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INLEIDING

Regionale kontinue intra-arteriéle infusie van cytostatica wordt in het Antoni
van Leeuwenhoek Ziekenhuis, de kliniek van het Nederlands Kanker Instituut te
Amsterdam, toegepast bij een speciaal geselekteerde groep patiénten met tumoren in
het gebied van hals en hoofd als eerste onderdeel van een i principe kuratief
opgezette kombinatiebehandeling met bestraling en/of chirurgie. Methotrexaat
(MTX) is het meest gebruikte cytostaticum. De regionale infusie van MTX wordt
gekombineerd met de algemene toediening van zijn antidotum leucovorine (Calcii
folinas, CF) om de algemene toxiciteif tegen te gaan,

Terwijl het toevoegen van MTX aan de konventionele behandelingsmethoden
bij geselekteerde patidnten met tumoren in hals en hoofd over het algemeen als een
winst wordt beschouwd, bestaat geen eenstemmigheid over de wijze van toedienen
en dosering ervan.

De reden waarom men in het Antoni van Leeuwenhoek Ziekenhuis heeft
gekozen voor intra-arteriéle infusie is dat in het stroomgebied van de tumor een
hogere koncentratie van het cytostaticum in de weefsels en in de tumor wordt
verkregen dan daarbuiten (Anderson e.a. 1970, Fig. ). Dit zou resulteren in een
sterker antitumor effekt. Deze hypothese vindt steun in de volgende klinische
waarnemingen: de belangrijkste oorzaak van het uitblijven van een remissie is een
zogenaamd verkeerd stroomeffekt, d.w.z. dic situatic waarin de catheter zo gelegen

CYTOTOXICUM
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Fig, 1, Schema van de infusie van eon arterls carotix oxtarns (nanr Snow 1966),



iy dat de voedende arterie van de tumor niet optimaal met het infusaat doorstroomd
wordt, Men kan dit nagaan door een kleurstof toe te voegen aan het infusaat
(Moutledge 1970, Desprez e.a. 1970, Snow 1971). Deze auteurs en anderen (Nervi
o, 1970, Couture e.a. 1972, Sealy e.a. 1972) vermelden tevens dat in die gevallen
Wit een selektieve doorstroming van het tumorgebied wordt verkregen de sterkste
untitumor effekten worden gezien, bijvoorbeeld wanneer in het geval van een
longenrcinoom vitsluitend de a. lingualis wordt doorstroomd.

Fen nadeel van de kontinue intra-arteriéle infusie is het feit dat er komplikaties
fenpevolge van de techniek kunnen optreden. Bovendien zijn de laatste jaren een
guntal  publikaties verschenen waarin gesuggereerd wordt dat intermitterende
mtenveneuze toediening van MTX dezelfde resultaten geeft als kontinue intra-
arteriele toediening, terwijl het eerste minder tijdrovend en makkelijker uitvoerbaar
., Miertegenover staat echter dat ernstige komplikaties tengevolge van de intra-
arterléle toediening bij toenemende ervaring met de methode minder frequent
Blifken te worden,

Op grond van de literatuur alleen is het echter niet mogelijk de keuze voor een
Bepuplde toedieningswijze te funderen, omdat de betreffende patiéntenscries door
vorsehillen in patiéntenselektie, behandelingsschema’s en beoordelingskriteria niet
poed vergelijkbaar zijn,

[len zogenaamde “controlled clinical trial” zou de meest direkte methode zijn
o it deze mpasse te geraken. Het opzetten ervan is echter zoals verder zal blijken
voorilinog een vrijwel onmogelijke zaak. Rekening houdend met het experimentele
katukter vin de kombinatiebehandeling waar het hier om gaat, wordt de indikatie
voor reglonale infusie in het Antoni van Leeuwenhoek Ziekenhuis beperkt tot
putifnten met een tumorproces van cen zodanige uitbreiding, dat de kans op
penezing met de gebruikelijke therapieén (radiotherapie en chirurgie) bijzonder klein
wordl geascht. Voorwaarden voor deze behandeling zijn bovendien nog dat het
proces nlet eerder behandeld is geweest (in verband met de intakte vascularisatie) en
het geheel binnen het stroomgebied van de a. carotis externa ligt. Al deze
voorwaarden maken dal zelfs in een instituut met een groot aanbod van patiénten
zouly het Antoni van Lecuwenhoek Ziekenhuis waarin circa 300 nieuwe patiénten
el een maligniteit in het hals hoofd gebied per jaar gezien worden, het aantal
putiénten dut voor deze kombinatiebehandeling in aanmerking komt niet meer dan
[0 2 per junr bedrasgt, terwijl dit aantal dan bovendien nog uiteenvalt in vele
woepen wanneer ecen onderscheid wordt gemaakt naar tumorlokalisatic. (Inter-)
patlonale sumenwerking tussen een aantal centra is dan ook vereist. Onlangs heeft de
Thead and neck cooperative group of the European Organisation for Research on
Teeatment on Cancer (E.O.RT.C.)" petracht een "controlled trial” te organiseren
e de waarde van het  toevoegen van chemotherapie (onderscheiden naar
[nteeatteddle en algemene toediening) aan de konventionele behandelingsmethoden
Wi plavelseleglearcinomen van de mondholte. Terwijl tussen de deelnemende centra
perakkelifk overcenstemming kon worden bereikt over de indikatiestelling tot
phemotherapie, bleek dit helaas niet het geval voor wat betreft de daarop volgende
theraple, chirurgie of bestraling. Het s dan ook niet gelukt deze trial te realiseren
(Snow 1973),

T
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Gezien het bovenstaande ligt het voor de hand te trachten met behulp van
dierexperimenteel onderzoek een antwoord te verkrijgen op de vraag of intra-
arteriéle toediening van MTX superieur is aan de algemene toediening ervan, Enkele
onderzoekers hebben zich hiermee reeds beziggehouden (Straub e.a. 1964, Norell
e.a. 1965). Straub kon echter geen geschikte experimentele tumor vinden, terwijl
Norell er niet in slaagde om de infusie langer dan 48 uur te laten duren vanwege de
beperkte bewegingsvrijheid die ziin model het proefdier bood. Als uitgangspunt voor
het in dit proefschrift beschreven onderzoek werden de volgende drie vraagstellingen
geformuleerd:

1. Kan een diermodel worden opgezet voor kontinue intra-arteriéle infusie van

MTX?

2o ja:

2. Is in dit model het antitumor effekt van kontinue regionale infusie van MTX
superieur aan de kontinue algemene toediening ervan?

3. Is ook in een intermitterend schema het antitumor effekt van regionale infusie
van MTX superieur aan de intermitterende algemene toediening ervan?

In het eerste hoofdstuk wordt de aard en het werkingsmechanisme van MTX en
CF besproken. In het volgende hoofdstuk wordt een overzicht gegeven van de
klinische literatuur. In het derde hoofdstuk willen wij uitvoerig ingaan op de
technische problemen die het ontwerp van ecen diermodel met zich meebrengt. In
hoofdstuk TV wordt een eigen model bij de rat beschreven dat aan de gestelde eisen
voldoet. In hoofdstuk V vermelden wij de resultaten van intra-arterieel en algemeen
toegediend MTX in dit model. Hierna volgen de konklusies en beschouwing.
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HOOFDSTUK I — METHOTREXAAT (MTX)

MTX is een voorbeeld van een stof die doelbewust ontwikkeld is. Het was al
vroeger bekend dat bap aalde vormen van anasmie met gist- en leverextrakt bestreden
konden worden (Wills 1933, Wills e.a. 1937). De chemische struktuur van het
werkzame bestanddeel foliumzuur werd in 1946 bekend (Angier e.a. 1946).
Daarmee ontstond de mogelijkheid antagonisten van foliumzuur te ontwikkelen
(Hutchings e.a. 1947, Seeger e.a. 1947). Farber had waargenomen dat foliumzuur-
verbindingen acute leukemie bij kinderen aktiveerden (Farber 1948) en hij achtte
het mogelijk met behulp van foliumzuurantagonisten de haemopoiese bij leukemie
patiénten te kunnen remmen. Zo werd aminopterin en later amethopterin of
methotrexaat (MTX) ontwikkeld. De internationale naam (I.N.N.) is Methotrexatum
(de Ru 1972); de handelsnamen zijn o.a. Amethopterin en Ledertrexate. De
struktuurnaam van MTX is N-(4-[N«(2,4-diamino-6-pteridinyl-methyl)-methyl-
aminol]-benzoyl)-glutaminezuur, of  4-desoxy-4-umino- -N; o m ethyl-foliumzuur

(Fig. 1). MTX kan wel de plaats, maar niet de funktic van foliumzuur en
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dihydrofoliumzuur overnemen op het enzym dihydrofoliumzuurreduktase (ook
gertnand folivmzuurreduktase). Hierdoor wordt de omzetting van foliumzuur en
tihydrofoliumzuur in  tetrahydrofoliumzuur, dat een coenzym is bij talrijke
Blowyntheses, geremd (Werkheiser 1961, Bertino 1963). Het gevolg is dat de opbouw
Vil purinen en pyrimidinen in de periode van DNA-synthese (S-fase), die aan een
deling voorafgaat, gestoord is. Wanneer de koncentratie MTX intra-cellulair
voldoende hoog is wordt de DNA-synthese geremd en gaat de zich delende cel te
prafde,

LI de recente literatuur zijn zegevens naar voren gekomen die de hierboven
Bene ireven en vroeger algemeen geaccepteerde opvatting van het werkingsmechanis-
me ahnvullen (Boesen en Davis 1969, Lederle Laboratories 1970, Rietberg 1972). In
e serste pluats blijkt MTX ook een ander enzym, namelijk thymidylaat sy nthetase,
fechitstreeks e kunnen remmen (Borsa e.a. 1969). In de tweede plaals zijn met
clivomuatogrfisch  onderzoek van  leverhomogenaten van muizen twee pieken
siwibgebonden radioaktief gelabeld MTX gevonden (Yoshine 1971). De eerste
Frnk te ontstaal bij zeer lage dosering van MTX (0,1 mg/kg) en is na zes maanden nog
wiitaonbuanr, Deze fraktie waarin MTX hecht is gebonden, heeft dihydrofeliumzuur-
feduktuse nktiviteit, De andere fraktie ontstaat pas na een hoge dosis van MTX
CLO0 g/ ki) en is slechls enkele uren na toediening aantoonbaar. Deze fraktie heeft
peen dihydrofolivmzuurreduktase aktiviteit en de binding met MTX is reversibel. In
e Klindek iy MTX alleen werkzaam bij een hoge dosis gedurende korte tijd (enkele
uren, hooguil dagen). Dit korrespondeert met de hiervoor beschreven tweede fraktie
conder dihydrofoliumzuurreduktase aktiviteit, waarin de binding met MTX rever-
uibel in Flieruit volgl dat de werking van MTX niet uitsluitend berust op de remming
vin het enzym dihydrofoliumzuurreduktase.

Hat foit dat MTX alleen in de S-fase van de celeyclus werkzaam is pleit voor
lunpdurige toediening van MTX, wil men alle tumorcellen kunnen doden. Alleen dan
bun men bereiken dat elke tumorcel tenminste éénmaal in S-fase is geweest en dus in
gl gevoelige fuse aan MTX werd blootgesteld. MTX remt de DNA-synthese langs
viorse lilllende wepen waarvan de remming van thymidylaat en van de purine synthese
e e ito model door Borsa werd bestudeerd (Borsa e.a. 1969). Het bleek dat
e Locellen in de experimenten gedood werden door de remming van de thymidylaat
svitthese, terwijl de gelijktijdige remming van de purine synthese verhinderde dat de
eellen In S-fose kwamen en dus het doden van de cellen tegenwerkte. Deze
Swlbimiting property™ van MTX pleit voor gefraktioneerde toediening van MTX
amdat de kKontinue toediening verhindert dat alle tumorcellen tenminste éénmaal in
Setuse koamen.

et juiste werkingsmechanisme van MTX is echter nog niet geheel opgehelderd.
P e wel veel onderzoek noar gedaan. Voor cen gedetailleerd overzichl ervan wordt
erwezen noar het nummer: "Folate Antagonists as Chemotherapeutic Agents” van
de Anne NY, Acad, Scl 186, 363 (1971), waarin cen grool aantal publikaties over
faliimzuurantagonisten zijn verzameld,

Zouly hiervoor s beschreven remt MTX de omzetiing van foliumzuur en
dibydrololivmennr i tetrahydrofolivmeunr, Lén van de derivaten van tetrahydro-
foliumezuur s het Ny formy tetrnhydrofoliumanr of leucovorine, dat cen effektiel

e

antidotum van MTX is gebleken (Fig. 1). De internationale naam is Calcii folinas
(CF); handelsnamen zijn o.a. Ledervorin en Citrovorumfactor. Bij in vitro
experimenten is gebleken dat CF het binnendringen van MTX in de cel kompetitief
remt (Goldman e.a. 1968, Nahas e.a. 1969). Hoewel dit mechanisme zeker bijdraagt
tot de antagonerende werking van CF is hiermee het werkingsmechanisme nog niet
geheel opgehelderd. Het nut van CF is empirisch vastgesteld. In experimenten met de
muizen leukemie L 1210 is de therapeutische breedte van de kombinatie MTX + CF
geringer dan van MTX alleen. Wanneer CF 12 tot 24 uur later wordt toegediend
blijkt echter de kombinatie effektiever dan MTX alleen (Goldin e.a. 1955, 1966).
Reeds eerder waren gelijksoortige resullaten verkregen van de kombinatie CF met
aminopterin (Goldin e.a. 1953, 1954).

Men kan deze verschijnselen niet goed verklaren. De "rescue” die CF biedt
verschilt blijkbaar voor de gastheer- en de tumorcellen: soms is de “'rescue’ van de
gastheercellen, soms die van de tumorcellen sterker, al naar gelang het doserings-
schema, Ook in de menselijke pathologie wordt de CF "'rescue” beschreven, die al
naar gelang het doseringsschema de therapeutische breedte van MTX vergroot
(Bagshawe 1969, Levitt e.a. 1972).

MTX, soms toegepast in kombinatie met CF, is vooral werkzaam gebleken
tegen acute lymfatische leukemie, chorionepithelicom, Burkitt tumor en plaveisel-
celcarcinomen in het hals-hoofd gebied. In dit proefschrift beperken wij ons tot de
toepassing van MTX bij maligne tumoren in het gebied van hals en hoofd. In het
volgende hoofdstuk wordt hierop nader ingegaan.



HOOFDSTUK I — TOEPASSING VAN MTX BIJ DE BEHANDELING VAN
HALS-HOOFD TUMOREN

Inleiding

Reeds lang bekende cytostatica zijn door wijzigingen in de behandelings-
schema’s in de loop der jaren steeds nuttiger gebleken bij de bestrijding van maligne
gezwellen. Men heeft betere doseringsschema’s gevonden, verschillende cytostatica
met elkaar gekombineerd en chirurgische en/of bestralingsbehandeling gekombineerd
met chemotherapie.

