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1. Einleitung

Die im Verlauf maligner Erkrankungen héufig auftretende lymphogene Metastasierung
ist ein prognostisch wichtiger Faktor (1,8,15,20,24,28,57,69,82,90).

Die Behandlung befallener Lymphknoten stellt ein bis jetzt nur unzureichend gelostes
Problem dar, da die Therapie mittels chirurgischer Entfernung, Bestrahlung oder der
Gabe von Zytostatika meist zu unbefriedigenden Ergebnissen fiihrt.

So besitzen die in der Chemotherapie verabreichten Zytostatika meist eine hohe
Toxizitét (59), welche die intravends applizierbaren Dosen stark limitieren. Der ohnehin
geringe, die Lymphknoten erreichende Anteil der Zytostatika wird zusétzlich begrenzt,
sodass eine effektive Konzentration an den Lymphknoten nur schwerlich erreicht
werden kann.

Ahnliche Probleme treten bei der Strahlentherapie auf. Bei einer Bestrahlung befallener
retroperitonealer Lymphknoten werden die benachbarten Organe unnotigerweise starker
Strahlenbelastung ausgesetzt (4). Die Lymphknoten dagegen werden nur von einem
kleinem Prozentsatz der applizierten Strahlung erreicht.

Bei einer radikalen Lymphonodektomie werden die Lymphknoten mitsamt ihrer Gefidlle
und ihrem umgebenden Fettgewebe entfernt. Diese schlechte Selektion ist
ausschlaggebend fiir die erheblichen Nebenwirkungen, die regelmifig nach einer
radikalen Lymphonodektomie beobachtet werden.

Eine neue vielversprechende Methode stellt die Biopsie des ,,sentinel* Lymphknotens
(,,SL*) dar. Der ,,SL* drainiert direkt das vom Tumor befallene Gebiet. Es wurde

postuliert, dass das Ergebnis der histologischen Untersuchung des ,,SL* fiir alle anderen



in der Region gelegenen Lymphknoten in Bezug auf die Metastasierung repréasentativ
ist.

Ein weiteres Problem vor dem die Operateure bei einer Lymphonodektomie stehen, ist
die Unterscheidung der Lymphknoten vom umgebenden Fettgewebe. Die
vorausgegangenen Versuche, dieses Problem durch Fiarben der Lymphknoten zu
umgehen (19,29,56,78,81,93) zeigten aufgrund unzureichenden Kontrasts oder
inakzeptabler Toxizitdt nur wenig Erfolg.

In vorangegangenen Untersuchungen wurden verschiedene Stoffe auf ihre
Farbeeigenschaften hin getestet (56). Es wurden Versuche mit Chlorophyll (griin),
Carbon (schwarz) und Guajazulen (blau) jeweils in Losung mit Lipidiol untersucht
(22,30,75). Die untersuchten Stoffe fiihrten allerdings zu erheblichen Nebenwirkungen,
einschlieBlich der Schidigung der LymphgefiBe und des Lymphgewebes. Uberdies
verursachte Lipidiol Mikroembolisationen in den Lungenkapillaren (27,52) und ist
daher zur klinischen Anwendung nicht geeignet.

Patentblau Violett (PBV) ist ein wasserloslicher Farbstoff, welcher erfolgreich bei
Lymphographien zur Darstellung der Lymphgefae verwendet wird. Die
Farbeeigenschaften von PBV werden heute im klinischen Alltag auch fiir die Anfarbung
der ,SL*ausgenutzt (17,70,80).

Ein groBer Nachteil bei der interstitiellen Applikation eines wasserloslichen Farbstoffs
stellt die nur geringe Speicherung in den Lymphknoten dar. Der groBte Anteil des
injizierten Farbstoffs gelangt tiber Kapillaren ins Blut (79).

Die Speicherung in den LymphgefidBen kann durch die Verwendung eines lipoidalen

Trigers gesteigert werden (94).



Der Tréger sollte weder die Lymphknoten noch die GefaBwinde beschiddigen. Er sollte
nicht zu groB sein, um eine Aufnahme in die Lymphgefifle zu ermoglichen.

Um die geeignete Priparation zu finden wurden mehrere Versuche unternommen.
Versuche mit Emulsionen (40), Suspensionen (35) und Losungen (33) auf Lipid— Basis
wurden aufgrund ihrer Nebenwirkungen fiir die klinische Anwendung allerdings als nur
wenig geeignet befunden.

Bei weiteren Experimenten zeigten Liposomen nahezu optimale Eigenschaften als
endolymphatischer Substanztriger (41).

Die Vorteile der hier verwendeten Liposomen liegen in ihrer Zusammensetzung. Sie
bestehen aus Ei- Lecithin und Cholesterol.

Liposomen werden fiir die klinische Behandlung verschiedener Krankheiten mit Erfolg
eingesetzt. Liposomen verbessern die Wirkung, Absorption und Verweildauer
pharmakologischer Wirkstoffe.

Die guten Eigenschaften der Liposomen als Substanztriger wurden in vorausgehenden
Versuchen auch fiir die Lymphknotenfiarbung ausgenutzt. So zeigte ein Versuch mit in
Liposomen eingekapseltem Patentblau V nach endolymphatischer Injektion eine
erfolgreiche Fiarbung der Lymphknoten, ohne das Auftreten messbarer Nebenwirkungen
(37).

Da sich die Technik der endolymphatischen Injektion als sehr aufwendig und schwierig
darstellt, wurden Versuche unternommen, einen zeitsparenderen und einfacheren
Applikationsweg zu finden.

