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Einleitung

Das Wachstum eines Tumors kann mit der Auspragung einer Kachexie
einhergehen. Die Entwicklung eines kachektischen Geschehens ist als negativer
prognostischer Marker anzusehen. Welche Signalwege und Mediatoren eine
Kachexie vermitteln ist bisher nicht vollstéandig geklart.

Bei verschiedenen Tumortypen konnte eine gesteigerte Aktivitdit des Enzyms
Xanthinoxidase nachgewiesen werden, dies bewirkt eine erhéhte Produktion von
Sauerstoffradikalen und Harnséure. Dies geht wiederum mit einer Steigerung der
systemischen Immunreaktion einher und kénnte an der Entstehung einer Kachexie
ursachlich beteiligt sein. In der vorliegenden Arbeit soll daher die Wirkung von
Xanthinoxidase-Inhibitoren im Hinblick auf die Entwicklung eines kachektischen
Geschehens im Rahmen einer Tumorerkrankung dberprift werden. Zu diesem
Zweck wurden Ratten mit einem Kachexie-erzeugenden Hepatom einer Behandlung
mit Allopurinol und Oxypurinol unterzogen.

Tumorpatienten weisen zudem eine erhOhte adrenerge Aktivitat und eine
gesteigerte Sensitivitat der B;-Adrenozeptoren auf. Dies kdnnte tUber eine Erhdhung
des Energieumsatzes und weitere Wirkungen an der Auspragung einer Kachexie
beteiligt sein. Bisoprolol ist ein hochspezifischer B;-Antagonist und vermindert die
sympathomimetische Wirkung adrenerger Agonisten. In einem zweiten Versuchs-
aufbau wird daher die giinstigste Dosierung des Monotherapie-Versuchs in Kombi-
nation mit Bisoprolol gegeben. Die Ergebnisse dieser Behandlung werden den
Einzelmedikationen gegentbergestellt und hinsichtlich bestehender synergistischer

Effekte untersucht.
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1 Literaturubersicht

1.1 Kachexie

Der Begriff der Kachexie leitet sich aus dem Griechischen ab und bezeichnet
urspriinglich ganz allgemein einen schlechten kérperlichen Zustand.

Eine 2007 vorgestellte Definition beschreibt Kachexie als ein mit einer
zugrundeliegenden Erkrankung einhergehendes, komplexes metabolisches
Syndrom, das durch Muskelverlust mit oder ohne Rlckgang der Fettmasse
charakterisiert ist [1]. Auch andere Autoren sehen einen zunehmenden Verlust an
Skelettmuskulatur in Verbindung mit Anzeichen einer chronischen Entziindungs-
reaktion als charakteristisches Merkmal der Kachexie [2]. Der Abbau der Skelett-
muskulatur geht hier mit einer verstarkten Syntheserate der Akute-Phase-Proteine
(APP) einher [3]. Als weitere Anzeichen der bei Tumor-Patienten [4], Patienten mit
AIDS [5] und mit Herzinsuffizienz [6] ebenso wie bei Patienten mit fortgeschrittener
Niereninsuffizienz [7] auftretenden Kachexie sind Anorexie, Insulin-Resistenz,
Anamie und Verlust an Fettmasse beschrieben [1, 8, 9].

Kachexie unterscheidet sich somit von Untererndahrung, welche hauptsachlich durch
eine verstarkte Fettmobilisation des Koérpers beantwortet wird und durch Nahrungs-
zufuhr reversibel ist [8]. Tierstudien nach dem ,pair-fed“-Prinzip zeigten, dass der
Verlust an Skelettmuskulatur nicht nur auf die verringerte Nahrungszufuhr zurtick-
zuftihren sein kann. Vielmehr ist er die Konsequenz einer komplexen metabolischen
Umstellung des Kdrpers, in die verschiedene Wege der Signaltransduktion involviert
sind [8].

Bei Tumorerkrankungen geht das Auftreten von Kachexie mit einer Erhdhung von
Morbiditat und Mortalitét einher [10]. Negative Auswirkungen wurden ebenfalls bei

kachektischen Patienten mit Herzinsuffizienz [11] und AIDS [12] beschrieben.

1.2 Tumorkachexie

1.2.1 Epidemiologie der Tumorkachexie

Kachexie ist eine haufige Begleiterscheinung von Tumoren, welche bei bis zu 80%

der Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung auftritt [13]. Die Inzidenz ist abh&ngig
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von der Art des Tumors, der htéchste Wert findet sich bei Pankreas- und Magen-
karzinomen, wahrend Patienten mit Mammakarzinom oder Sarkom Kachexie mit
einer Inzidenz von 40% aufweisen [14]. Allerdings sind innerhalb einer Gruppe von
Patienten mit gleichem Tumortyp unterschiedlich starke Auspragungen der
Kachexie zu beobachten, was darauf hinweist, dass Phanotyp des Tumors und
Genotyp des Patienten ebenso wie die Interaktion zwischen Tumor und Patient von
Bedeutung sind [15, 16]. Kachexie fuhrt bei bis zu 20% der Tumor-Patienten zum
Tod [13]. Bei im fortgeschrittenen Stadium an Pankreaskarzinom Erkrankten konnte
eine deutliche, inverse Korrelation zwischen Gewichtsverlust und Uberleben nach-

gewiesen werden [14].

1.2.2 Pathophysiologie der Tumorkachexie

Zentrale Symptome der Tumorkachexie sind Anorexie, Gewichtsverlust und
Abnahme der Muskel- wie auch der Fettmasse, daraus resultierend zunehmende
Schwache [8]. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind komplex und noch nicht
vollstandig verstanden. Zentraler Bestandteil der Pathogenese ist eine chronische
Entzindungsreaktion des Kérpers, eine ursachliche Beteiligung der Produktion
kataboler Faktoren durch den Tumor wird diskutiert [17-19]. Eine tumor-assoziierte
Freisetzung pro-inflammatorischer Mediatoren konnte der Genese der Entzin-
dungsreaktion zugrunde liegen. Auch eine Beteiligung von Endotoxin infolge einer
durch Beeintrachtigung der Herzfunktion verringerten Darmpermeabilitat ist denkbar
[20].

Anorexie

Anorexie ist ein haufig anzutreffendes Symptom, je nach Studie tritt sie bei 15-40%
[21] oder bei Gber 50% [22] der Tumorpatienten auf. Sie kann nicht die alleinige
Ursache der Kachexie sein, da weder Zufuhrung von Nahrstoffen noch pharmako-
logische Anregung des Appetits den Verlust an fettfreier Masse verhindern kénnen
[23, 24]. Zudem kann sich eine Kachexie auch ohne Auftreten einer Anorexie
entwickeln. Die Auspragung einer Anorexie tragt in der Folge aber zum weiteren
Verlauf der Kachexie bei. Anorexie resultiert aus Veranderungen der die Nahrungs-
aufnahme kontrollierenden Signaltransduktionswege [22]. Diese beinhalten die
Regulation durch Hormone wie Leptin und Ghrelin sowie durch Neurotransmitter wie

Serotonin, welche wiederum Uber die Beeinflussung von NPY (Neuropeptid Y) oder
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POMC/CART (Pro-Opiomelanocortin/Cocaine and Amphetamine Regulated
Transcript) am Hypothalamus wirken [8]. Tumortragende Ratten zeigten sich
resistent gegentber der direkten Injektion von NPY in den Hypothalamus, was auf
eine Anderung der Sensitivitat oder der Dichte der Rezeptoren hindeutet [25]; in
einer anderen Studie konnte eine verminderte Anzahl NPY-immunreaktiver Neurone
in anorektischen Ratten verglichen mit nicht-anorektischen Tieren nachgewiesen
werden [26]. Bestimmte Zytokine wie Interleukin-18 (IL-1B), IL-6 oder Tumor-
Nekrose-Faktor-a (TNF-a) sind von groRer Bedeutung flr die Dysregulation dieser
Systeme [27-29], da sie die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden kénnen und zu einer
Verminderung des Appetits fuhren [9]. Tumorkachexie geht ferner mit erhdhten
Tryptophan-Spiegeln in Plasma und Gehirn einher. Dies fuhrt zur gesteigerten
Bildung von Serotonin, welches wiederum das Sattigungsgefuhl vermittelt [30, 31].
Es wird deutlich, dass die Tumoranorexie multifaktoriell bedingt ist und die meisten
der die Energiezufuhr modulierenden Signalwege beteiligt sind [2].

Mediatoren

In einem parabiotischen Versuch an der Ratte konnte gezeigt werden, dass das
tumortragende Tier eine Kachexie im gesunden Tier auslésen konnte [32]. Es
erscheint daher plausibel, die Umstellungen des Stoffwechsels als Resultat zir-
kulierender Mediatoren anzusehen, welche von Tumor oder Wirtskérper produziert
wurden [33].

Von einigen Tumoren ist bekannt, dass sie bestimmte Zytokine [34] oder Hormone
produzieren. Die Tumorkachexie wird daher von manchen Autoren den para-
neoplastischen Syndromen zugeordnet [35]. Auch durch die Interaktion zwischen
Tumor und Wirt kann eine Beeinflussung der Zytokin-Konzentrationen ausgehen. So
erhoht beispielsweise von humanen Pankreaskarzinomen und murinen Adeno-
karzinomen (MAC16) produzierter Proteolysis-Inducing-Factor (PIF) in vitro die
Produktion von IL-6, IL-8 und C-reaktivem Protein (CRP) in humanen Hepatozyten
[36]. Eine steigende Plasmakonzentration an Akute-Phase-Proteinen wie CRP ist
typisch fir entziindliche Reaktionen.

Studien mit Zytokin-Antikbrpern, mit Zytokin-Rezeptor-Antagonisten oder mit
Rezeptor-Knockout-Mausen weisen auf eine Beteiligung pro-inflammatorischer
Zytokine an der Pathogenese der Tumorkachexie hin [2]. Einige proinflam-

matorische Zytokine wie TNF-q, IL-1, IL-6, Interferon-y (IFN-y), Ciliary Neurotrophic
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Factor (CNTF) und Leukemia-Inhibitory-Factor (LIF) rufen im Tierversuch
Symptome einer Kachexie, namentlich Anorexie, Gewichtsverlust, Auftreten einer
Akute-Phase-Reaktion, Protein- und Fettabbau, erhdhte Konzentrationen an Cortisol
und Glukagon sowie eine erniedrigte Insulin-Konzentration, Insulin-Resistenz,
Anamie, Fieber und Erh6hung des Energieumsatzes hervor [37-42].

Einige Zytokine, beispielsweise IL-6, konnen die Signallbertragung von Insulin-like
Growth Factor-1 (IGF-1) und Growth Hormone (GH) inhibieren [43, 44], die
Proteinsynthese vermindern oder den Abbau von Proteinen in der Skelettmuskulatur
verstarken [45]. TNF-a und auch IFN-y bewirken eine verstarkte Expression von
Teilen der Proteolyse-Kaskade [46, 47]. Sie potenzieren wechselseitig ihre Wirkun-
gen, zusammen verabreicht konnten sie in vitro eine verstarkte Proteolyse
induzieren, wahrend dieser Effekt bei Einzelverabreichung nicht zu sehen war [48].
Hemmung der Produktion von TNF-a mittels Pentoxyphyllin fihrte bei Ratten mit
Yoshida AH-130 Hepatom zu einer signifikanten Reduktion des Muskelverlustes
[49]. Auch IL-1 verstarkt direkt den Abbau von Proteinen der Skelettmuskulatur [50].
Serum-Level an TNF-q, IL-1, IL-6 und IFN-y von Patienten mit fortgeschrittener oder
terminaler Tumorerkrankung konnten jedoch nicht mit dem Gewichtsverlust in
Korrelation gesetzt werden [51]. Auch kénnen erhdhte Konzentrationen zirkulie-
render Zytokine in Tumorpatienten nicht immer nachgewiesen werden [52].
Maoglicherweise kommt in diesen Fallen der lokalen Produktion von Zytokinen eine
groRere Rolle zu als der systemischen Produktion. Ein Hinweis hierauf kdnnte sein,
dass an isolierten peripheren mononuklearen Zellen von Patienten mit Pankreas-
tumor und Akute-Phase-Reaktion eine erhohte Produktion von TNF-a und IL-6
gezeigt werden konnte [53]. An dem im vorliegenden Versuch verwendeten Modell
der Tumorkachexie konnten jedoch hohe Plasma-Konzentrationen von TNF-a
nachgewiesen werden [54]. Andere Autoren berichten von niedrigen Serum-
Spiegeln, aber erhohten lokalen Konzentrationen von TNF-a in Geweben wie
Muskel, Leber, Milz und Gehirn [55]. Auch erhéhte Konzentrationen an Rezeptoren
fur TNF-a sind bei Ratten mit dem Yoshida AH-130 Hepatom nachgewiesen worden
[55, 56].

Mit Kachexie einhergehende Anderungen der Hormonspiegel und der Sensitivitat
der Zielorgane sind bei Tieren und auch beim Menschen beschrieben worden,
wobei das genaue Muster der Veranderung je nach Tumortyp variiert [57]. Erhdhte

Spiegel von Glukagon und Kortisol wurden bei Tumorpatienten nachgewiesen [58,
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59], und die Gabe dieser Stoffe kann beim Menschen Merkmale der Kachexie wie
Proteinverlust, Akute-Phase-Reaktion, Glukose-Intoleranz oder Erhdéhung des
Energieumsatzes erzeugen [60, 61]. IL-1p verringert die Expression von Ghrelin im
Magen und von NPY im Hypothalamus [62]. TNF-a erhéht die Konzentration von
Leptin, welches den Appetit unterdrickt und den Energieumsatz steigert [63].
Ebenfalls anorexigen wirkt Serotonin, das aus Tryptophan gebildet wird. Bei
Patienten mit Tumor konnten erhthte Tryptophan-Spiegel gemessen werden, dies
korrelierte mit einer verringerten Nahrungsaufnahme [64]. Im Tierversuch zeigte sich
der gleiche Effekt, zusatzlich wurde hier ein erhdhter oxidativer Stress in Gehirn und
peripheren Geweben nachgewiesen [65-67]. Der Abbau von Tryptophan zu
Kynurenin setzt reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) frei und
trAgt so zu einem Anstieg des oxidativen Stresses bei [30].

Proteolysis-Inducing-Factor (PIF) wurde in Mausen mit MAC16 Adenokarzinom
nachgewiesen und bewirkt einen Gewichtsverlust, ohne jedoch eine Anorexie
hervorzurufen [68]. Die Proteinsynthese wird gehemmt, wahrend die Produktion
einzelner Bestandteile des Ubiquitin-Proteasom-Systems zum Abbau von Proteinen
gesteigert wird [69, 70]. Ist PIF in einer Konzentration vorhanden, die eine Stei-
gerung der Proteasom-Expression induziert, so kann ein Rickgang des zellularen
Myosin-Spiegels beobachtet werden [9]. PIF induziert eine durch Phospholipase A2
vermittelte Freisetzung von Arachidonséaure aus der Zellmembran, welche teilweise
zu 15-Hydroxyeikosatetraensaure (15-HETE) umgesetzt wird. Diese scheint fir die
gesteigerte Produktion der Proteasomen verantwortlich zu sein [71]. Desweiteren
veranlasst PIF Uber die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF.B und STAT3 die
Produktion von IL-6, IL-8 und CRP [36]. Beim Menschen konnte durch die
Arbeitsgruppe um Tisdale PIF im Urin von 80% der Patienten mit Pankreastumor
nachgewiesen werden. Diese zeigten einen schnelleren und starkeren Gewichts-
verlust als Patienten ohne Nachweis von PIF [72]. PIF wurde ebenfalls im Urin von
Patienten mit Brust-, Ovar-, Lungen-, Kolon- oder Rektumtumoren, welche einen
Gewichtsverlust von = 1kg pro Monat aufwiesen, dokumentiert [73]. Diese Ergeb-
nisse und mogliche Riuckschlisse daraus werden allerdings in Frage gestellt durch
eine Arbeit von Wieland et al. [74]. Diese konnten keine Korrelation zwischen dem
Nachweis von PIF und dem Uberleben oder dem Riickgang von Skelettmuskulatur
bei Tumorpatienten aufzeigen. Sie wiesen vielmehr eine unspezifische Bindung von

Albumin und Immunglobulinen an monoklonalen Anti-PIF-Antikdrpern nach. An
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rekombinantem humanen PIF konnte hier die fur die Aktivitdt entscheidende
Glykosilierungsstelle des murinen PIF nicht nachgewiesen werden [74]. Auch bei
Patienten mit Herzinsuffizienz wurde in dieser Studie PIF nachgewiesen, sodass die
Rolle von PIF beim Menschen noch nicht abschliel3end geklart ist.
Lipid-Mobilising-Factor (LMF) konnte sowohl im Urin von Kachexie-Patienten wie
auch bei Mausen mit Adenokarzinom nachgewiesen werden [75]. LMF ist identisch
mit Zink-a,-Glykoprotein (ZAG), welches beim Menschen in braunem und weil3em
Fett gebildet wird und dort Uber einen cAMP-abhéngigen Signalweg den Abbau von
Fettgewebe induziert [76]. Zu diesem Effekt kommt es infolge einer Interaktion mit
dem Bs-Adrenorezeptor [77]. Zusatzlich verstarkt es die Aktivitdt von Uncoupling-
Proteinen im Fettgewebe [78]. ZAG zeigt sich bei Mausen mit Tumorkachexie
erhoht [79].

Veréanderungen des Gesamtmetabolismus

Die metabolischen Verénderungen infolge der Tumorkachexie dhneln weitaus mehr
den Anderungen bei Patienten mit schwerer Sepsis oder multiplem Trauma als den
Folgen von Unterernéhrung [80]. Ursache dieser Veranderungen ist eine chronische
Entzindungsreaktion des den Tumor beherbergenden Korpers. Sie werden daher
auch in dem Begriff des ,Cancer Inflammation-Hypercatabolism Syndrome* (Ent-
zindungs- und Hyperkatabolismus-Syndrom bei Krebserkrankungen) zusammenge-
fasst [2].

Patienten mit den haufig mit Kachexie assoziierten Pankreas- oder Lungentumoren
zeigen eine Tendenz zu erh6htem Energieumsatz im Ruhezustand (resting energy
expenditure, REE), wahrend bei Patienten mit kolorektalem Tumor die REE nicht
erhoht ist [53, 81]. Da normalerweise eine sinkende Nahrungsaufnahme mit
vermindertem Energieumsatz einhergeht, ist angesichts progressiver Anorexie aber
bereits ein stagnierender Energieumsatz als unnormal anzusehen [19]. In Langzeit-
Untersuchungen an der Ratte konnte auch ein Wechsel von initialem Hypermeta-
bolismus Uber Normalwerte hin zu einem praterminalen Hypometabolismus nach-
gewiesen werden. Moglicherweise ist dies fur die beobachtete Heterogenitat der
Studien-Ergebnisse beim Menschen mitverantwortlich [82].

Ein Mechanismus, der fur die Erhohung des Ruheumsatzes mitverantwortlich sein
konnte, ist die vermehrte Expression von Uncoupling Protein (UCP)-1, UCP-2 und

UCP-3. Diese Proteine befinden sich in der inneren Mitochondrienmembran und
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entkoppeln die oxidative Phosphorylierung zugunsten verstarkter Thermogenese
[83]. Der Protonentransport durch die Membran ist somit nicht mehr mit dem Aufbau
von ATP verbunden und Energie geht verloren [19]. UCP-1 befindet sich aus-
schlieBlich im braunen Fettgewebe, welches bei gesunden Erwachsenen kaum
vorkommt. Allerdings kann es bei 80% der Patienten mit Kachexie nachgewiesen
werden, verglichen mit 13% der Kontrollgruppe [84]. Bei Mausen mit MAC16 Kolon-
Adenokarzinom und Gewichtsverlust zeigten sich erhohte mRNA-Level fur UCP-1
im braunen Fettgewebe sowie fir UCP-2 und UCP-3 in der Skelettmuskulatur [85].
Transgene Mause, die UCP-3 lberexprimieren, weisen eine verringerte Menge an
weillem Fett und ein niedrigeres Gesamtgewicht auf als Tiere des Wildtyps [86].
Ratten mit Yoshida AH-130 Aszites Hepatom, welches eine Kachexie induziert,
hatten zweifach erhéhte mRNA-Level fiur UCP-2 und drei- bis vierfach erhdhte
MRNA-Werte fur UCP-3 in den Mm. soleus und gastrocnemius [87]. Auch beim
Menschen konnte eine fiinffach erhohte Konzentration an UCP-3-mRNA bei
Patienten mit Adenokarzinom des Gastrointestinaltraktes und mit Gewichtsverlust
im Vergleich zu gewichtstabilen Tumorpatienten oder Gesunden nachgewiesen
werden [88]. Moglicherweise werden diese Veranderungen durch LMF oder TNF-a
hervorgerufen. Im Adenokarzinom-Modell der Maus erhdhte LMF sowohl mRNA- als
auch Protein-Level an UCP-1, -2 und -3 im braunen Fett sowie an UCP-2 in Skelett-
muskel und Leber [89]. Bei der Ratte rief eine intravendse Gabe von TNF-a eine
signifikante Erhéhung von UCP-2 und -3 im Skelettmuskel hervor [90].

Patienten mit Tumorkachexie zeigen regelmafig eine relative Glukose-Intoleranz
sowie Insulin-Resistenz mit erhdhter Glukose-Produktion und verstarkter Ruck-
gewinnung aus Laktat Gber den Cori-Zyklus [91]. Da hierfur Energie benétigt wird,
kénnte dies zur Erhéhung der REE beitragen. Viele Tumore scheinen ihren Energie-
bedarf aus dem anaeroben Glukoseabbau zu gewinnen. Der Energiebedarf fir den
infolgedessen erhdhten Glukoseumsatz tragt mit bis zu 15% zum totalen Energie-
verbrauch bei [91, 92]. Auch flr die gesteigerte Proteolyse, namentlich das Ubiqui-
tin-Proteasom-System, wird Energie bendtigt [19].

Durch die Entzundungsreaktion wird auch der Proteinstoffwechsel der Leber
umgestellt. Akute-Phase-Proteine (APP) wie CRP, Serum-Amyloid A, B,-Makro-
globulin und a;-Antitrypsin [19] sind erhoht, wahrend der Albumin-Spiegel im Blut
abnimmt oder unverandert ist [93]. Vermutlich tragt der gesteigerte Bedarf an

Aminosauren fir die APP zum Abbau der Skelettmuskulatur bei [33]. Die Akute-
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Phase-Reaktion (APR) wird von Zytokinen aktiviert und moduliert. Eine signifikante
positive Korrelation zwischen dem Ausmal3 der APR und den Serumspiegeln von IL-
6 und bestimmten TNF-Rezeptoren konnte nachgewiesen werden [94]. Auch CNTF
aus der IL-6 Superfamilie bewirkte in der Maus eine APR, sowie Anorexie und einen
Verlust an fettfreier Masse [19]. PIF wiederum erhdht sowohl die Produktion von IL-
6 als auch von CRP [36]. Erhéhte APP-Level gehen einher mit einer verklrzten
Uberlebenszeit [95].

Die Mobilisierung freier Fettsauren aus dem Fettgewebe ist méglicherweise auch
auf eine verstarkte B-adrenerge Rezeptor-Aktivitat zurlickzufihren. Orale Gabe
sowohl eines spezifischen Bi-Rezeptorblockers als auch eines unspezifischen Bf,-
Rezeptorblockers bewirkten eine signifikante Senkung des Energieumsatzes in
Ruhe [96].

Veréanderungen des Proteinstoffwechsels

Anders als bei Untererndhrung sind in der Kachexie die viszeralen Proteinreserven
nicht oder kaum betroffen, der Verlust an fettfreier Masse ist hier auf den Abbau der
Skelettmuskulatur zuriickzufiihren. Bei einem Gewichtsverlust von 30% kann die
Skelettmuskelmasse um bis zu 75% geschrumpft sein [19]. Auch kardiale Proteine
sind betroffen, was Veranderungen der Herzleistung mit sich bringt [97]. Bei Tumor-
patienten mit Gewichtsverlust ging der Anteil der Muskelproteinsynthese an der
gesamten Proteinsynthese auf 8% zurlick, wahrend er bei der gesunden Kontroll-
gruppe 53% betrug [98]. Der generelle Riickgang des Gesamtproteins wird haupt-
sachlich durch einen verstarkten Proteinabbau hervorgerufen. Die Beteiligung eines
Ruckgangs der Proteinsynthese ist strittig [19, 99]. So vorhanden, ist dieser durch
einen generellen Mangel an Aminosauren bedingt, welche verstoffwechselt und fur
Glukoneogenese sowie APP-Synthese verbraucht werden [8]. Aber auch die
entstehende Imbalance des Aminosaure-Pools spielt hier eine Rolle. Tumor-
tragende Tiere zeigen eine erhéhte Oxidation von Leucin [19] oder anderer ver-
zweigtkettiger Aminosauren. Diese regen Signaltransduktionswege an, welche die
Initiierung der Translation modulieren [100] und somit eine Steigerung der Protein-
synthese in der Skelettmuskulatur bewirken [101].

Der intrazellulare Abbau von Protein kann Uber drei Stoffwechselwege erfolgen:
Ca**-abhangig, lysosomal oder proteosomal. Die Kalzium-abhéngige Proteolyse

findet in einer relativ frihen Phase der experimentellen Tumorkachexie statt und
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setzt Aktin und Myosin frei [102, 103]. Auch der lysosomale Proteinabbau scheint
eher im Anfangsstadium der Kachexie stattzufinden. Eine verstarkte Expression von
Kathepsin B, einer lysosomalen Protease, konnte bei Lungentumor-Patienten mit
beginnendem Gewichtsverlust beobachtet werden [104]. Mdglicherweise wird dieser
Schritt durch IL-6 vermittelt, da bei Gabe von anti-IL-6-Rezeptor-Antikbrpern eine
verminderte enzymatische Aktivitat der Kathepsine B und L nachgewiesen werden
konnte [105]. Ca**-abh&ngige und lysosomale Proteasen sind zusammen jedoch nur
fur etwa 15-20% des gesamten Proteinabbaus verantwortlich, und den weitaus
groBten Anteil macht der Weg Uber das Ubiquitin-Proteasom-System aus [19].
Hierbei wird eine Polyubiquitin-Kette an das zu degradierende Protein gebunden,
welches sodann durch das 26S-Proteasom erkannt und abgebaut wird. Dies erfolgt
ATP-abhangig [106]. Limitierender Schritt ist die Polyubiquitinierung, freie Ubiquitin-
Molekile werden durch Ubiquitin-Ligasen wieder zur Verfugung gestellt. Es konnte
gezeigt werden, dass die Mengen zweier solcher E3-Ligasen, kodiert durch die
Gene muscle RING finger 1 (MuRF1) und muscle atrophy box (MAFbx) [107],
ebenso wie die weiterer E3-Ligasen wie E3a-II [108] bei gesteigertem Proteinabbau
und kachektischem Zustand erhoht sind. Verstéarkte Expression von MuRF1 wurde
auf Aktivierung von NFB zuriickgefiihrt [109]. Dieser Transkriptionsfaktor befindet
sich im Zytoplasma, gebunden an seinen Inhibitor I,B. Infolge bestimmter Stimuli
wie TNF-a, IL-18 oder PIF wird NFB durch den IB-Kinase-Komplex (IKK) freige-
setzt und wandert in den Zellkern. Dort reguliert es die Expression bestimmter
Gene, mdglicherweise auch der fir die E3-Ligasen kodierenden Gene [110, 111].
Bei Ratten mit Yoshida AH-130 Hepatom zeigte sich eine signifikante Erhéhung an
MuRF1 jedoch auch ohne Nachweis einer Aktivierung von NF,B [106].

Mause mit MAFbx-Defekt zeigten sich resistent gegentber Atrophie [107]. MAFbx
vermittelt auch den Abbau des durch das Gen myogenic differentiation 1 kodierten
Transkriptionsfaktors MyoD, welcher Wachstum und Differenzierung der Muskel-
zellen kontrolliert [112]. MyoD kann auch durch pro-inflammatorische Zytokine wie
TNF-a oder IFN-y gehemmt werden [35]. Dies kénnte auf einer NFB-vermittelten
Aktivierung von inducible nitric oxide synthase (iNOS) beruhen. Das entstehende
NO wirde hier mit dem Superoxid-Radikal (O;) zu Peroxynitrit (ONOQO") reagieren,
welches einen Rickgang an MyoD-mRNA herbeifihren kann [113]. Experimentell
konnte gezeigt werden, dass MyoD in einem Modell der Tumorkachexie herab-
reguliert ist [114].

10
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Die Expression von Ubiquitin wird bei Gabe von PIF, TNF-a, IFN-y und IL-1
gesteigert [46]. PIF erhdht ferner die Level an integralen Bestandteilen des
Proteasoms [69], wahrend TNF-a auch die Konjugation von Ubiquitin und Muskel-
proteinen stimuliert [115]. Die proteolytische Wirkung von PIF und TNF-a scheint
Uber eine vermehrte Bindung von NF.B im Zellkern vermittelt zu werden [47, 116].
Inhibitoren von NF,B koénnen die Proteasom-Expression, den Proteinverlust und den
Gewichtsverlust abschwéchen, Aktivierung von NFB resultiert bei der Maus in
starkem Muskelschwund [109, 117]. Der Transkriptionsfaktor AP-1 wurde mit einem
Verlust an Muskelmasse bei Sepsis in Verbindung gebracht [118], und die
Bindungsaktivitat von AP-1 zeigte sich auch bei tumortragenden Tieren signifikant
erhoht [42]. Hemmung von AP-1 bewirkte bei Ratten mit Yoshida AH-130 Hepatom
eine Reduzierung des tumor-assoziierten Proteinabbaus im Skelettmuskel [42],
auch konnte in diesem Zusammenhang eine verstarkte Expression des MyoD-Gens
beobachtet werden [119].

Mdglicherweise spielt auch Myostatin eine Rolle bei dem zunehmenden Verlust an
Muskelprotein wéhrend einer Kachexie. Myostatin hemmt das Muskelwachstum und
die Differenzierung der Myoblasten [120, 121], Funktionsverlust durch Mutation des
entsprechenden Gens bei manchen Rinderrassen fuhrt zum Phanotyp der ,doppel-
ten Bemuskelung“ [122]. Die Wirkung von Myostatin scheint unabhéngig von NF.B
zu erfolgen, vielmehr erhdht es den Spiegel des Transkriptionsfaktors FoxO-1 [123].
Dies geht mit einer Heraufregulierung von MAFbx und MuRF1 sowie erhdhter
Proteasom-Aktivitat einher, die Expression von MyoD zeigt sich verringert [110,
123]. Beim Menschen konnte eine erhdhte Expression des fir Myostatin kodieren-
den Gens bei Patienten mit AIDS-bedingter chronischer Atrophie beobachtet
werden [110, 123]. Auch bei kachektischen Mé&usen mit MAC26 Kolon-Adeno-
karzinom konnten 2- bis 3-fach erhéhte Werte fir Myostatin-RNA gemessen werden
[110].

Die Aktivitat von MuRF1 und MAFbx scheint auch einer Regulation durch Proteine
des Dystrophin-Glykoprotein-Komplexes (DGC) zu unterliegen [110]. Bei Tumor-
kachexie zeigten sich Schaden an den AuRenmembranen der Muskelfasern, auch
Veranderungen der Proteine der Extrazellularmatrix konnten beobachtet werden
[124]. Mit solchen Membranverdnderungen korrelieren eine Reduktion an Dys-
trophin sowie posttranslationale Modifikationen anderer Proteine des DGC. Dies
geht einher mit der Induktion von MuRF1 und MAFbx. Wiederherstellung des DGC

11
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bei transgenen tumortragenden Mausen gentgte, um die Expression dieser E3-
Ligasen zu reduzieren [110]. Verdnderungen des DGC bei Patienten mit gastro-
intestinalen Tumorerkrankungen korrelierten positiv. mit dem Auftreten einer
Kachexie und negativ mit dem Uberleben der Patienten [110].

