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I. WIRKSAMKEIT

UKRAIN (NSC 631570) ist ein spezieller flUssiger Extrakt aus Schollkrautwurzel. Das ist ein
Komplex, welcher aus zwei zugelassenen Stoffen — Schéllkrautalkaloide und Thiotepa —
hergestellt wird (2, 9). Sein Qualitdatsnachweis ist im Deutschen Arzneibuch sowie
Pharmacopoea Austriaca beschrieben. Ukrain ist das erste und einzige Arzneimittel, welches
todlich fir die Krebszellen, aber nicht fiir die gesunden Zellen ist. Dies wurde in mehreren
Studien an renommierten Universitaten und Forschungsinstituten bewiesen, wie z. B.
National Cancer Institute (Bethesda, Maryland, USA), European Organisation for Research
and Treatment of Cancer (EORTC), Rochester University (USA), Institut Nacional de
Cancerologia (Mexiko City, Mexiko) u.a.

NSC 631570 ist wirksam gegen Krebs und gleichzeitig mehr als 300mal weniger toxisch als
seine Ausgangsstoffe ist (12, 39, 41, 59, 111, 141, 179). Durch zahlreiche in vitro, in vivo und
klinische Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass es in kleiner Dosis (5 mg)
immunmodulierende Eigenschaften hat (5, 8, 10, 14), und in groReren Dosierungen
malignozytolytisch wirkt (3, 6, 11). Der therapeutische Index von Ukrain ist 1250, was
ungewohnlich hoch fir ein Krebsmittel ist und seine gute Vertraglichkeit erklart
(therapeutischer Index ist Verhaltnis toxischer Dosis zu therapeutischer und spiegelt die
Sicherheit eines Arzneimittels wieder). Therapeutischer Index von den konventionellen
zytostatischen Priparaten liegt im Bereich 1,4-1,8 und ihre Uberdosierung kann fatale
Folgen haben.

Klinische Studie Phase |

Die klinische Studie Phase | wurde an 19 gesunden Probanden ambulant durchgefiihrt.
Auler ihrem allgemeinen klinischen Zustand, folgende Parameter wurden erhoben: Blutbild,
klinische Chemie, immunologische Werte, Elektrolyten, Mikroelemente, Neopterin. UKRAIN
(NSC 631570) wurde intramuskuldr oder intravends taglich, jeden zweiten oder jeden dritten
Tag in der Dosis 5 bis 50 mg flir 7 bis 40 Tag verabreicht. In einem besonderen Fall wurde das
Praparat in der Dosis 5 bis 50 mg wahrend drei Jahren in mehrere Behandlungszyklen geteilt
verabreicht (Gesamtdosis 3500 mg). Wahrend der Untersuchung wurden keine signifikanten
Anderungen im klinischen Status beobachtet. Bei intramuskuldrer Verabreichung haben die
Probanden gelegentlich lokale Schmerzen gespirt, einige haben von Schlafrigkeit, erh6htem
Durst und Polyuria berichtet. In einigen Fallen wurde ein leichter nichtsignifikanter
Korpertemperaturanstieg und geringfligige Blutdrucksenkung registriert. Schlussfolgernd
stellten die Autoren fest, dass NSC 631570 in Einzeldosierungen 5, 10, 20 und 50 mg von
gesunden Probanden gut vertragen wurden, auch bei lang andauernder Behandlung (37).

Die Dosisfindungsstudie (Phase 1)
Um die richtige Dosierung fir NSC 631570 zu finden, wurde eine klinische Phase Il Studie an

70 Krebspatienten im Endstadium durchgefiihrt. Die folgenden Parameter wurden ermittelt:
physiologische Werte (Herzfrequenz, Blutdruck, Korpertemperatur), Blutbild, klinische



Chemie, Elektrolyte, immunologische Werte. Das Ansprechen auf die Therapie wurde mittels
Rontgen, Ultraschall und Computertomographie (CT) beurteilt. NSC 631570 wurde
intramuskuldr oder intravends taglich, jeden zweiten, jeden dritten, vierten oder fiinften Tag
verabreicht. Einzeldosen waren 2,5, 5, 10, 15, 20 oder 25 mg aufsteigend (von 2,5 bis 25 mg),
absteigend von 25 bis 2,5 mg, oder konstant 5, 10, 15, 20 oder 25 mg. Die Dauer eines
Behandlungszyklus war 10-90 Tage. Die Pause zwischen den Zyklen variierte von 7 Tagen bis
zu 3 Monaten.

In allen Fallen wurde die Therapie mit NSC 631570 gut vertragen. Bei einigen Patienten
konnte Dosierung der Analgetika reduziert werden. Die Lebensqualitat verbesserte sich in
den meisten Fallen. Bei den Patienten wurden subjektive wie auch objektive Effekte
beobachtet, wie Kopfschmerzen, Schwindelgefiihl, Durst, Schwitzen, verstarktes Urinieren,
Fieber (mit Temperaturerhohung um 1-2 °C), Schmerzen im Tumor- und Metastasenbereich.
Es wurde auch erhohte Temperatur im Tumorbereich beobachtet. Kurzzeitige
Tumorschwellung, erhéhte Herzschlagfrequenz und geringfiigige Blutdrucksenkung wurden
auch beobachtet. Die Starke der Begleiterscheinungen korrelierte mit dem Ansprechen auf
die Behandlung. Bei voller Tumorremission wurden diese Begleiterscheinungen nicht mehr
beobachtet (21, 45).

Diese Begleiterscheinungen werden bei gesunden Probanden entweder nicht oder nicht in
diesem Ausmall beobachtet. So Ildsst sich vermuten, dass sie von den
Tumorzerfallsprodukten ausgeldst werden. Die Intensitat dieser Begleiterscheinungen kann
mit EntgiftungsmaBnahmen reduziert werden.

Nach letzten Erkenntnissen, um die besten Ergebnisse bei der Behandlung mit NSC 631570
zu erreichen, sollten hohe Dosen mit niedrigen abgewechselt werden. GroRe Dosen
zerstéren Tumore, niedrig dosierte Therapie hilft, Tumorzerfallsprodukte zu beseitigen.
Deshalb werden abwechselnde Dosen im Laufe der UKRAIN Therapie angewendet. Z.B., 5 mg
— ein Tag Pause — 20 mg, oder 5 mg — ein Tag Pause — 30 mg, 5 mg — ein Tag Pause — 40 mg
taglich oder jeden zweiten Tag. NSC 631570 kann mit 5% Glukose gemischt werden (bis zum
Gesamtvolumen 20 ml). Bei der Gabe von 20 mg NSC 631570 sollte Askorbinsdure in hoher
Dosierung (2-4 g) unmittelbar vor der Injektion verabreicht werden. Es gibt Berichte Uber
Tumorriickgange nach einer 10-tdgigen Therapie stationdr behandelter Patienten mit einer
taglichen Dosis von 20 mg intravends. Dank der angiogenischen Eigenschaften von NSC
631570 kann es die Abkapselung des Tumors bewirken, wonach die Tumormasse operativ
reduziert werden kann.

Die therapeutische Wirksamkeit von NSC 631570 (UKRAIN) wurde von mehreren klinischen
Forschern bestatigt und ist das Thema von zahlreichen Veroffentlichungen. Mehr als 40
Originalartikel dokumentieren die Behandlung von mehr als 750 Patienten, von welchen 332
in den kontrollierten klinischen Studien mit Ukrain behandelt wurden. Alle Forscher
beschreiben die Wirksamkeit und Unbedenklichkeit von Ukrain.

Klinische Studien Phase Il

UKRAIN kann die volle Regression des Haupttumors und auch der Metastasen bewirken. Bei
der Therapie von fortgeschrittenen Tumoren kann UKRAIN die gesamte Lebensqualitat
verbessern und die Uberlebenszeit verlangern. Das beweisen die Studien der Arbeitsgruppen



um Prof. Beger in Universitdat Ulm, Deutschland und von Prof. V. Zemskov in der Ukraine bei
Bauchspeicheldrisenkrebs (154, 182, 185, 187, 230, 247), sowie der Gruppen gefiihrt von
Prof. Bondar und Prof. Susak in der Ukraine bei Dick- und Mastdarmkrebs (55, 67, 112) und
Dr. Aschhoff (Deutschland) bei Prostatakrebs und anderen bosartigen Tumoren (144, 161,
188, 191, 201).

In einer offenen Studie wurden insgesamt 203 Krebspatienten in fortgeschrittenen Stadien,
bei welchen alle konventionellen Behandlungsmoglichkeiten bereits ausgeschopft waren
und die Krankheit schritt fort oder rezidivierte, mit NSC 631570 und teilweise (37,4%) lokaler
Tiefenhyperthermie behandelt. Bei 41 Patienten (20,2%) wurde volle Remission erreicht, bei
122 (60,1%) —Teilremission. Besonders gut haben Seminom und Prostatakrebs auf die
Behandlung angesprochen mit Remissionsrate von Gber 75% (144, 161).

Bauchspeicheldriisenkrebs

In einer kontrollierten randomisierten Studie von Prof. Beger et al. im Uniklinikum Ulm in
Deutschland wurde gezeigt, dass bei inoperablem fortgeschrittenem
Bauchspeicheldriisenkrebs die Uberlebensrate bei Anwendung von UKRAIN in Kombination
mit Gemcitabine verdoppelt wurde (182). Die lingste Uberlebenszeit in der Gemcitabine-
Gruppe war 19 Monate, in der Kombinationsgruppe UKRAIN + Gemcitabine 26 Monate, und
in der Gruppe, die eine Monotherapie mit UKRAIN erhielt, waren noch zwei Patienten nach
28 Monaten am Leben. Ukrain erwies sich als relativ gut vertraglich. Die Studienautoren
halten eine weitere Evaluierung von Ukrain fiir gerechtfertigt, zumal die Patienten auch ihre
Lebensqualitdt verbessert sahen (186).

Ukrain beim Bauchspeicheldriisenkrebs: palliative Therapie

Survival analysis in pancreatic cancer patients
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Gansauge, Beger et al: Langenbeck’s Archives of Surgery, 2002



Nach Abschluss der Studie wurden die Patienten weiterhin beobachtet. Dabei wurde
festgestellt, dass UKRAIN sehr gut vertragen wurde und allen Patienten problemlos auch
ambulant verabreicht werden konnte. Die UKRAIN Therapie brachte eine bedeutende
Verldngerung der Uberlebenszeit im Vergleich zur Therapie mit Gemcitabine allein. Die
Kombinationstherapie mit Gemcitabine und UKRAIN zeigte keinen Vorteil gegeniiber der
Monotherapie mit UKRAIN. Die Autoren der Studie schliefen daraus: ,Aufgrund dieser
Studie empfehlen wir die Behandlung von Patienten mit fortgeschrittenem
Bauchspeicheldriisenkrebs mit UKRAIN“ (187).

