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1. Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Neuroendokrine Tumoren des gastroenteropankreatischen Systems

1.1.1 Historischer Hintergrund und Definition

Die Geschichte der endokrinen Zellen des Gastrointestinaltraktes geht auf das
19. Jahrhundert zuriick und ist eng mit der Entwicklung der Histologie und
Histochemie verbunden. Atypische Zellen der gastrischen Mukosa (Heidenhein,
1870) und Intestinalmukosa (Kultschitzky, 1897; Schmidt, 1905) waren seit lan-
gem wegen ihrer Silbersalzaffinitat bekannt, die spater zur Namensgebung der
.enterochromaffinen® Zellen fuhrte (Ciaccio, 1906). Feyrter hat bereits 1938 in
fast allen Organen disseminierte ,helle“ Zellen beschrieben, die neuroendokrine
Charakteristika aufwiesen, und stellte sein Konzept des ,diffusen endokrinen
Systems® vor. Aufgrund der Farbeeigenschaften und der Fahigkeit, die Silber-
salze zu reduzieren, pragte er den Begriff des ,hellen Zellen-Systems® (Feyrter,
1938). Die weiteren histochemischen Analysen von Pearse fuhrten 1969 zur
Entwicklung des APUD-Konzepts (amine precursor uptake and de-
carboxylation), indem er die endokrinen Zellen beobachtete und feststellte, dass
diese die Aminvorstufen aufnehmen und decarboxylieren kdnnen (Pearse,
1974). Der gemeinsame embryologische Ursprung aller neuroendokrinen Zellen
von der Neuralleiste, wie es Pearse postuliert hatte, wurde allerdings von meh-
reren Autoren widerlegt (Aubéck, et al., 1983; Hofler, et al., 1983; Le Douarin,
1982).

Tumoren des neuroendokrinen Systems wurden erstmals 1888 von Lubarsch
(Lubarsch, 1888) vermutet, als er bei der Autopsie von zwei Patienten kleine
Tumoren im distalen lleum fand und als ,Karzinoide“ bezeichnete. Spater, im
Jahre 1907, wurden ahnliche Befunde von Oberndorfer als ,karzinomahnlich®
charakterisiert (Oberhdorfer, 1907). Erst von Masson wurde im Jahre 1920 die
Entwicklung von Karzinoiden aus neuroendokrinen Zellen eindeutig postuliert
(Masson, 1928). Man bezeichnet heute die ,hellen” Zellen Feyrters als neuro-
endokrine Zellen und die entsprechend differenzierten Neoplasmen als neuro-
endokrine Tumoren (NET).

Laut Langley miussen die neuroendokrinen Zellen folgende Kriterien aufweisen
(Langley, 1994).

1. Produktion von Neurotransmittern, Neuromodulatoren und Hormonen
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2. Vorhandensein von sekretorischen Granula, die auf einen externen Stimulus
durch Exozytose die Hormone sezernieren

3. Fehlen von Axonen und Synapsen

Das gastroenteropankreatische System ist der grof3te Bildungsort von regulato-
rischen Peptiden aul3erhalb des Gehirns (Polak, et al., 1986). Die Heterogenitat
endokriner Zellen des Gastrointestinaltraktes stellt die Grundlage der funktionel-
len Komplexitat differenzierter neuroendokriner Tumoren dar (Zollinger, et al.,
1955).

1.1.2 Klassifikation der GEP-NET

Im Jahre 1963 erfolgte der erste Versuch einer Klassifikation von neuroendokri-
nen GEP-Tumoren durch Williams und Sandler. Die Tumoren wurden dabei
ursprunglich unter Bertcksichtigung ihrer embryonalen Entwicklung unterteilt in:
Vorderdarm (foregut: Lunge, Magen, Duodenum proximal der Papilla Vateri,
Pankreas), Mitteldarm (midgut: Duodenum distal der Papilla Vateri, Jejunum,
lleum, Appendix, Colon ascendens) und Enddarm (hindgut: Colon transversus,
Colon descendens, Rectum) (Williams, et al., 1963).

Wahrend in der Vergangenheit die Tumoren des neuroendokrinen Zellsystems
des Gastrointestinaltraktes unter dem Oberbegriff ,Karzinoide” zusammenge-
fasst wurden, wird in der aktuellen WHO-Klassifikation des Jahres 2000 der
neutrale und umfassende Begriff des neuroendokrinen Tumors und neuroendo-
krinen Karzinoms gewahlt. Entsprechend dieser Klassifikation werden die neu-
roendokrinen Neoplasien des GEP-Systems in gut differenzierte endokrine Tu-
moren (Karzinoid), gut differenzierte endokrine Karzinome (malignes Karzinoid)
und schlecht differenzierte endokrine Karzinome (kleinzelliges Karzinom) unter-
teilt (Tabelle 1; Solcia, et al., 2000).

la Hochdifferenzierter endokriner Tumor:
Benignes Verhalten oder fragliche Dignitéat

1b Hochdifferenziertes neuroendokrines Karzinom:
Niedrig malignes Verhalten

2 Niedrigdifferenziertes neuroendokrines Karzinom:
Hohe Malignitat

Tabelle 1: World-Health-Organisation(WHO)-Klassifikation zur histopathologischen Ein-
leitung von neuroendokrinen Tumoren des gastroenteropankreatischen (GEP-)Systems
(Solcia, et al., 2000)
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GEP-NETs unterscheiden sich auch hinsichtlich ihrer Funktionalitat. Etwa die
Halfte aller NETs sind funktionell aktiv, so dass die exzessive Freisetzung von
Peptidhormonen und biogenen Aminen ins Blut zum Auftreten spezifischer Hy-
persekretionssyndrome (z. B. Zollinger-Ellison- oder Karzinoid-Syndrom) fuhrt
(Meko, et al., 1995). Obwohl sich funktionelle und nicht funktionelle NETs mor-
phologisch praktisch nicht unterscheiden und auch in &hnlichem Umfang sekre-
tionsfahig scheinen, synthetisieren, prozessieren und sezernieren nur funktio-
nelle Tumoren aktive Peptidhormone und biogene Amine (Schmitt-Graff, et al.,
2000; Wiedemann, et al., 1998). Entsprechend der exzessiven Freisetzung
spezifischer Hormone lassen sich funktionelle NETs z. B. in Insulinome, Gastri-
nome, VIPome, Glukagonome etc. einteilen.

Neuroendokrine Tumoren treten in der Mehrzahl der Falle (90%) sporadisch
auf. Bei NETs des ,Foreguts® (v. a. Pankreas und Duodenum) kommt allerdings
in bis zu 25% der Félle eine familiare Haufung im Rahmen der multiplen endo-
krinen Neoplasie Typl (MEN 1) vor. Am h&ufigsten werden dabei Gastrinome
beobachtet, die in der Regel multipel auftreten. Molekulargenetische Grundlage
ist hierfur eine Keimbahnmutation des Menin-Gens auf dem Chromosom 11913

(Chandrasekharappa, et al., 1997).

1.1.3 Inzidenz und Epidemiologie

Neuroendokrine Tumoren sind seltene epitheliale Tumoren mit einer jahrlichen
Inzidenz von 1-2/100.000 (Godwin, 1975; Kloppel, et al., 1981). Im Bereich des
Gastrointestinaltrakts werden NETSs in 0,1-0,3% aller Obduktionsfalle gefunden.
Der gut differenzierte NET tritt Uberwiegend in hoherem Alter und in gleicher
Haufigkeit bei Mannern und Frauen auf. Eine Ausnahme sind die NETs der Ap-
pendix, die haufiger bei Frauen als bei Mannern vorkommen (Mc Gory, et al.,
2005), ihren Altersgipfel bei 40 Jahren haben und auch bei Kindern beobachtet
werden konnen (Polak, 1993).

NETs treten in abnehmender Haufigkeit in der Appendix (30-45%) (Modlin, et
al., 1997; Maggard, et al., 2004), dem Jejunum und lleum (28-38%) (Capella, et
al., 2000), Rektum (15-17%) (Capella, et al., 2000), Duodenum (5%) (Modlin, et
al., 1997), Magen (4%) (Modlin, et al., 2003) und Kolon (2%) (Godwin, 1975;
Marshall, et al., 1993) auf. Der Rest von etwa 2% verteilt sich auf Osophagus,
Gallengangsystem und extragastrointestinale Lokalisationen wie Bronchialsys-

tem und Ovarien. Nach neueren Angaben scheint die relative Inzidenz der
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NETs im Magen, bedingt durch eine gesteigerte endoskopische Untersu-
chungsrate, hoher zu liegen als bisher angenommen (10-40%) (Kloppel, et al.,
1996).

Die Inzidenz der pankreatischen endokrinen Tumoren (PET) betragt 1-2% aller
pankreatischen Neoplasmen (Solcia, et al., 1997).

Insulinome kommen in allen Altersgruppen vor. Die hochste Inzidenz findet sich
im 40.-60. Lebensjahr und Frauen sind haufiger betroffen als Manner (Galbut,
et al., 1980; Gierksky, et al., 1980). Die Inzidenzrate der Gastrinome betragt
20% der endokrinen pankreatischen Tumoren. Glukagonome machen 5% aller
relevanten endokrinen, funktionell aktiven Tumoren aus (Solcia, et al., 1997).
Nicht funktionelle PETs konnen in jedem Alter auftreten. Klinisch relevante,
nicht funktionelle PETs sind sehr selten mit einer Pravalenz von 0,2-2/100.000
(Heitz, et al., 2004).

1.1.4 Diagnostik der GEP-NET

Zu diagnostischen Zwecken konnen Sekretionsprodukte funktioneller GEP-
NETs als auch Tumormarker (z. B. Chromogranin A (Wilson, et al., 1984),
Synaptophysin (Wiedemann, et al., 1986), Neuron-spezifische Enolase (NSE)
(Tapia, et al., 1981)) gemessen werden. Die Bestimmung von Chromogranin A
(CgA) im Serum als Breitspektrummarker fur NET stellt ein relativ sensitives
Verfahren dar (Eriksson, et al., 2000). Als Bestandteil der Membran der Sekret-
granula von neuroendokrinen Zellen wird CgA im Rahmen der Hypersekretion
mit Polypeptidhormonen kosezerniert. Erhéhte Chromogranin-A-Blutspiegel
finden sich bei fast allen metastatischen NETs (Eriksson, et al., 2000).

Bei NET-Patienten mit Karzinoidsyndrom ist die enzymatische Umwandlung
von Tryptophan in Serotonin gesteigert. Als Folge tritt eine vermehrte Aus-
scheidung von Serotoninmetaboliten (5-Hydroxyindolessigsaure, 5-HIES,
messbar im 24-h-Urin) auf. Der Nachweis einer erhéhten 5-HIES-Konzentration
im 24-h-Urin ist spezifisch und sensitiv fir NETs des Mitteldarms, selten jedoch
fur NETs des Vorder- und Mitteldarmes (Feldman, et al., 1986).

Was die bildgebende Diagnostik betrifft, begriindet die geringe Inzidenz der
NETs den Umstand, dass nur unzureichend evidenzbasierte Daten zur diagnos-
tischen Bildgebung zur Verfligung stehen.

111

Mit der Entwicklung In~""-markierten Somatostatins ist Uber die Somatostatin-

rezeptorszintigraphie (SRS) bei Rezeptorpositivitdt des Tumors ein wertvolles
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Instrument fir eine umfassende Lokalisations- und Ausbreitungsdiagnostik ver-
fugbar (Lamberts, et al., 1990; Kaltsas, et al., 2001).

Eine weitere, deutlich seltener nutzbare Eigenschaft der NETs ist im Vergleich
zu anderen korpereigenen Geweben ein auffalliger GefalRreichtum, der insbe-
sondere der Spiral- und Mehrzeilen-CT, aber auch kiinftigen, neuen perfusions-
gestutzten Aufnahmetechniken, beispielweise der MRT-Angiographie, Angriffs-
punkte bietet (Tilling, et al., 2001). Fur die Computertomographie ist die Aus-
nutzung unterschiedlicher Kontrastmittelphasen insbesondere bei der Untersu-
chung der Leber oder des Pankreas sinnvoll (Sugimoto, et al., 1995).

Eine besondere Herausforderung in der Diagnostik sind die nicht funktionellen
GEP-NETSs, die aufgrund ihres langsamen Wachstums bei Beschwerdefreiheit
haufig erst im fortgeschrittenen, metastasierten Stadium diagnostiziert werden.
Wegen der Seltenheit der Erkrankung und der haufig nur schwer zu erfassen-
den Symptomatik vergehen auch bei anderen Tumoren meist Jahre zwischen
dem ersten Auftreten von Symptomen bis zur endgultigen Diagnose.

1.1.5 Bisherige Therapieoptionen der GEP-NET und die Prognose

Fur gastrointestinale NETs ohne und mit Metastasierung sollte, wenn immer
moglich, primér eine kurative chirurgische Therapie gewahlt werden (Yao, et al.,
2001). Im Gegensatz zu den Prinzipien der Karzinomtherapie, bei der die chi-
rurgische Tumorreduktion keinen Einfluss auf die Uberlebensrate hat, hat die
Verkleinerung von NET durch chirurgisches Debulking oder arterielle Embolisa-
tion der Leber einen hohen Stellenwert (Sarmiento, et al., 2003). In mehreren
retrospektiven Studien wurde gezeigt, dass die Uberlebensrate und die Le-
bensqualitat bei Patienten nach der totalen Tumorresektion oder dem aggressi-
ven Debulking im Vergleich zu unbehandelten Patienten verbessert werden
kénnen (Knox, et al., 2004; Musunuru, et al., 2006). Lediglich bei Irresektabilitat,
inkompletter Tumorresektion funktioneller NETs und hoch malignen neuroendo-
krinen Karzinomen ist eine additive medikamentése Therapie sinnvoll. Kleine
Tumoren kdnnen in Abhangigkeit von der Lokalisation prinzipiell auch endosko-
pisch abgetragen werden, wobei darauf hingewiesen werden muss, dass ubli-
cherweise eine radikale endoskopische Abtragung von NETs nicht méglich ist
und vor allem die Dignitdt zum Zeitpunkt der Diagnose haufig nicht geklart ist
(Hofler, et al., 1997).
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Die Ergebnisse der Chemo- bzw. symptomatischen Therapie mussen bei NETs
als unbefriedigend bewertet werden (Kvols, et al., 1987). In mehreren Studien
ist bei NET tber Chemotherapieschemata mit Streptozotozin (STZ) in Kombina-
tion mit 5-FU und Adriamycin, seltener auch mit Cyclophosphamid und Cisplatin
berichtet worden. Die Remissionsraten reichen bei diesen Kombinationsthera-
pien von 10-40%, wobei die mediane Remissionsdauer bei 7-12 Monaten lag.
Dabei hat sich eine Polychemotherapie in Kombination mit Cyclophosphamid
und Adriamycin gegeniber einer Zweierkombination von STZ und 5-FU als
nicht wirksamer erwiesen (Saltz, et al., 1994). In einer anderen randomisierten
Studie von Sun wurde eine Kombinationstherapie von STZ und 5-FU mit
Doxorubicin und 5-FU verglichen (Sun, et al., 2005). Obwohl die Remissionsra-
ten gleich waren (16% im Vergleich zu 15,9%), konnte in dieser Studie in der
STZ/5-FU Gruppe eine Verlangerung der Uberlebenszeit (24,3 Monate im Ver-
gleich zu 15,7 Monaten; Tabelle 2) erreicht werden (Kulke, 2007).