Ten lijde van de introduktie van de foliumzuur antagonisten bereikte men
hiermee tijdelijke remissies van acute leukemie (Farber e.a. 1948) en chorion-
tumoren (Hertz e.a. 1958). In de periode 1957-1964 was van 1770 acute leukemie
patiénten de S-jaars overleving 0.8% (Pierce e.a. 1969). In een recentere publikatie
(Pinkel e.s. 1971) blijkt een S<aars overleving van 17% mogelijk geworden door
verschillende cytostatica in een intensieve behandeling met elkaar te kombineren.
Deze resultaten zijn inmiddels alweer verbeterd. Het voert te ver hier dieper op in te
gaan. Men zij verwezen naar de hoofdstukken over leukemie in het boek “Cancer
chemotherapy”, uitgegeven in de Boerhaave series door F. Elkerbout, P. Thomas en
A. Zwaveling, Leiden (1971).

Speciaal ook heeft de behandeling van choriontumoren tegenwoordig na
wijzigen van het therapic schema meer sukses. Men mag aannemen dat genezingen
kunnen worden bereikt. Bagshawe (1969) beschrijft het resultaat van behandeling
van 100 patiénten. 78 van deze 100 patiénten zijn vrij van tumor na een follow-up
periode van 2 tot 10 jaar.

Aanvankelijk waren de resultaten van chemotherapie bij pati€nten met
hals-hoofd tumoren teleurstellend (Schoenbach e.a. 1952, Duval 1961). Ock in dit
indikatiegebied hebben wijzigingen in de behandelingsschema’s tot verbeterde
resultaten geleid, hetgeen verder in dit hoofdstuk wordt beschreven.

Geschiedenis van intra-arteriéle infusie in het hals-hoofd gebied

Fen nieuwe mogeliikheid om de werkzaamheid van cytostatica te verhogen
werd bij toeval ontdekt (Klopp e.a. 1950). Een patiént kreeg een injektie met
stikstofmosterd (een alkylerend cytostaticum) per ongeluk in de a. brachialis. Het
gevolg was een intensieve lokale reaktie van de huid van hand en onderarm, die
binnen enkele dagen volledig reversibel bleek. Dit suggereerde een nieuwe methode
voor behandeling van regionale tumoren, De cerste patiénten die hiervoor in
ganmerking kwamen, waren een aantal “uitbehandelde™ patiénten met voor het
merendeel Taesies in het hals-hoofd gebied, et resultant van de behandeling was een
ll:lrln lokale mkﬂa van hlt mumh waelsol evenaly een tijdelijk antitumoreffekt,
- r worden Al mlum meﬂrkul,ijk was dat



[eze effekten konden met intraveneuze injekties van stikstofmosterd niet worden
berefkt,

Veel beter nog werden de resultaten bij gebruik van MTX. Voor het eerst in de
peschiedenis werden bij patiénten met hals-hoofd tumoren volledige remissies door
chemotherapie gezien. Sullivan e.a. (1959) introduceerde de kontinue intra-arteriéle
infusie van antimetabolieten in diverse stroomgebieden van het menselijk lichaam.
{de beste resultaten werden bij tumoren in het hals-hoofd gebied gezien. Tegenwoor-
dig word! deze methode vooral yoor infusie van de lever en in het hals-hoofd gebied
{oegepust. De leverinfusies worden hier niet verder besproken omdat daatbij een
inder eytostaticum, namelijk 5-fluoro-uracil, de voorkeur verdient boven MTX. In
Nederland zijn de eerste publikaties over intra-arteriéle infusie verschenen van
Westhrock en Zwaveling (1964), Van Snow, Van Dongen en Van Slocten (1965) en
v Luyendijk en van Beusekom (1965).

Vioege resultaten van intra-arteriéle infusie van antimetabolieten ter behandeling van
il hootd tumoren

De resultaten van Watkins en Sullivan (1964) waren als volgt: 59/68 patiénten
udden een technisch goede infusie ondergaan. Hiervan konden 53 objektief worden
pellvalueerd, Ben volledige remissie van de tumor werd bij 15 patiénten bereikl.‘ Dit
Betekende cen levensverlenging van tenminste een half jaar, soms meer dan drie jaar.

TAREL I

KOMPLIKATIES IN VROEGE GROTE SERIES TOT 1966 VAN KONTINUE INTRA-ARTERI-
LUK INFUSIE VAN MTX IN HET HALS-HOOFD GEBIED

Rogers Watkins Espiner Tezamen
(1964) en Sullivan (1966)
(1964)
{ serde patiente 5 t) 478 (tot
Anntal gedvalueerde patiénten %8!1 EE{OI:I)O) 1 22 ({“_tIEN}Oj - i EKN)O)
Vaurkeerd gelegen of verstopte catheter 38 33 geen opgave 18 %
Homiparese 25 5 12 8.8%
lnfuktie 14 19 9 8. 8%
Martuliteit t.g.v, de catheterisatic I 9 0 3.3%
Mortaliteit tg.v. bronchopneumanie 0 0 5 1 %
Prnntige toxiciteit van het beenmerg 28 goen opgave  geen opgave 10 %
Protige lokale toxiciteit KL OGN OpRave  geen apgive 13,5%
Mortalitelt tg.y. het cytotoxienm 9 (i 0 3%
Mortulitelt tezumon 16 14 i 1.5%
T ————

Bij nog eens 27 patiénten werd het tumorvolume meer dan de helft kleiner, echter
voor korte duur, namelijk gemiddeld niet langer dan drie maanden. De overige 11
patiénten toonden geen objektief anti-tumor effekt. Deze resultaten werden in
andere grote series bevestizd (Rogers 1964, Espiner 1966). Wanneer wij bedenken
dat het uvitbehandelde patinten betrof die geen enkele kans hadden met enige
andere therapie, zijn deze resultaten zeker niet te verwaarlozen. Omdat echter de
remissie meestal van korte duur was en genezingen tot de hoge uitzonderingen
behoorden, en omdat niet meer dan ongeveer 15% der patiénten goede palliatie
ondervond, vond de infusiewerkgroep in het Antoni van Leeuwenhoek Ziekenhuis te
Amsterdam evenals Desprez en Sullivan in andere behandelingscentra (Desprez e.a.
1970, Sullivan 1970) de nadelen zoals morbiditeit en technische komplikaties (zie
tabel [) zwaarder wegen.

Toech was de infusiewerkgroep onder de indruk van het hoge aantal remissies
dat bijvoorbeeld Watkins en Sullivan (1964) hadden bereikt: 42 van de 68 patiénten
toonden, hoewel gedurende korte tijd, een remissiec van meer dan 50%. Men besloot

TABEL II

KOMPLIKATIES VAN KONTINUE INTRA-ARTERIELE INFUSIE VAN MTX IN HET HALS-
HOOFD GEBIED VERMELD IN DE LITERATUUR SEDERT 1970

Bilder Nervi Snow Sealy Lawton Couture Freckman
l 413
Auteur M1070 e, 1970 ea, 1973 ea. 1972 e 1972 ca 1972 1972 MO

Aantal ge- 42 145 100 84 145 39 169 724

evalueerde

patiénten

Verkeerd geen 11 15 12 geen 2 12% 11 %

gelegen of  opgave opgave (nl.73/604

verstopte infusies)

catheter

Hemiparese 0 0 1 2 3 2 1 1,2%

Infektie 2 9 0 4 geen geen 2 3,2%
oppave  opgave

Mortaliteit 0 0 0 0 0 0 0 0 %

..y, eyto-

toxicum

Mortaliteit 0 0 I 0 0 0 1 0,3%

tgv. de ca-

theterisatie

Mortuliteit 1 0 /) 3 0 0 0 0,8%

niel gespo-

cilfeeord

Mortalitolt | ) ) 1 0 ] | 1,1%

toeimen

S = .
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dunrom het indikatiegebied te wijzigen: na 1964 werd in het Antoni van Leeuwen-
hoek Ziekenhuis de regionale infusie voorbehouden voor een in principe kuratieve
kombinatiebehandeling met chirurgie en radiotherapie bij patiénten met geringe
genezingskans van operatie enfof bestraling alleen. Deze indikatie wordt tegm}-
Wmlrdiu ook door Sullivan gehanteerd, terwijl Desprez arteriéle chemotherapie
fuepevoegd heeft aan de behandeling van iedere primaire lokale intraorale tumor.
Fon overzieht van de resultaten tot 1966 kan men vinden in het proefschrift van
Snow (1966): " Intra-arteriéle infusie met cytotoxica bij maligne tumoren speciaal in
het stroompebied van de arteria carotix externa”.

Wecenie [itertuurgegevens betreffende intra-arteriéle toediening van MTX in het
huls-hoold gebied

(uut men de literatuur sedert 1970 na, dan blijken sommigen de kontinu:&:
[tn-arteriéle infusie bij uitbehandelde pati€nten niet meer toe e passen, omdat zij
door middel van gefraktioneerde intraveneuze toediening vergelijkbare result.aten
qouden verkrijgen (Hanham ea. 1971, Healy e.a. 1971). Deze systemische
(nediening wordt later in dit hoofdstuk besproken. Anderen zijn overgegaan op de
kombinatie van de konventionele behandeling, namelijk radiotherapie en/of chirur-
gle, mel arteriéle chemotherapie (Bilder e.a. 1970, Couture e.a. 1972, Desprez e.a.
19070, Snow 1971 en Snow e.a. 1973, Sullivan 1970, Nervi e.a. 1970, Routledge
{070, Sealy ei. 1972 en Lawton e.a. 1972). Het schema dat het merendeel
(Routledge 1970, Couture e.a, 1971, Desprez e.a. 1970, Snow 1971 en Snow e.;}.
1073 en Sullivan 1970) hanteert werd reeds in 1959 door Sullivan aangegeven. Dit
seliems van Sullivan luidt: kontinue intra-arteriéle infusie van 50 mg MTX/24 uur
pedurende 5410 dagen, afhankelijk van de toxiciteit, en gelijktijdige toediening van
het antidotum CH elke 6 uur intramusculair. Anderen (Sealy e.a. 1972, Nervi e.a.
1970, Bilder e.a. 1970) passen modifikaties ervan toe, namelijk MTX zonder CF en
i kombinatie met andere cytostatica. .

Niet elke auteur heeft de intra-arteriéle infusie voor uitbehandelde patiénten
vorlaten (Couture ea. 1972, Lawton e.a. 1972, Freckman 1972). In het bijzonder
willen wil lier ingaan op de resultaten van Freckman. Het blijkt dat de vroege
resultaten van Watkins en Sullivan 1964, Rogers 1964 en Espiner 1966) verbeterd
kunnen worden, Zij bereikten een goede palliatie, gedefinieerd als meer dan 50%
vermindering van het tumorvolume gedurende 6 maanden of langer, bij Unlgeveer 15%
der patinten. Freckman vond dat bij een groep van |69 patiénten 76 {4}4.9%) gen
romisste van het tumorvolume van meer dan 50% had gedurende 6 tot 96 maanden
met een pemiddelde remissicduur van 14,5 maand. Dus bij hijm} dg helft der
putifnten werd een poede palliatie bereikt, Het gantal ernstige komplikaties bedroeg
1,49 v het aantal nfusies. e

De yraag rijst hoe het mogelijk was om de vroegere resultiaten v;m‘hullw_an e
te verbeteren, Kén versehil is dat Freckman de nfusle, S<14 dagen kunlmu..m
prineipe per 4 weken herhuall met een gemiddelde van 3 infusies per putiént, Een
twoede verschil iv dat Freckman geen CFF toepast en MIX kombineert met

' .

5-fluoro-uracil, vinblastine sulfaat en andere cytostatica. Zijn indruk is namelijk dat
een kombinatie van cytostatica vaker een remissie induceert dan één stof
afzonderlijk.

Hoewel, zoals reeds in de inleiding is vermeld, in de recente literatuur het
toevoegen van MTX aan de konventionele behandelingsmethoden bij geselekteerde
patiénten met tumoren in hals en hoofd over het algemeen als een verbetering wordl
beschouwd (Bilder, Desprez e.a. 1970, Nervi e.a. 1970, Routledge 1970, Snow 1971,
Snow e.a. 1973, Sealy e.a. 1972 en Couture e.a. 1972), bestaat geen eenstemmigheid
over de wijze van toedienen en de dosering ervan. De verschillende schema’s voor
MTX worden later in dit hoofdstuk geévalueerd. Nauwkeurige evaluatie van de
klinische resultaten is echter niet mogelijk door het ontbreken van standaardisatie
van behandelingsschema’s, patiéntenselektie, beoordelingskriteria en statistisch
verantwoorde kontrole series.

Het doel van de toevoeging van de chemotherapie aan de konventionele
therapie is levensverlenging en grotere kans op curatie. De indruk bestaat dat dit doel
vooral bereikt wordt bij patiénten met een gzoede remissie van het tumorvolume na
chemotherapie. Ter illustratie mogen de gegevens hierover uit de publikaties van
Snow, Desprez en Freckman worden genoemd:

Snow evalueert de resultaten van de kombinatiebehandeling bij 100 patiénten
(Snow e.a. 1973). Er ziin twee groepen. De cerste groep patiénten (60) heeft een
goede remissie van meer dan 50% tumorvolume. De tweede groep, de overige 40
patiénten, hebben geen goede remissie. Na 4 jaar follow-up is het resultaat bij
respektievelijk 35 en 19 patiénten te evalueren, 12 (= 34%) patiénten uil de eersle
groep en 3 (= 16%) uit de tweede groep zijn na 4 jaar zonder recidief in leven.

Desprez behandelt alle primaire lokale intra-orale carcinomen met chemo-
therapie volgens het schema van Sullivan, gevolgd door chirurgie (Desprez e.a. 1970).
Ongeveer een kwart van de patiénten reageert met volledige makroskopische remissie
na chemotherapie. Van deze eerste groep zijn na drie jaar follow-up 21 patiénten te
evalueren. Daarvan zijn 20 (= 95%) zonder recidief in leven. Van de overige
driekwart zijn na eveneens drie jaar follow-up 64 patiénten te evalueren. Van deze
groep zijn na de kombinatiebehandeling 38 (= 59%) zonder recidief in leven.

Freckman tenslotte vermeldt een gemiddelde overlevingsduur van 16,9 maan-
den voor de patiénten die met meer dan 50% volumeregressie na chemotherapie
reageerden en 4,4 maanden voor de overige patiénten.

Bij de beschouwing van de therapeutische resultaten dient ook een ander aspekt
nog aan de orde te komen: de betere kans op revalidatie na kombinatiebehandeling.
Fen aantal auteurs (Desprez e.a. 1970, Routledge 1970 en Couture e.a. 1972) wijzen
erop dat na chemotherapie voor een deel der patiénten minder laederende operaties
mogelijk zijn geworden met daardoor betere resocialisatie.

