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Abstract:

Variously in the past tumor cells were labeled in vivo with 1251-

iododeoxyuridine (125

IUdR) for studies of cell proliferation. IUdR
is a thymidine analogue and thus may be incorporated in DNA during
synthesis. Following 125I-—decay by electron capture low energy
Auger- and conversion electrons, about 20 on the average, are
emitted and cause considerable biological damage when released
close to or in DNA. Furthermore, there is reason to assume that
the chemical transformation from I to Te and Coulomb repulsion of
the residual positive charges of the daughter nucleus 125Te add
considerably to the effects caused by the electrons, X-rays and
Y-rays.

The present experiments were designed to test the therapeutic
qualification of 1251 incorporated in DNA of tumor cells. The
tumor-host system used was the solid mouse tumor sarcoma-180
growing on female albino mice (NMRI). A device was built which
makes it possible to intravenously infuse tumor bearing mice

with solutions of 125IUdR for several weeks. Three or, respec-
tively, 5 days before the onset of the infusions the mice were
inocculated into the right hind leg with 3 x 105 tumor cells in
0.1 ml physiological salt solution. The total activity administ-
ered per mouse was 100 uCi infused during a period of 10 days.
After termination of the infusions tumor sizes and retained ra-
diocactivities were measured every 5 days until death of the

animals occured.

Measurements of tumor volumes with a calliper in two plains and
of retained radioactivities - in a NaI(Tl)-whole body counter

for small animals - served for indicators for the effectiveness
of the infusions. In comparison with tumors of control animals

125IUdR showed é mean retardation

tumors of mice infused with
in growth of about 27% of the volumes of control tumors during
the total period of post-infusion observation (25 days). Exten-
sion of life expectancy and an increase of the rate of final tu-
mor regression did not occur. Likewise, no significant differen-
ces were observed between tumors which were 3 or 5 days old on

the first day of infusion.



After termination of the infusions the residual whole-body radio-
activity per mouse was about 1 % of the total activity infused

per animal. This was in good agreement with calculations consider-
ing rates of incorporation and excretion and confirmed earlier as-
sumptions that only about 5% of the administered IUdR is incorpo-
rated initially. The number further confirmed that, during the
first 10 days after incorporation, the daily loss of activity -
due to cell death - is about 30%. Control animals without tumors
showed a faster decrease of incorporated activity or, respective-
ly, loss of cells than tumor bearing mice. This difference could
in part be explained by an exhaution of the short-lived cell po-
pulations of the reticulo-endothelial system of tumor bearing

animals.

The results of the experiments indicate beneficial therapeutic
effects of 125IUdR incorporated in tumor cell DNA. It is suggested
to expand the applied technique - specifically with respect to
variations of the parameters of the experimental procedures - in
order to further increase its effectiveness regarding the impair-

ment of tumor growth.
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I EINLEITUNG

In den letzten Jahren gewann die Strahlentherapie bei
der Bekdmpfung maligner Tumorleiden neben der operativen
und chemotherapeutischen Behandlung immer mehr an Bedeu-
tung. Der Grund dafiir ist nicht zuletzt darin zu sehen,
daB die Mdglichkeiten einer gezielten Anwendung von ioni-
sierenden Strahlen in der Entwicklungsgeschichte der Me-
dizin noch relativ jung sind und zusehends subtiler werden.
Ist bei der klassischen Strahlentherapie die Strahlenquelle
in der Regel auBerhalb des erkrankten Organismus, so besteht
daneben auch die MGglichkeit, die Strahlenquelle intrakorpo-
ral, in der letzten Zeit sogar intrazellulir und m&glichst
selektiv am Ort des Bedarfs zu plazieren. Auf dem Sektor
der Tumordiagnostik sind in dieser Hinsicht schon wertvolle
Techniken entwickelt worden, die heute zum Standardprogramm
moderner Krankenh&duser zihlen, wie etwa die nuklearmedizi-
nische Untersuchung der Schilddriise, bei der Primirtumorsu-

che sowie beim Metastasennachweis.

All diesen in-vivo-Untersuchungen liegt zu Grunde, daB
durch Auswahl eines geeigneten Trégers eine Anreicherung
von radioaktiven Nukliden in bestimmten K&rpergeweben er-
reicht wird, die dann mittels Registriergeriten aufgezeich-
net und sichtbar gemacht werden kann. Mit der Grundlagenfor-
schung auf diesem Gebiet befaBt sich das Laboratorium Strah-
lenbiologie fiir inkorporierte Nuklide des Instituts fiir Me-
dizin der KFA Jiilich unter der Leitung von Prof. Dr. med.

L.E. Feinendegen.



IT ALLGEMEINE EINFUHRUNG

1. Problemstellung

Bei Pilotexperimenten von Kronenberger und Tisljar (91)
mit Injektionen von radioaktiv markierten DNA-Vorl&ufern

wie 125J—Joddesoxyuridin (125

JUdR) zeigten sich Hinweise

auf eine wachstumshemmende Beeinflussung eines soliden Ex-
perimentaltumors bei M&usen durch radioaktiven Zerfall.

Ziel dieser Arbeit war es nun, mit Hilfe einer verbesser-
ten Methode die Wirkung der radioaktiven Nuklide auf den
Tumor zu erforschen, wenn die wirksame Substanz nicht ein-
malig als Pulsinjektion verabreicht wird, sondern wenn sie
als Langzeitinfusion {iber einen bestimmten Zeitraum dem Or-
ganismus permanent angeboten wird. Der Grundgedanke bei die-
ser Methode entstammt der Zellmarkierungstechnik, wie sie in
unterschiedlichster Form im hiesigen Institut bei Untersu-
chungen zur Tumorzellkinetik und Strahlensensibilitdt erprobt
worden ist.

Der Einbau wvon 125JUdR in die Tumor-DNA kann nur in der

Synthesephase stattfinden. Da in einem Tumor die Zellen in
unterschiedlichsten Phasen des Teilungszyklus vorliegen und
sie zudem in den verschiedenen Phasen eine unterschiedliche
Strahlenempfindlichkeit und Stoffwechselaktivitdt aufweisen,
wird ein stdndiges Angebot von Substrat mehr Tumorzellen in
der gewlinschten Phase antreffen und somit eine hohe Anreiche-
rung von JUdR im Tumor gewdhrleisten. Jedoch sei hier schon
darauf hingewiesen, daB auch andere Zellen des Organismus,
insbesondere schnell proliferierende Gewebe wie Knochenmark
und Diinndarm, eine hohe Einbaurate aufweisen (2, 48).

Zur langzeitigen Markierung bzw. Bestrahlung des Tumors
mit inkorporiertem 125JUdR wurde eine Infusionsapparatur ent-
wickelt, die es ermbglicht, gleichzeitig 30 M&usen {iber einen
in einer der Schwanzvenen liegenden Katheter 10 bis 14 Tage
lang eine LOsung zu infundieren. Dabei muBte gewdhrleistet
sein, daB das Versuchstier durch die Infusion mdglichst we-
nig in seiner normalen Lebensweise gestdrt bzw. gestreBt wur-
de.
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24 Strahlenbiologische Grundlagen

2.17. Tumorzellkinetik

Das Wachstum eines malignen Tumors ist geprdgt durch seine
Proliferationsrate, die sich an keine biologisch morpholo-
gischen Grenzen h&dlt und dem Regelkreis des Organismus ent-
koppelt ist. Eine Tumorzelle teilt sich innerhalb einer be-
stimmten Zykluszeit in zwei Tochterzellen. Zwischen zwei Mi-
tosen unterscheidet man bestimmte Zellzyklusphasen unter-
schiedlicher Strahlensensibilitdt. Mit der Trennung zweier
Tochterzellen (M-Phase) beginnt die postmitotische G1-Phase,
in der stoffwechselaktive Metaboliten filir den zelleigenen Be-
darf gebildet werden. In der sich anschliefenden S-Phase fin-
det die Synthese der neuen DNA durch identische Reduplikation
statt, so daB sich am Ende der S-Phase der DNA-Gehalt verdop-

pelt hat. Hierauf folgt die G,-Phase, in der sich die Zellen

2
flir die ndchste Teilung prédparieren. Die Trennung in die zwei

Tochterzellen geschieht dann wieder in der M-Phase.

Das Wachstum eines Tumors wird aber nicht nur durch die
Zellvermehrung bestimmt, sondern auch durch die gleichzeitig
auftretenden Zellverluste. Ursachen fiir den Zelltod sind in
erster Linie die ab einer gewissen TumorgrdBe auftretenden

Nutritionsstdrungen. Da die Kapillareinsprossung mit der

Mitose

Abb. 1: Phasen eines Zellzyklus



Zellteilungsrate nicht parallel l&duft, werden die Tumorzel-
len in einer bestimmten Entfernung von den ernihrenden Blut-
gefdBen nicht mehr versorgt und gehen zugrunde (88, 86). An-
dere Ursachen sind die kdrpereigene Immunabwehr des Organis-
mus sowie zytotoxische Wirkungsmechanismen bereits abgestor-
bener Zellen. Ein weiterer Parameter, der das Tumorwachstum
charakterisiert, 188t sich aus der Tatsache ableiten, daB in
einem Tumor nicht alle Zellen im gleichen Zyklusstadium vor-
liegen und es immer eine Fraktion gibt, die in einer Art

Ruhephase Go an der Vermehrung nicht teilnimmt.

Aus der Betrachtung dieser beiden konkurrierenden Systeme
von Zellproduktion und Zellverlust ist die Wachstumskurve
eines Tumors zu verstehen. Nach anfdnglich steilem exponen-
tiellem Anstieg folgt eine Phase deutlich verringerter Wachs-
tumsgeschwindigkeit, die zum SchluB zu einer quasi-asympto-
tischen Anndherung an ein konstantes Tumorvolumen (Plateau)
fihrt.
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Abb. 2: Tumorwachstumskurve Sarkom 180 (73)
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Da die Zykluszeit in einem bestimmten Zellsystem relativ
konstant ist (beim Sarkom 180, 16 + 2 h (45)) und sich auch
die Zellverlustrate ebenfalls relativ unabhdngig vom Tumor-
alter zeigte, ist die verminderte Wachstumsgeschwindigkeit
durch die Abnahme der Wachstumsfraktion gekennzeichnet, d.h.

des Anteils an Tumorzellen, die noch proliferieren (45, 73,
85).
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Abb. 3: Tumorvolumen und relative Wachstumsgeschwindigkeit

in Abh&dngigkeit vom Tumoralter beim Sarkom 180 (45).

