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1. Einleitung 

1.1 Maligne Tumoren und ihre Therapie 

 

Maligne Tumoren sind heute nach kardiovaskulären Erkrankungen die zweithäufigste 

Todesursache weltweit . 2008 war Lungenkrebs die mit am häufigsten neu diagnostizierte 

Krebserkrankung und die häufigste Krebstodesursache, mit insgesamt 1,6 Millionen 

Neuerkrankungen und 1,4 Millionen Todesfällen weltweit (Jemal et al., 2011). 

Histologisch unterscheidet man zwei Hauptgruppen der Bronchialkarzinome: Nicht-

kleinzelliges Bronchialkarzinom (NSCLC) und kleinzelliges Bronchialkarzinom (SCLC). 

Die NSCLC lassen sich weiter in Plattenepithelkarzinome, Adenokarzinome und 

großzellige Bronchialkarzinome unterteilen. Das klinische Erscheinungsbild, die Therapie 

und Prognose der verschiedenen histologischen Subtypen der NSCLC sind ähnlich. 

(Korpanty et al. 2010) 

Das SCLC hat einen Anteil von 15% an allen Bronchialkarzinomen, und der Großteil der 

Erkrankten ist oder war Raucher. Dieser Tumortyp zeichnet sich durch eine sehr schnelle 

Tumorverdopplungszeit, einen hohen Proliferationsindex und frühzeitige Metastasierung 

aus (Rossi et al., 2008). Klinisch unterscheidet man zwei Stadien, deren Therapie und 

Prognose sich grundsätzlich unterscheiden. Limited Disease bezeichnet die Ausbreitung 

der Erkrankung auf einen Hemithorax inklusive Befall der ipsilateralen hilären 

Lymphknoten, der ipsilateralen oder kontralateralen mediastinalen Lymphknoten und der 

supraklavikulären Lymphknoten. Diese beschriebenen Einschränkungen werden im 

Gegensatz zur limited Disease bei der extensive Disease überschritten (Puglisi et al., 

2010). Während im Stadium der limited Disease 15-25% der Patienten durch die 

Kombination von Radiotherapie mit Chemotherapie und prophylaktischer 

Ganzhirnbestrahlung geheilt werden können, ist die Therapie im Stadium der extensive 

Disease palliativ (Rosti et al., 2006). 60%-70% der Patienten präsentiert sich bei 

Erstdiagnose mit einer fortgeschrittenen Erkrankung (extensive Disease). Diese Patienten 

haben ein mittleres Überleben von 7-12 Monaten ab Diagnosestellung und weniger als 5% 

der Patienten überleben länger als 2 Jahre (Jackman und Johnson, 2005). 

Cyclophosphamid ist seit langer Zeit Bestandteil verschiedener Chemotherapieregimes 

beim kleinzelligen Bronchialkarzinom und war über viele Jahre in der Kombination mit 

Doxorubicin und Vincristin oder Etoposid das am häufigsten verwendete Regime zur 

Erstbehandlung von Patienten mit fortgeschrittenem kleinzelligen Bronchialkarzinom. 
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(Oze et al., 2009; Puglisi et al., 2010; Cheng et al., 2007; Bunn et al., 1986). Die 

Chemotherapie mit Cisplatin und Etoposid ist aktuell die am weitesten verbreitete Therapie 

beim fortgeschrittenen kleinzelligen Bronchialkarzinom (Jackman und Johnson, 2005), die 

Studienlage bezüglich der Vorteile dieses Regimes gegenüber anderen 

Kombinationstherapien ist jedoch nicht immer deutlich.  So hat sich trotz intensiver 

klinischer Forschung in den vergangenen 25 Jahren weder das Behandlungskonzept 

grundlegend geändert, noch konnte die Überlebenszeit durch neue Therapieansätze 

deutlich verlängert werden. (Rosti et al., 2006; Oze et al., 2009; Dowell, 2010; Puglisi et 

al., 2010). 

 

1.2 Konventionelle Chemotherapie 

 

Seit den ersten Berichten über den erfolgreichen Einsatz von Zytostatika bei der 

Behandlung des Hodgkin Lymphoms und weiterer maligner Erkrankungen vor über 60 

Jahren (Goodman et al., 1946; Farber und Diamond, 1948), hat sich die Anzahl der 

Medikamente in der Tumortherapie stark vergrößert. Mit der Ausnahme von Leukämien 

und Lymphomen, sowie maligner Erkrankungen der Keimzellen und einiger pädiatrischer 

Krebserkrankungen gelingt es  auch heute meist nicht, Krebserkrankungen durch 

Chemotherapie komplett zu heilen, so dass die alleinige Chemotherapie fortgeschrittener 

solider Tumorerkrankungen meist palliativ ist (Hahnfeld et al., 2003). 

Seit fast einem halben Jahrhundert wird die systemische Krebstherapie durch den 

Gebrauch von Zytostatika dominiert. Der Großteil dieser Medikamente sind DNA 

schädigende Mittel, Mikrotubulusinhibitoren und Antimetabolite, welche die Zellteilung 

behindern oder sich schnell teilende Zellen zerstören. Die Medikamente werden dabei 

meistens in Einzeldosen oder kurzen Behandlungszyklen in der höchstmöglichen Dosis 

verabreicht, die noch keine lebensbedrohlichen Nebenwirkungen zeigt. Diese wird hierbei 

als maximal tolerable Dosis (maximum tolerated dose – MTD) bezeichnet (Kerbel und 

Kamen, 2004). Dieses Anwendungsprinzip beruht dabei auf in-vitro und 

tierexperiexperimentellen Studien, sowie theoretischen Modellen, welche gezeigt haben, 

dass viele Zytostatika eine starke Dosis-Wirkungsbeziehung vorweisen, wobei eine 

logarithmische Beziehung zwischen Medikamentendosis und Anzahl der getöteten Zellen 

besteht (Skipper, 1967). In den vergangenen Jahrzehnten wurde mit Hilfe verbesserter 

Möglichkeiten im Bereich der supportiven Therapie, wie Bluttransfusionen, Antibiotika 

und Zytokinen bis hin zur autologen Stammzelltransplantation, versucht durch 



 8

Verwendung immer höherer Zytostatikadosen die Therapieerfolge von Chemotherapien zu 

verbessern (Kamen und Rubin, 2000). Die durch Dosiseskalation entstehenden 

Nebenwirkungen wie Schädigung des Knochenmarks, Haarverlust, Übelkeit und 

Entzündung der Schleimhäute, sowie Schäden an Herz, Niere und neurologische Schäden 

belasten die Patienten zusätzlich und erfordern weitere kostenintensive Therapien (Kerbel 

und Kamen, 2004). Dabei ist der Nutzen des immer weiteren Ausreizens des Prinzips der 

maximal tolerablen Dosis jedoch unklar, so konnte z. B. in Studien beim metastasierten 

Mammakarzinom keine Verlängerung der Überlebenszeit durch die Anwendung 

myelotoxischer Dosen und autologer Stammzelltransplantation im Vergleich zur 

konventionellen Therapie mit niedrigeren Einzeldosen erreicht werden (Stadtmauer et al., 

2000; Farquhar et al., 2005). 

Um die Balance zwischen Wirkung und Nebenwirkung zu halten, ist es erforderlich 

zwischen Zyklen eines oder mehrerer Zytostatika in oder nahe der maximal tolerablen 

Dosis Therapiepausen zu schalten, in denen sich der Körper von den Nebenwirkungen 

erholen kann. Viele solcher Chemotherapie-Schemata führen initial zu einer Rückbildung 

oder Stabilisierung der Erkrankung und dadurch zu einer Verlängerung der Überlebenszeit. 

Meistens sind diese Episoden jedoch kurz und werden von Rezidiven gefolgt, welche 

häufig resistent gegen die zuvor angewandten Zytostatika und dadurch schwieriger zu 

behandeln sind (Hanahan et al., 2000). 

 

1.3 Metronomische Chemotherapie 

 

Weil Tumorzellen häufig Resistenzen gegen ein großes Spektrum von zytotoxischen 

Medikamenten entwickeln, postulierte Kerbel 1991, aufbauend auf Judah Folkmans 

Forschungen zur Tumorangiogenese (Folkman, 1971), man müsse die genetisch stabilen 

Endothelzellen ins Visier neuer Chemotherapie Strategien nehmen (Kerbel, 1991). Da sich 

die Endothelzellen nur langsam teilen werden sie durch die episodische Applikation von 

Zytostatika in konventionellen Chemotherapieprotokollen nur wenig in ihrer Proliferation 

gehemmt (Hanahan et al., 2000). Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass durch die 

Applikation von klassischen Chemotherapeutika wie Cyclophosphamid, Trofosfamid oder 

Vinblastin in niedriger Dosierung und in kurzen Abständen die Tumorangiogenese und das 

Tumorwachstum gehemmt werden kann (Klement et al., 2000; Man et al., 2002; Klink et 

al., 2006), selbst wenn sich die Tumoren zuvor resistent gegen die Applikation der gleichen 
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Mittel nach einem konventionellen Schema zeigten (Browder et al., 2000). Die Applikation 

von Chemotherapeutika in niedriger Dosierung über einen längeren Zeitraum ohne oder 

mit nur sehr kurzen Therapiepausen bezeichnet man als metronomische Chemotherapie 

(Hanahan et al., 2000). In den vergangenen zehn Jahren konnte in zahlreichen 

präklinischen und klinischen Studien gezeigt werden, dass eine metronomische 

Chemotherapie eine effiziente kosteneffektive Therapiestrategie mit geringen 

Nebenwirkungen bei einer Reihe  von fortgeschrittenen soliden Tumoren ist (Pasquier et 

al., 2010). Aufgrund der Möglichkeit sie oral zu verabreichen wurden dabei häufig die 

Oxazaphosphorine Cyclophosphamid und Trofosfamid verwendet (Browder et al., 2000; 

Man et al., 2002; Klink et al., 2006; Pasquier et al., 2010). 

 

1.4 Oxazaphosphorine 

 

Die Oxazaphosphorine Cyclophosphamid, Ifosfamid sowie Trofosfamid gehören 

zusammen mit den Zytostatika Melphalan und Chlorambucil zur Gruppe der alkylierenden 

Substanzen. Diese Substanzen übertragen Alkyl-Reste auf die DNA von sich teilenden 

Zellen, was zur Einleitung der Apoptose führt. Die Oxazaphosphorine sind stabile 

Senfgasderivate, welche als Prodrug oral oder intravenös verabreicht werden und zuerst in 

der Leber mittels Cytochrom P-450 Isoenzymen aktiviert werden (Brock, 1983; Brock 

1989; Huitema et al., 2000). Cyclophosphamid ist das international am häufigsten 

verwendete Zytostatikum aus der Gruppe der Oxazaphosphorine und wird seit der 

Erstbeschreibung seines chemotherapeutischen Potentials 1958 (Arnold et al., 1958)  als 

Zytostatikum und Immunsuppressivum bei einer Vielzahl von Indikationen angewendet. 

Auf Grund der Möglichkeit der oralen Applikation findet Cyclophosphamid außerdem in 

einer großen Anzahl von präklinischen und klinischen Studien mit metronomischen 

Chemotherapieschemata Verwendung, wobei die Tumorangiogenese in den Fokus der 

Behandlung rückt (Pasquier et al., 2010). 
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1.5 Tumorangiogenese 

 

Bei Kleinstlebewesen kann Sauerstoff durch den Körper zu allen Zellen diffundieren. Bei 

allen anderen Lebewesen ist das Wachstum von Blutgefäßen ein essentieller Bestandteil 

von Wachstum und Defektheilung. Endothelzellen behalten die Fähigkeit sich als Reaktion 

auf einen physiologischen Stimulus, wie Hypoxie für Blutgefäße und Entzündung für 

Lymphgefäße, schnell zu teilen. Aber auch bei malignen Tumoren kommt es zur 

Neubildung von Gefäßen (Carmeliet, 2005). 

Schon vor über einem Jahrhundert wurde unter anderem von Rudolf Virchow die 

Beobachtung gemacht, dass Tumorwachstum von der Vermehrung von Blutgefäßen 

begleitet wird (Ferrara, 2002). 1939 beobachtete Gordon Ide das Wachstum von 

Blutgefäßen an einem in das Ohr eines Hasen transplantierten Tumors und stellte erstmals 

die Hypothese auf, dass Tumoren die Neubildung von Blutgefäßen induzieren (Ide et al. 

