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Einleitung

1 Einleitung

Das fortgeschrittene maligne Pankreaskarzinom hat eine infauste Prognose, bei der sich
die Inzidenz und die Mortalitdt kaum unterscheiden. Bis heute ist der einzige kurative Weg
der operative Eingriff fir die selten in frithem lokalisiertem Stadium diagnostizierten Falle.
Bei dem Hauptteil der Patienten wird die Diagnose jedoch erst in einem sehr weit
fortgeschrittenen Stadium gestellt. Hier steht die Chemotherapie mit Gemcitabine im
Mittelpunkt der Therapieoptionen (Blchler und Schlag, 2004). lhr Ziel ist es, die
Uberlebenszeit des Patienten zu verlangern und dabei die Lebensqualitat zu verbessern.
Eine Heilung im metastasierten Stadium kann nicht erzielt werden.

Alternative Behandlungskonzepte mussen somit ebenfalls palliativen Gesichtspunkten
gerecht werden.

Das Prinzip der Ganzkdrperhyperthermie geht davon aus, dass die Wirksamkeit der
Zytostatika durch zeitgleiche Temperaturerhéhung im Koérper gesteigert werden kann.

Bei chemotherapierefraktdren  Tumoren wie dem  Pleuramesotheliom und
Weichteilsarkomen konnte diesem Prinzip in Phase |l Studien gute Wirksamkeit
nachgewiesen werden.

Um die Wirksamkeit dieses Prinzips beim Pankreaskarzinom zu Uberprifen, wurden
individuelle Heilversuchen der Ganzkdrperhyperthermie mit Gemcitabine und Carboplatin
bei Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom durchgefihrt. Parallel wurden in
vitro Versuche durchgefiihrt zur Untersuchung des Effektes der Temperaturerh6hung
unter Verwendung von Carboplatin und Gemcitabine auf die Pankreaskarzinomzelllinie
DAN-G.

1.1 Das Pankreaskarzinom

1.1.1 Definition

Das Pankreaskarzinom ist eine bdsartige und hochgradig aggressive Neoplasie der
Bauchspeicheldrise. Es stellt die vierthaufigste Todesursache aller Malignome dar und ist

eine Erkrankung des hdheren Lebensalters (World Wide Cancer Statistics der WHO,
2002).
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1.1.2 Epidemiologie

Mit einer Inzidenz von ca. 7700 Frauen und ca. 5700 Mannern pro Jahr in Deutschland
sind 3,5% aller Malignome Pankreaskarzinome. Somit steht das Karzinom in Bezug auf
die Haufigkeit des Auftretens lediglich auf Rang 11 (L6hr et al., 2003; Arbeitsgemeinschaft
Bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland, 2004). Dass es trotzdem die
vierthdufigste Todesursache darstellt, lasst sich dadurch erklaren, dass die Inzidenz und
die Mortalitat nahezu identisch sind. Das Erkrankungsrisiko steigt mit zunehmendem Alter
exponentiell an. Frauen erkranken im Schnitt mit 75, Méanner mit 68 Jahren
(Arbeitsgemeinschaft Bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland, 2004).

1.1.3 Atiologie

Die Atiologie des Pankreaskarzinoms ist trotz intensiver Forschung letztendlich nicht
geklart. Allerdings kénnen Risikofaktoren, die eine Entstehung des Pankreaskarzinoms
beglnstigen, benannt werden. Als ziemlich gesichert gilt der Zusammenhang zwischen
Nikotinkonsum und dem Pankreaskarzinom (Zheng et al., 1993; Meyer, 2002; Chowdhury
et al., 2002). Weitere beglnstigende Faktoren sind die chronische und hereditare
Pankreatitis. Auch Diabetes mellitus gilt als Risikofaktor fir diese Erkrankung. Eine
Metaanalyse, die Diabetes mellitus als Risikofaktor des Pankreaskarzinoms untersuchte,
kam zu dem Ergebnis, dass Patienten, bei denen der Diabetes neu diagnostiziert (< 4
Jahre) wurde, ein um etwa 50% gréBeres Risiko als die Normalbevoélkerung haben, an
einem Pankreaskarzinom zu erkranken (Huxley et al., 2005). Weiterhin werden Alkohol
und eine fett- bzw. fleischreiche Erndhrung als pradisponierende Faktoren angesehen,
wobei es bei der Assoziation von Alkohol und dem Pankreaskarzinom widersprichliche
Ergebnisse gibt. Eine Metaanalyse von 1996 -2000 ergab keine Risikoerhdhung durch
Alkoholkonsum (Bagnardi et al., 2001), wahrend beispielsweise in einer Kohortenstudie
von 1993 ein vermehrter Alkoholkonsum mit einem erhéhten Pankreaskarzinomrisiko
korrelierte ( Zheng et al., 1993).

1.1.4 Lokalisation

Die Neubildungen des Pankreas gehen Uberwiegend vom exokrinen Teil aus.
Hauptsachlich handelt es sich um duktale Adenokarzinome (92%). Alle anderen
Pankreastumore wie z.B. das muzinése Zystandeokarzinom oder das Azinuszellkarzinom

sind selten.
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Der Sitz des Primartumors ist in 70% der Pankreaskopf, danach folgen Korpus (20%) und
Kauda (10%) (Kelly und Benjamin, 1995). Zum Zeitpunkt der Diagnose weisen 80-90%
der Patienten Metastasen auf, wobei die bevorzugten Metastasierungsmuster die Leber
(66%), die Lymphknoten (22%) und die Lunge (10%) sind (L&hr et al., 2003). Im weiteren
Verlauf kommt es zu einer Aussaat in direkt umliegende Gewebe wie das Peritoneum,
das Mesenterium oder das Omentum (Remmele, 1997).

1.1.5 Klinik und Diagnostik

Das Pankreaskarzinom bleibt im Anfangsstadium, in der eine kurative Behandlung noch
mdoglich ist, in der Regel symptomlos. So sind fast alle Symptome Spatzeichen und
Kennzeichen eines sehr weit fortgeschrittenen Stadiums. Erschwerend kommt hinzu, dass
mit Ausnahme des Auftretens eines Verschlussikterus bei periampulléarer
Tumorlokalisation alle Frihsymptome unspezifisch sind und oft fehlgedeutet werden
(Kachele et al., 2004). Zu diesen unspezifischen Symptomen gehéren Schmerzen,
Gewichtsverlust, lkterus, Leistungsknick, Ubelkeit, Stuhlveranderungen, Inappetenz und
Erbrechen. Das prozentuale Vorkommen der klinischen Befunde im Patientenkollektiv ist
von der Lokalisation des Primartumors abhangig (Howard und Jordan, 1977). Weitere
unspezifische diagnostische Kriterien kénnen ein vorausgegangener neu diagnostizierter
Diabetes mellitus oder rezidivierende Thrombosen sein.

Bei Verdacht auf ein Pankreaskarzinom stellt der transkutane Ultraschall den ersten
diagnostischen Schritt dar. Trotz Stérfaktoren wie Darmgasuberlagerungen oder
Adipositas kdnnen auf diese Weise 70% der Karzinome diagnostiziert und zusatzlich
Aussagen Uber Fernmetastasierung gemacht werden. Bei erkennbarem inoperablen
Stadium bzw. bei dem Verdacht auf einen Tumor anderer histologischer Genese als das
Adenokarzinom ist eine Feinnadelbiopsie vor Therapiebeginn indiziert (Fritscher-Ravens
et al., 2000). Bei potentiell kurativem Stadium ist die Multidetektor-Computertomographie
nach Ultraschalldiagnostik zusétzlich als Standard der Bildgebung anzuschlieBen.
Praoperativ ist eine weitere Bildgebung durch den endoskopischen Ultraschall zu
empfehlen (Kachele et al., 2004).

1.1.6 Staging

Fir das Staging des Pankreaskarzinoms wie auch flr die Diagnose ist die Computer- und
Kernspintomographie Methode der Wahl (Prokesch, 2003). Mit diesen bildgebenden
Verfahren erfolgt die Stadieneinteilung. Lange Zeit fehlte eine solche Einteilung fir das
Pankreaskarzinom, da man wegen der sehr schlechten Prognose die Einteilung in
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Stadien nicht fur sinnvoll hielt. Eine erste vorlaufige Klassifikation versuchte Hemreck
1974, die die Basis aller weiteren Klassifikationen der Union Internationale Contre Cancer
(UICC) wurde. Die zur Zeit giltige Fassung der UICC-Klassifikation von 1997
unterscheidet sechs Stadien, denen die entsprechenden TMN-Einteilungen zugeordnet
sind.

Tabelle 1:  Stadieneinteilung nach UICC 1997 (Tumor Zentrum Berlin e.V., 2002)

Stadium T N M
0 Tis NO MO

I T1-2 NO MO

Il T3 NO MO

Il T1-3 N1 MO
IVA T4 Jedes N MO
VB Jedes T Jedes N M1

1.1.7 Prognose

Die infauste Prognose des Pankreaskarzinoms wird hinreichend dadurch beschrieben,
dass es nur etwa 3,5% der Tumorerkrankungen ausmacht und trotzdem die vierthaufigste
Todesursache aller Tumorerkrankungen darstellt (Arbeitsgemeinschaft Bevélkerungs-
bezogener Krebsregister in Deutschland, 2004).

Das mediane Uberleben dieser Tumorerkrankung betragt nach Diagnosestellung
durchschnittlich 3-5 Monate. Die Funfjahresuberlebensrate bewegt sich um lediglich 0,4-
3% (Krempien et al., 2004).

1.1.8 Therapie

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung des Pankreaskarzinoms besteht nur noch fir 10-15%
der Patienten die Mdglichkeit eines kurativen Ansatzes, den allein die radikale Resektion
des Tumors darstellt. Fir die anderen 85-90% der Patienten bleibt nur noch eine palliative
Therapieoption. Das Primérziel des palliativen Ansatzes ist, die weitere Tumorprogression
zu verhindern und eine Krankheitsstabilisierung zu erreichen. Glimelius et al.
untersuchten als erstes zusatzlich zur Lebenszeitverlangerung die Lebensqualitat als
Zielparameter der Behandlung (Glimelius et al., 1996). In den letzten Jahren wurden die
Therapieoptionen im palliativen Ansatz neben der Lebensverlangerung zunehmend auch
unter dem Aspekt dieses Parameters der Lebensqualitat (,Quality of Life* = QoL) bewertet
(Cascinu et al., 2001). Diese auch als ,clinical benefit response” (CBR) bezeichnete
Analyse beinhaltet Parameter wie Schmerzintensitat, Analgetikaverbrauch, Anstieg des
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Karnofsky-Index (Index zur Beurteilung der Aktivitat von Patienten unter Beriicksichtigung
physischer und sozialer Faktoren) und Gewichtszunahme (L6hr et al., 2003). Der Erfolg
der palliativen Therapie basiert demnach zum einen auf Krankheitsstabilisierung bis

Remission und zum anderen auf Lebensqualitatsverbesserung.

1.1.9 Chirurgie

Wie eingangs bereits erwdhnt sind das &uBerst aggressive Wachstum des
Pankreaskarzinoms und die spate Diagnosestellung Mitursache fiir die extrem schlechte
Prognose dieses Tumors. Die einzige kurative Behandlung stellt das operative Vorgehen
dar. Die Option des kurativen Ansatzes besteht nur fir 10-15% der Patienten. Fir die zu
60-70% im Pankreaskopf auftretenden Karzinome stellt die Pylorus-erhaltende Whipple-
Operation (pp-Whipple) oder der klassische Kausch-Whipple (c-Whipple) die
Standardoperation dar. Der klassische Whipple besteht aus der kompletten Entfernung
des Pankreaskopfes, des Duodenums, der Gallenblase zusammen mit dem distalen
Choledochus, der peripankreatischen Lymphknoten sowie der Lymphknoten im Bereich
des hepatoduodenalen Ligaments und der distalen Hélfte des Magens (Kinzli et al.,
2004). Die Komplikationsrate und die Mortalitéat sind von der Anzahl der durchgeflihrten
Eingriffe (,case load”) des Zentrums abhéangig. GroBe Zentren kénnen den Eingriff mit
einer postoperativen Mortalitat von unter 5% durchfihren (Birkmeyer et al., 2002).

Trotz der Radikalitat der Operationen betragt die Finfjahresiberlebensrate auch hier nur
25%, da eine Mehrzahl der operierten Patienten Lokalrezidive und Fernmetastasen
entwickeln (Yeo et al., 2002).

1.1.10 Radiatio

Zum Zeitpunkt der Diagnose des duktalen Pankreaskarzinoms weisen bis zu 90% der
Patienten ein sehr weit fortgeschrittenes Stadium auf, in dem die Krebserkrankung nicht
mehr nur lokal auf die Bauchspeicheldriise beschrankt ist (Jemal et al., 2003). Dies
gestaltet eine alleinige Strahlentherapie durch die groBe bendtigte Bestrahlungsflache und
die damit verbundene Bestrahlungsmenge als schwierig, zum einen, weil die Patienten
durch ihr hohes Lebensalter und die Tumorerkrankung geschwacht sind, zum anderen,
weil die Bestrahlungsgrenzen benachbarter Organe erheblich Uberschritten werden
kénnen. Deshalb ist die Bestrahlung zur Behandlung des Pankreaskarzinoms nur im
Kontext der Multimodalitatstherapie mit palliativen, adjuvanten oder neoadjuvanten
Ansatzen zu werten. Zusatzlich haben Erfahrungen gezeigt, dass die alleinige
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Strahlentherapie keine lokale und systemische Kontrolle der Erkrankung bewirkt
(Krempien et al., 2004).

1.1.11 Chemotherapie mit Einzelsubstanzen (Monochemotherapie)

Die Monochemotherapie ist Standard in der Behandlung des Pankreaskarzinoms, obwohl
in der Klinik keines der bislang untersuchten Chemotherapeutika Responsraten tiber 10%
erreichen konnte (Ryan, 2005).

Gemcitabine — Gemcitabine ist seit 1996 als Zytostatikum zugelassen und stellt fir die
Pankreaskarzinomtherapie mittlerweile als Monotherapie den Standard mit gréBter
palliativer Wirksamkeit dar. Sie ist der 5-FU-Therapie mit einem medianen Uberleben von
5,7 versus 4,4 Monaten Uberlegen. Obwohl die objektive Responsrate 10% auch nicht
Uberschreitet, ist entscheidend, dass 23,8% der Patienten mit einem subjektiven
klinischen Nutzen profitieren, wahrend sich dieser Effekt nur bei 4,8% der Patienten, die
mit 5-FU behandelt worden waren, nachweisen lie3 (Burris et al., 1997). Ziel der aktuellen
Forschung ist es, die Ergebnisse der Monotherapie mit Gemcitabine etwa durch
Kombinationstherapien mit besseren Responsraten unter Erhaltung und Verbesserung
der Lebensqualitéat zu Ubertreffen.

5-Fluorouracil - Lange Zeit war die Chemotherapie mit 5-FU die einzige Hoffnung fir
Patienten, die am Pankreaskarzinom erkrankten. Allerdings ist die Monotherapie mit 5-FU
nie zu einem anerkannten Standard im Sinne der evidenzbasierten Medizin geworden, da
Ergebnisse randomisierter Studien mit Responsraten von 0-67% stark schwanken (Carter
et al., 1975). Seit etwa 1997 ist es von Gemcitabine (siehe oben) weitgehend abgelést

worden.

Capecitabine — Capecitabine ist ein Prodrug und wird tber die Thymidinphosphorylase,
die in héheren Konzentrationen im Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe
vorhanden ist, in 5-FU umgewandelt. Dadurch wirkt dieses Medikament selektiv im
Tumorgebiet und ist fir den Patienten besser tolerierbar (Schuller et al., 2000). In der
Monotherapie ist Capecitabine Gemcitabine nicht Uberlegen, hat aber durch die gute
Vertraglichkeit klinisches Potential in der Kombinationstherapie.

Von den in neuen Studien getesteten Chemotherapeutika wie Oxaliplatin, Docetaxel,
Paclitaxel, Irinotecan und Raltitrexed hat sich keines gegenlber der Monotherapie mit

Gemcitabine als Uberlegen bewéhrt (Léhr et al., 2003).

10
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1.1.12 Kombinationstherapien Zytostatika

Da Monotherapien zu keiner deutlichen Verlangerung des Uberlebens fiihren, gibt es
Bestrebungen, neue Mdglichkeiten in Form von Kombinationstherapien zu finden. Phase |
und Il Studien berichten haufig UOber verbesserte Responsraten durch
Kombinationstherapien im Vergleich zu Monotherapien. Nie konnten aber klare
Lebensverlangerungen erreicht werden und die Nebenwirkungsrate ist immer hoch (Ryan,
2005).

Der folgende Abschnitt gibt einen kurzen Uberblick (iber die aktuelle Studienlage der
Kombinationstherapien:

5-Fluorouracil-Kombinationen - Obwohl einige Studien gréBere objektive Responsraten
in der Kombinationstherapie mit 5-FU zeigen konnten, fehlt in randomisierten Studien
immer noch der Nachweis eines Vorteils der Lebenszeitverldangerung im Vergleich zur
alleinigen 5-FU-Therapie.

Beispielsweise untersuchte die Arbeitsgruppe von Cullinan et al. in einer randomisierten
Studie drei verschiedene Zyotostatikabehandlungen an 385 Patienten. Die Monotherapie
5-FU wurde mit der Kombination 5-FU und Doxorubicin und mit 5-FU, Doxorubicin und
Mitomycin verglichen. Es ergab sich in allen drei Anséatzen kein Vorteil einer
Kombinationstherapie hinsichtlich der Responsrate oder in der gemessenen medianen
Uberlebenszeit (Cullinan et al., 1985).

Eine weitere Kombinationsstudie von Cullinan et al. bestatigte diese Ergebnisse und
ergab keinen Vorteil einer Kombination im Vergleich zur alleinigen Gabe von 5-FU. Hier
wurden als Kombinationspartner fir das 5-FU die Zytostatika Doxorubicin, Cisplatin,
Cyclophosphamid, Methotrexat, Vincristin und Mitomycin gewéhlt (Cullinan et al., 1990).

Immerhin sind 5-FU-Kombinationstherapien ahnlich wie die Gemcitabinmonobehandlung
der ,best supportive care therapy“ (alleinigen symptomatischen Therapie) in Bezug auf die
Lebenszeitverlangerung weit Uberlegen. Eine Metaanalyse von 1974-2002, die 3458
Patienten einschloss, kam auf eine mediane Uberlebenszeit von 6,4 Monaten fir die auf
5-FU basierende Kombinationstherapie, wahrend das mediane Uberleben des ,best
supportive care“-Ansatzes im Schnitt nur 3,9 Monate betrug (Fung et al., 2003).

