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1 EINLEITUNG

1.1  Das maligne Pleuramesotheliom

Das Pleuramesotheliom ist eine tumordse Erkrankung der serosen Héute der Lunge. Sie ist
in der Mehrzahl der Fille auf eine Asbestexposition zuriickzufiihren [47, 53, 101].
Betroffen sind in erster Linie Méanner mit einem Alter iber 50 Jahren, die beruflich mit
diesem Baustoff in Berlihrung kamen. In 70 bis 90% der Fille konnte eine
Asbestexposition in der Arbeitsanamnese nachgewiesen werden. Es sind jedoch nicht nur
Erkrankungen bei den Arbeitern, sondern auch bei deren Familienmitgliedern bekannt. So
erkrankten in einigen Féllen die Ehefrauen, die beim Waschen regelmaBig Kontakt mit der
Arbeitskleidung hatten [12, 68, 87, 88, 89].

Asbest ist im vergangenem Jahrhundert sowohl im industriellen als auch im privaten
Bereich verarbeitet worden. Es war ein hdufig verwendetes Material in der
Schiffsindustrie, in Bergwerken, im Hoch— und Tiefbau, im Dachdeckergewerbe und bei
der Instandhaltung von Ziigen und Lokomotiven [14, 66, 74, 75, 76, 92]. Asbest ist ein
faseriges Material, das je nach Form, Farbe und weiteren Eigenschaften in Untergruppen
eingeteilt wird. Der mit Abstand am haufigsten verwendete Asbest heiflit Chrysotil oder
Weillasbest. Er besteht aus langen, zarten Magnesiumsilikatfasern. Eher nadelformige
Gestalt besitzen die Asbestarten Aktinolit, Amosit, Antophyllit, Tremolit und Krokydolith,
auch Blauasbest. Der Blauasbest, ein Natriumeisensilikat, besitzt das hochste kanzerogene
Potenzial [47, 63, 73]. Die Asbestfasern, die beim Arbeiten als Asbeststdube freigesetzt
werden, gelangen per inhalationem in die Atemwege. Hier lagern sie sich ab oder werden
phagozytiert. In den Mesothelzellen der Pleura und in Makrophagen bewirken sie die
Bildung von freien Sauerstoffradikalen, sie interagieren mit der DNA, beeintrachtigen die
Ausbildung des Spindelapparates in der Mitose, behindern die Anaphase [40, 46],
aktivieren Onkogene [64, 65] und begiinstigen somit die Kanzerogenese. Seit 1977 ist das
Pleuramesotheliom eine anerkannte Berufskrankheit (Liste der Berufskrankheiten Nr.
4105, gemdlB Berufskrankheiten-Verordnung vom 31.10.1997, BGBI 1 S.2623, zuletzt
gedndert am 05.09.2002, in Kraft getreten am 01.10.2002). Seit Anfang der 90er Jahre ist
die Verarbeitung von Asbest gesetzlich verboten. Andere Faktoren, die neben dem Asbest
fiir die Entstehung des Pleuramesothelioms verantwortlich gemacht werden, sind Viren
(z.B. das SV-40 = Simian Virus 40) [43] und Rontgen— bzw. radioaktive Strahlung [3, 4,
62, 111].

Die lange Latenzzeit von mindestens 20, im Durchschnitt jedoch 35 bis 40 Jahren [63], ist
Ursache fiir den erheblichen Anstieg der Inzidenz momentan und in der nahen Zukunft.
Aktuellen Hochrechnungen zufolge ist eine Verdoppelung der Inzidenz bis 2030 zu
erwarten [75]. Dies wiirde bedeuten, dass etwa eine Viertel Million Menschen europaweit
in den nichsten 35 Jahren am Pleuramesotheliom erkranken werden.

Das Pleuramesotheliom ist bisweilen schwierig zu diagnostizieren. Klinisch duflert es sich
erst im fortgeschrittenen Stadium durch eine Vielzahl unspezifischer Symptome. Die
wichtigsten sind Thoraxschmerzen mit starker Dyspnoe und Pleuraergiisse [45, 47, 53, 97].



Das verdrangende Wachstum verursacht Dysphagien, Einschrinkungen der Herzfunktion
mit daraus resultierender Einflussstauung. Auch treten neurologische Symptome aufgrund
der Lagebeziehung zur Wirbelsdule und den hier austretenden Nerven auf [1, 2, 5, 6, 111].
Zur Diagnosestellung bzw. -sicherung werden zytologische Untersuchungen des
Pleurapunktats, die Thorakoskopie, die Computertomographie (CT) wund die
Magnetresonanztomographie (MRT) eingesetzt. Methode der Wahl ist heute die
videoassistierte Thorakoskopie (VATS) [13, 47]. Weitergehende Nachweismethoden sind
aber erforderlich.

Die mittlere Uberlebenszeit nach Diagnosestellung betréigt bei der iiberwiegenden Anzahl
der Patienten 4 bis 12 Monate [47]. Das dlteste und am héufigsten verwendete
Staging-System ist die Einteilung nach Butchart [17]. Neben dieser gibt es mittlerweile
andere, z. B. die Einteilung von Rusch und die der Internationalen Mesothelioma Interest
Group (IMIG), die dhnlich der TNM-Klassifikation aufgebaut ist [13, 85, 98].

Histologisch werden drei Formen des Pleuramesothelioms unterschieden: der epitheliale,
der mesenchymale und der gemischte bzw. biphasische Typ. Der epitheliale Typ liegt in
ca. 50% der Fille vor. Es werden runde bis kuboide, pleomorphe Zellen in zum Teil
tubuldren Anordnungen beschrieben [23]. Der mesenchymale Typ (16%) imponiert durch
spindelférmige Zellen [23]. Der biphasische Typ (34%) weist sowohl die Merkmale des
epithelialen als auch die des mesenchymalen Typs auf. Andere Differentialdiagnosen (z. B.
das Adenokarzinom der Lunge) konnen lichtmikroskopisch nicht ausgeschlossen werden.
Enzymatische Nachweistechniken sind nur wenig spezifisch. Spezifischer und sensibler flir
das humane maligne Pleuramesotheliom sind immunhistochemische Methoden [68],
beispielsweise der Nachweis von Zytokeratin 5/6 [20] sowie der Marker MOC-31 und
HBME-1 in Kombination [42]. Ein neuer und sehr vielversprechender Ansatz ist die
Entwicklung eines Bluttests, durch den SMR (soluble mesothelin-related proteins) als sehr
spezifische Marker fiir das Pleuramesotheliom im Serum nachgewiesen werden [84].

Zur Diagnosesicherung wird auch die Transmissionselektronenmikroskopie herangezogen,
da bei Pleuramesotheliomzellen typischerweise lange, diinne und oft verzweigte Mikrovilli
sowie eine grofe Anzahl Desmosomen und Tonofilamente vorkommen. Das
Adenokarzinom hingegen weist genau diese Charakteristika nicht auf, hier sind die
Mikrovilli eher kurz und plump [102, 110].

Als giinstige Prognosekriterien haben sich u.a. ein guter Allgemeinzustand des Patienten,
weniger als 5% Gewichtsverlust, ein histologisch epithelialer Typ, Alter unter 60 Jahre,
weibliches Geschlecht, keine Asbestexposition in der Anamnese und ein vorhandener
Pleuraerguss erwiesen. Neuerdings werden als weitere prognostische Faktoren diskutiert:
der pH-Wert des Pleurapunktats [44], der MIB-1-Index als Proliferationsindex [9],
DNA-Aneuploidien [50], die S-Phase-Fraktion [77] sowie die Dichte der intratumoralen
Gefallversorgung [57].

In der Literatur werden mediastinale Lymphknotenmetastasen in ca. 30% der Fille
beschrieben. Fernmetastasen treten selten und typischerweise erst im spdteren Verlauf der
Krankheit nach hdmatogener Aussaat in der Leber, in der kontralateralen Lunge, im Gehirn



und im Skelett auf [1, 2, 5, 6, 111]. Relativ hiufig wird die lokale Invasion des Tumors in
die Lunge, in das Mediastinum, in die Thoraxwand und in das Diaphragma beobachtet.

Das Pleuramesotheliom ist gegeniiber zahlreichen Therapieansdtzen weitgehend
therapieresistent. Eine erfolgreiche Standardtherapie existiert zur Zeit nicht.

Die chirurgische Therapie erweist sich bei noch geringer Tumorausbreitung am idealsten.
Operative Optionen sind dann Pleurektomie, die radikale Extrapleurale Pneumektomie
(EPP) mit Resektion der Pleura, der ipsilateralen Lunge, des Perikards und Teilen des
Diaphragmas. Fiir eine derart radikale Operation sind jedoch nur wenige Patienten
geeignet, da diese Therapie hohe Anforderungen an den Gesundheitszustand des Patienten
stellt.

Neben operativen Methoden ist die Radiatio eine palliative Therapieoption, die meist nur
adjuvant zu einer anderen Therapieform eingesetzt wird. Die Ausdehnung des Pleura-
mesothelioms erfordert hdufig eine groBe Gesamtbestrahlungsfliche, so dass die
Bestrahlungsmaxima fiir benachbarte Organe oft deutlich {iberschritten werden miissen
[53, 120].

In zahlreichen Studien wurde die Wirksamkeit von systemisch oder intrapleural
applizierten Zytostatika untersucht. Dabei konnten nur geringe Ansprechraten (bis
maximal 40%) auf FEinzel- und Kombinationstherapien verzeichnet werden. Als
Einzeltherapien wurden Platinverbindungen und Alkylantien getestet, die aber nur eine
geringe Wirksamkeit besal3en [58, 99]. Auch durch Kombinationstherapien konnten keine
Ansprechraten liber 50% erzielt werden [47].

Die aufgefiihrten Therapieverfahren erreichten zudem nur bedingte Erfolge. Die
Arbeitsgruppe von Sugarbaker et al. kombinierte eine radikale EPP mit drei bis sechs
Zyklen Cisplatin, Doxorubicin und Cyclophosphamid plus Radiatio und verzeichnete bei
wenig fortgeschrittenem Erkrankungsstadium Erfolge [99, 100, 120]. Die mittlere
Uberlebenszeit konnte von durchschnittlich vier bis zwdlf Monaten auf 19 Monate
gesteigert werden [47]. Allerdings ist eine solche Therapie nicht fiir jeden Patienten
geeignet, weil auch diese Therapieform hohe Anforderungen an den korperlichen
Allgemeinzustand des Patienten stellt und deshalb ebenfalls nur fiir eine dulerst geringe
Patientenpopulation in Frage kommt.

Da durch keine der aufgefiihrten Therapiemodalititen Standardtherapien etabliert werden
konnten, wird mit Nachdruck nach neuen Therapieansdtzen gesucht. Im Fokus der
Forschung befinden sich derzeit die Immuntherapie mit Interferonen und Interleukinen [47,
121], die photodynamische Therapie [24, 47] und die Gentherapie [47, 54, 95].

1.2 Hyperthermie

Bereits in der Antike war die heilende Wirkung des Fiebers bekannt; schon in den Schriften
des Hippokrates war hiervon zu lesen. Jedoch wurde die Wirkung der Hyperthermie auf
Malignome erst seit Mitte des vergangenen Jahrhunderts systematisch untersucht [10, 51, 67,
78, 82, 91, 104].



Je nach Tumorlokalisation, Tumorausbreitung und Allgemeinzustand des Patienten kann
die Hyperthermie als Lokal-, Regional- oder als Ganzkorperhyperthermie appliziert
werden [82]. Sie erfolgt entweder durch elektromagnetische Strahlen, Mikrowellen oder
hyperthermes Wasserbad. Neben diesen &uBlerlichen Applikationsformen konnen
betroffene Korperhohlen intraoperativ hypertherm gespiilt werden [18, 32, 81, 82, 83, 103,
118]. Auch die Hyperthermie im Rahmen einer extrakorporalen Zirkulation
(Wiarmeperfusion) wurde untersucht und kommt zu klinischer Anwendung. Heute wird
eine Ganzkorperhyperthermie idealerweise durch den sogenannten Aquaterm®, einem
rOhrenférmigen Warmestrahlungsgerit, appliziert. Der Patient wird in dieses Gerét
hineingefahren; die Hyperthermie entsteht durch ein erhitztes Wasserbad, das sich in
Rohren im Inneren des Aquaterms® befindet [81].

Thermobiologische Forschungen ergaben, dass Hyperthermie zwischen 42,5 und 45°C einen
direkten zytotoxischen Effekt hat [49], der dem Dosis-Wirkungs-Prinzip unterliegt und bei
allen Zelllinien einheitlich nachweisbar ist. Dieser zytotoxische Effekt entsteht durch
Storungen der DNA-, RNA- und Proteinbiosynthese, Protein- und Membrandenaturierung,
sowie durch gestorte Stoffwechselabldufe [26]. Die Ganzkorperhyperthermie ist mit den
hohen Temperaturen aufgrund ihrer vielfdltigen Nebenwirkungen, die vom protrahierten
Schmerz bis zu Schockzustinden mit Organversagen reichen konnen, fiir den Patienten nicht
zumutbar.

Von einer ,,milden Hyperthermie* spricht man, wenn es sich um eine Erwidrmung des
Gewebes auf bis zu 42°C handelt. Bei dieser Form spielt der Einfluss auf die Tumorgefil3e
die entscheidende Rolle. Tumoren besitzen im Vergleich zu Normalgewebe héufig eine
insuffiziente GefdBarchitektur, die durch diinnwandige, nicht intakte, teils dilatierte, teils
stenosierte Gefdlle gekennzeichnet ist. Durch das fiir Neoplasien typische schnelle Wachstum
wird die Tumoroxygenierung weiter verschlechtert, da das Wachstum der Gefille nicht mit
dem Tumorwachstum Schritt halten kann. Die Diffusionsstrecke wird ldnger, haufig finden
sich arterio-vendse Shunts. Diese Mangelversorgung des Tumors durch ungleichméBige
Sauerstoff— und Nahrstoffverteilung flihrt schlieBlich zu einer Gewebsazidose und -hypoxie
mit nachfolgenden Nekrosen.

Die milde Uberwirmung fiihrt zu einer intratumoralen GeféBdilatation, die Sauerstoff- und
Néhrstoffversorgung wird verbessert, die Stoffwechselleistung gesteigert. Wird diese milde
Form mit einer Chemotherapie kombiniert, so kommt es durch die hyperthermieinduzierte
Vasodilatation zu einer verstarkten Anflutung des Zytostatikums, das durch die ebenfalls
hyperthermieinduzierte gesteigerte Stoffwechselrate verstirkt wirken kann.

1.3 Chemotherapie

Fir die kombinierte Thermochemotherapie muss ein Zytostatikum bestimmte
Voraussetzungen erfiillen: Wirkungssteigerung durch Hyperthermie, Thermostabilitit,
geringe Kardio- und Nephrotoxizitit sowie ein mdglichst geringer Anstieg der
Nebenwirkungen. Eine therapiefordernde Interaktion zwischen Hyperthermie und
Chemotherapeutikum ist fiir Alkylantien, Platinverbindungen und Nitroharnstoffe erwiesen



[55, 103, 113, 114, 119]. In dieser Arbeit wurden die Alkylantien Ifosfamid und
Cyclophosphamid untersucht.

Diese Zytostatika wurden bereits von anderen Arbeitsgruppen im Rahmen einer
Kombinationstherapie verwendet [7, 8, 30, 31, 55,96, 112, 113, 114, 115, 117].

14 Ziel der Arbeit

Da sich das Pleuramesotheliom gegeniiber Standardtherapien als unzuginglich erwies, wird
anhaltend nach einem erfolgreichen Therapieansatz gesucht.

Die kombinierte Thermochemotherapie hat sich bei einigen ebenfalls standard-
therapieresistenten Malignomen als eine aussichtsreiche Alternative erwiesen [30, 96, 113,
115, 116].

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war zunéchst die Etablierung eines soliden Tumormodells
der Zelllinie MSTO 211-H in der Nacktmaus.