Patienten Remissions- Mediane Uberle-
rate (%) benszeit (Monate)

Streptozocin + cyclophos-
phamide (Moertel, et al., 47 26 12,5
1979)
Doxorubicin
(Engstrom, et al., 1984) 81 21 11,1
Streptozocin + fluorouracil
(Kulke, 2007) £ == e
Doxorubicin + fluorouracil
(Kulke, 2007) 88 15,9 15,7

Tabelle 2: Selektive Chemotherapieschemata bei GEP-NET
(modifiziert nach Kulke, MH 2007)

Als weiterer systemischer Therapieansatz kdnnen Somatostatin-Analoga ge-
nutzt werden (Buscombe, et al., 2003). Der Neurotransmitter Somatostatin ist
iIm gesamten Gastrointestinaltrakt in endokrinen Zellen und Nerven lokalisiert.
Er ist der potenteste Inhibitor fur die Gastrin-, Glucagon- und Insulinfreisetzung,
allerdings mit einer Halbwertszeit nur von 3 min. Das synthetisierte Analogon
Octreotid (Sandostatin) hat bei subkutaner Applikation eine 30-fach langere
Halbwertszeit und kann zur passageren Inhibierung der durch GberschieRende
Hormonproduktion verursachten Symptomatik wirkungsvoll eingesetzt werden.
In jungsten Arbeiten konnte Uber die Symptomkontrolle hinaus auch ein signifi-
kanter Uberlebensvorteil fiir mit Ocreotid behandelte GEP-NET-Patienten ge-
zeigt werden (DeJong, et al., 2002).
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Trotz der Kklinischen Fortschritte der letzten Jahre bleibt die Effektivitat der aktu-
ell bestehenden Therapiekonzepte fir GEP-NET insgesamt unbefriedigend. Die
5-Jahres-Uberlebensraten liegen weiter nur bei 20-50% (Modlin, et al., 2003).
Es ist daher sinnvoll, neue Behandlungskonzepte mit héherer Therapieeffektivi-
tat zu entwickeln und erproben, um langfristig die Prognose der Patienten zu

verbessern.

1.2 Das Nebennierenrindenkarzinom (NN-Ca)

1.2.1 Inzidenz und Epidemiologie

Raumforderungen der Nebenniere sind mit einer Pravalenz von ca. 3% insge-
samt sehr haufig (Grumbach, et al., 2003). Bei diesen Tumoren handelt es sich
jedoch in meisten Féllen um gutartige adrenokortikale Adenome ohne klinisch
relevante endokrine Aktivitat. Das Nebennierenkarzinom ist hingegen mit einer
jahrlichen Inzidenz von 1 bis 2 Fallen auf 1 Mio. Einwohner ausgesprochen sel-
ten (Lipsett, et al., 1963). Das NN-Ca zeigt eine zweigipflige Altersverteilung,
die neben Patienten im 5. Lebensjahrzehnt auch Kinder und Jugendliche um-
fassen kann (Allolio, et al., 2006). Der Anteil von Nebennierenrindenkarzinomen
bei zuféllig nachgewiesenen Nebennierentumoren steigt mit der Tumorgréf3e
und betragt 2% bei einer TumorgréRe bis 4 cm, 6% bei einem Durchmesser
zwischen 4 und 6 cm und 25% bei einem Durchmesser von mehr als 6 cm. Ne-
bennierenkarzinome zeigen eine stadienabhangig schlechte Prognose mit einer
mittleren 5-Jahres-Uberlebenszeit von 18 Monaten (Allolio, et al., 2002). Auf-
grund der Seltenheit der Erkrankung gibt es weltweit bisher keine einheitliche
Tumorstadieneinteilung. Die Klassifizierung, das sogenannte ,staging“ von NN-
CA, basiert auf der Einteilung nach MacFarlane und der leicht modifizierten
Form von Sullivan et al. und erfolgt anhand der vorliegenden Tumorgréf3e und
Metastasenbildung (Sullivan, et al., 1978). Im Jahr 2004 hat die WHO erstmals
einen entsprechenden Vorschlag gemacht. Dabei zeigte sich, dass die
WHO/UICC-KIlassifikation keine gute prognostische Einschatzung erlaubt, so-
dass Fassnacht und Kollegen einen entsprechenden Verbesserungsvorschlag
fur Tumorstadieneinteilung erarbeitet haben (die sog. ENSAT-Klassifikation;
Fassnacht, et al., 2009; Tabelle 3).
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Stadium | UICC/WHO 2004 ENSAT 2008

I T1 NO MO T1 NO MO

Il T2 NO MO T2 NO MO

1] T1-2 N1 MO /T3 NO MO T1-2 N1 MO/ T3-4 NO-1 MO
v T1-4 NO-1 M1/T3 N1 MO/ T4 NO-1 MO T1-4 NO-1 M1

T1 Tumor £ 5 cm; T2 Tumor > 5 cm; T3 Tumorinfiltration in Nachbargewebe;
T4 Invasion in Nachbarorgane (ENSAT: auch bei Tumorthrombus in V. cava oder
V. renalis)

NO Keine positiven Lymphknoten; N1 positive Lymphknoten

MO Keine Fernmetastasen; M1 Fernmetastasen vorhanden

Tabelle 3: Tumorstadieneinteilungen fir Nebennierenkarzinom
(Fassnacht, et al., 2009)

1.2.2 Diagnostische Aspekte des Nebennierenkarzinoms

In etwa 60% der Falle stellen sich Patienten mit einem NN-Ca mit klinischen
Zeichen eines Hormonexzesses vor (Koschke, et al., 2006). Bei den Ubrigen
Patienten fuhren lokale Komplikationen des Tumorwachstums zur Diagnose
bzw. werden die Tumoren zuféllig im Rahmen einer durchgefihrten Bildgebung
entdeckt. In jedem Fall ist eine sorgfaltige hormonelle Abklarung vor der Opera-
tion des NN-Karzinoms erforderlich. Nach Hormonexzessen ist mittels Dexa-
methasonsuppressionstest, Bestimmung des Aldosteron-Renin-Quotienten und
Messung von Androgenen und Ostrogenen (ggf. weitere Steroide) aktiv zu
fahnden. Aul3erdem muss immer ein Phaochromozytom ausgeschlossen wer-
den. Fir ein Karzinom sprechen z. B. eine Ostrogenproduktion bei Mannern
oder hohe Konzentrationen von DHEAS oder die Sekretion von Steroidvorstu-
fen (Terzolo, et al., 2000). Das Profil der sezernierten Hormone kann daher
auch die Operationsstrategie beeinflussen (bei Verdacht auf ein Karzinom offe-
ne statt minimalinvasive Adrenalektomie). Die praoperative Hormondiagnostik
ist nicht zuletzt auch zur Etablierung zur Tumormarkern durchzuftihren, um im
weiteren Verlauf frihzeitig Rezidive zu erfassen.

Neben morphologischen Kriterien wird die Gré3e des Tumors in der Computer-
tomographie (CT) oder Magnetresonanztomographie (MRT) zur Unterschei-
dung zwischen Adenomen und Karzinomen herangezogen (Fassnacht, et al.,
2004). Tumoren mit mehr als 6 cm Durchmesser gelten als hochgradig malig-
nomverdéchtig und werden operativ entfernt. Bei Tumoren zwischen 3 und 6
cm helfen die Bildgebungskriterien in der Dignitatsbeurteilung. Die Bestimmung

der Hounsfield-Einheiten (HU) ist fur die Differenzierung zwischen malignen und
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benignen NN-Karzinomen von grof3er Bedeutung: Lasionen mit <10 HU im Na-
tiv-CT sind mit einer Sensitivitat und Spezifitat von ca. 70% bzw. 95% als Ade-
nome klassifizierbar (Boland, et al., 1998).

Eine Differenzierung zwischen benignen und malignen adrenalen Tumoren ist
anhand von Biopsiematerial haufig nicht sicher moglich (Steingart, et al., 2005).
AulRRerdem besteht die Gefahr einer Verschleppung von Tumorzellen oder die
Induktion hypertensiver Krisen bei versehentlicher Punktion eines Phaochromo-
zytoms. Bis auf wenige Ausnahmen sind die diagnostischen Punktionen von
NN-Tumoren obsolet.

Zur Differenzierung zwischen benignen und malignen adrenalen Tumoren wer-
den neben makroskopischen Merkmalen wie Tumorgewicht und Kapseldurch-
bruch v. a. histologische Kriterien herangezogen. Hierbei ist der Weiss-Score
(Weiss, et al., 1989) der bekannteste und etablierteste Diagnosescore: Kernaty-
pien, zahlreiche, atypische Mitosen, Gefal3- und Kapselinvasion sind die Hin-
weise auf Malignitat. In vielen Fallen liefert die Immunhistochemie durch Be-
stimmung von Proliferationsmarkern(z. B. Ki67) wichtige Zusatzinformationen
(Saeger, 2000). Zukunftig konnte auRerdem die Erfassung molekularer Marker
in der Diagnostik und Prognoseabschéatzung eine wichtige Rolle spielen
(Giordano, et al., 2009).

1.2.3 Bisherige Therapieoptionen und Prognose

Die radikale Adrenalektomie stellt den einzigen kurativen Ansatz in der Thera-
pie des NN-Karzinoms dar. Auch bei weit fortgeschrittenen Stadien, die evil.
nicht vollstandig extirpierbar sind, kann die Operation sinnvoll sein. Die offene
radikale Adrenalektomie stellt nach wie vor den Standard beim NN-Karzinom
dar. Nach bisheriger Datenlage fiihrt nur die offene radikale Adrenalektomie zur
Verbesserung der Uberlebenszeit (Abiven, et al., 2006; Icard, et al., 2001). Mi-
nimalinvasive Techniken haben sich zwar in der letzten Zeit aufgrund der gerin-
geren Invasivitat bei der Therapie von gutartigen Raumforderungen der Neben-
niere etabliert, bei der Therapie des NN-Karzinoms sollten sie nur im Rahmen
von kontrollierten prospektiven Studien aufgrund der Risiken der peritonealen
Verschleppung der Tumorzellen zur Anwendung kommen (Cobb, et al., 2005).

Das NN-Karzinom wurde bislang meist als strahlenresistent eingeschéatzt
(Schulick, et al., 1999). Allerdings beschreiben mehrere kleine Studien An-

sprechraten bis 40% (Allolio, et al., 2006). Eine aktuelle retrospektive Untersu-
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chung bestétigt, dass durch eine adjuvante Bestrahlung des Tumorbetts das
Lokalrezidivrisiko deutlich verringert werden kann (Fassnacht, et al., 2006).
Medikamentdse Therapie der Wahl des NN-Karzinoms ist Mitotane, ein Ab-
kommling des Insektizids DDT, der einen spezifischen zytotoxischen Effekt auf
adrenokortikale Zellen ausibt. Beim fortgeschrittenen, metastasierten NN-
Karzinom gehdrt Mitotane seit Jahren zur Standardtherapie. Die objektive Tu-
moransprechrate liegt in diesem Patientenkollektiv bei ca. 25% (Hahner, et al.,
2005). Kirzlich wurde aufRerdem im Rahmen einer retrospektiven Untersu-
chung an 177 Patienten aus Italien und Deutschland ein unter adjuvanter
Mitotane-Therapie deutlich verringertes Rezidivrisiko gezeigt (Terzolo, et al.,
2007).

Evidenzbasierte Erfahrungen mit der zytotoxischen Chemotherapie bei Patien-
ten mit NN-Karzinom sind ahnlich limitiert. Eine Vielzahl zytotoxischer Substan-
zen wurde bei sehr kleinen Kollektiven untersucht; jeweils nur eine Minderheit
der Patienten zeigte ein Ansprechen (Ahlmann, et al., 2001). Die aktuell vielver-
sprechenden Therapieregime sind die Kombinationen aus Mitotane mit
Etoposid, Doxorubicin, Cisplatin (,Berrutti-Schema®) (Berritti, et al., 2005) und
Mitotane mit Streptozocin (Khan, et al., 2000). Die Ansprechraten in nicht ran-
domisierten Studien lagen bei 49% im Vergleich zu 36%. Diese beiden Regime
werden aktuell in der weltweit ersten Phase-1lI-Studie beim NN-Karzinom ver-
glichen.

Zunehmend werden monoklonale Antikdrper und Tyrosinkinaseinhibitoren bei
der Behandlung der Krebserkrankungen eingesetzt, die moéglicherweise auch
beim NN-Karzinom eine vielversprechende neue Therapieoption darstellen
kénnen. Sie werden aktuell in den ersten Untersuchungen getestet (Kirschner,
2006). Im Sommer 2007 ist in Deutschland eine klinische Phase-II-Studie mit
dem Tyrosinkinase-Inhibitor Sunitinib (SUTENT) gestartet (sog. SIRAC-Studie:
Sunitinib In Refractory Adrenocortical Carcinoma patients progressing platin
based cytotoxic therapy).

Trotz aller chirurgischen, medikamentésen und strahlentherapeutischen Thera-
pieoptionen liegt die mittlere Uberlebensrate beim metastasierten NN-Karzinom
heute noch bei <12 Monate (Vassilopoulou-Sellin, et al.,, 2001). Aus diesem
Grund ist es sinnvoll, neue Therapieoptionen zu untersuchen, um systemati-
sche Fortschritte in der Therapie des NN-Karzinoms zu erzielen. Im Rahmen

der Evaluation neuer Therapiestrategien ergeben sich Hinweise, dass sowohl
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fur das NN-Karzinom als auch GEP-NETs ginstige Voraussetzungen fur den
Einsatz antiangiogen wirksamer Substanzen bestehen (Hopfner, et al., 2006;
Yao, et al., 2005; Faivre, et al., 2006). Der Grund ist, dass die neuroendokrinen
Tumoren sowohl mehrere Wachstumsfaktoren inkl. VEGF, bFGF, IGF-1 als
auch Wachstumsrezeptoren Uberexprimieren (Hopfner, et al., 2006), die auch
die Vaskularisierung dieser Tumoren beeinflussen. Ein wichtiger Vertreter fur
das Wirkprinzip ist VEGF, das sowohl in GEP-NETs als auch in NN-Ca eine
starke Vaskularisierung vermittelt. Momentan werden Studien durchgeftihrt, die
bestétigen, dass die Inhibition des VEGF-Signalweges zur Tumorregression
und zur Tumorwachstumsinhibition fuhrt (Yao, et al., 2005; Faivre, et al., 2006).
Es wurde in den letzten Jahren neben der zytostatischen und zytotoxischen
Therapie eine neue Strategien zur Behandlung von Tumorerkrankungen entwi-
ckelt: die Destruktion von bereits ausgebildeten Tumorgeféal3en der Neoplasien
(Zhou, et al., 2002). Weltweit wird an solchen antiangiogenen Therapiestrate-
gien geforscht, trotz grofl3er Fortschritte besteht immer noch ein grof3er Bedarf

an klinischer und préaklinischer Forschung in diesem Bereich.

1.3 Angiogenese

1.3.1 Physiologische Angiogenese — die Entstehung des GefalRsystems

Da es sich bei GEP-NETs und dem Nebennierenrindenkarzinom um stark
vaskularisierte Tumoren handelt, soll an dieser Stelle auf die Mechanismen der
Angiogenese eingegangen werden.

Das Blutgefal3system ist das erste Organsystem, das sich wahrend der Embry-
onalentwicklung ausbildet (Sumpio, et al., 2002). Zunéchst findet die embryona-
le Vaskulogenese statt, wahrend der sich die endothelialen Stammzellen zu
Endothelzellen ausdifferenzieren und zu einem Gefal3netz aneinanderlagern
(Risau, 1997). Bereits in einem frihen Stadium der Gefal3entwicklung differen-
zieren Blutgefal3e zu Arterien und Venen. Im Verlauf der GefaRreifung rekrutie-
ren BlutgefalR3e perivaskuléare Zellen (Perizyten und glatte Muskelzellen), die die
GefalRe stabilisieren. Sobald das Endothel von glatten Muskelzellen umschlos-
sen ist, beenden die Endothelzellen die Proliferation und werden resistent ge-
gen Apoptose. Das primitive Gefal3system entsteht, bevor das Herz zu schla-
gen beginnt (Flamme, et al., 2002). Nach Beginn der Blutzirkulation dehnt sich

das Gefal3system und passt sich den Fluss- und Druckbedingungen an. Nach
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dem Abschluss der Entwicklung des BlutgefaRsystems nimmt die Proliferations-
rate der Endothelzellen stark ab. Dennoch spielt auch beim Erwachsenen die
Angiogenese bei vielen physiologischen und pathologischen Prozessen weiter-
hin eine wichtige Rolle. Hierzu gehoéren u. a. die Wundheilung, die Gefalineu-
bildung bei Retinopathien und bei der rheumatoiden Arthritis (Hanahan, et al.,
1996).