11
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Gemcitabine-Kombinationen — Da Gemcitabine sich als Standardmedikament in der
Monotherapie des Pankreaskarzinoms bewdahrt hat, liegt es nahe zu versuchen, seine
Effektivitdt durch Kombinationen weiter zu verstarken.

Die Kombination von Gemcitabine mit 5-FU erschien zunachst sinnvoll aufgrund des
préaklinischen Nachweises eines synergistischen Wirkprinzips, aufgrund der guten
Handhabbarkeit und wegen ihrem gunstigen Nebenwirkungsprofils. Trotz dieser guten
Voraussetzungen hat sich diese Kombination in randomisierten Studien der Monotherapie
von Gemcitabine nicht als Uberlegen gezeigt (Léhr et al., 2003).

Das mit 5-FU verwandte Capecitabine ergab in Kombination in zwei Studien von 2003
hohe Responsraten und bei einzelnen Patienten sogar komplette Remissionen. Allerdings
waren die Patientenkollektive mit jeweils 36 und 32 Patienten relativ klein. Derzeit werden
Studien im Vergleich zur Gemcitabinmonotherapie durchgefiihrt, die diese Ergebnisse
zukunftig bestéatigen sollen.

Auch Studien einer Kombinationstherapie von Gemcitabine mit Cisplatin ergaben
vielversprechende hohe Responsraten von 11,4-52,4% (Heinemann et al., 2000; Copur et
al., 2001; Philip et al., 2001). Allerdings hat sich auch fir diese Kombination eine
signifikante Uberlebensverldngerung nicht vergleichend nachweisen lassen. Angemerkt
sei, dass diese erfolgsversprechende Kombination nicht mit  einer
Ganzkérperhyperthermie kombiniert werden kann, da Cisplatin in dieser Kombination eine
starke Nephrotoxizitat aufweist. Im Rahmen unserer Untersuchungen im Zusammenhang

mit der Ganzkdrperhyperthermie wahlten wir daher das besser vertragliche Carboplatin.

Die Kombination, bei der die hdchsten Ansprechraten gegen das metastasierte
Pankreaskarzinom gezeigt wurden, war Gemcitabine, 5-FU, Cisplatin plus Epirubicin
(PEFG Regime). Eine Studie von Reni et al. konnte Responsraten von 58%, einen
klinischen Nutzen von 78% und eine Uberlebenszeit von 11 Monaten an einem kleinen
selektioniertem Patientenkollektiv verzeichnen (Reni et al., 2001). Diese Ergebnisse
konnten in Folgestudien bislang nicht bestéatigt werden.

Zusammenfassend st festzustellen, dass bis jetzt die Monotherapie trotz
Kombinationsstudien Standard der Behandlung des Pankreaskarzinoms ist. Einige
Studien zeigen jedoch, dass etwa das PEFG-Regime oder die Kombination von Cisplatin
mit Gemcitabine madglicherweise Alternativen mit gréBerem Therapieerfolg zum
herkémmlichen Standard darstellen. Diese Kombinationen kénnten auch nach Progress

12
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der Erkrankung als second-line Behandlung zum Einsatz kommen. Es gilt, diese
Kombination in weiteren Studien zu prifen und ihren Effekt mit alternativen

Behandlungsmdglichkeiten wie z.B. der Hyperthermie zu potenzieren.

1.1.13 Alternative Behandlungsmaoglichkeiten

Alternative Behandlungsmdglichkeiten sind zum Beispiel die Gen- und die
Hormontherapie. Trotz vielversprechender Ergebnisse in praklinischen Studien sind diese
Therapieformen bislang noch weit davon entfernt, in der Klinik eine bedeutsame Rolle zu
spielen. Ein experimenteller Erfolg in der Gentherapie Iasst sich bis jetzt noch nicht in die
Klinik und damit auf humane Pankreaszellen projizieren (Pearson et al., 1998).
Hormontherapien mit Tamoxifen, Flutamid und Somatostatin-Analoga zeigen
experimentell zwar Wirksamkeit. Doch auch sie haben bislang klinisch noch keine
Uberzeugenden Resultate gezeigt und es erscheint sehr unwahrscheinlich, dass diese
Substanzen Bedeutsamkeit in der Behandlung des Pankreaskarzinoms erreichen werden.

1.2 Hyperthermie

1.2.1 Grundlagen und Wirkmechanismen der Hyperthermiebehandlung

Die Urspriinge der Hyperthermie gehen bis in die Antike zurlick. Schon dort war sie als
Behandlungsmethode von Tumorerkrankungen bekannt. Beispielsweise wird das
,Kautern“ (Gewebszerstérung durch Hitze oder Chemikalien) eines Brusttumores im
Edwin Smith Surgical Papyrus erwahnt. Zeitlich liegt dieses Ereignis circa 5000 Jahre
zurick.

Im Volksmund war die Hyperthermie ein Synonym fur die heilende Kraft des Fiebers. Das
Wort selbst stammt aus dem Griechischen von ,hyper” (Uber) und ,therme® (die Warme)
(Adamietz und Wust, 2004). Als systematische Behandlungsmethode der
Malignomtherapie steht die Hyperthermie erst wieder seit Mitte des letzten Jahrhunderts
im Interesse der Wissenschaft, vor allem als Grundlage der multimodalen Therapie (Bisht
und Uma, 1996; Falk und Issels, 2001; Hegewisch-Becker und Hossfeld, 2001; Wust et
al., 2002,). Jede Tumortherapie macht sich das unterschiedliche Ansprechen von
Normgewebe und Tumorgewebe zu Nutze. Man geht davon aus, dass ein veréndertes
Umgebungsmilieu im Tumorbereich die erhdhte Thermosensitivitdt im Gegensatz zum
Normalgewebe ausmacht (Overgaard, 1977; Hahn, 1982). Grund fUr die veranderten
Umgebungsfaktoren ist ein schnelles Tumorwachstum mit ungenugender und
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ungleichmaBiger Blutzirkulation, das zum Missverhéltnis zwischen Stoffwechselbedarf
und eigentlicher Versorgung fuhrt. Daraus resultiert ein niedriger pH-Wert, bedingt durch
einen geringen Sauerstoff- und Nahrstoffgehalt im Tumorgewebe. Ein niedriger pH-Wert
wiederum sensibilisiert die Tumorzellen fur thermische Einwirkungen (Hahn 1982).

Die erfolgreiche Wirkung der Hyperthermie hangt vor allen Dingen von der erreichten
Temperatur im Tumorareal ab. Ab Temperaturen von >42°C beginnt ein direkt
zytotoxischer Effekt auf die Tumorzellen zu wirken (Horsman und Overgaard, 1997).
Ursache fir diesen Effekt ist die Stérung der Synthese von DNA, RNA und Proteinen
durch denaturierende Prozesse (Dewey und Holahan, 1984). Dieser direkt zytotoxische
Effekt ist in der Tumortherapie nur lokal einsetzbar und in der Ganzkérperhyperthermie
wegen der hohen Nebenwirkungen fir die Patienten nicht tolerierbar. Hier kann die milde
Hyperthermie von Temperaturen um 41,8°C eingesetzt werden. Zum einen sensibilisiert
sie die Tumorzellen fur die Effekte von Chemo- und Strahlentherapie durch Schadigung
der DNA-Reparaturenzyme, zum anderen verbessert die milde Hyperthermie zu Beginn
die Oxygenierung des Tumorareals, was zu einer erhdéhten Strahlenwirksamkeit fuhrt
(Dietzel, 1983). Bei einer Kombinationstherapie mit einem Zytostatikum bewirkt die
Hyperthermie zum einen durch bessere Durchblutung und Oxygenierung im Tumorareal
einen erhdhten Medikamentenspiegel (Wiedemann et al., 1992; Wiedemann et al., 1992)
und durch den erhéhten Zellstoffwechsel eine vermehrte Aufnahme des Zytostatikums in
die Zelle. Zum anderen sensibilisiert die Hyperthermie die Zellen flir Zytostatika und
erhéht die medikamentenspezifische Wirkung. Dies gilt besonders fur alkylierende
Substanzen und solche, die mit der DNA in Wechselwirkung treten, wie zum Beispiel
Platinderivate (Adamietz und Wust, 2004).

Einen weiteren Einfluss auf den Erfolg der Hyperthermiebehandlung hat die
Zellzyklusphase, in der sich die Tumorzellen befinden. Es zeigte sich, dass Tumorzellen
speziell in der M- und S-Phase des Zellzyklus thermosensibel sind, wéhrend dagegen
Zellen der GO/G1-Phase hitzeresistente Eigenschaften besitzen (Mackey und Dewey,
1989; Dietzel, 1983).

Klinische Anwendung findet die Hyperthermie bei malignen Tumoren, die durch
Operation, Bestrahlung oder konventionelle Chemotherapie nicht mehr kurativ behandelt
werden konnen. Zu diesen Neoplasien zahlt auch das Pankreaskarzinom. Appliziert
werden kann die Hyperthermie lokal, regional oder als Ganzkdrperhyperthermie (Robins
et al., 1989). Technische angewandte Verfahren zur hyperthermen Applikation sind z.B.
die interstitielle Hyperthermie, die hypertherme Perfusion, die Magnetfeldhyperthermie,
die direkte Thermoablation und die Ganzkérpererwarmung (Robins et al.,1989; Adamietz
und Wust, 2004). Die Ganzkdrperhyperthermie ist flir den Patienten im Allgemeinen recht
gut vertraglich und mit wenig Nebenwirkungen verbunden (Moroz et al., 2002). Die
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meisten Nebenwirkungen der Hyperthermie, wie zum Beispiel Kreislauflberlastungen
oder lokale Uberhitzungen bis kleinere Verbrennungen, treten unmittelbar wahrend der
Therapieapplikation auf, wobei die Ganzkérpertherapie als Anwendungsform vor allem
eine Belastung fir den Kreislauf darstellt und fir den Patienten ein hdheres
Nebenwirkungsprofil aufweist als die lokalen Hyperthermieformen (Adamietz und Wust,
2004). Im folgenden Abschnitt ist die Ganzkdrperhyperthermie speziell noch einmal
beschrieben, da sie als technisches Verfahren in Kombination mit Zytostatikatherapie in
der hier ausgewerteten Pilotphase im Rahmen individueller Heilversuche verwendet

wurde.

1.2.2 Ganzkoérperhyperthermie

Die Ganzkérperhyperthermie erwarmt den gesamten Kérper und hat damit im Gegensatz
zur lokalen und regionalen Hyperthermie als einzige Hyperthermieform die prinzipielle
Mdoglichkeit auch metastasierte Tumore zu behandeln. Sie wird nur in Kombination z.B.
mit Zytostatika eingesetzt (Adamietz und Wust, 2004).

Far die Ganzkdrperhyperthermie werden Infrarotsysteme, infrarotahnliche Systeme
(Aquatherm) sowie dialyseahnliche Systeme zum Aufheizen des Blutes verwendet. In der
Regel findet die Behandlung in einer tiefen Analgo-Sedierung statt.

Bei der hier ausgewerteten Studie wurde ein infrarotahnliches System verwendet. Hier
wird die Wéarmestrahlung in einer Kammer durch heiBes Wasser induziert, das durch
Kupferréhren flieBt. Um eine evaporative Warmeabgabe zu vermeiden, ist die Luft in der
Kammer wasserdampfgesattigt (Bakshandeh et al, 2000).

Speziell die Form der Ganzkdrperhyperthermie fihrt durch die Anhebung der
Kérpertemperatur zu einer sehr starken Kreislaufbelastung des Organismus. Die
Behandlungsform ist daher nur kreislaufstabilen Patienten zuganglich und findet unter
intensivmedizinischer Betreuung statt.

Eine Chemotherapie mit einer Ganzkdrperhyperthermie wurde in vielen Phase | und |l
Studien untersucht (Wiedemann et al., 1996, Wiedemann et al., 1997). Obwohl diese
Studien gerade im Vergleich zur historischen Kontrolle haufig positive Ergebnisse
widerspiegeln, blieb der Nachweis der Wirksamkeit durch Phase Ilb und Phase Il Studien
aus.

Breiten Einsatz fand die Ganzkdrperhyperthermie zur Verstérkung von Zytostatika bei
Weichteilsarkomen und Pleuramesotheliomen (Wiedemann et al., 1996; Wiedemann et
al., 1997; Bakshandeh et al, 2000).
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Die Datenlage zur Kombination einer Chemotherapie mit der Ganzkdrperhyperthermie
zum metastasierten Pankreaskarzinom ist sehr sparlich. Demzufolge muss dieser
Therapieansatz als experimentell angesehen werden.

Prinzipiell gilt fir jede Tumorbehandlung, vor allen solcher mit potentiell invasivem
Charakter, dass préklinische Daten die Wirksamkeit stiitzen sollten.

In der Etablierung der Thermochemotherapiebehandlung des Pankreaskarzinoms haben
wir zum einem praklinische Daten des Thermochemotherapieeinflusses auf die Zelllinie
DAN-G geschaffen. Zum anderen haben wir eine Pilotphase, die im Rahmen individueller
Heilversuche die Wirksamkeit einer Ganzkérperhyperthermie in Kombination mit einer
Zytostatikatherapie prift, beobachtet und zusammenfassend ausgewertet.

1.3  Mit Hyperthermie kombinierte Chemotherapeutika

Wir wahlten fir unsere Untersuchung das derzeitige Standardmedikament Gemcitabine in
Kombination mit einem Alkylanz. Hier fiel die Wahl auf Carboplatin und nicht auf das in
vielen Studien unter normalen Temperaturbedingungen in Kombination mit Gemcitabine
verwendete Cisplatin. Grund hierfur ist die Nephrotoxizitdt von Cisplatin, wenn es mit
Hyperthermie kombiniert wird (Mella et al., 1987; Wondergem et al., 1988). Im folgenden
sind die beiden in der Studie verwendeten Zytostatika kurz beschrieben:

1.3.1 Carboplatin

Carboplatin  (cis-Diamin(1,1-Cyclobutan-dicarboxylato)platin ~ (ll)) gehért zu der
Zytostatikagruppe der alkylierenden Substanzen (alkylieren = Einfligen einer Alkylgruppe)
(Roche Lexikon Medizin, 1999). Der Hauptangriffspunkt dieses Zytostatikums ist
bevorzugt die N-7-Position des Guanins und Adenins (Zeller, 1995). Hier kommt es zu
einer kovalenten Bindung von Zytostatikum und DNA. Das Zytostatikum reagiert an zwei
unterschiedlichen Lokalisationen der DNA. Es bildet innerhalb eines DNA-Stranges und
zwischen den beiden DNA-Strangen Quervernetzungen (intrastrand/interstrand cross-
links). Dieses fuhrt zu einer Inhibition der Synthese und der Transkription der DNA. Die
Wirkung von Carboplatin ist nicht zellzyklusphasenspezifisch (Karow und Roth, 2003).

0
0 NH;
Bt
P
0 NH;
0
Abbildung 1: Strukturformel Carboplatin

16



Einleitung

Im Nebenwirkungsprofil des Zytostatikums ist die Myelosupression der wesentliche
dosislimitierende toxische Effekt (van der Vijgh, 1991). Ferner werden Nebenwirkungen
wie Nephrotoxizitdt, Ototoxizitdt und gastrointestinale Stérungen wie Ubelkeit und
Erbrechen beobachtet (Karow und Roth, 2003).

Das in den meisten Studien zur Behandlung des Pankreaskarzinoms verwendete
Cisplatin hat denselben Wirkmechanismus wie Carboplatin, unterscheidet sich von
diesem aber durch ein anderes Nebenwirkungsprofil und seine h6éhere Instabilitat (van der
Vijgh, 1991).

1.3.2 Gemcitabine

Gemcitabine (2,2 difluordeoxycytidin=dFdC) ist ein  Pyrimidin-Analogon des
Deoxycytidins der DNA. Als Prodrug wird das Zytostatikum durch Nukleosidkinasen
phosphoryliert und aktiviert. Es entstehen Gemcitabinmono-, -di-, und —triphosphat
(dFdCMP, dFdCDP, dFACTP). Aktiv wirken jedoch nur dFdCDP und dFdCTP. Zum einen
wird die Ribonukleotidreduktase durch dFdCDP gehemmt. Sie katalysiert die
Synthesereaktion der Produktion von Desoxynukleotidtriphosphate (dCTP = Baustein der
DNA). Der zweite aktive Metabolit dFdCTP konkurriert mit diesem Baustein dCTP um den
Einbau in die DNA. Die sinkende Konzentration von dCTP verstarkt den Einbau von
dFACTP (Plunkett et al., 1995; Plunkett et al. 1995; Lilly, 2004). Hinter dem
Pyrimidinanalogon lagert sich eine weitere nicht verédnderte Base an (masked chain-
termination). Dieses bewirkt eine Hemmung des Reparaturmechanismus (der
Exonukleasen). Es kommt zur Hemmung der DNA-Synthese und zur Apoptose der Zellen
(Plunkett et al., 1995; Plunkett et al. 1995).

Gemcitabine wirkt zellphasenspezifisch in der Synthesephase (S-Phase) des Zellzyklus
(Lilly, 2004).

NH,

HO
—I/O

oH F F

Abbildung 2: Strukturformel Gemcitabine
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Gemcitabine ist ein fir die Patienten relativ gut vertragliches Zytostatikum. Zu den am
meisten berichteten Nebenwirkungen gehéren Symptome wie Ubelkeit, Erbrechen,
Anstieg der Transaminasen oder der alkalischen Phosphatase, Hautexantheme oder
Odeme. Dosisbegrenzende Nebenwirkung dieses Zytostatikums ist die Myelosuppression
(Lilly, 2004).

1.3.3 Gemcitabine und Carboplatin

Wegen der groBen Unterschiede von Cisplatin und Gemcitabine in den Wirkmechanismen
und den Nebenwirkungsprofilen haben sie in der Kombinationstherapie ein groBes
klinisches Potential (Peters et al., 1995). |Ihre Wirkung ist synergistisch. Dieses
synergistische Wirkprinzip beruht zum einen darauf, dass Gemcitabine ein Inhibitor des
DNA-Reparaturmechanismus ist und die durch Cisplatin hervorgerufenen multiplen
Veranderungen der DNA potenziert (van Moorsel et al., 1999; Yang et al., 2000). Zum
anderen steigert Cisplatin den Einbau von Gemcitabintriphosphat in die DNA (van
Moorsel et al., 1999). Auch in Kklinischen Studien konnte die Effektivitat dieser
Kombinationstherapie nachgewiesen werden (Heinemann et al., 2000; Philip et al., 2001;
Colucci et al., 2002).

