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1. Einleitung

1.1. Gliome - Inzidenz und Klassifikation.

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

Oligodendrozyten.

Die Dignitdt 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 haufigsten hirneigenen Tumoren zéhlen mit Gber 30% die Astrozytome, sie wadhsen
meist langsam, etwa &n Drittel ist jedoch maligne. Rezadive weisen héufig einen horeren
Malignitétsgrad auf als Ersttumore (36). Die Astrozytome haben Ihren Altersgipfel in der 4.
Lebensdekade und sind im Kindesdter oft im Kleinhirn, im Erwachsenenalter meist im
Grof3hrn zu finden.

Oligodendrogliome macdhen etwa 15% der Gliome ais. Sie finden sich meist in den
Grof3hirnhemisphdren und haufen sich im 4. und 5. Lebengahrzehnt. Auch hier sind
anaplagische Formen (WHO Grad IIl) i n etwa @nem Drittel der Féll e vertreten.

Eine kleine Gruppe der neuroepithelialen Gesdwiilste bilden mit 6 - 8% die Ependymome.
Da die Ependymzdlen namalerweise die liquagefilliten Hohlirdume des zentralen
Nervensystems auskleiden, treten de Ependymome im Bereich der Ventrikel auf, konren
aber auch im Ruckenmark vorkommen. Die supratentoriellen Ependymome bevorzugen
keine begimmte Altersgruppe, wéhrend sich de infratentoriellen Ependymome vorwiegend
im Kindesdter manifedieren. Ependymome wadsen in der Regel langsam, konren aber

auch maligne entarten.
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Der bosatigste Tumor der Gliareihe (WHO Grad 1V) ist mit einer Haufigkeit von 45- 50%
dasGlioblagom. Es bevorzugt Ménner zwischen dem 45. und 55.Lebensjahr undfindet sich
in der Regel in den GroRhirnhemisphéren. Hier ist eshéaufig im Frontal- und Temporall appen
lokalisiert und geift oftmals sdimetterlingsférmig Uker den Balken auf die Gegensete Uber.
Histologisch zeigt sich ein burtes Bild aus Nekrosen, Hamorrhagien, zystischen
Zerfalshonen undzdireichen Anteilen entdiff erenzierter Tumorzdlen, de im Rahmen der
Zellpaymorphie Rieseafformen annehmen konren. Typisch ist auch eine ausgeprégte
GefaRprolif eration

1.2.Bisherige Behandlungsmodalit &en und Behandlungserfolge anaplastischer Gliome

Priméartherapie der Wahl bei Gliomen ist nach wie vor die dirurgisde Intervention, dadurch
keine andere Md3mehme, 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 koénren (71). Ferner sind nu bel einer gescherten histologischen Diagnase

eine weitere Therapieplanung und pognastische Aussaen moglich.

Obwohl jedoch in den letzten Jéhren de neurochirurgischen Verfahren immer weiter
verfeinert und \erbesset werden konrten und de operationsbedingte postoperative L etalit &t
und Morbiditat auf ein Minimum reduziert werden konrte (2, 19, hat sich an der schlechten
Prognaseder Patienten mit der Diagnose Glioblagom oder Astrozytom WHO Grad 111 kaum
etwasgeé&ndert. In einer umfangreichen Studie von Wllenweber und Kuhlendahl (Zit.in: 45)
sind deseungurstigen Ergebnisse asflhrlich 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 langer als 2 Jawe. Es gibt daher
umfangreiche Bemiihungen, duch zusézliche Therapieformen ein langeres Uberleben urter

guter Lebensqualitét zu erreichen.

Von der mittlerweile aim Standard gewordenen Strahlentherapie, die, abhéngig von Alter
und Verfassing ces Patienten, zum Einsdz kommt, ist ein ginstiger Effekt auf den
Krankheitsverlauf bekannt (54, 74, 91,92). Jaedoch sind auch de Maogdlichkeiten der
Strahlentherapie begrenzt, da @& einer bedimmten Dosis mit dem gehduften Auftreten von
Nekrosen des umliegenden, gesunden Hirngewebes geredhnet werden muf3 (94). 60 Gy in
Standardfraktionierung von 1,8Gy bei Ganzstéadelbedrahlung ¢elten algemein als obere
Grenze (10).
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Esist ferner bekannt, dald3 hypoxsdie Zellen un den Faktor 2-3 weniger strahlensensibel sind
as gut oxygenierte Zellen. Da bel Kopf-, Halss und Cervixtumoren dedeziglich
ermutigende Ergebnisse vorlagen (98), wurden daher Versuche mit einer Radiatio urter
Sauerstoff iberdruckbeamung uriernommen ; sie brachten jedoch nicht den erhofften Erfolg
(12). Auch de Bemuhungn, mit einer Neutronenbedrahlung wegen deren hoberer
biologischer Tumorwirksankeit und ihrer groeren Unabhdngigkeit von  der
Zelloxygenierung lessee Heillungsraten zu erzielen, sind wegen des gehauften Auftretens

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

Ebenso enttdusdite 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

Tumorzdl en erhoht werden.

Weitere Bedrebungen zielen darauf ab, duch eine interstitielle Bradhytherapie mit
radioaktiven Substanzen de Mdglichkeit zu nuzen, duch eine fokusgerte Bedrahlung eine
hohere Strahlendasis unter Schonung as umliegenden Gewebes a den Tumor zu bringen
und cadurch pasitiven EinfluR auf dasUberleben der Patienten zu nehmen (29, 54, 67.

Weitere Hoffnungen gelten dem interstitiellen Einsaz von Chemotherapeutika direkt in de
Tumorhdhe im Ansdlul3 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 Einsaz (8, 53, 57, 63

Auch Versuche mit monolkonalen Antikorpern (1, 15, 95 sowie ztotoxischen Lymphazyten
und Interleukinen (3, 47 wurden duchgefuhrt. Jedoch konrten auch auf diesen Gebieten
bislang keine bahnkbrechenden 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 hoterer
Antell Langzetlberlebender (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
ausgepragten Nebenwirkungen bel nur geringflgig besseer Wirksankeit nicht durchsezen
(34, 88. Auch de Gabe von BCNU mit gleichzedtiger Verabreichung vonFluosol und
Sauerstoff zur besseen Zelloxygenierung und einer dadurch erhofften Steigerung der
Wirksamkeit der Chemotherapie brachte nicht den erwiinschten Erfolg (31).

Um bei mdglichst geringen systemischen Nebenwirkungen der doch seir toxisdien
Nitrosoharnstoffe @nen moglichst 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
Visusgorungen, so dald sich auch desesVerfahren nicht durchsdzen konrte (4, 16,33, 39,
417).

Die Angaben beziglich der intraateriellen Gabe von wassel 6slichem ACNU, das weniger
toxisch sdn sollte ds das wegen sdner Lipidldslichkeit in einer Alkohdzubereitung
verabreichte BCNU, sind widersprtichlich. In einigen Versuchen erwies es i€h lokal als ©
toxisch (raumfordernde Nekrosen), dal3 dese égebrochen wurden (82, 83. Andere Autoren
berichten in einem Erfahrungsbericht Gber 260intraateriell e Infusionen mit ACNU Uber eine
gute lokale Vertraglichkeit (65). Jedoch waren de Ergebnisse diese Behandung einer
systemischen Therapie nicht tGberlegen (65), so dal3 der Aufwand und de Belagung fir die
Patienten nicht gerechtfertigt erscheinen.

Die Bemihungen dese Arbeit gelten daher dem Ziel, eventuel erreichbare
Uberlebensvorteil e fiir Gliompatienten duch Verwendung @sbisher wegen sener fehlenden
LipidlGslichkeit kaum eingesdzten Mitoxantron als @ner mit einem ertraglichen Mal3 an
Nebenwirkungen undeiner geringen Einbul® an Lebensqualitét verbundenen Monaherapie
experimentell in  enem Tiermodell zu Oberprifen, rmadchdem Mitoxantron in
vorausgegangenen in- vitro Teds @ne hohe Wirksankeit bei Gliomen holer Malignitét
gezagt hat (38, 64, 80.



2. Fragestellung

Zur Uberprifung dbr antineoplagischen Wirksamkeit einer systemischen intravenésen
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 mes$are Unterschiede hinsichtlich des zéli chen
Auftretens von nach Tumorzellimplantation entstandenen Hirntumoren beli
behandelten und unbehandelten Kaninchen?

2.3. Finden sich histologiscth 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

Fir die eperimentellen Untersuchungen wurden in der Hessschen Landesanstalt fir
Tierzucht, Neu-Ulrichstein, zu Versuchsaveden gezichtete, mannli che, weil3e Neusedander
Kaninchen im Alter unter einem Jéhr und mit einem Durchsdhnittsgewicht von 3545 g(von
3050 - 4000 g verwendet. Sie wurden in Einzdkéfigen bei Gabe handelsiiblichen
Trockenfutters und freiem Zugang zu Wasse gehalten. Am Tag var der Operation fageten
die Tiere.

Eine Genehmigung aesRegierungsprasdenten in Gieléen fur die Tierversuche lag vor.

3.1.1. Kennzeichnung der Tiere

Die Kennzeichnung @ Kaninchen erfolgte vor Versuchsbeginn duch Eintétowieren einer

willkurlichen Zahl in de Innensate @énesOhres

3.2. Narkose

Nacd Legen einer Venenverwell kanile in eine Ohrvene wurde durch Bolus- Injektion von 2,3
mg Xyladn/kg Korpergewicht (Rompun, Fa. Bayer, Leverkusen, Konzentration 20 mg/ml

Losung und 10 mg Ketamin/kg Korpergewicht (Ketaned, Fa. Parke Davis, Berlin,

Konzentration 50mg/ml Losung) eine Voll narkose herbeigefuhrt. Bei Bedarf wurde mit 5,7
mg Ketamin/kg K 6rpergewicht/Viertelstunde nachdasiert.

