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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

EINLEITUNG: In dieser Studie wurde die Wirksamkeit der Elektrochemotherapie zur Behandlung
von kolorektalen Lebermetastasen in einem Rattenmodell untersucht. Die Elektrochemotherapie kom-
biniert die Verabreichung chemotherapeutischer Substanzen mit reversibler Elektroporation, um die
Aufnahme der Medikamente in Tumorzellen durch die lokal applizierten elektrischen Impulse zu ver-
bessern. Ziel der vorliegenden experimentellen Studie ist es, die Wirksamkeit unterschiedlicher Chemo-
therapie-Schemata zu vergleichen sowie unerwiinschte Ereignisse zu dokumentieren, die peri- und pos-

tinterventionell auftreten konnen.

METHODEN: WAG/Rij-Ratten werden randomisiert in drei Gruppen eingeteilt und erhalten acht
Tage nach Tumorzell-Implantation eine intravenése Chemotherapie kombiniert mit reversibler Elektro-
poration. Gruppe 1 erhilt Bleomycin, Gruppe 2 erhdlt Oxaliplatin und Gruppe 3 erhélt Oxaliplatin in
Kombination mit Bevacizumab. Ultraschall- und photoakustische Bildgebung erfolgen unmittelbar vor
sowie fiinf Tage nach der Behandlung zur Messung der Sauerstoffséttigung und der Hdmoglobinkon-
zentration im Tumorgewebe, um Riickschliisse auf die Tumoroxygenierung und -perfusion zu ermdgli-
chen. AnschlieBend erfolgen Tumorentnahmen sowie histologische, immunhistochemische und labor-

chemische Analysen. Die Ergebnisse werden einer statistischen Auswertung unterzogen.

ERGEBNISSE: Bleomycin fiihrte zu einer hochsignifikanten Reduktion der Sauerstoffsittigung im
Vergleich zu beiden anderen Gruppen (p < 0,01) und zu einer geringeren Angiogenese des Tumors im
Vergleich zur Behandlung mit Oxaliplatin-Monotherapie (p < 0,05). Die Bildung von nekrotischem Ge-
webe war unter Bleomycin signifikant erh6ht im Vergleich zu den anderen Gruppen (p <0,01). In beiden
Oxaliplatin-Gruppen wurden mehr apoptotische Zellen nachgewiesen als in der Bleomycin-Gruppe (p
< 0,01). Bevacizumab verstarkte die Wirkung von Oxaliplatin und fiihrte in nahezu allen gemessenen
Parametern zu besseren Ergebnissen; statistische Signifikanz wurde jedoch ausschlieBlich bei der Re-
duktion der Sauerstoffsittigung des Tumorgewebes nach der Behandlung im Vergleich zur Oxaliplatin-

Monotherapie beobachtet (p < 0,05).

SCHLUSSFOLGERUNG: Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass alle drei Behandlungsoptionen si-
cher und effektiv bei kolorektalen Lebermetastasen in einem Rattenmodell sind. Bleomycin erwies sich
jedoch als die effektivste Therapieoption in dieser Studie, wiahrend die Kombination von Bevacizumab
mit Oxaliplatin zu einer Verbesserung der getesteten Parameter im Vergleich zur alleinige Anwendung

von Oxaliplatin fiihrte.
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1.2 Abstract

TITLE: Electrochemotherapy with intravenous administration of bleomycin, oxaliplatin, and oxali-
platin in combination with bevacizumab for the treatment of hepatic metastases of colorectal cancer in

a rat model

INTRODUCTION: This study investigates the efficacy of electrochemotherapy for the treatment of
colorectal liver metastases in a rat model. Electrochemotherapy combines the administration of chemo-
therapeutic agents with reversible electroporation, in order to enhance drug uptake into tumor cells
through locally applied electric pulses. The aim of the present experimental study is to compare the
efficacy of different chemotherapy regimens and to document any adverse events that may occur peri-

and post-intervention.

METHODS: WAG/Rij rats are randomized into three groups and receive intravenous chemotherapy
combined with reversible electroporation eight days after tumor cell implantation. Group 1 receives
bleomycin, group 2 receives oxaliplatin, and group 3 receives oxaliplatin in combination with bevaci-
zumab. Ultrasound and photoacoustic imaging are performed immediately before and five days after
treatment to measure tumor tissue oxygen saturation and hemoglobin concentration, allowing conclu-
sions tumor oxygenation and perfusion. Tumor samples are subsequently collected for histological, im-

munohistochemical, and blood analyses. The results are subjected to statistical evaluation.

RESULTS: Bleomycin resulted in a highly significant reduction in oxygen saturation compared with
both other groups (p < 0.01) and a marked decrease in tumor angiogenesis compared with oxaliplatin
monotherapy (p < 0.05). The formation of necrotic tissue was significantly increased in the bleomycin
group compared with the other groups (p < 0.01). Both groups treated with oxaliplatin exhibited a higher
number of apoptotic cells than the bleomycin group (p < 0.01). Bevacizumab enhanced the effect of
oxaliplatin, achieving better results in nearly all measured parameters; however, statistical significance
was only observed for the post-treatment reduction in tumor tissue oxygen saturation compared with

oxaliplatin monotherapy (p < 0.05).

CONCLUSION: The findings suggest that all three treatment options are safe and effective for colo-
rectal liver metastases in a rat model. Bleomycin proved to be the most effective treatment option in this
study, whereas the addition of bevacizumab to oxaliplatin resulted in improvements in the evaluated

parameters compared with oxaliplatin alone.
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2. Einleitung

2.1 Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

Das kolorektale Karzinom (KRK), einschliefSlich der Karzinome des Kolons, des Rektums und des Anus
(ICD-10-Kodierungen C18-C21), stellt weltweit die dritthdufigste Krebserkrankung dar, mit einer ge-
schitzten Inzidenz von 1,9 Millionen Diagnosen im Jahr 2022. Zudem ist es mit 904.000 Todesfillen
im selben Jahr die zweithdufigste Todesursache unter den Krebserkrankungen (BRAY et al., 2024).
Zwischen 2012 und 2018 stieg die altersstandardisierte Inzidenzrate des KRKs von 17,2 auf 19,7 pro
100.000 Personenjahre, wihrend die altersstandardisierte Mortalitétsrate von 8,3 auf 8,9 pro 100.000
Personenjahre zunahm. Dies entsprach etwa 10% aller globalen Krebsinzidenzen und -mortalititen
(BAIDOUN et al., 2021). Prognosen zufolge wird, bedingt durch demografische Verdnderungen, die
Anzahl neuer KRK-Fille bis 2035 um 79% ansteigen und somit iiber 2,4 Millionen erreichen (FERLAY
etal., 2015).

Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate hat sich in den letzten Jahrzehnten kontinuierlich verbessert und
liegt nun in den wohlhabendsten Léndern, einschlieBlich der USA, bei iiber 65% (JEMAL et al., 2017).
In Deutschland lagen die relativen 5-Jahres-Uberlebensraten bei Frauen bei etwa 63% und bei Minnern
bei etwa 62%, was vergleichbare Werte wie in den USA aufweist (KOCH-INSTITUT und E.V., 2019).
Jedoch bleiben die Uberlebensraten in vielen Regionen der Welt, einschlieBlich einiger europiischer

Lénder, nach wie vor signifikant niedriger (HOLLECZEK et al., 2015).

Der wichtigste prognostische Faktor ist das Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnose. Die
groBten Verbesserungen der Uberlebensraten wurden bei KRK im regionalen und metastasierten Sta-
dium verzeichnet. So stieg die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir regionale Stadien des KRKs von 55% auf
74% und fiir das Rektumkarzinom von 45% auf 70% im Zeitraum von 1975 bis 2012, was vor allem auf
Fortschritte in der adjuvanten Therapie und chirurgischen Behandlung zuriickzufiihren ist. Bei Patienten
mit metastasierten Tumoren erhdhte sich die 2-Jahres-Uberlebensrate von 21% auf 35% beim KRK und
von 22% auf 39% beim Rektumkarzinom, wenngleich der Fortschritt fiir bestimmte Patientengruppen,

molekulare Subtypen und Tumorlokalisationen langsamer voranschritt (SIEGEL et al., 2017).

2.2 Risikofaktoren des KRKs

Das Risiko fiir Darmkrebs nimmt mit dem Alter deutlich zu und das durchschnittliche Diagnosealter
liegt in entwickelten Landern bei etwa 70 Jahren (BRENNER und CHEN, 2018). Neben dem Alter
existieren weitere gut etablierte Risikofaktoren, darunter ménnliches Geschlecht, Tabakkonsum, exzes-
siver Alkoholkonsum, physische Inaktivitdt, hoher Verzehr von rotem und verarbeitetem Fleisch sowie
Adipositas. (BAIDOUN et al., 2021). Diese Faktoren tragen zur erhéhten Inzidenz und Mortalitit von
Darmkrebs bei (BRENNER und CHEN, 2018). Entziindliche Darmerkrankungen, insbesondere Colitis
ulcerosa (UC), erhéhen auch das Risiko fiir KRK im Verlauf der Erkrankung. Patienten mit UC zeigen
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im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung ein um 60% erhohtes Risiko (HERRINTON et al., 2012). Die
langanhaltende entziindliche Aktivitdt bei UC ist an etwa 1% aller KRK-Fille beteiligt und das Risiko
steigt mit der Dauer der Erkrankung (YASHIRO, 2014). Studien zeigen uneinheitliche Ergebnisse hin-
sichtlich des erhohten KRK-Risikos bei UC-Patienten, was auf Unterschiede in Studiendesign und kli-
nischen Kriterien zuriickgefiihrt werden kann (GRIVENNIKOV, 2013; GYDE et al., 1988; WINTHER
et al., 2004).

2.3 Klassifikation des KRKs

Die Klassifikation des KRKs hat eine entscheidende Bedeutung fiir die prézise Risikostratifizierung und
die Auswahl geeigneter Therapiestrategien. Die international am weitesten verbreitete Klassifikation ist
die Tumor-Node-Metastasis (TNM)-Klassifikation, die von der Union for International Cancer Control
(UICC) und dem American Joint Committee on Cancer (AJCC) entwickelt wurde (AMIN et al., 2017;
BRIERLEY et al., 2017). Die aktuelle TNM-Klassifikation der AJCC basiert auf der Beurteilung der
Tumorausdehnung (T), dem Befall regionaler Lymphknoten (N) und dem Vorhandensein von Fernme-
tastasen (M). Sie bietet eine standardisierte Methode zur Beschreibung des Tumorstadiums und ermog-
licht die Bewertung der Krankheitsprogression. Diese Einteilung bildet die Grundlage fiir therapeutische
Entscheidungen und die Prognoseabschitzung bei KRK-Patienten (AMIN et al., 2017). Ein weiterer
wichtiger Aspekt bei der Klassifikation des KRKs ist das Grading des Tumors, um den histologischen
Differenzierungsgrad zu bestimmen (BRIERLEY et al., 2017; HAMILTON et al., 2010).

2.3.1 UICC-Stadium I

Fiir das Stadium I KRK (T1-2, NO, MO) ist die chirurgische Resektion oft kurativ und erfordert in der
Regel keine adjuvante Therapie (ALONSO und SALTZ, 2021; GMEINER, 2024).

2.3.2 UICC-Stadium II

Im Stadium II (T3-4, NO, MO0), das eine tiefere Invasion in die Darmwand oder nahe gelegene Strukturen
einschlieBt, ist der Nutzen einer adjuvanten Chemotherapie umstritten. Fiir Patienten im Stadium II und
niedrigem Risiko wird eine adjuvante Therapie nicht empfohlen, wegen der unzureichenden iiberzeu-
genden Evidenz fiir einen therapeutischen Nutzen (ALONSO und SALTZ, 2021). Fiir Patienten im Sta-
dium II und hohem Risiko stellen drei Monate Capecitabin in Kombination mit Oxaliplatin (XELOX)
oder sechs Monate Capecitabin als Monotherapie angemessene Behandlungsoptionen dar (GROTHEY
et al., 2018). Hochrisikomerkmale wie T4-Lasionen, schlechte Differenzierung, lymphovaskulére Inva-
sion und unzureichende Lymphknotenentnahme kdnnen den Einsatz einer adjuvanten Chemotherapie
zur Reduzierung des Rezidivrisikos rechtfertigen (ALONSO und SALTZ, 2021; BAXTER et al., 2022).
Die Zugabe von Oxaliplatin (OXP) bei Stadium II und hohem Risiko hat keinen eindeutigen Nutzen
nachgewiesen (YOTHERS et al., 2011).
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2.3.3 UICC-Stadium III

Im Stadium III (jegliches T, N1-2, M0), das durch regionale Lymphknotenbefall gekennzeichnet ist,
profitieren Patienten von adjuvanter Chemotherapie nach chirurgischer Resektion (ALONSO und
SALTZ, 2021). 5-Fluorouracil (5-FU) hat sich als wirksam erwiesen, um das Gesamtiiberleben (overall
survival, OS) bei Patienten mit reseziertem KRK zu verbessern (LAURIE et al., 1989). Die Kombination
von 5-FU mit Leucovorin iiber einen Zeitraum von 6 Monaten zeigte vergleichbare Effektivitdt im Ver-
gleich zu ldngeren Behandlungszeitrdumen mit 5-FU und Levamisol (HALLER et al., 2005). Studien-
daten belegen auBlerdem, dass Capecitabin hinsichtlich seiner Wirksamkeit der Standardtherapie mit 5-

FU/Leucovorin entspricht (VAN CUTSEM et al., 2001).

5-FU gehort zu den am hiufigsten mit OXP kombinierten chemotherapeutischen Substanzen, da die
Hemmung der Dihydropyrimidin-Dehydrogenase (DPD) den Abbau von 5-FU verlangsamt (FISCHEL
et al., 2002). Die MOSAIC-Studie zeigte zudem, dass die Zugabe von OXP zur 5-FU/Leucovorin-
Therapie (FOLFOX4) iiber 6 Monate im Vergleich zur alleinigen Gabe von 5-FU/Leucovorin als Bolus
alle 2 Wochen (LV5FU2) das Rezidivrisiko nach 3 Jahren reduzierte (ANDRE et al., 2004). Eine Post-
hoc-Analyse dieser Studie belegte eine Verbesserung der 10-Jahres-Uberlebensrate bei Patienten im

Stadium III, die mit der OXP-basierten Therapie behandelt wurden (ANDRE et al., 2015).

2.4 Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms

Die Behandlung des metastasierten kolorektalen Karzinoms (mKRK) umfasst eine Vielzahl von thera-

peutischen Optionen.

2.4.1 Primire Chemotherapie-Regime

Die Erstlinientherapie bei mKRK umfasst in der Regel eine Kombinationschemotherapie mit 5-FU als
Dauerinfusion, Leucovorin und entweder Irinotecan (FOLFIRI) oder OXP (FOLFOX) (DE GRAMONT
et al., 2023; DOUILLARD et al., 2000). Bei mKRK hat sich die Kombinationstherapie FOLFOX im
Vergleich zur alleinigen Anwendung von 5-FU und Leucovorin als besonders vorteilhaft erwiesen, da
sie hohere Ansprechraten sowie eine deutliche Verlingerung des progressionsfreien Uberlebens (pro-
gression-free survival, PFS) ermoglicht (DE GRAMONT et al., 2000). Laut der American Society of
Clinical Oncology (ASCO)-Leitlinie von 2023 zur Behandlung des mKRKs sollten Patienten mit Mik-
rosatellitenstabilitdt (MSS) oder profizienter Mismatch-Reparatur (pMMR) als Erstlinientherapie mit
der Chemotherapie-Doublette FOLFOX oder FOLFIRI oder mit der Chemotherapie-Triplette
FOLFOXIRI behandelt werden (MORRIS et al., 2023). FOLFOX kommt nicht nur in der priméren
Therapie zum Einsatz, sondern auch im neoadjuvanten und adjuvanten Kontext (ANDRE et al., 2009;

YANG et al., 2016).
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2.4.2 Checkpoint-Inhibitoren als Erstlinientherapie

Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1)- und/oder Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4
(CTLA-4)-Inhibitoren werden nach dem Versagen der Erstlinientherapie empfohlen, wobei sowohl die
Monotherapie mit Anti-PD-1 als auch die Kombinationstherapie mit Anti-PD-1/CTLA-4 als evidenz-
basierte Erstlinientherapien unterstiitzt werden (BENSON et al., 2021; BROMHAM et al., 2020; VAN
CUTSEM et al., 2016). Die PD-1-Kaskade hemmt die T-Zell-Aktivierung und ist fiir die Aufrechterhal-
tung der peripheren Toleranz verantwortlich (MAKUKU et al., 2021). Ihre Blockade durch monoklonale
Antikdrper kann jedoch die antitumorale Aktivitdt der T-Zellen fordern (ARASANZ et al., 2017).
Ebenso stellt die Blockade von CTLA-4 durch monoklonale Antikérper eine vielversprechende Strate-
gie in der Immuntherapie des KRKs dar (SALTZ, 2009). Die CTLA-4-Antikorper binden sich an die
CTLA-4/B7-Rezeptoren auf der Oberfliche von T-Zellen, was die T-Zell-Aktivitit verlingert und
gleichzeitig die T-Zell-Aktivierung verstirkt (LYNCH und MURPHY, 2016).

In einer Phase-III-randomisierten kontrollierten Studie von 2020 wurde Pembrolizumab, ein monoklo-
naler Antikorper aus der Klasse der PD-1-Inhibitoren, mit den Standard-Chemotherapieschemata ver-
glichen (ANDRE et al., 2020). Die Studie zeigte, dass Pembrolizumab als Erstlinientherapie bei mKRK
mit hochgradiger Mikrosatelliteninstabilitit (MSI-H) oder defizienter Mismatch-Reparatur (IMMR)
signifikant langere PFS bewirkte. In einer abschlieBenden Analyse derselben Studie wurden die Befunde
unterstiitzt, dass Pembrolizumab eine effektive Erstlinientherapie fiir diese Patientengruppe sein konnte

(DIAZ et al., 2022).

Ipilimumab, ein CTLA-4-Inhibitor, in Kombination mit Nivolumab, einem monoklonalen Antikorper
aus der Gruppe der PD-1-Inhibitoren, zeigte eine hohe antitumorale Ansprechrate bei Patienten mit
dMMR oder MSI-H mKRK (OVERMAN et al., 2018b). Diese Fortschritte in der Inmuntherapie haben
das OS bei mKRK-Patienten erheblich verbessert (TOH et al., 2016).

2.4.3 Therapieregime molekularpathologischer Subgruppen

Zielgerichtete Therapien wie die Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)-monoklonalen Antikdrper
Cetuximab und Panitumumab sowie der monoklonale Antikdrper gegen den Endothelwachstumsfaktor-
A (Vascular Endothelial Growth Factor-A, VEGF-A), Bevacizumab (BVZ), kénnen auch in Kombina-
tion mit den primédren Chemotherapie-Regimen als Erstlinientherapie eingesetzt werden (SALTZ et al.,
2008; VAN CUTSEM et al., 2009). Patienten mit einem linksseitigen RAS-Wildtyp Karzinom und
MSS- oder pMMR-Status profitieren von der Zugabe von Anti-EGFR zu der Chemotherapie. Allerdings
zeigte die Kombination von BVZ und Chemotherapie bei Patienten mit einem rechtsseitigen RAS-
Wildtyp Karzinom und MSS- oder pMMR-Status ein verldngertes PFS (CILIBERTO et al., 2018). Kar-
zinome mit einer RAS-Mutation profitieren aufgrund von Resistenzmechanismen nicht von einer zu-
sitzlichen Anti-EGFR-Behandlung (BOKEMEYER et al., 2015; DOUILLARD et al., 2013; VAN
CUTSEM et al., 2015). Die Zugabe von BVZ wird auch nicht empfohlen, da es vergleichbare
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Uberlebenszeiten wie Cetuximab in Kombination mit Chemotherapie gezeigt hat (STINTZING et al.,
2012). Die Chemotherapie-Triplette FOLFOXIRI zeigte keine signifikanten Unterschiede zu den Che-
motherapie-Doubletten bei RAS-Mutationen (CREMOLINI et al., 2015). Im Gegensatz dazu zeigen
Karzinome, die eine V-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 (BRAF)-V600E-Mutation auf-
weisen, ein therapeutisches Ansprechen auf eine Kombination aus Anti-EGFR-Behandlung und En-
corafenib, vorausgesetzt, dass sie zuvor mit Chemotherapie behandelt wurden. (VAN CUTSEM et al.,

2019).

2.5 Kolorektale Lebermetastasen

2.5.1 Epidemiologie von kolorektalen Metastasen

Kolorektale Lebermetastasen (KRLM) treten bei etwa 50% der Patienten mit KRK auf, wihrend 15 bis
25% der Patienten bei der Erstdiagnose bereits Lebermetastasen aufweisen (FRUHLING et al., 2023;
MARTIN et al., 2020). KRLM konnen hinsichtlich des Diagnosezeitpunkts in synchrone und meta-
chrone Metastasen unterteilt werden. Synchrone KRLM sind Lebermetastasen, die zum Zeitpunkt oder
vor der Diagnose des priméren kolorektalen Tumors identifiziert wurden. KRLM, die nach der Diagnose
oder der Resektion des priméren kolorektalen Tumors entdeckt wurden, werden als metachrone KRLM
bezeichnet (ADAM et al., 2015). KRLM treten haufiger bei mannlichen Patienten und bei Patienten mit
linksseitigem KRK auf, was auf den embryologischen Ursprung des Primértumors zuriickzufiihren ist
(ENGSTRAND et al., 2018; MANFREDI et al., 2006). Die Manifestation metachroner KRLM erfolgt
bei bis zu 85,3% der Patienten innerhalb eines Jahres und bis zu 97,5% innerhalb von drei Jahren, wobei
30-40% dieser Fille auf die Leber beschrinkt sind (CHONG und CUNNINGHAM, 2005; ELFERINK
et al., 2015).

2.5.2 Resektabilitdt der KRLM

Um die Resektabilitdt der KRLM zu beurteilen, spielen multidisziplindre Expertenteams eine entschei-
dende Rolle (VAN CUTSEM et al., 2016). Die meisten Patienten prasentieren sich hdufig mit einer
initial nicht resezierbaren Erkrankung und weisen eine ungiinstige Tumorbiologie auf (ADAM et al.,
2015). KRLM kénnen in folgende drei Kategorien unterteilt werden: “Resektabel”, “grenzwertig resek-
tabel” und “nicht resektabel” (CHARNSANGAVEI et al., 2006; GONZALEZ und FIGUERAS, 2007;
IVEY et al., 2022; KACZIREK, 2017).

“Resektabel” bedeutet, dass die metastasierten Tumore vollstandig entfernt werden kdnnen, sofern die
Leberfunktion ausreichend ist und mindestens 20% des geschitzten gesamten Lebervolumens erhalten

bleiben (CHARNSANGAVE] et al., 20006).

“Grenzwertig resektabel” beschreibt Situationen, in denen eine vollstdndige Entfernung theoretisch
moglich ist. Allerdings bestehen potenziell technische Herausforderungen, wie eine reduzierte Wahr-

scheinlichkeit einer RO-Resektion, sowie biologische Herausforderungen, wie zahlreiche
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Lebermetastasen, Anzeichen einer Krankheitsprogression und mogliche extrahepatische Metastasen

(KACZIREK, 2017).

Der Begriff “nicht resektabel” deutet darauf hin, dass die Metastasen aufgrund einer Ausdehnung auf
mehr als 70% der Leberoberflache oder auf mehr als sechs Lebersegmente sowie einer umfassenden
Invasion von GefdB3en wie der Vena portae hepatis oder der Venae hepaticae nicht chirurgisch entfernt

werden kénnen. (GONZALEZ und FIGUERAS, 2007).

Konversionsschemata fiir nicht resezierbare KRLM wurden entwickelt, die sowohl Chemotherapeutika
als auch Inhibitoren von Zellrezeptoren umfassen, die am Tumorwachstum und dessen Regulation be-
teiligt sind. Cetuximab, BVZ und Panitumumab wurden in Kombination mit FOLFOX oder FOLFIRI
verwendet, was die objektive Ansprechrate auf 68% im Vergleich zu 57% bei alleiniger Chemotherapie
erhohte. Diese gesteigerten Ansprechraten fiihrten zu einer Konversionsrate von 38% bei zuvor nicht

resezierbaren KRLM, verglichen mit 30% nach alleiniger Chemotherapie (COLETTI et al., 2017).

2.5.3 Operative Strategien bei synchronen KRLM

Fiir Patienten mit synchronen KRLM gibt es aktuell drei etablierte Behandlungsstrategien, bei denen
eine kurative Intention als machbar angesehen wird. Diese beinhalten die “colorectal-first”-Strategie,

die “liver-first”-Strategie, sowie das simultane Vorgehen (FRUHLING et al., 2023).

Bei der “colorectal-first”-Strategie wird zunéchst der Primértumor behandelt, gefolgt von der Entfer-
nung der Lebermetastasen in einem zweiten Eingriff (FRUHLING et al., 2023). Diese Strategie wird
insbesondere bei Patienten mit erhdhtem Risiko fiir Darmobstruktion, Perforation und Blutung ange-

wandt (ADAM et al., 2015; ALLEN et al., 2003).

Im Gegensatz dazu werden bei der “liver-first”-Strategie zuerst die Lebermetastasen und im Anschluss
der Primértumor entfernt (FRUHLING et al., 2023). Die “liver-first”-Strategie wird vorwiegend bei
Patienten mit fortgeschrittener Leberbeteiligung angewendet, bei denen die KRLM “grenzwertig resek-
tabel” sind oder bei denen eine Operation erst durch eine neoadjuvante Chemotherapie ermoglicht wurde

(MENTHA et al., 2006).

Bei dem simultanen Vorgehen werden sowohl der Primartumor als auch die Metastasen in einem einzi-
gen Eingriff entfernt. In einer Studie von Friihling et al., konnte kein negativer Zusammenhang zwischen
dem simultanen Vorgehen und den anderen beiden Strategien in Bezug auf Morbiditét, Mortalitdt oder

das OS festgestellt werden (FRUHLING et al., 2023).

2.5.4 Operative Techniken zur Entfernung von KRLM

Aktuell stehen verschiedene operative Techniken zur Entfernung von KRLM zur Verfiigung. Zu den
etablierten Verfahren gehdren die parenchymsparende Hepatektomie (PSH), sowie die anatomische He-
patektomie (AH). Weitere Optionen sind die einzeitige (one-stage hepatectomy, OSH) und die zweizei-

tige (two-stage hepatectomy, TSH) Hepatektomie, sowie die In-Situ-Split-Resektion (Associating Liver

-
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Partition with Portal vein ligation for Staged hepatectomy, ALPPS) (GABELEIN und GLANEMANN,
2019). In besonderen Féllen kann auch eine orthotope Lebertransplantation (OLT) in Erwégung gezogen
werden (BYRNE et al., 2025). Jede dieser Techniken wird individuell auf die Bediirfnisse und den Zu-
stand des Patienten abgestimmt (IVEY et al., 2022).

