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1 Einleitung

Der Verlust von Koérpergewicht, d.h. eine Kdérpergewichtsreduktion um >5%, resultiert in
diversen Ursachen. Neben einer Abmagerung aufgrund kaum oder nicht vorhandener
Verflugbarkeit von qualitativ hochwertiger Nahrung spielen pathologische Prozesse im
Rahmen der Nahrungsaufnahme (z.B. Appetitlosigkeit), der Nahrungsverwertung,
metabolische Veranderungen sowie Begleitphanomene zugrundeliegender

Krankheitsprozesse eine grof3e Rolle.

Insbesondere chronische Erkrankungen, welche haufig mit einer systemischen Entziindung
einhergehen [1], wie chronische Herzinsuffizienz [2-4], chronisch obstruktive pulmonale
Erkrankungen (COPD), Diabetes mellitus, chronische Leber-, Nieren- und
Pankreasinflammation [5], Rheumatoide Arthritis, AIDS [6, 7] sowie Krebserkrankungen
fUhren zu einer vergleichsweise schnell voranschreitenden Auszehrung des Korpers. Diese
Auszehrung wird als Kachexie bezeichnet und betrifft sowohl Muskel-, Fett- und

Knochengewebe.

Im Jahr 2007 wurde von einer internationalen Expertengruppe eine allgemein glltige
Definition von Kachexie bei Erwachsenen vorgestellt [8]. Die diagnostischen Kriterien fir

Kachexie sind demnach:

- Gewichtsverlust von mindestens 5% (nicht-6dematds) in den letzten 12 Monaten
oder weniger bei Vorhandensein eine Grunderkrankung oder
- ein BMI <20 kg/m?
- sowie das zusatzliche Auftreten drei der folgenden Kriterien:
= eine reduzierte Muskelkraft
= Erschdépfung
= Anorexie
= Niedriger Index an fettfreier Masse
= Abnorme biochemische Parameter: pathologisch erhohte
Entziindungswerte (CRP >5 mg/l, IL-6 >4 pg/ml), Anémie (<12 g/dl) und

einer niedriger Serumalbuminspiegel (<3,2 g/dl)

Das Auftreten von Kachexie ist in der Regel mit einer unglinstigen Prognose verbunden [9].
Insbesondere die tumorbedingte Kachexie verursacht eine erhéhte Morbiditat und Mortalitat
[10].



Kachexie ist diagnostisch flr eine nachfolgende Therapie von anderen
gewichtsreduzierenden Syndromen zu differenzieren. Wahrend die reversible und ohne
weitere Begleiterscheinungen auftretende Anorexie wegen der reduzierten Kalorienzufuhr
mehr das Fett- als das Muskelgewebe betrifft, tritt bei Kachexie ein Muskel- und Fettabbau
irreversibel in annahernd gleichem Ausmal} auf. Der Verlust von Skelettmuskelprotein ist
bei Kachexie groRer als der Abbau von viszeralem Protein. Bei Anorexie werden in beiden

Geweben die Proteine zu weitgehend gleichen Teilen abgebaut [4].

Sarkopenie umschreibt einen in héherem Alter und bei Mangelernahrung vorkommenden
Gewichtsverlust, wobei hauptsachlich die Skelettmuskulatur betroffen ist [11]. Bei Mannern
betragt der jahrliche altersbedingte Abbau an Skelettmuskeln ab einem Alter von 50 Jahren

ca. 1-2%, bei Frauen liegt er etwas darunter [12].

Der Abbau von Muskelgewebe kann durch die Einlagerung von intramuskularem
Fettgewebe kompensiert werden [13]. In Phasen der Mangelerndhrung kann dieses jedoch

ebenfalls reduziert werden [11].

Abb. 1.1 vergleicht anschaulich Kachexie und Sarkopenie in Form einer Pyramide,

entwickelt von Argilés et al. [14].



Chron.
Erkrankungen

Alterung

Krebs
COoPD
Chron. Herzleiden
chron. Infektionen

/ Kachexie Sarkopenie \
/ Akute Entziindung Chron'scheEntzﬁndung\

Skelettmuskeldysfunktion

Muskelmasse und Muskelkontrakﬂonsvermﬁgenl

Muskelkraft l .
Anderungen im Proteinumsatz

Mitochondriale Dysfunktion Zellapoptose
Insulinresistenz Beeintrichtigte Regeneration
Morbiditat 1

Erschopfung, Immundifizienz, Osteoporose, beeintrachtigte Lungenventilation, verdnderte Herzfunktion, kdrperliche
Einschrankungen

/ Mortalitat T \

Abb. 1.1 Kachexie-Sarkopenie-Pyramide (verandert nach Argilés et al. [14])

In Tabelle 1.1 sind die an beiden Syndromen beteiligten Faktoren gegeniibergestellt [14].

Tab. 1.1 Vergleich von Kachexie und Sarkopenie (verandert noch Argilés et al. [14]) (+ =

geringgradig, ++ = mittelgradig, +++ = hochgradig)

Gewichtsverlust ja nein (da Kompensation durch intramuskulare
Fetteinlagerung)
Muskelmasse sinkt sinkt
Fettmasse sinkt steigt
Anorexie ++ +
Ruheenergiebedarf steigt sinkt
Entziindung (systemisch) +++ +
Grunderkrankung ja ja/nein
Muskelproteinabbau + +++
beeintrachtigte ) ) )
. ja/nein ja
Muskelproteinsynthese
erhohte Apoptose von ) )
ja ja
Muskelzellen
verringerte Muskelregeneration ja ja
muskulére mitochondriale
. ja ja
Dysfunktion
Insulinresistenz ja ja




2 Kachexie als Begleitphdanomen einer Tumorerkrankung

2.1 Definition

Seit langem ist bekannt, dass Kachexie in Verbindung mit Krebserkrankungen auftritt. Sie
ist dabei mit reduzierten Korperfunktionen [15], verminderter Toleranz gegenuber

antitumoraler Therapie [16] und mit einer geringeren Uberlebensrate verbunden [17, 18].

Jedoch fehlte es lange Zeit an einer allgemeingtltigen Definition der (Tumor)kachexie. Erst
2011 wurde ein internationaler Konsens fir eine Definition gefunden. Tumorkachexie ist
demnach ein multifaktorielles Syndrom, welches durch einen fortschreitenden Verlust von
Skelettmuskelmasse (mit oder ohne Verlust von Fettgewebe) charakterisiert ist. Dieser ist
irreversibel bei unterstitzender konventioneller Erndhrung und fihrt zu einer progressiv
voranschreitenden funktionellen Beeintrachtigung. Die Pathophysiologie einer
Tumorkachexie ist charakterisiert durch eine negative Energie- und Proteinbilanz, bestimmt
durch eine Kombination von verringerter Nahrungsaufnahme und gestorten

Stoffwechselfunktionen [19].
Diagnostische Kriterien fir eine Tumorkachexie sind [19]:

- Gewichtsverlust > 5% in den letzten 6 Monaten (bei Ausschluss einer gewdhnlichen
Hungerphase), oder

- BMI < 20 und ein Gewichtsverlust > 2%, oder

- Starker Abbau der Skelettmuskulatur (Muskelindex Manner < 7,26 kg/m?, Frauen <

5,45 kg/m?) und ein ungewollter Gewichtsverlust > 2% in den letzten 6 Monaten

Tumorkachexie wird als Kontinuum mit drei Phasen klinischer Relevanz angesehen (Abb.
2.1). Nicht alle Phasen treten bei jedem Patient auf. Wahrend der Prakachexie kommt es
zu einem Gewichtsverlust von weniger als 5% sowie Stoffwechselveranderungen. Das
Stadium der Kachexie wird mit den o.a. Kriterien beschrieben. Die refraktare Kachexie als
dritte Phase ist das Ergebnis einer weit fortgeschrittenen Tumorerkrankung (praterminal)
oder tritt bei sehr progressiv verlaufenden Krebserkrankungen ohne Ansprechen auf
antitumorale Therapie auf. In dieser Phase kommt es zu einem aktiven Katabolismus. Die
refraktare Kachexie ist charakterisiert durch eine Lebenserwartung von weniger als 3
Monaten [19].
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Abb. 2.1 Phasen der Tumorkachexie (verandert nach Fearon, K.C.H. et al. [19])

2.2 Epidemiologie

Krebs stellt weltweit eines der Hauptprobleme der o&ffentlichen Gesundheit dar.
Tumorerkrankungen sind mittlerweile fur 23% aller Todesfalle verantwortlich und stellen
somit nach den Herzerkrankungen das zweithaufigste todlich verlaufende
Krankheitsgeschehen dar. Eine Studie in den USA geht davon aus, dass ein Drittel aller
Frauen und die Halfte aller US-amerikanischen Manner im Laufe ihres Lebens Krebs
entwickeln [20]. Jedoch steigt die Zahl der Uberlebenden einer Krebserkrankung, im
Wesentlichen bedingt durch frihzeitige Diagnose- und bessere Therapiemdglichkeiten. Vor
dem Einsatz von effektiven Screening- und Therapiemethoden wurde Krebs haufig erst in
einem weit fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, wenn die betroffenen Patienten bereits

kachektisch waren [21].

Man geht davon aus, dass in Europa jahrlich 3,2 Millionen Personen an Krebs erkranken.
Etwa 1,7 Millionen Menschen versterben pro Jahr an Krebs. Zu den haufigsten

Krebserkrankungen zahlen Brust-, Kolorektal- und Lungentumoren [22].

Aufgrund einer bis vor wenigen Jahren fehlenden Definition flr Tumorkachexie schwanken
die Inzidenzen stark [23]. Laviano et al. (2005) gehen davon aus, das 63% aller
Krebspatienten eine Kachexie entwickeln [24]. Andere Studien erheben eine Kachexierate
von 50% bei Krebspatienten [10, 25].



Das Auftreten einer Tumorkachexie ist von der Tumorentitat abhangig, jedoch entwickeln
nicht alle Patienten mit der gleichen Tumorentitat eine Kachexie [26]. Beispielsweise ist bei
85% der Falle mit Pankreaskarzinom der Krankheitsverlauf mit einer Kachexie verbunden.
Bei Magen- und bei Pankreaskarzinom geht die Kachexie mit einem starken
Gewichtsverlust einher. Dieser liegt insbesondere beim Pankreaskarzinom im Mittel bei
25% [27]. Es wurde eine negative Korrelation zwischen der Uberlebensrate und dem
Gewichtsverlust bei Patienten mit Pankreaskarzinom nachgewiesen [17]. Neben einer
erhdhten Inzidenz bei gastrointestinalen Tumoren ist eine Kachexie auch eine haufige
Begleiterscheinung bei Lungentumoren [10]. Patienten mit Mammakarzinom, non-Hodgkin-
Lymphom, nichtlymphozytarer Leukdmie und Sarkomen weisen die geringsten

Inzidenzraten des Auftretens einer Tumorkachexie auf [28].

Neben der Tumorentitat spielen individuelle Patienteneigenschaften wie Geschlecht, Alter,
Pradisposition und auch die Form der Therapie eine Rolle fir das Entwickeln einer
Kachexie [29]. Tumorpatienten mit Kachexie zeigen neben einem massiven
Gewichtsverlust auch Anorexie, Andmie, Odeme und Erschépfungserscheinungen [30]. Die
Auspragung einer Kachexie ist immer mit einer verringerten Uberlebensdauer und damit
mit einer schlechten Prognose verbunden [31, 32]. Tumorkachexie wird bei einem Flnftel

bis zu einem Drittel der Krebspatienten als Todesursache angesehen [33, 34].

2.3 Pathophysiologie — Tumorkachexie als Multi-Organ-Syndrom

Die pathophysiologischen Mechanismen und Signalwege, welche zu einer tumorbedingten
Kachexie fuhren, sind nicht vollstandig verstanden. Kachexie wird als Zusammenspiel einer
Vielzahl von Mediatoren angesehen, die sowohl vom Tumor selbst als auch vom nicht-
tumorésen Gewebe gebildet werden und miteinander agieren [35]. Der Verlust von
Muskelgewebe steht dabei in einem direkten Zusammenhang mit molekularen
Mechanismen in anderen Organen und Geweben wie dem braunen und weil3en
Fettgewebe, Gehirn, Leber, Darm und Herz, so dass bei Tumorkachexie von einem Multi-
Organ-Syndrom gesprochen werden kann. Ein zentraler Punkt ist dabei die Entwicklung
einer Inappetenz, vermutlich ausgelést durch Veranderungen im Geschmacks- und
Geruchssinn und dem Einsetzen eines vorzeitigen Sattigungsgefiihls [36]. Die Folgen
davon sind verminderte Nahrungsaufnahme und Mangelernahrung [37]. Der Verlust von
weillem Fettgewebe im Rahmen einer Tumorkachexie ist eine wesentliche Grundlage fir
die damit verbundene Energiedefizienz. Offenbar versucht der Koérper dagegen zu
regulieren, denn Tumorpatienten zeigen sowohl eine Aktivierung als auch eine Expansion

des fur die Thermogenese verantwortlichen braunen Fettgewebes [38, 39]. Die



Veranderungen im Stoffwechsel des weillen Fettgewebes sowie des ebenso katabolen
Skelettmuskelstoffwechsels werden durch Mediatoren wie prokachektische Faktoren (lipid
mobilizing factor — LMF [40], Cathepsine [41], Akute-Phase-Proteine [42, 43], Zytokine [44,
45], oxidativen Stress [24, 46, 47], gesteigerte Ubiquitinierung sowie Abbau durch das
Proteasom [48] und Apoptose [49] ausgeldst. Im Nachfolgenden sollen die molekularen und

metabolischen Komponenten der Tumorkachexie beschrieben werden.

Pathophysiologie der Anorexie im Rahmen einer Tumorkachexie

Tumorpatienten entwickeln haufig eine Inappetenz, die in einen Gewichtsverlust bis hin zur
Kachexie mindet [26]. Diese auch als Anorexie bezeichnete Begleiterscheinung der
Kachexie resultiert zum einem aus der antitumoralen Chemotherapie, jedoch tritt Anorexie
auch bei nicht chemotherapeutisch behandelten kachektischen Patienten auf [50]. Dies legt

nahe, dass die Anorexie auch durch den Tumormetabolismus ausgeldst werden kann.

Neben der mechanischen Beeintrachtigung bei Tumoren des Gastrointestinaltrakts und den
mit einer Tumorerkrankung verbundenen psychischen Belastungen, die eine Anorexie
hervorrufen koénnen, klagen Krebspatienten haufig Uber eine Beeintrachtigung des
Geschmacks- und Geruchssinns. Zytokine wie Interleukin 1a (IL-1a), IL-1B, IL-6 und tumor
necrosis factor-a (TNF-a) haben einen appetitbeeinflussenden Effekt [51]. Rezeptoren flr
TNF-a und IL-1 befinden sich in den Regionen des Hypothalamus, die die

Nahrungsaufnahme regulieren.

Es wird angenommen, dass Anorexie bei Tumorerkrankungen mit einem Ungleichgewicht
zwischen orexigenen Transmittern wie Neuropeptid Y (NPY) und anorexigenen Substanzen
wie Proopiomelanocortin (POMC) in Zusammenhang steht [52]. NPY stammt aus den
endokrinen Zellen des Dunn- und Dickdarms und senkt den Ruhe-Energie-Umsatz,
wogegen POMC Uber die Stimulation der Sympathikus-Aktivitdt den Ruhe-Energie-Umsatz
anhebt. Tumorstudien an Ratten haben gezeigt, dass die Freisetzung von NPY deutlich
reduziert war [53]. Vermutlich wird die NPY-Freisetzung und der NPY-Transport durch den
Tumor inhibiert [54]. Bei anorektischen Tumorpatienten waren die NPY-Spiegel gegenuber
den Kontrollpersonen niedriger und korrelierten mit dem Ausmal’ der Anorexie [55]. Auch
Leptin spielt eine Rolle beim Stoffwechsel des im Koérper eingelagerten Fettes. Es hemmt
die  Nahrungsaufnahme und  steigert den  Energieumsatz  Uber einen
Feedbackmechanismus im Hypothalamus. Die Leptinkonzentration im Serum hangt vom
Fettanteil des Korpers ab. Sinkt der Korperfettanteil (z.B. bei Kachexie), dann sinkt auch

die Leptinkonzentration.



POMC kann in a-MSH (Melanozytenstimulierendes Hormon) umgewandelt werden,
welches die Nahrungsaufnahme hemmt [56]. Durch die Aktivierung zweier distinkter
Melanocortin-Rezeptoren im Hypothalamus und anderen Regionen des Gehirns, Mc3r und
Mcdr, kann so Anorexie induziert werden. Die Gabe von synthetischen Mc3r- und Mc4r-
Antagonisten an Ratten mit Prostatakarzinom erhodhten die Futteraufnahme und das

Kdrpergewicht der Tiere [57].

MIC-1 (macrophage inhibitory cytokine-1) aus der Gruppe von TGF-B (transforming growth
factor-B) wurde auch in Zusammenhang mit Anorexie und Gewichtverlust bei
Krebspatienten beschrieben. Bei Patienten mit Prostatakarzinom wurde eine direkte
Korrelation zwischen MIC-1-Konzentration und Verlust von Kérpergewicht nachgewiesen
[58].

Melanin concentrating hormone (MCH) ist leptinsensitiv und stimuliert als orexigenes
Neuropeptid die Nahrungsaufnahme. Es bindet an die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
MCH1R und MCH2R im Gehirn. Mittels Immunhistochemie konnte post mortem am Gehirn
von kachektischen Patienten eine erhdhte Expression von MCH1R gegenlber einer

Kontrollgruppe festgestellt werden [59].

Thermogenese — Umwandlung weilen Fettgewebes in braunes Fettgewebe

Zahlreiche Studien berichten bei tumortragenden Tieren von einer lipolytischen Aktivierung
des braunen Fettgewebes in Folge von Tumorkachexie. Das braune Fettgewebe besitzt
eine Schlusselrolle in der Thermogenese und Energiebalance von Nagetieren. Im Jahr
2009 wurde gezeigt, dass bei Erwachsenen im oberen Rickenbereich und entlang der
Wirbelsaule braunes Fettgewebe vorhanden ist, so dass auch von einer physiologischen
Funktion ausgegangen wird [60]. Bei humanen Tumorpatienten gibt es bislang jedoch keine

Informationen zur Aufgabe des braunen Fettgewebes bei Kachexie [61].

Die massive Lipolyse, eingeschrankte Lipogenese und beeintrachtigte Aufnahme von
Fettsduren im Zuge einer Tumorkachexie flhren zu einer geringeren Aktivitdt der
Lipoproteinlipase (LPL) und damit zu einem Abbau des Fettgewebes. Dem gegenilber steht
die vermutete Funktionsibernahme von molekularen Mechanismen des braunen
Fettgewebes durch Adipozyten des weilten Fettgewebes. Bei dieser Konversion, dem
.Browning*“ der Adipoyzten, spielt die Bildung von uncoupling protein 1 (UCP1) eine Rolle.
Der Vorgang des ,Brownings® ist abhangig von Entzindungsmediatoren wie IL-6 und

tumorassoziierten Substanzen wie dem parathyroid-hormone-related protein (PTHRP) [60].



Malabsorption

Tumorkachexie verursacht eine Dysfunktion der Darmbarriere, so dass davon
ausgegangen wird, dass die Mikrobiota des Darmes beim Krankheitsgeschehen eine Rolle
spielt. Bei Leukamieversuchen im Mausmodell wurden sinkende Konzentrationen von

Bakterien mit immunmodulierenden Eigenschaften (Lactobacillus spp.) nachgewiesen [62].

Es wird ein Zusammenspiel zwischen der Darmmikrobiota und der Skelettmuskulatur
vermutet. Die Darmbakterien bilden Metaboliten, die wiederum in den Muskelzellen den

Energieumsatz beeinflussen [63, 64].

Der Verdauungstrakt steht auch Uber das Peptid Ghrelin im Zusammenhang mit dem
Verlust von Skelettmuskulatur. Ghrelin wird hauptsachlich im Magen gebildet und wirkt
appetitssteigernd. Bei Magen- [65], Lungen- [66] und neuroendokrinen [67] Tumoren
wurden erhodhte Konzentrationen von Ghrelin gemessen. Dies wird jedoch nicht als
gegenregulatorischer Mechanismus zur Anorexie angesehen, sondern stellt offenbar eine
sogenannte Ghrelin-Resistenz, wie sie bei Tumorpatienten auftritt, dar [61]. Neben seinen
orexigenen Eigenschaften hat Ghrelin auch einen direkten Effekt auf die Muskelzellen,
indem es die durch katabole Zytokine initiierte Proteindegradation hemmt [68, 69].
Anscheinend ist Ghrelin auch in der Lage, eine durch das Krebstherapeutikum Doxorubicin

induzierte Apoptose in Skelettmuskelzellen zu inhibieren [70].

Verédnderungen im Leberstoffwechsel — Akute-Phase-Reaktion (APR)

Die Leber spielt mit der Produktion von Akute-Phase-Proteinen eine zentrale Rolle bei der
Ausbildung einer Tumorkachexie. Die Akute-Phase-Reaktion ist bei kachektischen
Patienten verstarkt und die Glukoneogenese hochreguliert. Erhéhte Serum-IL-6-Werte
korrelieren dabei mit dem C-reaktiven Protein (CRP) als Marker fir systemische
Entziindungen [43]. CRP wird daher als Marker fur die Hauptmediatoren der APR, IL-6, IL-
1 und TNF-a angesehen. Falconer et al. konnten belegen, dass Patienten, in denen sich
anhand des CRP eine APR nachweisen lieR, eine geringere Uberlebenszeit hatten, als
Patienten ohne APR [42]. Bei vielen humanen Tumorarten wird deshalb dem CRP eine
hohe prognostische Aussagekraft zugesprochen [71, 72]. Auch Uber die Zytokine IL-1, IL-6
und IL-10 lassen sich bei Pankreaskarzinom-Patienten hohere Werte messen als bei
gesunden Kontrollen und somit eine verstarkte APR nachweisen. Diese erhohten

Zytokinwerte gehen mit einem Gewichtsverlust der betreffenden Patienten einher, was
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nahelegt, dass Zytokine eine wesentliche Beteiligung an der Ausbildung der Kachexie
spielen [73]. Im Zuge der APR kommt es zu einer Verschiebung der muskularen
Aminosauren zur Leber hin. Dies dient einerseits der verstarkt ablaufenden

Glukoneogenese, andererseits der Synthese von Akute-Phase-Proteinen [61].

