durch H,0,
vermittelte Wirkung in Frage. Durch Oligomerisation oder Bindung an einen Fettsaureester
stabilisiertes EGCG zeigt bei geringerer oder fehlender H,O,-Bildung eine zunehmende
antitumorale Wirkung [105, 106]. Ebenfalls zu einer Wirkungsverstarkung bei rucklaufiger
H.O,-Freisetzung flhrt die Stabilisierung mittels Peracetat [107]. Das verwendete Katechin
Epikatechingallat (ECG) besitzt bei geringer H,O,-Produktion ebenfalls eine antitumorale
Wirkung und widerspricht der These einer H,O,-induzierten Apoptose [97, 74].

Die Mehrzahl der genannten Wirkmechanismen sind tumorspezifisch. Entsprechende
Untersuchungen konnten zeigen, dass therapeutische Katechinkonzentrationen auf gesundes
Gewebe keinen inhibierenden Einfluss austiben. [47, 104].

Die aufgefuhrten Studien geben Hinweise auf die Beeinflussung von Signaltransduktionsketten
und Veranderungen von Stoffwechselproduktkonzentraten. Der Nachweis einer direkte Bindung
von EGCG an Effektorstrukturen fehlt zumeist. Fir eine gezielte Anwendung von EGCG sind
weitere Untersuchungen zur Identifikation der Schliusselmechanismen und ihrer antitumoralen

Wirkungen notwendig.

Katechine besitzen neben der antitumoralen Wirkung auch einen durch die Beeinflussung von
neutrophilen Granulozyten und Makrophagen vermittelten antiinflammatorischen Effekt. Folge
ist die Hemmung der Chemotaxis, der Granulozytenmigration, der durch Neutrophile induzierten
Angiogenese und des zelleigenen ROS-Systems. Des weiteren sind fur EGCG positive
Wirkungen auf Hypertonus, Hyperlipidamie, Diabetes mellitus, koronare Herzerkrankungen,
Ubergewicht und UV-Exposition beschrieben.
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5.3.3 Resistenzen

In-vitro-Versuche konnten zeigen, dass eine Blockierung des Multidrug-Resistance-assoziierten
Proteins (MRP) zu einer Erhdhung der intrazellularen Konzentration von EGCG fiuhrt. MRP2
befindet sich im apikalen Bereich der gastrointestinalen Mukosa und nimmt theoretisch Einfluss
auf die Resorption und Bioverfligbarkeit. Das geringer konzentrierte MRP1 flhrt basolateral zu
einem interstitiellen Efflux. Beide Mechanismen scheinen bei einer parenteralen Gabe eine

untergeordnete Rolle zu spielen [74].

Die Untersuchung des ebenfalls Multiresistenz-assoziierten Transportproteins P-170-

Glykoprotein (Pgp) ergab keinen Einfluss auf die EGCG-Konzentration [74].

5.3.4 Pharmakokinetik

Oral aufgenommene Katechine werden intestinal resorbiert und reichern sich im Serum an. Die
Bioverfligbarkeit bei oraler Zufuhr betragt fir EGCG 0,1 %. Die Plasmaspiegelspitze (Tmax) ist
bei EGCG nach 80 Minuten erreicht [104]. Katechine werden im Kolon zum Teil durch die
Darmflora verstoffwechselt und ihre Metaboliten von der Mukosa aufgenommen. Die Vielzahl
an Stoffwechselprodukten erschwert eine genaue Untersuchung der Wirkungsweise von oral
aufgenommenen Katechinen. Die Metabolite weisen eine zum Teil abgeschwéchte antitumorale

bei unveranderter antiinflammatorischer Wirkung auf [74].

Nach oraler Aufnahme reichern sich die Katechinmetabolite vorwiegend in Darm, Leber und
Niere an. 23 % des Plasma-EGCG liegt in konjugierter und 77% in freier Form vor. In der Leber
finden Glukoronidierung, Sulfatierung, Methylisierung und Ringspaltung statt. Die
Eliminationshalbwertzeit betragt bei EGCG ca. Ty, = 165 - 200 Minuten, wobei im Vergleich zu
anderen Katechinen der Grofteil bili&r ausgeschieden wird [104].

In der pharmakokinetischen Halbwertszeit unberiicksichtigt ist die aktive Halbwertszeit. In-vitro-
Versuche zeigten eine schnelle, durch Autooxidation und Bildung von Dimeren verursachte
Abnahme der Wirksamkeit. Die Halbwertszeit des aktiven Katechins betrug dabei 30 Minuten.
Unter Anwesenheit einer Wasserstoffperoxid-neutralisierenden Superoxid-Dismutase kam es zu

einer Stabilisierung von EGCG mit entsprechender Erhéhung der aktiven Halbwertszeit [75].
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In vitro ist molekularer Sauerstoff ein quasi-unbegrenzt verfligbarer Redoxpartner und fir die
schnelle  Inaktivierung  verantwortlich. Auf Grund des interstitiell — geringeren
Sauerstoffpartialdruckes (160 mmHg atmopharisch vs. ~ 40 mmHg interstitiell) wére in vivo
eine Verlangerung der Halbwertszeit zu vermuten. Daten ber die Inaktivierung und aktive

Halbwertszeit in vivo liegen nicht vor.

Der intrazellulare Aufnahmemechanismus ist noch ungeklart. Die Mehrzahl der Studien geht von
einer langsamen, bisher nicht bewiesenen, passiven Anreicherung durch transmembrandse
Diffusion aus. An Epikatechin-3-gallat (ECG) konnte gezeigt werden, dass Katechine Substrat
des Monocarboxylase-Transporters (MCT) sein kdnnen. Durch Blockade dieses sonst flr den
Transport von Laktaten und Pyruvaten wichtigen Membranproteins konnte die intrazellulare
Aufnahme von ECG signifikant reduziert werden [74]. Untersuchungen tber ein EGCG-

Transportsystem liegen nicht vor.

5.3.5 Nebenwirkungen

In vitro lassen sich bei unphysiologisch hohen EGCG-Konzentrationen Schéaden durch
entstenendes Wasserstoffperoxid nachweisen. Die bei oraler Teeaufnahme beobachteten
Nebenwirkungen sind durch den Koffeinanteil bedingt und spielen in der klinischen Anwendung
keine Rolle. In vitro konnte eine Hemmung der Plattchenaggregation beobachtet werden,
weshalb eine relative Kontraindikation fiir Patienten mit erhdhtem Blutungsrisiko ausgesprochen

wurde. Entsprechende Kasuistiken sind nicht beschrieben [108].

54  Weitere Chemotherapeutika

Die Gruppen um Kanesada und Gehl untersuchten eine Reihe von Zytostatika auf ihre
Einsatzmoglichkeit in der Elektrochemotherapie. Darunter Cyclophosphamid, Mitomycin C,

Methotrexat und Cisplatin [84]. Diese zeigten zum Teil gute klinische Ergebnisse, erreichten

jedoch nicht die Effizienz von Bleomycin [17, 18].
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6. Material und Methoden
6.1 Vorversuch

6.1.1 Zielsetzung

Ziel des Vorversuches war die KIl&rung einer grundsatzlichen Eignung von
Epigallokatechingallat fir die Elektrochemotherapie. Untersucht wurde die Reduktion des
Tumorzellwachstums durch die Kombination von Elektroporation und EGCG. Die
Kontrollgruppe bestand aus unbehandelten Tumorzellen. Zusétzlich wurden Zellen
Elektrochemotherapien mit Bleomycin und Epikatechin unterzogen. Epikatechin (EC) ist
ebenfalls ein Grinteekatechin, besitzt im Vergleich zu EGCG jedoch keine relevante

antikanzerogene Wirkung.

6.1.2 Material

Bei den verwendeten Tumorzellen handelte es sich um die Zelllinie KB (DSMZ ACC 136),
adherente, epitheldhnliche Zellen eines humanen Zervixkarzinoms. In der mediumgefillten
Kulturflasche wuchsen die Zellen im Monolayer mit 5 - 10 Mio. Zellen pro 80 cm?

Flaschenboden [80].

Das Medium fiir die Anzucht der KB-Zellen bestand aus:

500 ml MEM (minimal essential medium, Earle’s Salzen) (Biochrom, Berlin/D)
50 ml FBS (fotales Kalberserum) (Biochrom, Berlin/D)
10 ml L-Glutamin (~ 200 umol) (Biochrom, Berlin/D)
5ml Antibiotic-Antimycotic (Penicillin G, Streptomycin, Amphotercin)

(Biocult, Glasgow/GB)
Zum Ablésen der Tumorzellen wurden die Zellen finf Minuten mit 0,25%iger Trypsinlosung

versetzt. Die Suspension wurde anschliefend mit 1000 U/min abzentrifugiert, mit Medium
gewaschen und fir die Elektroporation bereitgestellt.
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6.1.3 Methoden

Fur die Elektroporation wurde die Zell-Medium-Suspension auf ca. 20.000 Zellen/ml eingestellt,
auf sterile Kunststoffkivetten (BTX, Genetronics/USA) verteilt und entsprechend der
Versuchsgruppe EC, EGCG oder Bleomycin (2 Units/mg) hinzugegeben. Jede Gruppe bestand

aus mindestens vier unabh&ngigen Durchgangen mit jeweils drei Ansétzen.

