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1. Einleitung

Die aktuelle Tumortherapie basiert heutzutage auf mehreren Saulen und ist [angst nicht mehr nur
Aufgabe einer Fachrichtung. Vielmehr hat jeder Patient ein interdisziplinéres Arzteteam an seiner
Seite, das einen facheribergreifenden Behandlungsplan erstellt, um so das bestmdgliche
Therapieverfahren individuell fUr jeden Patienten herauszuarbeiten. In speziellen Tumorzentren
arbeiten Spezialisten aller Fachrichtungen eng zusammen, um dem Patienten eine Chance auf
Heilung zu ermdglichen.

Meist basiert dieser Therapieplan auf den drei Saulen Chemotherapie (neoadjuvant, adjuvant),
Strahlentherapie und einer operativen Therapie im Sinne einer Resektion oder Teilresektion der
tumorbefallenen Areale. 3

In den letzten Jahrzehnten hat sich fur verschiedene Tumorarten ein neues Behandlungskonzept im
klinischen Alltag etabliert: Die TACE- transarterielle Chemoembolisation. Sie stellt vor alem eine
Option bei Leberkarzinom; hier insbesondere beim hepatozelluléaren Karzinom (HCC) dar, kommt
aber auch bei hepatisch metastasierten Primartumoren zum Einsatz.* 5

Eingesetzt und entwickelt wurde dieses Verfahren erstmals von Goldstein et al. 1976.5

Ziel dieser Therapieist es, dem Patienten ein schonendes minimalinvasives Therapieverfahren mit
maoglichst geringen Nebenwirkungen zu ermdglichen. Es eignet sich vor alem zur palliativen
Therapie oder bel Patienten mit potentiell resektablem Tumor zum down-staging des Tumors. Das
Grundprinzip der TACE |&sst sich folgendermal3en erkléaren: Kleine Microcarrier, mit einem
Durchmesser von wenigen Mikrometern werden mit einem spezifischen Chemotherapeutikum
beladen und dann Uber einen Katheter direkt in der Arteria hepatica platziert. 4 57

Die TACE weist gegeniber einer klassischen Chemotherapie zwei entscheidende Vorteile auf: Zum
einen wird durch die Applikationsart Uber einen Katheter das Embolisationsmaterial tUber die
Arteriafemoralis bisin die Arteria hepatica gespritzt, so dass die klassischen Nebenwirkungen einer
konventionellen systemischen Chemotherapie, wie zum Beispiel Ubelkeit, Erbrechen, Alopezie,
Diarrhoe oder Panzytopenie fast komplett ausbleiben. Die Nebenwirkungen nach einer TACE-
Behandlung sind vielmehr Fieber oder Oberbauchschmerzen. Bei einigen Patienten kann es auch
zum Post-Embolisationssyndrom bis hin zum Leberversagen kommen.®

Des weiteren kann durch die mit einem Chemotherapeutikum beladenen Microcarrier ein
gefarokkludierender Effekt im Bereich der tumorversorgenden Arterie bewirkt werden, so dass die
Blutzufuhr zum Tumor gestoppt werden kann und esin Folge der lokaen Ischdmie zur
Tumornekrose kommt. 5

Daes sich bei Tumorpatienten oftmals um alte, multimorbide Patienten handelt, ist dieses
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Therapieverfahren hier bestens geeignet, da es fir den Patienten besonders schonend ist.
Verschiedene Studien konnten in ihren Untersuchungen ein deutliches Downstaging des Tumors
beziehungsweise der Metastasen sowie einen signifikanten Uberlebensvorteil bezogen auf das
Gesamtiberleben bei der Behandlung mittels TACE beweisen.® 1©

In dieser Arbeit soll vor allem die Kinetik und das Elutionsverhalten einer neuen Marke von
Microcarriern untersucht werden: Die HepaSpheres der Firma Merit Medical wurden in mehreren
Versuchen mit verschiedenen Substanzen beladen, an einen simulierten Korperkrei sl auf
angeschlossen und dann Uber Messungen der Extinktion Uberprift in welchem Zeitraum die Carrier
das Therapeutikum in welchem Ausmal3 wieder abgeben. Diese Ergebnisse wurden dannin ein
Diagramm aufgetragen, so dass eine Extinktionskurve erstellt werden konnte. Wahrend des Be- und
Entladungsvorganges wurden einzelne Carrier entnommen und unter dem Mikroskop fotografiert,
um so einen Uberblick tiber deren Verhalten hinsichtlich Form, GréRe und Belastbarkeit zu
gewinnen.

Aul¥erdem sollten die HepaSpheres mit bereits im klinischen Alltag etablierten Microcarriern
verglichen werden, um so die Vor- und Nachteile sowie das Be- und Entladeverhalten der Sphéren
besser klassifizieren zu konnen. Hierfur kamen die DC Beads der Marke Terumo in Frage, dasiein
der klinischen Radiologie bereits seit vielen Jahren erfolgreich fur die transarterielle Chemotherapie
verwendet werden.

Des weiteren stand zur Diskussion, ob es auch moglich sei, die HepaSpheres mit einer anderen
Substanz, die fur den klinischen Alltag relevant sein kdnnte, zu beladen. Hierbel wurden Vitamin

B12, Ferritin und Rifampicin verwendet.

2. TACE: transarterielle Chemoembolisation
2.1 und 2.2: Begriffsdefinition und Anwendungsgebiete

TACE ist das Synonym fir transarterielle Chemoembolisation. Sie findet ihren Einsatz bereits seit
Ende der 1970er Jahre in der Onkologie, vor alem in der palliativen Behandlung von

L eberzellkarzinomen, wie zum Beispiel dem hepatozelluldaren Karzinom (HCC) oder dem
cholangiozelluldren Karzinom (CCC), wenn das Tumorgewebe nicht reseziert werden kann oder

eine vorausgegangene Chemotherapie erfolglos geblieben ist.** Erstmals wurde sie 1976 von
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Goldstein et a in der Patientenversorgung angewendet.'?

Ein weliteres Einsatzgebiet bietet die TACE bel Lebermetastasen anderer Priméartumoren, wie zum
Beispiel dem Mammakarzinom, Cholangiozel luldrerem Karzinom, Pankreaskarzinom, GIST-
Tumoren, Lungenkarzinom und Larynxkarzinom. Unter anderem kamen in einer polnischen
Pilotstudie von 2011 bereits HepaSpheres mit einer GrofRRe zwischen 50-100um zum Einsatz.'®
Durch die TACE kann die Konzentration des Chemotherapeutikums im Bereich des Tumors erhoht
und eine Okklusion des Geféf3es durch die Microcarrier erreicht werden. Es existieren verschiedene
Microcarrier in verschiedenen Groféen, welche mit unterschiedlichen Chemotherapeutika beladen
werden kdnnen.*

Die TACE wird ebenfalls zur Uberbriickung der Wartezeit fir Patienten, die auf der
Transplantationsliste stehen, als haufigstes Bridging Verfahren eingesetzt. Ziel dieser Behandlung
ist es, das Uberleben nach der Transplantation zu verbessern, das erneute Auftreten eines HCC nach
der Transplantation zu verhindern und zu vermeiden, dass die Patienten vorzeitig von der
Transplantationsliste genommen werden. Insgesamt konnten mit diesem Therapieverfahren

Tumornekroseraten von 27 bis 57% erreicht werden.®®

2.3: Indikationen und Kontraindikationen

Alle Patienten, fur die eine transarterielle Chemoembolisation in Frage kommt, missen bestimmte
V oraussetzungen erfillen: Hierzu zdhlen unter anderem eine offene Vena portae, das Fehlen einer
Aszites, eine gute L eberfunktion, eine ausreichende Perfusion beider L eberlappen und ein guter
Allgemeinzustand des Patienten.

Folgende Kriterien sind als relative Kontraindikationen zu werten: Leberzirrhose Child B,
Tumorbefall >50%, hoher Zellumsatz (L DH-, Transaminasenerhdhung), extrahepatischer Befall,
Niereninsuffizienz, Pfortaderthrombose, TIPS (trangjugul&rer intrahepatischer portosystemischer
(Stent-) Shunt).

Absolute Kontraindikationen sind das Vorliegen einer Leberzirrhose Child C, Tumorbefall >75%,

floride Infektionen, Verschlussikterus und das Vorliegen einer kardiopulmonalen Insuffizienz. 16

Die Microcarrier werden mit einem spezifischen Chemotherapeutikum (z.B Epirubicin,



Doxorubicin, Mitoxanthron) beladen und Uber ein Kathetersystem unter radiol ogischer
Uberwachung Uber die Arteriafemoralis direkt in die tumorversorgenden GefaRen der Leber
injiziert. Durch die Embolisation der tumorversorgenden Gefal3e kommt es auf Grund der |okalen

I schémie zur Tumornekrose.

Anderseits wird das Therapeutikum direkt im Bereich des Tumors appliziert. Durch die direkte
Applikation des Chemotherapeutikumsin die Leberarterie wird dort eine bis zu 100fach héhere
Konzentration erreicht. Gleichzeitig wird das gesunde L ebergewebe geschont und die systemischen
Nebenwirkungen werden minimiert. Durch diese beiden Effekte kann eine maximale Tumornekrose
erzielt werden.'’

Durch die spezielle Anatomie der Leber ist die TACE fur den Patienten in jeder Hinsicht ein
schonenderes Verfahren a's eine konventionelle Chemotherapie: 75% der Blutversorgung der
gesunden L eber erfolgt Gber die Pfortader, lediglich 25% Uber die L eberarterie. Da L ebertumoren
ihre Blutversorgung zu 90-95% aus den L eberarterien beziehen, also hypervaskulér sind, hat sich

die Anwendung der TACE hier as vorteilhaft erwiesen.8 19

2.4: Technik und Durchfiuhrung des Einariffs

Bisher gibt es noch keine einheitlichen, standartisierten Richtlinien fir die Behandlung mittels
TACE, obwohl sich die TACE mittlerweile gut im Klinikalltag etabliert hat. Im Bezug auf die
Emolisationsmaterialien, deren Groéf3e und der Katheterwahl gibt esimmer noch verschiedene
Ansichten und leider noch keine international anerkannten Guidelines. Als Chemotherapeutika
eignen sich im Wesentlichen Doxorubicin (150mg), Mitomycin C (15mg), Carboplatin (300mg),
Cisplatin (50-100mg), Oxaliplatin (50mg), Irinotecan (200mg) und 5-Fluoruracil (400-450mg). Es
besteht zudem die Mdglichkeit Zytosatikakombinationen anzuwenden. 6

Die Durchfihrung des Eingriffs [auft folgendermalen ab:

Vor jedem Eingriff erfolgt eine ausfuhrliche Aufklérung des Patienten Uber mogliche Risiken und
Nebenwirkungen der geplanten Intervention. Der Zugang erfolgt Uber die Leiste Giber die Arteria
femoralisin Seldinger Technik.?

Die Aorta abdominalis wird mit Hilfe eines Pigtail-Katheters dargestellt. Anschlief3end erfolgt eine



Angiografie der Arteria mesenterica superior und des Truncus coeliacus. Nun kann die Darstellung
der tumorversorgenden Gefél3e erfolgen. Im néchsten Schritt wird, um moglicherweise drohende
Gefélispasmen zu verhindern, ein Mikrokatheter platziert. Die Applikation der Microcarrier erfolgt
in gepulster Durchleuchtung, wobei ein Reflux in die Arteria cystica, Arteria gastrica sinistra,
Arterialienalis und die Arteria gastroduodenalis verhindert werden muss (s. Abb. 1). Sobald die
Applikation des Therapeutikums in unmittelbarer N&he des Tumors erfolgt ist, wird die Injektion
solange fortgesetzt, bis es zu einer Stase des arteriellen Flusses kommt (s. Abb. 2). Nun muss die
Injektion gestoppt werden, da es sonst zum Reflux der Embolisationsmaterialien kommen kann. 192
Die Applikation wird im Folgenden angiografisch kontrolliert und daraufhin das sterile Material
entfernt. Nach Entfernung des Katheters folgt die Blutstillung durch zehnminitige Kompression der
Arteriafermoralis und anschlief3endem Druckverband fir 24 Stunden. Dem Patienten wird zur
Bettruhe und reichlicher Flussigkeitszufuhr geraten, um die renale Elimation des applizierten
Kontrastmittels zu erleichtern.

Um den Behandlungserfolg evaluieren zu kdnnen, wird zwei Tage nach der Intervention eine CT-
Untersuchung ohne Kontrastmittel durchgefihrt. Weitere Therapien schlief3en sich im Abstand von

vier Wochen an. 1116 22
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Abbildung 1: Darstellung der Tumorembolisation mit Hilfe der Microcarrier
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Abbildung 2: Embolisate im Bereich der tumorversorgenden Arterie
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2.5: Nebenwirkungen

Die haufigste Nebenwirkung, die bei 30-100% der Patienten auftreten kann, ist das sogenannte
Post-Embolisationssyndrom, das sich durch Fieber, Ubelkeit, Erbrechen und Schmerzen duRert und
bis zu einigen Tagen anhalten kann. Allerdings lassen sich diese Symptome relativ leicht mit
Antipyretika- und Antiemetikagabe in den Griff bekommen, so dass |etale Folgen sehr selten sind.
Eine weitere relevante Nebenwirkung ist eine Verschlechterung der Leberfunktion bis hin zum

L eberversagen. Die Haufigkeit von TACE - assoziierten Todesfallen liegt allerdings bei unter zwei
Prozent.z

Vor dem Eingriff wird Gber einen intraventsen Zugang ein Opioid und gegebenenfallsein
Glukokortikoid appliziert, um moglicherweise auftretende Oberbauchschmerzen und Ubelkeit
wéhrend der Embolisation zu vermeiden. Aul3erdem erhalten die Patienten eine
Antibiotikaprophylaxe mit Cefuroxim. Nach Lokal anasthesie erfolgt die Punktion der Arteria

femoralisin Seldinger-Technik.?*

2.6: Einsatzgebiet der TACE

Mittlerwelle hat sich die TACE vor allem bei der Behandlung des hepatozelluléren Karzinoms und
des kolorektalen Karzinoms mit L ebermetastasen im klinischen Alltag etabliert. Allerdingsist der
Einsatz einer TACE beim hepatisch metastasierten Kolonkarzinom noch kein Standardverfahren
und kommt deshalb hauptséchlich bel Patienten, bel denen bereits eine Chemotherapie oder eine OP
erfolglos durchgefuhrt wurde, zum Einsatz. %

Die Sphéren selbst kommen nicht nur bel der Therapie von Tumorerkrankungen zum Einsatz,

sondern finden auch in der Gynékologie bei der Embolisation von Myomen Anwendung.?’

2.6.1 TACE bei HCC

Im Jahr 2008 lag die geschétzte Zahl der weltweit neu aufgetretenen Félle von HCC bei 746.300
Falen. 8

Manner sind zwei- bis dreimal haufiger betroffen als Frauen. Die Tendenz der Neuerkrankungen ist
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weltwelt steigend und vor allem in Entwicklungsl@ndern wird tber hohe Erkrankungszahlen
berichtet, was vor allem an der hohen Pravalenz von Hepatitis B und C zu liegt.?®

82% der Neuerkrankungen fallen auf Entwicklungslénder, davon alleine 55% in China (s. Abb. 3)
Die Grafik verdeutlicht sehr schon die funf Lander mit den hochsten Inzidenzraten an HCC
weltwelt, darunter an erster Stelle China, gefolgt von Mittelafrika, Japan und Ostafrika.

China
Very high Middle Africa
incidence?® Japan

Eastern Africa
Southeastern Asia
Melanesia
Western Africa
Southern Europe
Micro/Polynesia
Caribbean
Southern Africa
Western Europe
Eastern Europe
Northern America
Central America
Western Asia
Northern Africa
Australia/New Zealand

Moderately high
incidence®

Intermediate
incidence®

Low
incidence?

South America [ Females
Northern Europe B Males
South central Asia
I T T T 1
50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50

Age-standardized incidence per 100,000

Abbildung 3: globale Inzidenz von HCC pro 100.000 Einwohner (2002)

Weltweit gesehen ist das HCC die funfthaufigste Tumorerkrankung und der dritthaufigste zum
Tode fuhrende Tumor. 3

Generell gibt es derzeit nur wenige therapeutische Mal3nahmen, weshalb die Prognose von
Patienten mit HCC immer noch schlecht ist; ungefahr 80% der Patienten sterben innerhalb eines
Jahres nach Diagnosestellung.?

Die therapeutischen M dglichkeiten unterscheiden sich hinsichtlich der Art der Durchfihrung: Es
werden Resektion und L ebertransplantation als kurative Verfahren von den palliativen Verfahren
wie TACE und Radioembolisation unterschieden. =

In Deutschland hat sich die Zahl der Neuerkrankungen in den letzten dreif3ig Jahren verdoppelt. Als
Grunde hierfir werden vor alem die gestiegenen Zahlen an Hepatitis-C-Infektionen von 1960 bis
1980, die hthere Anzahl an L eberzirrhosepatienten, hoher und regelmaliiger Alkoholkonsum
>80g/Tag und die zunehmende Fettleibigkeit angegeben. 3 %
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C22: Bosartige Neubildung der Leber
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Abb. 7a. Altersspezifische Inzidenz im Einzugsgebiet des Tumorregisters Miinchen im Vergleich
mit der BRD (GEKID Schatzung) und SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results, USA).