Ein weiterer klinischer Marker fur eine verstarkt ablaufende APR stellt die Hypalbuminamie
dar [74]. Bei Tumorpatienten mit systemischer Entziindung ist die Synthese von Akute-
Phase-Proteinen wie CRP und Fibrinogen erhéht [75], wahrend die Albuminsyntheserate
unbeeinflusst ist [76]. Dennoch stellt sich eine Hypalbuminamie ein. Diese wird auf eine
erhohte transkapillare Gefalpermeabilitdt und einen damit verbundenen Albuminverlust

zurtckgefihrt.

Tierexperimentelle Studien zeigten, dass die Ausschaltung eines spezifischen
transkriptionellen Kofaktors in den Hepatozyten, RIP 140 (receptor-interacting protein) die
Entstehung einer hepatischen Steatose als Folge einer Tumorkachexie verhindert [77]. RIP
140 kontrolliert auRerdem die Expression von Entzindungsmediatoren in Makrophagen
und koénnte demzufolge eine funktionelle Schaltstelle zwischen Entzindungs-(via
Makrophagen) und Stoffwechsel-(via Hepatozyten)prozessen in der Leber bei Kachexie
darstellen [78]. Die Aktivitdt von Makrophagen in der Leber ist bei Tumorkachexie erhdht
[79]. Bei mehreren Tumorkachexiemodellen wurde eine erhdhte Aktivitdt von RIP 140
festgestellt [77].

Verdnderungen im Fettstoffwechsel — weilles Fettgewebe

Das weilde Fettgewebe besteht im Wesentlichen aus Adipozyten als Hauptenergiespeicher
des Korpers. Daneben lassen sich undifferenzierte Fettvorlauferzellen, glatte Muskelzellen,
Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen finden [80]. Der enorme Verlust dieses
Gewebes wahrend einer Tumorkachexie bildet die Basis fur den dabei auftretenden

energiedefizienten Stoffwechsel.

Physiologisch findet ein Gleichgewicht zwischen Lipogenese und Lipolyse statt. Fettsauren
werden im Fettgewebe als Triacylglycerin (TAG) gespeichert. Das Enzym Lipoproteinlipase
(LPL) hydrolysiert Fettsauren aus Lipoproteinen im Plasma. Diese werden dann zur
Synthese von TAG in die Adipozyten transportiert. Die Lipolyse wird durch Hormone wie
Epinephrin, Glucagon und Adrenocortikotrophes Hormon (ACTH) in einem cAMP-
abhangigen Mechanismus gesteuert. Die Produktion von cAMP wird stimuliert durch das
Enzym Adenylatcyclase (AC), das ATP in cAMP umbaut [81]. cAMP aktiviert eine



Proteinkinase (PKA), die wiederum die hormonsensitive Lipase (HSL) aktiviert. HSL steuert
den Umbau von TAG in nichtveresterte Fettsduren (NEFA), und Glycerol. Ein weiteres
Enzym, die Adipozyten-Triglycerid-Lipase (ATGL), die vor allem TAG aus langkettigen
Fettsauren hydrolysiert, scheint zumindest in Nagetieren eine Rolle im Katabolismus von
TAG zu spielen. Beim Menschen ist die ATGL weniger von Bedeutung fur die Lipolyse [82].
PKA phosphoryliert auch Perilipin (PLIN), welches die intrazellularen Lipidtropfen umhdilit.
Die Phosphorylierung bewirkt, dass HSL fir die TAG-Hydrolyse die Lipidoberflache
Uberwinden kann [83]. Ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor aktiviert eine Unterform der
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen, die extrazellular signal-regulierte Kinase (ERK). Eine
aktivierte ERK erhoht die Lipolyse und phosphoryliert HSL an einem Serinrest, wodurch
deren Aktivitat ansteigt [84].

Die Adipozytendifferenzierung wird durch eine Reihe von Transkriptionsfaktoren gesteuert
[85]. Dieser Mechanismus beginnt mit einer Aktivierung des CCAAT/Enhancer-Binding-
Proteins (C/EBP). Dieses Protein kontrolliert zusammen mit PPARy die terminale
Differenzierung. Die Bildung von PPARYy wird verstarkt durch das sterol regulatory element-
binding protein-1c (SREPC-1c), welches die Transkription von PPARYy aktiviert [86]. Ein
Mangel an C/EBP fuhrt zu einem geringeren Korperfettanteil in Mausen, wobei die
Adipozyten weniger TAG speichern und ein insulin-stimulierter Glukosetransport nicht

vorhanden ist.

Bei Tumorkachexie verlauft der Verlust von Korperfett viel schneller als der Verlust von
Muskelmasse [87]. Der Korperfettverlust resultiert einerseits aus einer verringerten
Nahrungsaufnahme der Krebspatienten, andererseits aus tumoreigenen Faktoren und
Zytokinen, welche entweder die Lipogenese hemmen oder die Lipolyse steigern. In-vitro-
Versuche zeigten, dass inflammatorische Zytokine wie TNF-a die Liponeogenese hemmen,
indem sie die Synthese von essentiellen Transkriptionsfaktoren fir die
Adipozytendifferenzierung unterdriicken [88]. Klinische Studien messen der Lipolyse
groliere Bedeutung beim Fettverlust im Zuge einer Kachexie bei [89, 90]. Die Atrophie des
Fettgewebes liegt dabei in der Mobilisierung von Lipiden, die 95% des Adipozytenvolumens
ausmachen. Dabei werden Triglyceride zu freien Fettsduren (free fatty acids, FFA) und
Glycerol hydrolysiert und dann in die Blutzirkulation entlassen. Die begrenzenden Enzyme,
die diese Reaktion katalysieren, sind die HSL (hormone sensitive lipase) und die ATGL
(adipose tissue triglyceride lipase) [91]. Sowohl die HSL-Aktivitdt als auch die
Plasmakonzentration an FFA und Glycerol steigen beachtlich bei Tumorkachexiepatienten
an [90]. Die HSL-Aktivierung erfolgt Gber einen durch prolipolytische Faktoren gesteuerten

Signalweg.
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Tumorkachexie ist aullerdem assoziiert mit einer Insulinresistenz, wodurch der
antilipolytische Effekt von Insulin auf die Adipozyten wirkungslos bleibt. Dagegen steigt die
Sensitivitdt gegeniber Katecholaminen und dem atrialen natriuretischem Peptid (ANP),
welche die Lipolyse steigern [92]. Daneben ist bei Tumorkachexie die Aktivitat der LPL,
welche die Spaltung von TAG in Glycerol und Fettsauren im weillen Fettgewebe verringert.
Die Lipidaufnahme ist massiv gehemmt. AuRerdem ist die Liponeogenese im Fettgewebe
von tumortragenden Mausen und Menschen reduziert. Dies geschieht im Zuge einer
verminderten Esterifizierung, weil die Verfligbarkeit von Fettsauren fir die TAG-Synthese

gesenkt ist. Damit verbunden ist auch eine verminderte TAG-Einlagerung [92].

Obwohl Zellkulturversuche und Tiermodelle die Rolle von Zytokinen und dem lipid-
mobilizing factor (ZAG) beim Fettverlust unterstitzen [93-95], war die Lipolyse bei Patienten
mit gastrointestinalen Tumoren (bei niedrigem Serumalbumin und schlechtem
Erndhrungszustand) nicht zwangslaufig mit Zytokinen oder einem Anstieg von

Immunzellinfiltraten assoziiert [96].

Samuel et al. entwickelten die Hypothese, dass die intrazelluldare Akkumulation von
Diacylglycerol die Aktivierung der novel Proteinkinase C mit nachfolgender
Beeintrachtigung des Insulin-Signalwegs bewirkt [97]. Eine Studie mit tumortragenden
Mausen (IL-6-produzierender Colon-26-Tumor) zeigte, dass das genetische Ausschalten
der ATGL den Anstieg der Lipolyse verhindert und damit die Netto-Mobilisierung von
Fettgewebe in Bezug zum Tumorwachstum [98]. Die Skelettmuskelmasse blieb dabei
unerwarteter Weise erhalten und die Aktivierung von Proteasomdegradation und Apoptose-
Signalwegen im Muskel trat nicht auf. Diese Studie zeigte, dass offenbar eine wichtige
physiologische Interaktion zwischen Fettgewebe und Skelettmuskulatur im Zusammenhang
mit einer Tumorkachexie existiert [99]. Als Mediatoren flr diesen Crosstalk kommen
Myokine, Adipokine oder FFA infrage. Im Rahmen einer weiteren Studie wurde eine
progressive Akkumulation von intramyozellularen Lipidtropfchen (Musculus rectus

abdominis) bei Patienten mit zunehmender Kachexie gefunden [100].

Verdnderungen im Proteinstoffwechsel — Skelettmuskulatur

In der Skelettmuskulatur kommt es im Rahmen einer (Tumor)kachexie zum Verlust von
myofibrillaren Proteinen in den Muskelzellen [101]. Dies resultiert dann in Muskelschwache
und schneller Muskelermidung. Der Verlust von Skelettmuskulatur hat eine hohe
prognostische Bedeutung, unabhangig vom tatsachlichen Verlust an Kérpergewicht [102].

Im Skelettmuskel werden unter Kachexiebedingungen Veranderungen im Protein-



(Synthese und Abbau) als auch im Aminosauren-(Transport und Oxidation)stoffwechsel
beobachtet. Weiterhin kommt es dabei zu einer hoéheren Apoptoserate und einer
beeintrachtigten Regenerationsfahigkeit. All diese Einflisse flhren zu einer negativen
Stickstoffbilanz im Skelettmuskel, wie sie bei Tumorpatienten festgestellt wurde. Zusatzlich
zum eigentlichen Tumor verstarken sich die Stoffwechseldanderungen durch die
Tumortherapie, vor allem im Fall von Chemotherapie [103]. Der Signalweg fur die
Proteindegradation im Skelettmuskel stellt der ubiquitinabhangige Proteasom-Signalweg
dar [104]. Auch unabhangig vom Proteasom-Signalweg gibt es Mechanismen, die eine
Proteindegradation herbeifihren. Dazu gehoért die calpain-abhangige Trennung von
Myofilamenten und Proteinen, welche die Myofilamente an der Z-Scheibe verankern [105,

106]. Ein weiterer Mechanismus, der zur Proteindegradation fuhrt, ist die Autophagie [107].

In den Prozess der Skelettmuskeldegradation ist eine Vielzahl von intrazellulédren Signalen
und Substanzen involviert [108]. Inflammatorische Zytokine, welche sowohl vom Tumor als
auch von Immunzellen des Korpers sezerniert werden, induzieren Signalwege, die
Enzymaktivitaten fur den Skelettmuskelproteinumsatz erhohen. Proinflammatorische und
prokachektische Zytokine, wie TNFa und IL-1, sind dabei in zwei etablierte Signalwege
eingebunden: den NFkB Signalweg und den p38MAPK-Signalweg. Diese Mediatoren
induzieren die Expression von E3-Ligasen — das Muscle RING finger containing Protein 1
(MURF1 bzw. TRIM63) und das Muscle atrophy F-box Protein (MAFBX bzw. Atrogin1 oder
FBXO32) — welche die Muskelproteinstruktur aufldsen und die Proteinneusynthese
hemmen [109]. MURF1 erleichtert die Ubiquitinierung der dicken Myosinfilamente des
Sarkomers [110]. NFkB-Hemmung flihrte in einer tierexperimentellen Studie zu einer
signifikanten Verminderung des tumorinduzierten Muskelverlusts. Dabei wird die
Hochregulierung von MURF1 gehemmt [111, 112]. Neben den proteolytischen
Mechanismen scheint auch eine verminderte Regenerationsfahigkeit von myogenen Zellen
bei einer Krebserkrankung von Bedeutung zu sein. Hierbei spielt das Protein Paired box 7
(PAX7) ein Rolle, ein Protein, welches in den Prozess der Muskelregeneration und

abnehmenden Regenerationskapazitat involviert ist [113].

Im Gegensatz zu den Signalwegen, die zu einer Muskelatrophie fuhren, stehen die
Mechanismen, die mit einer Muskelhypertrophie verbunden sind. Insbesondere der Insulin-
like growth factor 1 (IGF1) induziert die Hypertrophie. IGF1 aktiviert den Insulin receptor
substrate 1-(IRS1)-PI3K-AKT-Signalweg. AKT induziert die Proteinsynthese, indem es die
Hemmung von mTOR (mechanistic Target of Rapamycin) blockiert [114]. Der Mediator
mTOR unterstitzt den Erhalt der Muskelmasse durch zwei distinkte Komplexe, TORC1 und
TORC2 (Target of Rapamycin complex) [115, 116]. TORC1 bendtigt fir die
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Muskelproteinsynthese ein Adapterprotein, das Raptor (regulatory-associated protein of
TOR). TORC2 kontrolliert die Autophagie, die eine Rolle beim Muskelerhalt spielt [117,
118]. Durch die Verwendung von Rapamycin zur Blockade von AKT wird durch fehlende
Aktivierung von TORC1 die kompensatorische Hypertrophie gehemmt [119]. Bei Atrophie
kommt es neben der ubiquitin-vermittelten Proteolyse zu einer Induzierung der Autophagie.
Es konnte gezeigt werden, dass die Blockade des UPS durch den Proteasom-Inhibitor
Velcade zu einem Muskelerhalt flhrt [120], wahrend die Blockade von Autophagie keinen
Muskelerhalt bewirkt [117]. Neben der Aktivierung von TORC1 kommt es durch AKT auch
zu einer Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren aus der FoxO-(Forkhead) Familie.
Insbesondere Foxo1 und Foxo3 spielen eine Schlisselrolle bei der Hochregulierung von
MuRF1 und MAFbx [121, 122].

Kardiale Dysfunktion

Herzveranderungen treten bei humanen Tumorpatienten als auch bei Tumorstudien mit
Labornagern sehr haufig auf [123]. Bei tumortragenden Ratten kam es zu einer
Verringerung des Herzgewichtes, begleitet von funktionellen Herzveranderungen, wie sie
in ahnlicher Weise auch bei kongestiver Herzinsuffizienz gefunden wurden [124]. Eine
Studie am Colon-26-Modell der Maus beschreibt kardiale Veranderungen wie Fibrose,
zerstorte myokardiale Ultrastruktur und eine veranderte Zusammensetzung der kontraktilen
Proteine wie Troponin 1 und der schweren Aminosaurekette des Myosin [125]. Eine
Atrophie des Herzmuskels scheint bei experimenteller Tumorkachexie mit einer
Wachstumshemmung durch eine ACTRIIB-vermittelte Stimulation von Liganden der TGF-
Familie, wie Myostatin, Activin und Growth Differentation Factor 11 (GDF11), assoziiert
sein. Eine pharmakologische Blockierung des Rezeptors ACTRIIB kann eine
tumorinduzierte Kachexie des Herzens verhindern [126]. Neben der kardialen Atrophie
berichten Drott und Lundholm von einem Anstieg des Sauerstoffverbrauchs im Herzen
[127]. Daneben werden ultrastrukturelle Veranderungen wie sinkendes myofibrillares
Volumen, steigendes sarkoplasmatisches Volumen und steigendes Volumen der
Lipidtropfchen, ahnlich wie wahrend einer Herzinsuffizienz, beobachtet [128]. Der héhere
Sauerstoffverbrauch ist mit einem steigenden Energieverbrauch verbunden, was eine
energetische Ineffizienz beschleunigt. Die Herzfrequenz ist offensichtlich deshalb bei
Krebspatienten erhdht [129]. Die Herzfrequenz qilt auch als Indikator fur die
Wahrscheinlichkeit, an dem Tumor zu sterben. Jedoch sind die Zusammenhange zwischen
Herzfrequenz und Tumormortalitdt noch unklar. Der Anstieg der Herzfrequenz kann auch
auf den chronischen Stress und Angstzustidnde zurlickzufiihren sein, welche

naturlicherweise bei Tumorerkrankungen vorkommen.



2.4 Therapie

2.4.1 Therapieansatze

Die Erkenntnisse Uber die Pathomechanismen der Tumorkachexie sind in den letzten
Jahren stark angewachsen. Dies ermdglicht die Entwicklung von kausalen therapeutischen
Lésungen. Die hauptsachlichen Ziele einer Kachexietherapie sind die Verhinderung der
Gewichtsreduktion, die Erhaltung des Ruheenergieumsatzes, die Verhinderung des
Erschépfungssyndroms (Fatigue-Syndrom, Cancer-Fatigue) und Anorexie, der Erhalt der
Lebensqualitat, der Erhaltung der physischen Leistungsfahigkeit und die Reduktion der

(pro-)inflammatorischen Einflusse [23].

Trotz des Erkenntnisgewinns Uber die Entstehung von Tumorkachexie sind die
therapeutischen Moglichkeiten begrenzt. Die nichtpharmakologischen
Behandlungsansatze umfassen im Wesentlichen die Optionen Training und Ernahrung mit
hochenergetischer Nahrung [130]. Training ist gegenwartig die einzige validierte
Therapieoption bei Tumorkachexie — es kommt zu einer nachweislichen Hemmung der
Muskelatrophie [131-133]. Jedoch ist Training nicht moglich bei bettlagerigen Patienten,
alteren Patienten oder Patienten mit Sarkopenie. Pharmakologisch werden
Therapieansatze im Einsatz von NSAIDs (nicht steroidale Antiphlogistika),
Appetitstimulationen, Ghrelinanaloga, IGF-1-Analoga, Omega-3-Fettsduren, Insulin, (-
Blockern, ACE-(Angiotensin Converting Enzyme)Hemmern, (2-Agonisten (Formoterol),
Inhibitoren des Myostatin- und Activin-A-Signalwegs, Cannabinoiden, SARMs (Selektive

Androgenrezeptor-Modulatoren) und Testosteron gesehen [134].

2.4.1.1 Nichtsteroidale Entziindungshemmer

Zum therapeutischen Einfluss von NSAIDs auf Tumorkachexie existieren bislang nur
wenige klinische Studien [135-138]. Diese Studien zeigen eine Verbesserung der
Lebensqualitat, Gewichtszunahme und eine héhere Uberlebensrate. Nebenwirkungen der

NSAIDs wurden in den aufgeflhrten Studien nicht beobachtet.

Aspirin (Wirkstoff: Acetylsalicylsdure) und verwandte NSAIDs wie z.B. Ibuprofen sind nicht-
selektive Inhibitoren des Cyclooxygenase-(COX)Signalwegs. Sie blockieren die Bildung
von Prostaglandinen, die Uber den COX-2-Signalweg die Entzindungs- und
Schmerzreaktion hervorrufen. Die erwahnten NSAIDs verhindern weiterhin die Bildung von
Thromboxan A2 (TXAZ2) in den Blutplattchen und damit die Plattchenaggregation. NSAIDs
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kénnen zu einer Erhéhung des Risikos von gastrointestinalen Blutungen fuhren, indem sie
den COX-1-Signalweg hemmen, Uber welchen schleimhautprotektive Prostaglandine
gebildet werden. Da die Entziindungsreaktion als wesentlicher Faktor flr die Ausbildung
einer Kachexie bei Tumorpatienten angesehen wird, bildet die antiinflammatorische
Therapie einen wesentlichen Ansatz fir klinische Versuche. Dabei liegt der Fokus auf der
Hemmung des COX-2-Signhalwegs, da COX-2 bei einer Krebserkrankung sehr oft
hochreguliert ist und mit der Karzinogenese, Tumorwachstum und Metastasierung in
Verbindung gebracht wird [139]. Als COX-2-selektiver Wirkstoff kommt daflir beispielsweise

Celecoxib in Frage.

Aspirin scheint in geringer Dosis die Tumorinzidenz, die krebsbedingte Todesrate sowie die

Metastasierung zu reduzieren, wie zwei groRangelegte Studien belegen [140, 141].

Solheim et al. [142] verglichen in einer Meta-Analyse den Einsatz von NSAIDs in 13
Veroffentlichungen. Samtliche Studien berichten von einem signifikanten Effekt der NSAIDs
auf die Tumorkachexie. Jedoch muss dabei erwahnt werden, dass einige Studien ohne

Vergleichsgruppe und/oder mit nur einer geringen Patientenzahl durchgefihrt wurden.

In Tierexperimenten zeigte die Gabe von NSAIDs einen signifikanten Effekt auf das
Tumorwachstum [143-145].

Einer Studie zufolge steigert der Einsatz des COX-2-Hemmers Rofecoxib, unterstitzend
zur Chemotherapie, signifikant héhere Lebensqualitat, weniger
Erschopfungserscheinungen und weniger Gewichtsverlust im Gegensatz zu alleiniger
Chemotherapie [146].

Bisher wurden drei verschiedene NSAIDs in humanen Kachexiepatienten getestet:
Indomethacin, Celecoxib und Ibuprofen. Indomethacin ist in vielen Landern aufgrund von
erheblichen Nebenwirkungen nicht mehr auf dem Markt. Celecoxib ist das am besten
dokumentierte NSAID. Es scheint jedoch Nebenwirkungen auf das kardiovaskulare
System, wie Atherosklerose am Herzen, zu verursachen [147]. Ibuprofen wird als das
sicherste NSAID angesehen, hat in hoéheren Dosierungen jedoch auch negative
Auswirkungen auf das Herz [148]. Nachteilig ist darliber hinaus das erhéhte Risiko von

Blutungen im Gastrointestinaltrakt.



2.4.1.2 Appetitstimulantien/ Ghrelinl GHIIGF-1

Appetitstimulantien

Tumorkachexie ist eng assoziiert mit Anorexie, weswegen die ersten Therapieversuche in
der Anwendung von Appetitstimulantien und der Energie- und Nahrstoffsupplementierung
bestanden. Weit verbreitet ist die Behandlung mit Megestrolacetat (Megace), ein
synthetisches Progestin, welches eine Appetitstimulation Uber NPY (Neuropeptid Y) im
ventromedialen Hypothalamus bewirkt [149] bzw. zu einer Downregulation der Bildung und
Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen fihrt [150]. Die Anwendung von
Megestrolacetat zeigt eine statistisch signifikante Verbesserung hinsichtlich Kérpergewicht
und Appetitempfinden. Jedoch beruht der Gewichtszugewinn in einer Zunahme der
Fettmasse und nicht in Muskelmasse [151]. Ahnliche Ergebnisse wurden mit
Medroxyprogesteronacetat (MPA), einem weiteren Progestin, erzielt [152]. Eine Studie, in
welcher die Behandlung von Tumorkachexie mit Insulin erfolgte, zeigte ebenso einen
Anstieg der Korperfettmasse, ohne Auswirkung auf das fettfreie Gewebe [153]. Dieser
Studie zufolge hatte Insulin keinen Effekt auf das Gesamtkorpergewicht oder eine potentiell
héhere Nahrungsaufnahme, jedoch wurden eine hdhere Uberlebensrate und kein

wachstumsstimulierender Effekt auf den Tumor beobachtet.

