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I. Einleitung

1. Vorbemerkung

Geschitzt erkranken in Deutschland jdhrlich ca. 218.000 Ménner und ca. 206.000 Frauen neu
an Krebs. Diese Zahlen wurden im Februar 2006 vom Robert Koch Institut in Verbindung
mit der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e. V. in der 5.
iberarbeiteten Auflage von ,,Krebs in Deutschland* veroffentlicht und beziehen sich auf das
Jahr 2002. Eingeschlossen in diese Berechnungen sind alle soliden Tumoren sowie die
primér systemischen Lymphome und Leukdmien. Mit iiber 209.000 Sterbefillen im Jahr
2002 rangieren die malignen Erkrankungen auf Platz 2 der hiufigsten Todesursachen hinter
den kardiovaskuldren Erkrankungen. Ein wichtiger Risikofaktor fiir die Gefdhrdung an Krebs
zu erkranken ist in den Industrielandern neben dem Rauchen das steigende Lebensalter. Laut
Statistischem Bundesamt stieg allein im Zeitraum von 1998 bis 2001 die Lebenserwartung
von Frauen von 80,27 auf 81,07 Jahre, die der Minner im gleichen Zeitraum von 74,04 auf
75,11 Jahre. Fiir das Jahr 2050 geht man von einer Lebenserwartung von 86,6 Jahren fiir
Frauen und 81,1 Jahren fiir Méanner aus (Pressemitteilung des statistischen Bundesamtes vom
6. Juni 2003). Da die Inzidenz fiir Neoplasien im Alter iiber 60 Jahre stark zunimmt, wird
deutlich wie wichtig die Entwicklung neuer Therapiekonzepte bei der Bekampfung dieser
Erkrankungen in Zukunft sein wird. Die zunehmende Alterung der Gesellschaft, verbunden
mit einer steigenden Zahl an malignen Erkrankungen, stellt aber nicht nur in Deutschland,
sondern auch in anderen weit entwickelten Léndern auf der ganzen Welt, ein Problem dar
(Bray et al. 2002; Dinse et al. 1999; Merrill and Weed 2001).

Trotz der groflen Forschungsanstrengungen der letzten Jahrzehnte, die einen immensen
Zuwachs an Grundlagenwissen iiber die Entstehung und das Wachstum von Tumoren
erbrachte, konnten nur wenige neue Therapiestrategien aus der experimentellen Forschung in
klinische Studien iibernommen werden. Die Therapie maligner Erkrankungen stiitzt sich
nach wie vor auf die drei Hauptpfeiler der Onkologie, die Chirurgie, die Chemotherapie und
die Strahlentherapie. Neuere Therapieverfahren, wie die antivaskuldre Tumortherapie, die
mit ersten viel versprechenden klinischen Studienergebnissen aufwarten, konnten dem in

naher Zukunft ein weiteres Standbein hinzufiigen.
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2. Pathophysiologie der Tumorangiogenese

Die Besonderheit des Gefid3systems eines Tumors wurde erstmals von Rudolph Virchow im
Jahre 1863 beschrieben (Balkwill and Mantovani 2001), aber erst 44 Jahre spéter durch
Goldman systematisch bearbeitet (Goldman 1907). Er stellte fest, dass sich im
proliferierenden Randbereich von Tumoren Gefde mit chaotischer Struktur,
Kaliberspriingen und GefidBaussprossungen bilden. Weitere 38 Jahre vergingen bis Algire
and Chalkley einen notwendigen Zusammenhang zwischen Tumorwachstum und der
Ausbildung eines eigenen Gefdlnetzwerkes herstellen konnten (Algire and Chalkley 1945).
Das heutige Verstidndnis der Angiogenese geht im wesentlichen auf die Forschungsarbeit von
Judah Folkman zuriick (Folkman 1971). Er formulierte dariiber hinaus einen neuen
Therapieansatz bei dem Metastasierung und Tumorwachstum {iiber die Inhibierung der
Tumorangiogenese verhindert werden soll.

Angiogenese ist aber nicht ausschlieBlich ein pathophysiologischer Prozess, sie findet im
menschlichen Korper auch bei physiologischen Vorgingen statt. Zum einen im Verlauf des
weiblichen Menstruationszyklus und zum anderen in der Vaskulogenese des sich
entwickelnden Embryos (D'Amore and Thompson 1987; Folkman 1995; Risau 1997).
Dariiber hinaus spielt die Angiogenese bei weiteren pathophysiologischen Prozessen wie der
Entstehung der rheumathoiden Arthritis (Folkman 1995), der diabetischen Retinopathie
(Hammes et al. 1996) sowie bei der Wundheilung eine wichtige Rolle (Clark et al. 1982;
Tonnesen, Feng, and Clark 2000).

Heute ist nachhaltig belegt, dass sich solide Tumoren bzw. Zellnester entarteter Zellen bis zu
einem Volumen von bis zu 2 mm’ durch Diffusion aus dem umliegenden Gewebe
ausreichend mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgen konnen. In diesem Stadium der ,,tumor
dormancy‘ konnen die Zellen iiber Jahre verweilen (Naumov et al. 2006). Wodurch es, oft
erst nach Jahren, zum ,,Angiogenic Switch®, also der Produktion und Sekretion von
angiogenetischen Substanzen aus den Tumorzellen und somit zu einer Umstrukturierung des
noch ungeordneten, ,schlafenden® Zellhaufens in einen endothelzellaktivierenden
Zellverband kommit, ist bis heute nicht abschlieBend gekldrt (Naumov, Akslen, and Folkman
2006). Entscheident sind vermutlich Verdnderungen im Tumormikromilieu wie eine
Erhohung des pCO,, eine Verringerung des pO, oder der Abfall des pH-Wertes (Bergers and
Benjamin 2003). Die aktivierten Zellen synthetisieren sowohl proteolytische wie auch
endothelzellaktivierende Substanzen und setzen diese frei. Proteolytisch wirksame Matrix

Metalloproteinasen sind in der Lage, das umgebende Gewebe anzudauen und machen damit
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den Weg frei fiir die Einsprossung der Endothelzellen in Richtung des angiogenetischen
Stimulus. Die Aktivierung der Endothelzellen kommt dabei wesentlich iiber den Vaskular
Endothelial Growth Factor (VEGF) zustande. Zur Aktivierung weiterer Zellpopulationen
tragen der basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) sowie der Plateled Derived Growth Factor
(PDGF) bei. Die Migration der Endothelzellen und das Remodelling der Extrazelluldren
Matrix werden durch die Expression von Adhisionsmolekiilen, wie ayps;, auf den
Endothelzellen erleichtert. Nach der Bildung der Basalmembran werden schlieBlich Pericyten
rekrutiert, die ein die Gefidlle umgebendes Stiitzgewebe formen (Hammersen, Endrich, and
Messmer 1985). Entstanden ist nun ein neues, den Tumor nutritiv versorgendes Gefial3system,
das weiteres Wachstum und Metastasierung ermoglicht (Sutherland 1988). Das
Tumorendothel zeichnet sich dabei im Gegensatz zu normalem Endothel durch eine
chaotische Architektur mit oft nur bruchstiickhaft ausgebildeter Basalmembran, groflen
interzelluldren Liicken und einer damit verbundenen stark erhohten Permeabilitiit aus. Eine

Unterscheidung in Arteriolen und Venolen ist nicht moglich.

3. Gliederung und Definition antivaskulirer Therapie

Aus dem Wissen iiber die Angiogenese lassen sich zwei groBe Therapiekonzepte im Sinne
einer antivaskuldren Therapie ableiten (Abb. 1). Zum einen ergibt sich die Moglichkeit einen
oder mehrere Schritte des oben beschriebenen Prozesses zu inhibieren und damit die
Vaskularisierung des Tumors zu unterbinden (Antiangiogenese), zum anderen bieten die
doch deutlichen strukturellen Unterschiede des Tumorendothels im Vergleich zum normalen
Endothel die Moglichkeit, dieses gezielt zu attackieren und so einen bereits vaskularisierten
Tumor von seiner nutritiven Versorgung abzuschneiden (Vaskular Targeting). Primirer
Angriffspunkt der antivaskuldren Therapie ist somit nicht wie bei der klassischen
Chemotherapie die Tumorzelle, sondern das diese Zellen versorgende BlutgefdBsystem.

Hochst relevant fiir die Inhibierung der Angiogenese scheint hauptsdchlich die Blockierung
der durch VEGF und o-Integrine vermittelten Endothelzellaktivierung zu sein. In die durch
VEGF vermittelte Signaltransduktion ldsst sich an verschiedenen Stellen eingreifen. Der
monoklonale Antikdrper Bevaczucimab (Avastin®), der als erste antiangiogenetische
Substanz die klinische Zulassung erhalten hat, bindet freies VEGF, welches so bereits vor
dem Kontakt mit der Endothelzelle eliminiert wird (Hurwitz et al. 2004). IMC-1C11 geht
dagegen eine Verbindung mit der extrazelluliren Domine des VEGF-Rezeptors auf der
Oberfldache der Endothelzelle ein. Dies fiihrt zu einer Blockage des VEGF-Rezeptors (Posey
et al. 2003; Gordon et al. 2001; Margolin et al. 2001; Mross et al. 2005). Wiederum andere
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kleinmolekulare Substanzen, wie SU5416 und SU6668, blockieren nach dem Eindringen in
die Zelle die Tyrosin-Kinase des VEGF-Rezeptors und verhindern somit eine intrazellulédre

Signaltransduktion (Bergers et al. 2003).

Antivaskulire Tumortherapie

Antiangiogenese Vascular Targeting
Inhibierung der Bildung Destruktion des bereits
neuer BlutgefiBe existierenden TumorgefifBsystems
Zytostatischer Effekt Zytotoxischer Effekt
Wachstumsverzogerung /Wachstumsstop akute Tumorregression

Abb. 1: Gliederung Antivaskuldrer Tumortherapie in die zwei Hauptrichtungen Antiangiogenese und Vascular

Targeting.

Weitere therapeutische Ansitze sind in experimenteller Erprobung, klinische Studien stehen
zu vielen Substanzen aber noch aus. Allerdings konnte keine der bisher in der Klinik als
Monotherapie eingesetzten Formulierungen die Effektivitit aus den experimentellen

Tierstudien reproduzieren.

4. Vaskular Targeting

Der therapeutische Ansatz, bereits bestehendes Tumorendothel selektiv zu schédigen,
(Vascular Targeting) geht auf Juliana Denekamp aus dem Jahr 1984 zuriick
(Denekamp1984). Sie konnte zeigen, dass sich die Zahl der durch ein einziges Blutgefal3
versorgter Zellen im Tumor stark von der Zahl in Normalgewebe unterscheidet. Werden in

normalem Gewebe nur wenige Zellschichten von einem Gefall versorgt so konnen dies im
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Tumor mehrere Hundert sein (Denekamp 1999). Bereits geringgradige Schadigungen des
Endothels fiihren zum Untergang der ohnehin schon kritisch versorgten &duB3eren
Zellschichten, Nekrose und Apoptose sind die Folge. Ein weiterer Vorteil gegeniiber
herkobmmlichen Chemotherapeutika, die ja bis dato direkt auf die Zerstorung der
Tumorzellen abzielten, besteht darin, dass bei i.v.-Applikation von Vascular Targeting
Substanzen keinerlei Barrieren iiberwunden werden miissen, denn die Endothelzellen der
TumorblutgefidBe stehen in direktem Kontakt mit dem Intravasalen Kompartiment (Jain
1994; Jain 1996; Jain 2001). Das Target der Therapie, die Endothelzelle, kann also direkt
erreicht werden. Zudem sind die an der Proliferation neuer Tumorgefile beteiligten
Endothelzellen nicht wie die Tumorzellen neoplastisch, weisen genetisch eine hohere
Stabilitdt auf und zeigen dadurch eine sehr langsame Resistenzentwicklung gegeniiber
Vascular Targeting Substanzen. Da Tumorgefidfe bei unterschiedlichsten Tumorentitdten und
auch bei der Enstehung von Metastasen annidhernd den gleichen Aufbau zeigen, kann als
weiterer Vorteil des Vascular Targeting von einem breiten Wirkspektrum ausgegangen
werden.

Das Tumorendothel dabei selektiv zu zerstoren stellte lange ein Problem dar, da auf
Endothelzellen des Tumors weitaus weniger mogliche Liganden fiir ein entsprechendes
Therapeutikum exprimiert werden, als dies auf normalen Endothelzellen der Fall ist.
Intensive  Forschungsbemiihungen sowie die Analyse der Genexpression in
Tumorendothelzellen erbrachten einige mogliche Angriffspunkte, die therapeutisch
angegangen werden konnen (Nanda and St Croix 2004; St Croix et al. 2000). Zu ihnen
gehoren Rezeptoren fiir Wachstumshormone (VEGFR), o-Integrine, VCAM-1 oder
CD105/Endoglin, deren Produktion in angiogenetischen Endothelzellen hoch reguliert sind
und so an der Oberfliche der Zelle in groB3er Zahl als mogliche Ziele zur Verfiigung stehen.
Nach Vorarbeiten von Bringham, Zhu sowie McLean, konnten Thurston et al. erstmals eine
ladungsvermittelte Anheftung kationischer Liposomen an angiogenetischen Endothelien
zeigen (Thurston ef al. 1998; Brigham et al. 1989; McLean et al. 1997; Zhu et al. 1993). Dies
bietet die Moglichkeit cytotoxische Substanzen direkt an die entsprechenden Endothelzellen
zu transportieren (Alessi, Ebbinghaus, and Neri 2004; Krasnici et al. 2003; Thurston et al.
1998). Dariiber hinaus wurden in elekronenmikroskopischen Untersuchungen mit
goldmarkierten Liposomen mogliche Wege der Aufnahme der Liposomen in die Zelle
dargestellt (Thurston ef al. 1998). Nach Anheftung der Liposomen an die mit dem Blutstrom
in Verbindung stehenden Zellmembranen kommt es zur Internalisierung der Liposomen.

Diese konnen im weiteren Verlauf innerhalb der Zelle in Endosomen und multivesikuliren
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Korperchen wiedergefunden werden (Thurston et al. 1998). Auch eine Offnung und
anschlieBende Verschmelzung der Lipiddoppelmembran der Liposomen mit der
Zellmembran wire denkbar. Letztendlich konnten die einzelnen Schritte der Aufnahme der
Wirksubstanz aber noch nicht abschlieBend geklért werden.

Neben dem bereits heute in der Klinik etablierten Verfahren der Chemoembolisation bei
inoperablem hepatozellulirem Carzinom (Llovet and Bruix 2003), bei welchem die zu
verabreichenden Medikamente iiber supraselektive Katheter direkt vor den Tumor bzw. die
Metastase arteriell injiziert werden, lassen sich die fiir das Vascular Targeting systemisch
anwendbaren Substanzen in drei Klassen einteilen:

In die Klasse der Liganden bindenden Substanzen gehoren Antikorper sowie Konjugate aus
Wachstumsfaktoren einerseits und cytotoxischen (Olson et al. 1997) oder
koagulationsférderden (Huang et al. 1997; Nilsson et al. 2001) Substanzen andererseits
(Brekken and Thorpe 2001; Thorpe and Burrows 1995). Sie sind gegen
Oberflidchenstrukturen des proliferierenden Tumorendothels, wie VEGF-Rezeptoren oder
Zelladhasionsmolekiile gerichtet. Trotz guter Ergebnisse in tierexperimentellen Studien
konnte bisher keine Formulierung Eingang in eine klinische Studie finden.

Im Gegensatz dazu konnten aus der Gruppe der kleinmolekularen tubulin-bindende Agentien
bereits mehrere Ansitze in die Klinische Erprobung iibernommen werden. Combretastatin A-
4 oder der verwandte Wirkstoff AVE8062A (Hori, Saito, and Kubota 2002) entfalten ihre
Wirkung iiber die Bindung und die damit verbundene Destabilisierung des Tubulinskeletts
der Endothelzelle. Form und Struktur der Zelle gehen verloren, sie kann ihre Aufgabe im
Zellverband nicht mehr aufrechterhalten, es kommt zu Rissen in der Endothelzellschicht. Die
so mit dem Blutstrom in Verbindung tretenden koagulationsférdernden Bestandteile der
subzelluldren Matrix induzieren einen Thrombus, der das Gefaf verschliet und so zur
Malnutrition der entsprechenden Tumorzellen fiihrt. Im Tiermodell konnte fiir diesen
Mechanismus eine Verringerung der Tumorperfusion um das 100-fache gemessen werden
(Hori and Saito 2003; Tozer et al. 1999; Tozer et al. 2001). Auch in einer klinischen Studie,
bei der die Perfusion mit Hilfe dynamischer Magnet-Resonanz-Tomographie (dMRT)
untersucht wurde, ergab sich eine Reduktion der Perfusion auf 50% des Ausgangswertes
(Stevenson et al. 2003).

Eine dritte, wichtige Klasse stellen kationische Liposomen dar. Mit ihrer positiven Ladung
reichern sie sich im Gegensatz zu anionischen oder neutralen Liposomen selektiv an
aktiviertem Tumorendothel an (Campbell et al. 2002; Krasnici et al. 2003; Thurston et al.

1998). Damit stellen sie ein ideales Transportvehikel dar, um cytotoxische Substanzen,
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systemisch appliziert, unmittelbar an das Endothel des Tumors zu beférdern. Aktuell wird
davon ausgegangen, dass die Anreicherung dabei iiber die unterschiedliche Ladung von
Liposomen und Tumorendothel zustande kommt. Angiogenetisch aktiviertes Endothel
priasentiert auf seiner luminalen Seite in weitaus hoherem MaBe negativ geladenes
Phosphatidylserin, als dies bei normalem Endothel der Fall ist (Ran and Thorpe 2002; Ran,
Downes, and Thorpe 2002). Augustin et. al. konnten dariiber hinaus in einem in vitro
Versuch zeigen, dass es in aktivierten Endothelzellen zu einer Hochregulation von negativ
geladenen hyperglycosylierten und hypersylatierten Membranproteinen kommt (Augustin,
Kozian, and Johnson 1994). Die ladungsvermittelte Bindung der Liposomen an diese
Strukturen geht dabei auch nach dem Einschluss von cytotoxischen Substanzen nicht
verloren. Eine Ubersicht iiber einzelne vielversprechende Vaskular Targeting Substanzen

bietet Tab. 1.

Substanz Mechanismus Studiendesign/Tumor Literatur
Oxi4503 Niedermolekulare an Tubulin ~ Priklinische Phase: (Hua et al. 2003)
bindende Substanz MDA-MB 231 Adenokarzinom
Combrestatatin-Analogon in SCID Miusen
DMXAA Induktion der Tumor Necrosis  Priklinische Phase: (Baguley 2003:
Faktor (TNF) Produktion Humanes Adenokarzinom Beauregard ef L’l 1. 2002)
des Colon in SCID Miusen )
7D6126 niedermolekulare an Tubulin ~ Phase I: fortgeschrittenes (Beerepoot et al. 2006)
bindende Substanz Tumorstadium
Combretastatin niedermolekulare an Tubulin Phase I: fortgeschrittene solide (Bilenker et al. 2005)
a-4 Phosphat + bindende Substanz Tumore
Carboplatin
MBT0206 ladungsvermittelte Bindung Phase I: fortgeschrittene Stadien ~ Publikationen werden

der kationischen Liposomen
an Tumorendothelien

bei Brust, Colon, Blasen und
Prostatakarzinomen

vorbereitet

Tab. 1: Ubersicht verschiedener Vascular Targeting Substanzen, deren Wirkprinzip sowie der Stand der

Untersuchungen.
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S.  Vascular Targeting mit MBT0206

Die Substanz MBT0206, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, gehort in
die Klasse der Kationischen Liposomen. Hierbei wurde der Wirkstoff Paclitaxel (Taxol®) in
eine positiv geladene Lipidhiille eingeschlossen. Paclitaxel aus der Gruppe der Taxane bindet
an das Tubulinskelett der Zelle und fiihrt iiber eine unstrukturierte Synthese der Mikrotubuli
(Dye, Fink, and Williams, Jr. 1993; Schiff and Horwitz 1981) zu deren Untergang. Paclitaxel
wird in freier Form bei unterschiedlichsten Tumorentititen als Chemotherapeutikum
eingesetzt, so z.B. beim Ovarialkarzinom, dem kleinzelligen Bronchialkarzinom sowie bei
malignen Tumoren im Kopf-Hals-Bereich. Nach Enkapsulierung in Liposomen sind aber
nicht mehr die Tumorzellen selbst, sondern die Endothelzellen des den Tumor versorgenden
Blutgefalsystems, das primére Ziel. Dariiber hinaus konnten fiir Wirkstoffe aus der Gruppe
der Taxane auch antiangioginetische Effekte beschrieben werden (Grant et al. 2003). Die
gute Wirksamkeit von MBT0206 sowohl im Bezug auf das Tumorwachstum (Schmitt-Sody
et al. 2003) wie auch auf funktionelle Parameter der Mikrozirkulation des Tumors (Strieth et
al. 2004; Kunstfeld et al. 2003) konnte in mehreren tierexperimentellen Studien gezeigt

werden.

6. Nicht-invasive Untersuchung der Tumormikrozirkulation

An der Schwelle zur klinischen Anwendung stellt sich die Frage nach einem geeigneten
Monitorverfahren fiir den Gebrauch am Menschen. Im Gegensatz zu den invasiven Verfahren
am Tier sollte das klinische Monitoring moglichst nicht invasiv, hidufig durchfiihrbar sowie
von geringer Belastung fiir den Patienten sein. Die rein morphologische Verlaufskontrolle
der TumorgroBe mittels CT oder normalem MRT ist hier allerdings nicht ausreichend, da
Verdnderungen am Tumorendothel, die ja das primdre Ziel der Therapie mit MBT0206
darstellt, nicht detektiert werden konnen. Detaillierte Informationen iiber therapiebedingte
Anderungen am BlutgefiBsystem des Tumors konnen aber im Rahmen einer klinischen
Studie entscheidend zur Optimierung der Dosierung oder einer gezielten Anpassung der
Applikationssequenz beitragen.

