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1. Einleitung und Zielstellung

Jahrlich sterben weltweit 7,6 Millionen Menschen an Krebs. Das Kolorektale Karzinom ist
dabei der dritthaufigste maligne Tumor. Es zeigt eine hohe Sterblichkeitsrate in
fortgeschrittenen Stadien [104]. Die Therapie des Kolorektalen Karzinoms umfasst, je nach
Stadium, eine chirurgische Resektion des primaren Tumorgewebes und eine adjuvante
Chemotherapie, um bereits gestreute Zellen zu bek&mpfen. Bewahrte Chemotherapeutika
weisen haufig eine Vielzahl an Nebenwirkungen auf, die zum Teil die Lebensqualitat der
Patienten stark beeinflussen. Eine noch sehr junge, neue Gruppe von Therapeutika, die
Angiogenesehemmer, versprechen eine verbesserte Vertraglichkeit bei gleichzeitiger
Wirkungssteigerung.

Ein funktionelles Netzwerk aus BlutgefaRBen bildet in Geweben die Grundlage fur die
Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen sowie flur den Abtransport von
Stoffwechselprodukten. Ohne Gefaldversorgung kénnen Tumore nicht Uber eine bestimmte
Grol3e (@ 10-100 mm) hinaus wachsen [50]. Einen entscheidenden Punkt im Wachstum und
der Metastasierung von Tumoren stellt somit die Angiogenese dar, der komplexe Vorgang
der Gefallneubildung aus bereits bestehenden GefalBen. Seit Judah Folkman 1971
postulierte, dass das Tumorwachstum abhangig von der Angiogenese sei und dies einen
therapeutischen Ansatz darstellen konnte [48; 49], ist die Angiogenese im Fokus der
Tumorforschung. Antiangiogenetika sollen die GefaRentwicklung hemmen und so das
Tumorwachstum unterbinden. 2004 wurde der erste antiangiogene Wirkstoff (Bevacizumab)
gegen das metastasierende Kolorektale Karzinom zugelassen. Dabei handelt es sich um
einen humanen Monoklonalen Antikdrper, der den Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) neutralisiert [44]. Weitere Substanzen folgten und die komplexen Vorgénge der
Angiogenese bieten eine Vielzahl von Angriffspunkten und therapeutischen Méglichkeiten
[163].

Die VEGF-induzierte Angiogenese wird unter anderem durch die zwei Transkriptionsfaktoren
p53 und c-Jun gesteuert. Durch die Hemmung spezifischer Kinasen wird ihr Abbau oder die
Stabilisierung kontrolliert und so die Expression von VEGF und die Tumorangiogenese
beeinflusst [15]. Emodin und BTB 14431 sind zwei Anthraquinone, die Einfluss auf den
Abbau und die Stabilisierung von p53 und c-Jun haben. Emodin ist ein bekannter
Kinase-Inhibitor. BTB 14431 ist ein strukturell verwandtes Anthraquinon. Der Effekt dieser
beiden Substanzen auf das Wachstum von Tumoren fortgeschrittener Grdol3e in vivo soll in
dieser Arbeit untersucht werden.

Im Einzelnen soll im vorliegenden Tierversuch der Einfluss einer intraventsen vs.
intraperitonealen Applikation der Substanzen Emodin und BTB 14431 in steigenden

Konzentrationen auf das intra- und extraperitoneale Wachstum von Tumoren



fortgeschrittener GroRRe bei Ratten untersucht werden. Die intraperitoneale Applikation einer
Tumorzellsuspension soll das intraoperative Zurlckbleiben bzw. Freiwerden von vitalen
Tumorzellen bei Resektion eines Kolorektalen Karzinoms simulieren. Eine Fernmetastase
soll durch eine subkutane Applikation der Tumorzellsuspension in den Nacken simuliert
werden.

In einem vorangegangenen Experiment der Arbeitsgruppe wurden die Tiere direkt nach der
Applikation der Zellsuspension fur sieben Tage intermittierend in einem 12-stindigen
Rhythmus behandelt. Es konnte keine antineoplastische Wirksamkeit von Emodin und
BTB 14431 gezeigt werden. Basierend auf diesen Ergebnissen soll in dem vorliegenden
Tierexperiment durch einen verzégerten Behandlungsbeginn die antineoplastische Wirkung
von Emodin und BTB 14431 auf fortgeschrittene Tumorstadien des Kolonadenokarzinomtyps
gezeigt werden. Diese sind bereits vaskularisiert und besitzen somit im Gegensatz zu dem
angewendeten friheren Modell eine Gefallversorgung. Die parenteral applizierten
Substanzen sollen so die Tumore in wirksamer Dosis erreichen.

Um die Effekte einer steigenden Dosis von Emodin und BTB 14431 zu untersuchen, werden
diese in je zwei unterschiedlichen Konzentrationen appliziert. Emodin wird in den
Dosierungen 2,5 und 5 mg/kg Korpergewicht (KG) und BTB 14431 in den Dosierungen 0,3
und 1,7 mg/kg KG angewendet. Es soll sowohl die Applikationsart (intravends vs.
intraperitoneal) als auch der Wirkungsort (abdominale Tumore und subkutane Tumore) in

Hinblick auf die Tumorgewichte und die Gewichtsentwicklung der Tiere verglichen werden.

Folgende Fragestellungen sollen untersucht werden:

1. Gibt es einen Einfluss von Emodin und BTB 14431 auf das intra- und extraperitoneale
Tumorgewicht und gibt es einen Unterschied zwischen intravendser und
intraperitonealer Behandlung? Welchen Einfluss haben Dosissteigerungen von Emodin
und BTB 144317

2. Gibt es einen Einfluss von Emodin und BTB 14431 auf die Gewichtsentwicklung und
Mortalitdit der Tiere und gibt es einhen Unterschied zwischen intravendser und
intraperitonealer Behandlung?

3. Gibt es Unterschiede zu dem vorangegangenen Tierexperiment, welches die Effekte

beider Substanzen bei Behandlung unmittelbar nach Zellapplikation untersuchte?



1.1 Gefalbildung

In der Embryonalentwicklung differenzieren sich aus spezifischen mesodermalen
Vorlauferzellen, sogenannten Angioblasten, die Endothelzellen. Diese bilden die innerste
Wandschicht jeden Blut- und Lymphgefalies. Die Differenzierung der Angioblasten zu einem
priméren funktionellen Blutgefalsystem bezeichnet man als Vaskulogenese. Dieser
Neubildung von BlutgeféalRen, auch de novo BlutgefalZbildung genannt, steht die Sprossung
aus bereits bestehenden Blutgefaf3en, die Angiogenese, gegeniber. An der Sprossung von
BlutgefalRen sind insbesondere die extrazellulare Matrix, die Basalmembran und die
Endothelzellen beteiligt. Die Angiogenese lauft in genau definierten Schritten, der
sogenannten angiogenen Kaskade, ab und wird im Wesentlichen von der Migration der
Endothelzellen bestimmt. Zundchst missen sich diese aus ihrem Zellverband l6sen. Die
extrazellulare Matrix und die vaskulare Basalmembran werden durch die Einwirkung von
Metalloproteinasen aufgeldst [69; 121]. Durch die erdffnete Basalmembran migrieren die
Endothelzellen in Richtung des angiogenen Stimulus. Die Endothelzellen proliferieren,
verlangern dadurch den endothelialen Strang und bilden gefaf3éhnliche Strukturen [137].
Eine weitere Form der Angiogenese ist die nichtsprossende Angiogenese oder auch
Intussuszeption genannt. Ein bestehendes Gefal wird hierbei langs gespalten, wodurch ein
komplexes vaskulares Netzwerk entsteht. Die sich gegenilberliegenden Endothelwénde
migrieren zueinander und formen einen intraluminalen vertikalen Pfeiler, sodass es zur

Verbindung der sich gegentberliegenden Endothelzellen kommt. [19; 37; 39].

1.1.1 Tumor Dormancy und ,,angiogenic switch”

Bis zu einer bestimmten Grol3e findet die Versorgung eines Tumors durch Diffusion aus dem
umliegenden Gewebe statt. Ab einem Durchmesser von 10-100 mm bendtigt der Tumor ein
eigenes GefalRnetz, um sich ausreichend mit Nahrstoffen versorgen zu kdnnen und den
Abtransport von Stoffwechselprodukten zu gewahrleisten [51]. Die Theorie der Abhangigkeit
des Tumorwachstums von der Angiogenese wurde erstmals 1971 von Judah Folkman [48]
aufgestellt und hat seitdem einen grof3en Einfluss auf die Angiogenese- und
Tumorforschung.

Genetische und epigenetische Faktoren flihren zu neoplastischen Transformationen von
Zellen und zur Entstehung von avaskuldaren Zellhaufen. Diese sogenannten ,dormant
tumors® konnen Uber sehr lange Zeit bestehen bleiben, solange proangiogene (u.a. VEGF,
bFGF) und antiangiogene (u.a. Thrombospondin-1, Angiostatin, Endostation und
Platelet Factor 4) Faktoren im Gleichgewicht sind. Uberwiegen jedoch die proangiogenen

Faktoren, kommt es zum sogenannten ,angiogenic switch“ [12; 127] . Der kritische



Durchmesser bis zu dem ein solider Tumor heranwachsen kann, bevor es zum ,angiogenic
switch® kommt, betrdgt 1-2 mm. Dies ist durch die biophysikalischen Eigenschaften des
Sauerstoffs bedingt. Dieser kann rund 100 um in Gewebe diffundieren [131]. Um den Tumor
ausreichend zu versorgen, musste der Abstand zwischen zwei Blutgefaf3en dadurch maximal
200 um betragen.

Die meisten erwachsenen Menschen haben mikroskopisch kleine, nicht vaskularisierte
Tumore in mehr als einem Organ [14]. Davon entwickelt sich aber nur etwa einer von 600 zu
einem malignen Tumor mit eigenem Gefal3system [53]. Sobald der Tumor durch eigene
BlutgefalRe versorgt wird, steigt seine Wachstumsrate signifikant an. Die Microvessel
Densitiy (MVD) wurde in einer Reihe von Studien mit der Invasivitdt und Agressivitat von
Tumoren in Beziehung gesetzt und dient als prognostischer Faktor fur das Uberleben der
Patienten [16; 74; 86; 113].

Durch den ,angiogenic switch“ erlangen die Tumore Anschluss an das Gefal3system des

Organismus. Dies ist eine entscheidende Voraussetzung fur die Streuung von Tumorzellen.

1.1.2 Angiogenese und der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Im adulten Organismus findet Angiogenese physiologisch bei wenigen Prozessen statt. Dazu
gehort die Wundheilung [91], das Wachstum des Corpus Luteum und die Erneuerung der
Endometriumsschleimhaut der Frau im Rahmen des Menstruationszyklus [8; 123] sowie das
Wachstum der Milchdriise wahrend der Graviditat [117] und die Haarfollikelbildung [47; 183].

Daraus ergibt sich ein glinstiges therapeutisches Fenster fir Angiogeneseinhibitoren.

Die komplexen Vorgange der Angiogenese werden durch eine Reihe von Molekilen
vermittelt und koordiniert. Zu den Stimulatoren der Angiogenese gehdren unter anderem
angiogene Wachstumsfaktoren wie VEGF, PDGF (Plateled Derived Growth Factor) und
Angiopoietin-1 und -2, hdmatopoetische Wachstumsfaktoren wie Erythropoetin und Enzyme
wie Angiogenin. Inhibitorisch hingegen wirken z.B. proteolytische Peptide wie Angiostatin
und Endostatin sowie extrazellulare Matrixmolekile wie Thrombospondin. Des Weiteren sind
verschiedene Zytokine, Chemokine und Hormone an der Regulation der Angiogenese
beteiligt. Sie alle stellen potentielle selektive Targets fur eine antiangiogene Therapie dar
[150].

Der wichtigste und wohl am besten erforschte Faktor bei der sprossenden Angiogenese ist
VEGF. Die VEGF-Familie umfasst mindestens sechs Faktoren: VEGF-A bis -F, wobei
VEGF-A in der Regel nur mit VEGF bezeichnet wird. Beim Menschen spielen VEGF-A bis -D
eine Rolle bei der Angiogenese. VEGF verwandte Angiogenesefaktoren sind PGF-1 und -2

(Placenta Growth Factor) [45]. Die Wirkung von VEGF ist sehr fein gesteuert und wird durch



VEGF-Rezeptoren vermittelt, die von Endothelzellen exprimiert werden [134].

1983 entdeckten Senger et al. [155] ein Protein, das in der Lage war, die Permeabilitat der
Endothelzellen zu erhdhen. Dieses damals als Vascular Permeability Factor (VPF)
bezeichnete Protein wurde sechs Jahre spater erneut durch Ferrara und Henzel [46]
identifiziert und als Wachstumsfaktor fiir Vaskulare Endothelzellen bezeichnet. VEGF fordert
GefaRwachstum und -umbildung und stellt einen entscheidenden Stimulus zum Uberleben
von Endothelzellen dar [56]. Fehlen solche Stimuli werden die Endothelzellen apoptotisch.
VEGF ist also essentiell fur das Uberleben neugebildeter GefaRsysteme [7]. Des Weiteren ist
VEGEF in der Lage, die Gefalipermeabilitdt zu erhéhen [128], wodurch Plasmaproteine durch
die GefaBwand diffundieren kdnnen und sich eine extrazellulare Matrix bilden kann. Dadurch
wird das Wachstum von Endothelzellen unterstiitzt [169]. AuRerdem induziert VEGF als
chemotaktischer Faktor unter anderem die gerichtete und einem Konzentrationsgradienten
folgende Bewegung von Endothelzellen [30].

Die Expression von VEGF wird durch verschiedene Faktoren reguliert. Eine Reihe von
Wachstumsfaktoren wie der Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Fibroblast Growth
Factor (FGF), Epidermal Growth Factor (EGF), Tumor Necrosis Factor (TNF) und
Interleukin-1 kénnen die Expression ebenso beeinflussen wie genetische Determinanten und
das umgebende Milieu. Hypoxiegradienten sorgen in Tumoren fur die sauerstoffabhangige
Produktion von VEGF [144] und die Ausschittung des Hypoxie Induzierten Faktors (HIF).
HIF ist ein Transkriptionsfaktor, der je nach Hydroxylierung seiner a-Untereinheit vermehrt
abgebaut wird, oder die Expression von Wachstumsfaktoren wie z.B. VEGF induziert.
Die Hemmung von HIF-1la beeintrachtigt z.B. das Tumorwachstum bei humanen
Magenkarzinomzellen (TMK-1) [165] und fihrt zur verminderten Ausschittung von VEGF
und einer geringeren Zahl an BlutgefaBen bei humanen Myelomzellen [166]. Da die
Prozesse der Tumorangiogenese jedoch nicht koordiniert ablaufen, kommt es zur
Ausbildung eines chaotischen Gefalinetzes anstelle normal strukturierter Blutgefale [19; 79].
VEGF fuhrt nur in der exakten Konzentration zur Ausbildung eines morphologisch normalen

und voll funktionsfahigen Gefal3netzes [9].



1.2 Inhibitoren der Angiogenese

1.2.1 Prinzipien der Antiangiogenese - etablierte Angiogenesehemmer

Das Wachstum eines Tumors ist im Wesentlichen von seiner Versorgung mit Blutgefa3en
abhangig. Die mittlere GefaRdichte in den meisten humanen Tumoren liegt zwischen 75/mm?
und 110/mm? [92]. Die MVD spiegelt die mittlere interkapillare Distanz wieder. Eine hohe
MVD korreliert in den meisten Fallen mit einer schlechten Prognose [68]. Je geringer die
Gefal3dichte und je hoher die interkapillare Distanz ist, desto schlechter wird das
Tumorgewebe mit Nahrstoffen versorgt und desto eher kommt es zu Nekrosen und zu einer
Verringerung der Tumormasse. Sinkt die MikrogefaRdichte auf unter 50/mm?, kommt es zu
einer signifikant hoheren Nekrosebildung innerhalb der Tumore [92]. Das Ziel der
antiangiogenen Tumortherapie ist es also, die Mikrogefaf3dichte zu reduzieren und somit die
interkapillare Distanz zu erhdhen. Dies fuhrt zur Einschrankung der Versorgung des Tumors,
das weitere Wachstum wird vermindert und im Idealfall kommt es zu einer Rickbildung des
Tumorgewebes.

Judah Folkman postulierte bereits in den 1970er Jahren, dass die Antiangiogenese eine
ernstzunehmende Maoglichkeit der Tumorbehandlung ist [49].

2004 erhielt der erste zuverlassig validierte Angiogeneseinhibitor die klinische Zulassung zur
Behandlung fortgeschrittener kolorektaler Tumore. Bevacizumab ist ein neutralisierender
VEGF-Antikérper und verbessert das Gesamtiberleben sowie auch das progressionsfreie
Uberleben erkrankter Patienten besonders in Kombination mit einer Standardchemotherapie
signifikant und ist dabei gut vertraglich [75; 151]. Bei Patienten, die Resistenzen gegen
konventionelle Chemotherapeutika zeigten, war Bevacizumab in der Lage, in 83 % der Falle
zu einem Therapieerfolg und zu einer signifikanten Verlangerung der Uberlebenszeit zu
fihren, wenn es in Kombination angewandt wurde [58].

2012 folgte Aflibercept, ein rekombinantes Fusionsprotein, das als spezifischer Inhibitor des
VEGF-A und -B wirkt und auch den PGF bindet. Es wird als Chemotherapie in Kombination
mit Irinotecan, 5-Fluorouracil und Folinsaure verabreicht und ist fir die Behandlung des
Kolorektalen Karzinoms bei Progress nach, oder Resistenz gegen eine Therapie mit
Oxaliplatin zugelassen. Die Wirksamkeit konnte in ersten klinischen Studien bewiesen
werden. Aflibercept zeigte dabei jedoch eine hohe Rate an schweren Nebenwirkungen und

toxizitatsbedingten Therapieabbriichen [2].