In der Literatur findet man zusatzlich Versuche, durch die zeitlich versetzte Gabe dieser
beiden Zytostatika ihre synergistische Wirkung zu verstarken. Die Ergebnisse variierten in
Abhé&ngigkeit von den behandelten Tumorzellen. In einer Studie von van Moorsel et al. mit
Lungentumorzellen im Tiermodell konnte eine Wirkverstarkung durch die vorangehende
Behandlung mit Gemcitabine und eine nach vier Stunden folgende Gabe von Carboplatin
belegt werden (van Moorsel et al., 1999). Braakhuis et al. dagegen fanden heraus, dass in
Xenograftlinien von Kopf- und Halstumoren eine simultane Gabe der
Kombinationstherapie oder vorangehende Gabe von Carboplatin von Vorteil ist
(Braakhuis et al., 1995).
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2 Fragestellung

Bei der Behandlung des fortgeschrittenen metastasierten Pankreaskarzinoms zeigt
lediglich das Chemotherapeutikum Gemcitabine eine klassisch relevante Wirksamkeit mit
5% objektivem Ansprechen. Die Thermochemotherapie kdnnte die Wirksamkeit dieses
Zytostatikums moglicherweise erhdéhen.

Diese Dissertationsarbeit befasst sich mit praklinischen und klinischen Aspekten eines
Therapiekonzeptes unter Verwendung von Carboplatin und Gemcitabine in Kombination
mit einer Ganzkdrperhyperthermiebehandlung.

Folgende Fragen sind durch diese Versuche zu beantworten:

1. Wie ist die Wirksamkeit der zytostatischen Substanzen allein oder in Kombination
auf die humane Pankreaskarzinom-Zelllinie DAN-G einzuschéatzen?

2. Verstarkt sich die Wirksamkeit der oben genannten Medikamente unter
Hyperthermiebedingungen in vitro auf die DAN-G Zellen?

3. Beeinflusst die Thermochemotherapie den Zellzyklus bzw. wie viele Zellen befinden
sich vor und nach der Thermochemotherapie in der kaum thermosensiblen GO-
Phase?

4.  Andert sich die Wirksamkeit der Medikamente Carboplatin und Gemcitabine in
Kombination durch eine sequentielle zeitlich versetzte Gabe?

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Dissertationsarbeit ist die Auswertung des
Therapiekonzeptes der  Kombination von  Carboplatin, ~Gemcitabine  und
Ganzkdrperhyperthermie an Patienten mit inoperablem Pankreaskarzinom, die im
Rahmen von individuellen Heilversuchen an der Universitat zu Libeck behandelt worden
sind.
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3 Material und Methoden

3.1 Zelllinien

Die in unseren in vitro Versuchen verwendete Zelllinie DAN-G entstammt der
Tumorzellsammlung des dem Deutschen Krebsinstitut assoziierten Instituts ,Cell Lines
Service” (Heidelberg BRD). Histologisch handelt es sich um einen Tumor epithelialer
Herkunft. Die Zellen wurden dem Primartumor eines 68-jahrigen Patienten kaukasischer
Abstammung extrahiert. Die Zelllinie hat eine Verdopplungszeit von 33 Stunden.

3.2 Kulturbedingungen

Die Tumorzellen der DAN-G-Zelllinie wurden in 75 cm?-Zellkulturflaschen aus Polystyrol
(Nunc) bei 37°C, 5% CO, und 95% relative Feuchte als subkonfluente Monolayerkultur im
Brutschrank kultiviert. Dem Medium RPMI 1640 (Cambrex) wurden 50 ml 10% fetales
Kalberserum (Biochrom) und 1 ml Penicillin-Streptomycin (Roche) in einer Konzentration
50000 U/ml Penicillin und 50 mg/ml Streptomycin zugesetzt. Ein- bis zweimal pro Woche
wurde in Abhangigkeit von der Zelldichte entweder das Medium gewechselt oder die
Zellen passagiert. Die Zellen wurden im Verhéaltnis 1:10 verdlnnt.

3.3 Kiristallviolett-Test

Die Bestimmung der Zellmasse als MaB fir die Proliferation nach Zytostatikaexposition
und die Lebensfahigkeit der untersuchten Zellreihe erfolgte durch den Kristallviolett
Assay. Im Gegensatz zum MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) Assay, der die metabolische Aktivitat der Zellen misst, basiert der Kristallviolett
Assay auf die totale Bindungskapazitat der Zellen, die mit der Biomasse der Zellen
korreliert (Bernhardt et al, 1992). Die Untersuchung der Zellreihen auf ihre
Zytostatikasensibilitdt durch den Kristallviolett Assay basiert auf den standardisierten
Kristallviolett Assay flir monolayer Kulturen (Gillies et al., 1986; Kueng et al., 1989; Reile
et al., 1990).

Der am Ende des Versuches durch Essigsdure aus den Zellen geléste Farbstoff
Kristallviolett (N-hexamethylpararosaniline) ist direkt proportional zur Anzahl der lebenden
Zellen. Er wird photometrisch bestimmt.
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Nach Einstellen der benétigten Zellzahl (3x10*/ml oder 1x19%/ml im Zellzyklusversuch)
werden die Ansatze nach Ablauf des jeweiligen Versuchsprotokolls (Erfassung des
Linearitatsbereichs, 1IC50 Findung, Thermochemotherapie etc.) in die Vertiefungen einer
96-Loch-Flachboden-Mikrotiterplatte (Nunc) ausgesat und nach Inkubation durch den
Kristallviolett Assay ausgewertet. Ein Versuchsansatz entspricht sechs Vertiefungen. Im
folgenden ist das Versuchsprotokoll des Kristallviolett Assays beschrieben.

Kristallviolett-Testdurchfiihrung:

1. Die zu untersuchenden Zellen werden in Mikrotiterplatten inkubiert und behandelt.
Immer wird eine Kontrolle ohne Prifsubstanz mitgefihrt.

2.  Nach der Inkubationszeit bzw. Behandlung mittels Zytostase werden 20 pl
Glutaraldehyd-Lésung (11%) zur Fixation der Zellen hinzugegeben, 15 Minuten auf
einem Plattenrittler gemischt, anschlieBend mit Aqua dest. gewaschen und an der
Luft getrocknet.

3. Im néachsten Schritt werden 100 ul des 0,1%-igen Farbstoffes Kristallviolett 20

Minuten auf die Zellen gegeben und ebenfalls auf dem PlattenrGttler gemischt.

4.  Nach erneutem Waschen und Trocken lysieren 100 ul einer 10% Essigsaurelésung

die Zellen und setzen den Farbstoff frei.

5. Bei 590 nm werden die Mikrotiterplatten photometrisch gemessen und die

Extinktionswerte in Excel ausgewertet.
Verwendete Reagenzien:

- Aqua dest.

- Essigsaure (Merck)

- Fetales Kalberserum (FKS) (Biochrom)

- Glutaraldehyd Grade Il 25% Aqueous Solution (Sigma)
- Kristallviolett (Sigma)

- NaCl-Lésung 0,9%

- Penicillin Streptomycin (Roche)

- RPMI 1640 Medium (Cambrex)

- Trypsin EDTA (Boehringer)
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3.4 Erfassung des Linearitatsbereichs der verwendeten Zelllinie

Um Standardbedingungen fiir die Zelllinie DAN-G und die Therapieversuche aufzustellen,
wurde die Beziehung zwischen Zelldichte, Absorption und Inkubationszeit untersucht. Die
Zellzahl und die Inkubationszeit fur alle weiteren Versuche wurden anhand der
Ergebnisse gewahlt.

Aus einer exponentiell und adh&rent wachsenden Stammkultur wurden die Zellen einer 75
cm? Kulturflasche trypsiniert. Trypsin spaltet die Adhasionsproteine der Zellen, die ein
Anheften am Boden der Kulturflasche erméglichen. In einer Neubauer-Zahlkammer
wurden die Zellen unter dem Mikroskop ausgezéhlt und die Zellzahl x10° berechnet:

nx2,.5
1000

Rechnung: = Zellzahl x 10%/ml

In sterilen Zellkulturréhrchen wurde eine Zellverdinnungsreihe mit folgenden

Konzentrationen hergestellt:

Tabelle 2:  Zellverdiinnungsreihe zur Messung des Linearitatsbereiches der Zelllinie DAN-G

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4 Ansatz 5

1 x 10%/ml 5 x 10%/ml 2 x 10%/ml 1 x 104/ml 5 x 10%/ml

Je 100 ul einer Verdinnungsstufe wurden zu 100 ul Medium in ein Well der
Mikrotiterplatte pipettiert. Ein Ansatz entsprach sechs gleichbefillten Wells.

Pro Ansatz wurde ein Leerwert mitgefuhrt, der aus 200 pul Medium bestand. Die Zellen
wurden im Brutschrank bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer Feuchte inkubiert. An den
vier darauf folgenden Tagen, d.h. nach 24, 48, 72 und 96 Stunden wurde jeweils eine
Mikrotiterplatte dem Brutschrank entnommen und mittels des Kristallviolett Assays
gemessen. Auf Grund dieser ermittelten Linearitdt des Wachstums und der
Inkubationszeit war es mdglich, den fiir die Versuche optimalen Messbereich zu ermitteln.

3.5 Ermittlung der Zytostatikakonzentrationen

Die Zellen wurden in unseren Untersuchungen mit den Zytostatika Carboplatin und
Gemcitabine  behandelt.  Carboplatin ~ wird im  Rahmen der  klinischen
Thermochemotherapie dem starker zytotoxisch wirksamen Cisplatin vorgezogen, da
Cisplatin in der Kombination mit Hyperthermie in vivo eine dosislimitierende

22



Material und Methoden

Nephrotoxizitat hervorruft (Mella et al., 1987; Wondergem et al., 1988). Da es Ziel der
Studie ist, bei erfolgreichen Ergebnissen im in vitro Modell die Therapieoption der
Thermochemotherapie fiir das Pankreaskarzinom in ein in vivo Modell zu Ubertragen,
wahlten wir das besser vertragliche Carboplatin.

Es sollte fur beide Medikamente die Inhibitionskonzentration von 50% bestimmt werden.
Das heiBt, dass fir die Versuche die Konzentrationen der Medikamente bendtigt wurden,
die zur Reduktion der Zellzahl auf 50% fiihren. In diesem mittleren Uberlebensbereich
lassen sich sowohl groBe positive als auch negative Abweichungen erfassen.

Versuchsablauf:

1. Am ersten Tag wurden die Zellen in einer Konzentration von 3 x 10%ml in
Mikrotiterplatten eingesat und unter Standardbedingungen inkubiert (100 pl
Zellsuspension und 100 pl Medium pro Well).

2. Am zweiten Tag wurden die Kulturiberstdnde entfernt und 200 pl eines
zytostatikahaltigen Mediums auf die Zellen gegeben. Zu diesem Zweck wurden
Stammlésungen der beiden Medikamente in steriler PBS-Lésung angesetzt und

weiter verdinnt.

Tabelle 3:  Verwendete Endkonzentrationen von Carboplatin und Gemcitabine

Medikament Endkonzentrationen
Carboplatin 20-200 ug/mi
Gemcitabine 0,025-5000 ug/ml

Wegen der kurzen Haltbarkeit der Zytostatika Carboplatin und Gemcitabine wurden
jeweils neue Stammldésungen pro Versuch angesetzt. Besonders Carboplatin ist bei
Lésung in einem Cl-haltigen oder sauren Medium instabil und wird in Cisplatin
umgewandelt (Curis et al., 2000; Schnurr und Gust, 2002). Nach Zytostatikazugabe
wurden die Zellen erneut im Brutschrank bei 37°C, 5% CO? und 95% relativer

Feuchte inkubiert.

3. Am vierten Tag wurde die zytotoxische Wirkung mittels des Kristallviolett Assays zur
Feststellung der Zelllberlebensrate, wie unter 2.3 beschrieben, bestimmt. Die immer
mitlaufende Kontrolle entspricht dem Wachstum von 100%.

4.  Die Ergebnisse wurden in MS-Excel ausgewertet und die Inhibitionskonzentration
50% mit dem Softwareprogramm GraphPad Prism 4 (Version 4.0) ausgerechnet.
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Die in diesen Versuchen ermittelten 1Cso-Konzentrationen der beiden Zytostatika

Carboplatin und Gemcitabine wurden in allen weiteren Versuchen verwendet.

3.6 Hyperthermieerzeugung

Um die Zellen fir eine Stunde unter reproduzierbaren Bedingungen auf 39°C, 41,8°C und
43°C zu erwarmen, wurden sie in Safe-Lock Eppendorf Tubes (2 ml) in ein vorgeheiztes,
temperaturkontrolliertes Wasserbad gestellt. Diese ist laut einer Arbeitsgruppe die am
besten zu steuernde Erwarmung der Zellen (W6Bmann, 1994). Nach einer Aufwarmphase
von 15 Minuten erfolgte die einstindige Hyperthermiebehandlung der jeweiligen
Versuchsansatze. Wahrend der Therapie wurde die Temperatur des Wasserbads standig

Uber ein Thermometer kontrolliert.

3.7 Thermochemotherapie

Die Zellen einer Passage wurden trypsiniert und in einem 50 ml-Réhrchen bei 1500 U/min
in der Megafuge drei Minuten lang zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde
resuspendiert und die Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop
bestimmt. Fiir die Versuche wurde die Zellzahl auf 3 x 10%/ml eingestellt.

Parallel dazu wurden die Inhibitionskonzentrationen 50% von Carboplatin und
Gemcitabine hergestellt. Jedes Eppendorf-Réhrchen enthielt 1 ml Zellen und 1 ml des
jeweiligen Zytostatikums. Der Kontrollansatz beinhaltete statt des zytostasehaltigen
Mediums reine PBS-Lésung.

Folgende Ansétze wurden hergestellt:

Tabelle 4:  Die einzelnen Ansétze der Thermochemotherapieversuche

Temperatur Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4

37°C Kontrolle - . Carboplatin und
Carboplatin Gemcitabine Gemcitabine

39°C Kontrolle Carboplatin Gemcitabine | C2rboplatin und
Gemcitabine

41,8°C Kontrolle : ot Carboplatin und
Carboplatin Gemcitabine Gemcitabine

43°C Kontrolle : o Carboplatin und
Carboplatin Gemcitabine Gemcitabine
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Die Eppendorf Tubes wurden mit dem jeweiligen Ansatz in die vorgeheizten und
temperaturkontrollierten Wasserbader gestellt. Der 37°C Ansatz wurde im Brutschrank bei
5% CO, und 95% relativer Feuchte inkubiert. Das entsprach den Bedingungen der
Vorversuche. Da es sich bei den Eppendorf Tubes allerdings um geschlossene Systeme
handelt, kann man annehmen, dass es durch die unterschiedlichen Atmospharen nicht zu
unterschiedlichen  Versuchsbedingungen kam. Es folgte die einstiindige
Hyperthermiebehandlung, in deren Verlauf die Temperatur standig kontrolliert wurde.
Nach Ablauf der Therapie wurden die Zellen in der Eppendorf Zentrifuge (5417R) bei
1500 U/min drei Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das
entstandene Zellpellet in 1 ml frischem und sterilem Medium resuspendiert. Die
behandelten Zellen wurden in Mikrotiterplatten eingesat (100 ul Zellen und 100 pl
Nahrmedium). Jeder einzelne Ansatz bestand aus sechs Mikrotiterwells. Die Versuche
wurden fir jeden Sechsfach-Ansatz mindestens sechsmal durchgefihrt.

AnschlieBend wurden die Zellen unter den Standardkulturbedingungen fir 72 Stunden im
Brutschrank inkubiert. Zur Auswertung des Versuches wurden die Extinktionen der
Ansétze mittels des oben beschriebenen Kristallviolett Assays bestimmit.

3.8 Zeitlich versetzte Zytostatikabehandlung

Die Zellzahl wurde auf 3 x 10%/ml eingestellt. Parallel wurden die Stammldsungen von

Carboplatin und Gemcitabine hergestellt und auf ihre jeweiligen ICso-Konzentrationen

verdinnt.

Tabelle 5:  Ansétze der zeitlich versetzten Gabe der Zytostatika

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3
Carboplatin und Erst Carboplatin und nach | Erst Gemcitabine und nach
Gemcitabine zeitgleich 2 h Gemcitabine 2 h Carboplatin

Je 1 ml Zellen und 1 ml des jeweiligen Zytostatikums wurden in ein Eppendorf Tubes
gegeben und bei 37°C unter Standardbedingungen im Brutschrank inkubiert. Nach einer
halben Stunde wurde das jeweilige noch fehlende Zytostatikum in Ansatz 2 und 3
dazugegeben. Nach Zentrifugation und Resuspension in 1 ml Ndhrmedium wurden die
Zellen in Mikrotiterplatten eingesat und fir 72 Stunden im Brutschrank bei 37 °C kultiviert.
Die Ansétze wurden im Kristallviolett Assay gemessen und ausgewertet.
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3.9 Analyse des Zellzyklus

3.9.1 Prinzip der durchflusszytometrischen Zellzyklusanalyse

Somatische Zellen unterliegen einem Zellzyklus, der sich in Stadien einteilen lasst.
Unterschieden werden kénnen sie zum Beispiel durch den unterschiedlichen DNA-Gehalt.
Nach der mitotischen Zellteilung, die aus Pro-, Meta-, Ana- und Telophase besteht, treten
die Zellen in die GO- oder Gi-Phase ein. Sowohl in der G1-Phase, die der
Wachstumsphase entspricht, als auch in der GO0-Phase, der Ruhephase, weisen
eukaryonte Zellen einen diploiden Chromosomensatz (2n) auf. In der darauf folgenden S-
Phase, der Synthesephase, variiert der DNA-Gehalt zwischen 2n und 4n, bis in der G2-
Phase ein doppelter diploider Chromosomensatz vorliegt. In der folgenden Mitose verteilt
sich der Chromosomensatz auf zwei Tochterzellen.

Diesen variierenden DNA-Gehalt im Zellzyklusverlauf macht man sich bei der FACS-
Analyse zu Nutzen. Die Zellen werden vorbereitend denaturiert, in diesem Fall durch
Salzsaure (HCI). So ist es mdglich, sie mit Bromodesoxiuridin (BrdUrd) zu markieren
(BrdUrd Staining). Erst durch die Denaturierung der DNA und die Markierung mit BrdUrd
lasst sich die DNA mit einem Antikérper farben (Dolbeare et al., 1983). Verwendet wurde
der fluoreszierende Antikérper 7-AAD (Fa. Sigma, Deisenhofen). Der Gehalt dieser
fluoreszierenden Antikdrper ist proportional zum DNA-Gehalt der Zellen und lasst
Rickschlisse auf die jeweilige Zellzyklusphase zu (Siehe Abbildung 3).