1939).  Heute zweifelt keiner mehr an der essentiellen Notwendigkeit der Neubildung von 

Gefäßen für das Wachstum von Tumoren (Hanahan und Weinberg, 2000). Tumore sind zu 

Beginn ihres Wachstums ein kleiner Haufen Zellen, die ihre Nährstoffe und Sauerstoff 

durch Diffusion erhalten. Um größer als 1-2 mm³ zu wachsen müssen jedoch Blutgefäße 

innerhalb des Tumors entstehen, um die Versorgung des Tumorgewebes mit Sauerstoff und 

Nährstoffen zu sichern (Bergers und Benjamin, 2003). Die Neubildung von Gefäßen wird 

durch eine Vielzahl von pro- und antiangiogenetischen Faktoren gesteuert (Folkman, 2006; 

Carmeliet und Jain, 2000; Mantzaris et al., 2004; Bergers und Benjamin, 2003), welche 

sich im gesunden ruhenden Gewebe im Gleichgewicht befinden. Durch zunehmende 

Hypoxie und Nekrose steigt im Tumorgewebe die Expression von proangiogenetischen 

Faktoren, wie VEGF und es kommt zu einem Überwiegen der proangiogenetischen 

Faktoren (siehe Abbildung 1). Dies führt zu einer erhöhten Gefäßpermeabilität der 

tumornahen Kapillaren und zu einem Übertreten von Plasmaproteinen und Endothelzellen 

in das angrenzende Tumorgewebe, wodurch es zur Bildung von Kapillarausläufern in das 

Tumorgewebe kommt. Dieser Mechanismus wird auch als „angiogenic switch“ bezeichnet 

(Hanahan und Folkman, 1996; Bergers und Benjamin, 2003;).  
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Abbildung 1: Angiogenic Switch (aus Bergers und Benjamin, 2003) Durch die vermehrte 

Produktion von proangiogenetischen Faktoren wie VEGF (rot auf der rechten Seite) durch 

die Tumorzellen kommt es zu einem Überwiegen dieser Faktoren gegenüber den 

Inhibitoren der Angiogenese wie Thrombospondin-1 (blau auf der linken Seite), wodurch 

es zum Auswachsen von Kapillaren in das Tumorgewebe kommt. (Bergers und Benjamin, 

2003) 

 

Als Judah Folkman 1971 erstmals die Hypothese aufstellte, dass Tumoren durch die 

Inhibition der Angiogenese im Wachstum gehindert werden können (Folkman, 1971), 

begann die Suche nach von Tumorzellen produzierten Angiogenesefaktoren und Methoden 

deren Aktivität zu hemmen. Seitdem sind mehrere Dutzend endogener 

Angiogenesaktivatoren und eine ähnliche Anzahl von Inhibitoren gefunden worden 

(Hanahan und Weinberg, 2000). Es hat sich über die Jahre gezeigt, dass einem Molekül 

sowohl in der physiologischen wie auch der pathologischen Angiogenese eine 

Schlüsselrolle zukommt, dem Vascular endothelial growth factor (VEGF) (Ferrara, 1993). 

 

 

1.5.1 Vascular Endothelial Growth Factor – VEGF 

 

Durch die Anwendung des monoklonalen Antikörpers A4.6.1 gegen VEGF konnte 1993 

erstmals im Nacktmausmodell das Tumorwachstum an humanen Rhabdomyosarcom-, 

Leiomyosarcom- und Glioblastoma multiforme-Zelllinien in vivo gehemmt werden, 

während der gleiche Antikörper in vitro keinen Einfluß auf das Wachstum der gleichen in 
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vivo untersuchten Tumorzellen hatte (Kim et al., 1993). Dies bewies die essentielle Rolle 

von VEGF für die Tumorangiogenese und bestätigte die 1971 von Folkman aufgestellte 

Hypothese. VEGF ist, indem es die Proliferation und das Überleben von Endothelzellen 

stimuliert und das Wachstum und den Umbau von Blutgefäßen fördert, der 

Schlüsselmediator der Angiogenese (Carmeliet, 2005).  VEGF ist ein Mitglied der VEGF 

platelet derived growth factor-(PDGF) Familie, einer Gruppe strukturverwandter 

Mitogene.  Die anderen Mitglieder der Gruppe, placental growth factor (PlGF), VEGF-B, 

VEGF-C und VEGF-D, zeigen unterschiedliche Grade der Übereinstimmung mit VEGF 

(Ferrara und Davis-Smith, 1997). In der Regel, wie auch im folgenden Text, ist das VEGF-

A gemeint, wenn von VEGF gesprochen wird. VEGF ist ein homodimeres Glykoprotein 

mit einem Molekulargewicht von 45 kDa. Es existieren vier Isoformen von VEGF mit 

einer Länge von 121, 165, 189 und 206 Aminosäuren, wovon VEGF 165 die häufigste 

Form ist (Ferrara et al., 2003). VEGF vermittelt seine Wirkung über zwei stark verwandte 

Rezeptor Tyrosinkinasen (RTKs), VEGF Rezeptor-1 (VEGFR-1 auch als fms-like-tyrosine 

kinase 1 (Flt-1) bekannt) und VEGF Rezeptor-2 (VEGFR-2 auch als kinase domain region 

(KDR) oder fetal liver kinase 1 (Flk-1) bekannt). Ein weiteres Mitglied der  gleichen 

Gruppe von RTKs ist VEGFR-3 (fms-like-tyrosine kinase (Flt)-4), welcher aber kein 

Rezeptor für VEGF ist, sondern VEGF-C und VEGF-D bindet. VEGFR-2 ist der 

Hauptvermittler der VEGF gesteuerten Tumorangiogenese und seine Expression ist 

essentiell für die Entwicklung des Gefäßsystems in der Embryonalphase (Ferrara, 2004). 

Sein Fehlen resultierte im Tierversuch in dem Tod von Flk-1 defizienten knock-out 

Mäusen zwischen Tag 8 und 10 in utero (Shalaby et al., 1995). Die Expression von VEGF 

wird durch den intrazellulären Sauerstoffgehalt, Wachstumsfaktoren und Zytokine und die 

Aktivierung von Onkogenen bzw. die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen gesteuert, 

wobei Hypoxie als einer der wichtigsten Stimuli der VEGF-Expression bekannt ist 

(Ferrara, 2004). Erhöhte Expression von VEGF ist ein Merkmal vieler Tumoren des 

Menschen und bei Nagetieren und korreliert bei einigen Tumoren mit der 

Proliferationsrate, der Mikrogefäßdichte und einer schlechteren Prognose (Pradeep et al., 

2005). Die durch schnelles Wachstum entstehende Hypoxie im Tumorgewebe führt zu 

einem Anstieg der VEGF Expression. VEGF steigert die Permeabilität der Kapillaren und 

hemmt die Apoptose von Endothelzellen (Ferrara et al., 2003) (siehe Kapitel 1.4 und 

Abbildung 1) und spielt eine essentielle Rolle bei der Tumorangiogenese (Kim et al., 

1993). Diese Erkenntnisse führten zur Entwicklung eines Antikörpers gegen VEGF, dem 



 13

ersten klinisch angewandten Medikament zur gezielten Hemmung der Tumorangiogenese, 

Bevacizumab. 

 

1.6 Bevacizumab 

 

Bevacizumab (Avastin®, Roche) ist ein humanisierter monoklonaler IgG Antikörper gegen 

VEGF mit einem Molekulargewicht von 149kDa. Bevacizumab ist in der Europäischen 

Union seit Januar 2005 zur Behandlung des metastasierten kolorektalen Karzinom in 

Kombination mit Fluoropyrimidin basierten Chemotherapieschemata, seit Februar 2007 

zur Behandlung des metastasierten Mammakarzinom in Kombination mit Paclitaxel oder 

Docetaxel, seit August 2007 zur Behandlung von nicht resezierbaren, metastasierten oder 

rezidivierenden nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomen in Kombination mit Platin 

basierten Chemotherapie Schemata und seit Dezember 2007 zur Behandlung des 

fortgeschrittenen oder metastasierten Nierenzellkarzinom in Kombination mit Interferon 

alfa-2a zugelassen (EMEA). Bevacizumab bindet zirkulierendes VEGF selektiv und 

verhindert somit die Bindung von VEGF an seine Rezeptoren auf der Zelloberfläche von 

Endothelzellen. Dies führt zu einer Reduktion der Tumorangiogenese und drosselt auf 

diese Weise die Versorgung des Tumorgewebes mit Sauerstoff und Nährstoffen (siehe 

Kapitel 1.5). Außerdem wird der interstitielle Gewebedruck erniedrigt, die 

Gefäßpermeabilität erhöht und die Apoptose von Tumorendothelzellen begünstigt (Kazazi-

Hyseni et al., 2010). Es wird außerdem vermutet, dass Bevacizumab die intratumorale 

Chemotherapeutikakonzentration erhöht und so in Kombinationstherapien die Wirksamkeit 

verschiedener Chemotherapien erhöht (Kazazi-Hyseni et al., 2010; Yanagisawa et al., 

2010; Zhen et al., 2010). 

 

1.7 Fragestellung 

 

Bevacizumab wird im klinischen Alltag in Kombination mit verschiedenen 

konventionellen Chemotherapiestrategien angewendet (Kazazi-Hyseni et al., 2010; Van 

Meter und Kim, 2010). In einer Reihe von präklinischen Untersuchungen konnte im 

Nacktmausmodell die Wirksamkeit von Bevacizumab (Kim et al., 1993; Gerber und 

Ferrara, 2005)  und das angiostatische Wirkprinzip einer metronomischen Chemotherapie 

mit den Oxazaphosphorinen Cyclophosphamid und Trofosfamid gezeigt werden (Browder 
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et al., 2000; Man et al., 2002; Klink et al., 2006). In dieser Arbeit soll an einem häufigen 

menschlichen Tumor, dem auf der thymusaplastischen Nacktmaus wachsenden 

kleinzelligen Bronchialkarzinom,  untersucht werden, ob in einer Kombinationstherapie 

von Bevacizumab mit einer konventionellen versus einer metronomischen Chemotherapie 

mit Cyclophosphamid, ein gleich großer oder ein verstärkter synergistischer Effekt eintritt. 

Außerdem sollte hierbei untersucht werden, ob sich eine eventuell additiv verstärkte 

Wirksamkeit der Kombinationstherapie von Bevacizumab mit einer metronomischen 

Chemotherapie durch eine verstärkte Hemmung der Angiogenese, quantifiziert durch die 

Messung der Mikrogefäßdichte mit CD31, erklären lässt. Während Bevacizumab seit 2007 

zur Behandlung nichtkleinzelliger Bronchialkarzinome zugelassen ist, ist über die 

Wirksamkeit von Bevacizumab in der Therapie der kleinzelligen Bronchialkarzinome bis 

heute relativ wenig bekannt. Erste Phase II Studien geben jedoch Hinweise darauf, dass 

eine Ergänzung des Standardregimes um Bevacizumab auch beim kleinzelligen 

Bronchialkarzinom zur Verlängerung der Überlebenszeit führt (Horn et al., 2009, Spigel et 

al., 2009). Auf Grund der Notwendigkeit neue Therapiestrategien für diese 

Krankheitsentität zu entwickeln und weitere Erkenntnisse über die Wirksamkeit von 

Bevacizumab in Kombinationstherapien zu erlangen, verwendeten wir für unsere Versuche 

ein kleinzelliges Bronchialkarzinom   LX-1.  

 

2. Material und Methoden 

2.1 Versuchstiere und Tumorzelllinie 

 

Als Versuchstiere wurden 4-5 Wochen alte weibliche thymusaplastische Nacktmäuse  

(nu/nu, Taconic, Dänemark) mit einem Durchschnittsgewicht von 20g bei Versuchsbeginn 

verwendet. Da die Mäuse auf Grund eines Gendefektes keinen Thymus besitzen, fehlt 

ihnen die Prägung der T-Lymphozyten. Die somit gestörte zelluläre Abwehr ermöglicht das 

Anwachsen von Gewebe einer fremden Spezies, hier menschliche Tumoren als humane 

Xenografts. 

Die Mäuse wurden in Polykarbonkäfigen (Größe 38 x 22 x 15cm) zu je 5 Tieren in der 

Barrierehaltung der zentralen Tierhaltung Transitorium der Universität Lübeck unter 

keimarmen Bedingungen gehalten. Die Tiere hatten jederzeit freien Zugang zu pelletierter 

Standardnahrung (Altromin Spezialfutter GmbH, Lippe, Deutschland) und Leitungswasser 

aus Trinkflaschen. 
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Sämtliche in dieser Dissertation beschriebenen an Tieren durchgeführten Versuche sind 

zuvor gemäß den im Tierschutzgesetz enthaltenen Vorgaben vom Ministerium für 

Landwirtschaft, Umwelt und ländliche Räume Schleswig-Holstein in Kiel unter dem 

Zeichen V312-72241.122-4 (63-6/07) vom 04.10.2007 und 25.04.2008 genehmigt worden.  

