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Abstracts

Hintergrund: Das Osteosarkom ist die haufigste maligne Entitat des Knochens im
Kinder- und jungen Erwachsenenalter. Die Fnfjahrestberlebensrate konnte mit
Einfihrung der neoadjuvanten und adjuvanten Chemotherapie erganzend zur operativen
Therapie von urspringlich 20% auf bis zu 70% verbessert werden. Jedoch sind weitere
Therapieoptimierungen dariber hinaus kaum vorhanden. Insbesondere ist gerade die
Versorgung disseminierter und rezidivierter Befunde erniichternd, sodass neue
Therapieoptionen erforderlich sind.

Taurolidin, ein Derivat der Aminosaure Taurin, scheint aufgrund seiner antiadharenten,
antineoplastischen und antiangiogenetischen Eigenschaften einerseits und seines
geringen Nebenwirkungsspektrums andererseits vielversprechend fur den Einsatz in der
experimentellen Tumortherapie zu sein.

Material und Methodik: Verwendet wurden 60 Balb/c Mause, denen 2,5x10°
Osteosarkomzellen der Linie K7M2 intramuskulér sowie intraperitoneal appliziert wurden.
Die Therapie wurde unmittelbar nach Tumorzellimplantation begonnen und fir eine
Woche fortgesetzt. Die Versuchstiere wurden zu gleichen Teilen in einen intravendsen
und einen intraperitonealen Therapiearm eingeteilt. Innerhalb des jeweiligen
Therapiearms erfolgte die Therapie entsprechend der Gruppenzugehdrigkeit in einer
Kontrollgruppe (0,9% NaCl-Lésung), einer 1% Taurolidin-Gruppe (400 mg/kg
Korpergewicht (KG) und Tag) und einer 2% Taurolidin-Gruppe (800 mg/kg KG und Tag).
Die Obduktion und Gewebefixierungen erfolgten drei Wochen spater. Die
Mikrogefal3dichte wurde mittels CD31-Farbung, die Mitoserate mittels BRDU-Farbung
beurteilt.

Ziel war es, den Einfluss Taurolidins auf das Tumorwachstum, die Zellteilungsrate und
die Mikrogefal3dichte zu ermitteln.

Ergebnisse: Es konnte eine signifikante Reduktion der intraperitonealen Tumorlast in
den intraperitonealen Therapiegruppen gegentber der Kontrollgruppe festgestellt
werden. Der intramuskuldre Tumor der intraperitonealen Therapiegruppen konnte nicht
signifikant beeinflusst werden. Die intraventse Applikation von Taurolidin zeigte keinen
Einfluss auf das intramuskulare Tumorwachstum, jedoch eine nicht-signifikante Inhibition
der intraperitonealen Tumorlast. Dieses Ergebnis korreliert mit einer Tendenz hin zu einer

niedrigeren Mitoserate (BrdU) in dieser Therapiegruppe.



Die Auswertung der immunhistochemischen CD31-Farbung ergab keine signifikanten
Veranderungen der GefalR3dichte in beiden Therapiearmen.

Zusammenfassung und Ausblick: Die Arbeit untersuchte die antiproliferative Wirkung
Taurolidins auf intraperitoneale Tumorzellen. Ein signifikanter Einfluss auf das
intramuskulare Tumorwachstum und die Angiogenese war nicht feststellbar. Ob
Taurolidin als Kombinationspartner zu anderen Chemotherapeutika weiter infrage

kommt, muss in weiteren Studien insbesondere untersucht werden.



Background: The osteosarcoma is the most common malignant bone tumor in children
and young adults. Recent development of new chemotherapeutic agents and strategies
in combination with surgical resection have improved the overall survival rate to up to
70%. However, there have only been very few advances beyond this multimodal concept
in regard to quality of life. New treatments are needed specifically for metastatic and
recurring disease. Taurolidine, a derivative of the amino acid taurine, has proven to own
antineoplastic and antiangiogenetic properties combined with a small spectrum of
adverse effects.

Material and Methods: 60 male Balb/c mice received 2.5x10° K7M2 osteosarcoma cells
intramuscularly and intraperitoneally. The treatment started subsequently for a period of
7 days. The treatment has been divided into intravenous and intraperitoneal therapy
arms. In both arms the groups were defined as control (NaCl 0.9%), 400mg/kg
bodyweight or 800 mg/kg b. w. Taurolidine per day. The study was terminated after 3
weeks post-therapy and primary tumor plus metastases were harvested for further
analyses. A CD31- and BRDU-staining has been performed to measure microvessel
density and proliferation rate.

Results: A significant reduction in intraperitoneal tumor load was observed in the
intraperitoneal therapy groups compared to the control group. The intravenous
application of Taurolidine showed a non-significant inhibition of intraperitoneal tumor load.
Both therapy branches had no effect on the intramuscular tumor growth. The result
correlates with a tendency to lower mitosis rates (BrdU) in the corresponding therapy
groups. The evaluation of vessel density using CD31-staining showed no significant
changes in either group.

Summary: We could demonstrate an antiproliferative effect of Taurolidine on
intraperitoneal tumor growth. An impact on intramuscular tumor growth was not
noticeable. There was no effect on angiogenesis.

Conclusion: The role of Taurolidine as a combination partner to other chemotherapy
drugs in tumor therapy remains promising. Optimized studies are needed to gain

clarification of better therapy regimens.



Einleitung

Osteosarkom

Epidemiologie

Das Osteosarkom ist ein primar maligner Knochentumor, der insbesondere Kinder und
junge Erwachsene betrifft, und in dieser Altersgruppe die haufigste Ursache fir einen
primar malignen ossaren Prozess darstellt (1). Kennzeichnend ist der aggressive Verlauf,
der durch eine frihe Metastasierung charakterisiert ist (1). Unter multimodaler Therapie,
bestehend aus neoadjuvanter und adjuvanter Chemotherapie sowie radikaler operativer
Therapie, lasst sich bei lokalisiertem Ausgangsbefund eine Langzeitiberlebendrate von
bis zu 70% erreichen (2, 3). Fur Patient*innen mit disseminiertem oder irresektablem
Befund sowie fir Patient*innen mit Rezidivbefund (Funfjahresuberlebensrate (5-JUR):
20% und 5-JUR: 23-29%) ist die Prognose weiterhin schlecht (1-4).

Es ist weiterhin anzumerken, dass die Gesamtiberlebensrate seit Einfuhrung dieses
multimodalen Therapiekonzepts fur gut drei Jahrzehnte nahezu unverandert blieb (2, 5).
Wu et al. veréffentlichen 2018 eine Auswertung der ,SEER Datenbank“ des ,National
Cancer Institutes® bezlglich der Inzidenz und Uberlebensrate von Osteosarkom-
Patient*innen (6). Erstmals seit drei Jahrzehnten wurde mit der Veré6ffentlichung dieser
Daten ein leicht verbessertes Langzeitergebnis in der Osteosarkomtherapie beschrieben.
Insgesamt wurden 2.925 Patient*innendaten analysiert. Die Zehnjahresuberlebensrate
(10-JUR) aller Altersgruppen (0-29 Jahre) verbesserte sich vom 57,7% auf 61,0% (6).
Ursachlich fur die Diskrepanz zu oben genannter 5-JUR von 70% scheinen die
Gesamtauswertung (lokalisierter Ausgangsbefund versus alle Tumorstadien) und der
langere Beobachtungszeitraum. Auf die einzelnen Altersstufen (Kinder 0-9 Jahre,
Jugendliche 10-19 Jahre und junge Erwachsenen 20-29 Jahre) bezogen, konnte der
groRte Zugewinn bezuglich der 10-JUR bei den 0-9-Jahrigen ausgemacht werden:
Verbesserung der 10-JUR von 48,2% auf 64,7%. Bei den 10-19-Jahrigen stieg die 10-
JUR von 60,5% auf 62,0% und in der Altersgruppe 20-29 von 54,7% auf 60,0%. Die
Griinde fiir die beobachtete Verbesserung der Uberlebensrate sahen Wu et al. jedoch in
erster Linie in einer umfassenderen Gesundheitsversorgung (einschlie3lich eines
frihzeitigen Stellens der definitiven Diagnose) und eines breiteren Zugangs zur

bestehenden Kombinationstherapie (6). Diese Schlussfolgerung scheint plausibel, da die
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Fortschritte  beziiglich der Uberlebensrate in den sozial benachteiligten
Gesellschaftsschichten am ausgepragtesten waren. Bezuglich dieser Studie muss jedoch
beriicksichtigt werden, dass die eingeschlossenen Daten aus dem SEER-Programm
(Surveillance, Epidemiology, and End Results Program) akquiriert wurden und diese
somit aus einer populationsbasierten, epidemiologischen Datenbank der USA (United
States of America) stammen. Eine unmittelbare Ubertragung dieser Ergebnisse auf die
Uberlebensrate in Deutschland ist somit aufgrund unterschiedlicher Gesundheitssysteme
nicht moglich. Wichtig erscheint dennoch, dass Wu et al. keinen signifikanten klinischen
Behandlungsfortschritt aufgrund neuer Therapieoptionen beschrieben (6). Daher ist die
Entwicklung neuer Therapiemodelle zur Verbesserung des Therapieerfolges und bei
Erhaltung der Langzeit-Lebensqualitat erforderlich (3, 5).

Bezlglich der Lebensqualitdt ist herauszuheben, dass die schwerwiegenden
Nebenwirkungen und Folgeerscheinungen insbesondere der Chemotherapie gerade in
Hinblick auf das junge Alter der Patient*innen weiterhin eine Herausforderung darstellen
1, 3).

Pravalenz, Inzidenz und Atiologie

Die Betrachtung der Inzidenz verdeutlicht den Stellenwert der Vertraglichkeit der
Chemotherapie und moglicher Langzeitfolgen vor dem Hintergrund des
Erkrankungsalters. Die Inzidenz des Osteosarkoms ist mit 4/1.000.000 seit drei
Jahrzehnten zwar stabil (6), weist jedoch zwei Haufigkeitsgipfel auf: Mit 4.4/1.000.000
tritt es am haufigsten bei Kindern, Jugendlichen und jungen Erwachsenen (0-24 Jahre)
auf. Zwischen dem 25.-59. Lebensjahr (LJ.) stellt sich ein Plateau mit einer niedrigeren
Erkrankungshaufigkeit ein (1,7/1.000.000), gefolgt von einem zweiten Haufigkeitsgipfel
um die 7.-8. Lebensdekade (4,2/1.000.000) (1, 5). Somit ist ein nicht unerheblicher Tell
der Patient*innen zum Erkrankungszeitpunkt im Kinder- und Jugendalter.

Bei der Geschlechtsverteilung scheint das méannliche (m) Geschlecht insgesamt haufiger
betroffen zu sein (Tab.1) (1). Allerdings zeigte sich, dass das weibliche (w) Geschlecht
insbesondere in der Adoleszenz friiher erkrankt (Haufigkeitsgipfel: m:w = 16:12 Jahre).
Eine Erklarung fir diese Beobachtung kénnte das frihere Einsetzen der Pubertat und die
damit einhergehenden hormonellen Veranderungen sowie das daraus resultierende
verstarkte Knochenwachstum sein (1). Es wird vermutet, dass die maligne Entartung in

jungem Alter mit hoher Wahrscheinlichkeit in schnell wachsenden Zellen auftritt (5).

12


https://seer.cancer.gov/

Altersgruppe gesamt 0-24 Jahre 25-59 Jahre 60+ Jahre

m:w 1,22:1 1,34:1 1,2:1 0,89:1

Tab. 1: Geschlechtsspezifische Verteilung des Osteosarkoms insgesamt und innerhalb der
einzelnen Altersgruppen (1).

Das Osteosarkom weist zwei Haufigkeitsgipfel auf, zum einen Patient*innen unter 25 Jahren
und zum anderen Patient*innen tUber 60 Jahren. Zwischen dem 25. und 59. Lebensjahr ist
die Inzidenz geringer. Aullerdem betrifft das Osteosarkom insgesamt haufiger das
mannliche Geschlecht als das weibliche. Lediglich in der Altersgruppe tber 60 Jahren
erkranken mehr Frauen als Manner.

Letztendlich ist die Atiologie des Osteosarkoms jedoch weitgehend ungeklart. Es scheint
im Kindesalter sporadisch aufzutreten (5). Genetisch pradisponierend scheinen das
hereditdre Retinoblastom, das Li-Fraumeni-Syndrom, das Rothmund-Thomson-
Syndrom, das Bloom-Syndrom und das Werner-Syndrom zu sein (5, 7).

Als Risikofaktor fir das Auftreten im Erwachsenenalter gelten eine durchlaufene Radiatio
oder Chemotherapie, ein Zustand nach (Z. n.) Morbus Paget oder ein Z. n. einem
benignen Knochentumor, wobei hier moglicherweise eine Uberinterpretation fritherer
Daten erfolgt sein kénnte. So widersprachen Mirabello et al. den 1986 von Huvos et al.
veroffentlichten Ergebnissen, dass das Osteosarkom in héherem Lebensalter v. a. als
Zweittumor auftritt. Mirabello et al. konnten nur in 34% der Félle eine Assoziation mit
einem Morbus Paget oder einem vorherigen Malignom feststellen und gehen davon aus,

dass ca. 2/3 der Osteosarkome auch in fortgeschrittenem Lebensalter spontan entstehen

Q).

Klinik, Prognose und Diagnostik

Somit sind Pravalenz und Inzidenz wichtige zusatzliche Parameter, insbesondere
aufgrund der initial unspezifischen Klinik zur Einleitung der weiteren Diagnostik. Die
initiale Vorstellung der Erkrankten erfolgt meist mit seit Monaten bestehenden
unspezifischen Schmerzen, h&ufig im Bereich der langen Réhrenknochen, insbesondere
der Metaphysen des distalen Femurs und der proximalen Tibia (Tab. 2) (1, 5, 7).
Zusatzlich lassen sich in der klinischen Untersuchung oft eine Schwellung und
Bewegungseinschrankungen feststellen (5).

Die Lokalisation des Tumors ist von grol3er prognostischer Bedeutung. Der Befall der
kurzen und langen ROhrenknochen geht hier mit einer vergleichsweise guten
Uberlebensrate einher, wahrend eine Beteiligung des Achsenskeletts, insbesondere der

Beckenregion, zu einem reduzierten Gesamttiberleben fuhrt (Tab. 3) (1, 7).
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Altersgruppe | 0-24 J. 25-59 J. 60+ J.
Lokalisation
Lange Rdhrenknochen der UE 74,5% 43,4% 26, 7%
Lange Réhrenknochen der OE 11,2% 9,8% 7,5%
Beckenregion 3,6% 10,9% 18,8%*
Schéadelknochen 3,2% 10,0% 5,3%
Mandibula 1,9% 7,2% 5,8%**
Brustkorb 1,8% 3,7% 4,1%**
Wirbelsaule 1,2% 3,8% 4,9%**
Kurze R6hrenknochen der UE 1,1% 1,3% 1,4%
Kurze Rohrenknochen der OE 0,3% 0,9% 0,7%

Tab. 2: Verteilung des Osteosarkoms in Abhéngigkeit von der Altersgruppe (1).

Insgesamt tritt das Osteosarkom am haufigsten im Bereich der langen Réhrenknochen, insb.
des distalen Femurs und der proximalen Tibia auf. Ein abweichendes Verteilungsmuster zeigt
sich in der Altersgruppe 60+, in der das Osteosarkom haufiger als Zweittumor, bspw. nach
Radiatio, auftritt und haufiger das Aschenskelett betrifft. Am haufigsten wird das Osteosarkom
als Zweittumor in der Backenregion beobachtet*. Weiterhin fallen geschlechtsspezifische
Unterschiede bezliglich des Verteilungsmusters des Zweitumors auf**; beim weiblichen
Geschlecht bevorzugt im Brustbereich (und Mandibula), beim ménnlichen Geschlecht
bevorzugt im Bereich der Wirbelsdule und des Beckens.

UE = untere Extremitat; OE = obere Extremitéat

Altersgruppe 0-24 J. 25-59 J. 60+ J.
Lokalisation
Lange Rohrenknochen der UE 64,1% 67,1% 29,8%
Lange Rohrenknochen der OE 56,6% 53,9% 7,3%
Beckenregion 25,4% 30,8% 4.4%
Brustkorb 51,9% 45,8% 19,7%
Wirbelsaule 58,9% 28,8% 5,7%
Kurze Rohrenknochen der UE 86,8% 53,4% 27,6%
Kurze Rohrenknochen der OE 75% 100% 78%

Tab. 3: Relative 5-JUR (Finfjahresiiberlebensrate) in Abhangigkeit von der Lokalisation des
Tumors und der Altersgruppe (1).

Sowohl die Lokalisation des Tumors als auch das Alter der Patient*innen beeinflussen die 5-
JUR. Die Beteiligung der kurzen und langen Réhrenknochen geht mit einer hoheren 5-JUR
einher, wobei die Prognose der Patient*innen der Altersgruppe 0-25 J. deutlich besser ist als
die der Altersgruppe 60+ ist. Die 5-JUR der Patient*innen tber 60 J. scheint dabei aufgrund
der héheren Komorbiditat und der prozentual héheren Beteiligung des Achselskeletts geringer
Zu sein.

Zu einer schlechteren Prognose fuhrt des Weiteren eine Fernmetastasierung, die etwa

20% der Patient*innen zum Diagnosezeitpunkt betrifft (5). Zusétzlich wird angenommen,
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dass ein Grol3teil (bis zu 80%) der Patient*innen mit zum Diagnosezeitpunkt lokalisiertem
Stadium okkulte Mikrometastasen aufweist (3, 5). Zwar gelingt in 30 bis 50% der Falle
von pulmonaler Metastasierung eine Ausheilung, dennoch stellt insbesondere die selbige
mit konsekutiver respiratorischer Insuffizienz den limitierenden Faktor der Erkrankung dar
(7).

Sowohl die Tumorlokalisation als auch das Tumorstadium sind somit prognostisch
entscheidend. Dementsprechend ist die friihe Diagnosestellung fir die weitere Prognose
essentiell (5, 7). Die fruhzeitige Sicherung der Diagnose stellt allerdings aufgrund der zu
Beginn unspezifischen Symptomatik, wie Gelenkbeschwerden unter Belastung, weiterhin
eine Herausforderung dar. Hinzu kommt, dass die Beschwerden wegen des jungen Alters
der Patient*innen oft falschlicherweise fir Wachstumsschmerzen gehalten werden und
die Einleitung der Diagnostik verzogert erfolgt (5). Durchschnittlich vergehen somit bis
zur Sicherung der Diagnose 3-4 Monate (7).

Ist die Verdachtsdiagnose gestellt, lasst sich diese anhand der Periostreaktion im
Rahmen des raschen und aggressiven ossdren Wachstums, des Verlusts der
Trabekelstruktur und der Inhomogenitdt im Rahmen der osteoplastischen und
osteoklastischen Prozesse in der konventionellen Rodntgenaufnahme bekraftigen.
Klassische radiologische Merkmale sind das Codman-Dreieck und das ,sunburst pattern®
(Abb.1) (5, 7).

Abb. 1: ,sunburst pattern”

eines Osteosarkoms.

Aufgrund des raschen Wachstums
kommt es zu einer ungeordneten
Knochen- und Periostreaktion. Diese
ist im Bereich der Spongiosa und
Kortikalis an der unscharfen
verwaschenen Struktur und im Bereich
des Periosts durch eine inhomogene
Reaktion, die hier an Sonnenstrahlen
erinnert, erkennbar (7).

Zum Staging und zur weiteren Verifizierung der Verdachtsdiagnose, die sich aus der
klinischen Prasentation und dem initialen Nativrontgen ergeben hat, gehort die
Magnetresonanztomographie (MRT) der Primartumorregion (5, 8). Die MRT ist der
Computertomographie (CT) aufgrund der besseren Weichteilbeurteilung Uberlegen,
wobei die Spiral-CT des Thorax zur Detektion pulmonaler Metastasen bevorzugt wird (8).
Ebenfalls zum Standard gehdort die 3-Phasen-Skelettszintigraphie mit Technetium zur
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Beurteilung weiterer Knochenl&sionen, sowie ein PET-Scan (Positronen-Emissions-
Tomographie) (5, 7, 8). Letzteres kann als Ausgangsuntersuchung zur weiteren
Beurteilung des Therapieansprechens herangezogen werden (5, 8). Erganzend erfolgt
standardmalfiig die apparative Diagnostik mittels Echokardiographie,
Lungenfunktionsdiagnostik und Audiometrie (7, 8).

Neben der apparativen Diagnostik ist eine Biopsie zur histopathologischen Auswertung
und definitiven Sicherung der Diagnose erforderlich (5). Zur Fehlervermeidung und um
ausreichend Material zu gewinnen, wird hierzu in vielen Zentren die chirurgische
Inzisionsbiopsie bevorzugt (5, 8). Die Schwierigkeit der histologischen Auswertung ist
dem pleomorphen Erscheinungsbild sowie den unterschiedlichen Subtypen des Tumors
geschuldet und eine weitere Erklarung fur die verzdgerte Diagnosestellung (7).

Als Charakteristikum zeigt sich in der Histopathologie das Bild eines pleomorphen,
hochmalignen Tumors mesenchymalen Ursprungs, der ublicherweise ein &ul3erst
destruierendes Wachstum und eine starke Vaskularisierung zeigt (7). In der ,WHO
Classification of Tumours: Pathology and Genetics of Tumours of Soft Tissue and Bone*
von 2002 unterscheidet die WHO zehn Subtypen (9). Zu den drei klassischen Subtypen
zéhlen das osteoblastische, das chondroblastische und das fibroblastische Osteosarkom
(Tab. 4). Zuséatzlich werden das teleangiektatische, das kleinzellige, das niedrigmaligne
zentrale, das sekundare, das parossale, das periostale Osteosarkom und das
hochmaligne Oberflachenosteosarkom unterschieden (7-9).

Diese Einteilung ist in der 2013 erschienen Neuauflage unveréndert, wobei nochmals auf
die fehlende Evidenz beziglich eines Zusammenhangs zwischen Subtyp und Prognose
hingewiesen wird (10). Das gemeinsame Merkmal aller Subtypen ist die Synthese von
Osteoid und/oder Knochen (5), als Unterscheidungskriterium zu anderen Sarkomen,
wobei der Anteil des Osteoids inter- und intraindividuell variiert (7). Eine weitere
Besonderheit des Osteosarkoms ist das gemeinsame Auftreten unterschiedlicher
Subtypen innerhalb eines Tumors und stellt eine weitere Herausforderung bei der

Diagnosefindung dar (7, 10).

16



Subtypen
(WHO)

vorherrschende Matrix

vorherrschende Zellenbild

osteoplastisch

Osteoid 0. Knochen

buntes Bild aus malignen plasmatischen bis
epitheloiden Osteoblasten, rund-ovale Zellen,
Spindelzellen, anaplastischen mono- oder
multinukleéren Riesenzellen

chondroblastisch

meist hyaliner Knorpel

intralakunar liegende maligne Zellen

fibroblastisch

wenig Osteoid

v. a. Spindelzellen

Tab. 4: Besonderheiten der wichtigsten von der WHO anerkannten Subtypen des
Osteosarkoms (7, 9).
Das Osteosarkom lasst sich anhand der vorherrschenden Matrix und des dominierenden
Zellbildes in zehn von der WHO aktuell anerkannte Subtypen unterteilen, wobei das
ostoblastische, das chondroblastische und das fibroblastische Osteosarkom am haufigsten

vorkommen.

Die Zuordnung zu den einzelnen Subtypen erfolgt anhand der vorherrschenden Matrix und
des dominierenden Zellbildes.
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Die Zusammenschau der Befunde, der histopathologischen Begutachtung und der
bildgebenden Verfahren ermdéglicht letztendlich die Festlegung des Tumorstadiums.
Diese erfolgt anhand des Staging-Systems nach Enneking fir muskuloskelettale
Tumoren (Tab. 5a/Tab. 5b), wobei eine Einteilung nach der TMN-KIlassifikation ebenfalls

maoglich ist (5).

Grading = G

GO | = benigne Lasion

Gl | =I = niedrigmaligen Lé&sion = low grade
G2 | =1l = hochmaligne Lasion = high grade

Lokalisation und Ausdehnung = T

TO = benigne L&sion echte Kapsel,
auf ein Kompartiment begrenzt

T1 | =A = aggressiv-benigne 0. maligne auf ein Kompartiment begrenzt

T2 | =B = maligne das Kompartiment tberschreitend

Metastasen = M

MO | keine Metastasen

M1 | regionale Metastasen oder Fernmetastasen, einschlie3lich Lymphknotenmetastasen

Tab. 5a: Definitionen des Enneking-Staging-Systems (11).