G01

Abbildung 3: Schematische Darstellung einer Zellzyklusanalyse durch FACS-Scan (Auf der Abszisse ist
die Intensitat der Fluoreszenz aufgetragen, die proportional zum DNA-Gehalt ist. Die
Ordinate entspricht der Anzahl der Zellen).
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Gemessen werden die Zellen in einem Durchflusszytometer, dem FACS-Gerat. Die
Abkirzung FACS steht fir Fluoreszenz-Activated-Cell-Sorter. Grundlage dieser Messung
ist eine Antigen-Antikérper-Reaktion mit den fluoreszierenden Antikérpern. Das die
fluoreszierenden  Antikérper anregende Licht stammt in der analytischen
Durchflusszytometrie meist von einem Argonlaser. Er erzeugt monochromatisches Licht
mit einer Wellenlange von 488 nm. Der verwendete Antikérper muss sein
Absorptionsspekirum im Bereich dieser Wellenlange haben, denn je weiter es vom
Absorptionsmaximum von 488 nm entfernt ist, desto geringer ist die Intensitat der
Fluoreszenz (Volk, 1991). Der Strahl des Argonlasers wird durch ein Linsensystem
gebilndelt und in eine elliptische Form gebracht.

Damit die Zellen gleichmaBig und vollstandig durch den Laserstrahl beleuchtet werden,
muissen sie einzeln und mittig durch das Glasrdéhrchen flieBen. Um das zu gewahrleisten,
ist die Zellsuspension von einer Mantelflissigkeit (sheath fluid) umgeben, die einen
héheren Druck als die Probe aufweist. Die Zellsuspension wird durch eine Dise (g 70 um)
gepresst, wodurch die Beschleunigung des Zellflusses eine Aufreihung der einzelnen
Zellen bewirkt. Sie kreuzen den Laserstrahl im rechten Winkel. Durch die Anregung der
Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes werden sie auf ein hdheres Energieniveau
gehoben. Wahrend des folgenden Ruckfalls auf ihr Ursprungsniveau wird Energie in Form
von Photonen frei. Uber eine spezielle Photodiode wird die Photonenkonzentration
registriert. Jede Zelle kann durch den Gehalt an Fluoreszenz und durch entstehende
Lichtbeugung und Lichtstreuung analysiert werden.

Man erhalt Informationen (Uber die GrdéBe, die Granulation und die
Fluoreszenzeigenschaften der Zelle. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Zellzyklusstadien untersucht und damit die Quantitét der gemessenen Fluoreszenz.

An das FACS-Scan war ein Apple Macintosh angeschlossen, an dem die gemessenen
Daten ausgewertet wurden.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Prinzips der Durchflusszytometrie (aus: Internet;
http://www.facslab.toxikologie.uni-mainz.de/zytometrie.jsp)

3.9.2 Versuchsablauf der Zellzyklusanalyse

Um die Phase des Zellzyklus zu bestimmen, in der sich die Zellen nach der Behandlung
durch Thermochemotherapie befanden, wurden sie wie unter 2.7 beschrieben erneut
behandelt. Einziger Unterschied war, dass die Zellzahl nicht 3 X 10%ml betrug, sondern
auf 1 x 10%ml eingestellt wurde. Grund hierfiir war die fiir die Messung am FACS-Scan-
Gerat mindestens bendtigte Zellzahl. Durch die Reduktion der Zellzahl nach der
Thermochemotherapiebehandlung entsprach die Zellzahl 1 x 10%ml dem mindestens
bendtigten Zellvolumen. Nach Einstellen dieser Zellzahl wurde auch in diesem Versuch
aus der Stammlésung von Carboplatin und Gemcitabine die jeweilige ICso-Konzentration
hergestellt. Im Anschluss erfolgte die Behandlung der Zellen bei 37°C im Brutschrank
unter den o.g. Standardbedingungen. Die Ansatze mit 39°C und 41,8°C wurden wiederum
im Wasserbad fir eine Stunde inkubiert. Der Thermochemotherapieansatz der Zellen bei
43°C entfiel, weil in diesem Temperaturbereich nach der Behandlung nicht mehr
genugend Zellen zur Zellzyklusmessung vorhanden waren. Im Anschluss an die
Thermochemotherapie wurden die Zellen nach dem New Acid Protokoll (Sasaki et al.,
1988) lysiert und die DNA mit dem 7-AAD (Fa. Sigma, Deisenhofen) Antikdrper markiert.
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Es folgte die FACS-Analyse. Im folgenden Abschnitt ist das New Acid Protokoll
dargestellt.

3.9.3 New Acid Protokoll (Sasaki et al., 1988)

1. Abldsung der Zellen
- Zugabe von 1 ml Trypsin und 10 ml NaCl auf die Zellen
- nach Abldsung der adharenten Zellen vom Boden Zugabe von 4 ml Medium
- Zentrifugation im Falconréhrchen 3 min. bei 1500 rpm

- Resuspendierung in 200 ul PBS

2.  Fixation der Zellen
- Zugabe von 1 ml DMS-Fixierl6sung
- 5 min. Fixation bei —20°C
- Zentrifugation 3 min. 1500 rpm
- 1x Waschen

- Resuspendierung in 100 ul PBS

3.  Saureanreicherung (New Acid Treatment)
- Zugabe von 1 ml HCI (2N)
- 30 min. bei Raumtemperatur einwirken lassen
- Zentrifugation 3 min. 1500 rpm
- Zugabe von 1 ml 0,1M Borax (pH 9,0)
- 20 min. bei Raumtemperatur einwirken lassen
- Zentrifugation 3 min. 1500 rpm
- 1x Waschen mit 1 ml PBS

4.  Farbung (BrdU-Staining)
- Resuspendierung in 1 ml PBS
- In ein FACS-Réhrchen Uberflhren
- 20 ul 7-AAD hinzufigen

- 30 min Einwirkzeit (im Dunkeln)
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Tabelle 6:  Ansétze der verschiedenen Reagenzien fiir das New Acid Protokoll

Borax 1,9 g + 50 ml Aqua. Dest.
Antikérper (7AAD) 1 mg 7AAD + 2 ml PBS
DMS-Stock 100 mg DMS + 1 ml Methylformamid
600 mg Tris-Puffer + 1000 mg NaSo,
DMS-Puffer + 100 ml Aqua.dest.
Fixierlosung 1 ml DMS-Puffer + 100 ul DMS-Stock

3.10 Biometrische und statistische Auswertung der Versuche

Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm MS-Excel durchgeflhrt. Aus den
durch den Kiristallviolett Assay ermittelten Absorptionswerten wurde die relative
Absorption (Zelliberlebensrate) folgendermaBen berechnet:

Mittelwert der optischen Dichte des jeweiligen Versuchsansatzes (OD)
Mittelwert der Kontrolle (Zellen bei 37 °C ohne Zusatz) (OD)

Zusatzlich wurden die Standardabweichungen in MS-Excel errechnet.

Die als IC5, definierte Konzentration ist die Konzentration eines Zytostatikums, bei der
noch 50% der behandelten Zellen (berleben. Diese lieBen sich aus den ermittelten
Graphen bestimmen. Es ergaben sich Graphen nicht-linearer Funktion. Deshalb wurden
die sigmoidalen Dosis-Wirkungskurven erstellt und die 1Cso-Konzentration mit dem
Softwareprogramm GraphPad Prism 4 (Version 4.0) berechnet."

Zur Bestimmung der Zellzyklusstadien der Versuchsansatze wurden die gewonnenen
Daten mit dem Softwareprogramm Cylchred (Cell Cycle Analysis of DNA histograms by
Cylchred) analysiert. Durch das Programm Cylchred werden die entstandenen
Flacheninhalte (AUC = area under the curve), die die verschiedenen
Zellzyklusphasenanteile reprasentieren, abgeschatzt (Ormerod et al., 1987; Watson et al.,
1987). Zuvor mussten die Histogramme mit dem Programm WinMDI 2.8 (Windows
multiple Document Interface for Flow Cytometry) aus den Daten des an das FACS-Scan-

Gerat angeschlossenen Computers (Mac Apple) erstellt werden.

' H.J. Motulski and A. Christopoulos, Fitting models to biological data using linear and nonlinear
regression. A practical guide to curve fitting. 2003, GraphPad Software Inc., San Diego CA,
www.graphpad.com (S. 258/259)
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3.11  Klinische Pilotphase zur Wirkung von Carboplatin und Gemcitabine
mit Ganzkorperhyperthermie bei metastasiertem Pankreaskarzinom

Nach vorliegenden Daten ist, wie mehrfach schon erwahnt, die Effektivitdt der Therapie
des Pankreaskarzinoms immer noch sehr gering und nicht zufriedenstellend. Es sollte
nach alternativen Behandlungsoptionen mit Hilfe von Kombinationstherapien gesucht
werden. Im  Rahmen individueller = Heilversuche = wurden  Patienten  mit
Ganzkdrperhyperthermie, Carboplatin und Gemcitabine an der Universitat zu Libeck
behandelt. Behandelt wurden Patienten im Alter von 18-65 Jahren vorwiegend mit einem
neu diagnostizierten Pankreaskarzinom, das vor der Studie noch nicht mit anderweitigen
Zytostatika (ausgenommen Patienten mit Krankheitsstabilisierung unter einer palliativen
Chemotherapie mit Gemcitabine) behandelt worden war.

Vor Therapiebeginn wurden eingehende Staginguntersuchungen durchgefiihrt. Bei
Therapiebeginn durften diese Untersuchungen nicht langer als 21 Tage zurlickliegen, um
eine optimale Beurteilung des Therapiererfolges zu gewahrleisten.

Die Ganzkdérperhyperthermie wurde mit einem Wé&rmestrahler (,Radiant-Heat-Device®
Aquatherm, Cancer Research Institute NY, NY USA, 37) durchgefihrt.

Das Behandlungsprotokoll schrieb am ersten Tag eine Infusion von Gemcitabine (800
mg/m?) Uber 20 Minuten intravends unter Raumtemperaturbedingungen vor.

Die Hyperthermiebehandlung fand am zweiten Tag des Zyklus statt. Die
Kérpertemperatur des Patienten wurde im Warmestrahler auf 41,8°C angehoben. Wenn
die Zieltemperatur von 41,8°C erreicht war, wurde der Patient aus der Warmekammer
geholt und mit einer Isolierdecke zugedeckt, um einen Warmeverlust zu verhindern und
die Temperatur tGber 90 Minuten zu halten. Wahrend dieser sogenannten Plateauphase
wurde Carboplatin (AUC 5) tber 20 Minuten infundiert. Die Temperatur wurde mittels
Thermometer im Osophagus und im Rektum wéhrend der Therapie standig kontrolliert.
AnschlieBend wurde der Patient abgedeckt und kiihlte dadurch langsam ab.

Am 8. und 15. Tag wurde abermals Gemcitabine ohne Hyperthermie gegeben. Das
vollstdndige Behandlungskonzept sah jeweils maximal vier Zyklen pro Patient vor.
Zunachst wurden zwei Zyklen Carboplatin und Gemcitabine plus Ganzkérperhyperthermie
durchgefiihrt. Wurde bei einem erneutem Restaging eine komplette Remission (CR),
partielle Remission (PR) oder Erkrankungsstabilitdt (NC) erreicht, wurden maximal zwei
weitere Zyklen angeschlossen. Nach dem vierten Zyklus wurde erneut eine
Erfolgsbeurteilung der Therapie angeschlossen.

Ausgewertet wurden die Uberlebenszeit, die progressionsfreie Zeit, die Ergebnisse der
gesamten Therapie und die Toxizitat unter WHO-Kriterien.
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4 Ergebnisse

4.1 Wachstumsverhalten der DAN-G Zelllinie, gemessen im Kristallviolett
Assay

Das Wachstumsverhalten der Pankreaskarzinomzelllinie DAN-G wurde ermittelt, um
Aussagen Uber die Art des Wachstums (z.B. exponentiell oder linear) und die nétige
Prainkubationszeit machen zu kdnnen. Die Eingangszellzahl und die Prainkubationszeit
wurden so abgestimmt, dass die resultierenden Zellzahlen nach der Behandlung mit den
Zytostatika im Messbereich des Kristallviolett Assays liegen. Die ermittelten Kurven
ermoglichen die Festlegung der Zahl einzusaender Zellen, um Ergebnisse im
Messbereich zu erhalten, die zum einen reproduzierbar sind und zum anderen
gréBtmdgliche Veranderungen der Proliferation und der Proliferationshemmung erkennen
lassen.

Das Wachstumsverhalten der DAN-G Zelllinie in Abhéngigkeit von der eingesaten Zellzahl
ist in Abbildung 5 und Abbildung 6 dargestellt.

3.5+
500 Zellen
1000 Zellen
2.5+ 2000 Zellen
a 3000 Zellen
O 5. —o— 5000 Zellen
—B8- 10000 Zellen
0.5+
0 1 2 3 4 5

Tage

Abbildung 5: Wachstumskurve der DAN-G Zelllinie: Photometrische Bestimmung der optischen Dichte
(OD) in Abhangigkeit von der eingesaten Zellzahl gemessen im Kristallviolett Assay nach 1,
2,3, 4 Tagen.
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Abbildung 6: Wachstumskurve der DAN-G Zelllinie: Bestimmung der Gesamtzellzahl in Abhangigkeit zur
eingeséten Zellzahl gemessen im Kristallviolett Assay nach 1,2,3,4 Tagen.

Die Abhangigkeit der gemessenen Extinktion im Photometer, die in den Graphiken der
optischen Dichte (OD) bzw. dem Zellzahlanstieg auf der y-Achse entspricht, ist im
Verhaltnis zu den Tagen der Inkubationszeit im Brutschrank auf der x-Achse dargestellt.
Die optische Dichte ist proportional zur Zellzahl. Sie sollte allgemein nicht gréBer als 3,0
sein, da bei 3,5 der gerade noch messbare Bereich des Photometers erreicht ist. Nach
unten hin sollten die Werte nicht kleiner als der Leerwert sein, der bei jeder Messung
mitgefuhrt wird.

Aus den sechs entstandenen Graphen lassen sich die optimalen Versuchsbedingungen in
Bezug auf die Inkubationszeit und die eingesate Zellzahl wahlen. Jeder Graph entspricht
einer definierten eingeséaten Zellzahl (500, 1000, 2000, 3000, 5000 und 10000 eingesate
Zellen pro Mikrotiterplattenvertiefung).

Fir die DAN-G Zelllinie besteht in Abhangigkeit von der eingeséaten Zellzahl von 500 bis
10000 Zellen jeweils eine fast lineare Beziehung zwischen den Tagen in Kultur und der
Zellzahl bzw. OD (Abbildung 1 und Abbildung 2). Mit zunehmenden Inkubationszeiten, die
den Tagen 1 bis 4 entspricht, steigt die Zellzahl in den Mikrotiterplattenvertiefungen und
damit die gemessene Extinktion an. Die Absorption bei 590 nm liegt zwischen 0,0 und 3,4
(OD). Bis zu dreitagiger Inkubation nimmt die Absorption proportional zu. Lediglich bei
dem Ansatz mit 10000 eingeséaten Zellen nimmt die Steigung ab dem dritten Tag ab. Dies
deutet auf eine Wachstumsinhibition hin, die bei weiterer Inkubation deutlich sichtbar wird
und durch mangelnde Nahrstoffe und groBe Dichte der Zellen bedingt ist (stationare
Wachstumsphase).

Fur die DAN-G-Zellreihe des Pankreaskarzinomes ermittelten wir fir die
Thermochemotherapie eine optimale einzusdende Zellzahl von 3000 Zellen pro
Mikrotiterplattenvertiefung und eine Prainkubationszeit von drei Tagen. Das entspricht
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Absorptionswerten um 0,75 (OD). Die Zellen befinden sich hier in einer exponentiellen
Wachstumsphase.

4.2 Bestimmung der ICs, fur Carboplatin und Gemcitabine

Die Zellen wurden in die Mikrotiterplatten eingesat und nach 24 h mit den jeweiligen
Zytostatikakonzentrationen behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen bei 37 °C inkubiert.
Am Tag vier wurde die prozentuale Proliferation anhand der mittels des Kristallviolett-
Assays gemessenen Werte bestimmt.

Den mit Carboplatin behandelten Zellen wurde das Zytostatikum in steigender
Konzentration zwischen 20-200 pg/ml zugegeben. Fir Gemcitabine wurden
Konzentrationen zwischen 0,025-5000 pg/ml gewahlt.

Die prozentualen Angaben beziehen sich auf den Wert 100%, der einer parallel
mitlaufenen Zellpopulation entspricht, die unter Standardbedingungen bei 37°C im
Brutschank kultiviert wurde.

Die Proliferationskurven der Pankreaszelllinie DAN-G unter Zytostatikabehandlung sind
fr Carboplatin in Abbildung 7 und fir Gemcitabine in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 7: Inhibitionskonzentrationsfindung 50% (s. Erlduterung S.30) von Carboplatin: Dargestellt
ist die Proliferation der DAN-G Zellen in Abhangigkeit von der zugegebenen
aufsteigenden Konzentration an Carboplatin verglichen mit unbehandelten Kontrollzellen
in Prozent.
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Abbildung 8: Inhibitionskonzentrationsfindung 50% (s. Erlauterung S. 30) von Gemcitabine: Dargestellt
ist hier die Proliferationshemmung von DAN-G Zellen in Abhéangigkeit von der
zugegebenen Konzentration von Gemcitabine verglichen mit unbehandelten
Kontrollzellen in Prozent.

Die Kurve von Carboplatin zeigt einen fir Zytostatika typischen Verlauf der
Proliferationshemmung im Verhaltnis zur Zytostatikakonzentration. Je gréBer die
Konzentration des Medikamentes ist, desto niedriger ist die Proliferationsrate der Zellen.
Die Kurve des Zytostatikums Gemcitabine dagegen zeigt einen eher ungewdhnlichen
Verlauf einer Zytostatikainhibitionskurve, in dem selbst bei einer erheblichen Steigerung
des Medikamentes die Proliferationsrate bei 50% bleibt, ehe sie bei 1000 pg/ml langsam
absinkt.

Anhand dieser Kurven wurden die Zytostatika-Dosierungen fur die weiteren Versuche
festgelegt. Dabei wurde die 1Cs—Konzentration gewahlt, denn diese ist fir die weiteren
Versuche insofern von Vorteil, dass sie die gréBten Veranderungen der Zellzahl
hinsichtlich der Proliferation und der Proliferationshemmung erkennen Iasst.

Die Tabelle zeigt die Inhibitionskonzentration 50% (ICsp).

Tabelle 7:  I1Cso—Konzentrationen der Zytostatika Carboplatin und Gemcitabine in vitro nach Behandlung
von DAN-G Zellen bei 37°C

Inhibitionskonzentration 50%

Carboplatin 69,2 ug/ml

Gemcitabine 0,1 pug/mi
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Die in Tabelle 7 dargestellten Werte wurden aus den Kurven der Abbildungen 7 und 8 fur
Carboplatin und Gemcitabine berechnet. Da es sich jeweils um den Graphen einer nicht-
linearen Funktion handelt, wurden die ICso-Konzentrationen der Zytostatika mit Hilfe des
Programms GraphPad Prism in der Version 4.00 errechnet.

