Der EinfluB von Metaboliten auf die Proliferation
von
Novikoff-Hepatoma Tumorzellen: eine in vivo Untersuchung an CD
Ratten

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

vorgelegt von Ramin Ipaktchi

aus Teheran

GielRen 2005



Der EinfluB von Metaboliten auf die Proliferation
von Novikoff-Hepatoma Tumorzellen: eine in vivo Untersuchung an
CD Ratten

Inauguraldissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

vorgelegt von Ramin |paktchi

aus Teheran

Gielten 2005



II

Aus dem Institut fur Biochemie und Endokrinologie

Prof. Dr. med. vet. Erich Eigenbrodt T und Prof. Dr. med. Wilhelm Schoner
Fachbereich Veterinarmedizin

Justus-Liebig-Universitat Giessen

Gutachter: Prof. Dr. med. W. Schoner
Gutachter: Prof. Dr. med. A. Schulz

Tag der Disputation: 22.08.2005



III

Prof. Dr. E. Eigenbrodt






—_—

N JEL N (. Q. §
o

w

_— e e A A
Nogokrwh =

3.2.

41.

411.
4.1.2.
4.2.

4.2.1.
4.2.2.
4.2.3.
4.24.
4.2.5.

4.2.6.
4.3.
4.3.1.

INHALTSVERZEICHNIS

EINLEITUNG

Transformation und Differenzierung von Zellen
Glykolyse

Glutaminolyse

Glutaminolyse und Malat-Aspartat-Shuttle

PROBLEMSTELLUNG
MATERIAL UND METHODEN

Material

Zellkultur

Zellkulturmedium

Verwendete Testsubstanzen

Versuchstiere

Verwendete Materialien fur die Tierversuche
Verwendete Narkotika

Chirurgische Instrumente / Nahtmaterial
Methode

Kultivierung der Novikoff Zellen

In vitro Versuche

Narkose

Vermehrung der Novikoff Zellen in der CD Ratte fur weitere Passagen
Versuchsvorbedingung

Technik der kontinuierlichen Perfusion
Zentralvendser Katheter und Perfusion
Datensammlung

Versuchsdaten

Zytotoxizitatstest

Statistik

ERGEBNISSE

Ermittlung der notigen Konzentrationsmenge der einzelnen
Testsubstanzen

Allgemeine Vermerke zur Durchfuhrung der Tierversuche
Komplikationen die wahrend der Versuche auftraten
Auswertungen der einzelnen Gruppen

Ergebnisse der Kontrollgruppe mit NaCl-Lésung
Ergebnisse der Fructose 1-6-P, (FBP) Gruppe

Ergebnisse der Bernsteinsauremonomethylester Gruppe
Ergebnisse der Cisplatin Gruppe

Ergebnisse der Aminooxyessigsaure-Hemihydrochlorid
(C2HsNO3 * '/, HCI)

Ergebnisse der Glycerat—3—P Reihe

Statistische Auswertung der Ergebnisse

Vergleich des Tumorwachstums (cm®) der einzelnen Gruppe
gegen die Kontrollgruppe (NaCl-Losung)

Seite

- 00~ W

13

16

16
16
16
16
16
17
17
17
18
18
18
19
19
20
21
22
24
24
24
26

27

27
31
31
33
33
34
36
38

40
42
45

45



4.3.2. Vergleichende Untersuchung der Tumorvolumina (ml)

4.3.3. Auswertung des Auftretens von Metastasen

4.4. In vitro Untersuchungen des ZytoTox 96° Test

5. DISKUSSION

6. ZUSAMMENFASSUNG

7. SUMMARY

8. LITERATURVERZEICHNIS

9. VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN

10. VERZEICHNIS DER ABBILDUNGEN

11. VERZEICHNIS DER TABELLEN

12. ANHANG

12.1.  Tabelle |: Datensammlung Tumorverlauf in Tage (cm?) 1-12,
Gruppen: NaCl, Substanz A, Aminooxyessigsaure, Cisplatin

12.2. Tabelle Il: Ermitteltes Tumor- und Metastasenvolumen mittels
Wassersaule (ml)

12.3. Tabelle lll: Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite,
Tiefe und Tage

12.4. Tabelle IV: Anfangs und Endgewicht der Versuchstiere in Gramm

12.5. Tabelle V: Tagliche Infusionsmenge (ml)

12.6. Tabelle VI: Auflistung der Ergebnisse des ZytoTox 96 Test

ERKLARUNG

DANKSAGUNG

LEBENSLAUF

46
48
50
53
58
60
62
70
72
75

75

75
82
84
99

101
107

109

110

111



1. EINLEITUNG

1.1. Transformation und Differenzierung von Zellen

Seit einigen Jahrzehnten beschaftigt sich die Tumorforschung mit der
Charakterisierung von Proteinen, die die Zellproliferation und Apoptose von Zellen
steuern (Wagener 1999; Hanahan 2000). Entscheidende Impulse hat die molekulare
Onkologie durch die Erforschung der Retroviren erhalten. Bereits 1970 vermutete
man, dass das Rous-Sarkom-Virus ein Gen enthalt, welches Zellen zur
Transformation bringen kann (Duesberg 1970). 1977 konnte schliesslich dieses Gen
identifiziert werden, wofur 1989 Bischop der Nobelpreis fur Medizin verliehen wurde
(Weis 1977). Weitere wissenschaftliche Arbeiten belegten die Existenz von Genen,
sog. Proto-Oncoproteine, Oncogenen (Duesberg 1985) und Tumorsuppressorgene.

OV-SI' C a uf

Ihre Funktion und Einfluss, insbesondere von ras, A-Raf und pp6
Proteinkinasen, ist in einschlagiger Literatur ausfuhrlich beschrieben worden
(Wagener 1999). Derzeit stellt sich die Frage, warum die gleichen Proteine und
Onkoproteine einige Zelllinien zu Tumoren transformieren, andere aber zu weiteren
Zellformen differenzieren (Wixler 1996).

DieTransformierung bzw. Differenzierung von Zellen wird durch Proteinkinase-
kaskaden reguliert, welche ihrerseits durch wachstumsstimulierende Faktoren, wie
z.B. Insulin, PDGF (platelet derived growth factor), EGF ( epidermal growth factor)
aktiviert werden kénnen (Ushiro 1980; Yarden 1986; White 1996).

Gleichzeitig mit der Erarbeitung dieser molekularen Erkenntnisse wurde
registriert, dass sich der Stoffwechsel der Zellen wahrend der Transformation andert.
So nimmt z.B. die Geschwindigkeit und Ausmass der Glykolyse und der
Glutaminolyse in den transformierten Zellen zu (Brand 1985; Eigenbrodt 1985; Brand
1986; Hugo 1992; Katz 1992; Dang 1997; Mazurek 1997; Mazurek 1997/a; Mazurek
1999; Mazurek 2001/a; Mazurek 2001/b). Der Begriff der Glutaminolyse beschreibt
den Abbau von Glutamin zu Lactat und wurde in Anlehnung an den Begriff der
Glykolyse eingefihrt (McKeehan 1982; Eigenbrodt 1985). Anders als die Glykolyse,
die sowohl unter aeroben, als auch unter anaeroben Bedingungen ablauft, findet die

Glutaminolyse nur unter aeroben Bedingungen statt. Die Glutaminolyse ist mit dem



Citrat-Zyklus und der Atmungskette, welche in den Mitochondrien lokalisiert sind,

verknupft.

1.2. Glykolyse

Die Glykolyse (Abbildung 1) gehdrt zu den altesten Stoffwechselwegen. Jede
Zelle im Organismus der Sauger kann aus dem Abbau der Glucose Energie
gewinnen. Ebenso wie sich die Morphologie der Zellen in den verschiedenen
Organen unterscheidet, so unterscheiden sich auch die Art der Energiegewinnung
und damit die Enzymausstattung der das Organ bildenden Zellen. Beispielsweise
gewinnen Erythrozyten anaerob durch Glykolyse Energie. lhnen fehlen
Mitochondrien, die fir den Weg der aeroben Glucose-Verstoffwechselung obligat
sind. Unter aneroben Bedingungen werden aus einem Mol Glucose zwei Mol ATP
gebildet. Aerob hingegen werden 38 Mol ATP gebildet. Es ist daher auch nicht
verwunderlich, dass Enzyme in Zellen, die an anaerobe Bedingungen adaptiert sind,
andere Affinitaten und Wechselzahlen haben als in aeroben Zellen. Ebenso werden
die Enzyme des Glucose-Stoffwechsels in Geweben mit der Fahigkeit zur Glucose-
Neusynthese (Gluconeogenese) anders gebaut sein als Enzyme in Organen mit
vorwiegenden Glucose-Abbau. Die Zelle adaptiert sich an derartige langfristigen
Veranderungen durch die Hormon- bzw. Substrat-gesteuerte Expression von
Isoenzymen. Isoenzyme flhren die gleiche Reaktion aus, unterscheiden sich aber in
ihrer Substrataffinitdt, Wechselzahl und natirlich Primarstruktur. An strategisch
wichtigen Stoffwechselschritten wie Energiebarrieren, Stoffwechselverzweigungen
und Einmundung von verschiedenen Abbauwegen in einen gemeinsamen Endweg
wird der Stoffwechsel an sog. Schlisselenzymen hormonell oder allosterisch

reguliert. FUr die Glykolyse sind 3 Schlisselenzyme bekannt (Abb. 1) Es sind dies:

die Hexokinase bzw. Glucokinase (Leber-spezifisch),
die Phosphofructokinase und

die Pyruvatkinase.

Jedes dieser Schlusselenzyme der Glykolyse kann in Form von Isoenzymen

vorliegen.



Die Hexokinase (E.C.2.7.1.1) kommt im Organismus in vier verschiedenen
Isoenzymen vor (Typ I-1V). Es konnte gezeigt werden, dass die Konzentration der
Isoenzymform Typ |l Gberdurchschnittlich in Tumorzellen vorhanden ist (Kikuchi
1972; Bennet 1978; Kraaijenhagen 1980). Weitere Untersuchungen konnten einen
direkten Zusammenhang zwischen dem Vorliegen der Hexokinase Typ Il und der
erhdhten Glykolyserate in Tumorzellen belegen (Bustamate 1977). Sie zeigen auch,
dass anders als sonst ublich, diese Isoenzym-Form der Hexokinase nicht durch ihr
Produkt des Glucose-6-Phosphats gehemmt wird.

Die Phosphofructokinase (E.C.2.7.1.11) bildet in der gesamten Glykolyse den
Flaschenhals des Glykolyse-Substratflusses. Das Enzym wird durch AMP und
Fructose 2,6-P, allosterisch aktiviert. Dagegen hemmen ATP und Citrat das Enzym
allosterisch. Die hemmende Wirkung hoher ATP Konzentrationen wird durch AMP
und Fructose 1,6-P, aufgehoben (Uyeda 1981). Die AMP-Konzentration ist in Zellen
dann hoch, wenn die Zellen unter Energiemangel leiden. Unter diesen Bedingungen
solite die Glykolyse vermehrt zur Energieversorgung beitragen kénnen. Dagegen
finden sich in ausreichend versorgten Zellen hohe Konzentrationen an ATP. Es ist
unter diesen Bedingungen sinnvoll, die Glykolyse abzustellen. Dies geschieht durch
allosterische Hemmung der Phosphofruktokinase durch ATP.

Die Phosphofructokinase kommt ebenfalls in Isoenzymen vor. Die Isoenzyme
unterscheidet sich in ihren Untereinheiten. Die Untereinheiten werden nach den
Organen benannt, in denen sie exprimiert werden: Sie werden als Untereinheit M
(,muscle®), Untereinheit L (,liver), Untereinheit P (,platelets®) (Kono 1974; Trasher
1981; Vora 1985/a) bezeichnet. In Leukamie-Zellen und anderen malignen Zelllinien
zeigte die Arbeitsgruppe um Vora eine verstarkte Bildung der Untereinheiten L und P,

bei gleichzeitig erhdhter Glykolyserate (Vora 1985/b).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Glykolyse. (Die Schliisselenzyme sind

hervorgehoben)

Eine wichtige Regulationsfunkion besitzt die Pyruvatkinase (E.C.2.7.1.40). Sie
kommt in vier verschiedenen Isoenzymformen vor. So findet man, dass in
Erythrozyten die PK Typ R vorkommt. In der Niere und der Leber findet man den Typ
L der Pyruvatkinase. Gehirn und Muskulatur exprimieren die PK Typ M. Die Aktivitat
der Pyruvatkinase kann uber eine Phosphorylierung des Proteines durch
Proteinkinasen verandert werden. Daran sind Schlusselproteine wie ras, A-Raf und
pp60°° beteiligt. Diese Wege sind ausfiihrlich beschrieben worden (Wagener 1999).

In allen proliferierenden Zellen (malignen wie benignen) wird das PK-
Isoenzym Typ M2 (M2-PK) exprimiert. Im Verlauf der Tumor-Transformation
verschwinden die typischen gewebsspezifischen Isoenzyme der PK aus dem
Gewebe. An seine Stelle tritt die M2-PK vor (Reinacher 1981; Eigenbrodt 1985;
Reinacher 1986; Staal 1991; Brinck 1994; Hacker 1998; Steinberg 1999; Wechsel
1999).



Die 4 Untereinheiten der Pyruvatkinase Typ M2 sind in einem Assoziation-
Dissoziationsgleichgewicht zwischen dimerer und tetramerer Form (Abb. 2). Dieses
Gleichgewicht zwischen M2-PK-Dimer und M2-PK-Tetramer wird durch Metaboliten

der Glykolyse und durch Aminosauren beeinflusst.

Fructose 1,6 P,
Serin

+

< Q0

v

M2-PK

Tu M2-PK

Abbildung 2: Beeinflussung des Assoziations- Dissoziationsgleichgewicht zwischen
M2-PK und Tumor (Tu) M2-PK durch Effektoren der Pyruvatkinase; FBP und Serin

begunstigen die Tetramerisierung der M2-PK

In der Form des Tetramers, welches durch die Bindung von Fructose-1,6-
bisphosphat oder die Aminosaure Serin an eine der Untereinheiten begunstigt wird,
besitzt sie M2-PK eine hohe Affinitat zu seinem Substrat Phosphoenolpyruvat (PEP),
wodurch die Glykolyse zu Pyruvat, bzw. Lactat beschleunigt wird. Als M2-PK-Dimer
dagegen hat die Pyruvatkinase eine geringe Affinitat zum Phosphoenolpyruvat (PEP)
und ist folglich wenig aktiv. Nimmt die FBP Konzentration ab, so zerfallt die tetramere
Form in ihre dimere Form (Eigenbrodt 1985; Eigenbrodt 1992; Brazill 1997; Mazurek
1997/a; Mazurek 1997/b; Durante 1999; Perez 2000). Da diese dimere Form der M2-
PK in allen Tumorzellen vorherrscht, wird sie auch Tumor MZ2-PK bezeichnet
(Eigenbrodt 1985; Persel 1988; Brinck 1994; Eigenbrodt 1994; Mazurek 1997/a;
Mazurek 1997/b; Hacker 1998; Steinberg 1999; Wechsel 1999; Zwerschke 1999;
Mazurek 2001/a; Mazurek 2001/b).

Die Tumor M2-PK wird von den transformierten Zellen ins Blut und den Stuhl

abgegeben. Daher kann der Nachweis der Tumor M2-PK in Blut und Stuhl zur



Diagnose von Tumorerkrankungen und zur Verlaufskontrolle eingesetzt werden. So
zeigten Arbeiten von (Schulze 2000), dass der Nachweis von Tumor M2-PK zur
Diagnostik von gastrointestinalen Tumoren herangezogen werden kann. (Hardt 2004)
konnten in ihrer Arbeit eine hdhere Sensitivitat zwischen dem Vorliegen eines
kolorektalen Karzinoms und dem Nachweis von Tumor M2-PK im Serum, verglichen
mit dem FOBT (Fecal Occult Blood Test, Hamoccult-Test), zeigen. Auch kann die
Tumor M2-PK als Verlaufsparameter dienen. Andere Arbeiten zeigten einen positiven
Nachweis von Tumor M2-PK und dem Vorliegen von anderen malignen
Grunderkrankungen, wie Karzinome von Pankreas, Mamma und der Niere (Hugo
1992; Eigenbrodt 1997; Cerwenka 1999; Wechsel 1999; Luftner 2000; Oremek
2000).

Die funktionelle Bedeutung der Tumor M2-PK im Stoffwechsel der Tumoren
liegt darin, dass sie aufgrund ihrer geringen Affinitdat zum PEP den Glykolysefluss
behindert. Dies fuhrt zu einem Rulckstau in der Glykolyse-Metaboliten oberhalb des
Enzyms Pyruvatkinase. Dadurch werden phosphorylierte Glykolyse-Intermediate
aber auch Aminosauren vermehrt fir die Synthese von Phospholipiden und den
Aufbau von Nukleinsauren bereitgestellt (Abb. 1) (Eigenbrodt 1980; Eigenbrodt
1983/b; Eigenbrodt 1985; Katz 1992; Mazurek 1997/a; Mazurek 1997/b; Mazurek
1999). Diese Stoffwechsel-Situation der Tumorzellen wird auch als nucleogenic

bezeichnet.

