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Einleitung

1.1 Das oberflachliche Harnblasenkarzinom

Jahrlich erkranken etwa 11 Manner und 5 Frauen pro 100 000 Einwohnern neu am Harnbla-
senkarzinom. Das Urothelkarzinom der Harnblase hat eine Haufigkeit von ca. 10/100000 und
verursacht etwa 3,5% aller Krebstodesfélle (1). Die Uberwiegende Mehrzahl der Tumoren
(70-80%) ist bei Diagnosestellung oberflachlich (Tumorstadien pTa, pT1 und carcinoma in
situ), d.h. eine Infiltration der Blasenmuskulatur oder tieferer Schichten liegt nicht vor. Die
Standardtherapie besteht bei diesen Tumorstadien in der transurethralen Elektroresektion
der Tumoren. Hierbei ist das Blasentrauma relativ stark, so dass es nicht nur am Ort der
Resektion, sondern auch an anderer Stelle zu Urothelabschirfungen und Blutkoagelauflage-
rungen kommt. Nach einer derartigen organerhaltenden Behandlung rezidivieren etwa 70%
der oberflachlichen Tumoren, teils in Abh&ngigkeit von Tumorstadium und Differenzierungs-
grad (2), teils aber auch abhangig von weiteren Prognosefaktoren wie TumorgréfRe, multifo-
kalem Wachstum und begleitenden Urotheldysplasien (3). Etwa 25% der Rezidivtumore zei-
gen eine Progression, d.h. eine Verschlechterung des Tumorstadiums oder der Tumordiffe-

renzierung beim Rezidiv im Vergleich zum Ersttumor (4).

1.1.1 Klinische Aspekte zum oberflachlichen Harnblasenkarzinom

Eine anerkannte TherapiemalRnahme zur Verhinderung derartiger Tumorrezidive in der Bla-
se ist die postoperative intravesikale Rezidivprophylaxe mit Chemotherapeutika (Doxorubi-
cin, Mitomycin) oder Immuntherapeutika (Bacillus Calmette-Guérin (BCG), wobei die Immun-
therapie mit BCG, zumindest bei G3 Tumoren und beim carcinoma in situ die effektivste
MalRnahme der topischen Behandlung darstellt (5). Eine Rezidivprophylaxe wird ca. 3 Wo-
chen nach erfolgter Operation begonnen und erstreckt sich auf Zeitrdume zwischen 6 Wo-
chen und 2 Jahren. Etwa 50 - 70% der Patienten mit rezidivierenden oberflachlichen Blasen-

tumoren erhalten eine derartige Nachbehandlung.



Als Ursache fir die hohe Rezidivrate oberflachlicher Harnblasentumoren auch nach vollstén-
diger transurethraler Resektion werden im wesentlichen zwei Mechanismen diskutiert:

1. Disposition: Eine grundsétzliche genetische Veranderung des Urothels (6), welche im Zu-
sammenhang mit exogenen Noxen (Nitrosaminderivate, Rauchen, chronische Irritation) zur
malignen Transformation urothelialer Zellen fihrt (7, 8).

2. Implantation: Bei transurethraler Resektion ausgeschwemmte Tumorzellen implantieren
sich in der traumatisierten Blasenwand und fuhren hier zum erneuten Wachstum von Tumo-
ren (9). Es zeigte sich, dass Tumoren im Blasendach priméar duf3erst selten sind, nach tran-
surethraler Resektion hier jedoch in einer Haufigkeit von bis zu 20% angetroffen werden
(10). Weiterhin sind maligne Zellen nach erfolgter transurethraler Resektion tber einen lan-
geren Zeitraum hinweg in der Blasenspiilfliissigkeit nachweisbar (11).

Ein indirekter Hinweis fir die klinische Bedeutung und insbesondere fiir die Méglichkeit der
therapeutischen Beeinflussung der Tumorzellimplantation beim Harnblasenkarzinom konnte
durch eine multizentrische EORTC-Studie aufgezeigt werden, in der durch die einmalige
Instillation eines Chemotherapeutikums (5-Epirubicin) direkt postoperativ die Rezidivrate um
nahezu die Halfte gesenkt werden konnte (12). Derartige Chemotherapeutika stellen jedoch
toxische Substanzen mit nicht unerheblichen Nebenwirkungen dar, deren Instillation in die
Blase insbesondere bei nicht abgeheilter Resektionswunde zum systemischen Ubertritt mit

konsekutiver Myelosuppression fuhren kann (10, 13-16).

1.1.2 Experimentelle Aspekte zum oberflachlichen Harnblasenkarzinom

Zur genauen Untersuchung dieses Phanomens wurde ein Tierversuchsmodell etabliert (10,
17). Nur nach vorheriger transurethraler Koagulation der Mausblase konnte ein Tumor-
wachstum instillierter syngener Tumorzellen in Uber 80% der Félle erzielt werden, wéhrend
die Implantationsrate in nicht koagulierten Mausblasen um 2 Zehnerpotenzen niedriger lag
(10, 17, 18). Dieses Modell ist heute als ein etabliertes Modell der lokalen Tumorimplantation

anzusehen (19-22). Die Implantation der Tumorzellen ist abhdngig vom Ausmal} der Verlet-



zung der urothelialen Oberflache sowie von der Anzahl freigesetzter Tumorzellen (23). Das
Ausmald der Tumorzellimplantation variiert ebenfalls in Abh&ngigkeit vom verwendeten Re-
sektionsverfahren: So konnte gezeigt werden, dass nach Elektrokoagulation 6,2-fach mehr
Zellen freigesetzt wurden, als nach Laserbestrahlung von Tumoren derselben Grofie (18).
Aufgrund dieser klinischen und experimentellen Datenlage ist die Tumorimplantationstheorie
somit als ein relevanter Faktor der Rezidivhaufigkeit des oberflachlichen Harnblasenkarzi-

noms anzusehen (23).

1.2 Aufgabenstellung

1.2.1 Das orthotope murine syngene Harnblasentumormodell

Tiermodelle des Harnblasenkarzinoms erméglichen die Untersuchung von Aspekten, die
nicht unter klinischen Bedingungen gepruft werden kdnnen, wie z.B. die Entwicklung und
Evaluation von neuen Chemo- oder Immuntherapeutika, von Behandlungsschemata oder
von Begleitmedikationen. Derzeit sind 3 prinzipiell unterschiedliche murine Harnblasen-
tumormodelle etabliert, das chemisch induzierte Blasenkarzinom (24, 25), das Xenograftmo-
dell (Transplantation humaner Blasenkarzinomzellen in immundefiziente Mause) (26-28) und
das syngene Tumormodell (Transplantation von karzinogen-induzierten Blasenkarzinomen in
syngene immunkompetente Mause) (29-32). Das syngene murine Harnblasenkarzinommo-
dell scheint am ehesten geeignet, Immuntherapeutika und Immuntherapieverfahren zu evalu-
ieren. Der grofte Vorteil dieses Modells ist es, Tumor- und Behandlungsablaufe im autolo-
gen System immunkompetenter Mause zu untersuchen. Die syngenen Blasentumorzellen
kénnen entweder subkutan (heterotop) oder intravesikal (orthotop) implantiert werden. Die
orthotope Tumorimplantation ist schwieriger, die Mdglichkeit Tumorwachstum und therapeu-
tische Effekte im Ursprungsorgan zu untersuchen, macht das experimentelle Ergebnis auf-

grund der immunologischen Nahe zur realen Situation jedoch verlasslicher.



1.2.1.1 Optimierung des orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodells

Die erfolgreiche Tumorimplantation als die Basis des orthotopen Tumormodells versagt je-
doch in etwa 25% der Tiere, am ehesten aufgrund technischer und methodologischer
Schwierigkeiten (21, 33). Die niedrigen Tumoranwachsraten machen die Interpretation expe-
rimenteller Ergebnisse schwierig und fiihren wegen der erforderlichen Gruppengréf3e zu un-
noétig hohen Versuchstierzahlen. Diese Probleme fiihrten uns dazu, nach Verbesserungen
des orthotopen Blasentumormodells zu suchen. Die intravesikale Tumorimplantation wurde
in einer Modifikation der von Soloway (31) und Shapiro (21) beschriebenen Methodik einge-
setzt. Als ein wesentliches Kriterium der bekannten unzuverlassigen Implantationsrate er-
schien die kurze Retentionszeit in die Blase eingebrachter Lésungen. Bei Ublicher Technik
entleerten die Mause nach Entfernen des Instillationskatheters zu unterschiedlichen Zeit-
rdumen unvorhersehbar reflektorisch die Blase, so dass eine gleichmaRige und insbesonde-
re lange Retentionsdauer nicht gewahrleistet war. Dies schien ein geeigneter Ansatzpunkt

zur Modifikation des orthotope Modells.

1.2.1.2Immuntherapie im orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodell

Die intravesikale BCG-Therapie wird als die effektivste Behandlung des oberflachlichen
Harnblasenkarzinoms nach transurethraler Resektion angesehen (34). Seit der ersten Kklini-
schen Verwendung von BCG beim Menschen 1976 wurde diese Behandlung der Goldstan-
dard der intravesikalen Therapie beim oberflachlichen ,high risk“ Harnblasenkarzinom (Ta/1,
Glll) (5). Die Instillation lebender attenuierter Mykobakterien ist jedoch mit typischen zystiti-
schen Nebenwirkungen wie Dysurie und Pollakisurie vergesellschaftet. 60-80% der Patien-
ten unter intravesikaler BCG-Therapie berichten Uber derartige Symptome, was zur vorzeiti-
gen Beendigung der Behandlung filhren kann (35). BCG induziert eine entziindliche Reakti-
on in der Harnblasenwand, die zur Infiltration von mononukleédren und granulozytaren Zellen
fuhrt (36). De Boer u.a. zeigten einen massiven Anstieg von neutrophilen Granulozyten im
Urin von Patienten, mit einem Maximum am Tage der BCG-Instillation und an den folgenden

zwei Tagen (37). Die Freisetzung von Granulozyten assoziierten Enzymen, wie Myeloperoxi-



dase, Collagenase, Elastase und Lactoferrin (38) konnte ebenfalls nachgewiesen werden
und wurde als eine mdgliche Ursache der BCG-induzierten Nebenwirkungen gesehen (39).
Aus diesem Grunde ist ableitbar, dass die lokalen BCG-induzierten Nebenwirkungen tber-
wiegend durch Granulozyten hervorgerufen werden.

In vitro Untersuchungen zeigten eine Aktivierung von Granulozyten nach direkter Koinkubati-
on mit BCG (40, 41). Zugabe von antiinflammatorischen Medikamenten zeigte eine Vermin-
derung der BCG-induzierten Granulozytenaktivierung in diesen Experimenten. Acetylsalizyl-
saure (ASS) war jedoch die einzige Substanz, die in parallel durchgefiihrten Experimenten
nicht die BCG-induzierte Zytotoxizitdt von mononukledren Zellen gegen Blasentumorzellen
beeintrachtigte (40, 41). Pentoxifyllin, ein Phosphodiesterasehemmer, zeigte ebenfalls eine
Hemmung der Granulozytenaktivierung in vitro, jedoch ebenfalls eine Reduktion der BCG-
aktivierten Killerzell (BAK)-Zytotoxizitat (42). Dieser Effekt auf die BAK-Zytotoxizitét jedoch
war voribergehend und nach Erneuerung des Mediums reversibel. Die Koinkubation mit
autoklaviertem BCG zeigte eine geringere Granulozytenaktivierung als die Koinkubation mit
viablem BCG (43). Aus diesen Grinden und aus den der bekannten klinischen Effektivitat
von ASS schlussfolgerten wir, dass ASS oder POF vielversprechende Medikamente zur The-
rapie der lokalen Nebenwirkungen der intravesikalen BCG-Behandlung sein kdnnten und
moglicherweise routinemaRig bei der BCG-Therapie verabreicht werden sollten. Andererseits
sind negative Auswirkungen von gerinnungshemmenden Medikamenten wie ASS auf die
BCG-Therapie berichtet worden (44). Die Inhibition des Tumornekrosefaktors o (TNF o)
durch POF und weitere komplexe Interaktionen mit dem Zytokinnetzwerk kénnten auch hier
in einer verringerten therapeutischen Effizienz resultieren (45).

Vor diesem Hintergrund flihrten wir Tierversuche mit dem modifizierten murinen orthotopen
MB49 Blasentumormodell durch, um negative Effekte 0.a. Medikamente auf die Antitumoref-

fektivitdt von BCG im lebenden Organismus auszuschlief3en.



1.2.2 Antiinfektiose Therapie der systemischen BCG-Infektion

Die intravesikale BCG-Therapie ist von einer Reihe von Nebenwirkungen kompromittiert z.B.
Dysurie, Pollakisurie, Hamaturie und Fieber. Die schwerste, jedoch seltene Komplikation
stellt die systemische BCG-Infektion dar. Die Ursache fir eine systemische BCG-Infektion
nach lokaler BCG-Gabe liegt in einem ungewollten Ubertritt von BCG in das vendse System
bei entzindlich oder traumatisch verdndertem Urothel der Harnblase (46). Hieraus kénnen
langzeitig persistierende Infektionen z. B. in der Lunge resultieren (47, 48), die lebensbe-
drohlich werden kénnen.

Nach lokaler Applikation auftretende systemische BCG-Infektionen werden bisher tuberku-
lostatisch behandelt. Hierzu werden die Kombination Isoniazid (INH), Rifampicin, Ethambutol
und Cycloserin als Standard empfohlen (49).

Eine weitere Komponente der BCG-Toxizitét ist die hypersensitive Reaktion bis hin zum
Schock bei wiederholter BCG-Verabreichung. Uber plétzliche hypotensive Krisen, Fieber und
einsetzende intravasale dissiminierende Gerinnung (DIC) wurde berichtet (50). In einzelnen
Fallberichten konnten diese Erscheinungen mit Hilfe der additiven Gabe von Steroiden
(Prednisolon) erfolgreich angegangen werden (50), obgleich allgemein bei der Gabe von
Steroiden im Rahmen einer floriden Tbc-Infektion aufgrund der immunsupressiven Wirkung
eher Zurickhaltung empfohlen wird. Hierzu fehlten bisher jedoch notwendige systematische
Untersuchungen, die in den nachfolgend berichteten Experimenten durchgefiihrt wurden.

In in vitro Untersuchungen tberpriften wir, welche haufig eingesetzten modernen Antibiotika
die Viabilitdt von BCG beeinflussten. Aus diesen Untersuchungen erschien der Einsatz von
Fluorochinolonen zur Therapie der systemischen und lokalen Nebenwirkungen nach BCG
Erfolg versprechend, weshalb wir diese Hypothese im Tierexperiment Gberpriften. Da kli-
nisch die Viabilitdt von BCG essentiell fir die therapeutische Effektivitat ist, wurde abschlie-
Rend der Einfluss von Antibiotika auf die Antitumorwirkung im orthotopen Harnblasentumor-
modell der Maus Uberprift. Die gefundenen Erkenntnisse stellen einen wesentlichen Beitrag
zur Therapiesicherheit von BCG und zum erfolgreichen Einsatz dieser hochwirksamen Im-

muntherapie dar.
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1.2.3 Das Integrinkonzept

Die Adharenz von Zellen an die extrazelluldre Matrix (ECM), wie z.B. an Fibronectin, erfolgt
durch sog. Adhasionsmolekile (Integrine), die in der Zellmembran verankert sind. Integrine
besitzen Adhésionsfunktion sowohl bei Zell-Zell- als auch bei Zell-Matrix-Interaktionen. Es
handelt sich um phylogenetisch sehr alte und im Tierreich weit verbreitete Rezeptoren. Die
Integrinfamilie umfasst Rezeptormolekiile, die sich aus einer a- und einer 3-Kette aufbauen.
Es wurden bisher vielfaltige Kombinationen aus a- und p-Ketten beschrieben, welche jeweils
charakteristische immunologische Eigenschaften aufweisen und z.T. eigensténdige, z.T.
kreuzreagierende Adhdasionseigenschaften besitzen (51, 52). Es konnte gezeigt werden,
dass die Adhésion derartiger zelluldrer Integrine an spezifische zellbindende Doméanen der
Extrazelluldarmatrix erfolgt (53). Diese zellbindenden Strukturen sind durch bestimmte kurze
Aminosauresequenzen charakterisiert, d.h. das Integrin "erkennt" diese Amino-
saurensequenz auf der ECM und heftet sich dort an (54). Durch Aufbringen derartiger kurz-
kettiger Aminosaurensequenzen (Oligopeptide) an nicht haftende Oberflachen lasst sich so-
mit die Adhasion von Tumorzellen vermitteln und das gesamte ECM-Molekil durch ein be-
stimmtes zellbindendes Bruchstiick ersetzen (55). Die Dauer der Integrin-bezogenen Bin-
dung ist zeitlich begrenzt und nicht mit bestdndigen Zellkontakten durch Desmosomen oder
tight-junctions zu vergleichen.

Andererseits ist es méglich, dass die auf den Tumorzellen befindlichen Integrin-Rezeptoren
und damit die Adhasion durch derartige Oligopeptide blockiert werden.

Die Aminosaurensequenz der zellbindenden Domane ist fir verschiedene Extrazellularmat-
rix-Molekile bekannt. Insbesondere die Bindung an Fibronectin, aber auch die Bindung an
Laminin ist durch eine einheitliche Grundstruktur von 3 Aminosduren charakterisiert, welche
die minimale Zelladhasions-determinierende Domaéane darstellen. Diese ist fir Fibronectin
,RGD". Durch Gabe dieses Peptids 1alt sich die Adhédsion von Zellen an Fibronectin in vitro

inhibieren (55). An das Grundgerist der Aminosauren RGD kénnen eine oder mehrere Ami-
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nosduren angehangt werden, welche die adh&dsionsvermittelnde Funktion verstarken (z.B.
GRGDS, RGDV, GRGDTP) - eine Verkleinerung des Oligopeptids auf weniger als 3 Amino-
sduren ist wirkungslos.

Gleiches gilt fur das Peptid LDV, dessen Wirkung sich durch die Verldngerung zu den Mole-
kilen EILDV oder LDVPS steigern lasst. Weitere bisher bekannte Molekile im Zusammen-
hang mit Zelladhasion sind in Tabelle 1 dargestellt. Es konnte in verschiedenen Versuchen in
vitro und in vivo gezeigt werden, dass durch Gabe derartiger Oligopeptide die Bindung von
Tumorzellen an Fibronectin, Laminin, Collagen I-IV, Vitronectin und Fibrinogen verhindert

werden kann (52, 53, 56).

1.2.3.1 Tumorzellimplantationsinhibition im orthotopen syngenen murinen Harnbla-

sentumormodell durch Integrinblockade mit Oligopeptiden

Experimentelle Untersuchungen zeigten die Inhibition der Tumorzelladh&renz durch das Oli-
gopeptid GRGDS auf einer Fibronektin-Oberflache in vitro in einer konzentrationsabhéngigen
Weise. in vivo konnte hingegen kein signifikanter Effekt auf die Zelladhasion in der Blasen-
wand dargestellt werden (57). In der Extrazelluldrmatrix der Blasenwand und in der Basal-
membran sind jedoch zumindest 3 Matrixmolekile fir die zelluldre Adhasion verantwortlich
(58, 59). Wahrend monospezifische Oligopeptide in dieser Situation versagen muissen, kdnn-
te die Kombination unterschiedlicher rezeptorblockierender Oligopeptide fir die effektive In-
hibition der Tumorzelladhdrenz erforderlich sein. Wir folgerten, dass im Gegensatz zur nicht
erfolgreichen Inhibition durch monospezifische Oligopeptide eine Tumorzellimplantation dann
effektiv verhindert werden kdnnte, wenn rezeptorblockierende Oligopeptide verschiedener
Spezifitat eingesetzt werden. In vitro Untersuchungen bestatigten in der Tat die genannte
Hypothese und zeigten eine erfolgreiche Inhibition der Tumorzelladh&renz durch die Ver-
wendung von Oligopeptiden mit 3 unterschiedlichen Spezifitdten, wdhrend monospezifische
Oligopeptide jeweils erfolglos blieben. Auch in vivo konnte dieser Ansatz im modifizierten

orthotopen Harnblasentumormodell (60) bestéatigt werden. Es zeigte sich eine effektive Inhi-
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bition der Tumorzellimplantation und des konsekutiven Harnblasenkarzinom-Wachstums
durch die Kombination von Oligopeptiden unterschiedlicher Spezifitdt, welche sogar eine
héhere Effektivitat als die einmalige Zytostatika-Instillation aufwies. Somit hat dieser Ansatz

eine potentiell hohe klinische Bedeutung.

1.2.4 Die Portmetastasierung

1.2.4.1 Klinische und experimentelle Aspekte zur Portmetastasierung

Die Tumorzellverschleppung ist seit langer Zeit ein bekanntes Phdnomen bei offen operati-
ven Eingriffen. Im Wundblut viszeralchirurgisch offen operierter Patienten finden sich in 91%
aller Falle vitale Tumorzellen. Diese Tumorzellen sind durchaus in der Lage, ein Tumorrezi-
div zu generieren, da 60 —75% davon vital und ca. 60% teilungsfahig sind. Im Tierexperiment
l&sst sich in 54% aller Falle ein invasives Wachstumsverhalten nachweisen (61, 62).

Auch in der Laparoskopie ist das beschriebene Phdnomen der Tumorzellverschleppung tier-
experimentell und klinisch seit langem bekannt und tritt hier als sogenannte Portmetastasie-
rung in Erscheinung, d.h. als Tumorzelladhdsion und konsekutive Metastase im Bereich der
Trokardurchtrittsstelle in der Haut/Unterhaut.

Mitte der 90er Jahre erschienen erste Arbeiten, die an kleinen Patientenkollektiven von ei-
nem erschreckend hohen Vorkommen von Portmetastasen nach visceralchirurgischen Ein-
griffen berichteten. Von einigen Autoren wurde eine Inzidenz von tber 20% angegeben (63,
64), nach neuerer Literatur sind deutlich niedrigere Inzidenzen anzunehmen (65).

Die meisten Autoren sind sich einig, dass Portmetastasen im Wesentlichen auf die zur Auf-
rechterhaltung des Pneumoperitoneums erforderliche pulsatile und Turbulenzen verursa-
chende CO,-Insufflation zurtckzufihren sind. Unter laparoskopischen Bedingungen kommt
es so zu einer atypischen Zellverschleppung, wobei die Tumorzellen auch immuninkompe-
tente Zwischenrdume erreichen, wie beispielsweise das Spatium zwischen Faszie und Mus-

kel bzw. zwischen Muskel und Peritoneum im Bereich der Einstichstellen der Trokare. An
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diesen Stellen finden sich optimale Voraussetzungen, die zur Entstehung einer lokalen Me-
tastase flihren kénnen, da hier neben der Immuninkompetenz auch eine lokale Gewebs-
traumatisierung durch die Hebelwirkung der Trokare entsteht (66, 67). Begtinstigend scheint
sich auch das saure Milieu auszuwirken, welches durch die hohe CO,-Konzentration verur-
sacht wird. Von einigen Autoren wird eine immundeprimierende, die Entstehung von Portme-

tastasen fordernde Auswirkung dieser intraabdominellen pH-Verschiebung diskutiert (68-72).

1.2.4.2 Tumorzellimplantationsinhibition im syngenen murinen Portmetastasenmodell

durch Integrinblockade mit Oligopeptiden

Bis dato gibt es keine experimentellen Untersuchungen zur Portmetastasierung bei urologi-
schen Tumoren, obgleich mittlerweile im klinischen Alltag laparoskopische Operationen bei
urologischen Malignomen eine grofe Rolle spielen (73). Es sollte jedoch eine Unterschei-
dung nach der Tumorentitét erfolgen, da die Biologie des Prostatakarzinoms hier sicher an-
ders einzuschétzen ist als die des Urothelkarzinoms, welches eine deutlich héhere Potenz
zur Portmetastasierung besitzt (74-76). Uber Portmetastasierung nach Staging-
Lymphadenektomie mit einer Inzidenz von ca. 4% beim Urothelkarzinom der Harnblase und
ebenso nach Nephrektomie beim Urothelkarzinom des oberen Harntraktes wurde berichtet
(74, 77). Experimentelle Untersuchungen zum Kolonkarzinom haben die Méglichkeit des
adjuvanten intraperitonealen Einsatzes von zytotoxischen Substanzen zur Verhinderung von
Portmetastasen gezeigt (78), wobei hier jedoch mit nicht unerheblichen systemischen Ne-
benwirkungen gerechnet werden muss (79). Bis dato liegen keine experimentellen Daten zur
Portmetastasierung und intraoperativen Tumorzellaussaat fir das Urothelkarzinom vor. Die
Verhinderung der Tumorzelladh&sion durch Integrinrezeptorblockade mit spezifischen Oligo-
peptiden bot auch in diesem Kontext einen modernen und nebenwirkungsarmen Therapie-
ansatz an. In einem murinen Portmetastasenmodell wurde der antitumordse Effekt der Oli-

gopeptide nach Laparoskopie mit einem konventionellen Zytostatikum verglichen.
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1.2.5 Biolumineszens in der experimentellen Tumorforschung

Biolumineszenz-Imaging (BLI) mithilfe des Luciferase-Reportergens stellt ein hochsensitives
Verfahren dar, um nicht invasiv in vivo Tumorwachstum und Metastasierung, aber auch das
Ansprechen von Krebszellen auf verschiedene Therapieverfahren studieren zu kénnen (80).
Hierbei wird Luciferase entweder stabil in Tumorzellen exprimiert oder die entsprechenden
gentherapeutischen Vektoren bzw. Effektorzellen werden mit Luciferase markiert. Die Lucife-
rase des Gluhwirmchens Photinus pyralis katalysiert die Bildung von angeregtem Oxylucife-
rin aus D-Luciferin in Anwesenheit von Mg? und ATP. Bei Riickkehr zum Ausgangszustand
wird Licht emittiert, wobei pro Molekil Luciferin fast ein Photon umgesetzt wird (Quantumef-
fizienz ca. 0,9). Das Spektrum des emittierten Lichts umfasst 510 bis 650 nm; der Bereich
oberhalb 600 nm ist wegen guter Gewebepenetration fur die in vivo Bildgebung besonders
wichtig. Dank &uBerst geringer Hintergrundaktivitdt und einer Luciferase-Halbwertszeit von
ca. 3 Stunden ermdglicht BLI ein (auch engmaschiges) serielles Monitoring von Krankheits-
verlauf und Therapieerfolg in ,real time“. Die optische Bildgebung mit Biolumineszenz besitzt
eine aussergewohnlich hohe Sensitivitat, die die Empfindlichkeit einer Réntgenaufnahme
oder der Positronenemissionstomographie (PET) um mehrere GréRenordnungen Ubersteigt
(81). Die Empfindlichkeit von charged coupled device (CCD)-Kameras, die besonders emp-

findlich im roten Spektrum sind, wird auf 107° bis 10™® Mol Luciferase/L geschatzt (81).

1.2.5.1 Biolumineszens im orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodell

Im Weiteren sollte ein biolumineszentes orthotopes syngenes Harnblasentumormodell zu-
nachst fur ein in vivo Monitoring der Tumorimplantation etabliert werden. In diesem Modell
sollte die Effektivitédt der Implantationsinhibition von Tumorzellen in der verletzten Harnbla-
senwand durch Oligopeptidgemische verifiziert werden. Hierbei gab es bis dato kein in der
Literatur erwahntes orthotopes syngenes biolumineszentes Harnblasentumormodell.

Mehrere Vorteile sprachen fiir ein in vivo Monitoring bei diesem Versuchansatz. Wiederhol-

tes BLI parallel bei verschiedenen Tieren einer Versuchsgruppe ist méglich, wodurch BLI
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besonders attraktiv fir die Testung antitumordser Substanzen ist. Hierdurch wiirden zudem

die statistische Variabilitdt sowie die Anzahl der bendétigten Versuchstiere gesenkt.
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2 Methodik

2.1 Tiere

6-8 Wochen alte weibliche C57/BL 6 Mause mit einem Gewicht von ca. 17g wurden bei re-
gelmafigen Hell-Dunkel-Zyklen in der Tierversuchseinrichtung gehalten. 5 Mause pro Kéfig
wurden jeweils bei Raumtemperaturen von 20°C und e iner Luftfeuchtigkeit von 50 + 10% bei
artgerechtem Futter und Wasser ad libitum gehalten. Alle Experimente wurden durch das
Ministerium fir Umwelt, Natur und Forsten von Schleswig-Holstein bzw. Sachsen-Anhalt,

Deutschland, genehmigt.

2.2 Tumorzellen

Tumorzellen flr in vivo Studien waren die DMBA (7,12-dimethylbenzanthracen)-induzierten
Blasenkarzinomzellen MB 49 (82). Die Zellen wurden in DMEM, 10% FCS, 1% Penicil-
lin/Streptomycin, bei 37C und 5% CO , gehalten und propagiert. Die Tumorzellen wurden
durch Trypsinierung geerntet und fiir die jeweiligen Versuche in DMEM ohne Glutamin, FCS
oder Antibiotika aufgeschwemmt. Die Viabilitdt wurde durch Trypanblau-Exklusionstests be-
stimmt, und nur Tumorzellsuspensionen mit Gber 90% Viabilitdt wurden fur Tumorimplantati-
onen verwendet. Die Tumorzellsuspension fiir die Implantation wurde adjustiert auf 2x10°

Zellen/ml.

2.3 Immuntherapeutika: BCG, aBCG, POF, ASS

Zur intravesikalen BCG-Immuntherapie wurde kommerziell verfigbares BCG Stamm Con-
naught verwendet (Fa. Cytochemia, lhringen, Deutschland). Jede Ampulle beinhaltete 81 mg
lyophilisiertes BCG mit mindestens 1,8 x 10® colony forming units (CFU). BCG wurde mit 3

ml Solvens rekonstituiert. Somit betrug die Losung zur Instillation 27 mg BCG/ml.
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Autoklaviertes BCG (aBCG) wurde durch Erhitzen einer rekonstituierten Lésung von viablem
BCG fiur 20 Minuten bei 121TC und einem Druck von 2,05 bar hergestellt. Die Lésung zur
Instillation beinhaltete somit ebenfalls 27 mg aBCG/m.

Acetylsalizylsdure (ASS, Bayer Leverkusen, Deutschland), wurde im Trinkwasser der Tiere
in einer Konzentration von 1,33 g/l geldst. Nimmt man eine tagliche Wasseraufnahme von 3
ml/Tier an, so resultierte dies in einer taglichen Dosis von ca. 4 mg/Maus, entsprechend etwa
200 mg/kg Korpergewicht.

Zur Pentoxifyllin (POF)-Therapie wurde eine kommerziell verfigbare Zubereitung mit 300 mg
POF in 15 ml Wasser (Albert-Roussell Pharma, Wiesbaden, Deutschland) verwendet. 1 g
POF-L6sung wurde in 1 | Trinkwasser verdinnt, was unter o.a. Bedingungen zu einer tagli-

chen Dosis von 3 mg/Maus flihrte.

2.4 Antibiotika

Als antibiotisch wirksame Substanzen fanden Ciprofloxacin und/oder Levofloxacin (Fluoro-
chinolone) sowie als unspezifische Kontrolle Trimetoprim /Sulfametoxazol (TMS) Anwen-
dung. Jede Therapiegruppe wurde mit und ohne Prednisolon (10mg/kg) behandelt. Antibioti-
ka wurden gel6st und tber das Trinkwasser verabreicht. Die tagliche Wasseraufnahme einer
Maus lag bei 3 ml bei einem Kérpergewicht (KG) von ca. 20g. Eine Maus von 20g KG erhielt
somit taglich 2mg Fluorochinolone oder 0,4mg TMS und/oder 0,2mg Prednisolon in 3ml
Trinkwasser. Somit wurden 100mg Fluorochinolone/kg KG, 20mg TMS/kg KG und 10mg
Prednisolon/kg KG verabreicht, was einer 20-fach héheren Dosierung als bei humaner An-

wendung entspricht.

2.5 Oligopeptide

Die antiadhasiven Oligopeptide GRGDS, EILDV, DGEA, YIGSR und KQAGDV wurden als

Antagonisten bezliglich der extrazellularen Matrixproteine Fibronektin (GRGDS / EILDV),
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Kollagen (GRGDS / DGEA / KQAGDV) und Laminin (YIGSR) verwendet. Weiterhin wurden
beziglich der Adhésionsinhibition unspezifische Pentapeptide als Kontrollen eingesetzt
(DRVYI, YIHPI, spezifisch bindend an Angiotensin I/ll und RYLPT, spezifisch bindend an
Proctolin). Alle Oligopeptide wurden als Lyophilisate von Bachem, Heidelberg, Deutschland
bezogen. Die Oligopeptide wurden zu unterschiedlichen Konzentrationen durch Zugabe von

PBS bei Raumtemperatur gelést.

2.6 In vitro Untersuchungen

2.6.1 Sensibilitdt von BCG gegen Antibiotika

Die minimale Hemmstoffkonzentration (MHK) gegeniiber BCG (Stamm Connaught) wurde
mittels der radiometrischen BACTEC 460TB Methode fir 31 antibakterielle Chemotherapeu-

tika ermittelt und mit den erreichbaren Serum- und Urinkonzentrationen verglichen.