Ein Experiment, bei welchem ein in Liposomen eingeschlossener Fluoreszenzmarker

(Carboxyfluorescein) in die Zunge von 15 Ratten injiziert wurde, ergab, dass



Liposomen dazu geeignet sind, Stoffe nach interstitieller Injektion in die das Gebiet
drainierende Lymphknoten zu transportieren (79).

Diese Erkenntnisse bildeten die Grundlage fiir die vorliegende Arbeit. Ihr Ziel lag bei
der zuverlidssigen Identifikation der ,SL* nach dem die mit PBV beladenen Liposomen

im Tierexperiment interstitiell injiziert wurden.



2. Material und Methodik

2.1 Material

Als Farbstoff wurde Patentblau V (Abb. 1) verwendet. Patentblau V ist ein
wasserloslicher Farbstoff, welcher seit Jahren zur Darstellung der Lymphgefil3e bei
Lymphographien Anwendung findet.

Die Herstellung der Liposomen erfolgte mittels Hochdruckextrusion.
Ei-Phosphatidylcholin (EPC; Lipoid GmbH, Ludwigshafen) / Cholesterin (E. Merck,
Darmstadt) (3:1, mol/mol) wurden mit Cholat-Na (Sigma, USA) in einem molaren
Lipid- Detergens- Verhéltnis von 0,625 gemischt und in Methanol (E. Merck,
Darmstadt) gelost. Durch vollstindige Entfernung des Losungsmittels am
Rotationsverdampfer und anschlieBendes Trocknen am Hochvakuum wurde ein klarer
Lipid- Detergens- Film erhalten. Dieser wurde in einer isotonen Losung von 3 % (m/V)
Patentblau Violett (Bleu Patenté V; Laboratoire Guerbet, F) in Phosphatpuffer pH 7,4
(10 mM Na,HPO4*12 H,0) gelost. Darauthin erfolgte die Herstellung der Liposomen
durch Detergens- Entfernung mittels Tangentialfiltration (64) {iber drei Stunden
(Minisette, OMEGA, Screen Channel, 10 kD; Filtron Technology Corporation, USA).
Abschlielend wurde die Priparation durch ein steriles Filter (0,45 um; Sartorius AG,
Gottingen) filtriert. Die liposomale Préaparation wies eine Gesamtkonzentration von 25
(£ 0.4) mg PBV/ ml auf. 7,4% des enthaltenen Farbstoffes waren mit Abschluss der
Herstellung liposomal verkapselt.

Die Liposomen besaflen einen mittleren Durchmesser von 172 nm.
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Abb. 1: Strukturformel PBV (2,4Disulfo-5-hydroxy-4-4"-bis-(diethylamino)-

triphenylcarbinolmononatriumsalz (63).



2.2 Versuchsablauf

Das behordlich genehmigte Experiment wurde an 7 Schweinen mit einem
durchschnittlichem Gewicht von ca. 40 (+ 2) kg durchgefiihrt.

Die Tiere waren narkotisiert. Die Pramedikation bestand aus 0,05 ml/kg Atropin 0,1%
(Braun, Melsungen) und 0,1ml/kg Stresnil (Janssen, Neuss). Zur Narkose wurde 0,2
ml/kg Diazepam (Ratiopharm, Ulm) und 0,07ml/kg Ketamin 10% (WDT, Garbsen)
verwand.

Bei allen Schweinen wurde Patentblau V (PBV) perimammillir in die vier jeweils am
weitesten caudal beziehungsweise am weitesten cranial gelegenen Mammae injiziert.
Bei allen Tieren wurde auf der rechten Seite eine Losung mit in Liposomen
eingekapseltem PBV und auf der linken Seite eine wissrige PBV- Losung verabreicht.
Pro Depot wurden 0,5 ml der jeweiligen Préiparation mit 25mg PBV/ml appliziert.
Tier 1 wurde nach 3 Stunden, Tier 2 und Tier 3 nach 6 Stunden, Tier 4, Tier 5 und Tier
6 nach 12 Stunden und Tier 7 nach 24 Stunden getotet.

Bei allen Tieren wurden danach die Lymphknoten aufgesucht, fotografisch

dokumentiert, entnommen und erneut fotografiert.



2.3 Messung
2.3.1 Probenaufbereitung

Die Lymphknoten wurden von Fett- und Bindegewebe befreit und gewogen. Danach
wurde der stark blau gefirbte Bereich vom restlichen Lymphknoten getrennt und
gewogen. Bei nur schwacher Fiarbung des gesamten Lymphknotens, wurde eine
Referenzprobe von circa 1 g fiir die weitere Messung verwendet. Das geférbte
Lymphknotengewebe wurde zerkleinert und je nach Gewicht in 1,5 bis 3 ml Ethanol

aufgenommen.
2.3.2 Zentrifugation

Die Proben wurden 30 min bei 100 000 g und 4° C mit einem Festwinkel-Rotor (Abb.
2) zentrifugiert.

Der Grundvorgang bei der Zentrifugation ist die Bewegung von Partikeln (Zellen,
Organellen oder Einzelmolekiile) durch ein fliissiges Medium unter dem Einfluss eines
Zentrifugalfeldes. Fiir die Geschwindigkeit eines kugelférmigen Partikels gilt dabei

nach dem Stokeschen Gesetz (51):

K ma

= 671'777'17 = 67anp

v



Hierbei ist K = ma die auf das Partikel mit der Masse m und dem Radius r,, aus geiibte
Kraft im Schwerefeld. Im Feld herrscht die Beschleunigung a, angegeben in Vielfachen
der Erdbeschleunigung g = 981 (cm « s2). 1 ist in dieser Gleichung die Viskositit des
Mediums, in dem sich das Partikel bewegt. Die Sedimentationsgeschwindigkeit eines
Partikels ist also proportional seiner Masse und der angewandten
Zentrifugalbeschleunigung und umgekehrt proportional dem Teilchenradius und der
Viskositit des Mediums.