Oxidativer Stress konnte mit Muskelverlust bei Tumorerkrankung in Verbindung
gebracht werden [125]. Vermutlich kénnen oxidierte Proteine leichter durch Proteo-
lyse abgebaut werden [126, 127]. Setzte man murine C,Ci,-Myoblasten H,0, aus,
so zeigten sich vielfaltige Faktoren des Ubiquitin-Proteasom-Systems herauf regu-
liert [107, 128]. Auch im in-vivo-Modell der Tumorkachexie wurden erhdhte Spiegel
an reaktiven Sauerstoffspezies gefunden, ebenso wie eine Einschrédnkung der
Fahigkeit, verstarkt antioxidative Enzyme zu exprimieren [129]. Patienten mit
Lungen- und Blasentumoren zeigten eine signifikant erhohte Aktivitat des Enzyms
Xanthinoxidase [130, 131], dies geht mit der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
einher. Bei Ratten mit Yoshida AH-130 Hepatom wurde eine signifikante Zunahme
der ROS nachgewiesen, was durch Gabe eines Antioxidans gemildert werden
konnte. Ein schutzender Effekt zeigte sich hier auch in Bezug auf den Abbau von
Protein [106]. Ferner induziert TNF-a die Bildung von ROS, welche Zell-
schadigungen durch Oxidation von Nukleinséduren, Proteinen und Membranlipiden
vermitteln [132, 133]. Diese Studien legen nahe, dass oxidativer Stress als einer der
Mechanismen angesehen werden kann, die an der Pathogenese des Muskel-
verlusts beteiligt sind [106]. Ebenso scheint nitrosativer Stress durch Bildung von
NO eine Rolle zu spielen [129].

Die Tumorkachexie ist bei Patienten mit Tumoren des oberen Gastrointestinaltrakts
auch von apoptotischen Verdnderungen der Skelettmuskulatur begleitet [134]. Bei
Ratten mit Yoshida AH-130 Hepatom und bei tumortragenden Mausen ist die
Abnahme des Proteingehalts von einem Rickgang des DNA-Gehalts der
Muskulatur begleitet. DNA-Fragmentierung und verstéarktes ,laddering” der DNA

deuten auch hier auf ein apoptotisches Phanomen hin [97].

Veranderungen des Lipidstoffwechsels

Kachexie geht einher mit verminderter Lipogenese und verstéarkter Lipolyse. Dies
resultiert in einer Hyperlipiddmie mit erhohten Spiegeln an zirkulierenden freien
Fettsauren (free fatty acids, FFA) sowie Glycerin und schlief3lich einem Verlust von

bis zu 85% des Fettgewebes [8, 135]. Verschiedene Studien deuten darauf hin,
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dass weniger eine mangelnde Lipogenese fir diesen Gewebsverlust verantwortlich
ist als vielmehr die Verstarkung der Lipolyse. Hierfiir kdnnte eine héhere Aktivitat
Hormon-sensitiver Lipase (HSL) verantwortlich sein, welche durch cAMP aktiviert
wird und an der cAMP-abhédngigen Lipolyse-Kaskade beteiligt ist [9]. Erhéhte
MRNA-Werte von HSL konnten bei kachektischen Patienten nachgewiesen werden
[136]. Eine verstarkte Aktivitat der HSL wird durch Katecholamine hervorgerufen.
Bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz wurde eine positive Korrelation
zwischen erhohten Plasmaspiegeln von Adrenalin und Noradrenalin und dem
Auftreten einer Kachexie beschrieben [137]. Die lipolytischen Effekte von Katechol-
aminen wie auch von Natriuretischen Peptiden (ANP, BNP) sind bei Tumorpatienten
mit Kachexie ausgepragter als bei nicht-kachektischen [138]. Die Beteiligung einer
reduzierten Aktivitéat von Lipoprotein-Lipase (LPL) ist strittig [136, 139]. Diese |0st
Fettsduren aus zirkulierenden Lipoproteinen, welche sodann von den Adipozyten
aufgenommen werden kdnnen und fur die Lipogenese zur Verfugung stehen. LPL
wird durch verschiedene Zytokine gehemmt [140].

LMF stimuliert die Adenylatzyklase und induziert direkt eine Lipolyse in den
Adipozyten [141]. Dies wird durch einen [(s;-Adrenorezeptor vermittelt, welcher
neben der Lipolyse im weil3en Fettgewebe auch die Thermogenese im braunen Fett
bewirkt [77].

1.2.3 Therapie der Tumorkachexie

Hauptziel einer mdglichen Therapie der Tumorkachexie ist die Verhinderung,
Abschwéchung oder Reversion des Verlustes an fettfreier Masse.

Die Optimierung und Unterstitzung der Ernahrung bewirkt bestenfalls eine
Stabilisierung des Gewichts [8, 142]. Stimulierung des Appetits mit verschiedenen
Steroiden wie Prednisolon, Methylprednisolon und Dexamethason sowie mit
Gestagenen wie Medroxyprogesteron und Megestrolazetat bewirkt kurzzeitige
Verbesserungen von Appetit, Nahrungsaufnahme und Lebensqualitat [33, 143].
Megestrolazetat scheint die metabolischen Wirkungen der wichtigsten katabolen
Zytokine zu antagonisieren [144]. Wurde eine Gewichtszunahme beobachtet, so
beruhte diese jedoch auf einer Steigerung der Fettmasse sowie einer verstarkten
Retention von Wasser, wahrend die fettfreie Masse unbeeinflusst blieb [24]. Auch

das synthetische Steroid Danazol, in Kombination mit dem Antiestrogen Tamoxifen,
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stabilisierte das Gewicht kachektischer Tumorpatienten [145]. Die positiven Effekte
sind jedoch von schwerwiegenden Nebenwirkungen begleitet, sodass der Einsatz
dieser Stoffe problematisch ist [8].

Dronabinol, ein appetitstimulierendes synthetisches Cannabinoid, zeigte eine
signifikant geringere Wirksamkeit als Megestrolazetat [146]. Gabe des Serotonin-
Antagonisten Cyproheptadin hatte keinen positiven Effekt auf das Gewicht
kachektischer Tumorpatienten [147]. Anregung des Appetits mit Ghrelin jedoch
zeigte bei der Ratte neben verstarkter Nahrungsaufnahme auch eine Erhaltung der
fettfreien Masse [148]. Bei Menschen mit Tumorkachexie konnte die Gabe eines
Ghrelin-Mimetikums das Korpergewicht erhdhen [149]. Gabe von mit Antioxidantien
angereicherter Nahrung ab dem Zeitpunkt der Tumorinokulation milderte den
Ruckgang der Nahrungsaufnahme bei der Ratte [30]. Es scheint, dass eine
Reduktion von oxidativem Stress nicht nur mit einer Verbesserung des Appetits,
sondern auch mit einem positivem Einfluss auf Muskelmasse und -funktion
verbunden ist [30].

Nach Gabe von Ibuprofen, einem nicht-steroidalen Antiphlogistikum, zeigten sich
eine Verminderung des Ruheenergieumsatzes, der APR sowie der Spiegel von IL-6
und Kortisol [150-152]. Die Kombination von Megestrolazetat mit Ibuprofen bewirkte
eine starkere Gewichtszunahme als Gabe von Megestrolazetat allein. Inwiefern
dies auf eine Zunahme an fettfreier Masse zurickzufihren war, wurde in der
entsprechenden Studie nicht untersucht [153]. Eine Studie mit dem spezifischen
Cyclooxygenase 2 (COX2)-Hemmer Meloxicam deutete darauf hin, dass dieser die
Auswirkungen einer Kachexie abmildern kann, moglicherweise lber eine Hemmung
des Proteinabbaus im Skelettmuskel [154].

Die Reduzierung der Produktion von TNF-a mit dem Phosphodiesterasehemmer
Pentoxyphyllin resultierte im Rattenmodell der Tumorkachexie in einer Ab-
schwéchung des Proteinabbaus [49], beim Menschen konnte jedoch keine
Reduktion des Gewichtsverlustes nachgewiesen werden [155]. Gabe von Thali-
domid, welches neben einer Reihe weiterer Effekte eine Inhibition der Aktivitat von
NF.B bewirkt und so auch den Gehalt an TNF-a reduziert, verursachte eine
signifikante Abschwachung von Gewichtsverlust und Verlust an fettfreier Masse [8,
156]. Nach Gabe von Melatonin zeigten sich in einer Studie an Tumorpatienten
verminderte Serum-Spiegel an TNF-a sowie eine geringere Inzidenz von starkem

Gewichtsverlust [157]. Verabreichung des anti-TNF-a-Antikorpers Infliximab konnte
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keine Verbesserung in Bezug auf fettfreie Masse und andere Symptome der
Kachexie bei Patienten mit Pankreas-Tumor bewirken [158].

Eikosapentaensaure (EPA) reguliert proinflammatorische Zytokine und PIF herab
und schwacht die APR ab [159, 160]. Nach Gabe von Fischél, welches zu 18% EPA
enthalt, war der Serum-Spiegel von IL-6 reduziert, der Spiegel von Insulin erhéht
und die Exkretion von PIF Uber den Urin reduziert [161]. Bei der Maus konnte EPA
den PIF-bedingten Gewichtsverlust vollstandig verhindern [162]. EPA hemmt die
PIF-induzierte Freisetzung von Arachidonsdure aus der Zellmembran [71]. Studien
an Tieren deuteten auf einen gewichtsstabilisierenden Effekt hin [163], was sich
beim Menschen bestatigte. Die Ergebnisse lassen darauf schlielen, dass eine
hohere Dosis einen Zuwachs an fettfreier Masse bewirken kann [142]. Die
Kombination von EPA mit dem Leucin-Metaboliten B-Hydroxy-B-Methylbutyrat
scheint die antikachektische Effektivitdt zu verstarken [164], die zusatzliche Gabe
von Arginin und Glutamin erhdhte die Menge an fettfreier Masse [165]. Allerdings
zeigen sich bei steigender Dosis deutliche Nebenwirkungen wie Ubelkeit [166],
welche die Compliance der humanen Patienten negativ beeinflussen.

Die Wirkung anabol wirkender Stoffe wurde ebenfalls untersucht. Durch Gabe von
B-adrenergen Agonisten wie Clenbuterol, Formoterol und anderen konnte im
Tumormodell Muskelmasse erhalten sowie die Proteinsynthese aktiviert werden
[167, 168]. IL-4 und IL-15 konnen der Muskelatrophie tumortragender Ratten
entgegenwirken [169, 170]. IL-12 vermindert den Gewichtsverlust bei Mausen mit
Kolon26 Adenokarzinom, wahrscheinlich durch Reduzierung der Konzentration von
IL-6 [171]. Nach Gabe von IFN-y verbesserte sich der Zustand kachektischer Mause
mit malignem Mesotheliom, dies ging mit einem Rickgang sowohl der fir IL-6
kodierenden mRNA als auch der Serumspiegel von IL-6 einher [172].

Bei tumortragenden Mausen konnten fur Erythropoetin (EPO) wie auch fur Inhibi-
toren des Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE-Hemmer) wie Imidapril positive
Effekte nachgewiesen werden. EPO kann Uber eine Verminderung der Produktion
von IL-6 die Kachexie-Symptomatik abschwéachen [173]. Imidapril scheint den
Gewichtsverlust infolge einer reduzierten TNF-a-Produktion vermindern zu kénnen
[174, 175].

Intratumorale Verabreichung von Oligonukleotiden, die die Bindung von NFB an der
DNA hemmen, schwéchte bei Mausen mit Kolon26 Adenokarzinom den Riickgang

des Korpergewichts, des epididymalen Fettgewebes, der Masse des M.
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gastrocnemius sowie der Nahrungsaufnahme ab und ging mit einer Abnahme der
MRNA fir IL-6 einher [176]. Das in der Chemotherapie genutzte 5-Fluoro-Uracil,
metabolisiert aus 5’-Deoxy-5-Fluoro-Uridin, scheint auch eine antikachektische
Wirkung zu besitzen und zeigt positive Effekte auf die hormonale Balance, die
Leberfunktion einschliel3lich APR sowie den Blutglukose-Spiegel [177, 178].
B-Blocker reduzieren den Ruheenergieumsatz. Dieser ist bei Tumorpatienten infolge
einer erhbhten Sensitivitdt und Aktivitdt der adrenergen ;- und (- Rezeptoren
erhoht [179]. Dies erklart sich zum Teil aus einer Beeintrachtigung der Sauerstoff-
versorgung als Folge tumorbedingter Ané&mie oder einer Verringerung des
Herzschlagvolumens [179, 180], welche zur Aktivierung des adrenergen Systems
fuhrt.

1.3 Allopurinol und Oxypurinol

1H-Pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-4-ol oder Allopurinol senkt, wie auch sein aktiver
Metabolit Oxypurinol, den Harnsauregehalt des Blutes und wird daher auch als
Urikostatikum bezeichnet. Urspriinglich wurde es bei der Suche nach neuen
Antineoplastika Mitte der 1950er Jahre durch die Arbeitsgruppe der spateren
Nobelpreistrager Hitchings und Elion entdeckt [181]. Es zeigte sich, dass durch
Hemmung des Enzyms Xanthinoxidase (XO) auch die Harnsaure-Spiegel in Serum
und Urin reduzieren werden konnten. Die US-amerikanische Food and Drug
Administration erteilte 1966 die Zulassung fir die Therapie von Gicht [182], an
deren Pathogenese ein erhdhter Harnsauregehalt des Blutes ursachlich beteiligt ist.
Allopurinol wird in vivo sehr schnell durch die XO in Oxypurinol umgewandelt [182].
Mit Allopurinol behandelte Patienten scheiden 50-70% der Dosis in Form von
Oxypurinol und weniger als 10% in Form von Allopurinol aus [183, 184]. Bei
niedrigen Konzentrationen wirkt Allopurinol als Ersatzsubstrat und kompetitiver
Inhibitor des Enzyms, bei héherer Konzentration als nicht-kompetitiver Inhibitor
[182]. Der ebenfalls durch nicht-kompetitive Hemmung wirkende Metabolit Oxy-
purinol wird auch als pseudo-irreversibler Inhibitor der XO bezeichnet, da die
scheinbar feste Bindung des Komplexes langsam wieder dissoziieren kann [185].
Allopurinol hat eine Halbwertszeit im Plasma von 2-3 Stunden, wahrend Oxypurinol
durch Ruckabsorption in der Niere eine Halbwertszeit von 14-30 Stunden aufweist

[186]. Haufigste Nebenwirkungen einer Gabe von Allopurinol sind Haut- und

16



1 LiteraturUbersicht

Uberempfindlichkeitsreaktionen sowie Beschwerden des Magen-Darm-Traktes
[182]. Allopurinol hemmt den Abbau von in der Chemotherapie eingesetzten Purin-
Analoga [181] und zeigt einen positiven Effekt beim Tumor-Lysis-Syndrom nach

Chemotherapie.

XO und Xanthindehydrogenase (XDH) sind verschiedene Formen desselben
Enzyms, der Xanthinoxidoreduktase (XOR). Dieses wird in der Dehydrogenase-
Form synthetisiert, kann aber durch Proteolyse oder Oxidation der Sulfhydryl-Reste
in die Oxidase-Form ungewandelt werden [182]. Das Enzym liegt als Homodimer
vor, beide Monomere sind unabhangig voneinander katalytisch tétig. XOR ist im
Plasma und ebenso in vielen Organen wie Leber, Lunge, Darm, Niere, Herz und
Gehirn zu finden und katalysiert die Umwandlung von Hypoxanthin Gber Xanthin zu
Harnsaure [182]. Dies ist eine Schlissel-Reaktion des Abbaus von Purinbasen der
Nukleinséuren. Bei der katalytischen Tatigkeit der XO entstehen als Nebenprodukte
die zu den reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) gehérenden Molekile Wasserstoff-
peroxid (H.O,) und Superoxid-Radikal (O,) [182]. Von einigen Tumoren ist bekannt,
dass sie mit einer erhfhten Aktivitdt der XO einhergehen [130, 131]. Oxidativer
Stress kann regelmafig bei Tumorpatienten nachgewiesen werden [187] und
scheint eine Rolle in der Karzinogenese zu spielen [188]. Durch eine ROS-bedingt
erhohte Mutationsrate konnen Proto-Onkogene aktiviert und die Replikation
verstarkt werden [30]. Die antioxidative Reaktion des Korpers zeigt sich im Tier-
versuch wie auch bei Tumorpatienten ineffizient und tragt so zum Anstieg des
oxidativen Stresses bei [129, 189]. In einer Studie an Patienten mit Lungenkrebs
zeigte sich neben den Parametern flir oxidativen Stress jedoch auch die
antioxidative Reaktion des Korpers generell erhoht. Bei zusatzlichem Auftreten einer
Kachexie wurden signifikant héhere Werte an ROS, aber auch der Antioxidantien
Glutathion und Vitamin E nachgewiesen [190].

ROS verursachen auch Zellschadigungen [126, 127] und verstarken im Ratten-
modell der Tumorkachexie die Proteolyse [106]. In der Zellkultur zeigen sich
dementsprechend Schadigungen der DNA und zytotoxische Effekte als Folge der
Aktivitat der XO [191]. Das Ausmal} dieser Schaden war proportional zur Konzen-
tration an XO und zur Dauer der Exposition. Die Bildung von Einzelstrang-Briichen
der DNA konnte nach Gabe von Allopurinol ebenso wie bei Fehlen von Xanthin nicht

nachgewiesen werden. Gabe von Superoxiddismutase und Katalase verhinderten
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die DNA-Schadigung ebenfalls. Dies deutet auf eine Beteiligung von O, und H,0O,
hin [191]. An einer Gliomzell-Linie konnte experimentell gezeigt werden, dass die
Regulation des Hypoxia-Inducible-Factor 1a (HIF1-a) vermutlich von XO-abhangiger
Erhéhung an ROS vermittelt wird. HIF1-a induziert Angiogenese, Erythropoese und
Glykolyse [192] und beginstigt somit das Zellwachstum dieser soliden Tumore.
Diskutiert wird eine Funktion der ROS als proinflammatorische Mediatoren, da sie
im Rattenmodell wahrend einer Ischamie der Leber NF,B aktivieren. Dies wird durch
Gabe von Allopurinol verhindert [193]. Der Grad der Aktivierung von NF,B ist hierbei
relevant fir das Ausmald der Leberschadigung [194]. Produktion von ROS durch
Strahlung oder Ischdmie mit nachfolgender Reperfusion induziert entzindliche
Reaktionen, welche wiederum eine sekundare Vervielfachung der ROS-Produktion
bewirken [195]. Granulozyten sezernieren auch reaktive Sauerstoffspezies im
Rahmen der Immunabwehr (oxidative burst).

Der Hauptabbauweg von Tryptophan zu Kynurenin ist verbunden mit der Frei-
setzung von ROS. Plasma- und Gehirnkonzentrationen von Tryptophan, dem
Vorlaufer des anorexigen wirkenden Neurotransmitters Serotonin, sind bei Tumor-
patienten erhéht [30, 64]. Auch der H,O,-Gehalt des Hypothalamus tumortragender
Ratten ist erhoht, dies kdnnte durch Imitation eines erhéhten Insulin-Gehalts eine
Abnahme der Nahrungsaufnahme bewirken und so zum Symptom der Anorexie
beitragen [196].

Allopurinol und Oxypurinol bewirkten in vielen Studien Milderungen der
Gewebeschaden nach Ischamie und folgender Reperfusion. Auch bei toxisch
bedingten Organschaden und entziindlichen Erkrankungen scheint haufig eine
Beteiligung von XO vorzuliegen und ist daher eine Gabe von Allopurinol vorteilhaft
[182]. Diese Effekte sind vermutlich nicht ausschlief3lich auf die Hemmung der XO
zurtckzufuhren, sondern beruhen zum Teil auch auf weiteren, unspezifischen
Effekten. So werden Allopurinol und Oxypurinol direkte Funktionen als Radikal-
fanger zugeschrieben [197]. In einer Studie zum oxidativen Stress muriner hepa-
tischer Mitochondrien nach Paracetamol-Gabe zeigte sich, dass Allopurinol in einer
fur die XO-Hemmung ausreichenden Dosis (10mg/kg) keine schiutzende Wirkung
entfalten konnte. Erst bei Erhdhung der Dosis auf ein die antioxidative Wirkung
starker betonendes Malf3 (100mg/kg) zeigte sich ein protektiver Effekt [198]. Dieses

Wirkschema zeigte sich auch nach Gabe von Allopurinol bei Uveitis [199].
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Die Umwandlung von Allopurinol in seinen Metaboliten Oxypurinol produziert die
gleiche Menge an Superoxid-Radikalen wie die Umwandlung von Xanthin in
Harnsaure. Da aber Oxypurinol die weitere Aktivitdt der XO verhindert, wird die
Entstehung von O, friihzeitig verlangsamt [185].

Die infolge der XO-Aktivitat entstehende Harnsaure ist ein Radikalfanger und wurde
in einem Modell der Multiplen Sklerose zum Schutz vor durch oxidativen Stress
bedingten neuronalen Schaden eingesetzt. Auch weisen Patienten mit Gicht und
dementsprechend hohem Harnsauregehalt des Blutes eine geringere Wahrschein-
lichkeit auf, Multiple Sklerose zu entwickeln [200]. Harnsaure kann XO Uber
negatives Feedback inhibieren. Die Reduktion der Harnsaurebildung infolge einer
Hemmung der XO durch Allopurinol kénnte also paradoxerweise einen gegen-
teiligen Effekt bewirken. Die Produktion von Harns&ure geht allerdings auch mit der
Entstehung von Superoxid-Radikalen einher [201]. Im durch Isch&mie und Reper-
fusion geschadigten Skelettmuskel von Mensch und Schwein konnte keine
schitzende Wirkung von Allopurinol oder Oxypurinol nachgewiesen werden [202].
Insgesamt kann jedoch davon ausgegangen werden, dass eine Hemmung der XO
durch die verminderte Bildung von ROS meist von Vorteil ist [182].

Aus beschéadigten Zellen freigesetzte Harnsaure fungiert als endogenes Alarmsignal
und stimuliert die Reifung dendritischer Zellen. Gemeinsame Gabe von Harnsaure
und Antigen bewirkte in vivo eine verbesserte Immunreaktion, namentlich der CD8+
T-Zellen [203].

Zirkulierende XO kann als Marker fir Leberschaden angesehen werden und bewirkt
auch Schadigungen entfernter Organe. Dies scheint durch die Bindung an
Glykosaminoglykanen der Endothelzellen und die darauf folgende Dysfunktion des
Endothels vermittelt zu werden [182, 204]. Die Verbesserung der Endothelfunktion
durch Allopurinol bei Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz ist auf eine
Verringerung des oxidativen Stresses am Endothel zurtickzuftihren [205, 206].
Chronische Herzinsuffizienz (CHI) kann auch mit Hyperurikdmie verbunden sein.
Erhohte Harnsaure-Werte kénnen hier als negative prognostische Marker ange-
sehen werden [207], und kachektische CHI-Patienten weisen die héchsten Harn-
saure-Werte auf [208]. Es besteht eine starke Korrelation zwischen Harnsaure und
Schwere der chronischen Entziindung, gemessen am Plasmaspiegel von TNF-a
und weiteren Entziindungsparametern [209]. Auch die ROS-Spiegel sind erhoht,

und im Mausmodell der Herzinsuffizienz konnte eine Steigerung der myokardialen
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XO-Aktivitdt um den Faktor 3 [210], bei der Ratte um den Faktor 10 [211, 212]
nachgewiesen werden. Chronische Gabe von Allopurinol bewirkte neben der
Hemmung der XO auch eine verminderte Oxidation myofibrillarer Proteine sowie
positive Effekte beziglich weiterer Parameter wie Ventrikeldilatation oder Erhaltung
der Kontraktionskraft des Herzmuskels [210]. Auch in weiteren Studien zur
Herzinsuffizienz verbesserte Allopurinol verschiedenste herzspezifische Parameter
und begiinstigte die Uberlebensrate [182, 211, 213]. Fur Oxypurinol konnte im
Rattenmodell der Herzinsuffizienz eine positiv inotrope Wirkung nachgewiesen
werden [214]. Méglicherweise sind diese Effekte zum Teil auf eine Ca?-
sensibilisierende Wirkung von sowohl Allopurinol als auch Oxypurinol zurick-
zufiihren [215]. Nichtsdestotrotz wird deren Gabe bei Herzinsuffizienz von manchen
Autoren aufgrund einer fehlenden Verbesserung der klinischen Situation in zwei
Studien als nicht gerechtfertigt angesehen [216].

Allopurinol beeinflusst auch die Permeabilitat der Darmwand nach Ischamie und
Reperfusion positiv [217]. Die Translokation von Bakterien durch die Darmwand
konnte Uber die Freisetzung von Endotoxin eine ausgepragte Entziindungsreaktion
hervorrufen. Eine solche Translokation scheint von ROS vermittelt zu werden, die
durch die Aktivierung der XO gebildet werden. Gabe von Allopurinol reduzierte die
bakterielle Translokation (BT) im Rattenmodell der Ischamie des Darmes deutlich
(BT bei 14% der Versuchstiere gegenuber 61% ohne Allopurinol; 7% bei Sham-
Operation ohne Ischamie) [218].

Bei Patienten mit Typ | - Diabetes zeigten sich die XO-Spiegel von Plasma und
Leber ebenso erhdht wie bei Ratten mit Diabetes [219]. Auch bei diabetischen
Mausen war der Plasma-Spiegel an XO erhéht und korrelierte mit der Bildung von
Superoxid-Radikalen 2 Wochen nach Beginn der Erkrankung. Dies kdénnte an der
Pathogenese vaskularer Komplikationen bei Diabetes beteiligt sein. Durch Vorbe-
handlung mit Allopurinol oder Oxypurinol konnte der XO-Spiegel normalisiert
werden [220].

Allopurinol hat einen hemmenden Einfluss auf die Purin-Synthese und, hiermit
korrelierend, auf das Wachstum von Hepatomzellen (HTC) der Ratte [221]. Infolge
einer XO-Hemmung ist der Purin-Abbau herabreguliert, dies kdnnte Uber einen
negativen Feedback-Mechanismus die Purin-Neusynthese unterbinden. Vermutlich
werden auch einige der an der de-novo-Synthese von Purinen beteiligten Enzyme

durch das Allopurinol-Ribonukleotid allosterisch gehemmt [221].
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1.4 Bisoprolol

1-[4-[2-(1-methylethoxy)ethoxymethyl]phenoxy]-3-(1methyl-ethylamino)-propan-2-ol

oder Bisoprolol ist ein Hemmstoff der B-Rezeptoren des sympathischen Anteils des
autonomen Nervensystems. Es wird daher der Gruppe der B-Adrenolytika zuge-
ordnet. Diese unterscheiden sich aufgrund ihrer Selektivitat fir die Subtypen der
Rezeptoren.

Das adrenerge System wird neben a;- und a,-Rezeptoren auch tber mehrere
Klassen von 3-Rezeptoren vermittelt. Diese Adrenozeptoren unterscheiden sich hin-
sichtlich ihrer Verteilung in den einzelnen Geweben, der vermittelten Zellantwort
sowie der Spezifitdt fiir die einzelnen Liganden. ;-Rezeptoren finden sich haupt-
sachlich am Herzen, aber auch im Fettgewebe und am juxtaglomerularen Apparat
der Niere [222]. Sie vermitteln am Herzen eine Erhdhung der Kontraktilitat und der
Schlagfrequenz, sind also positiv inotrop, chronotrop und auch dromotrop wirksam.
B--Rezeptoren sind in der glatten Muskulatur der Geféal3e, der Bronchien, von Uterus
und Harnblase, am Herzen sowie in Leber, Pankreas und Schweil3driisen lokalisiert
[222]. Dominierende Effekte sind Vasodilatation und Bronchodilatation. Das Verhalt-
nis der B1- zu B,-Rezeptoren am Herz betragt 75:25. B;-Rezeptoren befinden sich im
weilen und braunen Fettgewebe sowie in der Skelettmuskulatur [223, 224]. Sie
bewirken eine Lipolyse und Erh6hung des Energieumsatzes [225].

Physiologische Agonisten aller Adrenozeptoren sind die sympathomimetisch
wirksamen Katecholamine Noradrenalin und Adrenalin. Die adrenerge Wirkung wird
Uber Gs-Proteine vermittelt, welche durch eine Aktivierung der Adenylatzyklase die
intrazellulare Konzentration an cAMP erhohen [222]. Uber den Normalwert erhohte
Plasmaspiegel von Noradrenalin zeigen sich bei Patienten mit Kachexie, unab-
hangig von der Atiologie. Bei Patienten ohne Kachexie, bei unterernihrten Patienten
oder gesunden Kontrollpersonen konnte dies nicht nachgewiesen werden.
Aktivierung des Sympathikus konnte daher ein wichtiger Faktor der Entstehung von
Kachexie bei verschiedenen chronischen Erkrankungen sein [226, 227]. Moéglicher
Wirkmechanismus konnte hier eine Erhéhung der REE sein [227]. Physiologische
Antworten auf eine verlangerte Einwirkung von Katecholaminen sind die Herunter-
regulierung der B;-Rezeptoren und eine Verringerung der Sensitivitat der [3,-

Rezeptoren [228, 229]. Demgegeniber zeigte sich bei tumortragenden Tieren
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ebenso wie bei humanen Tumorpatienten neben einer erhéhten adrenergen Aktivitat
auch eine erhdhte Sensitivitat [179].

Die B-Adrenolytika werden in 3 Gruppen unterteilt. Alle wirken als kompetitive
Hemmstoffe. B-Blocker der ersten Generation sind unspezifische Inhibitoren der B-
Rezeptoren, die der zweiten Generation weisen eine hohere Affinitat zu ;-
Rezeptoren auf [230]. Eine spezifische Hemmung ist jedoch nur dosisabhangig zu
verzeichnen. Mit steigender Konzentration vermogen spezifische (;-Blocker auch
andere [B-Rezeptoren zunehmend zu blockieren [231]. B-Blocker der dritten
Generation kénnen neben einer unspezifischen B-Blockade auch a-Rezeptoren
hemmen [232]. Einige B-Blocker verfiigen iber eine sogenannte intrinsische sym-
pathomimetische Aktivitat (ISA), kbnnen also in geringem Malie als Agonisten am
Rezeptor wirken. Ferner konnen B-Rezeptoren auch ohne gebundenen Agonisten
eine intrinsische Aktivitat aufweisen. Hierbei kdnnen B-Blocker als inverse Agonisten
den aktiven Rezeptor inaktivieren [224].

Bisoprolol ist ein hochspezifischer B;-Antagonist ohne ISA. Die Affinitat zum f3;-
Rezeptor ist etwa um den Faktor 120 hoher als die zum B,-Rezeptor. a-Rezeptoren
werden nicht beeinflusst. Die Wirksamkeit im Vergleich zu Propanolol ist um den
Faktor 10 erhoht [224]. Die Absorption im Gastrointestinaltrakt erfolgt schnell und zu
Uber 90%, die Bioverfligbarkeit betragt etwa 80%. Die Elimination von Bisoprolol
erfolgt zu gleichen Teilen Uber renale und hepatische Mechanismen, die Halbwerts-
zeit betragt 9-12 Stunden [224]. Bi-Blocker erniedrigen den Blutdruck durch
Verringerung der kardialen Auswurfleistung, mdglicherweise auch Uber die Regula-
tion der Renin-Freisetzung. Bei jungen Patienten mit Bluthochdruck kénnen sie die
Hypertrophie des linken Ventrikels umkehren [233]. Indikation zur Gabe von Biso-
prolol ist neben Hypertonie auch eine symptomatische Herzinsuffizienz [234].
Unabhangig von Atiologie und Schweregrad der Herzinsuffizienz bewirkte Bisoprolol
im Rahmen der CIBIS-Studien (Cardiac Insufficiency Bisoprolol Study) eine signi-
fikante Verbesserung bezuglich der Mortalitdt der Studien-Teilnehmer. Die Gesamt-
mortalitat verglichen mit Placebo war um 32% verringert, die des akuten Herztods
um 43% [224, 235]. Es scheint, dass die Gabe von Bisoprolol zusatzlich zur
Therapie mit ACE-Hemmern die Entstehung eines Gewichtsverlusts bei chronischer
Herzinsuffizienz (CHI) teilweise verhindern oder verlangsamen kann [226]. In einer
Studie mit Carvedilol, Bisoprolol und Metoprolol wurde der Behandlung herzinsuf-

fizienter Patienten mit B-Blockern ein positiver Einfluss auf relativen und totalen
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Gehalt an Kdorperfett zugeschrieben. Wahrend Carvedilol die Substratbereitstellung
zur Energiegewinnung teilweise vom Fett- auf den Glukosestoffwechsel umstellen
konnte, wurde dieser Effekt bei Bisoprolol nicht nachgewiesen [236]. Hochselektive
Bi-Antagonisten wie Bisoprolol sind nahezu frei von Einfluss auf solche Stoff-
wechselwege [233].