Gruppen: 1. Kontrolle

2. 795 V/cm

3. EC 20 pg/ml, 795 V/cm

4. EGCG 20 pg/ml, 795 V/cm
5. EGCG 40 pg/ml, 795V/cm
6. Bleomycin 1,8 pg/ml

7

Bleomycin 1,8 pg/ml, 795 V/icm

Die Seiten der Kuvette (1 ml Volumen) bestehen aus zwei Edelstahlelektroden, deren Abstand
2mm bzw. 4 mm betrégt (Abb.12). Die Behélter wurden in einen BTX Safety Stand 630B
(Genetronics/USA) gespannt (Abb.13).

Abb. 12 BTX Kuvette

Als regelbare Rechteck-Spannungsquelle diente ein Electro Square Porator ECM 830
(Genetronics/USA) (Abb. 14). Die Dauer der jeweils applizierten Impulse betrug 99 ps und die

Spannung 162,5 V bzw. 325 V. Entsprechend der Formel E =% ergab sich eine Feldstérke von
812,5 V/cm. Aufbaubedingte Stérungen schwéchten die effektive Feldstarke auf ~ 795 V/cm ab.

Vor dem Platieren wurde die Suspension 5 Min. in der Kivette belassen.
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Abb.13 BTX Safety Stand 630B (Genetronics) Abb. 14 Electro Square Stand ECM 830 (Genetronics)

Das Antionkogramm ermdglichte die Beobachtung der Klonbildung der therapierten
Einzelzellen und gab Riickschluss auf die Effizienz der Behandlung. Falcon-Petrischalen
(35 mm x 10 mm) wurden mit einer Lage aus 0,8 ml Medium (s. oben) und 0,2 ml Agar 0,25 %
beschichtet. Die Zellsuspension wurde ebenfalls mit 0,8 ml Medium und 0,2 ml Agar vermischt
und auf die Grundschicht platiert. Es folgte eine sechstégige Inkubation im Brutschrank bei
37 °C, 5 % CO, und Wasserdampfsattigung.

An Tag Sieben wurden die aus den Einzelzellen entstandenen Zellkolonien unter einem
Invertmikroskop bei 25facher VergroRerung ausgezéhlt. Ein 2 mm x 2 mm-Raster half bei der

Quantifizierung [81].

6.1.4 Ergebnis und Diskussion

Alle Gruppen wiesen im Vergleich zur Kontrolle ein reduziertes Wachstum auf (Tab.2).
Entsprechend der antitumoralen Wirkung verursachte Bleomycin mit und ohne Elektroporation
eine Tumorsuppression. Der zytotoxische Effekt wurde durch die Elektroporation jedoch

verstarkt (36,8 % versus 89,4 % Tumorreduktion).
Die beiden Epigallokatechingallat-Gruppen zeigten ebenfalls eine dosisabhéngige zytotoxische

Wirkung. Mit 61,5 % und 88,3 % war der Effekt vergleichbar mit Bleomycin. Epikatchin zeigte
eine nur geringe Beeintrachtigung des Tumorwachstums (24,5 % und 2,3 %).
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Reduktion der Koloniezahl in %

100,00
90,00
80,00 —
70,00 —
60,00 —
50,00 —
40,00 —
30,00 —
20,00 —
10,00 —

0,00 f 1
EC 20pg EC 40pg | Bleomycin | Bleomycin EGCG EGCG

ECT ECT 1,8ug 1,8ug ECT | 20pg ECT | 40pg ECT
Insgesamt % 24,50 2,3 36,8 89,4 61,5 88,3

Tab. 2 Vorversuch — Reduktion der Koloniezahl in Prozent

Trotz der eingeschrankten statistischen Erhebungsmdglichkeit weilt der Vorversuch fir EGCG
und Bleomycin auf eine Wirkungssteigerung durch Elektroporation hin. Die Uberpriifung der in-
vivo-Wirksamkeit von Epigallokatechingallat als Substrat der Elektrochemotherapie war

indiziert.

6.2  Hauptversuch

Versuchsgrundlage war eine Population von 48 Mausen, denen ein humanoides
Plattenepithelkarzinom subkutan implantiert wurde. Nach ausreichendem GréRenwachstum der
Tumore erfolgte eine Unterteilung in sechs Gruppen (A - F). Je nach Gruppenzugehdrigkeit
wurden die Versuchstiere einmalig verschiedenen Therapieregimen unterzogen (Tab.3). Es
folgte ein Beobachtungszeitraum von 28 Tage, bevor die Tiere getdtet und die Tumoren makro-

sowie mikroskopisch beurteilt wurden.

Gruppe | Therapie

A PBS (Kontrolle)

B PBS + Elektroporation

C Bleomycin + Elektroporation
D EGCG + Elektroporation

E Bleomycin
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‘F ‘EGCG

6.2.1 Zellen und Medium

Tab. 3 Gruppen und Therapieregime
Die verwendeten Tumorzellen entstammen der Linie CRL-1624, einem humanoiden,

keratinproduzierenden Plattenepithelkarzinom der Zunge (&, 55 Jahre) [82]. Die Zucht und
Aufbewahrung der Zellen erfolgte in Falcon-Kulturflaschen mit einer 1:1-Mischung aus DME-
Medium (Dulbecco’s modified Eagle’s) und Ham’s F12-Medium (Vitacell-ATCC/USA).

Zusatzlich enthielt das Gemisch auf 500 ml:

50 mi FBS

2,5 mMol L-Glutamin

0,5 mMol Sodiumpyrivate

1200 mg/I Natriumhydrogencarbonat
5ml Antimykotika

Die Zellen wurden bei 37 °C und 5% CO, im wasserdampfgeséttigten Brutschrank aufbewahrt.
Die Ablosung der Zellen fir die Implantation erfolgte mit einer 0,25-%igen Trypsin- und 0,03-
%igen EDTA-L06sung.

6.2.2 Tiermodell

Bei den Versuchstieren handelte es sich um T-zelldefiziente Mause vom Typ NMRI (nu/nu).
Alle Tiere waren ausgewachsen und weiblichen Geschlechts. Die Haltung, Behandlung und
Totung fand im Tierversuchstrakt des Max-Delbriick-Zentrums fur molekulare Medizin (Berlin-
Buch) statt. Um auf systematische Fehler reagieren zu kdnnen, wurden die 48 Tiere auf zweli

zeitlich versetzte Versuchsreihen (Reihe 1 und 2) a 24 Mduse aufgeteilt.
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6.2.3 Implantation und Wachstum

Fur die Implantation der Tumorzellen wurden die Tiere mit Radenarcon (Etomidate, AWD
Pharma Dresden) narkotisiert. Die Injektion der Zellsuspension erfolgte in das Subkutangewebe
der linken Flanke. Im Anschluss wurde das Tumorwachstum beobachtet. Fir die anschlieRende
Therapie war eine TumormindestgroBe von 1 cm® geplant. Die Tiere der Reihe 1 erreichten die
erforderliche GroRe 42 Tage nach Implantation der Zellsuspension. Das Tumorwachstum der
Reihe 2 war langsamer. Bei identischem Vorgehen musste von einer hdufig auftretenden
Wachstumsheterogenitat der Zellklone ausgegangen werden. Aus diesem Grund wurden die
Tumore der Reihe 2 an Tag 71 bei einer durchschnittlichen GroRe von 0,6 cm® behandelt. Dies
machte in der spéteren Analyse der Daten eine Betrachtung der prozentualen GroéRenveranderung

notwendig.
6.2.4 Elektrochemotherapie

Die Behandlung der Tumoren fand an Tag 42 bzw. 71 nach Implantation statt. Die Tiere wurden
unter Berucksichtigung der divergierenden TumorgréRen auf sechs Gruppen zu je acht M&usen
aufgeteilt (Tab.3). Anschlieend wurden die Tumore entsprechend der Gruppenzugehdrigkeit
mit PBS, (-)-Epigallokatechingallate-Lésung (1 mg/ml, Calbiochem) oder Bleomycin (4 mg/ml
[4 Units]) infiltriert (Tab.4). Die Wirkstoffmengen richteten sich nach der jeweiligen
Tumorgrole (Tab.4). Um eine mdglichst homogene Verteilung der Substanzen zu gewahrleisten,
erfolgte die intratumorale Injektion in Fanning-Technik.

