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1 Einleitung

Tumorerkrankungen stellen weltweit ein zunehmendes gesundheitliches Problem
dar. Allein in der EU erkranken jahrlich etwa 3,2 Millionen Menschen- Tendenz stei-
gend [1]. Bei rund 50% der Betroffenen maligner Tumorerkrankungen kommt es zur
Ausbildung des sogenannten Tumor-Kachexie Syndroms. Die Tumor-Kachexie be-
eintrachtigt nicht nur den Stoffwechsel und die Immunabwehr, sie reduziert auch die
Therapiemdglichkeiten und beeinflusst zudem die Lebensqualitdt und Uberlebens-
dauer der Patienten [2]. Bei bis zu 22% der Patienten stellt die Kachexie die Todes-
ursache dar [3, 4]. Allein mit einer Erndhrungstherapie kann die Tumor-Kachexie
nicht gestoppt werden. Bisher existierende pharmakotherapeutische Strategien
diesbeziglich sind allerdings auch nicht zufriedenstellend.

1.1 Kachexie

Der Begriff Kachexie kommt aus dem griechischen Sprachgebrauch und setzt sich
aus den Wortbestandteilen ,kakos* (schlecht) und ,hexis" (Zustand) zusammen [5].
Bisher gab es fur die Kachexie keine allgemein anerkannte Definition [6]. Im De-
zember 2006 kam eine Gruppe von Wissenschaftlern und Klinikern im Rahmen der
»Cachexia Consensus Conference" in Washington DC zusammen und definierte die
Kachexie als ein komplexes metabolisches Syndrom, das mit einer Grunderkran-
kung in Verbindung steht. Sie ist charakterisiert durch einen Verlust an Muskelmas-
se und kann ebenso von einem Verlust an Fettmasse begleitet sein. Das Haupt-
symptom der Kachexie ist der Gewichtsverlust bei Erwachsenen oder die
Wachstumsstoérung bei Kindern. Im Zusammenhang mit dem Kréfteverfall und der
Auszehrung stehen haufig Anorexie, Entziindungen, Insulinresistenz sowie ein ver-
starkter Proteinabbau. Auszehrung ist zu unterscheiden von Verhungern, altersbe-
dingtem Muskelschwund, Depression, Malabsorption und einer Schilddriisentiber-
funktion [7]. Die Kachexie ist aul3erdem stets mit einer schlechten Prognose
verbunden [8].
Folgende diagnostische Kriterien hat der Ausschuss in Washington DC fur das Vor-
handensein einer Kachexie beschlossen:

* ein nicht-ddematdser Gewichtsverlust von mindestens 5% in 12 Mo-

naten oder weniger, wenn eine Grunderkrankung vorliegt oder
« ein BMI von <20 kg/m?
» zusatzlich zum Gewichtsverlust bzw. reduzierten BMI missen drei
der nachfolgend aufgezahlten Kriterien zutreffen:
» eine reduzierte Muskelkraft/-starke
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= Erschopfung

= Anorexie

= ein niedriger Index an fettfreier Masse

= abnorme biochemische Werte: erhdhte Entziindungswerte

(CRP>5 mgl/l, IL-6>4 pg/ml), Anamie (<12 g/dl) und erniedrig-
tes Serumalbumin <3,2 g/dl.

Die den Stoffwechsel betreffenden Veranderungen als Reaktion auf die zumeist
chronischen Erkrankungen sind gekennzeichnet durch einen globalen Hypermeta-
bolismus, Insulinresistenz, Veranderungen der Substratausnutzung und einer nega-
tiven Stickstoffbilanz. Der Ruheenergieumsatz kann bis zu 60% erhdht sein. Obwohl
die Proteinsynthese, insbesondere in der Leber, vermehrt stattfindet, resultiert die
zu einem gréReren Ausmalfd gesteigerte Proteolyse in einem Verlust des Korperpro-
teins [9].
Im Umgang mit der Kachexie und fir ihre Behandlung ist es erforderlich, sie von
anderen Syndromen, die mit Gewichtsverlusten einhergehen, zu unterscheiden.
Dazu gehoéren z.B. die Anorexie, die Sarkopenie, die Dehydratation und das Ver-
hungern [10]. Wie bereits erwdhnt, kommt es bei Kachexie-Patienten zu einem Ver-
lust von Fett- und Muskelmasse in nahezu gleichem Ausmalf3, wobei der Skelett-
muskelabbau den Abbau von visceralem Protein Ubertrifft. Anorektiker verlieren
aufgrund des alleinigen Kalorienmangels mehr Fett- als Muskelgewebe und die Pro-
teinverluste betreffen im Gegensatz zur Kachexie die Skelettmuskulatur und das
viscerale Protein zu gleichen Teilen [11]. Obwohl Anorexie eine haufige Begleiter-
scheinung von kachektischen Zustéanden darstellt, ist die verringerte Kalorienzufuhr
nicht allein fur die im Verlauf der Kachexie auftretenden Veranderungen der Korper-
zusammensetzung verantwortlich [11]. Ein weiterer wichtiger Unterschied ist, dass
Anorexie im Gegensatz zur Kachexie reversibel ist.
Die Sarkopenie ist gekennzeichnet durch einen unbeabsichtigten Verlust an Ske-
lettmuskulatur und der damit verbundenen Abnahme der Koérperkraft [12]. Mit zu-
nehmendem Alter verandert sich die Zusammensetzung des Korpers, insbesondere
steigt der prozentuale Anteil an Fettgewebe. An Stelle der fettfreien Masse nimmt
das interstitielle Bindegewebe mit vermehrten Wassereinlagerungen einen immer
grolReren Raum ein. Der Hauptanteil der verloren gegangenen Zellmasse sind Mus-
kelzellen und kontraktile Muskelzellproteine [12]. Die Ursachen fir die Sarkopenie
sind eine Reduzierung anaboler Stimuli bzw. eine Veranderung ihrer Wirksamkeit
(die nervale Versorgung, das Testosteron, die Ostrogene, das Wachstumshormon,
das Insulin, die Proteinzufuhr und die korperliche Aktivitat). Zudem gewinnen kata-
bole Stimuli die Oberhand [13].
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Die haufig auBer Acht gelassene Dehydratation zeichnet sich durch den Flissig-
keitsverlust im extrazellularen Raum aus [10]. Die Ursachen kénnen mangelnde
Flassigkeitszufuhr, Flussigkeitsverlust oder Stoffwechselstérungen sein.

1.2 Tumor-Kachexie

Die Tumor-Kachexie stellt ein komplexes multifaktorielles Syndrom dar, das wahr-
scheinlich auf die Wirkungen und Interaktionen der Faktoren zurtickzufiihren ist, die
einerseits vom Tumor selbst gebildet, und andererseits als Reaktion des Patienten-
organismus auf die Anwesenheit des Tumors produziert werden [14]. Das Kachexie-
Syndrom fuhrt zu einem Zustand der Mangelernahrung, verursacht durch Anorexie
oder reduzierte Nahrungsaufnahme, Maldigestion, Malabsorption sowie Stérungen
im Stoffwechsel. Der Konkurrenzkampf zwischen Tumor und Wirt um die Nahrstoffe
hat eine vorzeitige Entkraftung zur Folge. Die daraus resultierenden schwerwiegen-
den metabolischen Stérungen, wie Hypermetabolismus ziehen eine verringerte
Energieeffizienz nach sich [15]. Ein kachektischer Tumorpatient im fortgeschrittenen
Stadium zeigt u.a. einen massiven Gewichtsverlust, Anorexie, vorzeitige Sattigung,
Schwéche, Anamie und Odeme [16].

1.2.1 Epidemiologie

Maligne Tumorerkrankungen stellen weltweit ein zunehmendes gesundheitliches
Problem dar, nicht zuletzt aufgrund der langeren Lebenserwartung der Menschen.
In Europa erkranken jahrlich etwa 3,2 Millionen Menschen, wobei die Inzidenzrate
weiter steigt. Die Todesfalle pro Jahr belaufen sich derzeit auf etwa 1,7 Millionen.
Dabei treten Brust-, Kolorektal- und Lungenkrebserkrankungen am haufigsten auf
[1]. Das Syndrom der Tumor-Kachexie tritt bei ca. 50% der Tumorpatienten auf [2].
Die Inzidenz hangt insbesondere von der Art des Tumors ab [17]. Am haufigsten
betroffen sind Menschen mit Tumorerkrankungen, die die Lunge oder den oberen
Gastrointestinaltrakt betreffen [2]. Zusatzlich zu der Art, der Lokalisation, dem Grad
und Stadium der Tumorerkrankung, spielen auch die jeweiligen Krebstherapien,
sowie die individuellen Eigenschaften des Patienten (Alter, Geschlecht, individuelle
Pradisposition) eine Rolle [14]. Bei bis zu einem Drittel der sich im Endstadium der
Erkrankung befindlichen Tumorpatienten, ist Kachexie die Todesursache [18]. Das
Ausmalf der Kachexie steht in negativer Korrelation zur Uberlebensdauer des Pa-
tienten und schliel3t immer eine schlechte Prognose ein [19].
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1.2.2 Pathophysiologie der Tumor-Kachexie

Die Pathophysiologie der Tumor-Kachexie setzt sich aus zwei Hauptkomponenten
zusammen- der fehlenden Nahrungsaufnahme und dem Hypermetabolismus-/ Hy-
perkatabolismus-Syndrom [6]. Die Anwesenheit von abnormen, sich rasch vermeh-
renden Tumorzellen 16st eine systemische Entziindungsreaktion aus, wodurch sich
eine Anorexie entwickeln kann. Die Immunantwort fihrt in der Regel nicht zu einer
Unterdrickung des Tumorwachstums und resultiert daher oftmals in einer chroni-
schen Entziindung [14]. Die Rolle des Tumors in der Atiologie der Kachexie besteht
in der lokalen Ausschittung proinflammatorischer Cytokine, die eine systemische
Immunantwort auslésen [20] und der Bildung prokachektischer Faktoren, wie z.B.
TNF (Cachectin), die direkte Wirkungen auf das Wirtsgewebe haben [21, 22].

Die Mechanismen des Wirtes bestehen in einer anomalen Reaktion auf die Anwe-
senheit des Tumors und sind gekennzeichnet durch die systemische Immunreaktion
und die neuroendokrine Stressreaktion [23, 24].

Die Veranderungen im Stoffwechsel resultieren in einer negativen Energie- und
Stickstoffbilanz, was zu Abweichungen in der Zusammensetzung und Funktion meh-
rerer Organe fuhrt. Diese Verdnderungen auf3ern sich in einer Vielzahl von Symp-
tomen und Anzeichen, bei denen eine Minderung der Lebensqualitat und eventuell
auch eine Verkirzung der Lebensdauer eine grol3e Bedeutung haben [25].

Obwohl durch zahlreiche Studien versucht wurde, die zugrunde liegenden Mecha-
nismen der Tumor-Kachexie zu charakterisieren, bleibt die genaue Wirkungsweise
der verantwortlichen Mediatoren liickenhaft [26].

Es gibt zahlreiche Mediatoren, entweder vom Tumor selbst produziert, oder als all-
gemeine Reaktion des Wirtsorganismus auf die Anwesenheit des Tumors, die mit
der Pathogenese der Tumor-Kachexie in Verbindung gebracht werden [27].

Die proinflammatorischen Cytokine I6sen eine Kaskade von Ereignissen aus, ein-
schlieBBlich direkter Wirkungen auf den Stoffwechsel und der Unterdriickung des
Appetits, sowie indirekte Wirkungen durch die Akute-Phase-Reaktion [28]. Cytokine
wie der Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1), IL-6, Interferon-y
(IFN-y) und Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) sind von Entziindungszellen produ-
Zierte zellassoziierte Proteine, die als parakrine interzellulare Mediatoren fungieren.
Sie kénnen aber auch vom Tumor gebildet werden [29]. Es ist offensichtlich, dass
die einzelnen Cytokine in vivo nicht alleine arbeiten, sondern dass ein komplexes
Netzwerk von Cytokinen in Kombination mit anderen Faktoren die Entwicklung der
Kachexie bedingen [25].
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In vielen Studien wurde versucht, einen Zusammenhang zwischen der Tumor-
Kachexie und denen im Umlauf befindlichen Cytokinen herzustellen, doch die Er-
gebnisse sind zuweilen sehr kontrovers. Erhdhte Serumkonzentrationen von TNF-a
und IFN-y wurden beispielsweise laut Moldawer et al. sowohl bei Tumorpatienten,
als auch bei tierexperimentellen Tumormodellen gefunden [30]. Andere Studien
wiederum konnten keine Korrelation zwischen den Serumkonzentrationen von Cyto-
kinen und dem Gewichtsverlust der Tumorpatienten feststellen [31]. Eine Erklarung
fur die meisten dieser, eher ratselhaften Beobachtungen ist mdglicherweise, dass
viele Cytokine wie parakrine Hormone auf ihre Zielorgane wirken, ohne dass es zu
einem nachweisbaren Anstieg im Blut kommt [26]. Hinzu kommt, dass Cytokine ei-
nem 24-Stunden Rhythmus unterliegen. Humane Studien sind nicht einheitlich, was
die Tageszeit betrifft, zu der die Cytokinbestimmung durchgefuhrt wurde [32]. TNF-a
insbesondere hat eine kurze Halbwertszeit und bildet Komplexe mit seinen Iéslichen
Rezeptoren, was ebenso ein Grund fir die fehlende Nachweisbarkeit sein kdnnte.
Dennoch konnte TNF-a bei Patienten mit Malaria und Leishmaniose nachgewiesen
werden [5]. Zahlreiche Untersuchungen belegen auch, dass Cytokine ihre Wirkung
Uberwiegend lokal entfalten. Beispielsweise fuhrte in einer Studie die zentrale Appli-
kation von TNF-a vorwiegend zu Anorexie, wogegen die Ausschittung von TNF-a in
der Peripherie Proteinverluste im Stoffwechsel zur Folge hatte [33]. Cytokine bewir-
ken im Hirn die Ausbildung einer Anorexie. Im Fettgewebe und in der Muskulatur
kommt es durch ihre Wirkung zu einer Abnahme der Fett- und Proteinsynthese, so-
wie zu einer Steigerung des Fett- und Proteinabbaus. In der Leber wird vermehrt
Glucose produziert [34-37]. GroRere Beweiskraft fir eine Beteiligung der Cytokine
an der Ausbildung der Kachexie haben Beobachtungen in experimentellen Tiermo-
dellen geliefert, in welchen die Gabe spezieller Cytokin-antagonisten zu einer Linde-
rung oder sogar Umkehr des kachektischen Zustands gefluhrt hat [38-40]. IFN-y, ein
von aktivierten T-und NK-Zellen gebildetes Cytokin, besitzt biologische Eigenschaf-
ten, die teilweise mit denen von TNF-a Ubereinstimmen [19]. In einem Versuch, bei
dem monoklonale Antikoérper gegen IFN-y eingesetzt wurden, konnte der mit dem
Lewis-Lungenkarzinom einhergehende Gewichtsverlust wieder riickgangig gemacht
werden [41], was daflr spricht, dass eine endogene Produktion von IFN-y in tumort-
ragenden Mausen existiert und diese an den typischen metabolischen Veranderun-
gen, die bei der Tumor-Kachexie auftreten, beteiligt sind. Die Produktion proinflam-
matorischer Cytokine l6st auch die Bildung entsprechender antiinflammatorischer
Cytokine wie IL-10, IL-13, IL-15 und dem IL-1-Rezeptorantagonisten aus. Das
Gleichgewicht der gegensatzlich wirksamen Cytokine konnte die Auspragung der
klinischen Symptome entscheidend beeinflussen [25, 42].
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Der Anamie-induzierende Faktor (AIS) ist ein vom Tumor gebildetes Protein, das die
Funktion der Erythrozyten und Immunzellen unterdriickt. Experimentelle Daten von
Ishiko et al. zeigten [43], dass der Energiestoffwechsel der Blutzellen durch AIS be-
eintrachtigt wird, die Aktivitat der Pyruvatkinase und ATP-Konzentration reduziert ist
und der transmembrane Glukoseeinstrom unterdriickt wird. Au3erdem waren bei
final kranken Tumorpatienten der osmotische Widerstand und die Verformbarkeit
der Erythrozyten herabgesetzt. Zusatzlich ist AIS in der Lage, die Nahrungsaufnah-
me, das Gewicht und die Kdrperfettmasse bei Kaninchen zu reduzieren.

1221 Akute-Phase-Reaktion

Die Akute Phase Reaktion ist zurtckzufiihren auf eine Reihe physiologischer und
metabolischer Veranderungen als Antwort auf Entziindungen, Gewebszerstérungen,
Infektionen, Traumata, Operationen, Neoplasien oder immunologische Stérungen.
Die Leber produziert vermehrt Akute-Phase-Proteine wie z.B. C-Reaktives Protein
(CRP) und Fibrinogen. Im Vergleich dazu kdnnen die Plasmaspiegel anderer, in der
Leber gebildeter Proteine (z.B. Albumin) bei kachektischen Patienten sinken [42].
Das bedeutet nicht zwangslaufig, dass deren Syntheserate reduziert ist, was Fearon
et al. in einer Studie veranschaulicht haben [44, 45]. Ein alternativer Erklarungsver-
such fiur den Albuminverlust ware beispielsweise eine erhdhte Gefal3permeabilitat
[42].

Die Akute-Phase-Reaktion dient bekanntlich der Wiederherstellung des Gewebes,
der Blutgerinnung, der Vorbeugung weiterer Gewebsschadigung und der Zerstérung
infektioser Organismen [46]. Der Nutzen dieser Reaktion bei Tumorpatienten ist
nicht eindeutig. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um eine stereotype Reaktion
auf die Entziindung [47]. Die Cytokine IL-6, IL-1 und TNF werden als die Hauptme-
diatoren der APP angesehen [48]. Auch der von den Gliazellen des peripheren Ner-
vensystems und in der Skelettmuskulatur gebildete Ciliary Neurotrophic Factor
(CNTF) [49] gehdrt zur Familie der Cytokine, die IL-1 und IL-6 einschlief3t [15]. Eine
Studie an Mausen, denen genetisch modifizierte C6 Gliomazellen appliziert wurden,
um die CNTF-Sekretion sicherzustellen hat gezeigt, dass CNTF, unabhéngig von
der Aktivierung anderer Cytokine, die Bildung von Akute-Phase-Proteinen ausldst
und einen deutlichen kachektischen Effekt erzeugt [49].

Wang et al. zeigten, dass CNTF in Abhangigkeit von der Dosis und vom Zeitpunkt
der Exposition, abweichende Wirkungen bei in vitro Muskelpréaparaten hat [50].
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Der Proteolyse-induzierende Faktor (PIF), ein vom Tumor stammendes Proteo-
glycan, aktiviert in der Leber die Transkriptionsfaktoren NF-kB und STAT3 und da-
mit die Bildung von IL-6 und IL-8. Die daraus resultierende gesteigerte Produktion
von CRP und reduzierte Bildung von Transferrin legt die Vermutung nahe, dass PIF
auch am proinflammatorischen Geschehen beteiligt ist [51]. Tatsachlich kann man
die APP in zwei Gruppen unterteilen. Zu den Typ | Proteinen, deren Bildung durch
IL-1 und TNF stimuliert wird, gehéren Serum-Amyloid A (SAA), C-Reaktives Protein
(CRP), Komplement-C3, Haptoglobin (Ratte) und saures al-Glykoprotein. Typ Il
Proteine schlieen Fibrinogen, Haptoglobin (Mensch), al-Antichymotrypsin und a2-
Makroglobulin (Ratte) ein. Deren Bildung wird durch IL-6, Leukamie-induzierender
Faktor (LIF), OSM (Oncostatin M), CNTF und CT-1 (Cardiotrophin-1) induziert [52].
Die Funktionen der einzelnen APPs variieren. Man unterscheidet Bindungsproteine
(Opsonine), Proteaseinhibitoren, Komplementfaktoren, Apoproteine, Fibrinogen u.a.
Das CRP gehdrt zu den Opsoninen und bindet denaturierte Proteine, Lipopolysac-
charide und Nukleinsauren, wodurch es lokal zur Aktivierung der Komplementreak-
tion und zur Phagozytose durch Makrophagen kommt. Die Komplementspaltproduk-
te stimulieren die Ausschittung von IL-6 aus den Makrophagen, was wiederum zu
einer vermehrten Bildung und Freisetzung von CRP aus der Leber flhrt. Die Intensi-
tat dieser Reaktion hangt vom Ausmal der Zerstérung des Gewebes ab. Die Reak-
tion erlischt, wenn alle Gewebstrimmer beseitigt sind [53].

1.2.2.2 Anorexie

Anorexie ist gekennzeichnet durch einen reduzierten Appetit bzw. ein herabgesetz-
tes Verlangen, Nahrung aufzunehmen. Bei kachektischen Tumorpatienten treten
haufig bestimmte Probleme auf, sei es durch die lokalen Wirkungen des Tumors, die
Reaktion des Patientenorganismus auf den Tumor oder die Verabreichung von Tu-
mortherapien, die zu einer reduzierten Nahrungsaufnahme fihren kénnen [28].

Die Pathogenese der tumorspezifischen Anorexie ist sehr kompliziert und multifakto-
riell. Sie beinhaltet u.a. eine Stérung zentraler und peripherer Mechanismen, die
physiologischerweise das Essverhalten regulieren [54]. Darin eingeschlossen sind
viele Mediatoren, wie Hormone (z.B. Leptin), Neuropeptide (z.B. Neuropeptid Y,
Melanocortin, Orexin) und Cytokine, die miteinander interagieren und auf diese
Weise zu einer reduzierten Nahrungsaufnahme und damit zur Kachexie fiihren [29].
Anorexie ist nicht allein verantwortlich fir die komplexen Veradnderungen, die bei
anorektisch-/kachektischen Tumorpatienten auftreten [55].
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In untererndhrten Tumorpatienten stimmt die aufgenommene Nahrungsmenge nicht
mit dem Ausmalf’ der Mangelernahrung tberein [26].

Des Weiteren wurde berichtet, dass sowohl der Muskel- wie auch der Fettgewebs-
verlust, dem Ruckgang der Nahrungsaufnahme vorausgeht [56]. Die Bereitstellung
von zusatzlichen Kalorien, fuhrt au3erdem nicht zu einer Gewichtszunahme [57].
Die Anorexie scheint demzufolge eher eine Konsequenz des Gewichtsverlustes, als
eine Ursache zu sein [58].

Cytokine interagieren mit dem Nervensystem auf verschiedene Weise: via Transport
aus der Peripherie ins Hirn Uber die Blut-Hirnschranke, retrograd Uber Axone, Gber
chemische Mediatoren (z.B. Prostaglandine, Stickstoffmonoxid) oder Uber afferente
Nervenfasern. Die Wirkung der Cytokine im Hirn kann entweder direkt, Gber Modula-
tion der neuronalen Prozesse, oder indirekt, tber Modulation chemischer Vorgéange
im Hirn erfolgen [32]. Letztere schlief3t Interaktionen zwischen Cytokinen unterei-
nander, Cytokinen und Neurotransmittern sowie Cytokinen und Neuropepti-
den/Hormonen ein [53].

Cytokine sind auRRerdem in der Lage, die gastrointestinale Aktivitat (Motilitat und
Entleerung des Magens) zu modulieren, entweder direkt im Verdauungstrakt oder
zentral Uber die Modifikation efferenter Signale, die die Sattigung regulieren. Sie
hemmen auf diese Weise die Nahrungsaufnahme. Des Weiteren bewirken Cytokine
die Ausschittung von Sattigungshormonen wie Cholezystokinin, Glucagon, Insulin
und Leptin [32].

Leptin, ein von Fettzellen gebildetes und sezerniertes Hormon, hat einen entschei-
denden Einfluss bei der Regulation der Nahrungsaufnahme, des Koérpergewichts
und der Energiebilanz [59]. Viele Cytokine stimulieren im Hypothalamus die Bildung
und/oder Ausschuittung des Corticotropin-Releasing Factors (CRF) [32]. Der CRF ist
ein Polypeptid, das in Stresssituationen endokrine, autonome und das Immunsys-
tem betreffende Reaktionen vermittelt. Durch die Aktivierung des CRF-Systems,
wird die Ausschittung von Glucocorticoiden stimuliert. Bei einer normalen Immun-
antwort wird diese Reaktion via negatives Feedback begrenzt. Fortwahrend erhéhte
Cytokinspiegel jedoch, fuhren durch die standige Aktivierung des CRF-Systems zur
Ausbildung der Anorexie [60].

TNF-a ist in der Lage zentral einen anorektischen Effekt hervorzurufen, indem es
die Blut-Hirnschranke passiert [61] und im ventromedialen Nucleus und in der lateral
hypothalamic area (LHA) die Aktivitat glucosesensitiver Neurone moduliert [62], wo-
bei es auch hier z.T. widersprichliche Ergebnisse von Studien mit TNF-a gibt, wie
folgende Beispiele zeigen. Eine voribergehende Applikation von TNF-a ist imstan-
de, eine Anorexie herbeizufihren, aber keine Kachexie.
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Dagegen wurde bei wiederholter Verabreichung von TNF-a eine Kachexie beobach-
tet. Infolge der sich rasch entwickelnden Toleranz gegeniber den Cytokinen, nor-
malisiert sich die Nahrungsaufnahme und das Korpergewicht wieder [19, 63]. Ande-
re Studien haben gezeigt, dass steigende Dosen nétig sind, um den kachektischen
Effekt aufrecht zu erhalten [15]. Die Injektion eines Hemmestoffes (p55 TNF Rezep-
tor) von TNF-a bei anorektischen tumorkranken Ratten, fihrte zu einer Steigerung
der Nahrungsaufnahme [64]. Auch IL-1 scheint in der Lage zu sein, zentral einen
anorektischen Effekt auszulésen, indem es die durch NPY-induzierte Nahrungsauf-
nahme blockiert [32].

Zu den lokalen Auswirkungen des Tumors, die die Nahrungsaufnahme negativ be-
einflussen kénnen, gehdren: Odynophagie (schmerzhaftes Schlucken), Dysphagie
(Stérung beim Schluckakt), Verstopfung des Verdauungstraktes, vorzeitiges Satti-
gungsgefihl, Resorptionsstérungen und Schmerzen [28].

Tumortherapien (Operationen, Chemo- und Strahlentherapie) haben zahlreiche Ne-
benwirkungen, die zu einer reduzierten Nahrungsaufnahme fuihren kénnen, wie z.B.
eine veranderte Geschmacks- und Geruchsempfindung, Abneigung/Ekel gegentber
bestimmter Nahrung, Ubelkeit, Erbrechen, Schleimhautentziindungen, Verande-
rungen im Darm und vorzeitiges Sattigungsgefuhl [65, 66].

Der psychologische Aspekt ist ebenfalls ein nicht unwesentlicher Faktor, der die
Nahrungsaufnahme beeintrachtigen kann. Kachexiepatienten sind haufig depressiv
aufgrund der Ungewissheiten, die die Erkrankung betreffen, wie die Diagnose, die
Therapie und der zu erwartende Ausgang der Erkrankung [52].

Im Zusammenhang mit der Mangelerndhrung stehen zahlreiche klinische Auswir-
kungen, einschlie3lich einer verminderten Lebensqualitat, einem reduzierten Ans-
prechen der Antitumorbehandlung, einer erhéhten Anfalligkeit gegenlber einer, von
der Chemotherapie ausgehenden Toxizitat, einer erhéhten Inzidenz postoperativer
Komplikationen und einer verkiirzten Uberlebensdauer [67-72].

Zusatzlich beeintrachtigt die Mangelernahrung die normale Funktion von Organsys-
temen bzw. des ganzen Organismus. Infolgedessen kann es zu weiteren Sympto-
men wie Depression, Fatigue (Erschdpfung, Ermidung), Malaise (Unwohl-sein, Un-
passlichkeit) kommen, die sich wiederum erheblich auf das Wohlbefinden des
Patienten auswirken [73]
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1.2.2.3  Stoffwechselveranderungen und Energieumsatz

Der Gesamtenergieumsatz setzt sich aus dem Grundumsatz und dem Leistungs-
umsatz zusammen. Der Ruheenergieumsatz macht physiologischerweise ca. 70%
des Gesamtenergieumsatzes aus. In klinischen Studien schwankt er stark bei den
unterschiedlichen Gruppen von Tumorpatienten [74].

Diese Unterschiede sind abhangig vom Stadium der Erkrankung [75] und von der
Art des Tumors. Bei Tumoren der Lunge oder der Bauchspeicheldriise, tritt gewdhn-
lich eine Erh6hung des Grundumsatzes auf, wohingegen dies bei Tumoren des Ma-
gens oder Kolorektums nicht der Fall ist [76]. Obwohl der Ruheenergieumsatz bei
einigen Patienten erhoht sein kann, ist es moglich, dass der Gesamtenergieumsatz
aufgrund mangelnder kérperlicher Aktivitat sinkt [77].

Es ist unklar, auf welche Weise genau Tumore den Grundumsatz beeinflussen. Eine
vermehrte Expression der Uncoupling Proteine kdnnte eine Ursache sein, was die
Ergebnisse zahlreicher Studien belegen. Diese Proteine gehoren zu einer Familie
von Memranproteinen in den Mitochondrien, die die Thermogenese steigern und
den Energieumsatz erhéhen kdnnen [74]. UCP-1 kommt nur in braunem Fettgewe-
be vor. UCP-2 dagegen wird in mehreren Geweben gebildet wie z.B. im weil3en
Fettgewebe, in der Skelettmuskulatur und in Geweben des Immunsystems [78].
UCP-3 tritt in braunem Fettgewebe und in der Skelettmuskulatur auf [58]. Norma-
lerweise besitzen erwachsene Menschen kein braunes Fettgewebe. Shellock et al.
haben im Rahmen einer Studie braunes Fett im periadrenalen Gewebe bei 80% der
kachektischen Tumorpatienten, und bei 13% der gleichaltrigen Kontrollen nachge-
wiesen [79].

Normalerweise werden, die bei der Verstoffwechselung von Fetten, Kohlenhydraten
und Proteinen entstehenden Produkte NADH und FADH, in der Atmungskette oxi-
diert, um aus ADP ATP zu synthetisieren. Dazu werden die Protonen tber verschie-
dene, in der inneren Mitochondrienmembran gelegene Enzymkomplexe in den
Intermembranraum transportiert. Der so erzeugte Protonengradient zwischen dem
Intermemranraum und dem Inneren des Mitochondriums (Matrix) bewirkt einen
Ruckfluss der Protonen zur Matrixseite und wird von der ATPase zur Bildung von

ATP genutzt.
Uncoupling Proteine fungieren als Protonentransporter an der inneren Mitchondrien-

membran und entkoppeln die Atmung von der Phosphorylierung, infolgedessen statt
ATP, Warme entsteht [78]. Eine Dysregulation des Autonomen Nervensystems wur-
de ebenfalls bei Tumor-Kachexiepatienten beobachtet [80]. Yun et al. haben vorge-
schlagen, die Dysfunktion als eine Begleiterscheinung des Tumors anzusehen,
durch die er das Uberleben der Tumorzellen sichert [81].
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Mit der Aktivierung des Sympathikus und der Cytokinkaskade, ist der Tumor in der
Lage, sein eigenes Wachstum zu fordern und die Immunabwehr des Wirtes zu um-
gehen [42]. Hyltander et al. haben gezeigt, dass eine erhdhte Herzfrequenz mit dem
Hyperkatabolismus einhergehen kann, was sich moglicherweise auf eine gesteiger-
te Aktivitat des adrenergen Systems zurlickfihren lasst [82]. Zusatzlich treten bei
vielen Tumorpatienten erhéhte Plasmakonzentrationen sowie eine verstarkte Aus-
scheidung adrenerger Substanzen tber den Urin auf. Im Vergleich dazu zeigen un-
terernahrte Patienten ohne Tumor generell eine Abnahme des Catecholamin-
umsatzes [83].

Es treten haufig Veranderungen im Kohlenhydratstoffwechsel auf, die vergleichbar
mit denen bei Typ-Il-Diabetespatienten (Insulinunabhéngiger Diabetes) sind.

Das Tumorwachstum und die chronische Aktivierung des Immunsystems, um dem
Tumorwachstum entgegenzuwirken, sind fur den erhdhten Energieaufwand, insbe-
sondere flur den standigen Verbrauch energiereicher Substrate, wie Glucose, ver-
antwortlich [84]. Des Weiteren ist die Zufuhr von Glucose bei Tumorpatienten durch
das Auftreten bestimmter Symptome wie Ubelkeit, Erbrechen und Anorexie deutlich
beeintrachtigt, was zur Aktivierung der Gluconeogenese aus Lactat und Aminosau-
ren aus dem Muskel sowie freien Fettsauren fuhrt und damit die Speicher fir Fette
und Proteine ausschopft [53]. Obwohl der Glucoseumsatz gesteigert ist, wird sie von
den peripheren Geweben schlecht genutzt, was auf eine Insulinresistenz und Glu-
coseunempfindlichkeit zuriickfihren ist [85]. Die meisten soliden Tumore nutzen zur
Energiegewinnung fast ausschlieBlich die anaerobe Glycolyse. Ursachen hierfur
sind entweder Veranderungen der entsprechenden Isoenzyme oder die schlechte
Gefallversorgung und damit der hypoxische Charakter des Tumors [86]. Tumorzel-
len beanspruchen zum Wachstum groRe Mengen an Glucose, im Vergleich zu nor-
malen Zellen die vier- oder finffache Menge. Maligne Tumore beziehen 50% ihrer
Energie aus der anaeroben Glycolyse, was den Wirtsorganismus zur standigen Glu-
coneogenese zwingt [87]. Die vom Tumor aufgenommene Glucose wird in Lactat
umgewandelt, woraus in der Leber mit Hilfe der Phosphoenolpyruvatcarboxykinase
erneut Glucose synthetisiert wird, die dann wieder von den Tumorzellen verbraucht
wird. Im sogenannten Cori-Zyklus wird enorm viel Energie verschwendet [88, 89].
Die gesteigerte Gluconeogenese wird als Hauptursache des erhéhten Energiever-
brauchs bei Tumorpatienten angesehen [53]. Die wichtigsten Verdnderungen im
Kohlenhydratstoffwechsel, die man bei kachektischen Tumorpatienten beobachtet,
sind eine gesteigerte Gluconeogenese, verstarkte Cori-Zyklusaktivitat, Insulinre-
sistenz und eine herabgesetzte Glucosetoleranz [55].

11
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Fettgewebe macht bei einem gesunden Erwachsenen ca. 90% seiner Energiereser-
ven aus [3]. Der Verlust an Korperfett ist eine markante Begleiterscheinung bei ka-
chektischen Krebspatienten. Ein Verlust von bis zu 85% des gesamten Kdorperfetts
kann im Verlauf der Erkrankung auftreten, wenn ein Gewichtsverlust von 30% er-
reicht wird [90]. Die Fetteinschmelzung ist das Resultat von drei Prozessen, die ei-
ner Veranderung unterliegen. Die Hauptursache ist eine gesteigerte lipolytische Ak-
tivitat der Hormon-Sensitiven-Lipase (HSL), die zu einer Freisetzung grof3er Mengen
an Glycerin und Fettsauren fuhrt [53, 91]. Der Grund hierfir ist u.a. der Mangel an
Glucose, was zu einer cAMP-abhéangigen Aktivierung der HSL flihrt [92]. Glycerin
wird in der Leber als Substrat in der Gluconeogenese genutzt. Die freien Fettsduren
dienen durch ihren Abbau in der B-Oxidation als Energielieferant fur die Glucosep-
roduktion [26]. Die zweite Ursache ist eine herabgesetzte Aktivitét der Lipoproteinli-
pase (LPL). Dieses Enzym ist verantwortlich fir die Spaltung sowohl endogener, als
auch exogener Triacylglycerine, die im Blut als Lipoproteine vorliegen, in Glycerin
und Fettsduren. Die Konsequenz daraus ist eine Hypertriglycerid-amie, sowie eine
beeintrachtigte Fettaufnahme/-speicherung im Gewebe [53]. Ein weiterer Faktor, der
wahrscheinlich zur Hypertriglyceriddmie beitragt, ist die gesteigerte Lipoproteinsyn-
these in der Leber [93]. Der dritte Grund fiir die Reduktion der Fettgewebsmasse ist
die herabgesetzte Lipogenese, damit Veresterung und Depostion der Fette. Einige
Cytokine (TNF-q, IL-6, IL-1, IFN-y,) hemmen, jedoch in unterschiedlichem Ausmal3,
die LPL und beeintrachtigen damit die Lipogenese im Fettgewebe [94]. TNF-a kann
laut Zhang et al. die Lipolyse in den Fettzellen des Menschen direkt stimulieren [95].
Es gibt einige Hinweise daflr, dass die erhdhte Fettsdurenmobilisation teilweise auf
eine gesteigerte Aktivitat der B-Rezeptoren zurlickzufthren ist [96]. Bei Patienten
mit Gewichtsverlust ist die Fettsaureoxidation gesteigert, sie haben eine erhdhte
Herzfrequenz und weisen erhtéhte Konzentra-tionen an Catecholaminen im Plasma
und im Urin auf [96]. Die Behandlung mit dem spezifischen B-Blocker Atenolol und
dem unspezifischen :-, B>-Blocker Propranolol senkte den Ruheenergieumsatz, die
Sauerstoffaufnahme und die CO,-Produktion bei diesen Patienten [58].