Fiir das Zentrifugalfeld gilt:
2
a=®Tgr

rr ist der Radius des Rotors oder genauer die jeweilige Entfernung des Partikels von der

Drehachse und o die Winkelgeschwindigkeit.

[

25 ,56°

Abb. 2: Schnitt durch einen Festwinkel —Rotor mit Angabe des Neigungswinkels der
Zentrifugenrohrchen (51).



-10 -

2.3.3 Spektralphotometrische Messung

Die Konzentration von PBV wurde mit Hilfe spektralphotometrischer Messung, bei
einer Wellenldnge von 635 nm, ermittelt.

Wird Licht durch eine Substanz, z.B. durch ein in einem farblosen Losemittel geloster
Farbstoff, gestrahlt, wird ein Teil der einfallenden Strahlung Iy, absorbiert (= I,) ein
weiterer Teil wird reflektiert oder gestreut (= I;) und der Rest wird durch die Probe
ungehindert transmittiert (= I;) (Abb. 3).

Damit gilt (31):

Iy=1+1 +]

Der Transmissionsgrad T, der Reflektionsgrad R und der Absorptionsgrad A errechnen

sich nach folgenden Formeln:

N

T=_7 s
lo lo lo

Die Absorption A (Extinktion) wird als optische Dichte angegeben. Die Absorption A
ist von der Schichtdicke der Probe d und der Wellenlidnge A des eingestrahlten Lichtes

abhingig:

A;‘ = mxd
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Dabei wird m) als Absorptionsmodulus bezeichnet und aus der Konzentration ¢ und

dem molaren dekadischen Absorptionskoeffizienten €) (Extinktionskoeffizienten)

berechnet.

m) = §)C

Die Kombination beider Gleichungen ergibt das Lambert-Beersche Gesetz:

Ay =§¢

Abb. 3: Ein Lichtstrahl der durch eine Kiivette mit einer gefiarbten Losung fillt, wird
teilweise absorbiert (Ia), teilweise reflektiert oder gestreut (Ir) und geht
teilweise ungehindert durch (It) (31).



-12-

Der Absorptionskoeffizient fiir PBV in Ethanol wurde mit Hilfe einer

Verdiinnungsreihe ermittelt (Abb. 4):
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Abb. 4: Extinktionen der Verdiinnungsreihe von Patentblau V gelost in Ethanol, bei
einer Wellenldnge von 625 nm.



-13-

3. Ergebnisse

3.1 Optische Auswertung

Bei Tier 1 waren drei Stunden nach der Injektion die Halslymphknoten der rechten Seite
gut gefidrbt (Abb. 5, 6). Aufgrund des guten Kontrastes konnte sie schnell aufgefunden
und entnommen werden, was sich auf der linken Seite (Abb. 7) wesentlich schwieriger
gestaltete. Die iliakalen und inguinalen Lymphknoten waren samt der benachbarten
Lymphgefile bei Tier 1 beidseitig gut geféarbt (Abb. 8, 9). Allerdings wurde das
Operationsfeld nach Durchtrennen der Lymphgefi3e mit PBV kontaminiert, sodass die

Unterscheidung zwischen den einzelnen anatomischen Strukturen erschwert war.

Abb. 5: Tier 1; Zervikale Lymphknoten der linken und rechten Seite 3 Stunden nach
perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.
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Abb. 6: Tier 1; Zervikale Lymphknoten der rechten Seite in situ, 3 Stunden nach
perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen.

.

Abb. 7: Tier 1; Zervikale Lymphknoten der linken Seite in situ, 3 Stunden nach
perimamilldrer Injektion wissriger PBV Losung.



-15-

-" 'é. o s i -
Abb. 8: Tier 1; Inguinale Lymphknoten der rechten Seite in situ 3 Stunden nach
perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen.

Abb. 9: Tier 1; Inguinale Lymphknoten der linken Seite in situ, 3 Stunden nach
perimamillédrer Injektion.
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Sechs Stunden nach der Injektion waren bei Tier 2 am Hals nur die Lymphknoten der
rechten Seite suffizient gefirbt (Abb. 10, 11). Die iliakalen und inguinalen

Lymphknoten waren ebenfalls auf der rechten Seite stirker gefarbt (Abb. 12, 13).

Bei Tier 3 waren nach 6 Stunden die zervikalen Lymphknoten beiderseits nicht
auffindbar. Von den inguinalen Lymphknoten zeigte die rechte Seite eine stirkere

Féarbung (Abb. 14, 15).
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Abb. 10: Tier 2; Zervikale Lymphknoten der rechten Seite in situ, 6 Stunden nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen.

Abb. 11: Tier 2; Zervikale Lymphknoten der linken Seite in situ, 6 Stunden nach
perimamilldrer Injektion wissriger PBV Losung.
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Abb. 12: Tier 2; lliakale Lymphknoten der linken und rechten Seite 6 Stunden nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.

icm

il

Abb. 13: Tier 2; Inguinale Lymphknoten der linken und rechten Seite 6 Stunden nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.
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14: Tier 3; Inguinale Lymphknoten der linken und rechten Seite 6 Stunden nach
perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.
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Abb. 15: Tier 3; Inguinale Lymphknoten der linken und rechten Seite 6 Stunden nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.
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Bei Tier 4 waren 12 Stunden nach der Injektion die Halslymphknoten der rechten Seite
gut gefirbt (Abb. 16, 18). Die zervikalen Lymphknoten der linken Seite hingegen
zeigten keine sichtbare Firbung (Abb. 17, 18).