Sympathomimetika kénnen an Herz und Skelettmuskulatur myotoxisch wirken. Am
Myokard wird dieser Effekt hauptsachlich lber B;-Rezeptoren vermittelt, an der
Skelettmuskulatur Uber ,-Rezeptoren. In einer Studie mit Ratten, denen das B-
Sympathomimetikum Isoprenalin verabreicht wurde, zeigte sich ein uneinheitlich
Uber das Herz verteilter Untergang von Kardiomyozyten. Am starksten war dieser
am linken Ventrikel, verursacht zum gréReren Teil durch Nekrose, wahrend
Apoptose weniger haufig auftrat [237, 238]. Die Gabe von (B-Blockern kdnnte solche
myotoxischen Effekte moglicherweise abmildern.

Gabe eines unspezifischen B-Blockers nach Verbrennungen konnte den Hyper-
metabolismus und Uberschiel}enden Protein-Katabolismus der Skelettmuskulatur
umkehren [239]. Bisoprolol in hoher, also auch [,-Rezeptoren blockierender
Dosierung konnte ex vivo die durch Noradrenalin und Isoprenalin induzierbare
Produktion von TNF-a im Blut von CHI-Patienten antagonisieren [229].

Eine Studie an kachektischen Mausen deutet darauf hin, dass Noradrenalin auch
die Thermogenese im braunen Fettgewebe erhoht [240]. Der Verlust an Korperfett
durch LMF scheint ebenso wie die Regulation der UCP1- und UCP2-Expression
Uber Interaktion mit dem Bs-Rezeptor vermittelt zu werden [241]. Blockade dieser
Rezeptoren und Unterdriickung einer sympathischen Aktivierung kénnte diese die

Entstehung einer Kachexie beglinstigenden Effekte verhindern.
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2 Material und Methoden

Die vorliegende Studie war Telil einer groReren Versuchsreihe, sodass die Werte fur
Placebo sowie Bisoprolol (Monotherapie) auch von anderen Mitarbeitern der AG

Anker (CCR, Charité, Berlin) genutzt und verdéffentlicht werden.

2.1 Tiere und Tierhaltung

2.1.1 Tiere

Fur die Untersuchungen wurden mannliche Wistar-Ratten im Alter von circa 7
Wochen und mit einem Gewicht von etwa 200 Gramm von der Firma Charles River,

Sulzfeld, bezogen.

2.1.2 Haltung

Die Tierhaltung befand sich in einem klimatisierten SPF-Stall des Center for
Cardiovascular Research der Charité Universitatsmedizin Berlin. Die Tiere wurden
fur die Dauer des Versuches in Makrolon-Standardkafigen Typ IV gehalten. Diese
waren mit Sagespane-Einstreu sowie je einer Kunststoffrohre zur Anreicherung der
Umwelt ausgestattet. Trinkwasser aus einer Nippelflasche wurde ad libitum
angeboten. In einer Futterraufe wurde Futter der Marke ,ssniff R/M-H" der Firma
ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, ebenfalls ad libitum angeboten. Der Tag-Nacht-
Rhythmus betrug je 12 Stunden (7-19 Uhr), die Temperatur 22° Celsius.

Die Kéafige wurden zweimal wéchentlich gewechselt. Der Gesundheitszustand der
Tiere wurde zweimal taglich von Tierarzten Uberpruft. Die Experimente wurden nach
Genehmigung durch das Landesamt fir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und
technische Sicherheit gemaf den Tierschutzrichtlinien durchgefiihrt (GO076/06). In
Anlehnung an die Empfehlungen der Gesellschaft fur Versuchstierkunde - Society
for Laboratory Animal Science (GV-SOLAS) und des United Kingdom Co-ordinating
Committee on Cancer Research (UKCCCR) wurden die Tiere vorzeitig getotet,

wenn sie Anzeichen von erheblichem Leiden zeigten.
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2.2 Tumor

Es wurden Tumorzellen des Typs Yoshida AH-130 Hepatoma verwendet. Dies hat
sich als hervorragendes Modell zur Induzierung einer Tumorkachexie in Wistar-
Ratten bewahrt. Bezugsquelle war die Arbeitsgruppe von Prof. J.M. Argilés, Cancer
Research Group, Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, Facultat de
Biologia, Universitat de Barcelona, Barcelona, Spanien. Der Tumor wurde in
Passagiertieren stets weitergezichtet, vor Inokulation wurde er entnommen und
ausgezahlt. Sodann wurden 10° Zellen den Versuchstieren intraperitoneal injiziert,
dies entsprach einer Menge von etwa 1-2ml. Kontrolltiere erhielten Kochsalzlésung

in gleicher Menge ebenfalls intraperitoneal injiziert.

2.3 Substanzen

2.3.1 Allopurinol

Allopurinol (s. Abb. 2.1), ein Purin-Analogon mit der IUPAC-Bezeichnung 1H-
Pyrazolo[3,4-d]pyrimidin-4-ol, ist ein Urikostatikum, welches Uber eine Hemmung
der Harnsaurebildung wirkt. Es wird als Gicht-Therapeutikum eingesetzt und dient
hierbei dem Enzym Xanthinoxidase als Ersatzsubstrat. Bei steigender Dosis kommt

es zu einer nicht-kompetitiven Inhibition des Enzyms.

Abb. 2.1: Strukturformel Allopurinol
Im Versuch wurde ,Allopurinol HEXAL 100“ der Firma HEXAL AG, Holzkirchen, in

den Dosierungen 4mg/kg/d und 40mg/kg/d verwendet. Die Medikation erfolgte per

Gavage.
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2.3.2 Oxypurinol

Oxypurinol (s. Abb. 2.2) ist der aktive Metabolit von Allopurinol. Es wurde zur Gicht-

Therapie bei bestehender Allopurinol-Intoleranz entwickelt.

O

Abb. 2.2: Strukturformel Oxypurinol

Im Versuch wurde ,,Oxypurinol* der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
verwendet. Im Monotherapie-Versuch erfolgte die Gabe in den Dosierungen
4mg/kg/d und 40mg/kg/d, im Kombinationstherapie-Versuch wurden 1mg/kg/d und
3mg/kg/d eingesetzt. Die Medikation erfolgte per Gavage.

2.3.3 Bisoprolol

Bisoprolol (s. Abb. 2.3) ist ein selektiver B;-Adrenorezeptoren-Blocker mit der
IUPAC-Bezeichnung 1-[4-[2-(1-methylethoxy)ethoxymethyl]phenoxy]-3-(1methyl-
ethylamino)-propan-2-ol. Es wird bei Hypertonie, Angina pectoris und Herz-

insuffizienz eingesetzt.

e

O/\/O\I/

Abb. 2.3: Strukturformel Bisoprolol

Im Kombinationstherapie-Versuch wurde ,,Concor 10mg* der Firma Merck Pharma
GmbH, Darmstadt, in den Dosierungen 1,25mg/kg/d und 3,75mg/kg/d verwendet.

Die Medikation erfolgte per Gavage.

26



2 Material und Methoden

2.3.4 Placebo

Als Placebo wurde Wasser in der Medikation entsprechender Menge per Gavage
verabreicht.

2.4 Versuchsplan

Der Versuchsplan setzte sich wie folgt zusammen:

Tag -1: Aktivitatsmessung, Futteraufnahme

Tag 0: Echokardiographie

Tag 1: NMR (Kérperzusammensetzung), wiegen, Tumor-Inokulation
Tag 2: Start der Therapie

Tag 3/5/7/9: NMR (Kérperzusammensetzung), wiegen

Tag 10: Aktivitdtsmessung, Futteraufnahme

Tag 11: NMR (Korperzusammensetzung), wiegen, Echokardiographie

Tag 13/15: NMR (Korperzusammensetzung), wiegen
Tag 16: NMR (Kdrperzusammensetzung), wiegen, Tétung, Organ- und

Blutentnahme

Gruppeneinteilung:

Abkirzungen:
n= Tierzahl; T=mit Tumor; S=ohne Tumor (Sham); K= Kombination;
75= 75% der effektiven Dosis, entspricht 3,75 mg/kg/d Bisoprolol + 3 mg/kg/d

Oxypurinol

25= 25% der effektiven Dosis, entspricht 1,25 mg/kg/d Bisoprolol + 1 mg/kg/d
Oxypurinol
Monotherapie: Placebo:
Gruppe n Gruppe n
Allopurinol 4mg T 12 Placebo T 37
Allopurinol 40mg T | 11 Placebo S 8

Allopurinol 40mg S 4
Oxypurinol 4mg T 11

Kombinationstherapie:

Oxypurinol 40mg T | 12 Gruppe n
Oxypurinol 4mg S 4 K BisoOxy 75 T 11
Oxypurinol 40mg S | 4 K BisoOxy 25 T 8
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Die Studie wurde randomisiert und verblindet durchgefihrt.

Nach Ablauf des Monotherapie-Versuchs wurden die eingesetzten Dosierungen von
Allopurinol und Oxypurinol hinsichtlich ihrer Wirkungen untersucht und die effektive

Dosis fiur den Kombinationstherapie-Versuch bestimmt.

2.5 Methoden

2.5.1 Medikamentenapplikation

Die tagliche Verabreichung der Medikation erfolgte von Tag 2 bis Tag 16 jeweils
zwischen 8 Uhr und 9 Uhr am Morgen. Die Applikation per Gavage erfolgte mithilfe
spezieller ,animal feeding needles” der Firma Popper, New Hyde Park, New Jersey,
USA. Diese sind an der Spitze mit einem weichen Silikonkopf versehen, um so

Verletzungen des Rachenraumes zu vermeiden.

2.5.2 Gewichtsmonitoring

Beginnend an Tag 1 des Versuchsplans wurde jeden zweiten Tag eine
Gewichtsmessung jeden Tieres vorgenommen. Diese erfolgte mithilfe einer Waage
des Typs ,,CS 2000“ der Firma OHAUS Corporation, Pine Brook, New Jersey, USA.

2.5.3 Monitoring von Futteraufnahme und Bewegungsaktivitat

An Tag -1, also vor der Inokulation des Tumors, sowie an Tag 10 des
Versuchsplans wurden uber einen Zeitraum von je 24 Stunden die Futteraufnahme
und spontane Bewegungsaktivitdt gemessen. Zu diesem Zweck wurden die Tiere
einzeln in mit Sagespéanen eingestreuten Makrolonkafigen Typ Il ohne Rohre
gehalten, welche mit je 100g des Trockenfutters bestiickt waren. Nach Ablauf der 24
Stunden wurde der Kafig adspektorisch auf Futterreste untersucht. Soweit
vorhanden wurden diese dem nicht vom Tier aufgenommenen Futter wieder
hinzugefuigt. Das insgesamt verbliebene Futter wurde nun erneut gewogen, die
Differenz zur Ausgangsmenge wurde als vom Tier aufgenommenes Futter proto-
kolliert.

Die Kafige befanden sich fur die Dauer der Messung in einem ,Supermex‘-

Lokomotor-System der Firma Muromachi Kikai Co., Ltd., Tokyo, Japan (s. Abb. 2.4).
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Hier befindet sich tUber jedem Einzelk&fig ein Infrarot-Bewegungssensor, der alle 10
Minuten eine Messung durchfiihrt. Das Prinzip dieser Messung beruht auf dem
pyroelektrischen Effekt. Dieser tritt auf, wenn eine zeitliche Temperaturdnderung
registriert wird, wie sie eine Bewegung des Warme abstrahlenden Tiers hervorruft.
Die Darstellung der Mess-Ergebnisse durch das ,Supermex“-System erfolgte in

counts/Tag.

Abb. 2.4: ,Supermex“-Lokomotor-System, Muromachi Kikai Co.

2.5.4 Magnetresonanz-Spektroskopie

Beginnend an Tag 1 des Versuchsplans wurde jeden zweiten Tag eine Messung der
Korperzusammensetzung mithilfe eines ,Echo-MRI 500“-Gerats der Firma Echo
Medical Systems, Houston, Texas, USA, durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurden
die Tiere einzeln und wach in eine Messrohre gesetzt, welche in das Geréat
geschoben wurde. Wahrend des etwa 73 Sekunden dauernden Scans wurde die
Korperzusammensetzung differenziert nach Fettmasse, fettfreier Masse, freier
Flussigkeit und Gesamtwassergehalt gemessen. Fettfreie Masse, Ubersetzt aus
dem englischen Begriff ,lean tissue®, bezeichnet hier die Gesamtheit der Muskeln
und Organe. Die Angaben zur Koérperzusammensetzung wurden in Gramm
dargestellt.

Die Messung beruht auf dem Phanomen der Kernspinresonanz. Hiermit bezeichnet
man die Tatsache, dass die durch ein au3eres Magnetfeld ausgerichteten Spins der
Atomkerne beim Zurilickfallen in den Ausgangszustand elektromagnetische Wellen
aussenden, welche gemessen werden kénnen. Daher kann auch auf den
Protonengehalt eines Gewebes und somit auf die Korperzusammensetzung

rickgeschlossen werden.

2.5.5 Echokardiographie

An den Tagen 0 und 11 des Versuchsplans wurden die Tiere einer echokardio-
graphischen Untersuchung unterzogen. Diese erfolgte mit dem ,Vevo 770 High-

Resolution Imaging System* der Firma VisualSonics, Toronto, Kanada.
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Die Messung wird ermdglicht durch die Tatsache, dass Schallwellen von
verschiedenen Geweben unterschiedlich reflektiert werden. Die im Schallkopf
befindlichen piezoelektrischen Kristalle verformen sich bei Anlegen einer Spannung
und senden so Ultraschallwellen aus. Die reflektierten Wellen werden wiederum von
den Kristallen registriert und in elektrische Spannung umgewandelt. Somit kann ein
Bild des beschallten Areals erzeugt werden, in dem verschiedene Gewebe
abgrenzbar sind (B- oder brightness-Mode). Ein solches Bild kann auch entlang
einer Schnittlinie im Zeitverlauf sichtbar gemacht werden (M- oder time/motion-
Mode).

Der Pulsed Wave - Doppler ermdglicht die Bestimmung von Richtung und Ge-
schwindigkeit einer Flussigkeit. Es werden kurze Pulse von Ultraschallwellen
ausgesandt. Die Wellen werden von korpuskularen Bestandteilen, im Blut von
Erythrozyten, reflektiert. Durch die Bewegung der Erythrozyten kommt es zu einer
Frequenzverschiebung der Schallwelle, wodurch die Darstellung von Strémungs-
richtung und -geschwindigkeit des Blutes ermdglicht wird.

Abb. 2.5: Lagerung fir die echokardiographische Untersuchung

Die Tiere wurden mittels eines Isofluran-Sauerstoff-Gemisches narkotisiert. Ver-
wendet wurde ,Forene* der Firma Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden. Zur
Einleitung der Narkose wurde ein Isofluran-Gehalt von 3,5% gewahlt, nach
Erreichen des Toleranz-Stadiums ein Gehalt von 2%. Die Einleitung erfolgte in einer
Kammer, zur Erhaltung der Narkose wahrend der Untersuchung wurde eine Maske
verwendet.

Die Brust der Ratte wurde bis ca. 1cm unterhalb des Rippenbogens geschoren, mit

Lveet‘-Enthaarungscreme der Firma Reckitt Benckiser, Hull, GrofRbritannien,
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enthaart und anschlieRend gereinigt. Sodann wurde das Tier in Riickenlage auf dem
auf 39° Celsius erwarmten Untersuchungstisch fixiert und an das EKG
angeschlossen (s. Abb. 2.5). ,Ultrasound Transmission Gel“ der Firma Comedical
Sas, Mattarello, Italien, wurde auf die Brust aufgetragen. Die Untersuchung wurde
mit dem 25 MHz-Schallkopf RMV-710 B durchgefiihrt.

Angefertigt wurden Aufnahmen des Herzens von links parasternal und von apikal. In
der parasternalen Ausrichtung des Schallkopfes wurde ein Zweikammerblick der
linken Herzseite aufgesucht. Hierbei konnten B- und M-Mode-Aufnahmen des linken
Ventrikels erstellt werden. Im B-Mode konnten die systolische und diastolische
Innenflache des Ventrikels und dessen Langsachse bestimmt werden. Im M-Mode
konnten neben der Herzfrequenz auch die Wandstarken des linken Ventrikels
LVPW (left ventricular posterior wall) und IVS (intraventricular septum) in Systole
und Diastole ermittelt werden. Ferner erlaubte diese Aufnahme die Bestimmung von
end-systolischem (LVESD) und end-diastolischem (LVEDD) Durchmesser des
linken Ventrikels. Aus den Ergebnissen dieser Messungen wurden mithilfe der
.vevo 770" - Software, Version 2.3.0, weitere Parameter ermittelt. Die parasternale
Darstellung im B- und M-Mode lieferte die Basis fiur die Ermittlung der
Auswurfsfraktion EF (ejection fraction), des Herzminutenvolumens CO (cardiac
output) und der Verkirzung der linken Herzkammer wéahrend der Herzaktion FS
(fractional shortening). Auch die Masse des linken Ventrikels (LV mass) konnte
ermittelt werden.

In der apikalen Darstellung wurde ein Vierkammerblick aufgesucht, in welchem
sodann mittels Pulsed Wave - Doppler die Geschwindigkeit des Fliissigkeitsstromes
durch die Mitralklappe bestimmt werden konnte. Dieser Flissigkeitsstrom weist ein
biphasisches Erscheinungsbild auf, bedingt durch die Erweiterung des Ventrikels
(Peak E) und die folgende Kontraktion des Vorhofs (Peak A). Die Messung wurde
auf Hohe der Klappensegelspitzen bei geotffneter Mitralklappe durchgefiihrt. Das
Verhdltnis dieser beiden Geschwindigkeitsspitzen wurde bestimmt und als

Parameter MV (mitral valve) E/A aufgefuhrt.

2.5.6 Totung und Organentnahme

An Tag 16, wo erforderlich auch friher, erfolgte die Tétung der Tiere mit an-
schlieBender Organentnahme. Hierzu wurde eine Narkotisierung mittels Ketamin

und Xylazin durchgefihrt. Verwendet wurden ,Ketavet 100mg/ml“, Pfizer, Karlsruhe,
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in einer Dosierung von 90mg/kg und ,Rompun 2%*, Bayer, Leverkusen, in einer
Dosierung von 10mg/kg, aufgezogen in einer Mischspritze. Die Applikation erfolgte
intraperitoneal, bis zum Eintritt der Narkose wurden die Tiere in ihren Kafig
zurlickgesetzt. Bei Erléschen von sowohl Lid- als auch Zwischenzehenreflex wurde
die Bauchhohle in der Linea alba per Scherenschlag eréffnet. Die intraperitoneal
gelegene Tumorflissigkeit wurde mit einer Pasteurpipette abgezogen und ihre
Menge bestimmt.

Nach der Bestimmung des Tiergewichts ohne Tumor erfolgte eine Messung der
Korperzusammensetzung, und separat der Zusammensetzung des Tumors, mittels
Magnetresonanz-Spektroskopie. Nun wurde der Brustkorb eréffnet und mit einer
heparinisierten Spritze soviel Blut als méglich aus dem linken Ventrikel entnommen.
Verwendet wurde ,Heparin“ der Firma Rotexmedica, Trittau. Anschlie3end erfolgte
die Totung des Tieres per zervikaler Translokation.

AnschlieBend wurden Herz, Lunge, Leber, Milz, Nieren, Nebennieren, das retro-
peritoneale Fettgewebe einer Korperseite sowie das braune Fett des Nackens
entnommen, mit einer Laborwaage ,APX 60" von Denver Instrument, Denver,
Colorado, USA, gewogen und bis zur Lagerung im -80°C-Tiefkuhlschrank in
flissigem Stickstoff gekuhlt. In gleicher Weise wurde mit dem Musculus gastrocne-

mius, M. soleus, M. extensor digitorum longus und M. tibialis verfahren.

2.5.7 Ermittlung der Tumorzellzahl

Die Zellzahl des intraperitoneal gelegenen, flissigen Tumors wurde mithilfe einer
Zahlkammer unter dem Mikroskop bestimmt. Verwendet wurden hierflr eine
Neubauer-Zahlkammer ,Superior® der Firma Paul Marienfeld GmbH & Co. KG,
Lauda-Konigshofen, sowie ein ,Leica DMIL*-Mikroskop der Firma Leica Micro-
systems GmbH, Bensheim. 875ul Kochsalzlésung wurden mit 100ul Farbelésung
.Trypan Blue Solution* Fluka, Sigma Aldrich, Buchs, Schweiz, sowie 25ul der
Tumorflissigkeit vermischt. Bei 10facher VergroRerung wurde die Zellzahl in 24
Zahlfeldern erfasst. Aus dem Mittelwert konnte nun die Zellzahl pro ml und hieraus

auch die Gesamtzellzahl berechnet werden.

2.5.8 Statistische Auswertung

Die Daten wurden in das Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft Office Excel

eingepflegt. Die Auswertung und graphische Umsetzung erfolgte mithilfe des
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Programms ,GraphPad Prism 5.0 for Windows" der Firma GraphPad Software, San
Diego, Kalifornien, USA.

Mittelwerte sind mit Standardfehler angegeben. Das Vorhandensein signifikanter
Unterschiede wurde mittels ANOVA und, zwischen zwei Gruppen, mittels ungepaar-
tem Student’s t-Test Uberprift. Bei nicht signifikantem Ergebnis des zeitgleich mit
dem ANOVA-Test durchgefiihrten Bartlett’s-Test auf gleiche Varianzen erfolgte die
Signifikanz-Uberprifung mittels Mann-Whitney-Test fiir zwei und mittels Kruskal-
Wallis-Test fir mehr als zwei Gruppen. Die Darstellung der Uberlebensanalyse
erfolgte in Kaplan-Meier-Kurven. Hier erfolgte die Uberprifung auf signifikante
Unterschiede der Uberlebenskurven mittels Log-rank-Test. Ein p-Wert von <0.05

wurde jeweils als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

Allgemeine Erlauterungen zu den Tabellen:

Mit ,T* gekennzeichnet sind die Tumor-Gruppen. Diesen wurde eine Menge an
Tumorflissigkeit, die 10® Zellen des Yoshida AH-130 Hepatoms entspricht, intra-
peritoneal injiziert. Mit ,S* gekennzeichnete Sham-Gruppen erhielten NaCl-Losung
in gleicher Menge, die Applikation erfolgte ebenfalls intraperitoneal.

»Allo" bezeichnet die mit Allopurinol behandelten Gruppen, ,Oxy“ und ,Biso" ent-
sprechend die mit Oxypurinol und Bisoprolol behandelten Gruppen. ,Kombi 25% eff.
Dosis* und ,Kombi 75% eff. Dosis* bezeichnen die Gruppen, die mit verschiedenen
Dosierungen einer kombinierten Medikation aus Oxypurinol und Bisoprolol behan-
delt wurden (s. Kap. 2.4).

-Ende“ bezeichnet bei Sham-Gruppen das Versuchsende laut Versuchsprotokoll,
bei Tumor-Gruppen den Toétungszeitpunkt. ,Gewicht Ende" bezeichnet bei Tumor-
Gruppen das mittlere Kérpergewicht ohne Tumor. ,A Gewicht" bezieht sich ebenfalls
auf das Korpergewicht ohne Tumor. ,A Aktivitdt“ bezeichnet die Verdnderung der
gemessenen spontanen Bewegungsaktivitat an Tag 10, bezogen auf den an Tag O
gemessenen Wert der jeweiligen Gruppe. Vollstdndige Bewegungslosigkeit ent-
sprache demnach einem Wert von -1. Prozentangaben sind auf volle Zahlen gerun-
det und beziehen sich stets auf die in den Tabellen angegebenen Mittelwerte der
verschiedenen Gruppen. Die Werte fir A Gewicht, A fettfreie Masse und A Fett-
masse (in Gramm pro Tag) sind rechnerisch ermittelt. Hierbei muss beachtet
werden, dass dies durch Unterschiede in der mittleren Uberlebenszeit zwischen den

einzelnen Gruppen beeinflusst wird.

3.1 Placebo-Versuch

Mit Placebo behandelte Tiere mit Tumor zeigten signifikante Unterschiede zu Tieren
der Gruppe Placebo Sham. Bis Versuchsende veréanderte sich das Korpergewicht
um -27% (Sham: +28%), die fettfreie Masse um -26% (Sham: +26%) und die
Fettmasse um -64% (Sham: +51%). Im direkten Vergleich betrug das mittlere
Gewicht der Tumor-Gruppe zum Versuchsende 55% des Gewichts der Sham-
Gruppe, die fettfreie Masse 56%. Die Mm. gastrocnemius, EDL und tibialis wogen

55-58%, der M. soleus 70% der entsprechenden Muskeln bei Tieren ohne Tumor.
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Die Fettmasse der Tumor-Gruppe betrug zum Ende des Versuchs 26% der
Fettmasse der Sham-Gruppe. Das retroperitoneale weile Fettgewebe wog 7%, das
interskapulare braune Fett 36% des entsprechenden Gewebes der Sham-Gruppe.
Die Futteraufnahme an Tag 10 betrug durchschnittlich 3g, wahrend Tiere ohne
Tumor 20.75g aufnahmen. Die Bewegungsaktivitat ging um 71% zurlck, bei Tieren
ohne Tumor betrug dieser Rickgang 18%. Alle genannten Unterschiede waren
statistisch signifikant.

Die Tiere der Sham-Gruppe uberlebten bis zum Ende des Versuchs (Tag 16), die
Tiere der Tumor-Gruppe zeigten eine mittlere Uberlebensdauer von 12.76 + 0.33
Tagen. Herz, Lunge, Leber, Milz und Niere der Tumor-Gruppe wiesen ein signifikant
geringeres Gewicht auf als die jeweiligen Organe der Sham-Tiere. Das Gewicht der
Nebenniere war grof3er, ohne dass dies statistische Signifikanz erreichte. Alle Werte
siehe Tabelle 3.1.

Tabelle 3.1 Placebo Sham vs. Placebo Tumor

Parameter Placebo Sham (n==8) Placebo Tumor (n=37)
Gewicht Tag 0 (g) 210.12 + 3.62 203.22 + 1.56
Gewicht Ende (g) 268.38 + 5.30 147.95 + 2.56 ***
A Gewicht (g/d) 3.88 £ 0.23 -4.74 £ 0.17 ***
Fettfreie Masse Tag 0 (g) 163.30 + 3.56 157.17 £ 1.25
Fettfreie Masse Ende (g) 205.66 + 5.56 115.67 + 2.23 ***
A Fettfreie Masse (g/d) 2.73+0.22 -3.51 + 0.15 ***
Fettmasse Tag 0 (g) 16.16 + 0.94 17.87 £ 0.47
Fettmasse Ende (Q) 24.32 +1.66 6.34 £ 0.56 ***
A Fettmasse (g/d) 0.60 +0.10 -0.99 + 0.05 ***
»quality of life"

Futteraufnahme Tag 10 (g) 20.75+1.08 3.00 + 0.51 ***
A Aktivitat -0.18 + 0.03 -0.71 £ 0.03 ***

Organgewichte

Herz (mg) 788.33 + 19.77 505.21 + 14.00 ***
Lunge (mg) 1302.79 + 74.18 885.22 + 29.57 ***
Milz (mg) 623.36 + 30.05 163.64 % 10.01 ***
Leber (mg) 10709.48 + 456.27 6093.39 * 227.81 ***

Niere links (mg)

1138.75+37.21

698.41 + 16.58 ***

Nebenniere links (mg)

28.65 + 0.96

35.13+1.77

Fett weild (mg)

1324.00 + 190.65

86.38 + 26.43 ***

Fett braun (mg)

218.26 + 15.16

78.59 + 3.14 ***

M. gastrocnemius (mg)

1290.79 + 40.00

713.22 + 14.07 ***

M. soleus (mg) 100.07 + 3.00 69.73 £ 1.43 ***
M. EDL (mg) 109.95+3.71 63.66 + 1.48 ***
M. tibialis (mg) 466.99 + 13.06 262.49 + 6.10***

p <0.001: *** p > 0.05: nicht signifikant t-Test vs. Placebo Sham
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Bei der echokardiographischen Untersuchung zeigten sich an Tag 0 Kkeine
signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen. An Tag 11 zeigten sich
signifikant niedrigere Werte fur die Tumor-Gruppe bei den Parametern EF, FS, CO
und LV mass. MV E/A wies keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
auf. Der intraventrikulare Durchmesser des linken Ventrikels der Tumor-Gruppe
zeigte sich in der Systole signifikant groRer, in der Diastole signifikant kleiner als bei
der Sham-Gruppe. Die Wandstarke des interventrikularen Septums wies in der
Systole einen signifikant niedrigeren Wert auf als bei den Tieren der Sham-Gruppe,
in der Diastole zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Der Durchmesser der
hinteren Wand des linken Ventrikels zeigte sich bei den Tieren der Tumor-Gruppe in
Systole wie Diastole signifikant geringer im Vergleich zu den Tieren ohne Tumor.

Alle angegebenen Parameter siehe Tabelle 3.2. Der n-Zahl fir die Gruppe Placebo
Tumor in dieser Tabelle liegt die Anzahl der zu diesem Zeitpunkt vorhandenen Tiere

zugrunde.

Tabelle 3.2 Placebo Sham vs. Placebo Tumor: Echokardiographische Parameter

Parameter Placebo Sham (n=8) Placebo Tumor (n=30)
EF (%) Tag 0 74.65 + 2.97 74.74 + 1.47
Tag 11 77.22 £ 3.33 48.94 + 2.77 ***
FS (%) Tag 0 47.44 +2.21 49.17 +1.16
Tag 11 51.84 +£+1.97 28.13 £ 2.23 ***
. Tag 0 74.46 £+ 7.31 83.00 £ 2.93
CO (mimin) == 717 84.59 + 7.99 32.75 + 4.63 ***
LV mass Tag 0 588.72 + 35.89 527.13 +12.32
(mg) Tag 11 709.49 + 50.17 401.74 + 10.88 ***
Tag 0 1.66 =+ 0.09 1.55+0.05
MV E/A Tag 11 1.61+£0.11 1.58 +0.31
LVESD Tag 0 3.26 +£0.19 3.17 + 0.09
(mm) Tag 11 3.09+0.16 3.94+0.13 **
LVEDD Tag 0 6.18 +0.13 6.22 + 0.08
(mm) Tag 11 6.39 £ 0.10 5.48 + 0.09 ***
IVS sys Tag 0 2.86 +0.14 2.75 + 0.05
(mm) Tag 11 2.99+0.12 2.20 £ 0.07 ***
IVS dia Tag 0 1.66 £ 0.13 1.57 £ 0.03
(mm) Tag 11 1.70 £ 0.09 1.52 £ 0.05
LV PW sys Tag 0 2.89+0.10 2.78 + 0.05
(mm) Tag 11 3.25+0.15 2.11 £ 0.07 ***
LV PW dia Tag 0 1.94 £ 0.09 1.75+0.05
(mm) Tag 11 2.23+0.16 1.63 = 0.04 ***

p < 0.001: ** p<0.01: *

p > 0.05: nicht signifikant

t-Test vs. Placebo Sham
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3.2 Monotherapie Sham-Versuch

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede beziglich der Parameter
Gesamtgewicht und fettfreie Masse. Die Gruppe Oxypurinol 4mg wies zum
Versuchsende eine signifikant hohere Fettmasse auf als die Placebo-Gruppe. Die
durchschnittliche Zunahme pro Tag zeigte hier keinen signifikanten Unterschied
zwischen diesen Gruppen. Die Fettmasse am Versuchsende der Gruppe Oxypurinol
40mg war im Vergleich mit der niedrig dosierten Oxypurinol-Gruppe signifikant
geringer, in der taglichen Zunahme zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unter-
schied. Eine Ubersicht der Daten fiir Gesamtgewicht, fettfreie Masse und Fettmasse

findet sich in Tabelle 3.3.

