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Zusammenfassung

Hintergrund: Das maligne Melanom ist eines der haufigsten Malignome weltweit.
Obwohl sich die Therapie in den vergangenen Jahren durch neue Medikamente deutlich
verbessert hat, ist die Lebenserwartung im fortgeschrittenen Stadium weiter schlecht.
Taurolidin, ein Derivat der Aminosaure Taurin, hat in verschiedenen praklinischen aber
auch Klinischen Studien seine Wirksamkeit bei gleichzeitig Uberschaubaren
Nebenwirkungen unter Beweis gestellt. In dieser Studie wurde der Einfluss von Taurolidin
auf das maligne Melanom in vitro und in vivo untersucht.

Methodik: Die kommerziell erwerblichen Melanomzelllinien, MEWO und SKMELZ28,
sowie 8 Patientenzelllinien wurde zunachst in vitro mit steigenden Konzentrationen, 50
bis 1000 puM, Taurolidin behandelt. Danach wurde der Einfluss Taurolidins in den
Konzentrationen 100 und 500 pM mit 100 U/ml Interferon-alpha oder Tumornekrose-
Faktor-alpha oder der Kombination auf MEWO und SKMEL28 untersucht. Abschliel3end
wurde mittels eines Annexin-V-Assays die prozentuale Rate induzierter Apoptose auf
MEWO und SKMELZ28 sowie auf die Patientenzelllinien evaluiert. Im zweiten Schritt
erhielten C57/BL6 Mause (n=80) 1x10° Zellen der Linie B16 B78 D14 subkutan in die
Nackenfalte sowie 1.5x10°in die Milz. Nach einer Woche Inkubation wurden die Tiere in
zwei Therapieaste, intravends versus intraperitoneal, a vier Therapiegruppen
randomisiert. Die vier Therapiearme waren: Ringerlaktat, 1%, 2% und 3% Taurolidin. Die
Behandlung erfolgte intraperitoneal zweimal taglich fir sieben Tage und intravends
mittels vier Bolusinjektionen in die Schwanzvene in sieben Tagen. Zwei Wochen nach
Therapieende wurden die Versuche beendet und die Tiere obduziert.

Ergebnisse: In_vitro: Steigende Dosierungen und langere Inkubationszeiten von
Taurolidin als Monotherapie induzierten steigende Zytotoxizitéat in allen Zelllinien. Die
Apoptoserate stieg simultan bis zu einer Konzentration von 500 pM. Bei weiterer
Steigerung stieg der Anteil der nekrotischen Zellen. Die Kombination mit den Zytokinen
anderte die Apoptoserate nicht, jedoch verbesserte die Kombinationstherapie mit
Interferon-alpha die Zytotoxizitat signifikant. In_vivo: Die intraperitoneale Therapie
verursachte eine dosisabhdngige Reduktion des intraperitonealen (p=0,001) und
Gesamttumorgewichts (p=0,003). Das subkutane Tumorgewicht wurde nicht signifikant
reduziert (p=0,132). Die intraventse Therapie reduzierte das subkutane Tumorgewicht
(p=0,016) und das Gesamttumorgewicht (p=0,013) signifikant. Das intraperitoneale

Gewicht wurde nicht signifikant reduziert (p=0,122). Die Anzahl der Metastasen konnte



in beiden Applikationsformen nur in der héchsten Konzentration 3% signifikant reduziert
werden.

Zusammenfassung: Taurolidin hat eine dosisabhédnge zytotoxische Wirkung auf
Melanomzellen in vitro und in vivo. Die Apoptoserate ist ebenfalls dosisabhéangig und
steigt bis zu einer Konzentration von 500 pM in vitro. Eine Kombination mit Interferon-
alpha steigert den zytotoxischen, aber nicht den apoptotischen Effekt. Weitere Studien

sind notwendig um den genauen Vorteil einer Therapie mit Taurolidin zu evaluieren.



Abstract

Background: Malignant melanoma is one of the most common malignancies world-wide.
Despite therapeutic advancement due to new drug developments, the overall survival in
advanced stages remains poor. Taurolidine, a derivate oft he amino acid taurine, has
proven its usefulness including mild adverse effects in several preclinical and clinicial
trials. This study is investigating the effect of Taurolidine on malignant melanoma in vitro

and in vivo.

Materials and Methods: Well established melanoma cell lines MEWO and SKMEL28 as
well as eight patient derived cell lines have been treated with increasing concentrations
of Taurolidine, 50 to 1000 uM. Subsequently, Taurolidine in concentrations 100 and 500
MM has been combined with 100 U/ml Interferone-alfa or Tumornecrose-factor-alfa or the
combination of such. Lastly, an Annexin-V-Assay has been used to determine apoptosis
rate on all cell lines. In an additional in vivo experiment, C57/BL6 mice (n=80) received
1x108 B16 B78 D14 subcutaneously in the neck as well as 1.5x10° cells intrasplenically.
Following one week of incubation, mice were randomized in 2 treatment arms,
intraperitoneally versus intravenously, containing four treatment groups: Ringer’s
solution, 1%, 2% und 3% Taurolidine. Animals were treated twice daily for 7 days
intraperitoenally or four bolus injections in seven days into the tail vein. Two weeks after

therapy end the animals were euthanized and undwerwent an autopsy.

Results: In vitro: Increasing doses and incubation times of Taurolidine increased cell
death in all cell lines tested. Apoptosis rate increased up to a concentration up of 500 puM
Taurolidine with subsequent increase of necrosis rate. The combiantion with both
cytokines did not change the apoptotic pattern but a combination with interferone-alfa

increased the cytotoxic effect significantly. In vivo: Intreaperitoneal (p=0,001) and total

tumor growth (p=0,003) have been reduced significantly subsequent to an intraperitoenal
treatment whereas subcutaneous tumor growth has not been reduced significantly
(p=0,132). Intravenous treatment caused significant reduction oft the subcutaneous
(p=0,016) and total tumor growth (p=0,013). Intraperitoneal tumor weight has not been
reduced significantly (p=0,122). The highest concentration of Taurolidine reduced the
number of tumorous lesions significantly.

Conclusion: Taurolidine prompts a cytoxic effect on melanoma cells both in vitro and in

vivo. Apoptosis rate is dose dependent and increases up to a concentration of 500 uM in



vitro. A combination with Interferone-alfa increases cell death but does not affect
apoptosis. Follow up studies are needed to further evaluate the effect of Taurolidine on

malignant melanoma.



1 Einleitung

1.1 Das maligne Melanom

Das maligne Melanom ist eine maligne Erkrankung der Haut, die sich aus einer
neoplastischen Transformation der pigmentproduzierenden Melanozyten entwickelt (1-
3). Ein Risikofaktor ist die Exposition mit UV-Licht. Nahezu weltweit ist seit Jahrzehnten
eine steigende Inzidenz zu verzeichnen. Insbesondere in Landern mit hellh&utiger
Bevolkerung weist das maligne Melanom die am starksten steigende Inzidenz aller
Malignome auf (4, 5). In Europa liegt die Inzidenz bei etwa 10 bis 20 Erkrankten pro
100.000 Einwohner, in den USA bei 20 bis 30 und in Australien sogar bei 50 bis 60 (6).
Somit reprasentiert das maligne Melanom in den USA 5% aller Neuerkrankungen an
malignen Entitaten bei M&nnern, dies entspricht der finfthaufigsten malignen Erkrankung
Uberhaupt. Alarmierend ist zudem die Tatsache, dass es sich beim malignen Melanom in

einigen Landern um die am schnellsten wachsende maligne Erkrankung handelt (7-11).

B Women Men
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Abb. 1: Inzidenz des malignen Melanoms in Norwegen bezogen auf 100 000 EW. Bei
standardisierten Altersgruppen zeigt sich eine konstante Steigerung der Inzidenz in den
abgebildeten Jahren von 1958 bis 2017 in beiden Geschlechtern (12).

10



Beispielhaft fir die steigende Inzidenz des malignen Melanoms steht die oben
abgebildete Grafik aus einem Artikel von Gunnar Hasle erschienen in Norwegen im Jahr
2019 (Abb. 1). Es ist deutlich zu erkennen, dass sich in den abgebildeten 60 Jahren die
Erkrankungshaufigkeit Uber alle Altersgruppen in Norwegen nahezu verzehnfacht hat.
Ahnliche Statistiken sind in anderen Landern zu finden, wo lediglich bei jungen Menschen
zwischen 15 und 34 eine nahezu konstante Inzidenz besteht, was den Verdacht erhartet,
dass vor allem die Exposition mit UV-Licht urséachlich fir die Erkrankung ist (13, 14). Bis
in die frihen 1990er Jahre zeigte sich ein nahezu paralleler Anstieg von Inzidenz und
Mortalitat. Erst seit Beginn des neuen Jahrtausends sind eine Stagnation und zuletzt
sogar ein leichter Ruckgang der Mortalitatsrate in den meisten westlichen Staaten im
Verhaltnis zur Inzidenz zu beobachten (9, 15, 16). Diese zwei auf den ersten Blick
gegensatzlichen Trends sind durch eine Diagnosestellung in friheren Tumorstadien gut
zu erklaren. Dies gelang unter anderem durch verbesserte Techniken sowohl in der
klassischen und computergesteuerten Dermatoskopie. Hierdurch sind aufgrund
frihzeitigerer Diagnosestellung die therapeutischen Ergebnisse und somit die Prognose
des Patienten verbessert. Letztlich bedeutet eine steigende Inzidenz jedoch trotz der
verbesserten Friuherkennung auch unweigerlich einen Anstieg an durch diese
Erkrankungen bedingter Todesfalle, auch wenn die Mortalitat im Verhaltnis zur Inzidenz
fallt. So starben allein in den USA im Jahr 2016 etwa 10.000 Menschen an den Folgen
eines malignen Melanoms (17). Zudem ist die Prognose im metastasierten Stadium bei
allen Altersgruppen vergleichbar schlecht (18). So betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate
78%, 59% und 40% bei den Stadien IIIA, 11IB und llIC. Die 1-Jahresiberlebensrate in den
metastasierten Stadien Mla, M1b und Mlc ist mit 62, 53 beziehungsweise 33%
dramatisch schlechter (2). Anders als andere solide Malignome, weist das Melanom rein
oberflachlich gelegene Metastasen, so genannten in-transit-, Satelliten- oder kutan
auftretende hamatogene Metastasen auf. Diese Art Metastasen verursachen neben den
potentiell letalen Komplikationen ,regularer® Metastasen oft schwere Missbildungen,
Schmerzen und Behinderungen neben der infausten Prognose. Zusatzlich kommt es
nicht selten zu sozialer Ausgliederung durch ihr offensichtliches Erscheinen, was die
Erkrankten psychisch und sozial schwer belastet. Erschwerend wirkt, dass Aussagen
Uber den Erfolg einer Therapie und die Prognose noch schwerer zu treffen sind als bei
anderen malignen Entitaten.

Der entscheidende Prognosefaktor des malignen Melanoms ist aktuell die Tumordicke,

die mit der Breslow Skala erfasst wird. So ist ein Melanom mit grof3er Tumordicke
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prognostisch unginstig. Wenn man nun die Statistik der Inzidenz genauer unterteilt wird
ersichtlich, dass die Erkrankungen an fortgeschrittenen tief infiltrierenden Melanomen seit
den 1980er Jahren konstant blieben. Wohingegen die Inzidenz flacher prognostisch
gunstiger Tumore dramatisch anstieg (19, 20). Die aktuell gangigste Klassifikation, die
auch die Prognose mit einschlief3t ist die Klassifikation des American Joint Commitee on
Cancer (AJCC) (21). Dies beurteilt neben der Tumordicke auch den prognostischen Wert
von Tumorulzeration und die Anzahl befallener Lymphknoten als besseren Indikator fur
die Prognose im Vergleich zur Grol3e befallener Lymphknoten allein. Als gleichwertig
werden Lymphknoten- und In-transit-Metastasen sowie Lokalrezidive betrachtet. Zudem
wurde auch eine hohe Mitoserate als negativ fur die Prognose bewertet, was in den
2009er AJCC Staging Kriterien eingearbeitet wurde, aber in der AJCC Klassifikation von
2107 nicht mehr mitaufgenommen wurde (6, 22). Die 10-Jahres-Uberlebensrate betragt
durchschnittlich 30 bis 70% fir Patienten mit Mikrometastasen, 30 bis 50 % fur Patienten
mit Satelliten- sowie In-Transit-Metastasen und nur 20 bis 40% fir Klinisch auffallige
Lymphknotenmetastasen. Fernmetastasen fiihren zu einem dramatischen Abfall mit
einem Uberleben von etwa 6 bis 9 Monaten (6). Es zeigt sich auch hier, dass eine fiir den
Patienten positive Prognose bei fehlenden sicheren Therapieoptionen sehr vom
Tumorstadium und damit von einer frihzeitigen Diagnosestellung abh&ngt. Festzuhalten
ist, dass Uber die Heilung aktuell fast ausschlie3lich die chirurgische Resektion in sano -
also Therapie in frihen Tumorstadien - entscheidet. Bestrahlung oder Chemotherapie
spielen bisher keine Rolle in kurativen Therapieansatzen, sondern allein in der
Palliativsituation. Zusammenfassend sind verschiedene Optionen der Behandlung zu
differenzieren. Diese richten sich vor allem nach dem bereits oben beschriebenen
Tumorstadien. So ist im klinisch gesicherten Stadium | die operative Therapie in primar
kurativer Absicht indiziert. Hier wird eine radikale Exzision mit anschliel3ender
histopathologischer Auswertung der Tumorrander angestrebt (6). Die Radikalitat der
Exzision richtet sich auch hier nach der Tumordicke, in diesem Falle definiert als die
Eindringtiefe des Melanoms. Leitliniengerecht sollte ein in situ Melanom mit einem
Exzisionsrand von 0,5 cm entfernt werden. Ein Tumor mit einer Dicke von dber 2 mm
nach der Breslow-Skala sollte mit einem Sicherheitsabstand von 2 cm entfernt werden
(6). Bei sehr tief wachsenden Primartumoren bleibt auch ein radikales Vorgehen ohne
Einfluss auf die Fernmetastasierung. Hier muss zusatzlich nach bereits statt gefundener
lymphogener Metastasierung gesucht werden. Bei fehlendem Nachweis einer Metastase