Gruppe/Reihe Wirkstoff ml mg Gruppe/Reihe Wirkstoff ml  mg
A/l PBS 0,5 D/1 EGCG 1mg/ml 0,55 0,55
0,5 06 0,6
0,5 06 0,6
0,5 04 04
Al2 0,5 D/2 04 04
0,5 03 03
0,5 06 0,6
0,5 05 05
B/1 PBS 0,5 E/1 Bleomycin 4mg/ml 0,55 2,2
0,5 0,65 2,6
0,5 0,65 2,6
0,5 0,65 2,6
B/2 0,5 E/2 04 16
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0,5 0,25 1,0
0,5 035 14
0,5 055 2,2
C/1 Bleomycin 4mg/ml 0,55 2,2 F/1 EGCG 1mg/ml 06 0,6
0,45 1,8 0,8 0,8
04 16 0,8 0,8
05 20 04 04
Cl2 0,25 1,0 F/2 05 05
035 14 04 04
04 16 09 09
05 20 06 0,6

Zehhvivineuten Wirebffrabege antvatusimoralen Injektion erfolgte in den Gruppen B, C und D die
Elektroporation der weiterhin narkotisierten Versuchstiere. Der Elektroporationsgenerator
MedPulser™ der Firma Inovio (Genetronics) erzeugte die bendtigte Rechteckspannung (Abb.4).
Der verwendete Applikator besal? sechs, in einem Radius von 5 mm kreisférmig angeordnete
Nadelelektroden mit einer Lange von 10 mm und einem Durchmesser von 0,71 mm (Abb.9). Der
MedPulser™ applizierte automatisch 6 Pulse & 100 ps mit einer Frequenz von 1 Hz und einer
Feldstarke von 850 V/cm. Erfasste das 10 mm messende Applikatorfeld nicht den gesamten
Tumor, so wurde der Applikator neu gesetzt und wiederholt elektroporiert. Je nach Tumorgrofie
wurden ein bis vier Applikationen bendtigt. Dies Vorgehen entspricht dem in der klinischen
Behandlung. Wahrend der Impulsgabe zeigten die Versuchstiere deutliche, komplett reversible
Muskelkontraktionen. Durch die Nadelelektroden verursachte Punktblutungen kamen ohne
Volumenverluste zum Stillstand. Nach Behandlung und Narkoseende zeigten die Tiere keinerlei
Auffalligkeiten.

6.2.5 Beobachtung

Es folgte ein vierwdchiger Beobachtungszeitraum, in dem die Méuse entsprechend den normalen
Vorgaben versorgt wurden. Zusatzlich wurden sie taglich gewogen und alle vier Tage mit Hilfe
einer Schieblehre das durchschnittliche Tumorvolumen dokumentiert.

6.2.6 ToOtung und Explantation

Die T6tung der Versuchstiere erfolgte vier Wochen nach Behandlung durch eine Uberdosierung

von Radenarcon (AWD Pharma, Dresden). Im Anschluss an die Fotodokumentation wurde die

Kutis im Bereich des Tumors erdffnet und das Karzinom in toto entnommen. Nach
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abschliefender Volumenmessung und erneuter Fotodokumentation wurden die exzidierten

Tumore in gepufferter 10-%iger Formalinldsung fixiert.

6.2.7 Aufarbeitung und Farbung

Die fixierten Tumore wurde binnen 48 Stunden nach Explantation in den Rdumen der Pathologie
des Campus Benjamin Franklin (Charité Universitatsmedizin Berlin) zugeschnitten und in einer
PBS-Ethanol-Xylol-Reihe entwéssert. 24 Stunden spater erfolgte die Einbettung in Paraffin. Den
gewonnenen Gewebsblocken wurde nach vorhergehender Kihlung an einem ,,Microm®
Mikrotom 1,5 pum messende Schnitte entnommen und auf Objekttrager Ubertragen. Fur die
Héamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) wurden unbeschichtete Glasobjekttrager verwendet.
Der MIB-1 (KI67) Nachweis erforderte kapillire Objekttrager (ChemMate™, 75 pm,
DakoCytomation). Vor der Farbung wurden die Trager mit Schnitt fir 24 Stunden in einem
Warmeschrank getrocknet.

Fur die HE-Farbung mussten die Préparate zundachst mit Hilfe einer Xylol-Lésung
entparaffinisiert und in einer absteigenden Alkoholreihe hydriert werden. AnschlieBend erfolgte
die Farbung mit saurem Hamatoxylin nach Ehrlich (5 Min.), Blduung in Leitungswasser (10
Min.) und Farbung mit 0,1 %-ig angesduerter Eosin-Ldsung (5 Min.). Die Dehydrierung erfolgte
in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit abschlieRender Entalkoholisierung in einer Xylol-

Losung.

MIB-1 ist ein monoklonaler Antikérper gegen das Ki67-Antigen. Dieses Protein ist in allen
Zellkernen der G-, S-, Gy-Phase oder der Mitose nachweisbar und somit ein
Proliferationsindikator. Nicht proliferierende Zellen (Stadium Gg) exprimieren kein Ki67. Der
MIB-1-Klon besitzt zwei Vorteile gegeniiber der klassischen Farbung mit Ki67-Antikorpern.
MIB-1 l&sst sich, wie in unserem Versuch, nicht nur bei Gefrierschnitten, sondern auch bei
Paraffineinbettungen anwenden. AulRerdem ist der Antikérper humanspezifisch und reagiert in
unseren Préparaten ausschlieflich mit dem Ki67-Antigen des implantierten Tumors [59]. Eine

positive Reaktion zeigt sich durch eine Rotfarbung des Zellkerns oder des Zytoplasmas.

Die MIB-1-Farbung wurde wie folgt durchfihrt [83]:

- Spulung der Objekttrdger mit destilliertem Wasser
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- Wasserdampfbad mit Citrat-Puffer (pH 6,0) auf 90 - 100 °C erhitzen

- 20 Min. inkubieren und anschlieBend 20 Min. bei Zimmertemperatur abkuhlen

- 2 X 2 Min. in PBS waschen

- 30 Min. in einer Pferdeserum-L&sung inkubieren, um unspezifische
Immunglobuline abzubinden

- 60 Min. mit primérem Maus-Anti-Human-Ki67-Antikorper (Clone MIB-1)
(DakoCytomation, Cat# M7240) in 1:100-Verdiinnung inkubieren

- 2 X 2 Min. in PBS waschen

- 10 Min. in Peroxidase-neutralisierender Losung (3 % H,O- in PBS) inkubieren

- 3 x 2 Min. in PBS waschen

- 30 Min. mit sekundarem Pferd-Anti-Maus-1gG (H+L), biotinylated (Vector
Laboratories, Cat# BA-2000) in 1:500-Verdinnung inkubieren

- 3 x 2 Min. in PBS waschen

- 30 Min. mit HRP-Streptavidin-Ldsung bei Zimmertemperatur inkubieren

- 3x 2 Min. in PBS waschen

- 5-10 Min. mit DAB Peroxidase-Substrat-Losung inkubieren

- mit destilliertem Wasser absptilen

- Gegenféarbung mit Mayer's Hamatoxylin-Ldsung

- 5 Min. unter Leitungswasser abspulen

- Dehydrierung mit 95%-igem Ethanol fiir 2 Min.
und mit 100-%igem Ethanol 2 x 3 Min.

- 2 x 3 Min. Entalkoholisierung mit Xylol-Ldsung

- Objekttrager abdecken

Die histologische Untersuchung und Beurteilung erfolgte am Durchlichtmikroskop (Firma Zeiss)
in aufsteigender VergroRerung (100-, 286-, 400fach) mit zusatzlicher Dokumentation durch eine

AxioCam Digitalkamera.

6.2.8 Statistische Auswertung

Definitionen:
Betrachtungseinheit: Tumorvolumen
Grundgesamtheit: P unendlich groR
Stichproben: 6 x X8 Tiere (in zwei Gruppen) (n = 8)
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Merkmal: Volumenverhaltnis (kontinuierlich) View/Vanfang

Ungepaarter modifizierter t-Test (einseitig)

Betrachtet wurde die Volumenverdanderung in einer jeden Gruppe. Durch Vpey/Vanfang lieR8 sich
errechnen, wie sich die TumorgrofRe prozentual zwischen dem Tag der Behandlung und dem
Zeitpunkt der Totung verdndert hat. Die prozentualen Verschiebungen der Gruppen B bis F
wurden anschlieBend mit der Kontrollgruppe verglichen und bewertet. Die verschiedenen
Versuchsgruppen sind unabhéngig voneinander. Die Werte sind normalverteilt und

kontinuierlich beschrieben. Aus diesen Griinden kam der ungepaarte modifizierte t-Test zur

Anwendung:
t A% torir = Variable
pruf P . . .
Sq X = arithmetisches Mittel
s = Standardabweichung
2 2 n = Stichprobenumfang
mit s, = S—1+S—2
d
nl n2
; 1
Tl (1-c)? f = Freiheitsgrade
- ¢ = Annahmezahl fur
n-1 n,-1 Stichprobenpriifung
st
2
. n S
mit ¢c=——— L
SELS S
nl n2

Unter der Voraussetzung, dass der Erwartungswert den Mittelwert der Volumenentwicklung
widerspiegelt, wurden folgende Hypothesen formuliert:

Nullhypothese: Der Erwartungswert Lpenandert IN den einzelnen Gruppen ist groRer oder
gleich dem Erwartungswert pyontronie in der Kontrollgruppe.
Das Tumorvolumen der entsprechenden Gruppe ist im Vergleich zur

Kontrollgruppe gleich oder groRer.

