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INLEIDING

Kankerchemotherapie heeft de laatste 20 jaar snel aan betekenis
gewonnen en bewees o.a. bij de behandeling van Burkitt's lymfoom
(Burchenal, 1966), acute lymfoblastenleukemie en de ziekte van
Hodgkin haar grote waarde. Ook sommige solide tumoren worden in
toenemende mate met succes chemotherapeutisch behandeld, zoals het
embryonaal rhabdomyosarcoom, Wilms tumor, Ewing sarcoom, chorio-
epithelicom, retinoblastoom, osteogeen sarcoom en testistumoren.
Jok het mammacarcinoom is in sommige gevallen voor chemotherapie

- en vooral gecombineerde chemotherapie - gevoelip pebleken. De
resultaten welke met chemotherapie bij solide tumoren worden
geboekt zijn echter tot op heden minder indrukwekkend dan van bij-

voorbeeld de maligne lymfomen en acute lymfoblastenleukemie,

De belangstelling voor chemotherapie bij de behandeling van tumoren
in het hoofd-halsgebied is vooral door de publikaties van Sullivan
(1958) en Huseby (1962) gewekt. Deze tumoren nemen in de oncologie
een bijzondere plaats in, omdat zij doorgaans beperkt blijven tot
de primaire localisatie en de regionale kliergebieden, terwijl
metastasering op afstand gelukkig slechts bij een kleine minderheid
van de patinten voorkomt en dan vrijwel altijd pas laat in het
verloop van de ziekte. Desondanks liggen de S5-jaars overlevings-
percentages na optimaal uitgevoerde chirurgie on/of radiotherapie
voor alle localisatles en stadia tezamen nog onder de 50%. Het is
enwaarschijnlijk dat van chirurgie en/of radiotherapie in de nabije
toekomst helanpgrijke verdere verbeteringen in de behandelingsresul-
taten zijn te verwachten.

De vraag rijst ol chemotherapie, opgenomen in een curatiefl opgezette

combinatiebehandeling met chirurgie enfof radiotherapie de prognose



kan verbeteren, Tot op heden is nimmer door middel van 'controlled
studies' bewezen dat toevoeging van chemotherapie aan chirurgie of
radiotherapie de overleving gunstig beinvlocedt, hoewel enkele au-

teurs sterke aanwijzingen lijken te hebben (Richard en Smow, 1976].

Weinig is bekend over de optimale weg van toediening en het te kie-
zen doseringsschema van cytostatica bij hoofd-halstumoren. De intra-
arteridle toediening is waarschijnlijk superieur aan de systemische
behandeling met cytostatica. Hierbij wordt van de hypothese uitge-
gaan dat ecen intra-arterieel toegediend cytostaticum vooral in het
eerste capillaire bed wordt vastgehouden. De selectief doorstroomde
tumor zou derhalve een hogere concentratie van het farmacon ontvan-
gen dan andere - niet regionaal geinfundeerde - weefsels van het
lichaam, hoewel dit nimmer bij de mens is bewezen. Dicrexperimenteel
werk (Sindram, 1973) toonde echter een duidelijke winst aan wanneer
methotrexaat intra-arterieel aan een rat met geIimplanteerde experi-
mentele tumoren werd toegediend. Deze diermodelstudie komt echter
niet in alle opzichten overeen met de techniek die bij de mens wordt
toegepast. Behalve van methotrexaat is het ook van andere veel in
het hoofd-halsgebied gebruikte cytostatica wenselijk te weten of

intra-arteri&le tecediening superieur is aan systemische behandeling.

Het toedieningsschema van cytostatica is van groot belang gebleken,
Voor methotrexaat bijvoorbeeld is intermitterende toediening duide-
lijk superieur gebleken aan continue toediening (Kramer, 19713
Goldsmith en Carter, 1975); men kan zich afvragen of dit ook voor
andere cytostatica geldt.

Wellicht kunnen met combinaties van c¢ytostatica betere resultaten
worden verkregen dan met enkelvoudige chemotherapie; hierbij doet

zich o.a. de vraag voor of de cytostatica beter gelijktijdig dan

wel na elkaar (sequentieel) kunnen worden toegediend. Enkele
recente publicaties melden opvallend goede resultaten van combina-

tie chemotherapie bij hoolfd-halstumoren.

D¢ onzekerheid ten aanzien van de optimale weg van toediening van

cytostatica en het te kiezen hehandelingsschema heeft de behoefte

doen ontstaan aan een dierexperimenteel model, waarin wellicht een
aantal van de vraagstellingen kan worden beantwoord. In dit proef-
schrift wordt nader op de geschetste problematiek ingegaan, waarna
uitvoering en resultaten van een dierexperimenteel model zullen

worden besproken en peinterpreteerd.



HOOFDSTUK 1

CHEMOTHERAPIE VAN HOOFD-HALSTUMOREN BIJ DE MENS

I1.1. Inleiding.

Heden staan ons enkele cytostatica ter beschikking die op bepaalde
wijze toegediend en gedoseerd hij een belangrijk percentage van de
patiénten indrukwekkende tumorregressies teweeg brengen. Deze anti-
tumoreffecten zijn echter vrijwel steeds van korte duur, waardoor

de palliatieve waarde beperkt is. Veel werk is en wordt verricht

ten aanzien van de vraag of het zinvol is chemotherapie in een
cerder stadium van de ziekte, met in principe curatieve opzet, toe
te voegen aan de gangbare behandelingsmethoden, chirurgie en bestra-
ling.

Het onderstaande overzicht becogt een indruk te geven van hetgeen
gaande is op het gehied van de chemotherapie van hoofd-halstumoren.
Hoewel enkelvoudige, 'single-agent', chemotherapie nog altijd meer
wordt toegepast dan gecombineerde, 'multiple-drug', chemotherapie,
wordt bij de bespreking van de literatuurgegevens meer aandacht
besteed aan de gecombineerde chemotherapie in verband met de relatie
welke deze heeft - zoals later zal blijken - tot het onderhavige
experimentele onderzoek. Tn dit hoofdstuk zullen niet de werkings-
mechanismen van de verschillende cytostatica worden vermeld; in hoofd-
stuk ITI worden de werkingsmechanismen van bleomycine, S-fluorouracil
en methotrexaat beknopt weergegeven.

Tenzij anderszins vermeld heeft het onderstaande uitsluitend betrek-
king op de in dit gehied veruit meest voorkomende tumor, het plavei-

selcelcarcinoom, uitgaande van de slijmvliezen van de bovenste lucht-



of voedselweg. Van dit tumortype zijn geen uitscheidingsprodukten
bekend, wel zijn zij over het algemeen goed zicht- en voelbaar.
Nauwkeurige meting van het tumecrvelume is echter niet mogelijk.
Desondanks is het gehruikelijk de reactie van de tumor op de chemo-
therapie uit te drukken in een percentage volumereduktie en alleen
dan van een goede rvegressie te spreken wanneer de volumereduktie

meer dan 50% bedraagt.

I.Z. Intra-arterigle chemotherapie

De intra-arteri@le infusie van cytostatica neemt in het hoofd-hals-
gebied een belangrijke, zij het omstreden plaats in. De ratio wvan

de intra-arteriéle infusie berust op de hypothese dat van een intra-
arterieel toegediende dosis cytostaticum een belangrijk gedeelte in
het eerste capillaire net gefixeerd zal worden, zodat ter plaatse
van de tumor sen hogere concentrétie bereikt wordt dan in de overige
lichaamsweefsels. De toepassing bij de mens is beperkt gebleven tot
enkele stroomgebieden en dan vooral tot dat van de arteria caratis
externa. Dit is niet verwonderlijk wanneer men bedenkt dat tumoren
in het heoofd-halsgebied veelal hun gehele bloedvoorziening ontvan-
gen vanuit dit ene op eenvoudige wijze te canuleren vat, terwijl in
andere lichaamsgebieden de vascularisatie van tumoren veeclal
complexer is, waarbij canulatie ook technisch vaak problemen met
zich mee brenpgt. Bovendien doet zich in het hoofd-halsgebied - meer
dan waar ook - veelvuldig het probleem voor van het lokaal=regionair
chirurgisch-radiologisch niet te behandelen tumorproces, zonder dat
metastasen op alstand kunnen worden aangetoond.

Juist in een dergelijke situatie is in principe een lokile hehande-

lingsmethode als intra-arteri#ie chemotherapie zinvol.

Er zijn geen 'controlled studies' verricht waarin intra-arterifle

18

toediening wordt vergeleken met algemene (systemische), bijvoor-
beeld intraveneuze toediening. Gezien de relatieve zeldzaamheid en
de verscheidenheid van localisatie en uithreiding van hoofd-hals-
tumeren is een dergelijke studie praktisch onuitveerbaar. Uit twee
grote literatuuroverzichten (Bertino e.a., 1975 en Goldsmith en
Carter, 1975) betreffende chemotherapie van hoofd-halstumoren blijkt
dat bij continue intra-arteriéle toediening vaker een meer dan 50%
tumorregressie wordt gezien dan bijvoorbeeld bij intraveneuze
toediening bij een aantal verschillende toedieningsschema's; voor
methetrexaat zijn deze percentages resp.53% en 40%. it laatste
percentage bevat zowel de resultaten van continue als intermitte-
rende intraveneuze to®#diening. Continu intraveneus toegediend
methotrexaat geeft echter slechts bij 29% van de patiénten meer dan
50% tumorregressie te zien terwijl dit bij intermitterende toedie-
ning bij 50% van de pati&nten wordt waargenomen. In de intra-
arterieel behandelde groep zijn de complicaties vooral van vascu-
laire aard (cerebro-vasculair accident), bij de algemene toediening
ligt het percentage 'drug-related-death' daarentegen duidelijk hoger.
Hoewel intra-arterifle toediening er in deze literatuuroverzichten
gunstiger af 1ijkt te komen dan systemische teoediening, wordt door
een aantal onderzoekers de winstmarge te gering geacht om deze
ingewikkelder wijze van toedienen te rechtvaardigen. Dit standpunt
lijkt zeer te billijken, wanneer men slechts incidentele ervaring
met intra-arteriéle toediening heeft. In centra daarentegen waar
deze procedure routine is peworden, blijft men in geselecteerde
gevallen hieraan de voorkeur geven boven algemene toediening. Hier-
onder zal kort worden weergegeven hoe en in welke gevallen wij de

methode thans gebruiken.

Sinds beschikt wordt over de zeer flexibele catheter vilg. Richard®

gelukt het vrijwel steeds via de vaak zeer gekronkeld verlopende

X catheter intra-arteriel Richard, Vygon, code 223-04.



arteria temporalis superficialis de arteria carotis externa te
canuleren. De ingreep gebeurt onder plaatselijke verdeoving. De
positie van de catheter wordt voorts iedere dag gecontroleerd met
behulp van de kleurstofinjectie en de eventuele onjuiste ligping
pecorrigeerd. Wanneer het echter niet gelukt de catheter zodanig
te positioneren dat bij inspuiten van de kleurstof 'patent blue
violet' de gehele tumor fraai blauw kleurt en het stroomgebied van
de arteria carotis interna niet meekleurt, wordt de catheter
verwijderd en nog dezelfde dag begonnen met algemene chemotherapie.
De ervaring heeft peleerd dat vooral processen in de mondholte,

de infrastructuur van de maxilla en de glandula parptis voor
intra-arteriéle infusie in aanmerking komen. De methode wordt al-
leen toegepast bij nog niet eerder behandelde, zeer uitgebreide
[TS} tumorprocessen als eerste onderdeel - dan is de vaatvoor-
ziening nog intact - van een comhinatiebehandeling met chirurgie

en/of bestraling.

1.5, Enkelvoudige ('single-agent') chemotherapie,

Uit het overzicht van Carter en Soper (1974) hlijkt dat van het to-
tale aantal thans ter beschikking staande cytostatica slechts een
kleine minderheid op werkzaamheid bij plaveiselcelearcinomen in het
hoofd-halsgebied is getest, terwijl voor het merendecl wvan de
geteste stoffen de gegevens hetzij kwantitatief, hetzij kwalitatiefl,
onvoldoende zijn om een uitspraak over de gevoeligheid mogelijk te
maken. Alleen voor methotrexaat en bleomycine is duidelijk werk-
zaamheid aangetoond. Voor enkele andere stoffen, zoals 5-fluoro-

uracil, cyclofosfamide, doxorubicine [AdriamycinR} en vinblastine

bestaan aanwijzingen veor mogelijke activiteit. Deze bespreking
zal zich beperken tot methotrexaat, bleomycine en 5-fluorg-

uracil.

I.3.a Methotrexaat.

Algemene toediening.

Methotrexaat is het meest effectieve cytostaticum in het hoofd-
halsgebied. Opvallend en typerend voor de moeizame weg van

'trial and error' welke in de kliniek veelal moet worden afgelegd
is het feit dat het circa 20 jaar geduurd heeft sinds methotrexaat
in 1947 werd pesynthetiseerd védr een goed bruikbaar doserings-
schema langs algemene weg werd vastgesteld. Aanvankelijk was het
gebruikelijk methotrexaat dagelijks en dan minstens 5 dapgen achter-
cen per 0s of intraveneus toe te dienen, Intermitterende intra-
veneuze toediening, variérend van 1 tot 2 maal per week tot 1 maal
per Z weken, van gematigde doses, bijvoorbecld 25 tot 50 mg
methotrexaat betekende een doorbraak. Zelfs bij uitgebreide anders-
zins reeds behandelde tumoren wordt bij minstens 1/3 van de
patiénten meer dan 50% tumorregressie waargenomen, terwijl een
dergelijk doseringsschema opvallend goed verdragen wardt, mits de
nierfunctie binnen de norm ligt. De laatste jaren is een reeks
publikaties verschenen (o.a. Djerassi, 1975; Penta, 1975; Pitman,
1875) waarin mogelijk iets gunstiger ervaringen worden beschreven
van de intermitterende toediening van hoge tot zeer hoge doses
methotrexaat - variérend van 400 mg tot meer dan I gram - gevolgd
door toediening van het antidotum leucovorin in hoge dosering, de
zgn. 'leucovorin rescue'. Een dergelijke behandeling is zeer
kostbaar en dient veelal klinisch te gebeuren. Het lijkt dan ook

verstandig voor algemeen gebruik wat dit betreft de resultaten af

te wachten van een 'controlled study' welke in de Verenigde Staten
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door de Eastern Co-operative Oncology Group wordt uitgevoerd en
waarin verschillende van de hierbeoven genoemde schema's met elkaar
worden vergeleken,

Hieronder volgen enkele doseringsschema's waar wij zelf gunstige
ervaringen mee hebben. Wanneer palliatie wordt beoogd bij chirur-
gisch-radiologisch niet meer te behandelen patiénten is aan te
bevelen: tweemaal per week 25-50 mg methotrexaat intraveneus of
intramusculair, waarbij steeds 24 uur na de methotrexaat-injectie

6 mg leucovorin intramusculair wordt toegediend. Wij geven de voor-
keur aan intramusculaire toediening van methotrexaat: de resultaten
blijken dezelfde, terwijl dan de toediening door een wijkverpleeg-
ster kan gebeuren. Of 25 dan wel 50 mg wordt gegeven hangt af van

de leeftijd,van de algemene conditie van de pati&nt en hoe de leu-
cocyten en trombocyten in het perifere bloed (welke eenmaal per

1-2 weken worden gecontroleerd) zich gedragen; meestal wordt per
keer 25 mg gegeven. Wanneer na 3 weken geen duidelijke tekenen van
tumorregressie worden waargenomen, is het niet zinvel deze therapie
te continueren. Indien dit wel het geval is wordt doorgegaan tot

het tumorproces weer progressief wordt; meestal is dit na drie tot
vier maanden.

Wanneer pdatiénten zoals hierboven bedoeld zijn opgenomen, gebruiken
wij het volgende hoge-dosis-schema: 400 mg methotrexaat intravencus,
te infunderen in 24 uur, direkt gevolgd door 75 mg leucovarin intra-
veneus, te infunderen in 12 uur en dat weer gevolgd door om de 6 uur,
in totaal 4 maal, 12 mg leucovorin intramusculair. Dit schema wordt om
de 5 dagen nop é8n- of tweemaal herhaald. Wanneer na deze kuren

geen evidente tumorregressic wordt gezien 1s het niet zinvel

methotrexaat te continueren. Is dit wel het geval dan wordt op
poliklinische basis overgegaan op het eerstgenoemde schema. Beide

schema's worden bij goede nierfunctie uitstekend verdragen en geven
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dan ook bij ruim 1/3 van de patignten een zeéer goede palliatie
van circa 3 tot 4 maanden. Slechts bij een kleine minderheid van

de patiénten wordt een hinderlijke stomatitis waargenomen.

Intra-arteriéle toediening.

Nog altijd is gebruikelijk het reeds in 1959 door Sullivan e.a.
beschreven schema: continue intra-arteriéle infusie van 50 ng
methotrexaat per dag met gelijktijdige toediening van 4 x 6 mg
leucovorin intramusculair per 24 uur. Richard e.a. (1973) hebben
duidelijk aangetoond dat dit schema superieur is aan dat van een
veel lagere dosering methotrexaat zonder leucovorin. Met dit

schema van Sullivan wordt in het algemeen 7 tot 10 dagen doorgegaan.
Vrijwel steeds is dan beenmergdepressie de reden dat gestopt moet
worden. De slijmvliezen in het doorstroomde gebied vertonen een
lichte tet matige mucositis. Deze behandeling wordt - zoals reeds
hierboven uiteengezet - alleen hij nog onbehandelde patiénten toe-
gepast in het kader van de hierna nog te bespreken combinatie-
behandeling met chiturgie of bestraling. Gezien de bij algemene
toediening gebleken superioriteit van intermitterende boven continue
toediening is het zeer de vraag of bij de intra-arteriéle toedie-
ning van methotrexaat wel het optimale doseringsschema is vastge-

steld,

Intrigerend is de vraag waarom ruim 1/3 tot circa de helft van de
plaveiselcelcarcinomen in het hoofd-halsgebied w8l en de rest nibt
goed op methotrexaat reageert., Er is nimmer een duidelijk verband
aangetoond met de differentiatiegraad van het proces, Wel is er samen-
hang met de localisatie van de tumor: mondholte- en oropharynxtumo-
ren doen het duidelijk beter dan larynx-, hypopharynx- en naso-

pharynxtumeren. Hiermee zijn echter de verschillen in reactie hinnen



€8n localisatie niet verklaard; bij sommige patiénten met een gering
aantal leucocyten en/of trombocyten kan metheotrexaat soms niet hoog
genoeg pgedoseerd worden waardoor de indruk wordt gewekt dat de tumor
resistent is. Het zou een grote aanwinst betekenen wanneer een

methode beschikbaar zou komen waarmee men in korte tijd geinformeerd
kon raken over de vraag of de betreffende tumor wel of niet gevoelig

is voor methotrexaat.

Methotrexaat is een van de weinige cytostatica waarbij bepaling van
serum- en urinespiegels zinvol is omdat het vrijwel niet gemetabo-

liseerd wordt.

Door verbeteringen van de bepalingsmethoden is het thans goed
mogelijk in een klinisch-chemisch laboratorium dat zich hierop teelegt,
methotrexaatspiegels in serum en urine te bepalen.

Dit is een helangrijke aanwinst gebleken bij patiénten bij wie

ernstige toxische reacties verwacht kunnen worden (Versluis e.a., 1978).
Wanneer namelijk de serum-spiegel van methotrexaat 48 uur na het

einde van de toediening hoven een bepaalde kritische waarde lipt,

kunnen toch door de dosering en de duur van de 'leucovorin rescue'’
dan te passen ernstige schadelijke bijwerkingen voorkomen worden.
Tevens heeft men hiermee een hulpmiddel in handen dat klinisch-
farmacologisch onderzoek met methotrexaat verantwoord maakt.

Het is dan ook te verwachten dat binnen afzienbare tijd betere
doseringsschema's dan de tot nu toe pebruikelijke zullen worden

vastgesteld.

I.3.b Bleomycine.
Alpemene toediening.
Bleomycine geeft bij ten hoogste 15-20% van de patiénten met eecn

plaveiselcelecarcinoom in het hoofd-halsgebied een meer dan 50%

tumorregressie (Goldsmith en Carter, 1975), welke bovendien over
het algemeen slechts enkele weken aanhoudt, en is dus inferieur
aan methotrexaat. Hoewel het de bijzondere eigenschap heeft vrij-
wel niet toxisch te zijn voor het beenmerg - bleomycine is op
grond hiervan aantrekkelijk voor gecombineerde chemotherapie ! -
heeft het een geheel eigen patroon van bijwerkingen waarvan inter-
stitiéle longfibreose de ernstigste is. Ook de huidverschijnselen,
de extreme vermoeidheid en de algemene malaise moeten niet onder-
schat worden. Deze bijwerkingen zijn onder andere afhankelijk van
de cumulatieve dosis en de leeftijd van de patiént. Een en ander
maakt dat bleomycine ons inziens als laatste palliatie slechts in
uitzonderingsgevallen is te overwegen, bijvoorbeeld bij een
jeugdige patiént met een goed gedifferentieerd plaveiselcelcarci-
noom, maar ook dan pas wanneer behandeling met methotrexaat hetzi]
gefaald heeft, hetzij niet langer effect sorteert (Meijer en Snow,
1276). Gezien het feit dat het enkele weken duurt voor de eerste
tekenen van tumeorregressie zich manifesteren, is het middel langs
algemene weg toegediend ook ongeschikt veor toepassing als eerste
onderdeel van een combinatiebehandeling met chirurgie of bestraling,
omdat dit voor B0% van de patiénten een onverantwoord lang uitstel
van de behandeling zou betekenen.

Het is gebruikelijk tweemaal per week 15 mg intramusculair toe te
dienen (Bij intravencuze toediening zou de kans op longcomplica-
ties groter zijn). De minimale totaaldosis bedraagt 150 mg. Zijn

er dan nog geen tekenen van tumerregressie, dan is het niet zinvol

de behandeling voort te zetten. De maximale totaaldesis moet ans
inziens de volgende grenzen niet overschrijden: tot de leeftijd
van 60 jaar 500 mg, tussen de 60 en 70 jaar 250 mg en tussen de
70 en 80 jaar 200 mg. Bij patiénten ouder dan 80 jaar is toepas-

sing gecontraindiceerd.
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Intra-arteriéle toediening.

Opmerkelijk is dat hierbij wvrijwel geen longcomplicaties worden
gezien (Huntington e.a., 1973). Het is zeer waarschijnlijk dat
hleomycine intra-arterieel wat betreft antitumorwerking pelijk-
waardig 1s aan methotrexaat, gezien de voorlopipe resultaten van
¢en onderzoek dat dienaangaande wordt verricht binnen de Buropean
Organisation for Research on Treatment of Cancer (EORTC). Toxische
effecten op huld en slijmvlies in het doorstroomdé gehied zijn
echter ernstig, zodat enkele weken - duidelijk langer dan bij
methotrexaat - gewacht moet worden met de te volgen bestraling of
operatie, Alleen bij patiénten met bijvoorbeeld een laag aantal
leucocyten enfof trombocyten geven wij de voorkeur azan bleomycine
boven methotrexaat. De dosering bedraagt: 15 mg bleomycine continu
intra-arterieel per dag peinfundeerd tot een totaaldosis van

minimaal Z2ZZ5 mg en maximaal 300 mg.

I.3.¢c 5-Fluorguracil.

Uit het al eerder vermelde overzicht van Goldsmith en Carter (1875)
b1ijkt dat voor een groep van 118 met 5-fluorouracil hehandelde
patiénten met ecen plaveiselcelcarcinoom in het heofd-halsgebied
slechts bij 15% van de patiénten reactie van de tumor op 5-fluoro-
uracil werd waargenomen. Enkele studies wijzen echter ap een zeer

hoge tumorrespons bij intra-arteriéle toediening van 5-fluorouracil

tot zellfs 75% toe-[Couturc, 1968 en Johnson, 1965). Overigens is
van belang te vermelden dat 5-fluorcuracil intra-arterieel
toegediend naar omze ervaring goed werkzaam kan ziin bij adeno-
carcinomen en aanverwante tumoren zoals hel "adenocystic!

carcinecom van grote en kleine speekselklieren.
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1.4, Gecombineerde ('multiple-drug') chemotherapie

T.4.a Systemische toediening.