im Wachterlymphknoten sind keine weiteren operativen Maflinahmen indiziert. Sofern der
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~Sentinel“-Lymphknoten jedoch eine Mikrometastasierung aufweist wird eine radikale
regionale Lymphadenektomie empfohlen. Allerdings gibt es hier bis dato keinen
Nachweis eines prognostischen Vorteils auf das Gesamtiberleben. Dasselbe gilt fir den
Versuch geringe Anzahlen an Tumorzellen im Blut durch den Nachweis der
melanomtypischen Tyrosinkinase oder MART-1 mittels Polymerase-Kettenreaktion zu
detektieren. Auch hier blieb das Gesamtuberleben unbeeinflusst, so dass diese Technik
keinen Einzug in die Routineuntersuchung beim malignen Melanom fand (23, 24).
Satelliten- oder In-transit-Metastasen sollten mdglichst mit allen Filiae im Gesunden
entfernt werden. Bei multiplen Metastasen im Extremitatenbereich ist eine hypertherme
Zytostatikaperfusion zu erwagen.(25, 26) Falls regionare Lymphknotenmetastasen nicht
in sano reseziert werden kdnnen, wird nach S3 Leitlinie der Deutschen Dermatologischen
Gesellschaft eine Radiatio empfohlen.(27) Bei den Stadien II, und Ill, lokoregionare
Metastasierung, ist aktuell eine adjuvante unspezifische Immuno- oder Interferontherapie
empfohlen. Jedoch zeigt keine Studie Uber den Gebrauch von Alkylantien oder anderen
klassischen Chemotherapeutika einen Vorteil fir den Patienten im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe, aus diesem Grund ist eine adjuvante Chemotherapie
nicht empfehlenswert (28). Dieses Ergebnis zeigten auch Studien mit einer Vakzination
durch Bazillus Calmette-Guérin oder eine unspezifische immunstimulatorische Ansatze.
Vorteile zeigte lediglich eine Therapie mit Interferon-alpha (IFNo). Die stark
nebenwirkungsbehafteten Therapien zeigen lediglich in zwei Studien einen
Uberlebensvorteil in Stadium Il und nur eine Studie zeigt einen Vorteil in Verlangerung
des rezidivfreien Intervalles (28). Seit kurzer Zeit existieren neuartige Therapien
basierend auf Inhibierung der mitogen-activaed protein (MAP) Kinase und von Immune-
Checkpoint-Inhibitoren durch Blockade von BRAF, einem Gen, das das Protein B-Raf
kodiert, und MEK, der mitogen-aktivierten Proteinkinasekinase (29). Beide haben das
Gesamtuberleben von Patienten, die am metastasierten malignen Melanom leiden,
signifikant verbessert. Weitere neue und erfolgreiche Therapien basieren auf selektiver
Blockade von zytotoxischen T-Lymphozyten Antigen 4 (CTLA-4) und Programmed-Death
1 (PD-1) wie den neueren Wirkstoff Nivolumab. Durch diese Therapien konnte das
mediane Gesamtiberleben verdoppelt werden und liegt heute bei etwa 24 Monaten
verglichen mit einer Standardtherapie basierend auf Dacarbazin, die zudem eine geringe
Ansprechrate aufweist (30). Die Therapie mit BRAF Inhibitoren sind nur fir Patienten mit
BRAF-V600-Mutation geeignet, welche im Vorfeld getestet werden muissen. Prospektive

adjuvante Studien dieser neuen Therapien fehlen bislang, so dass viele Daten nur auf
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Kaplan-Meier-Analysen basieren (30, 31). Daher wird noch empfohlen allen Patienten mit
einem erhohten Metastasierungsrisiko eine adjuvante IFNa-Therapie oder eine
Behandlung mit dem Checkpoint-Inhibitor Nivolumab anzubieten. Die Therapie mit IFNo
weist eine hohe Toxizitat und nur moderate Ansprechrate auf und wird zunehmend durch
die neuen Therapieformen ersetzt. Die Therapie mit den CTLA-4 Antikérpern und ODI
Inhibitoren zeigen eine hohe Wirksamkeit, haben aber ein erhdhtes Risiko fur
Autoimmunreaktionen (31-33). In den letzten Jahren haben sich deutliche Verbesserung
im Gesamtuberleben aufgrund der Zulassung neuer Therapieoptionen im
metastasierenden Stadium des Melanoms gezeigt. Jedoch ist weiterhin unklar, wann eine
Tumorprogression stattfindet und weshalb (18, 34). Somit stellt das maligne Melanom
weiterhin ein zunehmendes gesundheitliches aber auch sozio6konomisches Problem in
westlichen Landern wie auch Deutschland dar. Die aktuellen Tumortherapien basieren
zum Grol3teil durch Tumorzerfall durch Nekrose und Apoptose (35). Jedoch verursacht
Nekrose eine starke begleitende Entziindungsreaktion, die fir den Patienten gefahrlicher
sein kann. Folglich kénnte ein interessanter Ansatz aus molekularbiologischer Sicht auch
sein, den kontrollierten Zelltod durch Apoptose und nicht Nekrose induzierende

Therapien zu verwenden (36, 37).

1.2 Die Apoptose

Die Apoptose wird durch verschiedene aul3ere Faktoren beeinflusst und ist ein nattrlicher
Prozess, der zur bestdndigen Erneuerung im menschlichen Koérper fihrt (38). Durch
verschiedene Signale wird ein intrazellularer Prozess ausgeldst, bei dem die genomische
DNA fragmentiert und das Chromatin kondensiert wird, woraufhin die Zelle schrumpft.
Die Zellmembran wird stéandig in Fragmenten abgeschnirt, so dass die Zelle in kleine
Apotosekorperchen zerlegt wird, die dann phagozytiert werden kénnen. Eine zentrale
Rolle bei der Aktivierung spielen Endonucleasen, die Caspasen. Caspasen sind
Proteasen mit Cystein in ihrem aktiven Zentrum, sie spalten ihre Substrate immer nach
der Aminosaure Asparaginsaure, daher der Name CASPasen. Oft findet man auch den
Ausdruck ICE-like Proteasen aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu Interleukin-1-p-
converting enzyme (38). Diese werden als inaktive Prdenzyme synthetisiert und durch
Proteolyse schlie3lich aktiviert. Einmal aktiviert, wirkt diese Kaskade als ein
Signalverstarker, der schliel3lich die Endonucleasen aktiviert. Es gibt verschiedene

Ausléser der Caspasen Kaskade. Hierzu gehéren CD95, Granzyme, B/Perforin, Apafl-
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CytochromeC-ATP-Komplexe. CD95, auch als Fas oder Apo-1 bezeichnet, ist ein
transmembranes Protein und gehort der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) Familie an. Es
wird von den meisten Zellen exprimiert. Der CD95 Ligand ist Uberwiegend auf nattrlichen
Killerzellen und aktivierten T-Zellen exprimiert, weshalb die CD95 Induktion der Apoptose
meist bei antiviralen Immunantworten, aber auch bei Tumorbekampfung zu finden ist (38)
und (Abb. 2). Auch Hypoxie, freie Sauerstoffradikale, Zytostatika und radioaktive
Strahlung kénnen Apoptose auslésen und zum Beispiel Malignome bekampfen, da hier
Uberhohte Proliferation und zu wenig Apoptose eine wichtige Rolle spielen (39). Die bei
Tumoren vorhandenen Genmutationen wirden normalerweise in den Tumorzellen das
Suizidprogramm aktivieren. Dem entziehen sich diese Zellen allerdings durch die
Inaktivierung des proapoptotischen Proteins p53. In Uber der Hélfte aller kolorektalen
Karzinome, malignen Neoplasien der Lunge und der Brust wird in den Tumorzellen kein
oder nur unzureichendes p53 produziert. Krebszellen schiitzen sich des Weiteren auch
durch Uberproduktion von Bcl-2 und CD 95 Liganden. In wenig oder nicht
regenerierbaren Zellen findet sich eine besonders hohe Konzentration von Bcl-2, so kann
man bei Melanozyten, die ja eine Schutzfunktion fir die Haut tbernehmen, sehr viel Bcl-
2 finden. Man vermutet, dass diese vermehrte Produktion von Bcl-2 mit der Bésartigkeit
des malignen Melanoms eng korreliert ist (40). Die Substanz Taurolidin ist in der Lage
Uber verschiedene Mechanismen die Konzentration von sowohl p53 als auch Bcl-2 und
damit die Apoptoseaktivitat in Malignomzellen hoch zu regulieren und kommt damit als

potentielle Therapie von Malignomen in Frage (40-42).
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Abb. 2 Der Ablauf der Apoptose, Grafik mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. rer.
nat. W. Dubiel, Charité, Berlin

1.3 Taurolidin

Taurolidin ~ (Bis-(1,1-Dioxoperhydro-1,2,4-thiadizinyl-4)Methan),  wird der

semiessentiellen Aminsosaure Taurin synthetisiert. In der Klinik wird es seit 1975 als

aus

Antiseptikum bei schweren chirurgischen Infektionen wie der Peritonitis verwandt (43,
44). Einige Studien zeigen zudem die Effektivitat von Taurolidin in der Therapie von
katheterassoziierten Infektionen (45-47). Taurolidin ist ein kleines unpolares Molekil mit
einem Molekulargewicht von 284,37 g/mol. Es kann dadurch aufgrund der geringen
Polaritat Zellwdnde ohne aktive Transportkanale permeieren und intrazellulare Effekte
bewirken. Eine peritoneale Resorption ist aufgrund der grof3en Flache des einschichtigen
Epithels sehr gut. Taurolidin dissoziiert in die Methylgruppendonatoren Taurultam,

Methyltaurultam sowie Taurinamid (Abb. 3).
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Abb. 3 Dissoziation von Taurolidin durch Hydrolyse (41).

Methylgruppen konnen irreversibel an Proteinen der Zellwand von Bakterien vernetzen
und Endo- und Exotoxine binden, aber auch die Adhasion von Bakterien reduzieren (41).
Seit 1990 ero6ffnete sich ein weiteres interessantes Feld fur die Anwendung von
Taurolidin. Es zeigte sich, dass Taurolidin antineoplastische Effekte besitzt und auf
verschiedenste Tumorentitaten wirkt (48). Es konnte neben antiadh&renten und
zytotoxischen Eigenschaften auch gezeigt werden, dass Taurolidin, die Produktion von
Zytokinen senkt. Dies ist insbesondere in Hinblick auf die Wirkung von Interleukin-1p,
was das Metastasenwachstum stimuliert, entscheidend. Es zeigte sich, dass Taurolidin
die Uberhtéhte Ausschiittung von Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) und Interleukin-1
beta (IL-1p) aus Makrophagen reduziert (41). Da es aufgrund chemischer Eigenschaften
der Substanz fundierte Hinweise hinsichtlich der potentiell guten peritonealen Aufnahme
von Taurolidin gab, wurden das antineoplastische Potential Taurolidins nach intravenéser
(i.v.) und intraperitonealer (i.p) Gabe unter anderem auf das Kolonkarzinom untersucht
(49). Es zeigte sich in einem Rattenmodell, dass das Wachstum des Kolonkarzinomes
gut unterdrtickt werden konnte, ohne dass relevante Nebeneffekte auf die Hamatopoese,
Leukopoese oder das Wachstum der Tiere nach Laparoskopie und Laparotomie
aufgetreten sind (50, 51). Weitere Untersuchungen von Wenger et. al. zeigten eine
deutliche Reduktion der Leber- und Port-Site-Metastasen bei Hamster nach chemisch
induziertem duktalem Pankreaskarzinom (52). Taurolidin wurde in vitro Untersuchungen
an unterschiedlichen Tumoren untersucht. So berichteten Nici et. al. von
antineoplastischen Effekten auf das maligne Mesotheliom in vitro und in vivo. Shrayer et.

al. untersuchten den Einfluss Taurolidins auf das maligne Melanom und in vitro. Eine
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leichte Reduktion der Vitalitdt der Tumorzellen konnte gezeigt werden. Volz et. al. zeigten
ein signifikant verlangertes Gesamtuberleben in einem Ovarialkarzinommodell der Maus
mit 18-fach niedrigeren Dosierungen als Braumann et. al. (53-57). Besonders stark war
die proapoptotische Wirkung bei nicht adh&renten Melanomzellen ausgepragt, was
besonders nach chirurgischer Resektion von Metastasen von entscheidender Bedeutung
sein kann. Ebenso zeigten Sun et. al., dass Taurolidin eine Apoptose beim Melanom im
Mausmodell hervorruft. Sie postulieren eine Hemmung der Proteine der Bcl-2-Familie,
die im Rahmen der Apoptose eine Rolle spielen (40). Diese Ergebnisse unterstitzen die
Erkenntnisse von Braumann et. al., die eine Hemmung der Initiation der Translation unter
Taurolidingabe beobachteten (58).