2.2. Strahlensensibilitadt

Beim Durchlaufen der einzelnen Phasen des Generationszyk-
lus dndert sich die Strahlenempfindlichkeit der Zelle (2, 4,
13, 18, 22, 34, 44, 66, 79). Untersuchungen mit zum Teil un-
terschiedlichen Ergebnissen haben gezeigt, daB allgemein die
kurze mitotische Teilungsphase und die S-Phase bzw. der Uber-
gang G1/S am anfdlligsten hinsichtlich Strahlenschd&digungen
sind (4, 13, 34, 79, 95). Zudem ist schon l&dnger bewiesen,

daf hypoxische Zellen, d.h. Zellen, die durch ihre Entfer-
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nung zu den nutritiven Gef&dBen minderversorgt sind, im Ge-
gensatz zu euoxischen Zellen durch Bestrahlung nicht so
stark geschddigt werden (86, 88). Bei diesem als Sauerstoff-
effekt bezeichneten Ph&nomen bewirkt der Sauerstoff in der
Zelle eine "Strahlensensibilisierung”" bzw. Wirkungsverstir-
kung durch Radikale, welche in Anwesenheit von Sauerstoff
durch ionisierende Strahlen erzeugt werden. Diese Radikale
verursachen einerseits (indirekte) Strahlenschiden und wir-
ken sich andererseits hemmend auf Reparaturprozesse aus. Hy-
poxische Zellen werden daher weniger geschddigt, Restitu-
tionsvorgdnge laufen vergleichsweise ungestdrt ab, und es
kann daher zu einer weitgehenden Erholung subletal bestrahl-
ter Tumorzellen kommen. Hieraus ergibt sich die Problematik,
daf bei der Bestrahlung bestimmter Zellpopulationen diejeni-
gen Zellen, die im hypoxischen Milieu oder in einer strah-
lenunempfindlichen Phase vorliegen, unter Umstdnden nur sub-
letal geschddigt werden und anschlieBend ihre Proliferation
in stdrkerem Grade wieder aufnehmen als euoxische Zellen (7,
18, 24, 48, 65).

Thren Ausdruck findet die strahlenmodifizierende Wirkung
des Sauerstoffs im Sauerstoffaktor (SF), der definiert ist

als

D (anoxische Zellen)

SF
D (euoxische Zellen)

wobel D = Dosis gleicher Strahlung zur
Erziehlung eines bestimmten
Effektes

Bei einer Reihe von Experimenten an unterschiedlichen Zell-
systemen wurden flir Gamma- und ROntgenstrahlen SF-Werte von
ungefdhr 3,0 ermittelt. Der Sauerstoffeffekt ist abhingig
von der linearen Energielibertragung der Strahlung ("linear
energy transfer", kurz LET genannt); d.h. Strahlung mit ho-
her Energieabgabe pro Wegldngeneinheit hat eine hohe schi-
digende Wirkung, die weitgehend unabhdngig von der vorhan-
denen Sauerstoffkonzentration ist.



2.3. Auger-Effekt von 125Jod

Der Auger-Effekt ist die Emission von Hiillenelektronen, be-
dingt durch die Auffiillung einer Leerstelle in der Elektro-
nenschale eines Atoms. Meist entsteht in einer der inneren
Elektronenschalen z.B. durch Gammastrahlung oder bei Atomen,
die durch sog. "K-Einfang" zerfallen, eine oder mehrere Leer-
stellen. Diese Leerstellen k&nnen durch Elektronen hdherer
Schalen aufgefiillt werden, wobei aufgrund der Energiebilanz
weitere Elektronen aus den duBeren Schalen emittiert werden
kdnnen. Diese Elektronen besitzen niedrige Energien mit ent-
sprechend geringen Reichweiten. Aus diesem Grund entsteht im
wdssrigen Milieu in unmittelbarer Nd&he des zerfallenden Atoms
eine Zone extrem hoher Ionisationsdichte (25, 29, 31, 46, 76,
97). In vergleichenden Studien (Tabelle I) iiber die Zytotoxi-
zitdt von in die DNA von Kulturzellen eingebauten Radionukli-

den gelang der Nachweis, daB das Isotop 125

Jod gegeniiber
einer gleichen Anzahl von Tritiumzerf&llen bezliglich der Uber-
lebenskurven von Sdugetierzellen bis zu 25-mal toxischer ist

(10, 27, 31, 46, 78, 92, 93).

Tabelle |
Toxizitédt von '2°J in Saugetierzellen Faktor far
im Vergleich mit *H Zerfalle | abs. Dosis

H.H. Ertl und
L.E. Feinendegen (27) Zellverlust in Mausen 10-20
L.E. Feinendegen proliferierende Zellen > 10 5
etal. (31) in vivo

Knochenmarkzellen > 20
R. Roots et al. (78) D, flr L5178Y 20 7
H.J. Burki et al. (10) D, fur V79-S171 25 9

D, fur L5178Y 7 24
K.G. Hofer und
W.L. Hughes (46) D, fur L1210 16 4-5
G. Tisljar-Lentulis
et al. (92,93) D, flr T1-Zellen 26 11




Wenngleich die Auger-Elektronen ein relativ hohes lineares
Energielibertragungsvermdégen (LET) und groBe "relative biolo-
gische Wirksamkeit" besitzen, so ist doch die Radiotoxizitit
héher als auf der Basis des LET und der absorbierten Dosis
vorausgesagt werden kann. Eine m&gliche Ursache hierfiir kann
in sog. "Molekiilexplosionen" gesehen werden, die in Verbin-
dung mit dem Auger-Effekt infolge der multiplen positiven
Restladungen (CoulombabstoBfung) des Zerfallproduktes 125Te
beim 125J—Zerfall auftreten mégen. Die durch ionisierende
Strahlung hervorgerufenen biologischen Effekte beruhen auf
Anregungs- und Ionisationsprozessen der absorbierenden Mate-
rie. Dies gilt gleichermaBen flir die Emissionen inkorporierter
Radionuklide. Dazu kommen vielfach als Folge der Emissionen
Anregungs—- und Ionisationszustédnde des emittierenden Atoms.
Ferner spielt bei manchen inkorporierten Nukliden und be-
stimmten biologischen Endpunkten der Transmutationseffekt
eine wesentliche Rolle. Dieser Begriff beinhaltet folgende

Komponenten:

1.) Umwandlung des zerfallenden Nuklids in das Tochternuklid
(Anderung der chemischen Situation)

2.) KernrilickstoBeffekte

3.) Neuverteilung und elektrostatische Abstofung der nach der
Emission geladener Teilchen éPrﬁckbleibenden, nicht mehr
kompensierten Ladungen. Dies kann am Ort des Nuklidzer-
falls zu einer v&lligen Desintegration des Moleklilver-
bandes fiihren ("Molekiilexplosion").

Es besteht Grund zur Annahme, daf Punkt 3.) beim Zerfall
von 125J, der lber Elektroneneinfang (EC) erfolgt, eine be-
sondere Rolle spielt. EC flihrt zu Leerstellenkaskaden in der
Elektronenhiille des Tochternuklids 125Te (Auger-Effekt) und
zu multipler Emission von Auger- und Konversionselektronen.
Es werden im Mittel 21 Elektronen mit einer mittleren Gesamt-

energie von 19,8 KeV emittiert (12).



125J
53 60.0+ 0.5d
015 MeV
100% ELEKTRONENEINFANG
(80% K-, 20% L-EINFANG )
125m
52 1 161070 Sek.
0.0354 MeV
93 % INNERE KOMNVERSION
(80% K-, 1% L-, 2% M-KONVERSION j
7% Y- EMISSION
125Te
2 0 MeV
125
Abb. 4: Zerfallschema von Jod

Sowohl durch diese intensive Emission meist niederenerge-
tischer Elektronen als auch durch die 125J—Transmutation ent-
stehen erhebliche biologische Schidden. Es ist zur Zeit noch
nicht gekldrt, in welchem MaBe diese auf die eine oder andere
Komponente zurlickzufiihren sind. Es gibt jedoch Anzeichen da-
fir, daB je nach betrachtetem biologischem System und Ver-
suchsbedingungen dem Transmutationseffekt gr&Bere Bedeutung
beigemessen werden muf (63, 64, 91).

2.4 Zelltod - Zellschddigung - Reparaturmechanismen

Eine zentrale Rolle sowohl fiir das Leben wie auch fiir die
Proliferation einer Zelle spielt die DNA als Tridger der Infor-
mationen filir alle Stoffwechselleistungen und fiir die Fdhigkeit
zur Zellteilung und -vermehrung.
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Tonisierende Strahlung verursacht in biologischen Geweben
Schdden durch unterschiedliche Pathomechanismen. Als Beispiel
flir die direkte Wirkung seien die durch Ionisation entstande-
nen Schdden an der Zellmembran oder an der DNA erwdhnt (siehe
Abb. 5), welche dann nicht mehr in der Lage sind, das "Milieu
intern" aufrecht zu erhalten. Neben Verdnderungen der morpho-
logischen Gestaltung durch Moleklilvernetzung und Modifikation
an den Nukleinsdurebasen kommen an der DNA in erster Linie
Einzelstrang~ und Doppelstrangbriiche der Doppelhelix in Be-
tracht. Zur indirekten Wirkung von Strahlung zdhlt im wesent-
lichen die schon erwdhnte Bildung von Radikalen, die durch Ra-
diolyse des Wassers entstehen und lebenswichtige Stoffwechsel-

prozesse stdren oder blockieren.