Eine Methode, die diese hohen Anforderungen in Zukunft erfiillen konnte, ist die dynamische
Magnet-Resonanz-Tomographie (dIMRT), die im Rahmen der vorliegenden Arbeit neben der
rein morphologisch histologischen Betrachtung als Monitorverfahren eingesetzt wurde
(Bhujwalla et al. 2003; Degani et al. 2003; McDonald and Choyke 2003; Morgan et al.
2003).
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7. Fragestellung und Zielsetzung

Ausgehend von den guten Ergebnissen der tierexperimentellen Wachstumstudien am
subkutan implantierten amelanotischen Hamstermelanom A-Mel-3 (Schmitt-Sody et al.
2001) sowie der Suche nach einem geeigneten Monitoringverfahren fiir die klinische
Anwendung, stellten sich fiir die vorliegende Arbeit folgende Fragen:

e Kommt es, wie bereits in der Riickenhautkammer beobachtet (Strieth er al. 2004),
unter antivaskuldrer Therapie mit MBT0206 zu Veridnderung mikrozirkulatorischer
Parameter auch am subkutan implantierten A-Mel-3?

e Konnen die mikrozirkulatorischen Veridnderungen im Tumor nicht-invasiv mittels
dMRT in Verbindung mit einem niedermolekularen Kontrastmittel quantifiziert
werden?

e Kommt es unter Therapie mit MBT0206 auch zu einer Anderung der
Endothelpermeabilitit fiir makromolekulare Substanzen?

¢ Inwiefern lassen sich die Ergebnisse der Untersuchungen (AMRT) im Tiermodell auf
den Einsatz im Rahmen einer klinischen Studie bei Patienten mit Tumoren im Kopf-

Hals-Bereich iibertragen?
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II. Methodik

1. Methodik der experimentellen Studien

Die im folgenden dargestellten tierexperimentellen Versuche wurden in der Zeit von April
2003 bis Juli 2004 am Institut fiir Chirurgische Forschung der Ludwig-Maximilian-
Universitdt Miinchen unter der kommissarischen Leitung von Herrn Prof. Dr. med. Baethman
sowie am Institut fiir Strahlenbiologie des GSF Forschungszentrums Neuherberg

durchgefiihrt.

1.1 Versuchstiere und deren Haltung

Bei den Versuchstieren handelte es sich um sechs bis acht Wochen alte ménnliche syrische
Goldhamster (Mesocriceatus aureatus) aus dem Inzuchtstamm der Firma Charles River
(Sulzfeld). Das mittlere Korpergewicht betrug 50 g (45 — 55 g). Die Tiere wurden im
Tierstall des Instituts fiir Chirurgische Forschung bei 24 °C und 50 % Luftfeuchtigkeit bei
freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten. Es bestand ein 12-stiindig wechselnder Licht-
Dunkel-Rhythmus. Nach subkutaner Implantation der Tumorzellen wurden die Versuchtiere
in einem Intensivpflege-Inkubator (Modell 7510; Driger-Werk AG; Liibeck) bei 28 °C und
weiterhin 50% Luftfeuchtigkeit untergebracht um das reproduzierbare Anwachsen der

Tumorzellen zu gewihrleisten.
1.2 Subkutanes Tumormodell

1.2.1 Tumor

Als Tumormodell diente das amelanotische Hamstermelanom A-Mel-3 (FORTNER, MAHY,
and SCHRODT 1961), das am Institut fiir Chirurgische Forschung als Zelllinie gehalten

wird.

1.2.2 Kultur der Tumorzellen

Die Tumorzellen des A-Mel-3 wurden in einer kontinuierlich laufenden Zellkultur gehalten
und konnten im Dreitagerhythmus gewonnen werden. Aus Griinden der Vergleichbarkeit

hinsichtlich des Wachstums wurden nur Tumorzellen aus der gleichen Passage verwendet.
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1.2.3  Vorbereitung der Tumorzellen zur Implantation

Die tiefgefrorenen Tumorzellen wurden rasch aufgetaut und in 50 ml Waschmedium RPMI
(PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Germany) suspendiert. Danach wurde fiir 5 min mit 450 g
zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und erneut mit Waschmedium suspendiert. Dieser
Vorgang wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt. Vor der dritten Zentrifugation wurde in
einer Probe der Suspension mittels Hamocytometrie die Gesamtzahl der Zellen berechnet
und durch Trypanblaufiarbung die Zellaktivitit ermittelt. Nach der dann folgenden letzten
Zentrifugation wurde der Uberstand abgegossen und die verbleibende Zellsuspension mit

einer 1 ml Tuberkulinspritze (Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany) aspiriert.

1.2.4 Implantation der Tumorzellen unter die Riickenhaut

Vor Implantation der Tumorzellen wurden die Versuchstiere mittels intraperitonialer
Injektion narkotisiert. Hierzu wurde ein Gemisch aus Ketamin (100 mg/kg KG, Ketavet;
Parke-Davis, Berlin, Deutschland) und Xylazin (10 mg/kg KG Rompun 2 %; Bayer Vital
GmbH, Leverkusen, Deutschland) verwendet. Mit dem Langhaarrasierer (Elektra GH 204,
Aesculap, Tuttlingen) wurde der gesamte Riicken der Tiere rasiert und danach chemisch
depiliert (Pilca med, Olivia, Hamburg). Die Riickenhaut wurde mit Wasser von groberen
Verschmutzungen befreit und mit 70 %igem Alkohol desinfiziert. Da bei den spiteren
Messungen im Magnet-Resonanz-Tomographen sowohl das Herz als auch der Tumor in
einer moglichst horizontalen Schicht geschnitten werden sollten, wurden die Zellen auf
Herzhohe leicht rechtsseitig unter die Riickenhaut injiziert. Dazu wurde auf die
Tuberkulinspritze eine Einmalkaniile (GroBe 30 G 1/2; 0,3 x 13 mm, BD Medical Systems,
Drogheda, Ireland) aufgesetzt und ca. 10 pl der Zellsuspension subkutan appliziert. Die
Anzahl der inokulierten Zellen lag zwischen 4 - 6 x 10° Zellen, die Vitalitit bei ca. 95 %.

1.2.5 Dokumentation des Tumorwachstums

Zur Dokumentation des subkutanen Tumorwachstums wurden wihrend der ca. 90miniitigen
Applikation von MBT0206 Hohe, Breite und Tiefe der Tumoren auf dem Riicken der
Versuchstiere gemessen um so das Tumorvolumen berechnen zu konnen. Die Tiere wurden
dabei mit einer Inhalationsnarkose aus O, und Isoflurane (Abott, Cham, Switzerland)
narkotisiert um zum einen die Belastung der Tiere moglichst gering zu halten und zum
anderen eine reibungslose Applikation des Therapeutikums zu gewdhrleisten. Gleichzeitig

wurden die Tumoren mit einer Digitalkamera (Nikon CoolPix 995) photographiert.
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1.3  Wiegen der Versuchstiere

Die Versuchstiere wurden zu Beginn des Versuches sowie an den Therapietagen auf einer
Kleintierwaage (Mettler, Schweiz) gewogen, um die Menge der zu applizierenden
Substanzen berechnen zu konnen. Dariiber hinaus wurde das Gewicht iiber die gesamte

Versuchsdauer protokolliert, um den Gesundheitszustand der Versuchstiere zu iiberwachen.

1.4  Implantation von Verweilkathetern

Am Tag der ersten Therapiegabe wurden die Tiere wiederum mittels eines Rompun/Ketavet-
Gemisches narkotisiert. Nach Rasur und chemischer Depilation der frontalen Halspartie
wurde die rechte Regio jugularis mit der Vena jugularis interna chirurgisch dargestellt. Unter
Sicht durch das Operationsmikroskop (Leiz, Deutschland) wurde ein mit 0,9 %iger NaCl-
Losung gefiillter, 25 cm langer Polyethylenkatheter (0,28 mm ID, 0,61 mm OD; Portex,
Kent, England) in die rechte Vena jugularis interna eingefiihrt und ca. 10-15 mm bis kurz vor
das Atrium des rechten Herzens vorgeschoben. Der Katheter wurde mit chirurgischem Faden
(Perma-Handseide 6-0; Ethicon GmbH Nordstedt) an der Vena jugularis fixiert und an das
subkutane Gewebe angeniht. Im Anschluss wurde der Katheter iiber einen subkutanen
Hauttunnel am Riicken der Tiere ausgeleitet. Uber den zwischen den Skapulae austretenden
ersten Katheter wurde nun ein zweiter Katheter mit gro3erem Durchmesser gefiihrt und ca. 1
- 2 cm unter die Haut vorgeschoben. Dieser zweite Katheter wurde an der Riickenhaut
angendht. Die Katheter wurden ca. 10 cm iiber Hautniveau belassen und luftdicht
verschweifit. Die Lage der Katheter gewihrleistete einen langfristigen Schutz vor
mechanischer Manipulation und Entziindung. Fiir die Applikationen des jeweiligen
Therapeutikums wurden die Katheter mit einer Einmalkaniile (27 G 3/4, 0,40 x 20 mm,
Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany) punktiert und im Anschluss wieder

verschweif3t.
1.5 MBT0206

1.5.1  Herstellung der Liposomen

Zur Herstellung der Liposomen wurden auBler dem Wirkstoff Paclitaxel (Synopharm,
Barsbeutel, Germany) die Lipide 1,2 Dioleoyl-3-Trimethylammonium-Propan (DOTAP) und
1,2 Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC; Avanti Polar Lipids Inc., Alabaster, AL)
verwendet. Der in den Seitenketten vorhandene Stickstoff der Lipide sorgt dabei fiir die

positive Ladung der Liposomen. Zur Behandlung der Kontrollgruppe wurde konventionelles
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Paclitacxel (Bristol-Myers-Squipp, New York, NY) verwendet, das in 5%iger Glucoselosung
(B. Braun, Melsungen, Germany) verdiinnt wurde.

Mit Hilfe der Lipid-Film-Methode wurden Liposomen mit einem Lipidgehalt von 10 mM
hergestellt. Dazu wurden 0,25 mmol DOTAP, 0,235 mmol DOPC und 0,012 mmol Paclitaxel
in 15 ml Chloroform (MERCK, Darmstadt, Germany) gelost. Das Gemisch wurde in einem
Rundkolben langsam auf 40° C erwidrmt, danach in einem unter Vakuum stehenden
rotierenden Verdampfer vom Losungsmittel befreit, bis sich an der GefiBwand ein diinner
Lipidfilm bildete. Zuriickgebliebene Losungsmittelreste wurden in einem 2. Schritt beseitigt.
Dazu wurde der an der Wand anliegende Lipidfilm unter 5 Millibar Druck weitere 60 min
getrocknet. Nach Zugabe von 10 ml 5%iger Glucoselosung bilden sich nun spontan
multilammelldre Liposomen. 24 h nach Zugabe der Glucoselosung erfolgte bei einer
Temperatur von 30° C eine fiinfmalige Extrusion der Suspension (Northern Lipids Inc.,
Vancouver, British Columbia, Canada). Die verwendete Polycarbonat-Membran (Osmonics,
Minnetonka, MN) hatte eine Porengro3e von 200 nm. Die so entstandene Suspension wurde

lyphilisiert und unter 100 % Argon bei 4° C gelagert.

Paclitaxel MBTO0206

Enkapsulierung

>
m kationische Liposomen

Abb. 2: Dreidimensionale schematische Darstellung der Strukturformel des Wirkstoffes Paclitaxel sowie eines
Liposoms nach Enkapsulierung der Wirksubstanz. Gut zu erkennen ist die Lipid Doppelmembran mit

dem darin eingebetteten Paclitaxel.

An den einzelnen Therapietagen wurde das Lyphilisat jeweils 30 min vor intravendser
Applikation mit Aqua ad injectabilia (Braun Melsungen AG, Melsungen, Germany)

resuspendiert.
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1.5.2  Kontrolle der Liposomen

Die GroBe der Liposomen wurde mittels Photonenkorellations-Spektroskopie (Malvern
Zetasizer 3000, Malvern Instruments, Herrenberg, Germany) bestimmt. Der Durchmesser der
Liposomen betrug dabei im Durchschnitt 180-200 nm. Die Lipidkonzentration bzw. die
Konzentration an Paclitaxel wurden durch high-performance Fliissigchromatographie
(HPLC) erhoben. Verwendet wurde ein Detektor, der im UV-Bereich misst. Die Lipide
wurden bei einer Wellenldnge von 205 nm, Paclitaxel bei einer Wellenldnge von 227 nm
detektiert. Fiir die Separierung und Quantifizierung der einzelnen Komponenten wurde eine
C8 LiChrospher 60 RP-select B Sdule (250 x 4 mm, 5 um Partikelgroe) mit einer C18
Vorsdule verwendet. Die Fraktionen wurden aliquotiert und im Verhéltnis 1 : 3 mit

Tetrahydrofuran (Baker JT, Phillipsburg, NJ) verdiinnt, bevor gemessen wurde.

1.6  Studiel

Im Rahmen der Studie I wurde neben den dMRT-Untersuchungen mit niedermolekularem
Kontrastmittel auch das subkutane Tumorwachstum untersucht. Dariiber hinaus wurden die

Tumoren histologisch aufgearbeitet und quantitativ analysiert.

1.6.1  Zeitlicher Ablauf des Versuchsprotokolls

Abb. 3 zeigt den Ablauf der einzelnen Versuchsschritte, denen die Versuchstiere unterzogen

wurden.
Therapie Gadolinium-DTPA
60min
V. VvV Y
Ti-Snapshot-FLASH Sequenz
d, ds dg d,
* A
Tumorzell- Positionierung im Histologie-
Injektion Probenkopf, Vorbereitung Entnahme
Katheter- des MRT
Implantation

Abb. 3: Versuchsprotokoll der experimentellen Studie I, d = Tag. Applikation des niedermolekularen
Kontrastmittels Gadolinium-DTPA (Magnevist®) iiber einen Zeitraum von 4 min zu Beginn der
Messung. Nach Ende der Messungen im MRT wurden die Tumore zur histologischen Untersuchung

entnommen.
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Begonnen wurde an Tag O mit der subkutanen Implantation der Tumorzellen unter die
Riickenhaut. An Tag 5 schloss sich die Anlage der V. jugularis-Verweilkatheter an, iiber die
die Applikation des jeweiligen Therapeutikums an Tag 5, 6 und 7 stattfand. Im MRT
gemessen wurden die Versuchstiere an Tag 8. Hierzu wurden die Tiere mittels einer
Isofluran-Inhalationsnarkose narkotisiert, im Probenkopf fixiert und die entsprechenden
Einstellungen am MRT vorgenommen. Dies nahm jeweils eine Zeit von ca. 25 min in
Anspruch. Nach dem Start der Messsequenz wurde die Infusion des Kontrastmittels tiber
einen Zeitraum von 4 min begonnen. Nach dem Ende der Messung wurden die Tiere getotet

und die Tumoren zur histologischen Aufarbeitung entnommen.

1.6.2  Versuchs- und Kontrollgruppen

Bei der Einteilung der Versuchs- bzw. Kontrollgruppen wurde wie folgt vorgegangen. Einen
Tag nach Tumorzellimplantation wurden die Tiere randomisiert und einer der drei folgenden

Gruppen zugeteilt:

Kontrollgruppe: keine Behandlung
Versuchsgruppe I: ~ Behandlung mit Paclitaxel (Taxol®), 5 mg/kg KG
Versuchsgruppe II: ~ Behandlung mit MBT0206,

entspricht 5 mg/kg KG des Wirkstoffes Paclitaxel

Die Behandlung der jeweiligen Gruppen erfolgt stets an Tag 5, 6 und 7 bevor die Tiere an
Tag 8 im MRT gemessen wurden. Appliziert wurde das Kontrastmittel iiber die in der
rechten V. jugularis liegenden Verweilkatheter. Die Tiere der Kontrollgruppe wurden
volumenkorreliert zur MBT0206 Gruppe bereits an Tag 6 gemessen, um den Einfluf}3 der

TumorgroBe auf die Ergebnisse der AMRT zu minimieren.
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1.6.3 Dynamische Magnet-Resonanz-Tomographie

1.6.3.1 MRT Ger:iit

Die Messungen der Versuchsgruppen wurden an einem Magnet-Resonance-Tomographen
der Firma Bruker (Bruker DMX 400, Karlsruhe, Germany) im GSF Forschungszentrum in
Neuherrberg durchgefiihrt. Die groe Feldstiarke des Tomographen von 9,4 Tesla garantiert
dabei eine sehr hohe zeitliche und rdumliche Auflosung der Bilder. Es wurde mit einem Field
of View von 4 x 4 cm bei einer Schichtdicke von 1 mm und einer maximalen Auflésung von

313 x 313 um gearbeitet.

Abb. 4: links: Kleintier-MRT Bruker DMX400 im GSF

Forschungszentrum in Neuherberg; rechts: Steuereinheit
des MRT (Unix Workstation, Silicon graphics O,

Grasbrunn, Germany), sowie Uberwachungseinheit zur

kontinuierlichen Aufzeichnung der Atemtitigkeit der
Versuchstiere  (Physiogard SM785 NMR, Bruker,

Germany)

1.6.3.2  Durchfiihrung der dAMRT-Messungen

Fiir die Messungen wurden die Versuchstiere iiber eine Gesichtsmaske kontinuierlich mit O,
und 0,8 % Isofluran narkotisiert, um Bewegungsartefakte zu minimieren. Da ein direkter
Zugang zu den Versuchstieren wihrend der Messungen nicht moglich war, wurden die
Atemexkursionen fortlaufend mit einer auf dem Abdomen positionierten Drucksonde
aufgenommen und an einem externen Monitor (Physiogard SM785 NMR, Bruker, Karlsruhe,

Germany) dargestellt. Auf eine invasive Blutdruckmessung wurde verzichtet, da es in
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vorangegangenen Untersuchungen zu keinen nennenswerten Blutdruckschwankungen
gekommen war.

Um ein Unterkiihlen der Tiere im stickstoffbefiillten MRT zu verhindern, wurde dem
Probenkopf iiber ein Warmluftgeblidse kontinuierlich 32° C warme Luft zugefiihrt, so dass im
Inneren eine Temperatur von ca. 28° C herrschte.

Nach Arretierung des Probenkopfes im MRT wurde dann mit einem Scout Scan die
entsprechende Schicht gewdhlt, in der dann die T;-Snap-Shot-FLASH-Sequenz zum Einsatz

kam.

Abb. 5: Scout-Scan zur Ermittlung der fiir die T,-Snap-Shot-FLASH-Sequenz am besten geeigneten Schicht.
Geschnitten werden sollte dabei sowohl der linke Ventrikel als auch der Tumor in moglichst groSem
Umfang; von links nach rechts: sagitale, frontale und axiale Schichtaufnahme des Thorax eines

Hamsters mit subkutan wachsendem Tumor.

Die jeweilige Menge des Kontrastmittels wurde mit Hilfe einer Harvard Pumpe (Harvard
Apperatus Modell 55-5920) iiber den in der V. jugularis liegenden Katheter appliziert. Nach
Ende der einstiindigen Messung wurden die Tiere getdtet und die Tumoren zur

histologischen Aufarbeitung entnommen.

1.6.3.3 T1-Snap-Shot-FLASH-Sequenz

Fiir die Messung der T;-Zeiten wurde eine stark T; gewichtete Snap-Shot-Flash-Sequenz
verwendet, bei der die Ausrichtung der H-Atome in Richtung des Hauptmagnetfeldes
(longitudinale Magnetisierung) durch einen Impuls invertiert, also um 180° gedreht, werden.
Im Anschluss an diesen initialen Impuls werden 24 T, gewichtete Bilder in einem Zeitraum

von 5 s aquiriert. Die Bilder bilden dabei den Riickfall der invertierten H-Atome in ihre
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Ausgangsposition ab. Der Riickfall der Magnetisierung folgt dabei der in Abb. 6 genannten

Formel.
Inversionspuls Longitudinale Magnetisierung
MO
2s
_ ~t/T,
M@)=M, (1-e"')
-M,

Abb. 6: Darstellung der Magnetisierung sowie deren Riickfall in die longitudinale Ausrichtung nach
Inversionspuls iiber die ersten 2 s. Anhand der beschriebenen Formel ldsst sich nach Aquisition von
insgesamt 24 Bildern iiber einen Zeitraum von 5 s die jeweilige T,-Zeit berechnen; Dieser Schritt

wurde fiir jeden der 49 MeBzeitpunkte direkt vom Computer berechnet und als T -Zeit ausgegeben.

Um diese Relaxation im kontrastmittelbeladenen Gewebe sowie im Blut moglichst genau
darstellen zu konnen, wurden kurze Repetitionszeiten (TR) und kurze Echozeiten (TE)
verwendet (TR = 2,3 ms, TE = 1,1 ms). Die Daten wurden in einer Matrix von 64 x 128
aquiriert und gespeichert. Aus den 24 Bildern wurden nun T; Maps erstellt, in denen fiir
jedes Voxel eine T;-Zeit errechnet wurde. Um ein moglichst homogenes Hauptmagnetfeld
und so ideale Voraussetzungen fiir die Aquisition der T, gewichteten Bilder zu erzielen,
wurde ein Einstrahlwinkel (flip angle) des Impulses von 5° gewéhlt. Unter Verwendung der
beschriebenen Parameter lidsst sich dann aus der Anderung der T, Zeit vor, zur T; Zeit nach
Kontrastmittel-Applikation direkt auf die Kontrastmittel-Konzentration im Gewebe schlie3en
(Pahernik et al., 2001).