Abbildung 4: Inzidenz von HCC des Tumorregisters Miinchen.

Allerdings senkt eine erfolgreiche antivirale Therapie bis hin zur kompletten Suppression der HBV -
DNA bel Hepatitis B und Leberzirrhose das Risiko an HCC zu erkranken deutlich, kann jedoch
nicht vollkommen ausgeschl ossen werden. 3 3

Auch bei Hepatitis C kann eine Elimination des Heptatits C Virus zu einer Risikoreduktion fir ein
HCC fuhren, vor allem bei Patienten die dauerhaft HCV-RNA negativ sind. % %

Alsweiterer Grund fur die Zunahme in Europawird in der Literatur die steigende Inzidenz der
nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung (NAFDL) als Folge des metabolischen Syndroms und
Diabetes mellitus angegeben. 4 4t 42

Diesen Patienten wird deshalb vor allem eine Gewichtsreduktion um 5-10% des Ausgangsgewichts
empfohlen, woraufhin meistens eine Normalisierung der Transaminasen eintritt und so das Risiko
einer weiteren Schadigung der Leberzellen deutlich gesenkt werden kann, wodurch vermutlich auch
das HCC Risiko reduziert wird. Begleitend dazu ist eine Minimierung der kardiovaskularen
Risikofaktoren sinnvoll.* 4

Auch die Behandlung von Diabetikern mit Metformin hat in drei Kohortenstudien ergeben, dass die
HCC Inzidenz bei gesteigerter Insulinresistenz durch vermehrte Aufnahme von Glukose in den
Skelettmuskel gesenkt werden kann.*

Des weliteren spielt das Erkrankungsbild der hereditaren Hamochromatose ein Rolle bei der
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Entstehung eine L eberzirrhose und einem daraus bedingten HCC, da durch die chronische
Eisenitiberladung auch die L eberzellen geschadigt werden. 46

Weitere Risikofaktoren sind neben Hepatitis B,C und Hamochromatose (s.0), auch das Bud-Chiari-
Syndrom, hoher Alkoholkonsum, Leberzirrhose, Exposition gegeniber Aflatoxinen oder Alpha-1-
Antitrypsinmangel. Ungefahr 90% aller HCC-Félle lassen sich auf die oben genannten

Risikofaktoren zurtckfihren. 47

In Stidostasien und Landern stidlich der Saharaist die Inzidenz der HCC Neuerkrankungen weltweit
gesehen am hoéchsten, was vor alem durch die vielen chronischen Hepatitis B Infektionen bedingt
ist. Insgesamt 80% aller Patienten kommen aus den oben genannten Gebieten.

Die Prognose der Patienten orientiert sich einerseits an der noch vorhanden L eberfunktion und
anderseits am Tumorstadium gemal3 der TNM-Klassifikation. Eine Leberzirrhose gilt als
Prékanzerose, was die Prognose der Patienten deutlich verschlechtert und auch in die Therapie- und
Transplantationsentscheidung, die als kurative Heilung sowohl fiir die Zirrhose als auch fir das
HCC angesehen werden kann, mit eingeht.*8 4°

Die Barcelona-Clinic-Liver-Cancer-Staging-System Tabelle fasst al die oben genannten Kriterien

Zzusammen, um zu einen therapeutischen Ansatz zu erstellen (s. Abb. 5).

BCLC- Stadium | Allgemeinzustand | Tumor gr 6l3e L eberfunktion
Al ECOGO0 1 Herd < 5cm Keine portale
Hypertension

normales Bilirubin

A2 ECOGO0 1 Herd < 5cm portale Hypertension
normales Bilirubin

A3 ECOGO0 1 Herd < 5cm portale Hypertension
Bilirubin erhéht

A4 ECOGO0 <3 Herde < 3cm Child-Pugh A oder B

B ECOGO Grof3 multilokular | Child-Pugh A oder B

C ECOG 1-2 Gefaldinvasion oder | Child-Pugh A oder B

Metastasen
D ECOG 3-4 ega Child-Pugh C

Abbildung 5: Tabelle mit Klassifikation BCLC- Sadien
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Erlauterungen zur Tabelle:

Der Allgemeinzustand des Patienten wird an Hand des WHO- Performance- Status definiert:
Stadium 0: komplett aktiv, normales Leben, keine Symptome

Stadium 1: geringe Symptome, leichte korperliche Arbeit kann durchgefiihrt werden

Stadium 2: der Patient kann fir sich selbst sorgen, ist jedoch nicht in der Lage zu arbeiten,  erist
mehr als 50% des Tages aul¥erhalb des Bettes

Stadium 3: der Patient kann nur im beschrankten Umfang fir sich selbst sorgen und ist mehr als
50% des Tages im Bett

Stadium 4: der Patient ist ans Bett gefesselt und ist nicht in der Lage fur sich selbst zu sorgen %

Die Leberfunktion wird mit Hilfe der Kriterien portale Hypertension, dem Bilirubinwert [ <
1,1mg/dl] sowie dem Child-Pugh-Stadium (s. Abb. 6) beschrieben. Das Child-Pugh-Stadium setzt
sich wiederum aus den Werten des Bilirubins, Albumins und der Prothrombin-Zeit zusammen. Des
weiteren wird das Ausmal? bzw. das Vorhandensein einer Aszites und einer hepatischen

Enzephal opathie in den Score mit aufgenommen.

Parameter Points assigned
1 2 3

Ascites Absent =light hWoderate
Hepatic encephalapathy Mone Grade 1-2 Grade 3-4
Bilirubin micromol/L (mofdl) | <34.2 (<) 342513 (2-3) =513 (=3)
Albumin g/l (gfdL) =35 (=3.5) 28-35 (2.8-38) | <28 (<28)
Frathrombin time

seconds aver control «d 45 =B

INF <17 1.7-2.3 =23

CPT classification:

Child A score 5-6 (well compensated);

Child B: score -9 (significant functional campromise);
Child C: score 10-15 (decompensated)

Abbildung 6: Darstellung des Child Pugh Scores
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Das folgende Schaubild soll die grobe Vorgehensweise und Therapieentscheidung bel einem HCC

veranschaulichen:

BCLC Stage 0 Stage A Stage B Stage C Stage D
Very Early Early Intermediate Advanced End Stage
B/C —>

RN
Class ¢ } J ¢ &

Portal HT T Candidate? ECOG Performance Status?

and / or
. 1 Blllrubm? + + \
Clinical 01 0-2 32—
Questions
Yes -
No Yes Main PVT?
No Yes =3
* | J k J

Treatment Supportive
| Prognosis > [ 5 Year Survival ~ 50-70% | l ~20 mo “ ~11 mo I I ~3mo l

Abbildung 7: Algorithmus bei HCC

Bei potentiell transplantierbaren Patienten ist die TACE das derzeit am haufigsten eingesetzte neo-
adjuvante Therpieverfahren. = 51 52

Die TACE kommt vor allem als nicht-kuratives, nicht-chirugisches Therapieverfahren bei Patienten
mit grof3em, multifokalen HCC zum Einsatz, wodurch das Tumorwachstum verlangsamt werden

kann. %3

Majno et a kénnen in einer retrospektiven Studie von einer Downstagingrate bis zu 62% sprechen,
was die Resektabilitét des Tumors deutlich verbesserte. Durch die in Folge der TACE erzielten
inkompletten Nekrose der Tumorzellen konnte die Zeit des beschwerdefreien Gesamtiiberlebens
deutlich verlangert werden. >

Auch die Autoren Peng Wang et a berichten in ihrem 2014 erschienen Artikel ,, Association of
transarterial chemoembolization with survival in patients with unresectable hepatocellular

carcinoma“ von dhnlichen Beobachtungen. Sie untersuchten insgesamt 129 Patienten mit
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mittelgradigem oder fortgeschrittenem HCC, von denen 102 eine TACE mit Doxorubicin oder
Cisplatin erhielten und 27 rein symptomatisch behandelt wurden. Der Endpunkt des Follow-up war
das Uberleben. Die 1-, 2-, 3- Jahresiiberlebensraten lagen bei der TACE- Gruppe bei 61,8%, 34%,
24,3% und bei der Vergleichsgruppe bei 51.9%, 9.9%, 0% (s. Abb. 8). Somit konnten die Autoren
fur p<0.001 einen statistisch signifikanten Unterschied bezogen auf das Gesamtuiberleben der

beiden Gruppen beweisen. %

10
'E = TACE
nll:
""E ITTTTTTT S_vmptomatlc
08 :
: P=0.001
LT3
= ;l-
§ 06 Ses
£ Sy
= L™
= 3
5 0'4 =‘llll=
-

-
pillll1]4
-

00

0.00 10.00 2000 30.00 40.00 50.00
Months after diagnosis

Abbildung 8: vergleichende Darstellung des Gesantiiberlebens bel der Interventionsgruppe mit
TACE- Behandlung vs. symptomatischer Therapie

2.6.2: TACE bei hepatisch metastasiertem Kolonkarzinom

Das kolorektale Karzinom ist bei Frauen nach Brustkrebs die zweithaufigste bosartige
Tumorerkrankung und bei den Méannern die dritthaufigste nach Prostata- und L ungenkarzinom.
Das Tumorregister Minchen weist fur den Zeitraum von 1998-2013 28.439 Neuerkrankungen auf,
von denen 55,5% der Patienten verstarben. Insgesamt 51,6% der Patienten waren mannlich.
Jahrlich erkranken ca. 1,2 Millionen Menschen weltweit neu an Darmkrebs. Es handelt sich um eine

sehr heterogene Erkrankung, deren Atiologie und Pathogenese sowohl auf genetischen Mutationen
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als auch auf Umwelteinfllissen beruht.%

Als Therapiestandart haben sich mittlerweile zwei Drippel-Chemotherapieschemata bewdahrt: Die
Kombination als 5-Fluoruracil, Leucovorin und Oxaliplatin (FOLFOX) sowie die Kombination aus
5-Fluoruracil, Leucovorin, Oxaliplation und Irinotecan (FOLFOXIRI).%

Bei 25% der Patienten liegen zum Zeitpunkt der Diagnose bereits Fernmetastasen vor, weshalb
meist eine interdisziplindre Tumorkonferenz einberufen wird, um dem Patienten das beste
Therapieverfahren zu erméglichen. Dort wird das weitere VVorgehen und die Therapieplanung
diskutiert, vor alem aber, ob die Metastasen in kurativer Absicht reseziert werden sollen, oder ob
ein palliatives Therapiekonzept angestrebt werden soll. Bei ungeféhr 60% der Patienten entwickeln
sich im weiteren Erkrankungsverlauf M etastasen.®

Am haufigsten sind Metastasen der regionaren Lymphknoten gefolgt von L ebermetastasen. 40% der
Patienten entwickeln im Krankheitsverlauf L ebermetastasen, was mit einer unginstigen Prognose
einhergeht. 8! Dadie L ebenserwartung mit Beginn einer Metastasierung drastisch sinkt (s. Abb. 9)
hat sich mittlerweile die DEB-TACE als palliative Behandlungsmethode in der klinischen
Radiologie etabliert.

%
T1
20 n=94 1.5
T2
G0 4 n=358 5.9%
Ta
70 4 n=3507 57.3%
T4
40
30
20
10+
0 A S
0 1 2 3 4 5 6 7 & a 10
a Jahre

Abbildung 9: Verteilung der Uberlebenszeiten ab Diagnose des Priméartumors fur alle
metastasierten und ver stor benen Patienten mit priméaren M1-Befunden in Abhéngigkeit von der
pT-Kategorie (n=6116 bzw. n=2077)
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Abbildung 10: Verteilung der Uberlebenszeiten ab Diagnose des Primértumors fir alle
metastasierten und ver storbenen Patienten ohne priméare M1-Befunde in Abhangigkeit von der pT-
Kategorie (n=6116 bzw. N=2077)

Zur Beurteilung der Lebermetastasen findet al's erstes eine Sonografie des Abdomens statt, an die
sich dann ein CT- Abdomen oder MRT-Abdomen anschlief3t, um die Resektabilitét der Metastasen
beurteilen zu kénnen.

Zur diagnostischen Abklarung gehort meistens auch die Bestimmung des Tumormarkers CEA , der
bei 30% der Patienten erhoht ist und als Verlaufsparameter dient. Allerdings schliefdt ein
normwertiges CEA eine Tumorerkrankung im Friihstadium nicht aus. Auf Grund der schlechten
Sensitivitdt muss ein erhdhtes CEA nicht unbedingt auf einen Tumor hinweisen, da es auch bel
verschiedenen anderen L ebererkrankungen, bei Entziindungsreaktionen und Rauchern erhéht sein
kann. Nichts desto trotz korrelieren hohe CEA-Werte oft mit einem fortgeschrittenen
Tumorstadium. Es ist momentan noch nicht ganz klar, ob die pr& und postoperativen CEA- Werte
mit der Prognose und dem relativem Uberleben der Patienten einhergehen, oder ob es sich um einen
unabhéangigen Prognosemarker handelt. Fur die Beurteilung der Ansprechrate bei Patienten mit
metastasi ertem kolorektalem Karzinom nach Chemotherapie oder (Tell-)resektion von Metastasen
hat sich das CEA mittlerweile bewéhrt (s. Abb. 11). Es konnte auch gezeigt werden, dass ein
kontinuierlich steigendes CEA mit einem hoheren Risiko und einer htheren Sterberate verbunden
ist.e

20



1004 ———

0.50 =

T ——

Propartion surviving

0.25
log rank P=0.004

0,00

o 2 4 6 8 10 12
Years since start of chemotherapy
Mumbers at risk

Transient elavation in CEA 20 19 18 10 a 4 1
Mo increase in CEA 27 a7 23 23 -] B 2
Parsistent elevation in CEA 14 10 B ] 4 o [}

Figure 3 Comparison of overall survival in the three CEA
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Abbildung 11: graphische Darstellung und Vergleich des Gesamtuiberlebens in drei CEA-Gruppen.

Ziel der Therapie der Lebermetastasen sollte immer eine kompl ette Resektion sein, dadies die

einzige Heilungschance darstellt. Folgende Kriterien mussen hierfir erfillt sein:

1. nicht resektable, extrahepati sche Tumormanifestation ausgeschl ossen

2. weniger as 70% des L eberparenchyms befallen

3. weniger adsdrei Lebervenen und weniger als sieben Segmente betroffen
4. keine Leberinsuffizienz oder Child-B oder Child-C Zirrhose

5. keine schweren Begleiterkrankungen

Das 5-Jahres Uberleben nach Resektion von Lebermetastasen bei kolorektalem Karzinom liegt bei
25-40%. &

Sollte eine Operation nicht moglich sein, erhalten die Patienten primér eine neoadjuvante
Chemotherapie, um durch das Downstaging des Tumors eventuell sekundér eine Resektion zu
ermoglichen.

Fur Patienten, die dieses Kriterium nicht erfullen, weil die Metastasen entweder nicht resektabel
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sind oder die Patienten zuvor bereits eine L eberresektion erhalten haben, hat sich die
Radiofrequenzablation etabliert. ¢

Des weiteren steht im Rahmen klinischer Studien fur Patienten, die systemisch austherapiert sind
und nur begrenzt extrahepatische M etastasen haben, die Radioembolisation (SIRT) zur
Verfligung.%

Neuere Studien beschreiben bereits einen statistisch signifikanten Uberlebensvorteil und eine
hohere Ansprechrate nach 2-, 4- und 6 Monaten fir die Behandlung mit FOLFOX- DEBIRI™ in
K ombination mit einer systemischen Chemotherapie nach dem FOL FOX-Schema zusammen mit
dem Angiogenesehemmer Bevacizumab im Vergleich zu Patienten, die nur eine systemische
Chemotherapie mit FOLFOX und Bevaciczumab erhielten. Primérer Endpunkt der Studie war die
Ansprechrate wahrend das progressionsfreie Uberleben, das Auftreten von schwerwiegenden
unerwinschten Ereignissen und die sekundére Resektabilitét als sekundére Endpunkte gewertet
wurden.

Das progressionsfreie Uberleben war in beiden Patientengruppen gleich. Ziel der Behandlung ist es,
durch die Kombinationsbehandlung ein ,downsizing* der Metastasen und somit eine sekundére
Resektabilitét zu erreichen. Nach 2 Monaten zeigte sich ein signifikanter Unterschied hinsichtlich
der Ansprechrate (78% vs. 54%; p=0,02) in der FOLFOX-DEBIRI- Gruppe vs. der FOLFOX-
Gruppe. Dieses Ergebnis konnte nach 6 Monaten bestétigt werden (76% vs. 60%; p= 0,05). Auch
das ,,downsizing“, um eine Resektabilidt zu ermdglichen,war in der FOLFOX-DEBIRI- Gruppe
signifikant hoher (35% vs.16%, p=0.05). Ebenso lag das mittlere progressionsfreie Uberleben mit
15.3 Monaten in der FOLFOX-DEBIRI- Gruppe deutlich hoher asin der Vergleichsgruppe (7.6
Monate).