Tabelle 3.3 Monotherapie Sham-Versuch: Gewicht, fettfreie Masse, Fettmasse

Parameter Placebo Allo 40mg Oxy 4mg Oxy 40mg
[Signifikanz] Sham (n=8) Sham (n=4) Sham (n=4) Sham (n=4)
(C;?’[Vr:‘;;“ Tag0 210.12+3.62 | 217.25+7.60 | 218.00+3.00 | 206.25+1.18
[C:]‘;}N'Cht Ende (9)| ,6833+530 | 278.75+7.82 | 278.50+7.03 | 259.25+7.76
[Ange"‘”cm (g/d) 3.88 + 0.23 4.10 + 0.40 4.19 + 0.46 3.53 +0.57
Fettireie Masse | 103304356 | 166.92+3.84 | 168.00+2.89 | 160.29 +1.19
Tag 0 (g) [ns]
Fettireie Masse | o0 ooy 556 | 210424426 | 207154597 | 194.33+5.15
Ende (g) [ns]
A Fettireie Masse| 74, 99 2.90 +0.31 270 +0.37 2.27+0.34
(g/d) [ns]
(Fge)tt[rr‘]“s"’isse Tag0 | 1616+004 | 1083+284 | 2097+085 | 18.31+1.63
'(:gitt[ﬂ]“asse Ende | 51324166 | 2024250 |3283+062*°| 27.95+1.85
A Fettmasse 0.60 £ 0.10 0.63 +0.04 0.820.10 0.64 +0.15
(g/d) [ns]
p <0.01: ** p <0.05: * p > 0.05: nicht signifikant (ns) [*] = ANOVA

* = t-Test vs. Placebo Sham; entsprechend gilt:
& = vs. Oxy 40mg Sham

Bei der Futteraufnahme zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Die Spontan-
aktivitat ging bei der Placebo-Gruppe am starksten zurtick, ohne dass dies statisti-
sche Signifikanz erreichte (s. Tabelle 3.4).

Die hoch dosierte Oxypurinol-Gruppe wies im Vergleich mit der niedriger dosierten
Oxypurinol-Gruppe und der gleich hoch dosierten Allopurinol-Gruppe ein signifikant

geringeres Gewicht fur den M. gastrocnemius auf. Die Gruppe Allopurinol 40mg
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zeigte ein signifikant geringeres Gewicht der Nebenniere, verglichen mit der

Placebo-Gruppe. Es zeigten sich auf3er den genannten keine weiteren Signifikanzen

(s. Tabelle 3.4).

Tabelle 3.4 Monotherapie Sham-Versuch: “quality of life” und Organgewichte

Parameter Placebo Allo 40mg Oxy 4mg Oxy 40mg
[Signifikanz] Sham (n=8) Sham (n=4) Sham (n=4) Sham (n=4)
»quality of life"
Futteraufnahme |, o0, 4 g 22.00 + 0.82 21.25+1.18 20.74 + 1.44
Tag 10 (g) [ns]
A Aktivitat [ns] 20.18+0.03 2014+ 0.05 20.07+0.08 0.01 + 0.04
Organgewichte
Herz (mg) [ns] | 788.33+19.77 | 761.35+26.42 | 812.17+8.00 | 758.35 + 43.78
Lunge (mg) [ns] 1302.79 1236.68 1270.37 1101.05

g€ (mg +74.18 +29.19 +55.45 +21.37
Milz (mg) [ns] 623.36 + 30.05 | 689.27 + 44.82 | 607.33 + 30.66 | 635.38 + 34.42
Leber (mg) [ns] 10709.48 10400.48 10129.93 9836.02

9 + 456.27 +536.63 +508.17 + 465.38

Niere links (mg) 1138.75 1028.35 1053.15 1145.68
[ns] +37.21 + 43.67 +26.60 +70.73
E\'nfgf[rl]”'ere inks| 58 65+0.06 | 23.32+0.99* | 24.70 +1.66 2472 +1.76
Fett weil (mg) 1324.00 1389.33 1731.93 1266.32
[ns] +190.65 +183.06 +173.51 + 66.57
Fn it]t braun (MQ) | 51956+ 15.16 | 218.70 £ 20.17 | 204.92 +11.76 | 230.23 + 9.30
M. gastroc- 1290.79 1380.03 1325.98 1190.72
nemius (mg) [*] + 40.00 +25.28 @@ +38.45 2 +17.83
[Mn's]so'eus (M3) | 100.07+3.00 | 10352+591 | 102.05+ 4.66 95.05 + 2.90
M. EDL (mg) [ns]| 109.95+3.71 | 117.40+1.40 | 113.17+4.31 | 106.63 + 3.04

M. tibialis (mg)
[ns]

466.99 * 13.06

465.68 + 11.33

464.65 + 24.80

447.23 £15.73

p <0.001: ** p<0.01l:** p<0.05:* p>0.05: nicht signifikant (ns) [*] = ANOVA
* = t-Test vs. Placebo Sham

entsprechend gilt:

% = vs. Oxy 40mg Sham

In der

echokardiographischen Untersuchung (s.

Tabelle 3.5) =zeigten die

untersuchten Parameter der mit XO-Inhibitoren behandelten Gruppen keine

signifikant unterschiedlichen Werte im Vergleich zur Placebo-Gruppe. Die einzige

Ausnahme bildete die linksventrikulare Masse an Tag 11, welche im Fall der Gruppe

Allopurinol 40mg signifikant niedriger war als bei der Placebo-Gruppe.
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Tabelle 3.5 Monotherapie Sham-Versuch: Echokardiographische Parameter

Parameter Placebo Allo 40mg Oxy 4mg Oxy 40mg
Sham (n=8) Sham (n=4) Sham (n=4) Sham (n=4)
Tag0 | 24654297 65.24 + 3.80 65.27 + 3.57 61.33 + 3.51
EF [ns]
0,
(%) T?r?s]ll 77.22 +3.33 7421 +1.81 73.84 + 3.48 71.56 + 2.14
Tag O
Es el 47.44 +2.21 48.50 + 4.25 45.75 + 4.47 46.85 + 4.82
0,
(%) T"E‘r?s]ll 51.84 +1.97 49.84 +313 53.96 + 6.08 55.31 +2.32
co T["’r‘g]o 74.46 + 7.31 70.34 + 9.34 66.40 + 7.19 61.41 + 6.94
(Ml g 11
min) [r?s] 84.59 + 7.99 102.71 +9.12 86.90 + 5.60 97.80 + 5.57
LV T[";‘]%]O 588.72 + 35.80 | 572.26 +4552 | 628.47 + 13.26 | 504.05 + 62.68
Tni‘s)s Tag 11 709.49 536.18 620.11 546.43
9 [ +50.17 +31.33"% +21.47 + 4256
Tag 0 1.66 + 0.09 1.83+0.17 1.46 + 0.20 1.66 + 0.22
MV [ns]
EIA T‘E‘gs]ll 1.61+0.11 1.43 +0.01 1.31 +0.04 1.43 +0.09
Ly | 1290 3.26 +0.19 3.33+0.37 3.47 +0.38 3.54 +0.37
esp |—INs]
(mm) T?gs]ll 3.09 + 0.16 3.29 +0.11 2.97 +0.48 2.93+0.19
Ly | 1290 6.18 + 0.13 6.41 + 0.26 6.35 + 0.21 6.64 + 0.14
epp [0Sl
(mm) T?r?s]ll 6.39 + 0.10 6.60 + 0.30 6.38 + 0.23 6.55 + 0.14
Tag 0
VS el 2.86+0.14 2.74+0.21 2.69 + 0.07 2.50 + 0.19
SYS  "Tag 11
(mm) | 93 2.99 +0.12 2.77 +0.08 2.91+0.27 2.78 +0.15
Tag 0
VS ] 1.66 +0.13 1.47 +0.18 1.61 + 0.07 1.36 +0.11
dia g1t
(mm) [r?s] 1.70 + 0.09 1.51+0.08 1.55+0.11 1.51+0.10
LV | Tag0 2.89 +0.10 3.02 £0.19 3.12 +0.20 2.76 + 0.31
PW [ns]
sys | Tag 11
oy | ) 3.25+0.15 2.74+0.11 3.34+0.27 3.29 + 0.07
LV | Tag0 1.94 + 0.09 1.93 + 0.09 2.06 +0.10 1.61+0.18
PW [ns]
dia | Tag 11
om) | [ 2.23+0.16 1.65 + 0.20 2.07 +0.10 1.70 + 0.13
p < 0.05: " p > 0.05: nicht signifikant (ns) ["] = Kruskal-Wallis-Test

#: Mann-Whitney-Test vs. Placebo Sham
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3.3 Monotherapie Tumor-Versuch

3.3.1 Tumorwachstum

Tumorvolumen
100+
80+
Bl Placebo T
% 007 E3 Alodmg T
40+ E3 Alo40mg T
204 [0 Oxy 4mg T
0 0O Oxy 40mg T
- T T
nicht signifikant
(Kruskal-Wallis-Test: p = 0.0791)

Abb. 3.1  Tumorflissigkeit in der Bauchhéhle
Darstellung: Mittelwerte, relativ zur Gruppe Placebo Tumor (T)
(Placebo T: n=37, Allo/Oxy 4mg T: n=11, Allo/Oxy 40mg T: n=12)

Zellzahl Tumor

__ 5000- .
© *

o

— 4000+

k3 T T Bl Placebo T
& 30007 T 7 B Alo4mg T
N 2000- E=3 Allo 40mg T
o

£ 1000- 0 Oxy 4mg T
P 0 0D Oxy 40mg T

Kruskal-Wallis-Test: *

p<0.001:** p<0.01:** p<0.05:*
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.2  Mittlere Zellzahl in der Tumorflussigkeit
Dargestellte Signifikanzen: Mann-Whitney-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Allo/Oxy 4mg T: n=11, Allo/Oxy 40mg T: n=12)

Alle Behandlungsgruppen wiesen zu Versuchsende eine geringere Menge des in
der Bauchhothle vorhandenen Tumors auf als die Placebo-Gruppe (s. Abb. 3.1). Die
Behandlungsgruppe Allopurinol 40mg wies eine deutlich geringere Menge an
Tumorflissigkeit auf als die Placebo-Gruppe, ohne dass dies statistische Signifikanz

erreichte. Im Vergleich der Gesamtzahl an Tumorzellen zeigten sich signifikante
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Unterschiede zwischen der Placebo-Gruppe und den Gruppen Allopurinol 40mg und
Oxypurinol 4mg (s. Abb. 3.2).

3.3.2 Uberleben

Im Log-rank-Test zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den
Uberlebenskurven der verschiedenen Gruppen (s. Abb. 3.3). Alle Behandlungs-
gruppen zeigten eine im direkten Vergleich mit der Placebo-Gruppe jeweils
signifikant unterschiedliche Uberlebenskurve mit hoherer Uberlebenswahrschein-
lichkeit (s. Tab. 3.6). Die Gruppen Oxypurinol 4mg und Allopurinol 40mg hatten die
mit 54.5% (p=0.001 bzw. p=0.0024 vs. Placebo) hochste Uberlebenswahr-
scheinlichkeit der Behandlungsgruppen. Es folgten Allopurinol 4mg und Oxypurinol
40mg mit einer Uberlebenswahrscheinlichkeit von jeweils 33.3% (p=0.0207 bzw.

p=0.0301 vs. Placebo). Die Placebo-Gruppe wies hier einen Wert von 5.4% auf.

Uberleben
100
I
-+ Oxy4mg T
% 50+ -~ Allo40mg T
—— Oxy40mg T
t- Alo4dmg T
0 —— Placebo T
0 5 10 15
Tage
Log-rank-Test **

Abb. 3.3 Kaplan-Meier-Darstellung der Mortalitat
(Placebo T: n=37, Allo/Oxy 4mg T: n=11, Allo/Oxy 40mg T: n=12)
Log-rank-Test: p = 0.0037
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Die Hazard Ratio aller Medikations-Gruppen lag unter 0.43, das 95%-Konfidenz-

Intervall unter 1. Die niedrigste Hazard Ratio wies die Gruppe Oxypurinol 4mg mit

einem Wert von 0.2738 (Cl: 0.1267 — 0.5918, p=0.001) auf.

Tabelle 3.6 Uberlebensanalyse: Monotherapie Tumor (T) vs. Placebo Tumor

Allodmg T Allo 40mg T Oxy4dmg T Oxy 40mg T
hazard ratio 0.4030 0.3011 0.2738 0.4297
95% CI 0.1867 — 0.8702 | 0.1389 —0.6530 | 0.1267 — 0.5918 | 0.2002 — 0.9220
p (Log-rank) 0.0207 * 0.0024 ** 0.0010Q *** 0.0301 *

Allo/Oxy 4mg T: n=11, Allo/Oxy 40mg T: n=12, Placebo Tumor: n=37
ClI= confidence interval

3.3.3 Gewicht und Kérperzusammensetzung

An Tag 0 wiesen alle Behandlungsgruppen, trotz Randomisierung der Tiere in die
einzelnen Gruppen, ein signifikant hdheres Gesamtgewicht auf als die Placebo-
Gruppe (s. Abb. 3.4). Das Gewicht der Gruppe Allopurinol 4mg war zudem signifi-
kant hoher als das der Gruppen Allopurinol 40mg und Oxypurinol 40mg (s. Tabelle
3.7). Zu Versuchsende zeigten sich innerhalb der Behandlungsgruppen keine
Signifikanzen. Das Gesamtgewicht aller Behandlungsgruppen zu Versuchsende war
signifikant héher als das der Placebo-Gruppe (s. Abb. 3.5).

Alle Gruppen verloren im Versuchszeitraum an Gewicht (s. Abb. 3.6). Der mittlere
Gesamtverlust wie auch der mittlere tagliche Verlust der Behandlungsgruppen mit
Allopurinol sowie mit niedrig dosiertem Oxypurinol war signifikant geringer als der
entsprechende Wert der Placebo-Gruppe. Der Unterschied des im Vergleich zur
Placebo-Gruppe im Mittel ebenfalls geringeren gesamten und téglichen Verlusts an
Gewicht der Gruppe Oxypurinol 40 erreichte keine statistische Signifikanz (s. Abb.
3.7 und Tabelle 3.7).

Auch bei der fettfreien Masse zeigten alle behandelten Gruppen geringere Verluste
insgesamt und pro Tag (s. Abb. 3.8 und 3.9). Die Gesamtverluste und die taglichen
Verluste aller Behandlungsgruppen mit Ausnahme von Oxypurinol 40mg waren
signifikant geringer als bei der Placebo-Gruppe. Signifikanzen zwischen den

Behandlungsgruppen bestanden nicht.

42



3 Ergebnisse

Gewicht Tag 0

250 Fkk *% * %
200- —
Bl Placebo T
€ 150-
£ E Alodmg T
& 100- = Allo40mg T
0 0D Oxy 40mg T

Kruskal-Wallis-Test ***

p<0.001:*** p<0.01:** p<O0.05*
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.4 Mittleres Kérpergewicht an Tag 0
Dargestellte Signifikanzen: Mann-Whitney-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Allo/Oxy 4mg T: n=11, Allo/Oxy 40mg T: n=12)

Endgewicht (ohne Tumor)
250+ oo A PR
- T *
200 & = - Bl Placebo T
E 150 E3 Alo4dmg T
g 100- E Alo40mg T
50- 0 Oxy 4mg T
0O Oxy 40mg T
0' T ) 1
ANOV *k%
p<0.001: *** p<0.01l:* p<0.05:*
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.5 Mittleres Kdrpergewicht ohne Tumor zum Totungszeitpunkt
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Allo/Oxy 4mg T: n=11, Allo/Oxy 40mg T: n=12)
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Gewichtsverlust

* *%* k%%
O_
-20- '
: T+
©)
-60- -
-80
ANOVA *
p<0.001: ** p<0.0L* p<0.05 *

p > 0.05: nicht signifikant

Bl Placebo T
E Allo4dmg T
B Allo40mg T
0 Oxy4mg T
0O Oxy 40mg T

Abb. 3.6 Mittlerer Gewichtsverlust Uber den Versuchszeitraum
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Allo/Oxy 4mg T: n=11, Allo/Oxy 40mg T: n=12)

Gewichtsverlust/ Tag
*k*k ** *k*k

0O-
£ 27 = 1
3 EN
©
O -

-6

ANOVA ***
p<0.001:** p<O0.0l:** p<O0.05*
p > 0.05: nicht signifikant

Bl Placebo T
E Alodmg T
B Allo40mg T
0 Oxy4mg T
0O Oxy 40mg T

Abb. 3.7 Mittlerer Gewichtsverlust pro Tag
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Allo/Oxy 4mg T: n=11, Allo/Oxy 40mg T: n=12)
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Verlust an fettfreier Masse
* *% *%k%
O-
Bl Placebo T
-10- ' B Allodmg T
E -20- ) J. E3 Allo40mg T
O O Oxy 40mg T
-40 L
-50
ANOVA *
p<0.001: ** p<0.0L* p<0.05 *
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.8 Mittlerer Verlust an fettfreier Masse lber den Versuchszeitraum
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Allo/Oxy 4mg T: n=11, Allo/Oxy 40mg T: n=12)

Verlust an fettfreier Masse / Tag

*kk ** *k*k

Bl Placebo T
1 J_ E= Alo4dmg T
£ B3 Allo40mg T
% -2 J_ T 0 Oxy 4mg T
o o 0O Oxy 40mg T
-4

ANOVA ***

p<0.001:** p<0.0l:** p<O0.05:*
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.9 Mittlerer Verlust an fettfreier Masse pro Tag
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Allo/Oxy 4mg T: n=11, Allo/Oxy 40mg T: n=12)

Die Behandlungsgruppe Oxypurinol 4mg zeigte einen signifikant niedrigeren
mittleren Verlust an Fettmasse als die Placebo-Gruppe. Die Allopurinol-Gruppen
wiesen geringere mittlere Verluste an Fettmasse auf als die Placebo-Gruppe, der
Unterschied war nicht signifikant. Die Oxypurinol 40mg-Gruppe wies einen

signifikant héheren mittleren Verlust an Fettmasse auf als die Placebo-Gruppe (s.
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Abb. 3.10). Setzte man den mittleren Verlust an Fettmasse in Bezug zur Uber-

lebensdauer, so zeigten die 4mg-Dosierungen von Allopurinol und Oxypurinol nied-

rigere mittlere Verluste pro Tag als die Placebo-Gruppe.

Verlust an Fettmasse
** *
0_
Bl Placebo T
-5 E Alodmg T
£ B3 Allo 40mg T
5 107 1 J— L 0 Oxy 4mg T
© -15- 0O Oxy 40mg T
-20
ANOVA *
p<0.001:*** p<0.01l:* p<O0.05:*
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.10 Mittlerer Verlust an Fettmasse lUber den Versuchszeitraum
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Allo/Oxy 4mg T: n=11, Allo/Oxy 40mg T: n=12)

Verlust an Fettmasse / Tag
** * *kk
009 Bl Placebo T
E= Alodmg T
-0.54
E 1 E3 Alo40mg T
® L I 0 Oxy 4mg T
O -1.01 00 Oxy 40mg T
-1.5
ANOVA **
p<0.001: *** p<0.0L:* p<0.05 *
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.11 Mittlerer Verlust an Fettmasse pro Tag
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Allo/Oxy 4mg T: n=11, Allo/Oxy 40mg T: n=12)
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Diese Unterschiede waren statistisch signifikant. Die Allopurinol 40mg-Gruppe wies
ebenfalls einen signifikant niedrigeren mittleren Verlust an Fettmasse pro Tag auf
als die Placebo-Gruppe (s. Abb. 3.9).
Oxypurinol 40mg wies einen gréReren taglichen Verlust an Fettmasse auf als die
Placebo-behandelte Gruppe, dies erreichte keine statistische Signifikanz (s. Abb.
3.11). Die niedrigen Dosierungen beider Wirkstoffe zeigten gegeniiber Oxypurinol
40mg signifikant niedrigere Verluste an Fettmasse pro Tag.
Eine Auflistung der Daten fir Gewicht, fettfreie Masse und Fettmasse findet sich in
Tabelle 3.7.

Tabelle 3.7 Monotherapie Tumor (T)-Versuch: Gewicht, fettfreie Masse, Fettmasse

Parameter Placebo T Allodmg T | Allo40mg T | Oxy4mg T | Oxy 40mg T
[Signifikanz] (n=37) (n=11) (n=12) (n=11) (n=12)
Gewicht Tag 203.22 219.50 210.64 212.00 211.17
0 (g) [ +1.56 +3.24 " +2.75 %2 +3.07" +2.56 2
Gewicht Ende|  147.95 187.58 184.18 196.64 165.83
(@) [***] +2.56 +13.62 %% | +17.02%* | + 1505 % +13.11*
1 0,
entspricht (% 73% 86% 87% 93% 79%
von Tag 0)
A Gewicht -4.74 -2.13 -2.30 -1.22 -3.65
(g/d) [***] +0.17 +1.00 *** +1.26 ** +1.00 *** +0.89
fgg;i'?a o 15747 170.86 161.43 161.65 159.07
e a9 +1.25 +2.63 +215%2 +2.632 +213%
(@) [* 1
Eﬁatggi'fzn e 115.67 147.18 141.51 151.06 126.64
@ [] +2.23 + 1175 %+ +12.64 ** +12.06 *** +10.41
1 0,
entspricht (% 74% 86% 88% 94% 80%
von Tag 0)
,\AAaFSe;grf'? ” -3.51 -1.58 171 -0.84 261
e 9 +0.15 +0.81 % +0.93 ** +0.73 % +0.70
Fettmasse 17.87 19.83 19.77 20.14 23.06
Tag 0 (g) [ +0.47 +1.15 +0.79 +1.05" +1.12 "
Fettmasse 6.34 9.97 11.69 13.34 8.61
Ende (g) [*] +0.56 +1.63** +2.84 ** + 2.7 *** +2.13
1 0,
entspricht (% 36% 50% 59% 66% 37%
von Tag 0)

A Fettmasse -0.99 -0.66 -0.66 -0.50 -1.14 .
(g/d) [**] + 0.05 +0.13 ** +0.22 % +0.19 ¥ +0.16 °
p < 0.001: *** p <0.01: ** p <0.05:* p > 0.05: nicht signifikant (ns)

[*] = ANOVA ["] = Kruskal-Wallis-Test

*=t-Test vs. Placebo T #=Mann—Whitney—Test vs. Placebo T;
entsprechend gilt:
a=vs. Allo4mg T ®=vs.Oxy 4mg T
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3.3.4 Innere Organe, Fettgewebe und Skelettmuskulatur

Die Gruppe Oxypurinol 40mg wies signifikant hohere Gewichte fur weil3es und
braunes Fett auf als die Placebo-Gruppe, sowie eine im Vergleich zur Gruppe
Allopurinol 4mg signifikant leichtere Niere. In Bezug auf die Gruppe Oxypurinol
40mg zeigten sich keine weiteren Signifikanzen.

Die Gruppen Allopurinol 4mg, Allopurinol 40mg und Oxypurinol 4mg wiesen sig-
nifikant hohere Organgewichte fur Milz, Leber, wei3es (s. Abb. 3.12) und braunes
Fettgewebe sowie fir die Mm. gastrocnemius, EDL und tibialis auf als die Placebo-
Gruppe (s. Tabelle 3.8). Niere und Lunge der Allopurinol-Gruppen waren signifikant
schwerer als bei der Placebo-Gruppe. Das Gewicht der Niere der Gruppe Oxypuri-
nol 4mg war signifikant geringer als das der Gruppe Allopurinol 40mg.

Keine Signifikanzen bestanden bei dem mittleren Organgewicht des Herzens, der
Nebenniere und des M. soleus der verschiedenen Gruppen. Zwischen den
Behandlungsgruppen bestanden auf3er den genannten keine weiteren Signifikan-

zen. Alle angegebenen Parameter siehe Tabelle 3.8.

Gewicht weil3es Fett

800- -
**
6001 =~ T T Bl Placebo T
2 400 N T | E= Alodmg T
T B Allo40mg T
200 O Oxy 4mg T
0 I = DO Oxy 40mg T

ANOVA **

p<0.001:*** p<0.01:** p<0.05*
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.12 Mittleres Gewicht des retroperitonealen weil3en Fettgewebes
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Allo/Oxy 4mg T: n=11, Allo/Oxy 40mg T: n=12)
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Tabelle 3.8 Monotherapie Tumor (T)-Versuch: ,quality of life" und Organgewichte

Parameter Placebo T Allodmg T | Allo40mg T | Oxy4dmg T | Oxy 40mg T
[Signifikanz] (n=37) (n=11) (n=12) (n=11) (n=12)
»quality of life"
et | 3% | 0. | s | B | s
10 (g) [**1] e - e - -
A Aktivitat -0.71 -0.55 -0.43 -0.38 -0.54
[**] +0.03 +0.10* + 0.10 *** + 0.09 *** +0.10*
Organgewichte
Herz (mg) 505.21 614.56 568.79 578.71 518.93
[ns] +14.00 +41.81 + 36.66 + 39.80 +29.74
Lunge (mg) 885.22 1138.89 1041.87 989.10 935.93
[*] + 29.57 +112.06 ** +82.08 * + 58.58 + 58.22
Milz (mg) [*] 163.64 333.91 310.49 359.64 231.31
+10.01 + 69.77 *** + 66.88 *** + 63.20 *** +53.98
Leber (mg) 6093.39 8059.92 7702.18 7927.92 6431.31
" +227.81 +711.08" +660.75 * +656.71 " + 496.62
Niere links 698.41 837.02 830.38 757.15 706.99
(mg) [] +16.58 +44.48 " +30.65 +50.36° +34.86°
Nebenniere 35.13 30.95 28.82 29.43 30.04
links (mg) [ns] +1.77 +1.47 +1.68 +1.20 +2.23
Fett weild 86.38 229.50 389.15 506.14 413.22
(mg) [**] +26.43 +88.51 * +145.90 ** | +156.10 ** | +189.60 **
Fett braun 78.59 106.93 113.54 123.58 114.34
(mg) [*] +3.14 +12.70 ** +18.19 ** +17.15 *** +20.94 **
M. gastrocne- 713.22 893.17 835.25 906.99 750.94
mius (mg) [*] +14.07 + 69.25 *** +87.07* +79.34 *** +65.17
M. soleus 69.73 74.42 76.43 80.64 72.85
(mg) [ns] +1.43 +5.31 +4.61 +5.61 +3.69
M. EDL (mg) 63.66 75.51 73.81 85.26 68.44
[**] +1.48 +5.61 ** +6.70 * + 6.80 *** +5.78
M. tibialis 262.49 320.76 311.38 347.05 280.68
(mg) [**] +6.10 +26.92 ** +29.00 * +29.46 *** +22.04
p < 0.001: *** p <0.01: ** p <0.05:* p > 0.05: nicht signifikant (ns)
[*] = ANOVA ["] = Kruskal-Wallis-Test

*=t-Testvs. Placebo T
entsprechend gilt:
d=vs.Allo4mg T

3.3.5, Quality of life"

®=vs. Allo 40mg T

= Mann-Whitney-Test vs. Placebo T;

Die Behandlungsgruppen Allopurinol 4mg, Allopurinol 40mg und Oxypurinol 4mg

wiesen eine signifikant hohere mittlere Futteraufnahme an Tag 10 auf als die

Placebo-Gruppe. Die Oxypurinol 40mg-Gruppe zeigte keinen signifikanten Unter-

schied zur Placebo-Gruppe. Alle behandelten Gruppen wiesen eine héhere Futter-

aufnahme an Tag 10 auf als die Placebo-Gruppe (s. Abb. 3.13). Alle behandelten
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Gruppen zeigten einen signifikant geringeren Rickgang an spontaner Bewegungs-
aktivitat als die Placebo-Gruppe (s. Abb. 3.14 und Tabelle 3.8).

Futteraufnahme Tag 10
20-
*kk
c 159 R Bl Placebo T
E 10 T T E3 Alo 4mg T
3 - B3 Allo40mg T
59 0 Oxy 4mg T
Vergleichswert Placebo Sham: 20.75 + 1.08
ANOVA **
p<0.001:** p<0.0L:* p<0.05:*
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.13 Futteraufnahme an Tag 10
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Allo/Oxy 4mg T: n=11, Allo/Oxy 40mg T: n=12)

Aktivitat an Tag 10 im Vergleich zu Tag 0
* *k%k *k%k *
O_
Bl Placebo T
-204 E= Alo4amg T
Allo 40mg T
% -404 1 = J
T D Oxy 4mg T
-60- T _ 0O Oxy 40mg T
-80
ANOVA **
p<0.001:*** p<0.01* p<0.05: *
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.14 Mittlerer Riickgang der spontanen Aktivitéat an Tag 10 des
Versuchsprotokolls, verglichen mit der spontanen Aktivitat vor
Tumorinokulation. Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Allo/Oxy 4mg T: n=11, Allo/Oxy 40mg T: n=12)
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3.3.6 Echokardiographie

Ejection Fraction und Fractional Shortening zeigten an Tag O keine Signifikanzen,
an Tag 11 wiesen alle Behandlungsgruppen fir beide Parameter signifikant hohere
Werte auf als die Placebo-Gruppe. Das Herzminutenvolumen (CO) von Allopurinol
4mg an Tag 0 war signifikant gréRer als die Werte der Placebo-Gruppe und beider
Dosierungen von Oxypurinol. An Tag 11 zeigten sich Kkeine signifikanten
Unterschiede. Jedoch zeigten alle Behandlungsgruppen ein grofl3eres Herzminuten-
volumen als die Placebo-Gruppe. Die linksventrikulare Masse aller Behandlungs-
gruppen war an Tag O grof3er als die der Placebo-Gruppe, bei Allopurinol 4mg und
beiden Oxypurinol-Dosierungen war dies signifikant. Alle Gruppen zeigten einen
Ruckgang der Masse des linken Ventrikels, jedoch starke Unterschiede in der
Intensitat dieses Rickgangs. Dieser war bei den hoch dosierten Gruppen und bei
der Placebo-Gruppe am deutlichsten, wahrend er bei Allopurinol und Oxypurinol in
der 4mg-Dosierung weniger stark ausgepragt war. So zeigten an Tag 11 die
Gruppen Allopurinol 4mg, Oxypurinol 4mg und auch Allopurinol 40mg signifikant
groBere Werte fur LV mass auf als die Placebo-Gruppe. Oxypurinol 40mg wies
keinen signifikanten Unterschied zu dieser auf, zeigte jedoch einen signifikant nied-
rigeren Wert als Allopurinol 4mg. Auch Allopurinol 40mg wies einen signifikant
niedrigeren Wert auf als Allopurinol in der niedrigen Dosierung.

Die Parameter MV E/A und intraventrikularer Durchmesser des linken Ventrikels in
Systole wie auch Diastole (LVESD und LVEDD) zeigten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen und der Placebo-Gruppe, ebenso
innerhalb der Behandlungsgruppen. Der end-systolische Durchmesser aller Be-
handlungsgruppen war geringer als bei der Placebo-Gruppe. Die end-diastolischen
Durchmesser der niedrig dosierten Gruppen waren grof3er, die der hoch dosierten
Gruppen kleiner als bei der Placebo-Gruppe.