2.6.2 Tumorzelladhdsionsassay

Um die Adhésion an extrazelluldrer Matrix zu untersuchen, wurde ein zelluldrer Adh&sions-
assay unter Verwendung von Fibronektin, Laminin oder Kollagen, bzw. Kombinationen hier-
aus als Adhéasionssubstrat verwendet. 96-Well Mikrotiter-Flachbodenplatten wurden mit ge-
nannten Extrazellularmatrices (30 ug/ml) beschichtet. Die beschichteten Platten wurden wei-
ter verwendet wie zuvor beschrieben (83). Zusammengefasst wurden 50 ul Fibronektin, Kol-
lagen oder Laminin in jedes Well gegeben. Die Platten wurden fiir 6 Stunden bei 37T in 5%
CO; inkubiert. Unmittelbar vor den jeweiligen Experimenten wurden die Platten mit steriler
PBS dreifach gewaschen und entleert. 50 ul Lésungen der entsprechenden Oligopeptide
bzw. Oligopeptidgemische wurden vorbereitet und in jedes Well eingegeben. Nach einer Vor-
inkubation von 0,5 Std. bei 37°C wurden die Zellen in Konzentrationen von 6x10° / ml in 50 pl
Medium / Well eingegeben. Die Zellen wurden fir 5 Minuten bei 70 G herunter zentrifugiert

und anschlielend fur 1 Std. bei 37T inkubiert. Hie rnach wurden die Platten im PBS-Bad mit
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Folie bedeckt und kopflber fur 5 Min. bei 70 G zentrifugiert. Die Folie mit den nicht adharen-
ten Zellen wurde entfernt, die Platten vorsichtig in PBS gewaschen und die zelluldre Adhasi-
on in einem modifizierten kolorimetischen MTT Test bestimmt (57). 25 ul/Well von 3-[4,5-
imethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium Bromid (MTT, 10 mg/ml in PBS, Sigma, St.
Louis, MO) wurde allen Platten hinzugefiigt. Es erfolgte eine Inkubation fir 4 Stunden bei
37T in 5% CO ,. Die Inhalte der Wells wurden durch die Zugabe von 100 ul Lysepuffer (20
% Natrium Dodecyl Sulfat in einer 50%igen Lésung von n,n-dimethylformamid/H20 lysiert.
Nach 2 Std. Inkubation wurde die Absorption in einem Titertech MR 700 Mikroplatten Reader
(Dynatech Laboratories, Chantilly, VA) unter Verwendung einer 2-Kanal-Methode mit einer
TestWellenlange von 570 nm und einer ReferenzWellenldnge von 630 nm bestimmt. Die
Zellzahl wurde berechnet durch den Vergleich individueller Absorption mit einer Zell-
zahl/Absorptionsstandardkurve. Alle Daten wurden doppelt bestimmt. Zuséatzliche Standardi-
sierungsexperimente zeigten, dass dieser Assay linear im Bereich von 1.250 — 100.000 Zel-

len / Well war (R? = 0.98).

2.7 In vivo: Tumorzellimplantation

2.7.1 Technik der orthotopen Tumorzellimplantation

Unter einer kurzen Atherinhalationsnarkose erhielten die Méuse eine intraperitoneale Injekti-
on von verdinntem Natriumpentobarbitat (6 mg/ml) zur Allgemeinnarkose. Die M&use wur-
den gewogen und erhielten eine einmalige Dosis von 0,06 mg/g K&rpergewicht. Anschlie-
fend wurde ein 1 cm? grolder Bereich der Mauseriicken rasiert und ein 24 G Teflon-
venenkatheter transurethral in die Harnblase unter Verwendung eines Gleitmittels eingefuhrt.
Die Mause wurden mit dem Ricken auf eine Erdungsplatte gelegt, die mit dem Elektrokauter
verbunden war. Ein Fihrungsdraht wurde in die Blase Uber den Teflonkatheter eingefiihrt

und sanft vorgeschoben, bis die Blasenwand in Kontakt stand. Der Fiihrungsdraht wurde mit
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der Elektrokautereinheit verbunden und ein monopolarer Strom fur 5 sec. auf der geringsten

Koagulationsstufe eingesetzt (Abb. 1a).

Abbildung 1a: Die Abbildung zeigt eine narkotisierte Maus nach Katheterisierung. Ein Fihrungsdraht
wird in die Blase Uber den Teflonkatheter eingefiihrt und sanft vorgeschoben, bis die Blasenwand in
Kontakt steht. Der FUhrungsdraht wird mit der Elektrokautereinheit verbunden und ein monopolarer
Strom fir 5 sec. auf der geringsten Koagulationsstufe eingesetzt.

Nach Entfernung des Filhrungsdrahtes wurden 0,05 ml der Tumorzellsuspension (2x10° Zel-
len/ml) instilliert. Die intravesikale Tumorimplantation wurde in einer Modifikation der von
Soloway (31) und Shapiro (21) beschriebenen Methodik eingesetzt. Als ein wesentliches
Kriterium der bekannten unzuverlassigen Implantationsrate erschien uns die kurze Retenti-

onszeit in die Blase eingebrachter Losungen.

2.7.2 Optimierte Implantationstechnik des orthotopen syngenen murinen Harnbla-

sentumormodells

Bei Ublicher Technik entleerten die Mause nach Entfernen des Instillationskatheters zu un-
terschiedlichen Zeitrdumen unvorhersehbar reflektorisch die Blase, so dass eine gleichmafi-
ge und insbesondere lange Retentionsdauer nicht gewahrleistet war. Aus diesem Grunde
modifizierten wir das orthotope Modell: Um die Retentionszeit instillierter Tumorzellen zu
verldngern, wurde der Katheter nach Instillation der Lésung in situ belassen und nach Ab-
klemmen mit einem Luer-Lock-Verschlul® verschlossen. Der Katheter blieb bis zum Erwa-

chen der Mause in situ. Bei der durchgefiihrten Narkose geschah dies verlasslich nach etwa
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3 Stunden, wobei die Mause bei ihren ersten Bewegungen den Katheter verloren und das
Instillat miktionierten.

Nachdem die hier eingesetzten Modifikationen verldsslich maximalen Tumoranwachsraten
fuhrten, setzten wir das modifizierte MB-49 Blasentumormodell zur Evaluierung lokaler The-

rapiemafinahmen wie der intravesikalen BCG-Immuntherapie ein (84)(Abb. 1b).

Abbildung 1b: Die Abbildung zeigt eine narkotisierte Maus nach Katheterisierung und Tumorzellinstil-
lation. Der mit einem Kunststoffkonus versehene Katheter verbleibt bis zum Erwachen der Maus intra-
vesikal.

2.8 Immuntherapie im orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodell

2.8.1 Behandlungsprotokoll

1 Tag nach Tumorimplantation wurden die Mause in 5 Gruppen mit jeweils 15 Tieren rando-
misiert: Gruppe 1: PBS, Gruppe 2: BCG, Gruppe 3: BCG+ASS, Gruppe 4: BCG+POF, Grup-
pe 5: aBCG. Die intravesikalen Instillationen mit PBS, viablem BCG und aBCG wurden am
Tag 1, 8, 15 und 22 nach Tumorimplantation durchgefiihrt. Das instillierte Volumen betrug
0,05 ml fir alle Gruppen, was zu einer Einzeldosis von 1,35 mg, entsprechend 3x10° CFU
BCG fihrte. aBCG wurde in dquivalenter Dosis verabreicht. ASS bzw. POF wurden kontinu-
ierlich Gber den gesamten Versuchsablauf verabreicht, beginnend am Tag 1 nach Tumorim-
plantation.

Die Mause wurden taglich beobachtet und gewogen und am Tag 28 geopfert, makroskopisch

sichtbare Tumoren wurden festgestellt und das Blasengewicht bestimmt. Alle Tiere wurden
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disseziiert, um extravesikale Tumormanifestationen oder Metastasen zu dokumentieren. Die

histologische Verifikation erfolgte zu einem spéteren Zeitpunkt.

2.8.2 Statistische Analyse

Das Uberleben der Mause wurde statistisch durch die Kaplan-Meier-Methodik und den log-
rank Test berechnet. Die Analyse des Blasen- und Kdérpergewichtes wurde mit dem Mann-
Whitney-U-Test durchgefiihrt. Die statistische Signifikanz wurde bei p<0,05 festgelegt. Die
Resultate wurden in Boxplots angegeben, wobei die untere und obere Begrenzung der Kast-
chen jeweils die unteren und oberen Quartilen darstellen. Die Késtchenldnge wurde durch
die interquartile Distanz bestimmt, so dass ein Késtchen 50% der Werte innerhalb der 25.
und 75. Perzentile einer Gruppe beinhaltet. Die schwarze Linie in einer Box zeigt den Grup-
penmedian, wahrend die duReren Begrenzungslinien jeder Box zu der kleinsten und gréften
beobachteten Grofle wiesen. Zur statistischen Analyse wurde das Programm SPSS® fur

Windows verwendet.

2.9 Antiinfektiose Therapie unter BCG

2.9.1 Behandlungsprotokoll des systemischen Infektionsmodells

2.9.1.1 Bestimmung der LD 50
Die Mause wurden in vier Gruppen randomisiert. Jede Maus erhielt eine intraperitoneale In-
jektion von 1 ml BCG-Lésung (Stamm Connaught). Die folgenden Dosierungen von BCG

wurden verabreicht: 12,5 mg, 25 mg, 35 mg, 50 mg, 80 mg (1mg entspricht 6 X 106 colony-

forming units). Das Uberleben der Mause wurde taglich festgestelit.

2.9.1.2 Systemische primare BCG-Infektion

35 mg BCG wurde einmal intraperitoneal verabreicht. Die Therapie mit Antibiotika bzw. Ste-
roiden begann zum Zeitpunkt der BCG-Applikation. Endpunkt der Untersuchung war das
Uberleben an Tag 19. Alle Tiere wurden seziert und auf Auswirkungen einer systemischen

BCG-Infektion untersucht.



23

2.9.1.3 Therapie der systemischen primaren BCG-Infektion

Die Mause wurden in 8 Gruppen (n=20) randomisiert und erhielten jeweils 35 mg BCG i.p..
Jede Gruppe erhielt entweder Monotherapie mit Antibiotika bzw. eine Kombination Antibioti-
ka mit Prednisolon unmittelbar nach erfolgter BCG-Injektion fortlaufend Uber das Trinkwasser
Uber 19 Tage. Folgende Gruppen wurden behandelt: Kontrolle (Wasser), Fluorochinolone
100mg./kg * Prednisolon, Levofloxacin 100mg/kg. + Prednisolon, TMS 20mg/kg + Predniso-

lon (Tab.2) .

Tabelle 2: Therapie der akuten systemischen BCG-Infektion (35 mg. BCG i.p., Gruppen n= 20))

Gr.1 Kontrolle (Wasser) Gr.1a: Kontrolle (Wasser) + Prednisolon
Gr.2: Levofloxacin (100mg/kg KG/die) Gr.2a: Levofloxacin + Prednisolon
Gr.3: Ciprofloxacin (100mg/kg KG/die) Gr.3a: Ciprofloxacin + Prednisolon
Gr.4: Trimethoprim (20mg/kg KG/die) Gr.4a: Trimethoprim + Prednisolon

2.9.1.4 Systemische sekundare BCG-Infektion

BCG wurde i.p. zwei mal im Abstand von einer Woche verabreicht. Die primére Infektion
wurde mit 25 mg BCG vorgenommen, die sekundéare Infektion mit 35 mg BCG. Endpunkt der
Untersuchung war das Uberleben an Tag 19. Alle Tiere wurden seziert und auf Auswirkun-

gen einer systemischen BCG-Infektion untersucht.

2.9.1.5 Therapie der systemischen sekundaren BCG-Infektion

120 Mause wurden in 6 Gruppen (n=20) randomisiert. Zur Untersuchung eines prastimulier-
ten Immunsystems (hypererge Reaktion) erhielten die Tiere primar 25 mg. BCG i.p. Nach
einer Woche erfolgte die Restimulation mit 35 mg. Connaught BCG i.p.. Die begleitende An-
tibiotika-/Steroidtherapie begann mit der Restimulation. Folgende Gruppen wurden behan-
delt: Kontrolle (Wasser), Fluorochinolone 100mg./kg. = Prednisolon, TMS 20mg/kg + Predni-

solon (Tab. 3).
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Tabelle 3: Therapie der systemischen sekundéaren BCG-Infektion (35 mg. BCG i.p nach primaérer In-
fektion mit 25 mg BCG, Gruppen n=20)

Gr.1 Kontrolle (Wasser) Gr.1a: Kontrolle (Wasser) + Prednisolon
Gr.2: Levofloxacin (100mg/kg KG/die) Gr.2a: Levofloxacin + Prednisolon
Gr.3: Trimethoprim (20mg/kg KG/die) Gr.3a: Trimethoprim + Prednisolon

2.9.2 Behandlungsprotokoll intravesikale Blasentumortherapie mit BCG unter beglei-

tender Antibiotika-/Steroid-Therapie

Zur Uberpriifung der weiter bestehenden Wirksamkeit einer intravesikalen BCG-Therapie
unter begleitender Therapie mit Antibiotika bzw. Steroiden wurden 40 Mause in 5 Gruppen

randomisiert. Wir wahlten folgende Gruppeneinteilung (n=8): Gruppe 1: Kontrolle (Tumor-

wachstum ohne Therapie), Gruppe 2: BCG 1,35 mg (1mg — 6 X 106 colony-forming units),
Gruppe 3: BCG + Fluolrochinolone (100mg/kg KG/die), Gruppe 4: BCG + Trimethoprim
(20mg/kg KG/die), Gruppe 5: BCG + Prednisolon (100mg/kg KG/die). Die erste BCG-
Instillation (1,35,mg BCG in 0,05 ml L&sungsmitte) erfolgte 24h nach der Blasentumorimplan-
tation (20 000 Tumorzellen). Die orale Gabe von Antibiotika bzw. Steroiden erfolgte synchron

mit der ersten BCG-Instillation.

210 Orthotope Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische

2.10.1 Behandlungsprotokoll

Zirka 3 — 5 Minuten vor Instillation der Tumorzellsuspension wurden Uber den liegenden Ka-
theter 0,1 ml der entsprechenden L&sung instilliert und der Katheter kurzzeitig verschlossen.
Die Mause wurden in 10 Gruppen unterschiedlicher Gréf3e randomisiert und erhielten die
folgenden Substanzen intravesikal:

Gruppe 1 (n=30), Kontrolle (PBS-Instillation)

Gruppe 2 (n=20), Spullésung (Purisole);

Gruppe 3 (n=10), unspezifische Kontroll-Peptide;

Gruppe 4 (n=30), GRGDS 5 mg/ml;

Gruppe 5 (n=10), EILDV 5 mg/ml;
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Gruppe 6 (n=10), KQAGDV 5 mg/ml;

Gruppe 7 (n=30) Kombination 5mg (GRGDS, KQAGDV, EILDV, jeweils 5 mg/ml) ;
Gruppe 8 (n=10) Kombination 3mg (GRGDS, KQAGDV, EILDV, jeweils 3 mg/ml) ;
Gruppe 9 (n=10) Kombination 1Tmg (GRGDS, KQAGDV, EILDV, jeweils 1 mg/ml) ;

Gruppe 10 (n=10) Epirubicin 5 mg/ml.

Die Mause wurden taglich hinsichtlich Viabilitdt und Gesundheitsstatus untersucht. Die tiber-
lebenden Tiere wurden am Tag 28 geopfert, makroskopisch sichtbare Tumoren festgestellt
und die Blasengewichte als Parameter des Tumorwachstums bestimmt. Die Existenz intra-
vesikaler Tumore wurde histologisch bestétigt. Alle Tiere wurden komplett disseziert, um
Manifestationen von extravesikalem Tumorwachstum und Fernmetastasen zu dokumentie-

ren.

2.10.2 Statistische Analyse

Das Blasengewicht, die Tumorrate und das K&rpergewicht wurden zwischen den Gruppen
mit dem Mann-Whitney-U-Test statistisch verglichen. Das Signifikanzniveau wurde bei
p<0,05 festgelegt. Fur die statistische Analyse wurde das SPSS® fiir Windows® herangezo-

gen.

211 Biolumineszentes syngenes orthotopes murines Harnblasentumormo-

dell

2.11.1 Generierung Luciferase exprimierender Zellklone

Die Tumorzellen werden ca. 1 Tag vor Transfektion auf 3.5 cm & Schalen so ausgesét, dass
die Zelldichte zum Zeitpunkt der Transfektion ca. 80% betréagt. Fir die Transfektion wird die
DNA (Plasmid, das die Luc-cDNA enthalt) zusammen mit der Liposomenldsung Transfectin
(BioRad) fur ca. 30 min unter serumfreien Bedingungen bei Raumtemperatur inkubiert. Die-

ses Gemisch wird auf die Zellen gegeben und fiir ca. 6 Stunden dort belassen (37C/ 5%
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CO,). Anschlieend Mediumwechsel und Kultivierung der Zellen fiir weitere 48 Stunden. Nun
erfolgt die Zugabe des ,Selektionsantibiotikums® G418 (Geneticin), das nur transfizierten
Zellen ein Uberleben ermdglichen sollte, da nur sie G418 durch die auf dem transfizierten
Plasmid kodierte Neomycinphosphotransferase inaktivieren kénnen. Nach ca. 7 Tagen Be-
handlung mit Geneticin erfolgt die Ausplattierung der Zellen auf 96-Well-Mikrotiterplatten
(MTP) als ,limiting dilution® (ca. 0.5-1 Zellen/ Well). Die Zellen werden fur weitere 2-3 Wo-
chen in G418-haltigem Medium kultiviert, vermehrt und ggf. rekloniert. Die Luc Aktivitat ein-

zelner Klone wird luminometrisch im Luciferase Assay tberpriift (Victor?/ Perkin-Elmer).

2.11.2 Luciferase Assay

Die Zellen werden in einem Detergens-haltigen Puffer lysiert, der Proteingehalt des Lysats
wird photometrisch im Bradford Assay bestimmt. Jeweils 10 ug Protein werden in die Vertie-
fungen einer schwarzen MTP gegeben. Uber einen automatischen Injektor wird eine definier-
te Menge D-Luciferin dazu pipettiert. Die im Well erzeugte Lichtemission wird Uber einen
Zeitraum von 1 sec gemessen, die Lichtemission wird als cps (counts per second)/ ug Prote-
in angegeben. Der Zellklon mit der héchsten Luciferaseaktivitat soll fiir in vivo Versuche ein-

gesetzt werden.

2.11.3 Nachweis der Linearitit von Lichtemission zu Tumorzellzahl

Fir gereinigte rekombinante Luciferase konnte gezeigt werden, dass die Lichtemission Gber
8 GréRenordnungen linear ist. Durch Messung einer Verdiinnungsreihe von Lysat (entspre-
chend 1 bis 10" Zellen) desjenigen Zellklons, der fiir die in vivo Imaging Versuche Verwen-
dung findet, soll nachgewiesen werden, dass eine lineare Beziehung zwischen Photonen-
emission und der Anzahl Luc-exprimierender Zellen besteht, eine Grundvoraussetzung fir

das in vivo Imaging.
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Finfzig Klone wurden luminometrisch vermessen. Von diesen wiesen nur ein Drittel Luc Ak-
tivitat auf (bis zu 49.000 cps (counts per second)/ ug Protein). Die Lichtemission einer Ver-
dinnungsreihe intakter Zellen dieses Klons (Quadruplikate) wurde nach D-Luciferin Zugabe
mit der CCD Kamera untersucht (Abb. 2). Hierbei zeigte sich, dass die CCD Kamera in vitro
mindestens 500 Zellen detektiert, was flr eine starke Lichtemission der Zellen spricht und

eine sehr gute Voraussetzung fur das in vivo Imaging dieser Tumorzellen ist.

1 2 3 4 5 6 7
AW !

Abbildung 2: Biolumineszenz-Imaging intakter muriner Luc-markierter MB49 Blasentumorzellen in
einer Mikrotiterplatte (Overlay). 1, 10.000; 2, 5000; 3, 2500; 4, 1000; 5, 500; 6, 250; 7, 100 MB49 Zel-
len.

2.11.4 Die orthotope Tumorzellimplantation im biolumineszenten Harnblasentumor-

modell

Die orthotope Tumorzellimplantation mit MB 49"°-Zellen ist genauso zuverlassig méglich wie
mit den Wildtyp-Zellen. Ein frilhzeitiges Imaging nach Instillation von 2x 10° Zellen und ent-
sprechend kleinem Tumor ist bereits mdglich (Abb. 3), obgleich die dunkle Haut und dunkle

Haare das biolumineszente Signal absorbieren und streuen.

Abbildung 3: -Biolumineszenz-Bi-Idgebung bei einem s.yngenen orthotopen Blasentumormodell
(C57/bl6 Maus) an Tag 7 nach Implantation von 2 x 10° MB49 Zellen. Belichtungszeit: A, 10 min; B, 5
min; C, 1 min. Der Tumor ist zu diesem Zeitpunkt nicht palpabel.
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2.11.5 Behandlungsprotokoll

Die M&use wurden in zwei Gruppen randomisiert: Gruppe 1 (n=15), Kombination von unspe-
zifischen Oligopeptide als Kontrolle (DRVYI, YIHPI, RYLPT jeweils 3 mg/ml pro Peptid);
Gruppe 2 (n=15), Kombination von spezifischen Oligopeptiden (GRGDS, YIGSR, EILDV,
jeweils 3 mg/ml pro Peptid). Nach Oligopeptid-Instillation und Tumorimplantation wurden die
Mause taglich gewogen und bezlglich ihres Gesamtstatus kontrolliert. In vivo Biolumines-
cens-Imaging wurde wdéchentlich durchgefihrt. Die M&use wurden an Tag 28 getdtet,
makroskopisch sichtbare Tumore wurden registriert und das Blasengewicht, als Parameter
fur das Tumorwachstum wurde ermittelt. Die Entwicklung intravesikaler Tumore wurde histo-
logisch verifiziert. Alle Mause wurden seziert um die Tumorentwicklung und das Wachstum

von Metastasen zu erkennen.

2.11.6 Biolumineszenz-Imaging im orthotopen Harnblasentumormodell

Biolumineszentes Imaging der Mause erfolgte am VisiLuxx Imaging-System (Visitron). Dazu
wird den Tieren nach Anasthesie mit Ketanest und Xylazin D-Luciferin intraperitoneal verab-
reicht (150 mg/kg). Zunachst wird ein Grauskala-Referenzbild der gesamten Maus angefer-
tigt. AnschlieRend werden Bilder mit einer Integrationszeit von jeweils1 bis 15 min mithilfe
der auf -120TC gekiihlten CCD-Kamera akquiriert. Ein serielles Imaging bis zu mehrfach am
Tag wird unserer Erfahrung nach von den M&usen gut vertragen. Das serielle BLI erfolgte an

Tag 7, 14,21 und 28 nach Tumorimplantation.

2.11.7 Immunhistochemischer Nachweis Luc-positiver Tumorzellen und Hematoxylin-
Eosin (HE) Farbung

Die Tumore wurden nach letztmaligem in vivo BLI explantiert, in Paraffin eingebettet und
immunhistochemisch mit einem polyklonalen anti-Luc Antikérper untersucht hinsichtlich der

Anwesenheit Luc-positiver Tumorzellen sowie in konventioneller Hematoxylin-Eosin (HE)
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Farbung untersucht. Die Starke der Lichtemission in vivo sollte zum immunhistochemischen

Nachweis von Luc-positiven Tumorzellen korrelieren.

2.11.8 Statistische Analyse

Das Blasengewicht, die Tumorrate und das Kérpergewicht wurden zwischen den Gruppen
mit dem Mann-Whitney-U-Test statistisch verglichen. Die statistische Analyse des BLI wurde
mit ANOVA und der Student’s t test verwendet. Das Signifikanzniveau wurde bei p<0,05

festgelegt. Fir die statistische Analyse wurde das SPSS® fiir Windows® herangezogen.

212 Die Tumorzellimplantation im Portmetastasenmodell

Ein 20 G Teflon-Venenkatheter wird in den linken unteren Quadranten des Abdomens ein-
gebracht und dient der Insufflation von CO,, ein weiterer 20 G Teflon-Venenkatheter wird in
den rechten unteren Quadranten eingebracht und dient der intraabdominalen Druckmes-
sung. Tragbare Perfusoren (50 ml) dienen der COj-Insufflation. Zur intraabdominalen
Druckmessung wird ein mit NaCl-Lésung gefilllites Messsystem fir die Zentrale Venendruck
Messung (ZVD) verwendet (Abb. 4). Ein kontinuierlicher Druck von 8-10 cm Wassersaule
wurde somit erreicht (85).

Konzentration und Art der verwendeten Oligopeptide ergaben sich aus den Erfahrungen mit
dem orthotopen Harnblasentumormodell. Das Pneumoperitoneum wurde etabliert und alle
Mause erhielten eine intraperitoneale Injektion von 2 x 10° MB 49 Tumorzellen in 0,5 ml PBS
in die untere Medianlinie des Abdomens. Nach 30 min Pneumoperitoneum wurden jeweils
0,5 ml der ,Therapiel6ésung® injiziert und weiter 5 min das Pneumoperitoneum aufrechterhal-

ten.
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Abbildung 4: Ein 20 G Teflon-Venenkatheter wird in den linken unteren Quadranten des Abdomens
eingebracht und dient der Insufflation von CO,, ein weiterer 20 G Teflon-Venenkatheter wird in den
rechten unteren Quadranten eingebracht und dient der intraabdominalen Druckmessung.

2.12.1 Behandlungsprotokoll

Die Mause wurden in 5 Gruppen randomisiert (n=10 pro Gruppe), alle Substanzen wurden
intraperitoneal injiziert: 1) Kontrolle (PBS), 2) unspezifische Oligopeptide 3 mg/ml, 3) unspe-
zifische Oligopeptide 3 mg/ml, 4) Mitomycin.

Zwei Wochen nach der Behandlung wurden die Tiere geopfert und die Tumorzellaussaat
bzw. die Entwicklung von Portmetastasen analysiert. Das Abdomen wurde in 6 Sektoren

unterteilt (Abb. 5).

6| 1
5| 2
4 |3

Abbildung 5: Das Abdomen wurde in 6 Sektoren unterteilt. Tumorwachstum in dem jeweiligen Sektor
wurde registriert und nach dem ,peritoneal cancer index“ nach Eggermont bewertet (86).
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Peritoneale Tumorfoki wurden registriert und nach dem “peritoneal cancer index“ nach Eg-
germont et al. bewertet (86): 0, kein intraperitonealer Tumor; I, weniger als 3 kleine Tumorfo-
ki; 1l, maRige Tumorentwicklung; Ill, reichlich oder konfluierender Tumor. Representative
Proben wurden histologisch untersucht, um die makroskopischen Ergebnisse abzusichern.
Die Entwicklung von Portmetastasen wurde ebenfalls makroskopisch und histologisch evalu-

iert.

2.12.2 Statistische Analyse

Der Chi-quadarat und Fisher's exact Wahrscheinlichkeitstest wurden fiir die Datenaufarbei-
tung verwendet und in Kontingenstabellen dargestellt. Fir die Analyse des Mausgewichts

wurden one-way Analysen der Varianz angewendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Immuntherapie im orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodell

3.1.1 Modifikation des MB-49 Harnblasentumormodells
Alle Mause entwickelten zu 100% einen Blasentumor (Tab. 4).

Tabelle 4: Einflui der Anzahl der instillierten Tumorzellen auf Tumorinzidenz , Uberleben und Bla-
sengewicht.

10.000 MB49 20.000 MB49 50.000 MB49
Tumorinzidenz 15/15 10/10 10/10
% mit Tumoren 100 100 100
mittl. Uberleben in Tagen 32,9 30,0 25,9
Blasengewicht in mg 172 202,0 251,6
Standardabweichung 61,9 54,2 39,0

Es zeigte sich eine deutliche Abhangigkeit des Blasengewichtes und der Uberlebenszeit von

der instillierten Tumorzellmenge (Abb. 6 und Abb. 7).
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Abbildung 6: Abhangigkeit des Blasengewichtes von der Anzahl instillierter Tumorzellen

Die Instillation von 10.000 MB49-Tumorzellen ergab ein mittleren Blasentumorgewicht von
172 mg, wahrend 20.000 und 50.000 Tumorzellen ein mittleres Blasengewicht von 202 mg
bzw. 251,6 mg ergaben. Die Instillation von 10.000 und 20.000 Zellen fuhrte zu einer mittle-
ren Uberlebenszeit von 32,9 bzw. 30,0 Tagen, was signifikant héher war als die mittlere U-

berlebenszeit von 25,9 Tagen nach Instillation von 50.000 Tumorzellen (Abb. 7).
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Abbildung 7: Uberlebenszeiten in Abhangigkeit von der intravesikal instillierten Tumorzellzahl

Nach Gabe von 100.000 Tumorzellen und Instillation von Kontrollldsung (PBS) zeigte sich
ein mittleres Blasengewicht von 248 mg. Wéchentliche BCG-Instillationen reduzierten das

durchschnittliche Blasengewicht auf 140 mg (p = 0,0009, Mann-Whitney-U-Test) (Abb. 7).
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Abbildung 8: Lokale BCG-Therapie nach intravesikaler Gabe von 10° Tumorzellen:
Auswirkung auf das Blasengewicht

BCG-behandelte Mause zeigten eine deutlich verlangerte Uberlebenszeit im Vergleich zur

PBS -behandelten Gruppe (25,7 vs. 20,8 Tagen) (Abb. 9).
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Abbildung 9: Lokale BCG-Therapie nach intravesikaler Gabe von 10° Tumorzellen:
Auswirkung auf das Uberleben der Mause

Aufgrund von ministeriellen Auflagen mufte dieses Experiment nach 28 Tagen beendet wer-
den. Nach diesem Zeitraum waren 10 von 15 BCG-therapierten Mausen lebend, wéhrend
nur 2 Mduse der PBS-Gruppe Uberlebten. Die Kaplan-Meier-Analyse zeigte eine hochsignifi-
kante Verbesserung des Uberlebens BCG-behandelter Mause (p=0,005, log-rank-Test). Das
modifizierte MB-49 Blasentumormodell zeigte somit auch bei Implantation héchster Tumor-
zellzahlen eine Suszeptibilitdt gegentber immuntherapeutischen Malinahmen und war somit

zur weiteren Evaluation der intravesikalen BCG-Immuntherapie geeignet.

3.1.2 Effekte der Instillationstherapie auf das durchschnittliche Blasengewicht:

Mé&use, welche PBS-Instillationen erhielten, hatten ein mittleres Blasengewicht von 248 mg.
Das mittlere Blasengewicht von Mausen, die mit viablem BCG, d.h. BCG, BCG+ASS und
BCG+POF, behandelt wurden, lag signifikant niedriger: BCG: 140mg (p = 0,0009);
BCG+ASS: 123mg (p = 0,0001); BCG+POF: 145mg (p = 0,0004). Es zeigten sich keine sig-
nifikanten Unterschiede unter den 3 genannten Behandlungsgruppen mit viablem BCG (BCG
vs. BCG+ASS, p = 0,52; BCG vs. BCG+POF, p = 0,81; BCG+ASS vs. BCG+POF, p = 0,19).
Die Behandlung mit aBCG fiuhrte zu keinem signifikanten Unterschied im Vergleich zur PBS-

Behandlung hinsichtlich des Blasengewichtes (aBCG: 283 mg, p = 0,21) (Abb. 10).
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Abbildung 10: Einfluf? der antiinflammatorischen Begleittherapie auf die intravesikale BCG-
Immuntherapie des MB-49 Blasenkarzinoms: Effekt auf das Blasengewicht

3.1.3 Effekte der Instillationstherapie auf das Uberleben

In der PBS, der BCG und der BCG+POF behandelten Gruppe verstarben jeweils 2 Tiere an
Narkosekomplikationen, in der BCG+ASS und in der aBCG behandelten Gruppe verstarb
jeweils 1 Tier unter der Narkose. Diese Tiere wurden von der Analyse ausgeschlossen. Das
Kaplan-Meier Diagramm zeigte ein deutlich langeres Uberleben fir die mit BCG, BCG+ASS
und BCG+POF behandelten Mause im Vergleich zu PBS und aBCG behandelten Tieren. Der
log-rank Test des Uberlebens zeigte einen hochsignifikanten Vorteil gegeniiber PBS-
Instillation nur fir die Gruppen, welche mit viablem BCG behandelt worden waren: BCG,
p=0,0053; BCG+ASS, p=0,0044; BCG+POF, p=0,0021, wahrend aBCG keinen Uberlebens-
vorteil auswies (aBCG, p=0,33). Es zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den mit BCG, BCG+ASS und BCG+POF behandelten Mausen (BCG vs. BCG+ASS: p

= 0,83; BCG vs. BCG+POF: p = 0,95; BCG+ASS vs. BCG+POF: p = 0,73) (Abb. 11).
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Einflud der antiinflammatorischen Begleittherapie auf die intravesikale BCG-
Immuntherapie des MB-49 Blasenkarzinoms: Effekt auf die Uberlebenszeiten

3.2 Antiinfektiose Therapie unter BCG

3.21

In vitro

BCG war sensibel fur Chinolone (Gyrasehemmer) und alle getesteten Tuberkulostatika bis

auf Pyrazinamid (PZA) und Cycloserin. Zudem fand sich eine Empfindlichkeit fur Konzentra-

tionen von Doxycyclin und Gentamycin wie sie im Urin bei normaler Dosierung wiedergefun-

den werden kdnnen. Gegen die Gbrigen Antibiotika fand sich eine BCG-Resistenz (Tab. 5).
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Gruppe Medikament | MHK Einzeldo- | max. max. Empfind- Empfind-
(ng/ml) sis Serumkonz. | Urinkonz. |lichkeit lichkeit
(ng/ml) (ug/ml) systemisch |lokal
Anti- Capreomycin | 0,5 iv. 1g 30 20 + +
tuberkulostatika | Cycloserin >16 p.o0.0,5g 4 ? - ?
Ethambutol 2 p.o.1g 2-4 200 + +
Ethionamid 4 p.o. 0,59 5-8 20 + +
Isoniazid 0,125 p.o. 0,3g 3-9 20-80 + +
Pyrazinamid | >800 p.o. 29 20 1-2 - +
Rifampicin <0,031 p.o.0,6g |7-14 300 + -
Rifabutin 0,063 p.o.0,3g (0,5 50-100 + +
Aminoglykoside | Amikacin 0,125 iv. 1g 25 200 + +
Gentamycin |4 iv.0,16g |6 50 - +
Kanamycin 1 i.v. 0,49 20 200 + +
Streptomycin | 0,25 iv. 1g 15 2000 + +
Tobramycin 8 iv.0,12g |6 50 - +
Penicilline Amoxicillin 128 p.o.0,75g |10 1000 - +
Amoxcillin/
Clavulan- 32 p.o. 1g 15 >1000 - +
saure >256 p.o. 1g 15 600 - +
Carbenicillin
Cephalosporine | Cefaclor 256 iv. 1g 70 1000 - +
Cefoxitin >256 iv. 1g 70 1000 - +
Ceftriaxon >256 iv. 1g 150 >1000 - +
Makrolide Azithromycin |16 p.o. 0,59 0,4 0,02 - -
Clarithromy- | 0,25 p.o. 0,3g 45 40 + +
cin 16 p.o.0,25g |1,4 200 - +
Erythromycin
Tetracycline Tetracyclin 16 p.o. 0,25g |2,2 200 - +
Doxycyclin 4 p.o. 0,1g 2,5 100 - +
Gyrasehemmer | Ciprofloxacin | 0,125 p.o.0,75g |4 200 + +
Norfloxacin 4 p.o.0,5g |4 200 - +
Ofloxacin <0,031 p.o. 0,49 6 300 + +
Andere Nitrofurantoin |64 p.o. 0,1g - 50-100 - -
Sulfoxazol 32 p.o. 1g 50 1000 - +
Trimethoprim | >128 p.o. 0,1g 20 200 - -
Trimethoprim-
Sulfametho- >128 p.o. 0,1g 2 200 - -
xazol
Fosfomycin- | >32 p.o. 5g 10 1000 - +
Trometamol

3.2.2 Das systemische Infektionsmodell

3.2.2.1 Bestimmung der LD 50 nach systemischer BCG-Infektion

Bei einer Dosis von 40 mg bzw. 80 mg BCG starben alle Mause einen Tag nach der Infekti-

on. 35 mg BCG fiihrte zu einem Uberleben von 2 von 5 Mausen, wahrend jeweils 4 Mause in

der 12,5 mg und 25 mg Gruppe Uberlebten. Somit konnten wir die LD50 fir 35 mg BCG in
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einem Untersuchungszeitraum von 7 Tagen ermitteln. Diese Dosis wurde in den weiteren

Versuchen eingesetzt.