Die AH wurde urspriinglich zur Behandlung von KRLM eingesetzt. Obwohl diese Methode selbst bei
kleinen Metastasen zu einem erheblichen Verlust an Lebergewebe fiihrte, wurde sie aufgrund ihrer tech-
nischen Einfachheit und der Moglichkeit, einen ausreichenden Sicherheitsabstand zu gewéhrleisten,

weiterhin angewandt (ADSON und VAN HEERDEN, 1980).

Die PSH gilt heutzutage als der Goldstandard in der chirurgischen Behandlung von resektablen KRLM
und basiert auf dem Prinzip der Schonung nicht-tumordsen Lebergewebes (EVRARD et al., 2018;
MORIS et al., 2017). Diese Technik ist mit einer reduzierten postoperativen Morbiditit und verkiirzten
Krankenhausaufenthalten assoziiert, was auf den geringeren perioperativen Blutverlust und die deutlich
kiirzere Operationszeit zuriickzufiihren ist (ANDREOU et al., 2021; DENG et al., 2019; KOOBY et al.,
2003). Die PSH-Technik kann sowohl bei unilobérem als auch bei bilobarem Befall angewendet werden.
Sie kann bei synchronen KRLM im “colorectal-first”-, “liver-first”- oder simultanen Ansatz durchge-
fiihrt werden. Bei metachronen KRLM kann sie auch allein angewendet werden, entweder mit oder ohne

perioperative systemische Therapie (IVEY et al., 2022).

Bei der OSH werden alle KRLM in einem einzigen Eingriff entfernt. Diese Methode kann mit oder ohne
praoperativen Techniken durchgefiihrt werden. Ist das verbleibende postoperative Restvolumen der Le-
ber (Future Liver Remnant, FLR) kleiner als 30%, kann eine Pfortaderembolisation (PVE) mit oder ohne
hepatische Venenembolisation (HVE) zur Induktion von Hypertrophie als prdoperative Mafinahme er-
forderlich sein. Die OSH wird selten bei bilobidrem Befall angewendet. Sie kann bei synchronen KRLM,
wie bei der PSH, im “colorectal-first”-, “liver-first”- oder simultanen Ansatz durchgefiihrt werden. Bei
metachronen KRLM kann sie ebenfalls allein oder mit perioperativer systemischer Therapie, angewen-

det werden. (IVEY et al., 2022).

Bei der TSH werden zwei aufeinanderfolgende Leberoperationen durchgefiihrt. Bei der ersten Operation
wird das geplante FLR von Metastasen befreit und die kontralaterale Pfortader wird mittels PVE embo-
lisiert oder mittels HVE ligiert, um eine Hypertrophie des FLRs zu férdern. Nach ausreichender Hyper-
trophie erfolgt die zweite Leberresektion, bei der die verbleibenden Metastasen entfernt werden. Diese
Methode nutzt die Regenerationsfahigkeit der Leber und bietet insbesondere bei Patienten mit bilobérer
Erkrankung eine Heilungschance. Sie wird héufiger bei synchronen KRLM im “liver-first”- oder simul-
tanen Ansatz durchgefiihrt. Bei metachronen KRLM kann sie ebenfalls allein angewendet werden, ent-
weder mit oder ohne perioperative systemische Therapie. Beim simultanen Verfahren bei synchronen
KRLM erfolgt typischerweise die Resektion des Primértumors wéhrend der ersten Leberresektion

(IVEY et al., 2022).
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Die ALPPS, auch bekannt als In-Situ-Split-Resektion, ist ein zweizeitiges Verfahren zur Resektion von
initial inoperablen KRLM. Bei dem ersten Eingriff wird das geplante FLR von pathologischem Gewebe
befreit. Dies erfolgt durch eine Ligatur der kontralateralen Pfortader, kombiniert mit einer Parenchym-
dissektion der rechten und linken Leberhilfte (In-Situ-Split). Sobald eine ausreichende Hypertrophie
des FLR erreicht ist, wird bei dem zweiten Eingriff das tumorbefallene Lebergewebe ipsilateral der
Pfortaderligatur entfernt (IVEY et al., 2022). Im Vergleich zur TSH kann die ALPPS durch die Partiti-
onierung des Leberparenchyms moglicherweise eine beschleunigte Regeneration des FLR bewirken und
die Zeitspanne zwischen den beiden Eingriffen verkiirzen (DE SANTIBANES und CLAVIEN, 2012;
SCHNITZBAUER et al., 2012). Dariiber hinaus konnte die ALPPS potenziell das Risiko einer Tumo-
rinvasion in das verbleibende Lebergewebe reduzieren (SCHNITZBAUER et al., 2012). Studien zeig-
ten, dass das Leberparenchym bei ALPPS mit einer geschitzten Rate von 22 bis 35 ml pro Tag regene-
rierte, was eine Zeitspanne von nur 7 bis 13 Tagen zwischen den Eingriffen ermdglichte. Im Vergleich
dazu betrug die Regenerationsrate bei der TSH nach der PVE lediglich 3 bis 5 ml pro Tag, was eine
Zeitspanne von 5 bis 10 Wochen zwischen den beiden Eingriffen erforderte (ADAM et al., 2016;
SCHADDE et al., 2014).

Bei der OLT wird die tumorbefallene Leber durch eine gesunde von einem Spender ersetzt. Diese Me-
thode wird bei KRLM selten durchgefiihrt, kann jedoch bestimmten Patienten Vorteile bieten
(DUELAND et al., 2021; SIMONEAU et al., 2019). Die OLT wird bevorzugt fiir Patienten mit spezifi-
schen Merkmalen wie linksseitigen Primartumoren oder RAS-Mutationen empfohlen, ist jedoch nicht

geeignet flir Patienten mit BRAF-V600E-Mutationen (BONNEY et al., 2021).

2.6 Ablative Methoden

Ablationstherapien stellen eine neuere Behandlungsoption fiir KRLM dar, die darauf abzielen die
Krankheitsprogression zu kontrollieren. In Kombination mit systemischer Therapie konnen sie die
Uberlebensraten verbessern und gelegentlich mit chirurgischer Resektion oder Chemotherapie kombi-
niert werden, um eine Tumorreduktion zu ermdglichen (VAN CUTSEM et al., 2016). In einigen Féllen
konnen Ablationstechniken gleichzeitig mit der chirurgischen Resektion oder als Konversionstherapie
in Kombination mit Chemotherapie eingesetzt werden, wodurch eine Resektion nach Tumor-Downs-

taging ermoglicht wird.

Fiir die Behandlung KRLM stehen mehrere Ablationsmethoden zur Verfligung, die in thermische und
nicht-thermische Techniken unterteilt werden konnen. Zu den thermischen Techniken gehoren die Ra-
diofrequenzablation (RFA), die Mikrowellenablation (MWA), die laserinduzierte Thermotherapie
(LITT), die hochintensive fokussierte Ultraschallablation (HIFU), sowie die Kryoablation. Die nicht-
thermischen Techniken umfassen die perkutane Ethanolinjektion (PEI) und die irreversible Elektropo-
ration (IRE) (CHAVEZ et al., 2020). Die RFA und die MWA sind etablierte Verfahren zur Behandlung
kleiner, nicht resezierbarer KRLM (GABELEIN und GLANEMANN, 2019; PUIIK et al., 2018).
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2.6.1 Thermische Techniken

Die RFA und die MWA sind die am héufigsten eingesetzten Ablationstechniken bei Metastasen
(CHAVEZ et al., 2020). Beide Methoden stellen sichere und effektive intraoperative Behandlungsopti-
onen von KRLM dar (KRUL et al., 2022). In der randomisierten CLOCC-Studie wurde die Rolle der
RFA bei der Behandlung von nicht resezierbaren KRLM untersucht (RUERS et al., 2017). Die Ergeb-
nisse zeigten, dass sowohl das OS als auch das PFS in der RFA- und Chemotherapiegruppe signifikant
langer waren als in der Gruppe, die lediglich mit Chemotherapie behandelt wurde. Dariiber hinaus legen
Beobachtungsstudien nahe, dass sowohl RFA als auch MWA in Kombination mit Chirurgie oder Che-
motherapie als therapeutische Optionen bei der Behandlung von KRLM in Betracht gezogen werden

kénnen (ROCHA und D'ANGELICA, 2010).
2.6.1.1 RFA

Die RFA stellt die erste energiebasierte Ablationsmethode dar, die zur Behandlung von Leberkrebs ein-
gesetzt wurde (GERVAIS und ARELLANO, 2011). Bei der RFA wird der Zelltod durch Reibungshitze
verursacht, die durch hochfrequenten Wechselstrom erzeugt wird. Die RFA verwendet Frequenzen von
450 bis 500 kHz in der Néhe der Elektrode (HAEMMERICH und SCHUTT, 2010). Die dabei entste-
hende Warme wird zwischen 60°C und 100°C gehalten. Bei Temperaturen von 60 bis 100°C kommt es
zu koagulativer Nekrose und damit zum Zelltod (VAN SONNENBERG et al., 2005). Die Tumornekrose
wird durch koagulative Nekrose erreicht, die sich auf einen Sicherheitsring im peritumoralen Gewebe
erstreckt und dabei kleine, unentdeckte Satelliten eliminiert (GLASSBERG et al., 2019). Thermoele-
mente sind in die Spitze der Elektroden integriert, wodurch eine kontinuierliche Uberwachung der Ge-
webetemperatur ermoglicht wird. Innerhalb von 15-30 Minuten wird eine Ablationszone von 3-5 cm
erreicht (VOGL et al., 2014). Mehrere Ablationen konnen durchgefiihrt werden, um das Rezidivrisiko
zu verringern. Allerdings sollten erh6hte Temperaturen und verldngerte Ablationszeiten vermieden wer-
den, da das hepatische Gewebe austrocknen kann, was den Stromfluss behindert und die Wirksamkeit
der RFA reduziert (ROCHA und D'ANGELICA, 2010). Die Kombination von RFA mit Resektion
und/oder systemischer Therapie kann das mediane PFS und das OS verbessern, ohne die Morbiditit
oder die Mortalitdt zu erhohen (RUERS et al., 2012; RUERS et al., 2017; VAN AMERONGEN et al.,
2016).

Laut den European Association for the Study of the Liver (EASL)-Richtlinien ist die thermische Abla-
tion mit RFA die Standardbehandlung fiir Patienten mit Tumoren der Barcelona Clinic Liver Cancer
(BCLC) Stadium 0 und A, die nicht fiir eine chirurgische Resektion geeignet sind (GALLE et al., 2018).
Insbesondere bei Patienten mit BCLC 0-Tumoren kann die RFA als Erstlinientherapie selbst bei resek-
tablem Krebs durchgefiihrt werden. Das OS nach RFA bei einem sehr frithen hepatozelluldren Karzinom
(HCCQ) ist in einem Markov-Modell mit dem der chirurgischen Resektion vergleichbar (CHO et al.,
2010). Entsprechend berichtete eine Cochrane-Review von dhnlichen Mortalitdtsraten nach RFA und

chirurgischer Intervention bei Patienten mit frihem HCC (MAJUMDAR et al., 2017). Dariiber hinaus
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zeigte eine Meta-Analyse, dass RFA eine kosteneffektive therapeutische Strategie bei Patienten mit bis
zu drei Knoten weniger als 3 cm ist (CUCCHETTI et al., 2013). Im Falle von intermedidrem HCC
konnen ausgewdhlte Patienten mit RFA entweder als Monotherapie oder in Kombination behandelt wer-

den (GALLE et al., 2018).

2.6.1.2 MWA

Die MWA ist eine neuere thermische Ablationstechnik im Vergleich zur RFA. Diese Technik nutzt
hochfrequente Mikrowellen (915 MHz oder 2,45 GHz), um thermische Energie durch Oszillation von
Wassermolekiilen im Gewebe zu erzeugen (CHAVEZ et al., 2020; DE BAERE und DESCHAMPS,
2014). Das fiihrt zu einer groflen und gleichmiBigen Ablationszone (CHAVEZ et al., 2020). Im Ver-
gleich zur RFA werden bei MW A héhere intratumorale Temperaturen erreicht, was zu einer schnelleren,
groBeren und homogeneren Ablation fithrt (GALLE et al., 2018; MARRERO et al., 2018). Im Gegensatz
zur RFA wird die durch MWA erzeugte Wiarme nicht von verkohltem oder ausgetrocknetem Gewebe
beeinflusst, wodurch eine kontrollierte Gewebeablation ermoglicht wird (PATHAK et al., 2011). Diese
vorteilhaften Eigenschaften der MW A stehen im Zusammenhang mit niedrigeren Raten an lokalem Re-
zidiv im Vergleich zur RFA. Allerdings wurden keine Unterschiede im OS zwischen Patienten festge-
stellt, die mit MWA oder RFA behandelt wurden (CHOW und CHOK, 2019). Diese Methode weist eine
geringere Inzidenz von intraoperativem Blutverlust auf und zeigt eine vergleichbare Wirksamkeit zur
chirurgischen Resektion (SHIBATA et al., 2000). Moderne MW A-Systeme beinhalten Kithimechanis-

men, um Kollateralschdden und Hautverbrennungen zu minimieren (POULOU et al., 2015).

Laut den Empfehlungen der EASL hat MWA vielversprechende Ergebnisse fiir die lokale Kontrolle bei
Patienten mit HCC gezeigt. In Ubereinstimmung damit berichteten die Richtlinien der American Associ-
ation for the Study of Liver Diseases (AASLD), dass MWA potenzielle Vorteile gegeniiber RFA auf-
weist. Es sind jedoch weitere Studien erforderlich, um Sicherheits- und Wirksamkeitsdaten bereitzustel-
len (MARRERO et al., 2018). Eine von Glassberg et al. durchgefiihrte Meta-Analyse berichtete von
statistisch signifikant reduzierten Raten der lokalen Tumorprogression (LTP) um 30% bei MWA im
Vergleich zur RFA (GLASSBERG et al., 2019).

2.6.1.3 Andere thermische Techniken

Die LITT verwendet Laserfasern zur Erhitzung und Ablation von Zielgewebe und kann in Kombination
mit der Resektion von KRLM eingesetzt werden, um den chirurgischen Umfang zu reduzieren
(GARREAN et al., 2007; VOGL et al., 2014). Diese Methode bietet Vorteile wie die Kompatibilitdt mit
der Magnetresonanztomographie (MRT) und weist eine niedrige Komplikationsrate auf (KNAVEL und
BRACE, 2013; VOGL et al., 2014). Einschrankungen umfassen die begrenzte Grof3e der Ablation sowie
den Mangel an umfangreiche Daten zur Bestitigung ihrer Wirksamkeit (FACCIORUSSO et al., 2016;
GARREAN et al., 2007).
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Die HIFU ist eine nicht-invasive Methode, die Ultraschallwellen mit deutlich hoherer Intensitit als bei
diagnostischen Verfahren verwendet. Diese Technik ermdglicht die Steuerung durch Ultraschall oder
MRT und ist besonders geeignet fiir oberfldchliche Tumoren (ZHOU, 2011). Eine klinische Studie in
Frankreich bestétigte die Prézision und Sicherheit von HIFU bei der Behandlung von KRLM, wobei
minimale Schadigungen des umgebenden Gewebes festgestellt wurden (DUPRE et al., 2015). Dennoch
wurden Risiken wie Hautverbrennungen und Schiden an umliegenden Organen dokumentiert (CHAN

etal., 2013; JUNG et al., 2011; KIM et al., 2008; LI et al., 2007).

Kryotherapie ist eine Technik, die Kalteschdden durch Frier- und Tauvorginge verursacht. Bei Kélteein-
wirkung bilden sich extrazelluldre Eiskristalle, was zu einer Dehydrierung und ersten reversiblen Zell-
schiadigungen fiihren kann. Schnelles Einfrieren fiihrt zur Bildung von intrazelluldren Eiskristallen, die
destruktiv auf Zellmembranen und Zellorganellen wirken (GAGE und BAUST, 1998). Trotz ihrer Wirk-
samkeit weist die Kryoablation bei der Behandlung von KRLM eine hohe Komplikationsrate (20-30%)
auf und kann zu Blutung, Verletzung der Gallenwege und Abszessbildung fiihren (CHAVEZ et al.,
2020; RYAN et al., 2016; SEIFERT und MORRIS, 1999).

2.6.2 Nicht-thermische Techniken

Die PEI stellt eine nicht-thermische, ablative Technik dar, bei der reiner Alkohol in die Tumoren injiziert
wird, was zur Nekrose fiihrt. Zusétzlich kommt es zur Tumorischidmie aufgrund der Thrombose kleiner
BlutgefdBe im Tumorgewebe (GALLE et al., 2018). Obwohl die PEI sicher und effektiv ist, hat sie
Einschrankungen wie variable Behandlungszonen, die Notwendigkeit mehrerer Sitzungen und eine ho-

here lokale Tumorprogressionsrate im Vergleich zu neueren Methoden (YU und BURKE, 2014).

Die IRE erzeugt durch die Anwendung hochspannungsreicher elektrischer Impulse auf Tumorzellen
permanente Poren in der Zellmembran und induziert die Apoptose, was zum Zelltod fithrt (KOETHE et
al., 2022). Es werden bis zu 90 Hochspannungsimpulse mit einer Dauer von 20 bis 100 ms und einer
Amplitude von bis zu 3000 V verabreicht (GEBOERS et al., 2020). IRE wird gegeniiber RFA und MWA
bevorzugt, da sie priazise Ablationsriander erzeugt und gleichzeitig benachbarte Gallengdnge sowie Blut-
gefille bewahrt, wihrend eine erfolgreiche Ablation gewihrleistet wird (CHAVEZ et al., 2020;
KOETHE et al., 2022).

2.6.3 Nachteile von RFA und MWA

Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse, die durch die Anwendung von RFA und MWA erzielt wur-
den, sind beide Verfahren mit mehreren erheblichen Nachteilen behaftet, die in der klinischen Praxis
unbedingt beriicksichtigt werden miissen. Eine der wesentlichen Voraussetzungen fiir den Einsatz dieser
Techniken ist, dass die Metastasen eine bestimmte Grof3e nicht itiberschreiten und sich nicht in unmit-
telbarer Ndhe groBer Gallengénge oder groBer BlutgefaBe befinden. Beide Methoden, insbesondere die
RFA konnen durch den sogenannten Heat-Sink-Effekt beeintréchtigt werden, der vor allem durch groBe

Blutgefdale hervorgerufen wird (GILLAMS et al.,, 2015). Der Heat-Sink-Effekt beschreibt die
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Wirmeableitung, die auftritt, wenn Blutgefafe mit einem Durchmesser von mehr als 3 mm die Wéarme
wihrend der Behandlung ableiten, was die Effektivitit der Ablation stark verringern kann (MANN et
al., 2010).

Im Vergleich zur RFA zeigt die MWA eine geringere Anfilligkeit fiir diesen Effekt und wird daher
aufgrund dieser Eigenschaft zunehmend bevorzugt. Der verminderte Heat-Sink-Effekt bei der MWA
tragt dazu bei, dass diese Methode insbesondere in der Ndhe von groBen Gefiaflen und Strukturen er-
folgreicher eingesetzt werden kann (CHAVEZ et al., 2020). Dennoch ist es wichtig zu beachten, dass
auch die MWA nicht vollstindig frei von diesem Effekt ist, was die Wirksamkeit der Ablation in der
Néhe von GefiaBen weiterhin einschrinken kann. Die Wahl des Verfahrens muss daher individuell ab-
gewogen werden, um die bestmdgliche Therapie fiir den Patienten zu gewihrleisten (GALLE et al.,

2018).

2.7 Elektrochemotherapie

2.7.1 Reversible Elektroporation

Bei der reversiblen Elektroporation (RE) wird ein Hochspannungsfeld von 100 bis 1000 V angelegt,
wahrend bei der IRE, wie zuvor erwihnt, Spannungen von bis zu 3000 V verwendet werden (GEBOERS
et al., 2020). Durch die Anwendung elektrischer Impulse werden Poren gebildet, die die Permeabilitit
der Zellmembran fiir Mikro- und Makromolekiile, einschlieBlich Chemotherapeutika, erhéhen
(KOSIEK et al., 2012). Die Bildung von Poren und die Destabilisierung der Zellmembran ist voriiber-
gehend, sodass die Zellen in der Lage sind, ihre Homdostase wiederherzustellen (GEBOERS et al.,
2020). Durch die RE entfalten Molekiile, die die Zellmembran durchdrangen, ihre Wirkung sowohl auf
die Zellen, deren Membran sich wiederhergestellte, als auch auf die intakten Zellen (PROBST et al.,
2018). Im Gegensatz dazu fiihrt die IRE zu einer Stérung der zelluldren Homdoostase, was aufgrund eines
Anstiegs der intrazelluldren Calciumkonzentration zu Apoptose und Nekrose fiihrt (GISSEL et al.,
2011).

In der Medizin wird die Elektroporation (EP) in unterschiedlichen Bereichen angewendet, einschlieBlich
des Gentransfers bei der Gentherapie, der DNA-Impfung sowie der Elektrochemotherapie (ECT) zur
Behandlung verschiedener Tumorerkrankungen. (MIKLAVCIC et al., 2012).

2.7.2 Wirkmechanismus der ECT

Elektrische Impulse kdnnen entweder eine RE oder eine IRE induzieren, wie bereits erldutert wurde.
Die ECT basiert auf dem Prinzip der RE in Kombination mit der Verabreichung chemotherapeutischer
Wirkstoffe (EDHEMOVIC et al., 2014). Initial wird das chemotherapeutische Medikament intravends
(i.v.) oder intratumoral (i.t.) verabreicht. Nach einer kurzen Zeit werden elektrische Pulse iiber Elektro-
den appliziert, die sich um und innerhalb des Tumors positioniert werden (PROBST et al., 2018). Durch

die Einwirkung elektrischer Felder kommt es zur Depolarisation der Zellmembran, wodurch Molekiile
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wie hydrophile Substanzen die Membran permeieren kénnen (CONDELLO et al., 2022). Innerhalb we-
niger Minuten normalisiert sich die Membranpermeabilitit wieder und die chemotherapeutischen Sub-
stanzen verursachen entweder DNA-Strangbriiche oder DNA-Verbindungen in den Tumorzellen.

SchlieBlich fiihrt das chemotherapeutische Mittel zum Zelltod (PROBST et al., 2018).

Es wurde nachgewiesen, dass hydrophile chemotherapeutische Wirkstoffe wie Bleomycin (BLM) oder
Cisplatin in Kombination mit EP eine erhohte Zytotoxizitit und Effektivitdt zeigen, selbst bei geringeren
Dosierungen. Insbesondere wurde eine 1000-fache erhdhte Zytotoxizitdt fiir BLM und eine 80-fache
erhohte Zytotoxizitét fiir Cisplatin berichtet (PROBST et al., 2018). Im Gegensatz dazu erweist sich die
EP bei lipophilen chemotherapeutischen Wirkstoffen wie Irinotecan oder 5-FU als weniger wirksam, da
diese Wirkstoffe die Zellmembran aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften leicht durchdringen kénnen
(EDHEMOVIC et al., 2014). Zusitzlich zur Reduktion der Wirkstoffkonzentration ermdglicht ECT eine
lokal begrenzte Therapie, was sowohl zur Minimierung von Nebenwirkungen als auch zur verbesserten

Tumorkontrolle fiihrt (MESCHINI et al., 2012).

Die ECT kann ebenfalls die Endothelzellen der Tumorgefafe beeinflussen und den “vascular disrupting
effect” hervorrufen. Die erh6hte Arzneimittelaufnahme in die Endothelzellen fiihrt zu deren Zelltod und
infolgedessen zur Unterbrechung des Tumorblutflusses (SERSA et al., 2008). Bei Lebertumoren tritt
dieser Effekt jedoch nicht bei groBeren Lebergefiaflen auf, wodurch eine Behandlung von Tumoren in
unmittelbarer Nahe von diesen Gefafien ermdglicht wird. Dieser Vorteil der ECT hebt sich deutlich von
der RFA und der MWA ab, da letztere aufgrund des Heat-Sink-Effekts bei groBeren Blutgefaien an
Wirksamkeit verlieren (MIKLAVCIC et al., 2014).

Ein weiterer Effekt, der als “vascular lock effect” bezeichnet wird, ist durch eine ausgepragte Vasokon-
striktion und eine resultierte verminderte Perfusion im behandelten Gewebe gekennzeichnet (PROBST
et al., 2018). Dieser Effekt kann durch zwei Mechanismen erklart werden: Erstens wird er durch die
elektrisch induzierte reflexartige Verengung der Arteriolen, die das Gebiet der EP versorgen, verursacht.
Die Vasokonstriktion hélt etwa eine bis zwei Minuten an. Zweitens wird er durch die Permeabilitit der
endothelialen Strukturen bedingt, was zu einem interstiticllen Odem fiihrt. Das interstitielle Odem bildet
sich zuriick, sobald die Membranpermeabilitit wiederhergestellt wird (GEHL, 2003). Die Vorteile die-
ses Effekts umfassen einen minimalen Verlust von Zytostatika wihrend der ECT-Behandlung sowie
eine Verringerung der Blutungen bei der Verwendung von invasiver Elektroden (GEBOERS et al.,

2020).

2.7.3 Applikationsweg der Medikamente

Bei der ECT konnen Chemotherapeutika im Prinzip entweder i.t. oder i.v. verabreicht werden
(MIKLAVCIC et al., 2014). Die Wahl des Applikationsweges hingt von verschiedenen Faktoren ab.
Bei i.t. Injektionen wird die Dosierung so festgelegt, dass das gesamte Volumen des Tumors vollstidndig

mit dem Wirkstoff behandelt wird. Die Dosierung wird entsprechend der TumorgroBe angepasst, um

-15 -



Einleitung

eine effektive lokale Therapie sicherzustellen. Im Gegensatz dazu erfolgt die Dosierung von Medika-
menten wie BLM bei i.v. Verabreichung auf Basis der Korperoberflache des Patienten. Dies ermdglicht
eine standardisierte Dosierung fiir die systemische Behandlung. Die Entscheidung iiber den Applikati-
onsweg wird durch die Anzahl, Grée und Lokalisation der Tumoren sowie durch patientenspezifische
Faktoren wie die pulmonale und renale Funktion beeinflusst (GEBOERS et al., 2020; MIKLAVCIC et
al., 2014).