Als Tumorzelllinie wurde ein kleinzelliges Bronchialkarzinom LX1 (Cell Lines Services, 

Heidelberg, Deutschland) verwendet.  

 

2.2 Tumorxenografte 

2.2.1 Anzucht von Tumormaterial auf der Nacktmaus 

 

Zunächst wurden die zuvor bei -196°C in flüssigem Stickstoff kryokonservierten Zellen 

unter sterilen Bedingungen aufgearbeitet, um sie zur Anzucht von Tumoren subcutan in 

den Nacken der Nacktmäuse zu injizieren. Dazu wurden die Zellen zunächst bei 37°C im 

Wasserbad aufgetaut und in RPMI-Medium (RPMI 1640 mit 25mM HEPES und L-

Glutamin, 500ml, Bio-Whittaker) mit 10% Kälberserum (FBS, Biochrom) gelöst. 

Daraufhin wurden die gelösten Zellen, um die Bestandteile des Einfriermediums DMSO 

(Dimethylsulfoxid) zu entfernen, für 5 Minuten bei 1500U/min zentrifugiert, der Überstand 

entfernt, und das Zellpellet in RPMI-Medium ohne FBS resuspendiert und erneut wie 

zuvor beschrieben zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut entfernt und das erhaltene 

Zellpellet in Phosphat Buffered Saline (Dulbeccos PBS, 500ml, Biochrom) resuspendiert. 

Den Anzuchtstieren wurde nun in Narkose jeweils 0,1ml der auf diese Weise erstellten 

Zellsuspension mit einer Zellzahl von jeweils 2-4x10� subkutan in den Nacken injiziert. 

Die Narkose wurde mit einem Gemisch aus Pentobarbital-Na (Nembutal®, Bayer) und 

Xylazine Hydrochlorid (Rompun® 2% Injektionslösung 25ml, Bayer Animal Health) 

durchgeführt. Die beiden Medikamente wurden zuvor jeweils im Verhältnis 1:10 mit 0,9% 

NaCl Lösung verdünnt und danach im Verhältnis 1:1 miteinander vermischt. Nach 

vorherigem Wiegen der Tiere erfolgte die Verabreichung der Narkose gewichtsadaptiert 

mit 0,01ml pro 1g Körpergewicht durch intraperitoneale Injektion mit einer 1ml 

Tuberkulinspritze (100x1ml, BD Plastipak) mit 18er Kanüle (25GA 0,5x25mm, Nr 18, BD 

Microlance). 
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2.2.2 Tumortransplantation von Anzuchtstieren auf Versuchstiere 

 

Nach  dem erfolgreichen Anwachsen der Tumore im Nacken der Anzuchtstiere für drei 

Wochen wurden die Tumoren in Narkose entfernt und in einer mit RPMI-Medium 

gefüllten Petrischale (100mmx15mm, BD Falcon) von Nekrosen befreit. Die Anzuchtstiere 

wurden nach dem Entfernen der Tumore durch gezielte Genicküberstreckung in Narkose 

getötet. Danach wurden die Tumore in 1-2 mm große Stücke geschnitten, welche 

wiederum in eine mit RPMI-Medium gefüllte Petrischale überführt wurden.  Die für die 

Tumortransplantation narkotisierten Tiere wurden auf eine sterile Unterlage (Foliodrape 

45x75cm, Paul Hartmann AG, Heidenheim) auf die linke Körperhälfte gelegt und ihre 

rechte Flanke mit Sterillium (Bode Chemie GmbH, Hamburg) desinfiziert. Danach wurde 

mit einem 11er Skalpell (11er Klingen, Bayha GmbH Tuttlingen) ein kleiner Hautschnitt 

gesetzt und eine Kiefernsonde in die entstandene Hautöffnung eingeführt. Mit Hilfe der 

Sonde wurde die Haut in Richtung der Hinterpfote gelöst, so dass eine kleine Hauttasche 

entstand. Mit einer Pinzette wurde die Öffnung der Hauttasche aufgehalten und ein 

Tumorstück mit einer weiteren Pinzette in die Hauttasche in Richtung Hinterpfote 

eingebracht. Anschließend wurde der Hautschnitt mit einem Steristrip (Wundverschluß, 

Genetic Laboratories Wound Care Inc., St Paul, USA) verschlossen und die Maus wieder 

in den Käfig verbracht. Nach der Tumortransplantation wurde dem Trinkwasser der Tiere 

für zwei Tage Ampicillin (Ampicillin-ratiopharm® 1,0 g) zur perioperativen 

Infektionsprophylaxe zugefügt. Dafür wurde 1g Ampicillin Trockensubstanz in 10ml 

Aquadest gelöst und den Tieren in einer Konzentration von 0,0572 mg/ml über das 

Trinkwasser verabreicht. Unter der Annahme dass eine Maus 1,5 ml pro 10g KG pro Tag 

trinkt, erhielten die Tiere somit Ampicillin in einer Dosierung von 8,58 mg/kg KG. Nach 

der Tumortransplantation wurde an drei Tagen in der Woche die Tumorgröße mit der 

Schieblehre gemessen und das Tumorvolumen mittels der Formel (�� × �) ÷ 2 berechnet, 

welche zuvor bereits in anderen Arbeiten (Man et al., 2002; Klink et al., 2006)  zur 

Berechnung des Tumorvolumens genutzt wurde, wobei x den horizontalen und y den 

vertikalen Durchmesser des Tumors bezeichnet. Bei der Messung des horizontalen und 

vertikalen Tumordurchmessers wurden die Kanten der Schieblehre jeweils locker, ohne 

den Tumor zu quetschen, an den äußeren Tumorrändern auf Hautniveau angelegt. 
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2.3 Zytostatika 

2.3.1 Cyclophosphamid 

 

Cyclophosphamid (Endoxan®, Baxter Oncology GmbH, Halle/Westfalen), ein 

Zytostatikum aus der Gruppe der Oxazaphosphorine, wurde in Pulverform in Ampullen zu 

je 100mg über die Krankenhausapotheke bezogen. Das Pulver wurde nach 

Herstellerangaben in 5ml 0,9% Natriumchloridlösung gelöst und den Tieren je nach 

Therapiegruppe (siehe Tabelle 1) oral über das Trinkwasser oder durch intraperitoneale 

Injektion mit handelsüblichen 1ml Tuberkulinspritzen mit 18er Kanülen verabreicht. Die 

Tierversuchsgruppen unter konventioneller Therapie erhielten an Tag 1 und 15 jeweils 200 

bzw. 300 mg Cyclophosphamid pro kg KG nach vorherigem Wiegen. Bei der oralen 

Verabreichung von Cyclophosphamid über das Trinkwasser wurde bei der Berechnung der 

erforderlichen Dosierung davon ausgegangen, dass eine Maus 1,5ml pro 10g 

Körpergewicht pro Tag trinkt (Man et al., 2002). Die Tiere erhielten auf diese Weise pro 

Tag 14,286 bzw. 21,429 mg Cyclophosphamid pro kg KG, sodass den Tieren unter 

metronomischer Therapie kumulativ in 14 Tagen die gleiche Menge Cyclophosphamid 

verabreicht wurde, wie den Tieren unter konventioneller Therapie an Tag 1 und 15 (siehe 

Tabelle 1). Das mit Cyclophosphamid angereicherte Trinkwasser wurde dreimal in der 

Woche gewechselt. Das gelöste Cyclophosphamid wurde im Kühlschrank bei 2°-8°C 

gelagert und innerhalb von 7 Tagen verbraucht.  

 

2.3.2 Trofosfamid 

 

Trofosfamid (Ixoten®, Baxter Oncology GmbH, Halle Westfalen) wurde in Pulverform 

über die Krankenhausapotheke bezogen. Trofosfamid wurde in 0,9% Natriumchloridlösung 

in der Konzentration 2,53 mg/ml gelöst. Die Lösung wurde bis zur kompletten Lösung des 

Pulvers im Ultraschallbad behandelt, da sich Trofosfamid auf Grund seiner lipophilen 

Molekülstruktur nur schlecht in Wasser löst. Den Tieren wurde Trofosfamid über 29 Tage 

über das Trinkwasser in einer Konzentration von 0,127 mg/ml verabreicht, sodass den 

Tieren 19 mg Trofosfamid pro kg KG pro Tag bzw. 266 mg pro kg KG kumulativ auf 14 

Tage mit dem Trinkwasser verabreicht wurde (siehe Kapitel 2.2.2 und 2.3.1).  
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2.3.3 Bevazicumab 

 

Bevazicumab (Avastin®, Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen) ein humanisierter 

monoklonaler IgG Antikörper gegen VEGF, wurde in Durchstechampullen zu je 4ml 

(25mg Bevazicumab/ml) über die Krankenhausapotheke bezogen und unter sterilen 

Bedingungen im Verhältnis 1:50 mit 0,9% Natriumchloridlösung verdünnt. Die verdünnte 

Lösung (0,5mg/ml) wurde den Tieren nach vorherigen Wiegen gewichtsadaptiert alle 3 

Tage über einem Zeitraum von 29 Tagen in einer Konzentration von 5 mg pro kg KG durch 

intraperitoneale Injektion mit handelsüblichen 1ml Tuberkulinspritzen mit 18er Kanülen 

verabreicht.  

 

2.4 Therapiegruppen 

 

Nach dem Erreichen einer Tumorgröße von 200mm³ nach durchschnittlich 14 Tagen 

wurden die Tiere randomisiert auf die einzelnen Therapiegruppen verteilt (siehe Tabelle 1), 

und es wurde mit der Therapie begonnen. Um im präklinischen Modell die klinische 

Situation eines fortgeschrittenen gut vaskularisierten Tumors zu berücksichtigen, begannen 

wir die Therapie nach Erreichen einer definierten Tumorgröße nach durchschnittlich 14 

Tagen. Die Therapie erfolgte in allen Therapiegruppen für jeweils 29 Tage oder bis zu 

einem Erreichen einer Tumorgröße von über 1000 mm³. Nach Erreichen einer Tumorgröße 

von durchschnittlich mehr als 1000 mm³ wurden die Tumore in Narkose abgenommen und 

die Tiere getötet (siehe Kapitel 2.2.2). Dreimal wöchentlich wurden die Tiere und ihr 

Verhalten auf eventuelle Nebenwirkungen der Therapie untersucht und das Tumorvolumen 

mittels der in Kapitel 2.2.2 beschriebenen Methode bestimmt. Außerdem wurden die Tiere 

alle sieben Tage gewogen, um eine eventuell therapiebedingte Gewichtsabnahme zu 

registrieren.  
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Tabelle 1: Übersicht Tierversuchsgruppen, Darreichungsform und Dosierung der 

einzelnen Medikamente 

 

Gruppe Medikamente und Dosie-

rung 

Kontrolle keine Therapie 

Cyclophosphamid metro-

nomisch 1 

Cyclophosphamid täglich oral 

kumulative Dosis 200mg/kg 

pro 14 Tage 

Cyclophosphamid metro-

nomisch 2 

Cyclophosphamid täglich oral 

kumulative Dosis 300mg/kg 

pro 14 Tage 

Cyclophosphamid konventi-

onell 1 

Cyclophosphamid intraperi-

toneal 200mg/kg KG an Tag 1 

und Tag 15 

Cyclophosphamid konventi-

onell 2 

Cyclophosphamid intraperi-

toneal 300mg/kg KG an Tag 1 

und Tag 15 

Trofosfamid metronomisch Trofosfamid täglich oral ku-

mulative Dosis 266mg/kg KG 

Bevacizumab (alleinige Ga-

be) 

Bevacizumab 5mg/kg KG alle 

3 Tage intraperitoneal 

Kombinationstherapie 1 Cyclophosphamid metrono-

misch 1 + Bevacizumab 

5mg/kg KG alle 3 Tage 

Kombinationstherapie 2 Cyclophosphamid metroni-

misch 2 + Bevacizumab 

5mg/kg KG alle 3 Tage 

Kombinationstherapie 3 Cyclophosphamid konventi-

onell 1 + Bevacizumab 

5mg/kg KG alle 3 Tage 

Kombinationstherapie 4 Cyclophosphamid konventi-

onell 2 + Bevacizumab 

5mg/kg KG alle 3 Tage 

Kombinationstherapie 5 Trofosfamid täglich oral ku-

mulative Dosis 266mg/kg KG 

+ Bevacizumab 5mg/kg KG 

alle 3 Tage 
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2.5 Immunhistochemie 

 

Um die Auswirkungen der verschiedenen Therapieschemata auf die Tumorvaskularisierung 

und die Proliferationsrate der Tumorzellen zu untersuchen, wurden bei allen 

Therapiegruppen einige Tumore vor Therapiebeginn und an Tag 15 nach Therapiebeginn in 

Narkose entnommen, um von ihnen histologische Schnitte zu erstellen. Von allen weiteren 

Tumoren wurden ebenfalls nach dem Erreichen einer durchschnittlichen Tumorgröße von 

über 1000 mm³ und Abnahme der Tumore histologische Schnitte zur 

immunhistochemischen Untersuchung erstellt. Die Tumore wurden dazu nach der 

Abnahme zunächst  in 1% Formalinlösung fixiert, in einer aufsteigenden Alkoholreihe       

(70%, 96%, 96%, 100%) entwässert und nach Entfernen des Alkohols durch Xylol in 

Paraffin eingebettet. Es wurden mit einem Mikrotom 5µm dicke  Schnitte der Tumore 

angefertigt. Vor der immunhistochemischen Färbung wurden die Gewebeschnitte jeweils 

wieder entparaffiniert und rehydriert. Dazu wurden die Schnitte zunächst dreimal für 

jeweils 10min in Xylol getaucht, um das Paraffin zu entfernen und danach für jeweils zwei 

Minuten zur Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 96%, 70%) 

behandelt und anschließend mit Aqua dest gespült. 