Eine entscheidende Rolle spielt die Angiogenese aul3erdem fur das Wachstum

und die Entstehung von Tumoren und Metastasen (Folkman, 1974).

1.3.2 Mechanismen der Tumorangiogenese

Das Wachstum von Tumoren und der Prozess der Metastasierung hangen von
der Neubildung von BlutgefalRen ab (Algire, et al., 1945). Die soliden Tumoren
haben im Initialstadium keinen Anschluss an das Blutgefal3system des Kérpers.
Sie befinden sich damit in ihrer sogenannten pravaskularen Phase (Folkman, et
al., 1976), bei der die Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen aus benach-
barten GefaRen durch Diffusion stattfindet. Unter solchen Bedingungen kann
ein Tumor Uber einen langen Zeitraum lang ,schlafend® existieren (tumor
dormancy) (Folkman, et al., 2004). Die Tumorangiogenese wird durch eine
Vielzahl von pro- und antiangiogenetischen Faktoren (Folkman, et al., 1987,
Bouck, et al., 1996; Folkman, 1995; Cockerill, et al., 1995; Tabelle 4) reguliert.

Proangiogene Faktoren Antiangiogene Faktoren
Vascular endothelial growth factor (VEGF) | Angiostatin

Basic fibroblast growth factor (bFGF) Endostatin

Acidic fibroblast growth factor (aFGF) Fragment of platelet factor (PP4)
Hepatocyte growth factor (HGF) Interferon

Endothelial growth factor (EGF) Angiopoetin-2

Placenta growth factor (PGF) Thrombospondin-1
Platelet-derived endothelial cell growth Vascular endothelial growth factor inhi-
factor (PD-ECGF) bitor (VEGI)

Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) Fibronectin fragment
Transforming growth factor alpha (TGF- &) | Restin

Transforming growth factor beta (TGF- &) Vasostatin

Angiotropin Derivate of prolactine
Angiogenin Osteopontin cleavage product
Interleukin 8 (IL-8) Proliferin-related protein (PRP)

Tabelle 4: Pro- und antiangiogene Faktoren

Unter physiologischen Bedingungen besteht ein Gleichgewicht zwischen Aktiva-

toren und Inhibitoren der Angiogenese. Wéahrend des Tumorwachstums kommt
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es zu einer Stoérung dieses Gleichgewichtes (Folkman, 1974). Diese Stérung
kann durch verschiedene Faktoren induziert werden. Dazu z&ahlen die Hypoxie,
pH-Veranderung oder inflammatorische Zytokine (Shweiki, et al., 1992; Akagi,
et al., 1999), die Aktivierung von Onkogenen (z. B. Src, Ras) (Rak, et al., 2000),
wie auch die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (z. B. p53) (Bouvet, et
al., 1998). Kommt es zum Uberwiegen der proangiogen wirkenden Faktoren,
wird das Gleichgewicht zugunsten der Aktivatoren verschoben und damit die
Gefallneubildung induziert. Dieses Umschalten in den sogenannten angio-
genen Phanotyp von Tumoren wurde von Folkman bereits im Jahre 1971 als
»<angiogenic switch postuliert (Folkman, 1971) (Abbildung 1; Huynh-Do, 2006).

Der Ubergang vom ruhendenden zum
aktivierten Gefal3status (Angio-
geneseinduktion, ,angiogenic switch®
wird durch die Verédnderung des rela-
tiven Gleichgewichts zwischen Aktiva-
toren und Inhibitoren ausgeltst. Der
ruhende Gefaldstatus in Geweben
wird durch ein Ubergewicht der anti-
angiogenen gegeniber den proangio-
genen Faktoren aufrechterhalten.

Aktivatoren Inhibitoren

f -

Ruhendet ' Aktivierter

Angiogenic switch

Gefallstatus

Abbildung 1: Zusammenspiel zwischen Aktivatoren und Inhibitoren der Angiogenese
(Uyen Huynh-Do 2006)

1.3.3 Angriffspunkte einer antiangiogenetischen Therapie

Die medikamentdse Hemmung der tumorbedingten Neovaskularisation anstelle
der direkten Zerstérung der Tumorzellen gewinnt zunehmend an Bedeutung als
neuer Therapieansatz, um lokales Tumorwachstum und Metastasierung zu kon-
trollieren (Ferrara, et al., 2005). Die therapeutischen Folgen einer antiangio-
genetischen Therapie wurden von Folkman (Folkman, 1971) vorausgesagt, als
er zum ersten Mal das Konzept der Tumorangiogenese vorstellte. Tumorzellen
waren das Ziel der konventionellen zytotoxischen Therapie. Die proliferierenden
Endothelzellen, die bei allen Tumoren vorkommen, als therapeutisches Ziel
stellen in der letzten Zeit einen neuen therapeutischen Ansatz der Tumorthera-
pie dar. Diese Therapie kdnnte folgende Vorteile gegeniber der zytotoxischen

Therapie aufweisen:
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1. Es entstehen weniger therapeutische Resistenzen im Gegensatz zu zytotoxi-
schen Substanzen, da die mikrovaskularen Endothelzellen genetisch stabiler

als die neoplastischen Zellen sind (Kerbel, et al., 2002).

2. Antiangiogene Substanzen erkennen spezifisch das unreife Tumorgefal3sys-
tem, weswegen sie weniger oder keine toxische Nebenwirkungen verursachen
(Burke, et al., 2001).

3. Der Tumorblutfluss kann bildgebend gemessen werden und erlaubt damit die

Kontrolle einer antiangiogenetischen Therapie.

Die antiangiogen wirkenden Substanzen werden entsprechend ihrem Wirkme-
chanismus in zwei unterschiedlichen Gruppen eingeteilt. So wird ein zytostati-
scher Effekt durch die Inhibition der Neovaskularisation erreicht. Hiervon unter-
schieden werden zytotoxische Effekte, die eine Destruktion von bereits ausge-
bildeten TumorgefaRen erreichen. Substanzen der zweiten Klasse werden als
,<Vascular Disrupting Agents“ (VDAs) bezeichnet. Die Wirkung erfolgt vorwie-
gend Uber Endothelzellen und Perizyten von neu ausgebildeten Tumorgefal3en
durch Zerstérung des Zytoskelettes (Los, et al., 2001).

1.3.4 ,Vascular Disrupting Agents“ als neue antiangiogenetische Thera-

pieoption

Das Konzept der Tumortherapie mit Vascular Targeting Agents (VTAs) wurde
von Juliana Denekamp beschrieben (Denekamp, 1982; Denekamp, 1993). Die
Beobachtung der physiologischen Obstruktion von TumorblutgefaRen in Mau-
sen, die zu einer Regression des Tumors fuhrte, deutete auf ein Kreuzspiel der
angigenetischen Faktoren auch therapeutisch unklaren Angriffspunkt hin
(Denekamp, 1982; Denekamp, 1993). Dieser Therapieansatz wurde spater be-
statigt, als die Therapie mit VTAs eine Tumorregression in einem Mausmodell
induzieren konnte (Burrows, et al., 1992).

Zu den Vascular Targeting Agents wird die Klasse der ,Vascular Disrupting
Agents® (VDAs) gerechnet. Die VDAs nutzen die pathophysiologischen Unter-
schiede zwischen Tumor und Normalgewebe aus und induzieren selektiv die
Okklusion des Tumorgefal3systems. Das TumorgefafR3system ist durch eine ho-
he Proliferationsrate der Endothelzellen, fehlende Perizyten und eine gesteiger-
te Gefal3permeabilitat charakterisiert. Strukturell sind die Tumorgefalie desor-

ganisiert, haben diinne Wande und zeigen einen gewundenen Verlauf aufgrund



1. Einleitung 15

der fehlenden Gefaldmuskulatur und Innervation (Konerding, et al., 2001) (Ab-
bildung 2; Hinnen, et al., 2007). Der Tumorblutfluss ist verlangsamt und kann
sogar gegen die physiologische Stromrichtung flieRen (Tozer, et al., 1990). Die
meisten VDAs induzieren Veréanderungen in der Form der Endothelzellen, in-
dem sie das Zytoskelett und den Zell-Zell-Kontakt zerstéren. Diese Verande-
rungen verursachen durch das daraus resultierende Sistieren des Blutflusses
die zentrale Tumorzellnekrose mit einer Randzone aus vitalen Tumorzellen
(Chaplin, et al., 1999) (Abbildung 3; Hinnen, et al., 2007).

Um die biologische Aktivitat der VDASs in praklinischen und klinischen Studien
zu demonstrieren, werden nicht invasive Techniken verwendet. Dazu werden
Positronen-Emissions-Tomographie (PET) und Magnetresonanztomographie
mit einem dynamischen Kontrast unterstiitzten Sequenzen (DCE-MRI) gezahilt.
Diese Bildgebungsmodalitaten kénnen die Veranderungen in der Tumorperfusi-

on und Tumorvitalitat wiedergeben (Galbraith, et al., 2003).

Abbildung 2: Strukturelle Unterschie- Abbildung 3: Die Bildung der zentralen
de im Normal- und Tumorgefaf3sys- Nekrose nach der Therapie mit Vascu-
tem in vivo lar Disrupting Agents

Normalgefal3e (dinne Pfeile), Tumor- N (Nekrose) V (Vitale Tumorzellen);

gefalRe (dicke Pfeile);(Hinnen P, 2007) (Hinnen P, Eskens F, 2007)

VDAs werden in zwei unterschiedliche Typen eingeteilt: niedrigmolekulare
VDAs (z. B. Combrestatin A4, DMXAA) und ligandgerichtete VDAs. Die nied-
rigmolekularen VDAs werden entsprechend ihrem Wirkmechanismus in zwei
Gruppen unterteilt: tubulin-bindende Substanzen und Flavonoide (Abbildung 4).
Zu letzterer Gruppe der VDAs gehdort das Flavonoid DMXAA (ASA404 oder
AS1404).
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Niedrigrmolekulare
WDAS

|
|
Tubulin-
bindende VDAs

Abbildung 4: Einteilung der Vascular Disrupting Agents (VDAS)

1.3.5 Therapeutische Effekte von 5,6-Dimethylxanthenon-4-Essigsaure
(DMXAA)

Die 5,6-Dimethylxanthenon-4-Essigsdure (DMXAA, ASA404) wurde vom Auck-
land Cancer Society Research Center (ACSRC) ausgehend von Flavon-8-
Essigsaure (FAA) entwickelt (Abbildung 5; Ziindorf, et al., 2007). Durch die Me-
thylgruppensubstitution auf der Position 5 und 6 konnte eine 12-fache Steige-
rung der Wirkpotenz von DMXAA im Vergleich zu FAA erreicht werden
(Baguley, et al., 2002). In-vitro-Studien haben gezeigt, dass beide Substanzen
eine Steigerung der Zytokinenproduktion in murinen Zellen induzieren kénnen,
aber nur DMXAA war in humanen Zellen effektiv (Plowman, et al., 1986; Hill, et
al., 1991). DMXAA zeigte antitumordse Aktivitat bei mehreren murinen Tumoren
und induzierte die schnelle Tumorzellnekrose von humanen Tumoren in einem

Xenograft-Nacktmausmodell (Pedley, et al., 2001).

(]
8%
O
CHzCOOH
5,6-Dimethyxanthenon- Flavon-8-Acetat
4-Acetat (FAA)

(DIMAAA)

Abbildung 5: Die Synthese von DMXAA durch Methylgruppensub-
stitution (modifiziert nach Zuindorf, | 2007)

DMXAA hat einen tubulin-unabhéangigen, dualen Wirkmechanismus, der einen
direkten und indirekten Weg umfasst (Baguley, 2003): Zum einen induziert
DMXAA eine Apoptose der Endothelzellen (Corbett, et al., 1986) mit anschlie-
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Bender Thrombozytenaktivierung und Freisetzung von Serotonin (5HT)
(Baguley, et al., 1997) und seinem Metabolit 5SHIAA (Baguley, et al., 2002). Zum
anderen wird die Ausschittung von weiteren Zytokinen wie Tumor-Nekrose-
Faktor (TNF), Stickstoffmonoxid (NO) (Ching, et al., 2002) induziert
(Abbildung 6; Baguley, 2003). Beides fiuhrt zur hdmorrhagischen Nekrose im
Tumorzentrum und Hypoxie des Tumorgewebes. Freigesetztes Serotonin wird
in der Leber zu 5HIAA metabolisiert und kann leicht im Blutplasma gemessen
werden. Damit stellt 5SHIAA potenziell einen Biomarker fir die VDAs und ihre
Effekte dar (Baguley, et al., 2002).

ASA4D4 indirekter Effekt l

direkter Effekt TNF NO

Tumorgefalk- 30Mmin, Endothelzell- J

Endothelzellen Apoptose
©e®0® o : 1. ® oVe 0 ¢ "o

| e ) f:)i — q@@
erhohte Gefal- ‘

Thrombozytenaktivierung permeabilitat
*5-HT wird in der Leber zu 5HIAA mefabolisiert

Abbildung 6: Die Wirkmechanismen von DMXAA (modifiziert nach
Baguley BC, 2003)

In praklinischen Modellen konnte die therapeutische Wirksamkeit von DMXAA
vor allem in Kombination mit Paclitaxel demonstriert werden. So zeigte sich der
grof3te synergistische Effekt von DMXAA in einer Studie von Siim in Kombinati-
on mit Paclitaxel (Siim, et al., 2003). Dabei wurde die Wirksamkeit auf die Tu-
moren der Mammakarzinomzelllinie (MDAH-MCa-4) im Xenograft-Tiermodell
getestet. Hier kam es zur Tumorwachstumsverzogerung bis zu 80 Tagen im
Vergleich zur Kontrollgruppe 0,3 Tage, und drei von sieben behandelten M&u-
sen in der Kombinationstherapiegruppe wurden tumorfrei.

Die aktuell vorliegenden in-vivo-Studien (Maus/Ratenmodelle) zum Therapie-
einsatz von DMXAA (ASA 404) beschranken sich auf subkutane Tumormodelle
des humanen Kolonkarzinoms, des Ovarialkarzinoms, des Thymoms, des Me-
lanoms und des Prostatakarzinoms. In allen Studien zeigten sich eine signifi-

kante Induktion der Apoptoserate der Endothelzellen sowie eine Zerstérung der
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Tumorgefal3e, die Uber einen verminderten Blutfluss zur Tumornekrose und
Hypoxie des Tumorgewebes fuhrten.

Im Rahmen des klinischen Entwicklungsprogramms zu DMXAA wurden zuerst
die Dosiseskalationsstudien durchgefiihrt. Die ermittelte maximal tolerierte 3-
wochentliche i.v.-Dosis lag in diesen Untersuchungen bei 3700 mg/m?. In einer
Dosierung bis zu 2600 mg/m? war DMXAA gut vertraglich. Dosislimitierende
Nebenwirkungen, die zusatzlich bei der maximal eingesetzten Dosierung von
4900 mg/m? auftraten, waren Sehstérungen, Inkontinenz, Linksherzversagen
und QT-Zeitverlangerung (Jameson, et al., 2003).

In anschlielRenden Phase-I-Studien wurden zur Sicherheit 6 Dosierungen zwi-
schen 300 mg/m? und 3000 mg/m? erprobt. Nebenwirkungen traten bei Dosie-
rungen tber 2400 mg/m? auf. Dazu gehorten wiederum QT-Zeitverlangerungen,
Blutdrucksteigerungen und Sehstérungen. Basierend auf den Phase-I-Daten
wurde eine Dosierung von 1200 mg/m? als optimale biologische Dosis fiir die
folgenden Phase-II-Studien empfohlen (McKeage, et al., 2005).