Unsere vorherige experimentelle Studie konnte zeigen, dass die Kombination der i.v. und i.t. Verabrei-
chung von BLM im Vergleich zur alleinigen i.v. oder i.t. Applikation des Chemotherapeutikums keine
Verbesserung des onkologischen Ergebnisses bewirkt. Da die i.v. Verabreichung von Chemotherapeu-
tika in der klinischen Praxis als Standardverfahren gilt, wurde empfohlen, den i.v. Zugang als bevor-

zugte Methode in der ECT beizubehalten (SPILIOTIS et al., 2024).

2.7.4 Anwendung der ECT

ECT kann auf eine Vielzahl maligner Lasionen angewendet werden. Sie erwies sich als wirksam bei der
Behandlung von kutanen und subkutanen Metastasen im Kopf- und Halsbereich, Hauttumoren, nicht-
melanozytiren Hautkrebsarten (NMSC) sowie Hautmetastasen bei Mammakarzinom. Dariiber hinaus
wird ECT zur Behandlung nicht-kutaner Metastasen in Knochen, Leber und Weichteilsarkomen (soft
tissue sarcomas; STS) eingesetzt. Derzeit werden in klinischen Studien auch ihre Anwendungsméglich-

keiten bei Primédrtumoren wie Ovarialkarzinom und KRK untersucht (PROBST et al., 2018).

2.7.4.1 Anwendung der ECT bei kutanen und subkutanen Tumoren

Die Wirksamkeit der ECT wurde bei der Behandlung von Hautmetastasen maligner Melanomen, Plat-
tenepithelkarzinomen der Haut, Basalzellkarzinomen, Kaposi-Sarkomen sowie verschiedenen Adeno-
karzinomen, einschlieflich Brust- und Nierenzellkarzinomen, nachgewiesen (SERSA, 2006). Die
ESOPE-Studie berichtete eine Ansprechrate von 85% bei Hauttumoren. In dieser Studie wurden kom-
plette und partielle Remissionen als Tumorreduktion von iiber 50% definiert (MARTY et al., 2006).
ECT kann bei kutanen und subkutanen Metastasen angewendet werden, wenn eine chirurgische Resek-
tion aufgrund von Kontraindikationen nicht durchfiihrbar ist oder wenn die Metastasen gegen Chemo-

und Radiotherapie resistent sind (PROBST et al., 2018).

In vitro und in vivo Studien haben die Wirksamkeit von ECT bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereichs (Head and Neck Squamous-Cell Carcinoma, HNSCC) nachgewiesen. Diese Tumoren
konnen in verschiedenen anatomischen Strukturen und Organen wie Mund, Nase, Nebenhohlen, Kehl-
kopf, Rachen, Speicheldriisen und Schilddriise auftreten (CONDELLO et al., 2022). Préklinische Stu-
dien an menschlichen radioresistenten Pharynx-Krebszellen bestétigten dass, die zytotoxische Wirkung
von BLM in Kombination mit EP verstirkt wurde (ENOKIDA und TAHARA, 2021). Dariiber hinaus
zeigten Condello et al., dass die Kombination von EP mit Mitomycin C die Apoptose erhoht, indem sie

die Autophagie in oralen Plattenepithelkarzinomzellen hemmt (CONDELLO et al., 2021). Bessere
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Ergebnisse wurden bei kleinen Liasionen von weniger als 3 ¢cm und bei primdren Tumoren erzielt

(BERTINO et al., 2016).

ECT zeigte Potenzial zur Behandlung gynékologischer Tumoren, einschlieBlich Mammakarzinomen
und oberfldchlicher Tumoren wie Vulva-Plattenepithelkarzinomen (CONDELLO et al., 2022; MERLO
et al., 2021; PERRONE et al., 2021). Im Jahr 2019 zeigten Studien, die Cisplatin in Kombination mit
EP einsetzten, vielversprechende Effekte bei resistenten Brustkrebszellen, indem sie die Zellprolifera-
tion reduzierten, metabolische Verdnderungen induzierten, und die Apoptose forderten. Die Kombina-
tion eines PARP-Inhibitors mit EP verbesserte die therapeutische Wirksamkeit in Breast Cancer 1
(BRCA1)-mutierten Zellen (MITTAL et al., 2019). In vivo-Experimente zeigten eine Verzogerung des
Tumorwachstums und héhere Uberlebensraten bei Miusen (BOSNJAK et al., 2021). Bislang wurden
jedoch keine klinischen Studien bei Patientinnen mit Mammakarzinom durchgefiihrt (CONDELLO et
al., 2022).

2.7.4.2 Anwendung der ECT bei tief sitzenden Tumoren

Derzeit konzentriert sich die Forschung darauf, die optimalen Behandlungsbedingungen und Richtlinien
fiir die Therapie tief sitzender Tumoren zu ermitteln, einschlieBlich Primirtumoren wie lokal fortge-
schrittene Pankreaskarzinome, STS und Ovarialkarzinome sowie nicht-kutane Metastasen wie Kno-
chenmetastasen und insbesondere KRLM (CONDELLO et al., 2022; EDHEMOVIC et al., 2011;
LAPINSKA et al., 2020; PROBST et al., 2018).

In einer préklinischen Studie konnte die Kombination von EP mit i.t. Gabe von BLM bei Hamstern eine
Ansprechrate von 25% erzielen, ohne das Parenchym des Pankreas zu beeintrachtigen. Klinische Stu-
dien bestitigten zudem, dass die Anwendung von ECT bei lokal fortgeschrittenem Adenokarzinom des

Pankreas eine sichere und effektive Behandlungsmodalitit darstellt (PROBST et al., 2018).

Die ECT konnte auch die Behandlungsergebnisse bei STS verbessern, indem die Intensitét des elektri-
schen Feldes an die spezifischen elektrischen Eigenschaften des Gewebes angepasst wird (PROBST et
al., 2018).

In Kombination mit BLM und Hormontherapien wie 17-Ostradiol zeigte ECT bei menschlichen Ova-
rialkarzinomzellen erhdhte Wirksamkeit (CONDELLO et al., 2022; EAPINSKA et al., 2020).

Praklinische Studien deuteten darauf hin, dass Knochenmetastasen durch ECT effektiv behandelt wer-
den konnen, indem Krebszellen bei gleichzeitiger Erhaltung der Knochendichte angegriffen werden. Es
wurde bei klinischen Studien eine Schmerzlinderung mit Verbesserung der Lebensqualitit bei 56% der
Patienten festgestellt. ECT ermdglichte eine schnellere Erholung, wobei 84% der Patienten eine

Schmerzreduktion von mindestens 50% erfuhren (PROBST et al., 2018).

Die ECT erwies sich als hochwirksam bei der Reduktion des Volumens von KRLM. Die Behandlung

fiihrte zu nahezu vollstindiger Nekrose des Tumorgewebes, die sowohl auf die direkte zytotoxische
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Wirkung von BLM auf Tumorzellen als auch auf die indirekten Effekte auf die TumorgeféaBe zuriickzu-
fiihren ist. In klinischen Studien, histopathologische Analysen der KRLM nach ECT zeigten umfangs-
reiche Nekrose und Fibrose in den Tumor- sowie benachbarten Normalgeweben, wobei eine Regenera-
tion der betroffenen Areale drei Monate nach der Behandlung beobachtet wurde. Zudem ergab die Ana-
lyse, dass die Mehrheit der Gefd3e mit einem Durchmesser von mehr als 5 mm sowie die bilidren Struk-

turen nach der ECT erhalten blieben (PROBST et al., 2018).

2.8 Wabhl der chemotherapeutischen Substanzen fiir diese Studie

Fiir diese Studie wurden drei unterschiedliche Therapieschemata verwendet. Alle Gruppen wurden mit-
tels ECT behandelt, erhielten jedoch unterschiedliche i.v. chemotherapeutische Wirkstoffe. Die erste
Gruppe erhielt BLM, die zweite OXP und die dritte eine Kombination aus OXP und BVZ.

2.8.1 BLM

BLM wurde aufgrund der Ergebnisse in fritheren Studien ausgewéhlt, in denen es eine 1000-fach hohere
Toxizitdt im Vergleich zu einer 80-fachen Steigerung bei Cisplatin aufwies (PROBST et al., 2018). In
der ersten Phase unserer Studie erhohte ECT die Wirksamkeit von BLM um etwa 400% (SPILIOTIS et
al., 2023). Dariiber hinaus erwies sich diese Therapie als deutlich effektiver bei der Reduktion der Sau-
erstoffsittigung des Tumors (SO2), der Senkung der Himoglobinkonzentration des Tumors (HbT), der
Verringerung der Tumorvaskularisation sowie der Induktion von Tumornekrosen im Vergleich zur RE

allein oder zur alleinigen Verabreichung von BLM ohne RE in einem Rattenmodell.

2.8.2 OXP

OXP, eines der neuesten Platinderivate, wurde in dieser Studie gezielt fiir die Behandlung KRLM ge-
wihlt, da es im Vergleich zu Cisplatin spezifische Vorteile aufweist, die fiir diese Tumorart von beson-

derer Bedeutung sind.

Ein entscheidender Unterschied liegt in der molekularen Struktur von OXP. Es besitzt eine Diaminocyc-
lohexan (DACH)-Gruppe anstelle der Aminogruppen von Cisplatin (IBRAHIM et al., 2004). Diese Mo-
difikation beeinflusst die Art der chemischen Reaktionen, die es nach dem Eintritt in die Zelle und dem
Austausch von Chloridionen gegen Wassermolekiile eingeht, wodurch reaktive Platinverbindungen ent-
stehen, insbesondere Dichloro-[DACH]-Platin-Komplexe. Diese dringen in den Zellkern ein und bilden
primir Quervernetzungen mit Guanin in der DNA, wodurch DNA-Platin-Addukte entstehen (FAIVRE
et al., 2003). Dies hemmt die Replikation und Transkription der DNA, was die antineoplastische Wir-
kung von OXP unterstreicht (GRAHAM et al., 2000).

OXP unterscheidet sich von Cisplatin nicht nur in seiner chemischen Struktur, sondern auch in seiner
Wirkweise auf zelluldrer Ebene. Wahrend Cisplatin-induzierte DNA-Addukte die Fehlpaarungsrepara-
tur (Mismatch Repair, MMR) aktivieren, was die Erkennung und Reparatur dieser DNA-Schéiden er-

leichtert, 16st OXP keine vergleichbare MMR-Aktivierung aus. Dies macht es insbesondere fiir Tumoren
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mit MMR-Defizienz, wie dem héufig bei KRK vorkommenden Tumortyp, dulerst wirksam (AHMAD,
2010; CASSIDY, 2000). Diese Eigenschaft von OXP erklirt seine hohe Wirksamkeit beim mKRK, bei

dem hiufig genetische Verdnderungen im MMR-System vorliegen.

Dartiber hinaus induziert OXP die Apoptose iiber sowohl intrinsische als auch extrinsische Signalwege
und fordert den immunogenen Zelltod, der fiir die Behandlung von mKRK von zentraler Bedeutung ist

(ARANGO et al., 2004; GOURDIER et al., 2002; HAYWARD et al., 2004; TESNIERE et al., 2010).

2.8.3BVZ

BVZ, ein humanisierter rekombinanter monoklonaler Antikoérper, der spezifisch an alle Varianten von
VEGF-A bindet und deren biologische Aktivitit effektiv inhibiert, wurde in dieser Arbeit aufgrund sei-
ner synergistischen Effekte in Kombination mit OXP-basierter Chemotherapie bei der Behandlung von
mKRK gewihlt (CHIBAUDEL et al., 2012; SALTZ et al., 2008). In klinischen Studien, insbesondere
in Kombination mit FOLFOX, zeigte BVZ vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich der Ansprechrate
von PFS sowie von OS. Diese Effekte hangen stark vom individuellen klinischen Kontext ab, zeigen
jedoch in mehreren Studien eine weitgehend einheitliche Tendenz (GIANTONIO et al., 2023; SALTZ
et al., 2008).

Ein wichtiger Mechanismus, durch den BVZ seine Wirkung entfaltet, ist die Hemmung des durch OXP
induzierten Anstiegs von VEGF-A, der héufig zu einer Verstirkung der fenestrierten sinusoidalen En-
dothelzellen und zur Entwicklung einer hepatischen sinusoidalen Schédigung (Hepatic Sinusoidal In-
jury, HSI) fiihrt (MAY et al., 2011). HSI, ein Zustand, der histopathologische Ahnlichkeiten mit dem
sinusoidalen Obstruktionssyndrom (SOS) aufweist, fiihrt zu endothelialen Mikrodissektionen und regi-
onalen Obstruktionen (KOPETZ et al., 2009; MAY etal.,2011; OVERMAN et al., 2010; YOKOMORI
et al., 2003). Diese OXP-assoziierte Toxizitédt kann sich durch eine Splenomegalie, erh6hten portalen
Venendruck und eine persistierende Thrombozytopenie manifestieren, was das Risiko von Blutungen,
insbesondere bei Patienten mit portaler Hypertension und geplanten Leberresektionen, erhoht (ALOIA
et al., 2006; KANDUTSCH et al., 2008). Studien deuten darauf hin, dass die Zugabe von BVZ die
Haufigkeit einer leichten bis moderaten Thrombozytopenie, die bei 5-FU- und OXP-basierten Therapien
auftritt, deutlich verringern konnte (OVERMAN et al., 2018a).

2.9 Fragestellungen und Ziele der Arbeit

In den letzten zwei Jahrzehnten haben sich EP-basierte Behandlungsmethoden rasant entwickelt, wobei
die ECT als neuartige Therapieform zur Behandlung von Krebserkrankungen eingefiihrt wurde. Prakli-
nische und klinische Studien haben vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich der Behandlung tiefsit-
zender Tumoren mit ECT berichtet. Infolgedessen wird erwartet, dass die Anwendung der ECT in der
klinischen Praxis in den kommenden Jahren zunehmen wird. Aus diesem Grund sollte die Wirksamkeit
und Sicherheit dieser Methode vor ihrer Anwendung zur Behandlung tiefsitzender Tumoren umfassend

evaluiert werden.
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Diese Studie zielt darauf ab, die spezifischen Effekte der genannten Medikamente auf verschiedene
Parameter zu analysieren. Die Ergebnisse sollen Aufschluss dariiber geben, ob die Kombinationsthera-

pien sicher und effektiv sind und welche Nebenwirkungen méglicherweise zu beriicksichtigen sind.

Ein weiteres Ziel der Studie besteht darin, das Medikament zu identifizieren, welches in Bezug auf die
Tumoroxygenierung, Tumorperfusion, Tumorangiogenese, Induktion vom nekrotischen Tumorgewebe
und Apoptose die besten Ergebnisse erzielt. Dariiber hinaus wird analysiert, welches der untersuchten
Pharmaka eine hohere Ansprechrate auf die ECT zeigt und somit das Potenzial fiir eine effektivere

Kombinationstherapie bietet.

Zusitzlich soll die Studie Grundlagen fiir zukiinftige Forschungsansétze schaffen, die kombinierte The-
rapieprotokolle mit ECT untersuchen, um potenzielle Vorteile der ECT in Verbindung mit verschiede-
nen chemotherapeutischen Substanzen weiter zu evaluieren. Dariiber hinaus kénnten die Ergebnisse
dieser Dissertation wertvolle Hinweise fiir zukiinftige klinische Studien sowie die Implementierung von

ECT in die Routineversorgung liefern.

Mit dieser Arbeit sollen folgende Fragen beantworten werden:

e  Welche Unterschiede zeigen sich in den Wirkmechanismen von BLM, OXP und der Kombina-
tion aus OXP und BVZ in Bezug auf die Induktion von Nekrose und apoptotischem Zelltod,
und welche Riickschliisse lassen sich daraus hinsichtlich der Effektivitit der Tumorzellbekdmp-

fung ziehen? (Bezug zu Kapitel 5.1)

e Inwiefern lassen sich durch die Ultraschall- und photoakustische Bildgebung Unterschiede in
der Tumoroxygenierung und -perfusion zwischen den Therapiegruppen nachweisen, und wel-
ches der untersuchten Regimes fiihrt zu einer stirkeren Beeintrachtigung dieser Parameter? (Be-

zug zu Kapitel 5.2)

o  Welche Auswirkungen hat die Hinzunahme von BVZ zur OXP-basierten ECT auf die Tumo-
rangiogenese im Vergleich zur BLM- und OXP-Monotherapie, und welche therapeutischen Im-

plikationen ergeben sich aus den beobachteten Unterschieden? (Bezug zu Kapitel 5.3)

Durch die Beantwortung dieser Fragestellungen wird nicht nur ein besseres Verstindnis fiir die poten-
ziellen Vorteile von BLM in der ECT-Therapie erlangt, sondern es wird auch ein Beitrag zur Entwick-
lung neuer, innovativer Therapieansitze geleistet, die moglicherweise eine Verbesserung der klinischen

Behandlung von Patienten mit fortgeschrittenem KRK erméglichen.
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3. Material und Methoden

3.1 Tiermodell und rechtliche Grundlage

Fiir die Experimente kommen insgesamt 24 Wistar Albino Glaxo Rijswijk (WAG/Rij) Ratten beider
Geschlechter (12 ménnlich und 12 weiblich) mit einem durchschnittlichen Kérpergewicht (KG) von 239
+ 5,6 g und einem durchschnittlichen Alter von 46 £ 1.9 Wochen (Mittelwert + Standardfehler des Mit-
telwerts, SEM) zum Einsatz (Institut fiir Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitit des Saarlan-
des, Homburg/Saar, Deutschland). Die Tiere befinden sich in Gruppen von 2 bis maximal 3 Ratten pro
Kiéfig (Makrolon-Kifige®) und werden in einer temperatur- und feuchtigkeitskontrollierten Umgebung
bei Temperaturen von 20 bis 24°C und Luftfeuchtigkeit von 55 + 10% gehalten. Die Lichtzyklen sind
im 12-Stunden-Rhythmus zwischen Hell und Dunkel geregelt. Den Tieren steht uneingeschriankter Zu-
gang zu Wasser und standardisiertem Labortierfutter (Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage,
Deutschland) sowie zu Holzgranulat als Einstreu und Nestmaterial zur Verfiigung. Vor Beginn der Ex-
perimente akklimatisieren sich die Ratten eine Woche lang und werden wahrend des gesamten Ver-

suchszeitraums tiglich von geschultem Personal betreut und tiberwacht.

Die Experimente erfolgen in Ubereinstimmung mit den Richtlinien des europdischen Tierschutzgesetzes
(European legislation on the protection of animals, Directive 2010/63/EU) sowie den ethischen Grunds-
dtzen flir Tierversuche (National Institutes of Health, NIH) (CLARK et al., 1997). Zudem liegt eine
Genehmigung des Landesamt fiir Verbraucherschutz in Saarbriicken, Deutschland, vor (Berechtigungs-

nummer: 21/2019).

3.2 Hygienemanagement und Schutzmafinahmen bei der Haltung spezifiziert pa-
thogenfreier (SPF) Ratten

Die im Experiment verwendeten Ratten stammen aus spezifiziert pathogenfreien (SPF) Zuchtlinien.
Diese Tiere sind frei von unerwiinschten Keimen und besitzen eine physiologische Darmflora, wobei
nicht aufgefiihrte Keime entweder nicht vorhanden, nicht nachweisbar oder nicht untersucht sind. Um
eine Kontamination zu verhindern, befinden sich die Tiere in einer streng kontrollierten Umgebung, in
denen die Luft gefiltert und sowohl Kéfige als auch Einstreu autoklaviert werden. Auch das Futter un-

terliegt speziellen Behandlungen, um den hygienischen Standard aufrechtzuerhalten.

Das Tierhaltungssystem folgt technischen und hygienischen Barrieren, die den Kontakt zu potenziell
schidlichen Keimen verhindern. Harmlosere Keime, die keine Gefahr fiir die Tiere darstellen, werden
toleriert, wodurch die Ratten eine deutlich hohere Lebenserwartung aufweisen. Der Zugang zur Tier-
haltung ist nur nach entsprechender Einweisung durch Fachpersonal gestattet, wobei strikte Hygiene-
vorschriften eingehalten werden miissen. Dazu gehort das Wechseln der Kleidung sowie das Tragen von

Schutzkleidung, einschlieBlich Uberschuhen, Kitteln, Hauben, Mundschutz und Handschuhen.
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Ein Wechsel zwischen verschiedenen Tierhaltungen oder Rdumen mit unterschiedlichem Hygienestatus
findet nicht statt, um eine Kreuzkontamination zu vermeiden. Auffilligkeiten, wie kranke Tiere oder
technische Defekte, werden unverziiglich gemeldet. Personen mit schweren respiratorischen Erkrankun-
gen oder Durchfallerkrankungen diirfen die Tierhaltungen nicht betreten, um die Tiere nicht zu gefahr-

den.

3.3 Kennzeichnung der Kifige und Tiere in den Experimenten

Die Kifige und Versuchstiere werden prézise gekennzeichnet, um eine eindeutige Zuordnung und Iden-
tifikation sicherzustellen. Jeder Kéfig ist mit einer standardisierten Kéfigkarte versehen, auf der wesent-
liche Informationen wie Spezies, Stamm, Herkunft, Alter und Geschlecht der Tiere vermerkt sind. Zu-
sitzlich erhélt die Karte die Versuchsbezeichnung und eventuelle Eingriffe, sodass alle relevanten De-

tails zum Experiment auf einen Blick verfiigbar sind.

Die Tiere selbst werden durch eine permanente Ohrmarkierung eindeutig identifiziert. In Kéfigen mit
maximal drei Ratten blieb das erste Tier unmarkiert, wiahrend das zweite Tier ein Loch in einem Ohr
erhélt. Das dritte Tier wird mit einem Loch in beiden Ohren versehen. Diese einfache, aber effektive
Methode gewihrleistet eine unverwechselbare Identifikation jedes Tieres im Rahmen des Versuchsab-

laufs.

3.4 Experimentelles Protokoll und Ablauf

Die Tiere werden in drei Gruppen (n1=8, n2=8, n3=8) randomisiert und verteilt. Jede Gruppe besteht
aus vier ménnlichen und vier weiblichen Versuchstieren. Am Tag 0 erfolgt eine Laparotomie, bei der
Kolonkarzinomzellen in den linken Leberlappen (Lobus hepatis sinister) implantiert werden. Am 8. Tag
unterziehen sich alle Gruppen einer Relaparotomie, bei der die neu entstandenen Tumore mittels Ultra-
schall und photoakustischer Bildgebung analysiert werden. AnschlieSend erhélt jede Gruppe ein unter-

schiedliches Behandlungsschema.

Alle Gruppen werden mit einer i.v. Chemotherapie in Kombination mit RE (ECT) behandelt. Die erste
Gruppe erhilt BLM i.v., die zweite OXP i.v. und die dritte eine Kombination aus OXP mit BVZ i.v.

(siche Abb. 3.4.1). Die Verabreichung der Chemotherapie erfolgt iiber die Vena cava inferior.

Vor Beginn der Behandlung erfolgt bei jeder Gruppe eine Ultraschalluntersuchung, um den Ausgangs-
zustand der Tiere zu bestimmen. Am fiinften Tag nach der Behandlung (Tag 13) unterziehen sich die
Versuchstiere einer Relaparotomie, bei der eine abschlieSende Ultraschall- und photoakustischen Bild-
gebung der Tumoren sowie die Entnahme vendser Blutproben durchgefiihrt werden. Zur detaillierten
Untersuchung des Lebergewebes werden Gewebeproben des linken Leberlappens entnommen und an-

schlieBBend histologisch sowie immunhistochemisch analysiert (siche Abb. 3.4.2).
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24 Ratten

|
8 Ratten (4 m /4 w)

|
8 Ratten (4 m /4 w) 8 Ratten (4 m /4 w)

L ECT BLM 1.v. L ECT OXP i.v.

Abb. 3.4.1: Gruppenverteilung und Therapieschemata.

\®

L ECT OXP/BVZ i.v.

Zur Uberwachung méoglicher Gewichtsverinderungen aufgrund der Behandlung wird das KG der Tiere
an den Tagen 0, 8 und 13 vor den Interventionen gemessen. Ein Gewichtsverlust von mehr als 20% des
Ausgangsgewichts dient als Abbruchkriterium fiir die Studie. Zur postoperativen Schmerzlinderung er-
halten die Tiere Tramadolhydrochlorid (40mg pro 100ml Trinkwasser; Tramal® 100mg/ml; Griinenthal
GmbH, Aachen, Deutschland) in regelméBigen Abstinden. Die Wundheilung und der allgemeine Ge-

sundheitszustand der Tiere werden kontinuierlich tiberwacht.

Tag 0 Tag 8

* Laparotomie * Relaparotomie

Tag 13

Relaparotomie

* Tumor-Implantation * Bildgebung
* ECT-Behandlung Blutentnahme

L]
* Bildgebung
* Harvesting

Abb. 3.4.2: Ablauf des Versuchsprotokolls.

3.5 Tumorzell-Implantation im Tiermodell

Die Isofluran-Anésthesie (Isofluran 1 ml/ml, CP-Pharma Handelsgesellschaft mbH, Burgdorf, Deutsch-
land) wird mit einer initialen Konzentration von 2 bis 3% eingeleitet und wihrend des Eingriffs bei einer
Konzentration von 0,25 bis 2% aufrechterhalten, um eine stabile und kontrollierte Narkose zu gewédhr-
leisten. Der Gasfluss erfolgt iiber einen Verdampfer (Driager Vapor 19.3 fiir Forane/Forene, Driagerwerk
AG & Co. KGaA, Liibeck, Deutschland) in Kombination mit einem Sauerstoffkonzentrator 1025KS /
10L (Drive DeVilbiss Healthcare, Isny im Allgdu, Deutschland). Zusétzlich kommt das Fluovac-Sys-
tem, IMS Fluosorber (Veterinary Fluosorber, Harvard Apparatus, Cambridge, Massachusetts, USA)

zum FEinsatz, das eine spezielle Doppelschutzmaske integriert, die das Narkosemittel zufiihrt und
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gleichzeitig iiberschiissige Dampfe absaugt. Dieses System absorbiert die Anésthesiegase aus dem Ar-
beitsbereich und schiitzt das Personal vor einer potenziellen Exposition. Das Fluovac-System ist direkt
mit dem Verdampfer verbunden, wodurch es zur Sicherheit wéhrend der Anédsthesiedurchfithrung und

des gesamten Eingriffs beitrigt (siche Abb. 3.5.1).

USE ONLY' g g '
- FORANE /FORENE ¢
_ § (Isofluraine) }ﬁ

ABECTIIE

Abb. 3.5.1: Narkose- und Absorptionssysteme zur Tieranisthesie
A) Driger Vapor 19.3 fiir Forane/Forene (Drigerwerk AG & Co. KGaA, Liibeck, Deutschland) und Sauerstoff-

konzentrator 1025KS / 10L (Drive DeVilbiss Healthcare, Isny im Allgdu, Deutschland). B) Fluovac-System (IMS
Fluosorber, Veterinary Fluosorber, Harvard Apparatus, Cambridge, Massachusetts, USA).