Ferner sollte nicht nur die Wirksamkeit einer alleinigen Therapie mit den Zytostatika
Ifosfamid und Cyclophosphamid untersucht, sondern auch die Effekte dieser alleinigen
Chemotherapie mit einer kombinierten Thermochemotherapie beim Pleuramesotheliom
verglichen werden. Es galt also zu kldren, ob die bekannte Wirkungsverstirkung der
Zytostatika durch Hyperthermie auch einen nachweisbaren Effekt auf das hier untersuchte
solide Tumormodell des humanen Pleuramesothelioms hat. Daneben sollte iiberpriift werden,
inwiefern sich mdgliche Therapieeffekte morphologisch, das heift licht- und transmissions-
elektronenmikroskopisch nachweisen lassen. Zusdtzlich wurde der intratumorale
Sauerstoffpartialdruck vor, wdhrend und nach Therapie gemessen, um eine mogliche
Korrelation zwischen der Tumoroxygenierung und dem Therapieverlauf feststellen zu
konnen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchtiere

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 36 weibliche, thymusaplastische NMRI-Nacktméuse
(Bornholdgard, Dédnemark) mit einem Gewicht von 20 bis 39 g untersucht. Sie wurden in
Makrolon-Kifigen (Typ 3, Grundfliche 820 cm?, Héhe 14 cm) bei einer Raumtemperatur
von 25°C und einer Laminar-Air-Flow-Anlage gehalten. Die Maiuse erhielten Futter
(,,Standarddiét fiir Ratten und Mause®* von Altromin) und Wasser ad libitum und wurden
einem zwolfstliindigen Hell-Dunkel-Rhythmus ausgesetzt.

2.2 Experimentaltumor, Implantation und Anzucht

Die verwendete humane Tumorzelllinie MSTO 211-H stammt aus der Zellbank ATCC
(American Type Culture Collection), Manassas, Virginia, USA.

Histologisch ldsst sich der Experimentaltumor dieser Zelllinie als biphasisches
Mesotheliom der Pleura klassifizieren, bestehend aus einem epithelialen und einem
mesenchymalen Anteil. Es handelt sich um Zellen eines menschlichen Primdrtumors, die
1985 aus dem Pleuraerguss eines 62-jahrigen médnnlichen Patienten kaukasischer Herkunft
gewonnen wurden. Der Patient hatte vor Entnahme des Punktats keine Chemo- oder
Strahlentherapie erhalten.

Zur Etablierung des Primédrtumors wurde den Maiusen 200 pl einer Suspension mit
insgesamt 10’ Tumorzellen in serumfreiem Medium RPMI 1860 subcutan in den Nacken
injiziert. Nach einer Wachstumszeit von vier bis sechs Wochen wurde der Tumor aus dem
Nacken unter aseptischen Bedingungen entnommen; Binde- und Fettgewebe wurden
entfernt.

In einem weiteren Schritt erfolgte die Passage von 1 mm’ grofien Tumorwiirfeln in die
rechte Hinterpfote (subkutan) weiterer Nacktméuse unter Ketanest®-Narkose (Kap. 2.3).
Die Wunde wurde mit sterilen Pflasterstreifen verschlossen. Uber einen Zeitraum von drei
Tagen wurde prophylaktisch Ampicillin® (Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) ins
Trinkwasser gegeben. Bei jeder Passage wurde Gewebe fiir die mikroskopische
Aufarbeitung entnommen. Hierdurch erfolgte eine stetige morphologische Kontrolle, um
Dedifferenzierungstendenzen rechtszeitig erkennen zu konnen.

In einem Zeitraum von drei bis vier Wochen wuchsen die Tumore bis zu einem Volumen
von ca. 150 mm’, berechnet nach der Formel fiir ellipsoide Korper: V=AB* 176 mit A =
langstem Durchmesser und B = kiirzestem, senkrecht zu A stehendem Durchmesser (siche
Skizze 1). Wéhrend der Wachstumsphase wurden die Tiere unter den unter 2.1 genannten
Bedingungen gehalten.
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(Skizze 1)

Die Angehrate betrug 100%. Mit dieser Methode gelang die Etablierung eines
reproduzierbaren und somit vergleichbaren soliden Tumormodells.

2.3 Narkose

Fiir die Passagen der Tumoren sowie fiir die Thermo- bzw. Thermochemotherapie wurden
die Nacktméuse narkotisiert. Die Narkose setzte sich wie folgt zusammen:

* 1ml Ketanest 50® (50 mg/ml) (10ml), Parke-Davis GmbH Berlin, Frankfurt,
Deutschland

* 0,Iml Atropinsulfat- Losung® (0,5 mg/ml), Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

* 0,25ml Rompun® 2%, Bayer, Leverkusen, Deutschland

e 5ml NaCl (0,9%)

Die Méuse bekamen pro Gramm Korpergewicht 0,01 ml der Narkoselosung intraperitoneal
injiziert.

24 Experimentalbedingungen
2.4.1 Versuchsgruppen

Entsprechend ihrer Therapie wurden die tumortragenden Méduse in sechs Gruppen a sechs
Mause unterteilt.

Gruppe 1: KONTROLLE: Injektion physiologischer Kochsalzlosung (NaCl 0,9%)
intravends (i.v.)

Gruppe 2: HYPERTHERMIE: einstlindige HT bei 41,5°C im 0,9% NaCl-Bad

Gruppe 3: IFOSFAMID: 200 mg/kgKG Ifosfamid (Holoxan®) in einer Konzentration von
1 mg/1 mliv.

Gruppe 4: IFOSFAMID + HYPERTHERMIE: 200 mg/kgKG Ifosfamid (Holoxan®
200 mg) in einer Konzentration von 1 mg/1 mli.v. + einstiindige
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Hyperthermie bei 41,5°C im 0,9% NaCl-Bad

Gruppe 5: CYCLOPHOSPHAMID: 200 mg/kgKG Cyclophosphamid (Endoxan®
100 mg) in einer Konzentration von 1 mg/1 ml i.v.

Gruppe 6: CYCLOPHOSPHAMID + HYPERTHERMIE: 200 mg/kgKG
Cyclophosphamid (Endoxan® 100 mg) in einer Konzentration von 1 mg/1 ml i.v.
+ einstlindige Hyperthermie bei 41,5°C im 0,9% NaCl-Bad

2.4.2 Kontrolle

Die Méuse der Kontrollgruppe erhielten eine intravendse Injektion mit isotonischer
Kochsalzlosung (0,9% NaCl-Losung). Die injizierte Menge wurde auf das Gewicht der
Maiuse bezogen ermittelt.

2.4.3 Chemotherapie

Die Chemotherapie bestand aus einer einmaligen Injektion entweder des Zytostatikums
Ifosfamid (Holoxan® 200mg, ASTA Medica AWD GmbH, Frankfurt, Deutschland) oder
Cyclophosphamid (Endoxan® 100 mg, ASTA Medica AWD GmbH, Frankfurt,
Deutschland), jeweils mit einer Konzentration von 1 mg/l1 ml in einer Dosierung von
200 mg/kg Korpergewicht intravends in die Schwanzvene. Ifosfamid und Cyclo-
phosphamid gehoren zur Gruppe der alkylierenden Zytostatika, die, urspriinglich von
Kampfgasen abgeleitet, hauptsidchlich durch ihre kovalente Bindung an die DNA und den
damit verbundenen Doppelstrangbriichen sowie gestorten Reparaturvorgéngen an der DNA
wirken. Dies fiihrt zu Stérungen in der Transkription und Translation, so dass eine fiir den
Zellstoffwechsel ausreichende Proteinsynthese nicht mehr stattfinden kann.

Ifosfamid ist ein Oxazaphosphorin, welches zundchst inaktiv vorliegt und erst {iber die
Cytochrom-P-450-Oxidase in der Leber aktiviert wird. Es entsteht das aktive
4-OH-Ifosfamid, das in Ifosfamidmustard und Acrolein zerfallt [109].

Die antineoplastische Wirkung von Ifosfamid ist nicht nur auf das aktivierte
4-OH-Ifosfamid zuriickzufiihren, denn es entstethen durch weitere Abspaltungen
Metaboliten, die auch eine zytostatische Wirkung besitzen, z.B. die Metaboliten 2- und
3-Dichlordthylifosfamid. Auch das durch Abspaltung entstehende Chloracetaldehyd ist zu
erwahnen [11, 109], das neben seiner alkylierenden Wirkung und seiner Neuro- und
Nephrotoxizitét als auslosender Faktor flir Gefd3spastmen angesehen wird.
Cyclophosphamid ist ein oxazaphosphorinsubstituiertes Stickstofflostderivat, das
bevorzugt an der N7 -Position des Guanins alkyliert und zunichst auch in inaktiver Form
vorliegt. Seine Aktivierung erfolgt ebenfalls durch Oxidation liber das Cytochrom-
P450-abhingige, mikrosomale Enzymsystem der Leber zu 4-Hydroxycyclophosphamid
(4-OHCP). Im Vergleich zu Ifosfamid erfolgt die Freisetzung der aktiven Metaboliten
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jedoch wesentlich schneller. 4-OHCP wird zu Aldophosphamid tautomerisiert, welches
wiederum in das eigentliche Alkylans Phosphoramidmustard und Acrolein zerfillt.

2.4.4 Hyperthermie

Fiir die einstiindige lokale Hyperthermie waren die Tiere unter Narkose (siche Kap. 2.3)
auf einer Plexiglashalterung fixiert. Die tumortragende Hinterpfote wurde in einem 41,5°C
warmen und thermostatkontrollierten NaCl-Bad iiberwidrmt. Erwdrmung und Konstant-
haltung des NaCl-Bades erfolgte durch einen Thermostatheizblock (Thermomix 14200,
Fa. Braun, Melsungen) und einem Glaswéarmetauscher (Abb.1). Wéhrend der einstiindigen
Hyperthermie wurde die Temperatur des NaCl-Bades bei 41,5°C +/- 0,1°C konstant
gehalten und die Temperatur im Tumor mit einer Mikrotemperatursonde kontrolliert
(Abb.2).
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Abbildung 1: Plexiglashalterung (schwarzer Pfeil) fiir die Maus. Das 0,9%ige NaCl — Bad wird
iiber einen Sekundédrkreislauf mit Glaswarmetauscher (weifler Pfeil) erwérmt.

Abbildung 2: Sauerstoffmessapparatur mit pO2-Feinnadelsonde (weiBler Pfeil) im Tumor und
Temperatursonde (schwarzer Pfeil).
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2.4.5 Thermochemotherapie

Fiir die kombinierte Thermochemotherapie wurde den Tieren das jeweilige Zytostatikum
intravends verabreicht; nach einer Metabolisierungszeit von ca. zehn Minuten erfolgte die
Narkotisierung (Kap. 2.3) und die einstiindige Hyperthermie (Kap. 2.4.4)

2.5 Fixierung und Einbettung

Die Tiere wurden durch eine intraperitoneale Injektion von 0,5 ml T61® (Hoechst Roussel
Vet Vertriebs GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland) getotet. Den Mausen wurde neben
den Tumoren auch Leber und Lunge entnommen, die auf eine mogliche Metastasierung
histologisch und immunhistochemisch untersucht wurden. AuBlerdem wurden alle Tiere bei
der Sektion auf eine eventuelle weitere makroskopisch sichtbare Metastasierung tiberpriift.
Die entnommenen Tumoren wurden entsprechend der Skizze 2 in zwei reprédsentative
Wiirfel unterteilt und fiir die Licht- und die Transmissionselektronenmikroskopie wie folgt
aufgearbeitet: Als Fixierlosung fiir die Lichtmikroskopie diente Bouinsche Losung, fiir die
Transmissionselektronenmikroskopie 2%iges Glutaraldehyd und 0,6%iges Paraform-
aldehyd in 0,06 M Natrium-Cacodylatpuffer (pH 7,35) fiir 48 bis 72 h bei 4°C.

Licht —

mikroskopie TEM

(Skizze 2)
2.6  Lichtmikroskopie

Fiir die Lichtmikroskopie wurden die Priparate drei Tage lang in Bouin-Lésung fixiert,
danach in aufsteigender Alkoholreihe (Ethanol 70% I, Ethanol 70% II, Ethanol 70% III,
Ethanol 80%, Ethanol 90%, Ethanol 100% I, Ethanol 100% II,  Ethanol 100% III)
entwidssert und schlielich zwei Tage lang in einem Paraffin-Alkohol-Gemisch und
daraufhin jeweils einen Tag lang in frischem Paraffin gelagert. Erst danach wurden die
Priaparate in Paraffinblocke gegossen. Es wurden 5-6 um dicke Mikrotomschnitte
(Autocut 2055®, Leica) angefertigt, auf Objekttrager (Menzel Superfrost®) aufgezogen
und im Brutschrank (Heraeus®) bei 60°C mindestens eine Stunde lang getrocknet.
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2.6.1 Routinefiarbungen

Die Schnitte wurden mit Himalaun-Eosin (HE) und Azokarmin-Anilinblau (Azan) gefarbt.
Die lichtmikroskopische Auswertung erfolgte mit einem Lichtmikroskop des Typs
»Axiomat G41-1900J“ der Firma Zeiss. Zur besseren Darstellung war bei einigen
Abbildungen (Abb. 17, 19) eine Farbverschiebung bei der digitalen Verarbeitung
erforderlich.

2.6.2 Immunhistochemie

Es wurden immunhistochemische Nachweise fiir den Proliferationsmarker MIB-1 und fiir
apoptotische Zellen durch die TUNEL-Markierung durchgefiihrt.

MIB-1
Anfarbung proliferierender Zellen zum Aufschluss der proliferativen Potenz des Gewebes.

Entparaffinieren in Xylol, 3 x 5 min

Aceton 100%,70% und 40% jeweils 4 min

Spiilen mit Aqua demineralisata (A.dm.), 2 x 1 min

Spiilen mit PBS, 3 x 5 min

Target Retrieval Solution® (DAKO Diagnostika, Hamburg) im Wasserbad auf
95°C erhitzen und die Schnitte fiir 30 min inkubieren

6. 20 min abkiihlen lassen

7. Spiilen mit PBS, 3 x 5 min
8

9

A

Spiilen mit Aqua demineralisata (A.dm.), 2 x 1 min
Blockieren der endogenen Peroxydase mit 0,5%igem H,0, /H,0 fiir 30 min

10. Spiilen mit Aqua demineralisata (A.dm.), 2 x 1 min

1. Spiilen mit PBS, 3 x 5 min

12. MIB-1 (DAKO Diagnostika, Hamburg), Verdiinnung 1:100 mit AK-Verdiinnung
(DAKO Diagnostika, Hamburg) flir 30 min

13. Spiilen mit PBS, 3 x 5 min

14. DAKO EnVision+TM Peroxidase 30 min

15. Spiilen mit PBS, 3 x 5 min

16. AEC+ (DAKO Diagnostika, Hamburg) fiir 10 min

17. Spiilen mit Aqua demineralisata (A.dm.), 2 x 5 min

18. Gegenféirben in Himalaun fiir 15 sec

19. Spiilen mit Aqua demineralisata (A.dm.) fiir 5 min

20. Eindecken mit Aquatex
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TUNEL-Markierung (Apoptagl])

Doppelstrangbriiche der DNA koénnen durch enzymatische Kopplung von chemisch

markierten Nukleotiden an das freie 3"-OH-Ende immunhistochemisch dargestellt werden.
Hierzu wurde der Apoptag®-Kit der Firma Serologicals Corporation (Norcross, Georgia,

USA) verwendet.