Die gesteigerte Fettsduremobilisation bei kachektischen Tumorpatienten ist oftmals
schon nachweisbar, bevor sich ein Gewichtsverlust eingestellt hat, was vermuten
lasst, dass eine Art fettmobilisierender Faktor existieren muss [97]. Dieser vom Tu-
mor stammende, sogenannte Lipid Mobilizing Factor (LMF) bewirkt eine Freisetzung
von Fettsauren und Glycerin aus dem Fettgewebe, in dhnlicher Weise, wie lipolyti-
sche Hormone Uber eine Aktivierung der intrazellularen Adenylatcyklase [98], was
zu einer Aktivierung der HSL fahrt [99].
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Stimuliert wird LMF durch den B3-Adrenorezeptor, der im weil3en Fettgewebe die
Lipolyse und im braunen Fettgewebe die Thermogenese vermittelt [100]. Bing et al.
konnten kirzlich zeigen, dass LMF nicht nur vom Tumor, sondern auch vom weif3en
Fettgewebe produziert wird [101].

Er weist Ubereinstimmungen in der Aminosauresequenz, bei der elektropho-
retischen Aktivitdt und bei der Immunoreaktivitat, verglichen mit der humanen Plas-
ma Protease Zn-a,-Glykoprotein (ZAG) auf [102]. Bing et al. haben gezeigt, dass
ZAG in menschlichen Fettzellen exprimiert wird und dass dieses Glykoprotein bei
kachektischen tumortragenden Mausen vermehrt vorhanden ist [101, 103]. ZAG
stimuliert den Fettgewebsabbau via cCAMP-Aktivierung und sorgt flr eine gesteigerte
Expression der Uncoupling Proteine, was zu Anderungen im Ruheenergieumsatz
fuhrt [104, 105].

Der LMF kann ebenfalls eine vermehrte Expression der Uncoupling Proteine 1-3 in
braunem Fettgewebe und des UCP-2 im Skelettmuskel und in der Leber hervorrufen
[106]. Er wurde urspringlich aus einem Kachexie-induzierenden Adenokarzinom
des Kolons der Maus (MAC16) extrahiert.

Die Tumor-Kachexie ist auRBerdem gekennzeichnet durch den Verlust von Skelett-
muskulatur, wohingegen der Nicht-Muskelproteinanteil relativ erhalten bleibt [90].
Bis zu 75% des Skelettmuskelproteins kann verloren gehen, wenn ein Gewichtsver-
lust von 30% erreicht ist. Die weil3en, schnellen Muskelfasern sind der Hauptang-
riffspunkt vor den roten, langsamen Muskelfasern [107].

Bei kachektischen Tumorpatienten ist der Gesamtumsatz an Protein stark erhdht
[108], woflr sowohl eine verminderte Syntheserate, ausgenommen die Synthese
der APPs in der Leber, als auch eine erhéhte Abbaurate verantwortlich sind [109].
Der Proteinabbau im Muskel resultiert in einer Freisetzung von Aminosauren, insbe-
sondere von Alanin und Glutamin. Alanin wird zur Gluconeogenese und Synthese
von Akute-Phase-Proteinen (APP) in die Leber eingeschleust, wohingegen Glutamin
vom Tumor zur Bedarfsdeckung an Energie und Stickstoff genutzt wird [110].

Die vermehrte Synthese von APP in der Leber begrenzt wiederum die Verfligbarkeit
jener Aminosauren zur Proteinsynthese im Muskel [58]. FUr den Abbau von Muskel-
proteinen gibt es drei verschiedene Mdéglichkeiten.

Das lysosomale System baut phagozytierte extrazellulare Proteine, Zelloberflachen-
rezeptoren und Bakterien ab [111, 112]. Lysosomen enthalten verschiedene saure
Proteasen wie Kathepsin B, H und D. Der lysosomale Proteinabbau wird von Gluca-
gon in der Leber und einem Mangel an Insulin oder essentiellen Aminosauren be-
schleunigt [111]. Man nimmt an, dass dieser Abbauweg v.a. in friihen Stadien der
Muskelatrophie von Bedeutung ist [99].
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Die zweite Méglichkeit ist der Abbau durch eine Gruppe Ca**-abhangiger zytoso-
lischer Proteasen (Calpain | und 1), die bei Gewebsverletzungen, Nekrose und Au-
tolyse mit einbezogen werden [113].

Der Uberwiegende Teil des Muskelproteinabbaus erfolgt durch das Ubiquitinab-
hangige proteolytische System [112], dessen Funktion es u.a. ist, defekte Proteine,
die aufgrund von Fehlern bei der Translation oder durch oxidativen Stress entstan-
den sind, abzubauen [5, 114]. Auch bei der Signaltransduktion ist dieser Vorgang
von Bedeutung, da NF-kB erst durch Polyubiquitinierung von IkB frei wird und dann
in den Zellkern gelangt. Dieser Abbauweg ist sehr wahrscheinlich fur die gesteigerte
Proteolyse verantwortlich, die bei zehrenden Zustdnden wie Nahrungsentzug, Sep-
sis, metabolischer Azidose, akutem Diabetes, Schwerelosigkeit und Tumor-
Kachexie auftritt [113].

Unter normalen Umstanden wird dieser Abbauweg von Glukokortikoiden und
Schilddrisenhormonen stimuliert und von Insulin gehemmt [107]. In Modellen der
Tumor-Kachexie wurde gezeigt, dass bei kataboler Stoffwechsellage mehrere Cyto-
kine (TNF-a, IL-1B, IL-6, Interferon y) und PIF den Proteinabbau stimulieren [115].
Trotz ihrer unterschiedlichen Herkunft und chemischen Zusammensetzung besteht
die Moglichkeit, dass Cytokine und PIF einen gemeinsamen Signaltransduktionsweg
nutzen, der zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB fuhrt. Des Weiteren gibt
es Anzeichen, dass Cytokine und PIF ihre gegenseitige Expression veranlassen [5].
PIF wurde sowohl im Urin kachektischer Patienten, als auch in Versuchstieren
nachgewiesen. Seine Konzentration im Urin Kkorreliert laut Cabal-Manzan und
Groundwater et al. mit dem Ausmal’ des Gewichtsverlustes [116, 117]. Wieland et
al. hingegen konnten keinen Zusammenhang zwischen dem humanen und dem
murinen PIF herstellen. Auch seine Rolle bei kachektischen Tumorpatienten konn-
ten sie nicht erklaren, da es keine eindeutige Beziehung zwischen seinem Auftreten
bei Tumorpatienten und dem Uberleben, dem Gewichtsverlust und der Skelettmus-
kelatrophie gab [118].

Zu Beginn werden zum Abbau bestimmte Proteine durch die kovalente Bindung an
Ubiquitin, einem kleinen Protein, bestehend aus 76 Aminosauren, markiert [107].
Ubiquitin wird von einem Enzym (E1) ATP-abhangig aktiviert. Dazu wird ATP hydro-
Iytisch in AMP und Pyrophosphat gespalten und Ubiquitin durch eine Thioesterbin-
dung mit der C-terminalen Carboxylgruppe des Enzyms verbunden [5]. Danach wird
das aktivierte Polypeptid vom Ubiquitin-Carrier Protein (E2) an dessen Cysteinrest
gebunden. Als letztes verbinden Ubiquitin-Ligasen (E3) das Ubiquitin vom E2
Thioester Zwischenprodukt entweder mit weiteren Ubiquitinmolekllen, so dass eine
Polyubiquitinkette entsteht oder Uber eine Isopeptidbindung mit dem Zielprotein
[112].
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Die Polyubiquitination stellt den limitierenden Schritt der gesamten Reaktion dar und
wird von zwei bestimmten Ligasen kontrolliert, Muscle RINGfinger (MuRF-1) and
Muscle Atrophy F box (MAFbx), auch Atrogin-1 genannt.

Zahlreiche Studien wurden durchgefiihrt, um Marker fur den Prozess der Atrophie
zu bestimmen. Es wurde gezeigt, dass die Expression dieser beiden Gene in meh-
reren Modellen der Skelettmuskelatrophie deutlich erhéht ist [74, 119, 120]. Die
Transkription von MAFbx/Atrogin-1 und MuRF-1 wird von FOXO (forkhead transcrip-
tion factor) kontrolliert [121]. Zusatzlich wird die Transkription von MuRF-1 noch
durch die Aktivierung des Nuclear Factor-kB (NF-kB) gesteuert [122].

Eine weitere wichtige Rolle im Muskelabbauprozess spielt die E3a-1l Ligase, dessen
Expression bei kataboler Stoffwechsellage ebenfalls hochreguliert ist. Es wurde
nachgewiesen, dass IL-6 die vermehrte Bildung des Enzyms induziert [123].

Sind die Proteine durch Polyubiquitinketten markiert, werden sie vom zylinderférmi-
gen 26S Proteasomen in Oligopeptide zerlegt. Das 26S Proteasomen ist ein langer,
aus mehreren Untereinheiten zusammengesetzter proteolytischer Komplex, beste-
hend aus einem katalytischen Kern (20S Proteasomen) und zwei endsténdigen,
regulatorisch wirksamen Untereinheiten (19S Komplex). Letztere vermitteln die Bin-
dung und Entfaltung des Proteins, bevor es in den Kern gelangt [58]. Der Kern
enthéalt proteolytische Enzyme, die den inneren Hohlraum des Zylinders auskleiden.
Diese zeichnen sich durch drei spezifische proteolytische Eigenschaften aus: Chy-
motrypsin-dhnliche Eigenschaften (die Spaltung erfolgt vorzugsweise hinter langen
hydrophoben Resten), Trypsin-&hnlichen Eigenschaften (Spaltung erfolgt hinter ba-
sischen Resten) und Kaspase-ahnlichen Eigenschaften (Spaltung erfolgt nach sau-
ren Resten) [5, 124]. Die hierbei freigesetzten Oligopeptide, bestehend aus sechs
bis neun Aminoséaureresten, werden von der Tripeptidylpeptidase Il zu Tripeptiden
abgebaut und letztlich von Aminopeptidasen in einzelne Aminoséauren zerlegt [115].
Diese gelangen zur Leber, wo sie zur Synthese von Glucose genutzt werden und
die Bildung von Akute Phase Proteinen auf Kosten der Muskelproteine stimulieren
[78].
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Abb. 1.1: Darstellung des Ubiquitinabhangigen-prote olytischen Systems. E1-
Ubiquitin-aktivierendes Enzym, E2-Ubiquitin-konjugi erendes Enzym, E3-
Ubiquitinligasen.

1.2.3 Therapie

Wie bereits erwahnt, ist die Anorexie ein wichtiger Faktor in der Entwicklung der
Kachexie. Dennoch kann eine komplett parenterale Ernahrung den Gewichtsverlust
nicht aufhalten [125]. Metabolische Storungen (erhohte Energieineffizienz, Insulinre-
sistenz, Storungen im Kohlenhydratstoffwechsel, Einschmelzung des Fettgewebes,
Hypertriglyceridamie und Muskelschwund) sind demzufolge definitiv an der Ausbil-
dung der Kachexie beteiligt. Uber eine Art positiven Feedback-Mechanismus, der
die Anorexie einschlief3t, erhalt sich die Kachexie selbst aufrecht und verschérft sich
zunehmend, was ublicherweise zum Tode fuhrt. Die Entwicklung verschiedener the-
rapeutischer Strategien konzentriert sich also auf diese zwei Faktoren- Anorexie und
metabolische Stdrungen [52].

Progesteronderivate wie Megestrolacetat (MA) und Medroxyprogesteron (MPA)
waren die ersten Mittel bei der Therapie der Tumor-Anorexie/-Kachexie [55], sind
aber derzeit in Deutschland nicht zugelassen. Mehrere klinische Studien belegen,
dass diese Verbindungen den Appetit und die Kalorienaufnahme steigern und den
Erndhrungszustand verbessern [126-128], wobei die Wirkung nur von kurzer Dauer
sein soll und erhebliche Komplikationen auftreten kdnnen, wie z.B.: Thromboembo-
lien, Myopathien, Stimmungsschwankungen, Insulinresistenz, Schmierblutun-gen,
sexuelle Funktionsstorungen usw. [74, 129].
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Einige Studien belegen, dass Corticosteroide wie Dexamethason, Prednisolon und
Methylprednisolon, eine voriibergehende Wirkung auf den Appetit, die Nahrungs-
aufnahme, das Wohlbefinden und die Leistungsfahigkeit haben, wobei keine dieser
Studien einen positiven Effekt auf das Korpergewicht nachweisen konnten [130-
134]. In Anbetracht der zahlreichen, wohlbekannten Nebenwirkungen (Immunsupp-
ression, Magen-Darm-Ulzera, Hautatrophie, diabetogene Wirkung, Natriumretention
mit Odembildung, Hypertonie usw.), sollten Corticosteroide bei Patienten angewandt
werden, die sich im Endstadium der Tumorerkrankung befinden, um deren Lebens-
qualitat zu erhéhen, ohne einen Einfluss auf das Kérpergewicht auszutiben [55].
Cannabinoide haben die Fahigkeit, den Appetit zu stimulieren. Sie kommen in Mari-
juana und seinen Derivaten vor und sind in Deutschland nicht zugelassen. Dronabi-
nol (A-9-Tetrahydrocannabinol, THC) wurde zunachst als Antiemetikum bei Tumor-
patienten eingesetzt. Aufgrund betrachtlicher Nebenwirkungen wie Schwin-del,
Euphorie, Wahrnehmungsstérungen [55] sowie Beeinflussung der Herzfunktion
existiert ein Bedarf an kontrollierten Untersuchungen dieses Wirkstoffs bei Tumorpa-
tienten, um dessen Wirksamkeit und Nutzen zu bestimmen [3].

Die kunstliche Erndhrung wird haufig eingesetzt, um die krankheitsbedingte Man-
gelernahrung zu mildern. Allerdings bewirkt diese therapeutische Malinahme keinen
Zuwachs an fettfreier Korpermasse [135]. Die Art der Verabreichung hangt vom Kili-
nischen Zustand des Patienten ab. Ist der Darm unbeeintrachtigt, so ist die enterale
Ernahrung vorzuziehen. Sie hat weniger Nebenwirkungen, ist kostengunstiger und
tragt zur Aufrechterhaltung der Barrierefunktion des Darms bei [136].

Die totale parenterale Erndhrung ist die Standardbehandlung bei Patienten, die auf-
grund mechanischer Behinderung des Verdauungstraktes, nicht in der Lage sind,
Nahrung aufzunehmen bzw. die die Nahrstoffe nicht absorbieren kénnen [137].

1.2.4 In der Entwicklung befindliche Pharmaka und Thera-
pieansatze

NSAIDs werden bei Krebspatienten haufig zur Behandlung von Fieber und Schmer-
zen eingesetzt. Die herkdbmmlichen NSAIDs hemmen sowohl COX-2, als auch COX-
1, wodurch es zu Nebenwirkungen, wie beispielsweise Schadigung des Ver-
dauungstraktes bis hin zur Ulzeration, verminderter Appetit und infolgedessen Ge-
wichtsverlust kommen kann. Es existieren selektive COX-2-Hemmer wie Celecoxib
und Rofecoxib, die fast keine gastrointestinale Toxizitat besitzen, aber eine hohe
entziindungshemmende Aktivitat, die in Zukunft moglicherweise eine therapeutische
Alternative zu den konventionellen NSAIDs darstellen [55].

17



1 Einleitung

Interessant wurden die mehrfach ungesattigten n-3 Fettsauren, als man bei einigen
Bevolkerungsgruppen, die eine bestimmte Ernahrungsweise (reich an n-3 Fettséu-
ren) pflegten entdeckte, dass bestimmte Tumorerkrankungen selten auftraten [52].
Omega-3 Fettsduren hemmen die Produktion von IL-1- und TNF-a durch eine Blo-
ckade der COX- und Lipooxygenase [55]. AuRerdem soll Eicosapentaensaure den
katabolischen Mediatoren LMF und PIF entgegenwirken [138-140].

In Studien, in denen ein mit n-3 Fettsduren angereichertes, energie- und eiweilrei-
ches orales Praparat zur Anwendung kam, hat man Gewichtszunahmen, Zunahmen
der fettfreien Masse, gesteigerte korperliche Aktivitat und verbesserte Lebensquali-
tat beobachtet [77, 141]. Der Einsatz der Omega-3 Fettsauren wird begrenzt durch
die schlechte Compliance der Patienten bei andauernder Nahrungsergénzung [129].
Ghrelin ist ein Hormon, produziert in den Zellen des Magens, das die Ausschittung
von Wachstumshormon (Growth Hormone) stimuliert und den Appetit anregt. Bei
anorektisch-kachektischen Tumorpatienten kann Ghrelin sowohl die Nahrungsauf-
nahme steigern, als auch die Verwertung der Nahrstoffe fordern, wodurch Muskel-
masse erhalten bleibt. Es ist allerdings Vorsicht geboten, bei der Anwendung von
Ghrelin, da die vermehrte Growth Hormone Bildung evtl. das Tumorwachstum an-
regt. Allerdings gibt es noch keine Langzeitstudien zur Applikation beim Menschen,
die diese These stitzen [129].

Aufgrund der Tatsache, dass Anorexie u.a. mit einer gesteigerten serotonergen Ak-
tivitat im Hirn einhergeht [142, 143], hat man versucht, die Serotoninaktivitéat zu blo-
cken. Cyproheptadine ist ein Serotoninantagonist mit antihistaminen Eigenschaften,
der normalerweise zur Behandlung von Allergien eingesetzt wird [52]. In dieser Pla-
cebo-kontrollierten klinischen Studie, fihrte Cyproheptadine nur zu einer schwachen
Steigerung des Appetits, ohne wesentliche Effekte auf das Gewicht zu haben [144].

Thalidomid erlangte urspringlich aufgrund seiner sedativen Wirkung klinische Be-
deutung und wurde in den sechziger Jahren wegen seiner teratogenen Eigenschaf-
ten zurtickgezogen [55]. Thalidomid hat auf3erdem komplexe immunmodu-latorische
und antiinflammatorische Eigenschaften [145-147]. Bruera et al. berichteten, dass
Thalidomid einen positiven Einfluss auf Schlafstérungen, Unruhe, Ubelkeit und den
verminderten Appetit bei Krebspatienten im fortgeschritten Stadium hat, was bei bis
zu zwei Drittel der Patienten zu einem gesteigerten Wohlbefinden gefihrt hat [145].
Neben den antikachektischen Eigenschaften scheint Thalidomid auch aufgrund sei-
ner Fahigkeit die Neoangiogenese zu hemmen, in der Lage zu sein, das Tumor-
wachstum zu hemmen [148].
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Allerdings erschwert der milde sedative Effekt von Thalidomid die Tarnung des Me-
dikaments in Placebokontrollierten Studien [149].

1.3 Bisoprolol

Im sympathischen System existieren drei adrenerge Rezeptoren- 1-, f2- und al-
Rezeptoren [150]. B1l-Rezeptoren kommen in erster Linie im Herzen vor. B2-
Rezeptoren befinden sich nicht nur im Herzen, sondern auch in der glatten Muskula-
tur peripherer GefalRe, der Bronchien sowie im Uterus [151]. Ihre Stimulation fuhrt
zu einer erhohten Kontraktilitdit des Herzmuskels [152]. Beide Rezeptortypen sind
Uber das stimulierende G-Protein (Gs) mit der Adenylatcyclase gekoppelt, die
MgATP zu cAMP umwandelt. cCAMP ist ein positiv inotrop und chronotrop wirkender
second messenger, der zudem wachstumsférdernde Eigenschaften besitzt [150]. Zu
den Agonisten des B-Rezeptors gehdren beispielsweise die Catecholamine Epi-
nephrin (Adrenalin) und Norepinephrin (Noradrenalin). Die Aktivierung der B-
Rezeptoren durch Catecholamine, speziell durch Noradrenalin, fihrt zur Stimulation
der Hormon-sensitiven Lipase. Die daraus resultierende Steigerung der Lipolyse
kann den Abbau von Fettmasse zur Folge haben [153]. B-Blocker hemmen kompeti-
tiv die Bindung von Catecholaminen am adrenergen Rezeptor [152].

Bisoprolol gehort zu den B-Blockern der zweiten Generation [154] und ist ausgesp-
rochen selektiv. Er bindet an den B;-Rezeptor mit einer etwa 120fach gréReren Se-
lektivitat als an den [(B,-Rezeptor. Mit steigenden Dosen (>20 mg) jedoch, bindet
Bisoprolol auch am B,-Rezeptor [152]. Bisoprolol besitzt weder partiell agonistische
(intrinsisch sympathomimetisch, 1ISA) Aktivitat, noch membranstabilisierende (lokal-
anasthetische) Aktivitat [155]. Die chirale Verbindung kommt als Racemat zum Ein-
satz, wenngleich nur das L-Isomer am Rezeptor aktiv ist [151]. Die orale Bioverflig-
barkeit ist mit rund 90% hoch [155]. Bisoprolol wird rasch und nahezu vollstandig im
Verdauungstrakt resorbiert. Die Elimination erfolgt gleichmaRig tber Niere und Le-
ber, mit einem deutlichen First-Pass Effekt [152]. Aufgrund der langen Elimina-
tionshalbwertszeit kann die Gabe des Medikaments ein Mal pro Tag erfolgen [155].
Bisoprolol wird zur Therapie der Hypertonie, der koronaren Herzkrankheit (Angina
pectoris) und der Herzinsuffizienz angewendet [152]. Bisoprolol hemmt kompetitiv
die Aktivitat von Catecholaminen und anderen Sympathomimetika am (3-adrenergen
Rezeptor. Das Herzauswurfvolumen wird gesenkt, aber der periphere GefalRwider-
stand erfahrt keine signifikante Veranderung.
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Der maximale blutdrucksenkende Effekt ist bereits innerhalb der ersten sieben Tage
der Therapie zu beobachten [151].
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Abb. 1.2: Strukturformel von Bisoprolol

Der positive Einfluss von Bisoprolol auf die Mortalitdt der Patienten zeigte sich in
zwei randomisierten, placebokontrollierten, multizentrischen Doppelblindstudien,
den sogenannten Cardiac Insufficiency Bisoprolol Studies | und Il (CIBIS I, Il). Die
1. Bisoprololstudie (CIBIS 1) [156] umfasste 641 Patienten der NYHA Class IIl oder
IV (New York Heart Association-Klassifikation) mit einer linksventrikularen Ejektions-
fraktion von weniger als 40%. Die Patienten erhielten zusétzlich Diuretika und ACE-
Hemmer. Die Studie hatte einen mittleren follow-up von 1,9 Jahren.

Die beobachteten Unterschiede bezlglich der Mortalitdt in den Gruppen zeigte al-
lerdings keine statistische Signifikanz. Viele Patienten, die Bisoprolol erhielten,
konnten dennoch im Vergleich zu denen, die Placebo bekamen, ihren Zustand be-
zuglich der Herzfunktion verbessern. Die darauf folgende 2. Bisoprololstudie schloss
2647 Patienten mit einer linksventrikularen Ejektionsfraktion von weniger als 35%
ein. CIBIS Il hatte einen mittleren follow-up von 1,3 Jahren. Der Versuch wurde vor-
zeitig beendet, als ein deutlicher Riickgang der Gesamtmortalitat von 32% zu sehen
war [157].

Im allgemeinen wird Bisoprolol von den Patienten gut toleriert [158]. Zu den Neben-
wirkungen, die unter dem Einsatz von Bisoprolol auftreten kdnnen, gehdren Blut-
druckabfall, Senkung des Pulses, Midigkeit, Teilnahmslosigkeit, Depression,
Schlafstérungen, Halluzinationen, Bronchospasmus, Bradykardie, Raynaud-Phé&no-
men (kalte Extremitaten bzw. Akren) und funktionelle Sexualstérungen [152]. Weite-
re Nebenwirkungen sind die metabolischen Effekte hinsichtlich des Fettstoffwech-
sels, der Insulinempfindlichkeit und der Gewichtszunahme [159]. Verschiedene Stu-
dien haben gezeigt, dass wahrend der Behandlung mit B-Blockern der
Gesamtenergieumsatz um 4 bis 9% gesenkt sein kann [159]. Mégliche Mechanis-
men fur die Verringerung des Gesamtenergieumsatzes sind beispielsweise die Sen-
kung des Ruheenergieumsatzes, eine verminderte nahrungsinduzierte Thermoge-
nese oder schnellere Ermudbarkeit.
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Der Gesamtenergieumsatz kann auch indirekt beeinflusst werden. Unter dem Ein-
satz von [(B-Blockern tritt beispielsweise das Gefuhl der Mudigkeit in den Vorder-
grund [159]. AuRBerdem wird durch B-Blocker die Lipolyse gehemmt [160], was zu
einer Zunahme der gesamten Kérperfettmasse und des gesamten Korperfettgehalts
fuhren kann. Allerdings scheinen relativ hohe Dosierungen nétig zu sein, um Effekte
auf die Korperzusammensetzung zu bewirken [161]. Es wurde weiterhin gezeigt,
dass B-Blocker die LPS-induzierte TNF-a Expression hemmt, welche zum Katabo-

lismus der Kachexie beitragt [162].

1.4  Insulin-like growth factor (IGF-1)

Abb. 1.3: Insulin-like growth factor (Somatomedin C )

IGF-1 wurde urspriinglich 1957 von Salmon und Daughaday als sogenanntes ,So-
matomedin“ (Vermittler der Wirkung von Growth Hormone) identifiziert [163]. Ers-
tmalig isoliert und beschrieben haben es Rinderknecht und Humbel im Jahre 1978
[164]. Das aus 70 Aminosauren bestehende Polypeptid mit einer Gro3e von ca. 7,5
kD zeigt eine hohe Sequenzhomologie zu Insulin [165]. Es besteht aus vier Peptid-
domaénen: einer A- (21 Aminosauren), einer B- (29 AS), einer C- (12 AS) und einer
D- (8 AS) Kette [165].

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu Insulin, ist IGF-1 in der Lage, mit geringer
Affinitat an den Insulinrezeptor zu binden [166]. Die Bildung des Proteohormons
wird durch das Growth Hormone (GH) reguliert, dessen endokrine und parakrine
Wirkungen wiederum teilweise von IGF-1 vermittelt werden [167].
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Die GH-Ausschuttung wird durch das Gleichgewicht des hypothalamischen Relea-
sing Hormons (GHRH) und der hemmenden Effekte von Somatostatin [9], sowie
Ghrelin bestimmt.

Eine Reihe anderer Faktoren bestimmen ebenfalls das Ausmaf} der Produktion und
Aktivitat von IGF-1, wie z.B. Insulin, die Erndhrung oder die Bindungsproteine
(IGFBPs) [167]. IGF-1 wiederum unterdriickt die Ausschittung von GH und Insulin
[168]. Die Physiologie von IGF-1 ist sehr komplex, weil es nicht nur als Hormon,
sondern auch als lokaler Wachstumsfaktor fungiert. IGF-1 wird in grof3en Mengen in
der Leber produziert, gelangt ins Blut und beeinflusst so als Hormon andere Gewe-
be [169]. Es wird zudem in den meisten Geweben gebildet und wirkt hier als auto-
bzw. parakriner lokaler Wachstumsfaktor [166]. Der Hauptanteil des im Blut zirkulie-
renden IGF-1 stammt jedoch aus der Leber. Die IGF-1 produzierenden Gewebe
enthalten GH-Rezeptoren. Steigt die hypophysére GH-Ausschittung, wird die IGF-1
Synthese stimuliert. Experimentelle Studien an Mausen haben gezeigt, dass wenn
die hepatische IGF-1 Synthese selektiv ausgeschaltet wird, zwar der Gehalt an IGF-
1 im Blut rapide absinkt, das Wachstum dadurch aber nur geringfligig beeintrachtigt
wird [170]. Das bedeutet, dass das aus der Peripherie stammende IGF-1 der be-
stimmende Faktor des Korperwachstums ist, wohingegen die hepatische Produktion
in erster Linie die Konzentration an IGF-1 im Plasma bestimmt [171].

Auch Nahrungsentzug kann die IGF-1 Synthese beeinflussen. Nach flnftagigem
Fasten beispielsweise, ist die Leber relativ unempfanglich gegentber der Stimula-
tion durch GH, woraus ein Abfall der IGF-1 Plasmaspiegel von 50% resultiert [172].
Mit der Wiederaufnahme von Nahrung, stellt sich die Empfindlichkeit gegeniiber GH
binnen 72 Stunden wieder ein.

Hormone wie Thyroxin, Cortisol, Ostradiol und Testosteron sind zusammen mit GH
ebenfalls an der Regulation der hepatischen Synthese von IGF-1 beteiligt [173].
Thyroxin steigert die Empfindlichkeit gegentber GH. Cortisol dagegen hemmt die
IGF-1 Synthese, was bei erhdhten Cortisolkonzentrationen zu einer Verminderung
des Wachstums fiihren kann. Ostradiol hemmt die IGF-1 Synthese in der Leber via
SOCS3 (Suppressor of cytokine signalling 3), wodurch die durch GH stimulierte
Signaltransduktion inhibiert wird [174]. Testosteron erhéht nicht nur die IGF-1 Pro-
duktion in der Leber, sondern verandert auch die Empfindlichkeit der Hypophyse
gegenuber der negativen-Feedbackreaktion auf die GH-Sekretion, woraus eine
Steigerung der GH- und IGF-1 Konzentration resultiert [175].

Die Effekte von IGF-1 werden hauptsachlich durch die Aktivierung des IGF-1 Re-
zeptors, aber auch des Insulinrezeptors vermittelt [166].
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Der IGF-1 Rezeptor ist ein auf Zelloberflachen vorkommendes Glykoprotein, beste-
hend aus zwei extrazellular gelegenen a-Untereinheiten und zwei transmem-branen
B-Untereinheiten (Heterotetramer). Die a-Untereinheiten sind tber Disulfidbriicken
miteinander verknipft und fir die Bindung des Liganden zustandig.

Die B-Untereinheiten bestehen aus einer kurzen extrazellularen, einer transmem-
branen und einer intrazellularen Domane. Letztere besitzt Tyrosinkinaseaktivitat fur
die Signaltransduktionskaskade. Ahnlich wie beim Insulinrezeptor erfolgt die Rezep-
toraktivierung durch Autophosphorylierung [166]. Nachfolgend kommt es zu einer
Rekrutierung von IRS-/SHC-Proteinen (Insulin-Rezeptor-Substrat, Src-Homologie/
Kollagen) an den IGF-1 Rezeptor mit anschlieRender Phosphorylierung von deren
Tyrosinresten. Diese dienen dann als Bindungsstellen flir Enzyme wie die Phospha-
tidylinositol-3 Kinase (PI3K) und Growth factor receptor bound protein 2 (Grb2), wo-
bei die PI3K auch direkt an die phosphorylierten Tyrosinreste des IGF-1 Rezeptors
binden kann. Durch die Bindung werden wiederum weitere Signaltransduktionskas-
kaden via mitogen activated protein kinase (MAPK) system, serine/threonine protein
kinase B (PKB oder AKT), mamalian target of rapamycin (mTOR) system oder seri-
ne/threonine kinase (RAF) ausgeldst, die die zellularen Effekte des Rezeptors ver-
mitteln. Dazu zahlen die Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Migration und der
Schutz vor Apoptose [165, 166].

Zur Familie der IGF-Bindungsproteine gehéren sechs Transportproteine, die durch
GH reguliert werden und die die Funktion von IGF modulieren kénnen [171, 176].
Sie transportieren IGF-1 aus der Zirkulation zu den Zielgeweben [169]. Die IGFBPs
zeichnen sich zudem auch durch IGF-1 unabhangige Wirkungen, wie die Bindung
an Memranrezeptoren oder die extrazellulare Matrix aus [176]. Die Bindungsprotei-
ne sind sowohl in der Lage, die Wirkung von IGF-1 zu hemmen, als auch zu ver-
starken. Zum einen haben die IGFBPs eine groRRere Affinitat zu IGF-1 als der Re-
zeptor selbst, was die Bindung und damit Vermittlung IGF-1 abhangiger Wirkungen
inhibiert. Zum anderen kann IGF-1 durch die Interaktion mit den IGFBPs vor einem
proteolytischen Abbau bewahrt werden, was seine lokale Verfiigbarkeit erhéht und
wiederum die IGF-1 abhéngigen Effekte verstarkt [177]. Erweitert wird das komplexe
System aus IGF-1, den Rezeptoren und den Bindungsproteinen durch die Existenz
spezifischer Proteasen. Diese greifen durch proteolytische Degradation der IGFBPs
regulatorisch in das Zusammenspiel von IGF-1 und IGFBPs ein [178]. Sie spalten
IGFBPs in Fragmente mit geringerer Bindungsaffinitat, wobei IGF-1 freigesetzt wird
und vom IGF-1 Rezeptor gebunden werden kann [179].

IGFBP-3 kommt von allen IGFBPs die grof3te Bedeutung zu. Es transportiert ca. 75
bis 80% des gesamten, in gebundener Form vorliegenden IGF-1 [175].
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Das Glykoprotein bildet einen hochmolekularen, aus drei Teilen zusammengesetz-
ten Komplex mit einem IGF-Molekil und einer sédurelabilen Untereinheit (ALS).

Die Halbwertszeit von IGF-1 in gebundener Form betragt zwischen sieben und
zwanzig Stunden. Ungebunden und damit in seiner aktiven Form liegt IGF-1 nur zu
0,4 bis 2 % im Plasma vor. Die Halbwertszeit des freien IGF-1 belauft sich auf etwa
15 Minuten [180]. Zudem spielt auch IGFBP-1, das allerdings von Insulin reguliert
wird, eine wichtige Rolle bei der Steuerung der Aktivitat von IGF-1 [171].

Die IGF-1 Spiegel verandern sich im Laufe der Entwicklung und des Alterwerdens,
sowie entsprechend der jeweiligen physiologischen bzw. pathologischen Umstéande
[181-183]. Die IGF-1 Konzentrationen fallen innerhalb der ersten sechs Monate
nach der Geburt und steigen wahrend der Kindheit, in Korrelation zur Wachstums-
geschwindigkeit, wieder langsam an. Nach der Pubertat nehmen sie konstant ab
[184-187]. Mdoglicherweise existieren auch tages- und jahreszeitlich bedingte Veran-
derungen der IGF-1 Konzentrationen, was bislang umstritten ist, da diesbeziiglich
erzielte Studienergebnisse uneinheitlich sind [181].

Fasten oder anhaltende Mangelerndhrung fuhrt zu einer Abnahme der Anzahl hepa-
tischer GH-Rezeptoren [188] und zu einer Zunahme der IGFBPs [189]. Die daraus
resultierende Abnahme der Bioaktivitat von IGF-1, stimuliert via positiven Feedback-
Mechanismus, die hypophysare GH-Ausschuttung [190], wodurch sich, bei anhal-
tender Nahrungskarenz, die basalen GH-Konzentrationen erhéhen. Diese Verande-
rungen konnten als Signal fir eine gesteigerte Lipolyse und Ketogenese gelten.
Somit erh6hen sich die GH-Konzentrationen und die IGF-1 Spiegel fallen wéahrend
chronischer Mangelerndhrung, bei anhaltendem Fasten oder bei Typ 1 Diabetes
mellitus ab [191, 192].