3.3. Implantierte Tumor zellen

Verwendet wurde @ne 1940 von Kidd und Rous aus e@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 durchgefuihrt (17, 20, 21, 60, 99 Eine karzinomatose
Meningitis ist nadh der intrathekalen Applikation des Tumors in die dsterna magna
besdrieben (22). Nach Gabe von Kontragmittel waren gréféere, solide Tumoren in CT, MRT
und Angiographie darstellbar (21, 22, 59, 99

3.4. Herkunft und Aufarbeitung der Tumor zellen

Die aus ener Zelllinie der Tumorbank des Deutschen Krebsforschungszentrums in
Heidelberg stammenden Tumorzdlen wurden im Zellkulturlabor des Zentrums fur Chirugie
der Justus-Liebig-Universitdt Gief3en weiter passgiert (s. Abb. 1. Sie wurden in einer
Stammldsung aus 70% RPMI Nahrmedium mit 20% foetalem Kaberserum und 18 DM SO
aufgesdbwemmt, in flussgem Stickstoff bel minus 196°C eingefroren und bs zur

Verwendungin einem entsprechenden Tiefkuhlbehalter aufbewahrt.

Vor Versuchsbeginn wurden de Zellen im Wassebad bei 30°C in 5 - 8 Min. aufgetaut.
Ansdlief?end wurde durch Zentrifugation das Nahrmedium (s.0.) separiert und vasichtig
abpipettiert. Die gleiche Menge frischen Nahrmediums, bedehend aus RPMI-Medium mit
10% foetalem K& berseum, wurde hinzugegeben und vasichtig mit den Zellen vermisdt. In
einer Blutmischpipette (nach Thoma) wurde die Zellsuspension aufgezogen und mit
Trypanblau (1%ig) aufgeflllt. Auf einem elektrischen Rittler wurden de Phasen 2 Min.
vermischt. Nadh Verwerfen der ersten drel Tropfen wurden de angefarbten Zellen in eine
Neugebauer-Zahlkammer pipettiert und de nicht angeférbten, vitalen Zellen mit der 100
fachen VergroRerung lichtmikroskopisch ausgezailt. Die Zellzahl pro micro-I wurde durch
Multi pli kation mit dem Faktor 50 bedimmt.

Durch entsprechendes Verdiunren der Zell suspension mit Nahrlosung wurde die angedrebte
Zellkonzentration (2 x 1& Zellen/25 micro-l) eingegellt.

Wahrend desgesanten Arbeitsgangeswurde die fir den Versuch vargeséiene Zell suspension

auf Eis gelagert.
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Abb. 1. Vermehrung d&r VX2- Tumorzdlien in der Zellkultur in Abhéngigkeit von cer
initialen Zellmenge.

3.5. Gruppeneinteilung, Randomisierung

Insgesant wurden 26 Tierexperimente durchgefthrt. Aus verfahrenstechnischen Grinden
wurden sie in del zetlich aufeinander folgende Versuche aufgegliedert. Bei dlen drel
Versuchen bedanden die gleichen Kondtionen. Jeweil s die Halfte der Tiere wurde durch Los
der Mitoxantron- bezehungsweiseder Kontroll gruppe aigeteilt.

Die asten beiden Versuche umfaldten je 8 Tiere, der dritte Versuch wurde mit 10 Kaninchen
durchgeflhrt
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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, @8d 100.

Bel 18 Tieren wurde der Sportanverlauf hinsichtlich neurologischer Ausfélle und
Uberlebenszét dokumentiert. Tiere, die langer als 8 Monate symptomfrei (iberlebten, wurden
nach desen Zetraum getotet, da aufgrund der Wadhstumskinetik der VX2- Tumorzdlen

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

3 Tiere der Mitoxantrongruppe undeinesder Kontroll gruppe wurden am 26. Tag getotet, um
eine histologische Untersuchung an einem definierten Tag zu ermdglichen. Diese Tiere

wurden per Los emittelt.

Der 26. Tag wurde gewdhlt, da aus vorangegangenen Versuchen (35, 81 bekannt war, dal3
um diesean Zeitraum mit der klinischen Manifedation dcesTumors und cem Ableben der Tiere
gerechnet werden mufde. Diesen Ableben sollte, bel grofdmdglicher Sicherheit des

Vorliegens @nes ®liden Tumors, zuvorgekommen werden.

3.6. Implantation der Tumor zellen

Nach Rasur und Desnfektion des Schadels in Vollnarkose (s. 3.2) wurden de Tiere in
Bauchlage ausgebunden. Dem Durchtrennen der Kopfhaut auf 2 cm Lange mit dem Skalpell
folgte die Darstellung der rediten Kranznaht. In desen Bereich wurde die Gaea
abgeshoben. Ca. 3 mm frontal der Koronarnaht und 3- 5 mm paramedian rechts wurde mit
einer kleinen Rosen- Frase e 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 Uber eine Kaniile der Grole 0,45 x 12mm in 4 mm Tiefe Uber einen
Zeitraum von einer Minute. Nach Zurlickziehen der Nadel erfolgte das sfortige Versdlielzen
desDefektesmit Knochenwadhs. Ansdhli ef3end wurde die Hautwunde mit Prolene ® (Fa.
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Braun, Melsungen) gendht und cen Tieren zur Infektionsprophylaxe 2 ml Oxytetragyclin
(Terramycin Injektions-16sung, Fa. Pfizer, Karlsruhe) i.m. injiziert.

3.7.Postoperative Beobachtung

Die Kaninchen wurden anfangs 2 x taglich, rnach Auftreten von tumorverdadtigen
Symptomen in 4 - 6 stindgen Intervallen auf motorische Ausfélle, Gleichgewichts- und
Verhatensdorungen 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 Ausfélle oder von Gleichgewichtsg6rungen
gestlossen. Weiterhin wurde der Tonus der Gliedmal3en Uberprdift.

3.8.Applikation der Chemotherapie

Am 12. patoperativen Tag wurde jewell s die Hélfte der Tiere der Gruppen 1- 3 einmalig 3
mg Mitoxantron (Novantron, Fa. Lederle, Wolfr atshausen, Konzentration: 2 mg/ml Lésung)
als 5- minitige Kurzinfusion Uker eine Venenverwell kanlle in eine Ohrvene verabreicht.

Dies eatspricht der beim Menscdhen zur intravensen Behandlung empfohlenen Dosis von 14

mg Mitoxantron pro Quadratmeter K orperoberfl adhe.

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 Geréten Somatom Plus und
Somatom Hi Q der Firma Siemens, Erlangen, abgeleitet.
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Die Ableitungsparameter fir dasGeré Somatom Hi Q waren:
Schichtdicke 2 mm

Vorschub 2mm

Scan-Zeit 2,7 sec

R6hrenstrom 190mAs

R6hrenspannung 133 K.

Fur dasGerdt Somatom Plus waren de Ableitungsparameter:
Schichtdicke 2 mm

Vorschub 2mm

Scan-Zeit 2 sec

Ro6hrenstrom 250mAs

Rohrenspannung 120 k.

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

3.10.T6tung der Uberlebenden Tiere

Die nadch dem Versuchsprotokal zu einem bedimmten Zeitpunk zu tétenden Kaninchen (Nr.
79, 81, 83 und 9lwurden am 26. Tag zur Entnahme von Gehirn, Leber und Lunge
eingesdi&fert.

Daau wurde nadch Einleitung einer Narkose (s. 3.2) und rach Rasur und Dedgnfektion von
Thorax und Schédel in Riickenlage durch eine Uberdosis @nes Narkotikums én Herz-,
Kreidauf- und Atemstillstand indwiert und rach Er6ffnung s Thorax die Aorta
durchtrennt. Die nach Mitoxantron- Gabe langzetuberlebenden Tiere (Nr. 16, 96 und 100
wurden nach 8 Monaten auf die gleiche Wasegetttet.
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3.11. Entnahme von Gehirn, Leber und Lunge

Bei den aufgrund des Tumorleidens gorntan verstorbenen Tieren wurde ebenso wie bel den
gettteten weiter verfahren:

Der Erdffnung ces Bauch- und Brustraumes und c¢em Durchtrennen der Aorta folgte die
Entnahme von Leber und Lunge ar pathoogischen Beurtellung. Die Organe wurden
vorsichtig, urter teils sumpfer, tells starfer Durchtrennungihrer Gefél3e und umgebenden

Strukturen herausprapariert undin 4%igem Formalin immersionsfi xiert.

Die weitere Préparation erfolgte in Bauchlage. Die Kopfhaut wurde nach Durchtrennen mit
dem Skalpell stumpf abprdpariert, bis die Kalotte komplett freigelegt war. Die
Nadkenmuskulatur wurde unterhalb des Hinterhauptes bis auf die Wirbelséule durchtrennt
und van kndchernen Schadel abprépariert. Das Neurokranium wurde von der hinteren
Schéadelgrube aus mit einer Hohlmeil3elzange nach LUER erdffnet. Ansdhlief3end 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@ undsorgféltig un diesesAred herumprépariert. Nach kompletter
Freilegung dr Gehirnoberflache wurden de Nervi olfadorii vorsichtig durchtrennt.
Ansdilief3end wurde das Gehirn mit einem stumpfen Spatel vorsichtig und uner teils
scharfer, teils sumpfer Durchtrennung @r kaudalen Hirnnerven aus der Schédelkapsd
gehoben. Zuletzt wurde mit einer spitzen Schere das Riuckenmark moglichst tief kaudal
durchtrennt. Nach dem Ausmess@ des & der Gehirnoberflache schtbaren Tumoranteils

wurde dasGehirn in 4%iger wassiger Formaldehyd ésungimmersionsfixiert.



