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1. Einleitung

1.1.Gliome - Inzidenz und Kl assdfi kation.

Etwa 2% aller mensdlicher Tumoren treten im Nervensystem auf (40). Die Méehrzahl diese
Gestw Iste snd Gliome, entstehen also aus Zellen der Neuroglia wie Astrozyten und

Oligodendrozyten.

Die Dignit t wird dabei nach Empfehlung dr WHO nadh pathoogisch- anatomisdien
Kriterien in vier Stufen eingeteilt. Grad | gilt als benigne, Grad Il als ,semibenigne”, Grad Il|
as ,semimaligne” undmit Grad IV werden hachmaligne Tumore @ngeduft.

Zu den h ufigsten hirneigenen Tumoren z hlen mit b er 30% die Astrozytome, sie wadhsen
meist langsam, etwa an Drittel ist jedoch maligne. Rezdive weisen h ufig einen horeren
Malignit tsgrad auf als Ersttumore (36). Die Astrozytome haben Ihren Altersgipfel in der 4.
Lebensdekade und sind im Kindesdter oft im Kleinhirn, im Erwadsenenalter meist im
GroGhrn zu finden.

Oligodendrogliome macdhen etwa 15% der Gliome aus. Sie finden sich meist in den
Grodhrnhemisph ren und h ufen sich im 4. und 5. Lebengahrzehnt. Auch hier sind
anaplagische Formen (WHO Grad Il) i n etwa @nem Drittel der F Ile vertreten.

Eine kleine Gruppe der neuroepithelialen Gesdw Iste bilden mit 6 - 8% die Ependymome.
Da die Ependymzdlen namalerweise die liquagef lliten Hohlr ume des zentralen
Nervensystems auskleiden, treten de Ependymome im Bereich der Ventrikel auf, konren
aber auch im R ckenmark vorkommen. Die supratentoriellen Ependymome bevorzugen
keine begimmte Altersgruppe, w hrend sich de infratentoriellen Ependymome vorwiegend
im Kindesdter manifedieren. Ependymome wadsen in der Regel langsam, konren aber

auch maligne entarten.
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Der b satigste Tumor der Gliareihe (WHO Grad 1V) ist mit einer H ufigkeit von 45- 50%
dasGlioblagom. Es bevorzugt M nner zwischen dem 45. und 55.Lebensjahr undfindet sich
in der Regel in den GroGhrnhemisph ren. Hier ist esh ufig im Frontal- und Temporall appen
lokalisiert und geift oftmals sdimetterlingsf rmig ber den Balken auf die Gegensédte b er.
Histologisch zeigt sich ein burtes Bild aus Nekrosen, H morrhagien, zystischen
Zerfalsh hlen undzdireichen Anteilen entdiff erenzierter Tumorzdlen, de im Rahmen der
Zellpadymorphie Rieseformen annehmen knnen. Typisch ist auch eine ausgepr gte
Gef Oprolif eration

1.2.Bisherige Behandlungsmodalit &en und Behandlungserfolge anaplastischer Gliome

Prim rtherapie der Wahl bei Gliomen ist nach wie vor die dirurgisde Intervention, dadurch
keine andere Mainahme, auch bel nicht komplett entfernbarem Tumor, eine rasdere
Reduktion der Tumormasseund somit Reduktion der durch den Tumor sdbst oder die
konsekutive intrakraniell e Drucksteigerung verursaditen Symptome besétigt oder zumindeg
gelindert werden k nnen (71). Ferner sind nu bel einer gescherten histologischen Diagnase

eine weitere Therapieplanung und pognastische Aussaen m g lich.

Obwohl jedoch in den letzten Jéhren de neurochirurgischen Verfahren immer weiter
verfeinert und \erbesset werden konrten und de operationsbedingte postoperative Letalit t
und Morbidit t auf ein Minimum reduziert werden konrte (2, 19, hat sich an der schlechten
Prognaseder Patienten mit der Diagnose Glioblagom oder Astrozytom WHO Grad 11l kaum
etwasge ndert. In einer umfangreichen Studie von W llenweber und Kuhlendahl (Zit.in: 45)
sind deseung nstigen Ergebnisse asf hrlich berichtet worden. Die Abbildung 1zeigt die
Uberlebensraten verschiedener Gliomtypen in vereinfadhter Form.
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Abb. 1. Uberlebensraten von Patienten mit unterschiedlichen Hirntumoren (aus. P.
Krausenedk undH.G. Mertens, Therapie maligner Neoplasen desGehirns, Perimed Erlangen
1983,S. 29

Danad sterben 70% der Patienten mit einem Glioblagom innerhalb des esten Jahres nad
Diagnosegellung und nu 10% der Patienten leben | nger als 2 Jawre. Es gibt daher
umfangreiche Bem hungen, duch zus tzliche Therapieformen ein | ngeres Uberleben urter

guter Lebensqualit t zu erreichen.

Von der mittlerwelle aim Standard gewordenen Strahlentherapie, die, abh ngig von Alter
und Verfassing ces Patienten, zum Einsdz kommt, ist ein g nstiger Effekt auf den
Krankheitsverlauf bekannt (54, 74, 91,92). Jaedoch sind auch de Mg lichkeiten der
Strahlentherapie begrenzt, da @& einer bedimmten Dosis mit dem geh uften Auftreten von
Nekrosen des umliegenden, gesunden Hirngewebes gerechnet werden mud (94). 60 Gy in
Standardfraktionierung von 1,8Gy bei Ganzst delbedrahlung ¢elten algemein als obere
Grenze (10).
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Esist ferner bekannt, dal hypoxsdie Zellen un den Faktor 2-3 weniger strahlensensibel sind
as gut oxygenierte Zellen. Da bel Kopf-, Halss und Cervixtumoren dedezglich
ermutigende Ergebnisse vorlagen (98), wurden daher Versuche mit einer Radiatio urter
Sauerstoff b erdruckbeamung urternommen ; sie brachten jedoch nicht den erhofften Erfolg
(12. Auch de Bemhungen, mit einer Neutronenbedrahlung wegen deren h herer
biologsdher Tumorwirksankeit und ihrer grderen Unabh ngigkeit von  der
Zelloxygenierung lessee Heilungsraten zu erzielen, sind wegen des geh uften Auftretens

von Nekrosen desumliegenden Gewebeswieder verlass@ worden (6, 66).