Hbehandelt = Hkontrolle
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Alternativhypothese: Der Erwartungswert ppenandeit IN den einzelnen Gruppen ist kleiner als
der Erwartungswert pontronte In der Kontrollgruppe.
Das Tumorvolumen der entsprechenden Gruppe ist im Vergleich zur

Kontrollgruppe Kleiner.

Ubehandelt < Hkontrolle

Signifikanzniveau: o =0,05 (a.=0,01)

Verwerfbedingung:  torir > -t .10

tr1.o wurde der Tabelle 13.1 (Quantile der t-Verteilung) DGQ e. V. entsprechend dem
Freiheitsgrad f und dem Signifikanzniveau o entnommen. Sofern der Freiheitsgrad f nicht
ganzzahlig ist, wurde fur t: linear interpoliert.

Demnach musste, um eine im Vergleich zur Kontrollgruppe A signifikante Tumorreduktion
nachzuweisen, fir die entsprechende Gruppe die Nullhypothese verworfen und die

Alternativhypothese erfullt werden.

7 Ergebnisse

7.1  Wachstumsverhalten im Beobachtungszeitraum

Um sowohl einen VVolumenzuwachs, als auch eine —Reduktion darstellen zu kénnen, wurde das
Tumorvolumen vor der Therapie mit 100% als Ausgangswert festgelegt. Die Versuchsreihen

werden im folgenden gemeinsam betrachtet (Tab.5,6).

Gruppe A: In der Kontrollgruppe stagnierte das Tumorwachstum bei vier Mausen (93 - 102 %).
Jeweils zwei Tiere zeigten ein Wachstum (110 %, 196 %), bzw. eine Verkleinerung (50 %,
64 %) der Tumormasse. Von Tag 8 post ECT bis zur Tétung nach vier Wochen nahm die GroRe
aller implantierten Tumore gleichméig zu und erreichte durchschnittlich 199 % des

Ausgangsvolumens. Versuchsreihe 1 zeigte einen Ausreif3er mit 303 % Volumenzuwachs.
Gruppe B: Vier Tiere zeigten initial eine Zu- (106 - 140 %) und vier Tiere eine Abnahme (87 —

70 %) der TumorgrolRen. Ab Tag 8 wiesen alle Tiere ein rasches Wachstum auf, wobei es in der

Versuchsreihe 2 zu einem verzogerten und etwas geringeren GroRenzuwachs kam. Zum
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Zeitpunkt der Totung lag die TumorgroRe in der ohne Chemotherapeutikum elektroporierten
Gruppe im Durchschnitt bei 217 %, was einer Zunahme von 117 % entsprach.

Gruppe C: Die Tumore der zweiten Versuchsreihe zeigten bis Tag 4 eine Volumenzunahme auf
174 % der AusgangsgroRe. Ab dem 4. Tag nach Elektrochemotherapie und Bleomycingabe
stagnierte das Wachstum beider Reihen und ging anschlieend in eine GrolRenabnahme (ber. Die
Karzinome der ersten Versuchsreihe hatten sich nach vier Wochen auf 3 - 19 % ihres
Ursprungsvolumens verkleinert. Die Karzinome der zweiten Gruppe waren zum Zeitpunkt der

Totung makroskopisch nicht mehr nachweisbar. Die durchschnittliche Reduktion lag bei 95,5 %.

Gruppe D: In der mit Epigallokatechingallat elektroporierten Gruppe stagnierte das Wachstum
nach der Behandlung fiir sieben bis vierzehn Tage. Die Tumore verloren in diesem Zeitraum 10 -
28 % ihres Volumens. Danach kam es zur erneuten GroRenprogredienz. Nach 28 Tagen zeigten
alle Tumore mit durchschnittlich 181 % ein signifikantes Wachstum.

Gruppe E: Die Versuchsreinen der nur mit einer intratumoralen Bleomycin-Injektion
behandelten M&use zeigten ebenfalls einen zunéchst regredienten, dann erneut progredienten
Verlauf. Die Volumenzunahme lag nach vier Wochen bei durchschnittlich 106 %. Die
Endpunkte beider Reihen wichen um 31 % voneinander ab (122 %, 91 %), was auf einen

AusreiRer mit 125 % Volumenzuwachs zuriickzufiihren war.

Gruppe F: Das Wachstumsverhalten der beiden, nur mit Epigallokatechingallat behandelten,
Populationen differierte in der Anfangsphase. Die erste Versuchsreihe zeigte ein kontinuierliches
Wachstum mit 254 % nach 28 Tagen. Die TumorgroRen der zweiten Reihe stagnierten fir 10 -

12 Tage. Danach kam es zu einer sprunghaften VergroRerung auf durchschnittlich 211 %.
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Wachstum von CRL 1624 (1. Versuchsreihe)
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Tab. 5 Wachstumsverlauf Versuchsreihe 1
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Tab.6 Wachstumsverlauf Versuchsreihe 2

7.2  Makro- und mikroskopische Beurteilung

Gruppe A:
Zum Zeitpunkt der Totung zeigten alle acht Tiere einen Kklar abgrenzbaren, subkutanen Tumor
mit deutlicher Angioneogenese. Die Grof3e variierte von 10 — 20 mm im Durchmesser und 0,94 -
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4,43 cm® im Volumen. Die Haut war intakt ohne Anzeichen einer Infektion oder Ulzeration
(Abb.15,16).

Abb.16 Kontrolle, Reihe 2, Tag 100

Die Exzisate der ersten Versuchsreihe waren grofRer und enthielten multiple Pseudozysten. Die
seros- oder blutgefillten Kammern machten bei einigen Tumoren (ber 50 % des
Gesamtvolumens aus (Abb.17). Die Tumoren der zweiten Reihe maRen im Durchmesser
maximal 15 mm, waren von festerer Konsistenz und enthielten nur wenige kleine, zystische
Formationen (Abb.18). Bei Eroffnung der Gewebsknoten stellt sich ein buntes Bild aus
flissigkeitsgefillten Pseudozysten, Hamatomen, kalzifiziertem und weicherem Tumorgewebe

dar. Die Bauchwand ist geringgradig infiltriert.

Abb. 17 Kontrolle, Reihe 1, Tag 68 Abb. 18 Kontrolle, Reihe 2, Tag 100

Histologisch zeigte sich in der HE-Farbung ein hochdifferenziertes Plattenepithelkarzinom mit
Hyper- und Parakeratosen. In der Peripherie waren zahlreiche dicht gepackte Zellnester mit
chromophilem Zytoplasma und Kernen zu finden (Abb.20). Die Tumorzellen schilferten sich als
eosinophiles Keratin ab, das sich als Lamellen oder zentrale zwiebelschalenartige Struktur
anreicherte. Diese Zellmorphologie war Ausdruck der hohen Tumordifferenzierung (Abb.19).
Eine zweite Zellpopulation war weniger dicht und fiel durch ein chromophobes und

glykogenreiches Plasma in Kombination mit kleineren Zellkernen auf.
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Beide Zellkonfigurationen zeigten atypische Mitosen. Das Tumorzentrum zeichnete sich durch
grol3e nekrotische Bezirke mit fortgeschrittenem Architekturverlust und Entziindungszellen aus.
Das Keratin innerhalb dieser Bereiche war nicht klar abgrenzbar und zeigte Zerfallsprozesse.
Den Tumoren anhaftend fanden sich multiple mukoid- oder blutgefiillte Pseudozysten, die zum
Teil Gber 50 % der Tumormasse ausmachten. Im Randbereich wiesen einige Préparate Anteile

der Epidermis, des Subkutangewebes oder der Bauchwandmuskulatur auf.