1.3. Glutaminolyse

Transformierte Zellen weisen aufgrund ihrer Wachstums-orientierten
Stoffwechselllage einen hohen Energiebedarf auf. Dieser Bedarf kann jedoch
aufgrund der Hemmung der Pyruvatkinase in diesen Zellen nicht mehr ausreichend
durch die Glykolyse gedeckt werden. Ende der siebziger Jahre zeigte sich, dass die
Aminosaure Glutamin in allen Geweben in hoher Konzentration vorkommt und
Fibroblasten in der Lage sind sie zu verstoffwechseln (Reitzer 1979). Maligne Zellen
nutzen den Abbau des Glutamins als einen alternativen Weg, um ihren Bedarf an
ATP abdecken zu konnen. Sie beziehen ihre notwendige Energie Uber die Schritte

der Glutaminolyse. Diese Tatsache ist bei Tumorgréssen, die einen Durchmesser



von bis zu zwei cm aufweisen gesichert (Eigenbrodt 1998). Auch bestatigte sich die
Vermutung, dass maligne Zellen nicht nur vermehrt Lactat abgeben, sondern auch
die Rate der Glutaminolyse ist signifikant erhoht (McKeehan 1982; Brand 1986;
Goossens 1996; Mazurek 1997/a; Mazurek 1997/b; Zwerschke 1999; Mazurek
2001/a; Mazurek 2001/b). Bedingung hierfir stellt eine ausreichende
Sauerstoffversorgung (Eigenbrodt 1998), da Glutaminolyse nur in Gegenwart von

Sauerstoff stattfinden kann.

Die Schliusselenzyme der Glutaminolyse sind:
Die Glutaminase und
Das ,malic enzyme® (Malat-Decarboxylase)

Diese Zusammenhange sind in Abbildung 4 wiedergegeben.
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Abbildung 3: Ubersicht tber die an der Glutaminolyse beteiligten Enzyme
und Metabilte. Die beiden Schlisselenzyme Glutaminase und Malic Enzyme sind

hervorgehoben.

Die Durchflussrate in der Glutaminolyse wird vorwiegend Uber die
Glutaminase (E.C.3.5.1.2) sowie Uber das ,malic enzyme“ (Malat-Decarboxylase,
E.C.1.1.1.38-40) reguliert.
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In den transformierten Zellen liegt ein Glutaminase-lsoenzym vor, welches
durch Phosphat aktiviert wird. Zwischen der Proliferationsrate und dem Vorliegen
dieses Isoenzyms liegt eine direkte Proportionalitat vor (Knox 1967).

Das ,malic enzyme“ ist in den Mitochondrien lokalisiert und zeigt
Schrittmacherfunktionen. Es verwendet sowohl NAD®, als auch NADP" fir die
oxidative Decarboxylierung von Malat zu Pyruvat. Als allosterische Aktivatoren
zahlen Fumarat und Succinat. Inhibitorisch auf dieses Enzym wirkt ATP (Moreadith
1984/a; Moreadith 1984/b; Mitch 1998; Chang 2003).

Daraus geht hervor, dass die Glutaminolyse eine wichtige Energiequelle in
malignen Zellen bildet. So werden von einem Mol Glutamin ein Mol GTP und funf Mol
ATP insgesamt gebildet (Mazurek 1990; Hugo 1992).

1.4. Glutaminolyse und Malat-Aspartat-Shuttle

Die Glutaminolyse ist Uber den Malat-Aspartat-Shuttle mit dem
mitochondrialen Raum verbunden. Er dient dem Austausch der Zwischenprodukte
zwischen den Mitochondrien und dem Cytosol und zugleich dem Transfer von
Redox-Aquivalenten Uber die fir NADH + H' impermeable innere
Mitochondrienmembran. (Greenhouse 1976; Moreadith 1984; Moreadith 1984/a). Nur
das im Matrixraum der Mitochondrien vorhandene NADH + H* kann als Substrat flr
die Atemkette in der inneren Mitochondrienmembran dienen und ATP Uber die
oxidative Phosphorylierung bilden. Wie aus Abbildung 4 ersichtlich ist, wird im Malat-
Aspartat-Shuttle das Oxalacetat im Cytosol mit NADH + H* + zu Malat reduziert
(Schritt 1). Malat passiert die innere Membran der Mitochondrien Uber den Malat-
Ketoglutarat Transporter (Schritt 2) und reduziert im Schritt 3 das NAD* zum NADH +
H* unter gleichzeitiger Bildung von Oxalacetat. Darauf folgend wird im Schritt 4 das
Glutamat Uber das mitochondriale Isozym der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
(Aspartat-Aminotransferase) zu o-Ketoglutarat transaminiert. Bei diesem Prozess
wird gleichzeitig aus dem Oxalacetat die Aminosaure Aspartat gebildet. Diese
passiert ihrerseits mithilfe des Glutamat-Aspartat-Transporters die innere Membran
(Schritt 5) und gelangt so ins Cytosol. Daraus entsteht katalysiert durch das

cytosolische Isozym Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (Aspartat-
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Aminotransferase) im Schritt 6 erneut Oxalacetat, wobei a-Ketoglutarat zu Glutamat

transaminiert wird.
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Abbildung 4: Malat-Aspartate ,Shuttle®, in Leber, Niere, Herz (Lehninger Biochemie,
3. Auflage, 2001)
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2. PROBLEMSTELLUNG

Derzeit nutzt die Medizin die Erkenntnisse der hohen Teilungsraten der Tumor
Zellen fur kurative Massnahmen. So kommen fur die Tumor Therapie neben der
Entfernung des Tumors durch Operation eine Vielzahl von Chemotherapeutika und
die Radiotherapie in Frage. Die beiden letztgenannten Moglichkeiten haben
letztendlich ein ahnliches Ziel. Sie sollen durch unterschiedliche Mechanismen die
Synthese der Tumor DNA beeinflussen und sollen dadurch die Proliferation der
Tumorzellen unterbinden.

Da Tumoren nur bei entsprechender Energieversorgung wachsen konnen,
stellt sich die Frage, ob es uUber die Veranderung ihres Stoffwechsels moglich ist die
Proliferation der Tumorzellen zu beeinflussen.

Wahrend der Tumorentstehung wird in den Tumorzellen immer der gleiche
Stoffwechsel-Phanotyp ausgebildet. Im Rahmen dieser Umprogrammierung scheint
die Dimerisierung der Pyruvatkinase und der daraus entstehende ,relative Stop der
Glykolyse® eine wichtige Rolle zu spielen. Die durch den Anstau vermehrt
anfallenenden Intermediarprodukte werden Uber alternierende Wege zur Synthese
von Nucleinsauren, Aminosauren und Triglyceriden weiter verwendte (s. Abbildung
1). Gleichzeitig wird der Energiebedarf der Zellen Gber die Glutaminolyse zumindest
anfangs gedeckt (s. Abbildung 3). Es kommt in diesen Zellen zu einer deutlich
erhdohten Glutaminolyserate, verglichen mit benigne proliferierende Zellen. Die
folgende Arbeit soll die Frage untersuchen, ob aufgrund dieser zwei Erkenntnisse,
die Tumorproliferation beeinflusst werden kann. Hierfir wurden verschiedene
Substanzen sowohl in vitro, als auch in vivo getestet. Es sollte dabei untersucht
werden, ob die in vitro gewonnen Erkenntnisse auf ein Tiermodell Ubertragen werden
kdénnen.

Bekanntlich beeinflusst das Fructose-1,6-bisphosphat (FBP) als ein
Zwischenprodukt der Glykolyse die Tetramerisierung der M2-PK. Wird hierdurch eine
Verschiebung der dimeren Form der Pyruvatkinase zu Gunsten der aktiven
tetrameren Form erreicht, kann hier eine Stoffwechselsituation erreicht werden,
welcher der von differenzierten proliferierenden Zellen gleicht. Proliferierende Zellen
besitzen die Fahigkeit Glycerat-3-P (= 3-Phosphoglycerat) uber einen alternierenden

Stoffwechselweg in die nicht-essentielle Aminosaure Serin umzuwandeln. Serin
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besitzt in héheren Konzentrationen ahnlich wie FBP die Fahigkeit die M2-PK aus der
inaktiven dimeren Form in die aktive tetramere Struktur um zuwandeln.

Dagegen hemmt O-(Carboxymethyl)hydroxylamin-hemihydrochlorid
(Aminooxyessigsaure) (Abbildung 5) direkt die Glutamat-Oxalacetat-Transaminase
(GOT). Da die Glutaminolyse ohne einen intakten Malate-Aspartat Shuttle zum
stehen kame, und dieser wiederum uber Transaminasen katalysiert wird, kdnnte eine
Hemmung der GOT zu einem Abbruch der Glutaminolyse fuhren. Im gunstigsten Fall

konnten somit diese Zellen selektiv nicht weiter proliferieren.
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CH, [ 2 H\N/O\C/C\OH « 12HCl
| CH, | N
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Monomethylsuccinat
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0 H HO o- H-—(II—-OH 0
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H CH,-O—P—0
OH H o
Fructose-1,6-bisphosphat 3-Phosphogylcerat

Glycerat-3-phosphat

C I"I"" Pt awww N H3
(0] Loy T~NH,

Cisplatin

Abbildung 5: Strukturen der in dieser Studie verwendeten Inhibitoren

In die Untersuchungen einbezogen wurden ausserdem die beiden
synthetischen Produkte Bernsteinsduremonomethylester und Cisplatin. Das
Monomethylsuccinat wird als falsches Substrat (a-Ketoverbindung) fiur den
Aminierungsschritt durch Transaminasen angesehen, die dadurch gehemmt werden.

Die Substanz kann daher moglicherweise die Glutaminolyse blockieren. Cisplatin ist
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ein zugelassenes Chemotherapeutikum und bindet im Zellkern an die Nukleinsaure.
Dort bewirkt es eine Verkiurzung der Nukleinsaure und einen daraus folgenden
Stabilitatsverlust der DNA-Helix.

Die Wirkung dieser Substanzen auf das Zellwachstum wurde in vitro und in
vivo am Beispiel der Novikoff-Zelllinie untersucht. Als messbare Grossen sollten zum
einen die Endgrosse der Tumoren mit und ohne Therapie mit einander verglichen
werden. Als weiterer Kklinischer Parameter wurde die Zahl der aufgetretenen
Metastasen berucktsichtigt. Hierbei interessierte weniger die Grosse, als vielmehr die
Anzahl von makroskopisch nachweisbaren Metastasen.

Des weiteren wollte ich wissen, ob durch die verschiedenen Infusionsmedien die
zytotoxische Aktivitat der Lymphozyten (NK) verandert wird und die Immunitatslage
beeinflusst wird. Hierfir wurde der CytoTox 96® Test am Ende der Versuche
verwendet. Hiermit konnte die Lyseaktivitat der einzelnen Gruppen gemessen und

gegen die nicht therapierte Gruppe verglichen werden.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Material

3.1.1. Zellkultur

Novikoff-Hepatoma Zellen wurden in flussigen Stickstoff vom Deutschen
Krebsforschungszentrum (DKFZ) Heidelberg bezogen.

3.1.2. Zellkulturmedium

Als Kulturmedien wurden folgende Materialien verwendet: Novikoff Hepatoma
Zellen in Ringer-Losung (Fa. Pharmacia GmbH, Erlangen), FKS (fotales
Kalberserum) (Fa. Greiner, Frinckenhausen), FCS Gold (PAA Laboratories, Cdlbe),
L-Glutamin (Fa. Gibco, Eggenstein), Nahrmedium: DMEM ohne Pyruvat mit 4,5 g/l
Glukose und Pyridoxine HCI (Fa. Gibco, Eggenstein), Waschlosung: HBSS HANK's
BAL. SALT (ohne Calcium und Magnesium) (Fa. Gibco, Eggenstein), Antibiotikum:
Penicillin / Streptomycin 10000 E/ml (Fa. Gibco, Eggenstein).

3.1.3. Verwendete Testsubstanzen

Fructose-1-6-bisphosphat, Bernsteinsauremonomethylester (Monomethylsuc-
cinat), Cisplatin, O-(Carboxymethyl)hydroxylamin-hemihydrochlorid (Aminooxyessig-
saure), Glycerat-3-Phosphat (3-Phosphoglycerat), 0,9% NaCl welches fur die

Kontrolle verwendet wurde.

3.1.4. Versuchstiere

Fur die Versuche wurden 35 Tage alte, 90-110 g schwere mannliche adulte
immunkompetente CD Ratten verwendet (Charles River WIGA GmbH, Sandhofer
Weg 7, 97633 Sulzfeld). Vor Beginn der Versuchsreihen wurden die Tiere bei
kontrollierter Temperatur von 20 °C, freiem Zugang zu Wasser und pelletierter
Nahrung (Altramin, Labortierservice Lage-Lippe), an einen zwolfstindigem

Tag/Nacht Zyklus gewohnt. Die Unterbringungsart wurde fur die gesamte
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Versuchsdauer konstant gehalten. Die Gruppierung der Tiere erfolgte einfach
randomisiert. Alle Tierversuche waren nach § 8 Absatz 1 des Deutschen
Tierschutzgesetzes durch die Ethikkommission genehmigt worden und wurden

entsprechend den Empfehlungen der Tierarztlichen Vereinigung e.V. durchgefuhrt.

3.1.5. Verwendete Materialien fiir die Tierversuche

Silikonschlauch (Silastic 0.012 inch x 0.025 inch, Dow Corning Corp., Midland,
MI, USA), Polyethylenkatheter PE-10 und PE-20 (Clay Adams Corp., Parisippany,
NJ, USA), 25 ml Perfusorspritze (B. Braun Melsungen AG, Melsungen),
Perfusorpumpe, Perfusor IV (B. Braun Melsungen AG, Melsungen), Saugling Ampu-
Beutel (Aesculap, Tuttlingen)

3.1.6. Verwendete Narkotika

Forene® (Isofluran, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden), Rompun® 2%
(Xylazinhydrochlorid, Bayer Vital GmbH, Leverkusen), Ketamin Inresa

(Ketaminhydrochlorid, Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg).

3.1.7. Chirurgische Instrumente / Nahtmaterial

Es wurden handelsubliche Instrumente verwendet: zwei mikrochirurgische
Pinzetten, ein mikrochirurgischer Nadelhalter, eine mikrochirurgische Schere, eine
chirurgische Pinzette, eine kleine Gefassklemme, ein Nadelhalter, eine breite Schere,
eine schmale Schere, vier Klemmen spitz und stumpf (Aesculap AG & Co. KG,

Tuttlingen).

Als Hautnaht dienten 3/0 Vicryl Faden; die Katheterfixation erfolgte mit 4/0
Prolene Faden. Mikrochirurgische Gefassrevisionen bei Katheterwechsel erfolgten
mit 7/0 bzw. 9/0 Prolene Faden (Fa. Ethicon, Norderstedt). Alle mikrochirurgischen
Eingriffe erfolgten unter Zuhilfenahme eines Operationsmikroskops (Fa. Zeiss,
Oberkochen).
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3.2. Methoden
3.2.1. Kultivierung der Novikoff Zellen

Als Kulturmedium wurde eine Lésung von DMEM, 1% PenStrep., 2% Glutamin
und 10% FKS verwendet. In 8 ml Medium wurden 10° Zellen aufgenommen. Nach 7-
8 maliger Zellpassage in 50 ml Falcon Kulturflaschen (Fa. Greiner Labortechnik, C.A.
Greiner u. S6hne GmbH & Co. KG, Wuppertaler Strasse 342, Solingen), wurde die
Zellkultur im Brutschrank fur 4 Tage bei 37 °C und 5% CO, Atmosphare inkubiert.
Der Kulturiberstand wurde hiernach entfernt und verworfen und die Zellen mit 1100
U/min zentrifugiert. Die Zellsuspension wurde mit Trypsin (2 ml 1% Trypsin-EDTA
Lsg.) geldst und wiederholt gewaschen und in frisches Medium aufgenommen. Die

Zellen der Zellsuspension waren teiladharent.

Zur Differenzierung vitaler und avitaler Zellen wurde die Zellsuspension 1:2 mit
Trypanblau verdinnt und unter dem Mikroskop mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
gezahlt.

3.2.2. In vitro Versuche

Da bisher keinerlei Daten Uber die notwendigen Konzentrationen der zu
testenden Substanzen in Tierversuchen vorlagen, erfolgten in-vitro-Vorversuche zur
Ermittelung der notwenigen Konzentrationen.