14

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 Gberfihrt wurden.

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

3.13. M akroskopische Dokumentation

Die Kaninchengehirne wurden makroskopisch nach den folgenden Kriterien beurtellt:
- Vorliegen einesmakroskopisd sichtbaren Tumors.
- Lokalisaion desTumors.
- Grole desTumors.
- Ubergreifen desTumors auf die kontralaterale Hemisphére.

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

Hierbei wurde besnders darauf geadiet, dald eine Schnittebene moglichst durch de
entsprechende CT- Ebene mit der grofden Tumorausdehnungfihrte. Zur Orientierung dente
dasChiasma opticum, das ®wohl auf den CT- Bildern als auch am Préparat 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 ureuffélligem Befund wurde jeweils nur eine Scheibe der Organe aur
histologischen Beurtell ungin Paraffi n eingebettet.
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3.14. Histologische Aufar beitung

Die Praparate wurden im Institut fir Neuropathologie der Justus-Liebig-Universitét Gief3en
(Leiter Prof. Dr. W. Schadchenmayr) angefertigt und urier einem Leitz Lichtmikroskop

ausgewertet.

Das Maderia wurde in der Ublichen Weise in der aufsteigenden Alkohdreihe entwéasset 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 einer Ubersichtsfarbung mit Hamatoxylin-Eosin (HE) wurden de Schnitte mit
Kreg/lviolett nach NISSL und d&r Trichromféarbung rach MASSON-GOLDNER  gefarbt.
Die HE-Farbung erfolgte, indem die entparaffi nierten Schnitte in Aqua ded. verbradit und
ansdilielfend 3 - 8 min. zur Kernfarbung in Hamalaun eingedellt wurden. Nadch
ansdlieffendem Spilen in Aqua ded. und 10mindtigem Blauen in flief?endem
Leitungswasse wurden sie 5 - 15 Min. in Eosin, 0,26 in Aqua dest., gefarbt. Ansdlief3end
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
ansdlieffend mit Einschlufmittel (Mikrokitt) eingededkelt.

Zum Nadweis von Hamosiderinablagerungen im Gewebe ds Folge dterer, reorbierter
Blutungen wurde die Berliner-Blau-Re&ktion duchgefihrt Dazu wurden de entparaffi nierten
Schnitte durch de Alkohdreihe in Wasse gebradht und 5 Min. in einer wassigen
Kaliumferrozyanidlésung eingedellt. Ansdlief3end wurden sie 30 Min. in einer Mischung
aus gleichen Teilen 20%iger HCL und 1Q®biger Kaliumferrozyanidlésung eingedellt und
sorgféltig in Wasse ausgewasdien. Nach einer 5-minitigen Gegenfarbung mit Kernedtrot
erfolgte @ne weitere Spllung in Aqua deg., de aifsteigende Alkohdreihe, Xylol und das
Einsdhli ef3en mit Eindedmittel.
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Um den Injektionskanal bei den tumorfrei Gberlebenden Tieren nadchzuweisen, wurden de
resktiven 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 immunzytochemisdc eingefarbt:

Entparaffi nieren, absteigende Alkohdreihe, Aqua ded.

8 Min. 6 Wasseastoff peroxid

2 xspulenin Aquaded.

2 xspulenin PBS-Triton

Einspannen der Préparate in den Sequenza- Immuncenter, 1 xmit PBS-Triton spiien
20 Min. namalesSchweineseum (Dako x 901 1:10 verd. mit 1% Alb.-PBS-Lsg.
60 Min. pkPrimar-AK in 1% Alb-PBS, ohre vorheriges Spulen; Inkubationszet muf3
je nach AK undKonzentration angepaldt werden

2 x spulen mit PBS-Triton

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

2 x spulen mit PBS-Triton

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

1 x spilen mit PBS-Triton

Préparate aurtick in eine PBS-Triton- gefillte Glaklvette dellen, 2 xspllen mit
PBS-Triton

3 x spulen mit Trispuffer

5- 10Min. entwickeln mit DAB-Substrat

80 mg DAB in 160ml Trispuffer 16sen,

200micro-1 30% Wassestoff peroxid zugeben,

Losung deich verwenden

2 x spulen mit Trispuffer

Aquaded., kurz

1 Min. Hamalaun rach Mayer (HE-Reihe)

2 Min. wassen

aufsteigende Alkohdreihe, Xylol, eindedkeln
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Im Ergebnis der Antigen- AntikOrperrestion zeigt sich eine braune Anféarbung as
Zytoplasmas der Astrozyten einsdiliefdlich ihrer Zellfortsdze bei blau angeférbten
Zéllkernen.

3.15. Histologische Auswertung

Histologische Beurtell ungskriterien waren:
- Fehlen oder Vorhandensan vonTumorzdlen im Gehirngewebe,
- Lokalisaion desTumors,
- Ausdehnung eésTumors,
- Regressve Veranderungen desTumors wie Hamorrhagien undNekrosen,
- Tumorinfiltr ation vonL eptomeninx undSchadelknochen,

- Ubergreifen desTumors auf die kontralaterale Hemisphére

Die Auswertung erfolgte seniquantitativ, indem die Auspragung ar einzenen Parameter
von gering ausgepragt bis sark ausgepragt in funf Stufen eingeteilt und keurteilt wurde.
Dashei(3t beziglich der Tumorgréfe:

Tumorgrole:
X kleiner Tumor ohne Raumforderung
XX kleiner Tumor mit gering raumfordernder Wirkung
XXX Tumor mit deutli ch raumfordernder Wirkung
XXXX grof¥er Tumor mit Verlagerung der Mittelli nie und Kompresson

desVentrikelsystems
XXXXX Tumor, der sich an der Stelle sener grofden Ausdehnung Uler
mehr als en Viertel desgesamten Gehirnguersdhnittes estredkt.
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Beziglich der Nekrosen ist die Abstufungwie folgt:

Nekrose
X einzdne, kleine Nekrosen
XX multi ple, kleine Nekrosen
XXX konfl uierende Nekrosen
XXXX ca ein Viertel bisdie Hafte desTumorsist nekrotisch
XXXXX Tumor ist Uberwiegend rekrotisch.

Bel der Abstufung der Tumorblutungen bedeutet dies

Einblutungen:
X vereinzdt kleine Blutungen
XX multi ple, kleine Blutungen
XXX konfluierende Blutungen
XXXX ca ein Viertel bisdie Hafte desTumorsist hdmorrhagisch

XXXXX der Tumor ist weitgehend hamorrhagisa.



4. Ergebnisse

Insgesant wurden 22Tiere in de Versuchsauswertungeinbezogen.

Tier-Nr. | Mitoxantron | Charge' | Tumor | CT 19.Tag® | sport. gestorben | 26.Tag getotet
16 ja 4 nein - Uberlebt®
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 - tiberlebt®
98 ja 5 ja - 72.Tag
100 ja 5 nein - Uiberlebt®
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. Uberlebt: Diese Tiere entwickelten keinen Tumor und wurden nach 8 Monaten zum histologischen Nachweis des

19

Stichkanals getétet, 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 Ld&hmung der hinteren
Extremitéten undmusge engesdalafert werden.

Tier Nr. 90 werstarb am 12. Tag duch enen narkosebedingten Atemstill stand bei
Durchfiihrung cer fur diesen Tag vargesdnenen Computertomographie.

Diese4 Tiere wurden aus der Versuchsreihe herausgenommen.

4.2. Klinische M anifestation desTumors

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

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

Die Symptome reichten von Nahrungsverweigerung (8 Tiere), Gleichgewichtsg6érungen (7
Kaninchen), einer deutlichen Seitabweichung tei der Fortbewegung bs hin zu Paresen. Bel
einigen Tieren traten schwere Stérungen der Motorik auf, so dal3 sich die Kaninchen nu noch
rechts- (5 Tiere) bzw. linksherum- (3 Tiere) drehten, wenn sie auf den Boden gesézt wurden.
Bei 3 Tieren gngen algemeine Gleichgewichtsd6rungen einer deutlichen Seitabweichung
voraus (Abb. 1).

Ein Kaninchen (Nr. 76) starb am 25. Tag nach der Tumorzdlimplantation, ohre dal3 es- bel
zuvor dreistiindich erfolgter Kontrolle - irgendwelche Symptome gezegt hatte. In der
Histologie fand sich ein golr, 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
Lahmung ces linken Hinterbeines aif; in dem anderen Fal (Nr. 84) betraf die sdlaffe
Lahmung dbs rechte Hinterbein (die Histologie zegte hier einen gol¥en, redts fronto-
parietal gelegenen Tumor mit Aussaa von Tumorzdlen interhemisphdrisch und

leptomeninged).
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4.3.Uberlebenszaten

Die Uberlebenszeten bei den nicht behandelten Tieren (n = 9) reichten von 22 ls 45 Tagen
(durchschnittli ch 28,3 ¢. In der Gruppe der behandelten Tiere (n = 9) reichte die Uberlebens-
spanne von 24 s 72 Tagen (durchschnittli ch 34,14.