Hel remissie percentage kan worden gebruikt om het effekt van verschillende
ghemotherapeutische schema’s na te gaan (tabellen 1 t/m VII). Voorzover wordt
pingegeven, peelt reglonale infusle in de recente literatuur (Desprez e.a, 1970, Bilder
wa. 1970, Snow e, 1973, Couture e, 1972, Freckman 1972) bij gemiddeld 53%
der patiénten meer dan S0% tumorvolumevermindering, In tabel 111 is het romissie

percentage na kontinue inteaartoridle chemotheraple n de Htertuar sedert 1970
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TABEL 111

RIMISSIE PERCENTAGE NA KONTINUE INTRA-ARTERIELE INFUSIE VAN MTX IN HET
MALSHOOFD GEBIED IN DE LITERATUUR SEDERT 1970

Aantal (%) patiénten

Aantal met een remissie van
Auitonr geévalueerde Behandeling
patié‘nten > 50% 100%

Iilder 41 24=59% 8=20% Kombinatie met

.. 1970 chirurgie enfof
radiotherapie

Cunlure 35 23=66% geen opgzave Alleen chemotherapie

e 1972 of kombinaiie-
behandeling

Donpiros > 100 geen opgave 28=~25% Kombinatie met

0 1970 chirurgie

Frogkminn 169 76=45% geen opgave Alleen chemotherapie

1972

Siow 100 60=60% geen opgave Kombinatie met

o, 1973 chirurgie enfof
radiotherapie

Toznmon > 445 53% ~23%

sumengevat, Hieruit blijkt dat dit remissiepercentage vergelijkbaar is met dat van
vroggere grote series (zie blz. 18). In tabel IT de komplikaties (blz. 19).

e frelwentie van de belangrijkste komplikatie, de hemiparese. is afgenomen
vin gemiddeld 8,8% tot 1,2% (tabel I en Il). De mortaliteit temigevolge van de
cutheterisatic is teruggegaan van gemiddeld 3,3% naar 0,3%, terwijl de mortaliteit
lengevolpge van niet nader gespecificeerde komplikaties (bijvoorbeeld broncho-
pneumenie) ongeveer even laag is gebleven (1% en 0,8%) en tengevolge van het
eytatoxieum van 3, 1% naar 0% is teruggegaan.

il deze cijfers blijken twee dingen heel duidelijk. In de eerste plaats is met de
loegenomen ervaring intro-arteriéle infusic een veiligere methode geworden die
slechity in ongeveer 1-3% der gevallen ernstige komplicaties met zich meebrengt. In de
Iweede plagts is het percentage verkeerd gelegen of verstopte catheters hoog

ebleven, Deze ongevaarlijke komplikatie brengt met zich mee dat de hoogste

~ koneentratie van het eytostaticum naast of geheel niet in de tumor terechtkomt. Het
W wanrseliiinhijke dat zonder deze komplikatie het percentage patiénten met een

(e remissic veel hoger zou zijn, Zo zijn bijvoorbeeld Lawton eq. (1972) en
dge (1970) ervan overtuigd dat cen verkeerde ligging van de catheter de
i Imu nmnuh ln van het uitblljven van esn llﬂ)}ldl bij een plaveiseleelearci-
‘ | vin nneer men wit ziin

resultaten de adenocarcinoompatiénten (15) en de patignten bij wie een verkeerde
ligging van de catheter is vastgesteld (11) weglaat. blijven 37 patiénten over met een
plaveiselcelcarcinoom die een adekwate infusiebehandeling hebben ondergaan. 33
(89%) toonden na chemotherapie meer dan 50% tumorregressie, hetgeen aantoont
dat plaveiselcelearcinomen bij adekwate doorstroming voor het merendeel gevoelig
zijn voor MTX.

Literatuurgegevens van systemische schema’s

De belangstelling in de laatste jaren gaat uit naar intermitterende schema’s,
waarin MTX wekelijks of tweemaal per week intraveneus wordt gedoseerd (Papac e.a.
1967, Lane e.a. 1968, Leone e.a. 1968, Healy e.a. 1971). Deze auteurs vermelden
dat bij ongeveer de helft der patiénten een tumorregressic van meer dan 50% wordt
bereik(. Opmerkelijk is het schema van Leone (Leone e.a. 1968). Hij geeft wekelijks
een zeer hoge dosis MTX per intraveneuze injektie. Bij 20/35 patiénten met een
recidief in het hals-hoofd gebied wordt een tumorremissie bereikt van meer dan 50%.
De gemiddelde duur van derze remissie bedraagt vier maanden. Healy heeft de
werkzaamheid van deze welkelijkse intraveneuze injekties nog eens bevestigd. In
tabel 1V zijn het remissie percentage en de toxiciteit van deze schema’s samengevat.
Derze resultaten zijn duidelijk beter dan die van maandelijkse vijf tot tiendaagse
kuren per os of intraveneus (Huseby e.a. 1962, Papac e.a. 1963, Hellman e.a. 1964,

TABEL 1V

REMISSIE PERCENTAGE EN TOXICITEIT VAN GEFRAKTIONEERDE INTRAVENEUZE
INJEKTIES VAN MTX IN HET HALS-HOOFD GEBIED

Aantal (%) patiénten
Aantal met een remissie van Toxiciteit
Auteur Schema  geévalueerde
patiénten 5, 5o 100% van het lokaal  mortaliteit
beenmerg
Papac  iv. injektie 15 8=53% 0 14 1 0
0.0.1967 elke de dag
Lane iv. injektie 27 == § 2% =] 5%, 11 20 1
20,1968 olke 4e dag
Loone [y, injektie 35 20w57%  L1=31% 26 24 3
001968 wekelljks
Heuly Ly, injektie 80 (1o1) M 12 2
01971 wokelljks 57 (KNO) — 2Bwd9% 0




[481F PERCENTAGE EN TOXICITEIT VAN MAANDELUKSE $-10 DAAGSE KUREN
'MTX IN HET HALS-HOOFD GEBIED

Aantal (%) patiénten

& Aantal met een remissie van Toxiciteit
Auteur  Schema  geévalueerde
patienten. = 5 100% duurin  beenmerg mortaliteit

dagen enl lokaal

25 mg totnal 8 3=37% 0 geen ernstig 1

wvordeeld over opgave
do dag in 5
dugen per os
Papne 25 rng plr os 24 4=17% 0 28 17 3
w908 gcr
g 25 mg v, 23 4=17% 0 28 8 0
.l'll 0. per dls
S digen
Uﬁ‘" 0,2 mg iy, 10 4=40% 0 geen niet 0
vl g!r dug opgave ernstig
Anidrows 0,2 mgg v, 174 (tot) 38 1
1967 per dag 11 (KNO) 3=27% 0 21
A dugen
Sullivan 5 mg peros 13 7=54% 0 132 niet 0
01967 of Ly, per ernstig
dug, verdeeld
aver de dag,
510 dagen
Teznmen 89 28% 0% 29

Andrews 1967, Sullivan e.a. 1967). Zij tonen bij ongeveer 30% der patiénten een
fumorregressie van meer dan 50% (tabel V).
De lnatste Jaren wordt door een groep Amerikaanse onderzoekers (Lefkowitz
0.l 1967, Mitchell ., 1968, Capizzi e.a. 1970, Levitt e.a, 1972, Bertino e.a. 1973)
ftenslel pewerkt aan de k]inische wnluuLl-. van intermitterende 24-42 uurs infusie
] L pevolgd door CF “rescue®. De resultaten zijn in tabel VI samengevat;
*-Trmf: eok de MTX infusie nevoisﬂ door CF "rescue” vergeleken met MTX
L 1wl ) mlnr wel toxischer.

TABEL VI

REMISSIE PERCENTAGE EN TOXICITEIT VAN GEFRAKTIONEERDE 24-42 UURS INTRA-
VENEUZE INFUSIE VAN MTX GEVOLGD DOOR CF “RESCUE” IN HET HALS-HOOFD
GEBIED

Aantal (%) patiénten
Schema Aantal met een remissie van Toxiciteit
Autear ______ geévalu-
MTX CF eerde 5 509 75-100% duur  been- lokaal morta-
patinien merg liteit
Lefkowitz 24 uur 6 maal 18 4=22% 0 geen 4 4 0
¢.a.1967 1-3 mg/kg G mg opgave
elke 2-3  2x daags
weken
Mitchell 24 nur 4x6mg 19 6=32% 3=16% 150 6 5 2
¢.0.1968 2mglkg 4x daags
elke
Se dag
Capizzi 24 uur T5mgiv. 21 13=62% 7=33% 120 4 3 1
e.0,1970 240 mg/ 12 vurin-
m?2 elke  fuus gevolgd
4e dag  door 4x
12 mg i.m.
4x daags
Levitt  36-42uur 40mg/m? 25 13=52% 0 120 geen 1
e.a.1972 360-1080 iv. 6 uur opgave
mg/m?  infuus ge-
elke 2 volgd door
weken 4x 25 mg
p.0. 4x
daags
Tezamen 83 43% 8,3% 24% 21% 4,8%

de chemotherapie in de kombinatichehandeling de kans op curatie vergroot. Voor
uitvoerige bespreking wordt verwezen naar het proefschrift van Rietberg: "Metho-
trexate en radiotherapie”, Groningen (1972), Hoewel men in zoveel verschillende
centra overtuigd is van het nut van de kombinatiebehandeling kan men op
statistische gronden nog niet tot bindende uitspraken komen. Zoals reeds eerder in
it hoofdstuk en in de inlelding ter sprake kwam ontbreekt standaardisatie van de

behandelingsmethoden en v het aantal patiénten mr kontrole series te gering. In

el VL zijin de "over all" resultaten van d
N unw utlem peret,
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TAREL VI

"OVER ALL" RESULTATEN VAN INTRA-ARTERIELE EN INTRAVENEUZE TOEDIENING

VAN MTX, AL DAN NIET IN KOMBINATIE MET CF, IN HET HALS-HOOFD GEBIED

Aantal (%) patignten

Aantal  met een remissie van Toxiciteit Mortaliteit
Hohamn geévalu- t.g.v. andere
eerde 504 75-100% vanhet lokaal morta. KOmplikaties
patiénten been- liteit
merg
Manndelljkse 89 28% 0 % 2 5
luiron S 10 dugon
Lv. of per on
Coelriktloneerde 134 529, 11 % 48 % 36 % 3.8%
Lv njektion
Giolraktioneerdo 83 43% 83% 24 4 21 % 4,8%

Ly, infusles

pevolgd door

1 " remene”

Wantinu it 478 (lot) 10 % 13,5% 3,1% 4.3%
frterieel viogge 346 (KNO)  55%
jrote norles

Konting intre 724 (tot) 6,5% 4,5% 0 % 1,1%
urterienl >A45(KNO)  53% ~23 %

2
[
=S

vergelilingen in tabel VII onvoldoende fundering voor de keuze van een therapie. In
(e oersle plaats zijn de ciifers van het remissiepercentage na arteriéle toediening
hoger wanneer men er rekening mee houdt, dat ongeveer 11% der patiénten geen
techniseh goede infusie ondergaat. Overigens zouden deze patiénten nog voor
aystemische MTX behandeling in aanmerking kunnen komen. In de tweede plaats
mag men de intermitterende intraveneuze resultaten niet met de intra-arteriéle
vergelifken, omdal tevens gefraktioneerd tegenover kontinu gesteld is. Het lijkt niet
onimopelik dat gelraktioneerde intra-arteriéle infusie bij geselekteerde patiénten de
bente resultaten zou peven. In de derde plaats hebben de hiervoor besproken
onderzaekery geen uniforme patiéntenselektie en geen vergelijkbare methodicken
pebrudkt,

Op grond van de  hierboven geschetste tekortkomingen van de klinische
popevens tormuleerden wij de volgende derde vraagstelling voor onderzoek in het
diermodel: s ook in een intermitterend sehema het antitumor effekt van regionale
inﬁluiﬁ :l.f}purluur vorgeleken mel de intraveneusze toediening bij dezelfde mate van
toxieiteit

L——___-L____. .

HOOFDSTUK III — ONTWERP VAN EEN DIERMODEL VOOR INTRA-
ARTERIELE INFUSIE -

De betekenis van een diermodel voor de mens is niet dat men rechtstreeks de
kwantitatieve gegevens van een behandelingsschema uit het model kan overdragen,
maar wel dat algemene principes vaak toepasbaar blijken in een analoge situatie bij
de mens. Een voorbeeld van een algemeen principe dat bij proefdieren werd ontdekt
en dat overdraagbaar bleek naar de mens is dat de poging remissies van acute
leukemie te handhaven zowel bij proefdieren als bij de mens meer kans van slagen
had met een tweewekelijkse dan mel een dagelijkse dosering van MTX (Goldin e.a.
1954, 1956, Acute Leukemia Group B, Selawry voorzitter, 1965).

In het algemeen neemt men aan dat de gegevens uil experimenten bij apen en
honden een grotere voorspellende waarde hebben voor de mens dan de bevindingen
bij kleine proefdieren. Het blijkt echter dat de letale toxiciteit van cytostatica,
uitgedrukt in mg/m?, niet alleen bij apen en honden., maar ook bij muizen en
hamsters opmerkelijk nauwkeurig overcenkomt met die bij de mens, terwijl de rat
over het algemeen iets gevoeliger is gebleken (Freireich e.a. 1966).

Wat het effekt op tumoren betreft, wordt wel het bezwaar aangevoerd dat
experimentele tumoren sneller groeien dan menselijke tumoren. Dit bezwaar geldl
niet zozeer voor het in dit proefschrift beschreven onderzoek, omdat gekeken wordt
naar de relatieve effekten van regionale toediening van MTX ten opzichte van
algemene toediening van deze stof. Het is dan ook niet de bedoeling om uit de
experimenlele gegevens het beste schema ter behandeling van de experimentele
tumor te verkrijgen, maar wel het beste principe om MTX toe te dienen, regionaal of
algemeen. Het beste schema kan namelijk van tumor tot tumor variéren, maar het
beste principe, regionale of systemische toediening, is hier veel minder afhankelijk
van.

Algemene eisen aan een diermodel voor Kkontinue intra-arteri€le infusie van
cytostatica

De algemene eis aan elk diermodel is dat de proefopstelling en de resultaten
reproduceerbaar zijn. Voor cen model voor intra-arteriéle infusie kan bij een
konstante infusiesnelheid alleen sprake zijn van een reproduceerbaar doorstromings-
effekt als de anatomische verhoudingen bij elk dier gelijk zijn. Dit betekent dat voor
het ideale model alleen homogene proelfdierpopulaties in aanmerking komen,

Er bestaan verschillende mogelifkheden om hel effekt van cytostatica op de
tumor te meten. Men bepuall bijvoorbeeld de overlevingsdunr van het proefdicr of
het volume van de tumor, WiL men deze meting vin el antitumoreffekt bij een
under dier kunnen reproduceren, dan vereist dit ander andere een reproduceerbare
parameter van een transplantubele tumor — bilvoorbesld de groelmetheld — hetgeen
alleen bij inpeteetde dieren te renliseren s
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Specifieke eisen aan een model voor kontinue intra-arteriéle infusie van cytostatica

- ':I-ilt opzetten van een diermodel voor intra-arteriéle infusie roept een aantal
¥ ke veagen op ten aanzien van de keuze van proefdier, tumor, stroomgebied en
swhniek. Deze worden achtereenvolgens besproken.

e Kiuge van het proefdier

grole proefdieren zoals apen en honden hebben het voordeel dat zij grote
ln hebben die gemakkelijk kunnen worden gecanuleerd. Er zijn echter bij
en geen transplantabele tumoren beschikbaar bij ingeteelde stammen.
bezwiar geldt voor het konijn. De veelgebruikte VX-tumor (Straub e.a.
wisselende mate antigeen voor verschillende individuele konijnen en geeft
peen 1eproduceerbare groei. Deze verschillen worden nog eens versterkt na
Iheraple, wiarhii door cellysis grote hoeveelheden antigenen vrijkomen, Het
| h hﬂmt dus nict in sanmerking voor een proefopstelling waarin men
mehm antitumor effekten wil meten,

Wl de kleine proefdieren, zoals ratten en muizen, ziin wel transplantabele
Squmaren besehikbaar bij ingeteelde stammen. Deze kleine dieren hebben bovendien
M yoordeel dut e gemakkelijk hanieerbaar zijn. Enerzijds ziin ze ekonomisch te
en le verzorgen, anderzijds zijn ze goed onder narkose te brengen en
e niet met strikt aseptische technieken te worden geopereerd.

