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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Vorkommen und Risikofaktoren des Zervixkarzinoms

Beim Zervix- oder Kollumkarzinom handelt es sich um das zweithaufigste Karzinom der Frau
weltweit (30, 36). Jahrlich kommt es in Deutschland zu 8.800 Neuerkrankungen. In den Ver-
einigten Staaten sind es 14.000 Neuerkrankungen im Jahr (30, 36). In den Entwicklungslan-
dern ist vorrangig, wohl wegen der schlechten hygienischen Verhdltnisse, das Zervix-CA ei-
nes der am haufigsten anzutreffenden Malignome (11) und somit die Haupttodesursache weib-

licher Krebspatientinnen.

25% der Patientinnen mit der Diagnose eines Zervix-Ca weisen bereits hthere Stadien nach
FIGO auf (11 B bis IV A). Ein Grund hierfr ist sicher in den fehlenden, regelméalligen Kon-
troll- und Screeninguntersuchungen (16), allgemein as Friherkennungsuntersuchungen be-

kannt, zu sehen.

1.2 Atiologie des Plattenepithelkar zinoms

Ca. 87% des Zervix-Ca sind Plattenepithelkarzinome. Sie werden wahrscheinlich durch eine
HPV-Infektion initiiert (4, 15, 19, 30). Bei der Entstehung spielen die HPV-Typen 16 in ca.
80%, 18in ca 5 %, sowie 31 und 45 eine Rolle (3, 14, 18, 19, 24, 28). Weitere begiinstigende
Faktoren sind frihe Kohabitarche, Gstrogenbetonte Ovulationshemmer, Rauchen, Genitalin-
fektionen mit anderen Erregern, z.B. mit Chlamydien und Herpes simplex, sowie mangelnde
sexua hygienische Malinahmen, haufiger Partnerwechsel und eine Schwache des Immunsys-
tems (5, 13). Letztendlich beglinstigt somit eine Infektion die andere. Gleichfalls sind HLA -

Assoziationen nachgewiesen worden (35, 21).

1.3 KlinischesBild

Wahrend die Vor- und Frihstadien des Zervixkarzinoms meist symptomlos sind, kann es in
hoheren Stadien zu unterschiedlichen Arten von Blutungsstérungen z.B. zu Metrorrhagien,

aber auch blutigem Fluor und Kontaktblutungen kommen.



Als Spéatsymptomatik treten Schmerzen im kleinen Becken, im Sakralbereich und in der Len-
dengegend auf. Miktions- und Defékationsbeschwerden treten meist bei Karzinomen auf, die
die Organgrenzen Uberschritten haben. Aber auch Lymphodeme der Beine, die auf eine Ein-
flussstauung hinweisen konnen, sind mégliche klinische Symptome eines fortgeschrittenen
Tumors. Gleichfalls finden sich nicht selten Harnabflussstérungen durch Kompression des

oder der Ureteren.

1.4 Diagnostik

Frauen ab dem 20. Lebensjahr sollten sich zur Friherkennung einmal im Jahr einer gyndkolo-
gischen Untersuchung unterziehen, wobei die Entnahme eines zytologischen Abstriches obli-
gat sein sollte. Dies gilt gleichfals fur die bimanuelle Tastuntersuchung des Genitales und die

rektale Palpation, sowie einer transvaginalen Sonographie.

In Abhangigkeit vom klinischem Befund, besonders aber vom Untersuchungsergebnis des
zytologischen Abstrichs sind gegebenenfalls eine PE der Portio, fraktionierte Abrasio oder
Konisation durchzuftihren, um ein Karzinom oder ein Vorstadium, wie z.B. ein Karzinomain
situ, auszuschliefen oder zu bestédtigen (1, 7, 12).

Die Therapie richtet sich dann nach dem Tumorstadium und Befund, aber auch nach Alter und
moglichen Grunderkrankungen der Patientin. Folgende Angaben sind notwendig, um eine

adaguate Behandlung einzuleiten:

Primértumorgrofe und Ausdehnung entsprechend der TNM-Klassifikation
Untersuchung der Resektionsrander

Grading

Lymph- oder GefélReinbruch des Tumors

Ausdehnung auf die Umgebung

Beurteilung der Lymphknoten

Ausschluss oder Nachweis von M etastasen



1.5 Therapie

Wann immer moglich sollte im Stadium I, gegebenenfalls auch im Stadium 11, eine Operation
erfolgen. Neben den etablierten Verfahren der Operation nach Wertheim-Meigs sowie der
kombinierten fraktionierten Bestrahlung (25) wird heute eine Kombination von Bestrahlung

und gleichzeitiger Chemotherapie angewendet. Dieses Verfahren ist a's Fortschritt anzusehen.

Die kombinierte Radiochemotherapie ist heute Standard bei der Behandlung der Kollumkarzi-
noms (27, 31).

Grundsétzlich ist das Kollum-CA as wenig chemosensibel anzusehen, sodass eine Chemothe-

rapie des Kollum-CA nur eingeschrankt wirksam ist (38).

Eine Indikation zur Chemotherapie beim Kollum-CA ergibt sich jedoch oft wieder beim Auf-
treten von Rezidiven und bei der Progression, insbesondere dann, wenn eine Operation oder
Bestrahlung nicht mehr moglich ist.

Die kombinierte Radiochemotherapie mit 40 mg Cisplatin/m? K érperoberflache pro Woche ist
heute als die Therapie der ersten Wahl anzusehen, falls keine Operation erfolgte.

1.6 Fragestellung und Zielsetzung

In Anlehnung an die Chemosensitivitétstestung bei Ovarial-Ca stellten wir uns die Frage, wie
sich Kollumkarzinom-Gewebe bzw. ein Rezidiv in der Chemosensitivitatstestung verhalt (2, 9,
17). Aufgrund der unterschiedlichen Patientinnen-Kollektive boten sich als zusétzliche zu un-
tersuchende Parameter das Vorliegen eines Diabetes mellitus, der Grad der Tumordifferenzie-
rung und der Einfluss eines Nikotinabusus auf die Ergebnisse an. Die Untersuchungen er-
streckten sich auf die wichtigsten bei der Behandlung des Kollum-CA angewandten Che-

motherapeutika:

Cisplatin, Carboplatin, 5- Fluorouracil und als Negativ-K ontrolle Ifosfamid.



2 Material und Methode

2.1  Tumormaterial

Das Tumormaterial wurde von Patientinnen gewonnen, die im Zeitraum zwischen 1995 bis
1998 an der Klinik fur Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Universitét zu Libeck in Be-
handlung waren. Insgesamt wurden von zun&chst 30 Patientinnen, die mit der Diagnose eines
Kollum-CA zur Aufnahme kamen, eine PE oder ein Exkochleat von der Portio durchgefihrt,
um die Diagnose histologisch zu sichern. Ein Teil der Probe wurde fur die Chemosensitivitéts-
testung asserviert. Gleichzeitig wurden das Alter, die vollstdndige Anamnese, Tumorart, Sta-

dieneinteilung und die Behandlung dokumentiert.

In gleicher Weise wurde bei 4 Patientinnen, die mit einem Rezidiv eines Kollumkarzinoms zur

Aufnahme kamen, Tumorproben entnommen.

1. DielLagerung der Biopsien bis zu Ihrer Weiterverarbeitung im Labor erfolgte bei 4 - 8° C.
Transportiert wurden die Proben auf Eis im Kulturmedium RPMI-1640 mit Zusatz von
100 Einheiten/ml Penicillin, 200 mg/ml Streptomycin und 100 mg/ml Kanamycin. Die Zu-
sétze dienten der Erhatung der Lebensfahigkeit der Zellen und der Vermeidung einer
mikrobiellen Kontamination, entsprechend den Testbedingungen, bei Anwendung des
TUMORCHEMOSENSITIVITATS- ASSAY, BATLE TCA-100, geméaR der Arbeitsan-
leitung der Firma DCS, Sartori C, Hamburg (1993) (2, 9).

Grundsétzlich wurden die Proben unter sterilen Bedingungen entnommen.

2.2 Prinzip der Messung

Bei Anwendung des ATP-Tumorsensitivitdts-Assay BATLE LE TCA-100 wird die Wirksam-
keit von Zytostatika an Tumorzellpopulationen in vitro untersucht. Gemessen wird das zellul &
re ATP. Je niedriger der ATP-Gehalt der Zellen ist, desto niedriger sind der Energieladungs-
zustand und damit das Wachstumspotential der Zellen. Beim Zelltod fallt der ATP-Gehalt auf
Null (2, 9).