Heute wird Taurolidin in klinischen Studien i.v. (Phase II-Studien) und i.p. (multizentrische
randomisierte Placebokontrollierte Studie) appliziert, um den Einfluss auf verschiedene
maligne Prozesse des Gastrointestinaltraktes beim Menschen zu evaluieren (59). Die
Erfahrungen tber den Einsatz beim malignen Melanom hingegen sind gering und zumeist
in vitro. Es liegt lediglich eine klinische Studie von O’Brien et. al. aus dem Jahre 2006 vor,
die eine Co-immunotherapie mit Interleukin-2 und Taurolidin untersucht. Hier zeigte sich,
dass die starken Nebenwirkungen der Interleukintherapie reduziert werden konnten. Ein

additiver Effekt auf die antineoplastische Therapie, wurde nicht beschrieben (60).
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2 Zielstellung

Aufgrund der apoptotischen und allgemein zytotoxischen vorbeschriebenen Wirkung des
Taurolidins bei anderen Tumorarten, war das Ziel dieser Arbeit, die apoptotische und
zytotoxische Wirkung des Taurolidins auf Melanomzellen in vitro und anschliel3end in vivo
zu untersuchen.

Die Experimente wurden konsekutiv geplant. In einem ersten Schritt wurde der Einfluss
von Taurolidin auf das maligne Melanom in vitro untersucht. Hierbei wurde die Wirkung
steigender Konzentrationen von Taurolidin allein und in Kombination mit Zytokinen auf
verschiedene Melanomzellen in vitro evaluiert.

Folgend untersuchten wir die Wirkung steigender Konzentrationen von Taurolidin
gegeniber einer Kontrolle mit Ringerlaktat nach i.v.- und i.p.-Applikation auf das maligne

Melanom im Mausmodell.

In vitro stellten sich die Fragen:

1) Haben steigende Konzentrationen von Taurolidin unterschiedlichen Einfluss auf
das Wachstum verschiedener humaner maligner Melanome in vitro?

2) Haben verlangerte Inkubationszeiten mit dem Medikament einen
tumorsuppressorischen Effekt?

3) Welche Wirkung haben unterschiedliche in der Therapie genutzte Zytokine auf das
Wachstum maligner Melanome?

4) Hat eine Kombination mit Taurolidin und Zytokinen einen additiven zytotoxischen
Effekt?

5) Welchen Zelltod, Nekrose oder Apoptose, rufen steigende Konzentrationen und
Inkubationen von Taurolidin auch in Kombination mit Zytokinen beim malignen
Melanom aus?

6) Kommt es zu additiven Effekten der Wirkungen von Taurolidin und den Zytokinen?

7) Konnen die Konzentrationen der hochtoxischen Zytokine reduziert werden?

In dem zweiten Schritt, der in vivo Untersuchung, sollte gezeigt werden inwieweit die
Ergebnisse einer Monotherapie mit Taurolidin auf das Wachstum maligner Melanome im
Organismus ubertragbar sind. Hierzu wurde ein bewahrtes und validiertes Mausmodell

im fortgeschrittenen Tumorstadium verwendet.
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1)

2)

3)

4)
5)

Kann das Tumorwachstum im Modell mit einer C57BL6-Maus und einer hoch
aggressiven Zellline im simulierten metastasierten Stadium reduziert werden?
Verandert sich die Anzahl der Tumorimplantate und wird dadurch eine
chirurgische Resektion ermdglicht?

Gibt es Unterschiede nach i.v. und i.p. Applikation?

Welchen Einfluss hat die systemische Therapie auf das Tiergewicht?

Welche Nebeneffekte werden beobachtet?
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3 Material und Methodik

Ziel der Untersuchung war der Einfluss der Substanz Taurolidin auf das maligne
Melanom.

In einem ersten Schritt wurde der Einfluss von Taurolidin in steigenden Konzentrationen
allein und in Kombination mit therapeutisch gegen das Melanom angewandten Zytokinen
in vitro an verschiedenen Melanomzelllinien untersucht. Hierbei wurde auch differenziert,
inwieweit die eingesetzten Stoffe Apoptose einleiteten.

Nach Auswertung und Interpretation dieser Ergebnisse wurde die Untersuchung des
Einflusses steigender Taurolidindosierungen auf eine Melanomzelllinie und deren

Wachstum im Organismus in einem Mausmodell durchgefihrt.

3.1 In Vitro — Die Untersuchung an Zellkulturen

3.1.1 Die Zelllinien

Es wurden die zwei gangigen, humanen Zelllinien, MEWO und SKMEL-28 (61) (mit
freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. J. Becker, Dermatologische Kilinik,
Universitatsklinikum Wurzburg, Deutschland erhalten), sowie acht primaren Zelllinien
(Charité Universitatsmedizin Berlin, Deutschland), die aus frisch operativ exzidierten
Melanomen von Patienten der Charité - Universitadtsmedizin Berlin gewonnen wurden und
zu Vakzinationszwecken isoliert wurden, verwandt. Eine schriftiche Zustimmung der
Patienten zur weiteren Untersuchung des entnommenen Materials und eine Einhaltung

der datenschutzrechtlichen Bestimmungen lag vor.

3.1.2 Kultivierung der Zellen

Die Zelllinien wurden unter Standardbedingungen, 5% CO:2 in einem Inkubator (Jonan IG
150, Jonan GmbH, Unterhaching, Deutschland) bei 37°C in Kulturflaschen von 25 bis 125
cm? (Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) angeziichtet. Als Nahrmedium wurde
RPMI-Medium (Biochrom, Berlin, Deutschland) mit 10% Volumenanteil fetalem
Kalberserum (FBS) (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) und 2,5% Volumenanteil
antibiotischer Therapeutika, bestehend aus 10.000 u/ml Penicillin G, 10.000 pg/ml
Streptomycin und 25 pg/ml Amphotericin B, (Gibco, Auckland, Neuseeland) verwandt.
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Das Zellwachstum als adharente Monolayerschicht wurde taglich makroskopisch und
mikroskopisch mit einem Phasenkontrastmikroskop (Carl Zeiss, Jena, Deutschland)
beurteilt. Bei Erreichen einer vollstandigen Konfluenz erfolgte die Passage der Kulturen.
Zur Passage wurde der Uberstand, bestehend aus nicht adharenten Zellen und
Nahrmedium, unter den sterilen Bedingungen einer Laminar-Flow-Werkbank (Antares
48, Biohit, Koln, Deutschland) entnommen. AnschlieRend wurden finf bis zehn ml
autoklavierte 10:1-verdinnte PBS-Dulbeccos Ldsung (Biochrom AG, Berlin,
Deutschland) zur Spulung in die Kulturflasche instilliert und abgesaugt. Dieser
,Waschvorgang“ wurde mehrfach wiederholt. Der Uberstand wurde stets abgesaugt. Nun
wurden die Zellen mit ein bis zwei ml 0,05%-Trypsin-0,02% EDTA-LAsung (Biochrom AG,
Berlin, Deutschland) versetzt. Die Kulturflaschen wurden dann fir 5 bis 10 Minuten (min)
im Brutschrank inkubiert. Die Losung der Zellen wurde durch kurzes Klopfen an der
Wachstumsseite der Kulturflasche unterstiitzt. Nach Ablosung der Zellen versetzten wir
diese erneut mit Nahrmedium. Die in dem Medium suspendierten Zellen wurden mit einer
automatischen  Pipettierhilfe  (Pipetboy, Hirschmann-Laborgerate, Heilbronn,
Deutschland) und einem funf ml Pipettenaufsatz (Becton-Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) aufgenommen, in gré3ere Kulturflaschen etwa 1:3 passagiert, mit 10 bis 15
ml Volumen RPMI versetzt und zum Kultivieren in den Inkubator gegeben. Die neue
Zellpassage wurde entsprechend registriert und wie beschrieben mit der Anzucht

fortgefahren.

Zu Versuchsbeginn wurden die Zellen in der Kulturflasche wie beschrieben mit
Trypsin/EDTA abgelést und anschlieBend in Nahrmedium resuspendiert. Diese
Suspension wurde mit dem Pipetboy aufgenommen und in ein 15 ml ,Falcon®
Reagenzrohrchen (Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland) gegeben. Die
Suspension wurde bei 2.000 Umdrehungen/min und 25°C fur funf min mit einer Zentrifuge
(Jonan GR 422, Jonan, Unterhaching, Deutschland) zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und mit zwei ml Nahrmedium in das Falcon gegeben. Die Zellen wurden durch
vorsichtiges Schwenken sowie langsames auf und ab pipettieren resuspendiert. 10 pl
dieser Suspension wurden mit einer Mikropipette mit Aufsatz (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) entnommen und in 190 pl Trypanblau (Biochrom AG, Berlin, Deutschland),
befindlich in einem Well einer 96-Well-Platte (Becton-Dickinson, Heidelberg,
Deutschland), gegeben und vermischt. Hiervon wurden 10 pl entnommen, in einen

Zahlbereich einer Neubauer Zahlkammer (Brandt GmbH, Wertheim, Deutschland)
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gegeben und die Zellen in mindestens zwei Grol3quadraten gezahlt. Die abgebildeten
Zellen wurden auf die in dem Falcon befindliche Volumenmenge proportional berechnet.
Die Zelldichte wird durch folgende Formel ermittelt:

Zelldichte (Zellen/ml) = (Zellzahl/Zahl der GroRRquadrate) x 2 x 10% x ml*

Durch die Trypanblaufarbung erscheinen vitale Zellen mit einer dunkelblau gefarbten
Zellwand und avitale Zellen durch Defekte in der Membran homogen dunkelblau.(62) Aus
der in dem Falcon befindlichen Zellsuspension wurden je 500.000 Zellen enthommen und
in einem Volumen von 5 ml Nahrmedium in jedes Well einer 6-Well-Platte (Becton-
Dickinson, Heidelberg, Deutschland) gegeben und fir 24 Stunden wie beschrieben
inkubiert. Der Inkubator wurde entsprechend der Leitlinien mittels Badstabil-Losung
(NeoLab Migge, Heidelberg, Deutschland) keimarm gehalten.

3.1.3 Behandlung und quantitative Auswertung zu Versuchende mittels
Trypanblau

24 h vor jedem Versuch wurden die Zellen wie beschrieben angesetzt und inkubiert, um
den Zellen die Moglichkeit zur Adhérenz zu geben. Zusatzlich wurde davon
ausgegangen, dass nach der Passage avitale Zellen Uber Zellteilung ca. 1:1 ersetzt
wurden, so dass bei Zugabe der Wirkstoffe 500.000 Zellen pro Well der 6-Well-Platte
vorliegen. Unmittelbar bei Versuchsbeginn wurden die Uberstande abpippetiert und damit
die in Suspension befindlichen avitalen Zellen entfernt und durch neues Nahrmedium
ersetzt. Danach wurden die Zellen im Well mit dem zugeordneten Wirkstoff oder der
Kontrollldsung versetzt und fur die nach Protokoll vorgegebene Versuchsdauer von 24 h
oder 48 h inkubiert. Am Ende der vorgegebenen Versuchsdauer wurden die Uberstande
entfernt, zentrifugiert und die verbliebenen Zellen mittels Trypanblau gefarbt und
mikroskopisch in der Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Die adharenten Zellen wurden wie

beschrieben abgeldst und ebenso quantitativ ausgewertet.

3.1.4 Behandlung und qualitative Analyse mittels Annexin-Assay

Eine Annexin-V-Untersuchung erlaubt die Differenzierung avitaler Zellen. Apoptotische
Zellen weisen fruhzeitig eine Translokation des an der Innenseite der Zellmembran
standig lokalisierten Phospholipides Phosphatidylserin (PS) auf.(63) Bei dem

angewendeten Annexin-V-Test werden die Zellen mit Annexin-V und einer
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Propidiumjodid-L6sund (PI) inkubiert. Annexin bindet aufgrund seiner starken Affinitat
PS. Apoptotische Zellen lassen sich nun mittels flowzytometrischer
Zweiparameteranalyse, Dotblot, als Pl-negative und Annexin-V-positive Zellen mittels
eines Annexin-V-Assays (Santa Cruz Biotechnologies, Heidelberg, Deutschland) wie in
der Literatur und durch den Hersteller beschreiben detektieren (64). Die Auswertung der
Durchflul3zytometrie-Analyse erfolgte mittels dem Geréat Facscalibur (Franklin-Lakes,
New Jersey, USA) und der Software Cell-Quest (BD Biosciences, Rockville, New Jersey,
USA).

3.1.5 Herstellung und Kombination Zytostatika — Die Versuchsprotokolle

Bei den Linien MeWo und SKMEL-28 wurde die Wirkung von Taurolidin allein und in
Kombination mit in der klinischen Therapie gangigen Zytokinen untersucht. Bei den
Zelllinien, die aus frisch exzidierten Melanomen von Patienten der Charité -
Universitdtsmedizin Berlin stammten, wurde lediglich die Wirkung von Taurolidin in
steigenden Konzentrationen untersucht. Die Auswertung erfolgte quantitativ mittels

Trypanblau und qualitativ Gber den Annexin-V-Assay.