Das Staging-System nach Enneking berlcksichtigt die klinischen und radiologischen
Befunde in Integration zur Histologie. G steht fir Grading, wobei G1 dem
histopathologischen Grading G1 der TNM-Klassifikation und somit einem gut differenzierten
Gewebe entspricht, wahrend G2 den histologischen Differenzierungsgraden G2-G4 der
TNM-Klassifikation entspricht und die Differenzierungsgrade maRig, schlecht und
undifferenziert umfasst. T bezieht sich auf die Ausdehnung des Primarius, wobei T1 = A auf
das Kompartiment begrenzt ist und im Falle des klassischen Osteosarkoms die Kortikalis
nicht durchbrochen hat, wahrend T2 = B eine Infiltration jenseits der Kortikalis beschreibt. M
beschreibt in der Formel MO das Fehlen oder in M1 das Vorhandensein von Fernmetastasen,
vergleichbar mit der TNM-Klassifikation.
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Stadium | Grading |Lokalisation | Metastase Kommentar

1A G1 T1 MO low grade,
auf ein Kompartiment begrenzt*

B Gl T2 MO low grade,
das Kompartiment Uberschreitend**

1A G2 T1 MO high grade,
auf ein Kompartiment begrenzt®

]3] G2 T2 MO high grade,

das Kompartiment Uberschreitend®®

[ G1l/G2 T1/T2 M1 Regionale Metastasen
oder Fernmetastasen

Tab. 5b: Enneking-Staging-System flr maligne Tumoren (hier nicht berlcksichtigt ist die
Einteilung benigner Lasionen aufgrund der fehlenden Relevanz fir das Osteosarkom) (11).
Das Enneking-Staging-System unterscheidet benigne von malignen muskuloskelettalen
Sarkomen und wird u. a. fur die Klassifikation des Osteosarkoms verwendet. Dabei werden
Jow grade” (niedrigmaligne) und somit gut differenzierte (G1) Sarkome von ,high grade®
(hochmalignen) Osteosarkomen (mafig bis undifferenziert (G2-G4)) unterschieden und in
die Stadien | und Il klassifiziert.

Die Einteilung der niedrigmalignen Tumore erfolgt in die Stadien IA: entspricht einen
*intrakompartimentéren Tumor und IB: entspricht einem **extrakompartimentéaren Tumor.
Anhand der Ausdehnung des Primarius (auf das Kompartiment begrenzt® versus das
Kompartiment Uberschreitend®®) und des Fehlens oder Vorhandenseins von
Fernmetastasen erfolgt die Einteilung der high-grade Sarkome in die Stadien IIA (auf das
Kompartiment begrenzt®, Kortikalis intakt), 1B (das Kompartiment Uberschreitend°®, die
Kortikalis ist durchbrochen) oder 11l (Lymphknoten und Fernmetastasen vorhanden).

Das Staging-System nach Enneking unterscheidet drei Stadien maligner Entartung,
wobei die Stadien | und Il lokalisierte Befunde beschreiben, wahrend das Stadium Il den
metastasierten Befund klassifiziert. Die Stadien | und Il werden weiterhin, anhand ihres
intra- oder extrakompartimentaren Erscheinungsbildes, in jeweils zwei Subtypen (A und
B) unterteilt. Zusatzlich wird zwischen niedrigmalignen und hochmalignen Lasionen
unterschieden (5, 8).

Diese Einteilung ist insofern von Bedeutung, da insbesondere Kinder und Jugendliche
haufig ,high grade” und somit hochmaligne Osteosarkome aufweisen, die bei
Diagnosestellung haufig die Kortikalis des Knochens durchbrochen oder in bis zu 20%
der Félle bereits zu radiologisch detektierbaren pulmonalen Metastasen gefuhrt haben
(5, 7). Dementsprechend fallt ein Grol3teil der Patient*innen (bis zu 80%) bei

Diagnosestellung in eines der beiden fortgeschrittenen Stadien IIB oder Il (7, 11).
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Therapie und Uberlebensrate

Die Therapie des Osteosarkoms erfolgt standardisiert und setzt sich aus der
neoadjuvanten und adjuvanten Chemotherapie sowie der Resektion des Primarius und
aller resektablen Makrometastasen zusammen. Mal3gebend fur diesen Therapiestandard
waren die Publikationen von Rosen et al., Link et al. und Eilber et al., die im Folgenden
genannt sind (5, 7).

Rosen et al. zeigten, dass Patient*innen mit Osteosarkom von einer neoadjuvanten
Chemotherapie profitierten. Einerseits konnte durch selbige das Operationsfeld
verkleinert, die Chance auf eine RO-Resektion erh6ht und somit die Uberlebensrate und
die Lebensqualitat gesteigert werden. Andererseits liel3 sich das Ansprechen des Tumors
abschatzen, was wiederum eine Aussage uber die Prognose ermdglichte (12, 13).

Ein weiterer Meilenstein in der Therapie des Osteosarkoms war die Einfuhrung der
adjuvanten Chemotherapie. Sowohl Link et al. (14, 15) als auch Eilber et al. (16)
beschrieben in den Jahren 1986, 1987 und 1991 ein deutlich verlangertes rezidivfreies
Uberleben und ein verlangertes Gesamtiiberleben unter adjuvanter Therapie. So betrug
die von Link et al. im Jahre 1986 beschriebene rezidivfreie Zweijahrestiberlebensrate
66% unter adjuvanter Therapie im Vergleich zu 17% in der Beobachtungsgruppe (14).
Die 1991 ebenfalls von Link et al. publizierte Sechsjahrestberlebensrate betrug 61% in
der Gruppe, die eine adjuvante Therapie erhalten hatte, im Vergleich zu 11% in der
Vergleichsgruppe mit alleiniger operativer Therapie (15).

Zwar hat die Einfuhrung der Chemotherapie zu einer verbesserten Uberlebensrate
gefuhrt, dennoch bleibt eine RO-en-bloc-Resektion des Primarius mit weiten
Resektionsgrenzen, einschliellich des Biopsiekanals und der Biopsienarbe, fiir einen
dauerhaften Therapieerfolg unerlasslich (7). Dementsprechend orientiert sich die
Auswahl des operativen Verfahrens an der Grof3e und Lokalisation des Primarius. Das
extremitatenerhaltende Verfahren hat mit EinfUhrung der neoadjuvanten Chemotherapie
deutlich an Bedeutung gewonnen und flihrte zu einem deutlichen Rickgang der
Amputationsrate (7, 8). Aktuell wird das extremitatenerhaltende Verfahren bei bis zu 80%
der Patient*innen durchgefiihrt (5). Dennoch muss hierbei das erhéhte Risiko fir
Lokalrezidive unter steter Abwagung bezlglich des zu verwendenden Verfahrens
berlcksichtigt werden (5).

Die Belastungen durch die Diagnosestellung und die folgende multimodale Therapie,
insb. auch die Folgen der operativen Eingriffe (7), scheinen die Lebensqualitat (Quality
of Life = QoL) zu limitieren (17). Die Ergebnisse bezlglich der QoL sind jedoch aufgrund

unterschiedlicher Assessments schwer zu vergleichen, sodass zur besseren
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Interpretation standardisierte Fragebogen erforderlich waren (18). Calaminus et al. sahen
Potential in der Auswertung der Daten der Euramos-1-Studie bezuglich der QoL.
Dahingehend sind die endgultigen Ergebnisse abzuwarten (17). Die Ergebnisse einer
retrospektiven Studie von Holzer et al. (19) sowie die Ergebnisse der Meta-Analyse von
Stokke et al. (18) stimmen beziglich der reduzierten Lebensqualitdt nach malignen

Knochentumoren uberein.

Insgesamt konnte mit Einfiihrung dieses multimodalen Therapieansatzes, bestehend aus
neoadjuvanter und adjuvanter Chemotherapie, Resektion des Primarius sowie
bestehender resektabler Metastasen, das Gesamtiberleben von maximal 20% (1980)
auf aktuell bis zu 70% verbessert werden (2, 4). Allerdings gelten die Erfolge in Bezug
auf die Uberlebensrate lediglich fiir Patient*innen mit primér lokalisiertem Befund.

Die Funfjahrestberlebensrate bei metastasiertem Ausgangsbefund liegt bei 20% (1, 4).

Weiterhin liegt die Rezidivrate bei 30-40% nach primar lokalisiertem Befund (5) und 25-
35% der Patient*innen mit primar lokalisiertem Befund entwickeln Fernmetastasen (20).
Im Falle eines Rezidivs verschlechtert sich die 5-JUR deutlich auf 23-29% (5).
Ausschlaggebend hierfiir scheinen das beobachtete schlechtere Ansprechen auf die
Standardchemotherapie im Rezidivfall und das Fehlen effizienter Therapiealternativen zu
sein (20).

Die Versorgung sogenannter Non-Responder, die auf die Standardtherapie nicht adaquat
ansprechen, stellte und stellt nach wie vor aufgrund unzureichender Alternativen ein
grol3es Problem dar (3, 20).

Die Versorgung sehr junger Patient*innen (acht Jahre oder jinger), bei denen das
Osteosarkom oft mit einem wesentlich aggressiveren Verlauf einhergeht (21), scheint
sich jedoch verbessert zu haben, wie aus den Daten von Wu et al. hervorgeht (10-JUR
von 48,2% auf 65,8% verbessert) (6). Jedoch wurde, wie bereits erwahnt, als
ausschlaggebender Faktor fiir der Verbesserung der Uberlebensrate eine schnellere
Bestatigung der Verdachtsdiagnose und nicht eine optimierte Therapiestrategie
angegeben (6).

Auch die Prognose alterer Patient*innen ist aufgrund von Komorbiditaten sowie der
hoheren Beteiligung des Achsenskeletts und der Beckenregion, die mit einer héheren
Mortalitéat einhergeht, schlechter. Auch hier sind fehlende Alternativen initiierend fir die
Suche nach weiteren Therapieoptionen (1).
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In der Behandlung des Osteosarkoms scheint die MAP-Kombination (Cisplatin,
Doxorubicin, Methotrexat) weiterhin der Standard der Erstlinientherapie, auch im Falle
eines schlechten Ansprechens auf die neoadjuvante Therapie, zu sein. Die Euramos-1-
Studie, in der das MAP-Regime mit dem MAPIE-Regime (MAP+Ifosfamid+Etoposid)
verglichen wurde, zeigte keinen Benefit bezuglich der Uberlebensrate bei hoherer
Toxizitat unter MAPIE und sprach sich weiterhin fur die Verwendung des MAP-Regimes
aus (22). Auch die Metaanalyse von Yu et al., die die Ergebnisse von neun Studien zu
MAP und diversen MAP(+)-Alternativen verglich, fihrte zu dem Ergebnis, dass MAP bei
vergleichbarer Uberlebensrate und geringerer Toxizitat zu bevorzugen ist (23).

Aufgrund fehlender Therapiealternativen zur Standardtherapie sind neue
Therapieansatze zur besseren Versorgung zuvor beschriebener Patient*innengruppen,
die von der Standardtherapie nicht profitieren, erforderlich. Einige Phase-II-Studien zur
Second-Line-Therapie  scheinen  zumindest zu einer Verlangerung des
progressionsfreien Uberlebens zu fihren.

So untersuchten Grignani et al. bspw. den Effekt von Sorafenib und Everolimus als
Second-Line-Therapie im Anschluss an die Standardtherapie (MAP) bei Patient*innen
mit nicht resezierbaren Osteosarkomen oder Rezidivbefunden und progressiver
Situation. Insgesamt 45% (17/38) der in die Phase-lI-Studie eingeschlossenen
Patient*innen erreichten das vorgegebene Ziel von sechs Monaten progressionsfreiem
Uberleben (progression free survival = PFS). Die Autoren zeigten somit eine Wirkung
dieser Kombination in der Osteosarkomtherapie, verfehlten jedoch ihr vorgegebenes Ziel
mindestens 50% der Patient*innen sechs Monate lang progressionsfrei zu halten (24).
In einer weiteren Phase-II-Studie tber die Wirksamkeit von Gemcitabin und Sirolimus,
ebenfalls bei Rezidivpatient*innen und Patient*innen mit progressivem Befund nach
Standardtherapie, kamen Martin-Broto et al. zu einem &hnlichen Ergebnis. Hier
erreichten 44% der initial 35 eingeschlossenen Patient*innen das gesetzte Ziel von vier
Monaten PFS (25).

Zuletzt berichteten Xie et al. Uber den Einfluss Apatinibs im fortgeschrittenen
Osteosarkom (ebenfalls in einer Phase-II-Studie mit 37 Patient*innen) und beschrieben
eine viermonatige progressionsfreie Uberlebensrate von 56,7% (26).
Zusammenfassend zeigen alle drei genannten Studien Potential, jedoch ist der Vorteil
bezlglich der Langzeitiiberlebensrate aufgrund des kurzen Beobachtungszeitraums

unklar.
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Nebenwirkungen der Kombinationstherapie

Weiterhin scheint der therapeutische Nutzen neuer Therapieregime begrenzt zu sein, bei
gleichzeitig zu bertcksichtigenden relevanten Nebenwirkungen.

So hat die Ergdnzung der Standardtherapie (MAP) um weitere Chemotherapeutika bisher
zu einer erhohten Toxizitat, bei ausbleibendem Effekt auf die Uberlebensrate gefiihrt (22,
23). Auch in allen drei genannten Phase-II-Studien wurden relevante Nebenwirkungen,
die zur Dosisreduktion und in einigen Féllen zum Pausieren der Chemotherapie fuhrten,
genannt (24-26).

Als vorranginge akute Nebenwirkungen der aktuellen Standardchemotherapie gelten:
Neutropenie, neutropenisches Fieber, Thrombozytopenie, Anamie, Hypophosphatamie,
Mukositis, Infektionen und Kardiotoxizitat (23). Die Kardiotoxizitat spielt in Form einer
resultierenden Kardiomyopathie insbesondere in Hinblick auf das junge Alter der
Patient*innen als Langzeitfolge eine entscheidende Rolle (7). Daneben sind unter
Verwendung von Cisplatin irreversible Nieren-, Gehor- und Nervenschadigungen als
maogliche Langzeitschaden zu bericksichtigen. Die Beeintrachtigung der Fertilitat spielt
ebenfalls angesichts des oft jungen Alters der Patient*innen eine wichtige Rolle und muss
diskutiert werden (5, 7).

Ausblick

Es Dbleibt somit festzuhalten, dass es in den letzten vier Jahrzehnten kaum
zufriedenstellende Fortschritte in der Osteosarkomtherapie gab (4, 20) bei weiterhin
unzureichender Versorgung von Patient*innen mit disseminiertem Befund,
unzureichendem Ansprechen auf die Standardtherapie (Non-Responder), nicht
resektablen Befunden und fortgeschrittenem Lebensalter bzw. bestehender
Komorbiditat, die eine Verwendung der Standardtherapie einschrankt (1, 4, 5, 20).
Erganzend zu den Schwachstellen der aktuellen Standardtherapie machen die
genannten akuten Nebenwirkungen sowie Frih- und Spéatfolgen der Behandlung eine
weitere Optimierung der bestehenden Therapie erforderlich (6).

Eine Ergédnzung der Polychemotherapie mit einem geeigneten Wirkstoff, der eine
Dosisreduktion der klassischen Chemotherapeutika ermdoglicht, damit die
Nebenwirkungsrate verringert und gleichzeitig die Toxizitdit der bestehenden
Standardtherapie nicht erhdht, ware ein mdglicher Ansatz. Insbesondere erscheinen hier
antiangiogene Wirkstoffe aufgrund der hohen Vaskularisierung des Osteosarkoms als

erfolgversprechende Option.
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Taurolidin

Taurolidin [bis(1,1-dioxoperhydro-1,2,4-thiadiazinyl4)methane (TRD)] ist ein synthetisch
hergestelltes Derivat der ubiquitar im Kérper vorkommenden Aminoséaure Taurin (27) und
besteht aus zwei Taurinamidringen, die Uber eine Methylgruppe verbunden sind (28). Es
hat ein Molekulargewicht von 284,37 g/mol (27, 28) und wird nach intraperitonealer
Applikation rasch resorbiert (29). Laut Herstellerinformation wird der maximale
Wirkspiegel im Blut 15 Minuten nach intraperitonealer Injektion erreicht (29). Der Abbau
Taurolidins erfolgt, soweit bekannt, Gber die aktiven Metabolite Taurultam und Methyl-
Taurinamid zu Taurin und Kohlendioxid, wobei die Ausscheidung grof3tenteils Uber die
Nieren und zu einem geringeren Teil Uber die Atmung erfolgt (27, 29, 30).

Die Wirkung Taurolidins wird seit 1970 in praklinischen und klinischen Studien erforscht
(28). Eine gute antibakterielle und antiadharente Wirkung bei gleichzeitig ausbleibender
Resistenzbildung machten es fir die septische Abdominalchirurgie interessant (31).
Primare Anwendung fand Taurolidin in ersten klinischen Studien bereits 1976 in der
septischen Abdominalchirurgie, zur lokalen additiven Behandlung schwerer Peritonitis
(28) sowie aufgrund seiner antiendotoxinen Wirkung in der Behandlung des Systemic
Inflammatory Response Syndrome (SIRS) (27, 28). Dabei zeichnet sich Taurolidin durch
ein breites antimikrobielles Spektrum aus, dass sowohl gram-positive und gram-negative,
aerobe und anaerobe Bakterien als auch Pilze erfasst (28, 29). Der Wirkmechanismus
beruht auf der Freisetzung reaktiver Methylgruppen aus den aktiven Metaboliten des
Taurolidins, die mit Oberflachenproteinen der bakteriellen Zellwéande und Zellmembranen
interagieren (28). Uber diesen Mechanismus fiihrt Taurolidin zu einer Degeneration der
Zellwande (27), einer verminderten Endotoxinfreisetzung (28) und einer verminderten
Adharenz an Epithelzellen (32, 33).

Zusatzlich zur verminderten Endotoxinfreisetzung bedingt die Bindung der
Methylgruppen an bereits freigesetzte Endo-(Lipopolysaccharide) und Exotoxine
(Polypeptide) deren Inaktivierung (27, 28). Die Freisetzung von Endo- und Exotoxinen
beeinflusst wiederum die Freisetzung unterschiedlicher Zytokine, u. a. Tumor Necrosis
Factor alpha (TNF-a) und die Interleukine (IL) 1beta, 6 und 8 (27, 28). Zytokine fuhren,
bspw. im Rahmen eines SIRS, zu vielfadltigen Organdysfunktionen (27). In einigen
Studien konnte gezeigt werden, dass Taurolidin nicht nur zu einer Suppression o. g.
Toxine fuhrt, sondern auch die Synthese von TNF-a und IL-1b, 6 und 8 hemmt (Tab. 6)
(27, 28, 34).
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Zellen/zelllinie Versuchssituation Zytokinsuppression in vitro/ Ref.
unter TRD in vivo

periphere Inkubation von LPS 80-90% reduzierte in vitro (34)
mononukleare (Lipopolysaccharide) IL-1- und TNF-a-
Blutzellen mit TRD, Synthese
(PBMC) anschlieRende

Inkubation der PBMS mit

(den mit TRD

vorbehandelten) LPS
periphere Stimulation mit reduzierte in vitro (34)
mononukleare Staphylokokkus aureus- IL-1- und TNF-a-
Blutzellen Toxin-1 Synthese
(PBMC)
Makrophagen TRD-Therapie erhéhte Phagozytose in vivo (35)
in vivo, in einem Mausmodell in der TRD-Gruppe,
nach Zokalligatur | zur Erfassung Priming der
und Punktion des Einflusses auf Makrophagen durch
(Peritonitismodell) peritoneale TRD annehmbar

Makrophagen
glomerulare LPS-Stimulation inhibierte in vitro (36)
Mesangiumzellen | der Mesangiumzellen TNF-a Produktion
(Ratte)
Peritonitismodell Intraperitoneale verringerte in vivo (37)
(Ratte) bakterielle Induktion TNF-a-Konzentration

mit anschlieRender

topischer TRD-Injektion
humane Stimulation der HPMC verminderte in vitro (38)
peritoneale mit TNF-a, IL-8-Konzentration
Mesothelzellen anschlieRende
(HPMC) Inkubation mit TRD

Tab. 6: Einfluss Taurolidins auf die Zytokinfreisetzung.
Sowohl in vitro an verschiedenen Zellreihen als auch in vivo in Peritonitismodellen lieR? sich

unter Verwendung von TRD eine Zytokinsuppression nachweisen und eine

antiinflammatorische Wirkung bestétigen (28).

Weiter hat die These einer inflammatorisch bedingten Tumorentwicklung eine
entscheidende Rolle in der Tumorforschung eingenommen und fihrte in Bezug auf
Taurolidin zu der Uberlegung, ob Taurolidin Uber seine antiinflammatorische Wirkung
hinaus eine antitumordse Wirkkomponente besitzt (28).

Diese Annahme liel3 sich anhand zahlreicher in vitro-Studien bestatigen. So lassen sich
ein Dutzend Publikationen zum Einfluss Taurolidins auf unterschiedliche
Kolonkarzinomzelllinien (HCT-8/-15/-19/-29, CC531, DHD/K12/TRb) mit durchgehender

Wachstumsinhibition in vitro finden (32, 39-48). Aus dem Bereich des proximalen

uber

Taurolidins  auf
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Plattenepithelzellkarzinomzellen der Mundhohle (49) und Osophaguskarzinomzellen (50)
dokumentiert. Darliber hinaus war eine in vitro-Wachstumsinhibition an
Gallengangskarzinomzellen (40), Leberzellkarzinomzellen (46, 48, 51) und
Pankreaskarzinomzellen (46, 48, 52) feststellbar. Im Bereich der mannlichen und
weiblichen Fortpflanzungsorgane wurde in vitro eine hemmende Wirkung Taurolidins auf
Ovarialkarzinomzellen (32, 53) und Prostatakarzinomzellen (32, 54) in jeweils zwei
Publikationen sowie im Bereich der ableitenden Harnwege an Blasenkarzinomzellen (55)
beschrieben. Bezuglich der in vitro-Wirksamkeit auf Zellen maligner thorakaler
Neoplasien konnte eine Wachstumsinhibition an Lungenkarzinomzellen (32) und
malignen pleuralen Mesotheliomzellen (56-58) nachgewiesen werden. In vitro zeigte sich
weiterhin eine antiproliferative Wirkung Taurolidins auf Melanomzellen (32, 59).
Tumorzellen des Nervensystems wiesen ebenfalls eine Sensibilitat gegentiber Taurolidin
in vitro auf. Die Wirksamkeit auf Glioblastomzellen (32, 60-63) und Neuroblastomzellen
(64-66) wurde in diversen Publikationen bestétigt. Weiterhin scheint eine Sensibilitat von
Leukédmiezellen in vitro gegenuber Taurolidin zu bestehen (53, 67, 68). Die
Literaturrecherche deutet auf eine durchgehend wachstumsinhibierende Wirkung
Taurolidins auf Tumorzellen unterschiedlichster Ursprungsorgane hin.

Einige dieser genannten Studien zielten auf die weitere Abklarung des Wirkmechanismus
Taurolidins ab. So betonten beispielsweise Neary et al. in ihrem Review die
antiinflammatorische Wirkung Taurolidins auf Tumorzellen und beriefen sich v. a. auf die
Publikation von Daigeler et al. (28). Daigeler et al. beschrieben demnach eine
Verstarkung des NF-kappaB-Inhibitors (Nuclear Factor kappaB) in Fibrosarkom- und
Osophaguskarzinomzellen. Daraus konnte sich eine Inhibition der NF-kappaB-Aktivitat
ableiten. Eine NF-kappaB-Aktivierung fuhrt im Gegenzug zu einer Freisetzung
proinflammatorischer Mediatoren wie Colony Stimulating Factor-1 (CSF-1),
Cyclooxygenase-2 (COX-2), IL-6, IL-1, Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und
TNF-a. Eine Aktivierung des NK-kappaB-Inhibitors liefert somit eine Erklarung fir die
beobachtete antiinflammatorische Wirkung Taurolidins (28, 50, 69).