Het succes dat met combinatie van cytostatica bij de behandeling
van lymfatische leukemie en morbus Hodpgkin werd verkregen o.a. door
de toepassing van het VAMP-protocol [vincristine, methotrexaat =
amethopterin, 6-Mercaptopurine en Prednison) en later het MOPP-
schema (stikstof mosterd = Mechlorethamine, vincristine = Ununvink,
Procarbazine en Prednison) heeft de belangstelling voor de ZgNn.
'multiple-drug’ chemotherapie bij solide tumeren gewekt. Combina-
ties van cytostatica hehben bij de behandeling van het embryonaal
rhabdomyosarcoom in het hoofd-halsgebied een duidelijke verbete-
ring van de prognose bewerkstelligd (Donaldson ec.a, 1973). Ditzelf-
de geldt voor de behandeling van het Ewing-sarcoom waar radio-
therapie in combinatie met cytostatica wordt toegepast (Hustu e.a.,
1972, Rosen e.a., 1974 en Jaffé e.a., 1974).
Combinatiechemotherapic is effectief gebleken hij de behandeling
van mammacarcineom, Canellos e.a. (1974 toonden bij deze tumer

aan dat combinatiechemotherapie een meer dan palliatieve betekenis
heeft. In een overzichtsartikel publiceerden Broder en Tormey (1974)
de resultaten van combinatie chemotherapie bij het gemetastasecerd
mammecarcinoom. Zowel uit de gerandomiseerde als niet gerandomi-
seerde studies bleek met combinatiechemotherapie een belangrijke
therupeutische winst te worden geboekt: de tumorrespons is met
conbinatiechemotherapie gemiddeld 2 tot 4 maal groter dan met de
enkelveudige behandeling.

beze studies verschaffen geen voldoende gegevens om een uitspraak
te doen over het aantal en de scort cytostatica waarmee een
optimale tumorrespons kan worden verkregen. Speciaal daartoe opge-
zette 'clinical trials' kunnen hierover waarschijnlijk meer inlforma-

tie verschaffen.

b iy )



Hoewel slechts beperkte ervaring met combinatiechematherapie bij
de behandeling van tumoren in het hoofd-halsgebied hestaat, zijn
er toch aanwijzingen dat een juist opgezet behandelingsschema ook
hier goede resultaten oplevert. Uit literatuurgegevens van 13
auteurs die in totaal 276 patiénten met tumoren in het hoofd-hals-
gebied behandelden komt naar voren dat bij 46% van de patiénten
een tumorregressie van meer dan 50% werd waargenomen; het percen-
tage complete remissies bedroeg 3. Dit resultaat is superieur aan
dat van methotrexaat intraveneus alléén. Het aantal patiénten in
iedere individuele serie is doorgaans te klein om een betrouwbare
conclusie toe te laten. Van enkele publicaties volgen hieronder

de belangrijkste resultaten.

Dpvallend zijn de resultaten van Price e.a. (1975) die met sequen-

tigle systemische toediening van 7 cytostatica - vincristine,
doxorubicine =AdriamycineR, hleomycine, methotrexaat, 5-fluoro-
uracil, hydroxyurea, mercaptopurine - hij 70% van de patifnten cen
meer dan 50% tumorreduktie vonden. Uitgangspunt hierbij is een
korte behandelingscyclus van maximaal 36 uur waarbinnmen de cyto-
statica worden toegediend. Deze cyclus wordt iedere 3 weken her-
haald. Price bepleit kortdurende toediening teneinde de beenmerg-
beschadiping te beperken.

Lokich en Frei (1974) behandelden 30 patiénten met gemetastaseerde
tumcren van wie zes een tumer in het hoofd-halsgebied hadden.
Hiertoe werden methotrexaat en bleomycine 2 maal per week geduren-
de & weken toegediend. Eventueel keon hierna met methotrexaat worden
doorgegaan. Vier van de zes patiénten vertoonden meer dan 50%
tumorregressie van wie E8n een complete remissie. De auteurs beoor-
deelden dit schema als mogelijk superieur aan enkelvoudige chemo-
therapie. De heftige toxiciteit is hierbij echter wel een groot

bezwaar.

Pouillart e.,a,(1973) behandelden naast een asntal patiénten met
maligne lymforeticulaire aandoeningen 53 pati&nten met solide tumo-
ren waarvan 11 met een proces in het hoofd-halsgebied. De resul-
taten van deze laatste groep zijn opvallend, Alle patifnten kregen
een combinatie van vincristine, methotrexaat en bleomycine. Bij
tien van de elfl patiénten werd meer dan 50% tumorregressie gemeten,
van wie twee volledige tumorregressie vertoonden.

Dowell e.a., [1975) behandelden 32 patiénten met een schema van 5
cytostatica - 5-fluorouracil, methotrexaat, vincristine, cyclofos-
famide, prednison - waarvan 44% meer dan 50% tumorreduktie te zien
gaven. Len groep van 13 pati&nten werd met een combinatie van 4
cytostatica - 5-fluorouracil, methotrexaat, vincristine, cyclofos-
Ffamide - behandeld met belangrijk minder goede resultaten. Opval-
lend echter is dat in de beste groep de duur van de tumorrespons
slechts gemiddeld 22 maanden bedraagt (er is door de auteur geen
definitie van deze tijdsduur gegeven).

Broquet e.a. (1974) pusten evenals Lokich en Frei een combinatie
van methotrexaat en bleomycine toe volgens een tweemaal per week
intraveneus toegediende injectie. Bij 9 van de 15 patiénten werd
meer dan 50% tumorregressie geconstateerd. Ook Broquet vermeldt

de opvallende toxiciteit.

Livingstone e.a. [1976) beschreven de behandeling van 28 patisnten
die met een schema van 6 cytostatica werden behandeld. Deze combi-
natie hevatte cyclofosfamide, vincristine, bleomycine, methotrexaat,
doxorubicine (= AdriamycincR], methyl CCNU. In principe duurde dit
behandelingsschema in totaal 36 weken. 12 van de 28 patiénten (43%)
vertoonden meer dan 50§ tumorregressie waarvan 5 (18%) cen
volledige tumorregressie bereikten. De gemiddelde overleving van

de patiénten waarvan de tumoren goed op de hehandeling reageerden

bedroeg 38 weken, Dit is gerekend vanaf het begin van de chemo-
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therapie. De gemiddelde overleving voor de hele groep behandelde
patiénten bedroeg 25 weken, hetgeen beter is dan met methotrexaat
of andere enkelvoudige cytostatica is bereikt. De auteur stelt dat
het pemiddelde eftfect op het tumorvelume niet belangrijk beter is
dan met enkelvoudipge cytostatische hehandeling hereikt wordr.
Gunstige overlevingsverlenging maakt dit schema mogelijk geschikt
voor palliatieve doeleinden.

O'Connor e.a. (1877) pasten een schema van vincristine, bleemycine
en methotrexaat (het zgn.'VBM'schema) toe in combinatie met
bestraling bij patiénten met een uitgebreid plaveiselcelcarcinoon
in het hoofd-halsgebied. Hoewel de lokale toxiciteit van de behan-
deling grote problemen opieverde bleek de overleving na 24 maanden
gemiddeld 61% te zijn. De indruk bestaat dat dit combinatieschema
de radiotherapie heeft gepotentieerd ecn tevens het optreden van
metastasen op afstand heeft teruggedrongen of uitgesteld. Dit
onderzoek van 0'Conneor e.a. is in het bhijzonder wvan helang omdat
het hier een geplande combinatie van chemotherapie en radiotherapie
betrof bij nog niet eerder behandelde patiénten met uitgebreide,
vaak gemetastaseerde, tumorprocessen; bij alle eerdere onder

T.4.a genocemde studies betrof het nl. chirurgisch/radiothera-

peutisch unitbehandelde patiénten,.

I.4.b Intra-arteriéle toediening.

De vraag rijst of intra-arteriéle toediening van een combinatie

met cytostatica hetzij gelijktijdig, hetzi] sequenticel cen verdere
verbetering van de resultaten kan bewerkstelligen. Slechts enkele
publikaties vermelden T.A. toegediende combinaties van cytostatica
in het hoofd-halsgebied. De publikaties wvan Nervi e.a. (1969),
Freckman (1972), Bilder en Hornmova (1873), Cruz e.a., (1974),

Auersperg e.a. (1976) en Donepgan en Harris (1976) tonen aan dat

van de in totaal 345 patiénten die met cen combinatie van cytosta-
tica zijn behandeld bij 60% meer dan 50% tumorreduktie wordt waar-
genomen. Hlervan werd bij 47 patiénten (14%) volledige tumor-

regressie bereikt. Hieronder volgen de belangrijkste resultaten.

Nervi e.a. vermelden 2 schema's, nl. een sequentie van methotrexaat,
i-fluorouracil en vinblastine en een zelfde schema waarin vinblas-
tine vervangen is door mitomycine C, Met het schema wzarin vin-
blastine is opgenomen wordt bij 13 van de 18 patiénten meer dan

50% tumorreduktie behaald; met het andere schema is dat bij 27 van
de 45 patiénten het geval.

Auersperg e.a, gebruiken een sequentie van bleomycine, vinblastine
en methotrexaat en in de laatste publikatie wordt een meer dan 50%
tumorreduktie bij 37 van de 45 patiénten (82%) vermeld. Achttien
patiénten (40%) gaven een volledige tumorregressie te zien. De
intra-arteriéle combinatiebehandeling werd vooral gereserveerd voor
die gevallen waar met intraveneuze toediening geen voldoende regres-
sie werd bereikt en voor patiénten die in slechte algemene conditie

verkeerden.

Freckman behandelde 165 patifnten volgens 11 verschillende szchema's.
Zijn serie hevat zowel 5-fluorouracil en methotrexaat allé&n als
5-fluorouracil in cembinatie met 1 tot 3 andere cytostatica. Het
voert te ver om alle resultaten van deze schema's te behandelen,
temeer daar het aantal pati&nten in enkele groepen te gering is om
conclusies toe te laten. Wel lijken de schema's met 3 of 4 cyto-
statica de beste resultaten te geven. Bij de toediening van

(1) 5-fluorouracil, methotrexaat en vinblastine, (2) 5-fluoro-
uracil, methotrexaat en cyclofosfamide, (3) S-TMuorouracil, metho-
trexaat, vinblastine en cyclofosfamide en (4) S5-fluorouracil,

methotrexaat, cyclofesfamide en dactinomycine, wordt meer dan 50%
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tumorregressie bij 53 tot 60% van de patiénten hereikt.

Cruz e.a. dienden een mengsel van 5-fluorouracil, methotrexaat en
vinblastine toe gedurende een periode van 5-16 dagen op geleide
van de toxiciteit, waarbij 31 van de 41 patiénten meer dan 50%
tumorregressie vertoonden (76%). Achttien patiénten (44%) vertoon-
den meer dan 75% tumorregressie en bij zes (15%) werd 100% tumor-
regressie bereikt,

Donegan en Harris gebruikten een mengsel van 5-{luorouracil en
methotrexaat met daarnaast 1 maal per dag een injectie bleomycine.
Negen van de 15 patiBnten {60%) behaalden meer dan 50% tumor-
regressie waarvan bij 3 pati&nten (20%) volledige tumorregressie

werd waargenomen.

I.5. Combinatie met radiotherapie en chirurgie.

De prognose van het plaveiselcelcarcinoom van de bovenste lucht-
en veedselweg wordt vooral bepaald deor de lokale uitbreiding en
regionaire lymfekliermectastasering; de hematogene metastasering
is van ondergeschikt belang, Desondanks wordt met behulp van
optimale chirurgie en/of radiotherapie niet meer dan de helft
van de patiénten genezen. Gezien de beschikbaarheid van enkele
werkzame cytostatica lag het voor de hand, bij nog onbehandelde
patiénten met cen slechte prognase, chemotherapie toe te voegen
aan de gebruikelijke behandelingsmethoden. Deze zogenaamde adju-
vant-chemotherapie kan in principe een van de drie volgende
mogelijkheden beogen:

1. initié&le tumorverkleining,

Z, potenti&ring van bestraling,

3. onschadelijk maken van micrometastasen op afstand (of micro-

scopische tumorresten lokaal of regionair].

Bij de meeste menselijke tumoren, waar adjuvant-chemotherapie wordt
toegepast betreft het oogmerk de derde mogelijkheid. De over het
algemeen gecomhineerde chemotherapie wordt dan kort na operatie

of bestraling hegonnen en langdurig in de vorm van intermitterende
kuren voortgezet. In het hoofd-halsgebied bestaan hiermee geen
ervaringen van betekenis. Toch is het zeer te overwegen bij pese-
lecteerde patiénten met een grote kans op metastasering beneden
het niveau van de claviculae - bijvoorbeeld bij patiénten bij wie
bij pathologisch-anatomisch onderzock van het halsklierresectie-
preparaat de laagste halsklieren positief blijken of bij wie
tumorgroei in bloedvaten wordt vastgesteld - een dergelijke chemo-
therapic toe te passen. Binnen de FORTC is kortgeleden een
‘clinical trial' in deze zin van start gegaan bij geselecteerde

patiénten met cen oropharynxcarcinoom.

Meer gegevens zijn beschikbaar ten aanzien van de tweede hierboven
genoemde mogelijkheid, die van eventuele potentiéring van radio-
therapie. 'Controlled studies' zijn verricht met onder andere
methotrexaat, 5-fluorouracil, bleomycine en hydroxycarbamide,
waarbij de resultaten van bestraling alléén werden vergeleken met
de gelijktijdige combinatic van €én van deze cytostatica en radio-
therapie. In het algemeen werd van de combinatie geen beter

effect gezien, terwijl de beschadipging van de normale weefscls in
de directe omgeving van het tumorgebied raak zeer ernstig was.
Alleen Gollin e.a. (1972) zagen bij gelijktijdige combinatie van
fluerouracil en bestraling een signilicante verlenging van de
gemiddelde overlevingsduur ten opzichte van alleen met bestraling
behandelde pati&nten. Opvallend is dut deze correlatie uitsluitend
werd vastgrsteld voor mondholtecarcinemen en niet voor andere
locallisatics van plaveiselcelcarcinoom hinnen het hoofd-halsgebied.

De meeste ervaring met combinatie van chemotherapie en radiothera-
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pie of chirurgie betreft de eerste van de hierboven gencemde moge-
lijkheden, waarbij zogenaamde initifle tumorverkleining door
chemotherapie wordt beoogd en in tweede instantie na een interval
van €&n tot drie weken (de normale weefsels hebben zich dan kunnen
herstellen van de schadelijke inwerking van de chemotherapie) wordt
bestraald of geopereerd., De chemotherapie staat in de veolgorde
voorop, omdat men algemeen de ervaring heeft dat chemotherapie
effectiever is wanneer de vaatverzorging van de tumor nog niet
door bestraling of operatie is verstoord, terwijl omgekeerd van de
bij intra-arterigle chemotherapie gebruikelijke cytostatica

- bleomycine uitgezonderd - geen nadelige invloeden op de bloed-

voorziening zijn aangetoond.

Veruit de meeste ervaring heeft men met de combinatie chemothera-
pie en radiotherapie, waarbij methotrexaat vrijwel steeds het
cytostaticum der keuze was. De gegevens van enkele 'controlled
studies' betreffende deze combinatie (voor literatuur hierover
wordt verwezen naar de eerder gencemde overzichten van Bertino e.a.
(1975), en Goldsmith en Carter (1975) ) laten enkele samenvat-
tende opmerkingen toe. Hoewel in drie van de vier studies waar het
hier om gaat in de combinatiegroep duidelijk meer complete tumor-
Tegressies aan het eind van de behandeling werden waargenomen en
zich in het eerste jaar na de behandeling ook minder recidieven

in deze groep voordeden, was na 1} tot 2 jaar 'folleow up' geen ver-
schil in overleving meer aantconbaar tussen beide groepen. Hierbij
zij echter aangetekend dat het over het algemeen om patiénten ging
met zeer uitgebreide tumorprocessen - vaak met gefixeerde hals-
kliermetastasen - terwijl de samenstelling van de patiéntengroepen
wat hetreft tumorlocalisatie vrijwel steeds zeer gemengd was; zoals
al eerder naar voren is gebracht is de kans dat een bepaald plavei-

selcelcarcinoom in het hoofd-halsgebied goed op methotrexaat zal

reageren onder andere afhankelijk van de localisatie van de tumor
binnen dit gebied. Interessant zijn dan ook de ervaringen van

Von Essen e.a. (1968) die patiénten in India met uitsluitend wang-
carcingom betreffen, een in principe voor methotrexaat gunstige
localisatie. Wanneer de zeer uitgebreide afwijkingen - Von Essen
spreekt zelfs van Tg - buiten beschouwing worden gelaten, wordt
wel een evident verschil in tweejaarsoverleving gezien ten gunste
van de combinatiebehandeling.

Concluderend zou men ten aanzien van de sequentiéle combinatie
chemotherapie/radiotherapie voorzichtig kunnen stellen, dat met de

thans ter beschikking staande cytostatica alleen in geselecteerde

gevallen, zowel wat localisatie als uitbreiding betreft, een
kleine winst is te behalen ten opzichte van bestraling alleen.

De overigens zeer beperkte en niet 'controlled' ervaringen met de
sequentifle combinatie chemotherapie/chirurgie lijken de zojuist
gegeven conclusie ook voor deze combinatie te wettigen. Richard

en Snow (1976) vonden duidelijk verschil in driejaarsoverleving
ten gunste van de combinatie intra-arterifle chemotherapie/chirur-
gie bij mondbodemcarcinomen en carcinomen van de infrastructuur
van de maxilla, bij vergelijking met de resultaten van chirurgie
alléén bij zogenaamde historische controles. Van belang is dat

de schadelijke werking van chemotherapie op slijmvlies en huid
volkomen reversibel is. Dit maakt chemotherapie een aantrekkelijker
partner dan radiotherapie wanneer een combinatiebehandeling met
chirurgie wordt overwogen. Van belang is te vermelden dat nog dit
jaar binnen de EORIC een 'clinical trial' van start zal gaan waar-
bij voor uitgebreide mondbodemcarcinomen vergeleken zullen worden
de resultaten van chirurgie alléén met die van chirurgie vooraf

gegaan door intra-arterigle chemotherapie.

Het 1lijkt zeer de moeite waard om patiénten die goed reageren op
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chemotherapie - toegediend met de bedoeling van initile tumor-
verkleining - en die daarna geopereerd en/of bestraald worden, maar
die desondanks op grond van de ervaringen een slechte kans op
blijvende genezing lijken te hebben, langdurig chemotherapeutisch
te blijven behandelen op de wijze zoals eerder werd uiteengezet,
Ook dergelijke studies zullen alleen zinvel zijn wanneer zij worden
uitgeveoerd in het kader van een zgn. 'controlled clinical trial'.
Aangezien vrijwel geen enkel centrum over veldoende patiénten
beschikt om tot een definitieve cvaluatie te komen, is hiervoor

samenwerking op nationaal en internationaal niveau gewenst.

I.6. Samenvatting.

Van chemotherapie all€én is op dit moment bij hoofd-halstumoren
geen blijvend succes te verwachten. Het in een vroeg stadium van
de behandeling toevoegen van chemotherapie aan de gebruikelijke
behandelingsmethoden chirurgie en bestraling lijkt echter in
geselecteerde gevallen van voordeel te kunnen zijn. De vraag of
hiermede slechts een levensverlenging van beperkte duur kan worden
bereikt dan wel een hoger percentage blijvende genezingen, kan

op dit moment niet beantwoord worden; hiertoe zullen oc.a. de
resultaten van de onder I1.5. genoemde'controlled clinical trial’
moeten worden afgewacht,

Wat betreft het direkte effect van de cytostatica op de omvang van
het tumorproces kunnen bovenstaande aan de literatuur ontleende en
gedeeltelijk op ervaringen uit de eigen kliniek gebaseerde gegevens

als volgt worden samengevat:

Continu 1.V. methotrexaat:

ten wordt >  50% tumorregressie

bereikt. [(zie I.2Z2.)
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Bij minder dan 30% van de patién-

Intermitterende [.V, methotrexaat:

Continu I.A. methotrexaat:

I.V. combinatie chemotherapie:

I.A. combinatie chemotherapie:

Bij 50% van de patiénten wordt
* 50% tumorregressie bereikt.

(zie 1.2.}

Bij 53% van de patiénten wordt
gen effect op de tumor waarge-
nomen. Geen nauwkeurige gegevens
over het aantal patiénten met

> 50% tumorregressie.

fzde 1250

Bij 46% van de patiénten wordt
> 50% tumorregressie bereikt.
Een complete regressie wordt

bij 3% waargenomen [zie l[.4.a)

Bij 60% van de patiénten wordt
> 50% tumorrecgressie bereikt.
Een complete regressie wordt

bij 14% waargenomen (zie l.4.h)

Deze gegevens lijken er op te wijzen dat:

1) T.A. teoediening meer tumorregressie veroorzaakt dan [.V.

behandeling mits vergeleken bij eenzelfde doseringsschema.

2) Combinatie van cytostatica superieur is aan enkelvoudige

chemotherapie, waarbij 1.A. toediening van de comhinatie

superieur lijkt aan 1.V. toediening daarvan.

Deze voorlopige conclusies zijn in de kliniek alleen statistisch

'hard te maken' met behulp van 'controlled clinical trials'. De



uitvoering van derpelijke studies zal vanwege de relatieve zeld-
zaamheid, de veelheid van localisaties en de variatie in nitbrei-
ding van de betreffende tumoren wel altijd zeer moeilijk zo niet

onmogelijk blijven.

[.7. Vraagstellingen

Aangezien op korte termijn onvoldoende resultaten zijn te verwach-
ten van 'controlled studies' over de cptimale weg van toediening
en het behandelingsschema van cytostatica, is getracht om door
middel van cen dierexperimenteel onderzoek een aantal vragen te
beantwoorden. Met het onderzoek is allereerst getracht uitsluitsel
te verkrijgen over de veronderstelde superioriteit van de intra-
arterifle weg van toediening vergeleken met de systemische behan-
deling. Het betreft zowel de in de kliniek meest gebruikte cyto-
statica methotrexaat, bleomycine en 5-fluorouracil alléén als
enkele combinaties van deze cytostatica.

Ten tweede is getracht om na te gaan of bepaalde toedienings-
schema's van combinaties van cytostatica de therapeutische index
verbeteren waarna het beste combinatieschema vergeleken zal worden
met het beste schema van enkelvoudige chemotherapie.

Het grote voordecl van een goed opgezet diermedel is dat in rela-
tief korte tijd grote aantallen dieren onder nauwkeurig pespeci-
ficeerde en gestandaardiseerde condities kunnen worden behandeld,
waarhij het aantal variabelen zeer beperkt is gehouden. In een
dergelijk diermodel - dat in veel opzichten overeen moet komen met
de humane situatie - is het mogelijk om nauwkeurig omschreven
vraagstellingen op statistisch betrouwbare wijze te toetsen.