Das Tumormaterial wurde entsprechend den Testbedingungen durch enzymatische V erdauung
in eine Einzelzellsuspension gebracht. Proben, welche Tumorzellen enthielten, wurden fur
sieben Tage in verschiedenen Zytostatikakonzentrationen inkubiert. Ein Luminnometer ermit-
telt die Wachstumshemmung durch Messung von Licht, das bei der Bioluminiszenzreaktion in

Gegenwart von Luziferin und Luziferase proportional zum Gehalt an ATP emittiert wird:

Luziferase
ATP+ D-Luziferin+ O, ——» AMP+ 2P, + CO, + Licht

2.3 Testbesteck und benétigte Reagenzien

Zur Durchfhrung der Untersuchungen wurden folgende Reagenzien und Materialien entspre-
chend den Testbedingungen verwendet:

Zwei sterile Skalpelle fur die Zerkleinerung und V orbereitung der Tumorprobe.

Eine 10 ml Einwegspritze und ein 0,22 mm Filter zur Sterilfiltration der Tumordissoziati-
ons-Enzymldsung

250 ml gebrauchsfertiges CAM

Ein Hasche lyophilisiertes Enzym zur Bindegewebsverdauung wird mit 10 ml CAM re-
konstituiert

Zwei sterile 96-Loch-Mikrotiterplatten zur Kultur von Tumorproben

Eine Flasche mit 4 ml sterilem Maximum ATP-Inhibitor-Reagenz zur Verwendung als
negative ATP-Kontrolle

Eine Flasche mit 20 ml gebrauchsfertigem, gepuffertem Reagenz fur die Extraktion von
ATP aus kultivierten Tumorproben

Eine Hasche mit 20 ml sterilem Puffer pH 7,8 zur Rekonstituierung von Luziferin-
Luziferase Reagenz und ATP-Standard

Eine Flasche mit lyophilisiertem D-Luziferin und Luziferase zur Messung des ATP-

Gehalts der Tumorproben
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Eine Flasche mit 500 ng lyophilisiertem ATP zur Erstellung von Eichkurven als Qualitéts-

kontrolle

Weiterhin wurden bendtigt:

15 ml sterile konische Zentrifugenréhrchen

Sterile Pipetten 0-200 ml, 200-1000 ml, sterile Spitzen
8-Kanal pipette 0-200 ml, sterile Spitzen

Steriles Reagenzienreservoir fur Mehrkanal pi pette
Sterile Petrischale 100 x 15 mm

Kunststoffréhrchen 17 x 100 mm

Steriles destilliertes oder deionisiertes Wasser
Sterile Natrium-Heparinl 6sung, 10.000 Einheiten/ml
Steriles FICOLL, 1,077g/ml

Neubauer-Zahlkammer 0,1 mm

Trypanblaul 6sung

Inverses Zellkulturmikroskop

Klasse Il Laminar Flow-Box

Angefeuchteter Inkubator 37°C, 5% CO-

Rohrchen —oder Plattenluminometer mit Messréhrchen und —platten

2.4 Vorbereitung der Tumorproben

Die Tumorprobe von etwa 0,5-1 g wurde zunéchst in Einzelzellen (150000-250000 Zellen/ml)
Uberfhrt. Eine Flasche Tumordissoziationsreagenz wurde dafir mit 10 ml CAM vermischt.
Diese LOsung wurde anschlief3end mittels einer 10-ml-Spritze und eines 0,22 mm-Filtersin ein

steriles konisches 15 ml Zentrifugenréhrchen filtriert.

Die Probe wurde in eine Petrischale gelegt, danach tberschissiges und sichtbares Fett und
Bindegewebe mit Hilfe eines Skalpells entfernt. Kleingeschnittenes Tumormaterial von 0.5-1g

wurde dann in die vorbereitete Tumordissoziationsl ésung gegeben und 2-6 Stunden bei 37°C
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inkubiert. Das Rohrchen wurde in waagerechter Lage positioniert, um eine optimale Vertei-
lung des zerkleinerten Gewebes zu erreichen. Das Rohrchen wurde anschlief3end in 30-45 Mi-
nutenintervallen um 180° von Hand gedreht. Die Zellen wurden dadurch voneinander ge-

trennt. Es entstand eine Suspension aus Einzel zellen.

Nach der Inkubation erfolgte eine Zentrifugation bei 400 x g fir 5 Minuten. Der Uberstand
wurde abpippetiert. Das Sediment wurde anschlie3end nochmals in 10 ml CAM resuspendiert
und zentrifugiert. Am Ende des Waschens erfolgte die Aufnahme des Sediments in CAM.
Sofern sich weiter grofRere Fragmente in der L 6ésung befanden, wurde das Réhrchen senkrecht
aufgestellt. Nach 1 - 2 Minuten erfolgte das Abziehen des Uberstandes. Die groReren Frag-

mente wurden verworfen.

2.5 Dichtegradientenzentrifugation

Die Dichtegradientenzentrifugation ist ein Verfahren, das der Entfernung von Erythrozyten
und Zelldebris dient.

Hierzu wurden funf Milliliter steriles FICOLL bei Raumtemperatur in ein konisches 15 ml-
Zentrifugenrohrchen gegeben. AnschlieRend erfolgte die vorsichtige Uberschichtung mit 10
ml Einzelzellsuspension in CAM und Zentrifugation bei 400 x g fur 30 Minuten.

Der Uberstand wurde mit einer 5 ml-Pipette abgezogen und verworfen.

Nun konnten in der Grenzschicht zwischen CAM und FICOLL die Tumorzellen mit einer Pi-

pette abgehoben und in ein weiteres steriles, konisches Zentrifugenréhrchen gegeben werden.

Die Zellen wurden noch zweimal durch Zentrifugation wie o.g. mit 10 ml CAM gewaschen
und anschlief3end in CAM resuspendiert.

Die Gesamtzellkonzentration und der Lebendzellanteil wurden mittels Neubauer-Zahlkammer
und Trypanblaulésung, da intakte Zellen keinen Farbstoff aufnehmen, bestimmt. Der Lebend-
anteil sollte mindestens 60 % betragen. Alle genannten Einzelschritte erfolgten entsprechend
den Herstellerangaben des Testes (2, 9).
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2.6 Vorbereitung der Zytostatika

Ausgetestet wurden die Zytostatika Ifosfamid, Carboplatin, Cisplatin und 5-Fuorouracil.
Verwendet wurden Konzentrationen von 200 %, 100 %, 50 % und 25 %.

Dabei entsprechen 100 % dem maximalen Spiegel, wie er therapeutisch bel der Anwendung
beim Menschen erreicht wird. Von jeder Konzentration wurden Dreifachwerte angesetzt. Ge-
testet wurden die Zytostatika in 96-Loch-Mikrotiterplatten, wobei MO-Werte ( Zellen ohne
Zytostatikum ) und MI-Kontrollen ( Maximum Inhibitor ) mitgetestet wurden.

Tab. 2.1 Pipettierschema fir 4 Zytostatika zur Testung von 200-25 % TDC,

Med 1: Ifosfamid; Med 2: Carboplatin; Med 3: Cisplatin; Med 4: 5-Fluorouracil;
MO: Keine Zytostatikazugabe; M1: Maximum Inhibitor

Spalte/l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Zeile
A
Med.1 |Med. 1|Med. 1| Med. 2| Med. 2| Med. 2| Med. 3| Med. 3| Med. 3| Med. 4| Med. 4| Med. 4
200 %
B
Med. 1 |Med. 1|Med. 1|Med. 2| Med. 2| Med. 2| Med. 3| Med. 3| Med. 3| Med. 4| Med. 4| Med. 4
100 %
C
Med. 1 |Med. 1| Med. 1| Med. 2| Med. 2| Med. 2| Med. 3| Med. 3| Med. 3| Med. 4| Med. 4| Med. 4
50 %
D
Med. 1 |Med. 1| Med. 1| Med. 2| Med. 2| Med. 2| Med. 3| Med. 3| Med. 3| Med. 4| Med. 4| Med. 4
25 %
E
MO MO MO MO MO MO MO MO MO MO MO MO
Kontrollg
F
MI MI MI MI MI MI MI MI MI MI MI MI
Kontrolle
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Zur Vorbereitung wurden Stammldsungen fr jedes Zytostatikum hergestellt. Die Stamml6-
sungen wurden zur Herstellung von 800 %-TDC-Ldsungen entsprechend verdinnt, d.h. das

angegebene Volumen Stammldsung in ml wurdein 10 ml CAM gelést. ( Tab. 2.2)

Tab.2.2  Vorbereitung von Stammldsungen. Die Werte geben die zur Herstellung von 800 %- Zy-
tostatika-L 6sungen verwendeten Mengen an.