3.2.2.2 Therapie der systemischen primdren BCG-Infektion

Die Behandlung mit TMS und TMS und Prednisolon zeigte keine Verbesserung des Uberle-
bens. Die Behandlung mit Fluorochinolonen verursachte eine signifikante Verldngerung der
Uberlebenszeit (Abb. 11, p=0,041), zusétzliche Gabe von Prednisolon hatte keinen weiteren
Effekt. Die Behandlung mit Steroiden allein (Prednisolon) nach priméarer Infektion fihrte zu

einer Aggravierung der Infektion mit verkirzter Uberlebenszeit. (Abb.12, p=0,022).

1,0
81 Behandlung
Fluorochinolone und
% Prednisolon
Qo 69
Q@
—
o
o) anma
2 Fluorochinolone*
E 44
S
X
Prednisolon*
2
Kontrolle (PBS)
0,0
0 10 20

Tage nach Infektion

Abbildung 12: Ub_erleben der Mause nach primérer BCG-Infektion i.p.. Fluorochinolone flihren zu
einer signifikanten Uberlebensverlangerung (*p=0,041, log rank). Prednisolon allein fuhrt zu einer ver-
kurzten Uberlebenszeit (*p=0,022, log rank)

3.2.2.3 Therapie der systemischen sekunddren BCG-Infektion

Um die Wirkung einer antimikrobiellen Mono-Therapie sowie den mdéglichen Vorteil einer

Kombinationstherapie mit Steroiden bei der hyperergen BCG-Infektion zu Gberpriifen wurden
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die Mduse primér mit einer subletalen Dosis von 25 mg BCG (Connaught) i.p. infiziert. Nach
einer Woche erfolgte eine zweite Infektion mit 35 mg BCG (LD 50), welche eine hypererge
Reaktion hervorrufen sollte. Die Monotherapie mit Prednisolon nach Restimulation verur-
sachte eine signifikante Verlangerung des Uberlebens (Abb. 13, p=0,032), die zusétzliche

Behandlung mit einem Antibiotikum hatte keinen signifikanten Effekt.
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Abbildung13: Uber-

leben der Mause nach sekundarer BCG-Infektion i.p.. Prednisolon fiihrt zu einer signifikanten Uberle-
bensverlangerung (*p=0,032, log rank). Fluorochinolone allein ohne signifikanten Effekt

3.2.2.4 Intravesikale Blasentumortherapie mit BCG unter begleitender Antibiotika-

ISteroid-Therapie

Die essentielle Bedeutung der Viabilitdét von BCG zur Tumortherapie ist klinisch bekannt.
Zum Ausschluss einer inhibitorischen Wirkung der Antibiotika auf den immuntherapeutischen
Effekt von BCG filhrten wir eine intravesikale BCG-Therapie bei orthotopen Blasentumor
unter begleitender Antibiotika-/ Steroidtherapie durch. Die BCG-Therapie fuhrte in unserem

Modell zu einem signifikant verringertem Tumorwachstum im Vergleich zur Kontrollgruppe
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ohne BCG-Therapie (p=0,001) (Abb. 14). Das mittlere Blasengewicht der Kontrollgruppe lag

bei 357 mg, das der Therapiegruppe BCG bei 58mg.
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Abbildung 14: Signifikant verringertes Blasentumorgewicht nach Blasentumorimplantation und BCG-
Therapie sowie begleitender Therapie mit Antibiotika nach 28 Tagen (p=0,001, Wilcoxon). Die Bla-
sengewichte wurden in Boxplots angegeben, wobei die untere und obere Begrenzung der Kastchen
jeweils die unteren und oberen Quartilen darstellen. Die Kastchenldange wurde durch die interquartile
Distanz bestimmt, so dass ein Kastchen 50% der Werte innerhalb der 25. und 75. Perzentile einer
Gruppe beinhaltet. Die schwarze Linie in einer Box zeigt den Gruppenmedian, wahrend die dueren
Begrenzungslinien jeder Box zu der kleinsten und gréten beobachteten Grofie wiesen.

Die Therapiegruppe mit BCG-Monotherapie zeigte keinen Unterschied beziiglich des Bla-
sengewichts (Abb. 14) und des Uberlebens im Vergleich zu den zusétzlich mit Antibiotika
behandelten Tieren. Die alleinige Gabe von Steroide9n wéhrend einer intravesikalen BCG-
Therapie fuhrte zu einer signifikant erhéhten Absterberate der Tiere mit einem mittleren
Uberleben von 13,6 Tagen im Vergleich zu den {brigen Gruppen. Das mittlere Uberleben der

Kontrollgruppe lag bei 22,3 Tagen (p=0,001). Post mortem Untersuchung

Die Autopsie der Tiere zeigte normale Verhéltnisse bei Herz und Lunge, keine intraperito-
nealen Hamorrhagien. Diese Beobachtung konnte in allen Gruppen gemacht werden. Alle
Mause hatten normale Leber und Nieren, keine Lymphadenopathie im Mesenterialbereich,

ein vergroRertes, gasgefiillites Kolon und eine Splenomegalie.
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3.3 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische

3.3.1 Invitro

In vitro zeigte GRGDS eine konzentrationsabhangige Inhibition der Tumorzelladharenz auf
Fibronektinmatrix. Die Inhibition war am ausgepragtesten bei RT4-Zellen mit einer maxima-
len Reduktion der Adhasionsrate auf 55%, wahrend bei J82 und bei T24 die Adhasion auf

72% bzw. 91% der unbeeinflussten Adhasion zu reduzieren war (Abb. 15).
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Abbildung 15: Adh&sion verschiedener humaner Urothelkarzinomzellen an Fibronektin in Gegenwart
von GRGDS

Auf Kollagen Typ 1 Matrix (Abb. 16) und auf Laminin Matrix (Abb. 17) konnte jeweils keine
signifikante Verminderung der Tumorzelladh&renz bei einer der untersuchten Zelllinien dar-

gestellt werden.
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Abbildung 16: Adh&sion verschiedener humaner Urothelkarzinomzellen an Kollagen Typ | in Gegen-
wart von GRGDS
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Abbildung 17: Adh&sion verschiedener humaner Urothelkarzinomzellen an Laminin in Gegenwart
GRGDS

Weiterhin wurden murine Harnblasenkarzinomzellen MB49 auf Mischmatrizes, bestehend
aus Fibronektin, Laminin und Kollagen, untersucht. Es konnte keine signifikante Inhibition der

Adhésion durch GRGDS in Konzentrationen bis zu 2000 uM gefunden werden (Abb. 18).
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Abbildung 18: Adh&sion muriner Harnblasenkarzinomzellen an Misch-Matrix (Fibronektin, Kollagen,
Laminin) in der Gegenwart von GRGDS

Einen ausgepragten Effekt auf die Tumorzelladh&sion war durch Kombination zweier Fibro-
nektin-spezifischer Oligopeptide GRGDS und EILDV in equimolaren Konzentrationen von
300 pm feststellbar (Abb. 19).
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Abbildung 19: Adh&sion muriner Harnblasenkarzinomzellen an Misch-Matrix (Fibronektin, Kollagen,
Laminin) in der Gegenwart von GRGDS und EILDV
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Die effektivste Inhibition der Tumorzelladharenz in vitro war durch equimolare Kombinationen
von GRGDS, EILDV und DGEA (einem kollagenspezifischen Peptid) zu erzielen. Eine nahe-

zu vollstdndige Inhibition der Tumorzelladhasion war hier bereits bei 100 yM feststellbar

(Abb. 20).
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Abbildung 20: Adh&sion muriner Harnblasenkarzinomzellen an Misch-Matrix (Fibronektin, Kollagen,
Laminin) in der Gegenwart von GRGDS, EILDV und DGEA

Diese Versuche bestatigten somit, dass zur Inhibition der Zelladhasion auf naturnahen
Mischmatrizes Kombinationen von Oligopeptiden nétig sind, wahrend monospezifische Oli-

gopeptide allein ineffektiv waren.

3.3.2 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische im orthotopen

syngenen murinen Harnblasentumormodell

3.3.2.1 Tumorinzidenz

Um die genannten in vitro Ergebnisse zu bestatigen und auszudehnen, wurden Tierversuche
im orthotopen murinen Harnblasenkarzinommodell durchgefuhrt. Die Harnblasen von M&u-
sen wurden oberflachlich elektrokoaguliert und unmittelbar vor der Tumorzellimplantation mit

Losungen verschiedener Oligopeptide bzw. Kontrollldsungen oder einem Zytostatikum irri-
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giert. Die Mause wurden nach 28 Tagen geopfert und das Wachstum von Harnblasentumo-

ren festgestellt (Abb. 21a-c).
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Abbildung 21a: Orthotopes Harnblasentumorwachstum in Mausen nach Instillation implantationsinhi-
bierender Substanzen
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Abbildung 21b-d: Orthotopes Harnblasentumorwachstum in Mausen nach Instillation implantations-
inhibierender Substanzen: a) ungeéffnete Harnblase, b) geéffnete Harnblase mit makroskopisch sicht-

barem Tumor, c) histologisches Bild eines Harnblasentumors (VergréRerung 40fach, Hamalaun-
Farbung)

Die Tumoranwachsrate war 100 % in der nur mittels PBS behandelten Kontrollgruppe
(Gruppe 1). Die mit adhasionsinhibierenden Integrinen irrigierten Gruppen zeigten folgende
Tumorimplantationsraten: GRGDS (Gruppe 4) 87 %, KQAGDV (Gruppe 5) 100 %, EILDV
(Gruppe 6) 70 %, Kombination 5mg (Gruppe 7) 30 %, Kombination 3mg (Gruppe 8) 10 %,

Kombination 1mg (Gruppe 9) 50 %.
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Die mit Purisole (Gruppe 2), unspezifischen Kontrollpeptiden (Gruppe 3) bzw. Epirubicin
(Gruppe 10) irrigierten Gruppen hatten Implantationsraten von 90%, 90% und 40%, respekti-
ve. Die Tumoranwachsrate in Gruppen 7, 8, 9 und 10 war signifikant niedriger im Vergleich

zur Kontrollgruppe (p<0,001, Gruppen 7 und 8; p<0,05 Gruppen 9 und 10).

3.3.2.2 Harnblasengewicht

Die Bestimmung des Blasengewichtes lag bei durchschnittlich 28 mg in den Gruppen ohne
Tumorwachstum und bei 140 mg in den Gruppen mit Tumorwachstum (p<0,001).

Die Mause innerhalb der Gruppen mit Tumorwachstum zeigten signifikante Unterschiede
hinsichtlich des Blasengewichtes. Wahrend das Blasengewicht bei den mit PBS, Purisole,
unspezifischen Kontrollpeptiden, GRGDS, KQAGDV, und Kombination 1 mg behandelten
Tieren jeweils >140 mg lag (178 mg, 140 mg, 187 mg, 136 mg, 151 mg und 144 mg, respek-
tive), war in den Gruppen Epirubicin, Kombination 3mg und Kombination 5mg das Blasen-
gewicht mindestens halbiert bei <70 mg (ndmlich bei 48 mg, 67 mg, und 70 mg, respektive)
(p<0,05). Tumortragende Mause der mit EILDV irrigierten Gruppe hatten ein Blasengewicht

bei 98 mg und lagen somit zwischen den vorgenannten Gruppen (p<0.05) (Tab.6).

Tabelle 6: Ergebnisse der in vivo Studie im orthotopen Harnblasentumormodell MB 49 (n/a, nicht
ansendbar; n.s., nicht signifikant)

Gruppe. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 p Wert

Substanz PBS | Purisole |unspez. GRGDS | KQAGDV | EILDV | combi. | combi. combi. epir. | n/a
Oligopeptide 5mg 3mg 1 mg

n= 30 20 10 30 10 10 30 10 10 10 n/a

Tumor-inzidenz | 100 | 90 90 87 100 70 30** 10** 50* 40 **0.001

(%) *0.05

Blasengewicht | 178 | 140 187 136 151 98 70* 67" 144 48* *0.05

(mg)

Lungen- 50 35 30 30 30 30 10 10 20 0 n.s.

metastsen (%)
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Das Kérpergewicht der Mause zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Grup-

pen.

3.3.2.3 Histopathologische Evaluation

Die makroskopische Untersuchung der inneren Organe zeigte folgende Rate an Lungen-
metastasierung: PBS Kontrolle 50 %; Spullésung 35 %; unspezifische Kontroll-Peptide 30 %;
GRGDS 30 %; KQAGDV 30 %; EILDV 30 %; Kombination 5 mg 30 %; Kombination 3 mg 10
%; Kombination 1 mg 20 %; Epirubicin 0 %; (Daten nicht gezeigt). Bezogen auf die tumor-
tragenden Tiere war jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Behand-

lungsgruppen und Kontrollgruppe hinsichtlich der pulmonalen Metastasierungsrate feststell-

bar (Abb. 22).

LR

a)

Abbildungen 22 a-b: a) Makroskopischer Aspekt von Lungenmetastasen. Innerhalb des hellen ge-
sunden Parenchyms erkennt man dunkle Bezirke, die den Metastasen entsprechen. b) mikroskopi-
sches Bild der in 9a gezeigten makroskopischen Verdnderungen. (Immunhistochemische Farbung
gegen Ki-67 mit dem Antikérper MIB-5, Gegenfarbung Hamalaun, Vergréf3erung 100fach)

3.3.3 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische im biolumines-

zenten syngenen murinen Harnblasentumormodell

3.3.3.1 Tumorinzidenz

In den tierexperimentellen Untersuchungen wurden die Oligopeptide unmittelbar vor der Tu-

morzellinstillation in die Harnblase der Mause eingebracht. Die Tiere wurden am 28. Tag
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nach dem Eingriff geopfert und der Tumorbefall der Harnblase wurde ermittelt. BLI wurde an
Tag 7, 14, 21, und 28 nach Tumorzellimplantation durchgefiihrt. Die Tumorinzidenz in der
Kontrollgruppe (unspezifische Oligopeptide) betrug 93%. Die Therapiegruppe erhielt ein Oli-
gopeptidgemisch (GRGDS,EILDV, YIGSR), wobei in vorhergehenden Untersuchungen ein
Konzentrationsoptimum der Oligopeptidgemische von 3mg/ml ermittelt wurde(87).

Die Tumorinzidenz in der Therapiegruppe lag bei 26% (p<0.001) (Abb. 23).

100 -
90 1
80 1
70 1
60 1
50 1

40

Tumorinzidenz (%)

30 1

20 -

unspezifische Oligopeptide spezifische Oligopeptide

Abbildung 23: Orthotopes Harnblasentumorwachstum in M&usen nach Instillation implantationsinhi-
bierender Substanzen im biolumineszenten orthotopen Modell.

3.3.3.2 Biolumineszens im orthotopen Harnblasentumormodell

An Tag 7, 14, 21 und 28 nach Tumorimplantation wurde jeweils BLI bei allen Tieren durchge-
fihrt, an Tag 28 wurden sie getdtet. 16 von 17 Mausen mit letztendlichem histologischem
Tumornachweis zeigten an Tag 7 ein positives Signal im BLI. An Tag 14 waren es 17/17
Mausen. Somit fanden wir eine Sensitivitat des BLI von 0,92 an Tag 7 und von 1,0 an Tag
14. Die mittlere Anzahl der gemessenen Counts lag an Tag 7 bei 8176,5 und nahm im Mittel

bis Tag 28 kontinuierlich ab (Abb. 24)
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Abbildung 24: Die mittlere Anzahl der gemessenen Counts im orthotopen biolumineszenten Harnbla-
sentumormodell. BLI an Tag 7,14, 21 und 28 mit tendenzieller Abnahme der gemessenen Counts im
laufe der Messungen.

Abbildung 24 zeigt eine Kontrollmaus im seriellen Ablauf des BLI. An Tag 28 zeigt der Tumor
ein deutlich abgeschwéachtes Signal verglichen mit Tag 14, dem hdéchsten Signal in dieser
Messreihe (Abb. 25a-d). An Tag 28 zeigte sich beider Maus ein gut tastbarer Tumor.

Tag 7 Tag 14

Tg 21 Tg 28

a) b) c) d)
Abbildung 25a-d: Kontrollmaus im seriellen Ablauf des BLI, a) d7, b) d14, ¢) d21, d) d28

Nach Tétung der Maus wurde der Tumor sofort explantiert (Abb. 26) und unverziglich

geimaget.
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Abbidung 26: GroRer Harnblasentumor in Situ, d 28 vor der Explantation

BLI bestétigte eine reduzierte Lichtemission durch hdmorrhagische und nekrotische Areale in
dem grofRen Tumor (Abb. 27a). HE-Farbung und die immunhistochemische Analyse dieser
Tumorregionen mit einem polyclonalen anti-Luc Antikérper zeigten ebenso Anteile mit nekro-

tischen Arealen neben Arealen mit starkem Luc-Nachweis (Abb. 27b-e)

italer Tumor
Nekrosezone

o

Abbildung 27a
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Abbildung 27b-e: Ex vivo BLI und histologische Untersuchung eines MB 49 Harnblasentumors einer
Kontrollmaus. (a) Biolumineszensbild (10 min Aufnahmezeit) eines frisch explantieren Tumors nach D-
Luciferininjektion in die Maus vor der Tétung. Der Tumor wurde in der Mitte geteilt und mit der Schnitt-
flache zur CCD-Kamera platziert. Ein Teil des Tumors war offensichtlich nekrotisch, wahrend der an-
dere Teil vital wirkte. Die Photonenemission in ,pseudocolors® spiegelt praziese die mikroskopischen
Gegebenheiten wieder. (b,c) HE-Farbung von Parafinschnitten desselben Tumors zeigen (b) vitale
Tumorregionen und (c) die hdmorrhagischen und nekrotischen Areale. (d,e) Immunohistochemische
Farbung der korrespondierenden Areale unter Verwendung eines polyklonalen anti-Luc Antikérpers im
vitalen Tumoranteil (d) und in den hdmorrhagischen und nekrotischen Arealen (e). Originalvergréfe-
rung x 400.

3.3.3.3 Harnblasengewicht
Das Harnblasengewicht der Mause korreliert eng mit der Tumorentwicklung. Ein hochsignifi-
kanter Unterschied in Bezug auf das Harnblasengewicht konnte zwischen Therapieguppe

und Kontrollgruppe gefunden werden (35 mg versus 186 mg; p<0.001) (Tab.7).

Tabelle 7: Ergebnisse der in vivo Studie im orthotopen biolumineszenten Harnblasentumormodell MB
49 (n/a, nicht ansendbar; n.s., nicht signifikant)

Gruppe 1 2 p Wert
Substanz unspezifische spezifische n/a
Oligopeptide Oligopeptide
Gruppengrolie 15 15 n/a
Tumorinzidenz n (%) 14/15 (93%) 4/15(26%) **0.001
Blasengewicht (mg) 186 35 **0.001

3.3.3.4 Histopathologische Evaluation

Es wurden 20 Schnitte (in 40-um-Intervallen entnommen) von jeder murinen Harn-
blase untersucht, um Harnblasenkarzinomzellen nachzuweisen. Tumorzellnachweis
gelang in allen Harnblasen, die auch im BLI positiv waren. Die Harnblasenschleim-
haut zeigte keinerlei Veranderungen durch die Intillationstherapie, es konnten keine
Unterschiede zwischen den Mausen, die mit spezifischen Oligopeptiden und denen,

die mit unspezifischen Oligopeptiden behandelt wurden, gefunden werden.
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3.3.4 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische im Portmetasta-

senmodell

3.3.4.1 Korpergewicht

Das praoperative Kérpergewicht der Mause war vergleichbar (p > 0.05). Mause in der The-
rapiegruppe “Spezifische Oligopeptide” haben verglichen mit den anderen Gruppen prozen-

tual mehr Gewicht zugenommen (p < 0.001) (Tab. 8).

Tabelle 8: Mausgewicht vor und nach Therapie (Abbildungen sind Mediane und Ranges in Gramm)

Kontrolle unspezifische spezifische Mitomycin
(PBS) Oligopeptide Oligopeptide
Gewicht zur OP 19.8 18.7 18.5 19.2
(17.2-20.4) (17.0-20.9) (17.1-20.7) (17.5-20.0)
Gewicht an Tag 14 19.6 18.4 20.7 18.1
(18.2-20.1) (17.9-19.9) (19.9-21.2) (17.1-19.3)
% Anstieg des Gewichts | -1% -1.6% 11.9% -5.7%
(median)

3.3.4.2 Tumorinzidenz
Die Tumorzellaussaat ist in Tabellen 2 und 3 zusammengefasst. Acht Mause der Gruppe

.spezifische Oligopeptide“ und 7 Mause der Gruppe ,Mitomycin“ waren komplett tumorfrei.
Alle Ubrigen Mause entwickelten peritoneale Tumoren. Eine Verringerung der Tumorzellaus-
saat konnte in beiden Therapiegruppen beobachtet werden (p < 0.0001; chi quadrat) (Tab.
9).

Tabelle 9: Peritonealer Tumor-Index (Gruppengréf3e n=10)

Grade Kontrol- | unspezifische | spezifische Mitomycin
le Oligopeptide | Oligopeptide
(PBS)

0 (kein Tumor) 7 5 52 50

I 14 15 5 6

Il 22 21 2 2

I 17 19 1 2

Anzahl der Sektoren mit | 53/60 55/60 8/60 10/60

Tumor (alle Grade) (88%) (92%) (13%) (17%)
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In der Gruppe “spezifische Oligopeptide” hatten 87% der Sektoren keinen sichtbaren Tumor
verglichen mit 12% in der Kontrollgruppe (p < 0.0001; Fisher's exact test). Die Mause der
Mitomycin-Gruppe hatten ebenso deutlich mehr tumorfreie Sektoren verglichen mit der Kon-
troligruppe (83%; p < 0.0001). In der Gruppe ,unspezifische Oligopeptide“ gab es ahnlich
wenige tumorfreie Sektoren wie in der Kontrollgruppe (8% vs. 12%, p>0,05). Es konnte keine
bevorzugten Orte fUr die Tumorzellaussaat beobachtet werden im Bereich der Tumorzell-

Injektionsstelle. Es erfolgte eine gleichmaRig Verteilung Gber alle Sektoren (Tab. 10)

Tabelle 10: Sector-Analyse der Tumorentwicklung

Sector Kontrolle unspezifische | spezifische Mitomycin Gesamt
(PBS) Oligopeptide Oligopeptide

1 10 9 2 2 23

2 8 11 1 1 21

3 12 5 1 3 21

4 7 8 2 1 18

5 11 10 1 2 24

6 5 12 1 1 19

Total 53/60 55/60 8/60 10/60 126/240
(88%) (92%) (13%) (17%) (52%)

Die Entwicklung von Portmetastasen erfolgte in den Therapiegruppen in deutlich geringerem

Ausmal als in der Kontrollgruppen (p < 0.0001; chi squared) (Table 11).

Tabelle 11: Anzahl der Trokarinsertionsstellen mit Tumorentwicklung (Portmetastasen)
Kontrolle
(PBS) Oligopeptide Oligopeptide

unspezifische spezifische Mitomycin

19/20 ’ 18/20 ‘ 2/20 ’ 3/20
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4 Diskussion

4.1 Optimierung des orthotopen murinen Harnblasenkarzinom-Modells und Einsatz

zur Untersuchung der intravesikalen Bacillus Calmette-Guérin Immuntherapie

Das orthotope syngene Harnblasenkarzinommodell der Maus ist erfolgreich zur Evaluation
von Chemotherapien und intravesikalen Immuntherapieverfahren wie BCG, KLH eingesetzt
worden (33, 88). Andere Tiermodelle wie chemische Blasentumorinduktion, Xenograft-
Transplantationen und subkutane Implantation von syngenen Blasentumorzellen sind eben-
falls eingesetzt worden, sind jedoch fir die Untersuchung insbesondere von Immuntherapie-
verfahren von untergeordneter Bedeutung. Die Zahl instillierter Tumorzellen variiert in der
Literatur von 10* bis 5x10° Zellen (21, 31, 33, 89-91). Shapiro et al. untersuchten die zur Tu-
morimplantation benétigte Zellzahl im MBT-2-Modell und zeigten, dass eine maximale Tu-
moranwachsrate von tber 90% nach Instillation von 10° Zellen vorhanden war, wahrend die
Instillation von 2,5 x 10° Zellen zu einer Anwachsrate von nur 30% fithrte (21, 33). Somit
kann eine hohe Anzahl von instillierten Tumorzellen allein nicht hohe Anwachsraten garantie-
ren. Weitere Autoren zeigten Anwachsraten von nur 70%, auch nach Instillation von 5x10°
MBT-2-Zellen (31, 33). Im MB-49 Tumormodell ist die Zahl instillierter Zellen kleiner und vari-
iert zwischen 10* und 10° (89, 91). In unseren Untersuchungen zeigten wir, dass eine maxi-
male Tumoranwachsrate von 100% unabhé&ngig von der Zahl instillierter Zellen ist. Essentiell
in unseren Untersuchungen war ausschlieRlich die Verlangerung der Kontaktzeit zwischen
kauterisierter Blasenwand und instillierten Tumorzellen. Durch Belassen und VerschlieRen
des Instillationskatheters konnte die vorzeitige Blasenentleerung erfolgreich verhindert und
eine Kontaktzeit von 3 Stunden aufrechterhalten werden. Um sicherzustellen, dass auch bei
hohen Tumorzellzahlen weiterhin ein Immuntherapie-sensitives System vorliegt, wurde die
Immuntherapie mit BCG im modifizierten Tumormodell eingesetzt. Im Vergleich zur Kontroll-
behandlung mit PBS zeigte sich auch in der héchsten Dosierung von Tumorzellen ein deutli-

cher Einfluss von BCG auf Blasentumorgewicht und Uberleben der M&use.
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In weiteren Experimenten konnten wir nunmehr das modifizierte System zur Evaluation intra-
vesikaler TherapiemalRnahmen einsetzen.

Die intravesikale BCG-Therapie wird derzeit als der Goldstandard der Therapie des Carci-
noma in situ und zur Vermeidung von Harnblasenkarzinomrezidiven nach transurethraler
Resektion angesehen. BCG-Instillationen sind jedoch mit typischen Nebenwirkungen wie
Dysurie, Pollakisurie und anderen zystitischen Beschwerden begleitet (92), wahrend schwe-
re systemische Nebenwirkungen selten sind.

Eine ausgepragte Infiltration der Blasenwand mit Granulozyten und ein Anstieg von
Neutrophilen im Urin (93) war bei den Patienten nachweisbar, die ausgepragte Nebenwir-
kungen hatten (37, 94, 95). Somit kann geschlossen werden, dass die lokalen zystitischen
Nebenwirkungen Uberwiegend durch eine Einwanderung von Granulozyten und ihre Aktivie-
rung durch BCG hervorgerufen wird.

In vitro Untersuchungen konnten zeigen, dass ASS und POF wirksame Medikamente zur
Behandlung BCG-induzierter zystitischer Symptome sein kénnten. ASS und POF reduzierten
die BCG-induzierte Granulozytenaktivierung in vitro signifikant (40, 41, 96). Um mdgliche
unerwlnschte Wirkungen der o.a. antiinflammatorischen Medikamente auf die immun-
therapeutische Wirksamkeit von BCG in vivo auszuschlief3en, wurde eine Untersuchung im
modifizierten orthotopen murinen Blasentumormodell durchgefiihrt. Um die Wirksamkeit der
BCG-Behandlung kritisch beurteilen zu kénnen, wurden als Hauptzielkriterien ,harte® Para-
meter wie Uberlebenszeit und Blasengewicht bewertet. Im Vergleich zu anderen Arbeiten
(21, 33, 91) wurden die Blasenpalpation und die Reduktion der Tumoranwachsrate nicht als
verlalliche Parameter herangezogen.

Der Zyklooxygenasehemmer ASS wurde als antiinflammatorische und analgetische Sub-
stanz seit Uber 100 Jahren klinisch eingesetzt. ASS inhibiert die Plattchenaggregation und
wird klinisch zur Verhinderung der arteriellen Thrombose, des Myokardinfarktes und des a-
poplektischen Insultes eingesetzt. Der exakte Mechanismus der Zyklooxygenaseinhibition ist
bisher nicht vollstdndig aufgekléart, es gibt jedoch Anzeichen dafiir, dass die Hemmung der

Zyklooxygenase nicht der einzige Mechanismus, der antiinflammatorischen Wirkung von
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ASS und anderen nichtsteroidalen antiinflammatorischen Medikamenten (NSAID) ist (97).
Weitere mégliche Mechanismen von ASS wie Reduktion der Synthese von Zyklo-AMP, NF-
kB, Superoxidanionen und Reduktion der Freisetzung lysosomaler Enzyme in Granulozyten
wurden kirzlich zusammenfassend dargestellt (97). Die klinischen Effekte von ASS auf die
immuntherapeutische Wirkung von BCG sind unklar, da verschiedene retrospektive Studien
widerspruchliche Ergebnisse zeigten. Hudson et al. zeigten einen negativen Einfluss von
Gerinnungsinhibitoren wie ASS auf die BCG-Wirkung (44), wahrend Witjes et al. einen derar-
tigen Effekt ausschlieRen konnten (98). Die Interpretation dieser Daten ist jedoch schwierig,
da unterschiedliche Studiendesigns, unterschiedliche Patientenpopulationen und geringe
Patientenzahlen vorlagen. In unseren Experimenten zeigte weder das Blasengewicht noch
das Uberleben der Tiere, welche mit BCG+ASS behandelt worden waren, einen signifikanten
Unterschied zu den nur mit BCG behandelten Tieren. Somit konnte ein negativer Effekt von
ASS auf die BCG-Wirkung ausgeschlossen werden. Andere NSAID wie Sulindac und Ke-
toprofen, die signifikante inhibitorische Effekte auf die Karzinogenese in der murinen Harn-
blase gezeigt hatten, kénnten sich ebenfalls als nitzliche Medikamente der BCG-induzierten
Nebenwirkungen erweisen, die zusétzlich beschriebenen chemopraventiven Effekte kdnnten
hier ebenfalls wirksam sein (99). Die inhibitorischen Effekte von ASS auf die Karzinogenese
hingegen sind widerspriichlich. In Mausen konnte ASS die Karzinogenese in der Harnblase
nicht inhibieren, wahrend in Ratten sich ASS als effektives chemopraventives Medikament
zeigte (100).

Der Phosphodiesterasehemmer POF ist seit langem aufgrund seiner vorteilhaften hdmorrhe-
ologischen Eigenschaften bekannt. POF erhéht die Erythrozytenverformbarkeit und verbes-
sert damit den kapillaren Blutfluf3. Klinisch wurde POF eingesetzt, um Symptome der Claudi-
catio intermittens bei Patienten mit peripherer VerschluRkrankheit zu verbessern (101). Er-
neutes Interesse fand das Medikament aufgrund seiner immunmodulatorischen Eigenschaf-
ten auf das Zytokin-Netzwerk und auf die Granulozytenfunktion (102, 103). POF supprimiert
die endotoxininduzierte Synthese von TNF-o. und IL-1 in vitro und in vivo und inhibiert hier-

mit auch die Granulozytenaktivierung und Degranulierung (103). Weitere Experimente konn-
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ten POF als Inhibitor der Degranulation und der Superoxydproduktion von BCG-stimulierten
Granulozyten zeigen (96). Eine reversible Beeintrachtigung der BCG-induzierten Killerzell-
Zytotoxizitat in vitro (96), die als ein wesentlicher Bestandteil des Wirkmechanismus von
BCG angesehen wird und die komplexe Interaktion von POF mit dem Zytokin-Netzwerk wie-
sen jedoch auf das Potential von POF hin, mit der Wirksamkeit von BCG zu interferieren. In
unseren in vivo Versuchen jedoch zeigte sich jedoch kein derartiger negativer Effekt auf die
BCG-Wirkung. Die mit BCG und POF behandelten Tiere zeigten keine Unterschiede hin-
sichtlich Uberleben und Blasengewicht im Vergleich zu den mit BCG allein behandelten Tie-
ren.