Die inguinalen Lymphknoten waren ebenfalls auf der rechten Seite stirker gefirbt (Abb.

19, 20, 21).

Bei Tier 5 waren nach 12 Stunden die zervikalen und inguinalen Lymphknoten der
rechten Seite besser gefarbt.
Die iliakalen Lymphknoten waren nur auf der rechten Seite gefarbt (Abb. 22, 23, 24, 25,

26).

Bei Tier 6 waren nur die rechten Zervikallymphknoten gefirbt.
Die inguinalen Lymphknoten zeigten auf der rechten Seite eine stirkere Farbung (Abb.

27, 28, 29, 30).
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Abb. 16: Tier 4; Zervikale Lymphknoten der rechten Seite in situ, 12 Stunden nach
perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen.

Abb. 17: Tier 4; Zervikale Lymphknoten der linken Seite in situ, 12 Stunden nach
perimamillédrer Injektion wissriger PBV Losung.
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Abb. 18: Tier 4; Inguinale Lymphknoten der rechten Seite in situ, 12 Stunden nach
perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen.

Abb. 19: Tier 4; Inguinale Lymphknoten der linken Seite in situ, 12 Stunden nach
perimamilldrer Injektion wissriger PBV Losung.
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Abb. 20: Tier 4; Zervikale Lymphknoten der linken und rechten Seite 12 Stunden nach
perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.

bt

Abb. 21: Tier 4; Inguinale Lymphknoten der linken und rechten Seite 12 Stunden nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.
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Abb. 22: Tier 5; Zervikale Lymphknoten der linken und rechten Seite 12 Stunden nach
perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.

Abb. 23: Tier 5; lliakale Lymphknoten der linken und rechten Seite 12 Stunden nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.
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Abb. 24: Tier 5; Inguinale Lymphknoten der rechten Seite in situ, 12 Stunden nach
perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen.

Abb. 25: Tier 5; Inguinale Lymphknoten der linken Seite in situ, 12 Stunden nach
perimamillédrer Injektion wissriger PBV Losung.
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Abb. 26: Tier 5; Inguinale Lymphknoten der linken und rechten Seite 12 Stunden nach
perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.

Abb. 27: Tier 6; Zervikale Lymphknoten der linken und rechten Seite 12 Stunden nach
perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.
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Abb. 28: Tier 6; Inguinale Lymphknoten der rechten Seite in situ, 12 Stunden nach
perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen.

Abb. 29: Tier 6; Inguinale Lymphknoten der linken Seite in situ, 12 Stunden nach
perimamillédrer Injektion wissriger PBV Losung.
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Abb. 30: Tier 6; Inguinale Lymphknoten der linken und rechten Seite 12 Stunden nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.

Vierundzwanzig Stunden nach der Injektion waren bei Tier 7 die zervikalen
Lymphknoten wegen unzureichender Fiarbung nicht lokalisierbar. Die iliakalen
Lymphknoten waren ebenfalls auf beiden Seiten nur schwach sehr gefirbt. Die

inguinalen Lymphknoten waren nur auf der rechten Seite gut geféarbt (Abb. 31, 32, 33).
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Abb. 31: Tier 7; Inguinale Lymphknoten der rechten Seite in situ, 24 Stunden nach
perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen.
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Abb. 32: Tier 7; Inguinale Lymphknoten der linken Seite in situ, 24 Stunden nach
perimamillédrer Injektion wissriger PBV Losung.
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Abb. 33: Tier 7; Inguinale Lymphknoten der linken und rechten Seite 24 Stunden nach
perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.



-31 -

3.2 Messergebnisse

Bei Tier 1 wiesen die zervikalen Lymphknoten der rechten Seite, 3 Stunden nach der
Injektion, eine mehr als 160fach hohere Konzentration verglichen mit der linken Seite
auf. Die iliakalen Lymphknoten der rechten Seite hatten eine 2.7fach hohere
Konzentration gegeniiber der linken Seite. Bei den inguinalen Lymphknoten wurde auf
der rechten Seite eine Konzentration von beinahe 67 ug PBV/ g Gewebe erreicht und
lag damit 4fach hoher als auf der linken Seite. Die Menge an PBV war in den
inguinalen Lymphknoten der rechten Seite 4,6fach hoher als auf der linken Seite. In den
Lymphknoten der Seite mit den Liposomen fand man insgesamt 531% des PBV Gehalts

der Seite mit der wissrigen Préaparation (Abb. 34, 35, 36).

PBV in Liposomen PBV in Wasser
531% 100%

Abb. 34: Tier 1; PBV Konzentration (ug/g), Menge (ug) und Verhiltnis links/rechts
(%) der zervikalen, iliakalen und inguinalen Lymphknoten 3 Stunden nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.
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Bei Tier 2 wiesen die zervikalen Lymphknoten der rechten Seite, 6 Stunden nach
Injektion der Priaparationen die 14fache PBV Konzentration verglichen mit der linken
Seite auf. Die iliakalen Lymphknoten der rechten Seite hatten ebenfalls die ca. 30fache
Menge an PBV gegeniiber der linken Seite. In den inguinalen Lymphknoten wurde auf
der rechten Seite die 20fache Menge an PBV gefunden. Die Gesamtmenge an PBV der

rechten Seite lag bei 2195% der linken Seite (Abb. 37, 38, 39).

