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1. Einleitung

1.1 Maligne Tumoren und ihre Therapie

Maligne Tumoren sind heute nach kardiovaskularekrabkungen die zweithaufigste
Todesursache weltweit . 2008 war Lungenkrebs dieami haufigsten neu diagnostizierte
Krebserkrankung und die héufigste Krebstodesursaatie insgesamt 1,6 Millionen
Neuerkrankungen und 1,4 Millionen Todesfallen weitwJemal et al., 2011).

Histologisch unterscheidet man zwei Hauptgruppen Beonchialkarzinome: Nicht-
kleinzelliges Bronchialkarzinom (NSCLC) und kleifiges Bronchialkarzinom (SCLC).
Die NSCLC lassen sich weiter in Plattenepithelkavme, Adenokarzinome und
grof3zellige Bronchialkarzinome unterteilen. Dasiklche Erscheinungsbild, die Therapie
und Prognose der verschiedenen histologischen geibtyler NSCLC sind &hnlich.
(Korpanty et al. 2010)

Das SCLC hat einen Anteil von 15% an allen Bronkhizinomen, und der Grol3teil der
Erkrankten ist oder war Raucher. Dieser Tumortyighzeet sich durch eine sehr schnelle
Tumorverdopplungszeit, einen hohen Proliferatiotsinund frihzeitige Metastasierung
aus (Rossi et al., 2008). Klinisch unterscheidet maei Stadien, deren Therapie und
Prognose sich grundsatzlich unterscheiden. Limidesbase bezeichnet die Ausbreitung
der Erkrankung auf einen Hemithorax inklusive Blefaler ipsilateralen hilaren
Lymphknoten, der ipsilateralen oder kontralaterateediastinalen Lymphknoten und der
supraklavikularen Lymphknoten. Diese beschriebergnschrankungen werden im
Gegensatz zur limited Disease bei der extensivedses Uberschritten (Puglisi et al.,
2010). Wahrend im Stadium der limited Disease 1%28er Patienten durch die
Kombination von Radiotherapie mit Chemotherapie ungrophylaktischer
Ganzhirnbestrahlung geheilt werden kénnen, istTdierapie im Stadium der extensive
Disease palliativ (Rosti et al., 2006). 60%-70% d&atienten prasentiert sich bei
Erstdiagnose mit einer fortgeschrittenen Erkrank(exgensive Disease). Diese Patienten
haben ein mittleres Uberleben von 7-12 Monaten ialgidsestellung und weniger als 5%
der Patienten Uberleben langer als 2 Jahre (Jackmad Johnson, 2005).
Cyclophosphamid ist seit langer Zeit Bestandteilseliedener Chemotherapieregimes
beim kleinzelligen Bronchialkarzinom und war Ubéele® Jahre in der Kombination mit
Doxorubicin und Vincristin oder Etoposid das am figaien verwendete Regime zur

Erstbehandlung von Patienten mit fortgeschrittendeinzelligen Bronchialkarzinom.



(Oze et al.,, 2009; Puglisi et al.,, 2010; Cheng let 2007; Bunn et al., 1986). Die

Chemotherapie mit Cisplatin und Etoposid ist aktdiel am weitesten verbreitete Therapie
beim fortgeschrittenen kleinzelligen Bronchialkamin (Jackman und Johnson, 2005), die
Studienlage  bezuglich der \Vorteile dieses Regimesgegiber anderen

Kombinationstherapien ist jedoch nicht immer dettli So hat sich trotz intensiver

klinischer Forschung in den vergangenen 25 Jahredew das Behandlungskonzept
grundlegend geandert, noch konnte die Uberlebensh@ich neue Therapieansatze
deutlich verlangert werden. (Rosti et al., 2006 @t al., 2009; Dowell, 2010; Puglisi et
al., 2010).

1.2 Konventionelle Chemotherapie

Seit den ersten Berichten Uber den erfolgreichensdz von Zytostatika bei der
Behandlung des Hodgkin Lymphoms und weiterer maligarkrankungen vor tber 60
Jahren (Goodman et al., 1946; Farber und Diamofd8)l hat sich die Anzahl der
Medikamente in der Tumortherapie stark vergrédit.der Ausnahme von Leukamien
und Lymphomen, sowie maligner Erkrankungen der Keiiten und einiger padiatrischer
Krebserkrankungen gelingt es auch heute meistt,niglhebserkrankungen durch
Chemotherapie komplett zu heilen, so dass dienajleiChemotherapie fortgeschrittener
solider Tumorerkrankungen meist palliativ ist (Hbdtd et al., 2003).

Seit fast einem halben Jahrhundert wird die sysemai Krebstherapie durch den
Gebrauch von Zytostatika dominiert. Der Grof3teiesdr Medikamente sind DNA
schadigende Mittel, Mikrotubulusinhibitoren und Angtabolite, welche die Zellteilung
behindern oder sich schnell teilende Zellen zeestoDie Medikamente werden dabei
meistens in Einzeldosen oder kurzen Behandlungsmyki der hochstmdglichen Dosis
verabreicht, die noch keine lebensbedrohlichen Neb&ungen zeigt. Diese wird hierbei
als maximal tolerable Dosis (maximum tolerated deskITD) bezeichnet (Kerbel und
Kamen, 2004). Dieses Anwendungsprinzip beruht dakmif in-vitro und
tierexperiexperimentellen Studien, sowie theorbgsc Modellen, welche gezeigt haben,
dass viele Zytostatika eine starke Dosis-Wirkungsieing vorweisen, wobei eine
logarithmische Beziehung zwischen Medikamentendosd Anzahl der getbteten Zellen
besteht (Skipper, 1967). In den vergangenen Jahtezxehwvurde mit Hilfe verbesserter
Moglichkeiten im Bereich der supportiven Therapie Bluttransfusionen, Antibiotika

und Zytokinen bis hin zur autologen Stammzelltréansfation, versucht durch



Verwendung immer hdherer Zytostatikadosen die Tgieesfolge von Chemotherapien zu
verbessern (Kamen und Rubin, 2000). Die durch [@skmation entstehenden
Nebenwirkungen wie Schadigung des Knochenmarks, rMadast, Ubelkeit und
Entziindung der Schleimhaute, sowie Schaden an Nézre und neurologische Schaden
belasten die Patienten zusatzlich und erforderneweekostenintensive Therapien (Kerbel
und Kamen, 2004). Dabei ist der Nutzen des immeteven Ausreizens des Prinzips der
maximal tolerablen Dosis jedoch unklar, so konntd8zin Studien beim metastasierten
Mammakarzinom keine Verlangerung der Uberlebensaiitch die Anwendung
myelotoxischer Dosen und autologer Stammzelltramgption im Vergleich zur
konventionellen Therapie mit niedrigeren Einzeldosereicht werden (Stadtmauer et al.,
2000; Farquhar et al., 2005).

Um die Balance zwischen Wirkung und Nebenwirkung halten, ist es erforderlich
zwischen Zyklen eines oder mehrerer Zytostatikader nahe der maximal tolerablen
Dosis Therapiepausen zu schalten, in denen sictKdgyer von den Nebenwirkungen
erholen kann. Viele solcher Chemotherapie-Schemidwan initial zu einer Rickbildung
oder Stabilisierung der Erkrankung und dadurchizareverlangerung der Uberlebenszeit.
Meistens sind diese Episoden jedoch kurz und werden Rezidiven gefolgt, welche
haufig resistent gegen die zuvor angewandten Ztikat und dadurch schwieriger zu
behandeln sind (Hanahan et al., 2000).

1.3 Metronomische Chemotherapie

Weil Tumorzellen haufig Resistenzen gegen ein ggo8pektrum von zytotoxischen
Medikamenten entwickeln, postulierte Kerbel 199ufbauend auf Judah Folkmans
Forschungen zur Tumorangiogenese (Folkman, 197ajh miisse die genetisch stabilen
Endothelzellen ins Visier neuer Chemotherapie &giah nehmen (Kerbel, 1991). Da sich
die Endothelzellen nur langsam teilen werden sielddie episodische Applikation von
Zytostatika in konventionellen Chemotherapieprot@onur wenig in ihrer Proliferation
gehemmt (Hanahan et al., 2000). Im Tierversuch teogezeigt werden, dass durch die
Applikation von klassischen Chemotherapeutika wyel@phosphamid, Trofosfamid oder
Vinblastin in niedriger Dosierung und in kurzen &osden die Tumorangiogenese und das
Tumorwachstum gehemmt werden kann (Klement eR@00; Man et al., 2002; Klink et

al., 2006), selbst wenn sich die Tumoren zuvorstest gegen die Applikation der gleichen



Mittel nach einem konventionellen Schema zeigteno\{gler et al., 2000). Die Applikation

von Chemotherapeutika in niedriger Dosierung ubeerelangeren Zeitraum ohne oder
mit nur sehr kurzen Therapiepausen bezeichnet nsamatronomische Chemotherapie
(Hanahan et al., 2000). In den vergangenen zehmeakonnte in zahlreichen

préklinischen und klinischen Studien gezeigt werdetass eine metronomische
Chemotherapie eine effiziente kosteneffektive Tpiestrategie mit geringen

Nebenwirkungen bei einer Reihe von fortgeschrigtesoliden Tumoren ist (Pasquier et
al., 2010). Aufgrund der Moglichkeit sie oral zuralereichen wurden dabei haufig die
Oxazaphosphorine Cyclophosphamid und Trofosfamimaveredet (Browder et al., 2000;

Man et al., 2002; Klink et al., 2006; Pasquierlet2010).

1.4 Oxazaphosphorine

Die Oxazaphosphorine Cyclophosphamid, Ifosfamid isowrofosfamid gehéren
zusammen mit den Zytostatika Melphalan und Chlotaitzur Gruppe der alkylierenden
Substanzen. Diese Substanzen ubertragen Alkyl-Resdtalie DNA von sich teilenden
Zellen, was zur Einleitung der Apoptose fuhrt. DBxazaphosphorine sind stabile
Senfgasderivate, welche als Prodrug oral odeniatrds verabreicht werden und zuerst in
der Leber mittels Cytochrom P-450 Isoenzymen adtiviverden (Brock, 1983; Brock
1989; Huitema et al., 2000). Cyclophosphamid iss daternational am haufigsten
verwendete Zytostatikum aus der Gruppe der Oxazgbtorine und wird seit der
Erstbeschreibung seines chemotherapeutischen Rtgei®®58 (Arnold et al., 1958) als
Zytostatikum und Immunsuppressivum bei einer Vielzeon Indikationen angewendet.
Auf Grund der Moglichkeit der oralen Applikatiomélet Cyclophosphamid auf3erdem in
einer grol3en Anzahl von préklinischen und klinisth®tudien mit metronomischen
Chemotherapieschemata Verwendung, wobei die Turgmrgenese in den Fokus der

Behandlung ruckt (Pasquier et al., 2010).



1.5 Tumorangiogenese

Bei Kleinstlebewesen kann Sauerstoff durch den &6gu allen Zellen diffundieren. Bei
allen anderen Lebewesen ist das Wachstum von Béfiga ein essentieller Bestandteil
von Wachstum und Defektheilung. Endothelzellen iehalie Fahigkeit sich als Reaktion
auf einen physiologischen Stimulus, wie Hypoxie RBlutgefal3e und Entziindung flr
Lymphgefal3e, schnell zu teilen. Aber auch bei maig Tumoren kommt es zur
Neubildung von GefalRen (Carmeliet, 2005).