1 x 10° / 8 ml Novikoff Hepatoma Zellen wurden angesetzt. Zusatzliche wurde
dem Medium in unterschiedlichen Konzentrationen die spateren Testsubstanzen
beigeflgt. Gleichzeitig wurden unter den gleichen Bedingungen Kontrollen mit 0,9%
NaCl parallel mitgefuhrt. Nach 4-tagiger Inkubationszeit bei 37 °C und 5% CO; pH 7-
7,4 wurde die Zellzahl erneut bestimmt. Diese Vortestung erfolgte bei jeder
Behandlungsgruppe viermal. Als Kontrollparameter wurde die Zellzahl, der Mittelwert,
die Standartabweichung und die durchschnittliche Teilungsrate bestimmt. In den
Kontrollgruppen wurde zweimal pro Gruppe und Probe die durchschnittliche
Teilungsrate bestimmt. Die Datenauswertung ermoglichte diejenige Konzentration

der Testsubstanzen zu ermitteln, bei der die Teilungsrate der Zellen Null betrug.
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3.2.3. Narkose

Alle Narkosen erfolgten durch intramuskulare (i.m.) Injektionsnarkose, unter
dem Schutz einer kurzzeitigen Inhalationsnarkose. Als Inhalationsnarkotikum wurde
Forene® (Isofluran, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden) benutzt, die
Injektionsnarkose bestand aus einem Gemisch von 0,5 ml Rompun® 2% (Xylazin-
hydrochlorid, Bayer Vital GmbH, Leverkusen) und 2 ml Ketamin Inresa
(Ketaminhydrochlorid, Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg). Gewichtsadaptiert
wurden durchschnittlich 0,7 ml in den linken Glutealmuskel gespritzt.

Weiterhin wurden ebenfalls in den linken Glutealmuskel 0,5 ml eines
Gemisches aus 1 ml Atropinsulfat (B. Braun 0,5 mg, Melsungen und 4 ml NaCl
(Firma Pharmacia GmbH, Erlangen, Deutschland) gespritzt. Das Atropin sollte das
auftreten einer Tachykardie bzw. einer Hypertonie durch das zuvor gespritzten

Ketamins verhindern.

3.2.4. Vermehrung der Novikoff Zellen in der CD-Ratte fiir weitere Passagen

Die vom DKFZ gelieferten Zellen wurden bei Ankunft gewaschen, um das
DMSO-haltige Gefriermedium zu entfernen. Dabei wurde, wie folgt, vorgegangen:
Die Zellen wurden in ein Falcon Réhrchen (Fa. Greiner Labortechnik, C.A. Greiner u.
Sohne GmbH & Co. KG, Wuppertaler Strasse 342, Solingen) Uberflhrt. Die
Zellsuspension wurde mit Hank’s Balanced-Salt-Solution (HBSS) verdinnt und bei
1300 U/min fur 5 Minuten zentrifugiert (Minifuge T, Fa. Heraeus GmbH, Eppendorf,
Hamburg). Der Uberstand wurde verworfen und das gewaschene Zell-Sediment in
HBSS aufgenommen. Die Novikoff Zellen wurden anschliessend mit einer 2 ml

Spritze intraperitoneal einer CD-Ratte appliziert.

Nach 7-8 Tagen sah man erwartungsgemass bei den inokkulierten Ratten ein
massiv aufgetriebenens Abdomen. Es erfolgte die Punktion und Entnahme von
durchschnittlich 60 ml hamorrhagischen Aszites, im Anschluss hieran wurden die
Tiere euthanasiert.

Der gewonnen Aszites wurde entweder aliquotiert und tiefgefroren oder der

Behandlungsgruppe i.m. injiziert. Im Detail erfolgte dies wie folgt:
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Der zur Injektion bestimmte Aszites wurde flr funf Minuten bei 1300 U/min
zentrifugiert; anschliessend wurde die Zellsuspension mit HBSS in einem Falcon-
Rohrchen bis zu einem definierten Zellenanteil von 6 x 10° vitalen Zellen /ml
verdunnt. Die Zellzahl wurde in der Neubauer Zahlkammer mikroskopisch verifiziert,
die Vitalitat der Zellsuspension wurde mittels Trypanblaufarbung beurteilt.

Die aufgearbeitete und gezahlte Zellsuspension wurde mit einer 1ml
Insulinspritze der Uubrigen Tieren in den rechten Oberschenkel intramuskular

gespritzt. HierfUr wurden wie zuvor beschrieben mit Forene kurznarkotisiert.

Der zur Aliquotierung bestimmte Aszites wurde 5 Minuten bei 1300 U/min
zentrifugiert. Das Zell-Sediment wurde anschliessend mit 50 ml Dulbecco’'s MEM
(Gibco BRL, Eggenstein) gewaschen und erneut fur funf Minuten bei 1300 U/min
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet mit Dulbecco’s
MEM und 40% fotales Kalberserum (FKS) gemischt. 0,7ml der Suspension wurde in
ein Nunc-Roéhrchen mit 0,7 ml Einfriermedium Uberfuhrt und luftdicht verschlossen.
Das Einfriermedium, welches die intrazellulare Flussigkeit binden soll, bestand zu
jeweils 40% Dulbecco’s MEM (DMEM, 40% FKS und 20 DMSO).

Die Praparate wurden nachfolgend fur funf Minuten bei -20 °C und
anschliessend flir zwdlf Stunden bei —80 °C tiefgefroren und hiernach in flissigen
Stickstoff Uberfuhrt. Die Konservierung und Aufbereitung der Zelllinien erfolgte stets

unter einer Laminar-Flow-Bank bei sterilen Kautelen.
3.2.5. Versuchsvorbedingung

Von der Zeit der Impfung in den rechten Oberschenkel der Tiere (1x10°
Zellen), bis zum Nachweis eines tastbaren Tumors vergingen im Schnitt 7 Tage. Als
Versuchsvoraussetzung, wurde eine Tumorgrésse von 1 cm® gefordert, was alle
Tiere erreichten. Die Grosse des Tumors wurde mit einer Schublehre gemessen.
Hierbei wurde die Lange (L), die Breite (B) und die Tiefe (D) des Tumors bestimmt.

Zur Verifizierung der Tumor-ldentitat erfolgte eine Punktionszytologie.
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3.2.6. Technik der kontinuierlichen Perfusion

Der Katheter wurde in einer Operation wie folgt eingelegt; Nach querem
supraclavikularem Halsschnitt und Darstellung der V. jugularis interna erfolgte die
Implantation eines zentralen Venenkatheters Uber Venotomie. Der Katheter wurde
gegen Dislokation durch eine Seidenligatur gesichert. Der spiralformige
Katheteranteil (Abbildung 5) wurde im Unterhautgewebe versenkt. Das Katheterende
wurde subkutan nach dorsal zwischen beiden Skapularblattern gefuhrt und dort
mittels eines Trokars transkutan ausgeleitet. Die Technik wurde modifiziert nach der
der suprapubischen Blasenverweilkatheter-Einlage (Piechota 2003). Das Ende wurde
hiernach durch einen Metallspiralschlauch, welches Uber einem Mieder (Abbildung 7)
mit der Ratte befestigt war, an den Perfusor angeschlossen. Hieruber erfolgte die

kontinuierliche Perfusion.

Abbildung 6: Schema des Zentralvendsen Katheters (Grimm 1995)

Abbildung 7: Schema des verwendeten Mieders (Grimm 1995)
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Abbildung 8: Darstellung der kontinuierlichen Perfusion (Grimm 1995)

Die Abbildung 8 zeigt schematisch den Versuchsaufbau wie es bei Grimm
beschrieben worden ist. Die Abbildung zeigt einen veralteten Perfusor, in der
vorliegenden Arbeit wurde jedoch dieser Versuchsaufbau modifiziert und ein Perfusor
Braun IV verwendet. Zudem wurden die Tiere nicht in einem Stoffwechselkafig,
sondern in einer offenen Plexiglasrohre gehalten. Deshalb konnten keine

Ausscheidungsprodukte aufgefangen werden.

Die Narkosedauer betrug durchschnittlich 50 Minuten, die durchschnittliche

operative Schnitt-Naht-Zeit 18 Minuten.

3.2.7. Zentralvenoser Katheter und Perfusion

Ein Silikonschlauch (Silastic 0.012 inch x 0.025 inch, Dow Corning Corp.,
Midland, MI, USA) wurde auf das Ende eines 5 cm langen spiralférmigen
Polyethylenkatheter PE-10 (Clay Adams Corp., Parisippany, NJ, USA)
aufgeschoben. Das gegenuberliegende Stlck wurde mit einem 100 cm langen Stlick
PE-20 verschmolzen, dessen Ende wiederum an eine 25 ml Perfusorspritze (B.

Braun Melsungen AG, Melsungen) angeschlossen wurde. Die Perfusion erfolgte
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mittels elektronisch gesteuerter Perfusorpumpe, Perfusor IV (B. Braun Melsungen

AG, Melsungen) mit einer Geschwindigkeit von 0,6 mi/h.
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3.3. Datensammliung
3.3.1. Versuchsdaten

Taglich wurde die Tumorgrosse mittels einer Schieblehre gemessen und
dokumentiert. Hierzu wurde die aus der sonographischen Volumenberechnung
bekannte Formel (Formel zur Berechnung eines Kugelvolumens):

TU cm® = /s « Lange (L) « Breite (B) « Tiefe (D) verwendet. Ebenfalls dokumentiert
wurden Korpergewicht, Nahrungsaufnahme und Trinkverhalten. Im Durchschnitt
dauerten die Versuche 9 Tage.

Bei Versuchsende wurden die Tiere euthanasiert und folgende Gewebeproben
entnommen: Transaortal wurden 6-10 ml Blut enthommen und mit 1 ml Heparin
(Liquemin®) vermischt. Gewebeproben von Lunge, Leber, Niere, Milz, sowie vom
Tumor selbst wurden entnommen. Lagen makroskopisch sichtbare Metastasen vor,
so wurden diese ebenfalls ausgeschnitten und ihre Lokalisation dokumentiert. Der
Tumor wurde wie folgt entfernt. Nach einem 5 cm langen Hautschnitt erfolgte eine
scharfe Praparation auf die Kapsel des Tumors. Der Kapsel folgend wurde der
Tumor in toto wechselnd zwischen scharfer und stumpfer Praparation entfernt.
Anschliessend wurde der Tumor sorgfaltig auf Gewebereste Uberpruft und wenn
vorhanden, diese entfernt.

Nach Exzision des Primartumors und eventueller Metastasen erfolgte die
Volumenendbestimmung mittels Volumenverdrangung in einer Wassersaule.
Anschliessend wurde eine Biopsie aus dem Tumorgewebe enthommen. Die Proben
wurden in 10 % Formalin fixiet und nach Ublichen Histologieprotokollen mit
Haematoxilin & Eosin (H&E) gefarbt. Hierbei farben sich Zellkerne, basophiles
Zytoplasma und Kalk blau. Rot farben sich hingegen azidophiles Zytoplasma,

Bindegewebe und Fibrin.
3.3.2. Zytotoxizitatstest

Die natlrlichen Killerzellen (NK), haben als Funktion, ihnen fremde Zellen -
also Zellen mit einer fehlenden oder veranderten MHC Struktur, zu erkennen und zu
eliminieren. Der Zytotoxititstest wurde mit CytoTox 96° (Promega Corporation,
Madison, USA, http://www.promega.com/tbs/tb163/tb163.html) durchgeflhrt. Mit
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dieser nicht radioaktiven Version des klassischen ,Chrom-release-assay“ Test kann
die Funktion der NK — Zellen getestet werden. Das Prinzip des Testes besteht darin,
die Menge des Cytoplasma-Enzyms LDH zu messen, welches durch Zell-Lyse
freigesetzt werden kann. Dies geschieht durch die Reduktion des Redoxharnstoffs
Tetrazolium Salz (INT) zu einem roten Farbkomplex. Die HOhe der bei 490 nm
spektrophotometrisch gelesen Extinktion ist direkt proportional zur Menge lysierter

Zellen.

Fur die Lymphozytenisolierung zur Bestimmung der Anzahl an Effektorzellen
bei Versuchsende der Ratte wurden durchschnittich 8 ml Vollblut aus der Aorta
entnommen und das Blut mit 1 ml Liquemin ungerinnbar gemacht. Das Heparinblut
wurde anteilig zur Halfte mit HBSS verdunnt. Vor Zentrifugation mit 1250 U/min far
30 Minuten wurde das Heparinblut / HBSS Gemisch jeweils zu gleichen Anteilen mit
Lympholite® (Teil des CytoTox 96° Testes) (iberschichtet. Der sich wahrend der
Zentrifugation gebildete Lymphozytenring wurde in ein Falcon-Réhrchen abgesaugt,
mit 50 ml HBSS verdinnt und fur weitere zehn Minuten bei 1800 U/min zentrifugiert.
Nach zweimaligen Waschen mit 10 ml HBSS und anschliessender wiederholter
Zentrifugation fur 10 Minuten bei 1800 U/min wurde das resultierende Zellsediment in
2 ml Medium aufgenommen. Das Medium bestand aus 5% FKS, 2% Glutamin, 1%
Pent Strept und DMEM ohne Glukose. Es erfolgte ein Vitalitatstest mittels
Trypanblau, Zellzahlung und Zelleinstellung auf 5 x 10° /ml.

Zur Vorbereitung des Targets — Adhérent-Tests wurden am Vortag die Zellen
aus der Zellkulturflasche trypinisiert und auf 1 x 10° /10ml (iber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Die Zellen wurden im Anschluss bei 1800 U/min fir zehn Minuten
zentrifugiert und auf eine Konzentration von 1 x 10° /ml eingestellt.

Fur die Target — Suspension war es wichtig, dass die Zellen sich 1 — 2 mal
geteilt hatten. Das hiess, die Novikoff Hepatoma Zelllinien wurden hierfir 2 — 3 Tage
nach der letzten Passage verwendet. Sie wurden ebenfalls einmal abzentrifigiert und
auf 1 x 10° /ml Zellen eingestellt.

Es erfolgte eine Plattenaussaat in eine 96 Loch — Platte (Wells). Dabei wurden
die Effektor — Zellen (Lymphozyten der therapierten Ratten) in verschiedenen
Konzentrationen (50/1; 25/1; 12/1; 6/1; 3/1; 1,5/1) mit den Targetzellen gemischt.
Dies ergab die Freisetzung von LDH unter in vitro Bedingungen (experimentellen

Release). Unter den gleichen Bedingungen wurde ebenfalls Spontanrelease und
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Totalrelease der Target Zellen bestimmt. Fir den Spontanrelease wurden 100 ul
Target Zellen 1 x 10° und 100 pl Medium verwendet. Den Totalrelease, also 100 %
Lyse wurde ahnlich bestimmt wie der Spontanrelease, jedoch unter Zugabe von 20 pl
Triton®. Zur Volumenkontrolle wurde 200 pl Medium mit 20 ul Triton verwendet. Als
Leerwert (Background) wurde 200 pl verwendet. Die Platte wurde fur vier Minuten bei
1250 U/min zentrifugiert und anschliessend fur vier Stunden bei 37 °C inkubiert.
Nach erneuter Zentrifugation wurden pro Well 50 pl abgesaugt und in eine
Mikrotiterplatte mit planem Boden gegeben (Fa. NUNC, Wiesbaden-Biebrich,
Deutschland). Die Reaktion wurde mit einer im Versuchsset mitgelieferten
Stopldsung (1M Essigsaure) zum Stillstand gebracht und anschliessend bei 490 nm
die Extinktion gemessen.

Fur die Berechnung der Zytotoxizitat ausgedruckt als Prozent der lysierten

Zellen (Lyse-Index) wurde folgende Formel verwendet:

(ER — Background) — (SR Lymphos — Background) — (SR Target — Background)
(TR Targets — VK) — (SR Targets — Background)

Die Abklrzungen bedeuten: ER: Effektor Release, SR: Spontan Release, TR: Total

Release, VK: Volumenkontrolle

3.4. Statistik

Die Tiere wurden einfach randomisiert. Jeder Gruppe wurde ein
unbehandeltes Tier zugeordnet. Fur die statistische Auswertung wurde unter
Berucksichtigung der Normalverteilung der Student t-Test, ANOVA- und Tukey-Test
verwendet. Fur nicht normalverteilte Daten wurde der Mann-Whitney Test und der
Median-Test verwendet. Unterschiede waren statistisch signifikant, wenn p < 0,05
war. Die  Statistik wurde mit SPSS 11 farr Mac OS X
(http://www.spss.com/spss_mac/) berechnet. Fur Rlckfragen stellte sich Herr Dr.
Hollenhorst, Abteilung Anwendung und Dokumentation, Hochschulrechenzentrum,

JLU-Giessen, zur Verfligung.
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4, ERGEBNISSE

41. Ermittlung der nétigen Konzentrationsmenge der einzelnen

Testsubstanzen

In Vorversuchen wurden die geeigneten Konzentrationen der einzelnen Test-
substanzen an Novikoff Hepatoma Zellkulturen ermittelt, da die notwendigen
Dosierungen nicht in der Literatur beschrieben waren. Als wirksam erschien die
Konzentration der Substanzen, bei der kein Zellwachstum zu verzeichnen war, bzw.
bei der Konzentration keine vitalen Zellen mehr nachweisbar waren. Die Abbildungen
9 - 13 zeigen die Dosiswirkungsdiagramme mit ihrer Standardabweichung. Zusatzlich
wurde bei jedem Versuch eine Kontrollgruppe unter gleichen Bedingungen
mitgetestet; jedoch wurde statt der Testsubstanz in gleicher Menge 2 ml 0,9 % NaCl-
Lésung zugefiigt. In den Test wurden 1x10° / 8 ml Novikoff Hepatoma Zellen
eingesetzt. Dem Medium, bestehend aus den Tumorzellen und 0,9% NaCl wurde die
jeweilige Testsubstanz zugefugt. Die Abbildungen 9 -13 zeigen, dass bei steigender
Konzentration der Testsubstanzen die Zahl der nachweisbaren vitalen Zellen nach

vier Tagen bis unter die Nachweisgrenze sinkt.
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Dosiswirkungsdiagramm FBP
Ammoniumsalz [1 x 105/8ml (4,5g/l
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Abbildung 9: Konzentrationsermittlung fur Fructose 1,6-P-

Dosiswirkungsdiagramm Carboxy
[1 x 10°/8ml (4,5g/] Glucose)]
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Abbildung 10: Konzentrationsermittlung fir Aminooxyessigsaure (Carboxy)
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[1 x 10°/8ml (4,5g/1 Glucose)]
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Abbildung 11: Konzentrationsermittlung fir Glycerat-3-P
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Dosiswirkungsdiagramm Cisplatin
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Abbildung 12: Konzentrationsermittlung fur Cisplatin
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Dosiswirkungsdiagramm Methylsuccinat
[1 x 10°/8ml (ohne Glucose Zusatz)]
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Konzentrationen

Abbildung 13: Konzentrationsermittiung fur Bernsteinsduremonomethylester

(Methylsuccinat)

Die ermittelte Konzentration, bei welcher kein Zellwachstum mehr zu
verzeichnen war, wurde auf die Tierversuche uUbertragen. Hierbei spielte der
Metabolismus der Ratte eine unbekannte Rolle, welcher nicht bei der Umrechnung
berucksichtigt werden konnte. Daher wurden die ermittelten Konzentrationen der
einzelnen Substanzen (Fructose-1,6-bisphosphat = 1mM, Aminooxyacetat 5mM, 3-
Phospho-Glycerat = 1,25 mM, Cisplatin 22 uM und Methylsuccinat 500 uM)

individuell auf das Tiermodell Gbertragen.