PBV in Liposomen PBV in Wasser
2195% 100%

Abb. 37: Tier 2; PBV Konzentration (ug/g), Menge (ug) und Verhiltnis links/rechts
(%) der zervikalen, iliakalen und inguinalen Lymphknoten 6 Stunden nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wéssriger PBV
Losung links.
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Bei Tier 3 waren nach 6 Stunden die zervikalen Lymphknoten nicht lokalisierbar. Die
iliakalen Lymphknoten der rechten Seite hatten die ca. 3fache PBV Menge und die
2.5fache PBV Konzentration gegeniiber der linken Seite. In den inguinalen
Lymphknoten wurde auf der rechten Seite die 4,5fache Menge an PBV gefunden. Die
Gesamtmenge an PBV der rechten Seite lag bei 425% der linken Seite (Abb. 40, 41,

42).

PBV in Liposomen PBV in Wasser
425% 100%

Abb. 40: Tier 3; PBV Konzentration (ug/g), Menge (ug) und Verhiltnis links/rechts
(%) der zervikalen, iliakalen und inguinalen Lymphknoten 6 Stunden nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wéssriger PBV
Losung links.



- 36 -

OOOOOOOOOOOOO

4444444444444
11111111

(6/6r) uonnennuazuoy Agd

ion (ug/g) der iliakalen und inguinalen Lymphknoten

Abb. 41: Tier 3; PBV Konzentrat

nd

h perimamillérer Injektion von PBV Liposomen rechts u

wissriger PBV Losung links.

6 Stunden nac

[OWassrige Losu

0000000000000000

5555555555555555

-—_r——r—

6 Stunden
d wissriger

n PBV Liposomen rechts un

nach perimamilldrer Injektion vo

Abb. 42: Tier 3; PBV Menge (ug) der iliakalen und inguinalen Lymphknoten
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Bei Tier 2 und 3 lag der Mittelwert der PBV Menge in den iliakalen Lymphknoten der
rechten Seite ca. 9fach und in den inguinalen Lymphknoten ca. 12fach hoher als in den
Lymphknoten der linken Seite. Die rechten iliakalen Lymphknoten hatten eine 10fach

hohere PBV Konzentration. Insgesamt lag der PBV Gehalt auf der rechten Seite bei

1285% des Gehalts der linken Seite (Abb. 43, 44, 45).

PBV in Liposomen PBV in Wasser
1285% 100%

Abb. 43: Tier 2 und 3; Mittelwerte der PBV Konzentration (ug/g), Menge (ug) und
Verhiltnis links/rechts (%) der zervikalen, iliakalen und inguinalen
Lymphknoten 6 Stunden nach perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen
rechts und wissriger PBV Losung links.
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Bei Tier 4 wiesen die zervikalen Lymphknoten der rechten Seite, 12 Stunden nach
Injektion der Priparationen die 39fache PBV Konzentration verglichen mit der linken
Seite auf. Die iliakalen Lymphknoten der rechten Seite hatten die doppelte Menge an
PBV gegeniiber der linken Seite. In den inguinalen Lymphknoten wurde auf der rechten
Seite die 8fache Menge an PBV gefunden. Die Gesamtmenge an PBV der rechten Seite

lag bei 785% der linken Seite (Abb. 46, 47, 48).

PBV in Liposomen PBV in Wasser
785% 100%

Abb. 46: Tier 4; PBV Konzentration (ug/g), Menge (ug) und Verhiltnis links/rechts
(%) der zervikalen, iliakalen und inguinalen Lymphknoten 12 Stunden nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.
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Abb. 47: Tier 4; PBV Konzentration (ug/g) der zervikalen, iliakalen und inguinalen
Lymphknoten 12 Stunden nach perimamillirer Injektion von PBV Liposomen
rechts und wissriger PBV Losung links.

N Liposomale Lésung [JWassrige Lésung

PBV Gehalt (ug)

.

Zervikal lliakal Inguinal

Abb. 48: Tier 4; PBV Menge (ug) der zervikalen, iliakalen und inguinalen
Lymphknoten 12 Stunden nach perimamillirer Injektion von PBV Liposomen
rechts und wissriger PBV Losung links.
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Bei Tier 5 wiesen die zervikalen Lymphknoten der rechten Seite, 12 Stunden nach
Injektion der Prédparationen, die ca. 14fache PBV Menge verglichen mit der linken
Seite auf. Die iliakalen Lymphknoten der rechten Seite hatten die 11fache PBV
Konzentration gegeniiber der linken Seite. In den inguinalen Lymphknoten wurde auf
der rechten Seite die ca. 9fache PBV Menge im Vergleich zur linken Seite gefunden.
Die Gesamtmenge an PBV der rechten Seite lag bei 1080% der linken Seite (Abb. 49,

50, 51).

PBV in Liposomen PBV in Wasser
1080% 100%

6@

Abb. 49: Tier 5; PBV Konzentration (ug/g), Menge (ug) und Verhiltnis links/rechts
(%) der zervikalen, iliakalen und inguinalen Lymphknoten 12 Stunden nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.
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Bei Tier 6 wiesen die zervikalen Lymphknoten der rechten Seite, 12 Stunden nach
Injektion der Pridparationen, die ca. 30fache PBV Menge und PBV Konzentration,
verglichen mit der linken Seite, auf. Die iliakalen Lymphknoten der rechten Seite hatten
eine beinahe doppelt so hohe Konzentration als auf der linken Seite. In den inguinalen
Lymphknoten wurde auf der rechten Seite die ca. 10fache PBV Menge im Vergleich zur
linken Seite gefunden. Die Gesamtmenge an PBV der rechten Seite lag bei 980% der

linken Seite (Abb. 52, 53, 54).