Auch die initial an Eukaryonten beobachtete Verminderung der Adhasionseigenschaften
unter Taurolidin fuhrte zu der Uberlegung, ob sich diese Wirkung in Tumormodellen
reproduzieren liel3e (28). Dieser These entsprechend berichteten Nestler et al. Gber eine
deutlich verminderte Adhasion von Kolonkarzinomzellen (CC531) in vitro unter Taurolidin
und Bobrich et al. Gber eine reduzierte Tumorlast und eine verminderte Cadherin-E-

Expression in einem Kolonkarzinommodell der Ratte (44, 70). In Bezug auf unsere eigene

26



Studie war relevant, dass auch die Adhasionseigenschaften von Osteosarkomzellen in
vivo supprimierbar waren (71).

Neben der Beeintrachtigung der Adhasion scheint Taurolidin Uber unterschiedliche
Mechanismen die Apoptose in zahlreichen Tumorzelllinien zu induzieren (28).

Zum einen scheint Taurolidin einen direkten zytotoxischen Einfluss auf Tumorzellen zu
haben. So beschrieben Rodak et al. an malignen Gliomzellen und Opitz et al. an
Mesotheliomzellen eine direkte zytotoxische Komponente Taurolidins durch freigesetzte
Sauerstoffradikale  und eine dadurch  bedingte  erhdohte  mitochondriale
Membranpermeabilitat (57, 63).

Zum anderen gibt es Hinweise auf eine Aktivierung des intrinsischen
Apoptosemechanismus. So berichteten Han et al. (Leukémiezellen: HL-60) und
Darnowski et al. (Prostatakarzinomzellen: DU 145) liber eine vermehrte Freisetzung von
Cytochrom c und folglich Gber eine vermehrte Aktivierung der Procaspasen 8 und 9 (54,
67). Als weiterer Angriffspunkt Taurolidins auf den intrinsischen Apoptosemechanismus
deutet die vermehrte Expression des proapoptotischen Bax-Proteins (68) sowie
verminderte Expression der Caspase-Inhibitoren Bcl-2, Mcl-1 und Survivin hin (57, 68).
Weiterhin scheint Taurolidin, wie von Stendel et al. beschrieben, durch Verstarkung des
Fas-Liganden vermittelten Zelltodes zu interagieren (60). Dies scheint ein Hinweis auf die
Aktivierung extrinsischer Apoptosemechanismen durch Taurolidin zu sein (28).

Zudem scheint Taurolidin Uber die erh6hte mitochondriale Freisetzung von AIF (=
apoptosis inducing factor) tber einen Caspase-unabhangigen Mechanismus zum Zelltod
zu fUhren und zusatzlich eine erhdhte Expression des Tumorsuppressorproteins p53 zu
bedingen (57).

Neben der genannten antiinflammatorischen, antiadharenten und Apoptose
induzierenden Wirkung wird Taurolidin eine antiangiogenetische Wirkung zugesprochen.
Im Rahmen maligner Entartung kommt es, nach einer initialen Wachstumsphase bis zu
einer TumorgroBe von wenigen mm?3, zum sogenannten ,angiogenetic switch* der
malignen Zellen, der zu einer verstarkten Expression proangiogenetischer Faktoren fuhrt.
Uber die Expression proangiogenetischer Faktoren, zu denen u. a. VEGF zahlt, kommt
es zur Aktivierung von Endothelzellen und Proteasen und dariber hinaus zur
GefalReinsprossung (20, 72).

In vitro gelang an verschiedenen Tumorzelllinien der Nachweis einer verminderten
VEGF-Konzentration sowie einer verminderten VEGF-Produktion unter Taurolidin (43,
63). Die beobachtete VEGF-Suppression fuhrte zu der Annahme einer Beeinflussung der

Angiogenese durch Taurolidin. Diese mdgliche Angiogenese-Inhibition ist insofern von
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Bedeutung, da lokale Tumorprogression und Metastasierung fundamental von der
Gefallneubildung abhangen (20, 27).

In Bezug auf das Osteosarkom sahen Kaya et al. einen Zusammenhang zwischen der
starken Vaskularisierung des Osteosarkoms und der Tumorprogression, der friihzeitigen
Metastasierung, der hohen Rezidivrate und der schlechten Prognose (73).

VEGF, einer der bekanntesten Wachstumsfaktoren, scheint bei der Gefa3neubildung im
Allgemeinen, aber auch bei der Angiogenese des Osteosarkoms im Speziellen eine
entscheidende Rolle einzunehmen (20). So wiesen Osteosarkompatient*innen im
Vergleich zu gesunden Proband*innen bis zu 5-fach erhohte VEGF-Serumlevel auf.
Weiterhin gibt es Hinweise, dass die erhdhte Expression dieser VEGF-Isoformen nicht
nur mit einer signifikant hoheren MikrogefaRdichte und einer hoheren
Metastasierungsrate, sondern auch mit einer schlechteren Prognose fur das Gesamt-
und rezidivfreie Uberleben korreliert (20, 73, 74).

Die Ergebnisse der zuvor genannten Phase-lI-Studie von Grignani et al. (Abschnitt:
Therapie und Uberlebensrate) deuten ebenfalls auf einen  moglichen
antiangiogenetischen Angriffspunkt in der Osteosarkomtherapie hin (24).

Bezulglich eines antiangiogenetischen Einflusses Taurolidins auf das Osteosarkom liegen
aktuell keine Daten vor. Aufgrund der o. g. anzunehmenden antiangiogenetischen
Wirkung Taurolidins und der Bedeutung der Angiogenese fir das Osteosarkom, scheint
eine Wirkung Taurolidins auf die Angiogenese im Osteosarkom plausibel.

Insgesamt gilt Taurolidin Gber die Suppression proinflammatorischer Prozesse, die
Verminderung der Adhasionseigenschaften, die Verstarkung der Apoptosemechanismen
und die Inhibition der Angiogenese in der experimentellen Tumortherapie als

vielversprechend.
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Zusammenfassung und Zielsetzung

Aufgrund eingangs aufgefuhrter Grenzen der aktuellen Osteosarkomtherapie soll in
dieser Arbeit die Wirkung Taurolidins auf das Osteosarkom untersucht werden. Taurolidin
scheint dabei als Adjuvans zur bisherigen Therapie wegen seiner vielfaltigen
antitumorésen Eigenschaften und seines geringen Nebenwirkungsspektrums
vielversprechend zu sein.

Hierzu soll zunachst der Einfluss Taurolidins auf das Wachstum und die Ausbreitung des
Osteosarkoms in einem Tiermodell erfasst werden. Weiterhin sollen aufgrund der
einerseits beobachteten Suppression des VEGFs unter Taurolidin und der andererseits
hohen Bedeutung der Angiogenese fiir das Osteosarkom die mdglichen Effekte auf die

GefalRentwicklung im Tumor immunhistologisch untersucht werden.
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Material und Methodik

Materialien

Zellen:
Osteosarkomzelllinie K7M2 (ATCC-CRL-2836)

Losungen und Reagenzien:

Vollmedium Dulbeccos MEM mit L-Glutamin (Biochrom AG, Berlin)
Penicillin/Streptomycin 100.000 U/m| (Biochrom AG, Berlin)

10%igen FCS Kalberserum (Biochrom AG, Berlin)

PBS, Dulbecco’s PBS, w/o Ca?*, Mg?*, (Biochrom AG, Berlin)

0,25% EDTA Trypsin (Biochrom AG, Berlin)

Taurolidin (Taurolin® 2%) (Geistlich Pharma, Schweiz)
Ringer-Elektrolyt-L6sung (Braun Melsungen AG, Germany)
0,9% NaCl (Braun Melsungen AG, Germany)
Zinkfixierlésung (BD Pharmigen, USA)
Formalin-Lésung 10% (SIGMA-ALDRICH, USA)
Ethanol 70 Vol-% (Herbeta Arzneimittel, Berlin)
Ethanol 80 Vol-% (Herbeta Arzneimittel, Berlin)
Ethanol 90 Vol-% (Herbeta Arzneimittel, Berlin)
Ethanol 96 Vol-% (Herbeta Arzneimittel, Berlin)
Ethanol 100 Vol-% (Herbeta Arzneimittel, Berlin)
ProTags Clear® (= xylene-free histological clearing agent) (quartett, Berlin)

PARAPAST PLUS® (= Paraffin) (McCormick SCIENTIFIC, USA)
Ampuwa® Spullésung (Fresenius Kabi, Bad Homburg)
Xylol (MERCK, Darmstadt)

Milli-Q® Wasseraufbereitungssystem (= Millipore) (MERCK, Darmstadt)

Aqua bidestillata (Braun, Melsungen AG, Germany)
Hamalaun (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Eosin (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
Kaisers Glyceringelatine (MERCK, Darmstadt)
Citratpufferlésung (10 milimolar, ph = 6) (angesetzt)
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Avidin
Biotin

Dako antibody diluent (= Tris-HCL-Puffer:

stabilisiertes Protein und 0,015 mol/l Natriumazid)

ABC Vectastain AK 5004 (= Streptavidin-
Alkalische Phosphatase)
PBS

Tween 20

Fast Red: (1Tbl. Tris-Puffer, 1Thl. Fast Red)

Antikorper:

Anti-CD31 rat anti mouse
Anti BrdU (OBT 0030G BrdU)
Anti rat biotinyl. (0468)

Gerate:

Messzange

Kompressorpumpe

CO2-Brutschrank

Zentrifuge

Prazisionswaage

Kihlschrank

Gewebeeinbettautomat (Hypercenter XP)
Gefrierschrank

Rotationmicrotom HM 355 S

Wasserbad

Lichtmikroskop (zeiss Axiophot)

Laborgerate, Behaltnisse und Einwegprodukte:

Zellkulturfasche (75 ml, 175 ml)

Konisches Réhrchen (50 ml) [blue cap]

Glaspipettenspitzen (5 ml, 10 ml, 25 ml)

(Dako, USA)
(Dako, USA)
(Dako, USA)

(Vector Laboratories inc, USA)

(BIOCHROM AG, Berlin)
(Sigma-Aldrich, USA)
(Dako, USA)

(BD Pharmingen)
(AbD Serotec, UK)
(Dako, USA)

(VWR International GmbH,
Darmstadt)

(Eppendorf, Wesseling Berzdorf)

(Heraeus, Berlin)

(Heraeus, Berlin)

(Sartorius, Gottingen)
(Liebherr Premium)

(Shandon GmbH, Frankfurt)
(Bosch)

(MICROM International GmbH,
Walldorf)

(Gesellschatft fir Labortechnik
mbH, Burgwedel)

(Zeiss, Deutschland)

(BD Falcon, USA)
(BD Falcon, USA)
(BD Falcon, USA)
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Superfrost® Plus Objekttrager

MICROTOME BLADE N35
Eindeckglaser
Glasklvette

(R. Langenbrinck, Labor- u.
Medizintechnik, Emmendingen)
(Feather, USA)

(Menzel Glaser, Braunschweig)
(Douran Group GmbH,

Wertheim/Main)
Einmalkantlen (Braun Melsungen AG, Germany)
Butterfly (Braun Melsungen AG, Germany)

Herkunft der Tiere

Die Versuche wurden mit Antrag 0181-09 vom Landesamt fuir Gesundheit und Soziales
des Landes Berlin genehmigt. Die Unterbringung und Versorgung der von Charles River
(Germany) bezogenen sechzig Balb/c Mause erfolgte nach Genehmigung und unter den
Regularien der lokalen Tierschutzkommission (75). Die Unterbringung der finf Wochen
alten, durchschnittlich 25 g wiegenden ménnliche Mause erfolgte unter standardisierten
Laborbedingungen, in einem klimakontrollierten, fur Kleintiere vorgesehenen Raum (ca.
24°C, 60% Luftfeuchtigkeit, 12-stiindigen Tag-/Nachtrhythmus) mit freiem Zugang zu
Trinkwasser und Standardfutter. Die Tierpflege wurde durch geschultes, erfahrenes
Fachpersonal gewéhrleistet. Zur Beurteilung des Allgemeinzustandes der Tiere wurden
regelmanige Gewichtskontrollen sowie die Dokumentation des Erscheinungsbildes in
Anlehnung an die UKCCCR-Richtlinien und den Score Sheet ,Humane Endpoints* (siehe

Anhang) vorgenommen (76).

Randomisierung

Untersucht werden sollte der Einfluss steigender Taurolidin-Konzentrationen auf das
Wachstum eines Osteosarkoms nach intravenoser (i. v.) versus intraperitonealer (i. p.)
Applikation. Entsprechend wurden die Tiere in sechs Gruppen randomisiert (Tab. 7).
Dreil3ig Tiere hatten einen zentralvendsen Katheter (ZVK) und wurden dem intravendsen
Therapiearm zugeordnet. Die Implantation der Katheter erfolgte vor Lieferung der Tiere
durch Charles River (Germany). Die verbliebenen Tiere wurden dem intraperitonealen

Therapiearm zugeordnet.
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Nach einer einwtchigen Eingewdhnungszeit erfolgte zunachst die Randomisierung der
einzelnen Versuchstiere unmittelbar vor der Implantation der Tumorzellen. Die
Kennzeichnung erfolgte in Inhalationsnarkose (Isofluran) durch Ohrlécher nach festem

Markierungsschema, um eine genaue ldentifizierung zu erméglichen.

Therapiearm Therapiegruppe Wirksubstanz Tieranzahl = n
intravendse Gruppe 1.0 Kontrolle (NaCl) n=10
Applikation
Gruppe 1.1 1%iges Taurolidin (1% TRD) |n=10
Gruppe 1.2 2%iges Taurolidin (2% TRD) | n=10
intraperitoneale | Gruppe 2.0 Kontrolle (NaCl) n=10
Applikation
Gruppe 2.1 1%iges Taurolidin (1% TRD) |n=10
Gruppe 2.2 2%iges Taurolidin (2% TRD) | n=10

Tab. 7: Darstellung der Randomisierung.

Die insgesamt 60 Versuchstiere wurden in sechs Gruppen mit jeweils 10 Tieren randomisiert.
Die Gruppen 1.0-1.2 erhielten NaCl oder TRD 1% oder TRD 2% i. v. Uber einen
zentralvendsen Katheter.

Die Gruppen 2.0-2.2 erhielten NaCl oder TRD 1% oder TRD 2% i. p. Uber eine Punktion der
Abdominalhéhle.

Zelllinie und Zellkultivierung

Verwendet wurde die murine Osteosarkomzelllinie K7M2, die ein hohes
Metastasierungspotential aufweist.

Die Tumorzellen wurden zunachst in Kulturflaschen mit Vollmedium (Dulbeccos MEM mit
L-Glutamin), Penicillin/Streptomycin (5 ml/500 ml) und 10%igen fetalem Kalberserum (=
FCS) (50 mI/500 ml) im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2-Anteil kultiviert.

Im Rahmen der Passage erfolgten zunachst das Absaugen des Vollmediums und die
Spulung der Kulturflasche mit einfacher PBS-L6sung (Phosphatgepufferter Salzldsung).
AnschlieBend erfolgte das Losen der Zellen durch Zugabe von EDTA-Trypsin
(Ethylendiamintetraacetat-Trypsin), gefolgt von funfmindatiger Inkubation im CO2-
Brutschrank. Anschliel3end wurde 10 ml reines Vollmedium hinzugegeben und die Zellen
re-suspendiert. Zur Entfernung des Trypsins wurde die Zellsuspension sieben Minuten
bei 900 Umdrehungen/min und 12°C zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Die

gewonnenen Zellpellets wurden mit Vollmedium ohne FCS (zum Entfernen von

33



Fremdantigenen) re-suspendiert. Die Re-Suspension ohne FCS diente der Vorbereitung
zur Zellimplantation in die Versuchstiere.

Die Zellzahlbestimmung und Vitalitatseinschatzung erfolgte in der Neubauer-
Zahlkammer (0,1 ul) nach der Trypan-Blau-Methode (Verhaltnis Zellsuspension: Trypan-
Blau = 1:1). Die Zellsuspension wurde bis zum Erreichen der geplanten Zellanzahl mit
Vollmedium (ohne FCS) verdiinnt, anschlieRend in Eppendorf-Gefale (0,5 ml mit 2,5*10°
Zellen) gefullt und den Versuchstieren unmittelbar injiziert. Alle Versuchstiere erhielten

Osteosarkomzellen der vierten Passage.

Studiendesign
| b

Tag -7 Tag X Tag 1-7 Tag 8-35
Ankunft der Tiere Tumorzell- Therapiezeitraum Therapiefreies Intervall,
und Eingewdhnung | implantation | Gber 7 d. i. v. Obduktion und
Uber 7 d. i. p.und i. m. | bzw. i. p. Gewebekonservierung

je nach an Tag 35

Therapiegruppe

Nach einer Eingewdhnungszeit von sieben Tagen wurden die Tumorzellen bei allen
Versuchstieren in die Bauchhdhle (intraperitoneal = i. p.) und in den Musculus
gastrocnemius (intramuskular = i. m.) eingebracht, jeweils 2,5x10° Zellen pro Injektion,
mit einem Injektionsvolumen von 0,5 ml pro Applikationsstelle. Es wurde unmittelbar
danach mit der Therapie begonnen. Nach Abschluss der Behandlung wurden die Tiere
fur weitere 28 Tage beobachtet und am 35. postoperativen Tag mittels CO2-Narkose

getotet und obduziert.

Intravendse und intraperitoneale Therapie

Fur den Versuch wurden Taurolidin-Lésungen in den Konzentrationen 1% und 2%
verwendet. Als Kontrolle diente eine 0,9%ige NaCl-Losung (Natriumchlorid). Die 1%ige
Taurolidin-Losung wurde durch Verdinnung der 2%igen Taurolidin-Losung mit Ringer-
Elektrolyt-L6sung hergestellt. Allen Losungen wurden jeweils 10 internationale Einheiten
(IE) Heparin/ml zugesetzt.

Die intravendse Behandlung (Gruppe 1.0-1.2) erfolgte Gber die zentralventsen Katheter

(Abb. 2-8). Die Verabreichung der Therapie im intraperitonealen Therapiearm (Gruppe
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2.0-2.2) erfolgte durch Punktion des Abdomens und anschlieender intraperitonealer
Injektion (Abb. 9).

Der Therapiemodus beinhaltete die regelmafiige Applikation im Abstand von 12 Stunden
Uber insgesamt sieben Tage (jeweils 0,5 ml, entsprechend der Gruppenzugehdrigkeit,
Tab. 7). 1 ml 1%iges Taurolidin entspricht dabei einer Konzentration von 400 mg/kg KG
und Tag; 1 ml 2%iges Taurolidin dementsprechend 800 mg/kg KG und Tag.

TITT

80

n

Abb. 2: Abbildung der Austrittsstelle des | Abb. 3: Injektionsbesteck zur Applikation der
zentralvendsen Katheters (ZVK). intravendsen  Therapie  bestehend  aus
Der Katheter verlief iber die rechte V. subclavia | ,Butterfly“ und 2ml-Spritze.

und die V. cava zum rechten Vorhof. Zum | Der  Vorteil des  23-Gauge-,Butterflys”
Schutz vor einer Katheterinfektion und vor | gegeniiber einer herkbmmlichen 23-Gauge-
Manipulation durch das Versuchstier wurde der | Kanile lag in dem Zugewinn an Flexibilitat
ZVK subkutan getunnelt und am Ricken des | durch die Leitung.

Tieres durch eine Einzelknopfnaht fixiert.
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Abb. 4: Verschlussmechanismus des ver-
wendeten Kathetersystems.

Der abgebildete Metallstift diente dem sicheren
Verschluss des zentralvendsen Katheters.

Abb. 5: Vermeiden einer Luftembolisation.

Vor Entfernung des Metallstiftes erfolgte das
Abklemmen des Katheters, um die Entstehung
einer Luftembolie zu verhindern.

Abb. 6: Handhabung des Katheters.
AnschlieBend wurde der Metallstift entfernt.
Dabei war darauf zu achten, eine Dislokation
des Katheters zu vermeiden.

Abb. 7: Aufsetzen der Kanile.

Nach Entfernung des Metallstiftes folgte das
Einfihren der Butterflykanlle. Hierzu wurden
abgerundete Kanilen verwendet, um eine
Beschadigung des Katheters zu verhindern.




Abb. 8: Injektion der Lsung.

Nach Aufsetzten der Kanile wurde die
Klemme entfernt und die Therapielésung (je
nach Gruppe: 1% TRD, 2% TRD oder NaCl)

Abb. 9: Intraperitoneale Injektion.

Die intraperitoneale Therapie erfolgte durch
einfache Punktion des Unterbauchs mittels
Einmalkanilen (0,4mm*19mm).

Dazu wurden die Versuchstiere in Ricken-
und Kopftieflage gebracht. Hierdurch sollte
das Risiko fir die akzidentielle Perforation
des Darms oder die Punktion von Leber/Milz
minimiert werden.

appliziert. Anschlie3end wurden die Schritte
6-9 in umgekehrter Reihenfolge erneut
durchlaufen.

Obduktion und Dokumentation

Die Studie wurde fur jedes Tier, unmittelbar vor der Obduktion der Versuchstiere durch
zwei geblindete erfahrene Untersucher, durch eine CO2-Narkose beendet. Nach der
Bestimmung des Obduktionsgewichts erfolgte die Freilegung des intramuskulér
gewachsenen Tumors anhand einer medianen Schnittfihrung an der
Unterschenkelvorderseite. AnschlieRend wurde die Ausdehnung des Tumors durch
Messung entlang der Langsachse, der Breite und der Tiefe mit einer Messzange
bestimmt. Zur Ermittlung des Tumorgewichts wurde die makroskopisch sichtbare
Tumormasse reseziert und das Gewicht mit einer Prazisionswaage erfasst. Fur weitere
histologische Untersuchungen wurde das Tumorgewebe zu gleichen Teilen in
Zinkfixierlésung und Formalin fixiert.

Zur Beurteilung des intraabdominellen Tumorwachstums wurde der Bauchraum mit einer
medianen Laparotomie er6ffnet. Die einzelnen Strukturen (Bauchwand, Zwerchfell,

Omentum majus, Mesenterium, kleines Becken, Nieren, Leber, Pankreas, Milz, Magen
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und Darm) wurden auf Tumorabsiedlungen untersucht und sofern durchftihrbar exzidiert
und gewogen. AnschlieRend wurde der Thorax median eréffnet und auf Pleura- und
Lungenmetastasen inspiziert.

Die erhobenen Daten wurden auf standardisierten Obduktionsprotokollen festgehalten.
Zusatzlich wurden Auffalligkeiten wie Aszites oder Ikterus notiert.

Nach abgeschlossener Obduktion wurden die Kadaver bis zur Abholung durch die
Tierkorperverwertung (Saria Bio-Industries GmbH, Miutzel, Deutschland) bei -21°C

gelagert.

Fixierung, Gewebeeinbettung und Schnittanfertigung

Fixierung der Gewebeproben

Die entnommenen Gewebeproben wurden zu gleichen Teilen in 10%iger, gepufferter
Formalin-Losung (24 h unter Ruhren im Kuhlraum; Temp. 4°C) oder in Zinkfixierldsung
(24 h unter Ruhren bei Raumtemperatur) zum Erhalt der natirlichen Gewebestruktur und
in Vorbereitung auf die immunhistochemischen Farbungen inkubiert. Daraufhin folgten
zwei jeweils 45 Minuten dauernde Waschschritte mit PBS, bevor die Gewebeproben in
70%igem Ethanol im Kiuhlschrank bei finf Grad Celsius zwischengelagert wurden.

Die in Formalin fixierten Gewebeproben wurden fir die BrdU-Farbungen
(Bromdesoxyuridin) verwendet, wahrend die zinkfixierten Praparate auf die CD31-

Farbungen (Cluster of Differentiation) vorbereitet wurden.

Gewebeeinbettung
In Vorbereitung auf die Einbettung der Gewebeproben wurde die Dehydrierung dieser in
einem geschlossenen Gewebeeinbettautomaten vorgenommen. Die Dehydrierungsreihe

setzte sich wie folgt zusammen:

Ethanol 70% 60 min (Umgebungstemperatur)
Ethanol 80% 60 min (Umgebungstemperatur)
Ethanol 1 96% 60 min (Umgebungstemperatur)
Ethanol 2 96% 60 min (Umgebungstemperatur)
Ethanol 3 96% 60 min (Umgebungstemperatur)
Ethanol 1 100% 60 min (Umgebungstemperatur)
Ethanol 2 100% 60 min (Umgebungstemperatur)
ProTags Clear 1 90 min (Umgebungstemperatur)
ProTaqs Clear 2 90 min (Umgebungstemperatur)
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Paraffin 1 180 min (60°C)
Paraffin 2 180 min (60°C)
Anschlieend wurden die Gewebeproben in Paraffinblocke eingegossen. Nach dem

Erkalten wurden die Blécke bis zur weiteren Verarbeitung im Gefrierschrank aufbewahrt.