1. Entparaffinieren in Xylol, 3 x 5 min

2. Wissern in Ethanol: 2 x 100% fiir 5 min, 1 x 95% fiir 3 min und 1 x 70% fiir
3 min

3. Spiilen mit Aqua demineralisata (A.dm.), 2 x 5 min
Spiilen mit PBS, 5 min

4. 0,5% Triton-X100/PBS, 10 sec (0,5 ml/100 ml PBS)

5. Spiilen mit PBS, 3 x 5 min

6. Spiilen mit Aqua demineralisata (A.dm.), 2 x 5 min

7. Blockieren der endogenen Peroxidase in 3% H,0,/PBS fiir 5 min

8. Spiilen mit PBS, 3 x 5 min

9. Vorsichtig iiberschiissige Fliissigkeit abtupfen und sofort 75 pl Equilibration
Buffer fiir 10 sec auf die Probe geben

10. Uberschiissige Fliissigkeit abtupfen und mit 50 ul TdT-Enzym fiir 1 h bei 37°C
inkubieren (Verdiinnung: 77 ul Reaction Buffer und 33 pl TdT-Enzym)

1. Fliissigkeit absaugen und die Schnitte in Stop/Wash Buffer fiir 10 min bei
Raumtemperatur waschen

12. Spiilen mit PBS, 3 x 5 min

13. Vorsichtig tiberschiissige Fliissigkeit entfernen und jeweils nach Grofe des
Schnittes Anti-Digoxigenin-Peroxidase auftragen und in der feuchten Kammer
fiir 30 min inkubieren

14. Sptilen mit PBS, 4 x 5 min

15. Farbentwicklung mit DAB (2,5 mg DAB, 50 pl 1 M Imidazol und 50 pl 3%H,0,
in 5 ml PBS durch Watte filtrieren) fiir 3 bis 6 min unter mikroskopischer
Kontrolle

16. Spiilen mit Aqua demineralisata (A.dm.), 3 x 5 min

17. Gegenfarbung mit Methylgriin (2%(w:v) Methylgriin in 0,1 M Natriumacetat,
pH 4,0), 10 sec

18. Spiilen mit Aqua demineralisata (A.dm.), 2 x 5 min

19. in n-Butanol 10 mal tauchen, 1 x 30 sec

20. Entwissern in Xylol, 3 x 5 min

21. Eindecken mit Entellan® (Merck Eurolab, Hamburg)

Zur Auswertung der immunhistochemischen Befunde wurden die Préparate mit einem
hochauflosenden Flachbettscanner (Agfa T250001) bei einer Pixelkanten-Auflésung von
10,16 pm digitalisiert, was bedeutet, dass 10,16 x 10,16 pm? des Schnittes auf einem Pixel
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abgebildet wurden. Diese Auflosung reichte aus, um die Tumorzellen mit ihren teilweise
vergroBerten Kernen und Zytoplasmasdumen auf wenigen Pixeln zu digitalisieren. Die
durchschnittliche BildgroBe lag bei 16 Megapixel, jedes Pixel wurde durch 256 Grauwerte
kodiert. Die gescannten Bilder wurden im tiff-Format auf CD-Rom gespeichert und mit
dem Bildanalyseprogramm , KS40001“ (Zeiss-Vision) ausgewertet. Durch dieses
Programm wurde alles auBler dem eigentlichen rundlichen Schnitt, der ,,Region of Interest*
(ROI), eliminiert, so dass die Analyse schnell durchfiihrbar war. Im néchsten Schritt ist die
ROI iiber die Grauintensititen normalisiert worden. Tumoranteile, die eindeutig keine
immunreaktiven Tumorzellen zeigten, wurden mit der sogenannten ,,grey value top hat
transformation®, einem mathematisch-morphologischen Filter und Artefakte, wie z.B.
Mikrofalten, mit einem bindren GroBenfilter entfernt. Die verbliebenen Teile waren
immunreaktive Tumorzellen, deren Kontur mit einem Marr-Filter berechnet wurde. Ein
solches Konturbild wurde mit dem Originalbild {berlagert, so dass das
Segmentierungsergebnis verifizierbar wurde. Die Resultate der Bildanalyse sind in eine
Datenbank eingegeben und in ein Excel-Spreadsheat importiert worden. Es erfolgte eine
Sortierung in einem Visual Basic Macro, so dass die Ergebnisse nun fiir die statistische
Auswertung durch das Statistical Package for Social Sciences (SPSS) in geeigneter Form
vorlagen.

2.7  Transmissionselektronenmikroskopie

Aufarbeitung der Priparate

1. Spiilen mit Natrium-Cacodylatpuffer (0,2 M, pH 7,4), 3 x 10 min

2. Nachfixieren mit 2% Osmiumtetroxid in Natrium-Cacodylatpuffer (0,2 M,
pH 7.,4) fiir zwei h

3. Sptilen mit 2,4% NaCl, 3 x 10 min

4. Spiilen mit Natrium-Acetatpuffer (0,2 M, pH 5,0) fiir 5 min

5. Blockkontrastieren mit 1% Uranylacetat in Natrium-Acetatpufter (0,2 M, pH 5,0)
fiir 30 min bei Dunkelheit

6. Spiilen mit Natrium-Acetatpuffer (0,2 M, pH 5,0), 2 x 5 min

7. Entwiissern in einer aufsteigenden Alkoholreihe, Uberfithren in Propylenoxid und
Einbettung in Durcopan
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Schnittgewinnung, Farbung und Kontrastierung

Die mit einem ,Ultracut E[J* der Firma Leica hergestellten 50 bis 70 nm dicken
Ultradiinnschnitte wurden mit Bleicitrat konstrastiert und mit einem ,,Philips 4000
Transmissionselektronenmikroskop bei 60 kV untersucht und ausgewertet.

2.8 Intratumorale Sauerstoffpartialdruckmessung

Der intratumorale Sauerstoffpartialdruck wurde mit Hilfe des computerkompatiblen
pO;-Histographen Kimoc-MUL (Institut fiir Physiologie der Universitit zu Liibeck)
(Abb.2) nach dem von Fleckenstein und Weiss etablierten Verfahren gemessen [38, 39,
79].

Die fiir die Messungen verwendeten polarographischen Feinnadelsonden bestehen aus
einer glasisolierten Goldmikrokathode (Durchmesser 12 pm), die von einem
Federstahlmantelrohr (Durchmesser 340 um) zur Erhéhung der mechanischen Stabilitit
umgeben ist. Der kaniilenartige Spitzenschliff der Ummantelung erleichtert die Punktion
des Gewebes.

Der Histograph besteht aus einem Sondenstromverstdrker mit galvanischer Trennung des
Messkreises von der Datenverarbeitungselektronik, einer Vorrichtung zur Kalibrierung der
Messsonden, einem motorgetriebenen Mikromanipulator flir die Sondensteuerung und
einem Computer, der wiederum die Sondenkalibrierung und den Messvorgang steuert. Er
speichert die Kalibrierungsdaten, berechnet mit Hilfe des Programms ODAS (Oxygen Data
Acquisition System) die gemessenen pO,-Daten und gibt sie als pO,-Histogramm wieder.
Der Messkreis selbst besteht aus der pO,-Feinnadelsonde, einer indifferenten
Gegenelektrode  (Kalomelelektrode), einem  Sondenstromverstirker und einem
Strommessgerdt. Die pO;-Elektrode wird an einem Mikromanipulator, der in allen
Richtungen des Raumes beweglich ist, befestigt (Abb.2). Diese Vorrichtung ermdglicht die
Punktion des Tumors an beliebiger Stelle. Der Sondenvorschub innerhalb des Gewebes
erfolgt im Pilgerschrittverfahren. Dabei wird die Sonde nach einem schnellen
Vorwirtsschritt von 700 pm rasch 300 pm zuriickgezogen. Diese Art der Sondenbewegung
minimiert den mechanischen Druck auf die Sondenspitze, was zu einer Verfilschung der
Messwerte flihren wiirde. AuBlerdem wird durch die Messungen an der Kathode des
Messkreises molekularer Sauerstoff umgesetzt, weshalb die Messsonde nach jeder
einzelnen Messung in unberiihrtes Gewebe vorgeschoben werden muss, um
Messverfilschungen zu vermeiden. Nach einer Ausgleichszeit, die es dem Sensor
ermoglicht, sich auf den pO,-Druck einzustellen, wird der Messwert iibernommen und der
ndchste Pilgerschritt vorgenommen. Durch Rotation der Sonde um die eigene Achse
werden Werte aus verschiedenen Bezirken des Tumors ermittelt. Eine unmittelbare
Messwertdarstellung auf dem Monitor ermdglicht das sofortige Erkennen eines Artefaktes
und somit eine Wiederholung der Messung. Quellen fiir Artefakte sind beispielsweise
Blutungen in den Stichkanal oder extratumorale Messungen.
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Die intratumoralen pO,-Messungen erfolgen in Narkose; die Aufnahme eines
pO;-Histogramms aus etwa 70 Messwerten dauert ca. drei Minuten.

Die Messungen wurden stets zu identischen Zeitpunkten durchgefiihrt: Vor der
Hyperthermie bei 37°C (Messung 1 = Kontrollwert), zehn Minuten nach Hyperthermie-
beginn (Messung 2), 40 Minuten nach Beginn der Hyperthermie (Messung 3), sowie zwei
(Messung 4) und 24 (Messung 5) Stunden nach Hyperthermie. Die gemessenen Werte
wurden mit Hilfe von Microsoft Excel in Diagrammen dargestellt und mit dem Programm
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) statistisch ausgewertet.

Die Experimente wurden aus technischen Griinden zunéchst nur an den mit kombinierter
Thermochemotherapie behandelten Tieren durchfithrt. Nach den eindrucksvollen
Ergebnissen der Therapiegruppe IFO + HT wurde in einer zusitzlichen Therapiegruppe der
Sauerstoffpartialdruck bei isolierter Gabe von IFO ohne Hyperthermie, also bei 37°C
gemessen.

2.9 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm ,,Statistical Package for
Social Sciences* (SPSS). War die Auswertung durch zu geringe Stichprobenzahlen mit
dem Computerprogramm nicht mdglich, so wurde die Berechnung manuell durchgefiihrt
und in den entsprechenden Tabellen nachgeschlagen [27, 41].

2.9.1 Tumorvolumenkinetik

Die Tumorvolumina sind normalverteilt; die Mittelwerte und auch die
Standardabweichung kdnnen zur statistischen Analyse herangezogen werden.

Die Tumorvolumina wurden sowohl im Verlauf als auch zwischen den einzelnen Gruppen
durch einfache Varianzanalyse mit Messwiederholung auf signifikante Verldufe der
Tumorvolumenentwicklung getestet. Post-Hoc-Tests zwischen den Gruppen wurden mit
Hilfe des Tukey-HSD-Tests und Einzelvergleiche zu bestimmten Zeitpunkten zwischen
speziellen Gruppen mit Hilfe des t-Tests durchgefiihrt. Als signifikant (*) wurde ein
Unterschied mit P<0,05, als hochsignifikant (**) ein Unterschied <0,005 bezeichnet. Die
Tabellen mit den statistischen Auswertungen befinden sich im Anhang.

2.9.2 Computergestiitzte quantitative Auswertung der MIB-1 und Apoptagl!-positiven
Tumorzellen

Die ermittelten Werte sind nicht normalverteilt. Es wurde fiir jeden Tumor der Median der
immunreaktiven Zellen errechnet und fiir die weitere Auswertung der Rangtest verwendet.
Die Verteilung der Mediane wurde mit dem Kruskall-Wallis-Test durchgefiihrt;
Einzelvergleiche wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test untersucht. Auch bei dieser
Auswertung wurden Differenzen mit P<0,05 als signifikant (*) und Differenzen mit
p<0,005 als hochsignifikant (**) bezeichnet.

21



2.9.3 Intratumorale pO, —Messungen

Die pO,-Werte sind nicht normalverteilt. Aus diesem Grund wurde fiir jeden Tumor der
Median des pO,-Wertes berechnet. Die weitere Auswertung erfolgte mit Rangtests. Der
Vergleich zwischen den Gruppen durch unabhingige Stichproben wurde mit dem
Kruskall-Wallis-Test, Vergleiche des Verlaufs der pO,-Werte iiber die Zeit mit dem
Friedmann-Test (abhingige Stichproben) durchgefiihrt. Einzelvergleiche zwischen den
Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test (unabhédngige Stichproben),
Einzelvergleiche zwischen den unterschiedlichen Zeitpunkten einer Gruppe mit dem
Wilcoxon-Rangtest (abhingige Stichproben) errechnet. Auch bei den pO,-Werten wurde
ein Unterschied von P<0,05 als signifikant (*), ein Unterschied von P<0,005 als
hochsignifikant (**) bezeichnet. Die Tabellen mit den Ergebnissen der statistischen
Auswertungen befinden sich im Anhang.
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3 ERGEBNISSE

Auf den folgenden Diagrammen sind auf der x-Achse die Zeitpunkte der
Tumorvolumenmessungen in Wochen und auf der y-Achse die Tumorvolumina in mm?’
aufgefiihrt. Die Bezeichnungen auf der x-Achse bedeuten:

VO0:  Messzeitpunkt unmittelbar vor der Therapie

V1. Messzeitpunkt eine Woche nach Therapie

V2:  Messzeitpunkt zwei Wochen nach Therapie

V3:  Messzeitpunkt drei Wochen nach Therapie

In Féllen einer Komplett- oder Partialremission (siche Kap. 3.1.8) wurde das Tumor-
wachstum tiber den Zeitraum von drei Wochen hinaus beobachtet; darauf wird im Text des
entsprechenden Diagramms hingewiesen.

In dem Ubersichtsdiagramm (Diagramm 1) sind wegen einer besseren Ubersichtlichkeit
keine Streuungswerte eingetragen, wohl aber in den nachfolgenden Diagrammen der
einzelnen Gruppen (Diagramm 2-7). Um die Befunde der Gruppen besser miteinander
vergleichen zu konnen, wurde eine einheitliche Skalierung der y-Achsen mit einem
Maximalwert von 1000 mm”® festgelegt. In den Fillen, in denen das Tumorvolumen iiber
diesen Wert hinausgeht, wird darauf ausdriicklich im Text hingewiesen. Am rechten Rand
der Diagramme befindet sich jeweils die Legende, in der zur Identifizierung der Mause der
einzelnen Gruppen deren Nummern mit den zugehorigen farbigen Symbolen zu finden
sind. Die Abkiirzung MW steht fiir den Mittelwert einer Gruppe. Fiir eine exakte
Befunddokumentation wurde anstelle der Standardabweichung als Streuwert die
Tumorvolumina aller zum Stichprobenumfang gehdrenden Mause aufgetragen. Um eine
bessere Ubersichtlichkeit zu gewihrleisten, wurden nur die Mittelwerte miteinander
verbunden.
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3.1 Tumorvolumenkinetik

3.1.1 Gruppenvergleich (Diagramm 1)

Diagramm 1 zeigt einen vergleichenden Uberblick iiber die Tumorvolumenkinetiken aller
Therapiegruppen. Die deutlichsten Volumenverringerungen finden sich in den Gruppen

IFO + HT und CYCLO + HT. Alle anderen Therapiegruppen zeigen insgesamt nur ein
geringes Abweichen von der Kontrollgruppe.

Gruppenvergleich der Tumorvolumina

1000 -
ME 800 -
E —eo— Kontrolle
§ 600 - = HT
E IFO
g IFO + HT
2 400 - —%— CYCLO
o —e— CYCLO +HT
g 200 -

0

VO Vi V2 V3
Zeitpunkt der Messung

Diagramm 1: Ubersicht des Tumorvolumenverlaufs aller Versuchsgruppen iiber einen Zeitraum
von 3 Wochen im Vergleich. Die deutlichsten Volumenverringerungen zeigen die Gruppen IFO +
HT und CYCLO + HT. Alle anderen Gruppen zeigen insgesamt nur ein geringes Abweichen von
der Kontrollgruppe.
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3.1.2 KONTROLLE (Diagramm 2)

Die Angehrate der Tumoren betrdgt 99%, ihr Wachstum zeigt einen exponentiellen
Verlauf. Der Mittelwert der Tumorvolumina betréigt vor der Therapie (V0) 154 mm’, nach
einer Woche ist der Wert V1 =224 mm®, nach zwei Wochen (V2) 399 mm”® und nach drei
Wochen (V3) 725 mm’. Dies entspricht einem Volumenzuwachs von plus 372%. Die
Streuung der Werte vergroBert sich proportional zur GroBe der Tumorvolumina. Zum
Zeitpunkt V3 haben Maus Nr. 79 und Nr. 93 ein Tumorvolumen von 1224 bzw. 1488 mm’
und fallen somit aus der Graphik heraus.