De faktor 'gevoeligheid' van de gebruikte experimentele tumor dient

bij dit onderzoek van ondergeschikte betekenis te zijn: bij extra-

polatie van dierexperimentele resultaten naar de kliniek mag deze
tunorgevoeligheid geen rol spelen omdat experimentele dierlijke
tumoren in veel opzichten afwijken van menselijke tumoren. Zo hebben
dierexperimentele tumoren hijvoorbeeld een hogere groeisnelheid
dan menselijke tumoren. Deze verschillen kunnen onjuiste indrukken
over de werkzaamheid van chemotherapie in een diermodel veroorzaken.
Tevens speelt metastasering in het diermodel in tegenstelling tot
de humane situatie geen rol omdat de experimenten om voor de hand
liggende redenen van korte duur zijn. Bij het doen van algemene
uitspraken over de effectiviteit van een chemotherapieschema zou
men bij een ideaal diermodel over een groot aantal experimentele
tumoren moeten beschikken. Dit is echter in de praktijk niet
mogelijk gebleken. Bij dit onderzoek is steeds van &&n soort tumor
gebruik gemaakt. Bij het formuleren van de vraagstellingen en de
interpretatie van de resultaten dient men zich hiervan rekenschap
te geven.

Vraagstelling 1:

Is het mogelijk een diermodel te ontwikkelen waarbij een tumor in
het hoofd-halsgebied langs intra-arteri&le weg in analogie met de
klinische behandeling via retrograde canulatie van een zijtak van

de arteria carotis externa met cytostatica doorstroomd wordt?

Vraagstelling 2:
Is intra-arteriéle infusie van in de kliniek veelvuldig toegepaste
cytostatica In dit model superieur aan de systemische toediening

daarvan ?

Vraagstelling 3:
Is in dit model de intra-arteriéle toediening van een combinatie
van cytostatica superieur aan de systemische combinatie van dezelf-

de stoffen?
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Vraagstelling 4: R ——
Is het mogelijk om in het diermodel ecen combinatiebehandeling met

] 1yt ic ikkele arvan de therapeutische index
enkele cytostatica te ontwikkelen waarvan de o] e mmi——
beter is dan van het beste schema van enkelvoudige chemotherapie?

IT.1. Inleiding.
De ontwikkeling van een diermecdel voor de bestudering van I.A.-
infusie met cytostatica in het hoofd-halsgebied heeft ons vanaf
1971 bezig gehouden. Dorspronkelijk is een diermodel ontwikkeld
waarbij een in de oorschelp van de rat gefmplanteerd rhabdomyo-
sarcoom via occlusieve catheterisatie van de arteria carotis
communis regionaal wordt doorstroomd. Een in de andere oorschelp
aangebrachte tumor fungeert daarbij als systemische controle
(Sindram, 1973)}. Er bestaat echter kritiek op de wijze van canula-
tie omdat de circulatie in het stroomgebied van de tumor mogelijk
y verandert door afbinding van de arteria carotis communis.
Ontwikkeling van een diermodel dat meer overcenkomt met de humane
situatie leek daarom gewenst. Het in dit proefschrift beschreven
diermodel is gebaseerd op de oorspronkelijke proefopstelling en de
ontwikkeling dient als een voortzetting van het werk van Sindram

te worden bheschouwd,

IT.2. Voorwaarden waaraan het diermodel moet voldeen.

[T.2.a Algemeen,

Het is essentieel dat een modelstudie reproduceerbare resultaten
oplevert, Variaties in gebruikte technieken, eigenschappen van proef-
dieren en histologie en groeiwijze van een experimentele tumor

dienen daarom zoveel mogelijk vermeden te worden. Het verdient
aanbeveling om de proeven - en met name de metingen - door steeds

dezelfde experimentator(en) tec laten uitvoeren.
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1I1.2.b Keuze van het proefdier.

Tot op heden zijn behalve bij ratten- en muizenstammen geen trans-
plantabele tumoren bij dingeteelde proefdieren bekend. Grotere proef-
dieren waarbij minder hoge eisen aan de operatietechniek worden
gesteld zijn doorgaans kosthaarder en de proeven nemen meer labora-
toriumruimte in beslag. Bij de muis staan ons meer transplantabele
tumoren ter beschikking dan bij de rat, maar de voorkeur gaat toch
uit naar deze laatste diersocort omdat ratten minder beweeglijk zijn
en de arterién eenvoudiger pecatheteriseerd kunnen worden. Het
betrekkelijk rustige gedrag van de rat is vooral van belang in ver-
band met de kwetsbaarheid van de infusie-opstelling. Om een homo-
gene proefdierpopulatie te verkrijgen is het noodzakelijk om met
inteeltstammen te werken. Dit voorkomt anatomische variatiles,
wisselende groei en onvergelijkbare gepevens inzake de toxiciteit.
Het optreden van intercurrente infecties welke mogelijk de tumor-
groei en de toxiciteit beinvloeden kan worden beperkt door met
'specific pathogen free' (SPF) dieven te werken. Dit houdt in dat
de fok van endemische ziekteverwekkers zoals bijv. pleuro-pneumo-

nia-achtige organismen (PPLO) wordt vrijgehouden.

I1.2.c Keuze van de tumar.

Van belang is dat de geimplanteerde tumor zodanig groeit dat een
uitwendige meting in drie dimensies mogelijk is. De tumor dient
derhalve niet infiltratief of plaatvormig te groeien.

Dok door andere onderzoekers 1s getracht door middel van tumorme-
tingen een indruk te krijgen over tumorgroei en tumerregressie.

Zo gebruikte Reinhold (1967) bij de meting van een geimplanteerd

rhabdomyosarcoom een plastic meetkaliber voorzien van ronde in
diameter oplopende gaten waarmee hij een vrij nauwkeurige relatie

tussen diameter en gewicht van de tumor vaststelde. Ook hleek het

g2

aantal tumorcellen te relateren aan de vastgestelde diameter.
Hermens en Barendsen (1967) voerden metingen in drie richtingen

nit bij tumoren welke in de Fflank van vrouwelijke ratten waren
geimplanteerd. Bij de berekening van de tumorvolumina maakten zij
een onderscheid tussen een bolvormige en cen ellipsolde groeiwijze.
Roding (1977} maakte bij de tumormetingen slechts gebruik van het
produkt van twee diameters er van uit gaande dat meten van de derde
dimensie van de tumor moeilijk wordt door optredende ulceratie,
bloeding met korstvorming of mechanische heschadiging van het tumor-
oppervlak.

Hoewel het meten van een tumer in twee richtingen in bepaalde
gevallen van nut kan zijn, met name daar waar de tumor niet goed in
drie dimensies is af te grenzen of plaatvormig groeit, lijkt de
drie dimensionele meetmethode het meest betrouwbaar. Het is daarbij
wel noodzakelijk om alleen metingen uit te voeren van onheschadigde
tumoren waarbij geen ulceratie of oppervlakkige beschadiging heeft
plaatsgevonden. Deze beperking houdt in dat in het algemeen grote
aantallen dieren mocten worden behandeld om voldoende betrouwbare
metingen te kunnen verrichten.

In deze studie is gebruik gemaakt van de meetmethode in drie rich-
tingen. Hierbij wordt uitgegaan van de bevinding dat de tumor
meestal een ellipsolide vorm heeft. De inhoud van een ellipsoide is
4/3 Pi x (0,54 x 0,5b x 0,5¢c) en is gelijk man 1/6 Pi x a x b x ¢
(Pi is 3,14), hetgeen ongeveer 0,5 x a4 x b x ¢ is. Door bij de
gerste meting de grootste straal van de tumor te nemen en daarna
een tweede meting loodrecht daarop uit te veoeren waarna cen derde
meting loodrecht op het vlak van de eerste twee metingen wordt
verricht, worden a, b en ¢ verkregen. Het produkt a x b x ¢ is dan
twee maal de ware tumorinhoud in kubieke millimeters. Dit produkt zal

in het proefschrilt verder als 'het tumorvolume' worden aange duid.



Het is gebleken dat de meetfout sterk toeneemt bij kleine tumoren.
Derhalve zijn alle tumoren met een'volume'van minder dan 100 van
verdere bewerking uitgesloten.

Het tumervelume moet op reproduccerbare wijze met cytostatische
behandeling beinvlcedbaar zijn en als zodanig een betrouwhare maat
vormen veor het bereikte therapeutische effect. Grote spreiding
van de tumorgroel bij de controledieren en een sterk wisselende
tumorregressie bij de behandelde dieren duidt vaak op een infectie
van de rattenkolonie.

Bij een hoge groeisnelheid treedt snelle ulceratis op zodat geen
hetrouwbare metingen kunnen worden verricht., Bij ulceratie van het
tumoroppervlak verliest de tumor aan volume zodat de meting onbe-
trouwbaar is. Een lage groeisnelheid komt weliswaar beter overeen
met de meeste menselijke tumoren maar maakt anderszins een langere
behandelingsduur noodzakelijk om meetbare tumorvolumeveranderingen
te registreren. Dit schept enerzijds grote technische problemen
bij de infusiebehandeling en anderzijds is het geringe aantal
proefdieren dat per tijdseenheid hehandeld kan worden een nadeel.
Tenslotte is het noodzakelijk dat de tumor een meethare gevoelig-
heid vertoont voor een aantal in de kliniek toegepaste cytostatica,
zoals voor de behandeling van tumoren in het hoofd-halsgebied wor-
den gebruikt. Zeer grote gevoeligheid van de experimentele tumor
voor deze cytostatica kan echter leiden tot een te sterke tumor-
regressie ol zelfs macroscopisch verdwijnen van het proces. Het

is dan niet mogelijk om conclusies aan de onderling te vergelijken

behandelingsschema's te verbinden,

I1.2.d Keuze van cytostatica.

Bij de beoordeling of in het diermodel een cytostaticum geschikt

is voor intra-arteri&le toediening, spelen de volgende overwegingen
een rol:

1) oplesbaarheid in water.

Bij de toediening door middel van een infusiepomp is het noodzake-
lijk dat het cytostaticum bij kamertemperatuur in oplossing is.

2) houdbaarheid.

Het opgeloste cytostaticum wordt in een injectiespuit met behulp
van een infusiepomp toegediend. Afhankelijk van het toedicnings-
schema dient deze oplossing van enkele dagen tot een week bij kamer-
temperatuur houdbaar te zijn.

3] biotransformatie.

Bloactivering van het toegediende cytostaticum buiten de tumor,
bijvoorbeeld in de lever, dient kwantitatief geen belangrijke roal

te spelen. Zo zal bijvoorbeeld de intra-arteriéle toediening wvan
cyclofosfamide geen zinvolle therapie zijn omdat het eerst in de
lever geactiveerd moet worden teneinde op de tumor werkzaam te zijn.
4} snelheid van inactivatie en ultscheiding.

Een korte verblijfsduur van het werkzame cytostaticum in het 1ichaam
door inactivatie of uitscheiding - bijvoorbeeld met de urine - is
gunstipg voor intra-arteriéle toediening omdat daarbij de regionaal
behandelde tumor waarschijnlijk een relatief hoge concentratie van
het cytostaticum bevat vergeleken met de rest van het lichaam het-

geen de therapeutische index vergroot.

Voor het experiment wordt uitsluitend gebruik gemaakt van cytosta-
tica die daadwerkelijk in de kliniek hij de behandeling van tumoren
in het hoofd-halsgebied worden gebruikt. Bij de keuze van cyto-
statica is gebruik gemaakt van het overzicht van Carter en Soper

(1974): slechts twee cytostatica hebben een bewezen werkzaamheid



bij de behandeling van tumoren in het hoofd-halsgehied. ﬁit

zijn bleomycine en methotrexaat. Van 5-fluorouracil en Adriamy-
cine f= doxorubicine] wordt werkzaamheid aangenomen hoewel de mate
daarvan niet met voldoende zekerheid is vastgesteld. Van een

aantal andere cytostatica wordt eveneens werkzaamheid verondersteld
echter zonder dat dit tot op heden bewezen is geacht. Op grond van
deze gegevens is in eerste instantie hesloten bleomycine,
methotrexaat en 5-fluorouracil in het onderzoek te betrekken.
Adriamycine werd niet gekozen omdat ten tijde van de aanvang van
het onderzoek de klinische toepassing - althans wat betreft de
behandeling van hoofd-halstumoren in Nederland - zeer beperkt was.
Het onderzoek van een vierde cytostaticum zou verder een ongewenste

schaalvergroting van het experiment met zich mee brengen.

Bleomycine is goed oplesbaar in water, twee jaar bij kamertempera-
tuur in oplossing houdbaar en wordt niet in het lichaam geactiveerd.
In de weefsels vindt snelle inactivatie plaats behalve in huid en
longen. Pierexperimenteel onderzoek (Teale e.a., 1977) en recente
klinische gegevens (Broughton e.a., 1977) wijzen op een korte half-
waardetijd van bleomycine in plasma. Afhankelijk van de toediening
(L.V.=injectie of [.V. continu infuus] varieert deze van 15 minuten
tot 1! uur, waarna - bij lage plasmaconcentratie - een halfwaarde-
tijd van ongeveer 9 uur wordt waargenomen.

Methotrexaat lost goed op in water en is bij kamertemperatuur als
zodanig twee weken houdbaar. Waarschijnlijk speelt biotransfarma-
tie geen belangrijke rol. Methotrexaat wordt snel met de urine
nitgescheiden. In peringere mate verlaat het ook via de galwegen
met de faeces het lichaam [Johns e.a., 1964; Henderson e.a., 1965).
S5-Fluorouracil is een kleurloze viloceistef en goed met water te

vermengen. De houdbaarheid bij kamertemperatuur is poed. 5-Fluoro-

uracil wordt in de tumorcel geactiveerd waarbij het werkzame
S5-fluoro-2-deoxyuridine-5-fosfaat ontstaat, Inactivatie vindt voor-
al in de lever plaats waarbij o.a. ureum vrij komt,

De plasmahalfwaardetijd is kort; bij intravencuze injectie bedraagt

deze bijvoorbeeld 10 tot 20 minuten (Mukherjee e.a., 1963).

Bleomycine, methotrexaat en S5-fluorouracil beantwoorden aan de voor
waarden voor intra-arteriBle toepassing in het diermodel. Bij de

eigen experimenten is van deze drie ¢ytostatica gebruik gemaakt.

II.2.e Catheterisatietechniek,

Bij I.A.-infusie van menselijke tumoren gelocaliseerd in het hoofd-
halsgebied wordt van de arteria temporalis superficialis of de
arteria thyreoidea superior gebruik gemaakt. In beide gevallen
wordt de catheter retrograad, na distaal afbinden van het vat, tot
in de arteria carotis externa opgevoerd. Deze methode maakt het
onwaarschijnlijk dat circulatieveranderingen in het tumnrgebied
optreden. Deze opzet is echter in een dierexperimenteel model nog
niet eerder verwezenlijkt. De zeer peringe doorsnede van de arte-
ritn van de rat heeft de ontwikkeling van een dergelijke techniek
in de weg gestaan. Het vermijden van belangrijke circulatieveran-
deringen in de chemotherapeutisch te behandelen tumoren is echter
gewenst. Tenslotte dienen de ratten over een goede bewegingsvrij-
held te beschikken zonder de bedrijfszekerheid van het ingebrachte

cathetersysteem in gevaar te brengen,

I1.3, Occlusieve catheterisatie van de arteria carotis communis.

[1.5.a Beschrijving van het occlusieve intra-arteridle catheteri-

satiemodel.

Bij de ontwikkeling van een nieuw 1.A. infusiemodel is uitgepaan



van de proefopstelling zoals deze door Sindram in 1573 in zijn
proefschrift is beschreven. Op de corspronkelijke uitveering wordt
nu eerst nog nader ingegaan.

Bij deze opstelling wordt gebruik gemaakt van occlusieve cathete-
risatie van de linker arteria carotis communis waarbij een
polyethyleencatheter nr. 10 onder Hypnarm-narcose na proximale
afbinding in de arteria carotis communis wordt geschoven. De cathe-
tertip ligt daarbij juist onder de carotisbifurcatie. Het is door
Sindram in het experiment aangetoond dat afbinding van de arteria
carotis communis omkering van de stroomrichting in de arteria
carotis interna tot pevolg heeft, zodanig dat de circulatie in de
arteria carotis externa door bloedtoevoer uit de circulus Willisi
via de arteria carotis interna wordt hersteld. Cytostatica welke
via de catheter in de arteria carotis communis worden geinfundeerd
bereiken zodoende de arteria carotis externa en haar vertakkingen.
De geimplanteerde tumor welke zich in dit stroomgebied bevindt
wordt dus langs regionale weg geTnfundeerd. Fen aan de andere zijde
van de kop geimplanteerde tumer kan als systemische controle

beschouwd worden.

Op deze wijze is het mogelijk gebleken het proefdier gedurende 7

dagen te infunderen. De ratten zijn daarbij in een speciaal ont-
worpen verblijf van staaldraad gehuisvest. Een roestvrij stalen
knaagvrije canule is in de nek bevestigd en ongeveer 20 cm boven

het proefdier door middel van een lekvrije draaikoppeling met het
aanvoerende infusiesysteem verbonden. De draaikoppeling ('swivel!')

is in een verende ophanging geplaatst zodat het dier zowel in
vertikale richting als om zijn as grote bewegingsvrijheid geniet.

Het aanvoerende infusiesysteem bestaat uit een fijn regelbare

Braun infusiepomp waarop zes injectiespuiten van 20 ml zijn geplaatst.

Deze voeden ieder een dunne polyethyleencatheter die op een draai-
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koppeling is aangesloten. [e verbinding van draaikoppeling naar
roestvrijstalen knaagvrije canule wordt door een siliconslangetje
verzorgd. Voor de bevestiging van de stalen canule aan de hals van
het proefdier wordt gebruik gemaakt van een tweede siliconslangetje
dat over de canule is geschaven. Het vrije uiteinde ervan is in de
lengterichting opengesneden zodat de beide aldus ontstane 'slippen'
subcutaan in de nek kunnen worden ingehecht. De fijne polyethyleen-
catheter welke voor de canulatie van het vat is gebruikt wordt sub-
cutaan naar de dorsale zijde van de hals doorgevoerd en eindigt in
het in de lengterichting gespleten siliconslangetje. De afdichting
aldaar wordt met een fijne metalen draadligatuur tat stand gebracht.
Deze opstelling waarborgt een reproduceerbare techniek waarbij

ratten gedurende zeven dagen langs I.A, weg geinfundeerd kunnen

worden.

Als plaats voor de tumor-implantatie wordt aan beide zijden de oor-
schelp gekozen waarbij de tumor in het linker oor het cytostati-
cum regionaal en in het rechter cor systemisch ontvangt. Hierdoor
is het mogelijk om in &&n dier het regionale effect met het syste-
mische effect van een cytostaticun bij dezelfde algemene toxici-

teit te vergelijken.

De occlusieve canulatietechniek is echter miet geheel in overeen-
stemming net de methode welke bij de mens wordt toegepast. Hoewel
de circulatie in de linker arteria carotis externa via de circulus
Willisi vanuit de andere zijde wordt hersteld - de arteria carotis
externa is dan een zijtak geworden van de arteria carotis interna -
is het aannemelijk dat afbinding van de arteria carotis communis
veranderingen in de circulatie van de aan de linker zijde geim-
planteerde tumor vercorzaakt. Bij de mens is bijvoorbeeld bekend
dat onderbinding van &€n arteria caratis communis in de meeste

gevallen ernstige cerebrale circulatiestoornissen tot gevolg heeft,



hetgeen impliceert dat ook de circulatie in de arteria carotis
externa duidelijk is afgenomen.

Rij de ontwikkeling van een nieuw diermodel is de problematiek
rondom de circulatie in het stroomgebied van de arteria carotis
externa na afbinden van de arteria carotis communis aan dezelfde

zijde centraal gesteld.

11.3.b Bvaluatie van het occlusieve intra-arteriéle catheteri-

satiemodel.

IT.3.b.1. De circulatie in het stroomgebied van de arteria carotis
externa na onderhinding van de arteria carotis communis.

Hocwel herstel optreedt van de circulatie in de arteria carotis
externa doordat de bloedvoorziening via de circulus Willisi vanuit
de andere zijde wordt overgenomen, is het zeer de vraag of de
circulatie in het tumorgebied hierdoor niet in kwantitatieve zin
verandert. Op drie manieren is getracht een indruk te krijgen wvan
de bloedveorziening in het tumorgebied na afbinding van de arteria
carotis communis: 1, intra-arteriéle bloeddrukmeting,

2. meting van de tumorgroei aan de afpebonden
zijde vddr en na afbinden van de arteria
carotis communis,

3. distributie van radio-actief gelabelde parti-
keltjes in het hoofd-halsgebied vé6r en na

afbiinden van de arteria carotis communis.

ad.1.: twee series van 4 ratten ondergingen onder algehele Hypnorm
anaesthesie canulatie van de arteria carotis communis. Bij #én groep
was de canule in caudale richting ingebracht, zodanig dat de

cathetertip juist boven de arcus aortae uitmondde. In de tweede

50

groep was de canule in craniale richting ingebracht waarbij de
cathetertip onder de carotisbifurcatie gelegen was. Bij alle dieren
werd de circulatie in de arteria carotis communis daarbij door
onderbinding opgeheven. De ingebrachte catheter was met een open
infusiesysteem gevuld met NaCl D,9%/heparinemengsel verbonden. De
infuusfles was door middel van een katrol boven de rat opgehangen
en kon van hoogte gevarieerd worden. De afstand van de vloeistof-
spiegel in de infuusfles tot het vlak waarop zich het proefdier
bevond was nauwkeurig meetbaar en werd in centimeters uitgedrukt.
Bij het vergelijken van beide groepen dieren bedroeg de druk in
de catheter welke juist onder de carotishifurcatie was gelegd
gemiddeld 60% van de druk welke in de andere groep boven de arcus
aortae werd gemeten. Er trad met andere woorden een bloeddruk-
daling c¢p na afbinding van de arteria carotis communis welke niet
geheel door omkering van de stroomrichting in de arteria carotis

interna werd hersteld.

Een tweede methode combineerde beide meettechnieken in dezelfde
dieren. Hiertoe werd bij wvier dieren een catheter boven de arcus
aortae ingebracht en een tweede juist onder de carotisbifurcatie.
De circulatie in de arteria carotis communis werd door onderbinding
opgeheven. Belide catheters werden met een open infuussysteem gevoed.
Het was dus steeds mogelijk de intra-arteri&le druk proximaal en
distaal van de onderbinding te meten. Het bleek ook nu dat de
hloeddruk onder de carotisbifurcatie lager was dan boven de arcus
aortae. De daling bedroeg gemiddeld ongeveer 40%. Met andere
woorden de druk onder de carotisbifurcatie was 60% van de druk
boven de aortaboog. Bij alle proeven werd getracht de Hypnorm-nar-
cose 3 uur te laten voortduren en in geen der gevallen trad een

herstel van de bloeddruk binnen dit tijdsbestek op.



ad.2.: De invloed van afhinding van de arteria carotis communis op
de circulatie van de arteria carotis externa aan dezelfde zijde

kan ook indirekt worden nagegaan. Vier proefdieren, voorzien van in
beide oorschelpen geimplanteerde tumoren {rhabdomyosarcoom) onder-
gingen aan é&n zijde afhinding van de arteria carotis communis,

De tumorvolumina werden aan beide zijden nauwkeurig in drie rich-
tingen gemeten. Zonder verdere therapie werden de dieren gedurende
3 weken vervolgd. Het blijkt dat bij alle ratten de tumorgroei

aan de zijde waar de arteria carotis communis werd afgebonden
duidelijk achterbleef t.o.v. de andere kant. In deze oriénterende
serie was het tumorvolume aan de afgebonden zijde gemiddeld 50%
minder in emvang toegenomen dan van de andere tumor. Oock Sindram
signaleerde een verminderde groeisnelheid aan de gecanuleerde en
afgebonden zijde hoewel deze slechts gemiddeld 20% minder was ten
opzichte van de niet afgebonden kant. De oorzaak van deze verminder-
de tumorgroeil werd door Sindram wmogelijk geweten aan het gebruik

van heparine en/of het operatietrauma.

ad.3.: In samenwerking wet dr. G. van den Bos van de afdeling
Fysiologie van de Vrije Universiteit te Amsterdam is daarop een
proef uitpevoerd waarmee de '[low' naar de tumor védr en na afbin-
ding van de arteria carotis communis kon worden gemeten, Daarbij
werd gebruik gemaakt van met scandium (Sc) en strontium (Sr)
radioactief gemerkte 'microspheres' die védr en na onderbinding
van de arteria carotis communis in zes genarcotisecerde ratten

werden ingespoten.