Wihrend der Gesamtldnge der Messung von 60 min wurden 49 T;-Maps erstellt, die nach
Umrechnung in die Kontrastmittel-Konzentration gegen die Zeit aufgetragen wurden
(Konzetrations-Zeit-Kurven). Wihrend der ersten 10 Minuten wurde der Abstand der
einzelnen Messzeitpunkte kiirzer gewihlt um den starken Anderungen der Konzentration

wihrend der Kontrastmittel-Gabe und kurz danach gerecht zu werden.
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1.6.3.4 Kontrastmittel: Gadolinium-DTPA (Magnevist®)

Das niedermolekulare Kontrastmittel Gadolinium-DTPA (Magnevist®, Schering Deutschland
GmbH, Berlin, Deutschland) besitzt ein Molekulargewicht von 548 D. Es ist paramagnetisch
und verkiirzt die Relaxation in T; gewichteten Sequenzen. Gadolinium-DTPA bleibt
aufgrund seiner negativen Ladung ausschlieBlich extrazelluldr, wird nicht verstoffwechselt
und iiber die Nieren ausgeschieden. Um moglichst gute T Bilder wihrend der zu Beginn der
Messung fortlaufend schnellen Wiederholung der Messsequenz zu erreichen, muss die
longitudinale Magnetisierung zwischen den einzelnen Inversionspulsen wieder in den
Ausgangszustand zuriickkehren. Die Aquisition reiner T; Bilder ist so nur alle ca. 10 s
moglich. Um den Anstieg der Konzentrations-Zeit-Kurven aber trotzdem prizise beschreiben
zu konnen, wurde das Kontrastmittel deshalb uiber einen Zeitraum von 4 min in Form eines
prolongierten Bolus appliziert. Infundiert wurden mit Hilfe einer Havard Pumpe 0,1 mmol/kg

Korpergewicht mit einer Flussrate von 0,125 ml/min.

1.6.4  Histologie

Nach dem Ende der Messungen im MRT wurden die Tiere mit einer Uberdosis Pentobarbital

getotet, die Tumoren in 4%igem Paraformaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet.

1.6.4.1 Schneiden der Tumoren

Fir die immunhistochemischen sowie die lichtmikroskopischen Untersuchunngen der
Tumorgewebeproben wurden die Paraffin-Blocke mit Hilfe eines Mikrotoms (Hn 40, Fa.
Reichert und Jung (Leica), Bensheim) geschnitten, auf einen Objekttriger aufgetragen und
nach der jeweiligen Firbung mit einem Deckglas verschlossen. Fiir die
immunhistochemischen Untersuchungen sowie fiir die Hematoxylin-Eosin-Fiarbung wurde

eine Schnittdicke von 5 pum gewihlt.

1.6.4.2 Immunhistochemie (CD31-Firbung)

Um die Schnitte mittels CD31 farben zu konnen wurden sie zunédchst vom Paraffin befreit.
Hierzu wurden sie jeweils 15 min mit Xylol [-Lésung, dann mit Xylol II-Lésung (beide Carl
Roth GmbH und Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) behandelt. Daran schloss sich ein jeweils 5
miniitiges Bad in absteigenden Ethanolkonzentrationen an (100 % - 96 % - 70 %). Es folgte
ein 10 miniitiges Bad in PBS-Tween-Puffer (PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland)
mit Mg und Ca-Zusatz. Anschlieend wurde noch 4 x fiir ca. 1 min in PBS-Tween-Puffer

(PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland) ohne Mg/Ca-Zusatz gewaschen. Jetzt
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wurden die Gewebeschnitte in 10 mM Citratpuffer, pH 6,0 in der Mikrowelle (Siemens HF
12023 800 Watt, Deutschland) fiir 3 x 5 min gekocht, um die CD31-Antigene zu
demaskieren. Nachdem das Material abgekiihlt war, wurde es noch einmal fiir jeweils 20 min
in destilliertem H,O und PBS-Puffer gebadet. Nun wurden die Schnitte {iber Nacht bei 4° C
mit dem primdren CD31-Antikorper (Cat.No.sc-1506, Lot.No.D1503, Santa Cruz,
Californien, USA) inkubiert. Dieser Antikorper der Ziege ist gegen Mausantigen gerichtet,
kreuzreagiert aber auch mit Hamsterantigen. Am nichsten Morgen wurde nach einem
Spiilschritt (4 x 1 min) in PBS-Puffer mit dem sekundiren Antikorper (biotinylated donkey
anti-goat IgG, sc-2042, Santa Cruz, Californien, USA) fiir eine Stunde inkubiert. Hierbei
handelte es sich um einen Antikorper des Esels, der gegen IgG der Ziege gerichtet ist. Auch
hier wurde wiederum ein Spiilschritt angeschlossen, bevor mit ABC-Losung (1 ml PBS + 20
ul Avidin + 20 ul Biotin) fiir eine weitere Stunde inkubiert wurde. Nach einem weiteren
Waschschritt wurde nun nochmals fiir 20 min mit AEC-Losung (PerkinElmerKit) inkubiert,
bevor wiederum gespiilt wurde. Nach einem 10-miniitigen Bad in PBS-Tween-Puffer wurden
die Schnitte dann kurz in destilliertem Wasser gewaschen und fiir ca. 10 s in Himalaun

gefirbt, anschlieBend unter flieBendem Wasser gespiilt und eingedeckelt.

1.6.4.3 Hematoxylin-Eosin-Farbung (HE-Fiarbung)

Wie bei der immunhistochemischen Fiarbung mit CD31 musste das Gewebe zu Beginn
mittels Xylol I/II und einer absteigenden Ethanolkonzentrationen (100 % - 96 % - 70 %)
entparaffiniert werden. Nach dieser Alkoholreihe wurden die Schnitte fiir ca. 20 s in
destilliertem H,O gewissert, bevor sie dann fiir ca. 15 s im Hidmalaunbad gefédrbt wurden.
Hierbei kommt es zu einer Blaufarbung der Zellkerne. Um das Gewebe von iiberfliissigem
Himalaun zu befreien und auf den nichsten Farbeschritt vorzubereiten, wurde im Anschluss
10 min mit flieBendem Wasser gespiilt. Nun wurde 10 min mit Eosin gefarbt und wiederum
fiir 3 min mit flieBendem Wasser gespiilt, um auch die Reste des Eosins zu beseitigen. Nach
Farbung in Eosin stellt sich dann das Cytoplasma rot dar. Ein jeweils 5 miniitiges Bad in
aufsteigender Ethanolkonzentration (70 % - 96 % -100 %) wurde angeschlossen, bevor dann
abschliefend noch einmal fiir jeweils 10 min in Xylol I, bzw. Xylol II —Losung gebadet

wurde.

1.6.5 Quantifizierte Parameter

Im Rahmen der Studie I wurden die folgenden Parameter gemessen und berechnet.
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1.6.5.1 Tumorwachstum

Die Messung wurde in O,/0,8 % Isofluran-Narkose durchgefiihrt. Mit einer um-Schieblehre
wurden der ldngste (/) und der kiirzeste (b) horizontale Durchmesser sowie die Hohe (h) der
Tumoren gemessen. Bei subkutanem Anwachsen der Tumoren lieBen sich diese problemlos
1-2 mm vom darunter liegenden Muskelgewebe abheben. Aus Hohe, Breite und Linge wurde

dann das Tumorvolumen nach der von Tomayko und Reynolds beschriebenen Formel:
V=0837-1-h-b

berechnet (Tomayko and Reynolds 1989). Der Korrekturfaktor ¢ = 0,837 wurde durch Weiss
und Mitarbeiter (Weiss et al. 1990) fiir das A-Mel-3 bestimmt.

1.6.5.2 Parameter der dynamischen Magnet-Resonanz-Tomographie

Gemessene Parameter
¢ Konzentrations-Zeit-Kurven im arteriellen Blut
e Konzentrations-Zeit-Kurven im Tumorgewebe
Berechnete Parameter
e Perfusion-like-Parameters
1. Initialer Anstieg (Kontrastmittel-Uptake)
2. Maximum im Tumor korrigiert gegen das Maximum iiber dem Herzareal
3. Kontrastmittel-Clearance
e (uantitative Parameter
1. Intratumorales Blutvolumen (rBV)
2. Intratumoraler Blutfluss (rBF)
3. Permeabilitits-Oberflichen-Produkt (PS/V)

1.6.5.2.1 Konzentration-Zeit-Kurven im arteriellen Blut und Tumorgewebe
Wie bereits erwihnt kann aus den T;-Zeiten, die mittels Snap-Shot-FLASH-Sequenz erhoben
wurden, direkt auf die Kontrastmittel-Konzentrationen in den jeweiligen Geweben

geschlossen werden:

1
’Tlposr (1) Tlpre (1)

AR(1) = pC ey
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Die Relaxivitit (AR) ist dabei direkt proportional zum reziproken Wert der T-Zeiten nach
Kontrastmittel-Gabe minus dem reziproken Wert der T;-Zeiten vor Kontrastmittel-Gabe.
Dieser Term ist wiederum direkt proportional zur Kontrastmittel-Konzentration. Die
Konstante f gibt die Relaxivitit des Kontrastmittels wieder und ist fiir verschiedene
Kontrastmittel unterschiedlich.

Auf der ersten T;-Map wurde nun das zu messende Areal (Region of Interest, ROI) markiert
und der Mittelwert der markierten Voxel als Einzelwert gespeichert. Die entsprechende ROI
wurde dann auf die folgenden 48 T;-Maps iibertragen und die Ergebnisse als Tabelle
ausgegeben und gespeichert. Die Darstellung der Konzentrations-Zeit-Kurven erfolgte dann
an einem externen Windows®-PC (Amilo-Notebook, Siemens Fujitsu, Deutschland) mit

Hilfe von SIGMAPLOT 2000 (Systat Software Inc., Point Richmond, USA).

Tumorareal

Herzareal
Linker Ventrikel

Abb. 7: Transversale Schichtaufnahme eines Versuchstieres auf Hohe des Herzens mit zusitzlich
geschnittenem Tumor. Die fiir die Berechnung der mikrozirkulatorischen Parameter wichtigen Areale

sind gepunktet markiert.

Fiir die Berechnung der Konzentrations-Zeit-Kurven im arteriellen Blut wurde die ROI im
Zentrum des linken Ventrikels platziert, da hier ein ausreichendes Blutvolumen zur
Verfiigung steht, um moglichst genaue Messungen durchfithren zu konnen. Die ROI im
Tumor beinhaltete sowohl den Rand als auch das Zentrum des Tumors. Nekrotische Bereiche

des Tumors wurden von der Messung ausgeschlossen.
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1.6.5.2.2 Berechnung der Perfusion-like-Parameters

Um wesentliche Charakteristika der im Tumor gemessenen Konzentrations-Zeit-Kurven auch
in Zahlen fassen zu konnen, wurden Perfusion-like-Parameters berechnet, die Aussagen iiber
einzelne Abschnitte des Kurvenverlaufes zulassen. Die initiale Anstiegsteilheit (AR/Af)
wurde als Mal} der Perfusion berechnet.

Um die Maximalwerte der Konzentrations-Zeit-Kurven im Tumor als einem Mal fiir das
Blutvolumen innerhalb des Tumors vergleichen zu konnen, wurden sie gegen die
Konzentrations-Zeit-Kurven im arteriellen Blut korrigiert. Hierzu wurden die Maxima iiber
dem Tumor durch die Maxima im arteriellen Blut dividiert (AR max. rymo./AR max.gy;).

Als dritter Parameter wurde schlieBlich die Kontrastmittel-Clearance und damit das Abfluten
des Kontrastmittels aus dem Tumor berechnet. Dazu wurde der Endwert AR der
Konzentrations-Zeit-Kurve im Tumor vom Maximum AR im Tumor abgezogen und dann

durch die Zeitspanne At von Maximalwert bis zum Endwert geteilt ( ARmax. _AAR min 60 ).
t

1.6.5.2.3 Berechnung der quantitativen Parameter

Fiir die Berechnung von intratumoralem Blutvolumen (#BV), intratumoralem Blutfluss (rBF)
und Permeabilitits-Oberfldachen-Produkt (PS/V) wurde das Tracerkinetische Model nach Brix
(Brix et al. 1999) verwendet. Dieses offene 2-Kompartment-Model beschreibt, das sich
niedermolekulares Kontrastmittel im Tumor auf das intravasale und das interstitielle
Kompartiment verteilt. Die Austauschvorginge zwischen den beiden Riumen werden dabei
durch das Permeabilitits-Oberflichen-Produkt determiniert, welches ein Mal} fiir die
Durchlissigkeit des Gefdf3endothels darstellt. Die Kontrastmittel-Konzentration im Tumor ist
dariiber hinaus vom intratumoralen Blutvolumen sowie vom intratumoralen Blutfluss, also
der Perfusion, abhidngig. Da das Kontrastmittel wie bereits erwédhnt ausschlieSlich
extrazelluldr bleibt, kann auf ein drittes intrazelluldres Kompartiment bei der Berechnung

verzichtet werden.
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Arterielle Gefifsversorgung

Konzentrations-Zeit-Kurve Konzentrations-Zeit-Kurve
arterielles Blut Tumor

Abb. 8: Schematische Darstellung eines Tumors mit arterieller Gefdllversorgung. Zur Berechnung von
intratumoralem Blutfluss (#BF), intratumoralem Blutvolumen (#BV) und Permeabilitits-Oberflidchen-
Produkt (PS/V) nach Brix et al. wurden die Konzentrations-Zeit-Kurven im Tumorgewebe sowie im

arteriellen Blut (linker Ventrikel) gemessen.

Der Transport des niedermolekularen Kontrastmittel im Plasma, mit einer mitteleren
Kontrastmittel-Konzentration von Cp und einem Volumen Vp, sowie die Diffusion in das
interstitielle Kompartiment, hier mit einer mittleren Kontrastmittel-Konzentration von C; und

einem Volumen von Vj, kann dann nach den folgenden Formeln beschrieben werden:

dC (1)
VP#:F(CA_CP)_PS(CP_CI) ()
und
v, L9 _psc, -c)) 3)
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Die Variable Cx(t) beschreibt dabei die Konzentration des Kontrastmittels im arteriellen Blut,
F den kapildren Plasmafluss und PS/V das Permeabilitits-Oberflachen-Produkt. Die
Konzentration im gesamten Gewebe Cr(t), die aus AR mit Hilfe von (1) berechnet werden

kann, ist gegeben durch:
C, ()= f,Cpr)+ f,C, (1) “)

wobei fp = Vp/Vr den relativen Anteil des Plasmas und f; =V/Vr den relativen Anteil des
interstitiellen Raumes im untersuchten Gewebevolumen V7 darstellt. Die Bearbeitung der
pharmakokinetischen Daten wurde mit einem speziellen Programm zur Berechnung
mathematischer Formeln (MKMODEL, 5.0, Biosoft, Cambridge, England) unter
Zuhilfenahme der Gleichungen (2) - (4), von Prof. Dr. Brix (Bundesamt fiir Strahlenschutz,
Abteilung fiir medizinische Strahlenhygiene und Dosimetrie, Neuherberg), durchgefiihrt. Die
Ergebnisse aus den Gleichungen (2) - (4) in Verbindung mit dem Verlauf der
Konzentrations-Zeit-Kurven iiber arteriellem Blut Cy4(z) und Tumorgewebe C(f) machen
dann die Berechnung verschiedener mikrozirkulatorischer Parameter moglich. Dies sind die
bereits beschriebenen fp und f; sowie der Austausch des Kontrastmittels zwischen Plasma und
interstitiellem Kompartiment PS/Vp. Das regionale Blutvolumen rBV (in ml/100g Gewebe)
sowie der regionale Blutfluss »BF (in ml/min/100g Gewebe) sind dann durch die zwei

folgenden Gleichungen gegeben:

A [ E— 5)

(A—h, xm (I—h, )xp

micro
sowie

rBF = B rBin (6)
a-h,,,,,)xm Vp

micro

Im untersuchten Gewebevolumen V7, stellt m = p x Vy die Masse an festem Gewebe mit einer
Dichte von p = 1,04 g/cm’ dar. Der Mikrohiimatokrit in den TumorblutgefiBen wird mit

hmicro = 0,18 angesetzt (Goetz 1987).
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1.6.5.3 Parameter der histologischen Aufarbeitung der Tumore

1.6.5.3.1 GefiaBdichte

Zur Quantifizierung der GefaBdichte wurden die mit CD31 markierten Schnittpriparate
(siehe 1.6.4.2) mit Hilfe eines Mikroskops (Leiz, Deutschland) mit einem 20 x Objektiv
digital aufgezeichnet (Nikon CoolPix 995) und im Anschluss mittels digitaler
Bildbearbeitung (KS400, Zeiss, Jena, Germany) weiterverarbeitet. Bei der Bearbeitung der
digitalen Bilder wurde eine Threshold RGB Technik verwendet, die es ermoglichte, nur die
CD31 positiven Pixel auf dem jeweiligen Bild darzustellen und den Rest des Bildes
auszublenden. Die CD31 positiven Pixel wurden dann vom Bildverarbeitungsprogramm
gezdhlt und als Prozent der Gesamtbildfliche dargestellt. Aus jedem Tumor wurden 4

Schnittpriparate und daraus jeweils 4 Gesichtsfelder zur Untersuchung herangezogen.

1.6.5.3.2 Thrombosen

Um die Zahl der Thrombosen quantifizieren zu konnen, wurden die in HE geféarbten
Schnittpriparate (siehe 1.6.4.3) unter dem Mikroskop mit einem 20 x Objektiv digital
aufgenommen. In einem zweiten Schritt wurde dann die Anzahl der Thrombosen im
Gesichtsfeld zur gesamten GefidBBquerschnittsfliche im untersuchten Gesichtsfeld in
Beziehung gesetzt. Die Gefalifliche wurde dabei wieder mit Hilfe der digitalen
Bilverarbeitung bestimmt. Auch fiir die Beurteilung der Thrombosen wurden aus jedem
Tumor 4 Schnittpridparate und daraus jeweils 4 Gesichtfelder untersucht. Die Auswertung
wurde von zwei unabhingigen Personen vorgenommen, denen nicht bekannt war, mit

welcher Substanz die Tiere behandelt wurden.

1.7  Studie II

Vor dem Hintergrund einer moglichen Kombinationstherapie von MBTO0206 mit
makromolekularen Zytostatika sollte in einer zweiten Studie die Gefid3permeabilitit auch fiir
Substanzen mit makromolekularem Aufbau vor und nach Therapie mit MBT0206 untersucht
werden. Da im Rahmen klinischer Studien bereits heute Chemotherapeutika mit
makromolekularem Aufbau am Patienten zum Einsatz kommen (Modi et al. 2006), wire eine
Erhohung der GefdBpermeabilitit auch fiir diese Substanzen von grof3er klinischer Relevanz.
Im Rahmen der Studie II wurden deshalb dMRT-Untersuchungen mit dem

makromolekularen Kontrastmittel Gadolinium-Albumin durchgefiihrt.
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Die Haltung der Versuchstiere, das verwendete A-Mel-3 Tumormodell als auch die
Zusammensetzung und Herstellung der Liposomen entsprachen exakt dem Versuchsaufbau
der Studie I. Auch die Implantation der Verweilkatheter sowie das Wiegen der Tiere wurden

in gleicher Weise durchgefiihrt.

1.7.1  Zeitlicher Ablauf des Versuchsprotokolls

Der Ablauf der einzelnen Versuchsschritte in Studie II entsprach, bis auf die bolusférmige

Applikation des Kontrastmittels, dem Versuchsprotokoll der Studie I:

Therapie Gadolinium-Albumin

60min
V. VvV Y
Ti-Snapshot-FLASH Sequenz
dy ds dg d;
* A
Tumorzell- Positionierung im Histologie-
Injektion Probenkopf, Vorbereitung Entnahme
Katheter- des MRT
Implantation

Abb. 9: Versuchsprotokoll der experimentellen Studie II, d = Tag. Applikation des makromolekularen
Kontrastmittels Gadolinium-Albumin in Form eines Bolus (ca. 10 s) zu Beginn der Messung.
Wiederum war eine Vorlaufzeit von ca. 25 min nétig um die entsprechenden Einstellungen am MRT

vorzunehmen.

Nach Implantation der Tumorzellen an Tag 0 wurde mit der Behandlung an Tag 5 begonnen,

welche an Tag 6 und 7 fortgesetzt wurde. An Tag 8 fand die Messung im MRT statt.

1.7.2 Versuchs- und Kontrollgruppe

Im Rahmen der Studie II wurden die Tiere einen Tag nach Tumorzellimplantation

randomisiert und einer der beiden Gruppen zugeteilt:
Kontrollgruppe: keine Behandlung

Versuchsgruppe: Behandlung mit MBT0206,
entspricht 5 mg/kg KG des Wirkstoffes Paclitaxel
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Wie bereits in Studie I wurden MBTO0206 wihrend der Therapie, als auch das
makromolekulare Kontrastmittel wihrend der Messung im MRT iiber den in der rechten V.
jugularis liegenden Verweilkatheter appliziert. In der Kontrollgruppe wurden

groenvergleichbare Tumore an Tag 6 untersucht.