Tumorvolumina Kontrollgruppe

1000 -

800 -
%4 93
g 79
£ 600 -
- 62
§ 51
S X 101
5 400 -
£ e 39
= —- MW

200

0

VO V1 V2 V3
Zeitpunkt der Messung

Diagramm 2: Entwicklung der Tumorvolumina in der Gruppe KONTROLLE. Das Diagramm zeigt
einen exponentiellen Wachstumsverlauf der Tumoren.
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3.1.3 HYPERTHERMIE (Diagramm 3)

Das mittlere Tumorvolumen betrigt zum Zeitpunkt VO 168 mm’. Im weiteren Verlauf
steigt der Mittelwert auf 279 mm’ (V1), dann auf 367 mm’ (V2) und erreicht zum
Zeitpunkt V3 einen Wert von 648 mm’. Dies entspricht einem Zuwachs von plus 285%.
Maus Nr. 134 hat nach drei Wochen ein Tumorvolumen von 1681 mm® und fillt aus der
Graphik heraus. Die Tumoren von Maus Nr. 136 und Nr. 139 weisen fiir zwei Wochen
eine Volumenminderung ihres Tumors von bis zu 50% auf. Das Volumen dieser Tumoren
stabilisiert sich jedoch in der dritten Woche (Nr. 139) bzw. tritt in ein erneutes Wachstum
iiber (Nr. 136).

Tumorvolumina HT

1000 -

800 - n .
ma X ¢ 105
g8 134
£ 600 - 136
e
(0]
£ 139
E x 143
2 400 -
§ e 172
&= —- MW

200 -

0

VO V1 V2 V3
Zeitpunkt der Messung

Diagramm 3: Entwicklung der Tumorvolumina in der HT-Gruppe.
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3.1.4 TFOSFAMID (Diagramm 4)

In dieser Gruppe sinkt das mittlere Volumen von VO =150 mm’ auf V1= 135 mm’
innerhalb der ersten Woche nach der Therapie. Nach zwei Wochen ist das mittlere
Volumen der Tumore auf V2=223 mm’ und nach drei Wochen auf V3 =317 mm’
entsprechend einem Zuwachs von 111% gestiegen. Zum Zeitpunkt V1 zeigen die Tumore
(Nr. 30, 97, 107) eine deutliche Abnahme des Tumorvolumens um bis zu 50%. Zwei Tiere
(Nr. 116, 124) haben eine stabile Tumorgrofe, lediglich ein Tumor wéchst progredient
(Nr. 44). Nach zwei Wochen lassen alle Miuse, auBBer Nr. 124, nach drei Wochen lassen
samtliche Mause wieder ein deutliches Wachstum erkennen.

Tumorvolumina IFO

1000 -
800
- e 30
g
g 44
£ 600 1
= 97
_g 107
S m x 116
5 400 - X
g - e 124
=
&= —- MW
| |
200 . .
. . M
[ ] pe [ ]
0
VO \Y4| V2 V3

Zeitpunkt der Messung

Diagramm 4: Entwicklung der Tumorvolumina in der IFO - Gruppe.
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3.1.5 IFOSFAMID + HYPERTHERMIE (Diagramm 5)

Das mittlere Tumorvolumen sinkt innerhalb der ersten Woche nach Therapie von
V0 = 145 mm’ auf V1 = 69 mm’ und nach zwei Wochen auf V2 =50 mm’. V3 zeigt nach
drei Wochen einen Wert von 74 mm’, was insgesamt einer Abnahme des Tumorvolumens
von 49% entspricht. Nach einer Woche dokumentieren alle Tumore eine Abnahme ihres
Tumorvolumens um maximal 70%. Nach zwei Wochen ist der Tumor der Maus Nr. 122
nicht mehr vorhanden, das Volumen der Tumore 123, 125, 128 und 148 hat sich weiter bis
zu 90% verringert. Ein Tumor (Nr. 126) zeigt dagegen erneutes Wachstum. Nach drei
Wochen sind drei der sechs Tumoren nicht mehr vorhanden (Nr. 122, 123, 125), die
anderen drei =zeigen ein erneutes Wachstum (Nr. 126, 128, 148). Um eine
Komplettremission nach Definition der WHO diagnostizieren zu konnen (siehe Kap.
3.1.7), werden die tumorfreien Mduse vom Zeitpunkt des Verschwindens des Tumors an
fiir insgesamt 60 Tage weiterbeobachtet. Bei Maus Nr. 125 wéchst der Tumor weiter und
erreicht nach fiinf Wochen ein Volumen von V5=4,7 mm’, nach sechs Wochen ein
Volumen V6 = 8,2 mm”. Bei den Tieren 122 und 123 wird in dieser Zeitspanne kein neues
Tumorwachstum beobachtet. Das makroskopische Bild einer Komplettremission ist in den
Abbildungen 3a und 3b zu sehen.
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Diagramm 5: Entwicklung der Tumorvolumina in der IFO + HT - Gruppe. Hier findet sich die
grofite Volumenreduktion.
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Abbildung 3a und b: Die Abbildung zeigt den tumortragender Hinterlauf der Maus vor (3a) und
nach (3b) der kombinierten Thermochemotherapie mit Ifosfamid und 41,5°C. In Abbildung 3b ist
nur noch die Transplantationsnarbe (schwarzer Pfeil) und eine Narbe an der Stelle zu sehen, an
der vorher der Tumor lokalisiert war (weiBler Pfeil). Die mikroskopische Untersuchung des
Narbengewebes ergab keinen Hinweis auf Rest-Tumorgewebe.
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3.1.6 CYCLOPHOSPHAMID (Diagramm 6)

Beginnend bei einem Ausgangsvolumen VO = 160 mm?® steigt das mittlere Tumorvolumen
auf V1 =190 mm’ nach einer bzw. auf V2 =614 mm’ nach zwei Wochen. Der Wert V3
betrigt nach drei Wochen 415 mm’, insgesamt ein Zuwachs von 159%. Der erhebliche
Anstieg des mittleren Tumorvolumens zum Zeitpunkt V2 ist durch das iiberproportionale
Wachstum von Tumor Nr.91 auf 1539 mm® zu erkliren. Dieser Wert fillt aus dem
Diagramm heraus. Nach drei Wochen verringert sich jedoch das Volumen von Nr. 91 auf
V3 =144 mm’. Nach einer Woche haben zwei Tumoren ein unverindertes Volumen
(Nr. 54 und 70), zwei andere weisen ein progredientes Wachstum auf (Nr. 69 und 91).
Nach zwei Wochen zeigen alle Tumoren ein progredientes Wachstum, nach drei Wochen
wachsen die Tumoren 54, 56 und 69 weiter, das Volumen des Tumors Nr. 66 stagniert, die
Tumoren Nr. 70 und 91 zeigen eine Abnahme ihres Volumens.
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Diagramm 6: Entwicklung der Tumorvolumina in der CYCLO — Gruppe.
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3.1.7 CYCLOPHOSPHAMID + HYPERTHERMIE (Diagramm 7)

Das mittlere Tumorvolumen geht von einem Ausgangwert von VO = 146 mm’ aus und
sinkt nach einer Woche auf V1=99 mm’. Nach zwei Wochen ist ein Wert von
V2 =52 mm’erreicht, nach drei Wochen wird ein erneuter Anstieg auf V3 =92 mm’
gemessen. Insgesamt entspricht dieses einer Verminderung des Tumorvolumens um 37%.
Nach einer Woche zeigen alle Tiere dieser Gruppe, bis auf Nr. 151, eine deutliche
Volumenreduktion bis maximal 50%. Nach zwei Wochen weisen alle Tumore, bis auf
Nr. 151, eine weitere Reduktion bis zu Volumina kleiner oder gleich 20% des
Ausgangswertes auf (Maus Nr. 133, 164 und 166). Zum Zeitpunkt V3, d.h. nach drei
Wochen, wachsen alle Tumoren erneut, wobei kein Tumor — mit Ausnahme von Tumor
Nr. 151 — den Ausgangswert wieder erreicht.
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Diagramm 7: Entwicklung der Tumorvolumina in der CYCLO + HT — Gruppe. Diese Gruppe
erreicht die zweitgroBte Volumenreduktion.
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3.1.8 Beurteilung des Therapieerfolgs in Anlehnung an die WHO (Diagramm 8)

Hinsichtlich des Wachstumsverhaltens ihrer Tumoren wurden die Mause in Anlehnung an
die Klassifizierung der WHO in folgende Gruppen eingeteilt, um den Therapieerfolg
besser beurteilen zu konnen (Diagramm 8):

Komplette Remission (CR): Verschwinden aller nachweisbaren Tumorparameter,
mindestens sechs Wochen nach Verschwinden des Tumors kein erneutes Tumorwachstum.
Partielle Remission (PR): Riickgang der Tumorausdehnung um mindestens 50% tber
eine Dauer von mindestens vier Wochen.

No Change (NC): Keine signifikante Anderung der Tumorausdehnung iiber mindestens
vier Wochen, d.h. keine messbare Grofendnderung, Abnahme um weniger als 50% oder
Zunahme um weniger als 25%.

Progress (PD): Zunahme des Tumorvolumens um mehr als 25%.

Nur die mit einem Alkylans in Kombination mit einer Hyperthermie behandelten Gruppen
zeigten Remissionen. Die erfolgreichste Therapie ist die kombinierte Thermo-
chemotherapie IFO + HT. In dieser Gruppe weisen die Hilfte der Tiere nach drei Wochen
Komplettremissionen auf, jeweils ein Tier zeigt eine Partialremission, No Change bzw.
einen Progress.

In der mit CYCLO + HT behandelten Gruppe weisen die Halfte der Tiere
Partialremissionen, zwei Tiere No Change, ein Tier weist Progress auf. In den anderen
Therapiegruppen ist keine langfristige Wachstumsbeeinflussung festzustellen. Hier findet
sich in allen Fillen eine Tumorprogression, abgesehen von zwei Tieren mit No Change in
der HT — Gruppe und einem Tier mit No Change in der CYCLO - Gruppe.
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% der Individuen einer Gruppe

Tumorprogression in Anlehnung an die WHO-Klassifikation

100 ~
90
80
70
60 -
50
40
30 -
20 A
10

Kontrolle HT IFO

IFO + HT

Therapiegruppe
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Diagramm 8: Der Therapieerfolg der verschiedenen Gruppen nach drei Wochen wurde in

Anlehnung an die WHO-Klassifikation zur Beurteilung der Tumorprogression verglichen. Der
prozentuale Anteil der unterschiedlichen Progressionsstadien ist auf der Y-Achse aufgetragen,

die Gruppenzugehorigkeit auf der X-Achse.

Die erfolgreichste Therapie ist die kombinierte Thermochemotherapie mit IFO + HT, gefolgt

von der Gruppe CYCLO + HT.
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3.2  Lichtmikroskopie (Abbildungen 4 bis 20)
3.2.1 Histologische Routinefarbungen

Die Lichtmikroskopie der Tumorgewebe zeigt in den Routinefarbungen Himalaun-Eosin
(HE) und Azokarmin-Anilin (Azan) die typischen Charakteristika eines biphasischen
Pleuramesothelioms mit iiberwiegendem epithelialen Anteil und einer eindeutigen Grenze
zwischen Tumorgewebe und Haut des Wirtes (Abb. 4). Nur in einzelnen Fillen wird eine
Infiltration von Tumorzellen in die daruntergelegene Muskulatur beobachtet (Abb. 5). Eine
frithzeitige Entstehung von zum Teil ausgedehnten Nekrosearealen im Zentrum des
Tumors ist ein typisches Merkmal fiir die hier verwendete Zelllinie des
Pleuramesothelioms. Hier kann ein Ubergang von intaktem Tumorgewebe iiber Bezirke
leicht geschadigter Zellen sowie Gebiete mit sehr stark defekten Zellen bis hin zu Arealen,
in denen sich nur noch Zelltriimmer befinden, beobachtet werden (Abb. 6, 7).Vergleicht
man das histologische Bild des Pleuramesothelioms mit lichtmikroskopischen Aufnahmen
anderer Tumorentititen, so fdllt im ersteren eine duBerst schwach ausgeprigte
Vaskularisierung auf.

Gefille mit einem normalen Wandbau sind ausgesprochen selten. Ein Beispiel fiir ein
solches Gefdll zeigt die Abbildung 8. Wenig nekrotisches Tumorgewebe liegt meist
unmittelbar um ein solches intaktes Gefdll (Abb. 6-8). Erst in weiterer Entfernung, in der
die Versorgung durch ein GefdBl nur noch unzureichend ist, wird das Tumorgewebe
nekrotisch. Vereinzelt trifft man in der Tumorperipherie lakunenartige Erweiterungen,
Zeichen einer Neoangiogenese (Abb. 10).

Die epitheloiden Anteile des biphasischen Pleuramesothelioms sind durch runde bis ovale
Zellen mit grolen Kernen und mehreren, meist atypisch geformten Nukleoli
gekennzeichnet (Abb. 10, 11). Die Zellen liegen hier in einer &uBlerst spérlichen
extrazelluliren Matrix. Die Zellen des mesenchymalen Anteils dagegen sind schlank und
spindelformig, fischzugéhnlich angeordnet und haben eher kleine, ovale Zellkerne. Diese
Zellen sind von einem kréftigen Netz extrazelluldrer Matrix umgeben (Abb. 12, 13). Nur
vereinzelt findet man eine durch Bindegewebssepten entstehende Laippchengliederung des
Tumors (Abb. 9).

Aufgrund der ohnehin frithzeitigen und spontanen Nekroseentstehung ist es schwierig, eine
Aussage iiber therapiebedingte Zellschdden zu treffen. Die Abbildung 14 bietet eine
Ubersicht iiber die Morphologie aller Therapiegruppen. Ein spezifisches Bild lisst sich bei
keiner Therapieform erkennen, denn neben groflen, zentralen Nekrosen kommen auch
Areale mit disseminierten, kleinen, mottenfral3dhnlichen Nekrosen vor.

Lediglich fiir die Hyperthermiegruppe zeigt sich, allerdings nur etwa zwei Stunden nach
der Therapie, als morphologisches Korrelat eine deutliche Hyperdmie, erkennbar an der
prallen Fiillung der Gefde mit Erythrozyten (Abb. 15, 16). Die wenig spezifische
Morphologie der einzelnen Therapiegruppen dokumentieren die Abbildungen 17 bis 20.

34



Abbildung 4: KONTROLLE. Das Tumorgewebe (weiller Pfeil) zeigt hier eine iiberwiegend
epitheloide Differenzierung und ist deutlich von der Subkutis (schwarzer Pfeil) abgegrenzt.
Lichtmikroskopie, Farbung: Azan, Vergroferung X120.

Abbildung 5: KONTROLLE. Das Tumorgewebe (weile Pfeile) infiltriert die in der Tiefe des
Hinterlaufes gelegene Extremitdtenmuskulatur (schwarze Pfeile). Lichtmikroskopie, Farbung:
HE, Vergroferung X120.
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Abbildung 6: KONTROLLE. Intakte (weifle Pfeile) und nekrotische (schwarze Pfeile)
Tumorareale wechseln sich landkartenartig ab. Inseln intakten Tumorgewebes sind meistens mit
einem zentralen, die Zellinsel versorgenden Blutgefal3 (roter Pfeil) versehen. Lichtmikroskopie,
Farbung: HE, VergroBerung X120.

