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1 EINLEITUNG

In Deutschland stehen Tumorerkrankungen nach Herz-Kreislauferkrankungen wie Herz-
infarkt und Schlaganfall an zweiter Stelle der Todesursachen. Jeder vierte Mensch starb im
Jahr 2010 an den Folgen von Krebs (Statistisches Bundesamt, 2011). Viele Tumorentitaten
fuhren im Verlauf ihrer Progression zu einer Metastasierung in fir die Neoplasien meist
charakteristischen, vom Primartumor entfernten Zielorgane. Je nach Art des Primértumors
und des Metastasierungsweges finden sich haufig Metastasen in der Leber. Lebermeta-
stasen sind z.B. typisch fur das Kolon-, Magen-, Pankreas-, Bronchial- und Mamma-
karzinom. Das kolorektale Karzinom ist die am haufigsten auftretende maligne Erkrankung
mit Todesfolge in Deutschland (Statistisches Bundesamt, 2003). Ungefahr 15 bis 20% der
Patienten mit kolorektalem Karzinom haben zum Zeitpunkt der primaren Diagnose bereits
synchrone Lebermetastasen. Metachrone Lebermetastasen treten in 20 bis 50% der Félle
auf. Nach Resektion des Primartumors entwickeln weitere 40% der Patienten im Verlauf der
Erkrankung Lebermetastasen, wobei wiederum bei einem Drittel der Patienten die Leber das
einzig betroffene Organ der Metastasierung ist (Weber et al., 2000).

Die chirurgische Resektion der vom Tumor betroffenen Leberareale stellt aufgrund der Lang-
zeitlberlebensrate immer noch den Goldstandard dar (Fong et al., 1999). Allerdings kommen
fir diese Behandlung nur weniger als 20% der Patienten in Frage. Die Mdglichkeit zur
Durchfihrung einer Resektion hangt unter anderem von der GréBe und Anzahl der
Metastasen sowie deren Verteilung Uber die Leberlappen, ihre Lagebeziehungen zu Pfort-
ader, Leberarterien und Gallenwegen ab. In 60 bis 70% der Falle tritt bei den chirurgisch
behandelten Patienten ein intra-hepatisches Rezidiv auf, das nur noch sehr selten erneut mit
chirurgischen Verfahren behandelt werden kann. Die 5-Jahres-Uberlebensrate nach der
Resektion von multiplen kolorektalen Lebermetastasen liegt zwischen 23 und 58% (Bangard,
2011).

Bei primar nicht resektablen Lebermetastasen kann durch eine Chemotherapie versucht
werden, die Metastasen zu verkleinern und Mikrometastasen zu zerstéren. Diese neoadju-
vante Therapie wird auch eingesetzt, um anschlieBend eine Operation zu ermdglichen.

Da die chirurgische Entfernung des Tumors in vielen Fallen nicht mdglich und eine
systemische Chemo- und/oder Strahlentherapie nicht erfolgversprechend sind, wird an
neuartigen, weniger invasiven und bevorzugt lokal wirkenden Tumortherapieverfahren mit
mdglichst geringer Nebenwirkungsrate gearbeitet. Zu diesen alternativen oder zusatzlichen
Therapieverfahren z&hlen lokale Behandlungen, wie z. B. die interstitielle Thermotherapie mit
Radiofrequenz- oder Laserstrahlen, die Kryotherapie, die perkutane Ethanol-Injektion und die
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transarterielle Chemotherapie. Jede dieser Therapieformen ist mit einem Risiko von 10 bis
30% fur das Auftreten neuer lokaler Metastasen behaftet (Fujiki et al., 2011).

In dieser Arbeit wurden neue Techniken und Wirkstoffe zur lokalen Pharmakotherapie solider
Malignome am Kaninchenmodell untersucht und hinsichtlich einer méglichen Anwendung am
Menschen bewertet. Als wirksam anerkannte Verfahren kdénnten entweder als alleinige
Behandlung oder zur Verminderung der Rezidivrate in Verbindung mit physikalischen Metho-
den, z. B. der Thermotherapie eingesetzt werden.

Far eine erste Abschatzung der Wirksamkeit und Vertraglichkeit der Behandlung wurden
Kaninchen VX2-Tumore in die Leber implantiert. Diese Tumore wurden im Wachstum mit
dem bildgebenden Verfahren der Computertomographie detektiert, lokal therapiert und im
Verlauf dokumentiert. Der Computertomograph (CT) ist das beste und im Allgemeinen auch
am haufigsten vertretene Gerat zur Messung von Leberlasionen (Shanbhogue et al,
Shanbhogue et al., 2010). Die Therapie wurde durch Einflhren eines mit Arzneimittel
beschichteten Ballonkatheters unmittelbar am eréffneten Abdomen in den Tumor oder als
Injektion direkt in das Tumorgewebe durchgefiihrt. Durch eine lokale Verabreichung wurden
im Tumor wesentlich héhere Arzneimittelkonzentrationen angenommen als bei systemischer,
beispielsweise intravendser Gabe, ohne dass in entfernten Organen toxische Spiegel
erreicht werden. Bei Eignung der Therapie mittels Ballonkatheter miisste an einem minimal-
invasiven perkutanen Punktionsverfahren durch die Bauchdecke weitergearbeitet werden.

Die Verabreichung der Substanzen in trockener, fester Form auf den Ballonkathetern wurde
gewahlt, weil:

a) dieser Applikationsweg sich bei der Behandlung und Prophylaxe der Restenose nach
Dilatation verengter Arterien gut bewahrt hat,

b) Arzneistoffe langer im Tumor verbleiben, wenn sie als Lésung eingebracht werden und
nicht sofort mit der Flissigkeit abflieBen,

c) der Ballon den Wirkstoff nach Expansion Uber eine grdoBere Flache im Gewebe verteilt
und

d) die trockenen Substanzen im Tumor wie ein Depot wirken und den Konzentrations-
spiegel dort Uber einen gewissen Zeitraum aufrechterhalten

Fir diese in vivo Versuche wurden vier Wirkstoffe (Paclitaxel, Fantolon, Doxorubicin und
Arsentrioxid) ausgewahlt und gegen eine Kontrolle getestet. Die Auswahl erfolgte unter
anderem aufgrund der Ergebnisse von Untersuchungen an Zellkulturen. In den in vitro Ver-
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suchen wurden noch zusatzlich die Wirkstoffe Mitoxanthron, 5-Fluorouracil und Bortezomib
Uberpraft.

Hypothese:
Die im Verlauf dieser Studie im Tiermodell eingesetzte lokale Therapie mit festen Wirkstoffen

ist eine gute Ergénzung, wenn nicht sogar Alternative zu thermisch oder chemisch (Ethanol)
ablativen Verfahren zur Behandlung von Tumoren und Metastasen in der Leber. In fester
Form kann der Wirkstoff langer im Gewebe verbleiben, als die normalerweise eingesetzten
flussigen Wirkstoffldsungen. Durch die langere Kontaktzeit von Wirkstoff zum behandelten
Gewebe, wird die Wirksamkeit erhéht. Ganz generell umgeht die lokale Applikation die Ne-
benwirkungen systemischer Chemotherapien.

Ziel:

Die Zielsetzung in diesem Projekt ist die Untersuchung eines lokalen Therapieverfahrens zur
Bekdmpfung von Lebertumoren/-metastasen, welches entweder als neoadjuvante, adjuvante
oder ausschlieBliche Behandlung angewendet werden kann.

Es soll geprift werden, inwieweit die Substanzen im geplanten Versuch in ihrer verwendeten
nicht-flissigen Form einen Einfluss auf das Tumorwachstum ausiiben. Uberwacht werden
soll dies mittels regelmaBiger computertomographischer Betrachtungen sowie verschie-
dener Untersuchungen am ex vivo Tumor.
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2 LITERATUR

2.1 Lebertumore

Die haufigsten einer lokalen Therapie zuganglichen Tumore finden sich in der Leber. Es sind
Hepatozellulare Karzinome und Metastasen verschiedener Primartumore mit Ursprung in
Magen, Darm oder Pankreas.

2.1.1 Hepatozellulares Karzinom (HCC)

2.1.1.1 Epidemiologie

Das Hepatozellulare Karzinom (HCC) ist der haufigste Primartumor der Leber. Mit steigender
Inzidenz steht es weltweit an Platz finf der haufigsten bdsartigen Tumorerkrankungen
(Abou-Alfa and Venook, 2008, Ruzzenente et al., 2011) und an dritter Stelle der
tumorbedingten Todesfalle (WHO, Ruzzenente et al., 2011). Die jahrlich erwartete Inzidenz
liegt weltweit bei 500.000 bis 1.000.000 mit bis zu 600.000 Todesféallen (Sherman, 2005,
Parkin et al., 2005, Fujiki et al., 2011). Interessanterweise gibt es groBe Unterschiede
zwischen den einzelnen Landern. So treten die meisten Erkrankungen in Asien und im
westlichen Afrika auf (Montalto et al., 2002). Die geringste Inzidenz ist in den USA, Kanada
und den skandinavischen Landern zu verzeichnen. Deutschland liegt zusammen mit
Frankreich und England mit 5 bis 10 Fallen/100.000 im Mittelfeld (Bosch et al., 2004). Wenn
auch langsam, so steigt die Inzidenz in den westlichen Industrielandern an. Innerhalb der
letzten beiden Jahrzehnte ist die jahrliche Inzidenz in den USA um 80% angestiegen.
Insgesamt sind Manner haufiger betroffen als Frauen, wobei Afroamerikaner eine héhere
Inzidenz aufwiesen als kaukasische Amerikaner. Dies scheint seine Ursache einerseits im
zeitgleichen Auftreten von Hepatitis C in dieser Zeit zu haben wie andererseits der Anstieg
an Immigranten aus Hepatitis B Virus-endemischen Landern. Dieser Trend ist auch in
anderen westlichen Industrieldndern zu verzeichnen (El-Serag und Mason, 1999, Di
Bisceglie, 2002). Die geographische Variabilitat der Inzidenz des HCCs wird mit dem
naturlichen Vorkommen und dessen Veranderungen des Hepatitis B und C Virus in
Verbindung gebracht (Liu und Kao, 2007).

Die Inzidenz des HCCs steigt weiterhin mit dem Alter an, wobei es die héchste Pravalenz bei
Uber 65-jahrigen aufzeigt (EI-Serag und Mason, 1999, Parikh und Hyman, 2007). Obwohl
das HCC in Nordamerika und im westlichen Europa selten bei unter 50-jahrigen auftritt,
konnte innerhalb der letzten zwei Jahrzehnte durchaus eine Zunahme der Inzidenz bei
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jingeren Personen beobachtet werden. Hierbei scheint das HCC in Gber 90% der Falle mit
Hintergrund der Leberzirrhose aufzutreten (Montalto et al., 2002, Okuda, 2000). Dieser
Hauptrisikofaktor der Leberzirrhose ist weltweit auf chronische Hepatitis-B und -C-Virus-
erkrankungen zurlickzufihren. AuBerdem spielen Lebensweise, Gesundheitsvorsorge und
genetische Veranlagungen eine Rolle wie sich am Beispiel der hispanischen Bevélkerung in
den Vereinigten Staaten erkennen lasst (Carrion et al., 2011).

2.1.1.2 Atiologie

Eine Vielzahl von genetischen Veranderungen fihren zur Entwicklung eines HCC. Diese
genetischen Veranderungen kénnen in zwei Gruppen eingeteilt werden:

Die erste Gruppe beinhaltet alle Veranderungen im Zusammenhang mit den Risikofaktoren
des HCCs. Diese sind z. B. Integration von Hepatitis-B-Virus-DNA (Paterlini-Brechot et al.,
2003), R249S-Tumorsuppressorgen-p53-Mutation in Aflatoxin-B1-exponierten Patienten
(Smela et al., 2001), KRAS-Mutationen aufgrund von Vinylchlorid-Exposition (Weihrauch et
al., 2001) und Hepatocyte-Nuclear-Factor-1a-(HNF1a)-Mutationen in Verbindung mit hepato-
zellularen Adenomen und dem Tumorsuppressorgen adenomatosis-polyposis-coli-(APC)-
Mutationen, die pradisponierend flir Hepatoblastome sind (Bluteau et al., 2002).

Die zweite Gruppe von genetischen Veranderungen sind atiologisch unspezifischer Herkunft
wie Chromosomenveranderungen in folgenden flr die Proliferation relevanten Genen:
Veranderungen des Tumorsuppressorgens p53 (Hollstein et al., 1991, Feitelson et al., 1993),
Aktivierung des WNT/B-Catenin-Signalwegs durch CTNNB1//3-Catenin und AXIN (axis-
inhibiting-protein)-Mutation. Inaktivierung des Retinoblastom- und IGF2R (insulin-like-growth-
factor-2-receptor)-Signalwegs durch die Inaktivierung von RB1 (Retinoblastom 1), P16 und
IGF2R (Laurent-Puig et al., 2001).

Umfangreiche Studien lassen in Abhangigkeit von Vorliegen oder Abwesenheit chromo-
somaler Instabilitdt auf zwei unterschiedliche Signalwege bezlglich der Genese des HCCs
schlieBen. Das Hepatitis-B-Virus (HBV) sowie schlecht differenzierte Tumore werden in
Zusammenhang gebracht mit chromosomal instabilen Tumoren, verbunden mit haufigen
p53-Mutationen. Im Gegensatz dazu stehen dagegen nicht HBV-induzierte und gut
differenzierte Tumore im Zusammenhang mit chromosomal stabilen Tumoren, die haufig -
Catenin-aktiviert sind (Laurent-Puig et al., 2001).
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2.1.1.3 Risikofaktoren fiir das HCC

Auch wenn einem Viertel aller in den USA diagnostizierten Falle eines HCCs keinerlei
pradisponierende Faktoren zu Grunde liegen, so sind doch die bekannten Hauptrisiko-
faktoren viraler (chronische Hepatitis B und C) (Alacacioglu et al., 2008, Petry et al., 1997),
toxischer (Alkohol und Aflatoxine), metabolischer (Diabetes mellitus und nicht alkoholische
Leberverfettung) und immunologischer (primar billiare Zirrhose und autoimmune Hepatitis)
Ursache (Parikh und Hyman, 2007). Grundsatzlich ist unabhéngig von der Atiologie jede
Leberzirrhose als Prakanzerose anzusehen (Persson et al., 2012).

Damit wird deutlich, dass sich das HCC sekundar aus folgenden Krankheiten entwickeln
kann:

2.1.1.3.1 Hepatitis-B-Virus (HBV)

Die Ubertragung des Hepatitis-B-Virus erfolgt parenteral und coital, d. h. durch Blut oder
andere Korperflissigkeiten eines infizierten, Hepatitis-B-surface-antigen-positiven Patienten.
Dies ist der wichtigste Parameter fir den Nachweis einer Hepatitis-B-Infektion. In Endemie-
gebieten ist der wichtigste Ubertragungsweg die vertikale Infektion von einer HBsAg-
positiven Mutter wahrend der Geburt. Diese perinatale Infektion hat zu 90% eine chronische
Infektion des Kindes zur Folge.

Die Hepatitis-B-Infektion ist eine Infektionskrankheit der Leber mit dem Hepatitis-B-Virus, die
haufig akut (90%), gelegentlich aber auch chronisch verlaufen kann. Aus einer chronischen
Hepatitis-B-Infektion kann eine Leberzirrhose mit nachfolgendem Leberkarzinom entstehen.

Wie auch bei anderen bdsartigen Tumoren, ist die Entstehung des HCCs ein mehrstufiger
Prozess, der verschiedene genetische Veranderungen beinhaltet und letztlich durch direkte
und indirekte Stoffwechselwege zur malignen Transformation der Leberzelle, des Hepato-
zyten fahrt. Anhaltende Hepatozytenschadigung und Regeneration bis hin zur Zirrhose fih-
ren zu einem erh6éhten Zellumsatz und demzufolge zu einer Erhéhung von kritischen
Mutationen im Wirtsorganismus. Dies kann sowohl zu chromosomalen Aberrationen fihren
wie auch zur Aktivierung zellularer Onkogene oder Inaktivierung von Tumorsuppressor-
genen. In HBV-induzierten HCC-Fallen finden sich chromosomale Abweichungen haufiger
als bei Patienten, die ein HCC aufgrund anderer Risikofaktoren entwickeln (Marchio et al.,
2000, Laurent-Puig et al., 2001). Weiterhin missen bei diesem onkogenen Virus Mechanis-
men bedacht werden, die eine Rolle bei der Integration der Virus-DNA in das Wirtszellgenom
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spielen. So finden sich die integrierten Fragmente haufig in Genen der Zellsignal- oder
Wachstumskontrolle (But et al., 2008).

Gegen Hepatitis B kann eine prophylaktische Impfung durchgefiihrt werden. Daher wird
generell davon ausgegangen, dass die Folgen der chronischen HBV-Infektion aufgrund der
seit den 80er Jahren zunehmenden Immunisierung abnehmen werden (Margolis, 1998,
Kane, 1995). Die Impfung wird bei Hochrisikopopulationen wie Beschaftigten im Gesund-
heitswesen, immunsuppressiven Patienten, Patienten mit chronischer Lebererkrankung,
Patienten mit regelmaBiger Bluttransfusion oder Hamodialyse und Neonaten von HBV-
positiven Mittern empfohlen.

2.1.1.3.2 Hepatitis-C-Virus (HCV)

Die Ubertragung des Hepatitis-C-Virus erfolgt parenteral iiber das Blut. Im Gegensatz zur
Hepatitis-B-Infektion wird das HCV nur &uBerst selten coital Gbertragen und das Risiko der
vertikalen Ubertragung wahrend der Geburt liegt bei einer normalen Entbindung unter 5%.

Die Hepatitis-C-Infektion ist eine durch das Hepatitis-C-Virus verursachte Infektionskrankheit
und bis zu 80% der HCV-Patienten gelingt es nicht, das Virus zu eliminieren, sie missen
dadurch mit einer chronischen HCV-Infektion leben (Suruki et al., 2006, Gruner et al., 2000).
Das HCV ist der wichtigste Risikofaktor fir das HCC in Westeuropa und in den Nord-
amerikanischen Landern. Das Risiko an HCC infolge einer HCV-Infektion zu erkranken ist 17
Mal héher als bei HCV-negativen Patienten (Donato et al., 2002). Epidemiologischen Studien
zufolge weisen HCC-Patienten bis zu 70% HCV-Antikérper im Serum auf (Nishioka et al.,
1991, Bruix et al., 1989, Colombo et al., 1989). Das HCV ist nicht in der Lage sein Genom in
das der Wirtszelle zu integrieren. Das HCC wird mittels indirekter Mechanismen induziert.
Chronische Hepatitis mit fortwahrender Entziindung und Hepatozytendegeneration mit
folgender Entwicklung einer Leberzirrhose fihrt zu chromosomaler Schadigung und még-
licherweise zur Initiierung der hepatischen Kanzerogenese (Ahn und Flamm, 2004). So findet
sich z. B. das HCV-induzierte HCC fast ausschlieBlich in Zirrhosepatienten. Gegen Hepa-
titis C ist keine Impfprophylaxe mdglich.

2.1.1.3.3 Alkoholtoxische Leberzirrhose

Durch Alkoholabusus kommt es zur Entwicklung einer Fettleber, aus der sich wiederum Gber
die alkoholische Fettleberhepatitis eine alkoholische Leberzirrhose entwickeln kann. Die
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Zirrhose birgt ein hohes onkogenes Potential, in Siddeutschland wird dieses mit 58%
angegeben (Kirchner et al., 2010, Donato et al., 2002). Von besonderer Bedeutung ist dies
speziell in Landern wie Deutschland, weil dort HCV-Infektionen nicht die Hauptursache fur
die Entstehung des HCC sind (Kubicka et al., 2000). Die Ursache der Zirrhose ist die
Nekrose von Leberzellen, verursacht durch Alkohol, aber auch durch Viren oder Gifte. Dabei
werden Botenstoffe, wie z. B. Zytokine freigesetzt, die einerseits Makrophagen (v.-Kupffer-
Zellen) und far die Fibrose verantwortliche Ito-Zellen aus der Leber freisetzen. Monozyten
und Granulozyten werden aus dem Blut aktiviert (Heinzeller und Bising, 2001, Hirner und
Weise, 2004). Hierdurch kommt es zu Parenchym-Nekrosen, Herausbildung von
Regeneratknoten (Pseudolobuli) und BindegewebsstraBen infolge des destruktiven Umbaus
der Organstruktur. Im Frihstadium der Erkrankung nimmt die Leber an GréBe zu
(Hepatomegalie), bekommt eine unregelmaBig-héckerige Struktur und verkleinert sich mit
zunehmendem Krankheitsverlauf. Daraus resultiert eine Verschlechterung des Blutflusses
durch die Leber, welcher einen Blutstau vor der Leber und in der Milz nach sich zieht. Durch
die Ausbildung von vendésen Umgehungskreislaufen entstehen Varizen bevorzugt im Magen
und der Speiserdhre, als auch in der Bauchhaut. Platzen diese Varizen auf, so kann es zu
lebensbedrohlichen inneren Blutungen fihren. Diese Blutungen werden zuséatzlich durch
eine herabgesetzte Blutgerinnung verstarkt, da die Hepatomegalie zu einem gesteigerten
Abbau der an der Blutgerinnung beteiligten Thrombozyten flhrt. Durch den strukturellen
Umbau des Lebergewebes kommt es zu Funktionsstérungen des Organs. Die Protein-
produktion der Leber nimmt ab und sie muss aus diesem Grund auf kdrpereigene Proteine
zurtickgreifen. Dies flihrt durch den Verlust von Muskelmasse zu einer Muskeldystrophie.
Dazu kommt Aszites durch Wassereinlagerungen in Bauch und Beinen (Messmann, 2012).

2.1.1.3.4 Nicht alkoholische Fettleberhepatitis (NASH)

NASH kann sich als Komplikation aus einer Steatosis hepatis entwickeln und erzeugt das
gleiche Erscheinungsbild wie die alkoholtoxische Hepatitis, ohne dass ein erhéhter Alkohol-
konsum besteht.

Die Ursachen fir eine NASH sind vielfaltig, unter anderem handelt es sich dabei um
erworbene Stoffwechselstérungen (z. B. Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2, Hyperlipo-
proteindmie, Hunger), angeborene Stoffwechselstérungen (z. B. Tyosinamie, Morbus
Wilson), Zustand nach chirurgischen Eingriffen (z. B. Adipositaschirurgie, Kurzdarmsyn-
drom), Medikamenten/Giften (z. B. Steroide, Tamoxifen, synthetische Ostrogene, Farben,
Lacke) und andere, wie z. B. jejunale Divertikulose mit bakteriellem Uberwachstum (Nakade
et al., 2012, Tuyama und Chang, 2012). Nach einer Verfettung der Leberzellen kommt es
Uber komplexe Mechanismen zu einer chronischen Entziindung im Lebergewebe. Die Folge
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ist zunachst das Absterben von Leberzellen. Langfristig fihrt diese zur Entstehung von Bin-
degewebe, woraus sich im fortgeschrittenen Stadium eine Leberzirrhose bilden kann
(Trauner, 2006). Diese Zirrhose birgt ein hohes Potential fir die Entstehung von Leberkar-
zinomen.

2.1.1.3.5 Aflatoxine

Schimmelpilzgifte werden vom Menschen durch die Nahrung aufgenommen. Aflatoxine
kommen oftmals in Getreide und Nissen vor. Wenn diese Bestandteil von Tierfutter sind,
kann der Mensch sie jedoch auch Uber den Konsum von Kuhmilch oder Rindfleisch
aufnehmen, da Aflatoxine im Tierkdrper nicht unschadlich gemacht werden. Man unter-
scheidet Uber 20 natirlich vorkommende Aflatoxine, wovon das Aflatoxin By (AFB1) als das
fir den Menschen am geféhrlichsten gilt. Bereits Mengen um 10 pg/kg Kérpergewicht haben
akut lebertoxische Wirkung, wirken jedoch auch bei geringeren Mengen, vor allem bei
wiederholter Aufnahme, karzinogen. Allerdings bilden sich Aflatoxine bevorzugt in Gebieten
mit feuchtwarmem Klima, so dass Afrika, Sid-Amerika und Sid-Ost-Asien hauptsachlich
betroffen sind. Es wird vermutet, dass hohe AFB1-Aufnahmen bei HBV-infizierten Patienten
zu einem erhéhten Risikofaktor bei der Entwicklung eines HCCs fluhren (Groopman et al.,
1996, Liu et al., 2005). So konnte beobachtet werden, dass Gegenden mit einer hohen
Pravalenz von HCC und hoher AFB1-Aufnahme mit den endemischen HBV-Gebieten
korrelieren und Patienten mit hoher HBV- und AFB1-Exposition das hdchste Risiko
aufweisen am HCC zu erkranken (Montalto et al., 2002, Groopman et al., 1996). Es wird
vermutet, dass AFB1 aufgrund einer spezifischen Mutation auf Codon 249 des Tumor-
suppressorgens p53 zum HCC flihren kann (Bressac et al.,, 1991). Diese Mutation wurde
auch bei Patienten mit vorangegangenem HBV-Kontakt gefunden (Montalto et al., 2002, Yu
et al., 2005). In Europa spielt AFB1 jedoch eine untergeordnete Rolle bei der Entstehung des
Leberkarzinoms.

2.1.1.3.6 Diabetes mellitus

Es ist nachgewiesen, dass Diabetes mellitus ein unabhangiger Risikofaktor fir das HCC ist
(Wideroff et al., 1997). Eine amerikanische Studie zeigte auf, dass ein 2 bis 3 Mal héheres
Risiko besteht an einem HCC zu erkranken, wenn Diabetes mellitus vorliegt. (Davila et al.,
2005). Es stellte sich jedoch auch heraus, dass das Vorhandensein weiterer Risikofaktoren
neben dem Diabetes mellitus die Wahrscheinlichkeit einer HCC-Erkrankung zuséatzlich
erhdht. So besteht ein 4 Mal héheres Risiko von Diabetespatienten an HCC zu erkranken,
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wenn eine Hepatitis, Zirrhose und Alkoholismus vorliegen (Adami et al., 1996). Auch Uber-
gewicht und Diabetes mellitus bei HCV-Patienten oder Patienten mit alkoholbedingter Leber-
zirrhose flhren zu einem erhéhten Risiko einer HCC-Erkrankung (N'Kontchou et al., 2006).
In einer taiwanesischen Studie stellte sich sogar ein 100-fach héheres Risiko fir das HCC
bei HBV- oder HCV-Patienten mit Ubergewicht und Diabetes mellitus heraus (Chen et al.,
2008).

2.1.1.3.7 Hdmochromatose (genetisch bedingte Eisenspeichererkrankung)

Aufgrund eines autosomal-rezessiv vererbten Gendefektes reichert sich nach einer erhéhten
Eisenaufnahme aus dem Darm vermehrt Eisen in der Leber an. Daraus kann eine Hepatitis
und Leberzirrhose entstehen, wodurch die Gefahr flr ein daraus resultierendes HCC
gegeben ist (Edison et al., 2008).

2.1.2 Kolorektales Karzinom

Das kolorektale Karzinom ist bei den Krebsarten die zweithdufigste Todesursache in
Deutschland bei Mannern und Frauen. Mit einer Inzidenz von 70.000 Neuerkrankungen pro
Jahr gehért es zu den haufigsten Tumorerkrankungen. Etwa 29.000 der Erkrankten sterben
daran. Es ist nur durch die totale chirurgische Resektion heilbar (Halle und Schoenberg,
2009).

Die meisten kolorektalen Karzinome entstehen mit 85% durch somatische Mutationen, 10%
sind hereditaren Ursprungs und 5% entstehen durch chronisch-entziindliche Darmer-
krankungen (Weitz et al., 2004).

Haufig wird die Krankheit erst im metastasierten Stadium oder durch fortgeschrittene
klinische Symptome wie dem lleus erkannt. Ursache daflr ist unter anderem ein initial
langsames Tumorwachstum, welches zu einer langen Latenzzeit bis zur Entwicklung
klinischer Symptome fihrt. Aus dem kolorektalen Karzinom entsteht in vielen Fallen ein HCC
(Jinetal., 2012).

Ein tumorbeglnstigender Faktor ist die Erndhrung: Eine ballaststoffarme und fettreiche,
fleischlastige Erndhrung beginstigen die Entstehung von Kolonkarzinomen. Positiv wirken
sich dagegen der Verzehr von Fisch, Getreide und Gemuse aus. Weitere Negativ-Faktoren
sind Bewegungsmangel, Ubergewicht und Nikotin (Odegaard et al., 2011).
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2.1.3 Lebermetastasen

Lebermetastasen entstehen hauptsachlich durch eine hdmatogene Metastasierung aus dem
kolorektalen Karzinom (Jin et al., 2012).

Durch eine Entdifferenzierung der Tumorzelle wird die Metastasierung des Primartumors
mdglich. Ein geringer Anteil von Zellen 16st sich aus dem Tumorzellverband und gelangt tber
den Pfortaderkreislauf zuerst in die Leber. Dadurch bilden sich Fernmetastasen im Leber-
gewebe. Von der Leber aus kénnen sich die Tumorzellen Uber die Lebervenen in die Vena
cava inferior und dann bis zur Lunge ausbreiten. Beim Kolonkarzinom kann der Tumor auch
auf lymphogenem Wege metastasieren (regiondre Metastasen). Die Lymphknotenmeta-
stasen treten hierbei entlang des Verlaufs der Arterien auf.

Lebermetastasen fihren zu einer Verschlechterung der Prognose und reduzieren die
Heilungschancen erheblich (Vogl et al., 2002).

2.2 Bildgebende Diagnostik der Lebertumore

2.2.1 Kurze Einfiihrung in die Computertomographie

Sir Godfrey Newbold Hounsfield, der Erfinder des Computertomographen und englische
Ingenieur, gewann 1979 gemeinsam mit dem amerikanischen Physiker Allan M. Cormack
den ,Nobelpreis flir Physiologie oder Medizin“ und wurde fiir seine Erfindung sogar 1981 von
der englischen Koénigin zum Ritter geschlagen (Nicoletti et al., 2007). Hounsfield setzte die
theoretischen Grundlagen zur Computertomographie von Cormack praktisch um und
entwickelte den ersten Computertomographen (Hall, 1997). 1971 erstellte Hounsfield damit
die ersten klinischen CT-Bilder, die bei der Untersuchung des Schéadels einer Frau eine
Zyste im Gehirn erkennen lieBen. Bereits 1977 brachte die Firma Siemens den ersten
Ganzkérper-CT unter dem Namen ,Somatom 1“ heraus, also einem Vorlaufer des fir dieses
Projekt verwendeten Gerates (Wieczorek, 2004).