4.1.1. Allgemeine Vermerke zur Durchfiihrung der Tierversuche

Wahrend der Versuche bestatigte es sich, dass es sich bei der Novikoff-
Hepatoma-Zelllinie um einen hochmalignen Tumor handelt. Nach der
intramuskularen Impfung der Zellen kam es zu hundert Prozent zu einem manifesten
Tumor. Die Intervallzeit zwischen der Impfung der Zellen und dem Nachweis eines
Tumors im rechten Oberschenkel der Ratte betrug im Schnitt 5,5 Tage (n = 64 Tiere).
Die kurzeste Intervallzeit betrug drei Tage, die langste acht Tage. Hierbei zeigte sich
folgender Aspekt als ausserst relevant. Wurden die Zellen in einer Zellkultur

passagiert, so verloren sie anscheinend nach mehreren Passagen ihre Malignitat und
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es kam nach der Impfung nicht zur Bildung eines Tumors, oder wenn sich ein Tumor
gebildet hatte, zeigte er im weiteren Verlauf kein progredientes Wachstum. Diese
Erkenntnis wurde in Vorversuchen erlangt. Wurden jedoch die Zellen in den Ratten
intraperitoneal passagiert, konnte dieser Effekt nicht verzeichnet werden, und es kam
somit zu der oben genannten Erfolgsrate.

Wahrend der Versuche musste gelegentlich der Katheter gewechselt werden
(n = 18). In den meisten Fallen lag eine Dislokation des Katheters vor. Funfmal war
der Katheter thrombotisch verschlossen. Wahrend der Wechsel wurden die Tiere
narkotisert. Der Wechsel war als solches meist zeitaufwendiger, da die anatomischen
Verhaltnisse nicht mehr gegeben waren und das vorliegende Gewebe entziindlich
verandert war. In einem Fall betrug die Zeit des Eingriffes 65 min. Komplikationen
traten in zwei Fallen auf. In einem Fall wurde wahrend des Eingriffs Luft in die Vena
jugularis interna aspiriert, was letal fur das Tier endete. Im zweiten Fall konnte der
Katheter nicht an seiner urspringlichen Stelle eingefuhrt werden; daher wurde die V.
jugularis dextra verwendet. Bei diesem Tier zeigte sich postoperativ keine
Auffalligkeiten.

Im Falle eines Katheterwechsels betrug die Unterbrechung der
kontinuierlichen Infusion wenige Stunden. In einem Fall betrug sie jedoch 18

Stunden. Dieses Tier wurde ausgezeichnet und in die Statistik miteinbezogen.

4.1.2. Komplikationen die wahrend der Versuche auftraten

Ein Problem stellte die Inhalationsnarkose mit Forene® dar. Die Tiere zeigten
gelegentlich Atemdepressionen bis hin zur Apnoe. Dabei reichte meist eine einfache
Herzmassage um den Zustand des Tieres zu stabilisieren. Gelegentlich musste ein
handelsublicher Ampu-Beutel, wie er fur Sauglinge verwendet wird, zur Beatmung
hinzugezogen werden.

Auch bei der intramuskularen Injektion der Anasthetika folgte gelegentlich
unter Atropin Gabe, ein Herz- und Atemstillstand. Die Tiere konnten meist durch
obige Massnahmen erfolgreich reanimiert werden. Die langste erfolgreiche
Reanimation dauerte 10 Minuten. Diese Tiere wurden in der Statistik
mitberlcksichtigt. In n = 8 Fallen endete die Narkose bei Versuchsbeginn letal.

Insgesamt sind 14 Ratten im Verlauf des Versuches gestorben. Ein Tier wurde

aufgrund seines sehr schlechten Allgemeinzustandes euthanasiert. Bei einem Tier
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konnte pathologisch eine zentrale Lungenembolie der linken Lunge diagnostisiert
werden. Zwei Tiere starben unter unklaren Umstanden, am 3. und am 7.
postoperativen Tag.

Besonders in der Kontrollgruppe kam es aufgrund der grossen Tumorvolumina
zur Parese des rechten Hinterlaufes. In drei Fallen kam es zu einer Exulzeration des
Tumors. Bei einem Tier in der Kontrollgruppe, =zeigte sich am Tag des
Versuchsendes bei der Gewebesicherung ein massiver obstruktiver Harnverhalt.
Auch waren ddematdse Veranderungen des rechten Hinterlaufes keine Seltenheit.
Sie traten in der Regel gegen Versuchsende auf und besonders bei einer
ausgepragten Grosse des Tumors.

Die Beurteilung des Allgemeinzustandes des Tieres erfolgte nach den
Kriterien der Beschaffenheit des Fels, der Pulsfrequenz, Atemfrequenz, des Trink-

und Essverhaltens und der Mobilitat.
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4.2. Auswertungen der einzelnen Gruppen

4.2.1. Ergebnisse der Kontrollgruppe mit NaCl-Losung

Die Kontrollgruppe wurde kontinuierlich mit 0,9% NaCl-Lésung infundiert. Die
folgende Tabelle zeigt eine Ubersicht der Mittelwerte und ihre Standartabweichungen

der wesentlichen Daten, die im Versuch gesammelt wurden:

Tabelle 1: Ubersicht der Daten der Kontrollgruppe (NaCl-Lésung) und
ihre Mittelwerte und Standardabweichungen (SD)

Mittelwert £ SD

Anzahl der Tiere n=10

Anzahl der verstorbenen Tiere n=2

wahrend des Versuches

Gewicht bei Infusionsbeginn 233 +20,52 ¢
Gewicht bei Infusionsende 247 +18.74 g
Infusionsdauer 74+27d
Infusionsmenge 62 +21,13 ml
errechnete Tumorvolumina 0.83 + 0,43 cm®
1. Tag cm®
errechnete Tumorvolumina am 21,2 +9,04 cm®

letzten Tag cm®

gemessene Tumorvolumina am 43,3+ 12,85 ml

letzten Tag ml

Anzahl der Tiere mit Metastasen n==6
mittlere Metastasenvolumina 48+519 ml
verwendete Konzentration 0,9 %

Bei der Untersuchung zeigte sich in dieser Gruppe, dass bei sechs von neun
Versuchstieren Metastase makroskopisch gesichert werden konnten. Die kleinste
Metastase umfasste ein Volumen von 1 ml, die grosste 14 ml. Lokalisiert waren die
Metastasen retroperitonel meist im Bereich des kleinen Beckens iliakal. Eine

Metastase fand man im Bereich des Truncus coeliacus (14 ml). Zwei Metastasen
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fand man paraaortal unterhalb des Abganges der A. renalis (2 ml und 1 ml). Das
kleinste gemessene Tumorvolumen betrug 21,8 ml und 58 ml umfasste der Grosste.
Wahrend des Versuches ist ein Tier wahrend des Katheterwechsels

gestorben. Kurz nach der Narkoseeinleitung kam es zu einem Herzstillstand.

4.2.2. Ergebnisse der Fructose 1-6-P, (FBP) Gruppe

In dieser Testgruppe wurde eine 200 mmolare FBP-Stammlosung mit einer
Ringerlésung im Verhaltnis 1:6,7 verdinnt, und fur die Versuche verwendet.
Wahrend der Versuche zeigte sich folgendes Bild: Ein Tier starb aus unerklarlichen
Grinden am zweiten postoperativen Tag. Zwei Tiere sind wahrend des Wechsels
des Katheters gestorben. Bei einem anderen Tier konnte im Bereich der
lliakalgefasse eine Metastase mit einem Volumen von 1 ml gefunden werden.
Insgesamt zeigten alle Tiere Uber den Versuchszeitraum einen relativ konstanten
Gewichtsverlauf. Von den makroskopisch gemessenen Tumorvolumina in dieser
Gruppe betrug das Volumen am Ende des Versuches maximal 42 ml, bei 2 Tieren
konnte nach dem Versuch kein Tumor makroskopisch nachgewiesen werden.

Um die Grosse der Tumoren mit der Kontrollgruppe vergleichen zu kénnen,
wurde die Kaplan-Meier-Sterbetafel hierfir modifiziert. Es wurde die Breite des
Tumors standartisiert und nur die Grossen berucksichtigt, welche eine Grosse von
kleiner als zwei cm Breite aufwiesen (s. Tabelle 2).

Abbildung 14 zeigt den Verlauf der Tumorgréssen gegen die Tage
aufgetragen. Daraus lasst sich folgendes Bild herleiten. Am vierten Tag zeigten
funfzig Prozent der mit FBP therapierten Gruppe Tumoren, die in ihrer Breite kleiner
als zwei cm waren. Am neunten Tag waren in der therapierten Gruppe annahernd
vierzig Prozent der Tumoren in ihrer Breite noch kleiner als zwei cm. Hingegen zeigt
die Kontrollgruppe am sechsten Tag, dass hundert Prozent der Tumoren grosser

oder gleich 2 cm Breite waren.
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Tabelle 2: Allgemeine Daten zur Versuchsgruppe FBP-Gruppe

Anzahl der Tiere

Anzahl der verstorbenen Tiere

wahrend des Versuches

Gewicht bei Infusionsbeginn

215,7 + 25,41 g

Gewicht bei Infusionsende 213,3+32,2¢9
Infusionsdauer 8,7+0,52d
Infusionsmenge 68,2 £ 5,42 ml

errechnete Tumorvolumina 1,0+ 1,18 cm®

1. Tag cm®
errechnete Tumorvolumina am 9,4 +8,73 cm®

letzten Tag cm?®

gemessene Tumorvolumina am

letzten Tag ml

21,33 £ 17,48 ml

Anzahl der Tiere mit Metastasen n=1
mittleres Metastasenvolumen n=1ml
verwendete Konzentration 29,8 mM

Tage
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Abbildung 14: Gemessene Tumorgrossen (cm/Breite) im Vergleich zwischen
der Kontrollgruppe und der FBP Gruppe. Anzahl der Tumoren kleiner als 2 cm

aufgetragen gegen die Wachstumszeit.
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4.2.3. Ergebnisse der Bernsteinsauremonomethylester Gruppe

Wahrend der Versuchsreihe sind hier ebenfalls zwei Tiere gestorben. Ein Tier
ist nach dem Katheterwechsel postoperativ verstorben. Das zweite Tier ist am
siebten Tag postoperativ aus unklarer Ursache gestorben. In dieser Versuchsreihe
fanden sich keine besonderen Auffalligkeiten, die Einfluss auf den Versuch hatten
nehmen konnen. Die gefundenen Metastasen zeigten eine Grosse von 1 und 2 ml
auf. Lokalisiert waren sie zum einen paraaortal und im Bereich der lliakalgefasse. Die
maximal gemessene Grosse betrug rund 48 ml (s. Tabelle 3), in einem Fall war
markoskopisch kein Tumor mehr sichtbar gewesen.

In der nach Kaplan — Meier modifizierten Auswertung zeigte sich folgendes
Bild. Am vierten Tag waren sechzig Prozent der Tumoren noch kleiner als 2 cm und

am zehnten Tag noch vierzig Prozent kleiner als 2 cm (Abbildung 15).

Tabelle 3: Allgemeine Daten zur Versuchsgruppe mit Bernsteinsauremono-

methylester
Anzahl der Tiere n=11
Anzahl der verstorbenen Tiere n=2

wahrend des Versuches

Gewicht bei Infusionsbeginn 219,1+£10,22 g

Gewicht bei Infusionsende 226,0 £+ 39,43 g
Infusionsdauer 9,11+£0,78d
Infusionsmenge 74,44 £ 6,02 ml

errechnete Tumorvolumina 1,14 + 0,53 cm®

1. Tag cm®

errechnete Tumorvolumina am

letzten Tag cm®

12,77 + 12,55 cm®

gemessene Tumorvolumina am 22,7 £ 16,67ml
letzten Tag ml
Anzahl der Tiere mit Metastasen n=2
mittleres Metastasenvolumen 1,5+ 0,71 ml
verwendete Konzentration 1 mM
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Abbildung 15: Gemessene Tumorgrdsse (Breite [cm]) im Vergleich zwischen
Kontrollgruppe und der Bernsteinsduremonomethylester Gruppe (Methylsuccinat).

Anzahl der Tumoren kleiner als 2 cm aufgetragen gegen die Wachstumszeit.
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4.2.4. Ergebnisse der Cisplatin Gruppe

Der allgemeine Teil der Ergebnisse geht aus der Tabelle 4 hervor.

Tabelle 4: Allgemeine Daten zur Versuchsgruppe mit Cisplatin

Anzahl der Tiere n=9

Anzahl der verstorbenen Tiere n=1

wahrend des Versuches

Gewicht bei Infusionsbeginn 199,63 + 18,08 g
Gewicht bei Infusionsende 228,5+27,80¢g
Infusionsdauer 8,63+1,51d
Infusionsmenge 68,50 + 9,72 ml
errechnete Tumorvolumina 0,86 + 0,57 cm®
1. Tag cm®
errechnete Tumorvolumina am 15,85 + 2,45 cm®

letzten Tag cm®

gemessene Tumorvolumina am 37,00+ 7,17 ml

letzten Tag ml

Anzahl der Tiere mit Metastasen n=3
mittleres Metastasenvolumen 4,00+ 2,00 ml
verwendete Konzentration 5 ug

Der Verlauf dieser Gruppe verlief weitestgehend komplikationslos. Ein Tier
verstarb am vierten postoperativen Tag im Rahmen der Narkoseeinleitung, um einen
Katheterwechsel durchzufuhren. Bei einem Tier ist der Tumor am vierten
postoperativen Tag exulzeriert. Bei diesem Tier zeigten sich Metastasen zum einen
im Oberbauch para-aortal (1 ml) und Metastasen im Bereich der lliakalgefasse (4 ml).
Ferner traten bei zwei anderen Tieren Metastasen im Bereich der Aorta, unterhalb
der Abgange der A. renalis, zu jeweils 7 ml und zu 6 ml auf. Die Tumorgrosse betrug
am letzten Tag minimal 32 ml und maximal 50 ml.

Tragt man die Werte der Tumorgrossen nach Kaplan - Meier auf (Abbildung
16) und vergleicht sie mit der Kontrollgruppe, dann stellt man fest, dass der Verlauf

zwischen beiden Gruppen annahernd gleich ist. Die Tiere, die mit Cisplatin behandelt
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wurden, zeigten Uberraschenderweise schon am vierten Tag zu hundert Prozent eine
Tumorgrésse von grosser und gleich zwei cm in ihrer Breite. In der NaCl-Losung
Gruppe waren zehn Prozent der Tumoren an dem vierten Tag noch kleiner wie zwei

cm.
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Abbildung 16: Gemessene Tumorgrdsse (Breite [cm]) im Vergleich zwischen
Kontrollgruppe und der Cisplatin Gruppe. Anzahl der Tumoren kleiner als 2 cm

aufgetragen gegen die Wachstumszeit.

Andert man in der Auswertung in dieser Gruppe das Kriterium und
berlcksichtigt die Tumorgrossen, welche unter 2,5 cm liegen und tragt sie gegen die
Kaplan — Meier Tafel auf, dann wird der parallele Verlauf der NaCl-Lésung Gruppe
mit Cisplatin-Gruppe deutlicher (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Gemessene Tumorgrosse (Breite [cm]) im Vergleich zwischen
Kontrollgruppe und der Cisplatin Gruppe. Anzahl der Tumoren kleiner als 2,5 cm

aufgetragen gegen die Wachstumszeit.