Abbildung 7: KONTROLLE. Ausschnitt aus Abb.6, Insel intakten Tumorgewebes (weiller Pfeil)
mit zentralem Blutgefdl3 inmitten eines ausgedehnten Nekroseareals (schwarze Pfeile). Im
Nekroseareal sind keine Zellen mehr erkennbar, es erscheint als amorphes, unstrukturiertes
Gewebe. Das Gefdl3 im Zentrum des intakten Gewebes ist bei dieser VergroBerung deutlich zu
erkennen (roter Pfeil). Lichtmikroskopie, Farbung: HE, VergroBerung X240.
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Abbildung 8: KONTROLLE. GrofBe, intakte Gefdlle wie diese Arteriole (schwarzer Pfeil)
kommen selten im Tumorgewebe vor. Typischer sind diinnwandige, sinusoidale Gefdlie (weille
Pfeile) mit erheblichen Kaliberschwankungen. Lichtmikroskopie, Farbung: Azan, VergroBerung
X240.
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Abbildung 9: KONTROLLE. Gelegentlich ist das Tumorgewebe durch zarte Bindegewebsziige
(schwarze Pfeile) in ,,.Lappchen’ gegliedert. Lichtmikroskopie, Farbung: Azan, VergroBerung
X240.
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Abbildung 10: KONTROLLE. Areal epitheloider Tumorzellen mit Neoangiogenese (schwarze
Pfeile). Einige Tumorareale sind durchsetzt von sich neu bildenden Blutgefd3en, die jedoch
meistens einen unvollstindigen Wandaufbau besitzen und die Néhrstoffversorgung nicht
unbedingt gewahrleisten. Lichtmikroskopie, Farbung: Azan, Vergroerung X780.

bis ovoide Zellkerne (schwarze Pfeile) mit mehreren, bisweilen atypisch geformten Nukleoli.
Interzellulare Bindegewebssepten (weille Pfeile) oder eine Lappchengliederung sind in diesen
Arealen sehr selten. Lichtmikroskopie, Farbung: Azan, VergroBerung X780.
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Abbildung 12: KONTROLLE. Areal mesenchymaler Zellen. Die bisweilen fischzugartige
Anordnung der Tumorzellen inmitten einer gut ausgepragten, faserigen Extrazellularmatrix ist
deutlich zu erkennen. Diese mesenchymalen Areale unterscheiden sich auch durch die Form ihrer
Zellen von den epitheloiden Arealen. Lichtmikroskopie, Farbung: Azan, VergroBerung X240.
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Abbildung 13: KONTROLLE. Areal mesenchymaler Zellen. Die Tumorzellen in
mesenchymalen Arealen sind vorwiegend spindelformig (schwarze Pfeile) und durch ein
Netzwerk verzweigter Faserziige voneinander abgegrenzt (weilie Pfeile). Lichtmikroskopie,
Féarbung: Azan, Vergrofierung X780.
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Abbildung 14: Ubersicht iiber die unregelmiBige Verteilung von Nekrosearealen im
Tumorgewebe. In der vorliegenden Farbung stellen sich intakte Tumorareale rot (weille Pfeile)
dar, wihrend Nekroseareale blidulich-blal3 (schwarze Pfeile) gefarbt sind. Man kann zwei
verschiedene Nekrosemuster erkennen: 1) zentrale, grof3e, flichige Nekrosen (a, b, €). 2)
verzweigte, in die Peripherie hineinreichende kleinfleckige Nekrosen (c, d, f). Dazwischen
existieren zahlreiche Ubergangsformen. Die ausgewihlten Tumoren entstammen
unterschiedlichen Therapiegruppen, sie stellen aber keine fiir die Gruppe charakteristische
Morphologie dar. Vielmehr ist die Verteilung der Nekroseareale unabhidngig von Tumorgrof3e
und Therapieform. (a) Kontrolle; (b) HT; (c) IFO; (d) IFO + HT; (e) CYCLO; (f) CYCLO +
HT; Lichtmikroskopie, Farbung: Azan, VergroBerung X40.
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Abbildung 15: HT. Eine bis wenige Stunden nach der Hyperthermie zeigt sich eine deutliche
Stauung der Blutgefidlle (schwarze Pfeile) und zwischen den Zellen entsteht ein interstitielles
Odem (weiBe Pfeile). Lichtmikroskopie, Firbung: Azan, VergroBerung X480.

ot

Abbildung 16: HT. Besonders stark gestautes Gefal3 in der Tumorperipherie (schwarze Pfeile).
Lichtmikroskopie, Farbung: Azan, Vergroferung X480.
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Abbildung.17: IFO. In einem iiberwiegend nekrotischen Bezirk finden sich nur vereinzelt intakte
Tumorzellen. Aulerdem sind Gefie zu sehen (schwarze Pfeile). Lichtmikroskopie, Farbung:
Azan, VergroBerung X120.

Abbildung 18: CYCLO. Aus dem epitheloiden Anteil eines Tumors. Lichtmikroskopie, Farbung:
Azan, VergroBerung X480.
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Abbildung 19: IFO + HT. Deutlich ist der Ubergang (schwarze Pfeile) von intaktem
Tumorgewebe zu einem nekrotischen Bezirk. Lichtmikroskopie, Farbung: Azan, Vergroerung
X240.
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Abbildung 20: CYCLO + HT. Umgeben von bindegewebigen Faserziigen (schwarze Pfeile) sieht
man eine verdichtete Nekrosezone (weil3er Pfeil). Lichtmikroskopie, Farbung: Azan,
VergroBerung X120.
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3.2.2 Immunhistochemie

Mit dieser Methode werden der Proliferationsmarker MIB-1 und apoptotische Zellen per
TUNEL-Markierung immunhistochemisch nachgewiesen.

Die mediane Anzahl immunhistochemisch markierter Zellen pro mm?® wurde fiir jede
Therapiegruppe aus jeweils sechs repridsentativen Paraffinschnitten pro Tier mittels
computergestiitzter Auswertung ermittelt. In der IFO + HT — Gruppe stand aufgrund der
Komplettremissionen nicht geniigend Tumormaterial fiir eine statistische Auswertung zur
Verfiigung. Deshalb wurde der Effekt dieser Therapie in einer zusétzlichen Gruppe 24 h
nach Therapiebeginn untersucht (IFO + HT 24).

Die computerassistierte Auswertung der beiden obengenannten Marker zeigt eine nicht
parametrische Verteilung der Anzahl immunreaktiver Zellen. Aus diesem Grund wird die
statistische Auswertung zur Uberpriifung signifikanter Unterschiede zwischen den
Gruppen mit dem Kruskall-Wallis-Test vorgenommen. Die statistische Auswertung lasst
keine signifikanten Aussagen iiber die relative Anzahl proliferierender bzw. apoptotischer
Zellen pro Tumorfldche zwischen den Tumorgruppen zu.

Die Aussagekraft dieser Untersuchung wird dadurch deutlich gemindert, dass die
Nekroseareale klein und disseminiert, aber auch grofl und flachenhaft auftreten. Es lésst
sich nicht eindeutig beurteilen, ob die Nekrosen bereits vor der Therapie durch die
mangelhafte Vaskularisation vorhanden waren oder ob sie erst durch die Therapie
entstanden sind. Wie auch bei der Lichtmikroskopie lassen sich keine Aussagen iiber die
einzelnen Therapiegruppen treffen.

Die Diagramme 9 und 10 zeigen die Mediane der Anzahl immunreaktiver Zellen pro mm?
Gewebe. Auf der X-Achse ist die Gruppenzugehdrigkeit aufgetragen, auf der Y-Achse die
mediane Anzahl immunreaktiver Zellen pro mm® Tumorgewebe. Die eingetragenen
Streuungswerte sind die Standardabweichungen.
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Anzahl proliferierender Zellen/mm? nach MIB-1-Markierung und
Computer-gestiitzter Auswertung
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Diagramm 9: Es existieren keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Therapiegruppen.
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Anzahl apoptotischer Zellen/mm?

Anzahl apoptotischer Zellen/mm? nach TUNEL-Markierung und Computer-
gestiitzter Auswertung
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Diagramm 10: Es existieren keine signifikanten Unterschiede zwischen den Therapiegruppen.
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33 Transmissionselektronenmikroskopie (Abbildungen 21 bis 37)

Durch die ultrastrukturelle Untersuchung der Tumoren konnten die lichtmikroskopisch
erhobenen Befunde bestétigt und ergidnzt werden. Es finden sich epitheloide (Abb. 21, 22)
und mesenchymale (Abb.23) Tumorareale. Die epitheloiden Anteile zeigen grof3e
polygonale Zellen mit einer deutlich verschobenen Kern-Plasma-Relation zugunsten eines
runden Kernes mit lockerem Chromatin und mindestens einem Nukleolus (Abb. 21, 22).
Einige Zellen befinden sich in der Mitose (Abb. 22). Die meisten Zellen haben einen
spérlichen Organellenbestand, d.h. wenige Mitochondrien und ein schwach ausgebildetes
endoplasmatisches Retikulum (Abb. 21). Vereinzelt finden sich indessen auch
Tumorzellen mit mehreren Zellkernen (Abb.22) wund einem ausgeprigten
Organellenbestand (Abb. 24). Diese Zellen enthalten Filamentbiindel (Abb. 24), und zum
Teil ragen verzweigte Mikrovilli in die extrazellulire Matrix (Abb. 25). In den
Tumorzellen des mesenchymalen Anteils sind spindelformig ausgezogene Zellen in ein
faseriges Netzwerk multilamelldrer Basalmembranen eingebettet (Abb. 23). Wie bereits in
der Lichtmikroskopie festgestellt, sind die Tumoren durch eine karge Vaskularisierung
charakterisiert. Groflere Gefille sind eine Raritit, wihrend kleinere oft sinusoidal erweitert
sind (Abb. 26). Um die groBeren Gefdle sind Inseln intakten Tumorgewebes gelegen
(siehe auch Kap. 3.2: Lichtmikroskopie). Weiter peripher handelt es sich nur noch um
Nekroseareale. Mit der Transmissionselektronenmikroskopie lassen sich mit noch gréferer
Prizision die unregelmiBige Gewebestruktur mit den vielzéhligen Nekrosearealen auch in
Kontrolltumoren erkennen. Die Zellen in den geschiddigten Arealen gehen sowohl
apoptotisch (Abb. 27) als auch nekrotisch zugrunde (Abb. 28, 29, 30, 31). Bereits die
Ubersicht ermdglicht ohne Quantifizierung die Aussage, dass der groBte Teil der Zellen
nekrotisch wird. Durch Apoptose zugrunde gegangene Zellen werden hiufig von den
benachbarten Zellen phagozytiert (Abb.27). In den Ubergangszonen von intaktem
Tumorgewebe zu den Nekrosearealen sind alle Stadien der Koagulationsnekrose zu
erkennen (Abb.28). Hier liegen Zellen mit geschwollenen Mitochondrien und beginnender
Chromatinkondensation (Abb. 28), meistens in der Ndhe von stirker geschadigten Zellen,
in denen sowohl Zellkern als auch Organellen einer Lyse anheimfallen (Abb. 28).
Zellkerne und Zytoplasma anderer Zellen sind nur noch als Fragmente erhalten (Abb. 29).
Neben abgekapselten Nekrosen (Abb. 30) lassen sich auch Bezirke fldchenhafter
Nekrosezonen mit kaum mehr erkennbaren Zellschatten ausmachen (Abb. 31).

Tatsdchlich lassen sich auch ultrastrukturell nur schwer darstellbare Unterschiede zwischen
den einzelnen Therapiegruppen ausmachen. Wie bereits lichtmikroskopisch festgestellt,
sind auch ultrastrukturell die durch Hyperthermie merklich vergroBerten Interzellularrdume
und damit das interstitielle Odem nachweisbar, wodurch die mikrovilldren Zellfortsitze
deutlich hervortreten (Abb. 32). Das interzellulire Odem geht zudem mit einem
intrazellulirem Odem einher (Abb. 32).

Soweit qualitativ beurteilbar, sind die mit einer Kombination aus Ifosfamid und
Hyperthermie behandelt Tumoren am stirksten geschiddigt (Abb. 34, 35). In allen
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therapierten Tumoren finden sich neben stark geschéddigten Arealen (Abb. 33, 37) auch
Bezirke, in denen die Tumorzellen nur leicht geschidigt sind (Abb. 33, 36). Diese Zellen
weisen lediglich eine leichte Schwellung der Mitochondrien und eine geringe degenerative
Verfettung auf.

Abbildung 21: KONTROLLE. Areal epitheloider Zellen. Diese Abbildung zeigt deutlich die
verschobene Kern-Plasma-Relation zugunsten des Zellkerns. Die Zellkerne (rote Pfeile)
enthalten meistens locker verteiltes Chromatin mit mehreren Nukleoli. Der Organellenbesatz der
meisten Tumorzellen ist eher spérlich. TEM, VergroBerung X3400.

48



Abbildung 22: KONTROLLE. Mehrkernige epitheloide Tumorzelle mit mindestens drei
Zellkernen (griine Pfeile). Eine unvollstdndige Einschniirung zur Unterteilung der Zelle in zwei
Tochterzellen ist sichtbar (roter Pfeil). Moglicherweise hat nach der Mitose eine unvollstindige
Trennung der Tochterzellen stattgefunden. Im Gegensatz zu den meisten Tumorzellen besitzt
diese Zelle zahlreiche Mitochondrien, zum Teil aufgeweitete Zisternen des endoplasmatischen
Retikulums (gelbe Pfeile) und Vakuolen. TEM, VergroBerung X8700.
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Abbildung 23: KONTROLLE. Areal vorwiegend mesenchymaler Tumorzellen, die in eine
faserige Extrazelluldrmatrix eingebettet sind, die elektronenmikroskopisch einer multilamelldren
Basalmembran entspricht (rote Pfeile). TEM, Vergroerung X2300.
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Abbildung 24: KONTROLLE. Ausschnitt aus einer Tumorzelle mit zahlreichen intrazellulire
Filamenten (griine Pfeile), die als diagnostisches Kriterium zur Abgrenzung des
Pleuramesothelioms von anderen Tumorentititen dienen konnen. Diese Zelle besitzt viele,
allerdings geschédigte Mitochondrien (rote Pfeile). TEM, VergroBerung X10200.
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Abbildung 25: KONTROLLE. Mikrovillibesatz einer Tumorzelle. Die Existenz langer, auch
verzweigter Mikrovilli ist ein differentialdiagnostisches Kriterium zur Sicherung der Diagnose
Pleuramesotheliom. Zahlreiche Zellen wie diese besitzen besonders lange, mehrfach verzweigte
und untereinander anastomosierende Fortsitze (rote Pfeile). TEM, VergroBerung X14700.
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Abbildung 26: KONTROLLE. Sinusoidal erweiterte Kapillare. Endothelzellen (rote Pfeile) mit
starker zytoplasmatischer Vesikelbildung. Perizytenfortsétze mit eigener Basallamina (schwarze
Pfeile). Bei * kollagene Fibrillenbiindel. TEM, VergroBerung X8600.
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Abbildung 27: KONTROLLE. Phagozytierter apoptotischer Restkorper. Bei stirkerer
VergroBerung kann man die Reste des Zellkerns (N) und der Zellorganellen (schwarze Pfeile)
erkennen. Zellkern der phagozytierenden Zelle (roter Stern). TEM, VergroBerung X16400.
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Abbildung 28: KONTROLLE. Beginnende Nekrose einer Tumorzelle. Zu Beginn des
nekrotischen Zelluntergangs kondensiert das sonst lockere Chromatin im Zellkern (schwarzer
Pfeil). Im Gegensatz zur Apoptose, bei der auch eine kernmembranstiandige
Chromatinkondensation auftreten kann, zeigt diese Zelle nekrosetypische degenerative
Zellveranderungen: Auflosung der Kern- und Zellmembran (rote Pfeile) und Schwellung der
Mitochondrien (griine Pfeile). In den Randgebieten dieser Abbildung sind Zellen in
unterschiedlichen Nekrosestadien zu erkennen. TEM, Vergréf3erung X5700.
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Abbildung 29: KONTROLLE. Spites Nekrosestadium einer Tumorzelle. Die strukturelle