 

2.5.1 Nachweis von Endothelzellen mit CD-31  

2.5.1.1 Prinzip 

 

Der Antikörper CD-31 markiert Endothelzellen und eignet sich deshalb gut zur Darstellung 

kleiner Kapillaren in Gewebeschnitten. Durch die Anfärbung von CD-31 markierten 

Endothelzellen in Gewebeschnitten maligner Tumoren lässt sich auf diese Weise der Grad 

ihrer Vaskularisierung darstellen. Dadurch lässt sich im Vergleich der gefärbten 

Tumorschnitte untereinander die Auswirkungen einer Therapie auf die Vaskularisierung  

der Tumore abschätzen. 

Die Färbungen wurden nach der CSA-Methode (Catalysed Signal Amplification) unter 

Verwendung eines Färbekits (CSA K1500, Dako Deutschland GmbH, Hamburg) 

durchgeführt. Als Primärantikörper wurde ein monoklonaler CD-31 Ratte Anti-Maus 

Antikörper (Fa. DPC Biermann) verwendet, da im Gegensatz zu den humanen 

Tumorzellen das Stroma und auch die Tumorangiogenese murinen Ursprungs ist. Für alle 
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immunhistochemischen Färbungen wurde der Dako Autostainer Plus (Dako Deutschland 

GmbH, Hamburg) verwendet. 

Das CSA-System ist eine Modifikation der ABC-Peroxidasetechnik (Avidin Biotin 

Complex), welche sich die irreversible Bindung des aus Hühnereiweiß gewonnenen 

Avidins an das Vitamin Biotin zunutze macht. Nachdem der Primärantikörper das 

Zielantigen im Gewebeschnitt gebunden hat, bindet an diesen ein gegen den 

Primärantikörper gerichteter biotinilisierter Brückenantikörper. An das Biotin des 

Brückenantikörpers bindet nun ein Komplex aus Strepdavidin und biotinylierter 

Meerrettichperoxidase (HRP-horseradishperoxidase). Im nächsten Schritt katalysiert die 

Peroxidase eine Reaktion des als Verstärkungsreagenz zugegebenen biotinylierten Tyramin 

(Tyramid), wodurch eine hohe Anzahl von Biotinmolekülen am Ort des durch den 

Primärantikörper markierten Antigens gebunden sind. An das Biotin binden im nächsten 

Schritt Streptavidin-HRP-Konjugate. Die Färbung erfolgt durch Zugabe von 3,3`-

Diaminobenzidin (DAB) und Wasserstoffperoxid als Substrat-Chromogenlösung 

(Bratthauer, 2010). Diaminobenzidin ist ein stabiles Chromogen, welches eine braune 

Farbreaktion hervorruft, die in organischen Lösungsmitteln unlöslich ist. Die auf diese 

Weise gefärbten Endothelzellen weisen eine intensive braune Färbung auf, die sich nach 

einer Gegenfärbung mit Hämatoxylin-Eosin (HE) deutlich vom umliegenden HE-gefärbten 

Gewebe abgrenzt. 

 

2.5.1.2 Durchführung 

 

Direkt vor Durchführung der immunhistochemischen Färbungen wurden die Schnitte, wie 

bereits beschrieben (siehe Kapitel 2.5), entparaffiniert und rehydriert. Zwischen den 

Arbeitsschritten wurden die Schnitte jeweils mit Tris-gepufferter Kochsalzlösung (Dako 

Wash Buffer 10x und Aquadest im Verhältnis 1:10) mit einem pH von 7,6 (±0,1) gespült. 

Die Färbungen wurden alle im Dako Autostainer (Dako Deutschland GmbH, Hamburg) 

durchgeführt. 

 

1. Antigendemaskierung 

Zur Antigendemaskierung wurden die Objekträger mit Proteinase K Lösung (Dako 

REAL™ Proteinase K (40x) und Dako REAL™ Proteinase K Diluent im Verhältnis 1:40) 

bedeckt und für 15 min bei 37°C auf der Wärmeplatte inkubiert. 
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2. Blockierung der endogenen Peroxidase 

Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte mit 3% 

Wasserstoffperoxid (Peroxidase Block, CSA K1500, Dako) bedeckt und für 10 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. 

 

3. Inkubation mit CD-31 Primärantikörper 

Es wurden auf jeden Schnitt 100µl des im Verhältnis 1:100 mit Antibody Diluent (Dako 

REAL™ Antibody Diluent = Tris-Puffer, pH 7,2, mit 15 mmol/L NaN3 und Protein) 

verdünnten Primärantikörpers  gegeben und für 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 

 

4. Inkubation mit Brückenantikörper 

Biotinylierte Kaninchen Anti-Maus Antikörper (Polyclonal Rabbit Anti-Rat 

Immunoglobulins/Biotinylated E0468, Dako) wurden im Verhältnis 1:200 mit Antibody 

Diluent verdünnt und für 25 min bei Raumtemperatur auf den Schnitten inkubiert. 

 

5. Inkubation mit Streptavidin-Biotin-Peroxidasekomplex 

Vor Verwendung wurde der Streptavidin-Biotin-Peroxidasekomplex angesetzt. Hierzu 

wurden jeweils 40µl Streptavidin (Streptavidin Biotin Complex Reagent A, CSA K1500, 

Dako) und an Meerrettich-Peroxidase konjugiertes Biotin (Streptavidin Biotin Komplex 

Reagent B, CSA K1500, Dako) in 1ml PBS (Streptavidin Biotin Complex Diluent, CSA 

K1500, Dako) gelöst und 15 min bei Raumtemperatur auf den Schnitten inkubiert.  

 

6. Verstärkungsreaktion 

Gebrauchsfertiges Biotinyltyramid und Wasserstoffperoxid in PBS (Amplification 

Reagent, CSA K1500, Dako) wurden für 15 min bei Raumtemperatur auf den Schnitten 

inkubiert. 

 

7. Inkubation mit Streptavidin-Peroxidasekonjugat 

Die Schnitte wurden für 15 min bei Raumtemperatur mit gebrauchsfertiger Lösung von an 

Meerrettich-Peroxidase konjugiertem Streptavidin in PBS (Streptavidin-HRP, CSA K1500, 

Dako) inkubiert. 
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8. Färbung mit DAB-Substrat-Chromogen 

Zur Herstellung der Substrat-Chromogen Lösung wurde gebrauchsfertiges Tris-HCl-

Pufferkonzentrat (Substrat Buffer Concentrat, CSA 1500, Dako) nach Herstellerangaben in 

das dafür vorgesehene Teströhrchen (CSA 1500, Dako) gegeben und mit Aquadest auf 

10ml aufgefüllt und darin 10mg 3,3Zoll-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) (DAB 

Chromogen Tabletts, CSA 1500, Dako) gelöst. Auf 2ml dieser Lösung wurde je 1 Tropfen 

0,8% Wasserstoffperoxid (Substrate Hydrogen Peroxid, CSA 1500, Dako) gegeben. Die 

Schnitte wurden für 10 min bei Raumtemperatur mit der fertigen Lösung inkubiert. 

 

Die Schnitte wurden anschließend für 30 Sekunden mit Mayers Hämatoxylin gegengefärbt 

und mit Aquatex (Merck)  und Omnilab Deckgläsern (24x40mm) eingedeckelt. 

 

 

2.5.2 Nachweis des KI-67 Antigens  

2.5.2.1 Prinzip 

 

Der Antikörper  gegen KI-67 markiert ein Antigen, welches in sich teilenden Zellen im 

Zellkern exprimiert wird. In ruhenden Zellen, welche sich in der G0-Phase befinden, wird 

KI-67 nicht exprimiert. KI-67 hat während des Zellzyklus eine extrem kurze Halbwertszeit 

von ungefähr 20 min. Auf Grund dieser Eigenschaften lässt sich durch die Anfärbung von 

mit Antikörpern gegen KI-67 markierten Zellen der Anteil der proliferierenden Zellen in 

einem Gewebeschnitt darstellen und sich durch mikroskopische Auswertung der Schnitte 

der Proliferationsindex eines Gewebes oder eines Tumors berechnen (Gerdes et al., 1984; 

Ross und Hall, 1995). 

Die Färbungen wurden nach der LSAB-Methode (Labelled StreptAvidin-Biotin) unter 

Verwendung eines Färbekits (LSAB K5001, Dako Deutschland GmbH, Hamburg) 

durchgeführt. Als Primärantikörper wurde ein monoklonaler Maus Anti-Human Antikörper 

(M7240, Dako Deutschland GmbH, Hamburg) verwendet. 

Die LSAB-Technik unterscheidet sich nur in wenigen Schritten von der zuvor 

beschriebenen CSA-Methode, bei ihr wird ebenfalls die hohe Affinität von Biotin zu 

Streptavidin genutzt. Im Gegensatz zur CSA-Technik erfolgt hier nach Bindung des 

Brückenantikörpers keine Verstärkungsreaktion, sondern es wird direkt mit 
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Meerrettichperoxidase konjugiertes Streptavidin zur Bindung an den biotinylisierten 

Brückenantikörper verwendet. 

 

2.5.2.2 Durchführung 

 

Direkt vor Durchführung der immunhistochemischen Färbungen wurden die Schnitte wie 

in Kapitel 2.5.1.1  beschrieben entparaffiniert und rehydriert. Zwischen den 

Arbeitsschritten wurden die Schnitte jeweils mit Tris-gepufferter Kochsalzlösung (Dako 

Wash Buffer 10x und Aquadest im Verhältnis 1:10) mit einem pH von 7,6 (±0,1) gespült. 

Die Färbungen wurden alle im Dako Autostainer (Dako Deutschland GmbH, Hamburg) 

durchgeführt. 

 

1. Antigendemaskierung 

Die Antigendemaskierung erfolgte durch Inkubation der Schnitte in Citronensäurepuffer 

mit pH 6,0  für 15 min  bei 700W in der Mikrowelle. 

 

2. Inkubation mit dem Primärantikörper 

Nach Abkühlen der Schnitte im Citronensäurepuffer für 20 min erfolgte die Inkubation der 

Schnitte mit je 100µl des zuvor im Verhältnis von 1:200 mit Antibody Diluent verdünnten 

Primärantikörpers für 25 min bei Raumtemperatur. 

 

3. Inkubation mit dem Brückenantikörper 

Die Schnitte wurden nun für 10 min bei Raumtemperatur mit dem im Färbekit (K5001) 

gebrauchsfertig enthaltenen biotinylisierten Ziege-Anti-Maus Antikörper (Dako REAL™ 

Biotinylated Secondary Antibodies) inkubiert. 

 

4. Blockierung der endogenen Peroxidase 

Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte für 5 min mit 

Phosphatpuffer mit Wasserstoffperoxid (Dako REAL™ Peroxidase-Blocking Solution) bei 

Raumtemperatur inkubiert. 
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5. Inkubation mit Streptavidin 

Nun wurden die Schnitte für 10 min bei Raumtemperatur mit an Meerrettichperoxidase 

konjugiertem Streptavidin (Dako REAL™ Streptavidin Peroxidase (HRP)) inkubiert. 

 

 

6. Färbung mit Substrat-Chromogen 

Die Substrat-Chromogen Lösung wurde durch Mischen von 20µl 50fach konzentriertem 

3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) (Dako REAL™ DAB+ Chromogen) mit 

1ml gepufferter Substratlösung mit Wasserstoffperoxid (Dako REAL™ HRP Substrate 

Buffer) erstellt. Dann wurden die Schnitte zweimal für jeweils 5 min mit der zuvor 

erstellten Lösung bei Raumtemperatur inkubiert. 