Ebenso entt usdhte auch der Einsaz der als Radiosensitizer eingesdzten Substanzen
Metronidazol und Misonidazol, wie in verschiedenen kortrollierten Studien gezegt wurde
(11, 63, 75, 8p Durch ihren Einsaz sllte die zytotoxische Wirkung cer Bedrahlungauf die

Tumorzdlen erh ht werden.

Weitere Bedrebungen zielen darauf ab, duch eine interstitielle Bradhytherapie mit
radioaktiven Substanzen de Mg lichkeit zu nuzen, duch eine fokusgerte Bedrahlung eine
h here Strahlendasis unter Schonung as umliegenden Gewebes a den Tumor zu bringen
und dadurch pasitiven Einflut auf das berleben der Patienten zu nehmen (29, 54, 67.

Weitere Hoffnungen gelten dem interstitiellen Einsaz von Chemotherapeutika direkt in de
Tumorh hle im Anschlul an die Operation (9, 87 sowie der Immuntherapie maligner
Gliome. Im Rahmen der Immuntherapie kamen hisher Interferon Alpha, Beta und Gamma
alein oder in Kombination mit Chemotherapie aum Einséz (8, 53, 57, 63

Auch Versuche mit monolkonalen Antik rpern (1, 15, 95 sowie ztotoxischen Lymphazyten
und Interleukinen (3, 47 wurden duchgef hrt. Jedoch konrten auch auf diesen Gebieten
bislang keine bahnbrechenden Erfolge ezielt werden

Auch de ajuvante Chemotherapie maligner Hirntumore konrte bisher keinen generellen
Therapieafolg sichern (43, 59. Allerdings ist unter den so behandelten Personen ein h herer
Antell Langzeit b erlebender (mehr als 18 Monate) zu verzeichnen. Von den hisher zum
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Einsaz gekommenen Chemotherapeutika ist - neben dem Nitrosoharnstoffderivat ACNU -
vor alem BCNU als Monosubstanz bisher am meisten verbreitet und zudem am wirksamsten
(28, 30, 46, 71, 72, 73, 74, 789, 91, 92. Kombinationstherapien konrten sich wegen ihrer
ausgepr gten Nebenwirkungen bel nur geringf g ig besseer Wirksamnkeit nicht durchsezen
(34, 88. Auch de Gabe von BCNU mit gleichzedtiger Verabreichung vonFluosol und
Sauerstoff zur besseen Zelloxygenierung und einer dadurch erhofften Steigerung cer
Wirksamkeit der Chemotherapie brachte nicht den erw n schten Erfolg (31).

Um bei mglichst geringen systemischen Nebenwirkungen der doch seir toxisdien
Nitrosoharnstoffe @nen m g lichst hohen intratumoralen Medikamentenspiegel zu erreichen,
wurden Versuche mit intraaterieller BCNU- Gabe unternommen (26, 32, 51, 956 Hierbel
zeigten sich aber gravierende Nebenwirkungen wie Leukenzephalopathie und schwere
Visusd rungen, so dall sich auch desesVerfahren nicht durchsdzen konrte (4, 16,33, 39,
417).

Die Angaben bezglich der intraateriellen Gabe von wassel slichem ACNU, das weniger
toxisch sdn sollte ds das wegen sdaner Lipidl dlichkeit in einer Alkohdzubereitung
verabreichte BCNU, sind widerspr chlich. In einigen Versuchen erwies es i€h lokal als ©
toxisch (raumfordernde Nekrosen), dall dese égebrochen wurden (82, 83. Andere Autoren
berichten in einem Erfahrungsbericht b er 260intraaterielle Infusionen mit ACNU b er eine
gute lokale Vertr glichkeit (65). Jedoch waren de Ergebnisse diese Behandung einer
systemischen Therapie nicht b erlegen (65), so dall der Aufwand und de Belagungf r die
Patienten nicht gerechtfertigt erscheinen.

Die Bemhungen dese Arbeit gelten daher dem Ziel, eventuel erreichbare

berlebensvorteile f r Gliompatienten duch Verwendung esbisher wegen saner fehlenden
Lipidl slichkeit kaum eingesdzten Mitoxantron als @ner mit einem ertr glichen Mad an
Nebenwirkungen undeiner geringen Einbule an Lebensqualit t verbundenen Monaherapie
experimentell in enem Tiermodell zu berpr fen, madhdem Mitoxantron in
vorausgegangenen in- vitro Teds @ne hohe Wirksamkeit bei Gliomen holer Malignit t
gezagt hat (38, 64, 80.



2. Fragestellung

Zur  berpr fung dr antineoplagischen Wirksankeit einer systemisdien intraven sen
Therapie mit Mitoxantron kel der Chemotherapie intracanieller Tumore wurden im

Kaninchen- Tiermodell f olgende Kriterien herangezogen:

2.1. Traten Unterschiede in der Uberlebenszat behandelter und unbehandelter Tiere

auf?

2.2.Bedehen computertomographisch mesdare Untersciede hinsichtlich des zéli chen
Auftretens von nach Tumorzellimplantation entstandenen Hirntumoren bei
behandelten und unbehandelten Kaninchen?

2.3. Finden sich histologisch Unterschiede in Grof3e, Ausdehnung sowie hinsichtlich
regressver Veranderungen (Hamorr hagien, Nekrosen) der Tumore bei behandelten

und unbehandelten Tieren?

2.4. Welche histologiscthen Befunde emeben sich beim Vergleich behandelter und

unbehandelter Tumore an einem definierten Tag (n=4)?

2.5. Welche Ergebnisse zagt die histologische Auswertung von Lunge und Leber im

Hinblick auf das Vorliegen von Fernmetastasen in den Vergleichsgruppen?