Uitvoering van de proef:
Mannelijke BN/Wag Rij ratten van 250 tot 300 gram lichaamsgewicht

werden met 0,1 ml/100 g lichaamspewicht Hypnorm in slaap gebracht.

De proefdieren werden daarna met positieve druk via een tracheo-
tomiecanule met behulp van een M.K 2 Infant Respirator (Loos & Co.
Amsterdam) beademd. De thorax werd daarop in de mediaanlijn

geopend. Radioactief gemerkte 'microspheres' (SSSr en 40

Sex

15w + 5; 3M-Company) werden gesuspendeerd in plm. 0,1 ml fysio=-
logische zoutoplossing. Met de eerste injectie werd Sr via een
naald in de apex van de linker ventrikel van het hart ingespoten
(106 'counts'/min; + 250.000 'microspheres')., De inspuiting werd
gevolgd door afbinding van de vrijliggende linker arteria carotis
communis. Vijf minuten na afbinding volgde een tweede inspuiting,
nu met Sc [106 'counts'/min; + 250.000 'microspheres'). Hierna
werd het proefdier gedood waarna de oren met de daarin gelmplan-
teerde tumeren werden afgeknipt. De radioactiviteit werd gemeten
met een LKB Wallac Ultrogamma. In tabel I zijn de resultaten
weergegeven in counts/min. nadat de 'background' activiteit is

afgetrokken en correctie voor 'spill-over' is toepepast,

De verhouding van de verdeling van de 'microspheres' v86r afbin-
ding van de arteria carotis communis vertcont een grote spreiding
welke mogelijk voor een deel op de anatomische verhoudingen en/of
het optreden van laminaire stroming is terug te voeren.

De verhouding van de activiteit in het linker en het rechter cor
is significant kleiner na occlusie van de arteria carotis communis
sinistra (Wilcoxon Signed Rank Test, o= 0,05). Dit resultaat wijst
erop dat onder de omstandigheden van het experiment de bloedstroom
naar het oor bij afsluiting van de homolaterale arteria carotis
communis niet volledig wordt overgenomen door aanveer vanuit de
circulus Willisi.

Het resultaat van dit cxperiment steunt de hypothese dat circula-

tieveranderingen in de tumor aan de afgebonden zijde optreden, hoe-
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wel ook deze gegevens geen absoluut bewijs vormen: een langer
durende occlusieperiode van de arteria carotis communis kan moge-
lijk - hoewel dat niet aannemelijk is - de collaterale 'flow’
deen toenemen. Verder blijkt de hoeveelheid 'microspheres' per
cor in het experiment niet in alle gevallen 400 of meer; dit is
de hoeveelheid die door Buckberg e.a. (1971) is aangegeven ter
berekening van de bloedstroom met een betrouwbaarheid van 10%.
Aangezien de bloedstroom naar de oren zeer gering blijkt te

zijn moeten grote hoeveelheden '"microspheres' worden toegediend.
Hoewel het niet bekend is hoeveel 'microspheres' bij de rat kunnen
worden ingespoten zonder de werking van het hart te beinvloeden,
leek overschrijding van 300.000 'microspheres' - hetgeen al vijf
maal zo veel is als door Malik e.a. (1976) wordt gebruikt - niet
gewenst. De 'flow' is uitgedrukt in 'counts'/min/g, omdat alleen
de veranderingen in de circulatie van belang zijn. Het is niet
onderzocht of circulatieveranderingen tengevolge van injecties
optraden. Het is overigens de vraag of dergelijke veranderingen

het resultaat beinvloceden.

Gezlen deze ons ter beschikking staande gegevens is daarna afge-
zien van de occlusieve canulatietechniek van de arteria caretis
communis, omdat deze zeer waarschijnlijk veranderingen in het
stroomgebied van de arteria carcotis externa met zich meebrengt.

De proefopstelling is daarop ingrijpend gewijzigd.

IT.3.b.2. Doorgankelijkheid van het infusiesysteem,

Reeds bij de serste preoeven waarbij de occlusieve canulatietechniek
werd toegepast bleek in een hoog percentage verstopping van de
catheter op te treden. Hoewel in een aantal gevallen lekkage van

het aanvoerende infusiesysteem werd vastgesteld, waarmee dit ver-
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TABEL T

De activiteit in beide oren na inspuiting van Strontium (Sr) v86r

afbinding en Scandium (Sc) nd afbinding van de arteria carotis communis.

Dier Oor Activiteit na Verhouding li/re Verhouding li/fre
no. 1i of re 855, ¢6Scx1 vooT afbinding*z ni afbim.iingk2
] 11 50,9 307,4 -
& 23,5  372,8 nERE g
z 1i 13,4 - &
re 60,9 -
3 1i 4011,2 2061,9
Te 2842,1 3749,3 hatk -
4 1i §30,4 62,7 0,66 0,21
re 1266,0  304,3
5 11 2212,7 4438,8 1.42 1.27
re 1558,1 3494,2
6 1i 3418,2 559,4
3 - 1776,14 546,1 Las L
7 1i 1565,8  900,4
re 2155,2 3552,3 = By

%1 Tcounts'/min/g

#2 verhouding 'counts' linker en rechter cor respectievelijk va6r en
nd afbinding van de arteria carotis communis sinistra.

%3 bij rat no.2 was geen Sc-activiteit mectbaar. Waarschijnlijk is de
injectie onjuist toegediend.

schijnsel was verklaard, kon meestal echter geen duidelijke cor-
zaak worden gevonden. Om stolling te voorkomen werd daarop bij

een groot aantal ratten de heparineconcentratie verhoogd. In over-
eenstemming met de proeven van Sindram was de infusiesnelheid op

2,64 ml/24 uur vastgesteld. Zelfs bij een concentratie van 50 E/ml
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infusaat trad nog bij"enkele dieren obstructie van catheter op.
Bij verdere verhoging tot 100 E/ml werd €&nmaal een lethaal
verlopende bloeding in de tractus digestivus gezien. Deze relatief
heparine-ongevoelige trombose heeft tot het testen van hogere
infusicsnélheden geleid. Hierop wordt in dit hoofdstuk onder 4.c

nader ingegaan.

I1.3.h.3, Fixatie infusiesysteem.

Bij de gebezigde bevestigingstechniek van het infusiesysteem 1s
aanvankelijk uitgegaan van de door Sindram toegepaste constructie
(zie I1.2.a). Een bezwaar hiervan is de toepassing van de in de
lengterichting opengesneden siliconslang waarmnee de knaagresis-
tente stalen canule in de subcutis is vastgehecht. Deze scheurt
gemakkelijk af en wordt vaak uit de nekhuid lospgetrokken. De
afdichting van de fijne PPl0-catheter welke in dit siliconslangetje
eindigt laat eveneens vaak te wensen over. Het cathetersysteen
raakt op dit punt vaak los hetgeen voor een hoog percentage mis-
lukte infusies verantwoordelijk is peweest. Tenslotte voldeed het
inhechten van de silicon'slippen' in de subcutis niet, omdat in
een aantal dieren ontstekingsreacties optraden, welke mogelijk
met het inhechten van dit corpus alienum verband hielden. Veran-
dering van de bevestipingsmethode was derhalve noodzakelijk en de

ontwikkeling ervan wordt in hoofdstuk 11.4.c besproken.

I1T.4. Ontwikkeling van een nieuw intra-arterieel infusiemodel bij

de rat.

I11.4.a Inleiding.
De retrograde canulatie van een zijtak van de arteria carotis ex-

terna - zoals bij de mens wordt toegepast (zie II.1.d) - heeft
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medel gestaan voor de ontwikkeling van een nieuwe I.A.-infusie-
techniek bij de rat. De proefdieren hebhen in beide oren een
geimplanteerde experimentele transplantabele tumor. Zonder veran-
deringen in de circulatie van de tumor aan te brengen wordt de
linker tumor regionaal geinfundeerd en de rechter is daarbhij de
systemische controle. Op de ontwikkeling van dit model wordt nu

nader ingegaan.

IT.4.h Catheterisatietechnick.

De diameter van de zijtakken van de arteria carotis externa bij

de rat is zodanig klein dat zelfs de dunste in de handel verkrijg-
bare polyethyleencatheter, type PEI0 of FI'10, met een uitwendige
diameter van 0,67 mm niet zonder meer kan worden gebruikt. In zijn
proetschrift ('Intra-arteritle infusie van de rattelever in vivo!,
1974) beschrijft Cotino een door hem ontwikkelde methode waarmee
cathetermateriaal PE10 door middel van verwarming met een gasvlam
tot een dikte van 200 micron kan worden uitgetrokken. Uit eigen
ervaring is gebleken dat de catheter ook zonder verwarming met de
hand tot ongeveer een dikte van 300 micron is uit te trekken. Met
een catheter van een dergelijke diameter is het zeer goed mogelijk
om met behulp van het operatiemicroscoop (Zeiss-type OPMI 6) de
zijtakken van de arteria carotis externa te canuleren.

Allereerst werd enkele malen de arteria thyreoidea superior geca-
theteriseerd. De fixatie van de catheter in dit korte en mobiele
vat aan de ventrale zijde van de hals liet te wensen over. Vervol-
gens werd getracht de arteria maxillaris externa (bij de mens:
arteria facialis) te canuleren (afb.25). Deze verloopt van supra-
hyoidaal tussen de voorste buik van de musculus digastricus en de

musculus masseter over de mondbodemmusculatuur naar voren tot over

de rand van de mandibula. Dit gebied is veel minder blootgesteld



aan abrupte bewegingen dan de structuren aan de ventrale zijde
van de hals, en bij orignterende proeven deden zich minder compli-
caties met de catheterfixatie voor.

Inspuiten van blauwe kleurstof, 'patent blue vieolet', in de
arteria maxillaris externa bleek de ocorschelpregio inclusief de
geimplanteerde tumor sterk blauw ten opzichte van de omgeving af
te tekenen. Met andere woorden, dit gebied wordt vanuit een in de
arteria maxillaris externa gebrachte catheter in hoge mate selec-
tief doorstroomd. Onderbinding van de arteria maxillaris externa
brengt geen nadelige gevolgen met zich mee voor de vascularisatie
van het tumorgebied. Deze wordt nl. door de arteriac auricularis
anterior en posterior verzorgd, beide zijtakken van de arteria

carotis externa.

II.4.c Het infusiesysteem.

De fixatie van de rat aan het infusiesysteem werd analoog aan de
opstelling van Cotino (1974) herzien. Door aan de knaagresistente
roestvrijstalen canule een gebogen gaffelconstructie te solderen
kan een uitwendige halsband worden aangebracht. Over beide einden
van de gaffel is een polyethyleenslang PP100 geschoven welke om de
hals van het dier loopt (afb.1). De fixatie van de 'halsband' vindt
door middel van twee hechtingen plaats, £&n aan de dorsale zijde

en £&n aan de ventrale zijde van de hals. Beide knopen worden
tevens benut voor de sluiting van de dorsale en ventrale incisies

(zie hoofdstuk 111.,4.). Voor de operatie wordt de met de hand uit-

getrokken PP10-catheter door de stalen canule heengevoerd en laat
daarbij aan de onderzijde ongeveer 10 cm vrij, hetgeen voldoende
catheterlengte is om subcutaan naar de ventrale zijde van de hals
doorgevoerd te worden (afb.2)}. De catheter is dan voldoende lang

om heftige bewegingen van het proefdier op te vangen. Aan de boven-
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aftb. 1.

Rat met gaffelconstructie en polyethyleen'halshand',

zijde van de stalen canule loopt de PPl10-catheter 15 mm door in
het siliconslangetje tussen canule en 'swivel'(draaikoppeling].

Om lekkage te voorkomen worden de volgende connecties met koperen
borgdraad heveiligd: de verbindingen tussen siliconslang en Toest-
vrijstalen canule, rubber slang en bovenzijde 'swivel' en ter
plaatse van de PP10-catheter in de siliconslang. Dit catheter-
systeem is bedrijfszeker, vooral omdat hierbij de kwetsbare onder-
ste verbinding van de PP10-catheter en de roestvrijstalen canule
is komen te vervallen en de halshandfixatie sterker en minder
laederend is. Een ander voordeel is dat de dode ruimte tussen de
infusiepomp en rat verkleind is omdat de fijne PPl10-catheter door
de knaagbestendige canule heenloopt waardoor het ruime lumen van

deze canule in het infusiesysteem 1s komen te vervallen.
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naar infusie -
pomp

rubber slang

swivel

siliconen

§

stalen
canule

l&,=\

polyethyleen
catheter nr.10

afb.2.

Cathetersysteem met knaagresistente canule en 'swivel' schematisch weer-
gegeven. De polyethyleencatheter PP10 is deoor de stalen canule heenge-

voerd en eindigt in de siliconslang.
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Aangezien de heparineconcentratie in het infusaat blijkbaar weinig
invloed had op het verstoppen van het infusiesysteem (zie II.3.b.2)
werd gekozen voor een concentratie van 10 E/ml, opgelost in NaCl
0,9%. Teneinde te trachten om het aantal mislukte infusies door
verstopping van de catheter terug te dringen werd de infusiesnel-
heid van 2,64 m1/24 uur verhoogd tat 3,57 ml/24 uur hetgeen over-
eenkomt met €&n stand hoger van de regelknop van de Braun infusie-
pomp. Dit heeft vrijwel het probleem van de spontaan verstopte
catheters opgelost, Indien alsnog stolling optrad was dit meestal
terug te voeren op lekkage in het aanveoerende systeem waardoor de
aanvoer van het infusaat stagneerde (zie 111.6.) Bij alle, in dit
proefschrift bewerkte, experimenten is steeds met een infusie-

snelheid van 3,57 m1/24 uwur gewerkt.



HOOFDSTUK III

DEFINITIEVE UITVOERING VAN HET DIERMODEL

I1T.1. Het proefdier.

Alle proeven zijn uitgevoerd met ratten welke onder 'specific pa-
thogen free' (s.p.f.)condities in het Radiohiologisch Instituut van
T.N.0O. Rijswijk zijn gefokt. Aanvankelijk zijn in de aanloopfase
van het onderzoek vrouwelijke Wag Rij ratten gebruikt. Nadat het
gehele diermodel eind 1973 naar het Laboratorium voor Experimen-
tele Geneeskunde van de Vrije Universiteit te Amsterdam was over-
gehracht hleek echter dat de ratten het transport van Rijswijk
naar Amsterdam, noodzakelijk voor de wekelijkse bevoorrading van
proefdieren, slecht verdroegen. Bovendien voldeed de opzet van

het dierverblijf van het Amsterdamse laboratorium niet aan s.p.f.-
condities, hetgeen de morbiditeit onder de proefdieren in de hand
werkte. Bij zieke dieren is de tumorgroei doorgaans niet voorspel-
haar gebleken en ook treden er veelal belangrijke gewichtswisse-
lingen op. Er is daarna verder gebruik gemaakt van een s.p.f.-
gefokte Fl bastaardrat, de mannelijke BN/Wag Rij rat, waarmee alle
in het proefschrift bewerkte infusiebehandelingen zijn uitgevoerd.
RPij de keuze werd van de veronderstelling uitgegaan dat deze bas-
taardrat mogelijk een geringere kwetsbaarheid vertoonde hetgeen in
het verdere experiment inderdaad bevestigd kon worden.

De keuze tussen vrouwelijke en mannelijke proecfdieren werd gedic-
teerd door de leverantiemogelijkheden van beide sexen in die fase
van het experiment.

Bij het begin van de infusiebehandeling hadden de dieren een

gemiddeld gewicht van 250 gram met een spreiding van 230 tot 300

gram. De voeding bestond uit rattenkorrels, merk Hope Farms, type
AMII 10mm en leidingwater, Zowel voor de laboratoriumruimte als
voor het dierverblijf waar zich de donorratten en de behandelde
ratten hevonden is geen gebruik gemaakt van een klimaatkamer. De

temperatuur varieerde doorgaans van 21 tot 25%¢,

III.2. De tumor.

Aanvankelijk is bij de voortzetting van de proeven van Sindram

van het rhabdomyosarcoom gebruik gemaakt. Deze tumor is oorspronke-
1ijk in 1962 in een Wag Rij rat ontstaan nadat deze 8 maanden er-
voor een totale lichaamsbestraling had ondergaan. De Ry-lijn van
deze tumor wardt sindsdien door Prof.Dr. G.W. Barendsen van het
Radiobiolpgisch Instituut te Rijswijk in diepgevroren toestand
opgeslagen en daarnaast tevens in weefselkweek aangehouden., Regel-
matig worden tumorcellen uit de weefselkweek in de flanken van

Wag Rij ratten geinoculeerd. De later ontstane tumoren worden dan
als donortumor veor het verdere experiment gebruikt. De voor-
naamste reden om deze tumor te gebruiken was de mogelijkheid de
eigen hehandelingsresvltaten met die van Sindram te vergelijken.
De uitvoerige gegevens dic verder over deze tumor dankzij de
onderzoekingen van Reinhold (1967) en Hermens en Barendsen

(1967, 1969) beschikbaar zijn werden als een belangrijk voordeel
beschouwd. In de zomer van 1973 ontstonden echter problemen met

de weefselkweek in het laboratorium van T.N.D. Rijswijk, waardoor
deze 1ijn voorlopig als onbruikbaar beschouwd diende te worden.
Aangezien de ingevroren oorspronkelijke tumor slechts in beperkte
hoeveelheid ter beschikking stond en het direct uit de diepvries
implanteren in een rat slechte resultaten opleverde is de toe-
passing van deze tumor in februari 1474 be#indigd. Het verkrijgen
van een goede weefsclkweek zou immers nog maanden gaan duren, waar-

door het experiment grote vertraging zou oplopen. De moeilijkheden
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met de tumorlijn kendigden zich al vanaf okteober 1373 in het eigen
experiment aan in de vorm van vroegtijdige ulceratie van de tumoren
en sterke spreiding in groeisnelheid daarvan hij de controledieren.
Op. grond hiervan zijn de resultaten van ruim 120 geInfundecrde
ratten welke in die periode met 5-FU, MTX en BLM zijn behandeld
niet geschikt voor bewerking en derhalve ook in het proefschrift
niet verder vermeld,.

In april 1574 kon over een andere experimentele tumor worden
beschikt waarmee ecrst oriénterende proeven zijn gedaan alvorens
het onderzoek op grotere schaal voort te zetten. Het betreft

een plaveiselcelcarcinoom dat corspronkelijk in 1967 in de huid

van een hestraalde Wag Rij rat was ontstaan. De tumor is welwil-
lend door Prof.Dr., G.W. Barendsen ter beschikking gesteld en in

het laboratorium van Prof.Dr. L.M. van Putten in de flanken van
denorratten (F1 BN/Wag Rij) aangchouden. Eigen metingen toonden

een verdubbelingstijd van 4,5 tot 5,0 dagen aan. Bij histoloégisch
onderzoek blijkt de tumor in selide velden en nesten te groeien

en vertoont verhoogde mitotische activiteit. Verder worden ver-
spreide dyskeratose en hoornparelformatie aangetroffen. Het
histologisch beeld past bij een matig tot goed gedifferentieerd
plaveiselcelcarcinoom hetgeen ook later in het experiment hij wijze
van controle bij herhaling werd bevestigd.

Bij implantatie in F1 BN/Wag Rij ratten is nooit antigeniciteit
aangetoond; de tumorgroei bleek altijd reproduceerbaar te zijn en
na verwijdering van een grote tumormassa in een donorrat slaat

een tweede tumortransplantaat in hetzelflde dier goed aan. De volu-
meverdubbelingstijd van de opnieuw gevormde tumor bedraagt

wederom 4,5 tot 5,0 dagen. Het ontbreken van antigeniciteit is ook

door Barendsen e.a. (1977] gesignaleerd. Ne tumor vertoont ecen

exofytische groeiwijze welke de vorm van een ellipsocide benadert.

Had

Slechts bij het bereiken van een zeer groot tumorveolume, hijvoor~-
beeld 25 ml, ontstaan in het weefsel multipele cysten. Bij de
kleinere tumcren zoals voor de infusieproeven in de oren worden

gebruikt, zijn deze cysten niet waargenomen.

111.3. De cytostatica.

Zoals in hoofdstuk II.2.d is uiteengezet, zijn voor toepassing in
het experiment uitgekozen: methotrexaat, bleomycine en 5-fluoro-
uracil. Zeer in het kort zal hier op de werkingsmechanismen van
deze cytostatica worden ingegaan. Voor uitgebreide informatie
verwijs ik naar de grote handboeken, zoals 'The Pharmacological
Basis of Therapeutics' van Goodman en Gilman, 'Antineoplastic

and Immunosuppussive Agents' van Sartorelli en Johns en 'Cancer
Medicine' van Holland en Frei.

In dit hoofdstuk staat bij de bespreking van de cytostatica
methotrexaat voorop, omdat het in de kliniek bij de behandeling
van tumoren in het hoofd-halsgebied veruit het meest wordt toege-
past. Bij de behandeling van de resultaten van het eigen experi-
ment (hoofdstuk IV) is deze volgorde gewijzigd omdat de belang-
stelling - na het onderzoek van Sindram dat peheel aan metho-
trexaat was gewijd - vooral op de intra-arterigle toediening

van bleomycine en 5-flucrouracil was gericht.

III.3.a Methotrexaat (MTX)

In 1947 werd MTX voor het eerst door Seeger, Smith en Hultquist
gesynthetiseerd. MTX behoort tot de groep der antimetabolieten
en is een antagonist van foliumzuur. Foliumzuur is noodzakelijk
voor de vorming van purine en thymidine, stikstofbasen van het

DNA-molecuul. MTX grijpt dus aan op de DNA-synthese welke in de

celcyclus in de zgn. S-fase plaatsvindt,
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Het werkingsmechanisme kan als volpgt vereenvoudipd worden weerge

geven: MTX gaat een sterke reversibele binding aan met dihydro-

foliumzuur reductase. Dit enzym speelt een rol bij de omzetting
van dihydrofeliumzuur in tetrahydrofeliumzuur, welke stof verder
wordt omgezet tot purine en tymidine. Doordat MTX de binding met
dihydrofoliumzuur reductase aangaat, wordt geen tetrahydrofolium-
zuur gevormd en dus geen DNA., De affiniteit van MTX voor dihydro-
foliumzuur reductase is veel groter dan die van dihydreofoliumzuur
voor dihydrofoliumzuur reductase, zodat MIX bij de competitie

in het voordeel is.

In 1950 synthetiseerde Burchenal een effectief antidotum van MTX,
leucovorin (Ng-formyl-tetrahydrofeliumzuur] dat gezonde cellen
tegen MTX kan beschermen. Leucovorin (LV) gaat met MTX een compe-
titie aan bij de celmembraanpassage. In de cel kan met behulp

van LV buiten dihydrofoliumzuur reductase om, tetrahydrofolium-
zuur worden gesynthetiseerd zodat DNA weer wordt gevormd. Hierop
is de zgn. leucovorin 'rescue' gebaseerd (Capizzi e.a., 1970)
waarbij normale weefsels beschermd worden voor MTX zonder het
antitumoreffect van MTX teniet te doen. De selectiviteit heeft
mogelijk te maken met de celmembraanpermeabiliteit wvoor MTX welke
van tumorcellen anders is dan van normale cellen.

Bij het experiment is afgezien van LV-'rescue' omdat deze bij het

heantwoorden van de vraagstellingen geen essentléle rol speelt.

Het is echter niet uitgesloten dat het gebruik van LV de¢ toepassing

van hogere doses van MIX met dientengevolge betere resultaten zou

hebben mogelijk gemaakt.

i i i W i i anderin
De overweging dat LV dan uwitsluitend een kwantitatieve ver o)

maar geen essentifle verandering van het effect zou bewerkstelli-
gen heeft meegespeeld bij de beslissing LV-'rescue' achterwege
o

te laten.