Dadie Studie leider nur insgesamt 60 Patienten eingeschlossen hatte, kann man das Ergebnis als
Anhaltspunkt fir weitere Patientengruppen sehen, das Ergebnis kann aber nicht generalisiert
werden. Allerdings hat sich bei hepatisch metastasiertem Kolonkarzinom die Behandlung mittels
DEB-TACE noch nicht im klinischen Alltag etablieren kdnnen, weshab zu diesem Thema noch
weitere Studien folgen missen. &
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Abbildung 12: DEB- TACE bei der Behandlung von hepatisch metastas ertem kol orektalem

Karzinom

2.7: Vorteile der drug-eluting bead- TACE (DEB-TACE) mit Vergleich zur konventionellen
TACE (cTACE)

Da Tumorerkrankungen vorwiegend éltere Patienten betreffen, deren Allgemeinzustand oft
schlechter ist alsbei jingeren Patienten, muss der Faktor Alter und damit der Allgemeinzustand al's
ausschlaggebender Punkt fir die OP-Planung mit beriicksichtigt werden. Wie bereits oben
beschrieben stehen fir die Behandlung des HCC sowie des hepatisch metastasierten
Kolonkarzinoms eine Vielzahl von hochaggressiven und damit auch fr den Patienten sehr

bel astenden Therapieformen zur Auswahl. In dieser Hinsicht bietet der Einsatz einer TACE-
Behandlung einen grofe Vorteil:

In mehreren Studien konnte ein guinstiges Wirkungs-, /Nebenwirkungsprofil erarbeitet werden. Fr
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den Patienten ist dies von grof3er Bedeutung, da er sich schneller vom Eingriff erholt und meist
relativ schnell entlassen werden kann. Durch die geringeren Nebenwirkungen kann die Zeit des
Krankenhausaufenthaltes verkirzt werden und die Patienten kdnnen friher wieder in ihren Alltag
zuriickkehren. Potentiell kdnnen auch bei diesem Eingriff Nebenwirkungen auftreten, wie zum
Beispiel das Post-Embolisationssyndrom, Midigkeit und Depression, weshalb die kurze
Krankenhausverweildauer auch nur fir Patienten ohne jegliche Komplikationen gilt. &

Im Bereich des Tumors oder der Metastasen werden auf Grund der Applikationsform hohe
lokoregiondre Zytostatikakonzentrationen bei niedrigen systemischen Nebenwirkungen erreicht.
Dies fihrt wiederum zu einer hohen Nekroserate des Tumor- oder M etastasengewebes.

Die Effekte der DEB-TACE potenzieren sich im Vergleich zur cTACE hinsichtlich der Effekte auf
das Tumorgewebe: Der zytotoxische Effekt auf das Tumorgewebe in hoher Konzentration wird vor
allem durch die Applikationsform tber die Arteria hepatica direkt in der Leber erreicht, wodurch
ohne grof3e systemische Nebenwirkungen grof3e tumordestruktive Effekte erzielt werden konnen.
Auch die kontinuierliche und langsame Abgabe des Chemotherapeutikums aus den Microcarriern
stellt einen grof3en Vorteil hinsichtlich der 1schamie und Tumornekrose dar. So wird gewéhrleistet,
dass stets eine ausrei chend hohe Konzentration des Chemotherapeutikums das Tumorgewebe
umgibt (s. Abb. 14). Peripher der Embolisation kommt es durch die Okklusion der
tumorversorgenden Leberarterie durch die Microcarrier zur Ischémie und somit zur Tumornekrose.
Langfristiges Zidl ist die Devaskularisation des Tumors® 7

Die DEB-TACE stellt einen grof3en Fortschritt in der Entwicklung der klinischen Radiologie dar.
Im Januar 2014 veroffentlichten Dr. Kaijun Huang et al. einen Artikel Uber den Vergleich von
DEB-TACE und konventioneller TACE.

Es handelt sich um eine Metaanalyse, in der insgesamt sieben ab dem Jahre 2000 verdffentlichte
Studien betrachtet wurden. Im Vergleich zur cTACE zeigte sich ein deutlich besseres 1- und 2-
Jahrestiberleben der Patienten, die mittels DEB-TACE behandelt wurden (Odds Ratio: 0,64,
p=0,007 bzw. 0,61, p=0,0003). Des weiteren zeigte sich ein signifikant besseres Ansprechen des
Tumors auf die Therapie mittels DEB-TACE (OR=1,92; p=0,0004), bei einer relativen
Risikodifferenz von 0,15 (p=0,0003). Auch das guinstige Wirkungs-/ Nebenwirkungsprofil konnte
in dieser Studie bestétigt werden. *

Prof. Dr. Philippe L. Pereira, Direktor der Klinik fiir Radiologie, Minimal-Invasive Therapien und
Nuklearmedizin an den SLK-Kliniken Heilbronn &uf3ert sich zur 2014 erschienen Studie
folgendermalien:

,Die DEB-TACE ist im Vergleich zur cTACE nicht nur besser steuerbar, durch die retardierte
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Abgabe des Zytostatikums aus den Mikropartikeln halt deren Wirkung im Tumorgefaidbett auch
langer an. Diese Drug Eluting Beads kdnnen aufgrund ihrer geringen Gréf3e von minimal 0,04 mm
sehr tief in die Kapillaren des Tumors und sogar transsinusoidal eindringen und den Tumor dadurch

kompl ett von der Blutversorgung abschneiden”, so Pereira. 72

Nichts desto trotz konnte bisher kein signifikanter Vorteil fir den Patienten hinsichtlich des
Gesamtiberlebens gezeigt werden. Viele Studien fanden retrospektiv statt und konnten nicht die
gewtinschten Ergebnisse hinsichtlich langerer Uberlebenszeiten fiir die Patienten zeigen. In Studien,
in denen ein signifikanter Uberlebensvorteil fiir Patienten mit DEB-TACE-Behandlung gezeigt
werden konnte, wurde jewells nur ein sehr kleines und spezifisches Patientenkollektiv in die Studie
eingeschlossen. 7

Seit 2006 wird die cTACE zunehmend von der DEB-TACE abgel 6st und hat sich mittlerweile in
fast allen grof3en Tumorzentren als Behandlungsmethode etabliert. ™

Bei der cTACE erfolgt die Applikation des Chemotherapeutikums ebenfalls tber die Arteria
fermoralis, alerdings mit dem Unterschied, das hierfir keine Microcarrier verwendet werden,
sondern das Zytostatikum, das sich in einem lipidartigen Rontgenkontrastmittel als Tragersubstanz
befindet, direkt Gber den Katheter bis zur Leber gesptilt wird. Somit sind zwar die systemischen
Nebenwirkungen ebenfalls geringer as bei einer klassischen Chemotherapie, kbnnen aber nicht
vollstandig vermieden werden und treten zudem haufiger auf als bel der Therapie mittels DEB-
TACE. Die Mischung aus Chemotherapeutikum und Rontgenkontrastmittel ist in seiner Form
relativ instabil, weshalb die I nterventionsergebnisse sehr vom Operateur abhangig sind. Des
weiteren kommt es nicht zum permanenten geféf3okkludierenden Effekt durch die Microcarrier und
es kann keine kontinuierliche Abgabe des Chemotherapeutikums erfolgen.

Bislang wurden in mehreren verglei chenden Studien festgestellt, dass die systemische Doxorubicin
Kurve bel der Behandlung mittels DEB-TACE signifikant geringer war alsbel der cTACE
(p=0,00002) (s. Abb. 13). Insgesamt kam es kaum zum Auftreten von unerwiinschten
Nebenwirkungen bei der DEB-TACE Gruppe, selbst bel einer Spitzenkonzentration des
Doxorubicin von 150mg (Poon et al). Nur bei zwei Patienten konnte das Auftreten eines

L eberabszesses beobachtet werden. Das Auftreten von Doxorubicin-assoziierten Nebenwirkungen,
wie zum Beispiel Alopezie, Dyspnoe, Lungenembolie oder Knochenmarkstoxizitét konnte in keiner
der beiden Gruppen beobachtet werden. Auch in weiteren Studien konnte ein signifikantes Ergebnis
bezilglich der Ansprechraten in der DEB-TACE Gruppe beobachtet werden (p=0,04). Ein klarer
Uberlebensvorteil bezogen auf die 3-Jahres-Uberlebensrate konnte leider nicht beobachtet werden
(p=0,11).%
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Insgesamt kann das Uberleben von initial 16 Monaten bei unbehandeltem HCC auf 20 Monate mit
Hilfe der TACE bei geringen Nebenwirkungen erhéht werden.”™

Nichts desto trotz scheint momentan die L eberteilresektion immer noch das beste, wenngleich auch
dasinvasivste Verfahren zu sein, um das mittlere Uberleben der Patienten zu erhthen (41 Monate
bei Resektion vs. 14 Monate nach TACE).™

Systemische Doxorubicin-
Konzentrationen: DC Beads
27 Pat. DEB-TACE, 5 konvent. TACE, prospektiv
A DEB-TACE B conventional TACE
10060 1000
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Abbildung 13: Systemische Doxor ubicin-Konzentrationen nach Behandlung mit DEB-TACE und
cTACE
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Abbildung 14: hthere Konzentration von Doxorubicin im Tumor nach DEB-TACE vs. cTACE

Lammer et a publizierten 2010 ihre international e, multitzentrische, prospektive, randomisierte,
einfach-verblindete, Phase |1 Studie ,, Prospective randomized study of doxorubicin-eluting-bead
embolization in the treatment of hepatocellular carcinoma: results of the PRECISION V study.” , in
der sie die konventionelle TACE (cTACE) und die DEB-TACE mit DCBeads hinsichtlich der
Effektivitét und Sicherheit in der Therapie bei Patienten mit Leberzirrhose Child-Pugh A/B und
HCC gegenuberstellten und verglichen. Eingeschlossen wurden nur Patienten alter al's 18 Jahre und
mit einem ECOG 1 oder O, fur die eine primare Resektion nicht in Frage kam. AuRerdem durfte
keine Infiltration der Pfortader oder eine extrahepatische Manifestation vorliegen. Auch eine bereits
stattgefundene Chemoembolisation, Radiotherapie oder Chemotherapie wurde al's
Ausschlusskriterium gewertet.

Als Endpunkt der Effektivitat wurde das Tumoransprechen im MRT nach sechs Monaten festgel egt.
Die Sicherheit wurde hinsichtlich der auftretenden SAEs (serious adverse events) innerhalb 30 Tage
nach der Behandlung beurteilt. Insgesamt erhielten die Patienten drei Behandlungen im Abstand
von zwel Monaten.

Die DC-Bead-Gruppe (n=102) erhielt pro Behandlung jeweils eine 4ml Injektion der DC-Beads
geladen mit 150 mg Doxorubicin, wahrend die cTACE-Gruppe (n=110) pro Intervention 50-75

mg/m? erhi€lt, bis zu einem Maximum von 150 mg bezogen auf die Korperoberflache.
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Als Ergebnis stellte sich ein nicht signifikanter Unterschied zwischen den beiden
Vergleichsgruppen heraus:

Bel der DC-Bead Gruppe kam es bei 26,9% zu einem kompletten Ansprechen, wahrend es bel der
CTACE-Gruppe nur 22,2% waren. Teilweises Ansprechen wurde zu 24,7% vs. 21,3% erreicht und
bei 11,8% bzw. 8,3% blieb das Krankheitshild unveréndert. Retrospektiv konnte eine
Tumorprogression in 32,3% bzw. 40,7% beobachtet werden. Hinsichtlich der Sicherheit konnten
keine signifikanten Unterschiede in den beiden Gruppen nachgewiesen werden. Einziger
Unterschied in der Inzidenz mit >10% war das Auftreten einer Alopezie, dasin der DEB-TACE-
Gruppe bel 2,2% und in der cTACE bei 19.4% lag. Systemische Nebenwirkungen von Doxorubicin,
wie zum Beispiel Alopezie, Knochenmarksdepression und Mukositits traten nur bei 11,8% der
Patienten in der DEB-TACE-Gruppe vs. 25,9% in der cTACE-Gruppe auf . Der
postinterventionelle Anstieg der Leberenzyme ALT und AST war in der DC-Bead Gruppe
signifikant geringer: Der durchschnittliche maximale ALT-Anstieg bzw. AST-Anstieg war um 50%
bzw. 40% geringer asin der cTACE-Gruppe. 77

Auch Varelaet a. fanden in ihren Studien heraus, dass die maximalen systemischen
Doxorubicinkonzentrationen bei der DEB-TACE signifikant geringer waren, als bei der cTACE-
Gruppe (78.97+£38.3ng/ml vs. 2341.5+3951.9ng/ml).

Diese Tatsachen deuten auf ein schonenderes Therapieverfahren mittels DEB-TACE, vor alem
hinsichtlich der oben genannten Nebenwirkungen hin. In folgenden Punkten ist die DEB-TACE der
CTACE klar Uberlegen: Die Patientenvertraglichkeit ist deutlich besser, was mit einem kirzeren
Krankenhausaufenthalt (7,8 Tage vs. 11,4 Tage bei cTACE) einhergeht und die toxischen
Wirkungen auf das gesunde L eberparenchym sind geringer. Auch hinsichtlich des
Postembolisationssyndroms ist die DEB-TACE mit einer Haufigkeit von 7% vs. 16% deutlich
Uberlegen. @

Allerdings konnte in dieser Studie von Arabi M. Et al kein Uberlebensvorteil in der Zweijahres-
Uberlebensrate festgestel It werden. Vor allem in fortgeschrittenen Tumorstadien und bei
multifokalem HCC deutet sich eine bessere Vertraglichkeit der DEB-TACE Therapie an, was eine
mehrmalige Behandlung und somit eine hthere kumulative Dosis des Chemotherapeutikums im

Bereich des Tumors ermdglicht. 7° &
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Abbildung 15: a Komplettes Ansprechen, objektives Ansprechen und Krankheitskontrollrate
(Kumulativrate [%] der Patienten) von allen Patienten nach 6 Monaten. b Kompl ettes Ansprechen,
objektives Ansprechen und Krankheitskontrollrate (Kumulativrate [ %] der Patienten), klassifiziert
an Hand von Child Pugh Score, ECOG Score, beide Leberlappen durch Karzinom befallen, Rezidiv
HCC) fur fortgeschrittenes Krankheitsbild.
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3. Experimenteller Tell

3.1: Fragestellung und Zielsetzung

In vielerlei Hinsicht erfreut sich die transarterielle Chemoembolisation einer wachsenden Zahl von
Anwendern in der Klinik auf Grund des guinstigen Wirkungs-Nebenwirkungsprofils und der
Moglichkeit einer minimalinvasiven und somit patientenschonenden Anwendung. Die Vor- und
Nachteile dieses Verfahrens wurden bereits im vorangestellten Abschnitt erortert.

Im Zeitalter der modernen Hightech-Medizin unterliegt auch dieses Verfahren noch einem grof3en
Wandel und der Mdglichkeit einer vielfaltigen Verbesserung und Weiterentwicklung, was sowohl
die Embolisationsmaterialien selbst, als auch die Art des verwendeten Chemotherapeutikums
betrifft.

In meiner Arbeit sollen vor allem die Embolisate HepaSpheres® (30-60um im trockenen Zustand,
120-240um im ausgedehnten Zustand, REF: V225HS, LOT: 036LH1; BioSphere Medical)
hinsichtlich ihrer Kinetik, den physikalischen Eigenschaften und ihrer mechanischen Belastbarkeit
untersucht werden und dann mit den Microcarrieren DCBeads® (300-500um, REF: DC2V 305;
Terumo) verglichen werden.

Die Embolisate werden in verschiedenen Versuchen beztglich ihrer Fahigkeit verschiedene
Chemotherapeutika und andere, fUr medizinische Interventionen interessante therapeutische
Substanzen, aufzunehmen und vor allem wieder abzugeben, untersucht. Hierfur wird ein kiinstlich
geschaffener Korperkreislauf unter moglichst physi ologischen Versuchsbedingungen imitiert und
die zeitabhangige Elution der Chemotherapeutika mittels Extinktionsmessung Uber einen

bestimmten Zeitraum bestimmt.

Im Einzelnen wurden folgende Experimente durchgefihrt und ausgewertet:

— Beladung der HepaSpheres mit blauer Tinte

— Auswaschversuch der Tinte mit Natriumchlorid, Leitungswasser und destilliertem Wasser

— Beadung der HepaSpheres mit Methylenblau

— Beladung der Hepaspheres und DC Beads mit Epirubicin unter Erstellung einer Zeit-Dosis
Kurve be 37°

— Auswaschversuch von Epirubicin aus den HepasSpheres mit L eitungswasser

— mechanische Belastung der HepaSpheres als Simulationsversuch bei der Passage durch den
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Katheter
— Beadung der HepaSpheres mit Mitoxanthron
— Beladung der HepaSpheres mit Rifampicin
— Beladung der HepaSpheres mit Ferritin
— Beladung der HepaSpheres mit Vitamin B12

AlsVoraussetzung galt es nur farbige Substanzen zu verwenden, da ansonsten die Auswertung
mittels Mikroskopkamera tiber das Photoprogramm ,, FuturWinJdoe® nicht moglich gewesen wére.