IGF-1 hat viele Wirkungen auf fast alle Systeme des Korpers [182]. Erste Beweise
fur die wachstumsférdernden Eigenschaften von IGF-1 lieferten Studien, in denen
man Ratten das aufbereitete Hormon verabreichte, nachdem ihnen die Hypophyse
entfernt wurde [193, 194]. IGF-1 spielt auBerdem eine wichtige Rolle beim embryo-
nalen und postnatalen Wachstum [169]. Dies wurde in einer Reihe von Studien an
Knockout-Mausen dargestellt. Mause, denen das GH- und GH-Rezeptor Gen fehlte,
hatten relativ normale GroéRen bei der Geburt, was zeigt, dass IGF-1 GH-
unabhangige Wirkungen hinsichtlich des embryonalen Wachstums hat. IGF-1 und
IGF-1 Rezeptor Knockout-Mause dagegen waren bei der Geburt kleiner [182].
Charakteristisch fur IGF-1 sind die anabolen Eigenschaften. Die Wirkungen von
IGF-1 Infusionen bei gesunden Menschen sind vergleichbar mit denen, die man bei
Ratten beobachtet hat [171].
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Eine verstarkte Glucoseaufnahme in die Zellen, eine verminderte Glucoseproduktion
in der Leber oder beides fuhren zu einer Hypoglycamie [195]. Auf die Konzentration
der freien Fettsauren hat IGF-1 bei Ratten keine Effekte [196]. Bei gesunden Perso-
nen kommt es zu einer geringfigigen Abnahme der Konzentrationen an freien Fett-
sauren und Triglyceriden [197]. Auch der Proteinabbau wird durch IGF-1 gehemmt
[197]. IGF-1 ist auBRerdem in der Lage eine Skelettmuskelhypertrophie zu induzieren
[198].

Die Proteinsynthese im Muskel wird durch den PI3K/Akt Signaltransduktionsweg
stimuliert. Die Phosphorylierung von Akt treibt die Aktivierung verschiedener nach-
geschalteter Signaltransduktionskaskaden voran. Dazu gehért im wesentlichen
MTOR, der die Proteinsynthese durch Modulation von mindestens zwei verschiede-
nen Pfaden steigert, der 70-kDa ribosomal protein S6 kinase (p70S6K) und PHAS-
1/4E-BP1 [198, 199]. AuRerdem wird die Aktivitat der Glycogen Synthase Kinase 3
(GSK3) inhibiert. Normalerweise hemmt GSK3 den Faktor (elF2B), der die Transla-
tion einleitet.

Somit wird durch die Blockade der GSKS3 die Initiation der Translation und damit die
Proteinsynthese vorangetrieben, woraus eine Hypertrophie resultieren kann [200].
Gleichzeitig inhibiert IGF-1 die Skelettmuskelatrophie. Zum einen wird durch die
PI3K/Akt Stimulation die FOXO Familie der Transkriptionsfaktoren und damit die
vermehrte Expression von MAFbx und MuRF1 gehemmt. Eine weitere Moglichkeit
ist, dass auf der Ebene von mTOR die erhdhte Expression von MuRF1 und MAFbx
geblockt wird [198].

Die insulindhnlichen Effekte von IGF-1 sind mit groRer Wahrscheinlichkeit auf die
enge strukturelle Verwandtschaft des IGF-1 Molekuils mit dem Proinsulin- und Insu-
linmolekul zuriick zu fuhren [201]. Auch der Insulin- und IGF-1 Rezeptor sind in ihrer
Struktur sehr ahnlich [202, 203]. Die strukturelle Verwandtschaft der beiden Rezep-
toren hat zur Folge, dass durch die Zusammenlagerung ihrer Untereinheiten (Hete-
rodimerisation), ein IGF-1/Insulin Hybridrezeptor entsteht [204], an den IGF-1 mit
hoher Affinitat binden kann.

Die insulindhnliche Wirkung wird nicht nur vom Insulinrezeptor, sondern teilweise
auch vom eigenen Typ 1 IGF-1 Rezeptor vermittelt. Dies wurde in einer Studie an
Mausen gezeigt, denen das Gen fur den Insulinrezeptor fehlte und bei denen trotz-
dem ein Glucoseabfall im Blut zu beobachten war [205]. Des Weiteren fihrte die
IGF-1 Applikation in IGF-1 defizienten Zusténden, wie z.B. Fehlen des IGF-1 Gens
oder Typ 1 Diabetes mellitus, bei denen haufig eine Insulinresistenz beobachtet
wird, zu einer Verbesserung der Insulinempfindlichkeit [192].

Dem Anschein nach, Ubt IGF-1 seine insulindhnlichen Effekte mit unterschiedlicher
Kapazitat in den jeweiligen Geweben aus.
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Die Skelettmuskulatur ist ein festes Zielgewebe von Insulin und damit empfindlich
gegenuber den insulinahnlichen Aktivitaten von IGF-1. Die reifen Fettzellen und die
Leber hingegen sind weniger empfindlich gegeniber IGF-1, was auf den Mangel an
IGF-1 Rezeptoren zuriick zu fUhren ist [191].

Die Biosynthese des rekombinanten humanen IGF-1 (Somatomedin-1) im Jahre
1986 ermdglichte den Beginn klinischer Studien mit rhiIGF-1 [206]. In vivo Versuche
dienten zur Uberpriifung der Annahmen, dass IGF-1 das Wachstum stimuliert und
insulindhnliche Eigenschaften aufweist, wie die Aktivierung der Proteinsynthese und
den Glucosetransport [207].

Aufgrund seiner anabolen und insulindhnlichen Eigenschaften, wurden und werden
Strategien zur Behandlung der Kleinwtchsigkeit (in den USA zugelassen), kataboler
Stoffwechsellagen und zur Kontrolle der Blutglucose bei Diabetes mellitus verfolgt
[175]. Im Jahre 2005 hat die Arneimittelzulassungsbehérde der Vereinigten Staaten
von Amerika (Food and Drug Administration, FDA) IGF-1 zur Behandlung der Pri-
maren IGF-1 Defizienz freigegeben. RhIGF-1 wurde umfangreich bei der Behand-
lung des GH insensivity syndrome (GHIS) genutzt (siehe ,Clinical Experience with
IGF-1 Therapy"). Bei diesen Patienten erwiesen sich Dosen, die im Bereich von 60
bis 120 pg/kg zweimal pro Tag verabreicht wurden, als effektiv, was sich in einer
erhdhten Wachstumsgeschwindigkeit aul3erte [208].

Bei der systemischen Behandlung mit IGF-1 gibt es jedoch einige, nicht unerhebli-
che Hindernisse, wie die Kosten, Probleme bei der Dosierung und Verabreichung,
Nebenwirkungen und ein moglicherweise erhohtes Risiko zur Malignitat [209]. Zu
den moglichen Nebenwirkungen, die in klinischen Studien beobachtet wurden, ge-
héren Odeme, Arthralgien, temporo-mandibularer Gelenkschmerz und/oder Kopf-
schmerzen, Bell-L4hmung (einseitige periphere Fascialislahmung), Odeme der Ner-
venscheide des Sehnervs sowie Schmerzen an der Injektionsstelle [209, 210].
Hypoglycamie trat bei einigen Patienten auf, was den IGF-1 Einsatz bei Kindern mit
GHIS (GH insensitivity syndrome), die sowieso einen niedrigen Blutglucosespiegel
haben, riskant macht [211]. Die Hypoglycamie ging in seltenen Fallen auch mit Kon-
vulsionen einher [212]. In der Regel verschwand das Problem, wenn die IGF-1 In-
jektionen nach den Mahlzeiten vorgenommen wurden. In einer anderen Studie mit
GHIS-Patienten kam es zu einer deutlichen Zunahme der Fettmasse und des Body
Mass Index (BMI) [213]. Viele Patienten klagten auf3erdem uber erhebliche Be-
schwerden infolge der Hyperplasie des Lymphgewebes, was in einigen Fallen die
Entfernung der Tonsillen erforderlich machte. Auch die Grof3e der Milz nahm in den
ersten 2 Jahren der Behandlung rasch zu. Die Nebenwirkungen sind scheinbar auf
die hohen Dosierungen zuriick zu fuhren [209].
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Aufgrund mdglicher dosisabhangiger Nebenwirkungen im Zusammenhang mit der
alleinigen Verabreichung von IGF-1, war es notwendig, Alternativen zu finden. Der
kiurzlich entwickelte IGF-1/IGFBP-3 Komplex (SomatoKine®) ist nicht nur in der La-
ge, das Auftreten dosisabhéangiger Nebenwirkungen zu vermeiden, sondern auch
die Wirkungen von IGF-1 zu verbessern [191]. Pharmakokinetische Studien bei Pa-
tienten mit Diabetes mellitus oder GHIS haben gezeigt, dass der rhiIGF-1/IGFBP-3
Komplex aufgrund der verlangerten Halbwertszeit, die Einstellung eines héheren
und besténdigen IGF-1-Serumspiegels ermdglicht, wodurch sich die Applikations-
frequenz verringert [210]. IGF-1 wird durch den terndren Komplex stabilisiert, seine
Clearance ist reduziert und auch die IGF-1-Konzentration im Gewebe erhdht sich
[9].

Mehrere epidemiologische Studien der letzten finf Jahre verdeutlichen einen Zu-
sammenhang zwischen erhdhten IGF-1 Konzentrationen im Blut und dem erhéhten
Risiko verschiedener Krebserkankungen. Sicherlich ist das kein Beweis flr einen
kausalen Zusammenhang [179], aber es wird angenommen, dass die Familie der
IGF-Peptide (IGF-1, Rezeptoren, IGFBPs und Proteasen) eine wichtige Rolle als
Mitogene bei einer Vielzahl von Tumoren spielen. Da ihre Aktivitaten eng miteinan-
der verknupft sind, kann jegliche Deregulation ihres Zusammenspiels zu pathologi-
schen Zustanden fihren, wobei v.a. die Tumorentstehung und —entwick-lung von
Bedeutung ist. In diesem Zusammenhang wird IGF-1 von den Tumorzellen vermehrt
gebildet und regt auf autokrinem Weg, durch die Bindung und Stimulation der Aktivi-
tat des IGF-1 Rezeptors, die Teilung bdsartiger Zellen an. Es existieren in vitro, in
vivo sowie klinische Studien, die diese Annahme bestétigen [165, 176, 214, 215].
Zudem wiesen Pavelic et al. nach, dass IGFs bei vielen experimentell ausgeldsten,
aber auch klinischen Tumorerkrankungen vermehrt auftreten [165]. Auch andere
klinische Studien belegen die Verbindung zwischen den IGF-1- sowie IGFBP-3-
Spiegeln im Serum und dem erhdhten Risiko von Brust-, Prostata-, Lungenkrebs
und tumordsen Erkrankungen des Kolorektums [216]. Allerdings scheint der vor-
herrschende Faktor von den IGFs bei der Tumorentstehung der IGF-1 Rezeptor zu
sein. Seine vermehrte Expression konnte die Tumorentwicklung auch bei normalen
IGF-1-Spiegeln durch einen autokrinen Mechanismus vorantreiben. Das gehaufte
Auftreten von IGF-1 Rezeptoren im Zusammenhang mit tumorésen Erkrankungen
wurde sowohl in experimentellen, als auch in klinischen Studien nachgewiesen
[217]. Die Signalwirkung durch IGF-1 kdnnte in jeder Phase der Tumorentwicklung
mitbeteiligt sein. Dazu zahlen die bdsartige Umwandlung, das Tumorwachstum, der
lokale Einbruch, die Fernmetastasierung und die Therapieresistenz.
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Zusatzlich kénnte IGF-1 die Tumorentstehung auch indirekt vorantreiben- durch
Wechselwirkungen mit Onkogenen und Tumor Suppressor Genen, anderen Hormo-
nen (insbesondere Sexualsteroide bei Brust- und Prostatakrebs) und mit den
IGFBPs.

Es gibt einige Thesen, die den Zusammenhang zwischen erhdhten IGF-1 Konzen-
trationen und Tumorerkrankungen, die in einigen Untersuchungen beobachtet wur-
den, zu erklaren versuchen:

e Es gibt keinen Zusammenhang und die Beobachtung basierte auf
einem methodischen Fehler bei der Erfassung.

« Andere Faktoren, die die Tumorentstehung beeinflussen kénnen, wie
die Ernahrung, kénnen die IGF-1 Spiegel ebenso verandern. IGF-1
ist dann tatsachlich ein Marker und nicht die Ursache der Erkran-
kung.

e Es ist mdglich, dass Tumore IGF-1 ausschuitten. IGF-1 dient in die-
sem Fall als Tumormarker.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass eine Reihe von Studien die Mdglichkeit eines
Zusammenhangs zwischen IGF-1 und dem Risiko einer Tumorerkrankung belegen.
Es sind dennoch Langzeitstudien notwendig, um die potentiellen Risiken, die von
der Behandlung mit IGF-1 ausgehen kénnen, zu erfassen [218].

Es besteht die Mdglichkeit, dass Bisoprolol einen ginstigen Einfluss auf dass Kor-
pergewicht bei Tumorpatienten hat, weil der Einsatz von B-Blockern in klinischen
Studien bei Herzinsuffizienzpatienten mit kardialer Kachexie eine positive Wirkung
bezuglich der Entwicklung des Kdrpergewichts gezeigt hat. -Blocker sind nicht nur
in der Lage die Lipolyse zu hemmen, sondern auch eine Zunahme der Fettmasse zu
induzieren.

Auch der Insulin-like growth factor (IGF-1), ein Mediator des Wachstumshormons
(GH), stellt aufgrund seiner anabolen Eigenschaften eine mégliche Komponente bei
der Therapie der Tumor-Kachexie dar. Seine Fahigkeit, die Atrophie der Skelett-
muskulatur zu hemmen und die Proteinsynthese im Muskel zu aktivieren, legen die
Vermutung nahe, dass eine Substitution mit rekombinanten IGF-1 bei der Therapie
der Tumor-Kachexie durch einen Zuwachs an fettfreier Masse hilfreich sein konnte.
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es herauszufinden, welchen Einfluss Bisoprolol und
IGF-1 einzeln sowie in der Kombination bei Ratten auf folgende Faktoren nehmen,
denen Tumorzellen intraperitoneal appliziert wurden, die eine Tumor-Kachexie indu-

zieren:
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* Mortalitat

¢ Tumoreigenschaften

« Gewichtsverlauf, Kdrperzusammensetzung, Organgewicht
e spontane Aktivitat, Futteraufnahme

¢ Herzfunktion

Diese Studie fand im Rahmen eines gréf3eren Projektes statt, an dessen Umset-
zung u.a. noch vier weitere Doktoranden beteiligt gewesen sind. Im Zuge der Ran-
domisierung und Verblindung der vorliegenden Studie wurden alle anfallenden Ta-
tigkeiten (siehe Kap. 2 ), ausgenommen die echokardiographischen Untersuchun-
gen, von den finf Doktoranden gemeinschaftlich durchgefiihrt. Die jeweiligen Ver-
suchsgruppen der beteiligten Doktoranden liefen parallel, ohne dass den Doktoran-
den bekannt war, welche Farbcodierung ihren eigenen Behandlungsgruppen ent-
spricht.

Die echokardiographischen Daten wurden anfanglich von Yoshihiro Akashi und an-
schliel3end von Dr. Kai Hartmann erhoben und ausgewertet.

Eventuelle Ahnlichkeiten bei der verwendeten Literatur sowie im Kapitel ,Material
und Methoden* der Dissertation sind aufgrund der gleichartigen Thematik unum-
génglich. Zudem stehen die Ergebnisse der Placebo- und Bisoprololgruppen allen
Mitgliedern der Arbeitsgruppe zur Verfiigung und wurden (siehe Dissertation Dr. Kali
Hartmann) bzw. werden von ihnen verdffentlicht.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere

Fur das Projekt wurden ca. 7 Wochen alte, 180-200g schwere, mannliche Wistar
Ratten (Charles River, Berlin-Buch) unter Standard-Laborbedingungen im SPF-
Tierstall des Centers for Cardiovascular Research, Charité, Campus Mitte, im 12-
Stunden-Rhythmus von 7.00 bis 19.00 Uhr gehalten. Die Ratten waren zunéchst zu
je 4-5 Tieren pro Kafig eingeteilt, nach der Randomisierung zu je 2-3 Tieren pro Ka-
fig. Die Tiere hatten wahrend des gesamten Versuchs freien Zugang zu Futter (V
1534-300 ssniff R/M-H, 10 mm, autoklavierbar, Soest) und Trinkwasser. Montags
und donnerstags wurden die Ratten umgesetzt. Mindestens zweimal taglich sind
Allgemeinbefinden und Verhalten Gberprift worden. Die Tiere zeigten bereits nach 2
Tagen der Eingewdhnung ein nahezu stressfreies Verhalten gegeniiber den im
Rahmen des Projektes notwendigen Interventionen. Sdmtliche Eingriffe wurden ent-
sprechend den Richtlinien des Tierschutzgesetzes durchgefiihrt und wurden vom
Landesamt fur Gesundheit und Soziales in Berlin genehmigt (Versuchsnummer: G
0076/06).

2.2  Versuchsplan

Die spontane Aktivitat der Tiere Uber einen Zeitraum von 24 Stunden wurde an Tag
-1 des Versuchs mittels des Supermex-Lokomotor Systems gemessen (siehe Kap.
2.3.3). Parallel dazu konnte die Futteraufnahme wahrend der Aktivitaitsmessung
dokumentiert werden, da die Tiere fur den Zeitraum von 24 Stunden in Einzelkafigen
gehalten wurden. Am darauf folgenden Tag wurden Daten funktionaler Herzparame-
ter im Rahmen einer echokardiographischen Untersuchung erhoben. Aktivitdtsmes-
sung, Dokumentation der Nahrungsaufnahme und Untersuchung der Herzfunktion
wurden an Tag 10 bzw. 11 des Versuchs wiederholt. Am Tag 1 des Versuchs wur-
den vor der Inokulation des Tumors das Gewicht sowie die Kdrperzusammenset-
zung mittels NMR-Scans ermittelt. Anschliel3end wurden den Tieren, je nach Eintei-
lung durch die Blockrandomisierung, entweder 10° Tumorzellen (AH-130 Yoshida
Hepatoma Zellen) oder physiologische Kochsalzlosung intraperitoneal injiziert. Die
Kontrolltiere, die statt der Tumorzellen physiologische Kochsalzldsung appliziert
bekamen, erhielten die Bezeichnung Shamtiere.
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Gewichts- und Kdrperzusammensetzungsmessungen erfolgten dann alle 2 Tage.
Mit der Therapie wurde 24 Stunden nach der Applikation der Tumorzellen bzw. der
physiologischen Kochsalzlésung begonnen.

Je nach Gruppenzuteilung erfolgte taglich zur gleichen Zeit die Behandlung mit den
entsprechenden Medikamenten bzw. einem Scheinmedikament- Placebo genannt
(physiologische Kochsalzlésung). Diese wurden entweder subkutan injiziert oder per
Gavage appliziert. Als absolut maximaler Tag des Versuchsprotokolls galt Tag 16.
Auch Tiere, die nicht terminal krank waren (z.B. Shamtiere), wurden an diesem Tag
getotet. Tiere, die folgende Symptome aufzeigten, wurden aus ethischen Griinden
sofort getétet: wiederholtes Auftreten von Krampfen, Torkeln oder Apathie, Austritt
von Blut aus den Kérperoffnungen, dunkle Verfarbungen, anhaltende Vermeidung
von Bewegung sowie Teilnahmslosigkeit. Tiere, die aul3er einem Gewichtsverlust
von 20% keine weiteren Symptome zeigten, wurden nach einer Wartezeit von 48
Stunden getotet. Traten Symptome wie Torkeln, Blutungen, Blasse, Dyspnoe, Zya-
nose, Apathie oder anhaltender Durchfall gepaart mit dem Gewichtsverlust von 20%
auf, wurden die Tiere sofort getotet.

Nach der Tétung (siehe S. 37) wurden die Organe der Tiere enthommen, gewogen
und eingefroren.

2.3 Methoden

2.3.1 Behandlungsgruppen

Die Experimente wurden in 2 Phasen durchgefiihrt, Monotherapie und Kombi-
nationstherapie. In der ersten Phase wurde aus jeweils zwei Dosierungen von Bi-
soprolol und IGF-1 die effektivere Dosis ausgewahlt. AnschlieRend sind die Auswir-
kungen einer Kombination mit jeweils 75% und 25% der besseren Dosierungen von
Bisoprolol mit 75% und 25% der effektiveren Dosierungen von IGF-1 untersucht
worden. Die Studie fand randomisiert und verblindet statt, wobei letzteres Uber eine
Farbcodierung der Compounds und der jeweiligen Dosierungen realisiert wurde. Die
Ratten wurden mittels Blockrandomisierung in  Tumor- und Kontrolltiere
(=Shamtiere), eingeteilt. Des Weiteren erfolgte vor der Tumorapplikation eine ran-
domisierte Aufteilung der Tiere auf die jeweiligen Behandlungsgruppen, wobei kei-
ner der funf beteiligten Doktoranden Kenntnis von der Zugehoérigkeit der jeweiligen
Farben zu der entsprechenden Tumor-, Kontroll-bzw. Behandlungsgruppe hatte.
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Bisoprolol (Concor®, Fa. Merck Pharma GmbH, Darmstadt, Deutschland) wurde in
der Phase der Optimierung der Dosis taglich in einer Dosierung von jeweils 5
mg/kg/d bzw. 50 mg/kg/d per Gavage verabreicht. Die Dosierungen von Bisoprolol
entsprechen Standardangaben in Herzinsuffizienzstudien bei Ratten. Das Medika-
ment wurde Uber eine stumpfe Knopfkanile mit weicher Silikonspitze (animal fee-
ding needles, Popper, New Hyde Park, USA) direkt dem Magen zugefiihrt. Rekom-
binantes

IGF-1, geliefert vom National Hormone & Peptide Program (Harbor-UCLA Medical
Center, Torrance, USA) wurde taglich in einer Dosierung von jeweils 0,3 mg/kg/d
bzw. 3 mg/kg/d per subkutaner Injektion im Bereich des Nackens appliziert, wobei
die Dosierungen den Empfehlungen des Herstellers entsprechen.

Die Gesamttierzahl des Versuchs belief sich auf 105 Tiere. Die Anzahl der Tiere der
jeweiligen Versuchsgruppen ist der nachfolgenden Tabelle zu enthehmen:

Tabelle 2.1: Tierzahlen pro Versuchsgruppe
Gruppe Place- Place- Biso- Biso- IGF-1 IGF-1 Kombi- | Kombi-
bo- bo- prolol prolol 0,3 (3 mg) nation nation
Sham Tumor (5mg) | (50 mg) mg) 25% 75%
Tier- 8 37 8 8 14 15 7 8
zahl

2.3.2 Tumormodell

Den Tieren wurden zur Auslésung des Tumors 10° AH-130 Yoshida Hepatoma Zel-
len intraperitoneal injiziert. Kontrolltiere erhielten die entsprechende Menge physio-
logische Kochsalzlésung. Der Vorteil des bereits an der Ratte etablierten Modells ist
die grol3e Reproduzierbarkeit des Tumors, sowie der Verlauf der Erkrankung, durch
die eine geringere Variabilitdt auftritt. Ab dem 2. Tag nach Inokulation wachsen die
Tumorzellen exponentiell bis zum 7. Tag und erreichen danach ein Plateau [219,
220].

Bei einer 200 g Ratte macht die Zellmasse des Tumors ab dem Tag 7 des Versuchs
ca. 1% des Korpergewichts aus. Aul3erdem kommt es zur Bildung von Aszites-
Flussigkeit. Im Verlauf des Experiments verlieren die Tiere sowohl Fett- als auch
Muskelmasse.
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2.3.3 Aktivitaitsmessung und Futteraufnahme

Zwei Tage vor Inokulation des Tumors resp. physiologische Kochsalzlésung (Tag -
1) und am Tag 10 des Versuchs, wurde Uber einen Zeitraum von 24 Stunden die
spontane Aktivitat der Tiere mit Hilfe des Supermex-Lokomotor Systems (Compact
AMS Interface DI-064W, Muromachi Kikai Co., LTD., Tokyo, Japan) gemessen, das
nach dem Prinzip eines Bewegungsmelders funktioniert. Die Haltung erfolgte wéah-
renddessen einzeln in Standardkafigen. Uber den Kafigen befinden sich Sensoren,
bestehend aus speziellen Linsen und pyroelektrischen Detektoren. Andert sich in
dem jeweiligen Erfassungsbereich die Warmestrahlung, so @ndert sich die Polarisa-
tion des Materials und l6st eine Ladungstrennung aus (sogenannter pyroelektrischer
Effekt). Die daraus resultierende Spannungsanderung kann dann in modifizierter
Form gemessen werden. Die Einzelhaltung erméglichte gleichzeitig die Dokumenta-
tion der Futteraufnahme durch Abwiegen des Futters.

Abb. 2.1: Supermex-Lokomotor System mit 24 Einzelkd  figen
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2.3.4 Gewichtsmonitoring und Kernresonanzspektrosko-
pie

Zur Erfassung der Entwicklung des Gewichts und der Korperzusammensetzung
wurden die Tiere an Tag 1 des Versuchsprotokolls, also vor Inokulation des Tumors
und dann alle zwei Tage zwischen 8-11 Uhr gewogen (Laborwaage Modell CS
2000, Ohaus Corporation USA) und mittels Kernresonanzspektroskopie (EchoMRI-
500, Echo Medical Systems, Houston, Texas, USA) gescannt. Bei der NMR- Spekt-
roskopie (engl. nuclear magnetic resonance) handelt es sich nicht um ein bildge-
bendes Verfahren, sondern um eine prézise Analyse der Kérperzusammensetzung.
D.h., dabei wird die Masse an Fett, fettfreiem Gewebe, freier Flussigkeit und totalem
Wassergehalt des Korpers ermittelt. Hierzu setzt man die Tiere in transparente
Messrohren und platziert diese ca. 73 Sekunden im Tomographen. Die Messung
beruht auf dem Ph&anomen der Kernspinresonanz. Dabei wird ein auf3eres Magnet-
feld angelegt, nach dem sich die Spins (Drehimpuls) der Atomkerne ausrichten. Fal-
len die Kerne in die Ausgangsposition nach Abschalten des Magnetfeldes zuruck,
senden diese elektromagnetische Wellen aus, die gemessen werden kénnen. Diese
Messungen erlauben Ruckschlisse auf den Protonengehalt eines Gewebes und
damit die Kérperzusammensetzung (Gehalt an Fett, fettfreier Masse, freier FlUssig-

keit und Wasser total).

Abb. 2.2: Kernspintomograph zur Ermittlung der Korp er-
zusammensetzung.
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2.3.5 Echokardiographie

Um die Funktion des Herzens zu ermitteln und darzustellen, wurde am Tag vor der
Tumorinokulation (Tag 0 des Versuchs) und an Tag 11 das Herz echokardiogra-
phisch untersucht. Die hierzu notwendige Narkotisierung der Tiere wurde initial in
einer Kammer durch Zuleitung von Isofluran (Isofluran ,Forene”, Abott GmbH & Co.
KG, Wiesbaden, Deutschland) ermdglicht und anschlielBend mit einer Maske auf-
rechterhalten. Zur Optimierung der Darstellung des Herzens, wurde der ventrale
Bereich des Thorax zunachst rasiert (Schergerat Favorita 11, Aesculap) und der Rest
mit Enthaarungscreme entfernt (Veet, Reckitt Benckiser, Mannheim). Die Tiere wur-
den in Rickenlage an den GliedmalRenenden fixiert und im Thoraxbereich wurde
Ultraschallgel (Ultrasound Transmission Gel, Italien) aufgetragen.

Bei der Echokardiographie handelt es sich um ein nichtinvasives bildgebendes Ver-
fahren, mit dessen Hilfe man morphologische Veranderungen am Herzen und deren
funktionelle Auswirkungen diagnostizieren, sowie den Verlauf einer Herzerkrankung
dokumentieren kann. Die Echokardiographie beruht auf dem Prinzip der Echo-
Impuls-Technik. Piezoelektrische Elemente (im Schallkopf gelagerter Piezokristall)
wandeln elektrische in mechanische Energie um und erzeugen auf diese Weise
Schallwellen, die ausgesandt und wieder empfangen werden. Zurickkommende
Wellen werden in elektrische Impulse umgewandelt und dem Empfanger und Sig-
nalverstarker zugeleitet. Der Schallkopf verfugt Uber eine Frequenz von 25 MHz. Zur
Darstellung und Beurteilung der Herzfunktion sind folgende Untersuchungen durch-
gefiihrt worden: Zunachst wurde der Schallkopf linksseitig parasternal in der langen
Achse aufgelegt, wodurch sich im B-Mode (Brightness-Mode) langs der Schallrich-
tung eine Schnittbilddarstellung des Herzens ergibt. Man erhélt hierbei einen Uber-
blick Gber den linken Ventrikel, das linke Atrium und die Aortenwurzel. Dieser Blick
ermdglicht nicht nur die qualitative Beurteilung der Bewegungsablaufe im Herzen,
sondern auch die quantitative Bestimmung von GroRRenverhaltnissen. Hierzu wurde
der Durchmesser und Umfang des linken Ventrikels in der Diastole und Systole be-
stimmt, woraus sich anschliel3end die Flache errechnen lief3. Beim B-Mode handelt
es sich um eine zweidimensionale Darstellung der Herzstrukturen.

Im sogenannten M-Mode (Time/Motion) lie3en sich die systolischen und enddiasto-
lischen Wanddicken (anterior und inferior) und Diameter der linken Kammer ermit-
teln. Mit Hilfe dieser Werte, konnten die zur Beurteilung der Pumpfunktion des linken
Ventrikels notwendigen Parameter, wie die Ejektionsfraktion (EF=LVVOlgiastol-
LVVOlsysio /LVVOlgiasio.)  uUnd  die  Verkurzungsfraktion  (fractional shortening,
FS=LVEDD-LVESD/LVEDD) berechnet werden.
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Auch die Herzfrequenz wurde mit dem M-Mode erfasst. Beim M-Mode handelt es
sich um eine eindimensionale Darstellung, bei der schnelle Bewegungsablaufe in
Relation zur Zeit dargestellt werden. Positioniert man den Schallkopf substernal in
dorsokranialer Richtung, so erhélt man einen apikalen Vierkammerblick und kann im
sog. PW-Dopplermodus (Pulsed Wave) an der Spitze der geéffneten Mitralklappen-
segel (Koaptationspunkt) die Blutflussgeschwindigkeit messen. Hiermit lasst sich die
frih- (E) und spatdiastolische (A) Kammerfillung erfassen, woraus deren Verhéltnis
(E/A-Ratio) als Parameter der diastolischen Funktion des linken Ventrikels bestimmt
werden kann. Das zugrunde liegende Prinzip hierbei ist, dass der Schallkopf Ultra-
schallwellen von konstanter Frequenz aussendet. Ein Teil der Wellen wird mit ver-
anderter Frequenz reflektiert (Doppler-Effekt), wenn das Schallwellenbiindel auf

eine sich bewegende Flache (Blutkdrperchen) trifft.

Abb. 2.3: Echokardiographie bei einer Ratte
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2.3.6  Tumor- und Organentnahme

An Tag 16 wurden alle bis dahin Uberlebenden Tiere mit 90 mg/kg Ketamin (Keta-
vet® 100 mg/ml, Pfizer, Karlsruhe, Deutschland) und 10 mg/kg Xylazin (Rompun®
2%, Bayer, Leverkusen, Deutschland) intraperitoneal narkotisiert. AnschlieRend
wurden die Tiere gewogen, ihre Bauchhohle eroffnet, der Tumor vollstdndig ent-
nommen, das Finalgewicht und das Volumen des Tumors ermittelt. Mittels NMR-
Scan ist die Zusammensetzung des Tieres und des Tumors (Gehalt an Fett, fett-
freier Masse, freier Flissigkeit und Wasser total) festgestellt worden.

Aus dem linken Herzen wurde das Blut in Heparin-gespilten (Heparin-Rotexmedica,
Trittau, Deutschland) 3 ml Spritzen (BD, Franklin Lakes, NJ, U.S.A.) enthommen,
sofort gekuhlt, anschlielRend 10 Minuten bei 4C und 2000 Umdrehungen/min zentri-
fugiert (Centrifuge 5804 R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland), das Plasma in
2,0 ml Eppendorf-ReaktionsgefdlRen (Safe-seal micro tube, 2 ml, PP, Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) pipettiert und bei -80C ei ngefroren. Die Tiere wurden per
Genickbruch getotet.

Nach Feststellung der Zusammensetzung des Tumors via MRT wurde die Zellzahl
ermittelt. Hierzu hat man eine Suspension aus 875 pl physiologischer Kochsalzlo-
sung (0,9%, Fresenius, Kabi, Bad-Homburg, Deutschland), 100 pl Farbel6sung
(Trypan Blue Solution, Fluka, Sigma Aldrich, Bucks, Schweiz) und 25 pl Tumorflis-
sigkeit angefertigt.

Die auszuzéhlende Teilchensuspension wurde dann bei aufgelegtem Deckglas seit-
lich auf die sog. Neubauer-Zahlkammer pipettiert (Superior Marienfeld, Deutsch-
land). Durch Kapillarkrafte saugt sich die Flissigkeit in den Zwischenraum und wird
so in einer Schicht mit genau bekannter Dicke ausgebreitet. Anschliel3end wurden
die auf 24 Z&hlfeldern liegenden Zellen unter dem Lichtmikroskop bei 10facher Ver-
grolRerung (Leica Microsystems Wetzlar GmbH) ausgezahlt, addiert und die Anzahl
je Volumeneinheit mit Hilfe der folgenden Formel errechnet:

Zellzahl/ml x 10°=5/24x16x40x10000. Dies geschah fir die lebenden Zellen sowie
fur die Gesamtzellzahl (lebende und tote Zellen).
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Abb. 2.4: Tumorzellen unter dem Lichtmi-
kroskop bei 10facher VergréfRerung

Parallel dazu erfolgte die Organentnahme, d.h. Herz, Lunge, Leber, Milz, Nieren,
Nebennieren, epididymales Fettgewebe, braunes Fettgewebe (zwischen den Schul-
terblattern gelegen) sowie die Musculi gastrocnemius, soleus, tibialis und extensor
digitalis longus wurden im Ganzen préapariert, gewogen und in 2 ml Eppendorfgefa-
Ren in flussigem Stickstoff eingefroren und spéater bei -80C tiefgekuhlt. Aul3erdem
wurde die Tibia, ausgehend vom Tibiaplateau bis zum aufReren Kndchel (Malleolus
lateralis) mithilfe eines Lineals vermessen, um Aufschluss Uber das Langenwach-
stum zu erhalten.

Alle oben geschilderten Ablaufe wurden auch bei den Tieren durchgefuhrt, die auf-
grund ihres schlechten Allgemeinzustands aus tierschutzrechtlichen Grunden vor-
zeitig getotet werden mussten. Bei Tieren, die verstorben waren, entfiel die Blutent-
nahme sowie das Einfrieren der Organe.
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2.4  Statistische Auswertungen

Alle Berechnungen wurden mit dem Statistikprogramm Prism (Version 5.0, Graph
Pad Software Inc. 1994-2007) erstellt. Die Ergebnisse der Versuche wurden als
Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Das Signifikanzniveau lag bei 0,05. Bei
normalverteilten Daten wurden mehrere Gruppen unter Verwendung der Varianz-
analyse (ANOVA) miteinander verglichen. Die Gegeniberstellung von zwei Gruppen
erfolgte mit dem ungepaarten students t-Test. Nicht-normalverteilte Daten mehrerer
Gruppen wurden mit Hilfe des Kruskal-Wallis Tests analysiert. Der Vergleich der
einzelnen Gruppen untereinander bei nicht-normalverteilten Daten wurde durch den
Mann-Whitney Test ermdglicht.