3.1.5.1 Taurolidin in steigenden Dosierungen
Aus einer Taurolidin-Trockensubstanz (Geistlich Pharma, Wohlhusen, Schweiz) wurde
unmittelbar vor Versuchsbeginn eine 70 mM Stock Solution hergestellt. Die Losung
diente zur Herstellung verschiedener Konzentrationen. 19,9 mg Taurolidin wurde mit 1
ml destilliertem Wasser versetzt und aufgrund der geringen Loslichkeit 10 min bei 60°C
in einem Wasserbad auf einem Thermoschiittler (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
vermengt. AnschlieBend wurde die Loésung durch einen Bakterienfilter (Braun,
Melsungen, Deutschland) mit einer Porenweite von 0,22 uM gegeben und der pH-Wert
auf 7,4 eingestellt. Die Stock Solution wurde 1:10 verdinnt. Der Ansatz wurde nach jeder
Versuchsreihe verworfen. Getestet werden sollten Taurolidinkonzentrationen von 50 bis
1.000 puM bei MeWo und SKMEL-28, sowie von 50 bis 1.500 uM bei den gewonnenen

Patientenzelllinien.

3.1.5.2 Taurolidin in Kombination mit therapeutisch genutzten Zytokinen
Die Taurolidinlosung wurde, wie oben beschrieben, hergestellt. Es wurden

Kombinationen von Taurolidin mit Interferon Alpha (IFNa), Tumornekrosefaktor Alpha
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(TNFa), Interferon Gamma (IFNy), Interleukin-1 Alpha (IL-1la) und Beta (IL-1p),
Interleukin-6 (IL-6) und Transforming-Growth-Factor (TGF) untersucht. Samtliche
Zytokine wurden von der Firma PromoKine (Heidelberg, Deutschland) erworben. Die
Herstellung fir den Versuch erfolgte gemall den Angaben des Herstellers. Die zur
Uberpriifung einer antineoplastischen Wirksamkeit verwendeten Dosierungen sind
klinisch relevant und entsprechen ebenfalls klinisch angewandten Dosierungen. Da die
Kombination von Taurolidin mit Zytokinen eine ausgesprochen grol3e Versuchsvariation
bedeutete, wurden Vorversuche durchgefuhrt. Hier zeigten sich unterschiedliche
Ansprechraten der Melanomzellen auf die Zytokine. Far die
Kombinationsuntersuchungen mit Taurolidin wurde lediglich die Zytokine mit der grof3ten

Ansprechrate ausgewahlt.

3.2 InVivo - Die Wirkung im Organismus

3.2.1 Die Tiere

Nach Genehmigung des Versuchsvorhabens (Reg 0145/03) durch das Berliner
Landesamt fir Gesundheit und Soziales (LaGeSo), wurden fiur die Versuche insgesamt
80, sechs Wochen alte weibliche Mause der Rasse C57BL6 (BFR, Berlin, Deutschland)
verwendet. Die Tiere wurden zur Akklimatisierung sieben Tage vor dem geplanten
Versuchsbeginn in einem fir Kleinnager vorgesehenen Raum standardisiert
untergebracht. Dort herrschten Temperaturen von 22° bis 24°C, 50 bis 60%
Luftfeuchtigkeit und ein automatisierter zwoélfstiindiger Tag-Nach-Rhythmus. Die Tiere
hatten freien Zugang zu Wasser und standardisiertem Laborfutter und wurden durch

ausgebildetes Tierpflegepersonal betreut.

24 h vor der OP wurden die Tiere bei weiterhin freiem Wasserzugang niichtern belassen.
Die Operationen erfolgten in Vollnarkose. Die Sedierung und Analgesie erfolgten durch
eine Mischung aus 75 mg/kg Korpergewicht (KG) Ketanest (Serumwerk, Bernburg,
Deutschland) und 10 mg/kg KG Rompun (Bayer, Leverkusen, Deutschland) die
gewichtsadaptiert intraperitoneal injiziert wurden. Postoperativ wurden die Tiere flr bis
zu sechs Stunden engmaschig tberwacht. Zudem wurden die Tiere tber eine subkutane
(s.c.) Injektion von 4 mg/kg KG Rimadyl (Pfizer, Karlsruhe, Deutschland) analgetisch
versorgt. Alle Eingriffe erfolgten nach dem Protokoll des LaGeSo und den Empfehlungen
der UKCCR-Richtlinien (65).
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3.2.2 Die Zelllinie

Als Tumorzelllinie wurde die syngenetische Melanomzelllinie B16 B78 D14 (mit
freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. med. J. Becker, Dermatologische Kilinik,
Universitatsklinikum Wirzburg, Deutschland erhalten) verwandt. B78 D14 entstand aus
der B16 Melanomzelllinie Uber Transfektion der Gene, die fiur p-1,4-N-
Acetylgalactosaminyltransferase und a-2,8-Sialyltransferase codieren. Hierdurch kommt
es zur Expression der Ganglioside Gp2 und Gps. Die entstandene Melanomzelllinie
wachst aggressiv (66). Die Zellen wurden mit RPMI-Medium versetzt und mit 0,5%
Penicillin-Streptomycin und 10% FCS kultiviert. Um die gewinschte Anzahl an
Tumorzellen fir die Versuche zu erhalten, wurden die Zellsuspensionen zweimal mit
PBS-Puffer gespilt, anschlielend mit Trypsin/EDTA versetzt und fur zwei Minuten im
Brutschrank inkubiert. Die Neutralisierung des Trypsins erfolgte durch Zugabe von ca.
funf ml RPMI ohne FCS, um Fremdantigene zu vermeiden. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension mit 2.000 Umdrehungen pro min funf min zentrifugiert, der Uberstand
dekantiert und das verbliebene Zellpellet in einem definierten Volumen resuspendiert. Die
Prifung der Vitalitdt der Tumorzellen sowie die Zellzdhlung erfolgten erneut in der
Neubauer Zahlkammer nach der Trypanblau-Methode. Nach Auszéhlung der Zellen
erfolgte die Verteilung der Zellen in 1,0 ml Eppendorfgefal3e. Die Gefal3e verblieben bis
unmittelbar vor ihrer Nutzung im Brutschrank. Davor wurden sie durch vorsichtiges

Schutteln resuspendiert (67).

3.2.3 Das Studiendesign und Ubersicht tiber die Therapiegruppen

I { i = % * t (Wochen)
0 1 2 3 4
OP/Zellgabe Obduktion
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Die Anlieferung der Tiere erfolgte am Tag 0 (Erst am nachsten Tag ist der Tag 1). Die
Méause hatten 7 Tage Akklimatisierungszeit. Am Tag 7 wurden die Tiere in Narkose
versetzt. Hierbei erfolgte gleichzeitig die Randomisierung und die erste
Kdrpergewichtsbestimmung. Die Therapie begann am 14. Tag und endete am 21. Tag.
Am 28. Tag wurden die Tiere mittels Narkose und CO2-Uberdosierung erlost, das
Kdrpergewicht bestimmt und von einem ,geblindeten® Untersucher in Hinblick auf
Tumorausbreitung und -wachstum obduziert.

Um die Abhéngigkeit des Tumorwachstums von der Dosierung und der Applikationsform

von Taurolidin zu untersuchen, wurden die Versuchsgruppen wie folgt aufgebaut:

Gruppe A (intraperitoneale (i.p.) Infusionstherapie; 2 x taglich 7 Tage):

1 Kontrollgruppe Therapie mit Ringerlaktat (n=10)
2 Taurolidin 1% entspricht 100 mg/kg KG (n=10)
3 Taurolidin 2% entspricht 200 mg/kg KG (n=10)
4 Taurolidin 3% entspricht 300 mg/kg KG (n=10)

Gruppe B (intravendése (i.v.) Infusionstherapie; 4 x Bolusinjektion innerhalb von 7

Tagen):

5 Kontrollgruppe Therapie mit Ringerlaktat (n=10)
6 Taurolidin 1% entspricht 100 mg/kg KG (n=10)
7 Taurolidin 2% entspricht 200 mg/kg KG (n=10)
8 Taurolidin 3% entspricht 300 mg/kg KG (n=10)

Die gewilnschten zu applizierenden Konzentrationen von Taurolidin ergaben
entsprechend des Gewichtes der Mause von 25 g ein Injektionsvolumen von 0,25 ml.
Dieses geringe Volumen konnte durch eine ,Insulinspritze“ sicher appliziert werden. Um
eine systemische Erkrankung am effektivsten zu behandeln, ware die i.v. Injektion die
ideale Therapie. Hier hatte man eine Aufnahme der Wirksubstanz von nahe 100% im
Verteilungsraum. Da sich die i.v. Injektion aufgrund der Grof3e der Tiere als technisch
auRRerst schwierig erwies, musste von der 2 x taglichen Therapie (7 Tage) Abstand
genommen werden. Es wurde nach Genehmigung des LaGeSo viermal durch
Bolusapplikation injiziert. Die Injektion erfolgte Uber die Schwanzvene der Tiere. Diese
Injektion erfolgte sehr langsam Uber etwa 60 Sekunden um vagotone Effekte und

Dyspnoe der Tiere zu verhindern.(67) Bei der i.p. Injektion kann aufgrund der uns
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vorliegenden kinetischen Untersuchungen von einer vollstandigen Resorption der
Substanz Uber das Peritoneum ausgegangen werden. Die Dokumentation erfolgte auf

standardisierten und jedem einzelnen Tier zugeordneten Dokumentationsbdgen.

3.2.4 Die Wirkstoffe

Als Kontrollgruppe diente isotone 0,9%ige Ringerlaktatlosung (Fresenius, Bad Homburg,
Deutschland) Es wurden verschiedene Konzentrationen von Taurolidin entsprechend der
Therapiegruppen, siehe oben, angewandt. Die 2%ige LoOsung (Geistlich Pharma,
Schweiz) wurde direkt vom Hersteller bezogen. Um eine 1%ige Ldosung herzustellen
wurde die 2%ige Losung mit Ringerlaktatldsung 1:1 verdinnt. Die 3%ige Losung wurde
aus der pulverisierten Reinsubstanz  (Geistlich Pharma, Schweiz) und
Polyvinylpyrrolidone (PVP-17) steril nach Herstellerangaben hergestellt. So wurde die
Reinsubstanz in destilliertem Wasser suspendiert und fir 10 min in einem Wasserbad bei
60°C geschuttelt. Nachdem die Losung durch einen Bakterienfilter von 0,22 um (Braun,
Melsungen, Deutschland) gespilt wurde. Die Lésungen wurden vor jeder Behandlung
hergestellt, da sich zum Beispiel die die 3%ige Losung als instabil erwies und
auskristallisierte. Die Beobachtungen sind regelrecht, da 3% die L&slichkeitsgrenze
darstellt.(68)

3.2.5 Die Operationsmethodik

Ziel war es, den Einfluss einer intravendsen versus intraperitonalen Therapie mit
steigenden Konzentrationen von Taurolidin (1%, 2%, 3%) auf das subkutane und
intraperitoneale Tumorwachstum an der C57BL6 Maus zu untersuchen.

Alle operativen Eingriffe erfolgten, wie beschrieben, unter gewichtsabhangiger
Allgemeinnarkose von Ketamin und Rompun, wie von den Herstellern empfohlen.
Nachdem die Tiere narkotisiert wurden, wurde das Operationsfeld rasiert und mit Braunol
(Braun, Melsungen, Deutschland) steril abgewaschen. Die Tiere wurden auf einer
Warmematte gelagert und steril abgedeckt, um eine Auskiihlung zu verhindern. Eine
fetthaltige Augensalbe (Dr. Mann Pharma, Berlin, Deutschland) wurde zum Schutz auf
die wahrend der Narkose getffneten Augen der Tiere appliziert. Im Anschluss wurde tber
eine etwa 1 cm lange mediane Laparotomie das Abdomen erdffnet und die Milz

mobilisiert. Nachdem selbige hervorluxiert wurde, injizierten wir 1,5 Millionen Zellen in
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100 pl purerem RPMI Nahrmediums mittels einer 27-Gauge Nadel (Braun, Melsungen,
Deutschland) unter die Milzkapsel Uber eine Zeitdauer von 60 Sekunden (69). Die
Bauchwand wurde anschlieBend mittels einer fortlaufenden 4/0 Vicryl-Naht und einem
Flussigpflaster (Johnson&Johnson, Neuss, Deutschland) verschlossen. Im Anschluss
injizierten wir eine 10° Tumorzellen s.c. in die Nackenfalte der Tiere, um Fernmetastasen
zu simulieren (69). Der postoperative Schmerz wie beschrieben mit einer errechneten
und adaquaten s.c. Injektion von Rimadyl abgedeckt. Die Tiere wurden drei Stunden
postoperativ engmaschig tberwacht und ein Verlust der Korperwadrme durch Abdecken

und eine Warmematte verhindert.