Integritét der Zelle ist weitgehend aufgehoben. Der Zellkern ist nur noch als Schatten zu erkennen

(rote Pfeile), die Zellgrenzen sind aufgehoben. Fetttropfen (griine Pfeile). TEM, Vergroferung
X12300.
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Abbildung 30: KONTROLLE. Abgekapseltes Nekroseareal. Neben diffusen, konfluierenden

Nekrosearealen (rote Pfeile) entstehen auch umschriebene, abgekapselte Nekroseareale (griine
Pfeile). TEM, VergroBerung X5900.
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Abbildung 31: KONTROLLE. Diffuses Nekroseareal. Innerhalb dieser oft sehr groflichigen
und verzweigten Gebiete lassen sich die Reste der Zellen kaum noch identifizieren,

Zellgrenzen sind aufgehoben, und Kernschatten nur noch zu erahnen. TEM, VergroBerung

X2700.
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Abbildung 32: HT. Eine bis wenige Stunden nach der Hyperthermie bildet sich ein interstiticlles
Odem aus. Die Interzellularriume vergroBern sich (rote Pfeile), so dass die dort verborgenen
Mikrovilli (schwarze Pfeile) zum Vorschein kommen. Einige Tumorzellen zeigen
Verinderungen im Sinne einer Mitochondrienschwellung (griine Pfeile), andere Zellen sind
unverdndert. TEM, VergroBerung X5400.
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Abbildung 33: IFO. Die Abbildung zeigt zerstorte Zellen in unterschiedlichen Nekrosestadien
(rote Pfeile) sowie Zeichen einer degenerativen Verfettung (griine Pfeile). TEM, Vergroferung
X5700.
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Abbildung 34: IFO + HT. Ausgedehntes, stark zerstortes Tumorareal. Soweit transmissions-
elektronenmikroskopisch beurteilbar, sind die durch die kombinierte Thermochemotherapie mit
IFO + HT ausgeldsten Schiaden fulminanter ausgeprégt als in den anderen Gruppen. TEM,
Vergroierung X7200.
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Abbildung 35: IFO + HT. Diffuse Nekrose. Au3er drei noch als Schatten erkennbaren Tumor-
zellkernen (rote Pfeile) sind die Zellen vollstindig aufgelost. Weder Zellgrenzen noch
Zellorganellen sind zu erkennen. TEM, VergroBerung X5500.
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Abbildung 36: CYCLO. Intaktes Tumorzellareal nach Chemotherapie. Es zeigt sich allenfalls
eine geringfligige Mitochondrienschwellung (griine Pfeile). TEM, Vergroferung X3400.
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Abbildung 37: CYCLO + HT. Ausschnitt aus einem stark geschddigten Tumorgebiet dieser
Therapiegruppe. TEM, VergroBerung X5700.
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3.4  Intratumorale pO,-Messung

Der intratumorale pO,-Wert wurde vor der Hyperthermie als Kontrollwert, zehn und
40 Minuten nach Hyperthermiebeginn zur Abschitzung der direkt durch die Hyperthermie
bewirkten Verdnderungen und jeweils zwei und 24 Stunden nach Beendigung der
Hyperthermie zur Verlaufskontrolle gemessen.

Zundchst wurden die Sauerstoffpartialdruckmessungen nur in den Thermochemo-
therapiegruppen durchgefiihrt. Aufgrund der Ergebnisse der IFO + HT-Gruppe wurde der
Sauerstoffpartialdruck in einer zusitzlichen Gruppe IFO-solo ohne Hyperthermie, also bei
37°C gemessen.

Der Vergleich der Gruppen zu unterschiedlichen Zeitpunkten ist in Diagramm 11 dargestellt.
Es zeigen sich signifikante und hochsignifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zu den
Messzeitpunkten nach zehn und nach 40 Minuten sowie bei der Messung nach zwei Stunden.
Einzelvergleiche zwischen den Gruppen ergeben folgende Ergebnisse (Tabellen mit der
statistischen Auswertung befinden sich im Anhang):

Vor der Hyperthermie (pre-HT = Kontrollwert) liegen keine signifikanten Unterschiede
zwischen den pO,-Werten der einzelnen Gruppen vor.

Bei der Messung zehn Minuten nach Hyperthermiebeginn ist der pO,-Wert der
IFO + HT-Gruppe und der IFO-solo-Gruppe signifikant niedriger als der pO,-Wert der
Kontrollgruppe.

Zum Zeitpunkt 40 min nach Hyperthermiebeginn ist der pO,-Wert der IFO + HT-Gruppe
signifikant geringer als die Werte der Kontrollgruppe, der HT-solo-Gruppe und der
IFO-solo-Gruppe.

Der Vergleich der pO,-Werte innerhalb einer Gruppe im Zeitverlauf (Diagramm 12-15) zeigt
nur fiir die Gruppe IFO + HT einen signifikanten Unterschied im Verlauf der Messungen
(Diagramm 14).
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Mediane der pO2-Messung

Vergleich der pO2-Werte der unterschiedlichen Gruppen

40,00 -
35,00 - @ *
30,00 ’0 N
25.00 - o ¢ 41,5°C
¢ O . .
@ IFO +41,5°C
20007 o ° & Cyclo +41,5°C
clo N
15,00 - M ¢ s & ¢ & IFO
® o . : o * 4 °
10,00 ~ 'S 8 P R oo o .
5,00 - y‘ ‘ ® e 3‘@ $ g
0,00 A ‘ ‘ ‘
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Messzeitpunkte

Diagramm 11: Vergleich der Sauerstoffpartialdriicke der verschiedenen Therapiegruppen zu
verschiedenen Zeitpunkten vor, wihrend und nach der Therapie. Auf der x-Achse sind die
Messzeitpunkte aufgetragen: 1,00 = vor der Therapie

2,00 = 10 min nach Therapiebeginn
3,00 = 40 min nach Therapiebeginn
4,00 = 120 min nach Therapie

5,00 = 24 h nach Therapie

Die Auftragung der Messwerte ist der Ubersichtlichkeit halber von Gruppe zu Gruppe um
wenige Millimeter nach rechts versetzt, um die Gruppen voneinander differenzieren zu
konnen.

Auf der y-Achse sind die Sauerstoffpartialdriicke der einzelnen Tiere einer Gruppe in mmHg
aufgetragen.

Nur eine Gruppe zeigt signifikante Veridnderungen des Sauerstoffpartialdrucks unter Therapie:
Der Sauerstoffpartialdruck der mit IFO + HT therapierten Gruppe sinkt bereits nach 10 min
signifikant von 7 mmHg auf 0,5 mmHg, bleibt bis 120 min nach Therapie deutlich unter

5 mmHg, um sich nach 24 h mit 7,5 mmHg in etwa auf den Ausgangswert einzustellen.

Diagramme 12 - 15: Vergleich der Sauerstoffpartialdriicke im Verlauf jeder einzelnen
Therapiegruppe. Die Anordnung der Achsen und die Skalierung entspricht der Legende von
Diagramm 11. Die Messwerte jedes einzelnen Tieres einer Gruppe sind als Punkte
aufgetragen.
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Mediane der pO2-Messungen

Mediane der pO2-Messungen

HT

6,00

60,00
50,00 -
40,00 -
30,00 | *
* .
20,00 - *
L 2
10,00 - 2
} L 2 ‘ ¢ *
0,00 ‘ ‘ ‘ * $ ‘
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Messzeitpunkte

Diagramm 12: Vergleich der Sauerstoffpartialdriicke im Verlauf der HT-Gruppe. Es existieren

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten.

IFO

60,00 -

W
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(=]
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0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

Messzeitpunkte

Diagramm 13: Vergleich der Sauerstoffpartialdriicke im Verlauf der IFO-Gruppe.
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten.

67

6,00

Es existieren



Mediane der pO2-Messungen

Mediane der pO2-Messungen

IFO + HT

60,00 -
50,00 -
40,00 -
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20,00 -

¢ 2
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0,00 t $ $ $ $ ‘
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Messzeitpunkte

Diagramm 14: Vergleich der Sauerstoffpartialdriicke im Verlauf der IFO + HT-Gruppe. Der
Sauerstoffpartialdruck sinkt bereits nach 10 min signifikant von 7 mmHg auf 0,5 mmHg und
bleibt fiir 2 Stunden nach Therapie mit 1,4 mmHg und 3,2 mmHg deutlich und signifikant
niedriger als vor der Therapie. Nach 24 h erholt sich der Sauerstoffpartialdruck und betrégt
7,5 mmHg, was etwa dem Ausgangswert entspricht. Dieser Anstieg ist signifikant.

CYCLO + HT

60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 4 & Cyclo +41,5°C
20,00 - .

* * *
10,00 - . : 3 :

¢ *

$ D ¢

0,00 ; — —& ‘ ! ‘
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
Messzeitpunkte

Diagramm 15: Vergleich der Sauerstoffpartialdriicke im Verlauf der CYCLO + HT-Gruppe. Es
existieren keine signifikanten Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten.
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4 DISKUSSION

Auch nach dem Verwendungsverbot von Asbest seit Anfang der 90er Jahre steigt die
Inzidenz des malignen Pleuramesothelioms aufgrund seiner langen Latenzzeit stetig. Eine
Standardtherapie konnte bis heute nicht etabliert werden. Géngige Malignomtherapien sind
aus verschiedenen Griinden keine optimalen Therapieldsungen: klinische Studien zeigten,
dass der iiberwiegende Anteil der Pleuramesotheliome weder strahlen- noch chemosensibel
ist. Eine chirurgische Intervention stellt wegen der hohen Anforderungen an den
Allgemeinzustand des Patienten nur fiir wenige Betroffene eine Therapieoption dar. Neue
Therapieansdtze wie die Immuntherapie oder die photodynamische Therapie befinden sich
erst im Stadium der klinischen Erprobung. Es handelt sich beim diffusen malignen
Pleuramesotheliom also heute nach wie vor um eine Erkrankung mit infauster Prognose.
Die vorliegende Untersuchung sollte klidren, ob die Kombination aus Chemotherapie und
Hyperthermie in vivo am Nacktmausmodell ein fiir die klinische Anwendung
empfehlenswerter Ansatz zur Therapie dieser Tumorentitdt ist. Untersucht wurde die
Wirkung zweier Alkylantien auf das Pleuramesotheliom, fiir die eine Wirkungsverstirkung
durch Hyperthermie bei anderen Malignomen bereits nachgewiesen werden konnte [33, 36,
37, 80, 82, 103, 117].

In einem ersten Schritt wurde ein solides Tumormodell der humanen Zelllinie
MSTO 211-H in der Nacktmaus etabliert. Innerhalb weniger Wochen wuchsen die
Tumoren subkutan und damit fiir die Therapie und die beobachtenden Untersuchungen
leicht zugéinglich heran. Im Nacktmausmodell kénnen die Therapieeffekte an humanen
Tumorzellen untersucht werden, auferdem lassen sich die Ergebnisse hdufig gut mit
klinischen Ergebnissen vergleichen.

Beachtet werden muss allerdings das im Vergleich zum Patienten schnelle
Tumorwachstum im Nacktmausmodell sowie die Tatsache, dass die Vaskularisation [15]
und das Abwehrsystems des Wirtes eine Rolle spielen.

Andererseits hitte eine Induktion des Pleuramesothelioms eine Asbestexposition der Maus
und somit auch des Betreuers erfordert, was aus Sicherheitsgriinden nicht vertretbar und
zudem mit zu groBen Unsicherheitsfaktoren behaftet gewesen wire. Zudem wire wegen
der langen Latenzzeit bei einer Induktion eine zeitnahe Studie nicht moglich gewesen.
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die intratumorale Sauerstoffversorgung
anderer Tumorentitdten durch eine Hyperthermie erheblich verbessert wird [49, 52, 70,
93], dass der Zellstoffwechsel angeregt wird und ein appliziertes Zytostatikum stirker
wirken konnte. Aus diesem Grund wurden in dieser Studie nicht nur die ldngerfristigen
Therapieeffekte der Thermochemotherapie auf den Tumor beobachtet, sondern auch der
intratumorale  Sauerstoffpartialdruck gemessen. Weiterhin sollten morphologische
Untersuchungen die therapiebedingten Verdnderungen auf tumoraler und zellulidrer Ebene
dokumentieren.
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4.1 Tumorvolumenkinetik, Morphologie, Sauerstoffpartialdruck
4.1.1 KONTROLLE

Die Kontrolltumoren wuchsen exponentiell. Licht- und transmissionselektronen-
mikroskopisch lieBen sich die typischen Merkmale des biphasischen Pleuramesothelioms
nachweisen. Mikroskopisch fanden sich schon in der Kontrollgruppe unabhédngig vom
Tumorvolumen deutliche, oft mottenfral3dhnliche Nekroseareale sowohl zentral als auch
peripher. Tumoren anderer Entititen wiesen erst ab deutlich hheren Volumina zentrale
Nekrosen auf [79]. Eine mogliche Erkldrung fiir die friihzeitige Entstehung der
Nekroseareale bietet die im Vergleich zu anderen Tumorentititen geringe
Vaskularisierung. Hierfiir spricht ebenfalls das Auftreten sogenannter ,,GefdBinseln®,
Areale intakten Tumorgewebes, die sich in unmittelbarer Ndhe eines Gefdles befanden
und von peripheren Nekrosen umgeben waren. Die Diffusionsstrecke zu entfernterem
Gewebe scheint zu lang, um eine ausreichende Versorgung dieser Bezitke zu
gewihrleisten.

Die morphologische Beurteilung der Therapieeffekte in den einzelnen Therapiegruppen
war durch die bereits in der Kontrollgruppe vorhandenen Nekrosen erschwert.

Die MIB-1-Markierung sollte zeigen, wie viele Zellen proliferieren, da neben dem
histologischen Subtyp auch der MIB-1-Index als Prognosekriterium fiir den Verlauf der
Erkrankung zéhlt [9]. Ein hoher Anteil an MIB-1-positiven, also proliferierenden Zellen,
spricht flir einen ungiinstigeren Krankheitsverlauf. Neben dem MIB-1-Nachweis wurden
apoptotische Zellen per TUNEL-Markierung dargestellt.

Ebenso wie die lichtmikroskopische Beurteilung gestalteten sich die Auswertungen der
immunhistochemischen Markierung von MIB-1 und der TUNEL-Markierung durch die
unregelmiflige Tumormorphologie schwierig. In Vorversuchen wurde durch das
Auszdhlen mehrerer Gesichtsfelder eine erhebliche Streuung durch den stidndigen
Ubergang von intaktem Gewebe zu nekrotischem Gewebe festgestellt. Aus diesem Grund
wurden mehrere histologische Schnitte aus verschiedenen Arealen eines Tumors mit einem
hochauflosenden Scanner eingescannt, um eine moglichst grole Tumorfliche zu
analysieren. Nach Umwandlung in Graustufen wurden diese mit einem Computer
ausgewertet (siche Kap. 2.6.2). Auch innerhalb eines Tumors ergeben sich Schwankungen
der relativen Anzahl immunreaktiver Zellen pro mm®. Die Analyse von sechs bis zehn
Schnitten pro Tumor ldsst keine signifikanten Aussagen iiber die relative Anzahl
proliferierender bzw. apoptotischer Zellen zu.