 

Die Schnitte wurden anschließend für 30 Sekunden mit Mayers Hämatoxylin gegengefärbt 

und mit Aquatex (Merck)  und Omnilab Deckgläsern (24x40mm) eingedeckelt. 

 

 

2.6 Auswertungen mit Hilfe computergestüzter Bildanalyse 

 

Von den immunhistochemisch aufgearbeiteten Schnitten wurden mit einem an den 

Computer angeschlossenen Fotomikroskop pro Schnitt Bilder von jeweils fünf 

verschiedenen zufällig ausgewählten Bereichen mit hoher Zelldichte, sogenannten Hot 

Spots, erstellt. Bei den mit Antikörpern gegen CD31 behandelten Schnitten wurde dabei 

eine 20fache Vergrößerung, bei den mit Antikörpern gegen KI67 behandelten Schnitten 

eine 40fache Vergrößerung gewählt. 

Bei den mit Antikörpern gegen CD31 behandelten Schnitten wurde durch  die Zählung der 

auf diese Weise angefärbten Kapillaren von zwei voneinander unabhängigen Beobachtern 

mit Hilfe der Bildanalysesoftware Image J 1.44 (Open Source, NIH) die Mikrogefäßdichte 

bestimmt. Bei den mit Antikörpern gegen KI67 behandelten Schnitten wurde durch 

Auszählung aller Zellen der Anteil der markierten, sich in einer Phase der Zellteilung 

befindlichen Zellen, an der Gesamtzellzahl pro Bildausschnitt in Prozent, als sogenannter 

Proliferationsindex errechnet. Bei der Auswertung der Schnitte durch zwei voneinander 

unabhängige Beobachter wurde hier ebenfalls das Program Image J 1.44 verwendet. 
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2.7 Statistische Auswertung 

 

Nach Auswertung der Immunhistochemie wurden die Unterschiede zwischen den 

einzelnen Gruppen mit Hilfe des Mann-Whitney Tests auf ihre Signifikanz getestet. Als 

signifikant galt p < 0,05. Für die Testung auf Signifikanz wurde die Software GraphPad 

Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, USA) verwendet. Die zeitlichen Unterschiede 

bis zum Erreichen einer Tumorgröße von über 500mm³ in Tagen zwischen den einzelnen 

Tierversuchsgruppen wurden ebenfalls mit Hilfe des Mann-Whitney Tests auf ihre 

Signifikanz getestet. Als signifikant galt p < 0,05. Für die Testung auf Signifikanz wurde 

die Software GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, USA) verwendet. 

 

3. Ergebnisse 

3.1 Tumorwachstum unter konventioneller Cyclophosphamidtherapie (MTD) 

 

Die Tumoren der Kontrollgruppe zeigten ein sehr starkes Wachstum, so dass der erste 

Tumor schon nach drei Tagen ein Tumorvolumen von über 500 mm³ erreichte. Im Median 

erreichten die Tumore nach fünf Tagen ein Tumorvolumen von über 500 mm³ (siehe 

Abbildung 2, 3 und 4). Die Tumore unter konventioneller Therapie mit intraperitonealer 

Injektion von 200 mg oder 300 mg Cyclophosphamid pro kg Körpergewicht an Tag 1 (↑) 

und Tag 15 (↑), zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe eine geringe 

Wachstumsverzögerung. Es zeigte sich jedoch kein Unterschied durch die Erhöhung der 

Cyclophosphamiddosis von 200mg auf 300mg pro kg Körpergewicht, sodass die Tumore 

beider Gruppen jeweils im Median nach acht Tagen ein Tumorvolumen von über 500 mm³ 

erreichten. (p=0,001;p=0,006). (Abbildung 2, 3 und 4) 

 

3.2 Tumorwachstum unter konventioneller Cyclophosphamidtherapie und 

Bevacizumab 

Unter der Monotherapie mit 5mg Bevacizumab pro kg KG alle 3 Tage zeigte sich im 

Vergleich zur Kontrollgruppe ein stark verzögertes Tumorwachstum und die Tumore 

erreichten im Median nach 10 Tagen ein Tumorvolumen von über 500 mm³(p=0,007) 

(Abbildung 2, 3 und 4). Bei den Tumoren unter Monotherapie mit Bevacizumab zeigten 
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sich deutliche Unterschiede im Ausmaß der Verzögerung des Tumorwachstums. So 

erreichten  5 von 16 Tumoren bereits nach 5 Tagen ein Tumorvolumen von über 500 mm³, 

während bei zwei Tumoren erst an Tag 28 und bei einem weiteren Tumor sogar erst nach 

Beendigung der Therapie an Tag 33 ein Tumorvolumen von über 500 mm³ erreicht wurde.  

Unter der Kombinationstherapie von 5 mg Bevacizumab pro kg KG alle 3 Tage mit 

konventioneller Cyclophosphamidtherapie mit 200mg bzw. 300mg pro kg KG an Tag 1 (↑) 

und Tag 15(↑) zeigte sich, sowohl im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,0001;p=0,0003) 

wie auch im Vergleich zur Monotherapie mit Bevacizumab (p=0,002;p=0,005) ein deutlich 

verzögertes Tumorwachstum (Abbildung 2 und 3). So erreichten die Tumore im Median 

erst nach 34 Tagen (200mg Cyclophosphamid + Bevacizumab) bzw. nach 35 Tagen 

(300mg Cyclophosphamid + Bevacizumab) eine Tumorgröße von über 500 mm³ 

(Abbildung 4). Zwischen der zweiten Cyclophosphamidgabe an Tag 15 bis zum Ende der 

Therapie mit Bevacizumab an Tag 29 zeigten beide Gruppen nur eine minimale Zunahme 

der Tumorvolumina. Nach Ende der Therapie an Tag 29 zeigte sich bei beiden Gruppen ein 

erneutes Tumorwachstum. Die Geschwindigkeit des Tumorwachstums war jedoch im 

Vergleich zur Geschwindigkeit des Tumorwachstums in der Kontrollgruppe bis zur 

Tumorabnahme an Tag 46 bzw. Tag 47 weiter deutlich verringert (Abbildung 2 und 3). 
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Abbildung 2: Tumorwachstum während und nach Therapie mit  Cyclophosphamid 

200mg/kg KG an Tag 1 und Tag 15 alleine und in Kombination mit Bevacizumab 5mg/kg 

KG alle 3 Tage für 29 Tage im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe und 

Monotherapie mit Bevacizumab. (MW ± SD) 
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Abbildung 3: Tumorwachstum während und nach Therapie mit  Cyclophosphamid 

300mg/kg KG an Tag 1 und Tag 15 alleine und in Kombination mit Bevacizumab 5mg/kg 

KG alle 3 Tage für 29 Tage im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe und 

Monotherapie mit Bevacizumab (MW ± SD). 

 

Abbildung 4: Dauer nach Therapiebeginn bis zum Erreichen einer Tumorgröße über 500 

mm³ in Tagen (Median ± SD). 
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3.3 Tumorwachstum unter metronomischer Cyclophosphamidtherapie 

 

Die Tumore zeigten unter der metronomischen Therapie mit 200 mg Cyclophosphamid in 

14 Tagen nur eine sehr geringe Verzögerung des Tumorwachstums im Vergleich zur 

Kontrollgruppe und erreichten im Median nach sieben Tagen ein Tumorvolumen von über 

500 mm³(p=0,04) (Abbildung 5 und 7). Das Wachstum der Tumore unter metronomischer 

Therapie mit 300 mg Cyclophosphamid war nicht signifikant verzögert (p=0,11). 

 

3.4 Tumorwachstum unter metronomischer Cyclophosphamidtherapie und 

Bevacizumab 

Unter der metronomischen Therapie mit einer kumulativen Dosis von 200 bzw. 300 mg 

Cyclophosphamid pro kg KG in 14 Tagen und  5 mg Bevacizumab pro kg KG alle 3 Tage 

zeigten die Tumore im Vergleich zur Kontrollgruppe eine deutliche Verzögerung des 

Tumorwachstums und erreichten im Median nach 18 (200 mg Cyclophosphamid 

p<0,0001) bzw. 27 Tagen (300 mg Cyclophosphamid p<0,0001) ein Tumorvolumen über 

500 mm³ (Abbildung 5, 6 und 7) . Die Tumoren in der Gruppe unter Therapie mit 300 mg 

Cyclophosphamid und Bevacizumab zeigten außerdem eine Verzögerung des 

Tumorwachstums im Vergleich zur Gruppe unter Monotherapie mit Bevacizumab 

(p=0,02). Bei der Gruppe unter Therapie mit 200 mg Cyclophosphamid und Bevacizumab 

konnte kein signifikanter Unterschied in der Verzögerung des Tumorwachstums im 

Vergleich zur Monotherapie mit Bevacizumab festgestellt werden (p=0,13).  
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Abbildung 5: Tumorwachstum während und nach metronomischer Therapie mit  

Cyclophosphamid kumulativ 200mg/kg KG in 14 Tagen alleine und in Kombination mit 

Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3 Tage für 29 Tage im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrollgruppe und Monotherapie mit Bevacizumab. (MW ± SD) 
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Abbildung 6: Tumorwachstum während und nach metronomischer Therapie mit  

Cyclophosphamid kumulativ 300mg/kg KG in 14 Tagen alleine und in Kombination mit 

Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3 Tage für 29 Tage im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrollgruppe und Monotherapie mit Bevacizumab. (MW ± SD) 

Abbildung 7: Dauer nach Therapiebeginn bis zum Erreichen einer Tumorgröße über 500 

mm³ in Tagen (Median ± SD). 
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3.5 Tumorwachstum unter metronomischer Trofosfamidtherapie 

Während der metronomischen Therapie mit 266 mg Trofosfamid pro kg KG kumulativ in 

14 Tagen konnte keine signifikante Verzögerung des Tumorwachstums im Vergleich zur 

Kontrollgruppe festgestellt werden (p=0,79) (Abbildung 8 und 9).  

3.6 Tumorwachstum unter metronomischer Trofosfamidtherapie und 

Bevacizumab 

Durch die metronomische Therapie mit 266 mg Trofosfamid pro kg KG kumulativ in 14 

Tagen und 5 mg Bevacizumab pro kg KG alle 3 Tage konnte eine deutliche  Verzögerung 

des Tumorwachstums gegenüber der Kontrollgruppe (p=0,0002) und der Monotherapie mit 

Bevacizumab erreicht werden (p=0,0004) (Abbildung 8). Die Tumore erreichten im 

Median nach 43 Tagen ein Tumorvolumen über 500 mm³ (Abbildung 9). Die Tumore 

zeigten auch nach dem Ende der Therapie an Tag 29 bis zur Tumorabnahme an Tag 55 ein 

verzögertes Tumorwachstum (Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Tumorwachstum während und nach metronomischer Therapie mit  

Trofosfamid kumulativ 266mg/kg KG in 14 Tagen alleine und in Kombination mit 

Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3 Tage für 29 Tage im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrollgruppe und Monotherapie mit Bevacizumab (MW ± SD). 

Abbildung 9: Dauer nach Therapiebeginn bis zum Erreichen einer Tumorgröße über 500 

mm³ in Tagen (Median ± SD). 
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3.7 Immunhistochemische Auswertung 

3.7.1 Bestimmung der Proliferationsrate mit KI-67 

Im Vergleich zu den prätherapeutischen Tumoren, sowie zur Kontrollgruppe an Tag 16, 

zeigten sich nach den verschiedenen Therapien zu keinem Zeitpunkt wesentliche 

Unterschiede in der Proliferationsrate. Aufgrund starker Nekrosen bei einigen Tumoren 

stand nicht bei allen untersuchten Tumoren genügend intaktes Tumorgewebe für die 

immunhistochemische Auswertung von fünf „Hot Spots“ pro Tumor zur Verfügung. Aus 

diesem Grund ergeben sich Unterschiede in der Anzahl der Tumore pro Gruppe in den 

einzelnen Gruppen der Immunhistochemie (Tabelle 3) im Vergleich zur Gesamtanzahl pro 

Gruppe bei den Wachstumskurven (Abbildung 5-9). 

 

Abbildung 10: Proliferationsrate als Anteil der KI-67 positiven Zellen an der 

Gesamtzellzahl pro Bildausschnitt  bei 40facher Vergrößerung in % (MW ± SD) 
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Abbildung 11: Proliferationsrate als Anteil der KI-67 positiven Zellen an der 
Gesamtzellzahl pro Bildausschnitt bei 40facher Vergrößerung in %  (MW ± SD) 

 

Abbildung 12: Proliferationsrate als Anteil der KI-67 positiven Zellen an der 
Gesamtzellzahl pro Bildausschnitt bei 40facher Vergrößerung in % (MW ± SD) 

 



 37

Tabelle 2: Übersicht Einteilung der Tierversuchsgruppen, Anzahl der jeweils für die 

Färbung mit KI-67 verwendeten Tumore, sowie Zeitpunkt der Tumorabnahme 

Kontrolle d 0        Prätherapeutische Tumore, Tumorabnahme 

 an Tag 0 n=6. 