Nach der Narkoseeinleitung werden die Ratten am Bauch rasiert und das KG wird dokumentiert. An-
schliefend erhalten die Tiere 0,05 mg / Kilogramm KG (kgKG) Buprenorphin subkutan (s.c.) (Temge-
sic® 0,3 mg/ml; Indivior Europe Limited, Dublin, Irland) zur Schmerzprophylaxe. Die Injektion wird

flach in die seitliche Bauchwand durchgefiihrt, wobei die s.c. Lage der Nadel sorgfiltig tiberpriift wird.

Die Tumorzellen sind geméal zuvor verdffentlichten Studien kultiviert (KAUFFELS et al., 2019). Zur
Induktion von KRLM erfolgt die Positionierung der Tiere in Riickenlage auf einer elektronisch geregel-
ten Heizmatte, welche die Korpertemperatur konstant bei 37°C hélt. Unter kontinuierlicher Isofluran-
Narkose wird eine mediane Laparotomie mit einem Skalpell (Skalpellklingen Figur 11 aus Karbonstahl,
Heinz Herenz Medizinalbedarf GmbH, Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt. Der Zugang zum Bauch-

raum wird mithilfe steriler Tuchklemmen nach Backhaus offen gehalten, um eine optimale Sicht und
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Zuginglichkeit zu gewéhrleisten. AnschlieBend wird die Leber vorsichtig mobilisiert, um eine exakte

Positionierung zu ermdglichen und den Lobus hepatis sinister freizulegen.

In die subkapsulire Region des linken Leberlappens werden priizise 5x10° CC531-Zellen, suspendiert
in 50 puL phosphatgepufferter Kochsalzlosung, mithilfe einer 30Gx1/2” Nadel (Omnican® F, B. Braun,
Melsungen AG, Deutschland) appliziert. Zur Blutstillung und Vermeidung des Austritts der Tumorzel-
len wird unmittelbar nach der Injektion ein steriles Wattestdbchen (FIWA®app, Fink u. Walter GmbH,
Merchweiler, Deutschland) auf die Einstichstelle gedriickt (siche Abb. 3.5.2).

A) B)

Abb. 3.5.2: WAG/Rij Ratte (Tag 0) wihrend Implantation der Tumorzellen.

Nach der Zellapplikation wird die Leber sorgfaltig in ihre anatomische Position in der Bauchhohle zu-
riickgebracht. Zunichst erfolgt der Verschluss der abdominalen Faszie mit einer zweildufigen, kontinu-
ierlichen Naht unter Verwendung von Vicryl 4-0 (Ethicon LLC, Johnson & Johnson
INTERNATIONAL, Diegem, Belgien), um die Stabilitdt der Bauchdecke zu gewihrleisten. Anschlie-
Bend wird die Haut ebenfalls mit einer zweildufigen, kontinuierlichen Nahttechnik verschlossen, um

eine komplikationslose Wundheilung zu foérdern (siehe Abb. 3.5.3).
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Abb. 3.5.3: Verschluss der abdominalen Faszie und der Haut.

A) und B) Faszienverschluss mit Vicryl 4-0, Haut offen. C) Kompletter Wundverschluss, einschliefflich Haut, mit
Viceryl 4-0 (Ethicon LLC, Johnson & Johnson INTERNATIONAL, Diegem, Belgien).

3.6 Durchfiihrung der ECT

Am Tag 8 erfolgt die ECT unter denselben vorbereitenden MaBBnahmen wie bei der Tumorimplantation.
Die Tiere werden unter Isofluran-Inhalationsanésthesie (2-3% Einleitung, 0,25-2% Aufrechterhaltung)
sediert. Nach der Anésthesie werden die Tiere am Bauch rasiert, gewogen und mit 0,05 mg/kg Bupren-
orphin s.c. zur Schmerzprophylaxe behandelt. Vor der Intervention wird eine Ultraschalluntersuchung
durchgefiihrt, um das Tumorvolumen, die Tumoroxygenierung und die Tumorperfusion zu dokumen-
tieren. Anschlieend werden die Tiere in Riickenlage auf einer elektronisch geregelten Heizmatte fixiert,

die ihre Korpertemperatur konstant bei 36 bis 37°C hilt, um thermische Stabilitit zu gewéhrleisten.

Bei allen drei Gruppen erfolgt die Verabreichung der chemotherapeutischen Wirkstoffe i.v. als Bolusin-
jektion mit einer 30Gx1/2” Nadel (BD MicrolanceTM 3, Becton Dickinson GmbH, Drogheda, Irland)
gemal zuvor verdffentlichten Standards (MIZOBE et al., 2008; PESTIEAU et al., 2001; SPERLING et
al., 2012). Die erste Gruppe erhélt BLM (BLEO-cell® 15 mg, STADAPHARM GmbH) in einer Dosis
von 4 Einheiten pro kgKG (U/kgKG), die zweite Gruppe erhélt OXP (Oxaliplatin STADA® 5 mg/ml,
STADAPHARM GmbH) mit einer Dosierung von 5 mg/kgKG (mg/kgKG), und die dritte Gruppe erhilt
OXP in Kombination mit BVZ (Oyavas® 25 mg/ml, STADAPHARM GmbH) in einer Dosierung von
5 mg/kgKG.

Nach Entfernung der Punktionsnadel wird die Blutung an der Einstichstelle des Gefdes durch anhal-
tenden Druck des intakten Peritoneums sowie vorsichtigen zusétzlichen Druck mittels eines Wattestdb-
chens gestillt. Anschlielend erfolgt die Mobilisation der Leber und die Freilegung des linken Leberlap-

pens, um das Einsetzen der Elektroden zu erleichtern. Der kugelférmige Tumor weist einen
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Durchmesser von 0,5 bis 1,0 cm auf und zeigt sowohl symmetrische als auch asymmetrische Lésionen.
Zur Durchfithrung der EP werden zwei parallele Nadelelektroden verwendet, die einen Abstand von 8
mm, eine Ldnge von 20 mm und einen Durchmesser von 2,36 mm aufweisen. Diese Elektroden sind in
einem Kunststofthalter fixiert und mit einem elektrischen Impulsgenerator (Sennex® Tumor Therapie

System, BIONMED® Technologies GmbH, Saarbriicken, Germany) verbunden (sieche Abb. 3.6.1).

A

Abb. 3.6.1: SENNEX® Tumor Therapie System.

A) Elektrischer Impulsgenerator (Sennex® Tumor System, BIONMED® Technologies GmbH, Saarbriicken,
Deutschland). B) Zwei parallele minimal invasive Nadelelektroden (Abstand 8 mm, Linge 20 mm und Durch-
messer 2,36 mm), die in einem Kunststoffhalter fixiert sind und mit dem elektrischen Impulsgenerator verbunden.

(Mit freundlicher Genehmigung von BIONMED® GmbH,).

Die Elektroden werden vorsichtig senkrecht zur Peripherie der Leber in einer Tiefe von 0,5 cm um den
duBeren Rand des Tumors eingefiihrt, um eine ausreichende Abdeckung des elektrischen Feldes fiir die
ECT zu gewibhrleisten. Drei Minuten nach Applikation der Chemotherapie erfolgen acht elektrische
Impulse mit einer Dauer von 100 ps zwischen den beiden Elektroden erzeugt (SERSA et al., 2002). Die
Spannung zwischen dem Elektrodenpaar ist auf 1000 V eingestellt, was einer Amplitude von 1000 V/cm
und einer Frequenz von 1 Hz entspricht (GEHL et al., 2018; MARTY et al., 2006). Nach der Impulsab-
gabe werden die Elektroden aus dem Leberparenchym entfernt, und die Hdmostase erfolgt mittels Mull-

kompressen (Askina® Mullkompressen 10x10 cm, B. Braun Melsungen AG, Deutschland).

Der elektrische Impulsgenerator tiberwacht kontinuierlich die Impulsabgabe und liefert Feedback tiber
das Ergebnis. Dies ist von entscheidender Bedeutung, um sicherzustellen, dass die Behandlung erfolg-
reich ist und keine unvollstindige Therapie aufgrund falscher Elektrodenposition oder Gewebeeigen-

schaften erfolgt.

Nach Abschluss der Behandlung wird die Leber wieder in ihre anatomische Position in der Bauchhohle
zuriickgebracht. Der Verschluss der Laparotomie erfolgt wie zuvor durch priazises Nahen der Faszie und

der Haut mit Vicryl 4-0 Nahtmaterial, um eine optimale Wundheilung zu gewahrleisten.
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3.7 Ultraschall und photoakustische Bildgebung

Die photoakustische Bildgebungstechnologie bietet eine innovative Methode zur Gewinnung von Infor-
mationen liber das Gewebe. Kurze Impulse (~5 bis 50 ns) elektromagnetischer Strahlung werden in das
Gewebe gesendet und selektiv von bestimmten Gewebebestandteilen wie Hamoglobin (Hb), Melanin
und Wasser absorbiert, die als natiirliche Kontrastmittel (KM) fiir die photoakustische Bildgebung die-
nen (RICH und SESHADRI, 2015). Durch die optische Absorption entsteht eine thermoelastische Re-
aktion, die wiederum Ultraschallwellen erzeugt werden kann. Diese Ultraschallwellen werden mithilfe
eines Schallkopfes erfasst und in ein Bild umgewandelt (MALLIDI et al., 2015; RICH und SESHADRI,
2015). Besonders das Signal von Hb ist fiir die photoakustische Bildgebung von grofler Bedeutung, da
es eine Beurteilung der O2-Versorgung und Durchblutung des Gewebes ermdglicht, insbesondere bei
Tumoren. Dies spielt eine wesentliche Rolle bei der Erfassung von Tumorhypoxie sowie bei der Uber-
wachung der Tumoroxygenierung und -perfusion nach der Behandlung. Die Wahl der Wellenldnge (\)
der elektromagnetischen Strahlung ist entscheidend, da die Absorptionskoeffizienten der Chromophore
stark davon abhéngen. Durch die gezielte Auswahl der A lassen sich spezifische Informationen iiber das

Gewebe gewinnen.

Die Ultraschalluntersuchung erfolgt an den Tagen 8 und 13 direkt auf der Leberoberfliche durchgefiihrt.
Vor Beginn der Ultraschalluntersuchung werden die Tiere unter Isofluran-Inhalationsanésthesie (2-3%
Einleitung, 0,25-2% Aufrechterhaltung) sediert. Nach der Narkose werden sie am Bauch rasiert, gewo-
gen und mit 0,05 mg/kg Buprenorphin s.c. zur Schmerzprophylaxe versorgt. Um die K&rpertemperatur
stabil bei 36 bis 37°C zu halten, werden die Tiere in Riickenlage auf einer elektronisch geregelten Heiz-

matte fixiert.

Nach der Priparation der Leber und Freilegung des Tumors werden die Tiere in das Vevo LAZR-System
(FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, ON, Kanada) iiberfiihrt. Dort werden sie auf einer beheizten
Plattform positioniert, um eine stabile Lagerung und konstante Untersuchungsbedingungen zu gewéhr-
leisten. Die Aufrechterhaltung der Isofluran-Narkose erfolgt durch das Vevo Anesthesia System
(FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, ON, Kanada), ein in sich geschlossenes Isofluran-basiertes An-
asthesiesystem, das entweder mit Drucksauerstoff oder medizinischer Luft arbeitet und sich problemlos

in die Handhabungsplattform der Ratten integriert (siche Abb. 3.7.1).

Die Korpertemperatur bleibt wahrend der gesamten Untersuchung zwischen 36 und 37°C gehalten
(THM150; Indus Instruments, Houston, TX, USA), um physiologische Bedingungen zu simulieren.
Herz- und Atemfrequenz werden kontinuierlich iiberwacht, um die Narkosesicherheit der Tiere zu ge-
wihrleisten. Zur optimalen Ubertragung des Ultraschallsignals und zur Minimierung von Artefakten
wird ein farbloses, wissriges und auf Korpertemperatur erwarmtes Ultraschallgel ohne Luftblasen
(Aquasonic 100, Parker Laboratories, Inc., New Jersey, USA) direkt auf die Tumoroberfldche appliziert
(siche Abb. 3.7.2). Die Untersuchung erfolgt unter sterilen Bedingungen, um das Risiko einer
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Kontamination des Tumorgewebes zu minimieren. Nach Abschluss der Untersuchung werden die Tiere
aus der Narkose geweckt und in ihre Kifige zuriickgebracht, wo sie unter Beobachtung stehen, bis sie

sich vollstindig erholen.
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Abb. 3.7.1: Vevo Anesthesia System (FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, ON, Kanada).

Abb. 3.7.2: Ultraschallgel ohne Luftblasen (Aquasonic 100, Parker Laboratories, Inc., New Jersey, USA).
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Fiir die Ultraschall- und photoakustische Bildgebung kommen das Vevo LAZR-System (FUJIFILM
Visual Sonics Inc., Toronto, ON, Kanada) sowie ein LZ550 real-time microvisualisation linear-array-
Schallkopf (FUJIFILM VisualSonics Inc.) mit einer Zentralfrequenz von 40 MHz zum Einsatz. Der 40-
MHz-Schallkopf ist an einen Schrittmotor angeschlossen, der den Schallkopf automatisch iiber die

Oberfliache des linken Leberlappens bewegt (siche Abb. 3.7.3).

Abb. 3.7.3: Vevo LAZR-System (FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, ON, Kanada).
A) Untersuchungsplatz fiir die Ultraschall- und photoakustische Bildgebung, inklusive (I) Schlauch zur Gaszu-

fuhr der Isofluran-Andsthesie, verbunden mit dem Vevo Anesthesia System, (II) Schrittmotor, (III) 40-MHz-

LZ550-Schallkopf und (IV) temperaturgesteuerter Plattform zur Fixierung der Tiere wéihrend der Andisthesie. B)
Monitor zur Anzeige der Ultraschallbilder des Vevo LAZR-Systems.

Die Ultraschallbilder entstehen durch parallele zweidimensionale Aufnahmen in gleichméiBig verteilten
Abstdanden von 300 um. Zur dreidimensionalen Rekonstruktion des Tumors werden die Tumordimensi-
onen von den Untersuchern auf jedem zweidimensionalen Bild manuell markiert. Mithilfe dieser Daten
generiert die integrierte Software des Vevo LAZR-Systems ein polygonales dreidimensionales Modell

des Tumors und berechnet dessen Volumen.

Im OxyHemo-Modus werden photoakustische Bilder bei zwei A (750 nm und 850 nm) mit einer zwei-
dimensionalen photoakustischen Verstarkung von 42 dB und einem Hb-Schwellenwert von 20 dB auf-
genommen. Die Untersuchung erfolgt bei 750 nm und 850 nm, um aus den Signalen des oxygenierten
und deoxygenierten Hbs den Sauerstoffpartialdruck (pO:) zu bestimmen (NEEDLES et al., 2013). Die
Auswahl dieser A zielt darauf ab, die potenziellen Auswirkungen von Odemen, die durch die ECT-

Behandlung auf das photoakustische Signal entstenden, zu minimieren, da Wasser bei diesen beiden A
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nur eine geringe Absorption aufweist (MALLIDI et al., 2015). SOz und HbT werden im gesamten Tu-
morgewebe berechnet, um wichtige Informationen {iber den O:-Gehalt und die Durchblutung des Tu-

mors zu liefern.

Die Ultraschallbilder werden von drei erfahrenen Forschern mit umfangreicher Expertise in der Leber-
Ultraschallbildgebung konsensuell analysiert. Wahrend der Auswertung sind die Forscher nicht tiber die
Gruppenzugehorigkeit der Ratten informiert, um eine hohere Genauigkeit und Zuverléssigkeit der Er-

gebnisse sicherzustellen.

3.8 Auswertung und statistische Verfahren

3.8.1 Histopathologische Untersuchung

Nach der Resektion des linken Leberlappens am Tag 13 wird der Tumor zusammen mit dem angren-
zenden normalen Lebergewebe lings in zwei Halften geteilt. Die erste Hélfte des Tumors wird unmit-
telbar in fliissigem Stickstoff schockgefroren, wobei der fliissige Stickstoff aus einem Fliissigstickstoff-
Kryobehilter (TP100, Air Liquide S.A., Paris, Frankreich) entnommen wird (siehe Abb. 3.8.1.1). Die

| B4

zweite Hélfte wird in einer 4%igen phosphatge-

pufterten Formalinlésung fixiert und anschlieend
in Paraffin eingebettet. Die gefrorenen Proben

werden bis zu den Analysen bei -80°C gelagert.

=T Die Gewebeschnitte werden kodiert und unabhéin-
Kein Milll . . . . .
A gig voneinander mikroskopisch untersucht, wobei
lassen! eine Verblindung hinsichtlich der Behandlungs-
S i gruppe besteht. Alle histologischen und immun-

histochemischen Analysen erfolgen mithilfe einer
Olympus DP73 Kamera, die mit einem Olympus
BX53-Mikroskop (Olympus Optical Co., Ltd., To-
kio, Japan) verbunden ist (siche Abb. 3.8.1.2). Zur

Bildaufnahme und -bearbeitung kommt die Bild-
gebungssoftware cellSens Dimension 1.15 (Olym-

pus) zum Einsatz.

Zur Beurteilung des nekrotischen Tumorgewebes
Abb. 3.8.1.1: Fliissigstickstoff-Kryobehiilter (TP100,

werden die formalinfixierten Gewebeproben und
Air Liquide S.A., Paris, Frankreich) p

die in Paraffin eingebetteten Proben in 3-pum-
Schnitte geschnitten und mit Himatoxylin-Eosin (HE) geféarbt. Die nekrotischen Bereiche des Tumor-

gewebes lassen sich als Prozentsatz der gesamten Tumorfliche quantifiziert. Die HE-Farbung
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ermoglicht eine klare Unterscheidung zwischen nekrotischem und gesundem Gewebe, was eine prazise

Beurteilung der Tumorstruktur erlaubt.

Abb. 3.8.1.2: Olympus BX53-Mikroskop mit Olympus DP73 Kamera (Olympus Optical Co., Ltd., Tokio,
Japan).

3.8.2 Immunhistochemische Analyse

Die histologische und immunhistochemische Untersuchungen erfolgen unabhingig voneinander. Durch
den Einsatz verschiedener Fixierungs- und Férbemethoden lassen sich unterschiedliche Aspekte des
Tumorgewebes detailliert untersuchen und miteinander vergleichen. Die Gewebeobjekttrager werden
entparaffiniert, und Proteindemaskierung erfolgt mit Citratpuffer (pH 6). Endogene Peroxidasen werden
mit 3% Wasserstoffperoxid (H20:) in Methanol blockiert, wiahrend unspezifische Bindungen durch eine
Blockierung mit 3% Ziegen-Serum verhindert werden. Die immunhistochemischen Analysen werden in
10 zuféllig ausgewahlten Hauptgesichtsfeldern (High-Power-Field, HPF) von nicht-nekrotischem Tum-
orgewebe durchgefiihrt. Dabei ermoglichen spezifische Antikorper den Nachweis bestimmter Proteine
im Tumorgewebe. Die Ergebnisse werden anhand der Proteinexpression in verschiedenen Bereichen
des Tumors, sowohl im Zentrum als auch in der Peripherie, miteinander verglichen (5 HPF im Zentrum

und 5 HPF in der Peripherie des Tumors).

Die Zellproliferation des Tumorgewebes wird mittels des proliferierenden Zellkernantigens (prolifera-
ting cell nuclear antigen, PCNA) analysiert. Zwei um dicke Schnitte der in Paraffin eingebetteten Proben
werden fiir 18 Stunden bei 4°C mit einem monoklonalen Maus-Anti-Human-PCNA-Antikdrper (Ver-
diinnung 1:100; Dako, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Zur Detektion des PCNA dient ein Peroxi-
dase-konjugierter Ziegen-Anti-Maus-IgG-Antikérper (Verdinnung 1:100; Dianova), der fiir 30
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Minuten inkubiert wird, gefolgt von der Anwendung von 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) als Chromogen
und Hémalaun zur Gegenférbung. Die PCNA-positive Zellpopulation wird im Verhéltnis zur Gesamt-
zahl der Tumorzellen in 10 HPF von nicht-nekrotischem Tumorgewebe erfasst, um einen Proliferation-
sindex zu erstellen. Dieser Index ermoglicht die Finteilung der Proben in fiinf Kategorien: 0 (< 1%
PCNA-positive Zellen), 1 (1-10% PCNA-positive Zellen), 2 (10-30% PCNA-positive Zellen), 3 (30-
50% PCNA-positive Zellen) und 4 (= 50% PCNA-positive Zellen).

Zur Beurteilung des apoptotischen Zelltodes wird die gespaltene Caspase-3, eine Cystein-Aspartat-Pro-
tease, als Indikator verwendet. Zwei pm dicke Schnitte der paraffin-eingebetteten Leberproben werden
iiber Nacht bei Raumtemperatur mit einem polyklonalen Kaninchen-Antikorper gegen die gespaltene
Caspase-3 (Verdiinnung: 1:100, Cell Signaling Technology, Frankfurt, Deutschland) inkubiert. Dieser
Antikdrper erkennt das groBe Fragment (17/19 kDa) der aktivierten Caspase-3, jedoch nicht die voll-
stindige Lénge der Caspase-3. Fiir die Streptavidin-Biotin-Komplex-Peroxidase-Farbung kommt ein
biotinylierter Anti-Kaninchen-Ig-Antikdrper als Sekundérantikorper (ready-to-use, Abcam, Cambridge,
UK) zum Einsatz. Anschliefend erfolgt eine Gegenfarbung der Schnitte mit Himalaun. Die Anzahl der
positiv gefarbten Zellen wird in jeder Probe in 10 HPF von nicht-nekrotischem Tumorgewebe erfasst

und als absolute Anzahl positiver Zellen pro HPF angegeben.

Das Vorhandensein von neutrophilen Granulozyten wird durch eine Immunfarbung mit einem polyklo-
nalen Kaninchen-Anti-Myeloperoxidase (MPO)-Antikorper (Verdiinnung: 1:100; Abcam, Cambridge,
UK) als priméarer Antikdrper nachgewiesen. Nach der Inkubation mit einem biotinylierten Ziegen-Anti-
Kaninchen-IgG-Antikorper (ready-to-use; Abcam, Cambridge, UK) wird 3-Amino-9-ethylcarbazol
(AEC) (Abcam, Cambridge, UK) als Chromogen verwendet und die Schnitte wurden mit Mayers'-Ha-
malaunlosung (Merck, Darmstadt, Deutschland) kontrastiert. Die positiv gefarbten Zellen werden in 10

HPF von nicht-nekrotischem Tumorgewebes gezihlt und als absolute Zellzahl pro HPF angegeben.

Die vaskuldre Versorgung des Tumors wird anhand der Expression des Thrombozyten-Endothelzellen-
Adhisionsmolekuls (Platelet Endothelial Call Adhesion Molecule-1, PECAM-1; Cluster of Differenti-
ation 31, CD31) untersucht. Hierfiir wird ein primérer polyklonaler Kaninchen-CD31-Antikorper (Ver-
diinnung: 1:200; Abcam, Cambridge, UK) verwendet. Die Detektion erfolgt mit einem biotinylierten
Anti-Kaninchen-Ig-Antikdrper (ready-to-use; Abcam, Cambridge, UK), der eine Kreuzreaktion ermdg-
licht. Die Anzahl der PECAM-1-positiven Blutgefédfle wird in 10 HPF von nicht-nekrotischem Tumor-

gewebe erfasst und die MikrogeféBdichte in mm angegeben.

3.8.3 Serologische Untersuchungen

Am 13 Versuchstag erfolgt unmittelbar nach dem Abschluss der Ultraschalluntersuchung die Entnahme
venoser Blutproben durch Punktion der subhepatischen Vena cava, um umfassende hiamatologische
Analysen durchzufiihren. Die gewonnenen Blutproben werden anschlieend in einem vollautomati-

schen Hamatologiesystem (Abaxis VetScan HMS5, Scil Animal Care Company GmbH, Viernheim,
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Deutschland) analysiert, das speziell fiir die prazise Bestimmung hdmatologischer Parameter entwickelt
ist (siche Abb. 3.8.3.1). Die Blutentnahme erfolgt mit einer Probengréfe von 0,025 ml, die fiir Ratten-

proben im Rahmen der 3-fach-Differenzierung geeignet ist.

Abb. 3.8.3.1: Abaxis VetScan HMS, Scil Animal Care Company GmbH, Viernheim, Deutschland.

Das VetScan HMS stellt ein fortschrittliches hdmatologisches Analysesystem dar, das auf der Impe-
danzmethode basiert. Dabei wird die Blutprobe durch einen elektrischen Strom geleitet, wobei die Blut-
zellen durch die entstehenden minimalen Unterbrechungen des Stromflusses als elektrische Impulse er-
fasst werden. Diese Impulse ermdglichen die Differenzierung der Zellen nach Gréfe und Volumen. Das
System erlaube somit eine prézise Unterscheidung zwischen verschiedenen Zelltypen, einschlieBlich
Leukozyten (10°/L), Lymphozyten (10°/L), Monozyten (10°/L), neutrophile Granulozyten (10°/L),
Erythrozyten (10'%/L) und Thrombozyten (10°/L). Neben der Zellzahl ermittelt das System auch weitere
relevante himatologische Parameter, wie die Hb-Konzentration (g/dL) und den Hamatokrit (HKT, %).
Die exakte Quantifizierung dieser Zelltypen ermdglicht eine umfassende und prézise Einschitzung des
himatologischen Status der Versuchstiere, was fiir die anschlieBende Analyse und Interpretation der

experimentellen Befunde von entscheidender Bedeutung ist.

3.8.4 Statistische Auswertung und Datenanalyse

Fiir die statistische Analyse wird das Softwareprogramm SigmaStat (IBM-SPSS, version 28.0.1.0, Inc.,
Chicago, USA) verwendet. Alle gemessenen Werte werden als Mittelwert £ SEM der Stichprobe ange-

geben, um die Genauigkeit der Schitzung zu beriicksichtigen.
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Um die Ergebnisse der Ultraschall- und photoakustischen Bildgebung vor und nach der Behandlung zu
vergleichen, wird eine statistische Analyse gepaarter Stichproben mittels Student's T-Tests durchge-
fiihrt. Ziel ist die Bewertung von Verdanderungen des Tumorvolumens, der SOz und der gesamten HbT
innerhalb der drei Gruppen vor und nach der Behandlung. Statistisch signifikante Ergebnisse werden
mittels eines zweiseitigen Signifikanztests auf einem Signifikanzniveau von p < 0,05 bestimmt, um jede

Abweichung von der Nullhypothese zu erfassen, unabhingig von der Richtung der Verénderung.