1.7.3  Dynamische-Magnet-Resonanz-Tomographie

Die Messungen wurden wiederum mit dem MRT im GSF Forschungszentrum Neuherberg
durchgefiihrt. Der Ablauf der Messungen, die verwendete T1-Snap-Shot-FLASH-Sequenz
sowie deren Einstellungen entsprachen den Vorgaben der Studie I (siehe 1.6.3.2 und
1.6.3.3). Anstatt des niedermolekularen Kontrastmittels Gadolinium-DTPA, welches iiber
einen Zeitraum von 4 min appliziert wurde, kam in Studie II das makromolekulare
Kontrastmittel Gadolinium-Albumin (Fa. Schering, Deutschland) in Form einer Bolus-Gabe

von ca. 10 s zum Einsatz.

1.7.3.1 Makromolekulares Kontrastmittel: Gadolinium-Albumin

Gadolinium-Albumin ist wie Gadolinium-DTPA paramagnetisch und verkiirzt die Relaxation
in T1 gewichteten Bildern. Es besitzt auf Grund des Albumins einen makromolekularen
Aufbau (Molekulargewicht > 66000 D) und verteilt sich ausschlieBlich in den extrazelluldren
Kompartimenten. Da Albumin normalerweise nicht iiber die Nieren ausgeschieden wird und
nur einer langsamen hepatischen Metabolisierung unterliegt, weist Gadolinium-Albumin eine
sehr lange Plasmahalbwertszeit auf. Infundiert wurde Gadolinium-Albumin (13,5 pmol/kg
KG Albumin, 0,27 mmol/kg KG Gadolinium) gelost in 0,9 %iger NaCl-Losung.
Gewichtsadaptiert ergab sich ein Volumen von ca. 500-600 ul das in Form eines Bolus von
ca. 10 s Lange zu Beginn der Messung injiziert wurde.

Auf Grund der Molekiilgrole ergibt sich fiir ein makromolekulares Kontrastmittel wie
Gadolinium-Albumin eine andere Konzentrations-Zeit-Kurve, als dies fir ein
niedermolekulares Kontrastmittel der Fall ist. In Abb. 10 sind schematisch die
Kurvenverldufe fiir Gadolinium-Albumin und Gadolinium-DTPA im jeweiligen Tumor
dargestellt. Wahrend es nach Ende der niedermolekularen Kontrastmittel-Applikation zu
einem sofortigen Abfall der Konzentration innerhalb des Tumors kommt, reichert sich das

makromolekulare Kontrastmittel nach Bolus-Gabe noch weiter im Tumor an.
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Gadolinium-Albumin
AR C

Tumor

CTumor
Gadolinium-DTPA
P>
frihe spite Phase t
Phase

Abb. 10: Schematische Darstellung der Konzentrations-Zeit-Kurven im jeweiligen Tumor bei Verwendung
eines makromolekularen Kontrastmittels, hier Gadolinium-Albumin im Gegensatz zu einem
niedermolekularen Kontrastmittel wie Gadolinium-DTPA. Zu Unterschieden kommt es vor allem

im Verlauf der spéten Phase wo die beiden Kurven gegensitzliche Steigungen aufweisen.

Fiir ein makromolekulares Kontrastmittel kann die Steigung der Kurve (AR/At) in der spiten
Phase der Messung als ein MaB fiir die Extravasation des Makromolekiils in das umgebende
Gewebe herangezogen werden. Sie gibt Aufschluss iiber die Permeabilitidt der Tumorgefille

fiir makromolekulare Substanzen.

1.7.4  Quantifizierte Parameter der dAMRT

Die Messung der Kontrastmittel-Konzentrationen im Blut sowie im Tumor fand zu exakt
gleichen Zeitpunkten statt, wie dies in Studie I der Fall war, so dass vergleichbare
Konzentrations-Zeit-Kurven entstanden. Zur Berechnung der Kurvensteigung wurden die
Messpunkte in der spiten Phase ab Minute 12 verwendet. An diese Punkte wurde dann mit
Hilfe des Computerprogrammes SIGMAPLOT (Systat Software Inc., Point Richmond, USA)
eine Regressionsgerade angelegt und deren Steigung vom Programm berechnet und

ausgegeben.
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1.8 Ein- und Ausschlusskriterien

Durch tédgliche visuelle Kontrolle der Versuchstiere, die Dokumentation des
Tumorwachstums sowie die Messung des Versuchstiergewichts an den Tagen 5, 6, 7 und 8
wurde gewihrleistet, dass nur Tiere in einem guten Allgemeinzustand in die Studien
aufgenommen wurden. Eingeschlossen wurden alle Tiere, die die jeweilige Therapie gut
vertrugen, ein wihrend des gesamten Versuchs ansteigendes Korpergewicht zeigten und bei
denen es zu keinen Auffélligkeiten im Verhalten kam. Ausgeschlossen wurden drei Tiere bei
denen es zu Ulzerationen bzw. Nekrosen der Haut und des darunterliegenden Tumors

gekommen war.

1.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde an einem Windows®-PC (Amilo-Notebook, Siemens
Fujitsu, Deutschland) mit Hilfe des Programms SigmaStat® (Jandel Corp., San Rafael, Ca.,
USA) durchgefiihrt. Zum Nachweis der Normalverteilung wurde der Kolmogorov-Smirnov
Test angewendet. Zur Analyse der Varianz bei normalverteilten Gruppen kam der One Way
ANOVA Test, fiir die Post-hoc Analyse die Student-Newman-Keuls-Methode zum Einsatz.
Bei nicht normalverteilten Gruppen wurde zur Varianzanalyse der Kruskal-Wallis One Way
ANOVA on Ranks Test verwendet.

Wurden andere Tests angewendet sind diese bei den entsprechenden Schaubildern oder im

Text vermerkt.
2. Methodik der klinischen Studie

2.1 Studienziel

Priifung der Vertriiglichkeit und Wirksamkeit des liposomal verpackten Paclitaxel (LipoPac®
bzw. MBT0206) bei Patienten mit rezidivierendem, therapieresistentem
Plattenepithelkarzinom im Kopf-/Halsbereich im Rahmen einer klinische Studie der Phase

Ib/11. Studiennummer: CTLPO3. Ein entsprechend genehmigter Ethikantrag lag vor.

2.2 Patienten

Die Patienten wurden anhand folgender Ein- bzw Ausschlusskriterien in die Studie

aufgenommen.

2.2.1 Einschlusskriterien

e Alter > 18 Jahre
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Patient mit rezidivierendem, therapierefraktidrem Plattenepithelkarzinom
Mindestens eine Lision die ausreichend in MRT/CT gemessen werden kann
Karnofsky-Index > 60%

Lebenserwartung > 4 Monate

Einverstindnis zu weiteren Untersuchungen nach Ende der Therapie
Einverstindnis zu einem Schwangerschaftstest bei weiblichen Patienten
Einverstindnis zur Kontrazeption wihrend Therapie

Einverstindniserkldrung (informed consent)

Ausschlusskriterien

Akute oder chronische Entziindung

Diagnose einer diabetischen Retinopathie oder einer Makuladegeneration
Herz-Kreislauferkrankung, New York Heart Association (NYHA) III oder IV

Ernst zu nehmende Lungenerkrankungen

Héamatologie: WBC <« 2.5 g/l, Hb < 8,5 g/dl, Thrombozyten < 100 g/I

Nierenfunktion: Kreatinin > 2,0 mg/dl

Leberfunktion: Bilirubin > 2,0 mg/dl, AP > 300 U/l (nur bei Patienten ohne
Knochenmetastasen), Quick < 60%, GOT/GPT > 60 U/l

Virushepatitis, HIV

Aktive bakterielle Infektion

Diagnose einer oder mehrerer Metastasen im zentralen Nervensystem

Andere maligne Erkrankungen in den letzten 3 Jahren

Patienten die sich nach ernsten Nebenwirkungen vorangegangener Chemo- oder
Strahlentherapie nicht erholt haben

Peptische Ulzerationen oder aktive Blutung im Gastrointestinaltrakt

Bekannter Pleuraerguss

Psychatrische Erkrankungen

Substanzabhéngigkeit

Patienten die den Anforderungen der Studie nicht gewachsen sind oder die nach
Meinung des Studienleiters nicht an der Studie teilnehmen sollten

Patienten die momentan an einer anderen Klinischen Studie teilnehmen

Bekannte allergische Reaktionen auf Bestandteile oder dhnliche chemische oder

biologische Stoffe die in LipoPac® (MBT0206) enthalten sind
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2.3  Herstellung und Kontrolle der Liposomen

Die Herstellung sowie die Kontrolle der Wirksubstanz LipoPac® erfolgte in exakt den
gleichen Arbeitsschritten wie die Herstellung und Uberwachung von MBT0206 fiir die
tierexperimentelle Studie in einem GMP-Labor (Apotheke des Klinikums der Universitit

Miinchen).

2.4  Zeitlicher Ablauf des Versuchsprotokolls

Nach dem Screening anhand der Ein- bzw. Ausschlusskriterien wurde an Tag O eine erste
dMRT-Untersuchung durchgefiihrt. Die Therapie fand an Tag 1, 3 und 5 statt bevor an Tag 7
ein zweites Mal im MRT gemessen wurde. An Tag 14 schloss sich eine Folgeuntersuchung

des Patienten mit erneuter AMRT-Messung an.

Therapie
A 4 Y71
- y ,// Folgeuntersuchung
d, d, d, d, d, a,
t 4 A
dMRT dMRT IMRT

Abb. 11: Versuchsprotokoll der klinischen Studie, d = Tag. Im Gegensatz zum priklinischen Setting wurden

die Patienten mehrmals im MRT gemessen.

2.5 Versuchsgruppen

Den beiden Dosierungsstufen wurden jeweils 3 Patienten zugeteilt:

Messung mit Gadolinium-DTPA als Kontrastmittel
Versuchsgruppe I ~ Behandlung mit LipoPac® 16 mg/kg KG
entspricht 0,55 mg/kg KG liposomalem Paclitaxel
Versuchsgruppe II  Behandlung mit LipoPac® 32 mg/kg KG
entspricht 1,10 mg/kg KG liposomalem Piclitaxel
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Nach einer initialen Messung vor Beginn der Behandlung wurde den Patienten beider
Gruppen an den entsprechenden Tagen jeweils eine Dosis LipoPac® in der jeweiligen
Konzentration appliziert. An Tag 7 schloss sich dann eine weitere Messung im MRT an.
Dieses Schema wurde fiir jeden Behandlungszyklus beibehalten. Ein Reentry aus der
Versuchsgruppe 1 in die Versuchsgruppe II war moglich, wenn keine stirkeren
Nebenwirkungen aufgetreten waren und die Patienten dazu ihr Einverstindnis gegeben

hatten.

2.6  Dynamische Magnet-Resonanz-Tomographie

2.6.1 MRT Geriit

Die Messungen wurden an einem Magnet-Resonance-Tomographen der Firma Siemens
(Siemens SONATA, Erlangen, Germany) im Institut fiir klinische Radiologie der Universitit
Miinchen durchgefiihrt. Das Gerit besitzt eine Feldstirke von 1,5 Tesla. Zur Verbesserung

der Bildqualitit wurde eine Kopf-Hals-Oberflichenspule verwendet.

rechts: Kopf-Hals-Oberfldchenspule

2.6.2  Durchfiihrung der AMRT-Messungen

Die Patienten wurden nach Aufkldrung iiber die Untersuchung durch den Radiologen mit
einem peripher vendsen Zugang von 18 G (Brauniile, Braun, Melsungen, Germany) versorgt,
iiber den wihrend der Untersuchung das Kontrastmittel gegeben wurde. AnschlieBend
wurden die Patienten auf dem Untersuchungstisch positioniert. Zur Verbesserung der
Bildqualitit wurde der Kopf-Hals-Bereich zusitzlich mit einer Oberfldchenspule versehen.
Die Patienten wurden im MRT wihrend der gesamten Messung mittels Videokammera
liickenlos iiberwacht, sie hatten dariiber hinaus die Mdoglichkeit, mit Hilfe einer Klingel auf

mogliche Probleme aufmerksam zu machen. Eine Uberwachung mittels EKG oder nicht
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invasiver Blutdruckmessung fand nicht statt. Nach Positionierung des Patienten im MRT
wurden anhand eines Scout-Scans die entsprechenden Schichten rekonstruiert, in denen

anschlieBend mit der T;-Turbo-FLASH-Sequenz gemessen wurde.

A. carotis interna

Abb. 13: Scout-Scan eines Patienten in axialer Schnittebene auf Hohe der Mandibula. Links: T, gewichtete
Aufnahme vor Kontrastmittel-Gabe mit markiertem Tumorareal. Rechts: T, gewichtete Aufnahme
nach Kontrastmittel-Gabe. Es kommt zu einer deutlichen Darstellung der mit Kontrastmittel gefiillten

Gefile.

2.6.3 Kontrastmittel

Wie bei der priklinischen Studie I wurde als Kontrastmittel Gadolinium-DTPA (Magnevist®,
Schering Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland) verwendet. Nach Aufzeichnung einer
Baseline wurden mittels einer Spritzenpumpe (CAI 626P/Tomojet, Doltron AG, Uster,
Schweiz) 0,4 ml/kg Korpergewicht mit einer Flussrate von 5 ml/s infundiert. Bei einem
durchschnittlichen Korpergewicht von 70 kg ergab sich so eine Applikationszeit von 5-6 s.
Ein Milliliter der wissrigen Infusionslosung enhielt 78,63 mg Gadolinium sowie 469 mg

Gadopentetsdure. Infundiert wurden so 31,5 mg Gadolinium pro kg Korpergewicht.

2.64  T1-Turbo-FLASH-Sequenz

Fiir die Messung der T,-Zeiten wurde eine stark T; gewichtete Saturation-Recovery-Turbo-
FLASH-Sequenz (SRTF) verwendet. Im Gegensatz zur experimentellen Studie wurde aus
Griinden der Zumutbarkeit fiir den Patienten als auch der technischen Machbarkeit die

Aquisition der Bilder auf einen Zeitraum von 12 min 32 s begrenzt. Aufgrund der Programm-
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und Speicherstruktur des Siemens Systems musste nach 8 min und 32 s eine zweite
Messsequenz von noch einmal 4 min gestartet werden, um die Gesamtmesszeit zu erreichen.
Es wurde gleichzeitig in vier verschiedenen Schichten des Tumors gemessen, wobei
insgesamt 470 Bilder pro Schicht, also zusammen 1880 Bilder, aquiriert wurden. Der
zeitliche Abstand der einzelnen Messungen betrug 1,6 s, eine Kumulation der
Messzeitpunkte wihrend der Kontrastmittelapplikation fand im Gegensatz zur Tierstudie
nicht statt. Die Sequenz wurde mit folgenden Parametern durchgefiihrt: TR = 400 ms, TE =
1,4 ms, TI = 180 ms. Der Einstrahlwinkel des Impulses (flip angle) betrug 12°. Nach
Berechnung der Kontrastmittel-Konzentrationen zu den einzelnen Messzeitpunkten konnten
dann die zur Quantifizierung der mikrozirkulatorischen Parameter notwendigen

Konzentrations-Zeit-Kurven erstellt werden.

2.7 Quantifizierte Parameter der dAMRT

Gemessene Parameter:
e Konzentrations-Zeit-Kurven im arteriellen Blut
e Konzentrations-Zeit-Kurven im Tumorgewebe
Berechnete Parameter:
¢ Intratumorales Blutvolumen
¢ [ntratumoraler Blutfluss

e Permeabilitiits-Oberfldchen-Produkt

2.7.1 Konzentrations-Zeit-Kurven im arteriellen Blut und Tumorgewebe

Wie bei der Snap-Shot-FLASH-Sequenz kann auch bei der Turbo-FLASH-Sequenz auf
Grund der Proportionalitit direkt auf die Kontrastmittel-Konzentration im Gewebe
geschlossen werden (Brix et al. 2004). Nach Markierung der entsprechenden ROIs auf einem
der in einer Schicht aufgenommenen 470 Bilder, wurden diese Messareale auf die restlichen
469 tibertragen, der Mittelwert der jeweiligen Schicht berechnet und die Werte in Form einer
Tabelle ausgegeben und gespeichert. Nach Konvertierung der am Siemens-System erhobenen
Daten konnten diese dann an einem Windows®-PC weiter bearbeitet werden. Fiir die
Berechnung der Konzentrations-Zeit-Kurven im arteriellen Blut wurde die ROI im
Querschnitt der A. carotis interna platziert. Die ROI im Tumor beinhaltete das Zentrum
sowie die Randbereiche des Tumors. Nekrotische Bereiche des Tumors wurden nicht in die

Berechnung miteinbezogen.
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2.7.2  Berechnung der quantitativen Parameter

Die Quantifizierung der Parameter Intratumorales Blutvolumen, Intratumoraler Blutfluss
sowie Permeabilitits-Oberflachen-Produkt erfolgte wie bei der tierexperimentellen Studie

nach dem 2-Kompartmentmodell nach Brix (Brix et al., 1999).
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III. Ergebnisse

1. Ergebnisse der experimentellen Studien
1.1 Studie I

1.1.1 Subkutanes Tumorwachstum

Mit Hilfe des unter die Riickenhaut des Hamsters implantierten A-Mel-3 wurde bis zur
dMRT-Messung an Tag 8 parallel der Einfluss von MBT0206 auf das subkutane Wachstum
untersucht. Die Therapie mit MBT(0206 wurde von allen Versuchstieren gut vertragen und
hatte keine Auswirkungen auf die Gewichtszunahme sowie das Wohlbefinden der Tiere. Im
Vergleich mit der Paclitaxel-Gruppe (Tumorvolumen: 515 + 75 mm®, n=6) kam es in der

MBT0206-Gruppe (Tumorvolumen: 319 + 19 mm®, n=7) zu einer signifikanten Reduktion
3

b

des Tumorwachstums. Im Vergleich zur Kontrollgruppe (Tumorvolumen: 289 + 40 mm
n=7), die volumenkorreliert zur MBTO0206-Gruppe gemessen wurde, zeigte sich eine
signifikante Verzogerung des Wachstums bei den mit MBT(0206 behandelten Tieren um 2

Tage.

600 -

500 -

400 -

300 - T

Tumorvolumen mm?

200 -

100 -

Kontrolle Paclitaxel MBT0206
Tag 6 Tag 8 Tag 8

Abb. 14: Tumorvolumina am Tag der Messung im MRT. Mittelwerte plus Standard-Fehler: *p < 0,05 gegen

Paclitaxel.
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1.1.2  Ergebnisse der AMRT

Ausgangspunkt fiir die Berechnung der mikrozirkulatorischen Parameter rBV, rBF und PS/V

sind die Konzentrations-Zeit-Kurven im arteriellen Blut sowie im Tumorgewebe.

1.1.2.1 Konzentrations-Zeit-Kurve im arteriellen Blut

Waihrend der einstiindigen Messung im MRT wurden insgesamt 49 T-Zeiten gemessen, die
hier als Relaxivitdtsianderung AR gegen die Zeit in min aufgetragen wurden und in Abb. 15

als Konzentrations-Zeit-Kurven dargestellt sind. Grofere Unterschiede zwischen den

einzelnen Versuchstieren sind nicht zu erkennen.
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Abb. 15: A-C: Konzentrations-Zeit-Kurven,
gemessen im arteriellen Blut, mit den
Einzelwerten je Versuchstier. Aufgetragen ist
die Relaxivitit AR gegen die Zeit in min; A:
Kontrollgruppe; B: Paclitaxel-Gruppe; C:
MBTO0206-Gruppe.



Die Betrachtung der Mittelwertkurven in Abb. 16 zeigt: Initales Anfluten des
Kontrastmittels, Hohe des Maximums sowie der anndhernd exponentielle Abfall der
Konzentrations-Zeit-Kurven nach Ende der Kontrastmittel-Applikation waren in allen drei
Gruppen anndhrend gleich. Es kam zu keinen signifikanten Unterschieden im Verlauf der

Kurven zwischen den drei Versuchsgruppen.

1,25
—o— MBT0206
—O— Kontrolle
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0,25
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Abb. 16: Konzentrations-Zeit-Kurven im arteriellen Blut gemessen im linken Ventrikel tiber 60 min. Mit
Beginn der Messung wurde die Injektion des Kontrastmittels iiber einen Zeitraum von 4 min gestartet.
Mittelwerte £+ SEM. Anzahl der Versuchstiere pro Versuchsgruppe: Kontrolle n=7, Paclitaxel n=6,
MBT0206 n=7.

1.1.2.2  Konzentrations-Zeit-Kurven im Tumorgewebe

Bei der Messung der Konzentrations-Zeit-Kurven im Tumor ergaben sich im Gegensatz zur
Messung im linken Ventrikel deutliche Unterschiede im Kurvenverlauf. Abb. 17 zeigt die
Anderungen der Relaxivitit AR iiber die Zeit in min. Wihrend sich die Kurven der Kontroll-
sowie der Paclitaxelgruppe nicht wesentlich von einander unterschieden, konnte bei den mit
MBT0206 behandelten Versuchstieren ein abweichender Kurvenverlauf gemessen werden.
Neben den geringeren Maxima die erreicht wurden, zeigte sich in der spéteren Phase eine

deutlich geringere Abnahme der Relaxivitit.
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Die Konzentrations-Zeit-Kurve des Versuchtieres MBT230 zeigte im Vergleich zu den
tibrigen Tieren der MBTO0206-Gruppe kein initiales Maximum, sondern erreicht dieses erst
nach ca. 30 min. Wiahrend des Versuches waren keine Anomalien der Atemtitigkeit
beobachtet worden. Fiir konstante makrohdmodynamische Verhiltnisse spricht der im
Vergleich mit den anderen Versuchstieren gemessene Kurvenverlauf im arteriellen Blut.
Auch die histologischen Untersuchungen ergaben keine Besonderheiten im Gegensatz zu den

anderen Tieren der Gruppe, so dass alle Einschlusskriterien erfiillt waren.