PBV in Liposomen PBV in Wassser
980% 100%

Abb. 52: Tier 6; PBV Konzentration (ug/g), Menge (ug) und Verhiltnis links/rechts
(%) der zervikalen, iliakalen und inguinalen Lymphknoten 12 Stunden nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.
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Der Mittelwert der PBV Menge von Tier 4, 5 und 6 war, 12 Stunden nach Injektion, in
den zervikalen Lymphknoten der rechten Seite etwa das 15fache, in den iliakalen
Lymphknoten der rechten Seite etwa das 8,5fache und in den inguinalen Lymphknoten
der rechten Seite etwa das 9fache der Menge in den Lymphknoten der linken Seite. Die
PBV Konzentration der rechten zervikalen Lymphknoten lag 10fach hoher als auf der
linken Seite. Insgesamt lag der PBV Gehalt in den Lymphknoten der rechten Seite bei

1000% des Gehalts in den Lymphknoten der linken Seite (Abb. 55, 56, 57).

PBV in Liposomen PBV in Wasser
1000% 100%

Abb. 55: Tier 4, 5 und 6; Mittelwerte der PBV Konzentration (ug/g), Menge (ug) und
Verhiltnis links/rechts (%) der zervikalen, iliakalen und inguinalen
Lymphknoten 12 Stunden nach perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen
rechts und wissriger PBV Losung links.
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24 Stunden nach Injektion der Praparationen waren bei Tier 7 die zervikalen
Lymphknoten beidseitig nicht lokalisierbar. Die iliakalen Lymphknoten der rechten
Seite hatten eine ca. 16% hohere PBV Konzentration als die Lymphknoten der linken
Seite. In den inguinalen Lymphknoten wurde auf der rechten Seite die 6fache PBV
Menge im Vergleich zur linken Seite gefunden. Die Gesamtmenge an PBV in den
Lymphknoten der rechten Seite lag bei 980% der Lymphknoten der linken Seite (Abb.

58, 59, 60).

PBV in Liposomen PBV in Wasser
460% 100%

Abb. 58: Tier 7; PBV Konzentration (ug/g), Menge (ug) und Verhiltnis links/rechts
(%) der zervikalen, iliakalen und inguinalen Lymphknoten 24 Stunden nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links.
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Die zervikalen Lymphknoten der linken Seite waren bei keinem der Tiere sichtbar
gefirbt. Die PBV Konzentrationen und PBV Mengen, welche in den rechten, zervikalen
Lymphknoten gemessen wurden, iibertrafen deutlich die jeweiligen Werte der linken

Seite (Abb. 61, 62).

Die PBV Konzentrationen und PBV Mengen der iliakalen Lymphknoten zeigten im
Gegensatz zu den Werten der zervikalen und inguinalen Lymphknoten kein stetiges
Abnehmen mit der Zeit. Die hochste Konzentration wurde nach 6 Stunden gemessen.
Der PBV Gehalt welcher nach 3 Stunden gemessen wurde unterlag den Werten nach 6
beziehungsweise 12 Stunden. Die PBV Konzentrationen der linken Seite lagen jedoch

stets unter den jeweiligen Konzentrationen der rechten Seite (Abb. 63, 64).

Die gemessenen PBV Konzentrationen und PBV Mengen der inguinalen Lymphknoten
lagen auf der Seite mit der liposomalen Priparation deutlich iiber den Werten der Seite
mit der wissrigen PBV Losung. Die hochsten Werte wurden 3 Stunden nach Injektion

der Prédparationen gemessen (Abb. 65, 66).

Die PBV Konzentrationen und PBV Mengen aller Lymphknoten auf der Seite mit den
PBV beladenen Liposomen der jeweilige Tiere iibertrafen stets deutlich die Werte der

linken Seite. (Abb. 67, 68).
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Abb. 65: Vergleich der PBV Konzentrationen (ug/g) der inguinalen Lymphknoten nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links. Die Werte 6h und 12h sind Mittelwerte der jeweiligen Tiere.
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Abb. 66: Vergleich der PBV Mengen (ug) der inguinalen Lymphknoten nach
perimamillédrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wéssriger PBV
Losung links. Die Werte 6h und 12h sind Mittelwerte der jeweiligen Tiere.
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Abb. 67: Vergleich der PBV Konzentrationen (ug/g) aller Lymphknoten nach
perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV
Losung links. Die Werte 6h und 12h sind Mittelwerte der jeweiligen Tiere.
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Abb. 68: Vergleich der PBV Mengen (ug) aller Lymphknoten nach perimamillérer
Injektion von PBV Liposomen rechts und wissriger PBV Losung links Die
Werte 6h und 12h sind Mittelwerte der jeweiligen Tiere.



-54 -

3.3 Histologische Untersuchung

Die histologische Untersuchung zeigte keine Hinweise auf eine parenchymschéadigende
Wirkung der PBV- Liposomen.