Um die therapeutische Effizienz von DMXAA zu testen, wurde eine randomisier-
te multizentrische Studie von Pawel und Mitarbeitern durchgefihrt (Pawel, et al.,
2007) Hierbei wurden Patienten mit NCSLC (Non Small Cell Lung Cancer) im
Stadium Illb-IV mit Carboplatin/Paclitaxel-Standardtherapie entweder alleine
oder in Kombination mit DMXAA 1200 mg/m? behandelt. Die mediane Zeit bis
zur Tumorprogression betrug 5,4 Monate in der DMXAA-Gruppe und 4,4 Mona-
te in der Standardtherapiegruppe. Die mediane Uberlebenszeit der Patienten,
die DMXAA erhalten hatten, lag bei 14 Monaten. Bei der Standardtherapie be-
trug sie 8,8 Monate. Eine weitere Phase-II-Studie an einem Kollektiv von Pati-
enten mit NCSLC (Non Small Cell Lung Cancer) bestétigte die Effektivitat der
Kombination von Standardchemotherapie und DMXAA in einer Dosierung von
1800 mg/m? gegeben alle 3 Wochen. Die mediane Zeit bis zur Tumorprogressi-
on lag hier bei 5,5 Monaten und die mediane Uberlebenszeit betrug 14,9 Mona-
te (McKeage, et al., 2007). In beiden Studien erwies sich damit die Kombination

von Chemotherapie und DMXAA als der alleinigen Chemotherapie Uberlegen.

Bisher fehlen publizierte wissenschaftliche Daten zur Therapieeffektivitat von
DMXAA fur endokrine Tumoren wie etwa neuroendokrine Tumoren des
gastroenteropankreatischen Systems oder Nebennierenkarzinome. Mit dieser

Studie sollte daher erstmals die Wirksamkeit von DMXAA auf die subkutane
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Tumorgenese von etablierten humanen Zelllinien beider Tumorentitaten (NCI-

H295 und BON) im Tiermodell untersucht werden.
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1.4 Zielsetzung der Studie

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Effektivitdt von DMXAA im subkutanen
Xenograft-Tumormodell auf die etablierten humanen Zelllinien (BON) von neu-
roendokrinen Tumoren (NET) und Nebenniere (NCI-H295) zu untersuchen. Zu-
satzlich wurde die Wirkung von DMXAA in Kombination mit dem Mikrotubuli-
Inhibitor Paclitaxel evaluiert.

Fir diese Arbeit wurde folgende Hypothese formuliert:

Hypothese: DMXAA vermindert die Vaskularisation, verzégert die Proliferation
der Tumorzellen und induziert selektiv die Apoptose der endothelialen Tumor-

zellen von endokrinen Tumoren der BON- und NCI-H295 Zelllinien.

Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

1. Kommt es zu einem signifikanten Anstieg der endothelialen Apoptoserate
und Bildung zentraler Tumornekrosen bei der Therapie mit DMXAA bei GEP-
NET- und NCI-Tumoren im Vergleich zur Kontrollgruppe?

2. Kommt es zu einer Mikrogefaldichteminderung bei der Therapie mit DMXAA

in GEP-NET- bzw. NCI-Tumoren im Vergleich zur Kontrollgruppe?

3. Hat DMXAA eine supra-additive Wirkung in Kombination mit Paclitaxel bei
GEP-NET- und NCI-Tumoren im Vergleich zu Einzelsubstanzen?
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2 Material und Methoden

2.1 Liste von verwendeten Materialien und Reagenzien

2.1.1 Allgemeine Laborgerate

Pipettierhilfen

Analysewaage
Waage
Schuttelplatte
Ofen
pH-Meter
Vortexer

Gewebeeinbettautomat
Histokassetten

Mikroskop
Rotationsmikrotom
Paraffinstreckbad
Skalpell
Wasserbad
Zentrifuge
Deckglaser
Mounting Medium
Pipetten
Reaktionsgefalle
Objekttrager
Mikrowelle
Fettstift

2.1.2 Zellkultur

Pipetman (10, 20, 100 Gilson, Villes-le-Bel

200, 1000 pl)
Accu Jet

BP 121 S

EMB 220-1
Mini-Rocker L024
Function Line
pH 521
Vortex-Genie
Vortex-Genie 2
STP 120
Simport

Leica DMRB
HM 355 E
SB 80
Feather
Kottermann
Universal 2 S
Menzel-Glas

Eppendorf/Gilson
Eppendorf

SuperFrost Plus

PAP-Pen

Frankreich

Brand, Wethheim
Sartorius, Gottingen
Kern&Sohn, Balingen
Kisker, Steinfurt
Heraeus, Hanau
WTW, Weillheim
Scientific Industries
Springfield, USA
Microm, Walldorf
Bernard-Pilon, Beloeil QC,
Canada

Leica, Wetzlar

Microm, Walldorf
Microm, Walldorf

Kdln, Deutschland
Hanigsen, Deutschland
Hettich, Tuttlingen
Braunschweig

Microm, Walldorf
Sarstedt

Hamburg, Deutschland
Teningen, Deutschland
LG

Kisker, Steinfurt

Sterile Werkbank
Dulbecco’s PBS
Mikroskop

Heraeus, Hanau
Gibco, Invitrogen

Zeiss IM 35 Carl Zeiss, Jena
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Gewebekulturflaschen Falcon Becton-Dickinson
NJ, USA
Brutschrank Hera cell 150 Heraeus, Hanau

2.1.3 Chemikalien, Antikorper, Medien, L6sungen

Chemikalien

Paraffin Merck, Darmstadt, Deutschland
Paraformaldehyd Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Hamatoxylin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Eosin-Y-L6sung Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Xylol Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethanol Med. Klinik Innenstadt, Minchen
Essigsaure Fluka, Buchs, Deutschland
Wasserstoffperoxid Merck, Darmstadt, Deutschland

DAB (3,3’ Diaminobenzidin- Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Tetrahydrochlorid)

Proteinase K Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Zitronensaure Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumcitrat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Bovine Serum Albumin Fraction V; Roche, Mannheim

Tween 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Isofluran Abbott, Wiesbaden, Deutschland

Goat Serum Jackson ImmunoReseach Lab, CA, USA
Antikdrper

Purified Rat Anti-Mouse CD31 Pharmingen, NJ, USA
(PECAM1)

Monoclonal Mouse Anti-Human DakoCytomation, Danemark
Ki 67 (MIB1)

Monoclonal Mouse Anti-Human DakoCytomation, Danemark

Chromogranin A

DeadEnd Colorimetric TUNEL Promega, Madison, W1, USA
System

Anti-Mouse IgG biotinylated Santa Cruz, CA, USA
Biotin-SP-conjugated AffiniPure Jackson ImmunoReseach Lab.

Goat Anti-Rat CA, USA
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Medien

DMEM/F12 (1:1) Gibco, Invitrogen
FCS (Fotales Kalbserum) Gibco, Invitrogen
Trypsin-EDTA Gibco, Invitrogen
Penicillin/Streptomycin Gibco, Invitrogen
RPMI 1640 Gibco, Invitrogen
IST (Insulin-Transferrin-Selenium) Gibco, Invitrogen
Hydrokortison Gibco, Invitrogen
LOsungen

PBS (Phosphat gepufferte Salzldsung):

NacCl 8¢

KCL 0,29

Na,HPO4 x 2H,O 1,44 ¢

KH,PO, 0,29

H,O ad 1000 ml

einstellen: pH 7,4 mit 2N KOH Ldsung

10 mM Citratpuffer pH 6,0:

9 ml Stammlésung A + 41 ml Stammlésung B + 450 ml ad
Stammlosung A: 0,1M Zitronensaure (=21 g/1000 ml ad)
Stammldsung B: 0,1M Natriumcitrat (=29 g/1000 ml ad)

Blocking Solution:

Bovines Serum Albumin 3 g
Tween 20 500 pl
PBS/ad 100 ml

Blocking Buffer:
95 ul Blocking Solution + 50 pl Goat Serum

0,3% Wasserstoffperoxid/Methanol (50 ml):
Wasserstoffperoxid 30% 500 pl
Methanol 50 ml

4% Paraformaldehydlésung:

4 g Parafolmaldehyd wurde in 20 ml ad eingeruhrt. Die Losung wurde unter Ab-
zug auf 50°C erwarmt und tropfenweise NaOH zugegeben, bis die Lésung Klar
wurde. Dann wurde die Lésung auf 100 ml mit PBS aufgeftllt und der pH-Wert
mit 1N HCL wieder auf 7,4 eingestellt.
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2.2 Hintergrund

2.2.1 Die humane pankreatische Karzinoidzelllinie BON

Die erste kontinuierliche BON-Zelllinie wurde erstmals 1986 von Townsend jr.
und seinen Mitarbeitern etabliert und entstammte einem metastasierten Pank-
reaskarzinoid. Bei einem 28-jahrigen Patienten mit Verschlussikterus und Diar-
rhé wurde ein metastasiertes Karzinoid des Pankreaskopfes diagnostiziert. Das
unter sterilen Bedingungen gewonnene Lymphknotenstiick wurde in Salzlésung
gewaschen, zerkleinert und mit Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM),
F-12K (1:1) mit 1% Gentamycin und 10% (v/v) Fotalem Kéalberserum (FCS) kul-
tiviert. Die Kulturbedingungen waren 37°C und bei einer Atmosphare von 95%
O und CO,. Im weiteren Verlauf wurden die Fibroblasten entfernt und die Zel-
len an In-vitro-Bedingungen adaptiert (Parekh, et al., 1994).

Die BON-Zellen wachsen in gewohnlichen Kulturflaschen ohne spezielle Be-
schichtung, zeigen keine Kontaktinhibition und haben eine Verdopplungszeit
von ca. 60 Stunden (Evers, et al., 1991). In Versuchen mit Nacktmausen, denen
die Thymusanlage fehlt, hat sich gezeigt, dass die Kulturzellen nach subkutaner
Injektion erneut die hormonproduzierenden Tumoren bilden und histologisch mit
dem urspriinglichen Tumor des 28-jahrigen Patienten identisch sind (Evers, et
al., 1991). Das Wachstum der Tumoren ist von der Zellzahl abhangig. Bei der
Injektion von 2x107 Zellen bildet sich ein Tumor nach 7 Tagen, von 5x10° Zellen
in der Regel nach 17 Tagen.

Die BON-Zellen synthesieren neben Serotonin und Chromogranin A auch Neu-
rotensin, Pankreastatin. Dagegen konnten Gastrin, Somatostatin, Glucagon,
Insulin, Substanz P, VIP (vasoactive intestinal peptide) nicht nachgewiesen

werden.

2.2.2 Die humane adrenokortikale Karzinomzelllinie NCI-H295

1980 gelang A. F. Gazdar und seinen Kollegen die Etablierung der ersten kon-
tinuierlichen adrenokortikalen Karzinomzelllinie NCI-H295, die aus dem Neben-
nierenrindenkarzinom einer 48-jahrigen schwarzen Frau gewonnen wurde. Ein
kleines Stiick vom Tumor wurde zerkleinert und mit einem der vier vorbereiteten
Medien kultiviert. Die Zellen wachsen in einem Medium bestehend aus RPMI
1640 supplementiert mit FBS 10%, Hydrocortison, Insulin, humanen Trans-

ferrin, Natriumselenit und B-Estradiol (Gazdar, et al., 1990). Die Zellen produ-
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zieren Mineralkortikoide, Glukokortikoide und C19-Steroide, welche aus endo-
gener Cholesterinsynthese hervorgehen. Aus diesem Grund sind diese Zellen
von dem exogenen Cholesterin unabhangig (Gazdar, et al., 1990). In der Kultur
zeigen die Zellen ein adharentes Wachstumsbild und sind nadelférmig konfigu-

riert.

2.2.3 Xenograft-Tumormodell

Die erste Publikation Uber das Wachstum des humanen Tumors in einer immu-
nodefizienten (athymischen) Nacktmaus erschien 1969 und stammte von
Rygaard und Povlsen (Rygaard, et al., 1969). Mit der Etablierung der athymi-
schen Maus (nu/nu) und anschlielend immunodefizienten Mausstammen mit
anderen genetischen Defekten (z. B. mit dem schweren kombinierten Immunde-
fekt, SCID) entstand die Moglichkeit, die humanen Tumorexplantate und Tu-
morzelllinien als Xenotransplantate auf die Wirkung der Tumortherapie zu un-
tersuchen (Fiebig, et al., 2001;Abbildung 7). Man verwendet heute am haufigs-
ten die subkutane Xenotransplantation, weil die orthotope Transplantation tech-

nisch sehr anspruchsvoll ist (Sausville, et al., 2006).

Site of xenotransplant:
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Human tumor cells:
y\ putiert derived cell nes
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Abbildung 7: Xenograft-Tumormodelle (modifiziert nach Sausville
EA,2006)

2.3 Kultivierung der BON-Zellen

Die BON-Zellen wurden in einem Mediumgemisch DMEM/F12 (1:1), mit Zusatz
von 10% (v/v) FCS (Gibco) und 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin (Gibco) bei
37°C warmer, feuchter Luft mit einem CO,-Gehalt von 5% Kkultiviert.

Zur Ablésung beziehungsweise zur Teilung der Zellen wurden diese zuerst mit
Dulbecco’s PBS gewaschen und mit 2,5 ml Trypsin-EDTA (Gibco) fur 3 Minuten
in der Brutkammer bei 37°C inkubiert. Nach der Zugabe von DMEM/F12 Medi-
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um wurden die Zellen vorsichtig vom Boden der Gewebekulturflasche durch
Resuspendieren abgeldst, auf Vitalitat unter dem Mikroskop kontrolliert und
schlie3lich in zwei 5-ml-Falcon-Réhrchen aufgeteilt. Im n&chsten Schritt wurden
die Zellen abzentrifugiert, Uberstand verworfen und das Pellet mit 5 ml Medium
resuspendiert. Wahrend des Zentrifugierens wurde eine neue Gewebekulturfla-
sche mit 20 ml von DMEM-Medium vorbereitet. AnschlieRend wurde 1 ml der
Zellsuspension in die neue Gewebekulturflasche gegeben. Ein Splitten der Zel-

len wurde bei den Gewebekulturflaschen im Verhaltnis 10:1 durchgefihrt.

2.4 Kultivierung der NCI-H295-Zellen

Die NCI-H295-Zellen wurden in RPMI-1640-Medium (Gibco) supplementiert mit
10% (v/v) FCS (Gibco) und 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin (Gibco), 1% IST
(Insulin- Selenium- Transferrin) (Gibco), 0,1% Hydrocortison (Gibco) bei 37°C
warmer, feuchter Luft mit einem CO,-Gehalt von 5% kultiviert.

Zur Ablosung beziehungsweise zur Passagierung der Zellen wurden diese zu-
erst mit Dulbecco’s PBS gewaschen und mit 2,5 ml Trypsin-EDTA (Gibco) fiur 3
Minuten in der Brutkammer bei 37°C inkubiert. Entsprechend dem Vorgehen
fur BON-Zellen wurden die NCI-H295-Zellen abgeldst und in zwei 5-ml-Falcon-
Rohrchen aufgeteilt. Als né&chster Schritt wurden die Zellen abzentrifugiert,
Uberstand verworfen und das Pellet mit 2 ml Medium griindlich resuspendiert,
um Verklumpungen zu vermeiden. Wahrend des Zentrifugierens wurde eine
neue Gewebekulturflasche mit 20 ml RPMI-Medium vorbereitet. Anschlie3end
wurde 1 ml der Zellsuspension in die neue Gewebekulturflasche gegeben. Ein
Splitten der Zellen wurde bei den Gewebekulturflaschen im Verhdltnis 4:1

durchgefuhrt.

2.5 Tiere

Die athymischen, weiblichen, 6-8 Woche alten NMRI-nu/nu-M&use wurden aus-
schlie3lich zu Tierversuchszwecken geziichtet und tber Charles River Germa-
ny, Sandhofer Weg 7, 97633 Sulzfeld bezogen. Die Tiere wurden in der Tierhal-
tung der Zentralen Versuchstierhaltung der Kliniken Innenstadt in IVC-Maus-
Kafigen Typ Il long mit einer Dichte von maximal 5 Tieren pro Kafig gehalten.
Der Tag-Nacht-Rhythmus betrug 12 Stunden, die Tiere wurden ad libitum mit

Standard-Maus-Futter und Wasser versorgt. Alle Versuche wurden nach den
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gultigen Richtlinien beziglich Haltung und Verwendung von Versuchstieren
durchgefuhrt; die Studie wurde von der Regierung Oberbayern, Minchen ge-
nehmigt.