3. Material und Methoden

3.1.Art und Herkunft der Tiere

F r die eperimentellen Untersuchungen wurden in der Hessschen Landesanstalt f r
Tierzucht, Neu-Ulrichstein, zu Versuchsaveden gez chtete, m nnliche, weille Neuseé nder
Kaninchen im Alter unter einem Jéhr und mit einem Durchsdhnittsgewicht von 3545 g(von
3050 - 4000 g verwendet. Sie wurden in Einzdk figen bei Gabe handelsblichen
Trockenfutters und freiem Zugang zu Wasse gehaten. Am Tag var der Operation fageten
die Tiere.

Eine Genehmigung aesRegierungspr sidenten in Giellen f r die Tierversuche lag vor.
3.1.1.Kennzechnung der Tiere

Die Kennzeichnung @r Kaninchen erfolgte vor Versuchsbeginn duch Eint towieren einer
willk rlichen Zahl in de Innensate @énesOhres

3.2.Narkose

Nacd Legen einer Venenverweilkan le in eine Ohrvene wurde durch Bolus- Injektion von 2,3
mg Xyladn/kg K rpergewicht (Rompun, Fa. Bayer, Leverkusen, Konzentration 20 mg/ml
L sung und 10 mg Ketamin/kg K rpergewicht (Ketaned, Fa. Parke Davis, Berlin,
Konzentration 50mg/ml L sung) eine Voll narkose herbeigef h rt. Bei Bedarf wurde mit 5,7
mg Ketamin/kg K rpergewicht/Viertelstunde nachdasiert.

3.3.Implantierte Tumorzellen

Verwendet wurde @ne 1940 von Kidd und Rous as a@nem vira indwierten SHOPE

Papill om gewonrene VX 2- Turmorzdlinie (24).
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DieseZelen wadhsen in vivo zu anaplagischen, vawiegend in Lunge und Lymphknden
metagaderenden Tumoren. Eine Implantation wurde bisher erfolgreich in Leber, Lunge,
Skelettmuskel, Niere, Subkuangewebe, Gehirn und, mad Injektion in de Arteria caotis
interna, die vordere Augenkammer durchgef hrt (17, 20, 21, 60, 99 Eine karzinomat se
Meningitis ist nach der intrathekalen Applikation des Tumors in die dsterna magna
besdrieben (22). Nach Gabe von Kontragmittel waren gr U ere, solide Tumoren in CT, MRT
und Angiographie darstellbar (21, 22, 59, 99

3.4.Herkunft und Aufarbeitung der Tumorzellen

Die aus ener Zelllinie der Tumorbank des Deutschen Krebsforschungszentrums in
Heidelberg stammenden Tumorzdlen wurden im Zellkulturlabor des Zentrums f r Chirugie
der Justus-Liebig-Universit t Giellen weiter passaiert (s. Abb. 1. Sie wurden in einer
Stamml sungaus 70% RPMI N hrmedium mit 20% foetalem K |berserum und 1@ DM SO
aufgesdbwemmt, in fl ssgem Stickstoff bel minus 196°C eingefroren und bs zur

Verwendungin einem entsprechenden Tiefk h Ibeh Iter aufbewahrt.

Vor Versuchsbeginn wurden de Zellen im Wassebad bei 30°C in 5 - 8 Min. aufgetaut.
Ansdhliellend wurde durch Zentrifugation das N hrmedium (s.0.) seoariert und vasichtig
abpipettiert. Die gleiche Menge frischen N hrmediums, bedehend aus RPMI-Medium mit
10% foetalem K |berserum, wurde hinzugegeben und vasichtig mit den Zellen vermisdt. In
einer Blutmischpipette (nach Thoma) wurde die Zellsuspension aufgezogen und mit
Trypanblau (1%ig) aufgef Ilt. Auf einem elektrischen R ttler wurden de Phasen 2 Min.
vermischt. Nadh Verwerfen der ersten drel Tropfen wurden de angef rbten Zellen in eine
Neugebauer-Z hlkammer pipettiert und de nicht angef rbten, vitalen Zellen mit der 100
fachen Vergr G erung lichtmikroskopisch ausgez hit. Die Zellzahl pro micro-I wurde durch
Multi pli kation mit dem Faktor 50 bedimmt.

Durch entsprechendes Verd nnen der Zell suspension mit N hrl sung wurde die angedrebte
Zellkonzentration (2 x 1& Zellen/25 micro-1) eingegellt.

W hrend desgesanten Arbeitsgangeswurde dief r den Versuch vargeséiene Zell suspension

auf Eis gelagert.
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Abb. 1. Vermehrung dr VX2- Tumorzdlen in der Zellkultur in Abh ngigkeit von der
initialen Zellmenge.

3.5.Gruppeneinteilung, Randomisierung

Insgesant wurden 26 Tierexperimente durchgef hrt. Aus verfahrenstechnischen Gr nd en
wurden sie in del zetlich aufeinander folgende Versuche aufgegliedert. Bei dlen drel
Versuchen bedanden die gleichen Kondtionen. Jeveillsdie H Ifte der Tiere wurde durch Los
der Mitoxantron- bezehungsweiseder Kontrollgruppe aigeteilt.

Die asten beiden Versuche umfalten je 8 Tiere, der dritte Versuch wurde mit 10 Kaninchen
durchgef hrt
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Die Nummernzuordnungzu den 3 Gruppen war wie folgt:

Versuch 1 Kaninchen Nr. 76, 78, 79, 80, 81, 82, 83 und 84.
Versuch 2Kaninchen Nr. 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91 und 92.
Versuch 3Kaninchen Nr. 15, 16, 93, 94, 95, 96, 97, 98, @d 100.

Bel 18 Tieren wurde der Sportanverlauf hinsichtlich neurologischer Ausf lle und
berlebenszat dokumentiert. Tiere, diel nger als 8 Monate ymptomfrei b erlebten, wurden
nach desen Zetraum get tet, da aifgrund der Wadhstumskinetik der VX2- Tumorzdlen

nach dese Zeit nicht mehr mit dem Auftreten einesTumors au rechnen war.