Um festzustellen, ob statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der drei Gruppen
bestehen, wird eine einfaktorielle Varianzanalyse (one-way ANOV A) durchgefiihrt. Diese Analyse um-
fasst die Ergebnisse aus der Bildgebung, der Histologie, der Immunhistochemie und der Blutuntersu-
chung. Vorab wird gepriift, ob die Daten normal verteilt sind und homogene Varianzen aufweisen. Das
Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. Nach dem Nachweis signifikanter Unterschiede in der
einseitigen ANOVA erfolgt eine Post-hoc-Analyse, um die spezifischen Differenzen zwischen den
Gruppen zu identifizieren. Hierbei wird die Bonferroni-Korrektur angewendet, um das Risiko von Typ-

1-Fehlern durch multiple Vergleiche zu minimieren und die Interpretation der Ergebnisse zu sichern.

Zur Bewertung der Proliferation von Tumorzellen (PCNA) werden aufgrund der nominalen Skalierung
der Daten Kreuztabellen und der Chi-Quadrat-Test herangezogen. Die zweiseitige asymptotische Sig-

nifikanz des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson wird mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 festgelegt.
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4. Ergebnisse

4.1 Tumorentwicklung und allgemeiner Gesundheitszustand der Tiere

Am 8. Tag nach der Injektion der Tumorzellen entwickelten alle Tiere einen hepatischen Tumor im
linken Leberlappen mit einem mittleren Durchmesser von 5 mm. Das Tumorvolumen vor der Behand-
lung betrug in der ersten Gruppe 32,97 = 3,62 mm?, in der zweiten Gruppe 30,49 + 2,49 mm? und in der
dritten Gruppe 35,83 + 3,18 mm? (Mittelwert + SEM). Das durchschnittliche Tumorvolumen {iiber alle
Gruppen hinweg lag bei 33,10 = 3,10 mm?®. Bei der statistischen Analyse mittels ANOVA wurden keine
signifikanten Unterschiede im Tumorvolumen zwischen den drei Gruppen vor der Behandlung festge-

stellt (p = 0,745).

Am 13. Tag, als das Tumorwachstum weiter fortschritt, erschwerten die Bildung von Tumorédemen
und die strukturellen Verdnderungen im Tumorgewebe die prazise Messung des Tumorvolumens. Diese
Veranderungen sind typisch bei der Tumorprogression und beeinflussten die Genauigkeit der volumet-
rischen Daten zu diesem Zeitpunkt. Wihrend der Untersuchung und Behandlung der Tiere gab es keinen
Hinweis auf das Vorhandensein von peritonealen oder extrahepatischen Metastasen, was darauf hin-

weist, dass die Tumorentwicklung auf den linken Leberlappen beschrénkt blieb.

Zusitzlich zur Tumoriiberwachung wurde das KG der Tiere als Indikator fiir ihren allgemeinen Gesund-
heitszustand herangezogen. Es zeigte sich ein geringfiigiger, jedoch statistisch nicht signifikanter Riick-
gang des KGs von Tag 0 bis Tag 13, der weniger als 10% des gesamten KGs ausmachte. Trotz der
bestehenden malignen Erkrankung behielten die Tiere iiber den gesamten Beobachtungszeitraum nor-
male systemische Funktionen bei. Dies zeigte sich durch typische Aktivitdtsmuster, regelméfBige Nah-
rungsaufnahme und normale Reinigungsgewohnheiten, was auf ein insgesamt stabiles Wohlbefinden

hinweist.
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4.2 Ultraschall und photoakustische Bildgebung

4.2.1 SO2- und HbT-Werte vor der Intervention

Am 8. Tag wurden Ultraschall- und photoakustische Untersuchungen durchgefiihrt, um die
bildgebenden Eigenschaften der Tumore vor der Behandlung zu bewerten. Zu diesem Zeitpunkt
ergaben sich fiir die SO2- und HbT-Werte dhnliche Ergebnisse in allen drei Gruppen, ohne sta-

tistisch signifikante Unterschiede.

Die SO2-Werte vor der Behandlung lagen in der ersten Gruppe 80,10 £ 1,87%, in der zweiten
Gruppe 78,95 = 1.37% und in der dritten 76,39 + 2,4%. Der durchschnittliche SO.-Wert {iber
alle Gruppen hinweg betrug 78,48 = 1,11% (sieche Abb. 4.2.1.1 und Abb. 4.2.2.3)

Bei der Durchfiihrung der ANOVA wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede bei den
SO.-Werten zwischen den drei Gruppen vor der Behandlung beobachtet (p = 0,394).
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Abb. 4.2.1.1: Liniendiagramm zum Vergleich der mittleren SO.-Werte vor der Behandlung. (Gruppe: 1 =
BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ)

Die HbT-Werte vor der Behandlung waren ebenfalls dhnlich. In der ersten Gruppe betrugen sie
3,111x10° £ 2,78x10° in der zweiten Gruppe 3,110x10° + 1,23x10% und in der dritten Gruppe
3,100x10% + 2,21x10°. Der durchschnittliche HbT-Wert iiber alle Gruppen hinweg lag bei
3,107x10° £ 1,20x10%. Der p-Wert zwischen den drei Gruppen betrug 0,999, was darauf
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hindeutet, dass keine statistisch signifikanten Unterschiede bei den HbT-Werten vor der Be-

handlung vorlagen (siche Abb. 4.2.1.2 und Abb. 4.2.2.3).
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Abb. 4.2.1.2: Liniendiagramm zum Vergleich der mittleren HbT-Werte vor der Behandlung. (Gruppe: I =
BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ)

4.2.2 SO2- und HbT-Werte nach der Intervention

Am 13. Tag, fiinf Tage nach der ECT, wurden die SO»- und HbT- Werte erneut untersucht. Mithilfe des
Student's T-Tests fiir gepaarte Stichproben wurden die SO»- und HbT-Werte vor und nach der Behand-

lung fiir jede Gruppe individuell verglichen.

In der behandelten Region der BLM-Gruppe wurde eine Reduktion der SO2 um 33,7% festgestellt (SO-
vor der Behandlung: 80,1 = 1,8%; SO: nach der Behandlung: 46,4 + 4,8%). Die OXP/BVZ-Gruppe
zeigte ebenfalls eine verminderte SOz des Tumors mit einem Riickgang um 12,1% (SO: vor der Behand-
lung: 76,4 + 2,4%; SO: nach der Behandlung: 64,3 £+ 2,5%). Im Gegensatz dazu verzeichnete die OXP-
Gruppe einen moderaten Riickgang von 4,7% der SO2-Werte (SO: vor der Behandlung: 79 + 1,4%; SO2
nach der Behandlung: 74,3 £+ 1,5%) (siche Abb. 4.2.2.3).

Trotz des geringeren Riickgangs der SO2-Werte in der OXP-Gruppe im Vergleich zu den beiden anderen
Gruppen zeigte der T-Test flir gepaarte Stichproben in allen drei Gruppen statistisch signifikante Unter-
schiede zwischen den SO2-Werten vor und nach der Behandlung. Die p-Werte lagen in der zweiten und

dritten Gruppe bei unter 0,001 und in der ersten Gruppe bei 0,01 (siche Abb. 4.2.2.1 und Abb. 4.2.2.3).
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Die einfaktorielle Varianzanalyse zeigte statistisch signifikante Unterschiede in den SO--Werten nach
der Behandlung (p < 0,001), woraufhin mehrere Post-hoc-Tests durchgefiihrt wurden, um die genauen
Gruppenunterschiede zu ermitteln. Die SO.-Werte der BLM-Gruppe waren signifikant niedriger als in
den beiden anderen Gruppen (p < 0,01). Auch zwischen der OXP- und OXP/BVZ-Gruppe wurde ein
signifikanter Unterschied festgestellt (p < 0,05) (siche Abb. 4.2.2.1).
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Abb. 4.2.2.1: Liniendiagramm zum Vergleich der mittleren SO:-Werte nach der Behandlung. (Gruppe: 1 =
BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ)

*n < 0,05 beim Vergleich der OXP-Gruppe jeweils mit der BLM- und der OXP/BVZ-Gruppe nach der Behand-
lung.

Die BLM-Gruppe wies die niedrigsten HbT-Werte im behandelten Gewebe nach der Intervention auf,
mit Werten von 2,715x10° + 2,49x10°, was einem Riickgang von etwa 12,7% entspricht. Im Vergleich
dazu lagen die HbT-Werte in der OXP-Gruppe bei 3,045x10° £ 1,33%10° und in der OXP/BVZ-Gruppe
bei 2,996-10° = 1,89-10%, was Reduktionen von etwa 2,1% bzw. 3,4% darstellt. Diese Unterschiede
fiihrten jedoch nach der einfaktoriellen ANOVA und den Post-hoc-Tests nicht zu einer statistisch signi-
fikanten Verdnderung (siche Abb. 4.2.2.2).
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Abb. 4.2.2.2: Liniendiagramm zum Vergleich der mittleren HbT-Werte nach der Behandlung. (Gruppe: 1
=BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ)

Bei der Durchfiihrung des T-Tests flir gepaarte Stichproben wurden statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den HbT-Werten vor und nach der Behandlung sowohl in der BLM-Gruppe (p < 0,01) als
auch in der OXP/BVZ-Gruppe (p = 0,028) beobachtet (siche Abb. 4.2.2.3). In der OXP-Gruppe hinge-
gen wurde keine signifikante Verénderung festgestellt. Beziiglich der HbT-Werte nach der Behandlung

zeigten die Analysen jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen.
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Abb. 4.2.2.3: HbT- und SO:-Mapping mit Box-Plots der photoakustischen Bildgebung.

A-L) Photoakustische Bildgebung vor der Behandlung (Tag 8) und nach der Behandlung (Tag 13) mit HbT- sowie
SO:-Mapping bei Tieren, die mit ECT behandelt wurden und i.v. Verabreichung von BLM (A-D), OXP (E-H) oder
OXP/BVZ (I-L) erhielten. In den SO:-Maps zeigt Dunkelblau die niedrigsten Sdttigungen, wihrend Rot die hochs-
ten Werte dargestellt sind. WeifSe Linien markieren die Tumorumrisse. Mafstabsbalken: 1 mm. M-N) Box-Plot-
Darstellungen der HbT- und SO:-Werte, gemessen im gesamten Tumorbereich. Die Daten werden als Mittelwert
+ SEM angegeben; *p < 0,05 beim Vergleich der HbT-Werte vor und nach der Behandlung in der BLM- und
OXP/BVZ-Gruppe, #p < 0,05 beim Vergleich der SO:-Werte vor und nach der Behandlung in allen drei Gruppen.
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4.3 Nekrose des Tumorgewebes

Die makroskopische Untersuchung zeigte eine klare Abgrenzung zwischen den mit ECT behandelten
Arealen und dem normalen Leberparenchym, gekennzeichnet durch ovale oder unregelméfige Formen.
Die histologische Analyse von den HE-geféarbten Schnitten offenbarten, dass die Tumoren in allen drei
Gruppen dhnliche mikroskopische Charakteristika aufwiesen. Am Rand des behandelten Bereichs wur-
den residuale Tumorzellen und eine Infiltration von Entziindungszellen nachgewiesen. Zudem zeigte
sich eine Nekrose innerhalb der behandelten Bereiche, umgeben von einer fibrosen Zone. Diese fibroti-
sche Pseudokapsel bestand aus fibroblastischem Gewebe, entziindlichen Zellen (einschlielich schau-
miger Makrophagen, Lymphozyten, Plasmazellen, Eosinophilen und Histiozyten) sowie proliferieren-
den Kapillaren mit extravasierten Erythrozyten. Die Pseudokapsel wurde von regenerierenden margina-
len Hepatozyten und gesundem Lebergewebe begrenzt, ohne Tumorinfiltration. Die Wéande der Blutge-

faBBe und Gallenginge, angrenzend an die Ablationszone, blieben in allen Gruppen intakt.

Die histologische Analyse in der BLM-Gruppe ergab einen Tumorgewebeanteil von 18,80 £+ 1,70 mm?.
In der OXP-Gruppe betrug der Tumorgewebeanteil 17,53 + 3,73 mm?, wihrend in der OXP/BVZ-
Gruppe ein Tumorgewebeanteil von 13,82 + 2,97 mm? festgestellt wurde (siche Abb. 4.3.1).
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Abb. 4.3.1: Liniendiagramm zum Vergleich der mittleren Werte des Tumorgewebes nach der Behandlung.

(Gruppe: 1 = BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ)
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Von dem Tumorgewebe in der BLM-Gruppe waren 15,86 + 2,02 mm? nekrotisch. In der OXP-Gruppe
betrug der nekrotische Anteil 1,76 + 0,41 mm?, und in der OXP/BVZ-Gruppe lag der Nekroseanteil bei
3,58 £ 0,95 mm? (siche Abb. 4.3.2).
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Abb. 4.3.2: Liniendiagramm zum Vergleich der mittleren Werte des nekrotischen Gewebes nach der Be-
handlung. (Gruppe: 1 = BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ)
*n < 0,05 beim Vergleich der BLM-Gruppe jeweils mit den beiden anderen Gruppen nach der Behandlung.

Der prozentuale Anteil des nekrotischen Gewebes in der BLM-Gruppe betrug 82,6 + 0,1%. Im Vergleich
dazu waren es in der OXP-Gruppe 11 + 0,04% und in der OXP/BVZ-Gruppe 26,3 + 0,1% (siche Abb.
4.3.3 und Abb. 4.3.4).

Nach Durchfiihrung der einfaktoriellen ANOVA und den Post-hoc-Tests wurde festgestellt, dass die
BLM-Gruppe statistisch hochsignifikante Unterschiede im Vergleich zur OXP-Gruppe sowie zur
OXP/BVZ-Gruppe aufwies (jeweils p < 0,01). Im Gegensatz dazu wurde kein signifikanter Unterschied
zwischen den OXP- und OXP/BVZ-Gruppen festgestellt (siche Abb. 4.3.3).
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Abb. 4.3.3: Liniendiagramm zum Vergleich der mittleren prozentualen Mittelwerte der Nekrose nach der
Behandlung. (Gruppe: 1 = BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ)

*n < 0,05 beim Vergleich der BLM-Gruppe jeweils mit den beiden anderen Gruppen nach der Behandlung.
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Abb. 4.3.4: Histologische Darstellung der Tumornekrose mittels HE-Firbung und Box-Plot zum Vergleich
der mittleren prozentualen Anteile des nekrotischen Areals im Tumorgewebe in den drei Gruppen nach
der Behandlung.

A-C) Histologische Darstellung der Nekrose des Tumorgewebes bei Tieren, die mit ECT behandelt wurden und
i.v. Verabreichung von BLM (A), OXP (B) oder OXP/BVZ (C) erhielten. Die Grenzen des Tumorgewebes sind
durch gestrichelte Linie markiert. Die fibrotische Pseudokapsel mit den verbleibenden Tumorzellen ist durch
Pfeile markiert. Normales Lebergewebe ist durch Pfeilspitzen hervorgehoben. Mafistabsbalken: 50 um. D) Box-
Plot-Darstellung der prozentualen Nekrosefldche im Tumorgewebe. Nekrotische Bereiche wurden als Anteil der
gesamten Tumorfliche gemessen. Die Daten werden als Mittelwert + SEM angegeben; *p < 0,05 beim Vergleich

der BLM-Gruppe jeweils mit den beiden anderen Gruppen nach der Behandlung.
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4.4 Tumorzellproliferation

Zur detaillierten Bewertung der Tumorzellproliferation (PCNA) wurden aufgrund der nominal skalier-
ten Daten in dieser Gruppe Kreuztabellen erstellt und Chi-Quadrat-Tests durchgefiihrt. Dabei wurde die
asymptotische Signifikanz des Pearson-Chi-Quadrat-Tests zweiseitig berechnet und ein Signifikanzni-
veau von p < 0,05 festgelegt. Die immunhistochemische Analyse der Tumorzellproliferation zeigte ei-
nen auffilligen Anteil an PCNA-positiven Zellen in der OXP-Gruppe (3,3 + 0,3) sowie in der Gruppe,
die OXP in Kombination mit BVZ erhielt (3,0 = 0,3). Dies entsprach einem Anteil von bis zu 50%. Im
Vergleich dazu fiihrte die Behandlung mit BLM zu einer signifikanten Reduktion der proliferierenden
Tumorzellen (BLM: 1,8 £ 0,3), was in Abbildung 4.4.1 und 4.4.2 illustriert ist.
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Abb. 4.4.1: Liniendiagramm zum Vergleich der mittleren Anzahl PCNA-positiver Zellen in den drei Be-
handlungsgruppen.

0 (< 1% PCNA-positive Zellen), 1 (1-10% PCNA-positive Zellen), 2 (10-30% PCNA-positive Zellen), 3 (30-50%
PCNA-positive Zellen) und 4 (= 50% PCNA-positive Zellen),; (Gruppe: 1 = BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ); *p
< 0,05 beim Vergleich der BLM-Gruppe jeweils mit den beiden anderen Gruppen nach der Behandlung.

Diese deutliche Abnahme der Tumorzellproliferation unter BLM-Behandlung erreichte eine asymptoti-
sche Signifikanz von p = 0,043, wie durch den Pearson-Chi-Quadrat-Test ermittelt wurde (siche Abb.
4.4.2).

- 46 -



Ergebnisse

D) ,_

)

R

o __ *

2% 3 [e]

>~ o

»w T

gé 2 0-070-0

< Ra— -

z -

5 1 00O

o

0 1

ECT ECT ECT
(BLM) (OXP) (OXP/IBV2)

Abb. 4.4.2: Immunhistochemische Darstellung der PCNA-Expression und Box-Plot zum Vergleich des mitt-
leren Anteils PCNA-positiven Zellen in den drei Gruppen nach der Behandlung.

A-C) Immunhistochemische Untersuchung der PCNA-Expression im Tumorgewebe von Tieren, die mit ECT und
mit i.v. Verabreichung von BLM (A), OXP (B) oder OXP/BVZ (C) behandelt wurden. PCNA-positive Zellen
(Pfeile) sind in brauner Féirbung sichtbar. Mafstabsbalken: 50 um. D) Der Box-Plot prdsentiert die quantitative
Analyse der PCNA-positiven Zellen (semiquantitativer Index) im Tumorgewebe pro HPF. Die Ergebnisse werden
als Mittelwert = SEM dargestellt; *p < 0,05 (asymptotische zweiseitige Signifikanz des Chi-Quadrat-Tests nach

Pears.
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4.5 Apoptose

Gespaltene Caspase-3 diente als Marker fiir apoptotischen Zelltod. Apoptotische Zellen wurden, zusam-
men mit verbleibenden Tumorzellen, an den Rédndern der Ablationszone als rot gefarbte Zellen innerhalb
der fibrotischen Pseudokapsel identifiziert. Die Behandlung mit OXP und OXP/BVZ fiihrte zu einer
etwa doppelt so hohen Anzahl an Caspase-3-positiven Zellen im Vergleich zur BLM-Gruppe und mog-
licherweise zu einer deutlich gesteigerten Apoptose von Hepatozyten (BLM: 7,2 + 0,7 pro HPF; OXP:
14,1 £ 1,4 pro HPF; OXP/BVZ: 13,3 &+ 1,2 pro HPF) (siche Abb. 4.5.1 und Abb. 4.5.2).
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Abb. 4.5.1: Liniendiagramm zum Vergleich der mittleren Anzahl Caspase-3-positiver Zellen in den drei

Behandlungsgruppen. (Gruppe: 1 = BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ)

*n < 0,05 beim Vergleich der BLM-Gruppe jeweils mit den beiden anderen Gruppen nach der Behandlung.

Die ANOVA-Analyse zeigte einen hochsignifikanten Unterschied zwischen den Gruppen mit einem p-
Wert von weniger als 0,001. Post-hoc-Tests offenbarten einen statistisch hochsignifikanten Unterschied,
wenn die OXP- und OXP/BVZ-Gruppen jeweils mit der BLM-Gruppe verglichen wurden (p < 0,01).
Zwischen den OXP- und OXP/BVZ-Gruppen wurde jedoch kein signifikanter Unterschied festgestellt
(siche Abb. 4.5.1 und Abb. 4.5.2).
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Abb. 4.5.2: Immunhistochemische Darstellung der Caspase-3-positiven Zellen und Box-Plot zum Vergleich
der mittleren Anzahl Caspase-3-positiver Zellen in den drei Gruppen nach der Behandlung.

A-C) Immunhistochemische Analyse von gespaltenem Caspase-3 bei Tieren, die mit ECT und i.v. Verabreichung
von BLM (A), OXP (B) oder OXP/BVZ (C) behandelt wurden. Apoptotische Zellen (Pfeile) sind rot gefirbt. Maf3-
stabsbalken: 50 um. D) Der Box-Plot zeigt die durchschnittliche Anzahl positiver Zellen im Tumorgewebe pro
HPF. Die Daten sind als Mittelwert = SEM dargestellt; *p < 0,05 beim Vergleich der BLM-Gruppe jeweils mit
den beiden anderen Gruppen nach der Behandlung.

- 49 -



Ergebnisse

4.6 Entziindungsreaktion

Die immunhistochemische Analyse der MPO-positiven neutrophilen Granulozyten zeigte eine deutlich
verringerte Anzahl inflammatorischer Zellen im Tumorgewebe nach der BLM-Behandlung im Ver-
gleich zu den OXP- und OXP/BVZ-Gruppen. Diese Unterschiede sind in den Abbildungen 4.6.1 und
4.6.2 dargestellt (BLM: 7,1 + 0,6 Zellen pro HPF; OXP: 10,1 £+ 1,4 Zellen pro HPF; OXP/BVZ: 11 +
0,9 Zellen pro HPF).
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Abb. 4.6.1: Liniendiagramm zum Vergleich der mittleren Anzahl MPO-positiver Zellen in den drei Be-
handlungsgruppen. (Gruppe: 1 = BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ)
*n < 0,05 beim Vergleich der OXP/BVZ-Gruppe mit der BLM-Gruppe nach der Behandlung.

Die ANOVA-Analyse zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen mit einem Signi-
fikanzniveau von p = 0,034. Nach den Post-hoc-Tests ist besonders hervorzuheben, dass der Anstieg der
inflammatorischen Zellen in der OXP/BVZ-Gruppe im Vergleich zur BLM-Gruppe signifikant hoher
und statistisch bedeutsam war (p = 0,014), was auf eine verstérkte Immunantwort in dieser Gruppe hin-
deutet. Auch die Verabreichung von OXP fiihrte zu einer Zunahme der inflammatorischen Zellen im
Vergleich zur BLM-Gruppe. Dieser Anstieg erreichte jedoch keine statistische Signifikanz, wie in Ab-
bildung 4.6.1 und 4.6.2 dargestellt.
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Abb. 4.6.2: Immunhistochemische Darstellung der MPO-positiven Zellen und Box-Plot zum Vergleich der
mittleren Anzahl MPO-positiver Zellen in den drei Gruppen nach der Behandlung.

A-C) Immunhistochemische Untersuchung der MPO-Expression im Tumorgewebe von Tieren nach Behandlung
mit ECT und i.v. Verabreichung von BLM (A), OXP (B) oder OXP/BVZ (C). MPO-positive Zellen sind durch
rote Firbung gekennzeichnet (Pfeile). Mafstabsbalken: 50 um. D) Der Box-Plot zeigt die quantitative Analyse
der MPO-positiven Zellen im Tumorgewebe pro HPF. Die Daten werden als Mittelwert = SEM dargestellt; *p <
0,05 beim Vergleich der OXP/BVZ-Gruppe mit der BLM-Gruppe nach der Behandlung.
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4.7 Angiogenese

Die immunhistochemische Analyse der CD31-positiven Mikrogefile zeigte eine deutliche Reduktion
der Mikrovaskularisation in den Gruppen, die mit BLM (69,9 = 11,3 mm?) und OXP/BVZ (80,6 + 4,6
mm) behandelt wurden, im Vergleich zur Gruppe, die nur mit OXP behandelt wurde (95 + 4,5 mm™)
(siche Abb. 4.7.1 und Abb. 4.7.2). Dies deutet darauf hin, dass die Behandlungen mit BLM und
OXP/BVZ die Bildung von Mikrogefdflen im Tumorgewebe signifikant vermindern kdnnten.
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Abb. 4.7.1: Liniendiagramm zum Vergleich der mittleren Anzahl CD31-positiver Mikrogefifien in den
drei Behandlungsgruppen. (Gruppe: 1 = BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ)
*n < 0,05 beim Vergleich der OXP -Gruppe mit der BLM-Gruppe nach der Behandlung.

Obwohl die ANOVA-Analyse keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den drei Gruppen
zeigte (p = 0,078), ergaben die Post-hoc-Tests einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der
BLM- und der OXP-Gruppe, wobei ein Signifikanzniveau von p = 0,026 erreicht wurde. Dies weist
darauf hin, dass die BLM-Behandlung im Vergleich zu OXP eine signifikant stéirkere Reduktion der
Mikrovaskularisation bewirkte. Obwohl die Behandlung mit OXP/BVZ ebenfalls zu einer Abnahme der
CD31-positiven Mikrogeféfle im Vergleich zur OXP-Gruppe fiihrte, erreichte dieser Unterschied keine
statistische Signifikanz (p = 0,185) (siche Abb. 4.7.1 und Abb. 4.7.2).
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Abb. 4.7.2: Immunhistochemische Darstellung der CD31-positiven Mikrogefifien und Box-Plot zum Ver-
gleich der mittleren Anzahl CD31-positiver Mikrogefifien in den drei Gruppen nach der Behandlung.

A-C) Immunhistochemische Analyse der CD31-Expression bei Tieren, die mit ECT und i.v. Verabreichung von
BLM (A), OXP (B) oder OXP/BVZ (C) behandelt wurden. CD31-positive Mikrogefifse (Pfeile) sind rot gefdrbt.
Mafistabsbalken: 50 um. D) Das Diagramm zeigt die quantitative Analyse der CD31-positiven Mikrogefifie im
Tumorgewebe. Die Mikrogefiifidichte wird als positiver Blutgefifie (in 10 HPFs) pro mm™ angegeben; *p < 0,05
beim Vergleich der OXP -Gruppe mit der BLM-Gruppe nach der Behandlung.
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4.8 Serologische Untersuchungen

Die Analyse der weillen Blutkdrperchen, einschlieBlich Leukozyten, Lymphozyten, Monozyten und
neutrophilen Granulozyten, zeigte am Tag 13 in allen untersuchten Gruppen physiologische Werte, die
innerhalb der normalen Referenzbereiche lagen. Dies deutet darauf hin, dass die Immunantwort der
Tiere durch die Tumorentwicklung und die Behandlungen nicht stark beeintrachtigt wurde. Die Leuko-
zyten-, Lymphozyten- und Monozytenzahlen waren in den Behandlungsgruppen mit BLM und OXP
leicht erhoht im Vergleich zur Gruppe mit OXP/BVZ, wobei diese Werte jedoch die normalen Refe-

renzbereiche nicht tiberschritten.

