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1 Einleitung

1.1 Allgemeines

In Deutschland erkranken jahrlich bis zu 16.000 Menschen an intrakraniellen
Tumoren wie Gliomen, Meningeomen oder Metastasen. Etwa 3 % aller Todesfalle
durch Tumorerkrankungen sind durch Hirntumoren bedingt. Hirntumoren werden
nach ihrem Ursprungsgewebe differenziert und weiter unterteilt in eine astrozytére,
eine oligodendrozytére und eine ependymale Reihe sowie in Mischformen. 58 % der
primaren Hirntumoren sind Gliome neuroepithelialer Herkunft. Die histologische
Gradierung unterscheidet dabei niedrig maligne Formen, WHO °l und °ll, von einer
anaplastischen Form WHO °l1l und den hochmalignen Astrozytomen WHO °IV
(Louis et al., 2007). Die Astrozytome WHO °IV werden als Glioblastoma
multiforme bezeichnet (Zilch, 1979).

Maligne Gliome werden durch operative Resektion, Bestrahlung und Chemotherapie
behandelt. Ihre Therapie wird erschwert, weil sie die F&higkeit haben, durch einen
ruhenden Zellverband zu migrieren und infiltrativ zu wachsen. Daher verbleiben
trotz mikroskopisch vollstandiger Resektion Tumorzellen im gesunden Hirngewebe.
Aus diesen Kkleinen Tumorzellverbdnden koénnen Rezidive entstehen. Um diese
malignen Zellverbande in der weiterflihrenden adjuvanten Therapie zu erfassen,
werden Patienten nach operativer Tumorresektion einer kombinierten Bestrahlung
mit Chemotherapie zugefiihrt. Die Ergebnisse dieser adjuvanten Therapie haben sich
in den letzten Jahren gebessert, sind aber weiterhin nicht befriedigend (Stupp et al.,
2005).

Glioblastome und hochmaligne Astrozytome werden von einem ausgedehnten
perifokalen Odem begleitet. Dabei besitzen diese Tumoren selbst die Kapazitit,
durch Bildung von Cysteinyl-Leukotrienen an der Entstehung des peritumoralen
Odems mitzuwirken (Simmet et al., 1990; Winking, 1997). Das perifokale Odem
fuhrt neben dem raumfordernden Effekt des Tumors zusétzlich zur Erhéhung des
intrakraniellen Drucks mit Schadigung lebenswichtiger Hirnstrukturen (Ohnishi et
al., 1990). Eine Senkung des erhohten intrakraniellen Drucks als Folge des
peritumoralen Odems hat demnach einen hohen Stellenwert in der Behandlung von

Patienten mit einem malignen Hirntumor. Die effiziente konservative Behandlung
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des peritumoralen Odems ist hinsichtlich der Verbesserung der Lebensqualitat und
der Verlangerung der Lebenszeit von groBer Bedeutung (Hill et al., 1995). Zur
Reduzierung des perifokalen Odems und damit des intrakraniellen Drucks werden
palliativ Kortikosteroide eingesetzt. Die Behandlung fiihrt bei den meisten Patienten
zu einer Verbesserung der Symptome, die durch den erhéhten Hirndruck entstehen
(Weller et al., 1997). Die langere Einnahme von Kortikosteroiden in hoher
Dosierung kann jedoch zu Nebenwirkungen wie Hypertonus, Diabetes mellitus und
zum Cushing-Syndrom fithren. Weiterhin kdnnen Kortikosteroide die Zytotoxizitat
und die Wachstumshemmung vieler Chemotherapeutika beeinflussen (Weller et al.,
1997). Folglich sollte die Dosis so gering wie moglich gehalten werden.

Mit neuen Chemotherapeutika kdnnten sowohl in der antiddematdsen als auch
antiproliferativen Behandlung von Gliomen weitere Fortschritte erzielt werden. Ein
vielversprechendes  Phytopharmakon zur Behandlung von Gliomen mit
antiproliferativer und antivdematoser Wirkung ist das Weihrauchextrakt H15®. Das
alkoholische Extrakt aus dem Harz der Weihrauchpflanze Boswellia serrata enthalt
Boswelliaséuren. Sie gehdren zur Gruppe der Triterpene und hemmen selektiv das
Enzym 5-Lipoxygenase, das fir die Leukotrienbildung aus der Arachidonséure
verantwortlich ist. Unter der Behandlung mit H15® werden weniger Cysteinyl-
Leukotriene im Hirngewebe gebildet und freigesetzt, und die Auspragung des
peritumoralen Odems wird verringert (Winking und Boker 1997). Weiterhin fungiert
H15® als Topoisomeraseinhibtor. Aufgrund ihrer essentiellen Funktion sind
Topoisomerasen geeignete Zielstrukturen fir Zytostatika. Topoisomeraseinhibitoren
konnen die Funktion der Topoisomerasen einschranken, so dass es zu
Wachstumsdefiziten oder gar einer letalen Zellschadigung kommt. Gliomzelllinien,
die mit Boswelliasauresubtypen in Reinsubstanz inkubiert wurden, zeigten neben der
Reduktion des peritumoralen Hirnddems durch Hemmung der 5-Lipoxygenase eine
konzentrationsabhé&ngige Wachstumshemmung durch Inhibition der Topoisomerase
(Simmet et al., 1989).

1.2 WHO-Klassifikation maligner Gliome

Unter dem Begriff der primdren ZNS Tumoren werden eine Vielzahl von Neoplasien
des neuroepithelialen Gewebes zusammengefasst. Nach der WHO-Einteilung werden

17



diese in Kategorien unterteilt, die sich an den Ursprungszellen orientieren (Louis et

al., 2007). Die neuroepithelialen Tumoren bilden dabei die grofite Gruppe.

Tumoren des neuroepithelialen Gewebes

Astrozytische Tumoren
Astrozytom
e Pilozytisches Astrozytom
e Fibrillares Astrozytom
Anaplastisches Astrozytom
Glioblastoma multiforme
Pleomorphes Xanthoastrozytom
Subependymales Riesenzellastrozytom

Oligodendrogliale Tumoren
Oligodendrogliom
Anaplastisches Oligodendrogliom

Gemischte Gliome
Oligoastrozytom
Anaplastisches Oligoastrozytom

Ependymale Tumoren
Ependymom
Anaplastisches Ependymom
Myxopapilléres Ependymom
Subependymom

Tumoren des Plexus choroideus
Plexuspapillom
Plexuskarzinom

Neuronale und gemischt neuronalgliale Tumoren
Gangliozytom
Dysembryoplastischer neuroepithelialer Tumor
Gangliogliom
Anaplastisches Gangliogliom
Zentrales Neurozytom

Tumoren des Pinealisparenchyms
Pineozytom
Pineoblastom

Embryonale Tumoren
Medulloblastom
Primitiver neuroektodermaler Tumor (PNET)
Atypischer teratoider/rhabdoider Tumor des ZNS (ATRT)
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1.3 Histologie und Molekularpathologie astrozytischer

Tumoren

Um eine Vergleichbarkeit der verschiedenen astrozytischen Tumoren des

Zentralnervensystems zu ermoglichen, wurde ein einheitliches
Klassifizierungssystem festgelegt. Es basiert auf dem vierstufigen System von
Daumas-Duport (Daumas-Duport et al., 1988). Das Klassifizierungssystem beurteilt

die Histologie und die genetischen Alterationen des Tumors.

1.3.1 Histologie

Die histologische Beurteilung richtet sich nach der Zellzahl, dem Kern- und
Zellpleomorphismus, den Mitosen/Mitosefiguren, der endothelialen Proliferation und
den Nekrosen. In Tabelle 1 ist diese Klassifikation zusammengefasst. Tabelle 2 gibt

die histopathologischen Kriterien der einzelnen Gliatumoren wieder.

Tab. 1: WHO-KIlassifikation astrozytischer Tumoren nach Kleihues.

Tumor WHO | Lebens- | Dignitat Histologie Genetische
alter Alterationen
Pilozytisches I 3-15 Benigne bipolare, piloide Akkumulation von
Astrozytom Zellen, Rosenthal- p53 (>50%),
Fasern, eosinophile Deletion des
Korperchen Chromosoms 17¢q
Astrozytom I 30-40 Nieder- Kernatypien Mutation von p53
gradig (>25%)
Anaplastisches Il 40-60 Maligne Kernatypien, Mitosen | Mutation von p53
Astrozytom (>30%) und p16
(>20%), Deletion
des Chromosoms
19q (<50%)
Glioblastoma v Hoch- Kernatypien, Mitosen, | Mutation von p53
multiforme maligne Nekrosen, (>30%) und p16
GeféBproliferationen | (>50%), Deletion
des Chromosoms 10
(>60%) und 19q
(25%), EGFR
Amplifikationen
(>30%)

(Kleihues et al., 1993)
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Tab. 2: Histopathologische Kriterien der Gliatumoren.

Gliatumoren Alter WHO °I WHO °ll WHO °l11 WHO °IV
Histologie: | Histologie: Histologie: Histologie:
keine nukledre nukledre nukledre
Kriterien Atypie Atypie Atypie

+ Mitose + Mitose
+ endo-
theliale

Proliferation
-/+ Nekrosen

Astrozytére Pilozytisches 3-15 +
Tumoren Astrozytom °l
Diffuses 30-40 +
Astrozytom °lIl
Anaplastisches 40-60 +
Astrozytom °IlI
Glioblastoma 45-65 +
multiforme °IV
Oligodendro- Oligodendrogliom | 35-50 +
gliome °ll
Anaplastisches 40-50 +
Oligodendrogliom
°ll
Mischgliome Oligoastrozytom 40-50 +
°ll
Anaplastisches 40-50 +

Oligoastrozytom
Ml

(Daumas-Duport et al., 1988)

1.3.2 Molekularpathologie

Das Konzept der Tumorprogression, d.h. die schrittweise Malignisierung
neoplastischer Zellen, hat wesentlich zum Verstdndnis der Entstehung bdsartiger
Tumoren beigetragen (Kleihues et al., 1993). Das trifft in besonderer Weise auf die
Tumoren der astroglialen Reihe zu, bei denen eine Progression von differenzierten,
weniger malignen Tumoren bis hin zum hochmalignen Glioblastom beobachtet wird.
Es hat sich gezeigt, dass unterschiedlich determinierte Wege zum Glioblastom flihren
(Lote et al., 1997, Kleihues et al., 2000). Glioblastome kdnnen sich entweder durch
maligne Progression aus vorbestehenden niedriggradigen Gliomen entwickeln, oder
sich de novo mit kurzer Anamnese manifestieren. Primédre und sekundére
Glioblastome konnen histologisch nicht von einander differenziert werden.
Allerdings sind Patienten mit einem sekundéren Glioblastom im Durchschnitt 10 bis
15 Jahre jlnger, als Patienten mit einem primaren Glioblastom. Weiterhin zeigen
molekulargenetische Untersuchungen, dass sich die H&aufigkeiten von genetischen

Verénderungen zwischen primédren und sekundéren Glioblastomen deutlich
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unterscheiden. Nachfolgend werden die molekulargenetischen VVeranderungen in den

astroglialen Tumoren aufgezeigt und ihre Bedeutung néher erlautert.

1.3.2.1 Das p53-Tumorsuppressorprotein

Das TP53-Tumorsuppressorgen auf dem Chromosom 17p13.1 kodiert fur das
Protein p53, das ein Molekulargewicht von 53 kDa hat. Dieses Protein ist in der
Lage, Schéden an der DNA zu erkennen und den Zellzyklus zu blockieren. Das
Protein ist in mehrere Domdanen strukturiert und besteht aus einer
Transaktivierungsdoméne im N-Terminus (AS 1-50, enthdlt MDM2-Bindungsstelle),
einer Prolin-reichen Doméne (AS 63-97), einer DNA-Bindungsdomane AS 102-
292), einer Oligomerisierungsdoméne (AS 323-356) und einer C-terminalen
Regulationsdoméne (AS 363-393). Die Doménen werden durch verschiedene
Mechanismen posttranslationell modifiziert und Ubernehmen unterschiedliche
Aufgaben (Wang et al., 2003). Wildtyp p53 wird in fast allen Geweben exprimiert
und liegt in inaktivem Zustand vor (Giaccia et al., 1998). Es hat eine sehr geringe
Halbwertszeit von nur 5 bis 20 Minuten, die Uber einen autoregulatorischen
Ruckkopplungseffekt garantiert wird. Dabei wird p53 von Proteinen wie dem MDM2
Proto-Onkogen gebunden, was zum Abbau des p53-Proteins fiihrt. Durch die
MDM2-Bindung werden Ubiquitinylierungen initiiert, woraufhin p53 aus dem
Zellkern transportiert und von Proteasen abgebaut wird (Tao et al., 1999).

DNA-Defekte, Hypoxien und Aktivierung von Onkogenen fiihren zu
postranslationellen Modifikationen am p53-Protein. Dadurch kommt es zu
allosterischen Konformationsanderungen, die die Bildung von p53-Dimeren
beglnstigen (Cadwell et al., 2001). Die p53-Dimere schlieBen sich wiederum zu
Tetramaren zusammen und es kommt zu einer Erhéhung der Halbwertszeit von p53
mit einer bis zu 10-fachen Konzentrationserh6hung des Proteins im Nukleus (Pluquet
et al., 2001). Weiterhin wird die sequenzspezifische DNA-Bindungsaktivitat von p53
durch posttranslationelle Modifikationen stark erhdht. Durch DNA-Bindung in der
Promoterregion von mehr als 300 Ziel Genen wird von p53 deren Expression
induziert (Hall et al., 1996). Je nach Art und Ausmal} der Schédigung setzen
Reparaturmechanismen oder Apoptoseinduktion ein (Mack et al., 1993).
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In S&ugetierzellen sind zwei Hauptwege der Apoptose definiert; der extrinsische und
intrinsische Weg (Korsmeyer, 1999). Uber den intrinsischen Weg fordert p53 die
Expression von downstream Effektoren, wie BAX, PUMA und NOXA, was
letztendlich die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien bewirkt. Die
Interaktion von Cytochrom C mit Apaf-1 fuhrt zur Aktivierung der Caspase 9 und
nachfolgender Aktivierung der Caspase-Kaskade (Harris and Levine, 2005). Uber
den extrinsischen Signalweg aktiviert p53 an der Plasmamembran gelegene TNF-
Rezeptoren, wie DR4, Killer/DR5 und Apo-1. Diese aktivieren tber Caspase-8
ebenfalls die Caspase-Kaskade (Wu et al., 1997). Durch diese zwei Apoptose
induzierenden Wege wird verhindert, dass veradnderte, mutierte Zellen sich weiter
teilen. Zellen mit Mutation des p53-Suppressorgens und dadurch inaktivem p53
verlieren die Féahigkeit, die Apoptose einzuleiten, teilen sich weiter und wachsen so
zu Tumoren heran (Shapiro, 2002). Der Verlust der p53-Funktion tritt bei ca. einem

Drittel aller Astrozytome auf.

1.3.2.2 MDM2-Gen

Das MDM2-Gen ist chromosomal lokalisiert auf 12913-g15 und fungiert als
positiver Regulator der Zellzyklusprogression durch Interaktion mit verschiedenen,
Zellzyklus regulierenden Proteinen (Oliner et al., 1992). Das MDM2-Protein kann
das Tumorsuppressorprotein p53 binden und dessen Aktivierungsdomane blockieren.
Durch die Blockade ist p53 nicht mehr in der Lage, als Transkriptionsfaktor zu
fungieren. Somit stellt MDM2 einen zelluldren Inhibitor der p53-Funktion dar.
Gleichzeitig hemmt p53 durch Bindung an den MDM2-Promotor wiederum die
Transkription von MDM2. Es besteht also eine autoregulatorische Schleife, wobei
die Funktion von p53 durch MDM2 auf Proteinebene und die Expression von
MDMZ2 durch p53 auf Transkriptionsebene reguliert werden (Barak et al., 1993). Das
onkogene Potenzial von MDM2 konnte durch verschiedene
Transfektionsexperimente belegt werden. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von MDM2 zu einer verstarkten Tumorigenitat in vitro fihrt
(Fakharzadeh et al., 1991). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass MDM2 eine
Transformation von neonatalen Astrozyten induzieren kann (Kondo et al., 1996) und
eine durch p53 vermittelte Tumorsuppression antagonisieren kann (Finlay, 1993).
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1.3.2.3 Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

Das 110 kb groBe EGFR-Gen liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 7 (7q12)
und kodiert fur zwei wesentliche Transkripte von 10 kb und 5,6 kb. In glialen Zellen
wird vornehmlich das 10-kb-Transkript exprimiert (Ekstrand et al., 1991). Bei dem
EGFR-Genprodukt handelt es sich um ein glykosyliertes integrales Membranprotein
mit einer extrazellularen Doméne, einer transmembrandsen Doméne und einer
intrazellularen Domane. Die Aktivierung des EGF-Rezeptors erfolgt durch
extrazelluldare Bindung eines spezifischen Liganden wie EGF oder TGFa. Nach
Aktivierung des EGF-Rezeptors werden dessen Signale Gber Autophosphorylierung
und die Rekrutierung von Signalmolekiilen wie AKT ins Zellinnere geleitet. Dadurch
wird das Zellwachstum stimuliert und der apoptotische Zelltod verhindert (Pawson
und Saxton, 1999). Transformierende Eigenschaften kann der EGF-Rezeptor auf drei
verschiedene Arten erhalten:

e Durch Deletion oder Mutation kann der EGFR um die extrazellulare Doméane
verkurzt werden. Das auf diese Weise entstandene verkirzte Rezeptorprotein
ist auch ohne Bindung eines Liganden aktiviert (Ekstrand et al., 1994).

e Durch Mutation oder Deletion kann das mitogene Potenzial des Rezeptors
erhéht werden und durch Unterbindung der Internalisierung des Rezeptor-
Liganden-Komplexes zu neoplastischen Transformationen fuhren (Bulmer et
al., 1989).

e Eine Uberexpression des Rezeptors durch eines seiner Liganden kann
ebenfalls eine EGFR-induzierte neoplastische Transformation zur Folge
haben (Velu et al., 1987).

In  priméren Glioblastomen scheint der letztgenannte Mechanismus eine
entscheidende Rolle zu spielen (Schlegel et al., 1994).

1.3.2.4 Phospholipid-Phosphatase Tumorsuppressorgen (PTEN)

Ein gehduftes Auftreten von LOH im Bereich 10923.3 des Chromosoms 10 bei einer
Vielzahl von Tumoren fiihrte zur Entdeckung von PTEN (Teng et al., 1997;
Deimling et al., 1992; Deimling et al., 1994; Steck et al., 1997). PTEN ist ein
weiteres Tumorsuppressorgen, das in Glioblastomen und anderen malignen Tumoren

Mutationen aufweist. Es ist an der intrazelluldren Signaltransduktion beteiligt und
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findet sich in 30 % bis 40 % der Glioblastome wieder (Bostrom et al., 1998). Eine
Sequenzanalyse ergab, dass es sich bei dem von PTEN kodierten Enzym um eine
Phosphatase handelt, die Lipide und Proteine zu phosphorylisieren vermag. In
phosphorylisiertem Zustand unterstutzen diese Phospholipide die Aktivitat von AKT.
AKT st eine Serin/Threonin-Kinase, welche die Apoptose unterdriickt und die
Zellteilung initiiert (Smith et al., 2000; Karlbom et al., 1993). Im Falle einer
Schédigung des Gens entfallt diese inhibierende Wirkung auf das Zellwachstum, und
es kommt zu unkontrollierter Zellvermehrung. Die Folge der gesteigerten AKT-
Aktivitat ist das Uberleben der Zelle.

1.3.2.5 Das Retinoblastomgen (RB1)

Das Retinoblastomgen liegt auf dem Chromosom 13914 und ist 200 kb grof3. Das
Genprodukt pRBL1 ist ein nukledres Phosphoprotein mit einem Molekulargewicht von
105000-110000 Dalton. Es ist von grofRer Bedeutung fir die Regulation des
Zellzyklus und der Kontrolle der Zelldifferenzierung. Die Funktion ist vom
jeweiligen Phosphorylierungszustand abhangig.

Der Zellzyklus, der sich in Mitose und Interphase mit G1-, S- und G2-Phase
unterteilt, wird von einem komplexen Netzwerk aus Zyklinen und Zyklin-
abhéngigen Kinasen, den CDKs, kontrolliert. lhre sequentielle Expression und
Aktivierung garantiert die Integritat und Identitét proliferierender Zellen (Desai et
al., 1995). In der G1-Phase bilden Zykline und CDKs Kinase-Komplexe aus. Diese
Kinase-Komplexe inaktivieren die Repressorfunktion des Retinoblastom-Proteins
(RB). Die Aktivitdt des Zyklin/CDK-Komplexes wird wiederum von Zyklin
abhéngigen Kinase-Inhibitoren (CKI), wie dem p21 gehemmt. p21 ist ein
universeller CDK-Inhibitor. Durch p53 wird die p21-Genexpression transkriptionell
stimuliert. Die Bindung von p21 an CDK2- und CDC2-Komplexe blockiert durch
Inhibition der ATP-Bindung deren katalytische Aktivitat. Das hat zur Folge, dass
sowohl der Ubergang der G1- zu S-Phase als auch der Eintritt von der G2-Phase in
die Mitose unterbunden werden (Weinberg, 1995; Ohki et al., 2000).
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1.4 Astrozytische Tumoren

Die astrozytischen Tumoren werden in zwei Gruppen unterteilt. Die erste Gruppe
bilden das pilozytische Astrozytom, das pleomorphe Xanthoastrozytom und das
subependymale Riesenzellastrozytom. Diese treten vorwiegend bei Kindern und
jungen Erwachsenen auf und sind in der Regel durch ein abgegrenztes Wachstum
gegenuber dem gesunden Hirngewebe gekennzeichnet. Sie haben eine gute Prognose
und machen etwa 6 % aller intrakraniellen Tumoren aus. Zu der zweiten Gruppe
gehdren die infiltrierend wachsenden astrozytaren Tumoren, wie das diffuse

Astrozytom, das anaplastische Astrozytom und das Glioblastoma multiforme.

1.4.1 Diffuses Astrozytom WHO °II

Das diffuse Astrozytom zeigt ein hohes Mal} an zellularer Differenzierung, ist
gekennzeichnet durch ein langsames Wachstum und durch eine diffuse Infiltration
der angrenzenden Hirnstrukturen. Es hat eine Tendenz zur malignen Progression hin
zum anaplastischen Astrozytom und zum Glioblastom. Betroffen sind typischerweise
junge Erwachsene. Diffuse Astrozytome machen bis zu 5% der hirneigenen
Tumoren und 10% bis 15% der astrozytdaren Gliome aus. lhre bevorzugte
Lokalisation sind die GroRBhirnhemispharen. Da funktionell wichtige Areale betroffen
sein kdnnen, ist eine komplette Entfernung oft nicht moglich.

Die hdaufigste zytogenetische Verdnderung ist ein Gewinn von Chromosom 7q
(Trisomie 7). Diese Verdnderung wurde in 50 % aller Astrozytome nachgewiesen
(Bigner et al., 1990; Schrock et al., 1996). Neben chromosomalen Gewinnen wurden
auch Allelverluste auf 13qg, 17p und 22q nachgewiesen (Ueki et al., 1996). Mehr als
die Halfte der Astrozytome zeigen Verluste auf 17p. In der Mehrheit dieser Félle
konnte eine Mutation im verbliebenen Allel des TP53-Gens nachgewiesen werden
(Collins et al., 1993; Bogler et al., 1995). Immunhistochemische Untersuchungen
von p53 zeigen, dass es in Astrozytomen hdufig zu einer Proteinakkumulation
kommt, die jedoch nicht zwingend mit einer Genmutation korrelieren muss (Bogler
et al., 1995). Astrozytome mit akkumuliertem p53, aber ohne Mutation, zeigen
haufig eine verstarkte Expression des Apoptose-Inhibitors Bcl-2 (B-cell
CLL/Lymphoma 2) (Alderson et al., 1995). Weiterhin konnte eine Expression von
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PDGFR-a mit Allelverlusten auf 17p positiv korreliert werden (Hermanson et al.,

1996).

1.4.2 Anaplastisches Astrozytom WHO °l11

Anaplastische Astrozytome kdnnen primér auftreten oder aus einem niedriggradigen
Astrozytom entstehen. Sie machen 10 % bis 15 % der astrozytdren Gliome aus. Die
Tumorlokalisation beim Erwachsenen ist meist die GrofZhirnhemisphére. Tumoren
im Kindesalter befallen oft den Hirnstamm. Aufgrund der Lokalisation in funktionell
wichtigen Arealen ist haufig eine komplette Entfernung nicht moglich.

Das anaplastische Astrozytom zeigt eine erhthte Proliferationstendenz. Es finden
sich fokale oder generalisierte Zeichen der Anaplasie, wie z. B. mikrovaskulare
Proliferate. Die erhdhte mitotische Aktivitat dient hier als Hauptkriterium zur
Abgrenzung gegentiber dem diffusen Astrozytom WHO °Il. Durch Operation und
Bestrahlung konnen bei anaplastischen Gliomen (WHO °l11) Uberlebenszeiten von
27 bis 36 Monaten erreicht werden.

Neben den in Tabelle 1 beschriebenen Veranderungen weisen die anaplastischen
Astrozytome molekulargenetische Veranderungen mit zusatzlichen Allelverlusten
auf 9p, 11p und 19q auf (Fults et al., 1992; Sonoda et al., 1995; Weber et al., 1996;
Schmidt et al., 1994). Das auf 9p21 gelegene Tumorsuppressorgen CDKN2A kodiert
fur den CDK4- und CDKG6-Inhibitor p16 und ist in ca. 20 % der anaplastischen
Astrozytome homozygot und in 28 % hemizygot deletiert. In 15% der
anaplastischen Astrozytome konnte eine Amplifikation und Uberexpression von
CDK4 nachgewiesen werden (Ichimura et al., 1996; Schmidt et al., 1994). In
Tumoren, die keine Verdnderungen in CDKN2A oder CDK4 zeigten, wurden
gehduft Allelverluste auf 13g gefunden, die mit Mutationen des RBI1-
Tumorsuppressorgens einhergingen (Ichimura et al., 1996; Ueki et al., 1996). In
40 % der Tumoren konnten Veranderungen der Gene CDKN2A, CDK4 und RB1
nachgewiesen werden, deren Produkte miteinander interagieren und bei der
Zellzykluskontrolle eine wesentliche Rolle spielen. Bei der Entwicklung eines
anaplastischen Astrozytoms scheint dem Ubergang der G1- zur S-Phase der
Zellprogression  eine  entscheidende  Bedeutung  zuzukommen.  Weitere
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Amplifikationen in anaplastischen Astrozytomen finden sich im MDM2-Gen (8 %
bis 10 %) und im EGFR-Gen (<10 %) (Collins, 1995).

1.4.3 Oligodendrogliom WHO °ll und anaplastisches
Oligodendrogliom WHO °l11

Die Oligodendrogliome bilden eine Untergruppe der glialen Tumoren und treten mit
einer Inzidenz von 5 % bis 10 % aller Gliome auf. Das Inzidenzmaximum liegt in der
funften und sechsten Dekade mit einer medianen Altersverteilung von 43 Jahren
(Kaba et al., 1996). Oligodendrogliome sind histologisch durch ein
Honigwabenmuster gekennzeichnet. Mikroverkalkungen und ein Netzwerk aus
dinnwandigen zarten und oft wenig verzweigten Tumorgefalen sind weitere
typische Merkmale dieser Tumoren. Oligodendrogliome wachsen bevorzugt in der
weillen Substanz und im Kortex der Grol3hirnhemisphére, wobei das Frontalhirn in
50 % bis 60 % der Falle betroffen ist. Sie werden mindestens als WHO °ll eingestuft.
Eine erhohte mitotische Aktivitdit und das Vorliegen von mikrovaskuléren
Proliferationen und/oder Nekrosen sind kennzeichnend fiir anaplastische
Oligodendrogliome WHO °lll. Oligodendrogliome sind relativ chemosensitive
Tumoren. Ihre Prognose ist deutlich besser als die der rein astrozytaren Tumoren
gleichen  Malignitatsgrads. ~ Wesentliches ~ Unterscheidungsmerkmal  der
oligodendroglialen Tumoren, in Abgrenzung von den Astrozytomen, ist der
Nachweis von Verkalkungen in der Computertomographie bei 70 % bis 90 % der
Patienten (Cairncross et al., 1985; Abrey et al., 2003).

1.4.4 Glioblastoma multiforme

1.4.4.1 Epidemiologie

Die Inzidenz maligner Gliome wird mit etwa 11 Féllen auf 100.000 Einwohner und
Jahr angegeben, wobei sie mit zunehmendem Lebensalter steigt (Radhakrsihnan et
al., 1995). Das entspricht ungefahr 2 % aller Krebserkrankungen. Unter den
verschiedenen Tumorarten des Nervensystems machen Gliome ungefahr 40 % der
Félle aus. Das Glioblastoma multiforme gehdrt zu den astrozytdaren Tumoren und

zeigt eine erhdhte Inzidenz beim ménnlichen Geschlecht (Mahaley et al., 1989). Es
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tritt hauptsachlich zwischen dem 45. und 70. Lebensjahr auf. Es werden priméare und
sekundare Glioblastome unterschieden. Die primdre Form entsteht de novo, die
sekundére Form aus einem vorbestehenden niedriggradigen Gliom. Ungefahr 10 %
der Glioblastome uberschreiten durch Infiltration des Corpus callosum die
Mittellinie. Diese werden aufgrund ihrer symmetrischen Lokalisation auch als
Schmetterlingsgliome bezeichnet. Die Ausbreitung der Tumorzellen erfolgt durch
Modulation der umliegenden extrazellularen Matrix. Die Migration von Tumorzellen
wird durch Sekretion verschiedener Proteasen, insbesondere von Metalloproteasen,
die eine lysierende Wirkung auf extrazelluldare Proteine haben, ermdglicht. Weiterhin
sind die Tumorzellen in der Lage, Inhibitoren dieser Proteasen zu sezernieren,
wodurch sie eine Umgebung erzeugen, in der Wachstum und Stase von ihnen
kontrolliert werden (Uhm et al., 1997).