Nicht viable BCG-Pré&parationen hatten in verschiedenen experimentellen Serien Antitumor-
wirkung gezeigt. Akaza et al. injizierten eine Mischung von MBT-2 Zellen und aBCG bzw.
lyophiliziertem BCG subcutan in C3H/He Mause. Die wachstumsinhibierende Aktivitat von
aBCG war nahezu der von lyphilisiertem BCG vergleichbar (104). Andere Autoren beschrie-
ben einen maRigen inhibitorischen Effekt von intratumoral verabreichtem, ultraviolett-
abgetéteten BCG, welches mit Fibrinogen in subcutane MBT-2 Tumoren injiziert wurde (90).
Im orthotopen Harnblasenkarzinommodell der Maus konnten Instillationen mit mykobakteriel-
len Zellwandbestandteilen zu einer signifikanten Wachstumsinhibition von Tumoren fihren,
der Antitumoreffekt war jedoch weniger stark ausgepragt als bei Instillationen mit viablem
BCG (89). In vitro-Experimente zeigten, dass autoklavierte mykobakterielle Préparationen
eine geringere Aktivierung von Granulozyten hervorriefen als viable Praparationen (43, 105,
106). In unseren Tierversuchen jedoch zeigte sich kein signifikanter therapeutischer Effekt
von aBCG auf das Uberleben und das Blasengewicht von M&usen im Vergleich zu viablem
BCG.

Es ist somit zu schlussfolgern, dass aBCG keine antitumorale Aktivitat in disem Tiermodell
hat. Die Unterschiede zwischen unseren Ergebnissen und denen anderer Gruppen kénnen
durch den unterschiedlichen experimentellen Ansatz erklart werden, wo jeweils eine direkte
Interferenz mit der Tumorzellimplantation méglich war. Unser Tiermodell hingegen steht der

klinischen Situation erheblich naher als die o.a. experimentellen Ansatze. Wir kbnnen somit
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folgern, dass aBCG keine ausreichende Antitumorwirkung hat, um weitere klinische Untersu-
chungen zu rechtfertigen.

Das murine orthotope autologe MB-49 Blasentumormodell wurde erfolgreich modifiziert, so
dass eine verlaBliche Tumorimplantation bei 100% der Tiere resultiert. Das Modell ist weiter-
hin sensitiv fir lokale Immuntherapieverfahren und wurde zu deren praklinischen Uberprii-
fung eingesetzt.

Die Behandlung mit autoklaviertem BCG ist keine geeignete Alternative zur Behandlung mit
viablem BCG. Acetylsalicylsdure und Pentoxifyllin zeigten keine Beeintrdchtigung der intra-
vesikalen BCG-Immuntherapie murinen Harnblasenkarzinommodell. Somit kénnen die ge-
nannten Medikamente als geeignete Adjuvantien angesehen werden, um die BCG-
induzierten Nebenwirkungen zu reduzieren. Die klinische Evaluation von ASS und POF im
Rahmen der BCG-Therapie beim Menschen sollte in prospektiven Untersuchungen durchge-

fahrt werden.

4.2 Immuntherapie mit BCG beim Blasentumor in Hinblick auf systemische Infekti-
onskomplikationen und Beeinflussung der lokalen Tumorwirkung durch Antibioti-

katherapie

Die BCG-Instillationstherapie hat sich als das effektivste Verfahren zur Rezidivprophylaxe
des oberflachlichen Blasenkarzinoms und zur Therapie des carcinoma in situ etabliert (107-
109). Begleiterscheinungen wéhrend der intravesikalen Instillationstherapie mit BCG sind
haufig und flihren gelegentlich zum vorzeitigen Abbruch der Therapie (110). Lokale Neben-
wirkungen wie Dysurie, Pollakisurie und Hamaturie finden sich bei 60-80% aller behandelten
Patienten, sind jedoch als normale Reaktion der intravesikalen Therapie zu betrachten (111).
Eine medikamentése spasmolytische oder analgetische Therapie ist in den meisten Féllen
zur symptomatischen Beherrschung der Beschwerden ausreichend. Selten treten systemi-
sche Nebenwirkungen auf. Bei ca. 2% ist deshalb eine stationdre Behandlung erforderlich.

Besonders gefurchtet sind schwere septische Verlaufe (ca. 0,1%) die einer raschen und
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adaquaten Therapie bedirfen (110). Aufgrund der Nebenwirkungen enthalten viele Urologen
diese klinisch etablierte und hoch effektive adjuvante Behandlung ihren Patienten vor oder
verordnen prophylaktisch Antibiotika. Allerdings treten bakterielle Harnwegsinfekte unter ei-
ner Instillationstherapie allein schon aufgrund der wiederholten Katheterisierungen auf, so
dass haufig Gyrasehemmer oder moderne Cephalosporine der dritten Generation verordnet
werden. Inwieweit diese Antibiotika mit BCG, den viablen Mykobakterien interferieren und die
Wirkung der Immuntherapie dabei kompromittieren ist nicht bekannt.

Plétzlicher Blutdruckabfall, Fieber und disseminierte Gerinnung sind nach mehrfacher intra-
kutaner BCG-Injektion bei der Behandlung von kutanen Melanomen berichtet worden (50).
Diese Reaktionen, wie auch die nach intravesikaler BCG-Instillation erfolgten nur nach
mehrmaliger BCG-Exposition. Aus den klinischen Verlaufen der wenigen beobachteten Falle
einer fulminanten BCG-Sepsis erscheint als wesentliche Komponente eine Hypersensitivi-
tats-Reaktion bis hin zum allergischen Schock (111). Vor diesem Hintergrund ist theoretisch
die zusatzliche Gabe eines Steroids erforderlich. Obwohl Steroide eine mykobakterielle In-
fektion aggravieren kdnnen, zeigten einige klinische Erfahrungen, dass die Kombination von
Tuberkulostatika und Steroiden fur den Krankheitsverlauf einer Sepsis gunstig war (50, 112-
114).

Die therapeutische Empfehlung bei systemischer BCG-Infektion lag in der Verabreichung der
klassischen Tuberkulostatika Isoniazid, Rifampizin, Ethambutol und Cycloserin (111). Tuber-
kulostatika haben eine relativ lange Latenz von zwei bis sieben Tagen bis zum Wirkeintritt
und ein nicht unerhebliches Nebenwirkungsspektrum (115). Insbesondere Cycloserin war
aufgrund von in vitro Untersuchungen, die einen schnellen Wirkungseintritt innerhalb von 24h
und eine Wirkung auch gegen BCG aufzeigten, bis dato in der Therapie der systemischen
BCG-Infektion ein Standard-Therapeutikum (115). Allerdings existieren in der Literatur unter-
schiedliche Berichte zur Suszeptibilitdt von BCG gegentiber Cycloserin. Auf der Suche nach
therapeutischen Alternativen gab es aus jingeren in vitro Untersuchungen Hinweise auf die

Wirksamkeit von Fluorochinolonen gegen BCG (116). Da Chinolone sich bei Infektionen bis
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hin zur Urosepsis bewahrt haben, war eine Uberpriifung in vivo zur Behandlung der systemi-
schen BCG-Infektion notwendig.

Sehr viele Antibiotika, die von uns in vitro untersucht wurden, erreichten kurzzeitig, ca. 2-4 h
nach Applikation, hohe Urinspiegel und sind damit auch potentiell wirksam gegen BCG. Aus-
nahmen davon sind Trimethoprim-Sulfamethoxazol oder Nitrofurantoin. Erwartungsgemaf
sind die Tuberkulostatika mit Ausnahme von Pyrazinamid und insbesondere auch Cyclose-
rin, gut wirksam gegen BCG. Genauso wichtig erscheinen die Befunde bezlglich Fluorochi-
nolonen: Diese sind hoch wirksam gegentiber BCG.

Der Mausstamm C57/BL 6 ist fiir eine BCG Infektion suszeptibel. Daher kann in diesem Mo-
dell in idealer Weise die Wirksamkeit einer antimikrobiellen Therapie und wie auch einer Ste-
roidtherapie gegen eine BCG-Infektion Gberprift werden.

Unsere Ergebnisse zeigen nach primérer systemischer BCG-Infektion einen signifikanten
therapeutischen Effekt von Fluorochinolonen, wahrend andere Antibiotika, wie TMS keinen
Effekt hatten. Prednisolon allein aggrarvierte die primare BCG-Infektion. Diese Ergebnisse
stehen in Einklang mit in vitro Studien und klinischen Berichten, in denen eine erfolgreiche
Anwendung von Fluorochinolonen in Kombination mit anderen Tuberkulostatika beschrieben
werden (117).

Als nachsten Schritt etablierten wir das Modell der BCG Re-Stimulation, entsprechend der
klinischen Situation, die typischerweise PPD-positivien Patienten, oder nach mehrfacher z.T.
traumatischer BCG Instillation einbezieht, um die klinisch relevante hypererge Reaktion zu
simulieren. Hierbei konnte lediglich durch die hochdosierte Prednisolon-Gabe und nicht
durch Fluorochinolone allein die Uberlebenszeit signifikant verldngert werden. Diese Ergeb-
nisse unterscheiden sich von anderen Studien. Koukol und Mitarbeiter fanden in einer in vivo
Untersuchung nach Re-Stimulation mit BCG und einer alleinigen Steroid-Therapie eine ver-
kirzte Uberlebenszeit der Tiere (118). Dies kénnte mit einer zu geringen Steroid-Dosis in
diesen Experimenten zusammenhangen. Wir verwendeten erfolgreich eine 20ig-fach héhere
Dosierung (20 mg/kg KG), wie sie auch in der Literatur zur Bekdmpfung der hyperergen

Schock-Reaktion empfohlen wird (119). Diese kurzfristige hochdosierte Prednisolon-Gabe
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(1-2g/d) ist ohne das Risiko einer sekundéaren Nebenniereninsuffizienz oder anderer Neben-
wirkungen, die von der langfristigen Steroidtherapie bekannt sind (120).

Wiederholte transurethrale Katheterisierung wéhrend einer BCG Instillations-Therapie ist mit
bakteriellen Infekten wie z.B. Zystitis und Epididymitis assoziiert (121). Weiterhin kann eine
BCG-induzierte Zystitis nach der zweiten oder dritten Instillation entstehen. Als Folge hiervon
werden haufig Antibiotka wie TMS oder Fluorochinolone wahrend einer BCG-
Instillationstherapie verordnet. Wie gezeigt werden konnte, sind Fluorochinolone hoch effek-
tiv gegen Mykobakterien in vitro und erreichen hohe Ausscheidungskonzentrationen im Urin.
Hiernach wéare es vorstellbar, dass Fluorochinolone die Viabilitdt von Mykobakterien in der
Blase beeinflussen. Zbar und Mitarbeiter konnten in einem Tiermodell zeigen, das die Viabili-
tat von BCG fir die antitumorale Wirksamkeit bedeutsam ist (122). Diese Ergebnisse konn-
ten von uns im orthotopen murinen Tumormodell bei immunkompetenten Mausen bestétig
werden (60). Somit kdnnten Fluorochinolone die Effektivitdt von BCG beeinflussen. In unse-
ren Untersuchungen wurde jedoch die antitumorale Wirkung von BCG im orthotopen Tu-
mormodell durch Fluorochinolone nicht signifikant reduziert. Dieses kénnte mit der kurzen
Halbwertszeit, mit der BCG in der Blase verbleibt, zusammenhangen. Da die Verdoppe-
lungszeit von BCG langer als 24 h betrégt, ist eine wesentliche Beeinflussung der Viabilitat
der Bakterien unwahrscheinlich. In dieser Untersuchung bewirkt die dauerhafte begleitende
Therapie mit Prednisolon wahrend der BCG Instillationstherapie ein vorzeitiges Versterben
der Tiere. In vorhergehenden Versuchen wurde eine wesentliche medikamenteninduzierte
Toxizitat Uber den genannten Behandlungszeitraum ausgeschlossen. Ein Uberschie3endes
Tumorwachstum konnte bei der Sektion der Tiere in dieser Untersuchung ebenfalls nicht
beobachtet werden. Somit kénnte die Ursache flir das vorzeitige Versterben in einer Immun-
suppression durch Langzeit-Steroidtherapie mit konsekutiver BCG-Sepsis begriindet liegen.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine systemische BCG-Infektion nach intrave-
sikaler Therapie je nach Schweregrad zunachst mit Fluorochinolonen oder mit einer Drei-
fach-Kombination von Tuberkulostatika anbehandelt werden sollte. Im kurzfristigen Intervall

ist die zusatzliche Gabe von Steroiden unabdingbar.
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In unserem Modell wurde die Effektivitat von BCG zur Behandlung von Blasentumoren durch
die zusatzliche Gabe von Chinolonen nicht beeintrachtigt, obgleich in vitro eine gute Wirk-

samkeit gegen Mykobakterien nachgewiesen wurde.

4.3 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische

4.3.1 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische im orthotopen

syngenen murinen Harnblasentumormodell

Verschiedene Hypothesen existieren, um die hohe Rate von Tumorrezidiven nach transu-
rethraler Resektion von Harnblasenkarzinomen zu erkléren. Die Implantationstheorie von
Harnblasentumoren wurde bereits 1903 durch Albarran und Imbert vorgeschlagen (123).
Obwohl die Méglichkeit der Implantation von Karzinomzellen auf eine intakte Mukosa meist
abgelehnt wurde, erschien eine Tumorzellimplantation auf denudierte Oberflachen oder in
operativen Wunden weitgehend akzeptiert (9, 124). Soloway und Masters argumentierten,
dass flottierende Tumorzellen wahrend einer Elektroresektion an das vorgeschadigte Gewe-
be adhérieren, anwachsen und somit ein Rezidiv an der Resektionsstelle induzieren kénnen
(10). Weitere klinische Hinweise fur die Implantationshypothese erhielt man aus der atypi-
schen Lokalisation von Rezidivtumoren im Vergleich zum Primartumor im Bereich des Bla-
sendaches (123, 125). In einer prospektiven Untersuchung konnten Muller et. al. bei 23 %
der Patienten nach klinisch vollstandiger transurethraler Resektion von Harnblasentumoren
Tumorzellen in der Spillésung feststellen (11). 75% dieser Patienten entwickelten einen Re-
zidivtumor innerhalb von 3-6 Monaten. Auch der Nachweis der klonalen Herkunft primarer
und sekundéarer Harnblasentumoren durch Sidransky und Mitarbeiter kann als ein molekular-
biologisches Argument fiir diese Hypothese gewertet werden (126).

Weitere indirekte Unterstiitzung kam von klinischen Studien aus der jingeren Vergangen-
heit. Diese Studien untersuchten die Mdglichkeit, Tumorzellimplantation und Rezidivhaufig-

keit des oberflachlichen Harnblasenkarzinoms durch einmalige intravesikale Zytostatikagabe
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unmittelbar nach der transurethralen Resektion zu verhindern. Burnand et. al. instillierten
90mg Thiotepa in die Harnblase unmittelbar nach TUR. Es zeigte sich eine signifikante Re-
duktion der Rezidive innerhalb eines Jahres (125). Ahnliche Resultate wurden durch Zincke
et. al. berichtet (127). Die Autoren schlussfolgerten, dass eine weitere Behandlung zu spate-
ren Zeitpunkten nicht zu einer Verbesserung der Ergebnisse fuhrte. In einer grof3en klini-
schen Studie mit 431 Patienten aus der EORTC wurde gezeigt, dass eine einmalige Instilla-
tion von Epirubicin (80 mg) unmittelbar nach der transurethralen Resektion des oberflachli-
chen Harnblasenkarzinoms die Rezidivrate im Vergleich zur nur mit Instillation von Wasser
behandelten Kontrollgruppe um nahezu die Halfte reduzierte (12). Rajala und Mitarbeiter aus
der Finnbladder Group konnten ebenfalls die Bedeutung der postoperativen Instillation eines
Zytostatikums, nicht jedoch eines Immunmodulators zeigen (128), wobei auch hier der Zeit-
punkt der Instillation herausgestellt wurde. Es wurden unmittelbar postoperativ entweder In-
terferon-a oder Epirubicin instilliert und mit den Ergebnissen der transurethralen Therapie
alleine verglichen. Die Rezidivfreiheit nach 2 Jahren war in den mit TUR und Interferon be-
handelten Gruppen etwa gleich hoch (40 %). Die einmalige postoperative Instillation von Epi-
rubicin zeigte jedoch eine Rezidivfreiheit bei 66 % der Patienten und damit einen statistisch
signifikanten Unterschied zu den vorgenannten Gruppen.

Somit konnte aus klinischer Sicht mehrfach gezeigt werden, dass die Tumorimplantation eine
wichtige Rolle beim Rezidivverhalten des oberflédchlichen Harnblasenkarzinoms spielt und
dass sich die Tumorimplantation durch die unmittelbar postoperative einmalige Gabe von
Zytostatika reduzieren lasst.

Zytostatika inhibieren jedoch nicht direkt die zelluldre Adhasion, sondern wirken Uber eine
Proliferationsinhibition oder eine Abtétung von Tumorzellen, d.h. sekundér. In verschiedenen
experimentellen Ansatzen wurde versucht, primar und spezifisch die Interaktion zwischen
maligner Zelle und Adh&sionsmatrix zu inhibieren. Durch Gabe von Oligopeptiden, die direkt
mit adhdsionsvermittelnden Integrin-Rezeptoren interagieren, kann die Adhasion von Tumor-

zellen an freiliegende subepitheliale Oberflachen inhibiert werden.
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See und Mitarbeiter zeigten in vitro, dass eine Blockade von Integrinrezeptoren mittels
GRGDS Oligopeptiden zu einer signifikant verminderten Tumorzelladhdrenz an Fibronektin-
matrix in Abhangigkeit von Oligopeptid-Konzentration, Tumorzellzahl und Viabilitét flhrte
(57). in vivo jedoch konnte keine effektive Reduktion der Tumorzelladhdsion und des Tu-
morwachstums festgestellt werden. Hyacinthe et. al. verwendeten einen in vitro Zelladhasi-
onsassay mit gemischten Matrizes, welches der natirlichen Situation in vivo erheblich ndher
kommt. GRGDS, Mannose-6-Phosphat and Heparin inhibierten alle dosisabhangig die zellu-
lare Adhéasion. YIGSR, ein Lamininspezifisches Peptid, konnte jedoch in vitro keine Adhéasi-
onsinhibition zeigen (129). Dieselbe Arbeitsgruppe zeigte in vivo in einem Harnblasentu-
mormodell eine deutliche Reduktion der Zelladhdsion durch GRGDS im Vergleich zur Kon-
trollgruppe. Im Gegensatz zu See et. al. verwendeten die Autoren jedoch eine 10fach héhere
Konzentration von GRGDS. Pode et al. verwendeten eine natirliche extrazelluldre Matrix zur
Adhasion von oberflachlich hoch differenzierten humanen Blasentumoren in vitro. Stabile
Adhasion der Tumorzellen lag bereits innerhalb der ersten Stunde vor und erreichte ein Ma-
ximum innerhalb von 24 Stunden, gefolgt von Abflachung und Proliferation der ausgesaten
Zellen. Diese Ergebnisse legten nahe, dass eine Pravention der Tumorimplantation innerhalb
der ersten Stunde nach transurethraler Resektion von Blasentumoren erfolgen muss (124),
was durch neuere klinische Untersuchungen bestatigt wurde (128).

Die Implantation von Tumorzellen, die wahrend der TUR freigesetzt werden, ist durch das
operative Trauma mit Lasion und Denudierung von Urothel wesentlich erleichtert, da hier-
durch Basalmembran und unterliegende Matrix exponiert werden (10, 59, 124, 130). Selbst
in nicht denudierten Arealen kann die eintretende Fibrindeposition auf intaktem Urothel eine
hervorragende Adhasionsmatrix bilden (57, 57). Die genannten biologischen Anséatze ande-
rer Gruppen zur Implantationsinhibition bezogen sich jedoch in vitro auf einfache Matrizes,
wahrend komplexe Matrices nicht untersucht wurden. Zumindest im Tierversuch waren somit
die bisher verfolgten Strategien wenig erfolgreich. Dies kann durch die Tatsache erklart wer-
den, dass auf der Zelloberflache mehr als eine Bindungsstelle an extrazellulare Matrix vor-

liegt und dass die Implantationsmatrix Uberwiegend aus den Bestandteilen Fibronektin, La-
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minin und Kollagen besteht (58, 59). Die monospezifische Blockierung nur einer Adhasions-
determinante konnte somit nicht zur erhofften effektiven Inhibition der Tumorzelladhasion
fuhren.

Aus diesem Grunde untersuchten wir Oligopeptide, die mit mehreren Komponenten der ext-
razelluldren Matrix interagieren. Hierzu wurde Fibronektin-spezifische Oligopeptide
(GRGDS/EILDV), ein Laminin-spezifisches Oligopeptide (YIGSR) und Kollagen-spezifische
Peptide (DGEA/KQAGDV/GRGDS) eingesetzt..

Diese Hypothese konnte in unserem Versuchsansatz in vivo bestatigt werden. Wahrend sich
wiederum keine signifikante Verminderung der Tumorzellimplantation und des konsekutiven
Tumorwachstums nach Instillation monospezifischer Oligopeptide zeigte, konnten Kombina-
tionen aus den 3 Oligopeptiden gegen die Hauptkomponenten der suburothelialen Matrix zu
einer signifikanten Inhibition der Zelladhdsion und des konsekutiven Tumorwachstums fiih-
ren. Weiterhin konnte eine Konzentrationsabhangigkeit dieses Therapieansatzes nachge-
wiesen werden, da bei niedrigen Konzentrationen (1mg/ml) eine Reduktion der Effizienz zu
verzeichnen war.

Selbst in der Gruppe der tumortragenden Mause lief3 sich ein weiterer Hinweis auf die Effek-
tivitdt der verwendeten Therapeutika ablesen. Da in unserem Modell das Blasengewicht zum
Zeitpunkt der Opferung von der initial instillierten Tumorzellzahl abhangig ist, zeigt eine Re-
duktion der zur Implantation verfugbaren viablen Zellen ein reduziertes Blasengewicht (60).
Selbst bei erfolgter Implantation flhrte die Irrigation mit Epirubicin, Kombination 3mg oder
Kombination 5mg zu einer statistisch signifikanten Verringerung des Blasengewichtes im
Vergleich zur Instillation mit Kontrollpeptiden, monospezifischen Peptiden oder geringer
Konzentration der Kombination. Dieses Phanomen kann durch die deutlich verringerte An-
zahl implantierender Tumorzellen erklart werden, die letztlich zu einer verringerten Tumor-
masse fuhrte.

Unser Ansatz zeigt mehrere klinisch wichtige Aspekte: Durch spezifische Blockade der Tu-
morzelladhdsion wahrend endoskopischer Operationen ist es offensichtlich mdglich, die Re-

zidivrate des Harnblasenkarzinoms spezifisch zu senken. Wenn man die klinische Effektivitat
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der postoperativen Zytostatikainstillation aus mehreren klinischen Studien in Betracht zieht
(12, 125, 127, 128) und mit unseren in vivo Daten vergleicht, so kann die Effektivitdt unseres
biologischen Ansatzes zu einer 50%igen Reduktion der Rezidive oberflachlicher Harnbla-
senkarzinome fiihren. Mit diesem Therapieansatz wirden genetisch bedingte, biologisch
aggressivere Tumoren als die wichtigste Ursache fur auftretende Harnblasenkarzinomrezidi-
ve verbleiben. Langere intravesikale TherapiemalRnahmen wéren somit nur fur diese Tumor-
entitat in Betracht zu ziehen. Weiterhin kénnte der von uns verfolgte biologische Ansatz der
Interferenz mit zelluldrer Adhasion nebenwirkungsfrei auch im Vergleich zur Zytostatikainstil-
lation durchgefiihrt werden, da der gleichzeitige Einsatz wahrend der transurethralen Resek-
tion mdglich ware. Eine systemische Resorption bei gréleren Resektionswunden wirde
nicht zu toxischen Reaktionen wie bei Zytostatika flihren, da systemische hohe Dosen von
Oligopeptiden im Tierversuch unproblematisch waren (131, 132). Auch eine Beeintréchti-
gung der Gerinnung konnte in unseren Untersuchungen nicht festgestellt werden, obwohl
Thrombozyten und von Willebrand Faktor ebenfalls die RGD Sequenz zur Adhasion benut-
zen (53). Hyacinthe et. al. zeigten im Tiermodell keinen Einfluss von GRGDS auf die Wund-
heilung (129) und auch in unserem Modell konnten toxische Effekte weitgehend ausge-
schlossen werden, da das Kdrpergewicht der Mause keine signifikanten Unterschiede auf-
wies.

Zusammenfassend kann aus den oben genannten Ergebnissen gezeigt werden, dass die
Inhibition der zelluldren Adhasion durch Verwendung polyvalenter Oligopeptide eine héchst
effektive therapeutische MalRhahme darstellt, die ein grof3es Potential in der Behandlung des
oberflachlichen Harnblasenkarzinoms, aber auch anderer Karzinome mit Implantationspoten-

tial eroffnet.
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4.3.2 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische im biolumines-

zenten orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodell

Basierend auf den Ergebnissen der vorgenannten Experimente wurden zur Evaluation des
biolumineszenten Harnblasentumormodells in vivo primar Kombinationen von Oligopeptiden
eingesetzt: Es wurden in dieser Untersuchung ein polyvalentes (Fibronektin / Kollagen / La-
minin) Peptid (GRGDS), ein fibronektin-spezifisches Peptid (EILDV) und ein laminin-
spezifisches Peptid (YIGSR) eingesetzt. Fibronektin scheint die wichtigste Substanz fir die
Zelladhasion in der ECM zu sein (133). Zwei verschiedene fibronektin-spezifische Oligopep-
tide fanden daher Anwendung um verschiedene Epitope des Fibronektinrezeptors der Zelle
zu blockieren (GRGDS und EILDV). In unseren in vitro Experimenten konnte eine konzentra-
tionsabhéngige Inhibition der MB49""° Harnblasentumorzellen durch GRGDS bzw. EILDV an
eine Fibronektinmatrix gefunden werden, fir GRGDS — wenn auch in geringerem Ausmalf} —
ebenfalls fur Kollagen 1V, jedoch kein Effekt an einer Lamininmatrix.

Die Ergebnisse von See et al. und Hyacithe et al. zu Untersuchungen zu GRGDS sind be-
reits im vorhergehenden Abschnitt diskutiert (57, 129). Die in vitro Ergebnisse zu EILDV sind
ebenfalls im vorhergehenden Abschnitt erwahnt und konnten fiir MB49YC nachvollzogen
werden. Zudem konnte Yamamoto et al. in einem in vivo Modell einen signifikanten antime-
tastatischen Effekt von YIGSR und effektiver noch von EILDV zeigen (134). Singleton and
Menino untersuchten die endodermale Zellmigration und fanden eine signifikante Inhibition
durch Integrinrezeptor-Blockade durch EILDV und/oder RGD (56).

YIGSR allein zeigte in dieser Untersuchung keinen adhasions-inhibierenden Effekt an einer
Lamininmatrix (Abb. 2a), war jedoch in groflerem Male effektiv in Kombination mit GRGDS
als GRGDS allein was einen gewissen synergistischen Effekt der Peptide nahe legt, sowie
die Mehr-Rezeptor-Theorie auch fur Laminin unterstitzt (135).

Matsuoka et al. zeigten eine adh&sionsinhibierende Wirkung von YIGSR und RGD auf eine
humane Magenkarziom-Zelllinie in einem in vitro Assay und ein verléngertes Uberleben in

einem murinen Karzinommodell (136).
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Iwamoto et al. konnte eine Hemmung der Invasion einer humanen Lungenkarzinom-Zelllinie
durch YIGSR in einen in vitro Assay nachweisen und eine Reduktion von Lungenmetastasen
in einem murinen Modell (137).

In der vorliegenden Untersuchung wurde ein biolumineszentes orthotopes syngenes Harn-
blasentumormodell etabliert fur ein in vivo Monitoring der Tumorimplantation. Auch in diesem
Modell konnten wir eine effektive Implantationsinhibition von Tumorzellen in der verletzten
Harnblasenwand durch Oligopeptidgemische verifizieren. Hierbei handelt es sich um das
erste in der Literatur erwdhnte orthotope syngene biolumineszente Harnblasentumormodell.
Mehrere Vorteile sprechen fiir ein in vivo Monitoring bei unserem Versuchsansatz. Wieder-
holtes BLI parallel bei verschiedenen Tieren einer Versuchsgruppe ist méglich, wodurch BLI
besonders attraktiv fir die Testung antitumordser Substanzen ist. Hierdurch werden zudem
die statistische Variabilitdt sowie die Anzahl der bendétigten Versuchstiere gesenkt.

An Tag 7, 14, 21 und 28 nach Tumorimplantation wurde jeweils BLI bei allen Tieren durchge-
fuhrt, an Tag 28 wurden sie getbtet. 16 von 17 Mausen mit letztendlichem histologischem
Tumornachweis zeigten an Tag 7 ein positives Signal im BLI. An Tag 14 waren es 17/17
Mausen. Somit fanden wir eine Sensitivitat des BLI von 0,92 an Tag 7 und von 1,0 an Tag
14. Die mittlere Anzahl der gemessenen Counts lag an Tag 7 bei 8176,5 und nahm ab Tag
14 bis Tag 28 im Mittel kontinuierlich ab (Abb. 24)

Die Sensitivitat, ein schwaches Lichtsignal ausgehend von Tumorzellen in einem lebenden
Organismus zu detektieren, hdngt im Wesentlichen von zwei Faktoren ab: dem Level der
Luc-Aktivitat in den entsprechenden Zellen und der Lokalisation dieser Zellen im Koérper. Ta-
naka et al. etablierte ein orthotopes murines Harnblasentumormodell mit Green-
Fluorescence-Protein (GFP) exprimierenden humanen Tumorzellen. Die Autoren bestimmten
die mit dem Urin ausgeschiedenen GFP-positiven Tumorzellen und fanden eine Sensitivitat
von 0-63% bezlgliche der intravesikalen Tumorentstehung. Um ein signifikantes Fluores-
zenssignal von dem orthotopen Tumor in vivo zu erhalten, musste die Harnblase chirurgisch

freigelegt werden (138).
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Nogawa et al. etablierten ein orthotopes murines Harnblasentumormodell und verwendeten
eine Luc-markierte humane Harnblasentumorzelllinie. In diesem Modell wurde eines Unter-
suchung mit siRNA gegen Polo-like-Kinase durchgefihrt. Nach Tumorzellimplantation fand
hier eine Praselektion von Mausen mit besonders starkem biolumineszentem Signal statt,
bevor sie in die einzelnen Gruppen randomisiert wurden. Die Autoren fanden hiernach einen
histologischen Tumornachweis in allen M&usen mit biolumineszenten Signal. Auch in diesem
Modell musste jedoch die Harnblase zur Messung chirurgisch freigelegt werden (139). Zur
biolumineszenten Erfassung einer orthotopen Tumorzellimplantationsinhibition ist eine Pra-
selektion der Mause nicht méglich. In den vorliegenden Untersuchungen konnte eine hohe
Sensitivitat fir das Tumorwachstum bereits an Tag 7 nach Implantation nachgewiesen wer-
den, was eine valide Kontrolle der Therapie an einem friihen Zeitpunkt des Experiments dar-
stellt.

Die nicht-invasive Quantifizierung der Tumorlast durch BLI und ansprechen auf eine Thera-
pie setzt voraus, das die Anzahl der emittierten Photonen linear mit der Anzahl der viabelen
Tumorzellen korreliert.

Das gréfte Hindernis einer zuverladssigen Quantifizierung der emittierten Photonen ist die
starke und unvorhersagbare Absorption und Streuung des Lichts durch das umgebende Ge-
webe. In der vorliegenden Untersuchung lag im Mittel der héchste Wert der emittierten Pho-
tonen an Tag 7 nach Tumorimplantation. An Tag 14, 21und 28 kam es zu einem Rickgang
der Lichtemission. Verschiedene Faktoren kénnen fur dieses Phdnomen verantwortlich sein.
Schatzungen nach wird das Licht pro cm Gewebetiefe um ein 10-faches abgeschwécht
(140). Insbesondere Hamoglobin in seinen verschiedenen Formen (z.B. O,Hb und MetHb) ist
bekannt fir eine starke Interferenz mit der biolumineszenten Lichtemission, da es sehr stark
Licht im blau-griin Spektrum absorbiert und sich damit mit dem Spektrum der Luc-
Lichtemission Uberschneidet (141).

Die intratumorale Verteilung von Blutgefalien, Sauerstoff und Luciferin wird mit zunehmender

Tumorgréfle heterogener, wodurch eine Quantifizierung durch Photonenmessung erschwert
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wird. Somit kann félschlicherweise eine verringerte Luc-Aktivitat als therapeutischer Erfolg
gewertet werden.

Dieses Phanomen hangt wahrscheinlich von der reduzierten Substrat- und/oder Sauerstoff-
verteilung ab, sowie von der héheren Lichtstreuung und —absorbtion in groRen Tumoren.
Mendel et al. untersuchte den Therapieerfolg in subcutan implantierten Prostatakarzinomen
in Nacktmdusen (142). Wenn die Therapie bei einem Tumorvolumen von 200-300 mm? be-
gonnen wurde, kam es wahrend der Therapie zu einem Stillstand des Tumorwachstums.
Waéhrend dieser Zeit konnte ein Abnehmen der Lichtemission beobachtet werden, was als
Untergang von Tumorzellen gewertet werden kann. Wurde die Therapie hingegen bei einem
Tumorvolumen von <100mm?® begonnen, konnte eine Reduktion von TumorgréRe und
Lichtemission beobachtet werden.

Im vorliegenden Modell reduzieren initial das umgebende Gewebe, der intravesikale Urin
und das schwarze Fell die Lichtemission. An Tag 7 bzw.14 wurde der hdchste Grad der
Lichtemission gemessen. Bei zunehmender TumorgréRe hat wahrscheinlich Tumornekrose
und Odem die weitere Zunahme der Lichtemission verhindert. Nichtsdestotrotz konnte die
entscheidende Frage in diesem Versuchsansatz — konnte die Tumorzellimplantation verhin-
dert werden- mit Hilfe des BLI zu einem friihen Versuchszeitpunkt und mit hoher Sensitivitat
beantwortet werden.

Die effektive Inhibition der Zellimplantation in die verletzte Harnblasenwand durch ein Oligo-
peptidgemisch wurde mit diesem weiterentwickelten orthotopen murinen Harnblasentumor-
modell verifiziert. In folgenden Untersuchungen sollten die Mdglichkeiten einer Quantifizie-

rung des Tumorwachstums in diesem Modell weiter evaluiert werden.