Anfertigen der Paraffinschnitte

Die Paraffinblocke wurden an einem Rotationsmikrotom in 1,5 um dicke Praparate
geschnitten. Die Schnittpraparate wurden in einem ca. 45°C warmen Wasserbad
aufgefangen, gestreckt und anschlieRend glatt auf Superfrost-Objekttrager aufgezogen.
Daraufhin wurden die Praparate Gber Nacht zum Trocknen in einen Inkubator bei 37°C

gelagert.

Farbungen

Zur besseren Einschatzung der Tumormorphologie wurden folgende Farbungen
angelegt:

- eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) zur groben Beurteilung der
Tumorzellmorphologie, der Nekrosen und der Tumorvitalitat (77),

- um des Weiteren die Mikrogefal3dichte der Gewebeproben bestimmen zu kénnen,
wurde eine immunhistochemische Farbung des u. a. ubiquitar auf Endothelzellen
vorkommenden CD31 (Platelet endothelial cell adhesion molecule 1 = PECAM 1
= Thrombozyten-Endothel-Adhasionsmolekul) durchgefihrt (78),

- zur Bestimmung der Mitoserate wurde den Versuchstieren 2 Stunden vor Tétung
und Obduktion Bromdesoxyuridin (= BrdU; 50mM; 0,1 mg/g = 6,5 pl/g) in die
Bauchhdhle injiziert, welches in der S-Phase der Mitose in die neu synthetisierte
Desoxyribonukleinsdure eingebaut wird. Somit kénnen in der Zellteilung
befindliche Zellen mittels immunhistochemischer Farbung sichtbar gemacht

werden.

HE-Farbung

Um die HE-Farbung durchfiihren zu kbnnen, wurden die Schnittpraparate zunéchst durch
dreimaliges Einbringen in Xylol (jeweils 10 min) entparaffiniert. Die Rehydrierung der
Schnitte erfolgte durch eine absteigende Alkoholreihe wie folgt:
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Ethanol 1 100% 10 min (Umgebungstemperatur)

Ethanol 2 96% 10 min (Umgebungstemperatur)
Ethanol 3 90% 5 min (Umgebungstemperatur)
Ethanol 4 80% 5 min (Umgebungstemperatur)
Ethanol 5 70% 5 min (Umgebungstemperatur)

Anschliel3end folgten zwei Waschschritte, von jeweils fliinf Minuten, unter Verwendung
von Millipore (= Reinstwasser).

Die Schnittpraparate konnten mit dem verwendeten H&malaun progressiv gefarbt
werden, sodass die Farbung mit Erreichen des gewulnschten Farbeergebnisses
abgebrochen wurde (nach ca. 6 min). In einem weiteren Schritt erfolgte das Blauen der
Schnitte unter flieBendem Leitungswasser (fur 10 min), gefolgt von einer Eosin-Farbung,
die nach 15 Sekunden durch einen Waschschritt mit aqua bidest. gestoppt wurde.

Anschliel3end wurden die Schnitte unter Verwendung von Glyceringelatine eingedeckt.

CD31+-Farbung/BrdU-Farbung

Zuséatzlich zu den CD31-/BrdU-Farbungen wurden jeweils eine Positiv- und eine
Negativkontrolle mitgefuhrt.

Das Entparaffinieren und Rehydrieren der Praparate erfolgte nach der im vorherigen
Abschnitt beschriebenen Methode (siehe HE-Féarbung), gefolgt von drei Waschschritten
mit PBS-Tween 1% (PBST) fir jeweils fuinf Minuten. Die ersten zwei Waschschritte
wurden in einer Glaskuvette durchgefuhrt, wahrend der letzte Waschvorgang und die
folgenden Arbeitsschritte bis auf Weiteres in einer feuchten Kammer ausgefihrt wurden.
Vor dem letzten Waschschritt wurden mit einem PAP-Pen Randbegrenzungen auf den
Objekttragern gezogen.

Die Praparate, die fur die BrdU-Farbung vorgesehen waren, wurden nach dem dritten
Waschschritt in einer Citratpufferlosung (Cirtatpuffer: Aqua bidest = 1:10) fur fiunf Minuten
gekocht.

Zur Vorbereitung der Praparate auf die Inkubation mit den Primar-Antikdrpern wurde das
endogene Biotin unter Verwendung von Avidin (Inkubationszeit: 10 min, gefolgt von zwei
Waschschritten mit PBST fur jeweils 5 min) blockiert. AnschlielBend wurde Biotin
(Einwirkzeit: 10 min) zur Sattigung der verbliebenen freien Bindungsstellen des Avidins
hinzugegeben (gefolgt von drei Waschschritten mit PBST fir jeweils 5 min).

Der anschlieRend eingesetzte Primar-Antikorper (Tab. 8a) wurde mit einer Tris-HCL-
Pufferlosung (Tris-HCL-Puffer: stabilisiertes Protein und 0,015 mol/l Natriumazid)

verdunnt und bei 4°C Uber Nacht (20 h) inkubiert. Zur Beurteilung der Mikrogefal3dichte
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wurde Anti-CD31 verwendet. Die Einschatzung der Mitoserate erfolgte unter Verwendung
von BrdU-Antikorpern. Zwei Stunden vor der Obduktion war den Versuchstieren BrdU
injiziert worden, welches an in der Mitose befindliche Zellen bindet. Die Negativkontrollen

wurde ausschlief3lich mit der Tris-HCL-Pufferldsung behandelt.

Primar-Antikorper Firma Spezies Klonalitat Verdunnung
Anti-CD31 Dako rat monoklonal 1:50
Anti-BrdU Serotec rat 1:100

Tab. 8a: Ubersicht (iber die verwendeten Primar-Antikorper.
Zur Beurteilung der GefalRdichte wurden CD31-Primar-Antikérper verwendet, die an das
ubiquitar auf Endothelzellen vorkommenden CD31-Antigen binden.

Vor Anwendung des Sekundar-Antikdrpers wurden drei Waschschritte (PBST, jeweils 5
min) durchgefuhrt. Der verwendete biotinylierte Sekundar-Antikdrper (Tab. 8b) wurde
ebenfalls mit Tris-HCL-Pufferlésung verdiinnt und die Reaktion nach 30 Minuten durch

dreimaliges Waschen (PBST, jeweils fir 5 min) gestoppt.

Sekundar-Antikorper | Firma Spezies Klonalitat Verdinnung

Anti-rat biotinyl. Dako Mouse monoklonal 1:200

Tab. 8b: Ubersicht iiber den verwendeten Sekundar-Antikorper.
Sowohl die CD31-Antikdper als auch die BrdU-Antikdrper wurden in einem weiteren Schritt
mit dem biotinylierten ,Anti-rat“-Sekundar-Antikérper inkubiert.

Der zuvor fur 30 Minuten im Dunkeln vorinkubierte Streptavidin-Alkalische Phosphatase-
Ansatz (ABC-Vectastain; Verhaltnis: 1:1, Verdinnung mit PBS: 1:50) wirkte anschliel3end
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur ein. Die Inkubation wurde durch dreimaliges
Waschen (PBST, jeweils 5 min) gestoppt.

Das Naphthol enthaltende Substrat fuhrte bei der anschlielenden Enzymreaktion zu
einem roten Farbton (1Tbl. Tris-Puffer; 1Tbl. Fast Red (desolve set) auf 1 ml Millipore).
Die Farbreaktion wurde nach 30 Minuten (CD31) bzw. 18 Minuten (BrdU) mit aqua bidest.
gestoppt.

Das zur Gegenfarbung verwendete Hamalaun wurde nach zweiminutiger Einwirkzeit fur
weitere zehn Minuten geblaut.

Die Eindeckung erfolgte ebenfalls unter Verwendung von Glyceringelatine.
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Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Bestimmung der Gefalddichte (CD31) und der Mitoserate (BrdU)

Grundlage fur die Auswertung der histologischen Farbungen war die Studie von Weidner
et al. In dieser Studie wurde zunachst in histologischen GefaRfarbungen von
Mammakarzinompatient*innen bei niedriger Vergrol3erung (10-100fach) die Bereiche des
Tumors mit der hochsten Gefal3dichte ausgesucht, sog. ,hot spots®, und diese einem
subjektiven Grading (Grad 1-4) unterzogen. Dabei stand Grad 1 fir einen schwach
vaskularisierten Tumor, wahrend Grad 4 fur eine sehr starke Vaskularisierung stand (79).
In einem weiteren Schritt wurde die Gefal3anzahl in diesen ,hot spot“-Arealen bei 200-
und 400facher VergréRerung bestimmt (79).

Nach der immunhistochemischen Farbung wurde die Auswertung der Tumorpraparate
an einem Lichtmikroskop vorgenommen. Zunachst wurden die Praparate einem
subjektiven Grading bei einer 40- und 100fachen Vergrof3erung unterzogen (Okular:
10fach, Objektiv: 4,0 und 10), wobei dieses abweichend von Weidners Verfahren nicht
die ,hot spots* beurteilte, sondern den gesamten Tumor in Anlehnung an Vermeulens
Standard zur Eruierung der Mikrogefaf3dichte (80).

Anschlielend erfolgte die Bestimmung der Gefalidichte (CD31-Farbung) durch
Auszahlen der ,hot spots® bei 400-facher VergroRerung. Pro Praparat wurden 20
Gesichtsfelder ausgezahlt. Dabei konnte nach Ermittlung des Objektfeldes [=
Durchmesser (d) des Sichtfeldes in mm = Sehfeldzahl des Okulars (= 25): Mal3stabszahl
des Objektivs (= 40)] die Sichtfeldflache in mmz2 (= 0,31 mm?) unter Verwendung der
Kreisformel [A = r?* 11 = (1/2d) 2* 11] berechnet werden. Das Ergebnis der Auszahlung des
Sichtfeldes (= 0,31 mm?2) wurde auf 1 mm?2 hochgerechnet.

Die Auswertung der Zellteilungsrate/1 mmz2 (BrdU-Farbung) folgte demselben Schema.

Statistische Auswertung

Die Daten fur die statistische Auswertung wurden mit Microsoft Access erfasst und
anschlielend zur Auswertung in das Statistikprogramm SPSS (Version 19.0) exportiert.
Zunéchst wurde gepruft, ob die gewonnenen Daten normalverteilt sind
(Normalverteilungsdiagramm, Kolmogorov-Smirnov-Test). Aufgrund der niedrigen
Fallzahlen ergab sich keine Normalverteilung, sodass die Daten mit nichtparametrischen
Verfahren weiter analysiert wurden. Zur Orientierung wurde der Kruskal-Wallis-Test fur k
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unabhangig Stichproben durchgefiihrt, um Unterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen zu erfassen. FiUr den direkten Vergleich zweier Gruppen wurde der Mann-
Whitney-U-Test verwendet. Um zu Uberprifen, ob eine Korrelation zwischen der
Mikrogefaldichte, der Mitoserate und dem Tumorgewicht besteht, wurde der Pearson-
Test durchgefuhrt. Die Graphiken wurden mittels Box-Whisker-Plots dargestellt. Das

Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.
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Ergebnisse

Ziel der Arbeit war die Erfassung der Wirkung Taurolidins in vivo auf das Osteosarkom.
Es sollte einerseits die Wirkung auf den intramuskularen Primarius und andererseits auf
die simulierte intraperitoneale Metastasierung erfasst werden. Die Auswertung
bericksichtigte die Tumormasse, Mitoserate und die Gefal3dichte. Weiterhin erfolgte die
Dokumentation von festgestellten Nebenwirkungen und Mortalitatsraten der einzelnen

Untersuchungsgruppen.

Einschlusskriterien

Therapiegruppe 0 = Kontrolle 1=1% TRD 2=2% TRD
Therapiearm

1 =i. v.-Applikation 13 9 6

2 = i. p.-Applikation 10 4

Tab. 9: Anzahl und Verteilung der Tiere, die fir die Auswertung herangezogen wurden.
Insgesamt 42 Tiere erfillten die Einschlusskriterien, um in die Auswertung aufgenommen zu
werden, davon in den Kontrollgruppen insgesamt 13 Tiere. Im intravendsen Therapiearm
wurden 9 Tiere aus der 1% TRD-Gruppe und 6 Tiere aus der 2% TRD-Gruppe
eingeschlossen. Im intraperitonealen Therapiearm konnten 10 Tiere der 1% TRD-Gruppe
und 4 Tiere der 2% TRD-Gruppe in der Auswertung bertcksichtigt werden.

In die statistische Auswertung wurden 42 der urspringlich 60 genehmigten Tiere
eingeschlossen. Eingeschlossen wurden die Tiere, die die Therapie komplett
abgeschlossen hatten und sich im weiteren Verlauf in stabilem Zustand prasentierten.
Die Anzahl und Verteilung der Versuchstiere, die fur die Auswertung herangezogen
wurden, sind in Tab. 9 dargestellt. Anzahl und Ausschlusskriterien der Tiere, die nicht in

die Wertung eingingen, zeigt Tab. 10.
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Ausschlusskriterium Anzahl der Tiere
vagotone Reaktion mit Atemdepression und Exitus 3

vorzeitiger Therapieabbruch aufgrund einer Katheterdysfunktion 4

vorzeitige Tétung aufgrund eines reduzierten AZ/EZ* 7

Exitus aufgrund intraperitonealer Blutung 1

Ubungstiere zur Handhabung der zentralvendésen Katheter 3

gesamt 18

Tab. 10: Ausschlusskriterien fur die Auswertung.

Auflistung der Ereignisse, die zu einem vorzeitigen Abbruch der Therapie oder zu einem
vorzeitigen Exitus und somit zu einem Ausschluss aus der Auswertung fuhrten. Die Letalitat
lag insgesamt bei ca. 18%. Insgesamt konnten 7 der 18 Tiere aufgrund der Katheter-
Handhabung (Erlernen der Handhabung und Dysfunktion im Verlauf) nicht eingeschlossen
werden. 4 der 18 Versuchstieren schieden vorzeitig aufgrund eines Exitus periinterventionell
aus. Weitere 7 Tiere mussten vorzeitig aufgrund eines reduzierten Allgemeinzustandes
ausgeschlossen werden.

*AZ = Allgemeinzustand; EZ = Erndhrungszustand

Mortalitatsrate

Insgesamt wurde der Versuch in 30% der Falle vorzeitig beendet, wobei die
Gesamtmortalitat mit 18,333% um ca. 1/3 geringer war. Die Differenz ist durch die
Versuchstiere mit Katheterdysfunktion (Katheterobstruktion und Dislokation) und die zur
Einubung der Handhabung gedachten Tiere zu erklaren.

Die weitere Differenzierung der Mortalititsrate ergab in den intraperitonealen
Therapiegruppen folgende Verteilung: keine Mortalitat in der Gruppe mit 1%iger
intraperitonealer Therapie, hingegen zeigte sich eine Sterblichkeit von 60% in der Gruppe
mit 2%iger intraperitonealer Therapie. Die Mortalitat war somit in der Gruppe, die 2%iges
Taurolidin intraperitoneal erhielt, deutlich héher. Das vorrangige Abbruchkriterium in
dieser Gruppe (2% i. p.) lag in einem reduzierten Allgemeinzustand (50%), weitere 10%
schieden aufgrund einer akzidentiellen arteriellen Blutung (peri-interventionelle
Perforation der Aorta abdominalis) aus. In der intraperitonealen Kontrollgruppe gab es
keine Ausfalle (Mortalitatsrate von 0%).

Im intraventsen Therapiearm ergab sich folgende Mortalitatsverteilung: 10% in der
Gruppe mit 1%iger Taurolidin-Infusion (Exitus wéhrend der i. v.-Injektion) und 20% in der
Gruppe, die 2%iges Taurolidin erhielt (ebenfalls Exitus wéahrend der i. v.-Injektion).
Aufgrund von Katheterdysfunktionen konnten weiterhin 20% der Tiere nicht in die

Endauswertung eingeschlossen werden. Diese wurden in der Mortalitatsrechung nicht
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berucksichtigt. Abweichend zur intraperitonealen Kontrollgruppe war die Mortalitat in der
intravendsen Kontrollgruppe mit insgesamt 40% deutlich erhdht, wobei 10% aufgrund
eines Exitus wahrend der i. v.-Injektion und 30% aufgrund eines reduzierten

Allgemeinzustandes ausschieden.

Anzahl und Lokalisation der Tumorabsiedlungen

Die Obduktion der Versuchstiere ergab Tumorwachstum im Bereich des linken
Hinterlaufs (Abb. 10-12) sowie intraperitoneal (Abb. 13-14) an folgernden Organen:
Leber, Pankreas, Milz, Darm, Omentum majus, Mesenterium, Nieren, paraaortal und den
Organen des kleinen Beckens (Tab. 11). Weiterhin wurde eine Infiltration der
abdominellen Seite des Zwerchfells sowie der Bauchwand und des subkutanen
Fettgewebes festgestellt. Intrathorakale Tumorherde konnten zumindest makroskopisch

nicht festgestellt werden.

Abb. 10: Intramuskularer Tumor.

Deutlich erkennbare Seitendifferenz zwischen dem rechten tumorfreien Unterschenkel und
dem linken, durch das Osteosarkom deformierten Unterschenkel, einhergehend mit
deutlichen Bewegungseinschrankungen.
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Abb. 11: Praparation des intramuskularen Tumors.
Nach Entfernen von Kutis und Subkutis zeigte sich das Bild eines soliden Tumors, der das
urspriingliche Gewebe zu verdrangen scheint.

Abb. 12: Querschnitt des parossaren, intramuskularen Osteosarkoms.
Makroskopisch zu erkennen ist ein fleischartig-glasiger Tumor mit osteoid-/knorpeléhnlichen
Anteilen und eine grof3e zentralen Nekrose (Pfeil).
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Abb. 13: Mittels Langslaparotomie eréffnetes Abdomen.
Tumorabsiedlung sind an Leber, Niere und Darm erkennbar (Pfeile).

Abb. 14: VergroRerung einer das Mesenterium und den Dinndarm infiltrierenden Metastase
(Pfeil).




Mit einer Ausnahme zeigte sich bei allen Versuchstieren ein Anwachsen des Tumors
intramuskular. Wahrend der Obduktion prasentierte sich dieser Tumor makroskopisch als
solide, fleischig-glasig und invasiv-destruierend wachsend (Abb. 11, Abb. 12). Zudem

fielen osteoid-/knorpelartige Regionen sowie nekrotische Areale im Tumor auf.

Die intraperitoneale Tumorlast (Tab. 11) variierte in Abhangigkeit von der
Therapiegruppe.
Verteilung | gesamt | 1% TRD | 2% TRD 1% TRD 2% TRD NaCl
(42 i. V. i. V. i. p. i. p.
Lokalisation Tiere) (9 Tiere) | (6 Tiere) | (10 Tiere) | (4 Tiere) (13 Tiere)
kleines Becken 15/36% | 4/44% 2/33% 2/20% 0 7/54%
paraaortal 10/24% | 4/44% 1/17% 1/10% 0 4/30%
Niere (Ii) 9/21% 2122% 4/66% 0 0 3/23%
Niere (re) 5/12% 2122% 0 0 0 3/23%
Netz/Omentum 10/24% | 2/22% 3/50% 1/10% 0 4/30%
Pankreas 10/24% | 2/22% 2/33% 1/10% 0 5/38%
Milz 7117% | O 117% 1/10% 0 5/38%
Darm 5/12% 1/11% 1/17% 0 0 3/23%
Mesenterium 14/33% | 4/44% 2/33% 1/10% 0 7/54%
Zwerchfell 11/26% | 3/33% 2/33% 0 0 6/46%
Bauchwand 11/26% | 1/11% 1/17% 1/10% 0 7/54%
Leber/Leberhilus | 11/26% | 4/44% 2/33% 0 0 5/38%
subkutan 14/33% | 3/33% 4/66% 1/10% 0 6/46%

Tab. 11: Absolute und relative Haufigkeit (X/Y%) des Befalls der einzelnen abdominellen
Organe.

Tabelle 11 verschafft einen Uberblick tiber die absolute und die relative Haufigkeit des
intraabdominalen Organbefalls. Makroskopisch lieRen sich in der Gruppe unter 2%igem
intraperitoneal appliziertem TRD keine intraperitonealen Tumorabsiedlungen finden.
Weiterhin zeigte sich in der Gruppe, die 1% TRD intraperitoneal erhielt, ein geringerer
Organbefall im Vergleich zu den Kontrollgruppen und der intravendsen Therapiegruppen.
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Tumorgewicht des intravendsen Therapiearms

Intramuskulares Tumorwachstum der intraventsen Therapiegruppen
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Kontrolle/1% TRD Kontrolle/2% TRD 1% TRD/2% TRD
M-W-U-Test p=0,50 p=0,43 p=0,35
Abb. 15: Das intramuskuléare Tumorgewicht (in mg) des intravendsen Therapiearms.
(p = ns., Mann-Whitney-U-Test). Signifikante Unterschiede bezlglich der intramuskularen
Tumormasse der intravendsen Therapiegruppen (Gruppe 1.1 und 1.2) und der Kontrollgruppe
(Gruppe 1.0) bestanden nicht. Aus der 1% TRD-Gruppe wurden n = 9 Tieren eingeschlossen,
aus der 2% TRD-Gruppe wurden n = 6 Tieren eingeschlossen, aus der Kontrollgruppe wurden
n = 13 Tiere eingeschlossen.

Das Gewicht des intramuskular gewachsenen Tumors in den intravendsen
Therapiegruppen betrug im Median in der 1% Taurolidin-Gruppe 2.800 mg
(Interquartilsbereich: 3.220, Spannweite: 4.285), in der 2% Taurolidin-Gruppe 1.190 mg
(Interquartilsbereich: 2.358, Spannweite: 3.130) und in der Kontrollgruppe 1.820 mg
(Interquartilsbereich: 2.055, Spannweite: 4.160). Signifikante Unterschiede beziglich des

intramuskular gewachsenen Tumors lieRen sich im Direktvergleich der einzelnen
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Gruppen mittels Mann-Whitney-U-Test nicht feststellen. Weder in der Gruppe, die mit
1%igem Taurolidin behandelt wurde, noch in der Gruppe, die 2%iges Taurolidin erhielt,
konnte eine signifikante Reduktion der Tumormasse im Vergleich zur Kontrollgruppe
beobachtet werden (Abb. 15).

Intraperitoneales Tumorwachstum der intravenésen Therapiegruppen
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Tumorgewicht in mg
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1 1 T
Kantrollgruppe 1% TRD 2% TRD

Kontrolle/1% TRD Kontrolle/2% TRD 1% TRD/2% TRD

M-W-U-Test p=0,57 p =0,27 p=0,81

Abb.16: Das intraperitoneale Tumorgewicht (in mg) des intravenésen Therapiearms.

(p = ns., Mann-Whitney-U-Test). In den intravendsen Therapiegruppen (Gruppe 1.0-1.2) waren
keine signifikanten Unterschiede bezlglich der intraperitonealen Tumorlast feststellbar.
Eingeschlossen wurden n = 9 Tiere der 1% TRD-Gruppe, n = 6 Tiere der 2% TRD-Gruppe und
n = 13 Tiere der Kontrollgruppe

Die Auswertung des intraperitoneal gewachsenen Tumors des intravendsen
Therapiearms ergab ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (Abb. 16). Das
Tumorgewicht betrug im Median in der 1% Taurolidin-Gruppe 830 mg
(Interquartilsbereich: 1.417, Spannweite: 1.480), in der 2% Taurolidin-Gruppe 215 mg
(Interquartilsbereich: 1.470, Spannweite: 1.500) und in der Kontrollgruppe 580 mg
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(Interquartilsbereich: 1.920, Spannweite: 2.140). Jedoch scheint sich in der Gruppe, die
2%iges Taurolidin intravends erhielt, eine tendenziell geringere Tumorlast abzuzeichnen.
Im Vergleich zum intramuskular gewachsenen Tumor des ebenfalls intravendsen
Therapiearms zeigte sich, dass die intraperitoneal festgestellte Tumormasse trotz
gleicher Ausgangsbelastung mit 2,5x10° Tumorzellen geringer war, als die

intramuskuldre Tumormasse.
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Tumorgewicht des intraperitonealen Therapiearms

Intramuskulares Tumorwachstum der intraperitonealen Therapiegruppen
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M-W-U-Test p=0,42 p = 0,07 p=0,76

Abb. 17: Das intramuskulare Tumorgewicht (in mg) des intraperitonealen Therapiearms

(p = ns., Mann-Whitney-U-Test).