2007 wurden die Ergebnisse einer weiteren klinischen Studie derselben Forschungsgruppe
veroffentlicht. Diesmal wurde die Wirksamkeit der adjuvanten Anwendung von UKRAIN bei
Bauchspeicheldriisenkrebs nach der Operation demonstriert. Patienten wurden mit einer
Kombination aus UKRAIN und Gemcitabine behandelt. Die durchschnittliche Uberlebenszeit
betrug 33,8 Monate, die 5-Jahre-Uberlebensrate — 23,3% (diese Patienten sind am Leben),
was deutlich besser ist als Ergebnisse friiherer Studien ohne UKRAIN, bei denen die
durchschnittliche Uberlebenszeit 20,1 Monate und die 5-Jahre-Uberlebensrate 21% betrug
(http://content.nejm.org/cgi/content/abstract/350/12/1200). AuRerdem hat UKRAIN in
therapeutischer Dosis nur minimale Nebenwirkungen, verbessert die Lebensqualitiat der
Patienten und kann auch ambulant verabreicht werden, was dieses Praparat giinstig von den
konventionellen Chemotherapeutika unterscheidet.

Wieder unterstiitzt diese Veroffentlichung die Wirksamkeit und Sicherheit von UKRAIN, da
es eine betrachtliche Verlangerung der Uberlebenszeit im Vergleich mit anderen klinischen
Studien zeigt (247).

Adjuvante Behandlung beim Bauchspeicheldriisenkrebs: Vergleich von drei Studien

Autor Neoptolemos Kurosaki Gansauge
Jahr 2001 2004 2007
Patientenzahl 238 16 30
Therapie 5-FU/FS Gemcitabine NSC 63157.0/
Gemcitabine

Rezidivfreie k. A. 16,8 Mo. 26 Mo.
Uberlebenszeit
Mediane

19,7 Mo. 20,4 Mo. 37,6 Mo.

Uberlebenszeit

Andere Forscher haben auch die Wirksamkeit von UKRAIN bei Bauchspeicheldriisenkrebs
bestatigt (205, 208, 209), wobei in einer Studie partielle Remissionen bei 85,7% der Fille
erreicht werden konnten (207). Die langste Uberlebenszeit bei der palliativen Behandlung
war mehr als 6 Jahre (185, 186).

Es wurden die histologischen Veranderungen grindlich untersucht, welche Ukrain im
pankreatischen Tumor sowie umliegenden Gewebe hervorruft. Es wurde festgestellt, dass


http://content.nejm.org/cgi/content/abstract/350/12/1200

Ukrain die fibrotische und sklerotische Transformation des Tumors bewirkt. Perivaskuldre
Sklerosierung tritt ebenfalls auf (206).

Dickdarmkarzinom

In einer kontrollierten randomisierten Studie U(iber Dickdarmkrebs der Nationalen
Medizinischen Universitat Kiew, Ukraine, wurden Patienten mit UKRAIN oder mit 5-
Fluorouracil (5-FU) und Strahlentherapie behandelt. In der mit UKRAIN behandelten Gruppe
betrug die Uberlebensrate nach 21 Monaten 78,6%, in der mit 5-FU und Strahlentherapie
behandelten Gruppe nur 33,3% (67, 108).

Im Rahmen einer randomisierten Studie bei rektalen Karzinomen am Regionalkrebszentrum
in Donetsk, Ukraine, erhielten Patienten entweder hoch dosierte Strahlentherapie und 5-FU
vor der Operation oder eine Therapie mit Ukrain: eine Serie vor der Operation (10 mg jeden
zweiten Tag bis zu einer Gesamtdosis von 60 mg) und eine Serie danach (bis zu einer
Gesamtdosis von 40 mg). Wahrend der folgenden 14 Monate hatten 6 Patienten (25%), die
5-FU und Strahlentherapie erhalten hatten, Rezidive, aber nur 2 Patienten (8,3%) in der
UKRAIN-Gruppe. Wahrend der folgenden zwei Jahre hatten 8 Patienten (33,3%), die 5-FU
und Strahlentherapie erhalten hatten, Rezidive, aber nur 4 Patienten (16,7%), die mit
UKRAIN behandelt worden waren (112). Jetzt, 12 Jahre nach der Publikation sind 18 von 24
Patienten (75%) aus der UKRAIN-Gruppe noch immer am Leben.

Prostatakarzinom

Die Wirksamkeit von UKRAIN wurde auch in einer kontrollierten Studie bei Prostatakrebs
klinisch bestatigt. Die Patienten waren bereits nach konventionellen Therapieprotokollen
voll durchtherapiert worden und es stand bei diesen infolge des Wiederauftretens und/oder
Fortschreitens der Erkrankung kein weiteres Therapieprotokoll mehr zur Verfiigung. Die
Patienten wurden mit UKRAIN und teilweise gleichzeitig mit lokaler Hyperthermie
behandelt. Dabei wurden folgende Ergebnisse erzielt: volle Remission bei 54 Patienten
(73%), partielle Remission bei 16 Patienten (22%). Nur bei 4 Patienten (5%) konnte kein
Einfluss auf den Krankheitsverlauf erzielt werden (201).

Gesamtanzahl der

. Vollremission Teilremission  Tumorprogression
Patienten
74 54 16 4
100% 73% 22% 5%

Die gute Wirksamkeit von Ukrain bei Prostatakarzinomen wurde in einer weiteren Studie
bestatigt (155).



Brustkrebs

Im Rahmen einer kontrollierten klinischen Studie der Universitdt Grodno, Belarus, wurden
bei Brustkrebspatientinnen nach der Behandlung mit UKRAIN eine Verhartung des Tumors,
leichtes Ansteigen der TumorgroBe (5-10%) und Proliferation (Vermehrung) der
Bindegewebe beobachtet. Das Verhaltnis der T4/T8 Lymphozyten (weille Blutkérperchen)
stieg um ca. 30% an. Die Tumore erschienen harter und leicht vergréert nach der UKRAIN-
Therapie und waren durch Ultraschall- oder radiologische Untersuchung leichter zu
erkennen. Metastatische Lymphknoten waren ebenfalls verhartet und sklerotisch. So waren
die Tumore und die befallenen Lymphknoten deutlich vom gesunden Gewebe abgegrenzt
und deshalb leichter zu entfernen. Komplikationen wie verlangerte Lymphorrhoe (Ausfluss
von Lymphe aus krankhaft verdanderten LymphgefalRen), Hautnekrose (Hautabsterben),
Wundeiterung und Lungenentziindung sind bei den Patienten aus der UKRAIN-Gruppe um
ca. 50% seltener aufgetreten im Vergleich zur Kontrollgruppe. Basierend auf den Ergebnissen
dieser Studie empfehlen die Autoren den Einsatz von UKRAIN in hoherer Dosis vor jeder
Brustoperation (54, 68-70). Auch andere Parameter wurden bei diesen Patientinnen erfasst,
wie z. B. Hormonspiegel (T3, T4, Kortisol, Progesteron, Estradiol, Prolaktin; 71),
Immunparameter (Lymphozyten, Immunglobuline, Komplement, phagozytische Aktivitat;
72), morphologische und zytochemische Verdanderungen (73, 110), Aminosdure und ihre
Derivate im Blutplasma (74, 109) und Tumorgewebe (75).

In einer Reihe von Publikationen haben die Wissenschafter die Wirkung von Ukrain auf
verschiedene Parameter der Brustkrebspatientinnen erforscht (157-160). Bessere Ergebnisse
wurden bei hoherer Dosierung erreicht. Fast alle Patienten merkten Verbesserung des
Allgemeinzustandes, des Appetits und des Schlafs. Bei der Operation prasentierten sich der
Haupttumore und befallene Lymphknoten sklerosiert und vom gesunden Gewebe gut
abgegrenzt, was die chirurgische Entfernung stark erleichterte (158). Im Tumorgewebe
wurde erhohte Konzentrationen der Aminosaure Prolin gefunden, was auf eine vermehrte
Bildung des Bindegewebes hindeutet, welches den Tumor vom gesunden Gewebe abgrenzt
(159). Unter dem Einfluss von Ukrain hat sich die Aminosaurebalance verbessert (160).

Blasenkrebs

In einer Studie bei Blasenkrebs wurde bei 3 Patienten volle Remission wahrend 6 Monate
beobachtet (113, 137).

Biochemische Untersuchungen haben ergeben, dass Ukrain dabei auf glinstige Weise den
Aminosaurenstoffwechsel beeinflusst (156).
Malignes Melanom

Die erste Publikation Gber die Anwendung von UKRAIN bei malignem Melanom beschreibt
das Erreichen voller Remission bei einer Patientin mit Lungenmetastasen (91).



Eine lang andauernde Remission (mehr als 10 Jahre ohne Rezidiv) wurde bei einem
Patienten mit malignem noduldrem Melanom nach der Behandlung mit NSC 631570
beobachtet. Zu Beginn der Therapie mit Ukrain waren bereits Lebermetastasen vorhanden
und Melanin wurde im Urin ausgeschieden (92).

Um die Wirkung von NSC 631570 alleine und in Kombination mit den so genannten
Pathogen-assoziierten Molekiilen (PAM) auf den Zellzyklus und die Induzierung der
Apoptose in den murinen Melanomzellen zu vergleichen, wurden zwei Melanomzelllinien
MM-4 und MM-4M2 mit verschiedenen biologischen Eigenschaften (Zellteilungsrate,
hematogene Metastasierung, Empfindlichkeit zur TNF-induzierten Apoptose) verwendet. Die
Induktion der Apoptose und Zellenviabilitit wurden mittels Trypanblautest, DNA-
Gelelektrophorese, Durchflusszytometrie und nach morphologischen Kriterien beurteilt. Die
Zellzyklusverteilung der Tumorzellen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die
Behandlung mit NSC 631570 bewirkte die Apoptose in den beiden Zelllinien auf dosis-
abhdngige Weise. Jedoch war die Melanomzelllinie mit der starker ausgepragten
Metastasierung mehr empfindlich. Kombinierte Anwendung von NSC 631570 und PAM war
aber mehr wirksam gegen die Zelllinie mit dem niedrigeren Metastasierungspotential (261).

Gehirntumore

UKRAIN wird erfolgreich auch in der Behandlung von Gehirntumoren angewendet (101,
102).