1.4.4.2 Atiologie

Die Atiologie der Gliome des Menschen ist noch weitgehend unklar. In
verschiedenen epidemiologischen Studien zeigen sich Hinweise auf einen moglichen
Einfluss bestimmter beruflicher und auf3erberuflicher Expositionen, Erndhrungs- und
Lebensgewohnheiten sowie vorangegangener traumatischer oder entziindlicher
Ereignisse (Wrensch et al., 2002; Ohgaki und Kleihues, 2005). Ein eindeutiger
Beweis dieser exogenen Noxen auf die Entstehung von Hirntumoren beim Menschen
konnten bisher nicht erbracht werden. Eine Ausnahme stellt die therapeutische
Réntgenbestrahlung des Schadels dar. Bei Kindern, die im Rahmen einer Akuten
Lymphatischen Leukdmie zur Prophylaxe einer leptomeningealen Tumoraussaat
bestrahlt wurden, zeigt sich ein statistisch signifikant erhohtes Risiko fir die
Entwicklung eines Glioms als Zweittumor (Neglia et al., 1991).

1.4.4.3 Molekularpathologie

Die Glioblastome sind durch komplexe Verdnderungen des Karyotyps mit multiplen,
numerischen und strukturellen Chromosomenaberrationen charakterisiert (Muleris et
al., 1994; Schrock et al., 1994; Kim et al., 1995a; Mohapatra et al., 1995). Etwa 40 %
der Glioblastome zeigen eine homozygote Deletion des CDKN2A-Gens auf 9p21
(Schmidt et al., 1994; Ueki et al., 1996; Ichimura et al., 1996). Ungefahr ein Drittel
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der Glioblastome zeigt einen Verlust von 13g und damit einhergehende Deletionen
oder Mutationen des RB1-Gens (James et al., 1988; Ueki et al., 1996; Ichimura et al.,
1996). In einer weiteren Subgruppe von ca. 15 % der Glioblastome ist das CDK4-
Gen auf 12914 amplifiziert und Uberexprimiert (Ueki et al., 1996; Ichimura et al.,
1996). Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass in den Tumoren
Veranderungen vorliegen, die die Zellzykluskontrolle beim Ubergang von der G-
zur S-Phase einschrédnken. Die Tumorzellen kdnnen nicht mehr in den Gi-Arrest
ubergehen, was letztendlich eine unkontrollierte Proliferation zur Folge hat. In 30 %
der Glioblastome finden sich Allelverluste auf 17p und Mutationen des dort
lokalisierten TP53-Gens (Reifenberger et al., 1996; Watanabe et al., 1996). Der
Verlust des Chromosoms 10 ist in 60 % bis 70 % nachweisbar, wobei in ca. 30 % bis
40 % der Falle Mutationen im PTEN Tumorsuppressorgen vorliegen (Li et al., 1997,
Mollenhauer et al., 1997).

Genetische Verénderungen in Glioblastomen betreffen nicht nur Genverluste bzw.
Mutationen von Tumorsuppressorgenen, sondern auch Amplifikationen von
verschiedenen Protoonkogenen. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass in
Glioblastomen das EGFR das am haufigsten amplifizierte und (berexprimierte
zellulare Onkogen ist (Collins, 1995). Zusdtzlich zum EGFR exprimieren diese
Tumoren gleichzeitig seine wichtigsten Liganden TGFo und/oder EGF (Ekstrand et
al., 1991). In 50 % der Tumoren mit EGFR-Amplifikation liegt eine so genannte
Typ-111-Deletion des Gens vor, die konsekutiv in einem aktiven Rezeptormolekul
resultiert (Sugawa et al., 1990; Ekstrand et al., 1994; Nishikawa et al., 1994). Eine
MDM2-Amplifikation und Uberexpression findet sich nur in Tumoren mit intaktem
TP53 (Reifenberger et al., 1993). In 15% der Glioblastome zeigen sich
Amplifikationen von Genen in der Region 12g13-ql15, CDK4 und MDM2
(Reifenberger et al., 1994a; Reifenberger et al., 1996a). Diese Marker sind in

Abbildung 1 zusammengefasst.
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Differenzierter Astrozyt oder neuroepitheliale Vorlauferzellen

p53-Mutation (>65%) EGFR
PDGFR-a Amplifikation (40%)
Uberexpression (>60%) Uberexpression (60%)

\V4 MDM2

Niedergradiges Astrozytom

| Amplifikation (<10%) p53-Mutation
LOH 199 (50%) Uberexpression (50%) LOH10q
RB-Alteration (25%) CDKN2A ?

Deletionen (40%)

Transkription Inaktivierung

\Y

Anaplastisches Astrozytom

LOH10 (80%)

LOH 10q PTEN-Mutationen (30%)
PTEN-Mutation (5%) CDK4-Amplifikation (15%)
PDGFR-a-Amplifikation (>10%) RB-Alteration (25%)

Vv V4 V4

Sekundéares GBM Primares GBM Andere GBM

Abb. 1: Molekulargenetische Veranderungen in diffusen astrozytéren Gliomen und
Glioblastomen.

Die molekularpathologischen Veranderungen unterscheiden sich in priméren und
sekundéren Glioblastomen. Primére Glioblastome zeigen in nur 25 % bis 30 % eine
Mutation des TP53-Gens (70 % bis 80 % bei sekundédren Glioblastomen) und weisen
wesentlich haufiger eine Amplifikation und Uberexpression der Gene EGFR,
MDM2, MDM4, sowie eine Mutation des PTEN-Gens auf (Watanabe et al., 1996).
Weiterhin wurden in primédren Glioblastomen hdufiger homozygote CDKNZ2A-
Deletionen gefunden (Reyes-Mugica et al., 1997; Biernat et al., 1997). Allelverluste
auf 199 und 13qg, Promotorhypermethylierung des RB1-Gens und Uberexpression
von PDGFR-a treten bei primdren Glioblastomen seltener als in sekundaren
Glioblastomen auf (Reifenberger et al., 1996; Watanabe et al., 1996; Kleihues et al.,
1999; Nakamura et al., 2000). Primare und sekundére Glioblastome tragen somit
unterschiedliche genetische Verdnderungen, deren funktionelle Konsequenzen
jedoch dieselben Signalwege betreffen. Abbildung 2 gibt eine Ubersicht iiber die bei
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der Initiation und Progression von diffusen astrozytaren Gliomen zum Glioblastom

WHO °IV involvierten molekulargenetischen VVeranderungen.

Diffuses Astrozytom WHO
°l

TP53 Mutation
p14 “RF Hypermethylierung

PDGFRo Uberexpression

Anaplastisches Astrozytom
WHO °l11

TP53 Mutation
p14 “RF Hypermethylierung/
homozygote Deletion

PDGFRo. Uberexpression

Glioblastom WHO °1IV

TP53 Mutation

p14”** homozygote Deletion
MDM2 Amplifikation
MDM4 Amplifikation

EGFR Amplifikation

PDGFRa Amplifikation
MET Amplifikation

CDKN2A/CDK2B homozygote Deletion
RB1 Mutation

CDK4/CDK6 Amnlifikation

PTEN Mutation
EGFR Amplifikation
PDGFRa Amplifikation

Abb. 2: Schematische Darstellung der bei der Initiation und Progression von
diffusen astrozytaren Gliomen involvierten molekulargenetischen Verénderungen.
Zunéchst kommt es durch TP53- oder p14”""-Inaktivierung zum Verlust der p53-
abhéngigen Wachstumskontrolle. Haufig zeigen diese Tumoren zusatzlich eine
Uberexpression von PDGFa und seinem Rezeptor PDGFRo, was zu einer
Aktivierung der Proteinkinasekaskade fuhrt. In anaplastischen Astrozytomen wird
zusétzlich ein Funktionsverlust der pRB1-abhéngigen Zellzykluskontrolle gefunden,
verursacht durch Inaktivierung der Genprodukte von CDKN2A, CDKN2B, RB1,
CDK4 oder CDK®6. Die Glioblastome zeigen Alterationen des Phosphoinositol-3-
Kinase/Proteinkinase-B-Signalwegs,  die  durch
z.B. PTEN-Mutation,
Uberexpressionen von Wachstumsfaktoren, ausgelost werden kénnen.

verschiedene  genetische

Veranderungen, wie sowie  Amplifikationen und
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1.4.4.4 Makroskopisches Bild

Das makroskopische Bild eines Glioblastoms ist charakterisiert durch Bezirke mit
und ohne Nekrosen oder Hamorrhagien. In vivo Studien an Nacktm&usen zeigten,
dass Tumorzellen ein massives und irreguléres Gefallwachstum induzieren, das den
Bedarf der Tumorzellen an Sauerstoff und Nahrstoffen zundchst deckt, bei
zunehmendem Wachstum jedoch Uberfordert und dadurch die zentralen Nekrosen

verursacht (Vajkoczy et al., 1998). Zysten und Verkalkungen kdnnen ebenfalls
auftreten (Abbildung 3A und 3B).

Abb. 3: A: Koronarer Schnitt durch ein pathologisches Praparat des Gehirns. Links
im Temporallappen liegt ein Glioblastom mit erkennbaren Verkalkungen (Pfeil).
Zentral im Tumor sind Nekrosen zu sehen. B: Transversaler Schnitt durch ein
pathologisches Praparat des Gehirns. Rechts im Bereich der Stammganglien liegt ein
Glioblastom. Die schwarze Flache stellt eine Blutung dar (Pfeil). Zentral im Tumor
sind ebenfalls Nekrosen zu sehen.

(Institut fur Neuropathologie, HHU Dusseldorf, 2004)

1.4.4.5 Histologisches Bild

Das histologische Bild ist charakterisiert durch eine ausgepragte Zell- und
Gewebspolymorphie mit strichférmigen und flachenhaften Tumorgewebsnekrosen,
girlandenférmigen GeféBproliferationen sowie durch eine diffuse Infiltration des
angrenzenden Hirnparenchyms (Daumas-Duport et al., 1988). Dieses irreguldre Bild
hat den Begriff ,,multiforme® gepréagt (Abbildung 4). Weiterhin ist das Glioblastom
infiltrativ wachsend, zellreich und teilungsaktiv.
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Abb. 4: HE geféarbte Histologieschnitte der diffusen Astrozytome WHO °Il und °llI
und des Glioblastoma multiforme WHO °IV. A-C: Histologie der diffusen
Astrozytome WHO °11. Dargestellt sind typische Beispiele eines fibrillaren (A), eines
gemizytotischen (B) und eines protoplasmatischen (C) Astrozytoms. D:
Anaplastisches  Astrozytom WHO °lll mit erhohter Zelldichte, nukledrer
Pleomorphie und mitotischer Aktivitat (Pfeil). E: Sehr zellreiches Glioblastom WHO
°IV mit mitotischer Aktivitdt und pathologischen Tumorgefaien. F: Pathologische
mikrovaskulére Proliferate mit glomerulumartigen Kapillaren in einem Glioblastom.
G: Nekrose mit pseudopalisadenartiger Anordnung der Tumorzellen in einem
Glioblastom WHO °IV. H: Riesenzell-Glioblastom WHO °IV mit zahlreichen
multinukledren Riesenzellen. I: Gliosarkom WHO °IV mit biphasischem Muster, das
durch gliale und sarkomattse Tumorbereiche entsteht.

(Institut fur Neuropathologie, HHU Dusseldorf, 2004)

1.4.4.6 Klinische Symptomatik

Eine spezifische klinische Symptomatik existiert fir das Glioblastom nicht. Eine
charakteristische Frihsymptomatik fehlt ebenfalls. Die Entwicklung des priméren
Glioblastoms vollzieht sich meist innerhalb von zwei bis vier Monaten (Kleihues et
al., 1995; Scott et al., 1998). Oft zeigen die Patienten einen Leistungsknick, der von
Wesens- und Stimmungsverénderungen begleitet sein kann. Diese Symptome kénnen
sehr subtil sein und nur den Patienten selbst oder ihrer unmittelbaren Umgebung
auffallen. Diese ersten Anzeichen werden oft als Ausdruck einer psychischen
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Belastung oder einer beginnenden Depression fehl gedeutet. Bei ca. 30 % der
Patienten ist das Erstsymptom der Kopfschmerz (Pfund et al., 1999). Der
Kopfschmerz entwickelt sich dabei meist langsam uber Wochen und Monate und ist
nur selten permanent vorhanden. Je nach Lokalisation des Tumors kdnnen auch
epileptische Anfélle, Hemiparesen, Seh- und Sprachstdrungen auftreten. Die
genannten Symptome sind Anlass fur neurologische und bildgebende
Untersuchungen, die schlieBlich zur Diagnose fihren.

1.4.4.7 Bildgebende Diagnostik

1973 fuhrte Hounsfield die Computertomographie ein. Damit &nderte sich die
neuroradiologische Diagnostik. Diese Technik ermdglichte erstmals die direkte
Darstellung des intrakraniellen Tumors, war nicht invasiv und nahezu beliebig
wiederholbar. Einige Jahre spater wurde die Magnetresonanztomographie eingefiihrt.
Durch diese Technik wurde die Diagnose intrakranieller Prozesse weiter verbessert
(Lauterbur, 1980). Verglichen mit der Computertomographie stellt das MRT die
anatomischen Strukturen viel genauer dar. Selbst kleinere oder niedrigmaligne
Veranderungen kdnnen vom gesunden Hirngewebe abgegrenzt werden (Bragg und
Osborn, 1991; Jaeckle, 1991; Byrne, 1994).

In Abbildung 5 ist das MRT eines Patienten mit einem Glioblastom links
parietooccipital in unterschiedlichen Wichtungen dargestellt. Auf T1-gewichteten
MRT-Aufnahmen stellen sich maligne Astrozytome in der Regel hypointens dar
(Abbildung 5 A). Nach Gabe von Gd-DTPA als Kontrastmittel zeigt sich im
Tumorgewebe eine heterogene und serpentinenartige Anreicherung. Wahrend die
intakte Blut-Hirn-Schranke fur Gd-DTPA undurchlassig ist, erhdht sich im Zuge der
Neovaskularisation des Tumors die Permeabilitat fur das Kontrastmittel. Die
Kontrastierung ist damit ein indirekter Indikator fir die Tumorangiogenese. Das
Odem, das den Tumor umgibt, zeigt ein hypointenses Signal. Ebenso ist eine
vollstadndig solide Kontrastmittelanreicherung in der L&sion moglich (Abbildung 5 B)
(Jolesz et al., 1993). Die FLAIR-Wichtung stellt das im Gewebe befindliche Odem
weil dar (Abbildung 5 C).

34



Abb. 5: MRT-Aufnahmen des Schadels eines Patienten mit einem Glioblastoma

multiforme links parietooccipital in der gleichen Schnittebene und in verschiedenen
Wichtungen. A: T1-Wichtung, transversal; B: T1-Wichtung mit Kontrastmittel,
transversal; C: FLAIR-Wichtung, transversal.

Eine spezielle Anwendung des MRT ist die MR-Spektroskopie (MRS), die Einblicke
in den Gewebsstoffwechsel erlaubt. Bei der MRS werden aus dem MR-Signal
spezifische Resonanzfrequenzen von bestimmten Protonen herausgelesen, die sich
durch deren Bindung an verschiedene Metabolite ergeben. Die MRS erfasst die
Metabolite N-Acetylaspartat (NAA, Marker fiir die zelluldre Integritat der Neurone),
Cholin (Cho, Marker fur die Membransynthese), Creatin (Cr, Metabolit des
Energiestoffwechsels), Lactat (Metabolit des Glucosestoffwechsels) und Lipide. In
malignen Gliomen finden sich einerseits erhdhte Peaks fur Lactat, Cholin und Lipide,
andererseits erniedrigte NAA-Spiegel. Das erhdhte Lactat ist dabei als Ausdruck des
gesteigerten Glucosestoffwechsels, das Cholin als Ausdruck der gesteigerten
Proliferationsaktivitat und die Lipide als Ausdruck des Membranuntergangs zu
sehen. Der niedrige Peak fiir NAA dagegen steht fur den Entdifferenzierungsgrad
(Tschampa, 2003). Die MRS hat fir die Diagnose zerebraler Gliome keine
Bedeutung, liefert jedoch zusétzliche Informationen zur Differentialdiagnose, zur
Planung einer Biopsie und in der Rezidivdiagnostik (Dowling et al., 2001; McKnight
et al., 2002; Law et al., 2003).

Durch die Positronenemissionstomographie (PET), bei der die Aktivitatsverteilung
eines in den Korper injizierten, Positronen abstrahlenden Radionuklids aufgezeichnet
wird, wurde die quantitative Darstellung biologischer Vorgange mdglich. Das am
hdufigsten verwendete Radionuklid in der PET ist das radioaktive Isotop der
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Fluordesoxyglucose (FDG), das mit Hilfe eines Zyklotrons hergestellt wird. Eine
Hydroxylgruppe des FDG wird dabei durch das Radionuklid *°F ersetzt. Das °F-
FDG wird von Zellen wie Glucose aufgenommen und zum Endprodukt **F-FDG-6-
phosphat verstoffwechselt, das schliellich in den Zellen akkumuliert. Die Verteilung
von ®F-FDG erlaubt somit Riickschliisse auf den Glucosestoffwechsel verschiedener
Gewebe im Korper. Da Tumorzellen aufgrund eines erhdhten Stoffwechsels viel
Glucose benétigen, akkumuliert dort das **F-FDG.

Die PET kommt bei der Differenzierung von Rest- bzw. Rezidivtumoren und
Strahlennekrosen zum Einsatz. Hier ist sie der CCT und der MRT (uberlegen.
Strahlennekrosen zeigen sich auf den Aufnahmen meist hypometabolisch, wéahrend
sich Rest- bzw. Rezidivtumoren hypermetabolisch darstellen (Barker et al., 1997;
Kaschten et al., 1998; Goldmann et al., 1996). Wahrend die PET mit **F-FDG eine
wichtige Bedeutung bei der Diagnostik hochmaligner Tumoren hat, kénnen niedrig-
maligne Prozesse durch den relativ hohen physiologischen Glucosestoffwechsel des
Gehirns maskiert sein. Beim Einsatz des neuen Radiopharmakons **F-FET (Fluor-
Ethyl-Tyrosin) -PET wird dagegen der Aminoséurestoffwechsel der Gewebe
gemessen. Da Tumoren einen etwa vierfach héheren Aminoséureumsatz zeigen,
lassen sie sich vom restlichen Gehirngewebe abgrenzen. Die Aufnahme der
Aminosauren *®F-FET in Tumorzellen ist dabei stereospezifisch. Sie wird durch
transmembrandse Aminosauretransporter vermittelt. **F-FET wird nach Aufnahme in
die Zelle nicht im Rahmen der Proteinbiosynthese zum Aufbau von Proteinen
herangezogen, sondern mit einer Latenz wieder in den Extrazellularraum freigesetzt
(Langen, 2003; Heiss, 1999). Das ®F-FET-PET stellt somit eine geeignete
Untersuchungsmethode dar, um hohergradige Areale in Low-Grade Gliomen
darzustellen und diese gezielt zu biopsieren.

Abbildung 6 stellt die Kernspintomographie und das **F-FET-PET eines Patienten
mit einem bioptisch gesicherten Low-grade Gliom im Verlauf dar. In den
urspriinglichen Bildern (Bild A und B) zeigt das MRT nur eine kleine, kaum
erkennbare, fleckige Veranderung im Hirngewebe, die im ‘®*F-FET-PET jedoch
schon deutlich die Aminosaure **F-FET aufnimmt (Pfeil). In den Kontrollbildern
nach nur 2 Monaten (Bild Al und B1) hat sich ein grof3es Glioblastom WHO °IV mit
typischer ringformiger Kontrastmittelaufnahme, zentraler Nekrose und umgebendem

Hirnddem entwickelt.
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Abb. 6: Kernspintomogramm des Schadels (A) und Aminosaure-PET mit *®F-FET

(B) im Verlauf bei einem Patienten mit einem histologisch nachgewiesenen
niedriggradigen Gliom WHO °Il im rechten Parietallappen. Die untere Reihe mit den

Abbildungen Al und B1 zeigt die Kontrollaufnahmen nach zwei Monaten.

Eine weitere Methode der bildgebenden Diagnostik ist die Single-Photon-
Emissionstomographie (SPECT). Mit diesem Verfahren ist es ebenfalls moglich, die
Perfusion im Tumorgewebe zu messen und abzubilden.

Bei Tumorlokalisationen in eloquenten Arealen ist das funktionelle MRT wvon
zentraler Bedeutung. Sie stellt eine Moglichkeit dar, funktionelle Zusammenhénge
biologischer Strukturen darzustellen. Hierbei macht man sich die unterschiedlichen
magnetischen Eigenschaften von oxygeniertem und desoxygeniertem Blut, die sich
kernspintomographisch durch das BOLD-Signal (Blood Oxygen Level Dependency)
erfassen lassen, zu nutze (Pauling, 1935). Mittels des BOLD-Signals ist es mdglich,
millimetergenau begrenzte Aktivitatsschwankungen des Gehirns zu messen, die mit
der Verarbeitung sensorischer oder mentaler Aktivitat einhergehen. Steigt die
durchschnittliche Impulszahl und damit die elektrochemische Aktivitat der

Gehirnzellen eines Hirnareals an, so steigt auch ihr Bedarf an Sauerstoff und
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Glukose. Dadurch kommt es in den aktivierten Hirnarealen zu Anderungen des
Blutflusses, der vorhandenen Blutmenge sowie der Sauerstoffsattigung des Blutes.
Diese ziehen Verénderungen des lokalen Magnetfelds nach sich, die sich bei der
Verwendung geeigneter MRT-Sequenzen im BOLD-Signal widerspiegeln (Ogawa et
al., 1990; Logothetis et al., 2001).

Bisher war es nicht mdglich, eine Verbindung zwischen 2D-Bildern und dem
Operationsfeld herzustellen. Diese Liicke schlief3t die Neuronavigation. Mit Hilfe der
Neuronavigation ist es moglich, wahrend einer neurochirurgischen Operation die
Position der Instrumente im Inneren des Schéddels anzuzeigen. Die Instrumente
werden dazu wéhrend der Operation mit einer Infrarotkamera verfolgt und in
Schnittbildern oder einer dreidimensionalen Darstellungen eingeblendet, die vor der
Operation mit Roéntgentechnik (CT, MRT) aufgenommen wurden. Die
Neuronavigation wird genutzt, um Operationen zu planen und um sich wéhrend der
Operation im Inneren des Schadels besser orientieren zu kdnnen. Sie kommt zum
Einsatz beim Auffinden tief liegender oder kleiner L&sionen (z.B. Cavernome,
Hirnstammlasionen, Schédelbasistumoren, Metastasen, Ventrikeltumoren) und bei
Léasionen in eloquenten Arealen.

Die Katheterangiographie wird nur noch in Ausnahmefallen zur prdoperativen
Abklarung der Gefallversorgung oder zur GefaRembolisation durchgefuhrt. Typische
angiographische Befunde bei Glioblastomen sind retikuldre, korkenzieherartig
gewundene Gefal3proliferationen und arteriovendse Shunts.

Die kranielle Kernspintomographie in Verbindung mit einem Kontrastmittel gilt
heute als das Basisverfahren zur Diagnosestellung von Hirntumoren. Mit Hilfe dieser
Methode ist eine ausreichende Darstellung der Raumforderung und damit eine

Operationsplanung mdglich.

1.4.4.8 Therapie

Die Therapie von Glioblastomen basiert auf 1. Operation, 2. Radiatio und 3.
Chemotherapie. Wenn eine OP-mikroskopische Totalresektion auf Grund der
Lokalisation oder Zuganglichkeit des Tumors nicht mdglich ist, wird eine
Volumenreduktion angestrebt. Das Minimalziel ist die histologische Sicherung, die
z.B. auch durch eine stereotaktische Biopsie erfolgen kann. Die Behandlung umfasst
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weiterhin die Strahlen- und die Chemotherapie. Neben der symptomatischen
palliativen Therapie werden zahlreiche experimentelle Therapieansétze untersucht.
Der Krankheitsverlauf des Glioblastoma multiforme wird von folgenden
prognostischen Faktoren beeinflusst:

e Alter des Patienten

e Initialer Karnofski-Index

e Malignitatsgrad

e Ausmal} der Tumorresektion

e Chemotherapie / Strahlentherapie
Das Alter, der Karnofski-Index und der Malignitatsgrad gelten als klassische
Prognosefaktoren. Einen positiven Einfluss auf die lokale Tumorkontrolle und auf
die Uberlebenszeit nach Diagnosestellung haben die therapeutischen Verfahren
Operation, Strahlen- und Chemotherapie. Als prognostisch ginstig gilt ein Alter von
unter 60 Jahren bei Diagnosestellung mit signifikant langeren Uberlebenszeiten bei
jungeren Patienten (Schackert, 1998). Gunstig wird der Krankheitsverlauf im
Hinblick auf das Uberleben auch von einem guten Allgemeinzustand beeinflusst.
Hier fungiert der Karnofski-Index als Mal3. Als einer der wichtigsten Faktoren gilt
der Malignitatsgrad nach der WHO Kilassifikation (Tabelle 3).

Tab. 3: Uberlebensraten 2 und 5 Jahre nach Diagnose eines primaren Hirntumors.

Haufigkeit (% |Inzidenz pro | Mittleres |2-Jahres- |5-Jahres-
der hirneigenen |100.000 Alter bei | Uberleben |Uberleben
Hirntumoren) | Einwohner pro|Diagnose | (%) (%)
Jahr
Diffuses Astrozytom 1,3 0,17 47 67 49
Oligodendrogliom 2,6 0,32 41 80 63
Anaplastisches
4,3 0,54 50 46 31
Astrozytom
Anaplastisches
. . 0,6 0,07 46 61 38
Oligodendrogliom
Glioblastom 22,6 2,94 62 9 3

(Davis et al., 1999)
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1.4.4.8.1 Operative Therapie

Mehrere prospektive und retrospektive Studien zeigen, dass das Ausmal} der
Resektion von Glioblastomen kein signifikanter prognostischer Faktor ist (Coffey et
al., 1988; Kreth et al., 1994; Simpson et al., 1993). Andere Studien belegen dagegen,
dass eine mikrochirurgisch komplette Resektion die Uberlebenszeit verlangern kann
(Shapiro et al., 1989; Winger et al., 1989). Es gibt keine randomisierte Studie, die
den Effekt einer Tumorresektion verschiedenen Ausmales direkt miteinander
vergleicht. In einer prospektiven randomisierten Studie an 334 Patienten mit einem
malignen Gliom wurde bei kompletter Tumorresektion eine signifikante
Verlangerung der Uberlebenszeit, verglichen mit allen anderen chirurgischen
Therapieansétzen festgestellt (Dinapoli et al., 1993). Eine retrospektive Analyse von
263  Patienten mit einem  Glioblastom zeigte einen  signifikanten
Uberlebenszeitvorteil nach totaler Tumorresektion gegeniiber einer Biopsie (51 vs 33
Wochen) (Devaux et al., 1993). Ahnliche Schlussfolgerungen konnten aus den
Ergebnissen der Analyse von 285 Patienten mit einem malignen Astrozytom gezogen
werden. Die Patienten lebten nach kompletter Resektion langer als nach subtotaler
Resektion und langer als nach einer Biopsie (Winger et al., 1989). Die Daten von
drei prospektiven Studien mit insgesamt 645 Patienten mit einem Glioblastom
stitzen diese Ergebnisse. Die mittlere Uberlebenszeit betrug nach kompletter
Resektion 11,3 Monate, nach partieller Resektion 10,4 Monate und nach einer
Biopsie 6,6 Monate (Simpson et al., 1993). In einer prospektiven Studie an 30
Patienten, die &lter als 65 Jahre waren und ein malignes Gliom hatten, zeigte sich
eine mediane Uberlebenszeit von 171 Tagen nach Tumorresektion und Bestrahlung
vs. 85 Tagen nach stereotaktischer Biopsie und Bestrahlung (Vuorinen et al., 2003).
In einer multizentrischen Erhebung an 788 Patienten mit einem malignen Gliom
(anaplastisches Astrozytom, Glioblastom) zeigte sich, dass die Resektion statt
Biopsie, ein Alter unter 60 Jahren und ein Karnofski-Index tber 70 % mit einer
langeren Uberlebenszeit verbunden war (Laws et al., 2003).

Als grofRer Fortschritt in der Therapie maligner Gliome ist die Einfuhrung der
Resektionskontrolle mittels 5-Aminolavulinsdure (5-ALA) zu werten. Bei dieser
Methode wird dem Patienten vier Stunden vor dem geplanten operativen Eingriff
gewichtsadaptiert oral 5-ALA verabreicht. 5-ALA ist ein Metabolit der
Hé&mbiosynthese. Sie wird mit Hilfe der 5-ALA-Synthase aus Succinyl-CoA und
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Glycin gebildet. Im Rahmen des weiteren Syntheseweges entsteht das unter
violettblauem Licht stark rot-fluoreszierende, lipophile Protoporphyrin IX (PPIX).
Die zentrale Positionierung des Fe?*-Atoms in PPIX erfolgt durch die mitochondriale
Ferrochelatase und schlieBt die H&mbiosynthese ab. Das am Ende der
Stoffwechselkette entstehende Hammolekidl hemmt durch eine negative
Ruckkopplung die endoge Synthese von 5-ALA. Da die meisten kernhaltigen Zellen
fur die oxydative Phosphorylierung im Rahmen ihres Stoffwechsels hamhaltige
Enzyme zum Elektronentransport verwenden, wird davon ausgegangen, dass diese
Zellen eine gewisse Kapazitat zur Produktion von PPIX besitzen. Durch exogene
Zufuhr von hohen 5-ALA-Konzentrationen kann nun die Hemmung dieses
Stoffwechselweges durch H&m umgangen und eine erhdhte Produktion von PPIX
induziert werden (Kennedy et al., 1992). Da die Weitermetabolisierung von PPIX zu
Ham durch die begrenzte  Aktivitat der Ferrochelatase den
geschwindigkeitsbegrenzenden Schritt darstellt, tritt eine Akkumulation von PPIX
ein (Peng et al., 1997). PPIX ist durch seine Fahigkeit zur intensiven Fluoreszenz
gekennzeichnet. Das Absorptionsmaximum liegt dabei bei 400 nm. Die
Fluoreszenzemission liegt im roten Spektralbereich (Emissionsmaxima bei 635 nm
und 700 nm).