Trotz der haufigen Anwendung von Megestrolacetat kommt es bei den Patienten zum
Auftreten von Thrombembolien, vermehrter Odembildung, einem verringerten Ansprechen

auf Chemotherapie und einer reduzierter Uberlebenszeit [154].

Appetitstimulantien fihren nicht zwingend zu einem Gewichtsanstieg. Cyproheptadin, ein
Histamin-Antagonist mit antiserotonergen und appetitstimulierenden Effekten, fuhrt nur zu
einer geringen Verbesserung des Appetitempfindens und bietet keinen Schutz vor
Gewichtsverlust bei anorektischen Patienten [155]. Von Marihuana ist bekannt, dass es bei
den Anwendern den Appetit stimuliert und zu einer Gewichtszunahme fuhrt. Die Gabe von
Dronabinol, dem aktiven Bestandteil von Marihuana in einer klinischen Studie, verhinderte

nicht den progressiven Gewichtsverlust von Tumorkachexiepatienten [156].
Ghrelin
Das gastrointestinale Peptidhormon Ghrelin wurde im Jahr 1999 als endogener Ligand des

growth hormone secretagogue receptor (GHSR)1a entdeckt [157]. Die Bindung des

Liganden an den Rezeptor fuhrt zu einer Freisetzung des growth hormon aus der
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Hypophyse [158]. Ghrelin reguliert die Nahrungsaufnahme, das Kérpergewicht, Adipositas
und den Glukosestoffwechsel [159]. Zahlreiche zentrale und periphere Funktionen wurden
beschrieben, wie z.B. Stimulierung der Darmmotilitdt und das Magensauresekretion, die
Modulation von Schlaf, Geschmacksempfinden, Unterdrickung der Thermogenese im
braunen Fettgewebe, Modulation von Stress und Angst, Schutz vor Muskelatrophie und
Verbesserung der kardiovaskularen Funktionen wie Vasodilatation und Herzkontraktilitat
[157].

Ghrelin wird in den Belegzellen des Magenfundus produziert [158]. Seine Blutspiegel
steigen mit zunehmendem Hungerempfinden. Der Ghrelinrezeptor befindet sich in den
hypothalamischen Neuronen, die die Nahrungsaufnahme und das Sattigkeitsgefinhl

regulieren [157]. Es tritt in acylierter und deacylierter Form auf.

Am Skelettmuskel fuhrt Ghrelin zu einer Downregulierung von TNFa-mRNA-Expression
ohne signifikante Effekte auf die IGF-1-mRNA im Musculus gastrocnemius im Rahmen
einer Studie am Modell der verbrennungsinduzierten Schadigung. Das Ghrelin-Prakursor-
Peptid Desacyl-Ghrelin (DAG) hat einen regulatorischen Einfluss auf die TNFa- und IFN-
induzierte Skelettmuskelatrophie [68, 69]. Bei einer im Lungenkarzinom-Modell induzierten
Kachexie bewirkte die Behandlung mit Ghrelin eine Unterdriickung der Entziindung durch
Verhinderung der Freisetzung von TNFa, IL-13, IL-6 und CRP. Zusatzlich kam es im
Skelettmuskel zu einer verringerten Expression der phosphorylierten-p38 mitogen-
aktivierten Proteinkinase (p-p38MAPK), NFkB, FoxO1, MuRF1 und Atrogin in
tumortragenden Mausen [160]. Ahnlich wie im Tumorkachexiemodell hat Ghrelin positive
Effekte auf den Skelettmuskelmasseverlust beim Syndrom der chronischen
Nierenerkrankung (CKD, chronic kidney disease). Eine klinische Studie an kachektischen
Patienten mit COPD und CHF (chronic heart failure, chronische Herzinsuffizienz), die eine
dreiwdchige Ghrelingabe beinhaltete, zeigte einen Anstieg an Muskelmasse und
Muskelstarke [161, 162]. In einer Untersuchung am Muskelschwund-Modell fiihrte die
Ghrelinverabreichung zu einem ansteigenden GH-Plasmaspiegel und einer verstarkten
Phosphorylierung von STAT5, einem Transkriptionsfaktor, welcher eine steigende IGF-1-
mMmRNA-Expression im Musculus plantaris bewirkte. Ghrelin verringert die Muskelatrophie
Uber den GH-STAT5-IGF-1-Signalweg [163].

In einer Studie wurde die Gabe zweier Ghrelin-Analoga (BIM-28131 und BIM-28125) sowie
von Ghrelin im Rattenmodell der Herzinsuffizienz auf das Korpergewicht untersucht.

Sowohl Ghrelin als auch beide Analoga flhrten zu einer Gewichtszunahme im Vergleich



zur Placebogruppe [164]. Einer weiteren Studie zufolge waren die Effekte vom BIM-28131

unabhangig vom Applikationsverfahren (subkutan-Injektion vs. osmotische Pumpe) [165].

Anamorelin HCI (ANAM), ein Ghrelin-Rezeptor-Agonist, hat ebenso einen positiven Effekt
auf anorektisch-kachektische Tumorpatienten. ANAM ist oral aktiv und fuhrt zu steigenden
Plasmaspiegeln von GH, IGF-1 und IGFBP-3 (insulin-like growth factor-binding protein 3),
was wiederum einem héheren Korpergewicht und gesteigerten Appetit nach sich zieht [166-
168]. Anamorelin HCI hat eine héhere Halbwertzeit von 7-12 Stunden im Vergleich zum
Ghrelin mit 30 Minuten.

GHIIGF-1/Insulin

GH, IGF-1 und Insulin wirken anabol auf die Skelettmuskulatur und fihren zu einem
Zuwachs an Muskelmasse. GH reguliert primar die Expression von IGF-1 in der Leber. IGF-
1 und GH induzieren am Skelettapparat das Knochenwachstum. Insulin und GH sind in den
Fettstoffwechsel involviert. GH induziert die Lipolyse und Insulin férdert die Synthese von
Fettsduren in der Leber und hemmt deren Abbau im Fettgewebe. Durch ihr Wirken im
Skelettmuskel, im Knochen sowie im Fettgewebe verandern GH, IGF-1 und Insulin Uber

eigenstandige und Uberlappende Signalwege die Kérperzusammensetzung.

IGF-1 ist ein Polypeptid von 7,5kDa und strukturell mit Insulin verwandt. Neben der
Sekretion in der Leber wird es auch als autokriner Faktor von den Muskelfasern freigesetzt.
Es stimuliert die Proteinsynthese, Myoblastendifferenzierung und Muskelhypertrophie, und
es hemmt die Proteindegradation. Aufgrund seines schnellen Abbaus eignet sich IGF-1
nicht als Therapeutikum. Ein modifiziertes Analogon, ,Long arginin® IGF-1, zirkuliert langer
im Korper, bindet haufiger und effizienter als das endogene IGF-1. Es ermdglicht auRerdem
das Wachstum von Nervenenden und Myoblastenproliferation und hat somit ein hoheres

therapeutisches Potenzial [169].

2.4.1.3 Beta-Blocker

Zu den therapeutischen Ansatzen, insbesondere bei kardialer Kachexie, zahlt die
Behandlung mit Beta-Blockern. Die Beta-Blocker Metoprolol, Bisoprolol und Carvedilol
werden schon seit Jahren zur Therapie der chronischen Herzinsuffizienz (CHF) eingesetzt
[170]. Die adrenergen B1- und B2-Rezeptoren kommen am Herzen vor, B2-Rezeptoren
jedoch auch in der glatten Muskulatur von GefalRen, Bronchien und Uterus. Die Stimulation

der B-Rezeptoren bewirkt eine erhdhte Kontraktilitit am Herzen. Agonisten der pB-
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Rezeptoren sind die Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin, die zur Stimulation der
Hormon-sensitiven Lipase fihren. Dieses Enzym steigert die Lipolyse und damit den
Fettabbau. Der Einsatz von Beta-Blockern soll die Bindung der Katecholamine an den [3-

Rezeptor verhindern und damit auch der Lipolyse entgegenwirken.

Der Einsatz von Carvedilol bei CHF-Patienten zeigte einen signifikanten Anstieg im
Korpergewicht gegenlber unbehandelten Patienten [171]. Ebenso war auch bei Therapie

mit Bisoprolol ein signifikantes Ansteigen des Gewichts zu verzeichnen [172].

In einer Rattenkachexie-Studie mit der Anwendung von Bisoprolol als Monopraparat sowie
in Kombination mit IGF-1 konnte gezeigt werden, dass die Bisoprolol-Monotherapie einen
starkeren antikachektischen Effekt hervorruft als die Kombinationstherapie. Auch die
Uberlebensrate war bei der mit ausschlieBlich Bisoprolol behandelten Gruppe deutlich

verbessert [173].

2.4.1.4 SARMs/ Testosteron/Anabole Steroide

Das Steroid Testosteron bindet an Rezeptoren im Skelettmuskel und steigert die
Proteinsynthese sowie die Muskelmasse [174]. Der Wirkung von Testosteron wurde jedoch
experimentell bisher kaum untersucht, was modglicherweise an seinem geringen
anabolischen Effekt auf die Muskelmasse von Labornagern liegt [175]. Trotz
muskelwachstumsférdernder Wirkung von Testosteron und seiner Analoga ist die klinische
Anwendung durch schwere Nebenwirkungen limitiert. Zu diesen Nebenwirkungen zahlen
Prostatahypertrophie, Krebs [176], Androgenisierung und Verhaltensanderungen. Aus
diesem Grund wurden nichtsteroidale selective Androgenrezeptormodulatoren (selective
androgen receptor modulators, SARMs) entwickelt, um die Nebenwirkungen zu reduzieren
bzw. auszuschalten. SARMs binden mit hoher Affinitdt an den Androgenrezeptor und
verursachen eine gewebsspezifische Aktivierung des Androgen-Signalwegs. In Zellkulturen
und Labortiermodellen modulieren SARMs Myoblastenproliferation und verandern den
Muskelfasertyp. In der klinischen Anwendung konnen anabole Androgene Kachexie

reduzieren und die Wundheilung beschleunigen.

SARMs kénnen nicht in Dihydrotestosteron oder Ostrogen umgewandelt werden, was das
Risiko einer Prostatahyperplasie verringert. Aus diesem Grund und wegen ihrer
therapeutischen Wirkung bei tumorassoziierter Kachexie, Sarkopenie und Osteoporose
werden SARMs als vielversprechend angesehen. Bisher wurden diverse SARMs in

klinischen Versuchen getestet [177, 178]. Enobosarm zeigte bisher in den klinischen



Studien der Phasen | und Il vielversprechende Ergebnisse bei Patienten mit
krebsassozierter Kachexie. Bei diesen Patienten stieg die fettfreie Kérpermasse [179]. Eine
Studie mit Trenbolon, ein Testosteronanalogon, zeigt, dass dieser Wirkstoff auch SARM-
Eigenschaften bei kastrierten Ratten besitzt. Die intramuskulare Verabreichung von
Trenbolon fuhrte nicht zu einer Prostataverkleinerung, reduzierte jedoch die Fettmasse
[180].

Die Mechanismen, durch welche steroidale und nichtsteroidale SARMs gewebsspezifisch

anabol wirken, sind bislang jedoch noch nicht vollstandig verstanden [181].

2.4.1.5 Myostatinantagonisten

Myostatin gehért zu den Zytokinen der TFG-B-Superfamilie und reguliert das
Skelettmuskelwachstum [182, 183]. Myostatin spielt eine Rolle in der Pathogenese der
Muskeldystrophie und stellt damit ein wichtiges Ziel flir eine therapeutische Intervention dar.
Die antikérpervermittelte Neutralisation bzw. genetische Ausschaltung von Myostatin fihrte
in Tierversuchen zu verstarktem Muskelwachstum, reduzierter Leukozyteninfiltration und
verringerter Fibrose im dystrophischen Muskel [184, 185]. Myostatin und Activin A wirken
Uber den GDF11-Signalweg. Die Hemmung dieses Signalwegs kann Uber mehrere
Wirksubstanzen erfolgen. Dazu gehort Follistatin [183, 186], 16sliche Formen von ActRIIB
[126], Antikdrper mit Bindungsstellen an Myostatin oder am Myostatin-Rezeptor [184, 187]
sowie rekombinante Myostatin-Propeptide [188]. Myostatin wird aus einem Propeptid
synthetisiert. Die Verabreichung dieses Propeptids im Tierversuch verhinderte die Bindung
von Myostatin an seinen Rezeptor, bewirkte eine Zunahme von Korper- und Muskelmasse

und forderte die Skelettmuskelregeneration nach schweren Muskelverletzungen [188].

Die Gabe eines ActRIIB-decoy-Rezeptors in tumorassoziierten Kachexiemodellen,
einschliel3lich des Colon-26-Tumormodells der Maus, flhrte zu einer stark verlangerten
Uberlebenszeit der tumortragenden Tiere [126]. Diese Effekte werden mit einer Blockade
der Aktivierung von FoxO-induzierter Expression der Ubiquitin-Ligase in Verbindung
gebracht. Diese Behandlung stimuliert das Wachstum von Muskelstammzellen. Ebenso
konnte durch eine Myostatininhibition aufgrund Behandlung mit I6slichem ActRIIB im Lewis-
Lungen-Karzinom-Modell der Maus eine Verbesserung im Koérper- und Muskelgewicht
erzielt werden [189]. Weiterhin bewirkte die Hemmung des Myostatin-Activin A-Signalwegs
auch in anderen Krankheitsgeschehen wie Niereninsuffizienz [190], Herzinsuffizienz [191,
192], Adipositas [193] und Diabetes [194] einen positiven Effekt auf die Muskelmasse und

Insulinresistenz. Die Hemmung von Myostatin in der Mausmuskulatur fuhrt eher zu einer
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Muskelfaserhypertrophie als zu einer Hyperplasie, moglicherweise unter Beteiligung der

Proliferation von Satellitenzellen, welche die Muskelfasern begleiten [195, 196].

Bimagrumab (BYM338) und REGN1033 sind zwei humane monoklonale Antikdrper gegen
Myostatin. Die Behandlung mit BYM338 bewirkt die Differenzierung von primaren humanen
Myoblasten und erhoht das Skelettmuskelwachstum bei Mausen durch Blockierung des
ActRIIB. Die Gabe von REGN1033 schutzt vor dem Verlust von Muskelmasse bei
Immobilisierungs- oder Dexamethason-induzierter Muskelschwache durch direkte

Antagonisierung von Myostatin [197].

Bisher ist noch nicht geklart, ob diese Ansatze auch bei Patienten mit erblichen
Muskelerkrankungen einen positiven Effekt haben. Jedoch koénnen die verschiedenen
Behandlungen zu einer Starkung des Regenerationspotentials der Satellitenzellen fihren,
was eine wichtige kompensatorische Reaktion mit Verlangsamung der Progression einer

Muskeldystrophie darstellt.

Myostatin spielt nicht nur im Skelettmuskel, sondern auch im Fettgewebe eine Rolle.
Myostatindefiziente Mause zeigen zwar einen enormen Anstieg an Muskelmasse, jedoch
auch einen signifikanten Rickgang des Korperfetts und eine verminderte Adipogenese
[198].

2.4.1.6 B-Adrenozeptor-Agonisten (Formoterol, Clenbuterol)

Die Skelettmuskulatur besitzt einen hohen Anteil an (32-Adrenozeptoren ($2-AR). Bei
Aktivierung dieses Rezeptors kommt es durch die Stimulation der Adenylatcyclase zur
Aktivierung von PKA und dem cAMP response binding protein (CREB) [199]. Die
Phosphorylierung durch PKA bewirkt die Aktivierung von CREB und dessen Bindung an die
DNA. Es kommt zur Expression der myogenen Transkriptionsfaktoren Myf5, MyoD und
Pax3 [200]. Daneben unterstitzt CREB die Proliferation von Satellitenzellen und die
Regeneration von Skelettmuskelzellen nach Muskelverletzungen [201]. Der 32-AR ist somit
an der Regulation der Skelettmuskelproliferation und der -differenzierung beteiligt was ihn
im Rezeptorsignalweg zu einem neuen therapeutischen Ziel zur Kontrolle von
Muskelschwund macht [202, 203]. Insbesondere mit B-Adrenozeptoren wie Formoterol und
Clenbuterol finden derzeit Untersuchungen zu deren Potential in der Regulation der
Skelettmuskelatrophie statt [204].



Formoterol

Formoterol ist ein B2-AR mit antikachektischen Eigenschaften. Dieser Wirkstoff besitzt ein
therapeutisches  Potenzial durch  Stimulierung von  Skelettmuskelwachstum
und -hypertrophie nicht allein durch eine Down-Regulierung des muskelspezifischen
proteolytischen Systems (Proteasom- und Caspase-3-abhangiger Apoptose), sondern
auch durch einen Proteinanabolismus. Diese protektiven Wirkungen am Skelettmuskel
finden sich auch am Herzmuskel wieder [205]. Toledo et al. untersuchten die Wirkung von
Formoterol im Yoshida AH-130 Aszites-Tumor-Modell der Ratte [206]. Sie beschreiben eine
signifikante Verringerung des Skelettmuskelverlustes nach Verabreichung von Formoterol,
jedoch ohne Einfluss der Behandlung auf das Herzgewicht. Einer Studie mit dem gleichen
Tumormodell zufolge wurden bei den mit Formoterol behandelten Ratten eine hohere
Kdrperaktivitat und groRere Greifstarke beobachtet, was auf den ,Anti-wasting-effect” des
Wirkstoffs zurtckgefuhrt wird [207].

Bei COPD-Patienten ist aufgrund der muskularen Dysfunktion die kdrperliche Aktivitat
begrenzt. Nach Formoteroltherapie kommt es zum Anstieg der PGC 1a und des mtDNA-
Gehalts im Skelettmuskel. COPD-Patienten nach Formoterolgabe zeigen eine erhohte

Belastungsfahigkeit aufgrund verbesserter Lungenfunktion [208, 209].

Bei Versuchen mit tumortragenden Ratten konnte durch die Gabe von Formoterol ein
steigender Spiegel an Follistatin sowie sinkende Konzentrationen von Myostatin und
ActRIIB festgestellt werden [203, 207, 210].

Formoterol kann weiterhin die mitochondriale Biogenese induzieren, um einer

Dexamethason-induzierten Atrophie vorzubeugen [211, 212].

Clenbuterol

Clenbuterol beeinflusst den cAMP-Spiegel und die fasteninduzierte Expression von
Atrogin1 und MuRF1 durch Induzierung der Akt/FoxO3-Phosphorylierung [199]. Die
Clenbuterolbehandlung bei Muskelatrophie nach kunstlicher Denervierung fuhrte zu einer
Regulierung des Muskelschwundes durch Aktivierung des Proteinanabolismus und
Hemmung von Cathepsin L und der Ubiquitin-Ligasen im proteolytischen System. Diese
Effekte werden mdglicherweise durch den cAMP/PKA-Signalweg, ohne Beteiligung von
Akt, vermittelt [213].
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Agonisten des R2-Adrenozeptors beeinflussen Muskelschwund durch diverse
Mechanismen, insbesondere Down-Regulation von Apoptose, Verringerung des
Proteinkatabolismus, Up-Regulation des Proteinanabolismus und Fdérderung von

Muskelregenerationsprozessen [204].

2.4.1.7 ACE-Hemmer

Angiotensin Il (Ang Il) ist das primare Effektormolekul des Renin-Angiotensin-Systems
(RAS). Es hat vielfaltige physiologische Funktionen, wie beispielsweise Regulation des
Blutdrucks oder des Wasserhaushalts im Korper Uber Mechanismen im
Zentralnervensystem, Nebennieren, Gefallsystem und Nieren. Weiterhin spielt das RAS
eine wichtige Rolle in der Pathogenese der kongestiven Herzinsuffizienz bzw. von Nieren-
oder cerebrovaskularen Erkrankungen [214]. Patienten mit CHF entwickeln haufig eine
Kachexie. Der Blutspiegel von Ang Il ist dabei oft erhdht [215, 216]. Offenbar spielt Ang |l

eine bedeutende Rolle in der Auspragung einer Kachexie [217].

Durch Brink et al. wurde zuerst gezeigt, dass eine Ang ll-Infusion bei Ratten einen
signifikanten Verlust von Ko&rpergewicht durch verringerte Nahrungsaufnahme und
steigende Proteolyse im Skelettmuskel verursacht [218]. Diesen Effekten konnte durch die

Gabe des Angiotensin1-Rezeptor-Blockers losartan vorgebeugt werden [219].

Ein anderer therapeutischer Ansatz besteht in der Hemmung des Angiotensin-Converting-
Enzyms (ACE). Die ersten Entwicklungen dazu fanden bereits in den 1960er Jahren statt.
Captopril wurde 1979 auf den Markt gebracht, zundchst fir die Behandlung von
Bluthochdruck. Bald wurden jedoch auch kardioprotektive Wirkungen, insbesondere die

Reduktion der linksventrikularen Hypertrophie, entdeckt [220].

Zahlreiche retrospektive Analysen zeigten, dass ACE-Inhibitoren den Gewichtsverlust bei
CHF nicht nur verringern bzw. diesem auch vorbeugen. Die tagliche Behandlung von
Patienten mit Enalapril bewirkte einen signifikant geringeren Gewichtsverlust im Gegensatz
zu unbehandelten Patienten [221]. Die Gabe von Imidapril im Tierexperiment mit MAC16-
Tumor-tragenden Mausen attenuiert die Entwicklung eines Gewichtsverlustes [222].
Imidapril befand sich in einer Phase-I1I-Studie zur Therapie von non-small cell lung cancer
(NSCLC) sowie des Kolorektalkarzinoms und des Bauchspeicheldriisenkarzinoms. Eine
signifikante Verringerung des Gewichtsverlustes wurde jedoch beim

Bauchspeicheldrisenkrebs nicht festgestellt [223].



2.4.2 Aldosteronantagonisten/Aldosteronsynthese-Inhibitoren als potentielle
Therapeutika zur Behandlung der Tumorkachexie

2.4.2.1 Spironolacton

Spironolacton und seine Derivate finden einen breiten Einsatz als Aldosteron-Rezeptor-
Blocker in den epithelialen Zellen der Niere und anderen klassischen Zielgeweben von
Aldosteron. Das Einsatzgebiet umfasst den primadren Hyperaldosteronismus,

Bluthochdruck, Leberzirrhose und Herzinsuffizienz.

Spironolacton war der erste Mineralocorticoid-Rezeptor-Antagonist, welcher klinisch in den
1960er Jahren eingesetzt wurde [224, 225]. Es handelt sich um ein Progesteronderivat. Zu
seinen aktiven Metaboliten zahlt Canrenon, welches weniger Nebenwirkungen als
Spironolacton aufweist. Weitere Metaboliten wie Prorenoat und Mexrenoat haben sich nicht
als brauchbar erwiesen [226]. In der jungeren Vergangenheit wurde der selektivere
Mineralocorticoid-Rezeptor-Antagonist Eplerenon entwickelt, mit der Absicht, die
antiandrogenen Nebenwirkungen wie Mastodynien (Spannungsempfinden/Schmerzen

zwischen den Mammae) und Stérungen im weiblichen Zyklus zu reduzieren [227].