=R

ITI.3.b Bleomycine (BLM)

Bleomycine is in 1962 door Umezawa ontwikkeld. Het is een anti-
tumor antibioticum dat uit een aantal wateroplosbare glyco-
peptiden is opgebouwd en dat verkregen wordt als fermentatie-
produkt van Streptomyces Verticillus, een actinomyceet welke uit
de aarde van cen kolenmijn te Kahu-gun, Japan, geisoleerd is.
Het klinisch toegepaste produkt bleomycine is een pecompliceerd
mengsel van glycopeptiden, die door een eindstandipge aminocketen
van elkaar verschillen. Tot op heden zijn negen verschillende
soorten natuurlijke blecmycinen gelsoleerd, maar door aminen aan
bleomycinezuur te koppelen werden reeds over de honderd verschil-
lende synthetische verbindingen verkregen. In het klinisch
toegepaste preparaat zijn de A2 en B2 fracties kwantitatief de
hbelangrijkste,

De werking van bleomycine herust waarschijnlijk vooral op het
splitsen en fragmenteren van DNA-ketens. Uit dierexperimenteel
onderzoek is gebleken dat DNA-ligase, noodzakelijk voor het
copieéren en repareren van DNA, deor bhlcomycine wordt geremd, zodat
de gespleten DNA-ketens niet gerepareerd kunnen worden. Een
andere belangwekkende eigenschap van bleomycine is een zekere
selectieve werking op plaveiselcelcarcinoom, huid en longen. Er
zijn aanwijzingen dat de mceste weelsels enzymen bevatten welke
bleomycine snel inactiveren. Deze stoffen ontbreken echter in
huid en longweefsel. Tevens is vastgesteld dat sarcomen veel
sneller hleomycine inactiveren dan plaveiselcelcarcinomen. De
achtergrond van deze enzymatische werking is echter nog niet
duidelijk, al Zijn er enkele hypothesen,
Studies met gesynchroniseerde celsystemen toonden éaﬁ.dat bleomy-

cine de celcyclus blokkeert met ophoping van cellen in de G2-fase,

Fen deel van deze cellen is daarbij ernstig beschadigd. Volgens



andere studies zijn cellen in de mitosefase juist zeer gevoelig weefsels. Hoewel is vastgesteld dat 5-FU de DNA-synthese

voor bleomycine. Voor ultgebreide informatie over deze materie blokkeert, wordt het cytostaticum - hiologisch gezien - als cen

verwijs ik naar publikaties van Umezawa [1973a, b). celcyclusspecifieke en niet als een fasespecifieke stof beschouwd.

I111.3.c S~Fluorouracil (5-FU)

IT1T.4. Transplantatietechniek.
5-Fluorouracil is een antimetaboliet waarvan de werking berust op " i )
Het tumormateriaal voor de proeven is verkregen uit de donorratten
blokkering van de synthese van thymidylaatzuur waardeor de biosyn- o ] 1
& welke door T.N.O. Rijswijk beschikbaar zijn gesteld. De donorlijn
these van DNA ernstip gestoord wordt. In 1957 is 5-FU voor het eerst 8 m.I
wordt aldaar aangehouden door tumorweefsel elke 4 a& 5 weken door
door Duschinsky, Pleven en Heidelberger gesynthetiseerd. nd arl
te transplanteren. Na 3 & 4 passages wordt teruggegrepen op de
5-FU moet voor het verkrijgen van cytotoxische werking op tumor- . p )
oorspronkelijke ingevroren tumor. In ecen latere fase van het onder-
cellen hierin eerst worden omgezet tot een nuclecotide. Uit experi- ) )
zoek 1s het doortransplanteren naar de tweede, derde en vierde
menteel onderzoek is pgebleken dat veooral het gevormde 5-fluoro-Z-

donorrat in het laboratorium van de Vrije Universiteit uitgevoerd,

deoxyuridine-5-fasfaat [F-dUMP) verantwoordelijk is voor de cyto-
toxische werking. Deze stof kan in de cel op verschillende manieren
uit 5-FU worden gevormd. Het is mogelijk om het complexe metabolisme
tot é6n enzymreactie terug te brengen door im plaats van 5-FU [luoro-
deoxyuridine (FUdR) toe te dienen. Deze stof is ook voor klinische
toepassing ter beschikking. F-dUMP heeft een grote atfiniteit voor
het enzym thymidylaat synthetase. De remming van dit enzym 1is vermoe-
delijk verantwoordelijk vooar het effect op de tumor (Heidelberger,
[965). Thymidylaat synthetase speelt een rol bij de levering van een
methylgroep aan deoxyuridinezuur (dUMP). Bij de binding aan

thymidylaat synthetase gaat F-dUMP competitie aan met dUMP. F-dUMP

bindt zich echter 250 tot 1000 maal krachtiger aan het enzym dan

dUMP. De uitschakeling van thymidylaat synthetase vemt de synthese

van thymidinezuur en tenslotte de synthese van DNA (Reyes en Heidel-

afh 3.
berger, 1965). Door de remming van de DNA-synthese met intakt blijven

Instrumentarium voor implantatie van tumorweefsel: mes (blad 20 of 21),
van de DNA-synthese ontstaat een gestoorde celontwikkeling welke chirurgisch pincet, prepareerschaar, (ijne gebogen chirurgische

. incetten, fijne pareerscha: R itse -V ijder-
censlatte ds celeverboving hekors, D = jne prepareerschaar met spitse punten, agrafe-verwijder
tanpg, agrafetang, Hypnorm met 1 ml injectiespuit, Hanks voedings-

De werkzaamheid van 5-FU is vooral uitgesproken in sneldelende vioeistef, plastic Petri kweekschaal.
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De transplantatie van tumorweefsel van donorrat naar re-epterrat
gaat dls volgt:

Het dier werdt in narcose gebracht met 0,1 ml1/100 g. lichaams-
gewicht HypnormR (fluanisone en phentanyl citraat, Philips Duphar
BV). De huid wordt met een tondeuse geschoren. Incisie over de
tumor; met een schaar spreidend wordt het tumorweefsel pgepresen-
teerd (afb.5). Zorgvuldig wordt gezocht maar delen van de tumor
welke niet cysteus groeien. Eventueel is het noodzakelijk aanwezige
cysten aan te snijden om solide tumorvelden te herkennen., Deze
delen worden met het mes zonder het materiaal te 'crushen' losge-

prepareerd en uitgenomen. Het tumorkapsel dient verwijderd te

worden. Hierna wordt de tumor doorgesneden, waarna het weefsel kan

worden beoordeeld.

afb.4.
Denorrat met grote flanktumor.

70

afb, 5.

Flanktumor van donorrat na klieven van de huid.

Eventueel necrotisch materiaal dient niet gebruikt te worden. Na
verwijdering van de buitenste laag van de tumor worden repen
weefsel circulair uitgeprepareerd. Zoveel mogelijk wordt getracht
dit materiaal op een constante diepte ten opzichte van het opper-
vlak van de tumor te verkrijgen. Uit deze repen worden brokjes

van 2x2xZ mm gesneden waarvan de maten met het oog warden geschat.
Het snijden van de tumor vindt in een met Hanks vloeistof gevulde
plastic kweekschaal plaats (afb.6). Bij het implanteren in de oren
wordt bij leder dier zoveel mogelijk getracht tumorweefsel in te
brengen dat in de corspronkelijke donortumor bij elkaar gelegen
heeft. Met het opsnijden van de tumorbrokjes wordt daarmee rekening
gehouden. Veor het aanhouden van de donorlijn wordt tumorweefsel

geselecteerd en in brokjes van ongeveer 5x5x5 mm gesneden.

~J



afb.7a.

Snijden van tumorweefsel in plastic Petri kweekschaal met Hanks Implantatietechniek. Mediane incisie tussen de corschelpen.

voedingsvloeistof.

Het inbrengen van tumorweefsel in de oren van de receptorrat vindt veer 28 dagen neigt bij enkele tumoren het oppervlak tot ulceratie.

plaats nadat het dier met 0,1 ml/100 gram lichaamsgewicht Hypnorm De infusiebehandeling begint daarom meestal na 3 weken (afb. 8§)

verdoofd is, Nadat de hoofdhuid tussen de ovren met een tondeuse is

geschoren wordt met de schaar een mediane incisie van ongeveer Implantatie van de tumoren voor de donorlijn vindt plaats door na

1 cm lengte tussen beide oorschelpen gemaakt (afbh. 7a). Met een Hypnorm-narcose een incisie van ongeveer 1 cm lengte in heide

fijn prepareerschaartje wordt de subcutis naar de voeoorranden van flanken te maken waarna met de preparcerschaar een diepe subcutane

beide oorschelpen geopend waarna een tumorbrokje aan iedere zijde 'pocket! wordt gemaakt. Het is de bedoeling dat de tumor subcutaan

d.m.v. een gebogen chirurgische pincet wordt ingebracht (afh. 7b). en niet Intra-musculair wordt gelmplanteerd. Sluiting van de incisie
Het tumorweetsel moet bij een goede ligging in de vrije voorrand met agrafes.
van de oorschelp voelbaar zijn. Hierna wordt de incisie met een

agrafe gesloten [(afb. 7c]).

In het algemeen ontstaat na 18-21 dagen e¢en goede tumor. Na onge-

~3
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afb.7b.

Implantatietechniek. Subcutaan opvoeren van een tumorbrokje naar de

voorrand van de oorschelp.

afh.7c.
Implantatietechniek.

aangebracht wordt de
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Nadat in beide corschelpen een tumorbrokje is

incisie met een agrafe gesloten.

afb.8.

Geimplanteerde tumoren in beide vorschelpen, geschikt voor infusie,

drie weken na implantatie,

ITT.5., Operatietechniek.

In chronologische volgerde wordt hierna de volledige procedure
van de canulatie van de arteria maxillaris externa behandeld.
Er worden daarbij drie fasen onderscheiden:

a) pre-operatieve voorbereidingen

b) operatie

¢} aansluiting infusiesysteen,

ITI.5.a Pre-pperatieve voorbereiding.

Voor de algehele anaesthesie wardt Hypnorm (Fluanisone en phenta-
nyl citraat, Philips-Duphar BY) in een dosis van 0,1 ml/100 g
lichaamsgewicht intramusculair toegediend. Na ongeveer 5 minuten
is de rat bruikbaar voor operatie. De vacht aan de ventrale en
dorsale zijde van de hals wordt met cen elektrische tondeusc

geschoren. Hierna wordt het lichaamsgewicht met een balans,; welke

)



tot een gram mnauwkeurig afleesbaar is, vastgesteld. Beide tumoren
worden daarcop twee maal in drie richtingen met een schuifmaat
gemeten (afb. 9a, b, c¢). Eerst wordt de grootste lengte in milli-
meters genoteerd waarna de breedte van de tumor loodrecht daarop
wordt gemeten en tenslotte volgt meting van de hoogte welke lood-
recht op het vlak van de eerste twee voorgaande metingen wordt
uitpgevoerd. Het produkt van deze drie getallen wordt aangeduid als
'het tumorvolume' en vormt een maat voor de ware inhoud ervan

(zie T1.2.c). Wanneer beide copeenvalgende 'volumes'van elkaar ver-
schillen kan een derde serie metingen worden uitgevoerd om de kans
op fouten te verkleinen. Uit deze reeks van drie serie metingen

wordt het gemiddelde genomen van de twee series die het meest met

elkaar overeenkomen. In de praktijk zijn er vrijwel altijd twee 3EE. Ob

identieke serie metingen. De diameters worden op een halve milli- Tumormeting. Met de schuilmaat wordt loodrecht daarop de 'hreedte!

gemeten.

afth.9c.

Tumormeting. Met de schuifmaat wordt loodrecht op het vlak van de
Sib. B, cerste twee metingen de 'hoogte' gemeten, waartoe de oorschelp wordt
Tumormeting. Met de schuifmaat wordt de 'lengte' gemeten. omgeklapt.
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meter nauwkeurig afgelezen. Tenslotte wordt het proefdier op de

staart genummerd.

I1I.5.b Operatie.

De rat wordt op een kurken plankje door middel wvan elastieken
teugeltjes gefixeerd (afb. 11). Aan de ventrale zijde van de hals
wordt de huid en subcutis van submentaal tot juist hoven het
sternum in de mediaanlijn gekliefd (afb. 12), Hierna volgt splij-
ting van de fascia superficialis colli. Het dier wordt nu op de

buik gekeerd waarna de huid aan de dorsale zijde van de nek in de

afb.11. . =
Rat door middel van elastieken teugeltjes op werkplateau bevestigd.

Zeiss operatiemicroscoop.

afb.10.
Instrumentarium voor catheterisatie: schuifmaat, 'Vannas'iris-

schaartje, fijne naaldvoerder met gebogen ronde naald, fijne
rechte en gebogen prepareerschaartjes met stompe uiteinden, ocoglid-

spreider, 1 ml spuit met 90° verbogen intradermale naald, Alpha

Aaron histe-acryllijm, 1 ampul 'patent blue violet', rechte ana- afh. 12, o T Y
. 5 ! 2 - eratietechniek. Klieven wvan de hui : z
tomische en chirurgische pincetten, moskitoklemmen, tampons, zijden e

hechtmateriaal 2/0 en 5/0. hals.



lengterichting over ongeveer 1 cm afstand wordt geIncideerd

(afb. 13). Een fijne anatomische pincet wordt vanuit de ventrale
incisie subcutaan opgevoerd naar de dorsale incisie. Het einde van
de PP10 catheter welke van tevoren is klaargemaakt wordt dan door
de pincet terug te trekken van dorsaal naar ventraal doorgevoerd
(afb. 14). De stalen canule (afb. 15b) met uitgetrokken en door-
gevoerde PP10 catheter wordt nu ingehecht (afb. 16).

Nu wordt het dier weer met behulp van de clasticken teugeltjes op
de rug gelixeerd. Met het blote oog worden beide glandulae subman-
dibulares met behulp van een fijn preparecerschaartje losgeprepareerd
enn naar lateraal omgeklapt. Een fijne ooglidspreider zoals in de
veterinaire kliniek wordt gebruikt houdt het wondgebied goed open

(afb. 17). Door het weefsel juist lateraal van de voorste buik van

de musculus digastricus (afb. 18) te spreiden ontstaat zicht op het afb.14.
Operatietechniek. Subcutaan doorvoeren van de polyethyleen catheter
PP10 van dorsale naar ventrale incisie m.b.v. een anatomisch pincet.

L

alb.13. afb.15a. .
Operatietechniek. Klieven van de huid aan de dorsale zijde van de hals. Braun infusiepomp met plateau voor zes 20 ml injectiespuiten.
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20 ml dinjectiespuit, polyethyleen catheter PP50 met injectienaald

welke de injectiespuit met de draaikoppeling ('swivel') verbindt,

en de knaagresistente canule met gaffel en polyethyleen 'halsband',

Operatietechniek. De ingehechte stalen canule met gaffel en nog

niet bevestigde polyethyleen 'halshand'.

ca
3

i

afb.17.

Operatietechniek. Spreiden van het operatiegebied aan de ventrale zijde
van de hals. Linksboven in het beeld is de doorgevoerde PP10-
catheter zichtbaar,

verloop van de arteria maxillaris externa welke eerst craniaal ﬁet
zijden 5-0 wordt afgebonden (afb. 19). De draad dient daarna als
teugel om het vat aan te spannen. Bij het voortzetten van de ope-
ratie wordt gebruik gemaakt van een Leiss-operatiemicroscoop met
electrisch bediende zoomoptiek en statiefinstelling. Aanvankelijk
wordt met een vergroting van ongeveer 8 maal gewerkt. Met behulp
van het zoomoptiek kunnen bepaalde details op eenvoudige wijze

sterker vergroot worden.

Wanneer de arteria maxillaris externa voorzichtig naar caudaal ' =
vervolgd wordt komt men eerst ecen naar mediaal afgaande zijtak

tegen. Deze wordt met zijden 5-0 afgebonden (afth. 20). Verder
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afh. 19,

Operatietechniek. De linker arteria maxillaris externa met zijden

ligatuur aan de craniale zijde.

afbh.18.,

Operatietechniek. Beide glandulae submandibulares zijn naar lateraal

genobiliseerd. De pezen van de musculi digastrici zijn duidelijk te
zien. Juist laternal van de linker pees wordt de arteria maxillaris

externa zichtbaar.

naar caudaal preparerend wordt de arteria carotis externa bereikt
welke juist lateraal van de pees van de musculus digastricus
scherp naar lateraal afbuigt juist daar waar de arteria maxilla-
ris externa afgaat. Meestal bevindt zich over het verloop van de
arteria maxillaris externa gen venenet dat dan zo mogelijk wordt
losgeprepareerd en gemobiliseerd. Zo nodig wordt de vene opge-

offerd. Van belang is verder dat de arteria maxillaris externa

zorgvuldig van de tunica adventitia wordt ontdaan waarhij een

afb.20.

glad oppervlak van het vat wordt verkregen. Len losse teugel,
Operatietechniek. Afbinden van de naar mediaan verlopende zijtak van de

ijden 3-0 I - aan h ca s g 1 & ~gehaald 3 e 3
zijde , wordt aan het udale einde onder het vat doorgehaald SPLETEE AT TTIAFEE, ST,
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Operatietechniek. Aanlepgen van de caudale teugel rond de arteria
maxillaris externa.

zodat de circulatie wmet aanspannen gestremd werdt (afb. 21). Een
tweede zijden draad (5-0) wordt los om het vat peknoopt en dient
later voor het [ixeren van de canule in het vat (afb. 22). Het
inmiddels gestuwde vat wordt tussen de caudale en craniale teugels
aangespannen en in het craniale 1/3 deel met hehulp van een fijne
anatomische pincet en een recht irisschaartje geopend (afb. 23).
De incisie is in dwarse richting en het is verstandig deze in &&n
knipje te maken. Een intradermale naald waarvan de punt onder

een hoek van 90° is verbogen wordt gebruikt om volgens het
'schoenlepelprincipe' het inbrengen van de canule te vereenvou-
digen. Door met €&n hand de verbogen naald welke op een kleine
injectiespuit is geplaatst en met de andere hand het cathetereinde
door middel van een fijne gebogen anatomische pincet te manipule-

ren, kan deze retrograad in de arteria maxillaris externa worden
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afh.22.

Operatietechniek. Aanspannen caudale en craniale teugels. Aanleggen van

een losse ligatuur welke later zal dienen ter fixatie van de
catheter in het vat.

ingebracht (afb. 24). De tip van de catheter dient tot in het
traject tussen de afgebonden mediale zijtak en de arteria carotis

externa te worden opgeschoven (afb. 25).

De reeds aangebrachte zijden ligatuur wordt rond het vat aange-
haald en &&n maal geknoopt (afb, 26}, De catheter blijft hierdoor
goed op zijn plaats maar kan nog zonodig verschoven worden. De
caudale teugel welke veor de stremming van de circulatie diende
wordt gevierd waarna de catheter retrograad met bloed wordt
pevuld. De positie van de tip wordt gecontroleerd door middel van
een injectie met 'patent blue viclet!, Hiertoe wordt eecn 1 ml

disposable injectiespuitje met een sterke oplessing van deze stof
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afb.25.
Operaticetechniek. Openen van de arteria maxillaris externa d.m.v.

het irisschaartje.

afh.24.

Operatietechniek. Opvoeren van de polyethyleencatheter PP10 in de

arteria maxillaris externa d.m.v. een anatomische pincet.
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a. facialis

a. carotis externa
a. carotis interna

a. carotis communis
aflb.25.
Schematische voorstelling, van ventraal gezien, van de positie van de
catheter in de linker arteria maxillaris externa (= arteria facialis)

julst voér de arteria carotis externa.

gevuld en met behulp van een naald in het siliconslangetje aan het
uiteinde van de stalen canule gespoten. Het inspuiten dient Jang-

zaam te gebeuren, zodat de situatie zoveel mogelijk overcenstemt
met infusie door middel van de pomp. De ingespoten kleurstof zal
bij bereiken van de arteria carctis externa aldaar met de hloed-
straoom mee gaan. Dat betekent dat het afferente deel van de

arteria carotis externa niet blauw kleurt maar wel het efferente

deel (afb. 27a, b). Dit kan ook gecontroleerd worden doordat het
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afbh.26.

Cperatietechniek. Knopen van de ligatuur rondom de arteria maxilla-

ris externsa en de catheter.

\ achterste buik
") m. digastricus

~A arteria carotis
A externa

arteria = 1 N .
maxillaris e
externa !
' 4 voorste buik
"4 m. digastricus
catheter -

afb.27a.
Schematische voorstelling van de weg welke het ingespoten 'patent
blug viglet' volgt.
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atb.27b.

Operatietechniek. De situatie zoals in 27a schematisch is weergegeven
onder de microscoop gezien (vergroting 12 x) na inspuiting van
'patent blue violet'. Het contrast buigt op de foto naar links af

(met de efferente hloedstroom van de arteria carotis externa mee).

gebied rond de larynx niet blauw kleurt omdat de kleurstof de
arteria thyreoidea superior niet bereikt. Bij een juiste ligging
van de canule kleuren vooral de linker oorschelp met de tumor
(afb. 28), cen deel van de hoofdhuid links van de mediaanlijn, de
linker oogleden, het gebhied rond het linker neusgat en meestal de

linker helft van de tong.

Tn de zojuist geschetste fase van de canulatie kunnen enkele
fouten worden gemaakt die de aandacht vragen:
1) het niet zorgvuldig verwijderen van de tunica adventitia kan

tot een 'fausse route' leiden waardeor de canule niet in het lumen
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gifba27cs

Operatietechniek. Na inspuiten met een fysiologische zoutoplossing
ontkleurt het verloop van de arteria carotis externa door verdringing
van bloed.

van de arteria maxillaris externa unitmondt. Het [eit dat de canule

afb.28.
] % =Sy 2o S ey oy 3 ] 2 3 iy ¥ o ; s . o ] .
zich echter niet retrograad met bloed vult en de blauwkleuring Blauwverkleuring van de (linker) regionaal deorstroomde tumor na

, : oy s - . e
ook geen gewenst resultaat eplevert geven hierover uitsluitsel. inspuiting van 'patent blue violet' in de arteria maxillaris exten
2) spits afsnijden van de canuletip verhoopt de kans op perforatie

van de vaatwand. Dit kan zowel ter plaatse leiden tot trombose van

ria carotis externa retrograad zal vullen, evenals de meer proxi-

het vat, met verstopping van het infusiesysteem, als tot een 2 2
maal gelegen vertakkingen. Meestal ziet men dan hlauwkleuring in
heftige bloeding in de hals welke vaak pas ne enkele dagen optreedt. ;
o I cds Howliade §o ok de halsmusculatuur rond de larynx en de schildklier. De blauw-
Dit leidt meestal tot de dood van het proeldier. Derhalve 1
s ik kleuring van de linker oarschelp hlijft daarhij achterwege.
van belang de canuletip met een scheermesje recht af te snijden. g !
: 4) bij onveldoende ver inbrengen van de canule, met name wanneer
3) bij te ver opvoeren van de canule belandt deze in het afferente ) ") g 2
Foa 4 St AT e B e (e e hatl iR gt Beas de tip de afgebonden mediale zijtak van de arteria maxillaris
cel van de arteria carotis externa wa: 2 :
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afb.29.