4.3.3 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische im Portmetasta-

senmodell

Die genaue Inzidenz von Portmetastasen nach laparoskopischen Eingriffen ist unbekannt. Im

Hinblick auf urologische Eingriffe zeigte Micali in einer internationalen Befragung, dass die
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Inzidenz von Tumorimplantationsmetastasen nach laparoskopisch durchgefiihrten onkologi-
schen Eingriffen gering ist und nicht grof3er erscheint, als nach offen operativen Eingriffen.
Tumorzellaussaat scheint hauptséachlich im Rahmen der Entfernung entdifferenzierter Tumo-
re und bei Abweichung von onkologischen Standards aufzutreten (65). Bemerkenswerter
Weise wurden 50 Zentren zu dieser Befragung kontaktiert und lediglich 19 Zentren kamen in
die Auswertung. Das Risiko einer Tumorzellaussaat beim Urothelkarzinom ist gut bekannt
und stellt aufgrund seines biologischen Verhaltens ein weitaus héheres Risiko dar, als bei-
spielsweise beim Nierenzell- oder Prostatakarzinom (74-76). Viabele Tumorzellen kénnen
die Wunden im Rahmen einer laparoskopischen Operation auf direktem Weg Uber die In-
strumente oder durch Aufwirbelung durch den Gasstrom erreichen (143). Unter diesem As-
pekt ist die intraperitoneale Gabe von Chemotherapeutica intraperitoneal nach laparoskopi-
scher Resektion von Malignomen experimentell untersucht worden (78). Die intraperitoneale
Gabe von Chemotherapeutica direkt nach laparoskopischen Eingriffen kénnte intraabdomi-
nale viabele Tumorzellen abtéten und verhindern, dass diese an pradestinierten Orten, wie
z.B. den Trokarinsertionswunden, implantieren (144). Da bereits eine kleine Anzahl an vi-
ablen Tumorzellen ausreicht, eine Implantationsmetastase im Bereich der Trokarinsertions-
wunden zu erzeugen (145), ist der Zeitpunkt und die Dosierung potentieller Substanzen ge-
nau zu untersuchen. Vorteil der intraperitonealen Chemotherapeutica-Gabe ist der direkte
Kontakt zu den Tumorzellen und die giinstige Veradnderung der Zellkinetik (146). Zusatzlich
fihrt die intraperitoneale Applikation zu einer Verteilung der Substanz in der gesamten
Bauchhoéhle und zu einer verldngerten Exposition zu den Tumorzellen aufgrund einer lang-
sameren Clearance verglichen mit der systemischen Gabe (78). Andererseits kann auch die
lokale Applikation chemotherapeutisch wirksamer Substanzen zu ernsthaften unerwiinschten
Wirkungen fiihren (79). Aus diesem Grund wurde in einem murinen Portmetastasenmodell
die Wirksamkeit antiadhadsiver Oligopeptidgemische im Vergleich einer Ublicherweise lokal
gegen das Urothelkarzinom angewendeten zytotoxischen Substanz, dem Mitomycin, unter-

sucht.



72

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen eine signifikante Reduktion intraperitonealer
Tumorzellaussaat und von Portmetastasen durch Oligopeptidgemische und durch Mitomycin.
Bemerkenswerterweise wurde dieses Ergebnis erreicht, obgleich die therapeutisch Wirksa-
men Substanzen erst 30 min nach der Tumorzellsuspension appliziert wurden. Somit kénnen
die Substanzen ad&quater Dosierung die Anzahl viabler Tumorzellen in der Peritonealhéhle
reduzieren und die Tumorzellimplantation verhindern, insbesondere wenn wahrend einer
laparoskopischen Operation unerwartet ein Urothelkarzinom entdeckt wird und die Gefahr
einer Tumorzellaussaat besteht.

Eine potentielle Gefahr schwerwiegender Nebenwirkungen bzw. negativer Einfluss auf
Wundheilung und ggf. Anastomosenheilung ist bei der lokalen Anwendung von zytotoxischen
Substanzen nicht auszuschlieen. Diese sind fir die lokale Therapie des Harnblasentumor
mit Mitomycin bereits beschrieben (14, 87). Im Gegensatz zu den mit Oligopeptiden thera-
pierten Mausen, zeigten die mit Mitomycin therapierten Mause einen deutlichen Gewichts-
verlust, u.U. als Hinweis flr eine starkere systemische Beeintrachtigung der Tiere durch die
zytotoxisch wirksame Substanz. Dieser Sachverhalt muss sorgféltig erwogen werden, bevor
experimentelle Ansétze in klinischen Studien Anwendung finden. Obgleich beide Therapie-
strategien die laparoskopisch assoziierte Tumorzellaussaat mit konsekutiven Implantations-
metastasen im Experiment reduzieren kénnen, missen Expositionszeit und Dosis in weite-
ren Untersuchungen evaluiert werden, um eventuelle unerwiinschte Wirkungen zu vermei-
den.

Die Hemmung der Tumorzelladhasion durch spezifische Oligopeptidgemische ist eine hoch
effektive Methode mit einem grolien Potential nicht nur in der Verhinderung von Portmetas-
tasen oder Harnblasentumorrezidiven, sondern kann Anwendung finden bei allen Maligno-

men mit einem potentiellen Risiko der Tumorzellaussaat.
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6 Anhang

6.1 Thesen

1. Das orthotope syngene Harnblasenkarzinommodell der Maus ist erfolgreich zur Evaluation
von Chemotherapien und intravesikalen Immuntherapieverfahren eingesetzt worden

2. Andere Tiermodelle wie chemische Blasentumorinduktion, Xenograft-Transplantationen
und subkutane Implantation von syngenen Blasentumorzellen sind fir die Untersuchung ins-
besondere von Immuntherapieverfahren von untergeordneter Bedeutung.

3. Abgetéttetes BCG hat keine antitumorale Aktivitat im untersuchten Tiermodell.

4. Das murine orthotope autologe MB-49 Blasentumormodell wurde erfolgreich modifiziert,
so dass eine verlassliche Tumorimplantation bei nahezu 100% der Tiere resultiert.

5. Das Modell ist weiterhin sensitiv fir lokale Immuntherapieverfahren

6. Acetylsalicylsdure und Pentoxifyllin zeigten keine Beeintrachtigung der intravesikalen
BCG-Immuntherapie murinen Harnblasenkarzinommodell.

7. Acetylsalicylsaure und Pentoxifyllin kénnen nach den vorliegenden Untersuchungen als
geeignete Adjuvantien angesehen werden, um die BCG-induzierten Nebenwirkungen zu re-
duzieren.

8. Die BCG-Instillationtherapie hat sich als das effektivste Verfahren zur Rezidivprophylaxe
des oberflachlichen Blasenkarzinoms und zur Therapie des Karzinoma in situ etabliert

9. Begleiterscheinungen wahrend der intravesikalen Instillationstherapie mit BCG sind haufig
und fUhren gelegentlich zum vorzeitigen Abbruch der Therapie.

10. Der Mausstamm C57/BL 6 ist flir eine BCG Infektion suszeptibel.

11. Fluorochinolonen zeigen nach primdrer systemischer BCG-Infektion einen signifikanten
therapeutischen Effekt

12. Prednisolon allein aggrarviert die priméare BCG-Infektion.

13. Nach BCG Re-Stimulation (hypererge Reaktion) verlangert allein die hochdosierte Pred-
nisolon-Gabe die Uberlebenszeit signifikant im untersuchten Modell.

14. In dem untersuchten Modell wurde die Effektivitdt von BCG zur Behandlung von Blasen-
tumoren durch die zusatzliche Gabe von Chinolonen nicht beeintrachtigt

15. Die Inhibition der zelluldaren Adhésion durch Verwendung polyvalenter Oligopeptide stellt
eine effektive therapeutische Malhahme zur Verhinderung von Tumorimplantation im unter-
suchten Modell dar.

16. Im biolumineszenten orthotopen Blasentumormodell verhindert eine zunehmende Tu-
morgrofle durch Tumornekrose und Odem die weitere Zunahme der Lichtemission.
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17. Im biolumineszenten orthotopen Blasentumormodell konnte die Tumorzellimplantation
mit Hilfe des BLI zu einem frihen Versuchszeitpunkt und mit hoher Sensitivitdt nachgewie-
sen werden.

18 Die Hemmung der Tumorzelladhdsion durch spezifische Oligopeptidgemische ist eine
effektive Methode in der Verhinderung von Portmetastasen im untersuchten Modell.
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6.5 Abkiirzungen

ABCG ..o autoklaviertes Bacillus Calmette-Guérin

ASS Acetylsalicylsdure

BAK-Zellen ... BCG-aktivierte Killerzellen

BCG e Bacillus Calmette-Guérin

CFU colony forming units / koloniebildende Einheiten

DMEM ... Dulbecco’s modified Eagle medium

FKS fetales Kélberserum

G Gauge

LB internationale Einheiten

| Interleukin 1

L2 Interleukin 2

KLH e keyhole limpet hemocyanin

LAK-Zellen ..., lymphokin-aktivierte Killerzellen

MNU Lo N-methyl-N-Nitrosoharnstoff

MWU-TeESt ..o Mann-Whitney-U-Test

DL S ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e areaaeas nicht signifikant

PBS o phosphate buffered saline/ phosphat-gepufferte
Kochsalzlésung

POF Pentoxifyllin

SD Standardabweichung

TNF Tumornekrosefaktor

TNM e Tumor nodes metastases

LI L transurethrale Resektion

UICC et Union internationale contre le cancer
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Abstract

The syngeneic orthotopic murine bladder cancer model MB49 is ham-
pered by unreliable tumor implantation. We optimized this model by a
simple modification of the standard implantation technique in three
groups of mice. Fifty thousand (group I), 20,000 (group II), or 10,000
(group III) tumor cells were implanted into cauterized bladders by tran-
surethral instillation, and dwell time was prolonged to 3 h. Tumor take,
survival, and bladder weights were determined as outcome variables. To
verify whether this modification maintained its sensitivity to topical im-
munotherapy, an initial tumor load of 100,000 MB49 cells was given, and
mice were treated intravesically with Bacillus Calmette-Guérin or phos-
phate-buffered saline. The prolonged dwell time of tumor cells resulted in
take rates of 100% in all three groups. Survival and bladder weights were
significantly correlated with the number of instilled cells. Even with the
highest tumor load, Bacillus Calmette-Guérin therapy improved survival
and reduced bladder weights significantly, as compared to PBS. Thus, the
modified model is highly reliable and maintains its susceptibility to topical
immunotherapy.

Introduction

Animal models of bladder cancer allow the investigation of aspects
of bladder cancer that cannot be studied under clinical conditions,
such as evaluation of new chemotherapeutic or immunotherapeutic
agents, drug regimens, or other modalities of treatment. Animal mod-
els of bladder cancer can also give further insight in basic mechanisms
of tumor growth and spread. Currently, three are fundamental murine
bladder tumor models: chemically induced bladder cancer (1, 2), the
xenograft model (transplantation of human transitional cell carcinoma
into immunodeficient mice; Refs. 3-5), and the syngeneic tumor
model (transplantation of carcinogen-induced bladder cancer in syn-
geneic, immunocompetent mice; Refs. 6-9). For the evaluation of
immunotherapeutic approaches, the syngeneic murine bladder tumor
model seems to be the most appropriate model because of the chance
to study the local tumor in an immunocompetent host, which is an
absolute necessity for reliable data. Syngeneic tumor cells can be
implanted either s.c. (heterotopic tumor) or intravesically (orthotopic).
Orthotopic tumor implantation is more difficult; however, the possi-
bility of investigating tumor growth and therapeutic effects in the
native organ, where hormonal or immunological processes more
closely resemble the clinical situation, making experimental results
more reliable, makes this method more attractive. Successful tumor
cell implantation of syngeneic MB49 cells, which is the basic princi-
ple of the orthotopic bladder tumor model, fails in ~25% of the
animals (8—11). Low tumor take rates impair the evaluation of exper-
imental results and lead to higher numbers of animals in the experi-
mental groups. To solve this problem, we developed a modification of
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the tumor implantation technique. We hypothesized that a short re-
tention time of instilled cells was a reason for unreliable tumor
implantation and tried to increase tumor take rates by prolonging
dwell time. Because the orthotopic model is frequently used in the
evaluation of intravesical immunotherapy, we confirmed the sensitiv-
ity of the modified model to topical BCG® immunotherapy using an
unusually high tumor load.

Materials and Methods

Animals. Sixty 6—8-week-old female C57/BL6 mice, each weighing ~17
g, were purchased from Charles River (Sulzfeld, Germany) and maintained at
our animal care facility for 1 week prior to use. The mice were housed five per
cage in a limited access area at a room temperature of 20 = 1°C and a humidity
of 50 = 10%, with food and water ad libitum. All experiments were approved
by the Ministry of Environment, Nature and Forestry of Schleswig-Holstein,
Germany.

Tumor. Tumor cells used in this study were derived from the 7,12-di-
methylbenzanthracene-induced murine bladder cancer MB49 (12). The cells
were maintained in in vitro culture (DMEM, 10% FCS, and 1% penicillin/
streptomycin at 37°C and 5% CO,). Tumor cells were harvested by trypsiniza-
tion and suspended in DMEM without L-glutamine, FCS, and antibiotics.
Viability was determined by trypan blue exclusion, and only tumor cell
suspensions with >90% viable cells were used for tumor implantation. The
concentrations of the tumor cell suspensions that we used for implantation
were adjusted to 10°, 4 X 10°, and 2 X 10° cells/ml for groups 1, II, and III (see
below), respectively, in the first experiment and to 2 X 10° cells/ml in the
second set of experiments.

Tumor Implantation. Intravesical tumor implantation was performed ac-
cording to a modification of the methods described by Soloway and Masters (8,
13) and Shapiro et al. (14) for the MBT-2 model and by Hudson ez al. (7) for
the MB49 model. Briefly, after a short ether inhalation anesthesia, the mice
received an i.p. injection of diluted sodium pentobarbital (6 mg/ml) for general
anesthesia of a single dose of 0.06 mg/g body weight. After shaving areas of
~1 cm? on the backs of the mice, we inserted a 24-gauge Teflon i.v. catheter
(Insyte-W; Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) transurethrally into the
bladder using a lubricant (Instilla Gel; Farco-Pharma, Koln, Germany). Mice
were placed with their backs on the ground plate of the cautery unit. To
optimize contact, we used electrocardiogram electrode contact gel. The soft-
tipped end of a spring-wire guide of a 24-gauge central venous catheter
(Arrow, Erding, Germany) was inserted into the bladder via the Teflon catheter
and gently pushed forward until it reached the bladder wall. The guide wire
was attached to the cautery unit (Elektrotom 500; Gebriider Martin, Tuttlingen,
Germany), and a monopolar coagulation was applied for 5 s at the lowest
setting (5 W). After removal of the guide wire, 0.05 ml of the tumor cell
suspension was instilled. Unlike the conventional procedure, in which cathe-
ters are removed after instillation, the catheters were pinched off with a clamp,
kept locked with a Luer-Lock closing cone, and left in place until the mice
awakened. Using this method, we ensured a dwell time of ~3 h. In contrast to
others (1, 8, 14), we used DMEM as solvent for instilled tumor cells as a means
for improving viability.

Drugs. For intravesical immunotherapy, lyophilized BCG strain Con-
naught strain was kindly provided by Cytochemia (Thringen, Germany). Each
vial contained 81 mg of lyophilized BCG Connaught with at least 1.8 X 10®

3 The abbreviation used is: BCG, Bacillus Calmette-Guérin.
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Fig. 1. Effect of number of instilled tumor cells on urinary bladder weight. The
distributions of bladder weights are plotted. The upper and lower boundaries of the boxes
are the upper and lower quartiles. The length of the box is the interquartile distance, so the
box contains 50% of the values falling between the 25th and 75th percentiles in a group.
The black line inside the box identifies the group median. The /ines extending from each
box extend to the smallest and largest observations in a group. *, Ps compared to
instillation with 10,000 tumor cells, Mann-Whitney U test; n.s., not significant.

colony-forming units. BCG was reconstituted with 3 ml of solvent, according
to the manufacturer’s recommendation.

Optimization of Intravesical Tumor Implantation. Thirty mice were
assigned to three groups, and intravesical bladder tumors were implanted by
intravesical instillation of MB49 tumor cells, according to the method de-
scribed above. Group I mice received 10,000 cells, group II mice received
20,000 cells, and group IIT mice received 50,000 tumor cells. The animals
received no further treatment and were sacrificed after 35 days.

Mice were visited daily to check their viability status and to examine for
gross hematuria. Tumor incidence and bladder weights were determined after
sacrifice. The presence of intravesical tumors was verified histologically (H&E
staining). All animals underwent complete dissection so that manifestations of
extravesical tumor growth and pulmonary metastasis could be recorded.

Sensitivity to Intravesical Immunotherapy. Intravesical tumors were im-
planted into 30 mice using 100,000 tumor cells. The animals were randomized
to two groups with 15 animals each: PBS control and BCG therapy. Intraves-
ical instillations were performed on days 1, 8, 15, and 22 after tumor implan-
tation by the technique described above. Considering the catheter’s death
space, the instilled volume was 0.05 ml in both groups. The BCG dose of a
single instillation was 1.35 mg (minimum of 3 X 10° colony-forming units).
Due to rapid tumor growth, the animals were sacrificed on day 28 and
evaluated in the same way as described for the first experiment.

Statistical Analysis. To compare survival, we used the Kaplan-Meier
method and the log-rank test. Comparison of bladder weight and body weight
was performed with the Mann-Whitney U test. Statistical significance was
determined at P < 0.05. Results are given in boxplots, in which the upper and
lower boundaries of the boxes represent the upper and lower quartiles, respec-
tively. The box length represents the interquartile distance, so the box contains
50% of the values falling between the 25th and 75th percentile of a group. The
black line inside the box identifies the group median, whereas the lines
extending from each box extend to the smallest and largest observations in the
groups. To compare tumor take rates, the x* test was used. For statistical
analysis we used SPSS for Microsoft Windows.

Results
Optimization of Intravesical Tumor Implantation

General Findings. Using a cautious implantation technique, as
described above, we observed no transmural bladder injury or bladder
perforation. All animals with intravesical tumors showed gross hema-
turia before day 16. No significant differences with regard to the first
onset of hematuria were found (day 12 = 3). The average body weight
of the mice increased from 16.0 g on day 1 to 19.3 g on day 18.
Beyond day 18, the animals’ body weights decreased. No significant

differences were seen between these groups. Gross internal organ
examination revealed pulmonary metastasis in 20, 30, and 70% of the
mice instilled with 10,000 (group I), 20,000 (group II), and 50,000
(group III) tumor cells, respectively (group I versus group III and
group II versus group III; each P < 0.05, x test). One group II mouse
and two group III mice showed pyelonephritis. Upper urinary tract
tumor growth in the kidney could be demonstrated in one animal from
group III.

Tumor Outgrowth. All mice developed intravesical tumors, indi-
cating a tumor take rate of 100%, independent of the number of
instilled tumor cells.

Bladder Weight. A correlation between number of instilled tumor
cells and bladder weight was found. Mice receiving 50,000 MB49
cells had the highest average bladder weight (251.6 = 39.0 mg),
whereas mice instilled with 20,000 and 10,000 tumor cells had aver-
age bladder weights of 202 * 54.2 and 172 = 61.9 mg, respectively
(P = 0.04 and 0.0039, respectively, Mann-Whitney U test; Fig. 1).

Survival. Upon termination of the experiment 35 days after tumor
implantation, no group III mouse was alive, whereas three group II
mice and six group I mice were still living. The Kaplan-Meier curve
further illustrates survival as a function of initial tumor load. Instil-
lation with 50,000 tumor cells led to of mean survival of 25.9 days,
whereas animals receiving 20,000 and 10,000 cells had significantly
longer mean survivals of 30.0 and 329 days (P = 0.04 and
P = 0.0006, log-rank test; Fig. 2), respectively.

Sensitivity to Intravesical Immunotherapy

The second set of experiments was initiated to verify that the
modified model maintained its well-known sensitivity to immunother-
apy.

General Findings. Gross hematuria was demonstrable before day
8 in 90% of the animals. The average body weight of all mice
increased from 17.6 g on day 1 up to 18.9 g on day 12, and a reduction
of body weight was observed thereafter. No significant differences
were seen between the PBS and BCG therapy groups.

We found pulmonary metastases in 66.6% of the mice receiving
PBS and 53.3% of the mice treated with BCG (not significant, y* test).
Two mice of the PBS and one mouse of the BCG group had hydro-
nephrosis due to extensive intravesical tumor growth. Two mice in
each group suffered from suppurative pyelonephritis, which is most
probably due to ascending urinary infection.

Tumor Outgrowth. Mice receiving PBS instillations had a tumor
take rate of 100%, whereas the animals treated with BCG had tumor
outgrowth in 93.3% (not significant, x> test).
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Fig. 2. Kaplan-Meier analysis of murine survival after instillation of different number

of MB49 bladder tumor cells. The experiment was terminated at day 35 (10,000 versus
50,000 cells, P = 0.0006; 20,000 versus 50,000 cells, P = 0.04, log-rank test).
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Fig. 3. Effect of intravesical BCG immunotherapy on urinary bladder weights. The
distributions of bladder weights are plotted. The upper and lower boundaries of the boxes
are the upper and lower quartiles. The length of the box is the interquartile distance, so the
box contains 50% of the values falling between the 25th and 75th percentiles in a group.
The black line inside the box identifies the group median. The /ines extending from each
box extend to the smallest and largest observations in a group. *, P compared to PBS
treatment, Mann-Whitney-U test.

Effect of BCG Instillations on Average Bladder Weight. The
animals of the control group receiving PBS instillations had an aver-
age bladder weight of 248 mg. Weekly BCG instillations reduced
average bladder weight to 140 mg (P = 0.0009, Mann-Whitney U
test; Fig. 3).

Effect of BCG Instillations on Survival. Mice treated with BCG
showed significantly longer survival as compared to mice receiving PBS
(25.7 versus 20.8 days). On day 28, the experiment was terminated due
to rapid tumor growth. Ten of 15 mice treated with BCG were alive,
whereas only 2 animals of the control group had survived. Kaplan-Meier
analysis and log-rank test revealed a significant prolongation of survival
in BCG-treated mice (P = 0.005, log-rank; Fig. 4).

Discussion

Several animal models of bladder cancer, such as chemically in-
duced bladder cancer (1, 2), the xenograft model (3-5) and s.c.
implantation of syngeneic bladder tumor cells, have been used in
experimental oncology. For investigation of immunotherapeutic ap-
proaches, these tumor models should not be considered. The immu-
nodeficient nude mice used in the xenograft model, for example, are
compromised in their ability to develop an adequate immune reaction
to an immunological stimulus. Furthermore, the interpretation of
experiments using s.c. implanted syngeneic bladder tumors is limited
because of different tissue-specific factors. The orthotopic syngeneic
bladder tumor model has been successfully used for evaluation of
efficacy of intravesical BCG (10, 11), keyhole limpet hemocyanin
(15), and chemotherapeutics (11) and for elucidation of the mode of
action of intravesical BCG (6, 7). Since the first description of basic
features of intravesical tumor implantation by Soloway (8), the ortho-
topic murine bladder tumor model has undergone several modifica-
tions. The common principle behind all modifications is the transure-
thral intravesical instillation of tumor cells after catheterization and
traumatization of the bladder. Tumor cell lines, mice strain, number of
instilled tumor cells, technique of bladder traumatization, and re-
sponse variables are different, however. Currently, the MB49 bladder
tumor implanted in C57/BL6 mice and the MBT-2 tumor implanted in
C3H/He mice are used for orthotopic tumor implantation. The amount
of instilled cells varies from 10 cells (7) to 5 X 10° cells (9) using the
MBT-2 model. In the MB49 tumor model, the number of instilled

cells is usually smaller and varies between 10* and 10° cells (7, 16).
Shapiro et al. (14) investigated the dose response of tumor implanta-
tion in the MBT-2 model and found a maximum tumor take of >90%
after instillation of 10° tumor cells, whereas instillation with
2.5 X 10° cells led to a take rate of 30%. Therefore, a high number of
instilled tumor cells alone cannot guarantee high tumor take rates.
Several authors achieved take rates of ~70%, even after instillation of
5 X 10° MBT-2 cells (9—11). Such low tumor take rates can com-
promise the evaluation of experimental results and may increase the
number of animals needed for investigation.

Successful tumor implantation is also dependent on adequate trau-
matization of bladder surface. Instillation of tumor cells in a nontrau-
matized bladder induces intravesical tumor growth in <10% of the
instilled animals (17). Traumatization of the bladder surface is usually
performed with electrocautery after catheterization and transurethral
insertion of the cautery wire (7, 10, 15). Traumatization is also
achieved by instillations of N-methyl-N-nitrosourea (8) or hydrochlo-
ric acid (18).

Tumor outgrowth, detected by abdominal palpation, tumor take
rate, and bladder weight, are the most common used response vari-
ables in this tumor model (7, 10, 15). We do not consider mere bladder
palpation and tumor take rate to be reliable parameters for assessing
treatment effects on tumor growth. Only large tumors (>200 mg)
were clearly detectable by abdominal palpation. Using the tumor take
as a response variable may give inadequate results because a reduced
take rate in one group may be the result of successful treatment or may
simply reflect failure of tumor implantation. To overcome these
difficulties, other authors tried to monitor intravesical tumor growth
and treatment effects by imaging methods like transrectal ultrasound
(16) or magnetic resonance (18, 19). These methods proved to be a
suitable means for monitoring intravesical tumor growth, but each
imaging procedure required anesthesia and catheterization. Almost
20% of the animals died prior to the completion of the treatment
protocol due to procedural mishaps (18, 19). Apart from this, imaging
methods, especially magnetic resonance imaging, are expensive. Re-
cently a new, invasive technique of intravesical tumor implantation
was described, which uses direct submucosal injection of tumor cells
after exposing the bladder by a low midline incision. This technique
enables tumor take rates of 100% but requires an open surgical
procedure and postoperative antibiotic treatment (20). The use of
antibiotics might further impair the efficacy of immunotherapies such
as BCG.

In our study, we used a different approach and tried to achieve a
maximum tumor take rate by a simple modification of the “tradition-
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Fig. 4. Kaplan-Meier analysis of murine survival after intravesical BCG immunother-
apy. Mice received four intravesical instillation treatments with BCG. The control group
received four PBS instillations. The experiment was terminated at day 28 due to rapid
tumor growth. P = 0.005, log-rank test.
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al” procedure. We hypothesized that a prolonged contact time of
instilled tumor cells and bladder wall may increase tumor take. This
was achieved by leaving locked catheters in the animals’ bladder until
the animal awakened. Efflux of tumor cells or premature bladder
evacuation by voiding could be prevented for ~3 h. We evaluated the
response variables survival and bladder weight determined after dis-
section to describe the treatment effects on existing intravesical tu-
mors.

In our first set of experiments, we investigated whether tumor take
was dependent on number of instilled cells or on dwell time. Instil-
lation of 50,000, 20,000, and 10,000 tumor cells each led to tumor
take rates of 100%, showing clearly that dwell time was the relevant
variable for successful tumor take. On the other hand, the course of
the malignant disease was significantly influenced by the number of
instilled cells because survival, bladder weight, and rate of pulmonary
metastasis were dependent on the number of instilled tumor cells. This
opens the possibility of “tailoring” the model to the requirements of
different therapeutic approaches. The time slot for therapeutic inter-
vention and the aggressiveness of the disease might be influenced by
instillation of different number of tumor cells.

The efficacy of intravesical BCG in murine bladder cancer has been
demonstrated in several investigations (8, 10, 11). To confirm that our
modified tumor model is still sensitive to BCG, we performed a
further set of experiments, using a very high number of tumor cells for
instillation. We confirmed the sensitivity of the modified model to
intravesical BCG immunotherapy using average bladder weight and
survival as response variables. As expected, we saw a rapid progres-
sion of tumor growth, indicated by early onset of gross hematuria and
early begin of weight loss and death of >85% of the animals of the
control group within the observation period. Even with this aggressive
course of disease, BCG immunotherapy significantly reduced average
bladder weights and could prolong survival as compared to control.
Therefore, with these experimental settings, BCG therapy clearly
interferes with survival and bladder weight but not with tumor im-
plantation. Our modification is easy to handle and does not need
imaging methods or open surgical tumor implantation. Furthermore,
the response variables survival and bladder weight are easily deter-
mined. Finally, reliably inducing tumor take rates of 100% certainly
contributes to a significant reduction in the number of animals per
group needed for statistical reliability.

We conclude that our modification is a simple, cheap, and useful
method to improve the orthotopic murine bladder cancer model.

Acknowledgments

The helpful cooperation of L. de Boer, D. Schamhart, and B. Molenaar,
University of Amsterdam, Amsterdam, the Netherlands, is gratefully acknowl-
edged.

References

1.

20.

2837

Soloway, M. S. Single and combination chemotherapy for primary murine bladder
cancer. Cancer (Phila.), 36: 333-340, 1975.

. Williams, P. D., and Murphy, G. P. Experimental bladder tumor induction, propaga-

tion and therapy. Urology, 8: 39-42, 1976.

. Hubbell, H. R., Kvalnes-Krick, K., and Carter, W. G. Antiproliferative and immu-

nomodulatory actions of B-interferon and double-stranded RNA, individually and in
combination, on human bladder tumor xenografts in nude mice. Cancer Res., 45:
2481-2486, 1985.

. Huland, H., Otto, U., and von Paleske, A. Chemotherapy and human bladder carci-

noma transplanted into NMRI »nu/nu mice. J. Urol., 134: 601-606, 1985.

. Russell, P. J., Raghavan, D., Gregory, P., Philips, J., Wills, E. J., Jelbart, M., Wass,

J., Zbroja, R. A., and Vincent, P. C. Bladder cancer xenografts: a model of tumor cell
heterogeneity. Cancer Res., 46: 2035-2040, 1986.

. Ratliff, T. L., Gillen, D. P., and Catalona, W. J. Requirement of a thymus-

dependent immune response for BCG-mediated antitumor activity. J. Urol., /37:
155-158, 1987.

. Hudson, M. A., Ritchey, J. K., Catalona, W. J., Brown, E. J., and Ratliff, T. L.

Comparison of the fibronectin-binding ability and antitumor efficacy of various
mycobacteria. Cancer Res., 50: 3843-3847, 1990.

. Soloway, M. Intravesical and systemic chemotherapy of murine bladder cancer.

Cancer Res., 37: 2918-2929, 1977.

. Lee, K-E., Weiss, G. H., O’Donnell, R. W., and Cockett, A. T. K. Reduction of

bladder cancer growth in mice treated with intravesical Bacillus Calmette-Guérin and
systemic interleukin 2. J. Urol., /37: 1270—1273, 1987.

. Shapiro, A., Ratliff, T. L., Oakley, D. M., and Catalona, W. J. Reduction of bladder

tumor growth in mice treated with intravesical Bacillus Calmette-Guérin and its
correlation with Bacillus Calmette-Guérin viability and natural killer cell activity.
Cancer Res., 43: 1611-1615, 1983.

. Shapiro, A., Ratliff, T. L., Oakley, D. M., and Catalona, W. J. Comparison of the

efficacy of intravesical Bacillus Calmette-Guérin with thiotepa, mitomycin C, poly
1:C/poly-I-lysine and cisplatinum in murine bladder cancer. J. Urol., /37: 139-142,
1984.

. Summerhayes, I. C., and Franks, L. M. Effects of donor age on neoplastic transfor-

mation of adult mouse bladder epithelium in vitro. J. Natl. Cancer Inst. (Bethesda),
62: 1017-1023, 1979.

. Soloway, M. S., and Masters, S. Urothelial susceptibility to tumor cell implantation.

Influence of cauterization. Cancer (Phila.), 46: 1158—1158, 1980.

. Shapiro, A., Kelley, D. R., Oakley, D. M., Catalona, W. J., and Ratliff, T. L.

Technical factors affecting the reproducibility of intravesical mouse bladder tumor
implantation during therapy with Bacillus Calmette-Guérin. Cancer Res., 44: 3051—
3054, 1984.

. Swerdlow, R. D., Ratliff, T. L., Regina, M. L., Ritchey, J. K., and Ebert, R. F.

Immunotherapy with keyhole limpet hemocyanin: efficacy and safety in the MB-49
intravesical murine bladder tumor model. J. Urol., 157: 17181722, 1994.

. Alexander, A. A., Liu, J. B., McCue, P., Gomella, L. G., Ross, R. P., and Lattime,

E. C. Intravesical growth of murine bladder tumors assessed by transrectal ultrasound.
J. Urol., 150: 525-528, 1993.

. Soloway, M. S., Nissenkorn, I., and McCallum, L. Urothelial susceptibility to tumor

cell implantation: comparison of cauterization with N-methyl-N-nitrosourea. Urology,
21:159-161, 1983.

. Chin, J. L., Kadhim, S. A., Batislam, E., Karlik, S. J., Garcia, B. M., Nickel, J. C., and

Morales, A. Mycobacterium cell wall: an alternative to intravesical Bacillus Calmette-
Guérin (BCG) therapy in orthotopic murine bladder cancer. J. Urol., 156: 1189—1193,
1996.

. Chin, J., Kadhim, S., Garcia, B., Kim, Y. S., and Karlik, S. Magnetic resonance

imaging for detecting and treatment monitoring of orthotopic murine bladder tumor
implants. J. Urol., 745: 1297-1301, 1991.
Jiang, F., and Zhou, X-M. A model of orthotopic murine bladder (MBT-2) tumor
implants. Urol. Res., 25: 179-182, 1997.