3.2.6 Die Obduktion

Am 21. postoperativen Tag wurden alle Tiere mittels Kohlendioxidnarkose getotet und
von einem geblindeten Untersucher obduziert. Das Gewicht der Tiere wurde zuvor
bestimmt. Danach wurde das Gebiet um den Nackentumor untersucht. Hierzu wurde
nach Palpation der Region ein Kreuzschnitt am Nacken und in Hohe der Schulterblatter
durchgefihrt. Auch fur die Untersuchung der Bauchhohle wurde ein Kreuzschnitt
(paramediane und quere Laparotomie) bendétigt. Nach Exploration des Bauchraumes
wurde der Thorax durch eine Sternotomie untersucht. Bei der Obduktion wurde die
Anzahl der s.c. und i.p. Metastasen untersucht und diese entfernt. Das Gesamtgewicht
der Metastasen i.p. und s.c. wurde ebenso wie die Anzahl der Metastasen erfasst.
Weiterhin wurde auf Ulzerationen, besonders der s.c. Metastasen, aber auch auf Aszites,

Nekrose und Organzerfall geachtet.

3.3 Die Dokumentation und die statistische Auswertung

3.3.1 In Vitro

Fur die einzelnen Versuche wurden standardisierte Dokumentationsbégen erstellt, in
denen neben Zellzahl, Inkubationszeit auch Zelltod in Uberstand, der adharenten Zellen
und der Gesamtzellzahl sowie bei der qualitativen Auswertung auch der Prozentsatz
apoptotischer Zellen erfasst wurde. Die Rohdaten wurden von einer Person in das
Statistikprogramm SPSS 19.0 (IBM, USA) eingegeben. Die Untersuchung erfolgte mittels

Post-hoc-Test nach Scheffé sowie univariater Varianzanalyse. Als statistisch signifikant
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galt ein Wert p < 0,05. Fur die Analyse der komplexen Vergleiche von Taurolidin und den
Zytokinen, Interferon-alpa (IFNo) und Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa), sowie deren
Kombination wurde 95% Konfidenzintervalle fur die Unterschiede zwischen den Gruppen
in Excel 16.4 (Microsoft, USA) errechnet. Hierzu wurde ein zweiseitiges Konfidenz-

Intervall berechnet aus dem Student-T Test benutzt.

3.3.2 In Vivo

Die Tiere wurden nach der Zellapplikation (Tag 7) in die einzelnen Behandlungsgruppen
randomisiert und durch allgemein akzeptierte Ohrmuschelstanzen wéahrend der
Allgemeinnarkose gekennzeichnet. Fir jedes Tier wurde ein Protokoll erstellt, in dem der
Identifikationsnummer des Tieres, Aufnahme- und OP-Datum, Tumorlokalisation und

Tumorgrol3e erfasst wurden.

Die statistische Auswertung mittels SPSS 19.0 erfolgte daher nicht parametrisch.
Zunachst wurde mittels Kruskal-Wallis-Test fur k unabhéngige Stichproben auf
Unterschiede zwischen den Gruppen gepruft. Der direkte Vergleich nicht normalverteilter
Daten einzelner Gruppen erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test. Eine Bonferroni-
Korrektur wurde durchgefiihrt. Fir kategorische Daten verwandten wir den Fisher's-
exakt-Test. Das Signifikanzniveau wurde auf p = 0,05 festgesetzt. Die Daten wurden

grafisch mittels Box-Whisker-Plots dargestellt.

Die Literaturrecherche erfolgte Uber PubMed, Uptodate-Online und Google. Die
statistische Auswertung der In Vitro und In Vivo Ergebnisse erfolgte in Zusammenarbeit
mit dem Institut fir Medizinische Biometrie der Charité - Universitatsmedizin, Campus
Mitte.
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchung des Einflusses von Taurolidin sowie verschiedener
Zytokine auf das Maligne Melanom in vitro

Initial war das Ziel die Wirkung von Taurolidin als Mono- und Kombinationtherapie mit
gangigen, in der Melanomtherapie erprobten, Zytokinen zu untersuchen. Die
Kombinationstherapie, da es sich um eine Pilotstudie handelt, wurde zu diesem Zeitpunkt
nur in vitro untersucht. Des Weiteren wurde in vitro untersucht, ob der Zelltod durch
Apoptose induziert wurde, um der Tatsache Rechnung zu tragen, dass Taurolidin

proaptoptisch wirken soll.

4.1.1 Behandlung verschiedener Zelllinien des malignen Melanoms mit
Taurolidin als Monotherapie

Es wurde zunachst der Einfluss von steigenden Konzentrationen von Taurolidin auf die
Vitalitéat der Zelllinien SKMEL und MeWo untersucht.

Dies geschah sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden Inkubationszeit. Untersucht
wurde die Gesamtavitalitat in Prozent (avgespro), welche als Summe der avitalen Zellen
des Uberstandes und der adharenten Zellen definiert wurde.

Vergleicht man innerhalb der Inkubationszeiten die steigenden Konzentrationen
paarweise miteinander und untersucht dies statistisch mit dem Post-hoc-Test nach
Scheffé, zeigt sich ein signifikanter Anstieg der Avitalitdt zwischen jeder Konzentration
sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden Inkubation (Abb. 4). Dies wird graphisch auch
durch die Darstellung des Mittelwertes der Gesamtavitalitéat plus Standardabweichung
noch deutlicher (Abb. 5).

Mittels einer Univarianzanalyse wurde zudem der Einfluss von Konzentration und
Inkubationszeit sowie der wechselseitige Einfluss untersucht (Tab. 1). Hier zeigte sich
ebenfalls, dass sowohl die Konzentration als auch die Inkubationszeit und deren
gegenseitige Wechselwirkung signifikanten Einfluss auf den Anstieg des Zelltodes in

Prozent hatten.
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Abb. 4: Der prozentuale Anteil avitaler Zellen insgesamt (avgespro) unterteilt in
Inkubationszeit 24 (linke Spalte) versus 48 Stunden (rechte Spalte) sowie fur die jeweilige
Zelllinie (oben MEWO, unten SKMEL). In beiden Gruppen der Inkubationszeit steigt der
prozentuale Anteil avitaler Zellen signifikant mit steigender Konzentration von Taurolidin.
Dies qilt fur beide Zielllinien. Die Sterne zeigen Ausreiler aus der festgelegten

Standarddeviation an. Die Kreise zeigen Werte die gerade noch in der Standarddeviation

befindlich waren.
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Abb. 5: Darstellung der Standardabweichung des Mittelwertes der gesamten avitalen

Zellen in Prozent. Auch hier wird die Signifikanz unter den Gruppen der steigenden

Konzentration innerhalb der Inkubationszeit deutlich.

Quadratsumme vom Typ

Zellt - I df Mittel der Quadrate F Sig.

mvitro 7500000 Taurolidin MEWO Korrigiertes Modell 62362,516° 1" 5669.320 251.254 000
Konstanter Term 93913.729 1 93913.729 4162.079 .000
konz 59699.718 5 11939.944 529.156 .000
wz 747.259 1 747.259 33.117 .000
konz * wz 645.360 5 129.072 5.720 .000
Fehler 3204.108 142 22.564
Gesamt 144296.000 154
Korrigierte Gesamtvariation 65566.623 153

SKMEL Korrigiertes Modell 68234,490° 11 6203.135 326.975 .000

Konstanter Term 105975.635 1 105975.635 5586.106 .000
konz 67568.591 5 13513.718 712.325 .000
wz 773.531 1 773.531 40.774 .000
konz * wz 729.417 5 145.883 7.690 .000
Fehler 3073.349 162 18.971
Gesamt 161250.000 174
Korrigierte Gesamtvariation 71307.839 173

Tab. 1: Univarianzanalyse des Einflusses von Inkubationszeit, Konzentration von

Taurolidin und der gegenseitigen Wechselwirkung. Alle drei Faktoren hatten einen

signifikanten Einfluss auf die Avitalitat der Zellen in beiden Zelllininen (p<0.001). Dies ist

rot unterlegt.
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4.1.2 Behandlung verschiedener Zelllinien des malignen Melanoms mit
Taurolidin und ausgesuchten Zytokinen als Kombinationstherapie

In einem weiteren Schritt wurde die Wirkung von Taurolidin sowie der in der Klinik
benutzten Zytokine, IFNa und TNFa, als Monotherapie und in Kombination nach 24 und
48 Stunden Inkubationszeit gegen die kommerziell erwerblichen Zelllinien MEWO und
SKMEL untersucht. Die Dosierung von Taurolidin war mit 100 und 500 puM steigend. Die
Dosen von IFNa und TNFa waren auf 100 U/ml festgelegt.

Aufgrund der Komplexitdt und der teils geringen TestgrofRe von n=4 in einigen
Zytokingruppen erfolgte die Darstellung als Mittelwert plus Standarddeviation (SD) der
prozentualen Anzahl aller avitalen Zellen (avgespro) nach 24 und 48 Stunden
Inkubationszeit (Abb. 6 und 7). Dartber hinaus wurde die statistische Signifikanz mittels
zweiseitigem Konfidenzintervall (95%) uber einen Student-t-Test untersucht. Es wurden
alle Gruppen untereinander im Komplex jeweils einer Inkubationszeit, 24 oder 48
Stunden, untersucht.

Es zeigte sich, dass die Monotherapie von Taurolidin der Monotherapie beider Zytokine,
IFNoa und TNFa, und deren Kombination signifikant tiberlegen war. Insgesamt war jedoch
die Kombination von Taurolidin und IFNa allen anderen Gruppen signifikant Gberlegen.
Hingegen war eine Kombination von Taurolidin mit TNFa nur der Monotherapie von
Taurolidin und nur in der Kombination der Dosis von 500 puM Taurolidin nach 48 Stunden
der Monotherapie mit Taurolidin Uberlegen. Sie war jedoch signifikant schlechter als die
Kombination von Taurolidin und IFNa. Eine Kombination mit beiden Zytokinen war zwar
der Monotherapie mit Taurolidin signifikant Gberlegen, jedoch der Therapie mit Taurolidin
und IFNa unterlegen. Ein zeitlicher Vorteil, 24 versus 48 Stunden, fir den Therapieerfolg
gab es nur bei der Kombination von 500 uM Taurolidin und 100 U/ml TNFa. Alle anderen

Therapien zeigten keinen Vorteil durch verlangerte Inkubation.
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Abb. 6 Der Einfluss von Taurolidin, IFNa¢ und TNFoa als Mono- und
Kombinationstherapien auf die Zelllinie MEWO. Der dargestellte Mittelwert plus
Standarddeviation der Avitalitdt in Prozent verdeutlicht klar, dass die Kombination von

Taurolidin und IFN« allen anderen Gruppen sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden
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klar Uberlegen war. Dies wurde auch mittels zweiseitiger Konfidenzintervall Analyse

gezeigt.
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Abb. 7: Der Einfluss von Taurolidin, IFNa¢ und TNFg als Mono- und
Kombinationstherapien auf die Zelllinie SKMEL. Der dargestellte Mittelwert plus

Standarddeviation der Avitalitat in Prozent verdeutlicht klar, dass die Kombination von
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Taurolidin und IFN« allen anderen Gruppen sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden
klar tberlegen war. Dies wurde auch mittels zweiseitiger Konfidenzintervall Analyse
gezeigt.

4.1.3 Untersuchung der Induktion der Apoptose durch die Therapie von
Taurolidin sowie verschiedener Zytokine

Als Abschluss der in vitro Versuche stellte sich die Frage, ob Taurolidin, wie in der
Literatur angegeben vornehmlich Apoptose induziert. Dies wurde mittels Flowzytometrie
unter Benutzung des Annexin-V Assays untersucht. Zusatzlich wurden neben den
kommerziellen Zelllinien, MEWO und SKMEL, auch 8 Zelllinien von frisch operierten
Patienten der Charité untersucht. Sowohl die Zelllinien der Patienten (Patientenzelllinien)
als auch die Zellinien MEWO und SKMEL (kommerzielle Zelllinien) wurden
zusammengefasst und als Gruppe evaluiert, um die Anzahl untersuchter Proben zu
erhohen. Die Signifikanzanalyse erfolgte vergleichbar zu 4.1.2 mittels zweiseitigem
Konfidenzintervall (95%) Uber einen Student-t-Test. Die Therapiegruppen waren
Taurolidin Monotherapie 50, 100, 250, 500, 1000 und 2000 pM sowie in Kombination mit
100 U/ml IFNa und TNFa.

Es zeigte sich auch in unserem Annexin-V Assay, dass mit steigenden Dosen von
Taurolidin die Vitalitat abnimmt und ab einer Dosis von 1000 uM gegen null tendiert (Abb.
8). Die Kombination mit IFNa und TNFa verlief nahezu symmetrisch und zeigte
insgesamt keinen signifikanten Vorteil in dem Assay in Hinblick auf die Vitalitat der Zellen
(Abb. 8). Des Weiteren hatte die Inkubationszeit einen signifikanten Einfluss auf die
Vitalitat der Zellen. Insofern war eine Zeit von 48 Stunden Inkubation am starksten
zytotoxisch bei der Therapie mit Taurolidin. Bei den Zytokinkombinationen erwies sich
dieser Effekt als weniger stark und war nur bei Taurolidin 250 und 500 uM plus IFNa
signifikant. TNFo wurde nur in den Zeiten 12 und 24 Stunden untersucht und zeigte nur
bei 2000 uM plus TNFa eine Signifikanz (Abb 8). Die Patientenzelllinien waren allgemein
deutlich sensibler gegentiber einer Monotherapie von Taurolidin. Sie wurden nur mit 12
und 24 Stunden Inkubationszeit und ohne Zytokine untersucht. Bereits nach 12 Stunden
und einer Konzentration von 1000 pM tendierte die Vitalitat gegen null.