Deshalb |asst sich keine Aussage Uber eventuell weitere zu verwendende Substanzen machen.

3.2: Anfertigung des M al3stabes

Dasich die Microcarrier vor- bzw. nach der Beladung mit einem Chemotherapeutikum hinsichtlich
ihrer Form und Grol3e verandern, ist es wichtig einen geeigneten Mal3stab zur Orientierung zu

haben. Damit soll die Grofienanderung quantifiziert und beurteilt werden kénnen.

Fur die Anfertigung des Mal3stabes wurden folgende Materialien und Computerprogramme
verwendet:
— Draht: ev 3rm NITREXTM. 0.018“Xx 80cm, Durchmesser 0,46mm, REF: N180802, LOT:
10380716 (ev3 Endovascular, Inc.)
— Mikroskopische Bilder:
— Mikroskop: USB Digital-Handmikroskop 1,3 MP, Art. No: 88-5400 (Bresser)
- Software: Future WinJoe
— Paint: Microsoft Windows 8, Version 6.2 (Build 9200) ©Microsoft Corporation

Zu Beginn wird der Draht mit einem Durchmesser von 0,46mm mit dem Mikroskop fotografiert

und Uber die Software FuturéWinJoe gespeichert und mit Hilfe von Paint bearbeitet.
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Abbildung16: Draht: ev 3rm NITREXTM. 0.018* X 80cm, Durchmesser 0,46mm mit der
Refer enzger ade von 460um (Vergroi3erung 2)

Abbildung 17: Draht: ev 3rm NITREXTM. 0.018" X 80cm, Durchmesser 0,46mm, mit der
Referenzgerade von 460um (Vergrof3erung 1)
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Der Mal3stab dient bel der Auswertung der Mikroskopiebilder als Anhaltspunkt fur die Gréfen der
Microcarrier.

Abbildung 18: Malf3stab zum Grof3envergleich bei den Messungen, die Lange des Pfeils entspricht
jeweils 460um

Auswahl der verwendeten Embolistationmaterialien

Die Auswahl der geeigneten Materialien beschrankt sich auf partikulére Embolisationsmaterialien,

flUssige oder metallische Materialien werden nicht verwendet und untersucht.

1. Hepaspheres® 30-60um im trockenen Zustand, 120-240um im ausgedehnten Zustand, REF:
V225HS, LOT: 036LH1 (BioSphere Medical)
2. DCBeads® 300-500pm, REF: DC2V 305 (Terumo)

Um einen Uberblick tber den Versuchsaufbau zu schaffen, der einen Kérperkreisin vitro
simulieren soll, wurden Fotos der einzelnen Systeme angefertigt. Um optimal e Bedingungen,
vergleichend den Kdrperbedingungen zu haben, wurde der Raum fir die Versuche jeweils auf 37°C
aufgeheizt. Es wurden zwel identische Systeme fir die beiden Microcarrier verwendet. Als
Spulflissigkeit wurde ausschliefdich Natriumchlorid verwendet (s. Abb. 20). Um den
kontinuierlichen Fluss vergleichend einem Blutfluss zu imitieren, wurde eine konstante
Flief3geschwindigkeit von circa 30mi/h (s. Abb. 21) eingestellt und Uber ein Infusionssystem mit
den Filtern verbunden. Nach Passage des Filters wurde die restliche FlUssigkeit gesammelt, um die

Gesamtextinktion bestimmen zu kénnen.
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Abbildung 19: Versuchsaufbau fur den Versuch der Elution von Epirubicin der HepaSpheres
(rechtes System) und der DCBeads (linkes System)

Abbildung 20: 500ml 0,9% NaCl als Splflissigkeit
Abbildung 21: Messregler zur Einstellung der Flussgeschwindigkeit in mi/h
Abbildung 22: Auffangbehdlter fir die mit NaCl gespllten Microcarrier




Abbildung 23: Microcarrier auf Intrapur®Lipid Filter
Abbildung 24: Sammelbehalter fir die Spulfllssigkeit um die Gesamtextinktion zu bestimmen

Die folgenden Bilder zeigen die HepaSpheres® in nativem, trockenem Zustand. DafUr wurde das
Mikroskop mit der Software FuturWinJoe verwendet.

Die dargestellten Lichtreflexe in Form von acht zirkul&r angeordneten Punkten auf den
Mikroskopiebildern missen als Artefakte betrachtet werden (s. Abb. 25). Diese Punkte entstehen
durch Lichtreflexionen auf der Oberflache der FlUssigkeit, in welcher sich die

Embolisationsmaterialien befinden.
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Abbildung 25: native HepaSpheres® 30-60um im trockenen Zustand, REF: V225HS LOT: 036LH1
(BioSphere Medical)

3.3: Material und Methoden der Vorversuche

Um die Kinetik und das Verhalten vor, wahrend und nach der Beladung der HepaSpheres beurteilen
zu kénnen, wurden die Mircospheres unter einem Mikroskop mit zwei verschiedenen
VergrofRerungsstufen betrachtet und fotografiert.

V on besonderem Interesse war dabel die V eranderung hinsichtlich Form und Groél3e der Sphéren.

Nach der Beladung erfolgt unter Einhaltung der Kérpertemperatur von circa 37°C die simulierte
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Passage durch elnen imagindren Korperkreislauf unter Bestimmung der Extinktionen zu bestimmten
Zeitintervallen. Dies ermoglichte die Erstellung einer Zeit-Dosis-Kurve fur die HepaSpheres und
fUr die DCBeads.

3.3.1: Beladung der HepaSpheres mit konigsblauer Tinte

Um die Kinetik und die Formanderungen der HepaSpheres vor und wahrend der Beladung
beurteilen zu kénnen, wurden sie in einem Vorversuch mit handel siiblicher konigsblauer Tinte
angefarbt und unter dem Mikroskop betrachtet. Ohne diese Farbung erscheinen die Microcarrier as
durchsichtige Kugeln, die zudem einen sehr kleinen Durchmesser haben, weshalb die Beobachtung
unter dem Mikroskop und spéter im Filter fast unmoglich gewesen wére. Daflr wurden folgende

Materialien verwendet:

- Pelikan 4001 TP6, konigsblau

- HepaSpheres® [30-60um im trockenen Zustand, 120-240um im ausgedehnten Zustand, REF:
V225HS, LOT: 036LH1 (BioSphere Medical)]

- 2ml Spritze: Omnifix® Solo (Braun®)

- Sterican®Standardkanilen, Art.-No./Ref.:4657519, Pharmacy code: 2050798 (Braun®)

- Glasplatte

- Messer

Um die Microcarrier HepaSpheres mit blauer Tinte anzufarben, wird ein kleiner Anteil der
Microcarrier mit einem handel stiblichen Messer aus der V erpackung vom Flaschenhal s enthommen
und mit ca. 1Iml von der konigsblauen Tinte betréufelt, die mit Hilfe der 2ml Spritze und den
Standardkantilen entnommen wurde.

Zu diesem Zeitpunkt befinden sich die Microcarrier auf einen Glasplatte, um sie anschlief3end

mikroskopieren zu kénnen.
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3.3.2: Auswaschversuch der Tinte mit Natriumchlorid 0.9% und L eitungswasser

Nun sollte das Elutionsverhalten der Embolisate getestet werden. Dazu wurde, um verschiedene
V ersuchsbedingungen zu simulieren, jeweils ein Tropfen Leitungswasser bzw. ein Tropfen NaCl
0,9% zu den mit der Tinte beladenen Spharen hinzugegeben und das Verhalten der Microcarrier
unter dem Mikroskop betrachtet.

3.3.3: Beladung der HepaSpheres mit M ethylenblau

Um das Anférbeverhalten der Microcarrier noch besser einschétzen und untersuchen zu kénnen,
wurde im folgenden Versuch mit Methylenblau gearbeitet. Normalerweise findet Methylenblau
seine Verwendung hauptsachlich als Farbemittel, aber auch in der Medizin wird esin vielen
Bereichen, wie zum Beispiel als Antidot bei Nitritvergiftungen oder zur Behandlung chronischer
Rickenschmerzen sowie neuropathischem Schmerz verwendet. Es zeichnet sich vor alem durch
seine anti-inflammatorischen Eigenschaften aus, die durch Bindung an die NO-Synthase (NOS) und
die Blockade von cGMP ermdglicht werden. NO akkumuliert vor alem bei neuropathischen
Schmerzpatienten. 8

Gleichzeitig wirkt es als Antioxidans und verhindert die Bildung freier Sauerstoffradikale. s
Die hohe Lipophilie des Methylenblaus & ermoglicht eine gute Passage durch Biomembranen und

ist fUr die hohe Affinitat zu Nervenzellen verantwortlich. 8

In dieser Arbeit dient es hauptséchlich as Vergleichsmaterial, um die Kinetik der HepaSpheres
besser einschétzen zu kdnnen. Die Beladung erfolgte analog zur Beladung mit der kdnigsblauen
Tinte: Mit Hilfe des Messers konnten einige Microcarrier aus der Flasche enthommen und auf eine
Glasdeckplatte tUbertragen werden. Nun wurde in die Spritze ca. 1ml des Methylenblaus
aufgezogen und auf die Sphéaren gespritzt.

38



3.3.4: Testung der osmotischen Resistenz mit destilliertem Wasser

In einem weiteren Versuch wurden die nativen, ungeféarbten HepaSpheres® wieder auf einer
Glasplatte betrachtet und mit destilliertem Wasser aus einer 2ml Spritze betraufelt, um so die
osmotische Resistenz der Sphéren zu testen. Diese Frage ist vor allem fir die zu verwendende
Spulflissigkeit im Katheter interessant, im Sinne einer mdglichen Destruktion der Spharen durch
den Kontakt mit dem destilliertem Wasser.

3.4: Materia und Methoden: Experimenteller Teil mit den HepaSpheres

3.4.1: Beladung der HepaSpheres mit Epirubicin

In den bereits zu diesem Thema erschienenen Studien beschéftigen sich die Autoren hauptsachlich
mit Doxorubicin as Chemotherapeutikum. In dieser Arbeit wurde Epirubicin zur Beladung
Microcarrier HepaSpheres® verwendet, um diese dann hinsichtlich ihres Elutionsverhatens mit den
DCBeads® (Terumo) zu vergleichen.

Da anstatt Doxorubicin Epirubicin verwendet wurde, soll im Folgenden kurz auf dieses
Chemotherapeutikum eingegangen werden und dessen Aufbau, Struktur und Anwendungsgebiete

erlautert werden. s

Epirubicin gehdrt zu den Anthrazyklinen und hat die Summenformel C27H29NO11+HCI. In der
Onkologie findet esin Form eines Hydrochlorids Anwendung bei verschiedensten Tumortherapien.
Es handelt sich um eine aus Streptomycesbakterien isolierte antibiotisch und zytostatisch wirkende
Verbindung.

Die Anthrazykline bewirken eine Interkalation und Doppel strangbruchbildung der Tumor-DNA
und eine Blockade der Topoisomerase I1. Auferdem entstehen durch Biotransformation freie
Radikale und die Permeabilitét der Zellmembran wird erhéht. All die genannten Effekte sind fur die
zytostatischen Wirkungen des Epirubicins verantwortlich. 8

Eswird vor allem fir die Behandlung von HCC, Non-Hodgkin-Lymphomen, Sarkomen,
Ovarialkarnzinomen, Mamma- und Magenkarzinomen im klinischen Alltag eingesetzt. Des
weiteren kommt es bel der Therapie von Lungenkarzinomen, sowohl beim kleinzelligen

Lungenkarzinom als auch beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom zum Einsatz. %
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Als Nebenwirkungen sind vor allem die Kardiotoxizitat mit Kardiomyopathie sowie schwere
linksventrikul&re Dysfunktionen, dieim Verlauf der Behandlung auftreten kdnnen, hervorzuheben.
Diese Nebenwirkungen sind jedoch geringer als bei einer Therapie mit Doxorubicin. & Dadie
Kardiotoxizitét vor alem eine langfristige Nebenwirkung ist, die durch eine kumulative
Maximaldosis erreicht wird, kénnen durch den Einsatz von Epirubicin anstatt Doxorubicin mehrere
Behandlungszyklen oder h6here Dosen zum Einsatz kommen, da die maximale kumulative Dosis
des Epirubicins fast doppelt so hoch liegt wie bei Doxorubicin.

Wie bei fast allen Chemotherapeutika treten allgemeine Nebenwirkungen wie
K nochenmarksdepression mit Panzytopenie, Ubelkeit, Erbrechen, Alopezie, gastrointestinale
Nebenwirkungen und Abgeschlagenheit bei vielen Patienten auf. 8 8°

Abbildung 26: chemische Strukturformel Epirubicin

Beladung der HepaSphere Microsphéren mit Epirubicin im Versuchslabor

Im folgenden Abschnitt werden die Hinweise des Herstellers BioSphere Medical bezliglich der

Beladung der HepaSpheres beschrieben. Nach der Beladung werden die Microcarrier unter dem
Mikroskop betrachtet, um eventuell aufgetretene Form- und GrofRenverdnderungen festzuhal ten.
Die folgende Anleitung bezieht sich auf die Beladung von 50mg Doxorubicin fir eine Ampulle

HepaSpheres. Simultan verlauft die Beladung mit Epirubicin.

1. Zuné&chst wird die gelbe Verschlusskappe der Ampulle unvollstandig entfernt, so dass der
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Metallring und die Kappe erhalten bleiben

2. Mehrmaliges vorsichtiges Drehen der Ampulle, um die Mircospheres zu verteilen.

. Unter Verwendung einer 30ml Spritze und einer 20G Nadel wird die 50g Epirubicinlsung
mit 20ml 0,9%igem NaCl hergestellt.

. Mit ener neuen 20ml Spritze und einer neuen 20G Nadel wird der gesamte Inhalt von 20ml
Epirubicin in die Spritze aufgezogen.

. Mit einer neuen 20G Nadel werden nun 10ml des hergestellten Chemotherapeutikumsin die

HepaSpheres Ampulleinjiziert.

Die Flussigkeit funf bis zehn Mal auf- und abkippen, so dass die L 6sung die graue
Verschlusskappe bertihrt. Die Losung nun fir zehn Minuten stehen lassen, dabei immer
wieder schitteln, um die Sphéren mit dem Chemotherapeutikum zu mischen.

. Mit einer neuen 20G Nadel wird der gesamte Inhalt der Ampulle mit den beladenen Sphéaren
in eine 30ml Spritze aufgezogen. Die entstandene Epirubicin-Mischung (25mg/10ml)
befindet sich nun in der Spritze. Es ergibt sich eine Mischung von insgesamt 50mg
Epirubicin in 20ml 0,9%iger Kochsalzl6sung. Nochmaliges vorsichtiges Schitteln der in der
Spritze enthaltenen Flissigkeit.

. Entfernung der Nadel und Verschliefsen der Spritze mit einem Stopsel. Die Losung fur 60
Minuten ruhen lassen, um eine optimal Aufnahme des Epirubicinsin die Microcarrier zu
erzielen. Dabei alle paar Minuten mischen.
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Lift the cap from the HepaSphere
IMicrospheres vial to the vertical position
taking care NOT to remove the cap or the
metal retaining ring from the vial.

Roll the HepaSphers Microspheres vial
saveral times to disperse microspherss.

Using a 30mL syringe and a 20G neadls,
recanstitute the 50mg dowarubicin vial with
20mL preservative-free 0.9% sodium chloride
DO NOT USE STERILE WATER.

>

Wait 10 min.

Using a new 30mL syringe with a naw
206G nesdle, withdraw 20mL (the entire
contents) from the doxorubicin viad (S0mg)
prepared in Step 3.

Using a rew 205G needle, inject 10mL
of deworubicin from Step 4 into

the HepaSphers Microspheres vial.
Mote: there may be a wacuum in the
HepaSphere Microspheres vial,

Rotatz and invert the HepaSphere Microspherss
vial back and forth 5 to 10 times so that the liquid
contacts the gray stopper. Let the vial stand for 10
minutes.
- Irwert and shake every few minutes to
continue to mix the spheres with the
doxorubicin,

Wait 60 min.

After the 10 minutes from Step 6, wing
anew 204G needle, withdraw the entire
contents of the HepaSphere Microspheres

vial into the 30mL syringe containing the
remaining doxarubicin {25mg/ 0mL) prepared
in Step 4. This results in a total of S0mg of
dewarubicin in 20mL of fluid. (Do not sttempt
toextract every sphere). Gently agitate the
syringe to completely mix and disperss the
contents.

Remave the needle and
cap the syringe. Motz the
time and wait £0 minutes
to optimize the uptake of
the domarubicin into the
spheres. Agitate every faw
minutes during kading.