Schon vor Uber einem Jahrhundert wurde unter amderen Rudolf Virchow die
Beobachtung gemacht, dass Tumorwachstum von deméVeung von Blutgefal3en
begleitet wird (Ferrara, 2002). 1939 beobachteterd@o Ide das Wachstum von
BlutgefalRen an einem in das Ohr eines Hasen tram#giten Tumors und stellte erstmals
die Hypothese auf, dass Tumoren die Neubildung Blomgefal3en induzieren (Ide et al.
1939). Heute zweifelt keiner mehr an der essdatidllotwendigkeit der Neubildung von
GefalRen fur das Wachstum von Tumoren (Hanahan wdbéfg, 2000). Tumore sind zu
Beginn ihres Wachstums ein kleiner Haufen Zellee, ilre Nahrstoffe und Sauerstoff
durch Diffusion erhalten. Um gro3er als 1-2 mm3wachsen missen jedoch BlutgefalRe
innerhalb des Tumors entstehen, um die Versorgesgrdmorgewebes mit Sauerstoff und
Nahrstoffen zu sichern (Bergers und Benjamin, 2008 Neubildung von Gefalen wird
durch eine Vielzahl von pro- und antiangiogenetschaktoren gesteuert (Folkman, 2006;
Carmeliet und Jain, 2000; Mantzaris et al., 200drgBrs und Benjamin, 2003), welche
sich im gesunden ruhenden Gewebe im Gleichgewielinden. Durch zunehmende
Hypoxie und Nekrose steigt im Tumorgewebe die Esgimn von proangiogenetischen
Faktoren, wie VEGF und es kommt zu einem Uberwieden proangiogenetischen
Faktoren (siehe Abbildung 1). Dies fuhrt zu einehdhten Gefal3permeabilitat der
tumornahen Kapillaren und zu einem Ubertreten viasrRaproteinen und Endothelzellen
in das angrenzende Tumorgewebe, wodurch es zuarjldon Kapillarauslaufern in das
Tumorgewebe kommt. Dieser Mechanismus wird auchaalgiogenic switch* bezeichnet
(Hanahan und Folkman, 1996; Bergers und Benjando32.
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Inhibitors: i
Thrombospondin-1
The statins:
Angiostatin
Endostatin
Canstatin

Tumstatin

RRRY

—

Abbildung 1: Angiogenic Switch (aus Bergers und Benjamin, 2003) Durch die vermehrte

Produktion von proangiogenetischen Faktoren wie YEfdt auf der rechten Seite) durch
die Tumorzellen kommt es zu einem Uberwiegen di€sdttoren gegeniiber den
Inhibitoren der Angiogenese wie Thrombospondin{faulauf der linken Seite), wodurch
es zum Auswachsen von Kapillaren in das Tumorgekeient.(Bergers und Benjamin,

2003)

Als Judah Folkman 1971 erstmals die Hypothese dlliést dass Tumoren durch die
Inhibition der Angiogenese im Wachstum gehindertdea konnen (Folkman, 1971),
begann die Suche nach von Tumorzellen produziémgogenesefaktoren und Methoden
deren Aktivitit zu hemmen. Seitdem sind mehrere zé&nd endogener
Angiogenesaktivatoren und eine ahnliche Anzahl vohibitoren gefunden worden
(Hanahan und Weinberg, 2000). Es hat sich Ubedalee gezeigt, dass einem Molekil
sowohl in der physiologischen wie auch der pathstdgen Angiogenese eine
Schlusselrolle zukommt, dem Vascular endotheliawiin factor (VEGF) (Ferrara, 1993).

1.5.1 Vascular Endothelial Growth Factor — VEGF

Durch die Anwendung des monoklonalen Antikérpers6A4 gegen VEGF konnte 1993
erstmals im Nacktmausmodell das Tumorwachstum amahen Rhabdomyosarcom-,
Leiomyosarcom- und Glioblastoma multiforme-Zelléni in vivo gehemmt werden,

wahrend der gleiche Antikorper in vitro keinen Hifff auf das Wachstum der gleichen in
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vivo untersuchten Tumorzellen hatte (Kim et al.93p Dies bewies die essentielle Rolle
von VEGF fur die Tumorangiogenese und bestéatiggeld71 von Folkman aufgestellte
Hypothese. VEGF ist, indem es die Proliferation wiag Uberleben von Endothelzellen
stimuliert und das Wachstum und den Umbau von BRifgen fordert, der
Schlisselmediator der Angiogenese (Carmeliet, 2008GF ist ein Mitglied der VEGF
platelet derived growth factor-(PDGF) Familie, ein&ruppe strukturverwandter
Mitogene. Die anderen Mitglieder der Gruppe, piaaegrowth factor (PIGF), VEGF-B,
VEGF-C und VEGF-D, zeigen unterschiedliche Grade Weereinstimmung mit VEGF
(Ferrara und Davis-Smith, 1997). In der Regel, atieh im folgenden Text, ist das VEGF-
A gemeint, wenn von VEGF gesprochen wird. VEGFeist homodimeres Glykoprotein
mit einem Molekulargewicht von 45 kDa. Es existienger Isoformen von VEGF mit
einer Lange von 121, 165, 189 und 206 Aminosauwevon VEGF 165 die haufigste
Form ist (Ferrara et al., 2003). VEGF vermitteihseWirkung tber zwei stark verwandte
Rezeptor Tyrosinkinasen (RTKs), VEGF Rezeptor-1 @AR-1 auch als fms-like-tyrosine
kinase 1 (Flt-1) bekannt) und VEGF Rezeptor-2 (VBR&Fauch als kinase domain region
(KDR) oder fetal liver kinase 1 (Flk-1) bekannt)inBweiteres Mitglied der gleichen
Gruppe von RTKs ist VEGFR-3 (fms-like-tyrosine ksea(Flt)-4), welcher aber kein
Rezeptor fur VEGF ist, sondern VEGF-C und VEGF-Dhdet. VEGFR-2 ist der
Hauptvermittler der VEGF gesteuerten Tumorangiogenend seine Expression ist
essentiell fur die Entwicklung des GefalRsystemdan Embryonalphase (Ferrara, 2004).
Sein Fehlen resultierte im Tierversuch in dem Tamh \Flk-1 defizienten knock-out
Mausen zwischen Tag 8 und 10 in utero (Shalaby.,et295). Die Expression von VEGF
wird durch den intrazellularen Sauerstoffgehaltcigumsfaktoren und Zytokine und die
Aktivierung von Onkogenen bzw. die Inaktivierungnvbumorsuppressorgenen gesteuert,
wobei Hypoxie als einer der wichtigsten Stimuli dEGF-Expression bekannt ist
(Ferrara, 2004). Erhohte Expression von VEGF ist Eierkmal vieler Tumoren des
Menschen und bei Nagetieren und korreliert bei geimi Tumoren mit der
Proliferationsrate, der Mikrogefal3dichte und eisehlechteren Prognose (Pradeep et al.,
2005). Die durch schnelles Wachstum entstehendeoXigpgm Tumorgewebe fihrt zu
einem Anstieg der VEGF Expression. VEGF steigeztRiermeabilitat der Kapillaren und
hemmt die Apoptose von Endothelzellen (Ferraralet2803) (siehe Kapitel 1.4 und
Abbildung 1) und spielt eine essentielle Rolle ber Tumorangiogenese (Kim et al.,

1993). Diese Erkenntnisse fuihrten zur Entwickluimgee Antikorpers gegen VEGF, dem

12



ersten klinisch angewandten Medikament zur genditemmung der Tumorangiogenese,

Bevacizumab.

1.6 Bevacizumab

Bevacizumab (Avastin®, Roche) ist ein humanisiemenoklonaler IgG Antikdrper gegen
VEGF mit einem Molekulargewicht von 149kDa. Bevacimb ist in der Europaischen
Union seit Januar 2005 zur Behandlung des metasisi kolorektalen Karzinom in
Kombination mit Fluoropyrimidin basierten Chemotq@eschemata, seit Februar 2007
zur Behandlung des metastasierten Mammakarzinokombination mit Paclitaxel oder
Docetaxel, seit August 2007 zur Behandlung vontniebezierbaren, metastasierten oder
rezidivierenden nicht kleinzelligen Bronchialkaramen in Kombination mit Platin
basierten Chemotherapie Schemata und seit Dezer®@r zur Behandlung des
fortgeschrittenen oder metastasierten Nierenzdlikam in Kombination mit Interferon
alfa-2a zugelassen (EMEA). Bevacizumab bindet kigkendes VEGF selektiv und
verhindert somit die Bindung von VEGF an seine Reaen auf der Zelloberflache von
Endothelzellen. Dies fiihrt zu einer Reduktion demorangiogenese und drosselt auf
diese Weise die Versorgung des Tumorgewebes mierSaff und Nahrstoffen (siehe
Kapitel 1.5). AuRBerdem wird der interstitielle Gedweedruck erniedrigt, die
GefalRpermeabilitat erhdht und die Apoptose von Tremadothelzellen beginstigt (Kazazi-
Hyseni et al., 2010). Es wird aufRerdem vermutess ddevacizumab die intratumorale
Chemotherapeutikakonzentration erh6ht und so in iipationstherapien die Wirksamkeit
verschiedener Chemotherapien erhoht (Kazazi-Hyséral.,, 2010; Yanagisawa et al.,
2010; Zhen et al., 2010).

1.7 Fragestellung

Bevacizumab wird im Klinischen Alltag in Kombinatio mit verschiedenen
konventionellen Chemotherapiestrategien angewe(iti®tazi-Hyseni et al., 2010; Van
Meter und Kim, 2010). In einer Reihe von préklitien Untersuchungen konnte im
Nacktmausmodell die Wirksamkeit von BevacizumabniKet al., 1993; Gerber und
Ferrara, 2005) und das angiostatische Wirkprireriygr metronomischen Chemotherapie

mit den Oxazaphosphorinen Cyclophosphamid und $fafoid gezeigt werden (Browder
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et al., 2000; Man et al., 2002; Klink et al., 200B) dieser Arbeit soll an einem h&ufigen
menschlichen Tumor, dem auf der thymusaplastiscidscktmaus wachsenden
kleinzelligen Bronchialkarzinom, untersucht werdeb in einer Kombinationstherapie
von Bevacizumab mit einer konventionellen versuelemetronomischen Chemotherapie
mit Cyclophosphamid, ein gleich grof3er oder eirstégkter synergistischer Effekt eintritt.
AulRerdem sollte hierbei untersucht werden, ob stle eventuell additiv verstarkte
Wirksamkeit der Kombinationstherapie von Bevacizbhnmit einer metronomischen
Chemotherapie durch eine verstarkte Hemmung dero§egese, quantifiziert durch die
Messung der Mikrogefal3dichte mit CD31, erklarestidd/ahrend Bevacizumab seit 2007
zur Behandlung nichtkleinzelliger Bronchialkarzinenzugelassen ist, ist Uber die
Wirksamkeit von Bevacizumab in der Therapie deinilelligen Bronchialkarzinome bis
heute relativ wenig bekannt. Erste Phase Il Studiemen jedoch Hinweise darauf, dass
eine Erganzung des Standardregimes um Bevacizumath deim kleinzelligen
Bronchialkarzinom zur Verlangerung der Uberlebeitdiaart (Horn et al., 2009, Spigel et
al., 2009). Auf Grund der Notwendigkeit neue Therapategien fir diese
Krankheitsentitdt zu entwickeln und weitere Erkeisge Uber die Wirksamkeit von
Bevacizumab in Kombinationstherapien zu erlangenwegndeten wir flr unsere Versuche

ein kleinzelliges Bronchialkarzinom LX-1.

2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Tumorzelllinie

Als Versuchstiere wurden 4-5 Wochen alte weiblichgmusaplastische Nacktméause
(nu/nu, Taconic, Danemark) mit einem Durchschnétgght von 20g bei Versuchsbeginn
verwendet. Da die Mause auf Grund eines Gendefddggsen Thymus besitzen, fehlt

ihnen die Pragung der T-Lymphozyten. Die somit@gstzellulare Abwehr ermdglicht das
Anwachsen von Gewebe einer fremden Spezies, hieschiéche Tumoren als humane
Xenografts.

Die Mause wurden in Polykarbonkéafigen (Grol3e 3&xx215cm) zu je 5 Tieren in der

Barrierehaltung der zentralen Tierhaltung Tranaitar der Universitat Lubeck unter

keimarmen Bedingungen gehalten. Die Tiere hattdargeit freien Zugang zu pelletierter
Standardnahrung (Altromin Spezialfutter GmbH, Lippeutschland) und Leitungswasser

aus Trinkflaschen.