Es ist somit festzuhalten, dass auch in diesem Assay die Zytotoxizitat der Monotherapie
signifikant dosis- und zeitabh&ngig ist und eine Kombination nur mit IFNo supportiv

erscheint.
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In Abbildung neun (Abb. 9) wird dartiber hinaus die Apoptose als Teil der avitalen Zellen
dargestellt. Die Aufteilung ist ahnlich derer der Vitalitdt. Es zeigt sich, dass der Anteil
apoptotischer Zellen initial steigt und bei 500 uM Monotherapie Taurolidin die Spitze
erreicht und dann abféllt. Die Zeit spielt nur bedingt einer Rolle in diesem Unterschied,
da sie nahezu simultan in den verschiedenen Dosen verlauft (Abb. 9). Die Kombination
mit Zytokinen flacht die Kurve durchgehend ab, was als grundsatzliche Abnahme der
Apoptose als Art des Zelltodes zu sehen ist (Abb. 9).

Abbildung zehn (Abb. 10), die den Anteil der Nekrose als zweiter Art des Zelltodes
untersucht, zeigt, dass die Rate nach einer Dosis von 500 uM Taurolidin steil ansteigt.
Die Zeit spielt ebenfalls nur bedingt eine Rolle und ist nur in hoheren Dosen fir eine
Signifikanz verantwortlich. Die Kombination mit Zytokinen sorgt fiir einen konstanten
Anteil von Nekrose als Art des Zelltodes mit nur geringer Dosisabhangigkeit (Abb. 10).
Somit bleibt festzuhalten, dass eine hohere Dosis und langere Inkubationszeit mit
Taurolidin als Monotherapie Nekrose als Zelltod induziert und die Kombination mit

Zytokinen die Apoptose als Art des Zelltodes verdrangt.
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Abb. 8: Darstellung der Mittelwerte und Standarddeviation der prozentualen Anteile
vitaler Zellen anhand des Annexin-V Assays. Die linke Spalte zeigt die Ergebnisse der
Patientenzelllinien, die rechte den Mittelwert und Standarddeviation der Zelllinien MEWO
und SKMEL. Die oberste Reihe zeigt die Monotherapie mit Taurolidin in nach recht
steigenden Dosen, die mittlere Reihe die Kombination einiger Dosen mit IFN« und die

unterste die Kombination mit TNF«. Die Inkubationszeiten waren 12, 24 und 48 Stunden

38



in der Monotherapie mit Taurolidin. Es zeigt sich eine dosis- und
inkubationszeitabhéngige Abnahme der Vitalitdt sowie ein nur in einer Kombination mit
IFN« eine signifikante Abnahme der Vitalitat, wobei die Inkubationszeit nur bei 1000 pM

und IFN« eine signifikante Rolle in der Kombinationstherapie spielte. Die Kombination

mit TNFa war nur minimal supportiv.
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Abb. 9: Darstellung der Mittelwerte und Standarddeviation der prozentualen Anteile
apoptotischer Zellen anhand des Annexin-V Assays. Die linke Spalte zeigt die Ergebnisse
der Patientenzelllinien, die rechte den Mittelwert und Standarddeviation der Zelllinien
MEWO und SKMEL. Die oberste Reihe zeigt die Monotherapie mit Taurolidin in nach
recht steigenden Dosen, die mittlere Reihe die Kombination einiger Dosen mit IFN« und
die unterste die Kombination mit TNFa. Die Inkubationszeiten waren 12, 24 und 48
Stunden in der Monotherapie mit Taurolidin. Es zeigt sich eine initiale Zunahme der
Apoptose bis zu einer Dosis von 500 uM Taurolidin, wonach die Apoptoserate absank.
Die Kombination mit beiden Zytokinen hatte ebenso wie die Inkubationszeit nur einen
geringen Einfluss, da die Apoptoserate nahezu konstant niedriger als bei der

Monotherapie mit Taurolidin blieb.
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Abb. 10: Darstellung der Mittelwerte und Standarddeviation der prozentualen Anteile
nekrotischer Zellen anhand des Annexin-V Assays. Die linke Spalte zeigt die Ergebnisse
der Patientenzelllinien, die rechte den Mittelwert und Standarddeviation der Zelllinien
MEWO und SKMEL. Die oberste Reihe zeigt die Monotherapie mit Taurolidin in nach
recht steigenden Dosen, die mittlere Reihe die Kombination einiger Dosen mit IFN« und
die unterste die Kombination mit TNFa. Die Inkubationszeiten waren 12, 24 und 48
Stunden in der Monotherapie mit Taurolidin. Es zeigt sich eine initiale Zunahme der
Nekrose ab einer Dosis von 500 uM Taurolidin. Die Kombination mit beiden Zytokinen

hatte ebenso wie die Inkubationszeit einen geringeren Einfluss.

4.2 Der Einfluss Taurolidins auf das maligne Melanom im Mausmodell

Im finalen Schritt dieser Studie wurde der Einfluss steigender Dosen Taurolidins nach
intravenoser (i.v.) sowie intraperitonealer (i.p.) Therapie auf das subkutane und
intraperitoneale Tumorwachstum untersucht und gegenubergestellt. Die Tabellen 2 und
3 geben eine Ubersicht iber die Ergebnisse und beschreiben deskriptiv das
Tumorgesamtgewicht, das intraperitoneal sowie subkutane Tumorgewicht, aber auch die
Anzahl der Metastasen und die Kérpergewichte der Tiere zu Beginn des Versuches und
am Ende fur die intraperitoneale Applikation der Wirkstoffe (Tab. 2) und fur die
intravendse Applikation (Tab. 3). Dargestellt sind die Medianwerte und ihre Spannweiten.
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In den weiteren Kapiteln von 4.2 werden wir detailliert und graphisch auf die Ergebnisse
und deren potentielle Signifikanz eingehen. Die Ergebnisse wurden bereits partiell
publiziert (67).

Therapie i.p. Tumorgesamt- Intraperitoneales Subkutanes Metastasen- | Ausgangsgewicht |Autopsiegewicht
gewicht Tumorgewicht Tumorgewicht anzahl

Kontrollgruppe 2.17 (1.74-2.9) 1.48 (1.1-2.02) 0.62 (0.04-1.8) 12 (5-27) 21.2(16.7-22.4) 21.4(19.9-22.0)

(Ringerlaktat)

1% TRD 1.10(0.64-2.03) [0.68 (0.24-1.34) 0.40(0.1-0.71) 3.5(2-30) 20.0(19.5-25.3) 21.8(21.1-25.8)

2% TRD 1.15(0.27-2.55) [0.97 (0.19-1.47) 0.05 (0.0-1.5) 2.5(2-3) 20.3(19.2-21.6)  [20.4 (19.5-22.4)

3% TRD 0.37(0.09-2.1) 0.11 (0.0-0.87) 0.28 (0.0-1.24) 2(1-2) 21.3(19.7-22.2)  [20.8 (18.7-22.8)

Tab 2: Intraperitoneale Applikation. Dargestellt sind die einzelnen Tumorgewichte
gruppiert nach gesamt, i.p. und s.c. sowie Metastasenanzahl und das Tiergewicht zu

Beginn und zur Obduktion. Die Werte sind als Median und Spannbreite angegeben. Die

Gewichte sind in Gramm (g) angegeben.

Therapie i.v. Tumorgesamt- Intraperitoneales Subkutanes Metastasen- Ausgangsgewicht | Autopsiegewicht
gewicht Tumorgewicht Tumorgewicht anzahl

Kontrollgruppe 2.66 (1.3-3.87) 1.02 (0.5-2.04) 1.69 (0.6-2.20) 19.5 (5-25) 19.0(17.0-22.0) |18.8(13.9-22.9)

(Ringerlaktat)

1% TRD 1.29 (0.57-2.7) 0.44 (0.07-2.25) 0.63 (0.37-1.64) 19 (2-36) 19.2 (16.5-21.1) |19.0(16.3-22.0)

2% TRD 1.41(0.53-2.65) [0.90 (0.53-1.75) 0.65 (0.12-0.9) 12.5 (4-34) 20.2 (18.6-21.3) |19.9 (18.6-22.0)

3% TRD 1.02 (0.45-2.0) 0.40 (0.02-1.20) 0.64 (0.39-0.85) 9.5 (4-13) 20.4 (18.1-21.2) |19.2 (16.7-24.0)

Tab 3: Intravendse Applikation. Dargestellt sind die einzelnen Tumorgewichte gruppiert
nach gesamt, i.p. und s.c. sowie Metastasenanzahl und das Tiergewicht zu Beginn und
zur Obduktion. Die Werte sind als Median und Spannbreite angegeben. Die Gewichte

sind in Gramm (g) angegeben.

4.2.1 Das subkutane Tumorgewicht

Die Therapie erfolgte in zwei verschieden Armen. In der Gruppe der intraperitonealen

Therapie zeigte sich lediglich in der Gruppe des 2%igen Taurolidins ein signifikanter
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Effekt auf das Tumorwachstum im Vergleich zur Kontrollgruppe mit Ringerlaktat
(p=0,048) (Abb. 11). Die Gruppen des 1%igen Taurolidins (p=0,485) und des 3%igen
Taurolidins (p=0,368) reduzierten das subkutane Tumorgewicht nach intraperitonealer
Applikation nicht signifikant.

In der Gruppe der intravendsen Therapie zeigte sich bei allen drei Therapiegruppen eine
signifikante Reduktion der Tumorlast im Vergleich zur Kontrolle. Die Signifikanzwerte
lagen bei p=0,028 bei 1%, p=0,006 bei 2% und p=0,005 bei 3% Taurolidin. Somit war die
intravendse Therapie der intraperitonealen tberlegen (Abb. 11).

Applikationsform

2,5+

2,04

| —

ﬁf ; Té??

| | | 1 | I |
control 1% 2% 3% control 1% 2% 3%

Tumorgewichts.c. ing

Tiergruppe

Abb. 11: Das subkutane Tumorgewicht nach i.p.(links) und i.v. Therapie (rechts) in
Gramm (g). Bei der i.p. Applikation zeigte lediglich die Gruppe von 2% TRD eine
signifikante Reduktion (p=0,048) der Tumorlast. In der i.v. Therapiegruppe verminderten
alle Therapiegruppen das Tumorwachst im signifikantim Vergleich zur Kontrolle (p=0,028
bei 1%, p=0,006 bei 2% und p=0,005 bei 3% Taurolidin).
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4.2.2 Das intraperitoneale Tumorgewicht

In der Gruppe der intraperitonealen Therapie zeigte sich in allen Gruppen eine
signifikante Reduktion des intraperitonealen Tumorgewichtes im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit Ringerlaktat: Taurolidin 1% (p=0,005), Taurolidin 2% (p=0,005) und
Taurolidin 3% (p=0,001) (Abb. 12).

Lediglich die hochste Konzentration von 3% vermochte es das intraperitoneale
Tumorwachstum nach intravendser Gabe signifikant zu senken (p=0,028). Sowohl die
1%ige (p=0,132) und 2%ige (p=0,636) L6ésung von Taurolidin waren intravends nicht
signifikant erfolgreich, zeigten jedoch einen Trend (Abb. 12).
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Abb. 12: Das intraperitoneale Tumorgewicht nach i.p.(links) und i.v Therapie (rechts) in
Gramm. Bei der i.p. Applikation zeigte sich in allen Dosierungen eine signifikante
Reduktion der Tumorlast (Taurolidin 1% (p=0,005), Taurolidin 2% (p=0,005) und
Taurolidin 3% (p=0,001)). In der i.v. Therapiegruppe verminderte lediglich die hochste
Konzentration von 3% Taurolidin das Tumorwachstum signifikant (p=0,028). Die
Tumorlast verminderte sich nurim Trend nach Therapie mit 1%iger (p=0,132) und 2%iger

(p=0,636) Losung von Taurolidin, was jedoch nicht signifikant war.
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4.2.3 Das gesamte Tumorgewicht

In Betrachtung der gesamten Tumormasse zeigte sich, dass die intraperitoneale
Applikation das gesamte Tumorgewicht in allen Therapiegruppen signifikant verminderte:
1% (p=0,003), 2% (p=0,009) und 3% (p=0,003) Taurolidin im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abb. 13). Im Gegensatz zur intraperitonealen Tumortherapie vermochten
nur die intravenos verabreichte 1%ige L6sung (p=0,028) und die 3%ige Losung (p=0,003)
Taurolidins das Tumorgewicht signifikant zu senken. Die mittlere Konzentration von 2%
verfehlte die Signifikanzschwelle knapp (p=0,059), zeigte jedoch einen guten Trend (Abb.
13).
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Abb. 13: Das Gesamttumorgewicht nach i.p.(links) und i.v Therapie (rechts) in Gramm.
Bei der i.p. Applikation zeigte sich in allen Dosierungen eine signifikante Reduktion der
Tumorlast durch Taurolidin (1% (p=0,003), 2% (p=0,009) und 3% (p=0,003). In der i.v.
Therapiegruppe verminderten lediglich die Konzentration 1% (p=0,028) von 3%
Taurolidin (p=0,003) das Tumorwachstum signifikant. Die Tumorlast verminderte sich nur

im Trend nach Therapie mit (p=0,059) Losung von Taurolidin.
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4.2.4 Die Anzahl der Metastasen