Die Wandstarke des interventrikularen Septums wies an Tag 0 in der Systole wie
auch Diastole keine signifikanten Unterschiede zwischen einzelnen Gruppen auf. An
Tag 11 zeigten alle Behandlungsgruppen eine signifikant grofRere systolische
Wandstarke als die Placebo-Gruppe. In der Diastole wiesen alle Behandlungs-
gruppen groRere Wandstarken auf, statistische Signifikanz im Vergleich zur
Placebo-Gruppe erreichten hierbei die Gruppen Allopurinol 4mg und Oxypurinol

40mg.
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Tabelle 3.9 Monotherapie Tumor (T)-Versuch: Echokardiographische Parameter

Parameter Placebo T | Allo4dmg T |[Allo40mg T| Oxy 4mg T | Oxy 40mg T
[Signifikanz] (n=30) (n=11) (n=10) (n=11) (n=12)
Tag 0 74.74 75.77 75.25 69.48 70.46
EF [ns] +1.47 +2.12 +2.81 +2.34 +1.88
(%) [ Tag 11 48.94 61.41 62.33 61.44 64.27
] +2.77 +4.80" +3.94" +3.94" +5.00 "
Tag 0 49.17 46.42 53.35 49.23 51.88
FS [ns] +1.16 +2.53 +2.47 +1.44 +2.38
(%) | Tag11 28.13 37.89 48.10 43.26 41.30
™ +2.23 +3.72" +528" +337" +522"
co T[%go 83.00 95.79 80.78 67.78 61.94
~y ] +2.93 +2.83 +6.98 +6.02% | +6517®
" " Tag 11 32.75 53.81 49.74 56.88 45.33
min) | g +4.63 +12.92 +11.69 +10.91 +10.96
Tag 0 527.13 595.43 608.76 587.53 558.97
Lv ] +12.32 +12.93% |  124.80 +2431% | £27.99%
r("n";‘Sf Tag1l | 401.74 578.20 464.95 485,52 417.67
[*4] +10.88 | +41.24%* | £2052+% | +3543* | +32.30%
Tag 0 155 135 1.42 167 1.65
[ns] +0.05 +0.05 +0.07 +0.08 +0.14
MVEIA g 11 158 1.46 1.44 1.42 1.38
[ns] +0.31 +0.11 +0.11 £0.12 +0.12
v | Tago 3.17 3.52 3.01 3.27 3.00
cep |__Ins] +0.09 +0.21 +0.20 +0.09 +0.17
(mmy | 7011 3.94 3.66 2.70 3.18 2.91
[ns] +0.13 +0.28 +0.31 +0.18 +0.24
Ly | Tago 6.22 6.52 6.42 6.44 6.22
eop | [ns] +0.08 +0.12 +0.18 £0.10 +0.09
(mmy | 72911 5.48 5.93 5.23 5.68 5.0
[ns] +0.09 +0.34 +0.35 +0.28 +0.31
vs | 1ag0 2.75 2.81 2.95 2.86 2.71
oy [ns] +0.05 +0.11 +£0.12 +0.06 +0.12
oy | 2911 2.20 283 288 269 267
1 +0.07 +0.15 £0.14 +0.12 +0.15
Tag 0 157 1.60 1.63 154 1.43
'(;’ii’ Ins] +0.03 +0.06 +0.09 +0.09 +0.06
() Ta% 11 152 181 1.61 1.64 174
] +0.05 +0.09 +0.08 +0.06 +0.09
N TFg 0 2.78 2.84 319 2.96 315
PW Sy ] +0.05 +011 | £0.09 +0.07 +0.11
Tag 11 211 253 2.99 261 2.65
(mm) ] +0.07 +016% | +020™ | +012" | xo017%
Tag 0 175 1.84 1.92 191 2.02
PVI\_/\{jia [’% +0.05 +0.06 +0.12 " +0.06 " +0.11°
mmy | 1911 1.63 189 202 1.79 1.76
[] +0.04 +0.08 +0.11 +0.09 +0.09
p < 0.001: *** p <0.01: ** p <0.05:* p > 0.05: nicht signifikant (ns)
[*] = ANOVA ["] = Kruskal-Wallis-Test

* = t-Test vs. Placebo T
entsprechend gilt:
d=vs.Allo4mg T

#

®=vs. Oxy 4mg T

= Mann-Whitney-Test vs. Placebo T
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Bei der systolischen Wandstarke der linksventrikularen Hinterwand zeigten die
Behandlungsgruppen Allopurinol 40mg und Oxypurinol 40mg an Tag O signifikant
hohere Werte als die Placebo-Gruppe. Im Fall von Allopurinol 40mg galt dies auch
im Vergleich zu beiden niedrig dosierten Gruppen. An Tag 11 wiesen alle Be-
handlungsgruppen signifikant hohere Werte fir diesen Parameter auf als die
Placebo-Gruppe. Signifikanzen zwischen den Behandlungsgruppen bestanden hier-
bei nicht.

In der Diastole zeigten die Gruppe Allopurinol 40mg und beide Oxypurinol-Dosierun-
gen an Tag 0 signifikant gro3ere Wandstérken auf als die Placebo-Gruppe. An Tag
11 wiesen alle Behandlungsgruppen hdéhere Werte auf als die Placebo-Gruppe,
statistische Signifikanz erreichte dies bei beiden Allopurinol-Dosierungen.

Alle angegebenen Parameter siehe Tabelle 3.9. Die n-Zahlen in dieser Tabelle
geben die Anzahl der zu diesem Zeitpunkt vorhandenen Tiere wieder.

3.4 Kombinationstherapie Tumor-Versuch

Im nachfolgenden Abschnitt werden die Auswirkungen der kombinierten Gabe von
Bisoprolol und Oxypurinol mit 25% und 75% der effektiven Dosierungen (s. Kap.
2.4) im Vergleich mit der Gabe von Placebo und der monotherapeutischen Gabe der
vorgenannten Stoffe dargestellt. Die effektive Dosis fur Bisoprolol wurde mit

5mg/kg/d, die fur Oxypurinol mit 4mg/kg/d festgelegt.

3.4.1 Tumorwachstum

Bei der mittleren Tumormenge zum To6tungszeitpunkt zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Placebo-Gruppe und den jeweiligen
Behandlungsgruppen. Alle Behandlungsgruppen wiesen zum To6tungszeitpunkt eine
geringere Tumormenge auf als die Placebo-Gruppe (s. Abb. 3.15). Alle Behand-
lungsgruppen zeigten eine hohere Gesamtzahl an Tumorzellen als die Placebo-
Gruppe (s. Abb. 3.16).
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Tumorvolumen
100+
80- Bl Placebo T
o 604 3 Biso5mg T
0 40- O Oxy4mg T
204 3 Kombi 25% eff. Dosis T
Bl Kombi 75% eff. Dosis T
0-
nicht signifikant

Abb. 3.15 Tumorflissigkeit in der Bauchhdhle
Darstellung: Mittelwerte, relativ zur Gruppe Placebo Tumor (T).
(Placebo T: n=37, Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11)

Zellzahl Tumor
50001
‘©
— 40004
k3 T T Bl Placebo T
§ 30007 T [ Biso5mg T
N 2000- D0 Oxy 4mg T
5 . :
£ 1000- (@ Kombi 25% eff. Dosis T
P 0 Bl Kombi 75% eff. Dosis T
nicht signifikant
(Kruskal-Wallis-Test: p = 0.0821)

Abb. 3.16 Mittlere Zellzahl in der Tumorflissigkeit
Dargestellte Signifikanzen: Mann-Whitney-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11)

3.4.2 Uberleben

Im Log-rank-Test zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Uberlebens-
wahrscheinlichkeiten (s. Abb. 3.17). Die monotherapeutischen Behandlungsgruppen
zeigen eine im direkten Vergleich mit der Placebo-Gruppe jeweils signifikant unter-
schiedliche Uberlebenskurve mit hoherer Uberlebenswahrscheinlichkeit (s. Tab.
3.10).
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Tabelle 3.10 Uberlebensanalyse: Kombinationstherapie Tumor (T) vs. Placebo T

Bisobmg T Oxy4mg T Kombi 25% T Kombi 75% T
hazard ratio 0.2736 0.2738 0.6322 0.5795
95% ClI 0.1167 — 0.6416 | 0.1267 —0.5918 | 0.2459 —1.625 | 0.2562 —1.311
p (Log-rank) 0.0029 ** 0.0010 *** 0.3411 0.1901

Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11, Placebo T: n=37
Cl= confidence interval

Uberleben
100
- Biso5mg T
% 50- Oxy 4mg T
Kombi 75% eff. Dosis T
Kombi 25% eff. Dosis T
Placebo T
0 T I !
0 5 Tage 10 15
Log-rank-Test *

Abb. 3.17 Kaplan-Meier-Darstellung der Mortalitat
(Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11, Placebo T: n=37)
Log-rank-Test: p = 0.0134
Fur die Gruppe Bisoprolol 5mg betrug die Uberlebenswahrscheinlichkeit zum Ende
des Versuchs 62.5% (p=0.0029), fur die Behandlungsgruppe Oxypurinol 4mg 54.5%
(p=0.0010), fur die Kombination 75%-Gruppe 27.3% (p=0.1901) und fur die Gruppe
Kombination 25% betrug sie 25% (p=0.3411). Die Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Placebo-Gruppe betrug 5.4%. Die Hazard Ratio der Monotherapie-Gruppen lag
unter 0.3, das 95%-Konfidenz-Intervall unter 0.65. Die Kombinations-Gruppen
wiesen eine Hazard Ratio um 0.6 auf, die Spannweite des 95%-Konfidenz-Intervalls
Uberstieg den Wert von 1 bei beiden Dosierungen deutlich (s. Tab. 3.10).
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3.4.3 Gewicht und Koérperzusammensetzung

Das mittlere Gesamtgewicht an Tag O beider Kombinationsgruppen war signifikant
groRRer als das der Placebo-Gruppe (s. Abb. 3.18 und Tabelle 3.11). Das Gesamt-
gewicht der Gruppen Oxypurinol 4mg und Kombination 75% war auch signifikant
groRRer als das der Gruppe Bisoprolol 5mg (nicht dargestellt). Alle Behandlungs-
gruppen wiesen zum To6tungszeitpunkt ein signifikant héheres mittleres Korper-
gewicht auf als die Placebo-Gruppe (s. Abb. 3.19).

Die Monotherapie-Gruppen und die Gruppe Kombination 75% unterschieden sich im
mittleren Gewichtsverlust Uber den Versuchszeitraum signifikant von der Placebo-
Gruppe. Die Kombination 25%-Gruppe zeigte keine signifikante Abweichung von
der Placebo-Gruppe (s. Abb. 3.20). Alle Behandlungsgruppen wiesen einen
geringeren mittleren Gewichtsverlust Uber den Versuchszeitraum auf als die Pla-
cebo-Gruppe. Alle Behandlungsgruppen zeigten einen signifikant geringeren
mittleren Gewichtsverlust pro Tag im Vergleich zur Placebo-Gruppe (s. Abb. 3.21).
Bei der fettfreien Masse zeigten beide Kombinationsgruppen signifikant héhere
Ausgangswerte als die Placebo-Gruppe und die Gruppe Bisoprolol 5mg (s. Tabelle
3.11). Am Versuchsende wiesen alle Behandlungsgruppen signifikant hhere Werte
fur fettfreie Masse auf als die Placebo-Gruppe. Die mittleren Verluste an fettfreier
Masse der Monotherapie-Gruppen und der Gruppe Kombination 75% unterschieden
sich signifikant von dem der Placebo-Gruppe. Der mittlere Verlust an fettfreier
Masse der Behandlungsgruppe Kombination 25% zeigte keinen signifikanten Unter-
schied zur Placebo-Gruppe. Alle Behandlungsgruppen wiesen einen geringeren
mittleren Verlust an fettfreier Masse auf als die Placebo-Gruppe (s. Abb. 3.22). Der
tagliche Verlust an fettfreier Masse war bei den Monotherapie-Gruppen und der
Gruppe Kombination 75% signifikant geringer als bei der mit Placebo behandelten
Gruppe. Zwischen der Gruppe Kombination 25% und der Placebo-Gruppe
bestanden, wie auch innerhalb der einzelnen Behandlungsgruppen, keine
signifikanten Unterschiede (s. Abb. 3.23).
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Gewicht Tag O
250- * % ok
2004
£ 10 Bl Placebo T
= [ Bisobmg T
&5 1004 0 Oxy 4mg T
50- 3 Kombi 25% eff. Dosis T
Bl Kombi 75% eff. Dosis T
o Kruskal-Wallis **
p<0.001: ** p<0.01:* p<0.05:*
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.18 Mittleres Kdrpergewicht an Tag O
Dargestellte Signifikanzen: Mann-Whitney-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11)

Endgewicht (ohne Tumor)
250+ Sokk
**
2004 e i e
c - Bl Placebo T
e 1] [ Biso5mg T
&5 1001 0 Oxy4mg T
50 (3 Kombi 25% eff. Dosis T
0 Bl Kombi 75% eff. Dosis T
ANOVA **
p<0.001:** p<0.01:* p<O0.05:*
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.19 Mittleres Kdrpergewicht ohne Tumor zum Totungszeitpunkt
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11)
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Gewichtsverlust

*%* *kk *

07 Bl Placebo T
-20- , J- ] Biso5mg T
g J- 00 Oxy 4mg T
g 407 I 3 Kombi 25% eff. Dosis T
o 60 J. Bl Kombi 75% eff. Dosis T
-80
ANOVA **
p<0.001:*** p<0.0l:* p<0.05:*
p > 0.05: nicht signifikant
Abb. 3.20 Mittlerer Gewichtsverlust Gber den Versuchszeitraum
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11)
Gewichtsverlust / Tag
** *k*k * *k%k
. Bl Placebo T
J. 3 Bisobmg T
E -2 0 Oxy 4mg T
@ J_ — 3 Kombi 25% eff. Dosis T
O -4- J_ EE Kombi 75% eff. Dosis T
-6
ANOVA ***
p<0.001:** p<0.01:** p<0.05*
p > 0.05: nicht signifikant
Abb. 3.21 Mittlerer Gewichtsverlust pro Tag

Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11)
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*k  kk%k

Verlust an fettfreier Masse

*

=T 1

Gramm

T

ANOVA **

p<0.001: *** p<0.01:*

p<0.05:*

p > 0.05: nicht signifikant

Bl Placebo T

[ Bisobmg T

0 Oxy 4mg T

@ Kombi 25% eff. Dosis T
Bl Kombi 75% eff. Dosis T

Abb. 3.22 Mittlerer Verlust an fettfreier Masse Uber den Versuchszeitraum
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11)

*k*k *kk

**

| [k

Gramm
)
1

3- J_

ANOVA ***

p <0.001: *** p<0.01: **
p > 0.05: nicht signifikant

Verlust an fettfreier Masse / Tag

Bl Placebo T

[ Bisobmg T

0 Oxy4mg T

@ Kombi 25% eff. Dosis T
Bl Kombi 75% eff. Dosis T

p < 0.05: *

Abb. 3.23 Mittlerer Verlust an fettfreier Masse pro Tag
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11)
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An Tag 0 zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Fettmasse zwischen
den einzelnen Gruppen. Zu Versuchsende zeigten die Monotherapie-Gruppen und
die Gruppe Kombination 75% signifikant héhere Werte fir Fettmasse als die
Placebo-Gruppe, die Gruppe Kombination 25% unterschied sich nicht signifikant

von dieser.

Verlust an Fettmasse
*%k%k *%*
0-
Hl Placebo T
c 7 3 Biso5mg T
E ] J- , 00 Oxy 4mg T
© J_ : 3 Kombi 25% eff. Dosis T
O -10- J_ Bl Kombi 75% eff. Dosis T
-15
ANOVA *
p<0.00L:** p<00L* p<0.05:*
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.24 Mittlerer Verlust an Fettmasse Uber den Versuchszeitraum
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11)

Verlust an Fettmasse / Tag
*%*% *%*
0.07 Bl Placebo T
, ] Biso5mg T

E -0.57 J_ 1 0 Oxy4mg T
8 J. 3 Kombi 25% eff. Dosis T
O -1.01 @l Kombi 75% eff. Dosis T

-1.5

ANOVA **
p<0.001:** p<0.01:* p<0.05*
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.25 Mittlerer Verlust an Fettmasse pro Tag
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11)
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Tabelle 3.11 Kombinationstherapie Tumor (T): Gewicht, fettfreie Masse, Fettmasse

1 0, i 0,
Parameter Placebo T Biso5mg T Oxy4dmg T Kombi 2.5A’ Kombi 7.5A’
[Signifikanz] |  (n=37) (n=8) =1y | SO0 T
Gewicht 203.22 202.64 212.00 208.88 214.64
Tag 0 (g) [ +1.56 +1.94 +3.07"%2 +2.03" +275%2
Endgewicht 147.95 179.88 196.64 168.50 176.45
(@) [*] +2.56 +19.94 % | +15.05 % +15.41% | +11.82%
i 0,
sgasgg‘;hé)(/" 73% 89% 93% 81% 82%
A Gewicht 4.74 2.03 1.22 3.26 2.84
(g/d) [**] +0.17 +1.54 * +1.00 +1.08* +0.78
rﬂiii'em 0 157.17 155.48 161.65 164.74 165.40
(@ 1] 9 +1.25 +0.82 +2.63 + 1,55 %3 | 41 3«3
Eﬁ;gsri'fzn de 115.67 140.32 151.06 131.73 136.91
(@ 11 +2.23 +1423*% | +£12.06%* | +11.77* +8.75 **
i 0,
\elgasﬁg;hé)(ﬁ’ 74% 90% 94% 80% 83%
fﬂgsestgr(e'f " -3.51 -1.36 -0.84 -2.64 213
o 9 +0.15 +1.09 *** +0.73 *** +0.86 +0.59 **
.Frgtmaa(sie 17.87 16.99 20.14 17.76 20.12
[ns? 9 +0.47 +1.15 +1.05 +0.46 +0.88
Fettmasse 6.34 12.16 13.34 8.72 10.17
Ende (g) [**] +0.56 +3.06 *** + .71 *ex +2.84 +2.42%
i 0,
Sg;sgg‘;hé)(/" 36% 72% 66% 50% 51%
A Fettmasse -0.99 -0.41 -0.50 -0.75 -0.74
/d) [ +0.05 +0.26 ** +0.19 *** +0.22 +0.16
(g/d) [*]
<0. : < 0.01: < 0.05; > 0.05: nicht signifikant (ns
p < 0.001; *** p < 0.01; ** p < 0.05: * p > 0.05: nicht signifikant
[*] = ANOVA ["] = Kruskal-Wallis-Test

*=vs. Placebo T # = Mann-Whitney-Test vs. Placebo T

entsprechend gilt:

a=vs.Biso5mg T ® = vs. Kombi 25% eff. Dosis T

Die mittleren Verluste an Fettmasse zum Todtungszeitpunkt der Monotherapie-
Gruppen unterschieden sich signifikant von dem der Placebo-Gruppe (s. Abb. 3.24).
Der entsprechende Wert der Kombinationsgruppen zeigte keinen signifikanten
Unterschied zur Placebo-Gruppe. Alle Behandlungsgruppen wiesen einen geringe-
ren mittleren Verlust an Fettmasse auf als die Placebo-Gruppe.

Der bei allen Behandlungsgruppen im Vergleich mit der Placebo-Gruppe geringere
tagliche Verlust an Fettmasse erreichte bei den Monotherapie-Gruppen statistische

Signifikanz (s. Abb. 3.25). Die mittleren Verluste an Fettmasse der Kombinations-
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gruppen unterschieden sich nicht signifikant von dem der Placebo-Gruppe. Alle
Behandlungsgruppen wiesen einen geringeren mittleren Verlust an Fettmasse pro
Tag auf als die Placebo-Gruppe.

Eine Ubersicht (ber die Daten fir Gesamtgewicht, fettfreie Masse und Fettmasse
bietet Tabelle 3.11.

3.4.4 Innere Organe, Fettgewebe und Skelettmuskulatur

Das Gewicht von Herz, Lunge, Leber und Niere zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Placebo-Gruppe und den Behandlungsgruppen. Das
Organgewicht der Milz war bei den Monotherapie-Gruppen und der Gruppe
Kombination 75% signifikant groRer als bei der Placebo-Gruppe. Bezlglich des
Gewichts der Nebenniere zeigte die Placebo-Gruppe keine signifikanten Unter-
schiede zu den Behandlungsgruppen. Innerhalb dieser wiesen die beiden Kombina-
tionsgruppen jeweils signifikant groRere Gewichte der Nebenniere auf als die
Monotherapie-Gruppen. Letztgenannte Gruppen zeigten signifikant hohere Werte
fur das Gewicht des weilRen (s. Abb. 3.27) und braunen Fettgewebes im Vergleich
zur Placebo-Gruppe. Die Gruppe Kombination 75% wies ein signifikant schwereres
weiles Fettgewebe, die Gruppe Kombination 25% ein signifikant schwereres
braunes Fettgewebe als die Placebo-Gruppe auf.

Die Gruppen Oxypurinol 4mg und Kombination 75% wiesen fir alle gemessenen
Muskeln signifikant h6here Gewichte auf als die Placebo-Gruppe.

Gewicht Herz
800-
-
600- s - Bl Placebo T
D 400- [ Biso5mg T
E D0 Oxy 4mg T
200- 3 Kombi 25% eff. Dosis T
Bl Kombi 75% eff. Dosis T
0_
nicht signifikant

Abb. 3.26 Mittleres Herzgewicht
(Placebo T: n=37, Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11)
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Zudem zeigten beide Gruppen ein signifikant htheres Gewicht des M. soleus als die
Gruppe Kombination 25%. Die Gruppen Bisoprolol 5mg und Kombination 25%
zeigten signifikant hohere Gewichte der Mm. gastrocnemius und tibialis, wahrend
die Mm. soleus und EDL bei diesen Behandlungsgruppen keine signifikanten
Unterschiede zur Placebo-Gruppe aufwiesen. Alle angegebenen Parameter siehe
Tabelle 3.12.

Tabelle 3.12 Kombinationstherapie Tumor (T): ,quality of life“ und Organgewichte

Parameter Placebo T Bisobmg T | Oxy4mg T Kombi 2.5% Kombi 7.5%
[Signifikanz] (n=37) (n=8) (n=11) eff. Dosis T | eff. Dosis T
(n=8) (n=11)
»quality of life"
mmetsg | 20| B e | B 1
10 (g) [*] S e - - -
A Aktivitat -0.71 -0.42 -0.38 -0.66 -0.57
™ +0.03 +0.09 % +0.09 % +0.08" +0.08
Organgewichte
Herz (mg) 505.21 618.44 578.71 520.61 552.37
[ns] +14.00 +47.90 +39.80 + 35.48 + 39.66
Lunge (mg) 885.22 976.30 989.10 916.63 915.61
[ns] + 29.57 + 54.39 + 58.58 +70.82 +45.62
Milz (mg) 163.64 416.56 359.64 219.99 253.79
[***] +10.01 T 123.42 *** + 63.20 *** + 58.33 + 49.66 **
Leber (mg) 6093.39 7247.81 7927.92 6992.79 7264.41
[ns] +227.81 + 829.46 + 656.71 +732.83 +512.95
Niere links 698.41 751.10 757.15 755.09 756.74
(mg) [ns] +16.58 +44.94 +50.36 +51.93 +4.37
Nebenniere 35.13 27.73 29.43 fzgi fi%%
links (mg) [*] +1.77 +1.76 +1.20 “aaa bbb “aabb
Fett weil3 86.38 532.47 506.14 217.41 312.48
(mg) [**] +26.43 +209.90 *** | +156.10 ** | +163.90 +156.45 *
Fett braun 78.59 128.55 123.58 115.79 92.45
(mg) [**] +3.14 +26.56 *** | +17.15 *** + 2551 ** +14.07
r'\]"én%ﬁfgr(orﬁé) 713.22 806.27 906.99 818.09 881.07
[] +14.07 +59.99 * +79.34 *** +81.73* + 49.70 ***
M. soleus 69.73 74.31 80.64 63.74 79.32
(mg) [*] +1.43 +6.45 +5.61 ** +4.84°" +4.13%°
M. EDL (mg) 63.66 72.81 85.26 70.63 76.44
[**] +1.48 +7.81 + 6.80 *** +6.52 + 4,37 ***
M. tibialis 262.49 309.27 347.05 297.72 321.05
(mg) [**] +6.10 +34.03 * + 29.46 ** + 2453 * +17.13 *
p < 0.001: *** p <0.01:** p <0.05:* p > 0.05: nicht signifikant (ns)
[*] = ANOVA ["] = Kruskal-Wallis-Test

* = t-Testvs. Placebo T = Mann-Whitney-Test vs. Placebo T
entsprechend gilt:
=vs.Biso5mg T b=vs.Oxy4mg T ¢ = vs. Kombi 25% eff. Dosis T
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Gewicht weil3es Fett

*kk

800- *kk
c 0007 T T * Bl Placebo T
£ 400+ ] Biso5mg T
o) T D Oxy 4mg T
2007 ’ 3 Kombi 25% eff. Dosis T
R .
O_i Bl Kombi 75% eff. Dosis T

ANOVA **

p<0.001:*** p<0.01l:* p<O0.05*
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.27 Mittleres Gewicht des retroperitonealen weil3en Fettgewebes
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11)

3.4.5 ,Quality of life*

Bei der Futteraufnahme zeigten alle Behandlungsgruppen hoéhere Werte als die
Placebo-Gruppe, dies erreichte bei den Gruppen Bisoprolol 5mg, Oxypurinol 4mg
und Kombination 75% statistische Signifikanz (s. Abb. 3.28).

Die spontane Bewegungsaktivitat aller Behandlungsgruppen ging nicht so stark
zurlick wie die der Placebo-Gruppe, hierbei erreichten die Werte der Monotherapie-
Gruppen statistische Signifikanz. Der ebenfalls im Vergleich zur Placebo-Gruppe
geringere mittlere Rickgang der Spontanaktivitdt der beiden Kombinationsgruppen
erreichte keine statistische Signifikanz (s. Abb. 3.29). Die Gruppe Oxypurinol 4mg
zeigte desweiteren einen signifikant geringeren Rickgang der Bewegungsaktivitat
als die Gruppe Kombination 25% (s. Tabelle 3.12).
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Futteraufnahme an Tag 10

201
*k%k
15_ *k% T
: T
£ 104 |
@
o
y T
LIl
Vergleichswert: Placebo Sham 20.75 + 1.08
ANOVA ***
p <0.001: *** p<0.01:**

Bl Placebo T

[ Bisobmg T

0 Oxy4mg T

@ Kombi 25% eff. Dosis T
Bl Kombi 75% eff. Dosis T

p<0.05:*

p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.28 Futteraufnahme an Tag 10
Dargestellte Signifikanzen: t-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11)

Bl Placebo T

3 Biso5mg T

0 Oxy4mg T

@ Kombi 25% eff. Dosis T
Bl Kombi 75% eff. Dosis T

Aktivitat an Tag 10 im Vergleich zu Tag O
** **
O-
-20-
04 -40-
Yo -40 T 1
-60-
L
-80
Kruskal-Wallis **
p<0.001: ** p<0.0L:* p<0.05:*
p > 0.05: nicht signifikant

Abb. 3.29 Mittlerer Riickgang der spontanen Aktivitat an Tag 10 des
Versuchsprotokolls, verglichen mit der spontanen Aktivitat vor
Tumorinokulation.
Dargestellte Signifikanzen: Mann-Whitney-Test vs. Placebo T
(Placebo T: n=37, Biso/Kombi25 T: n=8, Oxy/Kombi75 T: n=11)
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3.4.6 Echokardiographie

In der echokardiographischen Untersuchung (s. Tabelle 3.13) zeigten sich fir die
Ejektionsfraktion an Tag O signifikante Unterschiede zwischen der Placebo-Gruppe,
der Gruppe Bisoprolol 5mg und der Gruppe Kombination 25% einerseits und der
Behandlungsgruppe Oxypurinol 4mg andererseits. Letztere wies eine geringere
Ejektionsfraktion auf als die vorgenannten Gruppen. An Tag 11 waren fir diesen
Parameter keine signifikanten Unterschiede zu verzeichnen.

Fur die Herzauswurfleistung (CO) zeigte sich ein &hnliches Bild. Hier wies die
Gruppe Oxypurinol 4mg einen signifikant niedrigeren Wert auf als alle anderen
Behandlungsgruppen, nicht jedoch im Vergleich zur Placebo-Gruppe. Bisoprolol
5mg wies einen signifikant niedrigeren Wert fir CO auf als die Placebo-Gruppe. An
Tag 11 waren keine Signifikanzen zu verzeichnen.

Oxypurinol 4mg wies an Tag O eine groRere linksventrikulare Masse auf als die
Placebo-Gruppe und als die Gruppe Bisoprolol 5mg, die Gruppe Kombination 25%
wies ebenfalls einen héheren Wert fir ,LV mass" auf als die Bisoprolol-Gruppe. An
Tag 11 zeigten die Monotherapie-Gruppen hier héhere Werte als die Placebo-
Gruppe.

Fur ,MV E/A* zeigten sich weder an Tag 0 noch an Tag 11 signifikante Unterschiede
zwischen einzelnen Gruppen. Gleiches galt fur den intraventrikularen Durchmesser
des linken Ventrikels in der Diastole. In der Systole zeigten sich hier an Tag 0 keine
Signifikanzen, an Tag 11 wiesen die Placebo-Gruppe, die Gruppe Bisoprolol 5mg
und die Gruppe Kombination 75% signifikant gro3ere Innendurchmesser auf als die
mit Oxypurinol behandelte Gruppe.

Die Wandstarke des Septums wies an Tag O in Diastole und Systole keine Signi-
fikanzen auf. An Tag 11 waren in der Diastole ebenfalls keine signifikanten Unter-
schiede zu verzeichnen, in der Systole zeigte die Gruppe Oxypurinol 4mg eine
signifikant grélRere Wandstarke im Vergleich mit der Gruppe Kombination 75%.

Bei der Starke der Hinterwand des linken Ventrikels zeigten die Behandlungs-
gruppen Oxypurinol 4mg und Kombination 25% signifikant héhere systolische Werte
an Tag 0 als die Gruppe Bisoprolol 5mg, im Fall der Gruppe Kombination 25% galt
dies auch fur den Vergleich mit der Placebo-Gruppe. An Tag 11 wies die mit
Oxypurinol behandelte Gruppe eine signifikant starkere Hinterwand auf als die

Placebo-Gruppe und als beide Kombinationsgruppen.
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Tabelle 3.13 Kombinationstherapie Tumor (T): Echokardiographische Parameter

Parameter Placebo T | Bisobmg T | Oxy4mg T Kombi 2.5% Kombi 7.5%
[Signifikanz] (n=30) (n=7) (n=1y) | SO0 T T
Tag 0 74.74 79.95 69.48 80.64 74.27
EF ¥l +1.47 +1.32 +234%% +1.90 ™ +2.55
(%) | Tag11 48.94 54.77 61.44 56.34 59.54
[ns] +2.77 +7.06 +3.94 +4.25 +4.01
Tag 0 49.17 49.95 49.23 51.57 46.81
FS [ns] +1.16 +2.80 +1.44 +2.78 +2.81
(%) [ Tag1l 28.13 27.71 43.26 32.73 33.08
" +2.23 +5.37 +3.3772 +2.64 +2.46
co | Tago 83.00 7874 67.78 87.16 85.03
i/ " +2.93 +2.91 +6.02 +5.64 +2.92
min) | 129 11 32.75 30.94 56.88 28.07 36.41
[ns] +4.63 +3.62 +10.91 +7.36 +6.40
Ly | Tago 527.13 472.70 587.53 580.56 527.58
. il +12.32 +37.13 +2431%% | +33.82° + 16.86
Tms)s Tag 11 | 401.74 487.00 485.52 436.98 433.79
9 [**] +10.88 +35.24* | £3542% +15.90 +18.12
Tag 0 1.55 1.54 1.67 1.35 1.48
MV [ns] +0.05 +0.09 +0.08 +0.10 +0.09
E/A | Tag 11 1.58 1.82 1.42 1.31 1.36
[ns] +0.31 +0.22 +0.12 +0.11 +0.05
Ly | Tago 3.17 3.27 3.27 3.09 3.55
esp |Ins] +0.09 +0.25 +0.09 +0.18 +0.23
(mm) | Tag 11 3.94 4.06 318 3.81 413
il +0.13 +0.18 +0.18 +0.22 +0.23
Ly | Tago 6.22 6.50 6.44 6.38 6.64
ebp NSl +0.08 +0.21 +0.10 +0.06 +0.12
(mm) | Ta9 11 5.48 5.85 5.68 5.65 6.16
[ns] +0.09 +0.54 +0.28 +0.20 +0.25
s | Tago 2.75 2.78 2.86 2.82 2.70
sys [ns] +0.05 +0.15 +0.06 +0.17 +0.08
(mm) | 729 11 2.20 2.49 2.69 2.41 231
" +0.07 +0.15 +0.12 % +0.12 +0.10°"
Vs | Tago 1.57 1.45 1.54 1.67 1.44
din [ns] +0.03 +0.11 +0.09 +0.08 +0.05
(mm) | 729 11 1.52 1.81 1.64 1.60 1.44
[ns] +0.05 +0.21 +0.06 +0.07 +0.07
Lv | Tago 2.78 2.67 2.96 3.08 2.75
PW il +0.05 +0.12 +0.07 ° +0.10%* +0.11
sys [Tag 11 2.11 2.28 2.61 2.15 211
(mm) | [ +0.07 +0.13 +0.12 " +0.08 ™ +0.06 ™
Lv | Tago 1.75 1.47 1.91 1.77 1.65
PW ¥l +0.05 +0.117 +0.0672 +0.08 +0.05
dia | Tag1l 1.63 1.66 1.79 1.64 1.49
(mm) | [ns] +0.04 +0.19 +0.09 +0.08 +0.05
p <0.01: ** p <0.05:* p > 0.05: nicht signifikant (ns)
[*] = ANOVA ["] = Kruskal-Wallis-Test

*=vs. Placebo T
entsprechend gilt:
=vs.Bisobmg T
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In der Diastole wies die Gruppe Oxypurinol 4mg an Tag O einen signifikant hoheren
Wert auf als die Placebo-Gruppe, die Gruppe Bisoprolol 5mg und die Gruppe
Kombination 75%. Die Kontrolle zeigte eine gegentber der Gruppe Bisoprolol 5mg
signifikant groRere Wandstarke. An Tag 11 waren keine Signifikanzen zwischen
einzelnen Gruppen zu verzeichnen.

