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1. Zusammenfassung

Neue antiangiogene Wirkstoffe konnten in Zukunft bei der Therapie von

gastrointestinalen Karzinomen von elementarer Bedeutung sein.

Taurolidin ist eine antineoplastische Substanz, welche an {iber 30 Tumorzelllinien in vitro
eine  Wachstumshemmung bewirkt. Es hemmt zusdtzlich die Freisetzung
tumorproliferativer Interleukine (TNFalpha und IL-1beta) aus Makrophagen. Der
Mechanismus, der zur Inhibition des Tumorwachstums fiihrt, war zu Beginn der
Experimente noch nicht bekannt und daher das Ziel eigener molekularbiologischer,

tierexperimenteller und klinischer Forschungen.

In ersten in vitro Experimenten wurde an Zellen eines malignen Melanoms eine
vergleichbar hohe Apoptoserate gegeniiber einer iiblichen Interleukin- oder
Interferontherapie gemessen. EXx vivo Untersuchungen an Zellverbinden von
Melanompatienten zeigten sogar eine hohere Empfindlichkeit gegeniiber Taurolidin. In
molekularbiologischen Studien wurde unter Verwendung klinisch relevanter Dosierungen
der spezifische Feinmechanismus untersucht. Taurolidin fiihrte zur Reduktion
intrazelluldrer Proteinspiegel von Zellzyklusregulatoren und Transkriptionsfaktoren. Der
Signalosom/Proteasom Komplex, welcher intrazelluldre Interaktionen reguliert, sowie der
Transkriptionsprozess wurden hierbei jedoch unwesentlich beeintrachtigt. Unsere
Experimente wiesen darauf hin, dass der Translationsvorgang durch Taurolidin in
humanen und Rattenkolonkarzinomzellen gehemmt wird. Hierbei wird die
Préinitiationsphase  gehemmt, welches auf eine Inhibition der ribosomalen
Komplexbildung (Dichtegradientenbestimmung) schlieBen ldsst. Damit wird die
Proteinbiosynthese blockiert, was die pleiotrophe Wirksamkeit erkldren konnte. Die
Mechanismen konnten sogar fiir Pro- und Eukaryonten &hnlich sein, da die endogene
Proteinexpression bei Bakterien (E. coli) ebenfalls verhindert wurde. Unsere Daten lie3en
die Schlussfolgerung zu, dass Taurolidin einen malgeblichen Schritt in einer frithen
Translationsphase hemmt. Dadurch werden proangiogene Wachstumsfaktoren wie VEGF

und TNFa nicht mehr synthetisiert.

Fortfilhrende tierexperimentelle Untersuchungen wiesen nach, dass einmalige
intraperitoneale Applikationen das intra- und extraperitoneale Tumorwachstum bei der
Ratte hemmen. Unabhéngig von der Operationsmethode (Insufflation mit Kohlendioxid
oder Laparotomie) fiihrte der direkte Kontakt des Taurolidin mit Tumorzellen zu einem

stirkeren antineoplastischen Effekt als eine einmalige intravendse Behandlung. Léngere
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Behandlungszeitriume  und  Dosissteigerungen  flihrten zu  ausgeprigteren
Tumorreduktionen bei der Ratte. Hierbei wurden Anderungen der Respirationstiefe
beobachtet, welche durch langsamere Applikation vermieden werden konnten. Die
Hamatopoese wurde nicht beeintrachtigt. Daher wurde in weiteren Tierstudien der
Einfluss intravendser und intraperitonealer Dosissteigerungen auf das Wachstum
fortgeschrittener Kolonkarzinome untersucht. Es fand sich eine antineoplastische
Dosisabhingigkeit. Zum Ausschluss von Zellschdadigungen der Hauptstoffwechselorgane
Leber und Niere wurden pathohistochemische Untersuchungen durchgefiihrt. Die
Hochdosistherapie fiihrte zu keinen nachweisbaren Verdnderungen mikroskopischer

Organstrukturen.

Folgend wurde in einer klinischen, prospektiv randomisierten Multizenterstudie der
Effekt einer intraoperativen, intraperitonealen Instillation von 0,5 % Taurolidin versus
einer 0,25 % PVP-Jod-Spiilung nach kurativen Resektionen von Kolon-, Magen- und
Pankreaskarzinomen untersucht. Der Anstieg des zellstimulierenden Interleukin-1p wurde
gegeniiber PVP-Jod deutlich reduziert. Es wurden keine relevanten Nebenwirkungen
festgestellt. Die Ergebnisse zeigten, dass die intraperitoneale Applikation von Taurolidin
bei der Pravention von Lokalrezidiven und Metastasen in der onkologischen Chirurgie
sinnvoll sein konnte — diese ist jedoch kostenintensiver. Daher wurde eine prospektiv
randomisierte Multizenterstudie begonnen, welche beim kurablen kolorektalen Karzinom
die Rate von Metastasen und Lokalrezidiven nach intraoperativer Instillation mit

Taurolidin (2 %) versus einer iiblichen Bauchspiilung (0,9 % NaCl) vergleichen soll.

Eine intravenose Kombinationstherapie von bisher schlecht behandelbaren
Tumorentitdten ist ebenfalls denkbar. Eine intravendse Behandlung mit 2 %igem
Taurolidin wird derzeit an unserer Klinik im Rahmen einer Phase I1I-Studie beim Magen-
/Pankreaskarzinomrezidiv durchgefiihrt. Die gewichtskorrelierte, zentralvendse Injektion
fiihrte zu keinen relevanten, klinischen oder laborchemischen Nebenwirkungen (300
mg/kg Kilogramm/Tag). Bei Magenkarzinomrezidiven konnte bei 3/24 Patienten eine
Tumorverkleinerung, ein ,,stable disease* (konstantes CT-morphologisches Bild) und eine
vollstindige Remission beobachtet werden. Neben einer Monotherapie kdnnte einer
Kombinationstherapie mit anderen antineoplastisch wirksamen Medikamenten eine
entscheidende Rolle zukommen, um mogliche Synergieeffekte mit bewihrten

Chemotherapeutika zu nutzen und Nebenwirkungen zu reduzieren.



2. Einleitung

Die chirurgische Resektion maligner abdominaler Tumoren kann zu lokaler oder
systemischer Dissemination von vitalen Tumorzellen fiihren. Neben lokoregionidren
Rezidiven scheint die Implantation von Tumorzellen in Wundbereichen fiir das Auftreten
von Fernmetastasen eine Rolle zu spielen. Die Untersuchung der Prozesse, die fiir eine
Metastasierung verantwortlich sind, ist Gegenstand zahlreicher aktueller Studien [1-4].
Die Tumorzellkonglomerate befinden sich oft lokoregional und im Bereich der Subkutis
[5-8]. Damit ist der Chirurg trotz Einhaltung onkologischer Resektionskriterien sowohl in
der laparoskopischen als auch in der konventionellen Chirurgie ein wesentlicher
Einflussfaktor [9]. Die alleinige Existenz maligner Zellen in der Abdominalhdhle fiihrt

jedoch noch nicht zu einem Tumorwachstum oder gar einer Peritonealkarzinose [10;11].

Der Prozess der Angiogenese wird hierfiir mit verantwortlich gemacht. Die Regulation
erfolgt unter anderem durch Interleukin-1beta (IL-1B) und Tumor Nekrose Faktor alpha
(TNFa) [12-14], Wachstumsfaktoren oder eine gesteigerte perioperative Stressreaktion
[9;10;15;16]. Im Abdomen kann die Verletzung der Peritonealoberfliche zu einer lokal
vermehrten Adhédrenz von Tumorzellen fithren und konsekutiv als Inzisionsmetastase
klinische Relevanz erlangen [17]. Die Wahrscheinlichkeit von Inzisionsmetastasen

korreliert jedoch nicht mit der Wundgrof3e und ist daher multifaktoriell bedingt [6;9].

Ein potentes wachstumsstimulierendes Zytokin ist IL-1f, welches sowohl in Monozyten
als auch in Peritonealmakrophagen synthetisiert wird [18-20]. IL-1B konnte einen
direkten Einfluss auf vitale abdominale Tumorzellen haben und perioperativ aufgrund
hoher lokaler Zytokinspiegel das Wachstum exzessiv stimulieren [13]. Therapeutisch
wire eine Suppression der Zytokinproduktion oder eine Neutralisierung der bereits
exprimierten Zytokine denkbar. Viele Tumorzelllinien produzieren TNFa, welches in
einem komplexen autokrinen Prozess die Tumorzelle erneut beeinflusst [21]. TNFa
aktiviert den Nuclear factor-kappaB (NF-xB) und verhindert Apoptose [22]. In
Tumorzellen schiitzen hohere Proteinkonzentrationen von NF-kB vor Apoptose, wodurch
das Zellwachstum gefordert wird [22-24]. Folglich stimuliert TNFa die
Tumorangiogenese, einen essentiellen Schritt in der Metastasenbildung [12]. Aufgrund
der bedeutungsvollen molekularbiologischen Effekte sollte in gesonderten Experimenten

die Assoziation von Transkriptionsfaktoren und Zellzyklusregulatoren untersucht werden.