Drei der Mitoxantron- behandelten Tiere (Nr. 16, 96, 10) Uberlebten symptomfrei. Sie
wurden nach 8 Monaten gettet und obduiert. Die implantierten Zellen stammten aus avel
verschiedenen Chargen, wobei eine Charge jewells ener Kuvette frisch aufgetauter, vitaler
Tumorzdlen entspricht. Fir Nr. 16 wurden Zellen aus Charge vier undfir Nr. 96 undNr. 100
Zellen aus Charge funf verwendet (s. 4.0).

In dlen de Féllen war bei makroskopisch und mikroskopisch fehlendem Tumor der
vernarbte Stichkanal von der ehemals efolgten Implantation der Tumorzdlen histologisch
nachweisbar, so dald 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 desglios vernarbten Stichkanals in der rechten

Hemisphére parasayittal.



Abb. 3
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In der Gruppe der behandelten Tiere (n = 12, abziiglich der 3 am 26. Tag gettteten Tiere, also
im Spontanverlauf, n=9) hatten 3 Tiere gar keinen Tumor entwickelt undein Kaninchen war
mit 72 Tagen as Langzatlberlebendes énzustufen. Es haben also 4 Tiere (44%) langer als 2
Monate gelebt, in der Kontrollgruppe (n = 10 abzliglich eines an 26. Tag getbteten Tieres
also sportan gedorben ebenfallsn = 9) hat keinesder Tiere (0%) diesa Zeitraum tberlebt.

DieseDaten (s.Abb.4 zeigen eine sgnifikant langere Uberlebenszet 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-K urve der Uberlebenszeiten der Versuchstiere
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4.4. Ergebnisse der 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 duchgefihrten CTs (Abb. 5 zeigten dagegen bei den Tieren
der Kontrollgruppe (n = 10) in 5 Féllen sichere Tumore, in 2 Féllen war ein Tumor fraglich
und in 3 Fadllen konrte kein Tumor gefunden werden. Bei den Kaninchen der
Mitoxantronguppe (n = 12) fanden sich in 3 Fallen sichere Tumore, 2 Félle waren fraglich

undin 7 Féllen 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
intraventsa Gabe von Kontragmittel.



Abb. 6

w

1

SOMATOM
NI KLIN
FUSTERIOR

27



28

4.5. Ergebnisse der histologischen Auswertung

Im Rahmen der histologischen Auswertung wurden de Tumorlokaisdion, de a der
Gehirnoberfl &che mesdare Tumorgréle undintraceebrale Ausdehnung, Tumorinfiltr ationen
in Nadchbarregionen sowie regressve Veranderungen innerhalb der Tumore bei behandelten
und unlkehandelten Tieren bedimmt und miteinander vergli chen.

Ferner wurden Lunge undLeber der Tiere auf Fernmetagasen urtersucht.

Die Ergebnissewerden zunachst in tabell arischer Form komprimiert vorangedellt (Tab. 2- 5)
und rachfolgend urter dem Aspekt der Therapiedfekte im Detail verglichen.
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Lokalisation Infiltration

Tier [Mit. [Tu. [fro. |f.-p. |par. |p.-o. |occ. ||Geg |Men |Ven [Kno |[St. |Tod
16 X nein ja |-
7% X |a X X 25.d
80 X ja X X X X 26.d
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 34.d
82 ja X X X X X X 27.d
84 ja X X 23.d
87 ja X X X X X X 24d
92 ja X X X X X X X X 23.d
93 ja X 30.d
95 ja X X X 22.d
97 ja X X X 45.d
99 ja X 27.d
Tab. 2: Ergebnisse der histologischen Auswertung von Tumorlokalisation und Tumorinfiltration in

Nachbarregionen bei spontan gestorbenen Tieren.
Mit.:  Mitoxantron Tu.:  Tumor fro..  frontal
f.-p..  fronto-parietal par.. parietal p-0..  parieto-occipital
occ.. occipita Geg: Gegenseite Men: Meningen
Ven: Ventrikel Kno:  Knochen St Stichkanal |okalisierbar
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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 Veradnderungen 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: Ergebnisse der histologischen Auswertung von Tumorlokalisation und Tumorinfiltration in
Nacdbarregionen bei 4 am 26. Versuchstag getoteten 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

intracaebralen

Tumorausdehnung und vorregressven Veranderungen bei 4 am 26. Versuchstag gettteten

Tieren.
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4.5.1.Tumor grol3e

Bei Entnahme der Gehirne wurde der an der Gehirnoberflache 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 Gehirnoberflache schtbare
Tumorausdehnung @ einem Tier mit 0,25 cm? bedimmt, wobei histologisch eine
Ausdehnung entsprechend einer Bewertung von 5Sauf der samiquanititativen Skala vorlag.
Dies bedeutet, da3 de in der Tiefe des Gehirnes vorliegende Tumorausdehnung autlich
grof¥er als der an der Gehirnoberflache mesdare Tumoranteil war.

Die grol¥e gemessee Tumoroberfléache wies en Tier der Kontrollgruppe mit 2,6 cm? beli
einer Beurteilung von 3auf der histologischen Ausdehnung<kala auf. Hier lag also ein
grol¥er, oberfladhlich sichtbarer Tumoranteil bei im histologiscdhen Schnittbild nu
méaldiggradiger Tumorausdehnung ve. Bei den Ulrigen untehandelten Kaninchen lag de an
der Oberfl &che mes$are Tumorgrofe avischen 0,5cm? und 2,28m? (Tab. 6).

Tier Tod rach x Tagen Tumorgréfe Ausdehnung
95 22 2,6 cn? XXX

92 23 1,2cm? XXXX

84 23 2,4 cm? XXXX

87 24 0,6 cn? XXXXX

82 27 2,28 cm? XXXXX

99 27 2,16 cn?? XXXX

93 30 0,25 cm? XXXXX

15 34 0,4 cn? XXXX

97 45 1,21 cm? XXXX

Tab 6. An der Gehirnoberflache messhare TumorgréfRe und semiquantitativ erfasge intraceebrale
Tumorausdehnung tei unbehandelten Tieren (n = 9).
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Bel den mit Mitoxantron bkehandelten Tieren war die kleinste an der Gehirnoberflache
mesdare TumorgréfRe bel einem Tier 0,49 cm? mit einer Ausdehnung von 5auf der
saniquantitativen Skala. Das heildt, auch hier bedand intraceebral ein deutlich gr6lerer
Tumor as & oberfladlich sichtbar war.

Bei den anderen Tieren der Verumgruppe fanden sich Tumorgrofen von 1,96cm? bei 2

Tieren, sowie oberfl achli ch sichtbare Tumorausdehnungen zwischen 1,0cm? und 1,8cm? bei

den Ulrigen chemotherapierten Kaninchen (Tab. 7).

Drei der mit Mitoxantron bkehandelten Tiere (Nr.16, 96, 10D entwickelten keinen
makroskopisdh odcer mikroskopisdh machweisbaren Tumor (Tab. 7). In alen drei Fallen
konnte bel der histologischen Aufarbeitung der Stichkanal |okali siert werden.

Die mittlere, oberfladchlich mesdare Tumorgrofe bel den behandelten Tieren betrug 1,48
cm?, in der Kontrollgruppe 1,45cm?.

Tier Tod rach x Tagen Tumorgrofe Ausdehnung
89 24 1,96 cm? XXXXX

76 25 1,8 cn? XXXX

80 26 1,96 cm? XXXXX

94 27 1,68 cm? XXXX

86 31 0,49 cm? XXXXX

98 72 1,0 cn? XXXXX

16 hat Gberlebt kein Tumor -

96 hat Uberlebt kein Tumor -

100 hat Uberlebt kein Tumor -

Tab.7: An der Gehirnoberflache mesdare TumorgréfRe und semiquantitativ erfasge intraceebrale
Tumorausdehnung lei behandelten Tieren (n = 9).

Die Abbildung 7 illustriert beispielhaft den Tumorbefund der Gehirnaufsicht und de
Abbildungen 8 und 9zeigen de Tumorausdehnungin Gehirnscheiben von einem der mit

Mitoxantron behandelten Tiere.



Abb. 7



Abb. 8
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Abb. 9
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4.5.2.Ausdehnung, regressve Veranderungen

Bel den Tieren, de a@nen Tumor entwickelt hatten, fand sich nu in einem Fal in der
Kontrollgruppe e@ne Ausdehnung von dei auf der semiquantitativen Skalavon 1- 5(s. 3.15.
Alle anderen Tiere, sowohl der Mitoxantron- als aich der Kontrollgruppe entwickelten
Tumore mit einer Ausdehnung von 4 und &uf diese Skala.

Bei der Auswertung cer histologischen Veranderungen fiel auf, dald in der Kontrollgruppe
nur eines von 9 Kaninchen eine garkergradige Blutung zegte, wéhrend in der
Mitoxantronguppe 3 von 6an ihrem Tumor gedorbenen Tiere (3 haben tumorfrel Gberlebt)
eine mittelschwere und stérkere Blutungen aufwiesan (Abb. 10.

D ohne (n = 9)

mit Mitoxantron (n = 6)

O = N W & O & ~N ©©

Blutung 1-2 Blutung 3-5

Abb. 10: Histogramm der semiquantitativen Auswertung der Tumorblutungen.
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Bel Auswertung dr Nekrosen (vgl. Abb. 12 in der Mitoxantronguppe zegten 4 von 6
Tieren eine verstarkte Neigung zu umfangreicheren Tumornekrosen. Nur 2 Tiere hatten
geringe Nekrosen (Abb. 11). Drei Kaninchen tkerlebten tumorfrei.

Dem steht in der Kontrollgruppe éen holerer Antel an Tumoren mit mittlerer
Nekrosenneigung gegenuber (Abb. 17).