) do keuze tussen muizen of ratten gaat de voorkeur uit naar ratten, omdat ze
~raler 2l en men hun arterién derhalve gemakkelijker kan catheteriseren.

D keuze van de timor
Hen gebuikelijke methode om  het effekt van cytostatica of van een
bestralingsbehandeling op een tumor te bepalen bestaat uit uitwendige meting in drie
i fales van die tumor, waarvan het produkt (mm?) wordt gebruikt als relatieve
yoor het volume. Niel elke tumor is hiervoor geschikt. Zo bleek een
“adenocarcinoom bij Wag/Rij ratten multipele bloeduitstartingen te bevatten, die het
yolumie van de tumor onregelmatig beinvloedden. Een overigens geschikt huidecarci-
Moom bleek door ulceratie en eystevorming evenmin bruikbaar. Fen transplantabel
bdomyosareoom bleck voor deze meetmethode echter wel geschikt. Bovendien
f m i) deze fumor geen antigene verschillen tussen gastheer en tumor worden
I, zadul geen rekening hehoeft te worden gehouden met immuunreakties
m met de groeisnelheid (Reinhold 1967). De tumor is mede geschikt
trasarieriéle procfopzet vanwege zijn ongevoeligheid voor intraperitoneale
i MTX (Franchi e,a. 1970), Met opzet werd een zeer resistente tumor
nom een sterk regionaal effekt te kunnen meten. Indien de behandeling met
Cde gebruikie tumaor in de verder (e besehriiven experimenten nergens tot
i wunfnunn de tumrhanf‘t peleid, dan s dit piet een pover resultaat,
ehwentle __Wrallstcmte tumor. Het

Bepaling van de roxiciteit van MTX in het model

Wij kunnen lokale en algemene toxiciteit verwachten. De lokale toxiciteit
bestaat uit beschadiging — ervtheem, ulceratie — van de slijmvliezen in het lokale
stroomgebied, dus van neus en mond. De algemene toxiciteit stelt — althans bij de
mens, maar zoals zal blijken ook bij de rat — de grens aan de toe te passen dosis
MTX, in het bijzonder de toxiciteit voor het beenmerg en de tractus digestivus.

Er zijn in tegenstelling tot de situatie bij de mens geen geschikte parameters
bekend om deze algemene toxiciteit bij de rat kwantitatief te vervolgen. Uil eigen
onderzoek is hijvoorbeeld gebleken dat het aantal leukocyten bij toename van de
losis wel geleidelijk afneemt wanneer men de resultaten van de tellingen bij cen
tantal dieren middelt, maar mel zo ¢en grote spreiding, dat men voor de individuele
rat niet ziin toxisch “end poinl” kan aangeven als een leukocyten getal waaronder
het dier doodgaat en waarboven het blijft leven. In de literatuur wordt in het
algemeen de mortaliteit als toxisch "end point’” voor cytostatica gebruikt. Men
noteert de sterfte bij oplopende dosis en bepaalt uit deze gegevens de vorm van de
dosis-mortaliteits curve. Op deze curve is bijvoorbeeld de letale dosis 508 (LD 50)
aangegeven. Dat is dan die dosis, waarbij een kans van 50%sterfle is berekend. De
betrouwbhaarheid van deze berekening is zoals gemakkelijk valt in te zien afhankelijk
van het pantal dieren. In de praktijk kan men voor het bepalen van de vorm van de
dosis-mortaliteits curve volstaan met vier groepen van vijf tot tien dieren. nadat in
een orignterende proef is nagegaan in welk gebied mortaliteit optreedt.

De Keuze van het stroomgebied

Bij de keuze van het stroomgebied zou men liefst de situatie bij de mens zoveel
mogelijk nabootsen. Bij de rat is hel kaliber van de a. carotis externa en haar
vertakkingen echter zo klein, dat zowel direkte niet occlusieve catheterisatie in de
lhoofdstam als indirekte occlusieve catheterisatie via een zijtak zoals bijvoorbeeld de
i, thyreoidea superior of de a. temporalis superficialis technisch moeilijk is, Ook
komen andere infusiegebieden niet direkt in aanmerking, bijvoorbeeld é&n van de
achterpoten, omdat de a. femoralis en haar vertakkingen eveneens nogal klein van
afmeting zijn.

In de literatuur worden wel een aantal catheterisutietechnieken voor intra-
arteriéle infusie bij kleine proefdieren beschreven (Norell ea. 1965, Brown ea.
1970, 1971, Goffinet ea. 1972) Norell beschrijft een methode voor-regionale
Infusie van hersentumoren bij de et Hij canuleert de o, iliaca dexlra en schuift cen
dunne polyethyleen eatheter retrograad ap tot in de g, carotis communis sinistra. In
eon proefopstelling waarin de ratten in een panwsluitend kooitje worden vastge-
Klemd, wordt een gelransplunteerde hepsentumor gedurende 48 uur met het
ey tostaticum vinblustine sulfuat regloninl doomtroomd, De auteur geeft als bezwaar
: udln cutheterisatictechniek aun, dil de uﬁhliﬂ'dihwﬂh npﬂhulft en uit de




Kunnen versterken (radio-sensitizers). Aangezien deze stoffen vrij snel in de lever
worden afgebroken, kregerden zij een model voor regionale infusie bij de muis
wanidoor de lever wordt gepasseerd, Het eerste ontwerp gold de deorstroming van
i getransplanteerde tumor in één van de achterpoten, Zij beschrijven de retrograde
wuelusieve catheterisatie van een a. renalis. De nier wordt daartoe aan die zijde
opgeofferd. Dit model voldoet aan de door hen gestelde voorwaarde de lever te
pusseren. Voor infusie van cytostatica geldt het bezwaar, dat zo een groot gebied,
Jumelifk de gehele onderste lichaamshelft, wordt doorstroomd, dat slechts geringe
ale winst nan koncentratie van het cytostaticum in de tumor te verkrijeen is en
el model nfet meer analoog is aan de situatie bij de mens,
tweede ontwerp dat Brown en Goffinet beschrijven is het volgende: er
wordl oen catheter ingebracht in de a. carotis communis van een muis (Fig. 1). Deze
iterie wardt daartoe aan de zijde van het hart onderbonden, De muis verdraagt deze
onderbinding zonder zichtbare (neurologische) verschijnselen, Aldus geven de
ateur nin hersentumoren te doorstromen via de a. carotis intema van de muis (zie
seliter stelling 3), De parameter voor het antitumoreffekt in dit model is de
uverleving vin de muis. Een sterker antitumor effekt resulteert in een langere
levemuduuy of overleving van de muis. Dit regionale stroomgebied is in principe ook
peschikl voor infusie van cytostatica, Onze veorkeur gaat vit naar het rhabdomyo-
srcoom bi) de rat, waarvan de effekten kwantitatief door uitwendige meting kunnen
worden vostpesteld, Er werd daarom besloten na te gaan of het regionale
steaompebied van de a. carotis externa kon worden benut in een analoog model bij
dieput by dut geval zou het rhabdomyosarcoom in dit stroomgebied, bijvoorbeeld in
de oorsehelpen, kannen worden getransplanteerd.

AL, Dege figuur geeft de plaats aan van de catheter in een model voor regionale infusie met

onltizers bif de muls. Brown (Brown e.a, 1970) meende dat de lokale doorstroming van een

r tcorebiaal getransplinteerde hersentumor mogelijk werd door occlusieve catheterisatie van de
i'ltﬁlf COmminis,

o techtise e middelen
‘mkt wuulf dut het proefdier, dat de mrum niet trwamlg ondergaat,

Fig. 111.2. Het konijn dat in een smal hok is gehuisvest kan niet met zijn kop bij de catheter in zijn
rug komen. Dit voorkomt dat de catheter wordt stukgeknaagd (naar Straub e.a. 1964),

beschreven bij apen (Jennings e.a. 1968), honden (Dudrick e.a. 1970, Khazei e.a.
1968, Tagett e.a. 1968), konijinen (Straub e.a, 1964), ratten (Eve ¢.a. 1963, Little
e.q. 1962, Fliedner e.a. 1968, Vierling e.a. 1968, Norell e.a. 1965, Dalton e.a. 1969,
Brown e.a. 1970) en muizen (Plager 1972, Lemmel c.a. 1971). Het gaal hierbij
vrijwel steeds om ontwerpen voor intraveneuze infusie voor fysiologische proef-
nemingen,

In de eerste plaats kan men de dieren fixeren, zodat zij noch met voor- en
achterpoten, noch met tanden en kiezen bij de catheter kunnen komen. Het bezwaar
hiervan is dat de dieren in een stress-situatie geraken, zoals geillustreerd wordt in de
proefopstelling van Straub (Straub e.u. 1964), Hij plaatst konijnen in hokken die zo
simal ziin, dat de dieren nog wel enige bewegingsvrijheid hebben, maar niet met hun
kop bij de catheter in hun rug kunnen komen (Fig. 2). Een niet te verwaarlozen
anntal van deze dieren krijgt een stressuleus of een masgperforatie,

Een andere proefopstelling is beschreven door Norell (Norell e.a. 1965). Hij

plaatst ratten in een kooitie dat niet veel grotar i dan het dier zelf. In deze positie

wel noch drinkt het dier, waardoor de Infusieduur beperkt is tol maximanl 48 uur.
Woer cen andere oplossing heeft Jennings, die apen o oen metalen stoel zet, De stoel
Cyerhindert dat de dieren de catheter lostrekken (Flie 33 Dezo oplossing is bij apen

rde mouultlkhuid tof adaptatie van m-—-m wond e pebruiken: rlour




Wi, 113 De swel wanrin de aup zit is zodanig gekonstrueerd, dat het dier de catheter bij de kop
wiet kaon lostrelcken (naar Jennings e.a. 1968).

Kubel, terwijl het dier om zijn eigen as kan draaien door middel van een gewricht dat
onbeperkte rotatie toestaut (swivel). Dit gewricht wordl boven de kooi in het

l"ulibwatcem gemonteerd (Dudrick e.a. 1970) (Fig. 4). Andere auteurs bevestigen
et gehele infusiesysteem op de rug van een hond (Khazei e.a. 1968, Tagett e.a.
9681 Voor kleine proefdieren is deze methode niet geschikt, omdat de infusie-
pomp e groot s Bij ratten kan men de catheter door de huid bij de staart naar
budten laten komen en vervolgens tezamen mel de stanrt in een knaagbestendig
“omhuliel pmhoog laten lopen naar een swivel. De ratten worden feder afzonderlijk in
oen glazen pot gehuisvest. Deze methode voldoet gaed voor intraveneuze infusie die
j wﬂunlnna Knn volhouden mw oy 19&3. Little e 1962, Fl.hﬂnnr e 1968)

"".

Fig. 1114, Catheter bevestiging bij een hond. De catheter loopt beschermd door een flexibele
metalen kabel naar de niek van het dier, Een swivel maakt onbeperkte rotatie van het dier om zijn
eigen as mogelijk (naar Dudrick e.a. 1970).

pordiinspiraal ongeveer 30 em boven het dier onbewegelijk vasigezet en aan de
andere kant met draden en pleisters aun de rat gefixeerd (Fig 6), De catheter loopt
ot doorheen en is op deze manier beschermd tegen doorknagen. Deze konstruktie
lual de rat beperkte bewegingsvrijheid toe. Vierling (Vierling e.a. 1968) gebruikt
pveneens een stk gordiinspiraal ter bescherming van de catheter. Aan deze spiraal is
sen knoop vin polyethyleen gelijmd, die subeutaon in de nek van de rat wordt
gehecht (Fig, 7). De digren worden pleondertijk in een glizen pot pehuisvest.

LIt deze Hteratuurpegevens volgl dot de ratten de grootst mogelijke bewegings-
wriiheld houden in de konstrukties wiirin swivels worden toegepast, Er werd

dehnive bestoten nu te gann of de swivels die voorintravenenze toepussing worden

hreven, de hogere intraearteriile druk sonden verdrmen, Omdat een infusiepomp
Achanr was, wiirmes zes infusies quh lunnen worden gegeven, werd
o gen kompalkte mnlnlm Il Il m:mk. mude




Wl 15 Cathoter en staart van de rat lapen tezamen omhoog in een knaagbestendig omhulsel. De
ritten worden ieder afzonderlijk in een glazen pot gehuisvest (naar Little e.a. 1962).

De bovenstuande kanklusies iden kort samengevat aldus: voor hel ontwerp
van een dieomodel voor intra-arteriéle infusie van MTX is de rat het meest geschikte
mﬂdim Fen transplantabel rhabdomyosarcoom biedt de mogelijkheid het anti-
tumor effekt kwantitatief te meten. Het model dat Brown (Brown e.a. 1970)
Desehrlift bi) de muis, namelijk regionale infusie van radio-sensitizers in het
mgebied van de g, carotis interna door middel van ocelusieve catheterisatie van
carolis communis, biedt mogelijkheden voor een analoog model bij de rat voor
ale infusie van eytostaticn in het stroomgebied van de o carotis externa,
door middel van ocelusieve ::nlhlturimiu van de g carotis communis,

mknm yoor een

Fig. 111.6. De catheter loopt beschermd door een stuk gordijnspiraal naar de fank van de rat. De
spiraal is met draden, plastic en pleisters aan het dier gefixeerd (naar Dalton e.a. 1969).




piraal dat subcutaan aan de rat bevestigd wordt, leek, in kombinatie met een

por zeer bruikbaar.

nigen technick werd vanuit deze gegevens ontwikkeld en wordt in het
hoofdstuk besproken.

'HOOFDSTUK IV — GEVOLGDE METHODIEKEN BIJ DE EIGEN EXPERI-
] MENTEN

In het vorige hoofdstuk kwamen de nitgangspunten naar voren die tol de eigen

fcpstalhng hebben geleid. In dit hoofdstuk wordt de eigen proefopstelling
‘gﬁzmm onderverdeeld in gegevens over het proefdier, de tumor, het regionale
mgehied en de technische aspekten van de proefopstelling.

Het proefdier

De ratten die voor de experimenten werden gebruikt zijn afkomstig van de
“eerste generatie van een kruising tussen twee ingeteelde stammen: Wag/Rij en Bn/Bi,
elk onder spnclﬁek pathogeenvrije kondities, d.w.z. vrij van pleumpneumonin-
ichtige organismen en elke andere endemische zickteverwekker worden gefokt in het
‘Radiobiologisch Instituut van de gezondheidsorganisatie T.N.O. te Riiswijk. Voor de
beschreven onderzoekingen werden mannetjes gebruikt van ongeveer 250 2. De
dﬁmn werden gevoed met rattenkorrels (AMII 10 mm, Hope Farms) en leiding-
water ad libitum.