3 Tiere der Mitoxantrongruppe undeinesder Kontrollgruppe wurden am 26. Tag get tet, um
eine histologische Untersuchung an einem definierten Tag zu erm glichen. Diese Tiere

wurden per Los emittelt.

Der 26. Tag wurde gew hlt, da aus vorangegangenen Versuchen (35, 81 bekannt war, dal
um diesan Zeitraum mit der klinischen Manifedation dcesTumors und dem Ableben der Tiere
gerechnet werden mudte. Diesen Ableben sollte, bei gr Gtmglicher Sicherheit des

Vorliegens enes ®liden Tumors, zuvorgekommen werden.

3.6.Implantation der Tumorzellen

Nach Rasur und Desnfektion des Sch dels in Vollnarkose (s. 3.2) wurden de Tiere in
Bauchlage ausgebunden. Dem Durchtrennen der Kopfhaut auf 2 cm L nge mit dem Skalpell
folgte die Darstellung dr rediten Kranznaht. In desen Bereich wurde die Gaea
abgesdoben. Ca. 3 mm frontal der Koronarnaht und 3- 5 mm paramedian rechts wurde mit
einer kleinen Rosen- Frse en 2 mm groles bis aur Dura mater reichendes Bohrloch
angebradt.

In einer Spritze wurden 25 micro-l der vorbereiteten Tumorzdl suspension aufgezogen. Die
Injektion erfolgte ber eine Kan le der Grie 0,45 x 12mm in 4 mm Tiefe ber einen
Zeitraum von einer Minute. Nach Zur ckziehen der Nadel erfolgte das sfortige Versdlielen

desDefektesmit Knochenwadhs. Ansdhliellend wurde die Hautwunde mit Prolene ® (Fa.
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Braun, Melsungen) gen ht und den Tieren zur Infektionsprophylaxe 2 ml Oxytetragyclin
(Terramycin Injektions-1 sung,Fa. Pfizer, Karlsruhe) i.m. injiziert.

3.7.Postoperative Beobachtung

Die Kaninchen wurden anfangs 2 x t glich, nach Auftreten von tumorverd c htigen
Symptomen in 4 - 6 stndigen Intervallen auf motorische Ausf lle, Gleichgewichts- und
Verhatensd rungen hin urtersucht. Dazu wurde das Sportanverhalten der Tiere beobadtet
und duch Beobathtung des Bewegungsablaufes bei der Fortbewegung cr Tiere auf das
Vorhandensan oder Fehlen motorischer Ausf lle oder von Gleichgewichtsd rungen

gestlossen. Weiterhin wurde der Tonus der Gliedmalen berpr ft.

3.8.Applikation der Chemotherapie

Am 12. patoperativen Tag wurde jewells die H Ifte der Tiere der Gruppen 1- 3 einmalig 3
mg Mitoxantron (Novantron, Fa. Lederle, Wolfr atshausen, Konzentration: 2 mg/ml L sung)
als5- min tige Kurzinfusion ber eine Venenverweillkan lein eine Ohrvene verabreicht.

Dies eatspricht der beim Menscdhen zur intraven sen Behandlung empfohlenen Dosis von 14

mg Mitoxantron pro Quadratmeter K rperoberfl ¢ he.

3.9.Durchfiihrung von Computertomographien

Jeweils an 12. Tag (dem Tag der Mitoxantronapplikation) und am 19. pctoperativen Tag,
bei einigen Tieren auch am 26. pctoperativen Tag (Nr. 85, 88 und 91 wurden in
Vollnarkose (s. 3.2) craniale Computertomographien an den Ger ten Somatom Plus und
Somatom Hi Q der Firma Siemens, Erlangen, abgeleitet.
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Die Ableitungsparameter f r dasGer t Somatom Hi Q waren:
Schichtdicke 2 mm

Vorschub 2mm

Scan-Zeit 2,7 sec

R hrenstrom 190mAs

R hrenspannung 133 ¥.

F r dasGer t Somatom Plus waren de Ableitungsparameter:
Schichtdicke 2 mm

Vorschub 2mm

Scan-Zeit 2 sec

R hrenstrom 250mAs

R h renspannung 120 k.

Die Untersuchungen erfolgten jeweil s nativ und rach Gabe von Jopamidd (Solutrad, Firma
Byk Gulden, Konstanz) in einer Dosierung von 2mi/kg K rpergewicht.

3.10.T6tung der Uberlebenden Tiere

Die nach dem Versuchsprotokadl zu einem bedimmten Zeitpunk zu t tenden Kaninchen (Nr.
79, 81, 83 und 9lwurden am 26. Tag zur Entnahme von Gehirn, Leber und Lunge
eingesdl fert.

Daau wurde nadch Einleitung einer Narkose (s. 3.2) und rach Rasur und Dednfektion von
Thorax und Sch del in R ckenlage durch eine berdosis @nes Narkotikums en Herz-,
Kreidauf- und Atemstillstand indwziert und rach Er ffnung ds Thorax die Aorta
durchtrennt. Die nach Mitoxantron- Gabe langzet b erlebenden Tiere (Nr. 16, 96 und 100
wurden nach 8 Monaten auf die gleiche Waseget tet.
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3.11.Entnahme von Gehirn, Leber und Lunge

Bei den aufgrund des Tumorleidens gporntan verstorbenen Tieren wurde ebenso wie bel den
get teten weiter verfahren:

Der Er ffnung cs Bauch- und Brustraumes und c¢em Durchtrennen der Aorta folgte die
Entnahme von Leber und Lunge air pathoogischen Beurtellung. Die Organe wurden
vorsichtig, urter teils sumpfer, tells starfer Durchtrennungihrer Gef Ge und umgebenden

Strukturen herauspr pariert undin 4%igem Formalin immersionsfi xiert.