0357 —9— Kon213 0357 —e— Pac262
O Kon224 ..O-- Pac263
0,30 A —v— Kon225 0,30 B —v— Pac265
3 —v - Kon226 — -+ Pac267
0,25 ,_ —#— Kon228 0,25 —=— Pac268
2 O —0 - Kon229 — —0 - Pac270
K —& - Kon244 w0
‘ y = 0
o
'~ 0,15 -
o
0,10 4
0,05
0,00 -
0 10 20 30 40 50 60
Zeit [min] Zeit [min]
0,35 1 Abb. 17: A-C: Konzentrations-Zeit-Kurven
—e— MBT220
0,30 C O MBT221 gemessen im Tumor, aufgetragen ist die
—v— MBT222 o . . .
025 | —o-- MBT223 Relaxivitit AR gegen die Zeit in min; A:
—_ B il T Kontrollgruppe; B: Paclitaxel-Gruppe; C:
0, 0,20 —a— MBT230
= 0. MBT231 MBT0206-Gruppe.
= 015 — - MBT232
o
0,10
005 | O Wow o Lo
0,00 -

0 10 20 30 40 50 60
Zeit [min]

49



Die Berechnung der Mittelwertskurven die in Abb. 18 dargestellt sind, macht die
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen deutlicher. Wie bereits aus der Betrachtung
der Einzeltiere abzuleiten war, kommt es zu einer deutlichen Verringerung des Maximums in
der mit MBT0206 behandelten Gruppe. Kontroll- und Paclitaxel-Gruppe unterscheiden sich
in Hinsicht auf das Maximum nicht. Bei der weiteren Analyse der Graphen zeigt sich in der
MBTO0206 Gruppe ein deutlich flacherer Kurvenverlauf in der spiten Phase der Messung.

Die beiden anderen Gruppen zeigen dagegen einen deutlicheren Riickgang der Relaxivitit.

0,25 -
—— MBT0206
—O— Kontrolle
—v— Paclitaxel
0,20
v'_.ﬂ. 0,15
=)
o
o= 0,10 -
0,05
0,00 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
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Abb. 18: Konzentrations-Zeit-Kurven der verschiedenen Gruppen gemessen im Tumor iiber einen
Zeitraum von 60 min. Darstellung als Mittelwerte + SEM. Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe:

Kontrolle n=7, Paclitaxel n=6, MBT0206 n=7.
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1.1.2.3  Perfusion-like-Parameters

Die Berechnung von Perfusion-like-Parameters anhand der Konzentrations-Zeit-Kurven im
Herz und im Tumor sind in Abb. 19 dargestellt. Der initiale Anstieg der Konzentrations-Zeit-
Kurven im Tumor als einem Mal fiir die Perfusion des Tumors ging in der mit MBT0206
therapierten Gruppe gegeniiber den beiden anderen Gruppen geringfiigig, aber nicht
signifikant, zuriick (Abb. 19A).

Das im Tumor erreichte Maximum, welches gegen die im arteriellen Blut gemessene
maximale Kontrastmittel-Konzentration korrigiert wurde, zeigte eine signifikante
Verringerung in der mit MBT(0206 behandelten Gruppe gegeniiber der Paclitaxel-Gruppe
(Abb. 19B).
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Die Kontrastmittel-Clearance, das Abfluten des Kontrastmittels aus dem Tumor zeigte eine
mehr als 2,3 fache und damit signifikante Verlangsamung sowohl gegeniiber der Kontroll-

als auch gegeniiber der Paclitaxel-Gruppe (Abb. 19C).

1.1.2.4 Quantitative Parameter

Fir die Berechnung von Intratumoralem Blutvolumen, Intratumoralem Blutfluss und
Permeabilitits-Oberflachen-Produkt sowie fiir die Bestimmung der relativen Anteile des
Kontrastmittels im Plasma und im interstitiellen Raum wurde das bereits beschriebene
tracerkinetische 2-Kompartment Model eingesetzt. Grundlage der Berechnung waren dabei
die Konzentrations-Zeit-Kurven, die im linken Ventrikel und im jeweiligen Tumor gemessen

wurden. Die Ergebnisse der einzelnen Parameter sind in Tab. 3 dargestellt.

rBV rBF PS/V fr J
MBT0206 13,8 +2.0%  153+35 0,13+0,07 109+15%  226+36

Paclitaxel 23,0+£23 8,618 0,05 +0,02 18,1 +1,8 24,0+ 6,6

Kontrolle 20,0£2,0 10,3 +1,8 0,08 £0,03 158+1,5 209+79

Tab. 2: Ubersicht iiber die mittels Tracerkinetischem 2-Kompartment Model errechneten quantitativen
Parameter, dargestellt als Mittelwerte + SEM. Intratumorales Blutvolumen rBV in ml/100g
Tumorgewebe, Intratumoraler Blutfluss rBF in ml/min/100g Tumorgewebe, Permeabilitits-
Oberflichen-Produkt PS/V in 1/min, relativer Plasmaanteil im untersuchten Gewebe fp in %, relativer
Anteil des interstitiellen Volumens im untersuchten Gewebe f; in %. *p < 0,05 gegen Paclitaxel; #p <

0,05 gegen Kontrolle
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1.1.2.4.1 Intratumorales Blutvolumen (rBV)

Wie aus Tab. 3 hervorgeht kam es unter Therapie mit MBT0206 zu einer signifikanten
Reduktion des relativen Plasmaanteils fp im untersuchten Tumorgewebe (fp: 10,9 £ 1,5 %)
sowohl gegeniiber der Kontrollgruppe (fp: 15,8 = 1,5 %) als auch im Vergleich mit der
Paclitaxel-Gruppe (fp: 18,1 + 1,8 %). In Ubereinstimmung damit zeigte sich auch beim rBV
als einem Mal fiir die Groe des Tumorgefiasystems ein deutlicher Unterschied zwischen
den einzelnen Untersuchungsgruppen. Wihrend das rBV in der mit Paclitaxel behandelten
Gruppe (rBV: 23,0 + 2,3 ml/100g Tumorgewebe, n=6) gegeniiber der Kontrollgruppe (rBV:
20,0 £ 2,0 ml/100g Tumorgewebe, n=7) tendenziell erhoht war zeigte sich in der MBT0206-
Gruppe (rBV: 13,8 = 2,0 ml/100g Tumorgewebe, n=7) eine signifikante Reduktion des
Intratumoralen Blutvolumens sowohl gegeniiber der Kontroll-, als auch gegeniiber der

Paclitaxel-Gruppe.
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Abb. 20: Intratumorales Blutvolumen berechnet nach dem 2-Kompartment Modell nach Brix et al. Mittelwerte

+ SEM: *p < 0,05 gegen Paclitaxel; #p < 0,05 gegen Kontrolle.
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1.1.2.4.2 Intratumoraler Blutfluss (rBF)

Bei der Betrachtung des Intratumoralen Blutflusses in Abb. 21, der Perfusion des Tumors,
ergab sich fiir die Tiere, die eine Therapie mit MBT0206 (rBF: 8,6 + 1,8 ml/min/100g
Tumorgewebe, n=7) erhalten hatten, nur eine geringe Reduktion gegeniiber den
Kontrolltieren (#BF: 10,3 + 1,8 ml/min/100g Tumorgewebe, n=7). Signifikanz wurde nicht
erreicht. Unter Therapie mit freiem Paclitaxel (rBF: 15,3 £ 3,5 ml/min/100g Tumorgewebe,
n=6) wurde im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen ein tendenziell hoherer

intratumoraler Blutfluss gemessen.

20

Tumorperfusion
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Abb. 21: Tumorperfusion berechnet nach dem 2-Kompartment Modell nach Brix et al. Mittelwerte + SEM.
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1.1.2.4.3 Permeabilitits-Oberfliichen-Produkt (PS/V)

Wie bereits dargestellt ergab sich fiir den relativen Plasmaanteil fp am untersuchten Gewebe
eine signifikante Veringerung in der MBT0206-Gruppe (fp 10,9 £ 1,5) gegeniiber den beiden
anderen Gruppen (fp Paclitaxel: 18,1 £+ 1,8; fp Kontrolle: 15,8 + 1,5) (Tab. 3). Zu groflen
Unterschieden bei der relativen Betrachtung des interstitiellen Volumenanteils f; am
untersuchten Tumorgewebe kam es jedoch nicht (f; MBT0206: 22,6 + 3,6 %; f; Paclitaxel:
24,0 £ 6,6 %; f; Kontrolle: 20,9 = 7,9 %). Die Ergebnisse zeigen, dass es bei gleich
bleibendem interstitiellem Volumen und einer Reduktion des Plasmavolumens zu einem
erhohten Ubertritt des Kontrastmittels aus dem Plasma ins Interstitium gekommen ist. Dies
wiederum impliziert eine Zunahme der endothelialen Permeabilitit. Dies schldgt sich
tendenziell auch in der Berechnung des Permeabilitits-Oberflachen-Produktes, welches in
Abb. 22 dargestellt ist, nieder. Ein signifikanter Anstieg des PS/V in der MBT0206-Gruppe
(PS/V: 0,13 £ 0,07 1/min, n=7) zeigt sich gegeniiber der Kontrollgruppe (PS/V: 0,08 £+ 0,03
I/min, n=7) und auch gegeniiber der Paclitaxel-Gruppe (PS/V: 0,05 + 0,02 1/min, n=5)

allerdings nicht.
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Abb. 22: Permeabilitits-Oberflachen-Produkt als Maf fiir die endotheliale Durchléssigkeit der Tumorgefilie,

berechnet nach dem 2-Kompartment Modell nach Brix et al. Mittelwerte + SEM.

55



1.1.3 Ergebnisse der histologischen Untersuchungen

Nach Abschluss der Messungen im MRT wurden die Versuchstiere getdtet und die Tumore
entnommen und fixiert. In einem zweiten Schritt schloss sich dann die histologische
Aufbereitung mittels HE und CD31-Fiarbung an. Die Betrachtung der in HE gefirbten
Schnittpriparate in Abb. 23 mit einem 20 x Objektiv zeigt deutlich, dass es zu
morphologischen Unterschieden in den einzelnen Versuchsgruppen gekommen ist. Die
histologischen Schnitte der Paclitaxel- sowie der Kontrollgruppe zeigen in den allermeisten
angeschnittenen GefdBabschnitten freie, fiir Erythrozyten durchgingige, Gefde. Dem
gegeniiber kam es in der mit MBT0206 therapierten Gruppe in einer groen Zahl der

angeschnittenen GefiB3bereiche zu thrombotisch hyalinen Verdnderungen im GefiSlumen.

'.l_?aclitgg(el S8

r

Abb. 23: Histologische Schnitte in HE-
Férbung mit dem 20 x Objektiv. Deutlich
zu erkennen sind die Tumorzellen mit den
sie versorgenden Blutgefilen. Pfeil:
thrombotisch / hyaline Verdnderungen
innerhalb eines Blutgefifes in der mit

MBTO0206 behandelten Gruppe.
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Bei Verwendung des 40 x Objektives in Abb. 24 zeigen sich in der MBT0206-Gruppe
dariiber hinaus in die thrombotischen Areale migrierte Makrophagen, die eine Enstehung der

Thrombosen post mortem ausschlieen.

Abb. 24: Histologische Schnitte, untersucht mit dem 40 x Objektiv, aus der mit MBT0206 behandelten Gruppe.
Pfeil links: Kompletter Verschluss eines Tumorgefisses. Pfeil rechts: In das thrombosierte Gefil3

eingewanderte Makrophagen.
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Auch die mittels CD31-Farbung und digitaler Bildbearbeitung erfasste Gefidl3dichte zeigte
deutliche Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen wie in Abb. 25 zu sehen ist. Die mit
MBTO0206 behandelten Tiere (0,8 + 0,1 % GefalBfliche/Gesamtbildfliche, n=5) zeigten dabei
eine mehr als 50 %ige Verringerung der Gefalldichte gegeniiber der Kontrollgruppe (1,8 +
0,2 % GefiBflache/Gesamtbildfliche, n=6). Eine signifikante Reduktion der Gefédlldichte
konnte auch gegeniiber den mit Paclitaxel (1,4 + 0,1 % GefiBflache/Gesamtbildfldche, n=6)

therapierten Tieren gemessen werden.
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Abb. 25: Gefilidichte in den mit CD31 markierten Schnittpraparaten. Die Gefiafiflache wurde mittels digitaler
Bildverarbeitung in % der Gesamtbildfliche dargestellt. Mittelwerte + SEM: *p < 0,05 gegen

Kontrolle und Paclitaxel. Anova on Ranks, post hoc Dunn’s Test.
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Unter Therapie mit MBT0206 (3,8 + 0,8 Thrombosen/0,1 mm? GefiBfliche, n=5) erhohte
sich die Zahl der Thrombosen im Gesichtsfeld bezogen auf die gesamte
GefaBquerschnittsflache im untersuchten Gesichtsfeld signifikant gegeniiber beiden anderen
Gruppen wie Abb. 26 zeigt. Auch unter Paclitaxel-Therapie (1,5 + 0,7 Thrombosen/0,1 mm?
GefiBflache, n=5) kam es zu einer tendenziellen Zunahme der Thrombosenzahl gegeniiber

der Kontrollgruppe (1,0 £ 0,8 Thrombosen/0,1 mm? GefiBfliche, n=5).
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Abb. 26: Thrombosenzahl im HE-Schnitt. Mittelwerte + SEM: *p <« 0,05 gegen Kontrolle und Paclitaxel.

Anova on Ranks, post hoc Dunn’s Test.
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1.2 Studie II

1.2.1 Konzentrations-Zeit-Kurven im arteriellen Blut

Ausgangspunkt aller Berechnungen waren wie in Studie I die Konzentrations-Zeit-Kurven,
die sowohl im arteriellen Blut als auch im Tumor gemessen wurden. Wihrend der 60-
miniitigen Messung im MRT wurden wiederum 49 T;-Zeiten gemessen und nach
Umrechnung in die Relaxivitidt als AR gegen die Zeit aufgetragen. Als Kontrastmittel kam
das makromolekulare Gadolinium-Albumin mit einem Molekulargewicht von 66000 D zum
Einsatz. Die Konzentrations-Zeit-Kurven, die im arteriellen Blut im linken Ventrikel
gemessen wurden, unterschieden sich dabei nur sehr gering. Abb. 27 =zeigt die

Kurvenverlidufe der einzelnen Versuchstiere.
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Abb. 27: A: Konzentrations-Zeit-Kurven der einzelnen Kontrolltiere. B: Konzentrations-Zeit-Kurven der mit
MBTO0206 behandelten Versuchstiere. Gemessen wurde im linken Ventrikel iiber einen Zeitraum von
60 min. Das makromolekulare Kontrastmittel Gadolinium-Albumin wurde in Form eines Bolus (ca.

10 s) zu Beginn der Messung injiziert.

Die Mittelwertskurven im arteriellen Blut, die in Abb. 28 dargestellt sind zeigen, wie in
Studie I, dass auch bei Verwendung des makromolekularen Kontrastmittels keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen zustande kommen. Nach dem
initalen steilen Anstieg zeigt die Konzentration, im Rahmen der Messgenauigkeit, iiber den

Untersuchungszeitraum anndhernd konstante Werte. Vergleicht man allerdings die
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Kurvenverldufe im arteriellen Blut aus Studie I und II, wird deutlich, welchen Einfluss die
Molekiilgrole des Kontrastmittels auf die Relaxivitdt im Plasma hat. Fillt die Relaxivitit
nach Ende der Kontrastmittel-Applikation in Studie I sofort wieder ab, so bleibt diese in

Studie II tiber den gesammten Messzeitraum von 60 min auf einem konstanten Niveau.
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Abb. 28: Konzentrations-Zeit-Kurven der beiden Versuchsgruppen, gemessen im linken Ventrikel iiber einen

Zeitraum von 60 min. Mittelwerte + SEM. Verwendet wurde das makromolekulare Kontrastmittel

Gadolinium-Albumin.
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1.2.2  Konzentrations-Zeit-Kurven im Tumorgewebe

Die Messung der Konzentrations-Zeit-Kurven im Tumor ergab fiir beide Gruppen anndhernd
gleiche Kurvenverldufe (Abb. 29). Abgesehen von Versuchstier Kon245 zeigt sich fiir die
Tiere der Kontrollgruppe eine tendenziell geringere Steigung in der spiten Phase der
Messung. Im Vergleich mit der im Tumor gemessenen Konzentrations-Zeit-Kurve aus Studie
I konnte kein initiales Maximum, nach dessen Erreichen die Relaxivitit AR wieder abnimmt,

festgestellt werden. Es zeigte sich dagegen eine stetige Zunahme der Relaxivitidt, deren

Maximum bis zum Ende der Messung nicht erreicht wird.
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Abb. 29: Konzentrations-Zeit-Kurven der einzelnen Versuchstiere gemessen im Tumor iiber 60 min. Als

Kontrastmittel wurde Gadolinium-Albumin verwendet. A: Versuchstiere der Kontrollgruppe B:

Versuchstiere der MBT0206-Gruppe.
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Die Mittelwertskurven, die in Abb. 30 dargestellt sind, zeigten fiir die MBT0206-Gruppe

eine tendenziell groBere Steigung in der spiten Phase der Messung.
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Abb. 30: Konzentrations-Zeit-Kurven aufgetragen als Mittelwerte £+ SEM. Gemessen wurde die Konzentration

an Gadolinium-Albumin im Tumor iiber einen Zeitraum von 60 min.
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1.2.3 Steigung der Regressionsgeraden in der spiten Phase

Um Aussagen iiber eine mogliche Anderung der Permeabilitit fiir makromolekulare
Substanzen machen zu konnen, wurde an alle Konzentrations-Zeit-Kurven, die im Tumor
gemessen wurden, in der spidten Phase eine Regressionsgerade angelegt und deren Steigung
bestimmt. Abb. 31A zeigt exemplarisch die Regressionsgeraden der Mittelwertskurven in der
spaten Phase ab der 12. min (Geradengleichung: MBT0206: y = 0,00749x + 0,2096;
Kontrolle: y = 0,00508x + 0,1554). In Abb. 31B sind dagegen die Steigungen der einzelnen
Versuchstiere aus der Kontrollgruppe (0,0048 + 0,0057 AR/Af) sowie aus der MBT0206-
Gruppe (0,0071 £ 0,0008 AR/At) in einem Box Plot dargestellt. Bei relativ gro3er Streuung
der Werte zeigt sich tendenziell eine Erhohung der Permeabilitit fiir Gadolinium-Albumin in

der mit MBT0206 behandelten Gruppe.
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Abb. 31: A: Lineare Regressionsgerade der Mittelwerte der beiden Versuchsgruppen + SEM zu den einzelnen
MeBzeitpunkten ab Minute 12. B: Steigungen der Regressionsgeraden (AR/Af) der einzelnen

Versuchstiere aufgetragen in einem Box-Plot, der jeweilige Mittelwert ist als dicke Linie dargestellt.
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2.  Ergebnisse der klinischen Studie

Da auf Grund der geringen Fallzahl und des sehr inhomogenen Patientenguts eine
systematische Darstellung der Ergebnisse nicht moglich ist, werden im Folgenden die

Untersuchungsergebnisse von 2 Patienten einzeln dargestellt.

2.1 Patient I

Bei Patient I handelte es sich um einen 50 Jahre alten Mann mit einer ausgedehnten nuchalen
Metastase eines Plattenepithelkarzinoms. Zustand nach histologisch gesichertem Oro-
/Hypopharynx-Karzinom (T4 N3 MO G3). Erstdiagnose im November 2002. Bis zum
Einschluss in die vorliegende Studie hatte er nach primédrer Radiochemotherapie mit einer
Bestrahlungsintensitit von 69 Gy, eine diagnostische Stiitzendoskopie, und daran
anschliefend eine Neck dissektion mit radikaler Entfernung des Tumors im Mairz 2003
erhalten. Therapie und dMRT Messungen im Rahmen der LipoPac® Studie erhielt der Patient
Ende September 2003. Abb. 32 zeigt zwei axiale MRT-Schnitte in unterschiedlichen
Sequenzen in Hohe der Mandibula. Deutlich zu erkennen ist eine ausgedehnte nuchale
Lymphknotenmetastase rechts mit inhomogener Binnenstruktur die sich massiv unter die
Haut vorwolbt. Im Rahmen der Studie erhielt der Patient 3 x 16 mg/kg KG LipoPac® an Tag
1,3 und 5.

Abb. 32: MRT Bilder in axialer Ebene auf Hohe der Mandibula. Links: T, gewichtete Aufnahme vor
Kontrastmittel-Applikation. Rechts: T, gewichtete Aufnahme nach Kontrastmittel-Gabe (Gadolinium-
DTPA). Pfeile: ausgedehnte Lymphknotenmetastase rechts zervical. Im markierten Tumorareal

wurden mittels IMRT gemessen.
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2.1.1 Konzentrations-Zeit-Kurven in arteriellem Blut und Tumorgewebe

Wihrend der 12 min und 32 s dauernden Messung wurden in 4 unterschiedlichen Schichten
jeweils 470 T,-Zeiten im zeitlichen Abstand von 1,6 s gemessen. In Abb. 33A und 33B sind
die im arteriellen Blut sowie im Tumorgewebe gemessene Relaxivitit AR gegen die Zeit in s
aufgetragen. Im arteriellen Blut kommt es dabei sowohl vor als auch in den zwei Messungen
nach Therapie zu keinen nennenswerten Unterschieden im Verlauf der Kurven. Im
Tumorgewebe zeigt sich aber bereits an Tag 7 eine Verringerung des Maximums gegeniiber
Tag 0, noch deutlicher ist der Effekt an Tag 14. Hier konnte ein deutlich geringeres
Maximum sowie ein langsameres Abfluten des Kontrastmittels aus dem Tumor gemessen

werden.