1.2.2 Emodin

Emodin ist ein Anthraquinon, das in natlrlicher Form in Rhabarber vorkommt. Rhabarber hat
ein nachgewiesenes toxikologisches und antineoplastisches Potential und ist eine der
altesten und bekanntesten chinesischen Medizinalpflanzen [70]. Er ist heute immer noch
Bestandteil verschiedener pflanzlicher Praparate zur traditionellen Nutzung als Laxativ, bei
gastrointestinalen Hamorrhagien und Ulcera. Die meistgenutzten Spezies des Rhabarbers
sind Rheum palmatum aus der Familie der Knéterichgewachse (Polygonaceae) und
Rheum officinale Baill, der chinesische Rhabarber. Fir beide Arten wird der Begriff
Medizinalrhabarber verwendet. Wesentliche bioaktive Bestandteile von Rhabarber sind
Anthraquinon-Derivate wie Emodin, Aloe-Emodin, Rhein und andere [18]. Die chemischen
Strukturen der Anthraquinone in diesen Pflanzen sind sehr ahnlich, die Bioaktivitat und die
molekularen Ansatzpunkte hingegen unterschiedlich. Die chemische Struktur von Emodin
unterscheidet sich leicht von den anderen Anthragquinonen (Abb. 1). Entscheidend fiir seine
Wirkung ist die dritte Hydroxylgruppe [153].

OH O OH O
O, o
HsC OH
5 OH O OH
Emodin Aloe-Emodin
OH O OH OH O
I . O
@) OH OH o)
Rhein BTB 14431

Abb. 1: Die chemische Struktur von Emodin, Aloe-Emodin, Rhein & BTB 14431 (modifiziert nach
Fullbeck et al. 2005 [55])

Im 19. Jhd. postulierte Rudolph von Virchow erstmals die Rolle der Entzindung bei der
Karzinogenese [152]. Besonders chronische Entziindungen wirken bei der Entstehung von

Krebs mit und haben einen erheblichen Anteil bei der Tumorvaskularisation [4; 6]. Eine



Pankreatitis oder Kolitis steigern das Risiko, an Krebs zu erkranken, enorm. Emodin hat
antiinflammatorisches Potential [161]. Ende des 20. Jhd. wurde die antiinflammatorische
Wirkung von Emodin erstmals nachgewiesen. Entziindungen wie akute Cholangitis, akute
Appendizitis und rheumatoide Arthritis wurden mit Emodin behandelt [32; 64]. Des Weiteren
wurde in den 70er und 80er Jahren Emodin erstmals als zytotoxischer Wirkstoff bei

lymphoiden und murinen Leukamiezellen (P-388 bzw. L1210) beschrieben [87; 96].

Emodin zeigt folgende verschiedene Wirkmechanismen, die fir die Therapie von Tumoren

interessant sind:

Hemmung des Zellwachstums

Die Hemmung des Zellwachstums scheint durch die Kohlenstoffatome C1 und C3 vermittelt
zu sein [21; 23; 95; 157; 200]. Emodin hat eine 25fach hohere Zytotoxizitat auf transformierte
Bronchialepithelzellen im Vergleich zu normalen Bronchialepithelzellen [22]. Normale Zellen
scheinen resistenter gegenuber der durch Emodin induzierten Toxizitdt zu sein. Diese
Spezifitat auf maligne Zellen liegt moglicherweise an der Wirkung von Emodin auf onkogene
Signaltransduktion, die in Krebszellen tatig oder sogar verstarkt ist [23].

Unterbrechung des Zellzyklus

Normalerweise regulieren sich Zellen bei Schaden Uber verschiedene Wege, um sich vor
genomischer Instabilitdt oder Toxizitat bei geschadigter DNA zu schitzen. Bestimmte
Proteine, sogenannte Checkpoint-Proteine, kontrollieren dabei den Zellzyklus. In der
Tumorgenese verlieren Tumorzellen ihre Checkpoint-Proteine, was die Tumorentwicklung
mdglich macht [38]. Die Zellzyklusregulation ist daher ein wichtiger Therapieansatz. Der
Effekt von Emodin auf die G2/M-Phase konnte an verschiedenen Zelllinien gezeigt werden,
wie zum Beispiel an Leberkrebszellen [94], Leukamiezellen [24] und neuroektodermalen
Zellen [138]. Zu einem G2/M-Arrest fuhrt Emodin ebenso bei humanen Kolonkarzinomzellen
(LS1034) und hemmt das Wachstum von mit dieser Zelllinie bestlickten Xenografts bei
Nacktmausen [115]. Auch ein G1/S-Zyklusarrest konnte unter anderem bei Leberkrebszellen
[94], Gliom-Zellen [1], Lungenkrebszellen [190] und auch Kolonkarzinomzellen [84] nach
Behandlung mit Emodin nachgewiesen werden. Bei humanen Leberkrebszellen (HepG2)
fuhrt Emodin zu einem GO0/G1-Zellzyklusarrest [196].

Apoptoseinduktion
Ein weiterer Wirkmechanismus von Emodin ist die Apoptoseinduktion. Apoptose ist
fundamental in der Entwicklung von komplexen biologischen Systemen. Dysregulation oder

Fehler fuhren zu einer Transformation und Wachstum von Tumorzellen oder begtlinstigen



dies. Apoptose ist der programmierte Zelltod, bei dem die betroffenen Zellen ohne
Entzindungsreaktionen und ohne Veranderungen der Struktur des umliegenden Gewebes
zerfallen und abgebaut bzw. aufgenommen werden [164]. Die Apoptose teilt sich in zwei
Phasen, die Initiations- und die Effektorphase. Die Initiationsphase kann als Apoptose Typ |
(extrinsischer Weg) oder als Apoptose Typ Il (intrinsischer Weg) ablaufen. DNA-Schaden
aktivieren den Transkriptionsfaktor p53 (siehe auch 1.2.4 Emodin und BTB 14431 und der
Einfluss des CSN und seiner Kinasen auf die VEGF-induzierte Angiogenese). Dies fuhrt zur
Aktivierung des intrinsischen Weges der Apoptose. Proapoptotische Proteine wie z.B. Bax,
Bak, Bad und Noxa werden dabei induziert, wahrend antiapoptotische Proteine wie Bcl-2,
Mcl, XIAP und Survivin gehemmt werden [124; 133; 189]. Das Membranpotential wird
gestért, was zu einer Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem mitochondrialen
Intermembranraum in das Zytoplasma fiuhrt. Cytochrom c bildet zusammen mit dem
apoptotischen Protease-Aktivierungsfaktor-1 einen Komplex, der zur Aktivierung der
Caspase-Kaskade fuhrt [187]. p53 kann ebenfalls den extrinsischen Weg durch Induktion der
Expression von Rezeptoren der TNF-Superfamilie wie FasR und DR5 und ihrer Apoptose
induzierenden Liganden FasL und TRAIL aktivieren [160; 171].

Die Apoptose als potentieller Mechanismus der antiproliferativen und antineoplastischen
Wirkung von Emodin wurde bereits mehrfach beschrieben [26; 143; 167; 191]. Die
Regulation der Apoptose ist gut erforscht. Verschiedene Studien beschreiben die durch
Emodin induzierte Caspase-3, Caspase-8 und Caspase-9 vermittelte Apoptose [26; 107;
195]. Die Bcl-2 Proteinfamilie beinhaltet antiapoptotische (Bcl-2 und Bcl-XL) und
proapoptotische (Bax und Bak) Proteine. Emodin erhdht die Bax- und Bak-Ausschiittung
signifikant [82; 102]. Bcl-2 ist ebenfalls involviert. Zunéchst fihrt Emodin zu einem
signifikanten Abfall, dann fuhrt ektopische Bcl-2 Expression jedoch zu einer Blockierung der
durch Emodin induzierten Apoptose [167]. Des Weiteren fihrt Emodin Uber verschiedene
Mechanismen zu einer Akkumulation von p53 [55; 157; 173]. Bei humanen Leberkrebszellen
fordert Emodin die vermehrte Freisetzung von Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien in das
Zytosol, die Aktivierung von Caspase-8 und -9, steigert die Expression von p53 und hemmt
die Heterodimerisation von Bcl-2 mit Bax und fuhrt so auf verschiedenen Wegen zur

Apoptose der Zellen [196].

Antimetastatische und antiangiogene Wirkung

Die hohe Sterblichkeit, die mit Krebs assoziiert ist, wird durch die hamatogene und
lymphogene Metastasierung von Tumorzellen begriindet. Metastasierung besteht aus vier
wesentlichen Schritten. Nach der Angiogenese des Primartumors kommt es zur Abtrennung
von Tumorzellen. Diese gelangen nach Abbau der extrazellularen Matrix per Zellinvasion

und -adh&sion auf hamatogenem oder lymphogenem Weg in andere Organe und



proliferieren dort [47].

Emodin hemmt die TNF-a-induzierte Expression von Adhasions-Proteinen, die fur
Zelladhasion, Migration und Inflammation essentiell sind [93]. Die Anheftung verschiedener
Krebszellen an Proteine der extrazellularen Matrix wird durch Emodin Uber die Zerstérung
der Membranlipidschicht signifikant gehemmt [73]. Die Membranlipidschicht ist bei Krebs-
und normalen Zellen unterschiedlich. In Krebszellen besteht sie z.B. aus mehr Cholesterol
und gesattigten Fettsduren. Emodin beeintrdchtigt die Integritat dieser veranderten
Lipidschicht und fihrt so zu einer Hemmung der Adhéasion von Krebszellen
[54; 120]. Die Invasivitat humaner Krebszellen wird durch Unterdrickung der MMP-9-
Expression sowie durch Hemmung der AP-1 und NF-kB-Sighalwege gehemmt [71; 89; 168;
203]. Emodin hemmt des Weiteren die EGF-induzierte Zellmigration [72].

Emodin kann sowohl in vitro als auch in vivo die Tumorangiogenese hemmen. Es supprimiert
unter anderem die Expression Angiogenese-assoziierter Faktoren wie MMP-1 und MMP-9
durch die Hemmung der NF-kB- und AP-1-Signalwege [33; 103; 108]. Kaneshiro et al.
konnten 2006 die antiangiogene Wirksamkeit von Emodin in vitro an humanen
Nabelvenenzellen (HUVECs) und in vivo in einem Air Sac Assay an Mausen nachweisen.
Die MMP-9-Expression der HUVECs sowie die Phosphorylierung der Extracellular signal-
regulated Kinasen 1 und 2 (ERK 1/2), die zu den MAP-Kinasen gehoéren, nahm im Air Sac
Assay dosisabhadngig ab [85]. Des Weiteren ist Emodin in der Lage, die VEGF-Expression
direkt und indirekt zu hemmen [108; 168]. Die indirekte Hemmung wird Uber die nukleare
Translokation sowie die DNA-Bindung von NF-kB vermittelt, das ein wichtiger
Transkriptionsfaktor zur Kontrolle der MMP-2/9 und VEGF-Expression ist [168].

Ljubimov et al. zeigten 2004, dass Emodin in der Lage ist, retinale Neovaskularisation in
einem sauerstoffinduzierten Retinopathie-Modell zu hemmen. Hauptséchlich durch die
Hemmung der Casein Kinase 2 (CK2) zeigt Emodin dabei protektive Effekte gegen
Angiogenese und die retinale Neovaskularisation [112]. Es stabilisiert in vitro retinale
Endothelzelltubuli auf der Basalmembran und hemmt Zellmigration und -proliferation.
AuRerdem bedingt Emodin einen G2/M-Zellarrest in bovinen aortalen GefaRendothelzellen
sowie einen G1-Arrest in humanen umbilikalen Endothelzellen und hemmt VEGF-A-
induzierte Angiogenese [97; 181]. Emodin wurde erstmals 1999 durch Yim et al. als
spezifischer Inhibitor der CK2 erwéhnt [192]. Sie beschrieben, dass Emodin ein kompetitiver
Hemmer der CK2 mit Konkurrenz zu ATP ist. Uhle et al. zeigten 2003, dass Emodin
aullerdem die Proteinkinase D inhibiert [173]. Mittels der Hemmung dieser beiden
CSN-assoziierten Kinasen und der Transkriptionsfaktoren p53 und c-Jun, hat Emodin einen

Einfluss auf die VEGF-Produktion und somit die Angiogenese.
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1.2.3 BTB 14431

Um neue pharmakologische Substanzen zu identifizieren, werden grof3e Datenbanken
anhand struktureller und chemischer Eigenschaften bereits bekannter Stoffe mittels in silico
Screening durchsucht. Diese neuen Substanzen besitzen &@hnliche physikochemische und
biologische Eigenschaften wie die bereits bekannten Stoffe, die als Leitstruktur dienen und
deren biologische Aktivitdt oder Bindung an ein Zielprotein bereits bekannt ist [34; 41; 111].
Dies ist eine sehr moderne Art der Vorselektion von Wirkstoffen und unterstitzt eine
Reduktion der Tierzahlen im Tierversuch. Ein solches Screening wurde 2005 durch Fillbeck
et al. mit Curcumin und Emodin durchgefihrt [55]. Die dabei identifizierte Substanz
9,10-dihydroxy-1,4-dihydroanthracene-1,4-dione (BTB 14431) wurde in diesem Zusammen-
hang in in vitro Untersuchungen an menschlichen Epithelzellen eines Zervixkarzinoms
(HeLa-Zellen) und an murinen Fibroblasten (B8-Zellen) charakterisiert. Die Ergebnisse
zeigen, dass sowohl Emodin als auch BTB 14431 die Phosphorylierung der an das
CSN-assoziierten Kinasen CK2 und PKD hemmen und in Tumorzellen die intrazellulare
Konzentration von p53 steigt, wahrend die Konzentration von c-Jun abfallt. p53 lost
Apoptose aus und die geringere Konzentration an c-Jun fuhrt indirekt zu einer Hemmung der
Angiogenese [15; 55; 173].

BTB 14431 fuhrt dabei starker zur Apoptose von Zellen als Emodin. Des Weiteren senkt
BTB 14431 in einer Konzentration von 20 umol die Zahl der vitalen Zellen um bis zu 25%.
Somit konnte ein antineoplastisches Potenzial von BTB 14431 nachgewiesen und die
antineoplastische Wirkung von Emodin bestétigt werden.

Pohlenz untersuchte BTB 14431 2010 erstmalig in vivo [142]. Sie arbeitete dabei mit einem
Tumorsuspensionsmodell, bei dem das intraoperative Freiwerden von Zellen bei
Tumorresektion simuliert werden sollte. Unmittelbar nach der intraperitonealen Instillation
mittels medianer Laparotomie sowie subkutaner Injektion von humanen Kolonkarzinomzellen
(CC-531) wurde eine intermittierende 7-tdgige Behandlung begonnen. Zweimal taglich, in
einem Abstand von zwdlf Stunden, wurde je nach Randomisierung eine intraperitoneale oder
intravenodse Injektion von Emodin bzw. BTB 14431 durchgefuhrt. Die intravendse
Behandlung erfolgte Gber die Vena jugularis externa mittels eines Portsystems. Es wurden
verschiedene Dosen gegenibergestellt. BTB 14431 wurde in drei verschiedenen
Konzentrationen untersucht: 0,3 mg/kg, 1,7 mg/kg und 3,3 mg/kg KG. Emodin wurde in zwei
verschiedenen Konzentrationen untersucht: 5 mg/kg und 10 mg/kg KG. Bei der Obduktion
drei Wochen nach Behandlungsende konnte die antineoplastische Wirksamkeit von Emodin
und BTB 14431 nicht bestétigt werden.
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1.2.4 Emodin und BTB 14431 und der Einfluss des CSN und seiner Kinasen auf die
VEGF-induzierte Angiogenese

Die VEGF-induzierte Angiogenese wird unter anderem durch die zwei Transkriptionsfaktoren
p53 und c-Jun gesteuert. Durch die Hemmung spezifischer Kinasen, die an das CSN
(Constitutive Photomorphogenesis 9 Signalosom, COP9-Signalosom) assoziiert sind, wird ihr
Abbau oder die Stabilisierung kontrolliert. Emodin und BTB 14431 sind zwei Anthraquinone,
die Einfluss auf diesen Prozess haben.

p53

p53 ist ein Transkriptionsfaktor, der in gesunden Zellen nur in sehr geringer Konzentration
vorhanden ist und an definierte Stellen der DNA bindet. Kommt es zu Schaden in der DNA,
wird p53 rasch stabilisiert, vermindert abgebaut und dadurch akkumuliert [119; 158]. p53
beeinflusst dann die Regulation der Expression bestimmter Gene, die an der Kontrolle des
Zellzyklus und der DNA-Reparatur beteiligt sind. Dies kann zum Zellzyklusarrest und
schlieBlich zur Apoptose der Zelle fuhren, wenn die DNA nicht repariert werden kann
[61; 178]. Diese Fahigkeit brachte p53 die Bezeichnung ,Wachter des Genoms* ein [99;
105]. Des Weiteren wirkt das Protein als Tumorsuppressor und kann so die Transformation
von Zellen durch Onkogene neutralisieren [178]. Ein aktives p53 in Tumorzellen kann also
unbegrenztes Wachstum verhindern und Apoptose auslésen [61; 178]. Die Umgehung des
programmierten Zelltods ist eines der wichtigsten Merkmale von neoplastischen Zellen. In
den meisten Tumoren wird mutiertes p53 Uberexprimiert [60; 77].

Des Weiteren beeinflusst aktives p53 die Tumorangiogenese und Metastasierung, indem es
die Expression von angiogeneseférdernden Faktoren hemmt, die antiangiogenen
Signalwege stimuliert und das sogenannte Hypoxia-Sensing-System inhibiert [124]. Hierbei
spielen unter anderem Faktoren wie HIF, VEGF, COX-2, TSP-1 und BAI-1 auch eine
wichtige Rolle. AuBRerdem hemmt p53 die Metastasierung von Tumorzellen, indem es die
Expression verschiedener verantwortlicher Gene, die zum Beispiel fur EGFR und bFGF
codieren, hemmt, wahrend Suppressorgene wie TSP-1 und KAI1 durch den Einfluss von p53
vermehrt exprimiert werden [13; 25; 31; 36; 116; 185].

c-Jun

c-Jun ist die Bezeichnung eines Gens, das als Protoonkogen fungiert und gleichzeitig als
Transkriptionsfaktor wirkt. Die gleiche Bezeichnung tragt auch das Protein, fir das das Gen
c-Jun codiert. Dieses Protein ist DNA-bindend und verhalt sich als Onkoprotein, da es die
Transkription wichtiger Gene aktiviert, die wachstumsstimulierende Proteine codieren. Die
Protoonkogene werden vermehrt transkribiert, wenn das Wachstum normaler Zellen

stimuliert wird. Dies ist ein Hinweis auf die Beteiligung der von diesen Genen codierten
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Proteine bei der Wachstumsregulation [156].