Alle angegebenen Parameter siehe Tabelle 3.13. Die in dieser Tabelle ange-
gebenen n-Zahlen geben die Anzahl der zu diesem Zeitpunkt vorhandenen Tiere

wieder.
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4 Diskussion

Das Auftreten von Kachexie bei Tumorerkrankungen geht mit einer Erhéhung von
Morbiditat und Mortalitat einher [10]. In der vorliegenden Studie an tumortragenden
Ratten wurde der Effekt einer Gabe von Allopurinol und Oxypurinol auf die
entstehende Tumorkachexie beobachtet. Dazu wurden die Entwicklung des Ge-
wichts und der Korperzusammensetzung, die Uberlebenswahrscheinlichkeit, die
spontane Aktivitat und Futteraufnahme, Organgewichte und echokardiographische
Parameter untersucht. Sodann wurde die effektive Dosis der Medikation bestimmt
und in Kombination mit Bisoprolol eingesetzt. Die Wirkung dieser kombinierten

Behandlung wurde ebenso gepriift.

4.1 Placebo-Versuch

Der im Versuch verwendete Tumor, das Yoshida AH-130 Hepatom, ist geeignet, bei
Ratten eine Kachexie zu induzieren. Sein Wachstum bewirkt einen raschen und
fortschreitenden Gewichtsverlust sowie einen Abbau insbesondere der Skelett-
muskulatur [242] und endet bei Transplantation von 10° Tumorzellen in 200g
schwere Ratten nach 14-16 Tagen todlich [243].

Die Entwicklung des Gesamtgewichts ist abhangig vom Ausgangsgewicht und von
der inokulierten Tumormenge. Durchschnittlich etwa 100g schwere Ratten, denen
10" Tumorzellen intraperitoneal appliziert wurden, wiesen im Versuch eine abge-
flachte Wachstumskurve mit Erreichen einer Plateauphase um 140g ab dem 12.-14.
Tag auf [244]. Tiere ohne Tumor hingegen nahmen kontinuierlich an Gewicht zu und
zeigten nach 28 Tagen ein Gesamtgewicht von etwa 200g [244]. Ebenfalls etwa
100g schwere Tiere, denen 10® Tumorzellen injiziert wurden, zeigten einen Riick-
gang des Gewichts und wogen nach 7 Tagen 88 + 2g. Die Kontrollgruppe des
entsprechenden Versuchs wog zum gleichen Zeitpunkt 147 + 3g [245]. Bei Injektion
von 10° Zellen in 200g schwere Tiere zeigte sich nach 10 Tagen eine Reduktion auf
130 £ 149, wahrend die Kontrollgruppe ohne Tumor ein durchschnittliches Gewicht
von 260 + 259 aufwies [243].

Im vorliegenden Versuch zeigte sich ein @hnliches Bild. Gegen Ende des Versuchs
wogen die Tiere der Gruppe Placebo Tumor durchschnittlich 147.95 + 2.56g,
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wahrend die Tiere der Gruppe Placebo Sham im Mittel ein Gewicht von 268.38 +
5.30g aufwiesen (s. Tab. 3.1). Das Gesamtgewicht der tumortragenden Ratten in
der vorliegenden Studie verédnderte sich im Mittel um -4.74 + 0.17g pro Tag,
wahrend die Kontrolltiere 3.88 + 0.23g/d zunahmen. Der Verlust pro Tag ist ein
rechnerisch ermittelter Durchschnittswert und beruht auf dem Gesamtverlust und
der Uberlebenszeit. Der tatsachliche tagliche Verlust verlauft nicht linear und kann
an einzelnen Tagen deutliche Schwankungen aufweisen.

Die fettfreie Masse (-3.51 + 0.15g/d) zeigt sich starker an diesem Verlust beteiligt als
die Fettmasse (-0.99 £ 0.05g/d). Der prozentuale Riickgang ist jedoch bei letzterer
deutlich ausgepréagter. Bezogen auf die Ausgangswerte ergibt sich zum Zeitpunkt
der Toétung eine relative Veranderung des Gesamtgewichts um -27% (Gruppe
Placebo Sham: +28%), der fettfreien Masse um -26% (Placebo S: +26%) und der
Fettmasse um -65% (Placebo S: +50%).

Das mittlere Gewicht des M. gastrocnemius (713.22 + 14.07mg) liegt hier bei 55%
des entsprechenden Wertes der Kontrollgruppe (1290.79 + 40.00mg). Auch die Mm.
extensor digitorum longus (EDL) (56%) und tibialis (58%) weisen einen ahnlichen
Ruckgang der Muskelmasse auf. Der M. soleus zeigt eine Abnahme der Muskel-
masse auf 70% des Wertes der gesunden Kontrollgruppe. Im Versuch von Tessitore
et al. [243] zeigte sich an Tag 10 ebenfalls ein deutlicher Gewichtsrickgang des
Musculus gastrocnemius auf 37-40% des Muskelgewichts der Kontrollgruppe.
Andere Quellen berichten von einem Rickgang auf 70-87%, bezogen auf das
Gewicht des M. gastrocnemius der Kontrolle, nhach 7 Tagen [167, 245, 246]. Auch
das Gewicht der Mm. soleus, tibialis und EDL sowie das Herzgewicht zeigten sich
dort 10 Tage nach Injektion von 18® Tumorzellen verringert.

Die Leber, die Milz, die Nieren, das dorsale und peritoneale weil3e Fettgewebe wie
auch das interskapulédre braune Fettgewebe wiesen ebenfalls geringere Gewichte
auf, lediglich die Nebennieren zeigten keine Gewichtsreduktion [167, 245]. In der
vorliegenden Studie zeigen sich ebenfalls samtliche untersuchten Organgewichte
aulBer dem Gewicht der Nebennieren statistisch signifikant deutlich verringert. Dies
kann als Zeichen einer systemischen Mangelatrophie angesehen werden. Das
Gewicht der Nebenniere ist hdher als bei den nicht-tumortragenden Tieren, dies
geht mit erh6éhten Spiegeln adrenaler Hormone einher [54]. Auch bei kachektischen
Herzinsuffizienz-Patienten in der Humanmedizin [137] konnte dies beobachtet

werden. Das Gewicht des braunen Fettgewebes betragt 36%, das des weil3en
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Fettgewebes 6% des entsprechenden Gewichts der Kontrollgruppe. Das
Fettgewebe zeigt sich demnach drastisch reduziert. Dies bestatigt den im NMR

festgestellten starken Riickgang der gesamten Fettmasse des Kdorpers.

Wie Tessitore et al. [247] berichten, sank die Futteraufnahme 180-200g schwerer
Ratten nach Injektion von 10® Tumorzellen von 20g an Tag 0 auf etwa 9g an Tag
10. Andere Autoren berichten gleichfalls von verringerter Gesamtfutteraufnahme
[167] wie auch Gesamtwasseraufnahme Uber den Versuchszeitraum [245]. Auch in
der vorliegenden Studie sank die Futteraufnahme der Tumorgruppe, von 19.81 +
0.60g an Tag 0 auf 3.00 £ 0.51g an Tag 10. Die nicht-tumortragenden Tiere zeigten
nur einen sehr geringen Riuckgang der Futteraufnahme Uber den Versuchszeitraum
(Tag 0: 21.43 + 0.489; Tag 10: 20.75 * 1.08g). Die spontane Aktivitat der Tumortiere
an Tag 10 ging um 71 + 3% verglichen mit Tag O zuriick, die der Kontrolltiere um 18
*+ 3%. Somit weisen diese Parameter, welche laut Bauhofer et al. [248] neben
weiteren als Indikatoren fur ein Aquivalent zur in der Humanmedizin beurteilten
Lebensqualitdt angesehen werden konnen, statistisch signifikant eine deutliche
Reduktion gegenuber den gesunden Tieren auf. Hiermit geht auch eine verkirzte
Uberlebensdauer der tumortragenden Tiere von 12.76 + 0.33 Tagen bei einer Ver-
suchsdauer von 16 Tagen einher.

Die genannten Wirkungen der Tumorinokulation und des Tumorwachstums in dieser

Studie (s. Tab. 3.1) sind also im Einklang mit den Beobachtungen anderer Autoren.

In der echokardiographischen Untersuchung an Tag 11 zeigen sich negative Effekte
des Tumorwachstums auf das Herz. Die Wandstarken von Septum und links-
ventrikularer Hinterwand der tumortragenden Ratten zeigen einen Ruckgang uber
den Versuchszeitraum. Dieser tritt in der Systole deutlicher zutage und fligt sich in
das zu beobachtende Gesamtbild eines signifikanten Ruckgangs der Muskelmasse
ein. Entsprechend ist auch die Masse des linken Ventrikels verringert. Die geringere
Wandstarke der Herzmuskulatur geht mit einer reduzierten Kontraktilitat einher. Der
end-systolische Durchmesser des linken Ventrikels ist vergrof3ert, wahrend der end-
diastolische Durchmesser im Vergleich zu gesunden Tieren verringert ist. Dies
spiegelt sich in einer deutlich verringerten Auswurfsfraktion wider. Das ent-

sprechend geringere Herzminutenvolumen ist zum Teil auch auf eine niedrigere
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Herzfrequenz zurlckzufihren (mittlere Herzfrequenz der Gruppe Placebo Tumor an
Tag 0: 405/min, Tag 11: 359/min; Placebo Sham Tag 0: 413/min, Tag 11: 470/min).

Die Verringerung von FS, EF und CO wie auch der erhéhte Wert fiir LVESD sind
Anzeichen einer systolischen Dysfunktion und kdnnen in einer insuffizienten
Pumpleistung resultieren. Eine reduzierte diastolische Fillung ist Anzeichen einer
diastolischen Dysfunktion. Der E/A-Quotient des Mitralflusses ist unverandert. Im
Anfangsstadium einer diastolischen Dysfunktion wiirde sich hier ein verringerter
Wert (<1) zeigen, bei schwerer Auspragung wére er deutlich vergroRert. Es existiert
auch ein als pseudonormal bezeichneter Zustand im Ubergang zwischen diesen
Phasen [234]. Aufgrund der relativ kurzen Zeitspanne, innerhalb der beide
Messungen durchgefiihrt wurden, sowie des generellen AusmalRes der beobach-
teten Verédnderungen erscheint es wahrscheinlicher, dass es sich hier maximal um
eine diastolische Dysfunktion im Anfangsstadium handelt. Die Herzfrequenz zeigt
sich nicht erhoht. Die Bestimmung der Herzfrequenz fand unter Narkose statt und
erlaubt daher keinen Ruckschluss auf die Ruhefrequenz. Der rechte Ventrikel wurde
nicht untersucht, der Rickgang der Wandstarke des interventrikularen Septums
konnte ein Hinweis auf eine Beteiligung auch der rechten Kammer sein. Da die
zugrunde liegende Ursache ein systemischer Katabolismus ist, erscheint dies auch
sehr wahrscheinlich. Ob die Beobachtung eines Riickgangs der Spontanaktivitat auf
geringere Belastbarkeit infolge einer insuffizienten Pumpleistung des Herzens
zurlckzufuhren ist, oder ob sie durch andere Effekte des Tumorwachstums (wie
Ruckgang der Skelettmuskulatur oder Insulin-Resistenz) hervorgerufen wird, kann
hier nicht geklart werden.

Mit dem Wachstum des Tumors ist also die Entwicklung von Anzeichen einer links-
ventrikularen systolischen Dysfunktion verbunden. Die hier beobachtete starke
Verringerung des Herzminutenvolumens (CO) ist ein Hinweis auf das Vorliegen

einer Herzinsuffizienz bei Tieren der Gruppe Placebo Tumor.

Insgesamt zeigt der Vergleich der Gruppen Placebo Sham und Placebo Tumor klar
die Kachexie-erzeugende Wirkung des im Versuch verwendeten Yoshida AH-130
Hepatoms. Die Verwendung dieses Tumors eignet sich somit zur Erkennung

moglicher anti-kachektischer Effekte der im Versuch verwendeten Medikamente.
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4.2 Monotherapie Sham-Versuch

Die Gabe von Allopurinol oder Oxypurinol zeigt im Vergleich mit der Verabreichung
von Placebo keinen signifikanten Einfluss auf die tagliche Veranderung des
Gesamtgewichts, der fettfreien Masse und der Fettmasse gesunder Tiere (s. Tab.
3.3). Oxypurinol 40mg ist die Behandlungsgruppe mit den geringsten Zuwachsen an
fettfreier Masse und Gesamtgewicht. Die hohe Dosierung von Oxypurinol
verzeichnet im Vergleich mit der niedrigen Dosierung ein signifikant niedrigeres
Gewicht der Fettmasse. Die tagliche Veranderung dieses Parameters bestétigt dies
nicht. Die niedrige Oxypurinol-Dosierung zeigt sich in der Zunahme an Fettmasse
der Placebo-Gruppe und den anderen Behandlungsgruppen tendenziell Gberlegen.

Letzteres auflert sich ebenfalls im Gewicht des retroperitonealen wei3en Fett-
gewebes (s. Tab. 3.4). Der M. gastrocnemius der hoch dosierten Oxypurinol-Gruppe
zeigt ein signifikant geringeres Gewicht als bei Oxypurinol in der niedrigen Dosie-
rung und auch im Vergleich mit der hohen Dosierung von Allopurinol. Die Neben-
nieren aller Behandlungsgruppen sind leichter, im Fall von Allopurinol 40mg signifi-
kant leichter als bei der Placebo-Gruppe. Die Ubrigen Organgewichte sowie Futter-
aufnahme und Spontanaktivitat zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen. Auswirkungen auf die Herzfunktion erreichen nur sehr selten
statistische Signifikanz (s. Tab. 3.5). Dies entspricht den Beobachtungen von
Minhas et al. [213], die keine Unterschiede in den echokardiographischen Parame-
tern zwischen Placebo- und Allopurinol-behandelten gesunden Wistar-Ratten ver-

zeichneten.

Insgesamt hat die Gabe dieser Xanthinoxidase-Hemmestoffe keine nennenswerten
Auswirkungen auf gesunde Tiere. Es deutet sich an, dass die Gabe von Oxypurinol
in einer Dosierung von 40mg/kg/d gegeniber der niedrigen Dosierung und gegen-
tber Allopurinol in der gleichen Dosierung ungunstigere Effekte, wie einen geringe-

ren Aufbau an Fettmasse und Muskelgewicht, aufweist.
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4.3 Monotherapie Tumor-Versuch

Ziel des Versuchs war die Evaluation einer méglichen antikachektischen Wirkung
dieser Inhibitoren der Xanthinoxidase am Tumormodell der Ratte, sowie die Ermitt-
lung der effektiven Dosis fur den nachfolgenden Kombinationsversuch.

Ein Vergleich der antikachektischen Wirkung der XO-Inhibitoren mit der anderer
Medikationen ist aufgrund héaufig abweichender Rahmenbedingungen dieser
Studien wie Dauer des Versuchs, Alter der Tiere, Art des Tumors und Menge der
injizierten Tumorzellen schwierig. Eine einordnende Bewertung der Wirksamkeit ist
daher nur begrenzt moglich.

Die niedrige Dosierung von Oxypurinol zeigt im folgenden Kapitel haufig die
deutlichste positive Wirkung, gefolgt von beiden Allopurinol-Dosierungen. Hoch
dosiertes Oxypurinol hingegen zeigt meist den geringsten positiven Effekt. Diese
Rangfolge der Wirkung zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen findet sich bei
vielen der untersuchten Parameter. Die moglichen Ursachen hierfir werden daher

zusammenfassend im Abschnitt ,Resumée” am Ende dieses Kapitels besprochen.

4.3.1 Tumorwachstum

Die Behandlung mit XO-Inhibitoren zeigt keinen hemmenden Einfluss auf das
numerische Wachstum der Tumorzellen (s. Abb. 3.2). Vielmehr zeigen alle Behand-
lungsgruppen entweder keinen Unterschied zur Placebo-Gruppe oder signifikant
hohere Gesamtzellzahlen als diese. Dies steht entgegen den Beobachtungen von
Iwamoto et al. [221], die von einer Inhibition des Zellwachstums bei Hepatomzellen
(HTC) der Ratte durch Allopurinol berichten. Die Verdopplungszeit dieser HTC-
Zellen liegt bei 30 Stunden, die der AH-130-Zellen bei etwa 24 Stunden. Die
Autoren berichten von einer mit der Wachstums-Hemmung korrelierenden Inhibition
der de-novo Purin-Synthese sowie von einer positiven Dosis-Wirkungs-Beziehung
bis hin zu direkten zytotoxischen Effekten. Auch die Pyrimidinbiosynthese wird
durch Allopurinol gehemmt [249]. Allerdings lagen die HTC-Zellen im Versuch von
Iwamoto in einer Suspension vor, der Allopurinol direkt zugesetzt wurde. Im vorlie-
genden Versuch dagegen wurde Allopurinol oral verabreicht, wodurch die intra-
peritoneal vorliegende Konzentration niedrigere Werte erreicht. Das Augenmerk bei

der Gabe und der Dosierung von XO-Inhibitoren lag hierbei weniger auf einer
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moglichen direkten Hemmung des Tumorwachstums als vielmehr auf den
Auswirkungen eines reduzierten oxidativen Stresses und einer geringeren Harn-
saurekonzentration auf den Gesamtmetabolismus. Insofern ist die fehlende
Inhibition des Wachstums der Tumorzellen zu erklaren.

Die Menge der intraperitonealen Tumorflissigkeit hingegen ist bei allen Behand-
lungsgruppen geringer als bei der Placebo-Gruppe (s. Abb. 3.1). Am deutlichsten ist
dies bei der Gruppe Allopurinol 40mg ausgepragt. Verglichen mit der bei den Tieren
der Placebo-Gruppe ermittelten Tumormenge weist die Gruppe Oxypurinol 40mg im
Mittel eine Reduktion um 12%, die niedrig dosierten Gruppen von Allopurinol und
Oxypurinol um 20% und die Gruppe Allopurinol 40mg eine Reduktion der gebildeten
Tumorflissigkeit um 33% auf. Die intraperitoneale Tumorflissigkeit stellt einen
Aszites dar. Da Brusthohle und Organe, auch die Lunge, keine Anzeichen einer
Odematisierung zeigen, wird dies offenbar nicht durch eine Steigerung des
vaskularen Drucks verursacht. Dies steht im Widerspruch zur durch die erhdhten
ROS-Spiegel vermittelten Reduktion der Vasodilatation [205], welche sich
systemisch auspragen wirde. Mdglicherweise ist die tumor-assoziiert erhéhte XO-
Aktivitat, welche Uber Steigerung der ROS-Produktion und nachfolgende Verringe-
rung der Konzentration an endogenem NO [250] die Vasodilatation hemmt, lokal
noch starker ausgepragt als anhand der systemischen Reaktion zu vermuten ware.
Die intraperitoneale Flissigkeit konnte theoretisch auch Uber einen gesteigerten
kolloidosmotischen Druck zustande kommen.

Wahrscheinlich ist die Flussigkeitsansammlung jedoch Zeichen einer lokal
begrenzten entzindlichen Permeabilitatssteigerung des Endothels. Der Erst-
beschreiber dieser transplantablen Hepatome in Aszitesform, Yoshida [251], spricht
im Zusammenhang mit diesem Tumoraszites von einer ,Peritonitis carcinomatosa“.
Auch stimulieren Tumore héaufig die Angiogenese und bewirken so eine lokal
gesteigerte Durchblutung. Im Ubrigen ist endothelial gebildetes NO neben der Vaso-
dilatation auch an weiteren Funktionen des Endothels beteiligt und hat zudem anti-
inflammatorische Wirkung [252]. Somit kbnnte ein aus der Gabe von XO-Inhibitoren
resultierender NO-Anstieg auch Uber eine entzindungshemmende Wirkung an der
Reduktion der Bauchhohlenflissigkeit beteiligt sein.

Nishikawa et al. [253] beobachteten eine gesteigerte Apoptoserate der Tumorzellen
durch einen erhohten NO-Spiegel in der Aszitesflissigkeit. Dieser wird 1-2 Wochen

nach Inokulation durch die iINOS (inducible nitric oxide synthetase) einwandernder
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Makrophagen bewirkt. Sauerstoffradikale (O,) verringern die Konzentration an NO
durch Reaktion zu Peroxynitrit [250]. Davon ausgehend, dass infolge der Medikation
die Konzentration solcher Sauerstoffradikale verringert ist, muisste ein solcher
Ruckgang der Tumorzellzahl auch im vorliegenden Versuch zu beobachten ge-
wesen sein. Dies war nicht der Fall.

Die Bildung eines intraperitonealen Tumors driickt ab einem gewissen Volumen das
Zwerchfell nach kranial. Somit wird Uber eine Minderung der physiologischen
Zwerchfellfunktion die Atmung der tumortragenden Tiere erschwert. Dies geht mit
einer Aktivitatsminderung einher. Eine Beeintrachtigung der Atmung kann zu
verminderter Oxygenierung des Blutes fihren. Bei Sauerstoffmangel wird die
Deckung des Energiebedarfs Uber eine verstarkte Glykolyse vorgenommen.
Aufgrund der geringeren energetischen Ausbeute kommt es bei gleichem Bedarf zu
einer friiheren und starkeren Mobilisierung der Energiereserven. Ein Abbau der
Muskulatur erschwert die Atmung zusatzlich. Die hier vorliegende Reduktion der
Menge an Tumorflissigkeit infolge der Medikation konnte demnach Uber eine
Erleichterung der Atemtatigkeit einen der Kachexie entgegenwirkenden Effekt

erzielen.

4.3.2 Uberleben

Alle Behandlungsgruppen weisen im Vergleich mit der Placebo-behandelten Gruppe
eine signifikant hohere Uberlebenswahrscheinlichkeit auf (s. Abb. 3.3 sowie Tab.
3.6). Die mit Oxypurinol in der niedrigen Dosierung oder mit Allopurinol in der hohen
Dosierung behandelten Tiere weisen die hochste Uberlebenswahrscheinlichkeit auf.
Niedrig dosiertes Allopurinol und hoch dosiertes Oxypurinol zeigen hier niedrigere
Werte. Dennoch zeigen auch diese Behandlungen Vorteile gegentiber der Gabe von
Placebo.

Infolge der Medikation sinken oxidativer Stress und Harnsduregehalt des Blutes
[181, 182]. Dies geht moglicherweise mit einer Minderung des tumor-assoziierten
chronischen Entziindungsgeschehens einher. Bei Ratten mit induziertem Kolon-
tumor konnte durch Salim [254] eine signifikant langere mittlere Uberlebenszeit nach
ROS-Reduktion infolge der Gabe von Allopurinol oder Dimethylsulfoxid nachge-
wiesen werden. Der Harnsduregehalt wiederum ist signifikant positiv mit den

Plasmaspiegeln entzindlicher Parameter wie CRP, IL-6, TNF-a (s. Abb. 4.1) oder
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der Anzahl an neutrophilen Granulozyten im Plasma assoziiert [255], und wurde als
negativer prognostischer Faktor der Uberlebenszeit von Tumorpatienten [256]
beschrieben.

Die verlangerte Uberlebenszeit im vorliegenden Versuch geht einher mit einer in
vielen Studien (Ubersicht in: Pacher et al. [182]) bestatigten Verbesserung der
Herzfunktion durch Hemmung der XO (s. Tab. 3.9), einer Erhaltung allgemein des
Korpergewichts und speziell der Muskulatur, einem Rickgang der Menge an
Tumorflissigkeit sowie einer Abmilderung krankheitsbedingter Verhaltensmerkmale,

des sogenannten ,sickness behaviour” (s. Tab. 3.7 und 3.8).

4.3.3 Gewicht und Kdrperzusammensetzung

Keine Medikation bewirkt im vorliegenden Versuch eine Zunahme des
Gesamtgewichts, jedoch verliert auch keine der Behandlungsgruppen so stark an
Gewicht wie die Placebo-Gruppe (s. Tab. 3.7 und Abb. 3.6). Innerhalb der einzelnen
Gruppen zeigt sich eine Gewichtsreduktion auf 73% des Anfangsgewichts bei der
Placebo-Gruppe, 79% bei Gabe von Oxypurinol 40mg, 86% bei Allopurinol 4mg,
87% bei Allopurinol 40mg und auf 93% des Anfangsgewichts bei Oxypurinol 4mg.
Die niedrige Dosierung von Oxypurinol konnte den tumorbedingten Gewichtsverlust
demnach deutlicher begrenzen als Allopurinol. Dieses wiederum ist in beiden
Dosierungen der hohen Oxypurinol-Gabe (berlegen. Die beschriebenen Unter-
schiede in der Entwicklung des Gesamtgewichts erreichen im direkten Vergleich der
einzelnen Behandlungsgruppen jedoch keine statistische Signifikanz. Die mit
Oxypurinol 4mg behandelten Ratten weisen 73% des Endgewichtes der gesunden,
Placebo-behandelten Tiere auf (Gruppe Placebo Sham, s. Kap. 4.1). Das End-
gewicht der tumortragenden, Placebo-behandelten Tiere betragt dagegen 55% des
Wertes der Gruppe Placebo Sham. Somit kann die Gabe von Oxypurinol 4mg/kg/d
den tumorbedingten Gewichtsverlust um 40% abschwéchen.

Der durch Magnetresonanz-Spektroskopie ermittelte Anteil der fettfreien Masse,
also der Muskulatur und der Organe, am Gesamtgewicht liegt fir alle Gruppen zu
Versuchsbeginn bei 75-78%. Innerhalb jeder Gruppe zeigt sich zu Versuchsende
eine maximale Anderung dieses Anteils von 1%, er bleibt also annahernd gleich (s.
Tab. 3.7). Medikationsabhangige Reduktion des Gewichtsverlusts ist somit zum

groBten Teil auf eine verstarkte Erhaltung der fettfreien Masse des Korpers

77



4 Diskussion

zuriickzufuhren. Dementsprechend stellt sich der prozentuale Verlust an fettfreier
Masse sehr ahnlich dem prozentualen Verlust an Gesamtgewicht dar. Oxypurinol
4mg konnte demnach den Verlust an fettfreier Masse starker begrenzen als die
Ubrigen Behandlungsgruppen. Der positive Effekt der Medikationen auf den Erhalt
fettfreier Masse ist bei Oxypurinol in der hohen Dosierung am geringsten
ausgepragt. Die Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen
erreichen jedoch keine statistische Signifikanz. Analog zur Entwicklung des Gesamt-
gewichts bewirkt die Gabe von Oxypurinol 4mg eine Abschwachung des tumor-
assoziierten Verlusts (bezogen auf die Entwicklung bei gesunden unbehandelten
Tieren) an fettfreier Masse um 41% gegeniber der Gabe von Placebo.

Bei der ebenfalls durch Magnetresonanz-Spektroskopie ermittelten Gesamt-Fett-
masse des Korpers zeigen sich zu Beginn des Versuchs gréfRere Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen als bei der fettfreien Masse. Diese mdgen zum
Teil auf die geringere absolute Masse zurilickzufiihren sein, welche zwischen 17.87
+ 0.47g (Placebo Tumor) und 23.06 + 1.12g (Oxypurinol 40mg) liegt. Oxypurinol
zeigt an Tag 0 in beiden Dosierungen einen signifikanten Unterschied zur Placebo-
Gruppe. Dies andert sich im Laufe des Versuchs. Der tagliche Verlust an Fettmasse
bei der Gruppe Oxypurinol 40mg Ubertrifft sogar den der Placebo-Gruppe (s. Abb.
3.11). Allerdings ist dies auch auf einen hoheren Ausgangswert zuriickzufiihren, der
prozentuale Verlust dieser beiden Gruppen ist nahezu gleich. Zu Versuchsende
weisen die Gruppen Oxypurinol 40mg und Placebo Tumor noch 36 - 37% der ur-
sprunglichen Fettmasse auf (s. Tab. 3.7). Allopurinol in der niedrigen Dosierung
vermag 50% der anfanglichen Fettmasse zu erhalten, in der hohen Dosierung zeigt
sich ein Rickgang auf nur 59% der Ausgangsmasse. Der geringste Verlust zeigt
sich aber bei niedrig dosiertem Oxypurinol. Hier entspricht die zum Tétungszeitpunkt
festgestellte Fettmasse 66% der Ausgangsmasse oder 210% der Fettmasse der
Gruppe Placebo Tumor. Die Tiere der letztgenannten Gruppe weisen zu diesem
Zeitpunkt 28%, die der Behandlungsgruppe Oxypurinol 4mg dagegen 55% des
Wertes der Gruppe Placebo Sham auf. Somit kann die Behandlung mit Oxypurinol
in einer Dosierung von 4mg/kg/d den tumorbedingten Verlust an Fettmasse um 39%
abmildern.

Die Erhaltung des Korpergewichts geht einher mit einer gesteigerten Erhaltung von
Muskulatur, Organen und Fettgewebe wie auch mit einer geringeren Reduktion der

Futteraufnahme (s. Tab. 3.7 und 3.8). Die moglichen Ursachen fir die Erhaltung von
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Muskulatur, Organen und Fettgewebe werden im folgenden Abschnitt ,Innere Orga-

ne, Fettgewebe und Skelettmuskulatur* behandelt.

4.3.4 Innere Organe, Fettgewebe und Skelettmuskulatur

Alle Behandlungsgruppen weisen leicht bis deutlich erhdhte Herzgewichte auf (s.
Tab. 3.8). In einem Mausmodell der dilatativen Kardiomyopathie konnten Duncan et
al. [210] zeigen, dass eine Langzeit-Medikation mit Allopurinol durch Verminderung
der ROS-Produktion eine verringerte oxidative Schadigung der Myofilament-
Proteine hervorruft. Oxidativer Stress induziert eine Carbonylierung der Seitenketten
von Aminosauren, diese ist irreversibel und markiert das Protein fir den Abbau tber
das Proteasom-System [257]. Zudem geht oxidativer Stress mit einer Aktivierung
des Ubiquitin-Proteasom-Systems einher [115, 117]. Somit auf3ert sich die Wirkung
der XO-Inhibitoren nicht nur in einer Erhaltung der Herzfunktion (s. Abschnitt
Echokardiographie). Grundlage hierfur ist eine Erhaltung des Proteingehaltes der
Herzmuskulatur, welche sich auch in den beschriebenen héheren Organgewichten
auBert. Dies deckt sich mit den Beobachtungen kardioprotektiver Effekte von
Allopurinol bei verschiedensten krankhaften Zustdnden des Kkardiovaskularen
Systems [182]. Auch eine infolge der Medikation erniedrigte Harnsaure-Konzentra-
tion kénnte Uber ihren Einfluss auf die Entziindungsreaktion des Korpers an der
Erhaltung der Herzmuskulatur beteiligt sein [209, 255].

Bei Lunge, Milz, Leber und Niere zeigen ebenfalls alle Behandlungsgruppen héhere
Gewichte als die Placebo-Gruppe, Oxypurinol 40mg zeigt jeweils den geringsten
positiven Effekt (s. Tab. 3.8). Noriki et al. [258] fuhren in einer Arbeit aus dem Jahr
1989 die atrophische Schadigung der Organe (,multi organ damage") bei Ratten mit
AH-130 Hepatom auf durch ROS verursachte DNA-Schaden zurlick. Dies deckt sich
mit der im vorliegenden Versuch gemachten Beobachtung, dass Reduktion der
ROS-Spiegel mit erhéhten Organgewichten einhergeht. Da jedoch die Gabe von
hoch dosiertem Oxypurinol die tumor-begleitende ROS-Produktion am deutlichsten
senkt [259], waren hier auch die hochsten Werte fiir das Gewicht der einzelnen
Organe zu erwarten. Dies ist nicht der Fall. Die Tiere der Gruppe Oxypurinol 40mg
weisen im Gegenteil die niedrigsten Werte aller Behandlungsgruppen fur das
Gewicht von Lunge, Milz, Leber und Niere auf. Somit wird deutlich, dass die ROS-

Konzentration nicht allein fir den Gewichtsriickgang dieser Organe verantwortlich
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sein kann. Vielmehr ist dies auch auf eine verstarkte Erhaltung des funktionellen
Gewebes infolge der Abschwachung des systemischen Katabolismus zurlickzu-
fihren. Dies wiederum kann vermutlich mit einer reduzierten Entziindungsreaktion
durch Hemmung der Produktion pro-inflammatorischer Faktoren wie Harnsaure
[209] und Sauerstoffradikale [195] erklart werden. Mdéglicherweise hat eine direkte
oder durch Akkumulation entstandene Uberdosierung [186, 259] bei Gabe von
Oxypurinol 40mg/kg/d hier einen negativen Einfluss. Dies wirde die beobachteten
Effekte erklaren.