Das Lymphknotengewebe zeigte im Nativpriparat eine gute Blaufarbung (Abb. 67).
Durch die H.E.- Farbung wurde der blaue Farbstoff fast vollstindig ausgewaschen

(Abb. 68)..
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Abb. 67: Gefrierschnitt (nativ) eines inguinalen Lymphknotens der rechten Seite 6
Stunden nach perimamillérer Injektion von PBV Liposomen.
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Abb. 68: Gefrierschnitt (H.E.- Fiarbung) eines inguinalen Lymphknotens der rechten
Seite 6 Stunden nach perimamilldrer Injektion von PBV Liposomen.
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4. Diskussion

Die Entnahme des ,sentinel“Lymphknotens (,SL*) gehort heute schon zur klinischen
Routine bei der Behandlung einiger maligner Neoplasien

Die Identifikation des ,SL*“erfolgt mit Hilfe von Farbstoffen (50,55,76), durch
radioaktive Markierung (72,88) oder deren Kombination (26,86).

Eine Untersuchung ergab, dass die kostenintensive und komplexe Methode mit einer
Kombination aus radioaktiver Markierung und eines blauen Farbstoffs keinen Vorteil
gegeniiber der alleinigen Anwendung des blauen Farbstoffs bringt (62).

Es wurde eine hohe Sensitivitit der ,SL*“Methode bei mehreren soliden Tumoren,
insbesondere Mamma- und Penistumoren gezeigt (9,10,25,32,53,73,75). Allerdings
wurde die Methode bei kolorektalen Karzinomen als nicht geeignet befunden (47).
Auch bei der Untersuchung an Vulvakarzinomen fand sich ein zu hoher falsch-negativ
Wert (3). Bei Mammatumoren besitzt die ,SL* Methode nur bei frithen Stadien (pT1 -
2) eine hohe Sensitivitit (68).

Die Sensitivitit ist auch von der Lokalisation der ,SL*“abhéngig u nd kann bei
ungiinstigen Lokalisationen zu schlechten Ergebnissen fiihren (6).

Die Methode ist durch die pharmakodynamischen Eigenschaften des Farbstoffs
limitiert. Patentblau V zeigt in seiner wissrigen Form nach interstitieller Injektion nur
eine geringe Speicherung in den Lymphknoten.

Eine Losung des Problems stellt die Bindung der wasserloslichen Stoffe an einen
lipoidalen Triger dar.

In vorausgehenden Versuchen wurde gezeigt, dass Liposomen optimale Eigenschaften

als Trager wasserloslicher Substanzen aufweisen (13).
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Liposomen wurden hinsichtlich ihrer Eignung zur endolymphatischen Therapie als
Tréger fiir Zytostatika (42) und als Farbstofftriager (36,39) in vorausgehenden
Versuchen getestet.

Eine direkte endolymphatische Applikation ist notwendig um eine therapeutisch
ausreichend hohe Konzentration eines Medikamentes in Lymphknoten zu erreichen
(38).

Die Methode der Lymphknotenfirbung mit PBV beladenen Liposomen nach
endolymphatischer Injektion wurde bei einem Patienten mit Hodentumor erfolgreich
angewandt (67). Nach Injektion der PBV- Liposomen konnten die paraaortalen
Lymphknoten aufgrund guter Firbung komplikationslos entfernt werden. Es wurden
wihrend und nach dem Eingriff keine Nebenwirkungen beobachtet.

Auf der Suche nach einer weniger aufwendigen Applikationsform, wurde das Verhalten
der Liposomen nach interstitieller Injektion untersucht (34,43).

Unabhiéngig von der hier besprochenen Anwendung werden die Liposomen immer
hiufiger fiir die Behandlung verschiedener Krankheiten als Substanztriger eingesetzt.
Sie verbessern die Absorption, Penetration und Verweildauer der gebundenen
Substanzen.

So wird durch den Einschluss in Liposomen eine Applikation von Zytokinen (49,84),
Enzymen (7) und Nukleotiden (23) moglich.

Liposomen verbessern die orale Verfiigbarkeit verschiedener Pharmazeutika, zum
Beispiel von Barbituraten (60) oder Insulin (85).

Ein Versuch mit in Liposomen eingeschlossenen Proteinen und Peptiden zeigte eine

steuerbare Freigabe der Wirkstoffe iiber Tage bis Wochen (91).
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Liposomen ermdglichen einen Transfer pharmakologischer Wirkstoffe in Kupferzellen,
Endothelzellen und subendothelialen Hepatozyten (77).

Es wurde mit Hilfe von Liposomen ein erfolgreicher Gen- Transfer in Makrophagen
(48) und artikuldren Chondrozyten (58) durchgefiihrt.

Bei der antimikrobiellen Therapie verbesserten Liposomen die Wirkung von
Gentamycin (14), Penicillin G (65) und Amphotericin B (61).

Die entziindungshemmende Wirkung von Piroxicam (12) und Diclofenac (11) wurde
durch die Verwendung von Liposomen gesteigert.

Die okulédre Applikation von Acyclovir wurde hinsichtlich Absorption, Penetration und
Wirkdauer durch den Einschluss in Liposomen verbessert (54).

Nach Exposition ultravioletter Strahlung der Haut fiihrte die dermale Anwendung von
Liposomen beladen mit DNA-Reparaturenzymen zu einer Reduktion von
Strahlenschiden (89).

Es wurde auch eine beschleunigte Wundheilung nach Anwendung von Liposomen
beobachtet (71).

In der pharmakologischen Tumortherapie veridnderte die Anwendung von Liposomen
die toxischen Eigenschaften und die Wirkung zahlreicher Chemotherapeutika (21,66).
So wurde eine bessere zytostatische Wirkung von Paclitaxel (16) und Adriamycin
(2,92) und eine geringere Toxizitdt von Cisplatin (5), Doxorubicin (87) und
Daunorubicin (44) durch den Einschluss in Liposomen erreicht.