4.3 Thermochemotherapie

Der Einfluss der unterschiedlichen Temperaturen von 37°C, 39°C, 41,8°C und 43°C auf
die Zellzahl der DAN-G Zellen wurde mittels des Kristallviolett Assays untersucht (zu den
Temperaturen siehe Tabelle 8). Wie oben sind die Angaben in Prozent in Relation zur
Zellzahl unbehandelter Zellen nach 72 h Inkubationszeit bei 37°C unter
Standardbedingungen dargestellt. Damit ist das Ergebnis der Zellproliferation als
Verhaltniswert anzusehen, der nicht zwischen dem Absterben der Zellen und einer
Wachstumshemmung unterscheiden kann. Interpretiert werden kann er also als positiver
oder negativer Effekt. Ein Absinken der Zellzahl entspréache einem positivem Effekt im

Sinne einer Proliferationshemmung.

Tabelle 8:  Verschiedene Temperaturen und ihre Bezeichnungen/Verwendungen

Temperatur in °C Bezeichnung und Verwendung
37,0°C Normothermie, entspricht den Kulturbedingungen
39,0°C Moderate Hyperthermie

418 Ganzkdorpertherapeutisch einsetzbare Hyperthermie z.B.
’ durch Infrarotbestrahlung

Starke Hyperthermie mit direkt zytotoxischen Effekten
Ab 42,5°C _
(Denaturierungen)

4.3.1 Hyperthermie ohne Zugabe von Zytostatika

In diesem Versuchsansatz wurden die Zellen in Falconréhrchen bei 37°C im Brutschrank
und bei 39°C, 41,8°C und 43°C im temperaturkontrollierten Wasserbad inkubiert. Den
Zellen wurden keinerlei Zytostatika hinzugegeben.
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Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 dargestellt.
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Abbildung 9: Resultierende Zellzahl nach Kultur von DAN-G Zellen die ohne Zytostatikazusatze bei 39,
41,8 und 43°C in Relation zu Kontrollzellen nach normothermer Kultur kultiviert worden sind.
Jeder Zeitpunkt entspricht dem Mittelwert aus 7 Versuchsansatzen.

Auf der Ordinate ist die Proliferation der Zellen im Vergleich zur Kontrolle dargestellt. Die
Kontrolle entspricht, wie oben schon erwahnt, einem Wachstum der Zellen bei 37°C unter
Standardbedingungen. Auf der Abszisse ist die Temperatur des jeweiligen Ansatzes in °C
zu erkennen. Jeder Punkt der Graphik entspricht dem arithmetischem Mittelwert aus den
jeweiligen Ansatzen (n = 7). Ebenfalls dargestellt sind die Standard-abweichungen des
jeweiligen Mittelwertes.

Die Proliferation und damit die Zellzahl des ersten Ansatzes bei 37°C (Normothermie)
entspricht den Bedingungen der Kontrolle und damit einer Proliferation von 100%. Wenn
man diese Zellzahl als normal zugrunde legt und mit der moderaten Hyperthermie (39°C)
vergleicht, kann man erkennen, dass es zu kaum einer Veranderung der Proliferationsrate
kommt. Sie entspricht 99,62%. Auch bei 41,8°C, der therapeutisch einsetzbaren
Hyperthermie, verandert sich die Proliferation nur um 2,81% auf 97,19%. Diese Werte
unterliegen groBen Standardabweichungen und sind statistisch keineswegs relevant.
Demnach kommt es bei der isolierten Hyperthermie mit 39°C und 41,8°C zu keiner
relevanten Anderung der Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle. Erst eine starke Erhitzung
auf 43°C fuhrt zu einer Abnahme der Proliferation auf 0,99% im Vergleich zum 37°C-
Ansatz.

37



Ergebnisse

4.3.2 Hyperthermie unter Zugabe von Carboplatin
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Abbildung 10:  Resultierende Zellzahl von DAN-G Zellen, die nach Zugabe der 1Cso-Konzentration von
Carboplatin bei 37, 39, 41,8 und 43°C kultiviert worden sind in Relation zu Kontrollzellen
nach normothermer Kultur. Jeder Zeitpunkt entspricht dem Mittelwert aus 6
Versuchsansatzen.

In Abbildung 10 ist analog zu Abbildung 9 die Proliferation im Vergleich zur Kontrolle auf
der y-Achse und die Temperatur der einzelnen Ansatze auf der x-Achse dargestellt. Unter
Verwendung der im Abschnitt 4.2 bei 37°C ermittelten ICso-Konzentration von Carboplatin
finden wir hier eine Reduktion der Zellzahl auf 65,90%. Der Unterschied zur
Proliferationshemmung im Vergleich zur ermittelten 1Csp-Konzentration in Abbildung 7
erklart sich aus dem separaten Experiment. Dieser Unterschied ist auf Grund der internen
Kontrollen und der Messbereiche im Kristallviolett Assay innerhalb des Experiments
irrelevant. In diesem Rahmen wurde die 1Csp-Konzentration beider Medikamente erneut
durch Wiederholung der Vorversuche getestet und bestatigt.

Bei moderater Hyperthermie von 39°C kommt es bemerkenswerterweise zu einer
geringeren Hemmung der Zellproliferation auf 80,22% im Vergleich zur Normothermie, wo
sie bei 65,90% liegt. Nach einer Hyperthermiebehandlung der Zellen mit 41,8°C liegt die
PopulationsgréBe bei 75,51%. Die Temperatursteigerungen von 37°C auf 39°C und
41,8°C zeigen keine medikamentverstarkende Wirkung auf die ZellpopulationsgréBe. Die
Hemmung nimmt sogar im Verhdltnis zu 37°C ab. Erst bei einer Steigerung der
Temperatur auf 43°C kommt es zu einer starken Abnahme der Zellzahl auf 5,53%. Diese
Abnahme der Zellzahl bei Behandlung mit 43°C st analog bei der
Hyperthermiebehandlung ohne Zytostatikagabe zu beobachten.
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4.3.3 Hyperthermie unter Zugabe von Gemcitabine
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Abbildung 11:  Resultierende Zellzahl der DAN-G Zellen, die nach Zugabe der 1Cso-Konzentration von
Gemcitabine bei 37, 39, 41,8 und 43°C in Relation zu Kontrollzellen nach normothermer
Kultur kultiviert worden sind. Jeder Zeitpunkt entspricht dem Mittelwert aus 6
Versuchsansétzen.

Im Gegensatz zu den Beobachtungen bei dem Zytostatikum Carboplatin sinkt die Zellzahl
nach Behandlung unter Normothermie (37°C) unter der ermittelten 1Cso-Konzentration von
Gemcitabine im Verhéltnis zur Kontrolle auf 28,49%. Auch das entspricht nicht der
erwarteten Proliferation der Zellen von 50% unter der Behandlung mit 0,1 pg/ml des
Zytostatikums Gemcitabine. Aber auch hier gilt, dass die interne Kontrolle und die
sauberen Messbereiche im Kristallviolett Assay die Gultigkeit dieses Experimentes nicht
in Frage stellen. Eine Erhéhung der Temperatur auf 39°C bewirkt eine Reduktion der
Zellpopulation auf 33,61%. Auch durch die Kombination von Gemcitabine und einer
Hyperthermie von 41,8°C kommt es mit einer PopulationsgréBe von 32,84% zu keiner
wesentlichen Anderung im Verhaltnis zu 39°C. Analog zur Kontrolle und der Behandlung
mit Carboplatin zeigt auch hier erst die starke Hyperthermie von 43°C einen positiven
Therapieeffekt. Die Zellzahl reduziert sich auf 5,19%.
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4.3.4 Hyperthermie unter Zugabe von Carboplatin und Gemcitabine
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Abbildung 12:  Resultierende Zellzahl der DAN-G Zellen, die nach Zugabe der ICsp-Konzentrationen von
Carboplatin und Gemcitabine bei 37, 39, 41,8 und 43°C in Relation zu Kontrollzellen
nach normothermer Kultur kultiviert worden sind. Jeder Zeitpunkt entspricht dem
Mittelwert aus 6 Versuchsansatzen.

Dieser Versuchsaufbau beinhaltet die kombinierte Gabe der 1Cs-Konzentrationen von
Carboplatin und Gemcitabine und die Behandlung der Zellen mit den Temperaturen 37 °C,
39°C, 41,8°C, 43°C. Bei Normothermie reduziert sich die Zellzahl von 100% auf 30,12%.
Durch die Kombination mit Hyperthermie bei 39°C und 41,8°C kommt es mit 30,55% und
32,36% ebenfalls zu keiner nennenswerten Verdnderung in der Proliferationshemmung.
Der therapeutische Effekt der Medikamentenkombination, der dem Ansatz von 37°C
(Standardbedingungen) entspricht, wird weder durch moderate Hyperthermie bei 39°C
noch durch die Hyperthermie von 41,8°C positiv oder negativ beeinflusst. Wie auch bei
allen drei anderen 0.g. Kombinationen reduziert erst die starke Hyperthermie mit 43°C die
Zellzahl deutlich. Es kommt zu einer Reduktion der ZellpopulationsgréBe auf 9,37%.
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4.3.5 Zusammenfassung der vier Proliferationshemmungsversuche
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Abbildung 13:  Zusammenfassende Darstellung der Thermochemotherapieversuche

In Abbildung 13 sind alle in den vorangegangenen Abschnitten aufgefiihrten Anséatze der
Thermochemotherapie in einem Diagramm vergleichend dargestellt. Wie schon erwéhnt
ergeben sich fir die Medikamentenwirkungen von Carboplatin und Gemcitabine 1Cso-
Konzentrationen, die nicht identisch mit den in den Dosisfindungsversuchen ermittelten
Werten sind. Dies erklart sich aus dem separaten Versuchsaufbau. Durch interne
Kontrollen und die sauberen Messbereiche behalten die Experimente ihre volle
Aussagekraft.

Vergleicht man nun die einzelnen Anséatze untereinander, so stellt man fest, dass die
Kombination von Carboplatin und Gemcitabine bei 37°C mit einer Proliferation von
30,12% einen ahnlichen Therapieeffekt wie die Einzelgabe von Gemcitabine erreicht. Die
Kombination zeigt somit keinen additiven oder synergistischen Effekt. Durch den Zusatz
von Hyperthermie bei 39°C und 41,8°C kann die Wirksamkeit nicht verstérkt werden. Dies
trifft fOr alle drei Kombinationen einschlieBlich der Kontrolle zu. Auch bei 39°C und 41,8°C
erzielen die beiden Ansatze Gemcitabine und die Kombination Carboplatin und
Gemcitabine &hnliche Therapieeffekte. Interessanterweise fuhrt die starke Hyperthermie
(43°C) in allen vier Anséatzen zu einer Reduktion der ZellpopulationsgréBe auf unter 10%.
Die deutlichste Reduktion auf 0,99% ist beim Kontrollansatz zu verzeichnen.
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4.4 Zeitlich versetzte Gabe der Zytostatika

Der Einfluss der zeitlich versetzten Gabe der Medikamente Carboplatin und Gemcitabine
auf die DAN-G Zellen wurde im Vergleich zur Kontrolle durch den Kristallviolett Assay
unter Standardbedingungen bei 37°C bestimmt. Die prozentualen Ergebnisse der
Zellproliferation ~ beziehen sich auch hier auf einen Kontrollwert unter
Standardbedingungen, der einem Zellwachstum von 100% entspricht. Die Ergebnisse
sind in folgender Abbildung dargestellt:

100=-

75=

Proliferationsrate %

Carb.+Gem. Carb.+Gem. (30) Gem.+C;1rb. (30)

versetzte Gabe der Zytostatika

Abbildung 14: Dargestellt ist die Proliferationshemmung auf DAN-G Zellen nach zeitlich versetzter Gabe
der Zytostatika Carboplatin und Gemcitabine unter normothermen Bedingungen. Die Zellen
wurden bei 37°C jeweils fiir eine Stunde mit beiden Zytostatika inkubiert, wobei im ersten
Ansatz (links: Carb.+Gem.) die Zytostatika gleichzeitig zu Zeitpunkt 0 gegeben wurden. Im
zweiten Ansatz (mittig: Carb.+Gem. (307)) wurde Carboplatin zum Zeitpunkt 0 und
Gemcitabine nach 30 Minuten gegeben. Im dritten Ansatz (rechts: Gem.+Carb.(30°)) wurde
Gemcitabine zuerst zu den Zellen gegeben. Die Proliferation der Zellen wurde im
Kristallviolett Assay gemessen.

In der Abbildung 14 ist auf der Ordinate die Proliferationsrate in % dargestellt. Dagegen
sind auf der Abszisse die drei Anséatze der zeitlich versetzten Gabe des Zytostatikums
aufgetragen. Jede Saule reprasentiert den arithmetischen Mittelwert. Zusatzlich
dargestellt sind die Standardabweichungen der Mittelwerte. In Ansatz 1 wurden die
beiden Zytostatika gleichzeitig zu Versuchsbeginn auf die Zellen gegeben. In Ansatz 2
wurde Carboplatin bei Versuchsbeginn zu den Zellen pipettiert und Gemcitabine eine
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halbe Stunde spater zugegeben. Im Ansatz 3 wurde zunachst Gemcitabine auf die Zellen
gegeben. Es folgte nach 30 Minuten die Zugabe von Carboplatin. Hier wurde der
Zellpopulation zuerst das Zytostatikum Gemcitabine zugesetzt, nach einer halben Stunde
folgte die Zugabe von Carboplatin. Die Graphiken zeigen, dass sich die
Proliferationshemmung der drei Ansatze kaum voneinander unterscheiden. In Ansatz 1,
bei gleichzeitiger Gabe der Zytostatika, kommt es zu einer Zellzahlreduktion auf 35,50%.
In Ansatz 2, bei Gabe von Carboplatin zu Versuchsbeginn, betragt die Populationsgrd e
nach Behandlung 37,31%. Bei der Gabe von Gemcitabine zu Versuchsbeginn und der
Zugabe von Carboplatin nach einer halben Stunde in Ansatz 3 Uberleben 34,14% der
Zellen. Damit ist der Therapieeffekt der drei Versuchsansatze als gleichwertig zu
beurteilen.

4.5 Analyse des Zellzyklus

Nach der Exposition der Pankreaszelllinie DAN-G mit den beiden Zytostatika Carboplatin
und Gemcitabine und einer Hyperthermiebehandlung (39°C und 41,8°C) wurde der Anteil
der Zellen in der jeweiligen Phase des Zellzyklus im Vergleich zu den
Standardbedingungen durchflusszytometrisch bestimmt (siehe Material und Methoden).
Auf der Ordinate der Darstellungen ist die jeweilige Anzahl der Zellen in der
Zellzyklusphase in Prozent abgetragen, auf der Abszisse die Temperatur des jeweiligen
Ansatzes in Kombination mit der jeweiligen Zellzyklusphase. Jede Saule reprasentiert den
arithmetischen  Mittelwert aus sechs separaten Probeansdtzen und die
Standardabweichung der Messwerte.
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4.5.1 Zellzyklusstadien der Kontrolle
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Abbildung 15: Durchflusszytometrische Analyse der Zellzyklusphasen von DAN-G Zellen nach Inkubation
bei unterschiedlichen Temperaturen ohne Zugabe von Zytostatika. Auf der y-Achse ist die
Anzahl der Zellen in Prozent dargestellt. Auf der x-Achse sind zum einen die
Zellzyklusphasen (G1/G2/S) und zum anderen die Temperaturen aufgezeigt, mit denen die

Zellen behandelt wurden.

Der Zellzyklus der Pankreaszelllinie zeigt im Kontrollansatz mit Ausgangswerten von 40-
50% fur die G1/G0-Phase, 8-16% fur die G2-Phase und 40-50% fir die S-Phase keine
Temperaturabhangigkeit far 37, 39 und 41,8°C. Das heif3t, dass es bei einer
Temperaturerh6hung zu keiner Veréanderung des Zellzyklusverhaltens kommt.
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Abbildung 16: Durchflusszytometrische Analyse der Zellzyklusphasen von DAN-G Zellen nach Inkubation
bei unterschiedlichen Temperaturen unter Zugabe von Carboplatin. Auf der y-Achse ist die
Anzahl der Zellen in Prozent dargestellt. Auf der x-Achse sind zum einen die
Zellzyklusphasen (G1/G2/S) und zum anderen die Temperaturen aufgezeigt, mit denen die

Zellen behandelt wurden.
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Abbildung 17:

Abbildung 18:
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Durchflusszytometrische Analyse der Zellzyklusphasen von DAN-G Zellen nach Inkubation

bei unterschiedlichen Temperaturen unter Zugabe von Gemcitabine. Auf der y-Achse ist die

Anzahl

der Zellen in Prozent dargestellt. Auf der x-Achse sind zum einen die

Zellzyklusphasen (G1/G2/S) und zum anderen die Temperaturen aufgezeigt, mit denen die

Zellen behandelt wurden.
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Durchflusszytometrische Analyse der Zellzyklusphasen von DAN-G Zellen nach Inkubation

bei unterschiedlichen Temperaturen unter Zugabe der Kombination von Carboplatin und

Gemcitabine. Auf der y-Achse ist die Anzahl der Zellen in Prozent dargestellt. Auf der x-

Achse sind zum einen die Zellzyklusphasen (G1/G2/S) und zum anderen die Temperaturen

aufgezeigt, mit denen die Zellen behandelt wurden.

Bei der Exposition der Zelllinie DAN-G mit Carboplatin und Gemcitabine und deren

Kombination zeigen die relativen Zellzyklusanteile erneut keine bedeutende Veranderung.

Der prozentuale Anteil aller Ansatze variiert in den jeweiligen Zellzyklusphasen

einschlieBlich der Kontrolle um nicht mehr als 10%.
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Eine Temperatur- und Zytostatikaabhangigkeit der Pankreaskarzinomzelllinie DAN-G ist
damit nicht festzustellen.

Da die GO0/G1-Phase (Wachstums- und Ruhephase) fir die Interpretation der
Zytostatikawirkung insofern von besonderer Bedeutung ist, dass Zellen in dieser Phase
resistenter gegen thermische Einflisse sind, werden in der folgenden Graphik alle
Ansatze im Vergleich dargestellt. Hier wird erneut deutlich, dass die
Zellzyklusphasenanteile nicht durch Temperatur und Zytostatikagabe beeinflusst werden.

100

Rot = ohne Chemotherapie

Gelb = Carboplatinzugabe

Zellzyklusphasenanteile (G1/G0) %

Griin = Gemcitabinzugabe

Blau = Kombination Carboplatin/Gemcitabine
1 2 3 4
37°C

39°C 41,8°C

Temperatur °C

Abbildung 19: Graphische Darstellung der G1-Phase aller Ansétze im Vergleich bei den Temperaturen 37,
39 und 41,8°C. Diese Phase ist von besonderer Bedeutung, da die G1-Phase, die die GO-
Phasenanteile enthalt, am thermostabilsten ist und damit mdgliche Ursache einer

Thermoresistenz von Zellen sein kann.