Die weitere Pr paration erfolgte in Bauchlage. Die Kopfhaut wurde nach Durchtrennen mit
dem Skalpell stumpf abpr pariert, bis die Kalotte komplett freigelegt war. Die
Nadkenmuskulatur wurde unterhalb des Hinterhauptes bis auf die Wirbels ule durchtrennt
und van kn chernen Sch del abpr pariert. Das Neurokranium wurde von der hinteren
Sch delgrube aus mit einer Hohlmeildelzange nach LUER er ffnet. Anschliellend wurde die

Kalotte von acdpital nadh frontal zusanmen mit der Dura vorsichtig entfernt.

Im Falle ener makroskopisch sichtbaren Kalotteninfiltr ation duch den Tumor wurden dese
Teille an Gehirn belass@ undsorgf Itig umn diesesAred herumpr pariert. Nach kompletter
Freilegung dr Gehirnoberfl che wurden de Nervi olfadorii vorsichtig durchtrennt.
Ansdliellend wurde das Gehirn mit einem stumpfen Spatel vorsichtig und uner teils
scharfer, teils sumpfer Durchtrennung @r kaudalen Hirnnerven aus der Sch delkapsd
gehoben. Zuletzt wurde mit einer spitzen Schere das R ckenmark mglichst tief kaudal
durchtrennt. Nach dem Ausmess@ des a der Gehirnoberfl che schtbaren Tumoranteils

wurde dasGehirn in 4%iger w ssriger Formaldehyd sungimmersionsfixiert.
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3.12.Fixation der Organe

Zur Fixierung wurden die Kaninchengehirne 5 Tage lang in 4%igem Formalin gelagert,
bevor sie aur weiteren Konsavierungin 70%igen Alkohd b erf h rt wurden.

Leber und Lunge mudten, um eine optimale Fixierung zu gew hrleisten, jewells 10 Tage in
4%igem Formalin belass@ werden. Danach wurden siein 7G%igem Alkohd gelagert.

3.13.Makroskopische Dokumentation

Die Kaninchengehirne wurden makroskopisch nach den folgenden Kriterien beurtellt:
- Vorliegen einesmakroskopisd sichtbaren Tumors.
- Lokalisaion desTumors.
- Gr GledesTumors.

- bergreifen desTumors auf die kontralaterale Hemisph re.

Nad fotografischer Dokumentation der Gehirne von der Konwexit ts- undBasasdte wurden
sie - nach Abtrennen desinfratentoriellen Segmentes- in frontale Schnittsaien zerlegt. Die
Schnittdicke betrugca 0,4cm.

Hierbei wurde besnders darauf geadiet, dall eine Schnittebene mglichst durch de
entsprechende CT- Ebene mit der gr 0 ten Tumorausdehnungf h rte. Zur Orientierung dente
dasChiasma opticum, das ®wohl auf den CT- Bildern als auch am Pr parat gut zu erkennen
war.

Auch dasinfratentoriell e Segment wurde lamelli ert.

Danadch wurden de anzdnen Hirnscheiben erneut fotografiert und Scheiben aus dem
Frontal-, Parieta- und Ocdpitalpd sowie ais Hirnstamm und Kleinhirn in Paraffin
eingebettet.

Lunge und Leber der Tiere wurden ebenfalls in Scheiben gesdinitten undmakrokopisch auf
Metagasen urtersucht. Alle makroskopisch auf Tumorwadhstum suspekten Organscheiben
wurden zur weiteren histologischen Aufarbeitungin Paraffi n eingebettet.

Bei makroskopisch ureuff Iligem Befund wurde jeweils nur eine Scheibe der Organe aur
histologisdchen Beurtell ungin Paraffi n eingebettet.
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3.14.Histologisthe Aufar beitung

Die Pr parate wurden im Institut f r Neuropathologie der Justus-Liebig-Universit t Giellen
(Leiter Prof. Dr. W. Schadchenmayr) angefertigt und urier einem Leitz Lichtmikroskop

ausgewertet.

Das Mderia wurdein der b lichen Weise in der aufsteigenden Alkohdreihe entw ssert und
in Paraffin eingebettet. Mit einem Grundsdlittenmikrotom der Fa. Leitz/Wetzlar wurden 7
micro-m dicke Schnitte angefertigt. Bei fehlendem makroskopischen Tumornadchwels in den
Gehirnen wurden zur Darstellung ks Injektionskanals Serienschnitte jener Hirnsdheiben
angefertigt, in denen de Injektionsdell e vermutet wurde.

Neben ener bersichtsf rbung mit H matoxylin-Eosin (HE) wurden de Schnitte mit
Kreg/lviolett nach NISSL und d&r Trichromf rbung rach MASSON-GOLDNER  gef rbt.
Die HE-F rbung erfolgte, indem die entparaffi nierten Schnitte in Aqua ded. verbradit und
ansdhliedend 3 - 8 min. zur Kernf rbung in H malaun eingedellt wurden. Nadch
ansdhliedendem Sp len in Aqua ded. und 10min tigem Bl uen in flielendem
Leitungswasse wurden sie 5 - 15 Min. in Eosin, 0,26 in Aqua dest., gef rbt. Ansdlielend
wurden de Schnitte in Wasse ausgewasten undin 80%igem Athand diff erenziert. Danach
wurden sie 2 x 2 Min. in 96 - 100%iges Athano und 3- 5 Min. in Xylol verbracht und
ansdli elend mit Einschludmittel (Mikrokitt) eingededkelt.