2.6 Tiermodell und Injektionstechnik

Ein subkutanes Wachstum sowohl der BON-Zelllinie wie auch der Nebennieren-
rindenkarzinomzelllinie NCI-H295 im Xenograft-Transplantatmodell wurde in der
Literatur bereits beschrieben (Hecker, et al., 2006; Van Buren, et al., 2007). In
der Forschungsgruppe der Medizinischen Klinik Innenstadt/Endokrinologie
konnte in eigenen Vorarbeiten die Tumorgenese der BON-Zelllinie im subkuta-
nen Xenograft-Tiermodell in immundefizienten NMRI-nu/nu-Nacktmausen etab-
liert werden:

Zur Induktion des Tumorwachstums wurde eine subkutane Injektion mit BON-
bzw. NCI-H295-Zellen subkutan in das Nackenfell 6-8 Wochen alter NMRI-
nu/nu-Méuse durchgefiihrt. Die Injektion erfolgte in definierter Zellzahl (15x10°
fur beide Zelllinien) unter kurzer Inhalationsnarkose mittels Isofluran (Abbott,
Wiesbaden), da ein reproduzierbares Tumorwachstum wesentlich von der Préa-
zision der Injektion abhangt. Eine korperliche Untersuchung der Tiere wurde
taglich durchgefihrt. Das Erreichen eines sichtbaren Tumorgrof3e von 0,5 cm
im Durchmesser war in Abhangigkeit von der injizierten Zelllinie zu unterschied-
lichen Zeitpunkten zu erwarten (BON: 10-12 Tage nach Injektion; NCI-H295:
22-26 Tage nach Injektion). Ab einem sichtbaren Tumordurchmesser von 0,5

cm wurde die Therapie begonnen (Abbildung 8).

BON-Tumormodell
BED

@@

[Subkutane Injektion von 15 Mio. humanen BON-
Zellen ins Nackenfell der NMRI-Maus]

[12 Tage nach s_c. Injektion
von 15 Mio. BON-Zellen ins
Nackenfell der NMRI-Maus]

NCI-H295-Tumormodell

-

[Subkutane Injektion von 15 Mio. humanen NCI-H295 [25 Tage nach s.c. |njektion—von
Zellen ins Nackenfell der NMRI-Maus] 15 Mio. NCI-H295-Zellen ins
Nackenfell der NMRI-Maus]

Abbildung 8: Xenograft-Tumormodelle und Injektionstechnik
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2.7 Therapieschema

Die Herstellung der Medikamente erfolgte kurz vor der geplanten Verabrei-
chung. Eine Gruppe von Mausen (n=5) erhielt Paclitaxel (31,5 pmol/kg i.p.),
eine weitere (n=5) DMXAA (30 mg/kg i.p.), und eine dritte DMXAA in Kombina-
tion mit Paclitaxel in derselben Dosierung (n=5; Injektion von DMXAA erfolgte
nach Verabreichung von Paclitaxel). In der Kontrollgruppe erfolgte die Injektion
der sterilen Kochsalzlésung im &quivalenten Volumen (n=5, i.p.). Nach diesem
Therapieschema wurden sowohl die Tiere mit BON-Tumoren als auch diejeni-
gen mit NCI-Tumoren behandelt. Die Mause wurden 24 Stunden nach der
durchgefiihrten Therapie oder Kombinationstherapie euthanasiert und die Tu-
more zur weiteren histologischen und immunhistochemischen Aufarbeitung
entnommen. Dazu wurden die Tumore in Formalin fixiert und in Paraffin einge-
bettet. Nach der Anfertigung der Paraffinschnitte erfolgte die histomorphologi-

sche und immunhistochemische Aufarbeitung (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Therapieschema fiir BON- und NCI-Tumore

2.8 Histologie und Immunhistochemie

2.8.1 Herstellung der Schnitte

Die Schnitte wurden mit einem Rotationsmikrotom (Microm, Walldorf) 5 um dick
angefertigt. Die erhaltenen Schnitte wurden zuerst auf einem Heil3wasserbad
(Microm, Walldorf) bei 40°C gestreckt und dann auf einen Objekttrager glatt
aufgezogen. Die aufgezogenen Schnitte wurden bei 37°C Uber Nacht getrock-

net und am nachsten Tag fiur die Untersuchungen verwendet.
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2.8.2 Hamatoxylin-Eosin(HE)-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung ist eine weit verbreitete Routinefarbemethode
im histologischen Labor, die in den meisten pathologischen Instituten als Uber-
sichtsfarbung angewendet wird. Sie erleichtert die Diagnostik krankhafter Ver-
anderungen in Biopsien und Operationspraparaten.

Hamatoxylin ist ein naturlicher Farbstoff, der in Form des basischen Hamalauns
intensive farbende Eigenschaft entwickelt. Hamalaun farbt alle Strukturen blau,
die sauer bzw. basophil sind, z. B. DNA oder Zellkerne.

Eosin ist ein synthetischer Farbstoff, der alle Zellstrukturen rot farbt, die basisch
bzw. azidophil sind. Dazu geho6ren die Proteine des Zytoplasmas.

Ein Schnitt eines jeden einzelnen Praparats wurde mit HE-Farbung behandelt.
Zuerst wurden die Schnitte im Xylol fir 2x3 Minuten entparaffinisiert und
schlie3lich in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Als nachster Schritt
erfolgte die Kernfarbung mit Hamatoxylin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
fur 10 Sekunden, gefolgt von einer Spulung mit Aqua dest. fir 2 Minuten. Die
Zytoplasmafarbung erfolgte mit Eosin Y (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
damit farben sich die Proteine des Zytoplasmas rot. Die Gewebeschnitte wur-
den in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert, ein Tropfen von Mounting
Medium (Microm, Walldorf) auf jedes Préparat getropft und dieses mit einem

Deckglas (Menzel-Glaser 24x50 mm, Braunschweig, Deutschland) abgedeckt.

2.8.3 Immunhistochemische Farbungen

Mit Hilfe der Methode der Immunbhistologie gelingt der Nachweis von Antigenen
im Schnitt. Hierzu werden die Antikdrper eingesetzt, die spezifisch gegen das
gesuchte Antigen gerichtet sein missen und dadurch an diesen Strukturen haf-
ten. Bei der eingesetzten sogenannten ABC-Technik bindet ein mit Biotin ge-
koppelter sekundarer Antikbrper an den Primarantikdrper. In einem weiteren
Schritt folgt die Inkubation mit dem sogenannten Avidin-Biotin-Peroxidase-
Complex (ABC). Der bildgebende Nachweis bei dieser Methode, die mit
Peroxidase (POD) arbeitet, wird dadurch gefuihrt, dass man ein farbloses Sub-
strat des jeweiligen Enzyms auf den Schnitt aufbringt. Dieses Substrat wird
durch ein Enzym zu einem farbigen Niederschlag umgebaut und farbt schlie3-
lich die Strukturen an, an die der Primarantikdrper ursprtinglich gebunden hatte.
Insbesondere Formalin-fixierte und Paraffin-eingebettete Gewebe missen spe-

ziell vorbehandelt werden, damit der Nachweis gelingt. Fur alle hier durchge-
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fuhrten Farbungen (CD31, Chromogranin A, TUNEL-Farbung, Ki67) wurden
Paraffinschnitte verwendet. Zur Entparaffinisierung wurden die Schnitte bei
60°C in einem Ofen (Heraeus) erwarmt. AnschlieBend wurden die Schnitte in
einer absteigenden Alkoholreihe mit Xylol, 100% Alkohol und 95% Alkohol je-
weils fur 10 Minuten bearbeitet. Um die Prazision bei der Arbeit mit den Schnit-
ten auf Objekttragern zu erreichen, wurde ein Kreis mit einem Fettstift (PAP-
Pen) um jedes Préparat gezogen und PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung)

auf den Objekttrager getropft, um ein Austrocknen der Praparate zu verhindern.

2.8.3.1 Farbung von Chromogranin A

Choromogranin A (CgA) ist ein saures, hydrophiles Protein aus 439 Aminosau-
ren, das in den chromaffinen Granula neuroendokriner Zellen vorkommt. Als
Prohormon wird durch Proteolyse das aktive Peptidhormon generiert.
Chromogranine stellen Indikatoren der sympatikoadrenalen Aktivitat und Marker
der Sekretionsrate sowohl normaler als auch neoplastischer neuroendokriner
Zellen dar. Erhohte Serumspiegel weisen auf Tumore neuroendokrinen Ur-
sprungs hin und kdnnen bei intestinalen Karzinoiden, endokrinen Pankreastu-
moren, Neuroblastomen, Phdochromozytomen und Gastrinomen auftreten.

Nach der Behandlung in Xylol und in einer absteigenden Alkoholreihe wurde
eine Vorbehandlung der Paraffinschnitte mit einem Citrat-Puffer (pH 6,0) fur 10
Minuten bei 220°C in der Mikrowelle vorgenommen, um eine Antigendemaskie-
rung zu erreichen. Nach zweimaligem Waschen in PBS fir jeweils 5 Minuten
wurden die Praparate zur Blockierung der endogenen Peroxidase in ein frisch
eingesetztes 0,3 % Wasserstoffperoxid/Methanol-Bad fur 10 Minuten einge-
bracht. Im nachsten Schritt wurden die Schnitte mit einer Proteinblockldsung
(Blocking Buffer = 95 pl Blocking solution + 5 pl Ziegenserum) fur 15 Minuten
behandelt. Der Primarantikérper (DakoCytomation, Danemark) wurde 1:200 in
Blocking Buffer verdinnt und nach vorsichtigem Abtupfen der Proteinblockl®-
sung in jeweils 100 pl auf die Schnitte aufgebracht. Danach folgte die Inkubati-
on der Praparate Uber Nacht bei Raumtemperatur. Am néchsten Tag wurden
nach der 3x5-minutigen Spulung der Schnitte in PBS die Praparate mit dem
Sekundar-Antikorper (biotin-SP-conjugated anti-mouse Antikdrper, Santa Cruz,
CA, USA) fur 30 Minuten in einer Verdiinnung von 1:200 bei Raumtemperatur
inkubiert. Wé&hrend der Inkubationszeit wurde die ABC-L6sung (Avidin-Biotin-

Peroxidase-Complex) hergestellt (100 ul Blocking solution + 1 pl Reagent A +
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1 pl Reagent B von Vectastain, Vector Lab. Burlingame, USA). Danach wurden
die Schnitte mit ABC-L6sung fur 30 Minuten inkubiert und anschliel3end mit ei-
nem Chromogen DAB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) behandelt. Die wei-

teren Schritte erfolgten entsprechend der Beschreibung unter 2.8.3.2.

2.8.3.2 Bestimmung der Mikrogefal3dichte (CD31 Immunhistochemie)

Um die Blutgefal3e in der Immunhistochemie darzustellen, wird eine spezifische
Zielstruktur bendtigt, die nur in GefaRendothelzellen exprimiert wird. In dieser
Arbeit wurde das Antigen CD31 oder PECAM 1 (Platelet endothelial cell adhe-
sion molecule-1) verwendet, der zur Immunoglobulin-Superfamilie (IgSF) der
CAMs (cell adhesion molecules) gehort. CD31 ist ein transmembran gelegenes
Glykoprotein, das der Bindung mit anderen CD31-Molekilen dient. Zu den Zel-
len, die CD31 exprimieren, gehéren Endothelzellen, Neutrophile, Basophile und
Monozyten. CD31 ist auch an der GefalRentwicklung beteiligt und bereits auf
den unreifen Endothelzellen vorhanden (Baldwin, et al., 1994). Damit ist CD31
ein sehr guter Marker fur die GefalZneubildung in Tumoren und Neoplasien.
Nach Entparaffinisierung und Rehydrierung der Praparate in einer absteigenden
Alkoholreihe erfolgte eine Antigendemaskierung. Fur die Antigendemaskierung
wurde Proteinase K (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) verwendet. 100 pl
Proteinase K (10 mg/ml) wurde jeweils auf die Schnitte aufgetragen und ftr 20
Minuten in einem Ofen (Heraeus) bei 37°C inkubiert. Anschlie3end wurden die
Praparate in Wasserstoffperoxid/Methanol fur 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS wurden die Schnitte mit Protein-
blockldésung fir 15 Minuten behandelt. Nach Abtropfen und Abtupfen der Prote-
inblockldsung wurde der Priméarantikorper (CD31/PECAM1, Pharmingen, NJ,
USA) in Proteinblockldésung 1:30 im Verhaltnis Primarantikorper : Proteinblock-
l6sung verdinnt aufgetragen und Uber Nacht bei 4°C inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Schnitte zuerst 3x5 Minuten in PBS gewaschen
und dann der Sekundar-Antikorper (biotin-SP-conjugated anti-rat Antikdrper,
Jackson Immunoreseach Lab. CA, USA) 1:300 in Proteinblockldsung verdinnt
auf die Praparate aufgetragen und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Wahrend der Inkubationszeit wurde die ABC-L6sung, wie oben flur die Ki67-
Farbung beschrieben, hergestellt. Die ABC-Losung wurde auf die Praparate
jeweils 100 pl aufpipettiert und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
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Nach dreimaligem Waschen jeweils fir 5 Minuten in PBS wurden die Schnitte
mit Chromogen DAB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) fur eine Minute be-
handelt. Anschliel3end wurden die Schnitte 2x5 Minuten in PBS gewaschen, mit
Hamatoxylin gegengefarbt, in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und
mit Mounting Medium und Menzel-Glas bedeckt. Die Bestimmung der Gefal-
dichte erfolgte durch Auszéhlung CD31-positiver Zellen. Hierzu wurden 5 bis 10
High Power Fields” (HPF; 0,307 mm?, 400x VergroRerung) pro Schnitt von 3 bis

4 Tumoren je Behandlungsgruppe ausgewertet.

2.8.3.3 Bestimmung des Ki67-Proliferationsindex

Ki67 erkennt ein Antigen, welches nur in der S-, G2- und M-Phase des Zell-
zyklus exprimiert wird, in ruhenden Zellen aber vollstandig fehlt (Gerdes, et al.,
1984). Aufgrund dieser Beobachtungen wurde Ki67 zur Analyse der Proliferati-
onsrate von malignen Tumoren vorgeschlagen (Gerdes, et al., 1983).

Nach Entparaffinisierung und Behandlung in einer absteigenden Alkoholreihe
wurden die Paraffinschnitte fir 10 Minuten bei 220°C in Citrat-Puffer mit pH 6,0
in der Mikrowelle vorbehandelt, um eine Antigendemaskierung zu erreichen.
Nach zweimaligem Waschen in PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung) fur je-
weils 5 Minuten wurden die Praparate in ein frisch eingesetztes 0,3 %
H.O./Methanol-Bad (beides: Merck, Darmstadt) fir 10 Minuten eingebracht, um
die Wirkung der endogenen Peroxidase zu blockieren. Im nachsten Schritt wur-
den die Schnitte mit einer Proteinblocklésung (Blocking Puffer) 15 Minuten be-
handelt. Der Primarantikorper wurde 1:200 in Blocking Buffer verdinnt, nach
dem vorsichtigen Abtupfen der Proteinblocklésung wurden 100 pl des Primar-
antikorpers (DakoCytomation, Danemark) auf die Schnitte aufgebracht. Danach
folgte die Inkubation der Praparate tUber Nacht in einer feuchten Kammer bei
4°C. Am nachsten Tag wurden nach der 3x5-Minuten-Spulung der Schnitte in
PBS die Praparate mit dem Sekundar-Antikorper (Santa Cruz, CA, USA) fur 30
Minuten in einer Verdinnung von 1:200 in der feuchten Kammer inkubiert.
Wahrend der Inkubationszeit wurde die ABC-L6sung (Avidin-Biotin-Peroxidase-
Complex) hergestellt (100 pl Blocking solution + 1 ul Reagent A + 1 ul Reagent
B von Vectastain, Vector Lab. Burlingame, USA). Danach wurden die Schnitte
mit ABC-LOsung fur 30 Minuten inkubiert und anschlieend mit dem
Chromogen DAB (3,3’ Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid) sichtbar gemacht.