NH .
2 Adenin

e V o% vc
i

CH3

l
H H OJ\N . ¢
H H NHp Cytosin_~
9]

0 %—o—w 0 N/|
OH HOH OJ\N e
H H OH .
e VI Guanin
o y e 0— 0 N N
& 0 P—0—CH )\ | 4
b (& OH HoH HNZSNT SN
oe‘: > H H N
¢ H 9
d(‘ 1 0
& 0 P—0—CH
e OH H o H

Abb. 5: Aufbau der DNA mit den empfindlichsten Angriffs-
stellen flir ionisierende Strahlung; A : Adenin,

C : Cytosin, D : Desoxyribose, G : Guanin,

=

Thymin, a : Kettenbruch, b : Basenspaltung,
¢ : Verdnderung der Basenendgruppen, d: Spaltung

des Sechserringes, e : 0Offnung des Imidazolringes
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Wie gezeigt werden konnte, filhrt praktisch jeder Zerfall

1257 _aAtoms zu 1 bis 5 Einzel-

eines in die DNA eingebauten
strangbriichen und im Mittel zu einem Doppelstrangbruch, wel-
cher oftmals den Zelltod bedeutet (50, 52, 94). Diese Schiden
kdnnen hauptsdchlich auf den Auger-~Effekt bzw. auf die damit
verbundenen Molekilexplosionen zurlickgefiihrt werden. Die Zel-
le ist den Strahlenschidden jedoch nicht schutzlos ausgelie-
fert, sondern verfiigt iiber Reparaturmechanismen, die manche
DNA-Ldsion kompensieren k&nnen (9, 15, 61). Da bei den je-
weiligen Untersuchungen unterschiedliche Bedingungen zu Grun-
de gelegt waren, sind die Ergebnisse z.T. widerspriichlich. Spe-
ziell fir die durch 125J—Zerfall induzierten Doppelstrangbri-
che konnte bisher keine Reparatur gefunden werden (94). Irre-
parable Strangbriiche sowie die Summe minimaler bzw. subletaler

Lidsionen ko&nnen den Zelltod herbeifiihren.



III MATERIAL UND METHODEN

1. Versuchstiere

Flir die Experimente wurden weibliche Albinomiuse des
Stammes NMRI verwendet, die von der Lippischen Versuchs-
tieranstalt, Hagemann GmbH & Co., D-4923 Extertal, bezogen
worden waren. Das Alter der Tiere betrug bei Versuchsbeginn
10 bis 12 Wochen, das durchschnittliche K8rpergewicht 25 g.
Gehalten wurden die Mduse vor und nach den Experimenten zu
je 4 bis 5 Tieren in Makrolon-Standardkidfigen, in denen
"ssniff" Festfutter und jodisiertes Trinkwasser (0.1% NaJ)
ad libitum zur Verfiigung stand. Die prdexperimentelle Jodie-
rung des Trinkwassers war zur Absdttigung der Jodspeicher in
den Schilddriisen ndtig, um eine Einlagerung des im Versuch
infundierten 125J zu verhindern. Im Tierlabor wurden in Be-
zug auf die Luftfeuchtigkeit und Raumtemperatur konstante
Bedingungen von 25°C bei 50% Luftfeuchtigkeit eingehalten;
zudem war ein 12stilindiger Tages- und Nachtrhythmus durch
elektrische Beleuchtung gewdhrleistet. Um eine Fellkontami-
nation durch Ausscheidung radioaktiver Fdces mdglichst ge-
ring zu halten, wurden die Tiere t&dglich in neue Einwegk&fi-

ge mit frischer Streu umgesetzt.

2. Sarkom 180

Als Experimentaltumor diente das Crocker Sarkom 180, wel-
ches im Institut fiir Medizin der KFA Jiilich seit Jahren se-
rientransplantiert wird. Entwickelt hatte es sich 1914 als
spontan aufgetretenes polymorphzelliges Sarkom in der Ach-
selregion einer mdnnlichen Maus (42). Es handelt sich dabei
um ein malignes, schnellwachsendes und kaum metastasierendes
Sarkom, dessen Zellzykluszeiten in Abhdngigkeit vom Tumor-
alter relativ konstant sind. Wdhrend der Experimente trat
bei einem Tier eine Absiedlung des Tumors im Halbsbereich
auf, bei einem zweiten Tier fand sich eine solitd3re Leber-
metastase. Insgesamt ist wegen der statistischen Seltenheit
eine Filialisierung zu vernachldssigen. Fliir die einzelnen
Zyklusphasen wurden fiir einen 5 Tage alten Tumor folgende

Zellzykluszeiten ermittelt:



Zyklusgesamtdauer TC = 13.6 h
G1—Phase TG1 = 2.8 h
S-Phase TS = 7.8 h
G2—Phase TG2 = 2.5 h
Mitose-Phase TM = 0.5 h (72, 83)

Mit zunehmendem Alter nahm die Zyklusdauer zu, so daB, man
als Mittel 16 + 2 h annehmen kann (45, 73, 85). In einer Tu-
morzellpopulation sind nicht alle Zellen jederzeit an der Ver-
mehrung der Population beteiligt, sondern ein Anteil liegt in
der bereits erwdhnten GO—Ruhephase vor. Derjenige Anteil an
der Gesamtpopulation, der sich in Proliferation befindet (P
Zellen), wird als "Growth-~Fraction" (GF) bezeichnet und betrédgt
beim Sarkom 180 je nach Alter des Tumors etwa 0.7 (5. Tag) bzw.
0.5 (8. Tag) (83).

Es gilt:
NP
CF =y 7w
P q
wobei Np = Anzahl der proliferierenden Zellen
Nq = Anzahl der ruhenden Zellen
Np * Nq - NGesamt'

Unter bestimmten Annahmen (teilproliferatives System)

entspricht die Wachstumsfraktion nach Steel (87):

GF = o - 1

wobei der Faktor o die Anzahl der bei jeder Zell-

teilung gebildeten Zellen angibt und sich ableitet

aus:
lno _ 1n 2
TC T2
wobei T, = Zellzykluszeit

C
T2 = Verdopplungszeit.
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Von der Growth-Fraction ist die mit zunehmendem Tumoralter
groBer werdende Tumorvolumenverdopplungszeit als umgekehrte
Funktion abhdngig. Aus der Zunahme der Verdopplungszeit und
der gleichzeitigen Abnahme der Wachstumsfraktion ergibt sich
eine Abnahme der relativen Volumenzunahme mit fortschreiten-
dem Tumoralter. Diese tumorkinetischen Parameter sind in
Abb. 6 fir das Sarkom 180 dargestellt.
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Abb. 6: Zusammenhang zwischen GF, Faktor o und Tumorvo-
lumen beim Sarkom 180 (73).

3. Transplantationstechnik

Im IME der KFA Jilich wird seit Jahren das Sarkom 180 se-
rientransplantiert und ist dadurch permanent verfiigbar. Der
Ausgangstumor war von der Firma Griinenthal AG/Stolberg iliber-
lassen worden. Zur Serientransplantation werden jeweils Miuse
mit ca. 7 Tage alten und im Mittel 2,5 g schweren Tumoren
durch Genickbruch get&tet. Sodann wird der im rechten Hinter-
bein lokalisierte Tumor unter sterilen Bedingungen extirpiert
und vom Unter- und Oberschenkelknochen abgeschidlt. Das Tumor-
gewebe wird in einigen ml eisgekiihlter physiologischer NaCl-

Losung mit einer Schere in kleinste Stiickchen zerschnitten und
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suspendiert. Dabei gehen je nach GroBe des Spendertumors 3
bis 7 Millionen Zellen in Suspension. AnschlieBend wird durch
ein steriles Metallnetzfilter (mit Maschenweite 0,3 x 0,3 mm)
filtriert. Zur Bestimmung des Gehalts an vitalen Zellen wird
eine Probe mit O, 2%igem Trypanblau 1:10 verdlinnt (Salipipette).
Lebende Zellen fdrben sich wegen der Unversehrtheit der Zell-
membran nicht an. Unter dem Mikroskop werden in einer Z&hl-
kammer die vitalen Zellen, die von der Gr&B8e und ihrer mor-
phologischen Beschaffenheit her als Tumorzellen anzusehen
sind, ausgezdhlt. Eine andere Mdglichkeit besteht darin, alle
vitalen und unversehrten Zellen zu zdhlen und anschlieBend
einen Leukocytenkorrekturfaktor von 50% anzubringen. Nach
entsprechender Umrechnung 1d8t sich nun jede gewlinschte Kon-

zentration der LOsung herstellen.

Bei unseren Experimenten wurden den Versuchstieren jeweils
300 000 Tumorzellen in 0.1 ml Suspension mit einer 20er Kanilile
intramuskuldr in den rechten Unterschenkel injiziert. Bereits
nach 3 Tagen 1dBt sich ein Tumor am rechten Hinterbein tasten.
Insgesamt lag die Rate der sich entwickelnden Tumoren bei iber
90%. Tiere, die zu Versuchsbeginn keinen eindeutig tastbaren
Tumor aufwiesen oder irgendwelche Auffdlligkeiten zeigten,
wurden verworfen.