.-'rﬁ&.‘lu_mar

De gebruikte tumor ontstond in 1962 bij een Wag/Rij rat. die omstreeks acht
masnden tevoren een fotale lichaamsbestraling had ondergaan. Deze rat behoorde
L een groep proefdieren die voor beenmargtmnsplantaﬂe was gebruikt De
ripronkelijke tumor was in de onderkaaksmusculatuur gelokaliseerd en bleek goed
nsplanteerbuar binnen de stam. De primaire tumor was gemetastaseerd in enkele
ionale lymfklisren en in de longen. Van de getransplanteerde tumoren werden
metastasen waargenomen.

welijl werd de tumor geklassificeerd als een rhabdomyosarcoom. In de
konden myofibrillen en dwarse streping worden aangetoond met behulp van
‘ﬁhesphar-wnlfraamzuul%haematoxylme (P.T.A.H.) kleuring volgens Mallory. Met
P H. kleuring vertoonden latere passages echter niet meer het aspekt van
[, doch van aktief grogiend ongedifferenticerd sarcoom. Om de histologie
cid vast te stellen is elektronenmikroskopisch onderzoek verricht in de
beellulaire Pathologie van het Pathologisch Instituut van het Akademisch
der Vrile Universiteit, Hier bleek inderdaad geen dwarse streping
1 die op myogene differentintic wijst, Wél bleken de tumorcellen

g 1

rle Ry lijn van het
I dmn in het



IV,1. Blektranonmikroskopisch onderzoek van het rhabdomyosarcoom. Er is geen dwarse
Ny lul wantoonbanr die op myogene differentiatic wijst. Wel blijken de tumorcellen collagens
fihedllan te produceren. (Dit onderzoek werd verricht op de afdeling Subcellulaire Pathologie van

Puthologiseh Instituut van het Akademisch Ziekenhuis der Vrije Universit it)

et reglonale sirovmgebied
e 2 peelt cen schema van de bloedvoorziening. In Fig. 3 is de plaats van de
patlieter wangepeven alsmede zijn relatie tot de tumoren in de oorschelpen,
e occlusieve catheterisatic van de w. curotis communis van de rat blijkt een
Ile moethode te zin om regionanl te infunderen in het stroomgebied van de
Cexterna, Deze operatie duurt korter dan § minuten. Voegt men daar nog
minuten wan foe om de catheter subeutin i de nek tie bevestigen, tdun is cen
10 minuten Kloae voor een infugle.

van de bloed iening vaor de occlusieve catheterisatie van de a. carotis

g, W.2. Sch

LM,

;m_. IV.3. Sehema van de situatie bij ocelusieve catheterisatie van de a. carotis communis. In'deze
Mg is de plaats van de catheter aangegaven, evenals zijn relatie tot de tumoren in de oorschel-
‘pen, D nan de ene kant geblokkeerde bloedstmoom wordt via de a. carotis interna door de andere
lant overgenomen. Er is een kollaterale verbinding via de cirenlus van Willis met de andere zijde.

de rat de dénzijdige alshuiting van de halsslagader verdraagt. Wanneer men de
rhatie van de halsslagader onder cen dissektic mikroskoop vrijprepareert, ziet
o gonls te verwochten s, het bloed it de hoofdstam in zijn verlakkingen
e, Geteel anders s de situatie bl de ocelusieve catheterisatie van deze
tam (Fig. 33, De aan de ene kant geblokkeerde bloedstroom wordt dan via de
olls interna door de andere kant overgenomen. Eeis con kollaterale verbinding
oireulus van Willis mel de andere #{jdd, e mikroskaop zien wij dat de

den i 0] hehalye de . carotis

| n




algebonden a. carotis communis een zijtak geworden (Fig. 4A),

De plaats die bij uitstek voor transplantatie van de tumor in aanmerking komt,
I de oorschelp, zoals kontinue infusie met 11% oplossing van “patent blue violet™
{Ilistreert (Fig, 4B, infusicsnelheid 0,11 ml per wur). Het oor wordt door de
A, fueleulars anterior en posterior, beide zijtakken van de a. carotis externa. van
ilowdd voorzien,

Vi IV AA, Detall opname van de carotis bifurkatlo, De o, carotis aommunis vertakt zich in de aa,
anrotls fnterng en externs, De o, corotis externn geefl oon tak af, do n, oceipitalis, De o, carotis
wormmunis werd ocelusiel geeatheteriseord. Vnnruuhug‘ ffek e van “patent blue violet™ toont
wan dat de bloedstroom o de bifurkatie i omgokesrd, D o onrotis sxtorni wordt door de interny
m‘:imd voorelen, terwlil de communi (waarin do oithatar Hgt) aen stk in div geheel fa ge-
wordun. .

= .

Y.

Fig, IV.4B. Kontinue infusie met 11% oplossing van "patent blue violet” (infusiesnelheid 0,11 ml
per uur) illustreert dat bij uitstek de corschelp een plaats is die voor transplantatie van de tumor in
punmerking komt.

Transplantatie techniek

Het transplanteren van de R] lijn van het rhabdomyosarcoom op het oor van
dé rat schept weinig problemen.

Allereerst wordt de tumor uit de flank van een donorrat vrijgeprepareerd en op
een petrischaalije met enkele ml Hanks voedingsvloeistof geplaatst, Daarna wordt hij
achtereenvolgens in schijven, repen en tenslotte in blokjes van | mm? gesneden.

e receptorrat moet evenals de donorrat voor de transplantatie onder narkose
gebracht worden. Hiervoor zijn verschillende stoffen beproefd. Men kan bijvoorbeeld
Intrimuseulsir Nembutal (een barbituraat) geven. Bij oriénterende proeven hiermee
bleck de desis bij de door ons gebruikte atten nogal kritiek. De open ether narkose,
pon eveneens veel toegepaste methode, hud als nadeel dat de aandacht teveel
verdeeld moest worden over aperatie en nurkose. Hen bijkomend bezwaar vonden
wil de etherdamp in de werkrimie, Blizonder goed s ons de narkose met Hypnorm
(upnisone en phentanyleitraat, Phillps:Duphae NV ) bevallen, Het geeft in enkele
minuten een diepe narkose pedurends angeveer san hadf wur, wonenn het dier

lelidelik, zonder excitutientadium wikker wordt, De dosis i niet 2o leritiek
wbloken. 0,15 ml Hypnorm intramuseulile gesft bl sen il van en, 200 g cen

pende digpe narkone voor de sl e apeitie.
Nindeze injektle wordt e § tol 10 minmtes,

il e loren



i IV e tumorgrootte die de parameter voor het antitumor effskl is, wordt met een schuif-
Inint |Otl'|¢l¢11. eersl wordt de voor-achterwaartse di paald, vervolgens twee diameters
londroeht histop, Het produkt van deze diameters (mm3) is een hetrouwbare maat voor het

warkelijhe tumorvolume, dat ongeveer de helft kleiner is.

en i de medisanlijn’ over cen halve em ingeknipt, Hiervanuit wordt aan beide zijden
met ven fiine kromme schaar een onderhuids zakje (pocket) stomp vrijgeprepareerd
ol g de voorrand van de corschelpen. Beiderzijds wordt één blokje tumorweefsel
i het diepste deel van deze pockets geplaatst, waarna uitwendig een dikie te zien is
aun de voorrand van de oorschelpen ten teken dat de stukjes op de goede plaats
terecht zin pekomen, Hierna wordt de huid mel één agrafe gesloten (9 mm, Clay
Adumy, TOTCO, Glendale Californié ).

Do tumor groeit in de oorschelp met een verdubbelingstijd van ongeveer 4.3
dag De groeisnelhieid kan beivloed worden door temperatuursschommelingen van
i onigeving, 2oals voor een lumortransplantaat in de staart van een muis door van
Dongen (19610 §s heschreven, Aangezien ook het oor een kwetsbare plaats is voor
temperatuursinyloeden van buitenaf, werd de gehele proefopstelling in een klimaal-
amer geploatyt met een konstante temperatuur van 20°C en een luchtvochtigheids-
Behlte van H5%,

Onder cdeze omstandigheden is de rat na ongeveer 18 dagen geschikt voor
infusie. Do tumorgrootte die wij als parameter kozen voor het antitumor effekt,
wonldl met een sehuifmaat gemeten (Fig. 5); eerst in voorachlerwaartse richting,
vervalgens in twee richtingen loodrecht hierop. Het produkt van deze diameters
l;mm’1 lent als parameter van het tllmnrvulumc Aun het begin van een infusie
Bedragen deze volumes 200 tot 600 mm? . B een verondersielde ellipsoide vorm is
Tt werkelijke volume ongeveer de hellt klelner. D inhoud van cen ellipsoide is
umelik 443 pl (05 0, 0.5 b, 0.8 ¢« 1 plabg waarin pis 3,14, Deze kan
dus bij hnmdurlnu pesteld worden op 08 w0 boe Do nlioud vin fet bijbehorende

l:' o tus angeveer 2: 70 1 hel ondete '

ook voor het aantal cellen in de tumor. Wanneer in dit proefschrift over
tumorvolume wordt gesproken, worden deze volumes bedoeld.

Dperatietechniek van de rat voor infusie
Bij de operatic van de rat voor infusie wordt de a carotis communis

Fig. TV.6. Schema van de bevestiging van het infuussysteem aan de rat. Een stulje dikwandig
siliconslang is subcutaan in de nek van de rat gehecht. Buiten het dier is hierin eent roestvrij stalen
liuisje gestoken (@) 1 mm), binnen het dier de polyethyleen catheter (PP 10).

gecanuleerd met een polyethyleen catheter (PP 10, Portex, Hythe Kent Engeland).
die subcutaan van de arterie naar de nek van het dier loopt. Daar gaat hij over in een
stukie dikwandig siliconslang (SR 00, diameter inwendig 0,5 mm, uitwendig 3,5 mm,
Talas Zwolle) dat aan de huid is bevestigd (Fig. 6). Dit siliconverbindingsstukje
lwam in de plaats van de plastic knoop die Vierling beschrijft; deze knoop werd in
enkele oriénterende opstellingen eveneens subcutaan in de nek gehecht, maar liet na

nrlluunndl melop ’
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Pl IV H Orlinterende proefopstelling. De catheter loopt beschermd door een stuk gordijnspiraal
niir de rat, De verbinding tussen de pomp en de kooi bestaat uit polyethyleen slang nr. 300.

unpeveer | week los door druknekrose op de plaats van de vrij scherpe rand (Fig. 7).
it stukje silicon legt een volkomen soepele en toch stevige verhinding tussen het
dlier #n het infusiesysteem. Buiten het dier is in de siliconslang een knaagbestendiz
fousivri) stalen buisie gestoken met een diameter van 1 mm en een lengte van 27 cm.
Winnen het dier de polyethyleencatheter (PP 10}, Dit buisje vervangt zowel het door
Viethog besehreven zware stuk gordijnspiraal, als de catheter die er doorheen liep
(Fig. #)

Vaor de operatie wordt de rat onder narkose gebracht met 0,2 ml Hypnorm

Pl IVO. Operatietechniek van do rat voor infuste, Tostiimenten: oo sehibe b fijne chiniglsche

pineet, o (e kiomme pincetten; o, agrafe g, mflnmﬂllirtlm f, Wgnafos; g. naaldvoor-
Aler b l{gm |

1 hoehtlinnen; J, voersonde; k. nmld giugs 25,
PRI ‘_

AV, TV 1) on TV 120 Qpoentinteohniak van do i 0 10 en 12 lnten
oo o ontheror suboutaan i de nek van s [ :




intromusculair, een iets hogere dosis dan bij de transplantatie. Nek en hals worden
genchoren, waardoor zo min mogelijk haren in de wond terecht komen. De operatie
goschiedt in twee delen. Eerst wordt de catheter subeutaan in de nek bevestigd,
Wil de rat op zijn buik ligt. De huid in de nek wordt over twee centimeter in de
mediaanlijn ingeknipt. Het stukje dikwandig silicon waarin aan de ene zijde PP 10 en
ain de endere zijde het metalen buisje gestoken is kan nu in de nek worden
bivestigd, Hiertoe wordt één uiteinde 1.5 cm ingeknipt. De zo ontstane helften
worden ter weersziide van de mediaanlijn subcataan vastgehecht (Fig. 10, 11 en 12).
i het tweede deel van de operatie wordt bij de rat in rugligging de a. carotis
communis gecanuleerd, De huid wordt daartoe in de hals over 2,5 cm ingeknipt
(Fig. 141 De polyethyleen catheter was tevoren reeds met behulp van een voersonde
(g 9 subeutaan van de nek naar voren naar de hals geleid. Men zoekt vervolgens
o 4 eurotis eommunis op ussen de musculus sternchyoideus en sternomastoideus
eit beeft e ann onder de musculus omohyoideus, naast de trachea, prepareert haar
vebl van de nervis Vagus en teugelt haar over een filne gebogen pincet (Fig. 14). Dan
wordt zij proximaal geligeerd (Fig. 15) en ingeknipt (Fig. 16} en met behulp van een
pauld (gauge 25) die als een soort schoenlepel fungeert, gecanuleerd met de
inmiddels reeht en op maat afgeknipte, met fysiologisch zoutheparine oplossing
gevilde cutheter (Fig, 17, 18 en 19). Na het sluiten van de huid (Fig. 20} is de rat nu
vour infusie gereed.

Ii de experimenten met leucovorine werd dit antidetum van MTX elke 6 uur
Wtperiionennl geinjiceerd via een tweede gelijksoortige catheter, die op dezelfde
wilee met een stukje siliconslang in de nek is echecht (Fig. 21). Het polyethyleen
gedoelie, evensens PP 10, wordt dan van de nek onderhuids naar de buik gevoerd en
seherp door alle buiklagen in de peritoneaal holte gelegd. Deze opening in de
bulkwand wordt met een tabakzaknaad in de spierlaag weer gesloten, waarmee de
cithieter tevens voldoende stevig aan de buikwand is gefixeerd.

Wi IV, 13 1fm V.20, Operatieteshniel van da 1l vonr ik, Figuor 18 fim 20 Mustreran de
ouchusieve cotherariatio van de n. cnratii cotmmurin Mg 100 naiale i de iy
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Fig. 20: de wond wordt met agrafes gesloten.