In einem systematischen Ubersichtsartikel Gber die bis jetzt durchgefiihrten klinischen
Studien mit NSC 631570 stellen die Forscher der Universities of Exeter & Plymouth fest, dass
die Daten aus den randomisierten klinischen Studien auf einen Potential von NSC 631570 als
Krebsmittel hindeuten (238).

Bosartige gyndkologische Tumore

Bereits friher wurde Uber erfolgreiche Anwendung von UKRAIN bei Eierstockkrebs berichtet
(97). Auch in den Testversuchen von National Cancer Institute (Bethesda, Maryland, USA)
war NSC 631570 toxisch gegen alle getesteten Eierstockkrebszelllinien (190). Andere
Autoren berichteten auch von guten Ergebnissen bei der Behandlung von Zervixkarzinomen
(27, 96).

Anreicherung von NSC 631570 im Tumorgewebe nachgewiesen durch Autofluoreszenz

Die selektive Wirkung von UKRAIN auf Krebszellen wurde auch mittels seiner
Autofluoreszenz im UV-Licht bestatigt (4). Zum ersten Mal wurde diese Eigenschaft von
UKRAIN beim 13. Internationalen Kongress fiir Chemotherapie in Wien im Jahre 1983
prasentiert. In dieser Arbeit wurde durch Autofluoreszenz im UV-Licht nachgewiesen, dass
sich UKRAIN selektiv in Krebszellen anreichert. Die Anreicherung von Ukrain in den



Krebszellen hangt mit der Wirksamkeit des Praparates zusammen. Mit dem Ausscheiden des
Praparates aus dem Korper lasst auch die Intensitat der Fluoreszenz nach (1).

Gleichzeitig wurden bei diesem Kongress erste Berichte Uber erfolgreiche Anwendung des
Praparates in der Behandlung von Krebspatienten im Endstadium prasentiert, bei welchen
alle Moglichkeiten der Standardtherapie bereits ausgeschopft waren. Trotz der tristen
Prognose hat UKRAIN bei einem Teil der Patienten eine volle Remission bewirkt und einige
von ihnen leben bis heute.

Ukrain (NSC 631570): Autofluoreszenz im UV-Licht

In ultraviolettem Licht fluoresziert UKRAIN im gelblich-griinen Bereich des Spektrums. Die
Exzitationsfrequenzen liegen im Bereich von 220 bis 490 nm. Die Spektralbreite der Fluoreszenz liegt
zwischen 410 und 665 nm (4).

Diinnschicht-Chromatographie-Platte mit Tropfen von UKRAIN unter UV-Licht: Auf der linken Seite ist
UKRAIN in einer Konzentration von 10 mg/ml in dest. Wasser zu sehen, danach eine Reihe von
Lésungen mit einem Faktor von jeweils 10 (1 mg/ml; 0.1 mg/ml|,...).
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Patientin N.E. in normalem Licht, weiblich, 82 Jahre alt. 1% Jahre Anamnese (iber multiple und
exulzerierende Basaliome in dem Gebiet zwischen Wange und Nase.

Dieselbe Patientin unter UV-Licht bei 254 nm drei Minuten nach der ersten intramuskuléren Injektion
von 5 ml UKRAIN Starke Fluoreszenz der Tumore und des umgebenden Gewebes ist sichtbar. Eine
UKRAIN-Injektion, die nach einer Woche gegeben wurde, ergab nur schwache Fluoreszenz. Eine
betriichtliche Riickbildung der Tumoren wurde auch beobachtet.
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FALLBESCHREIBUNGEN

AuRer mehreren klinischen Studien, wurde Ukrain von zahlreichen Arzten auch auRerhalb
Studien angewendet. Berichte darliber vervollstandigen das Bild der klinischen Anwendung
des Praparates Ukrain.

Brustkrebs

Arzte berichten tiber erfolgreiche Behandlung einer Brustkrebspatientin im Stadium IV. Nach
der Therapie mit UKRAIN hat sich der Tumor verkleinert und war leicht zu entfernen (162).

Auch andere Arzte berichteten iiber erfolgreiche Behandlung von Brustkrebspatientinnen
(94, 95), in einem Fall war es ein rezidivierendes Brustkarzinom mit Lungenmetastasen (94).

Sarkome

Neben haufigen Krebsarten sind es auch die viel selteneren Sarkomen, die ein echtes
Problem darstellen, da sehr resistent zur Behandlung sind (93). Umso interessanter ist der
Fall, wo ein retroperitoneales Synovialsarkom mit UKRAIN mit Erfolg behandelt wurde. Die
Patientin war zur Zeit der Publikation, also 4 Jahre nach der Beginn der Therapie mit Ukrain
in voller Remission (163).

Das Ewing-Sarkom entsteht durch ein Tumorwachstum, welches von den Bindegewebezellen
des Knochenmarks ausgeht. Mit einer Haufigkeit von 3 Erkrankungsfallen pro 1 Million
Menschen handelt es sich um eine seltene Krankheit. Das Ewing-Sarkom kann am gesamten
Skelett auftreten. Besonders haufig sind jedoch Beine, Beckenknochen, Schulterblatt und
Rippen betroffen. In der Regel erkranken Kinder in einem Alter zwischen 10 und 15 Jahren,
doch werden auch Kinder unter 10 Jahren davon betroffen
(http://www.medizinfo.de/krebs/kinder/knochensarkome.shtml).

Ein 9-jahriges Madchen aus Polen erkrankte am Ewing Sarkom. Das Madchen bekam
Chemotherapie und Bestrahlung, das Tumorwachstum konnte aber nicht aufgehalten
werden. Das Madchen wurde als austherapiert erklart (d.h. von der Schulmedizin
aufgegeben) und mit hoffnungslosen Aussichten nach Hause geschickt. Die Eltern fuhren mit
dem Kind nach Wien ins St. Anna Kinderspital, weil sie sich erhofften, hier eine bessere
arztliche Behandlung zu bekommen. Die Arzte fiihrten neue Untersuchungen durch und
mussten feststellen, dass auch sie nicht helfen konnten. Das komplette Repertoire der
Schulmedizin war aufgebraucht, trotzdem setzte sich das Tumorwachstum weiter fort. Zu
diesem Zeitpunkt horten die Eltern zufallig Gber Ukrain und kontaktierten Dr. Wassil
Nowicky. Am 21 Janner 1984 wurde die Behandlung mit Ukrain gestartet.

Nach einer 6-monatigen Therapie mit Ukrain wurde das Madchen im St. Anna Kinderspital
erneut untersucht und zum groRen Erstaunen der Arzte war nicht nur das Tumorwachstum
gestoppt, sondern bessere noch, der Tumor war kleiner geworden. Aber es gab immer noch
kein Interesse an Ukrain.
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Die Behandlung mit Ukrain wurde fortgesetzt, alle sechs Monate wurde auf Veranlassung
von Dr. Nowicky der Verlauf der Krankheit im St. Anna Kinderspital Gberprift. Auf diese
Weise wollte Dr. Nowicky das Interesse bei den Arzten an Ukrain wecken (leider vergeblich).

Allmahlich verschwand der Tumor géanzlich und bei einer Rontgenuntersuchung am 31.
Oktober 1990 zeigte sich, dass sich sogar der zerfressene Knochen regeneriert hatte (diese
Rontgenaufnahmen stammen aus dem St. Anna Kinderspital in Wien). Trotzdem hat dies das
Interesse der Arzte nicht geweckt und die Therapie mit Ukrain wurde von lhnen vollkommen
ignoriert (28).

Ewing-Sarkom, erstmalig diagnostiziert am 22. 11. 1983, histologisch bestdtigt, resistent
sowohl gegen Chemotherapie wie auch gegen Strahlenbehandlung. Die UKRAIN-Therapie

begann am 21. Jénner 1984 .

22.11.1983 18.1.1984 14.12.1984 31.10.1990

Ein 9 Jahre altes Mddchen hatte im November 1983 nach einer leichten Verletzung starke Schmerzen
im rechten Kniegelenk. Im Réntgenbild erkannte man ein Ewing- Sarkom in der Néhe des rechten
Wadenbeins. Im Krankenhaus wurde mit Chemo- und Kobalttherapie behandelt. Réntgenbilder
bestdtigten, dafs der Tumor weder auf die Bestrahlung noch auf die Chemotherapie angesprochen
hatte, und die Tumormasse stieg rasch an. Einen Monat nach dem Ende der Chemotherapie wurde
mit einer UKRAIN-Behandlung begonnen, in der Dosis von 5 mg i.m., insgesamt waren es 10
Injektionen, kombiniert mit értlicher tiefer Hyperthermie. Die erste Serie der UKRAIN-Therapie
bestand aus drei gleichen Behandlungsabldufen mit einer Pause von zwei Wochen dazwischen. Sechs
Serien dieser UKRAIN-Behandlung wurden im Verlauf eines Jahres verabreicht. Wiederholte
Réntgenaufnahmen zeigten eine Reduktion der Tumormasse.

Bei einem 10 Jahre alten Madchen wurde Ewing-Sarkom histologisch bestatigt. Sie wurde in
der Gruppe mit hohem Risiko der EICESS 92-Studie behandelt. Die MRI-Untersuchung des
Beckenbereiches am 1.9.1997 zeigte aber das Fortschreiten der Krankheit, welche somit
resistent sowohl gegen Chemotherapie wie auch Strahlenbehandlung war. Danach wurde
die Behandlung mit UKRAIN, kombiniert mit lokaler Hyperthermie, gestartet. Die Therapie
erfolgte mit 15 mg Ukrain in einer Infusion mit 250 ml Glukose und 5 g Vitamin C, gefolgt von
lokaler Hyperthermie-Behandlung. Die Behandlung wurde jeden zweiten Tag verabreicht, bis
zu einer Gesamtanzahl von 10 Therapiesitzungen. Die Kontroll-MRI-Untersuchung zeigte
keine Weiterentwicklung des Tumors. Nachfolgende Therapiezyklen bewirkten eine
Regression des Tumors. Bei einer MRI-Untersuchung nach 4 Jahren konnten keine Anzeichen
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eines Riickfalles oder von Metastasen festgestellt werden (115). Die Patientin lebt bis heute
und ist tumorfrei.

Ewing-Sarkom, erstmalig diagnostiziert am 18. 3. 1996, histologisch bestiitigt, resistent
sowohl gegen Chemotherapie wie auch Strahlenbehandlung. Die Behandlung mit UKRAIN
begann am 13. Oktober 1997 (115).