Abbildung 27: Anleitung zur Beladung der HepaSpheres

Der Hersteller Merit Medical Systems gibt als mdgliche Komplikationen bei der Behandlung mit
den Embosphéren folgende Angaben:

— L&mung aufgrund einer nicht gezielten Embolisation oder Schédigung durch Ischamie
aufgrund eines Odems des umgebenden Gewebes

Unerwiinschter Ruckfluss oder Eindringen von HepaSphere Mikrospharen in normale
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Arterien nahe der angezielten Lasion oder durch die Lasion in andere Arterien oder
Arterienbetten, wie die innere Kopfschlagader, die Lungen- oder Herzkranzgefalle

— Lungenembolie aufgrund arteriovenoser Shunts

— Isch@mie an einer unerwiinschten Stelle, wie bel spiel sweise ischdmischer Schlaganfall,
ischémischer Infarkt (u.a. Myokardinfarkt) und Gewebsnekrose

— Okklusion des Kapillarbetts und Gewebeschadigung

- Vasospasmus

- Rekanalisation

— Blindheit, Gehorverlust und Verlust des Geruchssinns

— Fremdkoérperreaktionen, die eine medizinische Intervention erforderlich machen

— Infektionen, die eine medizinische Intervention erforderlich machen

— Komplikationen im Zusammenhang mit der Katheterisierung (z. B. Hamatom an der
Einstichstelle, Thrombus an der Katheterspitze und anschlief3ende Ablésung sowie Nerven-
und/oder Gefél3verletzungen, die zu einer Verletzung des Beins fihren kénnen)

— Allergische Reaktion gegen Medikamente (z. B.Schmerzmittel) ©
(alle Angaben laut Hersteller)

Der Beladungsmechanismus erfolgt nach dem lonenaustauschprinzip %, dieser Vorgang selbst ist
reversibel. Das positiv geladene Hydrochlorid des Doxorubicins interagiert mit dem negativ
geladenem Acrylat der HepaSphere Microspheres (s. Abb. 28).

Abbildung 28: Beladungsmechanismus der HepaSphere Mikrospharen mit Doxorubicin
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Fir die Versuche wurden folgende Materialien verwendet:

Microcarrier HepaSpheres® 30-60um im trockenen Zustand, 120-240um im ausgedehnten
Zustand, REF: V225HS, LOT: 036LH1 (BioSphere Medical)

20ml Spritze: Omnifix® Solo (Braun®)

30ml Spritze: Omnifix® Solo (Braun®)

Sterican®Standardkantlen, Art.-No./Ref.:4657519, Pharmacy code: 2050798 (Braun®)
Epirubicin

Filter: Intrapur®L.ipid (1,2um BRAUN) Filter

Mikroskop: USB Digital-Handmikroskop 1,3 MP, Art. No.: 88-54000 (Bresser)

Software: Future WinJoe

Die Beladung der Microsphéren erfol gte genau wie oben beschrieben unter Verwendung von

Epirubicin. Nach der angegebenen Inkubationszeit von 60 Minuten wurden die Sphéren mit Hilfe

einer 20ml Spritze auf den Intrapur® Lipid Filter gespritzt und an den Simulationskreislauf im

Versuchslabor angeschl ossen.

3.4.2: Test der mechanischen Belastbarkeit der mit Epirubicin beladenen Sphéren

Um eine Vorstellung Uber die Belastbarkeit der Spharen zu gewinnen, wurden die HepaSpheresin

einem weiteren Versuchsteil verschiedenen mechanischen und chemischen Einfliissen ausgesetzt.

So sollte eine grobe Vorstellung Uber die Formveranderungen der Sphéren unter mechanischer und

chemischer Belastung, vor alem hinsichtlich der Katheterpassage, gewonnen werden.

Die hierfur verwendeten Materialien sind im folgenden aufgelistet:

Microcarrier HepaSpheres® 30-60um im trockenen Zustand, 120-240um im ausgedehnten
Zustand, REF: V225HS, LOT: 036LH1 (BioSphere Medical) beladen mit Epirubicin
Mikroskop: USB Digital-Handmikroskop 1,3 MP, Art. No.: 88-54000 (Bresser)

Software: Future WinJoe

10ml Spritze: Omnifix® Solo (Braun®)

Sterican®Standardkantlen, Art.-No./Ref.:4657519, Pharmacy code: 2050798 (Braun®)
Pipette

Glasdeckplatte
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3.4.3: Testen der osmotischen Resistenz der beladenen Spahren mit L eitungswasser

Dader Katheter vor und nach der Injektion der Spharen jeweils mit Natriumchloridldsung gespiilt
wird, darf der Kontakt zu dieser Losung nicht zu einem Wirkverlust durch Abgabe des
Zytostatikums fuhren. Vom Hersteller wird angegebenen, dass hierfir kein destilliertes Wasser
verwendet werden soll, da die Spharen dem osmotischen Gradienten nicht standhalten kénnen und
platzen wirden. Der Einsatz von Leitungswasser wird vom Hersteller nicht erwahnt, weshalb die
Microcarrier nach ihrer Beladung mit normalem L eitungswasser gespult wurden.

Analog zur mechanischen Belastung wurden die Sphéaren erneut mit Epirubicin beladen und nach
der vorgeschriebenen Inkubationszeit von einer Stunde auf eine Glasplatte gespritzt. Mit Hilfe einer
neuen Spritze wurden die Spharen mit Leitungswasser gespult und das Verhalten unter dem
Mikroskop beobachtet.

3.4.4: Beladung der HepaSpheres mit Mitoxanthron

Um neben des Beladungs- und Elutionsverhaltens der HepaSpheres mit Epirubicin ein besseres
Verstandnis fir die Kinetik der Sphéaren zu gewinnen, wurde Mitoxanthron als weiteres

Chemotherapeutikum ausgewahit.

Mitoxanthron gehort zur Gruppe der Topoisomerase Il Inhibitoren und wurde erstmals zur
Behandlung der Akuten Myeloischen Leukémie (AML) zugelassen. Mittlerweile kommt es vor
allem bei Mamma- und Prostatakarzinomen, aber auch bei der Akuten Lymphatischen Leukamie
(ALL) zum Einsatz, wobel sich vor allem der Einsatz bei Mammakarzinom auf Grund guter
Behandlungserfolge im klinischen Alltag etabliert hat. Im Vergleich zu den Antrazyklinen, wie zum
Beispiel Doxorubicin, zeichnet sich Mitoxanthron durch ein geringeres Nebenwirkungsprofil aus,
wenngleich natirlich die selben Nebenwirkungen wie bei Doxorubicin auftreten kdnnen. Am
haufigsten kommt es zu hdmatol ogi schen und gastroinstestinalen Nebenwirkungen. Allerdings
treten Ubelkeit, Erbrechen und Stomatitis bei der Behandlung mit Mitoxanthron seltener auf, als
bei der Behandlung mit Doxorubicin. Die Kardiotoxizitét als spezifische Nebenwirkung der

Antrazykline kann auch bei Mitoxanthron auftreten.®

Zur Beladung wurden folgende Materialien verwendet:
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— Microcarrier HepaSpheres® 30-60um im trockenen Zustand, 120-240um im ausgedehnten
Zustand, REF: V225HS, LOT: 036LH1 (BioSphere Medical)

- Mitoxanthron

— 20ml Spritze: Omnifix® Solo (Braun®)

— 30ml Spritze: Omnifix® Solo (Braun®)

- Sterican®Standardkanulen, Art.-No./Ref.:4657519, Pharmacy code: 2050798 (Braun®)

— Filter: Intrapur®Lipid (1,2um BRAUN) Filter

— Mikroskop: USB Digital-Handmikroskop 1,3 MP, Art. No.: 88-54000 (Bresser)

- Software: Future WinJoe

Der Beladungsvorgang erfolgte analog zur Beladung mit Epirubicin, wobei ebenfalls nach einer
Inkubationszeit von einer Stunde die Sphéren auf den Filter gespritzt wurden und an den

kunstlichen Korperkreislauf zur Spulung angeschlossen wurden.

Als weitere Beladungsmedien wurden Ferritin, Vitamin B12 und Rifampicin verwendet, wobel
hierbel erwadhnt werden muss, dass nur farbige Materialien in Frage kamen, da es sonst unmdglich
gewesen wére, den Beladungsvorgang mittels mikroskopischer Bilder zu dokumentieren.
Hintergrund dieser Versuche ist folgender: theoretisch wére es denkbar, dass auch eine Beladung
der HepaSpheres mit den oben genannten Stoffen Gebrauch im klinischen Alltag finden kdnnte,
sollten die Beladungs- und Elutionsvorgange gut funktionieren. Diese Tatsache wirde den
Einsatzbereich der HepaSpheres enorm erweitern!

Da die HepaSpheres bislang fast nur fir die Behandlung der oben genannten Krankheitsbilder
zugelassen sind, erfolgte die Beladung mit Ferritin, Vitamin B 12 und Rifampicin ohne spezifische
Anleitung. Der Beladungsvorgang wurde analog zur Beladung mit Epirubicin gestaltet.

46



3.4.5: Beladung der HepaSpheres mit Rifampicin (Eremfat® 300mq)

Im folgenden Versuchsteil wurden die Spharen mit dem Antibiotikum Rifampicin beladen.
Rifampicin ist ein hochwirksames bakterizides Antibiotikum der Pilzart Streptomyces mediterranel.
Es hat ein sehr breites Wirkspektrum tber die Hemmung der DNA abhangigen RNA-Polymerase
der Bakterien, sowohl gegen gram-negative und gegen gram-positive sowie atypische Bakterien. Es
wird vor allem beim Auftreten von Staphylococcus aureus und Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus pyogenes und Streptococcus pneumoniae, Listerien, Neisserien und Legionellen nach
entsprechendem Antibiogramm angewendet. Es hat sich a's Standardantibiotikum in der

Tuberkul osetherapie in Kombination mit Isoniazid, Pyrazinamid und Ethambutol etabliert®? und
kommt auch bei anderen Erkrankungen als Reservemittel zum Einsatz, falls bereits Resistenzen
vorliegen. Auch zur Prophylaxe einer Meningokokken-Enzephalitis kann es eingesetzt werden. %%
Als Nebenwirkungen kénnen L eberzell schadigung,® gastrointestinale Beschwerden, Anamie,
Thrombozytopenie und sehr selten ein Exanthem beobachtet werden. Rifampicin ist teratogen,
weshalb esin der Schwangerschaft kontraindiziert ist.% ¥

Sollte die Beladung erfolgreich sein, wére es nattrlich auch méglich, andere Antibiotika
einzusetzen, um das Einsatzgebiet der HepaSpheres zu erweitern.

Es wére mitunter denkbar, verschiedene Klassen von Antibiotika direkt im Bereich der Entztindung
zu applizieren, sollte es sich um eine lokal beschrankte Entziindungsreaktion handeln, die sich nicht
systemisch im ganzen Korper abspielt. Vorstellbare Einsatzbereiche waren hierfir z.B Abszesse der
Haut oder Infektionen einzelner Organe (Hepatitiden, Pyelonephritis, Endokarditis). Um diese
Theorie zu Uberprifen, wurden die HepaSpheres im Versuchslabor mit Rifampicin beladen und
unter dem Mikroskop betrachtet.

Fur den Versuch kamen folgende Materialien zum Einsatz:
- Rifampicin: Eremfat® i.v 300mg, Artikelnummer: 03186347; RIEM SER Arzneimittel,
Greifswald, Deutschland.
— HepaSpheres® 30-60um im trockenen Zustand, 120-240um im ausgedehnten Zustand, REF:
V225HS, LOT: 036LH1 (BioSphere Medical)
— Mikroskop: USB Digital-Handmikroskop 1,3 MP, Art. No.: 88-54000 (Bresser)
- Software: Future WinJoe
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— Spritze 20ml Omnifix® Solo (Braun®)
- Sterican®Standardkanulen, Art.-No./Ref.:4657519, Pharmacy code: 2050798 (Braun®)

Die Beladung erfolgte analog zur Beladung mit Epirubicin: Es wurden etwa 10ml des Rifampicins
in einer Spritze aufgezogen und direkt auf die sich auf einer Glasplatte befindenden Microcarrier
gespritzt und der Beladungsvorgang sofort unter dem Mikroskop betrachtet.

3.4.6: Beladung der HepaSpheres mit Ferritin

Laut Schétzungen leiden weltweit ungeféhr 1,6 Billionen Menschen unter einer auf Eisenmangel
basierenden Anamie.*” Dies hat die grofdten Auswirkungen auf die Mortalitét von Mittern und
Kindern, aber auch auf deren Allgemeinzustand. Auch Menschen mit chronischen Erkrankungen,
wie zum Beispiel Nierenerkrankungen, Herz-Kreislauferkrankungen, chronische

Darmerkrankungen und Krebserkrankungen sind haufig betroffene Patienten. %

Im menschlichen Korper werden etwa 4-5g Eisen, vor allem in Form des Hamoglobins (ca. 65%)
gespeichert. Den Rest findet man in Enzymen, im Myoglobin (10%), in der Leber in den
Makrophagen gespeichert oder in Form von Depot- oder Reservereisen (Ferritin, Hamosiderin).
Der tagliche Bedarf liegt bel circa25mg wobei 1-2mg Uber die Nahrung aufgenommen werden, der
Grofteil wird allerdings aus aternden Erythrozyten zurtickgewonnen. Im Plasma liegt das Eisen
fast ausschliefdlich an Transferrin gebunden vor und kann so zirkulieren, 9 1%

Uber die Abschlieferung von Haut- und Mukosazellen sowie tiber den Urin, Stuhl und SchweiR
gehen pro Tag etwa wieder 1-2mg verloren.’® Durch Blutverluste, z.B wahrend der
Menstruationsblutung (1mg pro 2ml Blut), 1 geht allerdings deutlich mehr Eisen verloren, so dass
es bei ungentigender Aufnahme Uber die Nahrung und der schlechten orale Bioverfligbarkeit mit
einer enteralen Resorption von 10-15% zu einem Eisendefizit kommen kann. Laut WHO liegt die
orale Bioverfugbarkeit bei einer normalen mitteleuropéischen Erndhrung bei ungefahr 15%. 102

Ein Eisenmangel zustand aufl3ert sich meistensim Auftreten einer mikrozytéaren, hypochromen
Anamie. Interessanterweise wird die Eisenhomdstase fast ausschliefdlich durch die Resorption von
Eisen (Erythrophagozytose) und nicht durch die Exkretion gesteuert.’r Um das fest an

Ei senbindeproteine gebundene Eisen resorbieren zu kénnen, ist eine ausreichende Saureproduktion
und somit eine Aktivierung der Peptidasen notwendig, so dass das dreiwertige Eisen zu
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zweiwertigem Eisen reduziert und dann im Dinndarm mit Hilfe des DM T1-Transporters resorbiert
werden kann (s. Abb. 29).Den DM T1-Transporter findet man in den Enterozyten, aber auch im
Duodenum. Es konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass es bei ausgepragten

Eisenmangel zusténden zu einer ,, Up-Regulation” dieses Transporters kommt, so dass mehr Eisen
resorbiert werden kann. 10101102 An der basolateralen Seite der Enterozyten sitzt der Fpnl-
Transporter, Uber den das zweiwertige Eisen in die Blutzirkul ation gelangt und dort an Transferrin
gebunden wird. 100103

Apical Basolateral

Fe'* s e
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Dcyt b?

binds to Tf
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7
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Abbildung 29: Darstellung der intestinalen Eisenresorption Uber den DMT1-Transporter

Auf Grund der schlechten oralen Bioverflgbarkeit des Eisens (nur etwa 10-15% werden enteral
resorbiert und stehen somit dem Korper zur Verwertung zur Verflgung), ist es bel ausgeprégten
Eisenmangel zusténden notwendig, das Eisendefizit intravends auszugleichen. Gelange es nun, die
HepaSpheres mit dreiwertigem Eisen zu beladen (z.B Fe-glucoronat), konnte die orale
Bioverflgbarkeit und somit die Resorption eventuell erhdht werden, so dass auch bei starkem
Eisenmangel eine orale Substitutionstherapie denkbar wére. Um eine orale Eisensubstitution bei
gravierenden Eisenmangel zusténden zu ermoglichen, miisste eine unabhangige Resorption des
Eisens vom Magen-pH-Wert gelingen, da die Sdureproduktion die V oraussetzung fur die
Aktivierung der eisenspaltenden Peptidasen ist. So kdnnte mitunter Patienten, welche eine Therapie
mit Protonenpumpeninhibitoren erhalten, eine orale Eisensubstitution ermdglicht werden. 1%
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Bei dem verwendeten Praparat Ferrlecit® 40mg handelt es sich um einen Eisen(l11)- natrium- D-
gluconat- hydroxid- oxid Komplex, welcher bei ausgepragten Eisenmangelzusténden, die nicht
mittels oraler Einnahme von Eisen kompensiert werden konnen, angewendet wird. Im Normalfall
reicht bel Erwachsenen die Behandlung mit einer Ampulle Ferrlecit® als Infusions dsung verdinnt
mit 100-250mg physiologischer K ochsalzldsung Uber 20-30min aus. Als mdgliche
Nebenwirkungen werden vom Hersteller Hamolyse, Hypotonie bis hin zum Kreislaufversagen,

L ungenddem, Hautausschldge und Uberempfindlichkeitsreaktionen mit Odemen beschrieben. 15

Es kamen folgende Materialien zum Einsatz:

— Ferritin: Ferrlecit ® 40mg (Sanofi), ATC-Code: BO3ACO7, Artikelnummer: 0375346,
Frankfurt am Main, Deutschland

— HepaSpheres® 30-60um im trockenen Zustand, 120-240um im ausgedehnten Zustand, REF:
V225HS, LOT: 036LH1 (BioSphere Medical)