4.2.5. Ergebnisse der Aminooxyessigsaure-Hemihydrochlorid
(C2HsNOs * '/, HCI)

In dieser Gruppe betrug das maximale Tumorvolumen 38 ml. Bei einem Tier
konnte nach Therapie makroskopisch kein Tumor mehr nach gewiesen werden. Bei
der Probensicherung fand sich bei einem Tier eine Metastase im Bereich der
lliakalgefasse mit einem Volumen von 1 ml. Ein Tier verstarb am sechsten Tag an
einer zentralen linksseitigen Lungenembolie. Zu diesem Zeitpunkt besass der Tumor
eine Grésse von rund 12,6 cm®. Auffallend in dieser Gruppe war, dass verglichen mit
den Ubrigen hier am wenigsten Komplikationen auftraten, wie z.B. Katheterwechsel.
Zu keinem Zeitpunkt war in dieser Gruppe ein Tier in einem ausgepragt schlechten
Allgemeinzustand (s. Tabelle 5).

Die Abbildung 18 zeigt die Vergleichsverlaufe zur Kontrollgruppe: Es zeigte
sich, dass am vierten Tag noch achtzig Prozent der Tumoren kleiner als zwei cm
breit waren. Am funften Tag kam es jedoch zu einer explosionsartigen Vergrosserung
der Tumoren, so dass am letzten Tag nur noch zehn Prozent der Tumoren kleiner als

2 cm breit waren.
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Tabelle 5: Allgemeine Daten zur Versuchsgruppe mit Aminooxyessigsaure-

Hemihydrochlorid
Anzahl der Tiere n=11
Anzahl der verstorbenen Tiere n=2

wahrend des Versuches

Gewicht bei Infusionsbeginn

204,10+ 22,41 ¢

Gewicht bei Infusionsende 213,8 £ 36,74 g
Infusionsdauer 9,00+0,71d
Infusionsmenge 72,67 + 7,48 ml

errechnete Tumorvolumina

1. Tag cm®

0,72+0,31 cm®

errechnete Tumorvolumina am

letzten Tag cm®

11,72 + 6,25 cm®

gemessene Tumorvolumina am

letzten Tag ml

27,89 £ 13,16 ml

Anzahl der Tiere mit Metastasen

mittleres Metastasenvolumen

verwendete Konzentration

1.2

0.8 -

0.6 -
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0.2 1

Gemessene Tumorgrofe <2 cm
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—m— Carboxy
—e—NaCl

10
Tage

15

Abbildung 18: Gemessene Tumorgrosse (Breite [cm]) im Vergleich zwischen
Kontrollgruppe und der Aminooxyessigsaure-Hemihydrochlorid (Carboxy) Gruppe.

Anzahl der Tumoren kleiner als 2 cm aufgetragen gegen die Wachstumszeit.
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4.2.6. Ergebnisse der Glycerat—-3—P Reihe

Von den zwolf Tieren ist ein Tier beim Katheterwechsel gestorben. Bei einem
Tier ist der Tumor exulzeriert. Die Tumorgréssen in cm?, die jeweils am ersten und
am letzten Tag gemessen wurden, kénnen nur auf folgende Tiere Ubertragen
werden: 3305, 3401, 3403 und 3703, da bei diesen Versuchen, wie auch in allen
anderen Gruppen die Lange (L), die Breite (B) und die Tiefe (D) gemessen wurde.
Bei den Ubrigen Tieren dieser Gruppe wurden nur die Lange und die Breite
bertcksichtigt. Die Versuche standen zu diesem Zeitpunkt noch am Anfang der
Arbeit. Da fur die Kaplan — Meier Tafel nur die Breite berticksichtigt wurde, konnten
die Werte von allen Tieren fur diese herangezogen werden (s. Tabelle 6).
Uberraschenderweise zeigten sich in dieser Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
keine besonderen Unterschiede im Verlauf der Tumorgréssen. Der Verlauf deckt sich
annahernd mit der Kontrollgruppe. Dies veranschaulicht die Abbildung 18. Daher
wurde hier das Kriterium der Tumorgréosse auf eine Grdosse von kleiner 2,5 cm
erweitert (Abbildung 19). Dabei zeigte sich im Verlauf eine sprunghafte

Grossenzunahme des Tumors am dritten Tag.
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(* Berucksichtigt sind folgende Tiere: 3305, 3401, 3403, 3703)

Anzahl der Tiere

n=13

Anzahl der verstorbenen Tiere

wahrend des Versuches

n=3

Gewicht bei Infusionsbeginn

230,64 £ 15,56 g

Gewicht bei Infusionsende

248,30 £ 21,62 g

Infusionsdauer

8,50+ 1,27 d

Infusionsmenge

68,30 = 13,34 ml

errechnete Tumorvolumina

1. Tag cm®

0,92* + 0,52* cm®

errechnete Tumorvolumina am

letzten Tag cm®

20,93* + 16,99* cm®

gemessene Tumorvolumina am

letzten Tag ml

25,90 £ 17,65 ml

Anzahl der Tiere mit Metastasen n=1
Mittleres Metastasenvolumen n=5ml
verwendete Konzentration 1,25 mM

1.2 4

Gemessene Tumorgrofle <2 cm
Breite

Tage

Abbildung 19: Gemessene Tumorgrosse (Breite [cm]) im Vergleich zwischen
Kontrollgruppe und der Glycerat-3—P Gruppe. Anzahl der Tumoren kleiner als 2 cm

aufgetragen gegen die Wachstumszeit.



44

S

s 1.2 4

[e1]

E

o

0

N

v

Q

S

2 —e—NaCl

S

=

=

o

3

(]

=]

©

2

Q

<

g 1
12

Tage

Abbildung 20: Gemessene Tumorgrosse (Breite [cm]) im Vergleich zwischen
Kontrollgruppe und der Glycerat-3—P Gruppe. Anzahl der Tumoren kleiner als 2,5 cm

aufgetragen gegen die Wachstumszeit.
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4.3. Statistische Auswertung der Ergebnisse

4.3.1. Vergleich des Tumorwachstums (cm?®) der einzelnen Gruppe gegen

die Kontrollgruppe (NaCl-Lésung)

In Abbildung 21 ist der Mittelwert der Tumorgrossen der jeweiligen Gruppen
innerhalb der ersten 10 Tage dargestellt. Die Tumorgrosse wurde mittels einer
handelsiiblichen Schublehre bestimmt und in cm?® berechnet. Die hierfiir ermittelten
Daten finden sich im Anhang (Tabelle 1). Auf die Darstellung der

Standardabweichung musste wegen der sonst eingeschrankten Ubersicht verzichtet
werden.

25

20 -
) NaCl
5 15 - = Methylsuccinat
o) Carboxy
2
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2
£ 10 —eF
= Gly3P
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Abbildung 21: Mittelwerte der mittels eine Schublehre gemessenen und daraus

errechneten Tumorvolumina (cm®) im rechten Glutaeus-Muskel als Funktion der Zeit.

Die Abbildung 21 zeigt, dass zwischen den behandelten Tiere und der
Kontrollgruppe ein Unterschied im Verlauf der Grossenzunahme der Tumoren
besteht. So zeigt die Gruppe, die mit Fructose-1,6-bisphosphat behandelt wurde, im
Vergleich zu der NaCl-Gruppe den deutlichsten Unterschied und einen weniger
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progredienten Verlauf der Tumorgrdsse. Dieser Unterschied ist nach dem Tukey Test
fur parametrische Daten signifikant zur Kontrolle. Die Signifikanzen fir alle
Substanzen ist in Tabelle 7 zusammengefasst. Als abhangige Variable wurde der
Verlauf des Tumorvolumens (cm®) vom ersten bis zum letzten Tag gewahlt. Sie
wurde gegen die Kontrollgruppe getestet. Die Voraussetzung der Normalverteilung,
wie sie fur parametrische Test gefordert werden, waren unter dem Ausschluss eines
Tieres der Gruppe, die mit Cisplatin behandelt wurde (Nr. 3905), gegeben. Zum
Beweis der Normalverteilung wurde der Levenne Test angewendet. Dieser zeigte

keine Signifikanz.

Tabelle 7: Statistische Auswertung nach Tukey

Tukey Test
Aminooxyessigsaure p=0,145
Cisplatin p=0,433
FBP p = 0,044
Gly-3-P p =0,975
Methylsuccinat p=0,477

Wahrend bei den anderen Testsubstanzen statistisch kein signifikanter Einfluss auf
das Wachstum des Novikoff Hepatomas zeigten, kann fur FBP eine Verzdgerung des
Wachstums gezeigt werden. Vermutlich bewirkt es eine Aktivierung der Glykolyse
durch einen Shift von der inaktiven dimeren Form der Pyruvatkinase zugunsten der
aktiven tetrameren Form. Wenn dies so sein sollte, dann ist derzeit unklar, wie die
Substanz die Plasmamembran durchdringen kann und dabei auch nicht

dephoshoryliert wird.
4.3.2. Vergleichende Untersuchung der Tumorvolumina (ml)
Im weiteren wurde untersucht, ob am Ende der Versuche ein

behandlungsbedingter signifikanter Unterschied zwischen den Volumina der

Tumoren vorliegt. Das Tumorvolumen wurde durch Wasserverdrangung gemessen.
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Zur statistischen Auswertung wurde der Student t-Test verwendet. Die
Bedingung einer Normalverteilung wurde mit dem Levenne Test belegt. Die folgende
Abbildung zeigt die Mittelwerte der Tumorendvolumina (ml) mit ihrer
Standardabweichung. Hierbei fallt auf, dass Aminooxyessigsaure, FBP, Gly-3-P und
Bernsteinsduremonomethylester bei Versuchsende ein signifikant geringeres
Tumorvolumen aufwiesen, als die Kontrollgruppe. Lediglich fur Cisplatin ergab sich

kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle. Die Tumorvolumina nach Behandlung

mit den verschiedenen Substanzen + SD werden in Abbildung 22 verglichen.
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Abbildung 22: Tumorendvolumen (ml), gemessen mittels Wasser
verdrangung.

Aminooxyessigséure (Carboxy): p = 0,016, Cisplatin: p = 0,225, Fructose-1,6-
P> (FBP): p = 0,007, Glycerat-3-P: p = 0,018, Methylsuccinat: p = 0,009



48

4.3.3. Auswertung des Auftretens von Metastasen

Im weiterem habe ich gepruft, ob in allen Gruppen Metastasen im Verlauf
gleich haufig auftreten. Hierbei interessierte nicht der Aspekt der Grosse der
aufgetretenen Metastasen, als vielmehr die Anzahl der nachweisbaren Zweittumoren.
Mit Ausnahme von Cisplatin lagen in allen Gruppen keine Normalverteilung vor.
Daher wurde hier der Mann-Whitney-Test fur nicht parametrische Test angewendet.
Fur die Cisplatin Gruppe konnte der Student t-Test angewendet werden.

Die Abbildung 23 zeigt die Anzahl der Tumoren in jeder Behandlungsgruppe
am Ende des Versuches. Hier wird zum einen die Anzahl der Tiere ohne und mit

Metastasen (TxXNOMx bzw. TxN1-3Mx) mit Hilfe eines Balkendiagramm gezeigt.
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Abbildung 23: Anzahl der aufgetretenen Metastasen (rotmarkiert) in den einzelnen
Gruppen.

Methylsuccinat p = 0,046, Aminooxyessigsédure (Carboxy) p = 0,009, Cisplatin
p=0,36, FBP p = 0,03, Gly-3-P p = 0,042

Es kann hierbei gezeigt werden, dass zwischen dem Auftreten von
Metastasen und der Art der Therapie ebenfalls deutliche Unterschiede vorliegen. Mit
Ausnahme der Cisplatin-Gruppe kommt es bei allen therapierten Gruppen zu einem

geringen Auftreten von Metastasen.
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4.4. In vitro Untersuchungen des ZytoTox 96° Test

Mit diesem Test sollte gepriuft werden, ob eine Beeinflussung des
Immunsystems der Versuchstiere unter Therapie gezeigt werden kann und eine
veranderte Reaktion der natirlichen Killerzellen auf Tumorzellen vorliegt. Hierflr
wurde bei Versuchsende den Tieren 5-6 ml Blut enthommen und fur den
Zytotoxizitatstest verwendet. Die folgenden Abbildungen 23-25 zeigen die
Ergebnisse der Zell-Lyse in Prozent bei unterschiedlichen Verhaltnissen zwischen

Effektor und Targetzellen.

Verhidltnis Effektor : Target
20
18 -
16 -
14 - NaCl
9 12 | mGly 3P
_>I. 10 | FBP
8 g Cisplatin
B Carboxy
6 1 Methylsuccinat
4 -
> |
0
50:1

Abbildung 24: Aminooxyessigséaure (Carboxy) p = 0,001, Cisplatin p = 0,375,
Glyerat-3-P p = 0,637, Methylsuccinat p = 0,103, FBP p = 0,027
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Verhaltnis Effektor : Target
20
18 -
16 -
14 - NaCl
@ 12 | mGly 3P
Z10- P
2 g Cisplatin
H Carboxy
6 1 Methylsuccinat
4 -
2 |
0
25:1

Abbildung 25: Aminooxyessigséure (Carboxy) p = 0,004, Cisplatin p =0 ,696,
Glyerat-3-P p = 0,000, Methylsuccinat p = 0,103, FBP p = 0,000
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Verhaltnis Effektor : Target
20
18
16
14 - NaCl
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0
12:1

Abbildung 26: Aminooxyessigsédure (Carboxy) p = 0,002, Cisplatin p = 0,581,
Glyerat-3-P p = 0,015, Methylsuccinat p = 0,103, FBP p = 0,006

Aufgrund der z.T. unterschiedlich vorliegenden Ergebnisse kann nur fur
Aminooxyessigsaure und FBP eindeutig eine Signifikanz gezeigt werden. Sie zeigen
eine immunmodulatorische Wirkung auf die Naturlichen Killerzellen (NK). Unter einer
kontinuierlichen Perfusion mit beiden Substanzen werden diese NK im Organismus
positiv beeinflusst und vermdgen eine deutlich héhere Lyserate in Gegenwart von
Novikoff Hepatoma Zellen zu zeigen. Fur Cisplatin und Bernsteinsduremonomethyl-
ester (Methylsuccinat) konnen keine immunmodulatorische Wirkung nachgewiesen
werden. Aufgrund der wechselnden Signifikanzen in der Gruppe die mit Glycerat-3-P

behandelt wurde, kann hier keine Aussage getroffen werden.
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5. Diskussion

Von den im Rattenmodell getesteten Substanzen Aminooxyessigsaure,
Bernsteinsaure-Monomethylester, Glycerat-3-P, Aminooxyessigsaure, Fructose-1,6-
bisphosphat und Cisplatin zeigte bei Langzeitinfusion nur Fructose-1,6-bisphosphat
eine Verzogerung des Wachstums des in den rechten Glutaeus maximus applizierten
Tumors (Abb. 20). Die Infusion von Fructose-1,6-bisphosphat reduzierte zum einen
die relative Gréssenzunahme (cm®) des Tumors, zum anderen auch das absolute
Tumorvolumen (ml) der Tumoren im rechten Glutaeus am Ende des Versuchs, als
auch die Anzahl der Metastasen verglichen zur Kontrollgruppe (Abb. 21, Tabelle 8).
Fur Aminooxyessigsaure, Methylsuccinat und Glycerat-3-P zeigten sich am Ende der
Versuche sowohl geringere Tumorendvolumina (ml), als auch ein geringeres
Auftreten von Metastasen (Abbildung 22 und 23). Hingegen konnte nicht gezeigt
werden, dass unter Gabe dieser Substanzen ein Unterschied in der relativen
Grossenzunahme der Tumoren (cm®) im Verlauf nachweisbar ist. Eine Erkldrung
hierfur kann darin liegen, dass Tumoren bis zu einem Durchmesser von 2 cm ihre
notwendige Energie Uber Schritte der Glutaminolyse beziehen (Eigenbrodt 1998).
Aminooxyessigsaure und  Methylsuccinat sind Metabolite, welche auf
unterschiedliche Weise die Glutaminolyse hemmen. Liegt nun der Durchmesser der
Tumoren darlUber, scheinen sowohl Aminooxyessigsaure, als auch Methylsuccinat
kaum einen Einfluss mehr auf die Progression des Tumors zu besitzen. Diese
Interpretation lasst sich durch die statistische Auswertung des Auftretens von
Metastasen unterstreichen. In beiden Gruppen treten statistisch gesichert geringer
Metastasen auf. Hier scheinen beide Substanzen ihre Wirkung voll entfalten zu
kdnnen, da es sich zu Beginn der Metastasenbildung um Tumordurchmesser kleiner
als 2 cm im Durchmesser handelt.

Fur die Gruppe der Tiere die mit Cisplatin behandelt wurden konnte in keiner

Untersuchung ein therapeutischer Effekt verzeichnet werden.