In der RALES-Studie (Randomized Aldactone Evaluation Study) wurden die Vorteile einer
additiven Behandlung der Herzinsuffizienz durch Spironolacton gezeigt [228, 229]. Die
zusatzliche Gabe von Spironolacton reduzierte das Mortalitatsrisiko um 30% im Vergleich
zu einer Placebogruppe. Jedoch kam es aufgrund seiner Affinitdt zu Androgen- und
Progesteron-Rezeptoren zu Nebenwirkungen wie Gynakomastie bei Mannern. Weiterhin
kam es durch die Spironolacton-Therapie zu einer Hyperkaliamie. Ogino et al. testeten den
Einsatz von Spironolacton auf die Insulin-Resistenz bei Patienten mit chronischer
Herzinsuffizienz [230]. Die Insulin-Resistenz spielt bei der Pathophysiologie der CHF eine
wichtige Rolle. Sie ist assoziiert mit einer unglnstigen Prognose. Aldosteron ist eng mit
dem Insulin-Signalweg verbunden. Es hemmt die insulininduzierte Glukoseaufnahme durch
Degradation der Substratproteine des Insulin-Rezeptors [231]. Die Verabreichung von
Spironolacton an CHF-Patienten verbesserte die linksventrikulare Auswurffraktion und

wirkte sich auch positiv auf die Insulin-Resistenz aus [230].

Der Einsatz von Spironolacton im Rahmen einer Tumorkachexie sowohl im Tierversuch als

auch in humanen Studien erfolgte bislang noch nicht.
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2.4.2.2 Canrenon

Ein Metabolit des Spironolacton mit geringerer antiandrogener Aktivitat stellt Canrenon dar.
Diese antiandrogenen Effekte traten jedoch bei Patienten mit Leberzirrhose auf, wobei bei
diesem Krankheitsbild der Metabolismus von Steroiden und sonstigen Wirkstoffen stark
eingeschrankt ist [232]. Canrenon reduziert ebenso wie Spironolacton die Insulin-Resistenz
sowie die Mikroalbuminurie (Ausscheidung von geringen Mengen Albumin mit dem Urin)

bei Typ-ll-Diabetes und anderen verwandten Erkrankungen [233].

2.4.2.3 Eplerenon

Eplerenon wird generell von Patienten mit CHF besser vertragen [234]. Der EMPHASIS-
Studie [235] =zufolge gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Behandlungsgruppe und der Placebogruppe hinsichtlich des Auftretens von
Nebenwirkungen wie Niereninsuffizienz, Hypotension oder Gyndkomastie. Bei den

Eplerenon-behandelten Patienten trat jedoch haufiger Hyperkaliamie auf.

Eplerenon hat, im Gegensatz zu Spironolacton, eine kirzere Halbwertzeit von 3-4 Stunden
(Spironolacton 12-58 Stunden, aufgrund von aktiven Metaboliten wie Canrenon), bildet
jedoch keine Derivate, sondern wird direkt von der Leber durch ein Protein der Cytochrom
P450-Familie, CYP3A4, metabolisiert [236]. Es hat keine Effekte auf
Stoffwechselparameter wie die Glukose- und Cortisolkonzentrationen, wahrend die
Spironolactongabe mit einem Anstieg des HbA1c und Cortisol im Plasma assoziiert ist
[237].

2.4.2.4 MYO 302

Der Wirkstoff MYO 302, ein neuartiger Aldosteron-Antagonist, wurde von Peakdale
Molecular Ltd. mit dem Ziel synthetisiert, diesen im Tierversuch hinsichtlich eines moglichen

Einsatzes zur Therapie der tumorassoziierten Kachexie zu testen.



2.5 Fragestellung

Aldosteronantagonisten haben im Tierexperiment als auch in humanen Studien gezeigt,
dass sie positive Auswirkungen auf die Herzfunktion haben. Insbesondere
Tumorkachexiepatienten als auch Versuche mit Labornagern im Tumorkachexiemodell
zeigen, dass es neben einer Gewichtsabnahme, bedingt durch Verlust an
Skelettmuskulatur und Fettmasse, auch zu einer Verringerung des Herzgewichtes sowie zu

Veranderungen von Herzparametern kommt.

Mit der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Studie soll untersucht werden, ob die
Gabe eines neuartigen Aldosteronantagonisten, MYO 302, geeignet fur eine potenzielle
Therapie der Tumorkachexie ist. Dazu wurde im Yoshida-Hepatoma-Modell eine artifizielle
Tumorkachexie bei Ratten erzeugt und die therapeutische Wirkung bei der Behandlung
dieser Tiere mit MYO 302 in verschiedenen Dosierungen ermittelt. Im Speziellen wurden
dazu folgende Parameter im Vergleich zwischen Sham-, Placebo- und

Behandlungsgruppen erhoben:

- Uberlebensrate
- Tumorparameter
- Gewichtsverlaufe, Kérperzusammensetzung, Gewichte ausgewahlter Organe

- proteinbiochemische Daten

Mit der wirksamsten Dosierung wurden in einem Anschlussexperiment mit definiertem
Endzeitpunkt nach 11 Tagen die oben erwahnten sowie die folgenden Parameter

vergleichend bestimmt:

- Lebensqualitat, ausgedrickt durch Spontanaktivitat, Futter- und Wasseraufnahme

- echokardiographische Daten

Die Erhebung wurde im Rahmen eines umfangreichen Projektes durchgefiihrt, an welchem
mehrere Doktoranden beteiligt waren sowie weitere neuartige Wirkstoffe getestet wurden.
Alle Téatigkeiten wurden von den Beteiligten der Arbeitsgruppe gemeinschaftlich
durchgefuhrt. Die echokardiographischen Daten wurden durch Dr. Anika Tschirner
erhoben. Den Durchflhrenden war nicht bekannt, welche Tiergruppe ein potenzielles
Therapeutikum bzw. ein Placebo bekam. Die Verabreichung der Substanzen erfolgte nach

einer Farbkodierung.
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3 Material und Methodik

3.1 Material

Das Forschungsprojekt umfasst neben tierexperimentellen Arbeiten auch Laboranalysen
von Muskelproben, die im Zuge des Tierversuchs entnommenen wurden. Samtliche
Untersuchungen wurden am Center for Cardiovascular Research, Charité, Campus Mitte,
durchgefihrt.

3.1.1 Tiere und Tierhaltung

Der Tierversuch wurde mit mannlichen Ratten vom Stamm Wistar Han (Charles River)
durchgefuhrt. Die Tiere waren bei Versuchsbeginn ca. 7 Wochen alt und zwischen 170 und
230 g schwer.

Die Tierhaltung erfolgte in Makrolonkafigen vom Typ lll, die jeweils mit 4-5 Tieren besetzt
waren (Abb. 3.1a/b). Die Zuteilung der Tiere in die jeweiligen Kéfige erfolgte randomisiert.
Wahrend des gesamten Versuches hatten die Tiere freien Zugang zu Trinkwasser und
Futter (V 1534-300 ssniff R/M-H, 10 mm, autoklavierbar, Soest). In den Haltungsraumen
wurde ein 12-Stunden-Lichtrhythmus mit einer Lichtphase von 6.00 Uhr bis 18.00 Uhr
angewandt. Zweimal pro Woche, montags und donnerstags, wurden die Tiere in saubere
Kafige umgesetzt. Die Temperatur im Tierhaltungraum betrug 22 + 2°C, die Luftfeuchte 55
1 10%.

Abb. 3.1a/b Makrolonkafig vom Typ Ill, mit tumortragenden Ratten besetzt.

Eine tierarztliche Uberwachung der Ratten wahrend des Versuches erfolgte mindestens

zweimal taglich. Dabei wurden das Allgemeinbefinden und das Verhalten beurteilt. Nach



anfanglichen Abwehrbewegungen wahrend der durchzufuhrenden Eingriffe zeigten die

Tiere bereits nach zwei bis drei Tagen deutliche Anzeichen einer Gewdhnung.

Alle Handlungen an den Tieren erfolgten konform zum Tierschutzgesetz und wurden per
Tierversuchsantrag vom Landesamt fir Gesundheit und Soziales Berlin genehmigt
(Versuchsnummer: G 0076/06).

3.1.2 Tierversuchsplan

3.1.2.1 Uberlebensstudie

Zunachst wurde eine Uberlebensstudie durchgefiihrt, um die Wirksamkeit der
unterschiedlichen Dosierungen des Compounds MYO 302 zu ermitteln. Die Ratten wurden
zu Versuchsbeginn mittels Nummer auf der Schwanzoberseite markiert und nach
Randomisierung auf die Kafige verteilt. Weiterhin wurden alle Tiere gewogen, im NMR
gescannt und auf einem ca. 3 x 3 cm grof3en Feld thorakal rasiert. Die Rasur verfolgt eine
Vergleichbarkeit zu friheren Experimenten, bei denen die Tiere mittels Ultraschall
untersucht wurden, einhergehend mit gesteigertem Energiebedarf, wodurch sich bei den
tumorinokulierten Tieren die initiierte Tumorkachexie verstarkt. Anschlieliend wurden den
Tieren 108 Tumorzellen intraperitoneal mittels Spritze injiziert. Kontrolltiere (Shamtiere)

erhielten ein entsprechendes Volumen physiologischer Kochsalzlésung verabreicht.

Ab dem darauf folgenden Tag wurde den Ratten taglich das zu testende Compound MYO
302, nach Gruppen getrennt in den Dosierungen 0,2 mg/kg/d, 1 mg/kg/d, 10 mg/kg/d und
20 mg/kg/d, oral mittels Gavage verabreicht. Placebo- und Kontrolltiere erhielten
physiologische Kochsalzlésung. Die Gruppenzugehdrigkeit der Tiere war, abgesehen von
den Kontrolltieren, den Durchfihrenden nicht bekannt. Im Zwei-Tages-Rhythmus erfolgten
Messungen  zur  Dokumentation  der  Veranderung von  Gewicht und
Kdérperzusammensetzung. Mit Zunahme der Tumorflissigkeit anderten sich Vitalitat und
Verhalten der Tiere. Zeigten die Tiere eines der folgenden Auffalligkeiten (humane
endpoints), wurden sie aus ethischen Grunden getdtet: Blut an den Korperéffnungen,
Blasse, Dyspnoe, Zyanose, Schmerzanzeichen wie gekrummter Rucken, Apathie,
wiederholtes Auftreten von Krampfen, unkoordinierte Fortbewegung, anhaltender Durchfall.

Spatestens am Tag 18 wurden samtliche Tiere getotet.
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Abb. 3.2 zeigt den Ablauf der Uberlebensstudie

NMR-Messung, Wiegen (im 2-Tages-Turnus)

Tag 0 Tag 1 Tag 18

taglich Behandlung der Versuchstiere

Tumorinokulation

Abb. 3.2 Verlauf der Uberlebensstudie

3.1.2.2 Echokardiographiestudie

Nach Auswertung der Ergebnisse der Uberlebensstudie wurde mit der wirksamsten
Dosierung, in diesem Fall 1 mg/kg/d MYO 302, eine weitere Studie mit erweitertem
Studiendesign durchgefiihrt. Diese Studie vergleicht eine mit der Dosis von 1 mg/kg/d
behandelte Gruppe mit einer Placebogruppe. Neben den in der Uberlebensstudie erfassten
Parametern Korpergewichtsveranderung und Veranderung der Kérperzusammensetzung
wurden die Bewegungsaktivitat, Futter- und Wasseraufnahme sowie echokardiographische
Daten erhoben.

Die Markierung, Randomisierung, Rasur, NMR-Scan, Gewichtsermittlung sowie

Tumorinokulation zu Studienbeginn erfolgten ebenso wie bei der Uberlebensstudie.



Abb. 3.3 stellt die Durchflihrung dieses Versuchsabschnitts grafisch dar.

Abb. 3.3 Verlauf der Echokardiographiestudie

Die Verabreichung des Compounds bzw. des sterilen Wassers erfolgte taglich oral per

Gavage.

3.1.3 Substanz

Das Compound MYO 302 wurde von Peakdale Molecular Ltd, Chapel-en-le-Frith, UK,
bezogen. Im Labor der Arbeitsgruppe wurde die Substanz durch eine nicht am Versuch
beteiligte Person in den verschiedenen Dosierungen, farblich verblindet fir den

Durchfihrenden, angefertigt.

3.1.4 Puffer
Von den Tieren der Uberlebensstudie wurden im Zuge der Sektion diverse Gewebeproben
entnommen (s. Kapitel 3.2.1.4). Die Muskelproben wurden biochemisch analysiert um die

Caspase- und Proteasomaktivitat zu bestimmen. Die dafur notwendigen Pufferldsungen

sind in Tab. 3.1 aufgelistet.
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Tabelle 3.1 Puffer und Pufferzusammensetzung

Caspaselysispuffer 100mM HEPES (pH 7,5); 10% (w/v) Sucrose;
0,1% (v/v) IGEPAL® CA-630; 10mM DTT;
1 Tablette Complete Mini

Puffer fiir Caspaseaktivititsmessung 100mM HEPES (pH 7,5); 10% (w/v) Sucrose;
0,1% (w/v) CHAPS; 2% (v/v) DMSO; 10mM DTT;
50uM fluorogenes Caspase-Substrat;

+ 100pM Caspase-Inhibitor

Proteasomlysispuffer 10mM Tris (pH 7,5); TmM EDTA; 2mM ATP;
20% (v/v) Glycerin; 4mM DTT

Puffer fiir Proteasomaktivititsmessung 50mM Tris (pH 8,0); 0,5mM EDTA,;
40uM fluorogenes Proteasom-Substrat;
+ 40uM MG-132

3.1.5 Fluorogene Substrate

Die zur Messung der Caspase- und Proteasomaktivitat notwendigen fluorogenen

Substrate zeigt Tab. 3.2.

Tabelle 3.2 Fluorogene Substrate

Ac-DEVD-AMC Caspase 3 Enzo Life Sciences®, Lérrach, Deutschland
Ac-VEID- AMC Caspase 6 Enzo Life Sciences®, Lérrach, Deutschland
Bz-VGR-AMC UPS Enzo Life Sciences®, Ldrrach, Deutschland
LLVY-AMC UPS Enzo Life Sciences®, Lorrach, Deutschland
ZLLE-AMC UPS Enzo Life Sciences®, Lérrach, Deutschland




3.1.6 Gerate

Tabelle 3.3 Gerate

Benchmark Plus Microplate

BioRad®, Miinchen, Deutschland

Spectrophotometer
Echo MRI-700 Echo Medical Systems, Houston, Texas, USA
Laborwaage CS 2000 Ohaus Corporation, Pine Brook, NY, USA
Minishaker MS 1 IKA Werke® GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland
Mikroskop DM LB-2; DMIL Leica, Bensheim, Deutschland
Neubauer Zahlkammer Superior (Tiefe Marienfeld GmbH & Co. KG, Kdnigshofen,
0,1mm, 0,0025 Deutschland
mm?)
Prazisionswaage CP225D Sartorius AG®, Gottingen, Deutschland

Sonifizierer

HD 2070 MS 72

BANDELIN SONOPLUS®, Berlin, Deutschland

»Supermex“-Locomotor-System

Muromachi Kikai Co. Ltd., Tokyo, Japan

Thermomixer comfort Eppendorf®, Hamburg, Deutschland
Tischzentrifuge SD 220 VAC; Carl Roth®, Karlsruhe, Deutschland
6rpm

Ultra-Turrax mit Netzgerat und

Dispersionswerkzeug

T8/T8.01/S8N-5G

IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Univentor 400 Anaesthesia Unit

Agn Tho's AB, Lindigo, Schweden

Zentrifuge

5804R

Eppendorf®, Hamburg, Deutschland

Rasierer

GT 104

Aesculap®, Melsungen, Deutschland

3.1.7 Computerprogramme

Tabelle 3.4 Computerprogramme

compact AMS

Erfassen von Lokomotordaten, Version 3

Muromachi Kikai Co., Ltd., Tokyo,
Japan

GraphPad Prism

Statistikprogramm, Version 5.0

Graph Pad Software

Microplate Manager

Quantifizieren der optischen Dichte von

Proteinproben, Version 5.2

Bio-Rad®, Miinchen, Deutschland

Microwin 2000

Quantifizieren von Fluoreszenz

BERTHOLD Technologies GmbH
& Co. KG, Wildbad, Deutschland

EndNote 9.0

Literaturverwaltung

Thomsen Reuters
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3.2 Methoden

3.2.1 Tierexperiment

3.2.1.1 Tumormodell und Tumorinokulation

Zur Auslosung eines Tumors wurden den Versuchstieren AH-130 Yoshida Hepatoma-
Zellen in den Peritonealraum injiziert. Dieses Tumormodell ist bei der Ratte etabliert. Es
zeichnet sich durch eine geringe Variabilitdt im Verlauf der Erkrankung aus. Die
Tumorzellen stammen aus Passagetieren, in welchen der Tumor stetig reproduziert wird.
Die Passagetiere wurden zur Tumorentnahme getétet, die Tumorzellen gezahlt und 108
Tumorzellen jedem Versuchstier injiziert. Den Kontrolltieren (Sham-Gruppe) wurde eine
adaquate Menge physiologischer Kochsalzlésung, ebenfalls intraperitoneal, verabreicht.
Die Bezugsquelle fir die Tumorzellen stellt die Arbeitsgruppe von Prof. J.M. Argilés, Cancer
Research Group, Departament de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultat de Biologia,

Universitat de Barcelona, Spanien, dar.

Die Tumorzellen teilen sich bis zum 7. Tag nach der Inokulation exponentiell. Danach stellt
sich ein Plateau ein. Die Zellmasse betragt dann ungefahr 1% des Koérpergewichts einer
ca. 200,0 £ 30,0 g schweren Ratte. Daneben kommt es zur Produktion von
Aszitesflissigkeit. Abb. 3.4 zeigt ein Shamtier sowie ein Placebotier, jeweils zu
Versuchsende der Uberlebensstudie. Die Ansammlung von Aszitesfliissigkeit, in welcher
sich die Tumorzellen befinden, ist unverkennbar. Parallel zur Zellzahlvermehrung stellt sich

ein zunehmender Verlust von Fett- und Muskelgewebe ein.

a) b)

Abb. 3.4 Shamtier (3.4a) sowie Placebotier (3.4b) zu Versuchsende



3.2.1.2 Behandlungsgruppen und Medikamentenapplikation

Die Behandlung der Tiere erfolgte zunachst in vier Dosierungen des eingesetzten
Compounds. Fir jede Dosis wurde eine Gruppe von Tieren gebildet. Zum Vergleich dazu
wurden aullerdem eine Placebogruppe sowie eine Shamgruppe (Tiere ohne
Tumorzellinokulation) herangezogen. Die Placebogruppe erhielt Wasser im Laufe des
Versuchs. Die Einteilung der Ratten in die jeweiligen Gruppen erfolgte randomisiert, in den
Kafigen befanden sich ausschlielich Ratten einer Gruppe. Die an der
Versuchsdurchfiihrung beteiligten Doktoranden hatte keine Kenntnis, welche Tiere zu

welcher Gruppe gehérten, mit Ausnahme der Tiere der Shamgruppe.

Die Applikation des Compounds per Gavage fand, unabhangig von der Dosis, zweimal
taglich verblindet, mit Hilfe einer Buchstaben-, Zahlen- und Farbcodierung, statt. Dazu
wurde eine Knopfkanule mit weicher Silikonspitze den Tieren bis in den Magen

vorgeschoben und somit das Medikament verabreicht.

Im ersten Teil der Studie wurden 171 Tiere verwendet, wie nachfolgende Tabelle 3.5 zeigt.

Tab. 3.5 Tierzahlen pro Versuchsgruppe

Tierzahl

In einer nachfolgenden Studie mit definietem Versuchsende am Tag 11 wurde die
aussichtsreichste Dosis verwendet, um weitere Untersuchungen (Echokardiographie,
Futter- und Wasseraufnahme, Bewegungsaktivitat) mit einer Placebogruppe zu

vergleichen.

Am zweiten Teil der Studie wurden 20 Tiere, jeweils 10 Tiere pro Gruppe (Placebo und 1,0
mg/kg/d MYO 302) Tiere verwendet.

3.2.1.3 Gewichtsmonitoring und NMR
Zur Ermittlung des Gewichtsverlaufes und der Kérperzusammensetzung der Tiere wahrend
des Experiments wurden diese, beginnend ab Tag 1, jeden zweiten Tag gewogen und

mittels Kernresonanzspektroskopie gescannt. Beide Messungen erfolgten am Vormittag

zwischen 9.00 und 12.00 Uhr. Die Gewichtsermittlung wurde mit einer Prazisionswaage
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vom Typ ,CS 2000“ der Firma OHAUS Corporation, Pine Brook, New Jersey, USA

durchgefuhrt. Das Gewicht wurde in Gramm angegeben.

Die Analyse der Kérperzusammensetzung beruht auf der Kernspinresonanz. Anhand des
Protonengehaltes, der gewebsspezifisch ist, kann auf die Anteile von Kdrperfett, fettfreiem
Gewebe, freier Fllssigkeit und Gesamtwasser geschlossen werden. Zur Messung wird die
nicht narkotisierte Ratte in eine Plastikréhre gesetzt und diese in das ,Echo-MRI 500“-Gerat
(Echo Medical Systems, Houston, Texas, USA) geschoben (Abb. 3.5a/b). Nach einer
Messdauer von 73 Sekunden werden auf einem Monitor die Messwerte in Gramm
dargestellt.

.a) b)

Abb. 3.5 Darstellung des NMR-Geréates (3.5a) sowie des die Messdaten anzeigenden Bildschirms (3.5b)

3.2.1.4 Tétung, Tumor- und Gewebeentnahme

Die Tétung der bis zum Tag 18 tberlebenden Versuchstiere sowie der Kontrolltiere erfolgte
in einer Narkosekammer mittels Isofluran (Isofluran ,Forene“, Abott GmbH Co.KG,
Wiesbaden, Deutschland) in Uberdosierung. Zuvor wurden die Tiere gewogen und im NMR
gescannt.

Nach dem Toéten wurde den Tieren durch Eréffnung der Brusthoéhle mit einer EDTA-
gespulten 3-ml-Spritze Herzblut aus dem linken Ventrikel enthommen, welches sofort in ein
EDTA-R6hrchen Uberfihrt und gekihlt wurde. Danach erfolgte die Tumorentnahme durch
Eréffnung der Bauchhohle zur Bestimmung der Tumormenge. Davon wurden 45 ml
Tumorflussigkeit in ein Reaktionsgefal® Uberfihrt und ebenfalls bis zum Auszéhlen der

Tumorzellen auf Eis gelagert.