4.6 Auswertung einer Pilotphase mit Ganzkoérperhyperthermie in
Kombination mit Chemotherapie bei metastasiertem Pankreas-
karzinom

Im Rahmen individueller Heilversuche wurden 13 Patienten mit metastasiertem
Pankreaskarzinom im Stadium IVB an der Universitat zu Libeck behandelt. Sie erhielten
eine standardisierte Ganzkdrperhyperthermie von 41,8°C tber 60 Minuten in Kombination
mit den Chemotherapeutika Carboplatin und Gemcitabine.

In der Auswertung der Pilotphase soll untersucht werden, ob es Anhaltspunkte dafur gibt,
dass die Patienten von einer Kombinationstherapie mit Hyperthermie und Zytostatika in
Form einer partiellen oder kompletten Remission oder einer Verlangerung der
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Gesamtiberlebenszeit profitieren. In der folgenden Tabelle sind die Charakteristika der in

der Studie behandelten Patienten dargestellt.

Tabelle 9:  Darstellung der Charakteristika der in der Studie eingeschlossenen Patienten. Die Charakteristik
beinhaltet das Geschlecht und das Alter der Patienten. Zusétzlich sind das Stadium, die
Histologie und die Metastasen mit Infiliration des Pankreas bei dem jeweiligen Patienten
beschrieben.
Patient| Geschlecht | Alter |Stadium (T) Histologie Metastasen (M) Infiltration
1 mannlich 54 IVB Adenokarzinom Leber Duodenum
2 mannlich 60 IVB Adenokarzinom Leber / Nabel Magen
3 weiblich 58 IVB Adenokarzinom | Leber/ Thoraxwand | Duodenum
4 mannlich 65 IVB Adenokarzinom Leber Duodenum
5 | weiblch | 60 VB Adenokarzinom Leber Duodenum /
Magen
6 weiblich 54 IVB Adenokarzinom Leber
7 mannlich 45 IVB Adenokarzinom Leber
8 weiblich 57 IVB Adenokarzinom Leber
9 mannlich 59 IVB Adenokarzinom Leber
10 mannlich 60 IVB Adenokarzinom Leber
11 mannlich 57 VB Adenokarzinom Leber
12 weiblich 56 VB Adenokarzinom Leber
13 méannlich 57 IVB Adenokarzinom Leber

Durchschnittsalter

57

Die klinischen Stammdaten der in der Pilotphase behandelten 13 Patienten sind in

Tabelle 9 zusammengefasst. Das Durchschnittsalter des Patientenkollektiv betrug 57

Jahre. Damit liegt das behandelte Patientenkollektiv unter dem durchschnittlichen

Erkrankungsalters (Frauen: 75 Jahre, Manner: 68 Jahre) des Pankreaskarzinoms. Alle

Patienten waren an einem Adenokarzinom des Pankreas im Stadium IVB erkrankt.

Zudem hatten alle Patienten Metastasen in der Leber. Bei vier Patienten lag zusatzlich

eine Infiltration des Magens oder des Duodenums vor.

Diese Patienten wurden mit einer Thermochemotherapie behandelt und der Erfolg der

Therapie mittels der Uberlebenszeit, der progressionsfreien Zeit und dem Ergebnis der

Gesamttherapie (PD, NC, PR, CR) bewertet. Ein besonderes Augenmerk wurde auch auf
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das Auftreten von Nebenwirkungen gelegt. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle

dargestellt.

Tabelle 10: Darstellung der Patientendaten: Erstdiagnose, Beginn der Ganzkérperhyperthermie und Datum

des Versterbens. Zusétzlich sind die errechnete Uberlebenszeit, die progressionsfreie Zeit und

das Ergebnis der gesamten Therapie anhand des Tumorprogresses tabellarisch erfasst.

Patient |Erstdiagnose | Datenlage Gaﬁglgg;ge_r- Verstorben szeélittak()g)ns— Prozg;is(sdf)reie Egrg;a::]its
hyperthermie
1 08.08.2000 |vollstédndig| 12.10.2000 |03.03.2002 565 299 PR
2 13.03.2001 |vollstdndig| 29.04.2001 03.06.2001 80 44 PD
3 19.09.2000 |vollstandig| 06.11.2000 [26.02.2001 157 83 NC
4 11.03.2002 |vollstandig| 11.04.2002 {03.09.2002 172 87 PR
5 15.03.2001 |vollstdndig| 30.04.2001 06.06.2002 441 365 NC
6 15.03.2002 | zensiert 15.04.2002 |22.06.2002 97 52 PD
7 15.12.2001 | zensiert 15.01.2002 |12.07.2002 207 62 PD
8 15.10.2002 |vollstandig| 20.11.2002 |02.05.2003 197 41 PD
9 15.10.2001 |vollstandig| 28.11.2001 07.09.2003 682 288 PR
10 15.03.2003 |vollstandig| 16.04.2003 [26.03.2004 371 91 NC
11 01.02.2003 | zensiert 10.02.2003 lebt 1020 + 212 NC
12 01.09.2003 |vollstandig| 24.09.2003 |28.05.2004 267 76 PD
13 19.10.2003 |vollstandig| 29.10.2003 [01.05.2004 192 121 NC
Durchschnittszeit (d) 342 140
Legende:

PD = Progressiv Desease
NC = No Change

PR = Partial Remission

In Tabelle 10 sind die Daten der Erstdiagnose, der Beginn der Ganzkdrperhyperthermie

und das Datum des Ablebens des Patienten dargestellt. Dadurch kann man zum einen

den individuellen Krankheitsverlauf nachvollziehen, die Uberlebenszeit errechnen und

Aussagen zum mittleren Uberleben des Patientenkollektivs machen. Zusétzlich ist als

Studienpunkt das Gesamtergebnis in Form des Therapieansprechens dargestellt (PD,
NC, PR).
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Von den 13 Patienten, die die studienkonforme Chemotherapie in Kombination mit einer
Ganzkorperhyperthermie von 41,8°C erhielten, wurde bei drei Patienten (23%) eine
partielle Remission (PR) dokumentiert, bei finf Patienten (38%) war der Krankheitsverlauf
stabil (NC). Bei den restlichen flnf Patienten (38%) wurde trotz der therapeutischen
MaBnahmen ein Fortschreiten der Erkrankung festgestellt. Die mediane progressionsfreie
Zeit aller Patienten betrug 4,7 Monate. Die Patienten mit einer Teilremission erreichten
isoliert betrachtet eine mediane progressionsfreie Zeit von 7,5 Monaten. Die mediane
Uberlebenszeit aller Patienten zusammengefasst betrug 11,4 Monate. Die Patienten mit
einer Teilremission wiederum erreichten ein medianes Uberleben von 15,8 Monaten.
Nach einem Jahr lebten von diesen 13 Patienten noch 5. Damit ergibt sich eine
Einjahrestberlebensrate von 38%.

Graphisch lasst sich die Uberlebenszeit als Kaplan-Meier-Uberlebenskurve darstellen,
aus der sich ablesen ladsst, nach welcher Zeit noch welcher Teil der beobachteten
Patienten am Leben war. Sie ist in der folgenden Graphik dargestellt.
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Abbildung 20:  Graphische Darstellung der nach der Kaplan-Meier-Methode berechneten Uberlebenskurve
fir die Ganzkérperhyperthermie in Kombination mit Chemotherapie. Es wurde der Zeitpunkt
der Erstdiagnose als Ursprung gewéhlt. Die Kaplan-Meier-Methode bericksichtigt die

Information aller Patienten so lange, wie diese beobachtet worden sind.

Um das Nebenwirkungsprofil der Ganzkdrperkombinationstherapie einschéatzen und
bewerten zu kénnen, wurde wahrend der Zyklen die Toxizitdt nach WHO dargestellt. Sie
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fragt prinzipiell Nebenwirkungsbereiche wie zum Beispiel die Hamatologie, die
Gastroenterologie, die Nephrologie, die Pulmonologie oder auch Parameter wie Ubelkeit
und Schmerzen ab. Die Einteilung des jeweiligen Parameters erfolgt nach Schweregrad
0-1V (leicht bis schwer).

Die Toxizitat fir unsere Studie ist in folgender Graphik fir jeden der vier méglichen Zyklen
dargestellt. Die bewertete Patientenzahl nimmt von Zyklus eins zu Zyklus vier ab. Diese
Nicht-Durchflhrbarkeit des nachsten Zyklus ergibt sich aus mangelnder Ansprechrate des
Tumors, inakzeptable Nebenwirkungen oder das frihzeitige Versterben des Patienten.

Tabelle 11: Darstellung der Toxizitdt (Grad I-IV) nach Behandlung der Patienten mit
Ganzkdrperhyperthermie, Carboplatin und Gemcitabine. Keine Nebenwirkungen (Grad 0) ist in
der Tabelle nicht dargestellt. Im Laufe der Zyklen nahm die Anzahl der behandelten Patienten
(n) durch ein fehlendes Ansprechen des Tumors, nicht tolerierbare Nebenwirkungen oder
friihzeitiges Versterben immer weiter ab.
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5 Diskussion

Das fortgeschrittene Pankreaskarzinom ist mit einer Flinfjahresiberlebensrate von unter
3% eine in den meisten Féllen tddlich verlaufende Tumorerkrankung. Zahlreiche
Medikamente sind klinisch isoliert oder in Kombination mit anderen Therapiemodalitaten
auf ihre Wirksamkeit bezuiglich Uberlebenszeit und Symptomlinderung untersucht worden
(Kelly und Benjamin, 1995; Béhmig und Rosewicz, 2004; Oettle et al., 2004). Die
Gemcitabinemonotherapie hat sich seit 1996 als wirksamste Therapie durchgesetzt.
Seither hat keine andere Modalitdt Gemcitabine als Erstlinienchemotherapie abgeldst.
Wie eingangs bereits erwahnt sind nur lokalisierte Fruhstadien chirurgisch behandelbar.
Aufgrund der spat auftretenden Symptomatik macht das nur einen geringen Anteil der
Patienten aus, bei denen ein Pankreaskarzinom neu diagnostiziert wird. Neuere
Therapien wie die Gen- und die Immuntherapie sind noch im Stadium der klinischen
Erprobung. Die Aussichten, den an einem Pankreaskarzinom erkrankten Patienten zu
heilen, sind damit sehr gering.

Eine praklinische Testung an relevanten Tumormodellen vor der klinischen Anwendung
eines neuen Therapiekonzeptes ist prinzipiell unverzichtbar. Im vorliegenden Fall wurden
einzelne Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom aufgrund des erheblichen
Leidensdruckes und bei fehlender schulmedizinischer Alternative mit dem bei anderen
Erkrankungen etablierten Verfahren der Ganzkérperhyperthermie auf der Basis
individueller Heilversuche behandelt. Die préaklinischen Versuche speziell zum
Pankreaskarzinom wurden in diesem Fall parallel zu den individuellen Heilversuchen
durchgefihrt.

Die in vitro Untersuchungen sollen klaren, ob die Kombination von Chemotherapeutika mit
Hyperthermie eine sinnvolle Behandlungsoption fir die klinische Anwendung des
fortgeschrittenen Pankreaskarzinoms darstellt.

Die Kombination von Hyperthermie mit Chemo- und/oder Strahlentherapie hat sich sowohl
in préklinischen als auch in klinischen Studien zur Behandlung von unterschiedlichen
Malignomen als wirksam erwiesen (Robins et al., 1989; Wiedemann et al., 1992; van Bree
et al.,, 1999; Falk und Issels, 2001; Vertrees et al., 2005). Auch speziell beim
Pankreaskarzinom  konnten in  klinischen  Studien  Erfolge  durch  diese
Kombinationsbehandlung erzielt werden (Yamada et al., 1992). Praklinisch zeigten
Shchepotin et al. fur die Pankreaskarzinomzellinie ASPC-1, dass eine
Hyperthermiebehandlung die Wirkung von 5-FU und Verapamil synergistisch verstéarkt
(Shchepotin et al., 1994).

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden die beiden fir das Pankreaskarzinom

wirksamen Zytostatika Carboplatin und Gemcitabine gewahlt. Diese haben zum einen
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einen synergistischen Mechanismus und potenzieren sich in ihrer Wirkung (Bergman et
al., 1996). AuBerdem zeigen Kklinische Studien Therapieerfolge dieser
Kombinationstherapie, die im Vergleich der Gemcitabinmonotherapie in der Behandlung
des Pankreaskarzinoms gleiche oder Uberlegene Wirksamkeit belegen (Heinemann et al.,
2000; Philip et al., 2001). Klinisch bedeutsam ist zudem, dass ihre Nebenwirkungsprofile
unterschiedlich sind und sie damit wegen ihrer relativ guten Vertraglichkeit fir den
Patienten in der Klinik gut anwendbar sind.

Grundsatzlich geht man davon aus, dass durch die Kombination mit Hyperthermie die
medikamentenspezifische Wirkung der Zytostatika, besonders von Alkylanzien wie
Carboplatin, verstarkt wird (Adamietz und Wust, 2004). Da Cisplatin in Kombination mit
Hyperthermie eine hohe Nephrotoxizitat aufweist, muss hier Carboplatin, wie schon im
Methodenteil erwahnt, verwendet werden (Mella et al., 1987; Wondergem et al., 1988).
Carboplatin ist wegen seiner gréBeren Stabilitdt etwas geringer zytostatisch wirksam und
muss daher hdher dosiert werden, um &hnliche Effekte wie Cisplatin zu erreichen (Van
der Vijgh, 1991).

Verwendet wurde die Zelllinie DAN-G. Sie entstammt einem humanen Karzinom des
Pankreas und hat die Charakteristika epithelialer Zellen. Diese Zelllinie gilt als eine
Standardzelllinie, die fur Untersuchungen Uber Pankreaskarzinome h&ufig verwendet wird
(Ziske et al., 2004; Ocker et al., 2005; Neureiter et al., 2005). Aussagen, die durch
Experimente an diesen Zellen erworben werden kann man allgemeine Giiltigkeit
zuschreiben, zumindestens im Sinne praklinischer Studien.

In einem ersten Schritt wurde die Wachstumskurve fir die verwendete Zelllinie erstellt.
Daraufhin konnte die Toxizitdt von Carboplatin, Gemcitabine und hyperthermen
Einflissen mit Hilfe des Kristallviolett Assay geprift und dabei die ICs-Konzentration flir
die beiden Medikamente bestimmt werden. Dabei wurde primar untersucht, ob die beiden
Zytostatika und die Hyperthermie Uberhaupt eine toxische Wirkung auf diese Zelllinie
haben und ob sich diese Wirkungen untereinander potenzieren.

Im Verlauf zeigte sich, dass die Zelllinie in dieser Arbeit keine starke Thermosensibilitat
besitzt, daher wurden weitere Experimente zur Zellzyklusanalyse angeschlossen. Die
Zellzyklusanalyse sollte klaren, ob sich ein hoher Anteil an Zellen in der G0/G1-Phase
befindet und fur die Resistenz der Zellen verantwortlich ist, da die Zellen in dieser Phase
des Zellzyklus weniger thermosensibel sind als in der S-Phase (Mackey und Dewey,
1989; Dietzel, 1983). Zusatzlich wurde untersucht, ob die zeitlich versetzte Gabe oder die
Simultangabe bei der Behandlung der Zelllinie DAN-G von Vorteil ist.

Trotz noch fehlender praklinischer Beweise wurden Patienten, die an einem inoperablen
Pankreaskarzinom erkrankt sind, in ihrer verzweifelten Lage an Hyperthermiezentren im

Rahmen von individuellen Heilversuchen mit der Ganzkérperkdrperhyperthermie mit
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Gemcitabine und Carboplatin behandelt. Fir diese Patienten wurde von den
behandelnden Klinikern ein Therapiekonzept erstellt, und sie wurden nach diesem
standardisierten Hyperthermieschema behandelt. In Rahmen dieser Dissertation wurde
diese Pilotphase beobachtet und ausgewertet. Obwohl kleine Studien und
Beobachtungsanwendungen erfahrungsgemaB eine limitierte Aussagekraft haben,
kénnten  sich  hier Hinweise ergeben, dass die Chemotherapie  mit
Ganzkoérperhyperthermie einen neuen Weg fir die Behandlung des metastasierten
Pankreaskarzinoms darstellt. Nachfolgend werden die Ergebnisse im einzelnen diskutiert:

5.1  Wachstumseigenschaften der Zelllinie DAN-G

Der Wachstumsverlauf von Tumorzelllinien unter Kontrollbedingungen ist generell
exponentiell (Kato et al., 1999). Dies konnten wir flr die in unseren Untersuchungen
verwendete Zelllinie DAN-G bestatigen. Die Ergebnisse bildeten die Grundlage fir die
weiteren Experimente. AuBerdem wurde im Rahmen dieser Experimente die spezifische
Korrelation von optischer Dichte und vorhandener Zahl der DAN-G Zellen ermittelt.

5.2 ICs0-Bestimmungen der Zytostatika

5.2.1 Carboplatin

Carboplatin wurde als Zytostatikum gewahlt, da es als alkylierende Substanz Wirksamkeit
verspricht und im Gegensatz zum Cisplatin in Kombination mit Hyperthermie weniger
dosislimitierend nephrotoxisch ist. Ohno et al. verglichen in ihrer in vitro Studie
Carboplatin und Cisplatin in der Kombination mit Hyperthermie. Die Arbeitsgruppe kam zu
dem Ergebnis, dass das weniger nephrotoxische Carboplatin in Kombination mit
Hyperthermie flr die Klinik das gréBere Potential hat (Ohno et al., 1991).

Auch im Rahmen dieser Dissertationsarbeit konnte gezeigt werden, dass Carboplatin bei
alleiniger Gabe auf unsere Zellreihe des Pankreaskarzinoms wirksam ist. Im Kristallviolett
Assay ergab sich eine typische Dosiswirkungskurve: Je mehr Zytostatika auf die Zellen
gegeben wurden, desto mehr nahm die Zellproliferation ab. Die Konzentration, bei der
noch 50% der Zellen Uberlebt haben (ICs), betrug fir Carboplatin 69,2 pug/ml. Die 1Cso-
Konzentration der in vitro Versuche liegt unter dem klinisch verwendeten AUC-Wert von
500-700 pg/ml (Hexal, Holzkirchen). Damit ist unser Assay hinsichtlich der
Zytostatikasensibilitdt relevant. Die von uns maximal verwendete Konzentration des

Zytostatikums Carboplatin von 200 ug/ml erreichte eine Reduzierung der Zellproliferation
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auf ca. 10%. Diese Ergebnisse zeigen, dass die alleinige Gabe von Carboplatin wirksam
ist.