Abb. 11: Histogramm der semiquantitativen Auswertung der Tumornekrosen

5
4
3
2
1
0 \
Nekrose 1 Nekrose 2 Nekrose 3 Nekrose 4 Nekrose 5
D ohne (n = 9) mit Mitoxantron (n = 6)

Abb. 12 zegt das histologische Bild eines Tumorquerschnittes mit ausgedehnter zentraler

pseudazystisch umgewandelter Tumornekrose



Abb. 12
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4.5.3 Lokalisation, Infilt ration von kontralateraler Hemisphare, Meningen, Ventrikel-

system oder Knochen.

Alle Tumore befanden sich redts frontal oder fronto-parietal. Dies entspricht der bei der
Implantation der Zell en angedrebten Lokali saion.

Bel 4 von 6 gedorbenen Tieren der Mitoxantronguppe war der Tumor auf die
fronto-parietale Region besdréankt. Bel den beiden anderen Kaninchen reichte der Tumor
von frontal bzw. von fronto-parietal bis ocdpital und erfasse damit drei der flnf
Gehirnregionen (Abb. 13.

In der Kontrollgruppe fanden sich in 6 von 9Fallen Tumore, die aif eine Region kesdirankt
waren. Bel 2 Tieren dehnte sich der Tumor von frontal bis ocdpital undin einem Fall von
frontal bis parietal aus (Abb.13.

6

tumor frei 1-2 Regionen 3-4 Regionen 5 Regionen

D ohne

mit Mitoxantron

Abb. 13: Histogramm der quantitativen Auswertung der Tumorlokali sationen.
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Bel der Auswertung der Infiltration von kotralateraler Hemisphére, Ventrikel, Meningen
und Knochen zeigte sch in der Mitoxantronguppe bel 3 von 6 Tieren neben der
Haupttumormasse die Gberwiegend rechts fronto-parietal zu finden war, eine Infiltr ation der
kontralateralen Hemisphére, bei 3 der 6 Tiere @n Einbruch ins Ventrikelsystem, bei 4 Tieren
ein meningeder Befal undin einem Fall eine Arrosion desSchadelknochens (Abb. 14.

Drei Kaninchen blieben tumorfrei.

In der Kontrollgruppe fand sich bei 4 von 9Tieren neben der ebenfalls Gberwiegend rechts
fronto-parietal gelegenen Haupttumormasse e Infiltr ation der kontralateralen Hemisphére,
bei 3 Tieren lag ein Einbruch ins Ventrikelsystem vor, 6 der 9 Tiere hatten einen meningeden
Befall und kei 2 Kaninchen zegte sch eine Arrosion cesSchadelknochens (Abb. 14.

Gegenseite Meningen Ventrikel Knochen

D ohne

mit Mitoxantron

Abb. 14: Histogramm der quantitativen Auswertung der Tumorinfiltration in Nadhbarregionen.
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4.5.4. Histologischer Vergleich am 26. Tag nach intracerebraler Tumor zellimplantation

In der Gruppe der Kaninchen, de laut Versuchsprotokoll am 26. Tag getétet wurden, fanden
sich makroskopiscd in allen Féllen im Gehirn nachweisbare Tumore (Tab.8 und 9.

Die Lokalisaion reichte von frontal (bei dem Tier der Kontrollgruppe und einem der
behandelten Tiere) Uber frontal bis fronto-parietal bei einem weiteren behandelten Tier bis au
einer Ausbreitung vonfrontal bis ocdpital bei dem 4., ebenfall s behandelten Tier.

Die Ausdehnung @sTumors wurde bei dem Tier der Kontrollgruppe seniquantitativ mit 5,
bei denen der Mitoxantronguppe in einem Fall mit 5, in einem mit 3 undin einem mit 2

bewertet.

Bel der Beurtellung cer Hamorrhagien fand sich bei dem Tier der Kontrollgruppe und kel 2
der behandelten Kaninchen ein Auspragungsgrad von 3auf der semiquantitativen Skala und
bei dem dritten Tier der Mitoxantrongruppe ene Auspragungentsprechend 1.

Nekrosen fanden sich bel dem Tier der Kontrollgruppe und einem der behandelten in einer
Ausprdgung von 3, b den 2 Ubrigen behandelten Tieren in einer Auspragung von 2Zauf der

samiquantitativen Skala.

Eine Infiltr ation des Knochens lag bei dem Tier der Kontrollgruppe (Nr. 79 vor. Bei den
Kaninchen der Mitoxantrongruppe fand sich in 2 Félen eine Infiltr ation von konralateraler
Hemisphére, Meningen undVentrikelsystem undin einem Fall ein Ubergreifen des Tumors
auf Meningen undVentrikel.

Eslass@ sich aso bei den 4 Tieren, de entsprechend dem Versuchsplan am 26. Tag getttet
wurden, bis aif ein Tier mit einem seéhr ausgedehnten Tumorbefall (Nr. 91), hinsichtlich
Lokalisaion, Tumorgrof®e und regressver Verdnderungen keine auffélligen Unterschiede

verzeichnen.
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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

79 X X X

Tab. 8: Ergebniss der histologischen Auswertung vonTumorlokalisation und Tumorinfiltration in
Nadbarregionen bei 4 am 26. Versuchstag get6teten Tieren.

Mit.: Mitoxantron Tu.: Tumor fro.: frontal
f.-p.: fronto-parietal par.: parietal p.-0.: parieto-ocdpital
occ.. occipital Geg: Gegenseite Men: Meningen
Ven: Ventrikel Kno: Knochen
Tier Mitoxantron Ausdehnung Héamorrhagien Nekrosen
81 X XXXXX X XXX
83 X XX XXX XX
91 X XXX XXX XX
79 XXXXX XXX XXX

Tab. 9: Ergebnisee  der semiquantitativen histologischen Auswertung  der

intracaebralen

Tumorausdehnung und vorregressven Verdnderungen bei 4 am 26. Versuchstag getoteten

Tieren.
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5. Diskusson

Das Glioblagom (WHO Grad V) ist der haufigste und bd&atigste Hirntumor des
Erwadsenen.

Alle Versuche, die Behandungsergebnisse o verbessen, haben letztendlich an der infausten
Prognase diesesTumors nichts Wesatliches a1 &ndern vermocht. Nach wie vor gelten de
neurochirurgische Tumorresetion und de postoperative Bedrahlung as Standardtherapie,
wobei die mittlere Uberlebenszét nach Symptombeginn oder Operation von 4- 6 Monaten
durch radikale Tumorresétion undNadbedrahlung lediglich auf 6 - 10 Monate verlangert
werden kann (37).

Bisher angewandte Chemotherapieprotokale konrnten de Uberlebenszét der Patienten trotz
zum Tell erheblicher Toxizitét ebenfalls nur um wenige Wochen verlangern. Allerdings snd
unter den so behandelten Patienten vermehrt Langzeitiiberlebende au verzechnen (44). Auch
unter den Patienten mit anapladischen Astrozytomen WHO Grad 1ll, die ais&zlich zu
Operation und Bedrahlung eine Chemotherapie ehielten, finden sich vermehrt
Langzeatiberlebende (44). Bisang zum Einsaz kamen herfir die lipidiésichen
Nitrosoharnstoffe unter der Vorstelung, 3 wassédsiche Mealikamente die

Blut-Hirn-Schranke nicht durchdringen kdnren undsomit unwirksam saen.

Im normalen mensdlichen Gehirn sditzt die Blut-Hirn-Schranke das Gehirn vor einer
Reihe stéadlicher Substanzen. Sie bedeht aus den im Zentralnervensystem vorhandenen,
lickenlos sdilieffenden, interzdlularen Verbindungen des Kapill arendathels, den tight
junctions (100). Durch deseBarriere konren in der Regel lediglich lipoplile, nicht ionisierte
Substanzen in das Gehirngewebe gelangen. Fir hydrophle Substanzen, de gréfier sind als
Harnstoff, ist die Blut-Hirn-Schranke impermeabel (48). Bisherige grolere kontrolli erte
Studien wurden daher in erster Linie mit den li pidl6slichen Nitrosoharnstoffen durchgeftihrt.
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Walker (90) berichtet von zwel grofiangelegten, randamisierten Multi-Center-Studien. In der
einen Studie mit 252 wegen eines malignen Glioms operierten Patienten wurden
aussdiliefdlich opimae pflegerische Ma3nshmen ohre weitere Therapie in einem
vierarmigen Vergleich all einiger postoperativer Strahlentherapie undall einiger postoperativer
Chemotherapie mit BCNU ener Kombinationsbehandung von petoperativer
Strahlentherapie und BCNU gegentibergedellt.

Jeane Patienten, de im Anschlul3 an de Operation ohre Therapie blieben, Iebten im Mittel
noch 14Wochen.

Alleinige Behandung mit BCNU verlangerte das mittlere Uberleben auf 18,5 Wochen,
wahrend de dleinige Strahlentherapie @ne Zunahme der mittleren Uberlebenszet auf 35
Wochen bewirken konrte.

Das Ergebnis der Kombination von Strahlentherapie und BCNU war mit einer mittleren
Uberlebenszét von 34,5Wochen in dese Studie nicht signifikant. Allerdings waren in
diese Gruppe die meisten Langzatuberlebenden zu verzeichnen. 19 diese Patienten waren
nach 18 Monaten nach am Leben, wahrend bei den anderen Therapiemodalitdten nu 4% der

Patienten desen Zeitraum Uberlebten.