14



Samtliche in dieser Dissertation beschriebenen iareif durchgefuhrten Versuche sind
zuvor gemald den im Tierschutzgesetz enthaltenemalden vom Ministerium fir
Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume Schlgsiolstein in Kiel unter dem
Zeichen V312-72241.122-4 (63-6/07) vom 04.10.200d 25.04.2008 genehmigt worden.
Als Tumorzelllinie wurde ein kleinzelliges Bronctkarzinom LX1 (Cell Lines Services,
Heidelberg, Deutschland) verwendet.

2.2 Tumorxenografte

2.2.1 Anzucht von Tumormaterial auf der Nacktmaus

Zunachst wurden die zuvor bei -196°C in flussigetickStoff kryokonservierten Zellen
unter sterilen Bedingungen aufgearbeitet, um sreAnizucht von Tumoren subcutan in
den Nacken der Nacktmause zu injizieren. Dazu wurie Zellen zunachst bei 37°C im
Wasserbad aufgetaut und in RPMI-Medium (RPMI 1640 25mM HEPES und L-
Glutamin, 500ml, Bio-Whittaker) mit 10% KalberseruifFBS, Biochrom) gel6st.
Daraufhin wurden die geldsten Zellen, um die Beadigite des Einfriermediums DMSO
(Dimethylsulfoxid) zu entfernen, fiir 5 Minuten B&S00U/min zentrifugiert, der Uberstand
entfernt, und das Zellpellet in RPMI-Medium ohne S-Besuspendiert und erneut wie
zuvor beschrieben zentrifugiert. Der Uberstand wuedheut entfernt und das erhaltene
Zellpellet in Phosphat Buffered Saline (Dulbecc&SP500ml, Biochrom) resuspendiert.
Den Anzuchtstieren wurde nun in Narkose jeweilarDd,dler auf diese Weise erstellten
Zellsuspension mit einer Zellzahl von jeweils 2t8% subkutan in den Nacken injiziert.
Die Narkose wurde mit einem Gemisch aus Pentoladiidea (Nembutal®, Bayer) und
Xylazine Hydrochlorid (Rompun® 2% Injektionslosurgpml, Bayer Animal Health)
durchgefuhrt. Die beiden Medikamente wurden zuewargjls im Verhaltnis 1:10 mit 0,9%
NaCl Losung verdinnt und danach im Verhéltnis 1:iteimander vermischt. Nach
vorherigem Wiegen der Tiere erfolgte die Verabrerch der Narkose gewichtsadaptiert
mit 0,01lml pro 1g Korpergewicht durch intraperitatee Injektion mit einer 1ml
Tuberkulinspritze (100x1ml, BD Plastipak) mit 1&&antle (25GA 0,5x25mm, Nr 18, BD

Microlance).
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2.2.2 Tumortransplantation von Anzuchtstieren ars\uchstiere

Nach dem erfolgreichen Anwachsen der Tumore imkBiaaler Anzuchtstiere fir drei
Wochen wurden die Tumoren in Narkose entfernt umdeiner mit RPMI-Medium
geflllten Petrischale (100mmx15mm, BD Falcon) vakidsen befreit. Die Anzuchtstiere
wurden nach dem Entfernen der Tumore durch gez&teickiiberstreckung in Narkose
getotet. Danach wurden die Tumore in 1-2 mm groRé&ck® geschnitten, welche
wiederum in eine mit RPMI-Medium gefiillte Petriskeh@berfihrt wurden. Die fir die
Tumortransplantation narkotisierten Tiere wurdem @ne sterile Unterlage (Foliodrape
45x75cm, Paul Hartmann AG, Heidenheim) auf die dirkkdrperhalfte gelegt und ihre
rechte Flanke mit Sterillium (Bode Chemie GmbH, Hiang) desinfiziert. Danach wurde
mit einem 1ler Skalpell (11er Klingen, Bayha Gmbitlingen) ein kleiner Hautschnitt
gesetzt und eine Kiefernsonde in die entstandengdiffaung eingefuhrt. Mit Hilfe der
Sonde wurde die Haut in Richtung der Hinterpfotigfe so dass eine kleine Hauttasche
entstand. Mit einer Pinzette wurde die Offnung ¢hauttasche aufgehalten und ein
Tumorstiick mit einer weiteren Pinzette in die Hasthe in Richtung Hinterpfote
eingebracht. Anschlieiend wurde der Hautschnitt emem Steristrip (Wundverschluf3,
Genetic Laboratories Wound Care Inc., St Paul, Ug&k¥chlossen und die Maus wieder
in den Kéfig verbracht. Nach der Tumortransplantativurde dem Trinkwasser der Tiere
fur zwei Tage Ampicillin (Ampicillin-ratiopharm® 0, g) zur perioperativen
Infektionsprophylaxe zugefiigt. Dafur wurde 1g Anipic Trockensubstanz in 10ml
Aquadest gelost und den Tieren in einer Konzewtnatron 0,0572 mg/ml Uber das
Trinkwasser verabreicht. Unter der Annahme dass Blaus 1,5 ml pro 10g KG pro Tag
trinkt, erhielten die Tiere somit Ampicillin in en Dosierung von 8,58 mg/kg KG. Nach
der Tumortransplantation wurde an drei Tagen in \Weche die Tumorgrof3e mit der
Schieblehre gemessen und das Tumorvolumen mittelEarmel(x? X y) + 2 berechnet,
welche zuvor bereits in anderen Arbeiten (Man et 2002; Klink et al., 2006) zur
Berechnung des Tumorvolumens genutzt wurde, wobdex horizontalen und y den
vertikalen Durchmesser des Tumors bezeichnet. BeiMessung des horizontalen und
vertikalen Tumordurchmessers wurden die KantenSidrieblehre jeweils locker, ohne

den Tumor zu quetschen, an den auf3eren TumorraadeHkautniveau angelegt.
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2.3 Zytostatika
2.3.1 Cyclophosphamid

Cyclophosphamid (Endoxan®, Baxter Oncology GmbH, lldAd/estfalen), ein
Zytostatikum aus der Gruppe der Oxazaphosphorinejevin Pulverform in Ampullen zu
je 100mg Uuber die Krankenhausapotheke bezogen. BPab/er wurde nach
Herstellerangaben in 5ml 0,9% Natriumchloridlosugejost und den Tieren je nach
Therapiegruppe (siehe Tabelle 1) oral Uber daskiasser oder durch intraperitoneale
Injektion mit handelstiblichen 1ml Tuberkulinspritzenit 18er Kantlen verabreicht. Die
Tierversuchsgruppen unter konventioneller Therapgelten an Tag 1 und 15 jeweils 200
bzw. 300 mg Cyclophosphamid pro kg KG nach vorlamgWiegen. Bei der oralen
Verabreichung von Cyclophosphamid tUber das Trinkeras/urde bei der Berechnung der
erforderlichen Dosierung davon ausgegangen, dase dflaus 1,5ml pro 10g
Kdrpergewicht pro Tag trinkt (Man et al., 2002).eDiiere erhielten auf diese Weise pro
Tag 14,286 bzw. 21,429 mg Cyclophosphamid pro kg, K&dass den Tieren unter
metronomischer Therapie kumulativ in 14 Tagen decge Menge Cyclophosphamid
verabreicht wurde, wie den Tieren unter konventiend herapie an Tag 1 und 15 (siehe
Tabelle 1). Das mit Cyclophosphamid angereicheriekWasser wurde dreimal in der
Woche gewechselt. Das geloste Cyclophosphamid wimd&uhlschrank bei 2°-8°C
gelagert und innerhalb von 7 Tagen verbraucht.

2.3.2 Trofosfamid

Trofosfamid (Ixoten®, Baxter Oncology GmbH, Hallee®¥falen) wurde in Pulverform
Uber die Krankenhausapotheke bezogen. Trofosfamidenin 0,9% Natriumchloridlésung
in der Konzentration 2,53 mg/ml gel6st. Die Loswwgrde bis zur kompletten Losung des
Pulvers im Ultraschallbad behandelt, da sich Tfaiméd auf Grund seiner lipophilen
Molekulstruktur nur schlecht in Wasser |6st. Dearén wurde Trofosfamid tber 29 Tage
Uber das Trinkwasser in einer Konzentration vor2D,ing/ml verabreicht, sodass den
Tieren 19 mg Trofosfamid pro kg KG pro Tag bzw. 26§ pro kg KG kumulativ auf 14
Tage mit dem Trinkwasser verabreicht wurde (sie@pit€l 2.2.2 und 2.3.1).

17



2.3.3 Bevazicumab

Bevazicumab (Avastin®, Roche Pharma AG, Grenzachigvl ein humanisierter
monoklonaler 1gG Antikérper gegen VEGF, wurde inréhstechampullen zu je 4ml
(25mg Bevazicumab/ml) Uber die Krankenhausapothle&eogen und unter sterilen
Bedingungen im Verhéltnis 1:50 mit 0,9% Natriumchlsung verdiinnt. Die verdinnte
Lésung (0,5mg/ml) wurde den Tieren nach vorherigéiegen gewichtsadaptiert alle 3
Tage Uber einem Zeitraum von 29 Tagen in einer Kotration von 5 mg pro kg KG durch
intraperitoneale Injektion mit handelsublichen IFaberkulinspritzen mit 18er Kanilen
verabreicht.

2.4 Therapiegruppen

Nach dem Erreichen einer TumorgroRe von 200mm?3 rhgkchschnittlich 14 Tagen
wurden die Tiere randomisiert auf die einzelnenrdipegruppen verteilt (siehe Tabelle 1),
und es wurde mit der Therapie begonnen. Um im prigkhen Modell die klinische
Situation eines fortgeschrittenen gut vaskularisiefumors zu bertcksichtigen, begannen
wir die Therapie nach Erreichen einer definierterm®rgrol3e nach durchschnittlich 14
Tagen. Die Therapie erfolgte in allen Therapiegaupfir jeweils 29 Tage oder bis zu
einem Erreichen einer Tumorgrof3e von Uber 1000 Mia€h Erreichen einer Tumorgréfie
von durchschnittlich mehr als 1000 mm?3 wurden diendre in Narkose abgenommen und
die Tiere getotet (siehe Kapitel 2.2.2). Dreimalchentlich wurden die Tiere und ihr
Verhalten auf eventuelle Nebenwirkungen der Therapitersucht und das Tumorvolumen
mittels der in Kapitel 2.2.2 beschriebenen Methbdstimmt. Au3erdem wurden die Tiere
alle sieben Tage gewogen, um eine eventuell thelvedingte Gewichtsabnahme zu

registrieren.
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Tabelle 1: Ubersicht Tierversuchsgruppen, DarreichungsfornmduDosierung der

einzelnen Medikamente

Gruppe Medikamente und Dosie-
rung
Kontrolle keine Therapie

Cyclophosphamid metro-
nomisch 1

Cyclophosphamid metro-
nomisch 2

Cyclophosphamid konventi-
onell 1

Cyclophosphamid konventi-
onell 2

Trofosfamid metronomisch

Bevacizumab (alleinige Ga-
be)
Kombinationstherapie 1

Kombinationstherapie 2

Kombinationstherapie 3

Kombinationstherapie 4

Kombinationstherapie 5

Cyclophosphamid taglich oral
kumulative Dosis 200mg/kg
pro 14 Tage

Cyclophosphamid taglich oral
kumulative Dosis 300mg/kg
pro 14 Tage
Cyclophosphamid intraperi-
toneal 200mg/kg KG an Tag 1
und Tag 15

Cyclophosphamid intraperi-
toneal 300mg/kg KG an Tag 1
und Tag 15

Trofosfamid taglich oral ku-
mulative Dosis 266mg/kg KG

Bevacizumab 5mg/kg KG alle
3 Tage intraperitoneal

Cyclophosphamid metrono-
misch 1 + Bevacizumab
5mg/kg KG alle 3 Tage

Cyclophosphamid metroni-
misch 2 + Bevacizumab
5mg/kg KG alle 3 Tage

Cyclophosphamid konventi-
onell 1 + Bevacizumab
5mg/kg KG alle 3 Tage

Cyclophosphamid konventi-
onell 2 + Bevacizumab
5mg/kg KG alle 3 Tage

Trofosfamid taglich oral ku-
mulative Dosis 266mg/kg KG
+ Bevacizumab 5mg/kg KG
alle 3 Tage
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2.5 Immunhistochemie

Um die Auswirkungen der verschiedenen Therapiesateeauf die Tumorvaskularisierung
und die Proliferationsrate der Tumorzellen zu wuehen, wurden bei allen
Therapiegruppen einige Tumore vor TherapiebegirthamTag 15 nach Therapiebeginn in
Narkose enthommen, um von ihnen histologische &ehmu erstellen. Von allen weiteren
Tumoren wurden ebenfalls nach dem Erreichen einszhdchnittlichen TumorgréRe von
Uber 1000 mm3 wund Abnahme der Tumore histologisclsehnitte zur

immunhistochemischen Untersuchung erstellt. Die diemwurden dazu nach der
Abnahme zunachst in 1% Formalinlésung fixiert,eimer aufsteigenden Alkoholreihe
(70%, 96%, 96%, 100%) entwassert und nach EntfedesnAlkohols durch Xylol in

Paraffin eingebettet. Es wurden mit einem Mikrotdpom dicke Schnitte der Tumore
angefertigt. Vor der immunhistochemischen Farbungden die Gewebeschnitte jeweils
wieder entparaffiniert und rehydriert. Dazu wurdeie Schnitte zunachst dreimal fir
jeweils 10min in Xylol getaucht, um das Paraffinentfernen und danach fir jeweils zwei
Minuten zur Rehydrierung in einer absteigenden Atkmeihe (100%, 96%, 96%, 70%)

behandelt und anschliel3end mit Aqua dest gespuilt.