Zusammen mit c-Fos und ATF-Proteinen bildet c-Jun den friihen Transkriptionsfaktor AP-1.
AP-1 ist auf verschiedene Weise an der Tumorigenese beteiligt. Es ist in der Lage, die
extrazellulare Matrix zu verandern, fordert die Zellproliferation und -differenzierung, ist an der
Apoptose aber auch dem Uberleben neuer Zellen beteiligt und férdert die Angiogenese
sowie die Metastasierung von Tumoren [27; 40; 179]. AuRBerdem ist es an der Regulation von
Entzindungsvorgangen beteiligt, deren Einfluss auf die Tumorentstehung bereits bestéatigt ist
[3; 118]. Die Wirkung von AP-1 und c-Jun wird Uber den MAPK- und JNK-Sighalweg
vermittelt [156]. Die intrazellulare Konzentration des Transkriptionsfaktors c-Jun hat Einfluss
auf die Produktion von VEGF und somit auch auf die Tumorangiogenese [177].

Das COP9-Signalosom und das Ubiquitin-System

Abbau durch das 265
Abbau durch das 265 Proteasom
Proteasom Q
| Deiy .
: Hemmung durch Emodin Angiogenese |
Angiogenese 1 ¢ i
VEGF | VEGF ¢
Angiogenese | Angiogenese t

Abb. 2: Der Einfluss des CSN und seiner Kinasen auf die VEGF-induzierte Angiogenese: Wird die
Phosphorylierung gehemmt kommt es zur Inhibierung der Angiogenese.

(Ub = Ubiquitin; P = Phosphatgruppe; CK2 = Casein Kinase 2, PKD = Proteinkinase D)

(modifiziert nach Braumann et al. 2008 [15])

Das Constitutive Photomorphogenesis 9 Signalosom, kurz COP9-Signalosom oder CSN, ist
ein intrazellularer multifunktionaler Protein-Komplex. Es besteht aus 8 Untereinheiten und
weist Sequenzhomologien mit dem 26S-Proteasom Komplex auf [66]. Das 26S-Proteasom
ist Teil des Ubiquitin-Systems, Uber das ein Grol3teil der Proteolyse in eukaryotischen Zellen
ablauft [67]. Die ubiquitinabh&ngige Proteolyse ist der entscheidende Zwischenschritt fur die
Wirkung antiangiogener Substanzen. Ein konjugiertes Enzym katalysiert die Bildung einer
Peptidbindung zwischen Ubiquitin und der Aminogruppe an der Seitenkette eines

Lysinrestes an einem Zielprotein [29]. Weitere Ubiquitinmolekile lagern sich an und bilden
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eine Ubiquitinkette aus zahlreichen Molekilen. Man nimmt an, dass diese Kette das
markierte Protein zum 26S-Proteasom dirigiert, wo das Protein in viele kleine
Peptidfragmente gespalten wird. Die zahlreichen Proteasomen, die im Cytosol vorkommen,
spalten ubiquitinmarkierte Proteine in einer ATP-abhangigen Reaktion, bei der Peptide und
intakte Ubiquitinmolekile entstehen [140].

Will man nun die Konzentration eines bestimmten Proteins, das ubiquitinabhdngig abgebaut
werden kann, in der Zelle erhéhen oder verringern, kann man es durch Phosphorylierung
gegeniuber dem Ubiquitin-System stabilisieren oder den Abbau fordern.

Der Abbau bzw. die Stabilisierung verschiedener Substrate wird mittels assoziierter Kinasen
durch das CSN kontrolliert (siehe Seite 13, Abb. 2). p53 und c-Jun werden Uber die CK2 und
die Proteinkinase D (PKD) phosphoryliert [173]. p53 wird durch die CK2 phosphoryliert und
daraufhin ubiquitinabhangig durch das 26S-Proteasom vermehrt abgebaut. Die CK2 ist eine
hochkonservierte und in Zellen weitverbreitete Serin-/Threoninkinase. Sie phosphoryliert
bestimmte physiologische Substrate und spielt so eine wichtige Rolle bei Zellproliferation,
-transformation und -differenzierung [135; 174]. c-Jun wird durch die PKD phosphoryliert und
dadurch gegeniber dem Ubiquitin/26S-Proteasom stabilisiert [130; 173]. Die PKD gehort zur
Unterfamilie der CAM-Kinasen. Diese sind Ca®"Calmodulinabhéngige Protein-Kinasen, die
wiederum, ebenso wie die CK2, zu den Serin-/Threonin-spezifischen Proteinkinasen gehéren
[149]. Die PKD spielt eine Rolle beim intrazellularen Proteintransport am trans-Golgi-
Netzwerk und der Regulation von Proliferation und Apoptose. Fir die CSN-vermittelte
Phosphorylierung und den Abbau der Proteine ist vermutlich die Untereinheit CSN5
verantwortlich. CSN5 interagiert direkt mit c-Jun und p53 [139]. p53 hemmt die VEGF-
Produktion und c-Jun foérdert diese [199]. Dass das Prinzip der Hemmung des Signalosom-
Systems einen vielversprechenden Ansatz darstellt, wird durch Daten unterstitzt, die zeigen,
dass die mit dem Signalosom assoziierten Proteinkinasen CK2 und PKD u.a. durch
Curcumin, Emodin und auch BTB 14431 inhibiert werden kénnen [11; 55]. Dadurch steigt die
Menge an p53 und auf der anderen Seite kommt es zu einem rapiden Abbau von c-Jun
durch das Ubiquitin-26S-Proteasom-System (UPS). Das geanderte Verhaltnis von p53 zu
c-Jun fihrt zu einer verringerten Expression von VEGF und dadurch zur Hemmung der

Angiogenese.

14



Mittels der IC50 (mittlere inhibitorische Konzentration) kann man die Wirksamkeit von
Substanzen miteinander vergleichen. Sie gibt die Konzentration eines Inhibitors an, bei der
eine halbmaximale Inhibition beobachtet wird. Je niedriger die IC50 ist, desto wirksamer ist
also der Inhibitor. BTB 14431 ist ein besserer Inhibitor fir die CK2 und Emodin ein besserer
Inhibitor fir CSN (siehe Tab. 1) [55].

IC50 CK2 (umol) IC50 PKD (umol) IC50 CSN (umol)
Emodin 22,7 94,5 4,4
BTB 14431 6,4 68,9 21,0

Tab. 1: Die mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) von Emodin und BTB 14431
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1.3 Das Kolorektale Karzinom

1.3.1 Epidemiologie und Inzidenz

Die folgenden wissenschaftlichen Daten Uber das Kolorektale Karzinom wurden
hauptséchlich aus dem World Cancer Report 2008 [104], der GLOBOCAN [43] und dem
Bericht tGber Krebs in Deutschland 2012 [57] entnommen.

Jahrlich gibt es weltweit 12,4 Millionen neue Krebsfélle, Tendenz steigend. Davon gehen
rund 1,15 Millionen (9,4 %) auf das Kolorektale Karzinom zuriick. Somit liegt es nach
Lungenkrebs (1,52 Millionen) und Brustkrebs (1,29 Millionen) an dritter Stelle der weltweiten
Krebsneuerkrankungen. Die Zahlen der organspezifischen Krebserkrankungen beziehen
sich bei nicht ndherer Benennung des Tumors auf alle histologischen Subtypen. Bei 90 %
der Krebserkrankungen im Kolon- und Rektumbereich handelt es sich um ein
Adenokarzinom. Betrachtet man die Geschlechter getrennt voneinander, nimmt das
Kolorektale Karzinom bei Mannern nach Lungen-, Prostata- und Magenkrebs die vierte
Stelle, bei Frauen nach Brust- und Gebahrmutterhalskrebs die dritte Stelle ein. Das
Kolonkarzinom verteilt sich bei Mannern und Frauen gleich, das Rektumkarzinom ist bei
Mannern haufiger als bei Frauen. Insgesamt gehen jedes Jahr weltweit 7,6 Millionen
Todesféalle auf Krebs zuriick. Das Kolorektale Karzinom liegt dabei mit 8 % nach
Lungenkrebs (18 %), Magenkrebs (10 %) und Leberkrebs (9 %) an vierter Stelle. Die relative
5-Jahres-Uberlebensrate des Kolorektalen Karzinoms lag 2008 dank immer besserer
Therapiemdglichkeiten bei etwa 50 %, wobei dies regional und tumorstadienabhangig
unterschiedlich ist.

In Deutschland steht Darmkrebs bei beiden Geschlechtern an zweiter Stelle bei Inzidenz
(13,5% bei Frauen, 14,3 % bei Mannern) und Mortalitat (13 % bei Frauen, 11,8 % bei
Méannern) der Krebserkrankungen. Eine hohere Inzidenz hat bei Mannern nur Prostatakrebs
mit 25,7 % und bei Frauen Brustkrebs mit 32,1 %. Eine hdhere Mortalitdt hat bei Mannern

Lungenkrebs mit 25,5 % und bei Frauen ebenfalls Brustkrebs mit 17,2 %.

Uber die Halfte der weltweiten Krebsneufélle pro Jahr und 60 % der durch Krebs induzierten
Todesfélle verteilen sich auf die Entwicklungslander. Beim Kolorektalen Karzinom hingegen
ist sowohl die Inzidenz als auch die Mortalitat in den westlichen Landern der Erde
(Neuseeland, Australien, Nordamerika, Europa, Japan) hoher. Diese vergleichsweise hohe
Inzidenz in den westlichen Landern im Vergleich zu den Entwicklungslandern in Asien und
Afrika wirft die Frage nach der Ursache auf. Die Entstehung eines Kolorektalen Karzinoms
wird durch Umwelteinflisse, hereditdre Faktoren und dietatische Aspekte beglinstigt [65; 76].

Eine Reihe von Studien belegt den Einfluss der Erndhrung und des Lebensstils auf die
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Inzidenz des Kolorektalen Karzinoms. Einwanderer aus einem Land mit niedriger Inzidenz
(z.B. Entwicklungslander in Afrika oder Siudamerika) in ein Land mit hoher Inzidenz
(Industriestaaten wie Westeuropa und Nordamerika) erwerben nach nur einer Generation die
Inzidenz des Gastlandes [154]. Unter anderem haben Alkoholkonsum und korperliche
Bewegung einen betrachtlichen Einfluss auf die Inzidenz des Kolorektalen Karzinoms.
Alkoholkonsum fihrt bei Mannern zu einem Uberzeugend erhdhten Risiko, am Kolorektalen
Karzinom zu erkranken. Bei Frauen ebenfalls zu einem wahrscheinlich erhdhten Risiko.
Menschen mit einem Body Mass Index (BMI) von tber 30 im Vergleich zu einem BMI von 25
haben ein um 40 % erhdhtes Risiko, an einem Kolonkarzinom zu erkranken [76]. Auch die
Art der Ernahrung hat einen entscheidenden Einfluss auf die Inzidenz des Kolorektalen
Karzinoms. So fuhrt vermehrter Konsum von rotem sowie verarbeitetem Fleisch und eine
ballaststoffarme Ernahrung zu einem erhéhten Risiko [83].

Die folgende Ubersicht fasst positive wie negative Einflisse auf die Entstehung eines

Kolorektalen Karzinoms bei Mannern und Frauen zusammen.

Faktoren, die das Risiko, am Kolorektalen Faktoren, die das Risiko, am Kolorektalen

Karzinom zu erkranken, verringern Karzinom zu erkranken, erhéhen

Faktor Grad des Einflusses Faktor Grad des Einflusses

Korperliche Bewegung  betrachtlich Rotes Fleisch betrachtlich

Ballaststoffreiche LM wabhrscheinlich Verarbeitetes Fleisch betrachtlich

Knoblauch wabhrscheinlich AIEOho“SChe Getranke betrachtlich
Manner

Milch wahrscheinlich Hoher Anteil an betrachtlich
Korperfett

Kalzium aus NEM wabhrscheinlich Hoher Anteil an betrachtlich
Bauchfett

Fisch begrenzt e betrachtlich
(Erwachsene)

Vitamin D-haltige LM begrenzt Alkoholische Getranke wabhrscheinlich
Frauen

Frichte begrenzt LM mit Eisen begrenzt

Nlcht:starkehaltlge begrenzt Kéase begrenzt

Gemiuse

: LM mit tierischen

Selenhaltige LM begrenzt Fetten begrenzt

Selen aus NEM begrenzt LM mit Zucker begrenzt

Folathaltige LM begrenzt

Tab. 2: Faktoren, die das Risiko, an Kolorektalem Karzinom zu erkranken, erhéhen oder
verringern. NEM = Nahrungserganzungmittel; LM = Lebensmittel (Modifiziert nach WCRF/AICR
[148])
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1.3.2 Atiopathogenese

Vom Adenom zum Karzinom

Die Pathogenese des Kolorektalen Karzinoms ist gut erforscht. Die Akkumulation einzelner
Faktoren Uber Jahre hinweg fuhrt zu einer Expansion der Stammzellen in den
Dickdarmkrypten, was schlie3lich zur Auspragung eines Adenoms oder Karzinoms fihrt. Das
Adenom der Dickdarmschleimhaut (Dickdarmpolyp) ist die tumordse Vorstufe. Dabei handelt
es sich um eine meist in das Darmlumen hineinwachsende epitheliale Proliferation, die mit
dem Verlust der zellspezifischen Differenzierung und Strukturverdnderungen der Drisen
einhergeht [154]. Morson beschrieb bereits 1974 den Zusammenhang zwischen dem
Dickdarmadenom und dem Kolorektalen Karzinom [126].

Das Kolorektale Karzinom entsteht anfanglich durch einen mehrstufigen Prozess, der vor
allem durch Veradnderungen im Ablauf der Zellproliferation mit Verlust der
Wachstumsregulierung gekennzeichnet ist. Unter Einbeziehung verschiedener genetischer
Veranderungen kommt es zur sequentiellen Bildung von pramalignen L&asionen (Adenom-
Karzinom-Sequenz) [122]. Obwohl bei diesem Prozess eine Vielzahl an Genen mutiert, ist
jedoch nur ein geringer Teil dieser mutierten Gene an der gesteigerten Tumorprogression
beteiligt [188]. Ein erstes Modell zur kolorektalen Karzinogenese veréffentlichten Fearon und
Vogelstein bereits 1990 [42]. Sie postulierten, dass die histopathologische Umwandlung von
einem Adenom zum Karzinom mit einer Akkumulation genetischer Veranderungen
einhergeht, die zu einem Wachstumsvorteil von klonalen Zellhaufen fiihrt. Dieses Modell

dient immer noch zur Einordnung von frilhen und spéaten genetischen Veranderungen.

Onkogene und Tumorsupressorgene

Verschiedene Onkogene und Tumorsuppressorgene und Veranderungen in deren
Signalwegen sind bei der Entstehung des Kolorektalen Karzinoms beteiligt, finf davon
besonders haufig. Das APC (Adenomattse Polyposis Coli)-Gen, das p53-Gen und das
SMAD-Gen sind Tumorsuppressor-Gene. K-RAS und B-Catenin sind Onkogene [42].
Veranderungen im APC-Gen sind fur die Familiare Adenomatdse Polyposis (FAP)
verantwortlich [122]. Es kodiert fur das APC-Protein, das im Wnt/Catenin-Signalweg fur die
Degradation von (-Catenin verantwortlich ist [17; 101]. Kommt es zu Mutationen am
APC-Gen akkumuliert B-Catenin und bildet einen Proteinkomplex mit dem T-Zell-
spezifischen Transkriptionsfaktor (TCF). Dies fuihrt zur Aktivierung spezifischer Gene und so
zu vermehrtem Tumorwachstum [125]. Die FAP ist zwar &uf3erst selten, hat jedoch ein hohes
erbliches Potential. Patienten mit unbehandelter FAP erkranken nahezu immer an einem

Kolonkarzinom.
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SMAD fuhrt Uber pl15 und p21 zu einem Zellzyklusarrest. Mutationen stéren diesen anti-
proliferativen Effekt [198]. Eine Zellprogression wird auch durch Mutationen im K-RAS-Gen
induziert [146].

Umweltfaktoren

A

Progression

YY

A

Somatische Genmutation X
(Sporadisches CRC ) APC @ Secamische. wae p53
Instabilitat

~N
Normales Aberrant Adenom
Epithel CryptFoci (Initialphase)

Gametische Genmutation
(FAP)

FAP = Familidre Adenomatose Polyposis
APC = Adenomatose Polyposis Coli
CRC = Colorectales Karzinom

Abb. 3: Kolorektale Tumorigenese (modifiziert nach Mishra et al. 2005 [122])

In Adenomen sind haufig friihe genetische und epigenetische Veranderungen wie APC- oder
RAS-Mutationen oder auch DNA-Hypomethylierungen zu finden. p53-Mutationen hingegen
treten meist erst bei Ubergang zu den genetisch instabilen Karzinomen auf und sind die
haufigsten Mutationen in Tumoren [42].

Patienten mit einem Hereditaten Nicht Polypdsen Kolorektalen Karzinom (HNPCC)
entwickeln zwar in gleichem MaflRe wie die Normalbevolkerung benigne Polypen, diese
entarten jedoch aufgrund einer gesteigerten Mutationsrate deutlich haufiger. Fehler in den
sogenannten Mismatch-Reparaturgenen fihren zur Mikrosatelliteninstabilitat. Patienten mit
einer unbehandelten HNPCC erkranken zu 80-90 % an Darmkrebs [175].

1.3.3 Klassifikation, Prognose, Therapie

Eine Mdoglichkeit der Stadieneinteilung von Tumoren ist die TNM-Klassifikation. Sie richtet
sich nach der Invasivitdt des Primartumors (T), nach der lymphogenen Metastasierung (N)
und nach der Fernmetastasierung (M) [186]. Die Klassifikation gilt nur fir Karzinome,
wodurch eine histologische Diagnosesicherung erforderlich ist. Die Stadieneinteilung
orientiert sich an der Tiefe der Infiltration in die funf Schichten des Darmwandgewebes:
Tunica mucosa, Tela submucosa, Tunica muscularis, Tela subserosa und Tunica serosa.
Des Weiteren sind die Beteiligung der regionaren Lymphknoten und die hamatogene

Metastasierung ausschlaggebend.
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Die Prognose wird im Wesentlichen durch die systemische Metastasierung bestimmt. Das
durch die TNM-Klassifizierung zugeordnete Stadium kann als prognostischer Faktor genutzt
werden. Die 5-Jahres-Uberlebensraten von Patienten mit Kolorektalem Karzinom liegen fur
das UICC-Stadium | bei 93,2 %, fur das Stadium Il zwischen 72,2 und 84,7 %, bei Stadium Il
zwischen 44,3 und 83,4 % und bei Stadium IV bei nur noch 8,1 % [132]. Eine Vielzahl von
Faktoren wird bei der Prognosestellung berlicksichtigt. Sie werden in tumorspezifische,
patientenspezifische, therapiespezifische und biologisch-molekulargenetische Prognose-
faktoren unterteilt. Dabei werden die makroskopische und mikroskopische Beurteilung des
Resektates, das Auftreten von Metastasen, die Beteiligung der regionaren Lymphknoten,
Begleiterkrankungen, Alter und Geschlecht, Qualitdt der operativen Versorgung und
Nachsorge, Therapieregime und -management sowie die Konzentration des spezifischen
Tumormarkers CEA (Carcinoembryonales Antigens) bericksichtigt [145].