Die Nebennieren aller Behandlungsgruppen sind leichter als die der Placebo-
Gruppe (s. Tab. 3.8). Dies legt den Schluss nahe, dass durch die Behandlung auch
die adrenale Hormon-Produktion abgeschwécht wird. Eine Sympathikus-Aktivierung
wurde als wichtiger Faktor bei kardialer Kachexie beschrieben [137, 227]. Anker
[226] berichtet von erhthten Noradrenalin-Spiegeln bei Kachexie infolge verschie-
denster Priméar-Erkrankungen, einschlie8lich tumordser Erkrankung. Eine chro-
nische Entziindungsreaktion mit Aktivierung pro-inflammatorischer Zytokine, welche
ein Schlisselmerkmal auch der Tumorkachexie [2] darstellt, ruft eine systemische
anti-inflammatorische Feedback-Reaktion hervor [260]. Diese wird Gber Glukokorti-
koide und Katecholamine vermittelt und unterdriickt die Produktion von TNF-a und
weiteren pro-inflammatorischen Zytokinen [261]. Die erhobenen Werte kdnnten
dahingehend interpretiert werden, dass die Behandlung mit XO-Inhibitoren tber eine
Reduktion des oxidativen Stresses zu einer verminderten systemischen Entzin-
dungsreaktion fuhrt. Dies hatte eine entsprechend verringerte regulative Reaktion
zur Folge, welche sich in einer verminderten Syntheseleistung an adrenalen
Hormonen und demzufolge einem niedrigeren Gewicht der Nebenniere ausdriicken
wurde.

Das geringere Nebennierengewicht konnte auch auf die Verbesserung der Herz-
funktion zurtckgefuhrt werden. Die tumortragenden Tiere der vorliegenden Studie
zeigen Symptome einer Herzinsuffizienz (s. Kap. 4.1). Ein erhéhter Sympathiko-
tonus mit Ausschittung von Katecholaminen bei Herzinsuffizienz ist bekannt [228].
Somit konnte infolge der weniger beeintrachtigten Herzfunktion eine kompen-
satorische Erhohung der Ausschittung dieser adrenergen Hormone unterbleiben
oder abgeschwacht werden. Entsprechend zeigen die Behandlungsgruppen Werte
fur das Nebennierengewicht (zwischen 28.82 + 1.68mg und 30.95 + 1.47mg), die
sich ndher am Wert der Gruppe Placebo Sham (28.65 + 0.96mg) als dem der
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Gruppe Placebo Tumor (35.13 + 1.77mg) befinden, jedoch ohne dass hier

statistisch signifikante Unterschiede erreicht werden (s. Tab. 3.1 und 3.8).

In der Erhaltung des retroperitonealen weif3en und des interskapularen braunen
Fettgewebes weist Oxypurinol 40mg bessere Werte auf als die Allopurinol-Gruppen
(s. Tab. 3.8). Die Entwicklung der Gesamtfettmasse des Korpers zeigt eine
gegenteilige Tendenz (s. Tab. 3.7). Hier weist diese Gruppe den deutlichsten Riick-
gang an Fettmasse aller Behandlungsgruppen auf, und der zu Versuchsende noch
vorhandene Anteil der Ausgangs-Fettmasse ist vergleichbar dem bei der Placebo-
behandelten Tumor-Gruppe. Die Ursache der Diskrepanz bei diesen doch eng
verknipften Parametern ist unklar. Die Allopurinol-Gruppen zeigen mit steigender
Dosis hohere Werte fur weiRes und braunes Fett. Oxypurinol 4mg weist jeweils den
hdchsten Wert aller Behandlungsgruppen auf. Die Tiere dieser Gruppe zeigen eine
Erhaltung von 38% des weiRen und 57% des braunen Fettes sowie von 55% der
Gesamt-Fettmasse, gemessen an der Gruppe Placebo Sham.

In Studien von Lopez-Soriano et al. [262, 263] zeigten Ratten mit AH-130 Hepatom
unklare Aktivitditsmuster der Lipoprotein-Lipase des weiRen und braunen
Fettgewebes, welche fir die Aufnahme der Fettsauren aus den Lipoproteinen des
Blutes in die Adipozyten bendtigt werden. Kachektische Patienten einer human-
medizinischen Studie zeigten erhdhte mRNA-Spiegel fur die lipolytische Hormon-
sensitive Lipase (HSL) [136]. Kawasaki et al. [264] zeigten auch fir Ratten mit AH-
109A Hepatom einen Anstieg des HSL-Spiegels sowie einen Rickgang der LPL-
Konzentration des weiRen Fettgewebes. Die Serumspiegel an Triglyceriden und
Cholesterol waren hier entsprechend signifikant héher als bei der Kontrolle. Gleich-
zeitig verzeichneten sie einen erhdhten Serumspiegel an TNF-a. Die Injektion von
Endotoxin als Modell einer Infektion mit begleitender Sekretion von TNF-a ins Blut
ging ebenfalls mit erhéhten Serumspiegeln an Triglyceriden und Cholesterol einher.
Dies deutet auf eine ursachliche Beteiligung von TNF-a an der Genese einer
Hyperlipidamie hin [264]. In einem Versuch von Lopez-Soriano et al. [263] zeigten
auch Ratten mit AH-130 Hepatom eine deutliche Hypertriglyceridamie. Wahrschein-
lich ist dies auch hier TNF-a-vermittelt [54]. Bei ansonsten gesunden, unilateral
nephrektomierten Ratten mit diat-induzierter Hyperlipiddmie wurden durch Scheuer
et al. [265] in der Niere erhohte ROS-Spiegel in Verbindung mit gestiegener Protein-

Konzentration und erhohter Aktivitdit der Xanthinoxidase nachgewiesen. Bei
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Patienten mit Hyperlipoproteindmie konnte auch eine positive Korrelation fur die
Serumspiegel von XO und Triglyceriden gezeigt werden [266]. Mdéglicherweise
induziert Hyperlipidamie eine Aktivierung der XO.

Die Gabe der XO-Inhibitoren im vorliegenden Versuch verringert die Konzentration
an Harnsadure und ROS [181, 182]. Erhtéhte Harnsaure-Spiegel korrelieren mit
zirkulierenden Entzindungsmarkern (s. Abb. 4.1), insbesondere mit erhdhten
Spiegeln an TNF-a und den gelosten TNF-Rezeptoren sTNFR1 und sTNFR2 [209].
Die Beteiligung von ROS an der Signaliibertragung zwischen TNF-a und NFB wird
diskutiert [115, 267]. Erhohte ROS-Spiegel kdnnten so die Wirkung héherer TNF-a-
Konzentrationen simulieren. Die Verringerung der ROS-Produktion nach Gabe von
Allopurinol und Oxypurinol kénnte demnach die beobachtete Erhaltung des Fett-
gewebes erklaren.

Auch eine Erhaltung der Herzfunktion kann hieran urséchlich beteiligt sein. Eine EF
von < 45% geht nicht nur mit gesteigerten Noradrenalin-Spiegeln einher, auch der
Wert fur das Atriale Natriuretische Peptid (ANP) zeigt sich signifikant erhéht [268].
Natriuretische Peptide stimulieren die Lipolyse in Adipozyten [269], und diese
lipolytischen Effekte sind bei kachektischen Tumorpatienten gegenlber nicht-
kachektischen Patienten um den Faktor 2-3 erhoht [138]. Die Tiere der Gruppe
Placebo Tumor zeigten im vorliegenden Versuch ebenfalls drastisch verringerte
Werte (EF: 48.94% gegenuber 77.22% bei der Gruppe Placebo Sham) fir die
Ejektionsfraktion des linken Ventrikels (s. Tab. 3.2). Die Medikation mit Xanthin-
oxidase-Inhibitoren ging stets sowohl mit signifikant héheren Werten fur EF im
Vergleich zur Placebo-behandelten Tumorgruppe (s. Tab. 3.9) als auch mit signifi-
kant héheren Gewichten an weillem und braunem Fettgewebe einher (s. Tab. 3.8
sowie Abb. 3.11). Méglicherweise sind natriuretische Peptide also an diesem Ge-
schehen beteiligt. Ob auch der bei Mensch und Maus nachgewiesene [75] Lipid
Mobilising Factor (LMF) durch Induktion der Lipolyse [141] am beobachteten Ruck-
gang des Fettgewebes in der vorliegenden Studie beteiligt ist, kann weder ausge-

schlossen noch verifiziert werden.

Alle Behandlungsgruppen zeigen grofl3ere Gewichte der Mm. gastrocnemius, soleus,
EDL und tibialis als die Placebo-Gruppe (s. Tab. 3.8). Die Spannbreite reicht hier
von +5% (Oxypurinol 40mg, M. gastrocnemius und M. soleus) bis +34% (Oxypurinol
4mg, M. EDL) gegentber der Placebo-Gruppe. Oxypurinol 4mg zeigt fur alle
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untersuchten Muskeln die ausgepragteste Kapazitat zur Erhaltung der Muskelmasse
(M. gastrocnemius: +27%, M. EDL: +34%, M. tibialis: +32%, jeweils p<0.001 t-Test
vs. Placebo Tumor; M. soleus: +16%), wahrend Oxypurinol 40mg diese Fahigkeit in
deutlich geringerem MalRe (+5-8%, p>0.05 t-Test vs. Placebo Tumor) als alle
anderen Behandlungsgruppen aufweist. Jedoch sind die beschriebenen Unter-
schiede zwischen den Behandlungsgruppen nicht signifikant. Die verstarkte
Erhaltung der Muskelmasse ist bei allen behandelten Gruppen fir den M. soleus am
geringsten ausgepragt. Dieser ist jedoch auch weniger stark von der tumor-
bedingten Abnahme der Muskelmasse betroffen als die Ubrigen untersuchten
Muskeln (s. Kap. 4.1). Dies deckt sich mit den Beobachtungen von Tessitore et al.
[247], welche einen generell schnelleren Schwund weil3er ,fast-twitch“-Muskelfasern
im Vergleich zu roten ,slow-twitch“-Fasern zur Begriindung anfiihren.

Der Erhaltung der Muskelmasse bei Gabe von XO-Inhibitoren durfte eine geringere
Aktivierung des Protein-Katabolismus, namentlich des Ubiquitin-Proteasom-
Systems, zugrunde liegen (s. Abb. 4.1). Hierbei kommt unter anderem der Akti-
vierung von NFB eine wichtige Rolle zu: Neben weiteren Effekten wird hierdurch
die Expression der E3-Ligase MuRF-1 verstéarkt, dies erhdht die Ubiquitinierungs-
Kapazitat [109]. Bei Mausen, welche einen |,B-a Superrepressor bilden, konnte
tumor-induzierter Muskelverlust reduziert und die Uberlebensrate verbessert werden
[109]. kB-a bindet NF.B und deaktiviert es somit. Auch die Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-6 wird durch NF.B verstarkt, wie Watchorn et al.
[36] an humanen Hepatozyten nachgewiesen haben. Entsprechend zeigt die Gabe
eines kombinierten AP-1/NFB-Inhibitors bei der Ratte mit AH-130 Hepatom durch
Moore-Carrasco et al. [119] eine signifikante Erhaltung der Muskelmasse des M.
gastrocnemius mit +17%, des M. EDL mit +27% und des M. tibialis mit +15%
(jeweils p<0.05) nach 7 Tagen. Der M. soleus (+6%) weist hier kein signifikant
groBeres Gewicht auf als die Kontrolle. Allerdings fuhren die Autoren dieser Studie
den beobachteten Effekt auf die Hemmung des AP-1 Signalwegs zurlck. Li et al.
[115] konnten zeigen, dass TNF-a im Skelettmuskel der Ratte die Degradation von
IB stimuliert und somit NFB aktiviert. Ferner zeigten sie, dass exogenes Wasser-
stoffperoxid in der gleichen Weise wirkt, und dass Gabe von Katalase die Aktiverung
von NFB verhindert. Bowie et al. [267] bezweifeln allerdings, dass ROS kausal an
der Aktivierung von NFB beteiligt sind. In einer Studie von Mastrocola et al. [106]

an Ratten mit AH-130 Hepatom ging aber auch die Gabe des antioxidativ wirkenden
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Dehydroepiandrosteron (DHEA) mit einer signifikanten Gewichtserhéhung des M.
gastrocnemius einher. Eine anabole Wirkung von DHEA konnte hier ausge-
schlossen werden, da die Behandlung gesunder Tiere keine Verdnderungen in
Korpergewicht und Muskelmasse bewirkte. Zugleich zeigte sich eine teilweise Nor-
malisierung des MuRF-1 mRNA-Spiegels und der Aktivitdt des Proteasom-Systems
[106]. Der MuRF-1 mRNA-Spiegel war hier in Abwesenheit einer NFB-Aktivierung
signifikant erhoht. Ob der in der vorliegenden Studie deutlich gewordene positive
Effekt einer Inhibition der XO auf die Erhaltung der Muskelmasse auf eine Inhibition
der Aktivierung von NFB zurtickzufihren ist, bedirfte weiterer Untersuchungen. Es
erscheint aber wahrscheinlich.

Durch Oxidation von Membranlipiden oder Nukleinsduren kommt es allgemein zu
Zellschadigungen, welche in Zelluntergang und Volumenminderung der betroffenen
Gewebe miinden [191, 270]. Es erscheint ebenfalls wahrscheinlich, dass die bereits
beim Parameter Herzgewicht beschriebene Erhaltung der Myofilamente durch
Verringerung der ROS-Konzentration [210] auch in der Skelettmuskulatur vorliegt.
Somit wére neben der generellen Reduktion der Protein-Degradation durch Ab-
schwéchung der systemischen Entziindungsreaktion auch ein direkter Schutz der
Myofilamente vor ubermaRiger Oxidation an der Erhaltung der Muskelmasse

beteiligt.

4.3.5 , Quality of life"

Eine Beurteilung der Lebensqualitat, wie sie bei Menschen vorgenommen werden
kann, ist bei Tieren naturgemass schwierig. Bauhofer et al. [248] gehen davon aus,
dass die Evaluation des sogenannten ,sickness behaviour” bei Tieren mit der
Beurteilung der Lebensqualitat beim Menschen gleichgesetzt werden kann. Hierzu
z&hlen die in der vorliegenden Studie untersuchten Parameter Futteraufnahme und
Spontanaktivitat (s. Tab. 3.8 sowie Abb. 3.13 und 3.14).

Auch hier zeigt sich die bei den meisten Parametern gleiche Rangfolge innerhalb
der Behandlungsgruppen. Die Gabe von Oxypurinol 4mg geht einher mit der
hdchsten Menge an aufgenommenem Futter an Tag 10 wie auch mit dem ge-
ringsten Aktivitatsriickgang von Tag 0 bis Tag 11, verglichen mit den Ubrigen
Behandlungsgruppen und der Placebo-Gruppe. Es folgen beide Dosierungen von

Allopurinol. Die Gabe hochdosierten Oxypurinols ist mit den geringsten Vorteilen
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gegenuber der Gabe von Placebo verbunden, die Futteraufnahme bei Gabe von
Oxypurinol 40mg ist nicht signifikant héher als bei der Gruppe Placebo Tumor.
Diese zeigt nur 15% der Futteraufnahme gesunder, Placebo-behandelter Tiere, die
Tiere der Gruppe Oxypurinol 4mg weisen immerhin noch 63% des Wertes der
Gruppe Placebo Sham auf. Somit geht die Gabe von niedrig dosiertem Oxypurinol
mit einer Abschwachung des tumor-assoziierten Riickgangs der Futteraufnahme um
57% einher.

Wie bereits in Kap. 1.2.2 erwahnt, ist die Tumoranorexie multifaktoriell bedingt [2].
Lopez-Soriano et al. [271] zufolge hangt die tumor-induzierte Anorexie bei der Ratte
nicht mit Verdnderungen des Leptin-Spiegels zusammen. Eine Milderung der
Anorexie tumortragender Ratten bei frihzeitiger Anreicherung des Futters mit
Antioxidantien berichten Laviano et al. [30]. Die Gabe von XO-Inhibitoren geht
ebenfalls mit einer Verringerung der ROS-Konzentration einher. Eine durch TNF-a
induzierte Aktivierung von NFB wird wahrscheinlich ber ROS vermittelt [115]. Ein
signifikanter Anstieg der Futteraufnahme wird auch fiir die Gabe eines kombinierten
AP-1/NFB-Inhibitors beschrieben [119], die Autoren dieser Studie fihren dies
allerdings auf die AP-1-Hemmung zurtick. Ein schwacherer Anstieg war dort auch
bei nicht-tumortragenden Tieren zu beobachten. In der vorliegenden Studie ging die
XO-Inhibition bei nicht-tumortragenden Tieren entsprechend mit keiner signifikanten
Veranderung der Futteraufnahme einher (s. Kap. 4.1).

Durch Tumorwachstum induzierte Anorexie im Kachexiemodell der Maus konnte
durch zentrale Blockade des Melanocortin-4 Rezeptors abgeschwéacht werden [272].
POMC-Neuronen weisen IL-1B-Rezeptoren vom Typ | auf. Das proinflammatorische
Zytokin IL-1B bewirkt hier eine Ausschiittung von Melanozyten-stimulierendem
Hormon und aktiviert somit das fur die Regulation der Energiehomdostase wichtige
Melanocortin-System [273]. Verdnderungen des inflammatorischen Status kénnen
somit direkten Einfluss auf die Futteraufnahme haben. Dies kénnte auch, Uber die
von Tessitore et al. [54] berichtete Erh6hung von TNF-a, an dem in der vorliegen-
den Studie beobachteten Effekt beteiligt sein. Moglicherweise ist der Rickgang der
Futteraufnahme zum Teil auch auf eine zunehmende Asthenie und Apathie zurtick-
zufihren. Somit wére die in der vorliegenden Studie beobachtete Minderung des
Ruckgangs der Futteraufnahme eine indirekte Folge der Medikation, ohne dass
direkt orexigene und anorexigene Signalwege wie beispielsweise die Regulation

Uber Serotonin beeinflusst wirden.
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Die Spontanaktivitat aller Behandlungsgruppen zeigt einen signifikant positiven
Effekt der Medikation. Dies wird ermoglicht durch die Erhaltung der Muskulatur und
der Herzfunktion. Sie ist daher als Ausdruck eines verbesserten Allgemeinbefindens
zu werten und bestatigt somit das in den Ubrigen untersuchten Parametern beo-
bachtete Gesamtbild.

4.3.6 Echokardiographie

Das Wachstum des Tumors geht mit der Entwicklung von Anzeichen einer
systolischen Dysfunktion einher (s. Kap. 4.1). Dies resultiert in einer insuffizienten
Pumpleistung des Herzens, es entwickelt sich eine Herzinsuffizienz.

Die systolischen Wandstéarken von Septum und Hinterwand sind bei allen Behand-
lungsgruppen signifikant gro3er als bei der Placebo-Gruppe (s. Tab. 3.9). In der
Diastole zeigen die behandelten Tiere ebenfalls tendenziell gréfRere Wandstarken,
dies erreicht nicht in allen Féllen statistische Signifikanz. Entsprechend ist auch die
linksventrikulare Masse groRRer, dieser Wert erreicht nur bei den Tieren der Be-
handlungsgruppe Oxyurinol 40mg keine statistische Signifikanz. Die Medikation
geht also mit einer verstarkten Erhaltung der Herzmuskulatur einher. Die in einer
Erhaltung der Herzmuskulatur resultierenden Wirkmechanismen sind bereits im
Abschnitt ,Innere Organe, Fettgewebe und Skelettmuskulatur® behandelt worden.
Der Mitralfluss zeigt keine signifikanten Unterschiede der Behandlungen zur
Kontrolle.

Alle Behandlungsgruppen weisen eine signifikant grof3ere Kontraktilitat des linken
Ventrikels (FS) als die Placebo-Gruppe auf, auch der end-systolische Durchmesser
und daraus folgend das end-systolische Volumen sind tendenziell kleiner (s. Tab.
3.9). Der end-diastolische Durchmesser zeigt ein uneinheitliches Bild. Die hohen
Dosierungen zeigen hier niedrigere Werte als die Placebo-Gruppe, dies deutet auf
eine geringere Fillung des linken Ventrikels hin. Der Vergleich der Gruppen weist
jedoch keine signifikanten Unterschiede auf. Mit der starkeren Kontraktion geht eine
bessere Herzauswurfleistung einher. Die Ejektionsfraktion (EF) ist entsprechend bei
allen Behandlungsgruppen signifikant grof3er als bei der Placebo-Gruppe. Die bei
ahnlichen Herzfrequenzen somit zu erwartenden gréf3eren Herzminutenvolumina
werden beobachtet, ohne dass dies jedoch Signifikanz erreicht (CO an Tag 11
Placebo: 32.75 x 4.63ml/min, Oxypurinol 4mg: 56.88 £ 10.91ml/min).
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Generell ist also auch bei den Parametern der Herzstruktur und hieraus folgend bei
den Parametern der Herzfunktion ein positiver Effekt der Gabe von Inhibitoren der
Xanthinoxidase zu verzeichnen (s. Tab. 3.9).

Dies deckt sich mit den Beobachtungen der Effekte von XO-Inhibitoren nach Infarkt,
bei Reperfusionsschaden nach Ischamie, bei dilatativer Kardiomyopathie und bei
Herzinsuffizienz an Ratte, Maus, Meerschwein, Hamster, Kaninchen, Hund,
Schwein und auch am Menschen [182, 274]. Die Gabe von Allopurinol oder Oxy-
purinol bewirkte hier neben einem Rickgang der XO-Aktivitat und daraus resultie-
rend verringerten Spiegeln an ROS und Harnsaure auch eine Abmilderung der
Dysfunktion des Herzens. Dies aul3erte sich in verschiedenen Parametern wie
verbesserter Kontraktilitat des Herzens, somit hdherer EF und verbesserter Herz-
funktion, in verringerter InfarktgréRe wie auch in einer verminderten Mortalitat.
Allerdings konnten nicht in allen Studien positive Effekte nachgewiesen werden
[182]. Dies ist zum Teil auf einen Therapiebeginn nach Etablierung der Herzinsuf-
fizienz zurickzufuhren [275].

Ca?*-Sensitizer kénnen laut den Therapie-Leitlininen der Deutschen Gesellschaft fiir
Kardiologie [234] bei vermindertem Herzzeitvolumen auf Basis einer systolischen
Dysfunktion gegeben werden. Perez et al. [215] konnten eine Ca?**-sensibilisierende
Wirkung von Allopurinol und Oxypurinol auf kardiale Myofilamente nachweisen. Sie
untersuchten dies an durch kurze Phasen der Ischdmie herbeigefiihrter verringerter
Kontraktilitdit des Herzens der Ratte. Die Behandlung zeigte eine deutlich positiv
inotrope Wirkung dieser XO-Inhibitoren. Dies tragt neben der Erhaltung der kontrak-

tilen Elemente ebenfalls zur Verbesserung der Herzfunktion bei.

4.3.7 Resumée des Monotherapie Tumor-Versuchs

Die Behandlung von Ratten mit dem Yoshida AH-130 Hepatom mittels der Xanthin-
oxidase-Inhibitoren Allopurinol und Oxypurinol zeigt in nahezu allen untersuchten
Parametern positive Effekte.

Alle Behandlungsgruppen begulnstigen die Erhaltung von Korpergewicht und fett-
freier Masse im Vergleich zur Placebo-Gruppe. Die Erhaltung der Gesamt-Fett-
masse wird ebenfalls beglinstigt oder zumindest nicht signifikant beeintrachtigt. Die
Uberlebensdauer ist verlangert, die Futteraufnahme erhéht und der Riickgang der

Spontanaktivitdt gemildert. Die Menge der gebildeten Tumorflissigkeit ist geringer,
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die Anzahl der Tumorzellen allerdings erhoht. Das Gewicht des Herzens, aller
untersuchten Skelettmuskeln, von Lunge, Milz, Leber und Niere sowie von
retroperitonealem weil3en und interskapularem braunen Fett ist bei allen Behand-
lungsgruppen grolRer als bei der Placebo-Gruppe. Das Gewicht der Nebennieren
aller Behandlungsgruppen ist geringer als bei der Placebo-Gruppe. Der weitaus
Uberwiegende Teil der echokardiographisch erfassten Parameter zeigt Vorteile einer
Behandlung mit XO-Inhibitoren in hoher wie niedriger Dosierung gegenuber der
Placebo-Gruppe.

Wie bei anderen Tumoren [130, 131] geht auch das Wachstum des AH-130
Hepatoms mit einer Aktivitatserhéhung der Xanthinoxidase einher [259], hieraus
resultiert ein Anstieg an ROS (s. Abb. 4.1). Oxidativer Stress ist eng assoziiert mit
Muskelverlust bei Tumorerkrankung [106, 125]. Die Gabe von Xanthinoxidase-
Inhibitoren ist mit einem Rickgang der Konzentrationen reaktiver Sauerstoffspezies
verbunden [182].

Dies konnte durch die Arbeit von Frau Mdller [259] aus der Arbeitsgruppe Anker
auch an den im Versuch verwendeten Tieren nachgewiesen werden. Der Nachweis
der gebildeten O, - Radikale erfolgte hier mittels der EPR-Spintrap-Methode an auf-
gereinigten Leberproben. Hierbei werden Carboxyproxylradikale (CP*) gemessen,
diese sind der Menge der gebildeten Superoxidradikale dquivalent. Es zeigte sich
ein signifikanter Anstieg der Radikalproduktion bei den tumortragenden Ratten
gegenlber gesunden Tieren (Placebo Sham: 3.23 + 0.99nmol/ug CP*, Placebo
Tumor: 169.49 + 52.49nmol/ug CP*; Mittelwert + Standardfehler, p<0.01). Dies ist
auf eine erhohte Aktivitat der XO zuriickzufihren, denn die Gabe der spezifischen
XO-Inhibitoren Allopurinol und Oxypurinol bewirkte einen in allen Dosierungen
signifikanten Rlckgang dieser Produktion (Allopurinol 4mg: 38.23 = 5.67nmol/ug
CP*, Allopurinol 40mg: 31.23 = 12.61nmol/ug CP*, Oxypurinol 4mg: 25.60 %
6.50nmol/ug CP*, Oxypurinol 40mg: 17.26 + 8.25nmol/ug CP*; jeweils p<0.05). Die
geringste Menge an O, wurde bei Verabreichung der hohen Oxypurinol-Dosierung
gemessen, gefolgt von Oxypurinol in der niedrigen Dosierung. Mit Allopurinol
behandelte Tiere wiesen grof3ere Mengen an gebildetem O, auf als beide
Dosierungen von Oxypurinol. Dies erklart sich unter anderem aus der Tatsache,
dass Oxypurinol ein nicht-kompetitiver Inhibitor der XO ist, wahrend Allopurinol mit
weiteren potentiellen Substraten um die Bindungsstelle des Enzyms konkurriert

[182]. Zudem werden bei der Umwandlung von Allopurinol in Oxypurinol ebenfalls
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Sauerstoffradikale gebildet [185]. Aber auch bei Allopurinol zeigte sich ein
signifikanter Ruckgang im Vergleich zur mit Placebo behandelten Gruppe.
Allopurinol wies wie Oxypurinol eine positive Dosis-Wirkungs-Beziehung auf. Einer
direkten Radikalfanger-Funktion dieser XO-Inhibitoren wird hier im Ubrigen nur eine
untergeordnete Rolle zugeschrieben [259].

Die hohe Dosierung von Oxypurinol weist im vorliegenden Versuch unglinstigere
Effekte auf als Allopurinol in der gleichen Dosierung. 50-70% einer Allopurinol-Dosis
werden beim Menschen in Form von Oxypurinol ausgeschieden, etwa 10% in Form
von Allopurinol [183, 184]. Bedenkt man diese nicht vollstandige Metabolisierung
von Allopurinol und die unterschiedliche Intensitat der inhibierenden Wirkung dieser
beiden Stoffe [182], so ware bei positiver Beeinflussung des kodrperlichen Zustandes
durch XO-Inhibition ein gegenteiliges Bild zu erwarten. Die Ursache fir diese
inverse Dosis-Wirkungs-Beziehung ist moglicherweise in einer Uberdosierung oder
in einer Akkumulation von Oxypurinol im Organismus zu suchen [259]. Oxypurinol
hat eine durch renale Riickresorption verlangerte Halbwertszeit (HWZ) von 14-30h,
wahrend Allopurinol eine HWZ von 2-3h aufweist [186]. Dies wirde auch erklaren,
dass niedrig dosiertes Oxypurinol ebenfalls einen gréReren positiven Effekt auf die
in der vorliegenden Studie untersuchten Parameter zeigt als die hohe Dosierung.
Die Uberlegenheit der niedrigen Dosierung von Oxypurinol gegeniiber der hohen
Dosierung von Allopurinol bei der Mehrzahl der im vorliegenden Versuch erhobenen
Parameter kdnnte eine Folge der geringeren Produktion reaktiver Sauerstoffspezies
sein [259]. Bei der Umwandlung von Allopurinol in seinen aktiven Metaboliten
Oxypurinol entstehen O,-Radikale [185]. Da 50-70% einer Allopurinol-Dosis in Form
von Oxypurinol ausgeschieden werden, kann man die Dosierung Allopurinol
40mg/kg/d in ihrer Wirkung im Tier aber auch als mittlere Dosierung von Oxypurinol
auffassen. Wie bereits erwahnt zeigt die hohe Dosierung Oxypurinol die geringsten
positiven Effekte aller Behandlungsgruppen. Die Wirkung von Allopurinol 40mg
aussert sich meist in Werten zwischen denen der niedrig und hoch dosierten
Oxypurinol-Gruppe. Somit kénnte auch hier, trotz der grél3eren Kapazitat zur
Verringerung der Sauerstoffradikal-Produktion verglichen mit der Gabe von
Oxypurinol 4mg, bereits eine Uberdosierung zum Ausdruck kommen.
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4 Diskussion

Die niedrige Allopurinol-Dosierung konnte demnach auch als sehr niedrige
Oxypurinol-Gabe aufgefasst werden. Somit zeigt sich zwischen den Gruppen
Allopurinol 4mg/kg/d und Oxypurinol 4mg/kg/d eine positive Dosis-Wirkungs-
Beziehung sowohl die Bildung von Sauerstoffradikalen betreffend als auch in der

systemischen Auswirkung.

Bei Patienten mit Tumoren des Gastrointestinaltraktes und auch bei tumortragenden
Ratten und Mausen wurden apoptotische Phanomene in der Skelettmuskulatur
nachgewiesen [97, 134]. Auch eine (Inaktivitats-)Atrophie der Muskulatur ist mit
erhohter Apoptose-Rate assoziiert [278]. Die Tiere der Tumor-Gruppen zeigen in
der vorliegenden Studie einen deutlichen Rickgang der spontanen Aktivitat (s.
Tabellen 3.1 und 3.8 sowie Abbildung 3.13). Infolge apoptotischer Veranderungen
werden verstarkt Purin-Nukleotide freigesetzt. Aufgrund der katabolen Stoff-
wechsellage darf vermutet werden, dass der Bedarf an Purinen zur Nukleinsdure-
Synthese erniedrigt und dementsprechend der reutilisierte Anteil der anfallenden
Purine ebenfalls verringert ist. Der nicht reutilisierte Anteil dieser freigesetzten
Purine wird durch die Xanthinoxidase unter ROS-Produktion in Harnsdure umge-
wandelt [181, 182]. Dies wirde zum bei Anwesenheit eines Tumors erhéhten
oxidativen Stress beitragen. Das Ausmal} dieses Beitrags ist allerdings unklar. Das
Wachstum des Tumors verursacht einen erhéhten Bedarf an Purinen, sodass der
reutilisierte Anteil mdglicherweise nicht verringert ist.

Auch werden infolge einer Gabe von Inhibitoren der Xanthinoxidase geringere
Mengen an Harnsaure gebildet. Aufgrund deren Wirkung als endogenes ,danger
signal” [203] geht die Verwendung dieser Stoffe daher auch mit einer verringerten
Immunantwort des Korpers einher. Dies wirde Uber eine verringerte Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine zu einer verminderten Aktivierung kataboler Stoff-
wechselwege fuhren [46]. Dies kénnte somit zu einer Milderung der tumorbedingten
Kachexie beitragen, wie sie an den im Versuch erhobenen Parametern abgelesen
werden kann. Die Richtigkeit dieser Annahme kodnnte durch weitere Unter-
suchungen wie die Bestimmung der Plasma-Spiegel pro-inflammatorischer
Zytokine, beispielsweise von TNF-a, unterstitzt werden.