Die Computertomographie stellt eine Kombination aus Computertechnik und Rdntgen dar.
Dabei entstehen Querschnittbilder des Koérpers. Die Rontgenréhre (Gantry) rotiert konti-
nuierlich um den auf dem Aufnahmetisch liegenden Patienten und sendet dabei facherférmig
Roéntgenstrahlen aus, die durch den Kérper hindurch gehen, je nach Réntgendichte des
Kérpers abgeschwacht und vom gegeniberliegenden Detektor aufgefangen werden. Diese
Strahlen werden in elekirische Signale umgewandelt. Damit wird ermittelt, wie stark die
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Roéntgenstrahlen beim Durchtritt durch das Gewebe an Intensitat verlieren (Alkadhi et al.,
2011).

Da die durchleuchteten Gewebe verschiedene Dichten aufweisen, wird die Strahlung
unterschiedlich absorbiert. Dieser Dichte-Wert wird in Hounsfield-Einheiten (HE) berechnet.
Der Dichte-Wert von Wasser wird = null gesetzt, der Dichtewert von Luft = - 1000, von Fett =
- 100 und Knochen = 500 bis 1500 HE. Je hdher die Werte sind, desto heller/weiBer stellen
sie sich in der Aufnahme dar (Nicoletti et al., 2007).

Spiral-Computertomographen haben den Vorteil, dass der Patient kontinuierlich und in
kurzer Zeit untersucht werden kann, indem sich der Tisch mit dem Patienten in Langs-
richtung gegenlber der Rontgenréhre und den Detektoren bewegt. Eine weitere Verkiirzung
der MeBzeit bieten die Mehrzeilen-Spiral-Computertomographen, da nicht nur eine sondern
mehrere Detektorreinen nebeneinander liegen, welche gleichzeitig mehrere Schichten
messen (Alkadhi et al., 2011).

2.2.2 Verwendung von Kontrastmittel im CT: Ultravist 370°

Ultravist (1,3-Benzenedicarboxamide, N, N'-bis ((2, 3-dihydroxypropyl)-2, 4, 6-triiodo-5-
[(methoxyacetyl)amino]-N-methyl-lopromide) ist ein nichtionisches, wasserldsliches, farb-
loses jodiertes Rontgenkontrastmittel, welches fir die intravenése Applikation vorgesehen
ist. Das darin enthaltene kontrastgebende Jod ist kovalent an ein Derivat der trijodierten
Isophtalsdure gebunden und absorbiert die darauf treffenden Réntgenstrahlen. Es verstarkt
die Kontraste bei der Computertomographie durch eine, besonders kurz nach der Injektion
beobachtbare ungleichmaBige Verteilung. Das Kontrastmittel flieBt zunachst (ber die
Arterien in die gut durchblutete gesunde Leber ein und erreicht erst spater das
Tumorgewebe bzw. nekrotische Gewebe. Ein Perfusionsdefekt hebt sich dunkel vor dem
hellen Lebergewebe ab (s. Abb. 31 und Abb. 32, CT-Aufnahmen). Vitales Tumorgewebe ist
allerdings nicht eindeutig von abgestorbenem krankem Tumorgewebe zu unterscheiden. Zu
spateren Zeitpunkten gelangt das Kontrastmittel in das kranke bzw. nekrotische Gewebe
wahrend die Kontrastmittelkonzentration im gesunden Lebergewebe gleichzeitig abnimmt, so
dass der Kontrast verschwindet.

In einem Milliliter Ultravist 370® (Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) befinden sich
laut Herstellerangabe 770 mg lopromid entsprechend 370 mg Jod.
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Abb. 1: Strukturformel lopromid

2.2.3 GroBe und Stadieneinteilung der Tumore

Die Einteilung der Tumore in festgelegte Stadien, auch ,Staging® genannt, ist sehr hilfreich
fur die Planung in der Tumor-Therapie und die Prognose. Durch das Staging wird der
Krankheitsverlauf kontrollier- und vergleichbar.

Die Veranderung der TumorgréBe ist ein relativ einfach zu beurteilendes Kriterium fur das
Ansprechen auf die Therapie. Allerdings kann der Tumor trotz konstanter GréBe auf die
Therapie angesprochen haben, indem das Wachstum gehemmt wird oder das Tumorgewebe
abstirbt. Hinweise darauf kann die histologische Bewertung geben.

Einteilung des hepatozelluldren Karzinoms nach der TNM-Klassifikation (Tannapfel und C.,

2003):

T-Priméartumor:

TX Primartumor nicht beurteilbar

TO keine Anzeichen fir Primartumor

T1 solitarer Tumor, ohne GefaBinvasion

T2 solitarer Tumor mit GefaBinvasion oder multiplen Tumoren, keiner mehr als 5 cm in
gréBter Ausdehnung

T3 multiple Tumoren mit mehr als 5 cm in gréBter Ausdehnung oder Tumoren mit Befall
eines gréBeren Asts der Vena portae oder der Venae hepaticae

T4 Tumor(en) mit direkter Invasion von Nachbarorganen ausgenommen Gallenblase
oder Tumor(en) mit Perforation des visceralen Peritoneums

N-regionare Lymphknoten:

NX  regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 regionare Lymphknotenmetastasen
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M-Fernmetastasen:

MX  das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
MO keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Nach Begutachtung des Patienten und Entscheidung der Einteilung dieser drei Komponen-
ten kann eine Eingruppierung in ein klinisches Krankheitsstadium vorgenommen werden:

Stadiengruppierung:

Stadium | T1, NO, MO

Stadium I T2, NO, MO

Stadium IlIA T3, NO, MO

Stadium 111B T4, NO, MO

Stadium IlIC jedes T, N1, MO
Stadium IV jedes T, jedes N, M1

2.3 Behandlungsmoglichkeiten von Lebertumoren oder -metastasen

Der Goldstandard in der Therapie maligner Lebertumore, auch des HCC, ist die
Leberteilresektion (Makuuchi et al., 2008, Brouquet et al., 2011). Diese Methode ist jedoch
nur bei 15 bis 30% der Betroffenen durchfiihrbar. Haufig spricht ein zu weit fortgeschrittenes
Stadium der Erkrankung dagegen. Eine Resektion ist bei generalisierter Metastasierung und
bei Zirrhosen der Leber ausgeschlossen. Bei einigen Patienten wird vor der Leberteil-
resektion die Portalvene des zu entfernenden Leberlappens verschlossen und dadurch dem
verbleibenden Leberanteil ein verstarkter Blutfluss zugeflhrt, wodurch die Leber zum
Wachstum angeregt wird (Hypertrophie). Die 5-Jahres-Uberlebensrate nach einer Leberteil-
resektion wird mit bis zu 71% benannt (Brouquet et al., 2011). Im Falle eines Rezidivs kann
in einigen Fallen eine Re-Resektion oder eine adjuvante Therapie durchgefihrt werden.

Bei der Lebertransplantation wird aus Mangel an Spenderorganen haufig die Lebendspende
praktiziert. Diese hat den Vorteil, dass die Operation geplant werden kann, der Empfanger
nicht lange auf ein Organ warten muss und deshalb in einem gesundheitlich stabileren
Zustand transplantiert werden kann. Die Leber des Spenders kann sich innerhalb einiger
Monate wieder auf die urspriingliche GréBe regenerieren (Lang, 2001).

Eine Transplantation eines gesunden Organs empfiehlt sich, wenn die gesamte Leber so
stark durch den Tumor und Zirrhosen geschéadigt ist, dass eine Teilresektion nicht durch-
fUhrbar ist.
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2.3.1 Systemische Chemotherapien

Bei der intravendsen Verabreichung von Chemotherapeutika wird der gesamte Organismus
mit dem Medikament versorgt. Im Gegensatz zur lokalen Chemotherapie gelangen die
Wirkstoffe nicht nur in die vom Tumor befallenen Regionen, sondern belasten auch gesunde
Organe. Allerdings bietet die systemische Chemotherapie den Vorteil, dass bei systemischen
Tumorerkrankungen (z. B. Leuk&mien, malignen Lymphomen) oder einer weiten Ausbreitung
von Metastasen alle betroffenen Areale erreicht werden kdénnen. In der Regel wird diese
Therapieform in mehreren Intervallen durchgeflihrt, wobei sich Behandlungsphasen und
Behandlungspausen, in denen sich der Patient erholen kann, miteinander abwechsein.
Haufig werden auch mit einer systemischen Chemotherapie nach einer Leberteilresektion
gute Ergebnisse erreicht (Brouquet et al., 2011).

2.3.1.1 Chimére Antikérper gekoppelt mit Radionukliden

Durch die Verbindung monoklonaler Antikérper mit toxischen Stoffen, wie z. B. Radio-
nukliden sollen die zellzerstérenden Substanzen bevorzugt zu den malignen Zielzellen im
Kérper transportiert werden (Brockmann, 2006).

2.3.1.2 Virotherapie

Bestimmte Viren, meist genetisch manipulierte Adenoviren, replizieren sich vorwiegend in
Tumorzellen, so dass gesunde Zellen nicht befallen werden. Adenoviren werden als onko-
lytische Viren verwendet, weil sie normalerweise beim Menschen hdéchstens eine Erkaltung
auslésen. Weitere Vorteile der Adenoviren sind die enorme Reproduktionsrate bei geringer
Mutation. Das bedeutet, dass aus einem Adenoviruserreger Tausende Kopien erstellt
werden (Cao et al, 2011). Eine sogenannte Tumorimpfung mit einem fir den Menschen
ungeféhrlichen Erreger wie dem Newcastle-Desease-Virus erreicht, dass die Erreger die
Tumorzellen detektieren und selektieren und diese dann zerstéren (Ravindra et al., 2009).

2.3.1.3 Drug Targeting

Beim ,Drug Targeting® wird ein Arzneistoff unter kontrollierten Bedingungen gezielt an seinen
Wirkort im Koérper transportiert. Eine Steigerung dessen ist die ,Controlled Release®, bei
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welcher der Arzneistoff erst nach Erreichen seines Wirkortes freigesetzt wird. Ein Beispiel
daflr ist das Doxorubicin, welches liposomal verkapselt in der systemischen Therapie von
Ovarial- oder Mammakarzinomen eingesetzt wird (Jiang et al., 2011, Fiegl et al., 2011).

2.3.2 Lokale Chemotherapien

Bei der lokalen Chemotherapie wird das Medikament direkt in den Tumor eingebracht,
entweder durch Katheter Uber den Tumor versorgende BlutgefaBe oder durch direkte
Injektion in das Tumorgewebe. Durch die gezielte Positionierung geht weniger Wirkstoff
durch den Blutkreislauf verloren als bei der systemischen Chemotherapie. Obwohl eine ge-
ringere Menge des Medikamentes erforderlich ist, wird trotzdem eine héhere Konzentration
im Tumor erzielt als bei der systemischen Chemotherapie. Daher ist diese Form schonender
fir den Organismus. Diese Therapieform ist geeignet fur einzelne, solide Tumore oder
Metastasen. Probleme sind die ungleichmaBige Verteilung im Tumor, das rasche AbflieBen
flussiger Zubereitungen durch bei der Punktion verletzte BlutgefaBe, Lymphbahnen oder
andere Strukturen. Dem wurde versucht durch Verabreichung von Depotformulierungen,
z. B. wirkstoffhaltigen Implantaten oder Partikeln, zu begegnen (Eyol et al., 2008, Gonzalez
et al., 2008, Keese et al., 2009). Als Alternative wurden in dieser Arbeit Wirkstoffe in Form
von Trockensubstanzen oder nur langsam l6slichen Mikrokristallen verabreicht, wodurch das
rasche Abschwemmen verhindert werden kann.

2.3.2.1 Perkutane Ethanolinjektion (PEI) oder Essigséaure (PAIl)

Die perkutane Ethanolinjektion (PEI) flhrt eine Nekrose des Tumorgewebes herbei, indem
das zellulare Zytoplasma degeneriert und die zellularen Proteine komplett denaturiert
werden. Unter z. B. sonographischer Kontrolle wird intratumoral absoluter Ethanol mit einer
Feinnadel injiziert. Der Vorgang muss mehrmals wiederholt werden, da sich Ethanol im
Tumor inhomogen verteilt und Tumorareale unbehandelt bleiben. Bei einer Single-Shot-PEl
kénnen dagegen bis zu 150 ml 96%igen Ethanols in das Tumorgebiet injiziert werden
(Spangenberg, 2006). Speziell bei Lebermetastasen des kolorektalen Karzinoms kann keine
ausreichende Verteilung im Tumor erzielt werden, da der Tumor nicht von einer Kapsel
umgeben ist und der Alkohol meist rasch aus dem strukturell festeren Tumorgewebe abflie Bt
(Giovannini und Seitz, 1994).

Rezidive sind haufig und liegen nach 1 Jahr bei 26 bis 32% und nach 3 Jahren bei 51 bis
86% (Stattner, 2010). Bei gréBeren Lasionen liegt das Rezidivrisiko weitaus hdher
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(Spangenberg, 2006). Die Injektion kann auch mit Essigsaure (PAIl) erfolgen. Dabei wurden
bessere Ergebnisse erzielt, als mit Ethanol (Shah et al., 2004). Die 3-Jahres-Rezidivrate liegt
bei der PAI mit 56% niedriger als bei der PEI mit 64% (Tsai et al., 2008).

2.3.2.2 Transarterielle Chemoembolisation (TACE)

Bei diesem Verfahren wird die arterielle Infusion eines Chemotherapeutikums mit einer
Embolisation der Blutversorgung des Tumors kombiniert. Durch die Embolisation wird ein
frihzeitiges Ausschwemmen des Wirkstoffes aus dem Tumor verhindert, wodurch der
therapeutische Effekt verstarkt wird. Hinzu kommt, dass das gesunde Lebergewebe
Uberwiegend vends Uber die Pfortader und der Tumor vorwiegend arteriell versorgt werden.
Dadurch wird bei der TACE das Lebergewebe weitestgehend geschont. Die Embolisation
kann durch vielfaltige Verschlussmaterialien herbeigefihrt werden, wie z. B. Lipiodol
(Lipiodol Ultra Fluid®), kollagenen Substanzen oder Gelatineschaum (Gelfoam®).

Die Erfolgsrate der Verkleinerung des Tumors (Downstaging) liegt hier bei 31 bis 61% (Fujiki
et al., 2011, De Luna et al., 2009). Wird alternativ zur TACE nur das tumorversorgende
GefaB embolisiert, spricht man von einer Transarteriellen Embolisation (TAE), wird dagegen
nur das Lipiodol-Zytostatikum-Gemisch injiziert, so handelt es sich um eine Transarterielle
Chemoperfusion (TAC) (Spangenberg, 2006).

2.3.3 Lokale Thermotherapien

Tumorgewebe kann lokal durch Einfrieren oder Erhitzen abgetttet werden, ohne dass das
umgebende Gewebe in groBerer Entfernung geschadigt wird. Voraussetzung fiir den Einsatz
ist jedoch, wie bei allen lokal ablativen Verfahren, eine Metastasenanzahl von weniger als
funf, eine MetastasengréBe von unter 5 cm und das Fehlen von extrahepatischen Meta-
stasen. Wesentlich ist auch die Lage des Tumors in der Leber. Die Nahe zu groBen GefaBen
erschwert die Behandlung durch Warmeableitung oder —zufuhr, die N&ahe zu empfindlichen
Strukturen wie der Gallenblase erlaubt kein ausreichend aggressives Vorgehen. Eine weitere
Beschrankung stellt die Rezidivrate dar, weil haufig vitale Tumorreste zuriickbleiben. Der
Grund hierfir ist ein Nichteinhalten des Sicherheitsabstandes vom Tumor zum gesunden
Lebergewebe von mindestens 1 cm (Bangard, 2011).
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2.3.3.1 Kryotherapie

Die Kryotherapie wird selten allein, sondern meist in Verbindung mit einer Leberteilresektion
durchgefiihrt. Dabei wird das Tumorgewebe sowie ein etwa 1 cm breiter Saum gesunden
Lebergewebes durch Schockgefrierung zerstért, indem flissiger Stickstoff mit einer Tempe-
ratur von bis zu — 196 °C mittels einer Sonde in das Zentrum des Tumors verbracht wird
(Chen et al., 2010, Bhardwaj et al., 2010).

2.3.3.2 Radiofrequenzablation (RFA)

Die Applikation von hochfrequentem elektrischem Strom durch eine Nadelelekirode ist das
gebrauchlichste Verfahren zur Thermoablation. Meist unter Kontrolle mittels Computer-
tomographie werden im Zielgebiet hohe Temperaturen bis zu 100 °C erreicht. Mit dieser
Sonde kann gleichzeitig zur Kontrolle die Temperatur und die Leitfahigkeit des Gewebes
(Impedanz) gemessen werden. Bei einer erfolgreichen Ablation werden das maligne Tumor-
gewebe sowie ein daran angrenzender schmaler Rand gesunden Gewebes zerstért. Bei den
Tumoren bis maximal 3 cm Durchmesser kann damit eine Tumornekrose in 80 bis 90% der
Interventionen erreicht werden. Bei gréBeren oder multifokalen Lasionen ist die TACE besser
geeignet (Lencioni et al., 2003, Toso et al., 2010, Fujiki et al., 2011). Ein allgemeines Risiko
aller lokal ablativer Therapien stellen die Stichkanalmetastasen dar, welche bei der RFA bei
0,5% liegen (Livraghi et al., 2003).

2.3.3.3 Laserinduzierte interstitielle Thermotherapie (LiTT)

Die LIiTT stellt ebenfalls eine minimalinvasive Thermoablation dar, die durch Hitze zur
Proteindenaturierung und Koagulation im Tumor fihrt. Bei der LiTT wird dem Patienten ein
Katheter von auBen durch die Bauchwand in die Leber bis zur Metastase geschoben und
darUber ein Lichtleiter mit Diffusor platziert, der das Licht eines Nd:YAG-Lasers (Neodym-
dotierter Yttrium-Aluminium-Granat-Laser) mit einer Wellenlange von 1064 nm transportiert.
Das Licht wird im Gewebe in Warme umgewandelt (Vogl et al., 2006, Maataoui et al., 2005).
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2.3.3.4 Hochfrequenzinduzierte Thermotherapie (HiTT)

Hochfrequenter Wechselstrom mit einer Nennfrequenz von 375 kHz und maximal 60 Watt
wird Uber eine Nadelelekirode in den Tumor geleitet, wobei intratumorale Temperaturen von
bis zu 90 °C erreicht werden. Durch die Zufihrung von Kochsalzlésung wird ein stromleit-
fahiger Flussigkeitsfilm erzeugt, der fiir eine kontrolliert groBflachige Ausbreitung der Hitze
sorgt (Knight et al., 2003).

2.3.3.5 Mikrowellenkoagulation (MWK)

Es wird eine Sonde in den Tumor eingefihrt und durch diese mit Mikrowellen mit einer
Frequenz von 2450 MHz behandelt. Durch eine lokale Hyperthermie entsteht eine Gewebe-
nekrose im Tumor von 1,5 bis 3 cm (Spangenberg, 2006, GeiB3ler, 1998).

2.3.3.6 Magnetfeld-induzierte Thermotherapie mit magnetischen Fliissigkeiten

Eine magnetische Flussigkeit (eisenoxidhaltige Nanopartikel) wird direkt in den Tumor
appliziert und dann in einem externen magnetischen Wechselfeld erwarmt. Je nach Intensitat
der Behandlung sollen die Tumorzellen vernichtet bzw. empfindlicher werden fir nach-
folgende Therapien (Jordan et al., 2007).

2.3.3.7 Brachytherapie

Strahlenquellen werden mittels Katheter oder mittels radioaktiver Kapseln (,Seeds®) fir kurze
Zeit in den zu behandelnden Bereich eingefihrt. Dadurch entsteht ein enger Kontakt
zwischen der Strahlenquelle und dem Tumor, der dabei eine hohe Strahlendosis erhalt, das
umliegende Gewebe jedoch nur eine geringe Dosis (Ricke et al., 2005).
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2.4 Wirkstoffzubereitungen und Applikationsformen

2.4.1 Zugangswege

Intravends:

Die intraventse Verabreichung ist die gebrauchlichste parenterale Verabreichungsform
(Thiel and Roewer, 2009). Vor- und zugleich Nachteil der Methode sind, dass alle Organe
und Gewebe erreicht werden bis auf wenige geschitzte Bereiche wie das Zentralnerven-
system. Die toxischen Wirkungen der Zytostatika bleiben nicht auf den Tumor beschrankt.

Intraarteriell:

Bei der intraarteriellen Applikationsform besteht ein hoher First-Pass-Effekt. Das bedeutet,
dass die regionale Exposition des Gewebes wahrend der Infusion am grdBten ist. Verlasst
die applizierte L6sung das Organ und tritt in den Kérperkreislauf Uber, verhdlt sie sich ver-
teilungstechnisch ebenso wie nach intravenéser Applikation. Da die Tumore in der Leber
arteriell und die Leber selbst Uberwiegend vends versorgt werden, stellt die intraarterielle
Applikation den direkteren Weg dar (Thiel und Roewer, 2009).

Interstitiell:
Bei den interstitiellen Therapieverfahren werden lokal pathologische Gewebe eliminiert. Da-
bei kann zwischen thermischen und nicht-thermischen Verfahren unterschieden werden.

Ein Beispiel fur diesen Behandlungszugang ist die Laserinduzierte Interstitielle Thermo-
Therapie (LiTT). Im Gegensatz zum offenen chirurgischen Eingriff ist hierbei lediglich ein
minimalinvasiver Zugang erforderlich (Vogl et al., 2006).

Nach Lokalisation und Punktion des Tumors wird Uber einen Katheter eine spezielle
Glasfaser mit nur einem Millimeter Durchmesser in das Zentrum des Tumors eingefihrt.
Hiertber wird das Laserlicht in den Tumor geleitet und das Gewebe erhitzt.

Im Anschluss nach einer offenen chirurgischen Resektion muss der Patient auf der
Intensivstation versorgt werden und hieran noch mit einem drei- bis vierwdchigen
Krankenhausaufenthalt rechnen. Bei vielen Eingriffen mit dem Laser kénnen diese ambulant
durchgefihrt werden (Radiologie Universitat Frankfurt a. M., 2012).
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2.4.2 Applikationssysteme und pharmazeutische Zubereitungen fur die
lokale Tumortherapie

Losungen:
Bei der Verabreichung von in Lésung gebrachten Wirkstoffen besteht das Problem des

schnellen AbflieBens vom gewiinschten Wirkungsort. Urs&chlich sind ein hohes Applikations-
volumen, fir das insbesondere in unelastischem Tumorgewebe kein Platz ist, der Injektions-
druck und die Ausbildung von Kanélen, durch die die applizierte L6sung ohne deutlichen
Gegendruck entweicht. Daraus resultiert dann auch eine zu niedrige Konzentration des
Wirkstoffes in groBen Teilen des Tumorgewebes (Vaupel, 1994).

Gele, verschiedene Depotformulierungen, langsam l6sliche Wirkstoffpartikel:

In der Literatur sind zahlreiche Zubereitungen von zytostatisch wirksamen Substanzen in
Depotformulierungen beschrieben, z. B. den sogenannten ,drug eluting beads®. Dabei
handelt es sich um aus Polyvinylalkohol bestehende Mikrosphéren, die mit Wirkstoffen
beladen werden (Eyol et al., 2008, Gonzalez et al., 2008, Keese et al., 2009).

2.4.3 Ballonkatheter

Ballonkatheter fir die Angioplastie sind Katheter, welche am distalen Ende mit einem
inflatierbaren Kunststoffballon ausgestattet sind. Dieser liegt vor Gebrauch eng gefaltet der
Katheterspitze an und wird nach intraarterieller Einfilhrung am Zielort, meist einer durch
Arteriosklerose herbeigefuhrten Stenose, mit hohem Druck expandiert.

Abb. 2: Ballonkatheter: A: unbeschichtet, deflatiert; B: beschichtet, deflatiert; C: unbeschichtet, ex-
pandiert; D: beschichtet, expandiert

Ublicherweise werden die Ballonkatheter entweder als solche oder mit vormontiertem Stent
in den Koronararterien zur Behebung einer Stenose verwendet. Nach Platzierung im steno-
tischen Bereich und Expansion des Ballons wird der Ballonkatheter wieder deflatiert und aus
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dem GefaB herausgezogen. War ein Stent Uber den gefalteten Ballon geschoben, bleibt
dieser als GefaBstlitze zurlick und verhindert so, z. B. eine sofortige erneute GefaB-
verengung durch elastische Riuckformung (Pant et al., 2012).

Der herkdmmliche Ballonkatheter wurde weiterentwickelt, indem er mit Medikamenten
beschichtet wurde (,Drug Eluting Balloon“/DEB), die die Zellproliferation an der aufge-
dehnten GefaBwand hemmen, um so einer Restenose vorzubeugen. In der Regel wird
hierbei der Wirkstoff Paclitaxel verwendet. Restenosen sind erneute Verengungen des
GefaBes durch Uberwucherungen und Vernarbungen der GefaBwande (Cremers et al.,
2009, Cremers et al., 2010, Kelsch et al., 2011).

Durch groBflachige Verteilung der Substanzen und durch Erhéhung der regionalen Wirkstoff-
konzentration im Tumor soll eine Steigerung der lokalen Effektivitat erreicht werden. Durch
die Expansion des Ballons vergréBert sich dessen Oberflache und damit kann eine gréBere
Flache im Tumor mit den Wirkstoffen versorgt werden, ohne dass gleichzeitig Flissigkeit
eingebracht wird (Speck, 2008).

2.5 Testsubstanzen

Zytostatika sind natirliche oder synthetisch hergestellte Substanzen, die in unterschiedlicher
Weise auf den Teilungszyklus einer Zelle wirken. Die Teilung der Zelle wird unterbunden und
somit der Tumor, der sich durch eine rege Zellteilung auszeichnet, in seinem Wachstum
gehemmt. Zytostatika wirken nicht selektiv auf Tumorzellen, sondern auch auf alle anderen
Zellen des Organismus und bewirken dadurch die bekannten Nebenwirkungen, wie z. B. in
haufigen Fallen Ubelkeit, Erbrechen, Blutbildveranderungen, Haarausfall, Schleimhaut-
degeneration und —entziindungen sowie in weniger haufigen Fallen Nierenfunktions-
stérungen, Allergien, Herzschaden und Nervenstérungen.

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Testsubstanzen kurz vorgestellt:
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2.5.1 Zytostatikum Paclitaxel (Taxol®)

(Indena, Mailand, Italien)
Summenformel: C47H5:NO14

Molekulargewicht: 853,9 g/mol

Abb. 3: Strukturformel Paclitaxel

Paclitaxel gehért zur Gruppe der Taxane. Im Jahr 1967 wurde der Wirkstoff das erste Mal
isoliert und als Taxol benannt. Bis 1994 wurde der Wirkstoff Paclitaxel aus der Borke der
pazifischen Eibe (Taxus brevifolia), die nur in zwei US-Bundesstaaten vorkommt, hergestellt.
Pro Patientin bendtigte man zur Behandlung des Ovarialkarzinoms vier Baume. Da der
Einsatz des Wirkstoffs auf weitere Tumorarten ausgeweitet wurde, bestand
»#Ausrottungsgefahr” fir die pazifische Eibe. Aus diesem Grund wurde die halbsynthetische
Herstellung aus Nadeln und Zweigen von europaischen Eibenarten (Taxus baccata)
eingefthrt. Dabei entsteht das 10-Deacetylbaccatin (10-DAB), welches durch Anlagerung
einer weiteren Seitenkette zu Taxol wird. 10-DAB ist zu kompliziert aufgebaut, um
vollsynthetisch hergestellt zu werden. Aber mit Hilfe von Eibe-Enzymen kann es aus Inhalts-
stoffen der Nadeln und nicht nur aus der Rinde hergestellt werden. Der ebenfalls aus 10-
DAB herstellbare Wirkstoff Docetaxel (Taxotere®) ist &hnlich wirksam wie Taxol und seit
1996 in Deutschland zugelassen (Bartsch, 2004).

Einsatzmd&glichkeiten:
Anwendung findet Paclitaxel bei Mamma- und Ovarialkarzinomen und dem AIDS-

assoziierten Kaposi-Sarkom. Die empfohlene Dosis liegt bei 175 mg/m? Kérperoberflache
(KOF)/Infusion.

Da Paclitaxel eine sehr lipophile Substanz ist, kann diese auch schnell in GefaBwande
diffundieren. Das ist bei der Verwendung auf Ballonkathetern zur GefaBdilatation, um einer
erneuten Restenose durch Zellproliferation vorzubeugen, von Vorteil.
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Wirkmechanismus:

Die Wirkung Paclitaxels beruht auf der Stérung der Zellteilung (Mitose). Es stabilisiert die
Mikrotubuli und inhibiert deren Abbau, die dadurch funktionsunfahig werden und eine
Zellteilung verhindern.

Mikrotubuli sind réhrenférmige Proteinfilamente, die einen wichtigen Bestandteil des
Cytoskeletts der Zelle darstellen. Sie geben den Zellen ihre Form und Stabilitat. Sie dienen
als Transportwege innerhalb der Zelle, aber auch in die Zelle hinein oder hinaus. Die
wichtigste Funktion ist jedoch die Beteiligung an der Strukturgebung wahrend der Zellteilung.

Die strukturelle Reorganisation der intrazellularen Mikrotubuli wird gestért, indem die
Depolimerisation verhindert und die Aggregation freier Tubulileinheiten geférdert wird. Es
kommt zur Akkumulation sehr stabiler, aber funktionsgestérter Tubuli. Dadurch wird die
Ausbildung des Spindelapparates verhindert und die Mitose blockiert. Die Zellen bleiben in
der G2/M-Phase (Vorbereitung und Beginn der Mitose) stehen. Die Wirkung betrifft alle
Zellen, aber Tumorzellen sind wegen ihrer schnelleren Teilung starker betroffen (Bartsch,
2004).