M edikament 100 % TDC mg/ml Stammlosung mg/ml | ml Stammisg. zu 10 ml
CAM® 800%-L sg.
Ifosfamid 50,00 40,00 100,00
Carboplatin 15,80 10,00 126,00
Cisplatin 3,80 2,00 150,00
5-Fluorouracil 22,50 50,00 36,00

Mit einer Pipette wurden jeweils 100 ml des Maximum ATP-Inhibitor-Reagenz in die Vertie-
fungen F1 — F12 einer Mikrotiterplatte als MI-Kontrollen pipettiert. Weiterhin wurden jewells
100 ml CAM in jede Vertiefung pipettiert, auch in die Vertiefungen E1 — E12 fir die MO-
Kontrollen. Anschlief3end wurden jeweils 100 ml der 800 %-Zytostatika-L 6sung in die Vertie-
fungen der Reihe A nebeneinander gegeben. Die Zytostati kakonzentration der Reihe A betrug
nun 400 %. Mit einer Mehrkanal pipette wurden dann jeweils 100 ml Testkonzentrationen aus

der Reithe A durch die Reithen B - D der Platte seriell verdinnt.

2.7 Einbringen der Tumorzellen auf die Mikrotiter platte

Die Anzahl der Tumorzellen wurden vor jeder Messung in der Neubauer-Zahlkammer gezahit.
Die gewaschenen und gezahlten Zellen wurden in CAM resuspendiert, sodass eine Konzentra-
tion von 150.000-250.000 Zellen/ml erreicht wurde.
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100 ml der Zellpraparation wurden in die flr die Zytostatika-Testung bestimmten Vertiefungen
pipettiert. Die Zellmenge betrug 15.000 — 25.000 pro Vertiefung in 0,2 ml CAM bel Zytostati-
ka-Konzentrationen von 200 - 25 % in Reihe A-D (Tab. 2.1).

Mit vier Spitzen der Mehrkanalpipette wurden die Spalten Al - D1, A2 - D2, A3 - D3 ge-
mischt. Nach Wechseln der Pipettenspitzen wurde mit den Spalten A4 - D4 bis A 12- D12
(Tab. 2.1) gleichermalien verfahren. Mit einer Mehrkanal pipette wurden jeweils 100 ml der
Zellpraparation in die fur die MO- und fur die MI-Kontrollen vorgesehenen Reihen pipettiert.

Die abgedeckte Mikrotiterplatte wurde bel 37° C, 5 % CO, und > 95 % relativer Luftfeuchtig-
keit sechs Tage inkubiert.

2.8 Extraktion und Messung

Zur Vorbereitung der Messung wurde das Luziferin-Luziferase-Lyophilisat mit 15 ml Ver-
dinnungspuffer rekonstituiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Wegen seiner

Lichtempfindlichkeit wurde das Reagenz durch Aluminiumfolie geschiitzt.

Mit einer Mehrkanal pipette wurden in die MO- und MI-Kontrollreihen jeweils 50 ml Tumor-
zellextraktionsreagenz eingebracht. Anschlief3end wurden die weiteren Reihen auch mit 50 ml
Tumorextraktionsreagenz versetzt. Nach einer 30-mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur
wurden aus jeder Vertiefung 50 ml enthommen und in 12 x 75 mm grof3e Zahlréhrchen pipet-
tiert. Die Rohrchen wurden dann in das Luminometer eingesetzt. Das vorbereitete Luziferin-
Luziferase-Gemisch wurde nun in das Gerét gestellt und 5 x gewaschen. Die Messzeit wurde
auf 10-15 s eingestellt. Anschlief3end wurden 50 ml des Luziferin-Luziferase-Gemisches je

Rohrchen automatisch injiziert.

2.9 ATP-Standardkurve

Die ATP-Standardkurve wurde zur Uberprifung der Linearitat der Messergebnisse in Abhén-

gigkeit vom ATP-Gehalt der Probe gemessen. Standardmessungen erfolgten nach jeder dritten
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Versuchsdurchfihrung. Dafir wurde ein lyophilisierter ATP-Standard mit 2 ml Verdinnungs-

puffer rekonstituiert. Die Konzentration der Stammlésung betrug 250 ng ATP/ml.

Je 300 ml des Verdiunnungspuffers wurden in neun Rohrchen pipettiert. Mit 150 ml ATP-
Stammldsung wurde eine Verdiinnungsrei he durchgeftihrt. Dazu wurden 150 ml der Stamml 6-
sung in das erste der neun Rohrchen gegeben, durchmischt, 150 ml entnommen und in das

zweite Rohrchen gegeben. Die sich ergebenden Konzentrationen sind wie folgt:

Tab. 2.3 Konzentrationen der ATP-Standardkurve bei einer Stammldsung von ATP.

Verdinnung
1:3 |19 |1:27 |1:81 [1:243|1:729|1:2187|1:6561|1:19683

Konzentration von ATP
in ng/mi

83,33|27,76|9,253|3,084| 1,028 0,342| 0,114 (0,038 |0,012

Je 50 ml aus den neun Rohrchen wurden in ein Messgefdl pipettiert; zusétzlich wurden die
ATP-Stammlésung und der Verdinnungspuffer (ATP = 0) mit 3 mal 50 ml eingesetzt.

Die Durchschnittswerte der Dreifachmessungen der ATP-Standardkurve wurden gegen die

Verdinnungsstufen aufgetragen. Der Korrelationskoeffizient R sollte > 0,975 bleiben.

2.10 Auswertung

Die auszuwertenden Tumorproben umfassten zunéchst 30 Patientinnen. Da die Daten von
zwei Patientinnen fehlerhaft bzw. unvollstéandig waren, reduzierte sich die Zahl auf 28. Sechs
weitere Tumorproben mussten aus der Untersuchung herausgenommen werden, da es sich bei

diesen Patientinnen um Adenokarzinome der Zervix uteri handelte.

Abschlieffend mussten noch einmal sechs Proben aus der Auswertung herausgenommen wer-
den. Bei diesen Patientinnen wurde bei der MO-Messung ein so geringer ATP-Gehalt gemes-
sen, dass davon auszugehen war, dass bereits zum Zeitpunkt der Inkubation die Zellsuspension

vollstandig oder weitgehend abgestorben war.

Die Wachstumshemmung wurde mit dem L uminiszenzmessgerat quantifiziert
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Somit blieben 16 Proben fir die Auswertung.

Diese unterteilten sich noch einmal in 12 Primér- und 4 Rezidiv-Tumoren von Plattenepithel -

karzinomen der cervix uteri.

Zur Auswertung und Dokumentation der Testergebnisse wurde eine spezielle Software,
Quatro Pro fur Windows (2, 9), genutzt. Da diese Software fir das statistische Analyseverfah-
ren, SPSS (Statistical Package for Social Sciences), nicht kompatibel ist, mussten die Daten in
eine adaquate Excel-Datel transferiert werden. Zur Umsetzung mussten aus den Dreifachmes-
sungen der getesteten Zytostatikakonzentrationen der mittlere Wert sowie aus den MO- und
MI-Kontrollen Mittelwerte gebildet werden.

Die Wachstumshemmung (TGI: Tumor Growth Inhibition) der Tumorprobe fir jede Konzent-

ration einzelner Medikamente wurde nach folgender Gleichung berechnet:

1,0- (TEST - MI)/ (MO - MI) = TGl
bzw. x100% = TGIin%
wobei
TEST = Durchschnitt der drei Messwerte pro Konzentration eines Zytostatikums
Ml = Durchschnitt der zwolf Maximum Inhibitor-Kontrollen
MO = Durchschnitt der zw6lf Kontrollen ohne Zytostatika-Zusatz

Niedrige Zellzahlen (entsprechend hoher zytostatischer/zytozider Wirkung) ergeben hohe
Hemmungen und umgekehrt. Die vom Hersteller zur Verfligung gestellte Auswertungssoft-

ware, Quatro Pro fur Windows, benutzt die oben angegebene Gleichung.