Blut und Tumorflussigkeit wurden anschlieBend 10 Minuten bei 4°C und 3000
Umdrehungen/min  zentrifugiert (Centrifuge 5804 R, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland). Das Plasma wurde in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalie, der zellfreie
Uberstand der Tumorflissigkeit sowie das Zellkonzentrat in 2,0 ml Eppendorf-
Reaktionsgefalie (Safe-seal micro tube, PP, Sarstedt, NGrnbrecht, Deutschland) pipettiert

und bei -80°C eingefroren.

Nach vollstandiger Tumorentnahme wurde durch erneutes Wiegen der Tiere das
Finalgewicht ermittelt sowie mittels NMR-Scan die Kérperzusammensetzung ohne Tumor

bestimmt.

Im Rahmen der Sektion wurden in beiden Versuchsabschnitte neben Tumorflissigkeit und
Blut folgende Organe/Gewebe entnommen: Herz, braunes Fettgewebe (BAT), einseitig
weilles epididymales Fettgewebe (WAT), Musculus gastrocnemius, Musculus extensor
digitorum longus (EDL), Musculus tibialis, Musculus soleus. Die entnommenen
Organe/Gewebe wurden unverztiglich in flissigen Stickstoff Uberflihrt und spater bei -80 °C

tiefgefroren.

3.2.1.5 Tumorzellzahlermittlung

Zur Zellzahlermittlung in der Tumorflissigkeit wurde eine Suspension aus 875 ul
physiologischer Kochsalzlésung (0,9%, Fresenius, Kabi, Bad Homburg, Deutschland), 100
Ml Farbeldsung (Trypan Blue Solution, Fluka, Sigma Aldrich, Bucks, Schweiz) und 25 pl
Tumorflissigkeit hergestellt. Diese Suspension wurde daraufhin auf eine Neubauer-
Zahlkammer (Superior Marienfeld, Deutschland) mit aufgelegtem Deckglaschen utberfiihrt.
Bei 10facher Vergrélerung unter dem Lichtmikroskop (Leica Microsystems Wetzlar GmbH)
wurden auf 24 Zahlfeldern die Tumorzellen gezahlt und summiert. Die Ermittlung der

Tumorzellzahl je ml errechnet sich nach folgender Formel:

Zellzahl/ml x 108 = 3/24 x 16 x 40 x 10000.

Gezahlt wurden lediglich die lebenden Tumorzellen.

3.2.1.6 Echokardiographie

Die Tiere der Kurzzeitstudie wurden am Tag 0 und am Tag 11 echokardiographisch mit
dem Vevo 770 High-Resolution Imaging System (VisualSonics, Toronto, Kanada)

untersucht. Dabei werden Ultraschallwellen, welche an Gewebestrukturen reflektiert

werden, in Bilder umgewandelt.
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Die Ratten wurden dazu mittels Inhalationsnarkose aus einem Isofluran/Sauerstoffgemisch
betdubt. Die Narkoseeinleitung erfolgte mit einem Isoflurananteil von 3,5% in einer
Kammer. Nach Erreichen des chirurgischen Toleranzstadiums wurde die Narkose mittels
grélRenangepasster Maske und einem lIsoflurangehalt von 2% aufrechterhalten. Danach
wurden die Tiere auf einer Heizplatte mit 38°C fixiert und die Thoraxregion rasiert sowie mit

Veet-Enthaarungscreme (Reckitt Benckiser, Hull, GroRbritannien) enthaart.

Die Sonographie des Herzens mittels 25-MHz-Schallkopf erfolgte zunachst im B-Modus
(brightness modulation), welcher die Darstellung zweidimensionaler Bilder in Echtzeit
ermdglicht. Ermittelt wurden am linken Ventrikel (LV) die Flache (LV Area d/s) und die
langsten Achsen (LV Major d/s) in der Diastole und Systole. Auch der Aortendurchmesser
wurde gemessen.

Im M-Modus (motion modulation) wurden die Herzwandstarken und die Herzrate analysiert.
Es wird dabei ein virtueller Herzquerschnitt vor dem Papillarmuskel erstellt, welcher in
eindimensionale Bilder umgewandelt wird. Dies ermoglicht die Vermessung des
interventrikularen Septums (IVS) und die posteriore Wandstarke (PW) sowie die innere
Dimension (ID) wahrend Diastole und Systole.

Aus den erhobenen Daten konnten dann das linksventrikulare Auswurfvolumen (EF,
gjection fraction), die prozentuale Flachenveranderung (FS, fractional shortening), das

Schlagvolumen (SV) und das Herzzeitvolumen (CO, cardiac output) berechnet werden.

3.2.1.7 Lokomotoraktivitdtsmessung, Futter- und Wasseraufnahme

Die Messung der Bewegungsaktivitat der Versuchstiere erfolgte in einem ,Supermex‘-
Locomotor-System (Muromachi Kikai Co., Ltd., Tokyo, Japan). Die Tiere befanden sich
dabei in Makrolonkafigen vom Typ IIl. Vor Beginn der Messung wurde die Wassermenge in
der Trinkflasche bestimmt sowie fir jede Ratte 100 g zur Verfugung stehendes Futter
abgewogen. Im Kafig befanden sich auller der Einstreu keine weiteren
Enrichmentelemente, da sonst die Registrierung der abgestrahlten Kérperwarme durch den
Infrarotbewegungssensor nicht gewahrleistet ware. Die Messung des Sensors erfolgt im

Abstand von 10 Minuten Uber einen Zeitraum von 24 Stunden.

Fur die Ermittlung der Bewegungsaktivitdt wurden zehn Tiere aus der Vergleichsstudie,
welche mit der aussichtsreichsten Dosis der Uberlebensstudie behandelt wurden, sowie
zehn Tiere, welche ein Placebo verabreicht bekamen, verwendet. Diese wurden direkt vor
der ersten Behandlung (Tag 0) sowie von Tag 10 auf Tag 11 der Studie, sofern sie vorher

nicht getotet werden mussten, jeweils fur 24 Stunden im Locomotor-System gehalten. Die



Bewegungen wurden im Nachhinein als counts/24 Stunden ausgegeben. Die Restmengen
von Futter und Wasser wurden nach 24 Stunden erneut ermittelt, so dass auf den Futter-

bzw. Wasserverbrauch geschlossen werden konnte.

3.2.2 Proteinbiochemie

Jedes Experiment wurde als Duplikat durchgefunhrt.

3.2.2.1 Proteinextraktion

Die zu untersuchenden Organe wurden bei -80°C eingefroren. Vor Proteinextraktion
wurden die Proben zunachst pulverisiert und mit dem entsprechenden Puffer lysiert (Tab.
3.1). Die Proteinlyse wurde mit dem Dispergiergerat DT2100 (POLYTRON) durchgefuhrt.

Bei der Extraktion des Proteasoms wurden 50-100 mg pulverisiertes Gewebe mit 500 pl
Proteasom-Lysispuffer versetzt und bei 4°C mit dem Dispergiergerat zerkleinert.
Anschliellend wurde das gewonnene Homogenat bei 4°C fir 20 Sekunden mittels Sonifier
Ultraschallwellen ausgesetzt, damit samtliche noch intakte Zellen zerstért sowie
proteasomgefiillte Vesikel in den Zellen erdffnet werden. Die Proben wurden direkt danach
bei 13000 x g bei 4°C fiir 15 min zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde erneut
Ultraschallwellen am Sonifier (4°C, 20 Sekunden) ausgesetzt. Nach nochmaliger
Zentrifugation (4°C, 15 min, 13000 x g) wurde der Uberstand abgenommen und bis zur

Weiterbehandlung bei -80°C gelagert.

Zur Extraktion von Caspase wurden zu 50 mg Gewebepulver 300 ul Caspase-Lysispuffer
gegeben und danach bei 4°C dispergiert. Das entstandene Homogenat wurde
anschlieBend dreimal im Wechsel bei 37°C aufgetaut und in flissigem Stickstoff
eingefroren. Nachdem auf diese Weise alle Zellen gespalten wurden, erfolgte eine
Zentrifugation bei 20000 x g bei 4°C fiir 30 min. Nach Abnahme des Uberstandes wurde
wiederholt zentrifugiert (20000 x g, 4°C, 20 min). Bis zur Aktivitatsmessung wurden die

Proben bei -80°C gelagert.

3.2.2.2 Proteinquantifizierung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Bradford-Assay. Dazu wurden die
Proben 1:10 und 1:20 verdinnt, mit Quick Start tv Bradford Dye Reagent versetzt und 15

Minuten inkubiert. Die Bradford Reagenz bindet an die Proteine. In der nachfolgenden
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photometrischen Messung bei 595 nm am Benchmark Plus Microplate Spectrophotometer
wurde die proportional zum Proteingehalt zunehmende Optische Dichte (OD) ermittelt. Ein
Vergleich mit der OD eines bekannten Proteingemisches (BSA) erlaubt im Anschluss die

Berechnung der genauen Proteinkonzentrationen in den Proben.

3.2.2.3 Ubiquitin-Proteasomaktivitdtsassay

Die Ubiquitin-Proteasomaktivitdt wurde anhand von drei proteolytischen Aktivitaten
ermittelt: Chymotrypsin-artige, Trypsin-artige und Peptidyl-glutamylhydrolysierende
Aktivitat (Tab. 3.6). Nach Zugabe von einem Amidomethylcoumarin (AMC)-gebundenen
fluorogenen Substrat (40 uM) und Tris/EDTA-Puffer zu 100 ug Protein, sowohl mit als auch
ohne Proteasominhibitor (MG132, 40 uM), wurde der entstandene Mix bei 37°C fiur 30
Minuten inkubiert und anschlieRend bei 360ex/460em nm im Twinkle-Fluorometer
gemessen. Die Ermittlung der Daten erfolgt mit dem Programm MicroWin2000.

Die Freisetzung des AMC bei vorhandener Proteasomaktivtat durch Abspaltung des
Substrats von den Proteasomen ermoglicht die Fluoreszenzmessung. Zwischen der
proteolytischen Aktivitdt des Ubiquitin-Proteasom-Systems und den fluorogenen
Messwerten besteht eine Korrelation. Bei der Messung mit Proteasominhibitor wird die
unspezifische Proteasomaktivitdt ermittelt, die von den Messwerten ohne Inhibitor
abgezogen wurde. Die Messungen erfolgten im Vergleich mit der AMC-Fluoreszenz

bekannter Konzentrationen. Die Aktivitat wurde in nmol/mg Protein/min angegeben.

Tab. 3.6 proteolytische Aktivitat des Ubiquitin-Proteasom-Systems

LLVY-AMC chymotrypsin-artige Aktivitat hydrophoben Aminoséuren

Bz-VGR-AMC trypsin-artige Aktivitat basischen Aminosauren

ZLLE-AMC peptidyl-glutamyl-hydrolisierende | sauren Aminosauren
Aktivitat

3.2.2.4 Caspaseaktivitdtsassay

Der Nachweis von Caspase-3- und Caspase-6-Aktivitat dient als Apoptosemarker. Nach
Zugabe von einem AMC-gebundenen fluorogenen Substrat (50 yM) und Caspase-
Assaypuffer zu 100 pg Protein, sowohl mit als auch ohne Caspaseinhibitor (100 uM), wurde
der entstandene Mix bei 37°C fur 60 Minuten inkubiert und anschlielend bei 360ex/460em

nm im Twinkle-Fluorometer gemessen. Aus den Fluoreszenzwerten konnte anschlielend



die Caspaseaktivitat ermittelt werden. Die Aktivitdten wurden in nmol/mg Protein/min

angegeben.

3.2.3 Statistik

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der erhobenen Daten erfolgte mit
dem Statistikprogramm Prism (Version 5.0 Graph Pad Software Inc. 1994-2007).

Als Test auf Normalverteilung wurde der KOLMOGOROV-SMIRNOFF-Test verwendet. Bei
normalverteilten Daten erfolgte der Vergleich mehrerer Gruppen mittels Varianzanalyse
(ANOVA). Zwei Gruppen wurden daraufhin mit dem Test nach Bonferroni miteinander auf
ihre Signifikanz verglichen. Lag keine Normalverteilung vor wurden die Daten mit dem
Kruskal-Wallis-Test und dem Dunn’s-Test untersucht. Als signifikant wurde ein p-Wert von

<0,05 angesehen.

Zur Auswertung und Darstellung der Uberlebenskurven wurden Kaplan-Meier-Kurven
verwendet. Daneben wurde die Hazard Ratio, das Konfidenzintervall sowie der im Log-

Rank-Test ermittelte p-Wert angegeben. Als signifikant wurden p-Werte <0,05 angesehen.
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4 Ergebnisse
4.1 Uberlebensstudie

4.1.1 Gewichtsentwicklung und Veranderung der Kérperzusammensetzung

Zu Versuchsbeginn waren, trotz Randomisierung der Tiere, teilweise signifikante
Unterschiede im Kdorpergewicht der Behandlungsgruppen gegentber der Placebogruppe
erkennbar (s. Abb. 4.1). Das Kérpergewicht lag zu Versuchsbeginn zwischen 171,0 g und
236,9 g.

Gewicht Tag 0
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Abb. 4.1 Mittleres Korpergewicht an Tag 0

Darstellung: Mittelwerte der Behandlungsgruppen vs. Placebo, Angaben als Mittelwerte + SEM,

p <0,05:* p > 0,05: nicht signifikant

(Sham (S): n=14, Placebo (P): n=76, 0,2 mg/kg/d MYO 302: n=22, 1,0 mg/kg/d MYO 302: n=22, 10,0mg/kg/d
MYO 302: n=21, 20,0 mg/kg/d MYO 302: n=16)

Zum Toétungszeitpunkt wiesen die Behandlungsgruppen keine signifikanten Unterschiede

im Endgewicht ohne Tumor auf.

Ratten mit Tumor zeigten jedoch eine deutliche Reduktion der Kdrpermasse gegenuber
Sham-Tieren (Abb. 4.2). Bei der Sham-Gruppe betrug die Zunahme von Kérpermasse Uber
den Versuchszeitraum hinweg durchschnittlich 71,6 g + 1,8 g (35,6%). Bei der Placebo-
Gruppe betrug der Gewichtsverlust durchschnittlich 48,0 g + 1,6 g (24,6%). Die Gruppe mit



der Dosis 20,0 mg/kg/d MYO 302 zeigte keine signifikanten Unterschiede gegeniber der
Placebo-Gruppe. Dagegen zeigten die Gruppen mit den anderen Dosierungen einen
signifikant geringeren Verlust an Korpermasse gegenuber den Placebo-Tieren. Einzelne
Tiere aus den Behandlungsgruppen wiesen trotz Tumorentwicklung eine

Gewichtszunahme auf.

Gewichtsanderung
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Abb. 4.2 Gewichtsveridnderung wahrend des Versuchszeitraumes

Darstellung: Mittelwerte der Behandlungsgruppen vs. Placebo, Angaben als Mittelwerte £ SEM,

p<0,01:*, p<0,05* p>0,05:nicht signifikant

(Sham (S): n=14, Placebo (P): n=76, 0,2 mg/kg/d MYO 302: n=22, 1,0 mg/kg/d MYO 302: n=22, 10,0mg/kg/d
MYO 302: n=21, 20,0 mg/kg/d MYO 302: n=16)

Der tagliche Gewichtsverlust der tumorinokulierten Gruppen unterschied sich bei den
Behandlungsgruppen mit den drei geringen Dosierungen signifikant gegenuber der
Placebo-Gruppe. Diese Gruppen hatten eine durchschnittliche tagliche Gewichtsabnahme
von 2,8 g (1,5 %), die Placebo-Gruppe dagegen 3,5 g (1,8 %) vom Gewicht zu
Versuchsbeginn. In der Sham-Gruppe hatten die Tiere im Vergleich dazu eine
durchschnittliche Gewichtszunahme von durchschnittlich 4,0 g (2,0 %) taglich (s. Abb. 4.3).
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durchschnittliche Gewichtsveranderung pro Tag
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Abb. 4.3 durchschnittliche tégliche Gewichtsverdanderung wahrend des Versuchszeitraumes
Darstellung: Mittelwerte der Behandlungsgruppen vs. Placebo, Angaben als Mittelwerte + SEM,

p <0,05:* p > 0,05: nicht signifikant

(Sham (S): n=14, Placebo (P): n=76, 0,2 mg/kg/d MYO 302: n=22, 1,0 mg/kg/d MYO 302: n=22, 10,0mg/kg/d
MYO 302: n=21, 20,0 mg/kg/d MYO 302: n=16)

Bei den NMR-Messungen zeigten die drei Behandlungsgruppen mit den geringen
Dosierungen einen zum Teil hochsignifikanten niedrigeren mittleren Verlust an Fettmasse
als die Placebo-Gruppe im Versuchszeitraum (s. Abb. 4.4a). Ein &hnliches Bild zeigt sich
auch bei den durchschnittlichen taglichen Fettmasseverlusten, bei denen die
Uberlebensdauer mitberlicksichtigt wurde (Abb. 4.4b).

Bei dem Verlust an fettfreier Masse wurde lediglich ein gering signifikanter Unterschied
zwischen der Placebo-Gruppe und der Behandlungsgruppe mit der geringsten Dosierung
festgestellt (Abb. 4.4c/d).
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Abb. 4.4 Fettmasseverinderung (4.4a), tagliche Fettmasseverianderung (4.4b), Veranderung der
fettfreien Masse (4.4c), tagliche Verdnderung der fettfreien Masse (4.4d) wahrend des
Versuchszeitraumes, gemessen im NMR

Darstellung: Mittelwerte der Behandlungsgruppen vs. Placebo, Angaben als Mittelwerte £ SEM,

p <0,001: ***, p<0,01:*, p<0,05:* p>0,05: nicht signifikant

(Sham (S): n=14, Placebo (P): n=76, 0,2 mg/kg/d MYO 302: n=22, 1,0 mg/kg/d MYO 302: n=22, 10,0mg/kg/d
MYO 302: n=21, 20,0 mg/kg/d MYO 302: n=16)

4.1.2 Fettgewebe und Skelettmuskulatur

Die Gewichte von epididymalem Fettgewebe (WAT, white adipose tissue), braunem
Fettgewebe (BAT (brown adipose tissue), den vier Muskeln Musculus gastrocnemius,
Musculus EDL (Musculus extensor digitorum longus), Musculus soleus und Musculus
tibialis sowie des Herzens zum Zeitpunkt der Euthanasie zeigten zwischen Sham-Gruppe

und tumorinokulierten Gruppen deutliche signifikante Unterschiede (Tab 4.1).
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Tab. 4.1 Mittelwerte der Organgewichte der Sham-, Placebo- und Behandlungsgruppen.

Herz 875,2+23,8 | 563,2+10,6 | 566,1 +101,9 | 562,2+21,7 | 5754 +22,1 572,0 £29,0
BAT 280,1 +32,0 91,0+34 97,2+ 10,5 93,3+9,4 95,2 +6,8 95,1+ 8,0
M. gastro- 1420,0 + 778,8+14,9 | 821,4+42,6 | 778,3+50,4 782,0 £48,1 772,7 £49,8
cnemius 31,4

M. soleus 1148+£25 734+15 77,3+23 74,8 +34 73,5+34 72,2+41
M. tibialis 477,0+10,4 269,7 £ 5,6 278,5+14,7 | 264,1+17,7 | 266,6 +17,0 291,3 +19,1
M. EDL 119,7+£25 67,3+1,2 71,4 +£3,2 65,6 £ 3,9 66,8 + 3,6 63,9+4,6

Zwischen den Behandlungsgruppen und der Placebo-Gruppe waren jedoch, abgesehen

vom epididymalem Fettgewebe, keine Signifikanzen erkennbar. Das Gewicht vom

epididymalen Fettgewebe war bei den Behandlungsgruppen mit den geringen Dosierungen
signifikant héher (p=0,0007 bei 0,2 mg/kg/d MYO 302 und 10,0 mg/kg/d MYO 302 bzw.
p=0,0008 bei 1,0 mg/kg/d MYO 302) im Vergleich zur Placebo-Gruppe (Abb. 4.6).

Shamtiere hatten ein ausgepragtes epididymales Fettgewebe mit einem durchschnittlichen

Gewicht von 1,75 g. Bei den Placebotieren lag das Gewicht des epididymalen Fettgewebes
im Durchschnitt bei 0,08 g.
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Abb. 4.6 Gewicht des epididymalen Fettgewebes zum Zeitpunkt der Euthanasie

Darstellung: Mittelwerte der Behandlungsgruppen vs. Placebo, Angaben als Mittelwerte £ SEM,

p <0,001: ***, p > 0,05: nicht signifikant
(Sham (S): n=14, Placebo (P): n=76, 0,2 mg/kg/d MYO 302: n=22, 1,0 mg/kg/d MYO 302: n=22, 10,0mg/kg/d

MYO 302: n=21, 20,0 mg/kg/d MYO 302: n=16)




Die Abbildungen 4.7a und 4.7b zeigen die deutlichen Unterschiede beim epididymalen
weillen Fettgewebe zwischen jeweils einer Ratte der Sham-Gruppe (Abb. 4.7a) und Placeo-
Gruppe (Abb. 4.7b). Wahrend der Situs des Sham-Tieres eine ausgepragte Ansammlung

epididymalen Fettgewebes prasentiert, ist dieses bei dem Tier der Placebogruppe nur noch

ansatzweise vorhanden.