Nebenwirkungen:

Bei der Verabreichung von Paclitaxel kann es zu Knochenmarksdepression, Thrombo-
zytopenie, Neutropenie, Anamie, Neuropathien, Myalgien, Haarausfall, Ubelkeit, Erbrechen
und Durchfall kommen. Akute Unvertraglichkeitsreaktionen wie Allergien werde n vorwiegend
durch den im Taxol® enthaltenen Lésungsvermittler Cremophor EL hervorgerufen. Dem kann
durch eine Pramedikation mit Dexamethason sowie einem Antihistaminikum entgegen-
gewirkt werden (Aktories, 2009).
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2.5.2 Zytostatikum Mitoxanthron
(Auspure Bio-Technology Co Ltd, China)

Summenformel: CooHaosN4Og 2 HCL

Molekulargewicht: 517,41 g/mo

NH
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Abb. 4: Strukturformel Mitoxanthron

Wirkmechanismus:

Bei Mitoxanthron handelt es sich um ein zytotoxisches Antibiotikum der Anthracenedion-
Gruppe, welches Uber Wasserstoffbricken die DNA interkaliert. Es hemmt das Enzym Topo-
isomerase |l, das fir die Entspiralisierung und Reparatur von beschadigter DNA zustandig
ist. Eine wesentliche Eigenschaft des Mitoxanthrons ist die Unabhangigkeit vom Zellzyklus.
Das bedeutet, dass Mitoxanthron auf sich teilende und ruhende Zellen wirkt (Aktories, 2009,
Dingermann et al., 2002).

Mitoxanthron besitzt immunmodulatorische Wirkungen. Es unterdriickt die B-Zell-Immunitat
und vermindert die Anzahl der T-Zellen, beide Zelltypen sind Bestandteile des adaptiven
Immunsystems. Das adaptive Immunsystem kann das angeborene Immunsystem nicht
ersetzen, vielmehr erganzen sie sich gegenseitig, denn erst durch ein gut koordiniertes Zu-
sammenspiel der angeborenen und adaptiven Immunabwehr wird die komplexe Immun-
reaktion des Kdrpers erméglicht.

Bei niedriger Dosis tritt meist die Apoptose der Zellen auf, wogegen mit steigender
Dosierung Nekrosen erzielt werden. Die Apoptose ist eine besondere Form des Zelltods der,
genetisch programmiert, von der Zelle selbst ausgeldst ablauft und geschadigte und st6-
rende Zellen beseitigt. Dieser Vorgang ist physiologisch und findet lebenslang in den meisten
Zellen des Organismus statt. Bei der Nekrose wird die Zelle durch die Einwirkung &uBerer
Einflisse zerstdrt, wodurch das Zytoplasma anschwillt, die Zellmembran platzt und das
Zellinnere heraustritt. Durch Anlockung von Fresszellen kommt es in nekrotischen Gewebs-
bezirken zu einer Entziindung.


http://de.wikipedia.org/wiki/Immunreaktion
http://de.wikipedia.org/wiki/Immunreaktion
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Einsatzmdglichkeiten:

Haufig wird Mitoxanthron bei der Bekampfung von multiplen Mammakarzinomen, forige-
schrittenen Prostatakarzinomen, der akuten myeloischen Leukdmie und dem Non-Hodgkin-
Lymphom eingesetzt. Es wird auBerdem als Immunsuppressivum bei der Behandlung der
Multiplen Sklerose verwendet. Die Dosierung von Mitoxanthron wird mit 5 bis 12 mg/m?
KOF/Injektion empfohlen.Nebenwirkungen:

Neben den Gblichen Nebenwirkungen der Zytostatika kann Mitoxanthron auch Mukositis oder
Herzmuskelschadigungen auslésen.

2.5.3 Zytostatikum Doxorubicin

(Davos Chemical Corporation, New Jersey, USA)
Summenformel: Co7H29NO14

Molekulargewicht: 543,54 g/mol

0] OH @)

NH,
Abb. 5: Strukturformel Doxorubicin

Wirkmechanismus:

Das Doxorubicin gehért zur Gruppe der Interkalantien und dort zur Stoffgruppe der Anthra-
zykline. Interkalantien sind eine spezielle Zytostatikagruppe, welche nichtkovalente Bin-
dungen mit der DNA eingeht und Anthrazykline sind Antibiotika, die als Zytostatika in der
Chemotherapie eingesetzt werden (Dingermann et al., 2002).

Doxorubicin fdhrt durch eine Blockierung der DNA- und RNA-Synthese zum Zelltod. Es
schiebt sich zwischen benachbarte Nucleotide in der DNA, blockiert dadurch die Trans-
kription und hemmt dann die Topoisomerase I, das Schlisselenzym der DNA-Synthese. Die
Wirkung ist in der S-Phase (Verdopplung der DNA wahrend der Mitose) und G2-Phase
(Replikationskontrolle) am stéarksten ausgepragt, darum sind die schnell proliferierenden
Tumorzellen starker als gesunde Zellen von der toxischen Wirkung betroffen (Aktories,
2009).
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Einsatzmdglichkeiten:

Verwendung findet Doxorubicin bei der Therapie von Mammakarzinomen, Bronchialkarzi-
nomen, Weichteil- und Knochensarkomen, gynakologischen und Blasen-Karzinomen, Ho-
dentumoren, Schilddriisenkarzinomen malignen Lymphomen (Hodgkin- und andere Typen)
sowie akuter Lymphoblasten- und Myeloblastenleukamie.

Als Dosierung werden 75 mg/m? KOF/Injektion angegeben.

Nebenwirkungen:

Die wichtigsten Nebenwirkungen sind Knochenmarksdepression, Kardiotoxizitdt und das
Hand-FuB-Syndrom (PPE)/periphere Neuropathie, wobei Erytheme, Desquamation, Parast-
hesien und Dyséasthesien der Endextremitaten auftreten kénnen.

2.5.4 Zytostatikum Fantolon

Bei dieser Substanz handelt es sich um ein noch nicht zugelassenes Prifmuster der Bayer-
Schering Pharma AG, Berlin.

Summenformel: C3g Ha1 N Og S

Molekulargewicht: 543,7 g/mol

Abb. 6: Strukturformel Fantolon

Wirkmechanismus:

Fantolon ist ein besonders wirksames Epothilon. Epothilon wurde 1987 in Braunschweig am
Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung entdeckt. Epothilon wurde aus Sorangium cellu-
losum isoliert. Dieser Stamm gehért zu den Myxobakterien. Diese weltweit verbreiteten Bo-
denbakterien kommen teilweise unter extremen Umweltbedingungen vor.

Das Epothilon kam zu seinem Namen durch die Untereinheiten aus denen es besteht:
Epoxid, Thiazo| und Keton.


http://flexikon.doccheck.com/Par%C3%A4sthesie?PHPSESSID=290c9e71f6c54b2d016f2a39bc448042
http://flexikon.doccheck.com/Par%C3%A4sthesie?PHPSESSID=290c9e71f6c54b2d016f2a39bc448042
http://flexikon.doccheck.com/Dys%C3%A4sthesie?PHPSESSID=290c9e71f6c54b2d016f2a39bc448042

28 Literatur

Es stabilisiert den Aufbau der Mikrotubuli, reichert sich in den Zellkernen an und macht
dadurch eine weitere Zellteilung unméglich. Die Effluxpumpen, die normalerweise Medika-
mente aus den Zellen transportieren, erkennen das Epothilon nicht. Die Proliferation der
Zellen wird zwischen der G2 und der Mitose wahrend der Zellteilung blockiert. Epothilon
bindet an das Zellgerlst und verhindert, dass sich dieses in der G2/M-Phase auflést — einem
Teilabschnitt im Zellteilungsprozess. Es kommt zur Akkumulation sehr stabiler, aber funk-
tionsgestdrter Tubuli. Als Folge stockt die Teilung, und die Zelle zerstért sich selbst.

Einsatzmdéqglichkeiten:
Der Wirkstoff besitzt eine bessere Wasserldslichkeit als die Taxane (z. B. Paclitaxel). Das ist

zum einen von Vorteil, weil bei diesem Projekt eventuelle Nebenwirkungen durch Lésungs-
mittel vermieden werden und zum anderen die Gefahr ausgeschlossen wird, dass das L6-
sungsmittel und nicht der Wirkstoff eine Wirkung erzielt.

Bei Tumorzellarten die sich bereits gegen Taxol als resistent erwiesen haben, kann
Epothilon erfolgreich eingesetzt werden, da die Bindung von Epothilon starker ist und Taxol
von den B-Tubulin-Rezeptoren verdrangt. Zurzeit werden Epothilone (z. B. Ixabepilon) zur
Behandlung von metastasierenden Mammakarzinomen eingesetzt.

Nebenwirkungen:

Es treten haufig periphere Neuropathien auf, welche sich jedoch nach der Dosisreduktion
schneller als bei den Taxanen verbessern.

2.5.5 Zytostatikum Bortezomib (Velcade®)

(Takeda Pharma, Aachen, Deutschland)
Summenformel: C19H25BN4O4

Molekulargewicht: 384,2 g/mol
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Abb. 7: Strukturformel Bortezomib
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Wirkmechanismus:

Bortezomib ist ein Proteasomeninhibitor. Proteasome wirken beim zellularen Proteinabbau
mit. Die Zelle markiert die zum Abbau freigegebenen Proteine. Dabei werden speziell die mit
dem Polypeptid Ubiquitin markierten Proteine von den 26S-Proteasomen erkannt und
abgebaut. Proteine regulieren den Zellzyklus und somit das Zellwachstum. Durch eine
Blockierung der Proteasomen werden also Signalkaskaden unterbrochen und die
Stoffwechselwege der Tumorzellen gehemmt. Besonders Tumorzellen reagieren auf diese
Hemmung indem sie an einem Proteiniberschuss im Zellinneren ,ersticken®. Dadurch
kommt es zur Apoptose, das bedeutet zum selbstinduzierten Zelltod zuvor resistenter
Tumorzellen (Aktories, 2009). Das Tumorzellwachstum wird eingeschrankt und die F&ahigkeit
zur Metastasierung reduziert. AuBerdem wird auch die Angiogenese gehemmt, d. h. eine
Bildung von neuen BlutgefaBen wird unterbunden, wodurch auch der Tumor nicht mehr
ausreichend versorgt wird. Gesunde Zellen sind zwar auch betroffen, kénnen sich aber im
Gegensatz zu den Tumorzellen regenerieren.

Einsatzméglichkeiten:

Zurzeit wird das Praparat zur Behandlung des multiplen Myeloms (Non-Hodkin-Lymphom)
eingesetzt. Die zu verabreichende Dosis beim Patienten liegt bei 1,3 mg/m? KOF/Injektion.

Nebenwirkungen:

Die Behandlung begrenzende wichtigste Nebenwirkung ist die periphere Neuropathie. Dabei
handelt es sich um eine Nervenstérung mit Schmerzen und Taubheitsgefthlen, vor allem an
FiBen und Handen. Weitere Nebenwirkungen sind Erschépfungszustande, Ohnmachts-
anfalle, verminderte Blutplattchenkonzentration und gastrointestinale Stérungen.

2.5.6 Zytostatikum 5-Fluorouracil (5-FU)
(Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen, Deutschland)

Summenformel: C4HsFN-O5

Molekulargewicht: 130,08 g/mol
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Abb. 8: Strukturformel 5-Fluorouracil
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Wirkmechanismus:

Beim 5-Fluorouracil handelt es sich um ein Pyrimidinanalogon, das als Antimetabolit wirkt.
Es ist die fluorierte Form von Uracil. In Zellen transformiert es zu verschiedenen aktiven und
toxischen Metaboliten. Anstelle von Cytosin und Thymin wird es dann als falsche Base in die
DNA und RNA eingebaut und bewirkt somit eine Hemmung des Zellzyklus und
nachfolgendem Zelltod durch Apoptose. Es besitzt nur eine kurze Plasmahalbwertszeit.
Durch die schnelle Metabolisierung sind hohe Dosen notwendig. 5-FU wird bei einem pH
Gber 11 instabil und hydrolisiert zu Harnstoff, Fluorid und einem Aldehyd (Schneemann and
Wurm, 1995).

Einsatzméglichkeiten:

Am haufigsten findet 5-FU Verwendung bei der Chemotherapie des kolorektalen Karzinoms
und bei Mammatumoren. Die Kombination mit dem Vitamin Folinsdure moduliert die Wirkung
und gehdrt mittlerweile zum medizinischen Standard. Allerdings konnte in Studien keine
langere Uberlebensdauer der behandelten Patienten nachgewiesen werden. Je nach
Lokalisation und Stadium des Tumors werden als Dosis 300-1000 mg/m? KOF /Injektion
empfohlen.

5-FU wird auch als Mittel gegen die topische Behandlung von Warzen eingesetzt
(Verrumal®).

Nebenwirkungen:

Die systemischen Nebenwirkungen wie die Schadigung der Schleimhaut des gesamten
Verdauungstraktes oder Dermatitis sind teilweise erheblich und schwere bis tdédliche Neben-
wirkungen bei Patienten, die das sogenannte ,Exon-14-Skipping-Mutations-DPD-Gen"
besitzen, kénnen auftreten. Dabei weist die Dihydro-Pyrimidindehydrogenase (DPD) eine
verminderte Enzymaktivitat auf, wodurch der metabolische Abbau von 5-FU herabgesetzt
wird.

2.5.7 Antineoplastischer Wirkstoff Arsentrioxid
(Sigma-Aldrich Chemie, Deutschland)

Summenformel: As>O3

Molekulargewicht: 197,84 g/mol
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Abb. 9: Strukturformel Arsentrioxid

Dreiwertige anorganische Arsenverbindungen wie Arsentrioxid oder Arsensulfid werden seit
Uber 2400 Jahren in der Medizin verwandt. Durch die Entdeckung der Réntgenstrahlung und
die Entwicklung potenter Zytostatika flr die Therapie akuter myeloischer Leukémien (AML)
wurde Arsentrioxid immer mehr verdrangt. Stattdessen fanden organische dreiwertige Arsen-
verbindungen bis Ende des 20. Jahrhunderts bei der Therapie der refraktdren oder rezidi-
vierten akuten Promyelozytenleuk&dmie (APL) Verwendung.

Beim Arsen handelt es sich um den einzigen hier vorgestellten Wirkstoff, der nicht zu den
Zytostatika gezahlt wird. Das Arsen ist ein Halbmetall, welches als Oxid oder Salz in
geringen Konzentrationen dberall im Boden vorkommt und in gréBeren Mengen als
Nebenprodukt bei der Gewinnung von Kupfer, Blei, Kobalt und Gold anfallt.

Wirkmechanismus:

Das Arsentrioxid verandert bestimmte Strukturen an der Myelomzelloberflache. Das
Immunsystem detektiert diese verédnderten Myelomzellen und attackiert sie.

Zum Wirkmechanismus existieren zwei Hypothesen: Einerseits soll die Substanz Proteine
zerstdéren, welche die Ausreifung der Leukozyten behindern. Andererseits wird vermutet,
dass Arsentrioxid den programmierten Zelltod (Apoptose) ankurbelt, indem es die Frei-
setzung von dafiir notwendigen Caspase-Enzymen férdert (Aktories, 2009).

Bei in vitro Untersuchungen wurden morphologische Veranderungen und eine Fragmentie-
rung der DNA festgestellt.

Seine Wirksamkeit bei der Therapie solider Tumore wird auch auf die antiangiogenetische
Wirkung zurtickgefihrt. Durch eine zu geringe GeféBversorgung kommt es im Tumor zu

Sauerstoff- und Nahrstoffmangel.

Einsatzméglichkeiten:

Im Jahr 2000 wurde ein Arsentrioxid-haltiges Praparat unter dem Namen Trisenox® in den
USA zur Behandlung der promyelozytaren Leukdmie (APL) zugelassen. Seit 2002 besteht
fir Trisenox® auch in Europa eine Zulassung zur Behandlung der APL. Die tagliche Dosis
betragt 0,15 mg/kg KG.


http://de.wikipedia.org/wiki/Kupfer
http://de.wikipedia.org/wiki/Blei
http://de.wikipedia.org/wiki/Cobalt
http://de.wikipedia.org/wiki/Gold
http://de.wikipedia.org/wiki/Krebs_%28Medizin%29
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Angioneogenese&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/wiki/Leuk%C3%A4mie
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Nebenwirkungen:

Als Nebenwirkungen kénnen durch das Arsentrioxid Fieber, Dyspnoe, Leukozytose, Herz-
rhythmusstérungen und ein gestérter Elektrolythaushalt auftreten.

2.6 Das Kaninchen als Versuchstier in der Onkologie

2.6.1 Anatomie der Kaninchenleber

Die Kaninchenleber befindet sich zum gréBten Teil innerhalo der rippengestitzten
Bauchhéhle und liegt dem Zwerchfell (Diaphragma) mit seiner konvex geformten Seite direkt
an. Die konkav geformte Seite der Leber liegt den inneren Organen an. Nur die ventralen
Leberrander gehen Gber den letzten Rippenbogen hinaus.

Die einzelnen Leberlappen gliedern sich beim Kaninchen wie folgt:

Der rechte und der linke seitliche Leberlappen (Lobus dexter lateralis und Lobus sinister
lateralis) sowie der rechte und der linke mittlere Leberlappen (Lobus dexter medialis und
Lobus sinister medialis) bilden den GroBteil der Leber. Der Lobus quadratus befindet sich
zwischen den beiden mittleren Leberlappen nahe der Gallenblase (Vesica fellea). Der Lobus
caudatus liegt der visceralen Seite des Lobus dexter lateralis an und besitzt ein kleines
Anhéangsel, den Processus papillaris lobi caudati. Die rechte Niere liegt am Lobus dexter
lateralis sowie zu einem groBen Teil am Processus caudatus, welcher die Impressio renalis
aufweist. Das Ligamentum falciforme verlauft zwerchfellseitig zwischen den rechten und
linken mittleren Leberlappen (Popescu et al., 1992, Salomon et al., 2005).

2.6.2 VX2-Tumormodell

Das VX2-Tumormodell ist ein etabliertes Modell. Das VX2-Karzinom hat seinen Ursprung in
einem virusinduzierten Hautpapillom von wildlebenden Kaninchen, welches spater zu einem
sehr malignen, schnell wachsenden anaplastischen Plattenepithelkarzinom mutierte (Kidd
und Rous, 1940). Danach hat sich der Tumor auch nach zahlreichen Transplantationen
morphologisch, biologisch und immunologisch nicht mehr veréndert. Vor dem 1. Weltkrieg
lautete die Bezeichnung dafir V2: ,V* flr virusinduziert und die ,2“ flr das zweite Karzinom,
welches etabliert wurde. Spater wurde es wegen der negativen Bedeutung (,Vergeltungs-
waffe 2“) in VX2 umbenannt (Rous et al., 1952).
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Seit Uber 50 Jahren werden VX2-Tumore in einer Vielzahl von experimentellen Studien
genutzt. Sie finden Verwendung bei Untersuchungen zur Karzinogenese und um neue
Behandlungsmdglichkeiten in der Tumortherapie zu erforschen.

Bezeichnend fir das VX2-Karzinom sind der geringe Differenzierungsgrad ohne
Keratinisierung, die Infiltration umliegender Strukturen, die Ausbildung von Ulzerationen und
nekrotischen Bereichen ab einer gewissen TumorgréBe und ein initial lymphogenes
Metastasierungspotential (Rous et al., 1952). Kaninchen wurden fiir die Untersuchungen
wegen ihrer gegeniber Mausen und Ratten fir die Behandlung mit Ballonkathetern
guinstigeren KorpergréBe gewahlt, der VX2-Tumor wegen seines aggressiven Wachstums
und der guten Verfligbarkeit. Die Erfahrung zeigt auch, dass viele Tumorarten, die bei Mau-
sen und Ratten gut anwachsen, bei Kaninchen jedoch keine zufriedenstellende Anwachsrate
zeigen (Speck, 2007).

Die in der vorliegenden Arbeit zur Tumorimplantation verwendeten Tumorstiicken stammen
aus entnommenem unbehandeltem Tumormaterial (Chen et al., 2004).



34 Material und Methoden

3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 In vitro Untersuchungen

3.1.1 Tumorzellen, Kultivierung, Inkubation

An einer VX2-Karzinomzelllinie (l.A.Z. Zellkultur, Minchen) wurde der Effekt von verschie-
denen antineoplastisch wirkenden Substanzen in vitro untersucht. Die Zellen wurden aus
einem Plattenepithelkarzinom von Kaninchen gewonnen.

Far die Anzucht wurde die Zelllinie als Monolayer-Kultur in einer Lésung aus 80% RPMI
1640 Medium, ohne L-Glutamin und Phenolrot (GIBCO invitrogen, Germany, Darmstadt), mit
20% fetalem Kalberserum (Foetal Bovine Serum, GIBCO invitrogen, Germany, Darmstadt)
unter Zugabe von 5% L-Glutamin (GlutaMAX™, GIBCO invitrogen, Germany, Darmstadt)
und 100 U/ml Penicillin-Streptomycin (GIBCO invitrogen, Germany, Darmstadt), in einer
Atmosphare aus 5% Kohlendioxid in 95% Luft bei 37 °C inkubiert. Ein Mediumwechsel
erfolgte zwei Mal wéchentlich.

Zur Ablésung der adharent wachsenden Zellen aus den Zellkulturflaschen (Falcon, Becton
Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA) mit einer Bodenflache von 150 cm? erfolgte eine
Trypsinierung far 5 Minuten mit 5 ml Trypsin-EDTA (0,5 g/l Trypsin, 0,2 g/l EDTA, GIBCO
invitrogen, Germany, Darmstadt). Nach anschlieBender Neutralisation des Trypsins durch
Zugabe von 5 ml Vollmedium (RPMI 1640 mit fetalem Kéalberserum, GIBCO invitrogen,
Germany, Darmstadt) wurde die Zellsuspension fiir 5 Minuten bei 1000 U/min zentrifugiert
(Laborfuge 400 R, Heraeus Instruments, Kendro Laboratory Products, Deutschland) und die
Zellpellets in 10 ml Vollmedium resuspendiert. Das fetale Kélberserum enthalt Protease-
inhibitioren, die die Trypsinierung sofort stoppen.

3.1.2 Populationszahlung und Portionierung

Die Zellzdhlung wurde in einer Neubauer-Zahlkammer (0,1 pl) mit einer Trypan-Blau-
Farbung durchgefihrt. Dazu wurden die Zellsuspension sowie das 0,4%ige Trypan-Blau
(Sigma Aldrich Chemie, Taufkirchen, Deutschland) in einem Verhaltnis von 1:10 gemischt.
Dadurch war die Zahlung der avitalen, blau angefarbten Zellen unter dem Mikroskop
madglich. Die Zahl der avitalen Zellen wurde von der Gesamtzahl der Zellen abgezogen, um
die Zahl der vitalen Zellen zu ermitteln.
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Die Zahlung der Zellen erfolgte ausschlieBlich zum Zwecke der Portionierung fir die Inkuba-
tion. Der Einfluss der Zytostatika auf die Zellen wurde durch Messung der intramitochon-
drialen Dehydrogenase-Aktivitat bestimmt.

3.1.3 Getestete antineoplastisch wirkende Substanzen

Tab. 1: Unterschiedliche Inkubationszeiten und Konzentrationen der zu testenden Substanzen in den
in vitro Versuchen an VX2-Zellen

Substanz Konzentrationen der Wirkstofflosungen Inkubationszeit
Paclitaxel 2/4/16/32 pmol/l 24 h,48 h, 72 h
Fantolon 2/4/16/32 pmol/l 24 h,48 h, 72 h
Mitoxantron 2/4/16/32 pmol/l 24 h,48 h,72h
Bortezomib 0,1/0,2/0,3/0,4 pmol/l 24 h,48 h, 72 h
5-Fluoruracil 2/4/16/32 pmol/l 24 h,48 h, 72 h
Arsentrioxid 2/4/16/32 pmol/| 24 h,48 h, 72 h
Doxorubicin 10/15/20/25 pmol/l 24 h,48 h, 72 h

Die Konzentrationen der einzelnen Substanzen wurden anhand von in der Literatur publi-
zierten Daten gewahlt (Saad-Hossne et al.,, 2006) und nach Vorversuchen an die eigenen
Ergebnisse angepasst. Da es sich um vorrangig wasserunldsliche Substanzen handelt,
wurde DMSO (Merck, Darmstadt, Deutschland) zur besseren Léslichkeit bei der Herstellung
der Lésungen sowie des Wachstumsmediums fiir die Kontrolle zugesetzt. Es ergab sich 1,25
Volumen% DMSO als Endkonzentration in den einzelnen Vertiefungen der Mikrotiterplatte
(96-Well-Platte).

Anndhernd gleiche Zahlen von VX2-Karzinomzellen wurden unterschiedlichen Medien far
unterschiedliche Zeiten ausgesetzt. Das Inkubationsmedium ohne Zusatz von Zytostatika
diente als Kontrolle. In allen Wirkstoffldsungen jeder Konzentration, auch in der Lésung ohne
Wirkstoffanteil, befand sich jeweils der gleiche Anteil an DMSO, d. h. 2,5 Volumen% an den
zugesetzten Lésungen, die zu 1,25 Volumen% in den Zellkulturen fUhrten. Dies war notwen-
dig, um samtliche Wirkstoffe in Lésung zu bringen. Als Kontrolle wurden daher Zellen mit
reinem Medium bzw. Medium mit 2,5%igem DMSO-Anteil versetzt. So konnte Uberprift
werden, inwieweit das DMSO einen Einfluss auf die Enzymaktivitat hat.
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3.1.4 Versuchsaufbau

Einfluss unterschiedlicher Inkubationszeiten und Konzentrationen von den zu testenden
Substanzen auf das AusmaB der Zellproliferation:

Es wurde der Einfluss von vier verschiedenen Konzentrationen der zu testenden Substanzen
auf VX2-Tumorzellen mit drei verschiedenen Einwirkungszeiten untersucht. Hierfir wurden
die zu testenden Substanzen mit RPMI (Wachstumsmedium) gemischt, um die verschie-
denen Konzentrationen (s. Tab. 1) herzustellen. Jeweils drei Mikrotiterplatten wurden pro
zwei Wirkstoffen angesetzt, eine fur jede der unterschiedlichen Einwirkungszeiten von 24, 48
und 72 Stunden auf die VX2-Zelllinie. Je sechs der einzelnen mit Zellen besaten Wells einer
Platte wurden mit je 100 pl Wirkstofflésung einer Konzentrationsstufe versehen. Die
nachsten sechs Wells erhielten jeweils eine héhere Konzentrationsstufe.

Wirkstoff A Wirkstoff B
o ~— (qV] (ep] <t o (q\} O <
C C C C C C C C C C
o o o o o o o o o O
T ® © © 8 T T T T ©
C © © © © © €& © © €
() () () () () () () () () ()
& o ¢ ¢ & g8 g8 g g 2
o o o o o o o o o o
¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Leerwert: Nur Medium A O O O O O O O O O O O O
Leerwert: Nur Medium + Substanz B O O O O O O O O O O O O
Zellen und Substanz C O O O O O O O O O O O O
Zellen und Substanz D O O O O O O O O O O O O
Zellen und Substanz E O O O O O O O O O O O O
Zellen und Substanz F Ol00I0|0O|0I0|0O|0|O0|0|0O
Zellen und Substanz G OI00I0|0O|0I0|0O|0|O0|0|0O
Zellen und Substanz H Ol00I0|0O|0I0|0O|0|0|0|0O

Abb. 10: Schema der Belegung der Mikrotiterplatten

Entsprechend der gewiinschten Zellzahl erfolgte die Verdinnung der Zellsuspension mit
Wachstumsmedium. Mit einer Pipette (Multipette, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
wurden je 100 pl mit 1000 Zellen der Zellsuspension auf eine Well-Platte tberfihrt (96er
Cellstar Micro-Plate TC, steril, Greiner, Solingen, Deutschland).
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In den Spalten 1 und 12 befanden sich ausschlieBlich Zellen mit Medium ohne Zusatz von
Substanzen (=Zytostatika).

Nach Inkubation von 24 Stunden bei 37 °C, in welcher die Anheftung der Zellen an ihrem
Untergrund erfolgte, wurden 100 pl der jeweiligen Wirkstofflésung in den vorher definierten
Konzentrationen bzw. wirkstofffreie Kulturlésung dazugegeben.

Zur Bestimmung der Auswirkung der Inkubationszeit auf das AusmaB der Hemmung der
Zellvermehrung durch die Wirkstoffe, wurde die VX2-Zelllinie in den 3 Wellplatten fur 24, 48
und 72 Stunden Wirkstoffen in unterschiedlichen Konzentrationen bei 37 °C ausgesetzt. Die
Versuchsansatze wurden einem Zytotoxitatstest (XTT-Test, s. Kap. 3.1.5) unterzogen.

3.1.5 Bestimmung der intramitochondrialen Dehydrogenase-Aktivitat
nach Inkubation mit verschiedenen Medien

Als MaB fur die Zellaktivitdt der verschieden behandelten VX2-Tumorzellen wurde deren
intramitochondriale Dehydrogenase-Aktivitdt durch Testung mit XTT-Reagenz untersucht
(Cell Proliferation Kit Il (XTT), Roche Diagnostics GmbH, Deutschland). Die Stoffwechsel-
leistung von intakten Mitochondrien vitaler Zellen lasst sich durch die Reduktion von XTT
2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-tetrazolium-hydroxide
zu einem wasserldslichen Formazan-Salz dokumentieren, welche mit einem Farbumschlag
von gelb (492 nm) nach orange (690 nm) einhergeht. Zum optimalen Ablauf der Reaktion
wurde 0,1 ml PMS (Phenazine methosulfate) als Elektronenakzeptor (electron-coupling-
reagent) zu je 5 ml XTT zugeflgt, 50 pl dieser Lésung wurden dann jeweils in ein Well der
einzelnen Versuchsansatze gegeben. Die Herstellung und Zugabe des XTT-Reagenz wurde
nach Anleitung durchgefihrt. Bei allen Versuchsansatzen wurde eine Einwirkzeit des XTT-
Reagenz fir 4 Stunden gewahlt. Zuvor wurden dazu Einwirkzeiten zwischen 2 und 4
Stunden ausprobiert, es wurden jedoch keine signifikanten Unterschiede festgestellt.
Unmittelbar nach Ablauf der Einwirkungszeit erfolgte eine Auswertung im Spectral-
photometer (BioTek, Power Wave XS2, Bad Friedrichshall, Deutschland). Dabei wurden die
zu untersuchenden Substanzen Licht in einem definierten Wellenlangenbereich (Testwellen-
lange 492/Referenz-Wellenlange 630) ausgesetzt, bei der die jeweilige Probe ihr Absorpti-
ons-maximum erreicht, um die Lichtintensitat nach Passage des Lichtes durch die Probe zu
messen.

Die prozentuale Anderung der Absorption fiir Licht im Spektralbereich durch den durch die
Reduktion von XTT-bedingten Farbumschlag, lieB eine Quantifizierung der Zellvitalitat zu.
MaB fir eine Zellaktivitat von 100% war die Absorptionsanderung, welche durch eine Kon-
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trolle verursacht wurde, die keinem Wirkstoff ausgesetzt war. Prozentuale Anderungen der
Extinktion waren MaBstab flr die prozentuale Veranderung der Zellaktivitat unter Wirkstoff-
einwirkung.