2.5.1 Nachweis von Endothelzellen mit CD-31
2.5.1.1 Prinzip

Der Antikdrper CD-31 markiert Endothelzellen undregt sich deshalb gut zur Darstellung
kleiner Kapillaren in Gewebeschnitten. Durch diefébung von CD-31 markierten
Endothelzellen in Gewebeschnitten maligner Tumdésst sich auf diese Weise der Grad
ihrer Vaskularisierung darstellen. Dadurch lassthsim Vergleich der gefarbten
Tumorschnitte untereinander die Auswirkungen eifleerapie auf die Vaskularisierung
der Tumore abschéatzen.

Die Farbungen wurden nach der CSA-Methode (Catdh&ignal Amplification) unter
Verwendung eines Farbekits (CSA K1500, Dako Deldasch GmbH, Hamburg)
durchgefuhrt. Als Priméarantikorper wurde ein momolkdler CD-31 Ratte Anti-Maus
Antikorper (Fa. DPC Biermann) verwendet, da im Gmgéz zu den humanen

Tumorzellen das Stroma und auch die Tumorangiogemesinen Ursprungs ist. Fur alle
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immunhistochemischen Farbungen wurde der Dako Aaiter Plus (Dako Deutschland
GmbH, Hamburg) verwendet.

Das CSA-System ist eine Modifikation der ABC-Pedasetechnik (Avidin Biotin
Complex), welche sich die irreversible Bindung dmss Huhnereiweil3 gewonnenen
Avidins an das Vitamin Biotin zunutze macht. Naandeler Primé&rantikbrper das
Zielantigen im Gewebeschnitt gebunden hat, bindat diesen ein gegen den
Primarantikdrper gerichteter biotinilisierter Brigrlantikbrper. An das Biotin des
Bruckenantikérpers bindet nun ein Komplex aus S$aemin und biotinylierter
Meerrettichperoxidase (HRP-horseradishperoxidase)nachsten Schritt katalysiert die
Peroxidase eine Reaktion des als Verstarkungsreagegegebenen biotinylierten Tyramin
(Tyramid), wodurch eine hohe Anzahl von Biotinmall#n am Ort des durch den
Primarantikdrper markierten Antigens gebunden sikm.das Biotin binden im nachsten
Schritt Streptavidin-HRP-Konjugate. Die Farbungogf durch Zugabe von 3,3'-
Diaminobenzidin (DAB) und Wasserstoffperoxid als bSwat-Chromogenldésung
(Bratthauer, 2010). Diaminobenzidin ist ein stabiléhromogen, welches eine braune
Farbreaktion hervorruft, die in organischen Losumigeln unloslich ist. Die auf diese
Weise gefarbten Endothelzellen weisen eine intenbraune Farbung auf, die sich nach
einer Gegenfarbung mit Hamatoxylin-Eosin (HE) debtvom umliegenden HE-gefarbten

Gewebe abgrenzt.

2.5.1.2 Durchfihrung

Direkt vor Durchfihrung der immunhistochemischembaéagen wurden die Schnitte, wie
bereits beschrieben (siehe Kapitel 2.5), entpaiaffi und rehydriert. Zwischen den
Arbeitsschritten wurden die Schnitte jeweils mitsigepufferter Kochsalzlosung (Dako
Wash Buffer 10x und Aguadest im Verhaltnis 1:10) emnem pH von 7,6 (x0,1) gespdilt.
Die Farbungen wurden alle im Dako Autostainer (D&autschland GmbH, Hamburg)
durchgeflnhrt.

1. Antigendemaskierung

Zur Antigendemaskierung wurden die Objektrager mibteinase K Losung (Dako
REAL™ Proteinase K (40x) und Dako REAL™ Protein&sBiluent im Verhaltnis 1:40)
bedeckt und fur 15 min bei 37°C auf der Warmepliattebiert.
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2. Blockierung der endogenen Peroxidase
Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurden @ehnitte mit 3%
Wasserstoffperoxid (Peroxidase Block, CSA K1500kd)abedeckt und fir 10 min bei

Raumtemperatur inkubiert.

3. Inkubation mit CD-31 Primarantikdrper
Es wurden auf jeden Schnitt 100ul des im Verhalini©0 mit Antibody Diluent (Dako
REAL™ Antibody Diluent = Tris-Puffer, pH 7,2, mit51mmol/L NaN3 und Protein)

verdinnten Primarantikorpers gegeben und fir hd&tdei Raumtemperatur inkubiert.

4. Inkubation mit Brickenantikorper

Biotinylierte  Kaninchen Anti-Maus Antikérper (Polgmal Rabbit Anti-Rat
Immunoglobulins/Biotinylated E0468, Dako) wurden Warhaltnis 1:200 mit Antibody
Diluent verdunnt und fur 25 min bei Raumtemperatufrden Schnitten inkubiert.

5. Inkubation mit Streptavidin-Biotin-Peroxidasekaex

Vor Verwendung wurde der Streptavidin-Biotin-Pedasekomplex angesetzt. Hierzu
wurden jeweils 40ul Streptavidin (Streptavidin BioComplex Reagent A, CSA K1500,
Dako) und an Meerrettich-Peroxidase konjugiertestiBi(Streptavidin Biotin Komplex
Reagent B, CSA K1500, Dako) in 1ml PBS (Streptawviiotin Complex Diluent, CSA
K1500, Dako) gel6ést und 15 min bei Raumtemperatfidan Schnitten inkubiert.

6. Verstarkungsreaktion

Gebrauchsfertiges Biotinyltyramid und Wasserstaffgel in PBS (Amplification
Reagent, CSA K1500, Dako) wurden fur 15 min bei rR@mperatur auf den Schnitten
inkubiert.

7. Inkubation mit Streptavidin-Peroxidasekonjugat

Die Schnitte wurden fur 15 min bei Raumtemperatitrgabrauchsfertiger Losung von an
Meerrettich-Peroxidase konjugiertem StreptavidifPBiS (Streptavidin-HRP, CSA K1500,
Dako) inkubiert.

22



8. Farbung mit DAB-Substrat-Chromogen

Zur Herstellung der Substrat-Chromogen Ldsung wugadrauchsfertiges Tris-HCI-
Pufferkonzentrat (Substrat Buffer Concentrat, CS80d, Dako) nach Herstellerangaben in
das dafur vorgesehene Testréhrchen (CSA 1500, Dgég¢ben und mit Aquadest auf
10ml aufgefullt und darin 10mg 3,3Zoll-Diaminobestinitetrahydrochlorid (DAB) (DAB
Chromogen Tabletts, CSA 1500, Dako) gel6st. Auf @raker Losung wurde je 1 Tropfen
0,8% Wasserstoffperoxid (Substrate Hydrogen Pera®EA 1500, Dako) gegeben. Die

Schnitte wurden fur 10 min bei Raumtemperatur raitfdrtigen Lésung inkubiert.

Die Schnitte wurden anschliel3end fur 30 SekundérMayers Hamatoxylin gegengefarbt
und mit Aquatex (Merck) und Omnilab Deckglaserédx@0mm) eingedeckelt.

2.5.2 Nachweis des KI-67 Antigens
2.5.2.1 Prinzip

Der Antikérper gegen KI-67 markiert ein Antigengelehes in sich teilenden Zellen im
Zellkern exprimiert wird. In ruhenden Zellen, wedckich in der GO-Phase befinden, wird
KI-67 nicht exprimiert. KI-67 hat wahrend des Zghius eine extrem kurze Halbwertszeit
von ungefahr 20 min. Auf Grund dieser Eigenschal@sst sich durch die Anfarbung von
mit Antikbrpern gegen KI-67 markierten Zellen demt@il der proliferierenden Zellen in
einem Gewebeschnitt darstellen und sich durch rekapische Auswertung der Schnitte
der Proliferationsindex eines Gewebes oder ein@sofsi berechnen (Gerdes et al., 1984;
Ross und Hall, 1995).

Die Farbungen wurden nach der LSAB-Methode (LadelBreptAvidin-Biotin) unter
Verwendung eines Farbekits (LSAB K5001, Dako Dehltsowd GmbH, Hamburg)
durchgefuhrt. Als Primarantikérper wurde ein momoidler Maus Anti-Human Antikérper
(M7240, Dako Deutschland GmbH, Hamburg) verwendet.

Die LSAB-Technik unterscheidet sich nur in wenig&chritten von der zuvor
beschriebenen CSA-Methode, bei ihr wird ebenfalis libhe Affinitat von Biotin zu
Streptavidin genutzt. Im Gegensatz zur CSA-Techanfolgt hier nach Bindung des
Bruckenantikorpers keine \erstarkungsreaktion, eomd es wird direkt mit
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Meerrettichperoxidase konjugiertes Streptavidin Bindung an den biotinylisierten

Bruckenantikorper verwendet.

2.5.2.2 Durchfihrung

Direkt vor Durchfihrung der immunhistochemischembledgen wurden die Schnitte wie
in Kapitel 2.5.1.1 beschrieben entparaffiniert uréhydriert. Zwischen den
Arbeitsschritten wurden die Schnitte jeweils mitsigepufferter Kochsalzlésung (Dako
Wash Buffer 10x und Aquadest im Verhaltnis 1:10) emnem pH von 7,6 (x0,1) gespdilt.
Die Farbungen wurden alle im Dako Autostainer (D&eutschland GmbH, Hamburg)
durchgefuhrt.

1. Antigendemaskierung
Die Antigendemaskierung erfolgte durch Inkubatia@r &chnitte in Citronensaurepuffer
mit pH 6,0 fur 15 min bei 700W in der Mikrowelle.

2. Inkubation mit dem Primarantikérper
Nach Abkuhlen der Schnitte im CitronensaurepufierZ0 min erfolgte die Inkubation der
Schnitte mit je 100ul des zuvor im Verhaltnis voBQD mit Antibody Diluent verdiinnten

Primarantikorpers fur 25 min bei Raumtemperatur.

3. Inkubation mit dem Bruckenantikorper

Die Schnitte wurden nun fir 10 min bei Raumtempgratit dem im Farbekit (K5001)
gebrauchsfertig enthaltenen biotinylisierten Ziédgdé-Maus Antikdrper (Dako REAL™
Biotinylated Secondary Antibodies) inkubiert.

4. Blockierung der endogenen Peroxidase
Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurden Slohnitte fir 5 min mit
Phosphatpuffer mit Wasserstoffperoxid (Dako REAL®BtdXidase-Blocking Solution) bei

Raumtemperatur inkubiert.
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5. Inkubation mit Streptavidin
Nun wurden die Schnitte fir 10 min bei Raumtempgratit an Meerrettichperoxidase
konjugiertem Streptavidin (Dako REAL™ Streptavitiaroxidase (HRP)) inkubiert.