Abb. 4.7a Situs eines Sham-Tieres zum Zeitpunkt der Euthanasie zur Darstellung des weillen

epididymalen Fettgewebes (siehe rot umrandeter Kasten)
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Abb. 4.7b Situs eines Placebo-Tieres zum Zeitpunkt der Euthanasie zur Darstellung des weien

epididymalen Fettgewebes (siehe rot umrandeter Kasten)

4.1.3 Mortalitat

Abb. 4.8 und Tab. 4.2 zeigen die Uberlebensdaten der Behandlungsgruppen und der
Placebo-Gruppe. Die héchste Uberlebenswahrscheinlichkeit hatte die Behandlungsgruppe
mit der Dosis 1,0 mg/kg/d MYO 302 (41%), gefolgt von der Gruppe mit der Dosis 0,2
mg/kg/d MYO 302 (27%) und der Gruppe mit der Dosis 10,0 mg/kg/d MYO 302 (24%). Die
Placebogruppe und die Gruppe mit der Dosierung 20 mg/kg/d MYO 302 hatten geringere
Uberlebenswahrscheinlichkeiten mit 18% bzw. 17%. Die langste mittlere Uberlebensdauer
wies mit 16 Tagen die Gruppe, welche das Compound MYO 302 in der Dosierung 1,0
mg/kg/d verabreicht bekam, auf. Beim Lox-Rank-Test hatte diese Gruppe gegenuber der
Placebogruppe einen signifikanten Unterschied in der Uberlebenszeit mit p=0,03. Zwischen
den anderen Behandlungsgruppen und der Placebogruppe war die Uberlebenszeit
statistisch nicht verschieden. Die Hazard Ratio als Vergleich der Hazards (momentane
Sterberate) zweier Untersuchungsgruppen liegt bei der Gruppe mit der Dosierung von 1,0
mg/kg/d MYO 302 mit 0,53 am niedrigsten. Das Sterberisiko ist bei dieser Gruppe

demzufolge halb so grol3 wie bei der Placebogruppe. Die Gruppe mit der hochsten



Dosierung hat dagegen mit einer Hazard Ratio von 0.94 ein nahezu ahnliches Sterberisiko

wie die Placebogruppe.
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Uberlebenszeit in Tagen

20 mg/kg/d MY O 302
Placebo

Abb. 4.8 Kaplan-Meier-Kurve fiir die Placebo- und die Behandlungsgruppen
(Placebo: n=76, 0,2 mg/kg/d MYO 302: n=22, 1,0 mg/kg/d MYO 302: n=22, 10,0mg/kg/d MYO 302: n=21, 20,0
mg/kg/d MYO 302: n=16)

Tab. 4.2 Uberlebensanalyse: Behandlungsgruppen vs. Placebogruppe

Placebo 62 18 13
(n=76)

Myo-0,2 16 27 0,74 0,42-1,3 | 0,31 13
(n=22)

Myo-1 (n=22) | 13 41 0,53 0,30-0,93 | 0,03* 16
Myo-10 16 24 0,68 0,39-1,20 | 0,18 14
(n=21)

Myo-20 10 17 0,94 0,45-1,99 | 0,63 13,5
(n=16)

p <0,05:* p > 0,05: nicht signifikant; Cl=confidence interval
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4.1.4 Tumorwachstum

Das Tumorvolumen lag zum Todeszeitpunkt zwischen 953 * 53 ml bei der
Behandlungsgruppe mit der Dosis von 10,0 mg/kg/d MYO 302 und 116,0 = 5,7 ml bei der
Gruppe mit der Dosis von 20,0 mg/kg/d MYO 302. Die Behandlungsgruppen mit den
Dosierungen 0,2 und 10,0 mg/kg/d MYO 302 wiesen einfach signifikante geringere
Tumorvolumina gegenlber der Placebogruppe (Tumorvolumen 112,2 ml £ 2,5 ml), aber

nicht jedoch gegentber der Gruppe mit der hdchsten Dosierung auf (Abb. 4.9).

Tumorvolumen
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Abb. 4.9 Tumorvolumen am Tag der Euthanasie

Darstellung: Mittelwerte der Behandlungsgruppen vs. Placebo, Angaben als Mittelwerte £ SEM,
p <0,05:* p > 0,05: nicht signifikant

(Placebo: n=76, Myo 0,2: n=22, Myo 1: n=22, Myo 10: n=21, Myo 20: n=16)

Hinsichtlich der Gesamtzellzahl in der Tumorflissigkeit unterschieden sich die einzelnen
Gruppen nicht signifikant (Abb. 4.10a). Die Gruppen mit den Dosierungen 0,2 und 10,0
mg/kg/d MYO 302 hatten neben den geringsten Tumorvolumina die héchste Anzahl an
Zellen in der Tumorflissigkeit. Die Zelldichte betrug bei diesen Gruppen durchschnittlich
53,3 Zellen/ml (0,2 mg/kg/d MYO 302) bzw. 56,3 Zellen/ml (10,0 mg/kg/d MYO 302). Beide
Gruppen unterschieden sich signifikant von der mittleren Zellzahl der Placebogruppe
(x=35,7 Zellen/ml) (Abb. 4.10b).

Die Zellzahlen konnten nicht von jedem Tier bestimmt werden, da einige zum Zeitpunkt der

Tumorentnahme bereits verstorben waren.
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Abb. 4.10 Gesamtzahl Tumorzellen am Tag der Euthanasie (Abb. 4.10a) bzw. Tumorzellen pro ml (Abb.
4.10b)

Darstellung: Mittelwerte der Behandlungsgruppen vs. Placebo, Angaben als Mittelwerte + SEM,

p <0,001: ***, p<0,01:**, p>0,05: nicht signifikant

(Placebo (P): n=42, 0,2 mg/kg/d MYO 302: n=15, 1,0 mg/kg/d MYO 302: n=19, 10,0mg/kg/d MYO 302: n=11,
20,0 mg/kg/d MYO 302: n=7)

4.1.5 Proteinbiochemie

Zwischen den Behandlungsgruppen und der Placebo-Gruppe traten bei den Caspase-
Aktivitdten zum Teil signifikante Unterschiede auf. Alle Behandlungsgruppen wiesen
sowohl gegenuber der Placebo- als auch gegeniber der Sham-Gruppe héhere Caspase-
3- und Caspase-6-Aktivitdten auf. Die Caspase-6-Aktivitdt war bei den
Behandlungsgruppen mit den mittleren Dosierungen 1,0 und 10,0 mg/kg/d MYO 302
signifikant hoher als bei der Placebogruppe (Abb. 4.11a), die Caspase-6-Aktivitat war bei
der Gruppe mit der Dosis 10,0 mg/kg/d MY O 302 signifikant héher als bei den Placebotieren
(Abb. 4.11b). Zwischen Placebo- und Sham-Gruppe wurden keine signifikanten
Unterschiede bei den Caspase-Aktivitaten festgestellt. Von der Gruppe 20 mg/kg/d MYO

302 wurden keine Caspase- und Proteasomaktivitdten gemessen
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Abb. 4.11 Caspaseaktivitidten von Sham-, Placebo- und Behandlungsgruppen (Abb. 4.11a: Caspase-3-

Aktivitdt; Abb. 4.11b: Caspase-6-Aktivitat)

Darstellung: Mittelwerte der Behandlungsgruppen vs. Placebo, Angaben als Mittelwerte £ SEM,

p <0,001: *** p<0,01:*, p>0,05: nicht signifikant

(Sham: n=14, Placebo: n=17, Myo 0,2: n=16, Myo 1: n=20, Myo 10: n=11)
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Abb. 4.12 Proteasomaktivititen von Sham-, Placebo-
chymotrypsin-artige Aktivitidt; Abb. 4.12b: peptidyl-glutamyl-hydrolisierende Aktivitidt; Abb. 4.12c:

trypsin-artige Aktivitéat)
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und Behandlungsgruppen (Abb. 4.12a:

Darstellung: Mittelwerte der Behandlungsgruppen vs. Placebo, Angaben als Mittelwerte £ SEM,

p <0,001: **, p<0,01:**, p>0,05: nicht signifikant

(Sham: n=14, Placebo: n=17, Myo 0,2: n=16, Myo 1: n=20, Myo 10: n=11)

Abb. 4.12 zeigt die gemessenen Proteasomaktivitaten. Die Proteasomaktivitaten LLVY

(chymotrypsin-artige Aktivitat) und ZLLE (peptidyl-glutamyl-hydrolisierende Aktivitat) waren



bei den Behandlungsgruppen hoher als bei der Placebogruppe (Abb. 4.12a/b), bei LLVY
waren die Unterschiede signifikant. Die BzVal-Aktivitat (trypsin-artige Aktivitat) war bei
Placebogruppe und Behandlungsgruppen nahezu identisch (Abb. 4.12c). Bei allen drei
Aktivitdten zeigte die Sham-Gruppe die geringsten Aktivitdtswerte. Die Sham-Gruppe
unterschied sich mit ihren geringen Werten sowohl gegentiber der Placebogruppe als auch

gegenuber den Behandlungsgruppen signifikant.

4.2 Echokardiographiestudie

Im Anschluss an die Uberlebensstudie wurde eine Vergleichsstudie zwischen einer mit
Placebo behandelten Tumorgruppe und einer mit der Dosierung 1,0 mg/kg/d MYO 302
behandelten Tumorgruppe durchgefiihrt. Die Dosierung 1,0 mg/kg/d MYO 302 wurde
aufgrund der bei diesen Tieren signifikant langeren Lebensdauer in der Uberlebensstudie
(Kapitel 4.1.3) ausgewahlt. Im Rahmen der auf 11 Tage begrenzten Vergleichsstudie
wurden neben Gewichtsentwicklung der Tiere und einzelner Organe auch Futter- bzw.

Wasserverbrauch, Bewegungsaktivitat sowie kardiale Parameter miteinander verglichen.

4.2.1 Gewichtsentwicklung und Veranderung der Kérperzusammensetzung

Die Behandlungsgruppe und die Placebo-Gruppe zeigten bei den Anfangsgewichten,
aufgrund Randomisierung, am Tag O keine signifikanten Unterschiede (Abb. 4.13). Das
durchschnittliche Gewicht der Placebogruppe lag bei 190,9 + 2,2 g, das der
Behandlungsgruppe bei 188,7 + 2,8 g.

Die Tiere beider Gruppen verloren im Laufe des 11-tagigen Versuchs deutlich an Gewicht.
Das durchschnittliche Endgewicht, abzlglich Tumormasse, der Placebogruppe betrug
147,7 £ 3,0 g (77,4 % vom Anfangsgewicht) gegentber 1414 £ 2,7 g (74,9 % vom
Anfangsgewicht) der mit dem Compound behandelten Gruppe. Die Behandlungsgruppe
wies zu Versuchsende ein durchschnittliches Gesamtgewicht (inklusive Tumor) von 246,4
* 6,1 g auf, die Placebogruppe dagegen 243,1 + 4,6 g. Signifikante Unterschiede lie3en
sich daraus nicht ableiten.

Auch hinsichtlich der Fettmasse sowie fettfreien Masse zu Versuchsbeginn und —ende
unterschieden sich beide Gruppen nicht signifikant (Tab. 4.3). Die Compound-Gruppe
zeigte gegenuber der Placebogruppe einen geringeren prozentualen Verlust an Fettmasse

als auch an fettfreier Masse. Der Fettmasseverlust ist bei der Placebogruppe relativ 3,5fach
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hoher als der Verlust an fettfreier Masse. Bei der Behandlungsgruppe betragt dieser
Quotient 4,5.

Tab. 4.3 Darstellung der im NMR gemessene Fettmasse und fettfreie Masse zu Versuchsbeginn und
Versuchsende (nach Tumorentnahme) sowie des daraus errechneten gesamten und téaglichen Verlusts

an Fettmasse und fettfreier Masse

Parameter |

Fettmasse Tag 1 (g) 17,52 + 0,87 18,01 £ 0,96
Fettmasse Tag 11 (9) 4,64 + 0,37 5,99 + 0,68

-12,88 + 0,67 -12,02 £ 0,67
Fettmasseverlust (g) B .

(-74% gegenliber Tag 1) | (-67% gegenuber Tag 1)
taglicher Fettmasseverlust (g) -1,07 £ 0,06 -1,00 £ 0,06
fettfreie Masse Tag 1 (g) 1458+ 2,6 144,8 £ 1,6
fettfreie Masse Tag 11 (9g) 115,6 £ 3,4 122,4 +5,0

-30,22 £ 2,94 -22,41 £ 4,22
Verlust fettfreier Masse (g) . .

(-21% gegenulber Tag 1) | (-15% gegeniiber Tag 1)
taglicher Verlust fettfreier Masse (g) -2,52 £ 0,24 -1,87 £ 0,35

4.2.2 Organgewichte

Wiederum wurden auch in dieser Studie die Gewichte ausgewahlter Organe bzw. Gewebe
zu Versuchsende erfasst. Signifikante Unterschiede zwischen beiden

Untersuchungsgruppen waren jedoch nicht zu erkennen (Tab. 4.4).

Tab. 4.4 Gewichte des Herzens, des epididymalen Fettgewebes, des braunen Fettgewebes sowie

ausgewahlter Muskeln (Musculus gastrocnemius, Musculus soleus, Musculus EDL, Musculus tibialis)

Herzgewicht (mg) 568,9 + 22,4 596,0 + 15,5
Epididymales Fettgewebe mg) 220,0 £ 53,5 193,7 £ 28,1
Braunes Fettgewebe (mg) 90,7 £ 10,2 87,3+84
M. gastrocnemius (mg) 805 + 22,1 727 £29,4
M. soleus (mg) 69,2 +4,7 63,8+ 1,6
M. tibialis (mg) 288,5+7,4 2654 + 12,5
M. EDL (mg) 71,0+ 3,1 68,2 + 3,7

4.2.3 Bewegungsaktivitat

Im Locomotorsystem wurde die Bewegungsaktivitat der Tiere erfasst. Insbesondere der

Vergleich beider Gruppen zu Versuchsbeginn und Versuchsende soll hier dargelegt



werden. Beide Gruppen zeigten einen ausgepragten Rickgang der Bewegungsaktivitat.
Die Placebogruppe zeigte einen Aktivitatsrickgang um 90,6 +2 ,4 %, die mit dem
Compound behandelte Gruppe um 85 + 2,2 %. Eine rechnerische Signifikanz ergibt sich

dadurch jedoch nicht.

4.2 .4 Futter- und Wasseraufnahme

Die Tiere beider Gruppen zeigten zu Versuchsbeginn eine nahezu identische
Futteraufnahme von ca. 20 g pro Tag. Die Wasseraufnahme lag bei 44 ml/Tag/Tier in der

Placebogruppe bzw. 42 mil/Tag/Tier in der Compoundgruppe.

Am Tag 11 nach Versuchsbeginn wurden von den Tieren der Placebogruppe 1,2 £ 0,5 g
Futter aufgenommen, von den behandelten Tiere 2,2 + 0,8 g. Der Unterschied ist jedoch
nicht signifikant gegenlber der Placebo-Gruppe. Auch die Wasseraufnahme war bei den
behandelten Tieren hoher, jedoch wiederum nicht signifikant verschieden im Vergleich zur
Placebo-Gruppe (Tab. 4.5).

Tab. 4.5 Veranderung bei Futteraufnahme und Wasseraufnahme zwischen Versuchsende und

Versuchsbeginn bei der Placebo- und der Behandlungsgruppe

Futteraufnahme Tag 1 (g) 19,7+0,7 20,4+£0,7
Futteraufnahme Tag 11 (g) 1,2+0,5 2,2+0,8

Wasseraufnahme Tag 1 (g) 43,9+3,5 421+24
Wasseraufnahme Tag 11 (g) 14,7 £ 2,7 21,3+3,2

4.2.5 Echokardiographie

Zu Beginn und Ende der Studie wurden mittels Ultraschallgerat echokardiographische
Parameter erhoben, um festzustellen, ob sich diese zwischen Placebo- und
Behandlungsgruppe unterscheiden. Ein Ultraschall an Tag 11 war nur an den bis dahin

Uberlebenden Tieren mdglich.

Die erhobenen Daten sind in Tabelle 4.6 aufgefihrt. Signifikante Unterschiede konnten
lediglich bei der Auswurffraktion zu Versuchsende festgestellt werden (s. Abb. 4.13). Die
Auswurffraktion als Anteil des Gesamtblutvolumens im Herzen war zu Versuchsbeginn bei
beiden Gruppen nahezu identisch mit durchschnittich 79,33 + 1,02 % bei der
Placebogruppe und 81,03 £0,61 % bei der Behandlungsgruppe. Im Laufe des Versuchs
verringerte sich die Auswurffraktion bei beiden Gruppen bis auf durchschnittlich 53,63 +
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3,04 % bei den Placebotieren bzw. 67,32 + 4,09 % bei den compoundbehandelten Tieren
(p=0,012).

Die Prozentzahlen in der Tabelle geben die relative Veranderung des jeweiligen
Parameters im Laufe des Versuchs an. Nahezu alle Parameter veranderten sich bei beiden
Gruppen im Versuchszeitraum. Bei beiden Gruppen weist das Herz zu Versuchsbeginn
eine geringere Verklrzung (FS) im Vergleich zu Versuchsende auf. Wahrend an Tag 0 das
fractional shortening bei Uber 452 + 0,7 % (Placebogruppe) bzw. 48,5 * 1,3%
(Behandlungsgruppe) liegt, betragt es an Tag 11 nur noch 29,4 + 2,0% bei der
Placebogruppe und 36,5 + 3,3% bei der Behandlungsgruppe. Eine deutliche Reduktion um
43,5% bei den Placebotieren bzw 46,7% bei den Behandlungstieren ist auch bei der
Herzrate festzustellen, welche bei beiden Gruppen zu Versuchsbeginn bei >400 Schlagen
pro Minute (424,6 + 6,3 bpm bei der Placebogruppe bzw. 436,9 + ,2 bpm bei der
Behandlungsgruppe) lag, zu Versuchsende auf <240 Schlage pro Minute (239,7 + 33,1 bpm
bei der Placebogruppe bzw. 233,0 + 67,8 bpm bei der Behandungsgruppe) sank. Ahnlich
starke Veranderungen wurden auch beim Herzschlagvolumen (LV SV) festgestellt. Hier
betrug die Reduktion 64,1% (Placebogruppe) bzw. 56,9% (Behandlungsgruppe). Das durch
Multiplikation aus Herzrate und Schlagvolumen berechnete Herzminutenvolumen (CO)

spiegelt diesen Ruckgang ebenso wieder.

Auswurffraktion (EF) Tag 11

80+ *
—
60+
X 401
20+
0_

1,0
mg/kg/d MYO 302

Abb. 4.13 Darstellung der Auswurffraktion des Herzens zu Versuchsende bei der Placebo- und der
Behandlungsgruppe

Darstellung: Mittelwerte Gruppe Behandlungsgruppe vs. Placebogruppe, Angaben als Mittelwerte + SEM,

p <0,05: %

(Placebo (P): n=7, 1,0 mg/kg/d MYO 302: n=4)



Tab. 4.6 Darstellung der wiahrend der Echokardiographie ermittelten Parameter zu Versuchsbeginn
(Tag 0) und Versuchsende (Tag 11)
p <0,05:* p > 0,05: nicht signifikant

EF (%) Tag 0 79.33 £ 1.02 81.03 + 0.61
Tag 11 53.63 + 3.04 67.32 + 4.09*
Veranderung (%) -32,4 -16,9

FS (%) Tag 0 4519+0.73 48.50 + 1.27
Tag 11 29.44 +1.99 36.54 + 3.33
Veranderung (%) -34,9 -24,7

CO (ml/min) Tag 0 78,76 £ 3,72 84,43 + 1,93
Tag 11 16,98 £ 2,77 18,52 + 5,91
Veranderung (%) -78,4 -78,1

LV ESD (mm) Tag 0 3.621 + 0.057 3.327 £ 0.125
Tag 11 3.713 £ 0.302 3.595 + 0.303
Veranderung (%) +2,5 +8,1

LV EDD (mm) Tag 0 6.606 + 0.064 6.449 + 0.097
Tag 11 5.236 + 0.325 5.638 + 0.202
Veranderung (%) -20,7 -12,6

IVS sys (mm) Tag 0 2.528 + 0.091 2.697 + 0.058
Tag 11 2.181+0.124 2.425 + 0.144
Veranderung (%) -13,7 -10,1

IVS dia (mm) Tag 0 1.325 + 0.053 1.264 + 0.041
Tag 11 1.526 + 0.155 1.358 + 0.083
Veranderung (%) +15,2 +7.,4

LV PW sys Tag 0 0.962 + 0.044 1.037 + 0.026

(mm) Tag 11 1.084 + 0.054 1.140 + 0.082
Veranderung (%) +12,7 +9,9

LV PW dia (mm) | Tag 0 0.830 + 0.056 0.788 + 0.028
Tag 11 0.920 + 0.110 0.933 +0.174
Veranderung (%) +10,8 +18,4

LV SV (ul) Tag 0 184.9 + 6.88 193.1 £2.29
Tag 11 66.32 + 6.93 83.19 £ 9.56
Veranderung (%) -64,1 -56,9

HF (bpm) Tag 0 4246 +6.27 436.9+7.23
Tag 11 239.7 + 33.12 233.0 £ 67.75
Veranderung (%) -43,5 -46,7

LV mass (mg) Tag 0 493.4 + 18.3 457.7 + 18.4
Tag 11 396.6 + 38.2 375.6 £ 31.4
Veranderung (%) -19,6 -17,9
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5 Diskussion

Tumorerkrankungen gehen beim Menschen, abhangig von dem betroffenen Organ, oft mit
einer mehr oder weniger ausgepragten Kachexie einher. Das Auftreten einer
tumorassoziierten Kachexie verringert die Uberlebensrate des Patienten und wirkt sich
negativ auf die Lebensqualitat aus [31]. Bislang wurde mit keinem der in Tierversuchen als
auch bereits beim Menschen eingesetzten Wirkstoffe eine ausreichend befriedigende

Option zur Therapie und Pravention von Tumorkachexie erzielt.

In der durchgefihrten Studie wurde die Wirkung eines Aldosteronantagonisten als
potentielles Therapeutikum bei tumorassoziierter Kachexie im Rattenmodell untersucht.
Dazu wurden insbesondere folgende Parameter vergleichend mit einer Placebo- und

Shamgruppe untersucht:

- Uberlebensrate

- Tumoreigenschaften

- Gewichtsveranderung im Laufe des Versuchs
- Gewichte ausgewahlter Organe

- Korperzusammensetzung

- ,quality of Life“-Indikatoren

- proteinbiochemische Zelldegradationsfaktoren

Herzfunktion

Beim Yoshida-AH-130-Hepatoma-Modell der Ratte handelt es sich um ein etabliertes,
reproduzierbares Tumor-Kachexie-Modell. Die Tumorzellzahl steigt von Tag 2 bis 7 nach
der Injektion exponentiell an, bis sich danach eine Plateauphase einstellt [238, 239]. Im
Zuge der Tumorzellteilung stellt sich ein Aszites ein und die Tiere verlieren massiv an Fett-
und Muskelmasse. Der Tod ftritt in der Regel nach 12-16 Tagen ein, wenn die Tiere
unbehandelt bleiben [240, 241], was in der vorliegenden Studie an der Placebogruppe

bestatigt werden konnte.

5.1 Uberlebensrate

Die vier Dosierungen des Compounds MYO 302 unterschieden sich untereinander in ihrer
Wirkung auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der

Placebogruppe lag mit 18% annahernd bei derjenigen der 20,0 mg/kg/d-MYO 302-Gruppe



mit 17%. Tiere, welche mit der Dosis 1,0 mg/kg/d MYO 302 behandelt wurden, hatten die
héchste Uberlebenswahrscheinlichkeit mit 41%, welche sich signifikant von der

Uberlebenswahrscheinlichkeit der Placebogruppe unterscheidet.