Im Einzelnen wurden folgende Richtlinien bei der Bestimmung von Sensitivitét und Resistenz
eines Zytostatikums zugrundegelegt (2, 9, 20).
1. Sensitivitét wird durch hohe TGI-Werte angezeigt. Hohe Sensitivité wird durch erhthte

TGI-Werte auch im unteren Konzentrationsbereich wiedergegeben.
2. Resistenz wird durch niedrige TGI-Werte angezeigt. Starke Resistenz wird durch

niedrige TGI-Werte auch im hohen Konzentrationsbereich widergegeben.
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2.11 Statistische Methoden

Nachdem sémtliche Daten Uberprtft waren und bestimmte Daten mittels der explorativen Da-
tenanalyse, Boxplot, unter SPSS auf Ausreiffer im Institut fir Medizinische Biometrie und
Statistik untersucht waren, erfolgte die Wiedergabe der Ergebnisse in Diagrammen.

Dadie Daten de-Moivre verteilt sind, wurden diese mit dem t-Test fir gepaarte Messwerte auf
Signifikanz Uberprift. Sowohl Formulierung der Hypothesen, als auch Festsetzung des Signi-

fikanzniveaus auf 5%, erfolgte vor Ziehung der Stichproben.

Die Hypothesen waren:

Nullhypothese (HO): Die Koinzidenz zwischen geanderter Anzahl der Zellen und verabreich-
tem Medikament ist rein zufédlig.

Alternative Hypothese (H1): Die Koinzidenz zwischen gedndertem Anzahl der Zellen und

verabreichtem Medikament ist nicht zuféllig. Medikament hat gewirkt.

Weiter wurden mit Hilfe der in SPSS integrierten Toolbox fur t-Test, die Daten Gberpruft.
Die Ergebnisse sind den entsprechenden Abbildungen zugeordnet.
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3 Ergebnisse
3.1 Konzentrationsabhangige Zellwachstumshemmung der Zytostatika :

Ifosfamid, Carboplatin, Cisplatin, 5-Fluor ouracil.

3.1.1 Einzellauswertung

Bei dem Vergleich der Einzelergebnisse der unterschiedlichen Proben (n= 15 bzw. 16) finden
sich sowohl im Einzelvergleich als auch konzentrationsabhangig vom Zytostatikum Unter-
schiede.

25%

200%  Konzentration

Patientinnen Nr.

Abb. 3.1 Wachstumshemmung (TGI) von Ifosfamid bei unterschiedlichen Konzentrationen
[g] 200% [g] 100%[ ] 50% [1] 25% von 15 Plattenepithelkarzinomen der Zervix uteri..

Die Einzeldaten, die der Abb. 3.1 zugrunde liegen, wurden mit Hilfe des t-Tests auf Signifi-

kanz Uberprift. Dabei ergaben sich im Einzelnen fur Ifosfamid:

Konzentration 200% 100% 50% 25%
t-Test Wert 0,19475376 0,1841861 0,18405543 0,18628479

Vergl. Variable 0,17858445 0,17858445 0,17858445 0,17858445
Signifikanz Nicht SignifikanfNicht SignifikantNicht SignifikantNicht Signifikant




Abb.

200%

Patientinnen Nr.
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K onzentration

3.2 Wachstumshemmung (TGI) von Carboplatin bei unterschiedlichen Konzentrationen

@ 200% @ 100% D 50% D 25% von 15 Plattenepithelkarzinomen der Zervix uteri.

Der t-Test ergab im Einzelnen fur Carboplatin:

Konzentration 200% 100% 50% 25%
t-Test Wert 0,16092856 0,16490389 0,17118925 0,1667057

Vergl.Variable 0,17858445 0,17858445 0,17858445 0,17858445
Signifikanz Signifikant Signifikant Signifikant Signifikant
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TGI
in %

50%
200% Konzentration

Patientinnen Nr.

Abb. 3.3 Wachstumshemmung (TGI) von Cisplatin bei unterschiedlichen Konzentrationen @ 200%
@ 100% D 50% D 25% von 15 Plattenepithelkarzinomen der Zervix uteri.

Der t-Test ergab im Einzelnen fur Cisplatin:

Konzentration 200% 100% 50% 25%
t-Test Wert 0,14143712 0,15217013 0,15719748 0,16352788

Vergl.Variable 0,17858445 0,17858445 0,17858445 0,17858445
Signifikanz Signifikant Signifikant Signifikant Signifikant
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TGI
in %

50%
200% Konzentration

Patientinnen Nr.

Abb.3.4 Wachstumshemmung (TGI) von 5-Fluorouracil bei unterschiedlichen Konzentrationen
[a] 200% 9] 100% [ | 50% 1] 25% von 16 Plattenepithelkarzinomen der Zervix uteri.

Der t-Test ergab im Einzelnen fur 5-Fluorouracil :

Konzentration 200% 100% 50% 25%
t-Test Wert 0,14714139 0,16671251 0,17094457 0,29923864

Vergl.Variable 0,17858445 0,17858445 0,17858445 0,17858445
Signifikanz Signifikant Signifikant Signifikant Nicht Signifikant

(7) in entsprechender Tabelle angefihrt.

Die Daten der Einzelauswertung und der sich daraus ergebenden Diagramme sind im Anhang



3.1.2 Mittelwerte
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Die folgenden Ergebnisse stellen Summenpotentiale von Mittelwerten errechnet aus den Daten
von 15 bzw. 16 untersuchten Proben dar (Abb. 3.5-3.8).
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Abb. 3.7 K onzentrationsabhéngige Wachstumshemmung (TGI) von 5-Fluorouracil in %.
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Abb. 3.8 Konzentrationsabhéngige vergleichende Wachstumshemmung (TGI) der Zytostatika:

N Carboplatin, N Cisplatin und N 5-Fluorouracil (n= 16).
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Im Vergleich der drei getesteten Zytostatika lief3 sich mit Cisplatin die stdrkste Wachstums-
hemmung erzielen. Es ergaben sich TGI-Werte zwischen 32,7% und 69,4%. Dabei war im
Bereich der getesteten Konzentrationen zwischen 25 und 200 % ein anndhernd linearer Zu-
sammenhang feststellbar:  Ein  Verdoppelung der Konzentration verbesserte die

Wachstumshemmung um etwa 10 Prozent (Abb. 3.8).

Ahnlich verhielten sich 5-Fluorouracil und Carboplatin. Insgesamt war die Wirksamkeit dieser

Zytostatika etwas geringer als bei Cisplatin.

Alle Tumorzellen zeigten sich gegenuber den Zytostatika Cisplatin, 5-Fluorouracil und Car-
boplatin a's sensibel.
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3.2 Konzentrationsabhangige Wachstumshemmung bei Priméartumoren und Rezidiven
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Abb. 3.9
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50%

K onzentrationsabhéngige Wachstumshemmung (TGI) der Zytostatika

g Cisplatin, g Carboplatin und g 5-Fluorouracil bei Primértumoren (n= 12).
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Abb. 3.10 K onzentrationsabhéngige Wachstumshemmung (TGI) der Zytostatika

pCisplatin, o Carboplatin und p 5-Fluorouracil bei Rezidiven (n= 4).
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Abb. 3.11 K onzentrati onsabhangige Wachstumshemmung (TGI) der Zytostatika
Ifosfamid, g Cisplatin, g Carboplatin und g 5-Fluorouracil bei Primartumoren(n= 12);
Ifosfamid, p Cisplatin, pp Carboplatin und p 5-Fluorouracil bei Rezidiven(n= 4).

Vergleicht man die Wachstumshemmung zwischen Primartumoren und Rezidiven so zeigt
sich, dass — von Ifosfamid als Negativ-Kontrolle abgesehen — Proben von Priméartumoren sen-

sitiver als Rezidive auf die getesteten Zytostatika reagieren (Abb. 3.11).