Die Schnitte wurden mit Hamatoxylin gegengefarbt. Nach Dehydrierung in einer
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aufsteigenden Alkoholreihe und Xylol wurde ein Tropfen Mounting Medium
(Microm, Walldorf) auf die Praparate aufgebracht und anschlie3end wurden die
Schnitte mit einem Menzel-Glas 24x50 mm bedeckt.

Untersucht wurden pro Schnitt 5 bis 10 ,High Power Fields* (HPF; 0,307 mm?,
400x VergrolRerung) in 3 bis 4 Tumoren je Behandlungsgruppe. Alle positiven
Zellen wie auch die Zellzahl wurden ausgezahlt und der daraus resultierende
Ki67-Index berechnet (= Ki67-positive Zellen : Gesamtzellzahl). Als positiv wur-

den die Zellen mit deutlich nuklearer Braunfarbung bewertet.

2.8.3.4 TdT-mediated dUTP nick and labeling (TUNEL)-Farbung

Die TUNEL-Methode (TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) dient der
Darstellung von Zellkernen apoptotischer Zellen. Wahrend der Apoptose wird
der Desoxyribonukleinsdure-Strang (DNA-Strang) des Zellkerns durch die Akti-
vitdt von Endonukleasen geschnitten. Es entstehen dabei Fragmente, 180 bp
lang, mit freien 3’-OH-Enden, die im Nucleus der Zellen lokalisiert sind. Diese
DNA-Strangbriche kénnen mit Hilfe einer enzymatischen Reaktion detektiert
werden. Es wird die spezifische Bindung von terminaler Deoxynucleotidyl-
Transferase (TdT) an die freien 3’-OH DNA-Enden genutzt, worauf die Synthe-
se eines Polydeoxynucleotid-Polymers erfolgt. Mit Hilfe eines rekombinanten
rTdT wird biotinyliertes Deoxyuridin (dUTP) an die DNA-Strangbriiche ange-
baut, worauf ein Heteropolymer aus Digoxegenin -11-dUTP und dATP gebildet
wird, welches durch Fluorescein-Antikorper oder colorimetrisch detektiert wer-
den kann. Fur die Detektion apoptotischer Zellen wurde ein DeadEnd-
Colorimetric-TUNEL-System (Promega, Madison, WI, USA) verwendet.

Als erster Schritt wurden die Schnitte in Xylol fur 2x5 Minuten entparaffinisiert,
in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 95%, 70% und 50%) jeweils fur 3
Minuten bei Raumtemperatur rehydriert, anschlie@end in 0,85% NaCl bei
Raumtemperatur fiir 5 Minuten inkubiert und 5 Minuten in PBS gewaschen.

Im nachsten Schritt wurden die Praparate in 4% Paraformaldehyd (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) fir 15 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Es folg-
te das Waschen der Schnitte fur 2x5 Minuten in PBS und Andauung der Prapa-
rate mit jeweils 100 ul Proteinase K (10 mg/ml) fir 10 Minuten bei Raumtempe-
ratur. Nach dem erneuten Waschen der Schnitte in PBS und Refixierung mit
Paraformaldehyd fir 5 Minuten wurden die Schnitte mit einem Equilibrations-

puffer aus dem TUNEL-Kit fir 10 Minuten vollstandig bedeckt. Zuerst wurde der
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Equilibrationspuffer maglichst vollstandig entfernt und als Nachstes die Reakti-
onsmischung (98 ul Equilibrationspuffer + 1 ul biotinylierte Nukleotid-Mischung
+ 1 pl rTdT-Enzym) mit jeweils 100 ul auf die Praparate aufgetragen, anschlie-
Bend mit Plastik Coverslips bedeckt und fir 60 Minuten in einer feuchten Kam-
mer im Ofen bei 37°C inkubiert.

Wahrend der Inkubationszeit wurde 20X-SSC-L6sung aus dem Kit im Verhaltnis
1:10 mit destilliertem Wasser verdinnt. Nach der Inkubationszeit wurden die
Coverslips von Schnitten entfernt und danach in 20X-SSC-Ldsung fur 15 Minu-
ten inkubiert. Im nachsten Schritt wurden die Schnitte fur 3x5 Minuten in PBS
gewaschen, die endogene Peroxidase mit 0,3% Wasserstoffperoxid blockiert
und dann noch mal 3x5 Minuten in PBS gewaschen.

Beim néachsten Schritt wurde die Streptavidin-HRP-L6sung im Verhaltnis 1:500
mit PBS verdunnt und jeweils 100 pl davon fur 30 Minuten auf die Praparate
aufgetragen. Nach 30 Minuten Inkubationszeit wurden die Schnitte 3x5 Minuten
in PBS gewaschen und anschliel3end mit der Chromogen-DAB-Mischung (50 pl
DAB Substrat 20X Puffer + 950 pl Aqua dest. + 50 ul 20X Chromogen + 50 ul
Wasserstoffperoxid) fir 10 Minuten inkubiert. Anschliel3end wurden die Schnitte
in Aqua dest. mehrmals gespult und durch Mounting Medium mit einem Menzel-
Glas (Braunschweig, Deutschland) bedeckt.

Die Auswertung erfolgte unter dem Durchlicht-Mikroskop (Leica DMRB, Wetz-
lar). Dabei wurden 5 bis 10 High Power Fields (HPF; 0,307 mm?2, 400x Vergro-
Rerung) untersucht und die durchschnittliche Zahl apoptotischer Zellen in Bezug
auf die Gesamtzellzahl ausgezahilt.

2.9 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Excel-Software (Micro-
soft; Redmond, WA, USA). Alle Daten wurden als Mittelwerte + Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) dargestellt. Unterschiede mit einer Irrtumswahrschein-
lichkeit kleiner als 5% wurden als statistisch signifikant bewertet. Signifikanzen
wurden mittels one-way ANOVA mit einem Bonferroni’s multiple comparison

test (Graph Pad Software, San Diego, CA) berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 BON-Tumore

3.1.1 Morphologische Evaluation
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Abbildung 10: Entwicklung der Tumornekrosen 24 Std. nach Therapie bei BON-
Tumoren (VergroRerung 250x)

In den Tumoren, die mit ASA alleine oder in Kombination mit Paclitaxel behan-
delt worden waren, konnten ausgedehnte zentrale Nekrosenareale festgestellt
werden (Pfeile). Dieser Effekt trat bei jeweils 5 von 5 behandelten Mausen aus
beiden Gruppen auf. In der Placebogruppe und in der Gruppe, die allein mit
Paclitaxel behandelt worden waren, waren keine zentralen Nekrosenareale zu
erkennen (Abbildung 10).



3. Ergebnisse 36

3.1.2 Chromogranin-A-Farbung
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Abbildung 11: Immunhistochemische Analyse der neuroendokrinen Zellen von

BON-Tumoren mittels Chromogranin-A-Farbung (VergroRerung 250x)

Chromogranin-A-produzierende Zellen liel3en sich durch ihre starke Braunfar-
bung tUber Immunhistochemie nachweisen. Wahrend sich in der Placebogruppe
und der mit Paclitaxel behandelten Gruppe eine intensive Braunfarbung und
somit die hohe Dichte von Chromogranin-A-produzierenden Zellen nachweisen
lie3, zeigte sich in Gruppen, die mit ASA alleine und Kombinationstherapie be-
handelt wurden, eine deutliche Reduktion Chromogranin-A-positiver Zellen.
Dieser Effekt bezog sich sowohl auf zentrale als auch periphere Tumoranteile.
Die Verminderung Chromogranin-A-positiver Zellen war vor allem auf zentrale
Tumoranteile beschrankt (Abbildung 11).
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3.1.3 Quantifizierung der Vaskularisierung
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Abbildung 12: Immunhistochemische Analyse (A) und Quantifizierung (B) der
MikrogefalRdichte von BON-Tumoren mittels CD31-Farbung (Vergré3erung
400x), (*** p<0,001)

Wahrend sich in der Placebogruppe (11+0,6 CD31 positive GefaRe/HPF) und
der mit Paclitaxel behandelten Gruppe (12+1; p>0,05) eine hohe Anzahl der
gefarbter Gefal3e in BON-Tumoren nachweisen lie3, zeigte sich nach Behand-
lung mit ASA (7+0,8) und auch nach der Kombinationstherapie (5+0,3) eine
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signifikante Abnahme der angefarbten TumormikrogefaRdichte im Vergleich zur
Placebogruppe (p<0,001).

Wahrend sich in der Gruppe, die mit Paclitaxel behandelt worden war, sogar ein
geringer Anstieg der MikrogefaRRdichte zeigt, kam es in der Kombinationsgruppe
zu einem deutlich signifikanten Verlust der Tumorgefal3dichte (p<0,001)
(Abbildung 12; A, B).
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3.1.4 Therapieeffekte auf Proliferation
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Abbildung 13: Immunhistochemische Analyse (A) und Quantifizierung (B) proli-
ferierender Zellen von BON-Tumoren in peripheren Tumoranteilen mittels Ki67-
Farbung (VergroRRerung 400x), (*** p<0,001, ** p<0,01)

Der Ki67-Index wurde aus dem Verhdltnis der Zahl proliferierender Zellen zur
Zahl der gesamten Tumorzellen pro Gesichtsfeld bestimmt.
Wahrend in der Placebogruppe (60£1%) und in der mit Paclitaxel behandelten

Gruppe ein hoher Proliferationsindex festgestellt wurde, war bei der mit ASA
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behandelten Gruppe (51+1; p<0,001) und in der Kombinationsgruppe (47+1;
p<0,001) ein deutlich geringerer Ki67-Index festzustellen (Abbildung 13; A).

Die Quantifizierung der Ergebnisse zeigte in Gruppen, die mit ASA behandelt
wurden, einen signifikanten Riickgang des Proliferationsindexes. Die Tumoren,
die mit ASA+Paclitaxel behandelt worden waren, zeigten den niedrigsten Proli-
ferationsindex und die damit verbundene geringste Anzahl von proliferierenden
Zellen im Verhéltnis zur gesamten Anzahl der Tumorzellen pro Gesichtsfeld.
Sowohl nach Behandlung mit ASA als auch nach Behandlung mit Kombinati-
onstherapie lag ein signifikanter Rickgang vom Proliferationsindex im Vergleich
zur Placebogruppe vor (p<0,001) (Abbildung 13; B). Hierzu wurden zunachst
Randbezirke der Tumoren zur Quantifizierung gewahlt, um antiproliferative Ein-
flisse der Testsubstanzen zu quantifizieren, die nicht von beobachteten zentra-

len Nekrosenarealen beeinflusst sind.
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Abbildung 14: Immunhistochemische Analyse (C) und Quantifizierung (D) proli-
ferierender Zellen von BON-Tumoren inklusive nekrotischer Areale mittels Ki67-
Farbung (VergroRerung 400x), (*** p<0,001, ** p<0,01)

Um auch nekroseinduzierende Effekte der Substanzen in die Quantifizierung
einflielen zu lassen, wurden Ki67 positive Zellen Gber den zweiten Schritt als
auch unter Einbeziehung zentraler Tumoranteile gezahlt. Wahrend in der
Placebogruppe (16945 Ki67 positive Zellen/HPF) und in der mit Paclitaxel be-
handelten Gruppe (128+5) noch viele mitotische, proliferierende Zellen zur Dar-
stellung kamen, war bei der mit ASA therapierten Gruppe (87+4; p<0,001) und
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in der Kombinationsgruppe (66+4; p<0,001) eine deutlich geringere Anzahl Ki67
positiver Zellen aufféallig (Abbildung 14; A).

Die Auswertung der BON-Tumoren zeigte in der Gruppe, die mit ASA behandelt
wurde, einen signifikanten Ruckgang der proliferierenden Tumorzellen. Die
Gruppe, welche mit ASA+Paclitaxel behandelt wurde, zeigte die geringste An-
zahl von proliferierenden Tumorzellen und somit die geringste Proliferationsra-
te. Sowohl nach der Therapie mit ASA als auch nach Behandlung mit Kombina-
tionstherapie kam es zu einer signifikanten Abnahme der proliferierenden Tu-
morzellen im Vergleich zur Placebogruppe (p<0,001). Die Kombinationsgruppe
zeigt auch einen signifikanten Unterschied zur Gruppe, welche mit ASA alleine
behandelt wurde (p<0,01) (Abbildung 14; B).
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3.1.5 Apoptose-Index

loxej|oed

) X
17
>3
.+
.0
V]
o
o
i
>
e

B
) Anzahl apoptotischer Zellen

40 - | = |
5 35 | 5
S
g 30 -
B
E g 25 4
3 .E 20 -
£9 15
@ 5 2

10 - T .
E T =5
& 51
~

0 T - T T 1

Placebo Paclitaxel ASA ASA+Paclitaxel

Abbildung 15: Farbung (A) und Quantifizierung (B) der apoptotischen Zellen von
BON-Tumoren mittels TUNEL-Methode (VergroRerung 400x), (*** p<0,001)

In der TUNEL-Farbung waren apoptotische Zellen durch die dunkelbraun ge-
farbten und verplumpten Kerne zu erkennen. Im Vergleich zur Placebogruppe
(9+2 apoptotische Zellen/HPF) konnte eine deutliche Zunahme an apop-
totischen Zellen bei Tumoren festgestellt werden, die mit ASA (28+2; p<0,001)

und mit Kombinationstherapie behandelt worden waren. In der Kombinations-
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gruppe zeigte sich jedoch die héchste Anzahl apoptotischer Tumorzellen (34+2,
p<0,001) im Gegensatz zur Placebogruppe. Anhand der Quantifizierung der
Ergebnisse wurde nachgewiesen, dass in jeweils mit ASA alleine oder
ASA+Paclitaxel behandelten Gruppen die Apoptoserate hdher ausfiel als in der
Placebogruppe (Abbildung 15; A, B).



3. Ergebnisse 45
3.2 NCI-Tumore

3.2.1 Morphologische Evaluation
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Abbildung 16: Entwicklung der Tumornekrosen 24 Std. nach Therapie bei NCI-
Tumoren (VergrélRerung 250x)

Innerhalb der Tumoren aus der Placebogruppe und der Gruppe, die mit Kombi-
nationstherapie behandelt wurde, waren keine zentralen Nekrosen festzustel-
len. In einer mit Paclitaxel behandelten Gruppe und der Gruppe, welche mit
ASA alleine behandelt wurde, waren zentrale Nekrosenareale zu erkennen.
Dieser Effekt trat bei jeweils 1 von 5 behandelten Mausen aus beiden Behand-

lungsgruppen auf (Abbildung 16).
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3.2.2 Chromogranin-A-Farbung
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Abbildung 17: Immunhistochemische Analyse der neuroendokrinen Zellen von
NCI-Tumoren mittels Chromogranin-A-Farbung (VergréRerung 250x)

Wie zu erwarten, fiel die Chromogranin-A-Farbung bei NCI-Tumoren negativ
aus. Es wurden keine Chromogranin-A-positiven Zellen nachgewiesen
(Abbildung 17).
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3.2.3 Quantifizierung der Vaskularisierung
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Abbildung 18: Immunhistochemische Analyse (A) und Quantifizierung (B) der Mik-
rogefalRdichte von NCI-Tumoren mittels CD31-Farbung (VergroRerung 400x)

In keiner der Behandlungsgruppen (Paclitaxel: 17+1,5 CD31 positive Gefa-
Re/HPF; p>0,05; ASA 1912, p>0,05) liel3 sich eine signifikante Abnahme der

GefalRdichte gemessen an CD31-positiven GefalRen im Vergleich zu einer

Placebogruppe (20£1,8) nachweisen. In der Kombinationsgruppe war sogar ein
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leichter Anstieg der Vaskularisierung zu verzeichnen (24+1,5; p>0,05)
(Abbildung 18; A, B).
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3.2.4 Therapieeffekte auf Proliferation
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Abbildung 19: Immunhistochemische Analyse (A) und Quantifizierung (B) prolife-
rierender Zellen von NCI-Tumoren in peripheren Tumoranteilen mittels Ki67-
Farbung (VergréRerung 400x)

Bei der Auswertung peripherer Tumoranteile in allen Gruppen (Paclitaxel:
43+1,3%; ASA: 46x1,4; Kombinationsgruppe: 45+0,8; fur alle Gruppen p>0,05)
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf Proliferationsindex
im Vergleich zur Placebogruppe (46+0,9) (Abbildung 19; A, B).
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Abbildung 20: Immunhistochemische Analyse (C) und Quantifizierung (D) prolife-
rierender Zellen von NCI-Tumoren inklusive nekrotische Areale mittels Ki67-
Farbung (VergroRerung 400x), (*** p<0,001, ** p<0,01)

Um auch Effekte der Substanzen auf eine Nekroseninduktion in die Quantifizie-
rung einflieBen zu lassen, wurden die zentralen Tumoranteile zur Auswertung
herangezogen. Trotz der geringen Ausbreitung von Nekrosearealen in NCI-
Tumoren zeigten sich signifikante Unterschiede in der Anzahl Ki67 positiver
Zellen der mit Paclitaxel behandelten Gruppe (133t£7,4 Ki67 positive Zel-
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len/HPF; p<0,001) und in der kombiniert behandelten Gruppe (138+3,5; p<0,01)
im Vergleich zur Placebogruppe (164+4,4) (Abbildung 20; A, B).