Zur Darstellung der Uberlebenswahrscheinlichkeiten wurden Kaplan-Meier-Kurven
erstellt. Zudem wurde die Hazard ratio und das 95% Konfidenzintervall angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1  Vergleich Sham vs. Placebo-Tumor

Der Vergleich zwischen den mit Placebo behandelten Shamtieren (Placebo S) und
den tumortragenden Tieren (Placebo T) soll die Malignitat des im Versuch einge-
setzten Tumormodells veranschaulichen.

3.1.1 Mortalitat

Im gesamten Beobachtungszeitraum starben in der Tumorgruppe 35 Tiere (95%). Bei
der Shamgruppe Uberlebten alle Tiere bis zum Schluss. Der Log-rank (Mantel-Cox)
Test zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen (Hazard Ratio
0,14; 95% CI 0,06-0,33; p<0,0001).

100 — :
L, — Placebo S
80 | -+- Placebo T
I“l
|
60 :
N |
° L
40- 1_1
|
201 L‘:
Lo
0 T T T
0 5 10 15
Tage

acebo behandelten Sham- und
n=8, Placebo T: n=2, p<0,0001.

Abb. 3.1: Uberlebenswahrscheinlichkeiten der mit Pl
Tumortiere als Kaplan-Meier-Darstellung. Placebo S:

Tabelle 3.1: Kaplan-Meier Uberlebensanalyse fiir den  Vergleich zwischen Sham- und

Tumortieren. n: Anzahl der Tiere.

Placebo S Placebo T
(n=8) (n=37)
Verstorbene % Uberlebende Verstorbene % Uberlebende
(Anzahl n) (95% CI) (Anzahl n) (95% CI)
0 100% 35 5% (0-13)
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3.1.2 Gewichtsverlauf

Startgewicht Tag O

2501
[ Placebo S

200- Bl Placebo T
150-
100-

50+

0 T

Abb. 3.2: Mittleres Gewicht zu Beginn des Versuchs. Placebo S: n=8, Placebo T: n=37.

Das Korpergewicht der Shamgruppe (210,12 + 3,62 g) und der Tumorgruppe
(203,22 + 1,56 g) hat sich zu Beginn des Versuchs nicht signifikant voneinander
unterschieden (p=0,07).

Endgewicht ohne Tumor
300+
[ Placebo S
—
Bl Placebo T
200+
(@)}
100~
0 T

Abb. 3.3: Darstellung des mittleren Kérpergewichts ohne Tumor zum Todeszeitpunkt.
(p<0,0001). Placebo S: n=8, Placebo T: n=37.
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Das Endgewicht ohne Tumor war bei der tumortragenden Gruppe (147,95 + 2,56 g)
signifikant niedriger als bei den Shamtieren (268,38 £ 5,3 g). Im Gegensatz zu den
Shamtieren haben nur 2 Tiere aus der Tumorgruppe das Ende des Versuchszeit-
raums erreicht (siehe Abb. 3.1).

Taglicher Gewichtsverlust bzw. -zunahme
(ohne Tumor)

1 Placebo S
Bl Placebo T

Abb. 3.4: Durchschnittlicher absoluter Gewichtszuwa chs bzw. Gewichtsverlust pro
Tag. Placebo S: n=8, Placebo T: n=37.

An dieser Stelle soll stellvertretend fur die nachfolgenden Darstellungen des tagli-
chen Gewichtszuwachs bzw. -verlusts der noch ausstehenden Gruppenvergleiche
darauf verwiesen werden, dass die Gewichtsentwicklung der einzelnen Gruppen
nicht linear verlief. Der Gesamtverlust jedes einzelnen Tieres beim Gewicht, Fett
bzw. der fettfreien Masse wurde in Relation zur Uberlebensdauer gesetzt, da die
Todeszeitpunkte der Tiere unterschiedlich waren. Nicht alle Tiere haben das Ende
des Versuchszeitraumes erreicht, weil sie bereits zuvor verstorben sind bzw. aus
ethischen Grinden getttet werden mussten. AnschlieBend wurde aus den Einzel-
werten fur die taglichen Verluste der Mittelwert der jeweiligen Gruppe errechnet.
Demzufolge ist es mdglich, dass Gruppen, die einen geringen durchschnittlichen
Zuwachs bzw. Verlust pro Tag hatten, insgesamt gesehen dennoch einen gréReren
Zuwachs bzw. Verlust aufwiesen als andere Gruppen, deren tagliche Zu- bzw. Ab-
nahmen gréRer waren und umgekehrt.

Der in Abb. 3.4 dargestellte Vergleich zwischen den beiden Versuchsgruppen zeigt,
dass die Shamtiere einen Gewichtszuwachs von 3,88 + 0,23 g pro Tag hatten. Die
tumortragenden Tiere verloren dagegen taglich 4,74 = 0,17 g Koérpergewicht
(p<0,0001).
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Insgesamt kam es in der Shamgruppe zu einem Gewichtszuwachs von 58,25 + 3,4
g (27,7%) und in der Tumorgruppe zu einem Gewichtsverlust von 55,27 + 2,14 g
(27,2%). Damit bestand ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen
(p<0,0001).

3.1.3 Korperzusammensetzung

Durchschnittlicher Zuwachs bzw.
Verlust fettfreier Masse
4
[ Placebo S
) Bl Placebo T
o 0 I
_2-
-4~
Abb. 3.5: Durchschnittlicher taglicher Zuwachs bzw. Verlust der fettfreien Masse.
p<0,0001. Placebo S: n=8, Placebo T: n=37.
Durchschnittlicher Zuwachs bzw.
Verlust an Fettmasse
1.0-
] Placebo S
0.54 Bl Placebo T
0.0 T
(@))
-0.5-
-1.01
-1.5-

Abb. 3.6: Darstellung des durchschnittlichen taglic hen Fettverlustes. p<0,0001. Place-
bo S: n=8, Placebo T: n=37.
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Die beiden vorangegangen Darstellungen verdeutlichen den signifikanten Unter-
schied, der zu vergleichenden Gruppen, in der Anderung der Kérperzusammenset-
zung. Im Gegensatz zu den Shamtieren, die sowohl beim Fett (0,6 + 0,1 g), als auch
der fettfreien Masse (2,73 £ 0,22 g) zugelegt haben, kam es bei der tumortragenden
Gruppe zu einem Abbau in den beiden Kompartimenten (fettfreie Masse: -3,51 £
0,15 g und Fettmasse: -0,99 £ 0,05 g).

Die Shamgruppe hatte, bezogen auf den gesamten Versuchszeitraum, einen Zu-
wachs von 41,02 + 3,37 g (25,9%) fettfreier Masse und 8,93 + 1,57 g (50,5%) Fett-
masse. Dagegen kam es in der Tumorgruppe insgesamt zu einem Verlust von 41,39
+ 1,99 g (26,4%) fettfreier Masse und 11,48 + 0,48 g (64,5%) Fettmasse. Die Diffe-
renzen hinsichtlich des gesamten Zuwachs/Verlusts von fettfreier Masse und Fett-
masse waren statistisch signifikant (p<0,0001).

3.1.4 oOrgangewichte

Allen Tieren, ob getotet oder verstorben, wurden unmittelbar die Organe entnom-
men und deren Gewichte ermittelt. Die Tiere der Shamgruppe Uberlebten alle bis
zum letzten Versuchstag (Tag 16). Aus der Placebo-Tumorgruppe erreichten ledig-
lich 2 Tiere das Ende des Versuchszeitraumes.

Tabelle 3.2: Mittelwerte der Organgewichte der Sham - (Placebo S) und Tumortiere
(Placebo T) mit Angabe der Ergebnisse der ungepaart  en t-Tests. Signifikante Werte
sind: p<0,05. n: Anzahl der Tiere, EDL: Extensor di  gitalis longus.

Organgewicht (m Placebo S Placebo T

gang (mg) (n28) (n37) p-Wert
Herz 788,33 £19,77 505,21 + 14,00 <0,0001
Lunge 1302,79 + 74,18 885,22 + 29,57 <0,0001
Leber 10709,48 + 456,27 6093,39 + 227,81 <0,0001
Milz 623,36 + 30,05 163,64 £ 10,01 <0,0001
linke Niere 1138,75 £ 37,21 698,41 £ 16,58 <0,0001
rechte Niere 1182,01 +44,18 719,89 + 18,54 <0,0001
linke Nebenniere 28,65 £ 0,96 35,13 +1,77 0,10
rechte Nebenniere 25,41 +£1,02 34,89 +£1,61 0,0101
weilRes Fett 1324,00 + 190,65 86,38 + 26,43 <0,0001
braunes Fett 218,26 + 15,16 78,59 +3,14 <0,0001
M. gastrocnemius 1290,79 + 40,00 713,22 £ 14,07 <0,0001
M. soleus 100,07 £ 3,00 69,73 +1,43 <0,0001
M. tibialis 427,97 +8,37 262,49 + 6,10 <0,0001
M. EDL 109,95 + 3,71 63,66 +1,48 <0,0001
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Die Tabelle 3.2 zeigt, dass bis auf die linken Nebennieren, signifikante Unterschiede
beim Vergleich der tbrigen Organgewichte beider Versuchsgruppen bestehen. Alle
Organe der Tumorgruppe sind, ausgenommen die Nebennieren, deutlich leichter als
die der Shamtiere.

Braunes Fett

2501
—_— [ Placebo S

2001 Bl Placebo T

150+

mg

100+

50+

0 T

Abb. 3.7: Mittleres absolutes Gewicht des interskap ~ ularen braunen Fettgewebes. Pla-
cebo S: n=8, Placebo T: n=37. Placebo T: n=37.

M. gastrocnemius
1500~
[ Placebo S
—
Bl Placebo T
1000-
(@)
S
500~
0 .

Abb. 3.8: Gewicht des Musculus gastrocnemius. Place  bo S: n=8, Placebo T: n=37.

Zur beispielhaften Veranschaulichung fir das Ausmald des Verlustes an Fett und
fettfreier Masse dienen stellvertretend Abb. 3.7 und Abb. 3.8. Der Vergleich des
Gewichts vom braunen Fettgewebe und vom M. gastrocnemius der beiden Gruppen
zeigte ein deutlich geringeres Gewicht seitens der Tumorgruppe (p<0,0001).
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3.1.5 Spontane Aktivitat

Die spontane Aktivitat der Tiere wurde an Tag -1 und an Tag 10 des Versuchs er-
fasst, wobei an Tag 8 ein Tier und an Tag 10 des Beobachtungszeitraums drei Tiere
aus der Tumorgruppe vorzeitig aus dem Versuch ausgeschieden sind. Die Tiere der
Shamgruppe erreichten hingegen alle das Versuchsende. AnschlieBend wurde er-
mittelt, inwieweit sich die Bewegungsintensitdt an Tag 10, im Vergleich zu Tag -1,
verandert hat. Dies soll mit der folgenden Darstellung veranschaulicht werden.

Aktivitatsanderung
O [
[ Placebo S
Bl Placebo T
-20- *
X -40-
_60_
_80_

Abb. 3.9: Die Abbildung zeigt die Anderung der spon  tanen Aktivitat an Tag 10 des
Versuchs im Vergleich zu Tag -1. Placebo S: n=8, PI acebo T: n=33.

Obwohl die Bewegungsintensitat bezogen auf die 1. Messung bei beiden Gruppen
abgenommen hat, war ein signifikanter Unterschied im Rickgang der Aktivitat zu
sehen (p<0,0001). Fiur die Shamtiere wurde eine Aktivitditsabnahme von 19,1%, fur
die Tumorgruppe von 71, 7% dokumentiert.
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3.1.6 Futteraufnahme

Wahrend der 24-stiindigen Haltung in den Einzelkéafigen des Supermex-Lokomotor-
Systems an Tag -1 und 10, konnte die aufgenommene Futtermenge durch Abwie-
gen des Futters vor und nach dem Besatz der Kafige ermittelt werden.

Futteraufnahme Tag 10

[ Placebo S
204 Bl Placebo T

E——

Abb. 3.10: Darstellung der Menge des Futters, dasa n Tag 10 aufgenommen wurde
(p<0,0001). Placebo S: n=8, Placebo T: n=33.

Aus Abb. 3.10 geht hervor, dass die Tiere der Tumorgruppe (3,17 + 0,47 g) deutlich
weniger Futter an Tag 10 aufgenommen haben, als die Tiere der Shamgruppe
(20,75 + 1,08 g), wobei nur 33 der 37 Tumortiere Tag 10 des Versuchs erreichten.
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3.1.7 Herzfunktion

Eine echokardiographische Untersuchung wurde an Tag O bei allen Tieren vorge-
nommen, also vor Inokulation des Tumors und an Tag 11 bei allen, zu diesem Zeit-
punkt noch lebenden Tieren. Diese diente der Beurteilung der anatomischen Ver-
haltnisse und der Funktion des Herzens. Um Aussagen uber die GréRenverhéaltnisse
im Herzen treffen zu kénnen, wurden die Herzwanddicken und die Diameter des
linken Ventrikels bestimmt. Diese wurden sowohl am Ende der Diastole, als auch
endsystolisch im M-Mode gemessen. Parallel dazu ist die Herzfrequenz aufgezeich-
net worden.

Mit Hilfe der Dopplersonographie wurde auf3erdem der friih- (E) und spéatdiasto-
lische (A) Blutfluss vom linken Vorhof in die Kammer erfasst. Das Verhéltnis E zu A
(E/A-Ratio), dem MalR fur die friihe diastolische Relaxation des Herzmuskels, l&sst
auf die diastolische Funktion des linken Ventrikels schliel3en.

Zudem wurden bestimmte Funktionsparameter wie beispielsweise die Ejektions-
und Verkirzungsfraktion ermittelt, mit deren Hilfe man eine Aussage Uber die Myo-
kardkontraktilitat treffen kann. An dieser Stelle soll noch einmal erwahnt werden,
dass die Herzfrequenz im Rahmen der echokardiographischen Untersuchung ermit-
telt wurde, die Tiere aber zu diesem Zweck narkotisiert werden mussten.

Tabelle 3.3: Echokardiographische Parameter der Sha  m- und Tumorgruppen, die Pla-
cebo erhielten an Tag 0 mit Angabe der Ergebnisse d  er ungepaarten t-Tests. n: Anzahl
der Tiere, LV: linksventrikular, d: enddiastolisch, s: endsystolisch, LVEF: Ejektions-
fraktion, LVFS: fractional shortening (Verkirzungsf raktion), LVEDV: enddiastolisches
Volumen, LVESV: endsystolisches Volumen, LVSV: Schl  agvolumen, LVEDD: enddias-
tolischer Diameter, LVESD: endsystolischer Diameter  , IVS: interventrikulares Septum,
HMV: Herzminutenvolumen, HF: Herzfrequenz, bpm: bea  ts per minute, LVPW: Hinter-
wand, LV mass corrected: Anndherungswert fiir die Ma  sse des linken Ventrikels, E/A:
Einflussprofil Gber der Mitralklappe.

Parameter Placebo S Placebo T
(n=8) (n=37) p-Wert

LVEF (%) 74,65 +2,97 74,74 £ 1,47 0,98
LVFS (%) 47,44 +2,21 49,17 +1,16 0,52
LVEDV (ml) 241,83 £13,50 253,31+ 7,80 0,53
LVESV (ml) 59,55 +5,07 63,46 + 3,89 0,66
LVSV (ml) 182,27 £14,91 190,32 + 7,06 0,63
LVEDD (mm) 6,18 +0,13 6,22 + 0,08 0,83
LVESD (mm) 3,26 +£0,19 3,17 £ 0,09 0,67
IVS d (mm) 1,66 £0,13 1,57 £0,03 0,31
IVS s (mm) 2,86 +0,14 2,75 +0,05 0,38
HMV (ml/min) 74,46 +7,31 78,74 £2,91 0,55
HF (bpm) 412,80 +9,51 411,28 £5,32 0,90
LVPW d (mm) 1,94 £0,09 1,75+0,05 0,11
LVPW s (mm) 2,89+0,10 2,78 +£0,05 0,35
LV mass (mg) 588,72 + 35,89 527,13 £12,32 0,05
E/A 1,66 £ 0,09 1,55 +£0,05 0,35
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3 Ergebnisse

Der Vergleich der einzelnen Herzparameter, die an Tag 0 des Versuchs ermittelt
wurden, zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (Ta-
belle 3.3).

Tabelle 3.4: Echokardiographische Parameter der Sha  m- und Tumorgruppen an Tag
11 des Versuchs mit Angabe der Ergebnisse der ungep  aarten t-Tests. n: Anzahl der
Tiere, LV: linksventrikulér, d: end-diastolisch, s: endsystolisch, LVEF: Ejektionsfrakti-
on, LVFS: fractional shortening (Verkirzungsfraktio n), LVEDV: enddiastolisches Vo-
lumen, LVESV: endsystolisches Volumen, LVSV: Schlag  volumen, LVEDD: enddiasto-
lischer Diameter, LVESD: endsystolischer Diameter, IVS: interventrikulares Septum,
HMV: Herzminutenvolumen, HF: Herzfrequenz, bpm: bea  ts per minute, LVPW: Hinter-
wand, LV mass corrected: Anndherungswert fir die Ma  sse des linken Ventrikels, E/A:
Einflussprofil Gber der Mitralklappe. Signifikante Werte sind mit * p<0,05, ** p<0,01
und *** p<0,001 gekennzeichnet.

Placebo S Placebo T

Parameter (n=8) (n=29) p-Wert
LVEF (%) 77,22 £ 3,33 48,94 £2.77 <0,0001
LVFS (%) 51,84 £1,97 28,13 £2.23 <0,0001
LVEDV (ml) 259,09 + 14,77 177,75 £ 11.45 0,0028
LVESV (ml) 58,49 £7,44 88,85 +6.44 0,0404
LVSV (ml) 200,60 + 14,72 88,90 £8.20 <0,0001
LVEDD (mm) 6,39 £0,10 5,48 £ 0.09 <0,0001
LVESD (mm) 3,09+0,16 3,94 £0.13 0,0055
IVS d (mm) 1,70 0,09 1,52+0.05 0,13

IVS s (mm) 2,99 +£0,12 2,20 £ 0.07 <0,0001
HMV (ml/min) 98,47 + 21,05 30,94 + 3.62 <0,0001
HF (bpm) 470,37 £ 77,43 343,33 £19.12 0,0231
LVPW d (mm) 2,23+0,16 1,63 +0.04 <0,0001
LVPW s (mm) 3,25+0,15 2.11+0.07 <0,0001
LV mass (mg) 709,49 + 50,17 401,74 +10.88 <0,0001
E:A 1,61+0,11 1,58 +£0.31 0,96

Zum Zeitpunkt der Messung funktioneller Herzparameter an Tag 11 des Versuchs
existierten in der Tumorgruppe nur noch 29 Uberlebende, die Shamgruppe hinge-
gen war vollzahlig.

Beim tUberwiegenden Teil, der an Tag 11 erhobenen echokardiographischen Daten,
traten signifikante Differenzen auf (siehe Tab. 3.4). Nur das enddiastolische inter-
ventrikulare Septum und das E/A-Verhaltnis waren in beiden Gruppen annéahernd
gleich.

Tabelle 3.4 zeigt, dass sich die Durchmesser des linken Ventrikels der beiden Pla-
cebogruppen signifikant voneinander unterschieden haben. Die Tumorgruppe hatte
den kleineren enddiastolischen und den grofReren endsystolischen Durchmesser
verglichen mit den Shamtieren.

Bei den Wandstarken waren das endsystolisch ermittelte interventrikulare Septum
sowie die enddiastolisch und —systolisch gemessene Hinterwand des linken Ventri-
kels der Tumorgruppe signifikant schmaler, als das der Shamtiere.
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3 Ergebnisse

Der Wert fur die linksventrikulare Masse verdeutlicht, dass das Herz der Tumortiere
fast um die Halfte leichter war, als das der Shamtiere.

Sowohl das enddiastolische Volumen als auch das Schlagvolumen, das sich aus
der Differenz des LVEDV und des LVESV errechnet, war in der Tumorgruppe ver-
glichen mit den Shamtieren deutlich erniedrigt. Das endsystolische Volumen ist sei-
tens der Tumorgruppe signifikant erhdht.

Herzminutenvolumen Tag 11
150
[ Placebo S
— Bl Placebo T
100-
=
£
€
50+
0 .

Abb. 3.11: Darstellung des Blutvolumens, das pro Mi  nute aus dem Herzen gepumpt
wird (p<0,0001). Placebo S: n=8, Placebo T: n=29.

Zur Beurteilung der Pumpleistung des Herzens kann u.a. das Herzminutenvolumen
herangezogen werden. Der Abb. 3.11 ist zu entnehmen, dass das Herzminuten-
volumen in der Tumorgruppe signifikant reduziert war gegentiber den Shamtieren.
Die Herzfrequenz war in der Tumorgruppe signifikant erniedrigt im Vergleich zur
Gruppe der Shamtiere (siehe Tab. 3.4).

50



3 Ergebnisse

Ejektionsfraktion Tag 11

100-
[ Placebo S

Bl Placebo T

80+ —_—

%

0 T

Abb. 3.12: Darstellung der Auswurffraktion, ermitte It an Tag 11. Die Ejektionsfraktion
ist der Anteil des vom Herzen bei der Kontraktion a  usgeworfenen Blutes im Verhaltnis
zum Gesamtblutvolumen der Herzkammer. Placebo S: n= 8, Placebo T: n=29.

Verkirzungsfraktion Tag 11

60-
—_— [ Placebo S
Bl Placebo T

40-

S
20-
0 .

Abb. 3.13: Verkirzungsfraktion an Tag 11 des Versuc hs. Placebo S: n=8, Placebo T:
n=29.

Um ein Mal3 fur die Myokardkontraktilitdt zu haben, wurde anhand der linksventriku-
laren enddiastolischen und —systolischen Diameter das fractional shortening sowie
mit Hilfe des Schlagvolumens und linksventrikularen enddiastolischen Volu-mens
die Ejektionsfraktion berechnet. Die echokardiographischen Herzfunktionsparameter
LVEF und LVFS der Tumorgruppe waren verglichen mit den Shamtieren signifikant
vermindert (siehe Tabelle 3.4).
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3 Ergebnisse

Das Verhaltnis von E zu A (E/A-Ratio) gilt als MaR fur die frihe diastolische Relaxa-
tion des Myokards. Anhand der E/A-Ratio, ermittelt an Tag 11 des Versuchs, war
kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen zu sehen (p=0,96).
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3.2  Vergleich Placebo vs. IGF-1

3.2.1 Mortalitat

Wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums starben in der Placebogruppe 35
Tiere (95%), in der Gruppe der niedrigen IGF-1 Dosierung 11 Tiere (79%) und in der
Gruppe der hohen IGF-1 Dosierung 12 Tiere (80%). Der Log-rank (Mantel-Cox) Test
zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (p=0,18).

Tabelle 3.5: Darstellung der einzelnen Gruppen im d  irekten Vergleich mit Angabe der
Ergebnisse des Log-rank (Mantel-Cox) Test, der Haza rd Ratio und dem 95% CI.

Gruppen Hazard Ratio 95% CI p-Wert
IGF-1 (0,3 mg) vs. Placebo 0,44 0,21-0,93 0,03
IGF-1 (3 mg) vs. Placebo 0,66 0,31-1,37 0,27
IGF-1 (0,3 mg) vs. IGF-1 (3 mg) 0,67 0,26-1,73 0,41
100
-t |GF-1 (0,3 mg)
807 —— IGF-1 (3 mg)
-+- Placebo
604
X
404
204
0 T
0 5 10 15
Tage

Abb. 3.14: Uberlebenswahrscheinlichkeiten beider IG  F-1 Monotherapien im Vergleich
zur Placebogruppe als Kaplan-Meier-Darstellung. Pla  cebo: n=2,IGF-1 (0,3 mg): n=3,
IGF-1 (3 mg): n=3. p=0,18.

Tabelle 3.6: Kaplan-Meier Uberlebensanalyse fir den  Vergleich zw. Placebo-Tumor
und beiden IGF-1 Monotherapien.

IGF-1 (0,3 mg) IGF-1 (3 mg) Placebo
(n=14) (n=15) (n=37)
Verstorbene | 0 Uberle- Verstorbene % Uberle- Verstorbene % Uberle-
(Anzahl n) bende (Anzahl n) bende (Anzahl n) bende
(95% CI) (95% CI) (95% Cl)
11 21% (0-43) 2 20% (0-40) 35 5% (0-13)
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3 Ergebnisse

Dieser Teil des Versuchs war darauf ausgerichtet die effektive Dosis der beiden
IGF-1 Monotherapien zu bestimmen, welche dann in der Kombination verwendet
wurde (siehe Kapitel 2.3.1). Dazu erhielten 14 Tiere eine Dosis von 0,3 mg IGF-1
pro kg Koérpergewicht/ Tag. Die héhere Dosis von 3 mg pro kg Kérpergewicht/Tag
wurde 15 weiteren Tieren verabreicht. Als effektive Dosis wurde die niedrige IGF-1

Dosierung gewahlt.

3.2.2 Tumoreigenschaften

Tumorvolumen

1501
3 Placebo

— — I IGF-1 (0,3 mg)
50+
0 T

Abb. 3.15: Darstellung des durchschnittlichen Volum ens der Tumorflissigkeit nach
Totung und Entnahme aus der Bauchhgéhle. Placebo: n= 37, IGF-1 (0,3 mg): n=14,
IGF-1 (3 mg): n=15.

ml

Gesamtzellzahl
40001
[ Placebo
— @ IGF-1 (0,3 mg)
30001
I IGF-1 (3 mg)
© I
S 2000+
<
10004
0 T
Abb. 3.16: Durchschnittliche Anzahl von Tumorzellen , die in der gesamten Tumorflis-

sigkeit enthalten war. Placebo: n=37, IGF-1 (0,3 mg ): n=14, IGF-1 (3 mg): n=15.
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3 Ergebnisse

Die Abbildungen 3.15 und 3.16 zeigen hinsichtlich des Tumorvolumens (K.-W.
p=0,98) und der Gesamtzellzahl (K.-W. p=0,38) keine signifikanten Abweichungen
voneinander.

3.2.3 Gewichtsverlauf

Startgewicht Tag 0
2501
MA N 3 Placebo
200, ——— IO IGF-1 (0,3 mg)
I IGF-1 (3 mg)
150-
(@)]
100-
50-
0 T

Abb. 3.17: Mittleres absolutes Gewicht zu Beginn de s Versuchs.” p<0,05 und ™*
p<0,0001 vs. Placebo. Placebo: n=37, IGF-1 (0,3 mg) : n=14, IGF-1 (3 mg): n=15.

Beim Vergleich des Korpergewichts, der in Abb. 3.17 dargestellten Gruppen zu Be-
ginn des Versuchs, traten signifikante Unterschiede (K.-W. p=0,0008) auf. Bezogen
auf die Placebogruppe (203,22 + 1,56 g) waren die Tiere aus der Gruppe der niedri-
gen IGF-1 Dosierung (213,86 £ 2,77 g; p=0,0006) und der hohen IGF-1 Dosierung
(211,13 + 2,75 g; p=0,0175) schwerer. Der Unterschied zwischen den IGF-1 Grup-
pen war nicht signifikant (p=0,21).
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3 Ergebnisse

Endgewicht ohne Tumor
200+ "
— [ Placebo
150 [ IGF-1 (0,3 mg)
Il IGF-1 (3 mg)
o 100-
50
0 T

Abb. 3.18: Durchschnittliches absolutes Kérpergewic ht ohne Tumor zum Todeszeit-
punkt. ~ p<0,05 vs. Placebo. Placebo: n=37, IGF-1 (0,3 mg): n=14, IGF-1 (3 mg): n=15.

Eindeutige Unterschiede beziiglich des Kdorpergewichts nach Tétung und Entnahme
des Tumors (ANOVA=0,0081) bestanden bei der Gegeniiberstellung der in Abb.
3.18 aufgefiihrten Gruppen. Allerdings war beim direkten Vergleich nur ein signifi-
kant groReres Endgewicht fir die Tiere, die die niedrige IGF-1 Dosierung erhalten
haben zu sehen (174,21 + 11,34 g), bezogen auf die Placebogruppe (147,95 + 2,56

9)-

Taglicher Gewichtsverlust (ohne Tumor)

O (] (]
[ Placebo
M IGF-1 (0,3 mg)

- Il IGF-1 (3 mg)

(@]
-4 -
M\ M\
le—
-6-

Abb. 3.19: Darstellung des mittleren taglichen Gewi  chtsverlusts ohne Tumor ™M
p<0,01 vs. Placebo. Placebo: n=37, IGF-1 (0,3 mg):n =14, IGF-1 (3 mg): n=15.
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Auch die Abbildung 3.19 zeigt deutliche Unterschiede, was den taglichen Gewichts-
verlust ohne Tumor angeht (ANOVA p=0,0044). Bezogen auf die mit Placebo (-4,74
+ 0,17 g) behandelten Tiere, wiesen beide mit IGF-1 therapierten Gruppen (0,3 mg:
-3,02 £ 0,8 g; 3 mg: -3,14 + 0,63 g) signifikant geringere Gewichtsverluste pro Tag
auf (p=0,0033 und p=0,0015). Der Unterschied zwischen den beiden IGF-1 Thera-
pien war nicht signifikant (p=0,90).

Der totale Gewichtsverlust am Ende des Versuchszeitraums lag in der Placebog-
ruppe bei 55,27 + 2,14 g (27%), in der Gruppe der niedrigen IGF-1 Dosierung bei
39,64 + 11,14 g (19%) und in der Gruppe der hohen IGF-1 Dosierung bei 42,67 +
8,81g (20%). Die Unterschiede hinsichtlich des Gesamtgewichtsverlust erreichten
keine statistische Signifikanz (K.-W. p=0,11).
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3 Ergebnisse

3.2.4 Korperzusammensetzung

Verlust fettfreier Masse pro Tag
C (]
[ Placebo
@ IGF-1 (0,3 mg)
17 D IGF-1 (3 mg)
o -2+
-3 M M
——
-4~

Abb. 3.20: Durchschnittlicher taglicher Verlust fet tfreier Masse. ™ p<0,01 vs. Placebo.
Placebo: n=37, IGF-1 (0,3 mg): n=14, IGF-1 (3 mg): n=15.

Abbildung 3.20 veranschaulicht die signifikant voneinander abweichenden Durch-
schnittswerte fur den taglichen Verlust fettfreier Masse, der zu vergleichenden
Gruppen (ANOVA p=0,0065). Sowohl die niedrige (-2,2 £ 0,6 g; p=0,0044), als auch
die hohe IGF-1 Dosierung (-2,29 + 0,51 g; p=0,0033) wiesen gegenuber der Place-
bogruppe (-3,51 + 0,15 g) einen signifikant geringeren Verlust an fettfreier Masse
auf. Der Vergleich des taglichen Verlustes fettfreier Masse beider IGF-1 Dosierun-
gen war nicht signifikant (p=0,90).

Fettverlust pro Tag
0.0 4
[ Placebo
0 IGF-1 (0,3 mg)
-0.5- I IGF-1 (3 mg)
(@]
-1.01 —1—
-1.5-

Abb. 3.21: Mittlerer Fettverlust pro Tag. Placebo: n=37, IGF-1 (0,3 mg): n=14, IGF-1
(3 mg): n=15.
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3 Ergebnisse

Die Durchschnittswerte fUr den taglichen Fettverlust zeigten keine signifikanten Un-
terschiede bei den oben abgebildeten Gruppen (ANOVA p=0,39).

Tabelle 3.7: Darstellung der Gesamtverluste an fett

freier Masse und Fettmasse.

Gesamtverlust Placebo IGF-1 (0,3 mg) IGF-1 (3 mg) ANOVA

(9) (n=37) (n=14) (n=15)

Fettfreie Masse 41,39 +1,99 28,8 + 8,39 30,85 +7,37 ns
(26,3%) (17,5%) (18,8%) h

Fettmasse 11,48 £0,48 12,37 £1,99 11,02 £1,29 s
(64,2%) (56,8%) (56,5%) e

Der Gesamtverlust an fettfreier Masse und Fettmasse war in der Gruppe der niedri-

gen IGF-1 Dosierung am geringsten ausgepragt. Ahnlich verhielt es sich bei der

Gruppe der hohen IGF-1 Dosierung. Die grofdten Verluste traten in der Placebog-

ruppe auf. Die Abweichungen zwischen den Gruppen, hinsichtlich beider Komparti-

mente waren jedoch, statistisch gesehen, nicht signifikant (ANOVA p=0,10 und

p=0,73).

3.2.5 Organgewichte

Tabelle 3.8: Mittlere absolute Organgewichte beider
im Vergleich mit gleichzeitiger Angabe der Ergebnis
Wallis-Test. Signifikanzen sind mit ~ p<0,05, " p<
gekennzeichnet. EDL: Extensor digitalis longus, n:

IGF-1 Dosierungen und Placebo
se vom ANOVA bzw. Kruskal-
0,01 und "~ p<0,001 vs. Placebo
Anzahl der Tiere, K.-W.: Kruskal-

Walllis-Test.
Organgewicht Placebo IGF-1 (0,3 mg) IGF-1 (3mg) |ANOVA | K.-W.
(mg) (n=37) (n=14) (n=15)
Herz 505,21 + 14,00 539,56 + 31,57 528,51 + 25,81 n.s.
Lunge 885,22 +29,57 | 1023,54 +108,44 | 925,11 + 66,35 n.s.
Leber 6093,39 + 227,81 | 7399,51 + 440,45 * | 6756,66 + 490,83 0,0342
Milz 163,64 +10,01 | 266,42 +49,29 ™ | 217,97 £41,39 | 0,0258
linke Niere 698,41 +16,58 | 794,21 +24,74™ | 744,65+ 25,94 0,0085
rechte Niere 719,89 +18,54 | 822,33+21,49™ | 777,81 +29,34 0,0039
linke Nebenniere 35,13 £1,77 35,29 1,23 34,81 £1,57 n.s.
rechte Nebenniere 34,89 +1,61 31,95 +1,39 33,17 £1,40 n.s.
weilles Fett 86,38 + 26,43 301,20 +126,86 | 146,42 +70,90 n.s.
braunes Fett 78,59 +3,14 | 123,18 +14.80 M~ | 109,00 + 14,39 M | 0,0009
M. gastrocnemius | 713,22 +14,07 | 847,58 +51,37 ™ | 818,84 +52,38~ | 0,0054
M. soleus 69,73 +1,43 76,70 + 3,49 73,58 +3,91 n.s.
M. tibialis 262,49 6,10 | 325,06 +20,48 M | 29574 +20,11 " | 0,0030
M. EDL 63,66 + 1,48 74,04 +£5,11 7 71,98+4,24~ | 0,0238
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3 Ergebnisse

Aus der Gruppe der niedrigen IGF-1 Dosierung erreichten 3 von 14 Tieren das Ende
des Versuchszeitraums (Tag 16). Ausgehend von einer Gruppengrofe von 15 Tie-
ren, existierten an Tag 16 noch drei Uberlebende in der Gruppe der hohen IGF-1
Dosierung. Aus der Placebogruppe Uberlebten nur zwei von 37 Tieren bis zum
Schluss.

Der Vergleich der drei Versuchsgruppen zeigt, dass die Organe der Behandlungs-
gruppe der niedrigen Dosierung von IGF-1, bis auf die linke Nebenniere, am
schwersten waren. Signifikant schwerer waren insbesondere die Leber, die Milz, die
linke und rechte Niere, das braune Fett, der M. gastrocnemius, M. tibialis und M.
EDL. Im Gegensatz dazu waren die Organgewichte der mit Placebo behandelten
Gruppe im Gesamtgruppenvergleich am leichtesten. Bezogen auf die mit Placebo
behandelten Tiere, waren das braune Fett, der M. gastrocnemius, der M. tibialis und
der M. EDL der héheren Dosierung von IGF-1 signifikant schwerer. Beim Vergleich
der Organgewichte der beiden IGF-1 Dosierungen bestanden keine signifikanten
Unterschiede (siehe Tabelle 3.8).

Zur Veranschaulichung des Verlustes an Fett sowie fettfreier Masse sollen die nach-
folgenden Darstellungen vom braunen Fettgewebe und vom M. gastrocnemius die-
nen. Der Gehalt an braunem Fett war in der Placebogruppe signifikant verringert,
verglichen sowohl mit der niedrigen IGF-1 Dosierung, als auch mit der hohen IGF-1
Dosierung. Die Gruppe der niedrigen IGF-1 Dosierung besall mehr braunes Fett als
die Gruppe der hohen IGF-1 Dosierung, aber der Unterschied war nicht signifikant
(p=0,49).