Die Tumorproben beider Vergleichsgruppen zeigen Resistenz gegentiber Ifosfamid.
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3.3 Konzentrationsabhangige Wachstumshemmung von Patientinnen mit und ohne
Diabetes mellitus
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Abb. 3.12

200% 100% 50% 25%

K onzentrationsabhéngige Wachstumshemmung (TGI) der Zytostatika

N Cisplatin, N Carboplatin und N 5-Fluorouracil bei Proben von Patientinnen ohne Diabetes mellitus

(n=13).

100
80
60
40
20

-20
-40
-60
-80
-100
-120

TGl in%

Abb. 3.13
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K onzentrationsabhéngige Wachstumshemmung (TGI) der Zytostatika

p Cisplatin, p Carboplatin und p 5-Fluorouracil bei Proben von Patientinnen mit Diabetes mellitus

(n=3).
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Von den 16 Patientinnen, deren Tumorproben auf Chemosensitivitat hin untersucht wurden,

hatten 3 Patientinnen einen insulinpflichtigen Diabetes mellitus.
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Abb. 3.14 K onzentrationsabhéngige Wachstumshemmung (TGI) der Zytostatika

N Cisplatin, N Carboplatin und N 5-Fluorouracil ohne Diabetes mellitus (n= 13);

p Cisplatin, p Carboplatin und o 5-Fluorouracil bei Proben von Patientinnen mit Diabetes mellitus
(n=3).
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Vergleicht man die Mittelwerte beider Klientel, so zeigt sich, dass bei Patientinnen mit Diabe-
tes mellitus, sich eine strkere Wachstumshemmung findet (Abb. 3.14).

Cisplatin, Carboplatin und 5-Fluorouracil zeigten Sensitivitét.

Dabei konnten deutlich starkere Wachstumshemmungen bei 100% und 200% Zytostatikakon-
zentration von Cisplatin, bei Proben von Patientinnen mit Diabetes mellitus, festgestellt wer-
den. Hierbel ergaben die TGI- Werte 58% bzw. 79%. Die errechneten TGI- Werte der Ver-
gleichsgruppe von Patientinnen ohne Diabetes mellitus ergaben 53% bzw. 65%.

Carboplatin zeigte bei hoher Zytostatikakonzentration anndhernd gleiche Wachstumshem-
mung beider Vergleichsgruppen.

Das Zytostatikum 5-Fluorouracil bewirkte bei 200% iger Konzentration eine stérkere Wachs-

tumshemmung um 8% bei Proben von Patientinnen mit Diabetes mellitus.



3.4 Wachstumshemmung in Abhangigkeit vom Differenzierungsgrad des Tumors
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Abb. 3.15 Konzentrationsabhéngige Wachstumshemmung (TGI) der Zytostatika
N Cisplatin, N Carboplatin und N 5-Fluorouracil bei gut (G1) differenzierten Tumoren (n= 10).
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Abb. 3.16 Konzentrationsabhangige Wachstumshemmung (TGI) der Zytostatika
p Cisplatin, p Carboplatin und p 5-Fluorouracil bei schlecht (G3) differenzierten Tumoren (n= 6).
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Abb. 3.17 Konzentrationsabhangige Wachstumshemmung (TGI) der Zytostatika
N Cisplatin, N Carboplatin und N 5-Fluorouracil bei gut differenzierten Tumoren G1 (n= 10);
P Cisplatin, p Carboplatin und p 5-Fluorouracil bei schlecht differenziert Tumoren G3 (n= 6).

Bei dem Vergleich der Wachstumshemmung gut und schlecht differenzierter Tumoren

(Abb. 3.17) zeigten alle Tumorproben Chemosensitivitdt. Dabei ergab sich, dass im Bereich
hoher Konzentrationen, besonders bei 100 %-igen Lésungen, die Wirkung auf gut differen-
zierte Tumoren stérker war. Bel niedrigen Konzentrationen von 5-Fuorouracil und Carboplatin

war die Wachstumshemmung von gut und schlecht differenzierten Tumoren jeweils &nlich.
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3.5 Einflussdes Rauchens auf die Wachstumshemmung
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Abb. 3.18
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K onzentrationsabhéngige Wachstumshemmung (TGI) der Zytostatika :

N Cisplatin N Carboplatin n 5-Fluorouracil bei nicht rauchenden Patientinnen (n= 9).
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Abb. 3.19 K onzentrationsabhéngige Wachstumshemmung (TGI) der Zytostatika

P Cisplatin, p Carboplatin, und o 5-Fluorouracil bei rauchenden Patientinnen (n= 7).
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Abb. 3.20 Wachstumshemmung (TGI) der Zytostatika
N Cisplatin N Carboplatin N 5-Fluorouracil bei nicht rauchenden Patientinnen (n=9),
p Cisplatin p Carboplatin p 5-Fluorouracil bei rauchenden Patientinnen (n= 7).

Untersucht man den Einfluss des Rauchens auf das Zellwachstum bzw. die Wachstumshem-
mung durch Zytostatika, so zeigt ein Vergleich der Ergebnisse von Nichtraucherinnen eine

intensivere Wachstumshemmung als die der Raucherinnen (Abb. 3.20).
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4  Diskussion

4.1 Literaturibersicht

Chemotherapien gehoren seit Jahrzehnten zur Standardtherapie bei der Behandlung von Kar-
zinomen. In der Gynékologie spielt die Chemotherapie besonders beim Ovarial- und Mamma-
Karzinom eine entscheidende Rolle. Bei dem Versuch die insgesamt schlechten Ergebnisse
beim Ovarial-Ca zu verbessern, wurde u.a. 1993 der Tumorsensitivitétstest entwickelt (2, 33,
39).

Es handelt sich bei diesem Test um ein seit Jahren etabliertes Verfahren zur Bestimmung von
Sensitivitét und Resistenz von Tumorzellen gegentiber Zytostatika (31,33, 34, 37, 38). Unter-
sucht wurde insbesondere die Wirkung von Zytostatika beim Ovarialkarzinom (22, 33, 34,
38), um gegebenenfalls in Anlehnung an die Testung von Antibiotika eine gezielte und wirk-
same Therapie durchzufhren.

Wahrend in Einzelféllen bei der Anwendung der in vitro erhaltenen Ergebnisse gute Erfolge
erzielt wurden, lief3en sich insbesondere beim Ovarialkarzinom die insgesamt schlechten Er-
gebnisse nur unwesentlich verbessern (22, 33, 34).

Positive Ergebnisse ergaben sich vor allem beim platinresistenten Rezidiv des Ovariakarzi-
nom, aber auch Rezidiven anderer Karzinome (20, 22).

Chemosensitivitétstestungen wurden ebenfalls bei anderen Malignomen wie z.B. Magen- und
Osophaguskarzinomen (26), Melanomen (37), sowie colorektalen Adenokarzinomen (42)
durchgefihrt und die Ergebnisse therapeutisch angewandt.

Insgesamt zeigt die alleinige Chemotherapie beim Kollum-Ca nur wenig Wirkung. Bessere
therapeutische Ergebnisse lassen sich bei der Kombination mehrerer Zytostatika wie z.B. Cis-
platin und Ifosfamid erzielen (7, 31). Ihre Indikation liegt vor alem beim Auftreten von Rezi-

diven und Metastasen. Dabei konnen Remissionsraten von 30-40 % erreicht werden.
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4.2 Vergleich der eigenen Untersuchungen mit den Ergebnissen der Literatur.

Abgesehen vom Prodrug Ifosfamid zeigte sich in unseren Untersuchungen eine direkte Ab-
hangigkeit des Zellwachstums von der Konzentration des Zytostatikums (Abb. 3.5-3.7).

Die Auswertungen der in-vitro-Messungen bestétigen die klinischen Erfahrungen, dass bei der
zytostatischen Behandlung des Kollumkarzinoms Platinverbindungen an erster Stelle stehen,

gefolgt von 5-Fluorouracil.

Weiterhin zeigt Cisplatin in der Testung, dass dieses in der gewahlten und allgemein Ublichen

Aquivalentdosis von 1:3,5 eine deutlich starkere Wirksamkeit als Carboplatin aufweist (32).

Dies entspricht der klinischen Erfahrung, dass beim Kollumkarzinom, das grundsétzlich as
wenig chemosensibel gilt, im Allgemeinen mit Cisplatin die besseren Ergebnisse erzielt wer-
den (31).