Zum Nadweis von H mosiderinablagerungen im Gewebe ds Folge lterer, resorbierter
Blutungen wurde die Berliner-Blau-Re&ktion duchgef h rt Dazu wurden de entparaffi nierten
Schnitte durch de Alkohdreihe in Wasse gebracht und 5 Min. in einer w ssrigen
Kaliumferrozyanidl sung eingedellt. Ansalielend wurden sie 30 Min. in einer Mischung
aus gleichen Teilen 20%iger HCL und 1Q®biger Kaliumferrozyanidl sung eingedellt und
sorgf Itig in Wasse ausgewasdien. Nach einer 5-min tigen Gegenf rbung mit Kernedtrot
erfolgte @ne weitere Sp lung in Aqua deg., de aifsteigende Alkohdreihe, Xylol und das
Einsdhlieflen mit Eindedkmittel.
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Um den Injektionskanal bei den tumorfrel b erlebenden Tieren nachzuweisen, wurden de
retiven Astrozyten im Narbenbereich immunhistologisch duch den Nadweis von
gliafibrill rem saurem Protein (GFAP) mit der PAP- Methode dargedellt. Dazu wurden de
Schnitte nach folgender Methode immunzytochemisc eingef rbt:

Entparaffi nieren, absteigende Alkohdreihe, Aqua ded.

8 Min. 6 Wasseastoff peroxid

2 xsp lenin Aquaded.

2 xsp lenin PBS-Triton

Einspannen der Pr parate in den Sequenza- Immuncenter, 1 xmit PBS-Tritonsp len
20 Min. namalesSchweineseum (Dako x 90 1:10 verd. mit 1% Alb.-PBS-Lsg.
60 Min. pkPrim r-AK in 1% Alb-PBS, ohre vorherigesSp len; Inkubationszet mud
je nach AK undKonzentration angepalt werden

2 xsp len mit PBS-Triton

30Min. Br cken-AK (Dako Z 196) 1:50in 1% Alb.-PBS

2 xsp len mit PBS-Triton

30Min. PAP- Komplex (Dako Z 113) 1:100in 1% Alb.-PBS

1 xsp len mit PBS-Triton

Pr parate aur ck ineine PBS-Triton- gef llte Glak v ette dellen, 2 xsp len mit
PBS-Triton

3 xsp len mit Trispuffer

5- 10Min. entwickeln mit DAB-Substrat

80mg DAB in 160ml Trispuffer | sen,

200micro-1 30% Wassestoff peroxid zugeben,

L sung deich verwenden

2 xsp len mit Trispuffer

Aquaded., kurz

1 Min.H maaun rach Mayer (HE-Reihe)

2 Min.w ssern

aufsteigende Alkohdreihe, Xylol, eindedkeln
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Im Ergebnis der Antigen- Antik rperrestion zeigt sich eine braune Anf rbung as
Zytoplasmas der Astrozyten einsdiliellich ihrer Zellforts tze bei blau angef rbten
Zéllkernen.

3.15.Histologisdhe Auswertung

Histologische Beurtell ungskriterien waren:
- Fehlen oder Vorhandensan vonTumorzdlen im Gehirngewebe,
- Lokalisaion desTumors,
- Ausdehnung eésTumors,
- Regressve Ver nderungen desTumorswie H morrhagien undNekrosen,
- Tumorinfiltr ation vonLeptomeninx undSch delknochen,

- bergreifen desTumors auf die kontralaterale Hemisph re

Die Auswertung erfolgte seniquantitativ, indem die Auspr gung ar einzenen Parameter
von gering ausgepr gt bis gark ausgepr gt inf nf Stufen eingeteilt und keurteilt wurde.

Dasheilt bezg lich der Tumorgr G e

Tumorgr G €
X kleiner Tumor ohne Raumforderung
XX kleiner Tumor mit gering raumfordernder Wirkung
XXX Tumor mit deutli ch raumfordernder Wirkung
XXXX groler Tumor mit Verlagerung der Mittelli nie und Kompresson

desVentrikelsystems
XXXXX Tumor, der sich an der Stelle sener gr G ten Ausdehnung ber
mehr als en Viertel desgesamten Gehirnguersdhnittes estredkt.
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Bezglich der Nekrosen ist die Abstufungwie folgt:

Nekrose
X einzdne, kleine Nekrosen
XX multi ple, kleine Nekrosen
XXX konfl uierende Nekrosen
XXXX ca ein Viertel bisdieH Ifte desTumorsist nekrotisch
XXXXX Tumor ist berwiegend rekrotisch.

Bel der Abstufung der Tumorblutungen bedeutet dies

Einblutungen:
X vereinzdt kleine Blutungen
XX multi ple, kleine Blutungen
XXX konfluierende Blutungen
XXXX ca einViertel bisdieH IftedesTumorsist h morrhagisch

XXXXX der Tumor ist weitgehend h morrhagisa.



4. Ergebnisse

Insgesant wurden 22Tiere in de Versuchsauswertungeinbezogen.

Tier-Nr. | Mitoxantron | Charge' | Tumor | CT 19.Tag® | sport. gestorben | 26.Tag get tet
16 ja 4 nein - b erlebt®
76 ja 1 ja - 25.Tag
80 ja 1 ja +/- 26.Tag
81 ja 1 ja + X
83 ja 2 ja - X
86 ja 3 ja - 31.Tag
89 ja 3 ja + 24.Tag
91 ja 3 ja +- X
94 ja 4 ja + 27.Tag
96 ja 5 nein - b erlebt®
98 ja 5 ja - 72.Tag
100 ja 5 nein - b erlebt®
15 nein 4 ja - 34.Tag
79 nein 1 ja - X
82 nein 2 ja + 27.Tag
84 nein 2 ja + 23.Tag
87 nein 3 ja +/- 24.Tag
92 nein 3 ja + 23.Tag
93 nein 4 ja + 30.Tag
95 nein 4 ja + 22.Tag
97 nein 5 ja +/- 45.Tag
99 nein 5 ja - 27.Tag
Tab.1
1. Charge: Eine Charge entspricht jeweil s einer Kuvette frisch aufgetauter, vitaler Tumorzdlen.
2.CT: CT +: Tumor in der CT sicher nachweisbar; CT +/-: Tumor fraglich ; CT -: zu desem Zeitpunk in der
CT kein Tumor nachweisbar.
3. berlebt: Diese Tiere entwickelten keinen Tumor und wurden nach 8 Monaten zum histologischen Nachwei's des

19

Stichkanals get tet, da nach deser Zeit aufgrund der Wadhstumskinetik der VX2-Tumorzdlen nicht

mehr mit dem Auftreten eines Tumors zu rechnen war.
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4.1.Nicht auswertbare Tiere

Bei zwei Kaninchen war die Injektion zur Implantation der Tumorzdlen fehlerhaft (Nr. 85,
Nr. 88).