Diese intensive Fluoreszenzeigenschaft macht man sich bei der Tumorresektion zur
Nutze. Uber ein Fluoreszenzmikroskop wird der Tumor visualisiert und kann so zum
gesunden Hirngewebe besser abgegrenzt und reseziert werden (Abbildung 7). Eine
multizentrische randomisierte Phase Ill Studie an 372 Patienten zeigte, dass nach
Anwendung von 5-ALA 65 % der Kontrastmittel anreichernden Tumoren vollstandig
entfernt wurden, wahrend es in der Kontrollgruppe nur 36 % waren. Die Patienten in
der 5-ALA Gruppe hatten ein hoheres 6-Monate-progressionsfreies Uberleben als die
Kontrollgruppe (41 % vs. 21,1 %) (Stummer et al., 2006). Folglich ist die mdglichst
vollstdndige mikrochirurgische Tumorresektion unter Schonung des umliegenden

Gewebes die addquate Behandlung.
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Abb. 7: Vergleich der Darstellung einer Resektion eines malignen Glioms im

Operationsmikroskop unter Weilllicht (A) und unter Fluoreszenzanregung (B). Die
Abbildungen zeigen den er6ffneten Kortex mit darunterliegendem, malignem Gliom,
erkennbar an der braunlichen, zentralen Nekrose (Pfeil). Unter WeiRlicht lasst sich
der Tumor schwer abgrenzen. Unter der Fluoreszenzanregung zeigt der randstandige
Tumor eine deutliche Rotfluoreszenz (Pfeil), wéhrend die Nekrose keine
Fluoreszenzakkumulation erkennen lasst. Das normale Hirngewebe zeigt keine

Fluoreszenzakkumulation.

Da sich ca. 3 Tage nach der Operation von L&sionen im Gehirn unspezifische Blut-
Hirn-Schrankenstorungen entwickeln koénnen, die von Tumorresten nicht sicher
unterscheidbar sind, und diese Veranderungen unterschiedlich lange persistieren
kénnen, wird zur Beurteilung eines Resttumors ein friihes postoperatives MRT
innerhalb von 24 bis max. 72 Stunden angefertigt. Eine unmittelbare Untersuchung
nach der Operation ist nicht sinnvoll, weil durch GefaRer6ffnung wahrend der
Operation unspezifische Kontrastmittelaustritte eine tumorbedingte
Kontrastmittelaufnahme vortduschen kénnen (Albert et al., 1994; Cairncross et al.,
1985; Forsting et al., 1993; Forsyth et al., 1997; Warmuth-Metz, 2003). Zum einen
wird durch diese Untersuchung die Vollstandigkeit der Tumorresektion untersucht,
zum anderen dient sie als Baseline fir Verlaufskontrollen und zur Beurteilung von
Tumorrezidiven. Bei einem lokalen Tumorrezidiv in nicht eloquenten Hirnarealen
kann im Rahmen einer zweiten Operation eine Nachresektion durchgefiihrt werden.
Bei Tumoren, die operativ aufgrund ihrer Lokalisation nicht entfernt werden kénnen,

ist der weitere Verlauf von der Strahlen- und Chemotherapie abhangig.
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1.4.4.8.2 Strahlentherapie

Aufgrund ihres infiltrativen Wachstums ist bei Glioblastomen selbst nach totaler
Resektion mit einem Rezidivtumor zu rechnen. In den spéten 70er Jahren konnte die
Wirksamkeit der Ganzhirnbestrahlung zur Therapie maligner Astrozytome
nachgewiesen werden. Studien zeigten einen Zusammenhang zwischen der Dosis der
Ganzhirnbestrahlung und der Uberlebenszeit bei Patienten mit Glioblastomen. Eine
Ganzhirnbestrahlung mit einer Dosis von 50, 55 bzw. 60 Gy flihrte zu einer mittleren
Uberlebenszeit von 28, 36 und 42 Wochen (Walker et al., 1980). Allerdings ist nach
Ganzhirnbestrahlung in ca. 5% der Falle nach Ablauf eines Jahres mit
Hirnfunktionseinschrankungen zu rechnen (Sheline, 1977). Als weitere mogliche
Spatkomplikationen werden GeféBverengungen, Strahlennekrosen und Zweittumoren
beschrieben (Leibel und Sheline, 1987; Shapiro, 1989). Die Ganzhirnbestrahlung
wird nur noch selten bei Gliomen durchgefihrt.

Mehr als 90% der Rezidive maligner Gliome entstehen im Bereich der
urspriunglichen Tumorregion (Choucair et al., 1986; Wallner et al., 1989). Diese
Erkenntnisse flhrten zu der Entwicklung der fokalen Strahlenbehandlung, bei der die
Strahlendosis auf das Tumorbett und eine Sicherheitszone appliziert wird. Sie stellt
heute die Standardtherapie in der Behandlung von Patienten mit malignen Gliomen
dar (Choucair et al., 1986). Eine retrospektive Untersuchung an 91 Patienten mit
einem Glioblastom, die stereotaktisch biopsiert und anschlielend bestrahlt wurden,
zeigte, dass diejenigen Patienten, die eine adaquate Strahlendosis von 60 Gy
erhielten, im Median 8 Wochen langer lebten, als die Patienten, die weniger als 50
bis 60 Gy Strahlendosis erhielten (Coffey et al., 1988).

Die Planung der Radiatio erfolgt auf der Basis von 3D-Schnittbilddatensétzen (CCT,
MRT). Hier wird das Zielvolumen exakt definiert und auf jedem einzelnen Bild der
Schnittbilduntersuchung eingezeichnet. Basierend auf den Ergebnissen von Coffey
erfolgt die Bestrahlung percutan mit einer Gesamtstrahlendosis von 60 Gy. Dabei
wird Uber einen Zeitraum von sechs Wochen mit 5 x 2,0 Gy pro Woche bestrahlt.
Die Standardtherapie beinhaltet heute eine postoperative Nachbestrahlung mit
gleichzeitiger Temodal-Gabe (Stupp et al., 2005). Ziel dieser Therapie ist es, die

verbliebenen tumordsen Zellen moglichst langfristig im Wachstum zu hemmen.
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1.4.4.8.3 Chemotherapie

Einen weiteren Therapieansatz bei Patienten mit Glioblastomen stellt die
Chemotherapie dar. Sie wird zum einen als adjuvante Therapie eingesetzt. Zum
anderen findet sie Anwendung bei fortgeschrittener Tumorausdehnung, die einer
neurochirurgischen Therapie nicht mehr zugénglich ist (Buckner et al., 1994). Im
Gegensatz zur Chemotherapie peripherer Organe wird die medikamentése Therapie
intrakranieller Tumoren durch verschiedene spezifische Probleme erschwert: Die
Blut-Hirn-Schranke  verhindert die Aufnahme vieler Pharmaka in das
Zentralnervensystem. Diese Schranke wird von der Mehrzahl der Tumoren
geschadigt und wird somit fir Pharmaka durchlassig. Die Schrankenstorung ist
jedoch inhomogen, so dass eine gleichmaRige Anflutung des Chemotherapeutikums
im Tumor nicht gewahrleistet ist. Ein weiteres Problem der Chemotherapie ist die
Minderperfusion von Tumorgewebe, verglichen mit normalem Hirngewebe.
Verschiede Zytostatika kamen bisher in der Chemotherapie von astrozytdren
Tumoren zum Einsatz. Zu diesen gehoren die Nitrosoharnstoffe ACNU (Nimustin),
BCNU (Carmustin) und CCNU (Lomustin), das Procarbacin, die Topoisomerase Il
Hemmer Etoposid (VP 16) und Teniposid (VM 26), das Vincaalkaloid Vincristin,
das Imidazonderivat Temozolomid und die Platinderivate Cisplatin und Carboplatin.
Im Rahmen der NOA-01-Studie (Neuroonkologische Arbeitsgemeinschaft der
Deutschen Krebsgesellschaft) wurde nach abgeschlossener Bestrahlung die Wirkung
von ACNU plus VM 26 oder ACNU plus Cytarabin bei neu diagnostiziertem
Glioblastom verglichen. Hier lag die mediane Uberlebenszeit bei Patienten mit
einem Karnofski-Index (ber 60 nach einer Radio- plus Chemotherapie im Median
bei 17,3 Monaten (Weller et al., 2003). In einer weiteren Studie wurde die
interstitielle  Chemotherapie mit BCNU-Wafer (Gliadel) zusétzlich  zur
Strahlentherapie untersucht. Die Ergebnisse zeigten bei malignen Gliomen einen
Anstieg der medianen Uberlebenszeit von 11,6 auf 13,9 Monate (Westphal et al.,
2003).

In einer Phase-11-Studie konnte fiir die Kombination Temozolomid zuséatzlich zur
Radiotherapie bei neu diagnostizierten Glioblastomen eine gute Durchfuhrbarkeit,
eine gute Vertraglichkeit und eine beachtliche Wirksamkeit aufgezeigt werden
(Stupp et al., 2002). Diese Studie war die Grundlage fir eine randomisierte Phase-

I11-Studie, in der die Rolle einer zusatzlichen Chemotherapie zur bisherigen
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Standardtherapie (Radiotherapie) nach Operation oder Biopsie bei neu
diagnostizierten Glioblastomen untersucht werden sollte. Dabei wurde die
alkylierende Substanz Temozolomid zusétzlich zur Radiotherapie mit alleiniger
Radiotherapie verglichen. Patienten zwischen 18 bis 70 Jahren mit einem neu
diagnostizierten Glioblastom wurden nach der Operation (oder Biopsie) in die beiden
Studienarme randomisiert. Der primdre Endpunkt war das Gesamtiiberleben. Die
sekundiren Endpunkte waren das progressionsfreie Uberleben, die Lebensqualitét,
die Sicherheit und Tolerabilitat der Therapie und eine Gesundheitskostenanalyse. Die
mittlere Beobachtungsdauer betrug 28 Monate. Innerhalb von sechs Wochen nach
Operation eines Glioblastoms wurden die Patienten im Standardarm Uber sechs
Wochen taglich mit 60 Gy in 2 Gy Fraktionen wéhrend 5 Tagen pro Woche bestrahlt.
Die Patienten im experimentellen Studienarm erhielten zusétzlich wéhrend der
gesamten Bestrahlungszeit Temozolamid in einer Dosierung von 75 mg/m?. Nach
Abschluss der Radiotherapie und einer vierwdchigen Pause wurde die
Chemotherapie an fiinf Tagen pro Monat in einer Dosierung von 150-200 mg/m?
Korperoerflache fur weitere sechs Monate fortgesetzt. Es wurden 573 Patienten in 85
Zentren randomisiert. 286 Patienten erhielten nur Radiotherapie, 287 erhielten
Temozolomid zusétzlich zur Radiotherapie, gefolgt von 6 Monaten Temozolomid.
Das mediane Alter betrug 56 Jahre. Das mediane Uberleben fiir die Kombination
Radiotherapie plus Chemotherapie betrug 14,6 Monate und fir Radiotherapie alleine
12,1  Monate. Das  2-Jahres-Uberleben lag bei 2655% in  der
Kombinationsbehandlung und bei 10,4 % im Radiotherapie-Mono-Arm. Patienten
auf dem Radiotherapie-Mono-Arm hatten die Mdoglichkeit, bei Tumorprogression
ebenfalls von der Chemotherapie mit Temozolomid zu profitieren. Der spéte Einsatz
von Chemotherapie (erst beim Rezidiv) konnte aber die besseren Resultate einer up-
front Therapie nicht mehr aufholen. Weiterhin zeigte diese Studie auch interessante
molekulargenetische Resultate.

Die Analyse des Tumorgewebes ergab einen Uberlebensvorteil fir Patienten mit
einem inaktivierten (methylierten) MGMT-Gen unabhdngig von der Behandlungsart
(Stupp et al., 2005). Neuere Untersuchungen belegen die Existenz von resistenten
Tumoren, wie z.B. eine Zellpopulation, die aufgrund der fehlenden Methylierung der
Promotor-Region des O-(6)Methylguanin-DNA-Methyltransferase-Gens (MGMT)
das MGMT-Genprodukt bildet. Das MGMT st ein Reparaturenzym, das durch
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alkylierende Chemotherapeutika verursachte DNA-Schéden reparieren kann. Bilden
die Tumorzellen viel MGMT, so kdnnen viele Schéden repariert werden, und die
Therapie ist weniger erfolgversprechend. Wird dagegen wenig MGMT gebildet, so
ist ein besseres Ansprechen der Patienten auf die Chemotherapie zu beobachten
(Tanaka et al., 2001). Es wurde in einer Begleituntersuchung zur EORTC-Studie
(Temozolomid plus Strahlentherapie vs. Strahlentherapie allein) festgestellt, dass vor
allem Patienten mit Glioblastomen, die eine Methylierung des O-(6)-Methylguanin-
DNA-Methyltransferase-Promotors aufweisen, von der zusétzlichen Chemotherapie
mit Temozolomid profitieren (Hegi et al., 2005).

1.4.4.8.3.1 PCV-Polychemotherapie

Unter der Polychemotherapie allgemein versteht man die Kombination verschiedener
Chemotherapeutika. Es werden meist zellzyklusunabhéngige mit
zellzyklusabhangigen Zytostatika kombiniert. Durch die Kombination verschiedener
Zytostatika mit unterschiedlichen Nebenwirkungen wird die Vertraglichkeit
verbessert und die Entstehung sekundér resistenter Zellen vermindert. Die PCV-
Polychemotherapie ist eine Kombination aus Procarbazin, CCNU und Vincristin.
Procarbazin ist eine alkylierende Substanz, deren Wirkmechanismus im Einzelnen
nicht geklart ist. Es liegt in Tablettenform vor, wird nach oraler Gabe gut resorbiert
und penetriert aufgrund seiner Lipophilie die Blut-Hirn-Schranke. CCNU ist ein
Nitrosoharnstoff, der oral in Kapselform verabreicht wird und aufgrund seiner
Lipophilie ebenfalls die Blut-Hirn-Schranke passiert. Vincristin ist ein
Mitosespindelgift, das die Zellteilung in der Metaphase der Mitose stoppt. Es ist
hydrophil und wird parenteral verabreicht.

Ein PCV-Zyklus besteht aus 29 Tagen. Nach Tag 29 folgt eine vierwdchige Pause
vor dem né&chsten Zyklus. Der néchste Zyklus wird erst begonnen, wenn die
Leukozyten iiber 3000/ul und die Thrombozyten tiber 100000/ul liegen.

1. Tag
- Ondansetron 4 mg oral oder i.v.
- CCNU 110 mg/m? Kérperoberflache
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8. und 29. Tag
- Vincristin intravends 1,4 mg/m? Korperoberflache

8. bis 21. Tag
- Procarbazin taglich oral 60 mg/m? Korperoberflache

|

Nach 29 Tagen
- vier Wochen Pause oder
- bis Leukozyten iiber 3000/ul und die Thrombozyten iiber 100000/ul

angestiegen sind

Abb. 8: PCV-Zyklus

Nebenwirkungen der PCV-Chemotherapie

Procarbazin: Eine h&ufig beobachtete Nebenwirkung von Procarbazin ist die
verzogerte Myelosuppression. Akute reversible gastrointestinale Beschwerden in
Form von Anorexie, Ubelkeit und Erbrechen werden ebenfalls haufig beobachtet.
Gelegentlich kommt es zu allergischen Reaktionen mit makulopapillarem Exanthem,
Hypereosinophilie oder Fieber. Seltene Nebenwirkungen sind anaphylaktischer
Schock, toxische epidermale Nekrolyse oder Stevens-Johnson-Syndrom. Auch
pulmonale Verdnderungen im Sinne einer interstitiellen Pneumonitis koénnen
auftreten. Hinweise auf Neurotoxizitat &uBern sich in Somnolenz, Depression,
Verwirrtheit, Unruhe, Halluzinationen oder Parasthesien der Extremitaten und sind
ebenfalls, wie der Haarausfall, reversibel. In Kombination mit anderen Alkylanzien
kommt es bei etwa 90 % der Ménner zu irreversiblen Azoospermien und bei etwa
50 % der Frauen zu einem permanenten Sistieren der Ovarialfunktion. Mit einer
Latenzperiode von 3-5 Jahren kann es zu Zweitneoplasien kommen.

CCNU: Nach Applikation von CCNU kommt es zu einer verzbgerten
Myelosuppression mit Leukozyten- und Thrombozytenabfall 3 bis 6 Wochen nach
der Applikation. Weitere Nebenwirkungen sind Ubelkeit, Erbrechen, Diarrho,
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Dermatitis, Stomatitis, Haarausfall, Hyperurikdmie, Leberschaden, Nierenschaden
und Schaden der ableitenden Harnwege, Stérungen der Spermatogenese und der
Owulation und neurotoxische Stérungen. Bei kumulativen Dosen iiber 1100 mg/m?
Kaorperoberflache besteht die Gefahr von Lungenfibrosen.

Vincristin: Bei Verabreichung von Vincristin wird nur selten eine Myelosuppression
beobachtet. Eine wichtige Nebenwirkung stellt die sensomotorische und autonome
Polyneuropathie dar. Weitere Nebenwirkungen sind Ubelkeit, Erbrechen, Diarrho,
Stomatitis, Hyperurik&mie, Stérungen der Spermatogenese und der Ovulation sowie
Intimareizungen. Selten kommt es zu Uberempfindlichkeitsreaktionen in Form von
Hautreaktionen  oder  Angioddemen, Fieber, Depressionen, Psychosen,

Kopfschmerzen, Hypertonie, Gewichtsverlust oder Hyponatridmie.

1.4.4.8.3.2 Temozolomid-Therapie

Temozolomid ist ein Imidazontetrazinderivat, das Quervernetzungen der DNA
bewirkt und vor allem an der O°-Position des Guanins alkyliert. Es wird nach oraler
Gabe gut resorbiert und penetriert aufgrund seiner Lipophilie sehr gut die Blut-Hirn-
Schranke. Temozolomid ist in Kapseln @ 5 mg, 20 mg, 100 mg und 250 mg
erhéltlich.

Temozolomid wird an den ersten 5 Tagen eines Zyklus in einer Dosis von 200
mg/m? Koérperoberflache gegeben. Ein Zyklus besteht aus 28 Tagen. Vor oder zu der
Temozolomid-Gabe werden oral 4 mg des Antiemetikums Ondansetron appliziert.
Vor jedem Zyklus werden Blutbild, Differentialblutbild, Elektrolyte, Retentionswerte
(Kreatinin, Harnstoff), Leberenzyme (SGOT, SGPT) sowie AP und y-GT
kontrolliert. Der nidchste Zyklus wird begonnen, wenn die Leukozyten iiber 3000/ul
und die Thrombozyten tiber 100000/ul liegen. Die Bestimmung von Leukozyten,
Thrombozyten und Hdmoglobin wird am 21. Tag des jeden Zyklus wiederholt.

1. Tag bis 5. Tag
- Ondansetron oral 4 mg
- Temozolamid oral 200 mg/m? Kérperoberflache

J
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Nach 28 Tagen
- Beginn des néachsten Zyklus am 29. Tag oder
- wenn Leukozyten iiber 3000/ul und die Thrombozyten iiber 100000/l

liegen

Abb. 9: Temozolomid-Zyklus

Nebenwirkungen der Temozolomid-Therapie

An haufigen Nebenwirkungen werden Kopfschmerzen (41 %), Ubelkeit (53 %) und
Erbrechen (42 %) angegeben. Bei weniger als 10 % der Patienten mit Ubelkeit und
Erbrechen ist eine antiemetische Therapie notwendig. Weitere Nebenwirkungen sind
Midigkeit (34 %), Obstipation (33 %), abdominale Schmerzen (9 %), Diarrho
(16 %) und Anorexie (9 %). Verzogerte Myelosuppression mit Ausbildung einer
Anémie (4 %), Leukopenie (11 %), Neutropenie (14 %) und Thrombozytopenie
(19 %) werden vor allem bei alteren weiblichen Patienten beobachtet. Weniger als
10 % der Patienten im Zelltief durch Myelosuppression missen zur Bluttransfusion
hospitalisiert werden. Infektionen und Fieber werden in weniger als 13 % der Falle
beobachtet. Wenn sich Infektionen entwickeln, betreffen diese berwiegend die
Atemwege (Pharyngitis 8 %, Sinusitis 6 %, Infekte der unteren Atemwege 8 %,
Husten 5 %) oder die Harnwege (8 %) (Stupp et al., 2005; Brada et al., 2001).
Weiterhin gibt es seltene Berichte tber atypische Pneumocystis carinii Pneumonien
(Yu et al., 2007).

1.5 Pathophysiologie von Hirntumoren

1.5.1 Blut-Hirn-Schranke

Die Blut-Hirn-Schranke ist eine physiologische Barriere zwischen dem Blutkreislauf
und dem Zentralnervensystem, das im ZNS zur Erhaltung der Homdostase dient. Die
Durchléssigkeit von Hirnkapillaren ist durch die Blut-Hirn-Schranke diffizil geregelt.
Sie reguliert den Ubertritt von Substanzen in das ZNS und stellt fiir hydrophile
Makromolekiile eine Permeationssperre dar. Lipophile Substanzen kdnnen dagegen
nahezu vollstandig durch Diffusion aus dem Blut entzogen werden. Diese Barriere
wird Uber sogenannte ,tight junctions“ erreicht. ,, Tight junctions” bestehen aus
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einem Netzwerk schmaler Strange, die von spezialisierten Membranproteinenen
gebildet werden. Die extrazellularen Doménen dieser Membranproteine verbinden
sich und bilden damit eine Zellverbindung. Sie umgeben girtelartig den gesamten
Zellumfang und bilden auf diese Weise im Epithelzellverband eine
zusammenhangende Diffusionsbarriere, die den parazelluldaren Transport von
Molekiilen Gber das Epithel verhindert bzw. kontrolliert. Weiterhin verhindern sie
die freie Bewegung von Membrankomponenten und erhalten dadurch die Polaritat
der Epithelzellen indem sie sie in apikale und basale Bereiche unterteilen.

Die Blut-Hirn-Schranke stellt ebenfalls eine Barriere flir Chemotherapeutika dar, die
uber den Blutweg anstromen. Sofern flr diese Substanzen keine speziellen Carrier
vorhanden sind, ist die Uberwindung der Barriere vor allem von ihrer Lipophilie
abhéngig (Brandes und Foirentino, 1996; Jolliet-Riant und Tillement, 1999).
Schéadigungen am Hirngewebe fiihren Gber die Aktivierung eines komplexen
zelluldren Systems zu einem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke. Zerebrale
Endothelzellen besitzen Rezeptoren fir die Nukleotide ATP (Adenosintriphosphat),
UTP (Uridintriphosphat) und ADP (Adenosindiphosphat). Eine Aktivierung dieser
Nukleotid-Rezeptoren fiihrt zu einer Steigerung der Permeabilitat der Blut-Hirn-
Schranke (Abbott, 1991; Abbott, 2000).

1.5.2 Entstehung des Hirnédems

Das Gehirn reagiert auf eine Vielzahl von Stérungen mit einem Odem. Dies kénnen
Hirninfarkte, schwere Schadel-Hirn-Traumen aber auch Hirntumoren sein. Das
Odem kann ein erhebliches AusmaR erreichen. Es wird angenommen, dass es durch
eine  Stoérung der Blut-Hirn-Schrankenfunktion zu einem Ausstrom von
proteinreicher und plasmaartiger Flissigkeit aus den Gefdllen ins Hirnparenchym
kommt (Schlegel und Westphal, 1998). Es werden das zytotoxische und das
vasogene Odem unterschieden. Das zytotoxische Odem betrifft sowohl die graue als
auch die weiBe Hirnsubstanz und ist durch den Ausfall aktiver
Transportmechanismen bedingt. Das Odem kann innerhalb von Sekunden oder
Minuten nach einem Gefél3verschluss entstehen und ist fur den Fall einer sofortigen
Rezirkulation des ischdmischen Bereiches reversibel. Bei diesem Prozess bleibt die
Kapillarpermeabilitat unveréndert (Abbott, 2000).
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Das zytotoxische Hirnédem beruht auf einer toxischen Schadigung des
Zellmetabolismus und der damit einhergehenden Dysfunktion der in der glialen,
neuronalen und endothelialen Membran lokalisierten Na+/K+-ATPase durch
Zellgifte wie Zyanid oder Kohlenmonoxid. Diese Funktionsstérung tritt in
Abhangigkeit von der Schwere des Primdrschadens und der Begleitumstéande
(Hypoxie, Schockzustand, Hypoglykamie, usw.) auf. Sie flhrt neben einer
vermehrten intrazelluldaren Na+- und Wasserretention zu einer extrazellularen
Akkumulation von Kalium (Katayama et al., 1990). Es kommt zu -einer
Zellschwellung durch Zusammenbruch der lonengradienten und Flissigkeitseinstrom
vom extra- in den intrazellularen Raum. Eine primdre Schadigung der Blut-Hirn-
Schranke I&sst sich nicht nachweisen.

Kommt es innerhalb von Stunden oder Tagen nicht zu einer Reperfusion des
ischamischen Bereiches oder ist die Reperfusion nur unzureichend, bildet sich ein
vasogenes Odem. Es entsteht durch eine primare Schadigung der Blut-Hirn-Schranke
in der Umgebung von Herdprozessen (perifokales Odem) wie Hirntumoren,
Verletzungsherden, Massenblutungen und entziindlichen Lé&sionen. Das vasogene
Odem entwickelt sich in drei Phasen: Phase der Exsudation, Phase der Ausbreitung
und Phase der Auflésung. Bedingt durch eine Aufweitung der interendothelialen
Light junctions® kommt es in der exudativen Phase zu einer, durch die fokale L&sion
hervorgerufene, Permeabilitatssteigerung der Kapillarendothelien. Durch den
bestehenden hydrostatischen Druck und dem daraus resultierenden Druckgradienten
kommt es zum Ubertritt eines proteinreichen, plasmaahnlichen Filtrates in den
zerebralen Extrazellularraum. Die Flissigkeit breitet sich vornehmlich in der weilRen
Substanz aus, da die parallel angeordneten Bahnen der weillen Substanz weniger
Widerstand bieten, als der vergleichsweise kompakte und zellreiche Kortex. Durch
das Odem kommt es zu einer Kompression der HirngefaRe, der intrakranielle Druck
steigt an und fuhrt zu einer Druckschadigung von Hirngewebe und Hirnnerven
(Schilling und Wahl, 1997; Stummer, 2007). Eine operative Entfernung der fokalen
Schadigung fiihrt unverziiglich zu einer Abnahme des Odems (Samdani et al., 1997).
Mediatoren des Hirnédems sind VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor),
Stickstoffmonoxid und Arachidonsauremetaboliten (Imaizumi et al., 1996; Yasuma
et al., 1997; Schilling und Wahl, 1999; Unterberg et al., 1997).
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VEGF ist ein Zytokin, das urspringlich als vaskulérer Permeabilitatsfaktor
beschrieben wurde. Weiterhin ist es in die Angiogenese involviert (Senger et al.,
1983). Dariiber hinaus scheinen VEGF in die Tumorgenese, die Neovaskularisation
und die Odementstehung involviert zu sein (Machein und Plate, 2000). VEGF bindet
uber die Tyrosin-Kinase-Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 an Endothelzellen.
Diese Rezeptoren werden iberwiegend von den Endothelzellen exprimiert. VEGF
bewirkt durch die Rezeptorenbindung eine Steigerung der Permeabilitdt an den
Endothelzellen und ist in seiner 6demsteigernden Wirkung rund tausend Mal starker
als Histamin (Connolly, 1991; Criscuolo, 1993). Weiterhin besteht ein
Zusammenhang zwischen der VEGF Expression und dem Malignitatsgrad von
Gliomen. Low grade Gliome exprimieren niedrige Konzentrationen von VEGF. Bei
einer sekundaren Malignisierung der Low grade Gliome zum Glioblastoma
multiforme kommt es zu einem bis zu 50-fachen Anstieg der VEGF mRNA
Konzentrationen (Plate et al., 1992). Auch Arachidonsduremetaboliten haben eine
permeabilitatssteigernde  Wirkung. Erhohte Leukotrienkonzentrationen (LTCy)
wurden in Glioblastomen und im umliegenden perifokalen Odem gefunden. Dabei
bestand eine Korrelation zwischen der Hohe der LTC4-Konzentration und der
Ausdehnung des peritumoralen Hirnédems (Black et al., 1986; Simmet et al., 1990).
Im Zusammenhang mit der Entstehung von peritumoralen Odemen wurde dariiber
hinaus die Rolle von Stickstoffmonoxid (NO) untersucht. Stickstoffmonoxid wurde
als ein spezifischer Mediator der Vasodilatation und des tumoralen Blutflusses in
priméren Hirntumoren identifiziert. Als eine Folge der Tumorhypoxie kommt es zu
einer Induktion von Isoenzymen der Stickstoffmonoxid-Syntase (NOS). Es wird
davon ausgegangen, dass die Synthese und die Freisetzung von NO in der VEGF
induzierten Odembildung eine entscheidende Rolle spielt (Mayhan, 1999). Weitere
vasogene Substanzen, die moglicherweise zur Entstehung des peritumoralen
Hirnddems beitragen, sind Serotonin, Thromboxane und PAF (Gaetani et al., 1991;
Hirashima et al., 1998).