Eine Substanz, welche antineoplastisch wirkt und die Produktion von IL-1f signifikant
vermindert, ist Taurolidin. Es ist ein Produkt der Aminosidure Taurin. In mehreren
tierexperimentellen Studien wurden bei zahlreichen Tumorentititen antineoplastische
Effekte ohne relevante klinische Nebenwirkungen nachgewiesen [19;25;26]. Taurolidin
schien daher eine interessante Behandlungsoption zu sein [19;27;28]. Der
Pathomechanismus, der zu einer Suppression des Wachstums von Tumorzellen fiihrt, war
bisher noch nicht vollstindig geklart. Denkbar schien zundchst, dass sich die
Mechanismen bei Eukaryonten und bei Prokaryonten gleichen konnten. Moglich war
entweder, dass eine intraperitoneale Wachstumshemmung durch direkten Kontakt mit den
Tumorzellen erzielt wird oder eine Verminderung der Synthese von Interleukinen, also
indirekt resultiert. Die Besonderheit der neuartigen antineoplastischen Behandlung mit
Taurolidin schien gerade in den unterschiedlichen Wirkungsmechanismen zu liegen,
welche  unabhingig von der zugrundeliegenden Tumorentitit zu  einer
Wachstumssuppression der Tumorzellen beziehungsweise von Metastasen fiihren [14;29-
51]. Es war durchaus denkbar, dass Taurolidin selbst bei lokaler Applikation
hauptsdchlich systemisch wirkt und hierdurch das Tumorwachstum gehemmt wird. Die
Pharmakokinetik war bekannt und wurde sowohl im Tierversuch als auch beim Menschen
iiberpriift [52-54]. Es lagen Daten vor, welche nach intravenoser Applikation zytotoxisch
wirksamer Plasmakonzentrationen wenig unerwiinschte Wirkungen beschrieben [19]. Es

blieb demzufolge unklar, ob Taurolidin einen Tumorprogress verhindern kann.

Durch die Entwicklung neuer chirurgischer Instrumente und Operationstechniken werden
nun auch onkologische Patienten neben offenen Resektionen laparoskopisch operiert
[9;16;55]. Es war aber durchaus denkbar, dass das bei Laparoskopien oft verwendete
Insufflationsgas Kohlendioxid stimulierende Effekte auf das Tumorwachstum haben
konnte. Der Einfluss des intraabdominellen Milieus (Azidose durch Kohlendioxid) auf die

Wirksamkeit antineoplastischer Substanzen ist jedoch weiterhin ungeklart [26;41;56-58].

Die Einfliisse wurden beispielhaft anhand von Taurolidin analysiert. Die intrazelluldren
Wirkmechanismen von strukturanalogen Substanzen werden derzeit erforscht, um die
zytotoxische Wirksamkeit zu erhohen, Behandlungsspektren zu erweitern sowie

Nebenwirkungen und Kosten zu reduzieren.

Basierend auf den experimentellen und klinischen Daten sollen neue antiangiogene

Substanzen identifiziert und eingesetzt werden.
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4. Studienergebnisse

4.1. Antineoplastische Effekte von Taurolidin und Heparin bei der
offenen Behandlung eines disseminierten Kolonkarzinoms. Ein
Rattenmodell

Braumann C, Ordemann J, Kilian M, Wenger FA, Jacobi CA

Hintergrund: Fiir disseminierende und vitale Kolonkarzinomzellen lagen bisher keine
tierexperimentellen Daten vor. Taurolidin und Heparin stellten aufgrund der vorliegenden
Daten eine interessante Therapieoption dar. Von groflerer Bedeutung fiir die Suppression
von lokalen Rezidiven konnte die direkte Wirkung der Substanzen auf
Peritonealmakrophagen sein, da diese fiir die intraperitoneale unspezifisch-zelluldre
Abwehr (IL-1B). Da IL-1pB ein Wachstum stimuliert, war unklar, ob dieser Effekt auf das
intraperitoneale oder subkutane Tumorwachstum messbar ist oder in Umkehrung durch
den Einsatz der Substanzen inhibiert werden konnte.

Methodik: Daher wurden in einem Rattenmodell 10* syngenetische Adenokarzinomzellen
nach medianer Laparotomie intraperitoneal und am Riicken der Tiere (n=105; 7 Gruppen)
subkutan appliziert. Es sollte untersucht werden, ob bereits geringe Dosen einmaliger
intraperitonealer oder intravendser Kombinationen von Taurolidin/Heparin oder die
alleinige Behandlung mit Taurolidin das Tumorwachstum beeinflusst. Die Kontrollgruppe
wurde mit Ringerlosung behandelt. Nach 28 Tagen erfolgte die Bestimmung des
Tumorwachstums in den einzelnen Kompartimenten.

Ergebnisse: Das intraperitoneale Tumorwachstum wurde durch eine lokale Therapie mit
Taurolidin deutlich reduziert (Taurolidin Median 7,0 mg, p=0,05) und durch Heparin
inhibiert (Taurolidin/Heparin 0,0 mg; p=0,02; Kontrollgruppe 185 mg). Die intravendse
Applikation hatte keinen messbaren Einfluss auf das intraperitoneale Tumorwachstum.
Die in der Literatur mehrfach beschriebenen Metastasen im Bereich der Wunde wurden
nicht beobachtet. Das subkutane Tumorwachstum wurde jedoch durch keine
Behandlungsform beeinflusst. Die Applikation der Substanzen fiihrte zu keinen
Anderungen der peripheren Leukozytenwerte.

Zusammenfassung: Taurolidin oder die Kombination mit Heparin wirken bei der Ratte

intraperitoneal antineoplastisch.



PMID: 14524527
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4.2. Tumorwachstum nach Behandlung mit Taurolidin und Heparin
unter den Bedingungen eines Pneumoperitoneums mit Kohlendioxid bei

der Ratte
Braumann C, Ordemann J, Wildbrett P, Jacobi CA

Hintergrund: Der Pathomechanismus bei der Entstehung von Trokarmetastasen nach
laparoskopischen Resektionen maligner Tumoren ist noch nicht eindeutig gekldrt und
daher Gegenstand neuerer klinischer und experimenteller Forschungen. Bisher existiert

kein Standard zur Pravention von Trokarmetastasen.

Methodik: Es wurden 105 Ratten laparoskopiert (Kohlendioxid). Es wurden 10*
Adenokarzinomzellen des Kolons (DHD/K12/TRb) subkutan (sc) und intraperitoneal (ip)
injiziert und der Einfluss von Taurolidin oder Taurolidin/Heparin auf das sc und ip
Tumorwachstum untersucht. Die Tiere wurden in sieben Gruppen randomisiert (n=15).
Ein Pneumoperitoneum mit 8§ mmHg wurde iiber 30 Minuten angelegt. Drei
Trokarinzisionen wurden bendtigt: median fiir das Endoskop; im linken und rechten
Unterbauch fiir die Arbeitstrokare. Es erfolgten ip, intravendse (iv) oder kombinierte
(ipiv) Applikationen. Die Anzahl und das Gewicht der Tumore wurden 28 Tage nach der
Intervention bestimmt. Es erfolgten perioperativ 5 peripher vendse Blutentnahmen, um

Auswirkungen auf die Leukopoese zu untersuchen.

Ergebnisse: Nach ip Behandlung wurde das lokale Tumorgewicht durch Taurolidin
(Median 7mg) und Taurolin/Heparin (Omg) versus der Kontrollgruppe (isotones
Kochsalz; 52mg) signifikant reduziert (p=0,001). Im Gegensatz dazu wurden keine
Effekte auf das subkutane Tumorgewicht festgestellt (p=0,4). Tumorwachstum an den
ehemaligen Trokarinzisionen konnte nach ip und ipiv Applikation im Vergleich zur
Kontrollgruppe reduziert werden. FEine Leukopenie wurde ausschlieBlich am

Operationstag in allen Gruppen festgestellt.

Zusammenfassung: Die ip Behandlung mit Taurolidin oder Taurolidin/Heparin reduziert
das ip Tumorwachstum und die Rate an Trokarmetastasen. Weder die ip noch die iv
Applikation beeinflussten das subkutane Tumorwachstum. Eine kurzzeitige Leukopenie
wurde hauptséchlich durch Reduktion der Lymphozytenzahlen bewirkt und wird nicht

durch die Therapeutika induziert.
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4.3. Dosissteigerung bei Bolusinjektion oder Langzeitbehandlung mit

Taurolidin auf das Tumorwachstum. Ein Rattenmodell
Braumann, C., Schoenbeck, M., Menenakos, C., Kilian, M., Jacobi, C.A.