Tier Nr. 78 elitt nadh einer postoperativen Verletzung eine L hmung cer hinteren
Extremit ten undmusge @ngesdl fert werden.

Tier Nr. 90 werstarb am 12. Tag duch enen narkosébedingten Atemstill stand lei
Durchf hrung cer f r diesen Tag vargesdnenen Computertomographie.

Diese4 Tiere wurden aus der Versuchsreihe herausgenommen.

4.2 .Kli nische Manifedation desTumors

Die fr heden tumorbedingten Symptome traten bei einem Tier (Nr. 95 am 22.
paostoperativen Tag auf.

Ohne Symptomatik b erlebten drei behandelte Tiere (Nr. 16, 96, 10Dadct Monate, bei ihnen
war auch histologisch kein Tumor nachweisbar.

Die Symptome reichten von Nahrungsverweigerung (8 Tiere), Gleichgewichtsg rungen (7
Kaninchen), einer deutlichen Seitabweichung tei der Fortbewegung bs hin zu Paresen. Bel
einigen Tieren traten schwere St rungen der Motorik auf, so dall sich de Kaninchen nu noch
rechts- (5 Tiere) bzw. linksherum- (3 Tiere) drehten, wenn sie auf den Boden gesézt wurden.
Bei 3 Tieren gngen allgemeine Gleichgewichtsd rungen einer deutlichen Seitabweichung
voraus (Abb. 1).

Ein Kaninchen (Nr. 76) starb am 25. Tag nach der Tumorzdlimplantation, ohre dal es- bel
zuvor dreist ndlich erfolgter Kontrolle - irgendwelche Symptome gezegt hatte. In der
Histologie fand sich ein groder, fronto- parietal gelegener Tumor mit leptomeningeder

Aussaa

Zwei der Tiere entwickelten Paresen. In einem Fall (Nr. 80) (die Histologie zegte hier einen
redits fronto- parietal gelegenen Tumor mit Mittelli nienverlagerung) trat eine sdiaffe
L hmung ces linken Hinterbeines aif; in dem anderen Fal (Nr. 84) betraf die sdlaffe
L hmung dbs rechte Hinterbein (die Histologie zegte hier einen grolen, redits fronto-
parietal gelegenen Tumor mit Aussaa von Tumorzdlen interhemisph risch und

leptomeninged).
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Die Zeitr ume vom Auftreten der ersten Symptome bis aum Tod der Tiere reichten von 0 ls

3 Tagen, lediglich ein Kaninchen (Nr. 15 lebte nach Auftreten vonKrankheitszechen nach 8

Tage (Abb.2. Hier fand sich histologiscth ein fronto-parietaler Tumor, der grole Teile der

ene

Hemisph ren einnahm und de Ventrikel naheau ausf llite. Es beganden aulerdem
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4.3.Uberlebenszaten

Die berlebenszaten bei den nicht behandelten Tieren (n = 9) reichten von 22 lbs 45 Tagen
(durchschnittlich 28,3 g. In der Gruppe der behandelten Tiere (n = 9) reichtedie  berlebens-
spanne von 24 s 72 Tagen (durchschnittli ch 34,14.

Drei der Mitoxantron- behandelten Tiere (Nr. 16, 96, 10) b erlebten symptomfrei. Sie
wurden nach 8 Monaten get tet und obduiert. Die implantierten Zellen stammten aus avel
verschiedenen Chargen, wobei eine Charge jewells ener Kuvette frisch aufgetauter, vitaler
Tumorzdlen entspricht. F r Nr. 16 wurden Zellen aus Charge vier undf r Nr. 96 undNr. 100
Zellen aus Charge f n f verwendet (s. 4.0).

In dlen de F llen war bei makroskopisch und mikroskopisch fehlendem Tumor der
vernarbte Stichkanal von der ehemals efolgten Implantation der Tumorzdlen histologisch
nachweisbar, so dal von einer regelrechten Injektionstechnik ausgegangen werden kann.
Abb.3zdgt in der Ansicht von ventral ein histologischesBild der Gehirnscheibe von einem
der tumorfrel gebliebenen Tiere in der Ebene desgli s vernarbten Stichkanalsin der rechten

Hemisph re parasaittal.
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In der Gruppe der behandelten Tiere (n=12,abz g lich der 3am 26. Tag get teten Tiere, also
im Spontanverlauf, n=9) hatten 3 Tiere gar keinen Tumor entwickelt undein Kaninchen war
mit 72 Tagen as Langzet b erlebendes énzustufen. Es haben also 4 Tiere (44%) | nger als 2
Monate gelebt, in der Kontrollgruppe (n = 10 abz glich eines an 26. Tag get teten Tieres
also sportan gedorben ebenfallsn = 9) hat keinesder Tiere (0%) diesa Zeitraum b erlebt.

DieseDaten (s.Abb.4 zeigen eine sgnifikant | ngere berlebenszat der behandelten Tiere

(p<0,05.

1
D-U L) I L] L] L] L] ¥ T L) T ¥
1) a0 100 150 200 250 300
. iilLZ
Mit - -- ohneMit (Mit = Mitoxantron, Novantron) [Tage]

Abb. 4: Kaplan-Meier-Kurve der berlebenszeiten der Versuchstiere
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4.4.Ergebnisseder Computertomographien

In den am 12. pastoperativen Tag abgeleiteten CTs (Computertomographien) fanden sich in
keinem Fall sichere Hinweise aif dasVorliegen eines manifeden Tumors. Bei keinem Tier
war eine Blutungskomplikation rachweisbar.