Abb. 19 Kontrolle, HE 1:100 Abb. 20 Kontrolle, HE 1:400

In der immunhistochemischen Férbung zeigten die oben beschriebenen peripheren Zellnester
eine intensive Farbung mit Gberwiegend vitalen und zum Zeitpunkt der Fixation im Stadium der
Mitose befindlichen Tumorzellen (Abb.21). Dies bestatigte die in der HE-Farbung vermutete
Aktivitat der Karzinomzellen. Die oben beschriebenen zentralen, nekrotischen Zellnester sowie

die Keratinansammlungen prasentierten keine MIB-1-Anreicherung.
Zusammengefasst zeigte sich ein solides, hochdifferenziertes Plattenepithelkarzinom mit

zentraler Nekrose und proliferierendem Randsaum. Die ausgepragte Kl-67-Markierung der

peripheren Bindegewebsstrassen war als Artefakt zu werten.
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Abb. 21 Kontrolle, MIB-1 1:286

Gruppe B:

Die Gruppe der ohne Substrat elektroporierten Tumore stellte sich vergleichbar der
Kontrollgruppe dar. Einige der Tiere zeigten grof3e blutgefullte Pseudozysten. Ulzerationen oder
anders geartete Hautbeteiligungen fehlten. Durch das elektrische Feld bedingte Schaden waren
nicht nachweisbar (Abb.22,23).

Abb. 22 EP, Reihe 1, Tag 68 Abb. 23 EP, Reihe 2, Tag 100

Der Tumordurchmesser schwankte zwischen 5 und 25 mm, das Volumen zwischen 0,56 und
3 cm®. Im Vergleich zur Kontrolle wiesen in dieser Gruppe beide Versuchsreihen ahnlich viele
Pseudozysten auf (Abb.24,25).

Abb. 24 EP, Reihe 1, Tag 68 Abb. 25 EP, Reihe 2, Tag 100
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Histologisch zeigte sich das gemischte Bild eines schnell wachsenden, invasiven
Plattenepithelkarzinoms mit zentralen nekrotischen Bereichen (Abb.26). In der HE-Farbung
fanden sich zahlreiche, in der Mitose befindliche, Tumorzellen (Abb.27). Eine
immunhistologische Farbung wurde auf Grund des eindeutigen Befundes in dieser Gruppe nicht

vorgenommen.
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Abb. 26 EP, HE 1:100

Gruppe C:

In der mit Bleomycin elektroporierten Gruppe kam es zu einer Reduktion der Tumormasse. Das
Implantationsareal der ersten Versuchsgruppe war gekennzeichnet durch Ulzerationen und
Krustenbildung im Epidermisniveau (Abb.28). Die Tumornekrose flhrte zu keiner funktionellen

Beeintrachtigung der Versuchstiere.

In der zweiten Versuchsreihe befanden sich die Ulzerationen im Stadium der Abheilung
(Abb.29). Die ehemalige Implantationsstelle zeichnete sich durch hyperpigmentiertes

Narbengewebe aus. Tumoranteile oder -riickstande lieRen sich nicht nachweisen.

Abb. 28 EP+BLM, Reihe 1, Tag 68 Abb. 29 EP+BLM, Reihe 2, Tag 100
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Das VVolumen der vier entnommenen Tumore lag zwischen 0,03 und 0,16 cm?, der Durchmesser
bei maximal 6 mm. Das Gewebe war fest und narbig. Pseudozysten fehlten (Abb.30). Eine

vermehrte Angioneogenese war weder makro- noch mikroskopisch nachweisbar.
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Abb. 30 EP+BLM, Reihe 1, Tag 68
Histologisch zeigte das Gewebe zahlreiche Nekrosen und bindegewebige Umbauvorgange
(Abb.31). Vereinzelt lieBen sich Zellen nachweisen, die in der Plasma-Kern-Relation an
Tumorzellen erinnerten (Abb.32). Eine nest- oder palisadenartige Anordnung der Zellen wie bei

den Gruppen A und B fehlte. Es fanden sich vermehrt Entziindungszellen und Makrophagen.

/

Abb. 31 EP+BLM, HE 1:100 . . Abb.32EP+BLM,HE 1286 . .
Drei Praparate aus Gruppe C besal3en keinerlei KI-67-Aktivitat. Die peripheren Epithelinseln der

angeschnittenen Epidermis zeigten keine Anreicherung des Antikdrpers (Abb.33). Im zentralen
Bereich eines Tumors lieRen sich vereinzelte chromophile Zellen in Nachbarschaft zu

Entziindungszellen und Makrophagen nachweisen (Abb.34).
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Abb. 33 EP+BLM, KI-67 1:286

Gruppe D:
Die mit Epigallokatechingallat elektroporierten Tumore zeigten vor Entnahme grofe, teils
zystisch verdanderte Tumore bei intakter Epidermis (Abb.35,36). Ulzerationen und Narben als

Zeichen einer Tumornekrose waren nicht nachweisbar.

Abb. 35 EP+EGCG, Reihe 1, Tag 68 Abb. 36 EP+EGCG, Reihe 2, Tag 100

Die Karzinome der ersten Versuchsreihe waren mit 1,29 - 2,62 cm® (Abb.37) groRer als die der
zweiten (0,42 - 1,44 cm®) (Abb.38). Die groReren Tumore zeigten zum Teil ausgepragte

Pseudozysten. Im Vergleich zur Kontrolle war das Volumen geringer.

Abb. 37 EP+EGCG, Reihe 1, Tag 68 Abb. 38 EP+EGCG, Reihe 2, Tag 100
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Histologisch prasentierte sich das Bild eines hochdifferenzierten Karzinoms mit zentralen
Nekrosen und peripherem vitalen Tumorgewebe (Abb.39). Zwischen den nekrotischen
Bereichen fand sich als Ausdruck des Plattenepithelcharakters reichlich Keratin (Abb.40).

Abb. 39 EP+EGCG, HE 1:100

In der mit EGCG elektroporierten Gruppe liel} sich mittels der immunhistochemischen Farbung
reichlich teilungsaktives Tumorgewebe nachweisen (Abb.41). Der zentrale MIB-1-negative
Nekrosebereich erschien ausgepragter als in den Kontrollgruppen. Die Peripherie zeigte vitale
Tumorzellen mit der, in den Gruppen A und B beschriebenen, palisadenférmigen Anordnung
(Abb.42). Es fielen vereinzelte Karzinominseln auf, die fingerférmig in das Tumorzentrum

reichten.

rin i\. 1.1 e Y . il it
4 E , KI-67 1:1 Abb. 42 EP+E , KI-67 1:2
Gﬁj}ﬁpé IE+ GCG, KI-6 00 bb +EGCG 86

Die nur mit Bleomycin behandelte Population zeigte ein durchschnittlich leicht progressives
Wachstum bei gut abgrenzbarem subkutanem Tumor. Wie in den makroskopischen Aufnahmen
erkennbar, war der GroRenunterschied erheblich (Abb.43,44).
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Vier der Karzinome verhielten sich regredient, die anderen vier zeigten ein progredientes

Wachstum.

Abb. 43 BLM, Reihe 1, Tag 68 Abb. 44 BLM, Reihe 2, Tag 100

Die Konsistenz der weifldlichen Tumore war fester als in der Kontrollgruppe (Abb.45). Das
Volumen betrug 0,43 bis 2,12 cm®. Der groRte Knoten zeigte eine ausgepragte Pseudozyste
(Abb.46).

Abb. 45 BLM, Reihe 1, Tag 68 Abb. 46 BLM, Reihe 2, Tag 100

Histologisch war ein hochdifferenziertes verhornendes Plattenepithelkarzinom feststellbar
(Abb.48). GroRe Bezirke der Randbereiche waren nekrotisch oder wiesen nur noch wenige vitale
Zellen mit pyknotischen Kernen auf, was zum makroskopisch narbigen Erscheinungsbild passte.
Im Vergleich zur PBS-Kontrolle fanden sich die proliferierenden Tumorzellnester nur vereinzelt
(Abb.47) und auf die Peripherie beschrénkt. Bei sicherem histologischen Tumornachweis

erfolgte keine immunhistochemische Uberpriifung.
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bb. 48 BLM, HE 1:286

Gruppe F:
Alle acht Tumore zeigten nach alleiniger Behandlung mit Epigallokatechingallat einen

Massezuwachs (Abb.49,50). Die GroRe der exzidierten Knoten variierte zwischen 0,37 und
4,41 cm® (Abb.51,52). Dermale Reaktionen waren nicht feststellbar.

Abb. 49 EGCG, Reihe 1, Tag 68 Abb. 50 EGCG, Reihe 2, Tag 100

Die Knoten zeigten zum Teil weiche, zystenreiche, zum Teil narbig Anteile bei geringgradiger

Angioneogenese.

Abb. 51 EGCG, Reihe 1, Tag 68 Abb. 52 EGCG, Reihe 2, Tag 100
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Die Tumore entsprachen makro- sowie mikroskopisch einem schnell proliferierenden
Plattenepithelkarzinom. In der HE-Farbung lieen sich zahlreiche Mitosen identifizieren
(Abb.53,54). Die immunhistochemische Untersuchung mit MIB-1 bestétigte diesen Befund und
zeigte vitales Tumorgewebe in nest- und palisadenformiger Anordnung (Abb.56). Zentral
zeigten sich groRe, durch das schnelle Wachstum bedingte Nekrosen (Abb.55).