3.1.6 Auswahl der Zubereitungen fiir die Wirkstoffe

Die Wirkstoffe sollten mdglichst ohne Lésungsmittel bzw. mit wenig Flissigkeit Gber groBe
Bereiche des Tumors verteilt werden. Dies wurde mit trockenen Wirkstoffen auf der Ober-
flache des im Tumorgewebe expandierten Ballons versucht. Fir Wirkstoffe, mit denen keine
gleichmaBige gut haftende Beschichtung von Ballonen gelang, wurden andere Zube-
reitungen gesucht.

3.1.7 Beschichtung der Ballone und Bestimmung der Dosis

3.1.7.1 Beschreibung des Beschichtungsablaufs

Alle Ballone am distalen Ende von den Ballonkathetern (Globamed, CTO ,One*, 3.5—10
mm, Krefeld, Deutschland) wurden mehrmals mit der jeweiligen Lésung mittels einer
halbautomatischen Hamilton-Spritze (Hamilton Messtechnik GmbH, Hdéchst, Deutschland)
beschichtet. Erst nach vollstdndiger Trocknung wurden die Ballone mit Schutz-Hullen
versehen und die gesamten Katheter in spiralférmig aufgerollte Kunststoff-Réhren zur
sicheren Aufbewahrung und zum Transport geschoben. Die Schutzhillen verhinderten zum
einen das Abreiben der Ballonbeschichtung, zum anderen unterstliitzten diese aber auch
durch den Druck, der dabei auf den beschichteten Ballon ausgeubt wird, die Haftung.

Die Beschichtungen wurden in Handarbeit durchgefihrt und die Katheter danach durch die
Vanguard AG, Berlin, EO-sterilisiert.

3.1.7.2 Herstellung der Beschichtungslésungen

Die Beschichtungslésungen wurden jeweils direkt vor dem Beginn des Beschichtungs-
vorganges der Ballonkatheter hergestellt. Dafir wurde zuerst eine Lésungsmittelbasis ange-
setzt und darin der Wirkstoff in Lé6sung gebracht.
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3.1.7.3 Auswabhl der fiir die in vivo Versuche geeigneten Testsubstanzen

Folgende Stoffe wurden anhand der in vitro Versuche flr die in vivo Versuche am VX2-
Tumormodell ausgewahl:

o Paclitaxel

e Fantolon

e Doxorubicin
e Arsentrioxid

3.1.7.3.1 Herstellung der Beschichtungslésung Paclitaxel

Es wurden 4,6 ml Aceton (J.T. Baker, Deventer, Holland) und 0,4 ml Ethanol (Th.Geyer
GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland) gemischt, davon 1 ml abgenommen und darin
60 mg Paclitaxel geldst.

3.1.7.3.2 Herstellung der Beschichtungslésung Fantolon

Es wurden 4,6 ml Methanol (Sigma, St. Louis, USA) und zur Verbesserung der Haftung 0,4
ml Ultravist-370° (Bayer Schering Pharma, Berlin, Deutschland) gemischt, davon 0,25 ml
abgenommen und darin 10 mg Fantolon gelést.

3.1.7.3.3 Herstellung des Doxorubicin-Gels

In 5 ml einer wassrigen 0,128 M Doxorubicin-Lésung wurden 73,05 mg NaCl bei 40 °C im
Wasserbad geldst und an der Luft abgekihlt. Es bildete sich ein rotes Gel.

3.1.7.3.4 Herstellung des Arsentrioxid-Gels

100 mg fein gemorsertes Arsentrioxid wurde mit 1 ml NaCl aufgeschiittelt und zur besseren
Léslichkeit Gber Nacht in einen Warmeschrank bei einer Temperatur von 100 °C gelagert.
Unmittelbar vor der Verwendung am nachsten Tag wurde dem Gemisch ca. 1 ml
Spongostan-Powder® (Ethicon, Johnson & Johnson Medical Ltd, Berkshire, UK) zugegeben,
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damit eine viskbse Konsistenz entstand, um einem vorzeitigen AbflieBen aus dem Behand-
lungsgebiet entgegenwirken.

3.1.8 Bestimmung der applizierten Dosis

Bei Verwendung der halbfesten Zubereitungen (Gele) fur die Therapie konnten die appli-
zierten Wirkstoffmengen aus der Konzentration des Wirkstoffs in der Zubereitung und dem
applizierten Volumen berechnet werden. Zur Messung des Gehaltes der Wirkstoffe auf den
Ballonkathetern wurde die Firma AnaKat (Berlin, Deutschland) beauftragt, die dafar
standardmaBig die HPLC-Methode (high performance liquid chromatography = Hoch-
leistungsflussigkeitschromatographie) anwendet. Zuerst wurden unbenutzte beschichtete
Ballonkatheter mittels dieser Methode hinsichtlich ihres Wirkstoffgehaltes ge messen. Die zur
Therapie genutzten wirkstoffbeschichteten Ballone wurden nach deren Verwendung eben-
falls auf deren verbliebenen Wirkstoffgehalt analysiert. So konnte mit Hilfe der zuvor gemes-
senen unbenutzten Ballone aus derselben Beschichtungsserie als Referenzwerte in etwa
berechnet werden, wieviel der jeweils eingesetzten Substanz in den Tumor eingebracht
werden konnte.

3.2 In vivo Untersuchungen
3.2.1 Versuchstiere und deren Haltung

Diese Studie wurde im Rahmen eines vom Landesamt flir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz
und technische Sicherheit Berlin genehmigten Versuchsvorhabens durchgefihrt.

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 20 mannliche Kaninchen der Rasse Chinchilla-
Bastard, einer Kreuzung aus GroB-Chinchilla-Kaninchen und WeiBen-Neuseeland-Kanin-
chen. Diese Kreuzung ergibt sehr robuste und ausgeglichene Tiere mit ausgezeichneten
Ohrvenen. Die Rasse zeichnet sich durch eine geringere Stressanfalligkeit gegenlber den
Ublicherweise als Laborkaninchen eingesetzten WeiBen Neuseeldndern aus (Erhard et al.,
2003, Charles-River-GmbH, 1996).

Das durchschnittiche Anfangsgewicht betrug zwischen 2,5 und 3,5 kg. Die Tiere wurden
durch die Charles River WIGA Deutschland GmbH, Sulzfeld, bezogen. Vor der ersten Inter-
vention wurde den Tieren eine mindestens einwdchige Eingewdhnungsphase gewahrt.
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Die Unterbringung erfolgte in Standardlaborkafigen aus Edelstahl mit einer Ebene als Rlck-
zugsmoglichkeit. Die Tiere hatten wahrend des gesamten Versuchs freien Zugang zu
Alleinfutter (ssniff® K-H, ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest), Apfeln, Karotten, getrocknetem
Brot und Wasser ad libitum aus einer Trinkflasche.

Die Tiere wurden wahrend des gesamten Versuchszeitraumes unter klimatisierten Bedin-
gungen (Umgebungstemperatur 16 bis 18 °C, Luftfeuchtigkeit 45 bis 55%) und Beleuchtung
im zwolfstiindigen Hell-Dunkel-Rhythmus gehalten. Die Tiere standen wahrend der gesam-
ten Versuchsdauer unter tierarztlicher Kontrolle.

3.2.2 Gruppeneinteilung und Versuchsplan

Es wurden 20 Kaninchen in 5 Gruppen a 4 Tiere eingeteilt (s. Tab. 2). Pro Wirkstoff (Pacli-
taxel, Fantolon, Doxorubicin, Arsentrioxid) und als Kontrollgruppe wurden 4 Tiere unter-
sucht.

Tab. 2: Einteilung der Tiergruppen nach Wirkstoffen und Behandlungsformen

Gruppe Anzahl der Tiere Wirkstoff Behandlung
I 4 Paclitaxel Ballonkatheter
Il 4 Fantolon Ballonkatheter
1 4 Doxorubicin Gel-Injektion
vV 4 Arsentrioxid Gel-Injektion
Vv 4 Kontrolle Ballonkatheter/Injektion

3.2.3 Operationsvorbereitung

Die Narkose wurde mit Ketamin (Ketavet®, Pfizer Pharmacia GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
und Xylazin (Rompun® 2%, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) im Verhaltnis 2:1
in einer Mischspritze aufgezogen und mit 1 ml/kg KG s.c. appliziert. Um den Stress fir die
Tiere zu minimieren, wurde die Injektion bereits im Kafig verabreicht und erst nach dem
Einsetzen der Sedation wurden diese in einer Transportbox zum Operationsraum gebracht.

Nach Wirkungseintritt der Narkose wurde eine Venenverweilkanile (Vasocan®, 22 G,
B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) in die V. auricularis rostralis gelegt und
kurz mit Natriumchlorid (Isotonische Kochsalzlésung 0,9%, Fresenius Kabi Deutschland
GmbH, Bad Homburg) gespiilt. Uber diesen Zugang konnte die Narkose durch eine auto-
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matische Infusionspumpe (Braun Infusomat Space P, B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) aufrechterhalten werden.

Im Ubergang vom Thorax zum Abdomen wurde das Fell zuerst mit einer Schermaschine
geschoren, dann mit einem Handrasierer rasiert und die Haut mit Softasept® N (B.Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) und Braunoderm® (B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) desinfiziert.

3.2.4 Operative Durchfiihrung

3.2.4.1 Tumorimplantation

Nach einer medianen Laparotomie (s. Abb. 11) caudal des Processus xiphoideus wurde
zwecks schonender und ausreichender Fixation mit einer Mullkompresse (BeeSana
Mullkkompresse, Beese Medical, Barsbuttel, Deutschland) einer der beiden medialen
Leberlappen hervorgelagert. Aus bereits vorhandenen tiefgefrorenen Tumorproben von
Kontrolltieren wurden drei Tumorstiicken (d 2 mm, s. Abb. 12) langsam im Wasserbad
aufgetaut und in einem Trokar (s. Abb. 13) aufgezogen. Dieser wurde dann ca. 0,5 cm tief
und ca. 2 cm weit in das Leberparenchym vorgeschoben, um die Tumorstliickchen zu
injizieren (s. Abb. 14). Mit einem Wattestdbchen (Rauscher, Oederau, Deutschland) wurde
kurz hinter der Einstichstelle auf den Leberlappen gedrickt, um ein ungewolltes Austreten
der Tumorstiicken sowie eine eventuelle Blutung beim Herausziehen des Trokars zu
verhindern. AnschlieBend wurde die Leber mit NaCl befeuchtet und wieder in die
Bauchhdhle reponiert. Als Antibiotikum wurden 0,1 ml Tardomyocel® comp. lli’kg KG i.p.
(Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) intraperitoneal verabreicht. Das Peritoneum
und die Muskulatur wurden mit einer fortlaufenden Naht mit resorbierbarem Faden (Ethicon
Vicryl Plus, 3-0, Johnson & Johnson Intl., New Jersey, USA) vernaht. Die Haut wurde mit U-
Heften mit resorbierbarem Faden (Ethicon Vicryl rapide, 2-0, Johnson & Johnson Intl., New
Jersey, USA) verschlossen. Zwischen die beiden Nahte wurden zwei Leukasekegel
(Leukase N Kegel®, Dermapharm AG, Griinwald, Deutschland) platziert. Die Hautnaht wurde
zum Schluss mit Klammern (B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) verstarkt und
mit Braunovidon-Salbe® (B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) versorgt.

Zur Schmerztherapie wurde 0,2 ml Novaminsulfon®kg KG s.c. (Ratiopharm GmbH, Ulm,
Deutschland) appliziert. Das Schmerzmittel wurde ebenfalls an den folgenden Tagen sowie
zu spateren Zeitpunkten bei Bedarf s.c. verabreicht.
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Abb. 11: Mediane Laparatomie beim Kaninchen in Rickenlage

Auf der Abbildung liegend (s. Abb. 11) befindet sich der Kopf des Tieres in Richtung des
rechten Bildrandes. Nach der Erdéffnung des oberen Abdomens stellen sich die inneren
Organe wie folgt dar:

1 =Magen, 2 = linker medialer Leberlappen, 3 = Schwertforsatz (Proc. xiphoideus)

h'" 8 cm 4
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Abb. 12: Zur Implantation vorbereitete Tumorstiicken

Nach dem Auftauen der Tumorstiicken (s. Abb. 12) durch Erwarmung der Cryo-Réhrchen im
Warmwasserbad wurde die fur die Implantation vorgesehene Anzahl an Tumorstlicken in
eine mit RPMI-Medium (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) gefllite Petrischale gelegt. Von dort
aus konnten diese kurz vor der Intervention mit dem Trokar (s. Abb. 13) aufgezogen werden.
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Abb. 13: Zur Tumorimplantation verwendeter Trokar
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Die Tumorstiicken wurden &auBerst behutsam mit dem Trokar aufgezogen, um Luftein-
schliisse zwischen den einzelnen Stlickchen zu vermeiden, die ansonsten bei der anschlie-
Benden Injektion in das Lebergewebe mit eingebracht worden waren.

3.2.4.2 CT-Untersuchungen

Die CT-Kontrollen wurden mit einem Mehrschicht-Spiral-CT ,Somatom Sensation 64 von
Siemens, welches sich im Imaging Science Institut — Charité Siemens (Robert-Koch-Platz,
Berlin) befindet, durchgefihrt.

Das Gerat nimmt 64 Schichten des Kdérpers pro Gantryumdrehung auf. Flr eine Umdrehung
werden lediglich 0,37 Sekunden benétigt. Bei den Bildern wird eine Auflésung von 0,4 Milli-
metern erreicht.

Da die lokale Therapie urspriinglich sofort vor Ort wahrend der Bildgebung durchgefihrt
werden sollte, fiel die Wahl auf den Computertomographen. Mit hoher Geschwindigkeit und
guter ortlicher Auflésung kénnen reproduzierbare Bilder hergestellt werden, mit denen auch
schon kleinste Tumoren nachgewiesen werden kénnen (Hauenstein und Heller, 2003).

3.2.4.3 Kontrolle des Tumorwachstums

Die Kontrolle der Tumorentwicklung wurde mittels CT mit Kontrastmittel durchgefiihrt, da die
Lebertumore im Frihstadium weder tastbar noch nativ, d. h. ohne Kontrastmittel, sichtbar
sind. Eine Woche nach der Tumorzellimplantation wurde das erste Mal computertomo-
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graphisch kontrolliert. Die Kaninchen wurden in Riickenlage mit dem Kopf voran fir die
Aufnahmen positioniert. Dafilr erhielten die Tiere eine Narkose wie bei der Tumor-
implantation und Uber den Venenverweilkatheter in der Ohrrandvene konnte zusétzlich ein
Rontgenkontrastmittel (Ultravist 370®, Bayer Schering Pharma, Berlin, Deutschland) in einer
Dosis von ca. 2 ml/kg KG appliziert werden. Unmittelbar nach der Kontrastmittelgabe (jeweils
per Bolusinjektion i.v.) wurde die computertomographische Aufnahme gestartet. War darauf
kein Tumor sichtbar, folgten weitere Kontrollen in wdchentlichen Abstanden. Ab einer
TumorgréBe von 1 cm wurde die Therapie durchgefihrt. Zeigte sich jedoch innerhalb von
vier Wochen nach Implantation kein zufriedenstellendes Anwachsen des Tumors, wurde das
Tier aus dem Versuch genommen und euthanasiert.

3.2.4.4 Durchfiihrung der Therapie

Waren solitdre Tumore im CT-Bild sichtbar, wurden diese Tiere therapiert. Im Falle einer
Zerstreuung des Tumors innerhalb der Leber in mehrere Tumore, wurde der gréBere, kom-
paktere Tumor fir die Therapie bestimmt.

3.2.4.4.1 Therapie mit Paclitaxel, Fantolon und Kontrolle mit Ballonkatheter

Zur lokalen Tumortherapie wurden unter anderem mit verschiedenen Wirkstoffen beschich-
tete Ballone verwendet.

Nach einer erneuten medianen Laparatomie, wie schon bei der Tumorimplantation
beschrieben, wurde eine Venenpunktionskaniile (Brauniile MT®, 14 G, B.Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland) in die Leber bis zur Tumormitte geflihrt. Dann wurde der
Ballonkatheter durch diese bis zum distalen Tumorrand vorgeschoben, die Kanlle wurde um
eine Ballonlange zurlickgezogen, so dass der Ballon eine mdéglichst zentrale Position im
Tumor einnahm. Dort wurde der Ballon bei einem Druck von 10 bar expandiert und verblieb
in dieser Stellung fur eine Minute. Durch sanftes Hin- und Herdrehen des Ballons wéhrend
dieser Zeit erhoffte man sich eine bessere Abgabe des Wirkstoffes von der Ballonoberflache
auf das Tumorgewebe. Der Ballon wurde deflatiert und vorsichtig wieder entfernt. Danach
wurde die Punktionskanille zurlickgezogen. Fur zwei der Kontrolltiere wurde das gleiche
Verfahren mit einem unbeschichteten Ballon durchgefihrt. Mit der Behandlung von
Kontrolltieren sollte vermieden werden, dass eine mégliche Beeinflussung des Tumorwachs-
tums durch die mechanische Einwirkung nicht erkannt und als Reaktion auf die Wirkstoffe
interpretiert wird.
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Als trockene Substanz eingesetzte Wirkstoffe besitzen den Vorteil, dass zur Verabreichung
keine Flussigkeit erforderlich ist, mit der der Arzneistoff aus dem Gewebe gespiilt werden
kann. Der nicht geléste und in einigen Fallen schwer I6sliche Arzneistoff wird Uber einen
langeren Zeitraum am Wirkungsort verbleiben, da er in fester Form nicht so leicht mit dem
Blutstrom weggespult werden kann.

3.2.4.4.2 Doxorubicin, Arsentrioxid und Kontrolle mit Injektion

Bei der Durchfihrung der Therapie bzw. Kontrolle mittels Injektion wurde eine 1-ml-Spritze
(Omnifix F Solo, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) mit einer Kanile (Braun
Sterican®, 23 G, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) verwendet. Die gesamte
Injektionsmenge wurde dabei in mehreren Portionen Uber den gesamten Tumor bis zum
angrenzenden Lebersaum verteilt. Dadurch konnte zum einen die Gesamtdosis im Tumor
deponiert werden, ohne dass das Injektionsmedium durch den Stichkanal zurlickstrémte und
gleichzeitig wurde durch die Aufteilung der Injektionsmenge der lokale Druck im Tumor
reduziert, um ein rasches AbflieBen der Zubereitung in das gesunde Gewebe zu verhindern.
Far zwei der Kontrolltiere wurde die gleiche Menge einer physiologischen NaCl-Lésung in
gleicher Weise appliziert.

3.2.5 Tierschutz und Vertraglichkeit

Die folgenden Kriterien zur vorzeitigen Tétung vor dem planméaBigen Versuchsende waren
vorgesehen:

e Extremes Tumorwachstum

e Gewichtsverlust von mehr als 20% vom protokollierten Eingangsgewicht
e Apathie

e Deutlich verminderte Futter- oder Wasseraufnahme

e Atemstdrungen

o Fieber

e Abnorme Korperhaltung
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3.2.6 Euthanasie

Die Euthanasie erfolgte in tiefer Narkose mit 3 ml T 61® (Intervet Deutschland GmbH,
UnterschleiBheim, Deutschland) i.v. unmittelbar vor der geplanten Tumorentnahme. Der
Euthanasiezeitpunkt wurde durch die Ergebnisse der CT-Untersuchung bestimmt. Bei einem
starken Tumorwachstum wurde das Tier aus dem Versuch genommen. Im Falle einer
Verschlechterung des Gesundheitszustandes ware die Euthanasie in gleicher Weise erfolgt.

3.2.7 Tumorentnahme

Nach Durchfiihrung einer medianen Laparotomie wurden die Tumore visuell und manuell
aufgesucht und der betroffene Leberlappen entnommen. Mit einer chirurgischen Pinzette und
Skalpell wurde der Tumor dann vorsichtig unter Erhalt der Tumorkapsel aus dem Leber-
gewebe herausprapariert.

3.2.7.1 Aufarbeitung der Tumore zur Reimplantation

Die frisch aus dem Lebergewebe entfernten unbehandelten Tumore wurden in einer mit
RPMI-1640-Medium (Sigma Aldrich, St. Luis, USA) geflillten Petrischale gewaschen und mit
Schere und Pinzette von Leberresten und der Tumorkapsel befreit. Das derbelastische
hellbeige bis zartrosafarbene Tumorrandgewebe wurde in ca. 2 x 2 mm? groBe Stiicke
geschnitten und in mit eiskaltem Gefriermedium (Medium mit Earls Salzen, Serva GmbH,
Heidelberg, Deutschland) gefillte Kunststoffrohrchen (Freezing Vials, Sigma GmbH,
Deisenhofen, Deutschland) tberfuhrt. Das weiche grauliche nekrotische Gewebe aus dem
Tumorinneren wurde verworfen. Die daraus gewonnenen brauchbaren Tumorstiicken
wurden unverziglich bei - 80° C eingefroren. Das so gewonnene Tumormaterial diente dann
fir die Tumorimplantationen der nachfolgenden Kaninchen dieser Studie. Die ersten Kanin-
chen aus dieser Studie wurden mit Tumorgewebe aus vorangegangenen Versuchen mit
VX2-Tumoren implantiert.
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3.2.7.2 Aufarbeitung der Tumore zur Auswertung

3.2.7.2.1 TTC-Féarbung

Die TTC-Farbung dient der visuellen Abgrenzung von vitalem zu nekrotischem Gewebe. Die
frisch entnommenen Tumore wurden nach sauberer Praparation in gleichmaBige, ca. 3 mm
breite Scheiben geschnitten. Fir die Herstellung der Farbelésung wurden 2 g 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid (Merck, Darmstadt, Deutschland) in 100 ml Phosphatpuffer
(Waldeck GmbH & Co KG, Muinster, Deutschland) geldst. Die frischen Tumorscheiben
wurden in dieser Lésung bei 37° C flr 30 Minuten inkubiert. Das farblose TTC wird wahrend
dieser Zeit durch Dehydrogenasen zu farbigem Formazan reduziert. Dadurch erhalt vitales
Gewebe eine kraftig rote Farbung, das nekrotische Gewebe nimmt keine Farbe an und bleibt
weiBlich (s. Abb. 14 und Abb. 15). Durch Unterscheidung des vitalen von nekrotischem
Gewebe konnten unabhangig von einer eventuellen Volumenveranderung der Lasion
Ruckschlisse auf die Wirksamkeit der verwendeten Wirkstoffe gezogen werden.

Rote Bereiche = vitales Gewebe

Helle Bereiche
= nekrotisches Gewebe

Abb. 14: Kontrolltumor, Farbung mit TTC
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Rote Bereiche = vitales Gewebe

Helle Bereiche
= nekrotisches Gewebe

Abb. 15: Tumor nach Behandlung mit Fantolon,
Farbung mit TTC

3.2.7.2.2 Histologie

Die zur histologischen Untersuchung enthnommenen Tumorproben wurden fir 24 h in 4%iger
Formalinlésung (J. T. Baker, Deventer, Holland) fixiert und danach in der Histokinette (Leica
TP 1020, Leica Microsystems, NuBloch GmbH, NuBloch, Deutschland) in Alkoholreihe und
Rotohistol entwassert. Nach Einbettung in Paraffin (Einbettstation, Leica, Wetzlar, Deutsch-
land) wurden von den Praparaten Schnitte (ca. 5 pym) hergestellt (Mikrotom, Leica Micro-
systems, Wetzlar, Deutschland), mit Hamatoxylin und Eosin (HE) angefarbt und unter einem
Lichtmikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland) betrachtet.

3.2.7.2.3 Quantifizierung der TumorgréBe und -vitalitét

Computertomographie:

Die TumorgrdBe ist in der Computertomographie nach Injektion des Kontrastmittels aufgrund
der Unterschiede in der Perfusion zu erkennen. Das vitale Tumorgewebe ist hauptséchlich
arteriell versorgt und stellt sich daher gegenltber dem Leberparenchym (Uberwiegend vends
versorgt) friher dar, der nekrotische Anteil des Tumors wird nicht perfundiert und ist aus die-
sem Grund ebenfalls vom gesunden Leberparenchym zu unterscheiden. Die TumorgrdBe
ergibt sich aus der Ausdehnung in den einzelnen Schichten (Beispiele Abb. 31, 32) und der
Zahl der Schichten, in denen der Tumor zu erkennen ist. Die Schichtdicke der einzelnen CT-
Aufnahmen betrdgt 1 mm. Die Langen-Messungen in den CT-Aufnahmen erfolgt mit dem
Programm CT OsiriX der Fa. Siemens AG.
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Nekropsie:
Die Tumore unterscheiden sich in Farbe und Konsistenz von gesundem Lebergewebe.

Vitalitat:

Einzelne Schnitte durch die Tumore wurden in TTC-L&sung inkubiert. Nach 30 Minuten er-
scheinen die vitalen Tumoranteile rot, nekrotische Anteile bleiben farblich unverandert. Es
wurde der prozentuale Anteil der Nekrosen am Gesamttumor visuell abgeschatzt.

Histologie:
Einige Tumore wurden histologisch aufgearbeitet. Es konnten nicht von allen Tumoren histo-

logische Praparate angefertigt werden, da fir die TTC-Farbung sehr viel Gewebe bendtigt
wird und speziell bei kleineren Tumoren nicht mehr ausreichend verwertbares Gewebemate-
rial fr die Histologie zu Verfligung stand. Allerdings wurde darauf geachtet, dass von min-
destens einem Tier pro Gruppe histologische Bilder zur besseren Veranschaulichung erstellt
wurden.

3.2.8 Statistische Methoden/Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die Untersuchungen dienten als erste Orientierung fiir die Anwendung einer neuen Methode
der lokalen Tumortherapie. Die Statistik ist folglich ausschlieBlich deskriptiv/exploratorisch.

Die im Spectralphotometer ermittelten MeBwerte der Zellversuche wurden in das Tabellen-
kalkulationsprogramm Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, USA) Gbertragen.

Die Auftragung der Werte in den Diagrammen wurde ebenfalls mit Excel durchgefthrt. Die
Untersuchung der Korrelation zwischen Expositionszeit bzw. Wirkstoffkonzentration und
Zellvitalitat erfolgte mittels SPSS (SPSS Inc. Chicago, USA), wobei der Pearsonsche
Korrelationskoeffizient ermittelt wurde. Bei der Untersuchung der Korrelationen wurde der
Startwert (zum Zeitpunkt t=0) und der Wert ohne Wirkstoffzugabe weggelassen, da nicht
untersucht werden sollte, ob sich die Wirkstoffe Uberhaupt auf die Zellvitalitat auswirken,
sondern ob es eine Korrelation der Wirkung mit der Expositionsdauer oder der Wirkstoff-
konzentration gibt.
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Die Aussagen der Diagramme kénnen folgendermaBen bewertet werden:

Einordnung des Korrelationskoeffizienten ,r*:

Bis 0,2: Sehr geringe Korrelation
Bis 0,5: Geringe Korrelation

Bis 0,7: Mittlere Korrelation

Bis 0,9: Hohe Korrelation

Uber 0,9: Sehr hohe Korrelation

Einordnung der Irrtumswahrscheinlichkeit ,p":

p>0,05: Nicht signifikant
p<0,05: Signifikant
p<0,01: Sehr signifikant
p<0,001: Hochst signifikant

Die GréBe der Tumore wurde mittels des medizinischen Computerprogramms ,OsiriX
Medical Imaging Software“ volumetrisch ausgemessen und ausgewertet. Von jeder
Aufnahme (1 mm Schichtdicke), auf welcher der Tumor erkennbar war, wurde die Flache
berechnet und durch Multiplikation mit der Anzahl der gesamten Aufnahmen das Tumor-
volumen bestimmt.
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4 ERGEBNISSE
4.1 Ergebnisse der in vitro Versuche
Folgende Substanzen wurden im Zellkulturversuch an VX2-Zellen getestet:

Paclitaxel, Arsentrioxid, 5-Fluorouracil, Fantolon, Bortezomib, Doxorubicin und Mitoxanthron,
sowie DMSO zur Kontrolle und Priifung der Zytotoxizitdt als Lésungsmittel auf die der
Substanzen.

Die Beurteilung der Hemmung der Zellproliferation erfolgte durch Messung der intra-
mitochondrialen Dehydrogenase-Aktivitdt der Proben am Ende der Inkubationszeit. Die
Enzymaktivitét der Zellen, die nicht mit einer Wirkstoffldsung behandelt wurden, wurde gleich
100% gesetzt. Die Enzymaktivitdt der Ubrigen Proben wurde in Prozent dieses Wertes
angegeben.
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4.1.1 Paclitaxel

Die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen der Wirkstoffkonzentration von Paclitaxel

und der Zellhemmung ergab eine geringe Korrelation.
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Abb. 16: Einfluss der Wirkstoffkonzentration von Paclitaxel auf die Zellhemmung (Ordinate = intrami-

tochondriale Dehydrogenase-Aktivitat der Probe in % der Kontrolle ohne Zytostatikum); alle Zeitpunkte
berlcksichtigt

Es besteht eine sehr geringe Korrelation zwischen der Expositionszeit und der Zellhemmung.
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Abb. 17: Einfluss der Expositionszeit von Paclitaxel auf die Zellhemmung (Ordinate = intramitochond-
riale Dehydrogenase-Aktivitat der Probe in % der Kontrolle ohne Zytostatikum); alle Konzentrationen
berlcksichtigt
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Die Mittelwerte fir die Zellhemmung durch Paclitaxel schwankten bei 24-stindiger Ein-
wirkung, bei den Mittelwerten fir 48 und 72 Stunden stiegen diese jedoch proportional mit

der Konzentration an.