Aktuel Urol "575", 9.7.04|Druckhaus Gotz GmbH

A. Jurczok’
M. Zacharias'
A. Bohle?

P. Fornara’
D. Jocham?

Experimentelle Untersuchungen zur optimalen
Therapie der systemischen BCG-Infektion in vivo

Experimental Investigations of the Optimal Therapy of Systemic BCG Infection

in Vivo

Zusammenfassung

Fragestellung: Als seltene Folge einer intravesikalen BCG-Gabe
sind systemische Infektionen und Hypersensitivitdtsreaktionen
beschrieben worden. Wir iiberpriiften zur Erweiterung der The-
rapieoptionen bei schweren BCG-itiden die Wirkung von Chino-
lonen und Steroiden im murinen Tiermodell der akuten und der
sekunddren BCG-Infektion. Da die Viabilitdt der Mykobakterien
fiir den Therapieerfolg von BCG essentiell ist, wurde weiterhin
der Einfluss der antibiotischen Therapie auf die antitumorale
Wirksamkeit von BCG beim orthotopen Blasentumor unter be-
gleitender Therapie mit Chinolonen und Steroiden iiberpriift.
Material und Methode: Es wurden nach systemischer BCG-In-
fektion Chinolone bzw. Trimethoprim/Sulfametoxazol (TMS) als
Monotherapie oder in Kombination mit einem Steroid oral appli-
ziert. Um den Einfluss der hyperergen Komponente herauszuar-
beiten, erfolgte nach primdrer systemischer BCG-Infektion eine
Re-Stimulation nach 7 Tagen und eine Antibiotikatherapie mit
oder ohne Steroiden. Im orthotopen murinen Blasentumormo-
dell erfolgte eine intravesikale Tumortherapie mit BCG bei
gleichzeitiger Antibiotikatherapie. Ergebnisse: Nach Primadrin-
fektion tiberlebten die mit Chinolonen behandelten Mause signi-
fikant langer als Mduse der Kontrollgruppe, unabhéngig von ei-
ner Steroid-Gabe. Nach Re-Stimulation mit BCG hatten nur ste-
roidbehandelte Mause einen deutlichen Uberlebensvorteil. Die
intravesikale Therapie mit BCG beim orthotopen Blasentumor
fiihrte zu einem signifikant verringertem Tumorgewicht im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Dieser Effekt wurde
durch zusdtzliche Gabe von Antibiotika nicht kompromittiert.

Abstract

Purpose: Hematogenous spread of BCG after intravesical instilla-
tion against bladder cancer is rare, but may result in systemic in-
fection and hypersensitivity reaction. We investigated fluoroqui-
nolones and steroids in an animal model to improve the thera-
peutic options in local and systemic BCG infection. Furthermore,
we tested the antitumor effectiveness of intravesical BCG with
simultaneous application of fluoroquinolones and/or steroids.
Methods: After systemic BCG infection, experiments were per-
formed with quinolones as antimicrobial agent. Trimethoprim/
sulfamethoxazole (TMS) was also tested in comparison to quino-
lones as a non-specific antimicrobial agent. To evaluate the hy-
perergic reaction after repeated BCG infection (hypersensitivity
model), re-infection was performed seven days after primary in-
fection with accompanying oral antimicrobial therapy with and
without steroids. Intravesical tumor therapy was carried out
with BCG in orthotopic murine bladder tumor model MB 49 to-
gether with simultaneous antimicrobial therapy. Results: After
primary infection, quinolones led to a significant prolonged sur-
vival independent of steroid administration. Steroids alone after
primary BCG infection reduced the survival. In contrast to these
experiments, only steroid-treated mice had a significant impro-
vement in survival after a second challenge with BCG. Therapeu-
tic efficacy of BCG was not affected by antibacterial therapy with
quinolones. Steroids alone induced a significantly increased
death rate during intravesical BCG therapy. Conclusion: Quino-
lones have a positive effect on survival in acute systemic BCG in-
fection in mice. Re-infection with BCG led to severe hyperergic
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Die alleinige Dauergabe von Steroiden wahrend der intravesika-
len BCG-Therapie fiihrte zu einer signifikant erh6hten Absterbe-
rate durch chronische Immunsuppression. Schlussfolgerung:
Bei systemischer BCG-Infektion haben Chinolone einen positiven
Effekt auf das Uberleben der Miuse. Nach Re-Infektion konnte
nur Steroide die Uberlebensrate signifikant verbessern, wahrend
Antibiotika eine sekundére Rolle spielen. Klinisch sind somit Chi-
nolon-Antibiotika in der Therapie primdrer systemischer BCG-
Infektionen nach topischer Applikation als Alternative zu den
etablierten Tuberkulostatika anzusehen. Aufgrund der hdufig
auftretenden akuten hyperergen Komponente bei wiederholter
BCG-Gabe ist die Kombinationstherapie mit einem Steroid unbe-
dingt notwendig. Die antitumorale Wirksamkeit der BCG-Thera-
pie wird in unserem Modell durch die zusatzliche Gabe von Chi-
nolonen offensichtlich nicht beeinflusst.

Schliisselworter
Immuntherapie - BCG - Antibiotika - Blasenneoplasien

reaction that can only be influenced by steroids. Thus, quinolo-
nes can be used in primary systemic BCG infection after topical
application as a sufficient alternative to common tuberculosta-
tics. Repeated BCG instillation may lead to hyperergic reaction,
making additional administration of steroids essential. In this
animal model, therapeutic efficacy of BCG obviously was not af-
fected by additional administration of antimicrobials.

Key words
Immunotherapy - BCG - antibiotics - bladder neoplasms

Einleitung

Das Harnblasenkarzinom ist der fiinfthaufigste maligne Tumor
beim Mann und der siebthdufigste der Frau mit einem Altersgip-
fel um das 70-ste Lebensjahr. Die Inzidenz betrdgt ca. 17 - 19 pro
100000 Einwohner und ist mit ca. 2-3% aller malignen Tumor-
erkrankungen der hdufigste Tumor der ableitenden Harnwege
[28]. In Abhdngigkeit vom Tumorstadium und Differenzierungs-
grad rezidivieren jedoch ca. 70% nach ausschlief8licher transure-
thraler Resektion, bis zu 25% der Patienten erleiden einen Pro-
gress im Sinne eines hoheren Tumorstadiums bzw. schlechteren
Differenzierungsgrads im Rezidiv [20].

Lediglich primdre monofokale Tumore im Stadium pTa G1 be-
diirfen aufgrund der niedrigen Rezidiv- und Progressionswahr-
scheinlichkeit keiner adjuvanten Therapie. Bei allen anderen
oberflachlichen Tumoren wird eine intravesikale Rezidivprophy-
laxe empfohlen. In Deutschland kommen die intravesikale Zyto-
statika- sowie die intravesikale BCG-Instillation zur Rezidivpro-
phylaxe zum Einsatz, wobei sich die BCG-Instillation zumindest
bei Tumoren mit hohem Risikoprofil als das effektivste Verfahren
herausgestellt hat [5,12,23]. Die intravesikale BCG-Therapie ist
von einer Reihe von Nebenwirkungen kompromittiert z.B. Dys-
urie, Pollakisurie, Himaturie und Fieber. Die schwerste, jedoch
seltene Komplikation stellt die systemische BCG-Infektion dar.
Die Ursache fiir eine systemische BCG-Infektion nach lokaler
BCG-Gabe liegt in einem ungewollten Ubertritt von BCG in das
venose System bei entziindlich oder traumatisch verandertem
Urothel der Harnblase [6]. Hieraus konnen langzeitig persistie-
rende Infektionen z.B. in der Lunge resultieren [2,4], die insbe-
sondere im héheren Alter lebensbedrohlich werden kénnen.

Nach lokaler Applikation auftretende systemische BCG-Infektio-
nen werden bisher tuberkulostatisch behandelt. Hierzu wird die
Kombination Isoniazid (INH), Rifampicin, Ethambutol und Cyclo-
serin als Standard empfohlen [19].

Eine weitere Komponente der BCG-Toxizitdt ist die hypersensiti-
ve Reaktion bis hin zum Schock bei wiederholter BCG-Verabrei-
chung. Uber plétzliche hypotensive Krisen, Fieber und einsetzen-
de intravasale dissiminierende Gerinnung (DIC) wurde berichtet
[21]. In einzelnen Fallberichten konnten diese Erscheinungen
mit Hilfe der additiven Gabe von Steroiden (Prednisolon) erfolg-
reich angegangen werden [21], obgleich allgemein bei der Gabe
von Steroiden im Rahmen einer floriden Tbc-Infektion aufgrund
der immunsupressiven Wirkung eher Zuriickhaltung empfohlen
wird. Hierzu fehlten bisher jedoch notwendige systematische
Untersuchungen, die in den nachfolgend berichteten Experimen-
ten durchgefiihrt wurden.

In In-vitro-Untersuchungen iiberpriiften wir, welche haufig ein-
gesetzten modernen Antibiotika die Viabilitit von BCG beein-
flussen [9]. Aus diesen Untersuchungen erschien der Einsatz
von Fluorchinolonen zur Therapie der systemischen und lokalen
Nebenwirkungen nach BCG erfolgversprechend, weshalb wir
diese Hypothese im Tierexperiment {iberpriiften [2,9]. Da kli-
nisch die Viabilitdt von BCG vermutlich essentiell fiir die thera-
peutische Effektivitdt ist, wurde abschlieRend der Einfluss von
Antibiotika auf die Antitumorwirkung im orthotopen Harnbla-
sentumormodell der Maus tiberpriift. Die gefundenen Erkennt-
nisse stellen einen wesentlichen Beitrag zur Therapiesicherheit
von BCG und zum erfolgreichen Einsatz dieser hochwirksamen
Immuntherapie dar.

Material und Methode

Tiere

Verwendet wurden Mduse vom Stamm C57/bl 6, weiblich, mit
einem Korpergewicht von 17 -20 g. Die Tiere wurden in Polycar-
bonatkifigen (Makrolon®) mit einer Grée von 38 x22 x 15 cm
(Typ III) auf Weichholzgranulat (Altromin GmbH, Lage) gehalten.
Die Anzahl der Mduse pro Kifig wurde auf fiinf Tiere beschrankt.
Die Tiere wurden kontinuierlich mit einer pelletierten Standard-
didt fiir Mduse (Altromin GmbH, Lage) gefiittert und erhielten
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Aktuel Urol "575", 9.7.04|Druckhaus Gotz GmbH

Leitungswasser tiber Trankeflaschen. Es bestand eine Raumtem-
peratur von 19+ 1°C, eine relative Luftfeuchtigkeit von 55+5%
und eine Belichtungszyklus von 5% - 173,

Gemdf§ dem Tierschutzgesetz wurden alle tierexperimentellen
Untersuchungen vom Ministerium fiir Umweltschutz, Natur
und Forsten des Landes Schleswig-Holstein, als zustdndige Be-
horde, genehmigt.

BCG

Als BCG-Therapeutikum wurde der Stamm Connaught (Immun-
cyst®, CytoChemia, Ihringen), das zur Rezidivprophylaxe des
oberflachlichen Harnblasenkarzinoms und zur Therapie des Car-
cinoma in situ der Harnblase zugelassen ist, verwandt. Eine Pa-
ckung enthdlt eine Ampulle mit 231 mg Trockensubstanz und
eine Ampulle mit 3 ml Lésungsmittel. Arzneilich wirksamer Be-
standteil sind 81 mg lyophilisiertes BCG vom Stamm Connaught,
die am Ende der Laufzeit mindestens 1,8 x 108 lebende Keime von
Bacillus Calmette-Guérin enthalten. 1 mg Lyophilisat enthdlt
demnach mindestens 2,2 10° lebende Keime.

Antibiotika

Als antibiotisch wirksame Substanzen fanden Ciprofloxacin und/
oder Levofloxacin (Fluorchinolone) sowie als unspezifische Kon-
trolle Trimetoprim/Sulfametoxazol (TMS) Anwendung. Jede The-
rapiegruppe wurde mit und ohne Prednisolon (10 mg/kg) behan-
delt. Antibiotika wurden gel6st und iiber das Trinkwasser verab-
reicht. Die tagliche Wasseraufnahme einer Maus lag bei 3 ml bei
einem Korpergewicht (KG) von ca. 20 g. Eine Maus von 20 g KG
erhielt somit tdglich 2 mg Fluorchinolone oder 0,4 mg TMS und/
oder 0,2mg Prednisolon in 3 ml Trinkwasser. Somit wurden
100 mg Fluorchinolone/kg KG, 20mg TMS/kg KG und 10 mg
Prednisolon/kg KG verabreicht, was einer 20-fach héheren Do-
sierung als bei humaner Anwendung entspricht.

Infektionsmodell

Bestimmung der LD 50: Die Mduse wurden in vier Gruppen ran-
domisiert. Jede Maus erhielt eine intraperitoneale Injektion von
1 ml BCG-Losung. Die folgenden Dosierungen von BCG wurden
verabreicht: 12,5mg, 25mg, 35mg, 50mg, 80 mg (1 mg ent-
spricht 6 x 106 colony-forming units). Das Uberleben der Miuse
wurde tdglich festgestellt.

Systemische primdre BCG-Infektion: 35 mg BCG wurde einmal in-
traperitoneal verabreicht. Die Therapie mit Antibiotika bzw. Ste-
roiden begann zum Zeitpunkt der BCG-Applikation. Endpunkt
der Untersuchung war das Uberleben an Tag 19. Alle Tiere wur-
den seziert und auf Auswirkungen einer systemischen BCG-In-
fektion untersucht.

Therapie der systemischen primdren BCG-Infektion: Die Mduse
wurden in 8 Gruppen (n =20) randomisiert und erhielten jeweils
35mg BCG i.p. Jede Gruppe erhielt entweder Monotherapie mit
Antibiotika bzw. eine Kombination Antibiotika mit Prednisolon
unmittelbar nach erfolgter BCG-Injektion fortlaufend iiber das
Trinkwasser iiber 19 Tage. Folgende Gruppen wurden behandelt:
Kontrolle (Wasser) + Prednisolon, Ciprofloxacin 100 mg/kg +
Prednisolon, Levofloxacin 100 mg/kg + Prednisolon, TMS 20 mg/
kg + Prednisolon (Tab.1).

Tab.1 Therapie der akuten systemischen BCG-Infektion (35 mg.

BCG i.p., Gruppen n=20)

Gr. 1: Kontrolle (Wasser) Gr. 1a: Kontrolle (Wasser)

+ Prednisolon
Gr. 2: Levofloxacin (100 mg/kg KG/die) ~ Gr. 2a: Levofloxacin + Prednisolon
Gr. 3: Ciprofloxacin (100 mg/kg KG/die) Gr. 3a: Ciprofloxacin + Prednisolon
Gr. 4: Trimethoprim (20 mg/kg KG/die) ~ Gr. 4a: Trimethoprim + Prednisolon

Tab.2 Therapie der systemischen sekunddren BCG-Infektion
(35 mg. BCG i.p nach primdrer Infektion mit 25 mg BCG,
Gruppen n=20)

Gr. 1 Kontrolle (Wasser) Gr. 1a: Kontrolle (Wasser)

+ Prednisolon
Gr. 2: Levofloxacin (100 mg/kg KG/die) ~ Gr. 2a: Levofloxacin + Prednisolon
Gr. 3: Trimethoprim (20 mg/kg KG/die) ~ Gr. 3a: Trimethoprim + Prednisolon

Systemische sekunddre BCG-Infektion: BCG wurde i.p. zwei mal
im Abstand von einer Woche verabreicht. Die primdre Infektion
wurde mit 25 mg BCG vorgenommen, die sekunddre Infektion
mit 35 mg BCG. Endpunkt der Untersuchung war das Uberleben
an Tag 19. Alle Tiere wurden seziert und auf Auswirkungen einer
systemischen BCG-Infektion untersucht.

Therapie der systemischen sekunddren BCG-Infektion: Die Mduse
wurden in 6 Gruppen (n=20) randomisiert. Zur Untersuchung
eines prastimulierten Immunsystems (hypererge Reaktion) er-
hielten die Tiere primdr 25 mg. BCG i.p. Nach einer Woche er-
folgte die Restimulation mit 35 mg. Connaught BCG i.p. Die be-
gleitende Antibiotika-/Steroidtherapie begann mit der Restimu-
lation. Folgende Gruppen wurden behandelt: Kontrolle (Wasser)
+ Prednisolon, Fluorchinolone 100 mg/kg + Prednisolon, TMS
20 mg/kg + Prednisolon (Tab. 2).

Murines orthotopes Tumormodell

Tumorzellen: Tumorzellen fiir die intravesikale Tumortherapie
waren die DMBA (7,12-dimethylbenzanthracen)-induzierten
Blasenkarzinomzellen MB 49 [25]. Die Zellen wurden in-vitro in
DMEM, 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, bei 37°C und 5%
CO, gehalten und propagiert. Die Tumorzellen wurden durch
Trypsinierung geerntet und fiir die jeweiligen Versuche in
DMEM ohne Glutamin, FCS oder Antibiotika aufgeschwemmt.
Die Viabilitit wurde durch Trypanblau-Exklusionstests be-
stimmt, und nur Tumorzellsuspensionen mit iiber 90% Viabilitdt
wurden fiir Tumorimplantationen verwendet. Die Tumorzellsus-
pension fiir die Implantation wurde adjustiert auf 2 x 10° Zellen/
ml.

Tumorimplantation: Die intravesikale Tumorimplantation wurde
wie kiirzlich beschrieben, durchgefiihrt [ 10]. Unter kurzer Ather-
inhalationsnarkose erhielten die Mduse intraperitoneale Injek-
tionen von verdiinntem Natriumpentobarbital in einer Einzeldo-
sis von 0,06 mg/g Korpergewicht. AnschlieBend wurde ein 24G
intravenoser Katheter (Insyte-W®, Becton-Dickinson, Deutsch-
land) transurethral in die Blase eingebracht. Ein Fiihrungsdraht
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wurde {iber den Teflonkatheter in die entleerte Blase eingefiihrt
und eine monopolare Koagulation fiir 5 Sekunden bei niedrigster
Koagulationsstufe (ca. 5W) eingeschaltet. Nach Entfernung des
Fiihrungsdrahtes wurden 0,1 ml der Tumorzellsuspension (2 10°
Zellen/ml) instilliert, der Katheter verschlossen und zur Verldn-
gerung der Kontaktzeit bis zum Erwachen der Mduse in situ be-
lassen.

Intravesikale Blasentumortherapie mit BCG unter begleitender An-
tibiotika-/Steroid-Therapie: Zur Uberpriifung der weiterbeste-
henden Wirksamkeit einer intravesikalen BCG-Therapie unter
begleitender Therapie mit Antibiotika bzw. Steroiden wurden
40 Mduse in 5 Gruppen randomisiert. Wir wahlten folgende
Gruppeneinteilung (n=38): Gruppe 1: Kontrolle (Tumorwachs-
tum ohne Therapie), Gruppe 2: BCG 1,35 mg (1 mg — 6 x 10° co-
lony-forming units), Gruppe 3: BCG + Fluorchinolone (100 mg/kg
KG/die), Gruppe 4: BCG + Trimetoprim (20 mg/kg KG/die), Grup-
pe 5: BCG + Prednisolon (100 mg/kg KG/die). Die erste BCG-In-
stillation (1,35 mg BCG in 0,05 ml Lésungsmitte) erfolgte 24 h
nach der Blasentumorimplantation (20000 Tumorzellen). Die
orale Gabe von Antibiotika bzw. Steroiden erfolgte synchron mit
der ersten BCG-Instillation.

Statistik

Das Uberleben der Miuse wurde statistisch durch die Kaplan-
Meier-Methodik und den log-rank-Test berechnet. Die Analyse
des Blasen- und Kérpergewichtes wurde mit dem Wilcoxon-Test
durchgefiihrt. Die statistische Signifikanz wurde bei p<0,05
festgelegt.

Die Resultate wurden Kaplan-Meier-Kurven angegeben. Zur sta-
tistischen Analyse wurde das Programm SPSS fiir Windows ver-
wendet.

Ergebnisse

Bestimmung der LD 50 nach systemischer BCG-Infektion

Bei einer Dosis von 40 mg bzw. 80 mg BCG starben alle Mduse ei-
nen Tag nach der Infektion. 35 mg BCG fiihrte zu einem Uberle-
ben von 2 von 5 Madusen, wahrend jeweils 4 Mduse in der
12,5mg und 25 mg Gruppe iiberlebten. Somit konnten wir die
LD50 fiir 35 mg BCG in einem Untersuchungszeitraum von 7 Ta-
gen ermitteln. Diese Dosis wurde in den weiteren Versuchen ein-
gesetzt.

Therapie der systemischen primdren BCG-Infektion

Die Behandlung mit TMS und TMS und Prednisolon zeigte keine
Verbesserung des Uberlebens (Daten nicht gezeigt). Die Behand-
lung mit Fluorchinolonen verursachte eine signifikante Verldn-
gerung der Uberlebenszeit (Abb.1, p=0,041), zusitzliche Gabe
von Prednisolon hatte keinen weiteren Effekt. Die Behandlung
mit Steroiden allein (Prednisolon) nach primadrer Infektion fiihrte
zu einer Aggravierung der Infektion mit verkiirzter Uberlebens-
zeit. (Abb.1, p=0,022).

Therapie der systemischen sekunddren BCG-Infektion

Um die Wirkung einer antimikrobiellen Mono-Therapie sowie
den moglichen Vorteil einer Kombinationstherapie mit Stero-
iden bei der hyperergen BCG-Infektion zu {iberpriifen wurden
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(*p=0,041, log rank). Prednisolon allein fiihrt zu einer verkirzten
Uberlebenszeit (*p =0,022, log rank).
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Abb.2 Uberleben der Méuse nach sekundérer BCG-Infektion i.p.
Prednisolon fiihrt zu einer signifikanten Uberlebensverldngerung
(*p=0,0317, log rank). Fluorchinolone allein ohne signifikanten Effekt.

die Mduse primdr mit einer subletalen Dosis von 25 mg BCG
(Connaught) i.p. infiziert. Nach einer Woche erfolgte eine zweite
Infektion mit 35 mg BCG (LD 50), welche eine hypererge Reak-
tion hervorrufen sollte. Die Monotherapie mit Prednisolon nach
Restimulation verursachte eine signifikante Verldngerung des
Uberlebens (Abb.2, p=0,032), die zusitzliche Behandlung mit
einem Antibiotikum hatte keinen signifikanten Effekt.

Intravesikale Blasentumortherapie mit BCG unter
begleitender Antibiotika-/Steroid-Therapie

Die essentielle Bedeutung der Viabilitat von BCG zur Tumorthe-
rapie ist klinisch bekannt. Zum Ausschluss einer inhibitorischen
Wirkung der Antibiotika auf den immuntherapeutischen Effekt
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Abb.3 Signifikant verringertes Blasentumorgewicht nach Blasentu-
morimplantation und BCG-Therapie sowie begleitender Therapie mit
Antibiotika nach 28 Tagen (p=0,001, Wilcoxon)

von BCG fiihrten wir eine intravesikale BCG-Therapie bei ortho-
topen Blasentumor unter begleitender Antibiotika-/Steroidthe-
rapie durch. Diese fiihrte in unserem Modell zu einem signifikant
verringertem Tumorwachstum im Vergleich zur Kontrollgruppe
ohne BCG-Therapie (p=0,001) (Abb. 3). Das mittlere Blasenge-
wicht der Kontrollgruppe lag bei 357 mg, das der Therapiegruppe
BCG bei 58 mg. Die Therapiegruppe mit BCG-Monotherapie zeig-
te keinen Unterschied beziiglich des Blasengewichts und des
Uberlebens im Vergleich zu den zusitzlich mit Antibiotika be-
handelten Tieren. Die alleinige Gabe von Steroiden wdhrend ei-
ner intravesikalen BCG-Therapie fiihrte zu einer signifikant er-
héhten Absterberate der Tiere mit einem mittleren Uberleben
von 13,6 Tagen im Vergleich zu den {ibrigen Gruppen. Das mitt-
lere Uberleben der Kontrollgruppe lag bei 22,3 Tagen (p = 0,001).
Der Vergleich des Blasengewichtes dieser Gruppe war aufgrund
der verkiirzten Uberlebenszeit nicht aussagekriftig und wurde
deshalb nicht dargestellt.

Post mortem Untersuchung: Die Autopsie der Tiere zeigte norma-
le Verhaltnisse bei Herz und Lunge, keine intraperitonealen Ha-
morrhagien. Diese Beobachtung konnte in allen Gruppen ge-
macht werden. Alle Mduse hatten normale Leber und Nieren,
keine Lvmphadenopathie im Mesenterialbereich, ein vergroer-
tes, gasgefiilltes Kolon und eine Splenomegalie.

Diskussion

Die BCG-Instillationtherapie hat sich bei bestimmten Tumoren
als das effektivste Verfahren zur Rezidivprophylaxe des ober-
flachlichen Blasenkarzinoms und zur Therapie des Karzinoma in
situ etabliert [5,12,23]. Begleiterscheinungen wahrend der intra-
vesikalen Instillationstherapie mit BCG sind hdufig und fiihren
gelegentlich zum vorzeitigen Abbruch der Therapie [17]. Lokale
Nebenwirkungen wie Dysurie, Pollakisurie und Hamaturie fin-
den sich bei 60-80% aller behandelten Patienten, sind jedoch
als normale Reaktion der intravesikalen Therapie zu betrachten

[18]. Eine medikamentose spasmolytische oder analgetische
Therapie ist in den meisten Fallen zur symptomatischen Beherr-
schung der Beschwerden ausreichend. Selten treten systemische
Nebenwirkungen auf. Bei ca. 2% ist deshalb eine stationdre Be-
handlung erforderlich. Besonders gefiirchtet sind schwere septi-
sche Verldufe (ca. 0,1%) die einer raschen und addquaten Thera-
pie bediirfen [17]. Aufgrund der Nebenwirkungen enthalten viele
Urologen diese klinisch etablierte und hoch effektive adjuvante
Behandlung ihren Patienten vor oder verordnen prophylaktisch
Antibiotika. Allerdings treten bakterielle Harnwegsinfekte unter
einer Instillationstherapie allein schon aufgrund der wiederhol-
ten Katheterisierungen auf, so dass haufig Gyrasehemmer oder
moderne Cephalosporine der dritten Generation verordnet wer-
den. Inwieweit diese Antibiotika mit BCG, den viablen Mykobak-
terien interferieren und die Wirkung der Immuntherapie dabei
kompromittieren ist nicht bekannt.

Plotzlicher Blutdruckabfall, Fieber und disseminierte Gerinnung
sind nach mehrfacher intrakutaner BCG-Injektion bei der Be-
handlung von kutanen Melanomen berichtet worden [21]. Diese
Reaktionen, wie auch die nach intravesikaler BCG-Instillation er-
folgten nur nach mehrmaliger BCG-Exposition. Aus den klini-
schen Verldufen der wenigen beobachteten Fdlle einer fulminan-
ten BCG-Sepsis erscheint als wesentliche Komponente eine Hy-
persensitivitdts-Reaktion bis hin zum allergischen Schock [18].
Vor diesem Hintergrund ist theoretisch die zusdtzliche Gabe
eines Steroids erforderlich. Obwohl Steroide eine mykobakte-
rielle Infektion aggravieren koénnen, zeigten einige klinische
Erfahrungen, dass die Kombination von Tuberkulostatika und
Steroiden fiir den Krankheitsverlauf einer Sepsis giinstig war
[15,21,22,24].

Die therapeutische Empfehlung bei systemischer BCG-Infektion
lag in der Verabreichung der klassischen Tuberkulostatika Iso-
niazid, Rifampizin, Ethambutol und Cycloserin [18]. Tuberkulo-
statika haben eine relativ lange Latenz von 2 -7 Tagen bis zum
Wirkeintritt und ein nicht unerhebliches Nebenwirkungsspek-
trum [7]. Insbesondere Cycloserin war aufgrund von In-vitro-Un-
tersuchungen, die einen schnellen Wirkungseintritt innerhalb
von 24 h und eine Wirkung auch gegen BCG aufzeigten bis dato
in der Therapie der systemischen BCG-Infektion ein Standard-
Therapeutikum [7]. Allerdings existieren in der Literatur unter-
schiedliche Berichte zur Suszeptibilitdt von BCG gegeniiber Cy-
closerin. Auf der Suche nach therapeutischen Alternativen gab
es aus jlingeren In-vitro-Untersuchungen Hinweise auf die Wirk-
samkeit von Fluorchinolonen gegen BCG [9]. Da Chinolone sich
bei Infektionen bis hin zur Urosepsis bewdhrt haben, war eine
Uberpriifung in vivo zur Behandlung der systemischen BCG-In-
fektion notwendig.

Sehr viele Antibiotika, die in vitro untersucht wurden, erreichten
kurzzeitig, ca. 2-4h nach Applikation, hohe Urinspiegel und
sind damit auch potenziell wirksam gegen BCG [11]. Ausnahmen
davon sind Trimethoprim-Sulfamethoxazol oder Nitrofurantoin.
Erwartungsgemadf sind die Tuberkulostatika mit Ausnahme von
Pyrazinamid und insbesondere auch Cycloserin gut wirksam
gegen BCG. Genauso wichtig erscheinen die Befunde beziiglich
Fluorchinolonen: Diese sind hoch wirksam gegentiber BCG [11].
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Der Mausstamm C57/BL 6 ist fiir eine BCG-Infektion suszeptibel
[13]. Daher kann in diesem Modell in idealer Weise die Wirk-
samkeit einer antimikrobiellen Therapie wie auch einer Steroid-
therapie gegen eine BCG-Infektion {iberpriift werden.

Unsere Ergebnisse zeigen nach primadrer systemischer BCG-In-
fektion einen signifikanten therapeutischen Effekt von Fluorchi-
nolonen, wdhrend andere Antibiotika, wie TMS keinen Effekt
hatten. Prednisolon allein aggrarvierte die primdre BCG-Infek-
tion. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit In-vitro-Studien
und klinischen Berichten, in denen eine erfolgreiche Anwendung
von Fluorchinolonen in Kombination mit anderen Tuberkulosta-
tika beschrieben wird [3].

Als nachsten Schritt etablierten wir das Modell der BCG-Re-Sti-
mulation, entsprechend der klinischen Situation, die typischer
Weise PPD-positive (purified protein derivative-positive) Patien-
ten, bzw. nach mehrfacher z.T. traumatischer BCG-Instillation
einbezieht, um die klinisch relevante hypererge Reaktion zu si-
mulieren. Hierbei konnte lediglich durch die hochdosierte Pred-
nisolon-Gabe und nicht durch Fluorchinolone allein die Uberle-
benszeit signifikant verldngert werden. Diese Ergebnisse unter-
scheiden sich von anderen Studien. Koukol und Mitarb. fanden
in einer In-vivo-Untersuchung nach Re-Stimulation mit BCG
und einer alleinigen Steroid-Therapie eine verkiirzte Uberlebens-
zeit der Tiere [16]. Dies kdnnte mit einer zu geringen Steroid-Do-
sis in diesen Experimenten zusammenhdngen. Wir verwendeten
erfolgreich eine 20-fach héhere Dosierung (20 mg/kg KG), wie
sie auch in der Literatur zur Bekdmpfung der hyperergen Schock-
Reaktion empfohlen wird [1]. Diese kurzfristige hochdosierte
Prednisolon-Gabe (1-2 g/d) ist ohne das Risiko einer sekunda-
ren Nebenniereninsuffizienz oder anderer Nebenwirkungen, die
von der langfristigen Steroidtherapie bekannt sind [8].

Wiederholte transurethrale Katheterisierung wdhrend einer
BCG-Instillations-Therapie ist mit bakteriellen Infekten wie z.B.
Zystitis und Epididymitis assoziiert [11]. Weiterhin kann eine
BCG-induzierte Zystitis nach der zweiten oder dritten Instillation
entstehen. Als Folge hiervon werden haufig Antibiotika wie TMS
oder Fluorchinolone wdhrend einer BCG-Instillationstherapie
verordnet. Wie gezeigt werden konnte, sind Fluorchinolone
hoch effektiv gegen Mykobakterien in vitro und erreichen hohe
Ausscheidungskonzentrationen im Urin. Hiernach wadre es vor-
stellbar, dass Fluorchinolone die Viabilitit von Mykobakterien
in der Blase beeinflussen. Zbar und Mitarb. konnten in einem
Tiermodell zeigen, das die Viabilitdt von BCG fiir die antitumora-
le Wirksamkeit bedeutsam ist [27]. Kiirzlich konnten von unse-
rer Gruppe im orthotopen murinen Tumormodell diese Ergeb-
nisse bei immunkompetenten Mdusen bestdtig werden [10]. So-
mit kénnten Fluorchinolone die Effektivitdt von BCG beeinflus-
sen. In unseren Untersuchungen wurde jedoch die antitumorale
Wirkung von BCG im orthotopen Tumormodell durch Fluorchi-
nolone nicht signifikant reduziert. Dieses kénnte mit der kurzen
Halbwertszeit, mit der BCG in der Blase verbleit zusammenhdn-
gen. Da die Verdoppelungszeit von BCG ldnger als 24 h betragt,
ist eine wesentliche Beeinflussung der Viabilitdt der Bakterien
unwahrscheinlich. Ahnliche Ergebnisse zeigte eine klinische
Multicenterstudie der EORTC, in der die prophylaktische Gabe
von Isoniacid wéahrend einer intravesikalen BCG-Therapie weder
die antitumorale Wirksamkeit noch die Nebenwirkungen der Be-

handlung beeinflusste [26]. Weiterhin haben Fluorchinolone
eine gewisse intrinsische zytotoxische Wirksamkeit [ 14], welche
die ggf. verminderte Viabilitdit kompensiert.

In dieser Untersuchung bewirkt die dauerhafte begleitende The-
rapie mit Prednisolon wédhrend der BCG-Instillationstherapie ein
vorzeitiges Versterben der Tiere. In vorhergehenden Versuchen
wurde eine wesentliche medikamenteninduzierte Toxizitdt
iiber den genannten Behandlungszeitraum ausgeschlossen. Ein
tiberschieBendes Tumorwachstum konnte bei der Sektion der
Tiere in dieser Untersuchung ebenfalls nicht beobachtet werden.
Somit konnte die Ursache fiir das vorzeitige Versterben in einer
Immunsuppression durch Langzeit-Steroidtherapie mit konse-
kutiver BCG-Sepsis begriindet liegen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine systemische
BCG-Infektion nach intravesikaler Therapie je nach Schweregrad
zundchst mit Fluorchinolonen oder mit einer Dreifach-Kombina-
tion von Tuberkulostatika anbehandelt werden sollte. Im kurz-
fristigen Intervall ist die zusdtzliche Gabe von Steroiden unab-
dingbar.