Hintergrund: Lokale Therapien mit Taurolidin kdnnen zu intraperitonealen (ip)
Tumorsuppressionen bei Ratten fithren. Eine einmalige intravendse (iv) Behandlung hatte
jedoch keinen antineoplastischen Effekt. Deshalb sollten Langzeitbehandlungen und
Dosissteigerungen Auskunft dariiber geben, ob antineoplastische Effekte resultieren.
Inkrine VEGF- und TNFalpha Level beeinflussen parallel das Tumorwachstum. Die

Synthese sollte bei Adenokarzinomzellen des Kolons in vitro bestimmt werden.

Methodik: DHD/K12/TRb Zellen wurden mit verschiedenen Dosierungen in vitro
behandelt und die Interleukinspiegel im Uberstand photometrisch mittels ELISA
bestimmt.

Zu Beginn der Operation wurden 10* Adenokarzinomzellen des Kolon (DHD/K12/TRb)
subkutan (sc) am Riicken der Tiere appliziert. Es erfolgte eine Randomisierung (n=80,
BD IX Ratten) in acht Gruppen, welche median laparotomiert wurden. Am Ende der
30miniitigen Operation wurde entweder eine Bolustherapie oder eine Langzeitbehandlung
(7 Tage) durchgefiihrt: Ringer (Kontrollgruppe) versus 1%, 2% oder 3% Taurolidin. Fiir
die Langzeitbehandlung wurden Port-Systeme in die rechte V. jugularis interna platziert,
tiber die dreimal tdglich Kurzinfusionen erfolgten. Die Effekte auf Tumorgewicht,

Tiergewicht, Leukopoese sowie unerwiinschte Wirkungen wurden analysiert.

Ergebnisse: Tumorzellen stellen nach Kontakt mit geringen Dosen von Taurolidin die
VEGF und TNFalpha Sekretionen sofort ein. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion
der Tumorformationen (p=0,04) am Riicken der Tiere. Langzeitbehandlung bewirkte ein
gering verzogertes Wachstum. Unabhingig von der Therapie und der Applikationsform
resultierte eine kurzzeitige postoperative Leukopenie, welche nach 2 Tagen auch nach
hohen Dosen kompensiert wurde. Eine Anderung der Atemfrequenz konnte auf eine zu

schnelle Infusion zuriickgefiihrt werden.

Zusammenfassung: Die tumoreigene, inkrine VEGF und TNFalpha Synthese wird durch
Taurolidin effektiv inhibiert. Nur eine intravendse Langzeittherapie mit 3% Taurolidin

inhibierte sc Tumorwachstum bei der Ratte. Die Leukopoese wird nicht beeinflusst.
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4.4. Hohe Taurolidindosen inhibieren fortgeschrittenes

Tumorwachstum. Ein Rattenexperiment
Braumann, C., Stuhldreier, B., Bobrich, E., Menenakos, C., Rogalla, S., Jacobi, C.A.

Einleitung: Die antineoplastische Wirkung von Taurolidin auf fortgeschrittene
Tumorstadien wurde noch nicht im Tierexperiment untersucht. Bislang liegen keine

tierexperimentellen Daten zur Toxizitét vor.

Methodik: Im Experiment A sollte die Toxizitét auf Leber- und Nierengewebe untersucht
werden. Zur Beurteilung der lokalen Toxizitit wurde die Vene am Applikationsort
histologisch untersucht. In einem zweiten Experiment (B) wurden bei 80 Ratten jeweils
20,000 Kolonadenokarzinomzellen (DHD/K12/TRb) intraperitoneal appliziert. Nach 28
Tagen liegen solide Tumorformationen vor. Dann wurde ein Portsystem in die rechte
Vena jugularis interna platziert. Die Tiere wurden in 8 Gruppen randomisiert und 7 Tage
(dreimal tdglich 1 ml Ringerlosung [Kontrollgruppe], 1%, 2% oder 3% Taurolidin)
intraperitoneal oder intravends behandelt. Das Tumorgewicht wurde nach weiteren 28
Tagen bestimmt. Das Differentialblutbild und das Korpergewicht wurden ebenfalls

registriert.

Ergebnisse: Die verwendeten Konzentrationen fiihrten aus pathohistologischer Sicht zu
keinen detektierbaren Effekten auf Leber, Niere oder Vena Cava superior. Die
intravendse Therapie mit 2% Taurolidin (p=0,034) und 3% Taurolidin (p=0,05) sowie die
lokale Behandlung mit 2% Taurolidin (p=0,05) wirkten antineoplastisch. Das Wachstum
der Tiere wurde nicht beeintrachtigt. Das Differentialblutbild &dnderte sich nicht. Es

wurden 3 Portinfektionen beobachtet.

Zusammenfassung: Taurolidin wirkt auf Leber, Niere, den Injektionsort oder auf die
Leukopoese bei Ratten nicht toxisch. Die intravendse 2%ige Therapie wirkt am
effektivsten im fortgeschrittenen Tumorstadium bei Ratten. Hiufige Portpunktionen

erhohen die Infektionsrate.
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4.5. Taurolidin blockiert die Proteinbiosynthese
Braumann, C., Henke, W., Jacobi, C.A., Dubiel, W.

Einleitung: Taurolidin 1ist antiseptisch und inhibiert das Wachstum vitaler,
disseminierender Tumorzellen nach chirurgischen Eingriffen am Tier. Der
molekularbiologische Mechanismus ist bisher jedoch ungekldrt. Es sollte nun an
DHD/K12/TRb Zellen der molekularbiologische Effekt und deren Auswirkungen auf

Transkriptionsfaktoren und Zellzyklusregulatoren anaylsiert werden.

Methodik und Ergebnisse: Die endogenen (intrazelluldren) Level von p53 und p27 sowie
IkappaBalpha, p105 und c-Jun werden reduziert. Hier zeigte sich eine Dosisabhingigkeit
auf die endogene Proteinexpression. Daher wurde das Transkriptions-/Translationssystem
von Eukaryonten (maligne Tumoren) mit Taurolidin untersucht. Die ICsy ist 1,4mMol und
daher fur fortfithrende iv vivo Studien interessant, weil diese ca. 1000fach unter der
antiseptischen Wirksamkeit liegt. Die Transkription wurde nicht beeintriachtigt. Jedoch
wurde die Translation vollstindig inhibiert (c-Jun oder p53 mRNA). In einer
Dichtegradientenzentrifugation wurde die Translation nun detailliert untersucht. Bei
Kontakt mit Taurolidin wurden keine ribosomalen Priinitiationskomplexe gebildet. Die

Proteinexpression von Bakterien wurde ebenfalls gehemmt.
Zusammenfassung: Es wurde daher geschlussfolgert, dass Taurolidin einen

grundlegenden Schritt in einer frilhen Phase der Translation inhibiert und damit

antineoplastische Effekte erklart werden konnten.

40



PMID: 15352034

41



42



43



44



45



46



4.6 Taurolidin inhibiert das Wachstum eines malignen Melanoms. Ein

Mausmaodell.
Braumann, C., Jacobi, C.A., Rogalla, S., Menenakos, C., Fuehrer, K., Trefzer, U.,
Hofmann, M.

Hintergrund: Taurolidin supprimiert in vitro das Wachstum von mehr als 30
verschiedenen Zelllinien und reduziert in Tierexperimenten das Tumorwachstum in
frihen und fortgeschrittenen Tumorstadien. In vitro flihrte der Kontakt mit
Melanomzellen zur Apoptose. In einem Melanommodell soll nun der Einfluss von

Taurolidin an der Maus untersucht werden.

Methodik: An Méusen (n=80) wurde in Allgemeinnarkose eine mediane Laparotomie
durchgefiihrt und 1,5 X 10° syngenetische Melanomzellen (B78-D14) in die Milz
appliziert. 1 X 10° Zellen wurden am Riicken der Tiere injiziert. Die Tiere wurden
randomisiert und entweder intraperitoneal oder intravends behandelt (Ringerlosung =
Kontrollgruppe oder 1%, 2%, 3% Taurolidin). Nach 28 Tagen wurden das Tumorgewicht
und die Anzahl an Tumorformationen (-knoten) durch zwei unabhingige Untersucher

bestimmt.

Ergebnisse: Die intraperitoneale Behandlung fiihrte zu einer dosisabhidngigen Reduktion
des Gesamttumorgewichtes (p=0,003) und des lokalen Tumorwachstums (p<0,001). Das
subkutane Tumorgewicht wurde nicht beeinflusst. Nach intravendser Behandlung wurde
das Gesamttumorgewicht (p=0,013) und das subkutane Tumorgewicht (p=0,016)
inhibiert. Nur die Behandlung mit Taurolidin 3% verringerte die Anzahl der Tumoren.

Das Wachstum der Tiere verdnderte sich durch die Therapie nicht.