Signifikante Unterschiede in Bezug auf die intramuskulare Tumormasse der intraperitonealen
Therapiegruppen (Gruppe 2.1 und 2.2) und der Kontrollgruppe (Gruppe 2.0) konnten nicht
festgestellt werden. Eingeschlossen wurden n = 10 Tiere aus der intraperitonealen 1% TRD-
Gruppe, n = 4 Tiere aus der intraperitonealen 2% TRD-Gruppe und n = 13 Tiere aus der
Kontrollgruppe.

Das intramuskul&re Tumorwachstum der Taurolidin-Gruppen unterschied sich nicht vom
Tumorwachstum der Kontrollgruppe. Die asymptotische Signifikanz im Direktvergleich
der einzelnen Gruppen mittels Mann-Whitney-U-Test lag bei p > 0,05 (Abb. 17). Jedoch
zeichnete sich in den Gruppen, die Taurolidin i. p. verabreicht bekamen, eine nicht-
signifikant hohere Tumorlast im Vergleich zur Kontrollgruppe. Das intramuskuléare
Tumorgewicht betrug im Median 3.630 mg in der 1% Taurolidin-Gruppe

(Interquartilsbereich: 3.050, Spannweite: 4.300), 3.625 mg in der 2% Taurolidin-Gruppe
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(Interquartilsbereich: 863, Spannweite: 1.000) und 1.820 mg in der Kontrollgruppe
(Interquartilsbereich: 2.055, Spannweite: 4.160).

Intraperitoneales Tumorwachstum der intraperitonealen Therapiegruppen
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M-W-U-Test p = 0,003 p = 0,006 p=0,33
Abb. 18: Das intraperitoneale Tumorgewicht (in mg) des intraperitonealen Therapiearms
(p = ns., Mann-Whitney-U-Test).
Das intraperitoneale Tumorgewicht des intraperitonealen Therapiearms ergab eine signifikante
Reduktion des Tumorwachstums in den TRD-Gruppen (Gruppe 2.1 = 1% TRD i. p. und Gruppe
2.2.=2% TRD i. p.) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Gruppe 2.0). Eingeschlossen wurden aus
der 1% TRD-Gruppe n = 10 Tiere, aus der 2% TRD-Gruppe n = 4 Tiere und aus der
Kontrollgruppe n = 13 Tiere.

Signifikante Unterschiede zeigten sich im Wachstum des intraperitonealen Tumors.
Durch die intraperitoneale Applikation von Taurolidin lief3 sich die Tumormasse sowohl in
der 1%igen (Median: O, Interquartilsbereich: 10, Spannweite: 1.000) als auch in der
2%igen Taurolidin-Gruppe (Median: 0, Interquartilsbereich: 0, Spannweite: 0) in Vergleich
zur Kontrollgruppe (Median: 580, Interquartilsbereich: 1.920, Spannweite: 2.140)
hochsignifikant (p<0,05) reduzieren (Abb. 18). In der 2%igen Taurolidin-Gruppe konnte
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makroskopisch kein Tumorwachstum festgestellt werden. Dennoch besteht kein

signifikanter Unterschied in der Anwendung von 1%igem und 2%igem Taurolidin.

Entwicklung des Gewichts der Tiere im Verlauf

Die in die Studie eingeschlossenen Tiere zeigten im Median ein Ausgangsgewicht von
25,59 (22,79-29,1g). Im direkten Vergleich des Ausgangsgewichts der einzelnen
Gruppen (Kontrolle, 1% Taurolidin, 2% Taurolidin) zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede (p > 0,05) (Tab. 12).

Kontrolle/1% TRD Kontrolle/2% TRD 1% TRD/2% TRD
M-W-U-Test p =0,07 p=0,79 p=0,11
Kontrolle 1% TRD 2% TRD
Median 25,5 27,7 26,5
Interquartilsbereich 2,95 2,43 3,15
Spannweite 6,4 7,9 7,1

Tab. 12: Vergleich des Ausgangsgewichts der Versuchstiere der einzelnen Therapiegruppen
(i. v.undi. p.).

Direktvergleich mittels Mann-Whitney-U-Test, Angaben zur deskriptiven Statistik (Median,
Interquartilsbereich, Spannweite). Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
beziiglich des Ausgangsgewichts der Tiere der einzelnen Gruppen (Kontrollgruppe, 1%
TRD-Gruppe, 2% TRD-Gruppe) unabhangig von der Applikationsform (gesamt; i. v. und i. p.
zusammen).

Gewichtsverlauf der Tiere der intravendsen Gruppen

Die Auswertung der Gewichtentwicklung der Gruppen (Kontrolle, 1% Taurolidin, 2%
Taurolidin) des intravendésen Therapiearms ergab einen voribergehenden
Gewichtsverlust in den Gruppen, die 1%iges und 2%iges Taurolidin erhielten, im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 19). Die signifikanten Gewichtsunterschiede
bestanden wahrend des Therapiezeitraum und waren zum Ende des Therapiezeitraums
am groten. Im weiteren Verlauf kam es zu einem Ausgleich des
Wachstumsrickstandes, sodass zum Obduktionszeitpunkt keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen zu verzeichnen waren. Die Ergebnisse des
Direktvergleichs der einzelnen Gruppen sind in Abb. 19 ebenfalls zusammengefasst
(Signifikanzniveau p < 0,05).
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35,00 Kontrollgruppe
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——2% TRD
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Versuchstag
Tag Kontrolle/1% TRD Kontrolle/2% TRD 1% TRD/2% TRD
(M-W-U-Test; p) (M-W-U-Test; p) (M-W-U-Test; p)

0* 1,0 0,56 0,38
3* 1,0 0,12 0,01
6* 0,04 0,05 0,01
9 0,12 0,12 0,08
12 0,69 0,12 0,04
15 - - -
18 0,89 0,25 0,14
21 1,0 0,44 0,19
24 1,0 0,44 0,18
27 0,60 0,44 0,06
31 0,80 0,25 0,11
34 0,60 0,67 0,46

Abb. 19: Darstellung des Gewichtsverlaufs der intravendsen Therapiegruppen wéahrend des
gesamten Beobachtungszeitraums (Tag 0-35).

Dargestellt ist das mediane Gewicht der einzelnen intravendsen Therapiegruppen (Kontrolle,
TRD 1%, TRD 2%) zum jeweiligen Messzeitpunkt. In den Gruppen, die TRD i. v. erhielten,
zeigte sich wahrend des Therapiezeitraums (Tag 1-7) eine signifikante Gewichtsreduktion im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Dabei waren die Gewichtsverluste in der 2% TRD-Gruppe
hoéher als in der Gruppe, die mit 1%igem TRD behandelt wurde. Zum Obduktionszeitpunkt
bestanden keine signifikanten Unterschiede beziiglich des Gewichts.

*markiert den Therapiezeitraum




Gewichtsverlauf der Tiere der intraperitonealen Gruppen

Bei der Beurteilung der Gewichtsentwicklung zeigte sich unter intraperitonealer
Taurolidin-Applikation in der 2% Taurolidin-Gruppe eine signifikante Reduktion des
Ausgangsgewichts und eine signifikante Gewichtsreduktion im Vergleich zur
Kontrollgruppe und zur 1% Taurolidin-Gruppe (Abb. 20). Dabei erreichten die
Versuchstiere im Median ein minimales Gewicht von 20 Gramm, entsprechend einem
Gewichtsverlust von fiinf Gramm (20%). Der Gewichtsunterschied war im Anschluss an
den Therapiezeitraum (Tag 9) am groften und setzte somit spater ein als in den
intravendsen Therapiegruppen. Die signifikanten Unterschiede bestanden mit 12 Tagen
im Vergleich zur den intravendsen Therapiegruppen Uber einen deutlich langeren
Zeitraum. Im weiteren Verlauf zeigte sich, vergleichbar mit den Beobachtungen der
intravendsen Gruppen, eine Zunahme des Gewichts.

Die in der 2% Taurolidin-Gruppe beobachtete Gewichtsentwicklung liel3 sich in der
Gruppe, die 1%iges Taurolidin intraperitoneal erhielt, nicht feststellen. In der 1%
Taurolidin-Gruppe kam es zu keiner signifikanten Gewichtsreduktion in Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Wie der Direktvergleich der Gruppen zeigt, bestanden zum Zeitpunkt der Obduktion keine
signifikanten Unterschiede bezlglich des Korpergewichts zwischen den einzelnen

Gruppen.
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35,00 Kontrollgruppe
----- 1% TRD
——2% TRD
‘E” 30,00
%ﬂ 25,00
g
20,00
15,00 T T T T T T T I I
B a 12 15 24 27 30 33 36 42
Versuchstag
Tag Kontrolle/1% TRD Kontrolle/2% TRD 1% TRD/2% TRD
(M-W-U-Test; p) (M-W-U-Test; p) (M-W-U-Test; p)
0* 0,21 0,07 0,83
3* 0,62 0,85 0,57
6* 0,35 0,15 0,20
9 0,08 0,01 0,01
12 0,26 0,01 0,01
15 - - -
18 0,62 0,01 0,01
21 0,63 0,04 0,01
24 0,49 0,09 0,05
27 0,46 0,45 0,12
31 0,26 0,71 0,14
34 0,06 0,57 0,12

Abb. 20: Darstellung des Gewichtsverlaufs der intraperitonealen Therapiegruppen wahrend

des gesamten Beobachtungszeitraums (Tag 0-35).

Dargestellt ist das mediane Gewicht der einzelnen intraperitonealen Therapiegruppen
(Kontrolle, 1% TRD, 2% TRD) zum jeweiligen Messzeitpunkt. Im Gegensatz zur Kontrolle
und zur 1% TRD-Gruppe zeigte sich in der Gruppe, die 2%iges TRD intraperitoneal erhielt,
ein signifikanter Gewichtsverlust wahrend des Therapiezeitraums, mit einem Maximum kurz
nach Beendigung der Therapie. Dieser signifikante Gewichtsverlust (der in der 2% TRD-

Gruppe beobachtet wurde) war zum Obduktionszeitpunkt nicht weiter feststellbar.




Mikrogefal3dichte des intramuskular gewachsenen Tumors

Bei der mikroskopischen Auswertung der CD31-Farbung zeigte sich insgesamt eine hohe

Gefalidichte des Tumors (Abb. 21).

a) Kontrolle (i. v.) = Gruppe 1.0

Agh)

b) 1% TRD (i. v.) = Gruppel.1

e) 1% TRD (i. p.) = Gruppe 2.1

a8’ C
- e . .
"4 . ] ¥

c) 2% TRD (i. v.) = Gruppe 1.2

f) 2% TRD (i. p.) = Gruppe 2.2

festgestellt werden.

(MaR3stab: 1 cm = 25 pym)

Abb. 21: ,hot spots® der Vaskularisierung bei 400-facher Vergréf3erung.

Zu erkennen sind die rot gefarbten Gefalle und die blau gefarbten Zellkerne. Das
Osteosarkom zeigte sich in der CD31-Farbung in allen Gruppen als stark vaskularisierter
Tumor. Signifikante Unterschiede in Hinblick auf die Mikrogefafidichte konnten nicht

- a-c: zeigt die Gruppen des intravendsen Therapiearms
- d-f: zeigt die Gruppen des intraperitonealen Therapiearms

59



Auswertung der Mikrogefal3dichte insgesamt

Dabei ergab die Auswertung der Mikrogefal3dichte insgesamt (i. v. und i. p.) im Median
eine GefalRanzahl von 60,6/mmz2 in der Kontrollgruppe (Interquartilsbereich: 23,0;
Spannweite: 58,1), 67,1/mm? in der 1% Taurolidin-Gruppe (Interquartilsbereich: 25,8;
Spannweite: 40,4) und 58,1/mmz in der 2% Taurolidin-Gruppe (Interquartilsbereich: 22,6;
Spannweite: 27,4). Der Direktvergleich der Gruppen (Kontrolle, 1% Taurolidin und 2%
Taurolidin) unabhangig vom Therapiearm (i. v. und i. p.) erbrachte keine signifikanten

Unterschiede in Bezug auf die Gefal3anzahl/mm?2 (Abb. 22).

100,00
90,00~ T
80,00
70,00 I
2
S 60,00~
: T
Had
“ 50,00—
3 | 1
40,00
30,00
20,00
10,00~
Kontrnlllgruppe 1% I'I'RD 2% !I'RD
M-W-U-Test Kontrolle/1% TRD Kontrolle/2% TRD 1% TRD/2% TRD
i.v.+i.p. p=0,43 p=0,59 p=0,25
(gesamt)
Abb. 22: Vergleich der Gefal3dichte insgesamt.
Dargestellt sind die Ergebnisse des Vergleichs der Gruppen 1% TRD, 2% TRD und der
Kontrolle beider Therapiearme (i. v. und i. p. zusammen). Die Auswertung ergab keine
signifikanten Unterschiede in Hinblick auf die GeféaRdichte.
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Auswertung der Mikrogefal3dichte der intraventsen Gruppen

Die Auswertung der MikrogefaRdichte der intravendsen Therapiegruppen ergab im
Median eine GefalRanzahl von 60,6/mm?2 in der Kontrollgruppe (Interquartilsbereich: 23,1;
Spannweite: 58,1), 75,1/mm? in der 1% Taurolidin-Gruppe (Interquartilsbereich: 24,2;
Spannweite: 33,9) und 54,9/mm? in der 2% Taurolidin-Gruppe (Interquartilsbereich: 13,7,
Spannweite: 25,8). Der Direktvergleich der intraventésen Gruppen (Kontrolle, 1%
Taurolidin und 2% Taurolidin) ergab keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die
Gefallanzahl/mm? (Abb. 23).
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a0 00
a0 00—
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2
=
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®  S000+
4
4000~
30 00—
2000
10,00
I T T
Kaontroligruppe 1% TRO 2% TRDO
M-W-U-Test Kontrolle/1% TRD Kontrolle/2% TRD 1% TRD/2% TRD
nur i. v. p=0,25 p=0,54 p=0,12
Abb. 23: Vergleich der Gefal3dichte der einzelnen intravendsen Therapiegruppen: 1% TRD,
2% TRD und Kontrolle.
Dargestellt sind die Ergebnisse des Vergleichs der Gruppen des intravendsen Therapiearms.
Die Auswertung ergab keine signifikanten Unterschiede der Gruppen untereinander in
Hinblick auf die Gefalldichte, jedoch einen Trend in der 2% Therapiegruppe.

61



Auswertung der Mikrogefal3dichte der intraperitonealen Gruppen

Die Auswertung der MikrogefalRdichte der intraperitonealen Therapiegruppen ergab im
Median eine GefalRanzahl von 60,6/mm?2in der Kontrollgruppe (Interquartilsbereich: 23,0;
Spannweite: 58,1), 58,9/mm?2 in der 1% Taurolidin-Gruppe (Interquartilsbereich: 21,4;
Spannweite: 27,5) und 63,8/mmz in der 2% Taurolidin-Gruppe (Interquartilsbereich: 21,0;
Spannweite: 24,2). Der Direktvergleich der intraperitonealen Gruppen (Kontrolle, 1%
Taurolidin und 2% Taurolidin) ergab keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die
Gefallanzahl/mm? (Abb. 24).
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20,00~
10,007
] ] T
Kaontroflgrupps 1% TRO 2% TRD
M-W-U-Test Kontrolle/1% TRD Kontrolle/2% TRD 1% TRD/2% TRD
nur i. p. p=0,95 p=0,87 p =0,92
Abb. 24: Vergleich der GefaRRdichte der einzelnen intraperitonealen Therapiegruppen.
Dargestellt sind die Ergebnisse des Vergleichs der Gruppen (1% TRD, 2% TRD und
Kontrolle) des intraperitonealen Therapiearms. Die Auswertung ergab keine signifikanten
Unterschiede der Gruppen untereinander in Hinblick auf die Gefal3dichte.
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Mitoserate des intramuskular gewachsenen Tumors

Mikroskopisch zeigte sich insgesamt ein hochproliferativer Tumor (Abb. 25).

N X . :‘ & Sl e

d) Kontrolle (i. p.) = Gruppe 2.0

e 2 rC DR

b) 1% TRD (i. v.) = Gruppe 1.1

¢) 2% TRD (i. v.) = Gruppe 1.2 f) 2% TRD (i. p.) = Gruppe 2.2

Abb.25: ,hot spots” der Mitoserate bei 400-facher Vergré3erung.
Die Zellkerne, die sich in der S-Phase der Mitose befinden, sind rot, Zellkerne au3erhalb der
S-Phase der Mitose sind blau geféarbt. Signifikante Unterschiede in Hinblick auf die
Zellteilungsrate konnten nicht festgestellt werden.

- a-c: = Gruppen des intravendsen Therapiearms

- d-f: = Gruppen des intraperitonealen Therapiearms
(Maf3stab: 1 cm = 25 um)




Auswertung der Mitoserate insgesamt

Die Auswertung der Mitoserate insgesamt (i. v. und i. p.) ergab im Median 100,1
Mitosen/mm?2 in der Kontrollgruppe (Interquartilsbereich: 6,5; Spannweite: 6.5), 91,2
Mitosen/mm? in der 1% Taurolidin-Gruppe (Interquartilsbereich: 47,6; Spannweite: 113,1)
und 95,3 Mitosen/mm? in der 2% Taurolidin-Gruppe (Interquartilsbereich: 71,1;
Spannweite: 124,4). Der Direktvergleich der Gruppen (Kontrolle, 1% Taurolidin und 2%
Taurolidin) unabhangig vom Therapiearm (i. v. und i. p.) erbrachte keine signifikanten

Unterschiede in Bezug auf die Mitoseanzahl/mm?2 (Abb.26).
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Kantrollgruppe 1% TRD 2% TRD

M-W-U-Test Kontrolle/1% TRD Kontrolle/2% TRD 1% TRD/2% TRD

i.v. +i.p. p=0,28 p =0,67 p=0,75
(gesamt)

Abb. 26: Vergleich der in der S-Phase der Mitose befindlichen Zellen (Zellteilungsrate)
insgesamt.

Die Auswertung ergab keine signifikanten Unterschiede der Gruppen untereinander
(unabhangig vom Therapiearm; i. v. und. i. p. zusammen) in Hinblick auf die Zellteilung.
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Auswertung der Mitoserate der intravendsen Gruppen

Die Auswertung der Mitoserate der intravenésen Gruppen ergab im Median 100,1

Mitosen/mm?2 in der Kontrollgruppe (Interquartilsbereich: 6,5; Spannweite: 6.5), 91,2

Mitosen/mm? in der 1% Taurolidin-Gruppe (Interquartilsbereich: 57; Spannweite: 113,1)

und 61,4 Mitosen/mm2 in der

Taurolidin-Gruppe (Interquartilsbereich: 46;

Spannweite: 90,4) (Abb. 27). Der Direktvergleich der intraventsen Gruppen (Kontrolle,

1% Taurolidin und 2% Taurolidin) erbrachte keine signifikanten Unterschiede in Bezug

auf die Mitoseanzahl/mm?. Tendenziell zeichnete sich eine geringer Mitoserate in der 2%

Taurolidin-Gruppe ab.
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M-W-U-Test Kontrolle/1% TRD Kontrolle/2% TRD 1% TRD/2% TRD
nur i. v. p =0,56 p =0,08 p=0,38
Abb. 27: Vergleich der in der S-Phase der Mitose befindlichen Zellen (Zellteilungsrate) der
intravendsen Therapiegruppen.
Die Auswertung ergab keine signifikanten Unterschiede der Gruppen untereinander in
Hinblick auf die Zellteilung. Ein Trend hin zu einer geringeren Zellteilung zeigte sich in der 2%
TRD-Gruppe des intravendsen Therapiearms.
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Auswertung der Mitoserate der intraperitonealen Gruppen

Die Auswertung der Mitoserate der intraperitonealen Therapiegruppen ergab im Median
100,1 Mitosen/mmz2 in der Kontrollgruppe (Interquartilsbereich: 6,5; Spannweite: 6.5),
90,5 Mitosen/mm? in der 1% Taurolidin-Gruppe (Interquartilsbereich: 12,6; Spannweite:
25,8) und 114,7 Mitosen/mm?2 in der 2% Taurolidin-Gruppe (Interquartilsbereich: 11,9;
Spannweite: 24,2). Der Direktvergleich der intraperitonealen Gruppen (Kontrolle, 1%
Taurolidin und 2% Taurolidin) erbrachte keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf
die Mitoseanzahl/mm?2 (Abb. 28).
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Abb. 28: Vergleich der in der S-Phase der Mitose befindlichen Zellen (Zellteilungsrate) der

Die Auswertung ergab keine signifikanten Unterschiede der Gruppen untereinander in
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Beobachtete Nebenwirkungen wahrend des Versuchszeitraums

Im gesamten Versuchszeitraum fielen, insbesondere wahrend des Therapiezeitraums,
zwei als Nebenwirkung der Therapie mit Taurolidin zu bewertende Phanomene ins
Gewicht.

Zum einen zeigten einige Tiere wahrend der intravendsen Applikation von Taurolidin
gelegentlich vagotone Reaktionen, die sich in einer leichten Atemdepression oder einem
,raumeln“ der Tiere (a. e. aufgrund einer zerebralen Minderperfusion im Rahmen einer
Hypotonie) bemerkbar machten und in der Regel rasch reversibel waren. Bei drei
Versuchstieren stellte sich ein letaler Verlauf ein.

Zum anderen zeigte sich in den Taurolidin-Gruppen eine von der Dosierung und der
Applikationsform abhangige passagere Gewichtsreduktion. Diese war in der Gruppe, die
2%iges Taurolidin intraperitoneal erhielt, am deutlichsten. Weiterhin bestanden in dieser
Gruppe begleitende Diarrhéen.

Nach Beendigung der Therapieapplikation kam es zu einem Sistieren der Diarrhéen und
zu einer Gewichtszunahme der Tiere, sodass zum Obduktionszeitpunkt keine

signifikanten Unterschiede bestanden.
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Diskussion

Ziel dieser Studie war die Beurteilung des antineoplastischen und antiangiogenetischen
Einflusses Taurolidins auf das Wachstum intramuskularer und intraperitonealer muriner
Osteosarkome (K7M2). Weiterhin sollte in diesem Mausmodell der Einfluss
unterschiedlicher Applikationsformen (i. v. versus i. p.) und unterschiedlicher
Dosierungen (1%ig und 2%ig konzentrierte Taurolidin-Loésung) auf den Therapieerfolg
dokumentiert werden.

Der intramuskulare Tumor wurde aufgrund des destruierenden, Kompartiment-
Ubergreifenden Wachstums des Osteosarkoms, als Lokalbefund angesehen, wéahrend
der intraperitoneale Tumor einen disseminierten Befund simulieren sollte.

Initierend fur diese Studie war die bereits eingangs beschriebene unzureichende
Versorgung von Osteosarkompatient*innen mit metastasiertem Befund, Rezidiv oder
Therapieversagen der Standard-Polychemotherapie. Dies kommt insbesondere vor dem
Kontext der sehr jungen oder gerade mitten im Leben stehenden Patient*innen zum
Tragen. Die Indikation zur Erstellung erganzender Therapiekonzepte bei ausbleibendem
Erfolg der Standardtherapie ist gegeben, wie eingangs ausfuhrlich erértert (1, 17).