Tab. 3: Zellhemmung Paclitaxel

Paclitaxel
24h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
0 pymol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 pmol/l 31,91 31,43 39,07 21,95 22,19 33,92 30,08 6,18
4 pmol/l 25,64 30,71 13,75 20,10 25,88 31,03 24,52 6,05
16 umol/l 33,92 31,43 29,74 29,74 32,23 41,48 33,09 4,02
32 pmol/l 27,49 37,22 24,04 39,47 24,60 27,41 30,04 6,05
Paclitaxel
48 h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteil in | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 pmol/l 22,00 22,14 19,55 19,34 19,48 20,81 20,55 1,18
4 pmol/l 22,63 21,37 20,25 22,56 20,81 21,51 21,52 0,86
16 pmol/l 31,53 30,62 27,05 25,09 31,39 28,73 29,07 2,38
32 pmol/l 21,72 22,28 27,40 23,27 26,70 24,88 24,38 2,14
Paclitaxel
72h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteil in | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 pmol/l 13,57 18,44 18,44 19,48 17,99 20,65 18,10 2,20
4 pmol/l 17,27 18,31 18,18 18,18 22,53 21,30 19,30 1,92
16 umol/l 19,29 25,84 22,34 20,39 22,73 29,81 23,40 3,53
32 pmol/l 20,00 23,44 20,13 21,75 24,42 30,97 23,45 3,73

Bei Paclitaxel wurde bereits nach 24 Stunden mit der geringsten Konzentration eine gute

Wirkung erreicht. Die Enzymaktivitat als MaB der Viabilitat wurde zu 70% gehemmt.
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Formazanbildung unter Einfluss von Paclitaxel
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Abb. 18: Exemplarische Darstellung der Formazanbildung am Beispiel von Paclitaxel

Die Behandlung der Zellen mit der dritthdchsten Konzentration Paclitaxel hat die besten Er-
gebnisse bei diesem Wirkstoff erzielt. Bei einer héheren Konzentration ist ein leichter Abfall
der intramitochondrialen Dehydrogenase-Aktivitat zu erkennen.
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4.1.2 Arsentrioxid

Die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen der Wirkstoffkonzentration von Arsent-

rioxid und der Zellhemmung ergab eine sehr geringe Korrelation.
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Abb. 19: Einfluss der Wirkstoffkonzentration von Arsentrioxid auf die Zellhemmung (Ordinate = intra-

mitochondriale Dehydrogenase-Aktivitat der Probe in % der Kontrolle ohne Zytostatikum); alle Zeit-
punkte berlcksichtigt

Es besteht eine sehr geringe Korrelation zwischen der Expositionszeit und der Zellhemmung.
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Abb. 20: Einfluss der Expositionszeit von Arsentrioxid auf die Zellhemmung (Ordinate = intramito-
chondriale Dehydrogenase-Aktivitét der Probe in % der Kontrolle ohne Zytostatikum); alle Konzentra-
tionen berlcksichtigt



Ergebnisse

57

Die Mittelwerte der Zellhemmung von Arsentrioxid sind innerhalb der einzelnen Tage relativ

homogen und weisen dort kaum Unterschiede zwischen den einzelnen Konzentrationen auf.

Tab. 4: Zellhemmung Arsentrioxid

Arsentrioxid

24h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteil in | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
10 umol/l 70,11 55,55 62,79 65,95 64,48 69,34 64,70 4,83
15 umol/l 63,64 66,33 64,48 56,24 65,56 68,26 64,09 3,80
20 pmol/l 66,95 56,47 61,48 60,94 59,86 69,41 62,52 4,37
25 pmol/l 59,01 57,01 73,42 59,63 60,02 63,48 62,10 5,41
Arsentrioxid
48 h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteil in | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
10 umol/l 47,59 65,74 55,76 62,83 55,69 58,53 57,69 5,80
15 pmol/l 56,05 48,69 51,02 57,07 45,77 52,48 51,85 3,94
20 pmol/l 59,84 53,21 57,29 58,24 51,09 51,82 55,25 3,35
25 pmol/l 57,51 47,38 53,50 55,32 58,31 58,09 55,02 3,81
Arsentrioxid
72h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
10 umol/l 55,12 51,41 51,79 55,75 55,63 56,07 54,30 1,93
15 ymol/l 46,80 54,09 52,30 58,50 56,07 59,53 54,55 4,24
20 pmol/l 55,82 47,76 44,05 67,01 51,34 55,50 53,58 7,29
25 pmol/l 52,30 48,40 61,64 55,05 56,97 57,23 55,27 4,15

Beim Arsentrioxid waren laut den Vorversuchen héhere Konzentrationen notwendig als

zunachst angenommen. Daher wurde mit einer Konzentration von 10 pmol/l begonnen. Dann

wurde in aufsteigender Folge die Konzentration weiter in gleichmaBigen Abstanden erhdht.

Die Auswirkungen der unterschiedlichen Konzentrationen waren sehr gleichférmig. Die
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niedrigste Konzentrationsstufe erreichte also schon gute Ergebnisse mit einer Zellhemmung
von etwa 35%. Vom ersten auf den zweiten Tag gab es eine leichte Wirkungsverbesserung
auf etwa 45%. Zeitlich dartber hinaus gab es jedoch keinen Wirkungsanstieg.

4.1.3 5-Fluorouracil

Die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen der Wirkstoffkonzentration von 5-
Fluorouracil und der Zellhemmung ergab eine sehr geringe Korrelation.
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Abb. 21: Einfluss der Wirkstoffkonzentration von 5-Fluorouracil auf die Zellhemmung (Ordinate = in-
tramitochondriale Dehydrogenase-Aktivitat der Probe in % der Kontrolle ohne Zytostatikum); Mess-
werte aller Zeitpunkte berucksichtigt

Es besteht eine sehr geringe Korrelation zwischen der Expositionszeit und der Zellhemmung.
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Abb. 22: Einfluss der Expositionszeit von 5-Fluorouracil auf die Zellhemmung (Ordinate = intramito-
chondriale Dehydrogenase-Aktivitat der Probe in % der Kontrolle ohne Zytostatikum); Messwerte
aller Konzentrationen beriicksichtigt

Die berechneten Mittelwerte der Zellhemmung durch 5-Fluorouracil schwankten innerhalb
der verschiedenen Inkubationszeiten der Zellen. Bei 48 Stunden wurden jeweils etwas nied-
rigere Werte erreicht, als bei 24 Stunden oder 72 Stunden.

Tab. 5: Zellhemmung 5-Fluorouracil

5-
Fluorouracil
24 h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6

Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Mittel- Stand.-

% % % % % % wert Abw.

0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 pmol/l 67,07 57,00 56,44 60,23 56,84 60,14 59,62 3,67
4 pmol/l 43,88 52,74 55,23 53,54 50,72 54,99 51,85 3,87
16 pmol/l 57,49 58,78 54,51 60,39 21,82 54,91 51,32 13,35
32 pymol/l 38,65 46,62 44,20 49,68 48,23 48,31 45,95 3,69




60 Ergebnisse
5-
Fluorouracil
48 h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6

Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Mittel- Stand.-

% % % % % % wert Abw.

0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 pmol/l 49,89 31,62 42,04 47,61 43,83 64,45 46,57 9,86
4 pmol/l 49,75 37,47 29,76 47,47 41,54 48,18 42,36 7,05
16 umol/l 38,19 38,76 33,55 53,89 61,17 33,83 43,23 10,51
32 pmol/l 54,96 30,12 36,40 35,33 41,40 45,25 40,58 8,00
5-
Fluorouracil
72h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6

Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Mittel- Stand.-

% % % % % % wert Abw.

0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 pmol/l 57,29 53,52 55,48 51,99 52,62 54,15 54,18 1,78
4 pmol/l 48,36 41,80 51,99 42,78 52,20 51,36 48,08 4,29
16 umol/l 43,41 45,71 43,20 42,43 38,10 49,06 43,65 3,32
32 pmol/l 42,15 38,45 42,15 39,43 40,06 44,24 41,08 1,96

5-Fluorouracil fuhrt bereits in der niedrigsten Konzentration (2 pmol/l) und kirzesten

Exposition zu einer deutlichen Verminderung der als Zeichen der Zellvermehrung gemes-

senen Enzymaktivitat. Die Wirkung wird durch hoéhere Konzentrationen und langere

Expositionszeiten noch etwas verstarkt, tberschreitet jedoch 60% Hemmung im Vergleich

zur Kontrolle ohne zytostatischen Zusatz nicht.
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4.1.4 Fantolon

Die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen der Wirkstoffkonzentration von Fantolon

und der Zellhemmung ergab eine sehr geringe Korrelation.
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Abb. 23: Einfluss der Wirkstoffkonzentration von Fantolon auf die Zellhemmung (Ordinate = intramito-

chondriale Dehydrogenase-Aktivitat der Probe in % der Kontrolle ohne Zytostatikum); alle Zeitpunkte
berlcksichtigt

Es besteht eine sehr geringe Korrelation zwischen der Expositionszeit und der Zellhemmung.
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Abb. 24: Einfluss der Expositionszeit von Fantolon auf die Zellhemmung (Ordinate = intramitochond-

riale Dehydrogenase-Aktivitat der Probe in % der Kontrolle ohne Zytostatikum); alle Konzentrationen
berlcksichtigt
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Innerhalb der Mittelwerte flr die einzelnen Inkubationszeiten ist ein leicht abnehmender

Trend der Zellhemmung mit ansteigender Konzentration erkennbar.

Tab. 6: Zellhemmung Fantolon

Fantolon
24h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteil in | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
0 pymol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 pmol/l 31,85 29,70 32,09 28,90 33,44 29,06 30,84 1,71
4 pmol/l 32,01 34,16 32,88 30,25 30,97 32,25 32,09 1,26
16 umol/l 36,23 47,13 28,26 17,36 35,11 32,48 32,76 8,96
32 pmol/l 37,74 31,37 24,04 35,75 31,69 32,72 32,22 4,30
Fantolon
48 h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteil in | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 pmol/l 30,33 27,14 25,81 25,44 24 11 28,33 26,86 2,04
4 pmol/l 28,62 22,41 27,74 23,89 27,51 30,62 26,80 2,80
16 pmol/l 30,33 32,77 31,07 28,62 27,44 35,87 31,02 2,76
32 pmol/l 30,77 29,59 34,10 28,92 28,70 32,40 30,75 1,95
Fantolon
72h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 pmol/l 22,52 23,75 25,03 17,89 21,56 27,35 23,02 2,94
4 pmol/l 19,37 20,59 22,20 22,52 30,82 31,79 24,55 4,90
16 umol/l 24,52 22,46 20,59 23,81 26,06 30,05 24,58 2,98
32 pmol/l 24,90 20,72 25,68 24,07 26,13 29,92 25,24 2,73

Schon bei einer Konzentration von 2 pmol/l und 24 h Expositionszeit wurde eine extreme

Hemmung erzielt. Diese war deutlich stérker ausgepragt als bei Fluorouracil und Arsen-

trioxid. Mit steigender Expositionszeit erhéhte sich auch die Zellhemmung gleichmaBig.
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4.1.5 Bortezomib

Die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen der Wirkstoffkonzentration von Bortezo-

mib und der Zellhemmung ergab eine sehr gering ausgepragte Korrelation.
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Abb. 25: Einfluss der Wirkstoffkonzentration von Bortezomib auf die Zellhemmung (Ordinate = intra-

mitochondriale Dehydrogenase-Aktivitéat der Probe in % der Kontrolle ohne Zytostatikum); alle Zeit-
punkte berlcksichtigt

Es besteht eine sehr geringe Korrelation zwischen der Expositionszeit und der Zellhemmung.
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Abb. 26: Einfluss der Expositionszeit von Bortezomib auf die Zellhemmung (Ordinate = intramito-

chondriale Dehydrogenase-Aktivitédt der Probe in % der Kontrolle ohne Zytostatikum); alle Konzentra-
tionen berlcksichtigt

Bei einer Inkubationsdauer von 24 Stunden und einer Konzentrationsstufe von 0,1 pmol/l
ergibt sich ein Mittelwert fir die VX2-Zellen von knapp Uber 100%. In mehreren Wells war
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der Zellanteil auf Gber 100% angestiegen, in einem Well sogar auf 115%. Ursache dafir

kann eine zu geringe Konzentration von Bortezomib bei zu geringer Einwirkzeit auf die Zellen

sein.

Tab. 7: Zellhemmung Bortezomib

Bortezomib
24h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
0 pymol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,1 pmol/l 96,98 100,27 101,78 84,77 115,78 100,55 100,02 9,07
0,2 pmol/l 73,66 87,79 121,40 91,63 63,65 85,46 87,27 17,94
0,3 pmol/l 74,62 77,09 77,09 87,93 94,79 91,36 83,81 7,85
0,4 pmol/l 73,80 65,43 78,19 87,93 88,20 79,01 78,76 7,91
Bortezomib
48 h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteil in | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,1 pmol/l 62,47 67,22 65,06 57,58 62,04 64,92 63,22 3,06
0,2 ymol/l 53,27 40,12 45,29 39,97 59,81 63,260 50,29 9,15
0,3 pmol/l 38,89 38,96 53,63 51,98 47,45 55,57 47,75 6,70
0,4 pmol/l 47,81 40,12 41,05 44,86 40,91 45,72 43,41 2,87
Bortezomib
72h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteil in | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
0,1 pmol/l 52,41 51,20 58,62 56,42 57,02 62,43 56,35 3,76
0,2 pmol/l 56,75 53,14 50,80 60,29 52,14 56,82 54,99 3,26
0,3 pmol/l 51,87 54,41 52,54 48,60 56,62 61,90 54,32 4,18
0,4 pmol/l 47,66 47,79 45,12 49,80 49,00 51,00 48,40 1,86

In den Vorversuchen haben von Bortezomib bereits im Verhaltnis zu den anderen getesteten

Substanzen sehr geringe Konzentrationen ausgereicht, um einen Effekt auf die Zellen zu
erzielen. Nach 48 Stunden gab es eine bessere Wirkung als nach 24 Stunden. Allerdings
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konnte mit einer langeren Einwirkungsdauer als 48 Stunden keine weitere Verbesserung
festgestellt werden. An allen drei Tagen konnte mit aufsteigender Konzentration des Wirk-
stoffs jeweils eine leichte Verbesserung der Wirkung beobachtet werden, die jedoch bei der
gewahlten sehr niedrigen Konzentration nicht an die Wirkung anderer bei hdherer Konzen-
tration getesteter Substanzen heranreichte.

4.1.6 Doxorubicin

Die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen der Wirkstoffkonzentration von Doxoru-
bicin und der Zellhemmung ergab eine sehr geringe Korrelation.
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Abb. 27: Einfluss der Wirkstoffkonzentration von Doxorubicin auf die Zellhemmung (Ordinate = intra-
mitochondriale Dehydrogenase-Aktivitat der Probe in % der Kontrolle ohne Zytostatikum); alle Zeit-
punkte berlcksichtigt

Es besteht eine sehr geringe Korrelation zwischen der Expositionszeit und der Zellhemmung.



66 Ergebnisse
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Abb. 28: Einfluss der Expositionszeit von Doxorubicin auf die Zellhemmung (Ordinate = intramito-
chondriale Dehydrogenase-Aktivitéat der Probe in % der Kontrolle ohne Zytostatikum); alle Konzentra-
tionen bericksichtigt

Bei der Inkubationszeit von 24 Stunden und einer Konzentration der aufgetragenen Wirk-
stoffldésung von 16 pmol/l lagen im 3. und 5. Well, im Gegensatz zu den anderen Wells aus
der Reihe, jeweils nur knapp ein Zehntel dessen Zellaktivitat vor.

Tab. 8: Zellhemmung Doxorubicin

Doxorubicin
24h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6

Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Stand.-

% % % % % % Mittelwert Abw.

0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 ymol/l 52,40 54,22 52,09 54,53 49,65 59,50 53,73 3,04
4 pmol/l 54,22 46,57 47,20 44,05 35,70 57,29 47,51 6,99
16 pmol/l 37,59 42,40 3,70 34,67 3,79 34,28 26,07 16,01
32 pmol/l 45,39 43,66 40,90 37,90 41,13 46,34 42,55 2,89
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Doxorubicin
48 h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Stand.-
% % % % % % Mittelwert Abw.
0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 pmol/l 41,78 40,07 47,21 41,78 37,32 49,14 42,88 4,07
4 pmol/l 35,46 33,01 39,63 34,50 36,21 41,41 36,70 2,92
16 umol/l 14,94 14,65 15,39 14,35 14,72 15,99 15,01 0,54
32 pmol/l 20,52 21,19 19,55 19,03 20,52 22,01 20,47 0,98
Doxorubicin
72h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteil in | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin Stand.-
% % % % % % Mittelwert| Abw.
0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 pmol/l 43,49 42,78 41,82 42,46 48,20 42,14 43,48 2,17
4 pmol/l 39,95 31,19 32,54 35,12 36,53 42,01 36,22 3,82
16 umol/l 11,66 11,34 11,79 11,34 11,08 12,05 11,54 0,32
32 pmol/l 14,88 15,72 15,44 15,21 15,91 16,95 15,69 0,66

Die berechneten Mittelwerte weisen teilweise eine starke Streuung auf. Durch eine héhere

Konzentration konnten nur bedingt bessere Ergebnisse erzielt werden. Aufféllig ist jedoch,
dass an allen drei gemessenen Tagen die Wirkung bei der Konzentration mit 16 pymol/l am

besten abschnitt und sich damit als optimalste Konzentration des Wirkstoffs Doxorubicin

erwies.
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4.1.7 Mitoxanthron

Die Untersuchung des Zusammenhanges zwischen der Wirkstoffkonzentration von Mito-

xanthron und der Zellhemmung ergab eine sehr geringe Korrelation.
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Abb. 29: Einfluss der Wirkstoffkonzentration von Mitoxanthron auf die Zellhemmung (Ordinate = in-
tramitochondriale Dehydrogenase-Aktivitat der Probe in % der Kontrolle ohne Zytostatikum); alle Zeit-
punkte berlcksichtigt

Es besteht eine sehr geringe Korrelation zwischen der Expositionszeit und der Zellhemmung.
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Abb. 30: Einfluss der Expositionszeit von Mitoxanthron auf die Zellhemmung; (Ordinate = intramito-
chondriale Dehydrogenase-Aktivitét der Probe in % der Kontrolle ohne Zytostatikum); alle Konzentra-
tionen bericksichtigt
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Die Mittelwerte fir die Zellaktivitat sinken im Vergleich von 24 Stunden zu 48 Stunden sehr
gut ab. Nach 72 Stunden gibt es jedoch keine weitere Abnahme, eher einen leichten Anstieg.

Tab. 9: Zellhemmung Mitoxanthron

Mitoxanthron

24h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
0 pymol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 pmol/l 40,56 43,47 59,69 73,61 78,57 64,39 60,05 14,15
4 pmol/l 52,09 53,97 44,83 86,68 64,47 53,20 59,21 13,56
16 umol/l 44,75 51,32 40,73 46,29 40,82 47,48 45,23 3,72
32 pmol/l 47,57 45,35 43,64 45,77 42,61 51,58 46,09 2,92
Mitoxanthron
48 h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteil in | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 pmol/l 41,11 42,92 40,17 33,67 34,10 50,00 40,33 5,54
4 pmol/l 33,60 35,40 39,67 43,06 41,69 52,31 40,96 6,06
16 umol/l 26,81 31,72 28,32 27,60 32,51 32,23 29,87 2,34
32 pmol/l 22,54 21,89 22,83 19,00 17,49 26,59 21,72 2,91
Mitoxanthron
72h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteil in | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
0 pmol/l 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
2 pmol/l 50,31 39,33 54,35 50,40 39,33 60,67 49,07 7,70
4 pmol/l 52,33 50,75 48,46 48,64 38,98 50,48 48,27 4,36
16 umol/l 41,53 36,79 34,24 37,93 34,24 34,42 36,53 2,64
32 pmol/l 21,69 20,11 23,88 22,04 21,51 27,92 22,86 2,52

Bei der Behandlung der Zellen mit Mitoxanthron konnte eine Steigerung der Wirksamkeit

zwar nicht nach der Zeitdauer, jedoch mit aufsteigender Konzentration beobachtet werden.

Méglicherweise hatten mit einer hdheren Konzentration tGber 32 pmol/l noch bessere Ergeb-

nisse erreicht werden kénnen.
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Nachfolgend wurden zur besseren Ubersicht alle Mittelwerte der Zellhemmung aus den vor-
gestellten Zellkulturversuchen in Tabelle 10 zusammengefasst:

Tab. 10: Mittelwerte der Zellhemmung aus den in vitro Versuchen

Paclitaxel Inkubationszeit in h Fantolon Inkubationszeit in h
24 48 72 24 48 72

Konzentration Konzentration

2 pmol 30,1 | 20,6 | 18,1 2 pmol 30,8 | 26,9 | 23,0

4 pmol 245 | 2156 | 193 4 pmol 32,1 26,8 | 24,6

16 pmol 33,1 | 291 | 234 16 pmol 32,8 [ 31,0 | 24,6

32 pmol 30,0 | 244 | 235 32 pmol 32,2 | 30,8 | 252

Mitoxanthron

Inkubationszeit in h

5-Fluoruracil

Inkubationszeit in h

24 48 72 24 48 72
Konzentration Konzentration
2 pmol 60,1 40,3 | 49,1 2 pmol 59,6 | 46,6 | 54,2
4 pmol 59,2 | 41,0 | 483 4 pmol 51,9 | 42,4 | 48,1
16 pmol 452 | 299 | 36,5 16 pmol 51,3 | 43,2 | 43,7
32 pmol 46,1 21,7 | 229 32 pmol 46,0 | 40,6 | 41,1
Doxorubicin Inkubationszeit in h Bortezomib Inkubationszeit in h

24 48 72 24 48 72
Konzentration Konzentration
2 pmol 53,7 | 429 | 435 0,1 pmol 100,0 | 63,2 | 56,4
4 pmol 475 | 36,7 | 36,2 0,2 pmol 87,3 | 50,3 | 55,0
16 pmol 26,1 150 | 115 0,3 pmol 83,8 | 47,8 | 54,3
32 pmol 42,6 | 20,5 | 15,7 0,4 pmol 78,8 | 43,4 | 484

Arsentrioxid

Inkubationszeit in h

24 48 72
Konzentration
10 pmol 64,7 57,7 | 543
15 pmol 64,1 51,9 | 546
20 pmol 62,5 | 553 | 53,6
25 pmol 62,1 | 55,0 | 553
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4.1.8 Kontrolle/DMSO

Da alle verwendeten Substanzen fiir die Behandlung der VX2-Zellen mit DMSO in Lésung
gebracht wurden, sollte eine Kontrolle Aufschluss Giber das Maf der Zelltoxizitat des DMSO-
Anteils (1,25%/Well) geben. Hierdurch sollte Gberprift werden, inwiefern tatséchlich die ein-
gesetzten Substanzen auf die VX2-Zellen einwirkten.

Tab. 11: Zellhemmung DMSO

2,5% DMSO

24h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
Medium 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
DMSO 115,08 81,22 101,28 121,48 94,72 124,04 106,30 15,33
2,5% DMSO
48 h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteil in | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
Medium 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
DMSO 94,71 100,24 114,30 105,53 98,32 81,61 99,12 10,00
2,5% DMSO
72h Well 1 Well 2 Well 3 Well 4 Well 5 Well 6
Anteil in | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteilin | Anteil in Mittel- Stand.-
% % % % % % wert Abw.
Medium 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
DMSO 89,28 64,15 78,82 83,57 76,71 86,20 79,79 8,17

Mit ansteigender Zeitdauer wurde eine zunehmende Verminderung der Enzymakitivitat ge-
messen. Die Hemmung erreichte am 3. Tag 20%. Innerhalb der ersten beiden Tage war der
Einfluss von DMSO auf die Zellen nur auBerst gering und kann daher zumindest fiir diesen
Zeitraum auch firr die anderen getesteten Substanzen vernachlassigt werden (s. Tab. 11).
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4.1.9 Uberblick iiber die Ergebnisse der Zellkulturversuche

Bei den Konzentrationen der Wirkstoffldsungen konnten die einzelnen Abstufungen nicht fir
alle Substanzen einheitlich verwendet werden, da diese in mehreren Vorversuchen nach und
nach angepasst wurden. Flr Bortezomib wurden die Dosierungen im Verlauf der Vorversu-
che immer niedriger, bis Unterschiede unter den einzelnen Konzentrationsstufen erkennbar
waren. Fir das Doxorubicin galt Ahnliches, nur dass hier die Dosierungen schrittweise er-
hdéht werden mussten, bis sich Auswirkungen auf die VX2-Zellen zeigten.

Zur besseren Veranschaulichung gibt die nachstehende Tabelle 12 noch einmal die Tenden-
zen der zuvor dargestellten Ergebnisse aus den Zellkulturversuchen wieder:

Tab. 12: Zusammenfassung der Ergebnisse in vitro Versuche

Maximale
Verminde-
rungder | Konzen- |
Enzym- trations- | Anderung
aktivitdt | abhéngige | der Enzym-
Mittel- Mittel- Mittel- im Ver- | Anderung | aktivitat bei
wert wert wert gleich zur der langerer
Wirk- | Signifi- | Wirk- | Signifi- | Wirk- | Signifi- | Kontrolle Enzym- | Expositions-
stoff kanz stoff kanz stoff kanz auf % aktivitat | zeit
Inkubations- 24 h 48 h 72 h
zeit
Paclitaxel 33,09 |<0,001| 29,07 |<0,001| 23,45 | <0,001 182 erhdht vermindert
Fantolon 32,76 | <0,001| 31,02 |<0,001| 25,24 | <0,001 233 nein vermindert
Mitoxanthron | 60,05 | <0,001 | 40,33 | <0,001 | 49,07 | <0,001 2213 vermindert | vermindert
Bortezomib 100,02 | 0,44 63,22 | <0,001 | 56,35 | <0,001 43+3 vermindert | vermindert
5-Fluorouracil | 59,62 | <0,001 | 46,57 |<0,001 | 54,18 | < 0,001 4118 vermindert | vermindert
Arsentrioxid 64,70 |<0,001 | 57,69 | <0,001| 55,27 | <0,001 5214 nein vermindert
Doxorubicin 53,73 | <0,001 | 42,88 |<0,001| 43,48 | <0,001 1213 vermindert | vermindert
Kontrolle 106,30 99,12 79,79

Zusammengefasst kann die Aussage getroffen werden, dass samtliche Zytostatika in den
verwendeten Konzentrationen zu einer Verminderung der Enzymaktivitat in den Zellkulturen
fuhrten, was auf eine verminderte Zellvermehrung hinweist. In den meisten Féllen ergab eine
hdéhere Zytostatika-Konzentration eine starkeren Hemmung der Enzymaktivitat und in allen
Fallen nahm der Effekt mit der Inkubationsdauer zu. Das als Ldésungsvermittler eingesetzte
DMSO hatte bei 3-téagiger Exposition einen gleichgerichteten, jedoch schwacheren Effekt.
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Far die jeweils hdchsten Mittelwerte der Zellhemmung einer Substanz wurden mittels eines
TTests (Typ 2) die Signifikanzen bestimmt. Die Berechnung erfolgte jeweils gegen die zeit-
lich entsprechende DMSO-Kontrolle.

Fir fast alle Substanzen ergaben sich zu allen Inkubationszeiten Werte < 0,001. Dies ent-
spricht einer héchst signifikanten Wirksamkeit. Nur Bortezomib zeigte bei dem Mittelwert bei
24 h einen Wert von 0,44 und gilt daher bei dieser Inkubationsdauer als nicht signifikant
wirksam (s. Tab. 12).

Der Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest wurde zur Uberpriifung der Normalverteilung ein-
gesetzt. Samtliche Werte waren nicht signifikant und daher normalverteilt. Aus diesem Grund
wurde die Pearson-Korrelation zur Ermittlung des Korrelationskoeffizienten verwendet.

4.1.10 Begriindung Auswahl verwendeter Wirkstoffe unter Beriick-
sichtigung der Zellversuche

Nach der Auswertung der Zellversuche sowie der Vorversuche, bei denen versucht wurde,
die Wirkstoffe in einer akzeptablen Form auf die Ballonkatheter aufzutragen und aufgrund
von Erfahrungswerten wurde eine Auswahl an Wirkstoffen getroffen, die im Tiermodell nadher
untersucht werden sollten.

Fur die Aufbringung der Wirkstoffe auf die Ballonkatheter war die Voraussetzung, dass die
Stoffe in den einsetzbaren Lésungsmitteln in der notwendigen Konzentration gelést werden
konnten.

Der Einsatz von Paclitaxel stand schon vor Versuchsbeginn fest, weil von der Arbeitsgruppe
bereits im kardio-vaskularen Bereich sehr gute Erfolge damit erzielt wurden. Bortezomib ist
bei systemischer Gabe in sehr niedriger Dosis wirksam (Palumbo et al., 2008), erwies sich
aber in laufenden Versuchen der Arbeitsgruppe zur Hemmung der Neointimaproliferation
nach Angioplastie als unwirksam.

Fantolon sollte wegen seiner besseren Wasserloslichkeit und starkeren Rezeptoraffinitat
vergleichend zu Paclitaxel Gberprft werden.

Far das Arsentrioxid war nicht nur der Zellversuch ausschlaggebend, sondern auch bisher
verdffentlichte aussichtsreiche Forschungsergebnisse (Walker et al., 2010, Kim et al., 2009,
Dilda und Hogg, 2007). Allerdings wurde unter anderem aufgrund der L&slichkeits-
problematik eine andere Applikationsform als der Ballonkatheter verwendet. Die Entschei-
dung fiel auf das Gel.
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Das Doxorubicin verursachte selbst in der viskdsen Form Schwierigkeiten beim Auftragen
auf die Ballonkatheter. Daher wurde beschlossen, das Doxorubicin in der gelartigen Formu-
lierung direkt in den Tumor zu injizieren.

Mitoxanthron (ungeniigende Haftung am Ballon), Bortezomib (Beschaffbarkeit und Hand-
habung schwierig) und 5-Fluoruracil (hohe Dosis erforderlich) erfiliten die Anforderungen am
wenigsten und wurden deshalb in vivo nicht Gberpruift.

In den nachfolgenden in vivo Versuchen konnte verglichen werden inwieweit die Ergebnisse
aus dem Zellversuch tatsachlich auf den tierexperimentellen Teil Gbertragbar sind.

4.2 Ergebnisse der in vivo Versuche

Je Wirkstoff wurden 4 Tiere untersucht, 4 weitere Tiere erhielten die gleiche Behandlung
ohne Verabreichung eines Arzneistoffs (s. Tab. 13). Nur von einigen groBen Tumoren wur-
den Proben fir die Histologie enthommen, da die Tumorteile vorrangig fur die Beurteilung
der Vitalitat des Gewebes (TTC-Farbung) verwendet wurden.