1.5.3 Behandlung des Hirnédems

Die Therapie eines erhohten intrakraniellen Drucks ist ein Zusammenspiel aus sich

erganzenden MaRnahmen. Zum einen werden operative Malinahmen wie die Anlage
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einer externen Ventrikeldrainage oder eine  Dekompressionskraniotomie
durchgefuhrt. Zum anderen werden konservative Therapiemalnahmen (méaRige
Oberkdrperhochlagerung, moderate  Hyperventilation, maRkige Hypothermie,
Vasopressoren zur Anhebung des CPP, Gabe von Schleifendiuretika und
hyperosmolaren Ldsungen, Barbituratnarkose) angewendet (Bullock et al., 1995;
Povlishock, 2000).

Glukokortikoide, wie Dexamethason, werden zur Therapie des vasogenen
Hirnddems eingesetzt. Sie stellen in der Behandlung von Glioblastomen eine
Standardmedikation dar. Sie sind in der Lage, die Liquorproduktion zu hemmen und
die Liquorabsorption zu verstarken (Love et al., 1984; Eisenberg et al., 1970).
Dadurch wird das perifokale, den Tumor umgebende Odem reduziert, die
raumfordernde Wirkung des intrakraniellen Prozesses reduziert und eventuell
vorliegende neurologische Symptome verbessert. In einer in-vitro Untersuchung an
kultivierten Zellen von malignen Gliomen konnte eine Unterdrickung der
Produktion von Enzymen wie den Vascular Permeability Factor (VPF) und den
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) durch Gabe von Dexamethason gezeigt
werden. Dies filhrte in der Summe zu einer Abnahme des Odems (Criscuolo et al.,
1989).

1.6 Eikosanoide

Die Metaboliten der Arachidonséure werden nach ihrer chemischen Struktur unter
dem Begriff Eikosanoide (mehrfach ungeséttigte Cyo-Fettsaure; griechisch ,.eikosi* =
zwanzig) zusammengefasst. Die Eikosanoide werden auch als Gewebshormone
bezeichnet, da ihr Wirkort in der N&he des Ortes ihrer Biosynthese liegt. lhre
biologische Halbwertszeit liegt im Minutenbereich. Die meisten Eikosanoide sind
Entzindungsmediatoren. In Abbildung 10 ist die Entstehung der Arachidonséure und
ihrer Metaboliten dargestellt.

53



Kortisol

Lipokortin
M akrokortin ASS
Zellmembran
Phospho- Phospho-
lipase Ay lipase C

Arachidon - DAG IP 3 PIP ,
saure

| Lipoxygenase | |Cyc|ooxygenase I

| ;|Cycl0endoperoxyd
|Hydroxyparoxy-F$ li Vl (PGG )

G
% il /

Hydroxy - Leuko- | Prostaglandin H: |—>|cGMPT |
FSn triene
v < v
PIP2 = Phosphoinositolpyrophosphat PG, |Thromboxane | Prostacycline
IP 3 = Inositolpyrophosphat PG e
DAG = Diacylglycerol PG ¢

FSn = Fettsauren
ASS = Acetylsalicylsaure

cGMP =cycl. Guanosinmonophosphat
Ity = Interleukin 2

PG = Prostaglandin

Aktivierung = ——p
Wemmung « ——]

Erhéhung =T

Abb. 10: Schematische Darstellung der Freisetzung der Arachidonséure und ihrer
Metaboliten.

Die klinisch-chemische Bestimmung der Arachidonsdure-Derivate wird durch die
sehr geringen Konzentrationen und den raschen Abbau dieser Stoffe im Gewebe und
im Blut erschwert. Ein sicherer analytischer Nachweis ist mit der HPLC meist in

Galle und Urin moglich.

1.6.1 Arachidonsaure

Die Zellmembranen sind ein wichtiger endogener Speicher fir Arachidonséure, die
die Ausgangssubstanz fir die Bildung von Prostaglandinen, Prostacyclinen,
Thromboxanen und Leukotrienen darstellt (Abbildung 10). Die Arachidonséure ist
eine mehrfach ungeséttigte Fettsaure, die bei Bedarf von den Phospholipiden der
Zellmembranen abgespalten wird. Die Arachidonséure und ihre Derivate werden
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nach Stimulierung der Zelle aus Vorstufen synthetisiert. lhre Bildung setzt einen
intakten Enzymapparat flr den Arachidonsdauremetabolismus und einen
Signaltransfer von der Zelloberflache in das Zellinnere voraus. Ein Schlusselenzym
fur die Arachidonsdurefreisetzung ist die Phospholipase A, die durch Bindung von
Adrenalin, Acetylcholin oder Histamin an spezifische Rezeptoren der Zellmembran
aktiviert wird. Ein anderer Ausloser fur die Aktivierung ist die Zerstdrung von
Membranstrukturen, beispielsweise als Folge von Traumen.

Arachidonsaureprodukte spielen eine entscheidende Rolle in der Regulation von
Entzlindungsreaktionen und Immunantworten. Eine Vielzahl pathophysiologischer
Prozesse ist an ihre Anwesenheit gebunden. Eine gesteigerte Leukotriensynthese im
ZNS lieR sich unter pathologischen Bedingungen, wie Ischamie, Trauma,
H&morrhagien sowie bei zerebralen Tumorerkrankungen nachweisen (Black et al.,
1986; Kiwak et al., 1985; Simmet et al., 1990; Winking et al., 1996; Winking et al.,
1998). Die Aktivierung in der Korperperipherie ist Ca?*-abhangig. Es konnte jedoch
beobachtet werden, dass in Mitochondrien von Rattenhirnen Phospholipase A; auch
Ca’*-unabhingig reagieren kann (Dennis, 1997). Die Freisetzung neuronaler
Phospholipase A; ist an eine Vielzahl von Rezeptoren gebunden (Westcott et al.,
1998). Wie aus Abbildung 10 hervorgeht, leitet das Enzym Cyclooxygenase die
Synthese von Prostaglandinen, Prostacyclinen und Thromboxanen aus der
Arachidonsdure ein. Die Cyclooxygenase besteht aus zwei Unterformen:
Cylooxygenase-1 (COX-1) und Cyclooxygenase-2 (COX-2). Wahrend COX-1 fir
wichtige Organfunktionen, wie die Regulierung der Nierendurchblutung und den
Schutz der Magenschleimhaut vor der Magensaure zustandig ist, leitet COX-2 bei
Freisetzung eine Entzlindungsreaktion ein. Durch selektive COX-2 Inhibitoren wie
Ibuprofen oder Indometazin kann dieses Enzym selektiv gehemmt werden. Die
Lipoxygenase dagegen katalysiert die Bildung von Leukotrienen und

Hydroxyfettsauren.

1.6.2 Biologische Wirkung der Leukotriene

Leukotriene wurden erstmals 1979 beschrieben. Die Bezeichnung nimmt Bezug auf
die Herkunft aus neutrophilen oder basophilen Leukozyten (Leuko-) und auf die drei
konjugierten Doppelbindungen (-triene) dieser Substanzklasse (Borgeat und
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Samuellson, 1979). Der entscheidende Stimulus fir die Synthese aus der
Arachidonsdure sind Entziindungsreaktionen, z. B. hervorgerufen durch Ischdmie,
Trauma, H&morrhagie oder Tumorerkrankungen. In Abbildung 11 st die
Leukotrienkaskade dargestellt.
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Abb. 11: Biosynthese der Leukotriene aus der Ausgangssubstanz Arachidonséure.

Wie in Abbildung 11 gezeigt, sind Leukotriene Produkte des Lipoxygenaseweges der
Arachidonsdure. Das Enzym 5-Lipoxygenase stellt das Schlisselenzym bei der
Leukotriensynthese dar. Durch einen zellularen Stimulus wird das im Zytosol
befindliche Enzym aktiviert und bindet sich an die nukledre Membran (Brock et al.,
1994). Durch die Aktivitat der Lipoxygenase entsteht eine Serie von hydroxylierten,
vielfach ungeséttigten Fettsduren wie 5-HPETE, 12-HPETE und Leukotrienen. Aus
5-HPETE wird durch Dehydratation das instabile Leukotrien As; (LTA4) gebildet.
Das instabile Leukotrien A4 kann in polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten,
Monozyten und Makrophagen der Lunge enzymatisch zu LTB,4 hydroxiliert werden
(Samuelsson, 1987 und 2000). Nach der Ubertragung des Tripeptids Glutathion auf
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Leukotrien A, durch das spezifische Enzym Glutathion-S-Transferase entsteht
Leukotrien C4 (LTC4). Durch Abspaltung einzelner Aminoséuren entstehen
Leukotrien Dy (LTD4) und Leukotrien E4 (LTE4) (Samuelsson, 1987 und 2000;
Peters-Golden, 1998). Leukotrien E, wird anschliefend durch eine y-Glutamyl-
Transpeptidase in Gegenwart von Gluthation in LTF, tberfahrt. Wird 5-HPETE am
C-12-Atom hydroxiliert, entsteht das Leukotrien B4 (LTB,). Die Buchstaben C, D, E
und F charakterisieren dabei die unterschiedliche Lange der Peptidseitenketten. Der
Zahlenwert beschreibt die Anzahl der Doppelbindungen im Molekil der
Arachidonséure.

Die Leukotriene LTC4, LTD4 und LTE4 werden auch als Cysteinyl-Leukotriene
bezeichnet. LTC, ist der Hauptmetabolit in der Gruppe der Cysteinyl-Leukotriene.
Als biologische Hauptwirkungen sind bei diesen Substanzen langsame und lang
anhaltende Kontraktionen der glatten Muskulatur, besonders der Bronchien, sowie
eine  Erhohung der Gefdlpermeabilitdit und eine erhohte Mukussekretion
nachgewiesen. Durch Kontraktion der Gefalwandmuskulatur und der Endothelzellen
von Kapillaren und Venolen entsteht tiber Plasmaextravasation ein vasogenes Odem
(Dahlén et al., 1987).

1.6.3 Leukotriene im zentralen Nervensystem

Die physiologischen Syntheseorte der Leukotriene im ZNS sind die weil3e und graue
Hirnsubstanz (Simmet et al., 1989 und 1990; Seregi et al., 1990). Der
Hauptsyntheseort ist die Astroglia. Die Aktivitat der 5-Lipoxygenase ist dabei sehr
unterschiedlich. Im Bulbus olfaktorius und in der Hypophyse wurden die héchsten
Werte gemessen, gefolgt von Cortex, Corpus striatum und Hypothalamus (Shimizu
et al., 1987; Seregi et al., 1990). Im ZNS werden (ber eine Vielzahl von
Lipoxygenasestoffwechselwegen ungesattigte Fettsduren gebildet. In Tierversuchen
konnte gezeigt werden, dass neben einer Calcium-abhangigen Lipoxygenase auch
eine Leukotrien B4-Hydroxylase zur Synthese von LTB, fuhrt (Shimizu et al., 1987).

1.6.4 Leukotriene im Hirntumorgewebe

Maligne Hirntumoren werden von einem tumoralen Odem, hauptsichlich vom

vasogenen Typ, begleitet (Samdani et al., 1997). Die Ursache hierflr liegt in einer
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Storung der Blut-Hirn-Schranke. Unter diesen pathologischen Bedingungen kénnen
Plasmabestandteile von niedrigem bis hohem Molekulargewicht die Hirnkapillaren
verlassen und einen Flissigkeitsstrom in den Extrazellularraum bewirken (Schilling
und Wahl, 1997).

Mediatoren spielen bei den pathophysiologischen Abladufen der Entwicklung eines
vasogenen Hirnddems eine entscheidende Rolle. Sie werden durch geschadigtes
Hirngewebe bzw. Tumorgewebe freigesetzt und sind in der Lage, die Permeabilitét
der Blut-Hirn-Schranke zu beeinflussen. Zu den Mediatoren zé&hlen Histamin,
Bradykinin, Serotonin, Interleukine und Leukotriene (Black et al., 1990). Es konnte
gezeigt werden, dass im Bereich von malignen Hirntumoren Leukotriene die
Permeabilitat der Blut-Hirn-Schranke erhdhen (Black et al., 1990; Chio et al., 1992).
Weiterhin konnte eine Korrelation zwischen der Leukotrienbildung (LTC.) in
malignen Gliomen und dem AusmaR des peritumoralen Odems gezeigt werden
(Black et al., 1986; Simmet et al., 1990). Darlber hinaus konnte nachgewiesen
werden, dass eine Korrelation zwischen der Biosynthesekapazitat fir Cysteinyl-
Leukotriene im Tumorgewebe und dem Malignitatsgrad besteht. Bei Patienten mit
malignen Astrozytomen wurden vor dem operativen Entfernen des Hirntumors hohe
Mengen an LTE,4 im Urin gemessen. Die gemessenen LTE, Konzentrationen im Urin
am 7. post-operativen Tag zeigten im Vergleich zu den pra-operativ gemessenen
Mengen einen Abfall bis zu 90 % (Winking et al., 1996). Weiterhin konnte
nachgewiesen werden, dass in malignen Gliomen das Enzym y-
Glutamyltranspeptidase  (y-GPT) vermindert ist. Dieses Enzym inaktiviert
Leukotriene und reduziert auf diese Weise ihre Wirkung (Black et al., 1990; Baba et
al., 1991). Die Folge der mangelnden Leukotrien-Inaktivierung ist eine lokale
Steigerung der cerebralen Vasopermeabilitat mit fokaler Odementstehung.

1.7 Topoisomerasen

Die rdumliche Organisation der DNA (Topologie) spielt eine essentielle Rolle bei
zellularen Prozessen wie Zellteilung, Rekombination von Genen und bei der
Transkription. Damit die DNA in der Zelle Platz findet, ist eine etwa 1000-fache
Kondensation der DNA notwendig. Fir diese Komprimierung sind einerseits

Wechselwirkungen mit zweiwertigen Kationen und Proteinen, andererseits eine
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spezielle Topologie der beiden komplementdren DNA-Molekile, die Superhelix,
verantwortlich. Ein DNA-Molekiil besitzt aufgrund der positiven Doppelhelix eine
feste Anzahl an Verknupfungen der beiden komplementdren und umeinander
gewundenen DNA-Strédnge. In dieser Position ist die DNA im so genannten
relaxierten Zustand. Die DNA-Molekile missen fir Ablesevorgange partiell
entwunden werden. Das Auftrennen der Strdnge erzeugt topologisch bedingte
Spannungen in der helikalen DNA-Struktur. Diese Spannungen werden durch die
Wirkung von Topoisomerasen aufgehoben.

Topoisomerasen sind fur alle Zellen essentiell (Wang, 1996). Bei allen Reaktionen,
bei denen die Topologie der DNA verdndert wird, spielen die Topoisomerasen eine
wichtige Rolle, zum Beispiel bei der Transkription oder der Rekombination von
Genen. Im Wesentlichen arbeiten die Topoisomerasen der Eukaryonten und der
Prokaryonten gleich. Die Topoisomerasen werden in zwei Familiensubtypen
unterteilt: Topoisomerase Typ | und Topoisomerase Typ Il. Die Einteilung erfolgt
nach Induktion von Einzel- oder Doppelstrangbruchen.

Topoisomerase Typ |

Die Topoisomerase Typ | ist ein im Zellkern lokalisiertes Protein, bestehend aus 765
Aminosduren. Sie hat ein Molekulargewicht von 91 kDa (Larsen und Gobert, 1999).
Ihre Aufgabe ist die sequentielle Trennung und Relegation eines DNA-Stranges. Sie
ist ein Phosphoprotein und kann durch Serin/Threonin-Kinasen wie Proteinkinase C
phosphorylisiert werden. Eine Dephosphorylisierung geht mit einem Verlust der
Féhigkeit, superhelikale DNA zu relaxieren, einher (Yu et al, 2004). Die
Topoisomerase Typ | verursacht energieunabhéngige Einzelstrangbriiche, indem sie
sowohl an negative als auch an positive superhelikale DNA bindet. Das monomere
Enzym wird nach Offnen der beiden DNA-Strange kovalent an das 5 -Phosphat des
gespaltenen DNA-Stranges gebunden. Der intakte Strang wird durch den DNA-Spalt
gefihrt. Nach Abtrennen des Enzyms vom 5°-Phosphatende wird die
Phosphodiesterasebindung des DNA-Strangs wieder verschlossen (Schneider et al.,
1990).
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Topoisomerase Typ |1

Die Topoisomerase Typ Il ist ein Protein mit der GroBe von 170 kDa. Die
Topoisomerase Typ |1, die aus zwei identischen Untereinheiten aufgebaut ist, kommt
in Form von DNA-Topoisomerase Ila und Ilb vor (Tan et al, 1992). Sie
unterscheiden sich durch biochemische und pharmakologische Eigenschaften. Die
Topoisomerase Typ Il verursacht eine vortibergehende Spaltung beider Strénge in
einer ATP-abhdngigen Reaktion. Durch Schneiden des gebundenen DNA-
Doppelstrangs entstehen kurze, (berhdngende Einzelstrangenden. Durch die
kovalente Bindung von Phosphat-Gruppen an die Enzymuntereinheiten ist
Topoisomerase Typ Il in der Lage einen DNA-Doppelstrang durch einen weiteren
(oder gleiches Segment des gleichen Stranges) hindurchzufiihren. Die kovalenten
Bindungen werden geldst und die DNA wieder verschlossen.

Topoisomerase Typ | und Typ Il unterscheiden sich neben ihrer Funktion auch in
ihrem Regulationsmechanismus. Die Topoisomerase Typ Il weist, je nach
Wachstumszustand der Zelle, eine zyklusabhéngige Aktivitat auf. Topoisomerase
Typ | dagegen weist keine ausgepragte Zellzyklusabhéngigkeit auf (Hwang et al.,
1989). In verschiedenen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen der Aktivitat
von Topoisomerase Typ | oder Il und Malignisierung von Gewebe beobachtet
werden. So zeigen Studien an Kolonkarzinomgewebe eine Erhohung der
Topoisomerase | Aktivitdt. Hier besteht eine Korrelation zwischen dem
Malignitatsgrad und der Erhéhung der Topoisomerase | Aktivitat (Giovanella et al.,
1989). In anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es in entarteten
Zellen zu einer weitgehenden Aufhebung der zellzyklusabhangigen Aktivitat von
Topoisomerase 1l kommt. Hier bleibt die Aktivitat auf einem konstant hohen Niveau
und ist kaum durch duBere Bedingungen beeinflussbar (Sullivan et al., 1987). Die
pharmakologische Blockierung dieser Enzyme gewann daher hinsichtlich der
Entwicklung neuer antimikrobieller Substanzen und Antitumormedikamente an
Bedeutung (Burden und Osheroff, 1998).
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2 Weihrauch

2.1 Weihrauch in der Medizin

Weihrauch spielte bereits im Altertum eine herausragende Rolle bei der
Gotterverehrung, aber auch in der Medizin und in der Kosmetik. Uberliefert ist, dass
um 2400 v. Chr. der &gyptische Konig Sahure eine Schiffsexpedition in das heutige
Somalia schickte, um von dort die Weihrauchpflanze (lat. ,,Boswellia®) nach
Agypten bringen zu lassen. In den Schriften von Hippokrates (406 - 377 v. Chr.)
gehdrt Weihrauch zu den meist empfohlenen Arzneimitteln. In Indien wird der
Weihrauch seit langem in der traditionellen Medizin, wie z.B. Ayurveda als
Arzneimittel bei Rheumatismus, Fettleibigkeit und anderen Krankheiten verwendet.
Die Ayurveda-Medizin behandelt auch Wunden, Geschwiire, Tumoren von Magen,
Leber und Milz sowie Wucherungen der Augenbindehaut, Brustwarzenkrebs,
Abdominal- und Analtumoren, tuberkulése Restherde, Arthritis oder Gicht mit
Weihrauchprodukten. Sie galten nicht nur als schmerzstillende, sondern auch als
sedierende Mittel und wurden deshalb auch zur Behandlung von Nervenkrankheiten
eingesetzt (Ammon, 1992).

Erst im 20. Jahrhundert wurden wissenschaftliche Untersuchungen der Bestandteile
und der medizinischen Anwendungsmoglichkeiten wvon Weihrauch bzw.
Weihrauchextrakten durchgefuhrt und dokumentiert. Ein allgemein gestiegenes
Interesse an pflanzlichen Heilmitteln hat zu einem erneuten Interesse am Weihrauch
gefuhrt. Am eingehendsten erforscht ist die Anwendung im Bereich der chronisch-
entzundlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Beide
Krankheiten sind durch unklare Krankheitsentstehung und chronischen Verlauf mit
wechselhafter Schwere gekennzeichnet (Ritter, 1998; Chang et al., 2001; Podolsky,
2002). Weihrauchpraparate verbessern bei Morbus Crohn die Lebensqualitat
(Gerhardt et al., 2000; Gerhardt, 2001; Seifert und Gerhardt, 2001).

Tabelle 4 gibt einen Uberblick iber die historische und medizinische Verwendung

der Weihrauchprodukte.
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Tab. 4: Historische und moderne medizinische Verwendung von Teilen des

Weihrauchbaumes.

Boswellia-Spezies Pflanzenteil Verwendung
Verschiedene Harz Viele Lander: Asthma, Uterusleiden, in Pflastern und
Salben; Haut- und Blutkrankheiten, Fieber,
Schlangenbisse, Krampfe, Katarrh, Ausschlag,
Pflasterherstellung
Rinde Indien: Asthma, Dysenterie, Geschwiire,
Hautkrankheiten, ,,zur Blutreinigung*
Friichte, Bliiten Leukodermie, Hamorrhoiden
B. serrata Harz Indien: Rheuma, ,,Nervenleiden®, Diabetes,
Magenbeschwerden, Haut-, Lungen- und weitere
Krankheiten, Durchfall, Dysenterie, Lungen- und
Hauterkrankungen, Fieber, Geschwiire und weitere
Krankheiten
Rinde Indien: Epilepsie, Leukodermie, Rippenfellentziindung,
Schlangenbisse, Wundbehandlung, Erkaltungen,
Durchfall, Hauterkrankungen
Blatter Indien: Wundbehandlung, Augenkrankheiten
Samen Indien: Schlangenbisse, Haarwuchsmittel
Ganze Pflanze Afrika: Antiseptikum
B. dalzielli Ganze Pflanze Afrika: Wundbehandlung
Blétter, Afrika: Irrsinn
Wurzelrinde
Rinde Afrika: Windpocken, Schlangenbisse, Magen-Darm-
Beschwerden, Fieber, Rheuma, Schmerzen, Schwindel,
Dysenterie
Wurzel Afrika: Syphilis
Waurzel, Rinde Afrika: Gegenmittel bei Pfeilgiften, Emetikum
Harz Afrika: als Antiseptikum
B. microphylla Wurzel Somalia: Durchfall
B. negleca Wurzel Gonorrhd, als Diuretikum
B. ovalifoliolata Stamm (Rinde) Indien: Hydrozele, Entziindungen, Schwellungen,
Magengeschwiire
B. sacra Harz, Holz Afrika: als Diuretikum, Husten, Expektorans,
Bilharziose, Syphilis, Magenschmerzen, Duftmittel
B. frereana Harz, Holz Duftmittel
B. carterii Harz, Holz Duftmittel

(Weeks, 2003)

2.1.1 Botanische Grundlagen

Der Weihrauchbaum gehért zur Gattung der Balsambaumgewéchse (lat.
»Burseraceae”). Die Baume oder Dornstraucher werden bis zu 6m hoch und sind mit
uber 20 Arten in den Trockengebieten Ost-Afrikas, Indiens und der arabischen
Halbinsel verbreitet. Ihre Blatter sind unpaarig gefiedert. Ihre Bliten sind weil} bis
rotlich und ihre Steinfriichte dreikantig (Abbildung 12).

Es sind die zwei Weihraucharten ,,Olibanum* und ,,Salai guggal* zu unterscheiden.

Das arabische Harz ,,Olibanum® wird vor allem aus den Arten Boswellia sacra flueck
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(Sudarabien), Boswellia carteri (Somalia) und Boswellia frereana (Somalia)
gewonnen. Wichtigster Lieferant fur das indische Harz ,Salai guggal® ist Boswellia
serrata (Ostindien). Allen Boswellien ist gemein, dass sie trockene Klimate und
felsige Boden bevorzugen. Sie reagieren auf die N&hrstoffknappheit der Standorte
mit einer flachen und breiten Wurzelbildung. Dies bedingt grolRe Abstédnde zwischen

den einzelnen Baumen.

Abb. 12: A: Boswellia sacra, B: Boswellia serrata

2.1.2 Weihrauch als Phytopharmakon

Phytopharmaka sind Arzneizubereitungen aus Pflanzen. Die arzneiliche Wirkung
ergibt sich haufig aus dem Zusammenspiel mehrerer naturlicher Inhaltsstoffe.
Phytopharmaka werden hdufig durch Extraktion aus dem Pflanzenmaterial
gewonnen. Anhand des Gehaltes bekannter Wirkstoffe konnen die Extrakte der
Phytopharmaka standardisiert und mit relativ konstanter Dosierung verabreicht
werden. Phytopharmaka unterliegen gemaR Arzneimittelgesetz den gleichen
Anforderungen hinsichtlich Qualitdt, Unbedenklichkeit und Wirksamkeit wie
chemisch-pharmazeutische Arzneimittel (Teuscher, 1997).

2.1.3 Gewinnung und Inhaltsstoffe des Weihrauchextraktes

Zur Gewinnung von Weihrauchharzen werden die Stdamme der Boswellien in den
Monaten Marz und April angeschnitten. Dabei tritt ein milchiger Saft aus, der in den
Zellzwischenrdumen der Pflanzen gebildet wird. Je nach GrofRe und Dicke von
Stamm bzw. Asten werden 10 bis 30 Schnittstellen angebracht. Die beim Anschnitt
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austretende Fllssigkeit erstarrt an der Luft zu gelblichen, rétlichen oder bréunlichen
Harzkornern (Abbildung 13).

e

Abb. 13: Harz der Weihrauchpflanze

Das aus dem ersten Anschnitt gewonnene Harz, das nach etwa drei Wochen
abgekratzt wird, ist wegen minderwertiger Qualitat Ublicherweise nicht zu
verwenden. Das spater austretende Harz ist von guter Qualitat und wird nach ein bis
zwei Wochen geerntet. In den kommenden Monaten kann der Erntevorgang im
Abstand weniger Wochen wiederholt werden. Nach drei Nutzungsjahren in Folge
brauchen die B&ume eine mehrjahrige Ruhephase. Ein Weihrauchbaum erbringt
wahrend einer dreijahrigen Ernteperiode zwischen 3 und 10 kg Harz.
Diese Rohsubstanz besteht aus:

e Harz (55-57 %)

e Gummi (20-23 %)

e Wasser (10-12 %)

e atherische Ole (8-9 %)

e unldsliche Bestandteile (4-5 %)
Der Extrakt fur den medizinischen Gebrauch wird in drei Arbeitsschritten aus der
Rohsubstanz gewonnen. Zunéchst werden die gemorserten Weihrauchkdrner in
80 °C heillem Petrolather extrahiert. Dieser Vorgang wird drei Mal wiederholt.
Schliellich bleibt ein vollig entfetteter Rest zurtick, der mit 95-prozentigem Ethanol
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filtriert wird. Der so erhaltene alkoholische Extrakt wird im Vakuum zu einem
Pulver konzentriert (Singh et al., 1996).

Als medizinisch aktive Inhaltsstoffe des Extraktes wurden Boswelliasauren
identifiziert. HPLC- und Dinnschichtchromatographien zeigen, dass das
Trockenextrakt H15® aus Boswellia serrata einen weitgehend konstanten

Boswelliaséure-Gehalt Uber viele Chargen hinweg aufweist (Ennet et al., 2000).

2.2 Boswelliasauren

2.2.1 Einleitung

Chemische Untersuchungen der Weihrauchharze gehen bis in die Anfange der
wissenschaftlichen Chemie zuriick (Tschirch, 1900; Tschirch und Halbey, 1898).
Aufgrund der Komplexitdt der Harze wurde ihre genauere Untersuchung erst durch
die moderne Analytik mdglich und gewann in der zweiten Halfte des 20.
Jahrhunderts an Intensitét.

Grundlegende Untersuchungen von Weihrauchharz und Harzen anderer Pflanzen
wurden von Tschirch und Halbey durchgefuhrt. Sie publizierten 1898 erste
systematische Arbeiten zu sauren Komponenten im Weihrauch. Halbey erhielt durch
alkoholisches Extrahieren von Weihrauchharz, Isolieren der Sdurefraktion durch
Ausschitteln der atherischen Losung mit Sodalésung und wiederholtes Umféllen des
isolierten Rohproduktes ,,Boswelliasdure” (Tschirch und Halbey, 1898). Diese
Verbindung wurde von den Autoren als einbasige Sdure der Summenformel
CsHs,04 ohne freie Hydroxylgruppe charakterisiert. Aus der nach Halbey
gewonnenen Boswelliasaure wurden erstmals 1932 durch Winterstein und Stein p-
Boswelliaséure (B-BA), 3-O-Acetyl-B-Boswelliasédure (B-ABA) und deren Isomere
a-Boswelliasdure  (a-BA) und  3-O-Acetyl-o-Boswelliasdure  (a-ABA) als
Reinsubstanz  isoliert. Weiterhin  bestimmten die Autoren die korrekte
Summenformel mit C3;Hs004. Der Nachweis der Boswelliasduren als Derivate des o-
und B-Amyrins vereinfachte ihre systematische Untersuchung (Ruzicka und Wirtz,
1939, 1940). Die Einfuhrung der Massenspektrometrie erlaubte schlielich die
Strukturaufklarung der Verbindungen. Mit dieser Technik konnte zwischen
verschiedenen Boswellia-Spezies unterschieden werden. Wenige Jahre spater wurde
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die bekannte Gruppe der Boswelliasduren um die beiden Boswelliasduren mit einer
11-Keto-Gruppe, 11-Keto-p-Boswelliasdure (B-KBA) und 3-Acetyl-11-Keto-p-
Boswelliasdure (B-AKBA), erweitert. Weiterhin wurden einige charakteristische *H-
und *C-NMR-Verschiebungen verdffentlicht (Hairfield et al, 1984). Die
Strukturaufklarung  wurde  schlieRlich  durch die  Veroffentlichung  der
Rontgenstrukturen von B-AKBA und B-KBA und durch die Veroffentlichung der
NMR-Verschiebungen komplettiert (Schweizer et al., 2000; Rajnikant et al., 2001;
Culioli et al., 2003; Belsner et al., 2003).