Die RO-Resektion ist zur vollstandigen Heilung des Patienten unabdingbar. Ein Grof3teil der
Karzinome muss dabei offen chirurgisch entfernt werden. Da bei bis zu zwei Drittel der
Patienten Metastasen auftreten, ist eine interdisziplinare neoadjuvante als auch adjuvante
Behandlung unter Einbeziehung von Chemo- und Strahlentherapie von entscheidender
Bedeutung fir den Therapieerfolg. Doch gerade adjuvante Therapien haben sehr haufig
groBen negativen Einfluss auf die Lebensqualitdt der Patienten. Zum Einsatz kommen
Chemotherapeutika wie 5-Fluoruracil (5-FU) in Monotherapie, Oxiplatin, Capecitabin und
Irinotecan in Kombination miteinander oder alternativ mit Folinsdure oder 5-FU. Auch
verschiedene Kombinationen der genannten Therapeutika mit Bevacizumab, dem bisher
einzigen zur Behandlung von Tumorerkrankungen zugelassenen VEGF-Antikdrper, oder
Cetuximab, einem Tyrosinkinase-Inhibitor, kommen bei entsprechendem Rezeptorstatus des
Tumors in Frage. Bei irresektablen Fernmetastasen sollte eine kombinierte systemische
Chemotherapie zum Einsatz kommen.

Durch die neuen Therapiemoglichkeiten ist seit dem Jahr 2000 die Sterblichkeit beim
Kolorektalen Karzinom in Deutschland um 7 % gesunken. Berlcksichtigt man die
zunehmende Alterung der Bevdlkerung sind es sogar 28 % bei Frauen und 22 % bei
Mannern [57; 63]. Dies unterstreicht die Wichtigkeit der weiteren Etablierung neuer

Therapeutika.
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2. Material und Methodik

2.1 Das Tiermodell

2.1.1 Die Versuchstiere

Das Tierexperiment wurde mit insgesamt 100 mannlichen syngenetischen WAG/RIj-Ratten
(Charles River, Sulzfeld, Deutschland) durchgefiihrt. Bei Versuchsbeginn waren die Tiere ca.
5 Wochen alt und wiesen ein Korpergewicht von 150-200 g auf.

2.1.2 Die Tierhaltung und Tierpflege

Die Tierhaltung erfolgte entsprechend den Richtlinien des Tierschutzgesetzes. Das
Tierexperiment wurde unter der Bewilligung durch das Landesamt fur Gesundheit und
Soziales, Berlin, mit der Genehmigungsnummer GO0011/09 im Tierversuchslabor der
Universitatsklinik fur Allgemein-, Visceral-, GefaR- und Thoraxchirurgie der Charité —
Universitatsmedizin Berlin durchgefihrt.

Die Versuchstiere wurden unter standardisierten Laborbedingungen in einem eigens fir
Kleintiere vorgesehenen, klimatisierten Raum bei einer Luftfeuchtigkeit von 50-60 %, einer
Raumtemperatur von 22-24 °C und einem Tag-/Nachtzyklus von je 12 Stunden
untergebracht. Die Tiere wurden in Kleingruppen von 4 bis 5 Tieren in Standardlaborkéafigen
mit entstaubter Holzgranulateinstreu und Versteckmdoglichkeiten aus Pappe gehalten.
Trinkwasser und Standardlaborfutter in Pelletform standen ad libitum zur Verfligung. An den
Operationstagen wurden die Tiere bei freiem Zugang zu Wasser nichtern belassen und
postoperativ bis zum Abend stiindlich kontrolliert.

Zwischen der Aufnahme und der ersten Intervention wurde den Tieren eine
Akklimatisationsphase von 7 Tagen gewahrt. In dieser Zeit konnten sich die Tiere an ihre
neue Umgebung und ihre Artgenossen gewodhnen. Die Tiere wurden Uber den gesamten
Studienzeitraum taglich von speziell geschultem Fachpersonal versorgt, gepflegt und
bezlglich ihres Allgemeinbefindens begutachtet. Die Futteraufnahme, das Sozialverhalten zu
Artgenossen, das Erkundungsverhalten, das Putzverhalten, die Atmung und die
Korperhaltung gehorten zu den beobachteten Kriterien. Uberdies wurde gepruft, ob die Tiere
ihr Fell aufstellten und ob ihre Augen klar und normal getffnet waren. Aul3erdem wurden die
Operationswunden bzw. -narben makroskopisch begutachtet. Dabei sollte festgestellt
werden, ob Wundheilungsstérungen wie Wundschwellung, Wundsekretion, Nahtdehiszenz
oder Narbenbruch vorlagen. Nach acht Wochen wurden die Tiere durch eine Kohlendioxid-

Narkoselberdosierung getdtet und geblindet durch zwei Untersucher obduziert.
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2.2 Die Zelllinie

Die verwendeten syngenetischen Kolonadenokarzinomzellen CC-531 (DKFZ, Heidelberg,
Deutschland) der WAG/RIj-Ratte wurden in RPMI 1640 Medium (Biochrom, Deutschland) 1:1
mit 10 %igem inaktivierten fetalen Rinderserum (Gibco BRL, Deutschland), 2 mmol/l
Glutamin (Biochrom, Deutschland) und 1000 IU/ml Penicillin-Streptomycin (Gibco,
Deutschland) kultiviert.

Zur Herstellung der gewiinschten Tumorzellkonzentration (10° CC-531-Zellen/ml) erfolgten
nach Absaugen des Mediums und Spulung mit PBS (Sigma-Aldrich, Deutschland) die
Zugabe von 4 ml Trypsin-/ EDTA-L6sung (Gibco, Deutschland) und eine 5-minitige
Inkubation bei 37 °C. Dies erfolgte in angefeuchteter Atmosphare mit einem CO,-Gehalt von
5 %. Nach der anschlieBenden Neutralisation des Trypsins durch Zugabe von 10 ml
Vollmedium und grindlicher Vermischung wurde die Zellsuspension fir 10 min bei 1100 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment mit weiteren 10 ml
frischem Vollmedium versetzt und resuspensiert. Dies erfolgte ohne Zusatz von fetalem
Rinderserum, um Reaktionen mit Fremdantigenen zu vermeiden. Die Zellzahlung in der
Neubauer-Zahlkammer wurde nach der Trypan-Blau-Methode durchgefiihrt, wobei 0,1 ul
einer Ldsung, die zu gleichen Teilen aus Trypan-Blau und Zellsuspension bestand, in die
Zahlkammer gegeben wurde. Gleichzeitig erméglichte diese Methode eine Einschéatzung der
Rate an avitalen Zellen. Avitale Zellen farben sich blau, vitale Zellen nehmen den Farbstoff
nicht auf und bleiben farblos. Entsprechend der Zellzahl erfolgte die Verdinnung der
Suspension mit Fertigmedium auf 10° Zellen/ml. Von der fertigen Zellsuspension wurde
jeweils 1 ml in Mikroreaktionsgefal3e portioniert. Die Gefalie blieben bis zur abschlieRenden
Verwendung im Inkubator bei 5 % CO, und 37 °C und wurden unmittelbar vor der Applikation

gut geschwenkt, um abgesunkene Tumorzellen zu resuspensieren.
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2.3 Das Studiendesign

2.3.1 Ubersicht

Sieben Tage nach der Aufnahme der Tiere erfolgte die erste Intervention. Die Tiere wurden
gekennzeichnet, in Gruppen randomisiert und es erfolgte die Tumorzellapplikation nach
Laparotomie. Nach 28 Tagen wurden einem Teil der Tiere Ports als Moglichkeit eines
vendsen Zugangs implantiert. Es erfolgte zugleich die erste Behandlung bei allen Tieren. Die
Behandlung wurde in einem Zwdélfstundenrhythmus Uber sieben Tage fortgesetzt. Einen Tag
nach der letzten Behandlung wurden die intravendsen Ports entfernt. Weitere 21 Tage nach
der Beendigung der Behandlung, bzw. 28 Tage nach der Tumorzellapplikation wurden die
Tiere durch CO,-Inhalation getdtet und das gesamte intraperitoneale und subkutane
Tumorgewicht bestimmt. Zu den Zeitpunkten 2, 6, 7 und 10 Wochen wurde das

Korpergewicht der Tiere ermittelt, um die Wachstumsentwicklung verfolgen zu kénnen.

Explantation

Port
— — | ~
t (Wochen
1 2 6 7 10 W )
Zellapplikation Portanlage Obduktion
F—>

1 Woche Behandlung

Abb. 4: Studiendesign schematisch (t = Zeit in Wochen)
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2.3.2 Die Randomisierung

Fur die Untersuchung des Einflusses von BTB 14431 und Emodin auf das Wachstum von
fortgeschrittenen Tumoren des Kolonadenokarzinomtyps wurden beide Substanzen in je

zwei verschiedenen Konzentrationen verabreicht. Des Weiteren wurden in dem

Tierexperiment die beiden  Applikationsformen intravenés und intraperitoneal

gegenubergestellt. Die jeweilige Kontrollgruppe erhielt Ringer-Lactat-Lésung. So ergaben

sich zehn Therapiegruppen mit je zehn Tieren.

BTB 14431 | BTB 14431 | Emodin Emodin Ringer-
0,3 mg/kg 1,7 mg/kg 2,5 mg/kg 5 mg/kg Lak?at
KG KG KG KG

Intermittierende

intravendse

Therapie Gruppe | Gruppe Il Gruppe Il Gruppe IV Gruppe V

Intermittierende

intraperitoneale

Therapie Gruppe VI Gruppe VI Gruppe VIII | Gruppe IX Gruppe X

Tab. 3: Randomisierung der Tiere in die jeweiligen Therapiegruppen

2.3.3 Die Tumorimplantation und die Operationsmethodik

Mediane Laparotomie

Nachdem jedes Tier gewogen (Waage: Sartorius BL 12, Sartorius, Deutschland),
gekennzeichnet und randomisiert wurde, erfolgte die Narkose per intramuskularer Injektion
einer kérpergewichtskorrelierten Kombination von 12 mg/kg KG Xylazin (Rompun®, Bayer-
AG) und 75 mg/kg KG Ketamin (Ketanest®, Pfizer). Das Operationsfeld wurde vom
Rippenbogen bis zum kndchernen Becken gewaschen und enthaart (Einmalrasierer,
Wilkinson Sword, Deutschland). Danach wurden die Tiere auf einer abgedeckten Heizmatte
(THERMOMASTER, Deutschland) auf dem Ricken gelagert und das Operationsfeld
desinfiziert (Braunol®, Braun, Deutschland). Nach dem sterilen Abdecken (Raucodrape,
Lohmann & Rauscher, Osterreich) des (ibrigen Korpers erfolgte eine ca.
4 cm lange mediane Inzision der Haut und Eroffnung der Bauchhoéhle in der Linea alba. Der
Darm wurde zur Simulation der Operationsbedingungen bei Tumorresektion eventeriert und
zur Antrocknung der intestinalen Serosa auf einer sterilen Kompresse gelagert. Nach einer
Wartezeit von 5 min wurde der Darm reponiert und die intraperitoneale Tumorzelldosis

(1 ml mit 10° syngenetischen CC-531 Zellen) instilliert. Danach erfolgte ein einschichtiger
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Verschluss der Bauchdecke durch eine fortlaufende Naht mit einem Vicrylfaden (Vicryl®,
Ethicon, Deutschland) der Starke 4/0, sowie eine fortlaufende Matratzennaht der Haut mit
der gleichen Fadensorte. Bei der Hautnaht wurden die Knoten versenkt, damit die Tiere die
Naht im Rahmen der Fellpflege nicht gefdhrdeten. Um Wundinfektionen zu vermeiden,
wurde das Operationsfeld anschlieRend erneut mit Jodldsung desinfiziert und mit einem
Sprihverband abgedeckt. Danach erfolgte in Bauchlage die Injektion der
Tumorzellsuspension (1 ml mit 10° syngenetischen CC-531 Zellen) subkutan am Nacken.
Die postoperative Analgesie erfolgte mit subkutaner Injektion von 4 mg/kg KG Carprofen
(Rimadyl®, Pfizer).

Die Portimplantation

An Tag 28 postoperativ bzw. Tag 1 der Behandlung erhielten die Tiere der Gruppen | bis V
fur die Dauer von sieben Tagen ein Portkathetersystem (ROP-3.5H, Norfolk-Access
Technologies, USA) in die rechte Vena jugularis externa implantiert, um eine intravenose
Therapie zu gewahrleisten. Hierzu wurden die Tiere wie oben beschrieben vorbereitet,
narkotisiert, gelagert, desinfiziert und abgedeckt, wobei das Operationsfeld hierbei
rechtsseitig am Hals-/Schulterbereich lag. Folgend wurde ein ca. 1 cm langer Hautschnitt
tber dem Musculus sternocleidomastoideus rechts durchgefiihrt. Nach stumpfer subkutaner
Praparation einer Hauttasche fir den Port an der lateralen Halsseite wurde die
Vena jugularis aufgesucht und dargestellt. Nach lockerem Anlegen zweier Ligaturen aus
Vicrylfaden der Starke 4/0 um den proximalen und distalen Abschnitt der Vene, wurde sie
quer zum Verlauf ertffnet. Das Lumen wurde mit einem Introducer aufgesucht und durch
dessen Einfihrung nach proximal geweitet. AnschlieBend wurde nun der Portkatheter
vorsichtig ca. 1 cm nach proximal vorgeschoben, wahrend der Introducer langsam
zurlickgezogen wurde. Der Katheter wurde dann durch Befestigung der vorgelegten
proximalen und distalen Ligatur fixiert und die Portkammer in die vorbereitete Hauttasche
geschoben. Nach Prufung der korrekten Lage und Durchléassigkeit des Katheters erfolgte die
erste Applikation der Therapieldsung. Im Folgenden wurde der Hautverschluss mittels Vicryl
4/0 und fortlaufender Naht durchgefiihrt. Die postoperative Versorgung erfolgte analog zur

medianen Laparotomie.
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Abb. 5: Die Portimplantation
Bild a: Darstellen der V. jugularis externa. Bild b: Fixation der V. jugularis externa.
Bild c: Einfuhren des Katheters mit Hilfe des Introducers. Bild d: Ligierter Portkatheter

Die Portexplantation

Das Entfernen der Katheter bei den Tieren der Gruppen | bis V erfolgte einen Tag nach der
letzten intravendsen Therapie. Hierzu wurden die Tiere wie oben beschrieben vorbereitet,
narkotisiert, gelagert, desinfiziert und abgedeckt. Die vorhandene Narbe wurde wieder
ertffnet und das Operationsfeld unter Schonung des Katheters erweitert. Nach Entfernung
der postoperativ reaktiv gebildeten fibrosen Kapsel und Darstellung des Ports erfolgte die
Mobilisierung und Entfernung des Katheters. Es erfolgte eine Ligatur der Vene.
AbschlieBend wurde die gebildete Kapsel soweit wie moglich entfernt, die Porttasche zur
Vermeidung von Infektionen mit verdiinnter Braunol®-Lésung gespiilt und ein Debridement
der Wundrander vorgenommen. Danach erfolgte der Wundverschluss durch eine
fortlaufende Hautnaht mit einem Vicrylfaden der Stéarke 4/0. Die postoperative Versorgung

erfolgte analog zur medianen Laparotomie.
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2.4 Die Herstellung der Losungen von Emodin und BTB 14431

Die verschiedenen Konzentrationen von Emodin und BTB 14431 wurden als Losung direkt
vor dem Experiment aus den Reinsubstanzen steril hergestellt. Als Losungsmittel wurde eine
5 %ige Polyvinylpyrrolidonldsung (im Folgenden als PVP bezeichnet) aus Polyvinylpyrrolidon
(PVP, Sigma-Aldrich, Deutschland) und 0,9 %iger Natriumchloridlésung (Braun,
Deutschland) hergestellt. Das pulverformige Emodin (ACROS Organics, Geel, Belgien) und
BTB 14431 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) wurden konzentrationsabhangig
abgewogen und in 5 %igem PVP geldst und anschlieBend in einem Riittler (MS1 Minishaker,
IKA®-Werke, Deutschland) kurz bei 2000 U/min vermischt. Nach Fertigstellung der
Suspensionen wurden diese fur 20 min in ein auf 40 °C vorgeheiztes Ultraschallbad
(Sonorex, BANDELIN electronic, Deutschland) gestellt und zusatzlich alle 5 min geschwenkt,
um eine bestmogliche Lésung der Testsubstanzen zu erreichen.

Fur die Kontrollgruppen wurde handelsiibliche Ringer-Lactat-Lésung (Braun, Deutschland)

verwendet.

2.5 Die Behandlung

Jedem Tier wurde das gleiche Volumen von 1 ml pro Behandlung intravends bzw.
intraperitoneal appliziert. Die Applikationen erfolgten zweimal téaglich intermittierend im
Abstand von zwoOlf Stunden sieben Tage lang, sodass insgesamt vierzehn Injektionen
vorgenommen wurden. Vor jeder Manipulation wurde der Allgemeinzustand des Tieres
geprift. Im Anschluss an die letzte Applikation wurde das Gewicht bei allen Tieren bestimmit.
Gemaly der Randomisierung wurde bei einem Teil der Tiere die intravendse systemische
Therapie unter ca. 2 min andauernder Isoflurannarkose durchgefiihrt. Diese Immobilisation
der Tiere ermdglichte es, die Therapieldsung korrekt Uber den Port zu injizieren. Um
Losungsriuckstande im Port zu vermeiden, wurde dieser anschlieend mit
0,2 ml 0,9 %iger Natriumchloridldsung gespdlt.

Fur die Gabe der lokalen intraperitonealen Therapie erhielten die dafir randomisierten Tiere
eine zigige Injektion im Bereich des dritten oder vierten abdominalen Quadranten unter

Schonung des Darmkonvolutes.

2.6 Die Obduktion und die Bestimmung des Tumorgewichts

Am 56. postoperativen Tag bzw. 21 Tage nach dem Ende der Behandlung wurden die Tiere
mittels Kohlendioxid euthanasiert, durch zwei Untersucher geblindet und unabhéngig

voneinander untersucht sowie die Korper- und Tumorgewichte bestimmt. Spater wurden die
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erhobenen Daten der Tiergruppe zugeordnet.