1.2.2000

1.9, 19597 1.9.1997 1.2.2001 1.2.2001

Die Patientin, ein 10 Jahre altes Mddchen, wurde in der Gruppe mit hohem Risiko der EICESS 92-
Studie behandelt. Die MRI-Untersuchung des Beckenbereiches am 1.9.1997 zeigte ein Fortschreiten
des zystisch-6dematésen Prozesses. Danach wurde sie mit Ukrain, kombiniert mit lokaler
Hyperthermie, behandelt. Die Therapie erfolgte mit 15 mg Ukrain in einer Infusion mit 250 ml Glukose
und 5 g Vitamin C, gefolgt von lokaler Hyperthermie-Behandlung. Die Behandlung wurde jeden
zweiten Tag verabreicht, bis zu einer Gesamtanzahl von 10 Therapiesitzungen. Die MRI-Untersuchung
am 8.1.1998 zeigte keine Weiterentwicklung des Tumors. Nachfolgende Therapiezyklen bewirkten
eine Regression des Tumors (siehe MRl am 15.6.1999 und 1.2.2000). MRl am 1.2.2001: Restlicher
zystischer Defekt im rechten Femur (Oberschenkelknochen), der bereits in vorangegangenen
Untersuchungen beobachtet worden war. Keine Anzeichen eines Riickfalles oder von Metastasen.

In vitro Studien (Zellkulturstudien) der Wissenschafter der Universitat Tlbingen beweisen
die Wirksamkeit von Ukrain bei Ewing Sarkom. Diese Studien sowie die klinischen Erfolge z.B.
von Dr. Aschhoff, wurden dem Gesundheitsministerium wiederholt vorgelegt. In der Klinik
von Dr. Aschhoff wurden ,Krebspatienten behandelt, deren Erkrankung bereits durch
scholastische Therapieprotokolle voll durchtherapiert worden waren und bei denen infolge
Rezidivierung und/oder Progress kein weiteres Therapieprotokoll mehr zur Verfiigung stand,
sich also in einer ,austherapierten” Situation befanden.” (161) Und bei diesen von der
Schulmedizin aufgegebenen Patienten erreichte Dr. Aschhoff mit Hilfe von Ukrain bei Ewing
Sarkomen eine Vollremissionsrate von 50%.

Nierenkarzinom

NSC 631570 wurde fir die Behandlung eines Nierenkarzinomspatienten angewendet,
nachdem die Behandlung mit Vinblastin erfolglos war und der Tumor Metastasen
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ausgebreitet hat. Eine volle Remission wurde durch Ukrain Therapie erreicht, welche zur Zeit
der Publikation bereits 32 Monate dauerte (164).

Hodenkrebs

NSC 631570 wurde in der kombinierten Behandlung eines Nichtseminompatienten
eingesetzt und bewirkte die Besserung seiner immunologischen Befunde (98).
Speiserohrenkarzinom

Die Behandlung eines Speiserohrenkrebspatienten mit NSC 631570 hat zu einer dauerhaften
Remission gefiihrt (99).

Blasenkrebs (Urothelkarzinom)

Es wird ein Fall einer erfolgreichen Behandlung des Urothelkarzinoms mit NSC 631570
beschrieben. Die Autoren berichten Uber eine langfristige Remission und verbesserte
Lebensqualitat des Patienten (100).

Neuroblastom

Nach dem Scheitern der Chemotherapie wurde der kleine Patient mit NSC 631570
behandelt. Die Tumormarkerwerte sind gefallen, die Metastasen haben auf die Therapie gut
angesprochen und die Lebensqualitat des Patienten verbesserte sich (116).

Angeborene Krankheiten

Tuberdse Sklerose

Als Beispiel der Anwendung von NSC 631570 bei angeborenen Krankheiten kann der Fall
eines Madchens mit tuberdser Sklerose erwahnt werden. Nach der erfolgreichen
Behandlung ist die Patientin jetzt eine erwachsene Frau und hat einen gesunden Sohn zur
Welt gebracht (210).

Generalisierte Lymphangiomatose

In einer weiteren Publikation wird die erfolgreiche Behandlung einer anderen schweren
angeborenen Krankheit, der generalisierten Lymphangiomatose, beschrieben (211).

Der dreijahrige Stefan Dan mit der Diagnose ,Generalisierte Lymphangiomatose" wurde

1995 von den Arzten als austherapiert nach Hause geschickt. Um die Eltern zu ,trdsten",
wurde ihnen gesagt, dal8 ihr Stefan nie im Leben sprechen und laufen wiirde kénnen. Nach
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zwei Jahren UKRAIN-Therapie durch einen praktischen Arzt konnte das Kind sehr wohl
sprechen und auch laufen. Die Therapie mit Ukrain wurde aber abgebrochen. Der Tumor
begann daraufhin zu wachsen und verursachte eine Kompression des Rickenmarks. Stefan -
mittlerweile acht Jahre alt - wurde operiert. Trotz des operativen Eingriffes hat sich der
Zustand des kleinen Patienten stdndig verschlechtert, so da’ er an ein Beatmungsgerat
angeschlossen werden musste. Es trat eine Querschnittlahmung auf. In diesem Zustand
wurde das Kind in hausliche Pflege entlassen. Um seine Schmerzen zu lindern, musste man
ihm viermal pro Tag Morphium verabreichen, seine Atmung musste durch einen
Heimrespirator unterstiitzt werden. Jetzt empfahlen die Arzte den Eltern, sich doch wieder
der UKRAIN-Therapie zuzuwenden. Der Zustand des Kindes konnte durch die UKRAIN-
Therapie zwar verbessert werden, Stefan kann sprechen, lesen, ist hoch intelligent, wird
aber nie mehr gehen kénnen.

Mehr dartiber erfahren Sie hier: http://www.ukrin.com/de/taxonomy/term/16 sowie auch
im Buch ,Krebsmittel Ukrain, Kriminalgeschichte einer Verhinderung” von Dr. Eleonore
Thun-Hohenstein, Molden Verlag, Seite 7-9 ,Ich méchte Leid lindern“ und Anhang Seite 185
- 188 ,Zusammenfassen der Krankengeschichte von Stefan Dan”.

Xeroderma pigmentosum

Xeroderma pigmentosum (XP) ist eine Hautkrankheit, die auf einem genetischen Defekt
beruht und den Chromosomenbruchsyndromen zuzuordnen ist. Sie ist eine sehr seltene
Krankheit, regional unterschiedlich liegt die Haufigkeit zwischen 1:40.000 (Japan) und
1:250.000 (USA); in den USA leben ungefdahr 250 Menschen mit dokumentierter XP, in
Deutschland etwa 50, die meisten davon sind Kinder. Die Lebenserwartung dieser Patienten
ist unbehandelt gering, in der Regel sterben sie im ersten Lebensjahrzehnt. Da die
Betroffenen das Sonnenlicht meiden missen und, wie erwahnt, in der Mehrheit Kinder sind,
existiert der umgangssprachliche Begriff Mondscheinkinder fiir die Betroffenen. Treffen UV-
Strahlen auf die Haut des Patienten, bilden sich zuerst Entziindungen, spater warzenahnliche
Gebilde, die sich zu malignen Hautkrebsformen entwickeln kdénnen. Besonders die
Ublicherweise dem Sonnenlicht ausgesetzten Hautpartien wie Gesicht, Augen und Arme sind
davon betroffen. Das Hautkrebsrisiko der Betroffenen liegt Gber 2000-mal héher als bei
gesunden Menschen.

Ein Bericht Uiber die erfolgreiche Anwendung von Ukrain bei einem XP-Patienten spricht
dafiir, dass dieses Prdparat auch bei dieser angeborenen Erkrankung den Patienten sehr
behilflich sein kann (212).
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Ukrain (NSC-631570) bei Xeroderma pigmentosum

Beim Patient S.S., geboren 1996, wurde im Alter von 10 Monaten Xeroderma pigmentosum
diagnostiziert. Bis zum Alter von 3 Jahren hat sich die Zahl von Xeroderma-Lésionen deutlich
vergrofSert. Im Mai 2002 wurde Hautkrebs (Plattenepithelkarzinom) im Nasenbereich
diagnostiziert, TANXMO. Die Diagnose wurde histologisch verifiziert. Im Zeitraum Mai-Juli
2002 wurden 3 Chemotherapie-Zyklen (Cyclophosphamid, Vinkristin, Vinblastin) durchgefiihrt.
Die Behandlung war erfolglos, die Tumore sind gewachsen. Bei der Untersuchung im April
2004 wurde malignes Melanom im Nasenbereich mit der Invasion in die Knorpelstrukturen
und Deformation der Nase, Grofse 3x3 cm, diagnostiziert. Am 20. Mai wurde die Therapie mit
Ukrain eingeleitet, 5 mg intravenés zweimal pro Woche, bis zur Gesamtdosis 85 mg. Ein
Monat nach der letzten Ukrain-Injektion ist eine volle Tumorregression mit
Bindegeweberestitution zu verzeichnen. Die Situation mit Xeroderma-Ldsionen hat sich
tiberall auf dem Kérper verbessert.

Photo 1. Patient S.S. vor der Photo 2. Autofluoreszenz von Photo 3. Patient S.S. im
Therapie mit Ukrain. Destruirend-  Ukrain im Bereich des Melanoms  Dezember 2004. Volle
invasives malignes Melanom der  unter UV-Licht wihrend der Tumorregression mit
Nase. ersten intravendsen Bindegeweberestitution.

Verabreichung. Mai 2004.
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ANTIVIRALE EIGENSCHAFTEN

Die Wissenschafter aus St. Petersburg haben die antiviralen Eigenschaften von Ukrain in
ihren Arbeiten mit Hepatitis C benutzt. Sie konnten zeigten, dass UKRAIN in der optimal
gewahlten Dosierung bei 40 von 56 Patienten (80%) die Eliminierung des Virus aus dem Blut
bewirkte (165).

In ihrer weiteren Studie haben die Forscher dieser Gruppe die klinische Anwendung von NSC
631570 in verschiedener Dosierungen mit dem rekombinanten humanen Interferon-alpha-
2b (IFN) bei 75 Patienten mit chronischer Hepatitis C verglichen. Die besten Ergebnisse
wurden mit Ukrain in der Einzeldosis 1 mg erzielt (203).

In einigen Publikationen wird potentielles Nutzen der Behandlung mit NSC 631570 bei AIDS
diskutiert. Die Autoren schreiben, zum Beispiel, Uber verbesserte immunologische
Parameter nach der Therapie (103).

Die antiviralen und insbesondere antigrippalen Eigenschaften von NSC 631570 wurden in
Experimenten in vivo bestatigt (42, 51, 52, 88, 90).