Die Boswelliasduren gehdren zu der Gruppe der Triterpene. Sie kommen frei oder als
Saponine mit glykosidisch gebundenem Zucker in einer Vielzahl von Pflanzen vor
(Basu und Rastogi, 1967; Agarwal und Rastogi, 1974; Brieskorn, 1987; Mahato et
al., 1992). Durch ihre mannigfaltige Geriststruktur und durch die variablen
funktionellen Gruppen wird eine grofle Bandbreite chemischer Eigenschaften
ermoglicht (Xu et al., 2004). Boswelliasauren bestehen mit wenigen Ausnahmen aus
Cso-Verbindungen und weisen ein Oleanan- (R; = CHs, R, = H) bzw. Ursangerist
(R1 = H, Rz = CHj3) auf. Boswelliasduren mit einem Oleanangeriist werden als o-
Boswelliaséduren bezeichnet. Verfugen die Boswelliasauren tber ein Ursangerist,
werden sie f-Boswelliasduren genannt. Die Verteilung der einzelnen Komponenten
im Weihrauchharz wird in der Literatur uneinheitlich angegeben und unterliegt einer
naturlichen Schwankungsbreite.

Molekularmassen:
KBA (C3oH460,4 ): 470,69
AKBA (C3,H4g05): 512,73

P AKBA: R = AcO
CoOH KBA: R = OH

Abb. 14: 3-Boswelliaséure, ihre Molekulstruktur und Molekularmassen. 3-Acetyl-
11-Keto-p-Boswelliaséure (B-AKBA), 11-Keto-p-Boswelliasaure (B-KBA).
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2.2.2 Pharmakologische Wirkung

Die Triterpene sind eine umfangreiche Familie von Naturstoffen mit mehr als 4000
Vertretern. Aufler einem gemeinsamen Biosyntheseweg zeigen sie kaum
Ahnlichkeiten. In den vergangenen zwei Jahrzehnten wurden die pharmakologischen
Mechanismen eingehender untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass ein
ethanolischer Extrakt von Salai guggal (AESG), das als grofite Fraktion ein Gemisch
verschiedener Boswelliasduren enthélt, erhebliche antiinflammatorische und
antiarthritische Aktivitat aufweist. Weiterhin finden sich in der Literatur Hinweise
auf analgetische, immunsuppressive, hepatoprotektive und antimikrobielle
Wirkungen von Weihrauch (Safayhi und Sailer, 1997; Rios et al., 2000; Liu, 1995;
Recio et al., 1995). Es wurde festgestellt, dass die chemische und pharmakologische
Reaktionsweise der einzelnen Boswelliasduren durch die 5-Ringstruktur der
Triterpene sowie durch ihre funktionellen Gruppen bestimmt wird.

In einem tierexperimentellen Versuch wurden kiinstlich induzierte Odeme in Mausen
und Ratten sowie Formaldehyd- und Tuberkelantigen-induzierte Arthritiden in
Ratten durch perorale Gabe von AESG bzw. Phenylbutazon behandelt.
Phenylbutazon ist ein etabliertes nichtsteroidales Antiphlogistikums (NSAID), das
als klassischer Hemmstoff der Cyclooxygenase und damit als Suppressor der
Prostaglandinsynthese fungiert. Durch die Behandlung mit AESG konnte die
Ausbildung des Odems sowie die Auspragung der Arthritiden signifikant vermindert
werden. Weiterhin fanden sich bei den Tieren der AESG-Gruppe trotz der
antiinflammatorischen Wirksamkeit keine NSAID-typischen Nebenwirkungen.
Antipyretische und analgetische Effekte wurden ebenfalls nicht beobachtet. Aus
diesen Ergebnissen schlossen die Autoren, dass es sich bei dem Wirkmechanismus
von AESG nicht um eine Unterdrickung der Prostaglandinsynthese durch
Cyclooxygenaseinhibitoren handeln konnte (Vane, 1971). In weiteren Studien wurde
festgestellt, dass auch bei verabreichten AESG-Mengen, die deutlich Uber den
therapeutisch wirksamen Dosen lagen, keinerlei kardiovaskuldre, respiratorische oder
zentralnervose Nebenwirkungen auftraten (Singh et al., 1986). Spater wurde die
Hemmung des Enzyms 5-Lipoxygenase (5-LOX) als weitere pharmakologisch
bedeutsame Wirkung von Boswelliasauren nachgewiesen (Ammon et al., 1991,
Safayhi et al., 1992). Auf dieser Entdeckung basierend, wurden der
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Wirkmechanismus der 5-LOX-Inhibition und die strukturellen VVoraussetzungen fir
eine effektive Inhibierung geklart (Safayhi et al., 1995; Sailer et al., 1996).

Die 5-LOX ist ein Schltsselenzym der Entziindungsreaktion. Die vier wichtigsten -
Boswelliasduren  (B-Boswelliaséure, 3-O-Acetyl-B-Boswelliasaure, 11-Keto-p-
Boswelliaséure, 3-Acetyl-11-Keto-p-Boswelliasdure) hemmen die 5-LOX mit 1Csp-
Konzentrationen von 1,5-7 ng (Safayhi et al., 1992). Nach dem Nachweis der R-
Isomeren als wirkungsstarkste Faktoren der 5-Lipoxygenasehemmung wurde der
Mechanismus der Hemmung am Beispiel der Acetyl-11-Keto-B-Boswelliaséure
(Abbildung 15, A) genauer untersucht (Safayhi et al., 1995). In vitro Untersuchungen
in segmentkernigen neutrophilen Granulozyten (PMN) von Ratten zeigten
spezifische Auswirkungen von AESG auf den 5-Lipoxygenasestoffwechsel. Die
Hauptprodukte dieses Metabolismus in den PMN der Ratten — je nach
vorherrschendem Enzymmuster einer Zelle werden unterschiedliche Substanzen
gebildet — sind 5-HETE und LTBs (Ammon et al., 1991). Die Ergebnisse zeigten,
dass AESG die LTBs- und die 5-HETE-Produktion in Ratten-PMN
konzentrationsabhéngig hemmt, und dass diese Inhibition alle gemessenen 5-
Lipoxygenaseprodukte in gleichem AusmaR betrifft. Keine 5-Lipoxygenaseinhibition
wurde hingegen in Ratten-PMN beobachtet, wenn andere natiirliche pentazyklische
Triterpene wie a-Amyrin (Abbildung 15, B), Ursolsédure (Abbildung 15, C) oder
Cortison (Abbildung 15, D) in vergleichbaren Konzentrationen verwendet wurden.
Es konnte gezeigt werden, dass AESG eine inhibitorische Wirkung auf das Enzym 5-
Lipoxygenase austbt und somit die Transformation freier Arachidonsdure zu
Leukotrienen blockiert. Die Acetyl-p-Boswelliasdure zeigte die starkste
antiinflammatorische Wirkung, gefolgt von Acetyl-11-Keto--Boswelliasaure und f3-

Boswelliasdure. Amyrin hatte lediglich eine geringe Wirkung (Ammon et al., 1991).
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Abb. 15: Strukturformeln von Acetyl-11-Keto-B-Boswelliasaure (A), a-Amyrin (B),
Ursolséure (C) und Cortison (D).

Im Gegensatz zu vielen bekannten Hemmstoffen der Leukotrienbiosynthese haben
Boswelliasduren keinen antioxidativen Effekt (Safayhi et al., 1992). Es handelt sich
vielmehr um nicht redoxvermittelte, nicht kompetitive, reversible Wirkungen an der
5-Lipoxygenase (Ammon et al., 1991; Ammon et al., 1993; Ammon 1996; Safayhi et
al., 2000). Unter Verwendung einer Serie von synthetisch modifizierten
Boswelliaséurederivaten konnte gezeigt werden, dass das Ringsystem der
pentazyklischen Triterpene fiir die hoch selektive Bindung an die 5-Lipoxygenase
verantwortlich ist. Eine zentrale Bedeutung hat dabei die Keto-Gruppe an Cy; in
Kombination mit der hydrophilen Gruppe an C4 des Ringes A (Sailer et al., 1996).
Spéter konnte auf der 5-Lipoxygenase eine Bindungsstelle fir Boswelliaséuren
identifiziert werden (Safayhi et al., 1997). Acetyl-11-Keto-B-Boswelliasaure in
hohere Konzentration (15 puM), sowie Amyrin oder Ursolséure kdnnen in vitro die
Aktivitdt von humaner Leukocytenelastase hemmen. Die gleichzeitige Inhibition von
5-Lipoxygenase und humaner Leukocytenelastase durch die Acety-11-Keto-f3-
Boswelliaséure ist dabei einzigartig (Safayhi et al., 1997).

In  Folgestudien konnte eine Proliferationshemmung von Leuk&mie- oder
Glioblastomzellen durch Boswelliasduren nachgewiesen werden. So zeigte
beispielsweise Acetyl-Boswelliasdure einen zytotoxischen Effekt auf menschliche
Leukamie HL-60 Zellen (Shao et al., 1998). In in vitro Untersuchungen wurde der
Einfluss von Acetyl-Boswelliaséduren auf den apoptotischen Zelltod von Gliomzellen

69



untersucht. Hier zeigte sich, dass Boswelliasduren konzentrationsabhéngig Apoptose
in Gliomzellen induzieren (Glaser et al., 1999). Diese Wirkung ist nicht durch die
Hemmung der 5-Lipoxygenase, sondern durch eine Inhibierung der Topoisomerasen
I und Ila bedingt. Acetyl-Boswelliasduren beeintrdchtigen die Funktion der
Topoisomerasen, indem sie direkt an die hoch affinen Bindungsstellen beider
Enzyme binden (Hoernlein et al., 1999; Syrovets et al., 2000). Das Wirkprinzip wird
dabei so beschrieben, dass die Triterpene mit der DNA um die Bindung an die
Enzyme konkurrieren (Held et al., 1996).

2.2.3 Nebenwirkungen

Zu den Nebenwirkungen von H15® liegen wenige Daten vor. In einer Studie an 29
Patienten wurde bei einem Patient Ubelkeit und Erbrechen beobachtet. Bei zwei
anderen Patienten traten Hautausschldge nach zweitédgiger Medikamentenapplikation
auf. Die Hautausschlage klangen nach symptomatischer Therapie ohne Residuen ab
(Boker et al., 1997). Zwei Patienten entwickelten nach Ilangerfristiger,
unkontrollierter Einnahme hoher Dosen des Trockenextraktes (3,6 g/d bzw. 10 g/d)
eine Neutropenie. Ein weiterer Patient entwickelte unter der Therapie mit H15® (3,6
g/d fir 1 Monat, dann 1,6 g/d fiir weitere 2 Monate) und gleichzeitiger Einnahme
von Immunsuppressiva und Analgetika eine Azoospermie (Safayhi und Sailer, 1997).
In  weiteren Studien wird vereinzelt U(ber gastrointestinale Beschwerden,
Appetitlosigkeit und Brennen hinter der Brust, verbunden mit einer Hyperaziditat,
berichtet (Gupta et al., 1997). Neuere Studien dagegen zeigen eine gute
Vertréaglichkeit von H 15 (Janssen et al., 2000; Streffer et al., 2001).

Die akute Toxizitat von Boswelliasauren scheint tierexperimentell sehr niedrig zu
sein (LDsp bei Mausen und Ratten 2g/kg) (Singh et al., 1996). Auch Untersuchungen
zur subakuten und chronischen Toxizitat bei Ratten (250-1000 mg/d) und
Rhesusaffen (125-500 mg/d) erbrachten bei biochemischen, hamatologischen,
histopathologischen, Klinischen und verhaltensbiologischen Parametern keine
signifikanten Abnormitaten (Singh et al., 1996). Bislang liegen keine Hinweise auf
genotoxische oder tumorigene Wirkungen vor (Singh et al., 1996). Allerdings sollte
wegen der unvollstdndigen Datenlage zur Reproduktionstoxizitat und zur Frage des
Ubertritts in die Muttermilch zumindest auf eine Einnahme wihrend der
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Schwangerschaft und Stillperiode verzichtet werden. Wechselwirkungen mit anderen
Arzneimitteln wurden bislang nicht beschrieben, allerdings auch nicht systematisch

untersucht.
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3 Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden experimentellen Studie war es, Hinweise zur Wirkung von
Boswelliasduren auf maligne Gliome in vivo zu gewinnen. Es sollte untersucht
werden, ob sich die proliferationshemmenden und Apoptose induzierenden
Eigenschaften von Boswelliasduren auch im Tiermodell nachweisen lassen.
Weiterhin sollte anhand einer Vitalitatsskala die Auswirkungen einer Behandlung
mit H15® auf die Vitalitat der Versuchstiere untersucht werden. Im Mittelpunkt
standen dabei folgende Fragen:
1. Hat die Behandlung mit H15® einen Einfluss auf das Tumorvolumen und
welchen Einfluss hat dabei die verabreichte Dosis?
2. Ist bei der Behandlung mit H15® in den Tumorzellen eine Induktion von
Apoptose nachzuweisen und ist diese Apoptoseinduktion dosisabhangig?
3. Wie wirkt sich die Behandlung mit H15® auf die Vitalitét der Tiere aus?
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4 Material und Methoden

4.1 Versuchsansatz

Es sollte die Einsatzmoglichkeit des Phytopharmakons H15® zur Prophylaxe zur
Verhinderung von Rezidiven nach Tumorresektion untersucht werden. Der Versuch
sollte den (blichen Patienten mit Resttumorzellen eines Glioblastoma multiforme
direkt nach der makroskopisch kompletten operativen Tumorresektion simulieren.
Hierzu wurde ein C6-Rattengliommodell verwendet. Der Zustand der
Tumorresektion am Patienten wurde durch Injektion von C6-Zellen in gesundes
Hirngewebe von weiblichen Wistar-Ratten und durch den sofortigen Beginn (erster
postoperativer Tag) der H15®-Therapie nach der Tumorimplantation simuliert. Durch
den gewahlten Versuchsansatz konnten die Wirkungen von H15® in einem sehr
frihen Stadium des Tumorwachstums untersucht werden.

Far den Versuch wurden vier Gruppen (A, B, C, D), bestehend aus je 10 weiblichen
Wistar-Ratten, gebildet. Jedes Tier wurde dabei einzeln und unmittelbar vor der
Tumorimplantation in eine der vier Gruppen randomisiert. Fir die Randomisierung
wurde ein Wirfel verwendet. Den Gruppen A, B und C wurden unterschiedliche
Mengen H15® verabreicht. Die Gruppe D bildete die Kontrollgruppe und wurde nicht
behandelt. Die Vitalitdt der Versuchstiere wurde taglich dokumentiert. Nach 14-
tagiger Behandlung wurden die Tiere get6tet und ihre Hirne entnommen. Die Hirne
wurden hinsichtlich des Tumorvolumens und der Anzahl apoptotischer Zellen

untersucht.

4.2 Das C6-Rattengliommodell

Das C6-Rattengliommodell ist ein Tumormodel, das im Sweet’s Laboratorium des
MGH (Massachusetts General Hospital) entwickelt wurde (Benda et al., 1968).
Outbred-Wistarratten wurde wiederholt MNU (N-Methylnitrosourea) verabreicht.
Als sie neurologische Symptome entwickelten, wurden sie euthanasiert, die Tumoren
wurden extirpiert und in Zellkulturen angelegt. Diese Tumorzellen wurden geklont,
als ,,C6* benannt und histopathologisch als Astrozytom klassifiziert (Pfeiffer et al.,
1970). SchlielRlich wurde die C6-Zelllinie von der ATCC (American Type Culture
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Collection) aufgenommen und ist als dauerhafte Zelllinie verfligbar. Ein wesentlicher
Nachteil dieser C6-Zellinie ist ihre Abstammung. Da die C6-Zelllinie aus einer
Outbred-Ziichtung stammt, stehen keine gen-identischen Wirte zur Verfugung. Somit
kann der Tumor in allogenen Wirten eine Immunreaktion ausldsen. Das fiihrt zu
einer starken Limitierung der Einsetzbarkeit dieser Zelllinie in Studien, bei denen das
Uberleben des Wirtes den Endpunkt bildet.

Das C6-Gliom Tumormodell der Ratte wird zur Evaluierung von neuen
Therapieformen bei malignen Gliomen eingesetzt (Breyer et al., 2000; Lee et al.,
1988; Maron et al., 1996). Es eignet sich zur Beantwortung spezifischer
neuroonkologischer  Fragestellungen, da es zahlreiche pathophysiologische
Besonderheiten maligner Gliome des Menschen widerspiegelt (San Galli et al.,
1989). Das C6-Gliom Tumormodell der Ratte zeigt neben einem invasiven
Tumorwachstum und Migration auch eine Neovaskularisation und eine Zerstérung
der Blut-Hirn-Schranke (Nagano et al., 1993; Bernstein et al., 1991; Abramowitch et
al., 1995). Da fir dieses Modell keine immunsuprimierten Tiere bendtigt werden,
stellt es an die Ausstattung des Labors und der Kafige keine hohen Anforderungen.
Ein weiterer Vorteil dieses Modells ist seine relativ hohe Zuverlassigkeit. Durch das
rasche Wachstum der C6-Zellen ist es in der Lage, innerhalb von 9 bis 10 Tagen
Tumore zu induzieren.

Es bestehen zwei Mdglichkeiten mittels C6-Zellen Gliome zu induzieren. Zum einen
kann ein C6-Tumor durch Implantation von zuvor in vitro gezlchteten C6-
Spheroiden hergestellt werden. Zum anderen besteht die Maoglichkeit der
stereotaktischen Inokulation einer C6-Zellsuspension in den Cortex. Nachteil der
ersten Methode ist, dass diese Tumore gegenuber dem umgebenden Gewebe
abgekapselt sind und eher Hirnmetastasen gleichen, als invasiv wachsenden,
malignen Gliomen (Farrell et al., 1987; San Galli et al., 1989). Ab dem vierten Tag
nach stereotaktischer Injektion einer C6-Zellsuspension finden sich bereits einzelne
infiltrativ wachsende Gliomzellen. Nach zwei bis drei Wochen erreichen diese Zellen
auch weiter entfernte Hirnareale (Nagano et al., 1993). Weiterhin finden sich, ahnlich
dem humanen Glioblastom, Bereiche mit Neovaskularisation entlang endothelialer
Basalmembranen und Odemfliissigkeit (Daumas-Duport et al., 1988; Nagano et al.,
1993; Whittle et al., 1998).
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Trotz der nachweisbaren Infiltration und der Odem- und Nekrosebildung weisen C6-
Gliome nicht alle Charakteristika menschlicher Glioblastome auf. Humane
Glioblastome sind deutlich heterogener (Grobben et al., 2002; Pilkington et al., 1990;
Goldbrunner et al., 2004). Darlber hinaus ist bekannt, dass C6-Zellen deutlich
schneller wachsen als humane Gliomzelllinien, was zu einer raschen Kompression
des umliegenden Hirngewebes fuhrt. Dies kann ein abgegrenztes Tumorwachstum
vortdauschen, wéhrend das infiltrative Wachstum der C6-Zellen tbersehen wird. Die
mikroskopische Betrachtung der C6-Gliome belegt jedoch den invasiven Charakter
dieser Zelllinie (Goldbrunner et al., 2004). Aufgrund der beschriebenen
Eigenschaften stereotaktisch inokulierter C6-Gliomzellen wurde fur die vorliegende
Studie dieses Modell gewahlt.

4.3 Versuchstiere

Es wurden 40 weiblichen Wistar-Ratten im Alter von sechs Wochen jeweils 10° C6-
Gliomzellen stereotaktisch implantiert. Daftr wurden vier randomisierte
Therapiegruppen zu je 10 Tieren gebildet. Die drei Gruppen A, B und C wurden mit
unterschiedlichen Dosierungen von H15® behandelt. Die Tiere der vierten Gruppe D
bildeten die Kontrollgruppe. lhnen wurde statt der H15®-Suspension oral NaCl-
Losung in gleicher Menge verabreicht. Die Ratten wurden zu je finf Tieren pro
Polykarbonatkéfig Typ 4 (Bodenflache: 1815 cm?, HoOhe: 200 mm) bei einer
Raumtemperatur von 22 °C gehalten. Die Haltung erfolgte im 12 Stunden Hell-
/Dunkelrhythmus. Spezialfutter fur Ratten und Trinkwasser standen ad libitum zur
Verfligung. Zwei mal pro Woche wurden die Ratten umgesetzt. Die Tiergruppen
wurden unter gleichen Bedingungen gehalten. Zu Beginn des Versuches wogen die
Ratten zwischen 220 und 250 Gramm. Das Futterverhalten wurde t&glich beobachtet
und dokumentiert.

Fir die Tierversuche lag eine Genehmigung der aufsichtsfiihrenden
Tierschutzbehtrde beim Regierungsprésidium Giel3en vor.
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4.4 Herstellung der C6-Zellkulturen

Die verwendete Zelllinie entstammt dem ATCC (American Type Culture
Collection). Das N&dhrmedium bestand aus 500 ml D-MEM N&hrmedium, gemischt
mit 50 ml fetalem Kalberserum (Gibco: 70270 - 106), 1 ml Penicillin/Streptomycin
(PAA: P11 - 010) sowie 3 ml L-Glutamin (Gibco: 25030 - 024). Die Zellen wurden
in Portionen von jeweils 10° Zellen zwischen Passage 68 und 77 in einem
Né&hrmedium mit 10 % Dimethylsulfoxid in flussigem Stickstoff eingefroren. Sie
wurden funf Tage vor Inokulation aufgetaut und in eine mit 20 ml Nahrmedium
gefillte Kulturflasche gegeben. AnschlieBend wurden sie in einem Brutschrank bei
37 °C, unter 5%-igem CO, und 95 %-iger Luftfeuchtigkeit inkubiert. Das
Né&hrmedium wurde 24 Stunden nach dem Auftauen gewechselt. Abhéngig vom
Verlauf des Zellwachstums wurden die Zellen ab dem zweiten Tag passagiert.
Hierflir wurde das Nahrmedium entfernt und die verbliebene Zellsuspension mit
Phosphat-Puffer gewaschen (POS, Gibco: 14040 - 091). AnschlieBend wurden die
Zellen fiinf Minuten mit Trypsin/EDTA (Gibco. 25300 - 054) versetzt, um sie vom
Flaschenboden zu l6sen. Die so entstandene Zellsuspension wurde in Zentrifugen-
Réhrchen geflllt. Pro Rohrchen wurden zusétzlich 20 ml Nahrmedium zugegeben.
Die Suspensionen wurden durchmischt und anschlieBend abzentrifugiert. Die
Uberstande wurden abgesaugt und die verbliebenen Zellsedimente in drei neue
Kulturflaschen gegeben. Versetzt mit neuem Nahrmedium, wurden die Zellen im
Brutschrank erneut inkubiert. Zur Inokulation wurden nur Zellen zwischen Passage
72 und 88 verwendet.

Im letzten Schritt wurde das Nahrmedium abgesaugt und die Zellen durch Zugabe
von 2 ml Trypsin/EDTA vom Flaschenboden geltst. Die entstandene Suspension
wurde mit 13 ml N&hrmedium versetzt, durchmischt und zentrifugiert. Die so
gewonnenen Zellsedimente wurden mit 10 ml Medium resuspendiert. Aus dieser
Suspension wurden 100 pl entnommen, mit 100 pl Trypanblau sowie 800 ul PBS
(Phosphate Buffered Saline) vermischt und auf eine Neubauer-Z&hlkammer
aufgetragen. Auf diese Weise wurden die Zellzahl und die Vitalitdt der Zellen
mikroskopisch bestimmt. Durch Zentrifugieren (5 min bei 1000 U/min) und
Abtrennen des Uberstandes wurden schlieBlich C6-Zellen gewonnen. AnschlieRend

wurde PBS hinzu gegeben, um nach Durchmischung eine Zellsuspension von 2 x 10*

76



Zellen pro Mikroliter zu erhalten. Von dieser Suspension wurden jeder Ratte 5 ul
(entsprechend 10° Zellen) inokuliert. Die verwendeten Reagenzien, die mit den
Zellen in Kontakt kamen, wurden vor dem Gebrauch im Wasserbad auf 37 °C

erwarmt.

4.5 Technik der Tumorzellimplantation

Die verwendeten Wistar-Ratten waren weiblich und wogen zwischen 220g und 250g.
Die Versuchstiere wurden mit einer Dosis von 50mg Phenobarbital/kg
Korpergewicht narkotisiert. Danach wurden die Tiere in einem Stereotaxierahmen
(Hersteller: David Kopf Instruments) fixiert (Abbildung 16). Am Rahmen ist
zusatzlich ein Haltearm angebracht (Abbildung 16, Pfeil), der in den Ebenen X, Y
und Z mittels Schrauben sehr prézise reguliert werden kann. An diesem Haltearm
wird eine Hamilton-Spritze eingespannt und kann genau an den Applikationsort

gesteuert werden.

Abb. 16: Stereotaxierahmen. Haltearm fir die Hamiltonspritze (Pfeil).

Nach dem Fixieren wurde die Kopfhaut der Versuchstiere rasiert und desinfiziert.
Entlang der Mittellinie erfolgte ein 1cm langer, sagittaler Hautschnitt. Die
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Schédelkalotte wurde freiprapariert. Im Schédelknochen wurde unter sterilen
Bedingungen mit einer Injektionskantle der Starke 0,4 mm ein Bohrloch gesetzt. Die
Bohrung erfolgte 3 mm rechts lateral und 1 mm anterior des Bregmas (Breyer et al.,
2000, Lee et al., 1988).

Die Injektionen wurden mit einer Hamilton-Spritzen (Hersteller: Hamilton, Schweiz;
Abbildung 17) durchgefiihrt.

Abb. 17: Hamilton-Spritzen

Mit der Steuerungsschraube des Haltearms wurde die Spritze in das Bohrloch
eingeflihrt. Nachdem eine Tiefe von 5 mm von der Tabula externa erreicht war,
wurde der Inhalt von insgesamt 5 pul C6-Tumorsuspension tber einen Zeitraum von
funf Minuten injiziert. Nach der erfolgten Injektion der Tumorzellsuspension wurde
die Spritze mit einer Geschwindigkeit von 1 mm/min herausgezogen, um einen
Ruckfluss der verabreichten Zellen in den Nadeltrakt zu vermeiden. Nach Entfernung
der Nadel wurde das Bohrloch mit Knochenwachs verschlossen und der subgaleale
Raum mit steriler Kochsalzlosung sorgféltig gespilt. Mit Silikonfaden der Starke 3-0
und fortlaufender Naht wurde die Wunde verschlossen. Bis zum Abklingen der
Narkose wurden sédmtliche Tiere beobachtet. Erst nach Rlckkehr der normalen
Beweglichkeit und der normalen Orientierung wurden die Tiere in ihre

urspriinglichen Gruppen zuriickgebracht.
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4.6 Applikation von H15®

Die Therapie der Versuchstiere begann am Tag nach Implantation mit dem Préaparat
H15®. Dabei handelte es sich um Tabletten, die jeweils 400 mg Trockenextrakt aus
Boswellia serrata enthielten. Die Tabletten wurden vor der Anwendung mit einem
Morser zu Pulver zermahlen. Das abgewogene Pulver wurde unmittelbar vor der
Verabreichung in jeweils 0,5ml 0,9% NaCl gelost, um eine einfache orale
Applikation und effektive Aufnahme zu erreichen. Den Tieren der unter 5.1
beschriebenen Gruppen wurde im 8-Stunden-Intervall H15® in den folgenden
Dosierungen verabreicht:

e Gruppe A: 240 mg/kg Korpergewicht/Tag

e Gruppe B: 120 mg/kg Korpergewicht/Tag

e Gruppe C: 60 mg/kg Korpergewicht/Tag

e Gruppe D: Kontrollgruppe, Verabreichung von 0,5 ml 0,9 % NaCl-Ldsung
Die Applikation wurde mit einer Schlundsonde durchgefiihrt. Dabei wurden die
Ratten an ihrem Nackenhautmantel gegriffen und damit in ihrer Beweglichkeit
eingeschrankt. Dadurch konnte die Zellsuspension im vorderen Rachenabschnitt
appliziert werden. Die Tiere verblieben kurz in der beschriebenen Position, um die
Medikamentenaufnahme sicherzustellen. Erst danach wurden sie wieder zu ihrer
Gruppe zuriickgesetzt. Der Kontrollgruppe wurde auf die gleiche Art und Weise
0,5 ml 0,9 % NaCl-Lésung appliziert. Die Applikationen fanden zwischen 6:00 und
7:00 Uhr, 14:00 und 15:00 Uhr sowie 22:00 und 23:00 Uhr statt. Die Tiere wurden
14 Tage lang in der beschriebenen Art und Weise behandelt.

4.7 Vitalitdtsanalyse und neurologischer Status

Das Verhalten der Tiere wurde wahrend der Versuchsdauer beobachtet und taglich
dokumentiert. Zur Beurteilung des neurologischen Status wurde eine
Vierpunkteklassifikationsskala  verwendet (Winking et al, 2000). Als
Referenzkriterium galt das Normalverhalten von gesunden Wistar Ratten. Die
Vierpunkteklassifikationsskala setzte sich aus folgenden Punkten zusammen:

e Fluchtreaktion

e Antrieb
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e Neurologisches Defizit

e Aggressivitat
Fir jedes der bewerteten Kriterien wurden minimal ein Punkt und maximal vier
Punkte vergeben. Ein gesundes Tier konnte demzufolge fur jedes der vier Kriterien 4
Punkte erhalten, so dass eine maximale Punktzahl von 16 erreicht werden konnte.
Tiere mit dem schlechtesten neurologischen Status konnten dagegen maximal 4
Punkte erreichen. In Tabelle 5 sind die Parameter zur Berechnung des Vitalitatsindex

zusammengefasst.