In der zweiten Studie wurde bei 358 oprierten Patienten mit geschertem malignen Gliom
eine Therapie mit aleiniger Strahlentherapie und all einiger Chemotherapie mit CCNU zwei
weiteren Gruppen mit Strahlentherapie in Kombination mit CCNU und Strahlentherapie in
Kombination mit BCNU gegentibergegellt.

Mit 24 Wochen mittleren Uberlebens bei all einiger Therapie mit CCNU und 36Wochen nach
aleiniger Strahlentherapie zigten sich bei diesen beiden Verfahren de sdlediteden
Ergebnisse Die Kombinationsbehandung Strahlentherapie mit CCNU bewirkte ane
Zunahme der mittleren Uberlebenspanne auf 42 Wochen und de Kombination von
Strahlentherapie und BCNU auf 51 Wochen.

In der Deutsch-Osterreichischen Gliomstudie (58) wurden an 501 Patienten mit malignen
Gliomen nicht nur die Einflissevon Radiatio und Chemotherapie auf das postoperative
Uberleben urtersucht, sondern eswurden auch Subgruppenanalysen durchgefiihrt.

In desr Studie zegte sch zum einen, dal} de Ganzhirnbegrahlung mit 60 Gy einer
Bedrahlung desgesanten Schadels mit 40 Gy undansdlieffender Tumorbettbedrahlung mit
weiteren 20Gy nicht Uberlegeniist.
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Des weteren wurde nadh Operation und Bedrahlung eine Chemotherapie mit der
Monosubstanz BCNU der Kombinationsbehandung mit BCNU und VM 26
gegenibergegellt.

Insgesant lebten von dn Patienten, de aus&zlich zur Radiatio BCNU als Monasubstanz
erhalten hatten, rach 18 Monaten nach 2%%, die 2-JahresUberlebensrate war 15% und de
5-JahresUberlebensrate 6%. Die mediane Uberlebenszét in desen Therapieam war 50
Wochen.

In der Gruppe, die ausézlich zur Radiatio sowohl BCNU als auch VM26 verabreicht bekam,
war die mediane Uberlebenszaét 53 Wochen, de 18-Monate-Uberlebensrate 34%, die
2-JahresUberlebensrate 21% und de 5-JéhresUberlebensrate 12%. Der Unterschied
zwischen den beiden Gruppen war jedoch statistisch nicht signifi kant.

Erfaldt wurden weiterhin in der Subgruppenanalyse die Einfl issevon Alter, Malignitétsgrad
undinitialem Karnofsky-Index.

Es zegte sch, dal3 Patienten mit einem Alter unter 50 Jahren und Patienten mit einem
Karnofsky-Index >70% hinsichtlich ihres Uberlebens deutlich von einer Kombinationsbe-
handungmit BCNU undVM26 profiti erten.

Wie a1 erwarten, war auch der Malignitatsgrad 11l mit einem deutlichen Uberlebensvorteil
gegeniber Grad Il - IV undGrad IV verbunden.

Als Schluf¥olgerung ergab sich, dal? jungere Patienten mit einem Karnofsky-Index von 7®%
oder dartber aggressver behandelt werden sollten, da se von einer solchen Behandung

deutlich profiti eren.

Ein Nadtell der in desa Studien zur Anwendung gkommenen Nitrosoharnstoffe ist jedoch
ihre ehebliche Toxizitdt. BCNU fuhrt gehduft zu auch duch regelméiig duchgefihrte
Lungenfunktionsprifungen nicht vorhersagbaren Lungenfibrosen (13, 59. Auf ACNU trifft

diesnicht in dem Mal3e a1 (44, 97, jedoch schranken die gadrointeginalen Nebenwirkungen
der alkylierenden Substanzen die Lebensqualitét der Patienten sehr ein und nu ein Teil von
ihnen spricht auf die aus&zliche Therapie an. Die Ubrigen, zus&zlich zu Operation und
Radiatio auch chemotherapierten Patienten erleiden de oben erwahnten Nebenwirkungen,
ohre daR esfir sie énen Uberlebensvorteil bradte.

Esist daher winschenswert, bei einer geplanten Chemotherapie eéne Substanz zu wéhlen, de
nicht nur wirksam, sondern auch so gu vertréglich ist, dai3 sie fir die behandelten Patienten
nicht noch eine aus&zliche Verschlechterungihrer Lebenqualité bedeutet.
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Mitoxantron, cas bisher bel diversen Tumoren eine gute Wirksamkeit gezegt hat (23, 62,
68), ist in vitro gegen Hirntumore wirksam (38, 64, 8Q und glt alsrelativ gut vertréglich.

Es handelt sich bei Mitoxantron un ein vdlsynthetisches Anthrachinon, dis &s ane
Welterentwicklung der Anthracycline deren antineoplagische Wirksamkeit bestzt, ohre
jedoch die gleiche Kardiotoxizitét aufzuweisen. Ubelkeit und Erbrechen sind auch in horerer
Dosierung nu maliggradig ausgepragt und gu medikamentds beherrschbar, sodal’ eine gute
subjektive Vertréglichkeit gegeben ist. Dosidlimitierend ist die Myelosuppresson, de in
erster Linie ds Leukopenie undin zweiter Linie ds Thrombozytopenie in Erscheinungtritt
(62).

Der genaue Wirkungsmedhanismus von Mitoxantron ist noch nicht vollstéandig geklart,
jedoch wird ein Zusammenhang mit der Hemmung cer Nukleinsé&ures/nthese agenommen.
Seine Wirkungist zdl zyklusunspezfi sch, esinterkaliert mit DNS undruft Quervernetzungen
innerhalb undzwischen den DNS-Stréngen hervor. Mitoxantron ist ein wirksamer Inhibitor
der DNS- und RNS-Synthese und Hockiert den Zellzyklus in der G2-Phase mit einer
Zunahme an zdluldrer RNS und Polyploidie (5).

Wegen saner guten lokalen Vertraglichkeit wurde Mitoxantron intraperitoned bel
Peritonedkarzinose (18) und intrathekal bei Lymphamen mit ZNS-Befall eingesezt (101).
Bei der intrathekalen Gabe traten jedoch zum Tel gravierende neurologisdche
Nebenwirkungen wie sdiwere Schmerzzustande und Lahmungserscheinungen auf (49).

Mit Erfolg systemisch eingesdzt wurde Mitoxantron lisher bel akuter Leukamie (68), Non-
Hodgkin-Lymphamen (23) und metagasertem Mammakarzinom (62).

Auch in der systemisdhen Behandlung der rasd chronisch-progredienten multiplen Sklerose
als aner entztindichen Erkrankung s zatralen Nervensystems wird Mitoxantron vermehrt
mit Erfolg eingesezt (42, 56, 7. Hier entspricht sane Wirkungin erster Linie @ner Immun-
suppresson duch enen inhibierenden Effekt auf B- und T-Lymphazyten, wobei
insbesondere die B-Zelantwort nach Mitoxantrongabe in vitro und in vivo langfristig
unterdruckt wird (55, 56.



48

Bisher wurde Mitoxantron Kinisch bel Hirntumoren kaum eingesdzt, da eswegen sanes
hohen Molekulargewichtesvon 517,4Dalton undsaner fehlenden Lipidloslichkeit die intakte
Blut-Hirn-Schranke kaum passeren kann, und man davon ausging, a3 es daher bel

Hirntumoren nicht wirksam san konre.

Untersuchungen, de die Schrankengangigkeit von wverschiedenen Chemotherapeutika aim
Inhalt hatten, zeigten auch, dal3 Mitoxantron de intakte Blut-Hirn-Schranke in der Tat kaum
Uberwinden kann (84, 85. Jedoch fanden sich bel Gewebegiegelmessaingen, de past mortem
im Rahmen einer Autopsie bei mit Mitoxantron varbehandelten Patienten durchgeftihrt wurden,
auch in Hirntumoren und ncht nur bei Tumoren anderer Genesewie Mammakarzinomen und
Leberzdlkarzinomen paentiell zytotoxische Weate (77). Dieslédt den Schluld zu, dal3 ein zur
Therapie intracanieller Tumore angesdztes Zytostatikum nicht zwangdaufig
Schrankengéangigkeit bestzen muf3.

In malignen Hirntumoren findet sich eine ausgeprégte Neovakularisaion. Das Endathel der
neu gebildeten Kapill aren zeigt morphdogisc strukturelle Unterschiede a1 den GMicherweise
im Zentralnervensystem vorhandenen Gefél3en, wie es &ektronenmikroskopisch vonLong (50)
sichtbar gemadt werden konrte. Die interendahelialen Verbindungen sind im Inneren des
Tumors luckenhaft und ncht, wie im dbrigen ZNS, fed gesdlossa, soda’® ene
Blut-Hirn-Schranke hier nicht existiert. Das gleiche Phanomen wurde in Metadasen und

experimentell erzeugten Hirntumoren besdrieben (14, 27.

Innerhalb maligner Hirngesdwillste fehlt daher eine funktionstiichtige Blut-Hirn-Schranke fag
vaolli g, wohingegen sie im umliegenden Hirngewebe aiminded teilweise ehalten ist. Fir die
Effekte zytostatischer Substanzen im Tumor wesentlich sind daher weniger ihre jeweilige
Schrankengangigkeit als vielmehr ihre zytotoxisdhe Aktivitéat.