Bei der Beurteilung von Primérerkrankungen versus Rezidiv féllt auf, dass die Tumorzellen
aus Rezidiven eine schlechtere Chemosensitivitdt aufweisen (Abb. 3.11). Eine Erkl&rung hier-
fUr ergibt sich unter anderem dadurch, dass Rezidive oft in den zentralen hypoxischen Antei-
len des Tumors entstehen, und es dort durch Genmutationen zur Entwicklung neuer Zelllinien
kommen kann (10 17, 40).

Modernere Therapieverfahren ergeben oft eine bessere Prognose und Vertraglichkeit der Zy-
tostatika bel gleichzeitiger Gabe von Erythropoetin. Der Effekt beruht auf einer Vermehrung
der Erythrozyten und somit einer erhthten Sauerstoffversorgung des Gewebes (23, 40).

Die Chemosensitivitéatstestung der Gewebeproben von Patientinnen mit und ohne Diabetes
mellitus zeigt, dass die zwar nur wenigen Félle erkrankter Frauen bel gleicher Zytostatikakon-

zentration eine bessere Wachstumshemmung aufweisen (Abb. 3.14).

Eine mogliche Erklarung ist die gestérte Glukoseverwertung der Zellen. Eventuell kommt es
hier zu einer Veranderung der Insulinrezeptoren. Ungeklart ist, ob eine up-down-Regulation

bzw. zelluldre Transportmechanismen versagen oder sich verandern, sodass insgesamt der
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Energieumsatz der Zellen minimiert ist. Dies kénnte durch das geringere ATP-Angebot wie-
derum zu einer Einschrankung bekannter Reparationsmechanismen fihren, so dass die Zellen

auf jegliche Einwirkung toxischer Substanzen empfindlicher reagieren (6).

Der Vergleich der Ergebnisse der Chemosensitivitétstestung hoch und niedrig differenzierter
Tumorzellen zeigt, dass gering differenzierte Zellen eine geringere Chemosensitivitét aufwei-
sen (Abb. 3.17). Das Ergebnis bestétigt die klinischen Erfahrungen, je entdifferenzierter das
Ursprungsgewebe ist, umso autonomer und somit unempfindlicher wird dieses auf toxische
Reize(6).

Ein Vergleich der Ergebnisse der Chemosensitivitétstestung von Raucherinnen und Nichtrau-

cherinnen zeigt, dass Tumorzellen von Raucherinnen weniger chemosensibel sind (Abb. 3.20).
Dies wird durch zahlreiche Literaturverweise bestétigt (10, 13, 40).

Vor alem die im Rauch enthaltenen Benzpyrene werden nach Resorption in alen Organen
durch Bioaktivierung (Hydroxylierung) in die karzinogenen polyzyklischen aromatischen

Kohlenwasserstoffe tberfhrt (6).
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4.3 Kritische Beurteilung der eigenen Ergebnisse und Schlussfolger ungen

Meine Ergebnisse beziehen sich auf eine Stichprobe von 16 Patientinnen. Um eine wissen-
schaftlich fundierte Aussage zu treffen, bedarf es nach statistischen Berechnungen, aus dem
Institut fir Medizinische Biometrie und Statistik, eines Patientenpools > 1000. Dies ist jedoch
im Rahmen dieser Untersuchungen nicht durchfiihrbar, sodass die Ergebnisse als Trend anzu-
sehen sind.

Wie zu erwarten, zeigte das Prodrug Ifosfamid keine erkennbare Wirkung.

Ifosfamid ist ein Zytostatikum der Oxazaphosphoringruppe. Esist chemisch mit Stickstofflost
verwandt und ein synthetisches Analogon des Cyclophosphamids. Ifosfamid ist in vitro inaktiv
und wird vorzugsweise in der Leber durch mikrosomale Enzyme, Cytochrom P450, aktiviert.
Dabei wird die Substanz am C-4-Atom des Oxazaphosphorinringes hydroxyliert. Es entsteht
der Primérmetabolit 4-Hydroxy-Ifosfamid (“ aktiviertes Ifosfamid®), der mit seinem tautome-
ren Isoaldophosphamid im Gleichgewicht steht. |soaldophosphamid zerféllt spontan in Acro-
lein und den alkylierenden Metaboliten (29, 41).

Isophosphamid-Lost. Acrolein wird fir die urotoxischen Effekte von Ifosfamid verantwortlich
gemacht. Diese Nebenwirkungen lassen sich durch die zeitgleiche Applikation von Mesna
verhindern (41). Ein alternativer Metabolisierungsweg ist die Oxidation und Dealkylierung der
Chlorethylseitenketten. Die zytotoxische Wirkung von Ifosfamid beruht auf einer Interaktion
seiner akylierenden Metaboliten mit DNS. Der bevorzugte Angriffspunkt sind die Phospho-
diesterbriicken der DNS. Folge der Alkylierung sind Strangbriiche und Quervernetzungen der
DNS. Im Zellzyklus wird eine Verlangsamung der Passage durch die G2-Phase verursacht.
Die zytotoxische Wirkung ist nicht zellzyklusphasenspezifisch (29, 41).

Ifosfamid wurde in der Einzelauswertung (Abb. 3.1) als Negativkontrolle eingesetzt.

Wenn es dennoch zu einer nennenswerten Hemmung unter Ifosfamid gekommen wére, so
waére dies ein Hinweis gewesen, dass das Plattenepithelkarzinom der Zervix uteri Uber mikro-

somale Enzyme, Cytochrom P450, verfligt.
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Den gleichen Hintergrund fir den Einsatz von Ifosfamid ergab sich fir eine evtl. abweichende

Hemmwirkung bei Primé&rtumoren und Rezidiven (Abb. 3.11).

Cisplatin wird bei der kombinierten Radiochemotherapie des Kollum-Ca as Standardthera-
peutikum eingesetzt. (31, 32). Die in vitro —Ergebnisse zeigen eine Wachstumshemmung in
Abhéangigkeit von der Konzentration des Zytostatikums. Von den ausgetesteten Zytostatika
erzielt Cisplatin die grofte Wachstumshemmung unter Zugrundelegung des maximalen thera-

peutischen Blutspiegelsin vivo (Abb. 3.8).

Es fallt allerdings auch auf, dass in der in-vitro —Dosierung, die 200% der normalen maxima-
len Plasmakonzentration der in-vivo-Konzentation entspricht (31, 32), nur ca. 70% der Tu-
morzellen zerstort werden. Moglicherweise werden die restlichen 30% der Zellen durch das
Chemotherapeutikum soweit geschadigt, dass eine weitere Teilung oder ein Wachstum nicht

mehr moglich sind.

Nach dem Summationsdiagramm (Abb. 3.8) der drei Zytostatika, Carboplatin, Cisplatin und
5-Fluorouracil ergibt sich die Schlussfolgerung, dass bel den in vitro-Messungen das platinhal-

tige Medikament Cisplatin eine deutlich stérkere Wachstumshemmung aufweist als 5-Fu.

Die Untersuchungen von Primérkarzinomen (Abb. 3.9) und Rezidiven (Abb. 3.10) decken sich
mit den klinischen Erfahrungen, dass Rezidive eine schlechtere Prognose aufweisen, insbe-

sondere weniger chemosensibel sind als der Primértumor (10, 17, 40).

Inwieweit bei meinen Untersuchungen die Prognose bel Patientinnen, die an Diabetes mellitus
erkrankt sind, glnstiger ist als bei gesunden Patientinnen, ist kritisch zu beurteilen (Abb.

3.14). Zum einen handelt es sich um eine sehr geringe Fallzahl von erkrankten Patientinnen

(n=3), d.h. hohe Fehlerwahrscheinlichkeit. Zum anderen gibt es in der Literatur keinerlei
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Hinweise, dass ein kinstlich erzeugter Diabetes mellitus in Verbindung mit einer kombinier-
ten Radio-Chemotherapie die Prognose verbessert. Daher missten hier weitere Untersuchun-

gen erfolgen, um sichere Aussagen treffen zu konnen.

Bei dem Vergleich des Differenzierungsgrades der Tumoren findet sich in der Chemosensiti-
vitétstestung eine direkte Abhangigkeit von der Konzentration des Zytostatikums (Abb. 3.17),
wobei gut differenzierte Tumoren klinisch im Allgemeinen eine bessere Prognose aufweisen
(6). Gut differenzierte Tumoren erreichen bel mittleren und hohen Zytostatikakonzentrationen

von Carboplatin eine gréf3ere Wachstumshemmung als entdifferenzierte.