Vielversprechende Ergebnisse liefert eine neue Therapieform mit thermosensitiven
Liposomen kombiniert mit Zytostatika, welche dann durch lokale Hyperthermie im

Tumorgebiet freigegeben werden und somit hohe Konzentrationen erreichen (45).



-59 -

Alle diese Anwendungen beinhalten Aspekte, die fiir die Erweiterung des Spektrums
der endolymphatischen Therapie niitzlich sein konnen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung unterstreichen die in der Literatur
beschriebenen guten Transport- und Speichereigenschaften der Liposomen. Die
Ergebnisse der Firbungen mit Liposomen zeigen eindeutig die Uberlegenheit
gegeniiber der herkommlichen Farbung mit einer wassrigen PBV- Priparation.

Fiir eine eindeutige Identifikation der Lymphknoten ist eine PBV- Konzentration von
mindestens 8,0 ug/g erforderlich. Diese Konzentration wurde bei der Verwendung der
wissrigen PBV Losung nur in einem Lymphknoten erreicht. Bei der Verwendung der
PBV-Liposomen dagegen, konnte die Konzentration in elf Lymphknoten erreicht
werden. Die hochsten PBV-Konzentrationen wurden nach drei Stunden gemessen. Der
Versuch zeigte allerdings, dass der optimale Zeitpunkt fiir die Entnahme der
Lymphknoten zwischen 6 und 12 Stunden nach der Injektion der Liposomen liegt. Die
Lymphknoten zeigten zwar nach 3 Stunden die beste Fiarbung, aber zu diesem Zeitpunkt
befand sich noch ein grof3er Teil der Liposomen in den LymphgefidBen. Werden die
Lymphgefile bei der Lymphknotenentnahme verletzt, so wird das Operationsfeld durch
den in den GefidBlen persistierenden Farbstoff kontaminiert (Abb. 9,10) und eine
eindeutige Identifikation der Lymphknoten wird somit unmoglich.

Nach 6 Stunden lagen die gemessenen PBV-Konzentrationen immer noch deutlich iiber
8,0 ug/g, es befand sich allerdings noch ein kleiner Anteil der Liposomen in den
Lymphgefaen. Nach 12 Stunden waren die Lymphgeféle frei von Liposomen, die
gemessenen PBV-Konzentrationen lagen aber zum Teil unter der Mindestkonzentration.
Die bis jetzt noch mithsame Herstellung der Liposomen muss vereinfacht werden, damit

die Methode bei der klinische Anwendung bestehen kann. Es wiire ebenfalls
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wiinschenswert eine Methode zu entwickeln welche die Haltbarkeit der Liposomen zu
verlidngert.

Eine Anwendung der PBV Liposomen bei der ,SL*“Methode konnte dazu beitragen die
Anwendungsméglichkeiten zu erweitern und die Erfolgsrate zu verbessern.

Die Vorteile der Fiarbung retroperitoneal gelegener Lymphknoten bei einer
chirurgischen Entfernung sind evident. Die guten Ergebnisse des vorliegenden
Versuches konnten somit einen wichtigen Beitrag in der schwierigen Therapie der

retroperitonealen Lymphknotenmetastasen leisten.
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5. Zusammenfassung

Die Behandlung der im Verlauf maligner Erkrankungen hiufig auftretenden
Lymphknotenmetastasen stellt ein bis jetzt nur unzureichend gelostes Problem dar.
Eine neue vielversprechende Methode ist die Biopsie des ,sentinel*“Lymphknoten
(,SL*. Der ,SL*“drainiert direkt das vom Tumor befallene Gebiet. Es wurde postuliert,
dass das Ergebnis der histologischen Untersuchung des ,SL*“fiir alle ande ren in der
Region gelegenen Lymphknoten in Bezug auf die Metastasierung représentativ ist. Fiir
eine eindeutige Identifikation des ,SL*“ist eine Vitalfarbung unerldsslich. Zur Farbung
des ,SL“wird bisher eine wiéssrige PBV Losung verwand, welche allerdings nur
inkonstant eine erfolgreiche Farbung zeigt.

Es wurde ein Versuch an 7 Schweinen vorgenommen, die Farbstoffaufnahme in die
Lymphknoten nach subkutaner Injektion einer Liposomen- Prédparation mit einer
wissrigen PBV Losung zu vergleichen. Bei jedem Tier wurde auf der rechten Seite eine
liposomale, und auf der linken Seite eine wissrige PBV Losung perimammillir injiziert.
Die zervikalen, iliakalen und inguinalen Lymphknoten wurden nach 3, 6, 12 und 24
Stunden aufgesucht, fotografiert und entnommen. Die PBV Konzentration der
Lymphknoten wurde photometrisch bestimmt.

Mit der wissrigen PBV- Losung konnte nur in einem Lymphknoten die
Mindestkonzentration fiir eine ausreichende Fiarbung (8,0 ug/g) erreicht werden. Die
liposomale Priparation dagegen brachte es auf elf erfolgreiche Farbungen.

Bei der histologischen Untersuchung wurden keine Hinweise auf Zellschiden gefunden.
Die Verwendung von Liposomen bei der ,SL*“Biopsie konnte die Erfolgsquote

erhohen. Fiir die klinische Anwendung muss allerdings die Herstellung der Liposomen

vereinfacht und ihre Haltbarkeit verldngert werden.
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