Die Anzahl der Metastasen wurde nur durch die intraperitoneale Applikation der h6heren
Konzentrationen von Taurolidin, 2% (p=0,001) und 3% (p=0,001), signifikant reduziert.
Die niedrigste Dosierung von 1% Taurolidin reduzierte die Metastasenanzahl nicht
signifikant (p=0,63) (Abb. 14). Vergleichbar mit dem intraperitonealen Tumorgewicht,
verminderte nur die intravendse Therapie mit Taurolidin 3% die Metastasenanzahl
signifikant (p=0,007) gegenuber der Kontrollgruppe. Die 1%ige (p=0,772) und 2%ige
Losung (p=0,293) hatten keinen Einfluss auf die Reduktion der Anzahl von Metastasen
(Abb. 14).
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Abb. 14: Anzahl der Metastasen nach i.p (links) und i.v. Therapie (rechts). Es zeigt sich,
dass bei i.p. Applikation nur die niedrigste Konzentration von 1%igen Taurolidin (p=0,63)
keinen Einfluss hatte. Die hoheren Konzentrationen von 2% (p=0,001) und 3% (p=0,001)
Taurolidin verminderten die Metastasenanzahl signifikant. Nur nach intravenoser
Therapie mit 3% Taurolidin waren die Metastasen signifikant reduziert (p=0,007). Die

Konzentrationen von 1% (p=0,772) und 2% Taurolidin (p=0,293) hatten keinen Einfluss.
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4.2.5 Das Korpergewicht der Tiere

Das Korpergewicht der Tiere war in keiner der Gruppen von intraperitoneal appliziertem
Taurolidin, 1% (p=0,082), 2% (p=0,297) und 3% (p=0,367), signifikant unterschiedlich im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Ebenso war das Korpergewicht der Tiere nach intravendser
Therapie war in keiner der Gruppen signifikant unterschiedlich im Vergleich zur
Kontrollgruppe: 1% (p=0,954), 2% (p=0,14) und 3% (p=0,574). Die exakten Werte kbnnen

den Tabelle 2 und 3 entnommen werden.
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5 Diskussion

Die rasch steigende Inzidenz des malignen Melanoms weltweit stellt ein grofRes
medizinisches Problem dar. In einigen Landern handelt es sich hierbei zudem um die am
schnellsten wachsende maligne Entitat (2-4). Zwar sind in den vergangenen Jahren neue
Therapieoptionen hinzugekommen, die das Gesamtiiberleben deutlich verbessert haben,
jedoch bleibt die Prognose des metastasierten malignen Melanoms weiterhin desastros.
Diese Therapien umfassen Immune-Checkpoint Inhibitoren, zytotoxische T-Lymphozyten
Antigen 4 Antikorper sowie BRAF und MEK Inhibitoren. Trotzdem liegt die mediane
Gesamtuberlebensrate im Stadium 4 bei nur bei etwa 24 Monaten (30, 32, 33, 70, 71).
Da die Datenlage trotz allem noch recht dinn ist, wird auch weiterhin eine Therapie mit
IFNa bei hohem Metastasierungspotential empfohlen, jedoch zeichnet sich zunehmend
der Einsatz der neuen Therapieformen auch in der adjuvanten Therapie ab (28). IFNa
weist jedoch ein hohes Nebenwirkungsrisiko auf, so dass weiterhin ein Bedarf an neuen,

effektiven und auch kostengiinstigen Therapien besteht.

Taurolidin, ein Derivat der Aminosé&ure Taurin, hat in vielen praklinischen und klinischen
Studien sein Potential zur nebenwirkungsarmen Therapie verschiedenster Malignome
sowie in der septischen Chirurgie bewiesen (41). Sein anti-angiogenetisches, aber auch
pro-apoptotisches Potential scheinen hier sehr vielversprechend zu sein (48, 49, 72). Es
ist nicht abschlieRend geklart, auf welchem Prozess oder welchen Prozessen die
Wirkung von Taurolidin aufbaut. Es scheint jedoch geklart, dass neben einer Hemmung
der Proteinbiosynthese auch antiangiogenetische Effekte sowie die Induktion der
Apoptose eine Rolle spielen (40, 41, 58, 73-75).

So konnten Shrayer et. al. in einer grof3en in vitro Studie den proapoptotischen Einfluss
Taurolidins auf verschiedene Melanomzellen nachweisen (55). Sie beschrieben eine
dosis- und zeitabhangige Induktion der Apoptose mit einer Effektivitat bis zu 97%. Im
Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnten wir nur eine Apoptoserate bis etwas tUber 60%
bei einer Dosierung von 500 uM nachweisen. Dies war sowohl bei den kommerziell
erwerblichen Zelllinien MEWO und SKMEL als auch bei unseren Patientenzelllinien der
Fall. Der Unterschied ist moglicherweise in der langeren Inkubationszeit von 72 Stunden
bei einer Dosierung von 75 und 100 puM von Shrayer et. al. zu suchen, wohingegen wir
nach 12, 24 und 48 Stunden abgebrochen haben und hdhere Dosierungen gewéhlt

haben. Dartber hinaus konnten sie unterschiedliche Ansprechraten in den
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verschiedenen Zelllinien nachweisen, was weiterhin die Unterschiede erklaren mag (55).
In weiteren Studien konnten Walters et. al. einen dhnlichen Effekt auf zehn verschiedene
Osteosarkomzelllinien nachweisen (76). Auch hier wurde die maximale Konzentration
deutlich unter unserer gewahlt und lag bei 200 uM. Die Apoptose wurde jedoch qualitativ
mit Annexin-V-FITC dargestellt und somit liegen keine quantitativen Vergleichsdaten vor.
Interessant an dieser Studie ist jedoch, dass nur Zellen mit Metastasierungspotential auf
Taurolidin ansprachen und gesunde Knochenzellen nichtim Wachstum beeinflusst waren
(76). Ahnliche selektive Daten auf die Zellart wurde auch bei Studien mit Zellen vom Typ
malignes Mesotheliom beschrieben (77). Darlber hinaus wurden weitere unserer
Ergebnisse bestatigt. Denn auch hier wurde eine Nekroseinduktion durch Taurolidin
beschrieben, die sich insbesondere ab einer Dosis Uber 500 uM wie in unseren Studien
herauskristallisierte und bei allen untersuchten Zelllinien vergleichbar ausfiel. Braumann
et. al. beschrieben dartiber hinaus ebenfalls eine dosisabhangige Blockade der Synthese
verschiedener Proteine. So beschrieben sie unter anderem eine Reduktion von c-Jun,
p53 und p105 nach Behandlung von Adenokarzinomzellen von Ratte und Mensch mit
dem finalen Resultat des Zelltodes. Sie schlossen aufgrund der Vielfalt der blockierten
Protein darauf, dass Taurolidin die Translation hemmt und dadurch den Zelltod initiiert
(58). Dies kann die Erklarung sein, warum der Zelltod bei geringerer Dosierung von
Taurolidin durch Apoptose und bei hoherer durch Nekrose geschieht, falls es so sein
sollte, dass breitflachig die Biosynthese blockiert wird. Unsere Studie kann das nur
deskriptiv, aber nicht kausal zeigen, jedoch haben wir die dosisabhangige Anderung des
Zelltodes, zuerst Apoptose und spater Nekrose, in vitro bei zehn verschiedenen
Melanomzelllinien beobachtet.

Die Gruppe um Sun et. al. zeigt jedoch einen anderen Mechanismus fir den
zytotoxischen Effekt durch Apoptose bei Melanomzellen (40). Auch hier wurde entgegen
unserer Studie die Dosis deutlich niedriger gewahlt. So wurden zwei murine
Melanomzelllinien, B16 4A5 und B16 F10, mit bis zu 100 pM Taurolidin fur 12 und 24
Stunden inkubiert. Die Ergebnisse zeigen Apoptoseraten um 20% bei 100 uM und 24
Stunden Inkubation und sind somit durchaus vergleichbar mit unseren Daten. Als
ursachlich wurde eine erhdohte Expression des proapoptotischen Bax Proteins
ausgemacht, wohingegen das antiapoptotische Bcl-2 Protein inhibiert wurde und so zur
Apoptoseinduktion beitrug.(40)

Durch die oben beschriebene Selektivitat von Taurolidin auf Tumorzellen in der Induktion

von Apoptose (Knochenzellen bleiben unbehelligt, aber Osteosarkomzellen werden
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apoptotisch beeinflusst) stellt sich nun die Frage nach einer moglichen Kombination mit
anderen Substanzen, um den Wirkmechanismus des Taurolidins zu verstarken oder um
Nebenwirkungen anderer Substanzen zu senken. Eschenburg et. al. untersuchten die
Wirkung Taurolidins auf das Neuroblastom als Monotherapie und in Kombination mit
Vincristin  und Doxorubicin. Auch hier wurde eine dosis- und zeitabhangige
Apoptoseinduktion gezeigt. Zudem wurde jedoch die Wirkung der Therapie mit Vincristin

und Doxorubicin potenziert (78).

In weiteren Studien wurde gezeigt, dass Taurolidin selbstandig Zytokinmodulationen
hervorrufen kann. So wurde gezeigt, dass Taurolidin die Produktion Interleukin-1-beta
(IL-1b) blockiert und eine negative Wechselwirkung mit TNFo aufweist (79, 80). Unter
anderem wird somit die Angiogenese von Tumoren, die durch verschiedene Zytokine
positiv beeinflusst wird, gehemmt. Dies ist insbesondere von Bedeutung, da selbige nicht
nur fur den Wachstum des Primarius, aber auch fur die Metastasierung verantwortlich ist
(81-85). TNFa spielt eine aul3erst ambivalente Rolle, die sowohl als anti- als auch als
protumoral beschrieben werden muss (86). Harald Wajant beschreibt es als ein Zytokin
mit nahezu allumfassender Rolle, das ,je nach zellularem Kontext diverse Effekte wie
Apoptose, Nekrose, Angiogenese, Aktivierung von Immunzellen, Zellmigration und
anderes® hervorrufen kann (86). Dies bedeutet auch, dass immunomodulierende Effekte

wie Uber Taurolidin berichtet, potenzierende Wirkung haben kann (80).

Insofern war es auch ein Teil unserer Experimente, zu sehen, ob eine
Wirkungsverstarkung von Taurolidin mit verschiedenen Zytokinen erreicht werden kann.
Taurolidin wurde in vitro mit verschiedenen Zytokinen kombiniert: IFNa, das in der
adjuvanten Therapie des Melanoms angewendet wird, sowie das potentiell auf Tumore
wachstumsfordernde TNFa. Interessanterweise konnten wir eine verstarkte Wirkung von
Taurolidin - mit IFNa nachweisen. Dieser Effekt konnte klinisch zwei positive
Auswirkungen haben. Zum einen konnte die eher schlechte Wirksamkeit der IFNa
Monotherapie durch eine weitere Substanz verbessert werden. Zum anderen kdnnte ggf.
die hohe Nebenwirkungsrate des IFNa durch eine Dosisreduktion vermindert werden.
Eine ahnliche Fragestellung wird von O’Brien et. al. aufgeworfen, die Taurolidin mit
Interleukin-2 (IL-2) in einer klinischen Studie angewandt haben (60). Sie beschrieben in

einer Patientenkohorte von 11 Patienten eine deutlich verbesserte Vertraglichkeit von IL-
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2 durch die Kombination mit Taurolidin ohne Wirkungsverlust, was eine massive
Verbesserung der Versorgung darstellt. Es gilt somit zu prifen, ob ein solcher Effekt der
optimierten Vertraglichkeit auch bei anderen Zytokinen, wie zum Beispiel dem hier
getesteten IFNo auftritt, da selbiges in einer Monotherapie haufig durch toxische
Nebenwirkungen in der Dosierung limitiert werden muss (87, 88). Ob und in wie weit
Taurolidin auch bei neueren Therapien wie zytotoxische T-Lymphozyten Antigen 4
Antikorper sowie BRAF und MEK Inhibitoren eine Optimierung der Nebenwirkung
erzeugen kann, ist reine Spekulation. Jedoch erscheint insbesondere ein Verhindern der
durch die monoklonalen Antikérper potentiell induzierten Autoimmunerkrankungen
sinnvoll zu sein (89). Dies erscheint durch die von Taurolidin reduzierte Produktion
verschiedener Zytokine durchaus maoglich (80). Eine multizentrische klinische Studie hat
festgestellt, dass Taurolidin das auf Malignomzellen stimulierende Interleukin-1-beta (IL-
1B), Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-10 (IL-10) in der Peritonealflissigkeit reduziert.
Es wurde postuliert, dass dieser Effekt moglicherweise den antitumorésen Effekt nach
abdomineller Lavage mit Taurolidin erklart (59). Darliber hinaus ist es jedoch auch
maoglich, dass die Blockade verschiedener Zytokine auch die Haufigkeit von
Autoimmunreaktionen, auch induziert durch Checkpointinhibitoren, vermindern kénnte,
da insbesondere Typ 1 Interferone an der Ausbildung von Autoimmunerkrankungen
beteiligt sind (90, 91). Versuche Therapien zu optimieren und Nebenwirkungen zu
senken, wurden unter anderem durch die Kombination von IFNa und zytotoxischen T-
Lymphozyten Antigen 4 Antikdrpern evaluiert. Eine Studie von Rafique et. al. hat hier
erste Erfolge beschrieben, die durchaus als Hinweis von Uberlegenheit von
Kombinationstherapien zu bewerten sind (92).