Zusammenfassung: Intravendse und intraperitoneale Applikationen von Taurolidin
reduzieren dosisabhigig das Wachstum eines malignen Melanoms im disseminierten
Stadium in Mé&usen. Der klinische Einsatz von Taurolidin wire nun unter

Studienbedingungen beim malignen Melanom auch denkbar.
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4.7. Intraventse Behandlung mit Taurolidin — Progresspravention bei

einem Magenkarzinom-Re-Rezidiv. Eine Falldarstellung.
Braumann, C., Winkler, G., Rogalla, P., Menenakos, C., Jacobi, C.A.

Hintergrund: Taurolidin wirkt bei einigen Tumorentitdten in vitro und in vivo
antineoplastisch. Bei einem Patienten wurde eine intravendse Behandlung -eines

Magenkarzinom-Re-Rezidives im Rahmen einer Studie durchgefiihrt.

Fallbescheibung: Ein 58jdhriger Patient wurde bei einem Adenokarzinom des
Magenantrums partiell magen- und leberteilreseziert (pT2, pN1, pMI cbersegment 2). Nach
24 Monaten wurde ein umschriebenes Lokalrezidiv festgestellt und der Patient reoperiert
(ohne Residuum). Postoperativ unterzog er sich einer Chemotherapie mit Eloxatin, FU
und Leukovorin. In der Tumornachsorge wurde folgend eine Lebermetastase festgestellt
und erfolgreich radiofrequenzabladiert. Es wurde nun unter Studienbedingungen eine
Behandlung mit Taurolidin 2% (300 mg/kg KG/Tag) begonnen. Relevante klinische oder
laborchemische Nebenwirkungen konnten nicht festgestellt werden. Morphologische
Kontrollen erfolgten mit CT-Untersuchungen in zweimonatigen Abstinden. Nach 39
Behandlungseinheiten (1 Zyklus 5 Tage und 3 Wochen Pause) lag weiterhin CT-
morphologisch ein ,,stable disease” im Bereich des Ligamentum hepatoduodenale vor.
Aufgrund eines Urothelkarzinoms wurde eine linksseitige Nephrektomie durchgefiihrt.
Am 2. postoperativen Tag erlitt der Patient jedoch einen fulminanten Myokardinfarkt und
verstarb. Die Autopsie konnte kein Residuum des bekannten Magenkarzinoms mehr
nachweisen. Die Lebensqualitdt wurde mit einem EORTC QLQ C30 Fragebogen jeweils

am ersten und letzten Behandlungstag erhoben.

Zusammenfassung: Die intravendse Behandlung mit Taurolidin 2% konnte zu einer
Remission des Magenkarzinom-Re-Rezidives gefiihrt haben. Relevante klinische
Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet. Die Lebensqualitéit des Patienten war sehr gut

und wurde durch die Behandlungseinheiten nicht reduziert.
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5. Diskussion

5.1. Molekularbiologische Untersuchungen

5.1.1. Angiogenese und Inhibitionsmdoglichkeiten
Die Angiogenese spielt in physiologischen Prozessen wie Embryogenese,

Reproduktionszyklus, Wundheilung und Wachstum, wie auch im Rahmen chronischer
Erkrankungen, beispielsweise der diabetischen Retinopathie, der chronischen Polyarthritis
und bei allen Tumorerkrankungen eine entscheidende Rolle. Die Weiterentwicklung von

Angiogenese-Hemmstoffen gilt in der Tumortherapie als aussichtsreich [59].

Die Angiogenese ist ein komplexer Prozess, der sich aus mehreren Einzelschritten
zusammensetzt. Zundchst wird die Basalmembran proteolytisch aufgeldst und
Endothelzellen migrieren und proliferieren in Richtung des angiogenen Stimulus. Es
findet eine Umstrukturierung der extrazelluliren Matrix und die Bildung neuer
dreidimensionaler Tubuli zu einem abgedichteten BlutgefdBbaum statt [60]. Anders als
bisher angenommen entstehen die GefdBstrukturen nicht nur aus Kapillaren, sondern aus
Endothelstammzellen. Diese sind stetig in der Lage durch Blutzirkulation an jeder
beliebigen Korperstelle aktiviert zu werden [61]. Zur experimentellen Erfassung der
Angiogenese dienen zwei Zelltypen [62]. Beide sind Zellreihen endothelialer Herkunft:
Endothelien der Rinderaorta oder der menschlichen Nabelvene. Fiir unsere Experimente
wurden letztere gewihlt: sogenannte HUVEC-Zellen (human vein endothelial cells).
Endothelzellen sind metabolisch aktiv und produzieren Zytokine, Adhésionsmolekiile,
Wachstumsfaktoren und vasoaktive Proteine. So nehmen sie Einfluss auf die angeborene
und zelluldre Immunantwort, die Reparatur von Organ- und Bindegewebe sowie auf

kardiovaskulére, renale und pulmonale Funktionen [15].

Ein entscheidender angiogener Promotor ist der endotheliale Wachstumsfaktor (vascular
endothelial growth factor, VEGF). Er wird von den Tumorzellen selbst produziert, um die
Blutversorgung der Neoplasie zu sichern. So findet sich im Gewebe von hochmalignen
Glioblastomen erhohtes VEGF, wihrend es im gesunden Gehirn-Parenchym nicht
detektierbar ist [38]. VEGF stimuliert die Freisetzung von Substanzen, die die
extrazelluldre Matrix umbauen. Eigene Untersuchungen konnten belegen, dass Taurolidin
VEGEF in vitro reduziert [32;37]. Folglich konnten Endothelproliferation, -migration und
neuorganisation sowie die Permeabilititssteigerung tumorassoziierter Kapillaren reduziert

werden. Die Endothelproliferation bestehender GefaBe wird mit der Tubulogenese
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beschrieben. Ungeachtet der Komplexitit der Vorgénge ist die Tubulogenese in Matrigel
quantifizierbar [15]. Matrigel ist eine aus Kollagenfasern bestehende gallertige Masse, die
die extrazelluldre Matrix in der Ndhe von Gefdflen simuliert und in vivo Bedingungen
modellartig abbilden kann. In Matrigel bilden HUVEC physiologischerweise Tubuli.
Antiangiogen wirksame Substanzen verhindern sichtbar und quantifizierbar die

Tubulusbildung und sind potentielle Hemmstoffe der Tumorangiogenese.

5.1.2. Analyse neuer taurolidindhnlicher Substanzen
Die intrazelluldre Konzentration des Transkriptionsfaktors c-Jun hat Einfluss auf die

Produktion von VEGF und somit auch auf die Tumorangiogenese. In vitro Studien mit
Taurolidin haben gezeigt, dass c-Jun und die Konzentration von VEGF im Uberstand von
Zellkulturen deutlich reduziert werden [37]. Aus der Literatur sind Hemmstoffe der CSN-
assoziierenden Kinasen wie Emodin, Curcumin und Resveratrol bekannt, die ebenfalls
intrazelluldre c-Jun Spiegel absenken und die VEGF Produktion blockieren [63-65].
Curcumin ist in vitro und in vivo antineoplastisch wirksam. Es ist als Nahrungsmittel
nahezu unbegrenzt verfiigbar [66]. Ahnliche molekularbiologische Daten wurden auch fiir
Taurolidin erhoben. Es kann wie Curcumin als nutritive Substanz (aber aus der
Aminosdure Taurin) oral mit der Nahrung aufgenommen werden. So wird Taurin in
zahlreichen Produkten verwendet, welche als ,,energizer” im Handel angeboten werden.
Wir haben untersucht, ob Strukturanaloga vergleichbare Effekte erzielen. Als Vorlage bei
der Suche é&hnlicher Substanzen diente das Taurolidin-Molekiil. Es wurde in einer
speziellen mathematischen Form digital (dual) kodiert und mit einer Charité-eigenen

Datenbank verglichen [59].

5.1.3. In silico screening zur Detektierung von Angiogenesehemmestoffen
In silico screening ist ein revolutiondres, mathematisch-vergleichendes Verfahren

basierend auf dualen Strukturdaten, welches biochemische Priifzeiten, Kosten und

personellen Aufwand bei der Suche nach neuen Substanzen erheblich verkiirzt.

Mit Hilfe der bereits bekannten Hemmstoffe wurden durch dreidimensional-strukturelle
und chemische Vergleiche (in silico screening) neue Substanzen gefunden. Das in silico
screening wurde mit einer internen Datenbank (des Institus fiir Biochemie, Frau Dr.
Melanie Fiillbeck) durchgefiihrt, die zur Zeit mehr als vier Millionen Substanzen

aufweist, welche fiir molekularbiologische Experimente theoretisch sofort zur Verfligung
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stehen [59]. Die Suche wird durch bestimmte Eigenschaftsfilter (Lipinski’s Rule-of-Five)
spezifiziert [67]. Bei der 3D Suche werden strukturelle Eigenschaften bekannter Stoffe
mit denen der Datenbank verglichen und Substanzen, welche hdchstwahrscheinlich
toxisch sind sofort ausgeschlossen. Chemische Ahnlichkeiten werden bei einer 2D Suche

beriicksichtigt [68].