Kontrolle d 16 Tumore der unbehandelten Kontrollgruppe, 

 Tumorabnahme an Tag 16, n=12 

Cyclo konv 200mg/kg d 15 Tumore nach Therapie mit 

 Cyclophosphamid i.p. 200mg/kg KG an 

 Tag 1, Tumorabnahme an Tag 15, n=5. 

Cyclo konv 200mg/kg d 19 Tumore nach Therapie mit 

 Cyclophosphamid i.p. 200mg/kg KG an 

 Tag 1 und Tag 15, Tumorabnahme an Tag 

 19, n=8. 

Cyclo konv 300mg/kg d 24 Tumore nach Therapie mit 

 Cyclophosphamid i.p. 300mg/kg KG an 

 Tag 1 und Tag 15, Tumorabnahme an Tag 

 24, n=8. 

Cyclo metro 200mg/kg d 15 Tumore nach Therapie mit 

 Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ 

 in 14 d, Tumorabnahme an Tag 15, n=5 

Cyclo metro 200mg/kg d 18 Tumore nach Therapie mit  

 Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ   

 in 14 d, Tumorabnahme an Tag 18, n=10 

Cyclo metro 300mg/kg d 20 Tumore nach Therapie mit  

 Cyclophosphamid 300mg/kg KG kumulativ   

 in 14 d, Tumorabnahme an Tag 20, n=8 
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Bevacizumab 5mg/kg d 15 Tumore nach Therapie mit Bevacizumab 

 5mg/kg KG alle 3 d, Tumorabnahme an   

 Tag 15, n=5. 

Bevacizumab 5mg/kg d 33 Tumore nach Therapie mit Bevacizumab 

 5mg/kg KG alle 3d für 29d,

 Tumorabnahme an Tag 33, n=13. 

Cyclo konv 200mg/kg + Bevacizumab d 15 Tumore nach Therapie mit 

 Cyclophosphamid 200mg/kg KG i.p. an 

 Tag 1 + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3 d.

 Tumorabnahme an Tag 15, n=5. 

Cyclo konv 200mg/kg + Bevacizumab d 51 Tumore nach Therapie mit 

 Cyclophosphamid 200mg/kg KG i.p. an Tag 

 1 und 15 + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 

 3 d für 29 d. Tumorabnahme an Tag 51, 

 n=6. 

Cyclo konv 300mg/kg + Bevacizumab d 49 Tumore nach Therapie mit

 Cyclophosphamid 300mg/kg KG i.p. an Tag 

 1 und 15 + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 

 3 d für 29 d. Tumorabnahme an Tag 49, 

 n=8. 

Cyclo metro 200mg/kg + Bevacizumab d 15 Tumore nach Therapie mit 

 Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ 

 in 14 d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d.

 Tumorabnahme an Tag 15, n=5. 

Cyclo metro 200mg/kg + Bevacizumab d 46 Tumore nach Therapie über 29 d mit 

 Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ 

 in 14 d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d.

 Tumorabnahme an Tag 46, n=4. 
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Cyclo metro 300mg/kg + Bevacizumab d 46 Tumore nach Therapie mit 

 Cyclophosphamid 300mg/kg KG kumulativ 

 in 14 d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d 

 für 29 d. Tumorabnahme an Tag 47, n=10. 

Trofosfamid metro 266mg/kg d 17 Tumore nach Therapie mit Trofosfamid 

 266mg/kg KG kumulativ in 14 d. 

 Tumorabnahme an Tag 17, n=11  

Trofosfamid metro + Bevacizumab d 59 Tumore nach Therapie mit Trofosfamid 

 266mg/kg KG kumulativ in 14 d und 

 Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3 d für 29 d. 

 Tumorabnahme an Tag 59, n=11  

 

3.7.2 Bestimmung der Mikrogefäßdichte mit CD-31 

Bei allen in Kombination mit Bevacizumab therapierten Tumoren zeigte sich an allen 

untersuchten Zeitpunkten, sowohl während als auch nach Ende der Therapie eine 

signifikante Reduktion der Mikrogefäßdichte im Vergleich zur unbehandelten 

Kontrollgruppe an Tag 16 (p<0,05) (Abbildung 13-16). Bei allen mit Cyclophosphamid 

oder Trofosfamid in Monotherapie behandelten Tumoren zeigte sich jeweils nur eine 

geringe Reduktion der Mikrogefäßdichte im Vergleich zur Kontrollgruppe an Tag 16. Bei 

den Tumoren unter Monotherapie mit 5mg Bevacizumab pro kg KG alle 3 d zeigte sich an 

Tag 15 eine Reduktion der Mikrogefäßdichte um 58 % im Vergleich zur Kontrollgruppe an 

Tag 16 (p=0,009). An Tag 33 zeigte sich eine Reduktion der Mikrogefäßdichte um 44 % im 

Vergleich zur Kontrollgruppe an Tag 16 (p=0,003) (Abbildung 13). Aufgrund starker 

Nekrosen bei einigen Tumoren stand nicht bei allen untersuchten Tumoren genügend 

intaktes Tumorgewebe für die immunhistochemische Auswertung von fünf „Hot Spots“ 

pro Tumor zur Verfügung. Aus diesem Grund ergeben sich Unterschiede in der Anzahl der 

Tumore pro Gruppe in den einzelnen Gruppen der Immunhistochemie (Tabelle 3) im 

Vergleich zur Gesamtanzahl pro Gruppe bei den Wachstumskurven (Abbildung 5-9). 
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Abbildung 13: Mikrogefäßdichte als Anzahl der CD31 – positiven Zellen pro 

Bildausschnitt bei 20facher Vergrößerung (MW±SD) 

 

Abbildung 14: Mikrogefäßdichte als Anzahl der CD31 – positiven Zellen pro 

Bildausschnitt bei 20facher Vergrößerung (MW±SD) 
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Abbildung 15: Mikrogefäßdichte als Anzahl der CD31 – positiven Zellen pro 

Bildausschnitt bei 20facher Vergrößerung (Mw±SD) 

 

Abbildung 16: Mikrogefäßdichte als Anzahl der CD31 – positiven Zellen pro 

Bildausschnitt bei 20facher Vergrößerung (MW±SD) 
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Tabelle 3: Übersicht Einteilung der Tierversuchsgruppen, Anzahl der jeweils für die 

Färbung mit CD-31 verwendeten Tumore, sowie Zeitpunkt der Tumorabnahme 

Kontrolle Tumore der unbehandelten Kontrollgruppe 

 nach Erreichen des maximal zulässigen 

 Tumorvolumens. Tumorabnahme an Tag 

 16,  n=9 

Cyclo metro 200mg/kg d 15 Tumore unter Therapie mit 

 Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ 

 in 14d, Tumorabnahme an Tag 15, n=5.    

 Cyclo metro 200mg/kg d 18 Tumore unter Therapie mit 

 Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ 

 in 14d, Tumorabnahme nach Erreichen des 

 maximal zulässigen Tumorvolumens an Tag 

 18, n=10.    

Cyclo metro 300mg/kg d 20 Tumore unter Therapie mit 

 Cyclophosphamid 300mg/kg KG kumulativ 

 in 14d, Tumorabnahme nach Erreichen des 

 maximal zulässigen Tumorvolumens an Tag 

 20, n=5.    

Trofosfamid metro d 17 Tumore unter Therapie mit 

 Trofosfamid 266mg/kg KG kumulativ in 

 14d, Tumorabnahme nach Erreichen des 

 maximal zulässigen Tumorvolumens an Tag 

 17, n=7.    

Cyclo konv 200mg/kg d 15 Tumore nach Therapie mit 

 Cyclophosphamid i.p. 200mg/kg KG an 

 Tag 1, Tumorabnahme an Tag 15, n=5. 

Cyclo konv 200mg/kg d 19 Tumore nach Therapie mit 

 Cyclophosphamid i.p. 200mg/kg KG alle 
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 14d, Tumorabnahme nach Erreichen des 

 maximal zulässigen Tumorvolumens an Tag 

 19, n=5. 

Cyclo konv 300mg/kg d 24 Tumore nach Therapie mit 

 Cyclophosphamid i.p. 300mg/kg KG alle 

 14d, Tumorabnahme nach Erreichen des 

 maximal zulässigen Tumorvolumens an Tag 

 24, n=4. 

Bevacizumab d 15 Tumore nach Therapie mit Bevacizumab 

 5mg/kg KG alle 3d, Tumorabnahme an   

 Tag 15, n=3. 

Bevacizumab d 33 Tumore nach Therapie mit Bevacizumab 

 5mg/kg KG alle 3d für 29d, nach Erreichen 

 des maximal zulässigen Tumorvolumens. 

 Tumorabnahme an Tag 33, n=10. 

Cyclo metro 200mg/kg + Bevacizumab d 15 Tumore nach Therapie mit 

 Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ 

 in 14d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d.

 Tumorabnahme an Tag 15, n=5. 

Cyclo metro 200mg/kg + Bevacizumab d 46 Tumore nach Therapie über 29 d mit 

 Cyclophosphamid 200mg/kg KG kumulativ 

 in 14d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d.

 Tumorabnahme an Tag 46, nach Erreichen 

 des maximal zulässigen Tumorvolumens. 

 n=4. 

Cyclo metro 300mg/kg + Bevacizumab d 47 Tumore nach Therapie über 29 d mit 

 Cyclophosphamid 300mg/kg KG kumulativ 

 in 14d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d.

 Tumorabnahme an Tag 46,  nach Erreichen 
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 des maximal zulässigen 

 Tumorvolumens.n=7. 

 

 Trofosfamid metro + Bevacizumab d 59 Tumore nach Therapie über 29 d mit  

 Trofosfamid 266mg/kg KG kumulativ in 

 14d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d.

 Tumorabnahme an Tag 59,  nach Erreichen 

 des maximal zulässigen Tumorvolumens. 

 n=7. 

Cyclo konv 200mg/kg + Bevacizumab d 51 Tumore nach Therapie über 29d mit 

Cyclophosphamid 200mg/kg KG i.p. alle 

14d + Bevacizumab 5mg/kg KG alle 3d. 

Tumorabnahme an Tag 51, nach Erreichen 

des maximal zulässigen Tumorvolumens. 

n=4              
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Kontrolle d 16 Cyclo metro 200mg/kg KG d15 

  

  

   

Bevacizumab 5mg/kg KG d 15  Cyclo metro 200mg/kg KG +    
Bevacizumab d 15 

 

Abbildung 17: Mikrogefäßdichte unbehandelter Tumore und nach verschiedenen 
Therapieformen. Immunhistochemische Färbung der Tumorgefäße mit CD31 20fache 
Vergrößerung 

 

 

 

 

 

 



 46

4.Diskussion 

Die Therapieoptionen beim fortgeschrittenen kleinzelligen Bronchialkarzinom und die 

durch Chemotherapie erzielten Therapieergebnisse sind heutzutage immer noch 

unbefriedigend. Hohe VEGF Spiegel korrelieren, sowohl bei nicht kleinzelligen wie auch 

bei kleinzelligen Bronchialkarzinomen mit einer schlechten Prognose und geben somit 

einen Hinweis auf die bedeutende Rolle der Tumorangiogenese für das Wachstum und die 

Metastasierung kleinzelliger Bronchialkarzinome (Lucchi et al. 2002; Dudek und 

Mahaseth, 2005; Zhan et al., 2009). Während Bevacizumab seit 2007 zur Behandlung 

nichtkleinzelliger Bronchialkarzinome zugelassen ist, ist über die Wirksamkeit von 

Bevacizumab in der Therapie der kleinzelligen Bronchialkarzinome bis heute relativ wenig 

bekannt. Erste Phase II Studien geben jedoch Hinweise darauf, dass eine Ergänzung des 

Standardregimes um Bevacizumab auch beim kleinzelligen Bronchialkarzinom zur 

Verlängerung der Überlebenszeit führt (Horn et al. 2009, Spigel et al. 2009). Auf Grund der 

Notwendigkeit neue Therapiestrategien für diese Krankheitsentität zu entwickeln und 

weitere Erkenntnisse über die Wirksamkeit von Bevacizumab in Kombinationstherapien zu 

erlangen verwendeten wir für unsere Versuche ein kleinzelliges Bronchialkarzinom   LX-1.  