Die tumorbegleitende Therapie mit dem Compound MYO 302 hat dosisabhangig einen
Effekt auf das Uberleben der Tiere. Die geringste Dosierung von 0,2 mg/kg/d MYO 302
bewirkt offenbar nur eine subtherapeutische Wirkung, ohne signifikanten Unterschied zur
Placebogruppe. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit unterscheidet sich lediglich um 9%.
Ahnlich verhalt es sich mit der Dosierung 10,0 mg/kg/d MYO 302 mit einem Unterschied in
der Uberlebenswahrscheinlichkeit im Vergleich zu Placebogruppe von 6%, was auf eine
Uberdosierung des Compounds schlieRen Iasst. Offenbar kommt es mit einer weiteren
Dosiserhéhung, wie auch bei der Gruppe mit der hdchsten Dosierung dargestellt, zu keiner
therapeutischen Wirkung. Neben einer Uberdosierung kénnte auch das Auftreten von
Nebenwirkungen den therapeutischen Effekt iberdecken. Ob eine darlberhinausgehende
Dosis zu einer moglichen Verringerung der Uberlebenswahrscheinlichkeit fihrt, bleibt
ungeklart. Eine Dosiserhohung Uber 1,0 mg/kg/d MYO 302 hinaus fuhrt zunehmend zu

hoheren Mortalitatsraten.

Aldosteronantagonisten, wie Spironolacton, Canrenon und Eplerenon werden
Ublicherweise zur Behandlung von Hyperaldosteronismus, welcher mit einem Aszites
einhergeht, sowie bei Bluthochdruck, Herzinsuffizienz und Leberzirrhose eingesetzt. MYO
302 als neuartiger Aldosteronantagonist hat offenbar bei einer Dosierung von 1,0 mg/kg/d
eine positive Wirkung auf die tumortragenden Ratten. Moglicherweise ist diese Wirkung auf
eine Protektion des Herzens (siehe auch Kapitel 5.8) zurtckzuflhren, da auch hier die
Behandlung mit dem Compound eine signifikant hohere Auswurffraktion bewirkt und somit

eine Herzinsuffizienz hinauszogert.

Ahnlich sind die Ergebnisse bei Betrachtung der Uberlebenszeit. Die Gruppe mit der Dosis
von 1 mg/kg/d MYO 302 hatte die langste mittlere Uberlebenszeit von 16 Tagen. Darauf
folgt mit 14 Tagen die Gruppe mit 10,0 mg/kg/d MYO 302. Die geringste durchschnittliche
Uberlebenszeit hatten die Tiere der Placebogruppe und der Gruppe mit der geringsten
Dosis mit jeweils 13 Tagen. Dies lasst auch hinsichtlich der Uberlebenszeit auf einen
dosisabhangigen Effekt schlieRen. Es zeigt sich, dass eine geringe Dosis von 0,2 mg/kg/d
MYO 302 keinen Einfluss auf die Uberlebenszeit hat. Hohere Dosen als 1,0 mg/kg/d MYO
302 erhéhen die Uberlebenszeit gegeniiber einer placebobehandelten Gruppe nur gering.

In der Gruppe mit einer Dosis von 1,0 mg/kg/d MYO 302 Uberlebten die meisten Tiere bis
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zum eigentlichen Versuchsende am Tag 18. In den anderen Gruppen waren an Tag 18 nur

noch 20-25% der Tiere am Leben.

Studienergebnisse mit der Anwendung von Aldosteronantagonisten auf die Behandlung der
Tumorkachexie im Tiermodell liegen bislang nur aus einer Publikation von Springer et al.
vor [242]. Hier wurden die Verabreichung von Spironolacton, Bisoprolol und Imidapril und
ihr Einfluss auf Herzparameter im Rattenmodell untersucht. Vergleiche lassen sich deshalb
fast ausschlieRlich nur mit Untersuchungen anflihren, welche auch das Yoshida AH-130-
Hepatoma-Modell bzw. weitere Tumormodelle, jedoch mit der Anwendung anderer

Wirkstoff(gruppen), anwenden.

Schmidt et al. untersuchten die Wirkung von IGF-1 auf die Kachexieentwicklung von
tumortragenden Ratten [243]. Hier Uberlebten die Placebotiere im Mittel 12 Tage und die
IGF-1-behandelten Tiere mit einer Dosis von 0,3 mg/kg/d hatten eine mittlere

Uberlebenszeit von 14 Tagen.

Eine weitere Studie, welche im gleichen Modell den Einfluss mehrerer
Xanthinoxidasehemmer sowie Betablocker, sowohl in Mono- als auch in
Kombinationstherapie, untersuchte, zeigte eine Uberlebenswahrscheinlich von 5,4% fir die
Placebogruppe, fir die Bisoprolol-behandelte (5 mg/kg/d) Gruppe 62,%, fir die Oxypurinol-
behandelte (4mg/kg/d) Gruppe 54,5%. Die mit einer Kombination aus beiden Wirkstoffen
behandelten Gruppen hatten Uberlebenswahrscheinlichkeiten zwischen 25% und 27,3%
[244]. Die Monotherapie von Allopurinol in einer Dosierung von 40 mg/kg/d hatte eine

Uberlebenswahrscheinlichkeit von 54,5% zur Folge [245].

Tschirner et al. untersuchten die Wirkung von Ursodeoxylcholsdure (UDCA) in
unterschiedlichen Dosierungen im Kachexie-Rattenmodell [246]. Das mittlere Uberleben
der Placebotiere lag bei 12 Tagen, dasjenige der UDCA-behandelten Tiere bei 13 Tagen
(25 mg/kg/d) bzw. 13.5 Tagen (100 mg/kg/d).

Saitoh et al. [247] wendeten im o0.g. Kachexiemodell die Verabreichung von Erythropoetin
an. Sie stellten dabei fest, dass die Gabe von sowohl 500 als auch 5000 Units EPO die

Mortalitat gegenlber der Placebogruppe reduziert.

Ebenso zeigen die Untersuchungen von Toledo et al. [248] im Rattenmodell der
Tumorkachexie, dass die Verabreichung von Sorafenib, ein Proteinkinaseinhibitor zur

Behandlung von Krebs in der Humanmedizin, das Uberleben der Tiere signifikant im



Vergleich zur unbehandelten Gruppe verlangert. Sorafenib verlangerte die Uberlebenszeit
der behandelten Tiere auf bis zu 33 Tage, wahrend die unbehandelte Gruppe lediglich bis

zu 12 Tage Uberlebte.

Im Colon 26-Tumormodell der Maus wurde die Anwendung einer Behandlung mit einem
~Cocktail* aus Antioxidantien getestet. Die Antioxidantien wurden oral verabreicht. Neben
einem negativen Effekt auf die Entwicklung des Korpergewichtes war auch die
Uberlebensrate bei den behandelten Tieren im Vergleich zur unbehandelten Tumorgruppe

signifikant geringer [249].

5.2 Tumorparameter

Das Tumorvolumen der Placebogruppe lag im Vergleich zur Gruppe mit der Dosis 1,0
mg/kg/d MYO 302 etwas hoéher, im Vergleich zur Gruppe mit der Dosis 20,0 kg/kg/d MYO
302 etwas niedriger. Eine signifikante therapeutische Wirkung war somit bei den
entsprechenden Dosierungen nicht feststellbar. Die Gruppen mit den Dosierungen 0,2
mg/kg/d und 10,0 mg/kg/d MYO 302 hatten signifikant geringere Tumorvolumina, was eine
Wirkung des Compounds auf das Tumorvolumen nahelegt. Ein direkter Zusammenhang

zwischen Tumorvolumen und Uberlebenszeit scheint jedoch nicht zu bestehen.

Neben dem Tumorvolumen wurde auch die Zellzahl pro Milliliter Tumorflissigkeit ermittelt.
Die hdchsten Zellzahlen/ml wurden bei den Gruppen mit den Dosierungen 0,2 und 10,0
mg/kg/d MYO 302 nachgewiesen, welche sich signifikant von der Zellzahl der
Placebogruppe unterschieden. Beide Compoundgruppen hatten damit vermutlich deutlich
hdhere Mitoseraten als die Placebogruppe und auch die anderen Behandlungsgruppen. Im
Vergleich zu anderen Studien, welche am gleichen Tumorkachexiemodell durchgeflihrt
wurden [173, 244] wiesen die Placebo- und Behandlungstiere der vorliegenden

Untersuchung ahnlich hohe durchschnittliche Tumorvolumina auf.

5.3 Gewichtsveranderung wahrend des Versuchs

Uberlebensstudie

Zu Beginn der Uberlebensstudie waren die Anfangsgewichte der Versuchstiere, trotz
Randomisierung, nicht ohne signifikante Unterschiede. Die Gruppe mit der Dosierung 10,0
mg/kg/d MYO 302 unterschied sich gering signifikant zur Placebogruppe. Die
Anfangsgewichte bei den Gruppen lagen 188,0 £ 2,1 g und 201,2 + 4,2 g. Deutliche
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Signifikanzen traten, wie erwartet, zu Versuchsende zwischen der Sham-Gruppe und den
anderen Gruppen auf. Wahrend die Sham-Tiere naturgemals an Gewicht zunahmen,
zeigten die Placebo- und die Behandlungsgruppen eindeutige Gewichtsabnahmen bei der
Gewichtsmessung ohne Tumorflussigkeit. Die Gruppen mit den geringen Dosierungen
unterschieden sich dabei signifikant von der Placebogruppe durch eine geringere
Gewichtsabnahme. Hier spiegeln sich die Ergebnisse aus der Mortalitatsberechnung
wieder. Eine geringere Gewichtsabnahme senkt das Mortalitatsrisiko. Bei der Dosierung
von 20,0 mg/kg/d MYO 302 kdénnte es sich um eine sich nachteilig auswirkende
Uberdosierung des Compounds handeln. Die tagliche Gewichtsveréanderung zeigte ein
ahnliches Bild wie die Gesamtgewichtszu- bzw. -abnahme Uber den Versuchszeitraum.
Auch hatten die Gruppen mit den niedrigen Dosierungen einen signifikant geringeren

Gewichtsverlust als die Placebogruppe.

Da Aldosteronantagonisten vermutlich keinen direkten Einfluss auf das Korpergewicht
haben, mussen andere Wirkmechanismen bzw. Nebeneffekte eine Rolle bei der signifikant
geringeren Gewichtsabnahme der Behandlungsgruppen, abgesehen von der Gruppe mit
einer Dosis von 20,0 mg/kg/d MYO 302, gegenulber der Placebogruppe spielen. In der
Literatur wurden bislang keine Wirkmechanismen einer Aldosteronantagonistbehandlung
auf Fett- bzw. Muskelmasse beschrieben. Mdglicherweise besteht hier jedoch ein

protektiver Effekt.

Hartmann konnte in seiner Dissertation zur Wirkung von Xanthinoxidasehemmern im
Tumorkachexiemodell ebenso feststellen, dass die behandelten Tiere dosisabhangig einen
signifikant geringeren Gewichtsverlust gegenuber der Placebogruppe Uber den
Versuchszeitraum aufwiesen [244, 245, 250]. Sowohl unter der Behandlung mit Allopurinol
in der Dosierung 40,0 mg/kg/d als auch mit Oxypurinol in der Dosierung 4,0 mg/kg/d zeigten
die Tiere einen deutlich schwacher ausgepragten Gewichtverlust von weniger als der Halfte
im Vergleich zur Placebogruppe. Die Dosis von 40 mg/kgd Oxypurinol unterschied sich

dagegen nicht signifikant zur Placebobehandlung.

Ein ahnliches Bild zeigen die Ergebnisse von Schmidt [173], die den Einfluss von IGF-1
sowie Bisoprolol im Tumorkachexiemodell untersuchte. Die Tiere wurden sowohl mit IGF-
1 und Bisoprolol als Monotherapie sowie mit der Kombination beider Wirkstoffe behandelt.
Alle Behandlungsgruppen hatten signifikant geringere Gewichtsverluste als die

Placebogruppe.



Die Verabreichung von Erythropoietin im gleichen Modell flhrte zu einem signifikant
geringeren Gewichtsverlust im Vergleich zur Placebogruppe, unabhangig von der Dosis
EPO 500 Einheiten/d bzw. EPO 5000 Einheiten /d [247]. Ebenso konnten auch Musolino et
al. feststellen, dass die Gabe von Megestrolacetat den Gewichtsverlust von tumortragenden

Ratten um ca. zwei Drittel reduziert [251].

Echokardiographiestudie

Die Ergebnisse aus der Uberlebensstudie lieBen sich nach 11 Tagen nicht reproduzieren.
Zwischen der Behandlungsgruppe (Dosis 1,0 mg/kg/d MYO 302) und der Placebogruppe
waren im Endgewicht, sowohl mit als auch ohne Tumorflissigkeit, keine signifikanten
Unterschiede feststellbar. Die erwartete, jedoch nicht bestéatigte, geringere
Gewichtsabnahme der Behandlungsgruppe koénnte auf die zeitlich verkirzte
Behandlungsdauer zurtickgeflihrt werden. Offenbar wurde innerhalb der 11 Tage kein
ausreichend hoher Wirkspiegel des Compounds erreicht, um messbar einen Einfluss auf
das Korpergewicht auszuiben. Springer et al. konnten zudem nachweisen, dass der

Groliteil des Gewichtsverlustes erst nach Tag 11 auftritt [242].

Springer et al. beschreiben die Wirkung von Bisoprolol, Spironolacton und Imidapril im
gleichen Tumorkachexiemodell und konnten am Tag 11 bei allen drei Wirkstoffen einen
signifikanten Unterschied im Gewichtsverlust gegentiber der Placebogruppe feststellen
[242]. Die Behandlung von Ratten mit Spironolacton in der Dosis 50 mg/kg/d hatten dabei
mit durchschnittlich 21,0+11.0 g den geringsten Verlust an Kérpergewicht, gefolgt von den
Tieren, die mit Bisoprolol (21,9+10,5 g Verlust an Kérpergewicht) bzw. Imidapril (30,0+14,1
g Verlust an Korpergewicht) behandelt wurden. Die Placebotiere verloren bis zum Tag 11

in diesem Experiment 53,7+1,8 g an Kdrpergewicht.

5.4 Kérperzusammensetzung

Uberlebensstudie

Erwartungsgemall zum Gewichtsverlust des weilten epididymalen Fettgewebes weisen
auch die Daten der NMR-Messung einen deutlichen Fettmasseverlust der tumorinokulierten
Tiere auf. Es zeigt sich auch hier, dass die Gruppen mit den niedrigen Dosierungen
signifikant geringere Verluste an Fettgewebe haben als die Placebogruppe. Die
Unterschiede sind bei den Gruppen mit den Dosierungen 0,2 und 10,0 mg/kg/d MYO 302

hochsignifikant. Die Veranderungen in der Masse des Fettgewebes zeigen sich nicht nur
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beim Vergleich zwischen Anfangs- und Endgewicht, sondern auch bei den taglichen

Verlusten an Fettmasse.

Die Betrachtung der fettfreien Masse, welche vor allen durch die gesamte
Skelettmuskulatur reprasentiert wird, fallt anders aus. Alle Behandlungsgruppen, aul3er die
Gruppe mit der hohen Dosis, hatten geringere Verluste an fettfreier Masse gegenlber der
Placebogruppe im Lauf des Versuchs aufzuweisen. Jedoch war der Unterschied lediglich
bei der Gruppe mit der Dosis 0,2 mg/kg/d MYO 302 im Vergleich zur Placebogruppe
signifikant. Die Signifikanz geht bei der Darstellung der mittleren taglichen Verluste an

fettfreier Masse verloren.

Die Behandlung von Ratten mit IGF-1 im Tumorkachexiemodell hatte keine Auswirkung auf
die Fettmasse in der NMR-Messung [243]. Dagegen zeichnete sich ein signifikant
geringerer Verlust an Skelettmuskelmasse im Vergleich zur Placebogruppe ab. Eine Studie
zur Therapie der Tumorkachexie an Ratten mit Allopurinol (40,0 mg/kg/d) und Oxypurinol
(4 mg/kg/d) wies sowohl hinsichtlich Fettmasse und fettfreier Masse deutlich geringere
Verluste nach [245]. Palus et al. wiesen ebenso durch die Behandlung von Ratten mit
Simvastatin  (ein  Cholesterinsenker) im Tumorkachexiemodell eine reduzierte
Gewichtsabnahme sowie geringe Verluste an Fettmasse und fettfreier Masse nach [256].
Toledo et al. zeigen, dass die Verabreichung von Formoterol (B2-Agonist) zu einer
Reduktion des Verlustes an fettfreier Masse flihrt, jedoch keinen Einfluss auf den

Fettmasseverlust hat [206].

Echokardiographiestudie

Die Ergebnisse der verkurzten Studie mit definiertem Endpunkt wiesen keine Unterschiede
im Verlust an Fettmasse sowie fettfreier Masse zwischen Placebogruppe und
Behandlungsgruppe auf. Tendenziell zeigt sich bei der Behandlungsgruppe eine
geringflgig kleinere Differenz zwischen Anfangs- und Endgewicht im Vergleich beider
Gruppen. Das Einschmelzen des Fettgewebes lauft starker ab als eine Reduktion der

fettfreien Gewebe.

Die Uberlebensstudie zeigt aufgrund der signifikanten Unterschiede im Fettmasseverlust
zwischen Placebogruppe und zumindest drei der Behandlungsgruppen einen deutlichen
Einfluss der Medikation. Die Dosis von 20 mg/kg/d MYO 302 hat offenbar keinen Effekt auf
den Fettmasseverlust bzw. kénnte bereits toxisch wirken. Auf die fettfreie Masse fallt die

Compoundwirkung deutlich geringer aus. Dies legt nahe, dass der Wirkstoff seinen



Wirkmechanismus vorrangig direkt oder indirekt in Adipozyten entfaltet und es durch die
Behandlung zu einer verringerten Lipolyse kommt, die wiederum auf eine verbesserte
Herzfunktion mit einhergehender Sympathikusaktivierung beruht. In der verkirzten
Echokardiographiestudie treten die Unterschiede zwischen den Vergleichsgruppen nicht

zutage. Dies deutet darauf hin, dass gravierende Unterschiede erst nach Tag 11 auftreten.

5.5 Gewichte ausgewahlter Organe

Uberlebensstudie

Im Rahmen der Sektion wurden von den euthanasierten Tieren einzelne Muskeln sowie
das Herz, das braune Fettgewebe und einseitig das epididymale weille Fettgewebe
entnommen. Abgesehen vom weilen Fettgewebe wurden bei der Gewichtsmessung der
einzelnen Organe bzw. Gewebe keine signifikanten Unterschiede zwischen Placebogruppe
und Behandlungsgruppen festgestellt. Die Sham-Gruppe hatte hochsignifikant hdhere

Organgewichte aufzuweisen als die Tumorgruppen.

Die Gruppen mit den Dosierungen 0,2 mg/kg/d, 1,0 mg/kg/d und 10 mg/kg/d MYO 302
hatten mehr weiltes Fettgewebe zum Zeitpunkt der Euthanasie als die Placebotiere und die
Gruppe mit der Dosis 20,0 mg/kg/d MYO 302. Wie bei der Betrachtung des
Gesamtgewichts zu Versuchsende (siehe auch Kapitel 5.3) kann auch hier von einer
nachteiligen Uberdosierung des Wirkstoffs bei der Dosierung 20 mg/kg/d MYO 302
ausgegangen werden. Moglicherweise kann dies auf ein erhéhtes Ansprechen des weilden
Fettgewebes auf die Behandlung zurickgefihrt werden. Unklar ist in diesem

Zusammenhang, welche biochemischen Signalwege dabei beteiligt sind.

Hartmann [244] konnte in seiner Studie zur Therapie der Tumorkachexie mit
Xanthinoxidasehemmern nachweisen, dass eine Behandlung signifikante hohere
Organgewichte im Vergleich zur Placebogruppe bewirkt. In seiner Untersuchung hatte nicht
nur das epididymale Fettgewebe, sondern auch die Muskeln M. gastrocnemius, M. EDL
und M. tibialis sowie das braune Fettgewebe signifikant héhere Gewichte. Elkina et al.
beschreiben am vorliegenden Tumorkachexiemodell einen geringeren Verlust von braunem
und weillem Fettgewebe unter der Therapie von Tandospiron (10,0 mg/kg/d) im Vergleich
zur Placebogruppe [252]. Die Anwendung von UDCA im Tumorkachexiemodell hatte keine
Auswirkungen auf einen potentiellen geringeren Verlust an epididymalem und braunem
Fettgewebe [246].
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Echokardiographiestudie

Wie bereits im Kapitel 5.3 bei der Veranderung des Gesamtgewichts beschrieben, waren
auch bei Organen/Gewebe keine signifikanten Unterschiede zum festgelegten
Totungszeitpunkt vorzuweisen. Auch konnten bei Betrachtung des weillen Fettgewebes
keine nennenswerten Gewichtsunterschiede festgestellt werden. Der kurze Zeitraum von
11 Tagen Wirkstoffverabreichung konnte auch hier fur die fehlende Auspragung von
Unterschieden verantwortlich sein. Offenbar &uf3ern sich die Differenzen zwischen

Behandlungs- und Placebogruppe erst nach langerer Wirkstoffgabe.

Penna et al. untersuchten die Wirkung des Proteasominhibitors Bortezomib im
Tumorkachexiemodell und stellten dabei keine Gewichtsunterschiede bei M. gastrocnemius
zwischen behandelten und unbehandelten Tieren an Tag 7 nach Tumorinokulation fest
[253]. Dagegen zeigten Toledo et al., dass eine Formoterolbehandlung insbesondere bei
den Muskeln M. gastrocnemius und M. tibialis signifikant sieben Tage nach
Tumorzellinjektion signifikant hdhere Gewichte aufwiesen als die unbehandelte Gruppe
[254].

Auch eine Studie, welche die Anwendung von Febuxostat, ein Xanthin-Oxidase-Inhibitor,
zeigt an Tag 11 nach Tumorinokulation keine Unterschiede bei den vier untersuchten
Muskeln (M. gastrocnemius, M. tibialis, M. EDL, M. soleus) [255].

5.6 Quality of Life-Indikatoren

Die Daten zur Beurteilung der Lebensqualitdt der Tiere wurden nur bei den Tieren der
verklrzten Studie vorgenommen. Die Einschatzung der Lebensqualitat ist bei Tieren im
Gegensatz zum Menschen nicht ohne weiteres objektiv mdglich. Als Parameter wurden
hierzu die Bewegungsaktivitat, die Futter- und die Wasseraufnahme herangezogen. Damit
wird angenommen, dass die Bewegungsaktivitdt und die Nahrungsaufnahme mit dem

Wohlbefinden positiv korrelieren.