Durch in silico screening wurden Taurultam-verwandte Substanzen detektiert, die wir
erwarben und testeten. Davon waren fiinf 2D und drei 3D Vergleiche gefunden worden.

Die Substanz 5X-0835 wurde in beiden Verfahren detektiert [69].

Der Effekt der Substanzen auf die Proteinbiosynthese bei humanen Zellen wurde zunichst
im Westernblot getestet. Die intrazelluldre Konzentration von ID1, IxkBa, c-Jun und p27
fielen durch die Behandlung der HeLa mit 5X-0835 ab. Dies entsprach der Wirkung des
Taurolidin-Metaboliten Taurultam auf die gleiche Zellreihe. Auch AMB-3543 bewirkte
eine Abnahme der intrazelluldren c-Jun Konzentration und ist damit ein potentieller

Hemmstoff der Tumorangiogenese.

Im Zellviabilitits-Assay (MTT-Test) zeigte 5X-0835 eine stirkere Wirkung als

Taurolidin in vergleichbaren Konzentrationen.

Im Matrigel-Tubulogenese-Assay konnte eine deutliche Abnahme der Tubulogenese bei
fast allen Substanzen gezeigt werden. Eine Ausnahme bildeten hier die Substanzen 12P-
0027 und 5W-0902, fiir die kein hemmender Effekt der Tubulogenese beobachtet werden
konnte. Beide Substanzen wurden ausschlieBlich durch 3D screening entdeckt. Die
Substanzen, die durch 2D screening detektiert wurden, zeigten vollstdndig tubulogenese-
blockierende Effekte, wenn sie in ihrer Molsimilarity tiber 61 % lagen und schwéchere

tubulogenese-hemmende Effekte, wenn diese unter 60 % lag.

Die experimentellen Ergebnisse zeigten zunédchst anhand eines in vitro Invasionsassays,
dass Taurolidin in allen angewandten Dosierungen (5 pl, 10 pul und 20 pl) hoch wirksam
ist. Dies flihrte zu einer entscheidenden Hemmung der Invasion durch eine simulierte
Basalmembran. Ein Proliferationstest ergab zudem, dass zweiprozentiges Taurolidin die
Proliferation der Tumorzellen auch in den beschriebenen Konzentrationen vermindert.
Hierfir wird hauptsidchlich eine Apoptose-induzierende Wirkung der Substanz

verantwortlich gemacht.
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5.1.4. In vitro Untersuchungen mit neuen Antiangiogenetika
Die antineoplastische, 16sliche Substanz Taurolidin stellte eine interessante Therapieform

dar, da die Nebenwirkungen auf physiologische Zellen gering waren und die Tumorzellen
tiberwiegend in Apoptose iibergingen [56]. Bereits 1990 fiihrten erste Beobachtungen in
vitro und am Tiermodell zu der These, dass Taurolidin auch die Adhédrenz freier
Tumorzellen hemmen und das Auftreten von Lokal-Rezidiven verringern kann. Darauthin
erfolgten umfangreiche Forschungen sowohl in vitro [25;48;70] als auch in vivo am
Modell der Ratte [56;71], der Maus [72;73] und am syrischen Goldhamster [46].

In vitro Versuche belegten, dass Tumorzellen sich nach Behandlung mit Taurolidin von
der Unterlage ablosen und ihre Adhdrenz verlieren. Nach einer 72 stiindigen Inkubation
mit Konzentrationen von 50-100 pM Taurolidin, verloren 50-80 % der Zellen ihre
Féhigkeit zur Adhédrenz. In eigenen Vorarbeiten wurden zundchst humane
Kolonkarzinomzellen und Karzinomzellen der Ratte in vitro mit den entsprechenden
Substanzen zwei Stunden lang inkubiert und eine Zellkinetik tiber 4 Tage durchgefiihrt
[25]. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte die Inkubation mit Heparin hier keine
Anderung. Hingegen filhrte neben PVP-Jod, Taurolidin und die Kombination
Heparin/Taurolidin zu einer hoch signifikanten Suppression des Tumorzellwachstums.
Die genannten Versuche sind durch die Gruppe um Calabresi bestitigt worden [72]. Dort
wurden tumor-suppressive Effekte von Taurolidin durch die Inkubation von 26 weiteren

unterschiedlichen Tumorzelllinien nachgewiesen.

In einem weiteren in vitro Experiment wurde das Adhésions- und Migrationsverhalten
von Tumorzellen an einer simulierten Basalmembran analysiert. Als Basalmembran
wurde ein Polycarbonfilter (100 pg Matrigelwachstumsoberfliche mit 8§ pm Porengréf3e)
zur  Erkennung des  Tumorzellmigrations-Potentials  eingesetzt [34]. Die
Migrationsfahigkeit der Tumorzellen durch die Basalmembran konnte hierbei reduziert

werden.

Neben molekularbiologischen Arbeiten wurden von einigen Forschergruppen
tierexperimentelle Daten publiziert. Diese wiesen jedoch eine grofle Varianz wirksamer
Taurolidinkonzentration auf. So wurde eine IC50 von 10 uM bis 126 uM angegeben
[43;44;47;72].
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5.2. Tierexperimentelle Forschungen

Die in der Literatur verwendeten Konzentrationen von Taurolidin variierten erheblich (0,1
UM - 14 mM) und sind daher schwer vergleichbar. Zum Nachweis der Einleitung einer
Apoptose waren die Differenzen zwischen den Tumorzelllinien jedoch dhnlich hoch.
Einige Arbeiten beschreiben einen maximal-apoptoseeinleitenden Prozess, wenn 18 uM
verwendet werden [71]. Andere Publikationen wiesen bei humanen Zellen einer
Leukémiezelllinie (HL-60) eine 90 prozentige Apoptoseinduktion bei einer Konzentration
von 150 uM, 704 uM bis 1,76 mM nach [43;45;48]. Die Griinde sind in verschiedenen
Untersuchungsmodellen zu suchen. So wurde keine einheitliche Inkubationszeit
beschrieben. Desweiteren sind unterschiedliche Zelllinien und ungleiche Apoptosemarker
verwendet worden. Vergleicht man die mittleren Hemmkonzentrationen von Tumorzellen
mit denen fiir Bakterien oder Pilzen, so liegen diese bei Eukaryonten bis um den Faktor
10° niedriger (200-1024 mg/dl) [53]. In den ersten Tierexperimenten, welche
Verteilungsvolumen und Toxizitét iiberpriiften fiihrten intraperitoneale Applikationen von
Taurolidin in klinisch sinnvollen Konzentrationen nach ungefdhr 15 Minuten zu einer
vollstdndigen systemischen Resorption ohne relevante Nebenwirkungen. Erhéht man die
Konzentrationen exzessiv, so wurden vagotone Nebenwirkungen beschrieben [53]. Das
Verteilungsvolumen konnte aufgrund einer nicht bestimmbaren Diffusion fiir das Molekiil
nicht berechnet werden. Da dies neben lokal-intraperitonealen Effekten auch zu einer
systemischen antineoplastischen Wirkung flihren kann, lag unseren Tiermodellen bei
intravendser Applikation folgende Rechnung zugrunde: das Verteilungsvolumen betragt
circa 70 % des Korpergewichtes, daher sind bei 250 g Ratten 1 ml 0,5 % Taurolidin in
175 ml etwa 28 pg/ml (99 uM). Werden die Konzentrationen gesteigert, dann sind in 1 ml
1 % Taurolidin in 175 ml etwa 57 pg/ml (201 uM) und in 1 ml 3 % Taurolidin in 175 ml
etwa 171 pg/ml (602 uM). Dieses sind nur Naherungswerte. Sie verdeutlichen jedoch die
Schwierigkeiten bei der Vergleichbarkeit der Daten und begriinden die Verwendung

komplizierter Dosisangaben.

Zur Dosis-Wirkungs-Beziehung besteht bei Taurolidin ebenfalls eine uneinheitliche
Datenlage. Der Vergleich der vorliegenden Studien war schwierig, da stark voneinander
abweichende Angaben publiziert wurden. Entweder wurden Dosis pro Korpergewicht,
oder Dosis pro Tier sowie die Konzentration der applizierten Losung angegeben. Die
Arbeiten lieBen aufgrund der gewidhlten Formulierungen und begrenzten Angaben keinen

Riickschluss auf die Rohdaten zu. Teilweise fehlten die Angaben fiir das Tiergewicht.

66



Somit kénnen therapeutische Konzentrationen nicht oder nur indirekt errechnet werden.
In den in vitro Studien erfolgten die Angaben der Konzentrationen in pg/ml
(Microgramm pro Milliliter) oder in uM (Micromolar). Alle publizierten Daten wurden
vor Durchfithrung der Experimente aufgearbeitet und die fehlenden Angaben - soweit

durch die Manuskriptdaten reproduzierbar — errechnet oder von uns ergianzt.

Im Unterschied zu in vitro Experimenten wird Taurolidin nach circa 15 Minuten aus dem
Abdominalraum resorbiert [52;54]. Es war ein Modell nétig, um die in vitro Bedingungen

auf neue in vivo Experimente iibertragen zu konnen.