Braunes Fett
1501 MW
— M 3 Placebo
0 IGF-1 (0,3 mg)

100- Il IGF-1 (3 mg)
[@)]
&

50

0 T

Abb. 3.22: Durchschnittliche absolute Masse an brau nem Fett, das aus dem interska-
pularen Bereich stammt. " p<0,01 und " p<0,0001 vs. Placebo. Placebo: n=37,
IGF-1 (0,3 mg): n=14, IGF-1 (3 mg): n=15.
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3 Ergebnisse

Auch der M. gastrocnemius war in der Placebogruppe leichter gegenlber der nied-
rigen (p=0,0011) und hohen IGF-1 Dosierung (p=0,0104).

Der direkte Vergleich der beiden Monotherapien zeigt keinen statistisch signifikan-
ten Unterschied zwischen den beiden IGF-1 Dosierungen (p=0,69).

M. gastrocnemius

10001 M
[ Placebo

N
8004 @ IGF-1 (0,3 mg)
] I IGF-1 (3 mg)
600
400-
200
0 T

Abb. 3.23: Mittleres Gewicht des Musculus gastrocne  mius. " p<0,05 und ™ p<0,01
vs. Placebo. Placebo: n=37, IGF-1 (0,3 mg): n=14,1 GF-1 (3 mg): n=15.

mg

3.2.6 Spontane Aktivitat

Aktivitditsdnderung

O (]
[ Placebo
D IGF-1 (0,3 mg)
207 D IGF-1 (3 mg)
-40-
-60- N

le—

%

-80-
Abb. 3.24: Darstellung der Anderung der spontanen A ktivitat, ermittelt an Tag 10 im

Vergleich zur Messung an Tag -1. ™ p<0,01 vs. Plac  ebo. Placebo: n=33, IGF-1 (0,3
mg): n=14, IGF-1 (3 mg): n=14.
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Zum Zeitpunkt der Messung der spontanen Aktivitat und Futteraufnahme an Tag 10
des Versuchs waren in der Placebogruppe vier Tiere und in der IGF-1 Gruppe (3
mg) ein Tier verstorben bzw. mussten vorzeitig gettet werden.

Der Rickgang der spontanen Aktivitat war unter den einzelnen Gruppen statistisch
signifikant unterschiedlich (K.-W. p=0,0087). Bei der Gruppe der niedrigen IGF-1
Dosierung fiel die Aktivitdtsabnahme am geringsten aus (-49%). Der Unterschied
zur Placebogruppe (-71%) war signifikant (p=0,0026), verglichen mit der héheren
Dosierung jedoch nicht (p=0,11). Die héhere Dosierung (-61%) zeigte auch keinen
signifikanten Unterschied gegeniber den mit Placebo behandelten Tieren (p=0,23).

3.2.7 Futteraufnahme

Futteraufnahme Tag 10

15+
[ Placebo
M 0 IGF-1 (0,3 mg)
10- T I IGF-1 (3 mg)
(@)
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Abb. 3.25: Darstellung der an Tag 10 aufgenommenen  Futtermenge. “p<0,0001 vs.
Placebo. Placebo: n=33, IGF-1 (0,3 mg): n=14, IGF-1 (3 mg): n=14.

Abbildung 3.25 zeigt, dass ein deutlicher Unterschied zwischen den an Tag 10 auf-
genommenen Futtermengen bestand (ANOVA p=0,0077).

Die Placebogruppe (3,17 + 0,47 g) nahm signifikant weniger (p=0,0004) Futter auf
im Vergleich zur Gruppe der niedrigen IGF-1 Dosierung (8,86 + 2,12 g). Auch gege-
niber der hohen IGF-1 Dosierung (5,36 + 2,05 g) wurde in der Placebogruppe we-
niger Futter aufgenommen, der Unterschied war jedoch nicht signifikant (p=0,15).
Die niedrige IGF-1 Dosierung hat im Vergleich zur hohen IGF-1 Dosierung mehr
gefressen, aber die Differenz erreichte keine statistische Signifikanz (p=0,25).

62



3 Ergebnisse

3.2.8 Herzfunktion

Bei den an Tag O des Versuchs ermittelten echokardiographischen Parametern be-
standen bei einzelnen Daten bereits signifikante Unterschiede (siehe Tabelle 3.9).
Das enddiastolische interventrikulare Septum war in der Placebogruppe am dinn-
sten und in der Gruppe der niedrigen IGF-1 Dosierung am dicksten. Dazwischen
siedelte sich die Gruppe der hohen IGF-1 Dosierung an.

Auch die enddiastolisch und —systolisch gemessenen Hinterwande des linken Vent-
rikels waren in der Placebogruppe merklich dunner verglichen mit beiden IGF-1
Therapien, so dass sich signifikante Unterschiede ergaben. Die Abweichungen bei
den Hinterwandstarken der verschiedenen IGF-1 Dosierungen waren nicht signifi-
kant.

Die linksventrikulare Masse war in der Placebogruppe deutlich verringert, so dass
sich statistisch signifikante Unterschiede zu den IGF-1 Monotherapien ergaben.
Signifikante Unterschiede waren auch bei der Betrachtung des Schlagvolumens
festzustellen, welches in der Placebogruppe und der Gruppe der niedrigen IGF-1
Dosierung signifikant verringert war, verglichen mit der hohen IGF-1 Dosierung.

Tabelle 3.9: Echokardiographische Parameter der Pla
IGF-1 Dosierungen (0,3 mg und 3 mg) an Tag 0 des Ve
nisse vom ANOVA bzw. Kruskal-Wallis-Test. n: Anzahl

Wallis-Test, LV: linksventrikular, d: enddiastolisc
fraktion, LVFS: fractional shortening, LVEDV: enddi

endsystolisches Volumen, LVSV: Schlagvolumen, LVEDD
LVESD: endsystolischer Diameter, IVS: interventriku
tenvolumen, HF: Herzfrequenz, bpm: beats per minute

corrected: Korrekturwert fir die Masse des linken V
der Mitralklappe. Signifikante Werte sind wie folgt

astolisches Volumen, LVESV:

: enddiastolischer Diameter,

lares Septum, HMV: Herzminu-

, LVPW: Hinterwand, LV mass

entrikels, E/A: Einflussprofil Gber
gekennzeichnet: » p<0,05, ™

p<0,01 und "~ p<0,001 vs. Placebo. # p<0,05vs.| GF-1 (0,3 mg).
Parameter Placebo IGF-1 (0,3 mg) IGF-1 (3 mg) ANOVA | K.-W.
(n=37) (n=14) (n=15)
LVEF (%) 74,74 £1,47 76,98 +1,37 79,79 +1,31 n.s.
LVFS (%) 49,17 +1,16 51,98 +2,19 53,84 £1,73 n.s.
EDV (ml) 253,31 +£7,80 248,30 £10,37 273,03 £13,24 n.s.
ESV (ml) 63,46 = 3,89 59,24 + 3,39 55,16 £5,51 n.s.
LVSV (ml) 190,32 + 7,06 196,30 + 8,69 219,69 £ 7,56 ", # 0,0369
LVEDD (mm) 6,22 + 0,08 6,13+0,11 6,19 + 0,12 n.s.
LVESD (mm) 3,17 £ 0,09 2,97 +0,18 2,87+0,14 n.s.
IVS d (mm) 1,57 £0,03 1,78 £0,09 ™ 1,65 £ 0,06 0,0200
IVS s (mm) 2,75 0,05 2,93+£0,12 2,99 £ 0,08 n.s.
HMV (ml/min) 78,74 £291 79,39 £3,57 88,68 +2,81 n.s.
HF (bpm) 411,28 +5,32 | 407,14+7,33 412,29 + 4,63 n.s.
LVPW d (mm) 1,75 +£0,05 2,11 £ 0,07 ™M» 2,10£0,12™ <0,0001
LVPW s (mm) 2,78 £ 0,05 3,15+ 0,09 ™M 3,27 £ 0,09 M2 <0,0001
LV mass (mg) 527,13 +£12,32 | 652,82 + 30,01 ™M~ | 624,78 £ 20,03 M~ <0,0001
E/A 1,55 +£0,05 1,58 £ 0,08 1,53 £0,07 n.s.

cebo-Tumorgruppe, sowie beider

rsuchs mit Angabe der Ergeb-
der Tiere, K.-W.: Kruskal-

h, s: endsystolisch, LVEF: Ejektions-
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Die Ubrigen Parameter zeigten keine statistisch relevanten Abweichungen in den
Versuchsgruppen und sollen demzufolge an dieser Stelle nicht weiter besprochen

werden.

Tabelle 3.10: Echokardiographische Parameter der Pl

acebo-Tumorgruppe, sowie bei-

der IGF-1 Dosierungen (0,3 mg und 3 mg) an Tag 11 d es Versuchs mit Angabe der

Ergebnisse vom ANOVA bzw. Kruskal-Wallis-Test. n: A

Wallis-Test, LV: linksventrikular, d: enddiastolisc

fraktion, LVFS: fractional shortening, LVEDV: enddi
endsystolisches Volumen, LVSV: Schlagvolumen, LVEDD
LVESD: endsystolischer Diameter, IVS: interventriku
tenvolumen, HF: Herzfrequenz, bpm: beats per minute
corrected: Annédherungswert fur die Masse des linken

Uber der Mitralklappe. Signifikanzen sind wie folgt

nzahl der Tiere, K.-W.: Kruskal-

h, s: endsystolisch, LVEF: Ejektions-
astolisches Volumen, LVESV:

: enddiastolischer Diameter,
lares Septum, HMV: Herzminu-
, LVPW: Hinterwand, LV mass
Ventrikels, E/A: Einflussprofil

gekennzeichnet: * p<0,05, ™

p<0,01 und "~ p<0,0001 vs. Placebo. # p<0,05vs. | GF-1 (0,3 mg).

Parameter Placebo IGF-1 (0,3 mg) IGF-1(3mg) |[ANOVA | K.-W.
(n=29) (n=14) (n=11)

LVEF (%) 48,94 +2,77 |65,88 £3,92 ™M | 67,46 £2,17 M* | <0,0001

LVFS (%) 28,13 +2,23 | 41,53 +3,48"™ |43,76 £1,96 "\ <0,0001

LVEDV (ml) 177,75 +11,45| 177,05+ 22,44 | 150,54 + 20,87 n.s.

LVESV (ml) 88,85 +6,44 | 55,42 £6,23 ™ | 45,39 + 3,99 " | <0,0001

LVSV (ml) 88,90+8,20 | 126,86 +21,74 | 109,24 +18,32 n.s.

LVEDD (mm) 5,48 £ 0,09 5,34 £ 0,22 4,87 £0,24 ™ | 0,0240

LVESD (mm) 3,94 +0,13 3,10£0,20 ™ | 2,72+£0,13 ™" <0,0001

IVS d (mm) 1,52 +0,05 1,78 £ 0,09 1,96 £ 0,06 ™ 0,0001

IVS s (mm) 2,20 £ 0,07 2,80+0,10 "™~ | 2,96 + 0,07 M <0,0001

HMV (ml/min) | 30,94 + 3,62 46,68 + 9,80 40,77 £ 9,67 n.s.

HF (bpm) 343,33 +19,12 | 343,00+ 15,16 | 328,62 +17,65 n.s.

LVPW d (mm) 1,63 +0,04 1,72+ 0,05 1,89 + 0,06 "M # 0,0043

LVPW s (mm) 2,11 £ 0,07 2,47 +£0,12 " 2,61 +0,06 ™~ | 0,0002

LV mass (mg) |401,74 +10,88 | 450,80 + 18,49 " | 459,03 £ 21,30 » 0,0237

E/A 1,58+0,31 1,46 + 0,08 1,66 + 0,10 n.s.

Die Messung funktioneller Herzparameter an Tag 11 des Versuchs konnte bei 8
Tieren der Placebogruppe und 4 Tieren der Gruppe der héheren IGF-1 Dosierung
nicht vorgenommen werden, da diese Tiere bereits vorzeitig aus dem Versuch aus-
geschieden sind.

Die Tabelle 3.10 verdeutlicht, dass bis auf das enddiastolische Volumen, das
Schlag-und Herzminutenvolumen, die Herzfrequenz sowie die E/A-Ratio, die Para-
meter sich nicht signifikant voneinander unterschieden haben. Erhebliche Abwei-
chungen beim tberwiegenden Teil der erhoben Daten bestanden.

Der enddiastolische Durchmesser war bei der Gruppe der hohen IGF-1 Dosierung
am kleinsten. Den gr63ten Durchmesser brachte die Placebo-Tumorgruppe hervor,
wodurch sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe der hohen IGF-1
Dosierung und der letztgenannten Gruppe ergab.
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3 Ergebnisse

Auch der endsystolische Durchmesser fiel in der Placebogruppe am gréf3ten und in
der Gruppe der hohen IGF-1 Dosierung am kleinsten aus. Eine Differenz gegentber
der Placebogruppe war hier nicht nur fir die Gruppe der hohen IGF-1 Dosierung
statistisch signifikant, sondern auch fir die Tiere der niedrigen IGF-1 Dosierung.
Sowohl die in der Diastole als auch in der Systole ermittelten Werte fir die Hinter-
wande waren signifikant dinner in der Placebogruppe verglichen mit beiden IGF-1
Therapien. Am Ende der Diastole war auch die Hinterwand der Gruppe der niedri-
gen IGF-1 Dosierung signifikant dinner, als die der Gruppe der hohen Dosierung.
Die linksventrikulare Masse war in der Placebogruppe signifikant kleiner, als in den
IGF-1 Behandlungsgruppen, wobei der Unterschied zwischen den letztgenannten
Gruppen diesbezuglich nicht signifikant ausfiel. Das endsystolische Volumen war in
der Placebogruppe fast doppelt so groR3, wie das der IGF-1 Behandlung der hohen
Dosierung. Im Bereich dazwischen lag die Gruppe der niedrigen IGF-1 Dosierung.

Herzminutenvolumen Tag 11
601
-1 [ Placebo
I IGF-1 (0,3 mg)

40- Il IGF-1 (3 mg)
c
£ T
€

20

0 T

Abb. 3.26: Darstellung des durchschnittlichen Blutv olumens, das pro Minute aus dem
Herzen gepumpt wird. Placebo: n=29, IGF-1 (0,3 mg): n=14, IGF-1 (3 mg): n=11.

Abb. 3.26 zeigt, dass das grofte Herzminutenvolumen in der Gruppe der niedrigen
IGF-1 Dosierung aus dem Ventrikel befordert wurde, gefolgt von der Gruppe der
héheren IGF-1 Dosierung. Die mit Placebo behandelten Tiere hatten in diesem Ver-
gleich das kleinste Herzminutenvolumen. Es bestand keine statistische Signifikanz
bei diesem Vergleich (ANOVA p=0,19).
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Ejektionsfraktion Tag 11
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@ IGF-1 (0,3 mg)
Ml IGF-1 (3 mg)

Abb. 3.27: Darstellung der Ejektionsfraktion, ermit  telt an Tag 11. ™ p=0,0009 IGF-1
(0,3 mg) vs. Placebo und "~ p<0,0001 IGF-1 (3 mg) vs. Placebo. Placebo: n=29, IGF-1
(0,3 mg): n=14, IGF-1 (3 mg): n=11.

Verklrzungsfraktion Tag 11

TA'AY

1 Placebo
IJIEI IGF-1 (0,3 mg)
I IGF-1 (3 mg)

Abb. 3.28: Verkiirzungsfraktion an Tag 11 des Versuc  hs. ™ p=0,0021 IGF-1 (0,3 mg)
vs. Placebo und " p<0,0001 IGF-1 (3 mg) vs. Place bo. Placebo: n=29, IGF-1 (0,3 mg):

n=14, IGF-1 (3 mg): n=11.

Die Herzfunktionsparameter LVEF und LVFS waren in der Placebogruppe, vergli-

chen mit beiden IGF-1 Dosierungen, deutlich verschlechtert. Dagegen bestand beim

Vergleich der IGF-1 Behandlungsgruppen miteinander kein signifikanter Unter-

schied.

Alle verbleibenden, in der Tabelle 3.10 aufgeflihrten echokardiographischen Para-

meter haben sich nicht signifikant voneinander unterschieden und werden deshalb

an dieser Stelle nicht weiter besprochen.
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3.3  Vergleich aller Versuchsgruppen

An dieser Stelle soll erwdhnt werden, dass ein Vorversuch mit 16 Tieren stattgefun-
den hat, auf den im Ergebnisteil nicht weiter eingegangen wird. Der Zweck dieses
Versuchs war es, die effektive Dosis von Bisoprolol zu ermitteln, die dann in der
Kombinationstherapie eingesetzt wurde (siehe Kapitel 2.3.1). Dazu erhielten die
Halfte der Tiere Bisoprolol in einer Dosierung von 5 mg pro kg Korpergewicht/Tag.
Die anderen 8 Tiere wurden mit 50 mg Bisoprolol pro kg Kdrpergewicht/Tag behan-
delt. Als effektive Dosis wurde die niedrige Dosierung von Bisoprolol gewahlt.

3.3.1 Mortalitat

Im gesamten Beobachtungszeitraum starben in der Bisoprololgruppe 3 Tiere (37 %),
in der IGF-1 Gruppe 11 Tiere (79%), in den Gruppen der Kombinationstherapien
jeweils 6 Tiere (niedrige Kombination: 86%; hohe Kombination: 75%) und in der
Placebogruppe 35 Tiere (95%).

Der Log-rank (Mantel-Cox) Test zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen
den Uberlebenswahrscheinlichkeiten der fiinf Behandlungsgruppen (p=0,08).

Tabelle 3.11: Darstellung der einzelnen Gruppen im  direkten Vergleich mit Angabe der
Ergebnisse des Log-rank (Mantel-Cox) Test, der Haza rd Ratio und dem 95% CI.

Gruppen Hazard Ratio 95% ClI 95% ClI p-Wert

Placebo vs. Bisoprolol 0,28 0,12-0,66 0,004

Placebo vs. IGF -1 0,44 0,21-0,93 0,03

Placebo vs. Biso -IGF-1

(25%) 0,56 0,21-1,46 0,23

Placebo vs. Biso -IGF-1

(75%) 0,58 0,23-1,44 0,24

Bisoprolol vs. IGF -1 0,44 0,13-1,46 0,18

Bisoprolol vs. Biso -

IGF-1 (25%) 0,32 0,08-1,31 0,11

Bisoprolol vs. Biso -

IGF-1 (75%) 0,33 0,07-1,43 0,14

IGF-1 vs. Biso -IGF-1

(25%) 0,76 0,22-2,61 0,67

IGF-1 vs. Biso -IGF-1

(75%) 0,73 0,22-2,37 0,61
i - - 0,

Biso -IGF-1 (25%) vs. 1.06 0,29-3.77 0,93

Biso-IGF-1 (75%)
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100 '_l_._
80 |__
—
60- !
N
404 g -
! (]
T
]
0 T T T
0 5 10 15
Tage

FEEEE

Bisoprolol

IGF-1

Biso-IGF-1 (25%)
Biso-IGF-1(75%)
Placebo

Abb. 3.29: Uberlebenswahrscheinlichkeiten aller Ver
Meier-Darstellung. Placebo: n=37, Bisoprolol: n=8,

n=7, Biso-IGF-1 (75%): n=8, p=0,08.

Tabelle 3.12: Kaplan-Meier Uberlebensanalyse fiir al

suchsgruppen in der Kaplan-
IGF-1: n=14, Biso-IGF-1 (25%):

le Versuchsgruppen.

Gruppen Verstorbene (Anzahl n) % Uberlebende (95% CI)
Bisoprolol (n=8) 3 63% (29-96)
IGF-1 (n=14) 11 21% (0-43)

Biso -IGF-1 (25%) (n=7) 6 14% (0-39)

Biso -IGF-1 (75%) (n=8) 6 25% (0-55)
Placebo (n=37) 35 5% (0-13)
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3.3.2 Tumoreigenschaften

Tumorvolumen
1 Placebo

Bisoprolol

I IGF-1
Biso-IGF-1 (25%)
Biso-IGF-1 (75%)

150+

1001 T

ml

V00

0 T

Abb. 3.30: Durchschnittliches Volumen des Tumors na ch seiner Entnahme aus der
Bauch-hoéhle. Placebo: n=37, Bisoprolol: n=8, IGF-1: n=14, Biso-IGF-1 (25%): n=7, Bi-
s0-IGF-1 (75%): n=8.

Die Menge der Tumorflussigkeit variierte unter den zu vergleichenden Versuchs-
gruppen, allerdings nicht in dem MalRe, dass die Werte statistische Signifikanz er-
reichten (K.-W. p=0,79). Das geringste Volumen hatte die Tumorflissigkeit der Bi-
soprololgruppe (88,75 + 19,67 ml), gefolgt wvon den Tieren der
Kombinationstherapien (75%: 103,62 + 17,69 ml und 25%: 108,43 + 18,51 ml). Die
Tumorflissigkeit der mit IGF-1 behandelten Tiere (114,21 + 9,15 ml) und nachfol-
gend der Placebogruppe (117,76 £ 4,74 ml) hatten das grofdte Volumen .

Gesamtzellzahl
4000~ Cc P!acebo
Bisoprolol
. 1 0 1GF-1
Biso-IGF-1 (25%)
© . Biso-IGF-1 (75%)
S 2000 T
X [V
\\
1000 \
o1 B &
Abb. 3.31: Durchschnittliche Anzahl der Tumorzellen in der gesamten Tumorflissig-

keit. Placebo: n=37, Bisoprolol: n=8, IGF-1: n=14,  Biso-IGF-1 (25%): n=7, Biso-IGF-1
(75%): n=8.
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Trotz unterschiedlicher Gesamtzellzahlen fiel der Vergleich der funf Behandlungs-
gruppen nicht signifikant aus (K.-W. p=0,25). Die geringste Anzahl von Zellen war in
der Tumorflissigkeit der Kombinationstherapie 25% (1697,88 + 471,63) enthalten,
gefolgt von der Placebogruppe (2211,51 + 227,27). Den grofdten Gehalt an Tumor-
zellen hatte die Bisoprololgruppe (3171,21 + 496). Dazwischen lag die Gruppe der
IGF-1 Therapie (2837,88 + 422,67) und die Gruppe der Kombinationsbehandlung
75% (2625,22 + 441,31).

3.3.3 Gewichtsverlauf

Startgewicht
2E0- P!acebo
4 # # Bisoprolol
200- N i IGF-1
§ Biso-IGF-1 (25%)
150 \ Biso-1GF-1 (75%)
(@]
1004 §
oLl N

Abb. 3.32: Mittleres absolutes Gewicht der Gruppen zu Beginn des Versuchs. # p<0,05
und ## p<0,01 vs. IGF-1. Placebo: n=37, Bisoprolol:  n=8, IGF-1: n=14, Biso-IGF-1(25%):
n=7, Biso-IGF-1 (75%): n=8.

Bereits zu Beginn des Versuchs war das Korpergewicht der IGF-1 Gruppe signifi-
kant hoher, als das der Ubrigen Versuchsgruppen (ANOVA p=0,0045).
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Abb. 3.33: Mittleres absolutes Endgewicht der Versu
p<0,01 vs. Placebo. Placebo: n=37, Bisoprolol: n=

n=7, Biso-IGF-1 (75%): n=8.

chsgruppen ohne Tumor. M

8, IGF-1: n=14, Biso-IGF-1 (25%):

Das Endgewicht (ohne Tumor) hat sich bei den in Abb. 3.33 dargestellten Behand-

lungsgruppen signifikant voneinander unterschieden (ANOVA p=0,0426).
Die Endgewichte der Bisoprololgruppe (179,88 + 19,94 ¢), der IGF-1 Gruppe
(174,21 £ 11,34 g) sowie der Gruppe der Kombination 75% (177,62 + 20,89 g) war-
en im Vergleich zur Placebogruppe (147,95 + 2,56 g) signifikant groRer. Das End-

gewicht der Gruppe der niedrigen Kombination (164 + 17,39 g) war, statistisch ge-

sehen, nicht signifikant groRer als das der Placebogruppe.

Gewichtsverlust pro Tag

I

2 I—%

-6-

3 Placebo
Bisoprolol

0 IGF-1
Biso-IGF-1 (25%)
Biso-IGF-1 (75%)

Abb. 3.34: Durchschnittlicher taglicher Gewichtsver
p<0,01 und "~ p<0,001 vs. Placebo. Placebo: n=37,

Biso-IGF-1 (25%): n=7, Biso-IGF-1 (75%): n=8.

lust der Versuchsgruppen. M
Bisoprolol: n=8, IGF-1: n=14,
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Abb. 3.34 verdeutlicht den signifikant gro3eren Gewichtsverlust der Placebogruppe
(-4,74 £ 0,17 g) gegeniiber den anderen Behandlungsgruppen (ANOVA p=0,0047).
Am geringsten war der Gewichtsverlust pro Tag in der Gruppe der Kombinationsbe-
handlung 75% (-1,77 + 1,28 @) ausgepragt, gefolgt von der Bisoprololgruppe
(-2,03 £ 1,54 g). Dazwischen reiht sich mit einem Verlust von 2,75 + 1,16 g die
Gruppe der niedrigen Kombinationsbehandlung und die IGF-1 Gruppe (-3,02 £ 0,8
g) ein.

Insgesamt gesehen hat die Placebogruppe mit 55,27 + 2,14 g (27%) am meisten
Gewicht verloren. Ein geringerer Gesamtgewichtsverlust wurde in absteigender
Reihenfolge fur die Gruppe der niedrigen Kombinationsbehandlung (-41,29 + 17,35
g; 20%), die IGF-1 Gruppe (-39,64 + 11,14 g; 19%) und die Gruppe der Kombination
75% (-26,5 + 19,21 g; 13%) dokumentiert. Der geringste Gewichtsverlust trat mit
22,75 + 20,21 g (11%) in der Bisoprololgruppe auf. Die Unterschiede beziglich des
Gesamtgewichtsverlustes in den einzelnen Gruppen waren statistisch nicht signifi-
kant (ANOVA p=0,07).

3.3.4 Korperzusammensetzung

Verlust fettfreier Masse pro Tag
C 1 |
\Q [ Placebo
\ Bisoprolol
1 e \ 0 IGF-1
\ Biso-IGF-1 (25 %)
© -2 &\ Biso-IGF-1 (75%)
J_ A
N\ = =
-3 M
N
——
-4

Abb. 3.35: Durchschnittlicher Verlust fettfreier Ma  sse pro Tag. * p<0,05, ™ p<0,01
und "M~ p<0,001 vs. Placebo. Placebo: n=37, Bisopro  lol: n=8, IGF-1: n=14, Biso-IGF-1
(25%): n=7, Biso-IGF-1 (75%): n=8.

Beim taglichen Verlust fettfreier Masse zeigt die Abb. 3.35 den signifikanten
Unterschied zwischen der Placebogruppe und den dbrigen Behandlungsgruppen
(ANOVA p=0,0048). Der tagliche Verlust fettfreier Masse war in der Placebogruppe
(-3,51 + 0,15 g) und nachfolgend der Gruppe der Kombination 25% (-2,23 + 0,86 Q)
am starksten ausgepragt.
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Am wenigsten fettfreie Masse pro Tag hat die Gruppe der hohen

Kombinationstherapie verloren (-1,15 + 1,12 g), gefolgt von der Bisoprololgruppe
(-1,36 + 1,09 g). Dazwischen lag mit einem taglichen Verlust von 2,20 + 0,6 g
fettfreier Masse die IGF-1 Gruppe.

Fettverlust pro Tag
! y [ Placebo
0.0
% Bisoprolol
\ D IGF-1
054 \ Biso-IGF-1 (25%)
Biso-IGF-1 (75%
> N (75%)
'1.0'I p J_ N
-1.5-

Abb. 3.36: Durchschnittlicher taglicher Fettverlust
cebo. Placebo: n=37, Bisoprolol: n=8, IGF-1: n=14,
Biso-IGF-1 (75%): n=8.

. A p<0,05 und "~ p<0,001 vs. Pla-
Biso-IGF-1 (25%): n=7,

Auch beziglich des taglichen Fettverlustes bestand seitens der Bisoprololgruppe
(-0,41 + 0,26 g) und der Gruppe der Kombination 75% (-0,65 + 0,23 g) ein signifi-
kanter Unterschied (ANOVA p=0,0256) gegeniber der Placebogruppe (-0,99 +
0,05) wie Abb. 3.36 zu entnehmen ist. Den gréf3ten Fettmasseverlust hatten neben
der Placebogruppe die Tiere der IGF-1 Gruppe (-0,92 + 0,15 g) und die der niedri-
gen Kombinationsbehandlungsgruppe (-0,78 + 0,19 g ) zu verzeichnen.

Tabelle 3.13: Gesamtverlust an fettfreier Masse und
K.-W.: Kruskal-Wallis-Test.

Fettmasse. n: Anzahl der Tiere,

Gesamt - Placebo Bisoprolol IGF-1 Biso -IGF-1 | Biso-IGF-1 | K.-W.
verlust (g) (n=37) (n=8) (n=14) (25%) (75%)
(n=7) n=8
i +
;Ztg;z'e 41,39+1,99 | 1515+144 | 28.8+839 | 3343+ 117é2881‘ n.s.
0, 0, 0, 0, !
(26,3%) (10%) (17,5%) | 12,84 (21%) (11%)
Fettmasse | 11,48 £0,48 4,83 + 3,36 12,37 + 11,65+2,79 | 9,73+3,41 n.s.
(64,2%) (28%) 1,99 (57%) (58,5%) (47%)
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Die Gesamtverluste an fettfreier Masse und Fettmasse unterschieden sich bei den
in Tabelle 3.13 aufgefihrten Gruppen nicht signifikant voneinander (ANOVA p=0,06
und p=0,07). Die geringsten Verluste traten in der Bisoprololgruppe auf. Starker
ausgepragt waren die Verluste in aufsteigender Reihenfolge in der Gruppe der
Kombination 75%, der IGF-1 Gruppe und der Gruppe der Kombination 25%. Die

Placebogruppe hatte die gro3ten Einbul3en zu verzeichnen.

3.3.5 Organgewichte

Tabelle 3.14: Mittlere Organgewichte aller Versuchs
nisse vom ANOVA bzw. Kruskal-Wallis-Test. n: Anzahl
Wallis-Test. Signifikanzen sind mit ~p<0,05, "™ p<0

gekennzeichnet.

gruppen unter Angabe der Ergeb-
der Tiere, K.-W.: Kruskal-
,01 und " p<0,001 vs. Placebo

Organge- | Placebo | Bisoprolol IGF-1 | Biso-IGF-1 | Biso -IGF-1 | ANOVA | K.-W.
wicht (mg) | (n=37) (n=8) (n=14) (25%) (75%)
(n=7) (n=8)

Herz 505.21+ | 618.44+ | 539.56+ | 532.59 + 580.57 £ ns

14.00 47.90 31.57 58.41 50.21 -
Lunge 885.22+ | 976.30+ |1023.54+| 967.70 + 911.15+ ns

29.57 54.39 108.44 96.11 65.79 -
Leber 6093.39 | 7247.81+ | 7399.51 +| 6948.24 + | 7805.40 + ns

+227.81 829.46 440.45 901.53 1017.21 -

Milz 163.64+ | 416.56+ | 266.42+ | 25211+ 313.31+% 00078

10.01 | 123.42 MM | 49.29 M 95.25 99.39 M '
linke Nie- | 698.41+ | 751.10+ | 794.21+ | 814.64 + 807.15 + 0,016
re 16.58 44.94 24.74 ™M 64.90 » 57.157 9
rechte 719.89+ | 784.14+ | 82233+ | 838.81% 861.86 + 0,007
Niere 18.54 49.95 21.49 M 59.54 » 60.50 » 2
linke NN 35.13 ¢ 27.73 % 35.29 = 39.39 34.49 ns

1.77 1.76 1.23 3.91 2.23 o
rechte NN | 34.89 + 28.14 + 3195+ 33.73 33.94 ns

1.61 2.66 1.39 2.58 2.55 -
weil3es 86.38+ | 53247+ | 30120+ | 214.74+ 219.22 <0.0001
Fett 26.43 209.90 126.86 204.83 123.84 '
braunes 7859+ | 12855+ | 123.18+ | 104.93 + 121.97 0.0029
Fett 3.14 26.56 MM | 14.80 M | 24.607 17.87 "M '
M. gastro- | 713.22+ | 806.27+ | 847.58+ | 778.19 869.86 + ns
cnemius 14.07 143.40 51.37 ™M~ | 87.097 84.83 M1 -
M. soleus 69.73 £ 7431 % 76.70 £ 72.00 £ 80.13 + ns

1.43 6.45 3.49 5.50 6.42 -
M. tibialis | 262.49+ | 309.27+ | 325.06 + | 283.86 315.07 £ 00168

6.10 34.03" | 20.48 MA 29.34 30.95 M '
M. edl 63.66 + 72.81 % 74.04 £ 70.59 + 73.92 + ns

1.48 7.81 5.11 6.30 6.47 -

Am Tag 16 (Ende des Versuchszeitraums) lebten in der Placebogruppe noch 2 Tie-
re, in der Bisoprololgruppe 5 Tiere, in der IGF-1 Gruppe 3 Tiere, in der Gruppe der
niedrigen Kombinationsbehandlung 1 Tier und in der Gruppe der Kombination (75%)
2 Tiere.
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Der Gesamtgruppenvergleich hat statistisch signifikante Unterschiede bei der Milz,
der rechten und linken Niere, beim weil3en und braunem Fett sowie dem M. tibialis
ergeben (siehe Tab. 3.14). Signifikant hohere Gewichte der Milz im Vergleich zur
Placebogruppe wurden in der IGF-1 Gruppe (p=0,004), der Gruppe der Kombination
75% (p=0,004) und in der Bisoprololgruppe (p=0,0001) festgestellt. Sowohl das Ge-
wicht der linken als auch der rechten Niere war in der IGF-1 Gruppe (links p=0,004;
rechts p=0,0018), der Gruppe der Kombination 25% (links p=0,0467; rechts
p=0,0432) und der Gruppe der Kombination 75% (links p=0,0367; rechts p=0,0155)
signifikant hoher als in der Placebogruppe. Des Weiteren besalRen die IGF-1 Grup-
pe (p=0,0184) und die Bisoprololgruppe (p=0,0002) deutlich mehr weilRes Fett, als
die Placebogruppe.

Braunes Fett
200- [ Placebo
Bisoprolol
150 AMA A N I I1GF-1
Biso-IGF-1 (25%)
= T Biso-IGF-1 (75%)
= 1004 Q
- §
ol L L &

Abb. 3.37: Mittleres Gewicht des braunen Fettgewebe s. ” p<0,05 und " p<0,001 vs.
Placebo. Placebo: n=37, Bisoprolol: n=8, IGF-1: n=1 4, Biso-IGF-1 (25%): n=7,
Biso-IGF-1 (75%): n=8.

Abbildung 3.37 zeigt signifikante Abweichungen beim Gewicht des braunen Fettge-
webe (ANOVA p=0,0029). Den gréReren Gehalt an braunem Fettgewebe im Ver-
gleich zur Placebogruppe (78.59 + 3.14 g) hatten in aufsteigender Reihenfolge die
Gruppe der niedrigen Kombinationsbehandlung (104.93 + 24.6 g), die Bisoprololg-
ruppe (128.55 + 26.56 g), die Gruppe der Kombination 75% (121.97 + 17.87 g) und
die IGF-1 Gruppe (123.18 + 14.80 g).
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M. gastrocnemius
1500- — P!acebo
Bisoprolol
i IGF-1
1000- NN Biso-IGF-1 (25%)
- - Biso-IGF-1 (75%)
S — \\
500 §

Abb. 3.38: Darstellung des M. gastrocnemius. Placeb  0: n=37, Bisoprolol: n=8, IGF-1:
n=14, Biso-IGF-1 (25%): n=7, Biso-IGF-1 (75%): n=8.