Die Placebogruppe zeigte innerhalb der elf Tage einen Aktivitatsrickgang um 90%.
Derjenige der Behandlungsgruppe lag geringflgig darunter bei 85%. Ein signifikanter
Unterschied war dabei nicht zu ermitteln. Ahnlich verhielt es sich mit der Futter- bzw.
Wasseraufnahme. Wahrend beide Gruppen zu Versuchsbeginn annahernd dieselbe
Menge an Futter bzw. Wasser aufnahmen, waren zu Versuchsende die Unterschiede

zwischen den Gruppen zwar ersichtlich, jedoch nicht statistisch abgesichert.



Die Daten zur Lebensqualitdt zeigen lediglich Tendenzen auf, wobei die Tiere der
Behandlungsgruppe dabei eine offenbar hdhere Lebensqualitat aufweisen. Wird der
Versuchszeitraum verlangert, stellen sich die Unterschiede méglicherweise deutlicher und

statistisch gesichert dar. Dazu sind Wiederholungs- bzw. Erganzungsversuche notwendig.

Toledo et al. beschreiben fir das Yoshida AH-130 Aszites Hepatoma Modell eine normale
Futteraufnahme bis zum Tag nach Tumorinokulation. Danach sinkt die Futteraufnahme
rapide bis zum Erreichen der Abbruchkriterien [257]. Ahnliche Beobachtungen konnten

auch fir die Bewegungsaktivitat festgestellt werden.

Wie oben beschrieben, hat der Wirkstoff lediglich einen Einfluss auf die Fettgewebe. Ein
Masseverlust von Skelettmuskulatur legt nahe, dass die Lebensqualitat, hier vor allem die
Bewegungsaktivitat, starker reduziert ist und kaum durch einen verminderten Verlust von

Fettmasse ausgeglichen werden kann.

In der bereits erwahnte Studie von Penna et al., in welcher die Tiere 7 Tage lang mit
Bortezomib behandelt und anschliellend getdtet wurden, waren Uber den
Versuchszeitraum keine Unterschiede zwischen Kontrollgruppe und tumortragender

Behandlungsgruppe hinsichtlich Futter- und Wasseraufnahme feststellbar [253].

Musolino et al. konnten dagegen unter der Gabe von 100 mg/kg/d Megestrolacetat eine
signifikant hohere Futteraufnahme der behandelten gegeniiber den unbehandelten Ratten
feststellen [251]. Die Bewegungsaktivitat der Tiere unterschied sich zwischen den Gruppen
jedoch nicht. Ebenso konnten auch Busquets et al. eine signifikant hdhere

Bewegungsaktivitat der Ratten unter einer Behandlung mit Megestrolacetat erkennen [258].

Saitoh et al. konnten unter der Behandlung von tumortragenden Ratten mit Erythropoetin
eine hdéhere Bewegungsaktivitat, gemessen im Lokomotorsystem, der Tiere feststellen
[247]. Hinsichtlich der Futteraufnahme zeigten sich keine Unterschiede zwischen

Behandlungs- und Placebogruppe.
Konishi et al. stellen in ihrer Studie zur Behandlung von Ratten im Kachexiemodell mit
Febuxostat keine signifikanten Unterschiede in den Quality-of-life-Parametern zwischen

den untersuchten Gruppen [255].

Cremades et al. zeigen in einer Studie die Therapie von tumortragenden Ratten mit einer

Spezialdiat [259]. Dabei handelt es sich um ein Enzymextrakt, welches aus Flusskrebsen
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gewonnen wurde. Dieses Enzymextrakt wurde zusatzlich mit essentiellen Aminosauren,
omega-3-Fettsduren sowie Carotinoiden (v.a. Astaxanthin) angereichert. Die
Futteraufnahme der Tiere mit Spezialdiat war signifikant hdher als bei den Tieren, die

lediglich Standardfutter erhielten.

Pietra et al. [167] zeigten im Rattenversuch am Tumorkachexiemodell nach oraler
Verabreichung des Ghrelin-Rezeptoragonisten Anamorelin HClI (ONO-7643), dass
dosisunabhangig (3,0, 10,0 und 30,0 mg/kg/d) eine héhere Futteraufnahme erfolgte.

Auch Springer et al. wiesen eine hohere Futteraufnahme nach oraler Gabe von Oxypurinol
in einer Dosis von 4 mg/kg/d bzw nach oraler Gabe von Allopurinol (4,0 sowie 40,0 mg/kg/d)

im Vergleich zu Placebotieren im Tumorkachexiemodell nach [245].

Ebenso konnte auch Schmidt in ihrer Tumorkachexie-Studie zur Anwendung von IGF-1 in
der Dosierung von 0,3 mg/kg/d eine mehr als doppelt (8,9 + 2,1 g/d vs. 3,2 + 0,5) so hohe
Futteraufnahme gegeniber den Tieren der unbehandelten Gruppe nachweisen [173].
Weiterhin zeigten diese Tiere auch einen deutlich geringeren Rickgang der
Spontanaktivitat um ca. 50% gegenuber der Placebogruppe, welche nur noch ca. 25% der

Bewegungsaktivitat vom Versuchsbeginn aufwiesen.

5.7 Proteinbiochemie

Im Rahmen der Sektion am Ende der Uberlebensstudie wurden von jedem Tier vier
Muskeln entnommen. Direkt nach der Entnahme wurde diese in Reaktionsgefale Uberfihrt,
die wieder sofort in flissigen Stickstoff verbracht wurden, um spatere laborchemische
Analysen durchzufuhren. Fur die proteinbiochemischen Analysen wurde der Musculus
gastrocnemius verwendet. Diese Analysen wurden durchgefihrt, um festzustellen, ob
potentielle phanotypisch auftretende Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen auch
biochemisch bestatigt werden kénnen. Mittels der Laboranalysen wurde gezielt das
Vorkommen von degradierenden Proteinen des Caspasesystems und der
Proteasomsystems bestimmt. Es wurden die Shamgruppe, die Placebogruppe sowie die

Gruppen mit den Dosierungen 0,2, 1,0 und 10,0 mg/kg/d MYO 302 miteinander verglichen.

Bei den Tieren der Shamgruppe wurden erwartungsgemall die geringsten
Caspaseaktivitdten gemessen. Diese lagen nur geringflgig niedriger, jedoch ohne
signifikant zu sein, als die Aktivitdten der Placebogruppe. Moéglicherweise waren bei der

Placebogruppe zu Ende des Versuchs die Aktivitaten bereits erschopft, weil zu wenig ATP



fur den Abbau zur Verfigung stand. Die Caspaseaktivitdten der Behandlungsgruppen
waren hoher als diejenigen der Placebogruppe, zum Teil waren die Unterschiede
signifikant. Ein Erklarungsversuch konnte darin liegen, dass bei der Placebogruppe die
Aktivitdten schnell erschépft waren und nicht erfasst werden konnten. Bei der Caspase-3-
Aktivitdt wurden bei der Gruppe mit der Dosis 1,0 mg/kg/d MYO 302 die héchsten Werte
gemessen (mit statistisch hochsignifikanten Unterschieden zur Placebogruppe). Die
Gruppe mit der Dosis 10,0 mg/kg/d MYO 302 hatte die zweithéchsten Caspase-3-
Aktivitaten.

Ahnliche Ergebnisse lieferten die Messungen der Caspase-6-Aktivitat. Hier unterschied
sich lediglich die Gruppe mit der Dosis 10,0 mg/kg/d MYO 302 signifikant von der

unbehandelten Placebogruppe.

Diese paradoxen Ergebnisse der Caspaseaktivitdtsmessungen stehen im Gegensatz zur
Gewichtsveranderung der einzelnen Gruppen Uber den Versuchszeitraum. Die drei
Behandlungsgruppen verloren weniger Gewicht als die Placebogruppe, es lassen sich
jedoch hohere Aktivitaten von degradierenden Proteinen der Caspasefamilie nachweisen.
Eine Erklarung kénnte darin bestehen, dass die Unterschiede im Gewichtsverlust durch
einen geringeren Skelettmasseverlust bei den Behandlungsgruppen entstehen. Die
Verluste an Skelettmuskelmasse unterscheiden sich zwischen Placebo- und
Behandlungsgruppen kaum. Offenbar scheint die Verabreichung des Compounds neben
der antikachektischen Wirkung auf das weile Fettgewebe einen negativen, die Kachexie

verstarkenden, Effekt auf die Skelettmuskulatur auszutiben.

Die Daten zu den Proteasomaktivitaten liefern ein ahnliches Bild wie die
Caspaseaktivitaten. Insbesondere die LLVY-Aktivitat (chymotrypsin-artige Aktivitat) ist bei
den Behandlungsgruppen deutlich héher als bei der Placebogruppe, die Unterschiede sind
bei den Tieren der Dosierungen 1,0 und 10,0 mg/kg/d MYO 302 hochsignifikant. Bei den
ZLLE- und BzVAL-AKktivitaten (peptidyl-glutamyl-hydrolisierende Aktivitat bzw. trypsin-artige
Aktivitat) waren keine statistisch gesicherten Unterschiede zwischen den tumorinokulierten
Gruppen zu ermitteln. Die Aktivitdten in der Shamgruppe waren im Vergleich zu den
anderen Gruppen niedriger, bei der LLVY-Aktivitat lag diese ungefahr bei der Halfte der

Placebogruppe bzw. bei einem Drittel der Behandlungsgruppen.
Auch im Proteasomsystem lasst sich bei den verwendeten Dosierungen keine antikatabole

Wirkung des Wirkstoffs im Muskel nachweisen. Entgegen den Erwartungen sind Effekte,

zumindest bei der LLVY-Aktivitat, sogar kachexieverstarkend.
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Es muss daher Uberprift werden, ob diese Ergebnisse im Wiederholungsversuch bestatigt
werden. Falls dabei wiederum die Aktivititen degradierender Proteine erhdht sind,

erscheint ein therapeutischer Einsatz dieses Compounds fraglich.

Elkina et al. kamen bei ihren Untersuchungen zum Einsatz von Tandospiron bei
Tumorkachexie zu anderen Ergebnissen. Die Gabe von Tandospiron hat einen deutlichen
Einfluss auf die Caspaseaktivitdten. Sowohl die Caspase-3- als auch die Caspase-6-
Aktivitdt waren bei den behandelten Tieren um 32% bzw. 22% geringer als bei den

unbehandelten Kontrolltieren [252].

Springer et al. [245] verglichen ebenso die Caspase- und Proteasom-Aktitvitaten von
Allopurinol- und Oxypurinol-behandelten Tiere mit Placebotieren. Die Caspase-3-Aktivitat
war dabei signifikant geringer als bei der unbehandelten Gruppe, lag jedoch hoher als
diejenige der Sham-Tiere. Samtliche Proteasom-Aktivitdten lagen unter denen der
Placebogruppe und weisen damit auf einen therapeutischen Effekt der

Xanthinoxidasehemmer hin.

Im Versuch von Konishi et al. zeigten sich keine Unterschiede zwischen Placebo- und der
mit Febuxostat behandelten Gruppe in den Aktivitdten von Caspase 3 und 6 an Tag 11
nach Tumorinokulation [255]. Sie konnten jedoch zeigen, dass die trypsin-ahnliche
Proteasom-Aktivitdt in der Behandlungsgruppe signifikant niedriger war als in der
unbehandelten Gruppe. Bei den chymotrypsin- sowie die peptidyl-glutamyl-adhnlichen

Aktivitdten wurden dagegen keine Unterschiede festgestellt.

Ebenso konnten auch Saitoh et al. keine Unterschiede bei den chymotrypsin- sowie die
peptidyl-glutamyl-dhnlichen Aktivitaten, jedoch bei der trypsin-ahnlichen Aktivitat zwischen

mit Erythropoetin behandelten Gruppen gegentber Placebogruppen ermitteln [247].
Tumorinokulierte Ratten, welche mit L-Carnitin behandelt wurden, hatten eine signifikant
geringere Caspase-3-mRNA-Expression sowie eine signifikant geringere Proteasom-
Aktivitat [260].

5.8 Echokardiographie

Die Sonografie des Herzens wurde lediglich bei den Tieren der Tag-11-Studie durchgefihrt.

Dabei wurden die Placebo- und Behandlungsgruppe (Dosis 1,0 mg/kg/d MYO 302)



miteinander vergleichen. Die Messungen erfolgten an Tag 0 und Tag 11, um festzustellen,

ob Einflisse der Behandlung nachweisbar sind.

Die Herzfunktion unterschied sich erwartungsgemafR deutlich zwischen Versuchsbeginn
und Versuchsende. Die Auswurffraktion verringerte sich zum Beispiel um ein Drittel, der
kardiale Output (Herzzeitvolumen [ml/min]) sank sogar um nahezu 80% bei beiden

Gruppen.

Signifikante Unterschiede am Versuchsende zwischen beiden Gruppen waren lediglich bei
der Auswurffraktion des Herzens festzustellen. Diese war bei der Behandlungsgruppe
héher. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen betrug circa 14%. Wahrend die
Auswurffraktion bei der Behandlungsgruppe von 81% zu Versuchsbeginn auf 67% sank,
verringerte sich die Auswurffraktion bei den Tieren der Placebogruppe von 79% auf 54%.
In allen anderen Parametern unterschieden sich beide Gruppe nicht signifikant. Es fallt
lediglich auf, dass die relativen Unterschiede zwischen Versuchsbeginn und Versuchende

bei der Behandlungsgruppe tendenziell geringer ausfallen.

Eine Compoundwirkung am Herzen lasst sich anhand der Messwerte damit nicht sicher
konstatieren. Moglicherweise war der Versuchszeitraum zu kurz, um deutlichere

Unterschiede festzustellen. Dies sollte in einer weiteren Studie untersucht werden.

Andere Studien am selben Tumorkachexiemodell untersuchten ebenso die Auswirkungen

einer Behandlung auf die Herzfunktionen.

Elkina et al. [252] setzten Tandospiron in hoher (10,0 mg/kg/d) und niedriger (1,0 mg/kg/d)
Dosis ein. Neben einem hdherem Herzgewicht bei der hochdosierten Gruppen gegenuber
der Placebogruppe waren auch mehrere Herzfunktionsparameter, wie Auswurffraktion,
fractional shortening und das Herzzeitvolumen im Vergleich zu den unbehandelten Tieren

hoher.

Eine Untersuchung mit dem Xanthinoxydaseinhibitor Oxypurinol als potentielles
Therapeutikum einer Tumorkachexie an Ratten [245], zeigte ebenfalls Unterschiede in der
Herzfunktion  zwischen Behandlungsgruppe und unbehandelten Tieren. Die
linksventrikulare Auswurffraktion sowie das fractional shortening und die Wanddicke des
linken Ventrikels waren nach einer 11tagigen Behandlung gegentber der Placebogruppe
deutlich héher, was auf eine therapeutische Wirkung von Oxypurinol zurickgefuhrt werden

kann.
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Einer Studie von Palus et al. [256] zufolge, zeigte die Behandlung von Simvastatin an
tumortragenden Ratten einen klaren Effekt auf die Herzfunktion. So verbessert Simvastatin
signifikant in den Dosierungen 1,0, 10,0 und 20,0 mg/kg/d die Auswurffraktion am linken
Ventrikel im Vergleich mit der unbehandelten Gruppe. Ebenso ist das Herzzeitvolumen bei

diesen Behandlungsgruppen gegenuber der Placebogruppe signifikant erhéht.

Auch Toledo et al. [206] konnten durch die Behandlung mit Formoterol (0,3 mg/kg/d) von
tumortragenden Ratten keine signifikanten Unterschiede in den Herzparametern zwischen

behandelten und unbehandelten Tieren feststellen.

Die Verabreichung des Aldosteroninhibitors ~ Spironolacton an Ratten im
Tumorkachexiemodell zeigte deutliche Unterschiede in mehreren Parametern der
Herzfunktion [242]. Die linksventrikulare Auswurffraktion betrug bei den behandelten Tieren
661+4% gegenlber der Placebogruppe mit 52+2%. Der Unterschied bei dem kardialen
Output lag bei 708 ml/min gegenuber 42+3 ml/min. Andere Parameter wie das
linksventrikulare fractional shortening sowie die linksventrikuldre Masse waren bei den
behandelten Tieren signifikant héher als bei der Placebogruppe. In der gleichen Studie
wurde auch die Gabe von Bisoprolol gegeniber einer unbehandelten Tiergruppe
untersucht. Dabei zeigten sich ebenso signifikante Unterschiede, insbesondere bei der
Gesamtmasse des Herzens wie auch bei der linksventrikularen Masse sowie beim
linksventrikularen stroke volume. Mit Imidapril behandelte Tiere unterschieden sich nicht

gegenuber Placebotieren hinsichtlich der Herzfunktion.

Mit Erythropoetin behandelte Ratten wiesen im Versuch bei den Herzparametern zum Tell
Signifikanzen gegenuber unbehandelten Tieren auf. Die linksventrikulare Masse und die

Auswurffraktion des Herzens waren unter Behandlung weniger stark reduziert [247].

Ebenso beschreiben Konishi et al. eine verringerte Gewichtsabnahme des linken Ventrikels

unter der Verabreichung des Xanthinoxidaseinhibitors Febuxostat [255].

Musolino et al. zeigten, dass Ratten unter der Behandlung mit Megestrolacetat neben einer
signifikant hoherer Auswurffraktion des Herzens auch ein starkeres fractional shortening

aufweisen [251].



5.9 Schlussfolgerungen

Der neuartige Aldosteronantagonist MYO 302 hat eindeutige Effekte bei den behandelten
Tieren gegenlber den unbehandelten Tieren hervorgerufen. Hier sind vor allem bei der
Gruppe mit der Dosierung 1,0 mg/kg/d MYO 302 eine um drei Tage langere Uberlebenszeit,
ein geringerer Gewichtsverlust wahrend des Versuchszeitraums der Uberlebensstudie,
geringere Reduktion des epididymalen Fettgewebes sowie der gesamten Fettmasse zu
nennen. Die fettfreie Masse (vor allem Skelettmuskulatur) sowie die vier im Rahmen der
Sektion entnommenen Muskeln (M. gastrocnemius, M. EDL, M. tibialis, M. soleus) wiesen
keine signifikanten Unterschiede zwischen Behandlungs- und Placebogruppen auf. Dies
legt eine Wirkung des Compounds MYO 302 auf das Fettgewebe nahe. Die kardialen
Parameter wurden im Rahmen einer Vergleichsstudie mit definiertem Endpunkt zwischen
unbehandelter Gruppe und einer mit der Dosis von 1,0 mg/kg/d MYO 302 behandelten
Gruppe untersucht. Die Herzfunktion unterschied sich, abgesehen von der Auswurffraktion,

nicht signifikant zwischen beiden Gruppen.

Aldosteronantagonisten wurden bislang kaum auf ihre Wirkung am Herzen untersucht.
Ogino et al. [230] konnten bei humanen Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz durch
die Verabreichung von Spironolacton die Insulinresistenz verbessern. Insulinresistenz tritt
bei Herzinsuffizienzpatienten haufig auf und ist mit einer schlechteren Prognose verbunden
[261, 262]. Durch die Gabe von Spironolacton wurden bei den Patienten das
linksventrikulare fractional shortening sowie die Auswurffraktion verbessert. Volterrani and
lellamo [263] beschreiben den Einsatz von Eplerenon bei humanen Patienten mit milder
und moderater bis schwerer chronischer Herzinsuffizienz. Demnach wird die Gabe von
Eplerenon bei Patienten mit Herzinsuffizienz empfohlen, da es das Risiko, an

cardiovaskularen Erkrankungen zu sterben, signifikant (um 37%) senkt [264].

Maoglicherweise spielt auch in der durchfiihrten Studie am Rattenmodell der Tumorkachexie
die Starkung des Herzens eine Rolle fiir das langere Uberleben der mit der Dosis von 1,0
mg/kg/d MYO 302 behandelten Tiere.

Um die bisherigen Ergebnisse zu verifizieren sind Wiederholungs- und weiterfihrende
Untersuchungen notwendig. Dabei sollte auch die Ermittlung nach der optimalen Dosis

einbezogen werden.

MYO 302 kann ein vielversprechendes Compound bei der additiven Behandlung von

Kachexie im Rahmen von Tumorerkrankungen, aber auch bei der Herzinsuffizienz sein.
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6 Zusammenfassung

Eine im Rahmen einer Tumorerkrankungen auftretende Kachexie stellt fir den betreffenden
Patienten eine schlechte Prognose dar. Bislang ist es nicht gelungen, eine wirksame

Therapie zur Behandlung der Tumorkachexie zu finden.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss eines neuartigen Aldosteronantagonisten,
MYO 302, im Rattenmodell der Tumorkachexie untersucht. Dazu wurden Laborratten

Yoshida AH-130-Hepatomazellen intraperitoneal injiziert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Verabreichung von MYO 302 dosisabhangig zu
positiven Effekten bei den behandelten Tieren im Vergleich zu den unbehandelten Tieren
fihrte. Die behandelten Tiere wiesen eine langere Uberlebensdauer und einen geringeren
Gewichtsverlust auf. Dieser war im Wesentlichen auf einen geringeren Verlust von
Fettgewebe zurlckzufiihren. Auf den Erhalt der Skelettmuskulatur war keine

therapeutische Wirkung feststellbar.

Die Behandlung der tumortragenden Ratten ist mit MYO 302 geeignet, die Kachexie bedingt
abzuschwachen, jedoch die Uberlebenszeit zu verlangern und damit den Krankheitsverlauf
positiv zu beeinflussen. Weitere Untersuchungen zur optimalen Dosisfindung sind noch

notwendig.



7 Summary

The impact of the new aldosterone antagonist MYO 302 on the development of body
weight, on body composition, on spontaneous activity and cardiac function in a rat

model of cancer cachexia.

Cachexia combined with a cancer disease represents a poor survival prognosis. So far no

effective therapy to treat tumor associated cachexia was discovered.

This study shows the effect of a new aldosterone antagonist, MYO 302, in a rat model of
cancer cachexia. The rats were inoculated with Yoshida AH-130-Hepatoma cells into the

peritoneal cavity to develop a liquid tumor.

The treatment with MYO 302 shows positive effects in treated rats in comparison to
untreated rats, depending on the dose of MYO 302. The animals under treatment with the
dose of 1mg/kg/d MYO 302 showed the highest survival rate. There was less weight loss
of the white adipose tissue than in untreated rats. The treatment shows no effect on the

mass of the muscle weight.

The treatment of tumor bearing rats with MYO 302 is, depending on the dose, suitable to
increase the survival rate and to attenuate the cancer cachexia. This leads to positive impact

on the disease. Further studies are necessary to find the optimal therapeutic dose.
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