Tab. 5: Parameter zur Berechnung des Vitalitatsindex.

Fluchtreaktion Antrieb Neurologisches Aggressivitat Punktzahl
Defizit

normal normal kein normal 4

verspatet Leicht verlangsamt leicht verspatet 3

verlangsamt deutlich verlangsamt maRig verlangsamt 2

keine kein stark keine 1

e Fluchtreaktion: Zur Beurteilung der Fluchtreaktion wurden die
Ausweichbewegungen der Tiere beim téglichen Herausnehmen aus dem
Kafig herangezogen. Weiterhin wurde das Aufrichten der Ohren und des
Oberkdrpers, sowie das Beobachten der Umgebung bei Gerduschen bewertet.

e Aggressivitat: Das Aggressionsverhalten gegenuber dem Menschen und
innerhalb der Gruppe wurde beobachtet und bewertet. Die Tiere zeigten beim
Versuch, sie aus dem Kafig zu nehmen ein Drohverhalten, indem sie das
Nackenfell straubten, den Kopf aufrichteten und das Maul 0Offneten.
Weiterhin wurde das Beiverhalten der Tiere dokumentiert.

e Antrieb: Der Antrieb wurde anhand des Putzverhaltens und des Herumtobens
der Tiere im Kafig bestimmt. Darliber hinaus wurde das Fressverhalten
bewertet.

e Neurologisches Defizit: Zur Beurteilung eines neurologischen Defizits
wurde das Gehverhalten der Tiere beobachtet. Es wurden Gangstorungen
durch Mono- oder Hemiparesen, Paraplegien, Tetraplegien und Stérungen der
Atemmechanik dokumentiert. Weiterhin wurden Koordinationsstdrungen
bewertet.
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Der Vitalitatsindex fur jedes Tier wurde ab dem Tag der Tumorimplantation taglich
um 23:00 Uhr ermittelt und dokumentiert. Alle Tiere wurden in gleicher Weise
behandelt. Die Beurteilungen des Vitalitdtsindex wurden von einem Beobachter

durchgefihrt.

4.8 Explantation des Gehirns

Nach der 14-tagigen Behandlung wurden die Tiere durch Inhalation von Ather
euthanasiert. Um das Gehirn explantieren zu konnen, wurde die Kalotte der
Versuchstiere unmittelbar nach Eintreten des Todes freiprapariert und eine
Kraniektomie durchgefuhrt. Das nun sichtbare Gehirn wurde vom Hirnstamm und
den Hirnnerven abgetrennt und im Ganzen extirpiert. Nach Entnahme wurden die
Préaparate sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur histologischen

Aufbereitung bei -80 °C gelagert.

4.9 Bestimmung des Tumorvolumens

Anhand der HE gefarbten Schnitte wurde das Volumen der Tumoren unter
Verwendung eines elektronischen Bildanalysesystems (MOP; Software: 3D-REC;
Hersteller: Kontron AG, Eching) bestimmt. Dabei wurden zundchst die
Tumorflachen der einzelnen Schnitte durch manuelles Umfahren der Tumorgrenzen
mit einem Scannerstift erfasst. Das Bildanalysesystem berechnete auf Grundlage der
eingescannten Tumorflachen und der Stdrke der Schnitte das Volumen des
Tumorgewebes in den einzelnen Schnitten. Durch Addition dieser Volumina
errechnete das Bildanalysesystem schliel3lich das Volumen der Tumoren.

4.10 Bestimmung der Apoptose

Fir die Bestimmung der Apoptoserate der Tumorzellen wurde als Antikorperfarbung
das "In Situ Cell Death Detection Kit" (Hersteller: Boehringer, Mannheim)
verwendet. Aus den histologischen Praparaten, die durch die HE-Farbung als
tumortragend identifiziert wurden, wurden von jedem tumortragenden Rattenhirn

insgesamt 9 Kryoschnitte des Tumorgewebes (jeweils 3 im vorderen, mittleren und
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hinteren Drittel des Tumors) mit dieser Antikdrperfarbung angefarbt. Der Abstand
zwischen den einzelnen Schnitten betrug 15 pm.

Waéhrend der Apoptose entstenen DNA-Strangbriche. Diese kdnnen fir die
Identifizierung apoptotischer Zellen verwendet werden. Das "In Situ Cell Death
Detection Kit" identifiziert DNA-Strangbriiche durch enzymatische Markierung.
Dabei werden freie 3’-OH-Enden der DNA mit fluoresceingekoppelten Nukleotiden
markiert. Diese Reaktion wird durch das Enzym terminale Desoxynukleotidyl-
Transferase katalysiert. Die Reaktion wird beschrieben als TUNEL (TdT-mediated
dUTP Nick End Labeling) oder als ISEL (In Situ End Labeling). Der Vorteil dieser
Methode besteht in der Identifizierung jeder einzelnen apoptotischen Zelle in einer
frihen Phase ihrer Apoptose. Es folgt die Inkubation mit Anti-Fluorescein-
Antikorpern (Propidiumiodid), die mit alkalischer Phosphatase konjugiert sind.
Propidiumiodid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der an Nukleinséuren bindet und sowohl
DNA als auch RNA anférbt. Nach der Bindung steigt die Fluoreszenz auf das 20- bis
30-fache. Propidiumiodid kann die Zellmembran von apoptotischen Zellen passieren,
jedoch nicht die von intakten Zellen. Nach der Reaktion mit Fast Red, welches als
Substrat fir die alkalische Phosphatase eingesetzt wird, erfolgt die Analyse im
Lichtmikroskop. Das Absorptionsmaximum von Propidiumiodid liegt bei 535 nm
und das Emissionsmaximum bei 617 nm. Die apoptotischen Zellen weisen einen
deutlich rot gefarbten Kern auf.

In der vorliegenden Studie wurde die Anzahl der Tumorzellen mit DNA-
Fragmentation und apoptotischen Zellkdrpern nach der von Gavrieli et al. (1992)
beschriebenen Methode in drei Gesichtsfeldern bei 200-facher VergroRRerung
mikroskopisch identifiziert.

4.11 Datenanalyse und Auswertung

Quantitative Grofen wurden anhand von Mittelwert und SEM (Standard Error of the
Mean) dargestellt und mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung gepruft.
Entsprechend wurden zwei abhangige Stichproben bei Normalverteilung mit dem t-
Test fur paarige Stichproben verglichen. Bei signifikanter Abweichung von einer
Normalverteilung wurde anstelle des t-Tests der Wilcoxon-Test fir Paardifferenzen
eingesetzt.
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Ordinal skalierte GroéRen wurden anhand von absoluten und prozentualen
Héufigkeiten beschrieben und paarweise in Kontingenztafeln gegentbergestellt.
Mittels Chi-Quadrat-Test bzw. Exaktem Test nach Fisher bei zu kleinen erwarteten
Héufigkeiten wurden zwei gegentiibergestellte Merkmale auf Abhéngigkeit gepriift.
Die statistische Analyse erfolgte mit SPSS fiir Windows Version 16 (SPSS Inc.,
USA).
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5 Ergebnisse

5.1 Vitalitat

5.1.1 Vitalitatsindex vor Tumorimplantation

Vor Studienbeginn wiesen alle Tiere einen Vitalitatsindex von 16 auf. Es waren
keine Auffélligkeiten bei der Fluchtreaktion, der Aggressivitat, der Schnelligkeit
oder der Neurologie zu beobachten. Am Tag der Tumorimplantation kam es
aufgrund der Narkose und als Folge des Eingriffs zu einer temporaren Herabsetzung
der Vitalitdt. Die Tiere erholten sich jedoch rasch wieder und zeigten keine

Residuen.

5.1.2 Vitalitatsindex 7 Tage nach Tumorimplantation

In den ersten 7 Tagen nach Tumorimplantation wurden keine Verschlechterungen

des Vitalitatsindexes beobachtet. Der Vitalitatsindex betrug in allen vier Gruppen 16.

5.1.3 Vitalitatsindex vom 8. bis 14. Tag nach Tumorimplantation

Ab dem 8. Tag nach Tumorimplantation konnte ein Abfall des Vitalitdtsindexes
festgestellt werden. Es kam zu einer deutlichen Einschrénkung der Vitalitat bei
Fluchtreaktion (Abb. 18), Antrieb (Abb. 20) und Aggressivitait (Abb. 22).
Neurologische Defizite wurden in allen vier Behandlungsgruppen bis zum 12. Tag
nicht beobachtet.

5.1.3.1 Fluchtreaktion

Abbildung 18 zeigt eine Verschlechterung der Fluchtreaktion bereits ab dem 8. Tag
nach Tumorimplantation in der Kontrollgruppe D und in der Behandlungsgruppe C.
Ab dem 9. Tag ist eine Verschlechterung auch in der Behandlungsgruppe B
festzustellen, ab dem 10. Tag auch in der Behandlungsgruppe A. Ab dem
10. Behandlungstag setzen sich die Gruppen A und B signifikant von den Gruppen C
und D ab (p < 0,001).
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Fluchtreaktion Tag 8 Fluchtreaktion Tag 9 Fluchtreaktion Tag 10

100% - 100% 100% -
BO% - BO% - BO%
B0% B0% - B0% -
40% - 40% - 40%
20% A 20% - 20% -
0% T T T 0% T T T 0% T T T
A B C D A B C D A B C D
Fluchtreaktion Tag 11 Fluchtreaktion Tag 12 Fluchtreaktion Tag 13
100% - 100% - 100% -
0% 0% 0%
G0% G0% - G0% -
40% - 40% 40% -
20% - 20% - a0
0% 0% 0% T
A B C D A B C D A B C D

Fluchtreaktion Tag 14

100% - -
30% ms
80% "
0%

20% -

0%

A B C D
Abb. 18: Entwicklung des Vitalitatsindex bezogen auf die Fluchtreaktion vom 8. bis
14. Tag in den Behandlungsgruppen A, B, C und D. (Anteile der Versuchstiere mit
den Parametern 2, 3 und 4 in Prozent; Parameter 2: Fluchtreaktion verlangsamt,
Parameter 3: Fluchtreaktion verspatet, Parameter 4: Fluchtreaktion normal).

Der Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen A und B einerseits und C und D
andererseits wird nach 14-t4giger Behandlung noch deutlicher, wie Abbildung 18
zeigt. Wie deutlich sich die Unterschiede in der Fluchtreaktion ab dem 10.
Behandlungstag entwickeln, zeigt Ubersichtsgrafik 19. Kontrollgruppe D und
Behandlungsgruppe C mit der niedrigsten Dosierung von 60 mg/kg KG zeigen
wahrend der gesamten Behandlungsdauer keine signifikanten Unterschiede in der
Fluchtreaktion. Die Kurven beider Behandlungsgruppen sind nahezu deckungsgleich
und zeigen eine deutliche Abnahme des Vitalitdtsindex in Bezug auf die
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Fluchtreaktion. Auch Behandlungsgruppe B zeigt einen kontinuierlichen Abfall des
Vitalitatsindex, ndhert sich jedoch nicht der Kontrollgruppe D und der
Behandlungsgruppe C. Einen grundlegend anderen Verlauf zeigt die
Behandlungsgruppe A mit der héchsten Dosierung mit 240 mg/kg KG. Bis zum 12.
Behandlungstag kommt es, wie in den anderen Behandlungsgruppen, zu einem
Abfall des Vitalitatsindex. Danach stagniert der Vitalitatsindex jedoch. Am 14. Tag
zeigen die Tiere sogar eine Verbesserung der Fluchtreaktion.

Huchtreaktion
45
4
35 e
3 —e—C (60 mg/kg KG)
- B (120 mg/kg KG
Vitalitatsindex 2> . —=—B (120 mgkg KG)
2 v A (240 mg/kg KG)
l'i D (0 mykg KG)
05
0 T T T T
10. Tag 11. Tag 12. Tag 13. Tag 14. Tag
Behandlungstage

Abb. 19: Veranderung des Vitalitatsindexes in den Behandlungsgruppen A, B, C und
D ab dem 10. Behandlungstag in Bezug auf die Fluchtreaktion.

5.1.3.2 Antrieb

Die Tiere in der Kontrollgruppe D und der Behandlungsgruppe C zeigen bereits ab
dem 8. Behandlungstag eine Abnahme des Antriebs, wie in Abbildung 20 dargestelit.
Es ist eine signifikante Abweichung zwischen den Gruppen A und B und den
Gruppen C und D am 10. Behandlungstag festzustellen (p <0,001). In den
Behandlungstagen 11 bis 14 ist eine Abnahme des Antriebs auch in den
Behandlungsgruppen A und B zu beobachten. Nach 14-tdgiger Behandlung setzt sich
die Behandlungsgruppe A signifikant von den anderen Behandlungsgruppen ab
(p<0,001). In dieser Gruppe zeigen 30% der behandelten Tiere keine
Verschlechterung. Bei 70 % der Tiere fallt der Vitalitatsindex in Bezug auf den

Antrieb um einen Punkt ab.

86



Antrieb Tag 8 Antrieb Tag 9 Antrieb Tag 10

100% 100% - 100% -
80% A 80% 80%
80% - e0% - 0% -
40% - 40% - 40% -
20% - 20% 20%
0% T T T 0% - 0% -
A B C D A B C D A B C D
Antrieb Tag 11 Antrieb Tag 12 Antrieb Tag 13
100% 100% - 100% -
80% - 80% - 80% -
60% 50% - 80%
40% 40% 40%
20% - 20% - 20% -
0% - 0% 0% -
A B C D A B C D A B C D

Antrieb Tag 14

100% - m
80% - -
80% - g
40% -

20% -

0% -

A E C D

Abb. 20: Entwicklung des Vitalitatsindex bezogen auf den Antrieb vom 8. bis 14.
Tag in den Behandlungsgruppen A, B, C und D. (Anteile der Versuchstiere mit den
Parametern 2, 3 und 4 in Prozent; Parameter 2. Antrieb deutlich verlangsamt,
Parameter 3: Antrieb leicht verlangsamt, Parameter 4: Antrieb normal).

Wie Abbildung 21 zeigt, weisen die Kontrollgruppe D und die Behandlungsgruppe
C mit 60 mg/kg KG weisen eine dhnliche Entwicklung des Vitalitatsindex auf. Die
Kurven der beiden Behandlungsgruppen sind nahezu identisch. Der Vitalitatsindex
der Behandlungsgruppe B ist bis zum 13. Behandlungstag signifikant besser als die
Kontrollgruppe D (p<0,001), fallt jedoch am 14. Behandlungstag auf das Niveau der
Behandlungsgruppen D und C ab. An diesem Behandlungstag sind die Werte der
Gruppen B, C und D identisch. Der Antrieb in der Gruppe A sinkt bis zum
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12. Behandlungstag zunéchst leicht, liegt am 14. Tag aber wieder auf dem Niveau

des 11. Behandlungstages.

Antrieb
4,5
4
35
3 — —+—C (60 mg/kg KG)
-~ —a— B (120 mykg KG
Vitalitatsindex 22 o (2omgho KS)
2 > A (240 mg/kg KG)
115 D (0 mykg KG)
05
0 T
10. Tag 11. Tag 12. Tag 13. Tag 14. Tag
Behandlungstage

Abb. 21: Veranderung des Vitalitatsindexes in den Behandlungsgruppen A, B, C und

D vom 10. bis 14. Tag in Bezug auf den Antrieb.

5.1.3.3 Aggressivitat

Die Tiere in der Kontrollgruppe D und in der Behandlungsgruppe C zeigen bereits ab

dem 8. Behandlungstag eine herabgesetzte Aggressivitdt, wie in Abbildung 22

dargestellt. Ab dem 10. Behandlungstag

ist eine signifikante Abnahme der

Aggressivitat in den Gruppen B, C und D im Vergleich zur Gruppe A festzustellen

(p<0,001). Die Tiere der Behandlungsgruppe A weisen am 10. Behandlungstag

immer noch einen Vitalitatsindex von 4 fiir das Merkmal Aggressivitat auf.

100% -

0% -

0% -

40% -

20%

0%

Aggressivitdat Tag 8

100%

0% -
80% -
40% -
20% -

0% -

Aggressivitdt Tag 9

100%

0% -
G0% -
40% -
20%
0%

Aggressivitdt Tag 10
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Aggressivitit Tag 11 Aggressivitit Tag 12 Aggressivitit Tag 13

100% - 100% - 100% -
B0% - B0% - 309 -
0% - 0% - 0% -
40% - 40% - 0% -
20% - 20% - 20% -
0% - 0% - 0%
A B C D A B C D A B C D

Aggressivitit Tag 14

100% - -
80% .-
60% -
40%

20% -

0%

A B C D

Abb. 22: Entwicklung des Vitalitatsindex bezogen auf die Aggressivitat vom 8. bis
14. Tag in den Behandlungsgruppen A, B, C und D. (Anteile der Versuchstiere mit
den Parametern 2, 3 und 4 in Prozent; Parameter 2: Aggressivitat verlangsamt,
Parameter 3: Aggressivitat verspatet, Parameter 4: Aggressivitat normal).

Wie Abbildung 23 zeigt, nimmt an den Behandlungstagen 10 bis 13 in allen Gruppen
die Aggressivitét ab. In der Gruppe A sinkt sie um einen Punkt, bleibt jedoch ab dem
12. Behandlungstag weitgehend konstant bei einem Vitalitatsindex von 3. In der
Kontrollgruppe D und in der Behandlungsgruppe C mit der geringsten Dosierung ist
der Verlauf des Vitalitatsindex zwischen dem 10. und dem 14. Tag nahezu identisch.
Behandlungsgruppe B zeigt zunéchst einen signifikant verschiedenen Vitalitatsindex
zu diesen beiden Behandlungsgruppen (p<0,001). Zwischen dem 12. und dem
13. Behandlungstag néhert er sich jedoch dem Vitalitatsindex der Gruppen D und C
an und ist danach identisch. Am 14. Behandlungstag unterscheiden sich die Gruppen
B, C, und D signifikant von der Gruppe A (p < 0,001).
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Aggressivitat
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Abb. 23: Veranderung des Vitalitatsindexes in den Behandlungsgruppen A, B, C und
D vom 10. bis 14. Tag in Bezug auf die Aggressivitét.

5.1.3.4 Neurologisches Defizit

In den ersten 11 Behandlungstagen sind in allen Behandlungsgruppen keine
neurologischen Defizite zu beobachten. Am 12. Behandlungstag zeigen sich in den
Behandlungsgruppen B, C, und D leichte Defizite bei maximal 20 % der Tiere, wie
Abbildung 24 zeigt. Am 13. Tag steigt der Anteil der Tiere mit leichten
neurologischen Defiziten in diesen Gruppen auf maximal 40 %, am 14. Tag auf

maximal 50 %.

Neurologisches Defizit Neurologisches Defizit Neurologisches Defizit
100% - Tag 12 1005 Tag 13 100% Tag 14
80% - I 80% - I I I 80% - I =3
&0% - B0% - 60% a
40% - 40% - 40%
20% - 20% 20%
0% T T T 0% T T T 0% +—

A B C D A B C D A B c D

Abb. 24: Entwicklung des Vitalitatsindex bezogen auf neurologische Defizite am
12., 13. und 14. Tag in den Behandlungsgruppen A, B, C und D (Anteile der
Versuchstiere mit den Parametern 3 und 4 in Prozent; Parameter 3: leichtes
neurologisches Defizit, Parameter 4: kein neurologisches Defizit).
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Uber die gesamte Behandlungsdauer sind in Gruppe A keine neurologischen Defizite
festzustellen. Wie die Ubersichtsabbildung 25 zeigt, nehmen die neurologischen
Defizite in den anderen drei Gruppen ab dem 11. Tag jedoch zu und unterscheiden
sich am 14. Tag signifikant von Gruppe A (p =0,026). Auffallig ist, dass sich der
Vitalitatsindex in der Behandlungsgruppe B zunéchst starker verschlechtert als in
den Behandlungsgruppen C und D. Erst ab dem 13. Behandlungstag liegt der
Vitalitdtsindex der Behandlungsgruppe B hoher als der Vitalitatsindex der
Behandlungsgruppen C und D.

Neurologisches Defizit

4,1

44— A - |

39 3

38 T~ . —+— C (60 mykg KG)
e 37 —a— B (120 mg/kg KG)

Vitalitatsindex '

3,6 \\\‘ A (240 mg/kg KG9

35 :

34 D (0 mg/kg KG9

33

32 T T ‘ ‘

10. Tag 11. Tag 12. Tag 13. Tag 14. Tag

Behandlungstage

Abb. 25: Veranderung des Vitalitatsindexes in den Behandlungsgruppen A, B, C und
D vom 10. bis 14. Tag in Bezug auf die neurologischen Defizite.

5.1.3.5 Gesamtvitalitatsindex

Unter Einbeziehung der vier bewerteten Vitalitatskriterien Fluchtreaktion, Antrieb,
Aggressivitat und neurologisches Defizit wurde ein Gesamtvitalitatinsdex gebildet.
Hierzu wurden die Vitalitatsindizes der vier Parameter fur jedes einzelne Tier
addiert. Darauf basierend, wurden flr die Gruppen A, B, C und D Mittelwerte
gebildet. Wie Abbildung 26 zeigt, weicht der Gesamtvitalitdtsindex der Gruppe A am
14. Behandlungstag signifikant (p < 0,05) vom Gesamtvitalitatsindex der Gruppen B,
C und D ab. Die Werte der Behandlungsgruppe B sowie der Gruppen C und D sind
zunédchst noch signifikant verschieden (p<0,05), nahern sich jedoch bis zum 14.
Behandlungstag an und sind dann nahezu identisch. Auch in Behandlungsguppe A
fallt der Gesamtvitalitdtsindex bis zum 12. Behandlungstag ab. Ab dem 12. Tag
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bleibt der Wert konstant, wahrend es in den anderen Gruppen zu einer

Verschlechterung kommt.

Vitalitat

REG&
/
\

—e— C (60 mgkg KG)
— —— B (120 mg/kg KG)
Gesamtvitalititsindex —— —=— B (120 mgkg KG)
8 A (240 mg/kg KG)
461 D (0 mg/kg KG)
2
0

10. Tag 11. Tag 12 Teg 13. Tag 14. Tag
Behandlungstage

Abb. 26: Verénderung des Gesamtvitalitdtsindexes vom 10. bis 14. Tag in den
Behandlungsgruppen A, B, C und D.

5.2 Beobachtete Nebenwirkungen

Das Medikament wurde von den Tieren gut vertragen. Als einzige Nebenwirkung

wurde bei den Tieren der Gruppe A ein leichter Haarausfall festgestellt.

5.3 Tumorwachstum

Die entnommenen Gehirne wurden mikroskopisch auf Tumorwachstum untersucht.
Es zeigte sich ein gutes Anwachsen der Tumoren in allen Hirnen. Die rdumliche
Tumorausdehnung nahm in den Behandlungsgruppen mit 120 und 240 mg/kg
Korpergewicht deutlich ab. Hier waren lediglich kleine Anh&ufungen von wenigen
Gliomzellen entlang des durch die Tumorzellimplantation entstandenen
Einstichkanals festzustellen. In drei Fallen wurden Tumorzellhaufen sowohl am
obersten Punkt der Einstichstelle als auch entlang des Einstichkanals beobachtet
(Abbildung 28). Die Kontrollgruppe D sowie die Gruppe C (60 mg/kg KG) zeigten
die gréfiten Tumorvolumina. Aufgrund des raumfordernden Wachstums kam es in
diesen beiden Gruppen zu ausgepragten Verschiebungen der Mittellinie (Abbildung
27).
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Abb. 27: Gehirnschnitt, koronare Schnittebene, VergrolRerung 1:5; mikroskopische
Ansicht von rostral in der Behandlungsgruppe C (60 mg/kg KG). Sichtbar ist ein
groRes Tumorareal in der rechten Hemisphare (weiler Pfeil). Es ist zu einer
Mittellinienverlagerung nach links gekommen (schwarzer Pfeil).

Abb. 28: Gehirnschnitt, koronare Schnittebene, VergrofRerung 1:5; Ansicht von
rostral der Behandlungsgruppe A (240 mg/kg KG). Sichtbar ist ein Kkleines
Tumorareal (Pfeil).

In den HE-Prédparaten der Tumoren zeigten sich zentrale Nekrosen. Weiterhin wiesen

die Neoplasien eine periphere pathologische Gefalineubildung mit Einblutungen auf
(Abbildung 29).
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Abb. 29: H&E Prdparat (x200) eines Gehirnschnittes aus der Kontrollgruppe D.

Darstellung eines zelldichten Tumors mit erhohter Mitoseaktivitdt und typischer
glomerulumartiger Geféal3proliferate. Der Pfeil markiert die Tumornekrose mit

Pseudopalisadenformationen der angrenzenden Tumorzellen.

5.4 Tumorvolumen

Die computergestiitzte Bildanalyse der Tumorvolumina zeigt einen signifikanten
Unterschied zwischen der Kontrollgruppe D und der Behandlungsgruppe B
(120 mg/kg KG) sowie der Behandlungsgruppe A (240 mg/kg KG) (p < 0,05). Wie
Abbildung 30 zeigt, verringerte sich das Tumorvolumen mit steigender H15®-Dosis.
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Abb. 30: Tumorvolumen

B (120 mg/kg KG),
Zellimplantation und 14-tagiger Behandlung mit H15®, n=10 pro Untergruppe

(*p < 0,05).
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Bei Tieren der Kontrollgruppe D betrug das arithmetische Mittel der Tumorvolumina
67+1 mm® bei der Gruppe C (60 mg/kg KG) 58 +0,9mm*® und bei der
Behandlungsgruppe B (120 mg/kg KG) 23 + 0,6 mm°. Wie unter 5.3 erlautert, waren
bei den Tieren der Behandlungsgruppe A (240 mg/kg KG) lediglich kleine
Anhdufungen von Gliomzellen entlang des Einstichkanals festzustellen (siehe
Abbildung 28).

5.5 Apoptose

Die Zahl der apoptotischen Zellen pro Gesichtsfeld wurde mit der unter 5.12
beschriebenen Methode bestimmt. Wie in Abbildung 31 dargestellt, betrug sie bei
der Kontrollgruppe D im Mittel 13,2+1,7, in der Behandlungsgruppe
C (60 mg/kg KG) im  Mittel 199+14, in der Behandlungsgruppe
B (120 mg/kg KG) im Mittel 27,3+ 1,5 und in der Gruppe A (240 mg/kg KG) im
Mittel 32,7 + 1,4. Diese Ergebnisse zeigen eine signifikante Induktion von Apoptose
durch H15® in der Behandlungsgruppe A mit der héchsten Medikamentendosis im
Vergleich zur Kontrollgruppe D (p < 0,05).
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Abb. 31: Anzahl apoptotischer C6-Gliomzellen in den Behandlungsgruppen
A (240 mg/kg KG), B (120 mg/kg KG), C (60 mg/kg KG) und D (0 mg/kg KG) nach
14-tagiger Behandlung mit H15®, n = 10 pro Untergruppe (*p < 0,05).
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6 Diskussion

Die Entstehung lokaler Tumorrezidive stellt in der Neuroonkologie trotz beachtlicher
Fortschritte in  der bildgebenden  Diagnostik, der  mikrochirurgischen
Operationstechnik und der kombinierten Radio-/Chemotherapie ein grof3es Problem
dar. Aufgrund des infiltrativen Wachstums von malignen Hirntumoren und der
Eigenschaft von Gliomzellen, durch gesunde neuronale Zellverbdnde zu migrieren,
scheinen  systemische  Chemotherapeutika ein  Erfolg  versprechendes
Zusatztherapeutikum in der Behandlung von malignen Gliomen zu sein.

Die vorliegende Studie untersucht, ob das Weihrauchextrakt H15® als ein solches
Zusatzchemotherapeutikum geeignet ist. Es wird die Einsatzmdglichkeit von H15® in
der prophylaktischen Therapie zur Verhinderung von Rezidiven nach
Tumorresektion untersucht. Im Mittelpunkt der Betrachtung stehen dabei der
Einfluss von H15® auf das peritumorale Odem, auf das Tumorwachstum und die
Induktion von Apoptose. Durch den gewéhlten Versuchsansatz wird der Ubliche
Patient mit einem Glioblastoma multiforme direkt nach operativer Tumorextirpation
simuliert. Der Zustand nach Tumorresektion mit mikroskopisch nicht sichtbaren,
invasiv wachsenden und in situ verbliebenen Tumorzellen am Patienten wird durch
Injektion von C6-Zellen in gesundes Hirngewebe von weiblichen Wistar-Ratten

dargestellt.

6.1 Eignung des C6-Gliom Tumormodells

Das C6-Gliom Tumormodell der Ratte ist ein etabliertes Verfahren zur Evaluierung
von neuen Therapieformen bei malignen Gliomen (Breyer et al., 2000; Lee et al.,
1988; Maron et al., 1996). Die mikroskopische Betrachtung der C6-Gliome belegt
den invasiven Charakter dieser Zelllinie mit nachweisbarer Infiltration, Odem- und
Nekrosebildung (Goldbrunner et al., 2004). Folglich stellt es ein geeignetes Modell
zur Beantwortung spezifischer, neuroonkologischer Fragestellungen dar. Die
Abstammung der C6-Zellinie ist ein wesentlicher Nachteil des Tumormodells. Da die
C6-Zelllinie aus einer Outbred-Ziichtung stammt, stehen keine gen-identischen Wirte
zur Verfugung. Somit kann der Tumor in allogenen Wirten eine Immunreaktion

auslosen. Das flhrt zu einer starken Limitierung der Einsetzbarkeit dieser Zelllinie in
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Studien, bei denen das Uberleben des Wirtes den Endpunkt bildet. In der
vorliegenden Studie ist nach 14-tdgiger Behandlungsdauer der Endpunkt erreicht.
Eine mogliche Immunreaktion im allogenen Wirt durch den Tumor wird durch die

begrenzte Studiendauer limitiert, so dass dieser Aspekt vernachléssigt werden kann.