3.2.5 Apoptose-Index
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Abbildung 21: Farbung (A) und Quantifizierung (B) der apoptotischen Zellen von
NCI-Tumoren mittels TUNEL-Methode (VergroRerung 400x), (*** p<0,001)

Beim Nachweis apoptotischer Tumorzellen im TUNEL-Assay war ausschlief3lich
in der mit Paclitaxel behandelten Gruppe eine Induktion der Apoptose im Ver-

gleich zur Placebogruppe (80,6 apoptotische Zellen/HPF) nachweisbar
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(17+1,8; p<0,001). Alle anderen Gruppen zeigten keine Unterschiede in der An-
zahl TUNEL-positiver Zellen (ASA: 9+0,9; p>0,05; ASA+Paclitaxel: 6+0,8;
p>0,05) verglichen mit den Placebo-behandelten Mausen (Abbildung 21; A, B).
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4 Diskussion

4.1 Mechanismen der DMXAA-Therapie

5,6-Dimethylxanthenon-4-Essigsaure (DMXAA, ASA404) wurde ausgehend von
Flavon-8-Essigsaure (FAA) entwickelt. Durch die Methylgruppensubstitution an
Position 5 und 6 konnte eine 12-fache Steigerung der Potenz von DMXAA im
Vergleich zu FAA erreicht werden (Baguley, et al., 2002). Der exakte Wirkme-
chanismus der Flavonoide ist noch unbekannt, bisherige wissenschaftliche Er-
gebnisse lassen aber auf eine Hochregulation des Transkriptionsfaktors NfkB,
auf eine Produktion von TNF-a und anderen Zytokinen (MCP-1, TNF-1aq,
RANTES, MIP-1a, IP-10, IL-10, IL-12, IL-6) sowie eine erhthte Sekretion von
Serotonin und NO mit anschlieBender Thrombozytenaktivierung schliel3en
(Baguley, et al., 1997; Ching, et al., 2002; Baguley, 2003). In vitro-Studien ha-
ben gezeigt, dass beide Substanzen eine Steigerung der Zytokinenproduktion
in murinen Zellen induzieren konnen, wobei nur DMXAA in humanen Zellen
effektiv war (Hill, et al., 1991; Plowman, et al., 1986). DMXAA zeigte antitumor-
0se Aktivitat bei mehreren murinen Tumoren und induzierte die schnelle Tu-
morzellnekrose von humanen Tumoren in einem Xenograft-Nacktmausmodell
(Pedley, et al., 2001).

Auch in aktuell vorliegenden in vivo-Studien in Maus- und Rattenmodellen zum
Therapieeinsatz von DMXAA bei subkutanen Tumormodellen des humanen
Kolonkarzinoms (Plowman, et al., 1986), des Pankreaskarzinoms (Baguley,
2003), des NSCLC (Pawel, et al.,, 2007), des Thymoms oder Melanoms
(Baguley, et al., 1997) zeigten sich eine signifikante Erhdhung der Apoptoserate
von Endothelzellen sowie eine Zerstérung der Tumorgefal3e, die Uber einen
verminderten Blutfluss im Tumor zu einer zentralen hamorrhagischen Tumor-
nekrose fuhrten.

Eine weitere Steigerung der Effektivitat von DMXAA kann durch eine Kombina-
tion mit konventionellen Chemotherapeutika erreicht werden. So zeigen Phase-
I- und Phase-lI-Studien zur klinischen Testung von DMXAA den Uberlebensvor-
teil der Kombination der Standardchemotherapie und DMXAA im Vergleich zur
alleinigen Chemotherapie in der Behandlung des NSCLC (McKeage, et al.,
2005; Pawel, et al., 2007). Der grofdte supraadditive Effekt zeigte DMXAA in

Kombination mit einem Mikrotubili-Inhibitor Paclitaxel auf Mammakarzinomzell-
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linien in einer Studie von Siim (Siim, et al., 2003). Dabei wurde die Wirksamkeit
auf die Tumoren der Mammakarzinomzelllinie (MDAH-MCa-4) im Xenograft-
Tiermodell getestet. Hier kam es zur Tumorwachstumsverzégerung bis zu 80
Tagen im Vergleich zur Kontrollgruppe, und bei 3 von 7 behandelten Mausen in
der Kombinationstherapiegruppe zu einer kompletten Tumorregression (Siim, et
al., 2003). Die in der Studie von Siim verwendete Substanz Paclitaxel hat so-
wohl antiproliferative als auch antiangiogenetische Eigenschaften und gehort
zur Standardtherapie in der Behandlung des fortgeschrittenen Ovarialkarzi-
noms, des nicht kleinzelligen Bronchialkarzinoms und des metastasierten Pros-
tatakarzinoms (Biganzoli, et al., 2008).

Im Rahmen der Tumorentstehung von GEP-NET und NN-Ca konnten in mehre-
ren Studien die Bedeutung proangiogenetischer Faktoren nachgewiesen wer-
den (Kulke, 2007; Kirschner, 2006). Erste in vitro-Versuche, die sich antiangio-
genetischer Wirkprinzipien bedienen, zeigen eine gute antiproliferative Wirkung
z.B. von RADOO1 auf BON-Tumore sowie Mebendazole auf Proliferation und
Tumorwachstum von NCI-H295-Zellen (Zitzmann, et al., 2008; Martarelli, et al.,
2007).

4.2 Ergebnisse fur BON-Tumore

Vergleichbar mit den Ergebnissen der oben genannten Tumormodelle erscheint
DMXAA in unserer Studie am ehesten verantwortlich fur die zentralen hamor-
rhagischen Tumornekrosen innerhalb des BON-Tumors zu sein, da ein solcher
Effekt bei einer alleinigen Paclitaxel-Therapie nicht zu beobachten war. Die
BON-Zellen kénnen verschiedene Peptide und Hormone, unter anderem auch
Chromogranin A, synthesieren, dessen Spiegel mit erhéhter Tumoraktivitat kor-
reliert (Wilson, et al., 1984). Durch immunhistochemische Farbung wurde eine
Verminderung Chromogranin-A-positiver Zellen bei alleiniger ASA als auch
Kombinationstherapie gezeigt. Diese Verminderung Chromogranin-A-positiver
Zellen war vor allem auf zentrale Tumoranteile beschrankt, was wiederum auf
gefaldtoxische Effekte von DMXAA wie Induktion der zentralen Tumornekrose
mit konsekutivem Verlust Chromogranin-A-positiver Zellen zuriickzufiihren sein
durfte.

In immunhistochemischen Untersuchungen konnten wir zeigen, dass die Wir-
kung von DMXAA mit einem betrachtlichen Rickgang der Mikrogefal3dichte und

verminderter Zellproliferation in BON-Tumoren assoziiert war. Speziell zeigte
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sich in der CD31-Farbung erwartungsgemalf eine signifikante Verminderung
der MikrogefalRdichte in BON-Tumoren sowohl nach Monotherapie mit DMXAA
als auch nach Kombinationstherapie mit Paclitaxel im Vergleich zur
Placebogruppe. Es ist daher naheliegend, dass die zentrale hamorrhagische
Tumornekrose durch gefafdtoxische Effekte von DMXAA nach Zerstérung der
zentralen Tumorgefalie verursacht wurde (Hinnen, et al., 2007).

Um das Ausmal’ des Zelltodes innerhalb der Tumore zu quantifizieren und um
die optischen Kontrollen der avitalen Areale zu erharten, wurden die TUNEL-
Farbungen von BON-Tumoren sowie NCI-Tumoren durchgefuhrt. Diese Far-
bungen zeigten ausgedehnte Areale mit einem Zelluntergang nach der Thera-
pie mit DMXAA vergleichbar mit dem Ausmald der apoptotischen Zellen nach
der Behandlung mit Kombinationstherapie in BON-Tumoren. Diese Ergebnisse
bestétigten den zytokingesteuerten Effekt von DMXAA auf die Induktion der
Apoptose von Endothelzellen (Baguley, et al., 1997; Baguley, 2003; Hinnen, et
al., 2007).

Die immunhistochemische Untersuchung des Proliferationsindexes mittels Ki67
zeigte bei der Kombinationstherapie von Paclitaxel und DMXAA eine signifikan-
te Abnahme der proliferierenden Zellen sowohl fir periphere als auch zentrale
Tumoranteile in BON-Tumoren. Die Proliferationshemmung fiel nach Kombina-
tionstherapie deutlich starker als nach Monotherapie mit DMXAA oder
Paclitaxel aus. Diesem Effekt kdnnten unterschiedliche Wirkungsmechanismen
von DMXAA und Paclitaxel zugrunde liegen. Zum einen ist es die Fahigkeit von
DMXAA, eine selektiv zentrale Tumorzellnekrose zu induzieren und damit zum
Verlust proliferierender Zellen in zentralen Tumoranteilen zu fihren. Zum ande-
ren ist denkbar, dass DMXAA durch Induktion einer hamorrhagischen Nekrose
im Tumorzentrum eine Hypoxie des Tumorgewebes nach sich zieht, was die
Sensitivitat der zweiten Substanz (Paclitaxel) in peripheren Tumoranteilen stei-
gern konnte. Eine frihere Studie von Pruijn und Mitarbeitern hatte entspre-
chend gezeigt, dass eine durch DMXAA induzierte Hypoxie zu einer Steigerung
der Wirkpotenz von Melphalan geftihrt hat (Pruijn, et al., 1997).

FiUr den Effekt der Proliferationshemmung in peripheren Tumoranteilen verant-
wortlich kbnnten auch die Eigenschaften von Paclitaxel als Mikrotubuli-Inhibitor
sein. Mikrotubuli erfillen wichtige Aufgaben bei der Strukturgebung der Zelle,
beim Stofftransport zwischen den Zellorganellen und bei der Fortbewegung von
Zellen. Paclitaxel bindet kovalent an die B-Tubulin-Einheit der Mikrotubuli, was
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in einer Konformationsanderung der Mikrotubuli resultiert und diese und vor
einer Depolymerisierung schitzt. Diese Stabilisierung hat zur Folge, dass das
normale Gleichgewicht zwischen den Tubulin-Dimeren und den Mikrotubuli zu-
gunsten der Mikrotubuli verschoben wird, so dass die kritische Tubulinkon-
zentration, die noétig ist, um Mikrotubuli zu formen, sinkt. Dieser Einfluss auf das
Tubulin-Mikrotubuli-Gleichgewicht hat vor allem zur Folge, dass sich keine nor-
male mitotische Spindel bilden kann und die Zellteilung in der spaten G2/M-
Phase des Zellzyklus gehemmt wird (Halda, et al., 1997).

Der Kurzzeittherapieversuch zeigt sowohl einen antiangiogenetischen Effekt
von DMXAA bei alleiniger Applikation als auch den positiven Effekt einer Kom-
binationstherapie mit dem Mikrotubili-Inhibitior Paclitaxel fur BON-Tumore.

Es wurde bereits in anderen Modellen gezeigt, dass der gefaldtoxische Effekt
von DMXAA verstarkt wird, wenn DMXAA mit anderen Chemotherapeutika wie
Docetaxel, Paclitaxel, bzw. anderen Therapiemodalitaten wie einer photodyna-
mischen Therapie kombiniert wird (Siim, et al., 2003; McKeage, et al., 2007,
Seshadri, et al., 2005).

DMXAA und die anderen VDAs zeichnen sich durch die Induktion einer zentra-
len hamorrhagischen Tumornekrose aus, bedingt durch Okklusionseffekt im
Tumorgefal3system. Als weiteres Charakteristikum ist allerdings in aller Regel
ein peripherer Randsaum vitaler Tumorzellen zu beobachten, die nicht auf tu-
moreigene Gefalle angewiesen sind, sondern durch die Diffusion aus der Peri-
pherie versorgt werden (Baguley, 2003; Denekamp, 1993). Dieser Wirkmecha-
nismus macht DMXAA deswegen fur eine Kombinationstherapie mit anderen
Therapiemoglichkeiten wie Chemotherapeutika oder Strahlentherapie interes-
sant, weil diese Kombination insbesondere in dem vaskularisierten mit prolife-
rierenden Zellen peripheren Randsaum des Tumors eine Wirkung hat (Hinnen,
et al., 2007; Baguley, 2003). Entsprechend diesen Literaturangaben zeigte sich
der grofdte antitumortse Effekt in unseren Modellen fir neuroendokrine Tumore
(GEP-NET) nach Kombinationstherapie von DMXAA mit Paclitaxel. Diese Er-
gebnisse bestatigen das therapeutische Potenzial der Kombination der
Vascular-Disrupting-Substanzen mit der konventionellen Chemotherapie, bei
dem die unterschiedlichen Wirkmechanismen auf verschiedene Zellpopulatio-
nen (Tumorendothelzellen und Tumorzellen) ausgetbt werden.
Zusammengenommen konnte damit die additive Wirkung von DMXAA und
Paclitaxel erklart werden (Siim, et al., 2003). Demnach wiirde an zentralen,
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minderperfundierten Tumoranteilen vor allem DMXAA und an peripheren Tu-

moranteilen eher Paclitaxel wirksam sein.

4.3 Ergebnisse fur NCI-Tumore

Interessanterweise blieb im Gegensatz zu BON-Tumoren der Effekt der Bildung
zentraler Tumornekrosen in NCI-Tumoren nach Behandlung sowohl mit
DMXAA alleine als auch in Kombination mit Paclitaxel aus.

Bei der Quantifizierung der Mikrogefal3dichte konnte ein erwarteter Effekt von
DMXAA und der Kombinationstherapie nicht gezeigt werden.

Die immunhistochemische Untersuchung des Proliferationsindexes von NCI-
Tumoren zeigte eine signifikante Abnahme der proliferierenden Zellen fur zent-
rale Tumoranteile sowohl bei alleiniger Therapie mit Paclitaxel als auch bei der
Kombination von DMXAA mit Paclitaxel. Ausgehend von diesem Ergebnis ist
ein antiproliferativer Effekt von Paclitaxel als Mikrotubuli-Inhibitor anzunehmen.
Im Gegensatz hierzu zeigten DMXAA-abhéangige Mechanismen keine Wirksam-
keit auf die Tumorzellproliferation in NCI-Tumoren.

Ahnlich zu den Ergebnissen zur Proliferation hatte DMXAA auch auf die
Apoptoserate in NCI-Tumoren keinen Einfluss. Nur Paclitaxel hatte signifikante
Effekte auf die Induktion der Apoptose bei NCI-Tumoren, was am ehesten auf
die antivaskularen Mechanismen von Paclitaxel zurtickzufihren ist, die vorher

in Studien beschrieben wurden (Belotti, et al., 1995).