6. Farbung mit Substrat-Chromogen

Die Substrat-Chromogen Losung wurde durch Misclen20pul 50fach konzentriertem
3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) (Dal®EAL™ DAB+ Chromogen) mit
1ml gepufferter Substratlosung mit Wasserstoffperq®®ako REAL™ HRP Substrate
Buffer) erstellt. Dann wurden die Schnitte zweinfét jeweils 5 min mit der zuvor

erstellten Losung bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Schnitte wurden anschliel3end fur 30 SekundérMayers Hamatoxylin gegengefarbt
und mit Aquatex (Merck) und Omnilab Deckglaserédx@0mm) eingedeckelt.

2.6 Auswertungen mit Hilfe computergestiuzter Bilalgse

Von den immunhistochemisch aufgearbeiteten Scimitteirden mit einem an den
Computer angeschlossenen Fotomikroskop pro Schiiltler von jeweils flnf
verschiedenen zufallig ausgewdahlten Bereichen mfiieh Zelldichte, sogenannten Hot
Spots, erstellt. Bei den mit AntikGrpern gegen Chighandelten Schnitten wurde dabei
eine 20fache VergrofRerung, bei den mit Antikorpgegen KI67 behandelten Schnitten
eine 40fache VergréRerung gewahlt.

Bei den mit Antikérpern gegen CD31 behandelten B&mwurde durch die Zahlung der
auf diese Weise angefarbten Kapillaren von zweiewmander unabhangigen Beobachtern
mit Hilfe der Bildanalysesoftware Image J 1.44 (@@»urce, NIH) die Mikrogefalidichte
bestimmt. Bei den mit Antikdrpern gegen KIi67 belelteh Schnitten wurde durch
Auszahlung aller Zellen der Anteil der markiertench in einer Phase der Zellteilung
befindlichen Zellen, an der Gesamtzellzahl pro &ilsschnitt in Prozent, als sogenannter
Proliferationsindex errechnet. Bei der Auswertureg 8chnitte durch zwei voneinander
unabhangige Beobachter wurde hier ebenfalls dagr&rolmage J 1.44 verwendet.
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2.7 Statistische Auswertung

Nach Auswertung der Immunhistochemie wurden die etsthiede zwischen den
einzelnen Gruppen mit Hilfe des Mann-Whitney Teat$ ihre Signifikanz getestet. Als

signifikant galt p < 0,05. Fiur die Testung auf $figanz wurde die Software GraphPad
Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, USA) vedst Die zeitlichen Unterschiede
bis zum Erreichen einer Tumorgrof3e von Uber 500mnfagen zwischen den einzelnen
Tierversuchsgruppen wurden ebenfalls mit Hilfe ddann-Whitney Tests auf ihre

Signifikanz getestet. Als signifikant galt p < 0,05ir die Testung auf Signifikanz wurde
die Software GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Softvae Diego, USA) verwendet.

3. Ergebnisse

3.1 Tumorwachstum unter konventioneller Cyclophaspidtherapie (MTD)

Die Tumoren der Kontrollgruppe zeigten ein sehrksts Wachstum, so dass der erste
Tumor schon nach drei Tagen ein Tumorvolumen var 860 mm? erreichte. Im Median
erreichten die Tumore nach funf Tagen ein Tumoman von Uber 500 mm?3 (siehe
Abbildung 2, 3 und 4). Die Tumore unter konventitereTherapie mit intraperitonealer
Injektion von 200 mg oder 300 mg Cyclophosphamil gy Korpergewicht an Tag 1)
und Tag 15 f), =zeigten im Vergleich zur Kontroligruppe eine igge
Wachstumsverzogerung. Es zeigte sich jedoch keiersichied durch die Erhéhung der
Cyclophosphamiddosis von 200mg auf 300mg pro kgoKkirewicht, sodass die Tumore
beider Gruppen jeweils im Median nach acht Tagarifamorvolumen von tber 500 mm?3
erreichten. (p=0,001;p=0,006). (Abbildung 2, 3 4nd

3.2 Tumorwachstum unter konventioneller Cyclophaspidtherapie und

Bevacizumab

Unter der Monotherapie mit 5mg Bevacizumab pro kg &le 3 Tage zeigte sich im
Vergleich zur Kontrollgruppe ein stark verzégerfesnorwachstum und die Tumore
erreichten im Median nach 10 Tagen ein Tumorvolur@niber 500 mm3(p=0,007)
(Abbildung 2, 3 und 4). Bei den Tumoren unter Mdeoapie mit Bevacizumab zeigten
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sich deutliche Unterschiede im Ausmal3 der VerzGggdes Tumorwachstums. So
erreichten 5 von 16 Tumoren bereits nach 5 Tagemwenorvolumen von tdber 500 mm3,
wahrend bei zwei Tumoren erst an Tag 28 und beineiweiteren Tumor sogar erst nach
Beendigung der Therapie an Tag 33 ein Tumorvolumeeniber 500 mm? erreicht wurde.
Unter der Kombinationstherapie von 5 mg Bevacizuprabkg KG alle 3 Tage mit
konventioneller Cyclophosphamidtherapie mit 200rg.800mg pro kg KG an Tag 1)(
und Tag 15f) zeigte sich, sowohl im Vergleich zur Kontrollgpg(p=0,0001;p=0,0003)
wie auch im Vergleich zur Monotherapie mit Bevaamb (p=0,002;p=0,005) ein deutlich
verzogertes Tumorwachstum (Abbildung 2 und 3). is@iehten die Tumore im Median
erst nach 34 Tagen (200mg Cyclophosphamid + Bewatb) bzw. nach 35 Tagen
(300mg Cyclophosphamid + Bevacizumab) eine Tum&gnion tber 500 mm3
(Abbildung 4). Zwischen der zweiten Cyclophosphayalok an Tag 15 bis zum Ende der
Therapie mit Bevacizumab an Tag 29 zeigten beidg@n nur eine minimale Zunahme
der Tumorvolumina. Nach Ende der Therapie an Tagei$te sich bei beiden Gruppen ein
erneutes Tumorwachstum. Die Geschwindigkeit desofwachstums war jedoch im
Vergleich zur Geschwindigkeit des TumorwachstumdanKontrollgruppe bis zur
Tumorabnahme an Tag 46 bzw. Tag 47 weiter dewtkehngert (Abbildung 2 und 3).
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Abbildung 2: Tumorwachstum wéhrend und nach Therapie mit Cydsphamid
200mg/kg KG an Tag 1 und Tag 15 alleine und in Koatlon mit Bevacizumab 5mg/kg
KG alle 3 Tage fiir 29 Tage im Vergleich zur unbetedien Kontrollgruppe und
Monotherapie mit Bevacizumab. (MW = SD)
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Abbildung 3: Tumorwachstum wahrend und nach Therapie mit Cydsphamid

300mg/kg KG an Tag 1 und Tag 15 alleine und in Koatlbn mit Bevacizumab 5mg/kg
KG alle 3 Tage fur 29 Tage im Vergleich zur unbeteien Kontrollgruppe und
Monotherapie mit Bevacizumab (MW £ SD).
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Abbildung 4: Dauer nach Therapiebeginn bis zum Erreichen einendrgrof3e tber 500

mm3 in Tagen (Median + SD).
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3.3 Tumorwachstum unter metronomischer Cyclophasdtherapie

Die Tumore zeigten unter der metronomischen Therapt 200 mg Cyclophosphamid in
14 Tagen nur eine sehr geringe Verzdgerung des imwacbstums im Vergleich zur
Kontrollgruppe und erreichten im Median nach sielbagen ein Tumorvolumen von Uber
500 mm3(p=0,04) (Abbildung 5 und 7). Das Wachstwen Tthmore unter metronomischer
Therapie mit 300 mg Cyclophosphamid war nicht digant verzogert (p=0,11).

3.4 Tumorwachstum unter metronomischer Cyclophasdtherapie und

Bevacizumab

Unter der metronomischen Therapie mit einer kungatDosis von 200 bzw. 300 mg
Cyclophosphamid pro kg KG in 14 Tagen und 5 mga@eaumab pro kg KG alle 3 Tage
zeigten die Tumore im Vergleich zur Kontrollgrupgiae deutliche Verzégerung des
Tumorwachstums und erreichten im Median nach 18 (26 Cyclophosphamid
p<0,0001) bzw. 27 Tagen (300 mg Cyclophosphamid(Bdl) ein Tumorvolumen tber
500 mm?3 (Abbildung 5, 6 und 7) . Die Tumoren in @guppe unter Therapie mit 300 mg
Cyclophosphamid und Bevacizumab zeigten aul3erdeenMarzégerung des
Tumorwachstums im Vergleich zur Gruppe unter Moaadpie mit Bevacizumab
(p=0,02). Bei der Gruppe unter Therapie mit 200@yglophosphamid und Bevacizumab
konnte kein signifikanter Unterschied in der Vergiihg des Tumorwachstums im
Vergleich zur Monotherapie mit Bevacizumab festgitsiverden (p=0,13).
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Abbildung 5: Tumorwachstum wéhrend und nach metronomischer prerait
Cyclophosphamid kumulativ 200mg/kg KG in 14 Tadlme und in Kombination mit
Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3 Tage fur 29 Tage mgléieh zur unbehandelten
Kontrollgruppe und Monotherapie mit BevacizumabWM SD)
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Cyclophosphamid kumulativ 300mg/kg KG in 14 Tadlme und in Kombination mit

Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3 Tage fiir 29 Tage mglé&eh zur unbehandelten
Kontrollgruppe und Monotherapie mit BevacizumabWM SD)
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Abbildung 7: Dauer nach Therapiebeginn bis zum Erreichen einendrgrof3e tber 500

mm3 in Tagen (Median +SD).
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3.5 Tumorwachstum unter metronomischer Trofosfameidtpie

Wahrend der metronomischen Therapie mit 266 mgosfamid pro kg KG kumulativ in
14 Tagen konnte keine signifikante VerzégerungTldesorwachstums im Vergleich zur
Kontrollgruppe festgestellt werden (p=0,79) (Abbihd) 8 und 9).

3.6 Tumorwachstum unter metronomischer Trofosfameidtpie und

Bevacizumab

Durch die metronomische Therapie mit 266 mg Traosdl pro kg KG kumulativ in 14
Tagen und 5 mg Bevacizumab pro kg KG alle 3 Taget@eine deutliche Verzégerung
des Tumorwachstums gegentber der Kontrollgrupp®,0292) und der Monotherapie mit
Bevacizumab erreicht werden (p=0,0004) (Abbilduhg8e Tumore erreichten im
Median nach 43 Tagen ein Tumorvolumen tber 500 (AlBildung 9). Die Tumore
zeigten auch nach dem Ende der Therapie an Tag 2&bTumorabnahme an Tag 55 ein

verzogertes Tumorwachstum (Abbildung 8).
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3.7 Immunhistochemische Auswertung

3.7.1 Bestimmung der Proliferationsrate mit KI-67

Im Vergleich zu den pratherapeutischen Tumorenjesaw Kontrollgruppe an Tag 16,

zeigten sich nach den verschiedenen TherapienimarkeZeitpunkt wesentliche

Unterschiede in der Proliferationsrate. Aufgruratistr Nekrosen bei einigen Tumoren

stand nicht bei allen untersuchten Tumoren gentgeakites Tumorgewebe fur die

immunhistochemische Auswertung von funf ,Hot Spqis3 Tumor zur Verfigung. Aus

diesem Grund ergeben sich Unterschiede in der AmtgahTumore pro Gruppe in den

einzelnen Gruppen der Immunhistochemie (Tabelien3)ergleich zur Gesamtanzahl pro

Gruppe bei den Wachstumskurven (Abbildung 5-9).
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Abbildung 10: Proliferationsrate als Anteil der KI-67 positivé&ellen an der
Gesamtzellzahl pro Bildausschnitt bei 40fachegk&serung in % (MW £ SD)
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Abbildung 11: Proliferationsrate als Anteil der KI-67 positiv&ellen an der
Gesamtzellzahl pro Bildausschrii 40facher VergroRerung in % (MW £SD)
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Abbildung 12: Proliferationsrate als Anteil der KI-67 positiv&ellen an der
Gesamtzellzahl pro Bildausschnitt bei 40facher kgrung in % (MW + SD)
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Tabelle 2: Ubersicht Einteilung der Tierversuchsgruppen, Ahzih jeweils fiir die

Farbung mit KI-67 verwendeten Tumore, sowie Zeitpder Tumorabnahme

Kontrolled O

Kontrolled 16

Cyclo konv 200mg/kg d 15

Cyclo konv 200mg/kg d 19

Cyclo konv 300mg/kg d 24

Cyclo metro 200mg/kg d 15

Cyclo metro 200mg/kg d 18

Cyclo metro 300mg/kg d 20

37

Pratherapeutische Tumore, Tumorabnahme

an Tag 0 n=6.