Die in vitro-Studien zur Wirksamkeit Taurolidins auf maligne Zellen mesodermalen
Ursprungs scheinen die vermutete antiproliferative Wirkung Taurolidins auf Sarkome zu
bestatigen. Der antiproliferative Effekt konnte fur Fibrosarkomzellen (46, 48, 69, 81, 82),
Rhabdomyosarkomzellen (83), Leiomyosarkomzellen (83) und Epitheloidzell-
sarkomzellen (83), aber auch fir unterschiedliche Osteosarkomzelllinien erfasst werden.
Marley et al. (84), Walters et al. (71) und Arlt et al. (85) konnten die vermutete
antiproliferative =~ Wirkung  Taurolidins an  insgesamt 16  verschiedenen
Osteosarkomzelllinien in vitro bestatigen. Von besonderer Bedeutung fir unsere Arbeit
war die bestétigte Sensitivitat der Zelllinie K7M2, die in unserer Arbeit verwendet wurde.
Die in vitro-Ergebnisse eben genannter Arbeitsgruppen voraussetzend, erfolgte in
unserer Arbeit die unmittelbare Erfassung des Einflusses Taurolidins auf

Osteosarkomzellen in vivo in einem validierten Tiermodell (32, 42, 86-89).

Zur weiteren Einordnung unserer Ergebnisse erfolgte zunachst der Vergleich mit weiteren
in vivo-Studien zum Einfluss Taurolidins auf das Osteosarkom. Hierzu konnte eine, aus

zwei Teilstudien bestehende Publikation von Arlt et al. herangezogen werden (85).
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Arlt et al. verwendeten fir ihre Studien die Zelllinie LM8 und ebenso wie in unserer Studie
die Zelllinie K7M2, die bereits in den in vitro-Studien verwendet wurden und eine
Sensitivitat gegendber Taurolidin in vitro aufwiesen (85). Die in vitro beobachtete
suppressive Wirkung Taurolidins auf Osteosarkomzellen liel3 sich in unserem Versuch
zumindest teilweise bestatigen. Wir konnten eine effektive Suppression der
intraperitonealen Tumorlast unter intraperitonealer Taurolidin-Therapie und eine nicht-
signifikante Reduktion der intraperitonealen Tumorlast unter 2%iger intravenoser
Taurolidin-Therapie nachweisen. Zusatzlich zeigte sich in unserem Modell unter 2%iger
intravenoser Taurolidin-Therapie eine Tendenz hin zu einer geringeren Mitoserate des
intramuskularen Primarius, die als Hinweis auf eine antiproliferative Wirkung Taurolidins
auf das Osteosarkom gewertet werden kann. Die Ergebnisse von Arlt et al. stehen
zumindest teilweise im Gegensatz zu unseren eigenen. Arlt et al. stellten nicht nur eine
fehlende Suppression des Lokalbefundes in vivo, sondern auch eine signifikant erhéhte
Metastasierungsrate unter Taurolidin im Vergleich zur Kontrollgruppe fest (85). Um die
gegensatzlichen Untersuchungsergebnisse besser einordnen zu kénnen, sollen daher im
Folgenden die Gemeinsamkeiten und Unterschiede beider Modelle diskutiert werden.

Im ersten Modell der Arbeitsgruppe um Arlt wurde zunéchst der Einfluss Taurolidins auf
die Entstehung von Lungenmetastasen erfasst. Im Rahmen des ersten Versuchs erfolgte
die Applikation von 5*10° Osteosarkomzellen der Linie K7M2 intravends Uber die
Schwanzvene (85). Wir verwendeten die gleiche Zelllinie und injizierten 2,5*10°
Osteosarkomzellen intramuskular sowie 2,5*10° Tumorzellen intraperitoneal, sodass
insgesamt eine vergleichbare Tumorlast vorlag, die im Gegensatz zu Arlt et al. nicht
primar systemisch induziert wurde. Die Tumorlokalisation wurde somit komplett
unterschiedlich gewahlt. AnschlieRend wurde bei Arlt et al. die Taurolidin-Therapie
unmittelbar nach Tumorzellapplikation beginnend, alternierend alle zwei Tage, fir
insgesamt zehn Tage eingeleitet. Die Applikation erfolgte in einer Einzeldosis
intraperitoneal zunéachst fir zwei Tage in einer Konzentration von 1.000 mg/kg KG und
Tag (20 mg/Maus) und anschlielend, aufgrund inakzeptabler Nebenwirkungen, in einer
Dosierung von 500 mg/kg KG und Tag (10 mg/Maus). Die Therapie wurde bis zur
Obduktion der Tiere an Tag zehn fortgefiihrt (85). In unserem Versuch begannen wir
ebenfalls unmittelbar nach Tumorzellimplantation mit der Therapie. Ein Teil der Tiere
wurde vergleichbar mit dem Versuch von Arlt et al. ebenfalls intraperitoneal behandelt,
der andere Teil abweichend davon intravends. Weiterhin wurde die Tagesdosis in
unserem Versuch auf zwei Applikationen im Abstand von 12 Stunden aufgeteilt und stellte

somit fur die Tiere eine deutlich eine hohere Stressbelastung im Vergleich zu dem von
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Arlt et al. gewéhlten Applikationsmodus dar. Arlt et al. kamen unter Beriicksichtigung
oben beschriebener Dosisreduktion auf eine Gesamtdosis von 3.500 mg/kg KG am Ende
des Versuches, wahrend wir je nach Versuchsgruppe bei 2.800 mg/kg KG (1% TRD) oder
5.600 mg/kg KG (2% TRD) zum Ende des Therapiezeitraum lagen. Die von Arlt et al.
gewabhlte Dosierung lag somit zwischen unserer minimalen und maximalen Gesamtdosis,
sodass eine Unterdosierung oder Uberdosierung mit konsekutiver Schwachung des
Versuchstiers zumindest nicht starker als in unserem Versuch ins Gewicht fallen sollte.
Aufgrund der im ersten Modell von Arlt et al. beobachteten verstarkten
Metastasierungsrate, die unter systemischer Tumorinduktion (i. v.-Tumorzellinjektion)
auftrat, wurde in einem weiteren Tiermodell mit acht Wochen alten C3H/HeNCrl-M&usen
und der Tumorzelllinie LM8 der Einfluss Taurolidins auf das Wachstum und die
Metastasierung des Osteosarkoms erneut untersucht. Die LM8-Osteosarkomzellen
(insgesamt 107) wurden abweichend vom ersten Modell subkutan injiziert (85). Hiermit
lagen im zweiten Teil des Versuchs von Arlt et al. eine hohere Ausgangstumorlast und
eine andere Zelllinie vor, bei ebenfalls zu unserem Modell abweichender
Tumorlokalisation. Die Taurolidin-Therapie wurde im zweiten Versuchsteil in einer
Dosierung von 750 mg/kg KG und Tag in einer Einzeldosis (85), und somit ebenfalls
abweichend zu unserem Applikationsmodus, intraperitoneal durchgefiihrt. Die Taurolidin-
Applikation erfolgte in der einen Gruppe umgehend nach Tumorzellimplantation, in der
anderen Gruppe ab dem 7. Tag nach Tumorzellimplantation und wurde fir beide Gruppen
alle zwei Tage bis zur Obduktion durchgefiihrt. Die Obduktion beendete den Versuch fir
beide Gruppen an Tag 25 (85). Damit lag die Gesamtkonzentration zum Zeitpunkt der
Obduktion bei 6.750 mg/kg KG bzw. bei 9.750 mg/kg KG und somit aufgrund des
langeren Therapiezeitraums deutlich Uber unserer maximalen Konzentration. Die
Einzeldosis pro Tag lag jedoch unter unserer maximalen Tageskonzentration (750 mg/kg
bei Arlt et al. vs. 800 mg/kg KG in unseren 2% TRD-Gruppen). Aufgrund der
alternierenden Applikation bei Arlt et al. (Injektionen alle 2 d) lag die Konzentration pro
Woche bei 3.000 mg/kg KG und somit vergleichbar mit der wochentlichen Taurolidin-
Konzentration des ersten Versuchs von Arlt et al. und unseres niedrig dosierten
Therapiearms (1% Taurolidin: 400 mg/kg KG pro Tag = 2.800 mg/kg KG pro Woche).
Trotz der hohen Gesamtdosis im zweiten Teil des Versuchs von Arlt et al. ergab sich
letztendlich eine niedrige wdchentliche Konzentration. Da diese in unserem Versuch gut
toleriert wurde, scheint somit eine Uberdosierung unwahrscheinlich.

Arlt et al. stellten auch im zweiten Teilversuch keine Suppression des Primarius, sondern

sogar eine hohere Tumorlast des subkutanen Tumors bei gleichzeitig beobachteter
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verstarkter Metastasierungsrate im Vergleich zur Kontrollgruppe fest (85). Vergleichend
damit erzielten wir unter intraventser hochdosierter Anwendung Taurolidins zumindest
eine Tendenz zu einer reduzierten intraperitonealen Tumorlast und eine tendenziell
reduzierte Mitoserate des intramuskularen Tumors. Dementsprechend ist die Frage
berechtigt, ob die Dosierung Taurolidins in den Versuchen von Arlt et al. ausreichend
hoch gewahlt war. Bezuglich einer ausreichenden Dosierung Taurolidins kdnnte weiterhin
argumentiert werden, dass dann in unserem niedrig dosierten Therapiearm (400 mg/kg
KG taglich unserer 1% TRD-Gruppen vs. 750 mg/kg KG alle 2 d bei Arlt et al.) zumindest
unter intraperitonealer Anwendung ebenfalls ein Progress des intramuskularen Tumors
zu erwarten gewesen ware. Signifikante Unterschiede konnten wir diesbeztglich nicht
feststellen, wohl aber eine Tendenz hin zu einer héheren Tumorlast. Moéglichweise
scheint an dieser Stelle die intramuskulare und somit besser durchblutete Lokalisation,
im Gegensatz zu der von Arlt et al. gewahlten subkutanen Lokalisation, von Vorteil
gewesen zu sein sowie die Tatsache, dass die Tumorzellen in unserem Modell in ein
mesenchymales Milieu injiziert wurden, was bekanntlich dem der Zelllinie entspricht.

Diese Frage nach einer ausreichenden Dosierung Taurolidins gewinnt insbesondere vor
den Ergebnissen der Studie von Holz et al. an Bedeutung, die die Vermutung nahelegt,
dass Taurolidin in einer niedrigen Dosierung eine Metastasierung begunstigen kdnnte.
Holz et al. beschrieben in ihren in vitro-Studien zur Wirksamkeit Taurolidins auf
Pankreaskarzinomzellen eine vermehrte Expression von SNAIL-factor (Zinc finger
protein SNAI1) unter niedriger Taurolidin-Konzentration. SNAIL-factor gilt als Regulator
der epithelialen/mesenchymalen Transition und koénnte somit eine Metastasierung
fordern (52). Sicher konnen die Ergebnisse nicht direkt Gbertragen werden und
vergleichbare Ergebnisse, die diese These unterstitzen bzw. Studien zur vermehrten
SNAIL-factor-Expression unter Taurolidin an Osteosarkomzellen, liegen nicht vor. Vor
dem Hintergrund o. g. erhéhter Metastasierungsrate unter Taurolidin wéare eine gezielte
weitere Abklarung eines mdglichen Zusammenhangs unserer Ansicht nach sinnvoll.

Weiterhin stellte sich uns die Frage, ob eine erhfhte Metastasierung bzw.
Tumorprogression unter Taurolidin auch in anderen Studien beschrieben wurden. Wir
stellten in unserer Arbeit trotz deutlich langerem ,follow up® (28 Tage posttherapeutischer
Beobachtungszeitraum im Gegensatz zur unmittelbaren Obduktion in den Versuchen von
Arlt et al.) keine erhdhte pulmonale Metastasierungsrate, wie von Arlt et al. beschrieben,
fest. Zumindest das erste Versuchsmodell von Art et al. simulierte die h&matogene
Streuung unmittelbar durch intravendse Injektion der Tumorzellen (85). Bei einer Ziellinie,

wie der Zelllinie K7M2, die eine hohe pulmonale Metastasierungsrate aufweist, scheint
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die Ausbildung pulmonaler Rundherde nach diesem Versuchsmodell logische
Konsequenz zu sein und ist sicher ein Grund fiir die Ausbildung pulmonaler Metastasen,
jedoch nicht fur die hohere Metastasierungsrate im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Letzteres trifft jedoch nicht fir den zweiten Teilbereich des Versuches von Arlt et al. zu,
in dem die Tumorzellen subkutan und nicht intravenés appliziert wurden. Auch in diesem
Bereich stellten Arlt et al. eine erhdhte Metastasierungsrate, vergleichbar mit den
Ergebnissen des ersten Teilversuchs und im Gegensatz zu unseren Ergebnissen fest
(85). Somit wére auch bei der von uns gewahlten intramuskularen Tumorlokalisation eine
pulmonale Metastasierung zu erwarten gewesen. Hier ist anzumerken, dass die von uns
durchgefiihrte makroskopische Beurteilung des Lungengewebes zum sicheren
Ausschluss pulmonale Metastasen in ihrer Sensitivitat der mikroskopischen Auswertung,
wie bei Arlt et al., deutlich unterlegen ist. Der endgultige Vergleich mit den Ergebnissen
von Arlt et al. bezuglich der pulmonalen Metastasierung féallt daher ohne mikroskopische
Auswertung schwer, sollte allerdings fir zukinftige Studien unbedingt berlcksichtigt
werden.

Der These folgend, dass Taurolidin in niedriger Dosierung eine Metastasierung férdert,
wére eine Dosiserh6hung die logische Konsequenz. Jedoch beschrieben Arlt et al.
bereits unter der initial verwendeten Dosierung von 1.000 mg/kg KG alle zwei Tage
schwere Nebenwirkungen, die zu einer Dosisreduktion fihrten. So betonten sie den
Anstieg der Leberparameter und beschrieben einen fibrotischen Umbau der Leber mit
Kapselverdickung. Weiterhin wird von Arlt et al. eine erhéhte Mortalitdt angegeben (85).
In  unserem Versuch zeigte sich, madglicherweise aufgrund des langen
posttherapeutischen Beobachtungszeitraums (,follow up®), dass der von uns beobachtete
Gewichtsverlust passager war und zum Obduktionszeitpunkt keine Unterschiede mehr
bestanden, sodass er von uns zunéchst im Rahmen der héheren Belastungen durch die
zweimal tagliche Applikation gewertet wurde. Aufgrund der von Arlt et al. gedaul3erten
Bedenken bezlglich der Vertraglichkeit (85), scheint die weitere Beurteilung der
Nebenwirkungsrate und Mortalitatsrate jedoch erneut indiziert und wird aufgrund der

aktuellen Relevanz weiter unten gesondert diskutiert.

Interessanterweise erfolgte die Therapieapplikation in den Versuchen von Arlt et al.
unabhangig von der Tumorlokalisation (i. v./s. c.) intraperitoneal (85). Anhand unserer
eigenen Versuche, in denen die Therapie entweder intravends oder intraperitoneal
erfolgte, fiel auf, dass Taurolidin insbesondere in hoherer Konzentration unter

intraventser Applikation deutlich besser vertragen wurde. Somit wére auch vor dem
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Hintergrund einer mdglicherweise erforderlichen Dosiserh6hung interessant, ob die
Vertraglichkeit und auch die Bioverfligbarkeit bei intravendser Applikation der
intraperitonealen Anwendung tUberlegen ist.

Laut Herstellerinformation soll die Bioverfugbarkeit durch die intraperitoneale Applikation
nicht wesentlich eingeschrankt sein (29). Eine Studie von Knight et al. beschrieb das
Erreichen der maximalen Plasmakonzentration 10-15 Minuten nach intraperitonealer
Injektion (90) und scheint die Grundlage fir die Angaben des Herstellers zu sein (15 min
nach intraperitonealer Injektion) (29). Es ware jedoch denkbar, dass durch die
intraperitoneale Injektion auch bei rascher Resorption die Boluswirkung wie nach
intravenoser Injektion entfallt, sodass Auswirkungen auf die Wirksamkeit nicht sicher
ausgeschlossen werden kénnen. Unsere eigenen Ergebnisse erbrachten beziglich des
Applikationsmodus zwar keine signifikanten Unterschiede des intramuskularen
Tumorwachstums, was durchaus mit der geringen Fallzahl zu erklaren ist, deuteten aber
tendenziell widerspriichliche Entwicklungen an. So beobachteten wir in der Gruppe mit
hochdosierter intravendser Anwendung eine tendenziell reduzierte Mitoserate des
intramuskularen Tumors. Im Gegensatz dazu steht die tendenziell erhohte
intramuskulare Tumormasse unter intraperitonealer Taurolidin-Therapie. Dies kénnte ein
Hinweis auf einen Einfluss der Applikationsform auf das Therapieergebnis sein.
Weiterhin wird bisher zwar angenommen, dass die Ausscheidung Taurolidins in erster
Linie Gber die Nieren und die Atmung erfolgt (29). Gerade aufgrund des von Arlt et al.
beschriebenen Anstiegs der Leberparameter und des fibrotischen Umbaus unter
Taurolidin (85), musste die Bedeutung der Leber beziglich der Verstoffwechselung
erneut erfasst werden. Im Zuge dessen sollten dann auch die Auswirkungen einer
maoglichen Metabolisierung auf den maximalen Wirkspiegel nach intraperitonealer
Applikation erneut untersucht werden, da die aktuellen Studien Anlass geben, den
bisherigen Stand der Forschung zum Wirkungs- und Nebenwirkungsprofil Taurolidins in
Frage zu stellen. Zudem ware interessant, ob der beschriebene fibrotische Umbau der
Leberkapsel unter intravendser Taurolidin-Therapie ebenfalls auftritt, was fur
Umbauprozesse im Rahmen einer Verstoffwechselung sprache, oder nur unter
intraperitonealer Applikation auftritt, was mdglicherweise als direkte Reaktion im Rahmen
einer durch Taurolidin getriggerten chemischen Peritonitis zu erklaren ware. Sollte
letzteres der Fall sein, kbnnte es eine Erklarung fir die von Arlt et al. beobachteten

Leberveranderungen sein.
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Anhand der Studien von Arlt et al. und unserer eigenen Beobachtungen ware somit von
Interesse, ob eine Anderung der Therapieapplikation (von i. p. zu i. v.) Auswirkungen auf

die Vertraglichkeit und das Ergebnis hat.

Zusammenfassend ergab der Vergleich unserer Ergebnisse mit denen von Art et al. eine
Reihe offener Fragen, die der Ubersicht wegen im Folgenden aufgelistet sind und auf
deren Klarung die folgende Diskussion abzielt:
- Welchen Einfluss hat der Zeitpunkt des Therapiebeginns und der Obduktion auf
das Ergebnis?
- Welchen Einfluss hat die Therapiedauer?
- Hat die Applikationsform (i. v./i. p.) Einfluss auf das Ergebnis?
- Ist Taurolidin unter intravendser Anwendung besser vertraglich?
- Liegen weitere Studien mit einer beschriebenen Tumorprogression unter
Taurolidin vor?
- Konnte es einen Zusammenhang zwischen einer zu geringen Dosierung
Taurolidins und einer Progression geben?
- Welche Ursachen liegen der beobachteten erhohten Mortalitat zugrunde?
- Wie sieht die aktuelle Studienlage beziglich des Nebenwirkungsspektrums
Taurolidins aus?
Aufgrund der genannten Punkte waren weitere Studien zur Wirkung Taurolidins auf das
Osteosarkom sinnvoll. Bedingt durch das Fehlen ausreichender Vergleichsstudien zur
Wirkung Taurolidins auf Osteosarkome, wurden weitere Publikationen zur Wirkung
Taurolidins auf unterschiedlichste Tumorentitaten herangezogen und im Folgenden

zusammengefasst.

Durch Erweiterung der Literaturrecherche auf weitere Tumorentitaten konnten
zusatzliche 28 Studien zu Tumorzellen unter Taurolidin-Therapie eigeschlossen werden.
50% der eingeschlossenen Studien befassten sich mit der Wirkung Taurolidins auf das
Kolonkarzinom. Uber 2/3 der Studien zur Wirkung Taurolidins auf das Kolonkarzinom
folgten dem Prinzip der intraperitonealen Tumorzellimplantation, gefolgt von einer
intraperitonealen Taurolidin-Therapie (39-41, 43, 44, 70, 86-88, 91-96), vergleichbar mit
einem Teilbereich (intraperitoneal implantiertes Osteosarkom unter intraperitonealer
Taurolidin-Therapie) unseres eigenen Versuchs. In dieser Konstellation wiesen wir in
unserer Arbeit eine hochsignifikante Suppression der Tumorlast nach. Das deckt sich mit

den Ergebnissen zuvor erwéahnter Studien, die eine nahezu durchgehend suppressive
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Wirkung Taurolidins auf die intraperitonealen Kolonkarzinome, zum tberwiegenden Teil
unter einmaliger intraperitonealer Taurolidin-Injektion, zeigten (39-41, 43, 44, 70, 86-88,
91-96).

Vergleichbar dazu sind die Studien von da Costa et al. (Melanomzellen) (97) und Nici et
al. (Mesotheliomzellen) (56), die ebenfalls eine intraperitoneale Taurolidin-Therapie der
intraperitoneal implantierten Tumorzellen durchfuhrten. Da Costa et al. nannten als
Indikator fir einen Therapieerfolg eine verlangerte Uberlebensrate unter einmaliger
Taurolidin-Therapie (97), wahrend Nici et al. eine signifikante Reduktion der
intraperitonealen Tumorlast, ahnlich unserer eigenen Ergebnisse, feststellten (56).
Davon abweichend untersuchten Opitz et al. den Einfluss einer subpleuralen Taurolidin-
Applikation nach Entfernung eines subpleuralen Mesothelioms und stellten eine
signifikante Suppression des Rezidivs fest (98). Da die Taurolidin-Therapie in diesem
Modell unmittelbar nach kompletter Entfernung des Primarius eingeleitet wurde, die
Cavitas pleuralis ahnliche Bedingungen wie die Cavitas abdominalis bietet und die
Applikation im Sinne einer Lavage erfolgte, wurde dieses Modell trotz extraperitonealer
Lokalisation mit den intraperitonealen Studien genannt (98).

Zusammenfassend liegen die Parallelen eben genannter Studien in der intraperitonealen
Tumorlokalisation, der intraperitonealen Therapieapplikation und dem Zeitpunkt des
Therapiebeginns, der in allen Studien unmittelbar nach Tumorzellimplantation erfolgte.
Retrospektiv scheint die Kombination dieser drei Faktoren entscheidend fir die guten
Ergebnisse zu sein und deckt sich mit unseren eigenen Erfahrungen. So bildet der
Intraperitonealraum einen Hohlraum, der aufgrund des Peritoneums parietale und
viszerale zumindest teilweise eine antiadhdsive Barriere fur Tumorzellen darstellt.
Zusatzlich konnten die einleitend beschriebenen antiadhasiven Eigenschaften
Taurolidins das Anwachsen der Tumorzellen und die Ausbildung solider Formationen
beeinflusst haben (44, 70). Weiter bedingt der unmittelbare Therapiebeginn mit Taurolidin
eine unmittelbare Interaktion zwischen Agens und frisch implantierten Tumorzellen, die
aufgrund des unmittelbaren Therapiebeginns noch keinen soliden Tumorzellverbund
ausbilden konnten und somit deutlich vulnerabler gegentiber toxischen Substanzen sind.
Da der Wirkmechanismus Taurolidins nicht abschlieRend geklart ist und auch die
Gewichtung der beschriebenen Mechanismen nicht bekannt ist, bleibt letztlich unklar,
welche Rolle den einzelnen Komponenten (Hemmung der Adhasion, direkte zytotoxische
Wirkung, Induktion der Apoptose) oder deren Gesamtheit zukommt. Es ist jedoch
anzunehmen, dass diese Konstellation, denen von in vitro-Bedingungen sehr nahekommt

(intraperitonealer Hohlraum mit frisch injizierten Tumorzellen und unmittelbarer
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Therapiebeginn), dem Einfluss der direkten zytotoxischen Wirkung Taurolidins dienlich
war und auch in unserem Versuch zum Tragen gekommen ist.