- Software: Future WinJoe

— Mikroskop: USB Digital-Handmikroskop 1,3 MP, Art. No.: 88-54000 (Bresser®)

— Spritze 20ml Omnifix® Solo (Braun®)

- Sterican®Standardkanulen, Art.-No./Ref.:4657519, Pharmacy code: 2050798 (Braun®)

Die Spharen wurden erneut wie bereits oben beschrieben und gemal3 den Herstell erangaben mit
Ferritin (Ferrlecit® 40mg) Sanofi beladen. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde wurde ein
Teil der Spharen mit Hilfe einer Spritze auf eine Glasdeckplatte gespritzt und unter dem Mikroskop
betrachtet.
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3.4.7: Beladung der HepaSpheres mit Vitamin B12 (Cyanocobalamin 100ua/ml)

Vitamin B12 (Cobalamin) ist ein essentielles Vitamin, welches Uber die Nahrung aufgenommen
werden muss. Esist fast ausschliefdlich in tierischen Lebensmitteln enthalten. Im menschlichen
Korper wird es as Cofaktor fur die Nukleotidsynthese benétigt. Hier dient es der Methionin-
Synthese und zur Regeneration des Enzyms S-Adenosylmethionin (SAM). Aul3erdem ist es
unerlasslich fur die Erythropoese, das ZNS sowie den Protein- und Fettstoffwechsel. 10

Die Kombination aus einem Folat- und/oder Vitamin B12-Mangel kann sich in Form von
entzindlichen Gefalerkrankungen, Endothellasionen oder einem erhthten kardiovaskuldrem Risiko
bemerkbar machen. 1°7 1% Dije auftretenden Symptome sind oft vielfaltig und unspezifisch. Ein
manifester Vitamin B12- Mangel &uf3ert sich durch folgende Symptome: Zuerst kommt es zu einer
makrozytaren, hyperchromen Anamie (pernizidse Anamie). Bei fortgeschrittenem Vitamin B12-
Mangel treten aul3erdem neurologische Symptome, wie zum Beispiel Kribbel pardsthesien bis hin zu
dementiellen Symptomen und funikuldrer Myelose auf. Auch kognitive Probleme und psychische

Veranderung werden haufig bemerkt. 106 109

Daessich bel Vitamin B12 um ein wasserl6dliches Vitamin handelt, wird esim Magen unter dem
Einfluss der Magensdure und Pepsin, das Protein, an das es gebunden ist, gel6st. Im Magen wird
das nun frel vorliegende Vitamin B12 an Haptocorrin gebunden, ein Glykoprotein der
Speicheldriisen, um es so vor dem niedrigen pH-Wert zu schiitzten. Pankreasenzyme spalten das
Haptocorrin im Duodenum und das Vitamin B12 wird an den von den Parietal zellen des Magens
gebildeten Intrinsic factor gebunden. Im terminalen [leum wird dieser Komplex dann erkannt und
resorbiert, so dass circa 50% des sich in der Nahrung befindenden Vitamin B12 riickresorbiert
werden kann. Nach Magen- oder |leumteilresektionen kommt es deshalb zu einem idiopathisch
bedingtem Vitamin B12- Mangel. 1° 1t Auch Alkoholiker sind haufig von Vitamin B12- Mangel

betroffen. 112 113

Weiterhin treten Mangelerscheinungen bei Befall durch den Fischbandwurm, Malabsorption, Blind-
loop-Syndrom oder Erkrankungen des terminalen Ileum, wie zum Beispiel Zdliakie (Sprue), Colitis
ulcerosa oder Morbus Crohn auf. Vor alem Patienten nach Darmresektionen, die einen Abschnitt
desterminae lleums, der grol3er als zwanzig Zentimeter war, betraf, litten vermehrt unter Vitamin-

Mangel erscheinungen 114 115 116 117
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Des weiteren geht ein Vitamin B 12- Mangel haufig mit einer Typ A- Gastritis oder einer
chronischen Hyperaziditét einher. 118

Diagnostisch lassen sich bei vielen Patienten Autoantikorper gegen die Parietal zellen (90% der
Betroffenen) oder gegen den Intrinsic Factor (IF-Antikorper, bel 50% der Betroffenen) nachweisen.
119 120

Die Vitamin B12 Substitutionstherapie erfolgt normalerweise intramuskul&r, kann aber auch
intravents oder subkutan erfolgen. Falls eine Infusion verabreicht werden soll, muss eine
Verdinnung mit 250ml 0,9% physiologischer Kochsal zlsung vorgenommen werden.

Wie bei jeder Behandlung kénnen auch bei der Behandlung mit Vitamin B 12 Nebenwirkungen

auftreten; vom Hersteller werden hierzu folgenden Angaben gemacht:

- Uberempfindlichkeitsreaktionen bis hin zum anaphylaktischen Schock

- Hautreaktionen: Akne oder utikarielle bzw. ekzematodse Arzne mittel reaktionen 12

Im folgenden Versuch sollen die HepaSpheres mit Vitamin B 12 (Cyanocobalamin) beladen
werden. Gelange der Beladungsvorgang, wére es vorstellbar, dass flr Patienten mit
nachgewiesenem Intrinsic factor Mangel elne orale Substitutionstherapie angeboten werden konnte.

Allerdings sind bislang keine oralen Therapieprinzipien fur die HepaSpheres beschrieben worden.

Fur den Versuch kamen folgende Materialien zum Einsatz:

— Vitamin B12: Vitamin B12- ratiopharm® N 100ug/ml Injektionslésung

— HepaSpheres® 30-60um im trockenen Zustand, 120-240um im ausgedehnten Zustand, REF:
V225HS, LOT: 036LH1 (BioSphere Medical)

— Mikroskop: USB Digital-Handmikroskop 1,3 MP, Art. No.: 88-54000 (Bresser®)

- Software: Future WinJoe

— Spritze 20ml Omnifix® Solo (Braun®)

Sterican®Standardkantlen, Art.-No./Ref.:4657519, Pharmacy code: 2050798 (Braun®)

Analog zu den vorangegangenen Versuchen erfolgte die Beladung der HepaSpheres mit
Vitamin B12. Nach einer Inkubationszeit von einer halben Stunde wurden die Spharen mit Hilfe

einer Spritze auf einen Glasobjekttrager aufgebracht und unter dem Mikroskop betrachtet.
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4. Ergebnisse der Vorversuche

4.1.1: Ergebnisse der Beladung der HepaSpheres mit konigsblauer Tinte

Abbildungen 30 und 31: HepaSpheres® (BioSphere Medical) gefarbt mit konigsblauer Tinte, circa
460um (VergrofRerung 1)

Eslasst sich bereits nach kurzer Zeit (ca. 1 Minute) eine gleichméflige Aufnahme der Tintein die
HepaSpheres beobachten, wobel eine Destruktion der Embolisate nicht nachgewiesen werden
konnte. Unter dem Mikroskop erscheinen die Sphéren nun tiefblau. Es wurde der gesamte Milliliter
der Tinte, der appliziert wurde, von den Spharen aufgenommen. Allerdingsist dies kein exakter
Mal3stab, da nicht genau bestimmt werden kann, wie viele Spharen mit dem Messer auf die
Glasplatte Ubertragen wurden, so dass noch kein Eindruck von der wahren Beladungskapazitét der
Sphéren gewonnen werden konnte.
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4.1.2: Ergebnisse des Auswaschversuchs der Tinte mit Natriumchlorid 0,9%

Das Hinzugeben des NaCl 0,9% als Spuilfltssigkeit fuhrt zum Absptilen der Gberschiissigen Tinte
(s. Abb. 32). Nach ca. 10-20 Sekunden zeigt sich nach Auswaschen mit NaCl eine eindeutige

Entladung der Sphéren (hypodens) im Vergleich zur ausgewaschenen Tinte in der Umgebung.

Abbildungen 32 und 33: zunachst zeigen die HepaSpheres nach der Farbung mit konigsblauer

Tinte eine homogene Farbung in verschiedenen Grof3en. Im rechten Bild hat sich ein Microcarrier

verformt.

Abbildungen 34 und 35: entfarbte Microcarrier nach dem Spuilvorgang (Vergrolierung 2)
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4.1.3: Ergebnisse der Beladung der HepaSpheres mit Methylenblau

Die Ergebnisse der Beladung der HepaSpheres mit Methylenblau sind mit denen der koénigsblauen
Tinte vergleichbar: Es zeigt sich bei fast allen Kiigelchen schnell eine homogene Farbung und eine
deutliche GrofRenzunahme im Vergleich zu den nativen Sphéren. Auch das Elutionsverhalten nach
Betraufeln mit NaCl 0,9% differierte im wesentlichen nicht: Bereits nach wenigen Sekunden zeigte
sich auch hier eine eindeutige Entfarbung der Spharen im Vergleich zur farbigen Umgebung. Dies

ist auch deutlich auf den Bildern, die mit dem Mikroskop aufgenommen wurden, zu erkennen. Hier

erscheinen die Sphéren als runde wei3e Punkte in grau-blauer Umgebung.

Abbildung 37: HepaSpheres ® entfarbt nach dem Spiilvorgang mit NaCl 0,9%
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4.1.4: Ergebnisse der Testung der osmotischen Resistenz mit destilliertem Wasser

Wahrend des Hinzugebens von destilliertem Wasser konnte man zunéchst eine deutliche
Grolenzunahme der Sphéaren beobachten. AuRerdem veranderten sieihre Konsistenz zu einer gelee-
artigen Masse. Bei einigen Sphéaren konnte man auch beobachten, dass sie dem steigenden
osmotischen Druck durch die Aufnahme des destillierten Wassers nicht standhalten konnten und
platzten (s. Abb. 40). Daraus lasst sich folgern, dass man als Spiilflissigkeit im Katheter keinesfalls
destilliertes Wasser verwenden darf und folglich nur isotone K ochsal zl 6sung zum Einsatz kommen

sollte.

Abbildungen 38, 39 und 40: HepaSpheres ® vor dem Versuch, in destilliertem Wasser und in

geplatztem Zustand.
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4.2 Ergebnisse des experimentellen Tellsder Beladung der HepaSpheres
4.2.1: Ergebnisse der Beladung der HepaSpheres mit Epirubicin

Abbildungen 41-44. : Beladungsvorgang der HepaSpheres mit Epirubicin nach einer, sieben,

zwanzig und sechzig Minuten (Bilder von links oben nach rechts unten) (Vergrofierung 2).

Man erkennt deutlich, dass die HepaSpheresim zeitlichen Verlauf von Beginn bis sechzig Minuten
nach der Beladung das rétliche Epirubicin sehr gut mittels lonenaustauschprinzip aufnehmen. Am
Anfang lasst sich noch kein grof3er Unterschied zwischen den HepaSpheres und der sie

umgebenden zytotoxischen Epirubicinl dsung feststellen. Es zeigt sich allerdings sehr schon, dass
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sich die Umgebung der Microsphéaren im zeitlichen Verlauf immer mehr entféarbt und dass
schliefdlich fast das gesamte Epirubicin vollsténdig von den Spharen aufgenommen wurde. Die
GroRenveranderungen und das Aufquellen der Sphéren findet direkt zu Beginn der Beladung statt
und bleibt auch nach sechzig Minuten konstant. Es konnten keine geplatzten oder deformierten
Sphéren detektiert werden, was flr eine gute I nteraktion zwischen dem Epirubicin und den Sphéren

spricht.

4.2.2: Auswertung und Interpretation des Elutionsverhaltens der HepaSpheres im Vergleich zu den
DC Beads

Die bereits von der Apotheke des Klinkum Grofthaderns ebenfalls mit Epirubicin beladenen
DCBeads wurden Uber eine 20ml Spritze auf einen identischen Filter gespritzt und an denin vitro
Korperkreislauf bel 36,8°C angeschlossen. Nun erfolgte bei beiden Systemen die Einstellung eines
kontinuierlichen Flusses von circa 30 ml/h der 0,9%igen Natriumchloridldsung, so dass pro Zeit die
gleiche Menge Natriumchlorid durch die mit den Sphéren beladenen Filtern floss und eine
identische Menge an gesplilter Flissigkeit entstand.

Sobald sich jeweils circa 10 ml der gespiilten FlUssigkeit mit dem von den Sphéaren abgegebenen
Chemotherapeutikum im Auffangbehédlter gesammelt hatte, wurde nach bestimmten Zeitintervallen
die Extinktion mittels Photometer gemessen. Die Messungen erfolgten nach Eichung und
Kalibrierung des Photometers bei einer Wellenlange von 470 nm.

Zu Beginn der Versuchsreihe wurden die Zeitintervalle in kurzen Abstéanden jede halbe Stunde und
dann jede Stunde gewahlt, so dass man eine genaue Vorstellung Uber die Menge des gespuilten
Chemotherapeutikums erhielt. Im Folgenden wurden die Abstéande zwischen den Messungen immer
mehr erweitert und gegen Ende wurde nur noch einmal pro Tag die Extinktion gemessen. Die 10 ml
FlUssigkeit, von der jeweils die Extinktion bestimmt wurde, konnte nach der Messung noch nicht
verworfen werden, sondern wurde in einem extra Behélter gesammelt, so dass zum Ende des

V ersuches die Gesamtextinktion bestimmt werden konnte. Die Beobachtung und Messung der
Extinktionen wurde insgesamt fiir 16 Tage durchgefiihrt, um einen guten Uberblick (iber den
zeitlichen Verlauf der Menge an abgegebenem Therapeutikum zu erhalten. Dieser zeitliche Verlauf
ist fur den klinischen Alltag und die Wirksamkeit der transarteriellen Chemoembolisation von
grol3er Bedeutung, da die Menge des abgegebenen Epirubicinsin vitro mit der Menge des
abgegebenen Epirubicinsin der tumorversorgenden Arterie verglichen werden kann. Aufl3erdem war
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es wichtig zu beurteilen, ob Uberhaupt eine ausreichende Menge der zytotoxischen Substanz wieder
aus den Microsphéren ausgepult werden konnte, so dass im Bereich des Tumors ausreichend hohe
Konzentrationen an Epirubicin vorhanden sind, um einen zytotoxischen Effekt nachweisen zu
koénnen. Allerdingsist es nicht direkt moglich aus den gemessenen Extinktionswerten auf die
wirkliche Konzentration des Epirubicins im Bereich des Tumors zu schlief3en.

Diefolgende Tabelle stellt die Versuchsergebnisse vom 03.12.2014 bis 18.12.2014 dar:

Messungen bei 470nm:

Datum Uhrzeit Extinktion DC Beads Extinktion HepaSpheres
03.12.14 11.50h 523 576
12.33h 534 494
13.05h 515 475
14.15h 409 405
15.10h 295 324
16.30h 263 321
04.12.14 7.30h 205 277
11.30h 239 262
16.30h 209 248
05.12.14 8.30h 185 239
14.30h 198 188
Summe 372 328
08.12.14 8.30h 160 126
16.00h 131 137
09.12.14 13.30h 126 112
10.12.14 123 106
11.12.14 99 108
12.12.14 117 98
15.12.14 106 51
16.12.14 95 71
18.12.14 156 73

Abbildung 45: Tabelle mit Vergleich der gemessene Extinktionen von Epirubicin aus den
HepaSpheres und DCBeads
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Abbildung 46: Graphische Darstellung der gemessenen Extinktionen der HepaSpheres (blau) und
der DCBeads (rot)

Zu Beginn der Messungen zeigte sich bel den HepaSpheres eine Extinktion von 576, die bereits
nach knapp einer halben Stunde auf 494 gefallen war. Der hohe Ausgangswert l&sst sich dadurch
erkléren, dass zu Beginn der Versuchsreihe sich aul3er den Microcarriern im Filter auch noch ein
Rest der Epirubicinlésung, mit der die Microcarrier beladen wurden, befand. Beim Ubertragen der
Sphéren von der Spritze, in welche die sechzigminutige Inkubationszeit stattfand, kam es
zwangslaufig auch zu einem Ubertragen von Epirubicin auf den Filter, da es unmdglich war, die
Sphéren isoliert zu entnehmen.

Somit lasst sich nachvollziehen, dass die zu Beginn der Versuchsreihe gemessenen Extinktionen
noch falsch hoch sind. Man erkennt allerdings deutlich, dass die Werte am Ende des Tages nach
ungefahr 4,5 Stunden bereits deutlich gefalen sind (auf 321). Die erste Phase der Entladung
verlauft auch bei den DCBeads dhnlich, allerdings fallen die Werte zu Beginn der Messung nicht
ganz so schnell ab wie bei den HepaSpheres, erreichen aber am Ende des Messtages einen Wert von
263, was darauf hindeutet, dass auch die Konzentration des Epirubicins in den DCBeads bereits
niedriger sein muss als in den HepaSpheres, da sie das Zytostatikum also nicht so schnell abgeben
wie die HepaSpheres. Am zweiten Versuchstag lasst sich bereits beobachten, dass die
Extinktionswerte in beiden Vergleichsgruppen viel langsamer sinken als zu Beginn der Messungen
und sich am Tagesende bei annéhernd gleichen Werten einpendeln (209 DCBeads vs. 248
HepaSpheres). Nach drei Tagen unterschreiten die Werte erstmals einen Wert von unter 200, wobei
sie sich immer noch weitgehend im gleichen Bereich bewegen (198 DCBeads vs. 188
HepaSpheres). Am Ende dieses V ersuchstages erfol gte zusétzlich noch eine Messung der
Gesamtextinktion der gesammelten Spulfliissigkeit der letzten drei Tage. Dies ergab folgendes
Ergebnis:
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372 bei den DCBeads und 328 bei den HepaSpheres. Diese Werte sind gut mit den errechneten
Mittelwerten fir die bis zu diesem Zeitpunkt gemessenen Extinktionen vereinbar. Als Rechenwerte
ergeben sich folgende Ergebnisse: Mittelwert DCBeads: 325, HepaSpheres: 305

Bei der graphischen Auswertung ist zu beachten, dass es sich auf der x-Achse um eine nicht-lineare
Darstellung handelt, da es nur so moglich ist, die groferen Extinktionswerte zu Beginn der
Messreihe graphisch darzustellen und so auch mehrere Messungen an einem Tag im Diagramm
aufzutragen.