Die Erythrozyten- und Thrombozytenzahlen blieben ebenfalls in allen Gruppen stabil und innerhalb der
erwarteten Normbereiche. Ebenso waren die Hb- und HKT-Werte in allen Gruppen im physiologischen
Bereich. Dennoch wurden in der OXP/BVZ-Gruppe im Vergleich zu den BLM- und OXP-Gruppen
geringfiigig hohere Werte beobachtet.

Diese Unterschiede zwischen den Gruppen, insbesondere in Bezug auf die weillen Blutkérperchen und
die Hb- sowie HKT-Werte, erreichten jedoch keine statistische Signifikanz. Dies legt nahe, dass die
verschiedenen Behandlungen die Blutparameter im Allgemeinen nicht signifikant beeinflussten und
dass die beobachteten Variationen moglicherweise durch individuelle Unterschiede oder zufillige
Schwankungen verursacht wurden. Diese Ergebnisse bestétigen, dass die verabreichten Therapien keine
schwerwiegenden Auswirkungen auf die systemische Himatologie der Tiere hatten und die Tiere tiber

den gesamten Behandlungszeitraum eine stabile Blutphysiologie aufrechterhalten konnten.
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Tabelle 4.8.1: Ergebnisse der serologischen Untersuchung am Tag 13. Die Daten werden als Mittelwert +
SEM angegeben.

BLM oxp OXP/BVZ
Leukozyten 95+1 9,7+0,7 8,9+0,5
(10°/L)
Lymphozyten 4,603 4,603 42+0,2
(10°/L)
Monozyten 09+0,2 09+0,2 0,8+0,1
(10°/L)
Neutrophile 4,1+09 45+0,6 4,1+0,5
Granulozyten
(10°/L)
Erythrozyten 6,8 +£0,2 6,6 £0,2 6,6 0,2
(10™%/L)
Thrombozyten 604 + 36 584 +49.,4 592 + 38,2
(10°/L)
Himoglobin 13,1£0,3 129+0,2 13,3+0,2
(g/dL)
Himatokrit 37,3+1 36,4+1,2 38,1 £0,8
(“e)
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4.9 Unerwiinschte Ereignisse

In der vorliegenden Studie wurden keine unerwiinschten Ereignisse oder Komplikationen im Zusam-
menhang mit der Einfiihrung von Elektroden, der Applikation elektrischer Impulse oder der Verabrei-
chung der Medikamente festgestellt. Die sorgfiltige Uberwachung sémtlicher potenzieller Risiken und
Nebenwirkungen spielte dabei eine zentrale Rolle, um die Sicherheit der Tiere wahrend des gesamten
Experiments zu gewiahrleisten. Besonders hervorzuheben ist, dass trotz der invasiven Natur der einge-
setzten Methoden keinerlei klinische Anzeichen einer systemischen Entziindungsreaktion oder eines
Leberversagens bei den Versuchstieren beobachtet wurden, was auf eine hohe Vertriglichkeit der Ver-

fahren hinweist.

Die Abwesenheit schwerwiegender Nebenwirkungen bestitigt, dass sowohl die ECT als auch die i.v.
Verabreichung von BLM, OXP und OXP/BVZ bei den Tieren keine negativen Auswirkungen auf ihre
allgemeine Gesundheit hatten. Auch auf der histopathologischen Ebene wurden keine Hinweise auf eine
akute Schadigung von Lebergewebe oder anderen Organen festgestellt. Dies deutet darauf hin, dass die

Methoden und Substanzen nicht nur sicher, sondern auch gut vertréglich sind.

Dariiber hinaus zeigte sich im Verlauf der gesamten Studie, dass die Tiere trotz der Behandlungen ihre
normalen physiologischen Funktionen beibehielten, was sich in stabilen Vitalparametern und Verhal-
tensweisen, wie Nahrungsaufnahme, Aktivitdtsniveau und Reinigungsgewohnheiten, widerspiegelte.
Diese Beobachtungen sind von besonderer Bedeutung, da sie darauf hinweisen, dass die in der Studie

angewandten therapeutischen Ansétze nicht zu einer systemischen Belastung der Tiere fiihrten.

Die Abwesenheit unerwiinschter Effekte unterstreicht nicht nur die Sicherheit der eingesetzten Inter-
ventionen, sondern auch deren potenzielle klinische Relevanz. Diese Ergebnisse sind ermutigend und
legen nahe, dass die in dieser préklinischen Studie getesteten Verfahren eine vielversprechende Grund-
lage fiir die weitere Entwicklung und Anwendung in der klinischen Praxis darstellen kdnnten. Die hohe
Vertréglichkeit und das Fehlen negativer Auswirkungen auf die Leber und das allgemeine Wohlbefin-
den der Tiere sind entscheidende Faktoren, die fiir die Sicherheit und Effektivitit der ECT in zukiinfti-

gen klinischen Studien sprechen.
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5. Diskussion

In dieser Studie wurden die chemotherapeutischen Substanzen BLM, OXP und die Kombination aus
OXP und BVZ in der Behandlung von KRLLM verwendet und miteinander verglichen. Alle Gruppen
wurden mittels ECT behandelt, da bereits in unserer ersten Studie die Vorteile der ECT gegeniiber der
alleinigen Behandlung mit RE und der alleinigen i.v. Verabreichung von Chemotherapie ohne RE bei
KRLM aufgezeigt wurden (SPILIOTIS et al., 2023). Nachdem die Sicherheit und Machbarkeit von ECT
im Vergleich zu den anderen genannten Behandlungsmethoden nachgewiesen worden waren, testeten
wir in einer weiteren Studie verschiedene Verabreichungswege der Chemotherapie (i.v., i.t. oder i.v. +
i.t.) (SPILIOTIS et al., 2024). Die onkologischen Ergebnisse zeigten keine Verbesserung bei der Kom-
bination aus i.v.- und i.t.-Verabreichung im Vergleich zur alleinigen i.v.- oder i.t.-Verabreichung. Da
die i.v.-Verabreichung von Chemotherapeutika in der klinischen Praxis das iibliche Verfahren darstellt,
wurde der i.v.-Weg empfohlen und entsprechend in unserer Studie angewandt. In unseren beiden vor-
herigen Studien kam ECT unter Verwendung von BLM als chemotherapeutisches Mittel zum Einsatz,
da nachgewiesen wurde, dass die Zytotoxizitdt durch die Kombination mit RE um bis zu 1000-fach

verstiarkt werden kann (PROBST et al., 2018).

5.1 Interpretation der Nekrose und des apoptotischen Zelltodes

Im behandelten Bereich wurde Nekrose beobachtet, wiahrend im normalen Leberparenchym keine Nach-
weise erbracht werden konnten. Die BLM-Gruppe wies einen signifikant héheren Anteil an nekroti-
schem Gewebe (82,6%) im Vergleich zu den beiden anderen Gruppen auf, die mit OXP und OXP/BVZ
behandelt wurden (11% bzw. 26,3%). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit unserer vorherigen Stu-
die, die eine hohere Wirksamkeit von BLM in Kombination mit RE demonstrierte (SPILIOTIS et al.,
2023). Dieses Ergebnis wird nicht nur den Wirkmechanismen von RE zugeschrieben, sondern auch den
synergistischen Effekten, die durch die Kombination von hydrophilen Arzneimitteln wie BLM und OXP
mit RE entstehen (PROBST et al., 2018). Die Anwendung von RE fiihrt zu einer lokalen Erhhung der
Zellpermeabilitit fiir hydrophile Substanzen, die in der Regel nur eine eingeschrénkte Féhigkeit zur
Durchdringung von Zellmembranen aufweisen, wie in der Einleitung erldutert wurde (CONDELLO et

al., 2022).

Dariiber hinaus beeinflussen die Wirkmechanismen unterschiedlicher Chemotherapeutika auch das
Ausmal der Nekrosebildung. Obwohl BLM iiberwiegend Apoptose induziert, kann unter bestimmten
Bedingungen, wie ausgepragtem oxidativem Stress und erhéhten Spiegeln reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS), auch Nekrose auftreten (JING et al., 2019; VERNOLE et al., 1998). Es ist plausibel anzuneh-
men, dass solche Bedingungen in der aktuellen Studie vorlagen, was das hohere Mal3 an Nekrose in der

BLM-Gruppe beglinstigte.
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Die OXP- und OXP/BVZ-Gruppen zeigten einen geringeren Anteil an nekrotischem Gewebe, wobei
statistisch hochsignifikante Unterschiede im Vergleich zur BLM-Gruppe beobachtet wurden (jeweils p
<0,01). Der Vergleich dieser beiden Gruppen mit der BLM-Gruppe ergab einen statistisch signifikanten
Unterschied (p < 0,01). Es wurde berichtet, dass Elektroporationspulse die Zellaufnahme von BLM ef-
fektiver steigern als die von platinbasierten Medikamenten, wie Cisplatin (MIR, 2006). Wéhrend pla-
tinbasierte Medikamente iiberwiegend Apoptose induzieren, kann unter bestimmten Bedingungen auch
Nekrose auftreten, insbesondere bei hoheren Medikamentenkonzentrationen oder wenn apoptotische
Signalwege beeintriachtigt sind (GREENLEE et al., 2021). In der vorliegenden Studie ist es jedoch un-
wahrscheinlich, dass solche Bedingungen vorlagen, da die verwendeten SPF-Tiere weder Mutationen
aufwiesen noch gesundheitlich beeintrichtigt waren. Zudem wurde die Chemotherapie bewusst nicht in

exzessiv hoher Dosierung verabreicht, um unerwiinschte Nebenwirkungen zu minimieren.

Die Apoptose wurde in allen drei Gruppen anhand des gespaltenen Caspase-3 als Indikator des apopto-
tischen Zelltodes bewertet. Wahrend der Ausfithrungsphase der Apoptose spielt eine Kaskade von
Caspasen eine entscheidende Rolle. Sowohl die intrinsischen als auch die extrinsischen apoptotischen
Signalwege konvergieren an Caspase-3, einem zentralen Enzym in diesem Prozess (GALLUZZI et al.,

2018).

Die Ergebnisse zeigten, dass beide Gruppen, die OXP erhielten, eine hohere Anzahl an apoptotischen
Zellen aufwiesen. Konkret ergaben die OXP- und OXP/BVZ-Gruppen einen Mittelwert von 14,1 bzw.
13,3 positive Zellen pro HPF. Im Gegensatz dazu verzeichnete die BLM-Gruppe eine statistisch signi-
fikant niedrigere Anzahl positiver apoptotischer Zellen, mit einem Mittelwert von 7,2 pro HPF und ei-
nem p-Wert von weniger als 0,01 im Vergleich zu den anderen beiden Gruppen. Diese Befunde lassen
sich durch die Wirkmechanismen von Platinverbindungen erklaren, die DNA-Addukte und Interstrand-
Crosslinks bilden, welche fiir Zellen schwer reparierbar sind. Dies fiihrt zu einer verldngerten DNA-
Schadensantwort, einem Zellzyklus-Arrest sowie zur Aktivierung sowohl intrinsischer als auch extrin-
sischer apoptotischer Signalwege in Kolonkarzinomzellen. Im Gegensatz dazu induziert BLM vorwie-
gend Einzelstrangbriiche durch ROS, die hidufig durch DNA-Reparaturmechanismen der Zelle behoben
werden konnen (ARANGO et al., 2004; EASTMAN, 1987; WANG und LIPPARD, 2005; ZHOU et al.,
2020). Diese Ergebnisse konnten erkldren, warum bei der OXP-basierten Chemotherapie signifikant

mehr Caspase-3-positive Zellen nachgewiesen wurden im Vergleich zur BLM-Gruppe.

5.2 Interpretation der Ultraschall- und photoakustischen Bildgebung

Die einbezogenen Tiere wiesen vergleichbare Tumorentwicklungen und -eigenschaften auf. Am Be-
handlungstag zeigten die sonographischen und photoakustischen Untersuchungen, dass das Tumorvo-
lumen sowie die Werte fiir SO2 und HbT in den untersuchten Gruppen vergleichbar waren. Folglich
wurden die verschiedenen Behandlungsansitze an Tumoren mit dhnlicher Biologie sowie vergleichba-

rem Volumen und dhnlicher Vaskularisierung untersucht.
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Die Ergebnisse der Ultraschall- und photoakustischen Bildgebung zeigten eine Reduktion von SOz und
HbT in den Tumoren aller drei Gruppen. Nahezu alle Gruppen wiesen bei der Analyse der Werte vor
und nach der Behandlung eine statistisch signifikante Verédnderung auf. Diese Reduktion kann den vas-
kuldren Effekten der ECT zugeschrieben werden, die bereits in der Einleitung genannt und erldutert
wurden. Die Oxygenierung und Perfusion von Tumoren werden durch die ECT iiber den sogenannten
“vascular disrupting effect” und den “vascular lock effect” beeinflusst. Der “vascular disrupting effect”
beschreibt, wie RE die Permeabilitdt sowohl in Tumorzellen als auch in Endothelzellen erhoht, was zu
einer Unterbrechung des Blutflusses und zu einem ischdmischen Zelltod benachbarter Tumorzellen fiihrt
(MIKLAVCIC et al., 2014). Der “vascular lock effect” hingegen beruht auf einer Vasokonstriktion so-
wie auf Formverdnderungen der Endothelzellen, die zu einem erhohten vaskuldaren Widerstand und ge-
storten Zellverbindungen flihren. Dies resultiert in einem Proteinverlust, einem erhShten interstitiellen
Druck und einem reduzierten intravaskuldren Druck, was zur Hypoperfusion beitrdgt. Die Hypoperfu-
sion begiinstigt die Therapie, indem sie Arzneimittel im Tumorgewebe zuriickhilt, die Verweildauer
verlingert und Blutungen wihrend des Eingriffs verhindert (GEBOERS et al., 2020; MIKLAVCIC et
al., 2014; PROBST et al., 2018).

Nach dem Vergleich der SO.-Werte vor und nach der Behandlung wies die BLM-Gruppe eine stérkere
Reduktion des SO: (33,7%) auf als die beiden anderen Gruppen. Die Analyse der SO.-Werte nach der
Behandlung ergab einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der BLM-Gruppe und den bei-
den anderen Gruppen (p < 0,01). Die signifikante Reduktion der SO2-Werte in der BLM-behandelten
Gruppe ldsst sich durch die extensive Nekrose erklaren, die durch BLM induziert wird. Dariiber hinaus
spielt der sauerstoffabhidngige Mechanismus von BLM eine entscheidende Rolle, der die Produktion
von ROS umfasst, wie bereits erldutert wurde. Studien haben gezeigt, dass die zytotoxische Aktivitat
von BLM in gut oxygenierten Geweben verstirkt werden kann. Dies liegt daran, dass BLM wéhrend
des Prozesses aktiv O verbraucht, was zu einer lokalen Hypoxie in zuvor gut durchbluteten Tumoren
fiihrt (CHEN und STUBBE, 2005). Dieses Phdanomen konnte die ausgeprédgtere Reduktion der Tu-

moroxygenierung nach der BLM-Behandlung erkléren.

Im Gegensatz dazu entfaltet OXP seine antitumorale Wirkung durch die Bildung von Platin-DNA-
Addukten, die DNA-Quervernetzungen verursachen und zur Apoptose fiihren, unabhéngig vom Sauer-
stoffstatus des Tumors (FAIVRE et al., 2003; RAYMOND et al., 1998). Ahnlich wie BLM kann auch
OXP ROS erzeugen, was auf den platininduzierten oxidativen Stress innerhalb von Krebszellen zuriick-
zufiihren ist. Studien haben gezeigt, dass OXP oxidativen Stress induzieren kann, indem es die mito-
chondriale Funktion beeintrdchtigt, was zur Produktion von ROS fiihrt und zur Verstirkung seiner
apoptotischen Effekte beitragt (WANG und LIPPARD, 2005). Die Menge an ROS, die durch OXP er-
zeugt wird, ist jedoch in der Regel geringer, als die von Medikamenten wie BLM, deren Zytotoxizitét
auf oxidativen Mechanismen basiert (CHEN und STUBBE, 2005; RAYMOND et al., 1998). Das konnte
darauf hindeuten, dass OXP, trotz seiner Fahigkeit zur Erzeugung von ROS, im Vergleich zu BLM
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moglicherweise nicht in gleichem Ausmall zu einer ausgeprigten Reduktion der Oxygenierung in

KRLM beitragt.

Ahnlich wie die beobachtete Abnahme der SO.-Werte im Tumor kann die Reduktion der HbT-Werte in
allen drei Gruppen den Effekten der ECT auf die Tumoroxygenierung und -perfusion zugeschrieben
werden. Diese Effekte sind entscheidend fiir das Verstidndnis der Wechselwirkungen zwischen der ECT
und der tumorbedingten Mikroumgebung. Die stirkste Reduktion des HbT wurde in der BLM-Gruppe
beobachtet, wobei eine Abnahme von 12,7% im Vergleich der pri- und posttherapeutischen Werte fest-
gestellt wurde, was auf die signifikante Beeinflussung der Tumorperfusion durch die Behandlung hin-
weist (p < 0,01). Im Gegensatz dazu zeigte die Gruppe, die ausschlieflich mit OXP behandelt wurde,
lediglich eine geringfiigige Reduktion von 2,1%, was darauf hindeutet, dass die Wirkung von OXP auf
die Tumorperfusion im Vergleich zu BLM weniger ausgeprégt ist. Diese Unterschiede verdeutlichen
die unterschiedlichen Wirkmechanismen und deren Einfluss auf die tumorassoziierte vaskuldre Dyna-

mik.

Wie bereits dargelegt, kann der durch BLM verursachte Sauerstoffverbrauch, der eine lokale Hypoxie
im Tumorgewebe induziert, nicht nur die Oxygenierung, sondern auch die Hb-Spiegel verringern. Diese
Hypoxie fiihrt zu einer Reduktion der Himodynamik und kann die vaskuldre Schidigung verstéarken,
was letztlich zu einem verminderten Blutfluss und einer geringeren Hb-Versorgung des Tumors fiihrt.
Dieser Prozess verstirkt den Abfall der Oxygenierung weiter und hat tiefgreifende Auswirkungen auf
die Tumorpathophysiologie (CHEN und STUBBE, 2005). Im Gegensatz dazu konnte ein direkter Ein-
fluss platinbasierter Chemotherapeutika auf die Angiogenese in der wissenschaftlichen Literatur bislang
nicht abschliefend nachgewiesen werden (MARZO et al., 2022). Es lasst sich vermuten, dass der durch
OXP ausgeloste oxidative Stress weder so ausgeprégt noch so rasch eintritt wie bei BLM. Obwohl OXP
ebenfalls ROS generiert, geschieht dies auf indirektere und weniger O--abhédngige Weise, was den Un-
terschied in der Tumorreaktion erklaren kénnte (CHEN und STUBBE, 2005; RAYMOND et al., 1998).
Diese Unterschiede konnten die vergleichsweise geringeren Auswirkungen sowohl auf die Tu-
moroxygenierung als auch auf die HbT-Werte erkléren und legen nahe, dass die Wirkmechanismen von
platinbasierten Chemotherapeutika und BLM in Bezug auf die vaskuldre Dynamik und die Tumorum-

gebung grundlegend unterschiedlich sind.

BVZ, ein anti-angiogener Wirkstoff, hemmt die Neubildung von Blutgefiflen und stabilisiert beste-
hende, hdufig durchléssige GefaBe. Dies fiihrt zu einer Reduktion des Tumorblutflusses, da die Gefal3e
weniger durchlédssig und der Blutstrom eingeschriankt werden (FERRARA et al., 2004). Diese Unter-
brechung der Blutversorgung resultiert in einer verminderten Zufuhr von O2 und Hb zum Tumorgewebe,
was wiederum den hypoxischen Zustand des Tumors verstirkt (JAIN, 2005). In Kombination mit OXP
entfaltet BVZ einen synergistischen Effekt, indem es die abnormalen Blutgeféafle des Tumors teilweise

normalisiert, was zu einer effizienteren, jedoch weiterhin eingeschriankten O.-Versorgung fiihrt
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(GIANTONIO et al., 2007). Diese Kombination bewirkt nicht nur eine Hypoxie, sondern kann auch die
zytotoxischen Effekte von OXP steigern.

Forschungsergebnisse legen nahe, dass Tumore unter hypoxischen Bedingungen empfindlicher gegen-
iiber bestimmten Chemotherapeutika werden konnen, die oxidativen Stress induzieren, wie beispiels-
weise OXP. Hypoxie kann das Tumorgewebe anfilliger flir DNA-Schdden und den daraus resultieren-
den Zelltod machen, wodurch die Effektivitit der Therapie erhoht wird (WOUTERS und
KORITZINSKY, 2008). Dies zeigt, wie wichtig das Zusammenspiel zwischen den vaskuldren Effekten

und der Chemotherapie fiir den Therapieerfolg ist.

Die OXP/BVZ-Gruppe wies im Vergleich zur OXP-Monotherapie eine deutlich stirkere Reduktion der
SO:- und HbT-Werte im Tumor auf. Ein statistisch signifikanter Unterschied in den SO.-Werten nach
der Behandlung konnte zwischen diesen beiden Gruppen festgestellt werden, wobei der p-Wert 0,043
betrug. Trotz der stirkeren Reduktion der SO2- und HbT-Werte in der OXP/BVZ-Gruppe im Vergleich
zur Monotherapie mit OXP waren die Effekte in Bezug auf die Tumoroxygenierung und -perfusion nicht

so ausgepragt wie die dokumentierten Wirkungen von BLM.

Dies lasst sich, wie bereits erwihnt, durch den O:-abhéngigen, ROS-gesteuerten Mechanismus von
BLM und dessen direkte Schiddigung der Tumorblutgefile erkldren. Nach der Verabreichung von BVZ
wird die GefaBstruktur innerhalb von Tumoren morphologisch verbessert, was zur Reduktion der Hy-
poxie und des interstitiellen Fliissigkeitsdrucks fiihrt. Ellis, L. M. beschrieb diesen Prozess als “vascu-
lature normalization”, der die Eindringung von Chemotherapeutika in das Tumorgewebe erleichtert und
somit die therapeutische Wirksamkeit erhoht (ELLIS, 2006). Dariiber hinaus konnte in einer Phase-II-
Studie gezeigt werden, dass Patienten mit nicht-resezierbaren Lebermetastasen von einer neoadjuvanten
Chemotherapie, bestehend aus BVZ in Kombination mit Capecitabin und OXP (XELOX), profitieren.
Eine vielversprechende Konversionsrate von 42,2% zu einem resezierbaren Zustand wurde erreicht, was
die potenzielle Wirksamkeit der Kombinationstherapie mit dem VEGF-Inhibitor BVZ unterstreicht
(CHEN et al., 2018).

Diese Ergebnisse verdeutlichen den synergistischen Effekt von BVZ, das durch die Normalisierung der
Tumorvaskulatur nicht nur die Verteilung von OXP verbessert, sondern auch den hypoxischen Zustand
des Tumors verstérkt, wodurch die Sensibilitit des Tumors gegeniiber der Chemotherapie erhdht wird.
Dieser komplexe Mechanismus, der auf die Wechselwirkungen zwischen BVZ und OXP zuriickzufiih-
ren ist, hebt die Bedeutung der Kombinationstherapie in der Behandlung von metastasierten Tumoren

hervor.

5.3 Interpretation der Angiogenese

Ubereinstimmend mit der Reduktion der HbT-Werte im Tumorgewebe nach ECT in den BLM- und
OXP/BVZ-Gruppen zeigte die immunhistochemische Analyse der CD31-positiven Mikrogefél3e, dass

die Angiogenese in diesen Gruppen wesentlich vermindert war als in der Gruppe, die ausschlieBlich mit
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OXP behandelt wurde. Die durch OXP induzierte Bildung von ROS fiihrt zu einem Anstieg des VEGF-
A-Spiegels, welcher wiederum eine verstirkte Fenestration des sinusoidalen Endothels bewirkt
(KOPETZ et al., 2009; MAY et al., 2011; OVERMAN et al., 2010; YOKOMORI et al., 2003). Diese
strukturellen Verdnderungen konnen zu endothelialen Mikrodissektionen und regionalen vaskulédren
Obstruktionen flihren, was ein charakteristisches Merkmal der HSI darstellt (MAY et al., 2011;
OVERMAN et al., 2010; YOKOMORI et al., 2003). Diese durch OXP ausgeldsten Endothelldsionen
sowie die Erhohung der vaskuldren Permeabilitit kdnnten eine pro-angiogene Reaktion stimulieren, was
die vermehrte CD31-Positivitit in der OXP-Gruppe erklirt. Die geringere CD31-Expression in den
BLM- und OXP/BVZ-Gruppen kénnte auf eine effektivere Hemmung der Tumorangiogenese durch die
vaskuldren Effekte der ECT sowie durch die anti-angiogenen Eigenschaften von BVZ zuriickzufiihren
sein. Diese Beobachtungen verdeutlichen die unterschiedlichen Mechanismen der Tumorgefaf3schadi-
gung zwischen den verschiedenen Therapieansédtzen und ihre Auswirkungen auf die Neovaskularisation

des Tumors.

Die HSI stellt eine bekannte Toxizitdt von OXP dar und manifestiert sich klinisch durch Splenomegalie,
die durch einen erhéhten portalen Venendruck hervorgerufen werden kann (KANDUTSCH et al., 2008;
OVERMAN et al., 2010). Diese pathophysiologischen Verdanderungen fiithren wiederum zu einer per-
sistierenden Thrombozytopenie, was das Risiko von Blutungen bei Patienten mit mKRK erhoht, die sich
aufgrund der portalen Hypertension einer Leberresektion unterziechen miissen (ALOIA et al., 2006;
KANDUTSCH et al., 2008; OVERMAN et al., 2010). Wie bereits in der Einleitung erwahnt, haben
Studien gezeigt, dass die zusitzliche Gabe von BVZ die Inzidenz einer leichten bis moderaten Throm-
bozytopenie im Rahmen von Behandlungen mit 5-FU und OXP reduzieren konnte (OVERMAN et al.,
2018a). Diese Schutzwirkung wird darauf zurtickgefiihrt, dass BVZ die durch OXP induzierte HSI sowie
die damit einhergehende Splenomegalie abschwichen kdnnte, was zu einer Reduktion des portalen Ve-

nendrucks fiihrt und somit die Entstehung einer Thrombozytopenie verringert.