5.2.2 Gemcitabine

Gemcitabine wurde als zweites Zytostatikum in die Untersuchung eingeschlossen, da
seine Wirksamkeit auf das Pankreaskarzinom auf der Basis von klinischen
Untersuchungen belegt wurde. Uberdies gilt Gemcitabine in der Therapie des
Pankreaskarzinoms als Zytostatikum der Wahl und ist als Kombinationspartner
Gegenstand erfolgsversprechender Studien (Heinemann, 2002).

Im Rahmen dieser Dissertation wurde zunachst die Toxizitdt von Gemcitabine auf die
verwendete Pankreaskarzinomzelllinie Gberprift und die ICs-Konzentration des
Zytostatikums ermittelt. Gemcitabine erweist sich auf die Zelllinie DAN-G wie erwartet als
wirksam. Es ergab sich eine Inhibitionskonzentration (ICsy) von 0,1 pg/ml. Laut der
Fachinformation des Herstellers Lilly entsprechen unsere Angaben den Plasma-
Talspiegel-Konzentrationen (0,07-1,12 ug/ml) nach einmaliger Infusionsgabe pro Woche
(Lilly, 2004). Damit liegen die in vitro verwendeten Konzentrationen im Bereich der
klinisch relevanten Plasmakonzentrationen. Bei der Interpretation gilt es zu beachten,
dass diese 1Csp-Konzentrationen weit unter den Plasmakonzentrationen liegen, die in der
Klinik zu therapeutischen Zwecken verwendet werden. Die Plasmaspitzenkonzentrationen
laut Angaben des Herstellers bewegen sich in der Klinik nach 30-minttiger Infusion bei
28-52 pg/ml (Lilly, 2004). Dies entspricht in unseren Untersuchungen einer
Proliferationshemmung von ca. 65% (s. S.39).

5.2.3 Carboplatin und Gemcitabine

In dem in vitro Modell des Pankreaskarzinoms wurde auch die Kombination der beiden
Zytostatika Carboplatin und Gemcitabine getestet. Eine synergistische Wirkverstarkung
einer Kombination eines Platinderivats mit Gemcitabine ist zuvor schon sowohl in
praklinischen wie auch in klinischen Studien bestatigt worden (Peters GJ, 1995; Van
Moorsel et al., 1999; Philip et al., 2001; Colucci et al., 2001). Im Unterschied zu unserer
Studie wurde anstelle von Carboplatin regelmaBig das nephrotoxische Zytostatikum
Cisplatin als Kombinationspartner verwendet. Beides sind Alkylanzien mit einem
ahnlichem  Wirkmechanismus, doch nur das Carboplatin ist mit der
Ganzkoérperhyperthermie verwendbar.

Hier wurden die Zellen mit den jeweiligen 1Cso-Konzentrationen der Zytostatika behandelt.
Wie man am deutlichsten in Abbildung 13 des Ergebnisteils (s. S. 41) erkennen kann,
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bewirkt die Kombinationsbehandlung keine weitere Wirkverstarkung im Gegensatz zur
alleinigen Gemcitabinbehandlung. In der aktuellen Literatur dagegen findet man
Untersuchungen einer Arbeitsgruppe an Tumorzellen der Lunge und des Ovars, die der
Kombination von Gemcitabine und Cisplatin eine hoéhere Effektivitdt in der
Tumorbehandlung nachsagen als der alleinigen Therapie mit Gemcitabine (Van Moorsel
et al., 1999). Eine andere Arbeitsgruppe bestatigte die Vorteile der Kombinationstherapie
von Gemcitabine und Cisplatin fiir das Tumormodell des Endometriumkarzinoms (Smith
et al., 2004).

Fir unser Tumormodell des Pankreaskarzinoms kdnnen wir ein synergistisches
Wirkprinzip und eine daraus resultierende Wirkverstarkung nicht bestatigen. Aufgrund des
ahnlichen molekularen Aufbaus und der im wesentlichen geringfligigen unterschiedlichen
Stabilitat ist es unwahrscheinlich, dass das Carboplatin als Kombinationspartner fir das
Gemcitabine weniger geeignet ware als das Cisplatin, zumal die Dosierung entsprechend
angepasst wurde. Andere Autoren zeigen zudem eine synergistische Wirksamkeit flr
Gemcitabine und Carboplatin auf Mammakarzinomzellen (Nasr et al., 2004). In einer
weiteren Studie vergleichen Zatloukal und Petruelska synergistische Wirkungen von
Gemcitabine in der jeweiligen Kombination mit Carboplatin oder Cisplatin (Zatloukal und
Petruzelka, 2002). Hier zeigen beide Kombinationen Wirksamkeit; die sich hier
darstellende Uberlegenheit mit Cisplatin liegt am ehesten an einer Unterdosierung von
Carboplatin. Fur die sich im Rahmen unserer Dissertation zeigenden Resistenz ist also
am ehesten eine dem Pankreaskarzinom inhdrente Chemoresistenz verantwortlich.
Uberdies unterscheiden sich die verschiedenen Tumorarten und die verschiedenen
Zellreihen in ihrer Sensitivitdt gegenuber den Therapiemodalitaten.

5.3 Thermochemotherapie in vitro

5.3.1 Hyperthermie

In dem im Rahmen der Dissertation verwendeten in vitro Modell wurde die Zytotoxizitat
der alleinigen Hyperthermiebehandlung auf die DAN-G Zelllinie mittels des Kristallviolett
Assays bestimmt. Es zeigt sich, dass die Zelllinie weder bei 39°C noch bei 41,8°C durch
eine Veranderung des Zellwachstums in Form einer Proliferation oder
Proliferationshemmung reagiert. Bis 41,8°C ist durch die Hyperthermiebehandlung weder
eine partielle noch eine komplette Remission zu beobachten. Das Zellwachstum bleibt im
Verhéltnis zur Kontrolle nahezu unverandert. Hingegen bewirkt eine alleinige
Hyperthermiebehandlung der Zellen bei 43°C eine sehr starke Reduktion der Zellzahl auf

55



Diskussion

0,99%. Die Ergebnisse zeigen keine Thermosensitivitat der untersuchten Zelllinie DAN-G
im Bereich der klinisch anwendbaren Temperaturen von 39°C und 41,8°C.

Dieses Phanomen, dass die Zellen bis 43°C thermoresistente Eigenschaften besitzen,
wurde auch durch andere Autoren beobachtet. Andere Studien zeigen, dass die isolierte
Hyperthermiebehandlung erst ab 43°C eine direkt zytotoxische Wirkung besitzt
(Overgaard et al., 1977; Falk und Issels, 2001).

Unsere Ergebnisse unterstreichen die Ergebnisse anderer Studien, die zeigen, dass eine
Tumorzelllinie nicht generell sensitiv auf Hypethermiebehandlungen mit z.B. 39°C und
41,8°C ist. Fast alle Tumore erweisen sich als voéllig oder partiell resistent auf eine
Behandlung in diesem Temperaturbereich (Hahn et al., 1989; Rofstad et al., 1990).

5.3.2 Hyperthermie und Carboplatin

In der Literatur ist eine Wirkverstarkung von Carboplatin durch Hyperthermie sowohl in
praklinischen (Klostergaard et al., 1995; Murray et al., 1997; Choi et al., 2003) wie auch in
klinischen Studien (Robins et al., 1993; Wiedemann et al., 1996; Wiedemann et al., 1997;
Westermann et al., 2001) an verschiedenen Tumorarten belegt worden.

In unserem in vitro Modell kann eine solche Wirkverstarkung nicht bestatigt werden. Das
genaue Gegenteil ist der Fall, es kommt bei einer Behandlung der Zellen bei 39°C zu
einem Wirkverlust von Carboplatin von etwa 15% im Vergleich zur Wirkung bei 37°C.
Auch bei einer Kombination von Carboplatin mit 41,8°C kommt es zu einem
Tumorzellwachstum, das etwa 10% Uber dem der Normothermiekontrolle liegt. Bei 43°C
sinkt die Zellpopulation auf an die 5%. Eine solche drastische Reduktion wird auch bei der
alleinigen Hyperthermie beobachtet und ist damit als direkt zytotoxischer Effekt zu werten.
Somit fOhrt eine Kombinationstherapie von Carboplatin mit Hyperthermie bei dieser
Tumorzelllinie nicht zu einem positiven therapeutischen Effekt im Sinne einer
Zellreduktion, denn es kommt statt zu einer Wirkverstarkung des Zytostatikums zu einer
Zellproliferation der Tumorzellen im Verhaltnis zur Kontrolle.

Aufféllig und zu diskutieren ist auBerdem, dass unter den Versuchsbedingungen der
Thermochemotherapie die [Cs-Konzentration von Carboplatin  nicht mehr einer
Zellproliferation von 50% entspricht, sondern mit 65,9% dartber liegt. Nachdem die 1Cso-
Konzentration erneut durch Proliferationsversuche bestatigt wurde, kann man davon
ausgehen, dass die verdnderten Versuchsbedingungen ursachlich sind. Da die
Ergebnisse der Thermochemotherapie ein prozentuales Verhéltnis darstellen, lassen sie
Wertungen der Kombinationen zu.
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5.3.3 Hyperthermie und Gemcitabine

Auch fiir die Kombination von Gemcitabine und Hyperthermie finden sich aktuelle Studien,
die in in vitro Modellen die synergistische Interaktion dieser Kombination belegen.
Vertrees et al. berichten von einer potenzierenden Wirkung dieser Kombination im
Lungentumormodell (Vertrees et al., 2005). Eine andere praklinische Studie von van der
Heijden et al. konnte eine synergistische Interaktion von Gemcitabine und Hyperthermie
an Zelllinien des Blasenkarzinoms belegen (Van der Heijden et al., 2005).

In unseren in vitro Untersuchungen der Pankreaszelllinie DAN-G kommt es durch die
Hyperthermie mit 39°C und 41,8°C zu einer leichten Proliferation der Zellen anstatt zu
einer erwarteten Wirkverstarkung des Zytostatikums. Das Zellwachstum nimmt im
Vergleich zu einer Behandlung der Zellen mit Gemcitabine bei 37°C in beiden Anséatzen
um ca. 5% zu. Damit kommt es zu einem Wirkverlust des Medikamentes. Bei 43°C
Uberlebt eine Zellfraktion von ca. 5%. Die Ergebnisse von 43°C decken sich mit denen der
Versuchsansatze der alleinigen Hyperthermie und der Kombinationsbehandlung von
Carboplatin = und  Hyperthermie. Es liegt nahe anzunehmen, dass die
Zellproliferationshemmung bei 43°C ein Effekt der Hyperthermiebehandlung ist und nicht
der Kombinationstherapie von Hyperthermie und Gemcitabine zugrunde liegt. Damit kann
aus dem in vitro Modell des Pankreaskarzinoms keine therapeutische Wirksamkeit aus
einer Kombination von Hyperthermie und Gemcitabine ableitet werden.

Auch bei Gemcitabine ist analog zum Carboplatin eine Wirkveranderung der 1Cso-
Konzentration zu verzeichnen. Es kommt unter diesen Versuchsbedingungen bei einer
Gabe von 0,1 pg/ml zu einem Zellwachstum von 28,49% anstatt der erwarteten 50%.
Auch hier wurde die 1Cso-Konzentration erneut durch den Proliferationsversuch kontrolliert
und bestatigt. Es liegt nahe, dass es sich, wie oben schon erwdhnt, um ein nicht
konstantes System handelt.

5.3.4 Hyperthermie und die Kombination von Carboplatin und Gemcitabine

Da zum einen die Kombination von Carboplatin und Gemcitabine in praklinischen Studien
einen synergistischen Effekt hat (Bergman et al., 1996; van Moorsel et al., 1999; Yang et
al., 2000) und zum anderen ihre Kombination in klinischen Studien eine Wirksamkeit auf
das Pankreaskarzinom zeigt (Heinemannet al., 2000; Colucci et al., 2002), stellt sich die
Frage, ob durch die Kombination mit Hyperthermie eine weitere Wirkpotenzierung erreicht
werden kann.

Unsere Ergebnisse kénnen eine Wirkpotenzierung nicht bestétigen. Die Zellproliferation
andert sich kaum (um 2%) bei Temperaturen von 39°C und 41,8°C im Verhaltnis zur
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alleinigen Zytostatikagabe. Erst bei 43°C kam es wie auch schon in den vorher
beschriebenen Ansatzen zu einer Abnahme der Zellproliferation auf 9,37%, die am
ehesten den direkt zytotoxischen Effekt der Hyperthermiebehandlung darstellt.

Das Ergebnis zeigt, dass sich aus den in vitro Daten die Hyperthermie in Kombination mit
Carboplatin und Gemcitabine fir die von uns untersuchte Pankreaskarzinomzelllinie in

vitro nicht als glinstige Therapieoption ableiten lasst.

5.4 Gruppenvergleich

In den in vitro Untersuchungen an der Tumorzelllinie DAN-G des Pankreas erweisen sich
beide verwendeten Zytostatika Carboplatin und Gemcitabine als wirksam. Gemcitabine ist
auch bei sehr niedrigeren Dosierungen von 0,1 pg/ml sehr wirksam. Diese Dosierung
entspricht niedrigen Serumspiegeln, die noch Tage nach der Applikation bei Patienten in
vivo gefunden werden. Das Zytostatikum Carboplatin mit einer Dosierung von 69,2 ug/ml
zeigt entsprechende Wirksamkeit bei eher hohen in vivo Dosierungen. Die Kombination
von Carboplatin und Gemcitabine bringt keinen weiteren Therapievorteil im Verhaltnis zur
alleinigen Behandlung der Zellen mit Gemcitabine.

Priméres Ziel der Untersuchung war jedoch nicht allein, die Wirksamkeit der beiden
Zytostatika und ihre Kombination auf unsere Zelllinie zu testen. Vielmehr sollte
herausgefunden werden, ob die Kombination dieser Zytostatika mit Hyperthermie an der
Tumorzelllinie DAN-G des Pankreaskarzinoms Potential fiir eine Ubertragung in die Klinik
aufweist. Im Gruppenvergleich rufen im Thermochemotherapieversuch bei 39°C und
41,8°C Gemcitabine und Gemcitabine mit Carboplatin den starksten therapeutischen
Effekt hervor. In der zusammenfassenden Graphik (Abbildung 13, Ergebnisteil) erkennt
man, dass die beiden eben genannten Ansatze in der Wirkung auf unsere Tumorzelllinie
ebenbdrtig sind. Verglichen mit der alleinigen Zytostatikagabe von Gemcitabine sind diese
beiden Ansatze in Kombination mit Hyperthermie jedoch nicht von Vorteil und fihren zu
keiner weiteren Wirkverstarkung, sondern sogar eher zu einer leichten Zellproliferation.
Die Hyperthermie (39°C und 41,8°C) in Kombination mit Carboplatin fihrt zu einem
Wirkverlust des Medikamentes um ca. 10-15%. Kombiniert man allerdings alle Ansatze
mit 43°C, dann kommt es analog zur alleinigen Hyperthermiebehandlung zu einer starken
Abnahme der Zellzahl bis unter 10%. Anzunehmen ist, dass der Effekt auf die direkt
zytotoxische Wirkung der Hyperthermiebehandlung zurlckzufiihren ist, zumal dieser
Effekt mit einer verbleibenden Zellzahl von 0,99% wesentlich starker ausgepragt ist als in

den Kombinationsansatzen.
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5.5 Zeitlich versetzte Gabe der beiden Zytostatika

In der aktuellen Literatur findet man, wie in der Einleitung schon erwahnt, Studien, die
zeigen, dass das Zeitintervall der Zytostatikagabe ein wichtiger Faktor fir die Intensitat
der antitumoralen Wirkung ist. Die Arbeitsgruppe Braakhuis et al. zeigte im Tiermodell an
Tumoren des Kopfes und Halses, dass die Simultangabe von Gemcitabine und Cisplatin
oder eine vorangehende Gabe von Cisplatin den im Vergleich besten therapeutischen
Effekt erzielt. Eine andere Arbeitsgruppe von van Moorsel et al. zeigte auch einen von der
zeitlichen Gabe der Zytostatika Gemcitabine und Cisplatin abhéangigen Effekt. Allerdings
war hier im Lungentumormodell die vorangehende Gabe von Gemcitabine von Vorteil.

Es stellte sich die Frage, ob durch eine zeitliche versetzte Gabe von Carboplatin und
Gemcitabine eine Wirkveréanderung festgestellt werden kann und evtl. die Wirkung der
Kombinationstherapie sogar verstarkt werden kann. Dazu wurde die Zelllinie mit den ICso-
Konzentrationen von Carboplatin und Gemcitabine behandelt, wobei die Zytostatika
einmal simultan gegeben wurden. In den anderen beiden Ansétzen ging die Gabe des
jeweiligen Zytostatikums dem anderen um eine halbe Stunde voraus.

Fir diese in vitro Versuche ergaben alle drei Ansatze denselben therapeutischen Effekt.
Man kann keinen Vorteil aus der =zeitlich versetzten Gabe von Carboplatin und

Gemcitabine in diesem Pankreaskarzinommodell erkennen.

5.6 Analyse des Zellzyklus

Auf Grund der scheinbar geringen Thermosensibilitdt unser Zelllinie DAN-G des
Pankreaskarzinoms wurde den Thermochemotherapieversuchen eine Zellzyklusanalyse
angeschlossen. Dies ist sinnvoll, da die Ursache der geringen Thermosensibilitat unter
anderem eine Umverteilung der Zellzyklusphasenanteile sein kénnte, denn eine in vitro
Studie von Mackey und Dewey weist darauf hin, dass Zellen in der S-Phase
thermosensibler sind als Zellen in anderen Phasen des Zellzyklus (Mackey und Dewey,
1989). Vor ihnen hatte Dietzel in den grundlegenden Prinzipien der Hyperthermie in der
Tumortherapie Ahnliches beschrieben. Er konstatierte, dass die Zellen bevorzugt in der
M-und S-Phase des Zellzyklus thermosensitiv sind und dass die Hyperthermie einen
synchronisierenden Effekt auf die Zellproliferation hat (Dietzel, 1983). Auch in vivo ist die
Anzahl der Zellen in der S-Phase ein mitentscheidender, prognostischer Faktor flr den
Erfolg einer Therapie. In einer Studie an humanen Mammakarzinomzellen haben Bergers
et al. gezeigt, dass der prozentuale Anteil der S-Phase-Zellen mit dem Gesamtiberleben
der Patienten korreliert (Bergers et al., 1997).
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Es stellte sich demnach auf der einen Seite die Frage, ob sich ein hoher Anteil der Zellen
in der GO/G1-Phase und ein wesentlich geringerer Anteil der Zellen in der S-Phase
befindet. Auf der anderen Seite galt es zu klaren, ob sich die Zellzyklusphasenanteile im
Verhéltnis zueinander durch die Thermochemotherapie &ndern oder durch die
Hyperthermie mdglicherweise synchronisiert werden.