Fructose-1,6-bisphosphat ist ein allosterischer Aktivator des Glykolyse-
Enzyms Pyruvatkinase (Eigenbrodt 1998). Der Glycolyse-Metabolit verschiebt durch
seine Bindung an die allosterische Bindungsstelle der Pyruvatkinase und die dadurch
induzierte Anderung der Faltungskonformation des Proteins das Gleichgewicht

zwischen dimerer und tetramerer Form der Pyruvatkinase Typ M2 zugunsten der
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tetrameren Form (Abb. 2) (Mazurek 2000/a). Letztere besitzt eine erhdohte Affinitat zu
seinem Substrat Phosphoenolpyruvat (PEP). Aufgrund der so erhéhten Aktivitat des
Enzyms wird vermehrt Pyruvat gebildet. Das bedeutet auch, dass vermehrt Glucose
abgebaut wird und all die Stoffwechselnebenwege, die in die Glycolyse einminden,
ebenfalls entleert werden Es fehlen folglich Intermediarprodukte, welche unter
anderem flur die Synthese von Nucleinsauren - und damit fur die Zellvermehrung und
das Wachstum - erforderlich sind (Abbildung 27). Dies wurde erklaren, weshalb die
Proliferationsrate der malignen Zellen im gunstigsten Fall gestoppt, jedoch zumindest
gesenkt werden kann (Abbildung 21).

In dieser Arbeit kann dieser Sachverhalt indirekt belegt werden. Dass in den
Versuchen ein statistisch geringer Tumorwachstums unter FBP sich zeigte kann
hierfur ein Beleg sein.

Die in Abbildung 27 gezeigte Interpretation der Wirkung der Infusion von
Fructose-1,6-bisphosphat setzt voraus, dass der Metabolit aus dem Blut in die
Tumorzellen aufgenommen wird. Es ist zwar bekannt, dass Fructose in Zellen
aufgenommen wird, es ist aber unbekannt, ob das negativ geladene Fructose-1,6
bisphosphat die Zellmembran passieren kann und ob es hierfur einen Transporter
gibt. Ublicherweise phosphorylieren die Zellen Zuckermolekiile, damit sie nach ihrer
Resorption nicht wieder aus den Zellen ausgeschleust werden kénnen. Insofern ist
es verwunderlich, dass die Infusion von Fructose-1,6 bisphosphat einen Effekt auf
das Tumorwachstum hat. Fur die Infusion wurde eine 29,8 mM Fructose-1,6-
bisphosphat-Lésung infundiert. Die Blutkonzentration ist unter Infusionsbedingungen
nicht bekannt. Ein Grossteil der Substanz durfte jedoch durch Phosphatasen im Blut
abgebaut werden. Es musste somit Uberpruft werden, ob Fructose-Infusionen im
gleichen Konzentrationsbereich zu &hnlichen Effekten auf das Tumorwachstum
fuhren kénnen. Es ist bekannt, dass Fructose die Glykolyse durch Aktivierung der
Pyruvat-Dehydrogenase stimulieren kann. Falls der Fructose-1,6-bisphosphat-Effekt
auf das Tumorwachstum wirklich spezifisch ist, dann ergibt sich die Moglichkeit Gber
eine chemische Modifikation des Moleklls, etwa durch Ersetzen der O-
Esterphosphat-Bindung durch eine N-Phosphat-Bindung ein Analog des Fructose-
1,6-bisphosphat zu synthetisieren, das gegen Phosphatasen resistent ist und

vielleicht bei niedrigeren Konzentrationen tumorostatisch wirkt.
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Abbildung 27: Rolle des Fructose-1,6-bisphosphat im Zusammenspiel der Glykolyse
und der Glutaminolyse in benigne prolieferierende Zellen (Metabolom). Unklar ist

bislang, wie Fructose 1,6 P, die Zellmembran passiert (?)

Weiterhin kann mit dieser Arbeit gezeigt werden, dass FBP eine
immunmodulatorische Wirkung auf die NK besitzt (Abb. 24-26)

Glycerat-3-P wird unter anderem im Organismus uber 3-P-Hydroxypyruvat zu
Serin metabolisiert. Flr Serin kann ahnlich (wie fur FBP) gezeigt werden, dass es
das Gleichgewicht zwischen dimerer und tetramerer Konformation verschiebt (Abb.

2). Hierdurch wird die Affinitat zu PEP gesteigert und die Glykolyse wird aktiviert.

Aminooxyessigsaure bewirkt eine Hemmung der GOT (Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase) (Abbildungen 3 und 4). Somit kann schon am Anfang die

Glutaminolyse gehemmt werden. Unter dem Gesichtspunkt, dass die Glutaminolyse
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einen erheblichen Anteil zur ATP-Bereitstellung bei Tumoren unter einem
Durchmesser von zwei cm nimmt (Eigenbrodt 1998), konnte die Gabe von
Aminoxyessigsaure therapeutisch eine Rolle spielen zur Hemmung der weiteren
Tumorprogression (Abbildung 26). Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen mit dieser
Interpretation in Einklang. FUr Aminooxyessigsaure kann gezeigt werden, dass die
Endvolumina der Tumoren signifikant geringer sind, als die Kontrollgruppe. Auch
konnte hierunter gezeigt werden, dass das Auftreten von Zweittumoren ebenfalls
deutlich geringer ist. Fur diese Stoffgruppe kann zudem auch eine

immunmodulatorische Wirkung gezeigt werden.

Bernsteinsauremonomethylester (Methylsuccinat) ist ein synthetisches Derivat
des Glutamins. Es sollte sich durch kontinuierliche Perfusion ahnlich wie Glutamin
ubiqutar im Gewebe anreichern. Jedoch kann es anders als das Glutamin nicht Gber
die Glutaminolyse verstoffwechselt werden. Einzig im Vergleich der Tumorvolumen
(ml) am Ende der Versuche zeigte sich in dieser Gruppe ein deutliches Ergebnis. Die
Tumoren waren am Ende deutlich kleiner als in der nicht behandelten Gruppe.
Ebenfalls zeigte sich eine signifikant geringeres Auftreten von Metastasen. Hingegen
zeigte der Bernsteinsduremonomethylester keine immunmodulatorische Wirkung auf

die Naturlichen Killerzellen.

cis-[Pt(NHs).Cl;] ist seit 1978 als Chemotherapeutikum unter dem Namen
Cisplatin zugelassen. Barnett Rosenberg zeigte als erster in den sechziger Jahren
den Einfluss von Platin auf die Zellteilung.

Derzeit stellen Cisplatin und seine verschiedenen Derivate eine Hauptgruppe
fur die Chemotherapie. Die Indikationen schliessen das Bronialkarzinom, Tumoren
des Urogenitaltraktes und andere ein.

Cisplatin muss intravends gegeben werden, da es bei oraler Aufnahme durch
die Magensaure hydrolysiert wird und seine Wirkung verliert. Die Platin-Komplexe
gelangen in den Zellkern, werden zu [Pt(NH3)2(H20)CI]* hydrolysiert und binden
schliesslich an die Nukleinsaure. Dies flhrt zu einer Verkiurzung der DNA, die DNA-
Helix wird teilweise aufgewunden. Die DNA verliert dabei ihre thermische Stabilitat.
Da maligne Zellen eine hohe Proliferationsrate gegenuber gesunden Zellen
aufweisen und die Platin-Komplexe eine geringe Halbwertszeit haben, richtet sich

ihre Wirkung vornehmlich gegen tumordse Zellen. Dennoch zeigt auch Cisplatin auf
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gesundes Gewebe Wirkung, was zu schwerwiegenden Nebenwirkungen fuhren kann
und gelegentlich einen Therapieabbruch notwendig macht.

Wir konnten in keiner unserer Untersuchungen fur Cisplatin den Nachweis
einer Wirkung auf das Wachstum des Novikoff-Hepatomas nachweisen. Wir fanden
auch keinen Einfluss auf die Naturlichen Killerzellen. Wie wir leider nachtraglich
feststellen mussten, lag dies an der zu geringen Dosierung (5ug) in allen unseren

Experimenten
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Wahrend der Tumorentstehung kommt es durch die Dimerisierung der
Pyruvatkinase zu einem relativen Stop der Glykolyse. Gleichzeitig wird in diesen
Zellen die Glutaminolyserate erhoht. Die Zielsetzung der vorliegenden Dissertation
war es, in diesem Zusammenhang zu untersuchen, ob durch die kontinuierliche
Perfusion mit Fructose-1,6-P, (FBP), Aminooxyessigsaure, Cisplatin, Glycerat-3-P
bzw. Bernsteinsauremonomethylester den Tumorstoffwechsel beeinflusst und das
maligne Wachstum gehemmt wird. Bekanntlich hemmt Aminooxyessigsaure direkt
die Glutamat-Oxalacetat-Transaminase, Bernsteinsauremonomethylester, ein
synthetisches Analogon von Glutamin, interferiert mit der Glutaminolyse. Glycerat-3-
P wird durch proliferierende Zellen in Serin umgewandelt. Serin und FBP haben
ihrerseits die Fahigkeit die M2-PK aus der inaktiven dimeren Form in die aktive
tertramere Struktur umzuwandeln. Cisplatin wurde als eine Vergleichssubstanz
eingesetzt. Die Kontrollgruppe wurde mit NaCl perfundiert. Als Tumor-Zellmodell
dienten mit Novikoff Hepatoma (NH) Zellen injizierte CD Ratten. Die Zellen wurden in
zufallig gewahlten Tieren intraperitoneal passagiert, und es wurden anschliessend
jeweils 1x10° NH-Zellen pro Ratte in den rechten Glutaeus maximus injiziert.
Vorversuchen hatten gezeigt, dass in Zellkultur passagierte Zellen ihre Malignitat

verloren hatten.

Nach dem Auftreten von Tumoren wurden die Tiere randomisiert und fur
durchschnittlich 9-10 Tage Uber einen Jugularis-Katheter kontinuierlich mit den
jeweiligen Substanzen perfundiert. Hierbei wurde taglich die Tumorgrosse mittels
einer Schublehre gemessen und hieraus ihr Volumen (cm®) berechnet. Am Ende der
Versuche wurde der Tumor herausprapariert und mittels Wasserverdrangung ihr
Volumen (ml) bestimmt und die Anzahl der Metastasen und ihr Volumen bestimmt.
Zusatzlich wurde in einem weiteren Versuch aus den Blutproben der Tiere ermittelt,
ob die verwendeten Substanzen eine immunmodulatorische Wirkung auf die
naturlichen Killerzellen zeigten und ihre Aktivitat beeinflussten. HierfUr wurde der Zyto

Tox 96° Test verwendet.

Die Tiere, welche mit FBP behandelt wurden, zeigten im Verlauf ein
geringeres Wachstum der Tumoren, ein geringeres Tumorendvolumen und es kam

zu einer signifikant geringeren Metastasenbildung gegenuber den Kontrolltieren, die
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mit NaCl perfundiert worden waren. Somit scheint FBP von allen Gbrigen hier

untersuchten Substanzen am potentesten den Tumorstoffwechsel zu beeinflussen.

FUr Aminooxyessigsaure, Bernsteinsauremonomethylsaure und Glycerat-3-P
konnte gezeigt werden, dass die Tumorendvolumina (ml) am Ende des Versuchs
signifikant kleiner waren. Auch der geringere Nachweis von makroskopischen

Metastasen zeigt, dass sie den Stoffwechsel der Novikoff Hepatoma beeinflussen.

Far Cisplatin zeigte unter der angewandten Dosierung (5 pg) keine Wirkung

auf das Tumorwachstum.

Fur FBP und Aminooxyessigsaure konnte zudem eine immunmodulatorische
Wirkung auf die Naturlichen-Killerzellen (NK) nachgewiesen werden. Die NK zeigten

im Zyto Tox 96° Test eine deutlich héhere Lyserate der Novikoff Zellen.
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7. Summary

During tumorigenesis dimerization of pyruvate kinase can lead to a termination
of glycolysis. This phenomenon is paralleled by a rise in cellular glutaminolysis. In
this context, the aim of the presented study was to investigate whether a continuous
perfusion with fructose 1,6-P, (FBP), aminooxyacetic acid, cisplatin, glycerat-3-P or
“‘Bernsteinsauremonomethylester” (BME) could alter tumor metabolism and inhibit
malignant growth. It is known that aminooxyacetic acid has a direct inhibitory effect
on glutamate-oxalacetate-transaminase(GOT). BME, a synthetic analogue to
glutamine can interfere with glutaminolysis. Proliferating cells metabolize glycerat-3-P
to serine. Serine and FBP in turn have the capacity to convert M>-PK from its inactive

dimeric conformation to the active tetrameric form.

CD rats, inoculated with Novikoff Hepatoma (NH) cells served as tumor model.
Cisplatin was used as a reference substance and saline as control. After
intraperitoneal passage in randomized animals, a total of 1x10° NH cells having
undergone prior peritoneal passage were injected into the right major gluteus muscle.
In pretrials we had established that the cell culture passage of NH cells voided them
the ability for malignant growth. After successful tumor inoculation, animals were
randomly distributed to treatment groups receiving either a continuous perfusion of
the respective trial substance via jugular catheterization for an average of 9-10 days
or saline. During this time daily tumor measurements with a caliper were performed
to calculate tumor volume. At the study endpoint, tumors were dissected, tumor
volume was calculated measuring water displacement and the total number of visible
metastasis was documented. Additionally, blood samples were taken to investigate
possible immunomodulatory effects of the treatment substances on the activity of
natural killer (NK) cells using the Zyto Tox 96 kit.

During the course of the continuous perfusion, animals receiving FBP showed
a marked reduction of tumor growth and tumor volume at the study end point.
Furthermore, a significant reduction of metastasis was seen in the FBP group
compared to control animals receiving saline. Of the investigated substances, FBP
was most potent in altering tumor metabolism. Additionally, it could be shown that

aminooxyacetic acid, BME and glycerat-3-P were all able to significantly reduce
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tumor volumes. These findings were paralleled by a reduction in total metastasis,
confirming the hypothesis that the investigated substances were able to influence the
Novikoff cell metabolism. Interestingly, cisplatin the standard reference substance,
showed no effect on tumor growth in the applied dose (5ug). Both FBP and amino
acetic acid had immunostimulatory effect on NK cells, augmenting the rate of

Navikoff cell lysis mediated through NK cells in the Zyto Tox 96° test.
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Irrtumswahrscheinlichkeit

Signifikanz

Phosphat gepufferte physiologische Kochsalzldsung
“platelet derived growth factor®
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Pyruvatkinase

Korrelationskoeffizient
Bernsteinsauremonomethylester

Zytotoxizitatstest
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12. ANHANG

12.1. Tabelle I: Datensammlung Tumorverlauf in Tage (cm®) 1-12, Gruppen: NaCl,

Methylsuccinat, Aminooxyessigsaure (Carboxy), Cisplatin

Ldn’ Novikoff Therapie Konz.? TU 1d° TU 2d
3204 3 NaCl 0,90% 0,9676 4,2412
3302 3 NaCl 0,90% 1,1435 3,4683
3402 3 NaCl 0,90% 0,9676 3,4024
3503 3 NaCl 0,90% 1,6493 2,4033
3603

3705 3 NaCl 0,90% 0,2618 0,2618
3115 3 NaCl 0,90% 0,5027 1,021

3124 3 NaCl 0,90% 1,1435 1,0619
3134 3 NaCl 0,90% 0,4147 0,8985
3155 3 NaCl 0,90% 0,9802 2,6861
222 1 Methylsuccinat TmM 1,3886 0,953
223 1 Methylsuccinat TmM 1,0483 1,3823
224 1 Methylsuccinat TmM 0,7488 0,6597
231 1 Methylsuccinat TmM 1,9672 3,1416
232 1 Methylsuccinat 1mM 1,3708 1,9792
233 1 Methylsuccinat TmM 0,6739 2,375
234 1 Methylsuccinat TmM 1,7425 2,8352
3151 3 Methylsuccinat TmM 0,9734 0,3817
3152 3 Methylsuccinat TmM 0,3686 0,6032
3153 3 Methylsuccinat TmM 0,9734 0,9476
3157 3 Methylsuccinat TmM 0,3351 0,4712
3201 3 Carboxy 5mM 0,9802 1,885

3405 3 Carboxy 5mM 1,3341 2,2384
3601 3 Carboxy 5mM

3701 3 Carboxy 5mM 0,622 0,8985
3122 3 Carboxy 5mM 0,4241 1,0619
3131 3 Carboxy 5mM 0,377 0,4147
3133 3 Carboxy 5mM 0,9802 0,5445
3135 3 Carboxy 5mM 0,4712 0,8168
3136 3 Carboxy 5mM 0,4712 1,2095
3137 3 Carboxy 5mM 0,8168 0,1508
3144 3 Carboxy 5mM 0,76 0,2566
3904 3 Cisplatin 5 ug 2,1185 8,0927
3905 3 Cisplatin 5 ug 0,6336 1,6022
3906 3 Cisplatin 5 ug 0,8985 2,1363
3111 3 Cisplatin 5 ug 0,3665 0,5184
3112 3 Cisplatin 5 ug 0,7488 1,0483
3113 3 Cisplatin 5 ug 0,5184 0,6283
3114 3 Cisplatin 5 ug 0,4712 0,576