Es lagen nur wenige in vivo Modelle vor, die die antineoplastische Wirkung von
Taurolidin belegten. Unsere Arbeitsgruppe konnte in einem fritheren Experiment zeigen,
dass Kolonkarzinom Zellen der Linie DHD/K12/TRb durch Taurolidin am Wachstum
gehindert werden [56]. Forschungsergebnisse wiesen am Modell der Maus nach, dass eine
frithe peritoneale Instillation mit der Kombination aus 0,5 % Taurolidin und Heparin zu
einer Verlingerung der Uberlebenszeit fiihrt (Ovarialkarzinom) [74]. Andere Studien
unterstiitzten die Daten [71]. Es wurde eine signifikante Reduktion der Tumorimplantate
(Tumorknoten) und der Inzidenz von Port-site Metastasen beschrieben. Die Reduktion
von Port-site Metastasen konnte dariiber hinaus auch in einem Pankreaskarzinommodell
am syrischen Goldhamster gezeigt werden [41;46]. In einem Mausmodell wurde ein
verlingertes Uberleben und eine geringere Inzidenz von Metastasen der eingesetzten B16
Melanomzelllinie nach intraperitonealer Taurolidintherapie (2 %) gegeniiber der
Kontrollgruppe (NaCl intraperitoneal) nachgewiesen [73]. Die Tumorzellen wurden
subkutan (sc), intralienal und intravends (iv) appliziert und das gesamte Tumorgewicht
nach kurzer Zeit bestimmt. In dem Modell sind die Beobachtungszeiten jedoch sehr kurz.
Auflerdem existieren 10 verschiedene Aggressivititsgrade der Melanomzelllinien (F1 bis
F10). Daher ist das Modell schwer vergleichbar. In einem anderen Modell fiihrte die
lokale Therapie mit Taurolidin bei einem intraperitonealen Ovarialzelltumor zu einer

Verminderung der Tumorinzidenz und des Tumorgewichtes bei der Maus [72].

Die vielversprechenden Daten flihrten zur Planung und Durchfiihrung mehrerer eigener
Studien am Kleinnager (Ratte). Es wurden zunichst die Effekte einer intraperitonealen
Behandlung von Taurolidin nach einer offenen chirurgischen Behandlung [40] oder nach
Insufflation des Peritoneums mit Kohlendioxid im Sinne einer Laparoskopie untersucht
[57]. Zusitzlich wurden intraperitoneale und intravendse Instillationen mit steigenden

Konzentrationen und ldngeren Therapiezeitraumen vorgenommen [32;33]. Es wurde eine
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konzentrationsabhingige antineoplastische Wirkung wie bei den meisten publizierten
Studien beobachtet. Unsere Behandlungen waren erfolgreicher, wenn lokale
Applikationen und steigende Dosierungen verwendet wurden. Die Griinde sind bisher
unklar, konnten jedoch auch iiber eine systemische Zytokinmodulation reguliert werden
[75]. Zusitzlich lieB sich aus den Tierversuchen ableiten, dass die Insufflation des
Abdomens mit Kohlendioxid zu keiner Stimulation des Tumorwachstums fiihrt, auch
wenn die Oberfliche des Viscerum verletzt (angetrocknet und eventeriert) wird [57]. Es
ist jedoch auch davon auszugehen, dass die antineoplastische Wirksamkeit Taurolidins
unter Insufflationsbedingungen mit Kohlendioxid nicht inhibiert wird. Ein Anstieg der
Inzidenz von Trokar-Metastasen wie sie in einigen frithen Arbeiten zur Laparoskopie
beschrieben wurde [2;3;9] konnte im Tierversuch nicht nachvollzogen werden [57]. In
den Experimenten wurden Trokar- oder Inzisionsmetastasen seltener bobachtet, wenn die
Wunden in direkten Kontakt mit Taurolidin kamen [40]. Da zusétzlich Heparin eingesetzt
wurde, konnte der additive Effekt beider Substanzen eine Modulation von
Oberflichenrezeptoren bewirkt haben. Unterstiitzt wurde die Hypothese durch
vorliegende Studien, die die Inaktivierung von Adhdsionsmolekiilen beschrieben [25;76-
78]. Heparin hat synergistische antiadhdrente Effekte und bewirkt durch Bindung
oberflachlicher Rezeptoren eine Reduktion der Zellhaftung [25;72;74]. Die Daten wurden
in verschiedenen Tiermodellen verifiziert und an mehreren Tumorzelllinien gepriift.
Sieben Tage nach intraperitonealer Induktion eines Ovarialzellkarzinoms wurde bei
Mausen eine Insufflation mit Kohlendioxid (Laparoskopie) vorgenommen [74]. Am
ersten und am zweiten postoperativen Tag wurden die Tiere intraperitoneal mit
antineoplastischen Substanzen behandelt. Die Operation und das damit verbundene
Trauma fiihrten zu einer Verkiirzung der Uberlebenszeit. In den Gruppen bei denen eine
Behandlung mit Taurolidin/Heparin  durchgefiihrt wurde, ist eine verlidngerte
Uberlebenszeit festgestellt worden. Die Autoren beschrieben die Bindung freier Doménen
der Extrazellularmatrix durch Taurolidin/Heparin und bestitigten die Hypothese. Friihere
Arbeiten beschrieben im Rattenexperiment (BD-IX, DHD/K12/TRb Zellen) nach
Etablierung eines Pneumoperitoneums und Therapie mit Taurolidin und Heparin eine
Hemmung des Tumorwachstums [25;56]. Hierbei wurde durch Heparin (p<0,01) und
Taurolidin  (p<0,001) ein signifikant inhibierender Einfluss auf ein lokales
Tumorzellwachstum festgestellt. Eine Kombination fithrte zu einem additiven Effekt
(p<0,0001). Hier wurde ebenfalls die Hemmung der Bindungsféhigkeit von Tumorzellen

durch Blockierung der Extrazellulairmatrix beschrieben. In einem fortfiihrenden
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Experiment wurde der Einfluss mehrerer Insufflationsgase auf das intraperitoneale
Tumorwachstum untersucht. Die Behandlung der Tumoren wurde mit Taurolidin,
Taurolidin/Heparin, PVP-Jod und Ringer-Losung durchgefiihrt. Taurolidin sowie
Taurolidin/Heparin bewirkten im Vergleich zu den anderen gebrauchlichen Substanzen
eine deutlichere Reduktion des Tumorwachstums [79]. Die Autoren vermuteten, dass ein
integrierender Teil der antineoplastischen Wirksamkeit von Taurolidin iiber die
Methylierung freier Doménen der Extrazelluldrmatrix, insbesondere an Stellen mit
verletzter Membran vermittelt wird. Hierzu schien ein direkter Kontakt von Tumorzellen
mit Taurolidin notwendig zu sein [41;42;46;71-73]. Es schien zundchst unwahrscheinlich,
dass eine intravenose Injektion eine intraperitoneale tumorinhibierende Wirkung erzielen
konnte. Eine intravendse Therapie konnte nach einmaligem Einsatz geringer Dosen das
Tumorwachstum nicht beeinflussen [40;57]. Nach intravendser Applikation bedingt die
Pharmakokinetik von Taurolidin bei einmaligem Einsatz wahrscheinlich eine begrenzte
intraperitoneale Konzentration [53]. Es schien denkbar, dass Metabolisierung, Hydrolyse
oder Bindungen an Plasmaproteine die Wirkung der Substanz abschwéchen. Es liegen
jedoch bisher keine Studien vor, welche die intraperitoneale Konzentration nach einer
intravenosen Applikation untersucht haben. Hingegen wurde die abdominale
Resorptionsrate sowie die Verdnderung der Resorption bei Peritonitis in frithen Studien

sehr gut untersucht [54].

In spéteren Experimenten wurde nachgewiesen, dass eine einwdchige intravendse
Therapie mit Taurolidin/Heparin in einem spédten Stadium das intraperitoneale
Tumorgewicht dosisabhingig reduzieren kann [33]. Die GefdBBversorgung
fortgeschrittener Tumoren ist jedoch durch die Tumorangiogenese bereits so gut
ausgeprigt (nach einem angiogenic switch), dass die aktiven Substanzen offensichtlich
direkt an den Wirkort transportiert werden konnen. Lokale Konzentrationen konnten
damit rein rechnerisch die 4,0 mM Konzentration iiberschreiten und liegen damit deutlich
tiber der mittleren Hemmkonzentration von 1,4 mM, welche fiir in vitro Experimente

ermittelt wurde [37].