DIE INHIBIERUNG DER TUMORALEN ANGIOGENESE

UKRAIN unterdriickt die Neubildung von BlutgefdRen, die einen Tumor versorgen. Dank
dieser antiangiogenischen Eigenschaften bewirkt die prdoperative Gabe von UKRAIN eine
bessere Abgrenzung der Tumore vom gesunden Gewebe und die Tumorabkapselung. Dies
erleichtert die chirurgische Entfernung des Tumors, was in den Universitatsstudien bei
Brustkrebs belegt wurde (68-73, 114). Es wird empfohlen, die Tumorlast 7-10 Tage nach
Therapiebeginn nach Méglichkeit chirurgisch zu reduzieren.

In Laborversuchen hat NSC 631570 die Vermehrung der menschlichen Endothelzellen auf
dosis-abhdngige Weise unterdriickt, ohne dabei die zytotoxischen Eigenschaften zu
realisieren. Am Modell der Kapillarenbildung wurde die Inhibierung von Angiogenese
beobachtet. Die tumorale Angiogenese ist die Neubildung von GefdBen, die einen
wachsenden Tumor mit Nahrstoffen versorgen und welche von kritischer Bedeutung fiir das
Tumorwachstum sind (136).
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Hemmung der Sprossen durch Ukrain (NSC 631570) im endothelialen Sphéroid-Modell
+20 pg/ml Ukrain +50 pg/ml Ukrain

+VEGF

Bauchspeicheldriisen-Adenokarzinom. Préoperative Behandlung mit Ukrain, insgesamt 100 mg,
10 Tage vor der Operation (Pankreas-Duodenektomie=Bauchspeicheldriisen-
Zwélffingerdarmentfernung). Bildung einer Kapsel (A) rund um den Tumor. Die Krebszellen dringen in
diese Kapsel nicht ein. Massive Infiltration von Rundzellen an der Grenze der Tumorkapsel. H-e, x100.
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Pancreatisches Adenokarzinom. Priioperative Behandlung mit Ukrain, Gesamtdosis 100 mg, 10 Tage
vor der Pankreatikoduodenektomie. Tumornekrose (A), Inhibierung der Neugefdfbildung (Defekt in
der Kapillarwand, Defekt in der Endothelschicht, B). H-e, x200.

Pancreatisches Adenokarzinom. Préoperative Behandlung mit Ukrain, Gesamtdosis 100 mg, 10 Tage
vor der Pankreatikoduodenektomie. Tumornekrose (A), Inhibierung der Neugefdfbildung (Defekt in
der Kapillarwand, Defekt in der Endothelschicht, B). Zellkernverénderungen: Chromatindispersion (A)
und -fragmentierung (B), hydropische Degeneration im Zytoplasma (C). Eisen-Hematoxylin — van
Gieson, x500.

5
-
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DIE UNTERSUCHUNGEN IN VITRO
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Ergebnisse der Ukrain-Studie am National
Cancer Institute, Bethesda, Maryland,
USA

Die Wirkung der Ukrain-Behandlung auf
60 verschiedene menschliche
Krebszelllinien (solide Tumoren):
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Die klinisch beobachtete Wirksamkeit von NSC 631570 ist kein Zufall oder gar ,spontane
Selbstheilung” sondern eine Folge der Wirkungsmechanismen von UKRAIN, die in
zahlreichen Laborversuchen in vitro und in vivo nachgewiesen wurden. Bis heute wurde
UKRAIN an mehr als 100 Krebszelllinien und auch an gesunden Zellen getestet.

Unter anderem ist UKRAIN in den Zellstudien an National Cancer Institute (Bethesda,
Maryland, USA) an 60 Zelllinien geprift worden, welche acht wichtige menschliche bosartige
Tumore vertreten: Hirntumor, Eierstockkrebs, kleinzelliges und nichtkleinzelliges
Bronchialkarzinom, Dickdarmkrebs, Nierenkrebs, Leukdmie und Melanom. UKRAIN war
gegen alle diese Zelllinien toxisch wirksam (40, 190). Im Vergleich zu 5-Fluorouracil (5-FU)
und Gemcitabine, zwei Standardzytostatika zur Behandlung von Karzinomen der
Verdauungsorgane, erreichte UKRAIN bessere Ergebnisse. Bei diesen Versuchen hat es nicht
nur das Zelllinienwachstum gehemmt sondern auch die Krebszellen abgetétet.

Ergebnisse der Ukrain-Studie am National Cancer Institute, Bethesda, Maryland, USA

Ukrain bewirkte fiir beinahe alle Krebszelllinien Wachstumshemmung zwischen 50% und 100%,
welche sich bei héheren Konzentrationen (50 ug/ml) in einen zytolytischen Effekt verwandelte, der die
Reduktion der gesamten Zellmasse bewirkte. Die hichste Konzentration von Ukrain (50 ug/ml)
hemmte die Vermehrung von normalen Zellen (Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten, Prostata-
Epithelzellen) ohne jeglichen zytotoxischen Effekt. Das Chemotherapeutikum 5-Fluorouracil (NSC
19893), welches unter den gleichen Bedingungen untersucht wurde, hemmte das Wachstum
vollstdndig nur bei einigen wenigen Linien mit extrem hohen Konzentrationen (500 ug/ml), wéhrend
eine Reduktion der Zellmasse niemals beobachtet wurde.

Percentage of Cell Growth
100%

50% Growth Inhibition

100%: Growth Inhibition

50% Loss of Cell Biomass

100% Loss of Cell Biomass

Vergleich der Toxizitdt von Ukrain (NSC 631570) und 5-Fluorouracil (NSC 19893) gegen
verschiedene Krebszelllinien.
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Die zytostatische Wirkung von NSC 631570 auf die Krebszelllinien M-Hela und Hep-2/0-6-5
war starker ausgepragt im Vergleich zum synthetischen Praparat Oliphen (61).

Im Experiment hat Ukrain das Wachstum von vier Ewing-Sarkomzelllinien auf zeit- und
dosisabhdngige Weise gehemmt. In diesen Versuchen war seine Wirkung starker ausgepragt
als jene von Thiotepa (243, diskutiert in 244).

In einer Arbeit an Ehrlichschen Karzinomzellen und Lympholeukemie P-388 haben die
Autoren gezeigt, dass die Empfindlichkeit der malignen Zellen zu Ukrain stark von der
Zellzyklusphase abhdngt, wobei das erste Maximum der Empfindlichkeit auf das Ende der
Phase G1 fallt und das zweite — auf die Phase G2 (148).

In einer Studie wurde der Einfluss von Glukose, Bernsteinsdure, pH-Wert und erhohter
Temperatur auf die Wirksamkeit von Ukrain gegen Krebszellen in vitro untersucht. Glukose
verminderte die zytotoxische Wirkung von Ukrain, Bernsteinsdure verstirkte sie. Am
starksten war die Wirkung bei pH 7,3-8,0, und die Temperatur von 41,5 C hatte keinen
Einfluss auf die Wirkung von Ukrain (117).

SELEKTIVE WIRKUNG VON NSC 631570

In Vergleichsstudien wurde Ukrain an 18 bdsartigen und 12 normalen Zelllinien unter
identischen Bedingungen getestet (36, 38, 63, 143, 147, 149, 181, 184, 190, 245, 255). Diese
Experimente haben alle Zweifel hinsichtlich der selektiven Wirkung von UKRAIN aufgeraumt.
Die zahlreichen Arbeiten haben bewiesen, dass Ukrain das erste und einzige
Krebsmedikament ist, das toxisch fir Krebszellen, jedoch nicht fiir gesunde Zellen ist. Das
erklart auch seine gute Vertraglichkeit bei klinischer Anwendung.

Erste Hinweise auf die selektive Wirkung von UKRAIN auf Krebszellen lieferte eine frihe
Studie aus dem Jahre 1976 von der Bundesstaatlichen Anstalt fir Experimentell-
Pharmakologische und Balneologische Untersuchungen, welche einen unterschiedlichen
Sauerstoffverbrauch durch normale Leberzellen und aszitische Zellen des Ehrlichschen
Tumors nach der Inkubation mit UKRAIN feststellte (38).

Etwa zur selben Zeit haben die Forscher der Wiener Universitat fir Bodenkultur die
hemmende Wirkung von UKRAIN auf die Vermehrung von bdsartigen und normalen Zellen
verglichen. Um eine 50%-Wachstumshemmung zu erreichen, musste bei normalen
endothelialen Zellen eine zehnfache Konzentration von NSC 631570 im Vergleich zu einer
menschlichen Osteosarkomzelllinie verwendet werden. Laserabtastungsmikroskopie zeigte
ein hohes Aufnahmevermogen von UKRAIN in bdsartigen Zellen, wahrend die Aufnahme in
normalen Zellen unter denselben experimentellen Bedingungen wesentlich niedriger war
(36).

23




Der unterschiedliche Einfluss von Ukrain auf den Sauerstoffverbrauch in gesunden Zellen
und Krebszellen

Ehrlich’s mice ascites tumour suspension Sediment from guinea pig liver homogenate
added volume: 0.005 ml added volume: 0.4 mi

Ukrain

UKRAIN
(solvent)
addition

UKRAIN
(solvent)
addition

|

uninfiuenced O,- consumption
of cell suspension

»
.

H,O test (solvent)

O.-content in test tube [%)]
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»

H:O test (solvent)
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Time after start of test [min]

Time after start of test [min]
Einfluss des Ukrain auf den Sauerstoffverbrauch Einfluss des Ukrain auf den Sauerstoffverbrauch

in malignen (bdésartigen) Zellen (Ehrlichsche in normalen Zellen (Sediment
Médiuseaszites Tumor-Suspension.)

aus dem
Homogenat der Leber eines Meerschweinchens.)

Die Aufnahme von Ukrain in Melanom-Zellen, verglichen mit normalen Zellen (in vitro)

Phasen-Kontrast Fluoreszenz

Melanom-Zellen Starke Aufnahme

Endotheliale Zellen Schwache Aufnahme

Ref: Hohenwarter O. et al. “Selective inhibition of in vitro cell growth by the anti-tumour drug Ukrain”
Drugs under Experimental Research (1992) S.1-4 (36)
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Diese selektive Wirkung von Ukrain auf die Krebszellen wurde in zahlreichen Studien an
renommierten Universitdaten und Forschungseinrichtungen bestatigt.

In der Studie der European Organisation for Research and Treatment of Cancer (EORTC)
wurden die Zellen der humanen Tumorxenograften (HTX) den Nacktmdusen transplantiert.
Weiter wurden diese Tumorzellen mit verschiedenen Konzentrationen von NSC 631570
inkubiert. Folgende HTX wurden verwendet: Dickdarmkrebs CXF 1103/11, Magenkrebs GXF
217/17, Bronchialkarzinom LXFL 529/14, Brustkrebs MAXF 401/13, Melanom MEXF 276/10
und Eierstockkrebs OVXF 899/9. NSC 631570 war aktiv gegen OVXF 899/9 bei 10 pug/ml und
in allen getesteten Kolonien bei 100 pg/ml mit der T/C-Verhéltnis (,test to control“) 1/135
bei OVXF, 8/109 bei CXF, 10/98 bei GXF, 15/187 bei LXFL, 34/133 bei MAXF und 10/122 bei
MEXF (64, 189).