Tab. 13: Auswertungen an den VX2-Tumoren

Makros-
kopische
Computer- Begut-
tomographie: achtung
Vermessung und Schét-
Tumore mit zung des | Histologische
Anzahl der | Programm Nekrose- | Aufarbeitung
behandelten OsiriX TTC-Test anteils Tumore
Versuchsgruppe Tiere (Tierzahl) (Tierzahl) (Tierzahl) (Tierzahl)
Paclitaxel 4 4 4 4 2
Fantolon 4 4 4 4 2
Doxorubicin 4 4 4 4 2
Arsentrioxid 4 4 4 4 4
Kontrolle Ballonkathe-
ter 2 2 2 2 1
Kontrolle Injektion 2 2 2 2 0
Insgesamt: 20 20 20 20 11

In den Abschnitten 4.2.1 - 4.2.5 werden die Befunde anhand von Beispielen qualitativ be-
schrieben, in den Abschnitten 4.2.6 und 4.2.7 sind die Ergebnisse der quantitativen Auswer-
tung fr alle Untersuchungen dargestellt.
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4.2.1 Beispiele der computertomographischen Untersuchungen

Ein Woche nach der Implantation der VX2-Tumore wurden die Kaninchen erstmalig
computertomographisch gescannt. Hierbei wurde zunachst ein allgemeines Anwachsen des
eingefiihrten Tumormaterials in der Leber geprift und, sofern dieses vorhanden, eine
Vermessung des Tumors bzw. Perfusionsdefektes vorgenommen.

In der nativen CT (ohne Kontrastmittelinjektion) unterscheidet sich das intrahepatische
Tumorgewebe haufig nicht von dem gesunden Lebergewebe. Der VX2 Tumor stellt sich far
kurze Zeit nach Kontrastmittelinjektion als kontrastmittelarmer, dunkler Perfusionsdefekt dar.
Nekrotisches Tumorgewebe und nekrotisches Lebergewebe zeigen sich ebenso.

Abb. 31: CT-Untersuchung vor Therapie

Auf dieser Aufnahme (s. Abb. 31) kann man nach Injektion des Kontrastmittels Ultravist-370®
den Perfusionsdefekt deutlich erkennen. Die Implantation des Tumors liegt hier zwei Wochen
zurlick und es ist ein idealer Zeitpunkt fir die Durchfihrung der Therapie.

Abb. 32: CT-Untersuchung nach Therapie
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Die CT-Aufnahme (s. Abb. 32) zeigt dasselbe Kaninchen wie auf dem oberen Bild, eine
Woche nach der Therapie mit einem Paclitaxel beschichteten Ballonkatheter. Der dort sicht-
bare Perfusionsdefekt hat zwar erheblich an Gr6Be zugenommen, bleibt jedoch hinter den
durchschnittlichen Ergebnissen der Kontrolltiere weit zurtick. Daraus [&sst sich ableiten, dass
zwar keine Ruckbildung oder Stase des Tumors erfolgte, aber scheinbar eine Verlang-
samung des Wachstums erreicht werden konnte.

4.2.2 Beispiele makroskopische Untersuchung der Tumore ohne/mit
TTC-(Vital-)Farbung

Nach der Entnahme der Leber wurden die Tumore aus dem Lebergewebe sorgfaltig heraus-
prapariert und standen zur weiteren Bearbeitung zur Verflgung.

4.2.2.1 Tumore nach der Préparation aus der Leber

Die Tumore auf Abb. 33 stammen aus der Kontrollgruppe direkt nach der Praparation aus
dem Lebergewebe. Morphologisch stellen sich die Tumore als mehrkugelige rosa-beige

Gebilde dar. Vor dem Anschnitt erscheint die Konsistenz derb-elastisch und prall.
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4.2.2.2 Tumore nach der Vitalitatsfarbung mit TTC

o

b1
b

Hell angefarbt = Tumorgewebe

3

Rot angefarbt = Lebergewebe : " bj‘v—&

Abb. 34: Vitalitatsfarbung VX2-Tumore aus der Arsentrioxidgruppe

Nach der Behandlung mit Arsentrioxid (hohe Dosis) wies die entnommene Leber bereits
makroskopisch einen deutlichen Unterschied zu den anderen entnommenen Gewebeproben
auf. Die Strukturveranderung des den Tumor umgebenden Gewebes hatte sich im Vergleich
zu den anderen Versuchsgruppen enorm ausgedehnt.

Ein partagierter Tumor mit Anteilen von Lebergewebe (s. Abb. 34) aus der Arsentrioxidgrup-
pe wurde mit Einsatz des TTC-Tests im Hinblick auf die Vitalitat Gberpruft.

Es sind deutlich die nekrotischen (hellen) Anteile vom vitalen Gewebe (dunkelrot)
differenzierbar. Allerdings ist es mdglich, dass es sich in den Randzonen der Nekrose nicht
nur um Tumor, sondern eventuell um von Arsentrioxid destruiertes Lebergewebe handelt.

Nekrose

Tumorgewebe

Vitales Lebergewebe

T % &

Abb. 35: Tumor Arsentrioxidtherapie nach TTC-Test
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Diese Tumorproben (s. Abb. 35) waren zwischen der Farbung und den Fotoaufnahmen
tiefgefroren und zeigen daher im Vergleich zu den anderen, am Entnahmetag aufgenom-
menen Tumoren, eine braunliche Verfarbung. Diese andert aber nichts am Ergebnis des
TTC-Tests. Diese Tumore wurden hier groBzlgig einschlieBlich des visuell intakten Leber-
gewebes herausprépariert, da bei den arsentrioxidtherapierten Tumoren diese nicht mehr
eindeutig von vitalem/avitalem Lebergewebe zu differenzieren waren. Der rotbraune Bereich
stellt vitales Lebergewebe dar. Daran grenzt ein gleichmaBig ockerfarbener Rand, der ein
durch Arsentrioxid verursachter Nekrosesaum der Leber zu sein scheint. Zentral davon ist
der unstrukturierte Bereich des urspriinglichen Tumors abzugrenzen. Das Areal des Tumor-
bereiches scheint nicht gréBer zu sein, als bei der CT-Aufnahme vor der Therapie. Die letzte
CT-Aufnahme konnte nicht mit der ersten CT-Untersuchung abgeglichen werden, da in
dieser Aufnahme der gesamte nekrotische Bereich, einschlieBlich des nekrotischen Leber-
saumes als einheitliche Lasion dargestelit wird.

Es ist anzunehmen, dass ein Teil des Arsentrioxidgels aus dem zu behandelnden Tumor
hinaus- und in das umliegende gesunde Lebergewebe hineingeflossen ist. Dadurch ist das
Lebergewebe abgestorben und hat quasi eine Barriere gegen die Ausbereitung des Tumors
geschaffen. Ahnlich wird es auch bei lokal ablativen Therapien gehandhabt, dass ein Sicher-
heitssaum um das Tumorareal mit behandelt wird (Delis et al., 2006, Jungraithmayr et al.,
2005).

Abb. 36: Kontrolltumor nach TTC-Farbung

Auf der obigen Abbildung (Abb. 36) kann man bei den Anschnitten eines Kontrolltumors nach
TTC-Farbung erkennen, dass die vitalen (dunkelroten) Tumorareale Uberwiegen. Da-
zwischen liegen verstreut avitale (beige) Bereiche.
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4.2.3 Besonderheiten bei der Therapie mit Doxorubicin

Das fur die Therapie eingesetzte Doxorubicingel besitzt eine stark hellrot leuchtende Farbe.
Dies ist von Natur aus so und wurde nicht durch chemische Behandlungen bei der Her-
stellung oder Farbzusatze hervorgerufen.

Lebergewebe

Punktionsstelle

Tumorbereich — durch Doxorubicin
kraftig rot verfarbt

Abb. 37: Leberlappen mit VX2-Tumoren nach Therapie mit Doxorubicin

Obwohl bei der Leberentnahme die Therapie mit dem Doxorubicin-Gel bereits zwei Wochen
zurlck lag, sind immer noch die doxorubicinroten Bereiche an der Tumoroberflache
erkennbar (s. Abb. 37).

4.2.4 Beispiele histologischer Untersuchungsergebnisse

Histologische Praparate wurden nur von ausgewéahlten Tumoren angefertigt, da das Tumor-
material oft nicht flr alle Untersuchungsmethoden ausreichte. Daher werden hier nur an
einigen Beispielen die Unterschiede von vitalem Lebergewebe zu avitalem Lebergewebe/
Tumor dargestellt.
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Der Ausschnitt (s. Abb. 38) zeigt vitales Lebergewebe mit Zentralvene und den typischen

radiar angeordneten Hepatozyten und Lebersinusoiden.

- NEP) # G . ho. ’ "é‘,‘{‘. o i

«

Abb. 39: Vitale Leber, Kaninchen, Kontrolle (40fache VergréBerung, HE-Farbung)
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Randbereich Tumor

Zentralnekrose Tumor o <o :
Abb. 40: Tumorrand, VX2-Tumor aus der Leber vom Kaninchen, Behandlung mit
Doxorubicin (Ubersicht, HE-Farbung, 10fache VergrdBerung)
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Abb. 41: VX2-Tumor, Kaninchen, 1 Woche nach Behandlung mit AsOs, niedrige
Dosis (20fache VergrdBerung, HE-Farbung)

Das Tumorgewebe (s. Abb. 41) erscheint im Vergleich zum vitalen Lebergewebe weniger
geordnet und unstrukturierter.
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Abb. 42: VX2-Tumor, Kaninchen, 1 Woche nach Behandlung mit AsOs, niedrige
Dosis (40fache VergrdBerung, HE-Farbung)

Dosis (100fache VergréBerung, HE-Farbung)

Histologisch stellen sich die Tumorbilder (s. Abb. 41-43) polymorph, hyperchromatisch mit
zahlreichen Mitosefiguren sowie deutlich zum Kern verschobenem Kern/Plasma-Verhaltnis
dar. Eine hohe Anzahl an Mitosefiguren spricht flr eine ausgepragte Teilungsrate der
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Tumorzellen. Es ist kein strukturiertes Wachstum des Tumors erkennbar. Das Tumorgewebe
hat die Tendenz zu einer zentralen Nekrotisierung, nur im Randbereich zeigt sich im
ansonsten hypovaskularisierten Gewebe, vitaler Tumor.
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Abb. 44: VX2-Tumor, Kaninchen, 1 Woche nach Behandlung mit AsOs, niedrige
Dosis, Injektionskanal (20fache VergréBerung, HE-Farbung)

Der blau angefarbte Bereich (s. Abb 44) lasst auch bei einer stark vergréBerten Ansicht
keine einzelnen Zellen oder Zellbestandteile erkennen, vielmehr handelt es sich um eine
feine gleichmaBige Struktur. Bei der HE-Farbung erhalten saure Molekilgruppen eine blaue
Farbe, z. B. basophile Granulozyten, welche im Knochenmark gebildet werden.
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Abb. 45: VX2-Tumor, Kaninchen, InJektlonskanaI mit Bestandte|len von Doxorubicin
(20fache VergrdBerung, HE-Farbung)

Insbesondere bei den Versuchen mit Doxorubicin konnte man wegen der Eigenfarbung des
Doxorubicin in den histologischen Aufnahmen feststellen, wie gut sich der Wirkstoff im
behandelten Gebiet verteilt hat und wie lange er dort verbleibt.

Man kann erkennen, dass sich die gesamte Wandregion des Injektionskanales im Tumor
kraftig rot angefarbt hat (s. Abb 45). Einzelne rot gefarbte Fragmente sind auch noch im
Kanallumen sichtbar, jedoch ist nicht deutlich identifizierbar, ob sich die Farbung tatsachlich
innerhalb der Zellen oder im Randbereich befindet. Dies ist ein Anzeichen dafiir, dass sich
der Wirkstoff Doxorubicin langfristig im behandelten Gewebe abgelagert hat.

4.2.5 Beobachtungen bei den Versuchstieren

Die Implantation von VX2-Tumorzellen bei 20 Kaninchen fuhrte bei allen Tieren zu einem
Tumorwachstum in der Leber. Das Tumorwachstum erfolgte unterschiedlich schnell. Bei
etwa der Hélfte der Tiere wurden die Tumore nach ca. einer Woche behandelt, bei Tieren mit
anfanglich sehr langsamem Tumorwachstum erst nach ca. zwei Wochen. Die Tiere wurden
den funf unterschiedlichen Behandlungsgruppen zugeteilt. Fantolon und Paclitaxel wurden
als trockene Wirkstoffe auf Ballonkathetern appliziert. Die Herstellung und Applikation dieser
Art der Zubereitung erwies sich flr Doxorubicin (vorzeitige Ablésung vom Ballonkatheter)



Ergebnisse 85

und Arsentrioxid (nicht ausreichende Dosis auf den Ballonkatheter auftragbar) als nicht
praktikabel. Die letztgenannten Wirkstoffe wurden daher als Gel mittels Spritzen intra- bzw.
peritumoral verabreicht.

Es ergaben sich solitire Tumore, Metastasen wurden in anderen Organen der Tiere nicht
festgestellt.

4.2.5.1 Tierschutz und Vertrédglichkeit

Wahrend der Studie wurde kein Merkmal der Abbruchkriterien zur vorzeitigen Tétung erfullt.
Nach den Untersuchungen im CT wurde jeweils Gberdacht, ob es einen weiteren Kenntnis-
gewinn ergeben wirde, wenn das Tier eine Woche spéter noch ein weiteres Mal untersucht
werden wirde oder ob der Versuch fiir das jeweilige Tier an dieser Stelle beendet werden
sollte.

4.2.6 Ergebnisse der Wirkstoff-Analysen

Die injizierbaren Formulierungen fiir das Doxorubicin und das Arsentrioxid konnten bereits
vor der Applikation rechnerisch bestimmt werden. Bei der Therapie mit den beschichteten
Ballonkathetern konnte die tatsachlich in den Tumor applizierte Dosis erst nach der Analyse
der auf dem Ballon verbliebenen Beschichtungsreste festgestellt werden.

Die mittels HPLC ermittelten bzw. errechneten Werte fir die fir die Therapien eingesetzten
Wirkstoffdosen wurden wie folgt zusammengefasst:
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Tab. 14: Berechnung der in die Tumore eingebrachten Wirkstoffmengen

Berechnete
Wirkstoffmenge

Durch Analyse

In den Tumor

Applika- |auf Ballon/ ermittelte Menge eingebrachte
tions- im Gel vor der | auf Ballon nach Wirkstoffmenge
Tier | Wirkstoff form Anwendung Verwendung (Differenz)

1 | Fantolon Ballon 1,20 mg 0,077 mg (=6,41%) |1,123 mg (= 93,59%)
2 |Fantolon Ballon 1,20 mg 0,083 mg (=6,09%) [1,117 mg (= 93,91%)
3 |Fantolon Ballon 1,20 mg 0,042 mg (=3,50%) |1,158 mg (= 96,5%)
4 |Fantolon Ballon 1,20 mg 0,076 mg (=6,33%) |1,124 mg (= 93,67%)
5 | Doxorubicin |gelférmig | 5,94 mg - 5,94 mg
6 | Doxorubicin |gelférmig | 3,71 mg - 3,71 mg
7 | Doxorubicin | gelférmig | 14,85 mg - 14,85 mg
8 | Doxorubicin |gelférmig |20,78 mg - 20,78 mg
9 | Paclitaxel Ballon 1,80 mg 0,231 mg (= 12,83%) [ 1,569 mg (= 87,17%)
10 | Paclitaxel Ballon 1,80 mg 0,026 mg (= 1,44%) [1,774 mg (= 98,56%)
11 | Paclitaxel Ballon 1,80 mg 0,059 mg (=8,27%) [1,741 mg (= 96,73%)
12 | Paclitaxel Ballon 1,80 mg 0,024 mg (=1,33%) [1,776 mg (= 98,67%)
13 | Arsentrioxid |gelférmig | 11,50 mg - 11,50 mg
14 | Arsentrioxid |gelférmig | 11,50 mg - 11,50 mg
15 | Arsentrioxid |gelférmig |20,00 mg - 20,00 mg
16 | Arsentrioxid |gelférmig | 22,00 mg - 22,00 mg
17 | Kontrolle Ballon - - -
18 | Kontrolle Ballon - - -
19 | Kontrolle Lésung - - -
20 | Kontrolle Lésung - - -

Bei der Applikationsform ,,Gel“ wurde davon ausgegangen, dass die von der Spritze abge-

gebene Menge volistandig in den Tumor eingebracht wurde. Die Kanile der Spritze wurde
direkt in den Tumor gesetzt, so dass es zu keinem Verlust auf dem Behandlungsweg gekom-

men sein durfte. Das Abgabevolumen wurde mittels Auslauf ermittelt, um ein Totvolumen der
Spritze auszuschlieBen. Bei der Verwendung der Ballone kann es jedoch schon bei der

Herstellung und dem Transport bis zur tatsachlichen Verwendung zu geringen Verlusten der
Wirkstoffbeschichtung kommen. Hinzu kommen noch eventuelle Substanzverluste bei der

Einflhrung des Ballonkatheters durch die Fihrungskanile in den zu behandelnden Tumor
und Reste auf dem Ballon, die nicht abgegeben werden. Um wenigstens Letztere exakt zu
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erfassen, wurden die gebrauchten Katheter auf den verbliebenen Wirkstoffgehalt analysiert
und diese Werte von den zuvor berechneten Wirkstoffmengen, die durch die Beschichtung
aufgebracht wurden, subtrahiert. Dabei ergeben sich fir die mit Fantolon behandelte Gruppe
auf den verwendeten Ballonen berechnete Wirkstoffreste in H6he von 5,58+1,39% und far
die mit Paclitaxel behandelte Gruppe in H6he von 4,72+5,48% (s. Tab. 14).

Bei den mit Doxorubicin und Arsentrioxid behandelten Tieren ergaben sich innerhalb der
Gruppe unterschiedlich hohe Wirkstoffmengen dadurch, dass beim ersten Tier mit einer
niedrigeren Dosis gestartet wurde, um eventuelle Nebenwirkungen zu erkennen. Bei den
folgenden Tieren wurde dann die Wirkstoffmenge hdher angesetzt, da die urspriingliche
Dosis gut vertragen wurde und die Wirkung nicht tberzeugend war.

4.2.7 Ergebnisse der Auswertungen der Tumorvolumina

Nach der Therapie wurden die Tiere wdchentlich im CT vermessen und die GréBe des
Perfusionsdefekts bei der ersten Nachkontrolle mit dem Perfusionsdefekt des urspriinglichen
Tumors verglichen, welcher am Tag der Therapie ermittelt wurde. In der darauf folgenden
Woche wurde dann der jeweilige aktuelle Wert mit dem Wert aus der Vorwoche ins
Verhaltnis gesetzt. So konnte der GréBenverlauf nach erfolgter Therapie beobachtet werden
(s. Tab. 15). Es gab zwei Falle, in denen sich die Perfusionsdefekte verkleinerten. Die
Messungen erfolgten bei allen Tieren eine Woche nach Behandlung, wurden jedoch bei
einigen Tieren mit vergleichsweise geringer GréBenzunahme des Perfusionsdefekts nach 14
Tagen wiederholt. Da nur nach einer Woche Daten flr alle Tiere vorliegen, wurden diese
bevorzugt zur Beurteilung genutzt.

Die Lasionen, die an GréBe abnahmen, fanden sich bei je einem Tier aus den Gruppen
.Fantolon“ und ,Kontrolle*. Ansonsten nahmen die Perfusionsdefekte an GrdéBe zu. Als MaB
fur die GrdéBenzunahme kann entweder die Veranderung in cm® oder in Prozent des
Vorwertes (bei Therapie) herangezogen werden. Beide GréBen divergieren nur bei den Kon-
trolltieren stark. Bei diesen steht eine starke Zunahme des Volumens (6468 cm3) einer
méaBigen prozentualen GréBenzunahme (903+925) gegenuber. Dies liegt vor allem an einem
Tier der Kontrollgruppe, das bereits bei der ,Therapie“ (mit wirkstofffreiem Ballon) ein sehr
groBes minderperfundiertes Areal in der Leber aufwies.

Die geringste GrdéBenzunahme sowohl absolut in cm? (12+14) als auch prozentual (271+186)
fand sich nach Applikation von Paclitaxel, die gréBte Zunahme (3131 cm® ~ 3580+4871%)
in der Gruppe der mit Arsentrioxid behandelten Tiere. Auffallig ist das groBe prozentuale
Wachstum des Perfusionsdefekts bei Verabreichung von Arsentrioxid in der héheren Dosis.
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Nach der TTC-Farbung wurde visuell das Verhaltnis von vitalem zu nekrotischem Gewebe
bestimmt. Das ist eine wichtige erganzende Information zur GréBe des Tumors. Die TTC-
Farbung lasst bei den nicht mit Zytostatika behandelten Kontrolltumoren ebenso wie bei fast
allen mit den Arzneimitteln behandelten Tumoren 50 bis 90% vitales neben 10 bis 50%
nekrotischem Gewebe erkennen. Die einzige Ausnahme bilden die beiden mit der héheren
Arsentrioxid-Dosis behandelten Tumore. In den betreffenden Proben wurde nach einer
Woche <10% vitales Gewebe gefunden.
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Tab. 15: TumorgréBen vor und nach Behandlung mit den ausgewahlten Substanzen, Vitalitat des Gewebes nach TTC-Farbung

In den Verhiltnis
Tumor | Tage zwi- Perfusions- Perfusions- Perfusions- Perfusions- Perfusions- Perfusions- vitales/nekro-
einge- | schen Im- Perfusions- | defekt defekt Ande- | defekt Ande- | defekt defekt Ande- | defekt Ande- | tisches Ge-
brachte | plantation defekt vor 1 Woche rung zur rung zur 2 Wochen rung zur rung zur webe (visuell)
Dosis und Thera- Therapie nach Thera- Vorwoche Vorwoche nach Thera- Vorwoche Vorwoche nach TTC-
Versuchsgruppe | mg pie (cm®) pie (cm®) (cm®) in % pie (cm®) (cm®) in % Férbung)
Fantolon 1,1 9,00 1,44 46,02 44,57 3.086,77 - - R ca. 75:25
Fantolon 1,1 8,00 0,44 7,00 6,56 1.491,59 53,05 46,05 657,53 ca. 80:20
Fantolon 1,2 7,00 1,68 1,08 |- 0,61 |- 35,99 0,87 |- 0,21 |- 19,11 ca. 60:40
Fantolon 1,1 7,00 1,68 3,57 1,90 113,25 55,08 51,51 1.442,11 ca. 90:10
Mittelwert 1,13 7,75 1,31 14,42 13,11 1.163,91 36,34 32,45 693,51 -
Stand.-Abw. 0,05 0,96 0,59 21,21 21,19 1.454,69 30,73 28,41 731,27 -
Doxorubicin-Gel 5,9 8,00 0,61 11,78 11,17 1.818,89 28,41 16,63 141,12 ca. 60:40
Doxorubicin-Gel 3,7 8,00 1,81 20,90 19,09 1.055,86 164,29 143,39 686,15 ca. 60:40
Doxorubicin-Gel | 14,9 8,00 2,61 14,12 11,51 441,37 20,30 6,18 43,75 ca. 60:40
Doxorubicin-Gel | 20,8 8,00 1,17 26,65 25,48 2.173,63 37,90 11,25 42,23 ca. 60:40
Mittelwert 11,33 8,00 1,55 18,36 16,81 1.372,44 62,72 44,36 228,31 -
Stand.-Abw. 7,96 = 0,86 6,74 6,84 776,39 68,09 66,16 308,71 -
Paclitaxel 1,6 15,00 5,31 16,87 11,57 217,96 - - - ca. 75:25
Paclitaxel 1,8 15,00 7,56 39,66 32,10 42471 - - - ca. 50:50
Paclitaxel 1,7 16,00 0,64 3,28 2,64 410,42 - - - ca. 60:40
Paclitaxel 1,8 13,00 0,80 1,05 0,25 31,25 - - - ca. 90:10
Mittelwert 1,73 14,75 3,58 15,22 11,64 271,09 - - = -
Stand.-Abw. 0,10 1,26 3,42 17,73 14,49 185,61 - - = =
Arsentrioxid-Gel | 11,5 16,00 2,46 14,83 12,37 503,01 - - - ca. 80:20
Arsentrioxid-Gel | 11,5 14,00 7,98 28,93 20,95 262,73 - - - ca. 90:10
Arsentrioxid-Gel | 20,0 7,00 0,51 15,18 14,67 2.888,39 - - - ca. 0:100
Arsentrioxid-Gel | 22,0 7,00 0,72 77,31 76,59 10.667,27 - - - ca. 5:95
Mittelwert 16,25 11,00 2,92 34,06 31,15 3.580,35 - = = -
Stand.-Abw. 5,55 4,69 3,48 29,57 30,51 4.871,00 - = = -
Kontrolle - 14,00 6,62 89,98 83,37 1.260,27 - - - ca. 70:30
Kontrolle - 16,00 5,84 549 |- 0,35 |- 6,01 - - - ca. 50:50
Kontrolle - 7,00 1,12 23,80 22,69 2.032,89 - - - ca. 60:40
Kontrolle - 14,00 46,94 198,96 152,02 323,88 - - - ca. 70:30
Mittelwert - 12,75 15,13 79,56 64,43 902,76 - = o =
Stand.-Abw. - 3,95 21,35 87,48 68,24 924,84 - = o =
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4.2.8 Vergleich Dosis VX2-Tumor mit systemischer Humandosis

Das Korpergewicht eines Kaninchens betragt im Verhalinis zum durchschnittlichen Korper-
gewicht eines Menschen (75 kg) lediglich etwa 5%. In einem Tumor, der bei den Versuchs-
tieren jedoch wiederum nur einen Bruchteil des eigenen Kérpergewichtes ausmacht
(<100 g), wird im Verhaltnis zur systemischen Dosis beim Menschen eine vielfach héhere

Dosis in den Tumoren erreicht (s. Tab. 16).

Tab. 16: Vergleich Dosis Kaninchen/Dosis Mensch

Entspricht Proz. Anteil im
einer Versuch pro
systemischen | Tier/Tumor an
Applizierte Empfohlene |Dosis vergleichbarer
Dosis pro Human-Dosis | pro Mensch | systemischer
Wirkstoff Tier/Tumor pro kg/KM (75 kg KM) Human-Dosis
Paclitaxel 1,8 mg 4 mg 300 mg 0,6%
Arsentrioxid 11,5-22,0 mg 0,15 mg 11,25 mg 102,2 - 195,5%
Doxorubicin 3,71 -20,78 mg 1,3 mg 97,5 mg 3,8 -21,3%
Fantolon 1,2 mg 0,35 mg 26,25 mg 4,6%

4.2.9 Zusammenhang zwischen Tiergewichten und Art der Therapie

Das Korpergewicht der Tiere wurde jeweils vor der ersten Intervention sowie vor allen
folgenden Eingriffen festgestellt (s. Tab. 17). Zum einen war dies notwendig fir die Berech-
nung der fir die Anasthesie verwendeten Dosis und zum anderen ist der Gewichtsverlauf ein
wichtiges Indiz fir das gesundheitliche Wohlbefinden der Kaninchen.

Die Tiere wurden mit einem Anlieferungsgewicht von ca. 3 kg Kérpergewicht bestellt. Nach
der Eingewdhnungsphase in der Tierhaltung wurden zu Versuchsbeginn etwas héhere An-

fangsgewichte, Uber 3 kg Kérpergewicht, festgestellt.

Die Tiere waren im langsten Fall insgesamt vier Wochen im Versuch (gerechnet ab dem
Zeitpunkt der Tumorimplantation). In der Doxorubicin- und der Kontroligruppe haben alle
Tiere wahrend dieses Zeitraumes zugenommen oder zumindest das Anfangsgewicht bis
zum Tage der Euthanasie gehalten. In der Gruppe Fantolon gab es zwei Tiere und in den
Gruppen Paclitaxel und Arsentrioxid jeweils ein Tier, welches an Gewicht verloren hatte. In
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diesen Fallen betrug die Gewichtsabnahme ca. 0,20 kg des Kérpergewichtes. Mit Ausnahme
der mit Fantolon behandelten Tiere (Gewichtsabnahme 0,03 kg) nahmen die Tiere aller
Gruppen im Mittel zwischen 0,05 und 0,18 kg zu. Nach der Tabelle zeigt sich zwar fir die
Kontrollgruppe die héchste Gewichtszunahme (0,18 kg) aus allen Gruppen, jedoch ist der
Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen minimal.
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Tab. 17: Aufstellung der Anfangs- und Endgewichte der Tiere aus dem Versuch

Kérpergewicht Kérpergewicht Kérpergewicht | Zeitspanne Wirkstoff
vor Implantation | Tag d. Euthanasie Differenz far
Tier in kg in kg in kg in Tagen Therapie
1 3,2 3,0 -0,2 9 Fantolon
2 3,2 3,0 -0,2 8 Fantolon
3 3,2 3,3 0,1 7 Fantolon
4 3,3 3,5 0,2 7 Fantolon
Mittelw. 3,23 3,20 -0,03 7,75
St.-Abw. 0,05 0,24 0,21 0,96
5 3,1 3,3 0,2 15 Paclitaxel
6 4,0 3,8 -0,2 15 Paclitaxel
7 3,3 3,8 0,5 16 Paclitaxel
8 3,5 3,5 0,0 13 Paclitaxel
Mittelw. 3,48 3,60 0,13 14,75
St.-Abw. 0,39 0,24 0,30 1,26
9 3,2 3,4 0,2 8 Doxorubicin
10 3,1 3,3 0,2 8 Doxorubicin
11 3,2 3,2 0,0 8 Doxorubicin
12 3,4 3,5 0,1 8 Doxorubicin
Mittelw. 3,23 3,35 0,13 8,00
St.-Abw. 0,13 0,13 0,10 0,00
13 3,2 3,3 0,1 16 Arsentrioxid
14 3,2 3,4 0,2 14 Arsentrioxid
15 3,5 3,6 0,1 7 Arsentrioxid
16 3,0 2,8 -0,2 7 Arsentrioxid
Mittelw. 3,23 3,28 0,05 11,00
St.-Abw. 0,21 0,34 0,17 4,69
17 2,8 3,1 0,3 14 Kontrolle
18 3,2 3,4 0,2 16 Kontrolle
19 3,2 3,2 0,0 7 Kontrolle
20 3,1 3,3 0,2 14 Kontrolle
Mittelw. 3,08 3,25 0,18 12,75
St.-Abw. 0,19 0,13 0,13 3,95
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5 DISKUSSION

Die Forschung in der Onkologie zielt darauf ab, flir den Patienten immer schonendere, den
Organismus mdglichst minimal belastende Therapieformen zu finden, die jedoch einen
maximalen Behandlungserfolg versprechen. Lokale Therapien oder Kombinationen aus einer
systemischen mit einer lokalen Tumorbehandlung werden daher immer haufiger angewendet
und alleinigen oralen oder intravenésen Chemotherapien vorgezogen (Chen et al., 2010,
Eyol et al., 2008, Farres et al., 1998, Fiegl et al., 2011, GeiBler, 1998, Fuijiki et al., 2011,
Lencioni et al., 2003, Shah et al., 2004).