4. '?%30ddesoxyuridin

Bei einer Reihe von in vivo-Untersuchungen zur Zellkinetik
an tumortragenden Mdusen ist von Porschen und Feinendegen der
radioaktiv markierte DNA-Vorldufer 125Joddesoxyuridin (125J—
UdR) erfolgreich verwendet worden (30, 75). Das bei den Ver-
suchen verwendete 125JUdR wurde durch die Firma Amersham Buch-
ler GmbH & Co. KG, 3300 Braunschweig, bezogen und lag in .einer
spezifischen Aktivitdt von ca. 5 Ci/mmol vor. Der Reinheits-
grad wurde mit 93% angegeben. Beim JUdR handelt es sich um ein
Thymidinanalogon, welches in Position 5 des Pyrimidinringes
statt einer Methylgruppe ein Jodatom gebunden hat. Der Van-
der-Waal'sche Radius des Jodatoms ist mit 2,15 ® unerheblich

groBer als der Radius der Methylgruppe (2 2).
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THYMIDIN (TdR) JODDESOXYURIDIN (JUdR)

Abb. 7: Strukturformel von Thymidin und Joddesoxyuridin

Da die biochemischen und sterischen Eigenschaften von JUdR
denen des natiirlichen DNA-Vorl&dufers Thymidin stark &hneln,
wird es bei entsprechendem Angebot in die DNA eingebaut. Da-
bei sind die gleichen Enzyme fiir die Metabolisation tdtig
wie beim Thymidineinbau. Die Verwertung des applizierten JUdR
kann jedoch nur mit ca. 5% angenommen werden, da Messungen er-
geben haben, daB 95% der Aktivitdt innerhalb der ersten 24 h
in der Leber dehalogeniert und anschlieBend {iber die Nieren
wieder ausgeschieden wird (30, 33, 49). Auch hat sich gezeigt,
daB die Affinitdt der spezifischen metabolisierenden Enzyme
zum Thymidin um ein Mehrfaches hoher ist als zum JUdR, wo-
durch sich ein gewisser Verdradngungseffekt ergibt. Bei dies-
beziglichen Versuchen hat sich gezeigt, daB8 JUdR entsprechend
den Erwartungen in Geweben mit hoher Proliferationsrate einge-
baut wird. Hierzu geh®ren in erster Linie der Magen-Darmtrakt,
das Knochenmark, die Leber und die Milz als Zentralorgan des

lymphatischen Systems (2, 48, 57, 58, 59). Da auch Tumorgewebe
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eine Uberdurchschnittliche Zellerneuerungsrate besitzt, kann
man annehmen, daB auch hier JUdR-Einbau erfolgt. Vergleichende
Studien liber die Einbauraten in kritischen Organen und im Tumor
war Ziel einer im Rahmen der Langzeitinfusion gleichzeitig er-
stellten Dissertation (H.J.R&ttger, unverdffentlichte Daten,

(77)).,

Wie bereits erwdhnt, wird von der angebotenen JUdR-Menge
nur etwa 5% spezifisch in die DNA eingebaut. Nur beim Zell-
tod frei werdendes JUdR kann wieder verwendet werden. Da je-
doch auch in diesem Fall nur 5% des freien JUdR erneut in die
DNA eingebaut wird, ist die Wiederverwertung vernachldssigbar
klein.

5. Langzeitinfusion

Flir die Durchfiilhrung einer intravendsen Langzeitinfusion
bei Mdusen muB die Versuchsanordnung verschiedenen Anforde-
rungen gerecht werden. Zum einen ist eine intravendse Infu-
sion bei M&usen nur in eine der Schwanzvenen machbar, da an-
dere oberfldchliche Venen vom Kaliber her zu klein sind und
infolge der Behaarung des Korpers kaum aufzufinden sind. Eine
Katheterisierung tiefliegender groBer Venen ist ohne "opera-
tive" Freilegung unm&glich und fiir Serienexperimente mit zu
groBem Aufwand verbunden. Zum anderen mufl das Venenkatheter-
material weich und flexibel sein, damit die Venenwdnde nicht
allzu leicht perforiert werden. Weiterhin darf es nicht zu
Unvertrédglichkeitsreaktionen bei der Maus kommen. Das gesamte
Infusionssystem muB beim Umgang mit radioaktiven Substanzen
absolut dicht sein, da ein Verlust an Aktivitdt durch Undich-
tigkeit nicht nur zu verfidlschten Ergebnissen, sondern auch

zur Kontamination des Umfeldes fiihrt.

Das gr&BRte Problem bei der Infusion iiber mehrere Tage
stellt die Fixierung des Venenkatheters im Versuchstier dar.
Es muB dabei eine Methode angewandt werden, die auf der einen
Seite die Befreiungsversuche der Maus erfolglos werden 1l&8t,
andererseits die Beweglichkeit der Maus nicht soweit ein-

schrankt, daB das Tier darunter unverhdltnismdpig leidet.

Da die pro 24 Stunden zu infundierende Fliissigkeitsmenge

von 5 ml bei einer Maus mit einem Gewicht von 25 bis 30 g
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nicht berschritten werden sollte, muBte man iiber entspre-
chende Infusionspumpensysteme verfiligen, die kontinuierlich
kleine DurchfluBraten aufrecht erhalten k&nnen. Letztlich ist
noch gefordert, die Versuchsanordnung und den Aufbau so zu
wdhlen, daB mdglichst viele Versuchstiere gleichzeitig infun-
diert werden k&nnen, und daBf die Experimente sich leicht iiber-

wachen lassen.

5.1. Ratheterherstellung

Da es im Handel keine fertigen Verweilkatheter der gefor-
derten GrdBen gibt, ist es ndtig, die Katheter vor den je-
weiligen Experimenten selbst herzustellen. Als Material hier-
fir erwiesen sich Polydthylenschlduche (Intramedic P.E., Me-
dical Formulation PHF) der Firma Vogel, GieBen, die bereits
tiergeprift und frei von Gewebereaktionen sind, als geeignet.
In unserem Fall wurden als Katheter Schliduche mit einem Innen-
durchmesser von 0.28 mm und einem AuBendurchmesser von 0.61 mm
verwendet. Flir die Zuleitung von den Infusionspumpen kamen
PVC-Schlduche mit einem Innendurchmesser von 0.7 mm zur An-
wendung. Um die Katheter mit den Zuleitungsschlduchen fliis-
sigkeitsdicht zu verbinden, wurden sie zweifach miteinander

verklebt. Dazu wird der Katheter etwa 4 cm weit in den Zu-

S

3 = D)

iv. Katheter  Plastikkappchen  Zuleitungsschlauch

Abb. 8: Schematische Darstellung der Schlauchkopplungsstelle
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leitungsschlauch eingeschoben. An der Eintrittsstelle wird

ein Tropfen des in Sekunden abbindenden Klebers Locktide 555
aufgebracht. Da dieser Kleber sehr dlinnfllissig ist, saugt er
sich durch die Kapillarwirkung in den Spaltraum zwischen Ka-

theterauBenwand und der Innenwand des Zuleitungsschlauches.

Nun wird als eigentliche Sicherung die Eintrittsstelle von
auBen mit wasserdichtem Kleber (UHU-Plus) ummantelt. Hierbei
fanden die Schutzkappen der im Labor gebrauchten Einmalsprit-
zen Verwendung. Es handelt sich um kleine, zylindrische Pla-
stikkdppchen, in deren Boden mit Hilfe einer heiBen Kaniile
ein Loch gebrannt wird, so daB der Katheter gerade hindurch-
paBt. Man schiebt nun die Kupplungsstelle des Schlauchsystems
etwa zentral in den Hohlraum des Kédppchens ein. Dann wird der
zdhflilissige Zwei-Komponenten-Kleber mittels einer Spritze in
den Hohlraum gepreBt, so daB die Kupplungsstelle allseits
gleichmidB8ig von einer Kleberschicht ummantelt ist. Die norma-
lerweise 24 Stunden dauernde Aushdrtungszeit 148t sich durch
Erwdrmung mit Infrarotlicht auf 6 Stunden reduzieren. Zur Ver-
bindung der Zuleitung mit den Infusionspumpen bzw. Spritzen
werden stumpfgeschliffene und entgratete Stahlkaniilen (Braun-
Melsungen Nr. 1; 0.9 mm) in die Verbindungsschlduche eingescho-
ben. Die elastischen Schlduche legen sich der Kanilile dicht an,

so daB hier kein Flissigkeitsaustritt feststellbar war.

Jedes gefertigte Kathetersystem wurde vor Gebrauch mit der
h&échsten Perfusionsdruckstufe (190 ml/h) durchspiilt, um die
Dichtigkeit zu iberpriifen. Als Infusionspumpen dienten fiir
die Versuche die Geridte Perfusor VI der Firma Braun, Melsun-
gen. Es handelt sich hierbei um elektrisch betriebene Synchron-
motoren mit einem 10-stufigen Getriebe, die die Mdglichkeit
der exakt reproduzierbaren Fordergeschwindigkeit gewdhrlei-
sten. Durch einen als ZubehdSr lieferbaren Aufsatz kdnnen
gleichzeitig drei 10-ml-Spritzen auf einem Gerdt Platz fin-
den. Bei Verwendung der kleinsten FOrdergeschwindigkeitsstu-
fe ergab sich die bendtigte FSrderleistung von 0.2 ml/h filr

jedes Infusionssystem.

5.2. Beschreibung der Infusionsapparatur

Als Grundbaustein der Infusionseinheit benutzten wir einen

fahrbaren Regalstdnder, der zur Aufnahme von normalerweise
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60 Mdusekdfigen dient (siehe Foto I). Gestelle dieser Art fin-
den im hiesigen Tierhaus zur platzsparenden Unterbringung und
Pflege der Labormduse Verwendung. Die von beiden Seiten zugdng-
lichen Gestelle sind fiir die Infusionsapparatur nur von einer
Seite mit Mdusekdfigen bestiickt, so daB sich bei 5 nebenein-
ander liegenden Kdfigen, die in 6 Reihen ibereinander angeord-
net sind, eine Kapazitdt von 30 Mdusen pro Regalgestell ergibt.
Bei einer Lange von ca. 2 m und einer Tiefe von 1 m 1dBt sich
das Gestell relativ problemlos unterbringen. Auf der anderen
Seite des Gestells werden die Infusionspumpen filir die Langzeit-

infusion untergebracht.

Foto I =~ Fahrbarer Regalstdnder filir Kadfige
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Die verwendeten Kdfige sind klarsichtige Makrolon-Stand-
ardkdfige Typ II in den Grundabmessungen 16 cm x 22 cm und
einer Seitenwandhdhe von 15 cm, die sich gut sterilisieren
lassen (Hersteller Fa. Ebeco). Als Deckel dient ein verzink-
ter Drahtgitterrahmen, der eine Aufnahmemulde fiir das Futter
und die Trinkwasserflasche enthdlt. Trockene, feine, autokla-
vierte Weichholzhobelspédne, die den Boden in ca. 2 cm Dicke

belegen sollten, wurden als Streu verwendet.