Wir untersuchten die Zellzyklusphasen nach der Thermochemotherapiebehandlung
mittels der Fluoreszenzfarbemethode nach Dolbeare et al..

Wir beobachteten, dass

1. alle Ansatze der Thermochemotherapie ahnliche relative Zellzyklusphasenanteile
zeigen.

2.  sich die Anteile innerhalb eines Ansatzes wahrend der Therapie mit 39 und 41,8°C
nicht verandern.

3. der Anteil der Zellen in der GO-Phase mit 40-50% zwar gréBer ist als der der S-
Phase mit 30-40%, aber nicht soviel gréBer, als dass sich die Thermoresistenz der
Zellen damit erklaren lieBe.

Daraus resultiert, dass unsere Zelllinie DAN-G extrahiert aus einem Tumor des Pankreas
bis 41,8°C thermo- und zellzyklusphasenstabil ist. Mdglicherweise wirkt die Hyperthermie
auf Zelllinien des Pankreas erst ab 43°C auf die Zellphasenverteilung, da hier in unseren
Untersuchungen ein deutlicher Abfall der Zellzahl zu beobachten war. Diese Ergebnisse
bestatigen die Studie von Nakata et al., die einen starken Effekt der Hyperthermie auf
Tumorzellen des Pankreas ab 44 °C beobachteten (Nakata et al., 1992).

5.7 Auswertung einer Pilotphase mit Ganzkérperhyperthermie in
Kombination mit Chemotherapie bei metastasiertem Pankreas-

karzinom

Obgleich die préklinischen in vitro Daten der Thermochemotherapie keine
Wirkungsverstéarkung im Gegensatz zur Monotherapie mit Gemcitabine belegen konnten,
schlieBt das einen Kklinischen Erfolg dieser Kombinationstherapie fir das
Pankreaskarzinom nicht grundsétzlich aus. In der klinischen Situation spielen in vitro nicht
simulierbare Faktoren wie z.B. die Versorgung des Tumors mit BlutgefdBen und die
antitumorale Immunantwort eine Rolle. Unsere Zytotoxizitatsergebnisse kdnnten nur auf

die untersuchte Pankreaszelllinie DAN-G begrenzt giltig sein.
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Im Rahmen von individuellen Heilversuchen wurden an der Universitdt zu LUbeck
Patienten mit inoperablem, metastasiertem Pankreaskarzinom im Stadium IVB behandelt.
Sie erhielten eine standardisierte Chemotherapie mit Gemcitabine und Carboplatin in
Kombination mit einer Ganzkérperhyperthermie.

Bei 23% der Patienten konnte eine Teilremission erreicht werden und bei 38% ein
Fortschreiten der Erkrankung verhindert werden. Bei wiederum 38% schritt die
Erkrankung weiter fort. Die mediane Uberlebenszeit aller Patienten betrug beachtliche
11,4 Monate. Das liegt Uber dem Durchschnitt der in der Literatur beschriebenen
medianen Uberlebenszeit und konnte auch in Studien, wie zum Beispiel der von Burris et
al. mit einer Monotherapie mit Gemcitabine bei medianer Uberlebenszeit von 5,7 Monaten
nicht erreicht werden (Burris et al., 1997).

Das Nebenwirkungsprofil der Ganzkérperhyperthermiebehandlung war weitgehend
akzeptabel. Die Patienten mussten alle far durchschnittlich vier Tage stationar
aufgenommen werden. Ubelkeit und Erbrechen konnten mit entsprechender
antiemetischer Behandlung beherrscht werden. Alle Patienten mussten aufgrund einer
zumeist milden Dehydrierung im Rahmen der Hyperthermie rehydriert werden. Zu einer
relevanten Grad Ill und IV Hamatotoxizitdt kam es erst nach einem dritten Therapiezyklus.
Dennoch war aufféllig, dass sich bei nur vier Patienten mehr als zwei Zyklen durchflihren
lieBen, da die anderen Patienten die gesamte Prozedur entweder zu belastend
empfanden, bzw. der Tumor resistent oder doch friih progredient waren. Wichtig bei der
Bewertung der Uberlebensdaten ist, dass man das Phanomen der Patientenselektion
nicht unterschétzt, das bei stark belastenden und mit vielen Nebenwirkungen behafteten
Behandlungen eine groBe Rolle spielt. Die Chemotherapie mit Carboplatin und
Gemcitabine ist schon als alleinige Intervention sehr intensiv und belastet den
Organismus extrem. Gleiches qilt far die Ganzkérperhyperthermiebehandlung.
Grundsatzlich erhalten nur Patienten in einem guten Allgemeinzustand eine
Ganzkdrperhyperthermie. Schon geringe kardiale und pulmonale
Funktionseinschrankungen, wie man sie bei Pankreaskarzinompatienten haufig antrifft,
fuhren zum Ausschluss. Auch werden Patienten, die alter als 65 Jahre sind, nicht mit der
Ganzkdrperhyperthermie behandelt. Altere Patienten machen jedoch bei den meisten
Behandlungsstudien der Monosubstanzen den GroBteil der Patienten aus. Bei der
vergleichenden Betrachtung der Gesamtlberlebensdaten muss auch beachtet werden,
dass die Patienten, die unsere Beobachtungsanwendung erlebten, spatestens im
Progress eine Standardtherapie mit Gemcitabine als Monosubstanz erhalten haben
durften. Auf jeden Fall ist das Patientenkollektiv der Beobachtungsanwendung mit 13
Patienten ziemlich klein. Sie entspricht einer flr Pilotphasen Ublichen Patientenstarke und
besitzt somit die entsprechende allenfalls richtungsweisende Wertigkeit. Da jedoch weder
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randomisiert noch eine Kontrollgruppe mitbehandelt wurde, kann dieser Pilotphase kein
Gewicht innerhalb der Evidence-Basierten Medizin zugeschrieben werden. Diese
Pilotphase kann als Hinweis darauf aufgefasst werden, dass die Ganzkdérperhyperthermie
ein neuer Weg zur Behandlung von Patienten mit weit fortgeschrittenem
Pankreaskarzinom sein kénnte. Zur weiteren Beurteilung missten die Ergebnisse von
Phase IIB und Phase Ill Studien abgewartet werden.

Immerhin beherbergen die meisten klinisch aktiven Onkologen eine erhebliche Skepsis
hinsichtlich der Ganzkdrperhyperthemie beim Pankreaskarzinom. Es handelt sich um ein
aufwendiges und potentiell nebenwirkungstrachtiges Verfahren, dass aufgrund der
stationaren Behandlungsbedingungen und der Therapiedurchfihrung auch noch teuer ist.
Mit der Gemcitabinmonotherapie steht seit einigen Jahren erstmalig ein Medikament zur
Verfligung, das neben einer gewissen objektivierbarer Wirksamkeit auch palliativ wirksam
ist, da es Symptome lindert und die Lebensqualitdt der Patienten verbessert. Die
Bereitschaft der meisten Onkologen, statt dessen eine aggressive Therapieform ohne
nachgewiesene Wirksamkeit einzusetzen, ist gering. Die im Rahmen dieser Dissertation
ermittelte Therapieresistenz auf klinisch anwendbare Hyperthermie der fir andere
Pankreaskarzinome beispielhaften Zelllinie wird zu weiterer Zurtickhaltung inspirieren.
Zum Verfahren der Ganzkdrperhyperthermie muss auch generell kritisch angemerkt
werden, dass es in 20 Jahren enthusiastischer Forschung nicht gelungen ist, die
Wirksamkeit dieses Verfahrens durch Phase IIB und Phase Ill Studien bei den intensiv

untersuchten Weichteilsarkomen und den Pleuramesotheliomen zu etablieren.

Wo liegt nun die Zukunft des Verfahrens der Ganzkérperhyperthermie?

Begleitend zu den klinischen Erfahrungen wurden im Verlauf der Jahre unterschiedliche
Argumente gebracht, die ihr Vorteile gegenidber dem normothermen Einsatz von
Chemothermie zuschreiben. Ein Argument ist die bessere Blutversorgung des Tumors
unter Hyperthermiebedingungen. Da die BlutgefdBe im Tumor aufgrund fehlender glatter
Muskulatur nicht auf thermisch oder nervale Einflisse reagieren kénnen, spielt dieses
Argument allenfalls im Bereich der Extremitaten eine Rolle. Auch wurden unterschiedliche
molekulare Phdnomene unter zunehmenden Temperaturen beobachtet. So kommt es zur
erhbhten Expression des heat shock proteins HSP70 bei der Hyperthermie (Adamietz und
Wust, 2004). Die wahre Bedeutung dieses Befundes fir die Tumorbiologie und
Tumorbehandlung ist unklar. Beschrieben ist zwar, dass heat shock Proteine bei der
Erwarmung von Zellen in letztlich tédlichen Bereichen vermehrt auftreten, unklar ist aber,
ob sie dann eine pro- oder eine antiapoptotische Funktion ausiben. Ob eine passagere
Uberexpression eines dieser Gene wahrend der kurzen Hyperthermiephase eine
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antitumorale Rolle spielt, bleibt jedenfalls unklar. Auch die antitumorale Immunantwort im
Zusammenhang mit hyperthermen Einflissen wird in der Literatur widersprichlich
diskutiert. Wahrend Koga et al. im Tiermodell eine durch Hyperthermie induzierte
Suppression der Zytotoxizitat von NK-Zellen (Nattrliche Killerzellen) nachweisen konnten,
beobachteten Pritchard et al., dass der antitumorale Effekt von IL-12 im Tierversuch durch
milde Hyperthermie verstarkt wurde (Koga et al., 2005, Pritchard et al., 2005). Eine
maBige Erhdhung der Kérpertemperatur auf Temperaturen um 39 bis 40°C scheint die
antibakterielle und antivirale Immunantwort etwas zu starken, wahrend die
Wachstumsbedingungen der haufigsten Keime verschlechtert werden. Eine Hyperthermie
Uber langere Zeit verschlechtert die meisten Immunprozesse. Fur frihe Phasen der
Oncogenese gilt allgemein, dass transformierte Zellen zunachst dem kdrpereigenen
Immunsystem entgehen muissen, bevor es zum Tumorwachstum kommt. Das
Pankreaskarzinom gilt als wenig immunogen. Es ist zwar wahrscheinlich, dass eine
Immuntoleranzentwicklung beim frihen Pankreaskarzinom eine Rolle spielt, in
fortgeschrittenen Stadien werden jedoch unter normothermen Bedingungen weder
histologisch noch klinische relevante Immunprozesse beobachtet. Es ist aus
theoretischen Erwagungen somit eher unwahrscheinlich, dass eine Hyperthermie im
Kérper eine klinisch relevante Verbesserung der Immunantwort erbringt.

Trotz intensiver Bemihungen gerade hier in Deutschland ist es nicht gelungen, die
Zulassung der Hyperthermie mit Chemotherapie flr auch nur eine Tumorentitat zu
gewinnen. Es ist mehr als unwahrscheinlich, dass unter den bestehenden finanziellen und
gesetzlichen Bedingungen die fehlenden klinischen Phase Ill Studien in naher oder ferner
Zukunft durchgefiihrt werden.
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6 Zusammenfassung

Die Prognose des fortgeschrittenen Pankreaskarzinoms ist wegen der sehr spéten
Diagnosestellung, der aggressiven  Tumorbiologie und der weitgehenden
Therapieresistenz  immer noch infaust. In der palliativen Therapie steht die
Monochemotherapie mit Gemcitabine im Mittelpunkt der Therapieoptionen. Wenngleich
eine Vielzahl von weiteren Chemotherapeutika untersucht wurde, konnte keinem eine
Uberlegenheit gegeniiber Gemcitabine belegt werden. Die Suche nach wirksamen
multimodalen Therapiekonzepten geht von der Erfahrung aus, dass weder die alleinige
Strahlen- noch Chemotherapie eine lokale und systemische Kontrolle der Erkrankung
bewirkt. Es gilt, zum Beispiel eine evtl. Wirkungssteigerung bekannter Zytostatika durch
physikalische MaBnahmen wie Bestrahlung, hyperbare Sauerstofftherapie oder
Uberwarmung zu iberpriifen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Wirksamkeit einer einstiindigen Hyperthermie in
Kombination mit den zytotoxischen Substanzen Carboplatin und Gemcitabine auf die
Zellreihe DAN-G des Pankreaskarzinoms mittels des Kristallviolett-Assay getestet. Im
zweiten  Teil wurden die Ergebnisse einer klinischen Pilotphase mit
Ganzkdrperhyperthermie in Kombination mit den o0.g. Zytostatika ausgewertet.

Im ersten Teil, den in vitro Untersuchungen, konnte keine der Kombinationen mit
Hyperthermie bei 39 und 41,8°C im Vergleich zur alleinigen Gemcitabingabe bei 37°C
einen Therapievorteil erzielen. Erst eine in der Klinik im Rahmen der
Ganzkdrperhyperthermie nicht einsetzbare Temperaturerhéhung auf 43°C bewirkte
aufgrund direkter Schadigung eine starke Reduktion der Zellzahl auf unter 10%. Auch in
der Kombination mit Carboplatin und Gemcitabine rief die Hyperthermie weder simultan
noch in der zeitlich versetzten Gabe eine Verstarkung des Therapieeffektes hervor. Die
Zellzyklusanalyse zeigt, dass die Hyperthermie keine Verschiebung der Dauer und des
Anteils der Zellen in den Zellzyklusfraktionen bewirkt und dass keine groBen G0/G1-
Fraktionen induziert werden, die flr eine Thermosensitivierung verantwortlich gemacht
werden kdénnten.

Im zweiten Teil, der ausgewerteten Pilotphase, in der die Patienten mit Chemotherapie
und Ganzkoérperhyperthermie behandelt worden waren, ergab sich eine mediane
Uberlebenszeit von 11,4 Monaten. Dies ist ein Hinweis dafiir, dass diese Therapieoption
bei Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom Wirksamkeit zeigt.

Wéhrend die in vitro Untersuchungen also keinen Hinweis auf eine Therapieverbesserung
durch den Hyperthermieeffekt ergeben, zeigen die klinischen Beobachtungen durchaus
gute Ergebnisse. In der Diskussion wird auf die Bedeutung dieser Daten innerhalb des
Therapiekonzeptes eingegangen. Es wird gezeigt, dass diese guten Therapieeffekte bei
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einem hoch selektionierten Patientengut erzielt wurden und die Therapie aufgrund des
hohen Therapieaufwandes und der Nebenwirkungen noch mit Skepsis betrachtet werden
muss. Der fehlende Effekt in vitro spricht zusatzlich gegen die Wirksamkeit der
Hyperthermie auf Pankreaskarzinomzellen.

Es bleibt letztlich offen, ob die getesteten Kombinationen auf andere Zelllinien des
Pankreaskarzinoms wirksam sein kdénnen und ob sich der Therapieerfolg der
Ganzkoérperhyperthermie mit Chemotherapie in Phase Il und Il Studien bestatigen lieBe.
Der aktuelle Therapiestandard fur das fortgeschrittene Pankreaskarzinom bleibt die
Gemcitabinemonotherapie.
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7  Abklrzungen

AUC
Borax
BrdU
°C
DAN-G

DNA
FACS

FCS

5-FU

GO/G1

HCl

HSP

ICs0

NC

PBS

PD
PEFG-Regime

PO,

PR

EDTA
NaCl

CT

MTT

RPMI 1640

S-Phase
UICC

area under the curve

Sodiumtetraborat

5-Brmo-2"-desoxyuridin

Temperatureinheit Celsius

Kurzbezeichnung  der  verwendeten  Zelllinie  des
Pankreaskarzinoms

Desoxyribonukleinsdure

Fluoreszenz-Activated-Cell-Sorter

Fetales Kéalberserum

5-Fluorouracil

Wachstumsphase und Ruhephase des Zellzyklus

Salzséure

Heat-Shock-Protein

Inhibitionskonzentration von 50%

keine Veranderung (no change)

Phosphat buffer saline

fortschreitende Erkrankung (progressive desease)
Zytostatikakombination von Gemcitabine, 5-FU, Cisplatin
und Epirubicin

Sauerstoffpartialdruck

partielle Remission eines Tumors (partial remission)
Ethylendiamintetraacetat

Natriumchlorid

Computertomographie
Dimethylthiazoldiphenyltetrazoliumbromid

Initialname des im Rosewell Park Memorial Institut
entwickelten Kulturmediums

Synthesephase des Zellzyklus

Union Internationale Contre Cancer
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Abbildung 14:

Dargestellt ist die Proliferationshemmung auf DAN-G Zellen nach Seite 42
zeitlich versetzter Gabe der Zytostatika Carboplatin und Gemcitabine
unter normothermen Bedingungen. Die Zellen wurden bei 37°C jeweils
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aufgezeigt, mit denen die Zellen behandelt wurden.
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Durchflusszytometrische Analyse der Zellzyklusphasen von DAN-G Seite 45
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Zugabe von Gemcitabine. Auf der y-Achse ist die Anzahl der Zellen in

Prozent dargestellt. Auf der x-Achse sind zum einen die
Zellzyklusphasen (G1/G2/S) und zum anderen die Temperaturen

aufgezeigt, mit denen die Zellen behandelt wurden.
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Abbildung 18:

Durchflusszytometrische Analyse der Zellzyklusphasen von DAN-G Seite 45
Zellen nach Inkubation bei unterschiedlichen Temperaturen unter

Zugabe der Kombination von Carboplatin und Gemcitabine. Auf der y-

Achse ist die Anzahl der Zellen in Prozent dargestellt. Auf der x-Achse

sind zum einen die Zellzyklusphasen (G1/G2/S) und zum anderen die

Temperaturen aufgezeigt, mit denen die Zellen behandelt wurden.

Abbildung 19:

Graphische Darstellung der G1-Phase aller Ansatze im Vergleich bei Seite 46
den Temperaturen 37, 39 und 41,8°C. Diese Phase ist von besonderer

Bedeutung, da die G1-Phase, die die GO-Phasenanteile enthélt, am
thermostabilsten ist und damit mégliche Ursache einer Thermoresistenz

von Zellen sein kann.

Abbildung 20:

Graphische Darstellung der nach der Kaplan-Meier-Methode Seite 49
berechneten Uberlebenskurve fiir die Ganzkdrperhyperthermie in

Kombination mit Chemotherapie. Es wurde der Zeitpunkt der

Erstdiagnose als Ursprung gewahlt. Die Kaplan-Meier-Methode

berlcksichtigt die Information aller Patienten so lange, wie diese

beobachtet worden sind.
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Labor nicht klappte.” Meinen Eltern danke ich, daflr, dass sie mir dieses alles
ermoglichen und immer an mich glauben. ,Lieber Papa, jetzt habe ich nicht mehr geredet,
und hier liegt das fertige Werk!".
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