Operatietechniek. Sluiting van de ventrale incisie met een doorlepende
hechting. Het einde van de draad wordt voor fixatie van de 'halsband'
gsebruikt.

externa nog niet heeft bereikt, is de kans op tromhose in dit
afgebonden traject verhoogd. Dit leidt dan meestal in een vroeg
stadium van de behandeling tot verstopping van het infusiesysteem.
Controle van de catheterligging met blauwkleuring is hij alle
proeven in 1973 en 1974 uitgevoerd, Bij toenemen van de operatieve
routine bleek echter dat de canule slechts zelden onjuist werd
ingebracht. Alleen optreden van de 'fausse route' was zonder
blauwkleurstofinjectie soms moeilijk uit te sluiten. Aangezien de
contrastinjectie een extra arheidsbelasting betekende werd gezocht
naar een eenvoudige methode waarmee de catheterligging kon worden

geceontroleerd. Met inspuiten van fysiologisch zout/heparinemengsel
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ath.30.

Aansluiting infusiesysteem.

Overzicht van de proefopstelling voor intra-arteriéle infusie waar-
bij de ratten d.m.v. een stalen canule en een 'swivel' verbonden

zijn met het aanvoerende infusiesysteen.

ontstond een duidelijke 'ontkleuring' van het efferente deel van
de arteria carotis externa door verdringing van bloed, vooral als
dit met relatief Krachtige maar korte 'shots' werd toegediend
{afb. 27¢). Bij be&indigen van de druk op de injectiespuit vult
de arteria carotis externa zich weer volledipg met hloed. Deze
test kost slechts luttele seconden en informeert ons over het
eit of de catheter inderdaad ornbelemmerd uitmondt in het lumen
van de arteria maxillaris externa. De plaats van de tip t.o.v.
de algang van de arteria maxillarieé externa wordt met het cog
geschat en in de praktijk blijkt deze methode voor een geoefen-

de betrouwbaar te zijn. Bij twijfel wordt vanzelfsprekend van de
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contrastinjectie gehruik gemaakt. De uitkomsten van beide

methoden bleken noeit met elkaar strijdig te zijn.

Nadat de juiste plaats van de catheter vast staat wordt de ligatuur

rondom het vat en de catheter definitief geknoopt. De craniale
teugel welke gebruikt is om de arteria maxillaris externa af te
hinden wordt gebruikt om de catheter op een tweede punt aan het
vat vast te leggen zodat deze zich fraai in het verloop van de
arteria maxillaris externa bevindt. Dit vermindert de Kkans op los-
raken van de catheter of perforatie van het vat., Tenslotte wordt
de catheter met histo-acryllijm (Alpha Aaron(Rj] aan het bloedvat
vastgezet waarbij vooral de intreeplaats van de catheter in de
arteria maxillaris externa zorgvuldig met 1lijm wordt hedekt. In
de infusieseries in 1973 raakte een hoog percentage van de cathe-
ters los. Sinds de toepassing van histo-acryllijm behoort deze
complicatie tot de zeldzaamheden.

Na uitnemen van de wondspreider worden beide speekselklieren naar
mediaal teruggeklapt en de huid wordt met #&n doorlopende zijden
draad (3-0) van submentaal naar suprasternaal gesloten. Aan het
cinde van de wondsluiting wordt het vrije uiteinde van de draad
gebruikt om de polyethyleen 'halsband' in de mediaanlijn aan de

huid te fixeren (afb. 29). Het vrije uiteinde van de polyethyleen

"halsband' wordt nu dorsaal van de hals over de stalen gaffel

geschoven waarmee de fixatie voltoecid is (afb.1}.

I11.5.c Aansluiting infusiesysteem.

et proefdier wordt nu met de stalen canule naar de hestemde kooi
gebracht en door middel van het siliconslangetje aan de 'swivel’
gekoppeld (afb. 30). Voordat dit gebeurt wordt de infusiepomp
[Braun, Unita T, afb. 15a) gedurende een halve minuut op een hopere

stand gezet om het volledige traject van het infusiesysteem met
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heparine/fysiologisch zout mengsel te vullen. Ook na aanslulting
van de rat blijft de infusiepomp een minuut lang op een hogere
stand staan. Dit vermindert de kans op stasis en dus stolling in
het cathetertipgebied. Daarna wordt de infusiesnelheid op 3,57
ml/24 uur ingesteld (zie II.4.c). De complete catheterisatie kost
in geoefende handen 15 minuten, veor de minder ervarene dient op

50 tot 40 minuten gerekend te worden.

I11.6. Praktische begeleiding van de infusie.
Al naar gelang van de heschikbare tijd en het aantal ratten dat
ter beschikking staat worden in één infusieserie doorgaans zes tot

twaalf dieren gecanuleerd. Hiertoe moeten &én 3 twee kooien worden

ingericht. ledere kooi kan namelijk aan zes dieren onderdak bieden.

Gestreeld wordt naar twee controledieren op cen serie van zes rat-
ten. Deze worden met een heparine/fysiologische zout aplossing
geinfundeerd. Om praktische redenen is de infusieduur op zeven
dagen (168 uur) vastgesteld, zodat de tesultaten in principe ver-
gelijkbaar zijn met de uitkomsten van Sindram. Van essentieel be-
lang voor de betrouwbaarheid van de infusieresultaten is dat het
toegediende cytostaticum inderdaad de linker tumor regionaal door-
stroomt. Controle hiervan kan na loskoppelen van het silicon-
slangetje van de 'swivel' met een 'patent blue violet' injectie
worden uitgevoerd. Bij goede positie van de catheter zal de
regionaal doorstroomde tumor blauw kleuren. In de praktijk is
gebleken dat ook volstaan kan worden met cen injectie van een
fysiologische zoutoplossing. Hierbij voelt men direkt of het
infusiesysteem goed doorgankelijk is. Verder is gebleken dat bij
goede ligging van de catheter de rat hij doorspuiten met de fysio-
logische zoutoplossing de kop heftig schudt en daarbij het

regionaal doorstroomde oor krabt. Deze bevinding is veelvuldig met

a7
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'ﬁ;tent blue violet' Injéétias geverificerd on 18 nimmer vals
positief bevenden. Aanpgezien inspuiten van blauwcontrast wel eens
tot de dood van een rat heeft peleid en de techniek veel omslach-
tiger is dan een injectie met fysiologisch zout is deze methode
de laagtste twee jaar van het onderzoek routine geworden. Bij
negatieve bevinding wordt alsnog een injectie met 'patent blue
violet' toegediend. Veoordat het infuus na zeven dagen wordt afge-
koppeld vindt wederom controle van de doorgankelijkheid met

inspuiting van een fysiologische zoutoplossing plaats.

be volgende storingen kunnen tijdens de infusieduur optreden:

1) de catheter vult zich retrograad met bloed.

Oorzaak en remedie: tussen pomp en preoefdier treedt drukverlies

in het infusiesysteem op waardoor de arteriéle druk de pompdruk
overwint. Nagegaan moet worden of de pomp inderdaad loopt en of

er lekkage in het traject voorkemt. Denk aan lekkage van de piston

van de injectiespuit. Reparatie naar bevinding.

2] het infusiesysteem is volledig verstopt.

Oorzaak en remedie: dit treedt op bij stolling in de catheter. Het
kan het gevolg zijn van vaatwandbeschadiging met trombose in het
cathetertipgebied, stilstand van de infusiepomp of Tekkage in het
aanvoerende systeem (zie onder 1). Bij langdurig bestaan (1 uur

of langer) van deze situatie is doorspuiten met een fysiologische
zoutoplossing omnmogelijk. Let op: de pomp dreigt reeds bij dicht-
zitten van &&n infusiesysteem bij oplopen van de weerstand tot
stilstand te kemen waardoor secundair ook de andere infusie-
systemen verstopt raken. Het is essentieel het verstopte infuus

los te koppelen om zodoende de andere te sparen.

3) bij doorspulten van het infusiesysteem met een fysiologische

a8

zoutoplossing schudt de rat de kop niet en krabt evenmin aan het
linker oor.

Qorzaak en remedie: de catheter is verstopt of uit het vat gescho-
ten of er is trombose van het efferente deel van de arteria caro-
tis externa ontstaan. Dit moet eerst met 'patent blue violet' ge-
controleerd worden. Kleurt de regionaal 'doorstroomde' tumor nilet

dan moet het dier afgekoppeld worden.

4) de rat heeft de halsband losgetrokken maar het infuus zit nog
goed.

Remedie: controle van het infusiesysteem door middel van 'patent
blue viplet' injectie. Getracht moet worden mna een lichte intra-
musculaire Hypnorm-injectie (0,05 ml per 100 gram lichaamsgewicht)

de fixatie te herstellen.

Het is van essentieel belang gebleken de infusieopstelling dage-

lijks intensief te contreleren. Met behulp van bovengenoemde

richtlijnen is het mogelijk met het model een goede produktivi-
teit te verkrijgen. In het eerste jaar van het experiment werd
slechts in minder dan 25% van de gevallen een volledige infusie-
behandeling afpemaakt. In de latere series schommelt de score

tussen de 50 en 7h%.
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HOOFDSTUK 1V

RESULTATEN

IV.1. Selectie criteria.

Voordat de ratten voor de infusiebechandeling in aanmerking kwamen
dienden de tumoren een 'volume' van meer dan 100 mm® te hebben.
Tevens zijn alleen gezonde dieren geselecteerd waarbij gelet werd
op de ademhaling, eventuele gewichtsvermindering en hel aspect
van de vacht.

Bij 424 ratten voorzien van een in heide oren geimplanteerd pla-
veiselcelcarcinoon is catheterisatic van de arteria maxillaris
externa uitgevoerd. Bij het bewerken van de resultaten is van de
uitkomsten van 262 infusiebehandelingen gebruik gemaakt. Rij het
se¢lecteren van het cijfermateriaal 2ijn de volgende criteria
gehanteerd:

1) Het proefdier moet 7 maal 24 uur behandeld zijn.

2) Het infuussysteem moet gedurende de gehele behandeling doorgan-
kelijk geweest zijn

3) De toegediende dosis van het cytostaticum maet nauwkeurig bekend
zijn.

4) De tumoren dienen bij de metingen onbeschadigd en dus niet door

bloeding of ulceratie gedeformeerd te zijn.

Het elimineren van geulcereerde tumoren vond vaker plaats aan
de systemisch dan aan de regionaal behandelde kant. Aangezien
het optreden van ulceratie veel (requenter voorkwam bij tumoren
met een groter beginvolume 1ijkt dit verschijmsel gecorreleerd

te zijn aan de grootte van de tumor.
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Dit houdt in dat de verschillen van behandelingseffect van
regionale infusie en systemische toediening door de eliminatie
van gelilcereerde tumoren zeker niet overschat zijn.

5) De tumormetingen zijn direct aan begin- en eindpunt van de
infusie uitgevoerd.

0) De begin- en eindmetingen van het tumorvolume bij &&n dier die-

nen door dezelfde persoon verricht te zijn.

IV.2, Toxiciteit.

IV.2.a Lokaal.
Bij geen der proefdieren is een duidelijk lokale toxiciteit door
cytostaticumtoediening - zoals ulgeratie en erytheem van het mond-

slijmvlies - geconstateerd.

IV.2.b Algemeen.

Algemene malaise, haaruitval, diarrhee en gewichtsverlies traden
op bij hoge deseringen van BLM, 5-FU en MIX, De haaruitval bleek
bij 5-FU en BLM-toediening meer uitgesproken dan bij MIX. Als
maatstaven voor de algemene toxiciteit werden mortaliteit en
gewichtsvermindering genoteerd., Sterlfte trad vrijwel altijd op in
de periode direkt na be&indiging van de infusie en slechts zelden
tijdens de behandeling. Als dit laatste het geval was betrof het
altijd de toediening van zeer hoge doseringen. Sterfte later dan
7 dagen na heindiging van de infusie kwam vrijwel niet voar.
Gebleken is verder dat ecen gewichtsverlies van ongeveer 25% in 7

dagen meestal werd gevolgd door de dood van het proefdier.

IV.3. Indeling behandelingsschema's.

Bij het vitvoeren van het experiment is onderscheid gemaakt tussen:

101



1. continue infusie van &&n cytostaticum (IV.4.)

2. continue infusie van een combinatie van cytostatica (IV.5.a)

3. sequentiéle toediening van verschillende cytostatica (IV.5.b)

4. segquentiéle intermitterende toediening van verschillende cyto-
statica afgewisseld door infusie van een fysiclogische zoutop-

lossing (1V.5.c)

(7]

andere schema's (IV.5.d).

IV.4, Resultaten van enkelvoudig toegediende cytostatica gedurende

7 dapen.

IV.4.a Continue T.A. infusie van bleomycine (BLM).

Aanvankelijk is getracht met een T.M.-injectie BLM op dag 1 en dag

2 in oplopende dosering de dosis vast te stellen waarbij L0% wvan

de ratten sterft. Deze gebruikelijke methode heeft echter betrekke-
lijk weinig waarde voor het verdere onderzoek, omdat daarbij het
cytostaticum continu l.A. gedurende 7 dagen wordt teegediend. Daarom
is overgegaan op het uitvoeren van oriénterende [.A. infusieseries
met doses welke met [Laktor 2 oplopen teneinde de dosis-mortaliteits-
relatie vast te kunnen stellen. Naast de doses 15, 30, 60, 120 en

240 mg/kg/week, is ook veoor 180 mg/kg/week de lethaliteit vastpe-
steld, om zo nauwkeurig mogelijk een indruk over de toename van de
toxiciteit bij verhogen van de dosis te verkrijgen. Bij het

uitveoeren van de infusie-behandeling wordt BLM in een fysioclogische
zoutoplossing met 10 E heparine per ml. in 20 ml. injectiespuiten
opgezogen. De hoeveclheden zijn met een pipet afgemeten, zodat

geen gehruik wordt gemaakt van de grove calibrering van de grote
injectiespuiten,

Afbeelding 31 toont de regressielijnen van de regiongal en systemisch

behandelde tumoren. Deze lijnen geven de relatie weer tussen tumor-
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fysiologisch zout controles

300

volume
regionale zijde

volume
systemische
zijde

200

100

gewicht
94

tumor volume na 7 dagen infusie als % van het volume bij de start

93 87 89 76 77

mortaliteit
Oﬁd 109 qg V5 4@ WS
15 30 60 120 180 240

dosis mg/ kg /week
afbh.31.
7 dagen continueintra-arteriéle infusie van bleomycine. Toxiciteit,

mortaliteit en ellfect op de tumor (met standaard fout). De resultaten

[met standaard fout) van de contrele infusies worden weergegeven door d

twee grijze horizontale banden in de graliek. De grootste geelt de
systemisch behandelde controlstumoren weer en de kleinste de regionaal

geinfundeerde controletumoren.

valume en logdosis en zijn bepaald met behulp van een computer met
de methode van de kleinste kwadraten. Omdat bij de regionale toe-
diening reeds snel een plateaufase van het effect van BLM wordt
bereikt, wordt Bij het construeren van de regresslelijn van een
beperkt aantal doses pgebruik gemaakt (15, 30, 60 mg/kg/week]}. Aan

de regionale zijde wordt reeds voor lage daoseringen met geringe
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toxiciteit een sterk antitumoreffect waargenomen. Aan de systemische
zijde worden alleen antitumor effecten hij veel hogere doses
geregistreerd. Aangezien de doses op een logarithmische schaal zijn
uitgezet, komt de horizontale afstand tussen de beide regressie-
lijnen overeen met de verhouding van de doses, welke langs beide
verschillende wegen van toediening eenzelfde effect vercorzaken.
Deze verhouding bedraagt voor BLM ongeveer een factor FoP By Mogaw.
cenzelfde antitumor effect wordt hij de systemisch behandelde tumor
pas bij een 3,75 maal hogere dosis bereikt dan bij de regionaal
doorstroomde tumor. Dat de systemische concentratie van het cyto-
staticum hiervoor veel hoger moet zijn blijkt uit de zeer sterke
stijging van de algemene toxiciteit en de mortaliteit welke met

een dosisverhoging van cen factor 3,75 gepaard gaan.

In dezelfde grafiek zijn tevens de mortaliteit en het lichaamsgewicht
van de ratten na be#indiging van de behandeling, uitgedrukt in een
percentage van het gewicht bij de aanvang van de infusie, weerge-
geven (zie ook tabel II).

Als controle zijn infusies met een fysiclogische zoutoplossing/
heparine 10 E/ml uitgevoerd. Hierbij is geen significant verschil

in tumorgroei aan beide zijden geconstateerd. De gemiddelde tumor-
groei bij de controledieren na &&n week infusie is regionaal 2094

+ 3E 35,6 en systemisch 265 + SE 23,9 (N=15) van het oorspronkelijke
volume bij het begin van de infusie. Dit komt overeen met een tumor-
volume verdubbelingstijd van ongeveer 4,5 - 5,0 dagen, hetgeen iets
korter is dan de waarde van 7,5 dagen met een spreiding van + 2
dagen welke Barendsen (1977) vermeldt.

Uit deze gegevens komt duidelijk naar voren dat intra-arteridle toe-

diening van BLM superieur is aan systemische toediening ervan.

IV.4.b Continue L.A. infusie van 5-fluorouracil (5-FU).

Bij het vaststellen van de dosis-mortaliteitsrelatie voor 5-TU is
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volume
regionale zijde
volume
systemische zijde

fysiologisch zout controles .}

300

200

100
gewicht %
95% 94 93 84 82
mortaliteit
0/3 0/6 3/5 4/5 6/6
1 1 1 | |
100 150 185 225 300

tumor volume na 7 dagen infusie als % van het volume bij de start

dosis mg/kg/week

afbh.32.

7 dagen continueintra-arteri&le infusie van 5-fluorouracil. Toxiciteit,
mortaliteit en effect op de tumor (met standaard fout). De resultaten (m
standaard fout) van de controle infusies worden weergepgeven doaor de twee
grijze horizontale banden in de grafiek. De prootste geeft de systemisch
behandelde controletumoren weer en de kleinste de regionaal geinfundeerd
controletumoren,

gebruik gemaakt van oriénterende continue 1.A. infusies, waarna de
velgende doses in het experiment verder zijn onderzocht: g, 150,
185, 225 en 300 mg/kg/week,

Afbeelding 32 toont de regressiclijnen welke de relatie tussen
tumorvolume en legdoses van het cytostaticum weergeven. Alle toege-

diende doses vertonen een effect op de recgionaal behandelde tumor

(tabel II1). Pas bij een dosis van 185 mg/kg/week wordt aan de
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7 DAGEN CONTINUE TNTRA-ARTERITELL

INFUSTE VAN

TABEL I1I

BLM.

EFFECT OF TUMORVOLUME EN LICHAAMSGEWICHT MET STANDAARDFOUT.

Dosis BLM

Gemiddeld tumorvolume ni

Mortaliteit

me/kefwk als % wan gewicht infusie als van het
v&6r infusie volume voOr infusie
Regionaal: Systemisch:
15 + 21E = n 244,8 + 25,5 | 0/14
30 + 165,9 + 10,8 [211,8 + 17,5 1/19
60 + 127,6 + 18 206,5 + 19,2 | 1/9
120 * 117+ 13,9 [1e5 =+ 24,1 | 1/5
180 * 08,5 + 16 141 * 13,8 4/8
240 * 103 = ad | 104 + 22,2 345
controles i 209 & 35,06 | 264,88 + 23,8 0/15
(NaCl 0,9%)
TABEL I11

7 DAGEN CONTINUE INTRA-ARTERIELE INFUSIE VAN 5-FU.

EFFECT OF TUMORVOLUME EN LICHAAMSGEWICHT MET STANDAARDEOUT.

Dosis 5-FU Gemiddeld tumorvolume ni Mortaliteit
mg/ke/wk als % van gewicht infusiec als % van het

volume védr infusie

Regionaal: Systemisch:
100 ' 237+ 3 200+ 23,3 | 0/3
150 ¥ 143,7 + 29,1 | 305,2 * 25,3 | D/6
185 + 15 +12,9| 241,8 + 33,5 | 3/5
225 + 89,5 + 11,3 | 149,8 + 17 175
300 : 98,3 + 1D 2108 34,7 6/6
f%zgioéeS%} 27T + 13 297:9 &+ 35,7 0/12
L ] d b
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systemische zijde een zwak antitumor elffect waargenomen. De doses
welke bij regionale en systemische toediening eenzelfde effect
teweeghrengen, verhouden zich als een faktor 2,47 in het voordeel van
de repionale toediening. Hierbij valt op dat de toxiciteit zeer
sterk toeneemt met het verhogen van de dosis noodzakelijk voor het
verkrijgen van een goed effect aan de systemische zijde. Er wordt
hijvoorbeeld bij een mortaliteit van 0/6 aan de regionale zijde meer
effect op de tumor verkregen dan bij cen systemische toediening
waarbilj de mortaliteit (/0 bedraagt. Bij infusie van een fysiolo-
gische zoutoplessing met heparine 10 E/ml is de tumorgroei na 7
dagen aan de regionale zijde 2774 + SE 13,9 en 298% + SE 35,7 (N=12)
van het porspronkelijke volume bij het begin van de infusie. Uit
bhovenstaande gegevens blijkt dat intra-arteriéle infusie van 5-FU

superieur is aan systemische toediening ervan.

IV.4.c Continue T.A. infusie van methatrexaat (MTX)

Hoewel uit eerder onderzoek (Sindram e.a., 1873) is gebleken dat
intra-arteriéle toediening van MTX een faktor 2 superieur is aan
systemische toediening ervan, werd het toch van belang geacht om een
Kleine serie intra-arterisle infusies met MIX uit te voeren omdat
in het huidige model een andere tumor en techniek worden toegepast,
In tabel 1V zijn de resultaten van 7 dagen continue intra-arteriéle
infusie van MIX met doses van 0,5, 1,0 en 1,4 mg/kg/week weerge-
geven., Hierult blijkt dat continu toegediend MTX in dit model
slechts een gering effect op de tumor vertoont waarbij intra-arte-
riéle toediening niet superieur is aan systemische. Statistische
analyse door middel van de computer van de mogelijke relatiec tussen
tumorvolume en dosis van het cytostaticum enerzijds en gewichts-
verlies van het proefdier als uitdrukking van de algemene toxici-

teit anderzijds toont aan dat het volume van de tumor aan de syste-
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TABEL 1V waarschijnlijk beter is dan continue, bestaat de mogelijkheid dat
intermitterend toegediende MTX in dit experiment ook een duidelijk

7 DAGEN CONTINUE INTRA-ARTERTELE TNFUSTE VAN MTX. EFFECT OP TUMORVOLUME EN effect op de tumor zal hebben. Aangezien aanvankelijk van de veron-
LICHAAMSGEWICHT MET STANDAARTFOUT,

derstelling werd uitgegaan dat MTX op het gebruikte plaveiselcel-

Dasis MTX Gewicht nd infusie Gemiddeld tumorvolume ni Mortaliteit carcinoom werkzaam is en dat de conclusies van Sindram ten aanzien
me/kg/wk als § van gewicht infusie als % wvan het

vGor infusie volume véér infusic van de I.A. toediening van kracht zijn, is MIX als laatste cyto-

Regionaal: Systemisch: staticum in het onderzoek toegepast. Na het uitblijven van effect
0.5 96,4 + 2,6 224,8 + 34,2 | 255,2 ¥ 64,0 /5 ap de tumorgroel f}tj continue tOCdiL!l‘ling van MTX bleek het’ gCZiEI‘l
ol | =5 ™ A0 —_—
" % 7 £ i . 5 <

1,0 FUE R T 213,53 + 23,4 | 279,84 * 45,7 e het gebrek aan beschikbare tijd, niet meer mogelijk MTX op vol-
1,4 s A 174,8 + 16,6 | 165,1 + 11,2 | 14/16
cantroles 97,2 + 1,10 266,40 + 26,9 | 313,89 + 47,1 D11 doend ruime schaal intermitterend toe te dienen. De resultaten van
(NaCl1 D,9%) - - =

een vrij kleine oriénterende serie intermitterende toediening wvan

MTX tonen geen duidelijk effect op de tumor.