5.4 Allgemeiner Gesundheitszustand der Tiere

In der vorliegenden Studie erwies sich die ECT in Kombination mit den drei Behandlungsansitzen als
sichere und gut vertrdgliche Methode, ohne dass wihrend der postinterventionellen Phase unerwiinschte
Ereignisse auftraten. Wahrend der Experimente konnten keine signifikanten Unterschiede oder Reduk-
tionen des KGs sowie des allgemeinen Gesundheitszustands der behandelten Tiere festgestellt werden.
Die Entziindungsmarker lagen nach der Behandlung innerhalb der normalen Referenzwerte, was mit

den Ergebnissen anderer experimenteller Studien tibereinstimmt (ZMUC et al., 2019).

Zusétzlich wurde festgestellt, dass trotz der Insertion der Nadelelektrode in das hepatische Parenchym
wihrend und nach der Intervention keine Blutungskomplikationen auftraten. Dieses Ergebnis stimmt
mit den Ergebnissen der Blutzellanalyse iiberein, die zeigte, dass die Werte fiir Hb, HKT und die Anzahl

der roten Blutkdrperchen in allen behandelten Gruppen vergleichbar waren. Das Fehlen von Blutungen
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kann auf die voriibergehende lokale Hypoperfusion sowie die Elektrokoagulation an der Injektionsstelle
der Nadel zuriickgefiihrt werden, die durch den hochintensiven Strom an der Nadeloberfldche verursacht
wird. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die ECT in diesem Kontext nicht nur sicher, sondern

auch mit minimalen Komplikationen verbunden ist.

5.5 Limitationen der Arbeit

Obwohl diese Dissertation wertvolle Erkenntnisse zur Wirksamkeit der ECT bei KRLM liefert, miissen

einige Limitationen in Betracht gezogen werden.

Erstens wurde die Untersuchung ausschlieBlich an einem Tiermodell durchgefiihrt, das zwar wichtige
Informationen tiber die Effekte und Mechanismen der ECT bereitstellt, jedoch die komplexen biologi-
schen Prozesse des menschlichen Organismus nur begrenzt widerspiegelt. Insbesondere die physiologi-
schen Unterschiede zwischen dem Rattenmodell und dem menschlichen Patienten kdnnten zu abwei-
chenden Ergebnissen in der klinischen Praxis fithren. Aus diesem Grund ist die Ubertragbarkeit der
vorliegenden Daten auf den Menschen nur bedingt moglich. Zukiinftige Studien sind daher erforderlich,
um die Relevanz dieser Erkenntnisse im klinischen Kontext zu validieren und die potenzielle Anwen-

dung der ECT bei Patienten mit KRLM weiter zu erforschen.

Die alleinige Verwendung von OXP kann insbesondere bei niedrigeren Dosierungen zur Entwicklung
einer Resistenz in kolorektalen Krebszellen fithren, wie bereits in fritheren Studien beobachtet wurde
(MARTIN et al., 2008). Hohere Dosierungen von OXP hingegen bergen das Risiko, sowohl gesundes
als auch tumordses Gewebe zu schidigen, was eine erhohte Toxizitédt zur Folge haben konnte. Der Ein-
satz von Kombinationstherapien, wie FOLFOX oder FOLFIRI, kénnte nicht nur der Resistenzentwick-
lung entgegenwirken, sondern auch die systemische Toxizitdt verringern. Dies legt nahe, dass der po-
tenzielle Nutzen solcher Therapieregime in zukiinftigen Studien weiter untersucht werden sollte

(KOPETZ et al., 2009; MARTIN et al., 2008).

Ein weiterer begrenzender Faktor war die geringe Anzahl der Versuchstieren, die gemall dem 3R-Prin-
zip (Replacement, Reduction, Refinement) eingesetzt wurde (RUSSELL et al., 1959). Obwohl dieser
Ansatz ethisch gerechtfertigt ist, konnte die begrenzte Stichprobengrofle die statistische Aussagekraft
der Ergebnisse eingeschriankt haben. Eine grofere Stichprobe hitte nicht nur die Aussagekraft erhoht,
sondern auch differenziertere Analysen unerwiinschter Ereignisse sowie der Langzeiteffekte der Be-
handlung ermdglicht. Die geringe Tieranzahl schrinkt zudem die Verallgemeinerbarkeit der Ergebnisse
ein und macht eine Replikation der Studie mit einer groBeren Population erforderlich, um die Robustheit

der Ergebnisse zu bestitigen.

Dariiber hinaus wurde in dieser Studie ausschlieflich die Behandlung von KRLM untersucht, was die
Generalisierbarkeit der Ergebnisse einschrinkt. Die Ubertragbarkeit der Resultate auf Tumoren mit ab-
weichender Pathophysiologie, wie beispielsweise HCC, ist begrenzt, da diese Tumoren unterschiedliche

Vaskularisierungs- und Perfusionsmuster aufweisen. Diese Unterschiede konnten zu variierenden
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Reaktionen auf die ECT in Kombination mit verschiedenen Chemotherapeutika fithren (EL JABBOUR
et al., 2019). Zukiinftige Studien sollten daher Tumoren mit unterschiedlicher biologischer Beschaffen-
heit in die Untersuchung einbeziehen, um die Anwendung der ECT auf weitere Tumorarten zu evaluie-

ren und die allgemeine Ubertragbarkeit der Ergebnisse zu priifen.

Die Untersuchung potenzieller Langzeitfolgen der Behandlung, wie etwa die Rezidivrate des Tumors
oder mogliche Langzeittoxizitdten, war in dieser Studie nicht moglich. Dies ist unter anderem auf die
begrenzte Lebensspanne von Ratten zuriickzufiihren, welche keine langfristigen Beobachtungen zulésst.
Da diese Aspekte jedoch von entscheidender Bedeutung fiir die Bewertung der klinischen Relevanz der
Therapie sind, sollten sie in zukiinftigen Studien Beriicksichtigung finden, vorzugsweise unter Einsatz

von Modellen, die eine ldngere Nachbeobachtungszeit ermoglichen.

5.6 Schlussfolgerung

In dieser Dissertation wurde die Wirksamkeit der ECT mit i.v. Verabreichung von BLM, OXP und der
Kombination aus OXP und BVZ zur Behandlung von KRLM in einem Rattenmodell untersucht. Die
Ergebnisse zeigen, dass BLM in Kombination mit ECT eine signifikant hohere Wirksamkeit in Bezug
auf die Reduktion von Tumoroxygenierung, Tumorperfusion und Tumorvaskularisierung aufweist, ver-

glichen mit den beiden OXP-basierten chemotherapeutischen Schemata.

Obwohl OXP in der Standardkombinationstherapie fiir KRK weit verbreitet ist, zeigte es in Kombina-
tion mit ECT eine geringere Wirksamkeit im Vergleich zu BLM. Die Zugabe von BVZ zu OXP fiihrte
zwar zu verbesserten Ergebnissen hinsichtlich der Reduktion der Tumoroxygenierung, Tumorperfusion
und Tumorneovaskularisierung im Vergleich zur OXP-Monotherapie, dennoch zeigte sich BLM als
iiberlegen. Diese Ergebnisse heben die potenziell hohere Effektivitit von BLM in der ECT bei der Be-

handlung von KRLM im Vergleich zu den anderen untersuchten Substanzen hervor.

Auf Basis dieser Erkenntnisse wire es sinnvoll, kiinftige experimentelle Studien durchzufiihren, die
kombinierte Chemotherapieprotokolle wie FOLFOX, FOLFIRI oder FOLFOXIRI in Kombination mit
ECT evaluieren, um die Wirksamkeit der leitlinienbasierten Therapien in Verbindung mit dieser Tech-
nologie zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wurden gezielt einzelne chemotherapeutische Sub-
stanzen eingesetzt, um deren spezifische Effekte sowie mogliche unerwiinschte Ereignisse in Kombina-

tion mit ECT zu analysieren.

Zusammenfassend liefert diese Untersuchung wertvolle Informationen zur Anwendung der ECT bei
hepatischen Metastasen des KRKs und hebt das Potenzial von BLM als besonders effektives Chemothe-
rapeutikum hervor. Die Ergebnisse bilden die Grundlage fiir weiterfithrende Studien und die potenzielle
Weiterentwicklung kombinierter Therapieansétze, um die klinische Behandlung von Patienten mit fort-

geschrittenem KRK zu optimieren.
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9. Anhang

Gepaarte Stichproben

Tabelle 1: Ultraschall und photoakustische Bildgebung - Statistik bei gepaarten Stichproben

Gruppen

Paar 1

Paar 2

Paar 3

Paar 1

Paar 2

Paar 3

Paar 1

Paar 2

Paar 3

Volume pretreatment (mm?)

Volume posttreatment
(mm?)

SO2 Avr Total 3D
pretreatment (%)

SO2 Avr Total 3D
posttreatment (%)

HbT 3D, pretreatment
HbT 3D, posttreatment

Volume pretreatment (mm?)

Volume posttreatment
(mm?)

SO2 Avr Total 3D
pretreatment (%)

SO2 Avr Total 3D
posttreatment (%)

HbT 3D, pretreatment
HbT 3D, posttreatment

Volume pretreatment (mm?)

Volume posttreatment
(mm’)

SO2 Avr Total 3D
pretreatment (%)

SO2 Avr Total 3D
posttreatment (%)

HbT 3D, pretreatment

HbT 3D, posttreatment

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ

N

Mittelwert

32.97

32.23

80.10

46.38

3111832245

2715357914

30.49

30.39

78.95

74.29

3110611485

3045090523

35.83

35.48

76.39

64.30

3100933663

2996377346

SEM

3.62

5.24

1.87

4.87

277974915

249346777

2.49

6.53

1.37

1.50

123307774

133173573

3.18

3.81

2.40

2.47

220795545

189454532
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Tabelle 2: Ultraschall und photoakustische Bildgebung - T-Test (Test bei gepaarten Stichproben)

Gruppen

Paar

1 Paar

Paar

Paar

2 Paar

Paar

Paar

3 Paar

Paar
3

Volume
pretreatment -
posttreatment
(mm?)

SO2 Avr Total
3D pretreatment
- posttreatment
(%)

HbT 3D,
pretreatment -
posttreatment

Volume
pretreatment -
posttreatment
(mm?)

SO2 Avr Total
3D pretreatment

- posttreatment
(%)

HbT 3D,
pretreatment -
posttreatment

Volume
pretreatment -
posttreatment
(mm?)

SO2 Avr Total
3D pretreatment

- posttreatment
(%)

HbT 3D,
pretreatment -
posttreatment

95% Konfidenzintervall
der Differenz

Mittelwert
0.74 3.86 -8.38
33.73 6.15 19.18
396474331 77147457 214049582
0.10 3.58 -6.92
4.66 0.51 3.46
65520962 37754025 -23753122
0.35 3.48 -6.47
12.09 1.05 9.61
104556316 37891539 14957064

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ

SEM  Untergrenze Obergrenze T

9.86 0.192
48.27 5.484
578899080 5.139
7.12 -6.080
5.86 9.201
154795045 1.735
7.17 -4.957
14.57 11.522

194155569  2.759

Signifikanz
o Pt
7 0.853
7 0.001
7 0.001
7 0.973
7 0.00001
7 0.126
7 0.736
7 0.0000008
7 0.028
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Deskriptive Statistik

Tabelle 3: Ultraschall und photoakustische Bildgebung vor und nach der Behandlung

(Deskriptive Statistik)

Gruppe
1
Volume 2
pretreatment
(mm?) 3
Gesamt
1
SO2 Avr Total
3D
pretreatment 3
(%)
Gesamt
1
HbT 3D, 2
pretreatment 3
Gesamt
1
Volume 2
posttreatment
(mm?) 3
Gesamt
1
SO2 Avr Total
3D
posttreatment 3
(%)
Gesamt
1
HbT 3D, 2
posttreatment 3
Gesamt

N

8

8

8

24

Mittelwert

32.97

30.49

35.83

33.10

80.10

78.95

76.39

78.48

3111832245

3110611485

3100933663

3107792464

32.23

30.39

3548

32.70

46.38

74.29

64.30

61.65

2715357914

3045090523

2996377346

2918941928

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 = 0XP/BVZ

SEM

3.62

2.49

3.18

3.10

1.87

1.37

2.40

1.11

277974915

123307774

220795545

1197007167

5.24

6.53

3.81

2.96

4.87

1.50

2.47

3.01

249346777

133173573

189454532

112544382

95%-Konfidenzintervall fiir
den Mittelwert

Untergrenze Obergrenze
24.41 41.53
25.61 35.37
29.60 42.06
26.54 39.65
75.68 84.52
75.71 82.19
70.72 82.06
76.18 80.78

2454526019 3769138470

2819034931 3402188038

2578835161 3623032163

2860172666 3355412262
19.84 44.62
14.94 45.84
26.47 44.49
26.57 38.83
34.86 57.89
70.74 77.83
58.46 70.14
55.43 67.88

2125746477 3304969350

2730185064 3359995983

2548388567 3444366126

2686126136 3151757719

Minimum

21.42

20.56

26.00

22.66

73.00

74.60

65.10

65.10

1771042392

2730222362

2310773316

1771042392

13.96

11.68

18.59

11.68

15.70

69.30

52.60

15.70

1411730216

2545911982

2309175638

1411730216

Maximum

55.26

53.48

43.65

50.80

87.70

86.80

83.30

87.70

4431123232

3665309148

4462904190

4462904190

61.28

69.70

48.37

69.70

61.50

81.30

71.30

81.30

3855417368

3659343592

4147715228

4147715228
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Histopathologische und immunhistochemische Untersuchung - aufier PCNA

Tabelle 4: HE (Deskriptive Statistik)

95%-Konfidenzintervall fiir den

Gruppe N  Mittelwert SEM Mittelwert Minimum Maximum
Untergrenze Obergrenze
1 8 18.80 1.70 14.78 22.82 13.30 27.40
Tumor mm? 2 8 17.53 3.73 8.70 26.36 3.07 31.13
3 8 13.82 2.97 6.79 20.85 3.47 27.17
Gesamt 24 16.72 1.67 13.26 20.18 3.07 31.13
1 8 15.86 2.02 11.09 20.64 9.10 26.30
Nekrose mm? 2 8 1.76 0.41 0.78 2.74 0.55 3.69
3 8 3.58 0.95 1.35 5.82 0.92 8.01
Gesamt 24 7.07 1.49 3.98 10.15 0.55 26.30
1 8 0.83 0.04 0.73 0.93 0.68 0.98
Prozent 2 8 0.11 0.01 0.08 0.14 0.05 0.18
Nekrose 3 8 0.26 0.04 0.17 0.35 0.14 0.40
Gesamt 24 0.40 0.07 0.26 0.54 0.05 0.98

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ

Tabelle 5: Caspase-3 (Deskriptive Statistik)

95%-Konfidenzintervall fiir den

Gruppe N  Mittelwert SEM Mittelwert Minimum Maximum
Untergrenze Obergrenze
1 8 7.16 0.66 5.60 8.73 4.60 11.00
Caspase 2 8 14.13 1.37 10.89 17.36 9.00 21.00
Zellen/HPF 3 8 13.25 1.21 10.38 16.12 9.60 17.90
Gesamt 24 11.51 0.89 9.66 13.36 4.60 21.00

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ

Tabelle 6: MPO (Deskriptive Statistik)

95%.-Konfidenzintervall fiir den

Gruppe N Mittelwert SEM Mittelwert Minimum Maximum
Untergrenze Obergrenze
1 8 7.05 0.62 5.59 8.51 4.60 9.50
MPO 2 8 10.10 1.42 6.74 13.46 5.00 16.00
Zellen/HPF 3 8 11.01 0.92 8.83 13.19 8.00 15.70
Gesamt 24 9.39 0.67 7.99 10.78 4.60 16.00

Gruppe: 1=BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ

Tabelle 7: CD31 (Deskriptive Statistik)

95%-Konfidenzintervall fiir den

Gruppe N  Mittelwert SEM Mittelwert Minimum Maximum
Untergrenze Obergrenze
1 8 69.88 11.347 43.04 96.71 12 97
2 8 95.00 4512 84.33 105.67 79 112
-2
CD31 (mm) 3 8 80.63 4,004 71.16 90.09 66 98
Gesamt 24 81.83 4.622 72.27 91.39 12 112

Gruppe: 1=BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ
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Serologische Untersuchungen

Tabelle 8: Serologische Untersuchungen (Deskriptive Statistik)

95% Konfidenzintervall

N  Mittelwert SEM Minimum Maximum
Untergrenze Obergrenze
1 ] 9.49 1.02 7.07 11.90 5.59 13.44
Leukozyten 2 ] 9.66 0.68 8.06 11.27 6.95 12.45
(10°/L) 3 ] 8.97 0.52 7.75 10.19 7.06 10.91
Gesamt 24 9.37 0.43 8.49 10.26 5.59 13.44
1 ] 4.62 0.28 3.96 5.28 3.37 5.56
Lymphozyten 2 { 4.62 0.34 3.80 5.43 3.03 5.65
(10°/L) 3 { 4.19 0.24 3.62 4.75 3.25 5.16
Gesamt 24 4.47 0.17 4.13 4.82 3.03 5.65
1 ] 0.85 0.20 0.39 1.31 0.19 1.60
Monophilen 2 ] 0.85 0.15 0.49 1.21 0.32 1.47
(10°/L) 3 ] 0.81 0.12 0.53 1.09 0.49 1.34
Gesamt 24 0.84 0.09 0.66 1.02 0.19 1.60
1 ] 4.08 0.87 2.03 6.13 0.73 7.15
Neutrophilen ) ] 4.54 0.59 3.16 5.93 2.40 7.04
(10°/L) 3 ] 4.05 0.50 2.87 5.23 2.01 6.58
Gesamt 24 4.23 0.37 3.46 5.00 0.73 7.15
1 ] 6.79 0.22 6.27 7.30 5.56 7.57
Erythrozyten ) ] 6.63 0.19 6.17 7.09 5.85 7.16
(10**¥/L) 3 ] 6.57 0.20 6.09 7.05 5.46 7.15
Gesamt 24 6.66 0.11 6.42 6.90 5.46 7.57
1 ] 13.05 0.34 12.24 13.86 11.80 14.30
Himoglobin 2 ] 12.94 0.23 12.40 13.47 11.90 13.90
(g/dl) 3 ] 13.28 0.19 12.84 13.71 12.70 14.10
Gesamt 24 13.09 0.15 12.79 13.39 11.80 14.30
1 ] 37.30 1.00 34.93 39.67 31.50 40.03
Himatokrit 2 ] 36.38 1.20 33.54 39.22 31.76 40.65
(%) 3 ] 38.13 0.76 36.33 39.93 35.67 41.95
Gesamt 24 37.27 0.57 36.08 38.46 31.50 41.95
1 ] 604.00 36.02 518.83 689.17 419.00 699.00
Thrombozyten 2 ] 584.00 49.46 467.03 700.97 423.00 766.00
(10°/L) 3 ] 592.00 38.26 501.53 682.47 400.00 799.00
Gesamt 24 593.33 23.05 545.65 641.01 400.00 799.00

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ
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Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)

Tabelle 9: Ultraschall und photoakustische Bildgebung vor und nach der Behandlung (ANOVA)

Volume
pretreatment
(mm?)

SO2 Avr Total
3D
pretreatment
(70)

HbT 3D,
pretreatment

Volume
posttreatment
(mm’)

SO2 Avr Total
3D
posttreatment
(%)

HbT 3D,
posttreatment

Zwischen den
Gruppen

Innerhalb der
Gruppen
Gesamt
Zwischen den
Gruppen
Innerhalb der
Gruppen
Gesamt
Zwischen den
Gruppen
Innerhalb der
Gruppen
Gesamt
Zwischen den
Gruppen
Innerhalb der
Gruppen
Gesamt
Zwischen den
Gruppen
Innerhalb der
Gruppen
Gesamt
Zwischen den
Gruppen
Innerhalb der
Gruppen

Gesamt

Quadratsumme

100.83

4500.29
4598.24

57.81

622.63
680.44

570478899948104

7908629881788280000
7909200360688230000

106.35

4740.97
4847.33

3200.44

1796.56
4997.00

506849304344296000

6484913975245740000

6991763279590030000

df

21

23

21

23

21

23

21

23

21

23

21

23

Mittel der Quadrate

50.42

214.30

2891

29.65

285239449974052

376601422942299000

53.18

225.76

1600.22

85.55

253424652172148000

308805427392654000

F

0.28

0.97

0.01

0.24

18.70

0.82

Signifikanz

0.745

0.394

0.999

0.792

0.00002

0.454
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Histopathologische und immunhistochemische Untersuchung - aufler PCNA

(ANOVA)

Tabelle 10: HE (ANOVA)

Qudratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
Zwischen den 107.16 2 53.58 078 0.470
Gruppen
2
Tumor mm? Innerhalb der 1437 11 71 68.43
Gruppen
Gesamt 1544.27 23
Zwischen den 941.40 2 470.70 3435 0.0000002
Gruppen
2
Nekrose mm? Innerhalb der 28779 21 13.70
Gruppen
Gesamt 1229.19 23
Zwischen den 2.8 2 1.14 125.25 0.000000002
Gruppen
Prozent Innerhalb der
Nekrose 0.19 21 0.01
Gruppen
Gesamt 2.47 23
Tabelle 11: Caspase-3 (ANOVA)
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
Zwischen den 230.13 2 115.07 1141 0.0004
Gruppen
Caspase Innerhalb der
Zellen/HPF 211.73 21 10.08
Gruppen
Gesamt 441.87 23
Tabelle 12: MPO (ANOVA)
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
Zwischen den 68.90 2 34.45 3.97 0.034
Gruppen
MPO Innerhalb d
Zellen/HPF erha’h der 182.19 21 8.68
Gruppen
Gesamt 251.09 23
Tabelle 13: CD31 (ANOVA)
Quadratsumme df Mittel der Quadrate F Signifikanz
Zwischen den 2542.58 2 1271.29 2.89 0.078
Gruppen
—2
CD31 (mm™2) Innerhalb der 0048.75 21 440 42
Gruppen
Gesamt 11791.33 23
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Serologische Untersuchungen

Tabelle 14: Serologische Untersuchungen (ANOVA)

Leukozyten
(10°/L)

Lymphozyten
(10°/L)

Monophilen
(10°/L)

Neutrophilen
(10°/L)

Erythrozyten
(10%/L)

Himoglobin
(/dl)

Hamatokrit
(%)

Thrombozyten
(10°/L)

Zwischen den
Gruppen
Innerhalb der
Gruppen
Gesamt
Zwischen den
Gruppen
Innerhalb der
Gruppen
Gesamt
Zwischen den
Gruppen
Innerhalb der
Gruppen
Gesamt
Zwischen den
Gruppen
Innerhalb der
Gruppen
Gesamt
Zwischen den
Gruppen
Innerhalb der
Gruppen
Gesamt
Zwischen den
Gruppen
Innerhalb der
Gruppen
Gesamt
Zwischen den
Gruppen
Innerhalb der
Gruppen
Gesamt
Zwischen den
Gruppen
Innerhalb der
Gruppen
Gesamt

Quadratsumme

2.06

99.05
101.11
0.99

14.22
15.21
0.01

4.20
421
1.22

75.33
76.55
0.20

7.06
7.26
0.47

11.29
11.77
12.24

169.57
181.81
1621.33

291636.00
293257.33

df

21
23

21
23

21
23

21
23

21
23

21
23

21
23

21

Mittel der Quadrate

1.03

4.72

0.50

0.68

0.00

0.20

0.61

3.59

0.10

0.34

0.24

0.54

6.12

8.07

810.67

13887.43

F

0.22

0.73

0.02

0.17

0.29

0.44

0.76

0.06

Signifikanz

0.806

0.492

0.977

0.845

0.748

0.650

0.481

0.943
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Post-hoc-Tests bei einfaktorieller Varianzanalyse

Tabelle 15a: Ultraschall und photoakustische Untersuchung vor der Behandlung (Post-hoc-Tests)

Abhingige
Variable

Volume
pretreatment
(mm’)

SO2 Avr Total 3D
pretreatment (%)

HbT 3D,
pretreatment

Tests

LSD

Bonferroni

Games-Howell

LSD

Bonferroni

Games-Howell

LSD

Bonferroni

Games-Howell

Gruppen Gruppen

(U] @
1 2
3
2 1
3
3 1
2
2
1
3
2 1
3
3 1
2
2
1
3
2 1
3
1
3
2
1 2
3
1
2
3
3 1
2
1 2
3
2 1
3
3 1
2
1 2
3
2 1
3
1
3
2
1 2
3
2 1
3
1
3
2
1 2
3
2 1
3
3 1
2
2
1
3
2 1
3
3 1
2

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ

Mittlere
Differenz (I-J)

2.48
-2.86
-2.48
-5.34
2.86
5.34
2.48
-2.86
-2.48
-5.34
2.86
5.34
2.48
-2.86
-2.48
-5.34
2.86
5.34
1.15
3.71
-1.15
2.56
-3.71
-2.56
1.15
3.71
-1.15
2.56
-3.71
-2.56
1.15
3.71
-1.15
2.56
-3.71
-2.56
1220759.750
10898582.000
-1220759.750
9677822.250
-10898582.000
-9677822.250
1220759.750
10898582.000
-1220759.750
9677822.250
-10898582.000
-9677822.250
1220759.750
10898582.000
-1220759.750
9677822.250
-10898582.000
-9677822.250

SEM

6.11

6.11

6.11

6.11

6.11

6.11

6.11

6.11

6.11

6.11

6.11

6.11

7.21

5.58

6.54

5.82

5.58

5.82

2.72

2.72

2.72

2.72

2.72

2.72

2.72

2.72

2.72

2.72

2.72

2.72

2.32

3.04

2.32

2.76

3.04

2.76
306839299.529
306839299.529
306839299.529
306839299.529
306839299.529
306839299.529
306839299.529
306839299.529
306839299.529
306839299.529
306839299.529
306839299.529
304096795.010
354993980.764
304096795.010
252894207.313
354993980.764
252894207.313

95% Konfidenzintervall

Untergrenze Obergrenze
-17.56 12.45
-16.87 15.79
-19.73 11.73
-14.37 19.93
-19.53 21.95
-13.71 20.58
-21.80 14.95
-20.38 16.34
-26.63 13.58
-13.33 21.93
-16.55 23.95
-21.21 22.13
-19.46 14.52
-21.76 22.89
-25.99 24.61
-12.89 19.54
-15.38 26.91
-14.74 15.41

-4.51 6.81
-1.95 9.38
-6.81 4,51
-3.10 8.22
-9.38 1.95
-8.22 3.10
-5.93 8.23
-3.37 10.80
-8.23 5.93
-4.52 9.64
-10.80 3.37
-9.64 4.52
-4.98 7.28
-4.30 11.72
-7.28 4.98
-4.88 10.01
-11.72 4.30
-10.01 4.88

-636886495.66  639328015.16

-627208673.41  649005837.41

-639328015.16  636886495.66

-628429433.16  647785077.66

-649005837.41  627208673.41

-647785077.66  628429433.16

-796975637.52  799417157.02

-787297815.27  809094979.27

-799417157.02  796975637.52

-788518575.02  807874219.52

-809094979.27  787297815.27

-807874219.52  788518575.02

-837352276.77  839793796.27

-923680642.50  945477806.50

-839793796.27  837352276.77

-673543317.72  692898962.22

-945477806.50  923680642.50

-692898962.22  673543317.72

Signifikanz

0.662
0.841
0.599
0.631
0.531
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
0.931
0.974
0.713
0.877
0.712
1.000
0.677
0.187
0.677
0.357
0.187
0.357
1.000
0.561
1.000
1.000
0.561
1.000
0.874
0.462
0.874
0.635
0.462
0.635
0.997
0.972
0.997
0.975
0.972
0.975
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
0.999
1.000
0.999
0.999
0.999
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Tabelle 15b: Ultraschall und photoakustische Untersuchung nach der Behandlung (Post-hoc-Tests)

Abhingige
Variable

Volume
posttreatment
(mm’)

SO2 Avr Total 3D
posttreatment (%)

HbT 3D,
posttreatment

Gruppen Gruppen

Tests

@O )}

2

! 3

1

LSD 2 3

1

3 2

2

! 3

. 1

Bonferroni 2 3

1

3 2

2

! 3

Games-Howell 2 ;

1

3 2

2

1 3

1

LSD 2 3

1

3 2

2

! 3

. 1

Bonferroni 2 3

1

3 2

2

! 3

1

Games-Howell 2 3

1

3 2

2

1 3

LSD 2 !