Das Tumorgewicht wurde durch die subtile Praparation der Tumormasse ermittelt. Zur
Beurteilung des Wachstums der im Bereich der Nackenfalte applizierten Tumorzellen, wurde
ein medianer Hautschnitt vom Os occipitale bis zum Schulterbereich angelegt. Vorhandenes
Tumorgewebe wurde entnommen, von Bindegewebe befreit und dann gewogen (BP 310S,
Sartorius, Deutschland). Zur Beurteilung des Wachstums der im Bauchraum applizierten
Tumorzellen, wurde die Bauchhothle paramedian vom Processus xiphoideus bis zur Hohe
der Spina iliaca ventralis cranialis ertffnet. Die paramediane Schnittfiihrung ermdglichte eine
Untersuchung der Linea alba auf Inzisionsmetastasen. Die Inspektion der Bauchhdhle
erfolgte standardisiert, beginnend mit dem Peritoneum, gefolgt vom kleinen Becken und
wurde dann systematisch bis zum Zwerchfell fortgesetzt. Gefundenes Tumorgewebe wurde
nach sorgféltiger Praparation entfernt, analog zum Nackenbereich von restlichem
Bindegewebe befreit, gesammelt und das Gesamtgewicht erfasst. Nach der Exploration des
Bauchraums wurde der Schnitt nach kranial erweitert, um evtl. vorhandene intrathorakale

Metastasierung zu erkennen.

2.7 Die Dokumentation und die statistische Auswertung

Fur jedes Tier wurde auf standardisierten Bbégen die Tiernummer, die Therapiegruppe,
Zeitpunkt der Aufnahme, Zeitpunkt und Art aller Eingriffe, das Korpergewicht zu
verschiedenen Zeitpunkten und die Ergebnisse der Obduktion erfasst. Au3erdem war auf
beiden Bégen Platz zur Dokumentation von Besonderheiten.

Die Erfassung und Auswertung der Daten erfolgte mit SPSS 18.0 (SPSS Inc., USA).
Aufgrund der tierexperimentell bedingten niedrigen Fallzahl wurde keine Normalverteilung
angenommen. Daher wurden die Daten mit nichtparametrischen Tests analysiert. Zunachst
wurden die Gruppen mit dem Kruskal-Wallis-Test fur k unabhangige Stichproben auf
Unterschiede gepruft. Die folgenden Einzelvergleiche wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test
durchgefuhrt. Das Signifikanzlevel wurde auf p < 0,05 festgelegt. Die Grafiken wurden mittels
Box-Whisker-Plots dargestellt. Diese bilden neben dem Median die untere und obere
Quartile (box) sowie 1,5 Interquartildifferenzen (whisker) ab. Ausreier werden als kleine
Sternchen in den jeweiligen Abbildungen dargestellt. Die Daten im Text wurden als Median
und 90 %-Konfidenzintervall des Mittelwertes angegeben.

Die Box-Whisker-Plots weisen entsprechend der unterschiedlichen Verteilungslast
unterschiedliche Ordinatenskalierungen auf.

Die Begriffe Behandlung und Therapie wurden in dieser Arbeit inhaltlich gleichgesetzt. Das
Gewicht intrathorakaler Tumore wurde im Folgenden zum Gewicht der abdominalen Tumore

gezahlt.
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3. Ergebnisse

Das Tierexperiment wurde mit n=100 Ratten durchgefiihrt. Ein Tier starb wahrend der
Portimplantation, zwei Tiere starben wahrend der Verabreichung der intravenésen Therapie
und funf Tiere starben im Versuchsverlauf unabh&ngig von therapeutischen Malinahmen.
Somit lagen der statistischen Auswertung die Werte von n=92 Tieren zu Grunde. Die
Todesursachen und -zeitpunkte sind detailliert in Tab. 4 zu finden.

Gruppe Td1 | Td2 | Td3 | Td4 | Td5 | Td6 | Td7 | oMM | Gesamt | Anzah
plantation Tiere
v (Emodin 5 1 1 1 3 n=7
mag/kg iv)
V (Kontrolle iv) 1 1 n=9
VI (BTB 14431 -
0,3 mg/kg ip) 1 1 2 n=8
VIl (BTB 14431 _
1,7 mg/kg ip) 1 1 n=9
VIl (Emodin _
2,5 mglkg ip) 1 1 n=9

Tab. 4: AufRerordentliche Todesfélle; Td1- Td7: Therapietag 1 - 7; Portimplantation am
Therapietag 1; iv = intravends, ip = intraperitoneal

Todesursachen: Gruppe IV: ein Tier starb wéahrend der Injektion an Therapietag 6: Herz-
Kreislaufversagen, zwei Tiere wurden tot im Kafig aufgefunden; Gruppe V: ein Tier starb wahrend
der Portimplantation an Herz-Kreislaufversagen; Gruppe VI, Gruppe VII, Gruppe VIlI: diese Tiere
wurden tot im Kafig aufgefunden.

3.1 Nebenwirkungen

Vereinzelt fiel wahrend der intravendsen Applikation der hohen Konzentrationen von
BTB 14431 und Emodin eine temporédre Abnahme der Atemfrequenz und Atemtiefe im
Rahmen der Isoflurannarkose auf. Ein Tier der Gruppe IV (Emodin 5 mg/kg KG) verstarben
wahrend der Durchfiihrung der intraventsen Behandlung (siehe Tab. 4). Des Weiteren
wurden vereinzelt Abszesse am Portreservoir, bzw. um die Einstichstelle in den Port
beobachtet.

Bei den intraperitonealen Applikationen wurden im Gegensatz zu den intravendsen

Injektionen keine Auffalligkeiten beziiglich Atmung und Kreislauf der Tiere beobachtet.
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3.2 Intravendse Applikation von Emodin und BTB 14431

3.2.1 Die Tumorgewichte

Das Gesamttumorgewicht - Summe aus subkutanen und abdominalen Tumoren

\ BTB 14431 BTB 14431 Emodin Emodin
" 0,3 mg/kg 1,7 mg/kg 2,5 mg/kg 5 mg/kg
Thﬁ;ap'ee 6.8 18,2 g 9,4 g 83
S (53-829) | (160-2089) | (7.9-107g) | (7.6-930)
Kontrolle
159 p<0,01 p = 0,497 p < 0,01 p<0,01
(14,5 - 20 g)

Tab. 5: Vergleich des Gesamttumorgewichts (g) der Kontrollgruppe mit den Therapiegruppen
mittels Mann-Whitney-U-Test: angegeben ist der Median, in Klammern das 90 %-
Konfidenzintervall des Mittelwertes sowie die Signifikanz.
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Abb. 6: Das Gesamttumorgewicht (g) nach zweimal taglicher intravendser Applikation von BTB
14431 bzw. Emodin Uber den Therapiezeitraum von einer Woche.

Das Gesamttumorgewicht unterschied sich sowohl in Gruppe | (BTB 14431 0,3 mg/kg KG)
als auch in beiden Gruppen mit Emodinbehandlung (Gruppe Ill und IV) von dem der
Kontrolltiere. Die intravendse Therapie mit 0,3 mg/kg KG BTB 14431 (Gruppe 1), 2,5 mg/kg
KG Emodin (Gruppe Ill) und 5 mg/kg KG Emodin (Gruppe V) bewirkte eine Reduktion des
Gesamttumorwachstums im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei Gruppe Il (BTB 14431 1,7
mg/kg KG) fiel eine tendenzielle Zunahme des Gesamttumorgewichts im Vergleich zur
Kontrollgruppe auf.

Die Daten aller Gruppen sind in Tab. 5 gegenubergestellt.
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Das abdominale Tumorgewicht

o BTB 14431 BTB 14431 Emodin Emodin
. 0,3 mg/kg 1,7 mg/kg 2,5 mg/kg 5 mg/kg
Thfl;ap'; 45¢ 14,1g 749 6,49
2 (33-549) | (127-1689) | (63-834) (55-7.10)
Kontrolle
135¢ p <0,01 p = 0,447 p<0,01 p < 0,01
(11,1- 15,8 g)

Tab. 6: Vergleich des abdominalen Tumorgewichts der Kontrollgruppe mit den Therapiegruppen
mittels Mann-Whitney-U-Test: angegeben ist der Median, in Klammern das 90%-Konfidenzintervall
des Mittelwertes sowie die Signifikanz.
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Abb. 7: Das abdominale Tumorgewicht (g) nach zweimal téglicher intravendser Applikation von
BTB 14431 bzw. Emodin Uber den Therapiezeitraum von einer Woche.

Die abdominalen  Tumorgewichte zeigten die gleiche Verteilung wie die
Gesamttumorgewichte. Die Therapien mit 0,3 mg/kg KG BTB 14431 (Gruppe I) und Emodin
in beiden Konzentrationen (Gruppe Il und IV) zeigten eine Reduktion des abdominalen
Tumorgewichts im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Die Tiere der Gruppe Il (BTB 14431 1,7 mg/kg KG) zeigten tendenziell hdhere abdominale
Tumorgewichte als die Tiere der Kontrollgruppe.

Die Daten sind in Tab. 6 zusammengefasst.
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Das subkutane Tumorgewicht

o BTB 14431 BTB 14431 Emodin Emodin
. 0,3 mg/kg 1,7 mg/kg 2,5 mg/kg 5 mg/kg
Thfl;ap'; 259 37 2.2 224
2 (1,7-310) (32-410) (1,4 - 2,6 g) (15-270)
Kontrolle
4,2 g p = 0,035 p = 0,604 p<0,01 p =0,023
(3-4,79)

Tab. 7: Vergleich des subkutanen Tumorgewichts der Kontrollgruppe mit den Therapiegruppen

mittels Mann-Whitney-U-Test: angegeben ist der Median, in Klammern das 90%-Konfidenzintervall
des Mittelwertes sowie die Signifikanz.
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Abb. 8: Das subkutane Tumorgewicht (g) nach zweimal taglicher intravendser Applikation von
BTB 14431 bzw. Emodin Uber den Therapiezeitraum von einer Woche.

Das subkutane Tumorgewicht war in allen intravendsen Therapiegruppen niedriger als in der
Kontrollgruppe. Dieser Unterschied war in den Gruppen | (BTB 14431 0,3 mg/kg KG), Il
(Emodin 2,5 mg/kg KG) und IV (Emodin 5 mg/kg KG) im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant. Bei Gruppe Il (BTB 14431 1,7 mg/kg KG) war dies nicht der Fall. Hier war das
subkutane Tumorgewicht im Vergleich zur Kontrollgruppe nur geringfiigig niedriger.

Die Gegenuberstellung der Daten ist in Tab. 7 dargestellt.
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3.2.2 Die Anderungen des Korpergewichts der Tiere

Gewichtsveranderungen lassen Ruckschlisse auf das Fress- und Trinkverhalten und somit

das Wohlbefinden der Tiere zu. Um den systemischen Einfluss der unterschiedlichen

Substanzen und deren Konzentrationen auf die Tiere zu untersuchen, wurden die

Veranderungen des Korpergewichts der

Tiere zwischen verschiedenen Zeitraumen

ausgewertet. Dabei wurde mit prozentualen Gewichtsunterschieden gearbeitet, um Fehler

durch unterschiedliche Initialgewichte zu verringern.

Da die Tumorgewichte erst am Versuchsende bestimmt werden konnten, wurden diese nicht

vom Tiergewicht abgezogen.

Die Anderung des Kérpergewichts zwischen Therapiebeginn und Obduktion

iv BTB 14431 BTB 14431 Emodin Emodin
Therapie- 0,3 mg/kg 1,7 mg/kg 2,5 mg/kg 5 mg/kg
gruppe -1,8 % -0,4 % 0,2 % -0,4 %

(-2,4 - -0,8 %) (-1,3-1,4 %) (-2,3-1,7 %) (-4,1-2,2%)
Kontrolle
-1,9 % p = 0,549 p = 0,053 p=0,211 p=0,470
(-2,7--1,2 %)

Tab. 8: Vergleich der relativen Anderung des Kérpergewichts der Tiere der Kontrollgruppe mit
den Therapiegruppen zwischen Therapiebeginn und Obduktion mittels Mann-Whitney-U-Test:
angegeben ist der Median, in Klammern das 90%-Konfidenzintervall des Mittelwertes sowie die

Signifikanz.

relative Anderung des Kérpergewichts zwischen
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Abb. 9: Die relative Kérpergewichtsveranderung zwischen Therapiebeginn und Obduktion.
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In den Gruppen Il (BTB 14431 1,7 mg/kg KG), Il (Emodin 2,5 mg/kg KG) und IV (Emodin 5
mg/kg KG) fiel auf, dass sich das Korpergewicht der Tiere, bei teils starker individueller
Streuung nahezu nicht verdnderte. Die Tiere der Kontrollgruppe und der Gruppe |
(BTB 14431 0,3 mg/kg KG) verloren tendenziell an Koérpergewicht. Dies variierte nicht

zwischen der Kontrollgruppe und den Therapiegruppen.

Die Anderung des Korpergewichts im Therapiezeitraum

iv BTB 14431 BTB 14431 Emodin Emodin
Therapie- 0,3 mg/kg 1,7 mg/kg 2,5 mg/kg 5 mg/kg
gruppe -5,7 % -3,1 % -5,1% -4,9 %

(-9,7 - -2,2 %) (-4,2 - -2,6 %) (-6,5 - -4,4 %) (-7,5--3,2 %)
Kontrolle
-5,2% p = 0,604 p = 0,053 p =0,780 p = 0,837
(-5,8--3,0%)

Tab. 9: Vergleich der relativen Anderung des Kérpergewichts der Tiere der Kontrollgruppe mit
den Therapiegruppen im Therapiezeitraum mittels Mann-Whitney-U-Test: angegeben ist der
Median, in Klammern das 90%-Konfidenzintervall des Mittelwertes sowie die Signifikanz.
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Abb. 10: Die relative Kdrpergewichtsveranderung zwischen Therapiebeginn und Therapieende.

Um die Wachstumshemmung der Tiere durch die Therapie bewerten zu kénnen, wurde die
prozentuale Gewichtsentwicklung zwischen Portimplantation und Therapieende bzw.
Portexplantation beobachtet. Auffallend war, dass alle Tiere an Korpergewicht verloren, auch

die Tiere der Kontrollgruppe. Dabei zeigten die Werte der Gruppe | (BTB 14431 0,3 mg/kg
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KG) die groRte Streubreite. Die Obergrenze des 90%-Konfidenzintervalls lag bei dieser
Gruppe sogar im positiven Bereich. Einzelne Tiere dieser Gruppe bildeten somit eine
Ausnahme, da ihr Korpergewicht anstieg. Die Werte der Therapiegruppen unterschieden

sich nicht von denen der Kontrollgruppe.

Die Anderung des Korpergewichts im Anschluss an die Therapie

iv BTB 14431 BTB 14431 Emodin Emodin
Therapie- 0,3 mg/kg 1,7 mg/kg 2,5 mg/kg 5 mg/kg
gruppe 4,1 % 3,1% 50 % 3, 7%

(1,2 - 8,7 %) (2,8 - 4,3 %) (4,1 -6,8 %) (2,2 -7,0 %)
Kontrolle
3,1% p = 0,400 p = 0,356 p<0,01 p = 0,299
(1,6 - 3,5 %)

Tab. 10: Vergleich der relativen Anderung des Korpergewichts der Tiere der Kontrollgruppe mit
den Therapiegruppen im Anschluss an die Therapie mittels Mann-Whitney-U-Test: angegeben ist
der Median, in Klammern das 90%-Konfidenzintervall des Mittelwertes sowie die Signifikanz.
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Abb. 11: Die relative Kérpergewichtsveranderung zwischen Therapieende und Obduktion.

In der Zeit nach dem Therapieintervall stieg das Kérpergewicht der Tiere an, was zu einer
vollstdndigen Wiedererlangung der zu Therapiebeginn bestimmten Korpergewichte bis zum
Zeitpunkt der Obduktion fuhrte. Im Vergleich zur Kontrollgruppe ergaben sich sowohl fur die
Gruppen | (BTB 14431 0,3 mg/kg KG) und Il (BTB 14431 1,7 mg/kg KG) als auch fir Gruppe
IV (Emodin 5 mg/kg KG) keine Differenzen. Lediglich bei den Tieren der Gruppe Il
(Emodin 2,5 mg/kg KG) stieg das Korpergewicht im Vergleich zur Kontrollgruppe starker an.
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3.3

3.3.1 Die Tumorgewichte

Intraperitoneale Applikation von Emodin und BTB 14431

Das Gesamttumorgewicht — Summe aus subkutanen und abdominalen Tumoren

ip BTB 14431 BTB 14431 Emodin Emodin
Therapie- 0,3 mg/kg 1,7 mg/kg 2,5 mg/kg 5 mg/kg
ruppe 13,3 g 143 g 15,8 ¢ 111g
9 (10,4 -17,6 9) (11,5-19,39) (12,7 -18,19) (10,1-13,89)
Kontrolle
19,8 ¢ p=0,101 p=0,243 p=0,243 p=<0,01
(15,4 - 23,3 9)

Tab. 11: Vergleich des Gesamttumorgewichts der Kontrollgruppe mit den Therapiegruppen mittels
Mann-Whitney-U-Test: angegeben ist der Median, in Klammern das 90%-Konfidenzintervall des

Mittelwertes sowie die exakte Signifikanz.
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Abb. 12: Das Gesamttumorgewicht (g) nach zweimal téglicher intraperitonealer Applikation von
BTB 14431 bzw. Emodin Uber den Therapiezeitraum von einer Woche.

In den Gruppen VI (BTB 14431 0,3 mg/kg KG), VII (BTB 14431 1,7 mg/kg KG) und VI

(Emodin 2,5 mg/kg KG) konnte zwar eine Verringerung des Gesamttumorgewichts

festgestellt werden, diese war jedoch im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant. Bei
Gruppe IX (Emodin 5 mg/kg KG) fiel eine Verringerung des Tumorgewichts auf.
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Das abdominale Tumorgewicht

0 BTB 14431 BTB 14431 Emodin Emodin
" 0,3 mg/kg 1,7 mg/kg 2,5 mg/kg 5 mg/kg
Thﬁ;ap'ee 9.0 g 11,8 g 11,3 g 8.6 g
S (74-131¢) | (84-1520) | (88-1380) (6-10,4 )
Kontrolle
155 p = 0,055 p = 0,156 p = 0,079 p < 0,01
(12,1- 19,5 )

Tab. 12: Vergleich des intraperitonealen Tumorgewichts der Kontrollgruppe mit den
Therapiegruppen mittels Mann-Whitney-U-Test: angegeben ist der Median, in Klammern das 90%-
Konfidenzintervall des Mittelwertes sowie die Signifikanz.
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Abb. 13: Das abdominale Tumorgewicht (g) nach zweimal taglicher intraperitonealer Applikation
von BTB 14431 bzw. Emodin Uber den Therapiezeitraum von einer Woche.