Beim 89. jahrlichen Treffen der Amerikanischen Gesellschaft fir Krebsforschung (American
Association for Cancer Research) in New Orleans, USA im Jahre 1998 prasentierten die
Wissenschafter der University of Pretoria, Sidafrika die Ergebnisse ihrer Arbeit Gber
selektive Wirkung von UKRAIN an verschiedenen Krebszelllinien. Die Autoren stellten fest,
,dass UKRAIN fir Krebszellen selektiv toxisch ist, indem es einen Metaphasenblock
verursacht, der durch eine anomale Chromosomenverteilung charakterisiert wird und auf
die Bildung von Mikrokernen und in Apoptose hinauslauft” (139). Diese Forschungsgruppe
hat 2000 entdeckt, dass UKRAIN die Polymerisation von Tubulin hemmt (140).

Wissenschafter der Eberhard-Karls-Universitat (Tiibingen, Deutschland) untersuchten den
Effekt von UKRAIN auf das Zellliberleben, die Modifizierung des Zellzyklus und die Induktion
der Apoptose ohne und in der Kombination mit Bestrahlung. UKRAIN modulierte die
Schadlichkeit der Bestrahlung auf menschliche Tumorzelllinien und schiitzte normale Zellen
vor den Strahlen. Die Kombination von UKRAIN mit ionisierenden Strahlen verstarkte die
Toxizitat gegenlber den Krebszelllinien CCL-221 und U-138MG, aber nicht gegeniiber den
MDA-MB-231 und PA-TU-8902. Eine strahlenschiitzende Wirkung wurde gegeniiber den
normalen menschlichen Haut- und Lungenfibroblasten gefunden (184).

Induktion der Apoptose in den Krebszellen

In der Studie Uber die Wirkung von Ukrain auf die Erythroleukemiezellen K-562 wurde
gefunden, dass dieses Praparat einen bimodalen Krebszellentod bewirkt. Bei niedrigeren
Konzentrationen von Ukrain sterben die malignen Zellen infolge Apoptose ab, bei hoheren
Konzentrationen wird die Mikroréhrchenbildung verhindert und Polyploidie entsteht (56,
62).

Die Forscher der Rochester University, USA haben gezeigt, dass UKRAIN die Anhdufung von
Prostatakrebszellen sowie Epidermoidkarzinomzellen in der G2M-Phase ausloste, nicht aber

von normalen Zellen (149, 150).

Die Wissenschafter der University of Pretoria, Slidafrika haben in den Versuchen an
menschlichen Zervixkarzinomzellen Hela, Plattenepithelkarzinom WHCO5, normaler
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Nierenzelllinie Graham 293 und transformierter Nierenzelllinie Vero von afrikanischem
griinen Affen erforscht, dass UKRAIN fiir Krebszellen selektiv toxisch ist, indem es einen
Metaphaseblock verursacht, der durch eine anomale Chromosomenverteilung
charakterisiert wird und auf die Bildung von Mikrokernen und in Apoptose hinauslduft (139).

Wissenschafter der Eberhard-Karls-Universitat (Tiibingen, Deutschland) untersuchten den
Effekt von UKRAIN auf das Zellliberleben, die Modifizierung des Zellzyklus und die Induktion
der Apoptose ohne und in der Kombination mit Bestrahlung. Sie haben herausgefunden,
dass die Kombination von UKRAIN mit ionisierenden Strahlen die Toxizitat gegeniliber den
Krebszelllinien CCL-221 und U-138MG verstarkte. Gleichzeitig schiitzte Ukrain die normalen
menschlichen Haut- und Lungenfibroblasten vor den ionisierenden Strahlen (184).

Forscher am Institut Nacional de Cancerologia, Mexiko City, Mexiko stellten fest, dass
UKRAIN in einer Reihe von Krebszelllinien (menschliche Zervixkarzinome Hela, HeKB,
HeKS32, HeBcll3, HeNFR und HelKK, Dickdarmkrebs SW480, Nierenkrebs HEK293,
Osteosarkom MG 63) die Apoptose auslost, indem es den inneren Zelltodweg aktiviert.
Interessanterweise war die nichttransformierte Fibroblastenzelllinie hTERT diesem
Medikament gegeniiber unempfindlich (255).

Die todliche Aktion des Ukrain (NSC 631570) gegen Krebszellen - Einsetzen der Apoptose

Apoptose

Bei Beurteilung der Zellproliferation nach der BrdU-Aufnahme in den Zelllinien AsPC1,
BxPC3, MiaPaCa2, Jurkat und THP-1 und der Zellzyklusphasen — mit Hilfe von Giemsa-
Farbung, haben die Autoren festgestellt, dass 10 pg/ml UKRAIN nach 24 Stunden eine
deutliche Ansammlung der Krebszellen in der Phase G2M bewirkt. Die Apoptoserate in den
peripheren Mononuklearen war bei den &dhnlich inkubierten und Kontrollzellen gleich.
AuBerdem zeigten mitogen-stimulierte Lymphozyten eine erhohte blastogene Reaktion
(181).
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Die Induktion der Apoptose durch UKRAIN wurde auch in den in vitro Versuchen an den
Eierstockzellen der chinesischen Hamster bestdtigt. In diesem Experiment waren die
Wirkungen von NSC 631570 und Etoposid synergistisch (167).

Inhibierung der Polymerisation von Tubulin durch NSC 631570

In den Versuchen mit Tubulin aus dem Rinderhirn haben die Forscher der Pretoria University
entdeckt, dass NSC 631570 die Polymerisation des Proteins Tubulin hemmt (146).

Der Wirkungsmechanismus von UKRAIN bei Bauchspeicheldriisenkrebs wurde an den
Zelllinien AsPC1, BxPC3, Capanl, MiaPaCa2 und Pancl erforscht. Dabei zeigte sich, dass
UKRAIN einen dosisabhdngigen Zellzyklusstopp in der Phase G2M bewirkte. Serienversuche
zeigten, dass die Wirkung von 10 pg/ml UKRAIN auf die Zellzyklusphasen nach 8 Stunden
Inkubation irreversibel war. Experimente mit Tubulinpolymerisation haben gezeigt, dass
UKRAIN die Tubulinmonomere stabilisiert und infolgedessen die Bildung von
Mikrotubulinréhrchen hemmt (143).

Aktivierung der mitochondrialen Kaspasen

Caspasen sind die wichtigsten Enzyme der Apoptose, des programmierten Zelltods und
spielen somit eine wichtige Rolle in den Mechanismen der Krebsbehandlung.

Die Fahigkeit von Ukrain die Apoptose zu induzieren wurde an einem Jurkat-Lymphoma-
Model erforscht. Ukrain erwies sich als ein starker Apoptose-Induktor. Vertiefte
Untersuchungen haben gezeigt, dass es Depolarisierung von mitochondrialen Membranen
und als folge die Aktivierung von Caspasen hervorgerufen hat (246).

Caspasen bestehen aus zwei Klassen, Initiatoren und Effektoren. Die Initiator-Caspasen 8
und 10 flihren die Todfaktor-abhangige, oder extrinsische Apoptose herbei, dahingegen
vermittelt die Effektor-Caspase 9 die intrinsische oder mitochondriale Apoptose.

Um den genauen Mechanismus der durch NSC 631570 induzierten Apoptose festzustellen,
wurden in der Krebszelllinie HeLa nach der Inkubation mit NSC 631570 die Caspasen mittels
Western Blot bestimmt. Die Ergebnisse haben klar gezeigt, dass NSC 631570 die intrinsische
Apoptose einleitet (255).

Die Wirkung auf Cycline und Cyclin-abhangige Kinasen

Cycline sind Proteine, die eine Schlisselrolle in der Steuerung des Zellzyklus spielen. Sie sind in der
Lage, mit Cyclin-abhdngigen Kinasen (CDK) Komplexe zu bilden sowie deren Kinasefunktion zu
aktivieren. Da die Cyclinkonzentration im Gegensatz zur Konzentration der CDK
zellzyklusabhangig reguliert ist, fungieren diese Proteine ihrerseits auch als Regulatoren der
Cyclin-abhangigen Kinasen. Cycline konnen durch die Aktivierung verschiedener Cyclin-
abhangiger Kinasen und einer damit verbundenen Phosphorylierung verschiedener Substrate
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eine Rolle in verschiedenen Teilen des Zellzyklus spielen. Steigende Konzentrationen von Cyclin A,
z.B., leiten die Zelle in die G2-Phase, wahrend Cyclin B fiir den Start der Mitose essenziell ist.

Die Forscher der Rochester University haben an den Epidermoidkarzinomzelllinien ME180 und
A431 sowie Prostatakrebszelllinie LNCaP die Wirkung von NSC 631570 auf die Konzentrationen
von Cyclinen und Cyclin-abhingigen Kinasen untersucht. Es wurden die Anderungen in den
Konzentrationen von mitotischen Cyclinen A und Bl sowie CDK1 und CDK2 gefunden. Die
Forscher haben auch eine erhéhte Expression des CDK-Inhibitors p27 in beiden Krebszelllinien
beobachtet, was zur Anreicherung der Krebszellen, nicht aber von normalen Zellen in der G2/M-
Phase fiihren kann (147, 149).

Die Wirkung von NSC 631570 auf die Expression von hENT1

Die Wechselwirkungen zwischen NSC 631570 und den molekularen Determinanten hENT1 und
dCK, welche am Metabolismus von Gemcitabin beteiligt sind, wurden in vitro an pankreatischen
Adenokarzinomzelllinien (PDAZ) untersucht. Zwei ATCC Zelllinien PL45 und MiaPaCa-2 sowie zwei
primare Zelllinien PPTCC78 und PPTCC109 von Patienten mit PDAZ nach den Resektionen wurden
verwendet. Die Zellen waren mit NSC 631570 im Konzentrationsbereich von IC50 fiir 48 Stunden
behandelt. Alle Vervielfaltigungen wurden nach der Normalisierung der Genexpression gegen das
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) Haushaltskontrollgen ausgefiihrt und die
guantitative Bestimmung wurde durchgefiihrt. NSC 631570 in der Dosierung IC50 hat die
Expression von hENT1-mRNA in allen PDAZ Zelllinien positiv moduliert (p<0,001). Die Analyse
zeigte einen durchschnittlichen 2,8fachen Anstieg im Vergleich zu den unbehandelten
Kontrollzellen (p=0,001). In den Zelllinien PL45 und MiaPaCa-2 hat NSC 631570 auch die mRNA-
Expression vom dCK-Gen positiv beeinflusst.