6.2 Vor- und Nachteile des Phytotherapeutikums H15®

Das Zusammenwirken der verschiedenen Inhaltsstoffe von Phytopharmaka wird flr
ihre Wirksamkeit und ihre Vertraglichkeit verantwortlich gemacht (Teuscher 1997).
Im Weihrauchextrakt H15® liegt ein Gemisch verschiedenster Substanzen vor,
darunter unterschiedliche Derivate der Boswelliasduren. Gemé&R der Lehre der
Phytotherapie ist es das Zusammenwirken dieser Boswelliaséurederivate, das die in
der vorliegenden Arbeit beschriebenen Wirkungen verursacht. Allerdings kdnnte das
Zusammenspiel der verschiedenen Boswelliasduren auch eine Schwaéche des
Weihrauchextraktes H15® sein, da sich die Wirkung der Inhaltsstoffe teilweise
gegenseitig aufhebt. Boswelliasduren beeinflussen als allosterische Regulatoren
unmittelbar die Aktivitdt des Enzyms 5-Lipoyxgenase (Sailer et al., 1998). Das
pentazyklische Grundgerust der Triterpene ist die Voraussetzung fiir die Bindung der
Boswelliaséuren an die 5-Lipoxygenase. Flr eine komplette intrinsische Hemmung
der 5-Lipoxygenase ist zusatzlich eine hydrophile Gruppe am C-Atom und die 11-
keto-Funktion erforderlich (Sailer et al., 1996). Die unterschiedlichen Grundgeruste
in den Strukturformeln der Boswelliasduren haben unterschiedliche Wirksamkeiten
zur Folge. Partielle Inhibitoren sind die pentazyklischen Triterpenverbindungen
ohne 11-keto-Funktion. Dazu gehoren die Acetyl-B-Boswelliasdure und die p-
Boswelliaséure (Sailer et al., 1996). Der potenteste Inhibitor der 5-Lipoxygenase ist
die Acetyl-11-keto-pB-Boswelliaséure, die sowohl die hydrophile Gruppe am C4-
Atom als auch die 11-keto-Funktion aufweist (Safayhi et al., 1992). Konkurrieren die
pentazyklische Triterpenverbindungen ohne 11-keto-Funktion mit Acetyl-11-keto-p-
Boswelliasdure, kann es zu einer Antagonisierung der inhibitorischen Wirkung
kommen. Beispielsweise wird die inhibitorische Wirkung von Acetyl-11-keto-p-
Boswelliasédure durch p-Boswelliaséure partiell aufgehoben (Sailer et al., 1996;
Schweizer et al., 2000). Verschiedene handelsiibliche Weihrauchextrakte zeigten

sowohl stimulierende als auch hemmende Effekte auf die 5-Lipoxygenase (Safayhi et
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al., 2000; Krieglstein et al., 2001). Dafur ist unter anderem das tetracyklische
Triterpen 3-oxo-Tirucalisaure verantwortlich, das die Leukotriensynthese steigern
kann (Krieglstein et al., 2001). Die aufgezeigten Analysen zeigen, dass die
Inhaltsstoffe von Phytopharmaka groflen Schwankungen unterliegen kénnen. Eine
Standardisierung der verwendeten Extrakte ist essentiell, um diese Schwankungen so
gering wie moglich zu halten. Durch HPLC- und Diinnschichtchromatographien
konnte gezeigt werden, dass das Trockenextrakt H15® aus Boswellia serrata einen
weitgehend konstanten Boswelliasédure-Gehalt Gber viele Chargen hinweg aufweist
(Ennet et al., 2000).

Trotz Standardisierung bleibt das Extrakt jedoch ein Gemisch, das auch Wirkstoffe
enthélt, die die Leukotriensynthese steigern. Ein vielversprechender Ansatz ist
deshalb die Verwendung von Acetyl-11-keto-B-Boswelliasdaure oder 11-keto-p-
Boswelliasdure in Reinform. Sie sind die wirksamsten Bestandteile des
Weihrauchextraktes. In einer tierexperimentellen Studie wurde der Einfluss von
H15® bzw. daraus isoliertem B-AKBA auf lleitis bei Ratten untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass die orale Gabe von H15® und B-AKBA dosisabhangig die mit
der lleitis verbundenen Entziindungsreaktionen signifikant reduziert. Die
Entziindungsreaktion des Darmgewebes wurde durch hohe Dosen von H15°
signifikant vermindert. Bei B-AKBA wurde das gleiche Ergebnis sowohl durch die
Gabe von niedrigen als auch hohen Dosen erzielt (Krieglstein et al., 2001). In einer
weiteren  Studie wurde die Wirkung von B-AKBA auf menschliche
Meningeomzellkulturen untersucht. Hier zeigte sich ein zytotoxischer Effekt durch
Proliferationshemmung und Apoptoseinduktion. Diese Wirkung wurde auf eine
Hemmung der Phosphorylierung der mitogen aktivierten Proteinkinasen Erk-1 und
Erk-2 zurlickgeflihrt (Park et al., 2002). Den mitogen aktivierten Proteinkinasen
kommt eine bedeutende Rolle auch in anderen humanen Neoplasien zu. Die
Hemmung dieses Signalwegs durch B-AKBA konnte ein weiterer Mechanismus in
der Proliferationshemmung und Apoptoseinduktion sein. In einer weiteren Studie
konnte eine starke Hemmung des Wachstums von Prostatatumoren durch die
Verabreichung von B-AKBA nachgewiesen werden. Es wurden in einem Xenograft
Mausmodell zun&chst Prostatatumoren implantiert. Nach dem Anwachsen der
Tumoren auf ca. 100 mm® wurde den Versuchstieren 30 Tage lang subcutan 10
mg/KG/d B-AKBA verabreicht. Die Tumoren der mit B-AKBA behandelten
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Versuchstiere waren signifikant kleiner als die der Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis
konnte auf eine Hemmung der VEGFR-2 vermittelten Tumorangiogenese
zuruckgefuhrt werden (Pang et al., 2009). Die oben genannten Studien zeigen, dass
die Reinsubstanz B-AKBA wie auch H15® antiinflammatorische, antiproliferative
und Apoptose induzierende Wirkung hat. Die Untersuchungen von KRIEGLSTEIN
zeigen weiterhin, dass B-AKBA als Reinsubstanz in seiner antiinflammatorischen
Wirkung dem Wirkstoffgemisch H15® tberlegen sein kénnte (Krieglstein et al.,
2001). Zur Klarung der Frage, ob auch die antiproliferativen und apoptotischen
Eigenschaften von B-AKBA denen von H15® iberlegen sind, sind weitere

Untersuchungen notig.

6.3 Pharmakokinetik der Boswelliasauren

Ein entscheidender Aspekt der Behandlung mit H15® ist die Frage, in welchem
Umfang die verabreichten Wirkstoffe nach der oralen Applikation vom Korper
resorbiert werden. Im Mittelpunkt der Betrachtung stehen dabei die Boswelliasduren
B-KBA und B-AKBA. Sie wurden als die Boswelliasduren mit der starksten Wirkung
identifiziert, da sie fur die selektive, nicht-Redox vermittelte Inhibierung der 5-
Lipoxygenase verantwortlich sind (Safayhi et al., 1992).

In spéteren Studien wurde die Pharmakokinetik dieser Boswelliasauren am
Menschen ndher untersucht. Es wurden im Blutplasma niedrige Konzentrationen von
Boswelliasduren nachgewiesen (Abdel Tawab et al., 2001; Buechele und Simmet,
2003; Sharma et al., 2004). Die in vitro ICsy Werte fur die 5-Lipoxygenase
Inhibierung von B-KBA und B-AKBA betrugen 2,8 respektive 1,5 uM. Die
Plasmakonzentrationen von B-KBA iiberschritten nicht den Wert von 2 uM nach der
einmaligen Einnahme von 1600 mg H15®. In samtlichen Studien mit einmaliger
Gabe von H15%konnte kein B-AKBA im Plasma nachgewiesen werden. Nach der
taglichen Einnahme von 4 x 786 mg H15® (iber einen Zeitraum von 10 Tagen wurde
dagegen eine Plasmakonzentration von 0,1 uM B-AKBA nachgewiesen (Buechele
und Simmet, 2003). Auch im Tierversuch konnten im Blutplasma nur geringe
Konzentrationen von B-KBA und B-AKBA nachgewiesen werden. Im Plasma von
Ratten wurde nach einmaliger Gabe von 240 mg/kg KG H15® eine Konzentration
von 0,4 uM B-KBA und 0,2 uM B-AKBA gemessen (Reising et al., 2005).
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Sowohl ein ausgepragter Metabolismus als auch eine mangelhafte Resorption
konnten die Ursachen flr die begrenzte systemische Verfligbarkeit dieser stark
wirksamen Boswelliaséuren sein. Die Rolle des hepatischen Metabolismus wurde in
vitro an Lebermikrosomen und Hepatozyten von Ratten, sowie an humanen
Lebermikrosomen untersucht (Kriger et al., 2008). Es konnte gezeigt werden, dass
B-KBA einem extensiven Phase-1 Metabolismus unterliegt, wahrend B-AKBA
metabolisch stabil ist. Weiterhin belegte die Studie, dass B-AKBA nicht zu B-KBA
acetyliert wird. In Anbetracht dieser Ergebnisse sind die niedrigen nachgewiesenen
Plasmakonzentrationen von -AKBA (iberraschend, da p-AKBA sehr lipophil ist und
deshalb leicht resorbierbar sein sollte.

Es wird davon ausgegangen, dass lipophile Bestandteile mit einer hoheren Rate
durch die zellularen Membranen des intestinalen Epitheliums, das die wichtigste
Barriere flr oral verabreichte Wirkstoffe darstellt, diffundieren. Kriiger et al. zeigten
jedoch, dass auch lipophile pentazyklische Triterpene, wie B-KBA und -AKBA, nur
mit einer verminderten Rate humane Kolon-Adenokarzinom-Zelllinien (Caco-2
Monolayer) passieren. Caco-2 Zelllinien sind ein weit verbreitetes in vitro Modell
zur Messung der intestinalen Permeabilitat von Wirkstoffen (Tarbit et al., 1998). Fur
B-KBA wurde eine moderate Permeabilitdit und fur B-AKBA eine wesentlich
geringere Permeabilitdt gemessen. Die Permeabilitét fur p-AKBA (berstieg nicht den
Wert von 0,05%. Daraus kann gefolgert werden, dass die schlechte Absorptionsrate
von B-AKBA der Hauptgrund flr die niedrige Bioverfugbarkeit ist (Kruger et al.,
2009). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Erhthung der Permeabilitat von
Boswelliaséuren durch die intestinalen epithelialen Schichten ein Schliisselfaktor fir
die Behandlung mit Boswelliasduren darstellt. Da es nach der Einnahme einer
fettreichen Mabhlzeit zu einem drei- bis flinffachen Anstieg der Konzentration von
Boswelliasduren im Plasma kommt (Sterk et al., 2004), konnten lipidbasierte
Trégerstoffe eine vielversprechende Maoglichkeit sein, um die gastointestinale
Resorption von Boswelliasauren zu erhéhen.

Die Konzentrationen von B-KBA und B-AKBA im Blutplasma und im Hirngewebe
der Versuchstiere wurden in der vorliegenden Arbeit nicht bestimmt, so dass Uber die
Resorptionsrate keine Aussage getroffen werden kann. Weiterhin wurde das
applizierte H15® in NaCl gel6st.

100



6.4 Blut-Hirn-Schranke als Barriere

Ein weiterer bedeutender Aspekt der chemotherapeutischen Behandlung von
Hirntumoren ist die Blut-Hirn-Schranke. Sie ist eine physiologische Barriere
zwischen dem ZNS und dem Blutkreislauf und hat die Aufgabe, die
Milieubedingungen im Gehirn aufrecht zu erhalten, sie von denen des Blutes
abzugrenzen und folglich das Gehirn vor den im Blut zirkulierenden Toxinen zu
schiitzen. Fettlosliche Substanzen und Nanopartikel kénnen die Blut-Hirn-Schranke
passieren.  Ebenso  kdnnen  wasserlosliche  Substanzen  Gber  spezielle
Transportsysteme der Endothelzellen die Blut-Hirn-Schranke tGberwinden (Bradbury
et al., 1979; Rapoport et al., 1976). Fur eine erfolgreiche chemotherapeutische
Behandlung von Hirntumoren, insbesondere von Tumorzellformationen mit
infiltrierendem Wachstum, muss das Chemotherapeutikum die Blut-Hirn-Schranke
passieren kdnnen. H15® zeigt eine hohe Lipidldslichkeit (Safayhi et al., 1992). Durch
seine Lipophilie ist H15® potenziell liquorgangig. Unter VVerwendung einer neuen
analytischen Methode (LC/MS) konnten in einem in vivo Versuch diese
Liquorgangigkeit bewiesen werden. Drei Stunden nach einer einmaligen oralen Gabe
von 240 mg/kg KG H15® konnten B-KBA und B-AKBA im Hirngewebe von Wistar-
Ratten nachgewiesen werden. Dabei wurden Konzentrationen von 99 ng f-KBA/g
Hirngewebe bzw. 95 ng B-AKBA/g Hirngewebe gemessen (Reising et al., 2005).
Demzufolge ist davon auszugehen, dass Boswelliasauren die Blut-Hirn-Schranke
passieren und somit eine wesentliche Voraussetzung fir die Behandlung von

Hirntumoren erfiillen.

6.5 Wirkung der Boswelliasauren auf die Leukotriensynthese

Das mit malignen Hirntumoren vergesellschaftete vasogene perifokale Hirnddem
entsteht durch eine Storung der Blut-Hirn-Schranke. Die tumorassoziierte
Angiogenese tber VEGF fiihrt zum Einsprossen von Kapillarendothelien, die eine
anatomisch und funktionell unvollstandige Blut-Hirn-Schranke aufweisen. Zusétzlich
wird die Permeabilitat der intakten Blut-Hirn-Schranke ortsstandiger Kapillargefalie
erhéht (Stewart et al., 1987). Mit zunehmender Malignitat nimmt die Auspragung
dieser Merkmale zu (Proescholdt et al., 1999).
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Das vasogene perifokale Odem ist fiir einen wesentlichen Teil der Symptome von
cerebralen Tumoren verantwortlich (Reulen et al., 1990). Zusatzlich zum Hirntumor
hat es einen raumfordernden Effekt und trdgt mafgeblich zu Erhdéhung des
intrakraniellen Drucks bei. Zudem fiihrt es durch die Stérung der Homdéostase und
durch Reduzierung des lokalen Blutflusses zu neurologischen Ausfallen (Uematsu et
al., 2003). MaRgeblich verantwortlich fir die Entstehung des peritumoralen
Hirnddems ist die erhdhte Leukotriensynthese. Es konnte eine Korrelation zwischen
der Leukotrienbildung (LTC,) in malignen Gliomen und dem AusmaR des
peritumoralen Odems gezeigt werden (Black et al., 1986; Simmet et al., 1990).
Daruber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass eine Korrelation zwischen der
Biosynthesekapazitdt fir Cysteinyl-Leukotriene im Tumorgewebe und dem
Malignitatsgrad besteht. Es konnte auch gezeigt werden, dass das Enzym y-
Glutamyltranspeptidase (y-GPT) in malignen Gliomen vermindert ist. y-GPT
inaktiviert Leukotriene und reduziert ihre Wirkung (Black et al., 1990; Baba et al.,
1991). Die Folge der mangelnden Leukotrien-Inaktivierung ist eine lokale Steigerung
der cerebralen Vasopermeabilitat mit fokaler Odementstehung.

In in vivo Studien konnte unter der Therapie mit H15® bei Patienten mit
Glioblastoma multiforme ein dosisabhangiger Riickgang des perifokalen Odems und
eine Reduktion der Leukotriensynthese im Tumor gezeigt werden. In einer
prospektiven, kontrollierten Studie an 29 Patienten mit einem malignen Gliom
wurden 15 Patienten 3600 mg/d, 9 Patienten 2400 mg/d und 5 Patienten 1200 mg/d
H15® verabreicht. Die Behandlung fand in den sieben Tagen vor der geplanten
operativen Tumorextirpation statt. Die Tagesgesamtdosis wurde in drei gleichen
Einzeldosen im 8-Stundenintervall verabreicht. Es zeigte sich eine signifikante
Reduktion des peritumoralen Odems in der Behandlungsgruppe mit 3600 mg/d.
Weiterhin zeigten diese Patienten eine Besserung ihrer neurologischen Symptome
wie Kopfschmerzen, motorische Aphasie und Hemiparese (Boker und Winking,
1997). Diese beobachteten Wirkungen auf das peritumorale Odem ergeben sich aus
der Hemmung des Enzyms 5-Lipoxygenase durch die im H15® enthaltenen Acetyl-pB-
Boswelliaséduren,  Acetyl-11-Keto-B-Boswelliasduren und  -Boswelliasduren
(Ammon et al., 1991).

In einer weiteren Studie wurden 19 Kindern und Jugendlichen mit intrakraniellen

Tumoren H15® in einer Dosierung bis 126 mg/kg KG pro Tag verabreicht.
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Kernspintomographisch konnte bei einem Patienten mit peritumoralem Odem ein
antiodematoser Effekt belegt werden, ohne dass es bei der Behandlung zu den
typischen Steroidnebenwirkungen kam. Funf der 19 Kinder gaben eine Verbesserung
des subjektiven Befindens an. Drei von 17 Patienten mit malignen Tumoren zeigten
meist voribergehend objektivierbare Veranderungen der neurologischen Symptome,
wie z.B. die Ruckbildung von Paresen. Diese Ergebnisse wurden als Folge eines
antiodematdsen Effekts von H15® interpretiert. Ein tberlappender Effekt der zuvor
erfolgten Chemotherapie bzw. Bestrahlung konnte jedoch nicht ausgeschlossen
werden. Eine antiproliferative Wirkung von H15® wurde nicht untersucht (Janssen et
al., 2000).

Die Reduktion des perifokalen Odems durch H15® kénnte in der vorliegenden Studie
ebenfalls eine Rolle spielen. Das peritumorale Odem wurde im Rahmen der Studie
nicht bestimmt, jedoch verbesserte sich die Vitalitat der Versuchstiere dosisabhéngig
unter der Gabe von H15®. Es ist davon auszugehen, dass die festgestellte
Verbesserung der Vitalitit auf eine Verminderung des perifokalen Odems
zuriickzufuhren ist. Im Versuch zeigt der Vitalitatsindex nach einer 14-tdgigen
Behandlung mit H15® ein signifikant besseres Ergebnis in der Behandlungsgruppe A
(240 mg/kg KG) im Vergleich zu den Gruppen B, C und D (p < 0,05). Die Gruppe B
zeigt einen langsameren Abfall des Vitalitatsindexes als die Behandlungsgruppen C
und D. Jedoch nahert sich der Vitalitatsindex in der Gruppe B (ber den
Behandlungszeitraum von 14 Tagen den Werten der Behandlungsgruppen C und D
an. Zwischen der Gruppe C und D sind keine Unterschiede hinsichtlich des
Vitalitatsindexes zu beobachten. Aufgrund dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass
fur eine wirkungsvolle Verbesserung des Vitalitatsindex die Verabreichung einer
Mindestdosis von H15® notwendig ist. Wird diese Mindestdosis unterschritten, zeigt

sich kein signifikanter Therapieerfolg.

6.6 Vor- und Nachteile der Glukokortikoidtherapie

In histologischen Untersuchungen konnten im perifokalen Odem mit erheblichem
Abstand zum makroskopischen Primartumor maligne Zellen nachgewiesen werden
(Kelly et al., 1987; Halperin et al., 1989; Wallner et al., 1989). Diese Beobachtungen
werden dadurch erklart, dass das perifokale Odem durch mechanische Erweiterung
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des Extrazellularraums die Migration von Tumorzellen erleichtert (Ohnishi et al.,
1990).

Angesichts der durch das perifokale Odem verursachten Erleichterung der Migration
von Tumorzellen kommt der Reduktion des Odems eine entscheidende Rolle bei der
Therapie von Hirntumoren zu. Zur kurzfristigen Therapie haben sich vor allem
Glukokortikoide bewahrt. Die bedeutendste pharmakologische Wirkung der
Glukokortikoide ist ihr antiinflammatorischer Effekt. Durch eine Hemmung der
Phosholipase-A; durch Glukokortikoide kann aus Membranphospholipiden keine
Arachidonsédure bereitgestellt werden. Somit nimmt die Synthese aller Endprodukte
aus der Freisetzung von Arachidonsdure, wie Prostaglandine oder Leukotriene, ab
(Parente et al., 1984). Ebenfalls bedeutend flr die antientziindliche Wirkung von
Glukokortikoiden ist ihre Eigenschaft, Lysosomenmembranen zu stabilisieren und
damit die Freisetzung von Entziindungsmediatoren zu verhindern. Dadurch kommt
es zu einer verminderten Einwanderung von Granulozyten und mononukleéren
Phagozyten am Entziundungsort, zur Hemmung der Phagozytose und der
Verminderung der Odembildung durch Abdichtung des GefiBendothels (de Waal,
1994). Diese abdichtende Wirkung auf die Zellmembran macht man sich bei der
Behandlung des Hirnddems mit Glukokortikoiden zunutze.

Eng verbunden mit der antiinflammatorischen Wirkung ist der immunsuppressive
Effekt der Glukokortikoide. Sie vemindern die Zahl der basophilen und eosinophilen
Leukozyten sowie der Mono- und Lymphozyten, indem sie ihre Zellteilung
verlangsamen. Die B- und T-Lymhozyten sowie die Interleukine I und Il werden von
Glukokortikoiden supprimiert. Auf diese Weise wird die Immunantwort unterdrickt
und die Antikorperbildung reduziert. In hohen Dosen fiihren sie sogar zu einer
Atrophie des lymphatischen Gewebes.

Glukokortikoide finden Anwendung in der Therapie von Leuk&mien. Hier induzieren
sie in den entarteten Zellen des blutbildenden Systems Apoptose. Bei soliden
Tumoren ist die Verwendung von Glukokortikoiden als Zusatztherapeutikum zu
Zytostatika jedoch kritisch zu bewerten. Umfangreiche Daten aus praklinischen und
klinischen ~ Studien zeigen, dass Glukokortikoide im Verdacht stehen,
Therapieresistenzen bei einer Vielzahl von malignen soliden Tumoren zu induzieren.
Zudem scheint das Risiko einer Metastasierung unter dem Einsatz von
Glukokortikoiden zuzunehmen (Mattern et al., 2007). Bei einer Untersuchung von
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157 Tumorproben (géngige Tumorzelllinien, frisch isolierte Zellen aus
Tumorgewebe, Tumortransplantate in Mausen) stellte sich heraus, dass 89% der
Tumoren unter Einfluss von Glukokortikoiden eine Resistenz gegen verschiedene
Zytostatika, darunter Cisplatin und 5-Fluoruracil, sowie gegen mehrere
Glukokortikoidderivate entwickelten. Dies wurde auf eine Hemmung der Apoptose,
eine Steigerung der Lebensfahigkeit und des Zellzyklus der Tumorzellen sowie eine
Schwachung des Immunsystems zurtickgefuihrt (Zhang et al., 2007).

Die beschriebene Immunsuppression, die Ausbildung von Resistenzen gegeniber
Zytostatika, die Forderung einer Metastasierung und die erheblichen
Nebenwirkungen bei einer Langzeittherapie (Chushing-Syndrom) stellen
ernstzunehmende Nachteile der Glukokortikoidbehandlung dar. Deshalb sind neue
Wirkstoffe mit geringeren Nebenwirkungen fur die Langzeittherapie wiinschenswert.
H15® konnte als Langzeittherapeutikum eine Alternative zu Kortikosteroiden
darstellen. Durch den Ersatz oder die Reduktion der Kortikosteroide kénnten die

Nebenwirkungen reduziert werden.

6.7 Wirkung der Boswelliasauren auf Topoisomerasen

Neben den Auswirkungen auf das peritumorale Hirnédem kann die antiproliferative
Wirkung von H15® fiir die Therapie von malignen Gliomen von zentraler Bedeutung
sein. In Experimenten an C6-Gliomzellkulturen, die mit H15® behandelt wurden,
konnte eine konzentrationabhdngige Hemmung der C6-Zellproliferation gezeigt
werden (Held et al., 1996). In HL60 Zellen konnte neben einer Hemmung der
Zellproliferation eine Induktion wvon Apoptose und eine Hemmung der
Topoisomerase | durch die in H15® enthaltenen Boswelliasiuren beobachtet werden
(Hoernlein et al., 1997). Aufgrund ihrer essentiellen Funktion sind Topoisomerasen
geeignete Zielstrukturen flr Zytostatika. Es konnte ein Zusammenhang zwischen der
Aktivitdt von Topoisomerase Typ | oder Il und Malignisierung von Gewebe
beobachtet werden. So zeigen Studien an Kolonkarzinomgewebe eine Erhéhung der
Topoisomerase | Aktivitdt. Hier besteht eine Korrelation zwischen dem
Malignitatsgrad und der Erhéhung der Topoisomerase | Aktivitat (Giovanella et al.,
1989). In anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es in entarteten
Zellen zu einer weitgehenden Aufhebung der zellzyklusabhangigen Aktivitat von
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Topoisomerase 11 kommt (Sullivan et al., 1987). Die pharmakologische Blockierung
dieser Enzyme gewann daher hinsichtlich der Entwicklung neuer
Antitumormedikamente an Bedeutung (Burden und Osheroff, 1998).

Die in H15® enthaltenen Boswelliasauren werden zu der Gruppe der katalytischen
Inhibitoren der Topoisomerasen gezéhlt, da sie ein frihes Eingreifen in den
Reaktionszyklus der Topoisomerasen mit Verhinderung wvon Strangbrichen
aufweisen. Sie beintréchtigen die Funktion der Topoisomerasen, indem sie direkt an
die hoch affinen Bindungsstellen von Topoisomerase | und Ila binden und folglich
mit der DNA um die Bindung konkurrieren (Hoernlein et al., 1999; Syrovets et al.,
2000; Held et al., 1996). H15® ist gekennzeichnet durch ein mildes
Nebenwirkungsspektrum. Das mutagene Potenzial ist im Vergleich zu
Topoisomerasegiften gering (Benchokraun et al., 1995). Deshalb ist es naheliegend,
H15® fiir die Therapie maligner Gliome in Erwéagung zu ziehen.

Die Tierversuche der vorliegenden Studie zeigen, dass eine Behandlung mit H15® zu
einer Hemmung des Gliomwachstums fuhrt. Aus den Ergebnissen kann gefolgert
werden, dass H15® eine antiproliferative Wirkung hat und das diese Wirkung
dosisabhéngig ist. Fir einen signifikanten Behandlungserfoly muss eine
Mindestdosis verabreicht werden. Diese Mindestdosis war im Versuch bei der
Behandlungsgruppe C noch nicht erreicht. Erst die Verdopplung der Dosis bewirkte
in der Behandlungsgruppe B eine signifikante Verminderung des Tumorwachstums.
Folglich liegt die Mindestdosis zur Erreichung einer signifikanten Verminderung des
Tumorwachstums zwischen 60 mg/kg KG und 120 mg/kg KG.

Aufgrund dieser im Tierversuch ermittelten Daten ldge bei einem angenommenen
Korpergewicht von 70 kg die fir eine signifikante Verminderung des
Tumorwachstums notwendige tagliche H15®-Dosis bei rund 8400 mg. Diese hohe
Dosis kénnte Unvertréglichkeiten zur Folge haben. Deshalb missten Wege gefunden
werden, bei geringeren Dosen eine bessere Bioverfligbarkeit zu erreichen. Allerdings
ist die berechnete Dosis von 8400 mg grundséatzlich in Frage zu stellen. Denn eine
derart unmittelbare Ubertragung der im Tierversuch gewonnenen Ergebnisse auf den
Menschen ist nicht zuléssig. Vielmehr sind zur genaueren Eingrenzung der
Mindestdosis weitere Untersuchungen notig. Erste Hinweise auf mdgliche
Dosierungen fir die Anwendung am Menschen geben die oben erwéhnten
Untersuchungen wieder (Janssen et al., 2000; Boker und Winking, 1997).
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Die beobachtete Verminderung des Tumorwachstums ist auf die Induktion von
Apoptose durch die in H15® enthaltenen Acetyl-Boswelliasauren zuriickzufiihren.
Die Zahl der apoptotischen Zellen war in der Behandlungsgruppe A mit
240 mg/kg KG signifikant hoher als in der Kontrollgruppe D (p < 0,05). Wéhrend in
der Kontrollgruppe durchschnittlich 13,2 apoptotische Zellen gezé&hlt wurden, waren
es in Gruppe A durchschnittlich 32,7. Durch die hohe Dosierung von H15® in
Gruppe A stieg die Zahl der apoptotischen Zellen gegentiber der Kontrollgruppe D
um 147,7%. In Gruppe B kam es zu einem Anstieg um 106,8 % auf 27,3
apoptotische Zellen, in Gruppe C wurde ein Anstieg um 50,8 % auf durchschnittlich
19,9 apoptotische Zellen beobachtet. Der Vergleich der Ergebnisse der vier
Behandlungsgruppen lasst auf einen dosisabhangigen Einfluss von H15® auf den
programmierten Zelltod schliel3en.