Abb. 53 EGCG, HE 1:100

7.3  Statistische Betrachtung und Auswertung

Im folgenden Diagramm wurde das Volumen an Tag 28 nach Tumorbehandlung relativ zur
AusgangsgroRe dargestellt (Tab.7). Tabelle 8 zeigt eine zusétzliche Aufschlisselung nach
Versuchsreihen. In den Gruppen A, B und F kam es binnen vier Wochen nach Behandlung zu

einer Verdopplung des Ausgangsvolumens. Die mit Epigallokatechingallat elektroporierte
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Gruppe zeigte ebenfalls einen GrolRenzuwachs, erreichte jedoch nicht das Volumen der
Kontrollgruppe.

Bleomycin ohne zusatzliche Elektroporation fuhrte zu einer Stagnation des Wachstums mit einer
EndgroRe von durchschnittlich 106,5 % (Gruppe E). Eine Reduktion der Ausgangsgrofie erfolgte
nur unter der Kombination von Elektroporation und intratumoraler Gabe von Bleomycin
(Gruppe C).

350%
300%
250% I I
200% I
150% .
100%
50%
0%
Kontrolle EP+PBS EP+BLM EP+EGCG BLM EGCG
Prozent 199% 217,50% 4,50% 181% 106,50% 232,50%
Tab. 7 Volumenveranderung in Prozent (mit 100% definiert als Ausgangsvolumen)
Therapie 1.Reihe 2.Reihe Gesamt X
Gruppe A |PBS (Kontrolle) [212 % 185,50 % 199 %
PBS + o o o
Gruppe B Elektroporation 254 % 181 % 217,50 %
Bleomycin + o o o
Gruppe C Elektroporation 9 % 0% 4,50 %
EGCG + o o o
Gruppe D Elektroporation 204 % 158 % 181 %
Gruppe E  Bleomycin 122 % 91 % 106,50 %
Gruppe F  [EGCG 254 % 211 % 232,50 %

Tab. 8 Volumen der Gruppen und Versuchsreihen (mit 100 % definiert als Ausgangsvolumen)




Der ungepaarte modifizierte t-Test ergab fir t,s folgende Werte (Tab.9):

S sd tpraf C f
Gruppe A 86,80 % Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle
Gruppe B 75,86 % 40,76 0,45 0,43 13,73
GruppeC 6,93 % 30,79 -6,32 0,0063 7,09
Gruppe D 58,73 % 37,05 -0,49 0,31 12,23
Gruppe E 43,60 % 34,34 -2,69 0,2 10,29
Gruppe F 88,13 % 43,73 0,77 0,51 13,99
Tab. 9

FUr -t 1., ergab sich bei a = 0,05 (a=0,01) (Tab.10):

-1 f,1.0,01 -1 1,1.0,05 Cprif

Gruppe A Kontrolle Kontrolle Kontrolle
Gruppe B -2,63 -1,76 0,45
Gruppe C 2,99 (1,89 (6,32
Gruppe D -2,67 -1,78 -0,49
Gruppe E -2,75 -1,81 -2,69
Gruppe F -2,63 -1,76 0,77

Tab. 10

Fiir das gewdhlte Signifikanzniveau von a = 0,05 wurde die Nullhypothese fiir die Gruppen B
und F angenommen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe A war das Tumorvolumen gleich bzw.
hatte zugenommen. Die mit Epigallokatechingallat elektroporierte Gruppe zeigte eine nicht-
signifikante Wachstumsverlangsamung und erfiillte demnach ebenfalls die Nullhypothese. Fr
Der
Erwartungswert war kleiner als in der Kontrollgruppe, womit die Alternativhypothese erfullt

die mit Bleomycin behandelten Gruppen wurde die Nullhypothese verworfen.

wurde. Die mit Bleomycin therapierten Tumore der Gruppen C und E zeigten eine signifikante

Reduktion des Tumorwachstums.

Bei einer Erhohung des Signifikanzniveaus auf a = 0,01 wurde die Nullhypothese auch fiir die
nicht elektroporierte Bleomycingruppe E erfiillt. Eine signifikante Tumorreduktion mit a = 0,01

konnte nur fir die mit Bleomycin elektrochemotherapierte Gruppe C festgestellt werden.

Diese Ergebnisse deckten sich mit den histologischen Untersuchungen. Sieben der acht Tumore
der Gruppe C zeigten eine komplette Remission der vitalen Tumorzellen. In der Gruppe E zeigte
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ein Tumor eine Komplettremission (< 50 %) und drei eine Teilremission mit Verkleinerung im
Vergleich zur AusgangsgroRe. Immunhistochemisch lieR sich bei Gruppe E eine Reduktion der

proliferierenden Tumoranteile nachweisen.

Die mit EGCG elektroporierte Gruppe zeigte ein im Vergleich zur Kontrolle verlangsamtes
Wachstum. Statistisch und histologisch liel} sich nach vier Wochen jedoch kein signifikanter

Unterschied nachweisen.

8 Diskussion

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuche untersuchten die in-vivo-Wirksamkeit des
Grinteekatechins Epigallokatechingallat in der Elektrochemotherapie. Es gelang nicht, die in
den Vorversuchen beschriebene Wirkung von EGCG in vivo zu reproduzieren. In Hinblick auf
die positiven Ergebnisse der in-vitro-Voruntersuchung sollten folgende Punkte diskutiert

werden.

8.1  Vergleichsdaten

Studien am Tiermodell, die Vergleichsmdglichkeiten bieten, liegen zu diesem Zeitpunkt kaum
vor. Eine Kombination von EGCG und Elektrochemotherapie ist nicht beschrieben. Zwei
Publikationen von Liu und Caltagirone et al. befassen sich mit der antitumoralen Wirkung von
parenteral verabreichtem EGCG am Tiermodell. Beide Gruppen untersuchten an Mdusen die
Wirkung von Flavonoiden auf Melanomzellen [65, 66]. Liu et al. zeigte, dass sich durch
parenterale Verabreichung die Zahl der Lungenmetastasen signifikant senken laBt [65].
Caltagirone et al. konnten den antimetastatischen Effekt nicht bestatigen, wiesen aber eine
Wachstumssuppression des Primértumors nach [66].

Die vorliegende Arbeit unterscheidet sich von den genannten Studien in mehreren zu

bertcksichtigenden Punkten:
In beiden Publikationen wurden Melanomzellen verwendet. Die Elektrochemotherapie mit

Bleomycin zeigte in mehreren Studien bei Melanomzellen eine signifikante antitumorale
Wirkung [70].
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Die Injektion von Epigallokatechingallat erfolgte intraperitoneal und begann zwischen ein und
72 Stunden nach Tumorzellimplantation. Caltagirone et al. wiederholten die Injektion taglich
uber vier Wochen. Bei Liu et al. erhielten die M&use das EGCG dreimal wochentlich tber elf
Wochen hinweg. Die Tétung erfolgte im direkten Anschluss nach drei (Caltagirone) bzw. elf
Wochen (Liu). In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine einmalige intratumorale Verabreichung

mit einem vierwdchigen Intervall zwischen Therapie und Tétung.

Ebenfalls zu beriicksichtigen sind die Serumwirkstoffkonzentrationen. Liu et al. postulierten fur
ihre Experimente eine Mindestkonzentration an freiem EGCG von 0,6 - 8 pM/I. Diese erreichten
sie experimentell nach einer Einmalinjektion von 2 mg Katechin intraperitoneal. Die
Versuchstiere der hier behandelten Arbeit erhielten bei einer Tumormasse von 0,6 — 1 cm®
intratumoral 0,3 - 0,9 mg des Katechins. Auf Grund der unterschiedlichen Distribution und

Therapie ist ein Vergleich kaum mdglich.

8.2 Unterschiede in vivo versus in vitro

In den Vorversuchen wurden Zellsuspensionen bzw. Monolayer verwendet. Die Zellen waren
stabilen Umwelteinflissen ausgesetzt, in ihren Eigenschaften identisch und besalien gleiche
Wachstumsvoraussetzungen. Die Elektroporation in der BTX-Kuvette erfolgt durch ein
homogenes Feld. Alle Zellen wurden der annahernd gleichen Feldstarke und gleichen

Konzentration des Chemotherapeutikums ausgesetzt.

In-vivo-Tumore stellen ein heterogenes Zellkollektiv dar. 2004 beschrieben Canatella et al.
erstmalig den Unterschied zwischen in-vivo- und in-vitro-Zellmodellen und die Bedeutung fir

3

die Elektrochemotherapie: “...a multicellular environment decreases the effects of
electroporation...” (Eine mehrzellige Umgebung verringert den Effekt der Elektroporation) [57].
Urséchlich  hierfur sind Veranderungen der Feldstdrke sowie die intratumorale

Wirkstoffverteilung.
8.2.1 Feldstarke und Schwellenpotential
Intratumoral gelegene Zellen werden beim Plattenepithelkarzinom primér Uber Diffusion

versorgt. Mit zunehmender Tumortiefe ist die Effizienz und damit die Nahrstoffversorgung

limitiert. In der Folge des eingeschrankten Stoffwechsels finden sich intratumoral bis zu 50 %
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kleinere Zellen. Das Schwellenpotential AV; ist direkt abhangig von der ZellgroRe [25]. Kleinere
Zellen und damit kleinere Radien bendtigen fiir eine Uberschreitung des Schwellenpotentials

hohere Feldstarken.