In Chemosensitivitétsprifungen, welche in vitro de Ansprechrate von Hirntumoren auf ein
bedimmtes Chemotherapeutikum mit einer in vivo Korrelation fur ein richtig pasitives
Ergebnis von 6% und fur ein richtig negatives Ergebnis von 924 vorhersagen (64), wurde
Mitoxantron verschiedenen anderen Chemotherapeutika gegeniibergedellt.Im MTT-Ted zagte
Mitoxantron eine deutlich tumorizide Wirkungauf die @éngesdzten Gliomzdlen (38, 69.
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In einer weiteren, vergleichenden Untersuchung, in der sowohl im Colony forming assa
(CFA) ds aich im MTT-Ted ACNU, BCNU, Mitomycin C und Mitoxantron einander in
ihrer zytotoxischen Wirksamkeit bei malignen Gliomen gegenibergedellt wurden, war
Mitoxantron in sener Sensitivitétsrate in vitro sogar BCNU, dem bisher wirksamsten
Nitrosoharnstoff, Uberlegen (80).

Auch Senkal et a. (70) fanden in hioptisch gewonrenen Glioblagsomzedlen undAstrocytom-
zdlen nach einsttindger Inkubetion mit verschieden holen Dosen Mitoxantron (0, 0,01,0,1
und 1,0nicro-g/ml) eine dosisébhéngige lineae Zunahme von DNA-Stranglriichen bel
Mitoxantron -Konzentrationen von 0,01 bs 1,0micro-g/ml, was denfalls ds Beweis fir
dessa Wirksamkeit in vitro gewertet werden kann.

Green et a. (25) verabreichten 10 Patienten 5 - 6mg Mitoxantron/m? (dies etspricht der
halben UHicherweise gplizierten Dosis) intravents vor geplanter Tumorreséktion maligner,
intracanieller Tumore. Bel der postoperativ durchgefiihrten Messing der intratumoralen

Gewebegiegel von Mitoxantron fanden sich duchgangig paentiell zytotoxische Wete.

Auch im Tierversuch wurde Mitoxantron in einer der Ublichen, therapeutischen Dosis
aquivalenten Dosierung weiflen Neusedander Kaninchen mit einem zuvor experimentell
erzeugten, transplantierten Hirntumor intravends verabreicht und rach ansdlie3ender
Entnahme der Gehirne Gewebegiegelmessingen duchgefuhrt. Es zegten sich intratumoral
Werte, die im therapeutischen Bereich fir andere, solide Tumore lagen, wohingegen in der
kontralateralen Hemisphére Mitoxantron richt nachweisbar war (81)

In der vorliegenden Arbeit sollte im Tierversuch an zuvor ins Gehirn von Kaninchen
implantierten VX2-Tumoren de demotherapeutische Wirksankeit von systemisch
verabreichtem Mitoxantron urtersucht werden. Weil3e Neuseéénder Kaninchen wurden
gewdhlt, da Kaninchen ungoblematisch in der Haltung sind und de Gehirne ene Grole
haben, de die in vivo-Untersuchung mit bildgebenden Verfahren erméglicht, welche im
Rahmen diese Arbeit ebenfall s vorgesdnen war.
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DasTumormodell desimplantierten VX 2-Tumors esdiien geagnet, dadiese Tumor in vitro
Mitoxantron gegentber als sensitiv gilt (Unverd6ffentlichte Ergebnisse ener Konzentrations-
Wirkungs-AnalyseProf. Dr. J. Tonn,Munchen). Mitoxantron wurde, aquivalent zur Therapie

beim Menschen, in einer Dosis von 14mg/m? K érperoberfl ache éngesezt.

5 der 9 im Rahmen dese Arbeit chemotherapierten Kaninchen starben 25- 31 Tage nach
Tumorzdlim plantation, also in einem Zeitraum, der den Erwartungen aus friheren Arbeiten
(35, 8] bel unbehandelten Tieren entsprach.

4 der 9 chemotherapierten Tiere jedoch Uberlebten einen Zeitraum von mehr als 2 Monaten.
Nahezu alle Tiere der Kontrollgruppe (n = 9) starben in dem erwarteten Zeitraum (22 - 34
Tage), lediglich einestiberlebte 45 Tage.

3 der mit Mitoxantron behandelten Tiere zegten autoptisch 8 Monate nach Tumorzdl-
implantation gar keinen Tumor und eines war mit einer Uberlebenszét von 72 Tagen
eindeutig als langzetuberlebend einzustufen, obwohl die a1 erwartende Uberlebenszat
weniger als @nen Monat betrug, was $ch auch in der Kontroll gruppe bedétigte.

Dies atspricht 44% langzetiberlebenden Tieren in der Verumgruppe gegentiber 0% in der
Kontroll gruppe.

Es ist unwahrscheinlich, dal3 eine fehlerhafte Injektionstechnik diese positiven Ergebnisse
hervorgerufen hat, da das mit 72 Tagen langzeatlberlebende Tier noch einen Tumor
entwickelte und daran starb und t&i den drei tumorfrei gebliebenen Tieren nach deren T6tung
in alen drel Félen der Stichkanal an der erwarteten Stelle gefunden wurde (Abb.3. Die
verwendeten Tumorzdlen stammten zudem aus verschiedenen Chargen und vonjeder diese
Chargen wurden ebenfals Zellen zur Implantation bei Versuchstieren der Kontrollgruppe

verwandt, die jeweilsim erwarteten Zeitraum einen Tumor entwickelten undstarben.

Am 12. Tag, dem Tag der Mitoxantron- Applikation, wurden bei allen Tieren cranide
Computertomographien duchgefiihrt. Hier zeigte sch zwar bei keinem Tier ein manifeder
Tumor, jedoch liegt die Nachweisgrenzeder CT bei einer Mindedgrofe desTumorsvon 1- 2

cm.
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In den craniden Computertomographien, de ane Woche dter durchgefuhrt wurden, zegten
sich in insgesant 7 Fallen manifede Tumore, jedoch war kein Unterschied in der
nachgewiesaen Tumorgrole avischen behandelten und unkehandelten Tieren zu finden. Zwar
waren dle drei Tiere der Mitoxantronguppe, die gdater tumorfrei blieben, in der CT negativ,
jedoch starben 4 Tiere mit eindeutig negativem  computertomographischen
Untersuchungsresultat und de 3 Tiere mit fraglich pasitivem Ergebnis jeweils an ihren Tumoren.
Regelmélkige Computertomographien haben sich daher in dese tierexperimentellen Arbeit nicht
als auverlassges progrostischesKriterium, sondern nur als ausézlicher Risikofaktor wegen der
dazu nawendigen Narkose ewiesa. Die relativ geringe Grof¥e der Versuchstiere und de daraus
resulti erende geringe Tumorgrofle lassa eine CT- Uberwachung aher fir weitere Versuche mit
diesen Tumormodell alswenig sinnvdl erscheinen.

Der 12. Tag nach Implantation als Zeitpunkt fur die este CT und de Mitoxantron- Gabe wurde
gewdhlt, da aus friheren Arbeiten (35, 81 bekannt war, da3 mrach Implantation von VX2-
Tumorzdlen urter den geichen Bedingungen wie in dese Arbeit die unbehandelten Tiere nach
circa26 Tagen sterben.

Es konrte damit gewéhrleistet werden, dal3 gentigend Zeit fir das ungeddrte Tumorwacdhstum
zur Verflgung stand und anderersats Mitoxantron ausreichend lange vor dem sportanen,
tumorbedingten Tod cer Versuchstiere sene au prifende Wirksamkeit entfalten konrte.

Die fronto- parietale Region as Implantationsgelle wurde ausgewahlt, da hier bei Kaninchen
weder lebenswichtige Strukturen betroffen werden, nach eine versehentliche Injektion ins
Ventrikelsystem zu erwarten war (93), was éenfalls anen frilheren Tod der Tiere oder eine
schledhtere Vergleichbarkeit der Ergebnisseverursadit hétte.

Die wesantlicheren Symptome, die dem Tod der Tiere vorausgingen, entsprachen den erwarteten
motorischen Ausféllen, bedanden vor allem aber in einer deutli chen Hirndrucksymptomatik.

Um zusézlich zu den Uberlebensdaten und @ histologischen Bewertung cer Gehirne gportan
gedorbener Tiere noch einen drekten Vergleich beziglich TumorgrofRe und hstologiscer
Parameter an einem definierten Tag zu ermdgli chen, wurden 4 Tiere an 26. Tag getttet.
Einesder Tiere gehorte der Kontroll-, die Gbrigen der Verumgruppe an. Es lief3en sich hier
bis auf die Befunde bei einem Tier mit einem sehr ausgedehnten Tumorbefall hinsichtlich
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Lokalisaion, Tumorgrof®e und regressver Verdnderungen keine auffélligen Unterschiede

verzeichnen.

Des weiteren wurden Lunge und Leber der Tiere auf Fernmetagasen urtersucht. Dal3 kel
keinem Tier eine extrakranielle Metagagerungzu finden war, kann dadurch zu erkldren san,
dal3 de Tiere nicht lange genuglebten, umn eventuelle Meadase manifes werden zu lassea.
Anderersats bedétigt sich de dlgemeine Erfahrung, dil3 eine extrakranielle Meadaserung

intraceebraler Tumoren auch beim Menschen nu sehr sdten varkommt

Bel den Tieren, de letztlich einen Hirntumor entwickelten, urterschied sich makroskopisch
die TumorgréfRe im weseaitlichen nicht zwischen den Tieren der Kontroll- und cdbr
Verumgruppe. Die mittlere, an der Gehirnoberflache mesdare Tumoroberflache war bei den
Tieren der Verumgruppe 1,48&m? und ke den Tieren der Kontroll gruppe 1,45cm?2.