6.8 Klinische Relevanz und Aussichten

Die vorliegende tierexperimentelle Studie belegt eine dosisabhéngige,
antiproliferative und Apoptose induzierende Wirkung von H15®. Es ist davon
auszugehen, dass diese Wirkungen auf die im H15® enthaltenen Boswelliasauren
zuriickzufuhren sind. Angesichts der ermutigenden Ergebnisse dieses Tierversuchs
sollten weitere Untersuchungen der méglichen Eignung von H15® bzw. von
Boswelliaséuren flr die klinische Anwendung durchgefiihrt werden. Ein mégliches
Hindernis fiir die klinische Anwendung von H15® liegt im phytopharmakologischen
Ursprung der Substanz. Das Phytopharmakon H15® ist ein Extrakt, das verschiedene
Subtypen von Boswelliasauren beinhaltet. Die Konzentration der pharmakologisch
wirksamen Bestandteile in dem oral verabreichten Gemisch ist abhdngig vom
Reinheitsgrad, der bei der Extraktion aus dem Weihrauchharz erzielt wird. Es sind
deshalb Schwankungen in der Qualitat verschiedener Chargen denkbar. Sie kénnten
zur Beeinflussung der enteralen Resorption und des Behandlungserfolges fihren.
Weiterhin kénnen sich Wirkungen der Inhaltsstoffe des Weihrauchextraktes H15®
teilweise wieder aufheben. Diese Qualitdtsschwankungen kdnnen durch Extraktion
und Reinigung der wichtigsten Subtypen der Boswelliasduren geldst werden. Mit
diesen gereinigten Substanzen wére die ldentifikation der Boswelliasauren und eine

standardisierte klinische Behandlung mdglich. Nach erfolgreicher Behandlung von
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Gliomzellen in Zellkulturen werden pharmakokinetische Experimente und
Messungen der Gewebekonzentrationen von Boswelliaséuren in vivo nftig sein.
Bevor jedoch die Substanz als Wirkstoff bei Hirntumoren empfohlen werden kann,
mussen noch einige Aspekte geklart werden. Insbesondere missen in einer
Pilotstudie an Patienten mit Glioblastomen &hnliche Ergebnisse aufgezeigt werden.
Solche Pilotstudien wirden die Voraussetzung fir eine umfassende kontrollierte
klinische Prifung des Préparates schaffen. Weiterhin missen weitere Erkenntnisse
liber die Pharmakokinetik vorliegen. Méglicherweise eroffnet H15® bzw. die
extrahierten Boswelliasduren neue Chancen flr die Behandlung von malignen

Gliomen.
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7 Zusammenfassung

Die konventionelle Therapie von malignen Gliomen (operative Entfernung,
Bestrahlung, Chemotherapie) erzielt keine nachhaltigen Erfolge. Die Prognose von
Patienten mit malignen Gliomen richtet sich nach wie vor nach der histologischen
Wertigkeit des Tumors und dem Karnowski-Index des Patienten. Um die Ergebnisse
der Therapie von malignen Gliomen zu verbessern, werden zusétzliche
therapeutische Mdglichkeiten bendtigt. In friiheren klinischen Studien konnte gezeigt
werden, dass sich unter der Therapie mit H15® die perifokalen Odeme bei Patienten
mit malignen Gliomen signifikant zurtickbilden und sich zudem ihre klinischen
Symptome verbessern. Es war dartiber hinaus eine Abnahme der Ausscheidung von
LTE4, einem Metaboliten der Leukotriensynthese in Hirntumoren, zu beobachten.
Zudem wurde in Zellkulturen eine proliferationshemmende Aktivitat von H15®
festgestellt.

Mit der vorliegenden tierexperimentellen Studie wurden Einfliisse von H15® auf das
Tumorwachstum untersucht. 40 weiblichen Wistar-Ratten mit einem Gewicht von
220g bis 250g wurden C6-Gliomzellen in den rechten Nucleus caudatus injiziert. Die
Tiere wurden randomisiert und in vier Gruppen zu jeweils 10 Tieren unterteilt. Drei
dieser Gruppen wurden mit verschiedenen Dosen von H15® behandelt; die vierte
Gruppe diente als Kontrollgruppe. Nach 14 tagiger Verabreichung von H15® (3mall
taglich) vom Tag nach der Tumorzellimplantation an wurden die Gehirne
entnommen und mikroskopisch untersucht. Es wurde eine signifikante Stabilisierung
des Vitalitatsindex in der Behandlungsgruppe mit der hochsten Medikamentendosis
im Vergleich zur Kontrollgruppe aufgezeigt. Abhéngig von der Dosierung wurde
weiterhin ein signifikanter Unterschied im Tumorvolumen festgestellt. Der Anteil
induzierter, apoptotischer Zellen war in Tieren, die mit hohen Dosen behandelt
wurden, signifikant grofer, als bei Tieren mit niedriger Dosierung. Bei den Tieren
wurden keine bzw. geringe Nebenwirkungen auf das verabreichte Medikament
beobachtet. Diese Daten belegen einen hemmenden Einfluss von H15® auf das

Wachstum von C6-Gliomzellen in Rattenhirnen.
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8 Summary

The conventional malignant glioma therapy (surgery, radiation therapy and
chemotherapy) does not yield satisfying results. The prognosis of the glioma patient
depends more on the histological grading of the tumor and the patient’s age than on
the therapy. Especially the adjuvant chemotherapy does not influence survival time
in glioma patients significantly. To improve results in malignant glioma therapy
additional therapeutic regimes are necessary. An earlier study showed a significant
reduction of perifocal edema in patients with malignant glioma under therapy with
H15®, accompanied with a clinical improvement. Also a decrease of urinary LTE,-
excretion as a metabolite of leukotriene synthesis in brain tumors was observed.
Furthermore a proliferation inhibiting activity of H15® was found in cell cultures.

The purpose of this experimental study was to examine the effects of the boswellic
acids, which are constituents of an extract from gum resin, on tumor growth in vivo.
Fourty female wistar rats weighing 220-250 g were inoculated C6 tumor cells into
the right caudate nucleus and randomization into 4 groups each with 10 rats. The
treatment groups received different dosages and were compared to a control group
without any additional treatment. Drug treatment (3 times per day) was started
immediately after implantation and stopped after 14 days. The animals were
sacrificed and the brains were examined microscopically. Comparing low and high
dosage of H15® treatment a significant difference in tumor volume was detected. The
vitality index in animals with high dose treatment was significantly better than in the
low dose treatment group. The proportion of apoptotic tumor cells in animals with
high dose treatment was significantly larger than in the low dose treatment group.
Only milde side effects were observed by the animal during the therapy with H15°.

These data demonstrate an antiproliferative influence of H15% in rat glioma growth.
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10 Anhang

10.1Protokolle

Gruppe A (240 mg/kg Korpergewicht)

Fluchtreaktion

Schnelligkeit

Neurologisches
Defizit

Aggressivitat

Tiere 12345678910 12345678910 12345678910 12345678910
Tage

1 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
2 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
3 44444 44444 A444444444 A444444444 4444444444
4 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
5 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
6 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
7 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
8 4444444444 A444444444 A444444444 2 A444444444
9 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
10 4434444444 A444444444 A444444444 A444444444
11 3334334343 3334334343 4444444444 3344334333
12 3333334343 3333334343 4444444444 3333334333
13 4333334333 4333334333 4444444444 3333333333
14 4433334333 4433334333 4444444444 3333333333
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Gruppe B (120 mg/kg Korpergewicht)

Fluchtreaktion

Schnelligkeit

Neurologisches
Defizit

Aggressivitat

Tiere 12345678910 12345678910 12345678910 12345678910
Tage

1 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
2 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
3 44444 44444 A444444444 A444444444 4444444444
4 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
5 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
6 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
7 4444444444 A444444444 A444444444 2 A444444444
8 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
9 4434434444 4434344443 4444444444 4334443444
10 4434333443 4434333433 4444444444 3333333333
11 3334333343 3323333333 4444444444 3323332333
12 3323333333 3323323333 4434444344 3222332333
13 3323323232 3223222332 4434444344 2222222222
14 3323322232 2222222222 4334444343 2222222222
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Gruppe C (60 mg/kg Kdrpergewicht)

Fluchtreaktion

Schnelligkeit

Neurologisches
Defizit

Aggressivitat

Tiere 12345678910 12345678910 12345678910 12345678910
Tage

1 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
2 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
3 44444 44444 A444444444 A444444444 4444444444
4 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
5 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
6 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
7 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
8 3443333444 3443333334 4444444444 3333343333
9 3433333433 3333333333 4444444444 3232332333
10 3433333333 3333233223 4444444444 3222332232
11 2332233333 2333232223 4444444444 2222223222
12 2332223333 2322222223 4444434444 2232222222
13 2322222322 2222222223 3443433444 2222222222
14 2222222222 2222222222 3443333444 2222222222
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Gruppe D (Kontrollgruppe)

Fluchtreaktion

Schnelligkeit

Neurologisches
Defizit

Aggressivitat

Tiere 12345678910 12345678910 12345678910 12345678910
Tage

1 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
2 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
3 44444 44444 A444444444 A444444444 4444444444
4 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
5 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
6 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
7 4444444444 A444444444 A444444444 A444444444
8 3443333444 3443333334 4444444444 3333333333
9 3333333434 3333333333 4444444444 3222333333
10 3333333334 3333333223 4444444444 3222332223
11 2332233333 2332232223 4444444444 2222222222
12 2332223333 2322222223 3444444444 2232222222
13 2222222323 2222222223 3443434444 2222222222
14 2222222223 2222222222 3443333444 2222222222
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10.2Auswertung

10.2.1 Fluchtreaktion

Gruppe * Fluchtreaktion 8 Tage Kreuztabelle

Fluchtreaktion 8 Tage Gesamt
3 4 3
Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 10 10
% von Gruppe ,0% 100,0% 100,0%
B (120mg/kg) Anzahl 0 10 10
% von Gruppe ,0% 100,0% 100,0%
C (60mg/kg) Anzahl 5 5 10
% von Gruppe 50,0% 50,0% 100,0%
D (Kontrolle) Anzahl 5 5 10
% von Gruppe 50,0% 50,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 10 30 40
% von Gruppe 25,0% 75,0% 100,0%
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 13,333(a) ,004 ,003
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 17,261 ,001 ,001
Exakter Test nach Fisher 12,985 ,003
Zusammenhang linear-mit-
linear 10,400(b) ,001 ,001 ,001 ,001
Anzahl der glltigen Falle 40

a 4 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 2,50.

b Die standardisierte Statistik ist -3,225.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der

Fluchtreaktion nach 8 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p=0,001)
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Gruppe * Fluchtreaktion 9 Tage Kreuztabelle

Fluchtreaktion 9 Tage Gesamt
3 4 3

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 10 10
% von Gruppe ,0% 100,0% 100,0%

B (120mg/kg) Anzahl 2 8 10

% von Gruppe 20,0% 80,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 8 2 10

% von Gruppe 80,0% 20,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 8 2 10

% von Gruppe 80,0% 20,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 18 22 40
% von Gruppe 45,0% 55,0% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 20,606(a) 3 ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 25,027 3 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 21,222 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 17,727(b) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 4 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 4,50.
b Die standardisierte Statistik ist -4,210.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der

Fluchtreaktion nach 9 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)
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Gruppe * Fluchtreaktion 10 Tage Kreuztabelle

Fluchtreaktion 10 Tage Gesamt
3 4 3
Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 1 9 10
% von Gruppe 10,0% 90,0% 100,0%
B (120mg/kg) Anzahl 5 5 10
% von Gruppe 50,0% 50,0% 100,0%
C (60mg/kg) Anzahl 9 1 10
% von Gruppe 90,0% 10,0% 100,0%
D (Kontrolle) Anzahl 9 1 10
% von Gruppe 90,0% 10,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 24 16 40
% von Gruppe 60,0% 40,0% 100,0%
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 18,333(a) ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 20,473 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 18,100 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 15,925(b) ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 4 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 4,00.

b Die standardisierte Statistik ist -3,991.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der

Fluchtreaktion nach 10 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)
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Gruppe * Fluchtreaktion 11 Tage Kreuztabelle

Fluchtreaktion 11 Tage Gesamt
2 3 4 2

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 7 3 10
% von Gruppe ,0% 70,0% 30,0% 100,0%

B (120mg/kg) Anzahl 0 8 2 10

% von Gruppe ,0% 80,0% 20,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 3 7 0 10

% von Gruppe 30,0% 70,0% ,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 3 7 0 10

% von Gruppe 30,0% 70,0% ,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 6 29 5 40
% von Gruppe 15,0% 72,5% 12,5% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 11,503(a) 6 ,074 ,069
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 15,552 6 ,016 ,026
Exakter Test nach Fisher 9,880 ,050
Zusammenhang linear-mit-
linear 9,399(b) 1 ,002 ,002 ,001 ,001
Anzahl der glltigen Falle 40

a 8 Zellen (66,7%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 1,25.
b Die standardisierte Statistik ist -3,066.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der
Fluchtreaktion nach 11Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p=0,002)
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Gruppe * Fluchtreaktion 12 Tage Kreuztabelle

Fluchtreaktion 12 Tage Gesamt
2 3 4 2

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 8 2 10
% von Gruppe ,0% 80,0% 20,0% 100,0%

B (120mg/kg) Anzahl 1 9 0 10

% von Gruppe 10,0% 90,0% ,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 4 6 0 10

% von Gruppe 40,0% 60,0% ,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 4 6 0 10

% von Gruppe 40,0% 60,0% ,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 9 29 2 40
% von Gruppe 22,5% 72,5% 5,0% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 12,598(a) 6 ,050 ,031
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 14,054 6 ,029 ,033
Exakter Test nach Fisher 9,887 ,047
Zusammenhang linear-mit-
linear 8,797(b) 1 ,003 ,003 ,002 ,001
Anzahl der glltigen Falle 40

a 8 Zellen (66,7%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist ,50.
b Die standardisierte Statistik ist -2,966.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der
Fluchtreaktion nach 12 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p=0,003)
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Gruppe * Fluchtreaktion 13 Tage Kreuztabelle

Fluchtreaktion 13 Tage Gesamt
2 3 4 2

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 8 2 10
% von Gruppe ,0% 80,0% 20,0% 100,0%

B (120mg/kg)  Anzahl 4 6 0 10

% von Gruppe 40,0% 60,0% ,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 8 2 0 10

% von Gruppe 80,0% 20,0% ,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 8 2 0 10

% von Gruppe 80,0% 20,0% ,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 20 18 2 40
% von Gruppe 50,0% 45,0% 5,0% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 20,800(a) 6 ,002 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 24,971 6 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 19,651 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 16,217(b) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 8 Zellen (66,7%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist ,50.
b Die standardisierte Statistik ist -4,027.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der
Fluchtreaktion nach 13 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)
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Gruppe * Fluchtreaktion 14 Tage Kreuztabelle

Fluchtreaktion 14 Tage Gesamt
2 3 4 2

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 7 3 10
% von Gruppe ,0% 70,0% 30,0% 100,0%

B (120mg/kg) Anzahl 5 5 0 10

% von Gruppe 50,0% 50,0% ,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 10 0 0 10

% von Gruppe 100,0% ,0% ,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 9 1 0 10

% von Gruppe 90,0% 10,0% ,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 24 13 3 40
% von Gruppe 60,0% 32,5% 7,5% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 29,410(a) 6 ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 36,702 6 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 27,750 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 20,519(b) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 8 Zellen (66,7%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist ,75.
b Die standardisierte Statistik ist -4,530.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der
Fluchtreaktion nach 14 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)

157



10.2.2 Antrieb

Gruppe * Antrieb 8 Tage Kreuztabelle

Schnelligkeit 8 Tage Gesamt
4 3
Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 10 10
% von Gruppe ,0% 100,0% 100,0%
B (120mg/kg) Anzahl 0 10 10
% von Gruppe ,0% 100,0% 100,0%
C (60mg/kg) Anzahl 7 3 10
% von Gruppe 70,0% 30,0% 100,0%
D (Kontrolle) Anzahl 7 3 10
% von Gruppe 70,0% 30,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 14 26 40
% von Gruppe 35,0% 65,0% 100,0%
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 21,538(a) ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 27,361 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 21,992 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 16,800(b) ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 4 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 3,50.

b Die standardisierte Statistik ist -4,099.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der

Schnelligkeit nach 8 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)
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Gruppe * Antrieb 9 Tage Kreuztabelle

Schnelligkeit 9 Tage Gesamt
3 4 3
Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 10 10
% von Gruppe ,0% 100,0% 100,0%
B (120mg/kg) Anzahl 3 7 10
% von Gruppe 30,0% 70,0% 100,0%
C (60mg/kg) Anzahl 10 0 10
% von Gruppe 100,0% ,0% 100,0%
D (Kontrolle) Anzahl 10 0 10
% von Gruppe 100,0% ,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 23 17 40
% von Gruppe 57,5% 42,5% 100,0%
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 31,407(a) ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 42,331 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 34,035 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 27,310(b) ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 4 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 4,25.

b Die standardisierte Statistik ist -5,226.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der

Schnelligkeit nach 9 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)
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Gruppe * Antrieb 10 Tage Kreuztabelle

Schnelligkeit 10 Tage Gesamt
2 3 4 2

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 0 10 10
% von Gruppe ,0% ,0% 100,0% 100,0%

B (120mg/kg) Anzahl 0 6 4 10

% von Gruppe ,0% 60,0% 40,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 3 7 0 10

% von Gruppe 30,0% 70,0% ,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 2 8 0 10

% von Gruppe 20,0% 80,0% ,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 5 21 14 40
% von Gruppe 12,5% 52,5% 35,0% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 31,924(a) 6 ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 41,567 6 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 31,292 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 21,240(b) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 8 Zellen (66,7%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 1,25.
b Die standardisierte Statistik ist -4,609.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der
Schnelligkeit nach 10 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)
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Gruppe * Antrieb 11 Tage Kreuztabelle

Schnelligkeit 11 Tage Gesamt
2 3 4 2

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 7 3 10
% von Gruppe ,0% 70,0% 30,0% 100,0%

B (120mg/kg) Anzahl 1 9 0 10

% von Gruppe 10,0% 90,0% ,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 5 5 0 10

% von Gruppe 50,0% 50,0% ,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 6 4 0 10

% von Gruppe 60,0% 40,0% ,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 12 25 3 40
% von Gruppe 30,0% 62,5% 7,5% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 20,027(a) 6 ,003 ,001
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 21,895 6 ,001 ,001
Exakter Test nach Fisher 15,865 ,002
Zusammenhang linear-mit-
linear 14,443(b) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 8 Zellen (66,7%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist ,75.
b Die standardisierte Statistik ist -3,800.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der
Schnelligkeit nach 11 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)
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Gruppe * Antrieb 12 Tage Kreuztabelle

Schnelligkeit 12 Tage Gesamt
2 3 4 2

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 8 2 10
% von Gruppe ,0% 80,0% 20,0% 100,0%

B (120mg/kg) Anzahl 2 8 0 10

% von Gruppe 20,0% 80,0% ,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 8 2 0 10

% von Gruppe 80,0% 20,0% ,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 8 2 0 10

% von Gruppe 80,0% 20,0% ,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 18 20 2 40
% von Gruppe 45,0% 50,0% 5,0% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 24,533(a) 6 ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 28,423 6 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 22,732 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 18,582(b) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 8 Zellen (66,7%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist ,50.
b Die standardisierte Statistik ist -4,311.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der
Schnelligkeit nach 12 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)
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Gruppe * Antrieb 13 Tage Kreuztabelle

Schnelligkeit 13 Tage Gesamt
2 3 4 2

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 8 2 10
% von Gruppe ,0% 80,0% 20,0% 100,0%

B (120mg/kg)  Anzahl 6 4 0 10

% von Gruppe 60,0% 40,0% ,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 9 1 0 10

% von Gruppe 90,0% 10,0% ,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 9 1 0 10

% von Gruppe 90,0% 10,0% ,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 24 14 2 40
% von Gruppe 60,0% 35,0% 5,0% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 24,429(a) 6 ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 29,426 6 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 23,384 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 18,181(b) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 8 Zellen (66,7%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist ,50.
b Die standardisierte Statistik ist -4,264.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der
Schnelligkeit nach 13 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)

163



Gruppe * Antrieb 14 Tage Kreuztabelle

Schnelligkeit 14 Tage Gesamt
2 3 4 2

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 7 3 10
% von Gruppe ,0% 70,0% 30,0% 100,0%

B (120mg/kg)  Anzahl 10 0 0 10

% von Gruppe 100,0% ,0% ,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 10 0 0 10

% von Gruppe 100,0% ,0% ,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 10 0 0 10

% von Gruppe 100,0% ,0% ,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 30 7 3 40
% von Gruppe 75,0% 17,5% 7,5% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 40,000(a) 6 ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 44,987 6 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 32,909 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 20,074(b) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 8 Zellen (66,7%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist ,75.
b Die standardisierte Statistik ist -4,480.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der
Schnelligkeit nach 14 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)

164



10.2.3 Neurologisches Defizit

Test auf Abhangigkeit erst ab Tag 12 mdglich, da vorher alle Bewertung 4 haben:

Gruppe * Neurologisches Defizit 12 Tage Kreuztabelle

Neurologisches Defizit 12 Tage Gesamt
3 4 3
Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 10 10
% von Gruppe ,0% 100,0% 100,0%
B (120mg/kg) Anzahl 2 8 10
% von Gruppe 20,0% 80,0% 100,0%
C (60mg/kg) Anzahl 1 9 10
% von Gruppe 10,0% 90,0% 100,0%
D (Kontrolle) Anzahl 1 9 10
% von Gruppe 10,0% 90,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 4 36 40
% von Gruppe 10,0% 90,0% 100,0%
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 2,222(a) 3 528 ,891
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 2,995 3 ,392 ,891
Exakter Test nach Fisher 2,211 ,891
Zusammenhang linear-mit-
linear ,217(b) 1 ,642 ,820 410 ,161
Anzahl der giltigen Falle 40

a 4 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 1,00.
b Die standardisierte Statistik ist -,465.

=> keine Abhé&ngigkeit nachweisbar zwischen der Gruppe (Dosis) und dem Neurologischen
Defizit nach 12 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend exakt, p=0,820)
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Gruppe * Neurologisches Defizit 13 Tage Kreuztabelle

Neurologisches Defizit 13 Tage Gesamt
3 4 3
Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 10 10
% von Gruppe ,0% 100,0% 100,0%
B (120mg/kg) Anzahl 2 8 10
% von Gruppe 20,0% 80,0% 100,0%
C (60mg/kg) Anzahl 4 6 10
% von Gruppe 40,0% 60,0% 100,0%
D (Kontrolle) Anzahl 3 7 10
% von Gruppe 30,0% 70,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 9 31 40
% von Gruppe 22,5% 77,5% 100,0%
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 5,018(a) 170 ,233
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 6,968 ,073 ,183
Exakter Test nach Fisher 5,175 ,233
Zusammenhang linear-mit-
linear 3,383(b) ,066 ,093 ,047 ,026
Anzahl der glltigen Falle 40

a 4 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 2,25.

b Die standardisierte Statistik ist -1,839.

=> keine Abhé&ngigkeit nachweisbar zwischen der Gruppe (Dosis) und dem Neurologischen
Defizit nach 13 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend exakt, p=0,093)
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Gruppe * Neurologisches Defizit 14 Tage Kreuztabelle

Neurologisches Defizit 14 Tage Gesamt
3 4 3
Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 10 10
% von Gruppe ,0% 100,0% 100,0%
B (120mg/kg) Anzahl 4 6 10
% von Gruppe 40,0% 60,0% 100,0%
C (60mg/kg) Anzahl 5 5 10
% von Gruppe 50,0% 50,0% 100,0%
D (Kontrolle) Anzahl 5 5 10
% von Gruppe 50,0% 50,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 14 26 40
% von Gruppe 35,0% 65,0% 100,0%
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 7,473(a) ,058 ,092
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 10,610 ,014 ,032
Exakter Test nach Fisher 8,330 ,043
Zusammenhang linear-mit-
linear 5,486(b) ,019 ,026 ,013 ,008
Anzahl der glltigen Falle 40

a 4 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 3,50.

b Die standardisierte Statistik ist -2,342.

=> signifikante Abhangigkeit zwischen der Gruppe (Dosis) und dem

nach 14 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend exakt, p=0,026)

Neurologischen Defizit
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10.2.4 Aggressivitat

Gruppe * Aggressivitat 8 Tage Kreuztabelle

Aggressivitat 8 Tage Gesamt
3 4 3
Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 10 10
% von Gruppe ,0% 100,0% 100,0%
B (120mg/kg) Anzahl 0 10 10
% von Gruppe ,0% 100,0% 100,0%
C (60mg/kg) Anzahl 9 1 10
% von Gruppe 90,0% 10,0% 100,0%
D (Kontrolle) Anzahl 10 0 10
% von Gruppe 100,0% ,0% 100,0%
Gesamt Anzahl 19 21 40
% von Gruppe 47,5% 52,5% 100,0%
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 36,391(a) 3 ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 48,850 3 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 39,727 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 29,734(b) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 4 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 4,75.

b Die standardisierte Statistik ist -5,453.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der

Aggressivitat nach 8 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)
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Gruppe * Aggressivitat 9 Tage Kreuztabelle

Aggressivitat 9 Tage Gesamt
2 3 4 2

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 0 10 10
% von Gruppe ,0% ,0% 100,0% 100,0%

B (120mg/kg) Anzahl 0 2 8 10

% von Gruppe ,0% 20,0% 80,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 3 7 0 10

% von Gruppe 30,0% 70,0% ,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 3 7 0 10

% von Gruppe 30,0% 70,0% ,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 6 16 18 40
% von Gruppe 15,0% 40,0% 45,0% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 33,944(a) 6 ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 46,390 6 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 35,350 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 23,897(b) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 12 Zellen (100,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 1,50.
b Die standardisierte Statistik ist -4,888.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der

Aggressivitat nach 9 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)
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Gruppe * Aggressivitat 10 Tage Kreuztabelle

Aggressivitat 10 Tage Gesamt
2 3 4 2

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 0 10 10
% von Gruppe ,0% ,0% 100,0% 100,0%

B (120mg/kg) Anzahl 0 10 0 10

% von Gruppe ,0% 100,0% ,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 6 4 0 10

% von Gruppe 60,0% 40,0% ,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 6 4 0 10

% von Gruppe 60,0% 40,0% ,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 12 18 10 40
% von Gruppe 30,0% 45,0% 25,0% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 53,333(a) 6 ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 58,447 6 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 44,375 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 25,964(b) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 12 Zellen (100,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 2,50.
b Die standardisierte Statistik ist -5,096.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der

Aggressivitat nach 10 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)
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Gruppe * Aggressivitat 11 Tage Kreuztabelle

Aggressivitat 11 Tage Gesamt
2 3 4 2

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 7 3 10
% von Gruppe ,0% 70,0% 30,0% 100,0%

B (120mg/kg) Anzahl 2 8 0 10

% von Gruppe 20,0% 80,0% ,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 9 1 0 10

% von Gruppe 90,0% 10,0% ,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 10 0 0 10

% von Gruppe 100,0% ,0% ,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 21 16 3 40
% von Gruppe 52,5% 40,0% 7,5% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 35,738(a) 6 ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 43,199 6 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 33,543 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 25,951(b) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 8 Zellen (66,7%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist ,75.
b Die standardisierte Statistik ist -5,094.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der

Aggressivitat nach 11 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)
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Gruppe * Aggressivitat 12 Tage Kreuztabelle

Aggressivitat 12 Tage Gesamt
2 3 4 2

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 9 1 10
% von Gruppe ,0% 90,0% 10,0% 100,0%

B (120mg/kg)  Anzahl 4 6 0 10

% von Gruppe 40,0% 60,0% ,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 9 1 0 10

% von Gruppe 90,0% 10,0% ,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 9 1 0 10

% von Gruppe 90,0% 10,0% ,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 22 17 1 40
% von Gruppe 55,0% 42,5% 2,5% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 24,364(a) 6 ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 29,810 6 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 25,536 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 19,948(b) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der giltigen Falle 40

a 8 Zellen (66,7%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist ,25.
b Die standardisierte Statistik ist -4,466.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der

Aggressivitat nach 12 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)
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Gruppe * Aggressivitat 13 Tage Kreuztabelle

Aggressivitat 13 Tage Gesamt
2 3 2

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 10 10
% von Gruppe ,0% 100,0% 100,0%

B (120mg/kg) Anzahl 10 0 10

% von Gruppe 100,0% ,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 10 0 10

% von Gruppe 100,0% ,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 10 0 10

% von Gruppe 100,0% ,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 30 10 40
% von Gruppe 75,0% 25,0% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 40,000(a) 3 ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 44,987 3 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 35,103 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 23,400(b) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 4 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 2,50.
b Die standardisierte Statistik ist -4,837.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der

Aggressivitat nach 13 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)
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Gruppe * Aggressivitat 14 Tage Kreuztabelle

Aggressivitat 14 Tage Gesamt
2 3 2

Gruppe A (240mg/kg) Anzahl 0 10 10
% von Gruppe ,0% 100,0% 100,0%

B (120mg/kg) Anzahl 10 0 10

% von Gruppe 100,0% ,0% 100,0%

C (60mg/kg) Anzahl 10 0 10

% von Gruppe 100,0% ,0% 100,0%

D (Kontrolle) Anzahl 10 0 10

% von Gruppe 100,0% ,0% 100,0%

Gesamt Anzahl 30 10 40
% von Gruppe 75,0% 25,0% 100,0%

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte Punkt-
Signifikanz (2- Signifikanz (2-  Signifikanz (1- Wahrscheinlich
Wert df seitig) seitig) seitig) keit
Chi-Quadrat nach Pearson 40,000(a) 3 ,000 ,000
Kontinuitatskorrektur
Likelihood-Quotient 44,987 3 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher 35,103 ,000
Zusammenhang linear-mit-
linear 23,400(b) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
Anzahl der glltigen Falle 40

a 4 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 2,50.
b Die standardisierte Statistik ist -4,837.

=> Signifikante Abhangigkeit zwischen den Gruppen (Dosen) und der Bewertung der

Aggressivitat nach 14 Tagen (Chi-Quadrat-Test auf linearen Trend, exakt, p<0,001)
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