Yoor de infusie wordt elke ral afzonderliik in een Kompartiment van een
metalen kooi geplaatst (Fig. 22 en 23). Oorspronkelijk was de kool bedoeld voor
10-12 ratten tezamen, maar door onderverdeling in 6 kompartimenten werd hij
geschikt pemaakt voor de huisvesting van 6 dieren afzonderlijk. leder Kompartiment
heeft een eigen voerbak en drinkfesje. Onder de gehele kooi bevindt zich een bak
zangsel die gemakkelijk kan worden verschoond. Boven elk kompartiment is een
swivel (watertight swivel nr. 120, van Oortmessen Den Haap, Sage Instruments,
Cambridge Massachusetts) (Fig, 24, 25 en 26) verend opgehangen, hetgeen de dieren
volledige hewegingsvrijheid biedt, Hoewel deze swivels het kwetsbaarste onderdeel
van de gehele proefopstelling gebleken zijn, weegt het voordeel van deze bewegings-
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Pl IV.22. Overzleht van de proefopstelling voor kontinue en intermitterende intra-arteriéle in-
Ml et MTX bl de rat,

yilibeld er mimsehoots tegenop. De swivel is met een stukje rubber en een stulkje
slliconslang verbonden met 1,5 m polyethyleen stang PP 30, die naar de pomp leidt.
Nit pluntsing van de rat in ziin eigen kompartiment wordt het roestvri stalen hl_xlsje
.H." yeul mosite door middel van een stukje dikwandig si]i::?m_;lang verborrde.n ‘ ‘ .
el de boven 2iin kool opgehangen swivel, waardoor hij voor infusie op de pomp is Fig. IV.24, Detail van de swivelophanging en de nansluitingen.
aangeslolen,

jn;:viil yan intra-peritoneale injektie is het tweede stalen buisie ook met sen
’%Wi"imla'amung verbonden aan 1.5 m polyethyleen catheter (PP 30). Deze

catheter echter wikkelt zich om de swivel wanneer de rat om zijn cigen as draait
iFig. 27). Dasrom werd dan ook ongeveer één maal per dag de intraperitoneale
entheter boven de kooi losgemaakt en teruggewikkeld.

In een oriénterende proefopstelling (Fig. 8) werd sanvankelijk als verbinding
[ussen pomp en kooi een polyethyleen catheter nr. 300 gebruikt. Geen der infusies
1 toen doorgankelijk: bij elk dier stroomde tengevolge van bloeddrukschomme-
gen in de loop van enkele uren wat bloed terug in de catheter en stolde, ondanks
t verhogen van de hoeveelheid heparine tot zelfs zo hoge dosis dat spontane
sedinkjes in het operatiegebied pingen optreden. Na het vervangen van de PP 300
door cen dunne catheter, PP 30, kwam verstopping door terugstromen nog maar
den voor. Blifkbaar biedt de dunne toevoerleiding voldoende weerstand aan
bloeddrukschommelingen,

De pomp (Braun Unita [, Melsungen Duitsland) is met een polyviny lchloride

nstuk aangepast voor 6 digposable 20 ml spuiten  tegelijk (ONCE, A-Sik

iarken) (Fig. 28) Deze spulten zifn verbonden mel de zes hierbovengenoemde
ters, die weer uitkomen in de 2oy swivels,

Do intraperitonente injekiios ¥




'F'Is_z 1V.25 en 1V, 26, Swivel in zijn geheel en pedemontaerd.

fusie is ingesteld op een infusiesnelheid van 2,67 ml
e injektie op 0,5 ml per keer, dow.z. 2ml
0 internationale eenheden heparine per ml

D pamp voor arteriéle in
por 24 uux, de pomp yoor intraperitoneal
por dug, Aan het arteritle infusaat wordt |
;.w.lé;;]mdﬁu'dc kontinue infusie van MTX gedurende 7 dagen en de inllcr{nl?tcrenda
: lo vitn MTX op dag | en 4 in kombinatie met fysiologisch zout infusic op de
w 2, 3,5 6 en 7, wordl de tumaor in het ene oor lokial peinfundeerd en
- Igemene cltkulatie doorsiroomd, Dit
| ehe toediening in
| popgen dat dit dus
| ntusie bleek

de tumor in het andere aor via de
voordeel dat de effekte

Fig. IV.27. Overzicht van de kooi in de proefopstelling voor kentinue intra-arteriéle infusie met
MTX in kombinatie met CF elke 6 uur intraperitoneaal.

‘¢enheden per ml, goed te voldoen.

Ter bedindiging van het infuus wordt een klem gezel op het stukje siliconslang
dat swivel en roestvrij stalen buisie met elkaar verbindt. De pomp word( uilgezet en
het afgeklemde stukje siliconstang van de swivel losgetrokken. Vervolgens wordt het
‘dier in de kooi onder narkose gebracht met een geringe dosis Hypnorm, (.05 ml
intramusculair, Na enkele minuten kan de rat dan zonder veel moeite it de kooi
genomen worden. Om te kontroleren of het infuus tot het einde toe doorgankelijk is
gebleven, wordt de klem op het stukje siliconslang even losgelaten. Indien er direkt
bloed terugstroomi in het silicon verbindingsstukje in de nek van de rat, wordt
perfekte doorgankelijkheid aangenomen. Wij hebben dit criterium gekozen na een
;{_-ﬁantal orignterende experimenten met patent blue violet. Injiceren met deze
kleurstof paf in alle gevallen waarbij na infusie gemakkelijk bloed in de catheter
terugstroomde lokale blauwkleuring, terwijl deze lokale blauwkleuring soms ontbhrak
bij de dieren waarbij na infusie het bloed niet direkt in de catheter terugstroomde.
e gegevens van deze laatste dieren werden niet verder bewerkt, Wanneer men aldus
(e doorgankelijkheid gekontroleerd heeft, wordt het silicon verbindingsstukje uit de
nek van de rat verwijderd. De PP 10 catheter wordt dichtgeknoopt en blijft in het
tier achter. Tenslotte wordt de huid met één agrafe gesloten.

Ter hepaling van de toxiciteit wordt het dier vervolgens gewogen. Het gewicht
Wordt vergeleken met dat ydor hel infuus, Daarmna wordt het dier drie weken ling in
[ rvatie gehouden en de sterfte in deze perdode geregistreerd, Gegevens van de
ren die reeds tidens de infusie zifn pestoryen, werden voor wat het antitumer
kt en het gewichi betreft niel yorder bowerkt. Wel serd de slerfte genoteerd en
verk!. : n——
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[ IV 28 o1 1V.29, De pompen voor intra-arteriéle infusic en intraperitonedle injekties zijn met
aan pulyvinylehloride hovenstuk nangepast voor respektievelijik 6 en 12 disposable 20 ml spuiten.
13 pomp voor de intraperitoneale injekties wordt door een tijdklok gestuurd die elke 6 uur een
[ngpuls goeft wan eon relals dat de pomp gedurende cen ingesteld aantal seconden in werking stell.

mestlouten te onnguwkeurig en boven de 1000 mm” gaat de tumor nogal eens
dleereren, omdat de huid van het oor blijkbaar te dun wordt. Ook dan kan het
tmorvelume  niet meer nauwkeurig gemeten worden en werden de gegevens
petlimineerd.

In het volgende hoofdstuk zullen de resultiten worden besproken.,

HOOFDSTUK V — RESULTATEN

In het hiervoor beschreven diermodel wordt de tumor in de ene oorschelp van
de rat regionaal geinfundeerd (regionale kant) en de tumor op het andere oor via de
algemene cirkulatie doorstroomd (systemische kani). Dit biedt de mogelijkheid het
antitumor effekt van regionale en systemische toediening in hetzelfde dier met elkaar
te vergelijken. wat het voordeel heeft dat dit dus altijd bij dezelfde mate van toxici-
teit gebeurt,

Het effekt op de tumorgroei en de toxiciteit van MTX werd in de drie volgende
schema’s onderzocht:

1. zeven dagen kontinue intra-arteriéle infusie van MTX.

2, hetzelfde schema, in kombinatie met vier maal daags CF intraperitoneaal.

3. twee maal een 24-uurs infusie van MTX intra-arterieel op dag | en 4. Op de
overige dagen 2, 3, 5, 6 en 7 wordl de catheter opengehouden door de kontinue
intra-arteriéle infusie van fysiologisch zout,

De eerste twee kontinue schema’s zijn opgesteld ter beantwoording van de
eerste en tweede vraagstelling: is het mogelijk een model te ontwerpen waarin het
effelct van kontinue regionale infusie van MTX vergeleken kan worden mel de alge-
mene (systemische) toediening ervan, en zo ja, is regionale infusic supericur aan
systemische toediening? Het derde schema is cen intermitterend schema dal is ope-
steld om de derde vraagstelling te kunnen beantwoorden: is ook in een intermitte-
rend schema regionale infusie superieur aan systemische toediening voor wat betreft
het antitumor effekt, vergeleken bij dezelfde mate van toxiciteit?

Lokale toxiciteit, zoals bijvoorbeeld erytheem of ulcera van mond- en neus-
dlijmvlies, werd, met één uitzondering die later in dit hoofdstuk wordt besproken,
nooit gezien, ook niet bij een letale dosis,

Als maatstaf voor de algemene toxiciteit is de sterfte genoteerd evenals het
gewicht van de proefdieren op dag 0 en 7. Sterfte treedt 1 toi 3 dagen na afloop van
de infusie op. Alleen bij de hoogste doses is sterfte tijdens infusie voorgekomen. In
de ohscrvatieperiode tussen 3 dagen en 3 weken na de infusie is geen late sterfte
opgetreden. De doodsoorzaak van MTX bij de mens is niet precies bekend (Bagshawe
1968). Om sepsis in onze proefopstelling als belangrijke doodsoorzaak it te sluiten
hebben wii verschillende malen zowel bij zeer zieke dieren als bij pas overleden
dieren een bloedkweek afoenomen. In totaal waren slechts 2 bakteriekolonies te
kweken, hetgeen erop wijst dat sepsis geen uniforme doodsoorzaak is geweest. Bij de
Intermitierende infusie is in verband mel de verwisselingen van de infusievloeistof
enige malen het infusaal ap bakterin gekweekt. Ook deze kweken bleken steriel.

Als mantstal voor hel antitumor effekt peldt de mate van volumeverandering

onder invioed van de dnfuste: Daathill 0 zowel de reglonaal als de via de algemene
wirkulutie (systemisch) doorsiroomde tumer gemeton,




ffende onbehandelde proefdieren

» proeven werden ratten gebruiki die bij aanvang van de infusie een
van ongeveer 250 gram. Als vergelifkingsmateriaal voor de gewichts-

s de proeven geven wij hier de nermale gewichtstoename van een
Bi)F, rat van 250 g Dere bedraagt in één week ongeveer 15 g (6%).
eisnelheid van de tumor in de corschelp van onbehandelde dieren
is bij zeven dieren een tumor opgezet. Na 18 dagen werd het volume
“manl gemeten, Negen dagen later is het gemiddelde volume 3B5% van
irde op de 18¢ dag, hetgeen oversenkomt met cen verdubbelingstiid
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Fig. V.2, Het effekt van 0,20 mg MTX/kg/dag op de tumorgroei, Elke lijn vertegenwoordigt ¢én
‘tumor. Weergegeven ziin de uitkomsten van vier dieren die deze dosis overleefilen.
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Tot offekt van 0,20 mg MTX/kg/dag. Gemiddelde waarden. Afzonderlijk zijn de gemid-
iﬁmm weergegeven van de vier dieren die de dosis overleefden en de twee dieren die na
an de infusie zijn doodgegaan.
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Fig. V.6. Het effekt van kontrole infusie met fysiologisch zout op de tumorgroei. Weergegeven zijn
de gemiddelde waarden.

toxiciteit. Fig. 4 geeft de gemiddelde waarden weer van de twee voorgaunde figuren
2 en 3. De mortaliteit bedroeg 2/6 dieren. Het gewicht nam tijdens de infusie af met
gemiddeld 8%. :

Om de invloed van andere factoren dan MTX na te gaan werden tevens kontrole
infusies met fysiologisch zout opgezet. Fig. 5 geeft de uitkomsten gemeten bij dric
dieren. Er is enige groeiremming te zien aan de regionale kant vergeleken met de
systemische kant. Fig. 6 geeft de gemiddelde waarden van dit experiment weer. Het
gemiddelde volume na afloop van de infusies, uitgedrukt als percentage van het
volume aan het begin van de infusie, is regionaal 184% en systemisch 221%. Het
lichaamsgewicht nam tijdens infusie gemiddeld met 3% toe: er is geen sterfte of
ziekte opgetreden bij deze kontrole dieren.

Uit het bovenstaande blijkt dat de dieren de infusie met fysiologisch zout goed

~ verdragen. Tevens is er een antitumor effekt van MTX meetbaar bij een dosis waarbij

tenminste een deel van de dieren in leven blijft. Hieruit blijkt dat het diermodel
geschikt is voor kontinue intra-arteriéle infusie van MTX, waaruit volgt dat de eerste
vraggstelling positief kan worden beantwoord.

De volgende stap was het aantal doses uit te breiden voor de bepaling van een
dosis-effekt en een dosissmortaliteit curve, Daarbij deed zich cen technische kom-
plikatie voor, De tumor bleek 1 n gaan groeien. De verdubbelingstijd
bedroeg no eze verandering was een
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“onbehandelde ratten. De punten geven de volumina weer van 12 tumoren, gemeten op dag ‘
i A na transplantatie. De verdubbelingstijd bedraagt nu ongeveer 2 dagen (vergelijk Fig. V.1). Fig. V.9. Het effckt van 0,31 mg MTX/kg/dag op de (normaal groeiende) tumor, Gemiddelde
S : waarden. De gemiddelde uvitkomsten van MTX (9 dieren) en fysiologisch zout (2 dieren) ijn
- I"‘r:r:“:"n':::: i weergegeven. Het effekt van MTX aan de infusiekant is veel sterker dan aan de systemische kant, ter-
s, | fumorysiume 028 rrg methotrexaat /kg/ 52 wijl dit verschil bij fysiologisch zout ontbreekt. Uit deze gegevens samen met de voorgaande gegevens
: 2000 - ) varr 0,20 mg MTX volgt dat in dit schema het antitumor effekt van regionale infusie van MTX
|" d ;" supetieur is aan de systemische toediening ervan bij dezelfde mate van toxiciteit,
; "ﬂ:i he
l.'l‘ celkernen van de sneller groeiende lijn gemiddeld 45 te bedragen. Tevoren was dit
s X 1000+ / gemiddeld 55. Het gevolg was dat alle kontrole tumoren na afloop van de infusie met
N fysiologisch zout te groot en door ulceratie niet meer betrouwhbaar meetbaar waren.
4 ,." Hoewel regionaal wel een antitumor effekt van MTX aantoonbaar was (Fig. 8). is het
duidelijk dat deze gegevens verkregen bij zes dieren die infusie met 0.28 mg
.*f / MTX/kg/dag hadden ondergaan niet met de eerder verkregen gegevens vergeleken
e kunnen worden. Wel zijn uiteraard de gegevens over lichaamsgewicht en mortaliteit
‘.f bewerkt omdat de groeisnelheid van de tumor hierop geen invloed heeft.
! _ Zodra deze komplikatie ontdekt werd is het onderzoek voortgezet met
ik tumoren van de eerder gebruikte lijn die diepgevroren bewaard wordt. Ter verdere
bepaling van de dosis-mortaliteit curve werd een infusie met 0.31 mg MTX/kg/dag
, opgezet. De gemiddelde waarden van het effekt gemeten bij negen dieren, vergeleken
L e met twee kontrole dieren, is in Fig. 9 weergegeven. De dosis is zeer toxisch: 8/9

dieren ziin doodgegaan. Aan de reglonale kant is het tumorvolume afgenomen met
g op de groel van de st gemiddeld 31%, aan de systemische kant toegenomen met 55%. De volumina bij de
Atn 4 bz, all kontrole dieren ziin toegen . -
Wanneer wij deze resultu mony - !y de infusie met
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Junt veel sterker dan aan de systemische kant. Dit verschil ontbreekt bij de kontrole
nfusles. Hieruit volgt dat het antitumor effekt van regionale infusie, vergeleken bij
dezellde mate van toxiciteit, in dit model superieur is aan systemische toediening,
wunrdoor de tweede vraagstelling voor het eerste schema positief kan worden beant-
waord,