Unter Monotherapie mit 200 bzw. 300mg Cyclophosphamid pro kg KG an Tag 1 und Tag 

15 zeigte sich jeweils nur eine geringe Wachstumsverzögerung im Vergleich zur 

Kontrollgruppe (Abbildung 2 und 3). So überschritten die Tumore jeweils im Median nach 

8 Tagen ein Tumorvolumen von über 500mm³ (Abbildung 4). Diese Ergebnisse decken 

sich weitestgehend mit den Untersuchungen einer Arbeitsgruppe unseres Institutes, welche 

unter einer Therapie mit Trofosfamid nach konventionellem Regime bei der von uns 

verwendeten Zelllinie LX-1 ebenfalls nur eine geringe Verzögerung des Wachstums im 

Vergleich zur Kontrollgruppe beobachten konnte (Klink et al., 2006). Das fehlende 

Ansprechen und die Resistenz solider Tumoren gegenüber zahlreichen Zytotostatika in 

maximal tolerabler Dosis ist ein in der Klinik häufig beobachtetes Phänomen. So zeigt sich 

bei Patienten mit fortgeschrittenem kleinzelligen Bronchialkarzinom zwar intial in 50-70% 

ein Ansprechen auf die chemotherapeutische Behandlung, bei einem frühen Rezidiv ist 

jedoch nur noch bei weniger als 10% der Erkrankten ein Ansprechen des Tumors auf eine 

erneute Chemotherapie zu beobachten (Dowell, 2010).  
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Weder durch die Monotherapie mit Cyclophosphamid in metronomischer Applikation noch 

durch die Monotherapie von Trofosfamid in metronomischer Applikation konnten wir in 

unseren Untersuchungen eine wesentliche Reduktion des Tumorwachstums im Vergleich 

zur unbehandelten Kontrollgruppe zeigen (Abbildung 5-9). Unsere Ergebnisse stehen 

somit im Wiederspruch zu den Ergebnissen einer Arbeitsgruppe unseres Institutes, die 

2005 eine deutliche Inhibition des Tumorwachstums durch die metronomische Applikation 

von Trofosfamid bei der von uns verwendeten Zelllinie auf der Nacktmaus zeigen konnte 

(Klink et al., 2006). Basierend auf eigenen Untersuchungen, sowie den Untersuchungen 

einer Arbeitsgruppe um Man, welche 2002 eine signifikante Inhibition des 

Tumorwachstums durch die metronomische Applikation von Cyclophosphamid über das 

Trinkwasser bei menschlichen Prostata-, Brust-, Melanom- und Kolonkarzinomen auf der 

Nacktmaus zeigte (Man et al., 2002), erfolgte die Applikation der Chemotherapeutika in 

den metronomischen Therapiegruppen ausschließlich oral. Die Berechnung der 

erforderlichen Wirkstoffkonzentration erfolgte von uns basierend auf eigenen 

Untersuchungen in der Annahme, dass eine Maus pro Tag 1,5 ml/10g KG trinkt. Unter 

dieser Annahme erfolgte außerdem die Berechnung der Medikamentendosis in zahlreichen 

bereits veröffentlichen Studien bei denen Nacktmäusen Chemotherapeutika über das 

Trinkwasser verabreicht wurden (Man et al., 2002; Bertolini et al., 2003; Emmenegger et 

al., 2004; Klink et al., 2006; Emmenegger et al., 2007). In Anbetracht der guten 

Studienlage bezüglich der Dosierung und Wirksamkeit einer über das Trinkwasser 

verabreichten metronomischen Chemotherapie, sowohl mit Cyclophosphamid wie auch 

Trofosfamid erscheint es als sehr unwahrscheinlich, dass sich die fehlende Wirksamkeit 

der oralen Therapieformen in Monotherapie durch die Art und Weise der Zytostatika 

Verabreichung begründet. Es ist also von einer Resistenz der von uns behandelten Tumore 

gegenüber Trofosfamid und Cyclophosphamid, sowohl in metronomischer wie auch in 

konventioneller Anwendung  auszugehen. 

Während die erworbene und a priori Resistenz zahlreicher solider Tumore gegenüber 

verschiedenen Zytostatika in maximal tolerabler Dosis ein häufiges Problem in der 

klinischen Praxis darstellt, ist über die Resistenzentwicklung gegenüber metronomischen 

Zytostatikatherapien und antiangiogenen Therapiekonzepten im generellen bis heute relativ 

wenig bekannt. Solide Tumore bestehen aus einer heterogenen Gruppe von genetisch 

instabilen schnell proliferierenden Zellen, wobei verschiedenen Mechanismen für die 

Entwicklung von Resistenzen gegenüber Chemotherapeutika verantworlich gemacht 
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werden. Zu den grundsätzlichen Mechanismen der Resistenzentwicklung gehören eine 

Veränderung der Zellmembrantransporter und somit eine Abnahme der intrazellulären 

Wirkstoffkonzentration, eine verstärkte Expression der für den Abbau der wirksamen 

Metabolite verantwortlichen Enzyme, sowie eine Abnahme der Apoptosefähigkeit 

geschädigter Tumorzellen. (Canitrot et al., 1998; Luqmani, 2005; Emadi et al., 2009). 

Die Oxazaphosphorine Cyclophosphamid und Trofosfamid werden als sogenannte 

Prodrugs verabreicht, welche zunächst im Körper in ihre aktiven Metabolite überführt 

werden. Das nach initialer Metabolisierung in der Leber entstandene Aldophosphamid tritt 

in die Zellen über und wird dort in das alkylierende Phosphoramid-Lost und Acrolein 

gespalten. Durch das Enzym Aldehydehydrogenase 1 wird Aldophosphamid in das inaktive 

Carboxyphosphamid umgewandelt. Zellen, welche hohe Spiegel an ALDH1 besitzen, 

zeigen sich somit häufig resistent gegenüber Oxazaphosphorinen (Emadi et al. 2009). Die 

ALDH1 Spiegel sind auch innerhalb der gleichen Tumorentität sehr variabel, es konnte 

jedoch gezeigt werden, dass die ALDH1 Spiegel in Tumorzellen deutlich erhöht waren, die 

sich zuvor resistent gegenüber einer Chemotherapie mit Cyclophosphamid  gezeigt haben 

(Sladek et al., 2002). Um nachzuweisen, dass ein hoher ALDH1-Spiegel für die Resistenz 

der von uns verwendeten Zelllinie gegenüber Cyclophosphamid in konventioneller und 

metronomischer Dosierung mit verantwortlich ist, müsste man in nachfolgenden 

Untersuchungen den ALDH1 Spiegel der von uns verwendeten Zelllinie im Vergleich zu 

einer im Tierversuch gegenüber Cyclophosphamid sensiblen Tumorzelllinie bestimmen. 

 Eine Arbeitsgruppe um Browder konnte 2000 zeigen, dass Tumorzellen welche in vitro als 

resistent gegen Cyclophosphamid getestet wurden, auf eine konventionelle 

Cyclophosphamidtherapie nur mit einer geringen Wachstumsverzögerung reagierten, 

jedoch auf eine metronomische Cyclophosphamidtherapie weiterhin mit einer deutlichen 

Hemmung des Tumorwachstums reagierten (Browder et al., 2000). Diese Untersuchungen 

geben deutliche Hinweise darauf, dass sich die Wirkungs- und Resistenzmechanismen 

einer metronomischen Chemotherapie von denen einer nach konventionellem Regime 

applizierten Chemotherapie zumindest teilweise unterscheiden.  In zahlreichen 

präklinischen Versuchen konnte gezeigt werden, dass durch eine metronomische Therapie  

mit Cyclophosphamid oder Trofosfamid das Tumorwachstum gehemmt wird und die 

Mikrogefäßdichte der Tumore durch die Therapie reduziert wird (Pietras und Hanahan, 

2005; Klink et al., 2006), wobei der genaue Mechanismus der antiangiogenen Wirkung 
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durch eine metronomische Chemotherapie mit Cyclophosphamid jedoch nicht eindeutig 

geklärt ist.  Es wird vermutet, dass die Tumorangiogenese auf mehreren Wegen durch eine 

metronomische Therapie beeinflußt wird. Man geht einerseits davon aus, dass durch die 

metronomische Applikation von Zytostatika die Endothelzellen direkt geschädigt werden, 

andererseits durch die metronomische Applikation endogene Inhibitoren der Angiogenese 

wie Thrombospondin 1 (TSP-1) induziert werden, die proapototisch auf Endothelzellen 

wirken (Kerbel und Kamen, 2004). Bocci und Mitarbeiter konnten 2003 zeigen, dass die 

andauernde Exposition von Endothelzellen gegenüber verschiedenen Zytostatika in 

niedriger Dosierung, unter anderem der aktivierten Form von Cyclophosphamid, die Gen- 

und Proteinexpression von Thrombospondin 1, einem potenten endothelzellspezifischen 

Angiogeneseinhibitor, signifikant steigert. Er konnte außerdem zeigen, dass die TSP-1 

Konzentration im Plasma tumortragender Nacktmäuse unter metronomischer 

Cyclophosphamidtherapie signifikant erhöht ist und bei TSP-1 defizienten Mäusen eine 

metronomische Cyclophosphamidtherapie keinen Effekt auf die Tumorangiogenese und 

das Tumorwachstum hat (Bocci et al., 2003). Sund und Mitarbeiter zeigten außerdem ein 

zweifach schnelleres Tumorwachstum bei unbehandelten TSP-1 defizienten Mäusen (Sund 

et al., 2005). Fernando und Mitarbeiter konnten zeigen, dass Tumore aus  genetisch 

manipulierten Colonkarzinom Zellen, welche TSP-1 überexprimieren nach der subkutanen 

Implantation in die Flanke von Mäusen nach initialer Wachstumsverzögerung nach kurzer 

Zeit wieder ein logarithmisches Wachstum aufwiesen und dabei 5-9fach erhöhte VEGF-

Spiegel aufwiesen (Fernando et al. 2008). Betrachtet man das Modell des angiogenic 

switch (siehe Kapitel 1.5), wonach Tumorangiogenese durch das Überwiegen 

proangiogenetischer Faktoren ausgelöst wird, erscheint es logisch, dass der 

antiangiogenetische Effekt einer metronomischen Chemotherapie mit Cyclophosphamid, 

der teilweise auf der Induktion der Produktion antiangiogentischer Faktoren wie TSP-1 

beruht, vom Maß der Expression von VEGF durch den behandelten Tumor abhängig ist. In 

klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass ein hoher prätherapeutischer VEGF-

Spiegel ein negativer Prognosefaktor bezüglich dem Ansprechen auf eine 

chemotherapeutische Behandlung und der Überlebenszeit von Patienten mit nicht-

kleinzelligen und kleinzelligen Bronchialkarzinomen ist (Salven et al., 1998; Dudek und 

Mahaseth, 2005; Zhan et al. 2009). In Anbetracht dessen ist anzunehmen, dass sich das 

fehlende Ansprechen der von uns behandelten Tumore auf eine metronomische Therapie 

mit Cyclophosphamid und Trofosfamid durch eine hohe Expression von VEGF durch die 
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von uns verwendete Tumorzelllinie oder eine verminderte Produktion von TSP-1 unter der 

Therapie erklären lässt.  

Wir konnten in unseren Untersuchungen in einem Xenograft-Modell der Nacktmaus 

zeigen, dass eine Therapie mit dem monoklonalen Antikörper gegen VEGF, Bevacizumab 

(Avastin®, Roche), das Wachstum eines humanen kleinzelligen Bronchialkarzinoms LX-1 

im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich verlangsamt (Abbildung 2 und 4) und die 

Therapie mit Bevacizumab die Mikrogefäßdichte der Tumore im Vergleich zur 

unbehandelten Kontrollgruppe um mehr als 50% reduziert (Abbildung 13). Während die 

Tumore der Kontrollgruppe im Median nach fünf Tagen ein Tumorvolumen von über 

500mm³ erreichten, erreichten die Tumore unter Monotherapie mit Bevacizumab im 

Median nach zehn Tagen ein Tumorvolumen über 500mm³ (Abbildung 4). 