IV.5. Toediening van een combinatie van cytostatica gedurende 7
mische zijde een hopere correlatie (correlatiecoBfficiént + 0,798) dagen.

heeft met de afname van het lichaamsgewicht en dus met de algemene
_ IV.5.a I.A. Combinatiebehandeling van BLM, MTX en 5-FU.

toxiciteit dan met de dosis van het toegediende cytostaticum L )

Een combinatie van BLM 30 mg/kg, MTX 1 mg/keg en 5-FU 150 mg/kg is

(correlatiecoélficiént - 0,404). Dit suggereert dat het tumorvelume

gedurende een week continu toegediend. Aan het infusaat is 10 E/ml
slechts indirect gerelateerd is aan de behandeling met het

heparine toegevoegd. In tabel V zijn de resultaten weergegeven.
cytostaticum. Het geringe effect op de T.A. behandelde tumor

moet dan ook mede op basis van de door Sindram (1973} verstrekte R
gegevens worden beschouwd als een aanwijzing voor de ongevoeligheid

: la i it experiment gebruikte tumer voor continu toepgediende
L R & s v 5 7 DAGEN CONTINUE INTRA-ARTERIELE INFUSTIE VAN EEN COMBINATIE VAN BLM, MTX en 5-FU

methotrexaat. De uitkomsten van het diermodel laten slechts duide- EFFECT OP TUMORVOLUME EN LICHAAMSGEWICHT MET STANDAARDEQUT.
lijke conclusies toe wanneer er sprake is van vrij grove verschillen ] o= ] ]
] 4 J B ? Doses Gewicht nd infusie Gemiddeld tumorvelume né Mortaliteit
m.a.w. wanneer een reeks metingen belangrijk afwijkt van een daarnee BLM 30 mp/keg/wk als % van gewicht infusie als % wan het
; 3 s % - MITX 1 mg/kg/wk véor infusie volume v@br infusie
te vergelijken andere reeks, Het is dasarom niet onmogelijk dat MTX , B/ 8
5=F 150 mg/lkg/vwk B —I=
. ) Regionaal: Systemisch:
toch een geringe werking op de gebruikte tumor heeft. Aangezien
zowel uit de kliniek [hoofdstuk 1) als uit dierexperimentele gege- 84,5 + 148,3 + 7,2 152,8 + B,1 5/13
) ) . controles 95,2 + 4,3 248+ 26,8 | 248,53 + 24,4 0/9
vens {(Sindram, 1973) bekend is dat intermitterende toediening (NaCl 0,9%) =5 = =
108
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et regionaal effect van dit behandelingsschema ig minder goed dan IV.5.¢ 1.A., sequentigle intermitterende behandeling van BLM, MTX

van BLM alleen, vergeleken bij dezelfde algemene toxicitelt. De en 5-FII,

toxiciteit van dit schema is aanzienlijk. Het 1ijkt niet waarschijn- De toename van de toxiciteit heeft geleid tot schema's waarbij de
1ijk dat de op deze wijze toegediende cytostatica elkaar potentiéren. cytostatica in kortere tijd zijn toegediend en afgewisseld worden
Er wordt geen verschil tussen de regionaal en systemisch behandelde met infusies van fysiologische zoutoplossing. Teder cytostaticum
R wordt pedurende 24 uur toegediend waarna een 24-uurs infuus fysio-

logische zoutoplossing met 10 E/ml heparine velgt. Gedurende de
[V.5.b I.A. Sequentifle behandeling van BLM, MTX en 5-Fl. ) ) ) )
laatste 48 uur van het infuus wordt uitsluitend de fysiologische

BLM 30 mg/kg, MTX 1 mg/kg en 5-FU 150 mg/kg zijn na elkaar toegediend. . i . - oy )
zout/heparine-oplossing toegediend. DUe feitelijke behandelings-

Aan het infusaat is 10 E/ml heparine toegevoegd. Ieder cytostaticum ! 5
cyclus bedraagt dus § dagen. De toegediende doses zijn wederom

is pedurende precies 56 uur ingelopen (1/3 week). De doses zijn )
BLM 30 mg/kg, MTX 1 mg/kg en 5-FU 150 mg/kg. Drie groepen proefl-

gelijk gehouden aan die van de combinatiebehandeling (IV 5.a) om ef- . L ) i ) .
dieren zijn volgens dit sequentiecel intermitterende schema behan-

fect en toxiciteit te kunnen vergelijken. De resultaten zijn in tabel — i 4
deld waarbij groep 1 de hierboven genoemde dosering kreeg en groep

Y % -+ e | e > = 161 5 e e T o, i
I weergegeven. Het effect op de regionaal en systemisch behandel IT en III respectievelijk de helft en een derde deel daarvan

FE % - ; - i e S e T _
e tumeren verschilt weinig van de gelijktijdige toediening. De (tabel VIIJ.

toxiciteit is verder toegenomen. Het effect op de regionaal behan-

delde tumor lijkt beter dan aan de systemische zijde. TABEL V1T

3 DOSERTNGSSCHEMA'S VAN SEQUENTIELE INTERMITTERENDE INTRA-ARTERIELE INFUSIE
VAN BLM, MTX EN 5-FU.

ABEL V le dag 2e dag Je dag de dag Se dag 6e en 7e dag
BORL BT BLM mg/kg |NaCl 0,9% | MIX mg/kg [NaCl G,9% | 5-FU mg/kg|NaCl 0,9%
Schema T 30 mg/kg & 1 mg/ kg 5 150 mg/kg 2
r 1 1" T "
7 DAGEN SEQUENTIELE INTRA-ARTERIELE INFUSIE VAN BLM, MTX EN 5-FU. Schema 1L | 15 mg/kg ' 0,5 mg/ke 75 mg/kg
EEFECT OP TUMORVOLUME EN 1.TCHAAMSGEWICHT MET STANDAARDFOUT. Schema LLT | 10 mg/kp ! 0,33 mg/ kg ! 50 mg/kg
Doses Gewicht né infusie Gemiddeld tumorvolume nd Mortaliteit
BLM 30 mg/kg als % van gewicht infusie als % van het
MIX 1 mglke B O L Cine R UESE dnfisie In tabel VIII zijn de resultaten van dit behandelingsschema weerge-
5-FU 150 mg/kg Regionaal: Systemisch: geven. De dieren in groep | vertonen een hoger gemiddeld gewichts-
verlies dan de dieren die dezelfde totaaldoses ontvingen volgens
80 + 2,2 122,4 + 11,4 158 + 9,6 7711
controles het voorgaande combinatie- of sequentieschema (IV.5.a en IV.5.b].
[(NaCl 0,9%) 100 305 229 (Tl

Ne sterfte is daarmee in overeenstemming, alle acht behandelde dieren

110 111



stierven tegen respectievelijk 5 van de 13 in de combinatiegroep

en 7 van de 11 in de sequentiegroep. Er is echter wel een krachtig

effect op de tumorgroei. Bij halvering van de doses - in groep II -
vermindert het gewichtsverlies met afname van de mortaliteit (3 van

de 7 dieren stierven).

TABEL VIII

7 DAGEN SEQUENTIELE INTERMITTERENDE INTRA-ARTERIELE INFUSIE VAN BLM, MIX EN
5-FU VOLGENS 3 VERSCHILLENDE DOSERTNGSSCHEMA'S. EFFECT OP TUMORVOLUME EN
LICHAAMSGEWICHT MET STANDAARDFOUT (zie ook tabel VII).

Doses Gewicht nd infusie| Gemiddeld tumorvelume né Mortaliteit
(zie tabel VII)| als % van pgewicht infusie als % van het

rddr infusie volume v@o6r infusie

Regionaal: Systemisch:
Schema | 77,1 + 2,7 95.5 £ Tiy8 | Thz.E o+ 12,2 | S/8
Schema 11 3,4 + 3 1207 + 1151 158,4 + 4,9 3/7
Schema IIT 9251 #:7;5 102,8 + 6,06 178 % & 125 D10
Controles 86,6 + 3,3 252,4 + 33,1 355,88 £ 21,1 0/5

(NaCl1 0,9%)

Het effect op de tumorgreoel lijkt iets minder krachtig met een ge-
ringe superioriteit van het effect aan de regionaal doorstroemde
zijde. In groep III zijn de doses tot een derde verlaagd. Er wordt
dan geen mortaliteit waargenomen. Qok het gewichtsverlies is slechts
zeer beperkt (gemiddeld tot 92,1% van de uitgangswaarde). De
regionaal behandelde tumoren vertonen krachtige groeiremming. De
systemische behandelde tumor wordt daarbij aanzienlijk minder in
groei peremd. De dieren in groep Il hebben cok tijdens de 'follow-
up' minder last van algemene malaise, haaruitval en diarrhee dan de
dieren welke bij een vergelijkbare toxiciteit met een enkelvoudig
schema zijn behandeld. Verder is het opvallend dat de tumoren pas

veel later in de observatieperiode gaan ulcereren. De waarde van dit

sequentieel intermitterende schema wordt uitvoerig in hoofdstuk V

besproken.

IV.5.d Enkele ervaringen met andere intra-arterieel toegediende

schema's.

Op beperkte schaal is oriénterend onderzoek gedaan naar de volgende
behandelingsschema's:
1. combinatie- en scquentiéle behandeling van BLM en MTX
2. sequentiéle behandeling van BLM, MTX en 5-FU met toediening
binnen 15 minuten.
3. sequenticel intermitterende toediening van een hoge dosis BLM
gevolgd deoor lage doses MTX en 5-TFl].
1. intermitterende toediening van BLM.
Aangezien het steeds betrekkelijk kleine aantallen proefdieren
betreft kunnen op statistische gronden geen conclusies worden
getrokken. De uitkomsten vormen slechts een aanwijzing waarop een

nader uit te werken experiment kan worden gebascerd.

IV.5.d.1 Combinatie en sequentié¢le toediening van BLM en MTX

gedurende een week.

T.A. toediening van een combinatie van BLM en MTX.

Bij het vaststellen van de doses BLM en MTX is uitgegaan van de
LD50 van BLM, 180 mpg/kg/week. Een deel van de BLM is hierin naar
rato vervangen door een deel van de LD50 ({volgens Sindram) van MTX
en wel als volgt: 4/7 van de BLM dosis (104 mg/kg/week) en 3/7 wvan
de MTX dosis (0,6 mg/kg/week] zijn in comhinatie aan 4 dieren toe-

gediend, Het resultaat is in tabel 1X weergegeven.



7 DAGEN CONTINUE INTRA-ARTERIELE

TABLL

1X

INFUSTE VAN EEN COMBINATIE VAN BLM en MTX,

Doses
BLM 104 mg/kg/wk
MTX 0,0 mg/ke/wk

Gewicht ni infusie
als % van gewicht
vBOr infusie

Gemiddeld tumorvelume na
infusie als % van het

volume véér infusie

Mortaliteit

T.A. sequentiéle cyclische toediening van 26 mg/kg/dag

Regionaal:

Systemisch:

120 118

1/4

ELM op dag

1,5,5 en 7 en 0,2 mg/kg/dag MTX op dag 2,4,6 - met dus dezelfde to-

taaldoses als het voorgaande combinatieschema - geeft in tabel X

de volpgende resultaten te zien:

TABEL X

7 DAGEN SEQUENTIELE CYCLISCHE INTRA-ARTERIELE INFUSILE VAN BLM OP DAG 1,3,

5 EN 7 EN MTX OP DAG 2,4 EN 6 MET DEZELTDE TOTAALDQOSES ALS HET

TIESCHEMA IN TABEL

IX.

COMBINA=

Doses
BLM 26 mg/ke/dag
MTX 0,2 mg/kg/dag
[TOTAAL:

BLM 104 ma/kg/wk

en MTX 0,6 mg/kg/wk]

vior infusie

Gewicht nd infusie

als % van gewicht

Gemiddeld tumorvelume
nd infusiec als % van
het veolume v&dr

infusie

Mortaliteit

~1
n

Regionaal:

Systemisch:

99 117

/8

1V.5.d.2 Sequentiéle behandeling wvan BLM, MTX en $-FU met toe-

diening binnen 15 minuten.

Toegediend worden BLM op dag 1

en 5-I'l op dag 5

Ile resultaten na

(26 mg/kg).

7

[180 mg/kg), MTX op dag

dagen zijn in tabel XI weergegeven:

3 (0,2 mg/kg)

TABEL XI

SEQUENT IELE TNTRA-ARTERIELE INJECTIES VAN BLM, MTX EN 5-FU 0P RESPECTIEVE-
L1JK DAG 1,3 EN 5 BLNNEN 15 MINUTEN TOEGEDLEND. RESULTATEN NA 7 DAGEN,

Gewicht nd 7 dagen Gemiddeld tumorvolume nid| Mortaliteit

als § van gewicht

Doses

BLM 180 mg/kg/dag
MTX 0,2 mg/kg/dag
5-FU 26 mg/kg/dag

7 dagen als % van het

vG6r injecties volume v&6r injecties

Regionaal: Systemisch:

129 0/4

ben zelfde schema met andere doses, nl. BLM 15 mg/kg, MTX 0,5 mg/kg,

5-FU 75 mg/kg geeft in tabel XIT de velgende resultaten te zien:

TABEL XTT

SEQUENTIELE INTRA-ARTERIELE INJECTIES VAN BLM, MTX EN 5-FU OF RESPECTIEVE-
LIJX DAG 1,2 EN 5 BINNEN 15 MINUTEN TORGEDIEND. RESULTATEN NA 7 DAGEN.

loses Gewicht ni 7 dagen | Gemiddeld tumorvolume ni| Mortaliteit
BLM 15 mg/kg/dag als % van gewicht 7 dagen als % van het
MTX 0,5 mg/kg/dag | vHdr injecties volume v88r injecties
5-FU 75 mg/kg/dag Regionaal: Systemisch:
81 159 214 0/5

IV.5.d.3 Sequentieel intermitterende toediening van een hoge dosis

BLM gevolgd deoor lage deoses MTX en 5-FU,

leder cyteostaticum wordt gedurende 24 uur toegediend en wel als

volgt: BLM op dag 1 (180 mg/kg), MI'X op dag 3 (0,2 mg/kg) en 5-FU
op dag 5 (26 mg/kg). De resultaten na 7 dagen zijn weergegeven in

tabel XTIT.



TABEL X111

SEQUENTIELE INTERMITTERENDE INTRA-ARTERIELE INFUSIE VAN BLM, MTX EN 5-TU
GEDURENDE 24 UUR PER CYTOSTATICUM OP RESPECTIEVELIJK DAG 1,3 EN 5.
RESULTATEN NA 7 DAGEN.

%

loses Gewicht na 7 dagen Gemiddeld tumorvolume nd | Mortaliteit

RBLM 180 mg/kg/dag |als § van gewicht 7 dagen als % van het

MIX 0,2 mg/kgfdag | v86r infusie volune v@dr infusie

ol 30 agrkgydag Regionaal: Systemisch:

71,5 84,5 1255 474

IV.5.d.4 Intermitterende toediening van BLM.
BLM 10 mg/kg/dag wordt gedurende 24 uur op dag 1,3 en 5§ toegediend.

De resultaten na 7 dagen zijn in tabel XIV weerpepeven.

TABEL XIV

INTERMTTTERENDE INTRA-ARTERIELE 24-UURS TOEDIENING VAN BLM OP DAG 1,3 EN 5.
RESULTATEN NA 7 DAGEM.

o

Dosis Gewicht na 7 dagen
BIM 10 mg/kg/dag
(Totazal: 30 mg/keg)|vodér infusic

Gemiddeld tumorvelume nd | Mortaliteit
als % van gewicht 7 dagen als % van het

volume véér infusie

Reginnaal: Systemisch:

88 140 183 paa & I,

% 1 dier pgestorven door hloedverlies bij afkoppelen van het infusiesysteem.

De velgende indrukken zijn met bovenstaande ori¥nterende proeven
oppgedaan:

I. De 1.A, sequenti&le cyclische toediening van BLM en MTX Llijkt

minstens zo goed, zo niet beter dan de continue toediening van
de combinatie van deze stoffen. Het lijkt veel beter dan de
continue toediening van BLM alleen vergeleken bij dezelfde mor-
taliteit. Dit schema verdient een nader onderzoek.

Z4-uurs 1.A. toediening per cytostaticum van BLM, MTX en 5-FU
1ijkt toxischer dan de snelle toediening binnen 15 minuten van
deze stoffen, hoewel het effect op de tumor ongeveer gelijk
blijft. Het schema waarbij de cytostatica binnen 15 minuten
worden teoegediend vertoont een opvallend geringe toxiciteit met
cen effect dat superieur 1ijkt aan de toediening van BLM alleen.
De kortdurende toediening 1ijkt een nader experiment te recht-
vaardigen,

De indruk bestaat dat I.A, intermitterende toediening van BLM op
dag 1,3,5 minstens zao goed, zo niet beter is, dan de caontinue

toediening van dezelfde totaaldosis BLM [zie IV.4,2).



HOOFDSTUR V

BESCHOUWING EN CONCLUSIES

De in 1.7. geformuleerde vraagstellingen zullen aan de hand van

de pepevens welke in de hoofdstukken ITI1 en IV zijn vermeld, in
volgorde worden heantwoord.

De cerste vraagstelling luidde:'ls het mogelijk een diermodel te
ontwikkelen waarbij een tumor in het hoofd-halsgebied langs intra-
arteriéle weg in analogic met de ¥linische behandeling via
retrograde canulatie van cen zijtak van de arteria carotis externa
met cytostatica deorstroomd wordt?'

Met het in dit proefschrift beschreven diermodel is het mogelijk
gebleken om - analeoog aan de in de kliniek toegepaste intra-
arteriéle chemotherapie - experimentele tumorcn in het hoofd-hals-
gebied te behandelen. Deze nieuw‘ontwikke1de 1.4, canulatietech-

niek verandert niets aan de bleedstroon in de arteria carotl

[3

communis. Het is derhalve zeer onwaarschijnlijk dat circuldatie-
veranderingen van meetbare omvang in het tumorgehied optreden. Dit
in tegenstelling tot de eerder toegepaste pcclusieve canulatie van
de arteria carotis communis, waarbij bewezen veranderingen in de
bioedstroom naar de tumor optreden. De occlusieve canulatie 1is
tevens te weinig in overeenstemming met de in de kliniek toege-
paste infusietechnick.

De toepassing van het operatiemicroscoop heeft de ontwikkeling van
retrograde canulatie van gen zijtak van de arteria carotis eXterna
mogelijk gemaakt, Dit bleoedvat, de arteria maxillaris externa, is
seer dun en het is zeker onwaarschijnlijk dat canulatie invloed

zou hebben op de bloedstroom van de arteria carotis externa. Dec
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techniek is volledip in overeenstemming met de klinische cathete-
risatiemethode, zoals van de arteria temporalis superficialis.
Controle-inspuiting met blauwkleurstof ('patent blue violet') heeft
veelvuldig aangetoond dat het regionaal behandelde tumorgebied in
belangrijke mate selectief wordt doorstroomd. Met de ontwikkeling
van het in dit proefschrift beschreven diermodel en gezien de
gunstige ervaring die ermee is opgedaan, wordt de eerste vraagstel-

ling als positiefl beantwoord beschouwd.

De tweede vraagstelling luidde:'ls intra-arteriéle infusie wvan

in de kliniek veelvuldig toegepaste cytostatica in dit model supe-
rieur aan de systemische toedliening daarvan?!'

Hlet geschetste diermodel is uitstekend geschikt voor het onderzoe-
ken van de optimale weg van toediening van cytostatica. In één
dier wordt steeds het effect op de regicnaal en systemisch behandel-
de tumor vergeleken. Aanpgezien hierbij geen absolute uitspraak
behoelt te worden gedaan over het effect van een cytostaticum op
de tumor kunnen de specifieke eigenschappen van de te behandelen
tumor buiten beschouwing worden gelaten.

Van de drie cytestatica welke bij de behandeling van tumoren in het
hoofd-halsgebied veelvuldig worden toegepast, blijken BLM en 5-FU
in dit diermodel een duidelijk effect op de tumorgroei te hebben,
en wel zodanig dat met de I.A. infusie een sterker effect op de
regionaal doorstroomde tumor dan op de systemische wordt verkregen.
Benzelfde effect kan slechts bij de systemisch doorstroomde tumor

worden bereikt door de doses resp. met een factor 3,8 en 2,5 te ver-

hogen, hetgeen cen zeer sterke stijging van toxiciteit en mortali-

teit tot gevolg heeft.
Methotrexaat bleek, althans wanneer het continu werd toegediend,

nict werkzaam op het in de experimenten gebruikte plaveiselcel-
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carcinoom. Het antwoord op de tweede vradgstelling luidt dus dat
in dit model de ceontinue T.A. infusie van BLM en 5-FU - twee
cytostatica waarveor de tumor gevoelig is gebleken - belangrijk
meer antitumor effect oplevert dan de systemische toediening

van dezelfde stoffen. Uit het experimentele werk van Sindram

is gebleken dat het door hem behandelde rhahdomyosarcoom

wel gevoelig is voor MTX en dat de 1.A.-toediening in zijn model
superieur is aan de systemische. De uitkomsten van zijn onderzoek
sluiten aan bij de in dit proefschrift beschreven resultaten voar
BLM en 5-FU. Waarschijnlijk hebben de eerder gevonden veranderin-
gen (11.3.b.1) in de bloedstroom geen grote invloed gehad op de
uiteindelijke uitkomst van het onderzoek van Sindram. Het is
daarom niet uitgesloten dat bij een daarvoor gevoelige tumor L.A.

toegediend MTX superieur is aan de systemische behandeling.

De derde vraagstelling luidde:'Ts in dit model de intra-arteriéle
toediening van een combinatie van cytestatica superieur aan de
systemische combinatie van dezelfde stoffen?’

Bij het kiezen van cytostatica voor een combinatiebehandeling is in
eerste instantie gedacht aan de toepassing van BLM en 5-FU, omdat
de tumor heeft bewezen daarvoor gevoelip te zijn. Bij het samen-
stellen van cen combinatieschema van cyteostatica in de kliniek kan
echter niet met zekerheid worden vastgesteld of de te behandelen
tumor voor alle individuele componenten geveelig is. Bovendien is
het niet uitgesloten dat een niet werkzaam cytostaticum in combina-
tie met andere stolfen wel degelijk bijdraagt aan het uiteindelijke
effect van de combinatie. Dit kan misschien verklaard worden doordat

het cytostaticum de celcyclus beinvloedt of de passage van de andere

cytostatica door de tumorcelmembraan verbetert. Zo wordt bijvoor-

beeld verondersteld dat een niet-werkzaam lage dosis vincristine
&
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aan een combinatie van andere cytostatica toegevoegd,het effect

ten goede kan komen, mogelijk door belnvlceding van de celmembraan-
passage. Ook kunnen de andere - wel werkzame - cytostatica het
nauwelijks werkzame bestanddeel uit de combinatie 'potenti&ren’.
Tenslotte moet worden gerealiseerd - zoals al eerder is opgemerkt -
dat in dit model de volumeafname van de tumoren slechts een
relatief grove beoordeling van het effect toelaat zodat ecen even-
tuele geringe effectiviteit, zoals bij de toediening van MTX
alleen, niet tot uitdrukking komt. Deze overwegingen hebhen geleid
tot het opnemen van MTX in verschillende combinaties met BLM en
5=Ft..

Bij het combineren van deze drie cytostatica is in principe van
drie verschillende schemata gebruik gemaakt: gelijktijdige combi-
natiehehandeling, sequentiéle behandeling en sequentieel-inter-
mitterende behandeling.

Bij de beocordeling van de resultaten wordt vastgesteld of de tumor
gevoelig is voor het combinatieschema en of er verschil in tumor-
groel optreedt tussen de regionaal en systemisch behandelde zijde.
Bij het gelijktijdig geven van een combinatie van drie cytostatica
is uitgegaan van drie doses, welke ieder op zich hij continue
toediening gedurende een week juist geen sterfte vercorzaken. De
MTX dosis was gebaseerd op de gegevens van Sindram en déeze dosis
bleek later in het eipgen experiment te hoog, omdat bij 1 mg/kg MTX
drie van de zcocven dieren stierven.