Op prond van de toxiciteitsgegevens uit de voorgaande experimenten werd
sowel voor tumoren aan de regionale kant als voor tumoren aan de systemische kant
pon dosiselfekt curve bepaald met de volgende doseringen: 0,14, 0,20 en 0,28 mg
MTX/kg/dog. Het resultaat is weergegeven in Fig. 10. De doses zijn volgens een
Aogaritmische schaal op de horizontale as genoteerd. Vertikaal is de volume toename
v de tumoren tijdens de zeven dagen infusie aangegeven. Genoteerd werd het
Hmorvolime na afloop van een infusie, uitgedrukt als percentage van het volume bij
o wunvang van de infusie. De gemiddelde percentages aan de regionale kant ziin
wnngepeven mel cirkels, die aan de systemische kant met driehoekjes. De metingen
2lin verrieht bij 6, 7 en 8 dieren, respektievelijk van lage naar hoge dosis. Van elk
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VL0, Dosly effekt curven van 7 dagen kontinue infusie van MTX. De resultaten verkregen aan
Toglanale en de systemische kant gemeten bij (respektievelijk van lage naar hoge dosis) 6, 7 en 8
i 2din mot de standaardfout van het gemiddelde weergegeven. De stroken geven het gemiddel-
ulfult (et de 95% betrouwbaarheidsgrenzen) van kontrole infusies met fysiologisch zout. Aan
i kant Is voor alle doses hel groeiremmende effekt van MTX sterker dan van fysio-
Iil] dit gan de systemische kant alleen voor de hoogste dosis zo is, De horizontale
de lijnen komt overeen met een faktor 2,98 up-.lll Lotlzontale as, Fen deel van deze
'm: n andere fuktoren dan MTX {“ . | il Wanneer een kor-
dit fysiolopl Anst van regio:

N

punt is de standaardfout van het gemiddelde aangegeven. De stroken geven de gemid-
delde tumorvolumectoename aan (met de 95% betrouwbaarheidsgrenzen van dit ge-
middelde) tijdens zeven dagen kontrole infusie van fysiologisch zout, evenals bij de
infusie van MTX genoteerd als percentage van het beginvolume. De stroken zijn
gebaseerd op de uitkomsten van alle verzamelde kontrole-infusies en niet alleen op
de kontrole-infusies volgens schema |. Nadat gebleken was dat de resultaten van
schiema 1, 2 en 3 statistisch niet signifikant van elkaar verschilden zijn de uitkomsten
van alle kontrole infusies namelijk verzameld omdat daarmee de uitkomsten be-
trouwbaarder worden. Hierbij bleek dat de tumorgroel aan de infusiekant (gemid-
deld 173% uit 22 waarnemingen (statistisch signifikant verschilt van de systemische
kant (gemiddeld 217%uit 25 waarnemingen).

Alle drie doseringen van MTX geven aan de regionale kant signifikant minder
toename van het tumorvolume dan fysiologisch zout. Aan de systemische kant geeft
alleen de hoogste dosis signifikant minder volume toename dan fysiologisch zout.
Wanneer men de lijn van lokale infusic terugextrapoleert, dan is hetzelfde effekt dat
systemisch bij de hoogste dosis wordt verkregen, regionaal bij een 2,98 x lagere dosis
te zien. Ben deel van dit effekt is echter het gevolg van andere faktoren (heparine in
het infusaat, bloeddrukdaling door éénzijdige afsluiting van de halsslagader, het
trauma van de operatie) dan MTX, zoals blijkt uit de resultaten van de fysiologische
zoul kontroles. Wanneer wij cen korrektie aanbrengen voor dit fysiologisch zout
effekt, dan is de werkelijke winst van regionale infusie in dit model een faktor 2.0.

De mortaliteit en de gewichtsveranderingen onder invlioed van hel eerste
schema worden later besproken,

Het tweede schema. Zeven dagen kontinue intra-arteriéle infusie van MTX in kom-
binatie met vier maal daags CF intraperitoneaal

Naar analogie van het schema van Sullivan (1959) werd gekozen voor een vier
maal daagse dosering van CF. Nadat in enkele oriénterende experimenten pebleken
was dat CF, elke zes uur infraperitoneaal toegediend in de verhouding CF : MTX =
1 : 2, vrijwel geen bescherming bood. is verder uitgegaan van een uniforme dosis CF
van 2 mg/ke/dag.

Het effekt op de tumorgroei van vier verschillende MTX doseringen in kombi-
natie met 4 dd 0.5 mg CF/kg, is in Fig. 11 weergegeven. Horizontaal is de dosis
genoteerd volgens een logaritmische schaal. vertikaal het tumorvolume na afloop van
de infusie uitgedrukt als percentage van het volume aan het begin van de infusie. De
cirkels geven de gemiddelde volume toename aan van de tumoren aan de regionale
kant, de drichoekjes die aan de systemische kant, op dezelfde wijze als in Fig. 10
voor cen aantal doseringen tegelijk, numelijk 0,35, 0,50, 0,70 en 1,00 mg MTX/kg/
dag, gemeten bij respektieveliik 5, 8, 10 en 11 digren. Van elk punt is tevens de
standaardfout van het gemiddelde anngegeven, De stroken geven de gemiddelde fy-
slologiseh zoutwaarden dan met de 95 uwhineh ﬂlﬂrunzun van dit gemiddel-
de, De drie hoogste doses ¢ . LTI 'mlnhnten met de
kontrolewaard 1 it doet geen er
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g V.11, Dosls effekt curven van 7 dagen kontinue infusie van MTX in kombinatie met 4 dd CF
Lraporitonendl foegediend. De resultaten verkregen aan de regionale en d?_ systemische kant
-.m:n bij (respektievelijk van lage naar hoge dosis) 5, 8, 10 en 11 dierer_L zijn elk afzonderlijk
-: gven. Aan de regionale kant is bij de drie hoogste doses het groe:re.@mende effekt van
.'MHRH-&M van fysiologisch zout, terwijl dit aan de systemische kant bij geen van de doses
Tt vl b Mliorudt blijikt dat ook voor dit schema het antitumor effekt van re’g{on_ale infusie met
mﬂlﬂl I nan de systemische toediening ervan bij dezelfde mate van toxiciteit.

dint de fweede vraagstelling (is regionale infusie superieur aan algemene toediening?)

wok voor de kombinatie MTX en 4 dd CF intraperitoneaal positief kan worden be-
antwoord,

Toxleltelt van het cerste en tweede schema

Alle mortaliteitsgegevens van de experimenten volgens het eerste schema zijn
" M.!Gl‘ probit methode bewerkt en in een tabel weergegeven (tabel I). In een
de tabel ziin de gegevens van het tweede schema weergegeven (tabl 11). De
) fx respektievelijk 0,21 en 0,56 mg MTX/ ke/dag.
i B 12 08 het effekt van beide schema’s op het lichaamsgewicht weergegeven.
ddelde gewlcht blijkt voor beide schema's evenredig af te nemen met de
van de dosis. Wanneer wij het gemiddelde effekt op het lichanmsgewicht
D 50 dan is dit voor beide sehema’ ik,
L] y m a1 1l

de volume toename als percentage van de bijbehorende fysiologisch zout kontrole
waarden. Op deze wijze is in de grafiek een korrektie aangebracht voor het verschil
in fysiologisch zout effekt aan de infusiekant ten opzichte van de andere kant. De
pijlen op de horizontale as geven de LD 50 van elk schema aan (0,21 en 0.56 mg
MTX/kg/dag). Bij deze doses is het antitumoreffekt als percentage van de bijbeho-
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Fig. V.12, Toxiciteit van MTX. Het effekt van MTX en MTX + 4 dd CF op het lichaamsgewicht
van de ratten. In beide schema’s neemt het effekt van MTX op het lichaamsgewicht bij een hogere

dosis evenredig toe. De LD 50, respektievelifk 0,21 en 0,56 mg MTX /kg/dag geeft in beide schema’s
cenzelfde gewichtsdaling tot ongeveer 88%.

TABEL 1

TOXICITEIT VAN MTX
Eerste schema. 7 dagen kontinue intra-arteriéle infusie van MTX.

Dosis MTX mg/kg/dag Mortaliteit
0,14 1/14
0,17 of 3
0,20 13/26
25

19/23
71 8
o 6




TABKL 1]
TOXICITENT VAN MTX

Twende schema, 7 dagen kontinue intra-arteriéle infusie van MTX in kombinatie met 4 dd 0,5 mg

CH g/ dug Intraperitoneaal toegediend.

Dosis MTX mg/kg/dag Mortaliteit
0,35 0/ 5
0,50 3/ 9
0,70 11/12
1,00 9/10
1,40 4/ 4

Probitherekening LD 50 = 0,56 mg MTX/kg/dag.
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I'fg. V.13, Dosis effekt curven van MTX en MTX + 4 dd CF in één figuur na kmrek_tie voor het
[yatologlsch zout offekt, Op de horizontale as zijn de doses genoteerd op cen logaritr_nmchp schaal;
de plilen geven voor elk schema de LD 50 aan. Op de vertikale as zijn de kontrole fysiologisch zout
waneden (173% en 217%) ieder gesteld op 100. Het effekt van MTX is weergegeven als percentage
van doge kontrole waarden, Aldus is een korrektie aangebracht voor het fysiologisch zout effekt.
Ui o geafieken blijkt dat MTX waarschijnlijk beter is dan MTX + 4 dd CF, In ieder geval is
MIX | 4 dd CF piet beter dan MTX alleen.

pende totale fysiologisch zout kontrolewaarde pespektiovelifle 59% en 71%, Hieruit
volgt dut de kombinatie MTX + 4 dd CF waarschijnlik sloshiter, In foder geval niet
beter s dan MTX alleen,

- g .

Lokale toxiciteit

Er is zoals hiervoor teeds werd genoemd één maal lokale toxiciteit waargeno-
men en wel bij het enige dier dat de hoogste dosis 1,00 mg MTX/kg/dag in kombina-
tie met 4 dd 0,5 mg CF/kg/dag heeflt overleefd, Bij de aanvang van de infusie waren
de tumoren in beide oren ongeveer even groot, na de infusie was regionaal het
tumorvolume met 11% verminderd tegenover een volumetoename aan de andere
kant met 175%. Twee weken later is aan de regionale zijde uitgebreide nekrose van
mond- en neusslijmvlies ontstaan (Fig. 14 en 15), en ook geleidelijke verschrompe-
ling van de regionale tumor, terwijl de via de algemene cirkulatie doorstroomde
tumor beduidend groter werd.

Fig. IV.14 en IV.15. Toxiciteit van MTX. Lokale toxiciteit, twee weken na afloop van 7 dagen
kontinue intra-urteriéle infusic met 1,00 mg MTX/[kg/dag + 4 dd 0.5 mg CF/kg/dag intraperi-
toneaal, bij het enige dier dat deze hoge dosis overleefde.

Derde schema. Twee maal een 24-uurs infusie van MTX intra-arterieel op dag 1 en 4.
Op de overige dagen 2, 3, 5, 6 en 7 wordt de catheter opengehouden door de konti-
nue intra-arteriéle infusie van fysiologisch zout

Bij de ecerste experimenten met dit schema onlstonden moeilijkheden met de
doorgankelijkheid van de catheters. Tengevolge van de verwisselingen van de infusie-
vioeistoffen raakte een groot deel van de catheters verstopt. Om stolling te voor-
komen werd de koncentratie heparine in het infusaat sterk verhoogd met als gevolg
dat een groter deel van de infusies doorgankelijk bleef, Tevens bleek dat het fysio-
logisch zout effekt veel proter was, Mel wag mogelijk dat de grotere koncentratie
heparine een sterker antitumor elfekt bij de kontroledieren teweeg bracht. Een
andere mogelifkheid was dal de verwisselingen mikrosuchtembolietjes veroorzaak-
ten, Inmiddels was de lijn, zoals eerder in dif hooldstuk werd besproken, weer
sneller gaun groelen, zodat de resulioten onbmtlkbaae wiren, In de tijd dat een
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nleuwe tumorlijn werd opgezet werd het problecm van de verstopte sutheterns opge-
lost daor de verwisselingen 2o uit te voeren dat de drale I geen vin de fuassyste
men kon wegvallen, Hiertoe werd het infuussysteem bif de swivel plgeklemd en
ontkoppeld, de arteriéle catheter voorzichtig doorgespoten, het infuus met nieuwe
vioeistol gevuld en weer opnieuw aangesloten.

Uit oriénterende experimenten (tabel 111) bleek dat de intermitterende 24-uurs
infusie in het gebied van 0,28-0,80 mg MTX/kg/dag sterfte en antitumor effekten
pul. Op prond hiervan is de dosis 0,50 mg MTX/kg/dag verder onderzocht. Na één
week was het tumorvolume aan de regionale kant gemiddeld tot 81% afgenomen
(gemeten bij 9 dieren); de kontrole tumoren waren tot 160% toegenomen (gemeten
bl 6 dieren, tabel V), De andere kant toonde een toename tot respektievelijk 201%
e 218%, Hieruit volgt dat ook in dit intermitterende schema het antitumor effekt
vin teglonale infusie van MTX superieur is aan de systemische toediening ervan bij
dezelfde mate van toxiciteit. De derde vraagstelling kan dus positief beantwoord
worden.

TABEL I
ORIENTERENDE TOXICITEIT EN ANTITUMOR EFFEKT VAN MTX IN HET INTER-

MITTERENDE SCHEMA

Dosls MTX Gemiddelde valumes na Gewicht na infusie  Mortaliteit

Green van de hlervoor genoemde 9 4+ 6 dieren is doodpgegann; gezien dit gegeven
is het goede antitumor effekt aan de infusie kant wel opmerkelijik omdat dit bij de
kontinue schema's pas bij een dosis in de buurt van de LD 50 gezien werd. Daarom
zijn de resultaten van intermitterende toediening van 0,50 mg MTX/kp/dag en van
kontinue toediening van 0,20 mg MTX/kg/dag nog eens onder elkaar gezet (tabal V),
Bij het intermitterende schema neem! het volume aan de infusiekant gemiddeld af
tot 81%. De bijbchorende kontrole waarde is 1600, Deze percentages zijn voor hel
kontinue schema respektievelijk 97% en 173%. Voor de beide schema's s de volume
afname, uitgedrukt als percentage van de bijbehorende kontrole waarde nan de reglos
nale kant, respektievelijk 51% en 55%. Het antitumor effekt van de hierboven pes
noemde behandelingen is dus ongeveer gelijk. De mortaliteit echter van fntermitie:
rend toegediend 0,50 mg MTX is signifikant lager dan van Kontinu loegediend
0,20 mg MTX (respektievelijk 0/9 en 13/26 dieren). Hieruit volgt dat de intermitte
rende toediening waarschijnlijk beter, in ieder geval niet slechter is dan de kKontinue,

TABEL V

TOXICITEIT EN ANTITUMOR EFFEKT VAN 0,50 mg MTX/kg/dag INTERMITTEREND VIR
GELEKEN MET 0,20 mg MTX/kg/dag KONTINU

mip/kp/dlag 7 dagen infusie als % als % van gewicht
van het beginvolume voor infusie
Regionaal Systemisch
0,28 110% 208% 88% 0/2
0,40 96% 174% 84% 1/3
0,56 94% 259% 81% 1/2
0,80 66% 178% 1% 3/3
TABEL IV

TOXICITEIT EN ANTITUMOR EFFEKT VAN 0,50 mg MTX/kg/dag IN HET INTERMIT-
TERENDE SCHEMA

Duosly MTX Gemiddelde volumes na Gewicht na infusie  Mortaliteit
mp/kp/dag 7 dagen infusie als % als % van gewicht
van het beginvolume voor infusie
Regionaal Systemisch

I'ysiologisch

zout 160% 218% 99% 0/a

0,50 81% 2019% 92% 0/9
O

Dosis MTX Gemiddelde volumes na Gewicht na infusle — Martalitel
mgfkg/dag 7 dagen infusie als % als % van gewieht
van het beginvolume voor infusle
Regionaal Systemisch
Intermit-
terend
schema:
fys, zout 160% 218% 99% 0/6
0,50 81% 201% 92% 0/
kontinu
schema:
fys. zout
(totaal) 173% 217% 100% 0724
0,20 96% 229% B8% 13/26
(L



KONKLUSIES EN BESCHOUWING

De konklusies uit het hiervoor beschreven onderzoek zijn:

1. Het model bij de rat is geschikt om de toxiciteit en het antitumor effekt van
regionaal en algemeen (systemisch) toegediend MTX te onderzoeken.