Es gab unter den in Abb. 3.38 dargestellten Behandlungsgruppen keine statistisch
signifikanten Abweichungen bezlglich des Gewichts des M. gastrocnemius (K.-W.
p=0,09).

3.3.6 Spontane Aktivitat

Aktivitditsdnderung

0
[ Placebo

- Bisoprolol

) 0D IGF-1
Biso-IGF-1 (25%)

X -40- J_ Biso-1GF (75%)
-604 M A
e —
-80-

Abb. 3.39: Durchschnittliche Anderung der Aktivitat , an Tag 10 ermittelt im Vergleich
zu Tag -1. M* p<0,001 vs. Placebo. Placebo: n=33, Bisoprolol: n=8, IGF-1: n=14,
Biso-IGF-1 (25%): n=7, Biso-IGF-1 (75%): n=8.

Zum Zeitpunkt der Messung der spontanen Aktivitat und der Futteraufnahme waren

lediglich in der Placebogruppe 4 Tiere verstorben oder mussten vorzeitig getotet
werden.
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In Abb. 3.39 wird die Abnahme der Bewegungsintensitat von Tag -1 zu Tag 10 des
Versuchs veranschaulicht. Der Gesamtgruppenvergleich verdeutlicht signifikante
Unterschiede (ANOVA p=0,0067) hinsichtlich des Aktivitatsriickganges der Place-
bogruppe (-71%) im Vergleich zur Bisoprololgruppe (-42%) und zur IGF-1 Gruppe (-
49%). Neben der Placebogruppe fiel der Rickgang der Bewegungsintensitat in der
Gruppe der Kombination 25% am starksten aus (63%), gefolgt von der Gruppe der
hohen Kombination (-54%).

3.3.7 Futteraufnahme

Futteraufnahme Tag 10
15+ A 3 Placebo
N Bisoprolol
W 0 IGF-1
10- T Biso-IGF-1 (25%)
Biso-IGF-1 (75%)
° T
54 N
- §
oL, N

Abb. 3.40: Darstellung der an Tag 10 des Versuchs d  urchschnittlich aufgenommenen
Futtermenge. * p<0,05 und " p<0,001 vs. Placebo. Placebo: n=33, Bisoprolol: n=8,
IGF-1: n=14, Biso-IGF-1 (25%): n=7, Biso-IGF-1 (75% ): n=8.

Die aufgenommene Futtermenge der in Abb. 3.40 dargestellten Behandlungsgrup-
pen unterschied sich signifikant an Tag 10 des Versuchs (ANOVA p=0,0065). Die
Placebogruppe hat mit 3,17 + 0,47 g am wenigsten Futter zu sich genommen, ge-
folgt von der Gruppe der niedrigen Kombination (5,57 + 2,49 g). Es reihen sich die
Gruppe der Kombination 75% (8,38 + 4,04 g) und die IGF-1 Gruppe (8,86 + 2,12 @)
in den Gesamtgruppenvergleich ein. Die groRte Futtermenge wurde durch die Bi-
soprololgruppe (10,75 * 3,07 g) verzehrt.
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3.3.8 Herzfunktion

Bei den an Tag 0 durchgefiihrten echokardiographischen Messungen (siehe Tabelle
3.15) haben sich signifikante Unterschiede beim diastolischen interventrikuléaren
Septum, den diastolisch und systolisch ermittelten Hinterwandstarken, der Masse
des linken Ventrikels, sowie dem Schlag- und Herzminutenvolumen ergeben.

Das diastolisch ermittelte interventrikulare Septum der IGF-1 Gruppe war signifikant
breiter im Vergleich zur Placebo- (p=0,0061) und Bisoprololgruppe (p=0,0344). In
beiden Phasen der Herzaktion waren die Hinterwédnde der Bisoprololgruppe am
dunnsten, gefolgt von der Placebogruppe. In der Diastole schliel3t sich die Gruppe
der niedrigen Kombination und die Gruppe der Kombination 75% an. In der Systole
war die Reihenfolge umgekehrt und der Unterschied zwischen beiden Kombi-
nationsbehandlungen fiel signifikant aus (p=0,014). Die IGF-1 Gruppe hatte wah-
rend der beiden Herzaktionen die breitesten Hinterwdnde. Die grof3ere Masse be-
zuglich des linken Ventrikels, im Vergleich zur Bisoprololgruppe, hatten in aufstei-
gender Reihenfolge die Placebogruppe, die Gruppe der niedrigen und hohen
Kombinationsbehandlung und die IGF-1 Gruppe. Sowohl das Schlag- als auch das
Herzminutenvolumen war in der Placebogruppe am niedrigsten, gefolgt von der
IGF-1 Gruppe. Die grof3ten Volumina hatte die Bisoprololgruppe. Dazwischen reihen
sich die beiden Kombinationsbehandlungen ein, die sich nicht signifikant voneinan-
der unterschieden.
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Tabelle 3.15: Echokardiographische Parameter aller

Angabe der Ergebnisse vom ANOVA und Kruskal-Wallis

W.: Kruskal-Wallis-Test, LV: linksventrikuléar, d: e
LVEF: Ejektionsfraktion, LVFS: fractional shortenin

men, LVESV: endsystolisches Volumen, LVSV: Schlagvo

diastolischer Diameter, LVESD: endsystolischer Diam

tum, HMV: Herzminutenvolumen, HF: Herzfrequenz, bpm

Hinterwand, LV mass corrected: Annahe- rungswert fl
kels, E/A: Einflussprofil iber der Mitralklappe. n.

Test sind wie folgt gekennzeichnet: ~ p<0,05, "p<0
p<0,05 vs. Bisoprolol, # p<0,05vs. IGF-1; + p<0,0 5 vs. BisolGF-1 25%.

Versuchsgruppen an Tag 0 mit
Test. n: Anzahl der Tiere, K.-
nddiastolisch, s: endsystolisch,

g, LVEDV: enddiastolisches Volu-

lumen, LVEDD: end-

eter, IVS: interventrikulares Sep-

: beats per minute, LVPW:
r die Masse des linken Ventri-

s.: nicht signifikant; Statistisch be-
deutsame Ergebnisse des ANOVA und Kruskal-Wallis: p

<0,05. Signifikanzen beim t-
,01 und ""p<0,001 vs. Placebo; °

Parame- | Placebo Biso - IGF-1 Biso -IGF-1 | Biso -IGF-1 | ANO- K.-W.
ter (n=37) prolol (n=14) (25%) (75%) VA
(n=8) (n=7) (n=8)
7474 + | 79.95 + 76.98 + 76.49 + 78.48 + n.s.
LVEF (%) 1.47 1.32 1.37 1.26 0.70
4917+ | 49.95+ 51.98 + 50.70 + 4851 + n.s.
LVFS (%) 1.16 2.80 2.19 1.68 2.16
253.31+| 284.06 + | 248.30 280.68 + 279.48 + n.s.
EDV (ml) 7.80 13.29 10.37 7.99 8.04
63.46+ | 56.86 * 59.24 + 65.87 + 59.94 + n.s.
ESV (ml) 3.89 4.67 3.39 3.70 1.72
LVSV 190.32+ | 227.19+ | 196.30 214.80 + 219.55 + 0,031
(ml) 7.06 11.28 ~ 8.69 ° 7.50 7.56 "
LVEDD 6.22 + 650+ [6.13+0.11 |6.47+0.17 | 6.32+0.09 n.s.
(mm) 0.08 0.21
LVESD 3.17 + 3.27+ |297+0.18|3.20+0.17 | 3.26 £0.17 n.s.
(mm) 0.09 0.25
IVS d 1.57 + 145+ |[1.78+0.09 |1.54+0.06|1.63+0.06 | 0,0166
(mm) 0.03 0,11 AN o
IVS's 2.75 + 2,78+ [2.93+0.12|2.85+0.13 |2.90 +0.09 n.s.
(mm) 0.05 0,15
HMV 78.74 + | 93.37 % 79.39 + 88.76 + 93.20 + 0,0146
(ml/min) 2.91 436 " 3.57° 3.52 3.52#
411.28 + | 411.86+ | 407.14 + 413.00 + 42475 + n.s.
HF (bpm) 5.32 7.12 7.33 6.20 8.18
LVPW d 1.75 % 1,47+ |2.11+0.07 1.84 1.88 +0.08 <0,0001
(mm) 0.05 0,117 AN o 0.09", % # NS H
LVPW s 2.78 + 267+ |3.15+0.09 |3.13+0.07 | 2.95+0.10 0,0003
(mm) 0.05 0,12 M@ A +
527.13+| 472,70+ | 652.82+ 572.32 + 589.09 + 0,0062
LV mass 12.32 37,13 30.01 M, 22.74 28.57 7, °
(mg) ®
155+ 154+ |158+0.08|1.46+0.07|1.46+0.12 n.s.
E/A 0.05 0.09
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Tabelle 3.16: Echokardiographische Parameter an Tag
der Ergebnisse vom ANOVA bzw. Kruskal-Wallis Test.
Kruskal-Wallis-Test. LV: linksventrikular, d:enddia
Ejektionsfraktion, LVFS: fractional shortening, LVE

LVESV: endsystolisches Volumen, LVSV: Schlagvolumen

Diameter, LVESD: endsystolischer Diameter, IVS: int
Herzminutenvolumen, HF: Herzfrequenz, bpm: beats pe
LV mass corrected: Korrekturwert fir die Masse des
profil iber der Mitralklappe; n.s.: nicht signifika
und Kruskal-Wallis: p<0,05. Signifikanzen der t-Tes
zeichnet: *p<0,01 und *p<0,001 vs. Bisoprolol; #

11 des Versuchs mit Angabe
n: Anzahl der Tiere, K.-W.:
stolisch, s:endsystolisch, LVEF:
DV: enddiastolisches Volumen,
, LVEDD: enddiastolischer
erventrikulares Septum, HMV:
r minute, LVPW: Hinterwand,
linken Ventrikels, E/A: Einfluss-

nt; Signifikante Werte vom ANOVA

ts sind folgendermalRen gekenn-

p<0,05 und ## p<0,01 vs. IGF-1;

Parame- | Placebo Biso - IGF-1 Biso -IGF-1 | Biso -IGF-1 | ANO- K.-W.
ter (n=29) prolol (n=14) (25%) (75%) VA
(n=7) (n=6) (n=6)
48,94 + 54,77 + 65,88 + 56,29 + 52,82 + n.s.
LVEF (%) 2,77 7,06 3,92 3,99 5,98
28,13 + 27,71 + 4153 + 32,66 + 32,44 + 0,0288
LVFS (%) 2,23 5,37 3,48 M 2,25 4,14
LVEDV 177,75+ | 219,95+ | 177,05+ 200,62 + 219,31 n.s.
(ml) 11,45 46,44 22,44 36,87 27,37
LVESV 88,85 + 82,55 + 55,42 + 82,16 + 95,86 + 0,0123
(ml) 6,44 14,02 6,23 M 9,91 # 10,52 #4
LVSV 88,90+ | 137,40+ | 126,86 + 118,45 + 123,44 £ n.s.
(ml) 8,20 36,49 21,74 29,76 28,37
LVEDD 5,48 + 5,85+ 5,34 + 5,84+0,32 | 5,93 +0,22 n.s.
(mm) 0,09 0,54 0,22
LVESD 3,94 + 4,06 3,10 + 3,90+0,13 | 3.99+£0.25 0,0052
(mm) 0,13 0,18 0,20 M, ® AN A
IVS d 1,52 + 1,81 + 1,78 = 1,68 +£0,05 | 1,60+0,13 n.s.
(mm) 0,05 0,21 0,09
IVS's 2,20 + 2,49 + 2,80 + 2,56 +0,08 | 2,32 +0,17 0,0008
(mm) 0,07 0,15 0,10 MA A #
HMV 30,94 + 30,96 + 46,68 + 33,74 + 36,32 + n.s.
(ml/min) 3,62 11,65 9,80 12,84 12,89
343,33+ | 211,33+ | 343,00 247,43 + 244,38 + | 0,0011
HF (bpm) 19,12 25,53 M 5,16 ® 27,09 A 32,96
LVPW d 1,63 1,66 1,72 + 1,75+0,14 | 1,72 +0,12 n.s.
(mm) 0,04 0,19 0,05
LVPW s 2,11 + 2,28 + 2,47 + 2,20+0,08 | 2,31 +0,23 n.s.
(mm) 0,07 0,13 0,12
LV mass | 401,74+ | 487,00+ | 450,80 + 502,99 + 506,45+ | 0,0057
(mg) 10,88 35,24 M 18,49 ~ 29,41 MAn 68,69 ™M
1,58 + 1,82 + 1,46 = 1,81+0,24 | 1,31+£0,13 n.s.
E/A 0,31 0,22 0,08

An Tag 11 des Versuchs waren 8 Tiere der Placebogruppe, 1 Tier der niedrigen
Kombinationsbehandlung und 2 Tiere der hohen Kombinationsbehandlung verstor-
ben oder mussten vorzeitig getdtet werden. Tabelle 3.16 zeigt signifikante Unter-
schiede, bei den an Tag 11 erhobenen echokardiographischen Daten bezlglich der
systolischen Volumina und Diameter sowie interventrikularen Septen, der Masse
des linken Ventrikels, der Herzfrequenz und der Verkiurzungsfraktion. Die Abwei-
chungen der Gruppen der beiden Kombinationstherapien gegentuber der Bisopro-
lolgruppe waren nicht signifikant.
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Der kleinste systolisch ermittelte Diameter lag in der IGF-1 Gruppe vor, gefolgt von
der Gruppe der niedrigen Kombinationsbehandlung und der Placebogruppe. Am
grofiten waren die Diameter in der Bisoprololgruppe und nachfolgend in der Gruppe
der hohen Kombinationsbehandlung.

Das geringste endsystolische Volumen lag in der IGF-1 Gruppe vor. Héhere Werte
hatten in aufsteigender Reihenfolge die Gruppe der Kombination 25%, die Bisopro-
lolgruppe, die Placebogruppe und die Gruppe der Kombination 75%. Der Unter-
schied zur Bisoprololgruppe war allerdings statistisch nicht signifikant.

Das breiteste interventrikulare Septum wahrend der Systole wurde in der IGF-1 Be-
handlungsgruppe erfasst, gefolgt von der Gruppe der niedrigen Kombination. Es
schlossen sich die Bisoprololgruppe, die Gruppe der hohen Kombination und die
Placebogruppe an.

Herzminutenvolumen Tag 11
60- [ Placebo
T Bisoprolol
[0 IGF-1

404 -|- Biso-IGF-1 (25%)
= Biso-IGF-1 (75%)
£ \

20- \

Al 1L N
Abbildung 3.41: Durchschnittliches Blutvolumen, das pro Minute aus dem Herzen

gepumpt wird. Placebo: n=33, Bisoprolol: n=8, IGF-1  : n=14, Biso-IGF-1 (25%): n=6,
Biso-IGF-1 (75%): n=6.

Abb. 3.41 zeigt, dass die IGF-1 Gruppe im Vergleich zu den tbrigen Versuchsgrup-
pen, deren Herzminutenvolumina sich kaum voneinander unterschieden, das grof3te
Herzminutenvolumen aus dem Ventrikel beférdert hat. Der Unterschied war jedoch
nicht signifikant (K.-W. p=0,5686).

Die hochste Herzfrequenz in diesem Vergleich hatte die Placebogruppe, gefolgt von
der IGF-1 Gruppe. Damit bestanden signifikante Unterschiede zur Bisoprololgruppe
mit der niedrigsten Herzfrequenz und zu den Kombinationstherapien, die mit etwa
gleichen Herzfrequenzen im Bereich dazwischen lagen.
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Ejektionsfraktion Tag 11
80- 1 Placebo
Bisoprolol
I IGF-1
607 1 - Biso-IGF-1 (25%)
- N .
Biso-1GF-1 (75%)
S 404 §
A L1 N

Abb. 3.42: Darstellung der Auswurffraktion, ermitte It an Tag 11 des Versuchs. Kruskal-
Wallis p=0,0822. Placebo: n=33, Bisoprolol: n=8, IG  F-1: n=14, Biso-IGF-1 (25%): n=6,
Biso-IGF-1 (75%): n=6.

Die in Abb. 3.42 dargestellte Ejektionsfraktion unterschied sich an Tag 11 des Ver-
suchs in den Behandlungsgruppen nicht signifikant voneinander.

Verkirzungsfraktion Tag 11
50- M Cc P!acebo
Bisoprolol
40 I IGF-1
- Biso-IGF-1 (25%)
34 — \j Biso-IGF-1 (75%)
=S
) N
I I
Abb. 3.43: Durchschnittliche Verkirzung des linken Herzens wahrend des Pumpvor-

gangs. Kruskal-Wallis p=0,0028. " p<0,01 vs. Place  bo. Placebo: n=33, Bisoprolol:
n=8, IGF-1: n=14, Biso-IGF-1 (25%): n=6, Biso-IGF-1 (75%): n=6.

Abb. 3.43 zeigt die seitens der IGF-1 Behandlungsgruppe signifikant bessere Ver-
kurzungsfraktion im Vergleich zu den anderen Behandlungsgruppen, die sich nicht
signifikant voneinander unterschieden.
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4 Diskussion

Das Vorhandensein einer Kachexie bei Tumorerkrankungen ist ein Anzeichen flr
eine schlechte Prognose [19]. Derzeitige praventive und therapeutische Mdoglichkei-
ten sind groRtenteils wirkungslos [2]. Laut Warren et al. sterben 22% der Patienten,
die das Endstadium einer Tumorerkrankung erreicht haben an der Begleiterkran-
kung Kachexie [221].

Mit Hilfe der vorliegenden Studie sollte in einem Rattenmodell der Tumor-Kachexie
der Einfluss von Bisoprolol und IGF-1 einzeln, sowie in der Kombination ergriindet
werden. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf folgende Parameter gelegt:

+ Mortalitat

e Tumoreigenschaften
* Gewichtsverlauf, Kdrperzusammensetzung, Organgewicht
e Spontane Aktivitat, Futteraufnahme

¢ Herzfunktion

Dazu wurde ein an der Ratte bereits etabliertes, international weit verbreitetes Mo-
dell der Tumor-Kachexie verwandt- das sogenannte Yoshida AH-130 Hepatoma
Modell. Dieses Ratten-Modell hat den Vorteil, dass der Tumor eine grof3e Reprodu-
Zierbarkeit besitzt [220]. AuRerdem kommt es infolge des typischen Verlaufs der
Erkrankung bei diesem Modell zu weniger Variabilitaten, wodurch geringere Tier-
zahlen im Vergleich zu anderen Modellen bendétigt werden. Das Yoshida AH-130
Hepatom enthélt vor allem wenig differenzierte Zellen, die sich in relativ kurzer Zeit
(1 Tag) verdoppeln [222]. Das exponentielle Wachstum des Tumors erstreckt sich
von Tag 2 bis 7 nach Inokulation [223]. Ab dem siebten Tag stellt sich ein Plateau
ein [223, 224]. In der letzten Phase seines Wachstums erzeugt der Tumor eine Ano-
rexie [224]. Die Zellmasse des Tumors macht bei einer 200 g schweren Ratte ab
dem 7. Tag ca. 1% des Korpergewichts aus. Es kommt zur Bildung von Aszitesflls-
sigkeit [220]. Die Tiere verlieren sowohl Muskel- als auch Fettmasse [225, 226] und
sterben unbehandelt 14 bis 16 Tage nach Tumorinokulation [220].

Die 8 Shamtiere sind eine wichtige Gruppierung im Rahmen des gesamten Ver-
suchs, weil sie die natirliche Entwicklung der Tiere widerspiegeln und deren Ergeb-
nisse somit als Referenzwerte angesehen werden kénnen.

83
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4.1 Placebo-Sham vs. Placebo-Tumor

4.1.1 Mortalitat

In der Shamgruppe ist erwartungsgemal kein Tier innerhalb des Versuchszeit-
raums gestorben. Dagegen erreichten nur 2 von 37 Tieren der Tumorgruppe das
Ende des Versuchszeitraums, womit bei unbehandelten Tieren, bei denen das Yos-
hida AH-130 Hepatoma Modell eingesetzt wird, zu rechnen ist [220, 227]. Die Tiere
zeigen etwa 10 Tage nach der Tumorinokulation einen ausgesprochen aufgetriebe-
nen Bauch und starben bzw. mussten infolge der ausgebreiteten Infiltration des Tu-
mors vorzeitig getotet werden [220].

4.1.2 Gewichtsverlauf, Kérperzusammensetzung und Or-
gangewichte

Aufgrund der identischen Koérpergewichte beider Gruppen zu Beginn des Versuchs
ist ein direkter Vergleich der durchschnittlichen absoluten Endgewichte ohne Tumor
beider Gruppen zuldssig. Das Endgewicht in der Tumorgruppe (147,95 £ 2,56 Q)
war erwartungsgeman signifikant niedriger als das der Shamtiere (268,38 + 5,30 Q).
Die Tiere der Tumorgruppe nahmen im Durchschnitt 4,74 + 0,17 g pro Tag ab und
hatten dadurch einen Gesamtgewichtsverlust von 27%. Im Gegensatz dazu nahmen
die Shamtiere taglich 3,88 + 0,23 g zu, wodurch ein Gesamtgewichtszuwachs von
21% zustande kam. Die Gewichtsentwicklung verlief in den einzelnen Gruppen nicht
linear. Da die Todeszeitpunkte der Tiere unterschiedlich waren, wurde der Gesamt-
verlust an Gewicht, Fett bzw. fettfreier Masse des einzelnen Tieres in Relation zur
Uberlebensdauer gesetzt. Aus den Einzelwerten fiir den taglichen Verlust wurde der
Mittelwert der gesamten Gruppe berechnet. Dies gilt auch fur die nachfolgenden
Gruppenvergleiche.

Aufgrund der im zweitagigen Abstand durchgefiihrten Messungen mit Hilfe des
Kernresonanztomographen ist es moglich, Aussagen zur Veranderung der Gewebe-
zusammensetzung, die im Laufe dieser Studie auftraten, zu machen. Prozentual
gesehen, verlor die Tumorgruppe im Verlauf 26,4% ihrer fettfreien Masse. Die
Shamtiere hatten im Vergleich dazu einen Zuwachs von 25,9% fettfreier Masse. Der
Verlust der Fettmasse belief sich in der Tumorgruppe auf 64,5% in Relation zum
Ausgangsgewicht.
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Die Shamgruppe gewann 50,5% der urspriinglichen Fettmasse dazu. Aufl3erdem
wurde der durchschnittliche tagliche Zuwachs bzw. Verlust an fettfreier Masse sowie
Fettmasse bestimmt.

Sowohl der Anteil der fettfreien Masse, als auch der Fettmasse ist in der Shamgrup-
pe gestiegen. Dagegen kam es in der Tumorgruppe taglich zu einem Verlust von
3,51 + 0,15 g fettfreier Masse und 0,99 + 0,05 g Fett, wodurch sich beide Versuchs-
gruppen signifikant voneinander differenziert haben (siehe Abb. 3.5 und 3.6). Die
Zahlen bestatigen, dass der bei der Tumor-Kachexie auftretende Gewichtsverlust
sowohl durch den Verlust von Fett- als auch Muskelmasse gekennzeichnet ist [228].
Betroffen sind nicht nur die peripheren, sondern auch die respiratorischen Skelett-
muskeln.

Der Verlust von Muskelmasse scheint in kachektischen Zustanden hauptséchlich
auf einem vermehrten Proteinabbau zu beruhen. In einem Versuch von Tessitore et
al. zum Yoshida AH-130 Hepatom, kam es zu einem zwei- bis dreifach gesteigerten
Proteinabbau, der damit den dominierenden Prozess im Proteinmetabolismus dar-
stellte, was in der Konsequenz zu einem Proteinverlust flhrte [229]. Zahlreiche Stu-
dien belegen, dass bei einer Kachexie ein Grol3teil der Muskelproteine vom UPS
abgebaut wird [230-232]. Beispielsweise zeigten Llovera und Temparis et al., dass
bei Ratten die Implantation des Yoshida AH-130 Hepatoms in einer Hochregulation
des UPS resultierte, was anhand der erhéhten mRNA-Spiegel der Ubiquitin- und
Proteasomen-Untereinheiten [230, 232, 233], sowie der Erhdhung des intrazellula-
ren Ubiquitins und der mit Ubiquitin konjugierten Proteine zu erkennen war [230].
Alle entnommenen Muskeln waren in der Tumorgruppe signifikant leichter als in der
Shamgruppe (p<0,0001). Am deutlichsten wurde der Unterschied bezuglich der
Skelettmuskelmasse beim Musculus gastrocnemius, was auch Tessitore et al. ge-
zeigt haben [234]. In der Tumorgruppe war sein Gewicht verglichen mit der Shamg-
ruppe um 44,7% niedriger. Auch der EDL unterlag mit einem Gewichtsunterschied
zwischen beiden Versuchsgruppen von 42,1% einem starken Abbau. Der M. soleus
war in der Tumorgruppe nur 30,3% leichter im Vergleich zur Shamgruppe. Eine
madgliche Erklarung dafur wére, dass die roten, langsamen Muskelfasern, aus denen
der M. soleus besteht, einem verzogerten Abbau unterliegen [107, 235, 236] vergli-
chen mit den schnellen, wei3en Fasern, die der EDL enthdlt [237]. Da der M. gast-
rocnemius ein gemischter Muskel ist, der sowohl langsame, rote, als auch schnelle,
weille Fasern enthalt, war der Muskelschwund verhaltnismagig starker ausgepragt
verglichen mit dem M. soleus [235].
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Die Menge des interskapularen braunen Fettgewebes ist in der Tumorgruppe im
Vergleich zur Shamgruppe um rund 64% reduziert gewesen. Zu einem Verlust an
braunem Fettgewebe kam es auch in anderen Studien zum Yoshida AH-130 Hepa-
tom [226, 238, 239]. Der Verlust an Fettgewebe ist u.a. das Resultat einer gestei-
gerten lipolytischen Aktivitdt der HSL, woraus eine vermehrte Freisetzung von Gly-
cerin und Fettsauren folgt [53, 91]. In einer Studie an rund 300 Patienten mit
gastrointestinalen Tumoren konnten Agustsson et al. zeigen, dass eine gesteigerte
lipolytische Aktivitat bei kachektischen Patienten vorliegt, da die Plasmakonzen-
trationen an Fettsduren und Glycerin im Vergleich zu den Kontrollgruppen doppelt
so hoch waren. Zudem stellten sie heraus, dass die Expression der HSL mRNA im
Fettgewebe kachektischer Patienten um 50% hoéher war verglichen mit den Kont-
rollgruppen [240].

Eine weitere Ursache ist die herabgesetzte Aktivitdt der Lipoproteinlipase, ein En-
zym, das fur die Spaltung von endo- und exogenen Triacylglycerinen (Lipoproteine)
verantwortlich ist [53]. Dies konnte in verschiedenen tierexperimentellen Studien, die
unterschiedliche Tumormodelle genutzt haben, veranschaulicht werden [241-243],
Der Verlust an Muskel- und Fettmasse und der sich daraus ergebende, oben be-
schriebene Gewichtsverlust in der Tumorgruppe ist auf die durch den Tumor verur-
sachten Veranderungen im Stoffwechsel zurtick zu fuhren, durch die katabole Pro-
zesse die Oberhand Uber anabole Prozesse gewinnen [15]. Zudem ist die
verminderte Nahrungsaufnahme (siehe Kapitel 4.1.3) mitverantwortlich fir den Ge-
wichtsverlust, was auch in anderen Studien gezeigt werden konnte [244, 245]. Auch
der Aktivitatsrickgang (siehe Kapitel 4.1.3), der wiederum einen Muskelabbau nach
sich zieht, kdnnte zum Gewichtsverlust beigetragen haben [246].

Die Organe der Tumorgruppe waren, bis auf die Nebennieren, signifikant leichter
verglichen mit den normal entwickelten Organen der Tiere der Shamgruppe (siehe
Tabelle 3.2), was auch Costelli et al. berichteten [244]. Die Ursache hierflr ist der
mit der Tumor-Kachexie einhergehende Gewebsschwund (Atrophie) der Organe,
auch ,Multi-organ damage” genannt [227], der zu einem Funktionsausfall der Orga-
ne fuhren kann, was beispielsweise anhand der Verschlechterung der Herzfunktion
deutlich wird. Die Organ- und Gewebsrtlickbildung ist in erster Linie durch einen Ver-
lust an Proteinen gekennzeichnet, der, wie Tessitore et al. herausstellten, entweder
durch einen verstarkten Katabolismus, wie beispielsweise in der Leber oder durch
eine verminderte Syntheserate, wie im Herzen hervorgerufen wird [234].
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In der vorliegenden Studie war das durchschnittliche Herzgewicht der Tumorgruppe
rund 35,9% niedriger als das der Shamgruppe, was die Vermutung nahe legt, dass
nicht nur die Synthese kardialer Proteine in der Tumorgruppe beeintrachtigt war,
sondern auch ein verstarkter Proteinabbau stattgefunden haben muss.

Die Nebennieren der Tumortiere waren im Gegensatz zu denen der Shamgruppe
schwerer, was auch Tessitore et al. gezeigt haben [234]. Eine Ursache hierfur stellt
mdglicherweise die katabole Stoffwechsellage der Tumortiere dar, in der die Ne-
bennierenrinde vermehrt katabole Hormone (Cortisol) bereitstellt [4]. Die Ausschiit-
tung von Cortisol férdert die Gluconeogenese v.a. aus Aminosauren, aber auch aus
Fettsauren, sowie die Glykogenbildung in der Leber, was der Energiebereitstellung
dient.

Die Hemmung der Proteinsynthese durch Cortisol hat eine verminderte Synthese
entziindungsfoérdernder Substanzen, und damit eine entziindungshemmende Wir-
kung zur Folge.

Aulerdem wurde eine Dysregulation des autonomen Nervensystems mit gestei-
gerter Aktivierung des Sympathikus bei Tumor-Kachexiepatienten beobachtet [80],
die mit erhdhten Catecholaminkonzentrationen (Adrenalin, Noradrenalin) einher ging
[247]. Obendrein war auch die Ausscheidung adrenerger Substanzen mit dem Urin
bei kachektischen Tumorpatienten erhdht [83]. Eine zusatzliche Aktivierung des
Sympathikus mit gesteigerter Noradrenalinausschittung als kompensatorischer
Reaktion auf die funktionellen Stérungen des Herzens [248] (siehe Kapitel 4.1.3)
kommt wahrscheinlich erschwerend hinzu.

4.1.3 Spontane Aktivitat und Futteraufnahme

Sowohl die spontane Aktivitat, als auch die Futteraufnahme kénnen als Indikatoren
fur die Lebensqualitat bei Tieren angesehen werden. Bauhofer et al. haben gezeigt,
dass diese Parameter (sowie die Kdrpertemperatur und die Wasseraufnahme), mit
deren Hilfe das Krankheitsverhalten der Tiere erfasst werden kann, ein Aquivalent
zur Lebensqualitat beim Menschen darstellen [249].

Die spontane Aktivitat ist an Tag 10 im Vergleich zu Tag -1 des Versuchs in beiden
Gruppen zurtickgegangen, jedoch in unterschiedlichem Ausmal. In der Tumorgrup-
pe kam es zu einer fast vierfach starkeren Abnahme der Bewegungsintensitat ver-
glichen mit der Shamgruppe, die einen Rickgang von rund 19,1% zu verzeichnen
hatte.
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Es ist anzunehmen, dass ein Rickgang der Bewegungsintensitat bei gesunden Rat-
ten in diesem Rahmen als normal angesehen werden kann und sich moglicherweise
mit dem Alterwerden und damit ruhigerem Verhalten der Tiere erklaren lasst.
Obendrein haben sich die Tiere nach 10 Tagen vermutlich an den Ablauf gewdhnt
und verhalten sich dementsprechend ruhiger. Dagegen konnte man bei den Tumor-
tieren zusatzlich mit einer Abnahme der Bewegungsintensitat ab dem Tag 7 nach
der Tumorinokulation rechnen, da die Bewegungsintensitat der Tiere nach Erreichen
der Plateauphase des Tumorwachstums abnimmt [250]. Auch in anderen tierexpe-
rimentellen Tumor-Kachexie-Modellen wurde ein Rickgang der Aktivitat beobachtet
[251-253]. Die Bewegungsintensitéat der Tiere ist, ahnlich wie bei der chronischen
Herzinsuffizienz, die nicht selten mit einer Kachexie einhergeht [153, 247, 254-256],
nicht nur durch die schnelle Ermidung der Skelettmuskeln limitiert, sondern auch
durch die moglicherweise auftretende Dyspnoe infolge der Veranderungen der At-
mungsmuskulatur [257]. Hinzu kommt die eventuell einge-schrankte Ausdehnungs-
fahigkeit der Lunge als Folge der Verlagerung des Zwerchfells nach kranial (siehe
Kap. 4.3.2), die eine Atemdepression nach sich ziehen kann [258].

In der Tumorgruppe ging die Futteraufnahme um 84% zurlick. Die Shamgruppe
nahm am Tag 10 3,2% weniger Futter auf (p<0,0001). Der durch den Tumor verur-
sachte Rickgang der Futteraufnahme entspricht den in anderen Studien, in denen
das Yoshida AH-130 Hepatom-Modell zur Anwendung kam, gemachten Beobach-
tungen [226, 234, 238, 239]. Ursache fur die reduzierte Nahrungsmenge ist u.a. die
durch den Tumor induzierte Anorexie [224]. Die in der Shamgruppe verzehrte Nah-
rungsmenge stimmt in etwa mit der Menge, die auch schon an Tag -1 des Versuchs
aufgenommen wurde Uberein, was auch Costelli et al. gezeigt haben [259].
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4.1.4 Herzfunktion

Die an Tag 0 des Versuchs ermittelten echokardiographischen Parameter verhalten
sich in beiden Gruppen in etwa gleich (siehe Tabelle 3.3). Dies sollte erwartungs-
gemalR auch so sein, da die Tiere aus derselben Zucht stammen, gleich alt sind,
ahnliche Ausgangsgewichte haben und gesund sein sollten.

Bei den an Tag 11 erhobenen echokardiographischen Daten sind bis auf das systo-
lisch ermittelte interventrikulare Septum und die E/A-Ratio (siehe Tabelle 3.4) alle
Parameter signifikant unterschiedlich. Die Werte der Shamgruppe koénnen als
Normwerte angesehen werden, da es sich bei dieser Gruppe um gesunde Tiere
handelt.

Die signifikant diinneren Septen und Wande der Tumorgruppe resultieren in einer
geringeren Herzmasse, was mit dem Muskelmasseverlust, ausgeltst durch die Tu-
mor-Kachexie in unmittelbarem Zusammenhang steht. Schlag- und Herzminutenvo-
lumen sind damit aufgrund der reduzierten Kontraktionsfahigkeit des Herzmuskels in
der Tumorgruppe deutlich vermindert gewesen, was auch anhand der geringen
enddiastolischen und erhdhten endsystolischen Ventrikelfillung nachzuvollziehen
ist. Die reduzierte Ejektions- und Verkirzungsfraktion spiegelt ebenso die unver-
kennbar verschlechterte Pumpleistung des Herzens der Tiere der Tumorgruppe
wider.

Der Verlust an fettfreier Masse ist ein Hauptmerkmal der Tumor-Kachexie, wovon
nicht nur die Skelettmuskulatur, sondern auch die kardialen Proteine betroffen sind
[239]. Aufgrund der katabolen Stoffwechsellage bei Tumor-Kachexiepatienten, ent-
wickelt sich im gesamten Organismus eine Muskelschwache, die am Herzen eine
linksventrikuléare systolische Dysfunktion nach sich ziehen kann.