! Laufende Nummer
? Konzentration
? Tumorgrésse am jeweiligen Tag
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Ldn Novikoff Therapie Konz. TU 1d TU 2d

3116 3 Cisplatin 5 g 1,198 1,4137
3117 3 Cisplatin 5ug 0,4712 0,6283
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Tabelle | (Fortsetzung): Datensammlung Tumorverlauf in Tage (cm®) 1-12

Gruppen: NaCl, Methylsuccinat, Aminooxyessigsaure (Carboxy), Cisplatin

Ldn TU 3d TU 4d TU &d TU 6d TU7d
3204 7,2571 12,3559 18,8831 19,1134 22,8708
3302 6,0476 10,5374 16,0347 15,8336 17,6762
3402 4,7124 8,9274 11,9632 15,132 17,1531
3503 5,2229 5,1459 7,2016 8,4299 9,7787
3603

3705 0,8985 1,9352 3,2987

3115 2,2431 6,6476 8,1812 9,5426 13,9393
3124 3,4558 4,5239 8,386 14,5435 14,5922
3134 2,8751 3,3647 6,589 8,6708 11,6804
3155 4,5239 4,8381 6,9366 7,854 9,2028
222 2,4573 2,716 0,9236 0,7147 0,2618
223 2,1489 2,43 2,1363 4,227 3,7574
224 0,3142 0 0 0 0
231 6,9115 9,1106 14,5435 18,1584 16,6211
232 4,8381 7,7409 10,6594 15,5509 15,0126
233 2,9908 5,5418 10,2646 12,1978 17,4924
234 5,9899 7,4786 13,4774 16,0347 18,7658
3151 1,131 1,5247 2,7143 5,2988 5,5638
3152 0,8063 1,7357 2,6389 2,8149 3,9584
3153 1,7907 2,0892 3,1667 4,3773 6,0476
3157 0,8168 1,2388 1,7593 2,884 4,3773
3201 6,0476 7,5267 15,0629 17,6762 19,6978
3405 4,1469 7,1995 11,8166 12,7235 15,5336
3601

3701 0,3817 2,5468 3,5249 5,0265 9,852
3122 1,4158 2,507 5,7302 6,5973 9,163
3131 0,4147 0,6912 0,7487 1,0367 1,131
3133 1,0556 2,6808 5,7805 7,389 10,0196
3135 0,9503 3,0264 4,5365 6,5314 6,8612
3136 1,0367 2,1363 2,2054 4,8171 6,5974
3137 0,1759 0,0785 0 0 0
3144 0,5655 1,9792 3,2044 6,2622 7,8067
3904 9,475 11,3621 17,0065 17,5301 23,606
3905 3,4558 7,6529 8,5766 10,2625 10,673
3906 3,7207 7,188 8,4446 9,4902 10,6291
3111 0,576 0,9802 3,2044 4,3773 6,6235
3112 1,8473 5,8287 6,6235 8,1812 9,9107
3113 1,5247
3114 1,2252 3,5626 4,8381 7,2257 9,0478
3116 1,5315 4,5239 5,0266 6,9366 9,1043

3117 1,0619 2,7143 5,4978 7,1471 11,0087



78

Tabelle | (Fortsetzung): Datensammlung Tumorverlauf in Tage (cm®) 1-12

Gruppen: NaCl, Methylsuccinat, Aminooxyessigsaure (Carboxy), Cisplatin

Ldn

3204
3302
3402
3503
3603
3705
3115
3124
3134
3155

222
223
224
231
232
233
234
3151
3152
3153
3157

3201
3405
3601
3701
3122
3131
3133
3135
3136
3137
3144

3904
3905
3906
3111
3112
3113
3114
3116
3117

TU8d

27,5288

25,4176

20,7267
11,427

7,854
17,3584
13,6052
14,8807
10,6877

0
4,5522
0
27,1591
15,5509
17,593
18,1144
6,9246

4,3773

24,3735
18,2464

8,1681
11,027
1,6493
9,8698
8,1409

0
8,8357

27,2774
11,8166
14,0743
8,4299

11,8752

13,0627
12,4658
12,7549

TU 9d

29,908
37,2844
24,4102

6,3356
18,0956
19,957
14,4556
12,3297

5,3229
0
31,039
16,6049
16,0221
19,2182
7,5147

4,7752

24,7306
15,5985

9,1106
11,4511
2,6808
10,1447
11,8752

0
9,6295

14,4623
14,4623
14,5922
12,2993
16,1017

14,0304
15,6828
16,5358

TU 10d

30,9761
37,3321

9,1106

21,7147
20,3743
13,666

0
39,716
15,4818
18,504
20,5272
8,4949

5,6292
24,1039
11,0542
12,2993
10,1447
11,0542

0
11,0542

12,315

19,5281

TU 11d TU12d

8,0927

20,1271
18,2212

8,1812

7,2257

12,2993

14,089 15,8336

22,3179 21,6204
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Tabelle | (Fortsetzung): Datensammlung Tumorverlauf in Tage (cm®) 1-12
Gruppen: FBP, Glycerat-3-P

Ldn Novikoff Therapie Konz. TU 1d TU 2d
3105 3 FBP 220mg/10ml

3301 3 FBP 220mg/10ml 3,3379 6,3774
3303 3 FBP 220mg/10ml 0,6912 1,7593
3404 3 FBP 220mg/10ml 0,9676 3,9584
3501 3 FBP 220mg/10ml 0,8294 1,1435
3704 3 FBP 220mg/10ml 0,2618 0,2618
3141 3 FBP 220mg/10ml 0,4032 0,3686
3142 3 FBP 220mg/10ml 0,3299 0,2566
3143 3 FBP 220mg/10ml 0,3299 0,088
3145 3 FBP 220mg/10ml 0,2822 0,6912
3101 3 Gly3P 1,25mM

3305 3 Gly3P 1,25mM 0,622 2,2431
3401 3 Gly3P 1,25mM 1,1504 2,7238
3403 3 Gly3P 1,25mM 1,5315 5,2779
3703 3 Gly3P 1,25mM 0,3665 0,3142
114 1 Gly3P 1,25mM

121 1 Gly3P 1,25mM

122 1 Gly3P 1,25mM

124 1 Gly3P 1,25mM

131 1 Gly3P 1,25mM

132 1 Gly3P 1,25mM

133 1 Gly3P 1,25mM

134 1 Gly3P 1,25mM
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Tabelle | (Fortsetzung): Datensammlung Tumorverlauf in Tage (cm®) 1-12
Gruppen: FBP, Glycerat-3-P

Ldn

3105
3301
3303
3404
3501
3704
3141
3142
3143
3145

3101
3305
3401
3403
3703
114
121
122
124
131
132
133
134

TU 3d

8,8698

4,2977
1,6336
0
0,6283

0,0942
0,6912

3,5605
3,7605
6,0214
0,3665

TU 4d

12,8805

5,5292
2,706
0

0,0628
1,3341

8,1289
9,0321
7,3513
0,3665

TU 5d

10,5374

8,6394
4,8171
0

0,0393
2,8751

9,0321

10,2919
11,8438
0,3665

TU 6d

16,0347
9,163

6,589
0

0
3,5814

12,0428
12,6271

0,2932

TU 7d

18,1469
10,3908

6,5754
0

0
5,2779

18,2212
15,8619

0,6126



81

Tabelle | (Fortsetzung): Datensammlung Tumorverlauf in Tage (cm®) 1-12
Gruppen: FBP, Glycerat-3-P

Ldn TU8d TU 9d TU 10d TU 11d TU12d
3105
3301 23,4572 26,7035 22,1168
3303
3404 13,7837 15,3969
3501 17,7754 7,6969
3704 0 0 0
3141
3142
3143 0 0 0
3145 8,8488 9,5567 11,4354
3101
3305 22,3996 27,4732 31,4473
3401 35,8016 30,0179
3403
3703 0,7854 1,2252 1,3352
114

121

122

124

131

132

133

134
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12.2 Tabelle II: Ermitteltes Tumor- und Metastasenvolumen mittels

Wasserverdrangung (ml)

Ldn TU ml Meta ml*
3204 58 8
3302 46 0
3402 40 0
3503 24 14
3603

3705 24 3
3115 42 2
3124 48 1
3134 54 1
3155 54 0
222 0 0
223 55 0
224 0 0
231 48 2
232 34 0
233 30 1
234 30 0
3151 29 0
3152

3153

3157 28 0
3201 36 0
3405 36 0
3601 30 0
3701 28 0
3122 38 1
3131 12 0
3133 30 0
3135 35 0
3136

3137 0 0
3144 36 0
3904 50 4
3905 32 2
3906 30 0
3111 36 0
3112 36 0
3113

3114 32 0
3116 34 0
3117 46 6

4 Metastasegrosse
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Tabelle Il (Fortsetzung): Ermitteltes Tumor- und Metastasenvolumen mittels

Wasserverdrangung (ml)

Ldn TU ml Meta ml

3105 18 0

3301 42 0

3303

3404 35 0

3501 22 0

3704 0 0

3141

3142

3143 1 0

3145 28 1

3101 0 0

3305 43 0

3401 40 0

3403

3703 4 0
114 40 5
121 7 0
122 13 0
124 1 0
131 12 0
132 40 0
133 43 0
134 46 5
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12.3 Tabelle Ill: Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite, Tiefe und

Tage (d)
Ldn Liénge 1d Breite 1d Tiefe 1d Liange 2d Breite 2d
3204 1,4 1,1 1,2 2,5 1,8
3302 1,4 1,2 1,3 2,3 1,8
3402 1,4 1,2 1,1 1,9 1,9
3503 1,5 1,5 1,4 1,8 1,7
3603
3705 1 0,5 1 1 0,5
3115 1,2 0,8 1 1,3 1
3124 1,3 1,4 1,2 1,3 1,2
3134 0,8 1,1 0,9 1,2 1,1
3155 1,3 1,2 1,2 1,8 1,5
222 1,7 1,3 1,2 1,4 1
223 1,3 1,1 1,4 1,6 1,1
224 1,1 1 1,3 1,2 0,7
231 1,7 1,3 1,7 2 1,5
232 1,7 1,1 1,4 1,8 1,5
233 1,3 0,9 1,1 1,8 1,4
234 1,6 1,3 1,6 1,9 1,5
3151 1,3 1,1 1,3 0,9 0,9
3152 0,8 0,8 1,1 1,2 0,8
3153 1,3 1,1 1,3 1,2 1,1
3157 0,8 0,8 1 1 0,9
3201 1,3 1,2 1,2 1,6 1,5
3405 1,4 1,3 1,4 1,5 1,9
3601
3701 1,2 0,9 1,1 1,3 1,2
3122 0,9 0,9 1 1,3 1,2
3131 0,8 0,9 1 0,8 0,9
3133 1,2 1,2 1,3 1 0,8
3135 1 0,9 1 1,2 1
3136 1 0,9 1 1,4 1,1
3137 1,2 1 1,3 0,6 0,8
3144 1 1 1,1 0,7 0,7
3904 1,7 1,7 1,4 2,8 2,3
3905 1 1,1 1,1 1,5 1,7
3906 1,3 1,1 1,2 1,7 1,5
3111 0,7 1 1 0,9 1
3112 1,1 1 1,3 1,4 1,1
3113 0,9 1 1,1 1 1
3114 0,9 1 1,1 1
3116 1,3 1,1 1,6 1,5 1,2

3117 0,9 1 1 1,2 1
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Tabelle lll (Fortsetzung): Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite,

Tiefe und Tage (d)

Ldn

3204
3302
3402
3503
3603
3705
3115
3124
3134
3155

222
223
224
231
232
233
234
3151
3152
3153
3157

3201
3405
3601
3701
3122
3131
3133
3135
3136
3137
3144

3904
3905
3906
3111
3112
3113
3114
3116
3117

Tiefe 2d

1,8
1,6
1,8
1,5

1
1,5
1,3
1,3
1,9

1,3
1,5
0
2
1,4
1,8
1,9
0,9
1,2
1,4
1

1,5
1,5

1,1
1,3
1,1
1,3
1,3
1,5
0,6
1

24
1,2
1,6
1,1
1,3
1,2
1
1,5
1,6

Liange 3d

3
2,5
2
2,5

1,7

1,5

1,7
2

1,9
1,9
0,6
2,5
2,2
2,1
2,6
1,2
1,4
1,2
1,2

2,2
1,8

0,9
1,3
0,8
1,4
1,1
1,2
0,7
0,9

29
2,2
2,2
1
1,8
1,4
1,5
1,5
1,3

Breite 3d

2,2
2,2
2,5
2,1

1,4
2,2
1,7
1,8

1,3
1,2
0
2,2
2
1,6
2
1,2
1
1,5
1

2,5
2,2

0.9
1,3
0,9
1,2
1,1
1,1
0,6
1

2,6
2
1,9
1
1,4
1,3
1,3
1,3
1,2

Tiefe 3d

21
21
1,8
1,9

1,8
2

1,9

2,4

1,9
1,8
0
24
2,1
1,7
2,2
1,5
1.1
1,9
1,3

2,1

0,9
1,6
1,1
1,2
1,5
1,5
0,8
1,2

24
1,5
1,7
1.1
1,4
1,6
1,2
1,5
1,3

Liange 4d

3,8
3,5
2,5
2,6

1,3
2,3
24
1,8
2,1

1,9
2,1
0
2,9
2,2
2,4
2,7
1,4
1,5
1,4
1,3

2,5
2,5

1,9
1,8
1
1,6
1,7
1,6
0,5
1,4

3,1
2,9
2,6
1,2
2,2

1,8
24
1,8
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Tabelle lll (Fortsetzung): Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite,
Tiefe und Tage (d)

Ldn Breite 4d Tiefe 4d Liénge 5d Breite 5d Tiefe 5d
3204 2,7 2,3 4,6 2,8 2,8
3302 2,5 23 3,2 29 3,3
3402 3,1 2,2 2,8 34 2,4
3503 21 1,8 2,6 2,3 2,3
3603

3705 1,1 1,2 2,2 1,4 1,2
3115 2,3 24 2,5 25 2,5
3124 1,8 2 2,3 2,2 2,8
3134 1,7 2,1 2,2 2,2 2,6
3155 2 2,2 2,4 2,4 2,3
222 1,3 2,1 1,4 0,9 1,4
223 1,3 1,7 2 1,2 1,7
224 0 0 0 0 0
231 2,5 24 2,8 3,2 3,1
232 2,8 2,4 2,7 2,9 2,6
233 21 2,1 2,9 2,6 2,6
234 2,3 2,3 3 2,6 3,3
3151 1,3 1,6 1,8 1,6 1,8
3152 1,3 1,7 1,5 1,6 2,1
3153 1,5 1,9 1,8 1,6 2,1
3157 1,3 1,4 1,4 1,5 1,6
3201 2,5 2,3 3,2 2,9 3,1
3405 2,5 2,2 2,8 3,1 2,6
3601

3701 1,6 1,6 2,2 1,8 1,7
3122 1,4 1,9 2,4 1,9 2,4
3131 1,2 1,1 1,1 1 1,3
3133 1,6 3 2,3 2 2,4
3135 1,7 2 1,9 1,9 2,4
3136 1,7 1,5 1,8 1,8 1,3
3137 0,5 0,6 0 0 0
3144 1,5 1,8 1,8 1,7 2
3904 2,8 2,5 3,5 2,9 3,2
3905 2,4 2,1 3 2,6 21
3906 2,4 2,2 2,8 24 2,4
3111 1,3 1,2 1,8 2 1,7
3112 2,2 2,3 2,2 2,3 2,5
3113

3114 1,8 2,1 2 2,1 2,2
3116 1,8 2 2,4 2 2

3117 1,6 1,8 2,5 21 2
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Tabelle lll (Fortsetzung): Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite,

Tiefe und Tage (d)

Ldn

3204
3302
3402
3503
3603
3705
3115
3124
3134
3155

222
223
224
231
232
233
234
3151
3152
3153
3157

3201
3405
3601
3701
3122
3131
3133
3135
3136
3137
3144

3904
3905
3906
3111
3112
3113
3114
3116
3117

Liénge 6d

52
3,6
3,4
2,8

21
2,7
3,2
23
2,5

1,3
23
0
3,4
3
3.2
3,2
2
1,6
2
1,7

3,3

24
2,4
1,1
24
2,2
23

2,6

3,6
2,8
29
1,9
2,5

24
2,4
2,6

Breite 6d

2,7
2,8
3,4
2,5

1,5
2,5
2,8
24
2,4

0,7
1,3
0
3
3
2,8
2,9
23
1,6
1,9
1,8

3,3

2,1
1,2
2,1
2,1

2,3

2,8
2,5
2,2
2,5

2,3
24
2,1

Tiefe 6d

2,6
3

2,5

2,3

2
2,7
3,1

3
2,5

1,5
2,7
0
3,4
3.3
2,6
3,3
2,2
2,1
2,2
1,8

3,1
2,7

2
2,5
1,5
2,8
2,7

2

0

2

3,1
2,5
2,5
2
2,5

2,5
2,3
2,5

Liange 7d

5,2
3,3
3,5
2,9

29
3,1
2,6
2,6

1,1
23
0
3,2
3,2
3,6
3,2
23
2
2,2
1,9

3,3
3,1

2,8
2,5
1,2
2,6
24
25
0
2,7

3,9
2,8
29
2,2
2,6

24
2,8
29

Breite 7d

3
3,1
3,6
2,8

2,7
2,9
2,6
2,6

0,7
1,3
0
3,1
2,8
3.2
3,2
2,2
1,8
2,1
2

3,8
3,3

24
2,5
1,2
2,3
2,1
2,1
0
2,4

3,4
2,8
2,8
2,5
2,6

24
2,3
2,5
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Tabelle lll (Fortsetzung): Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite,