Ebenso wie die Tiere der iv-Therapie, zeigten auch die Tiere der ip-Therapie eine nahezu

gleiche Verteilung bei den abdominalen Tumorgewichten und den Gesamttumorgewichten.

Die Therapie mit 5 mg/kg KG Emodin (Gruppe I[X) fuhrte zu einer Verringerung der

abdominalen Tumorgewichte.

Diese Werte wurden in Tab. 12 zusammengefasst.
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Das subkutane Tumorgewicht

o BTB 14431 BTB 14431 Emodin Emodin
. 0,3 mg/kg 1,7 mg/kg 2,5 mg/kg 5 mg/kg
Ut 41g 364 41g 35g
T (27-489) (25-4.79) (32-50) (2,8-4,7Q)
Kontrolle
404 = 0,829 = 1,000 = 0,447 =0,971
(2,6 - 4,5 Q) p=5 p=4 p=0 p=0

Tab. 13: Vergleich des subkutanen Tumorgewichts der Kontrollgruppe mit den Therapiegruppen
mittels Mann-Whitney-U-Test: angegeben ist der Median, in Klammern das 90%-Konfidenzintervall
des Mittelwertes sowie die Signifikanz.
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Abb. 14: Das subkutane Tumorgewicht (g) nach zweimal taglicher intraperitonealer Applikation
von BTB 14431 bzw. Emodin Uber den Therapiezeitraum von einer Woche.

Im Direktvergleich mittels Mann-Whitney-U-Test fand sich kein Unterschied des subkutanen

Tumorgewichts bei den Therapiegruppen gegenuber der Behandlung mit Ringer-Lactat.

Die Werte zu diesen Berechnungen sind in Tab. 13 zu finden.
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3.3.2 Die Anderungen des Korpergewichts der Tiere

Die Anderung des Korpergewichts zwischen Therapiebeginn und Obduktion

D BTB 14431 BTB 14431 Emodin Emodin
. 0,3 mg/kg 1,7 mg/kg 2,5 mg/kg 5 mg/kg
Thﬁ:ap': 1,0 % 0.8 % 1,1 % 2.7 %
grupp (0,2 - 2,6 %) (0,6 - 7,6 %) (0,3 - 3,0 %) (0,5 - 3,3 %)
Kontrolle
-0,2 % p <0,01 p <0,01 p = 0,013 p=0,019
(-1,7 - 0,2 %)

Tab. 14: Vergleich der relativen Anderung des Kérpergewichts der Tiere der Kontrollgruppe mit
den Therapiegruppen zwischen Therapiebeginn und Obduktion mittels Mann-Whitney-U-Test:
angegeben ist der Median, in Klammern das 90%-Konfidenzintervall des Mittelwertes sowie die

Signifikanz.
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Abb. 15: Die relative Koérpergewichtsveranderung zwischen Therapiebeginn und Obduktion.

Das Korpergewicht der Tiere aller Therapiegruppen stieg zwischen Therapiebeginn und

Obduktion an. Bei der Kontrollgruppe zeigte sich eine geringfiigige Verringerung des

Korpergewichts. Die Gewichtsentwicklung der Therapiegruppen unterschied sich von der

Kontrollgruppe.
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Die Anderung des Korpergewichts im Therapiezeitraum

o BTB 14431 BTB 14431 Emodin Emodin
. 0,3 mg/kg 1,7 mg/kg 2,5 mg/kg 5 mg/kg
Thﬁ:ap'ee 0.2 % 0,0 % 0,4 % 1,0 %
grupp (-04-1,0%) | (-05-0,5%) 0,1-1,1%) (-0,7 - 1,6 %)
Kontrolle
- [0)
(0 80;60/1’ %) p=0,173 p = 0,243 p = 0,035 p = 0,247

Tab. 15: Vergleich der relativen Anderung des Kérpergewichts der Tiere der Kontrollgruppe mit
den Therapiegruppen im Therapiezeitraum mittels Mann-Whitney-U-Test: angegeben ist der
Median, in Klammern das 90%-Konfidenzintervall des Mittelwertes sowie die Signifikanz.
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Abb. 16: Die relative Kérpergewichtsveranderung zwischen Therapiebeginn und Therapieende.

Im Therapiezeitraum stagnierten die Kérpergewichte der Tiere aller Gruppen nahezu. Es

waren geringfigige Schwankungen erkennbar. Dabei stiegt das Kérpergewicht der Tiere der

Gruppe VIII (Emodin 2,5 mg/kg KG) an, wahrend das Gewicht der Tiere der Kontrollgruppe

abfiel. Dieser Unterschied war signifikant.
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Die Anderung des Korpergewichts im Anschluss an die Therapie

ip BTB 14431 BTB 14431 Emodin Emodin
Therapie- 0,3 mg/kg 1,7 mg/kg 2,5 mg/kg 5 mg/kg
gruppe 1,1% 1,6 % 0,7 % 1,6 %
(0,4 - 1,7 %) (0,6 - 7,6 %) (0,2-2,1 %) (0,3-2,7 %)
Kontrolle
-0,2 % p <0,01 p<0,01 p=0,95 p = 0,023
(-1,0- 0,2 %)

Tab. 16: Vergleich der relativen Anderung des Koérpergewichts der Tiere der Kontrollgruppe mit
den Therapiegruppen im Anschluss an die Therapie mittels Mann-Whitney-U-Test: angegeben ist
der Median, in Klammern das 90%-Konfidenzintervall des Mittelwertes sowie die exakte
Signifikanz.
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Abb. 17: Die relative Korpergewichtsveranderung zwischen Therapieende und Obduktion.

Das Korpergewicht der Tiere aller Therapiegruppen stieg im Anschluss an die Therapie an,
Behandlung mit BTB 14431 0,3 mg/kg KG (Gruppe VI,
BTB 14431 1,7 mg/kg KG Gruppe VII) und Emodin 5 mg/kg KG (Gruppe 1X) ein Unterschied

zur Kontrollgruppe zeigte, bei der das Koérpergewicht der Tiere sank. Dabei wies die

wobei sich bei der

Korpergewichtsentwicklung der Tiere der Gruppe VII (BTB 14431 1,7 mg/kg KG) die grofdte
Streuung auf. Zum Teil wurde eine Zunahme von 15,3 % registriert. Auch die Tiere der
Gruppe VIII (Emodin 2,5 mg/kg KG) wiesen zum Zeitpunkt der Obduktion ein hodheres
Korpergewicht als am Therapieende auf, dabei ergab sich jedoch kein Unterschied zur

Kontrollgruppe.
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3.4 Dieintravendse und intraperitoneale Therapie im Vergleich

Von besonderem Interesse war es, zu unterscheiden, welchen Einfluss die Behandlungsform
auf das Tumorgewicht und die Gewichtsentwicklung der Tiere hat. Da beide Verfahren Vor-
und Nachteile haben, werden die Unterschiede hier im Wesentlichen tabellarisch und

grafisch dargestellt.

3.4.1 Die Tumorgewichte

intravendse Therapie intraperitoneale Therapie
TG Abd TG Sc TG TG Abd TG Sc TG
Gesamt Gesamt
15949 13549 4249 15,89 1559 49
Kontrolle | 145-20) |a11-158)| 3-47) | Kontole 547233121 195) | 26-45)
BTB 14431 6,89 45¢g 254 BTB 14431 13,3¢g 8,95¢ 4,19
03mgkg | (53-82) | 33-54) | (1,7-3,1) | 0,3mg/kg |(10,4-17,6)| (7,4-13,1) | (2,7-4,8)
BTB 14431| 182¢g 14,19 379 BTB 14431| 14,3¢g 11.8¢ 36¢g
1,7 mg/kg | (16,0-20,8) | (12,7-16,8)| (3,2-4,1) | 1,7 mg/kg |(11,5-19,3) | (8,4-152) | (2,5-4,7)
Emaodin 949 749 229 Emaodin 15,8¢g 11,39 419
25mg/kg | (1,9-10,4) | (6,3-8,3) (1,4-26) | 25mg/kg |(12,7-18,1)| (8,8-13,8) (3,2-5)
Emodin 8,39 6,49 229 Emodin 11,19 8,55 ¢ 359
5 mg/kg (7,6 - 9,3) 5,5-71) 1,5-2,7) 5mg/kg |(10,1-13,8)| (6-10,4) (2,8-4,7)

Tab. 17: Gegenuberstellung aller Tumorgewichte; TG Gesamt - Gesamttumorgewicht;

abd TG - abdominales Tumorgewicht;

sc TG - subkutanes Tumorgewicht
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Tumorgewichte gesamt abdominal subkutan

Kontrolle iv gegen ip p =0,661 p =0,447 p = 0,661

BTB 1“‘}431 0.3 mg/kg p 0,01 p<0,01 p = 0,043
gegen ip

Bl 1i€431 <o G| p=0,182 p=0,095 p=0720
gegen ip

Emedini2;aimarkg b <0,01 p=0,010 p < 0,01

iv gegen ip

Emodin 5 mgikg 0 <0,01 p = 0,230 p=0,033

iv gegen ip

Tab. 18: Verglichen wurden die Tumorgewichte der einzelnen Therapiegruppen zwischen
intravendser (iv) und intraperitonealer (ip) Applikationsform mittels Mann-Whitney-U-Test.

Wie in Abb. 18 (Seite 44), Abb. 19 (Seite 45) und Abb. 20 (Seite 46) zu sehen ist, fiel bei fast
allen intraperitoneal behandelten Tieren, inklusive der Kontrollgruppe, ein héheres Gewicht
der Tumore als bei den intravends behandelten Tieren auf. Lediglich bei Gruppe VII
(1,7 mg/kg KG BTB 14431) war das Tumorgewicht z. T. geringer als bei den intravents
behandelten Tieren. Es bestand ein Unterschied aller Tumorgewichte bei der Behandlung
mit BTB 14431 0,3 mg/kg KG und Emodin 2,5 mg/kg KG zwischen der intraventsen und
intraperitonealen Applikationsform. Die Tumorgewichte waren dabei bei den Tieren mit
intravendser Behandlung signifikant geringer als bei den Tieren mit intraperitonealer
Behandlung. Ebenso waren das Gesamttumorgewicht und das subkutane Tumorgewicht bei
der Behandlung mit Emodin 5 mg/kg KG unterschiedlich. Auch hier waren die
Tumorgewichte bei der intravendsen Behandlung geringer als bei der Intraperitonealen. Bei
allen anderen Gruppen war p > 0,05. Somit bestand bei diesen Gruppen kein
kennzeichnender Unterschied im Gewicht der Tumore zwischen den Applikationsformen. Die
Testergebnisse sind in Tab. 17 (Seite 42) und Tab. 18 dargestellt.
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Tumorgewicht gesamt (g)

intravenise Therapie intraperitoneale Therapie
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Dosis in mgkg Dosis in mgkg

Abb. 18: Gegeniberstellung der Gesamttumorgewichte (g) nach zweimal téglicher intraperitonealer bzw. intravendser Applikation.



Tumorgewicht abdominal (g)
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Abb. 19: Gegeniuberstellung der Gesamttumorgewichte (g) nach zweimal taglicher intraperitonealer bzw. intravenéser Applikation.
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Tumorgewicht subkutan (g)

intravendse Therapie intraperitoneale Therapie
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Abb. 20: Gegeniberstellung der Gesamttumorgewichte (g) nach zweimal taglicher intraperitonealer bzw. intravenéser Applikation.
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3.4.2 Die Korpergewichte

intravendse Therapie

intraperitoneale Therapie

rel. And. rel. And. rel. And. rel. And. rel. And. rel. And.
d1T -obd | d1T -d7T | d7T - obd diT -obd | d1T -d7T | d7T - obd
Kontrolle -1,9% -5,2% 31% Kontrolle -0,2% 0,6 % -0,2%
(-2,7--12) | (-58--30) | (1,6-35) (1,7-02) | (0,8-01) | (-1,0-0,2)
BTB 14431 -1,8 % -5,7% 4,1 % BTB 14431 1,0% 0,2 % 1,1%
0,3 mg/kg (-2,4--0,8) | (-9,7--2,2) (1,2-8,7) 0,3 mg/kg (0,2 -2,6) (-0,4-1,0) 0,4-17)
BTB 14431 -0,4 % 3,1 % 31% BTB 14431 0,8 % 0,0 % 1,6 %
1,7 mg/kg (-1,3-1,4) | (-4,2--2,6) (2,8-4,3) 1,7 mg/kg (0,6 - 7,6) (-0,5-0,5) (0,6 - 7,6)
Emodin 0,2% -5,1% 5,0 % Emodin 1,1% 0,4 % 0,7%
25mglkg | (23-17) | (6,5--44) | 41-68) | 25mgkg | (03-30) | (01-11) | (01-21)
Emodin -0,4 % -4,9 % 3,7% Emodin 2,7 % 1,0 % 1,6 %
5 mg/kg (-41-22) | (-75--32) | (22-7,0) 5 mg/kg (05-33) | (-0,7-1,6) | (0,3-2,7)

Tab. 19: Gegeniiberstellung der Gewichtsentwicklung; rel. And. d1T — obd: relative Anderung des
Korpergewichts zwischen Therapiebeginn und Obduktion; rel. And. d1T — d7T: relative Anderung
des Kdrpergewichts im Therapiezeitraum; rel. And. d7T — obd: relative Anderung des
Korpergewichts im Anschluss an die Therapie

Relative Zw. Therapiebeginn | Zw. Therapiebeginn | Zw. Therapieende
Gewichtsanderungen & Obduktion & Therapieende & Obduktion
Kontrolle_: v p=0,079 p <0,01 p <0,01
gegen ip
BTB 14431 0,3 mg/kg 0 <0,01 p <0,01 p =0,012
iv.gegen ip
BTB 14431 1,7 mg/kg p=0,028 p < 0,01 p =0,243
iv.gegen ip
Emodin 2.5 mg/kg p=0211 p<0,01 p<0,01
iv.gegen ip
Em_odln 5 mg/kg p=0,161 p<0,01 p = 0,025
iv.gegen ip

Tab. 20: Verglichen wurden die relativen Gewichtsverdnderungen der einzelnen Therapiegruppen
zwischen intravendser und intraperitonealer Applikationsform mittels Mann-Whitney-U-Test.
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Die relativen Gewichtsveranderungen in den verschiedenen Zeitraumen, die bereits in
Kapitel 3.2.2 (Seite 33) und 3.3.2 (Seite 39) abgehandelt wurden, zeigen im Vergleich der
beiden Applikationsformen, dass die Gewichte der intraperitoneal behandelten Tiere deutlich
geringeren Schwankungen unterlagen. Dies ist durch die in Tab. 19 (Seite 47)
zusammengefassten Werte nachvollziehbar.  Aul3erdem zeigen auch die in
Tab. 20 (Seite 47) dargestellten Signifikanzen diesen Trend. Hierbei unterscheiden sich die
relativen Gewichtsverdnderungen zwischen den beiden Applikationsformen im Zeitraum
zwischen Therapiebeginn und Therapieende sowie Therapieende und Obduktion bei den
Kontrollgruppen und den Gruppen, die eine Behandlung mit Emodin 2,5 mg/kg KG und
Emodin 5 mg/kg KG erhielten, voneinander. Das Korpergewicht der Tiere, die eine
intravendse Behandlung erhielten, fiel wahrend der Therapie deutlich ab und stieg im
Zeitraum zwischen Therapieende und Obduktion wieder an, wahrend sich das Korpergewicht
der Tiere mit intraperitonealer Behandlung in diesen ZeitrAumen nahezu nicht veranderte.
Das Gleiche ist bei der Behandlung mit BTB 14431 0,3 mg/kg KG in allen drei Zeitraumen
der Fall. Bei den Gruppen, die eine Behandlung mit BTB 14431 1,7 mg/kg KG erhielten, gibt
es ebenfalls diesen Unterschied bei der Gewichtsentwicklung zwischen den
Applikationsformen in den beiden ZeitrAumen Therapiebeginn bis Obduktion und

Therapiebeginn bis Therapieende.
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Abb. 21: Gegeniberstellung der relativen Gewichtsveranderungen zwischen Therapiebeginn und Obduktion bei intraperitonealer
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Abb. 22: Gegeniberstellung der relativen Gewichtsverdnderungen zwischen Therapiebeginn und Therapieende bei intraperitonealer
bzw. intravendser Behandlung.
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Abb. 23: Gegeniberstellung der relativen Gewichtsverdnderungen zwischen Therapieende und Obduktion bei intraperitonealer bzw.
intravendser Behandlung.
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4. Diskussion

Das Versuchsmodell mit dem verwendeten Rattenstamm WAG-RIj sowie der verwendeten
Zelllinie CC-531 ist bereits etabliert fur die Untersuchung des Kolorektalen Karzinoms bei der
Ratte [35; 90; 141; 162; 170]. In dem vorliegenden Experiment wurde ein fortgeschrittenes
Tumorstadium simuliert. Zwischen der Instillation der Tumorzellen in den Bauchraum und der
Behandlung der Tiere bestand ein Abstand von drei Wochen, sodass sich solide Tumore
ausbilden konnten. Nach einer einwbchigen intermittierenden intravendsen bzw.
intraperitonealen Therapie mit den untersuchten Substanzen Emodin und BTB 14431, die in
jeweils zwei verschiedenen Konzentrationen angewendet wurden, wurde weitere drei

Wochen bis zur Obduktion der Tiere und Bestimmung der Tumorgewichte abgewartet.

4.1 Tumorgewichte und der Einfluss von Dosissteigerungen

Es konnte ein dosisabhéngiger Einfluss von Emodin und BTB 14431 auf das
Tumorwachstum festgestellt werden. Es zeigten sich Unterschiede zwischen den
Applikationsarten und den verschiedenen angewendeten Dosen der untersuchten
Substanzen.