Vergleicht man die Ergebnisse der Chemosensitivitétsmessung bei Geweben von Raucherin-
nen und Nichtraucherinnen so zeigt sich, dass Tumorzellen von Raucherinnen weniger chemo-
sensibel sind (Abb. 3.20), was auch den klinischen Erfahrungen einer schlechteren Prognose
entspricht (10, 13, 40).

Aussagekréaftige in-vitro-Testungen erlauben zum einen, neue Medikamente, z.B. Taxane, zu

erproben, zum anderen, hierdurch moglicherweise die Therapie eines Tumors zu optimieren.

Neuste Studien auf dem Gebiet der ex vivo -Chemosensitivitét nativer Endometriumkarzino-
me belegen, dass sich mit dem ATP-Tumorchemosensitivitéts-Assay zeitsparende und ratio-

nell wirksame Chemotherapieregime entwickeln lassen (8).

Weitere aktuelle Untersuchungen mit dem ATP-Tumorchemosensitivitéts-Assay beschreiben
bei der klinischen Anwendung der durch sie erhaltenen Ergebnisse eine glnstigere therapeuti-
sche Prognose auch aus anderen Fachdisziplinen. So wurden unter anderem beim Magen- und

Osophaguskarzinom (26), bei Hauterkrankungen (37), sowie bei colorektalen Adenokarzino-
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men (42) individuell, aber auch durch die Medikation von Kombinationen verschiedener
Chemotherapeutika entsprechend den Ergebnissen der Chemosensitivitdtstestung in Einzelfal-

len guinstigere Ergebnisse berichtet.

Sicherlich liegt ein weiterer Vorteil in dem ATP-Tumorchemosensitivitdts-Assay, dass Tier-
versuche eingespart werden kénnen, zumal deren Ergebnisse teilweise mit Vorbehalt zu wer-
ten sind, da Tiere auf Medikamente nicht immer die gleiche Reaktion zeigen wie der mensch-

liche Organismus.

Gleichfalls sind moralethische Bedenken gegenuliber Tierversuchen teilweise zu entkréften, da
diese durch die Anwendung der Chemosensitivitétstestung auf ein notwendiges Mal3 reduziert

werden kdnnen.

Grundsétzlich sollten aus den vorher genannten Griinden weitere Studien mit dem ATP-
Tumorchemosensitivitéts-Assay durchgefihrt werden, um die erzielten Ergebnisse in die The-
rapie einflieflen zu lassen. Moglicherweise sind hierdurch wie in Einzelfélen beschrieben

V erbesserungen der Prognose méglich (26, 42).

Unabhangig hiervon ist die Bedeutung der kombinierten Radio- Chemotherapie unbestritten.
Zum Einsatz kommen vor alem Platinverbindungen wie Cisplatin und das nebenwirkungsér-
mere Carboplatin. Die Uberlegenheit einer kombinierten Radiochemotherapie mit Cisplatin
gegenuber einer aleinigen Bestrahlung wurde in jingerer Zeit nachgewiesen (27, 31). Eswird
angenommen, dass die Medikamente die Strahlensensibilitét erhthen, indem sie die Reparatur
des geschéadigten Tumorgewebes hemmen (1). Rose et a. (31) verglichen unterschiedliche
Kombinationstherapien und konnten insbesondere beim Kollum-Ca die Wirksamkeit von pla-
tinhaltigen Zytostatika belegen. Ergénzend wird seit vielen Jahren beim Kollum-Ca Ifosfamid
mit Erfolg eingesetzt.

Trotz der Verbesserung der Prognose bei der Primérbehandlung des Kollum-Ca mittels kom-
binierter Radio- Chemotherapie ist die Prognose bel Rezidiven oder progradientem Kollum-
Ca, wie bei vielen anderen Karzinomen auch, trotz partiellem Ansprechens einer Zytostati-

katherapie nach wie vor schlecht (31).
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5 Zusammenfassung

Bei 16 Plattenepithelkarzinomen der Zervix uteri wurden Chemosensitivitatstestungen mit
dem ATP-TCA-100 durchgefihrt.

Getestet wurden die Zytostatika: Cisplatin, Carboplatin 5-Fluorouracil und als Negativkontrol-

le Ifosfamid.

Im Allgemeinen findet sich eine dosisabhangige Wirkung der Zytostatika. Nur Ifosfamid zeigt

erwartungsgemal? keine erkennbare Wirkung.

Der Vergleich zwischen priméren Plattenepithelkarzinomen (n=12) und Rezidiven (n=4) zeiqt,

dass Rezidive eine geringere Chemosensitivitét aufweisen.

Die Gegenuberstellung der konzentrationsabhéngigen Wachstumshemmung der Proben von
Patientinnen mit (n=3) und ohne (n=)13) Diabetes mellitus zeigt, dass die Proben von

Patientinnen mit Diabetes mellitus chemosensitiver sind.

Bei dem Vergleich der Wachstumshemmung in Abhéngigkeit vom Differenzierungsgrad des
Tumors ergab die Auswertung, dass die gut differenzierten Tumorzellen G1 (n=10) gegenuber

schlecht differenzierter Tumorzellen G3 (n=6) deutlich chemosensitiver reagierten.

Der Einfluss des Rauchens auf die Wachstumshemmung durch Zytostatika bestétigt, dass die
Gewebe von Nichtraucherinnen (n=9) eine intensivere Wachstumshemmung aufweisen as die

der Raucherinnen (n=7).

Bezogen auf den maximalen therapeutischen Serumspiegel zeigt Cisplatin die stérkste Wir-

kung, was auch den klinischen Erfahrungen entspricht.
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7 Anhang

Tab. 1.1: Einzelwerte der ATP-Messung bei Ifosfamid.

Code-Nr. MO (ohne Mi (Max. Zy- Mi200 (ent- Mi100 (ent- Mi50 (ent- Mi25 (ent-
Zytostati-  tostatika- spricht 200%  spricht 100%  spricht 50% spricht 25%
kum) Konzentration) Zytostatika- Zytostatika- Zytostatika- Zytostatika-

Konzentration) Konzentration) Konzentration) Konzentration)

C5/95 2030356 45832 0 0 0 0

C9/95 149578 921 116879 96041 142093 175952

C12/95 71981 429 68611 67031 68308 83088

C1/96 1444 439 1891 1538 1528 1594

C2/96 3938 261 2317 2298 2477 2628

C3/96 2366 195 2568 2713 2474 4933

C4/96 1205 220 958 813 819 862

C3/97 13700 79 5094 6836 8277 9805

C4/97 220955 647 225282 185479 145545 129880

C7/97 3100 162 4327 4128 3903 3816

C8/97 1906 508 1571 1739 2861 3998

C10/97 568943 675 816777 800505 794915 778593

C11/97 38000 145 38402 35074 28055 23435

C12/97 10134 194 9357 11218 11107 12209

C13/97 6378 89 6437 6016 8138 7494

C15/97 3661 82 2018 1641 1759 1982

Tab. 1.2: Prozentuale TGI-Berechnung der Ifosfamid-Einzelwerte.