In eine Stirnwand der Makrolonbehdlter wird ein senkrech-
ter Schlitz von 11 mm Breite und 13 cm Ld&nge eingefrdst, der
am unteren Ende etwa 2 cm liber dem Boden leicht aufgeweitet
ist. In diesen Schlitz 148t sich das Plastikschutzrohr, in
welchem der M&useschwanz mit dem Venenkatheter fixiert ist,
vertikal bis in die Erweiterungsbohrung einschieben, in wel-
cher Vor- und Rlickbewegungen leicht mdglich sind. Auf das
Schutzrohr sind am vorderen und hinteren Ende Hlilsen aufge-
schoben, die den AuBendurchmesser des Rohres sowelit vergrd-
Bern, daB es von der Maus nicht durch die Erweiterungsboh-
rung herausgezogen werden kann. Die vordere Hililse wird zweck-
mdBig aus Metall gedreht, um das im Kdfig befindliche Ende
des Plastikrohres vor dem Zernagen zu sichern. Somit ist fir
die Maus eine Bewegung im K&fig nach vorne und rickwdrts um
den Betrag der Rohrldnge mdglich. Gleichzeitig erlaubt das
MaB der Erweiterungsbohrung ein seitliches Ausscheren des
Rohres um etwa 45° nach links und rechts. Auf diese Weise
kann die Maus jede beliebige Stelle des Kdfigs erreichen,

ohne sich von der Infusion loszureiBen (Foto II).



Foto II - Makrolonkdfig mit eingefrédstem Schlitz

und fixierter Maus.

5.3. Infusionsdurchfiihrung

5.3.1. Vorbereitung der Versuche

Flir die hier beschriebenen Versuche wurden Mduse verwendet,
deren Tumorzellimplantation 3 bzw. 5 Tage zurilicklag. Als Aus-
wahlkriterien galten dabei ein tastbarer Tumor im rechten Hin-
terbein, ein Lebensalter von 10 bis 12 Wochen und ein Ausgangs-
kdrpergewicht von 25 bis 30 g bei sonst unauffédlligem Verhal-
ten und Aussehen. Die Tiere wurden mit farbigen Fellmarkie-
rungen versehen, um Uber die gesamten MeBreihen Fehler durch
Verwechslungen auszuschliefien. Im Rahmen der Experimente wur-
den drei Gruppen von Mdusen gebildet:

1) Tumortragende Mduse, welche mit Langzeitinfusion von ra-

125

dioaktivem JUdR behandelt wurden, im folgenden MTI ge-

nannt;
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2) Tumortragende Kontrolltiere, welche mit Langzeitinfusion
von 0.9%iger NaCl-Ldsung oder &dquivalenter Menge "kaltem"
JUdR behandelt wurden, im folgenden MTK genannt;

3) Nicht tumortragende Kontrolltiere, welche mit Langzeitin-
fusion von radioaktivem 125JUdR behandelt wurden, im fol-

genden MNI genannt.

Zum Anlegen der Infusion wird die Maus in eine filir Einmal-
injektionen vorgesehene Halterung gesetzt, wobei lediglich
der Miuseschwanz aus dem hinteren Teil des Gehduses heraus-
schaut (Foto III). Das Kathetersystem, welches zuvor durch
Alkoholspiilung keimfrei gemacht worden ist, wird an eine se-
parate Infusionspumpe mit 0.9% NaCl-L&sung angeschlossen und
gefiillt. Der Katheter wird nun in eine Einmalkaniile Nr. 1
(0.9 mm) eingefiihrt, so daB er gerade nicht an der Kanililen-
spitze erscheint. Nach Aufsuchen einer geeigneten Schwanz-
vene wird die Einstichstelle, die etwa 3 cm caudal der Schwanz-
wurzel liegen sollte, mit Alkohol desinfiziert und die Vene
mit der Kaniile punktiert. Bei intravasaler Kanlilenlage wird
nun der Katheter vorsichtig durch die Kaniile nach cranial ge-
schoben. Bei korrekter Kanlilenlage 1dB8t sich der Katheter
leicht vorschieben und drilickt dabei &duBerlich deutlich sichtbar
die vendse Blutsiule in dem BlutgefdB vor sich her. Ist der Ka-
theter bis 0.5 - 1 cm vor der Schwanzwurzel eingefiihrt, wird
die Kaniile liber den Katheter zuriickgezogen und die Punktions-
stelle sofort mit einem Tropfen Histoacryl-Gewebekleber (Fa.
Braun - Melsungen) verschlossen. Dieses Verfahren gewdhrleistet
ein sekundenschnelles Abdichten, da Histoacryl bei Kontakt mit

Feuchtigkeit sofort polymerisiert.



Foto III - Gehduse fir die Kathetereinlage in eine

Schwanzvene.

Der Mauseschwanz wird nun mit dem Katheter durch ein ge-
schlitztes Plexiglasrohr gezogen und durch eine quer ein-
gestochene kleine Kaniile in dem Schutzrohr fixiert. Bei sub-
til durchgefiihrter Anwendung bleibt das Infusionssystem bis

zum Ende des Experimentes funktionsfdahig und dicht.

Untersuchungen mit ROntgenkontrastmittel vor und nach In-
fusion haben gezeigt, daB bei duBerlicher Unversehrtheit des
proximalen Schwanzdrittels eine dauernde intravasale Kathe-
terlage angenommen werden kann. Bei der ROntgenkontrolle wird
den Miusen 0.15 ml Kontrastmittel (Conray 80; Fa. BYK-Gulden,
Lomberg) wédhrend einer Minute iiber das Kathetersystem infun-
diert. Die Spritze mit dem Kontrastmittel wird wdhrend der
Infusion durch einen Glastemperiermantel auf 38°¢ gehalten,
da sonst wegen der hohen Viskositdt des Kontrastmittels mit

der hohen Infusionsgeschwindigkeit die Venenwand beschddigt



Foto IV - Fertig angebrachtes Infusionssystem

werden kann. Bereits nach 10 - 20 Minuten ist das Kontrast-
mittel lber die Nieren ausgeschieden. Bei korrekter Lage
des Infusionssystems zeigt sich auf der ROntgenaufnahme eine
deutlich kontrastmittelgefiillte Blase, sofern sie nicht vor-
zeitig entleert worden ist. Bel paravendser Katheterlage
sieht man um die Schwanzwurzel diffus im Gewebe verteilt ein

Kontrastmitteldepot (RSntgenaufnahmen A und B, Foto V).

AR) Korrekte Katheterlage



B) Paravasale Katheterlage

Foto V: Kontrastmitteltest fiir die Katheterlage

Flliissigkeitsniederschlag im Plexiglasrohr oder ddematdse
Aufquellung der Schwanzwurzel sind Zeichen einer paravasa-
len Infusion. Eine nicht exakte Katheterlage muBte wdhrend
der Experimente bei etwa 10% der Tiere angenommen werden.

Diese Mduse wurden jeweils aus dem Versuch eliminiert.

5.3.2. Durchfiihrung der Versuche

Wenn die M3use mit dem Infusionssystem verbunden sind,
werden sie in die bereits beschriebenen Makrolon-Kidfige ge-
125JUdR

begonnen werden. Jeder Maus wurde eine Gesamtaktivitdt von

setzt. Dann kann mit der Infusion des radioaktiven

100 uCi appliziert. Die Infusionsdauer betrug 10 Tage. In
dieser Zeit wurde der Maus zusdtzlich jodiertes Trinkwasser
und Festfutter ad libitum angeboten. Um die unumgdngliche
Fellkontamination durch radiocaktiven Urin mdglichst gering
zu halten, wurde die Streu in den Kdfigen im 2-Tagerhythmus
erneuert. Eine zu Beginn der Versuche bei 15% liegende Mor-
talitdt wdhrend der Infusion fihrten wir z.T. auf die StreB-
belastung im Versuch zurlick. Aus diesem Grunde wurde der In-
fusionsldsung Diazepam (ValiumR) 0.2 mg/50 ml zugeschlagen.
Ein EinfluB des Diazepam auf das Tumorwachstum oder andere
wichtige Stoffwechselwege kann ausgeschlossen werden (17,
35, 60). Unter diesen Bedingungen sank die Mortalitdt unter
10%. Dabei ist anzumerken, daB die Sterberate bei den tumor-
tragenden Mdusen an der Infusion gleich groB wie bei den Kon-

trollmdusen war. Die Raumtemperatur wdhrend der Experimente
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wurde so gut wie mdglich zwischen 23°c und 27°% gehalten.

Nach Ablauf der Infusionsdauer wurden den Versuchstieren
nach vorhergehender Inspektion der lokalen morphologischen
Verhdltnisse die Katheter gezogen. AnschlieBend wurden alle
Miuse in einer warmen Seifenlauge einige Minuten gebadet, um
das Fell zu dekontaminieren. Nach grober Trocknung in Zell-
stofftiichern wurden die Tiere dann bis zur vollstdndigen
Trocknung einer Infrarotbeleuchtung ausgesetzt. Durch das
Baden der einzelnen Mduse wird die Ganzkdrperaktivitdt zum

Teil bis zu 30% reduziert.

6. MeRBtechnik

Mit den Messungen wurde jeweils 24 h nach Infusionsbeen-
digung begonnen (MeBtag O). Diese Zeit wurde eingehalten, da-
mit das frei im Gewebe und Blut der Maus befindliche 125JUdR,
welches noch nicht in die DNA eingebaut war, ausgeschieden
werden konnte. Die Messungen wurden ab diesem Zeitpunkt zu-
nidchst in 5-tdgigem Abstand wiederholt (MeBtage 5, 10, 15,
20, 25). Die Versuchstiere, die am 30. Tag nach Infusions-
ende noch lebten, wurden weiter bis zum Tode in 7-tdtigem
Rhythmus gemessen. An jedem MeBtag wurde das Kdrpergewicht,
das Tumorvolumen sowie die GanzkOrperaktivitd@t der Tiere be-
stimmt, die bis dahin liberlebten. Insgesamt kamen flir diese

Experimente 243 Mduse zur Verwendung.
6.1. Tumorvolumenbestimmung

Zur Bestimmung des Tumorvolumens wurde mit einer Schub-
lehre der Tumordurchmesser D ermittelt und das Volumen nach

der Formel

3

V = 0.525 x D> - 65 (mm>)

berechnet. Hierbei wird das Volumen des gesunden Beines mit
65 mm3 angenommen und vom Tumorvolumen subtrahiert (8, 74, 75).
Diese Messungen wurden jeweils von der gleichen Person durch-

gefiihrt, um Fehler durch differierende MeBtechnik auszuschlie-
Ben.