BTB 14431 wurde bisher einmalig von Pohlenz 2010 in vivo untersucht [142]. Die Festlegung
der Dosis von BTB 14431 erfolgte unter Berucksichtigung der Ergebnisse von Pohlenz. Da
BTB 14431 in der Dosierung von 3,3 mg/kg KG paradoxe Ergebnisse zeigte, bei denen die
Tumormasse bei der intravendsen Applikation nicht wie erwartet verringert wurde, sondern
tendenziell anstieg, wurde diese Dosierung nicht mehr in Erwagung gezogen. Bei Emodin
wurden ebenfalls die Ergebnisse von Pohlenz berlicksichtigt, da bisher keine vergleichbaren
Studien mit der intravendsen Injektion von Emodin veroffentlicht wurden. Bei vorliegenden in
vitro- und in vivo-Tests von Cha et al. 2005 [21] und Zhang et al. 2005 [202] wurde DMSO
als Losungsmittel bei einer intraperitonealen Applikation, oder aber ein speziell entwickeltes
und patentiertes Losungsmittel flr eine intravendse Verabreichung von Emodin verwendet.
Pohlenz verwendete eine 5 %ige PVP-Lésung als Lésungsmittel, um eine intravendse
Applikation von Emodin zu erméglichen [142]. Da alle Tiere verstarben, die eine Behandlung
mit Emodin 10 mg/kg erhielten, wurde diese Dosierung im vorliegenden Experiment
ausgeschlossen und die Untersuchung aufgrund der von Pohlenz beobachteten toxischen
Nebenwirkungen von Emodin 5 mg/kg bei intravenéser Applikation durch Emodin 2,5 mg/kg
ergdnzt [142]. Auswirkungen einer langeren intravendsen Emodingabe in dieser
Konzentration wurden bisher nicht untersucht. Park et al. 2005 untersuchten lediglich fur

einen Zeitraum von 12 Stunden die antiinflammatorische Wirkung von Emodin auf eine
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induzierte nekrotisierende Pankreatitis [136]. Emodin fihrte dabei zu einer signifikanten

Verlangerung der Uberlebenszeit.

Als Parameter zur Untersuchung des Einflusses von Substanzen auf die Tumorangiogenese
kann man das Tumorgewicht bestimmen [163]. Albrecht zeigte 2008 eine Korrelation
zwischen der Mikrogefal3dichte und dem Tumorgewicht. Bei der Behandlung von
Pankreaskarzinomzellen (L3.6pl) im Nacktmausmodell mit SB22502 und Gemicitabine
konnte eine signifikante Verringerung der Tumorgewichte nachgewiesen werden. Die
immunhistochemische Analyse mittels CD31-Farbung zeigte eine deutliche Abnahme der
MikrogefaRdichte bei den Therapiegruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe [5].

In der vorliegenden Untersuchung waren bei der intravenésen Behandlung mit
BTB 14431 0,3 mg/kg KG und Emodin in beiden Dosierungen sowohl das
Gesamttumorgewicht als auch das abdominale und subkutane Tumorgewicht einzeln
betrachtet signifikant geringer als bei der Kontrollgruppe. Bei der intraperitonealen
Behandlung waren lediglich bei der hoheren Konzentration von Emodin das
Gesamttumorgewicht und das abdominale Tumorgewicht geringer als bei der Kontrollgruppe.
Bei allen anderen Therapiegruppen zeigten sich keine Unterschiede in den Tumorgewichten
zur Kontrollgruppe.

Bei der Gruppe, die eine Behandlung mit BTB 14431 1,7 mg/kg KG intravends erhielt, konnte
kein Effekt auf das Gesamttumorgewicht und das abdominale Tumorgewicht beobachtet
werden. Tendenziell waren die Gewichte der abdominalen Tumore sowie die
Gesamttumorgewichte dieser Gruppe hoéher als die der Kontrollgruppe. Bei den Tieren der
anderen Gruppen waren tumormasseverringernde Effekte sichtbar. Dieser Unterschied
hangt vermutlich mit der Zufalligkeit des Tumorwachstums der Stichprobe zusammen. Des
Weiteren konnte dies ein Hinweis auf vermehrte Toxizitdt im Vergleich zu
BTB 14431 0,3 mg/kg KG und mdgliche immunmodulatorische Eigenschaften wvon
BTB 14431 in hoéheren Dosierungen sein. Pohlenz zeigte ebenfalls diesen Effekt von
BTB 14431 in hohen Konzentrationen [142]. Der Median des abdominalen Tumorgewichts
bei der Behandlung mit 3,0 mg/kg KG BTB 14431 war doppelt so hoch wie der Median der
Kontrollgruppe. Pohlenz fihrte diesen Effekt auf die zunehmende Aktivierung von Reactive-
Oxygen-Species (ROS) durch Emodin und BTB 14431 sowie auf eine vermehrte Belastung
des Immun- und Kreislaufsystems durch den gesteigerten Stoffwechselaufwand fir die
Auseinandersetzung mit dem Wirkstoff zurtick. Emodin fihrt bei humanen Leberkrebszellen
(HepG2) zu einer dosisabhéngigen Akkumulation von intrazellularen ROS [196]. Auch bei
anderen Zelllinien spielt die Bildung von ROS eine entscheidende Rolle. So z.B. bei
Lungenadenokarzinomzellen (A549) und HelLa-Zellen [167; 191].
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Vergleicht man die Ergebnisse der intravendsen Behandlung mit denen der intraperitonealen
Behandlung, ist ein Unterschied erkennbar. Bei der intraventsen Therapie mit 0,3 mg/kg KG
BTB 14431 bzw. mit 2,5 mg/kg KG Emodin sind alle Tumorgewichte geringer als bei der
intraperitonealen Therapie. Bei der intraperitonealen Behandlung kommt es lediglich bei
einer Dosis von 5 mg/kg Emodin zu einer Reduktion des Gesamttumorgewichts und der
abdominalen Tumorgewichte. Betrachtet man das subkutane Tumorgewicht einzeln, gibt es
ebenfalls einen Unterschied zwischen den Applikationsarten. Bei der intravendsen Therapie
mit 2,5 mg/kg KG sowie 5 mg/kg KG Emodin und bei der Behandlung mit 0,3 mg/kg KG
BTB 14431 wurde ein tumorreduzierender Effekt beobachtet, hingegen scheint die
intraperitoneale Therapie keinen Effekt auf das subkutane Tumorwachstum zu haben.

Solide Tumore verfigen uUber ein eigenes Gefalinetz, wodurch sie durch intravends
verabreichte Substanzen anscheinend besser erreicht werden als durch intraperitoneal
verabreichte. Eine lokoregionare intraperitoneale Therapie wird zu einem Grof3teil resorbiert
und hat dadurch eine ebenfalls systemische Wirkung. Es ist jedoch unklar, ob am Tumor
eine wirksame Dosis erreicht wird. Dieses steht im Gegensatz zu der Studie von Pohlenz,
bei der eine starkere Wirksamkeit der gleichen Substanzen bei intraperitonealer Applikation
nachgewiesen werden konnte [142]. In dieser Studie wurde die Behandlung jedoch direkt
nach Zellapplikation begonnen und zielte somit auf nicht vaskularisierte Tumore ab. Fehlt
das Gefalinetz im Tumor, so kann der Wirkstoff nicht Gber dieses in den Tumor eindringen.
Freie vitale Tumorzellen kénnen aber von einer intraperitoneal applizierten Losung besser
umschlossen werden. Die intraperitoneal verabreichten Wirkstoffe koénnten so die
Tumorzellen abtéten, oder die frihe Tumorangiogenese hemmen und die Ausbildung eines
Gefalinetzes behindern. Bei einem Modell mit verzégertem Behandlungsbeginn und somit
ausgebildeten soliden Tumoren, erreichen die Wirkstoffe bei intravendser Applikation die
Tumore direkt Uber das GefalRnetz, kdnnten so mdglicherweise die weitere Angiogenese
hemmen und das Wachstum bereits bestehender GeféaRe beeinflussen. Bei einer
intraperitonealen Behandlung bereits vaskularisierter Tumore ist es moglich, dass die
Wirkstoffe nur oberflachliche Zellen erreichen und so keine effektive Hemmung des
Tumorwachstums bewirken kénnen. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse
verschiedener Xenograft-Modelle an Nacktmausen, die eine Verringerung des
Tumorvolumens und Tumorgewichts bei intermittierender intraperitonealer Behandlung mit

Emodin nachweisen konnten [28; 201].
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4.2 Mortalitat, Veranderungen des Gewichts der Tiere und Toxizitat

Sieben Tiere starben im Laufe der 7tagigen Behandlung. Davon starb ein Tier an Herz-
Kreislaufversagen wahrend der intraventsen Applikation von 5 mg/kg KG Emodin. Die
anderen sechs Tiere starben unabhéngig von therapeutischen Malinahmen und wurden tot
im Kafig aufgefunden. Die Verteilung auf die Gruppen war dabei folgendermal3en: es
verstarben drei Tiere der Gruppe IV (intraventse Therapie mit 5 mg/kg KG Emodin), zwei
Tiere der Gruppe VI (intraperitoneale Therapie mit 0,3 mg/kg KG BTB 14431), ein Tier der
Gruppe VI (intraperitoneale Therapie mit 1,7 mg/kg KG BTB 14431) und ein Tier der Gruppe
VIII (intraperitoneale Therapie mit 2,5 mg/kg KG Emodin). Aufgrund dieser Verteilung lassen
sich keine Aussagen uber die toxikologischen Nebenwirkungen von Emodin und BTB 14431
in den untersuchten Konzentrationen machen. Ein weiteres Tier starb ebenfalls an Herz-

Kreislaufversagen wahrend der Portimplantation.

Betrachtet man die Verdnderungen des Koérpergewichts der Tiere, die eine intravendse
Behandlung erhielten im Zeitraum zwischen Therapiebeginn und Therapieende, gibt es keine
Unterschiede zwischen den Gruppen. Alle Tiere verloren etwa 5 % ihres Korpergewichts. Im
darauffolgenden Zeitraum zwischen Therapieende und Obduktion stieg das Kdrpergewicht
bei allen Tieren deutlich an. Gruppe Il (Emodin 2,5 mg/kg KG) zeigte einen signifikant
starkeren Anstieg des Kdrpergewichts als die Kontrollgruppe. Betrachtet man den Zeitraum
vom Beginn der Behandlung bis zur Obduktion, verringerte sich das Gewicht der Tiere nur
geringflgig. Es gab keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe, tendenziell verloren
aber alle Gruppen bis auf Gruppe | (BTB 14431 0,3 mg/kg KG) weniger an Gewicht als die
Kontrollgruppe.

Der Effekt der Gewichtsabnahme wahrend der Therapie und der folgenden
Gewichtszunahme, zeigte sich bei den Gruppen, die eine intraperitoneale Applikation
erhielten nicht. Dieser Unterschied zwischen den Applikationsformen ist signifikant. Bei der
intraperitonealen Behandlung waren im Therapiezeitraum nur geringe Kdrpergewichts-
veranderungen der Tiere zu verzeichnen. Das Gewicht der Tiere der Therapiegruppen stieg
aber tendenziell an, wahrend das Gewicht der Kontrolltiere sank. Bei Gruppe VIII (Emodin
2,5 mg/kg KG) war der Unterschied signifikant. Zwischen Therapiebeginn und Obduktion
stieg das Kdrpergewicht hingegen bei allen intraperitoneal mit Emodin bzw. BTB 14431
behandelten Gruppen signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe an. Dies kdnnte ein
Hinweis auf die Beeinflussung der intravends behandelten Tiere durch frei wirksame
Metabolite der Isoflurannarkose sein. Im Zeitraum zwischen Therapieende und Obduktion ist
dies ebenfalls mit Ausnahme der Gruppe VIII (Emodin 2,5 mg/kg KG) der Fall, bei der das

Kdrpergewicht in diesem Zeitraum nur geringfiigig anstieg. Es ist jedoch zu bericksichtigen,
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dass es sich dabei lediglich um Zunahmen im Bereich zwischen 1 und 2 % des
Korpergewichts handelte und die Tumorgewichte der intraperitoneal behandelten Gruppen
signifikant héher waren als in den intravends behandelten Gruppen. Da die Tendenzen sich
jedoch in allen Therapiegruppen zeigen und vor allem ein signifikanter Unterschied zu den
intravends behandelten Tieren besteht, lassen sie die vorsichtige Aussage zu, dass die
intraperitoneale Therapie besser vertraglich ist als eine intravendse. Doch auch hier missen
die hoheren Tumorgewichte bei den intraperitoneal behandelten Tieren bertcksichtigt
werden.

Eine Korrektur der Tiergewichte um das Tumorgewicht ist aufgrund des Versuchsaufbaus
nicht moglich. Da die Tumorgewichte nur zu Versuchsende bestimmt wurden und nicht zu
den anderen Zeitpunkten, kann lediglich ein Vergleich der absoluten Tiergewichte erfolgen
und nicht der korrigierten Gewichtsverlaufe.

Anhand dieser Ergebnisse lasst sich zwar keine sichere Aussage Uber die toxikologische
Wirkung der untersuchten Substanzen treffen, eine Tendenz wird jedoch deutlich. Sowohl
Emodin als auch BTB 14431 scheinen die Auspragung einer Tumorkachexie einzugrenzen
und die toxikologischen Auswirkungen der untersuchten Substanzen auf die Tiere scheinen
SO gering zu sein, dass sie sich in der Tiergewichtsentwicklung nicht zeigen. Eine Studie mit
Prostatakarzinomzellen bestatigte die Wirkpotenz von Emodin. Mit Emodin behandelte
Mause uberleben signifikant langer als Tiere der Kontrollgruppe, hatten eine hodhere

Gewichtszunahme und waren deutlich aktiver [21].

Potentielle Nebenwirkungen

Die bei der intravendsen Applikation aufgetretenen Todesfalle sind auf die Abnahme der
Atemfrequenz und Atemtiefe im Rahmen der Isoflurannarkose zurtickzuftihren. Diese flihrte
bei zwei Tieren der Gruppe IV (Emodin 5 mg/kg KG) wahrend der Durchfiihrung der
Therapie zur Hypoxie und respektive zum Versterben (siehe Tab. 4, Seite 29). Die
beobachteten Abszesse im Portreservoir und um die Einstichstelle entstanden vermutlich
durch Wundinfektion. Die Ports wurden zwar steril implantiert, das OP-Feld wurde jedoch
rasiert, was zu Mikrolasionen fihren kann, die einen Bakterieneintritt begtinstigen.

Pohlenz untersuchte 2010 in ihrer Studie auch Auswirkungen auf das Blutbild der Tiere. Sie
untersuchte das Blut der Tiere vor dem operativen Eingriff und zu Behandlungsende in
Hinblick auf eine prozentuale Veranderung verschiedener Blutwerte [142]. Die
Leukozytenzahl stieg in allen Gruppen, bis auf die Gruppe, die eine intravendse Behandlung
mit BTB 14431 3,3 mg/kg KG erhielt, an. Die Thrombozytenzahl stieg ebenfalls in allen
Gruppen, bis auf die Gruppe, die eine intraperitoneale Behandlung mit Emodin 10 mg/kg KG

erhielt, an. Diese Beobachtungen waren jeweils in den intravends behandelten Gruppen

56



starker, aber nicht signifikant ausgepréagt. Bei den Erythrozyten und dem Hamatokrit gab es
keine gruppenspezifischen Veranderungen. Das Differentialblutbild zeigte ebenfalls keine
statistisch signifikanten Unterschiede. Tendenziell nahmen die Lymphozyten und Monozyten
in allen Gruppen leicht ab, wohingegen sich der relative Anteil an neutrophilen Granulozyten
erhdohte. Um die Tierzahlen zu reduzieren, wurde in dieser Arbeit Bezug auf diese
Ergebnisse genommen und keine weiteren Untersuchungen dieser Art durchgefihrt.

Yu et al. untersuchten 2006 den Einfluss von Emodin auf die Leukozyten von Sprague-
Dawley-Ratten [193]. Mittels einer Leukozytenzellkultur, die sie 1-6 Stunden inkubierten,
pruften sie die Wirkung von Emodin in verschiedenen Konzentrationen auf drei Parameter.
Eine bis zu vierstindige Inkubation mit Emodin fihrte zu einem Abfall der
Phagozytosetatigkeit der Makrophagen, eine Inkubation von sechs Stunden hingegen
erhohte diese. Emodin steigerte die Aktivitdt der Nattrlichen Killerzellen und flihrte zu einem
Anstieg der Konzentrationen von IL-1-8 und TNF-a. Alle Effekte waren dosisabhangig.
Toxikologische Untersuchungen und Studien zur Karzinogenese bei oraler Gabe von Emodin
an Mausen und Ratten ergaben eine erhdhte Inzidenz an hyalintropfiger Eiweil3speicherung
und verstarkter Pigmentierung der Nierentubuli bei der Gabe verschiedener Konzentrationen
von Emodin Uber einen Zeitraum von 16 Tagen, Gber 14 Wochen, bis hin zu 2 Jahren. Uber
den gesamten Zeitraum gab es keinen Hinweis auf karzinogenes Potential. Bei weiblichen
Ratten wurde lediglich eine leicht erhéhte Inzidenz an Zymbaldriisenkarzinomen festgestellt
und bei mannlichen Mausen wurde ein geringfligig erhthtes Auftreten von verschiedenen
Nierentubulusneoplasien beobachtet [129].

Das im Laufe des vorliegenden Experiments aufgetretene plétzliche Versterben von Tieren,
konnte auf ein akutes Nierenversagen zuriickzufiihren sein. Aber auch bisher unbekannte
Eigenschaften der applizierten Substanzen kommen als Grund fir das Versterben der Tiere
in Frage. Einwirkungen von auf’en und die Applikation von Substanzen verandern den
Allgemeinzustand des Tieres, wodurch sich die Nahrungs- und Wasseraufnahme des Tieres
im Behandlungszeitraum veréndert. Je nach Intensitat der Effekte, kdnnte auch dies

Mitursache sein.
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4.3 Unterschiede zur Behandlung direkt nach Zellapplikation

Im Rahmen eines vorangegangen Versuchs in der Arbeitsgruppe konnte die
tumorsupprimierende Wirkung von Emodin und BTB 14431 nicht bestétigt werden. Dabei
wurde die Behandlung direkt nach der Applikation der Zellsuspension begonnen. BTB 14431
wurde in drei verschiedenen Konzentrationen untersucht: 0,3 mg/kg KG, 1,7 mg/kg KG und
3,3 mg/kg KG. Emodin wurde in zwei verschiedenen Konzentrationen untersucht:
5 mg/kg KG und 10 mg/kg KG. Bei der Obduktion 3 Wochen nach Behandlungsende
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt werden. Es
konnte lediglich ein tendenziell vermindertes subkutanes und abdominales Tumorwachstum
nach intravendser Behandlung mit BTB 14431 0,3 mg/kg KG und Emodin 5 mg/kg KG
festgestellt werden. Es zeigte sich jedoch ein deutlich geringeres abdominales
Tumorwachstum bei den intraperitoneal behandelten Tieren im Vergleich zu den intravenos
behandelten Tieren.