Bevacizumab wurde ursprünglich unter der Annahme entwickelt, dass durch Hemmung der 

VEGF vermittelten Tumorangiogenese die Zufuhr von Nährstoffen und Sauerstoff in das 

Tumorgewebe gedrosselt wird und auf diese Weise das Wachstum der behandelten Tumore 

begrenzt wird. Seit Kim und Mitarbeiter 1993 den Nachweis erbrachten, dass durch die 

spezifische Hemmung von VEGF mit dem murinen Antikörper A4.6.1 das 

Tumorwachstum in vivo gehemmt wird und die Mikrogefäßdichte von Tumoren reduziert 

wird, ohne dass A4.6.1 eine Wirkung auf die Wachstumsrate von Tumorzellen in vitro hat 

(Kim et al., 1993), konnte in zahlreichen präklinischen Studien durch die Monotherapie 

mit Bevacizumab oder dem murinen Äquivalent A4.6.1 eine Tumorinhibition von 25 % - 

95 % bei verschiedenen Tumoren im Nacktmausmodell erreicht werden, wobei die 

Tumorinhibiton geringer war, wenn vor Beginn der Therapie ein bestimmtes 

Tumorvolumen erreicht wurde (Gerber und Ferrara, 2005). In der klinischen Anwendung 

zeigt Bevacizumab jedoch vor allem in der Kombination mit klassischen 

Chemotherapeutika Vorteile, während es sich in Monotherapie in den meisten Studien als 

wenig effektiv gezeigt hat (Blagosklony, 2005; Jain et al., 2006; Kazazi-Hyseni et al., 

2010; Van Meter und Kim, 2010). Wir konnten ebenfalls die Beobachtung machen, dass 

durch die Therapie mit Bevacizumab zwar die Geschwindigkeit des Tumorwachstums im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe signifikant verlangsamt wurde und die 

Mikrogefäßdichte sowohl an Tag 15 wie auch nach Tumorabnahme an Tag 33 deutlich 

reduziert war,  jedoch zu keinem Zeitpunkt eine Stagnation oder Abnahme des 

Tumorvolumens eintrat (Abbildung 2). 
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Wir konnten außerdem zeigen, dass obwohl das Tumorwachstum in allen Therapiegruppen 

unter Monotherapie mit Cyclophosphamid nach konventionellen und metronomischen 

Therapieregime und Trofosfamid nach metronomischen Regime allenfalls gering verzögert 

war, durch die Kombinationtherapie mit Bevacizumab eine zusätzliche Verzögerung des 

Tumorwachstums im Vergleich zur Monotherapie mit Bevacizumab erreicht werden 

konnte. Zum Beispiel erreichten die Tumore unter der Kombinationstherapie mit 

Trofosfamid nach metronomischen Regime und Bevacizumab im Median erst nach 43 

Tagen ein Tumorvolumen von über 500mm³, während die Tumore unter Monotherapie mit 

Trofosfamid im Median bereits nach 5 Tagen und unter Monotherapie mit Bevacizumab 

nach 10 Tagen dieses Volumen erreichten. Hierbei konnten wir bei den von uns 

untersuchten Tumoren keine weitere Abnahme der Mikrogefäßdichte bei den 

Kombinationstherapien im Vergleich zur Monotherapie mit Bevacizumab beobachten. Es 

ist somit davon auszugehen, dass Tumore der gleichen Zellinie, welche sich zuvor 

weitestgehend resistent gegenüber einer Chemotherapie mit Cyclophosphamid und 

Trofosfamid gezeigt haben durch die Blockade von VEGF mit Bevacizumab wieder 

sensibel auf diese Therapie reagieren. Diese Ergebnisse geben weitere Hinweise für die 

Bedeutung des VEGF-Spiegels für die Chemosensibilität der von uns verwendeten 

Zelllinie eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms. Unklar bleibt hierbei der Mechanismus 

für die erhöhte Chemosensibilität unter der Behandlung mit Bevacizumab. 

Durch das Überwiegen proangiogenetischer Faktoren insbesondere des VEGF kommt es 

durch die Bildung unreifer Gefäße mit erhöhter Permeabilität, sowie die Abwesenheit eines 

funktionierenden Lymphabflußes zu einer Erhöhung des interstitiellen Drucks innerhalb 

eines Tumors.  Jain stellte auf Grundlage dieser Erkenntnisse und der Erfahrungen, dass 

Bevacizumab in klinischen Studien nur in Kombination mit Chemotherapie effektiv genug 

ist, die Hypothese auf, dass durch die Hemmung von VEGF eine Normalisierung der 

Gefäßfunktionen und ein Absinken des interstitiellen Drucks eines Tumors erreicht wird 

und somit die Wirkstoffkonzentration systemisch verabreichter Präparate innerhalb des 

Tumorgewebes steigt (Jain, 2001; Tong et al., 2004; Jain, 2005; Kerbel, 2006; Goel et al., 

2012;).  

Es ist somit zu vermuten, dass durch die veränderte Tumorvaskularisation durch die 

Therapie mit Bevacizumab, die sich in der Reduktion der Mikrogefäßdichte während der 

Therapie mit Bevacizumab (Abbildung 13 - 16) zeigt, sich die Konzentration der in 
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Kombination verabreichten Chemotherapeutika innerhalb des Tumorgewebes erhöht und 

sich dadurch die Wirkverstärkung der zuvor teils vollständig unwirksamen Zytostatika bei 

einer Kombinationstherapie mit Bevacizumab erklärt. 

Yanagisawa und Mitarbeiter konnten kürzlich im Nacktmausmodell an menschlichen 

Mammakarzinomen zeigen, dass 48h nach der Injektion von Paclitaxel 30mg/kg KG und 

Bevacizumab 5mg/kg KG eine signifikante Erhöhung der intratumoralen 

Paclitaxelkonzentration im Vergleich zur Monotherapie mit Paclitaxel erreicht wurde und 

die Konzentration gleich hoch wie nach der alleinigen Injektion von Paclitaxel 100mg/kg 

KG war (Yanagisawa et al., 2010). Um den Nachweis zu erbringen, dass sich die 

intratumorale Wirkstoffkonzentration bei der Kombination von Cyclophosphamid und 

Trofosfamid mit Bevacizumab ebenfalls in ähnlichem Maß erhöht, wären weitere Versuche 

notwendig, bei denen die intratumorale Konzentration der aktiven Metabolite von 

Cyclophosphamid und Trofosfamid nach alleiniger Gabe und nach Gabe in Kombination 

mit Bevacizumab bestimmt würden.  Offene Fragen ergeben sich hier in Bezug auf die 

Dosierung und das ideale Applikationsschema um einen optimalen Verstärkungseffekt 

durch die Kombination von Bevacizumab mit Cyclophosphamid bzw. Trofosfamid zu 

erreichen. Zhen und Mitarbeiter untersuchten im Nacktmausmodell an 

Neuroblastomxenograften die Aufnahme eines Fluoreszenz Markers im zeitlichen Verlauf 

nach intravenöser Injektion von 5 mg Bevacizumab pro kg Körpergewicht und konnten 

dabei an Tag 3 und Tag 6 nach Injektion von Bevacizumab eine signifikante höhere  

Anzahl von markierten Tumorzellen mit dem Maximum an Tag 6 im Vergleich zur 

Kontrollgruppe zeigen, während an Tag 1 und Tag 9 kein signifikanter Unterschied zur 

Kontrollgruppe festgestellt werden konnte. Sie konnten außerdem durch die Injektion von 

75 mg Cyclophosphamid pro kg KG an Tag 6 nach Bevacizumabinjektion eine signifikant 

höhere Tumorinhibitionsrate im Vergleich zur gleichzeitigen Verabreichung von 

Cyclophosphamid und Bevacizumab zeigen (Zhen et al., 2010).  

Die durch unsere Arbeit gewonnenen Erkenntnisse über den verstärkenden Effekt einer 

Bevacizumabtherapie, sowohl auf die Wirksamkeit einer metronomischen Chemotherapie 

mit Trofosfamid oder Cyclophosphamid, wie auch einer Cyclophosphamidtherpie in 

maximal tolerabler Dosierung bei Xenograften eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms, 

spricht für die Durchführung weiterer Studien, um mehr über die Mechanismen der 

Wirkverstärkung von Bevacizumab in Kombination mit Zytostatika sowohl in 
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metronomischer wie auch konventioneller Anwendung beim kleinzelligen 

Bronchialkarzinom zu erfahren. Während Bevacizumab seit 2007 zur Behandlung 

nichtkleinzelliger Bronchialkarzinome zugelassen ist, ist über die Wirksamkeit von 

Bevacizumab in der Therapie der kleinzelligen Bronchialkarzinome bis heute relativ wenig 

bekannt. Erste Phase II Studien geben jedoch Hinweise darauf, dass eine Ergänzung des 

Standardregimes um Bevacizumab auch beim kleinzelligen Bronchialkarzinom zur 

Verlängerung der Überlebenszeit führt (Horn et al., 2009; Spigel et al., 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 54

5. Zusammenfassung 

Seit den ersten Erfolgen der zytostatischen Chemotherapie vor über 60 Jahren hat sich die 

Anzahl der verwendeten Medikamente und Therapievarianten stark vergrößert. Trotz 

jahrzehntelanger Grundlagenforschung und unzähligen klinischen Studien bleibt die 

chemotherapeutische Behandlung der meisten soliden Tumore jedoch auch heute meist 

palliativ. In den letzten Jahren rückte die Tumorangiogenese immer mehr in den Fokus 

verschiedener Therapiestrategien. Seit einigen Jahren ist Bevacizumab, ein monoklonaler 

Antikörper gegen VEGF, fester Bestandteil verschiedener Kombinationstherapien bei einer 

Vielzahl solider Tumore. Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Wirksamkeit einer 

Therapie von Bevacizumab sowohl in Kombination mit einer konventionellen 

Cyclophosphamidtherapie sowie einer metronomischen Therapie mit Cyclophosphamid 

und Trofosfamid bei der Behandlung eines kleinzelligen Bronchialkarzinoms zu 

untersuchen.  

Die Wirksamkeit und Eigenschaften dieser Kombinationstherapien wurden an 

Tumorxenograften auf der Nacktmaus untersucht. Tumore wurden an bestimmten 

Zeitpunkten entnommen und Gewebeschnitte immunhistochemisch auf Mikrogefäßdichte 

und Proliferationsrate untersucht. Wir konnten dabei zeigen, dass sich die Tumore der von 

uns untersuchten Zelllinie weitestgehend resistent gegenüber einer Monotherapie mit 

Cyclophosphamid und Trofosfamid sowohl in metronomischer wie auch konventioneller 

Applikation zeigten. Unter Monotherapie mit Bevacizumab konnten wir sowohl eine 

Wachstumsverzögerung  als auch eine deutliche Reduktion der Mikrogefäßdichte im 

Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe beobachten.  

Obwohl wir bei allen von uns untersuchten Therapieformen unter Monotherapie mit 

Cyclophosphamid und Trofosfamid eine weitestgehende Resistenz der Tumore beobachtet 

haben, konnten wir bei den Kombinationstherapien mit Bevacizumab bei allen 

Therapiegruppen eine Verstärkung der Wachstumsverzögerung im Vergleich zur 

Monotherapie mit Bevacizumab beobachten. Zum Beispiel erreichten die Tumore unter der 

Kombinationstherapie mit Trofosfamid nach metronomischen Regime und Bevacizumab 

im Median erst nach 43 Tagen ein Tumorvolumen von über 500mm³, während die Tumore 

unter Monotherapie mit Trofosfamid im Median bereits nach 5 Tagen und unter 

Monotherapie mit Bevacizumab nach 10 Tagen dieses Volumen erreichten. Diese 
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Ergebnisse geben deutliche Hinweise auf die Rolle von Bevacizumab als 

„Chemosensitizer“. Unklarheiten bestehen hier weiterhin in Bezug auf die genaueren 

Mechanismen, durch welche Bevacizumab die Wirkung einer konventionellen und 

metronomischen Chemotherapie bei Tumoren verstärkt, welche sich zuvor als resistent 

gegenüber dengleichen Chemotherapeutika in Monotherapie gezeigt haben.  
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7. Abkürzungsverzeichnis 

ABC Avidin Biotin Complex 

CSA Catalysed Signal Amplification   

DAB Diaminobenzidin 

DMSO Dimethylsulfoxid   

DNA Desoxyribonukleinsäure 

EMEA European Medicines Agency   

FBS Fetal Bovine Serum 

Flk-1 fms-like tyrosine kinase 1 

Flt-1 Fetal liver kinase 1 

Flt-4 Fetal liver kinase 4 

HE Hämatoxylin Eosin 

HRP Horse Radish Peroxidase 

KDR Kinase Domain Region 

KG Körpergewicht 

Konv Konventionell 

LSAB Labeled Streptavidin Biotin 

Metro Metronomisch 

MTD Maximum Tolerated Dose 

Mw Mittelwert 
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NIH National Institute of Health 

NSCLC Non Small Cell Lung Cancer 

PBS Phosphat Buffered Saline 

PDGF Placenta Derived Growth Factor 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

RTK Receptor Tyrosine Kinase 

SCLC Small Cell Lung Cancer 

SD Standardabweichung 

TSP-1 Thrombospondin-1 

U/min Umdrehungen pro Minute 

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 

VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 
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