3

1

3 2

2

! 3

. 1

Bonferroni 2 3

1

3 2

2

! 3

1

Games-Howell 2 3

1

3 2

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ

Mittlere
Differenz (I-J)
1.84
-3.25
-1.84
-5.09
3.25
5.09
1.84
-3.25
-1.84
-5.09
3.25
5.09
1.84
-3.25
-1.84
-5.09
3.25
5.09
-27.91
-17.92
2791
9.99
17.92
-9.99
-27.91
-17.92
2791
9.99
17.92
-9.99
-27.91
-17.92
2791
9.99
17.92
-9.99
-329732609.750
-281019432.750
329732609.750
48713177.000
281019432.750
-48713177.000
-329732609.750
-281019432.750
329732609.750
48713177.000
281019432.750
-48713177.000
-329732609.750
-281019432.750
329732609.750
48713177.000
281019432.750
-48713177.000

SEM

7.51

7.51

7.51

7.51

7.51

7.51

7.51

7.51

7.51

7.51

7.51

7.51

8.38

6.48

8.38

7.56

6.48

7.56

4.62

4.62

4.62

4.62

4.62

4.62

4.62

4.62

4.62

4.62

4.62

4.62

5.10

5.46

5.10

2.89

5.46

2.89
277851321.480
277851321.480
277851321.480
277851321.480
277851321.480
277851321.480
277851321.480
277851321.480
277851321.480
277851321.480
277851321.480
277851321.480
282681827.802
313156246.644
282681827.802
231577675.873
313156246.644
231577675.873

95% Konfidenzintervall

Untergrenze Obergrenze
-13.79 17.46
-18.88 12.37
-17.46 13.79
-20.71 10.53
-12.37 18.88
-10.53 20.71
-17.71 21.38
-22.80 16.29
-21.38 17.71
-24.63 14.45
-16.29 22.80
-14.45 24.63
-20.20 23.88
-20.40 13.89
-23.88 20.20
-25.45 15.27
-13.89 20.40
-15.27 25.45
-37.53 -18.29
-27.54 -8.31
18.29 37.53

0.37 19.61
8.31 27.54
-19.61 -0.37
-39.94 -15.88
-29.96 -5.89
15.88 39.94
-2.04 22.02
5.89 29.96
-22.02 2.04
-42.36 -13.46
-32.81 -3.04
13.46 42.36
2.24 17.74
3.04 32.81
-17.74 -2.24

-907556064.68  248090845.18

-858842887.68  296804022.18

-248090845.18  907556064.68

-529110277.93  626536631.93

-296804022.18  858842887.68

-626536631.93  529110277.93

-1052521131.70  393055912.20

-1003807954.70  441769089.20
-393055912.20  1052521131.70
-674075344.95  771501698.95
-441769089.20  1003807954.70
-771501698.95  674075344.95
-1096470385.14  437005165.64
-1107404410.43  545365544.93
-437005165.64  1096470385.14
-565409955.41  662836309.41
-545365544.93  1107404410.43
-662836309.41  565409955.41

Signifikanz

0.809
0.669
0.809
0.505
0.669
0.505
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
0.974
0.872
0.974
0.783
0.872
0.783
0.00001
0.001
0.00001
0.043
0.001
0.043
0.00002
0.003
0.00002
0.128
0.003
0.128
0.001
0.020
0.001
0.013
0.020
0.013
0.249
0.323
0.249
0.863
0.323
0.863
0.746
0.970
0.746
1.000
0.970
1.000
0.497
0.651
0.497
0.976
0.651
0.976
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Histologische und immunhistochemische Untersuchung - aufler PCNA (Mehrfach-
vergleiche)

Tabelle 16: HE (Post-hoc-Tests)

Abhiingige Gruppen Gruppen  Mittlere 95% Konfidenzintervall -
Variable Tests (1)) (6)] Differenz (I-J) SEM Untergrenze Obergrenze Signifikanz
1 2 1.27 4.14 -7.33 9.87 0.762
3 498 4.14 -3.62 13.58 0.242
1 -1.27 4.14 -9.87 7.33 0.762
LSD 2 3 3.71 4.14 -4.89 12.31 0.380
3 1 -4.98 4.14 -13.58 3.62 0.242
2 -3.71 4.14 -12.31 4.89 0.380
1 2 1.27 4.14 -9.49 12.03 1.000
3 4.98 4.14 -5.78 15.74 0.726
Tumor mm? Bonferroni 2 1 -1.27 4.14 -12.03 9.49 1.000
3 3.71 4.14 -7.05 14.47 1.000
3 1 -4.98 4.14 -15.74 5.78 0.726
2 -3.71 4.14 -14.47 7.05 1.000
1 2 1.27 4.10 -10.02 12.55 0.949
3 4.98 342 -4.25 14.21 0.348
Games-Howell 2 1 -1.27 4.10 -12.55 10.02 0.949
3 3.71 4.77 -8.85 16.27 0.723
3 1 -4.98 342 -14.21 425 0.348
2 -3.71 4.77 -16.27 8.85 0.723
1 2 14.10 1.85 10.25 17.95 0.0000002
3 12.28 1.85 8.43 16.13 0.000001
LSD 2 1 -14.10 1.85 -17.95 -10.25 0.0000002
3 -1.82 1.85 -5.67 2.03 0.336
3 1 -12.28 1.85 -16.13 -8.43 0.000001
2 1.82 1.85 -2.03 5.67 0.336
1 2 14.10 1.85 9.29 18.92 0.000001
3 12.28 1.85 7.47 17.10 0.000004
) . 1 -14.10 1.85 -18.92 -9.29 0.000001
Nekrose mm Bonferroni 2 3 -1.82 1.85 -6.64 2.99 1.000
3 1 -12.28 1.85 -17.10 -7.47 0.000004
2 1.82 1.85 -2.99 6.64 1.000
1 2 14.10 2.06 8.15 20.06 0.0004
3 12.28 2.23 6.16 18.40 0.001
Games-Howell 2 1 -14.10 2.06 -20.06 -8.15 0.0004
3 -1.82 1.03 -4.67 1.03 0.232
3 1 -12.28 2.23 -18.40 -6.16 0.001
2 1.82 1.03 -1.03 4.67 0.232
1 2 0.72 0.05 0.62 0.82 0.000000000001
3 0.56 0.05 0.46 0.66 0.0000000001
LSD 2 1 -0.72 0.05 -0.82 -0.62 0.000000000001
3 -0.15 0.05 -0.25 -0.05 0.004
3 1 -0.56 0.05 -0.66 -0.46 0.0000000001
2 0.15 0.05 0.05 0.25 0.004
1 2 0.72 0.05 0.59 0.84 0.000000000003
3 0.56 0.05 0.44 0.69 0.0000000003
. 1 -0.72 0.05 -0.84 -0.59 0.000000000003
Prozent Nekrose Bonferroni 2 3 015 0.05 028 0.03 0.013
3 1 -0.56 0.05 -0.69 -0.44 0.0000000003
2 0.15 0.05 0.03 0.28 0.013
1 2 0.72 0.04 0.59 0.84 0.0000003
3 0.56 0.06 0.42 0.71 0.0000003
Games-Howell 2 1 -0.72 0.04 -0.84 -0.59 0.0000003
3 -0.15 0.04 -0.27 -0.04 0.012
3 1 -0.56 0.06 -0.71 -0.42 0.0000003
2 0.15 0.04 0.04 0.27 0.012

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3= 0XP/BVZ
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Tabelle 17: Caspase-3 (Post-hoc-Tests)

Abhiingige Gruppen Gruppen  Mittlere 95% Konfidenzintervall -
Variable Tests @ ) Differenz (I-J) SEM Untergrenze  Obergrenze Signifikanz
1 2 -6.96 1.59 -10.26 -3.66 0.0003
3 -6.09 1.59 -9.39 -2.79 0.001
1 6.96 1.59 3.66 10.26 0.0003
LSD 2 3 0.8 1.59 243 418 0.587
3 1 6.09 1.59 2.79 9.39 0.001
2 -0.88 1.59 -4.18 243 0.587
| 2 -6.96 1.59 -11.09 -2.83 0.001
3 -6.09 1.59 -10.22 -1.96 0.003
Caspase Bonferroni ) 1 6.96 1.59 2.83 11.09 0.001
Zellen/HPF 3 0.88 1.59 -3.26 5.01 1.000
3 1 6.09 1.59 1.96 10.22 0.003
2 -0.88 1.59 -5.01 3.26 1.000
1 2 -6.96 1.52 -11.12 -2.80 0.003
3 -6.09 1.38 -0.83 -2.35 0.003
1 6.96 1.52 2.80 11.12 0.003
Games-Howell| 2 3 0.88 1.83 3.92 5.67 0.882
3 1 6.09 1.38 2.35 9.83 0.003
2 -0.88 1.83 -5.67 3.92 0.882
Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ
Tabelle 18: MPO (Post-hoc-Tests)
Abhiingige Gruppen Gruppen Mittlere 95% Konfidenzintervall L.
Varialg)l§ Tests (?)p (};)p Differenz (I-J) SEM Untergrenze Obergrenze Signifikanz
1 2 -3.05 1.47 -6.11 0.01 0.051
3 -3.96 1.47 -7.03 -0.90 0.014
1 3.05 1.47 -0.01 6.11 0.051
LSD 2 3 -0.91 1.47 -3.98 2.15 0.542
3 1 3.96 1.47 0.90 7.03 0.014
2 0.91 1.47 -2.15 3.98 0.542
1 2 -3.05 1.47 -6.88 0.78 0.153
3 -3.96 1.47 -7.79 0.13 0.041
. 1 3.05 1.47 -0.78 6.88 0.153
MPO Zellen/HPF Bonferroni 2 3 091 147 474 202 1.000
3 1 3.96 1.47 0.13 7.79 0.041
2 0.91 1.47 -2.92 4.74 1.000
; 2 -3.05 1.55 733 1.23 0.173
3 -3.96 111 -6.91 -1.01 0.010
1 3.05 1.55 -1.23 7.33 0.173
Games-Howell| 2 3 091 1.69 543 3.61 0.854
3 1 3.96 1.11 1.01 6.91 0.010
2 0.91 1.69 -3.61 5.43 0.854

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ
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Tabelle 19: CD31 (Post-hoc-Tests)

Abhﬁ.ngige Tests Gruppen Gruppen ‘ Mittlere SEM 95% Konfidenzintervall Signifikanz
Variable @ ()] Differenz (I-J) Untergrenze Obergrenze
1 2 -25.13 10.49 -46.95 -3.30 0.026
3 -10.75 10.49 -32.57 11.07 0.317
LSD ’ 1 25.13 10.49 3.30 46.95 0.026
3 14.38 10.49 -7.45 36.20 0.185
3 1 10.75 10.49 -11.07 32.57 0.317
2 -14.38 10.49 -36.20 7.45 0.185
1 2 -25.13 10.49 -52.42 2.17 0.078
3 -10.75 10.49 -38.05 16.55 0.952
. 1 25.13 10.49 -2.17 52.42 0.078
CD31 (mm)  Bonferroni 2 3 14.38 10.49 -12.92 41.67 0.556
3 1 10.75 10.49 -16.55 38.05 0.952
2 -14.38 10.49 -41.67 12.92 0.556
" 2 -25.13 12.21 -59.11 8.86 0.153
3 -10.75 12.03 -44.55 23.05 0.658
1 25.13 12.21 -8.86 59.11 0.153
Games Howell 2 3 14.38 6.03 -1.44 30.19 0.077
1 10.75 12.03 -23.05 44.55 0.658
3 2 -14.38 6.03 -30.19 1.44 0.077

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ

Serologische Untersuchungen

Tabelle 20a: Serologische Untersuchungen (Post-hoc-Tests)

Abhéi.ngige Tests Gruppen Gruppen . Mittlere SEM 95% Konfidenzintervall Signifikanz
Variable @ )] Differenz (I-J) Untergrenze Obergrenze
1 2 -0.18 1.09 -2.43 2.08 0.874
3 0.51 1.09 -1.74 2.77 0.640
1 0.18 1.09 -2.08 243 0.874
LSD 2 3 0.69 1.09 -1.57 2.95 0.532
3 1 -0.51 1.09 -2.77 1.74 0.640
2 -0.69 1.09 -2.95 1.57 0.532
1 2 -0.18 1.09 -3.00 2.65 1.000
3 0.51 1.09 -2.31 3.34 1.000
. 1 0.18 1.09 -2.65 3.00 1.000
Leukozyten (10°/L)  Bonferroni 2 3 0.69 1.09 213 351 1,000
3 1 -0.51 1.09 -3.34 2.31 1.000
2 -0.69 1.09 -3.51 2.13 1.000
" 2 -0.18 1.23 -3.44 3.09 0.989
3 0.51 1.14 -2.60 3.63 0.895
1 0.18 1.23 -3.09 344 0.989
Games-Howell| 2 3 0.69 0.85 -1.56 2.94 0.704
3 1 -0.51 1.14 -3.63 2.60 0.895
2 -0.69 0.85 -2.94 1.56 0.704
1 2 0.00 0.41 -0.85 0.86 0.998
3 0.43 0.41 -0.42 1.29 0.305
1 0.00 0.41 -0.86 0.85 0.998
LSD 2 3 0.43 0.41 -0.42 1.29 0.306
3 1 -0.43 0.41 -1.29 0.42 0.305
2 -0.43 0.41 -1.29 0.42 0.306
1 2 0.00 0.41 -1.07 1.07 1.000
3 0.43 0.41 -0.64 1.50 0.915
Lymphozyten . 1 0.00 0.41 -1.07 1.07 1.000
! (1p09/L)y Bonferroni 2 3 043 041 -0.64 150 0.919
3 1 -0.43 0.41 -1.50 0.64 0.915
2 -0.43 0.41 -1.50 0.64 0.919
1 2 0.00 0.44 -1.16 1.17 1.000
3 0.43 0.37 -0.53 1.40 0.487
1 0.00 0.44 -1.17 1.16 1.000
Games-Howell| 2 3 0.43 042 -0.68 154 0.573
3 1 -0.43 0.37 -1.40 0.53 0.487
2 -0.43 0.42 -1.54 0.68 0.573

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ
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Tabelle 20b: Serologische Untersuchungen (Post-hoc-Tests)

Abhiingige
Variable

Monophilen (10°/L)

Neutrophilen
(10°/L)

Erythrozyten
(10%/L)

Tests

LSD

Bonferroni

Games-Howell

LSD

Bonferroni

Games-Howell

LSD

Bonferroni

Games-Howell

Gruppen Gruppen

(U] &)
2
1
3
1
2
3
1
3
2
2
1
3
1
2
3
1
3
2
2
1
3
1
2
3
1
3
2
2
1
3
1
2
3
1
3
2
2
1
3
1
2
3
1
3
2
2
1
3
1
2
3
1
3
2
2
1
3
1
2
3
1
3
2
2
1
3
1
2
3
1
3
2
2
1
3
1
2
3
1
3
2

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ

Mittlere
Differenz (I-J)
0.001
0.04
-0.001
0.04
-0.04
-0.04
0.001
0.04
-0.001
0.04
-0.04
-0.04
0.001
0.04
-0.001
0.04
-0.04
-0.04
-0.46
0.04
0.46
0.50
-0.04
-0.50
-0.46
0.04
0.46
0.50
-0.04
-0.50
-0.46
0.04
0.46
0.50
-0.04
-0.50
0.15
0.22
-0.15
0.06
-0.22
-0.06
0.15
0.22
-0.15
0.06
-0.22
-0.06
0.15
0.22
-0.15
0.06
-0.22
-0.06

0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.22
0.25
0.23
0.25
0.19
0.23
0.19
0.95
0.95
0.95
0.95
0.95
0.95
0.95
0.95
0.95
0.95
0.95
0.95
1.05
1.00
1.05
0.77
1.00
0.77
0.29
0.29
0.29
0.29
0.29
0.29
0.29
0.29
0.29
0.29
0.29
0.29
0.29
0.30
0.29
0.28
0.30
0.28

95% Konfidenzintervall

Untergrenze Obergrenze
-0.46 0.47
-0.42 0.51
-0.47 0.46
-0.42 0.51
-0.51 0.42
-0.51 0.42
-0.58 0.58
-0.54 0.62
-0.58 0.58
-0.54 0.62
-0.62 0.54
-0.62 0.54
-0.65 0.65
-0.57 0.65
-0.65 0.65
-0.47 0.55
-0.65 0.57
-0.55 0.47
-2.43 1.51
-1.93 2.00
-1.51 243
-1.47 2.46
-2.00 1.93
-2.46 1.47
-2.92 2.00
-2.43 2.50
-2.00 2.92
-1.97 2.96
-2.50 243
-2.96 1.97
-3.24 232
-2.66 2.73
-2.32 3.24
-1.53 2.52
-2.73 2.66
-2.52 1.53
-0.45 0.76
-0.39 0.82
-0.76 0.45
-0.54 0.67
-0.82 0.39
-0.67 0.54
-0.60 0.91
-0.54 0.97
-0.91 0.60
-0.69 0.82
-0.97 0.54
-0.82 0.69
-0.61 0.92
-0.56 1.00
-0.92 0.61
-0.67 0.80
-1.00 0.56
-0.80 0.67

Signifikanz

0.996
0.851
0.996
0.855
0.851
0.855
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
0.981
1.000
0.975
0.981
0.975
0.632
0.971
0.632
0.607
0.971
0.607
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
0.900
0.999
0.900
0.800
0.999
0.800
0.602
0.464
0.602
0.831
0.464
0.831
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
0.859
0.752
0.859
0.973
0.752
0.973
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Tabelle 20c: Serologische Untersuchungen (Post-hoc-Tests)

Abhiingige Gruppen Gruppen Mittlere 95% Konfidenzintervall .
. Tests . SEM Signifikan
Variable @) (0)) Differenz (I-J) Untergrenze Obergrenze tentifanz
. 2 0.11 0.37 -0.65 0.88 0.762
3 -0.23 0.37 -0.99 0.54 0.546
1 -0.11 0.37 -0.88 0.65 0.762
LSD 2
3 -0.34 0.37 -1.10 0.43 0.368
3 1 0.23 0.37 -0.54 0.99 0.546
2 0.34 0.37 -0.43 1.10 0.368
. 2 0.11 0.37 -0.84 1.07 1.000
3 -0.23 0.37 -1.18 0.73 1.000
1 -0.11 0.37 -1.07 0.84 1.000
Himoglobin (g/dl)  Bonferroni 2
3 -0.34 0.37 -1.29 0.62 1.000
3 1 0.23 0.37 -0.73 1.18 1.000
2 0.34 0.37 -0.62 1.29 1.000
! 2 0.11 0.41 -0.98 1.20 0.959
3 -0.23 0.39 -1.28 0.83 0.834
1 -0.11 0.41 -1.20 0.98 0.959
Games-Howell 2
3 -0.34 0.29 -1.11 0.43 0.499
3 1 0.23 0.39 -0.83 1.28 0.834
2 0.34 0.29 -0.43 1.11 0.499
! 2 0.92 1.42 -2.04 3.87 0.525
3 -0.83 1.42 -3.78 2.12 0.565
1 -0.92 1.42 -3.87 2.04 0.525
LSD 2
3 -1.75 1.42 -4.70 1.21 0.232
3 1 0.83 1.42 -2.12 3.78 0.565
2 1.75 1.42 -1.21 4.70 0.232
| 2 0.92 1.42 -2.78 4.61 1.000
3 -0.83 1.42 -4.53 2.87 1.000
1 -0.92 1.42 -4.61 2.78 1.000
Hématokrit (%) Bonferroni 2
3 -1.75 1.42 -5.44 1.95 0.696
3 1 0.83 1.42 -2.87 4.53 1.000
2 1.75 1.42 -1.95 5.44 0.696
| 2 0.92 1.56 -3.19 5.03 0.829
3 -0.83 1.26 -4.15 2.49 0.790
1 -0.92 1.56 -5.03 3.19 0.829
Games-Howell 2
3 -1.75 1.42 -5.55 2.05 0.460
3 1 0.83 1.26 -2.49 4.15 0.790
2 1.75 1.42 -2.05 5.55 0.460
! 2 20.00 58.92 -102.54 142.54 0.738
3 12.00 58.92 -110.54 134.54 0.841
1 -20.00 58.92 -142.54 102.54 0.738
LSD 2
3 -8.00 58.92 -130.54 114.54 0.893
3 1 -12.00 58.92 -134.54 110.54 0.841
2 8.00 58.92 -114.54 130.54 0.893
! 2 20.00 58.92 -133.28 173.28 1.000
3 12.00 58.92 -141.28 165.28 1.000
Thrombozyten Bont . ) 1 -20.00 58.92 -173.28 133.28 1.000
onierroni
(10°/L) 3 -8.00 58.92 -161.28 145.28 1.000
3 1 -12.00 58.92 -165.28 141.28 1.000
2 8.00 58.92 -145.28 161.28 1.000
; 2 20.00 61.19 -141.89 181.89 0.943
3 12.00 52.55 -125.58 149.58 0.972
1 -20.00 61.19 -181.89 141.89 0.943
Games-Howell 2
3 -8.00 62.53 -172.86 156.86 0.991
3 1 -12.00 52.55 -149.58 125.58 0.972
2 8.00 62.53 -156.86 172.86 0.991

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 =0XP/BVZ
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PCNA - Immunhistochemische Untersuchung

Tabelle 21: Kreuztabelle - PCNA

Gruppen
1 2 3
Anzahl 3 0 0
1 % innerhalb PCNA 100.0% 0.0% 0.0%
% innerhalb Gruppen 37.5% 0.0% 0.0%
Anzahl 4 2 2
2 % innerhalb PCNA 50.0% 25.0% 25.0%
% innerhalb Gruppen 50.0% 25.0% 25.0%
PCNA Anzahl 1 2 4
3 % innerhalb PCNA 14.3% 28.6% 57.1%
% innerhalb Gruppen 12.5% 25.0% 50.0%
Anzahl 0 4 2
4 % innerhalb PCNA 0.0% 66.7% 33.3%
% innerhalb Gruppen 0.0% 50.0% 25.0%
Anzahl 8 8 8
Total % innerhalb PCNA 33.3% 33.3% 33.3%
% innerhalb Gruppen 100.0% 100.0% 100.0%

PCNA: 1=10%, 2 =10-30%, 3 =30-50%, 4 > 50%

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ
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Tabelle 22: PCNA - Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische Exakte Exakte
Wert df Signifikanz Signifiknz  Signifiknz
(zweiseitig)  (zweiseitig)  (einseitig)

Chi-Quadrat

13.000* 6 0.043 0.036
nach Pearson
leelfhood 15.080 6 0.020 0.052
Quotient
Exakter Test
nach Fisher 10.522 004
Z.usamm.enPang 6.161° 1 0.013 0.015 0.008
linear-mit-linear
Anzahl der 24
giiltigen Fille

a. 12 Zellen (100.0%) haben eine erwartete Heufugkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 1.00.

b. Die standarisierte Statistik ist 2.482.

Tabelle 23: PCNA — Deskriptive Statistik

95%-Konfidenzintervall fiir

Gruppen N  Mittelwert SEM den Mittelwert Minimum Maximum
Untergrenze Obergrenze
1 8 1.75 0.250 1.16 2.34 1 3
2 8 3.25 0.313 2.51 3.99 2 4
3 8 3.00 0.267 2.37 3.63 2 4
Gesamt 24 2.67 0.206 2.24 3.09 1 4

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 = OXP/BVZ

- 103 -



Anhang

Tabelle 24: PCNA - Einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)

Gruppen Quadratsumme
Between Groups 10.333
Within Groups 13.000
Total 23.333

df

2

21
23

Mittel der
Quadrate

5.167

0.619

F

8.346

Signifikanz

0.002

Tabelle 25: PCNA - Post-hoc-Tests (Mehrfachvergleiche)

Differenz SEM

0.393
0.393
0.393
0.393
0.393
0.393
0.393
0.393
0.393
0.393
0.393
0.393
0.401
0.366
0.401
0.412
0.366

Abhingige  Gruppen Gruppen Mittlere
Variable @ Q)] (1-J)
2 -1.5
1
3 -1.25
1 1.5
LSD 2
3 0.250
1 1.25
3
2 -0.250
2 -1.5
1
3 -1.25
1 1.5
Bonferroni 2
3 0.250
1 1.25
3
2 -0.250
2 -1.5
1
3 -1.25
1 1.5
Games-Howell 2
3 0.250
1 1.25
3
2 -0.250

Gruppe: 1 =BLM, 2 = OXP, 3 =0XP/BVZ

0.412

Signifikanz

0.001
0.005
0.001
0.532
0.005
0.532
0.003
0.014
0.003
1.000
0.014
1.000
0.006
0.011
0.006
0.819
0.011
0.819

95%-Konfidenzintervall

Untergrenze Obergrenze

-2.32
-2.07
0.68
-0.57
0.43

-1.07
-2.52
-2.27
0.48
-0.77
0.23

-1.27
-2.56
-2.21
0.44
-0.83
0.29

-1.33

-0.68
-0.43
232
1.07
2.07
0.57
-0.48
-0.23
2.52
1.27
227
0.77
-0.44
-0.29
2.56
1.33
221
0.83
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