Aufgrund des Versuchsaufbaus handelte es sich nicht um bereits vaskularisierte solide
Tumore. In der avaskuldaren Phase, in der Tumore einen Durchmesser von unter 2 mm
aufweisen, wachst der Zellhaufen zunéchst unabhéngig von der Bildung neuer Blutgefalie.
Er befindet sich im angiogenen Gleichgewicht und die Versorgung der Zellen wird durch
Diffusion sichergestellt. Eine weitere GréRenzunahme ist dann jedoch nur durch die
Induktion von Angiogenese moglich [131]. Somit ist eine MindestgroRe der Tumore
Voraussetzung fur die Wirksamkeit von Angiogenesehemmern. Aus diesem Grund wurde
das bisherige Studiendesign abgewandelt. Nach der Injektion der Zellen wurde eine
Wartezeit von 3 Wochen bis zum Behandlungsbeginn eingeschoben. Dadurch hatten die

Zellen Zeit anzuwachsen und solide Tumore mit GefalRversorgung auszubilden.
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4.4 Folgerungen und Ausblick

Komplexe zellulare und molekulare Interaktionen zwischen Tumorzellen, Endothelzellen und
den Komponenten der extrazellularen Matrix sind am angiogenen Switch beteiligt.
Besonders zu erwahnen sind dabei auch spezifische Proteine, die durch die Tumorzellen
sezerniert werden und in der Lage sind, die Proliferation von kapillaren Endothelzellen zu
stimulieren. Die gleichzeitige Behandlung von Tumor- und Endothelzellen kdnnte effektiver
sein als eine alleinige Therapie der beiden [52; 159].

Antiangiogene
Therapie

Endziel

Normalisiert Inadaquat

Abb. 24: Schematische Darstellung der Unterschiede zwischen einem normalen Geféallnetz, dem
abnormalen GefaBRnetz von Tumoren, dem normalisierten GefaBnetz nach oder wahrend
antiangiogener Therapie und dem inadaquaten GefadlRnetz, das im besten Falle bei weiterer
antiangiogener Therapie entsteht und weiteres Tumorwachstum verhindert. Das normale
GefalRnetz wird durch die Balance zwischen pro- und antiangiogenen Faktoren aufrechterhalten
und madglicherweise nicht von einer antiangiogenen Therapie beeinflusst. Die abnormale Struktur
eines TumorgefalRnetzes ist gekennzeichnet durch unreife GefaRe mit erhdhter Permeabilitat,
erhéhtem interstitiellen Druck, erhéhtem GefaRdurchmesser sowie durch eine erhéhte GefalRlange
und verstarkte Windung der GefalRe, wodurch die Diffusion von Therapeutika und N&ahrstoffen in
das Gewebe erschwert wird (modifiziert nach Jain et al. 2001 [79]).

Die GefalRe in Tumoren sind strukturell und funktionell verdndert und chaotisch angeordnet.
Durch exzessives Endothelzellwachstum bildet sich ein schlecht organisiertes Netz, dessen
GefalRe teilweise dilatiert und hyperpermeabel sind [10]. Durch die anormale Struktur,
fehlende Koordination des Gefal3tonus und die Einengung der GeféalRe durch das
Tumorgewebe steigt der GefalB3widerstand und es kommt zu einer schlechteren

Durchblutung des Gewebes [79]. Diese Veranderungen fihren letzten Endes zu der

59



Unfahigkeit von TumorgefalRen, Druckgradienten zwischen Interstitium und dem Blutgefaf}
Zu regulieren, was zu einem erhohten interstitiellen Druck fuhrt. Dadurch kénnen Sauerstoff
und Makromoleklle schlechter diffundieren [78]. Da Wirkstoffe die neoplastischen Zellen
innerhalb des Tumors so nur ungleichmafiig erreichen, kénnte dieses Strukturchaos einen
Einfluss auf die Wirksamkeit von Therapeutika haben. Einige Angiogenesehemmer sind in
der Lage, das Strukturchaos zu normalisieren und in ein strukturierteres Gefal3netz
umzuwandeln und somit flir konventionelle Chemotherapeutika besser zuganglich zu
machen [79]. VEGF spielt eine wichtige Rolle bei der Erhaltung der Integritat der
Gefallwand. Eine Hemmung des VEGF oder seines Rezeptors fuhrt zur Apoptose von
Endothelzellen und verringert den Gefal3durchmesser sowie die Permeabilitit der
GefalRwand. Dies fuhrt zu einer Verringerung des Gefal3widerstandes und zu einer Senkung
des interstitiellen Drucks, wodurch Wirkstoffe besser in das Gewebe eindringen kénnen [80;
100; 172; 197]. Wéahrend einer antiangiogenen Behandlung normalisiert sich die Struktur der
BlutgefalRe im Tumor [81]. Nach der Behandlung kann jedoch eine zweite angiogene Welle
beobachtet werden, bei der die Uberlebenden Tumorzellen proliferieren und
Angiogenesefaktoren ausschitten [81; 176]. Die Gefalle des residualen Tumors zeigen
wieder die gleichen Abnormalitaten wie vor der Therapie. Ziel ist es also, die Therapie durch
Kombination mehrerer Substanzen und mehrerer Etappen solange durchzufiihren, bis alle
Gefalle zurlickgebildet sind und der Tumor in einen inaktiven Zustand Ubergeht, der mit
einem ,schlafenden Tumor® (,dormant tumor) vergleichbar ist [79].

Auch Zytostatika greifen teilende Zellen wie zum Beispiel Endothelzellen an und haben somit
auch einen indirekten antiangiogenen Effekt [9]. Tumore sind in der Lage, direkte
Resistenzen gegen Zytostatika zu entwickeln. Angiogenesehemmer wirken indirekt auf den
Tumor, indem sie seine Sauerstoff- und Nahrstoffzufuhr negativ beeinflussen, ihn so am
Weiterwachsen hindern und zu Nekrosen von Tumorgewebe fihren kénnen. Es kommen
jedoch verschiedene Mechanismen in Frage, Uber die Tumore auch die Wirkung einer
antiangiogenen Therapie umgehen kénnen. Dazu gehdrt die Bildung anderer proangiogener
Faktoren im Uberschuss, was zur Angiogenese trotz der Hemmung von zum Beispiel VEGF
fuhren kann [88]. Ebenfalls in Betracht kommt die Entwicklung eines erhdhten Prozentsatzes
an reifen, stabilen Blutgefal3en, die weniger auf eine antiangiogene Therapie ansprechen
[59], sowie die Entwicklung hypoxieresistenter Tumorzellen, die weniger von der
Tumorangiogenese abhéngig sind [194]. Eine Monotherapie gegen einen proangiogenen
Faktor kann also zur vermehrten Expression und Stimulation anderer proangiogener
Faktoren und Signalwege fuhren [147]. Dies konnte eine Erklarung fur die geringe
Wirksamkeit der von uns untersuchten Substanzen sein. Es ist moglich, dass die Expression
von VEGF durch die Anwendung von BTB 14431 und Emodin dosisabhangig gehemmt wird.
Dass Emodin die Expression von VEGF hemmt, zeigten Suboj et al. 2005 [168]. Auch die
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Phosphorylierung der Rezeptoren des VEGF wird von Emodin dosisabhangig inhibiert [114].
Dies wurde bereits in vitro und auch in vivo beschrieben [97; 108]. Lin et al. beschrieben des

Weiteren, dass Emodin auf die Expression des VEGF-Rezeptors keinen Einfluss hat. [108].

Resistenzen sind von herausragender Bedeutung fir die begrenzte Wirksamkeit von
Chemotherapien bei verschiedenen Tumoren. Eine Kombination konventioneller
Chemotherapeutika mit Emodin flhrt zu einer Verbesserung der Wirksamkeit. So verstarkt
Emodin die durch Cisplatin induzierte und durch ROS vermittelte Apoptose bei humanen
Gallenblasenkrebszellen (SGC996) [106]. AuRerdem wird die Expression von Survivin in
Tumorzellen vermehrt herunterreguliert, ohne dabei toxisch auf normales Gewebe zu wirken
[180]. Emodin wirkt synergistisch mit Celecoxib bei der Hemmung des Wachstums von
Cholangiokarzinomzellen (C611B) bei Ratten durch eine verbesserte Inaktivierung von AKT
und einer gesteigerten Aktivierung von Caspase-9 und -3 [98]. Mit humanen
Pankreaskarzinomzellen (SW1990, PANC-1) wurde mittels einer verringerten NF-kB-
Expression eine gesteigerte Wirksamkeit von Gemizitabine sowohl in vitro als auch in vivo
nachgewiesen [62; 109; 182]. Resistenzen gegen Gemizitabine konnen durch die
Kombination mit Emodin sogar aufgehoben werden [110]. Mit der gleichen Zelllinie konnte
die auf die Aktivierung von AKT und NF-kB inhibierende Wirkung auch im Mausmodell

nachgewiesen werden [184].

Casanovas et al. zeigten 2005 in einem Mausmodell anhand von zwei VEGF-
Rezeptorantikérpern, dass eine alleinige Reduktion von VEGF die MVD zwar zunéachst
verringert, es dann jedoch zur Reaktivierung der Angiogenese und einem Anstieg der MVD
auf ein Level kommt, das mit dem von unbehandelten Tumoren vergleichbar ist [20]. Eine
Anti-VEGF- oder Anti-VEGF-Rezeptor-Therapie fihrt zunédchst zu einer verminderten
Entwicklung neuer Gefale im Tumor, zu einem verringerten Blutfluss in bestehenden
GefalRen und zu einer Einschréankung des weiteren Wachstums des Tumors. Dadurch kommt
es zur Hypoxie im Tumorgewebe, was zur Ausschittung Hypoxie induzierter proangiogener
Faktoren wie z.B. des FGF, des bFGF und Angiopoietin-1 fihrt. Demzufolge wird
Angiogenese trotz fortlaufender Anti-VEGF-Therapie induziert, sodass es zur
Revaskularisierung des Tumorgewebes und zum weiteren Wachstum des Tumors kommt.
Kerbel und Casanovas zeigten 2005 in vitro, dass eine Erganzung der Anti-VEGF-Therapie
um eine Anti-bFGF-Therapie wieder zur Hemmung der Angiogenese fuhrt und der Tumor

abermals auf die Therapie anspricht [20; 88].
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Die vorliegenden Daten zeigen eine potentielle Wirksamkeit von BTB 14431 und Emodin
beim Kolorektalen Karzinom an der Ratte. Dabei scheint in diesem Modell Emodin potenter
und besser vertraglich zu sein als BTB 14431. Dies ist jedoch dosisabhangig und von der
Applikationsart abhéngig zu betrachten. Die besten Ergebnisse zeigte die intravendse
Applikation von Emodin in den Dosierungen 2,5 mg/kg KG und 5 mg/kg KG sowie
BTB 14431 in der Dosierung 0,3 mg/kg KG.

Um die Wirkung der Substanzen auf die Angiogenese von Tumoren genauer zu
untersuchen, ware eine Erweiterung des Versuchsaufbaus interessant. Drei Wochen nach
Zellimplantation und somit vor Beginn der Behandlung sollte Tumorgewebe entnommen,
gewogen und histologisch oder immunhistochemisch zum Beispiel mittels CD31 Markierung
auf seine Gefal3struktur und die MVD hin untersucht werden. Das gleiche Prozedere sollte
dann mit Tumorgewebe direkt nach der Behandlung und weitere drei Wochen spater
erfolgen. Somit wére ein direkter Vergleich von Tumorgewicht und Gefastruktur unmittelbar
vor und nach der Behandlung sowie nach einer spezifischen Wartezeit moglich. Durch die
Untersuchung der Gefal3struktur und der MVD lieRe sich die potentielle Wirkung von
BTB 14431 und Emodin genauer differenzieren.
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5. Zusammenfassung

Der Einfluss einer intravendsen vs. intraperitonealen Applikation von Emodin und
BTB 14431 auf fortgeschrittenes intra- und extraperitoneales Tumorwachstum bei

Ratten

Zur Therapie des Kolorektalen Karzinoms gibt es zahlreiche neue Praparate auf dem Markt,
die jedoch haufig Resistenzen und Nebenwirkungen zeigen.

Auf der Suche nach neuen pharmakologischen Substanzen mit verbesserten Eigenschaften
wurde in vorhergehenden Experimenten mittels des Kinase-Inhibitors Emodin eine neue
Substanz (BTB 14431) durch ein in silico Screening entdeckt und bereits einmalig in vivo in
einem Tumorsuspensionsmodell untersucht.

Verschiedene Studien zeigten, dass Emodin Apoptose induziert, Zellproliferation hemmt
sowie Angiogenese unterbindet und somit Tumorwachstum reduzieren kann.

In dem hier vorgestellten Tierexperiment wurde nun der Einfluss von Emodin und BTB 14431
auf das Wachstum von fortgeschrittenen Tumoren in Hinblick auf Unterschiede in der
Applikationsart und der Dosierung untersucht. Es wurde ein standardisiertes tierexperi-
mentelles Tumormodell etabliert und zunachst die Freisetzung vitaler Tumorzellen durch
einen onkotischen Eingriff simuliert. Hierzu erhielten 100 Ratten (WAG-RIJ) eine sterile
intraperitoneale Injektion von 10° syngenetischen Kolonadenokarzinomzellen (CC-531)
mittels Laparotomie. Auf3erdem erhielten die Tiere eine subkutane Zellinjektion von ebenfalls
10° syngenetischen Tumorzellen des gleichen Zelltyps, die periphere Metastasen simulieren
sollten. Um den systemischen Einflusses der neu identifizierten Substanz BTB 14431 sowie
von Emodin auf solide Tumoren zu untersuchen, wurde die Halfte der Tiere 28 Tage nach
Zellapplikation mittels Ports in der Vena jugularis externa Uber eine Woche in einem
12-stiindigen Rhythmus behandelt (Kontrollgruppe: Behandlung mit Ringer-Laktat,
Therapiegruppen: Behandlung mit 0,3 mg/kg KG BTB 14431, 1,7 mg/kg KG BTB 14431,
Emodin 2,5 mg/kg KG oder Emodin 5 mg/kg KG). Die andere Halfte der Tiere erhielt die
intermittierende  Therapie Uber intraperitoneale Injektionen. Drei Wochen nach
Behandlungsende wurden die Tiere euthanasiert und die Tumorgewichte bestimmt.

In diesem Experiment konnte ein dosisabhangiger Einfluss von Emodin und BTB 14431 auf
das Wachstum der Tumoren gezeigt werden. Dabei schien Emodin potenter und besser
vertraglich zu sein als BTB 14431. Dies ist jedoch sowohl von der Dosis als auch von der
Applikationsart abhéngig. Die besten Ergebnisse zeigten die Gruppen, die Emodin in einer
der beiden Dosierungen oder BTB 14431 in der Dosierung 0,3 mg/kg KG intravents
erhielten. Die Tiere dieser Gruppen nahmen mehr an Koérpergewicht zu und die Tumore

hatten ein geringeres Gewicht als bei der Kontrollgruppe. Des Weiteren konnte bei den
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genannten Gruppen eine bessere Wirksamkeit der Behandlung bei intravendser Applikation
im Vergleich zur intraperitonealen Applikation festgestellt werden. Bei den intraperitoneal
behandelten Tieren gab es lediglich bei der Behandlung mit 5 mg/kg KG Emodin einen
Unterschied im Gewicht der Tumormassen zur Kontrollgruppe. BTB 14431 zeigte bei
hdherer Dosierung nicht den erwarteten Effekt.
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6. Summary

The influence of intravenous vs. intraperitoneal application of emodin and BTB 14431

on advanced intra- and extraperitoneal tumor growth in rats

For the treatment of colorectal cancer many new products are on the market, but often with
drug resistance and side effects. Looking for new pharmacological agents with improved
properties, a new substance (BTB 14431) was discovered by using the kinase inhibitor
emodin and “in silico screening”. It was already examined once in vivo in a tumor suspension
model in a previous experiment. Various studies have shown that emodin induces apoptosis,
inhibits cell proliferation and suppresses angiogenesis and so may reduce tumor growth.
In this experimental study the effect of emodin and BTB 14431 on the growth of advanced
tumors with relation to differences in the mode of application and the dosage has now been
investigated. A standardized animal model of cancer has been established and the release of
vital tumor cells by an oncotic intervention was simulated. For this purpose 100 rats
(WAG-RIJ) received a sterile intraperitoneal injection of 10° syngenetic colon
adenocarcinoma cells (CC-531) by laparotomy. In addition, the animals were given a
subcutaneous injection of also 10° syngenetic tumor cells of the same cell type, which should
simulate peripheral metastases. To investigate the systemic influence of the newly identified
substance BTB 14431 and of emodin to solid tumors half of the animals were treated by
ports in the external jugular vein over a week in a 12-hour rhythm 28 days after
cellapplication (control group: treatment with Ringer’s solution, treatment groups: treatment
with 0,3 mg/kg bw BTB 14431, 1,7 mg/kg bw BTB 14431, emodin 2,5 mg/kg bw or emodin 5
mg/kg bw). The other half of the animals received intraperitoneal injections of the intermittent
therapy. Three weeks after treatment, the animals were euthanized and the tumor weights
were determined.

As a result of this experiment, a dose-dependent effect of emodin and BTB 14431 on the
growth of tumors could be shown. Moreover, emodin seems to be more potent and better
tolerated than BTB 14431. However, this is dependent on both the dose and the mode of
application. The best results were shown in the groups with intravenous emodin treatment in
one of the dosages or BTB 14431 0,3 mg/kg. The animals in this group increased more in
weight and the tumors had a lower weight than in the control group. Furthermore, a better
efficacy of treatment for intravenous application was observed in the mentioned groups as
compared to the intraperitoneal application. In the groups with animals treated
intraperitoneally there was only a difference in the weight of the tumor mass compared to the
control group treated with 5 mg/kg KG emodin. BTB 14431 did not show the expected effect

at higher doses.
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7. Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Die chemische Struktur von Emodin, Aloe-Emodin, Rhein & BTB 14431 (modifiziert nach
FUINDECK €t @l. 2005 [55]) +.eeetutrteeiiutieee ittt ittt e rt et ettt e st e e e st e et e e sabe e e e e sabb e e e e aabbe e e e anbbeeeeanbbeeeesnnneeeeaa 7
Abb. 2: Der Einfluss des CSN und seiner Kinasen auf die VEGF-induzierte Angiogenese: Wird die
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