Tiefe und Tage (d)

Ldn

3204
3302
3402
3503
3603
3705
3115
3124
3134
3155

222
223
224
231
232
233
234
3151
3152
3153
3157

3201
3405
3601
3701
3122
3131
3133
3135
3136
3137
3144

3904
3905
3906
3111
3112
3113
3114
3116
3117

Tiefe 7d

2,8
3,3
2,6
2,3

3,4
3,1
3.3
2,6

1,5
2,4
0
3,2
3.2
2,9
3.5
21
21
2,5
2,2

3
29

2,8
2,8
1,5
3,2
2,6
2,4
0
2,3

3.4
2,6
2,5
2,3
2,8

3
2,7
29

Liange 8d

53
4.1
3,5
3,2

2,5
3,2
3,2
29
2,7

1
2,7

0
3,8
3,3
3,5
3,1
2,5

3,5
3,2

2,5
2,6
1,4
2,6
2,6

2,7

4,4
3,1
3,2
2,3
2,7

2,8
3,1
29

Breite 8d

3,2
3,2
3.9
3,1

2,4
2,8
29
2,8
2,8

0,5
1,4
0
3,5
3
3.2
3,1
2,3

2,2

3,8
3,3

2,4
2,7
1,5
2,5
2,3

0
2,5

3,2
2,6
3
2,8
2,8

2,7
24
2,8

Tiefe 8d

3,1
3,7
29
2,2

2,5
3,7
2,8
3,5
2,7

1
23
0
3,9
3
3
3,6
23

1,9

3,5
3,1

2,6
3
1,5
29
2,6

0
2,5

3,7
2,8
2,8
25
3

3,3
3,2
3

Liange 9d

5,6
4,6
3,7

2,5
3,2
3,5
2,9
2,8

2,6

3.3
3.4
3,2
2,6

3,6
3,1

2,9
2,7
1,6
2,5
2,8

2,8

3,3
3,1
2,7
3,1

2,8
3,2
3,3
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Tabelle lll (Fortsetzung): Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite,

Tiefe und Tage (d)

Ldn

3204
3302
3402
3503
3603
3705
3115
3124
3134
3155

222
223
224
231
232
233
234
3151
3152
3153
3157

3201
3405
3601
3701
3122
3131
3133
3135
3136
3137
3144

3904
3905
3906
3111
3112
3113
3114
3116
3117

Breite 9d

3,4
3,6
4,2

2,2
3,3
2,8
2,9
1,7

3.8
3,1

3,1
23

2,4

41
3,1

2,4
2,7
1,6
2,5
2,7

2,5
2,7
3,1
3,1
29

2,6
29

Tiefe 9d

3
4,3
3

2,2
3,6
3,3
3,4
2,9

23

3,9
3.1

3,7
24
1,9

3,2

2,5

3,1

2,6

3,1
29
29
3,2

3,3
3,6
3,3

Liange 10d

5,8
4,7

2,9

3,6
3,2

4,2
3.2
3.8
3.3
2,6
2,2
3,1
2,9
2,9
2,5

2,6

2,9

2,8

3,6

Breite 10d

3,4
3,7

2,5
3,6

3,2
2,9

4,3
2,8

3,3
2,6
24
4,5
2,8
2,7
2,5

2,8

2,8

2,8

Tiefe 10d

3
41

24

3,2
3,8

4,2
3,3
3,1
3,6
24

3,3

2,6

3,1

2,9

2,6

2,8

3,7
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Tabelle lll (Fortsetzung): Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite,
Tiefe und Tage (d)

Ldn

3204
3302
3402
3503
3603
3705
3115
3124
3134
31565

222
223
224
231
232
233
234
3151
3152
3153
3157

3201
3405
3601
3701
3122
3131
3133
3135
3136
3137
3144

3904
3905
3906
3111
3112
3113
3114
3116
3117

Lange 11d

2,8

3,1
2,9

2,5

2,5

29

2,8

3,6

Breite 11d

23

3,1

25

24

2,7

3,1

3,2

Tiefe 11d

2,4

N

2,5

2,3

3,1

3.7

Lange 12d

2,8

3,6

Breite 12d

3,6

3,1
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Tabelle lll (Fortsetzung): Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite,
Tiefe und Tage (d)

Ldn Tiefe 12

3204
3302
3402
3503
3603
3705
3115
3124
3134
3155

222
223
224
231
232
233
234
3151
3152
3153
3157

3201
3405
3601
3701
3122
3131
3133
3135
3136
3137
3144

3904
3905
3906
3111 3
3112
3113
3114
3116
3117 3,7
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Tabelle lll (Fortsetzung): Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite,

Tiefe und Tage (d)

Ldn

3105
3301
3303
3404
3501
3704
3141
3142
3143
3145

3101
3305
3401
3403
3703
114
121
122
124
131
132
133
134

Liénge 1d

2,5
1,2
1,4
1,2

0,7
0,7
0,7
0,7

1,2
1,3
1,5

1,3
1,3
1,3
21

1,4
1,7

Breite 1d

1,5

1,2
1,2
0,5

0,9
0,9
0,7

1,1
1,3
1,5
0,7

1,2
1,2
1,2
1,5
1,3
1,3
1,6

Tiefe 1d

1,7
1,1
1,1
1,1

1,1

1,1

0.9
1,3
1,3

Liange 2d

29
1,6
2,1
1,4

0,8
0,7
0,6
1,1

1,7
1,7
24

2,1
2,1
29

2,6

3,8

Breite 2d

1,5
1,8
1,3
0,5
0,8
0,7
0,7

1,8
1,8
2,1
0,6

1,9

2,8

1,3
2,1
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Tabelle lll (Fortsetzung): Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite,

Tiefe und Tage (d)

Ldn

3105
3301
3303
3404
3501
3704
3141
3142
3143
3145

3101
3305
3401
3403
3703
114
121
122
124
131
132
133
134

Tiefe 2d
2,1
1,4
1,2
1,1
0,4

1,2

1,4
1,7

Liange 3d

3,5

24
1,5

1,7
1,9
2,5

1,9
2,4

29
2,8

4,1

Breite 3d

2,2

1,9
1,6

0,6

2,5
2,1
2,3
0,7

1,4
2,1
1,7
2,8
24
1,5
2,1

Tiefe 3d

2,2

1,8
1,3

1,2
0,5

1,2

1,6
1,8

Liange 4d

41

1,9

0,4
1,4

2,5

2,7
0,7

2,1
2,3
1,6
3,1
2,8
2,9
4,2
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Tabelle lll (Fortsetzung): Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite,
Tiefe und Tage (d)

Ldn Breite 4d Tiefe 4d Liénge 5d Breite 5d Tiefe 5d
3105

3301 2,5 2,4 3,5 2,5 2,3
3303

3404 2,2 1,6 3,3 2,5 2
3501 1,7 1,6 2,3 2 2
3704 0 0 0 0 0
3141

3142

3143 0,6 0,5 0,3 0,5 0,5
3145 1,4 1,3 1,7 1,7 1,9
3101

3305 2,7 2,3 2,5 3 2,3
3401 2,5 2,3 2,8 2,7 2,6
3403 2,6 2 3 29 2,6
3703 0,7 0,7 1 0,7 1
114

121 1,8 2,1 1,8

122 2 3 2

124 1,6 1,6 1,5

131 2,7 2,7 2,2

132 2,5 2,9 2,7

133 2,8 3,2 29

134 2,8 4,1 2,9
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Tabelle lll (Fortsetzung): Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite,

Tiefe und Tage (d)

Ldn

3105
3301
3303
3404
3501
3704
3141
3142
3143
3145

3101
3305
3401
3403
3703
114
121
122
124
131
132
133
134

Liénge 6d

3,2

3,5
2,6

1,8

2,5
29

0,7

24
2,8
1,9
2,8
3,1
3,5
4,1

Breite 6d

29

2,5
2,2

1,9

3,3
0,8
2,3
2,5

1,7
25

2,8

Tiefe 6d

3,3

2,2

2,3
2,5

Liange 7d

4,3

3,5
2,6

3,3
1,3

2,1
3,1
1,9
2,7
3,5
4,6
52

Breite 7d

3,1

2,7
2,3

21

3,4

1,8
2,3
2,1
2,7
3,4
3,1
3.2
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Tabelle lll (Fortsetzung): Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite,

Tiefe und Tage (d)

Ldn

3105
3301
3303
3404
3501
3704
3141
3142
3143
3145

3101
3305
3401
3403
3703
114
121
122
124
131
132
133
134

Tiefe 7d

2,6

21
21

24

2,9

2,7

0,9

Liange 8d

3,9
2,7

2,6

3.1
4,2

1,5

2,2
2,5
2,3
3,3
4,5
4,6
52

Breite 8d

3,2

2,7
2,5

2,5

4,6
4,4

2,1
2,3
2,4
29
3,6
3,1
3.7

Tiefe 8d

2,8

25
2,2

2,6

3,7

Liange 9d

3,9
2,8

2,6

4,2

1,8

3.2

3,2
5,1
4,5
5,7
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Tabelle lll (Fortsetzung): Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite,
Tiefe und Tage (d)

Ldn Breite 9d Tiefe 9d Liange 10d Breite 10d Tiefe 10d
3105

3301 3,4 3 4,4 3 3,2
3303

3404 2,9 2,6

3501 2,5 2,1

3704 0 0 0 0 0
3141

3142

3143 0 0 0 0 0
3145 2,7 2,6 3 2,8 2,6
3101

3305 53 3,3 3,5 5,2 3,3
3401 3,5 3,9

3403

3703 1 1,3 1,7 1 1,5
114

121

122 2,5

124

131 2,5 2,6 24

132 3,9 51 3,5

133 3,3

134 4,1
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Tabelle lll (Fortsetzung): Tumorgréssenverlaufe (cm) nach Lange, Breite,
Tiefe und Tage (d)

Ldn

3105
3301
3303
3404
3501
3704
3141
3142
3143
3145

3101
3305
3401
3403
3703
114
121
122
124
131
132
133
134

Linge 11d

2,5
4,9

Breite 11d

3,5

Tiefe 11d

Lange 12d

49

Breite 12d

3,5
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12.4 Tabelle IV: Anfangs- und Endgewicht der Versuchstiere in Gramm (Q)

Ldn g Anfang g Ende
3204 218 250
3302 254 265
3402 241 260
3503 223 244
3603

3705 185 203
3115 201 246
3124 230 264
3134 232 252
3155 224 240
222 212 213
223 239 265
224 207 254
231 213 244
232 210 238
233 227 243
234 216 214
3151 225 232
3152 227

3153 194

3157 223 131
3201 201 219
3405 258 290
3601

3701 181 181
3122 193 205
3131 204 204
3133 211 237
3135 210 215
3136 185

3137 184 173
3144 214 200
3904 229 280
3905 207 242
3906 185 196
3111 208 241
3112 190 239
3113 200 246
3114 195 214
3116 212 198

3117 171 218
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Tabelle IV (Fortsetzung): Anfangs- und Endgewicht der Versuchstiere in

Gramm (g)
Ldn g Anfang g Ende
3105
3301 238 231
3303 245
3404 241 240
3501 235 240
3704 185 174
3141 197
3142 204
3143 205 219
3145 190 170
3101
3305 227 282
3401 244 252
3403 234
3703 202 209
114
121 223 228
122 259 241
124 248 265
131 234 238
132 222 238
133 222 265

134 222 265
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12.5. Tabelle V: Tagliche (d) Infusionsmenge (ml)

Ldn Inf 1d Inf 2d Inf 3d Inf 4d Inf 5d
3204 0 7 7 8 0
3302 0 7 8 7 7
3402 0 8 8 6 8
3503 0 9 11 3 7
3603

3705 0 11 4 9 8
3115 0 7 7 7 9
3124 0 5 6 8 8
3134 0 8 5 0 0
3155 0 6 9 7 7
222 0 6 6 12 6
223 0 6 7 10 6
224 0 8 6 7 10
231 0 7 8 8 8
232 0 7 6 7 8
233 0 5 6 8 7
234 0 7 7 8 1
3151 0 1 8 7 8
3152 0 6 8 7 8
3153 0 1 0 7 8
3157 0 6 9 7 8
3201 0 7 7 7 8
3405 0 8 8 6 8
3601

3701 0 8 9 8 11
3122 0 8 5 7 8
3131 0 8 7 8 5
3133 0 8 8 5 0
3135 0 7 7 5 5
3136 0 7 7 8 4
3137 0 8 8 5 9
3144 0 8 8 7 7
3904 0 7 7 7 6
3905 0 7 7 7 7
3906 0 7 8 8 8
3111 0 5 7 4 7
3112 0 7 7 5 7
3113 0 7 7

3114 0 5 7 7 9
3116 0 5 7 7 8
3117 0 5 7 4 7



Tabelle V (Fortsetzung): Tagliche (d) Infusionsmenge (ml)

Ldn

3204
3302
3402
3503
3603
3705
3115
3124
3134
3155

222
223
224
231
232
233
234
3151
3152
3153
3157

3201
3405
3601
3701
3122
3131
3133
3135
3136
3137
3144

3904
3905
3906
3111
3112
3113
3114
3116
3117
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Tabelle V (Fortsetzung): Tagliche (d) Infusionsmenge (ml)

Ldn Inf 11d Inf 12d

3204
3302
3402
3503
3603
3705 4
3115
3124
3134
3155 6

o

222
223
224 7
231
232
233
234
3151 6
3152
3153
3157 6

3201
3405
3601
3701
3122 7
3131
3133
3135
3136
3137 3
3144

3904
3905
3906
3111 5 7
3112
3113
3114
3116
3117 4 7



Tabelle V (Fortsetzung): Tagliche (d) Infusionsmenge (ml)

Ldn

3105
3301
3303
3404
3501
3704
3141
3142
3143
3145

3101
3305
3401
3403
3703
114
121
122
124
131
132
133
134

Inf 1d
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Tabelle V (Fortsetzung): Tagliche (d) Infusionsmenge (ml)

Ldn

3105
3301
3303
3404
3501
3704
3141
3142
3143
3145

3101
3305
3401
3403
3703
114
121
122
124
131
132
133
134

Inf 6d

o

01O 0o ~NO N

Inf 7d

~ ©o

0 00 00 0 00 N O

Inf 8d

0 00 00 N ~N 0O,

Inf 9d

w W

—_
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~ 00

Inf 10d
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Tabelle V (Fortsetzung): Tagliche (d) Infusionsmenge (ml)
Ldn Inf 11d Inf12d

3105
3301
3303
3404
3501
3704
3141
3142
3143
3145

3101

3305

3401

3403

3703

114

121

122

124

131 7
132 5 0
133

134
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12.6. Tabelle VI: Auflistung der Ergebnisse des ZytoTox 96 Test

Ldn ZT 50/1 ZT 251 ZT 121
3204 6,28 5,76 2,62
3302 9,33 3,56 0
3402 8 6,8 5,6
3503 4,19 3,26 0,93
3603

3705 4,96 3,64 1,16
3115 4,14 3,71 2,71
3124 4,87 2,61 1,1
3134 2,94 1,39 0,77
3155

222 29,02 19 3,86
223 37,28 4477 22,31
224 5,62 1,47 0
231

232

233

234

3151 7,31 4,47 2,77
3152

3153

3157 7,91 5,53 2,96
3201 19,27 12,84 6,88
3405 12,8 8,8 7,6
3601

3701 5,96 4,8 2,32
3122 17,9 14,76 3,78
3131 16,12 8,49 7,28
3133 14,04 6,93 6,06
3135

3136

3137

3144 20,97 9,53 6,41
3904 0 0 0
3905 1,77 1,22 0,54
3906 5,96 4,74 3,4
3111 6,8 5,67 3,68
3112 5,28 3,42 2
3113

3114 5,98 3,41 2,64
3116 6,26 5,98 5,15

3117 4,25 3,26 1,42
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Tabelle VI (Fortsetzung): Auflistung der Ergebnisse des ZytoTox 96 Test

Ldn ZT 50/1 ZT 251 ZT 121

3105 13,49 9,3 6,98

3301 20,67 9,13 5,77

3303

3404 19,6 17,6 13,6

3501 7,91 6,05 3,72

3704 16,72 13,74 10,43

3141

3142

3143 26,69 17,96 7,8

3145

3101 19,07 16,28 13,95
3305 9,62 2,88
3401

3403

3703 9,68 8,06 7
114 0 18,8 4,51
121 8,2 12,96 10,74
122 3,91 17,18 13,68
124 0 0 4,88
131 68,58 9,84 0,27
132

133 13,72 17,26 7,3

134 4,2 20,13 11,28
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