Von den friiheren klinischen Daten ausgehend, erscheint die Kombination von NSC 631570 und
Gemcitabin als ein viel versprechendes Protokoll. Die Ergebnisse dieser experimentellen Studie
liefern die experimentelle Grundlage fiir weitere klinische Studien mit dieser Kombination in den
PDAZ-Patienten (Funel et al, ‘Molecular mechanisms underlying the synergistic interaction of
the novel anticancer drug Ukrain with gemcitabine in preclinical models of pancreatic
cancer’, 44™ Annual Pancreas Club Meeting, New Orleans, USA 2010).

Die Wirkung von NSC 631570 auf DNS- und Proteinsynthese

Die Wirkung von NSC 631570 auf DNS- und Proteinsynthese in Krebszellen wurde in vitro
erforscht. Es wurde gezeigt, dass NSC 631570 (1-100 pg/ml) eine Dosis abhangige Inhibierung der
DNA-, RNA- und Proteinsynthese in Krebszellen bewirkt, was an einer Reihe von Zelllinien gezeigt
wurde, einschlieRlich Mauslymphom, Hela, Yoshida, Mausmyelom, menschliche WiDr-Tumor,
EB, EsB, YAC-1 und P815. Bei gleichen Testbedingungen waren DNA-, RNA- und Proteinsynthese
in normalen Zellen (menschliche Mandelzellen und Leberzellen des Meerschweinchens) viel
weniger gechemmt (58, 63).

Unter vielen moglichen Mechanismen der Wirkung von UKRAIN wurde auch sein Einfluss auf
die Endonukleasen der Rattenleber und auf die Topoisomerasen — Enzymen, die in dem
DNA-Stoffwechsel eine wichtige Rolle spielen, untersucht. UKRAIN hat in diesen Versuchen
sowohl die metallabhdngigen Endonukleasen, als auch die Topoisomerase | inhibiert (166).
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Die Wirkung auf Proteine, welche am Umbau der extrazellularen Matrix beteiligt sind

Eine italienische Forschungsgruppe von der Universitat Mailand, verwendete RT-PCR,
Western-Blot-Methode und SDS-Zymography, um die Wirkung von UKRAIN auf die
Expression von Genen und Proteinen zu untersuchen, welche am Umbau der extrazellularen
Matrix beteiligt sind (dieser Mechanismus ist mit der Tumor-Invasion der menschlichen
Glioblastomzellen verbunden). Es gab eine bedeutende dosisabhingige Abnahme in der
Glioblastomzellproliferation und eine Tendenz zur Downregulation von SPARC (,secreted
protein acidic cysteine-rich“). Diese Studie lieferte die theoretischen Griinde fiir die
Anwendung von UKRAIN bei solchen Tumoren. Die Forscher fassten zusammen: UKRAIN
kann eine nitzliche Therapie bei Gehirntumoren sein(245). Dies wurde bei klinischer
Anwendung bestatigt (Siehe ,,Gehirntumore®).

In ihrer weiteren Arbeit mit Glioblastomzelllinien haben die italienischen Forscher

festgestellt, dass Ukrain die Expression vom sauren Gliafaserprotein (GFAP) erhdht. Die
Expression des Connexin 43 war von Ukrain nicht beeinflusst (250).
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Die Wirkung auf die Hitzeschockproteine

In den Experimenten mit den humanen Lymphomzellen wurde die Wirkung von Ukrain auf
die Zelllinien U-937 und U-937/hsp70, welche sich in der Expression der Hitzeschockproteine
unterscheiden. Es stellte sich heraus, dass die Linie U-937/hsp70 gegen die Wirkung von
Ukrain mehr resistent war, was die Autoren auf die schiitzende Wirkung vom Hsp70
zurlickfiihren (200).

Die Beeinflussung des elektrokinetischen Potentials

Es wurde untersucht, wie Ukrain das elektrokinetische Potential (EKP) von malignen und
gutartigen Zellen beeinflusst. Das EKP der Ehrlichschen Karzinomzellen sank nach der
Inkubation mit Ukrain. Die Verminderung des EKP von normalen Thymozyten war weniger
ausgepragt (221).

DIE UNTERSUCHUNGEN /N VIVO

Die antitumorale Wirkung der intravendsen Anwendung von NSC 631570 (4 ug/Tag) wurde auch
in den in vivo Studien an BALB/c Mausen mit dem implantierten schnell wachsenden
Mammakarzinom D1 DMBA-3 demonstriert. In diesen Tests hat sich die intravendse Verabreichung
als die effektivste Art der Anwendung erwiesen. Die Autoren dieser Studien haben auch die Rolle
der Makrophagen in der zytotoxischen Wirkung von NSC 631570 erforscht. Sie zeigten, dass
dieses Praparat die zytotoxische Wirkung der Makrophagen wiederherstellen konnte (26, 43).

Diese Wirkungsweise wurde in einer spateren Studie an den CBA-Md&usen bestédtigt. Wieder
wurde hier seitens der Autoren die Rolle der Makrophagen in der Tumorbekampfung unter der
Wirkung von Ukrain hervorgehoben (120).

In einer experimentellen Studie an Mausen hat Ukrain das Wachstum und die
Metastasierung des malignen Melanoms B-16 gehemmt (107).

In Experimenten mit Mausen C57BL6 hat NSC 631570 das Wachstum der primaren
transplantierten Lewis-Karzinome und ihre Metastasierung im Vergleich zur Kontrollgruppe
gehemmt (219). Diese Wirkung von NSC 631570 wurde auch in einer anderen Studie bestatigt.
Auch hier war die intravendse Verabreichung am wirksamsten (254).

Eine weitere Studie wurde mit 18 CBA Mdusen durchgefiihrt, welchen eine Mischung von 0,1 mg
NSC 631570 und 10000 Krebs-2 Karzinomzellen intramuskuldr injiziert wurde. In der
Kontrollgruppe wurden nur die Tumorzellen injiziert. Nach 11 Tagen wurde eine deutliche
Tumorwachstumshemmung in der mit NSC 631570 behandelten Gruppe festgestellt. Ahnliche
Effekte wurden auch an Mausen mit implantierten aszitischen Hepatomzellen erreicht (118).

In einer weiteren Studie haben die Forscher entdeckt, dass NSC 631570 signifikant die
Konzentration von Prokathepsin B in der aszitischen Fliissigkeit erhoht, wobei die Konzentration
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von Zysteinprotease Kathepsin B vermindert wird. AuBerdem war die Konzentration der
makrophagealen p-Hexosaminidase erhdht, was auf einen Zustrom der Makrophagen in die
Bauchhohle hindeutete (119).

Die antitumorale Wirkung von Ukrain wurde auch an Wistar Ratten mit implantiertem
Sarkom-45 bestatigt (122).

Zwei verschiedene Arten von Ehrlich-Karzinomzellen — aszitische oder solide Form - wurden
intraperitoneal oder subkutan an Mause implantiert. NSC 631570 wurde dann
intraperitoneal wahrend 6 Tage verabreicht. Die Wirkung des Praparates auf die Tumore
wurde nach den Tumorwachstumshemmungsparametern, der Gesamtzahl der aszitischen
Tumorzellen, Anzahl der lebenden Tumorzellen sowie der mittleren Uberlebenszeit der Tiere
beurteilt. Die Zellzyklusverteilung der Krebszellen wurde mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. Die Anzahl der zirkulierenden Phagozyten wurde mittels Durchflusszytometrie mit
FITC-markierten S. aureus berechnet. In den Mausen mit der aszitischen Form des Ehrlich-
Karzinoms hat die intraperitoneale Gabe von NSC 631570 eine moderate Hemmung des
Tumorwachstums bewirkt, was aber von einer lokalen Entziindungsreaktion begleitet wurde
und zu einer verminderten Uberlebenszeit gefiihrt hat. In den Tieren mit der soliden Form
des Karzinoms hat die Behandlung mit NSC 631570 eine deutliche Hemmung des
Tumorwachstums und eine Verlingerung der Uberlebenszeit herbeigefiihrt. Bei beiden
Tumorformen hat die Behandlung die Anzahl der zirkulierenden Phagozyten im peripheren
Blut normalisiert, wobei dieser Effekt bei der soliden Karzinomvariante mehr ausgepragt
war. Dia Autoren kommen zum Schluss, dass die Wirkung von NSC 631570 auf die Ehrlich-
Karzinomzellen sowohl durch seinen direkten proapoptotischen Effekt wie auch durch die
Interaktionen mit den immunkompetenten Zellen der Maus bedingt ist (262).

Die Wirkung auf das Wachstum vom Melanom B16 in Mausen

Die Wirkung von NSC 631570 alleine oder kombiniert mit den Pathogen-assoziierten
Molekiilen (PAM) auf das Wachstum vom niedrig- und hoch-metastasierenden Melanom
B16 wurde in Mausen untersucht. NSC 631570 wurde intravends und PAM wurden
intramuskuldar den Mausen mit implantierten Tumoren sieben Mal jeden dritten Tag
verabreicht, beginnend am zweiten Tag nach der Implantation von Tumorzellen. Die
Wirkung der Mono- sowie Kombinationstherapie auf das Tumorwachstum wurde mithilfe
von Parametern der Tumorwachstumshemmung in den experimentellen Tieren.
Zellzyklusverteilung der Krebszellen wurde mit Durchflusszytometrie bestimmt. Die
Expression von TAP1 und TAP2 wurde mit RT-PCR gemessen. Die metabolische Aktivitat der
Phagozyten wurde mithilfe von NBT-Test bestimmt, Phagozytose - mittels
Durchflusszytometrie und Arginaseaktivitit — mit kolorimetrischer Harnstoffmessung.
Kombinierte Therapie sowie Monotherapie mit NSC 631570 hat das Tumorwachstum
deutlich gehemmt. Monotherapie mit NSC 631570 war mehr wirksam in Mausen mit dem
hoch-metastasierenden Melanomen. Die therapeutische Wirksamkeit von NSC 631570 in
Kombination mit PAM war mehr ausgepragt in Mausen mit niedrig-metastasierenden
Tumoren. Die Autoren kommen zum Schluss, dass die Wirksamkeit der Mono- und auch
Kombinationstherapie mit NSC 631570 in der Behandlung vom Melanom B16 hdngt von den
biologischen Eigenschaften des Tumors und vom Immunstatus des Tiers (263).
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Die Wirkung auf Cysteinproteasen

In Mdusen mit transplantierten LS-Lymphosarkom und HA-1-Hepatom wurden die
Konzetrationen von Cystatin C, Kathepsin B und Kathepsin L nach der Behandlung mit
Cyclophosphamid und Ukrain bestimmt. Eine erhohte Konzentration von Cystatin C wurde
nur in dem mit Ukrain behandelten Hepatom gefunden. Gleichzeitig waren die
Konzentrationen von Cathepsin B und Cathepsin L bei LS-Lymphosarkom erhdht. Diese
Ergebnisse deuten auf die Apoptose als den Wirkungsmechanismus von NSC 631570 bei
diesen Tumormodellen (169).