Tumore der unbehandelten Kontrollgruppe,

Tumorabnahme an Tag 16, n=12

Tumore nach Therapie mit
Cyclophosphamid i.p. 200mg/kg KG an
Tag 1, Tumorabnahme an Tag 15, n=5.

Tumore nach Therapie mit
Cyclophosphamid i.p. 200mg/kg KG an
Tag 1 und Tag 15, Tumorabnahme an Tag
19, n=8.

Tumore nach Therapie mit
Cyclophosphamid i.p. 300mg/kg KG an
Tag 1 und Tag 15, Tumorabnahme an Tag
24, n=8.

Tumore nach Therapie mit
Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ

in 14 d, Tumorabnahme an Tag 15, n=5

Tumore nach Therapie mit
Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ
in 14 d, Tumorabnahme an Tag 18, n=10

Tumore nach Therapie mit
Cyclophosphamid 300mg/kg KG kumulativ

in 14 d, Tumorabnahme an Tag 20, n=8



Bevacizumab 5mg/kg d 15

Bevacizumab 5mg/kg d 33

Cyclo konv 200mg/kg + Bevacizumab d 15

Cyclo konv 200mg/kg + Bevacizumab d 51

Cyclo konv 300mg/kg + Bevacizumab d 49

Cyclo metro 200mg/kg + Bevacizumab d 15

Cyclo metro 200mg/kg + Bevacizumab d 46

38

Tumore nach Therapie mit Bevacizumab
5mg/kg KG alle 3 d, Tumorabnahme an
Tag 15, n=5.

Tumore nach Therapie mit Bevacizumab
5mg/kg KG alle 3d ftr 29d,

Tumorabnahme an Tag 33, n=13.

Tumore nach Therapie mit
Cyclophosphamid 200mg/kg KG i.p. an
Tag 1 + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3 d.
Tumorabnahme an Tag 15, n=5.

Tumore nach Therapie mit
Cyclophosphamid 200mg/kg KG i.p. an Tag
1 und 15 + Bevacizumab 5mg/kg KG alle

3 d fur 29 d. Tumorabnahme an Tag 51,
n=6.

Tumore nach Therapie mit
Cyclophosphamid 300mg/kg KG i.p. an Tag
1 und 15 + Bevacizumab 5mg/kg KG alle

3 d fur 29 d. Tumorabnahme an Tag 49,
n=8.

Tumore nach Therapie mit
Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ
in 14 d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d.
Tumorabnahme an Tag 15, n=5.

Tumore nach Therapie tUber 29 d mit
Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ
in 14 d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d.

Tumorabnahme an Tag 46, n=4.



Cyclo metro 300mg/kg + Bevacizumab d 46 Tumore nach Therapie mit
Cyclophosphamid 300mg/kg KG kumulativ
in 14 d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d
fur 29 d. Tumorabnahme an Tag 47, n=10.

Trofosfamid metro 266mg/kg d 17 Tumore nach Therapie mit Trofosfamid
266mg/kg KG kumulativ in 14 d.

Tumorabnahme an Tag 17, n=11

Trofosfamid metro + Bevacizumab d 59 Tumore nach Therapie mit Trofosfamid
266mg/kg KG kumulativ in 14 d und
Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3 d fir 29 d.
Tumorabnahme an Tag 59, n=11

3.7.2 Bestimmung der Mikrogeféal3dichte mit CD-31

Bei allen in Kombination mit Bevacizumab theramarfumoren zeigte sich an allen
untersuchten Zeitpunkten, sowohl wahrend als aach Ende der Therapie eine
signifikante Reduktion der Mikrogefal3dichte im Mefgh zur unbehandelten
Kontrollgruppe an Tag 16 (p<0,05) (Abbildung 13-1Bg¢i allen mit Cyclophosphamid
oder Trofosfamid in Monotherapie behandelten Tumaegte sich jeweils nur eine
geringe Reduktion der Mikrogefal3dichte im Verglezcin Kontrollgruppe an Tag 16. Bei
den Tumoren unter Monotherapie mit 5mg Bevacizupralkg KG alle 3 d zeigte sich an
Tag 15 eine Reduktion der Mikrogefalidichte um 58re%ergleich zur Kontrollgruppe an
Tag 16 (p=0,009). An Tag 33 zeigte sich eine Raduokder Mikrogefal3dichte um 44 % im
Vergleich zur Kontrollgruppe an Tag 16 (p=0,003pbbAdung 13). Aufgrund starker
Nekrosen bei einigen Tumoren stand nicht bei all@ersuchten Tumoren geniigend
intaktes Tumorgewebe fir die immunhistochemischesartung von funf ,Hot Spots*”
pro Tumor zur Verfigung. Aus diesem Grund ergelen dnterschiede in der Anzahl der
Tumore pro Gruppe in den einzelnen Gruppen der Inimstochemie (Tabelle 3) im

Vergleich zur Gesamtanzahl pro Gruppe bei den Waotskurven (Abbildung 5-9).
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MikrogefiaRdichte (Anazhl CD31 - positiver Zellen)

Abbildung 13: MikrogefaRRdichte als Anzahl der CD31 — positivehebepro
Bildausschnitt bei 20facher Vergrof3erung (MW+SD)
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Abbildung 14: MikrogefaRRdichte als Anzahl der CD31 — positivehebepro
Bildausschnitt bei 20facher Vergrof3erung (MW+SD)
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MikrogefaRdichte (Anzahl CD31 - positiver Zellen)
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Abbildung 15: MikrogefaRRdichte als Anzahl der CD31 — positivehebepro
Bildausschnitt bei 20facher VergrofRerung (MwzSD)
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Abbildung 16: MikrogefaRdichte als Anzahl der CD31 — positivehebepro
Bildausschnitt bei 20facher Vergrof3erung (MW+SD)
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Tabelle 3: Ubersicht Einteilung der Tierversuchsgruppen, Anzier jeweils fir die

Farbung mit CD-31 verwendeten Tumore, sowie Zekpdar Tumorabnahme

Kontrolle

Cyclo metro 200mg/kg d 15

Cyclo metro 200mg/kg d 18

Cyclo metro 300mg/kg d 20

Trofosfamid metrod 17

Cyclo konv 200mg/kg d 15

Cyclo konv 200mg/kg d 19

42

Tumore der unbehandelten Kontrollgruppe
nach Erreichen des maximal zulassigen
Tumorvolumens. Tumorabnahme an Tag
16, n=9

Tumore unter Therapie mit
Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ

in 14d, Tumorabnahme an Tag 15, n=5.

Tumore unter Therapie mit
Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ
in 14d, Tumorabnahme nach Erreichen des
maximal zuldssigen Tumorvolumens an Tag
18, n=10.

Tumore unter Therapie mit
Cyclophosphamid 300mg/kg KG kumulativ
in 14d, Tumorabnahme nach Erreichen des
maximal zuldssigen Tumorvolumens an Tag
20, n=5.

Tumore unter Therapie mit

Trofosfamid 266mg/kg KG kumulativ in

14d, Tumorabnahme nach Erreichen des
maximal zuldssigen Tumorvolumens an Tag
17, n=7.

Tumore nach Therapie mit
Cyclophosphamid i.p. 200mg/kg KG an
Tag 1, Tumorabnahme an Tag 15, n=5.

Tumore nach Therapie mit
Cyclophosphamid i.p. 200mg/kg KG alle



Cyclo konv 300mg/kg d 24

Bevacizumab d 15

Bevacizumab d 33

Cyclo metro 200mg/kg + Bevacizumab d 15

Cyclo metro 200mg/kg + Bevacizumab d 46

Cyclo metro 300mg/kg + Bevacizumab d 47

43

14d, Tumorabnahme nach Erreichen des
maximal zuldssigen Tumorvolumens an Tag
19, n=5.

Tumore nach Therapie mit
Cyclophosphamid i.p. 300mg/kg KG alle
14d, Tumorabnahme nach Erreichen des
maximal zuldssigen Tumorvolumens an Tag
24, n=4.

Tumore nach Therapie mit Bevacizumab
5mg/kg KG alle 3d, Tumorabnahme an
Tag 15, n=3.

Tumore nach Therapie mit Bevacizumab
5mg/kg KG alle 3d fur 29d, nach Erreichen
des maximal zulassigen Tumorvolumens.

Tumorabnahme an Tag 33, n=10.

Tumore nach Therapie mit
Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ
in 14d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d.

Tumorabnahme an Tag 15, n=5.

Tumore nach Therapie tber 29 d mit
Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ
in 14d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d.
Tumorabnahme an Tag 46, nach Erreichen
des maximal zulassigen Tumorvolumens.
n=4.

Tumore nach Therapie tber 29 d mit
Cyclophosphamid 300mg/kg KG kumulativ
in 14d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d.

Tumorabnahme an Tag 46, nach Erreichen



des maximal zulassigen

Tumorvolumens.n=7.

Trofosfamid metro + Bevacizumab d 59 Tumore nach Therapie tUber 29 d mit
Trofosfamid 266mg/kg KG kumulativ in
14d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d.
Tumorabnahme an Tag 59, nach Erreichen
des maximal zulassigen Tumorvolumens.
n=7.

Cyclo konv 200mg/kg + Bevacizumab d 51  Tumore nach Therapie tber 29d mit
Cyclophosphamid 200mg/kg KG i.p. alle
14d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d.
Tumorabnahme an Tag 51, nach Erreichen
des maximal zulassigen Tumorvolumens.
n=4
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Kontrolled 16 Cyclo metro 200mg/kg KG d15

Bevacizumab 5mg/kg KG d 15 Cyclo metro 200mg/kg KG +
Bevacizumab d 15

Abbildung 17: MikrogefaRdichte unbehandelter Tumore und nachchéeslenen
Therapieformen. Immunhistochemische Farbung derfgefaRe mit CD31 20fache
VergréfRerung
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4 .Diskussion

Die Therapieoptionen beim fortgeschrittenen kleliigen Bronchialkarzinom und die
durch Chemotherapie erzielten Therapieergebnisseh&utzutage immer noch
unbefriedigend. Hohe VEGF Spiegel korrelieren, duvic@i nicht kleinzelligen wie auch
bei kleinzelligen Bronchialkarzinomen mit einer sdinten Prognose und geben somit
einen Hinweis auf die bedeutende Rolle der Tumooggmese fir das Wachstum und die
Metastasierung kleinzelliger Bronchialkarzinome¢thi et al. 2002; Dudek und
Mahaseth, 2005; Zhan et al., 2009). Wahrend Beuawb seit 2007 zur Behandlung
nichtkleinzelliger Bronchialkarzinome zugelasseanig Gber die Wirksamkeit von
Bevacizumab in der Therapie der kleinzelligen Bloakkarzinome bis heute relativ wenig
bekannt. Erste Phase Il Studien geben jedoch Heendarauf, dass eine Erganzung des
Standardregimes um Bevacizumab auch beim kleigeellBronchialkarzinom zur
Verlangerung der Uberlebenszeit fiihrt (Horn e2@D9, Spigel et al. 2009). Auf Grund der
Notwendigkeit neue Therapiestrategien fur diesenklnaitsentitat zu entwickeln und
weitere Erkenntnisse tber die Wirksamkeit von Beatanab in Kombinationstherapien zu

erlangen verwendeten wir fir unsere Versuche @mkélliges Bronchialkarzinom LX-1.