Die Berechnung des Tumorvolumens auf der Grundlagen einer

Kugel kommt dem tatsdchlichen Tumorvolumen bei Tumoren lber
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7 cm3 Volumen sehr nahe, unterhalb dieses Volumens muB ein
Korrekturfaktor entsprechend Abb. 9 angewendet werden. Die
Korrekturkurve konnte aus exakten Volumenmessungen nach Tu-
morextirpation bzw. Tumorgewichtsmessungen erstellt werden.
Angenommen wurde dabeili ein spezifisches Gewicht von 1 fiir

das Tumorgewebe.
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Abb. 9 Korrekturkurve flir Tumorvolumenbestimmung
6.2. GanzkOrperaktivitdtsmessung

Zur Bestimmung der GanzkOrperaktivitdt diente ein speziell
fiir die Messung von Mdusen eingerichteter Ganzkdrperzdhler,
der im IME der KFA Jilich entwickelt worden war. Hierbei lie-
gen sich zwei NaJ-Szintillationsdetektoren in einem abge-

schirmten Gehduse gegeniliber. Die Impulse werden getrennt von-
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einander verstdrkt und summiert. Die gemessenen Impulsraten

werden digital angezeigt. Die MeBvorrichtung war bei den Ver-

suchen auf die Erfassung der 35 keV-Gammastrahlung desv125J

Foto IV - GanzkOrperzdhler fiir Kleintiere

eingestellt. Zur Messung wurden die M3use zwischen den beiden
Detektoren in passende Plexiglasrdhren eingebracht. Zum Konta-
minationsschutz waren die Detektoren mit diinnen Plastikfolien
abgedeckt.

Die MeBdauer betrug jeweils 3 x 1 min. Die Ergebnisanzei-
ge erfolgte in Impulsen pro Minute (ipm). Die Ausbeute des
GanzkOrperzdhlers wurde durch Eichproben mit 125JUdR ermit-
telt und lag bei 2,5%. Die angezeigten Werte muBten jeweils
um die mittlere Untergrundaktivitdt der Umgebung reduziert
werden. Bei unseren Messungen lag der Wert zwischen 80 und
200 ipm. Die MeBeinrichtung wurde wihrend der gesamten Ver-

suchsserien jeweils mit einem Jod-Standard iiberwacht. An die
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gemessenen und Untergrund-korrigierten Zdhlraten muBte bei
den statistischen Auswertungen noch jeweils eine Korrektur
fiir den natiirlichen Jodzerfall und fiir die Eigenabsorption
der Maus angebracht werden. Fir die Eigenabsorptionsmessung
wurde die Gewebedichte von Wasser angenommen und ein mittle-

rer Wert von 15% bestimmt.

6.3. Kdrpergewicht und Tumoraktivitdt

Bei der Auswahl der Versuchstiere fiir die Experimente war
neben dem Alter das KOrpergewicht ein entscheidendes Krite-
rium. Wihrend der Versuche wurde an jedem MeBtag das Kdrper-
gewicht bestimmt. Die Genauigkeit betrug + 0.1 g. Die Be-
stimmung der in den Tumor eingebauten Aktivitdtsmenge ge-
schah an den bestimmten MeBStagen im Rahmen der gleichzeitig
erstellten Dissertation (H.-J. ROttger), wobei die Tumoren
aus den getdteten Tieren exzidiert wurden und die Aktivitat
der Tumormasse im Autogamma-Probenwechsler (Gammaszint

BF 5300 der Firma Packard) gemessen wurde.
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IV VERSUCHSERGEBNISSE

1. Elektronische Datenverarbeitung

Die Auswertung der MeBergebnisse wurde mit einem program-
mierbaren elektronischen Taschenrechner (Casio FX 501 P) vor-
genommen. In den Programmen zur Berechnung der Aktivitdts-
verlustraten wurden die MeRwerte jeweils direkt hinsichtlich
der Hintergrundstrahlung, des Jodzerfalls und der Eigenabsorp-
tion der Maus korrigiert. Bei der Berechnung der Tumorvolumen
wurde bei Tumoren, die kleiner als 7 cm3 waren, eine Korrektur

gemdB der Kalibrierkurve vorgenommen.

2. Tumorwachstumskurven

Die in Abb. 10 dargestellten Tumorwachstumskurven beziehen
sich auf eine Infusionsdauer von 10 Tagen, in denen jeder Maus

125JUdR infundiert wurde. Das

eine Gesamtaktivitdt von 100 uCi
Tumoralter betrug zu Versuchsbeginn 3 Tage. Der Kurvenverlauf
der MTI entspricht im wesentlichen den bereits bekannten Wachs-
tumskurven des Sarkoms 180 bzw. dem der Kontrollgruppe MTK

mit zundchst steilem Anstieg, welcher nach einer Bremsphase

in einem Plateau endet. Am ersten MeBtag nach Infusionsende
betrug die Wachstumsverzdgerung der MTI gegeniiber MTK 34,3
Vol%. Dieser Wert verringerte sich im weiteren Beobachtungs-
zeitraum auf 23,2 Vol% am MeBtag 25. Im Mittel ergibt sich

Uber den gesamten Zeitraum eine prozentuale Wachstumsverzdge-
rung von 26.6%. Da beide Kurven nach der Infusion nahezu pa-
rallel zueinander verlaufen, ist der proliferationshemmende
Effekt von 125JUdR nur wdhrend der Infusionsperiode anzuneh-
men. Danach scheint sich die Tumorzellpopulation der MTI
gleich wie die der MTK mit unverdnderter Wachstumskinetik

zu vergrdBern.
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Abb. 10: Tumorwachstumskurve aller MTI und MTK mit Infu-

sionsbeginn 3 Tage nach Tumorzellinokulation, mit
Standardfehlern

In einer anderen Betrachtungsweise entspricht die Wachs-
tumsverzdgerung der MTI gegenliber den MTK am MeBtag O einem
Zeitintervall von 4 Tagen, am MeBtag 10 von 7 Tagen. Anhand
dieses Vorsprungs der MTK kOnnte erwartet werden, daB die
Lebensdauer der MTI bis zum Erreichen der durchschnittlich
letalen Tumorgr&Be verldngert wdre. Eine solche lebensver-
lidngernde Wirkung zeigte sich wohl in Einzelf&llen, jedoch
nicht signifikant fiir die gesamte Versuchsgruppe. Aus dem
Sdulendiagram in Abb. 11 1l&8t sich erkennen, daB die Ver-
luste in beiden Gruppen etwa gleichfdrmig verlaufen. Die im

Diagramm aufgefiihrten Daten flir den MeBtag 37 ergeben zwar
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fir die MTI eine mehr als doppelt so hohe Uberlebensrate an,
jedoch handelt es sich hierbei absolut nur um 6 MTI und um 2
MTK-Tiere.
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Abb. 11: Prozentualer Anteil der lebenden MTI und MTK
bezogen auf MeBtag O

Die in Abb. 12 dargestellten Tumorwachstumskurven beziehen
sich auf die gleichen Versuchsparameter, d.h. Infusionsdauer
10 Tage mit einer Gesamtaktivitdtsmenge von 100 uCi 125JUdR,
jedoch waren die implantierten Tumoren bei Infusionsbeginn

5 Tage alt.
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Abb. 12: Tumorwachstumskurven aller MTI und MTK mit Infu-
sionsbeginn 5 Tage nach Tumorzellinokulation, mit
Standardfehlern

Hier zeigte sich nun am MeBtag O in beiden Gruppen ein
gréBeres Tumorvolumen gegeniiber den in Abb. 10 dargestell-
ten Versuchen. Einerseits 148t sich dieser Wachstumsvorsprung
damit erkldren, daB die Tumorzellpopulation zu Beginn der In-
fusion bereits grdBer war und mehr Zellen die Proliferation
unterhielten. Dagegen steht andrerseits die Tatsache, daB
die Tumorvolumen der Kontrolltiere in Abb. 12 am Tag O gro-
Ber sind als die der MTK in Abb. 10 am Tag 2. Auch zeigt sich
insgesamt bei den &lteren Tumoren ein flacherer Kurvenver-
lauf, so daB bei gleichgebliebenen Versuchsparametern eine
Anderung des Wachstumsverhaltens des Sarkom 180 eingetreten
sein kdnnte. Diese Theorie wird unterstiitzt durch die Tatsa-
che, daB die Wachstumskurven der Kontrolltiere in den Versu-
chen, die 1980 durchgefiihrt wurden, bei gleicher inokulierter

Zellzahl einen schnelleren Volumenanstieg zeigten als ver-
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gleichbare Studien friiherer Jahre (71, 72).

3. Tumorregression

Wie bereits eingangs erwdhnt, ist beim Tumorsystem Sar-

kom 180 durch Immunabwehrreaktionen mit einer spontanen Tu-

morregressionsrate von etwa 10% zu rechnen. Diesem Wert ent-

sprechen die bei den Experimenten beobachteten Ergebnisse

sehr genau. Ein Unterschied zwischen aktiv infundierten Miu-

sen und Kontrolltieren ergab sich nicht. Die entsprechenden

Tumorvolumen nehmen in beiden Versuchstiergruppen vom 1. MeR-

tag nach der Infusion kontinuierlich ab und erreichen zwi-
schen MeBtag 30 und 37 den Wert O (Abb. 13). Eine verkiirzte

Lebensdauer oder sonstige Spdtschidden konnten bei keinem

Tier beobachtet werden.
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Tumorregression der MTI bzw. spontane Tumorregres-

sion der MTK (jeweils etwa 10% der Versuchstiere)



4. Ganzkdrperaktivitdtsabfall

Die erste Messung der in die Versuchstiere eingebauten
Aktivitdtsmenge erfolgte 24 Stunden nach Infusionsende, wenn
die im Kreislauf bzw. in den ableitenden Harnwegen befindli-
che Aktivitdt ausgeschieden war. Ebenfalls war zu diesem Zeit-
punkt das Fell der Tiere durch ein Bad weitgehend dekontami-
niert worden. Die tumortragenden Tiere wiesen gegeniliber den
nicht tumortragenden MNI-Kontrollen einen Mehreinbau von
33,4% auf. Ein &dhnlicher Faktor wurde auch von Kronenberger
1977 gefunden (58). Absolut betrug die Ganzkdrperaktivitdt
am Ende der 10-Tage-Infusion bei den MTI durchschnittlich
1,025 uCi (o 3 = 0,08), bei den MNI 0,77 uCi (o z = 0,09).
Beim Abfall der GanzkOrperaktivitdt (siehe Abb. 14), die
nach Korrektur der Zellverlustrate durch Zelltod entspricht,
ist in beiden Tiergruppen bis zum 10. Tag nach Infusionsende
ein steilerer Aktivitdtsverlust zu verzeichnen als nach Tag 10.
Eine entsprechende Mehrphasigkeit im Aktivitdtsabfall zeigte
sich auch in den Versuchen Kronenbergers (57, 58), wobei die-
ses Phdnomen auf Verluste aus Zellpopulationen unterschied-
licher Lebensdauer bzw. Generationszeiten zurlickzufiihren ist.
Bei den MNI-Tieren ist Uber den gesamten Versuchszeitraum der
Aktivitdtsverlust hoher als bei den MTI-Tieren. Die biologi-
sche Halbwertszeit in diesen ersten 10 Tagen betrdgt fir MTI
15 Tage und flir MNI 8 Tage. In dieser Zeit ist die Zellver-
lustrate der Kontrollen also nahezu doppelt so hoch wie die
der Tumortrdger. Nach dem 10. Tag verlaufen beide Kurven fla-
cher, jedoch liegt auch hier der Zellverlust der Kontrollen
weiterhin noch deutlich iliber dem der MTI-Tiere. Auch hier
konnte Kronenberger gleichartige Ergebnisse erzielen, die
sich durch das tumorinduzierte Auftreten langlebiger Zellpo-

pulationen erkldren lassen.