Aus den Tierexperimenten lie sich ableiten, dass eine perioperative Lavage zur
Prophylaxe lokoregionédrer Rezidiverkrankungen sinnvoll sein konnte. Damit lieBen sich
jedoch nicht die spateren Ergebnisse erkldren, welche zeigten, dass hohe Konzentrationen
in einer ldngeren Behandlungszeit Tumorwachstum reduzieren [33]. Beim Menschen
wurden zur Behandlung der Peritonitis bereits niedrige Dosierungen eingehend untersucht

[49-51;54;80]. Hohe Dosierungen von Taurolidin lieBen im Tierversuch bei adidquater
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Infusionsgeschwindigkeit keine relevanten Nebenwirkungen erkennen [32;33]. Daher
schien es denkbar, dass ein intraperitonealer Finsatz (Lavage, Applikation) bei
Tumorerkrankungen des Menschen moglich ist. Im Rahmen einer klinischen, prospektiv

randomisierten Multizenterstudie wurde der lokale Einfluss validiert [31].
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5.3. Klinischer Einsatz unter Studienbedingungen

Wihrend der Resektion gastrointestinaler Tumoren konnen freie und vitale Tumorzellen
disseminieren, adhirieren und die Ursache fiir Lokalrezidive bilden [81-83]. Neben der
chirurgisch-onkologischen Resektion maligner Tumoren des Gastrointestinaltraktes ist die
Ermittlung potenter, nebenwirkungsarmer Behandlungsoptionen ein zentrales Thema der
onkologischen Forschung. Hier konnten intraoperative Lavagen mit antineoplastisch-

aktiven Substanzen eine neue Behandlungsmdoglichkeit darstellen.

Trokarmetastasen wurden am Anfang der laparoskopischen Onko-Chirurgie oder bei
unerwarteten Malignomen héufiger beschrieben [1;2;9;84]. Da seit circa zwolf Jahren
auch Karzinome laparoskopisch reseziert werden, stellte sich die Frage, ob die
Operationsmethodik dafiir verantwortlich sein kdnnte [6;25;55;56]. Das zur Insufflation
benutzte Kohlendioxid bewirkt eine intra- und extrazelluldre Azidose. Intraperitoneale
Makrophagen reagieren besonders sensibel mit einer Funktionsdnderung [16;21;85].
Kohlendioxid fiihrt zu einer gesteigerten Produktion des wachstumstimulierenden IL-1f3
[85]. Vitale Tumorzellen konnen perioperativ stimuliert werden, wenn die lokalen Spiegel
von IL-1B durch gestorte Makrophagenaktivitidt erhoht sind [19]. Pathogenetisch wird
dieser Prozess zusitzlich durch Adhésionsvorginge zwischen Tumorzellen und dem
Peritoneum sowie dem Lymph- und Gefal3system beeinflusst [17;86]. Da Kohlendioxid
die Funktion intraperitonealer Makrophagen beeinflusst, konnen das verwendete
Insufflationsgas und der Insufflationsdruck ebenfalls als Ursache fiir eine Verdnderung
des Tumorwachstums und der damit verbundenen lokalen Immunabwehr diskutiert

werden [1;6-8]. Es wurde der Einsatz von Taurolidin bei kolorektalen,

Pankreas-, Magen- und kolorektale Resektionen wurden im Rahmen einer
multizentrischen Studie an drei deutschen Universititskliniken aufgrund eines
Karzinomleidens durchgefiihrt und eine intraoperative, intraperitoneale Instillation von
Taurolidin vorgenommen. Die in der Literatur beschriebene Apoptose-induzierende
Wirkung von Taurolidin schien in addquaten Dosierungen ausreichend zu sein, um das
Wachstum eines fortgeschrittenen gastrointestinalen Tumors zu begrenzen (oder zu
hemmen) [14;35;36;39;43]. Bisherige tierexperimentelle Untersuchungen [33;34;40-
42;46;57;71;72] und erste klinische Einsdtze [35;38] beschrieben keine relevanten

Nebenwirkungen.
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Im Gegensatz dazu ist wasserldsliches PVP-Jod im Abdominalraum eine in Deutschland
sehr hdufig eingesetzte Losung [87]. Momentan gibt es keine klinischen Studien, welche
die Relevanz von PVP-Jod bei der intraperitonealen Therapie evaluiert. In einer in vivo
Studie wurde nachgewiesen, dass 0,16 % PVP-Jod antineoplastisch gegen Tumorzellen
wirkt [88]. Die Substanz wird durch Proteinreaktion schnell verbraucht (Farbumschlag).
Damit nimmt die Wirksamkeit ab, ohne dass der Anwender eine Aussage iiber die noch
verbleibende Aktivitit machen kann. AuBerdem sind die Resorption und der weitere
Leber-Metabolismus der losungsvermittelnden Grundsubstanz Polyvinylpyrrolidon
weitgehend  unbekannt.  Somit scheint der Einsatz bei  Leber- oder
Nierenfunktionsstorungen problematisch. PVP-Jod zerstort peritoneale Makrophagen und
Mesothelzellen und bewirkt im Gegensatz zu Taurolidin ein Anstieg der Fibrinproduktion

auf der Leberoberflache und induziert damit Adhésionen [56].

Einer Umfrage zufolge wurde PVP-Jod ohne Evidenz in vielen Krankenhdusern
routineméfig bei Resektionen maligner Tumoren und der intraoperativen Lavage des
Abdomens verwendet [87]. In tierexperimentellen Studien fithrt PVP-Jod bei
intraperitonealer Applikation zu erheblichen Nebenwirkungen [56]. Zusétzlich wurde
nachgewiesen, dass PVP-Jod die lokale Erh6hung des Wachstumspromotors IL-1f nicht
verhindern kann [31]. Taurolidin inhibiert die Mechanismen, welche das Zellwachstum
stimulieren [40;71]. Obwohl die Zytokine schon lange beforscht werden, war die
immunologische Reaktion der Interleukine auf Taurolidin oder PVP-Jod, welche durch
IL-1B, IL-6 oder IL-10 exemplarisch gemessen wurden, bisher unbekannt [89]. Es wurde
die Beziehung IL-1 Polymorphismen zusammen mit einem erhohten Risiko einer
Tumorentstehung von Magenkarzinomen mit einer odds ratio von 2,7 bei Existenz des
Gens 1B-511T beschrieben [90]. Ahnliche Daten wurden fiir Interaktionen von IL-1pB
Polymorphismen und Helicobacter Pylori Infektionen und dem Entstehen von
Magenkarzinomen formuliert [91;92]. Homozygote Patienten (2 Allele) fiir das IL-1 Gen
hatten geringere Uberlebensraten als die Vergleichsgruppen, bei denen sogar hohere
Entziindungswerte (CRP) nach Pankreasresektionen vorlagen [93]. Die Studien zeigen die
Relevanz und den Zusammenhang von IL-1B und Karzinogenese. In unserer klinischen
Studie wurden nach Resektion von kolorektalen Tumoren, Magen- oder
Pankreaskarzinomen geringere abdominale Spiegel von IL-1p nach Taurolidin-Therapie
(p<0,001) im Vergleich zu PVP-Jod festgestellt. Diese Daten konnten als
immunmodulatorischer Effekt von Taurolidin in verschiedenen Tumorentititen gewertet

werden. Es wurde jedoch kein Effekt auf die Uberlebensrate festgestellt [31]. Eine

72



Aussage iiber einen moglichen systemischen Effekt kann aus unserer Studie nicht
getroffen werden, da die Sensitivitit unseres Reaktionsansatzes im Gegensatz zu dem von
Leung et al. geringfiigiger war [89]. Es konnte jedoch kein systemischer Effekt auf die
Leukozytenzahlen oder das CRP nach Taurolidinbehandlung abgeleitet werden. Als
Parameter flir die immunologische Kompetenz wurde der HLA-DR-Status herangezogen.
Hier wiesen die Patienten nach Taurolidintherapie am ersten und zweiten postoperativen
Tag hohere Werte auf als die Vergleichsgruppe, welche mit PVP-Jod behandelt wurde.
Die Daten konnten als bessere Abwehrlage durch Taurolidin Stimulation nach
Tumorresektionen interpretiert werden und unterstiitzen friihere tierexperimentelle Daten

[73].

Der Krankheistverlauf nach moglicher Tumorzelldissemination ist erheblich von der
immunologischen Kompetenz, der Tumorentitidt und der Zellzahl abhéngig. In unserer
Studie wurden nach Tumorresektion mit onkologischem Standard bei einem Patienten je
Gruppe (1/60) freie Tumorzellen in der Bauchhohle detektiert. Die Rate ist mit denen in
der Literatur vergleichbar, wenn eine kurative Resektion durchgefiihrt wird [94]. Es ist
bekannt, dass durch vitale Tumorzellen lokoregionale Rezidive induziert werden konnen.
Die Gesamtiiberlebensrate (kolorektales Karzinom, Magen- und Pankreaskarzinom) war
35,5 Monate nach Taurolidin- und 22,1 Monate nach PVP-Jod Behandlung (p=0,34). Die
geringe Patientenzahl scheint flir den fehlenden Unterschied verantwortlich zu sein.
Besonders deutlich wird dies, da die UICC Stadien und die ASA Klassifizierungen in der

Taurolidin-Gruppe hoher waren als in der Kontrollgruppe.