2.1.2  Quantitative Parameter

Abb. 33A, B und C zeigen die nach Brix et al. ausgewerteten quantitativen Parameter (Brix
et al. 2004). Das Intratumorale Blutvolumen zeigt initial einen Anstieg um 30 % an Tag 7,
fillt aber in den nidchsten 7 Tagen auf 61 % des Ausgangswertes an Tag O ab. Auch der
intratumorale Blutfluss, also die Perfusion, steigt an Tag 7 leicht um 9 % an, zeigt dann aber
einen massiven Abfall an Tag 14 auf nur noch 36 % des Ausgangsniveaus. Das
Permeabilitits-Oberflachen-Produkt fillt an Tag 7 um mehr als 45 %, steigt dann allerdings

wieder um wenige Prozent auf iiber 64 % des Ausgangswertes an.
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Abb. 33: Patient I: Ergebnisse der
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weiterfithrenden Berechnung der
mikrozirkulatorischen Parameter vor und
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2.2 Patient I1

Bei Patient II handelte es sich um einen 64 Jahre alten Mann mit einem ausgedehnten
Zweitkarzinom von Hypopharynx-Osophagus (Histologie: geringgradig differenziertes
Plattenepithelkarzinom). Bereits im Februar 1998 war ein histologisch gesichertes
Plattenepithelkarzinom des Hypopharynx (pT1 pN2 pMo RO) diagnostiziert worden. Die
damalige Therapie umfasste die Tumorresektion iiber eine laterale Pharyngotomie sowie eine
Neckdissektion beidseits im Mirz 1998. Postoperativ erhielt er eine Radiochemotherapie von
April bis Juli 1998. Die Therapie im Rahmen der LipoPac® Studie erhielt der Patient im Mai
2004. Die in Abb. 34 gezeigten MRT Bilder fiihren einen axialen Schnitt in Hohe der
Lungenspitzen. Der mittels dMRT gemessene Tumorbezirk befindet sich retrotracheal mit
einer Ausbreitung nach kaudal bis weit ins Mediastinum. Im Rahmen der Studie erhielt

Patient II 3 x die Dosis von 32 mg/kg KG LipoPac®.

Abb. 34: MRT Bilder im axialen Schnitt auf Hohe der Apex pulmonis. Tumor im retrotrachealen Raum mit
Ausdehnung vom Hypopharynx bis ins mittlere Mediastinum. Links: T, gewichtete Sequenz vor
Kontrastmittel-Gabe. Rechts: T, gewichtete Sequenz nach Kontrastmittel-Applikation (Gadolinium-

DTPA). Pfeile: markiertes Tumorareal in dem mittels dMRT gemessen wurde.

2.2.1 Konzentrations-Zeit-Kurven in arteriellem Blut und Tumorgewebe

Abb. 35 zeigt die Konzentrations-Zeit-Kurven im arteriellen Blut sowie im Tumorgewebe.
Gegeniiber Patient I fillt auf, dass die Konzentrations-Zeit-Kurven an Tag 14 im arteriellen

Blut sowie alle Messungen im Tumorgewebe starke Schwankungen in der Relaxivitit AR
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aufweisen. Ein Vergleich der Kurvenverldufe fillt aus diesem Grunde schwer. Um die
Berechnung der quantitativen Parameter zu erleichtern wurden die Kurven mit Hilfe des
Programms FlexPro 6.0 (Weisang GmbH & Co. KG, Deutschland) gemittelt und erst dann

zur Berechnung freigegeben.

2.2.2  Quantitative Parameter

Bei Betrachtung des Intratumoralen Blutvolumens zeigt sich an Tag 7 eine Reduktion um
mehr als ein Drittel, an Tag 14 zeigt sich aber bereits wieder ein Anstieg auf 78 % des
Ausgeangswertes. Der Intratumorale Blutfluss verringert sich um 15 % an Tag 7 auf 43 %
des Ausgangswertes an Tag 14. Auch das Permeabilitits-Oberfldachen-Produkt zeigt eine
deutliche Abnahme nach Therapie, es sinkt an Tag 7 auf 85 %, an Tag 14 sogar weiter auf

54 % des Ausgangswertes an Tag O ab.
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IV. Diskussion

1. Diskussion der experimentellen Studien

Grundlage der vorliegenden experimentellen Arbeit war die bereits in mehreren Studien
untersuchte gute Wirksamkeit von Paclitaxel in kationischen Liposomen (MBTO0206) im
Hinblick auf Veridnderungen der Mikrozirkulation sowie des Wachstums von soliden
Tumoren (Schmitt-Sody et al. 2001). Da mikrozirkulatorische Parameter unter Therapie mit
MBT0206 bisher nur am Modell der Riickenhautkammer am Syrischen Goldhamster in vivo
untersucht wurden (Eichhorn er al. 2004; Strieth et al. 2004), sollten im Rahmen dieser
Arbeit mikrozirkulatorische Verdnderungen mit Hilfe der dMRT auch am subkutan
implantierten A-Mel-3 in vivo verifiziert werden. Dabei musste, vor dem moglichen Einsatz
des Verfahrens in einer klinischen Studie, auch geklart werden, in wie weit die dMRT in
Verbindung mit einem niedermolekularen (Studie I), bzw. makromolekularem Kontrastmittel
(Studie II), tiberhaupt in der Lage ist, Verdnderungen in der Mikrozirkulation zu detektieren.
Im Folgenden sollen nun Methodik und Ergebnisse der experimentellen als auch der
klinischen Studie zuerst getrennt diskutiert und anschlieBend in Zusammenschau bearbeitet

werden.
1.1 Methodik
1.1.1 Subkutanes Tumormodell

1.1.1.1 Das amelanotische Hamstermelanom A-Mel-3

Das in dieser Arbeit verwendete amelanotische Hamstermelanom A-Mel-3 wurde 1961
erstmals von Fortner et al. beschrieben (FORTNER et al. 1961). Der Tumor zeichnet sich
durch eine weit liber 90% liegende Angehrate, schnelles Wachstum sowie frithzeitige
Metastasierung aus. Spontanregressionen konnten bisher nicht beobachtet werden. Bereits in
friihen Stadien kommt es zur Metastasierung des A-Mel-3 in die axilldren und inguinalen
Lymphknoten. Periaortale, pelvine und thorakale Lymphknotengruppen sind weitaus seltener
betroffen. Organmetastasen in Lunge, Niere und Leber finden sich bei subkutaner

Implantation erst in weit fortgeschrittenen Tumorstadien.
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1.1.1.2  Messung des subkutanen Tumorwachstums

Um die quantitativen mikrozirkulatorischen Parameter, die mittels dMRT unter Therapie mit
MBT0206 und Paclitaxel erhoben wurden, auch vor dem Hintergrund einer Beeinflussung
des Wachstums einordnen zu konnen, wurde das Tumorvolumen ab Beginn der Therapie
dokumentiert. Die Volumenberechnung fiir das amelanotische Hamstermelanom A-Mel-3,
einem halbellisoidféormigen Tumor, wurde von Weiss et al. etabliert und validiert (Weiss et
al. 1990). Bei der Vermessung von kleinen Tumoren zu Behandlungsbeginn spielt die
Messungenauigkeit von + 0,5 mm eine nicht unwesentliche Rolle, da sie dreifach in die
Volumenberechnung eingeht. Mit zunehmender Versuchsdauer hat die Messungenauigkeit

aber nur noch einen untergeordneten Einfluss auf die Berechnung des Tumorvolumens.

1.1.2  Versuchsprotokoll und Durchfiihrung der Messung

Aus den Wachstumsstudien von Weiss et al. war bekannt, dass unbehandelte Tiere, bei
annihernd gleicher Zahl an subkutan implantierten Tumorzellen (ca. 4 - 6 x 10° Zellen;
Vitalitdt 95 %), zwischen den Versuchstagen 3 und 10 ein stabiles reproduzierbares
TumorgefdBsystem entwickeln. Dieses Gefid3system nimmt iiber die Zeit deutlich an GroBe
zu. Ab ca. dem 10. Tag kommt es dann zu vermehrter Nekrosebildung in zentralen Anteilen
des Tumors, da hier eine ausreichende Versorgung der Tumorzellen, aufgrund der sehr stark
proliferierenden Randbereiche, nicht mehr gegeben ist. Um diesen Erkenntnissen gerecht zu
werden, wurde an Tag 5 mit der jeweiligen Therapie begonnen, die Messung im MRT fand
an Tag 8 statt. Um einen moglichen Einfluss der Tumorgrofe auf die mikrozirkulatorischen
Parameter zu minimieren, wurden die Tiere der Kontrollgruppe groBenkorrelliert zur
MBTO0206-Gruppe bereits an Tag 6 im MRT gemessen.

Um die Versuchstiere nicht iiber die Mallen hinaus zu belasten und auch die Verteilung des
Kontrastmittels im Tumor nicht durch die unmittelbar vorausgehende Gabe der jeweiligen
Therapiesubstanz zu beeintrachtigen, wurde die eigentliche Therapie bereits an Tag 7
beendet. Es wurde in den einzelnen Gruppen jeweils drei Mal therapiert, um einen moglichst
maximalen Effekt zu erzielen.

Bei der Durchfiihrung der Messungen im MRT mussten die Tiere mittels Inhalationsnarkose
narkotisiert werden, um Bewegungsartefakte zu minimieren. Auf der anderen Seite sollte die
Narkose moglichst oberfldchlich sein, um Beeinflussungen des arteriellen Mitteldrucks und
damit auch der Verteilung des Kontrastmittels im Korper moglichst gering zu halten. In
vorangegangenen Versuchen, die in der Arbeitsgruppe durchgefiihrt wurden, konnte mittels

invasiver arterieller Blutdruckmessung gezeigt werden, dass bei oberflachlicher
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Inhalationsnarkose der Perfusionsdruck der Tumoren nicht beeinflusst wird. Auch die
Applikation des jeweiligen Kontrastmittels hatte keinen Einfluss auf die Makrohdmodynamik
(Pahernik et al. 2001). Auf Grund dieser Erkenntnisse wurde im Rahmen dieser Studie auf
eine invasive Blutdruckmessung verzichtet. Dass sich fiir die Versuchstiere der einzelnen
Gruppen vergleichbare makrohdmodynamische Verhéltnisse ergaben, zeigen die anndhernd
gleichen Konzentrations-Zeit-Kurven im arteriellen Blut.

Trotz optimaler Narkose konnten minimale Fehler durch Bewegungsartefakte bei der
Messung innerhalb des linken Ventrikels, die durch die normale Herztitigkeit entstanden,
nicht komplett ausgeschlossen werden. In Mausmodellen, in denen neben einer schnelleren
Herzfrequenz dariiber hinaus nur ein sehr kleines Messareal im linken Ventrikel zur
Verfiigung steht, wurde dazu iibergegangen, die Aquisition der Bilder an den EKG-Verlauf
anzupassen. Standardisiert wurde EKG getriggert nur am Ende der Diastole gemessen
(Pickup, Zhou, and Glickson 2003; Zhou et al. 2004). Am im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Hamstermodell sind die nicht an das EKG angepassten Aufnahmen nach den

Untersuchungen von Pahernik et al. aber ausreichend genau (Pahernik et al. 2001).

1.1.3 dMRT und Tracerkinetische Modelle

Die Anfinge der Magnet-Resonanz-Tomographie gehen weit bis in die Mitte des letzten
Jahrhunderts zuriick. 1952 erhielten Bloch und Purcell fiir ihre Arbeiten zur ,,Entwicklung
neuer Prizisionsmethoden des Kernmagnetismus (Nuclear Magnetic Resonance NMR)“ den
Nobelpreis fiir Physik. Bis 1970 wurde diese Technik vor allem auf dem Gebiet der Physik
und Chemie zur Strukturanalyse zum Einsatz gebracht. Erst 1971 konnte Damadian
unterschiedliche NMR-Relaxationszeiten fiir Tumoren und gesundes Gewebe messen. Die
Moglichkeit, die MRT als Diagnosemethode einzusetzen, war geboren (Damadian 1971).
Damadian war es auch, der 1977 die erste Ganzkorperaufnahme eines Menschen durchfiihrte.
Er bendtigte damals eine reine MeBzeit von 4 h 45 min. Bis dies aber moglich war wurde die
MRT-Bildgebung mit Hilfe von Gradienten-Feldern 1973 durch P. Lauterbur und die
Einfiihrung der Phasen- und  Frequenzkodierung unter Verwendung der
Fouriertransformation durch Ernst 1975 weiter optimiert (Lauterbur 1989). Zeitgleich mit
Damadians erster Ganzkorperaufnahme entwickelte Mansfield das Echo-Planar-Imaging
(EPI) welches zu einer weiteren Verbesserung der Bildqualitit fiihrte (Mansfield and
Maudsley 1977). Fiir ihre Arbeiten erhielt Ernst 1991 den Nobelpreis fiir Physik, 12 Jahre
spater wurden auch Lauterbur und Mansfield fiir ihre Errungenschaften auf dem Gebiet der

Bildgebung mit Magnetresonanz mit dem Nobelpreis fiir Medizin geehrt. Heute stellt die
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MRT-Bildgebung mit ca. 60 Mio. Untersuchungen pro Jahr weltweit und mehr als 25000
MRT-Geriten auf der ganzen Welt ein Routineverfahren der klinischen Diagnostik dar.
Lange Jahre wurde die MRT ausschlieBlich zur Darstellung rein anatomisch-
morphologischer Strukturen verwendet. Seit den 90ziger Jahren des letzten Jahrhunderts wird
sie dariiber hinaus aber auch zur Messung dynamischer Vorginge eingesetzt. Der cerebrale
Blutfluss sowie die cerebrale Verstoffwechselung von Sauerstoff (Kim ez al. 1999) kénnen in
der Zwischenzeit genauso gemessen werden wie die Glomerulére-Filtrations-Rate der Niere
(El Diasty et al. 2005). Die Messung dynamischer Vorgédnge kann dabei auch im Hinblick
auf Verdnderungen der Mikrozirkulation von Tumoren angewendet werden.

Dabei hat die dMRT bei der Beurteilung vaskulédrer Strukturen durchaus Vorteile gegeniiber
anderen bildgebenden Verfahren wie der Positronen Emissions Tomographie (PET), der
Computer Tomographie (CT), dem Ultraschall und der Single Photonen Emissions Computer
Tomographie (SPECT). dMRT-Verfahren sind nicht-invasiv, ohne Strahlenbelastung fiir den
Patienten und sehr sensitiv im Bezug auf Verdnderungen in der Mikrozirkulation. Dariiber
hinaus finden MRT-Gerite im Gegensatz zu PET- und SPECT-Geriédten zunehmend auch in
kleineren Kliniken sowie in Praxen Verbreitung. Da die Datenaquisition bei der dMRT in
einem zeitlich uberschaubaren Rahmen bleibt, konnte dieses Verfahren in Zukunft
routineméfig an Patienten mit soliden Tumoren zur Diagnostik und Therapiekontrolle zum
Einsatz kommen (Padhani 2002).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit berechneten rein deskriptiven Parameter, initialer
Anstieg, korrigiertes Maximum und Kontrastmittel-Clearance, die als Perfusion-like-
Parameters eingefithrt wurden (Hawighorst et al. 1998; Mayr et al. 1996), konnten im
klinischen Alltag in der Verlaufskontrolle durchaus Anwendung finden, da sie aus den
Konzentrations-Zeit-Kurven schnell und einfach zu berechnen sind. Genaue, quantitative
Aussagen {iiber einzelne Parameter der Mikrozirkulation, wie Tumorperfusion, konnen sie
jedoch nicht leisten, da sie von anderen Faktoren wie den Volumenverhiltnissen zwischen
intra- und extravasalem Kompartiment oder der GefdBpermeabilitit zusitzlich beeinflusst
werden (Lyng et al. 1998). Eine Mboglichkeit der quantitativen Berechnung
mikrozirkulatorischer Parameter bietet dagegen das im Rahmen der Studie I weiterfiithrend
verwendete 2-Kompartment-Model von Brix et al. (Brix et al. 1999). Dieses Modell bietet
die Moglichkeit, quantitative Aussagen iiber mikrozirkulatorische Parameter zu treffen.
Verwendet werden konnen sowohl dynamische CT- als auch MRT-Daten, die mit Hilfe von
niedermolekularem Kontrastmittel erhoben wurden. In vorausgegangen Arbeiten, z.B. von

Miles et al., konnte die Perfusion verschiedener Gewebstypen und Organe ausreichend genau
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quantitativ.  gemessen werden (Miles 1991). Fir eine Charakterisierung von
TumorblutgefiBen und die Erfassung von Veridnderungen im Bereich der Mikrozirkulation
unter antivaskuldrer Therapie ist die alleinige Berechnung der Perfusion, die sich
hauptsichlich aus der initialen Kontrastmittel-Aufnahme im Gewebe sowie der maximalen
Kontrastmittel-Anreicherung im arteriellen Blut ergibt, aber nicht ausreichend. Das im
Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete 2-Kompartment-Modell beriicksichtigt dagegen
sowohl die kapilldre Perfusion als auch die bidirektionalen Austauschvorginge am
GefiBBendothel des Tumors. Aussagen iiber die Gefdllpermeabilitit, einem sehr wichtigen
Parameter fiir die Beurteilung von antivaskuldren Therapieeffekten, als auch {iiber die
Volumina der verschiedenen Kompartimente werden iiber die Analyse der Konzentrations-
Zeit-Kurven in der spiten Phase der Messung moglich. In Studie I wurde nach Ende der 4-
miniitigen Kontrastmittel-Applikation dafiir weitere 56 min gemessen. Die Aspekte der
Permeabilitit wurden dabei basierend auf Modellen von Tofts et al. entwickelt (Tofts and
Kermode 1991; Tofts, Berkowitz, and Schnall 1995; Tofts et al. 1999).

Die Zerlegung der in normalem Gewebe gemessenen Konzentrations-Zeit-Kurven in ein
Plasma- und ein interstitielles Kompartiment zeigte im tracerkinetischen Modell nach Brix,
dass die initiale Phase fast ausschlieBlich vom Kontrastmittel im intravaskuldren
Kompartiment bestimmt, und nur in sehr geringem Umfang durch die Permeabilitit
beeinflusst wird. Folglich kann die Perfusion von normalem Gewebe in der initialen Phase
auch mit einem reinen Perfusions-Modell wie dem von Miles et al. ausreichend genau
berechnet werden. In Geweben mit einer hohen Permeabilitit der Gefifle, wie dies in
Tumoren auf Grund der nur sehr bruchstiickhaft ausgebildeten Basalmembran sowie der zum
Teil groBen interzelluldren Liicken der Fall ist, ist ein reines Perfusions-Modell dem 2-
Kompartment-Modell aber unterlegen. Ist die Kontrastmittel-Anreicherung in einem solchen
Gewebe stdrker von der Permeabilitit abhdngig, so kommt es in den einfacheren Modellen zu
einer Uberschitzung des Blutflusses. Das Modell nach Brix beriicksichtigt dagegen bereits in
der initialen Phase die Diffusion des Kontrastmittels ins Interstitium und verhindert damit die
Uberbewertung des Blutflusses innerhalb des untersuchten Gewebes. Auch in der spiteren
Phase, also dem langsamen Abfluten des Kontrastmittels aus dem Gewebe, kann das hier
verwendete Modell Vorteile gegeniiber reinen Permeabilitits-Modellen zeigen. Wihrend bei
diesen Ansitzen hauptsichlich die interstitielle Anreicherung im Vordergrund steht, schlie3t
der komplexere Ansatz von Brix et al. den Beitrag des intravasalen Kompartimentes mit in
die Berechnungen ein. In einer CT-Studie von 1999 an Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren

konnte gezeigt werden, wie wichtig die Beriicksichtigung des intravasalen Kompartimentes
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bei der Betrachtung der Signalintensitdten im untersuchten Gewebe ist (Brix et al. 1999).
Unterschiede zwischen den Signalintensititen, die iiber dem Tumor gemessen wurden,
gingen hauptsdchlich auf Unterschiede im intravaskuldren und nicht im interstitiellen
Kompartiment zuriick. Gute Ubereinstimung mit bisherigen Studien (Ruotsalainen et al.
1997; Senda et al. 1992) ergaben sich fiir einzelne der quantitativen Parameter, die aus den
Konzentrations-Zeit-Kurven im Tumorgewebe berechnet wurden. Bemerkt werden muss
allerdings, dass es bei der Berechnung des Blutflusses im Muskel- und Tumorgewebe zu
relativ hohen Werten kam. Andere Parameter wie der relative Volumenanteil des Plasmas fp,
der relative Volumenanteil des Interstitiums f; und das Permeabilitits-Oberflichen-Produkt
PS/Vp waren von dieser systemisch bedingten Uberbewertung nicht betroffen. In den
folgenden Jahren wurden weitere Studien basierend auf diesen Arbeiten durchgefiihrt und die
Technik weiter verbessert (Brix et al. 2004).