Code-Nr. Mi200 (entspricht Mi100 (entspricht Mi50 (entspricht Mi25 (entspricht
200% Zytostatika- 100% Zytostatika 50% Zytostatika- 25% Zytostatika
Konzentration) Konzentration) Konzentration) Konzentration)
C5/95 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
C9/95 22,00% 36,01% 5,04% -17,74%
C12/95 4,71% 6,92% 5,13% -15,52%
C1/96 -44,48% -9,35% -8,36% -14,93%
C2/96 44,08% 44,60% 39,73% 35,63%
C3/96 -9,30% -15,98% -4,97% -118,24%
C4/96 25,08% 39,80% 39,19% 34,82%
C3/97 63,18% 50,39% 39,81% 28,60%
Cc4/97 -1,96% 16,10% 34,23% 41,34%
C7/97 -41,76% -34,99% -27,33% -24,37%
C8/97 23,96% 11,95% -68,31% -149,64%
C10/97 -43,61% -40,75% -39,77% -36,89%
C11/97 -1,06% 7,73% 26,27% 38,48%
C12/97 7,82% -10,91% -9,79% -20,88%
C13/97 -0,94% 5,76% -27,99% -17,75%
C15/97 45,91% 56,44% 53,14% 46,91%

Mittelwert 6,24% 10,91% 3,74% -12,68%



Tab. 2.1: Einzelwerte der ATP-Messung bei Carboplatin.
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Code-Nr. MO (ohne Mi (Max. Zy- Mi200 (ent- Mi100 (ent- Mi50 (ent- Mi25 (ent-
Zytostati- tostatika- spricht 200%  spricht 100%  spricht 50% spricht 25%
kum) Konzentration) Zytostatika- Zytostatika- Zytostatika- Zytostatika-

Konzentration) Konzentration) Konzentration) Konzentration)

C5/95 2030356 45832 0 0 0 0

C9/95 149578 921 65523 98180 140016 177720

C12/95 71981 429 11550 51396 66148 65727

C1/96 1444 439 737 1404 1127 1329

C2/96 3938 261 1285 1722 2854 2882

C3/96 2366 195 1177 1510 2916 2632

C4/96 1205 220 266 345 593 1089

C3/97 13700 79 2115 4798 6834 7413

C4/97 220955 647 78173 68471 59612 63512

C7/97 3100 162 1059 2112 2629 2716

C8/97 1906 508 1514 826 2268 1709

c10/97 568943 675 839876 798826 799931 727718

C11/97 38000 145 11813 20499 19779 16050

C12/97 10134 194 2052 4486 7306 8033

C13/97 6378 89 6724 7379 1681 3084

C15/97 3661 82 589 1988 1503 4051

Tab. 2.2: Prozentuale TGI-Berechnung der Carboplatin-Einzelwerte.

Code-Nr. Mi200 (entspricht Mi100 (entspricht Mi50 (entspricht Mi25 (entspricht

200% Zytostatika-  100% Zytostatika- 50% Zytostatika- 25% Zytostatika-
Konzentration) Konzentration) Konzentration) Konzentration)

C5/95 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

C9/95 56,54% 34,57% 6,43% -18,93%

C12/95 84,46% 28,77% 8,15% 8,74%

C1/96 70,35% 3,98% 31,54% 11,44%

C2/96 72,15% 60,27% 29,48% 28,72%

C3/96 54,77% 39,43% -25,33% -12,25%

C4/96 95,33% 87,31% 62,13% 11,78%

C3/97 85,05% 65,35% 50,41% 46,16%

C4/97 64,81% 69,21% 73,24% 71,46%

C7/97 69,47% 33,63% 16,03% 13,07%

C8/97 28,04% 77,25% -25,89% 14,09%

C10/97 -47,68% -40,45% -40,65% -27,94%

C11/97 69,18% 46,23% 48,13% 57,98%

C12/97 81,31% 56,82% 28,45% 21,14%

C13/97 -5,50% -15,92% 74,69% 52,38%

C15/97 85,83% 46,74% 60,30% -10,90%

Mittelwert 57,61% 39,55% 26,47% 17,80%



Tab. 3.1: Einzelwerte der ATP-Messung bei Cisplatin.
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Code-Nr. MO (ohne Mi (Max. Zyto- Mi200 (ent- Mi100 (ent- Mi50 (ent- Mi25 (ent-
Zytostati- tostatika Kon- spricht 200%  spricht 100%  spricht 50% spricht 25%
kum) zentration) Zytostatika- Zytostatika- Zytostatika- Zytostatika-

Konzentration) Konzentration) Konzentration) Konzentration)

C5/95 2030356 45832 0 0 0 0

C9/95 149578 921 51053 80815 109834 144281

C12/95 71981 429 2098 22887 42955 64290

C1/96 1444 439 951 756 1194 1084

C2/96 3938 261 900 1247 1659 2109

C3/96 2366 195 1012 1163 2081 2638

C4/96 1205 220 145 211 341 631

C3/97 13700 79 1492 3864 6064 9287

C4/97 220955 647 3596 28230 34434 28495

C7/97 3100 162 906 1950 2636 2884

C8/97 1906 508 766 796 763 890

c10/97 568943 675 773544 780697 768703 767062

C11/97 38000 145 10604 20887 20678 15838

C12/97 10134 194 1921 4235 6207 8608

C13/97 6378 89 5450 5387 1271 3732

C15/97 3661 82 189 627 1127 1387

Tab. 3.2: Prozentuale TGI-Berechnung der Cisplatin-Einzelwerte.

Code-Nr. Mi200 (entspricht Mi100 (entspricht Mi50 (entspricht Mi25 (entspricht

200% Zytostatika-  100% Zytostatika- 50% Zytostatika- 25% Zytostatika-
Konzentration) Konzentration) Konzentration) Konzentration)

C5/95 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
C9/95 66,28% 46,26% 26,74% 3,56%
C12/95 97,67% 68,61% 40,57% 10,75%
C1/96 49,05% 68,46% 24,88% 35,82%
C2/96 82,62% 73,18% 61,98% 49,74%
C3/96 62,37% 55,41% 13,13% -12,53%
C4/96 107,61% 100,91% 87,72% 58,27%
C3/97 89,63% 72,21% 56,06% 32,40%
C4/97 98,66% 87,48% 84,66% 87,36%
C7/97 74,68% 39,14% 15,79% 7,35%
C8/97 81,55% 79,40% 81,76% 72,68%
C10/97 -36,00% -37,26% -35,15% -34,86%
C11/97 72,37% 45,21% 45,76% 58,54%
C12/97 82,63% 59,35% 39,51% 15,35%
C13/97 14,76% 15,76% 81,21% 42,07%
C15/97 97,01% 84,77% 70,80% 63,54%
Mittelwert 69,39% 57,26% 46,36% 32,67%



Tab. 4.1: Einzelwerte der ATP-Messung bei 5-Fluorouracil.

Code-Nr. MO (ohne Mi (Max. Zyto- Mi200 (ent- Mil100 (ent-
Zytostati- statika- spricht 200%  spricht 100%
kum) Konzentration) Zytostatika- Zytostatika-

Konzentration) Konzentration)

C5/95 2030356 45832 929444 1326175

C9/95 149578 921

C12/95 71981 429 8221 43883

C1/96 1444 439 535 552

C2/96 3938 261 1019 1593

C3/96 2366 195 989 766

C4/96 1205 220 731 942

C3/97 13700 79 2125 3623

C4/97 220955 647 2386 8034

C7/97 3100 162 924 1293

C8/97 1906 508 884 1152

C10/97 568943 675 775900 796053

C11/97 38000 145 9704 11382

C12/97 10134 194 1540 4268

C13/97 6378 89 5196 5133

C15/97 3661 82 140 897

Mi50 (ent-
spricht 50%
Zytostatika-
Konzentration)

1338699

62870
962
2806
2781
830
7550
8371
2363

773867
18028
6525
1639

Tab. 4.2: Prozentuale TGI-Berechnung der 5-Fluorouracil-Einzelwerte.

Code-Nr. Mi200 (entspricht Mil100 (entspricht  Mi50 (entspricht
200% Zytostatika-  100% Zytostatika- 50% Zytostatika-
Konzentration) Konzentration) Konzentration)
C5/95 55,47% 35,48% 34,85%
C9/95
C12/95 89,11% 39,27% 12,73%
C1/96 90,45% 88,76% 47,96%
C2/96 79,39% 63,77% 30,79%
C3/96 63,43% 73,70% -19,12%
C4/96 48,12% 26,70% 38,07%
C3/97 84,98% 73,98% 45,15%
C4/97 99,21% 96,65% 96,49%
C7/97 74,06% 61,50% 25,09%
C8/97 73,10% 53,93%
C10/97 -36,42% -39,97% -36,06%
C11/97 74,75% 70,32% 52,76%
C12/97 86,46% 59,01% 36,31%
C13/97 18,79% 19,80% 75,35%
C15/97 98,38% 77,23%

Mittelwert 64,35% 51,64%

33,88%

50

Mi25 (ent-
spricht 25%
Zytostatika-
Konzentration)

1956898

83754
1084
3331
2642

914

10689
5553
3447

719795
17462
9058
6866
2831

Mi25 (entspricht 25%
Zytostatika-
Konzentration)

3,70%

-16,45%
35,82%
16,51%

-12,71%
29,54%
22,11%
97,77%

-11,81%

-26,55%
54,25%
10,82%
-7,76%
23,19%
15,02%
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