Ein reduziertes Herzminutenvolumen in der frihen Entwicklungsphase einer Herzin-
suffizienz fuhrt zur Minderperfusion von Organen, die kompensatorisch in einer Akti-
vierung des adrenergen Systems und der anschlie3enden Freisetzung von Neuro-
hormonen wie Noradrenalin resultiert [260]. Infolge dessen wird kurzfristig die
Kontraktionskraft des Ventrikels gesteigert, der Gefa3widerstand, das Herzminuten-
volumen sowie der Blutdruck erhdht. Die anhaltende adrenerge Aktivierung steigert
den Sauerstoffbedarf im Myokard. Die Ischamie und der oxidative Stress nehmen
zu. Durch die periphere Vasokonstriktion, die einen Anstieg der Vor- und Nachlast
bewirkt, erfahrt der Ventrikel eine zusatzliche Belastung. Zudem wirken hohe Cate-
cholaminspiegel kardiotoxisch [261]. Communal et al. zeigten, dass Noradrenalin
zur Apoptose von Herzmuskelzellen fuhrt [262].
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Die E/A-Ratio, als Maf3 fur die diastolische Relaxation/Fillung und damit ein Para-
meter flr eine mdgliche diastolische Dysfunktion, war in der Tumorgruppe geringfi-
gig, aber nicht signifikant kleiner. Erst ein Quotient <1 wére ein Anzeichen flur eine
diastolische Funktionsstdrung.

Die Tumorgruppe verdeutlicht mit ihrer merklich geschwéachten Herzfunktion, dass
sich infolge der unbehandelten Tumor-Kachexie u.a. auch eine Herzinsuffizienz
entwickeln kann.

Es gibt eine Vielzahl tierexperimenteller Methoden, um eine Tumor-Kachexie zu
erzeugen. Das Yoshida AH-130 Hepatoma Modell ist ein etabliertes Kachexie-
Modell an der Ratte, was im Rahmen dieser Studie bestatigt werden konnte.

Es gibt offensichtliche Ubereinstimmungen zwischen dem Erscheinungsbild des hier
eingesetzten experimentellen Tumor-Kachexie-Modells und den Symptomen, die
bei einem kachektischen Patienten auftreten, der sich im Endstadium einer Tumor-
erkrankung befindet. Beispielsweise haben die Tiere der Tumorgruppe im Verlauf
des Versuchs rund 27,2% ihres Ausgangsgewichts verloren.

Die Nahrungsaufnahme ist in der Tumorgruppe im Schnitt um ca. 84% zurtickge-
gangen. Auch die Bewegungsintensitat hat zum Ende des Versuchs hin stark abge-
nommen.

Diese Kriterien, sowie der tagliche Verlust an fettfreier Masse von 3,51 + 0,15 g in
der Tumorgruppe sind ein Hinweis darauf, dass das in diesem Versuch angewandte
Tumor-Modell valide ist. Zusammenfassend ist zu sagen, dass die oben genannten
Kriterien mit den Veranderungen lbereinstimmen, wie sie u.a. bei Tumorpatienten
im Endstadium ihrer Erkrankung beobachtet werden [263, 264].
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4.2 Placebo vs. IGF-1

4.2.1 Mortalitat

Die Gruppe der niedrigen IGF-1 Dosierung zeigte mit einer Uberlebensrate von 21%
eine signifikant verminderte Mortalitat (p=0,0315) im Vergleich zur Placebogruppe,
die eine Uberlebensrate von 5% hatte. Zur Mortalitat unter dem Einsatz von rhIGF-1
wurden in Tumor-Kachexie-Studien bisher keine Angaben gemacht.

In der Studie an CHF147 Hamstern mit progressiver dilatativer Kardiomyopathie, die
mit rhIGF-1 behandelt wurden, konnte eine allgemein verbesserte Uberlebensrate
und eine langere Lebenserwartung beobachtet werden [254]. Serose et al. zeigten,
dass die langere Lebenserwartung der Hamster mit einer verzogerten Entwicklung
der DCM durch die Gabe von rhiGF-1 zusammenhangt.

Bei der hohen IGF-1 Dosierung hingegen konnte keine Tendenz zur verminderten
Mortalitat beobachtet werden, da mit einer Uberlebensrate von 20% kein signifikan-
ter Unterschied zur Placebogruppe bestand (p=0,23). Bei einem erneuten Versuch
sollten die Gruppengrof3en erweitert werden, um die statistische Power zu erhdhen.

4.2.2 Tumoreigenschaften

Das Volumen der Tumorflissigkeit der drei Versuchsgruppen hat sich nicht signifi-
kant voneinander unterschieden. Bei der intraperitonealen Flissigkeitsansamm-lung
handelt es sich um einen Tumoraszites. Die Hepatomzellen in der Bauchhdhlenflis-
sigkeit verursachen eine Peritonitis carcinomatosa, wobei die Menge der in der
Flissigkeit frei liegenden Tumorzellen mit groRer Schwankungsbreite variieren kann
[219]. Auch bei anderen malignen Tumorerkrankungen wurden Peritonealkarzino-
sen, die zum malignen Aszites gefuhrt haben, beobachtet [265-268]. Einerseits blo-
ckieren die ins Bauchfell eingewanderten Tumorzellen durch ihre Lage die dortigen
Lymphabflisse und verhindern so den Abtransport der Flussigkeit [269]. Hinzu
kommt, dass durch die erweiterten Gefal3e des Bauchfells verstarkt Flissigkeit und
Serumalbumin in die Bauchhdohle fliel3t [270]. Eine weitere Ursache sind mdglicher-
weise Matrix-Metalloproteinasen, die bei zahlreichen Tumorer-krankungen verstéarkt
nachgewiesen wurden [268, 271].
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Diese Enzyme sind am Abbau der extrazellularen Matrix beteiligt und scheinen eine
entscheidende Rolle bei der Tumorausbreitung und Metastasierung zu spielen
[271]. Studien haben gezeigt, dass die intraperitoneale Applikation von Inhibitoren
der Metalloproteinasen das Tumorwachstum, dessen Metastasierung und die Ent-
wicklung des malignen Aszites hemmen [272]. Ein weiterer beglnstigender Faktor
fir den Aszites ist mit groRer Wahrscheinlichkeit der durch die Mangelernahrung
ausgeloste Albuminmangel, wodurch der kolloidosmotische Druck sinkt, welcher fur
die H6he des Wasserbindungsvermogens mafigeblich ist [273].

Auch was die Gesamtzellzahl betrifft, die in der Gruppe der niedrigen IGF-1 Dosie-
rung am hochsten und in der Placebogruppe am niedrigsten war, gab es statistisch
keinen relevanten Unterschied, was die Vermutung nahe legt, dass keine der IGF-1
Dosierungen das Tumorwachstum negativ oder positiv beeinflusst hat. Aufgrund des
ubiquitaren Vorkommens von IGF-1 Rezeptoren sowie der wachstumsfordernden,
proliferativen, anti-apoptotischen und die Zelldifferenzierung férdernden Eigenschaf-
ten [274] von IGF-1 in zahlreichen Geweben wére es mdglich, dass IGF-1 die Ver-
mehrung sich schnell teilender Zellen vorantreibt [2, 171], was im Rahmen dieser
Studie nicht beobachtet wurde. Auch in zahlreichen anderen tierexperimentellen
Tumor-Kachexiemodellen [24, 125, 275, 276] blieb der erwartete Einfluss von IGF-1
auf das Tumorwachstum aus.

4.2.3 Gewichtsverlauf, Kérperzusammensetzung und Or-
gangewichte

Die Korperzusammensetzung und daraus resultierend auch das Gewicht der mit
IGF-1 behandelten Gruppen unterschieden sich bereits zu Beginn des Versuchs
signifikant von den entsprechenden Werten der Placebogruppe. Dies spielt beim
Vergleich der Gruppen untereinander insofern eine Rolle, als dass die zu untersu-
chenden Parameter nicht direkt, sondern in Relation zu ihrem Ausgangswert der
jeweiligen Gruppe betrachtet werden missen.

Mithilfe der niedrigen IGF-1 Dosierung konnte dem Verlust von fettfreier Masse
sowie Fettmasse am besten entgegengewirkt werden, was sich auch im durch-
schnittlichen Gesamtgewicht bei Versuchsende niederschlagt, das noch 81,5% des
Ausgangsgewichts betragt. Der tagliche Verlust fettfreier Masse von 2,20 + 0,60 g
resultierte in einer Reduktion auf 82,5%, der tagliche Fettverlust von 0,92 £ 0,15 g in
einer Reduktion auf 43,2% des Ausgangswertes. Auch die Gruppe der hohen IGF-1
Dosierung konnte, verglichen mit der Placebogruppe, den Gewebsverlust begren-
zen.
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Tagliche Abnahmen von 2,29 + 0,51 g fettfreier Masse und 0,83 + 0,09 g Fettmasse
hatten bei den Tieren der IGF-1 Gruppe eine Reduktion auf 80,2% und 42,7% ihrer
Ausgangswerte zur Folge. Das Endgewicht macht 79,8% des urspriinglichen Ge-
wichts aus.

Verglichen mit der Shamgruppe, die einen Gewichtszuwachs von 21,7% erfahren
hat wird zwar deutlich, dass die Behandlung mit IGF-1 die Kachexie nicht umkehren
konnte, aber zumindest das Ausmald der Gewebs- und Gewichtsreduktion gegenu-
ber der Placebogruppe, die bei Versuchsende durch einen téaglichen Gewichtsver-
lust von 4,74 + 0,17 g nur noch 72,8% ihres urspringlichen Koérpergewichts auf-
weist, verringert werden konnte. Der tagliche Verlust von 3,51 + 0,15 g fettfreier
Masse und 0,99 +0,05 g Fettmasse fiihrte zu einer Reduktion auf 73,6% und 35,5%
der Ausgangswerte. Die Unterschiede zur Placebogruppe erreichten aber nur hin-
sichtlich der fettfreien Masse statistische Signifikanz.

Im Gegensatz dazu existiert eine Studie an Ratten, denen ebenfalls das Yoshida
AH-130 Ascites Hepatom implantiert wurde. Die Tiere erhielten eine tagliche Dosis
von 5 mg/kg IGF-1 subkutan [24]. In dieser Studie blieb der positive Einfluss von
IGF-1 auf den Gewichtsverlauf allerdings aus.

In einer anderen Studie an CD2F1 Mausen, denen das Colon-26 Adenokarzinom
implantiert wurde, konnte nach einer intraperitonealen Behandlung mit 25 ug/kg
IGF-1 zweimal taglich bzw. mit 0,5 Einheiten Insulin zweimal pro Tag ebenfalls kei-
ne Milderung der Kachexie beobachtet werden [275].

Die ausbleibende oder unzureichende Wirksamkeit von IGF-1 hinsichtlich des Kor-
pergewichts kann moglicherweise wie folgt erklart werden. Zum einen kdénnen einige
Faktoren, wie die regulatorischen Gegenspieler des Hormons oder Cytokine die
Bioaktivitat von IGF-1 hemmen [277]. Zum anderen hat exogen verabreichtes IGF-1
eine kurze Halbwertszeit, was dessen Bioverfligbarkeit einschrankt [278], die durch
seine Bindungsproteine moduliert wird [171].

Im Gegensatz zu den oben geschilderten Ergebnissen, konnte die zweimal tagliche
Behandlung von C 57 BL Mausen, denen das Methylcholanthren Sarkom implantiert
wurde, mit dem rhiGF-1/IGFBP-3 Komplex in einer Dosierung von 5 pg/g Korper-
gewicht, den Gesamtgewichtsverlust gegentber den Kontrolltieren begrenzen [276].
In einer weiteren Studie zum Methylcholanthren Sarkom an Ratten, in der die Tiere
allein mit IGF-1 behandelt wurden, dokumentierte man ebenfalls einen positiven
Einfluss auf das Korpergewicht [279].

Die Muskelatrophie wird definiert als ein Verlust von 5-10% Muskelmasse [280]. Ein
Verlust von Protein der Myofibrillen in katabolen Zustdnden wird durch die Aus-
schittung proinflammatorischer Cytokine vermittelt und geht mit einem Abfall der
Konzentration von IGF-1 im Blut und in der Muskulatur einher [24, 281].
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IGF-1 ist durch seine Fahigkeit das Wachstum voranzutreiben und den Proteinab-
bau zu hemmen eine wichtige Determinante der Muskelmasse [199]. Hochst-
wahrscheinlich hemmt IGF-1 die Muskelatrophie, indem es den Atrogin-1 abhan-
gigen Abfall von MyoD und die daraus resultierende, durch den MHC-Abbau herbei-
gefuhrte Muskelatrophie verhindert. In einer in vitro Studie allerdings schlug der
Versuch, die durch TNF-a/IFN-y induzierte Muskelzellatrophie in C,C;, Myotuben
mittels Gabe von IGF-1 umzukehren, fehl [281]. Trotz Aktivierung der Akt/Foxo- und
GSK-3B-Signalwege, sowie der Hemmung der Ubiquitin-Ligase Atrogin-1, konnte
IGF-1 der Muskelatrophie nur in geringem Umfang entgegen wirken. Dies legt die
Vermutung nahe, dass die Atrophie auch durch andere Mechanismen, wie z.B.
durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB, dessen Bildung bei Entzin-
dungen aktiviert ist und der die Hochregulation der E3 Ubiquitin-Ligase MuRF-1
induziert, eingeleitet wird [198, 281]. In der bereits zuvor erwahnten Studie von De-
houx et al. [281] war die durch TNF-a/IFN-y ausgeléste Muskelatrophie hauptsach-
lich auf eine Reduktion des Transkriptionsfaktors MyoD [282] und der daraus fol-
genden Abnahme der MHC zurlickzufiihren, was auch in einem tierexperimentellen
Modell der Tumor-Kachexie gezeigt werden konnte [283]. Auch andere in vivo Mo-
delle haben beschrieben, dass IGF-1 die durch pro-inflammatorische Cytokine indu-
Zierte Muskelatrophie nicht verhindern konnte [284, 285]. Zudem kénnen katabole
Hormone, wie beispielsweise Glukokortikoide und katabole Bedingungen die Sig-
nalwirkung von IGF-1 derartig beeintréchtigen, dass die Phosphorylierung von
FOXO (=Inhibierung) reduziert ist und damit die Expression von MAFbx und MuRF-
1 steigt [121, 286].

Das Muskelwachstum fordert IGF-1, indem es Muskelsatellitenzellen aktiviert und
deren Differenzierung auslést [287]. In adulten Muskelzellen erfolgt eine Stimulation
der Proteinsynthese durch IGF-1, indem PI(3)K/Akt aktiviert wird [282]. Daraus folgt
die Phosphorylierung nachgeschalteter Faktoren, wie des mTOR, sowie des 4E-
BP1 (4E-binding proteinl) und der p70S6K (70-kDa ribosomal protein S6 kinase)
[282].

Es existieren nur vereinzelt tierexperimentelle Studien zu unterschiedlichen Tumor-
Kachexie-Modellen, die Aussagen zur Koérperzusammensetzung nach Behandlung
mit anabol wirksamen Stoffen getroffen haben. AuRerdem sind die Ergebnisse der
verschiedenen Studien uneinheitlich.

Ng et al. zeigten in der zuvor bereits erwahnten Studie, dass IGF-1 einen positiven
Einfluss auf die fettfreie Masse und damit auch auf die Gewichtsentwicklung hatte
[279]. Diese Arbeitsgruppe hat erstmalig veranschaulicht, dass IGF-1 den Verlust
fettfreier Masse einschrankt, was fur dessen Beteiligung an der Aufrechterhaltung
und Regulation der Skelettmuskulatur bei Tumorerkrankungen spricht.
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Verglichen mit der hier vorliegenden Studie, gab es gewisse Unterschiede hinsich-
tlich des Versuchsablaufs. So hat man beispielsweise einen anderen Rattenstamm
(Fischer 344) und ein anderes Tumor-Kachexiemodell eingesetzt. Zudem wurde
IGF-1 zehn Tage nach Tumorimplantation bis zum Tag 17 des Versuchs in anderen
Dosierungen (200 und 400 pg/Tag) Uber osmotische Minipumpen appliziert.

Eine andere Arbeitsgruppe hat in einer Studie zum Methylcholanthren Sarkom an
Ratten beschrieben, dass die Behandlung mit 2 Einheiten Insulin/100 g Kdrperge-
wicht/Tag, verglichen mit der Placebogruppe, den Gehalt an Kérperfett und daraus
resultierend das Kdrpergewicht erhéhen konnte [288].

Der Vergleich der beiden IGF-1 Monotherapien ergab sowohl zu Beginn, als auch
am Ende der vorliegenden Studie im Hinblick auf das Gewicht sowie den Gehalt an
fettfreier Masse und Fettmasse keine signifikanten Unterschiede.

Das Gewicht der vier Muskeln, sowie die Masse des retroperitonealen weif3en und
interskapularen braunen Fettgewebes ist in beiden Behandlungsgruppen groRer als
in der Placebogruppe, was sich mit den zuvor geschilderten Ergebnissen fir den
Gesamtgehalt an Fett und fettfreier Masse deckt, wobei der Vergleich der Organge-
wichte infolge der bereits zu Beginn des Versuchs bestehenden signifikanten Ge-
wichtsunterschiede vorsichtig erfolgen sollte.

Allerdings war die Erhaltung der Muskelmasse in beiden Behandlungsgruppen beim
M. soleus am geringsten ausgepragt, sodass der Unterschied zur Placebogruppe
auch nicht signifikant ausfiel. Der M. soleus gehért zu den langsamen, roten Muskel-
fasern und ist demzufolge im Zuge des tumorbedingten Muskelabbau weniger stark
betroffen [107, 235, 236]. Auch die Gewichte der Mm. gastrochemici in der oben
genannten Studie von Ng et al. reflektieren den Gewichtszuwachs der Tiere, die mit
IGF-1 behandelt wurden [279]. Im Gegensatz dazu, blieb in einer Studie mit ahnlich
angelegtem Versuchsablauf von Costelli et al., der positive Einfluss einer Therapie
mit IGF-1 auf die Muskelmasse und das Fettgewebe aus [24], wobei im Unterschied
zur vorliegenden Studie die maximale Versuchsdauer nur 7 Tage betrug. Mdglicher-
weise ware bei einer langeren Versuchsdauer auch ein positiver Einfluss von IGF-1
auf die Kdrpergewebe zu sehen gewesen. Auch Lazarus et al. konnten keinen be-
gunstigenden Einfluss von IGF-1 und Insulin auf das epididymale Fettgewebe der C-
26 Mause feststellen [275].

Bei den IGF-1 Behandlungsgruppen untereinander gab es hinsichtlich der Muskeln
sowie des braunen und weil3en Fettgewebes keine statistisch signifikanten Unter-
schiede.
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Tabelle 3.8 macht deutlich, dass die Organe der Gruppe der niedrigen IGF-1 Dosie-
rung am schwersten waren, gefolgt von der Gruppe der hohen Dosierung, wobei der
Unterschied zwischen IGF-1 (0,3 mg) und der Placebogruppe nur bei der Leber, der
Milz sowie der linken und rechten Niere statistisch signifikant war. Bei den Neben-
nieren existierte ein uneinheitliches Bild.

In einem tierexperimentellen Herzinsuffizienzmodell wurden nach der Behandlung
mit IGF-1, wie auch im vorliegenden Versuch, erhéhte Gewichte fir die Leber, die
Milz und die Nieren beobachtet [289]. Diese Werte reflektieren offensichtlich die
wachstumsférdernden Eigenschaften von IGF-1.

4.2.4 Spontane Aktivitat und Futteraufnahme

Die Dokumentation der spontanen Aktivitat und der Futteraufnahme verdeutlicht,
dass bei der Gruppe der niedrigen IGF-1 Dosierung der geringste Aktivitatsriickgang
(49%) vorlag und an Tag 10 die grof3te Futtermenge aufgenommen wurde, woraus
ein Riuckgang der Futteraufnahme um 56% verglichen mit Tag -1 resultierte. Damit
bestand ein signifikanter Unterschied zur Placebogruppe, die mit einer Aktivitéatsre-
duktion um 71% und einer reduzierten Futteraufnahme um 84% am schlechtesten
im Gruppenvergleich abschneiden.

Die Gruppe der hohen IGF-1 Daosierung reiht sich mit einer Aktivitdtseinbuf3e von
61% und einer Abnahme der verzehrten Futtermenge um 72% zwischen den beiden
zuvor genannten Gruppen ein, wobei der Unterschied zu diesen nicht signifikant
ausfiel. Diese Ergebnisse stehen in Zusammenhang mit den Beobachtungen beziig-
lich des Gewichtsverlaufs, der Kérperzusammensetzung und der Organgewichte.

In Relation zur Shamgruppe, deren Aktivitdt um 18% zurtickging, nahm die Bewe-
gungsintensitat in der Placebo-Tumorgruppe 3,9 Mal, in der Gruppe der niedrigen
IGF-1 Dosierung 2,7 Mal und in der Gruppe der hohen IGF-1 Dosierung 3,4 Mal so
stark ab.

Die Futteraufnahme der Shamgruppe war verglichen mit Tag -1 nur um 3% verrin-
gert. Die Ausbildung der tumorinduzierten Anorexie wurde zwar durch die Behand-
lung mit IGF-1 nicht verhindert, aber zumindest konnte die niedrige IGF-1 Dosierung
die Anorexie geringfugig einschrénken.

In einer Studie mit Fischer 344 Ratten, denen das Methylcholanthren Sarkom trans-
plantiert wurde, war Insulin in einer Dosis von 2 Einheiten/100g Korpergewicht/Tag
imstande, die Futteraufnahme zu erhéhen [290].
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Deren Daten fiur die aufgenommene Futtermenge (rund 9,2 g/Tag) entsprechen in
etwa den Werten fur die verzehrte Nahrungsmenge bei den Tieren der niedrigen
IGF-1 Dosierung im vorliegenden Versuch (rund 8,9 g/Tag). Die Aktivitat der Tiere
hingegen wurde durch die Gabe von Insulin nicht beeinflusst. Im vorliegenden Ver-
such allerdings, konnte die niedrige IGF-1 Dosierung den Riuckgang der Aktivitat
verringern, was wiederum nicht nur mit der Wahl des Medikaments, sondern auch
mit den unterschiedlichen Versuchsbedingungen (Rattenspezies, Tumormodell,
Futterart usw.) zusammenhangen kénnte.

In einer anderen Studie zum Methylcholanthren Sarkom [279] war die Futterauf-
nahme, wie auch in der vorliegenden Studie, bei allen tumortragenden Gruppen, ob
sie Placebo oder IGF-1 erhielten reduziert im Vergleich zu den Shamtieren, obwohl
keine Signifikanz zustande kam. Allerdings nahm in der oben genannten Studie die
Gruppe der hohen IGF-1 Dosierung (400 ug) am meisten Futter und die Placebotie-
re mehr als die Gruppe der niedrigen IGF-1 Dosierung (200 pg) zu sich, was nicht
mit den im vorliegenden Versuch gemachten Beobachtungen Ubereinstimmt. Die
bereits oben erwahnten Abweichungen im Versuchsablauf (unterschiedliches Tu-
mormodell, andere Rattenspezies, unterschiedliche Dosierung, Applikationsweise
und -dauer von IGF-1 usw.) sind mit groRer Wahrscheinlichkeit mitverantwortlich fur
die Unterschiede in den erzielten Ergebnissen.

Ferrando et al. zeigten in einer Studie, dass die katabole Reaktion der Muskulatur
gegeniber Cortisol im Zusammenhang mit einem Aktivitatsriickgang gesteigert sein
kann [291].

Vermutlich wird durch die Aktivitatsabnahme die Tatigkeit kataboler Mediatoren ge-
steigert und gleichzeitig die Wirksamkeit anaboler Therapien (z.B. Insulin, IGF-1)
gehemmt oder verhindert. Dies ware eine moégliche Ursache fir den in der vorlie-
genden Studie méaRigen Therapieerfolg seitens der Behandlung mit IGF-1. Die sich
daraus ergebende Konsequenz ware, korperliche Aktivitat als ein Bestandteil in die
Therapie mit aufzunehmen, weil die alleinige Behandlung mit anabolen Substan-zen
nicht den gewtinschten Erfolg hervorbringt.
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4.2.5 Herzfunktion

Weder in humanen, noch tierexperimentellen Studien der Tumor-Kachexie wurden
bislang Daten zur Herzfunktion erhoben, wodurch sich der Vergleich der erzielten
Ergebnisse schwierig gestaltet. Deshalb wird an dieser Stelle auf tierexperimentelle
Studien verwiesen, in denen auf verschiedene Weisen eine Herzinsuffizienz indu-
ziert wurde und in denen die Tiere mit rhiIGF-1 behandelt wurden.

Die Herzinsuffizienz geht oftmals mit einer Kachexie einher [153, 247, 254-256]. Es
kommt zu Veranderungen der Kdrperzusammensetzung, die alle Gewebe betreffen,
aber in erster Linie durch einen frihen Verlust von Muskelmasse gekennzeichnet
sind [292]. Nahrungsmangel, Malabsorption und eine gesteigerte Aktivitat des Sym-
pathikus fuhren zu einem erhdhten Ruheenergieumsatz und sind ebenso an der
Ausbildung der kardialen Kachexie beteiligt wie zahlreiche Komponenten des akti-
vierten Immunsystems (z.B. TNF-a) [255]. Zudem soll der Verlust an Muskelmasse
durch oxidativen Stress via reaktiver Sauerstoffspezies [293] und der Xanthinoxida-
se [294] beglnstigt werden.

An Tag 0 des Versuchs gab es bei der Datenerhebung signifikante Unterschiede
zwischen den IGF-1 Therapien und der Placebogruppe, was die enddiastolisch und
-systolisch gemessenen Hinterwdnde sowie die linksventrikulare Masse betrifft. Zu-
dem war das diastolisch ermittelte interventrikuldre Septum der Gruppe der nie-
drigen IGF-1 Dosierung signifikant gréf3er als das der Placebogruppe. Auch das
Schlagvolumen der Gruppe der hohen IGF-1 Dosierung war, statistisch gesehen,
groler als das der anderen beiden Gruppen (siehe Tabelle 3.9).

Die bereits vor Tumorinokulation bestehenden Unterschiede beziglich der oben
genannten Parameter stehen vermutlich mit den zu Beginn des Versuchs vorhan-
denen Abweichungen beim Kdrpergewicht und bei der Kérperzusammen-setzung in
Zusammenhang.

Aus diesem Grund wird der Schwerpunkt, wo es unumgéanglich wird, wiederum auf
die Veranderungen der zu betrachtenden Parameter in Relation zum Ausgangswert
gelegt. Signifikante Unterschiede unter den drei Versuchsgruppen an Tag 11 exi-
stieren bei der LVEF, LVFS, bei den systolisch und diastolisch ermittelten Diametern
sowie interventrikularen Septen und LVHW, der Masse des linken Ventrikels, sowie
den endsystolischen Volumina. Zwar sind die an Tag 11 ermittelten Wandstérken
und die linksventrikulare Masse beider IGF-1 Gruppen grof3er als die der Placebog-
ruppe, aber in Relation zur 1. Messung hat in den beiden Behandlungsgruppen stel-
lenweise ein starkerer Gewebsabbau stattgefunden.
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Die an Tag 11 vorliegenden echokardiographischen Parameter zeigen seitens der
IGF-1 Behandlungsgruppen eine starker ausgepragte Abnahme der in der Diastole
ermittelten Hinterwand des linken Ventrikels (IGF-1 0,3mg: auf 81,5%, IGF-1 3mg:
auf 90%; Placebo: auf 93,1%). Die systolisch gemessene Hinterwand des linken
Ventrikels war hingegen in der Placebogruppe am dinnsten (Placebo: auf 75,9%,
IGF-1 0,3mg: 78,4%; IGF-1 3mg: 79,8%). Allerdings hat sich die Masse des linken
Ventrikels beider Behandlungsgruppen verhaltnismaRig starker reduziert (IGF-1
0,3mg: auf 69%; IGF-1 3mg: auf 73,5%), als in der Placebogruppe (auf 76,2%). Die
Dicke des interventrikularen Septums hingegen blieb, in der Diastole ermittelt, bei
der niedrigen IGF-1 Dosierung gleich und nahm in der Gruppe der hohen Dosierung
zu (+18,8%), verglichen mit der Placebogruppe (-3,2%). Das endsystolisch ermittel-
te interventrikuldre Septum war in allen Versuchsgruppen dinner in Relation zum
Ausgangswert, jedoch war der Gewebsverlust der beiden Behandlungsgruppen we-
niger ausgepragt (IGF-1 0,3mg: -4,4%; IGF-1 3mg: -1,1%) im Vergleich zur Place-
bogruppe (-20%). Zusammenfassend betrachtet zeigt sich, die einzelnen Wandstar-
ken betreffend, ein uneinheitliches Bild.

Das enddiastolische Volumen war an Tag 11 des Versuchs in allen 3 Gruppen ver-
ringert (Placebo: um 29,8%; IGF-1 0,3mg: um 28,6%; IGF-1 3mg: um 44,9%), am
starksten jedoch in der Gruppe der hohen IGF-1 Dosierung. Am Ende der Systole
war das Volumen in der Placebogruppe um 40% vergroRRert. In der Gruppe der nied-
rigen IGF-1 Dosierung lag ein um 6,4% und in der Gruppe der hohen IGF-1 Dosie-
rung ein um 17,7% erniedrigtes endsystolisches Volumen verglichen mit Tag O der
Messung vor. Daraus ergibt sich in der Placebogruppe ein um 53,3%, in der Gruppe
der niedrigen IGF-1 Dosierung ein um 35,6% und in der Gruppe der hohen IGF-1
Dosierung ein um 50,3% groReres Schlagvolumen im Vergleich zur ersten Mes-
sung.

Es existieren Studien, die belegen, dass IGF-1 die Synthese kardialer DNA und Pro-
teine vorantreibt, den Proteinabbau an isolierten Herzmuskelzellen reduziert [295,
296] und den programmierten Zelltod (Apoptose) verhindert [297].

Die Apoptose wird in vielen Zelltypen durch die Hemmung bestimmter Caspasen
(Proteasen) unterbunden [298]. Zudem steigerte IGF-1 die Entwicklung von Myofib-
rilen in Langzeitkulturen adulter Rattenherzmuskelzellen [299]. Auf der anderen
Seite kann eine GH/IGF-1 Defizienz zur kardialen Atrophie und Beeintrachtigung der
Herzfunktion fiihren [300-302].

Trotz des zuvor erwahnten, zum Teil verhaltnismafiig héheren Gewebsverlust am
Herzen, reflektieren die Funktionsparameter eine signifikant bessere Leistung des
Herzens beider IGF-1 Gruppen verglichen mit der Placebogruppe.
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Die Verkirzungsfraktion war in den IGF-1 Gruppen rund 1,5 Mal hoher als in der
Placebogruppe (28,13 + 2,23%).

Die bessere Kontraktilitdit wird auch anhand der signifikant kleineren endsysto-
lischen Diameter und Volumina beider Behandlungsgruppen deutlich. Resultat ist
eine rund 1,3 Mal bessere Ejektionsfraktion der IGF-1 Gruppen gegeniber der Pla-
cebogruppe (48,94 + 2,77%).

In einer Studie an 7-8 Monate alten CHF147 Hamstern mit angeborener progressi-
ver dilatativer Kardiomyopathie fuhrte die kurzzeitige Applikation (19 Tage) von 25
ug IGF-1 Uber osmotische Minipumpen zu einer Verbesserung der Herzfunktion
[254]. Auch andere tierexperimentelle und humane Studien an gesunden sowie an
herzinsuffizienten Individuen [289, 303-305] verdeutlichen die positive Wirksamkeit
von IGF-1 am Herzen. Die Verbesserung der Herzfunktion basiert moglicherweise
auf einer Induktion der Expression kontraktiler Proteine [287, 296], auf den positiv
inotropen Eigenschaften von IGF-1 sowie auf seiner Fahigkeit, die Nachlast zu sen-
ken [304, 306].

Zwischen den beiden Gruppen der IGF-1 Dosierungen bestanden hinsichtlich der
Herzparameter an Tag 11 keine Unterschiede.
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4.3 Vergleich aller Versuchsgruppen

Die niedrige Dosierung von IGF-1 (0,3 mg) ist als effektive Dosis in die Kombinati-
onstherapien eingegangen. Obwohl es hinsichtlich der Wirksamkeit keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen den beiden IGF-1 Dosierungen gab, fiel die Wahl auf-
grund mdaglicher Nebenwirkungen auf die niedrige IGF-1 Dosierung.

4.3.1 Mortalitat

Die Mortalitéat war weder beim Vergleich der vier Behandlungsgruppen untereinan-
der (p=0,45), noch nach Einbeziehung der Placebogruppe (p=0,08) in den Vergleich
signifikant besser seitens der Kombinationstherapien. Die Bisoprolol-gruppe ging mit
der besten Uberlebensrate von 63% aus dem Gesamtgruppenvergleich hervor, was
die in Studien an herzinsuffizienten Patienten gemachten Beobachtungen bestatigt,
dass Bisoprolol die Mortalitat reduziert [156, 157]. Es folgen die Gruppe der Kombi-
nation 75% und die Gruppe der niedrigen IGF-1 Dosierung mit einer Uberlebensrate
von 25% bzw. 21%. Am schlechtesten, abgesehen von der Placebogruppe (5%),
schnitt die Gruppe der Kombination 25% (14%) ab.

Synergistische Effekte bei der Reduktion der Sterblichkeit gab es nicht. Eine mdégli-
che Ursache ware, dass die nétigen therapeutischen Wirkspiegel im Zuge der Re-
duktion der Einzeldosen auf 25% bzw. 75% nicht erreicht wurden.

4.3.2 Tumoreigenschaften

Es gab weder beim Vergleich der vier Behandlungsgruppen untereinander, noch bei
der Gegenuberstellung mit der Placebogruppe signifikante Unterschiede hinsichtlich
der Tumormenge und der Gesamtzellzahl. Damit konnte weder fur die IGF-1 Grup-
pe (wie bereits in Kapitel 4.2.2 besprochen), noch fiir die Bisoprololgruppe oder die
Gruppen der Kombinationsbehandlungen ein begiinstigender oder hemmender Ein-
fluss auf das Wachstum der Tumorzellen festgestellt werden.

In der Literatur wurden bisher keine Aussagen dazu getroffen, welchen Einfluss die
Menge der Tumorflissigkeit oder die Anzahl der Tumorzellen auf bestimmte Para-
meter, die auch in der vorliegenden Studie untersucht wurden (Gewichtsentwick-
lung, Kérperzusammensetzung, Uberleben usw.), ausiibt.
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Unsere Arbeitsgruppe hat keinen Zusammenhang zwischen einer héheren Gesamt-
zellzahl, wie sie beispielsweise in der Bisoprololgruppe vorlag und einer Verschlech-
terung der ermittelten Parameter feststellen kénnen. Die durchschnittliche Gesamt-
zellzahl der Tumorflissigkeit der Placebogruppe war im Vergleich zur
Gesamtzellzahl der anderen Versuchsgruppen relativ niedrig (2211,51 + 227,27),
womit sich die Aussage von Yoshida bestatigen lasst, dass die Menge der in der
Tumorflussigkeit vorhandenen Tumorzellen einer ziemlichen Schwankungsbreite
unterliegen kann [219]. Diese Tatsache legt die Vermutung nahe, dass zwischen der
Gesamtzellzahl des Tumors und seiner Malignitat kein Zusammenhang besteht.

In der Humanmedizin spricht man im Zusammenhang mit einem intraabdominalen
Druckanstieg und den daraus resultierenden Verdrangungserscheinungen vom so-
genannten ,abdominalen Kompartmentsyndrom“ [258, 307].

Neben einem schweren Aszites sind folgende Ursachen flir einen erhdhten abdomi-
nalen Druck bekannt: heftige stumpfe und penetrierende Traumen der Bauchhohle,
rupturierte Aneurysmen der Bauchaorta, retroperitoneale Blutungen, Pneu-
moperitoneum, Neoplasien, Pankreatitiden usw. [308].

Es bestehen Parallelen zwischen den vom Tumoraszites hervorgerufenen Beeint-
rachtigungen und den funktionellen Stérungen, wie sie in Verbindung mit dem ab-
dominalen Kompartmentsyndrom beschrieben wurden.

Die kraniale Verlagerung des Zwerchfells infolge des abdominalen Druckanstiegs
kann eine reduzierte Ausdehnungsfahigkeit der Lunge sowie einen erhéhten pulmo-
nalen GefalRwiderstand als Resultat einer verminderten alveolaren Sauerstoffspan-
nung und eines erhdhten intrathorakalen Drucks nach sich ziehen. Eine Atemdep-
ression bzw. Lungenfunktionsstérung mit Hypoxie und Hyperkapnie kann die Kon-
sequenz sein [258], weshalb im vorliegenden Versuch auch einige Tiere vorzeitig
getdtet werden mussten.