Canatella et al. zeigten, dass ein enger Zellverband zusatzlich eine messbare Abschwéchung der
intratumoralen Feldstarke zur Folge hat [57]. Niedrig gewahlte Feldstarken kdnnen dazu fuhren,
dass das Schwellenpotential zentral gelegener Zellen nicht erreicht wird. Der zytotoxische Effekt
ist in diesem Fall auf die Peripherie beschréankt. Zentrale Tumorzellen bleiben von der

Elektroporation unbeeintrachtigt und fihren zu einem lokalen Fruhrezidiv.

Die Elektrochemotherapie mit Bleomycin ist in den Vergleichsgruppen hochsignifikant wirksam.
Daher ist davon auszugehen, dass die Feldstarke ausreichend hoch gewahlt ist, um

Spannungsverluste an der Zellmembran und im Tumorzentrum zu kompensieren.

8.2.2 Wirkstoffverteilung und Permeabilitat

Die Ergebnisse der Vor- und Hauptversuche mit Bleomycin zeigten gleichartige Resultate.
Bloom et al. verwendeten bei ihren Kklinischen Versuchen an Plattenepithelkarzinomen
vergleichbare Parameter und erreichten ebenfalls eine signifikante VVolumenreduktion [69]. Es
muss davon ausgegangen werden, dass eine ausreichende Zahl an Bleomycinmolekiilen das
Zytosol erreichte. Es bleibt zu berlcksichtigen, dass Bleomycin eine katalytische Wirkung
besitzt und auch bei geringer Konzentration apoptotisch wirksam ist. Die Diskrepanz zwischen
Vor- und Hauptversuchen bei der Verwendung von Epigallokatechingallat kdnnte neben den
oben erwéhnten Spannungsverlusten auch auf einen intrazelluldren Wirkstoffmangel

zurtickzufiihren sein.

Im Vorversuch wurden die Zellen separiert und in der EGCG-L6sung inkubiert. Liu et al.
zeigten, dass eine mehrtagige Inkubation mit EGCG ohne Elektroporation zu einer bis zu 61-

%igen Inhibition der Koloniebildung flihren kann [65].

Das Interstitium der implantierten Plattenepithelkarzinome ist nur gering ausgepragt und bietet
kaum Kapazitat fur ein Wirkstoffeservoir. Die durch das kompakte in-vivo-Zellwachstum
limitierte  Diffusion  fuhrt  zusétzlich zu einer geringeren  Verfugbarkeit des

Chemotherapeutikums. Nach Unterbrechung der Feldspannung bleibt die erhdhte Permeabilitat
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der Tumorzellmembran fir einige Minuten bestehen [24]. Auch bei sorgféltiger Durchfiihrung
der Fanning-Technik ist davon auszugehen, dass nicht alle Tumoranteile in gleichem MaRe mit
Katechinen beimpft werden. Diese Tumorzellen besitzen auf Grund des kleinen Zeitfensters und

der eingeschréankten Diffusion schlechte Ausgangsbedingungen fiir die Elektrochemotherapie.

Canatella et al. fuhren neben der limitierten Feldstarke und Wirkstoffmenge noch die
Permeabilitat als Ursache der Effektabschwéachung an. Die Selektion und anschlielende
Untersuchung intratumoraler Zellen konnte zeigen, dass diese eine geringere Permeabilitat als
periphere Zellklone besitzen [57]. Unklar ist, inwiefern dieser Effekt auch Auswirkungen auf die
Bildung von Elektroporen hat.

8.3 Pharmakokinetik

Die intrakorporalen Verteilungseigenschaften von Bleomycin und Epigallokatechingallat sind

annahernd gleich und kénnen bei einer intratumoralen Injektion vernachlassigt werden.

Die Literaturangaben zur terminalen Halbwertszeit am Menschen schwanken fir beide
Verbindungen. Die biphasig verlaufende Elimination betrdgt fir Bleomycin eT%: 1 - 9 Stunden
und EGCG eT¥2: 1 - 7 Stunden [67, 68, 104]. Ohne genaue Daten zur terminalen Elimination am
Mausmodell lassen sich hierzu keine exakten Aussagen treffen. Eine friihzeitige Elimination von

EGCG bei einem Injektions-Elektroporations-Abstand von 10 Minuten ist unwahrscheinlich.

8.4  Pharmakodynamik
8.4.1 Bleomycin

Bleomycin wird intrazellular durch Bildung eines Eisenkomplexes aktiviert und bindet an die
DNS. Folge ist die Produktion hochreaktiver Sauerstoffradikale, die zu DNS-Strangbriichen
fuhren. Bei katalytischer Wirkungsweise reichen fir eine Apoptoseinduktion wenige hundert
Molekile aus. In Kombination mit einer geringen Membranpassage bietet Bleomycin ideale
Eigenschaften fir die Elektrochemotherapie. Eine kurzfristige, durch die Elektrotherapie
ausgelGste Steigerung des Bleomycineinstroms filhrt zum Uberschreiten einer Kritischen
Molekilzahl. Durch die beschriebene hohe intrazellul&rer Potenz kommt es zur Apoptose.

Resistenzmechanismen werden durch den schnellen Einstrom berfordert und scheinen in der

Elektrochemotherapie keine Rolle zu spielen.
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8.42 EGCG

Die antitumorale Wirkung von EGCG  basiert auf der Beeinflussung von
Signaltransduktionswegen und Stoffwechselprodukten. Eine Identifikation der initialen
Bindungsstellen gelingt nur in Einzelfallen. Fir eine Verwendung in der Elektrochemotherapie

ist eine intrazelluldre Zielstruktur VVoraussetzung.

Katechine binden an die tumorzellspezifische Oberflachenoxidase tNOX [64]. EGCG besitzt
gegenliber dem Protein eine hohe Affinitat und fihrt zur Blockade des Enzyms. Folge ist ein
Wachstumsstopp mit anschlieBender Apoptose. Yagiz et al. konnten zeigen, dass bereits eine
geringe Katechinkonzentration zu einer Beeinflussung der tNOX und damit zur Apoptose von
Tumorzellen fuhren kann. Gesunde Zellen mit der Wild-Typ-Variante der NADH-Oxidase
zeigen auch bei einer hundertfach erhthten EGCG-Konzentration keine Beeinflussung [73].
Hierbei handelt es sich um eine extrazellulare Zielstruktur. Demnach kann eine Elektroporation

uber diesen Signaltransduktionsweg zu keiner Wirkungsverstarkung fuhren.

Eine weitere extrazellulare Zielstruktur ist der 67kDa-Laminin-Rezeptor (LR1). Es wurde eine
direkte Bindung und Inaktivierung durch EGCG beschrieben [65, 96]. Der Rezeptor ist als
Basalmembrananker an der Tumorinvasion und Metastasierung beteiligt. In unseren
Untersuchungen spielte die Tumorausbreitung nur eine untergeordnete Rolle und wurde im

Antionkogramm des Vorversuches nicht bertcksichtigt.

Wird die antitumorale Wirkung von EGCG ausschlielich Gber transmembrandse Rezeptoren
(tNOX, LR1) vermittelt, so fiihrt eine Elektroporation zu keiner Wirkungssteigerung. Die
Kontrollgruppe (F) mit alleiniger EGCG-Gabe hétte somit die gleichen Ausgangsbedingungen
wie die Gruppe mit EGCG und Elektroporation. Die in-vivo-Versuche mit 232 %
Volumenzuwachs unter EGCG versus 181 % unter EGCG plus Elektroporation konnten dies bei

fehlender Signifikanz nicht widerlegen.

Unklar bleibt die im Vergleich zum Hauptversuch ausgepréagte Tumorsuppression in den
Vorversuchen. Ursdchlich hierfur kénnte die mehrtégige Inkubation in der EGCG-haltigen
Nahrlésung gewesen sein. Yagiz et al. inkubierten tNOX-Uberexprimierende Zellen fir 48

Stunden in einer Katechinlésung und wiesen eine apoptotische Wirkung nach [73]. Dies deckt
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sich mit den in-vivo-Beobachtungen von Liu und Caltagirone et al., die EGCG uber mehrere
Tage hinweg verabreichten und damit einen konstanten Plasmaspiegel aufrecht erhielten. Im
Gegensatz zu den Vorversuchen und genannten Arbeiten waren die in-vivo-Zellen dieser

Untersuchung nur einem einmaligen EGCG-Bolus ausgesetzt.