Alle bisher diskutierten tracerkinetischen Modelle setzen den FEinsatz eines
niedermolekularen Kontrastmittels z. B. Gadolinium-DTPA (Magnevist®) voraus, dessen
Verteilung durch drei Hauptfaktoren bestimmt wird. Dies ist zum einen die Durchblutung des
jeweiligen Gewebes, der Transport des Kontrastmittels iiber die Gefilwand hinaus ins
Interstitium und die durch Diffusion bedingte Verteilung in diesem Raum. Der Anteil dieser
Substanzen, der beim ersten Durchfluss durch ein Gewebe ins Interstitium tibertritt, betrigt je
nach GefidBpermeabilitit zwischen 50 % und 100 % (Gillies et al. 2002). Dies gilt fiir die
meisten Gewebearten, abgesehen vom Gehirn, den Testes sowie der Retina, wo die Gefilie
zusitzlich eine Schrankenfunktion besitzen und so einen Ubertritt von Kontrastmittel und
anderen Substanzen in den extravasalen extrazelluldren Raum verhindern. Die Verteilung
von makromolekularen Kontrastmitteln zeigt dagegen eine vollig andere Charakteristik:
Wihrend es in normalen Geweben zu keiner nennenswerten Extravasation von
Makromolekiilen kommt, konnte die Hyperpermeabilitit von TumorgefdaBen fiir
makromolekulare Substanzen in mehren Studien gezeigt werden (Gerlowski and Jain 1986;
Marzola et al. 2003). In der Studie von Marzola et al. wurde Gadolinium-DTPA-Albumin
mit einem Molekulargewicht von ca. 94 000 D in einem Mausmodell mit humanem Kolon-
Karzinom verwendet. Die mittels dMRT gemessene endotheliale Permeabilitidt fiir das
Makromolekiil war im Tumorrand signifikant gegeniiber dem Muskelgewebe erhoht.
Gerlowski und Jain konnten im Modell der Hasen-Ohr-Kammer sogar fiir Fluoreszenz
markiertes Dextran mit einem noch groBeren Molekulargewicht von ca. 150 000 D eine 8-
fach erhohte Permeabilitit im Tumorgewebe, hier dem VX2-Karzinom, gegeniiber

ausgereiftem Granulationsgewebe feststellen.
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Vor dem Hintergrund, dass bereits heute in mehreren klinischen Studien makromolekulare
Chemotherapeutika (Greenwald er al. 2003; Schoemaker et al. 2002; Meerum Terwogt et al.
2001; Seymour et al. 2002) zum Einsatz kommen, sowie der Moglichkeit, in Zukunft
Vaskular Targeting Therapie mit dieser Chemotherapie zu verbinden, wurde in Studie II der
experimentellen Arbeit die Verdnderung der Permeabilitit fiir eine makromolekulare
Substanz unter Vaskular Targeting Therapie mit MBT0206 untersucht. Als Kontrastmittel
wurde hierzu in Studie II Gadolinium-Albumin mit einem Molekulargewicht > 66000 D
verwendet. Eine therapiebedingt erhohte Permeabilitit der Tumorgefile auch fiir
Makromolekiile wiirde den Transport vieler Chemotherapeutika direkt an die Tumorzelle
wesentlich verbessern. Eine endotheliale Barriere wire dann auch fiir diese Therapeutika
nicht mehr zu iiberwinden. Dass die dMRT auch in Verbindung mit makromolekularen
Kontrastmitteln in der Lage ist, Verdnderungen am Tumorendothel zu detektieren, konnte in
mehreren Studien gezeigt werden. Pham et al. konnte in einer priklinischen Studie mit
VEGF-Antikorpern an Ratten mit humanem MB-MDA-435 Karzinom, einem Brust-
Adenokarzinom, einen deutlichen Effekt zeigen. Unter Therapie kam es binnen 24 h zu einer
massiven Reduktion der endothelialen Permeabilitit (Pham et al. 1998). Auch neuere
Untersuchungen konnten dhnliche Effekte beim Einsatz makromolekularer Albumin basierter
Kontrastmittel in Verbindung mit der dMRT nachweisen. Unter Therapie mit SU11248, einer
wiederum antiangiogenetischen Substanz, kam es zum Riickgang der GefdBBpermeabilitit vor
allem im Bereich des proliferierenden Tumorrandes (Marzola et al. 2005). Die verringerte
Permeabilitdt ist in beiden Fillen auf die zunehmende Reifung der GefiBle, die unter
antiangiogenetischer Therapie beobachtet werden kann, zuriickzufiihren.

Neben den bereits erwihnten moglichen Bindungspartnern fiir paramagnetische Tracer, dem
Albumin, bieten sich fiir den experimentellen Einsatz z. B. auch Polylysin oder Dextran an.
Fir den Einsatz am Menschen werfen diese Kontrastmittel allerdings verschiedenste
Probleme sowohl in immunologischer Hinsicht als auch beim Abbau und der Elimination aus
dem Korper auf (Schmiedl et al. 1987). Auch ultrakleine super-paramagnetische Eisenoxid
Partikel mit 20-30 nm Durchmesser werden bereits als makromolekulare Kontrastmittel
eingesetzt (Turetschek et al. 2001b; Turetschek et al. 2001a). Trotz der Vielzahl
unterschiedlichster Ansitze konnte bisher keine der Substanzen die klinische Zulassung als

Kontrastmittel erlangen.
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1.1.4  Histologie

Aussagen iiber die morphologischen Veridnderungen innerhalb des neoplastischen Gewebes
wurden iiber die histologische Aufbereitung der entnommenen Tumore moglich. Hierzu
kamen zwei verschiedene Firbemethoden zum Einsatz. Zur morphologischen Beurteilung
des Gewebes sowie zur Quantifizierung der Thrombosenzahl wurde die Hematoxilin-Eosin-
Farbung (HE) verwendet. Um die GefidB3dichte mittels digitaler Bildverarbeitung bestimmen
zu konnen, wurde dagegen immunhistochemisch mit CD31-Antikérpern gefarbt. Die
immunhistochemische Firbung ist hervorragend geeignet, Blutgefde in formalinfixierten
und in Paraffin gebetteten Préiparaten sichtbar zu machen. CD31-Antikérper binden sehr gut
an die Endotheloberfliche von Tumorgefilen, auch wenn diese noch sehr unreif sind, und
reagieren dariiber hinaus nicht mit lymphatischem Gewebe. Sie konnen aber in sehr
geringem Umfang durchaus mit Fibroblasten und im Plasma vorkommenden Zellen
reagieren. Antikorper gegen Faktor VIII (von Willebrand Faktor) und CD34 binden in
dhnlichem Umfang an Endothelzellen des Tumors, gehen aber im Falle von Faktor VIII
dariiber hinaus Bindung mit lymphatischem Gewebe ein. Es kann also zu einer
Uberschiitzung der tatsichlichen GefiBdichte kommen. Uzzan et al. zeigten in einer
Metaanalyse von 87 Studien iiber die Gefid3dichte als prognostischem Faktor bei Frauen mit
Brustkrebs, dass ein idealer Marker zur Bestimmung der Gefia3dichte bisher nicht gefunden
ist. In fast allen Studien wurde aber mit den drei bereits genannten Gefamarkern gearbeitet
(Uzzan et al. 2004). Weitere Antikorper gegen Vimentin, Lectin, alkalische Phosphatase
sowie Typ IV Kollagen zeigen dagegen nur eine sehr geringe Spezifitit und Sensibilitdt und
spielen daher zum Nachweis der Tumorangiogenese nur eine untergeordnete Rolle. Um eine
moglichst hohe Standardisierung bei der Auswertung zu erreichen, wurden die einzelnen
Schnitte im Rahmen der vorliegenden Arbeit mittels digitaler Bildbearbeitung mit einem 20 x
Objektiv erfasst und mit einer RGB Threshold Technik in ein bindres Bild umgerechnet.
Daran schloss sich die Berechnung der CD31 positiven Pixel im Verhiltnis zur
Gesamtbildfldache an. In Vorversuchen wurden dabei hervorragende Werte im Vergleich zur
manuellen Auswertung durch eine unabhingige Person erzielt. Unterschiede bei der
wiederholten Bearbeitung desselben Priparatausschnittes treten im automatisierten
Untersuchungsverfahren im Gegensatz zur teils subjektiven Auswertung durch einen
Untersucher nicht auf. Um Bereiche mit sehr hoher bzw. sehr niedriger Gefdfidichte, die in
Tumoren durchaus nebeneinander vorkommen, im Bezug auf den gesamten Tumor nicht zu

iber- bzw. unterschitzen, wurden aus jedem Tumor 4 Schnittpriparate und daraus jeweils 4
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Gesichtfelder untersucht. Es wurde darauf geachtet, die Pridparate aus unterschiedlichen
Tumorarealen auszuwéhlen, um nach Mittlung einen moglichst reprasentativen Wert fiir die
GefiBdichte des jeweiligen Tumors zu erreichen.

Auch die Untersuchung der in HE gefidrbten Schnittpriparate im Hinblick auf die Zahl der
Thrombosen wurde mit Hilfe der digitalen Bildverarbeitung durchgefiihrt, um durch den
Untersucher bedingte FEinfliisse zu minimieren. Studien in unterschiedlichsten
Tumormodellen konnten zeigen, dass Thrombosen innerhalb des Tumors direkt durch
Vascular Targeting Therapie hervorgerufen werden und so einen wichtigen Parameter fiir die
Beurteilung der Wirksamkeit der jeweiligen Substanz darstellen (Blakey et al. 2002;
Ohizumi et al. 1999). Um Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen bestimmen zu
konnen, wurde daher die Anzahl der Thrombosen im Verhiltnis zur gesamten
GefiaBquerschnittsflaiche im Gesichtsfeld bestimmt. Dies geschah durch zwei unabhéngige

verblindete Personen.

1.2 Ergebnisse

1.2.1  Studiel

Vor dem Hintergrund, eine wirkungsvolle Vascular Targeting Substanz fiir den klinischen
Gebrauch zu entwickeln, konnten Kationische Liposomen als ein ideales Transportvehikel
fiir cytotoxische Substanzen etabliert werden (Campbell et al. 2002; Dass 2003; Krasnici et
al. 2003; Thurston et al. 1998). Die selektive Anreicherung am Endothel des Tumors kommt
hierbei ladungsvermittelt zustande. Auch wenn der genaue Bindungsmechanismus bislang
nicht im Detail geklirt werden konnte, ist davon auszugehen, dass negativ geladene
Strukturen auf der Oberfliche der Tumorendothelzellen wie Phosphatidylserine (Ran et al.
2002) sowie hyperglycosilierte und hypersialierte Membranproteine eine Wechselwirkungen
mit den positiv geladenen Liposomen eingehen. Neutrale oder anionische Liposomen
konnten diesen Effekt nicht hervorrufen. Interaktionen der kationischen Liposomen mit
negativ geladenen Strukturen finden aber nicht ausschlieBlich am Tumorendothel statt.
Kurzzeitige Bindungen an zelluldre Blutbestandteile wie Granulozyten, Erythrozyten und
Thrombozyten konnten ebenso nachgewiesen werden wie die Anheftung an normales
Endothel, vor allem in der Lunge (Sakurai et al. 2001b; Sakurai et al. 2001a). Eichhorn et al.
konnten am Hamstermodell zeigen, dass sich durch eine partielle Absittigung moglicher
Bindungsstellen durch die Vorausgabe von Protamin, einem mehrfach positiv geladenen

Makromolekiil, eine signifikant erhohte Anreicherung der kationischen Liposomen am
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Tumorendothel erzielen ldsst (Eichhorn et al. 2004). Vor dem Hintergrund einer moglichst
hohen Anreicherung von MBT0206 am Tumorendothel konnte die Gabe von Protamin in
Zukunft durchaus in den Versuchsablauf integriert werden.

In den beiden vorliegenden experimentellen Studien wurde als zytotoxische Substanz
Paclitaxel verwendet, welches in kationische Liposomen enkapsuliert wurde.
Ausschlaggebend fiir die Enkapsulierung von Paclitaxel in eine liposomale Formulierung war
zum einen die gute Wirksamkeit von Paclitaxel bei unterschiedlichen Tumorarten. In der
Klinik unter dem Handelsnamen Taxol® bekannt, kommt Paclitaxel hier z. B. beim Ovarial-
Karzinom (Abu-Rustum et al. 1997), beim kleinzelligen Bronchial-Karzinom (Ettinger 1996;
Ettinger 1999) sowie bei Tumoren im Kopf-Hals-Bereich (Cordes, Plasswilm, and Sauer
1999; Smith, Thornton, and Allen 1995) zum Einsatz. Zum anderen besitzt Paclitaxel aber
noch eine zweite Eigenschaft, die es fiir eine Enkapsulierung in Liposomen befdhigt: seine
Lipophilie. Sie ist Voraussetzung fiir einen stabilen Einbau in die Lipiddoppelmembran der
Liposomen. Zwar konnen auch hydrophile Substanzen in Liposomen eingeschlossen werden,
jedoch nur unter Einbuflen im Bezug auf die Stabilitit der Substanz bei gleichzeitig erhhtem
technischem Aufwand. Auf Grund der guten Vertraglichkeit der Liposomen werden diese in
der Zwischenzeit fiir den Transport unterschiedlichster Substanzklassen in der Klinik zum
Einsatz gebracht (Goyal et al. 2005).

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Substanz MBT0206 wurde von der Firma Munich
Biotech AG, Forstenriederstrae 10, 82061 Neuried, Deutschland synthetisiert und
charakterisiert. Untersuchungen zum Wachstum sowie zur Mikrozirkulation wurden im
Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Priv. Doz. Dr. med. Marc Dellian am
Institut fiir Chirurgische Forschung, Klinikum GroBhadern, Ludwig-Maximilian-Universitit
Miinchen, MarchioninistraBe 15, 81377 Miinchen, Deutschland durchgefiihrt. Die
Wirksamkeit der entstandenen Substanz MBT(0206 konnte an verschiedenen Tiermodellen
mit unterschiedlichsten Untersuchungsmethoden, wie Intravitalmikroskopie (Strieth et al.
2004) oder Immunhistochemie (Kunstfeld ef al. 2003), in der Vergangenheit gezeigt werden.
Angesichts der weiterfithrenden klinischen Phase Ib/II Studie, die im Rahmen dieser Arbeit
anhand zweier Case-Reports diskutiert werden wird, sollte in den experimentellen Studien
die dynamische MRT als ein nicht-invasives Monitorverfahren, mit der Moglichkeit
Veridnderungen der Mikrozirkulation in einem frithen Stadium detektieren zu konnen,
getestet werden. Vorraussetzung fiir die Berechnung der rein deskriptiven Perfusion-like-
Parameters sowie der quantitativen Parameter nach dem Tracerkinetischen Modell nach Brix

et al. (Brix et al. 1999) waren die Messung der Konzentrations-Zeit-Kurven im arteriellen
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Blut sowie im Tumorgewebe nach einer systemischen Applikation eines paramagnetischen
Kontrastmittels. Die Konzentrationen von Gadolinium-DTPA zu den einzelnen
Messzeitpunkten wurden auf der Basis der gemessenen T;-Relaxations-Zeiten berechnet.
Zwischen der Gadolinium-DTPA Konzentration im untersuchten Gewebe und der mittels
MRT gemessenen T;-Zeit am Modell des amelanotischen Hamstermelanoms A-MEL-3
besteht dabei eine hervorragende Korrelation (Pahernik et al. 2001).

Die rein deskriptiven Perfusion-like-Parameters Initialer Anstieg, Maximale Kontrastmittel-
Anreicherung im Tumor sowie die Kontrastmittel-Clearance wurden berechnet, um
Unterschiede im Kurvenverlauf der Konzentrations-Zeit-Kurven auch quantitativ beurteilen
zu konnen. Der Initiale Anstieg zeigte dabei in allen drei Gruppen keine nennenswerten
Unterschiede, wohingegen die Maximale Kontrastmittel-Anreicherung im Tumor der mit
MBTO0206 therapierten Gruppe signifikant gegeniiber der Paclitaxel-Gruppe verringert war.
Beim Abfluten des Kontrastmittels aus dem Tumor, der Kontrastmittel-Clearance, kam es in
der MBT0206 Gruppe zu einer signifikanten Verlangsamung gegeniiber den beiden anderen
Gruppen. Bereits diese einfache Betrachtung der Konzentrations-Zeit-Kurven macht deutlich,
dass es unter der Vascular Targeting Therapie zu Schiadigungen am Gefia3system und damit
zu Veranderungen in der Mikrozirkulation des Tumors gekommen sein muss. In einem
zweiten Schritt wurden nun auch quantitative Parameter, die eine Charakterisierung der
mikrozirkulatorischen Gegebenheiten innerhalb des Tumors zulassen, anhand des 2-
Kompartment-Modells nach Brix et al. berechnet (Brix ef al. 2004; Brix et al. 1999). Dieses
Modell beriicksichtigt, wie bereits im Methodikteil diskutiert, sowohl die arterielle
Blutversorgung des zu untersuchenden Gewebes als auch die Austauschvorginge des
Kontrastmittels zwischen dem intravasalen und dem interstitiellen Kompartiment. Es stellt
damit eine Mischung aus dem Perfusions-Modell nach Miles (Miles 1991) und dem
Permeabilitdts-Modell nach Tofts (Tofts et al. 1995) dar und ermdoglicht die Quantifizierung
von Intratumoralem Blutvolumen, Intratumoralem Blutfluss und Permeabilitiits-Oberfldchen-
Produkt sowie der Volumina des intravasalen und interstitiellen Kompartimentes.

Unter Therapie mit MBT0206 kam es zu einer Reduktion des Intratumoralen Blutvolumens
um ca. 30% im Gegensatz zu den untherapierten Kontrolltieren. Die mit Paclitaxel
behandelten Tiere zeigten demgegeniiber keine wesentliche Verdnderung des Intratumoralen
Blutvolumens gegeniiber der Kontrollgruppe. Diese Verringerung, steht im Einklang mit den
Verdnderungen die mittels Histologie gezeigt werden konnten. Die Reduktion des
Blutvolumens innerhalb des Tumors der mit enkapsuliertem Paclitaxel behandelten Tiere

kann auf den signifikanten Riickgang der GefidBdichte, die mittels CD-31-Féarbung
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quantifiziert wurde, zuriickgefiihrt werden und steht dariiber hinaus mit Ergebnissen aus
einer Intravitalmikroskopischen Studie im Einklang, die eine Reduktion der funktionellen
GefiBdichte unter Therapie mit MBT0206 feststellen konnte (Strieth et al. 2004). Auch die
Ergebnisse der histologischen Untersuchungen mit Hilfe der HE-Farbung untermauern die
Aussagen der dMRT-Daten. Die massive signifikante Zunahme der Thrombosenzahl
innerhalb der MBT0206-Gruppe fithrt dazu, dass zusitzlich zur verringerten GefdBdichte
auch bestehende GefdBabschnitte nicht mehr perfundiert werden und so dem Antransport
nutritiver Substanzen nicht mehr zur Verfiigung stehen. Ein moglicher Mechanismus, der der
Thrombenbildung zugrunde liegen konnte, ist die Zerstorung proliferierender Endothelzellen
durch die ladungsvermittelte Anheftung der Liposomen und der cytotoxischen Wirkung des
in die Endothelzellen aufgenommenen Paclitaxels. Die durch die Zerstdrung der
Endothzellen an die Oberfldche tretende prokoagulatorische subzelluldre Matrix konnte dabei
den entscheidenden Stimulus darstellen. Dariiber hinaus scheinen auch die kationischen
Liposomen an sich in der Lage zu sein, Thrombozyten zu aktivieren und so als zusétzlicher
prokoagulatorischer Faktor zu wirken.

Im Gegensatz zum Intratumoralen Blutvolumen, welches durch die hier vorgestellte Vascular
Targeting Therapie signifikant reduziert werden konnte, zeigte sich bei der Berechnung des
Intratumoralen Blutflusses keine Verdnderung in der MBT0206-Gruppe im Vergleich mit
den Kontrolltieren. Demgegeniiber konnte eine tendenzielle Zunahme des Blutflusses
innerhalb der Tumore der mit Paclitaxel behandelten Gruppe beobachtet werden.
Grundsitzlich miissen Intratumorales Blutvolumen und Intratumoraler Blutfluss aber nicht
zwangsldufig gleichldufige Verdnderungen zeigen. Wihrend das Intratumorale Blutvolumen
einen statischen Parameter der Mikrozirkulation bezeichnet, welcher letztendlich die Grof3e
des vorhandenen Blutgefiasystems bzw. dessen kontrastgebendes Volumen darstellt,
beschreibt der Intratumorale Blutfluss einen dynamischen Parameter, der sich unabhingig
davon, durch verschiedenste Faktoren dndern kann. Wichtige EinflussgroBen sind dabei die
Morphologie der GefdBe, deren Durchmesser sowie die dreidimensionale Architektur des
gesamten Gefillnetzwerkes. Dariiber hinaus besteht eine malgeblich Abhingigkeit des
Intratumoralen Blutflusses von der Funktionalitit der untersuchten Tumorgefile, der
Permeabilitit des Endothels sowie dem Entwicklungsgrad. Besonders der Verlust an unreifen
GefiBen sowie die Thrombenbildung innerhalb groBerer GefidBBabschnitte mit der Entstehung
von Pendelflussverhiltnissen auf der einen und hyperperfundierten GefidBabschnitten bis hin
zur Shunt-Perfusion auf der anderen Seite konnten die auf den ersten Blick kontrér

zueinander stehenden Ergebnisse von Intratumoralem Blutvolumen und Blutfluss erkléren.
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Neben cytotoxischen Effekten auf proliferierende Tumorzellen konnte auch fiir den
herkdbmmlichen Wirkstoff Paclitaxel eine antiangiogenetische Aktivitit nachgewiesen
werden (Grant et al. 2003). Diese Wirksamkeit in Bezug auf die Hemmung der Ausbildung
neuer den Tumor versorgender Blutgefi3e kann die nicht unerhebliche Verringerung der
GefiBdichte in den mittels CD-31 gefarbten histologischen Schnitten erklaren, die in der
Paclitaxel-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe gefunden wurden. Allerdings scheinen
diese antiangiogenetischen Effekte, die sich in der histologischen Auswertung zeigen, nicht
ausreichend zu sein um zu einer Beeintrichtigung der Funktion des Tumorgefiaf3systems, wie
sie mit der AMRT gemessen wurde, zu fithren. Der Intratumorale Blutfluss war in der mit
Paclitaxel behandelten Gruppe sogar grofer als in den beiden anderen Gruppen. Wie Padera
et al. zeigen konnten, kann der mechanische Druck, den proliferierende Tumorzellen auf die
versorgenden Blutgefile ausiiben, zu einer Reduktion des Blutflusses innerhalb dieser
GefiBBe fiihren (Padera et al. 2004). Die iiber die cytotoxischen Effekte von Paclitaxel
vermittellte Dekompression der Tumorgefde konnte die gegeniiber Kontroll- und
MBTO0206-Gruppe erhohte Perfusion erkldren. Ein erhohter Blutfluss ist dabei in
Ubereinstimmung mit Untersuchungen von Strieht et al. sowie Griffon-Etienne et al. zu
sehen, die zeigen konnten, dass es unter Therapie mit Taxanen zu einer signifikanten
Zunahme der GefdBdurchmesser sowie einer erhohten ErythrozytenflieBgeschwindigkeit
innerhalb des Tumors kam (Griffon-Etienne et al. 1999; Strieth et al. 2004).