Unter Monotherapie mit 200 bzw. 300mg Cyclophospldgmo kg KG an Tag 1 und Tag
15 zeigte sich jeweils nur eine geringe Wachstumzé¢ggerung im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Abbildung 2 und 3). So Uberschnttie Tumore jeweils im Median nach
8 Tagen ein Tumorvolumen von tber 500mms3 (Abbilddhddiese Ergebnisse decken
sich weitestgehend mit den Untersuchungen einegisgruppe unseres Institutes, welche
unter einer Therapie mit Trofosfamid nach konvergitem Regime bei der von uns
verwendeten Zelllinie LX-1 ebenfalls nur eine ggen/erzogerung des Wachstums im
Vergleich zur Kontrollgruppe beobachten konnte iKlet al., 2006). Das fehlende
Ansprechen und die Resistenz solider Tumoren gdggraahlreichen Zytotostatika in
maximal tolerabler Dosis ist ein in der Klinik higubeobachtetes Phanomen. So zeigt sich
bei Patienten mit fortgeschrittenem kleinzelligaom:hialkarzinom zwar intial in 50-70%
ein Ansprechen auf die chemotherapeutische Behagdhei einem friihen Rezidiv ist
jedoch nur noch bei weniger als 10% der ErkrankiarAnsprechen des Tumors auf eine

erneute Chemotherapie zu beobachten (Dowell, 2010).
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Weder durch die Monotherapie mit Cyclophosphamich@ironomischer Applikation noch
durch die Monotherapie von Trofosfamid in metronsecher Applikation konnten wir in
unseren Untersuchungen eine wesentliche Redukésimdmorwachstums im Vergleich
zur unbehandelten Kontrollgruppe zeigen (Abbild&rg). Unsere Ergebnisse stehen
somit im Wiederspruch zu den Ergebnissen einerifsipeippe unseres Institutes, die
2005 eine deutliche Inhibition des Tumorwachstunrgld die metronomische Applikation
von Trofosfamid bei der von uns verwendeten Zedlauf der Nacktmaus zeigen konnte
(Klink et al., 2006). Basierend auf eigenen Untemsungen, sowie den Untersuchungen
einer Arbeitsgruppe um Man, welche 2002 eine sikgmite Inhibition des
Tumorwachstums durch die metronomische Applikation Cyclophosphamid tber das
Trinkwasser bei menschlichen Prostata-, Brust-ak@mhn- und Kolonkarzinomen auf der
Nacktmaus zeigte (Man et al., 2002), erfolgte diplikation der Chemotherapeutika in
den metronomischen Therapiegruppen ausschlief¥ahie Berechnung der
erforderlichen Wirkstoffkonzentration erfolgte vans basierend auf eigenen
Untersuchungen in der Annahme, dass eine Mausggd ;b ml/10g KG trinkt. Unter
dieser Annahme erfolgte auRerdem die Berechnunlylddikamentendosis in zahlreichen
bereits veroffentlichen Studien bei denen NacktreduShemotherapeutika tber das
Trinkwasser verabreicht wurden (Man et al., 200&tdini et al., 2003; Emmenegger et
al., 2004; Klink et al., 2006; Emmenegger et &02). In Anbetracht der guten
Studienlage bezuglich der Dosierung und Wirksanmieger Uber das Trinkwasser
verabreichten metronomischen Chemotherapie, somalCyclophosphamid wie auch
Trofosfamid erscheint es als sehr unwahrscheintlals sich die fehlende Wirksamkeit
der oralen Therapieformen in Monotherapie durchAdieind Weise der Zytostatika
Verabreichung begriindet. Es ist also von einerdiast der von uns behandelten Tumore
gegenuber Trofosfamid und Cyclophosphamid, sowohtétronomischer wie auch in

konventioneller Anwendung auszugehen.

Wahrend die erworbene und a priori Resistenz zahke solider Tumore gegeniber
verschiedenen Zytostatika in maximal tolerableri®es haufiges Problem in der
klinischen Praxis darstellt, ist Gber die Resiségtwicklung gegeniiber metronomischen
Zytostatikatherapien und antiangiogenen Therapiedpten im generellen bis heute relativ
wenig bekannt. Solide Tumore bestehen aus einerdggnen Gruppe von genetisch
instabilen schnell proliferierenden Zellen, woberschiedenen Mechanismen fir die
Entwicklung von Resistenzen gegenuber Chemothetizpaeterantworlich gemacht
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werden. Zu den grundsatzlichen Mechanismen desiegientwicklung gehdren eine
Veranderung der Zellmembrantransporter und somé& Abnahme der intrazellularen
Wirkstoffkonzentration, eine verstarkte Expressien fir den Abbau der wirksamen
Metabolite verantwortlichen Enzyme, sowie eine Aima der Apoptosefahigkeit
geschadigter Tumorzellen. (Canitrot et al., 199&jrmani, 2005; Emadi et al., 2009).

Die Oxazaphosphorine Cyclophosphamid und Trofoddam@rden als sogenannte
Prodrugs verabreicht, welche zunéachst im Kérpénna aktiven Metabolite Gberfihrt
werden. Das nach initialer Metabolisierung in debér entstandene Aldophosphamid tritt
in die Zellen tber und wird dort in das alkyliererf@dhosphoramid-Lost und Acrolein
gespalten. Durch das Enzym AldehydehydrogenasedlAldophosphamid in das inaktive
Carboxyphosphamid umgewandelt. Zellen, welche 8giegel an ALDH1 besitzen,
zeigen sich somit haufig resistent gegentber Oxamghorinen (Emadi et al. 2009). Die
ALDH1 Spiegel sind auch innerhalb der gleichen Trenatéat sehr variabel, es konnte
jedoch gezeigt werden, dass die ALDH1 Spiegel imdizellen deutlich erhéht waren, die
sich zuvor resistent gegeniber einer Chemotherapi€yclophosphamid gezeigt haben
(Sladek et al., 2002). Um nachzuweisen, dass dier®LDH1-Spiegel fur die Resistenz
der von uns verwendeten Zelllinie gegeniuber Cyabsphamid in konventioneller und
metronomischer Dosierung mit verantwortlich ist,ssté man in nachfolgenden
Untersuchungen den ALDH1 Spiegel der von uns vedetamn Zelllinie im Vergleich zu
einer im Tierversuch gegenuber CyclophosphamidilgsiensTumorzelllinie bestimmen.

Eine Arbeitsgruppe um Browder konnte 2000 zeigxsss Tumorzellen welche in vitro als
resistent gegen Cyclophosphamid getestet wurdémj@e konventionelle
Cyclophosphamidtherapie nur mit einer geringen \aghsverzégerung reagierten,
jedoch auf eine metronomische Cyclophosphamidtieragiterhin mit einer deutlichen
Hemmung des Tumorwachstums reagierten (Browddr, &090). Diese Untersuchungen
geben deutliche Hinweise darauf, dass sich die Wdgk- und Resistenzmechanismen
einer metronomischen Chemotherapie von denen eagtr konventionellem Regime
applizierten Chemotherapie zumindest teilweisergoteiden. In zahlreichen
praklinischen Versuchen konnte gezeigt werden, dassh eine metronomische Therapie
mit Cyclophosphamid oder Trofosfamid das Tumorwaghsgehemmt wird und die
Mikrogefal3dichte der Tumore durch die Therapie rezttiwird (Pietras und Hanahan,
2005; Klink et al., 2006), wobei der genaue Mechkamis der antiangiogenen Wirkung
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durch eine metronomische Chemotherapie mit Cyclsphamid jedoch nicht eindeutig
geklart ist. Es wird vermutet, dass die Tumorageiese auf mehreren Wegen durch eine
metronomische Therapie beeinfluRt wird. Man gehéseits davon aus, dass durch die
metronomische Applikation von Zytostatika die Erdidzellen direkt geschadigt werden,
andererseits durch die metronomische Applikatiaogene Inhibitoren der Angiogenese
wie Thrombospondin 1 (TSP-1) induziert werden,gt@apototisch auf Endothelzellen
wirken (Kerbel und Kamen, 2004). Bocci und Mitatbekonnten 2003 zeigen, dass die
andauernde Exposition von Endothelzellen gegenidrschiedenen Zytostatika in
niedriger Dosierung, unter anderem der aktivieRerm von Cyclophosphamid, die Gen-
und Proteinexpression von Thrombospondin 1, einet@anpen endothelzellspezifischen
Angiogeneseinhibitor, signifikant steigert. Er kemaul3erdem zeigen, dass die TSP-1
Konzentration im Plasma tumortragender Nacktmauaser immetronomischer
Cyclophosphamidtherapie signifikant erhdht ist bedTSP-1 defizienten Mausen eine
metronomische Cyclophosphamidtherapie keinen E#faktlie Tumorangiogenese und
das Tumorwachstum hat (Bocci et al., 2003). SuriMitarbeiter zeigten aul3erdem ein
zweifach schnelleres Tumorwachstum bei unbehamd@éi-1 defizienten Mausen (Sund
et al., 2005). Fernando und Mitarbeiter konntegeej dass Tumore aus genetisch
manipulierten Colonkarzinom Zellen, welche TSP-grélprimieren nach der subkutanen
Implantation in die Flanke von Mausen nach initidMachstumsverzdgerung nach kurzer
Zeit wieder ein logarithmisches Wachstum aufwiesed dabei 5-9fach erhdhte VEGF-
Spiegel aufwiesen (Fernando et al. 2008). Betraohé®m das Modell des angiogenic
switch (siehe Kapitel 1.5), wonach Tumorangiogernseh das Uberwiegen
proangiogenetischer Faktoren ausgeldst wird, enscee logisch, dass der
antiangiogenetische Effekt einer metronomischemtieerapie mit Cyclophosphamid,
der teilweise auf der Induktion der Produktion angiiogentischer Faktoren wie TSP-1
beruht, vom Mal3 der Expression von VEGF durch adrahdelten Tumor abhéangig ist. In
klinischen Studien konnte gezeigt werden, dasseirer pratherapeutischer VEGF-
Spiegel ein negativer Prognosefaktor beztiglich Aesprechen auf eine
chemotherapeutische Behandlung und der UberlebiérnsnePatienten mit nicht-
kleinzelligen und kleinzelligen Bronchialkarzinomish(Salven et al., 1998; Dudek und
Mahaseth, 2005; Zhan et al. 2009). In Anbetrachsee ist anzunehmen, dass sich das
fehlende Ansprechen der von uns behandelten Tuaudreine metronomische Therapie

mit Cyclophosphamid und Trofosfamid durch eine hBkpression von VEGF durch die
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von uns verwendete Tumorzelllinie oder eine verraitel Produktion von TSP-1 unter der

Therapie erklaren lasst.

Wir konnten in unseren Untersuchungen in einem ¥eafo-Modell der Nacktmaus
zeigen, dass eine Therapie mit dem monoklonaleik@uper gegen VEGF, Bevacizumab
(Avastin®, Roche), das Wachstum eines humanenzdéigen Bronchialkarzinoms LX-1
im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich verlangda@bbildung 2 und 4) und die
Therapie mit Bevacizumab die Mikrogefalidichte demdre im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe um mehr als 50% restughbbildung 13). Wahrend die
Tumore der Kontrollgruppe im Median nach finf Tagam Tumorvolumen von tber
500mm? erreichten, erreichten die Tumore unter Mugrapie mit Bevacizumab im

Median nach zehn Tagen ein Tumorvolumen tber 500fAbisildung 4).