Hoewel de combinatie een duidelijke tumorgrociremming bewerkstelligt,
heeft zij cen hoge mortaliteit tot gevolg. Er is geen sprake van
een sterker effect op de tumor aan de regionaal doorstroomde zijde.
Het met de combinatie verkregen tumoreffect wordt zowel door BLM

en 5-FU alléén,met vrij geringe mortaliteit bereikt. Dit resultaat

wijst dus niet in de richting van een onderling versterken van de



cytostatische werking, terwijl de algemene toxiciteit wel toenecemt.
Het toont aan dat in dit model gelijktijdige combinatie van deze
cytostatica slechter is dan de continue toediening van €&n werk-
zaam cytestaticum,

Hoewel het effect op de regionaal behandelde tumor bij het sequen-
ticel toedienen van dezelfde totaaldoses van drie cytostatica ver-
betert, stijgt ook de mortaliteit. In dit schema wordt ieder cyto-
staticum gedurende 56 uur toegediend. let resultaat is slechter dan
de continue toediening van &én werkzaam cytostaticum, met name geelt
BLM 60 mg/kg/week ongeveer dezelfde remming van de regionaal behan-
delde tumor bij een mortaliteit van slechts 1/9 tegen 7/11 van het
sequentieschema. De cytostatische werking in het sequentieschema
1ijkt niet duidelijk versterkt te worden, terwijl de mortaliteit
verder is toegenomen. Een toedieningsduur van 24 uur per cytostati-
cum in dit sequentieschema doet de mortaliteit niet verminderen:
alle dieren stierven (8/8), maar het effect op beide tumoren 1ijkt
iets toegenomen te zijn met geringe winst voor de regionaal behan-
delde tumer. Mogelijk dat een verdere verkorting van de toedie-
ningsduur tot bijvoorheeld 15 wminuten per cytostaticum (zie IV.5.d)
de toxiciteit kan terupdringen. Bij het voortzetten van het
experiment is niet gekozen voor het verder verkorten van de toedie-
ningsduur, maar veor het evenredig verlagen van de dosis van leder
cytostaticum,

In de volgende sequentieserie is ieder cytostaticum weer gedurende

21 uur toegediend, waarbij de dosis is pehalveerd. Bij dit schema

treedt een sterke afname van de mortaliteit (3/7) op met cen goed
effect op de regionaal doorstroomde tumor. Verder verlagen van de
doses tot 1/3 van de corspronkelijke waarde doet Ye mortaliteit

gecheel verdwijnen {0/10) met behoud van een zeer goed effect op de

regionaal doorstroomde tumor en een duidelijke afname van het
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effect aan de systemisch behandelde kant. De algemene conditie van
de dieren is opvallend goed, met slechts een gewichtsvermindering

tot 92,1% van het gewicht bij het begin van de infusie.

Combinatieschema's waarbij geen duidelijk verschil in effect op de
tumorgroei aan de regionale en systemische kant optreedt, vertonen
alle een hoge mortaliteit en veroorzaken doorgaans een matig effect
op de tumorgroei. De combinatieschema's waarbij het verschil echter
wil duidelijk is, zijn minder toxisch (geringere mortaliteit) en
vertonen een krachtig effect op de regionaal behandelde tumor. De
conclusie die voor de werkzame enkelvoudig toegediende cytaostatica
geldt, blijkt dus ook op werkzame combinaties van cytostatica van
toepassing te zijn, vooral als het schema met een geringe tot
matige algemene toxiciteit [(mortaliteit) gepaard gaat: de intra-
arteriéle weg van toediening is ook nu superieur aan de systemische.
Hiermee is de derde vraagstelling heantwoord.

De vierde vraagstelling luidde: 'Is het mogelijk om in het dier-
model cen combinatiebehandeling met enkele cytostatica te ontwikke-
len waarvan de therapeutische index beter is dan van het beste
schema van enkelvoudige chemotherapie?'

Van de onderzochte combinatieschema's wordt bij sequentieel inter-
mitterende toediening van BLM, MTX en 5-FU bij geringe algemene
toxiciteit het krachtigste effect op de tumorgroel waargenomen.

Bij het laagst gedoscerde schema (tabel VII) treedt peen sterfte
op, waarblj toch een zeer goed effect op de regionaal behandelde
tumor wordt verkregen (tabel VIII). Dit resultaat is superieur aan
Lleder ander schema dat in dit model in voldoende mate is onder-
zocht. De enkelvoudige toediening van bijvoorbeeld BLM 120 mg/kg/
week geeft bij een mortaliteit van 1/5 een overeenkomstig effect,

echter met een afname van het lichaamsgewicht tot ongeveer 81%.
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it is statistisch significant (p< 0,05) méér gewichtsverlies dan
het verlies (tot 92%) dat bij sequentieel intermitterende toe-
diening van BLM, MTX en 5-FU optreedt. De toediening van BLM 30
mg/kg/week gaat met een gewichtsverlies tot 953% van het oor-
spronkelijke gewicht gepaard, hetgeen overeenkomi met het gewichts-
verlies van het sequentieel intermitterende schema 111 [tabel VII).
Beiderzijds is wvan BLM het regionale effect echter significant
(p<0,05) geringer dan bij dit schema II1.

Met de toediening van 5-FU is het effect slechts met een hoge dosis
te evenaren waarbij de mortaliteit zelfs 4/5 bedraagt. Het resul-
taat van het sequentieschema is vooral opvallend cmdat €€n van de
drie toegediende cytostatica mogelijk geen effect op de tumor heeft,
MTX draagt vermoedelijk wel bij tot de algemene toxiciteit, maar
desondanks treedt bij sequenti&le toediening van de drie cytosta-
tica - bij een vergelijkbaar effect - minder toxiciteit op dan

bij enkelvoudige toediening. Het is geenszins uitpgesloten dat MTX
in dit model in de combinatie opgenomen tot versterking van de
werking bijdraagt. Het sequentieel-intermitterende schema (in de
laagste dosering] is tevens vergeleken met sen intermitterend
schema van BIM alléén (IV.5.d) waarbij 10 mg/kg BLM op dag

I; 3 en 5 gedurende 24 uur is toegediend. Bij een vergelijking

van deze twee schema's kan men het intermitterende BLM schema
heschouwen als afgeleid van het sequentieel-intermitterende =chema
waarbij methotrexaat op dag 3 en 5-FU op dag 5 in het sequentiecel-
intermitterende schema door BLM is vervangen. Het intermitteren-

de schema met BLM veroorzaakt een iets groter gewichtsverlies

(tot 88% van het corspronkelijke gewicht) en een mortaliteit van
2/12 met een duidelijk zwakker effect op de regionaal doorstroom-
de tumor dan sequentieel-intermitterende behandeling. Tevens is

het opmerkelijk dat 5-FU en MTX die ieder op zich toxischer (en

minder werkzaam) zijn dan BLM in de sequentifile combinatie van

de drie cytostatica minder toxiciteit veroorzaken dan de inter-
mitterende toediening van BLM all&én. De veronderstelling wardt
daarom geopperd dat de sequentieel intermitterende toediening

van de drie cytostatica een sparend effect heeft op de normale
weefsels. Het goede resultaat, zowel ten aanzien van het effect

op de regionaal behandelde tumor als de geringe toxiciteit welke
optreedt bij het sequentieel intermitterend schema, berust blijk-
baar niet all&én op het intermitterende karakter van de toediening
- gezien de resultaten van intermitterend tocgediend BLM - en het
is daarom niet uitgesloten dat onderlinge interactie van de cyto-
statica een rol speelt. Deze resultaten tonen aan dat een
combinatie van drie cytostatica, sequentieel-intermitterend toege-
diend, bij een overeenkomstig eflect op de tumor een geringere
algemene toxiciteit kan hebben dan een enkelvoudig toegediend
werkzaam cytoestaticum.

Dit sparende eflfect op de nermale weefsels verhoogt de therapeuti-
sche index van de behandeling. In dit experiment blijkt het zelfs
het geval te zijn als de tumor voor &&n van de drie cytostatica
niet of zeer weinig gevoelig is.

Met deze conclusie is de vierde vraagstelling beantwoord.

Met het beschreven dicrmodel is het pp hetrouwbare wijze mogelijk
een uitspraak te doen over de keuze van de weg van toediening van
een cytostaticum, Gezien de opzet speelt daarbij de specifieke
gevoeligheid van de tumor geen essenti&le rol. Bij de interpre-
tatie van dierexperimentele gegevens over de superioriteit van cen
behandelschema is echter voorzichtigheid geboden. Het vaststellen
van een ideaal behandelschema met cytostatica waarbij in het dier-

medel slechts &én type experimentele tumer wordt gebruikt, houdt



beperkingen in. Bij een ideaal diermodel moet van een groot dantal y )
gediende cytostatica vertoont

experimentele tumoren gebruik worden gemaakt om o rond van :
k & g P g de regionaal behandelde tumor

verschillende behandelingsresultaten een uitspraak te kunmen doen . .
winst bij het laag gedosecrde

aver de superioriteit van een cytostaticum of een combinatie van . =~ :
zit voornamelijk in de afname

cytostatica. Vooral wanneer deze conclusies ge@xtrapoleerd worden ; .
- met dus vermindering van de

van het dierexperiment naar de kliniek mogen de cigenschappen van

de gebruikte experimentele tumor geen rol spelen. Er zijn grote

verschillen tussen cxperimentele tumoren en humane tumoren. Het is

eveneens een krachtiger effect op

dan op de systemisch behandelde. De
sequentiecl-intermitterende schema
van het effect op de gezonde weelsels

alpemene toxiciteit - waarbij ook de

systemisch behandelde tumor minder effectief wordt geremd. Het

gelijktijdig combineren van cytostdtica verocorzaakt in dit dier-

model een grote algemene toxiciteit, zodat klinische toepassing

echter wel bekend dat ten aanzien van de algemene toxiciteit grote
overcenkomsten bestaan tussen de beenmergreacties bij de muis en

de rat enerzijds en de mens anderzijds. let is daarom mogelijk om
verschillen in algemene toxiciteit van de verschillende schema's
“naar klinische maatstaven te vertalen. In dit onderzoek is de winst
van het beste sequentigle combinatieschema niet zo zeer gelegen

in het uiteindelijke effect op de tumorgroei dan wel in de alname
van de algemene toxiciteit. De vermindering van algemcne toxiciteit
gaat bhij deze experimenten vrijwel altijd samen met een afname van
het effect op de tumor aan de systemisch behandelde kant. De indruk
bestaat dat cen dergelijk schema in enige mate selectief op de
regionaal behandelde tumor werkt en daarnaast sparend is voor de
normale weefsels en de systemisch behandelde tumor. Dit sparend
effect betreft dan waarschijnlijk cok het beenmerg en de darmmucosa,
omdat de mortaliteit afneemt.

Enkele voorzichtige uitspraken kunnen derhalve op grond van deze
experimentele gegevens over de klinische toepassing van I.A. cheme-
therapie bij de behandeling van tumoren in het hoofdhalsgebicd
‘worden gedaan. [.A.-toediening van ELM en 5-FU is beter dan syste-
mische toepassing. Mogelijk geldt dit ook veoor MI'X, hetgeen helaas
in dft experiment niet kon werden bevestigd, omdat de tumor voor

MTX cngevaelig lijkt te zijm. Een werkzame combinatie van I.A. toe-

E e I

niet aangewezen lijkt. Mogelijk spelen hierbij farmacologische
interacties een rol. Deze conclusies kunnen als algemene richt-
lijnen bijdragen tot de verdere ontwikkeling van elfectieve T.A.

combinatie chemotherapie schema's in de kliniek.



HOQFDSTUK VI

SAMERVATTING

In hoofdstuk I van dit proefschrift wordt een literatuurover-
zicht gegeven van de klinische ervaringen welke met chemotherapie
in het hoofd-halsgebied - en in het bijzonder de intra-arterigle
ern. combinatiebehandeling daarvan - zijn opgedaan. Hierbij doen
zich een aantal vragen voor welke door middel van een dier-
experimenteel model worden getracht te beantwoorden.

In hoofdstuk T.7. zijn de vraagstellingen geformuleerd.

Tn hoofdstuk 1T wordt de ontwikkeling van het diermodel besproken,
uitgaande van de door Sindram toegepaste techniek van occlusieve
canulatie van de arteria carotis communis. Bij deze methoden doen
zich echter circulatiestoornissen in het tumorgebied voor (IT.3.)
zodat gezocht wordt naar een canulatictechniek welke meer in
overcenstemming is met de in de kliniek toegepaste retrograde
canulatie van een zijtak van de arteria carotis externa waarbi]
geen duidelijke veranderingen optreden.

In hoofdstuk 111 wordt de uitveering van het dierexperiment
besproken. De ratten hebben ecen in beide oren gefmplanteerd
plaveiselcelcarcincom.Als maat voor de tumorregressie wordt het
produkt van de diameters van de in drie richtingen gemeten tumor
gehanteerd. Het is mogelijk om in &&n dier bij eenzelfde algemene
toxiciteit het effect op de regionaal geInfundeerde tumor te
vergelijken met het effect op de systemisch behandelde andere
tumor. Bij de infusiebehandeling wordt uitsluitend van bleomycine,
5-fluorouracil en methotrexaat gebruik gemaakt omdat deze cyto-

statica in de kliniek werkzaam zijn gebleken.

De intra-arteri£le infusic van bleomycine en S5-flueorouracil ver-
oorzaakt een krachtiger eflect op de regionaal geInfundeerde
tumor dan op de systemisch behandelde tumor. Het regionale effect
wordt pas aan de systemisch behandelde zijde geEBvenaard door de
toegediende dosis te verhogen met resp, factor 3,8 en 2,5, De
tumor blijkt voor methotrexaat niet duidelijk gevoelig te zijn,
Bij het intra-arterieel toedienen van combinaties van cytostatica
is voor alle drie in het diermodel onderzochte cytostatica gekozen,
uitgaande van de veronderstelling dat ook bij klinische toepas-
sing combinaties niet uitsluitend zijn samengesteld uit ieder op
zich werkzame cytostatica, omdat de specifieke gevoeligheid van
de tumor niet bekend is.

Bij het toedienen van combinaties van relatief lage doses van
bleomycine, methotrexaat en 5-fluorouracil is gebleken dat eea
sequentieel intermitterende toediening van deze cytostatica welke
ieder gedurende 24 uur zijn geInfundeerd een zeer goed effect up
de regionaal doorstroomde tumor veroorzaakt met slechts geringe

algemene toxiciteit. Het effect op deze is duidelijk beter dan op

de systemisch behandelde tumor.

De conclusie die voor werkzame, enkelvoudig toegediende, cytosta-
tica geldt, blijkt dus ook op werkzame combinaties van cytostatica
van toecpassing te zijn, veoral als de behandeling met een geringg
tot matige algemene toxiciteit gepaard gaat:

De intra-arteriéle toediening is superieur aan de systemische.

In hoofdstuk V worden de conclusies besproken.

Bij vergelijking van de beste enkelvoudige behandeling - bleomy-
cine continu toegediend - met het laapst gedoseerde seguentieel
intermitterende schema blijkt dat de effecten op de regionaal

behandelde tumoren bij gelijke mortaliteit niet duidelijk verschil-



len met echter significant meer gewichtsverlies bij de enkelvou-
dige toediening van bleomycine. Het blijkt dus dat sequentieel
intermitterende intra-arteriéle toediening van cytostatica minder
toxisch kan zijn dan een goed enkelvoudig behandelschema. De
winst van de sequentieel intermitterende behandeling zit dus
vooral in het sparende effect op de normale weefsels waardoar

de therapeutische index vergroot wordt,

Op grond van de resultaten van dit dierexperimenteel onderzoek
kunnen enkele uitspraken over de klinische toepassing van intra-
arteridle chemotherapie bij de behandeling van tumoren in het
hoofd-halsgebied worden gedaan.

Intra-arteriéle infusie van werkzame cytostatica is beter dan
systemische toediening. Op grond hiervan is de toepassing van
intra-arteriéle chemotherapic in behandelcentra waar tuime erva-
ring met deze techniek is c¢pgedaan, volledig gerechtvaardigd.
Ook verdient de klinische toepassing van een combinatie van
cytostatica bij de behandeling van tumoren in het hoofd-hals-
gebied de aandacht. Een werkzaam combinatieschema zal langs
intra-arteriéle weg tocgediend eveneens superieur zijn aan de

systemische toediening.

SUMMARY

The intra-arterial administration of anticancer drugs has played

a considerable role in the development of chemotherapy in the head

and neck and still occupies an important though controversial place.
There are no well controlled clinical trials available that compare
intravenous to intra-arterial drug administration. Several publica-
tions however, seem to show the superiority of the intra-arterial route
of administration over the systemic use, Definite clinical evaluation
of intra-arterial chemotherapy in the head and neck will remain a
problem. Because of the relatively small number of patients treated

in each seperate centre, multi-institutional controlled clinical trials
are needed. To carry out such a trial however is extremely difficult
and attempts so far have failed.

From 1971 on we have been interested in establishing an animal model

in order to get further information about intra-arterial chemotherapy.
Initially a model was constructed in rats using occlusive catheteri-
sation of the common carotid artery on one side and a transplanted rhab-
domyosarcoma in the front margin of both ears (Sindram, 1973). A major
deficiency of this model was the blocking of the bloodstream on the
canulated side. Further study was primarily directed to establishing

a model that should be analogous to the human situation of external ca-
rotid artery catheterisation.

Secondly it seemed to be useful to test other agents as well in this
madel so as to have further evidence on the superiority of intra-
arterial administration. Furthermore it appeared interesting to compare
multiple drug regimens with single agent therapy. In this study the
results are reported.

The experimental set-up is described. Rats are used having 4 squamous

cell carcinoma implanted in the front margin of both ears. The tumour

131



volume is calculated from three measured dimensions. The rate of regres-
sion is determined by comparing the tumour volumes befuvre and after
treatment. This treatment is done by intra-arterial infusion during 4 7
days period. For this purpose retrograde canulation of the lelt [lacial
artery is carried out by using an operation microscope. So the left tu-
mour is treated regionally and the right one receives the drug(s)
systemically. In each animal the regional effect on the tumour is com-
pared with the systemically treated tumour at the same level of toxi-
city. Bleomycin, 5-fluorcuracil and methotrexate are the drugs studied.
The tumour respends to two of the three drugs tested, these being
bleomycin and 5-fluorouracil. For beth drugs intra-arterial administra-
tion proves to be significantly superior over the systemic route:

to ebtain similar anti-tumour effects a dose higher by respectively

a factor 3,8 and 2,5 - of course gssociasted with a dramatic increase

of general texicity - is needed via the systemic route as conpared to
the intra-arterial route,

Unfortunately the tumour used doés not respond to methotrexate and
therefore for this drug no conclusions could he made regarding the rela-
tive benefits of intra-arterial administration.

Because of the fact that in today®s clinical cancer chemotherapy practice
attention is very much focused on multiple drug regimens, we were parti-
cularly interested in applying such regimens in our model, comhining

all of the forementioned drugs. Methotrexate, although not effective when
used alone, was included, because this was lelt to imitate the human
situation more closely since it is impossible to determine the activity
of all compounds used in a multiple drug protocel in a particular pa-
tient with a particular tumour,

Simultaneous administration of all three drugs did not improve the
results; on the contrary such a combination turned out to be less cffcc-
tive than single agent therapy with blecomycin or 5-fluorouracil. However

by reducing the time of exposure to each drug ta 24 hours and interpola-
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ting 24 hours intervals of saline infusion between drug infusions,

the antitumour effects could be considerably enhanced at the benefit of
the intra-arterial route compared at the same mortality.

Such an intermittent sequential combination chemotherapy regimen pro-
ved to have a very good effect on the regionally infused tumour with mo-
derate general toxicity. This antitumour effect does not differ from
that of the best single agent schedule as tested in this study, the
continuous intra-arterial infusion of bleomycin. With the intermittent
sequential combination of drugs however, there is a significant lower los
of weight than with single agent therapy to obtain this regional effect
on the tumour. The benefit of this schedule is principally found in

the preservation of normal tissues, this resulting in the enhancement

of the therapeutic index.

From these experiments it can be concluded that intra-arterial admini-
stration of cytotoxic drugs is superior over the systemic use. This ex-
perimental evidence lends strong support to continue the clinical appli-
cation of intra-arterial chemotherapy on sclected cases of head and neck
cancer. Sericus consideration should be given to intermittent multiple~

drug regimens.
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STELLINGEN

1

In een diermodel is het mogelijk de intra-arteri&le infusie wvan
cytostatica bij de behandeling van tumoren in het hoofd-halsge-

bied, analoog aan’'de bij de mens tcegepaste techniek, te onder-
zoeken.

1T

De intra-arterigle infusie van een cytostaticum waarvoor de te
behandelen tumor gevoelig is, en dat niet in het lichaam geacti-
veerd behoeft te worden, is meestal superieur aan de¢ systemische
toediening ervan.

II1

Met de toediening van combinaties van cytostatica bij de behande-
ling van tumoren in het hoofd-halsgebied kan de therapeutische
index vergeleken met enkelvoudige toediening van een cytostaticum
worden verbeterd.

IV

De intra-arteriéle toediening van een effectieve combinatie van
cytostatica, bij de behandeling van tumoren in het hoofd-halsgebied
is superieur aan de systemische toediening ervan.

V
Dat de klinische ervaringen met immunotherapie bij de behandeling
van maligniteiten teleurstellend zijn vergeleken met de experimen-
tele gegevens, is vermoedelijk te wijten aan het feit dat bij
experimentele studies veelal van sterk immunogene tumoren gebruik
is gemaakt.

Vi

Wanneer cen supraglottisch larynxcarcinoom chirurgisch behandeld

wordt en electieve behandeling van de hals geindiceerd wordt ge-

acht, verdient zg. 'functional meck dissection' de voorkeur hoven
bestraling van de hals,

V11

Het opofferen van de nervus facialis bij een totale parotidectomie
wegens maligniteit is een kunstfout indien het technisch gezien
mogelijk is een of meer van de zenuwtakken te sparen.

VITI

De slechte prognose van het gehoorgangrarcinoom wordt mede vercor-
zaakt door de neiging van de operateur de tumorresectie aanvanke-

lijk te sparend op te zetten.
IX

Bij een 'blow-out' van de arteria carotis communis als complicatie
van een chirurgische ingreep is onderbinding van de arterie een
discutabele maatregel.

X
Bij grote operatieve ingrepen in het hoofd-halsgebied is de kans
op chirurgische complicaties boven de 70 jaar vergeleken met de
groep onder de 70 jaar niet verhoogd, hoewel boven het B0ste jaar
de kans op interne complicaties duldelijk taoeneemt.
W.F. McGuirt, N.C. Winston-Salem, B.S. Sarm Leevy, B.F. McCabe en
C.J. Xrause, Laryngoscope, 87, 1378, 1977,

X1
Bij een primair geopereerd pleiomorf adenoom zonder tekenen van
maligniteit uitgaande van de glandula parotis is slechts bij hoge

uitzondering radislegische nabehandeling geindiceerd.
XI1I

Bii melanoom van extremiteiten moet de indicatie voor isolatie-
perfusie met chemotherapeutica op grond van meer criteria dan al-

leen de invasie-diepte volgens Clark gesteld worden.
XIII

De door Sanders beschreven techniek van venturi-injector beademing
in combinatie met intraveneuze apaesthesie is ook bij endeolaryngo-
scopisch onderzoek een belangrijke aanwinst voor de anaesthesist
en de keel-, neus- sn oorarts.

T

G, Vourc'h, Freche en Tran Ban Hui, Anaesthesia 32, 8, 19

XTIV

Men kan zich niet onttrekken aan het gevoel dat het zgn. 'alter-
natieve denken' van sommige mensen voor een helangrijk deel op

pure luiheid berust.

Amsterdam, juni 1978 P.F. Schouwenburg.