Ein gravierender Unterschied war alerdings bei den sportan verstorbenen Tieren auch nicht
zu erwarten, da die Tiere bei Ubersdreiten einer kritischen TumorgroRe an desen Tumor -

meist in Folge desHirndruckes- sterben.

Auch in der histologischen Aufarbeitung der post mortem entnommenen Kaninchengehirne
zegten sich, wie aich schon makroskopisdh, bel der Tumorausdehnung keine gréfReren
Unterschiede.

Bel den regressven Veranderungen fand sich sowohl beim Vergleich der Nekrosen als aich
beim Vergleich der Blutungen ein leichter Unterschied in der Form, dal3 kehandelte Tiere
ausgepragtere regressve Veranderungen zeigten as unbehandelte Tiere.

Als wesantlichstes Reaultat diese tierexperimentellen Untersuchungen beibt demnach
fedzuhalten, dal3 duch Mitoxantronbehandiung von Kaninchen mit einem intraceebralen
VX2 -Implantattumor in knapp der Hélfte der Versuchstiere ane wesantliche und statistisch

signifi kante Lebensverlangerung erreicht werden konre (p<0,05).

Beim Mensden liegen bisher nur wenig Erfahrungen mit dem Einsaz von Mitoxantron bei

intraaaniellen Tumoren var.
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In einer Phase2-Studie (78) wurden 16 Patienten mit Astrocytomen Grad 11l - 1V, von cenen
jedoch 12 mit anderen Medikamenten varbehandelt waren und nicht oder nicht mehr auf
dieseTherapie angegrochen hatten, mit Mitoxantronin einer Dosierung von 16mg/m? ale 3
Wochen behandelt. 14 der 16 Patienten waren varbedrahlt. Lediglich einer der Patienten
gprach fur einen Zeitraum von 10 Wochen auf die Chemotherapie mit Mitoxantron an. Es
handelte sch jedoch um einen der beiden Patienten, de bis dahin aufRer dem primér
chirurgischen Eingriff keine weitere Vorbehandung erfahren hatten. Im CT hatte sch bei
diesem Patienten im AnschluRan de Operation nach ein grofRer Reddualtumor gezegt.

In einer weiteren klinischen Phasel-2-Studie (7) wurde Mitoxantron kel Rezdiven maligner
Gliome bei 9 Patienten mit Glioblagom und 3 Patienten mit anapladisden Astrozytomen
interstitiell Uber ein Ommaya-Resevoir verabreicht. Vor Auftreten des Tumorrezdivs waren
dle 12 Patienten mach einem Protokdl, das éne Schadelbedrahlung sowie éne
Chemotherapie mit Cisplatin undBCNU einschlol3, vabehandelt worden.

Zur Behandung ces Readivs ehielten 8 der Patienten deichzeatig zu der interstitiellen
Mitoxantron- Gabe @ne g/stemische Chemotherapie mit PCV und Mitoxantron, 4 Patienten
wurden bis a1 einem erneuten Progress assdli efdlich lokal behandelt.

In 5 Féllen der 8 kambiniert behandelten Patienten war ein Rickgang des Tumors oder
zuminded eine Stabili sierung fir drei bis 9 Monate zu erreichen. Die Uberlebenszet war 6 -
12 Monate nach Auftreten desProgresses

Bel den 4 Patienten, deren Rezdiv vorerst aussdiliefdich loka behandelt wurde, war der
Zeitraum bis a1 einem erneuten Progress4,5 - 9,5 Monate. Nadch Eintreten des eneuten
Progresseswurden sie systemisch mit PCV chemotherapiert. Die Uberlebenszét nadch
Auftreten des esten Progressevariierte von 9,5- 11 Monaten.

Wegen der zusézlichen Gabe von PCV war es nicht moglich, de dleinige Effizienz von
Mitoxantron zu erfass@, jedoch wurden de Ergebnisseder Untersuchung als emutigend

eingeshétzt undweitere Phase2-Studien mit Mitoxantron empfohlen.

DieseErgebnisselass@ insgesant den Schlul3 zu, dald eine antitumorale Wirksamkeit von
Mitoxantron auch bei Hirntumoren nicht nur in vitro, sondern, bel deutlich besseer
Vertraglichkeit gegentiber den hbisher Uberwiegend eingesdzten Nitrosoharnstoffen, auf

Grundder im Tumor gegorten Blut-Hirn-Schranke, auch in vivo erwartet werden kann.
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Zudem wurden in der Deutsch-Osterreichischen Gliomstudie (58) zusdzlich zu den
Einflissan verschiedener Parameter auf die Uberlebenszet der Patienten auch Daten
beziglich der Uberlebensqualitét unter OP, Radiatio undChemotherapie anhand der ACSA-
(Anamnedic Comparative Self Assessient) Skala ehoben. Auf einer visuellen Analogskala
schétzte der Patient sen derzeatiges Gesantbefinden zwisdhen +5 = sdorste Zeit sanes
Lebens und-5 = sdlechtede Zeit seénesLebens a@n. Von cen befragten Patienten wurde die
subjektive Lebensqualitat trotz der mit der Therapie verbundenen Nebenwirkungen durchweg
als positiv beurteilt.

Es sdeint daher vertretbar, jingere Patienten mit einem anapladischen Astrozytom WHO
Grad Il oder einem Glioblagom WHO Grad IV be gutem Karnofsky-Index einer
entsprechenden Chemotherapie aizufiihren, da gerade se von einer solchen Behandlung
profitieren und in der Gruppe der chemotherapeutisch behandelten Patienten vermehrt
Langzatiberlebende a1 verzechnen sind.

Wird eine Therapie angedrebt, die bei sicher nur palli ativer Zielsd¢zung de Lebensqualit &t
der Patienten nicht zus&zlich einsdrankt, wie esjabei den hisher Uiberwiegend angewandten
Nitrosoharnstoffderivaten eher fag die Regel ist, erscheinen weitere Untersuchungen zur
moglichen Eignung vonMitoxantron in der adjuvanten Chemotherapie maligner Gliome

durchaus gerecthtfertigt.
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6. Zusammenfassung

Obgleich de Uberlebenszeéten von Patienten mit einem malignen Gliom durch multimodale
Therapieformen in den letzten Jéhren geringfligig verlangert werden konrten, ist die
Prognase diesesTumors leider nach wie vor infaust. Neben der postoperativen Bedrahlung
kommt aber auch bel malignen Gliomen eine aljuvante Chemotherapie mit verschiedenen
Medikamenten in Betradht.

Ziel diese Arbeit war es eine mogliche Eignung vonMitoxantron in der adjuvanten
Therapie von malignen Gliomen im Tiermodell zu Ubkerprifen, da diesesZytostatikum in
vitro eine hohe Wirksamkeit gegen Tumorzdlen maligner Gliome zegt.

An 18 Kaninchen wurden daher, nach zuvor experimentell erzeugtem VX 2-Implantattumor,
eventuelle Uberlebensvorteile behandelter (n=9) gegeniiber unbehandelten (n=9) Tieren
untersucht sowie maogliche Unterschiede beziglich Tumorgrof¥e, -ausdehnung und
regressver Verdnderungen Ukerprift. Zusdzlich wurden CT-Screenings vorgenommen und
das eentuelle Vorliegen von Fernmetadasen in Lunge oder Leber der Tiere untersucht.
Aulerdem wurden bel weiteren 4 Tieren ein histologischer Direktvergleich gefundener
Tumore nach Tétungam 26. Versuchstag durchgefihrt.

Im Vergleich der Uberlebenszdten der im Sportanverlauf der Tumorerkrankung
beobadteten und ar behandelten Tiere zegte sch ein signifi kanter Untersdhied (p < 0,09

4 der 9 chemotherapierten Tiere Uberlebten einen Zeitraum von mehr als 2 Monaten, wobei 3
der Tiere, bei nachgewiesaem Stichkanal der Tumorzdlimplantation, autoptisch nach 8
Monaten gar keinen Tumor zegten und eines mit einer Uberlebenszat von 72 Tagen als
langzetuberlebend einzustufen ist. Die Ubrigen 5 dr 9 im Rahmen dese Arbeit
chemotherapierten Kaninchen starben in einem Zeitraum, der dem der unbehandelten Tiere
entspradh. Dies atspricht einem Prozentsaz von Langzatiiberlebenden in der Verumgruppe
von 44/ gegenliber 0% in der Kontroll gruppe.
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Die CT-Untersuchung erwies sch wegen Untersdreitung der Tumor-Nachweisgrenze, die
bei einer Mindegtumorgrof®e von 1- 2 cm liegt nicht as geegnete Mahode, um Aussaen
beziglich zatli cher Unterschiede in der Tumormanifedation behandelter und untehandelter

Tiere machen zu kdnren.

Autoptisch waren Unterschiede beziglich Tumorgrofe- und ausdehnung lehandelter und
unkehandelter Tiere, bei denen der Spontanverlauf abgewartet wurde, nicht nachweisbar.

Fernmetagasean konrten in keinem Fall gefunden werden.

Als wesantlichstesReaultat der durchgefiihrten tierexperimentellen Untersuchungen &3t sich
die Schlul¥olgerung ziehen, dal3 ein zur Behandlung maligner Gliome @ngesédztes
Zytostatikum zur Erzielung eines atitumoralen Effektes nicht notwendigerweise
Schrankengangigkeit gegenuber der Blut-Hirn-Schranke bestzen mul3. Aus diesen Grund
erscheint esgeredtfertigt, dasdurch sane geringe Toxizitéat die Lebensqualitét der Patienten
nicht noch zusézlich einscrénkende Mitoxantron in de aljuvante Chemotherapie maligner

Gliome au integrieren.
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