Wahrend der néchsten elf Messtage (an den Wochenenden wurden keine M essungen durchgefihrt,
allerdings erfolgte eine kontinuierliche Spulung der Sphéren Uber 24 Stunden weiterhin) sanken die
Werte weiter, bis die DCBeads schliefdlich am vorletzten Tag (16.12.14) mit 95 und die
HepaSpheres am 15.12.14 mit 51 ihre niedrigsten Messwerte erreichten. Das mit 156 bei der letzten
Extinktionsmessung ermittelte Ergebnis bel den DCBeads muss als Ausreil3er betrachtet werden
und l&sst sich wahrscheinlich durch mechanische Manipulation am Filter, z.B durch Schitteln oder
Erschiitterungen bel Bertihrung, erklaren.

Vergleicht man nun die beiden Sphéaren hinsichtlich des Elutionsverhaltens, |asst sich feststellen,
dass bei beiden Sphéaren zu Beginn der Messreihe eine kontinuierliche Abgabe von Epirubicin
erfolgte, die mit der Zeit immer weniger wurde, was sich an den ebenfalls fallenden
Extinktionswerten erkennen lasst. Abgesehen von den ersten vier Messungen liegen die
Extinktionswerte der HepaSpheres tendenziell etwas héher als die der DCBeads. Dies kénnte ein
Hinwels darauf sein, dass schneller eine hohere Konzentration des Epirubicins ausgespiilt wurde.
Nach ca. 48 Stunden unterschreiten die Extinktionswerte der DCBeads allerdings die der
HepaSpheres, wenn auch nur gering. Dies lasst vermuten, dass die HepaSpheres vor allem zu
Beginn der Therapie, also direkt nach der Applikation in die tumorversorgenden Arterien der Leber
ihre grofte Wirkung entfalten, da sieim Zeitintervall von 48h die hochste Dosis des
Chemotherapeutikums freisetzen. Im Zeitraum vom 08.12.14 bis 12.12.14 pendelten sich die Werte
auf einem relativ konstantem Niveau ein, mit ungeféhren Extinktionsdifferenzen von +/-10 pro Tag.
Eswird aso Uber einen Zeitraum von funf Tagen eine gleichméaidige, wenn auch relativ geringe
Menge des Epirubicins im Bereich des Tumorgewebes appliziert. Nach weiteren 24h erfolgt
nochmal ein grofRerer Sprung, mit einer Extinktionsdifferenz von 47 (von 98 auf 51). Der letzte
ermittelte Messwert ergab eine Extinktion von 73 am Tag 16. Nach einer relativ konstanten Phase
zeigte sich gegen Ende der Messungen also eine nochmalige héhere Epirubicinelution aus den

HepaSpheres. Nach 16 Tagen konnten keine klinisch relevanten Extinktionsunterschiede mehr
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gemessen werden, so dass wir die Versuchsrelhe beendeten.

Esléasst sich also zusammenfassend feststellen, dass das Maximum der Zytostatikafrei setzung zu
Beginn erfolgt, daraufhin schlief3t sich eine konstante Phase an, die von einer gleichméaliigen,
kontinuierlichen Abgabe des Zytostatikums charakterisiert wird. Am Ende der Versuchsreihe
pendelten sich die Messwerte auf einem konstanten Niveau ein, es wurden aso nur noch geringe
Mengen des Zytostatikums freigesetzt. Eslasst sich alerdings nicht ausschlief3en, dass nach
Beendigung der Messungen noch eine weitere Elution stattgefunden hat, die sich letztendlich aber

fdr unsim nicht mehr messharen Extinktionsdifferenzbereich befand.

Zusétzlich zu den Untersuchungen der HepaSperes, wurden die selben Versuche mit den DCBeads
gemacht, da diese schon langer im klinischen Alltag eingesetzt werden.

Vergleichend lasst sich feststellen, dass die DCBeads zu Beginn der Messreihe sehr hohe
Extinktionswerte aufwiesen, die sich aber noch innerhalb der ersten 24 Stunden halbierten. Esist
hier schwierig zu sagen, ob die ersten Messwerte als Artefakte zu werten sind durch einen zu hohen
Antell der Spuillésung auf dem Filter, oder ob es sich hierbei um die tatséchliche Kinetik der
Sphéren handelt. Falls dies der Fall wére, lief3e sich schlussfolgern, dass die DCBeads bereits
innerhalb der ersten 24 Stunden einen Grol3teil des geladenen Chemotherapeutikums wieder
freisetzen wirden und so der Tumor sofort mit sehr hohen Dosen in Kontakt gebracht werden
wurde. Die ndchsten 48 Stunden verlaufen wie bei den HepaSpheres relativ konstant, mit nur
geringen Veranderungen in den gemessen Extinktionswerten. Dies spricht ebenfalls fir eine
gleichmaliig konstante Applikation des Zytostatikums. Auffalig ist am sechsten Tag der
Versuchsreihe eine erneute gréfere Extinktionsénderung von 160 auf 131 bei davor relativ
konstanten Verdnderungen. Die Kinetik betreffend verhalten sich die DCBeads recht éhnlich wie
die HepaSpheres, die Extinktionsanderungen betragen zwischen den einzelnen Messungen relativ
konstant auch etwa 10, dies spricht fir eine gleichmalidige Entladung der Sphéren. Lediglich die
Ausgangs- und Endwerte der beiden Sphéren unterscheiden sich etwas: Die bei den DCBeads
gemessen Werte liegen im Schnitt immer 20-30 Messwerte hoher als bei den HepaSpheres. Folglich
wird aus den DCBeads auch eine etwas hohere K onzentration des Epirubicins abgegeben.

Ubertragt man diese Erkenntnisse nun in den klinischen Alltag |asst sich feststellen, dass die
HepaSpheres fur die transarterielle Chemoembolisation gut geeignet sind, dasie alle

V oraussetzungen, die hinsichtlich der Kinetik und des Elutionsverhaltens an die Spharen gestellt
werden, erflllen. Betrachtet man den Beladungsvorgang, konnten keine Auffélligkeiten oder

Schwierigkeiten festgestellt werden. Die Anleitung lief3 sich problemlos auf Epirubicin Ubertragen.
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Die Spharen nahmen das Chemotherapeutikum gut auf und vergrof3erten sich von circa 153um zu
Beginn des Beladungsvorganges auf 230pm im Maximalen gemessenen Durchmesser nach der
Inkubationszeit von einer Stunde. Auch konnte nicht beobachtet werden, dass die Sphéaren der
Beladung nicht standhalten konnten. In den mikroskopischen Bildern konnten keine kaputten
Microcarrier erkannt werden. Somit kann eine Beladung der Sphéren mit Epirubicin sicher und mit
elnem aquivalenten Beladungsergebnis wie bel Doxorubicin beobachtet werden.

Hinsichtlich des Elutionsverhaltens der HepaSpheres konnte eine stets ausreichende Menge an
abgegebenem Therapeutikum beobachtet werden, so dass man davon ausgehen kann, dass auch in
vivo in der Leberarterie eine ausreichend hohe Konzentrationen erzielt werden kann, um eine
Tumornekrose zu bewirken. Es wurde auf3erdem eine relativ konstante Elution nachgewiesen, was
sich auch gunstig auf die Wirksamkeit der Therapie auswirkt, da somit immer eine gewisse
Konzentration des Chemotherapeutikums im Bereich des Tumors vorhanden ist. Gegen Ende
wurden zwar relativ geringe Extinktionen gemessen, allerdings schlief3t das nicht aus, dass die
Konzentration dennoch hoch genug ist, um ein Downstaging des Tumorgewebes zu erzielen. Auch
nach Beendigung der Versuche muss davon ausgegangen werden, dass weiterhin Epirubicin
abgegeben wurde, so dass nicht genau gesagt werden kann, wie lange die Elution der Microsphéren
anhalt und ob die komplette geladene Dosis des Epirubicins auch im Bereich des Tumors
abgegeben wird, oder ob stets ein Rest in den Sphéren enthalten bleibt. Diese Vermutung kann
durch die Tatsache verstérkt werden, dass die Spharen nach Beendigung der Versuche auf dem
Filterpapier immer noch orange-rot erscheinen.

Davom Hersteller zusétzlich zur Elution des Therapeutikums auch noch ein okkludierender Effekt
im Bereich der tumorversorgenden Arterie belegt werden konnte, kristallisiert sich eine gute
Moglichkeit der palliativen Anwendung der HepaSpheres bei HCC Patienten und metastasiertem
kolorektalem Karzinom heraus, da einerseits eine konstante Frei setzung des Chemotherapeutikums
und andererseits eine Unterbrechung der zum Tumor fuhrenden Gefal3e gewahrleistet wird. Dieser
additive Effekt fihrt somit zu einer héheren Tumornekroserate und einem léngeren
beschwerdefreien Uberleben der Patienten.

Allesin allem lasst sich somit bestétigen, dass die HepaSpheres sehr gut fur den klinischen Alltag
zur transarteriellen Chemoembolisation geeignet sind.

Interessant zu erforschen wére aul3erdem folgende Fragestellung: Ist es mdglich, die gemessenen
Extinktionswerte in eine Dosiskurve umzurechnen, die die tatsachlich wirksame Dosisim Bereich
des Tumors beschreibt? So konnten hinsichtlich der Tumornekroseraten prazisere Aussagen
getroffen und auch weitere wichtige Informationen beziiglich der Kinetik der HepaSpheres

gewonnen werden.
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Vollstandigere Okklusion und hervorragendes
Ergebnis bei der Medikamentenfreisetzung
durch gréBBere Kontaktfldche an der

Intimaocberflache und bessere Konformitat?2

=

HepaSphere Microspheres mit HepaSphere Microspheres mit

Doxorubicin 14 Tage noch der Doxorubicin beim VerschlieBen sines
Behandlung bifurkalen Gefalies

Abbildung 47: Okklusion der tumorversorgenden Arterie durch die HepaSpheres

Abbildungen 48 und 49: links: die HepaSpheres nach der Inkubationszeit von einer Sunde, rechts:

nach mechanischer Manipulation (Vergrof3erung 2).
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Die Pfeile markieren digjenigen Sphéren, die der mechanischen Belastung nicht standhalten
konnten und sich entweder verformten oder fragmentiert wurden. Allerdings sei hier erwahnt, dass
nur ein sehr geringer Anteil der Sphéren der Belastung nicht standhalten konnten, die meisten
erlitten keinen Schaden und blieben in ihrer Form und Grof3e unveréandert.

Naturlich kann dieser Versuch nicht die Katheterpassage selbst smulieren, allerdings wurden
Erkenntnisse dartiber gewonnen, dass die Sphéren relativ stabil zu sein scheinen , so dass vermutet
werden kann, dass auch bei der Katheterpassage nur vereinzelt Microcarrier kaputt gehen und dass

die meisten das Interventionsziel unversehrt erreichen werden.

4.4: Ergebnisse der osmotischen Resistenz der beladenen Spahren mit L eitungswasser

Analog zur mechanischen Belastung wurden die Spharen erneut mit Epirubicin (siehe Material und
M ethoden) beladen und nach der vorgeschriebenen Inkubationszeit von einer Stunde auf eine
Glasplatte gespritzt. Mit Hilfe einer neuen Spritze wurden die Spharen mit Leitungswasser gespult
und das Verhalten unter dem Mikroskop beobachtet.

Es konnten keine besonderen Auffélligkeiten im Formverhalten der Sphéaren festgehalten werden.
Lediglich ein Bild l&sst die Annahme vermuten, dass einige Microcarrier dem osmotischen
Gradienten nicht standhalten konnten und kaputt gegangen sind. Deshalb ist anzunehmen, dass ein
Kontakt mit Leitungswasser den Sphéren prinzipiell keinen grof3en Schaden zufigt, allerdings soll
darauf hingewiesen werden, dass laut Herstellerangaben trotzdem nur NaCl 0,9% verwendet

werden sollte, um kein Risiko fir den Behandlungserfolg einzugehen.

65



Abbildung 50: Die Pfeile markieren zwei Sphéaren, bei denen eine Formveranderung nach Kontakt
mit dem Leitungswasser nachgewiesen werden konnte.

4.5: Ergebnisse der Beladung der HepaSpheres mit Mitoxanthron

Die nachfolgende Tabelle stellt die gemessenen Extinktionswerte der mit Mitoxanthron beladenen
HepaSpheres in Abhangigkeit der Zeit dar:

Die Messungen erfolgten nach Eichung und Kalibrierung des Photometers bei einer Wellenlange
von 660nm.
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Datum Uhr zeit Extinktion

26.01.15 12.00h 493
14.00h 62
16.00h 58
27.01.15 16.00h 34
28.01.15 16.00h 34
29.01.15 16.00h 32
30.01.15 16.00h 30
02.02.15 16.00h 29
03.02.15 16.00h 22
04.02.15 16.00h 22
05.02.15 16.00h 20
06.02.15 15.00h 26
09.02.15 16.00h 22
10.02.15 14.00h 20

Abbildung 51: Tabelle mit Vergleich der gemessenen Extinktionswerte fir die Beladung der
HepaSJpheres mit Mitoxanthron

-+ Extinktion He paspheres Mitoxanthron
B0
40
2 30
= \
=
d oo \
10 X
26/01.15 260115 260115 270115 280115 29.01.15 200115 02.02.15 02.02.15 04.02.15 05.02.15 06.02.15 09.02.15 1002.15
[12.00h) [14.00h) [16.00h) [16.00h) [16.00h) [16.00h) [16.00h) [16.00h) [16.00h) [16.00h) [16.00h) [1&.00h) [16.000) (14.00n)

Zeit

Abbildung 52: graphische Darstellung der Extinktionswerte nach Beladung der HepaSpheres mit

Mitoxanthron

Die mit Mitoxanthron beladenen HepaSpheres zeigen bereits bei der ersten Extinktionsmessung
einen sehr hohen Wert von 493, das heil3t, dass kurz nach der Beladung sofort ein grof3er Teil des
Chemotherapeutikums wieder abgegeben bzw. ausgewaschen wird. Aus der Tabelle lasst sich

ablesen, dass die Extinktion bereits nach zwei Stunden nur noch ungeféhr 1/8 vom Ausgangswert
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betragt. Dies bedeutet, dass die HepaSpheres das Mitoxanthron sehr schnell abgeben haben und es
nicht lange innerhalb der Spharen gespeichert bleibt. Dadurch ist eine kontinuierliche Abgabe tber
mehrere Wochen, wie z.B bel der Beladung mit Epirubicin, nicht méglich. Aus dem weiteren
Verlauf der Extinktionskurve kann man erkennen, dass sich die Werte nach sechs Tagen auf einem
konstantem Wert von ungeféhr zwanzig Nanometer einpendeln. Im weiteren Beobachtungszeitraum
andern die Werte sich kaum noch. Ein minimaler Anstieg der Extinktionswerte |&sst sich durch
versehentliche Bewegungen am Filter erkléaren, da durch die zugefiihrten Bewegungen die Ldsung
wieder etwas mehr gemischt wird.

Zusammenfassend konnte ein gutes Beladungsergebnis der Hepaspheres mit Mitoxanthron
beobachtet werden.

Allerdings war das Elutionsverhalten der Sphéaren hinsichtlich der geforderten Bedingung fiir den
klinischen Alltag nicht zufriedenstellend, da durch die bereits frihe Abgabe grof3er Mengen des
Chemotherapeutikums keine kontinuierliche Abgabe gewahrleistet werden kann. Aul3erdem kénnte
es sein, dass die Elution sofort beginnt, wenn die Sphéren in Kontakt mit der Kochsal zl6sung
geraten, wodurch eine Abgabe noch im Katheter nicht ausgeschl ossen werden kann.

Im Vergleich zur Beladung der HepaSpheres und auch der DCBeads mit Epirubicin stellt die
Beladung mit Mitoxanthron nach meiner Auffassung im Moment noch keine klinische Alternative

zur Anwendung bel Patienten dar.

Im vorangegangenen Versuchstell konnte bestétigt werden, dass die HepaSpheres sehr gut fir die
Beladung mit Epirubicin geeignet sind und so gut im klinischen Alltag fUr die transarterielle
Chemoembolisation verwendet werden kdnnen.