In unserem Modell wurde die Effektivitdt von BCG zur Behand-
lung von Blasentumoren durch die zusdtzliche Gabe von Chino-
lonen nicht beeintrdchtigt, obgleich in vitro eine gute Wirksam-
keit gegen Mykobakterien nachgewiesen wurde.
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INHIBITION OF BLADDER CARCINOMA CELL ADHESION BY
OLIGOPEPTIDE COMBINATIONS IN VITRO AND IN VIVO
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ABSTRACT

Purpose: A presumed reason for the high recurrence rate of superficial bladder cancer after
transurethral tumor resection is the reimplantation of tumor cells. Because tumor cell adhesion
to the extracellular matrix is mediated by integrin molecules, we tested specific integrin receptor
blocking oligopeptides to prevent this mechanism.

Materials and Methods: An in vitro cell adherence assay with various bladder cancer cell lines
and extracellular matrices, including fibronectin, collagen type I, laminin and combinations, was
used to analyze the inhibition of tumor cell adhesion by the matrix specific oligopeptides GRGDS,
DGEA and EILDV. In therapeutic in vivo experiments the orthotopic murine bladder tumor
model MB49 was used. The ability of oligopeptides to interfere with tumor cell adhesion and
consecutive tumor outgrowth was evaluated and compared with that of nonspecific peptides,
commercially available irrigation fluid and single dose epirubicin chemotherapy.

Results: In vitro fibronectin specific oligopeptides showed a concentration dependent inhibition
of tumor cell adherence to fibronectin, whereas adhesion to laminin, collagen and combined
matrices was not inhibited. In contrast, combinations of integrin receptor blocking oligopeptides
were highly active. In vivo local tumor take was not affected by irrigation fluid, nonspecific
peptides or monospecific oligopeptides alone, whereas the combination of the 3 oligopeptides
effectively inhibited tumor outgrowth.

Conclusions: Combining oligopeptides with various specificities significantly inhibited tumor
cell adhesion and tumor outgrowth. Application of this principle in a clinical setting may be an
effective method for reducing the recurrence rate of superficial bladder cancer.

Key WorDS: bladder, bladder neoplasms, oligopeptides, cell adhesion

Recurrence of superficial transitional cell carcinoma of the
bladder after transurethral resection is a major clinical problem
in urological oncology. Several reports indicate that the risk is
between 50% and 70%.1-4 Genetic alteration of urothelial cells
by disposition or extrinsic toxic agents is a current hypothesis,
resulting in field changes of the urothelial layer from which
recurrence may arise.>6 Since primary therapy for superficial
bladder cancer involves endoscopic transurethral electroresec-
tion under continuous flow irrigation, large amounts of tumor
cells are released.”-® Thus, reimplantation of floating viable
tumor cells to the injured bladder wall after transurethral tu-
mor resection is another hypothesis that may explain the high
rate of tumor recurrence. Clinically the atypical appearance of
recurrent tumor in the bladder dome has been attributed to
buoyant tumor cells.® The recent genetic proof of the mono-
clonality of multifocall®11 and recurrent!213 bladder tumors
can be regarded as a further argument to support this hypoth-
esis. In vitro studies demonstrated much more rapid and firm
attachment of tumor cells to the subendothelial extracellular
matrix than to the intact lining of endothelial cells.4 Soloway
and Masters simulated the clinical situation by cauterizing
murine bladders before transurethral instillation of transition-
al tumor cells.’® Tumor developed in 54% to 94% of previously
cauterized bladders versus only 12% of normal bladders with
instilled cells. In an optimized model with prolonged tumor
cell-bladder wall contact time a reliable implantation rate of
100% was achieved even with few tumor cells.16

Such observations suggest that adhesion and cell implan-
tation into the traumatized bladder wall after transurethral
resection have an important role in tumor recurrence.?-9-17-19

Accepted for publication July 20, 2001.

Clinically several prospective randomized trials involving
this initial step of tumor formation used immediately post-
operative single instillations of cytotoxic drugs to interfere
with viability and implantation after transurethral resection.
In these trials there was an impressive reduction in the
recurrence rate that matched the results of standard week-
long intravesical treatment courses with cytotoxic drugs.20-22

In the early 1980s the importance of extracellular matrix
proteins in general and of fibronectin specifically was ob-
served for promoting cellular attachment to and interaction
with surrounding tissues.23 Rapid progress in this field iden-
tified a family of cell surface receptors called integrins that
mediate adherence by recognizing and binding to specific
peptide sequences on extracellular matrix proteins.2¢ For
fibronectin the RGD tripeptide appears to be the crucial
sequence for ligand receptor interaction.25 Integrins are het-
erodimers (« and B subunits) found in almost all animals and
some plant species. At least 1 or more different integrins are
present in almost all cell types. The integrin family as known
today contains at least 11 a and 7 B subunits, which are
associated to form at least 15 distinct heterodimers. There
are 7 fibronectin receptors, 4 laminin receptors, 3 collagen
receptors and 3 fibrinogen receptors.26-28 There is some re-
dundancy in integrin-ligand interactions. Different receptors
are often expressed on different cell types and, although they
sometimes may bind to the same ligand, they bind at differ-
ent sites or at the same site but with different avidities.29-31

Previous studies have shown the inhibition of tumor cell
adherence by the oligopeptide GRGDS on a fibronectin layer
in vitro in a concentration dependent manner. However, in
vivo no significant effect was seen at the injured bladder wall
site.32 In bladder wall extracellular matrix at least 3 macro-
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molecules are mainly responsible for cell attachment, namely
fibronectin, collagen and laminin.33.3¢ We hypothesized that,
in contrast to inhibition with monospecific oligopeptides, tu-
mor cell implantation may be inhibited more effectively by
integrin receptor blocking oligopeptides with different bind-
ing specifities. In fact, using the modified orthotopic bladder
tumor model MB4916 we observed in this study that effective
inhibition of tumor cell implantation to the injured bladder
wall by combinations of oligopeptides is feasible and more
effective than immediate single dose instillation of cytotoxic
drugs. Our data suggest that this approach may be promising
in further clinical trials.

MATERIALS AND METHODS

Urothelial carcinoma cell lines. Three clonal human urothe-
lial cell lines of different differentiation were used. The tumor
cell line RT4 was originally derived from superficial papillary
grades 1 to 2 bladder carcinoma, whereas the T24 and J82 cell
lines were derived from poorly differentiated, invasive grade 3
bladder carcinoma.35 Urothelial cells were grown under stan-
dard conditions in an incubator with 5% CO, in RPMI 1640
(Biochrom, Berlin, Germany), including 10% fetal calf serum, 2
mM. L-glutamine, 100 units per ml. penicillin and 100 ug./ml.
streptomycin (Gibco, Eggenstein, Germany). Furthermore, the
7,12-dimethylbenzanthracene (DMBA) induced murine bladder
cancer cell line MB49 was used.36 Cells were cultured in Dul-
becco’s modified Eagle’s medium under the described condi-
tions.

Oligopeptides. We used GRGDS, EILDV, KQAGDV and
DGEA as integrin receptor antagonists duplicating sites of
fibronectin (GRGDS), collagen (KQAGDV and DGEA) and
laminin (EILDV) (Bachem Biochemica, Heidelberg, Germa-
ny). We also used 3 pentapeptides with unrelated specifities,
including DRVYI (angiotensin I/II, amino acids 1 to 5), YI-
HPI (angiotensin I/II, amino acids 4 to 8) and RYLPT (proc-
tolin) as lyophilisates, which served as nonspecific controls
(Bachem Biochemica). For in vitro studies GRGDS and
DGEA were solubilized in phosphate buffered saline (PBS).
EILDV was solubilized in neutralized or nonneutralized ace-
tic acid and then diluted to experimental concentrations by
PBS. Because no differences were noted in either approach,
only the results of the latter approach are presented.

KQAGDYV instead of DGEA became available only when
starting our animal experiments. However, this pentapep-
tide was better comparable to the other 5-mere oligopeptides.
A limited number of control experiments performed in vitro
using KQAGDV showed results comparable to experiments
with DGEA (data not shown). For in vivo studies all oligopep-
tides were solubilized by adding commercially available irri-
gation fluid containing 27 gm. sorbitol and 5.4 gm. mannitol
per L. distilled water.

Cell adherence assay. An in vitro particulate adherence
assay incorporating fibronectin, collagen and laminin as adher-
ence substrates was used to mimic extracellular matrix exposed
at the site of urothelial injury. We coated 96-well microtiter
flat-bottomed plates with 30 wg./ml. matrix or various combi-
nations of matrixes. Coated wells were prepared as described
previously.3? Briefly, 50 ul. fibronectin, collagen and/or laminin
were added per well. Plates were incubated for 6 hours at 37C
in 5% CO,. Immediately before the experiment plates were
washed 3 times with sterile PBS. Solutions (50 ul.) containing
the oligopeptides GRGDS, EILDV or/and DGEA were prepared
(0.25 to 2 mM. in Hanks balanced salt solution) (Sigma Chem-
ical Co., St. Louis, Missouri) and added to each well. After
incubation for 0.5 hour at 37C cells were plated in a concentra-
tion of 6 X 10°/ml. with 50 ul. per well. Cells were spun down for
5 minutes at 70 X gravity, followed by incubation for 1 hour at
37C. Subsequently the plates were covered by foil in a PBS bath
and centrifuged upside down for 5 minutes at 70 X gravity.
After removing the foil containing nonadherent cells the per-
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cent of adhering cells was determined using a modification of
the colorimetric 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-
zolium bromide assay, as described previously.32 Earlier exper-
iments demonstrated that this assay is linear from 1,250 to
100,000 adhering cells per well (R% = 0.98). The results of these
assays are shown as the percent of initial uninhibited adhesion.

Animals. Six to 8-week-old female C57/BL6 mice (Charles
River, Sulzfeld, Germany) weighing approximately 17 gm.
were maintained at our animal care facility for 1 week before
use. Mice were housed 5 per cage in a limited access area at
a mean room temperature of 20 = 1C and a humidity of 50%
+ 10% with free access to food and water. All experiments
were approved by the institutional board and by the Ministry
of Environment, Nature and Forestry of Schleswig-Holstein,
Germany.

Tumor implantation. MB49 cells were harvested by trypsi-
nation and suspended in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
without L-glutamine, fetal calf serum and antibiotics. Viabil-
ity was determined by trypan blue exclusion and only tumor
cell suspensions with more than 90% viable cells were used
for tumor implantation. The tumor cell suspension for im-
plantation was adjusted to 2 X 10° cells per ml. Intravesical
tumor implantation was done, as previously described.16

Briefly, under short ether inhalation anesthesia the mice
received an intraperitoneal injection of diluted sodium pen-
tobarbital at a single dose of 0.06 mg./gm. body weight. A 24
gauge polytetrafluoroethylene intravenous Insyte-W cathe-
ter (Becton-Dickinson, Heidelberg, Germany) was inserted
transurethrally into the bladder. A guide wire was inserted
into the bladder via the polytetrafluoroethylene catheter and
gently pushed forward until it reached the bladder dome. The
guide wire was attached to the cautery unit and monopolar
coagulation was applied for 5 seconds at the lowest coagula-
tion setting. After guide wire removal 0.1 ml. oligopeptide or
control solution was instilled and the catheter was locked.
After approximately 5 minutes 0.1 ml. tumor cell suspension
(2 X 10° cells per ml.) was instilled. The catheter was locked
again and the cell suspension was maintained in the bladder
for 2 hours.

Treatment protocol. Mice were randomized into 10 groups,
including group 1 (30 animals)—controls, 2 (20 animals)—
irrigation fluid, 3 (10 animals)—combination of 5 mg./ml.
nonspecific peptides DRVYI, YIHPI and RYLPT each, 4 (30
animals)—5 mg./ml. GRGDS, 5 (10 animals)—5 mg./ml.
KQAGDV, 6 (10 animals)—5 mg./ml. EILDV, 7 (30 ani-
mals)—combination of 5 mg./ml. (GRGDS, KQAGDV and
EILDV each, 8 (10 animals)—combination of 3 mg./ml.
GRGDS, KQAGDYV and EILDV each, 9 (10 animals)—com-
bination of 1 mg. GRGDS, KQAGDV and EILDV at 1 mg./ml.
each and 10 (10 animals)—5 mg./ml. epirubicin. Confirma-
tory animal experiments were performed in 2 instances with
equal results. The results of these experiments are expressed
together, leading to the described group sizes.

Mice were evaluated daily to determine their viability sta-
tus. Surviving animals were sacrificed at day 28. Grossly
visible tumors were assessed and bladder weight was meas-
ured as a parameter of tumor growth. Intravesical tumors
were verified by histologically testing. All mice were com-
pletely dissected to document extravesical tumor growth and
metastases. Bladder weight, body weight, and tumor rate
were compared using the Mann-Whitney U test using SPSS
software (SPSS, Erkrath, Germany). Statistical significance
was considered at p <0.05.

RESULTS

Inhibition of tumor cell adhesion to single matrices. The
potential of GRGDS to inhibit cell adherence to extracellular
matrix components was first tested in vitro on a fibronectin
matrix. The inhibitory effect varied considerably in the var-
ious cell lines with a mean loss of cell adherence of 55% =+
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6.3%, 72% * 6.6% and 91% *+ 9.2% in RT4, T24 and J82 cells,
respectively (fig. 1, A). On collagen type I no significant
decrease of tumor cell adherence was observed in any cell line
tested (fig. 1, B). On laminin matrix GRGDS failed to inhibit
significantly adhesion (fig. 1, C).

We next tested the effects of oligopeptides of other speci-
ficities, namely DGEA and EILDV. For clarity only the re-
sults of T24 cells are shown. DGEA, which is a collagen
specific oligopeptide,26 showed no relevant inhibitory activity
on the cellular adhesion to type I collagen or to fibronectin
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Fia. 1. Cell adhesion of 3 human urothelial cancer cell lines to
coated wells in presence of GRGDS. A, fibronectin. B, collagen type 1.
C, laminin.

359

(fig. 2). In contrast, EILDV, which is a laminin specific oli-
gopeptide,26 had a significant inhibitory activity on the cel-
lular adhesion to laminin as well as to fibronectin (mean
1.2% + 3% at 500 uM. and 0% =+ 2% at 300 uM., respectively,
(fig. 3).

Inhibition of tumor cell adhesion to mixed matrixes. Be-
cause the extracellular matrix of the urothelium consists of
various components,33-3¢ we tested the activity of oligopep-
tides to inhibit the adhesion of urothelial carcinoma cells to a
combined matrix consisting of fibronectin, laminin and col-
lagen. On this combined matrix the inhibitory effect of
GRGDS on the adhesion of RT-4 cells was reduced compared
with adhesion to fibronectin alone (figs. 1 and 4). When we
used combined GRGDS and EILDYV in equimolar concentra-
tions of 300 uM., a strong interference with cell adhesion was
evident. The most effective inhibitor of cell adherence in vitro
was the combination of GRGDS, EILDV and DGEA. Using
this combination almost complete inhibition of tumor cell
adhesion was observed at about 100 uM.

To mimic more realistically the in vivo situation of tumor
cell adhesion in the bladder, further experiments were done
in a murine orthotopic bladder tumor model. The murine
bladder cancer cell line MB49 was tested in similar experi-
ments. Confirming our previous experiments in human cell
lines, GRGDS alone did not inhibit the adhesion of murine
MBA49 cells, whereas combined oligopeptides were again most
effective (data not shown).

Inhibition of tumor cell implantation in vivo. In subsequent
animal studies oligopeptides were given immediately before
tumor cell implantation. Mice were sacrificed after 28 days and
bladder tumor outgrowth was determined. Tumor take was
100% in the control group. The tumor outgrowth rate was 90%
in group 2 with irrigation fluid, 90% in group 3 with nonspecific
peptides, 87% in group 4 with GRGDS, 100% in group 5 with
KQAGDV, 70% in group 6 with EILDV, 30% in group 7 with 5
mg. of the combination, 10% in group 8 with 3 mg. of the
combination, 50% in group 9 with 1 mg. of the combination and
40% in group 10 with epirubicin. The tumor take rate in groups
7 to 10 was significantly lower than in the control group (p
<0.001 versus groups 7 and 8, and p <0.05 versus groups 9 and
10). There was no statistically difference within the combined
therapy groups (fig. 5).

When specifically considering animals with bladder tumor
outgrowth, 2 patterns were observed (see table). In groups 1
to 5 and 9 high mean bladder weight of 135 mg. or greater
(178, 140, 187, 136, 151 and 144 mg., respectively) was noted.
However, in groups 7, 8 and 10 mean bladder weight was
significantly less than half at 70 mg. or less (70, 67 and 48
mg., respectively, p <0.05). Group 6 mice with tumor out-
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growth irrigated with EILDV had a mean bladder weight of
98 mg.

Gross internal organ examination revealed pulmonary me-
tastasis only in mice with intravesical tumors, including 50%
in group 1, 35% in group 2, 30% in group 3, 30% in group 4,
30% in group 5, 30% in group 6, 10% in group 7, 10% in group
8, 20% in group 9 and 0% in group 10 (see table). When
correlated with intravesical tumor outgrowth, these differ-
ences were not significant.

DISCUSSION

Various hypotheses exist to explain the high rate of tumor
recurrence after transurethral bladder tumor resection. In
1903 the implantation theory of tumors was first proposed by
Albarran and Imbert.38 Although implantation of cancer cells
into the intact mucosa has been discounted by most pathol-
ogists, the possibility of seeding to raw surfaces or in surgical
wounds is widely accepted.17?-19

Soloway and Masters argued that floating viable tumor
cells adhere to the injured bladder wall after transurethral
tumor resection, reimplant and grow to clinically evident
recurrences.'® Further indirect support for this hypothesis
came from the atypical localization of recurrent lesions in the
bladder dome or at the posterior wall, which has been attrib-
uted to buoyant cells in the air bubble after transurethral
resection or to inevitable instrumental trauma to the poste-
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rior bladder wall, respectively.?-39-41 In a prospective inves-
tigation Miiller et al noted tumor cells in 23% of patients in
the irrigation fluid obtained after transurethral resection.42
Of these patients 75% had tumor recurrence within 3 to 6
months. Recent proof of the clonal origin of multifocal pri-
mary lower!® and upper!3.43 urinary tract tumors, and espe-
cially of recurrent tumors2 44 further supports the hypothe-
sis of reimplantation. Recent clinical trials aimed at
preventing tumor cell reimplantation by single dose intraves-
ical chemotherapy immediately after tumor resection showed
a significant reduction in recurrence 1 year postoperative-
ly_9,20,45747

Thus, from the clinical viewpoint several lines of evidence
strongly support the hypothesis of tumor cell reimplantation
as a major reason for bladder carcinoma recurrence. Several
experimental approaches were established to target directly
the interaction between malignant cells and extracellular
adhesion matrix. See et al showed that in vitro receptor
blockade with GRGDS significantly decreased tumor cell ad-
herence to fibronectin, depending on GRGDS concentration,
tumor cell number and viability.32 However, in vivo receptor
blockade with GRGDS failed to inhibit cell attachment and
tumor outgrowth. Hyacinthe et al used an in vitro cell adher-
ence assay with mixed matrices that more closely resembled
the situation in vivo.48 GRGDS, mannose-6-phosphate and
heparin inhibited cell attachment in dose dependent fashion.
The laminin related peptide YIGSR failed as an inhibitor of
adhesion in vitro. In that study in vivo investigations in a
murine bladder tumor model showed a significant reduction
in cell attachment by GRGDS compared with the control
group. In contrast to See and Williams,*® Hyacinthe et al
used a 10-fold greater concentration of GRGDS.4® Pode et al
used a natural extracellular matrix exposed to low grade
human bladder tumors in vitro.1” Firm attachment of tumor
cells occurred within 1 hour, reached a maximum within 24
hours and was followed by flattening and proliferation of the
seeded cells. These results suggest that interference with
tumor implantation should be initiated within the first hour
after transurethral resection, a notion that was indirectly
confirmed by recent clinical observations.46

During transurethral resection the basement membrane and
underlying suburothelial stroma become exposed.15-17.34.50
Even with an intact epithelial lining fibrin deposition is an
excellent adhesion matrix.32-49 Competitive targeting in vitro of
tumor cell adhesion by oligopeptides in previous studies in-
volved simple matrices, whereas complex matrices or combina-
tions were not investigated. Consequently related animal stud-
ies had limited success.32:50 Because extracellular matrix
consists of several components, such as fibronectin, laminin and
collagen,34:33 and a multitude of receptors for these components
are expressed on the cell surface, this failure can be attributable
to incomplete blockage by monospecific oligopeptides, leading to
ineffective inhibition of tumor cell adhesion. Therefore, we fo-
cused on combinations that may block cell attachment to extra-
cellular matrix more effectively, consisting of the fibronectin
related peptide GRGDS, the laminin related peptide EILDV
and the collagen related peptides DGEA for in vitro and
KQAGDV for in vivo investigations.

We initially investigated the influence of GRGDS, which is
probably the best characterized inhibitory peptide in cell
adhesion biology, on bladder tumor cell binding to extracel-
lular matrix components in vitro. We observed the ability of
GRGDS to inhibit the attachment of certain tumor cell lines
to a fibronectin matrix. However, GRGDS failed to prevent
attachment of T-24 bladder tumor cells to all matrices tested,
including combined matrixes. In contrast, using GRGDS
combined with 2 other integrin receptor blocking oligopep-
tides, effective inhibition of attachment to combined matrices
was also demonstrated for T-24 cells. Typically within cer-
tain ranges all cell lines showed comparable results. Further
experiments were performed, most with the complete pattern
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tumor bearing mice (%)

Control Irrigation GRGDS

Fluid

Nonspecific
Peptides

KQAGDV

EILDV ~ Combination Combination Combination Epirubicin
Smg 3mg 1mg

Fic. 5. Percent of mice per study group with intravesical bladder tumor outgrowth after instillation of MB49 cells. Single asterisk
indicates Mann-Whitney U test p <0.05. Double asterisks indicate Mann-Whitney U test p <0.001.

Results of in vivo study in MB-49 orthotopic bladder cancer model

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group 6 Group 7 Group 8 Group 9 Group 10
Sorbitol- Nonspecific 5 Mg. 3 Mg. 1 Mg. R
PBS Mannitol Peptides GRGDS  KQAGDV EILDV Combination = Combination = Combination Epirubicin
% Tumor take 100 90 90 87 100 70 30% 10%* 507 407
Bladder wt. 178 140 187 136 151 98 707 67+ 144 48+
(mg.)
% Pulmonary 50 35 30 30 30 30 10 10 20 0
metastasisi
*p = 0.001.
+p = 0.05.

+ Not statistically significant.

of cell lines used (data not shown). The results showed a
representative impression on the emanating pattern without
overemphasizing the large amount of background data (figs.
1 to 4).

Furthermore, monospecific oligopeptide instillation and
combination therapy were tested in a murine orthotopic blad-
der cancer model. No significant decrease in implantation or
tumor outgrowth was noted after irrigation with monospe-
cific oligopeptides, whereas oligopeptide combinations tar-
geting the major components of the suburothelial stroma
significantly inhibited tumor outgrowth. Notably under our
experimental conditions solubilized EILDV was effective in
vitro on the fibronectin and laminin mono-matrix and com-
bined with GRGDS and GRGDS/DGEA in combined matri-
ces. However, in the natural environment of the murine
bladder EILDV alone was ineffective for inhibiting tumor
outgrowth. In the animal model only combinations of oli-
gopeptides with different specificities were therapeutically
effective. A combination of EILDV and KQAGDYV alone may
be effective for inhibiting cell adhesion and it is planned to be
the subject of future investigations. In addition, not only
tumor take, but also tumor weight in mice with tumor out-
growth revealed the effectiveness of this approach. In our
model bladder weight on the day of sacrifice depends on the
number of tumor cells initially instilled. Thus, any reduction
in the number of viable cells available for implantation re-
sults in decreased bladder weight.6 Irrigation with epirubi-
cin, or the 3 or 5 mg. combination led to a significant reduc-
tion in tumor take rate and bladder weight in contrast to
irrigation with control peptides, monospecific peptides or the
low concentration oligopeptide combination. This phenome-
non can be explained by the reduced number of tumor cells
available for implantation in those groups. An optimum dose
for inhibiting cell adhesion in the 3 mg. combination may be

suspected, whereas other concentrations seemed less effec-
tive. However, the differences in these groups were not sta-
tistically significant. The aspect of dose dependence is
planned to be studied in further investigations.

Our approach has several clinically important aspects. By
specific blockade of tumor cell attachment during endoscopic
procedures it may be possible to reduce the recurrence rate of
superficial bladder cancer and of other tumors with a poten-
tial for implantation seeding. When calculated approxi-
mately from the clinical effectiveness of single dose intraves-
ical chemotherapy in several clinical studies,?-5¢ the
effectiveness of this biological approach may result in a 50%
decrease in superficial bladder tumor recurrences, leaving
genetically based field changes as the major cause of recur-
rences. The strategy of combining cytotoxic chemotherapy
and oligopeptides may yield even better results. Extended
classic intravesical therapy may be reserved for high grade
lesions only. Integrin receptor blockage presumably would be
feasible without side effects. Systemic resorption via large
resection wounds would probably not lead to toxic reactions,
as is known from chemotherapy,5-56 because systemic appli-
cation of oligopeptides has not resulted in any problems in
animal studies.?’-59 No impaired hemostasis was found in
our investigations, although platelets and von Willebrand’s
factor also use the RGD recognition sequence?* and wound
healing was not influenced by GRGDS in an animal model.48
Furthermore, gross toxic effects may be largely excluded in
our mouse model since body weight and daily examinations
did not reveal significant differences in the groups. In con-
clusion, our data suggest that inhibiting tumor cell adhesion
by polyvalent oligopeptides is a highly effective method with
great potential not only for superficial bladder carcinoma,
but also for other types of carcinoma with an intrinsic risk of
tumor cell seeding.
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To improve the orthotopic murine bladder
cancer model by using bioluminescent (BL)
MB49 tumour cells for noninvasive in vivo
monitoring of tumour growth and to examine
the efficacy of integrin receptor-blocking
oligopeptides on preventing tumour cell
adhesion in this improved bladder cancer
model.

The capacity of oligopeptide combinations to
interfere with tumour cell adhesion was

Recurrences of nonmuscle-invasive urothelial
cell carcinoma after transurethral resection
(TUR) are a major clinical problem in
urological oncology. Several reports have
indicated that the risk of recurrence is
50-70% [1,2].

Endoscopic transurethral electroresection
under continuous flow irrigation, the primary
therapy for nonmuscle-invasive urothelial cell
carcinoma, results in release of large numbers
of tumour cells [2]. The re-implantation of
floating viable tumour cells to the injured
bladder wall might account for the high rate
of tumour recurrences.

Several trials have investigated this initial step
in tumour formation by instillating cytotoxic
drugs immediately after TUR to inhibit cell
viability and implantation. These trials
resulted in impressively reduced recurrence
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assessed in vivo in a syngeneic, orthotopic,
murine bladder cancer model. Tumour
outgrowth was monitored noninvasively

by bioluminescence imaging (BLI) after
administration of luciferase-expressing
MB49" bladder cancer cells. The presence of
tumour cells was verified histologically and
immunohistochemically on paraffin wax-
embedded sections of excised bladders.

Anti-adhesive oligopeptides effectively
inhibited tumour outgrowth. BLI detected
tumour cells at an early stage when there
were no clinical signs of cancer in any of the
mice. The technique has high sensitivity in
detecting tumour cell implantation, but is less

rates, which matched the results seen with
standard intravesical treatment courses with
cytotoxic drugs [3]. An alternative treatment
method would be to directly interfere with
components of the extracellular matrix (ECM).

The importance of ECM proteins, particularly
fibronectin, in promoting cellular attachment
to the surrounding tissues was recognized in
the early 1980s [4]. Several cell-surface
receptors, called integrins, were identified,
which mediate adhesion by binding to specific
peptide epitopes residing on ECM proteins [4].
For fibronectin, the arginine-glycine-aspartic
acid (RGD) tripeptide appears to be the crucial
sequence for ligand-receptor interaction [5].

In the ECM of the bladder wall fibronectin,
collagen, and laminin are the main promoters
of cell attachment [6]. Previous studies have
shown more effective inhibition of tumour
cell adhesion by combining integrin receptor-
blocking oligopeptides with different binding

reliable in assessing tumour volume in
advanced-stage disease due to light
attenuation in large tumours.

Peptides targeting adhesion molecules
prevent attachment of bladder cancer

cells to the injured bladder wall. BLI is a
sensitive method for detecting luminescent
bladder cancer cells in an orthotopic mouse
model.

bladder cancer, bioluminescence imaging, cell
adhesion, integrins, oligopeptides

specifities as compared with using single
oligopeptides [7]. In the present study, our
primary goal was to evaluate a novel mixture
of oligopeptides for its anti-adhesive
properties. The mixture included GRGDS,
which has affinity mainly to the fibronectin
receptor, but also to the collagen and laminin
receptors [8,9]. Furthermore we administered
EILDV, which is known to interact with the
fibronectin receptor [10], and YIGSR, which
has a high affinity for laminin receptors [11].
Our second objective was to use the sensitive
and noninvasive bioluminescence imaging
(BLI) technique to measure in vivo the efficacy
of these oligopeptides in inhibiting adhesion
of MB49"C cells to the injured bladder wall in
an orthotopic murine model of bladder
cancer.

The cell cultures of murine MB49C cell

clones, stably expressing luciferase, were

© 2007 THE AUTHORS
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FIG. 1.

Serial BL images of a control
mouse. Counts on days 7, 14, 21,
and 28 were 2054, 6789, 13406,
and 6092, respectively. Bladder
weight at day 28 was 130 mg.
Histology showed extensive
necrosis and haemorrhage in the

tumour.
Treatment TABLE 1

Variable group Controls P Efficacy of anti-adhesive
Group size, n 12 10 peptides in the murine
Mean light emission 0 8177 <0.001 orthotopic BL MB49**

on day 7, counts bladder cancer model.
Tumour take, % 16.7 90 <0.001
Mean bladder weight 35 186 0.005

at death, mg

FIG. 3. Surgically exposed bladder of a control mouse (a) and a mouse treated with anti-adhesive peptides (b),
photographed on day 28 after tumour implantation. Bladder weights at day 28 were 430 mg (a) and 30 mg

(b), respectively.

a b

generated by selection with geneticin as
described previously [12].

The single letter code of the peptide
sequences corresponds to the following
amino acids: D, aspartic acid; E, glutamic acid;
G, glycine; H, histidine; I, isoleucine; L, leucine;
P, proline; R, arginine; S, serine; T, threonine;
V, valine; Y, tyrosine. For the oligopeptide
mixture the therapeutic peptides used

were GRGDS, EILDV, and YIGSR (Bachem
Biochemica, Heidelberg, Germany), which
mimicked sites of fibronectin/collagen/
laminin, fibronectin, and laminin, respectively
[8,9,13]. Three pentapeptides (Bachem) with
unrelated specifities, DRVYI (angiotensin I/l1),
YIHPI (angiotensin I/l), and RYLPT (proctolin)
were applied as a control.

All animal protocols were approved by the
Animal Care and Use Committee of Martin
Luther University Halle-Wittenberg. After
cauterization of the bladder 5 x 10* MB49'¢
cells in 100 pL PBS were intravesically
instilled into female C57/BL6 mice as

© 2007 THE AUTHORS

described previously [7], followed by
intravesical administration of 100 uL
oligopeptide solution. Mice in the treatment
group (12 mice) were given the combination
of GRGDS, YIGSR, and EILDV (3 mg/mL each)
while controls (10) received the nonspecific
peptides DRVYI, YIHPI, and RYLPT (3 mg/mL
each). Except for three control mice, which
had to be killed on days 19, 21, and 24 after
tumour implantation, respectively, the mice
were killed on day 28 and bladder weights
were determined.

In vivo BLI with a VisiLuxx Imager (Visitron,
Puchheim, Germany) was done weekly as
described previously [12], starting on day 7
after tumour cell instillation. Acquisition time
was 10 min and binning 6. Bioluminescent
(BL) signals were quantified using Metamorph
software (Visitron). All values are reported as
the mean (Sem) of the integrated counts (light
units) obtained from all mice within one
group. In most cases excised bladders were
also imaged to verify the origin of light
emission.

JOURNAL COMPILATION © 2007 BJU INTERNATIONAL
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FIG. 2. Light emission over time in the treatment
group (12) and the control group (10) as quantified
by BLI. The mean (Sem) values are reported and
differed significantly between the groups at all four
time points (d, day).
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Immunohistochemistry was done on paraffin-
wax sections of explanted bladders using a
rabbit polyclonal anti-luciferase antibody
(CR2029RAP; Europa Bioproducts, Cambridge,
UK), following the method described by Lee
et al. [14]. The haematoxylin and eosin (HEE)
staining was done according to standard
protocols.

Statistical analysis was done using the ANOVA
and the Student's t-test, with P< 0.05
considered to indicate statistical significance.

RESULTS

Mice from the treatment group and control
mice were given intravesically therapeutic or
unrelated control peptides, respectively,
immediately after instillation of MB49" cells
(day 0). In a preliminary study we had shown
that control mice given saline and mice
treated with unspecific oligopeptides showed
no difference in bladder weight and survival.
As we had found previously that no BL signals
were detectable immediately after intravesical
administration of 5 x 10* MB49'C cells, mice
were first imaged on day 7 after tumour cell
implantation (Fig. 1). While no BLsignals were
detectable in any of the 12 treated mice, 9 of
10 control mice showed photon emission on
day 7 (P<0.001). The mean counts (light
units) in the control group were 8177 (Table 1,
Fig. 2). There were no clinical signs of cancer
in any of the mice at this time, underscoring
the high sensitivity of BLI in detecting
tumours at this early stage of disease.

BL signals, which decreased over time, were
detected in one of 12 mice in the treatment
group on days 14, 21, and 28 while light
emission continued to be negative in the
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remaining mice of this group. The bladder
weight in this mouse was 80 mg on day 28
while the bladder weights in the remaining
mice were 20-50 mg (Fig. 3b). Histology and
immunohistochemistry for luciferase on
paraffin wax-embedded sections of explanted
bladders confirmed the presence of a small
tumour in the mouse that had shown light
emission. A very small tumour cell nest

was also identified by histology and
immunohistochemistry in another mouse of
the treatment group, that had not had any
photon emission throughout the study
(bladder weight on day 28 was 30 mg). All the
other bladders were histologically tumour-
free, indicating that tumour cell implantation
was successfully inhibited by anti-adhesive
peptidesin 10 of the 12 mice in the treatment

group.