Als weiterer sehr wichtiger die Mikrozirkulation charakterisierender Parameter wurde im
Rahmen der Studie I das Permeabilitits-Oberflichen-Produkt berechnet, welches Aussagen
tiber die GefdBpermeabilitit im untersuchten Gewebe zuldsst. Nur unter Therapie mit
MBTO0206 kam es dabei zu einem tendenziellen, allerdings nicht signifikanten Anstieg im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Dariiber hinaus war auch die Clearance von Gadolinium-
DTPA in der spiten Phase um den Faktor 2,3 gegeniiber der Paclitaxel- sowie der
Kontrollgruppe verzogert. Die Beobachtungen konnten dabei auf eine effiziente Zerstdrung
der Tumorendothelzellen durch die mit Paclitaxel beladenen kationischen Liposomen
zuriickgefiihrt werden. Die so aus dem Endothelverband herausfallenden zerstorten Zellen
fiihren zu einer erhohten Permeabilitit der Tumorgefidle und lassen eine Extravasation von
Kontrastmittel in groBerem Umfang zu. Zur Reduktion der Kontrastmittel-Clearance konnen
zusitzlich zur erhohten Permeabilitit der GefidBe auch Verdnderungen des interstitiellen
Gewebedruckes sowie die Beintrdachtigung des lymphatischen Abflusses unter Therapie mit

MBTO0206 beigetragen haben.
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1.2.2  Studie II
Nachdem in Studie I nach Therapie mit MBTO0206 deutliche Effekte mit Hilfe des

niedermolekularen Kontrastmittels im MRT gemessen werden konnten, sollte in Studie II die
Anderung der GefiBpermeabilitit auch fiir ein makromolekulares Kontrastmittel untersucht
werden. Unterschiedlich waren in den beiden Studien lediglich die Art des Kontrastmittels
sowie dessen Applikationsform. In Studie I wurde das niedermolekulare Gadolinium-DTPA
mit einem Molekulargewicht von 548 D in Form eines 4miniitigen prolongierten Bolus
appliziert. In Studie II kam dagegen das makromolekulare Gadolinium-Albumin mit einem
Molekulargewicht von ca. 66 000 D, also dem mehr als hundertfachen des niedermolekularen
Kontrastmittels, zur Anwendung. Gadolinium-Albumin wurde zu Beginn der Messung in
Form eines Bolus verabreicht. Voraussetzung fiir die rein deskriptive Beurteilung der
Permeabilitit waren wiederum die im linken Ventrikel sowie die im Tumor gemessenen
Konzentrations-Zeit-Kurven. Die Betrachtung der Steigungen der an die Kurven angelegten
Regressionsgeraden in der spidten Phase der Messung, als einem Parameter fiir die
Permeabilitit der TumorgefiBe fiir das makromolekulare Kontrastmittel, ergab keine
nennenswerten Unterschiede zwischen der Kontrolle und der MBT0206 Gruppe. Tendenziell
konnte zwar in der mit MBTO0206 therapierten Gruppe eine erhohte Permeabilitit gemessen
werden, aufgrund der breiten Streuung in der Kontrollgruppe konnte aber kein eindeutiges
Ergebnis erzielt werden. Trotzdem stehen die Ergebnisse der beiden experimentellen Studien
nicht unbedingt in einem Widerspruch zueinander. De Lussanet et al. konnten in einem
subkutanen Tumormodell, mit LS 174T Kolon-Karzinom des Menschen, an der Maus zeigen,
dass Austauschvorginge iiber das Tumorendothel stark von der Grosse des verwendeten
Kontrastmittels abhidngen (de Lussanet er al. 2005). Verwendet wurden in der Studie
Kontrastmittel mit einem Molekulargewicht von 0,7 kD, also annihernd der GroBe des
Gadolinium-DTPA, 3,0 kD, 12 kD sowie 51 kD. Letzteres wies einen Durchmesser von 5 — 6
nm auf, was ungefihr der Grof3e einiger Serumproteine entspricht. Die Arbeitsgruppe um de
Lussanet konnte zeigen, dass zwischen Molekulargewicht und der Menge an Kontrastmittel,
die aus dem Blut ins Interstitium iibertritt, hier als K bezeichnet, eine inverse Beziehung
besteht. Eine Verdopplung des Molekulargewichtes fiihrt dabei zu einer Verringerung des
K™ um ca. 25 %. (Padhani 2003). Bei der Verwendung von Kontrastmittel mit einem
Molekulargewicht von mehr als 66 kD wie in Studie II wire es also durchaus denkbar, dass
Schiden am Endothel, die durch die Therapie mit MBT0206 entstanden sind, auf Grund der

GroBe des Kontrastmittels nicht ausreichend zu detektieren sind. Einzelne Zellen zwar durch
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die cytotoxischen Eigenschaften von MBTO0206 aus dem Endothelzellverband der
TumorgefdBe eliminiert werden, die GefdBstruktur, im Bezug auf makromolekulare
Substanzen, aber noch soweit erhalten bleibt, dass diese nicht in hoherem Mafe als in der
Kontrollgruppe extravasieren. Die durch die Applikation von MBTO0206 hervorgerufenen
Schiden an den Tumorgefidlen fithren also zu einer Erhohung der Permeabilitét fiir das
niedermolekulare Kontrastmittel Gadolinium-DTPA, sind aber wohl nicht ausreichend um
auch eine deutliche Zunahme der Permeabilitit fiir das makromolekulare Gadolinium-

Albumin hervorzurufen.

2. Diskussion der klinischen Studie

Aufgrund der guten Ergebnisse aus mehreren priklinischen Studien sowie aus zwei
klinischen Studien konnte MBTO0206 bzw. LipoPac® auch bei Tumoren im Kopf-Hals-
Bereich Eingang in eine klinische Ib/II Studie finden. Da die vorangegangenen klinischen
Studien mit &hnlichen Dosierungen und vergleichbaren Therapieschemata durchgefiihrt
wurden, wurde eine Patientenzahl von 6 als ausreichend erachtet um die Vertriaglichkeit und
dariiber hinaus evt. Therapieeffekte zu untersuchen. Neben der Uberwachung der
Blutparameter sowie der herkdmmlichen CT-gestiitzten Grolenmessung des Tumors wurde
die dMRT als ein weiteres Monitorverfahren mit in die Studie aufgenommen.
Ausschlaggebend  war  hierfir die  Moglichkeit,  Verdnderungen  wichtiger
mikrozirkulatorischer Parameter unter Therapie nicht-invasiv darzustellen zu konnen, wie
dies im experimentellen Teil der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte. Gegenstand der
zwei Case-Reports aus der klinischen Studie, die hier diskutiert werden sollen, sind
ausschlieBlich die Ergebnisse der dMRT sowie die Berechnung der Parameter der
Mikrozirkulation. Methodik und Ergebnisse der laborchemischen Analyse sowie die

Auswertung der CT-Bilder sind Gegenstand einer anderen Dissertation.

2.1 Methodik

Die Methodik des Vascular Targeting sowie der dMRT mit der anschlieBenden Berechnung
des Tracerkinetischen Modells nach Brix wurden bereits im Rahmen der experimentellen

Studien diskutiert.

2.1.1  Vergleichbarkeit der Patienten

In die vorliegende Phase Ib/II Studie wurden Patienten aufgenommen, die nach heutigem

Stand des medizinischen Wissens bereits die maximale zur Verfiigung stehende Therapie
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erhalten hatten. Dies beinhaltete bei Patient I zunéchst eine primédre Radiochemotherapie an
die sich die radikale Resektion des Tumors sowie eine beidseitige Neck dissektion anschloss.
Bei Patient II wurde primidr eine Tumorresektion mit beidseitiger Neck dissektion
durchgefiihrt. Postoperativ erhielt er eine Radiochemotherapie. Da sich sowohl die
Lokalisation der Tumore als auch deren Therapie bis zum Eintritt in die LipoPac® Studie
deutlich unterschieden, machte dies die Vergleichbarkeit der Patienten zueinander sehr
schwierig. Gerade die mittels dMRT zu detektierenden Verdnderungen in der
Mikrozirkulation der Tumore sind stark von der vorangegangen Therapie sowie von der
histologischen Diagnose abhédngig. Die Vernarbung des Gewebes nach Bestrahlung sowie die
Ausbildung groBerer Nekroseareale unter Chemotherapie machen die Beurteilung der im
Tumor auftretenden mikrozirkulatorischen Veridnderungen unter Therapie mit LipoPac®
extrem schwierig. Dariiber hinaus spielt der Grad der Vaskularisierung der Tumore eine
entscheidende Rolle fiir den moglichen Erfolg einer gegen das Gefdllsystem eines Tumors
gerichteten Therapie. Bei stark vaskularisierten Tumoren ist von einer hoheren Effizienz der
Vascular Targeting Therapie auszugehen als bei schlecht vaskularisierten Tumoren. Da die
Patienten aber nicht anhand moglichst gut zu vergleichender Vorausetzungen fiir eine
Messung im MRT, sondern nach den im Methodenteil beschriebenen Ein- bzw.
Auschlusskriterien in die Studie aufgenommen wurden, war ein systematischer Vergleich
zwischen den einzelnen Patienten nicht moglich. Von einer Darstellung aller Patienten wurde
deshalb abgesehen und nur jeweils ein Patient pro Versuchsgruppe exemplarisch vorgestellt.

Fiir alle Patienten gleich war die gute Vertriiglichkeit von LipoPac® unabhingig davon
welche Dosis des Wirkstoffes sie erhalten hatten. Zu starken Nebenwirkungen, wie sie bei
der Gabe von Paclitaxel als Einzelsubstanz in Verbindung mit dem LoOsungsmittel

Cremophor® sehr hiufig sind, kam es nicht.

2.1.2  Versuchsprotokoll und Durchfiihrung der Messung

Die Patienten, wurden wie im Methodenteil beschrieben, nach einer Baseline Messung an
Tag 0 wiederholt an Tag 7 und Tag 14 gemessen. Therapiert wurde an Tag 1, 3 und 5.
Wihrend der Messungen im MRT, die mit den entsprechenden Scout-Scans bis zu 25 min
dauerten, wurden die Patienten dazu angehalten, sich moglichst nicht zu bewegen, um
moglichst scharfe Bilder zu erzielen. Da der Tumorbereich sowie der Herzbereich nicht wie
im Tiermodell in einer Schicht geschnitten werden konnte, wurden die Konzentrations-Zeit-
Kurven im arteriellen Blut nicht im linken Ventrikel, sondern in der A. carotis interna bzw.

externa gemessen. Daraus ergaben sich aber Schwierigkeiten bei der spiteren Auswertung,
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denn bereits minimale Bewegungen des Patienten fiihrten dazu, dass das Messareal in
spiteren Bildern auBBerhalb der Arterie zu liegen kam. Da das Siemens System nicht wie das
Bruker System der Tierstudien in der Lage war, einzelne Pixel iiber die Zeit auszuwerten,
sondern nur ein relativ groBes Messfenster zur Verfiigung stellt, welche die Grofle der Arterie
zum Teil leicht iiberschritt, wurden alle Bilder in das Windows kompatible Format jpeg
konvertiert und dann an einem externen Windows®-PC mit Hilfe des Programms KS400
(Zeiss, Jena, Germany) bearbeitet. Hier war es wiederum moglich, einzelne Pixel, die im
Zentrum der Arterie lagen und so gegen leichte Bewegungen des Patienten stabil waren, iiber
die Zeit auszuwerten und im Anschluss als Konzentrations-Zeit-Kurve darzustellen. Trotz
der Konversion auf ein anderes System konnten aber kleinere Fehler nicht vermieden
werden.

Als weiteres Problem der weiterfithrenden Berechnung nach dem 2-Kompartment-Modell
nach Brix et al. stellte sich die sehr schnelle Kontrastmittel-Applikation heraus. Bei einem
durchschnittlichen Gewicht der Patienten von ca. 70 kg wurde die gesamte Menge in einem
Zeitraum von ca. 5 — 6 s appliziert. Es konnte also maximal 3 — 4 Mal wihrend des initialen
Anstiegs gemessen werden. Fiir eine moglichst genaue Beschreibung der Kontrastmittel-
Konzentrationen im mathematischen Modell sollte das initiale Anfluten des Kontrastmittels
aber langsamer geschehen, um die Verteilung auf die beiden Kompartimente besser
beschreiben zu konnen. Dies war neben den technischen Voraussetzungen der Hauptgrund,
weshalb in der tierexperimentellen Studie I die Kontrastmittel-Applikation in Form eines

prolongierten Bolus von 4 min stattfand.

2.2  Ergebnisse

Nach Therapie mit MBT0206 kam es in der priklinischen Studie zu einer signifikanten
Reduktion des intratumoralen Blutvolumens bei anndhernd gleichem intratumoralem
Blutfluss. Das Permeabilitits-Oberflichen-Produkt nahm tendenziell zu.

Bei beiden Patienten konnten nach Therapie mit LipoPac® Verinderungen in der
Mikrozirkulation der Tumore festgestellt werden. Deutlich unterschieden werden miissen die
Verinderungen, die nach Ende des Zyklus an Tag 7 gemessen werden konnten, von den
Ergebnissen, die an Tag 14 im Rahmen der Folgeuntersuchung erhoben wurden.

Patient I zeigte am Ende der Studie eine deutliche Verringerung des intratumoralen
Blutvolumens und dariiber hinaus eine massive Reduktion des intratumoralen Blutflusses,
auch wenn beide Parameter initial einen leichten Anstieg zeigten. Dies deckt sich grob mit

den Erwartungen, die aus der priklinischen Studie entstanden. Kontrédr zur Tierstudie zeigt
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das Permeabilitits-Oberflachen-Produkt bei Patient I allerdings eine deutliche Abnahme nach
Therapie. Die gleiche Tendenz im Bezug auf die Endpunkte an Tag 14 zeigen auch die
Ergebnisse von Patient II.

Denkbar wire es, dass es unter Therapie mit LipoPac® zu einer starken Zerstdrung bzw.
Thrombosierung vor allem der unreifen stark durchlidssigen GefiBle gekommen ist. Das
intratumorale Blutvolumen daher abnimmt und die verbleibenden vom Aufbau bereits gut
strukturierten Gefdfe insgesamt zu einer Abnahme des Permeabilitits-Oberfldchen-
Produktes fiihren. Ahnliche Ergebnisse ergaben Untersuchungen die Galbraith et al. mit Hilfe
der dMRT an Ratten und weiterfithrend an 16 Patienten durchfiihrte. Unter Therapie mit
einer der fithrenden Vascular Targeting Substanzen Combretastatin A4 Phosphat kam es zu
einer Reduktion von k™" um 67 % in den Tumoren am Kleintier und zu einer Verringerung
von 29 % - 37 % in den humanen Tumoren (Galbraith et al. 2003). Die Konstante k™"
beschreibt in diesem Modell den anteiligen Ubertritt von Gadolinium-DTPA vom Plasma in
den extravasalen extrazelluldiren Raum und ist sowohl durch die Verdnderungen der
endothelialen Permeabilitit als auch der Perfusionsverhiltnisse abhingig.

Mit der Zerstorung grolerer wenn auch unreifer GefdBBabschnitte wire dariiber hinaus auch
die deutliche Reduktion des intratumoralen Blutflusses die sich bei beiden Patienten zeigte

erklarbar.

88



V. Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Vascular Targeting, die selektive Schidingung bereits bestehender Tumorgefifle, konnte in
Zukunft zu einer weiteren Therapieoption im Kampf gegen solide Tumore werden. An der
Schwelle zur klinischen Anwendung stellt sich hier die Frage nach geeigneten, den Patienten
moglichst nicht belastenden Monitorverfahren. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die
in vivo gezeigten guten Vascular Targeting Eigenschaften von Paclitaxel in kationischen
Liposomen (MBT0206) nicht invasiv mittels dynamischer Magnet-Resonanz-Tomographie
nachzuweisen. Untersucht wurden mikrozirkulatorische Verdnderungen unter Therapie am
subcutan implantierten Hamstermelanom A-Mel-3. Hierzu wurde ein experimenteller
Magnet-Resonanz-Tomograph mit einer Feldstirke von 9,4 Tesla verwendet, der eine hohe
rdaumliche und zeitliche Auflosung der Bilder ermdglichte. Unter Verwendung eines nieder-
und eines makromolekularen Kontrastmittels konnten die Konzentrations-Zeit-Kurven im
arteriellen Blut sowie im Tumor iiber einen Zeitraum von 60 min gemessen werden. Sie
waren die Grundlage der weiterfiihrenden Berechnung verschiedener tracerkinetischer
Modelle. Nach Ende der Messungen wurden die Tumore zur histologischen Aufarbeitung
entnommen. Zur Beurteilung der GefdBdichte wurde eine CD31-Féarbung, zur Beruteilung

der Thrombosenzahl eine HE-Fiarbung verwendet.

Die Evaluation der Konzentrations-Zeit-Kurven mit Hilfe von Perfusion-like-Parameters
ergab folgende Ergebnisse:
¢ Signifikante Verringerung des Kurvenmaximums in den Tumoren der mit MBT0206
therapierten Gruppe gegeniiber der Kontrolle.
e Signifikante Verlangsamung der Kontrastmittel-Clearance aus dem Tumor um den
Faktor 2,3 in der MBT0206-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Die wesentlichen Ergebnisse der Berechnung nach dem 2-Kompartment-Model nach Brix
und Mitarbeitern waren:
e Signifikante Reduktion des intratumoralen Blutvolumens (#BV) unter Therapie mit
MBTO0206 im Vergleich zur Paclitaxel und Kontrollgruppe.
e (Geringe Zunahme des Permeabilitits-Oberflachen-Produktes und damit der
endothelialen Durchléssigkeit unter Therapie mit MBT0206.
Um die Ergebnisse, die mittels dMRT erhoben wurden, richtig einordnen zu kénnen, wurden

histologische Untersuchungen angeschlossen. Diese erbrachten folgende Ergebnisse:
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e Signifikante Reduktion der GefidBdichte in den CD31 gefarbten Schnitten in der
MBT0206-Gruppe gegeniiber der Kontroll- und Paclitaxel-Gruppe.

e Signifikanter =~ Anstieg der  Thrombosenzahl in den HE  gefirbten
Tumorschnittpriaparaten unter Vascular Targeting Therapie mit MBT0206 gegeniiber
beiden anderen Gruppen.

Die durch die Enkapsulierung von Paclitaxel in kationische Liposomen entstandene Vascular
Targeting Substanz ist also in der Lage das Blutgefilsystem am subkutan implantierten
Tumor selektiv zu schidigen. Neben der Reduktion der Gefid3dichte und des intratumoralen
Blutvolumens kam es zu einem leichten Anstieg der mikrovaskuldren Permeabilitit sowie zu
einer Zunahme der intratumoralen Thrombosen. Paclitaxel in kationischen Liposomen stellt
somit eine neue vielversprechende Substanz fiir das Vascular Targeting dar.

Die  dynamische = Magnet-Resonance-Tomographie in  Verbindung mit dem
niedermolekularen = Kontrastmittel = Gadolinium-DTPA  war in der Lage die
mikrozirkulatorischen Verdanderungen nicht-invasiv in ausreichendem Malle zu detektieren

und ist somit als Monitorverfahren fiir klinische Studien geeignet.

In einer weiterfithrenden klinischen Studie (Phase Ib/II) an Patienten mit Kopf-Hals-
Tumoren zeigte Paclitaxel in kationischen Liposomen neben einer guten Vertriglichkeit auch
eine Beinflussung der Tumormikrozirkulation. Diese Verdnderungen konnten mittels der am
Tiermodell etablierten dMRT-Technik nicht-invasiv registriert werden. Die Methodik aus
dem Tiermodell konnte somit gut in die klinische Studie iibertragen werden. Ein direkter
Vergleich mit der priklinischen Studie war aber auf Grund der geringen Patientenzahl und

der starken Heterogenitédt der Tumore nur sehr bedingt moglich.

In der vorliegenden Arbeit wurde damit erstmals die Wirksamkeit von Vascular Targeting
mit Paclitaxel in kationischen Liposomen mittels dynamischer Magnet-Resonance-
Tomographie am subkutanen Tumormodell nachgewiesen. Die Ergebnisse bilden die
Grundlage fiir weiterfilhrende Untersuchungen zum Monitoring und Scheduling von
Vascular Targeting Therapien. Um die Moglichkeiten der dynamischen Magnet-Resonance-
Tomographie auch im klinischen Bereich ausschopfen zu konnen, sind weitere Studien mit
einer groferen Patientenzahl notwendig. Eine Standardisierung der tracerkinetischen Modelle
und ihrer Parameter wire vor dem Hintergrund einer besseren Vergleichbarkeit der Studien

wiinschenswert.
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