Die Studien von Calabresi et al. (32) und Volz et al. (99) zum Ovarialkarzinom deuten
jedoch darauf hin, dass die Wirkung Taurolidins auf intraperitoneale Tumorzellen nicht
ausschlie3lich auf seiner zytotoxischen Wirkkomponente, sondern auch auf seiner
antiadhasiven und Apoptose induzierenden Wirkung beruht. Im Gegensatz zu unserem
Versuch und zu o. g. Modellen zum Kolonkarzinom, Melanom und Mesotheliom
unterschied sich der Versuchsaufbau in einem zur intraperitonealen
Tumorzellimplantation verzogerten Therapiebeginn. Bei Calabresi et al. erfolgte die
Taurolidin-Applikation zum einen unmittelbar und in zwei weiteren Gruppen drei Tage
und funf Tage nach Tumorimplantation (32), wahrend bei Volz et al. sieben bzw. neun
Tage zwischen Tumorzellimplantation und Therapiebeginn lagen (99). Trotz des
verzogerten Therapiebeginns und bei insgesamt kurzer Therapiedauer (3 d oder 2 d)
wurde in beiden Studien ein signifikanter Vorteil (signifikante Suppression bei Calabresi
et al. und verlangerte Uberlebensrate bei Volz et al.) unter intraperitonealer Taurolidin-
Therapie festgestellt (32, 99). Als Gegenargument konnte an dieser Stelle aufgefihrt
werden, dass in beiden Versuchen ein sicheres Anwachsen der Tumorzellen nach
intraperitonealer Zellinjektion zwar angenommen, jedoch nicht mit absoluter Sicherheit
vorausgesetzt werden kann. Um dieses Gegenargument zu entkraften, sind die
Ergebnisse der Studien von Wenger et al. (100) und Kilian et al. (101) von Bedeutung. In
beiden Modellen erfolgte die Untersuchung der Wirksamkeit Taurolidins auf zuvor tber
zehn Wochen induzierte Pankreaskarzinome. Die Einleitung der Therapie mit Taurolidin
folgte sechs Wochen nach Beendigung der Induktion mit N-nitrosobis-2-oxopropylamin.
In beiden Studien wurde eine Reduktion der Tumorlast und der Lebermetastasen
beschrieben (100, 101). Da in beiden Studien ein solider Tumor die Ausgangssituation
darstellte, scheint die antiproliferative Wirkung Taurolidins tber die antiadhasive und die
unmittelbar-toxische Wirkung hinaus gegeben zu sein.

Die genannten Studien zum Einfluss Taurolidins auf das Kolonkarzinom, Melanom,
Mesotheliom, Ovarialkarzinom und Pankreaskarzinom verfolgten v. a. die Pravention
peri- und postoperativer Absiedlungen. Die Verwendung Taurolidins als perioperative
Spullésung stand im Fokus, sodass die genannten Tumormodelle fur diese Fragestellung
gut gewahlt waren. Bezuglich unserer Ergebnisse wére eine perioperative Anwendung
aufgrund der signifikanten Suppression der Osteosarkomzellen zur Pravention eines
Lokalrezidivs ebenfalls denkbar und konnte in weiteren, auf das Osteosarkom

ausgelegten Modellen verifiziert werden.
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Da in unserem Modell dariber hinaus der Einfluss Taurolidins auf einen soliden
extraperitonealen Tumor (intramuskularer Lokalbefund) untersucht wurde und die
einzigen Studien zur Wirkung Taurolidins auf das Osteosarkom von Arlt et al.
diesbeztiglich nicht nur eine fehlende Suppression, sondern auch eine Progression unter
Taurolidin  beschrieben (85), wurden weitere Studien mit extraperitonealer
Tumorlokalisation herangezogen. Die Literaturrecherche bezuglich extraperitonealer
Tumorlokalisationen zeigte, dass in erster Linie Modelle mit subkutanem Primarius
gewahlt wurden. Modelle mit intramuskuldrem Lokalbefund standen nicht zum Vergleich.
Weiterhin stellten sich bei der Gegenuiberstellung unserer Ergebnisse mit denen von Arlt
et al. eine Reihe Fragen bezuglich des Einflusses von Therapiebeginn, Applikationsform,
Dosierung und Anwendungsdauer auf das Therapieergebnis. Aus zuvor genannten
Studien zur intraperitonealen Taurolidin-Anwendung bei intraperitonealem Primarius geht
hervor, dass diese Konstellation zuverldssig zu einer Tumorsuppression fihrte. Im
Weiteren sollen daher die Ergebnisse zu Modellen mit abweichender Tumorlokalisation
und Therapieapplikationsform diesbezlglich beurteilt werden.

In unserem Versuch erfassten wir u. a. den Einfluss intravends injizierten Taurolidins auf
den intramuskularen Primarius und konnten keine signifikanten Unterschiede bezlglich
der Tumorlast im Vergleich zur Kontrollgruppe feststellen. In der Auswertung der
Mitoserate zeichnete sich in der hochdosierten Taurolidin-Gruppe (800 mg/kg KG und
Tag) jedoch eine Tendenz zu einer verringerten Mitoserate ab. Wie der Vergleich mit zwei
Studien von Braumann et al. zur Wirkung Taurolidins auf subkutan implantierte
Kolonkarzinomzellen zeigte, konnten Braumann et al. ebenfalls in keiner der Studien eine
signifikante Suppression der Tumorlast feststellen (86, 87). Vergleichbar zu unserer
Studie wurde in beiden Modellen ebenfalls unmittelbar nach Tumorimplantation mit der
intravendsen Taurolidin-Therapie begonnen. Im Unterschied zu unserem Modell erfolgte
die Therapie jedoch als ,single shot“ und nicht wie bei uns tGber eine Woche, sodass sich
die Frage stellte, ob eine Verldngerung des Therapiezeitraums in anderen Studien zu
einer signifikanten Tumorsuppression fihrte.

Diesbeziglich fanden wir zwei weitere Studien von Braumann et al. mit subkutaner
Tumorlokalisation und intravendser Therapie, aber verlangertem Therapiezeitraum. Zum
einen ein Melanommodell der Maus (89), bei dem der Therapiezeitraum nur wenig
verlangert war (2*taglich fur 2 d) und somit deutlich kirzer als in unserer Studie (2*taglich
fur 7 d) war. Trotz des kirzeren Therapieintervalls stellten Braumann et al. im Gegensatz

zu unseren Ergebnissen eine signifikante antiproliferative Wirkung auf den subkutanen
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Primarius unter intraventser Anwendung Taurolidins fest. Diese trat interessanterweise
bei niedrigerer Dosierung als der von uns verwendeten auf (0,25 ml 2% TRD bei
Braumann et al. vs. 0,5 ml 2% TRD in unserem Versuch), was mdaglicherweise mit den
unterschiedlichen Tumorentitaten zusammenhangt. In einer anderen Studie wurden die
Auswirkungen einer Langzeitanwendung (3* taglich/fur 7 d) Taurolidins auf subkutan
implantierte Kolonkarzinomzellen unter intravendser Therapie erfasst (43). In diesem
Modell betrug das Therapieintervall wie in unserem Versuch sieben Tage und es liel3 sich
in der Therapiegruppe, die Taurolidin hochdosiert (3%ige Losung) intravends erhielt, eine
signifikante Reduktion der Tumorlast feststellen. Dies steht teilweise im Gegensatz zu
unseren Ergebnissen. Allerdings traten die signifikanten Unterschiede in diesem Modell
nur unter hochkonzentrierter (3% TRD) Anwendung auf. Unter niedriger konzentrierter
Losung (1%, 2%), vergleichbar mit der von uns gewahlten Konzentration, konnte keine
tumorsuppressive Wirkung erzielt werden. Da wir jedoch eine Tendenz hin zu einer
reduzierten Mitoserate sahen, konnte unter einer weiteren Steigerung der Dosis eine
signifikante Inhibition des Tumorwachstums zu erwarten sein.

Die Ergebnisse zur intravendsen Therapie subkutan implantierter Malignome epithelialen
Ursprungs zusammenfassend ergibt sich eine antiproliferative Wirkung Taurolidins unter
der Voraussetzung einer ausreichenden therapeutische Konzentration und einer
ausreichenden Anwendungsdauer. Ob sich diese Schlussfolgerung ganzlich auf

Malignome mesodermalen Ursprungs tbertragen lasst, bleibt unklar.

Neben der Erfassung des Einflusses intravends injizierten Taurolidins auf einen
subkutanen Primarius, beurteilten wir die Wirkung Taurolidins auf intraperitoneale
Tumorzellen unter intravenéser Anwendung. Signifikante Unterschiede konnten wir nicht
feststellen, lediglich eine Tendenz zu einer reduzierten Tumorlast zeichnete sich ab.

In den o. g. Studien von Braumann et al. aus den Jahren 2000 und 2003 wurde ebenfalls
der Einfluss einmaliger intravendser Taurolidin-Therapie auf intraperitoneale
Kolonkarzinomzellen untersucht (86, 87). Eine antiproliferative Wirkung unter einmaliger
intravendser Anwendung Taurolidins war, vergleichbar zu unseren Ergebnissen, nicht
feststellbar. Hingegen liel3 sich das intraperitoneale Tumorwachstum unter intravendser
hochkonzentrierter Langzeitanwendung Taurolidins in einem anderen Modell von
Braumann et al. signifikant reduzieren (88). Mit einer 3%ig konzentrierten Lésung (1 ml
3% TRD) lag die Konzentration auch in dieser Arbeit Giber der von uns gewahlten, sodass
sich gerade vor dem Hintergrund der von uns beobachteten Tendenz die gleiche

Schlussfolgerung, mit den gleichen Einschrankungen beziiglich der Ubertragbarkeit,
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ergab (88). Im Gegensatz zu zuvor genannten Studien wurde in Letztgenannter von
Braumann et al. (88) die Taurolidin-Therapie 28 Tage versetzt zur Tumorimplantation
begonnen, was fur die Qualitat der Studie spricht und fir den antiproliferativen Effekt
Taurolidins.

Ein wesentlicher Unterschied unserer Studie zu der eingangs genannten von Arlt et al.
lag in der Simulation einer hamatogenen Metastasierung durch direkte intraventse
Tumorzellinjektion (85). Diese wurde von uns nicht simuliert, und somit scheint die
Diskussion der Ergebnisse einer solchen Simulation fir unsere Arbeit zunachst weniger
relevant. Dennoch halten wir eine kurze Diskussion der Ergebnisse anderer Studien mit
hamatogen simulierter Metastasierung zu der von Arlt et al., aufgrund der von uns
kritisierten Therapieapplikation und der Vollstandigkeit wegen, fur relevant.

Wir hinterfragten an der Studie von Arlt et al. die intraperitoneale Taurolidin-Applikation
und stellten die Frage, ob eine intraventse Therapie bei intravenoser Streuung
maoglicherweise eher eine antiproliferative Wirkung gehabt héatte (85). Vergleichend
lieRen sich zwei Studien finden. Da Costa et al. simulierten in einem Melanommaodell eine
hamatogene Metastasierung durch direkte intravendse Tumorzellinjektion und Injektion
der Melanomzellen in die Milz. Die Taurolidin-Therapie erfolgte unmittelbar sowie eine,
zwei und 24 Stunden nach Tumorzellimplantation durch eine intraperitoneale Injektion.
Unter diesen Voraussetzungen nannten Da Costa et al. eine signifikante Reduktion
pulmonaler Metastasen (97). Hingegen wahlten Hoksch et al. in ihrem
Kolonkarzinommodell zur hamatogenen Metastasierung eine intravengdse Taurolidin-
Therapie und beschrieben darunter eine signifikante Reduktion pulmonaler Metastasen.
Die Therapie wurde Uber eine osmotische Pumpe flur sieben Tage durchgefihrt, zum
einen unmittelbar nach Tumorimplantation, zum anderen 14 Tage versetzt zur
Tumorimplantation (95). Die signifikante Reduktion pulmonaler Metastasen zeigte sich in
beiden Versionen, war aber unter unmittelbarem Therapiebeginn tendenziell groRer als
bei zeitlich versetztem Therapiebeginn, was die Bedeutung des Therapiebeginns fur den
Therapieerfolg verdeutlicht. Der Vergleich der Ergebnisse intraperitonealer versus
intravendser Anwendung Taurolidins bei intravendser Tumorzellinjektion l&asst
zusammenfassend keine eindeutigen Ruckschlisse auf einen Vorteil unter intravendser
Anwendung zu. Insbesondere vor dem Hintergrund der Arbeit von Hoksch et al., die einen
Therapieerfolg auch noch bei zeitlich versetztem Therapiebeginn feststellten (95), liegt
die Vermutung nahe, dass bei intravendser Tumorzellinjektion die kontinuierliche
intraventse Therapie von Vorteil ist. Dementsprechend sollte, auch weil die Ergebnisse

an Kolonkarzinomen nicht direkt auf Osteosarkome Ubertragen werden kénnen und die
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Erfassung pulmonaler Metastasen in unserem Versuch nur makroskopisch erfolgte, nach
wie vor abgeklart werden, ob die pulmonale Tumorlast, wie im ersten Osteosarkommodell
von Arlt et al. (intraventse Tumorinjektion mit nachfolgender intraperitonealer Therapie),
durch intravendse Taurolidin-Therapie hatte beeinflusste werden kénnen.

Die intravendse Anwendung Taurolidins scheint unabhéngig von der primaren
Tumorlokalisation zusammenfassend zur Therapie maligner Erkrankungen geeignet,
sofern die Voraussetzungen einer ausreichenden Anwendungsdauer und Dosierung
gegeben sind. Unklar bleibt, warum in unseren Versuchen trotz intravenoser
Langzeitanwendung keine Suppression des intramuskularen Befundes erreicht werden
konnte. Eine mdgliche Erklarung konnte in der Entitéat des Osteosarkoms liegen. So
setzte sich, abgesehen von der Studie von Arlt et al., keine der genannten Studien mit
intravendser Therapieapplikation mit Malignomen mesenchymalen Ursprungs
auseinander. Weiterhin ist denkbar, dass die gewahlte Dosierung fir das Osteosarkom
nicht ausreichend hoch gewahlt war. Wir orientierten uns bei der Bestimmung der
anzunehmenden therapeutischen Dosis an den zuvor genannten in vitro-Studien und an
der gewéahlten Dosierung der Arbeit zum Melanom aus der Arbeitsgruppe um Braumann
(89). Dennoch ist denkbar, dass das Osteosarkom eine geringere Sensitivitat gegentber
Taurolidin aufweist als die Melanomzellen und somit die therapeutische Dosierung
verfehlt wurde. Hier kdnnten erganzende in vitro-Studien zum Vergleich der Sensibilitat

verschiedener Tumorzelllinien unterschiedlichen Ursprungs Klarheit schaffen.

Eine Tumorprogression war, abgesehen von der Studie von Arlt et al., in keiner der bisher
genannten Studien beschrieben. Unter intraperitonealer Anwendung stellten wir jedoch
eine Tendenz des intramuskularen Osteosarkoms hin zu einer erhfhten Tumormasse
fest. Dies konnte auf Parallelen zu den Ergebnissen von Arlt et al.,, die unter
intraperitonealer Therapie eine signifikante Progression des subkutanen Osteosarkoms
feststellten (85), hindeuten. Zur weiteren Abklarung eines mdglichen Zusammenhangs
zwischen Applikationsform und Progress wurden im Folgenden Studien mit subkutanem
Primarius und intraperitonealer Taurolidin-Injektion beurteilt.

Braumann et al. beschrieben hierzu den Einfluss einer Kurzzeitanwendung
intraperitoneal applizierten Taurolidins (einmalig und unmittelbar) auf subkutane
Kolonkarzinome und konnten keine signifikante Wachstumshemmung, aber auch keinen
Progress feststellen (86, 87). Ein wesentlicher Unterschied zu unserem Modell lag in der
kurzen Therapiedauer (Einmalgabe). Zu anderen Tumorentitaten lieBen sich

intraperitoneale Langzeitanwendungen Taurolidins bei extraperitonealer Lokalisation des
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Primarius finden, die der von uns gewdahlten Therapiedauer naher kamen. Braumann et
al. untersuchen den Einfluss Taurolidins unter intraperitonealer Injektion auf subkutan
implantierte Melanomzellen (89). Die Therapiedauer betrug, wie in unserem Versuch,
eine Woche. Eine antiproliferative Wirkung konnte in diesem Modell, vergleichbar mit
unserem Versuch, nicht festgestellt werden. Hinweise auf einen Progress gab es
ebenfalls nicht. Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen stellten Darnowski et al. unter
intraperitonealer Langzeitanwendung (die Therapie verlief Gber drei Zyklen, wobei ein
Zyklus eine Woche dauerte und aus drei Injektionen/Woche bestand) ein signifikant
reduziertes Tumorwachstum der zuvor etablierten subkutanen Prostatakarzinome fest
(54). Ahnlich stellen sich die Ergebnisse von Sun et al. dar und stehen somit ebenfalls im
Widerspruch zu unseren. (68). Sun et al. erfassten den Einfluss Taurolidins in einem
Melanommodell und beschrieben sowohl unter unmittelbar nach Tumorzellimplantation
eingeleiteter Therapie, als auch bei zeitlich verzégertem Therapiebeginn (eine Woche
nach Tumorzellimplantation) eine signifikante Tumorsuppression. Der beobachtete
antiproliferative Effekt war jedoch unter unmittelbarem Therapiebeginn gro3er als unter
verzogertem Therapiebeginn. Die Ergebnisse von Sun et al. verdeutlichen somit
ebenfalls die Bedeutung des Therapiebeginns fiir den Therapieerfolg (68). Weiterhin liegt
eine Studie zum subkutan implantierten Fibrosarkom vor, in der Harati et al. Taurolidin
allerdings in Kombination mit TRAIL verwendeten (102). Unter dieser Kombination war
eine signifikante Hemmung des Fibrosarkoms festzustellen. Ob die alleinige Anwendung
Taurolidins ebenfalls zu einer Wachstumsinhibition gefuhrt héatte, geht aus der Arbeit
nicht hervor. Hervorzuheben ist jedoch, dass Harati et al. (102), vergleichbar mit Arlt et
al. (85), eine erhthte Mortalitdt beschrieben, was die Relevanz der Abklarung der
Mortalitatsrate verdeutlicht.

Zusammenfassend lasst sich auch fur die Konstellation aus subkutanem Primarius und
intraperitonealer Taurolidin-Therapie das Prinzip der erfolgreichen Tumorsuppression
unter ausreichend langer Anwendungsdauer und ausreichender Dosierung anwenden.
Letztlich bleibt somit unklar, warum wir keine Suppression unseres intramuskularen
Primarius feststellen konnten. Ein Progress, wie bei Arlt et al., wurde bisher aber auch
nicht beschrieben.

Neben der von Arlt et al. genannten Studien, ergab die Literaturrecherche eine weitere
Studie, in der ebenfalls eine Tumorprogression unter Taurolidin auftrat. Abramjuk et al.
untersuchten den Einfluss einer intravesikalen Taurolidin-Therapie auf einen
intravesikalen Tumor der Harnblase. Die Therapie wurde zwei Tage nach

Tumorzellimplantation begonnen und fur finf Wochen fortgesetzt. Eine Gruppe wurde
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1*/Woche, die andere Gruppe 3*Woche behandelt (55). Vergleichsstudien zur
intravesikalen Anwendung Taurolidins liegen nicht vor. In der Gesamtheit aller in vivo-
Studien machen die Genannten, in denen ein Progress festgestellt wurde, nur einen
geringen Anteil aus, fallen aber aufgrund der negativen Auswirkungen eines ungewollt
getriggerten Progresses besonders ins Gewicht und bedurfen unserer Ansicht nach einer

weiteren Abklarung.

Die Ergebnisse aller in vivo-Studien zusammenfassend, scheint ein Zusammenhang
zwischen Tumorlokalisation, Therapieapplikationsform, Anwendungsdauer und
Dosierung in Bezug auf die Wirksamkeit Taurolidins zu bestehen. Somit ware zu
Uberpriufen, ob eine Anpassung der Applikationsform, des Therapiemodus, der
Anwendungsdauer und der Konzentration in den Studien mit ausbleibendem
Therapieerfolg das Outcome verandert hatte.

In unserem Versuch erfolgte die Taurolidin-Injektion sowohl intravents als auch
intraperitoneal. Dennoch stellten wir in Hinblick auf den subkutanen Tumor keine
signifikante Inhibition, sondern im Gegenteil z. T. (unter intraperitonealer Applikation) eine
Tendenz zu einer erh6hten Tumormasse fest. Da wir in unserem Versuch beide
Applikationsformen verwendeten, bleibt die Uberlegung, ob eine verlangerte
Therapiedauer oder eine héhere Dosierung zu einer Tumorsuppression gefuhrt hatten.
Weiterhin ist denkbar, dass unser Ergebnis aufgrund des langen posttherapeutischen
Beobachtungszeitraums moglicherweise verzerrt wurde. Auch dies ware ein Ansatzpunkt

fur eine Optimierung des von uns gewahlten Modells.

Gegen eine weitere Erhohung der Dosierung sprach in unserem Modell jedoch die bereits
unter 2%iger Taurolidin-Losung beobachteten Nebenwirkungen, die auch im Falle der
ersten Studie von Arlt et al. zu einer Dosisreduktion geflhrt haben (85), sodass die Rolle
des Nebenwirkungsspektrum weiter berticksichtigt werden muss. Aufgrund der aktuellen
Relevanz erfolgt die Diskussion der Mortalitatsrate und der beobachteten
Nebenwirkungen gesondert an dieser Stelle, wir bereits zuvor angekundigt.

Zunéchst die erhohte Mortalitatsrate betreffend, die von Arlt et al. mit 40% angegeben
wurde (85): Die Gesamtmortalitat in unserem Versuch lag bei unverandert fortgesetzter
Dosierung mit 18% zwar unter der von Arlt et al., machte aber dennoch 1/4 aller
Versuchstiere aus. Berucksichtigt werden muss, dass aufgrund der geringen Tieranzahl
der Ausfall eines Versuchstiers mit 10 % ins Gewicht fiel. Weiter erschien relevant, ob die

Applikationsform, neben der Dosierung, Einfluss auf die Mortalitat hat, sodass die
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Mortalitdtsraten der einzelnen Therapiegruppen im Weiteren dargestellt wurden. Dabei
zeigte sich eine unterschiedliche Verteilung der Mortalitatsraten und Ursachen. In der
Gruppe, die Taurolidin intraperitoneal in 2%iger Konzentration erhielt, war die Mortalitét
am hochsten und lag mit 60% der Tiere tUber der von Arlt et al. angegebenen. Zum
Uberwiegenden Teil war ein deutlich reduzierter Allgemeinzustand ausschlaggebend fur
das vorzeitige Ausscheiden. Lediglich ein Versuchstier verstarb an einer akzidentiellen
arteriellen Blutung. Keine Verluste gab es hingegen in der intraperitonealen
Kontrollgruppe und der 1%igen Taurolidin-Gruppe unter intraperitonealer Anwendung.
Diese Fallzahlen verdeutlichen die Bedeutung der Konzentration fur die Mortalitat, die in
unseren Versuchen unter 2%iger Taurolidin-Lésung, vergleichbar mit den Ergebnissen
von Arlt et al., signifikant erhéht war.

Interessant war zudem der Vergleich mit der Mortalitatsrate der intravendsen Gruppen,
insbesondere vor dem Hintergrund einer angenommenen besseren Vertraglichkeit unter
intravendser Anwendung. Die Mortalitdtsverteilung der intravendsen Gruppen sah wie
folgt aus: 10% (ein Tier) in der Gruppe mit 1%iger Taurolidin-Infusion und 20% (zwei
Tiere) in der Gruppe, die 2%iges Taurolidin erhielt, und somit deutlich niedriger als in der
Gruppe, die Taurolidin (2%) intraperitoneal erhielt. Ein ebenfalls entscheidender
Unterschied lag in der Ursache des vorzeitigen Ausscheidens. Alle drei Versuchstiere
verstarben wahrend der i. v.-Infusion. Als Ursache fur den periinterventionellen Exitus
kommen eine vagotone Reaktion mit Atemsuppression (wie weiter unten beschrieben)
oder eine Thromboembolie, aufgrund des bekannt erhdhten Risikos thromboembolischer
Ereignisse nach Katheterimplantation und eines z. T. beobachteten erhdhten
Injektionswiderstands, in Betracht (103). Die Therapie wurde somit nicht aufgrund eines
reduzierten Allgemeinzustandes vorzeitig beendet, wie in der 2%igen intraperitonealen
Therapiegruppe.