Die Zielsetzung in diesem Projekt war die Untersuchung eines lokalen Therapieverfahrens
zur Bek&dmpfung von Lebertumoren/-metastasen, welches entweder als neoadjuvante,
adjuvante oder ausschlieBliche Behandlung angewendet werden kann.

Bei der Ausarbeitung des Therapieschemas fir den Einsatz von lokalen MaBnahmen zur
Tumorbek&dmpfung muss man sich Uberlegen, welches Ziel man erreichen méchte. Ist eine
Aussicht auf Heilung des Patienten durch eine kurative Behandlung méglich oder kann ledig-
lich durch eine palliative Behandlung Linderung verschafft und eine bessere Lebensqualitat
erreicht werden? Im nachsten Schritt ist zu Gberlegen, ob mit einer neoadjuvanten lokalen
Therapie ein ,Downstaging” des Tumors realisiert werden kann, um eine nachfolgende ope-
rative Entfernung tGberhaupt erst zu erméglichen und von dem betroffenen Organ nicht unné-
tig viel entfernen zu missen. Falls nicht, kann eine adjuvante lokale Therapie nach einer
erfolgreich durchgefihrten Tumorresektion als ergdnzende, unterstiitzende MaBnahme
durchgefihrt werden.

5.1 Tier- und Tumormodell sowie Wachstums- und Metastasie-
rungsverhalten

Als Tiermodell wurde das Kaninchen gewahlt, da es aufgrund seiner GrdBe eine bessere
Vergleichbarkeit mit den physischen Gegebenheiten beim humanen Patienten erlaubt, als
bei Experimenten an physisch kleineren Versuchstieren. AuBerdem kénnen beim Kaninchen
die meisten medizinischen Materialien und technischen Gerate aus der Klinik eingesetzt
werden. Fir die Untersuchungen an Mausen oder Ratten muss oftmals erst geeignetes Zu-
behdr angeschafft werden. Aus diesen Griinden wurde das Kaninchen auch u.a. von Kreuter
et al. (2008) bei in vivo Versuchen zur Tumortherapie eingesetzt.
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Der VX2-Tumor ist ein hochgradig malignes Karzinom; dadurch wurde der Behandlungs-
erfolg méglicherweise erschwert. Nach Betrachtung meiner Ergebnisse kénnte ich mir vor-
stellen, dass durch den Einsatz von humanen, weniger aggressiven Tumorzellen die
Ergebnisse anders bzw. zu Gunsten der Wirksamkeit der Behandlungen ausgefallen waren.
Andererseits ist meine Vermutung, dass bei einem Nachweis einer erfolgreichen
Bekampfung eines &uBerst aggressiven Tumors auch eine Wirkung auf weniger maligne

Tumore angenommen werden kann.

Bei der Verwendung des Kaninchens als Tiermodel bietet sich der Einsatz des VX2-Tumors
an, da dieser besonders gut beim Kaninchen auf der Leber anwéchst. In vielen anderen Ar-
beitsgruppen wurde dies ebenfalls beobachtet und bestatigte somit die Wabhl fir dieses Ver-
suchsmodell (Chen et al., 2004, Kim et al., 2009, Shah et al., 2004, Kreuter et al., 2008).

Bei dem gewahlten Tiermodell wurde die Implantation von Tumorstiicken zur Ziichtung und
Vermehrung der Tumore angewendet (Gimbrone et al., 1974). Eine Alternative wére die
Injektion einer selbst hergestellten Tumorzellsuspension gewesen (Kidd und Rous, 1940).
Die Tumorzellen kdnnen ausgezahlt werden und die Anzahl der implantierten Zellen ist dann
bei allen Tieren ahnlich hoch. Die Tumore sind besser vergleichbar. Die Problematik bei die-
ser Form der Tumorzlichtung stellt die Streuung von Tumorzellen durch Abschwemmen dar.
Beim Zurlckziehen der Injektionsnadel kann es zu einer Verteilung von einzelnen, an der
Kanlle haftenden Tumorzellen innerhalb des gebildeten Stichkanals kommen. Von dort aus
ware auch eine weitere Verbreitung der Tumorzellen mdglich, was die Bildung von Fernme-
tastasen zur Folge hatte. Aus diesen Grinden wurde dieses Verfahren nicht durchgefiihrt.
Die stattdessen verwendeten Tumorstiickchen blieben dagegen gut an den positionierten
Stellen haften und bildeten visuell keine sichtbaren Metastasen. Die gleichen Beobachtun-
gen haben auch die Studien Uber diese beiden Inokulationsmethoden von VX2-Tumorzellen
in die Kaninchenleber von Chen et al. (2004) gezeigt.

Eine weitere Uberlegung war, ob sich durch die Therapie der Lasionen, d.h. durch die tech-
nische Manipulation ohne den Einfluss von Wirkstoffen, Anderungen im Wachstum ergeben.
Es bestinde die Mdglichkeit, dass durch den Eingriff das GrdBenwachstum angeregt und
eine Zellproliferation ausgelést wird. In einer Studie Uber Melanome beim Menschen wurde
festgestellt, dass die Uberlebensrate bei inzisiv bioptierten Patienten niedriger war, als bei
anderen Prozeduren (Austin et al., 1996). Um die Werte der Kontrollgruppe nicht zu beein-
flussen, wurden die Kontrolltiere in diesem Versuch ebenfalls mit unbeschichteten Ballonka-
thetern und NaCl-Injektionen ,therapiert®. Dabei zeigte sich jedoch entgegen den Erwartun-
gen bei einem mit einem unbeschichteten Ballonkatheter behandelten Kontrolltier eine gerin-
ge (-6%) Verkleinerung des Perfusionsdefektes. Es stellt sich die Frage, ob es sich hierbei
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um eine zuféllige Beobachtung handelt oder etwa durch die alleinige Manipulation des wirk-
stofffreien Ballonkatheters Einfluss auf das Tumorwachstum genommen wurde.

Die in dieser Studie eingesetzten VX2-Tumorzellen haben ihren Ursprung in einem Platten-
epithelkarzinom. Diese Karzinome zeigen nach einer Manipulation durch Nadeln (Biopsie)
selten Fernmetastasen (Kage et al., 1987, Ohtake et al., 1990).

Es wurde publiziert, dass die Gefahr der Metastasierung mit der TumorgrdBe zunimmt
(Rodriguez-Cuevas et al., 1995, Daniell, 1988). Diese Beobachtung konnte in den hier durch-
gefuhrten Versuchen nicht bestatigt werden.

Transplantierte Tumore unterscheiden sich allerdings von natirlich gewachsenen Tumoren.
Die vielen zeitgleich implantierten Zellen missen vom Organismus versorgt werden, wo-
durch eine auBerst hohe Neovaskularisation ausgel6st wird. Die BlutgefaBe der Tumortrans-
plantate weisen zudem eine héhere Dichtigkeit und eine bessere Zirkulation auf (Jang et al.,
2003).

Der Beginn der Therapie kann entweder nach der Zeitdauer ab der Tumorimplantation oder
nach der TumorgrdéBe gewahlt werden. Bei diesem Versuch war der Therapiezeitpunkt von
der GroBe des Tumors abhangig. Waren alle Tiere nach einem festen zeitlichen Schema
therapiert worden, hatte es noch bedeutendere Unterschiede der Tumorvolumina am Tag
der Therapie gegeben. So wurde in regelmaBigen wochentlichen computertomographischen
Untersuchungen das Tumorwachstum dokumentiert. Allerdings gab es auch hierbei Falle,
bei denen dieses entweder fast stagnierte oder gegenteilig explosionsartig zunahm. Dadurch
kam es dann zu divergierenden TumorausmaBen zum Therapiezeitpunkt. Unter Umstanden
hatte man durch zeitlich enger gesteckte CT-Untersuchungen die Inhomogenitat zwischen
den behandelten Tumoren herabsetzen kénnen, jedoch hatte es zum einen eine zuséatzliche
Narkosebelastung der Kaninchen bedeutet und zum anderen stand das CT nicht an allen
Tagen fur die Untersuchungen zur Verfligung.

Einer der wichtigsten Faktoren fur die Einschatzung des Allgemeinbefindens der Kaninchen
wahrend des Versuchszeitraumes ist die Gewichtskontrolle. Kaninchen zeigen erst zu einem
sehr fortgeschrittenen Zeitpunkt in ihrem Verhalten, dass es ihnen physisch nicht gut geht.
Dies ist ein natlrlicher Instinkt, um bei Krankheit nicht vom Rudel ausgeschlossen zu wer-
den. Aus diesem Grund wurde neben der taglichen visuellen Adspektion und ggf. Palpation
des Abdomens und der OP-Naht, das Gewicht der Tiere in regelmaBigen Abstanden kontrol-
liert. Die protokollierten Gewichte wiesen unerhebliche Schwankungen auf.
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Eine genaue Auswertung dieser doch recht geringen Gewichtsveranderungen wurde
dadurch erschwert, dass die Endgewichte zu verschiedenen Zeitpunkten nach Behandlung
erhoben wurden, da die Beobachtungsdauer je nach Tumorwachstumsverlauf verschieden
lang war. Das Kaninchen ist ein Tier mit einem sehr ausgepragten Stoffwechsel, so dass
Futteraufnahme und Ausscheidung sehr schnell zu Gewichtsschwankungen fihren kénnen.
Daher bewegen sich die hier dokumentierten leichten Schwankungen der Tiergewichte in
einem physiologischen Rahmen.

5.2 Zellkultur/Zelllinie

Die in vitro Versuche mit den Zellkulturen haben zu Beginn der Studie dazu beigetragen, die
erfolgversprechendsten Substanzen zur Verwendung im in vivo Versuch herauszufiltern.
Nicht alle in vitro gut wirksamen Substanzen konnten jedoch den erhofften Erwartungen in
vivo stand halten. Hierfir gibt es mehrere Erklarungen: Im Tiermodell kann das Verhaltnis
der Wirkstoffe zu Tumorzellen nicht in der gleichen Genauigkeit, wie im Zellversuch erreicht
werden. In beiden Versuchen kann die Dosis bzw. Konzentration in der Wirkstofflésung sehr
genau berechnet werden. Die Zellzahl kann jedoch nur im in vitro Versuch relativ genau be-
stimmt werden. Im Tierversuch geht das leider nicht. Wie bereits zuvor erlautert, kann auch
nicht durch die TumorgrdBe allein auf die Vitalitat der Zellen geschlossen werden.

In der Literatur erhalt man Hinweise, dass die Diskrepanz von Ergebnissen aus in vivo und in
vitro Versuchen intensiv diskutiert wird. In vitro kénnen die Zellen von Zeit zu Zeit anders als
in vivo reagieren, da diese in vitro biophysikalischen Einfliissen aus der Umgebung ausge-
setzt sein kdnnen (Houbracken et al., 2012, Krukemeyer und Spiegel, 2005). Mitoxanthron
zeigte in dieser Studie beispielsweise in den Vorversuchen in vitro keine zufriedenstellenden
Ergebnisse und wurde unter anderem auch aus diesem Grund nicht weiter in vivo bearbeitet.
In anderen Studien hingegen wurden mit diesem Wirkstoff am Patienten bei der lokalen Tu-
mortherapie eine gute anti-tumorale Wirkung bestatigt (Farres et al., 1998, Ramirez et al.,
1996). Einige Studien kdnnen jedoch Erfolge in vivo und in vitro vorweisen (Xie et al., 2012,
He et al., 2012).

Es kommt vor, dass Substanzen schon bei Verwendung verschiedener Zelllinien unter-
schiedlich gut wirken. Daher fallen die Ergebnisse von Studien, die an humanen und tieri-
schen Zellen durchgefiihrt wurden, bisweilen nicht einheitlich aus (Dosier et al., 2012,
Lehmann et al., 2012). So kann die Situation entstehen, dass Substanzen nur an bestimmten
Zelllinien wirken oder aber im Falle einer Wirkung eine abweichende Dosierung bendétigen
(Sarzaeemet al., 2012).
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Ferner kann es auch zu geschlechtsspezifischen Abweichungen kommen (Parlar und
Angerhéfer, 1995). Dazu konnten im Tierversuch dieser Studie jedoch keine Beobachtungen
getatigt werden, da es sich ausschlieBlich um méannliche Kaninchen handelte.

5.3 Auswahl der Wirkstoffe

Far die hier durchgefuhrten Untersuchungen wurden ausschlieBlich bekannte, zugelassene
Zytostatika ausgewahlt bzw. ein Wirkstoff der Bayer-Schering Pharma AG, der sich in
Klinischer Prifung befand (Fantolon). Paclitaxel erzielte etwas bessere Ergebnisse als das
strukturahnliche Fantolon, obwohl erwartet wurde, dass das Fantolon besser wirken wirde,
da hier die Rezeptoraffinitat hdher ist als beim Paclitaxel (Buey et al., 2004, Larkin und Kaye,
2006, Sabbatini und Spriggs, 2009).

Bei den Versuchen wurden nur Single-Substanzen eingesetzt. Eine weitere Méglichkeit ware
gewesen, sich erganzende Wirkstoffkombinationen zu verwenden (Xu et al, 2012,
Macpherson et al., 2012). Untersuchungen in diese Richtung gab es beispielsweise zu der
Kombination von Arsentrioxid mit Fantolon (Rangwala et al., 2012). Jedoch hatte man auch
bei der Verwendung von Wirkstoffkombinationen zuvor die Substanzen einzeln in ihrer Wir-
kung testen missen, um auszuschlieBen, dass nur einer der kombinierten Wirkstoffe eine
potenzielle Wirkung auslést. In einem weiteren Schritt hatte man die am ergebnisreichsten
Substanzen miteinander kombinieren und damit in ihrer Wirkung beispielsweise bei gleichem
Wirkmechanismus steigern oder bei unterschiedlichen Wirkmechanismen erganzen kénnen.

Weitere Auswahlkriterien waren mdglichst unterschiedliche Wirkmechanismen, um mehrere
Ansatzpunkte der Wirkstoffe bei den Untersuchungen abzudecken, eine hohe Wirkstarke
und die Eignung zur intratumoralen Verabreichung. Fur die intratumorale Applikation sollten
leicht zugangliche, nicht dinnflissige Formulierungen zur Verfligung stehen. Wenig viskdse
Zusammensetzungen wurden vermieden, da diese voraussichtlich rasch aus dem Tumor-
gewebe abflieBen und damit eher systemisch als strikt lokal wirken wirden.

5.4 Therapie mit Ballonkathetern: Eignung und Anwendbarkeit

Ein unvermeidbares, wenn auch geringes Risiko bei lokalen Tumortherapien, birgt die
Verschleppung von Tumorzellen wahrend der Intervention. So kénnten beim Zurlickziehen
des Ballonkatheters aus dem Tumor maligne Zellen in gesundes Gewebe verteilt werden
(Goldstein et al., 1993). Allerdings konnte dies in diesem Versuch nicht beobachtet werden.
Eine Verschleppung der Tumorzellen hat also offensichtlich nicht stattgefunden, kann aber
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auch nicht uneingeschrankt ausgeschlossen werden, weil es méglich ware, dass Metastasen
zu klein waren, um sie makroskopisch oder unter CT-Kontrolle zu erkennen.

Die lokale Therapie mit trockenen Substanzen, wie die Beschaffenheit des Uberzuges auf
den Ballonkathetern, hat den Vorteil, dass die therapeutischen Wirkstoffe Uber einen
langeren Zeitraum am platzierten Ort bleiben als flissige Chemotherapeutika. Demnach
verlangert sich die Kontakizeit mit dem zu behandelnden Gewebe, wodurch die Wirkung der
Substanzen verstarkt werden kann (Speck et al., 2011). Darlber hinaus kann die Dosis
zugunsten einer geringeren systemischen Belastung des Patienten reduziert werden. Die
Ubertragung des Wirkstoffs vom Ballon ins umgebende Gewebe wird durch den mit 10 bar
hohen Inflationsdruck verstarki. Da die Wirkstoffe jeweils mdglichst zentral im Tumor
positioniert wurden, konnten diese durch den erhdhten Druck im Tumorinneren auf
natirlichem Wege bis in die Tumorperipherie gepresst werden (Vaupel, 1994).

Eine passive Verbreitung im Tumor kann Uber den extrazellularen Raum erfolgen. Tumore
verfligen Uber keine ausgebildeten gerichteten Lymphbahnen. Im Zentrum des Tumors findet
sich ein erhdhter interstitieller Druck. Die Flissigkeit bewegt sich entsprechend dem
Druckgradienten von innen nach auBen (Vaupel, 1994). Es wird erwartet, dass sich der in die
Mitte des Tumors eingebrachte Arzneistoff langsam 16st in die Peripherie gespiilt wird und
auf diesem Wege die nicht direkt behandelten Tumorareale erreicht. Der beschriebene
Druckgradient erschwert den Stofftransport von der Peripherie in das Tumorinnere — ein
Problem, das durch die interstitielle Applikation umgangen wird (Seeber und Schiutte, 2003).

Ramirez et al. (1996) haben in ihren Untersuchungen einen ausgepragten Anti-Tumor-Effekt
bei der intratumoralen Injektion von Mitoxanthron erzielt. Zum Vergleich hatten sie Versuche
mit der intravendsen Verabreichung des Zytostatikums durchgefihrt und hierbei keinen Anti-
Tumor-Effekt erreichen kénnen. Einige Jahre spater konnten Farrés et al. (1998) diese guten
Ergebnisse mit dem intratumoralen Einsatz von Mitoxanthron bei Leberldsionen am Patien-
ten wiederholen. Ein sehr wichtiger Faktor bei der lokalen Behandlung von Tumoren ist nicht
nur die Art des verwendeten Wirkstoffes, der Dosierung und der Applikationsart, sondern
auch des Applikationsortes. Eine Behandlung des Tumors per Injektion kann an verschiede-
nen Stellen erfolgen: Zentral in den Tumor, in den Tumorrand oder in die arteriellen bezie-
hungsweise vendsen BlutgefaBe der Leber.

Nicht bei allen untersuchten Substanzen war es mdéglich, diese in liquider Form auf die
Ballonkatheter aufzutragen, um nach einer Trocknungszeit einen trockenen, gleichmaBigen
Uberzug auf den Ballonen zu erreichen.

Beim Doxorubicin wurde mit verschiedenen Lésungsmitteln experimentiert, jedoch konnte
kein zufriedenstellendes Ergebnis bei der Beschichtung erzielt werden. Die beschichtete
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Ballonoberflache stellte sich stets inhomogen dar und der Wirkstoff wies keine ausreichende
Haftung auf, so dass die Beschichtung zu schnell wieder abblatterte. Es ware zu risikoreich
gewesen, dass wahrend der Intervention auf dem Weg zum Tumor bereits der gré Bte Teil
des Wirkstoffs verloren ginge.

Ebenso problematisch verhielt es sich mit den Erprobungen bei Arsentrioxid. Die Dosis, die
fur eine Applikation/Tier bendtigt wird, konnte volumenmaBig nicht auf den Ballon
aufgetragen werden. Es hatten gr6Bere oder mehrere Ballonkatheter zur Behandlung des
Tumors eingesetzt werden missen, was jedoch eine verstarkte Manipulation an der Leber
bedeutet hatte. Insofern mussten alternative Applikationsformen gefunden werden, um an
der Verwendung dieser beiden Substanzen festhalten zu kénnen.

Die Applikation als Lésung mit einer Spritze war naheliegend, aber barg abermals die
Problematik des vorzeitigen AbflieBens. Die Wirkstoffloésung musste also betrachtlich
viskéser formuliert werden. Bei Doxorubicin konnte dies mit Hilfe eines natirlichen physika-
lischen Vorganges, einer pH-abhdngigen Gelierung, erreicht werden. Die gelartige
Konsistenz bei Arsentrioxid wurde durch Zugabe gereinigter Schweinegelatine ermdglicht.

Bei der Injektion von Wirkstoffen gibt es wichtige Besonderheiten zu beachten: Die
Partikelgr6Be von Substanzen in der verwendeten Applikationslésung, die Diffusionsfahigkeit
von Partikeln durch das Gewebe, die verschiedenen Bindungsarten der jeweiligen Wirkstoffe
an Rezeptoren, die héhere Viskositat des Blutes im Tumor als bei gesundem Gewebe, der
interstitielle Flussigkeitsdruck im tumorésen Gewebe und die Gewebestruktur an sich. Tu-
morgewebe reagiert anders als intaktes Gewebe und ist daher in seinem Verhalten oftmals
schwer einschatzbar (Jang et al., 2003).

In anderen Studien haben sich Arbeitsgruppen ebenfalls mit unterschiedlichen Formen der
Wirkstoffimplantation in Tumore beschéaftigt. Es gab Untersuchungen mit Nanopartikeln,
polymeren Beschichtungen, Gelen, Mikroplattchen und wirkstoffbeladenen Stabchen
(Wolinsky et al., 2012, Weinberg et al., 2007). Weinberg et. al. haben in ihren Versuchen in
das Zentrum von VX2-Lebertumoren mit Doxorubicin besetzte Polymer-Stébchen eingeflhrt.
Bei den Auswertungen wiesen die behandelten Tumore eine geringere GrdBe als die un-
behandelten Tumore auf. Zur Behandlung von Glioblastomen werden GLIADEL® Wafer, das
sind Carmustin-beladene Mikroplattchen (& 14 mm), erfolgreich eingesetzt (Westphal et al.,
2003). Ebenso bereits erhaltlich ist das OncoGel®, welches nach Injektion in den Tumor Gber
einen Zeitraum von mehr als 50 Tagen kontrolliert Paclitaxel freigeben soll (Wolinsky et al.,
2012).

Es ist zu bedenken, dass die in dieser Arbeit verwendeten Therapeutika im Falle einer Zu-
lassung und Verwendung am menschlichen Patienten, flir den Chirurgen einfach zu handha-
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ben sind bzw. man davon ausgehen kann, dass in einer Klinik auch zligig gearbeitet werden
muss und die Medizinprodukte schnell einsetzbar sein missen. Daher sollte die Beschich-
tung auf den Ballonkathetern zumindest so fest haften, dass diese sich nicht bereits beim
Handling vor der eigentlichen Intervention abldst.

Meine Arbeiten haben gezeigt, dass es eine diffizile Angelegenheit ist, eine Beschichtung zu
erhalten, die so gut haftet, dass sie sich erst am Bestimmungsort ablést. In manchen Fallen
erhalt man auch eine Beschichtung, die wiederum zu gut haftet und sich dann selbst im Tu-
mor nicht vom Ballon abtrennt. Oftmals waren zahlreiche weitere Arbeiten nétig, um einen
optimal beschichteten Ballonkatheter zu erhalten.

Far die Gele gilt das Gleiche wie fir die beschichteten Ballonkatheter: Die Komponenten
mussten fUr den Einsatz als Medizinprodukt fir den Anwender entweder leicht zu mischen
sein bzw. in einer stabilen haltbaren Form vorliegen, so dass das Gel schnell einsatzbereit
ware und zur Therapie verwendet werden kénnte.

5.4.1 Anwendbarkeit in der Klinik

Die lokale Tumor-Therapie mittels beschichteter Ballonkatheter oder Injektion eines wirk-
stoffhaltigen Gels kénnte beim Menschen durchgefihrt werden (Speck, 2011). In diesem Fall
ware es auch einfacher, einen schonenderen minimalinvasiven Eingriff unter Lokal-
anasthesie im CT durchzuflihren. Der Patient wird sich vermutlich weitaus kooperativer zei-
gen als ein Tier in Vollnarkose und kdnnte unter anderem fir die Dauer der Expansion des
Ballons dazu aufgefordert werden, einzuatmen und den Atem anzuhalten. Dadurch kénnte
man ein Herausrutschen des Ballonkatheters aus dem zu behandelnden Areal verhindern.
Dies war auch der Hauptgrund weshalb leider auf eine minimalinvasive Methode bei den
Versuchstieren verzichtet werden musste.

Die Versuche zeigen, dass die Belastung flr den Patienten anfangs durch den operativen
Eingriff, insbesondere wenn er patientenbedingt doch mit einer Vollnarkose verbunden ware,
groBer sein mag, als bei der Durchfihrung einer systemischen Chemotherapie, allerdings
kdnnte auf diese Weise auch der Tumor - trotz geringerer Dosis effektiver - direkt therapiert
werden. GeméaB den Ergebnissen wirden die unerwiinschten Nebenwirkungen auf den
gesamten Organismus entfallen bzw. stark vermindert auftreten.
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5.5 Vergleich Dosis VX2-Tumor mit systemischer Humandosis

Paclitaxel wurde, verglichen mit der systemischen Humandosis, in der niedrigsten Dosis von
allen verwendeten Substanzen im Tierversuch eingesetzt. Dennoch wurde immer noch eine
sehr hohe Dosis im Zielgewebe abgegeben. Die applizierte Dosis an Paclitaxel pro Tumor
betrug 1,8 mg. Die geringen Beschichtungsrickstande auf den Ballonkathetern nach der
Verwendung sind vernachlassigbar. Wenn man davon ausgeht, dass ein Tumor ein Gewicht
von 50 g besitzt und die entsprechende systemische Humandosis auf ebenfalls 50 g
herunter rechnet, so erhélt man eine vergleichbare Dosis von 0,2 mg (0,6% der vergleichba-
ren systemischen Humandosis). Fir die anderen Wirkstoffe liegen die Werte der Human-
dosis viel niedriger. Daher féllt der prozentuale Anteil der Wirkstoffkonzentration im Vergleich
zur systemischen Humandosis héher aus, insbesondere fir das Arsentrioxid bei dem Werte
bis zu 195,5% erreicht werden.

Bei den Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen wurde beispielsweise bei Arsentrioxid mit
anderen Dosierungen gearbeitet. So wurde eine Wachstumshemmung von Metastasen mit
weitaus geringeren Dosen als in dieser Studie publiziert (Zhao et al., 2009). Kim et al. (2009)
erreichten beim Kaninchen im VX2-Modell mit einer vielfach héheren Dosis (5mg/kg KG)
mittels TACE einen Anti-Tumor-Effekt.

Bei bestehender Notwendigkeit bestiinde auch noch technisch die Mdglichkeit, die Ballonka-
theter mit einer konzentrierteren Lésung oder mehreren Durchgangen wiederholt zu be-
schichten. Limitierender Faktor ist hierbei zum einen die Léslichkeit der Substanzen im L6-
sungsmittel und zum anderen die Anzahl der Beschichtungsdurchgange. Zweimaliges Be-
schichten funktioniert in der Regel gut, ein dreimaliges Beschichten ist in Einzelfallen auch
moglich. Darlber hinaus gestaltet sich der Beschichtungsvorgang jedoch problematisch.
Beim wiederholten Auftrag I6st man die trockene vorangegangene Schicht wieder auf. Diese
verflissigt sich wieder und man erhalt eine zu groBe Flissigkeitsmenge auf dem Ballon, die
nur noch schwer zu kontrollieren ist und die Gefahr des ,Tropfens” in sich birgt. Dadurch
kommt es dann zu Wirkstoffverlust und die Dosis des Ballons ist nicht mehr kalkulierbar.

5.6 Bildgebung CT

Nicht nur die GréBenveranderung des Perfusionsdefekts im CT-Bild gibt Aufschluss Uber den
Therapieerfolg, vielmehr muss auch der Zustand des Gewebes bekannt sein, da dieser aus
den CT-Aufnahmen nicht ersichtlich ist. Eine GréBenzunahme des Perfusionsdefekis kann
durch Tumorwachstum oder durch Absterben von gesundem Gewebe als Reaktion auf hohe
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Zytostatika-Konzentration bedingt sein. Vitale Tumoranteile wachsen weiter; nekrotische
Anteile stellen sich im CT zwar ebenso wie vitales Tumorgewebe dar, wachsen aber nicht
(Speck, 2007). So kann ein im CT kleiner wirkender Tumor weitaus destruierendere
Auswirkungen auf das Lebergewebe besitzen als ein gréBerer nekrotischer Tumor.

GemaB meiner Untersuchungen im CT konnte ausschlieBlich die Flache und das Volumen
des Perfusionsdefektes berechnet werden. Das Ausmal3 der Vitalitat konnte erst nach der
Tumorentnahme bei einer makroskopischen Begutachtung eingeschatzt und nach einer
weiteren Behandlung mit dem TTC-Test endglltig bewertet werden (Speck, 2007). Bei fast
allen bearbeiteten Wirkstoffen stimmten die CT-Aufnahmen mit dem Ist-Zustand relativ gut
Uberein. Eine Substanz erreichte jedoch bei den Tumoren eine auBergewdhnliche Wirkung
und zeigte bei der Praparation ein abweichendes Bild von den CT-Aufnahmen zuvor.

Dieser Effekt wurde eindrucksvoll bei den Behandlungen mit dem Arsentrioxid-Gel beobach-
tet. Bei der visuellen Auswertung der CT-Aufnahmen ergaben sich betrachtliche Lasionen —
die sich jedoch spater bei der Praparation der Leber als relativ kleine avitale Tumore mit ei-
nem breiten defekten Lebersaum darstellten.

5.7 Histologie, Auswertung Nekrosen

Obwohl das Doxorubicin wahrend des Zeitraumes zwischen Therapie und Euthanasie stan-
digen Auswaschungen durch den Blutkreislauf ausgesetzt war, konnten die doxorubicinroten
Areale wahrend der Leberentnahme immer noch deutlich auf der Tumoroberflache und im
Bereich des Injektionskanals erkannt werden.

Zur Herstellung des Arsentrioxid-Gels wurde Spongostan-Powder® eingesetzt. Dabei handelt
es sich um gereinigte Schweinegelatine, die zum Teil aus Knochenmark gewonnen wird. Das
stiitzt meine Vermutung, dass es sich bei den histologisch angefarbten blauen ungewéhnli-
chen Bereichen um verbliebene Restbestandteile des Arsentrioxid-Gels handeln kénnte. Es
besteht die Mdglichkeit, dass das Arsentrioxid sich teilweise oder vollstandig mit der Gelatine
verbunden hat und nicht ausgewaschen wurde. Es ist aber nicht auszuschlieBen, dass das
Arsentrioxid nicht mehr vorhanden ist und sich nur noch die Gelatinereste im Stichkanal zei-
gen.

Mit diesen Gel-Varianten vom Arsentrioxid und auch vom Doxorubicin kénnte also mdogli-
cherweise eine ausgesprochen gute Depotwirkung im Tumor erreicht werden. Dadurch kénn-
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te mit einer einmaligen Applikation und Manipulation am Patienten eine langerfristige medi-
kamentelle Behandlung des Tumors erfolgen.