In unserer in vitro Studie konnten wir ebenfalls eine deutliche Verstarkung der Wirkung
von Taurolidin durch die Kombination mit IFNa aufzeigen (Abb. 6 und 7).
Interessanterweise wurden die prozentualen Anteile von Apoptose und Nekrose kaum
beeinflusst (Abb. 9 und 10). Die Kombination mit dem potentiell auf Tumore
wachstumsfordernden TNFa zeigte keine oder kaum eine Veranderung der Wirksamkeit.
Dies kann durch den fehlenden Einfluss von TNFa stimulierten Immunzellen erklart
werden. Dies war jedoch nicht Ziel unserer Untersuchungen kdnnte aber durchaus eine

weitere interessante Fragestellung sein.
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Taurolidin hat somit auf die verschiedensten Malignomzellen antiproliferative Effekte
gezeigt — sowohl Karzinomzellen als auch Zellen mesenchymalen Ursprungs wurden im
Wachstum in vitro beeintrachtigt und normale Zellen, wie die oben beschriebenen
Knochenzellen, nicht beeinflusst. Ahnliche Effekte beschrieben Luckert et. al. Hier
wurden Neuroblastomzellen und Endothelzellen der Vena umbilicalis mit Taurolidin
versetzt. Es zeigte sich auch hier, dass die malignen Zellen signifikant starker sensitiv
auf die Therapie mit Taurolidin reagierten (93). Diese Ergebnisse kdnnen als positiv
hinsichtlich weniger starker Nebenwirkung verglichen mit Standardchemotherapien
gewertet werden.

Unsere in vitro Ergebnisse sind komplex und vielversprechend. Sie sind motivierend fur
weitere Studien in der Melanomtherapie, allein und mit IFNoa, um moglicherweise

Wirkungen zu verstarken und Nebenwirkungen zu vermindern.

Es stellte sich nun jedoch die Frage, ob die in vitro Ergebnisse auch in vivo Ubertragen
werden kénnen. Es war daher die naheliegende Konsequenz die Wirkung von Taurolidin
auf das maligne Melanom in vivo im Tiermodell zu untersuchen. Da Costa et. la.
beschrieben bereits 2001 eine gute Wirksamkeit gegen B16 Melanomzellen, die auch in
unserem Experiment verwendet wurden (94). In der Studie von Da Costa et al wurde eine
Metastasierung durch direkte intravendse Injektion in die Schwanzvene sowie in die Milz
simuliert. Die Therapie mit Taurolidin 100 mg/k KG wurde unmittelbar nach
Tumorzellimplantation sowie nach einer, funf und 24 Stunden intraperitoneal
durchgefuhrt. Durch die Applikation der Tumorzellen kam es zu einer hepatischen und
pulmonalen Metastasierung, dies sind auch bei dem malignen Melanom die haufigsten
Metastasierungsorte. Die Anzahl hepatischer Metastasen wurde signifikant reduziert Die
pulmonalen Lasionen waren stark aber nicht signifikant reduziert (94). Verglichen mit
unseren Ergebnissen, die bereits 2007 publiziert, entspricht die Dosierung unserer
niedrigsten von 1% Taurolidin (67).

Die Ergebnisse waren vergleichbar, obwohl zwei Hauptunterschiede bestanden. Da
Costa et. al. injizierten Taurolidin viermal intraperitoneal, wohingegen hier zweimal taglich
Uber den Zeitraum von sieben Tagen therapiert wurde. Zudem erlaubten wir unseren
Zellen eine Woche zur Adharenz, um der Situation eines fortgeschrittenen Melamons
Rechnung zu tragen, wohingegen Da Costa et. al. priméar sich in Suspension befindliche
und verteilende Zellen therapierten. Da im klinischen Alltag eine i.p. Applikation beim

Melanom nicht praktikabel ist, wurde in unserem Versuchsaufbau eine i.v. Applikation
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gewahlt. Die intraventse Therapie wurde mit vier Bolusinjektion Utber sieben Tage
durchgefiihrt. Zudem begannen unsere Studie eine Woche nach Tumorzellimplantation
in die Nackenfalte und in die Milz. Dies wurde so gewahlt, dass die Zellen Zeit hatten zu
adharieren und gegebenenfalls ein Gefal3netz aufzubauen. Der unterschiedliche Ansatz
ist mit den verschiedenen Zielen zu erklaren. Da Costa et. al. wollten die
Tumorzellstreuung intraoperativ simulieren, wohingegen wir den Ansatz einer Therapie
solider Tumor verfolgten. Trotzdem waren die Ergebnisse vergleichbar und auch unsere
viermalige Bolusinjektion reduzierte das Tumorgewicht signifikant. Die intraperitoneale
Therapie hatte unserer Studie bessere Ergebnisse in der Verminderung der lokalen,
intraabdominellen L&asionen, wohingegen die systemische intravendse Therapie den
subkutanen ,Ferntumor® starker reduzierte. In weiteren Studien wird zu klaren sein,
inwieweit eine intraperitoneale Gabe von Taurolidin den Wirkstoff systemisch verfugbar
macht und wie die systemischen Konzentrationen der verschiedenen Applikationsarten
zu vergleich sind, um die Ergebnisse besser zu interpretieren. Die oben bereits
beschriebene Studie von Sun et. al. hat nicht nur versucht die Wirkweise von Taurolidin
zu evaluieren, sondern auch die Wirkung in vivo in einem murinen Melanommodell
evaluiert.(40) Hier wurden C57/BL6 Mause, die auch in unserer Studie verwendetet
wurde, fur sieben aufeinanderfolgende Tage mit einer einmal taglichen Bolusinjektion von
5, 10, 15 und 20 mg Taurolidin behandelt, um die potentielle Toxizitat zu untersuchen.
Diese wurde anhand des Gewichtes der Tiere festgemacht. Dosen bis 15 mg pro Maus
galten als gut vertraglich und zeigten einen Gewichtsverlust von weniger als 10 %. Die
Ergebnisse sind schwer mit unseren zu vergleichen, da wir die Tiere intraperitoneal
zweimal taglich behandelten und so der Stress der Tiere grol3er war. Trotzdem zeigte
sich in unserer Studie kein relevanter Verlust des Gewichtes zwischen den Dosierungen
Therapiegruppen und im Vergleich zum Ausgangsgewicht (siehe 4.25). Die von einigen
Autoren beschriebene potentiell vorhandene Hepatotoxizitat bei sehr hohen Dosierungen
konnten wir in unserer Studie nicht sehen (95). Diese ginge laut Arlt et. al. mit
morphologischen Veranderungen und Blutbildveranderungen der Leber einher. Bei der
Obduktion unserer Tiere fielen keine makroskopischen Veranderungen der Leber auf und
auch das Gewicht, wie oben beschrieben, wies keine Unterschiede zwischen den

Gruppen auf.

Des Weiteren untersuchten Sun et. al. die Wirksamkeit von Taurolidin auf das maligne

Melanom. So wurden 5 x 10° Melanomzellen der Sorte B16 4A5 subkutan in die Flanke
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der Tiere injiziert. Die Therapie wurde in einer Gruppe am Tag der Injektion mit einer
Dosis von 15 mg pro Maus fir 14 Tage an alternierenden Tagen begonnen. In der zweiten
Gruppe wurde nach sieben Tagen mit dem gleichen Therapieschema begonnen. Drei
Wochen nach Therapiebeginn wurden die Tiere obduziert. Es zeigte sich, dass ein
Beginn der intraperitonealen Bolus-Therapie am Tage der Injektion der Tumorzellen hoch
effektiv. war. So wurde in dieser Gruppe ein um mehr als die Halfte geringeres
Tumorwachstum beschrieben, was als signifikant berechnet wurde (p<0,05). Die
verspatete Initiierung der Therapie reduzierte ebenfalls signifikant das Wachstum des
subkutanen Tumors (p<0,005), jedoch weniger intensiv als der sofortige Therapiebeginn.
Es zeigt sich also, dass die Ergebnisse auch wenn nur bedingt vergleichbar, denen
unserer Studie sehr &hneln. Zum einen haben wir eine deutliche h6here Tumorzelllast in
unseren Studien induziert. Dartiber hinaus gab es in unserem Modell zwei
Tumorlokalisationen — subkutan und die sehr immunologisch aktive Abdominalhdhle.
Zum anderen wurden die Tiere zweimal taglich intraperitoneal oder viermal intravents
behandelt. Die Ergebnisse sind jedoch sehr vielversprechend, da sich zeigt, dass trotz
sehr verschiedener Modelle ein signifikanter antitumoraler Effekt erzielt werden kann.(40,
67, 94) Wir haben in unserer Studie einen signifikanten Effekt auf die Reduktion des
subkutanen und intraperitonealen Tumorwachstums nach Therapie mit der hochsten
Konzentration von 3% Taurolidin gezeigt. Es ist jedoch anzumerken, dass die 2%ige
Losung Taurolidins aufgrund des weniger toxischen Eigenschaften zu bevorzugen ist.
Auch diese Dosierung hat das Tumorwachstum reduziert und insbesondere auf das
subkutane Wachstum nach intraperitonealer Therapie den starksten und signifikanten
Effekt gehabt. Wir konnten feststellen, dass die intraperitoneale Applikation den starksten
Effekt auf das lokale Tumorwachstum in der Bauchhéhle aufwies, jedoch die intravenése
Applikation, den Ferntumor starker beeinflusste. Wir sehen dies als Zeichen fur die
verminderte Bioverfligbarkeitim gesamten System der Maus nach intraperitonealer Gabe
gegenuber der systemischen intravendsen Applikation. Der starkere Effekt auf die
intraabdominellen Tumore nach intraperitonealer Gabe ist klar durch die nahezu schon
in vitro &hnlichen Bedingungen in der geschlossenen Hohle zu erklaren, da dort ein klarer
Zell-Substanz-Kontakt gewahrleistet wird. Des Weiteren sind unsere Ergebnisse
konsistent mit den Resultaten von Shrayer et. al., die wie bereits oben beschrieben den
Effekt auf adharente und schwimmende Melanomzellen untersucht hatten.(55) Dies ist
letztlich, wie oben angemerkt, vergleichbar mit nicht-adharenten Zellen in der Bauchhdéhle

wie sie in unserem Modell vorkommen mussten. Dies ist insbesondere von Interesse, da
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die es oft zu einer Tumorzellstreuung nach intraoperativ kommt. So ist Taurolidin
zumindest als topische Spullésung ein Kandidat fir die Melanomchirurgie. Dartber
hinaus deuten die Studien von Da Costa et. Al. und O’Brien et. al. auf einen positiven
immunomodulatorischen Effekt hin, um das Uberbordende Immunsystem perioperativ
oder durch zytokinbasierte Chemotherapie zu optimieren.(60, 94) Unsere in vitro Daten
zeigen zudem, dass eine Kombination mit IFNa eine gute Kombination fur die Therapie
des Melanoms sein kann. Genauere Daten mussen in Tierstudien erworben werden. Die
modernen Therapien wie zytotoxische T-Lymphozyten Antigen 4 Antikorper sowie BRAF
und MEK Inhibitoren haben die Resultate und die Nebenwirkungen der Therapie des
fortgeschrittenen Melanoms verbessert. Es erscheint jedoch weiterhin sinnvoll
Kombinationstherapien, zum Beispiel mit Taurolidin zu erproben, um die

Nebenwirkungen weiter zu senken und so die Lebensqualitat der Patienten zu erh6éhen.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Taurolidin ist eine apoptoseinduzierende, nebenwirkungsarme Substanz, die das
Wachstum verschiedener Malignomzellen in vitro und auch in vivo vermindert. In unserer
Studie konnten wir zeigen, dass dies auch auf das Wachstum verschiedener
Melanomzelllinien zutrifft. Es zeigte sich ebenso, dass Taurolidin eine dosisabhangige
Induktion der Apoptose erreichen kann. Eine Kombination mit Zytokinen, hier
vornehmlich IFNa, erscheint sinnvoll, da eine prozentuale Verstarkung des zytotoxischen
Effektes erreich wurde. Die Kombination mit TNFa erschien zumindest in vitro als nicht
supportiv. In den angeschlossenen Tierstudien konnte eine konzentrationsabhangige
Reduktion des Tumorgesamtgewichtes und der Anzahl der Metastasen erreicht werden,
bei subjektiv geringen Nebenwirkungen. Es gab jedoch Unterschiede zwischen der
intraperitonealen und der intravendsen Applikation. Die topische intraperitoenale
Therapie hatte einen starken Einfluss auf die intraabdominell induzierte Tumorlast, zeigte
jedoch reduzierten Einfluss auf den als Fernmetastase agierenden subkutanen Tumor.
Entgegengesetzt wirkte die intravendse Bolustherapie verstarkt auf den subkutanen, aber
abgeschwécht auf das intraperitoneale Tumorwachstum. Die Anzahl der Metastasen war
in beiden Gruppen signifikant reduziert. Diese Ergebnisse kénnen als Hinweis auf
unterschiedliche Bioverfuigbarkeit von Taurolidin gewertet werden.

Weitere, optimierte Studien sind notwendig, um die Wirksamkeit von Taurolidin zu
optimieren. Es erscheint dartuber hinaus sinnvoll verstarkt Kombinationstherapien mit
IFNa, aber auch mit neueren Substanzen wie zytotoxische T-Lymphozyten Antigen 4

Antikorper sowie BRAF und MEK Inhibitoren zu erproben.
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