Frithere experimentelle [79] und klinische Studien [48, 107] konnten zeigen, dass die
Tumoroxygenierung einen wichtigen prognostischen Faktor bei einigen Malignomen (z.B.
Zervixkarzinom, Weichteilsarkom und Plattenepithelkarzinom im Hals-Nasen-Ohren-
Bereich) darstellt [79]. Die geringe Gefd8dichte und die starke Nekrotisierung der
Tumoren lieBen bereits eine mangelhafte Sauerstoffversorgung des Gewebes erwarten. In
dieser Studie wurde der Sauerstoffpartialdruck gemessen, um zu kliren, ob die
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mangelhafte Sauerstoffversorgung des Gewebes fiir die weitestgehende Chemoresistenz
des Pleuramesothelioms verantwortlich ist. Der mediane pO,-Wert war mit 8,4 mmHg in
der Kontrollgruppe niedrig. Die pO,-Werte verschiedener Tumoren, gemessen zum
gleichen Zeitpunkt, zeigten eine hohe Streubreite. Eine dhnlich hohe Streubreite fand sich
auch beim Vergleich der wihrend einer Messung innerhalb eines Tumors erhobenen
Messwerte. Die Werte bewegten sich zwischen 0 mmHg und 60 mmHg. Viele
Tumorentititen wiesen im Vergleich zu normalem Gewebe eine verminderte
Sauerstoffversorgung auf. Eine solche intratumorale Hypoxie, die sich auch bei dem hier
untersuchten Pleuramesotheliom zeigt, hat im Wesentlichen zwei Ursachen: Erstens weist
das Gefidflsystem in zahlreichen Tumoren strukturelle und funktionelle Verdnderungen auf
[28, 93]. Neben Gefillen mit einem unregelméfBigen Verlauf finden sich sinusoidal
erweiterte Kapillaren, bisweilen teilstenosierte, aber auch komplett verschlossene Gefil3e.
Im Verlauf dieser Gefile kommt es zu einer Ab- bzw. Zunahme des Stromungs-
widerstandes mit den unausweichlichen Folgen wie Stase, Thrombusbildung und
interstitielles Odem durch den erhohten Fliissigkeitsaustritt aus dem GefdB. Ein solches
interstitielles Odem verlingert die Diffusionsstrecke und verschlechtert die Vaskularisation
zusdtzlich. Die Nekroseentstehung wird begilinstigt. Die zweite Ursache fiir die
Gewebshypoxie stellt das Ungleichgewicht zwischen Tumorvolumen auf der einen Seite
und der Gefdlversorgung andererseits dar. Das rasche Tumorwachstum, dem die
Neoangiogenese nicht folgen kann, sorgt fiir einen relativen GefdBmangel ebenfalls mit
einer Minderversorgung des Tumorgewebes [48, 94]. Eine solche geringe Vaskularisation
im Vergleich zu Normalgewebe ist charakteristisch fiir viele Tumorentitéten [107].

Beide Faktoren verursachen eine Gewebshypoxie im Tumor. Es wird zwischen akut
hypoxischen und chronisch hypoxischen Zellen unterschieden [48, 107]. Perfusions-
storungen, z.B. durch eine Thrombosierung, verursachen einen akut hypoxischen Zustand,
wéhrend die Entstehung von chronisch hypoxischen Zellen durch die beschriebene
Verldngerung der Diffusionstrecke hervorgerufen wird. Durch die Hypoxie kann die
Aggressivitit einer Tumorzelle deutlich gesteigert werden: Die Zellen sind zunehmend
dedifferenziert, ihre Apoptosebereitschaft nimmt ab [107], Verdnderungen im Genom
haben eine erhohte Resistenz gegeniiber Noxen zur Folge [48, 107]. Daraus resultiert ein
aggressiveres Wachstum des Tumors mit einer gesteigerten Invasivitidt und einer hoheren
Neigung zur Metastasierung [16]. Neben einer vermehrten Aggressivitdt als Folge der
Hypoxie haben Tumorzellen — bis zu einem gewissen Grad — die Fahigkeit, sich an
vorliegende Gegebenheiten anzupassen. Eine solche Anpassung kann z.B. die Arretierung
einer Zelle in der G1-Phase des Zellzyklus” sein. Hierdurch wird die Empfindlichkeit fiir
Chemotherapeutika und Radiatio erheblich verringert.

Die Morphologie der Tumoren bietet eine mdgliche Erklirung fiir die intratumoral
gemessenen, sehr unterschiedlichen pO,-Werte. In der Peripherie des Tumors lagen relativ
hohe Sauerstoffpartialdriicke vor. Hier ist die Vaskularisierung verhdltnismaBig gut. Im
Zentrum der Tumore fanden sich sowohl Areale mit morphologisch unauffilligem
Tumorgewebe (,,GefdlBinseln®), als auch schlecht versorgte Bezirke mit Nekrosen.
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Zwischen beiden befinden sich vielgestaltige Ubergangsformen. Diese Irregularitiit erklirt
die erheblichen Schwankungen des Sauerstoffpartialdrucks innerhalb eines Tumors.

4.1.2 HYPERTHERMIE

Die hyperthermierten Tumoren zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe kein signifikant
unterschiedliches Wachstum. Bei der mikroskopischen Untersuchung zum Zeitpunkt drei
Wochen nach Therapie wurde eine der Kontrollgruppe dhnliche Morphologie gefunden.
Nur in den Tumoren, die kurz nach der Hyperthermie (60 und 120 min post HT) untersucht
wurden, konnten deutliche Stauungen in den Blutgefilen nachgewiesen werden [31].
Offenbar bewirkt die Hyperthermie lediglich passagere strukturelle Verdnderungen, die
jedoch keine Auswirkung auf das Tumorwachstum haben.

Da Hyperthermie den Oxygenierungsgrad des Gewebes erhdhen kann [49, 52, 72, 93],
sollte in dieser Studie untersucht werden, ob die Hyperthermie auch die
Sauerstoffversorgung in unserem Tumormodell der Zelllinie MSTO 211-H verbessert. Die
Hyperthermie bis zu einer Temperatur von 42°C wird in der Literatur als ,milde
Hyperthermie* bezeichnet. Diese milde Hyperthermie fiihrte in unserem Modell nicht zur
Erhohung der Sauerstoffversorgung, was im Kontrast zu den Ergebnissen anderer
Untersuchungen am Mammakarzinom [49], am Adenokarzinom der Ratte [90] und an
HNO-Plattenepithelkarzinomen [79] steht. Bei diesen Tumorentititen wurde eine
gesteigerte Tumoroxygenierung durch milde Hyperthermie beobachtet. Eine mdgliche
Erkldrung hierfiir ist, dass die oben genannten Karzinome primér eine bessere
Vaskularisierung besitzen als unser Tumormodell. Wie bereits erwédhnt, konnten 60 und
120 min post HT bei 41,5°C in der Peripherie stark durchblutete GefiBle ausgemacht
werden [31]. Dieses gilt nicht fiir das nekrotische Zentrum. Hier ist die Vaskularisierung
offenbar so ungeniigend, dass auch durch Hyperthermie die Durchblutung nicht gesteigert
werden kann.

4.1.3 IFOSFAMID

In unserem soliden Tumormodell bewirkte die singuldre IFO-Therapie eine Stagnation des
Tumorwachstums fiir eine Woche. Danach kam es zu einem erneutem Tumorwachstum, so
dass der Therapieeffekt von Ifosfamid nur als passager bezeichnet werden kann. Da bei
Patienten mehrere Therapiezyklen durchgefiihrt werden, konnte das Therapieergebnis
dadurch verbessert werden. Mikroskopisch lieB3 sich kein Unterschied zu den Tumoren der
anderen Gruppen feststellen. Zehn Minuten nach Gabe von Ifosfamid sank der
Sauerstoffpartialdruck im Tumor nicht signifikant von 10 mmHg auf 4 mmHg.

4.1.4 IFOSFAMID + HYPERTHERMIE

Die Kombination aus Ifosfamid und Hyperthermie stellte sich als die effektivste Therapie
heraus. Bei der Hilfte der Tiere konnte eine Komplettremission erreicht werden. Ein
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Tumor zeigte eine Partialremission, ein weiterer No Change. Lediglich ein Tumor dieser
Gruppe wuchs progredient. Die Wirkung von Ifosfamid beim humanen Pleuramesotheliom
wird durch Hyperthermie verbessert.

Eine Wirkungsverstiarkung bestimmter Zytostatika durch die gleichzeitige Applikation von
Wirme war bereits Gegenstand zahlreicher Studien und konnte insbesondere fiir
Alkylantien und Platinverbindungen nachgewiesen werden [55, 103, 119].

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen der Tumoren dieser Gruppe ergaben keinen
Unterschied zu anderen Therapiegruppen. Ultrastrukturell gewinnt man den Eindruck, dass
die Tumoren der mit IFO + HT behandelten Gruppe stérker geschéddigt sind.

Bei der Beurteilung der Sauerstoffpartialdriicke zeigte sich nur in dieser Gruppe ein
statistisch signifikanter Abfall des pO,-Wertes bereits zehn Minuten nach Therapiebeginn
(von 7mmHg auf 0,5 mmHg). Im Verlauf der Hyperthermie blieb der pO,-Wert mit
1,4 mmHg signifikant niedriger als vor der Therapie. Zwei Stunden nach Therapieende
betrug der Sauerstoffpartialdruck mit 3,2 mmHg immer noch weniger als die Hélfte des
Ausgangswertes (pre-HT). Der pO,-Wert der letzten Messung 24 Stunden nach
Hyperthermie war wieder so hoch wie vor Therapiebeginn (7,5 mmHg). Damit stellt sich
die Frage, warum es nur in der Gruppe IFO + HT zu einem statistisch signifikanten Abfall
des Sauerstoffpartialdrucks fiir ca. 120 Minuten kam und dieser pO,-Wert nach 24 Stunden
wieder auf seinen Ausgangswert anstieg. Fiir einen erniedrigten Sauerstoffpartialdruck gibt
es zwei mogliche Griinde: Erstens konnte er herbeigefiihrt sein durch eine verminderte
Sauerstoffzufuhr, zweitens durch einen erhohten Sauerstoffverbrauch. Der gesteigerte
Sauerstoffverbrauch bietet eine denkbare Erkldrung fiir die wihrend und kurz nach der
Therapie erniedrigten pO,-Werte im Tumor, ist aber als Ursache fiir die gemessenen Werte
nicht sehr wahrscheinlich, da eine hyperthermiebedingte Stoffwechselsteigerung nicht nur
bei der mit IFO + HT therapierten, sondern auch bei allen anderen mit Hyperthermie
behandelten Gruppen nachweisbar sein miisste. Hieraus folgt, dass der verminderte
Sauerstoffpartialdruck im Tumor bereits aus einer erniedrigten Sauerstoffeinfuhr ins
Gewebe resultiert. Dafiir konnte eine zusétzliche Schadigung oder eine Konstriktion der
ohnehin schon mangelhaft ausgebildeten und spérlich vorhandenen Blutgefd3e durch die
Kombination aus Ifosfamid und Hyperthermie verantwortlich sein. Schadigungen des
Endothels intratumoraler Gefdfle durch die Kombination aus Ifosfamid und Hyperthermie
wurden bereits beim xenotransplantierten Mammakarzinom MX-1 nachgewiesen [96].

Eine solche additive Schiadigung oder Vasospasmen, ausgelost durch aktive Metaboliten
des Ifosfamids (z.B. Acrolein und Chloracetaldehyd) [22], die durch die Hyperthermie
vermehrt gebildet werden, verschlechtern die Tumoroxygenierung weiter. Der Anstieg des
pO,-Wertes nach Therapieende auf den Ausgangswert konnte Zeichen einer
Endothelregeneration bzw. eines Nachlassens des Vasospasmus sein. In der Literatur
wurde an einem Hamstermodell eines Zervixkarzinoms eine voriibergehende
Vasokonstriktion mit nachfolgender Vasodilatation durch Hyperthermie bei 42°C
beschrieben [29]. In unserem Modell wurde die Hyperthermie mit 41,5°C durchgefiihrt
und statistisch signifikante Verdnderungen des pO,-Wertes lieBen sich nur fiir die mit
Ifosfamid und Hyperthermie behandelten Tumoren feststellen.
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Die bisher verbreitete Ansicht, dass eine milde Uberwirmung zwischen 39,5°C und 42°C
die Tumoroxygenierung verbessert, fand sich in dieser Versuchsreihe nicht bestitigt. In der
Therapiegruppe Hyperthermie bei 41,5°C kombiniert mit Ifosfamid wurde der
intratumorale Sauerstoffpartialdruck beim humanen malignen Pleuramesotheliom nur
kurzzeitig signifikant gesenkt.

4.1.5 CYCLOPHOSPHAMID

Als weiteres Alkylans wurde in dieser Studie Cyclophosphamid untersucht, weil es im
Vergleich zu Ifosfamid, dem verwandten Strukturanalogon, eine weniger nephrotoxische
Alternative darstellt [109].

Im soliden Tumormodell war die alleinige Therapie mit Cyclophosphamid nur méaBig
wirksam. Bei einem Teil der Tumoren wurde eine voriibergehende Abnahme des
Tumorvolumens beobachtet, bei anderen Tumoren kam es zu einem Wachstumsstopp. Im
Vergleich mit der Kontrollgruppe stellten sich diese Verdnderungen jedoch als nicht
signifikant heraus. Auch morphologisch konnten keine Unterschiede zur Kontrollgruppe
beobachtet werden. Diese Ergebnisse stimmen mit den Aussagen einer anderen
Arbeitsgruppe iiberein, die Pleuramesotheliomxenograften an der Ratte mit Doxorubicin
oder Cyclophosphamid therapierten und beide Zytostatika als inaktiv einstuften [59].

4.1.6 CYCLOPHOSPHAMID + HYPERTHERMIE

Die Kombination aus Cyclophosphamid und Hyperthermie stellte sich als der
zweitwirksamste Therapieansatz nach IFO + HT heraus. In dieser Gruppe kam es
allerdings nur zu kurzzeitigen Partialremissionen bei der Hélfte der Tumoren, zwei
Tumoren zeigen No Change, ein Tumor wuchs progredient. Nach drei Wochen zeigten
alle Tumoren ein erneutes Wachstum, wenn auch das Ausgangsvolumen (pre-HT) nicht
wieder erreicht wurde. Der Grofiteil der Tumoren (vier von sechs) sprach zumindest
tempordr auf die kombinierte Therapie aus Cyclophosphamid und Hyperthermie an.
Ubertrigt man dieses Resultat auf die Klinik, so muss bedacht werden, dass Patienten in
der Regel nicht einmalig eine Chemotherapie erhalten, sondern mehrere Therapiezyklen.
Angesichts dieser Tatsache ist es durchaus moglich, dass die Zellen, die nach einem
Therapiezyklus erneut proliferieren, durch einen nachfolgenden Thermochemotherapie-
zyklus abgetotet werden. Wegen der hohen Mortalitdt konnte ein solches Therapieschema
jedoch nicht im Nacktmausmodell durchgefiihrt werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Kombination von Cyclophosphamid mit
Hyperthermie deutlich bessere Therapieerfolge als die alleinige Gabe von
Cyclophosphamid erzielte. Eine solche Wirkungsverstirkung von Cyclophosphamid durch
eine Uberwirmung des Gewebes fand ebenfalls die Arbeitsgruppe um Coil im
Melanom-Xenotransplantat in der Nacktmaus [21].

Abweichungen zur Kontrollgruppe konnten weder in der Morphologie noch in den
Sauerstoffpartialdriicken gefunden werden.
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4.2 Gruppenvergleich

Im Gruppenvergleich lieBen sich Komplettremissionen nur fiir die Gruppe IFO + HT
feststellen. Die Therapiegruppe CYCLO + HT bewirkte in der Mehrzahl der Tumoren
Partialremissionen. Die erfolgreichste Therapie stellt somit IFO + HT dar. In dieser
Gruppe gab es 50% Komplettremissionen und je 17% Partialremissionen, No Change
bzw. Progress. Durch CYCLO + HT wurden 50% Partialremissionen und 34% No
Change Verldufe erzielt. Ein Tumor (17%) zeigte Progress. Ein Zusammenhang zwischen
Morphologie und Therapieerfolg konnte fiir keine Gruppe festgestellt werden. Die
Tumoren aller Therapiegruppen zeigten eine Vielzahl zentraler und peripherer Nekrosen.
GroBBe, Anzahl oder Anordnung der Nekrosen lassen keinen Riickschluss auf die
angewandte Therapie zu (Abb. 14). Das Ausmall moglicher therapieinduzierter Nekrosen
lasst sich nicht abschétzen.