Nicht ausgeschlossen werden kann auch die Theorie einer Endotoxin-vermittelten
Genese, oder zumindest der Beteiligung von Endotoxin (Lipopolysaccharid, LPS)

an der Genese der Kachexie. Mit dem Rickgang der Herzmuskulatur entwickeln
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sich Symptome einer Herzinsuffizienz (s. Kap. 4.1). Dies kdnnte, wie von Sandek et
al. [20] vorgeschlagen, uber eine Minderperfusion des Gastrointestinaltrakts dessen
Barrierefunktion schadigen [279]. Der Ubertritt gramnegativer Darmbakterien hatte
Uber die Freisetzung von Endotoxin eine Entziindungsreaktion zur Folge. Vaughan
et al. [217] konnten zeigen, dass die Gabe von Allopurinol Anderungen der
intestinalen Permeabilitdt nach Ischdmie und Reperfusion vorbeugen kann.
Allopurinol wurde hier verabreicht in einer Dosierung von 10mg/kg/d tber 1 Woche
vor dem Eingriff. Eine bakterielle Translokation in Mesenterial-Lymphknoten, Leber
und Milz konnte ebenso wie histologisch nachweisbare Schaden des Darmes in
einem Versuch zu Ischamie-Reperfusionsschaden von Deitch et al. [218] durch
Gabe von Allopurinol reduziert werden. Allopurinol in einer Dosierung von
50mg/kg/d reduzierte die Inzidenz bakterieller Translokation hier von 61% (Sham:
7%) statistisch signifikant auf 14%. In beiden Versuchen wurde die Minderperfusion
nicht durch Herzinsuffizienz, sondern durch 20-minitige Okklusion der Mesenterial-
arterie (Vaughan) oder 30-minutigen Blutentzug (,h&amorrhagischer Schock®, Deitch)
herbeigefiihrt.

Mackenzie et al. [280] konnten zeigen, dass die Gabe von LPS bei Vorhandensein
von mit systemischem Entziindungsgeschehen einhergehenden Tumoren wie dem
AH-130 Hepatom eine starkere Aktivierung des Proteinabbaus bewirkte als aus den
jeweiligen Einzelreaktionen zu vermuten ware. Die Autoren verwendeten eine
geringe Menge Endotoxin, von der sie keine oder minimale Auswirkungen auf den
Proteinstoffwechsel erwarteten. Aufgrund der gezeigten Effekte schlossen sie auf
eine verstarkte Sensitivitat des Wirtstieres gegentiber einem zweiten pro-inflamma-
torischen Stimulus, und dementsprechend auf eine gegenseitige Potenzierung der
Wirkung dieser Proteolyse-induzierenden Noxen. Auch im vorliegenden Versuch
konnte sich dies infolge eines Ubertritts von Darmbakterien ereignet haben. Még-
licherweise wurde aber auch durch die zusatzliche Gabe von Endotoxin im Versuch
von Mackenzie et al. [280] ein bereits ,endogen” erzeugter LPS-Spiegel (als Folge
einer tumor-assoziiert erhohten Darmpermeabilitat) Uber einen Schwellenwert
gehoben. Somit ware dies in der vorliegenden Studie wahrscheinlich nicht erreicht
worden.

Ob die hier beobachteten Verdnderungen der Herzfunktion ausreichen, um Uber
Minderperfusion des Darmes eine Freisetzung von Endotoxin hervorzurufen misste,

etwa mittels LPS-Nachweis im Blut, untersucht werden. Durch die Gabe von XO-
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Inhibitoren wéare ein solches Phanomen der bakteriellen Translokation, falls vor-
handen, sehr wahrscheinlich verhindert oder deutlich abgeschwécht worden. Eine
solche Wirkung kénnte demnach an den beobachteten positiven Effekten der unter-
suchten Medikationen beteiligt sein.

Mdglicherweise sind an den beobachteten Auswirkungen der Behandlung auch
weitere Effekte dieser Xanthinoxidase-Inhibitoren wie ihre Eigenschaft als direkte
Radikalfanger und als Chelatbildner (mit Kupfer), die Hemmung der Peroxidation
auch von Nicht-Membran-Lipiden und ein Einfluss auf die Aktivitat des ,heat shock
factor” mitbeteiligt [182]. ROS-vermittelte Induktion dieses Transkriptionsfaktors und
nachfolgende Expression der Hitzeschock-Proteine kann zur Aktivierung von NF.B

fuhren und somit auch die inflammatorische Reaktion modulieren [281].

Die Tiere der mit Oxypurinol 40mg behandelten Gruppe zeigen sowohl fur die
Verluste an Gesamtgewicht, fettfreier Masse und Fettmasse wie auch fur samtliche
Organgewichte und die Futteraufnahme einen tendenziellen, aber meist nicht sig-
nifikanten Vorteil gegentber der Placebo-Gruppe (s. Tab. 3.7 und 3.8). Beide
Dosierungen von Allopurinol weisen stets, und meist signifikant, bessere Ergebnisse
fur die untersuchten Parameter auf als die Placebo-Gruppe. Die Gabe von Allo-
purinol in hoher wie niedriger Dosierung ist der Gabe hoch dosierten Oxypurinols
Uberlegen. Allopurinol 40mg zeigt leichte Vorteile beziglich der Erhaltung von
Korpergewicht, fettfreier Masse und Fettmasse, weiRem und braunem Fett und
Spontanaktivitdt gegentber Allopurinol 4mg, leichte Nachteile jedoch bei der
Erhaltung der Skelettmuskulatur.

Oxypurinol 4mg zeigt von allen Gruppen jedoch die beste Erhaltung an Gesamt-
gewicht, fettfreier Masse, Fettmasse, Gewicht der untersuchten Skelettmuskeln, des
weil3en und braunen Fettgewebes wie auch den geringsten Riickgang bei Futter-
aufnahme und Spontanaktivitét (s. Tab. 3.7 und 3.8). Die Gabe von Oxypurinol 4mg
ist die einzige Behandlung, welche auch mit einem signifikant hheren Gewicht des
M. soleus im Vergleich zur Placebo-Gruppe einhergeht. Die Herzfunktion wird
ebenfalls positiv beeinflusst (s. Tab. 3.9), die Tiere der Gruppe Oxypurinol 4mg
weisen das hochste Herzminutenvolumen aller untersuchten Gruppen auf
(p=0.0772 Mann-Whitney-Test vs. Placebo Tumor).

Die Behandlung mit Oxypurinol in einer Dosierung von 4mg/kg/d stellt somit die

effektivste der untersuchten Medikationen dar.
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4.4 Kombinationstherapie Tumor-Versuch

Im folgenden Abschnitt sollen die Effekte einer kombinierten Gabe von Bisoprolol
und Oxypurinol der Behandlung mit Placebo und der monotherapeutischen Gabe
dieser Wirkstoffe gegentbergestellt werden.

Ziel dieses Versuchs war die Evaluation moglicher Synergie-Effekte einer Inhibition
der Xanthinoxidase mit einer Blockade der B;-Adrenozeptoren. B;-Blocker sind Tell
der Therapie einer Herzinsuffizienz [234]. In der vorliegenden Studie geht das
Tumorwachstum mit Anzeichen einer solchen einher (s. Kap. 4.1). Eine 3;-Blockade
verringert die REE, und fur kachektische Herzinsuffizienz-Patienten konnte durch
Hryniewicz et al. [227] ein Zusammenhang zwischen der Behandlung mit ;-
Blockern und einer Gewichtszunahme hergestellt werden. Eine Aktivierung des
Sympathikus berichten Anker et al. [137] fur kardiale Kachexie beim Menschen
ebenso wie Tessitore et al. [54] fur Ratten mit Tumorkachexie.

Als effektivste Dosierung fur die Hemmung der Xanthinoxidase wurde im Mono-
therapie-Versuch die Gabe von Oxypurinol 4mg/kg/d ermittelt. In einem hier nicht
dargestellten Vorversuch der Arbeitsgruppe Anker zeigte fir die angestrebte ;-
Blockade Bisoprolol in einer Dosierung von 5mg/kg/d die vorteilhafteste Wirkung.
Bei Vorhandensein deutlicher Synergismen sollte zumindest die kombinierte Gabe
von jeweils 75% der Einzelmedikationen Ergebnisse erzielen, die denen der

monotherapeutischen Verabreichung dieser Wirkstoffe annahernd gleichwertig sind.

4.4.1 Tumorwachstum

Die Behandlungsgruppen zeigen weder untereinander noch zur Placebo-Gruppe
signifikante Abweichungen in der Menge der gebildeten Tumorflissigkeit (s. Abb.
3.15). Tendenziell scheinen die Monotherapien hier einen Vorteil gegentber der
Kombination zu bieten. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass therapeutische Wirk-
spiegel durch die Kombinationstherapie nicht erreicht werden und keine oder nur
geringflgige synergistische Effekte auftreten. Die mit Bisoprolol behandelten Tiere
zeigen die niedrigste mittlere Tumormenge. Uber die negativ chrono-, dromo- und
inotrope Wirkung am Herzen sowie die Blockade der Renin-Freisetzung am juxta-
glomerularen Apparat der Niere wird durch B;-Blocker eine Senkung des Blutdrucks

erzielt [222]. Mdglicherweise ist eine Hypertonie an der Auspragung des Aszites
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beteiligt. Dagegen spricht, dass keine weiteren Anzeichen von Odembildung
gefunden wurden. Der Tumoraszites ist vermutlich entziindlicher Natur.

Die Tiere aller Behandlungsgruppen weisen im Vergleich mit der Placebo-Gruppe
leicht (Gruppe Kombination 25%) bis deutlich (Monotherapien und Gruppe Kombi-
nation 75%) hohere Werte fir die Gesamtzahl an Tumorzellen auf (s. Abb. 3.16).
Die Ursache flir diese Begunstigung des Wachstums ist unbekannt. Eine hdhere
Gesamtzahl an Tumorzellen geht, wie nachfolgend noch gezeigt wird, nicht mit
negativeren Effekten auf die Gbrigen untersuchten Parameter einher. Das Ausmass
des tumor-assoziierten Stoffwechsel-Katabolismus und anderer Effekte ist demnach
nicht proportional zur Anzahl der vorhandenen Tumorzellen.

Somit scheint die Auspragung der Kachexie grof3tenteils durch die Reaktion des
SWirt“-Korpers verursacht zu werden. Alternativ ware denkbar, dass von den Tumor-
zellen sezernierte Mediatoren frih einen gewissen Schwellenwert Giberschreiten, ab

welchem eine Kachexie induziert wird.

4.4.2 Uberleben

Beide Kombinationsgruppen zeigen eine zwar tendenziell, aber nicht signifikant
bessere Uberlebenswahrscheinlichkeit im Vergleich zur Behandlung mit Placebo (s.
Abb. 3.17 und Tab. 3.10). Die Monotherapien dagegen weisen beide einen signifi-
kant positiven Effekt auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit auf. Bisoprolol ist fester
Bestandteil einer Therapie der symptomatischen Herzinsuffizienz [234], welche
ebenfalls die Gesamtsterblichkeit senkt.

Da beide Gruppen der Kombinationstherapie deutlich schlechtere Werte fir die
Uberlebenswahrscheinlichkeit aufweisen als die Monotherapien, scheinen hier kaum
synergistische Effekte aufzutreten. Es zeigt sich die Tendenz zu einer positiven
Dosis-Wirkungs-Beziehung bei den Kombinationsgruppen. Durch die Gabe von nur
25% oder 75% der als effektiv erkannten Medikationen wurde somit méglicherweise
eine Unterdosierung erzielt, welche nicht therapeutisch optimale Wirkspiegel

erreicht.
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4.4.3 Gewicht und Kdrperzusammensetzung

Die Beurteilung des Gesamtgewichts zum Endzeitpunkt ist schwierig, da drei der
vier Behandlungsgruppen bereits zu Versuchsbeginn signifikant schwerer waren als
die Placebo-Gruppe (s. Abb. 3.18). Dies gilt nicht fiir Bisoprolol 5mg, die Tiere
dieser Gruppe weisen ein signifikant hoheres Korpergewicht zum Ende des
Versuchs auf. Bisoprolol ist also in der Lage, das Gesamtgewicht deutlich positiv zu
beeinflussen. Dies gilt auch fir die Behandlung mit Oxypurinol 4mg, wie der
Gewichtsverlust Gber den Versuchszeitraum zeigt (s. Abb. 3.20). Hier, wie auch bei
dem Parameter Gewichtsverlust pro Tag, weist die Behandlung mit Oxypurinol 4mg
einen signifikanten Vorteil gegeniiber der Gabe von Placebo auf und zeigt sich den
Ubrigen Behandlungen tendenziell tUberlegen. Die hochdosierte Kombination zeigt
ein ahnliches Bild. Die Erhaltung des Korpergewichts ist hier nicht so stark
ausgepragt wie bei der Oxypurinol-Gruppe. Die niedrig dosierte Gabe der
kombinierten Medikamente weist den tendenziell schlechtesten Effekt auf und zeigt
weder zur Placebo-Gruppe (p=0.0831 t-Test vs. Placebo Tumor) noch zu den
Ubrigen Behandlungsgruppen einen signifikanten Unterschied im gesamten Ge-
wichtsverlust. Im taglichen Verlust an Korpergewicht jedoch zeigt sich diese
Behandlung aufgrund der langeren mittleren Uberlebenszeit der Gabe von Placebo
signifikant Uberlegen (s. Abb. 3.21).

Auch im Kombinations-Versuch zeigen sich die Parameter ,Gesamtgewicht* und
Jfettfreie Masse“ eng verkniupft. Stellt man die Erhaltung dieser Parameter
prozentual dar, also den Anteil des Endwertes am Ausgangswert, so unterscheiden
sich beide Parameter nur um maximal 1% innerhalb einer Gruppe (s. Tab. 3.11). Bei
der Entwicklung der fettfreien Masse bietet sich demnach ein d@hnliches Bild wie bei
der Entwicklung des Gesamtgewichts. Wahrend die Gabe von Oxypurinol 4mg mit
einer Erhaltung dieser Parameter von deutlich Gber 90% einhergeht und die Gruppe
Bisoprolol 5mg hier Werte um 90% aufweist, vermdgen die Kombinations-Gruppen
nur 80-83% (,Kombination 25%": 80-81%, ,Kombination 75%": 82-83%) an fettfreier
Masse und Gesamtgewicht zu erhalten. Die Gruppe Kombination 25% zeigt weder
im gesamten noch im taglichen Verlust (p=0.0905 t-Test vs. Placebo Tumor) an
fettfreier Masse einen signifikanten Unterschied zur Placebo-Gruppe. Die fettfreie
Masse zu Versuchsende ist bei dieser Gruppe zwar signifikant gréRer als bei

Placebo-Gabe, dieser Unterschied besteht jedoch bereits zu Versuchsbeginn. Die
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Tiere der Gruppe Kombination 75% zeigen signifikant héhere Werte fur die
Erhaltung der fettfreien Masse insgesamt und pro Tag, verglichen mit der Placebo-
Gruppe (s. Abb. 3.22 und 3.23). Gleiches gilt fir beide Monotherapien. Diese zeigen
tendenzielle Vorteile gegenlber der Gruppe Kombination 75%, ohne dass dies sta-
tistische Signifikanz erreicht.

Wahrend beide Monotherapie-Gruppen eine signifikante Erhaltung der Fettmasse
bewirken, ist ein solcher Effekt bei den Kombinations-Gruppen nur in der Tendenz
ausgepragt und erreicht keine statistische Signifikanz (s. Abb. 3.24 und 3.25). Den-
noch weisen beide Kombinations-Gruppen hdéhere Werte fir die Fettmasse zum
Ende des Versuchs auf als die Placebo-Gruppe. Im Fall der Gruppe Kombination
75% erreicht dies statistische Signifikanz, allerdings weist diese Gruppe bereits zu
Beginn des Versuchs ein deutlich groRere Fettmasse auf als die Placebo-Gruppe (s.
Tab. 3.11). Bisoprolol 5mg vermag dem Abbau von Fettgewebe am deutlichsten
entgegenzuwirken, die Tiere dieser Behandlungsgruppe weisen gegen Ende des
Versuchs noch 72% der anfangs vorhandenen Fettmasse auf. Die Fett-erhaltende
Wirkung von Oxypurinol 4mg ist leicht schwécher (66%), doch immer noch deutlich
ausgepragter als die der Kombinations-Gruppen. Diese vermégen noch etwa 50%
der anfanglich vorhandenen Fettmasse zu erhalten und zeigen somit keinen

statistisch signifikanten Unterschied zur Placebo-Gruppe.

In der Entwicklung von fettfreier Masse und Gesamtgewicht weist die Gabe der
héher dosierten Kombination tendenziell leichte Vorteile gegenlber der niedrigeren
Dosierung auf, hier deutet sich somit eine positive Dosis-Wirkungs-Beziehung an.
Bei dem Parameter ,Fettmasse” dagegen zeigen beide Dosierungen der kombinier-
ten Medikation etwa den gleichen Effekt, im gesamten Verlust an Fettmasse Uber
den Versuchszeitraum scheint sich die hdhere Dosierung sogar nachteiliger
auszuwirken. Allerdings erreichen diese Unterschiede keine statistische Signifikanz.
Angesichts der Tatsache, dass die hohe Dosierung immerhin 75% der monothera-
peutischen Dosierungen enthélt, deutet die Entwicklung bei Kérpergewicht und den
Parametern der Kdrperzusammensetzung nicht nur auf fehlende Synergie-Effekte.
Die Medikation Kombination 75% enthalt 3mg Oxypurinol pro kg Kérpergewicht und
Tag. Die im Monotherapieversuch (s. Kap. 3.3 und 4.3) durchgefihrte Behandlung
mit Allopurinol 4mg sollte durch Metabolisierung des Wirkstoffs im Korper min-

destens einer Menge von 2mg Oxypurinol entsprechen [183, 184]. Allopurinol 4mg

97



4 Diskussion

vermochte trotz der Entstehung von Sauerstoffradikalen [185] bei dieser Umwand-
lung 86% von anfanglichem Korpergewicht und fettfreier Masse zu erhalten (s. Tab.
3.8). Die Gruppe Kombination 75% zeigt hier eine Erhaltung von 82-83% (s. Tab.
3.11). In dieser Hinsicht scheint die kombinierte Gabe von Oxypurinol und Bisoprolol

Nachteile gegentiiber einer monotherapeutischen Medikation aufzuweisen.

4.4.4 Innere Organe, Fettgewebe und Skelettmuskulatur

Alle Behandlungen zeigen eine grof3ere Erhaltung des Organgewichts von Herz,
Lunge, Milz, Leber und Niere sowie von retroperitonealem weil3en und inter-
skapularem braunen Fett im Vergleich zur Gabe von Placebo, ohne dass dies in
allen Fallen statistische Signifikanz erreicht (s. Tab. 3.12).

Die mit der niedrig dosierten Kombination behandelten Tiere zeigen weder fir das
Herz noch fur Lunge, Milz, Leber, Niere oder retroperitoneales weil3es Fett signifi-
kante Unterschiede zur Placebo-Gruppe. Das braune Fettgewebe ist hier signifikant
schwerer als bei der Placebo-Gruppe. Die hoch dosierte Kombination zeigt ebenso
wie die Gabe von Oxypurinol 4mg groRere Gewichte von Milz und weil3em Fett-
gewebe, wahrend Herz, Lunge, Leber, Niere und braunes Fett keinen signifikanten
Unterschied zur Placebo-Gruppe aufweisen. Oxypurinol 4mg zeigt eine signifikante
Erhaltung von braunem Fettgewebe, verglichen mit der Placebo-Gruppe. Die Gabe
von Bisoprolol 5mg geht einher mit signifikant hoheren Werten fir das Gewicht der
Milz und von weif3em wie auch braunem Fettgewebe. Das Gewicht des Herzens ist
hier deutlich hoher als bei der Placebo-Gruppe und den Kombinations-Gruppen.

Die Nebennieren der Kombinations-Gruppen sind tendenziell schwerer als die der
Placebo-Gruppe und signifikant schwerer als die der Monotherapie-Gruppen. Offen-
sichtlich ist sowohl die hoch wie auch die niedrig dosierte Kombinationsmedikation
nicht in der Lage, einen hemmenden Einfluss auf das Gewicht der Nebenniere zu
nehmen.

Die Gruppe Kombination 25% zeigt signifikant gré3ere Gewichte fur die Mm.
gastrocnemius und tibialis, der M. EDL zeigt hier keinen signifikanten Unterschied
zur Placebo-Gruppe. Der M. soleus ist tendenziell leichter als bei der Placebo-
Gruppe und signifikant leichter als bei den Gruppen Kombination 75% und Oxypuri-
nol 4mg. Die mit Bisoprolol 5mg behandelten Tiere zeigen tendenziell groRere

Gewichte fur diese Muskeln als die Placebo-Gruppe, dies erreicht im Falle der Mm.
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gastrocnemius und tibialis statistische Signifikanz. Die Gruppen Kombination 75%
und Oxypurinol 4mg zeigen fir alle untersuchten Skelettmuskeln signifikant héhere

Werte als die Placebo-Gruppe.

Auch hier zeigt sich, dass die hohe Dosierung der Kombination der niedrigen
Uberlegen ist. Diese zeigt geringere Vorteile in der Erhaltung der Organe, des
weil3en Fettgewebes und der Muskeln als die Monotherapien und die hoch dosierte
Kombination. Nur in der Erhaltung des braunen Fettgewebes ist die Gabe der
Kombination 75% nachteiliger als die der niedrigen Dosierung.

Bisoprolol hat einen mit der Gabe von Oxypurinol vergleichbaren Einfluss auf innere
Organe und Fettgewebe, ohne dessen Vorteile bei der Erhaltung der Skelettmusku-
latur aufzuweisen. Die Gabe der hoch dosierten Kombination wiederum hat &hnliche
Wirkung wie die Gabe von Oxypurinol 4mg in Bezug auf innere Organe und Skelett-
muskulatur, ohne dessen positiven Einfluss auf die Erhaltung von weif3em und brau-

nem Fettgewebe zu zeigen.

4.4.5 ,Quality of life*

Die Monotherapie-Gruppen und die Gruppe der hoch dosierten Kombinations-
therapie zeigen signifikant hohere Werte fur die Futteraufnahme an Tag 10 als die
Placebo-Gruppe, wéhrend dies bei den Tieren der Gruppe Kombination 25% nicht
der Fall ist. Die Monotherapien zeigen sich tendenziell den Kombinationstherapien
Uberlegen (s. Tab. 3.12). Ein &hnliches Bild bietet die Entwicklung der Spontan-
aktivitat. Hier erreicht keine der beiden Kombinationsgruppen eine signifikante Ver-
besserung gegeniber der Placebo-Gruppe. Die Monotherapien hingegen bewirken
eine signifikante Erhaltung der Spontanaktivitat im Vergleich zur Gabe von Placebo.
Somit vermogen beide Dosierungen der Kombinationstherapie keinen der mono-
therapeutischen Gabe von Oxypurinol oder Bisoprolol vergleichbaren positiven
Effekt hervorrufen. Sie zeigen gleichwohl auch hier ein positives Dosis-Wirkungs-

Verhaltnis.
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4.4.6 Echokardiographie

An Tag 11 zeigen die diastolischen Wandstarken von Septum und ventrikularer
Hinterwand keine signifikanten Unterschiede innerhalb der Gruppen (s. Tab. 3.13).
Dies gilt auch fur den end-diastolischen Durchmesser des Ventrikels. In der Systole
dagegen weist die Gruppe Kombination 25% im Vergleich zur Gruppe Oxypurinol
4mg eine signifikant geringere Starke der Hinterwand auf. Gleiches gilt fir Septum
und Hinterwand der Gruppe Kombination 75%. Im Vergleich zur Placebo-Gruppe
und zur Gruppe Bisoprolol 5mg zeigen sich hier keine signifikanten Unterschiede.
Entsprechend zeigt die ventrikulare Masse der Kombinations-Gruppen keine
signifikanten Unterschiede zur Placebo-Gruppe, wéahrend die Monotherapie-
Gruppen hier signifikant hdhere Werte aufweisen.

Mit den geringeren Wandstarken geht eine verminderte Kontraktion einher. Der end-
systolische Durchmesser der Kombinations-Gruppen, der Bisoprolol-Gruppe und
der Placebo-Gruppe ist grofRer als bei der mit Oxypurinol behandelten Gruppe. Mit
Ausnahme der niedrig dosierten Kombination ist dies bei allen genannten Gruppen
signifikant. Die VerklUrzungsfraktion (FS) zeigt bei den Kombinationstherapien
keinen signifikanten Unterschied zu den anderen Gruppen. Die Gabe von Oxy-
purinol zeigt sich hier der Placebo-Gruppe und der Behandlung mit Bisoprolol
signifikant Uberlegen. Auswurfsfraktion (EF) und Herzminutenvolumen (CO) zeigen
hingegen, wie auch der Mitralfluss, keine signifikanten Unterschiede.

Die Kombinationstherapie hat somit in hoher wie niedriger Dosierung keinen signifi-
kanten Einfluss auf die Erhaltung der Herzstruktur und zeigt sich den Monotherapien
unterlegen. Die Parameter, welche Aussagen lUber Kammerkontraktion und Herz-
leistung erlauben, zeigen bei den Kombinations-Gruppen leicht hohere Werte als bei
Bisoprolol, ohne die Werte von Oxypurinol zu erreichen.

Dass Bisoprolol niedrige Werte fur die Parameter der Kontraktilitdt und nachfolgend
der Herzleistung aufweist, erklart sich aus der negativen Wirkung dieses [3;-Blockers
auf Inotropie und Chronotropie des Herzens. Ein positiver Einfluss von Bisoprolol
kann daher an der Erhaltung der Wandstéarken, der linksventrikularen Masse wie
auch des Herzgewichtes festgemacht werden. Dies ist wahrscheinlich auf eine

Reduktion der REE zurlickzufiihren.
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4.4.7 Resumée des Kombinationstherapie Tumor-Versuchs

Durch die gleichzeitige Gabe von Bisoprolol und Oxypurinol wurde versucht, die
Vorteile einer Senkung des Energieverbrauchs mit denen einer Reduktion der
Xanthinoxidase-Aktivitdt zu verbinden und eventuell vorhandene Synergien
auszunutzen. Weiterhin bestand der Verdacht, dass die Entwicklung von Anzeichen
einer Herzinsuffizienz durch die tumortragenden Tiere zum Kachexie-Geschehen
beitragen konnte. Dies wirde durch die Gabe von Bisoprolol unterbunden.
Oxypurinol hat, wie sich im Monotherapie-Versuch herausgestellt hat, eine deutliche
Erhaltung der Herzfunktion bewirkt (s. Kap. 4.3.6). Dies wurde durch eine
verbesserte Erhaltung der Ventrikelmuskulatur vermittelt (s. Tab 3.9) und wabhr-
scheinlich durch eine positiv inotrop wirkende, Ca*'-sensitivierende Funktion
verstarkt [215]. Die Senkung des Energieverbrauchs bei Gabe von Bisoprolol
hingegen wirkt unter anderem Uber eine Reduktion der Inotropie des Herzens [222].
Somit standen sich diese beiden Wirkmechanismen entgegen, synergistische
Effekte konnten hier nicht auftreten. Die kombinierte Medikation zeigt ein ent-
sprechendes Bild. Die Uberlegenheit der Kombinationstherapie gegeniiber der
Gabe von Placebo ware somit zum gro3ten Teil auf die Wirkung der XO-Inhibition
zurickzufuhren.

Bisoprolol vermag jedoch auch tber andere Mechanismen als die Beeinflussung der
Inotropie einer Herzinsuffizienz entgegenzuwirken und somit die Entwicklung tumor-
tragender Tiere positiv zu beeinflussen. Hierzu z&hlt eine negativ chronotrope
Wirkung [222]. Die resultierende Bradykardie geht mit einer Diastolenverlangerung
einher, welche eine verbesserte Fullung des Ventrikels bewirkt. Uber den hoheren
end-diastolischen Druck kommt es zu einer Erh6hung des Schlagvolumens (Frank-
Starling-Mechanismus). Auch verhindert eine B;-Blockade Katecholamin-vermittelte
Nekrose und Apoptose von Kardiomyozyten [282] und neutralisiert die allgemein
erhodhte Aktivitéat von B;-Adrenozeptoren bei Tumorerkrankung [179]. Bisoprolol zeigt
die starkste Erhaltung an Fettgewebe aller untersuchten Medikationen (s. Tab. 3.7
und 3.11). Der bei tumortragenden Tieren erhdhte Sauerstoffverbrauch in Ruhe wird
durch Bisoprolol reduziert [233, 240]. Alle diese Mechanismen sind aber offen-
sichtlich nicht ausreichend, um in der vorliegenden Studie deutliche Synergie-
Effekte zu bewirken. Sie kdnnten dennoch an der Auspragung des Gesamtbildes

beteiligt sein.
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Die Medikation in der Kombinationstherapie der vorliegenden Studie wurde mit 25%
und 75% der als effektiv erkannten Dosierungen durchgefiihrt. In den untersuchten
Dosierungen konnten keine wirksamen synergistischen Effekte einer solchen
kombinierten Medikation mit Oxypurinol und Bisoprolol nachgewiesen werden. Es ist
aber nicht auszuschliessen, dass die kombinierte Gabe dieser Wirkstoffe in der
jeweils als effektiv erkannten Dosierung positive Wirkungen auf das kachektische
Geschehen bei Tumorerkrankung zeigt, die Uber das Mal3 der Einzelmedikation

hinausgehen.
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5 Zusammenfassung

Die zur Entstehung einer Kachexie bei Tumorerkrankung fiihrenden Signalwege
sind noch nicht vollstandig verstanden. In diesem Zusammenhang wurde eine
erhohte Aktivitdt des Enzyms Xanthinoxidase berichtet, welche Gber eine Steigerung
der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies ursachlich an der Entwicklung dieses
Geschehens beteiligt sein konnte. In der vorliegenden Studie wurden die Effekte
einer Medikation mit den Xanthinoxidase-Inhibitoren Allopurinol und Oxypurinol auf
die Ausprdgung einer induzierten Tumorkachexie bei Ratten untersucht. Sodann
wurde die kombinierte Gabe von Oxypurinol mit dem [B;-Adrenozeptoren-Inhibitor
Bisoprolol in gleicher Weise untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die Gabe der Xanthinoxidase-Inhibitoren in einer
deutlichen Attenuierung der tumor-assoziierten Kachexie resultiert. Auch wurden
positive Effekte in Bezug auf die Erhaltung der Herzfunktion sowie eine Ver-
besserung des Allgemeinbefindens beobachtet. Die Gabe von Oxypurinol in einer
Dosierung von 4mg/kg/d zeigte sich den anderen Medikationen Uberlegen. In der
Kombination mit Bisoprolol wurden keine synergistischen Effekte beobachtet.

Die Inhibition der Xanthinoxidase ist geeignet, bei Ratten mit Yoshida AH-130
Hepatom die Auspragung einer Kachexie abzuschwéchen und den Krankheits-
verlauf positiv zu beeinflussen. Zur Ermittlung der besten Dosierung mussten

weitere Untersuchungen erfolgen.
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6 Summary

Influence of xanthine oxidase inhibitors allopurinol and
oxypurinol on the course of body weight, on body com-
position and spontaneous activity in a rat model of tumour

cachexia

The pathways involved in the pathogenesis of tumor-associated cachexia are not
yet fully understood. A higher activity of the enzyme xanthine oxidase was reported
in this context, which could play a causative role in the course of events by raising
the production of reactive oxygen species. In this thesis, the effects of medication
with xanthine oxidase inhibitors allopurinol and oxypurinol on the extent of induced
tumour cachexia in rats have been investigated. A combined medication of oxy-
purinol and ;-adrenoceptor inhibitor bisoprolol was analysed likewise.

A considerable attenuation of tumour-associated cachexia resulting from medication
with xanthine oxidase inhibitors could be shown. Additionally, positive effects re-
garding the preservation of heart function and an improvement in general condition
have been observed. Administration of 4mg/kg/d of oxypurinol turned out to be
superior to the other medications used. When combined with bisoprolol, no
synergistic effects were found.

Inhibition of xanthine oxidase is suitable for attenuating the extent of cachexia in rats
with Yoshida AH-130 hepatoma and for positively influencing the course of disease.

In order to evaluate the best dosage, further studies have to be conducted.
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