Weiterhin muss der Vollstéandigkeit wegen die Mortalitatsrate der intravendsen
Kontrollgruppe (NaCl) diskutiert werden, die mit 40% Uber der der intravenfsen
Taurolidin-Gruppen lag. In dieser Gruppe verstarb jedoch im Vergleich zu den
intravenodsen Taurolidin-Gruppen nur ein Tier periinterventionell (a. e. aufgrund eines
thromboembolischen Ereignisses, da eine vagotone Reaktion unter NaCl
unwahrscheinlich erscheint). Die Ubrigen drei Tiere zeigten im Verlauf einen deutlich
reduzierten Allgemeinzustand, der zum vorzeitigen Beenden des Versuchs fiihrte. Eine
maogliche naheliegende Ursache fiir diese Beobachtung in der Kontrollgruppe kdnnte eine
Katheter-assoziierte Sepsis sein. Im Gegenzug scheint Taurolidin Uber seine

antibakterielle Wirkkomponente die Ausbildung einer Sepsis in den anderen intravendsen
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Gruppen (1% und 2%), in denen wir keine relevante Verschlechterung des
Allgemeinzustandes feststellten, verhindert zu haben. Belegend dafir sind die
Ergebnisse zur Anwendung Taurolidins als Katheter-Lock-Solution zur Pravention
Katheter-assoziierter Infektionen (104).

Je nach Applikationsform waren die Ursachen fur das vorzeitige Ausscheiden
unterschiedlich, was einen Zusammenhang zwischen Applikationsform und
Nebenwirkung nahelegt. Interessant war weiterhin, dass die Mortalitat unter intravendser
Taurolidin-Therapie geringer war, was uns in der Annahme bestarkt, dass die
Vertraglichkeit unter intravendser Verabreichung besser ist. An dieser Stelle scheint
relevant, wie von Arlt et al. hervorgehoben (85), dass die LD50 fur 2%iges Taurolidin mit
>4g/kg KG unter intravendser Anwendung angegeben wird, Angaben zur LD50 unter
intraperitonealer Anwendung in der Herstellerinformation jedoch fehlen (105).

Weiterhin erfolgt an dieser Stelle, wie bereits angekindigt, die gesonderte Diskussion
des Nebenwirkungsspektrums Taurolidins. Beziglich der von uns genutzten
intravendésen Anwendung Taurolidins scheint relevant, dass es unter rascher
intravendser Injektion zu einer vagotonen Reaktion mit konsultierender Atemdepression
kommen kann (43). Daher wird empfohlen, auf eine langsame intravendse Applikation zu
achten. Diese beschriebene Nebenwirkung scheint auch in unseren Versuchen unter
intravendser Anwendung, trotz umsichtiger Handhabung, teilweise zum Tragen
gekommen zu sein. Ansonsten scheint die intravendse Anwendung, laut
Herstellerinformation, zu einer voribergehenden Reizung peripherer Venen zu fihren
(29). Diese Nebenwirkung fiel aufgrund der von uns verwendeten zentralen Katheter nicht
weiter ins Gewicht. Wichtig ist aber, dass eine héhergradige Schadigung zentraler Venen
auch nach langerer intravendser Anwendung nicht aufzutreten scheint (88).

Bezuglich des von uns beobachteten passageren Gewichtsverlust, konnten wir eine
Arbeit finden, die eine vorlbergehende Wachstumsinhibition unter intravendser
Taurolidin-Anwendung schilderte (43). Da die reversible Wachstumsinhibition in unserem
Versuch unter intraperitonealer Applikation deutlich ausgepragter war, ware eine
Vergleichsstudie mit ebenfalls intraperitonealer Anwendung diesbeztiglich von Interesse,
stand jedoch nicht zur Verfiigung. An dieser Stelle sehen wir Nachholbedarf.

Vor dem Hintergrund der bereits zuvor erwdhnten und von Arlt et al. beschriebenen
Hepatotoxizitat, scheint die genauere Beurteilung einer solchen von Bedeutung. Arlt et
al. sahen unter intraperitonealer Anwendung Taurolidins makroskopisch eine
Leberdeformierung, die sich histologisch in einer Verdickung der Leberkapsel und einer

Leberlappchenatrophie wiederspiegelte (85). Weiterhin wurde ein Anstieg der
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Leberenzyme AST (Aspartat-Aminotransferase = ASAT = GOT), ALT (Alanin-
Aminotransferase = ALAT = GPT) und GLDH (Glutamatdehydrogenase) erfasst (85).
Einen weiteren Hinweis auf eine hepatotoxische Komponente Taurolidins lieferten die
Studien von Fahrner et al., die in vitro eine verminderte Adh&sion und einen vermehrten
Untergang der Leberzellen, bei gleichzeitigem Anstieg der Leberenzyme und IL-6 im
Uberstand benannten und in vivo unter hochdosierter intraperitonealer Anwendung
Taurolidins ebenfalls einen Anstieg der Leberenzyme GLDH und ASAT feststellten (106).
Gegensatzlich dazu stehen die Ergebnisse von Braumann et al., die in vivo unter
intravenodser Anwendung keine Beeintrachtigung der Nierenfunktion feststellten (88). Ein
maoglicherweise entscheidender Unterschied zwischen der Studie von Braumann et al.
und den zuvor genannten liegt in der verwendeten Applikationsform (intravenés), sodass
unsere zuvor gestellte These einer besseren Vertraglichkeit unter intravenoser
Anwendung an Bedeutung zu gewinnen scheint.

Ein Teil der Studien zur Nebenwirkungsrate Taurolidins befasste sich mit einer moglichen
Knochenmarkssuppression und schloss diese sowohl in vitro als auch in vivo aus (53,
71, 107). Dies scheint vor dem Hintergrund einer Kombinationstherapie Taurolidins mit
anderen Chemotherapeutika interessant. Fir unsere Studie waren weiter die Ergebnisse
der Arbeit von Marley et al. von Bedeutung (108). Marley et al. untersuchten zum einen
die Nebenwirkungsrate Taurolidins an gesunden Hunden und stellten keine
systematische Toxizitat fest. Zum anderen wurde die Kombination Taurolidins mit
Carboplatin oder Doxorubicin an Hunden mit Osteosarkomen untersucht. Wichtig fur
weitere Untersuchungen zur Wirksamkeit Taurolidins auf Osteosarkome war, dass
Marley et al. keine Verstarkung der bekannten Nebenwirkungen genannter gangiger
Chemotherapeutika durch Taurolidin feststellen konnten. Weiter schlussfolgerten Marley
et al., dass eine Kombinationstherapie Carboplatins mit Taurolidin sinnvoll sei und far
weitere Untersuchungen empfohlen werde (84, 108). Die aktuelle Studie von Marley et
al. bestatigt zunachst unsere Annahme, dass Taurolidin in der Kombinationstherapie des
Osteosarkoms von Nutzen sein konnte.

Weiterhin sprechen die ersten klinischen Studien zur Anwendung Taurolidins vorerst fur
eine anzunehmende ausreichende Arzneimittelsicherheit. Diesbezlglich ist die
Erfassung von Nebenwirkungen an gesunden Proband*innen zu nennen. Gong et al.
untersuchten die pharmakokinetischen Eigenschaften und mdglichen Nebenwirkungen
Taurolidins wahrend einer Infusion von 5 g Taurolidin bei 18 gesunden Proband*innen.
Abgesehen von Irritationen im Bereich der Einstichstelle, die bei allen 18 Proband*innen

beobachtet wurden, wurden keine weiteren schwerwiegenderen Komplikationen
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beschrieben (109). Weiterhin fand Taurolidin in der Behandlung eines re-rezidivierten und
metastasierten Magenkarzinoms Anwendung. Die Therapie wurde fur 39 Zyklen (7 d/Mo.
und 300 mg/kg KG) aufrechterhalten, ohne dass nennenswerte Nebenwirkungen
auftraten. Dokumentiert ist eine ungestorte Leukopoese und Thrombopoese (110).
Dariiber hinaus beschrieben Stendel et al. im Rahmen der Taurolidin-Therapie zweier
Patient*innen mit progressivem Glioblastom unter konventioneller Therapie neben einer
partiellen Remission eine verbesserte Lebensqualitat unter Taurolidin (111).

Zusammenfassend scheint die Anwendung beim Menschen zu keinen schwerwiegenden
Nebenwirkungen zu fihren, wobei bericksichtigt werden muss, dass nur einzelne

kleinere Fallstudien vorliegen.

Da die Nebenwirkungen Taurolidins, hier insbesondere die von einigen Autoren
beschriebene Hepatotoxizitat, in erster Linie mit hohen therapeutischen Konzentrationen
korrelierten, musste der Blickwinkel bezlglich eingangs formulierter These erweitert
werden. Initial stellten wir die These auf, dass Taurolidin aufgrund seines gunstigen
Nebenwirkungsprofils und  seiner vielfaltig  antiproliferativen  Wirkung als
Kombinationspartner vielversprechend sei. Hintergedanke war, dass durch eine
Kombination mit Taurolidin die Dosierung der gangigen Chemotherapeutika reduziert und
somit deren Nebenwirkungsrate gunstig beeinflusst werden kénnte.

Angesichts der aktuellen Studien beziglich einer angenommenen hepatotoxischen
Wirkung Taurolidins stellt sich somit die Frage, ob eine Kombination Taurolidins mit
anderen Chemotherapeutika méglichweise fur das Nebenwirkungsprofil aller Substanzen
von Vorteil sein konnte, oder ob die Kombination zu einer Verstarkung bekannter
Nebenwirkungen flhrt.

Wie bereits erwahnt, schlussfolgerten Marley et al. aus ihrem Versuch, dass eine
Kombination Taurolidins mit Cisplatin zu empfehlen sei (108). Bezlglich des
Osteosarkoms sahen Marley et al. weiter eine Amplifikation der Wirkung der
Chemotherapeutika Doxorubicin und Carboplatin auf verschiedene
Osteosarkomzelllinien (D17, Clone 4, COS, HMPOS, SAOS-2) durch Taurolidin (84).
Weitere Studien scheinen ebenfalls darauf hinzudeuten, dass Taurolidin durchaus fur
eine Kombinationstherapie geeignet ist. So wiesen Stendel et al. an Gliomzellen (LN-18
und LN-229) eine Verstarkung des proapoptotischen Einflusses des Fas-Liganden durch
eine kombinierte Anwendung mit Taurolidin nach (60). Chromik et al.
(Kolonkarzinomzellen HCT 15), Daigeler et al. (Plattenepithelzellen KYSE 270,

Fibrosarkomzellen HT 1080) und Karlisch et al. (Rhabdomyosarkomzellen A204,
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Leiomyosarkomzellen SK-LMS-1) untersuchten die Wirkung Taurolidins in Kombination
mit TRAIL (TNF related apoptosis inducing factor) und stellten durchweg in der
Kombination beider Substanzen ein Amplifikation der antiproliferativen Wirkung im
Vergleich zur Verwendung als Einzelsubstanz fest (45, 50, 69, 83). Fur die Therapie des
Osteosarkoms sind neben den o. g. Schlussfolgerungen von Marley et al. die im
Folgenden genannten Erkenntnisse zu den ebenfalls in der Osteosarkomtherapie
verwendeten Chemotherapeutika Cisplatin und Doxorubicin relevant. Opitz et al. stellten
fest, dass Taurolidin nicht nur die Apoptose in Mesotheliomzellen induziert, sondern diese
auch fur Cisplatin sensibilisiert (57). Des Weiteren zeigten Harati et al. eine
Wirkverstarkung in der Kombination der Chemotherapeutika Doxorubicin, Trabectedin,
TRAIL und Taurolidin auf Fibrosarkomzellen (HT1080) (82).

Zusammenfassend scheint Taurolidin weiter als Adjuvanz/Kombinationspartner zu
anderen Chemotherapeutika in der Tumortherapie im Allgemeinen und in der
Osteosarkomtherapie im Speziellen vielversprechend zu sein, eine vorherige Abklarung
der beobachteten hepatotoxischen unerwinschten Arzneimittelwirkung Taurolidins

vorausgesetzt.

Neben einer weiteren Abklarung maglicher Nebenwirkungen Taurolidins, ist der genaue
Wirkmechanismus ebenfalls nicht vollstdndig entschlisselt. Eines der Ziele unserer
Arbeit war die Uberpriifung einer von einigen Autoren postulierten antiangiogenetischen
Wirkkomponente Taurolidins. Wie bereits eingangs erwahnt, beschrieben sowohl
Braumann et al. als auch Rodak et al. eine Hemmung der VEGF-Synthese unter
Taurolidin. Braumann et al. wiesen dabei in vitro an Kolonkarzinomzellen eine Reduktion
der Proteine VEGF und TNF-a im Uberstand nach (43), wahrend Rodak et al. an
Gliomzelllinien mittels rPCR und ,enzyme linked immunosorbent assay“ (ELISA) eine
Inhibition der VEGF-Synthese auf Protein- und mRNA-Ebene nachwiesen (63). Auf die
Bedeutung des VEGFs und der Angiogenese flir das Osteosarkom hatten wir ebenfalls
einleitend hingewiesen. Ziel unserer Arbeit war die Erfassung eines madglichen
antiangiogenetischen Einflusses Taurolidins in vivo im Osteosarkom. Hierzu erfolgte die
Auswertung der Mikrogefalidichte nach CD-31-Farbung. In unserer Arbeit konnten wir
jedoch keine signifikanten Unterschiede bezuglich der Vaskularisierung in den einzelnen
Therapiegruppen feststellen.
Als mdgliche Ursachen dieses Ergebnisses kommen in Frage,

- dass die von Braumann et al. und Rodak et al. beschriebene VEGF-Inhibition nicht

auf Osteosarkomzellen tUbertragbar ist,
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- dass die alleinige VEGF-Inhibition aufgrund der Komplexitat der Angiogenese
nicht ausreichend ist, um in einer reduzierten Gefal3dichte zu resultieren,
- dass das von uns gewahlte Tumormodell fir die Erfassung einer Beeinflussung
der Mikrogefal3dichte nicht optimal gewahlt ist.

Dementsprechend erscheint der Vergleich mit anderen Studien zur antiangiogenetischen
Therapie sinnvoll.
Bezuglich des erstgenannten Punktes stehen aktuell keine Studien zur Verfigung, die
eine  VEGF-Inhibition in Osteosarkomzellen in vitro unter Taurolidin-Therapie
nachweisen. Dementsprechend kann die Diskussion der These einer VEGF-Inhibition
unter Taurolidin in Osteosarkomzellen nicht erfolgen. Weitere Studien hierzu sind
erforderlich und abzuwarten.
Den zweiten Punkt betreffend konnten einige Arbeitsgruppen zeigen, dass unter
Verwendung antiangiogenetischer Substanzen im Osteosarkom die VEGF-Synthese, die
Mikrogefal3dichte und die Tumormasse gleichermal3en reduziert werden konnten. So
untersuchten bspw. Wang et al. den Einfluss von ,Ad-VEGF-siRNA“ auf das Wachstum
von Osteosarkomen in vivo (Mausmodell, MG63) und stellten eine signifikante Reduktion
der VEGF-Expression, der MikrogefalR3dichte und der Tumormasse fest (112). Weiter
gelang Tanaka et al. unter Verwendung von Pazopanib, einem VEGF-Rezeptor-Inhibitor,
der Nachweis einer geringeren Grof3e und Anzahl pulmonaler Metastasen in einem
Osteosarkommodell (113). Dutour et al. wiesen ein signifikant langsameres Wachstum
und eine spatere Metastasierung unter Verwendung des Angiogenese-Inhibitors
Endostatin cDNA in einem orthotopen Osteosarkommodell der Ratte nach (114). Die
genannten Forschungsgruppen kamen zu dem Schluss, dass eine Therapie, die VEGF
bzw. die Angiogenese inhibiert, eine moégliche und vielversprechende Therapieoption in
der Behandlung des Osteosarkoms darstellt und scheinen zu belegen, dass eine gezielte
VEGF-Inhibition in einer Wachstumsinhibition resultiert.
Weiterhin sahen Rossi et al. zunachst in einer klinischen retrospektiven Untersuchung
eine Verminderung der VEGF-Synthese im Osteosarkom als Therapieansatz. Zu dieser
Schlussfolgerung kamen Rossi et al. durch die beobachtete verminderte VEGF-Synthese
unter HD-MTX (Hochdosis-Methotrexat) enthaltender Multichemotherapie und sahen
darin einen Ansatzpunkt flr eine antiangiogenetische Therapie des Osteosarkoms. Im
Weiteren konnten Rossi et al. jedoch keine Auswirkung der verminderten VEGF-
Synthese auf die CD31-Mikrogefal3dichte der Osteosarkome feststellen (115). Aufgrund
ihrer Ergebnisse sprechen sich Rossi et al. gegen einen Zusammenhang zwischen einer

verminderten VEGF-Synthese und einer verminderten Mikrogefal3dichte aus. Eine
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Erklarung fur den ausbleibenden Effekt sahen sie in einer endogenen Induktion anderer
proangiogenetischer Mediatoren, wie bspw. FGF-1 (Fibroblast Growth Factor-1), IL-8
(Interleukin-8), EGF (Epidermal Growth Factor), PDGF (Platelet Derived Growth Factor)
und TGF (Transforming Growth Factor) (115). Dem gegeniiber stehen die Ergebnisse
von Zhao et al., die einen bestehenden Zusammenhang zwischen der VEGF-Expression
und der Vaskularisierung des Osteosarkoms sahen. Zhao et al. erfassten ebenfalls in
einer retrospektiven Analyse, dass eine verstarkte VEGF-Expression mit einer erhdéhten
Mikrogefalidichte einherging, wahrend eine verminderte VEGF-Expression zu einer
niedrigeren Gefal3dichte fiihrte (116). Die Ergebnisse verdeutlichen die Schwierigkeiten
einer gezielten effektiven Inhibition der Angiogenese, zeigen aber auch das Potential
einer solchen.

Die Analyse der zuvor genannten in vivo-Studien fuhrte zu der kritischen Beurteilung des
von uns gewdahlten Tumormodells und zu letztgenanntem Punkt. Unser Modell
unterschied sich grundlegend im Abstand zwischen Therapieende und Obduktion zu den
Modellen anderer Forschungsgruppen zur Antiagiogenese, die eine Obduktion
unmittelbar nach Beendigung der Therapie vornahmen. Der lange Abstand zwischen
Therapieende und Obduktion kénnte somit zu einem Verschleiern einer mdglichen
Wirkung Taurolidins auf die Mikrogefal3dichte gefuhrt haben. Zusatzlich begannen wir
unmittelbar nach Implantation der Tumorzellen mit der Chemotherapie. Dies hatte zur
Folge, dass Taurolidin auf ein sehr friihes Tumorstadium wirkte, in dem die Ausbildung
der Mikrogefal3e von untergeordneter Rolle gewesen sein kdnnte. Zu guter Letzt zeigen
die Studien zu Bevacizumab (einem monoklonalen VEGF-Antikorper), dass dieser nur in
der Kombination mit anderen Chemotherapeutika zugelassen ist und eingesetzt wird
(117). In der Kombinationstherapie wird Bevacizumab bei anderen Tumorentitaten
sowohl in der Kombination mit Cisplatin eingesetzt (Phase-1-Studie), als auch in
Kombination mit Doxorubicin (Mausmodell) erprobt (118, 119). Somit kdnnte eine
Kombinationstherapie, beispielweise aus Taurolidin und Cisplatin in einem
Osteosarkommodell, aufgrund der additiven Effekte durch eine antiangiogenetische
Wirkung Taurolidins und dadurch verstarkte antiproliferative Wirkung Cisplatins, wie in
gangigen Antiangiogenesemodellen, von Vorteil sein.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass wir trotz des von einigen Forschungsgruppen
beschrieben Zusammenhangs zwischen einer verminderten/reduzierten VEGF-
Expression, einer verminderten MikrogefaRdichte und einer reduzierten Tumorlast in
unserer Studie keine Verminderung der Mikrogefaflidichte unter Taurolidin feststellen

konnten. Welcher der initial genannten Punkte ursachlich fur dieses Ergebnis ist, lasst
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sich nicht eindeutig beantworten. Eine gezielte Abklarung unter optimierten Bedingungen
scheint weiterhin angebracht und somit sollte die Wirksamkeit Taurolidins auf die VEGF-
Synthese in Osteosarkomzellen (in vitro) und die erneute Erfassung der Mikrogefal3dichte
im Osteosarkom (in vivo) in einem fir die Angiogeneseinhibition optimierten Modell und

in Kombinationstherapie beinhalten.

90



Zusammenfassung

Abschliel3end lasst sich zusammenfassen, dass wir einen Zusammenhang zwischen
Therapiebeginn, Applikationsform, Tumorlokalisation, Therapiedauer und Therapieerfolg
sahen. Als zuverlassigstes Therapiemodell stellte sich die Kombination aus
unmittelbarem  Therapiebeginn  bei intraperitonealer = Tumorlokalisation  und
intraperitonealer Therapieapplikationsform in ausreichender Dosierung heraus.
Weiterhin sehen wir in unserer Arbeit Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
Nebenwirkungsprofil,  Mortalitst und  Applikationsform. Die intraperitoneale
hochkonzentrierte Anwendung fiihrte zur hdchsten Mortalitdtsrate. Unklar bleibt die
Ursache der beobachteten erhohten Mortalitat, insbesondere ob diese auf eine
Leberschadigung zuriickzufuhren ist. Ebenfalls offen ist, ob die von einigen Autoren
beschriebenen Hepatotoxizitat v. a unter intraperitonealer Langzeitanwendung auftritt
oder unabhangig von der Applikationsmethodik. Zumindest scheint in unserem Versuch
die Vertraglichkeit unter intraventser Anwendung besser zu sein. Dementsprechend
scheint die gezielte Abklarung einer Hepatotoxizitat Taurolidins in zwei Gruppen (i. v. vs.
I. p.) sinnvoll.

Die aktuelle Diskussion zum Nebenwirkungsprofil Taurolidins verdeutlicht, dass sowohl
die Studien zur Klarung des Wirkmechanismus als auch des Nebenwirkungsspektrums
nicht umfassend genug sind und einer weiteren umfassenden Forschung bedurfen.
Besonderes Augenmerk sollte dabei auch auf die weitere Abklarung der von zwei
Forschungsgruppen (Arlt et al. und Abramjuk et al.) beschriebenen Tumorprogression
unter Taurolidin gelegt werden.

Bezuglich unserer Arbeit sehen wir insbesondere zur Erfassung des Einflusses
Taurolidins auf die Angiogenese Optimierungsmaoglichkeiten. So kdnnte die Qualitat und
Aussagekraft durch einen zur Tumorzellimplantation verzogerten Therapiebeginn
verbessert werden. Im Gegenzug scheint ein unmittelbar nach Therapieende gewahlter
Obduktionszeitpunkt zur Erfassung eines Einflusses Taurolidins auf die Mikrogefal3dichte
sinnvoll.

Zuletzt ware die Erfassung des Wirkungs- und Nebenwirkungsspektrums Taurolidins in

der Kombinationstherapie mit traditionellen Chemotherapeutika im Osteosarkommodell
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sinnvoll, um den angenommenen Nutzen Gberprifen und die Arzneimittelsicherheit auch
in der Kombinationstherapie gewahrleisten zu kénnen.

Abschlie3end sehen wir trotz der noch offenen Fragen bezuglich des Wirkungs- und
Nebenwirkungsspektrums Taurolidins weiter Potenzial in der Anwendung in der

experimentellen Tumortherapie.
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Anhang

Handlungsanweisung zur klinischen Beurteilung eines infizierten Tieres

(Score Sheet ,Humane Endpoints®)

Tiernummer:
Versuchsbeginn:
Ausgangsgewicht:

Datum/
Uhrzeit

Datum/
Uhrzeit

Datum/
Uhrzeit

Datum/
Uhrzeit

Datum/
Uhrzeit

Datum/
Uhrzeit

Datum/
Uhrzeit

Datum/
Uhrzeit

Tag seit Versuchsbeginn:

ursprunglichen Kérpermasse

Symptome Kat.
Keine Symptome A
Beobachtung in Ruhe im Kéfig

Tier isoliert sich A
Struppiges Fell A
Atmung* A/B
Krampfe, Torkeln B
Schmerzen (gekrimmte Haltung oder B
Leib aufgezogen Laufen auf

Zehenspitzen)

Blasse (Augen, Ohren) B
Krustige Belege am Augenrand B
Atemnot (schwerféllig, stark pumpend) C
Beim Umsetzen

Tier vermeidet Bewegung A
Reaktionsminderung auf auRere Reize A
Schmerzen beim Anfassen A/B
Leib hart oder gespannt A/B
Hautfalten bleiben stehen B
Leib hart und aufgetrieben C
Kdrpermasse/-temperatur [s]]
Bestimmung [°C]
Ungewdhnliche Zunahme A/B
Abnahme von 20% od. mehr der C

Unterschrift
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