5. Tumoraktivitat

Fir die Bestimmung der Tumoraktivitdt wurden die Tumoren
der Infusionstiere an den entsprechenden MeBtagen aus den ge-
tbteten Mdusen exzidiert und vermessen. Es wurde nach entspre-
chender Korrektur die spezifische Tumoraktivitdt in pCi pro g

Tumormasse als Betrachtungskriterium gewdhlt. Entsprechend der
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Abb. 14: GanzkOrperaktivitdtsabfall aller MTI und MNI, mit
Standardfehlern

Abb. 15 zeigt sich iiber den Beobachtungszeitraum ein rascher
exponentieller Abfall der Aktivitdt bzw. des Zellverlustes.

Die Halbwertszeit des Tumoraktivitdtsverlustes betridgt etwa

2 Tage, liegt also wesentlich unter den Werten der Ganzkdrper-
aktivitdt. Verdeutlicht ist dieser Unterschied in Abb. 16, bei
der der Quotient aus spezifischer Tumoraktivitdt und spezifi=
scher GanzkOrperaktitdt zur Beobachtungszeit aufgetragen ist.
Der anfdnglich héhere Einbau wird bereits nach 1,8 Tagen kom-
pensiert, fdllt weiter deutlich ab und n&hert sich asymptotisch
der Nullinie.

6. KOrpergewichte

Die in Abb. 17 dargestellten Kdrpergewichtszunahmen der
MTI- und MTK-Tiere zeigen einen weitgehend parallelen Anstieg,
wobei die MTK-Miduse erwartungsgemdB wegen der grdBeren Tumoren

Uber den MTI-Mdusen liegen. Die Betrachtung der Kdrpergewichte
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Abb. 15: Tumoraktivitidtsabfall mit Standardfehlern

inklusive der Tumoren ist jedoch nicht so interessant wie der
Kurvenverlauf, der sich ergibt, wenn die jeweilige Tumormasse
vom Kdrpergewicht subtrahiert wird. Dies ist in Abb. 18 ge-

schehen.

Es zeigt sich nunmehr kein Unterschied zwischen MTI und MTK,
und auch der jetzt mdgliche Vergleich mit den (nichttumortra-
genden) NMI-M3usen zeigt keine wesentlichen Differenzen. Ins-
gesamt steigt das Netto-Gewicht aller Tiergruppen etwa gleich-
mdBig an, entsprechend der normalen Gewichtszunahme der bei

Versuchsbeginn ca. 3 Monate alten Tiere.

Der Anstieg der Tumormasse in Prozent vom jeweiligen KOr-
pergewicht ist in Abb. 19 veranschaulicht. Hier zeigt sich,
daB die Tumormasse am 25. Tag nach dem Infusionsende bei den
MTK-Miusen 23,4% des Korpergewichtes ausmacht. Der entspre-

chende MTI-Wert betrdgt 19,8%. Direkt nach der Infusion be-
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Abb. 16: Relativer Aktivitdtsverlust des Tumors gegeniliber

dem GanzkOrper.

trdgt das Prozentverh&dltnis 11,4% (MTK) zu 8,7% (MTI). tber
den Beobachtungszeitraum von 25 Tagen hat die Tumormasse in
beiden Gruppen gleichf8rmig von etwa einem Zehntel des K&r-
pergewichts auf fast ein Viertel zugenommen.
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Abb. 18: KOrpergewicht aller MTI (-Tu), MTK (-Tu) und MNI
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Abb. 19: Prozentualer Anteil des Tumorgewichtes vom Ganz-

kdrpergewicht



V DISKUSSION

Das Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Auswirkung
einer intravendsen 125JUdR—Langzeitinfusion auf das Wachs-
tum des soliden Experimentaltumors Sarkom 180 bei der Maus.
Dazu war es zundchst ndtig, eine Infusionseinrichtung zu
schaffen, die den vorne genannten Kriterien gerecht wird.
Dieses Ziel kann als erreicht betrachtet werden, da sich
mit der beschriebenen Infusionsapparatur mittlerweile auch
Langzeitinfusionen bis zu 20 Tagen problemlos realisieren
lassen (F.H.A.Schneeweifl, Inst.f.Medizin, KFA Jiilich). Die
in den Langzeitinfusionen befindlichen nichttumortragenden
Miuse zeigten nach der Infusion und in den darauf folgenden
Monaten keine Auffdlligkeiten und keine erhdhte Sterberate
gegeniiber nichtinfundierten Mdusen. Die Reduzierung der
StreBbelastung gegeniiber anderen Infusionssystemen mit z.B.
subcutaner Applikationsform (62) oder immobilisierender Fixa-

tion kann hierbei als erfolgreich angesehen werden.

Die mit dem Infusionssystem bei den zu Grunde gelegten
Versuchsparametern erzielten Aktivitdtseinbauraten von etwa
1% entsprechen den Erwartungen, wenn die bei Pulsapplikation

von 125JUdR von Kronenberger gewonnenen Erkenntnisse liber

den prozentualen Einbau in die DNA sowie den 125JUdR—Umsatz
im Organismus auf die Langzeitinfusion lbertragen werden. Es
ist mdglich, die drei zusammenhdngenden Vorgdnge von Infusion

mit intrazelluldrem Einbau von 125JUdR, Zelltod mit Abbau und

Ausscheidung von 125JUdR sowie den kernphysikalischen Zerfall

von 125J in einem mathematischen Modell zu erfassen. Zur Be-
rechnung der zum Zeitpunkt t der Langzeitinfusion zu erwarten-
den in den Organismus eingebauten Aktivitdtsmenge kann man die

Abwandlung des Zerfallsgesetzes (69)

auf den Zerfall einer Muttersubstanz in eine Tochtersubstanz,
welche wiederum in eine zweite Tochter zerf&dllt, anwenden. Fir

den ersten Teil der Gleichung muB gelten, daB die Nacherzeu-
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gung aus der primdren Muttersubstanz pro Zeiteinheit kon-
stant ist, da in den Versuchen {iber den Infusionszeitraum
die Aktivit&dt gleichm&Big angeboten und mit 5%, d.h. mit

g = 0.5 uCi, pro Tag eingebaut wird. Der durch Stoffwechsel-
vorgdnge und Zellzerfall hervorgerufene GanzkOrper~Aktivi-
tdtsverlust wurde mit 30% tdglich ermittelt (57, 58). Das

entspricht einer Halbwertszeit von 2 Tagen bzw. einer Zer-

fallskonstanten von A1 = 0.346. Flir die Anfangsbedingung
NO = 0 gilt somit
g -
N () = — (1 - e M),
M
Da auch hinsichtlich des Zerfalls von 125Jod korrigiert werden

muB, nehmen wir den weiteren Zerfall in eine zweite Tochter mit
der Halbwertszeit von 60 Tagen, d.h. Az = 0.0155, an - jetzt

jedoch nicht mehr fiir konstante Nacherzeugung. Pro Zeiteinheit

wird die Aktivitdtsmenge

d N, (t)
qg((t) = ———— =N

d(t)

gebildet, welche nach AZ weiter zerfdllt.
Hierflir gilt

Ny () = qg(t) - A N, (t).

2

Nach Aufldsung der Differentialgleichung ergibt sich

q ALt

t
oon, (e

_ _ o =A
N2(t) = e "2

)

q - -
(My=A )t _qye=hot.

il
>
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>
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Im vorliegenden Fall ist Az viel kleiner als A so daB

11
in erster Ndherung gilt:

q ALt
N, (t) = T, (1-e~ M1

) e~ A2t



Das Ergebnis nach dieser Formel ergibt filir den Tag
t = 10 eine Aktivitdtsmenge N2 = 1.24 uyCi, welche mit der
mittleren gemessenen Aktivitdtsmenge der MTI von 1.025 ucCi
gut Ubereinstimmt. Die Diskrepanz zwischen MTI-Mdusen und
MNI-Kontrollen, welche im Mittel nur 0.77 uCi eingebaut
haben, miiBte sich demzufolge aus einer niedrigeren Einbau-
rate als 5% und/oder aus einem hSher als 30% liegenden Zell-
umsatz ergeben. Es ist jedoch kein Grund erkennbar, warum
der Zellverlust in nichttumortragenden Mdusen grdBer sein
sollte als in tumortragenden. Eher ist das umgekehrte Ver-
halten durch die Zellverlustrate im Tumorgewebe zu erwar-
ten. Hier zeigen die Aktivitdtsverlustkurven (Abb. 14) je-
doch eindeutig einen geringeren Zellumsatz bei den MTI-Mdu-
sen. Eine m&gliche Erkldrung wdre, daB bei den MTI das tu-
morassoziierte Immunsystem zu Beginh der Infusion maximal
aktiviert wurde, wobei verschiedene Proliferationsreihen
mit unterschiedlicher Lebensdauer auftraten. Hinweise flir
die zentrale Rolle des Retikuloendothelialen Systems (RES)
mit seinen beiden Haupttridgern Leber und Milz bei der Tumor-
abwehr konnten in vorausgegangenen Experimenten gefunden wer-
den (1, 57, 58, 70). Diese erhdhte Proliferation ist sicher
mitverantwortlich fiir den Mehreinbau der Tumortrdger gegen-
iber MNI. Nachdem der Anteil der kurzlebigen Zellen des RES
erschopft ist, bleibt am Ende der Infusion der Anteil lang-
lebiger Zellen mit hochgradigem Aktivitdtseinbau zurlick. Bei
den MNI kommt es zu keiner Verschiebung des Verhdltnisses
zwischen lang- und kurzlebigen Zellen bzw. zu keiner Erschop-
fung, so daR nach der Infusion der raschere Aktivitdtsabfall
aus dem Verlust der noch vorhandenen kurzlebigen RES-Popula-

tion resultiert.