5.8 Ausblick und Schlussfolgerung

Die Zielsetzung in diesem Projekt war die Erarbeitung eines lokalen Therapieverfahrens zur
Bekdmpfung von Lebertumoren/-metastasen, welches entweder als neoadjuvante, adjuvante
oder ausschlieBliche Behandlung angewendet werden kann.

Bei den aus den in vitro Versuchen selektierten Substanzen Paclitaxel, Fantolon, Doxorubi-
cin und Arsentrioxid zeigte sich bei allen vieren auch in vivo eine Wirkung. Fir die Zytostati-
ka Paclitaxel, Fantolon und Doxorubicin fiel der Wirkungsgrad relativ ahnlich aus — das Ar-
sentrioxid bildete jedoch einen Kontrast dazu, infolgedessen es vom behandelten Tumorge-
webe ausgehend weit in das gesunde Lebergewebe reichende Gewebsnekrosen verursach-
te. Bei den anderen zuvor genannten Substanzen wurden die Tumore anscheinend nicht
flachendeckend von den lokalen Therapieverfahren erfasst. Es lieB sich zwar zerstértes Tu-
morgewebe erkennen, jedoch bildeten sich lediglich unvollstandige Tumornekrosen aus.

Die Therapie mit Arsentrioxid zeigte bei hinreichender Dosis erstaunliche und hoffnungsvolle
Veranderungen am Tumor und dem angrenzenden Lebergewebe, die sich von den
Beobachtungen aller anderen getesteten Substanzen unterschieden. Mit den hier
beschriebenen Versuchen konnte nicht abschlieBend geklart werden, ob es sich um eine
erwinschte Wirkung oder eher unkontrollierbare lokale Toxizitat handelt. Daher ware es von
wissenschaftlichem Interesse, diesen Versuchsteil mit den Auswirkungen von Arsentrioxid
auf den VX2-Tumor weiter zu bearbeiten.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das kolorektale Karzinom wird in vielen Fallen erst in einem weit fortgeschrittenen Stadium
diagnostiziert. Zu diesem Zeitpunkt ist es daher bereits haufig in die Leber metastasiert. In
diesen Féllen missen beim Patienten nicht nur der Ursprungstumor, sondern auch die
Metastasen therapiert werden. Fir die Behandlung der Lebermetastasen, aber auch
primaren Lebertumoren bieten sich lokale Verfahren an.

Die Zielsetzung in diesem Projekt war die Untersuchung eines lokalen Therapieverfahrens
zur Bek&dmpfung von Lebertumoren/-metastasen, welches entweder als neoadjuvante, adju-
vante oder ausschlieBliche Behandlung angewendet werden kann.

In der vorliegenden Studie sollte im Tierversuch eine mdglichst schonende lokale Tumor-
therapie untersucht werden, die mit einer geringen Medikamenten-Dosis auskommt. Die
Versuche zur Wirksamkeit und Vertraglichkeit der Methode wurden an 20 Kaninchen mit in
die Leber implantierten VX2-Tumoren durchgefiihrt. Der Grundgedanke war, durch die
Beschichtung von Ballonkathetern eine lokale perkutane Behandlung mit therapeutisch wirk-
samen Substanzen zu ermdglichen. Durch die Zunahme der Oberflache des Ballons bei der
Expansion wird eine groBe Gewebeflache erreicht. Ferner wird durch den Druck des
Ballonkatheters die Beschichtung nachhaltig in das Gewebe gepresst. Die Wirkstoffe sollten
sich nur langsam auflésen bzw. aus dem Tumor abgeschwemmt werden.

Die folgenden Zytostatika wurden ausgewahlt: Paclitaxel, Arsentrioxid, 5-Fluorouracil, Fanto-
lon, Bortezomib, Doxorubicin und Mitoxanthron. AuBerdem wurde allen Wirkstoffen jeweils
eine wirkstofffreie Kontrolle gegentbergestellt.

Die sieben genannten Substanzen wurden bezlglich ihrer Zytotoxizitdt gegeniber VX2-
Tumorzellen in vitro in Zellkultur Gberprift. Dazu wurde jede einzelne Substanz in vier unter-
schiedlich hohen Konzentrationen (von 2 bis 32 pmol/I fir Paclitaxel, Arsentrioxid, Fantolon,
5-Fluorouracil und Mitoxanthron; von 10 bis 25 pmol/I fir Doxorubicin; von 0,1 bis 0,4 pmol/l
fr Bortezomib) jeweils fir 24, 48 und 72 Stunden zu den VX2-Zellen gegeben. Als Kontrolle
wurden Tumorzellen mit wirkstofffreier Lésung inkubiert.

Die insgesamt verbleibende intramitochondriale Dehydrogenaseaktivitat als MaRB fir die Vita-
litat der Tumorzellen im Vergleich zur Kontrolle war bei Verwendung des fir jede Substanz
niedrigsten ermittelbaren Mittelwertes bei Doxorubicin mit 12 + 3% (16 pmol/l nach 72 h) am
geringsten und bei Arsentrioxid mit 52 + 4% (15 pmol/l bei 48 h) am hdchsten von allen ein-
gesetzten Wirkstoffen. Alle gepriften Substanzen waren wirksam und die Auswahl der
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Substanzen fir die tierexperimentelle Studie erfolgte daher aufgrund der physikochemischen
Eigenschaften, des Wirkmechanismus und der Erfahrung mit den Substanzen in friheren
Untersuchungen fir andere Indikationen.

Limitierend auf die in vivo Versuche wirkte sich aus, dass nicht alle zuvor ausgewahlten
Testsubstanzen sich flr das Auftragen auf die Ballonkatheter als geeignet erwiesen. Aus
diesem Grund mussten fur die Erprobung dieser Wirkstoffe im Tiermodell andere Applika-
tionsformen gefunden werden. Arsentrioxid und Doxorubicin wurden mit einer Spritze direkt
in den Tumor injiziert (je Gruppe vier Tiere). Pro Wirkstoff wurden vier Kaninchen behandelt.
Die applizierte Dosis betrug bei Paclitaxel 1,57 bis 1,78 mg, bei Arsentrioxid 11,5 bis 22,0
mg, bei Fantolon 1,12 bis 1,16 mg und bei Doxorubicin 5,94 bis 20,78 mg. Im Studienverlauf
wurden die Dosierungen fur Arsentrioxid und Doxorubicin wegen guter Vertraglichkeit und
mangelnder Wirkung erhdht. Die Halfte der Kontrollgruppe wurde mit einem unbeschichteten
Ballonkatheter behandelt (zwei Tiere), bei der anderen Halfte der Gruppe (zwei Tiere) eine
Injektion mit physiologischer Kochsalzlésung durchgefiihrt, um die mechanische Manipu-
lation des Tumors bei der medikamentengestitzten Behandlung zu imitieren.

Die Wirksamkeit der Behandlung auf das Tumorwachstum wurde nach 1-2 Wochen mittels
Computertomographie wahrend und kurz nach Kontrastmittelinjektion kontrolliert. Im Compu-
tertomogramm ist der Tumor aufgrund einer gegeniiber dem gesunden Lebergewebe gerin-
geren Durchblutung als Perfusionsdefekt dargestellt. Eine Verminderung der GrdBe des Per-
fusionsdefekts nach der Therapie wirde eine Abnahme der TumorgréBe anzeigen, wahrend
eine Zunahme der GréBe des Perfusionsdefektes durch Tumorwachstum oder Nekrose be-
dingt sein kann. Deshalb wurde eine Anfarbung vitaler Gewebeanteile nach der Entnahme
des Lebergewebes mit Perfusionsdefekt mittels TTC-Farbung durchgefihrt.

Die Wirkung der in vivo untersuchten Substanzen entsprach insgesamt nicht vollstandig den
Ergebnissen aus den im Vorfeld durchgefihrten Zellversuchen. Nur bei zwei von insgesamt
zwanzig Tieren wurde eine Verringerung des fur den Tumor typischen Perfusionsdefektes in
der Leber beobachtet: Ein Tier aus der mit Fantolon behandelten Gruppe (-36% gegeniber
der Messung in der Vorwoche) sowie ein mit einem unbeschichteten Ballonkatheter behan-
deltes Kontrolltier (-6%). Bei den restlichen Tieren aus der Studie konnte nur anhand der
unterschiedlichen Vergr6Berung des Perfusionsdefektes eine Aussage Uber die Wirkung der
eingesetzten Substanzen getroffen werden. Dabei schnitt die Gruppe der mit Paclitaxel
behandelten Tiere mit der durchschnittlich geringsten prozentualen GréBenzunahme (271 *
186%) am besten ab, gefolgt von der Kontrollgruppe (903 + 925%). Eine auBerst hohe
Zunahme des Perfusionsdefekies in der Leber zeigte sich bei dem Therapieversuch mit
Arsentrioxid (3.580 + 4.871%), wobei der gréBte Teil des nicht oder minder-perfundierten
Gewebes nekrotisch war.
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Keine der in dieser Studie erprobten Substanzen und Formulierungen hat in vivo die er-
winschte Uberzeugende lokale zytotoxische Eigenschaft gezeigt. Dennoch ist nicht aus-
zuschlieBen, dass Paclitaxel und Arsentrioxid nach lokaler Verabreichung eine nltzliche, das
Tumorwachstum hemmende Wirkung haben. Diese Annahme wird durch die Ergebnisse der
ex vivo Tumorvermessungen und der Tumorpathologie gestitzt. Daher sollten weitere Expe-
rimente speziell mit Arsentrioxid durchgefihrt werden, die Dosis, Formulierung und
Applikationsart der Substanz betreffen, um Gewissheit in Bezug auf die Vitalitat des als
Perfusionsdefekt dargestellten Gewebes zu erhalten, die Reproduzierbarkeit der Befunde zu
belegen und eine Abschatzung des mdglichen Nutzens fir die lokale Tumortherapie zu
erlauben.
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7 SUMMARY

Title: “Evaluation of new methods for local tumor therapy in a VX2

rabbit model”

In many cases, only advanced stage colorectal cancer is diagnosed. At this point, it has often
already metastasised to the liver. In these cases, not only the patient’s primary tumor, but
also metastases have to be treated. For the treatment of both liver metastases and primary
tumors there are local procedures to be offered.

The objective of this project was to investigate new methods of local therapy of liver tu-
mors/metastases, which can be used either as neoadjuvant, adjuvant or stand-alone treat-
ment.

It was the aim of this study to investigate minimally invasive local tumor therapy using a low
dose of drugs. The study on efficacy and tolerance of this method was conducted in 20 rab-
bits with implanted VX2 liver tumors. The initial idea was to allow local percutaneous treat-
ment of tumors with therapeutically active substances delivered by drug-coated balloon cath-
eters. In this way, a large tissue surface area will be attained by the increased surface of the
balloon through its expansion. In addition, the coating will be sustainably pressed into the
tumor tissue. After that, the active substance should be slowly dissolved in the tissue or slow-
ly washed away from its location.

The following cytostatics were selected: paclitaxel, arsenic trioxide, 5-fluorouracil, fantolon,
bortezomib, doxorubicin and mitoxanthrone. In addition, the drugs were compared with
appropriate drug-free controls.

The above mentioned substances were tested in vitro for their cytotoxicity against the VX2
tumor cells in culture. The cells were exposed to any substance at four different concentra-
tions (2-32 pmol/l for paclitaxel, arsenic oxide, fantolon, 5-fluorouracil and mitoxanthrone, 10-
25 pmol/I for doxorubicin, 0.1-0.4 pmol/l for bortezomib) for 24, 48 and 72 hours. As a con-
trol, tumor cells were incubated without drugs.

The total remaining intramitochondrial dehydrogenase activity as a measure of the cellular
vitality compared to the control was the lowest for doxorubicin with 12 + 3% (16 pmol/l after
72 h incubation) and the highest for arsenic trioxide with 52 + 4% (15 pmol/l after 48 h) when
the lowest value was selected for each substance.
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All tested substances were shown to be effective, and their selection for the investigation in
the animal study was based on their physicochemical properties and mechanism of action,
as well as on the experience with these substances in previous studies for other indications.

Not all test substances selected in this study were shown to be suitable for the coating of
balloon catheters, thereby limiting this method of administration in the in vivo experiments.
For that reason another mode of administration of these substances had to be chosen. Arse-
nic trioxide and doxorubicin were injected directly into the tumor using a syringe (four animals
per group). Four rabbits were used for each drug to be tested. The applied doses were be-
tween 1.57 to 1.78 mg for paclitaxel, 11.5 to 22.0 mg for arsenic trioxide, 1.12 to 1.16 for
fantolon and 5.94 to 20.78 for doxorubicin. In the course of the study the doses for doxorubi-
cin and arsenic trioxide could be increased due to their good tolerability and low effect. Half
of the animals in the control group were treated with an uncoated balloon catheter (two ani-
mals), while the other half of the same group (two animals) received a physiological saline
solution by injection to mimic mechanical manipulation of the tumor in treatment with the
drugs.

The effectiveness of the treatment on tumor growth was controlled after 1-2 weeks by com-
puter tomography during and shortly after injection of a contrast agent. In contrast-enhanced
computed tomography the liver tumor is detected by its low blood supply, defined here as
perfusion defect, when compared to the healthy liver tissue. A reduction in the size of the
perfusion defect after therapy indicates a decrease in the tumor size, while an increase can
be attributed to tumor growth or necrosis. Therefore, after dissection TCC staining of vital
parts of the tissue with a perfusion defect was performed.

Overall, the effect of the investigated substances in vivo did not completely correspond to the
results in cell culture experiments. In only two out of twenty animals a reduction of the tumor-
related perfusion defect in the liver was observed: one animal in the group treated with
fantolon (-36% of the value measured one week before) and one control animal treated with
an uncoated balloon (-6% of the value measured one week before). In all other animals the
assessment of the efficacy of the substances is only based on the increase of the perfusion
defect. The lowest percentage growth in the perfusion defect was observed in animals treat-
ed with paclitaxel (271 = 186%), followed by animals of the control group (903 + 925%). The
largest increase in the perfusion defect was seen after treatment with arsenic trioxide (3580 +
4871%), where the largest proportion of the poorly or not perfused liver tissue was necrotic.

None of the substances and formulations tested in this study showed the desired local cyto-
toxic properties in vivo. However, it cannot be excluded that local administration of paclitaxel
and arsenic trioxide inhibits tumor growth. This assumption is supported by the results of ex
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vivo measurements of the tumor size and by pathological examination. Thus, further experi-
ments regarding the dose, formulations and mode of administration should be conducted,
especially for arsenic trioxide, in order to demonstrate reproducibility of the findings, gain
insight certainty with respect to vitality of the damaged tissue defined as perfusion defect and
to assess the potential benefits of these substances for local tumor therapy.
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8 ANHANG

8.1 In vitro Zellversuche: Einzelwerte der Extinktionsmessungen

Fluoruracil Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 24 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,257 1,242 1,256 1,200 1,230 1,266 1,242 100,00
Konz.-Stufe 1 0,833 0,708 0,701 0,748 0,706 0,747 0,741 59,63
Konz.-Stufe 2 0,545 0,655 0,686 0,665 0,630 0,683 0,644 51,86
Konz.-Stufe 3 0,714 0,730 0,677 0,750 0,271 0,682 0,637 51,32
Konz.-Stufe 4 0,480 0,579 0,549 0,617 0,599 0,600 0,571 45,95
Konz.-Stufe 0 1,359 1,424 1,480 1,343 1,388 1,410 1,401 100,00
Konz.-Stufe 1 0,699 0,443 0,589 0,667 0,614 0,903 0,653 46,58
Konz.-Stufe 2 0,697 0,525 0,417 0,665 0,582 0,675 0,594 42,37
Konz.-Stufe 3 0,535 0,543 0,470 0,755 0,857 0,474 0,606 43,24
Konz.-Stufe 4 0,770 0,422 0,510 0,495 0,580 0,634 0,569 40,59
Fluoruracil Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 72 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,502 0,821 1,552 1,492 1,594 1,638 1,433 100,00
Konz.-Stufe 1 0,821 0,767 0,795 0,745 0,754 0,776 0,776 54,17
Konz.-Stufe 2 0,693 0,599 0,745 0,613 0,748 0,736 0,689 48,08
Konz.-Stufe 3 0,622 0,655 0,619 0,608 0,546 0,703 0,626 43,64
Konz.-Stufe 4 0,604 0,551 0,604 0,565 0,574 0,634 0,589 41,07
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Fantolon Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 24 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,220 1,221 1,272 1,243 1,212 1,365 1,256 100,00
Konz.-Stufe 1 0,400 0,373 0,403 0,363 0,420 0,365 0,387 30,85
Konz.-Stufe 2 0,402 0,429 0,413 0,380 0,389 0,405 0,403 32,10
Konz.-Stufe 3 0,455 0,592 0,355 0,218 0,441 0,408 0,412 32,78
Konz.-Stufe 4 0,474 0,394 0,302 0,449 0,398 0,411 0,405 32,23
Fantolon Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 48 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,395 1,204 1,408 1,305 1,403 1,397 1,352 100,00
Konz.-Stufe 1 0,410 0,367 0,349 0,344 0,326 0,383 0,363 26,86
Konz.-Stufe 2 0,387 0,303 0,375 0,323 0,372 0,414 0,362 26,80
Konz.-Stufe 3 0,410 0,443 0,420 0,387 0,371 0,485 0,419 31,02
Konz.-Stufe 4 0,416 0,400 0,461 0,391 0,388 0,438 0,416 30,74
Fantolon Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 72 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,528 1,565 1,544 1,479 1,573 1,634 1,554 100,00
Konz.-Stufe 1 0,350 0,369 0,389 0,278 0,335 0,425 0,358 23,02
Konz.-Stufe 2 0,301 0,320 0,345 0,350 0,479 0,494 0,382 24,55
Konz.-Stufe 3 0,381 0,349 0,320 0,370 0,405 0,467 0,382 24,58
Konz.-Stufe 4 0,387 0,322 0,399 0,374 0,406 0,465 0,392 25,24
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Paclitaxel Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 24 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,360 1,281 1,322 1,224 1,280 0,996 1,244 100,00
Konz.-Stufe 1 0,397 0,391 0,486 0,273 0,276 0,422 0,374 30,08
Konz.-Stufe 2 0,319 0,382 0,171 0,250 0,322 0,386 0,305 24,52
Konz.-Stufe 3 0,422 0,391 0,370 0,370 0,401 0,516 0,412 33,10
Konz.-Stufe 4 0,342 0,463 0,299 0,491 0,306 0,341 0,374 30,04
Paclitaxel Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 48 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,385 1,376 1,451 1,400 1,446 1,505 1,427 100,00
Konz.-Stufe 1 0,314 0,316 0,279 0,276 0,278 0,297 0,293 20,55
Konz.-Stufe 2 0,323 0,305 0,289 0,322 0,297 0,307 0,307 21,52
Konz.-Stufe 3 0,450 0,437 0,386 0,358 0,448 0,410 0,415 29,07
Konz.-Stufe 4 0,310 0,318 0,391 0,332 0,381 0,355 0,348 24,37
Paclitaxel Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 72 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,471 1,541 1,544 1,476 1,565 1,641 1,540 100,00
Konz.-Stufe 1 0,209 0,284 0,284 0,300 0,277 0,318 0,279 18,10
Konz.-Stufe 2 0,266 0,282 0,280 0,280 0,347 0,328 0,297 19,30
Konz.-Stufe 3 0,297 0,398 0,344 0,314 0,350 0,459 0,360 23,40
Konz.-Stufe 4 0,308 0,361 0,310 0,335 0,376 0,477 0,361 23,46
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Bortezomib Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 24 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,224 1,082 1,201 1,097 1,261 1,198 0,729 100,00
Konz.-Stufe 1 0,707 0,731 0,742 0,618 0,844 0,733 0,636 87,25
Konz.-Stufe 2 0,537 0,640 0,885 0,668 0,464 0,623 0,610 83,70
Konz.-Stufe 3 0,544 0,562 0,562 0,637 0,691 0,666 0,574 78,74
Konz.-Stufe 4 0,538 0,477 0,570 0,641 0,643 0,576 0,574 78,74
Bortezomib Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 48 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,388 1,417 1,362 1,388 1,376 1,416 1,391 100,00
Konz.-Stufe 1 0,869 0,935 0,905 0,801 0,863 0,903 0,879 63,21
Konz.-Stufe 2 0,741 0,558 0,630 0,556 0,832 0,880 0,700 50,28
Konz.-Stufe 3 0,541 0,542 0,746 0,723 0,660 0,773 0,664 47,74
Konz.-Stufe 4 0,665 0,558 0,571 0,624 0,569 0,636 0,604 43,40
Bortezomib Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 72 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,462 1,519 1,492 1,477 1,501 1,525 1,496 100,00
Konz.-Stufe 1 0,784 0,766 0,877 0,844 0,853 0,934 0,843 56,35
Konz.-Stufe 2 0,849 0,795 0,760 0,902 0,780 0,850 0,823 54,99
Konz.-Stufe 3 0,776 0,814 0,786 0,727 0,847 0,926 0,813 54,32
Konz.-Stufe 4 0,713 0,715 0,675 0,745 0,733 0,763 0,724 48,40
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Arsentrioxid Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 24 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,270 1,263 1,266 1,314 1,346 1,331 1,298 100,00
Konz.-Stufe 1 0,910 0,721 0,815 0,856 0,837 0,900 0,840 64,69
Konz.-Stufe 2 0,826 0,861 0,837 0,730 0,851 0,886 0,832 64,07
Konz.-Stufe 3 0,869 0,733 0,798 0,791 0,777 0,901 0,812 62,50
Konz.-Stufe 4 0,766 0,740 0,953 0,774 0,779 0,824 0,806 62,08
Arsentrioxid Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 48 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,204 1,404 1,372 1,398 1,385 1,468 1,372 100,00
Konz.-Stufe 1 0,653 0,902 0,765 0,862 0,764 0,803 0,792 57,70
Konz.-Stufe 2 0,769 0,668 0,700 0,783 0,628 0,720 0,711 51,85
Konz.-Stufe 3 0,821 0,730 0,786 0,799 0,701 0,711 0,758 55,25
Konz.-Stufe 4 0,789 0,650 0,734 0,759 0,800 0,797 0,755 55,02
Arsentrioxid Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 72 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,612 1,527 1,525 1,539 1,577 1,605 1,564 100,00
Konz.-Stufe 1 0,862 0,804 0,810 0,872 0,870 0,877 0,849 54,29
Konz.-Stufe 2 0,732 0,846 0,818 0,915 0,877 0,931 0,853 54,54
Konz.-Stufe 3 0,873 0,747 0,689 1,048 0,803 0,868 0,838 53,57
Konz.-Stufe 4 0,818 0,757 0,964 0,861 0,891 0,895 0,864 55,26
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Doxorubicin Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 24 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,254 1,244 1,266 1,264 1,283 1,302 1,269 100,00
Konz.-Stufe 1 0,665 0,688 0,661 0,692 0,630 0,755 0,682 53,74
Konz.-Stufe 2 0,688 0,591 0,599 0,559 0,453 0,727 0,603 47,51
Konz.-Stufe 3 0,477 0,538 0,047 0,440 0,048 0,435 0,331 26,07
Konz.-Stufe 4 0,576 0,554 0,519 0,481 0,522 0,588 0,540 42,56
Doxorubicin Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 48 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,304 1,330 1,376 1,340 1,299 1,423 1,345 100,00
Konz.-Stufe 1 0,562 0,539 0,635 0,562 0,502 0,661 0,577 42,88
Konz.-Stufe 2 0,477 0,444 0,533 0,464 0,487 0,557 0,494 36,69
Konz.-Stufe 3 0,201 0,197 0,207 0,193 0,198 0,215 0,202 15,00
Konz.-Stufe 4 0,276 0,285 0,263 0,256 0,276 0,296 0,275 20,47
Doxorubicin Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 72 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,499 1,567 1,502 1,563 1,551 1,627 1,552 100,00
Konz.-Stufe 1 0,675 0,664 0,649 0,659 0,748 0,654 0,675 43,50
Konz.-Stufe 2 0,620 0,484 0,505 0,545 0,567 0,652 0,562 36,23
Konz.-Stufe 3 0,181 0,176 0,183 0,176 0,172 0,187 0,179 11,55
Konz.-Stufe 4 0,231 0,244 0,235 0,236 0,247 0,263 0,243 15,64
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Mitoxanthron Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 24 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,130 1,160 1,117 1,166 1,174 1,278 1,171 100,00
Konz.-Stufe 1 0,475 0,509 0,699 0,862 0,920 0,754 0,703 60,06
Konz.-Stufe 2 0,610 0,632 0,525 1,015 0,755 0,623 0,693 59,22
Konz.-Stufe 3 0,524 0,601 0,477 0,542 0,478 0,556 0,530 45,24
Konz.-Stufe 4 0,557 0,531 0,511 0,536 0,499 0,604 0,540 46,09
Mitoxanthron Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 48 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,366 1,349 1,405 1,400 1,311 1,473 1,384 100,00
Konz.-Stufe 1 0,569 0,594 0,556 0,466 0,472 0,692 0,558 40,33
Konz.-Stufe 2 0,465 0,490 0,549 0,596 0,577 0,724 0,567 40,96
Konz.-Stufe 3 0,371 0,439 0,392 0,382 0,450 0,446 0,413 29,87
Konz.-Stufe 4 0,312 0,303 0,316 0,263 0,242 0,368 0,301 21,72
Mitoxanthron Mikrotiterplatten mit Wirkstoff 72 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Konz.-Stufe 0 1,490 1,553 1,564 1,504 0,473 0,247 1,139 100,00
Konz.-Stufe 1 0,573 0,448 0,619 0,574 0,448 0,691 0,559 49,09
Konz.-Stufe 2 0,596 0,578 0,552 0,554 0,444 0,575 0,550 48,29
Konz.-Stufe 3 0,473 0,419 0,390 0,432 0,390 0,392 0,416 36,54
Konz.-Stufe 4 0,247 0,229 0,272 0,251 0,245 0,318 0,260 22,87
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2,5% DMSO Mikrotiterplatten 24 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Medium 0,755 0,718 0,649 0,693 0,608 0,797 0,703 100,00
DMSO 0,809 0,571 0,712 0,854 0,666 0,872 0,747 106,26
2,5% DMSO Mikrotiterplatten 48 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Medium 0,815 0,724 0,905 0,883 0,794 0,872 0,832 100,00
DMSO 0,788 0,834 0,951 0,878 0,818 0,679 0,825 99,10
2,5% DMSO Mikrotiterplatten 72 h inkubiert, Messung 4 h nach XTT-Test Mittelwert | Anteil in %
Medium 1,121 0,962 1,175 1,155 1,200 1,217 1,138 100,00
DMSO 1,016 0,730 0,897 0,951 0,873 0,981 0,908 79,77
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9 ABKURZUNGEN

A. Arteria

Abb. Abbildung

AFB1 Aflatoxin B1

APL Akute Promyelozytare Leukamie
Bar Bar (Einheit fr Druck)

bzw. beziehungsweise

CT Computertomograph

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleic acid

HBsAg Hepatitis B Surface Antigen

HBV Hepatitis-B-Virus

HCC Hepatozellulares Karzinom

HCV Hepatitis-C-Virus

HE Houncefield-Einheiten

HITT Hochfrequenzinduzierte Thermotherapie
ia. intraarteriell

IGF2R Insulin-like-growth-factor-2-receptor
iv. intravends

kg Kilogramm

KG Kérpergewicht

KOF K&rperoberflache

Le Leber

LiTT Laserinduzierte interstitielle Thermotherapie
mm Millimeter

MWK Mikrowellenkoagulation

NaCl Natriumchlorid

NASH Nicht alkoholische Fettleberhepatitis
PAI Perkutane Essigsaureinjektion

PEI Perkutane Ethanolinjektion

Proc. Processus

p53 Protein mit einer Molekularmasse von 53 kDa
RFA Radio-Frequenz-Ablation

RPMI Roswell Park Memorial Institut

S. siehe

S.C. subcutan

Tab. Tabelle



Abklrzungen

TAC Transarterielle Chemoperfusion

TACE Transarterielle Chemoembolisation

TAE Transarterielle Embolisation

TNM »1umor — Lymphknotenmetastasen — Fernmetastasen”

TTC Triphenyltetrazoliumchlorid

Tu Tumor

V. Vena

XTT 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-2H-

tetrazolium-hydroxide
z.B. zum Beispiel
5-FU 5-Fluorouracil
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Bezeichnung Firma Ort
Ketavet® Pfizer Pharmacia GmbH Karlsruhe/Deutschland
Rompun® Bayer Vital GmbH Berlin/Deutschland
Natriumchlorid 0,9 % Fresenius Kabi Deutschland GmbH | Bad Homburg/Deutschland
Softasept® B. Braun Melsungen AG Melsungen/Deutschland
Braunoderm® B. Braun Melsungen AG Melsungen/Deutschland
Braunovidon-Salbe® B. Braun Melsungen AG Melsungen/Deutschland
Tardomyocel® comp. Il Bayer Vital GmbH Bad Homburg/Deutschland
Novaminsulfon® Ratiopharm GmbH Ulm/Deutschland
Ultravist 300/370® Bayer Schering Pharma GmbH Berlin/Deutschland
Dy EOB DTPA Bayer Schering Pharma GmbH Berlin/Deutschland
T61° Intervet GmbH UnterschleiBheim/Deutschland
Gefriermedium Serva GmbH Heidelberg/Deutschland
RPMI-1640-Medium Sigma Aldrich Chemie St. Louis/USA
Paclitaxel Indena Mailand/Italien
Fantolon Bayer Schering Pharma GmbH Berlin/Deutschland
Doxorubicin Davos Chemical Corporation New Jersey/USA
Arsentrioxid Sigma Aldrich Chemie Taufkirchen/Deutschland
Bortezomib Takeda Aachen/Deutschland
5-Fluorouracil Sigma Aldrich Chemie Taufkirchen/Deutschland
Mitoxanthron Auspure Bio-Technology Ltd. China
Aceton J.T. Baker Deventer/Holland
Ethanol Th. Geyer GmbH & Co. KG Renningen/Deutschland
DMSO Merck Darmstadt/Deutschland
Cell Profilation  Kit I
(XTT)® Roche Diagnostics GmbH Deutschland
Methanol Sigma Aldrich Chemie St. Louis/USA

Ethicon, Johnson & Johnson Medi-
Spongostan Powder® cal Ltd. Berkshire/USA
Leukase N Kegel® Dermapharm AG Grinwald/Deutschland
2,3,5.Triphenyltetrazo-
liumchlorid Merck Darmstadt/Deutschland
Phosphatpuffer Waldeck GmbH & Co KG Munster/Deutschland
Formalinlésung 4% J.T. Baker Deventer/Holland
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