2. In het model is het antitumor effekt van 7 dagen kontinue regionale infusie
van MTX superieur aan de kontinue systemische toediening ervan.

3. Het antitumor effekt aan de regionale kant wordt pas bij een 2,98 maal hogere
dosis aan de systemische kant bereikt. Een deel van dit effekt is echter het gevolg
van andere faktoren dan MTX. zoals blijkt uit de resultaten van de fysiologisch zout
kontrole infusies. Wanneer wij een korrektie aanbrengen voor dit fysiologisch zout
elfekt, is de werkelijke winst van regionale infusie in dit model een faktor 2,0.

4. Qok is het antitumor effekt van 7 dagen kantinue regionale infusie van MTX
in kombinatie met 4 x daags CF intraperitoneaal (i.p.) superieur aan de systemische
toediening van MTX + 4 dd CF i.p.

5. Het schema MTX + 4 dd CF i.p. is waarschijnlijk slechter, in elk geval niet
beter dan MTX alleen.

6. In het diermodel is ook het antitumor effekt van intermitterende regionale
toediening van MTX: 2 x 24 uur intra-arteriéle infusie op dag | en 4, terwijl op de
dagen 2, 3. 5, 6 en 7 de catheter open wordt gehouden door de kontinue intra-arteri-
ele infusie van fysiologisch zout, superieur aan de intermitterende algemene toedie-
ning ervan.

7. Het intermitterende schema is waarschijnlijk beter, in elk geval niet slechter
dan de kontinue schema’s.

Voor elk der onderzochte schema’s bleek het antitumor effekt van regionale
toediening van MTX superieur aan de algemene toediening ervan. Bovendien werd
met het intermitterende schema een vergelijkbaar antitumor effekt bereikt bij een
geringere toxiciteit dan met de kontinue schema's. Gezien het [eit dat in de kliniek
regionaal MTX vrijwel steeds kontinu wordt toegediend en algemeen MTX alléén in
intermitterende schema’s goede resultaten geeft, suggereert het bovenstaande voor
de toepassing in de kliniek dat een kombinatie van de principes regionale infusie en
intermitterende toediening, dus gefraktioneerde intra-arteriéle toediening — zo dit
techniseh mogelijk is — voor geselokteerde patiénten oplimaal zou zijn, De gedachte
dut intermitterende toediening van eytostatica beter is dan kontinue wordt gesteund
door recente klinische pubuknﬂm w uit Ikt dut voor de toxiciteit en in veel




tijker 18 dan de doseringshoogte (Kenis e.a. 1970, Djerassi e.a. 1972, Goldie e.a.

[972), Qok de intrinsieke eigenschap van Vself limiting”” van MTX (zie hoofdstuk I)
plelt meer voor intermitterende dan voor kontinue toediening van dit cytostaticum.

Fen tweede veronderstelling die wij naar aanleiding van de resultaten van ons
underzoek voor de toepassing in de kliniek menen te mogen maken is de volgende:
in o diermodel blijkt de kombinatie van MTX + 4 dd CF intraperitoneaal (analoog
ain het schema bij de behandeling van hals-hoofd tumoren) zeker niet beter te
worlen dan MTX alleen. De reden hiervan kan zijn dal de kombinatie MTX + 4 dd
€1 de potentie van CF niet of onveldoende benut. Zoals reeds in hoofdstuk 1 werd
heschireven is het nut van CF empirisch vastgesteld. [n experimenten met de muizen
lenkemie L 1210 bleck de therapeutische breedte van de kombinatie MTX + CF
pocinger don van MTX alleen. Wanneer CF 12-24 uur nd MTX werd toegediend bleek
eeliter de kombinatie effektiever dan MTX alleen (Goldin e.a. 1955, 1966). Het
underzoek van Bagshawe (1969) sluit hierbij aan. Hij kombineerde kontinue intra-
venenze infusie van MTX met gelijktijdige toediening (i.m. of i.v.) van CF ter behan-
tuling vin choriontumoren. Hij vond dat de beste resultaten bereikt werden wanneer
O 2 % dangs intramusculair werd gegeven, Met 3 x daags intramusculair of 2 x daags
fntravenceus toegediend CF namen zowel de therapeutische als de toxische effekten
vl M'TX sterk af, Het metaboliet-antimetaboliet schema waarin CF 2 x daags intra-
st i werd toegediend was tenminste even effektief als MTX alleen, maar veel
minder toxisch, Het bovenstaande suggereert dat de werkzaamheid van MTX + CF
bif e Behandeling van hals-hoofd tumoren kan toenemen wanneer men CF 2 x daags
{pv. % duaps intramusculair doseert.

SAMENVATTING

Sedert 1964 is intra-arteriéle infusie met cytostatica in het Antoni van
Leeuwenhoek Ziekenhuis (Amsterdam) toegepast in kombinatie met radiotherapie
enfof chirurgie, ter behandeling van tumoren in het hals-hoofd gebied. Bijna altijd
werd methotrexaat gehruikt. In de laalste jaren is twijfel gerezen of intra-arteriéle
toediening van cytostatica superieur is aan de systemische toediening ervan. Tot nu
toe is de klinische evaluatie niet mogelijk door het kleine aantal patiénten dat in elk
behandelingscentrum afzonderlijk wordt gepresenteerd en het ontbreken van stan-
daardisatie van doseringsschema’s. Het leek daarom belangrijk meer informatie hier-
over te verkrijgen uit dicrexperimenteel onderzoek. De volgende vraagstellingen wer-
den hiervoor geformuleerd:

I. Is het mogelijk een geschikt diermodel te maken voor kontinue intra-arteriéle
infusie van methotrexaat (MTX)?

2. Is in dit model het antitumor effekt van regionale kontinue intra-arteriéle in-
fusie van MTX superieur aan dat van de kontinue systemische toediening cr-
van?

3.1s ook in een gefrakiioneerd doseringsschema het antitumor effekt van regio-
nale infusie van MTX superieur aan dat van de algemene toediening ervan?

De occlusieve catheterisatie van de a. carotis communis van de rat biedt een
goed model voor regionale infusie van een in één van de oorschelpen getransplan-
teerd rhabdomyosarcoom. Een symmetrisch in de andere oorschelp getransplanteer-
de tumor biedt de mogelijkheid de antitumor effekten van systemisch MTX in
hetzelfde dier te meten, en daarom ook altijd bij dezelfde mate van toxiciteit. De
fixatie van de catheter is zodanig gekonstrueerd dat de ral de verbinding niet kan
stuk trekken en toch volledige bewegingsvrijheid in zijn kooi behoudt.

De volgende schema’s met MTX werden in het diermodel onderzocht:
1. 7 dagen kontinue intra-arteriéle infusic van MTX.
_Hetzelfde schiema in kombinatie met Leucovorine (Caleii folinas, CF) intraperi-
toneaal (i.p.) elke 6 uur,
3. Intermitterende toediening van MTX: 2 x 24 uur intra-arteri€le infusie op dag |
en 4, terwijl op de dagen 2, 3, 5, 6 en 7 de catheter open wordt gehouden door
de kontinue intra-arteriéle infusie van fysiologisch zout.

(RS

De volgende resultaten konden met de experimenten worden verkregen:

1. Voor alle onderzochte doseringsschema’s is het antitumor effekt van regionale
intra-arteritle toediening van MTX superieur aan de systemische toediening
ervin,

2 Het antitumor effekl gan de nfusiekant van 7 dagen kontinue intra-arteritle
(fusie van MTX kan aen de andere kant alleen worden bereikt bij een 2,98 x
hopere dosts, Fen deel van dit effekt echter s hot resultaat van andere faktoren
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diun MTX (lokale heparine koncentratie, effeklen van de operatie) zoals blijkt
uit de fysiologisch zout kontrole infusies. Wanneer wij een korrektie aanbren-
pen voor dit " fysiologisch zout effekt”, dan is de werkelijke winst van kontinue
fegionale infusie in dit model een faktor 2,0.

A Het antitumor effekt van MTX in schema 2 was niet beter dan dat in schema 1,
win sells waarschijnlijk slechter.

J Sehiema 3 is waarschijnlijk beter, in elk geval niet slechter dan schema | en 2.

Deze resultaten, en wat hierover in de literatuur bekend is (hoofdstuk 1 en 11)
sippereren voor de toepassing in de kliniek:
i, D beste resultaten zouden bij geselekteerde patiénten kunnen worden bereikt
door beide principes regionale en gefraktioneerde toediening te kombineren,
s eon schema waarin MTX gefraktioneerd intra-arterieel wordt toegediend.
by, De pelijktijdige 4 x daagse intramusculaire toediening van Leucovorin (volgens
Sulllvan 1959) is waarschiinlijk niet het beste schema voor deze stof.

}

SUMMARY

Intra-arterial infusion chemotherapy has been carried out in the Antoni van
Leeuwenhoek Hospital (Amsterdam) as from 1964 as a planned adjuvant to radio-
therapy and/or surgery in far advanced head and neck cancer. In the vast majority of
cases methotrexate was used. In recent years the superiority of intra-arterial ad-
ministration of cytotoxic drugs on their systemic use has been questioned. Clinical
evaluation up until now has not been possible due to the small number of patients
treated in each separate centre and the lack of standardization of drug schedules. Tt
therefore seemed important to get further information from animal experimental
work. The following questions were posed:

1. Is it possible to set up an animal model suitable for continuous intra-arterial
infusion of methotrexate (MTX)?

_In this model, is the antitumour effect of regional continuous intra-arterial
infusion of MTX superior to that of the continuous systemic administration
thereof?

3. Also, in an intermittent dose schedule, is the antitumour effect of regional

intra-arterial infusion of MTX superior to that of the systemic administration
thercof?

% ]

In the rat, occlusive catheterization of a common carotid artery provides a
good model for regional infusion of a transplanted rhabdomyosarcoma in one
auricle. A symmetrically transplanted tumour in the other auricle makes it possible
to measure the antitumour effects of systemic MTX in the same animal, and there-
fore always at the same level of toxicity. The fixation of the catheter is constructed
in such a way that the rat cannot break it down and still retains free mobility within
his cage (chapter III and IV).

Concerning methotrexate the following schedules were investigated:

I. 7 days continuous intra-arterial infusion of MTX.

2. The same schedule combined with the 6-hourly intraperitoneal administration
of Leucovorin (Calcii folinas, CF).

3. Intermittent administration of MTX: 2 x 24 hour intra-arterial infusion on day

1 and 4, while on day 2, 3, 5, 6 and 7 the catheter is kept open by the

continuous intra-arterial infusion of saline.

The results gained from the experiments are:

1. For all investigated dose schedules the antitumour effect of regional intra-
arterial MTX is superior to ils systemic administration.

2. The antitumour effect of 7 days continuous intra-arterial infusion of MTX at
the infused side can be attained at the other side only at a 2,98 times higher
dose. Part of this effect, however, results from other factors than MTX (local
heparine concentration, effects of surgery) s evidenced by saline control in-
fusions, Applying a correction for this "saline effect™, the real gain ol regionul

15
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continuous mtrasarterial intusion in this model s o feetor af 2.0,

CThe antitumour effect attained with schedule no, 2 was no better than that of

sehedule no. 1 and even probably worse.,

,Sehedule no. 3 is probably better, in any case no worse than sehedule no. 1 and

)

L

These results and what is known in literature (chapter I and II) suggest for

elinteal application that:
i, The best results in selected patients might be obtained by combining both

b, Concomitantly 6-hourly administration of Leucovorin (after Sullivan 1959) is

16

prineiples: regional intra-arterial infusion and intermittent administration.

probably not the best schedule for the antidote.
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Sullivan e.a, Comeer 12, 12348 (1959),

3. In het onderzoek van Goffinet ¢.a, wordt, in tegenstelling tot wat ix he
schreven, de getransplanteerde hersentumor van de muis via de algemene
cirkulatic doorstroomd.

Goffinet e.a. Amer. J, Roentgen. 114, 7 (1972).

4. Het bedrag dal in Nederland aan kankerresearch wordt besteed (50 cent
per Nederlander per jaar van overheidswege, 40 cent door hot KW appe-
hauld} staat in geen enkele verhouding tot de ernst en de omvang van hel
kankerprobleem.

5. De overheid die jaarlijks ongeveer | miljard gulden aan tabakaceiing anl
vangt heeft de morele plicht tevens minimum maatregelen te trellen om
rokers tegen de nadelen van het roken te beschermen,

6. Indien 1 cent van de opbrengst per pakje sigarefien zou worden gereser-
veerd voor de preventie en behandeling van longkanker zou een bedrag
beschikbaar komen dat gelijk is aan het totaal van bedragen dat thans voor
de kankerresearch in zijn geheel word uilgegeven,

7. Tumoren, getransplanteerd in niet-ingeteelde dieren, bieden geen geschikt
objekt voor de bestudering van de werking van cytostatica.

8. Evenmin als het gelukt is de intra-arteriéle infusie van cytestatica in het
hals-hoofd gebied klinisch te evalueren, kan men de technische kompli-
katies goed beoordelen. Derhalve verdient het aanbeveling ook de tech-
nische komplikaties in een diermodel te evalueren.

9. De resultaten van de kaakoperatie volgens Caldwell-Luc zijn des te gunsti-
ger naarmate de indikaties minder zuiver op rhinogeen terrein liggen.

10. Een 2-jaarlijkse kontrole op cervixearcinoom kan de morbiditeit en morta-
liteit van deze ziekte belangrijk terupdringen,

11. Bij de behandeling vian het mammacarcinoom gaal de voorkeur uil naar
maximale “locoregional cure™, ook bij een primair gemetastaseerd stadium
van deze ziekte. Bij deze locoregionale behandeling dient ook altijd de
oksel volledig te warden behandeld.

12. Recente ontwikkelingen van de fotografie hebben het well afdmkken van
kleurennegatieven voor de amateur toegankelijk gemaakt,
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