Die ,,Hollandische Studie® und die ,,British Medical Research Cancer* Studie sind die
bekanntesten europdischen Studien, welche den Benefit einer systematischen D1- versus
einer D2-Lymphknotendissektion beim Magenkarzinom untersuchten [95-98]. Bisher ist
kein Vorteil fiir eine D2-Dissektion nachgewiesen worden. Daher wurde die
Magenresektion in unserer Studie mit einer D1- Dissektion durchgefiihrt. Obwohl die
adjuvante Chemotherapie nach R0O-Resektion kontrovers diskutiert wird [99;100], sind ein
Patient der Taurolidin-Gruppe und sieben Patienten der Kontrollgruppe chemotherapiert
worden (p=0,02). Die mediane Uberlebenszeit war mit 12,8 Monaten in der Taurolidin-

Gruppe und 12,4 Monaten in der Kontrollgruppe jedoch nicht verschieden (p=0,65).

Die Pankreaskarzinompatienten hatten eine schlechte Prognose. Diese ist mit den
Angaben der Literatur vergleichbar [101;102]. Die medianen Uberlebenszeiten waren

15,6 Monate in der Taurolidin-Gruppe und 10,5 Monate in der Kontrollgruppe.
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Moglicherweise war auch hier die geringe Patientenzahl der Grund dafiir, dass statistisch

kein Unterschied festgestellt wurde (p=0,66).

PVP-Jod wird héufig zur Hautdesinfektion benutzt, um Wundheilungsstérungen
vorzubeugen. Die subkutanen Wundinfektionen waren nach abdominaler Lavage mit
PVP-Jod jedoch hoher als nach Taurolidin-Behandlung. In der Literatur sind analoge
Angaben dariiber beschrieben worden [87]. Insgesamt scheint daher die intraoperative
Instillation mit Taurolidin eine sinnvolle Alternative flir eine begleitende

nebenwirkungsarme intraperitoneale Therapie zu sein.

Das Ziel weiterer klinischer Forschungsleistungen war es, die Sicherheit eines
intravenosen Einsatzes von Taurolidin zu priifen. In einer Studie wird momentan das
Medikament bei Rezidiven oder fortgeschrittenen Stadien eines Magen- oder
Pankreaskarzinoms auf Vertrdglichkeit gepriift. Eine wirksame palliative Therapie, ist
trotz der bekannten und bei einer Ersterkrankung eingesetzten Zytostatika, bei Rezidiven
eines Magenkarzinoms bisher noch nicht bekannt [103-108]. Der Entschluss zur
Durchfiihrung  unserer  Studie  wurde  aufgrund der  vielversprechenden
molekularbiologischen Forschungen und der geringen Toxizitdt gefasst. Die ermittelte
flinfzigprozentige Hemmkonzentration von c-Jun (spezifisch fiir Angiogenese) wurde mit
1,4 mM bestimmt. Zunichst wurde die erreichbare Konzentration bei kontinuierlicher
intravendser Infusion von 2 % Taurolidin errechnet: fiir einen 69 kg schweren Patienten
wird bei 300mg/kg Korpergewicht und Tag (gesamt 20,7 g) bei einem Blutvolumen von
6 % Korpergewicht (4,14 1) und einem Molekulargewicht von 286 g/mol in einer Stunde
eine Konzentration von circa 0,73 mM erreicht. Wenn stetig 862,5 mg pro Stunde
infundiert werden, ist nach 2,2 Stunden (mittlere intravendse Halbwertszeit) eine
Konzentration von 1,60 mM erreicht. Die Substanz wird hydrolytisch abgebaut [53], aber
bei kontinuierlicher Therapie stetig zugefiihrt. Damit bleibt die Konzentration stabil. Die
klinisch erreichbare Konzentration (1,60 mM) liegt also iiber der mittleren
Hemmkonzentration (1,4 mM) fiir Tumorzellen [37]. Damit schien ein intravendser
Einsatz bei fortgeschrittenen Tumoren schlecht behandelbarer Entitdten theoretisch

erfolgversprechend.

Das Ziel der weiteren Forschung sind neben der klinischen Uberpriifung weiterhin
molekularbiologische Untersuchungen. Eigene Experimente verweisen auf mogliche anti-

angiogene Effekte durch Hemmung der Proteinbiosynthese [37]. Ferner scheint bei
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bekannter molekularer Struktur die Suche nach analogen oder dhnlichen Substanzen

gerechtfertigt, welche mittels in silico screening ermittelt werden konnen [59].

Ausblick

Taurolidin ist eine antiadhdrente Substanz, welche antibiotisch wirkt und
antineoplastische Eigenschaften besitzt. Prokaryonten und eukaryontische Tumorzellen
werden nach Kontakt am Wachstum gehemmt. Taurolidin bindet Fimbrien von Bakterien,
neutralisiert deren Lipopolysaccharide und Exotoxine, reduziert die Freisetzung
proinflammatorischer ~Zytokine wie IL-1, blockiert Adhésionsmolekiile auf
Tumorzelloberflachen, leitet Apoptose ein, begrenzt das Wachstum von Tumoren im
Tierexperiment und reduziert proinflammatorische Zytokinspiegel des Abdomens nach
konventionellen Resektionen gastrointestinaler Tumoren beim Menschen. Die
antineoplastische Wirkung wurde bisher bei mehr als 30 Tumorzelllinien nachgewiesen.
Der entscheidende Wirkmechanismus ist identifiziert und scheint in der Blockierung der
Proteinbiosynthese zu liegen. In einer frithen Phase der Translationsformation inhibiert
Taurolidin die Bildung des Komplexes und blockiert damit die Proteinsynthese.
Wahrscheinlich reagieren Tumorzellen durch hohere Proliferationsleistung und einen
hoheren Bedarf an Proteinen sensibler als physiologische Zellen. Die Substanz inhibiert
die Tubulogenese, einen bedeutenden Schritt der Angiogenese, in klinisch anwendbaren
Dosierungen. Taurolidin kann unter in vitro Bedingungen den ,,angiogenen switch®

verhindern und die nutritive Versorgung von Tumoren hemmen.

In einer aktuellen Studie wird die Toxizitit des intravendsen FEinsatzes von 2 %
Taurolidin bei fortgeschrittenen Krankheitsstadien des Rezidivs eines Magen- oder

Pankreaskarzinoms analysiert.

Die Daten aus der Studie zur Sicherheit/Toxizitdt von Taurolidin werden in Kiirze
publiziert werden. Bei entsprechender Datenlage ist ein kombinierter, primérer
intravenoser und intraperitonealer, perioperativer Einsatz bei Resektion von Magen- oder
Pankreaskarzinomen denkbar. Die klinische Bedeutung antineoplastischer Effekte wird
derzeit in einer neuen nationalen Multizenterstudie untersucht, welche die Rate von
Metastasen und Lokalrezidiven nach intraoperativer Instillation und Lavage mit
Taurolidin (2 %) mit der gebrauchlichsten Bauchspiilung (0,9 % NaCl) vergleichen soll
(n=2000).
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Neue struktur- und wirkungsdhnliche Substanzen werden durch in silico screening und
durch molekularbiologische Experimente identifiziert und in vitro sowie in vivo getestet,
um eine bessere Vertraglichkeit und Effektivitit zu erzielen. Der Einsatz ist auch in

Kombination mit anderen Medikamenten denkbar.

Aufgrund ausbleibender Beobachtungen klinisch relevanter Nebenwirkungen stellt die
Substanz moglicherweise eine wirkungsvolle Option bei der operationsbegleitenden
intraperitonealen Applikation wéhrend der Resektion gastrointestinaler Karzinome oder
der intravendsen Behandlung fortgeschrittener Malignome bei Ausschopfung bekannter
Standardverfahren dar. Der klinische Nutzen wird in prospektiven Studien untersucht, um
die antineoplastische Wirksamkeit dieser nebenwirkungsarmen Substanz in Zukunft zu

analysieren.
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6. Abklrzungsverzeichnis

ASA - American Society of Anesthesiologists
CSN - COP9 Signalosom

HUVEC - Human Umbilical Vein Endothelial Cell
ELISA - enzyme linked immunosorbent assay
IkBa - IkappaB alpha

[FNa - Interferon alpha

IFNy - Interferon gamma

IKK - IkappaB Kinase Komplex

IL-10/B Interleukin alpha/beta

IL-6 - Interleukin 6

KG - Korpergewicht

uM - micro Molar

ml — milli Liter

mM — milli Molar

NF-«B - nuclear factor kappaB

PI - Propidiumjodid-Lésund

PS - Phosphatidylserin

PVP-Jod — Polyvinylpyrrolidon Jod

TGFp - Tissue Growth Factor beta

TNFa - Tumor Nekrose Faktor alpha

TRD -Taurolidin

Ub/26S Proteasom System - ubiquitin/26Signalosome Proteasom System

VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor
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