4.4 Diskussion maglicher Unterschiede zwischen BON und NCI-Tumoren

In Zusammenschau der gewonnenen Ergebnisse lasst sich sagen, dass NCI-
Tumore im Gegensatz zu BON-Tumoren eine primare Resistenz gegen eine
Therapie mit DMXAA aufweisen. Auf der Grundlage dieser Daten lasst sich
vermuten, dass bestimmte Resistenzmechanismen bzw. Defekte innerhalb der
Signalwege in NCI-Tumoren im Vergleich zu BON-Tumoren vorliegen.

Einer dieser Signalwege, welcher fur die Induktion der Apoptose und Zersto-
rung der TumorgefalR3e verantwortlich gemacht wird, ist die TNF-a-vermittelte
Signalkaskade (Baguley, 2003; Ching, et al., 2002). Es existieren bereits zahl-
reiche Veroffentlichungen, die zeigen, dass DMXAA die Hochregulation von
NFkB (nuclear factor ,kappa-light-chain-enhancer® of activated B-cells) indu-

ziert, der eine wichtige Rolle in der Regulation der TNF-a-Synthese spielt
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(Woon, et al., 2003). NFkB wird durch Phosphorylierung und nachfolgenden
proteolytischen Abbau der inhibitorischen Untereinheit IkB, die zu einem En-
zymkomplex IkB-Kinase (IKK) gehort, aktiviert. Dieser Enzymkomplex besteht
aus drei Untereinheiten IKKa, IKKB, IKKy, die von essenzieller Bedeutung fur
die Entfaltung der Wirkung von DMXAA mit einer TNF-a induzierten Apoptose
und zentralen Tumornekrose sind. Das Fehlen oder die Inaktivierung einer die-
ser Untereinheiten kann zum partiellen Verlust der Wirkung von DMXAA fuihren
(Woon, et al., 2003). Aufgrund dieser Daten lassen sich einige Hypothesen in
Bezug auf das Ausbleiben der Effekte von DMXAA in NCI-Tumoren aufstellen:
Zum einen lasst sich entweder das Fehlen oder die Fehlregulation in der Ex-
pression des TNF-a-Rezeptors 1 bei NCI-Tumoren vermuten, zum anderen ei-
ne Inaktivierung von NFkB oder das Fehlen einer der drei Untereinheiten von
IkB-Kinase (IKK). In diesem Zusammenhang sind aul3erdem die Befunde inte-
ressant, in denen gezeigt werden konnte, dass die Interaktion von DMXAA mit
einem Serotonin-Rezeptor-Inhibitor zu einer Hemmung der Tumor-
nekrosebildung fuhrt (Baguley, et al., 1993). Diese Tatsache lasst einen koope-
rativen Effekt zwischen DMXAA und Serotonin bei der Induktion der Tumornek-
rosen vermuten. Serotonin wird in der Leber zu 5HIAA metabolisiert und kann
leicht im Blutplasma gemessen werden. Daraus folgend resultiert als weitere
Hypothese, dass NCI-Tumore eine Fehlregulation des Serotonin-Rezeptors
aufweisen konnten.

Weitere mdgliche Mechanismen einer Resistenzentwicklung kdnnte zu einem
erheblichen Anteil an der ,Multidrug-Resistance® (MDR) als Eigenschaft des
Nebennierenrindenkarzinoms (Kirschner, 2006) liegen. Einer der Hauptmecha-
nismen, der mit einer ,multidrug‘-Resistenz assoziiert ist, ist die Uberexpression
des MDR1-Gens und dessen Produkts, des energieabhangigen Transportprote-
ins P-Glykoprotein (P-Gp) (Cordon Cardo, et al., 1990). Dieses Protein kann die
Zelle vor zytotoxischen Substanzen schiitzen, indem es deren Konzentration im
Zellinneren senkt. Die einzige Gemeinsamkeit dieser Substrate ist, dass sie
hydrophob und nicht negativ geladen sind. Uber den genauen Mechanismus,
wie das P-Glykoprotein die intrazellulare Konzentration bestimmter Substrate
senken kann, existieren verschiedene Vorstellungen. Das alteste Erklarungs-
modell besagt, dass das P-gp die Substanzen direkt aus dem Zellinneren nach
aulBen ,pumpt®. Neuere Theorien sprechen von einer ,Flippase®, die die hydro-

phoben Substanzen lediglich aus der inneren in die &ulRere Schicht der Zell-



4. Diskussion 59

membran befordert, wonach der weitere Transport in Form von passiver Diffu-
sion stattfindet. Paclitaxel gehort zu den Substraten, deren Konzentration durch
das P-gp gesenkt wird (Chin, et al., 1993).

Ein weiterer Mechanismus einer Zelle, sich gegen Toxine zu wappnen, ist die
Detoxifizierung durch Metabolisierung. So dienen Glutathion-S-Transferasen,
von denen eine Reihe von Untergruppen (a, g, T und 08) existierten, dazu, die
zu eliminierenden Substanzen mit Glutathion zu konjugieren und so leichter
metabolisieren oder sezernieren zu kénnen. Von Bedeutung bei der Resistenz
gegen Zytostatika scheint vor allem das Muster der Isoformexpression zu sein
(Salinas, et al., 1999).

Ein weiterer prinzipieller Wirkmechanismus , Substanzen daran zu hindern, ihre
Wirkung zu entfalten und somit den programmierten Zelltod (Apoptose) auszu-
l6sen, liegt in einer Veranderung an der Zielstruktur, auf die die Substanz wirkt
(Tubulinisotypen, Herunterregulation der Toposiomerasen). So kann die Ziel-
struktur, auf die das Toxin wirkt, verandert sein. Vor allem bei Substanzen, die
auf den Tubulinstoffwechsel zielen, wie es bei Paclitaxel der Fall ist, spielt das
Muster der Tubulin-Isotypenexpression und das Verhaltnis von polymerisiertem
Tubulin  (Mikrotubuli) zu Tubulindimeren eine Rolle. In einer Studie von
Jaffrezou konnte gezeigt werden, dass ein Uberwiegen von B5-Tubulin (= Klas-
se IVa) mit einer Paclitaxelresistenz einhergeht (Jaffrezou, et al., 1995).
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass NCI-Tumore
bestimmte Resistenzmechanismen sowohl fir DMXAA als auch Paclitaxel auf-
weisen. Aus diesem Grund besteht Bedarf an weiteren, préklinischen Untersu-
chungen in diesem Bereich, um den exakten Wirkmechanismus von DMXAA
auf die Nebennierenrindenkarzinomzelllinie (NCI-H295) zu identifizieren und die
Ursachen fur eine partielle Therapieresistenz gegen DMXAA zu erklaren. Dies
koénnte in Zukunft die Chance erhdhen, fir NN-Ca individuelle Profile der Resis-
tenzmechanismen zu erstellen und daran die Auswahl der Zytostatika-

kombination zu orientieren.
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4.5 Ausblick und neue Therapieméglichkeiten

In dem gewahlten experimentellen Design als Kurzzeittherapieversuch kénnen
wir keine Aussagen Uber die Uberlebenszeit der Tiere, Veranderungen des Tu-
morgewichtes oder Toxizitat von DMXAA machen. Aus diesem Grund ist es
sinnvoll, einen Langzeittherapieversuch durchzufiihren, um einen antitumor-
osen Effekt von DMXAA in Bezug auf Tumorgenese, Metastasierung und Uber-
lebensrate im BON-Tumormodell zu evaluieren.

Antivaskulare Therapien haben in den letzten Jahren einen zunehmenden Stel-
lenwert bei der Behandlung von Malignomen, aber auch anderen pathologi-
schen Zustanden, die mit einer Proliferation von Blutgefal3en einhergehen, ein-
genommen (Los, et al., 2001; Ferrara, et al., 2005). Ein Grund hierfur durfte
unter anderem in der vielseitigen Einsetzbarkeit dieser Therapieform liegen. So
sind antivaskulare Wirkstoffe im Gegensatz zu vielen herkémmlichen Chemo-
therapeutika nicht nur gegen einige wenige Tumorarten wirksam, sondern po-
tenziell gegen alle Tumorentitdten (Denekamp, 1993).

Einen prospektiven Ausblick auf die zukinftige klinische Relevanz der gewon-
nenen Ergebnisse liefern die in Deutschland begonnene klinische Phase-II-
Studie mit dem Tyrosinkinase-inhibitor Sunitinib (SUTENT) (sog. SIRAC-Studie:
Sunitinib In Refractory Adrenocortical Carcinoma patients progressing platin
based cytotoxic therapy) (Fassnacht, et al., 2009) oder die Phase-II-Studien, in
denen die Therapieeffizienz der zahlreichen antiangiogenen Substanzen fur Pa-
tienten mit GEP-NET und ACC getestet wird (z. B. Bevacizumab, Suramin, Ires-
sa, Sorafenib). Eine Kombination dieser Substanzen mit unterschiedlichen
Wirkmechanismen stellt eine weitere Moglichkeit dar, die Therapieeffizienz zu
steigern.

Von zunehmender Bedeutung ist auf3erdem die Entwicklung der Substanzen,
die Signaltransduktionswege in NN-Ca und endokrinen Tumoren spezifisch
hemmen. Hoffnungsvolle Forschungen laufen hinsichtlich des IGF1-Rezeptor-
und des [3-catenin/WNT-Signalweges (Tissier, et al., 2005). Das Insulin-like
growth factor (IGF)-System besteht aus den 3 Liganden Insulin, IGF1 und IGF2
und den 3 Rezeptoren Insulin-, IGF1- und IGF2-Rezeptor. Entscheidend fur das
proliferative Zellwachstum ist in diesem System der IGF1-Rezeptor, da dieser
nach Aktivierung eine proliferationsférdernde Signaltransduktion in der Zelle
auslost. Der IGF2-Rezeptor hingegen hat keine signaltransduzierende Funktion,
bindet aber zirkulierendes IGF2 (Le Roith, et al., 1999). Pathologisch ist der
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IGF1-Rezeptor in vielen malignen Tumoren, einschlie3lich vieler neuroendokri-
ner und adrenokortikaler Tumoren, stark tUberexprimiert und stellt daher eine
geeignete Zielstruktur fur ein aktives Targeting dar (Bahr, et al., 2004). Ein An-
satz dabei ist die Hemmung der Signaltransduktion durch Einsatz eines mono-
klonalen Antikorpers gegen den IGF1-Rezeptor. Dieser bindet an den Rezeptor
und inhibiert damit die Bindung und Auslésung der Signalkaskade durch die
nativen Liganden. Einige Studien zeigen sogar eine Abnahme der IGF1-
Rezeptor-Dichte aufgrund einer beschleunigten Internalisierung des Rezeptors
(Clemmons, 2007).

Als ein weiterer therapeutischer Ansatz ware die Tumor-Immuntherapie zu er-
wéahnen, die sich in den letzten 20 Jahren zu einer moglichen Behandlungsal-
ternative entwickelt und erfolgreich in der Primar- und Rezidivbehandlung bds-
artiger Tumore eingesetzt werden kdnnte. Der Tumor-Immuntherapie liegt die
Idee zugrunde, die Aktivierung des Immunsystems gegenuber Krebszellen so
zu beeinflussen, dass der Korper selbst gegen den Tumor vorgeht.

In diesem Zusammenhang wird in einem Projekt die Moglichkeit einer Tumor-
Vakzinierung mit dendritischen Zellen getestet. Hierbei wird untersucht, ob eine
Immuntherapie, die sich gegen das Tumorstroma richtet (z. B. gegen das
Fibroblast Activation Protein), auch beim NN-Ca eine sinnvolle Therapieoption
darstellt (Fassnacht, et al., 2005). Dartber hinaus wird die Mdglichkeit einer
Immuntherapie gegen Survivin untersucht. Survivin ist ein erst vor kurzem iden-
tifiziertes Mitglied der Inhibitor-of-Apoptosis-Protein (IAP)-Genfamilie, das in fast
allen maligne entarteten Zellen tberexprimiert, in normalem menschlichem Ge-
webe jedoch kaum zu finden ist (Ambrosini, et al., 1997). Fassnacht et al. konn-
ten nachweisen, dass Survivin bei den meisten Nebennierenkarzinomen
exprimiert ist und sich teilweise invivo spontane Immunreaktionen gegen
Survivin nachweisen lassen (Fassnacht, et al., 2009). Aus diesem Grund konn-
te Survivin ein sehr plausibles Target fur eine entsprechende Immuntherapie
sein.

Alle oben genannten Substanzen bzw. Therapiemethoden kénnten potenziell
als Kombinationspartner fuir DMXAA in Betracht gezogen werden.
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5 Zusammenfassung

Sowohl maligne Tumore der Nebennierenrinde als auch des Gastroentero-
pankreatischen Systems sind seltene maligne Tumorerkrankungen mit stadien-
abhangig schlechter Prognose. Die besondere Herausforderung fur die Diag-
nostik stellen die nicht funktionellen NET und Nebennierenrindenkarzinome dar,
die aufgrund ihrer Symptomarmut erst in einem fortgeschrittenen, haufig meta-
stasierten Stadium diagnostiziert werden. Sowohl in GEP-NETs als auch Ne-
bennierenrindenkarzinomen lassen sich die proangiogenetischen Mechanismen
nachweisen, die fur die Tumorgenese und Metastasierung eine wichtige Rolle
spielen. Angesichts der damit verbundenen starken Vaskularisation der Tumor-
entitaten erscheint der therapeutische Einsatz einer Vascular-Disrupting-
Substanz DMXAA vielversprechend.

Die Vorteile der Therapie mit Vascular-Disrupting-Substanzen gegenuber einer
konventionellen Chemotherapie liegen darin, dass prinzipiell weniger therapeu-
tische Resistenzen entstehen sollten, da die mikrovaskuldren Endothelzellen
genetisch stabiler als die neoplastischen Zellen sind. Aul3erdem erkennen sol-
che Substanzen spezifisch das unreife Tumorgefal3system, weswegen sie we-
niger oder keine toxischen Nebenwirkungen auf3erhalb des Tumorgefalibettes
verursachen sollten. Zur Prifung der Wirkung von DMXAA setzten wir zwei
Xenograft-Modelle mit subkutanen GEP-NETs (BON-Zellen) und Nebennieren-
rindenkarzinomen (NCI-H295-Zellen) ein.

Im Rahmen eines Kurzzeittherapieversuches konnten wir nachweisen, dass
DMXAA zentrale Tumornekrosen in BON-Tumoren verursacht. In-vivo wurden
durch die immunhistochemischen Farbungen von CD31, TUNEL und Ki67 eine
Reduktion der MikrogefaRdichte, Zunahme der Apoptoserate und Hemmung
der Proliferation der Tumorzellen von BON-Tumoren nachgewiesen. Die Kom-
binationstherapie von DMXAA und Paclitaxel zeigte einen supraadditiven, anti-
tumortsen Effekt bei BON-Tumoren im subkutanen Xenograft-Nacktmaus-
modell. Im Gegensatz dazu wurden antiangiogenetische und antitumortse Ef-
fekte von DMXAA in NCI-Tumoren nicht beobachtet. Paclitaxel zeigte eine anti-
proliferative Wirkung bei NCI-Tumoren.

In Zusammenschau der gewonnenen Ergebnisse lasst sich sagen, dass NCI-
Tumore im Gegensatz zu BON-Tumoren nicht auf eine Therapie mit DMXAA
ansprechen. Auf der Grundlage dieser Daten lasst sich schlussfolgern, dass die

Signalwege bzw. Wirkmechanismen, die fur die Wirkung von DMXAA notwen-
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dig sind, fehlen in NCI-Tumoren und damit bedingen eine primére Therapiere-
sistenz.

In Anbetracht der guten DMXAA-Wirkung in BON-Tumormodellen erscheint der
therapeutische Einsatz dieser antivaskularen Substanz fir GEP-NET vielver-
sprechend, insbesondere in Kombination mit konventioneller Chemotherapie

bzw. anderen Therapiemethoden.
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