8.4.3 Inaktivierung von EGCG

Unabhdngig von rezeptorvermittelten Effekten besitzen Katechine eine chemische,
redoxabhéngige Wirkung. Durch unspezifische Reaktionen mit anderen Redoxpartnern (z. B.
Sauerstoff, Proteine) kommt es zur Autooxidation, Epimerisation oder Methylierung mit Bildung
deutlich schwacher wirksamer Metabolite. Dementsprechend ist die aktive Halbwertszeit als
Ausdruck der abnehmenden Reaktivitait mit 30 Min. deutlich kirzer als die biologische
Halbwertszeit [75]. Die inaktivierenden Oxidationsvorgénge lassen sich indirekt durch die
Bestimmung der Wasserstoffperoxidbildung nachweisen. Das in dieser Arbeit in vitro
verwendete DME-Medium fihrte in einer Studie von Babich et al. zu einer ausgepragten H,O0,-

Bildung, was eine schnelle Inaktivierung von EGCG vermuten lie3 [97].

Studien, die durch Oligomerisation, Bindung an Fettsureester oder Pro-drugs stabilere EGCG-
Derivate generierten, konnten eine entsprechende Verlangerung der Aktivitat und Effektivitat
nachweisen [105, 106, 107].

In-vivo-Untersuchungen zur aktiven Halbwertszeit liegen nicht vor. In Anbetracht des in vivo
niedrigeren Partialdrucks (160 mmHg vs. ~ 40 mmHg) ist von einer geringeren Inaktivierung
durch Sauerstoff auszugehen. Nicht einschatzbar sind Reaktionen mit anderen intrakorporalen
Verbindungen und Proteinen. Ohne entsprechende Bestimmung der aktiven in-vivo-

Halbwertszeit sind Aussagen zum zeitlichen Ablauf der Inaktivierung nicht moglich.

8.5  Schlussfolgerung

In den Vorversuchen zeigte die Elektrochemotherapie mit EGCG eine deutliche antitumorale
Wirkung. Eine Ubertragung der Ergebnisse auf das in-vivo-Modell gelang nicht. Die Wirkung

von Epigallokatechingallat ist komplex und noch nicht vollstandig verstanden. Nach Auswertung

der Daten fanden sich fur die ausgebliebene Wachstumssuppression drei moglich Ursachen.
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1) Das Prinzip der Elektrochemotherapie ist die einmalige Gabe des Therapeutikums vor der
Feldapplikation. Entsprechend wurden die Tumoren des in-vivo-Versuches einem intratumoralen
Wirkstoffbolus ausgesetzt. Die mit Bleomycin elektroporierte Gruppe bestatigte diesen Ansatz
erwartungsgemaR. Es ist denkbar, dass fir die Ubertragung des in-vitro-Verfahrens auf den
Gesamtorganismus im Falle der Katechine zusatzliche Parameter zu beachten sind. Noch
ungeklart sind die interstitielle Metabolisierung sowie der Konzentrationsverlauf des aktiven
Katechins. Vergleichbare Studien am Mausmodell verwendeten wiederholte Wirkstoffgaben und

erzeugten eine langfristig konstante Wirkstoffkonzentration.

Die Untersuchung der interstitiellen Pharmakokinetik, insbesondere des Konzentrationsverlaufes

ist flr eine weitere Bewertung essentiell.

2) Erste Forschungsergebnisse zur Wirkungsweise der Katechine weisen auf einen
intrazellularen Mechanismus hin. Nach Identifikation weiterer Schliisselelemente zeigte sich
eine zunehmende Komplexitat ohne singular verantwortliches Effektorsystem.

Es gibt Hinweise auf mehrere membranstdndige Signaltransduktionswege (tNOX, LR1).
Entsprechende Versuche mit tNOX-tberexprimierenden Fibroblasten unterstiitzen die These
einer auch transmembrands vermittelten Wachstumshemmung. Ein durch Elektroporation
gesteigerter antitumoraler Effekt ist abhangig von einer intrazellularen Wirkungsvermittlung. Es
ware demnach denkbar, dass bei Annahme einer relevanten membranstandigen
Apoptoseinduktion die Elektrochemotherapie keinen signifikanten Vorteil zeigt. Als Ursache der
antitumoralen Wirkung der in-vitro-Versuche ware die langerfristige Inkubation mit dem
Katechin denkbar.

Die Zielstrukturen der Katechine sind im Hinblick auf die antitumorale Wirkung zum groRten
Teil unbekannt. Die Anwendung in der Elektrochemotherapie ist abhéngig von der Identifikation

dieser Strukturen.

3) Das starke Redoxpotential von EGCG fihrt sowohl in vivo als auch in vitro durch
unspezifische Reaktionen zu einem kontinuierlichen Verbrauch des aktiven Katechins. Im
Vergleich  zur in-vitro-Konstellation war EGCG im  Mausmodell  unbekannten
Oxidationsvorgangen des Interstitiums ausgesetzt. Es ist denkbar, dass schnelle interstitielle
Reaktionen, selbst bei kurzem Injektions-Elektroporations-Abstand zu einem relevanten Abfall

der perizelluldren Katechinkonzentration gefuhrt haben.
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Zusammenfassend ist eine endgultige Aussage Uber die antitumorale Wirkungssteigerung von
Epigallokatchingallat in  Verbindung mit der Elektroporation nicht mdglich. Die

chemotherapeutischen Eigenschaften des Katechins sind in zahlreichen Studien belegt worden.
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10 Abkurzungsverzeichnis

A253 Zelllinie Plattenepithelkarzinom

ABVD Chemotherapieregime (Adriamycin, Bleomycin, Vinblastin, Dacarbazin)
AH-109A Zelllinie hepatozelluléres Karzinom

AlF Apoptose-induzierender-Faktor

AP-1 Aktivator-Protein-1

APE1 Endonuklease

ATM Ataxie-Telangiektasie'Mutation

bax p53 assoziiertes proapoptotisches Protein

bcl-2 B-cell lymphoma 2, apoptoseassoziiertes Protein

BEACOPP  Chemotherapieregime (Cyclophosphamid, Etoposid, Adriamycin, Procarbazin,
Vincristin, Bleomycin, Prednisolon

BLM Bleomycin

cdk Cyclin-abhéngige Kinasen

c-fos FOS-kodierendes Onkogen

c-H-ras Protoonkogen

CIS Carcinoma in situ

c-Jun Transkriptionsfaktor

c-myc Protoonkogen

DAB Peroxidase-Substrat-Ldsung

DGQe. V. Deutsch Gesellschaft fir Qualitat e. V.
DISC Zelltod-induzierender Signalkomplexes
DME Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
DNMT DNS-Methyltransferase

DNS Desoxyribonuleinsdure

EC Epikatechin

ECG Epikatechingallat

ECT Elektrochemotherapie

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

EGCG Epigallokatechingallat

EGFR epidermal growth factor Rezeptor
ELK Transkriptionsfaktor

EORTC European Organisation for Research and Treatment of Cancer
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EP Elektroporation

ERK Proteinkinase

ESOPE European Standard Operating Procedure on Electrochemotherapy
FAK Focal Adhesion Kinase

FAS Tumornekrosefaktor-Rezeptor

FASL Tumornekrosefaktor-Liganden

FBS fotales Kalberserum

H.0, Wasserstoffperoxid

HE H&matoxylin Eosin

hTERT Telomeraseuntereinheit

ICD international classification of diseases
IGF insulin-like Wachstumsfaktor

JNK c-Jun N-terminale Proteinkinasen

KB Zelllinie humanes Zervixkarzinom

LR1 67kDa Laminin-Rezeptor

MAO Monoaminooxidasen

MAPK mitogen activated protein kinase

MCT Monocarboxylase-Transporter

MDR Multi-Drug-Resistance

MEM minimal essential medium Eagle

MIB-1 monoklonaler Ki67-Antigen-Antikdrper
MMP Matrix-Metalloproteinasen

MRP Multidrug-Resistance-assoziierten Proteins
NF-xB sequenzspezifischer Transkriptionsfaktor
NMRI Maus Inzuchtstamm ,,Naval Medical Research Institute*
OKT; monoklonalen Antikorpers

p38 mitogenaktivierende Proteinkinase

p53 proapoptotisches Tumorsupressor Protein
PBS phosphate buffered saline

Pgp P-170-Glykoprotein

RNS Ribonukleinséure

ROS reactive oxigen species

RTOG Radiation Therapy Oncology Group

SIN squamaose intraepitheliale Neoplasie
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stat3
TFPI-2
tNOX
TPA
uPA
AV

AVp,
VEGF
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Signal transducer and activator of transcription 3
Tissue Factor Pathway Inhibitor 2
tumor-associated NADH oxidase

tissue polypeptide antigen
urokinase-plasminogen activator

Schwellenpotential

transmembranes Potential

vascular endothelial growth factor
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