Ebenso wenig fiihrt die MIB-1-Farbung und die TUNEL-Markierung zu einer statistisch
signifikanten Aussage liber die unterschiedliche Anzahl proliferierender und apoptotischer
Zellen zwischen den verschiedenen Therapiegruppen.

Die gemessenen Sauerstoffpartialdriicke zeigten sowohl zwischen den Gruppen als auch
innerhalb einer Gruppe starke Schwankungen, die durch Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen bei anderen Tumorentitéten bestétigt werden [48, 107].

Nur die Gruppe IFO + HT zeigte signifikante Verdnderungen des pO,-Verlaufs: Kurz nach
Beginn der Hyperthermie fiel der pO,-Wert signifikant ab. Als Begriindung hierfiir ldsst
sich die mangelhafte Perfusion im Tumor anfiihren, die durch die Kombination aus
Hyperthermie und Ifosfamid bzw. seinen Metaboliten (z.B. Acrolein und Chlor-
acetaldehyd) entsteht (siehe Kap. 2.4.3).

Conklin et al. zeigten in einer Untersuchung, dass der durch die Aktivierung von Ifosfamid
entstechende Metabolit Acrolein flir auftretende Vasospasmen verantwortlich sein kann
[22]. Pharmakodynamisch lieBe sich folgern, dass Ifosfamid durch die Hyperthermie
vermehrt aktiviert wiirde, es entstiinden mehr Metaboliten wie Acrolein, welches zu einem
verstiarkten Vasospasmus fiihre. Ein weiterer Metabolit ist das Chloracetaldehyd, das im
Zusammenhang mit Hyperthermie neben einer Neurotoxizitit auch spasmogene Wirkung
hat. Die ohnehin schon insuffiziente Oxygenierung des Tumors wiirde zusétzlich
verschlechtert, da die Vasokonstriktion die durch Uberwirmung verursachte
Perfusionssteigerung noch iibertréfe. Bei der Gruppe CYCLO + HT fehlt das Absinken des
pO,-Wertes durch die Hyperthermie. Da Acrolein auch ein Cyclo-Metabolit ist, ist der
Grund fiir den fehlenden Sauerstoffabfall unklar. Moglicherweise entstehen weniger
Metaboliten, so dass sich Vasospasmen und Perfusionssteigerung die Waage halten und
sich die Tumorperfusion kaum dndert [34, 105, 106].
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5 SCHLUSSFOLGERUNGEN UND AUSBLICK

Das humane maligne Pleuramesotheliom stellt eine auBerordentlich therapieresistente
Tumorerkrankung dar. Die vorliegende Studie untersuchte die Auswirkungen einer
einmaligen Thermochemotherapie an einem xenotransplantierten soliden Tumormodell der
Zelllinie MSTO 211-H. Die kombinierte Therapie, bestehend aus einmaliger Applikation
von Ifosfamid bzw. Cyclophosphamid plus einer einstiindigen Hyperthermie bei 41,5°C,
zeigte sich als wirksam. Eine vorausgegangene Studie, die diesen Therapieansatz in vitro
und mit den zusétzlichen Zytostatika Gemcitabin und Carboplatin untersuchte, zeigte, dass
in vitro alle Medikamente zytotoxische Wirkung besaBlen, in vivo jedoch nur die
Medikamente Ifosfamid und Cyclophosphamid [30, 31]. Diese Tatsache verdeutlicht, wie
wichtig die Vaskularisation eines Tumors ist: Sie ist fir den Transport des
Chemotherapeutikums entscheidend. Jedes Hindernis in der Strombahn, wie arterio-venose
Shunts oder Stenosen, verhindern eine optimale Anflutung und damit eine optimale
Wirkung der Zytostatika. Nicht zu vernachlédssigen ist die Anordnung der extrazelluldren
Matrix, die die Medikamentendiffusion behindern kann, sowie Verdnderungen des Milieus
mit einem geringen pH-Wert und einem erniedrigten pO,-Wert, der die Wirkung der
Chemotherapeutika ebenfalls verdndert.

Wihrend unserer Versuche am Tumormodell bestétigte sich die von vielen Arbeitsgruppen
dokumentierte Therapieresistenz des malignen Pleuramesothelioms. Die alleinige Gabe der
Chemotherapeutika Ifosfamid und Cyclophosphamid hatte nur eine voriibergehende
schwache Wirkung. Bei der Kombination der Medikamente mit einer einstiindigen
Uberwirmung bei 41,5°C zeigte sich eine signifikante Wirkungsverstirkung. Auf die
Therapie mit IFO + HT sprachen 66% der Tumore an, 50% der Tumore wiesen eine sogar
eine Komplettremission auf. Die Kombination aus IFO + HT stellte demnach die
wirkungsvollste Therapie dar. Damit ist die kombinierte Therapie aus Ifosfamid plus
Hyperthermie eine sinnvolle Alternative oder auch Ergédnzung zu géngigen Therapien beim
malignen Pleuramesotheliom. Auch Cyclophosphamid zeigte in der Kombination mit
Hyperthermie eine Wirkungsverbesserung, so dass auch dieser Therapieansatz als
Ergénzung fiir die ohnehin schon in der Klinik angewendeten Therapien in Erwigung
gezogen werden sollte. In dieser Studie wurden nur die einzelnen Medikamente auf ihre
Wirksamkeit beim malignen Pleuramesotheliom untersucht. Da andere Forschungsgruppen
zeigen konnten, dass Kombinationstherapien mit mehreren Zytostatika beim
Pleuramesotheliom effektiver waren als Monotherapien [19, 56, 61], wire die
Untersuchung  einer solchen = Kombinationstherapie ein  weiterer  wichtiger
Forschungsansatz fiir die Therapie dieser Malignomerkrankung. AuBlerdem konnte die
zusétzliche Kombination unserer hier untersuchten Thermochemotherapie mit Radiatio den
Therapieerfolg noch weiter verstirken. Eine solche Verstirkung der Thermochemotherapie
durch Radiatio konnte bereits fiir andere Tumorentititen gezeigt werden [16, 25, 35, 69,
71, 79]. Neue Studien zeigten eine Wirksamkeit von Pemetrexed [60] bzw. Pemetrexed
plus Cisplatin [86, 108] auf das Pleuramesotheliom, so dass diese Medikamente weitere
Forschungsansitze bieten.
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Die von uns untersuchte Therapie wurde in der 1. Medizinischen Klinik des UKSH,
Campus Liibeck, in einer klinischen Phase-2-Studie an 25 Patienten angewandt. 76% der
Patienten  profitierten = von einer  kombinierten = Thermochemotherapie  aus
Ifosfamid + Carboplatin + Etoposid + einstiindige Ganzkdrperhyperthermie [8]. Durch
diese Therapieform betriigt die mediane Uberlebenszeit fiir die Studienpatienten 19 Monate
nach Diagnosestellung, was angesichts der schlechten Prognose dieser Erkrankung ein
groler Gewinn und Fortschritt ist. Eine klinische Phase-3-Studie, die die isolierte
Chemotherapie mit der kombinierten Thermochemotherapie vergleichen soll, wird zurzeit
durchgefiihrt.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Trotz des seit Jahren bestehenden Verwendungsverbotes von Asbest steigt die Inzidenz des
malignen Pleuramesothelioms aufgrund seiner langen Latenzzeit (bis zu mehreren
Jahrzehnten) kontinuierlich. Die Erkrankung endet innerhalb weniger Monate nach
Diagnosestellung todlich. Eine erfolgreiche Standardtherapie konnte trotz zahlreicher
Untersuchungen bis heute nicht etabliert werden, die Prognose des MPM bleibt infaust.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich erstmals mit den Auswirkungen einer kombinierten
Thermochemotherapie in vivo auf das humane maligne Pleuramesotheliom im
Nacktmausmodell. An diesem Modell wurde die Wirkung der Zytostatika Ifosfamid und
seines Analogons Cyclophosphamid und der Hyperthermie sowie eine mogliche
Wirkungssteigerung dieser Medikamente durch Uberwirmung untersucht. Beurteilt
wurden das Tumorwachstum, die mikroskopische und ultrastrukturelle Morphologie, die
Proliferations- bzw. die Apoptoserate sowie der Sauerstoffpartialdruck innerhalb des
Tumors vor, wihrend und nach der Therapie.

Die Monotherapie mit Ifosfamid und Cyclophosphamid war nur passager und schwach
wirksam. Die Kombination des jeweiligen Medikaments mit einer einstiindigen
Hyperthermie bei 41,5°C, zeigte fiir beide Chemotherapeutika signifikante Wirkungs-
verstarkungen und dauerhafte Remissionen. Die besten Ergebnisse wurden durch die
Therapie mit IFO + HT erzielt: 66% der Tumore sprachen auf diese Therapie an; in 50 %
der Tumoren konnte eine dauerhafte Komplettremission erreicht werden.

Ein Zusammenhang zwischen Therapieerfolg und Morphologie liel sich in keiner der
untersuchten Gruppen feststellen. Sowohl in unbehandelten als auch in behandelten
Tumoren existierten grofle zentrale und kleine disseminierte Nekrosen. Weder die Grof3e
noch die Form der Nekrosen war charakteristisch flir eine bestimmte Therapie. Die
Auswertung der proliferierenden bzw. der apoptotischen Zellen, die mittels MIB-1 bzw.
mittels TUNEL-Markierung dargestellt wurden, ergab keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Therapiegruppen.

Das PM der Zelllinie MSTO 211-H zeigt eine besonders geringe Dichte morphologisch
abnormer Gefille, die am ehesten urséchlich fiir die ausgedehnten Nekroseareale sind. Im
Gegensatz zu Ergebnissen bei anderen Tumorentititen wurde die Sauerstoffversorgung
durch Hyperthermie nicht verbessert, sondern sank sogar signifikant wahrend der
kombinierten Therapie mit Ifosfamid. Die wahrscheinlichste Erkldrung ist, dass durch die
Kombination mit Ifosfamid bzw. seinen Metaboliten die vorbestehende mangelhafte
Tumorperfusion weiter verschlechtert wird. In den anderen Therapiegruppen verdnderte
sich die Tumoroxygenierung durch die Therapie nicht.

Die Kombination aus Hyperthermie plus Ifosfamid und die Kombination aus Hyperthermie
und Cyclophosphamid stellt eine sinnvolle Alternative oder Ergéinzung zu den géngigen
Therapien beim humanen malignen Pleuramesotheliom dar. Eine Mehrfachkombination
mehrerer Medikamente und Hyperthermie bzw. die mehrfache Wiederholung der TCT
konnten den therapeutischen Effekt zusdtzlich steigern.
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In Anlehnung an die hier vorliegenden Experimente wurde die Thermochemotherapie beim
malignen Pleuramesotheliom in einer klinischen Phase-2-Studie an einem Patienten-
kollektiv aus 25 Patienten untersucht. 76% der Patienten profitierten von einer
kombinierten Thermochemotherapie mit den Medikamenten Ifosfamid, Carboplatin,
Etoposid plus Ganzkorperhyperthermie mit einer Verldngerung ihrer medianen
Uberlebenszeit.
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8 ANHANG

8.1 Statistische Auswertung

Tabelle 1 Statistische Analyse des Tumorvolumens durch den Tukey-HSD Post-Hoc-Test
zwischen den Therapiegruppen

Kontrolle HT IFO IFO+ | CYCLO | CYCLO
HT +HT

Kontrolle

HT

IFO

IFO +
HT

CYCLO

CYCLO
+HT

* =P<0,05
** =P <0,005
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Tabelle 2 Statistische Analyse des Tumorvolumens durch den T-Test zwischen den
Therapiegruppen eine Woche nach Therapiebeginn

Vi
Kontrolle HT IFO IFO+ | CYCLO | CYCLO
HT +HT
Kontrolle
* sk skek
HT
IFO
* %
IFO +
HT
CYCLO
CYCLO
+HT
* =P<0,05
** =P <0,005

Tabelle 3 Statistische Analyse des Tumorvolumens durch den T-Test zwischen den
Therapiegruppen zwei Wochen nach Therapiebeginn

V2
Kontrolle | HT IFO IFO | CYCLO | CYCLO
+HT +HT
Kontrolle
k ksk sk
HT
IFO
k *
IFO +
HT
CYCLO
CYCLO
+HT
* =P<0,05
** =P <0,005
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Tabelle 4 Statistische Analyse des Tumorvolumens durch den T-Test zwischen den
Therapiegruppen drei Wochen nach Therapiebeginn

V3
Kontrolle HT IFO IFO | CYCLO | CYCLO
+HT +HT
Kontrolle
% *
HT
IFO
kk *
IFO +
HT
CYCLO
CYCLO
+HT
* =P <0,05
** =P <0,005

Tabelle 5 Statistische Analyse des Sauerstoffpartialdrucks durch den Mann-Whitney-U-
Test zwischen den Therapiegruppen vor Therapiebeginn — keine Signifikanzen

pre HT
Kontrolle | HT | IFO | IFO | CYCLO
+ +HT
HT
Kontrolle
HT
IFO
IFO+ HT
CYCLO
+HT
* =P<0,05
** =P <0,005
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Tabelle 6 Statistische Analyse des Sauerstoffpartialdrucks durch den Mann-Whitney-U-
Test zwischen den Therapiegruppen 10 Minuten nach Beginn der Therapie

10min
Kontrolle | HT | IFO | IFO | CYCLO
+ +HT
HT
Kontrolle
*
HT
IFO
IFO+HT
CYCLO
+HT
* =P <0,05
** =P <0,005

Tabelle 7 Statistische Analyse des Sauerstoffpartialdrucks durch den Mann-Whitney-U-
Test zwischen den Therapiegruppen 40 Minuten nach Therapiebeginn

40min
Kontrolle | HT | IFO | IFO | CYCLO
+ +HT
HT
Kontrolle
%
HT
k
IFO
k
IFO + HT
CYCLO
+HT
* =P<0,05
** =P <0,005
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Tabelle 8 Statistische Analyse des Sauerstoffpartialdrucks durch den Mann-Whitney-U-
Test zwischen den Therapiegruppen 120 Minuten nach Therapiebeginn — keine
Signifikanzen

120min
Kontrolle | HT | IFO | IFO | CYCLO

+ +HT
HT

Kontrolle

HT
IFO
IFO+HT
CYCLO
+HT
* =P<0,05
** =P <0,005

Tabelle 9 Statistische Analyse des Sauerstoffpartialdrucks durch den Mann-Whitney-U-
Test zwischen den Therapiegruppen 24 Stunden nach Therapiebeginn — keine
Signifikanzen

24h
Kontrolle | HT | IFO | IFO | CYCLO
+ +HT
HT
Kontrolle
HT

IFO
IFO+ HT
CYCLO

+HT

* =P<0,05
** =P <0,005
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Tabelle 10 Statistische Analyse des Verlaufs des Sauerstoffpartialdrucks innerhalb einer
Gruppe durch den Wilcoxon-Test — keine Signifikanzen

HT

Pre

HT 10min | 40min | 120min 24h

Pre HT

10min

40min

120min

* =P<0,05
** =P <0,005

Tabelle 11 Statistische Analyse des Verlaufs des Sauerstoffpartialdrucks innerhalb einer
Gruppe durch den Wilcoxon-Test — keine Signifikanzen

IFO

Pre

HT 10min | 40min | 120min 24h

Pre HT

10min

40min

120min

* =P<0,05
** =P <0,005
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Tabelle 12 Statistische Analyse des Verlaufs des Sauerstoffpartialdrucks innerhalb einer
Gruppe durch den Wilcoxon-Test

IFO + HT
Pre | 1omin | 40min | 120min | 24h
HT
Pre HT * *
10min i
40min *
120min

* =P<0,05
** =P <0,005

Tabelle 13 Statistische Analyse des Verlaufs des Sauerstoffpartialdrucks innerhalb einer
Gruppe durch den Wilcoxon-Test — keine Signifikanzen

CYCLO +HT

Pre

HT 10min | 40min | 120min 24h

Pre HT

10min

40min

120min

* =P<0,05
** =P <0,005
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