Auf Grund des guten Nutzen-/Nebenwirkunsprofils und der schonenden Applikationsform der
HepaSpheres stellt sich die Frage, inwiefern es moglich sein kdnnte, die HepaSpheres auch in
anderen Bereichen im klinischen Alltag, abgesehen von der DEB-TACE bel HCC und

metastas ertem kolorektalem Karzinom, e nzusetzen.
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4.6: Ergebnisse der Beladung der HepaSpheres mit Rifampicin

Abbildungen 53-56: Die Bilder zeigen von links oben nach rechts unten den Beladungsvorgang der

HepaSpheres mit Rifampicin. (Vergrof3erung 2).

Bereits zu Beginn des Beladungsvorganges konnte beobachtet werden, dass sich eine geleeartige
Masse bildet, die sehr z&hfllssig erschien (s. Abb. 1). Im weiteren Verlauf kristalisierte sich
heraus, dass die Sphéaren das Rifampicin nicht aufnehmen konnten, vielmehr schienen sie auf der
geleeartigen Masse ,, zu schwimmen* und blieben selbst vollig farblos (s Abb. 1-3).

Auf den Mikroskopiebildern erkennt man die hellen, runden Punkte in der orange-roten
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Rifampicinldsung. Die Sphéren scheinen in ihrer Form und Gréfe unverandert, allerdings gelang
auf keinem der Bilder ein positiver Nachweis einer Rifampicin Aufnahme in die Sphéren. Somit
kann angenommen werden, dass die Microcarrier fir den Gebrauch einer lokalen
Antibiotikatherapie mit Rifampicin nicht geeignet sind, da es nicht méglich ist, die Spharen mit
dem Rifampicin zu beladen. Unter Umsténden wére es denkbar, die Sphéren mit einem anderen
Antibiotikum zu beladen, was hier alerdings nicht geprift wurde. Dies wére ein weiterer
interessanter Forschungspunkt, allerdings soll dies nicht Gegenstand dieser Arbeit sein.

4.7: Ergebnisse der Beladung der HepaSpheres mit Ferritin (Ferrilect® 40mq)

Folgende Bilder konnten wahrend und nach des Beladungsvorganges mit Ferritin aufgenommen

werden:

Abbildungen 57-60: Die obere Abbildung zeigt die HepaSpheres direkt nach der Beladung.
Die z2wei unteren Abbildungen zeigen die HepaSpheres nach einer Inkubationszeit von ca. einer
Sunde

Zu Beginn des Beladungsvorgangs hoben sich die Spharen noch deutlich von der sie umgebenden
dunkelroten Flussigkeit (Ferritin) ab. Im Verlauf zeigte sich allerdings, dass die Farbintensitét des

Ferritins deutlich nachlief3, was eine gewisse Aufnahme in die Microcarrier vermuten | asst.
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Allerdings zeigt sich auch nach einer Stunde noch eine deutliche Gelbfarbung der Umgebung und
im Vergleich dazu sich heller abhebende Spharen. Folglich ist es nicht gelungen, die HepaSpheres
komplett mit dem Ferritin zu beladen, so dass nicht sicher gesagt werden kann, ob der beladene
Antell an Ferritin zu einer Substitutionstherapie bel gravierenden Eisenmangel zustanden
ausreichend wére. Esist nicht auszuschlief3en, dass diese Form der Therapie Einsatz im klinischen
Alltag finden konnte, allerdings muissen hinsichtlich dieser Fragestellung noch weitere
wissenschaftliche Versuche unternommen werden.

4.8: Ergebnisse der Beladung der HepaSpheres mit Vitamin B12 (Cyanocobalamin 100ug/ml)

Abbildungen 61 und 62: Auf der linken Abbildung sind die Spharen unmittelbar nach der Beladung

aufgenommen worden (Vergrol3erung 1). Das rechte Bild zeigt die HepaSpheres nach einer
Inkubationszeit von 30 Minuten (Vergrofierung 2).

Bel diesem Versuch kristallisierte sich bereits zu Beginn des Beladungsvorganges heraus, dass sich
mit dem Zeitpunkt der Kontaktaufnahme zwischen den Sphéren und dem Vitamin B12 eine
geleeartige Masse hildete (s. Abb. 61). Dies deutet darauf hin, dass die HepaSpheres und das
Vitamin vermutlich Komplexe bilden und sich so die Konsistenz der Sphéaren verandert. Nach einer
Inkubationszeit von einer halben Stunde konnte zwar ein Unterschied der die Sphéren umgebenden
FlUssigkeit festgestellt werden, alerdings scheinen diese vielmehr auf der Vitaminldsung zu

71



schwimmen, als sie zu resorbieren. In Folge dessen muss leider davon ausgegangen werden, dass
die Resorption des Vitamin B12 durch die Sphéren nicht in ausreichender Form gewahrleistet
werden kann, so dass die HepaSpheres fr dieses Einsatzgebiet im klinischen Alltag nicht geeignet
sind.

Zusammenfassend zu den drel weiteren Versuchen I&sst sich festhalten, dass ich momentan vor
allem fur Ferritin und Vitamin B12 noch keinen Einsatz der HepaSpheres im klinischen Alltag sehe.
Auch der Beladungsvorgang der HepaSpheres mit Rifampicin ist leider nicht gelungen, wobei ichin
diesem Versuch das grofdte Potential der HepaSpheres fir eine zukinftige Verwendung in den
Kliniken vermuten wirde. Hierfir mussten allerdings die Aufnahmeel genschaften der HepaSpheres

dem Rifampicin bzw. auch anderen farblosen Antibiotika angepasst werden.

5. Diskussion

Daessich bel den Versuchen mit den HepaSpheres um Experimente handelt, kénnen

M essungenauigkeiten und Messfehler nicht ausgeschl ossen werden. Die gréfdten Ungenauigkeiten
betreffen sicherlich die Entnahme der HepaSpheres nach der Beladung mit Hilfe der Spritze und das
Ubertragen auf den Filter, da hier nicht garantiert werden kann, dass stets alle Sphéren tibertragen
werden konnten und keine Aussage Uber die genaue Anzahl der Ubertragenen Sphéren gemacht
werden kann. AuRerdem muss angenommen werden, dass bei der Ubertragung auf den Filter auch
immer ein Tell der Zytostatikal 6sung auf den Filter gelangt ist, so dass die zu Beginn gemessenen
Extinktionswerte vermutlich falsch hoch sind. Anfangs erfolgten die Extinktionsmessungen noch in
kurzen Abstanden, um eine genaue Kurve erstellen zu kénnen, wurden allerdings im Verlauf auf
einmal am Tag reduziert, da die groRten Anderungen bereits kurz nach Anschlieen an den
simulierten Kdrperkreislauf geschahen. So kann natirlich nicht gewahrleistet werden, signifikante
Anderungen eventuell verpasst zu haben, allerdings kann man an Hand der relativ gleichmaiig
verlaufenden Extinktionskurven auf die fehlenden Werte schlief3en. Weitere Messfehler konnen im
Bereich der Messung selbst auftreten. Einerseitsim Falle einer f&l schlichen Messung durch das
Gerét selbst, anderseits konnte es durch ungenaues Abflllen in die Messkolben zu einer Verzerrung
der Messwerte gekommen sein.

Nichts desto trotz wurde nattrlich unter Einhaltung der nétigen Sicherheitsmal3nahmen im
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Gebrauch mit zytotoxischen Substanzen stets auf eine sorgfaltige Durchfiihrung aller Arbeitsschritte
geachtet, so dass die Messfehler moglichst gering gehalten werden konnten.

Eine weitere Uberlegung im Bezug auf die Spuilflissigkeit ware die Verwendung von einem dem
Plasma angendhertem Medium gewesen, da bei elektrostatisch beladenen Mikropartikeln
niedermolekulare Substanzen und Proteine einen grof3en Einfluss auf das Release Verhalten haben.
Ebenso spielen die Porengrofe und hydrophobe Interaktionen eine grof3e Rolle beim
Elutionsverhalten.

Anhand der oben beschriebenen Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass sich die HepaSpheres
sowohl fur den Gebrauch mit Epirubicin als auch fir den Gebrauch mit Mitoxanthron im klinischen
Alltag bewdhren konnten. Anhand der Extinktionskurven konnte bestétigt werden, dass bei beiden
Chemotherapeutika eine ausreichende Menge des Zytostatikums im Bereich des Tumors abgegeben
wird, so dass man annehmen kann, dass es im Bereich der tumorversorgenden Arterie sowohl durch
den geféaRokkludierenden Effekt der Sphéren als auch die lokal hohen Konzentrationen der
Zytostatika ein synergistischer Effekt auf das Tumorwachstum im Sinne einer hoheren
TumorzelInekrose erreicht werden kann. Leider |dsst sich an Hand der gemessenen
Extinktionswerte nicht direkt auf die lokale Konzentration des Zytostatikums im Bereich des
Tumors schlief3en, so dass es nicht moglich war, eine genaue Einschdtzung tber die
Tumornekroserate zu treffen.

Im Vergleich mit den DC-Beads konnten sich keine relevanten Unterschiede beziglich der
gemessenen Extinktionswerte bestimmen lassen, so dass im Endeffekt jeder Untersucher selbst

entscheiden muss, fur welche Sphéren er sich bei der Behandlung seiner Patienten entscheidet.

Momentan ist dieses Therapieverfahren fir den Patienten schonender als einer konventionelle
Chemotherapie, da die allgemein bekannten Nebenwirkungen einer solchen Behandlung fast
komplett ausbleiben, weshalb sich viele Patienten zum down-staging fir diese Therapieform
entscheiden.

Allerdings bietet eine DEB-TACE Behandlung nicht nur Vorteile: Da es sich um ein relativ neues
Therapiekonzept handelt, ist esim Vergleich zu einer konventionellen Chemotherapie natirlich
wesentlich teuer, was mitunter an den hohen Materialkosten der Sphéren liegt. Aul3erdem ist bel
jeder Therapiesitzung ein minimal-invasiver Eingriff unter Rontgenkontrolle mit anschlief3ender
stationarer Uberwachung nétig. Als wichtigste Nebenwirkung einer DEB-TACE Behandlung wird
das Post-Embolisationssyndrom genannt, das zwar selten auftritt, fir den betroffenen Patienten

allerdings |ebensbedrohlich sein kann.
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Nicht desto trotz sehe ich in diesem Therapieverfahren einen grof3en Fortschritt in der modernen
Tumortherapie vor allem fur HCC- Patienten, da es sich doch um einen relativ kleinen Eingriff
handelt, der bei einem gelibten Operateur meist nur wenige Minuten dauert. Den meisten Patienten
geht es nach diesem Eingriff relativ schnell wieder gut, so dass sie die Klinik bald verlassen
koénnen, was viel zu einer guten Lebensqualitét beitragt.

L eider konnte ich in meinen weiteren Versuchen und Uberlegungen momentan noch kein weiteres
Einsatzgebiet fir die HepaSpheres aufzeigen, da die Ergebnisse der Beladung mit Rifampicin,
Ferritin und Vitamin B12 leider nicht wie erhofft funktioniert haben und sich die Spharen mit dem
getesteten Medium nicht ausreichend beladen lief3en. Am ehesten erscheint mir ein weiterer
Gebrauch der Sphare mit Ferritin wahrscheinlich und auch im klinischen Alltag
erfolgsversprechend, dazumindest eine Teilbeladung nachgewiesen werden konnte. Allerdings
mussten hierfir die Material el genschaften der HepaSpheres dahingehend angepasst werden, dass
eine kompl ette Beladung moglich wére. Bel den Versuchen mit Vitamin B 12 ist physikalisch
betrachtet aufgrund der fehlenden positiven Ladung des Cobal amins keine I nteraktion zwischen den
Harz der polyanionischen Microcarrier und dem Cobalamin mdglich, da sich die negative Ladung
des Phophats und die positive Ladung des Cobalts gegenseitige Aufheben und Cobalamin somit
keine positive Ladung besitzt. Momentan scheinen die Material eigenschaften der Spharen nur fur

den Gebrauch mit den oben genannten Zytostatika geeignet zu sein.

6. Zusammenfassung

Ziel der Arbeit waren umfassende Untersuchungen zum Be- und Entladevorgang der
HepaSpheres von MeritMedical, wobei das grofite Augenmerk dem Elutionsverhalten der Sphéren
gewidmet wurde.

Ihren Einsatzbereich finden die HepaSpheres vor allem bei der DEB-TACE bel primérem HCC
oder metastasiertem Kolonkarzinom in palliativer Absicht. Hierfir werden die Spharen mit dem
entsprechendem Chemotherapeutikum beladen und dem Patienten Uber die Arteria hepatica durch
einen Katheter bisin die tumorversorgenden Gefal3e gespritzt: Diese Art der Therapie hat somit
zwel Effekte, einerseits kommt es durch die Applikation der Microcarrier im Bereich der
tumorversorgenden Geféf3e zu einer Okklusion und somit zu einer Devaskularisation des Tumors.

Der zweite Effekt ist eine hohe |okoregionédre Konzentration des Zytostatikums im Bereich des
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Tumors oder der Metastasen durch die direkte Applikation unter Umgehung des Korperkreislaufs,
so dass dieses Verfahren fur den Patienten weitaus schonender ist, als eine klassische
Chemotherapie. Die Sitzungen finden im entsprechenden Krankenhaus in Lokalandsthesiein
vierwochigen Abstanden statt, so dass die Patienten meist am selben Tag noch nach Hause

entlassen werden kénnen.

Fur meine Versuche wurden die Spharen zunéchst in variablen Vorversuchen mit handel stiblicher
konigsblauer Tinte und Methylenblau beladen, um so ein erstes Verstéandnis fur die Kinetik der
Kugelchen zu erlangen. Betrachtet wurden die Sphéaren jewells unter dem Mikroskop, wobel
gleichzeitig Bilder in verschiedenen Phasen des Beladungsvorgangs gemacht wurden, um mogliche
Form- und Konsistenzveranderungen der Kigelchen dokumentieren zu kénnen.

Des weiteren wurden die Sphéren dann mit Epirubicin laut Herstellerangaben beladen und nach
einer Inkubationszeit von 60 Minuten auf einen Filter gespritzt und an einen smulierten
Korperkreislauf angeschlossen, so dass bei 37°C eine kontinuierliche Sptilung der Sphéaren
stattfinden konnte. Wahrenddessen wurden in definierten Zeitabsténden jeweils Proben aus der
gespuilten Flissigkeit entnommen und daraus die Extinktionen gemessen, so dass eine
Extinktionskurve in Abhangigkeit von der Zeit erstellt werden konnte. Um einen besseren
Vergleich zu haben, wurde die selbe Messung auch mit Epirubin beladenen DC-Beads K tigelchen
eines anderen Herstellers durchgefiihrt und ebenfalls die Extinktionen gemessen.

Die ermittelten Ergebnisse fur die zwei verschiedenen Sphéren differierten im wesentlichen nur

wenig:

Bel den DC Beads lief3en sich bereits zu Beginn der Messungen relativ hohe und schnell fallende
Extinktionswerte bestimmen, was fir eine schnelle Abgabe direkt nach der Applikation in die
tumorversorgende Arterie spricht. Bel den HepaSpheres blieb dieser erste Peak aus, die Abgabe
erfolgte kontinuierlicher.

Bereits nach finf Tagen pendeln sich die Werte der beiden Carrier in einem Extinktionsbereich von
+/- 100 ein und unterliegen in den folgenden Tagen nur noch leichten Schwankungen. Somit muss
davon ausgegangen werden, dass nicht die komplette Menge des Epirubicins aus den Carrieren
ausgewaschen werden konnte und stets ein Rest in den Sphéren verbleibt. Nichts desto trotz stellen
die gemessenen Werte ein zufriedenstellendes Ergebnis dar mit der Schlussfolgerung, dass sowohl
die DC-Beads als auch die HepaSpheres sehr gut im klinischen Alltag a's palliativer Ansatz bel der
DEB-TACE eingesetzt werden kdnnen, da ausreichend hohe Zytostatikakonzentrationen im Bereich
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des Tumors erreicht werden konnen.

Nun stellte sich die Frage, ob es méglich sai, das Einsatzgebiet der HepaSpheres Uiber deren bereits
erforschten Einsatz in der DEB-TACE zu erweitern.

Als Aufgabe galt es farbige Testsubstanzen zu finden, mit denen man die HepaSpheres
sinnvollerwei se beladen kénnte. Hierfir wurden Rifampicin, Ferrtin und Vitamin B12 verwendet.
Fur alle drei Testsubstanzen ware eine sinnvolle klinische Indikation gegeben, womit der
Einsatzbereich der HepaSpheres enorm erweitert werden konnte.

Die Beladung erfolgte analog zur Beladung mit Epirubicin. Nach der angegebenen Einwirkdauer
von ungefahr 60 Minuten, wurden die Kiigelchen unter dem Mikroskop hinsichtlich ihrer Beladung
betrachtet.

Allerdings konnte bei keinem der drei Testsubstanzen eine positive Aufnahme in die HepaSpheres
nachgewiesen werden, so dass davon ausgegangen werden muss, dass diese fir einen anderweitigen

Gebrauch leider nicht geeignet sind.
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