Mit der Kompression von GeféalRen (Vena cava inferior/caudalis, Vena portae) durch
die TumorflUssigkeit wird die Blutzirkulation beeintrachtigt. Die daraus resultierende
Druckerhdhung, auch im intrathorakalen Raum (Vena cava superior/cranialis und
inferior/caudalis), die zudem die Kompression des Herzens und eine Reduktion der
enddiastolischen Fillung verursacht, beeinflusst den Kreislauf ebenso nachteilig.
Zusatzlich sorgt der erhohte GefaRwiderstand als Ergebnis der arteriellen Vaso-
konstriktion und des abdominalen Druckanstiegs fir ein reduziertes Schlagvolumen,
was nur teilweise durch eine Erhéhung der Herzfrequenz und Steigerung der Kon-
traktionskraft kompensiert werden kann. Letztendlich wird mit dem Rickgang des
Herzminutenvolumens [258, 307] die Dysfunktion des Herzens deutlich, wie sie
auch bei der Placebogruppe im vorliegenden Versuch anzutreffen war.
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Weitere Funktionsstérungen der Bauchorgane, die sich infolge des erhdhten abdo-
minalen Drucks und der beeintrachtigten Blutzirkulation manifestieren kénnen, sind
u.a.. Oligurie/Anurie, Azotamie, Niereninsuffizienz, Nierenversagen, Stoffwechsel-
stérungen und beeintrachtigte Barrierefunktion des Magen-Darm-Trakts infolge der
Minderperfusion, septische Komplikationen infolge des Ubertritts von Bakterien aus
dem Gastrointestinaltrakt und daraus resultierende Funktionsstérungen/Versagen
anderer Organe usw. [258]. Diese Funktionsstérungen konnten allerdings bei den
Versuchstieren der vorliegenden Studie anhand der alleinigen Kklinischen und patho-
logisch-anatomischen Untersuchung nicht mit Sicherheit diagnostiziert bzw. ausge-
schlossen werden.

4.3.3 Gewichtsverlauf, Kérperzusammensetzung und Or-
gangewichte

Auch der Gesamtgruppenvergleich zeigte signifikante Unterschiede bezlglich des
Ausgangsgewichts und der urspringlichen Kérperzusammensetzung gegeniber der
IGF-1 Gruppe, die zu Beginn verglichen mit den Gbrigen Versuchsgruppen schwerer
war und mehr Fettmasse sowie fettfreie Masse aufwies.

Insgesamt gesehen hatte die Bisoprololgruppe den grol3ten Effekt bei der Erhaltung
des Gewichts (89% des ursprunglichen Gewichts), obwohl ihre durchschnittlichen
taglichen EinbulRen groRer waren, als die der Gruppe der Kombination 75%, welche
87% ihres Ausgangsgewichts bewahren konnte.

Die meisten Studien, die den Einfluss einer Therapie mit B-Blockern auf die Ge-
wichtsentwicklung und die Kdrperzusammensetzung untersucht haben, konnten
zeigen, dass diese einen Gewichtszuwachs bzw. Zuwachs der Fettmasse bewirken
[161, 309]. Dagegen haben Kovacic et al. lediglich einen positiven Einfluss auf die
Gewichtsentwicklung bei nicht-kachektischen Herzinsuffizienzpatienten unter der
Gabe von Carvedilol (nicht-selektiv), nicht aber Bisoprolol (selektiv) registrieren
konnen [310]. Lainscak et al. raumen eine zu geringe Dosierung als mogliche Ur-
sache fir einen ausbleibenden Effekt auf die Gewichtsentwicklung ein [161]. An-
dererseits wurde in zahlreichen Studien gezeigt, dass die voneinander abwei-
chenden metabolischen Eigenschaften der selektiven und nicht-selektiven B-Blocker
hinsichtlich der Glykogenolyse und Lipolyse [311-313] fur die uneinheitlichen Ergeb-
nisse bei der Gewichtsentwicklung und Korperzusammensetzung verantwortlich
sind.
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Lohmann et al. sprechen sogar davon, dass hochselektive 3-Blocker wie Bisoprolol
».metabolisch neutral“ sind [313], was ihren bevorzugten Einsatz bei Bluthochdruck,
Arrhythmien, Herzinsuffizienz usw. rechtfertigt. Laut Welle et al. wird der Grundum-
satz und daraus resultierend der Gesamtenergieumsatz durch die Gabe von (-
Blockern herabgesetzt [314], was eine Zunahme des Gewichts bewirkt.

Zudem wurde sowohl in tierexperimentellen, als auch in klinischen Studien nachge-
wiesen, dass Bisoprolol und auch andere B-Blocker anti-inflammatorische Wirkun-
gen, v.a. im Hinblick auf TNF-a und IL-1(, nicht aber IL-6 besitzen [162, 315, 316],
was als Erklarung fir den geringeren Gewichtsverlust ebenfalls in Betracht gezogen
werden kann. Cytokine kénnen nicht nur an der Ausbildung einer Anorexie beteiligt
sein [33], sondern sind auch imstande, den Fett- und Proteinabbau zu steigern, so-
wie die Fett- und Proteinsynthese zu hemmen [34-37].

In der Placebogruppe kam es mit einem taglichen Verlust von 4,74 + 0,17 g zu einer
Gesamtreduktion auf 73% des Ausgangsgewichts.

Bezogen auf die Gewichtsentwicklung zeigte sich die alleinige Therapie mit IGF-1
bzw. der niedriger dosierten Kombination nicht so erfolgreich wie die Behandlung
mit Bisoprolol oder der hdher dosierten Kombination. In der Gruppe der Kombination
25% belief sich der durchschnittliche tagliche Gewichtsverlust auf 2,75 + 1,16 g, in
der IGF-1 Gruppe auf 3,02 + 0,8 g, die damit noch 80% bzw. 82% ihres urspringli-
chen Gewichts erhalten konnten. Am geringsten war der tagliche Gewichtsverlust
mit 1,77 + 1,28 g in der Gruppe der Kombination 75% und mit 2,03 + 1,54 g in der
Bisoprololgruppe ausgepragt. Folglich konnten sie 87% bzw. 89% ihres zu Ver-
suchsbeginn bestehenden Gewichts erhalten.

Statistisch signifikante Unterschiede hinsichtlich der Endgewichte und des taglichen
Gewichtsverlustes bestanden bei der Bisoprololgruppe, der Gruppe der Kombination
75% und der IGF-1 Gruppe im Vergleich zur Placebogruppe, wobei das Augenmerk
bei diesem Vergleich doch eher auf die Entwicklung des Gewichts in Relation zum
Ursprungsgewicht gelegt werden sollte, aufgrund der bereits zu Versuchsbeginn
vorhandenen signifikanten Differenzen.

Was die Korperzusammensetzung betrifft, so war auch der Verlust der fettfreien
Masse mit 1,15 + 1,12 g pro Tag und 11% insgesamt in der Gruppe der Kombina-
tion 75%, sowie mit 1,36 + 1,09 g taglich und einem Gesamtverlust von 10% in der
Bisoprololgruppe am geringsten ausgepragt. Mdglicherweise konnte Bisoprolol den
durch Cytokine induzierten Proteinabbau [115] durch die Hemmung ihrer Aktivitat
verringern [162, 315, 316].
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Der ahnliche tagliche Verlust fettfreier Masse in der IGF-1- und Kombinationsbe-
handlungsgruppe 25% (2,20 + 0,6 g und 2,23 + 0,86 g) fuhrte in der IGF-1 Grup-pe
zu einer Reduktion um 17%, wogegen die niedrigere Dosierung der Kombination
21% fettfreie Masse verloren hat. In der Placebogruppe resultierte ein taglicher Ver-
lust von 3,51 £ 0,15 g fettfreier Masse in einer Gesamtreduktion auf 74%.

Die Bisoprololgruppe hat mit einem taglichen Verlust von 0,41 *+ 0,26 g insgesamt
28% ihrer urspringlichen Masse an Fett verloren. Damit erzielte im Gesamtgrup-
penvergleich wiederum die Behandlung mit Bisoprolol den gréf3ten Erfolg bei der
Einschrankung des Fettmasseverlusts. Diese Tatsache deckt sich mit der vielfach
beschriebenen Eigenschaft von B-Blockern, die Fettmasse zu erhéhen [161], was
zum Teil auf die Hemmung der adrenerg stimulierten Lipolyse zurickzufihren ist
[160]. Hinzu kommt der bereits erwahnte inhibierende Einfluss Bisoprolols auf Ent-
ziindungsmediatoren wie beispielsweise TNF-a, die imstande sind, die Lipoprotein-
lipase zu hemmen bzw. im Fall von TNF-a die Lipolyse in menschlichen Fettzellen
auch direkt zu stimulieren [95].

Ein Verlust von 0,65 * 0,23 g Fett pro Tag fuhrte in der Gruppe der Kombination
75% zu einer Gesamtreduktion um 45%. Es schlieRen sich die IGF-1 Gruppe (0,92
+ 0,15 g) und die Gruppe der Kombination 25% (0,78 = 0,19 g) an, bei denen sich
der Gesamtverlust auf 57% bzw. 58% belief. In der Placebo-Tumorgruppe stellte
sich mit einem taglichen Verlust von 0,99 * 0,05 g Fett, ein Gesamtverlust von 65%
ein. Weder der Vergleich der vier Medikationen untereinander, noch der Gesamt-
gruppenvergleich zeigten eine signifikante Differenz.

Ein synergistischer Effekt hinsichtlich der Gewichtsentwicklung und Kérperzusam-
mensetzung konnte tendenziell nur in der Gruppe der Kombination 75% beobachtet
werden, bei der sich eine positive Dosis-Wirkungs-Beziehung erahnen lasst. Diese
Medikation vermochte der Tumor-Kachexie besser entgegen zu wirken als die allei-
nige Behandlung mit IGF-1, nicht aber mit Bisoprolol.

Der Vergleich der Nebennieren fiel zwar, statistisch gesehen, nicht signifikant aus,
(siehe Tabelle 3.14), dennoch waren die Nebennieren der Bisoprololgruppe gege-
niber den Ubrigen Behandlungsgruppen am leichtesten, was mit groRer Wahr-
scheinlichkeit auf die durch den B-Blocker induzierte Hemmung der aktivierenden
Wirkung der Stresshormone [152] und der daraus resultierenden Senkung des
Sympathiko-tonus [317] zuriickzufuhren ist. Infolge der reduzierten Sympathikusak-
tivitat, werden Catecholamine sowie katabole Hormone (Cortisol) in geringerem Um-
fang bendtigt und dementsprechend in geringerem Umfang in der Nebenniere be-
reitgestellt [318, 319]. Hinzu kommt, dass die Tiere der Bisoprololgruppe
offensichtlich am besten imstande waren, dem tumorinduzierten Katabolismus ent-

105



4 Diskussion

gegen zu steuern, was vermutlich zudem eine geringere Bereitstellung des Cortisols
erforderlich machte.
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Bei den verbleibenden Versuchsgruppen war keine Kontinuitat bei den Gewichten
der Nebennieren festzustellen.

Mdglicherweise sind die zum Teil sehr grol3en Schwankungsbreiten bei den Ge-
wichten der Nebennieren innerhalb der einzelnen Gruppen eine plausible Erklarung
fur die beobachtete Unstetigkeit hinsichtlich ihrer Gewichte(IGF-1: 27,1-45,8 mg;
Kombi 25%: 28,7-59,6 mg; Placebo: 21-69 mg) und lieRen sich mit einer Erhéhung
der Tierzahlen vermeiden.

Der Gesamtgruppenvergleich zeigte gegenlber der Placebogruppe erhdhte, wenn
auch nicht signifikant veranderte Gewichte beim Herz, der Lunge, der Leber, dem
braunen interskapularen Fett, dem M. gastrocnemius, M. soleus sowie dem EDL.
Zudem waren die Milz, die Nieren, das retroperitoneale weile Fett sowie der M.
tibialis in den vier Medikationsgruppen signifikant schwerer gegeniber der unbehan-
delten Gruppe. Allerdings bot sich, wie bereits bei den Nebennieren, ein wechsel-
haftes Bild bei den Organgewichten in den einzelnen Behandlungsgruppen.

Auch hier zeigte sich die Gruppe der Kombination 75% gegeniber der niedrig do-
sierten Kombinationsbehandlung deutlich Gberlegen. Der Anteil des weil3en und
braunen Fetts zum Versuchsende war in der Bisoprololgruppe, gefolgt von der
IGF-1 Gruppe am hdchsten. Allerdings stimmt die bei der IGF-1 Gruppe gemachte
Beobachtung hinsichtlich des weiRen und braunen Fettgewebes nicht mit der Ent-
wicklung der Gesamtfettmasse des Kérpers Uberein. Die IGF-1 Gruppe hatte mit
57% den zweitgrofiten Verlust an Fettmasse neben der Gruppe der niedrigen Kom-
bination zu verzeichnen. Mit gro3er Wahrscheinlichkeit sind die niedrigeren Mittel-
werte flr den Gehalt an weiRem Fett der tGbrigen Gruppen, bei denen ein geringerer
Verlust der Gesamtfettmasse auftrat, auf die grofe Schwankungsbreite innerhalb
der Gruppen zurlck zu fuhren. Einige Tiere hatten beispielsweise gar kein weil3es
Fett mehr und andere wiederum einen Fettgehalt im vierstelligen Bereich (mg).

Die vier Muskeln waren in der Gruppe der Kombination 25% am leichtesten, gefolgt
von der Bisoprololgruppe, obwohl diese paradoxerweise den geringsten Gesamtver-
lust an fettfreier Masse aufwies, was vermutlich mit der Tatsache im Zusammen-
hang steht, dass die Bisoprololgruppe zu Versuchsbeginn leichter war, im Vergleich
zu den anderen Versuchsgruppen.

Die Behandlung mit der héher dosierten Kombination konnte die Masse des M.
gastrocnemius und M. soleus am besten erhalten. Diese Tatsache spiegelt sich
auch in der Entwicklung der fettfreien Masse wider. Mit der Kombination 75% gelang
die Erhaltung der fettfreien Masse am zweitbesten.
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In der IGF-1 Gruppe wurden stattdessen die hdchsten Gewichte beim M. tibialis und
EDL festgestellt, was sich mdglicherweise wiederum mit den signifikant héheren
Ausgangswerten fur das Korpergewicht erklaren lasst, da im Anschluss an die
Gruppe der niedrigen Kombinationsbehandlung, die Gruppe der niedrigen IGF-1
Dosierung den grofdten Verlust an fettfreier Masse in Relation zum Ausgangsge-
wicht zu verzeichnen hatte.

4.3.4 Spontane Aktivitat und Futteraufnahme

Die geringste Aktivitatsdnderung wurde in der Bisoprololgruppe beobachtet (-42%),
gefolgt von der IGF-1 Gruppe, deren Aktivitdt um 49% zurtickging. Im Anschluss
daran kam die Gruppe der Kombination 75% mit einer Aktivititsabnahme von 54%
und die Gruppe der Kombination 25%, deren Aktivitat um 63% zurlickging.

Am starksten nahm die spontane Aktivitat in der Placebogruppe ab (71%), so dass
der Gesamtgruppenvergleich signifikant ausfiel. Verglichen mit der Shamgruppe,
deren Aktivitatsabnahme 18% betrug, ist die Aktivitat in der Bisoprololgruppe 2,3
Mal, in der IGF-1 Gruppe 2,7 Mal, in der Gruppe der hoher dosierten Kombination 3
Mal, in der Gruppe der Kombination 25% 3,5 Mal und in der Placebogruppe 3,9 Mal
so stark zuriickgegangen.

Es gibt Studien, die belegen, dass die Therapie mit B-Blockern einen positiven Ein-
fluss auf die Lebensqualitat der Patienten nimmt [320, 321]. In der CIBIS-Studie
wurde festgestellt, dass 21% der mit Bisoprolol therapierten Patienten im Gegensatz
zu 15% der unbehandelten Patienten ihre Einstufung in der NYHA-Klassifikation
verbessern konnten (p<0,03), obwohl auch 13% der Bisoprololpatienten verglichen
mit 11% der Patienten aus der unbehandelten Gruppe eine Verschlechterung (n.s.)
zeigten. Auch die Zahl der Therapieabbriiche infolge von Nebenwirkungen war in
beiden Gruppen &hnlich (Bisoprolol: 23%; Placebo: 16%; n.s.) [156]. In der Studie
von Issa und Kollegen konnte ein Trend zur Verbesserung der Lebensqualitat der
herzinsuffizienten Patienten festgestellt werden [322].

Das Ausmall des Ruckgangs der Nahrungsaufnahme deckt sich mit den Beob-
achtungen, die hinsichtlich der spontanen Aktivitat gemacht wurden. Die Futterauf-
nahme war an Tag 10 verglichen mit Tag -1 in der Bisoprololgruppe um 43%, in der
IGF-1 Gruppe um 57%, in der Gruppe der Kombination 75% um 61% und in der
Gruppe der Kombination 25% um 71% reduziert. Die anti-inflammatorische Wirkung
von Bisoprolol [162, 315, 316] hat mit grol3er Wahrscheinlichkeit dazu gefiihrt, dass
die durch TNF-a induzierte Anorexie [33], abgeschwécht wurde.
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Auch in der Placebogruppe war die Futteraufnahme am starksten reduziert (84%)
und der Gesamtgruppenvergleich zeigte ein signifikantes Ergebnis.

Diese Daten stehen in direktem Zusammenhang mit den Beobachtungen, die hin-
sichtlich des Gewichtsverlaufs und der Kérperzusammensetzung gemacht wurden.
Von synergistischen Effekten der beiden Monotherapien kann hinsichtlich der Le-
bensqualitat nicht gesprochen werden.

4.3.5 Herzfunktion

Signifikante Unterschiede unter den finf Behandlungsgruppen hinsichtlich der Herz-
parameter an Tag 0 des Versuchs bestanden bereits beim diastolisch gemessenen
interventrikularen Septum, dem Schlagvolumen, bei den diastolisch und systolisch
gemessenen LVHW, bei der linksventrikularen Masse sowie beim Herzminutenvo-
lumen (siehe Tabelle 3.15). Wie in Kapitel 4.2.5 bereits erwahnt, sind die starkeren
Wande und die groRere Masse des linken Ventrikels der IGF-1 Gruppe mit groRer
Wahrscheinlichkeit auf das signifikant groRere Korpergewicht zu Versuchsbeginn,
das aus einem hoheren Gehalt an Fett sowie fettfreier Masse resul-tiert, zuriick zu
fuhren.

Am 11. Versuchstag gab es unter den Behandlungsgruppen signifikante Unter-
schiede beim diastolisch und systolisch ermittelten interventrikuldaren Septum, beim
endsystolischen Diameter und Volumen, bei der Herzfrequenz sowie bei der LVFS
(siehe Tabelle 3.16).

Bei den Durchmessern der interventrikularen Septen zeigte sich ein uneinheitliches
Bild. In der Diastole war das interventrikulare Septum der Bisoprololgruppe am
starksten, gefolgt von der IGF-1 Gruppe, der Gruppe der Kombination 25% und 75%
sowie der Placebogruppe. Verglichen mit Tag 0 der Messung hat lediglich das IVS
der Bisoprololgruppe (+24,8%) und der Gruppe der niedrigen Kombination (+9%)
einen Zuwachs erfahren. Bei der Gruppe der Kombination 75% (-1,9%) und der Pla-
cebogruppe (-3,2%) kam es zu einer Reduktion der Wandstarke. Das Septum der
IGF-1 Gruppe blieb unverandert.

Das stéarkste systolisch ermittelte interventrikulare Septum brachte die IGF-1 Gruppe
hervor. In absteigender Reihenfolge schlie3en sich die Gruppe der niedrigen Kom-
binationsbehandlung, die Bisoprololgruppe, die Gruppe der Kombination 75% und
die Placebogruppe an. In Relation zur 1. Messung hat sich der interventrikulare
Septumdurchmesser aller Gruppen reduziert.
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Am deutlichsten war die Abnahme in der Placebogruppe und der Gruppe der hohen
Kombinationsbehandlung zu sehen (-20%), gefolgt von der Bisoprololgruppe
(-10,4%) und der Gruppe der niedrigen Kombination (-10,2%). Die IGF-1 Gruppe
zeigte mit -4,4% die geringste Reduktion.

Erwartungsgemal lag damit in der Placebogruppe (-24%) die geringste linksventri-
kulare Masse vor, gefolgt von der IGF-1 Gruppe, die zudem den groften Verlust
linksventrikularer Masse im Vergleich zum Tag 0 des Versuchs zu verzeichnen hatte
(-31%).

Alle anderen Medikationen (Kombination 75%: -14,1%; Kombination 25%: -12,3%),
insbesondere die Therapie mit Bisoprolol (+3,1%) konnten dem Gewebsverlust am
Herzen etwas entgegenwirken, obwohl dennoch ein deutlicher Unterschied zu den
Kontrolltieren zu sehen war, die ihre urspringliche linksventrikulare Masse um 20%
steigern konnte.

Der kleinste endsystolische Durchmesser sowie das niedrigste endsystolische Vo-
lumen lag in der IGF-1 Gruppe vor, was mit einer physiologischen Verkirzung des
Herzens vergleichbar ist, da die Shamtiere einen &hnlichen Diameter (3,09 + 0,16
mm) und ein ahnliches endsystolisches Volumen (58,49 + 7,44 ml) aufwiesen.

Der hemmende Einfluss Bisoprolols auf das sympathische System [248, 323] fuhrte
auch im vorliegenden Versuch zu einer Absenkung der Herzfrequenz (211,33 +
25,53), die damit signifikant niedriger gegenlber der Placebogruppe und IGF-1
Gruppe (343,33 £ 19,12 und 343,00 + 15,16) war. In den Kombinationsbehand-
lungsgruppen unterschieden sich die Herzfrequenzen kaum voneinander (25%:
247,43 £ 27,09 und 75%: 244,38 + 32,96) und lagen etwas Uber der der Bisoprololg-
ruppe, wodurch sich wiederum jeweils ein signifikanter Unterschied zur Placebog-
ruppe und IGF-1 Gruppe ergab. Dies verdeutlicht, dass der in der Kombinationsbe-
handlung enthaltene Anteil von Bisoprolol ebenfalls zu einer Abnahme der Anzahl
der Herzkontraktionen pro Minute gefiihrt hat, wobei der Einfluss nicht so stark aus-
gepragt war, wie bei der alleinigen Gabe von Bisoprolol.

Auch das Herzminutenvolumen der IGF-1 Gruppe, das nur halb so grof3 war, wie
das der Shamgruppe (98,47 + 21,05 ml), war dennoch groRer als das der Ubrigen
Versuchsgruppen, auch wenn dieser Unterschied nicht signifikant war. Das Herzmi-
nutenvolumen der Bisoprololgruppe war ahnlich reduziert wie das der Placebogrup-
pe, was sich mit der Erniedrigung der Herzfrequenz durch den B-Blocker erklaren
lasst [156, 157]. Das reduzierte Herzminutenvolumen der Placebogruppe hingegen
war das Resultat eines verminderten Schlagvolumens, das sich infolge der nachlas-
senden Kontraktilitat des Herzmuskels in einer verstarkten Fullung des Ventrikels
am Ende der Systole aulRert.
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Die Herzminutenvolumina der Kombinationstherapien lagen nur knapp Uber denen
der Placebo- und Bisoprololgruppe, wodurch ein gewisses Zusammenspiel der bei-
den Monotherapien reflektiert wird.

Die Funktionsparameter LVEF und LVFS zeigten sich in der IGF-1 Behandlungs-
gruppe am besten und waren, verglichen mit denen der Shamgruppe nur um 15%
bzw. 20% schlechter. Eine 15% schlechtere Ejektionsfraktion im Vergleich zur IGF-1
Gruppe lag in der Gruppe der Kombination 25% vor, die damit der Bisoprololgruppe
und der hohen Kombinationsbehandlung tberlegen war. Dies gilt gleichermaf3en fur
die Verklrzungsfraktion, nur dass hier die Behandlung mit Bisoprolol den geringsten
Erfolg herbeifihrte.

Die relativ schlechten Funktionsparameter der Bisoprololgruppe sind sehr wahr-
scheinlich auf die negativ chrono- und inotropen Eigenschaften des 3-Blockers zu-
rick zu fuhren [156, 157]. Dagegen konnte in klinischen Langzeitstudien mit Bisop-
rolol eine Verbesserung der Auswurffraktion [324, 325] und Verkirzungsfraktion
[326] beobachtet werden. Obwohl die Herzfrequenz bereits bei der ersten Behand-
lung mit Bisoprolol absinkt, benétigt es einige Monate bis eine Verbesserung der
linksventrikularen Funktion deutlich wird und die negativ inotropen Eigenschaften
Bisoprolols geniigend ausgeglichen werden kénnen [326].
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5  Zusammenfassung

Das Tumor-Kachexie-Syndrom stellt eine haufige Begleiterscheinung maligner tu-
moréser Erkrankungen dar, verschlechtert deren Prognose zusétzlich und fuhrt bei
bis zu 22% der Patienten zum Tode.

Bislang bestehende therapeutische Strategien sind keineswegs befriedigend, eben-
so wenig wie die neueren Therapieansatze. Klinische Studien an herzinsuffi-zienten
Patienten mit kardialer Kachexie zeigten, dass der Einsatz des B-Blockers Bisopro-
lol einen positiven Einfluss auf die Gewichtsentwicklung genommen hat. Auch der
Wachstumsfaktor IGF-1, ein Mediator des Wachstumshormons (GH), wird nicht nur
aufgrund seiner anabolen Eigenschaften als ein mdglicher Bestandteil bei der The-
rapie der Tumor-Kachexie in Betracht gezogen.

Der erste Teil dieser Studie war darauf ausgerichtet, die effektive Dosis der beiden
Monotherapien (Bisoprolol: 5 mg/kg/d oder 50 mg/kg/d bzw. IGF-1: 0,3 mg/kg/d oder
3 mg/kg/d) zu ermitteln. In der zweiten Phase des Versuchs ist die kombinierte Ga-
be von jeweils 75% und 25% der effektiven Dosierungen von Bisoprolol und IGF-1
untersucht worden.

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss von Bisoprolol und IGF-1 einzeln und im Zu-
sammenwirken miteinander bei tumortragenden Ratten auf die nachfolgend aufge-
listeten Kriterien herauszuarbeiten:

* Mortalitat
« Gewichtsverlauf, Kdrperzusammensetzung, Organgewicht

e spontane Aktivitat, Futteraufnahme

* Herzfunktion

Dazu wurden in dieser randomisierten Doppelblindstudie 105 mannlichen Wistar-
Ratten 10° Zellen des AH-130 Yoshida Hepatoms (=Tumortiere, n=97) bzw. eine
entsprechende Menge physiologischer Kochsalzlésung (=Shamtiere, n=8) intraperi-
toneal appliziert. Alle zwei Tage wurde das Korpergewicht bestimmt und Daten zur
Kdrperzusammensetzung erhoben. Die Aufzeichnung der spontanen Aktivitat sowie
der Futteraufnahme Uber einen Zeitraum von 24 Stunden erfolgte sowohl zwei Tage
vor, als auch zehn Tage nach Inokulation der Tumorzellen resp. Kochsalzldsung.
Die Messung funktionaler Herzparameter im Rahmen der echo-kardiographischen
Untersuchung fand an Tag O und Tag 11 des Versuchs statt.
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Die Therapie entsprechend der Gruppenzuteilung mit den jeweiligen Medikamenten
bzw. einem Scheinmedikament (Placebo) begann 24 Stunden nach Applikation der
Tumorzellen resp. Kochsalzlésung und erfolgte einmal taglich. An Tag 16, dem letz-
ten Tag des Versuchsprotokolls, wurden alle, auch die nicht terminal kranken Tiere
getotet.

Der Vergleich der Shamgruppe mit der Placebo-Tumorgruppe brachte eindeutig die
Kachexie-erzeugende Wirkung des angewandten Tumormodells hervor und ermég-
lichte somit eine Feststellung vorhandener anti-kachektischer Effekte der einge-
setzten Medikamente.

Weder die Monotherapien, noch deren Kombinationen miteinander hatten einen
beglnstigenden oder hemmenden Einfluss auf die Eigenschaften des Tumors (Zell-

zahl, Volumen).
Bezug nehmend auf die Entwicklung der Kdrperzusammensetzung und damit die

Gewichtsentwicklung erzeugte die Behandlung mit Bisoprolol den grof3ten anti-
kachektischen Effekt, gefolgt von der Gruppe der Kombination 75%, bei der sich im
Gegensatz zur Gruppe der Kombination 25% eine positive Dosis-Wirkungs-
Beziehung andeutete. Die alleinige Behandlung mit IGF-1 vermochte es nicht der
Tumor-Kachexie besser entgegen zu wirken, verglichen mit der Gruppe der hdher
dosierten Kombination, wohl aber im Vergleich zur Gruppe der Kombination 25%.
Die tumorinduzierte Anorexie wurde unter der Behandlung mit Bisoprolol und wenn-
gleich etwas schwécher, durch IGF-1 am deutlichsten abgemildert. Auch der Aktivi-
tatsriickgang war in diesen Gruppen am geringsten ausgepragt. Die Kombinationen
der beiden Monotherapien waren im Vergleich dazu nicht so erfolgreich, obwohl die
Unterschiede diesbeziiglich nicht signifikant ausfielen.

Die Ejektions- und Verklrzungsfraktion spiegeln die Verbesserung der Herzfunktion
durch die Gabe von IGF-1 wider, auch wenn keine Signifikanz gegentber den ver-
bleibenden Versuchsgruppen zustande kam. Nachfolgend zeigte sich die Gruppe
der niedrigen Kombinationsbehandlung bezlglich der Herzfunktionsparameter der
Bisoprololgruppe und der Gruppe der Kombination 75% Uberlegen.

Eine deutlich verbesserte Uberlebensrate, verglichen mit der Placebogruppe, hatten
die mit Bisoprolol behandelten Tiere. Auch unter der Behandlung mit der héher do-
sierten Kombination, IGF-1 und der Kombination 25% war die Mortalitat reduziert,
obwohl die Unterschiede nicht signifikant ausfielen.

Der ausbleibende Erfolg bei der Erhaltung der fettfreien Masse und damit dem Kor-
pergewicht seitens der IGF-1-Behandlung lasst sich mdglicherweise mit der Tatsa-
che erklaren, dass rhiIGF-1 nicht stabil genug ist, um ausreichend hohe Wirk-spiegel
zu erreichen.
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5 Zusammenfassung

Eine Kombination aus rhIGF-1 und IGFBP-3 (SomatoKine®) kénnte aufgrund der
verlangerten Halbwertszeit die Einstellung eines héheren und bestandigeren IGF-1-
Serumspiegels ermdglichen. Auch die Konzentration im Gewebe kdnnte sich auf-
grund der Stabilisierung durch den ternaren Komplex und der damit reduzierten
Clearance erhéhen.

Die Uberraschend schlechten funktionellen Herzparameter der Bisoprololgruppe
sind vermutlich auf die negativ chrono- und inotropen Eigenschaften des 3-Blockers
zurlick zu fuhren. Mit groRer Wahrscheinlichkeit benétigt es einige Monate bis eine
Verbesserung der funktionellen Herzparameter zu sehen ist, wie klinische Langzeit-
studien belegen, obwohl es bereits ab der ersten Behandlung mit Bisoprolol zu einer
Absenkung der Herzfrequenz kommit.

Generell ist zu sagen, dass die hoher dosierte Kombination der beiden Monothera-
pien (75%) deutlich bessere Ergebnisse erzielte, verglichen mit der niedrigen Dosie-
rung (25%), ohne dass von Synergien gesprochen werden kann.
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6 Summary

The impact of bisoprolol and IGF-1 in particular as mono-
therapy as well as in combination on the developmen t of
body weight, body composition, spontaneous activity and
cardiac function in a rat model of cancer cachexia

Cachexia is a frequent co-morbidity of malignant cancers and drastically affects
patients’ outcome. Up to 22% of the patients die as a results of cachexia. So far,
existing as well as experimental therapeutic strategies are not satisfactory. Studies
in a sub-group of chronic heart failure patients with cardiac cachexia showed that
the application of the B-blocker bisoprolol positively influenced body weight devel-
opment.

The growth factor IGF-1, mediator of growth hormone (GH) and an anabolically
active messenger has been taken into consideration as one possible component of
cancer-cachexia treatment.

The first part of this study was desingned to find out the more effective dosage of
both mono-therapies (bisoprolol: 5 mg/kg/d or 50 mg/kg/d resp. IGF-1: 0,3 mg/kg/d
or 3 mg/kg/d). In the second part of the study the combined administration of re-
spectively 75% and 25% of the more effective dosage of bisoprolol and IGF-1 was
analyzed.

In this study, the impact of bisoprolol and IGF-1 in particular as mono-therapy as
well as in combination on the following endpoints were assessed in a rat model of
severe cancer cachexia:

e mortality

« body weight development, body composition, organ weight
e spontaneous activity, food intake

e cardiac function

For that purpose male Wistar 105 rats were inoculated with 10® AH-130 tumor cells
(=tumor, n=97) resp. saline solution (=sham, n=8) into the peritoneal cavity. The
study was performed in a randomized double-blind fashion. Every other day, rats
were weighed and body composition data were assessed. Spontaneous activity and
food intake were documented two days before as well as ten days after inoculation
of tumor cells resp. saline solution over a period of 24 hours. The measurement of
cardiac function by echocardiography was performed on day 0 and 11 of the study.
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6 Summary

Twenty four hours after inoculation of the tumor cells resp. saline solution, daily
treatment with the corresponding compounds resp. placebo was started. Animals
were killed either on day 16 (maximum duration of the protocol) or prematurely if
ethical endpoints were met.

The comparison between the sham group and the tumor-bearing untreated animals
clearly displayed the cachexia-inducing impact of the tumor-model, hence, it is suit-
able for the detection of anti-cachectic effects of the used drugs.

Neither mono-therapy nor combination-therapy had any impact on the characte-
ristics of the tumor (cell number, volume).

With regard to body weight and composition, the treatment with bisoprolol displayed
the best anti-cachectic effect, followed by the group receiving a combination of 75%
of the most effective single treatments. This group suggested a positive dose-effect-
relationship compared to the group receiving a combination of 25% of the most ef-
fective single treatments. IGF-1 mono-therapy was not able to counteract tumor-
cachexia better than the group receiving high dose combination, but the group re-
ceiving low dose combination.

The cancer-induced anorexia was most efficiently attenuated by the treatment with
bisoprolol, followed by treatment with IGF-1. Also, the activity-level was best pre-
served in these groups. The combination of both drugs was not successful although
there were no significant differences to respective mono-therapies.

An improved ejection fraction and fractional shortening reflect the enhancement of
cardiac function by treatment with IGF-1, although it did not reach significance.
Subsequently the low dose combination appeared superior with regard to cardiac
function compared to the groups treated with bisoprolol and the high dose combina-
tion.

The animals treated with bisoprolol demonstrated a significantly improved survival
rate in comparison to the tumor-bearing untreated animals. The mortality also re-
duced under the treatment with the high dose combination, IGF-1 and the low dose
combination, but did not reach significance.

Perhaps, the treatment failure of IGF-1 on body weight and particularly lean mass
can be explained by the fact that rhIGF-1 was not stable enough to achieve effective
levels. A combination of rhIGF-1 and IGFBP-3 (SomatoKine®) could adjust superior
and constant IGF-1 levels because of the prolonged half life. The concentration in
the tissue could also be increased because of the stabilization by the ternary com-
plex and therefore the reduced clearance.

The negative chrono-and inotropic properties are most likely responsible for the
poorer functional parameters of the bisoprolol-treated group in the present study.
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6 Summary

Perhaps some months under treatment are needed until an improved cardiac func-
tion becomes apparent, as shown in clinical long-term studies, although heart rate
reduction is noticed from the first application of bisoprolol.

The combination of both drugs did not lead to synergistic effects, although the high
dose combination was more effective than the low dose combination, but failed to
show an improvement compared to bisoprolol. Further studies on dosing are
needed, if IGF-1 alone or in combination with bisoprolol are to be considered a

therapy option for cancer cachexia.
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