Zur Kldrung dieser These miissen noch detaillierte Unter-
suchungen der spezifisch proliferierenden Organe und Zell-
systeme vorgenommen werden. Teilweise neue Erkenntnisse sind
von den Aktivitdtsmessungen kritischer Organe nach Langzeit-
infusion (ROttger) zu erwarten. Besonderes Augenmerk muB da-

bei dem Knochenmark, dem Diinndarm, der Milz und der Leber ge-
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widmet werden. Des weiteren wdre eine vergleichbare Studie
mit Tumoren an einem syngenen System interessant, da dabei
die tumorinduzierte Proliferationssteigerung des RES ver-
nachldssigt werden kann. Der bei der Tumoraktivitit vergli-
chen mit der GanzkOrperaktivitidt zu beobachtende rasante
Aktivitdtsabfall (Abb. 16) ist durch Zellnekrosebildung aus
Grlinden unzureichender Vaskularisierung erkl&rbar.

Die Untersuchung des Einflusses von 125JUdR auf das Tumor-

wachstum brachte als Ergebnis eine Wachstumsverz&gerung von
durchschnittlich 26.6% Vol. Diese Retardierung ist sicher
auf den zytotoxischen Effekt von 125JUdR zurlckzufiihren.
Die bei Infusionsbeginn vorhandene Tumorzellzahl wird wih-
rend ihrer Vermehrung in den folgenden Generationszyklen

durch den Zerfall der in DNA eingebauten 125J—Atomkerne "rela-

tiv" gemindert. Diese Minderung der proliferierenden Populia-
tion reichte jedoch nicht aus, die Tumoren zu v&lliger Regres-
sion zu bringen. In Einzelfdllen konnten Miuse becbachtet wer-
den, deren weiteres Tumorwachstum nach der Infusionsbehandlung
zundchst extrem langsam verlief. Etwa zwei Wochen nach Infu-
sionsende nahm die Wachstumsgeschwindigkeit jedoch wieder ra-
sant zu, und die Tiere erreichten &hnlich groBe Tumoren wie
das ibrige Kollektiv. Auch war bei diesen Einzelfillen der Le-

talitdtszeitpunkt nicht hinausgeschoben.

Wenn man die Ergebnisse der MTI mit bei Infusionsbeginn
3 Tage alten Tumoren mit den bei Infusionsbeginn 5 Tage al-
ten Tumoren vergleicht, findet man zum jeweiligen MeBtag O
direkt nach der Infusion bei MTI(3) deutlich geringere Tu-
morvolumen als bei MTI(S); normiert auf MTI(3) entspricht
die Differenz etwa 50%. Vergleichbar werden die Kurven je-
(5) den MeBtag 2 der
MTI(3) gegeniliberstellt, da zu diesem Zeitpunkt beide Tumoren

doch nur, wenn man dem MeBtag O der MTI

gleich alt sind. In diesem Fall entspricht die Volumendiffe~-
renz ca. 17%. Wenn man weiterhin betrachtet, da8 die Tumor-
volumen beider MTI-Gruppen sich am Ende des Beobachtungs-

zeitraumes nahezu angleichen, kann man erkennen, daB die
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Wahl des Zeitpunktes flir den Infusionsbeginn innerhalb die-
ser zeitlichen Grenzen keinen entscheidenden Effekt auf das
Tumorwachstum zu haben scheint. Die folgende theoretische
Uberlegung zu dieser Beobachtung ist filir die Anfangsphase
im Tumorwachstum denkbar, wenngleich eine Reihe weiterer

Faktoren das Tumorwachstum bestimmen.

Eine Zellpopulation, die sich von einer konstanten Aus-
gangszahl gemdB einer Funktion I in der Zeit vermehrt, wird
innerhalb eines bestimmten Zeitintervalles durch eine ande-
re Funktion II gemindert, bzw. zu relativ langsamer Vermeh-
rung veranlaBt. Nach Ablauf des Zeitintervalles geschieht
die Vermehrung der dann vorhandenen Zellen wieder nach der
urspriinglichen Funktion I (Abb. 20). Es zeigt sich nun, daB
das Zeitintervall mit Funktion II an beliebiger Stelle in
den Zeitablauf der Funktion I eingeschleut werden kann, da
die Zellzahl am Ende immer gleich ist. Die Idealbedingung
der konstanten Zellvermehrung ist im Tumorsystem wegen des
Auftretens von Nekrosen und des vorher nicht absché&dtzbaren
Anteils proliferierender Zellen an den Gesamtzellen nicht

gegeben.

Zellzahl

Zeit

Abb. 20: EinfluB von zwei Funktionen, die unterschiedliche

Zeitkonstanten reprdsentieren, auf das Tumorwachstum
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Um zu kldren, welchen EinfluB das Tumoralter bzw. die
Tumorzellzahl bei Langzeitinfusionen definitiv auf das Wachs-
tum hat, miiBten genauere Untersuchungen zu diesem Problem
durchgeflihrt werden. In diesem Falle widre ein Tumorsystem
mit langsamerem Wachstum dem sehr schnell proliferierenden
Sarkom 180 vorzuziehen, da bei Sarkom 180 schon sehr friih
mit Nekrosebildung gerechnet werden muB. Die unter den hier
zu Grunde gelegten Vermehrungsbedingungen erzielte Wachstums-
verzdgerung von 26.6 Vol.$% kénnte durch Anderung der Ver-
suchsparameter eventuell gesteigert werden. Hier wire zu-
ndchst eine spezifische Aktivitdtserhdhung und die Verlinge-

rung der Infusionsdauer zu untersuchen.

Ein therapeutischer Effekt kann aus den bisherigen Ergeb-
nissen mit dem Langzeitinfusionssystem mit 125JUdR noch
nicht abgelesen werden, da es bei den Infusionstieren zu kei-
ner Lebensverldngerung kam und auch die totale Tumorregres-
sionsrate der behandelten Tiere nicht iiber der spontanen Re-
gression der Kontrolltiere lag. Zur weiteren Optimierung der
1255uar-

Wirkung in einem syngenen Tumor-Wirts-System zu erwdgen, da-

Versuche wdre auf jeden Fall die Untersuchung der

mit unkalkulierbare Abwehrreaktionen eliminiert sind.
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VI ZUSAMMENFASSUNG
125

25

Joddesoxyuridin (1 JUdR), ein Thymidinanalogon, kann in

die DNA proliferierender Zellen eingebaut werden. Beim Zerfall
von 125J werden im Mittel rund 20 meist niederenergetische Auger-
und Konversionselektronen emittiert, durch die Zellen mit hoher
Wirksamkeit geschddigt werden kdnnen. Ferner besteht Grund zur
Annahme, daB die zurlickbleibenden, nicht kompensierten positiven
Ladungen des Tochternuklids 125Te infolge CoulombabstoBung zu
einer lokalen Desintegration des Molekiilverbandes und damit zu

einer erheblichen Verstdrkung des Elektroneneffektes flihren

k&nnen.

Die vorliegende Arbeit sollte den therapeutischen EinfluB
von 125JUdR auf das Wachstum des soliden Experimentaltumors
S5-180 der Maus kldren. Die zu diesem Zweck geschaffene Appara-
tur ermdglicht es, den Versuchstieren liber einen intravendsen
Katheter Infusionsl8sungen praktisch ohne Zeitlimit zu infun-
dieren. Den weiblichen Albinom&usen (NMRI) wurde jeweils 3 bis
5 Tage vor Infusionsbeginn 0.1 ml einer Tumorzellsuspension
mit 3 x 105 Zellen in das rechte Hinterbein injiziert. Die pro
Maus applizierte Gesamtaktivitdt betrug 100 uCi in 10 Tagen.
Nach Beendigung der Infusion wurde das Tumorvolumen mit einer
Schublehre in zwei Ebenen und der Aktivitdtseinbau in einem
NaJd (Tl) GanzkOrperzdhler fiir Kleintiere alle 5 Tage bis zum

Tod der Tiere gemessen.

Die mittlere Wachstumsverzdgerung Uber die gesamte MeBzeit
von 25 Tagen betrug 27 % der Tumorvolumina der Kontrollen. Le-
benserwartung und Totalregression der Tumoren waren nicht er-
hdht. Der Aktivitdtseinbau nach Beendigung der Infusion betrug
rund 1% der insgesamt injizierten Aktivitdt. Dies bewies erneut,
daB nur 5% des infundierten JUdAR initial eingebaut wird und das
in den ersten 10 Tagen ein tdglicher Aktivitdtsverlust von etwa
30% durch Zelltod erfolgt. Der bei den tumorfreien Kontrollen
beobachtete hbhere Aktivitdtsabfall bzw. Zellverlust gegeniiber
tumortragenden Tieren kdnnte auf Erschépfung der kurzlebigen
Zellpopulationen des RES bei den Tumortrdgern zurickzufihren
sein.
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Die wdhrend der Experimente erzielten Fortschritte lassen
erwarten, daB sich durch eine weitere Optimierung der Versuchs-
bedingungen und -parameter eine weitere Verbesserung der thera-
peutischen Wirkung von 125Joddesoxyuridin auf Tumorzellen er-

zielen lassen wiirde.
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