Bevacizumab wurde ursprtinglich unter der Annahnteiekelt, dass durch Hemmung der
VEGF vermittelten Tumorangiogenese die Zufuhr vaidtoffen und Sauerstoff in das
Tumorgewebe gedrosselt wird und auf diese Weisd\@ahstum der behandelten Tumore
begrenzt wird. Seit Kim und Mitarbeiter 1993 derchiaeis erbrachten, dass durch die
spezifische Hemmung von VEGF mit dem murinen Anfed A4.6.1 das
Tumorwachstum in vivo gehemmt wird und die Mikragfédichte von Tumoren reduziert
wird, ohne dass A4.6.1 eine Wirkung auf die Waadmsitate von Tumorzellen in vitro hat
(Kim et al., 1993), konnte in zahlreichen praklaien Studien durch die Monotherapie
mit Bevacizumab oder dem murinen Aquivalent A4dirfe Tumorinhibition von 25 % -
95 % bei verschiedenen Tumoren im Nacktmausmodeiicht werden, wobei die
Tumorinhibiton geringer war, wenn vor Beginn deefdpie ein bestimmtes
Tumorvolumen erreicht wurde (Gerber und Ferrar@520in der klinischen Anwendung
zeigt Bevacizumab jedoch vor allem in der Kombioatmit klassischen
Chemotherapeutika Vorteile, wéahrend es sich in Moe@pie in den meisten Studien als
wenig effektiv gezeigt hat (Blagosklony, 2005; Jeiral., 2006; Kazazi-Hyseni et al.,
2010; Van Meter und Kim, 2010). Wir konnten ebelsfdie Beobachtung machen, dass
durch die Therapie mit Bevacizumab zwar die Gesetigkeit des Tumorwachstums im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe sigrafikverlangsamt wurde und die
MikrogefaRRdichte sowohl an Tag 15 wie auch nachdnmafmnahme an Tag 33 deutlich
reduziert war, jedoch zu keinem Zeitpunkt eingg8&ion oder Abnahme des
Tumorvolumens eintrat (Abbildung 2).
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Wir konnten auf3erdem zeigen, dass obwohl das Tuaatrstum in allen Therapiegruppen
unter Monotherapie mit Cyclophosphamid nach korneeetlen und metronomischen
Therapieregime und Trofosfamid nach metronomisétegime allenfalls gering verzégert
war, durch die Kombinationtherapie mit Bevacizureate zusatzliche Verzégerung des
Tumorwachstums im Vergleich zur Monotherapie miv@szumab erreicht werden
konnte. Zum Beispiel erreichten die Tumore unterktambinationstherapie mit
Trofosfamid nach metronomischen Regime und Bevawauim Median erst nach 43
Tagen ein Tumorvolumen von tber 500mm3, wahrend dieore unter Monotherapie mit
Trofosfamid im Median bereits nach 5 Tagen und ukitenotherapie mit Bevacizumab
nach 10 Tagen dieses Volumen erreichten. Hierb@ntem wir bei den von uns
untersuchten Tumoren keine weitere Abnahme derddgidéalidichte bei den
Kombinationstherapien im Vergleich zur Monotherapié Bevacizumab beobachten. Es
ist somit davon auszugehen, dass Tumore der gleicelinie, welche sich zuvor
weitestgehend resistent gegenuber einer ChemotberagpCyclophosphamid und
Trofosfamid gezeigt haben durch die Blockade voiG¥Enit Bevacizumab wieder
sensibel auf diese Therapie reagieren. Diese Eiggbgeben weitere Hinweise fur die
Bedeutung des VEGF-Spiegels fiur die Chemosensibder von uns verwendeten
Zelllinie eines kleinzelligen Bronchialkarzinomsnklar bleibt hierbei der Mechanismus

fur die erhéhte Chemosensibilitat unter der Behamglimit Bevacizumab.

Durch das Uberwiegen proangiogenetischer Faktmsimesondere des VEGF kommt es
durch die Bildung unreifer Gefalie mit erhdhter Reahilitat, sowie die Abwesenheit eines
funktionierenden Lymphabflu3es zu einer Erhohurgyideerstitiellen Drucks innerhalb
eines Tumors. Jain stellte auf Grundlage dieskerititnisse und der Erfahrungen, dass
Bevacizumab in klinischen Studien nur in Kombinatioit Chemotherapie effektiv genug
ist, die Hypothese auf, dass durch die Hemmung\E@F eine Normalisierung der
GefalRfunktionen und ein Absinken des interstitrel¥Fucks eines Tumors erreicht wird
und somit die Wirkstoffkonzentration systemischaleeichter Praparate innerhalb des
Tumorgewebes steigt (Jain, 2001; Tong et al., 2084, 2005; Kerbel, 2006; Goel et al.,
2012;).

Es ist somit zu vermuten, dass durch die verander@rvaskularisation durch die
Therapie mit Bevacizumab, die sich in der ReduktdenMikrogefal3dichte wahrend der
Therapie mit Bevacizumab (Abbildung 13 - 16) zesgth die Konzentration der in
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Kombination verabreichten Chemotherapeutika inrlbrlas Tumorgewebes erhdht und
sich dadurch die Wirkverstarkung der zuvor teilfstandig unwirksamen Zytostatika bei

einer Kombinationstherapie mit Bevacizumab erklart.

Yanagisawa und Mitarbeiter konnten kirzlich im Nagkusmodell an menschlichen
Mammakarzinomen zeigen, dass 48h nach der InjekbarPaclitaxel 30mg/kg KG und
Bevacizumab 5mg/kg KG eine signifikante Erh6hungiaiatumoralen
Paclitaxelkonzentration im Vergleich zur Monotheeamit Paclitaxel erreicht wurde und
die Konzentration gleich hoch wie nach der alleenignjektion von Paclitaxel 100mg/kg
KG war (Yanagisawa et al., 2010). Um den Nachweisrbringen, dass sich die
intratumorale Wirkstoffkonzentration bei der Komaiion von Cyclophosphamid und
Trofosfamid mit Bevacizumab ebenfalls in &hnlicheial? erhéht, waren weitere Versuche
notwendig, bei denen die intratumorale Konzentratier aktiven Metabolite von
Cyclophosphamid und Trofosfamid nach alleiniger €&abd nach Gabe in Kombination
mit Bevacizumab bestimmt wirden. Offene Frageelgzg sich hier in Bezug auf die
Dosierung und das ideale Applikationsschema unmeaptimalen Verstarkungseffekt
durch die Kombination von Bevacizumab mit Cyclogtteamid bzw. Trofosfamid zu
erreichen. Zhen und Mitarbeiter untersuchten imkiteausmodell an
Neuroblastomxenograften die Aufnahme eines FlueresMarkers im zeitlichen Verlauf
nach intravendser Injektion von 5 mg Bevacizumabkg Korpergewicht und konnten
dabei an Tag 3 und Tag 6 nach Injektion von Bevawab eine signifikante hdhere
Anzahl von markierten Tumorzellen mit dem MaximumTag 6 im Vergleich zur
Kontrollgruppe zeigen, wahrend an Tag 1 und Tagif &ignifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe festgestellt werden konnte. Sie kenrauRerdem durch die Injektion von
75 mg Cyclophosphamid pro kg KG an Tag 6 nach Beuatabinjektion eine signifikant
héhere Tumorinhibitionsrate im Vergleich zur gleehigen Verabreichung von

Cyclophosphamid und Bevacizumab zeigen (Zhen g2@1.0).

Die durch unsere Arbeit gewonnenen Erkenntnisse ddre verstarkenden Effekt einer
Bevacizumabtherapie, sowohl auf die Wirksamkeieemetronomischen Chemotherapie
mit Trofosfamid oder Cyclophosphamid, wie auch eftigclophosphamidtherpie in
maximal tolerabler Dosierung bei Xenograften ekiegzelligen Bronchialkarzinoms,
spricht fur die Durchfiihrung weiterer Studien, urahmtber die Mechanismen der
Wirkverstarkung von Bevacizumab in Kombination Zytostatika sowohl in
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metronomischer wie auch konventioneller Anwenduaignkieinzelligen
Bronchialkarzinom zu erfahren. Wahrend Bevacizus&b2007 zur Behandlung
nichtkleinzelliger Bronchialkarzinome zugelassdnig Gber die Wirksamkeit von
Bevacizumab in der Therapie der kleinzelligen Broakkarzinome bis heute relativ wenig
bekannt. Erste Phase Il Studien geben jedoch Hgendarauf, dass eine Ergédnzung des
Standardregimes um Bevacizumab auch beim kleigeellBronchialkarzinom zur

Verlangerung der Uberlebenszeit fiihrt (Horn et2009; Spigel et al., 2009).
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5. Zusammenfassung

Seit den ersten Erfolgen der zytostatischen Chesnayire vor tiber 60 Jahren hat sich die
Anzahl der verwendeten Medikamente und Therapianten stark vergréf3ert. Trotz
jahrzehntelanger Grundlagenforschung und unzahktieischen Studien bleibt die
chemotherapeutische Behandlung der meisten solidierore jedoch auch heute meist
palliativ. In den letzten Jahren riickte die Tumgiagenese immer mehr in den Fokus
verschiedener Therapiestrategien. Seit einigeredahkt Bevacizumab, ein monoklonaler
Antikorper gegen VEGF, fester Bestandteil versohineat Kombinationstherapien bei einer
Vielzahl solider Tumore. Ziel der vorliegenden Athear es die Wirksamkeit einer
Therapie von Bevacizumab sowohl in Kombination eniier konventionellen
Cyclophosphamidtherapie sowie einer metronomisdtiemapie mit Cyclophosphamid
und Trofosfamid bei der Behandlung eines kleingehi Bronchialkarzinoms zu

untersuchen.

Die Wirksamkeit und Eigenschaften dieser Kombinatberapien wurden an
Tumorxenograften auf der Nacktmaus untersucht. Tamairden an bestimmten
Zeitpunkten entnommen und Gewebeschnitte immurdhstaisch auf Mikrogefa3dichte
und Proliferationsrate untersucht. Wir konnten dakb&en, dass sich die Tumore der von
uns untersuchten Zelllinie weitestgehend resigiegeniuber einer Monotherapie mit
Cyclophosphamid und Trofosfamid sowohl in metroreher wie auch konventioneller
Applikation zeigten. Unter Monotherapie mit Bevagizab konnten wir sowohl eine
Wachstumsverzdgerung als auch eine deutliche Rieduter Mikrogefal3dichte im
Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe beobatht

Obwonhl wir bei allen von uns untersuchten Theraprakn unter Monotherapie mit
Cyclophosphamid und Trofosfamid eine weitestgehdtegstenz der Tumore beobachtet
haben, konnten wir bei den KombinationstherapienBavacizumab bei allen
Therapiegruppen eine Verstarkung der Wachstumsgeraiag im Vergleich zur
Monotherapie mit Bevacizumab beobachten. Zum Beligpreichten die Tumore unter der
Kombinationstherapie mit Trofosfamid nach metrorschen Regime und Bevacizumab
im Median erst nach 43 Tagen ein Tumorvolumen vmer 800mms3, wahrend die Tumore
unter Monotherapie mit Trofosfamid im Median beseitich 5 Tagen und unter

Monotherapie mit Bevacizumab nach 10 Tagen diesksnén erreichten. Diese
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Ergebnisse geben deutliche Hinweise auf die RalleBevacizumab als
~.Chemosensitizer“. Unklarheiten bestehen hier whitein Bezug auf die genaueren
Mechanismen, durch welche Bevacizumab die Wirkungrekonventionellen und
metronomischen Chemotherapie bei Tumoren verstaigtthe sich zuvor als resistent

gegeniber dengleichen Chemotherapeutika in Morapiegezeigt haben.
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7. Abklrzungsverzeichnis
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DAB
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DNA

EMEA

FBS

Flk-1

Flt-1

Fit-4

HE

HRP

KDR

KG

Konv

LSAB

Metro

MTD

Mw

Avidin Biotin Complex

Catalysed Signal Amplification

Diaminobenzidin

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

European Medicines Agency

Fetal Bovine Serum

fms-like tyrosine kinase 1

Fetal liver kinase 1

Fetal liver kinase 4

Hamatoxylin Eosin

Horse Radish Peroxidase

Kinase Domain Region

Kdrpergewicht

Konventionell

Labeled Streptavidin Biotin

Metronomisch

Maximum Tolerated Dose

Mittelwert
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NIH

NSCLC

PBS

PDGF

RPMI

RTK

SCLC

SD

TSP-1

U/min

VEGF

VEGFR

National Institute of Health

Non Small Cell Lung Cancer

Phosphat Buffered Saline

Placenta Derived Growth Factor

Roswell Park Memorial Institute

Receptor Tyrosine Kinase

Small Cell Lung Cancer

Standardabweichung

Thrombospondin-1

Umdrehungen pro Minute

Vascular Endothelial Growth Factor

Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
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