Die an 19. patoperativen Tag duchgef h rten CTs (Abb. 5 zeigten dagegen bei den Tieren
der Kontrollgruppe (n = 10) in 5F llen sichere Tumore, in 2 F llen war ein Tumor fraglich
und in 3 Fllen konrte kein Tumor gefunden werden. Bei den Kaninchen der
Mitoxantrongruppe (n = 12) fanden sich in 3 F llen sichere Tumore, 2 F lle waren fraglich

undin 7F llen konrte kein Tumor nachgewiese werden.

D ohne (n = 10)

mit Mitoxantron (n = 12)

kein Tumor fraglicher Tumor sicherer Tumor

Abb. 5: Histogramm zum Tumornachweis in der Computertomographie an 19. Tag. (n = 22)

Abb. 6 zeigt ein CT-Bild eines intraceebralen VX2-Tumors bei einem Kaninchen nad
intraven sa Gabe von Kontragmittel.
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4.5.Ergebnisseder histologischen Auswertung

Im Rahmen der histologischen Auswertung wurden de Tumorlokaisdion, de an der
Gehirnoberfl che mesdare Tumorgr 0 e undintraceebrale Ausdehnung, Tumorinfiltr ationen
in Nadchbarregionen sowie regressve Ver nderungen innerhalb der Tumore bei behandelten
und unlkehandelten Tieren bedimmt und miteinander vergli chen.

Ferner wurden Lunge undLeber der Tiere auf Fernmetagasen urtersucht.

Die Ergebnissewerden zun c hst in tabell arischer Form komprimiert vorangedellt (Tab. 2- 5)
und rachfolgend urter dem Aspekt der Therapiedfekte im Detail verglichen.
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L okali sation Infiltration

Tier [Mit. [Tu. [fro. |f.-p. |par. |p.-o. |occ. ||Geg |Men |Ven [Kno |[St. |Tod
16 X nein ja |-
76 X |ja X X 25.d
80 X ja X X X X 26d
86 X ja X X X X X X X 31d
89 X ja X X X X X X 24.d
94 X ja X X X 27d
96 X nein ja |-
98 X ja X 72d
100 |X nein ja |-
15 ja X X X 34d
82 ja X X X X X X 27d
84 ja X X 23d
87 ja X X X X X X 24d
92 ja X X X X X X X X 23d
93 ja X 30d
95 ja X X X 22.d
97 ja X X X 45d
99 ja X 27d
Tab. 2: Ergebnisse der histologischen Auswertung von Tumorlokalisation und Tumorinfiltration in

Nachbarregionen bei sportan gestorbenen Tieren.
Mit.:  Mitoxantron Tu.:  Tumor fro..  frontal
f.-p..  fronto-parietal par.. parietal p-0..  parieto-ocdpital
occ.. ocdpita Geg: Gegenseite Men: Meningen
Ven: Ventrikel Kno:  Knochen St Stichkanal | okali sierbar



3C

Tier Mitoxantron Ausdehnung Blutung Nekrose
16 X kein Tumor

76 X XXXX XX XX
80 X XXXXX X XXXX
86 X XXXXX XX XXX
89 X XXXXX XXX XXXX
94 X XXXX XXX XXX
96 X kein Tumor

98 X XXXXX XXXX X
100 X kein Tumor

15 XXXX XX XXX
82 XXXXX X XX
84 XXXX XX XX
87 XXXXX X XX
92 XXXX XXXXX XXX
93 XXXXX XX XXXX
95 XXX XX XXX
97 XXXX XX XX
99 XXXX XX XXX

Tab. 3: Ergebnise der semiquantitativen histologischen Auswertung von Tumorausdehnung und

regressven Ver nderungen bei sportan gestorbenen Tieren.
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Tier Mit. Tu. fro. | f.-p. | par. | p.-o. | occ. Geg | Men | Ven | Kno
81 X X X X X X X
83 X X X X X
91 X X X X X X X X X X
79 X X X
Tab.4: Ergebnise der histologischen Auswertung von Tumorlokalisation und Tumorinfiltration in
Nacdbarregionen bei 4 am 26. Versuchstag get teten Tieren.
Mit..  Mitoxantron Tu.:  Tumor fro..  fronta
f.-p..  fronto-parietal par.. parietal p-0..  parieto-ocdpital
occ.. ocdpita Geg: Gegenseite Men: Meningen
Ven: Ventrikel Kno:  Knochen
Tier Mitoxantron Ausdehnung Blutung Nekrose
81 X XXXXX X XXX
83 X XX XXX XX
91 X XXX XXX XX
79 XXXXX XXX XXX

Tab. 5: Ergebnisee der semiquantitativen histologischen Auswertung  der

intraceebralen

Tumorausdehnung und vorregressven Ver nderungen bei 4 am 26. Versuchstag get teten

Tieren.
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4.5.1. Tumor grol3e

Bei Entnahme der Gehirne wurde der an der Gehirnoberfl che schtbare Teil des Tumors
ausgemess@a. Die Erfassing dr intraceaebraen Ausdehnung erfolgte seniquanititativ auf

einer Skalavon 1- 5 bel der histologischen Auswertung(s. 3.19.

Bei den Kaninchen der Kontrollgruppe wurde die kleinste an der Gehirnoberfl c he schtbare
Tumorausdehnung @ einem Tier mit 0,25 cm? bedimmt, wobei histologisch eine
Ausdehnung entsprechend einer Bewertung von 5Sauf der samiquanititativen Skala vorlag.
Dies bedeutet, dail de in der Tiefe des Gehirnes vorliegende Tumorausdehnung autlich
gr U er alsder an der Gehirnoberfl ¢ he mes$are Tumoranteil war.

Die gr Gte gemessee Tumoroberfl che wies en Tier der Kontrollgruppe mit 2,6 cm? bei
einer Beurteilung von 3auf der histologischen Ausdehnung<kala auf. Hier lag also ein
groler, oberfl chlich sichtbarer Tumoranteil bei im histologiscdhen Schnittbild nu
m Giggradiger Tumorausdehnung ve. Bei den brigen untehandelten 