All control mice with detectable light signals
on day 7 (nine mice) showed continuous
photon emission from the bladder region at
all subsequent imaging time points while
signals in the mouse that had not
demonstrated light emission on day 7
continued to be negative, suggesting that
tumour cell implantation in this mouse had
not been successful. The mean counts in the
control group on days 14, 21, and 28 were
6973, 3728, and 1670, respectively, and
differed significantly from the respective
mean counts (178, 101, and 95) in treated
mice at all time points (P=0.006, 0.009, and
0.018, respectively, Figs 1 and 2). The mean
bladder weight in the control group was
186 mg vs 35 mg in the treated mice
(P=0.005), and bladder weights ranged from
25 mg (in the mouse with no BL signals) to
430 mg (Fig. 3). Within the control group
there was no significant correlation between
bladder weight and BL signals, indicating that
light emission confirms the presence of viable
tumour cells but, especially at later time
points, does not necessarily accurately reflect
tumour volume. Explanted bladders were cut
and re-imaged with the cut-side facing the
camera. BLI indicated reduced light emission
from necrotic and haemorrhagic areas as
compared with vital tumour areas (Fig. 4a).
Histological analysis confirmed deep
muscle-invasive cancer, extensive necrosis,
haemorrhage, and infiltration of host cells
in large tumours (Fig. 4b,c); areas which
contribute to tumour volume but not to BL.
Immunohistochemistry showed scarce
staining for luciferase in these regions while
vital tumour tissue strongly expressed
luciferase (Fig. 4b,c). Luciferase-labelled
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tumour cells were identified by
immunohistochemistry in all mice showing
photon emission by BLI before death.

DISCUSSION

The ECM of the bladder consists of adhesion
molecules, such as fibronectin, laminin, and
collagen, for which a multitude of receptors
are expressed on the cell surface [5,15,16].
Thus, blockage by single monospecific anti-
adhesive peptides can lead to ineffective
inhibition of tumour cell adhesion. Based on
our previous findings, showing that
combinations of oligopeptides blocked cell
attachment to the ECM more effectively [7],
we examined a novel polyvalent fibronectin/
collagen/laminin-related peptide mixture
consisting of GRGDS, EILDV, and YIGSR [8-
11,13]. As fibronectin seems to be a key player
of the ECM in mediating cell adhesion, we
used two different oligopeptides, GRGDS and
EILDV, to block different fibronectin receptor
epitopes. See et al. [16] showed that GRGDS
significantly decreased bladder cancer cell
adhesion to fibronectin in vitro. However,

in vivo, GRGDS alone failed to inhibit cell
attachment and tumour outgrowth.
Hyacinthe et al. [17] used an adhesion assay
with mixed matrices: GRGDS inhibited cell
attachment in vitro and also significantly
reduced cell adhesion in a murine bladder
cancer model when given intravesically. These
authors administered GRGDS at a 10-fold
higher concentration compared with See etal.
[16].

EILDV had shown efficacy in inhibiting
bladder cell adhesion on a fibronectin
monomatrix, while in the natural
environment of the murine bladder EILDV
alone was ineffective in inhibiting tumour

FIG. 4.

Ex vivo BLI (a) of the explanted
and cut bladder shown also in
Fig. 2(a). Obviously necrotic
tumour areas emitted less light
than vital tumour tissue.
Immunohistochemistry for
luciferase (b and c) on
corresponding paraffin wax-
embedded sections show
luciferase-positive tumour cells
surrounded by infiltrating host
cells (b) and large areas of
necrosis (c).

outgrowth [7]. Yamamoto et al. [18] reported
a significant anti-metastatic effect of YIGSR
and an even stronger effect of EILDV in a
melanoma model in vivo. EILDV and/or RGD
also significantly reduced endodermal cell
migration [19], while YIGSR and RGD
inhibited adhesion of gastric cancer cells to
ECM and prolonged survival in a murine i.p.
gastric cancer model [20]. YIGSR also reduced
the invasive potential of human lung cancer
cells in vitroand inhibited lung metastasisin a
murine model [13]. Altogether, these data
prompted us to test a novel combination of
the anti-adhesive peptides GRGDS, EILDV, and
YIGSR for its potency in inhibiting bladder
cancer cell attachment in vivo. This peptide
mixture successfully inhibited bladder cancer
outgrowth in 10 of 12 mice, suggesting that
direct blockade of adhesion receptors might
be a valuable treatment option for reducing
recurrences after TUR.

Due to the impossibility of measuring tumour
size by calliper in orthotopic bladder cancer,
therapeutic effects are usually assessed by
clinical symptoms and 'endpoint variables'
such as survival time, bladder weight, and
histological analysis of explanted bladders
[21]. In the present study, we examined
whether BLI is a suitable method for detecting
orthotopically implanted bladder cancer cells
at an early time point and might be used to
monitor tumour growth and therapeutic
efficacy noninvasively over time. In the
present study there was effective inhibition of
tumour cell implantation to the injured
bladder wall by anti-adhesive oligopeptides as
early as day 7 after tumour implantation. To
our knowledge, this is the first syngeneic, BL
bladder cancer model to be reported. BLI
allows for repetitive imaging of multiple mice
in parallel, which reduces statistical variability
and the number of mice needed per
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experiment. In a previous BLI study we
showed that emitted photons tightly correlate
with tumour volume up to a certain tumour
size, beyond which correlation appears to be
much less reliable [12]. Features such as
necrosis, haemorrhage, muscle invasion

of cancer cells, and tumour infiltration of
host cells contribute to tumour size but not
to light emission, as we clearly show also in
the present study (Fig. 4). In addition,
intratumoral distribution of vessels, oxygen,
and the luciferase substrate luciferin becomes
more heterogeneous with increasing tumour
size.

The sensitivity for detecting the weak BL light
originating from tumour cells in a living body
is mainly influenced by cellular luciferase
activity and localization of the luciferase-
expressing tumour cells. The MB49"C cells
we used had high luciferase activity as
determined luminometrically. In cell culture
experiments the lower detection limit for BLI
was 1000 MB49"C cells (data not shown).

The main obstacles for reliably quantifying
photon emission in vivo are scattering and
absorption of light by tissues, predominantly
caused by haemoglobin [22]. The histological
features described above might explain why
in the present study all mice that had BL
signals on day 28 also showed the lowest light
emission on this day, while photon emission
had been up to 10-fold higher on days 7 or 14,
respectively (Fig. 2). Light absorption by
tissue, dark fur, and dark pigmented skin as
seen in the C57/BL6 mice we used might have
contributed to the fact that BLI failed to
detect tumour cells on day 0. Recently, the
use of human BL bladder cancer cells in
orthotopic tumour models has been reported
[23-25]. Smakman et al. [25] administered
i.p. a cyclooxygenase-2 inhibitor while
intravesically instilled bisphosphonates and
polo-like kinase small interfering RNAs,
respectively, were tested by Sato et al. [24]
and Nogawa et al. [23].

Although experimental differences limit
comparability with the present data, these
studies corroborate our main findings:
therapeutic efficacy corresponds to
significantly less mean photon emission in
treated mice as compared with control mice.
Both Sato et al. [24] and Nogawa et al. [23]
implanted 2 x 10° (40-fold our dose) UM-UC-
3"C cells. BL signals were first detectable on
day 4, underscoring that BLI cannot detect
luminescent cells immediately after
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intravesical administration. Both studies are
terminated at day 21. Nogawa et al. [23] show
a strong linear increase in light emission from
day 12 to day 18, but do not present data
thereafter, while Sato et al. [24] report a
strong increase between days 15 and 18,
followed by a plateau phase until day 21. This
plateau also suggests that tumour growth
and BL signals correlate less well in advanced
disease. Thus, BLI loses some of its power as a
quantitative method for assessing tumour
burden as cancer progresses, but still retains
its power as a qualitative technique.

Smakman et al. [25] injected 6 x 10° human
BL T24 TCC cells into the bladder dome of
nude mice. Notably, T24 cells are thought to
have only limited use for in vivo experiments
as they lack tumorigenicity [26]. Control mice
showed a linear increase in mean photon
emission until closure of the study on day 56,
which differed significantly at all time points
from that of the treatment group. BLI was
firstdone on day 28, a time point at which the
present study had to be closed for ethical
reasons and three of our control mice (bladder
weights: 310, 370, and 380 mg) were already
dead. Histological analysis did not reveal any
invasion of the muscle layer by T24 cells,
which indicates that the xenogeneic T24
tumour grows far less aggressively than
bladder cancer in humans and the syngeneic
model we used and thus allowed for a longer
observation period.

In summary, BLI is a valuable tool for
assessing therapeutic efficacy in murine
models of orthotopic bladder cancer. BLI
confirms intravesical implantation of bladder
cancer cells at an early stage, which also
allows randomization of mice into different
groups before starting anticancer therapies.
The present data verify that specific
combinations of anti-adhesive peptides
effectively prevent cell attachment and thus
subsequent invasion and growth of bladder
cancer cells, indicating that this therapeutic
approach might contribute in reducing the
recurrence rate of bladder cancer after TUR.
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Objectives: The development of intra-abdominal tumor spread and port-
site metastases in urothelial cancer are still questions regarding the
safety of laparoscopic methods for the resection of malignancies. Cur-
rently, the actual incidence of intra-abdominal tumor spread and port-
site metastasis remains unknown. Herein, we investigated the influence
of antiadhesive oligopeptides and cytotoxic agents (administered intra-
peritoneally) on implantation of a tumor cell suspension after laparo-
scopic surgery in an experimental model.

Methods: Forty C57 bl6 mice underwent laparoscopy with CO, insuffla-
tion and instillation of a MB 49 syngenic urothelial tumor cell suspension
into the abdominal cavity. Mice were randomly allocated to one of the
following groups (n =10 mice per group), and all agents were admini-
strated intraperitoneally: (1) control (phosphate-buffered saline);
(2) unspecific oligopeptides; (3) specific oligopeptides; (4) mitomycin.
The mice were sacrificed 14 d after the procedure, and the peritoneal
cavity and port sites examined for the presence of tumor.

Results: A significant reduction in tumor implantation and port-site
metastases was observed in all treatment groups (specific oligopeptides
and mitomycin). The oligopeptide group showed the best performance
regarding body weight.

Conclusions: This study suggests that tumor implantation after laparo-
scopic surgery and port-site metastases might be prevented by the
intraperitoneal administration of specific oligopeptides or cytotoxic
agents. Moreover, oligopeptides, in comparison with mitomycin, caused
less weight loss of the mice.
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1. Introduction

The role of minimally invasive surgery for the
treatment of renal cancer is well established [1].
Nevertheless, the biologic behavior of urothelial
cell carcinoma (UCC) is dissimilar, and a higher
risk of cell implantation and the development of
port-site metastasis exist. Thus, port-site metas-
tases have been reported following staging of
bladder carcinoma, with an incidence of almost
4%, and following nephrectomy for UCC [2,3]. To
the best of our knowledge, there are no experi-
mental data available regarding port-site metas-
tases and intra-abdominal tumor spread in UCC.
Although the mechanism of wound contamination
with viable tumor cells remains controversial [4,5],
it has been suggested that the use of intraper-
itoneal cytotoxic agents as adjuvant therapy may
prevent tumor implantation by killing tumor cells
that have been liberated by laparoscopic manip-
ulation [6]. Previous studies have demonstrated
the effective inhibition of tumor cell implantation
in the urinary bladder with the use of a combina-
tion of peptides that block integrin receptors [7].
This modern approach to prevent tumor implan-
tation in a very specific way is applied to
investigate the issue of port-site metastasis in
urothelial cancer. To further investigate the role of
specific receptor blockade and cytotoxic agents, an
experimental laparoscopic model, which entailed
an intraperitoneal tumor suspension and intraper-
itoneal therapeutic agents, was employed to
investigate postlaparoscopy tumor dissemination
and implantation.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Six- to 8-week-old female C57/BL6 mice, weighing approxi-
mately 17 g, were purchased from Charles River, Germany,
and maintained at our animal care facility for 1 wk prior to use.
The mice were housed, five per cage, in a limited access area at
a room temperature of 20 + 1 °C and a humidity of 50% + 10%
with food and water ad libitum. All animal protocols were
approved by the Animal Care and Use Committee, Martin-
Luther-University Halle-Wittenberg, Germany.

2.2. Tumor cells

MB49 cells were harvested by trypsination and suspended in
DMEM without L-glutamine, FCS, and antibiotics. Viability was
determined by trypan blue exclusion, and only tumor cell
suspensions with more than 90% viable cells were used for
tumor implantation. The tumor cell suspension for implanta-
tion was adjusted to 2 x 10° cells per 0.5 ml.

2.3. Treatment agents

Oligopeptides GRGDS, EILDV, and YIGSR, as antiadhesion
molecules duplicating sites of fibronectin/collagen (GRGDS),
fibronectin (EILDV), and laminin (YIGSR), and three pentapep-
tides with unrelated specificities (DRVYI, angiotensin I/1II,
amino acids 1-5; YIHPI, angiotensin I/II, amino acids 4-8;
RYLPT, proctolin), as unspecific controls, were purchased as
lyophilisates (Bachem Biochemica, Heidelberg, Germany).
GRGDS and YIGSR were solubilized in phosphate-buffered
saline (PBS). EILDV was solubilized in acetic acid, neutralized,
and subsequently diluted to experimental concentrations
with the use of PBS. In accordance with results from recent
studies concerning local treatment of bladder cancer, a
combination of peptides (GRGDS+EILDV+YIGSR/DRVYI+
YIHPI+RYLPT) (3 mg of each peptide in 1 ml solvent) was used
[7]. Mitomycin, known for local treatment of bladder cancer,
was used at a concentration of 2.5 mg/kg with a total dose of
0.05 mg in 200 pl per mouse [8].

2.4. Animal model

A 20-G intravenous cannula was inserted into the left lower
quadrant and used as an insufflation needle. A 20-G
intravenous cannula was inserted into the right lower
quadrant and used for the measurement of intraperitoneal
pressure. Disposable syringes (20 and 50 ml) were used to
inject the gas (CO,). A syringe pump was used for continuous
gas insufflation. Intraperitoneal pressure was measured as the
distance between the right and left levels of water in the
U-shaped tube (Fig. 1). A continuous pressure between 8 and
10 cm H,0 was achieved with this system [9].

2.5. Treatment protocol

The effect of antiadhesive oligopeptides and mitomycin on the
development of port-site metastasis was examined in 40 mice.
Pneumoperitoneum was established, and all mice received an
intraperitoneal injection of 2 x 10° MB 49 cancer cells in 0.5 ml
of PBS at the lower midline of the abdomen. After 30 min of
pneumoperitoneum, the treatment solution was injected at a
volume of 0.5 ml, and pneumoperitoneum was maintained for
a further 5 min. The mice were randomized into four groups
(n=10 mice per group), and all agents were administrated
intraperitoneally: (1) control (PBS); (2) unspecific oligopeptides;
(3) specific oligopeptides; (4) mitomycin.

Mice were visited daily to check their viability status. Body
weight was measured before treatment, after 1 wk, and after
2 wk. Two weeks after the procedures, the mice were killed, the
tumor was spread, and development of port-site metastases
was measured. The abdomen was divided into six sectors
(Fig. 2). Peritoneal tumor deposits in each sector were assessed
and scored by using the peritoneal cancer index proposed by
Eggermont et al. [10]: 0=no intraperitoneal tumor; I=less
than three minute tumor foci; II=moderate tumor; III=
abundant or confluent tumor. Representative samples were
examined histologically to confirm the macroscopic assess-
ment. The port sites were also examined specifically for
macroscopic evidence of tumor implantation.
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Fig. 1 - A 20-G intravenous cannula was inserted into the
left lower quadrant and used as an insufflation needle. A
20-G intravenous cannula was inserted into the right
lower quadrant and used for measurement of
intraperitoneal pressure. Disposable syringes (20 and

50 ml) were used to inject the gas (CO,). A syringe pump
was used for continuous gas insufflation. Intraperitoneal
pressure was measured as the distance between the right
and left levels of water in the U-shaped tube. A continuous
pressure between 8 and 10 cm H,0 was achieved with this
system.

2.6. Statistics

The chi-square and Fisher exact probability tests were used for
the analysis of the data sets expressed as contingency tables,
and a one-way analysis of variance was used for the
assessment of mouse weights. On the basis of a power of
0.8 and a significance level of p < 0.05, a group size of 8-10
animals in each arm was recommended.

3. Results
3.1.  Body weight

The preoperative weights of the mice in each
group were similar (p > 0.05). Mice in the specific
oligopeptide group gained more weight as a percent-
age compared with the other groups (p < 0.001). The
mitomycin group lost weight compared with the

T T2

Fig. 2 - The abdomen was divided into six sectors.
Peritoneal tumor deposits in each sector were assessed
and scored by using the peritoneal cancer index proposed
by Eggermont et al. [10]: 0 = no intraperitoneal tumor;

I = less than three minute tumor foci; I = moderate tumor;
III = abundant or confluent tumor.

control groups (p < 0.05) and also compared with
the specific oligopeptide group (p < 0.001; Table 1).

3.2.  Tumor outgrowth

Tumor implantation is summarized in Tables 2 and 3.
Eight mice in the specific oligopeptide group and
seven mice in the intraperitoneal mitomycin group
were totally free of tumors. All mice in the remaining
groups developed tumors within the peritoneal
cavity. A reduction in tumor growth was observed
in all treatment groups: specific oligopeptide and
mitomycin (p < 0.0001; chi square; Table 2). In the
specific oligopeptide group, 87% of sectors had no
visible tumor growth compared with 12% in the
control group (p < 0.0001; Fisher exact test). Mice in
the mitomycin group also had significantly more

Table 1 - Mice weight after treatment

Control (PBS)

Nonspecific peptides

Specific peptides Mitomycin

Weight at surgery 19.8 (17.2-20.4)
Weight at day 14 19.6 (18.2-20.1)
% increase in weight -1%

18.7 (17.0-20.9)
18.4 (17.9-19.9)
~1.6%

18.5 (17.1-20.7)
20.7 (19.9-21.2)
11.9%

19.2 (17.5-20.0)
18.1 (17.1-19.3)
—5.7%

PBS = phosphate-buffered saline.
Values are medians (ranges), in grams.
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Table 2 - Peritoneal tumor index

Grade Control Nonspecific Specific peptides Mitomycin
(PBS) (n=10) peptides (n = 10) (n=10) (n=10)

0 (no tumor) 7 5 52 50

I 14 15 5 6

I 22 21 2

11 17 19 1 2

Total no. of sectors with tumor (all grades) 53/60 (88%)

55/60 (92%)

8/60 (13%)

10/60 (17%)

PBS = phosphate-buffered saline.

Table 3 - Sector analysis of tumor involvement

Sector PBS (control) Nonspecific peptides Specific peptides Mitomycin Total

1 10 9 2 2 23

2 8 11 1 1 21

3 12 5 1 3 21

4 7 8 2 1 18

5 11 10 1 2 24

6 5 12 1 1 19

Total 53/60 (88%) 55/60 (92%) 8/60 (13%) 10/60 (17%) 126/240 (52%)

PBS = phosphate-buffered saline.

sectors free of visible tumors compared with controls
(83%; p < 0.0001). Tumor growth was not significantly
reduced in the unspecific oligopeptide group or in the
PBS group (p > 0.05). There was no predilection for
tumor growth to occur around the site of introduction
of the tumor cell suspension, and tumor distribution
was similar in all sectors (Table 3). Tumor metastasis
to the port sites occurred less frequently in the
specific oligopeptide and mitomycin group compared
with the unspecific oligopeptide and PBS group
(p < 0.0001; chi square; Table 4). None of the animals
showed adhesion formation in the abdomen, ascites,
other signs of peritonitis, or delayed healing of the
port sites. There were no septic problems observed in
any group: The vitality of the mitomycin mice was a
little reduced compared with the other groups;
however, no mice died during this study.

4, Discussion

The precise incidence of port-site metastases
remains uncertain. Regarding urology, Micali et al.

Table 4 - The number of port sites with tumor present

PBS (control) Nonspecific Specific Mitomycin
peptides peptides
19/20 18/20 2/20 3/20

PBS = phosphate-buffered saline.

[11] showed that the incidence of tumor seeding
after laparoscopic oncologic surgery is rare and
appears similar to the historically reported rate for
open surgery. Tumor seeding appears to be most
commonly related to the removal of high-grade
tumors and deviation from oncologic surgical
principles [11]. Remarkably, 50 centers were con-
tacted for this survey and 19 sites were elected to
participate. Thus, there may be an uncertain
number of existing port-site metastases not appear-
ing in this study. An adjuvant therapy option to
prevent intraperitoneal tumor spread may be help-
ful in case of accidental opening of the collecting
system.

The risk of tumor implantation after laparoscopic
procedures concerning UCC is well-known, with a
higher risk of cell implantation associated with UCC
compared with, for example, renal or prostate
cancer [12-14]. Relative to the biologic behavior of
the tumor, hematogenous development of port-site
metastases was described [15]. In most cases viable
tumor cells may contaminate laparoscopic wounds
by direct transfer from laparoscopic instruments
or by aerosolization of malignant cells liberated
into the peritoneal cavity during the period of
pneumoperitoneum [16]. For this reason, the use
of intraperitoneal chemotherapy to prevent port-
site metastases after laparoscopic resection of
malignancy has been suggested [6]. The use of an
intraperitoneal chemotherapeutic agent immedi-
ately after laparoscopic surgery may achieve optimal
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killing of viable intraperitoneal cells, thereby pre-
venting implantation into raw peritoneal surfaces
such as port sites [17]. However, since only a small
number of viable tumor cells implanting at the port
site may result in a metastasis [18], the dose and
timing of any agent used is critical. Potential
advantages of intraperitoneal chemotherapy include
the achievement of direct contact between tumor
cells and the tumoricidal agent used as well as
beneficial alterations to cell kinetics [19]. In addition,
peritoneal administration might achieve an even
distribution of the agent throughout the peritoneal
cavity and prolonged exposure time owing to slower
clearance compared with systemic therapy. Abaza
etal. [20] demonstrated a highly effective inhibition of
peritoneal urothelial tumor cell implantation by
intraperitoneal administration of mitomycin in a
murine model for open surgery. Recent clinical
studies clearly demonstrated the feasibility and
efficacy of intraperitoneal instillation chemotherapy
with taxanes in patients with ovarian cancer. Pre-
liminary results of a phase 3 study showed an
improved outcome with the addition of intraperito-
neal instillation chemotherapy to systemic che-
motherapy after optimal primary cytoreductive
surgery [21].

The systemic uptake of intraperitoneally admini-
strated drugs is dependent on exposure time and, in
particular, on intra-abdominal pressure [22]. A high
intra-abdominal pressure enhances the systemic
drug absorption [23], which is possibly a further
advantage of intraperitoneal drug administration
during laparoscopy. However, intraperitoneal che-
motherapy causes severe side effects comparable to
systemic chemotherapy [24]. For this reason, a
specific inhibition of tumor cell implantation with
receptor-blocking oligopeptides [7] was used in a
murine model for laparoscopic-induced port-site
metastasis and compared with a commonly used
chemotherapeutic agent for local treatment of UCC:
mitomycin. There are no published data on the
intraperitoneal use of combination of oligopeptides.
Several publications exist for experimental intra-
peritoneal application of single oligopeptides [25].
We transferred our experiences from the orthotopic
bladder cancer model [7] to the intraperitoneal use.
In the bladder cancer model the combination of
different oligopeptides showed the highest effect in
inhibition of cell adhesion.

The results of the current study demonstrate a
significant reduction in peritoneal tumor implanta-
tion after the use of intraperitoneal oligopeptides
and mitomycin. In addition, the study also demon-
strates a reduction in the incidence of port-site
metastases. Notably, this reduction was achieved

even though the agents used were administered
30 min after introducing tumor cells into the
peritoneal cavity followed by instillation of the
therapeutic solution for 5 min. This approach is an
empiric schedule similar to that used in the clinical
situation and requires validation in further studies.

In the human situation, port-site metastases are
mostlyrelated to laparoscopy; however, local tumor
recurrence or intraperitoneal tumor spread may
also occur as a result of laparoscopic procedures
[26].

The results of this study suggest that the
tumoricidal effects of these agents, used at the
appropriate dose, may reduce the number of
viable tumor cells in the peritoneal cavity and
prevent the implantation of viable cells, and that
this strategy may be applicable even when unex-
pected malignancy is encountered during laparo-
scopic surgery.

The possibility of adverse effects of cytotoxic
agents such as mitomycin on wound and anasto-
motic healing might be questioned, and severe side
effects after local therapy of bladder tumors have
been previously reported [27-30]. Herein, in contrast
to oligopeptide therapy, mitomycin resulted in
significant weight loss following intraperitoneal
administration, suggesting the possibility of adverse
systemic effects. This issue must be carefully
considered before similar strategies are applied
clinically. An effective inhibition of bladder cancer
cell implantation by oligopeptides in an orthotopic
murine bladder cancer model was previously shown
[7]. Thus, a clinical study in early instillation therapy
to prevent bladder cancer recurrences would realis-
tically require an adequate number of patients to
perform phase 1 and phase 2 trials. In intraperito-
neal drug administration, a phase 1 study based on
an empiric transfer of the “bladder data” to the
intraperitoneal approach might be possible, too.
However, there would probably not be enough
patients available for a significant study concerning
port metastases.

The results of our study do, however, suggest that
both of these strategies can reduce laparoscopy-
associated tumor implantation, although the doses
administered and the duration of exposure for each
agent will need to be investigated further to mini-
mize the risk of adverse outcomes. Mitomycin
appears to prevent tumor spread and is equally
effective and less costly; however, toxic effects
probably would be greater with mitomycin than
with oligopeptides regarding mice weight in this
study.

Inhibition of tumor cell adhesion by specific
oligopeptides is a highly effective method with
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great potential not only for preventing port-site
metastases, but also for other carcinomas with an
intrinsic risk of tumor cell seeding.
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Editorial Comment
Fredrik Liedberg, Vdxjd, Sweden
f.liedberg@ltkronoberg.se

The present article describes decreased intraper-
itoneal urothelial tumour cell growth by adminis-
tration of antiadhesive oligopeptides or mitomycin
intraperitoneally in a laparoscopic mouse model.
The effect of intraperitoneal administration of
mitomycin on peritoneal tumour growth of urothe-
lial cell carcinoma has recently also been described
by Abaza and coworkers [1]. The authors discuss
intraperitoneal administration of antitumour sub-
stances to prevent port-site metastases after
laparoscopic surgery for malignancies such as
urothelial cell carcinoma. However, the fear of
port-site metastases has decreased in recent years
as more data support similar incidences of port-site
metastases and metastases in the wound margins
(0.5-1.3% and 0.8-1.2%, respectively) [2]. This fact in
conjunction with a rather low incidence (19%) of

peritoneal metastases in one large bladder cancer
autopsy series [3] limits the clinical potential of the
treatment described in this article, at least in blad-
der cancer. However, in ovarian carcinoma intra-
peritoneal administration of chemotherapeutic
drugs might have a place in the treatment of
selected patients [4].

References

[1] Abaza R, Keck RW, Selman SH. Intraperitoneal che-
motherapy for the prevention of transitional cell carci-
noma implantation. ] Urol 2006;175:2317-22.

[2] Fornara P, Zacharias M, Wagner S. Port-site metastases:
fact or fiction? Urol Int 2003;71:136-42.

[3] Wallmeroth A, Wagner U, Moch H, et al. Patterns of
metastasis in muscle-invasive bladder cancer (pT2-4):
an autopsy study on 367 patients. Urol Int 1999;62:69-75.

[4] Armstrong DK, Bundy B, Wenzel L, et al. Intraperitoneal
cisplatin and paclitaxel in ovarian cancer. N Engl ] Med
2006;354:34-43.




	Inhaltsverzeichnis
	1 Einleitung
	1.1 Das oberflächliche Harnblasenkarzinom
	1.1.1 Klinische Aspekte zum oberflächlichen Harnblasenkarzinom
	1.1.2 Experimentelle Aspekte zum oberflächlichen Harnblasenkarzinom

	1.2 Aufgabenstellung
	1.2.1 Das orthotope murine syngene Harnblasentumormodell
	1.2.1.1 Optimierung des orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodells
	1.2.1.2 Immuntherapie im orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodell

	1.2.2 Antiinfektiöse Therapie der systemischen BCG-Infektion
	1.2.3 Das Integrinkonzept
	1.2.3.1 Tumorzellimplantationsinhibition im orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodell durch Integrinblockade mit Oligopeptiden

	1.2.4 Die Portmetastasierung
	1.2.4.1 Klinische und experimentelle Aspekte zur Portmetastasierung
	1.2.4.2 Tumorzellimplantationsinhibition im syngenen murinen Portmetastasenmodell durch Integrinblockade mit Oligopeptiden

	1.2.5 Biolumineszens in der experimentellen Tumorforschung
	1.2.5.1 Biolumineszens im orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodell



	2 Methodik
	2.1 Tiere
	2.2 Tumorzellen
	2.3 Immuntherapeutika: BCG, aBCG, POF, ASS
	2.4 Antibiotika
	2.5 Oligopeptide
	2.6 In vitro Untersuchungen
	2.6.1 Sensibilität von BCG gegen Antibiotika
	2.6.2 Tumorzelladhäsionsassay

	2.7 In vivo: Tumorzellimplantation
	2.7.1 Technik der orthotopen Tumorzellimplantation
	2.7.2 Optimierte Implantationstechnik des orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodells

	2.8 Immuntherapie im orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodell
	2.8.1 Behandlungsprotokoll
	2.8.2 Statistische Analyse

	2.9 Antiinfektiöse Therapie unter BCG
	2.9.1 Behandlungsprotokoll des systemischen Infektionsmodells
	2.9.1.1 Bestimmung der LD 50
	2.9.1.2 Systemische primäre BCG-Infektion
	2.9.1.3 Therapie der systemischen primären BCG-Infektion
	2.9.1.4 Systemische sekundäre BCG-Infektion
	2.9.1.5 Therapie der systemischen sekundären BCG-Infektion

	2.9.2 Behandlungsprotokoll intravesikale Blasentumortherapie mit BCG unter begleitender Antibiotika-/Steroid-Therapie

	2.10 Orthotope Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische
	2.10.1 Behandlungsprotokoll
	2.10.2 Statistische Analyse

	2.11 Biolumineszentes syngenes orthotopes murines Harnblasentumormodell
	2.11.1 Generierung Luciferase exprimierender Zellklone
	2.11.2 Luciferase Assay
	2.11.3 Nachweis der Linearität von Lichtemission zu Tumorzellzahl
	2.11.4 Die orthotope Tumorzellimplantation im biolumineszenten Harnblasentumormodell
	2.11.5 Behandlungsprotokoll
	2.11.6 Biolumineszenz-Imaging im orthotopen Harnblasentumormodell
	2.11.7 Immunhistochemischer Nachweis Luc-positiver Tumorzellen und Hematoxylin- Eosin (HE) Färbung
	2.11.8 Statistische Analyse

	2.12 Die Tumorzellimplantation im Portmetastasenmodell
	2.12.1 Behandlungsprotokoll
	2.12.2 Statistische Analyse


	3 Ergebnisse
	3.1 Immuntherapie im orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodell
	3.1.1 Modifikation des MB-49 Harnblasentumormodells
	3.1.2 Effekte der Instillationstherapie auf das durchschnittliche Blasengewicht:
	3.1.3 Effekte der Instillationstherapie auf das Überleben

	3.2 Antiinfektiöse Therapie unter BCG
	3.2.1 In vitro
	3.2.2 Das systemische Infektionsmodell
	3.2.2.1 Bestimmung der LD 50 nach systemischer BCG-Infektion
	3.2.2.2 Therapie der systemischen primären BCG-Infektion
	3.2.2.3 Therapie der systemischen sekundären BCG-Infektion
	3.2.2.4 Intravesikale Blasentumortherapie mit BCG unter begleitender Antibiotika- /Steroid-Therapie


	3.3 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische
	3.3.1 In vitro
	3.3.2 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische im orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodell
	3.3.2.1 Tumorinzidenz
	3.3.2.2 Harnblasengewicht
	3.3.2.3 Histopathologische Evaluation

	3.3.3 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische im biolumineszenten syngenen murinen Harnblasentumormodell
	3.3.3.1 Tumorinzidenz
	3.3.3.2 Biolumineszens im orthotopen Harnblasentumormodell
	3.3.3.3 Harnblasengewicht
	3.3.3.4 Histopathologische Evaluation

	3.3.4 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische im Portmetastasenmodell
	3.3.4.1 Körpergewicht
	3.3.4.2 Tumorinzidenz



	4 Diskussion
	4.1 Optimierung des orthotopen murinen Harnblasenkarzinom-Modells und Einsatz zur Untersuchung der intravesikalen Bacillus Calmette-Guérin Immuntherapie
	4.2 Immuntherapie mit BCG beim Blasentumor in Hinblick auf systemische Infektionskomplikationen und Beeinflussung der lokalen Tumorwirkung durch Antibiotikatherapie
	4.3 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische
	4.3.1 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische im orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodell
	4.3.2 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische im biolumineszenten orthotopen syngenen murinen Harnblasentumormodell
	4.3.3 Tumorzellimplantationsinhibition durch Oligopeptidgemische im Portmetastasenmodell


	5 Literatur
	6 Anhang
	6.1 Thesen
	6.2 Lebenslauf
	6.3 Eidesstattliche Erklärung
	6.4 Danksagung
	6.5 Abkürzungen
	Publikationen
	Optimizing Syngeneic Orthotopic Murine Bladder Cancer (MB49)
	Experimentelle Untersuchungen zur optimalen Therapie der systemischen BCG-Infektion in vivo
	Inhibition of bladder carcinoma cell adhesion by oligopeptide combinations in vitro and in vivo
	Bioluminescence imaging to monitor bladder cancer cell adhesion in vivo: a new approach to optimize a syngeneic, orthotopic, murine bladder cancer model
	Inhibition of Tumor Implantation after Laparoscopy by Specific Oligopeptides: A Novel Approach to Adjuvant Intraperitoneal Therapy to Prevent Tumor Implantation in an Animal Model