In einer weiteren Arbeit wurde die Wirkung von NSC 631570 auf die Proteinase Cathepsin D
bei denselben Tumormodellen untersucht. Cathepsin D ist eine wichtige lysosomale
Proteinase, welche die durch Interferon-gamma und TNF-alpha induzierte Apoptose
moduliert. NSC 631570 in Kombination mit Cyclophosphamid erhdhte Cathepsin D Aktivitat
in Mausen mit LS-Lymphosarkom. NSC 631570 alleine (ibte diese Wirkung nicht aus (170).

Cystatin C ist ein gut bekannter extrazelluldrer Proteinaseninhibitor und wird als ein
moglicher Marker des Tumorwachstums und der Wirksamkeit der antitumoralen Therapie
verwendet (204). Die Behandlung der Mduse mit Ukrain flihrte zur 4fachigen Steigerung von
Cystatin Cim Tumorgewebe (171).

In den Experimenten an maéannlichen Mausen CBA/C57BI/6) war der Serumspiegel des
Proteins Cystatin C nach der Implantation des Lewis Adenokarzinoms nur halb so hoch wie in
der Kontrollgruppe. Die kombinierte Behandlung mit Ukrain und Cyclophosphamid hat die
Cystatinwerte normalisiert (218).

An den experimentellen Maustumoren LS-Lymphosarkom, Hepatom HA-1 und
Adenokarzinom Lewis wurde die Wirkung von Ukrain auch auf Cystatin A (Stefin A)
untersucht. Die Behandlung mit Ukrain fihrte bei Adenokarzinom Lewis zum Anstieg dieses
Enzyms in der Leber, nicht aber im Tumorgewebe. In anderen Tumormodellen hat sich die
Konzentration von Cystatin A in der Leber und im Tumorgewebe nicht gedndert. Bei LS-
Lymphosarkom und Hepatoma HA-1 stieg die Serumkonzentration von Cystatin A wahrend
der Behandlung mit Ukrain an (220).

Die Behandlung der Mause mit transplantiertem Hepatoma HA-1 mit Ukrain fihrte zur
Verlangsamung des Tumorwachstums und Verlingerung der Uberlebenszeit der Tiere. Die
Anzahl von Makrophagen hat sich erhoht und die Anzahl von Tumorzellen in der aszitischen
Flussigkeit hat sich verringert. Auf die Aktivitdit von Kathepsinen B und L hatte die
Behandlung mit Ukrain hingegen keinen Einfluss (199).

MODULIERUNG DES IMMUNSYSTEMS
Ungewohnlich fir ein Antikrebsmedikament besitzt Ukrain auch einige markante

immunologische Eigenschaften (24, 44). In einigen immunologischen Ziel-Effektorzellen-
Systemen hat NSC 631570 signifikant die malignotoxische Aktivitdat von Makrophagen,
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Lymphozyten und NK-Zellen verstarkt (47). Da sich gleichzeitig die Parameter wie B-
Lymphozytenanzahl, die  Immunglobulinkonzentrationen, = Komplementfaktor  und
Akutphaseproteine nicht signifikant gedandert haben, kann postuliert werden, dass Ukrain
den zellularen Teil des Immunsystems moduliert wenngleich der humorale Teil groRBteils
unbeeinflusst bleibt.

Klinische Immunologie

Die Inkubation von Lymphozyten aus dem peripheren Blut gesunder Blutspender mit NSC
631570 hat die Erhéhung der Lymphozyten mit dem T-Helfer-Phanotyp, die Reduzierung der
Lymphozyten mit dem T-Suppressor-Genotyp sowie die Steigerung des T-Helfer/T-
Suppressor-Verhaltnisses zur Folge gehabt (7, 18).

NSC 631570 wurde an 9 Krebspatienten (4 mit Leberkrebs, 4 mit Kopf-Hals-Karzinomen und
eine mit Brustkrebs) im fortgeschrittenen Stadium verabreicht. In 3 Féllen haben die Tumore
teilweise auf die Behandlung angesprochen, in einem Fall war minimales Ansprechen zu
verzeichnen, in 3 Fallen war die Krankheit stabil und in 2 Fallen haben die Tumore auf die
Behandlung nicht angesprochen. Nach der Behandlung hat die Anzahl der T-Helfer-Zellen
(DCA4) gestiegen, sowie die CD4/CD8-Ratio (13).

In 8 onkologischen Patienten wurden immunologische Parameter vor und nach der Therapie
mit NSC 631570 verglichen. Es stellte sich heraus, dass NSC 631570 hauptsdchlich die
Thymus-abhangige Zellen beeinflusst. Die Zahl der Rosetten-formierenden T-Lymphozyten
war nach der Behandlung signifikant hdher. Es wurden keine signifikanten Anderungen der
humoralen Immunparameter beobachtet (22).

In 9 mannlichen Bronchialkarzinompatienten wurden Lymphozytensubpopulationen vor und
nach der Therapie mit NSC 631570 bestimmt. Die Behandlung fiihrte zum Anstieg der
gesamten T-Zellen und reduziertem T-Suppressorenanteil. Die Helfer-Suppressor-Ratio hat
sich normalisiert. Es gab kein Anzeichen der Aktivierung von NK-Zellen, T-Helfer sowie B-
Zellen. Die Wiederherstellung der zellularen Immunitdt korrelierte mit dem besseren
klinischen Verlauf der Erkrankung (25).

Die Wirkung von NSC 631570 auf die funktionale Aktivitdit der Monozyten von den 20
Patienten mit Lungenkarzinomen oder Peritonitis wurde mittels Nitroblau-
Tetrazoliumchlorid-Test (NBT-Test) untersucht. Die Autoren berichten Uber die positive
Wirkung von NSC 631570 auf die funktionale Aktivitat der Makrophagen sowie antioxydante
Systeme der Monozyten und Erythrozyten (46).

23 Patienten mit verschiedenen Tumoren wurden mit NSC 631570 behandelt und die
Immunparameter wurden vor und nach der Therapie ermittelt. Die Autoren haben den
Anstieg von Lymphozytenzahl und Abfall der Blutsedimentationsrate beobachtet. Folgende
immunologische Veranderungen wurden auflerdem notiert: Anstieg von T-Lymphozyten, T-
Helferzellen, NK-Zytotoxizitat, phagozytischer Aktivitdt, Normalisierung der T-Helfer/T-
Suppressor-Ratio sowie das Auftreten der groflen granulésen Lymphozyten (48, 106).
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Ukrain hat sich als wirksam in der Behandlung von rezidivierenden Lungenerkrankungen bei
den Kindern aus der Tschernobyl-Region herausgestellt (202).

Die Wirkung auf dendritische Zellen

Dendritische Zellen sind Zellen des Immunsystems, die sich je nach Typ aus Monozyten bzw.
Vorlaufern der T-Zellen entwickeln. lhre Funktion ist die Antigenprozessierung und
Antigenprasentation. Durch Ausschittung entsprechender Cytokine und Expression
bestimmter Zelloberflaichen-Rezeptoren beeinflussen sie T-Zellen und verstirken so die
spezifische zellulare Immunabwehr.

In den Experimenten mit den Mononuklearen von gesunden Probanden wurde den Einfluss
von NSC 631570 auf die phenotypischen sowie funktionalen Eigenschaften dendritischer
Zellen untersucht. Am starksten hat NSC 631570 die Expression von Zelloberflachen-
Molekilen CD86 und HLA-DR in der niedrigsten und hochsten von verwendeten
Konzentrationen, 0,6 bzw. 10 ug/mi, induziert. Lipopolysaccharid als
Standardvergleichsmittel hat dhnliche Steigerung der Molekiilenexpression bewirkt.

Als Parameter der funktionalen Aktivitat dendritischer Zellen wurden Proliferationsindex der
mitinkubierten Lymphozyten verwendet. Nach der Zugabe von NSC 631570 zu den
dendritischen Zellen stieg der lymphozytare Proliferationsindex von 22,6% auf 32,30% (bei
der Konzentration von NSC 631570 0,6 pg/ml) bzw. 29,34% (bei 10 ug/ml). Diese Zahlen sind
vergleichbar mit dem Wert vom Proliferationsindex 31,82%, welcher bei der Inkubation von
Lymphozyten mit dem polyklonalen Aktivator Phytohemagglutinin erreicht wurde.

Die Autoren kommen zum Schluss, dass die mit NSC 631570 inkubierten dendritischen Zellen
als dullerst aktive Stimulatoren der Lymphozytenproliferation agieren. Sie postulieren auch,
dass NSC 631570 eine wichtige Rolle in der Immuntherapie der malignen Tumore spielen
konnte (258).

Immunologische Eigenschaften von Ukrain (NSC 631570)
Ukrain moduliert das natiirliche Abwehrsystem gegen die Entstehung von Krebs.

Beim Angriff — durch Ukrain aktivierte Lymphozyten beginnen
die Tumorzellen zu erkennen.

Sieg — durch Ukrain aktivierte Lymphozyten beginnen mit der
Zerstorung einer Krebszelle.
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Der Kuss des Todes — Ukrain aktiviert die Lymphozyten, eine
Krebszelle zu téten.

Prof. Dr. Andrejs Liepins Memorial University of Newfoundland Faculty of Medicine, St. John’s,
Newfoundland, CANADA A1B 3V6

Experimente in vitro und in vivo

In den Versuchen mit den alloimmunisierten Mausen hat Ukrain die lytische Aktivitat der
Milzlymphozyten um das 48fache erhoht. Die lytische Aktivitdat der mit IL-2 behandelten
Zellen sowie der peritonealen exsudativen Lymphozyten wurde ebenfalls erhéht, wenn
Ukrain zum Inkubationsmedium zugegeben wurde (17, 66).

Die Lymphozyten der Menschen sowie der Meerschweinchen wurden bei der Inkubation mit
NSC 631570 starker stimuliert als mit PHA. In Ratten bewirkte NSC 631570 einen deutlichen
Anstieg der Makrophagenanzahl mit der NK-Aktivitat. Eine dhnliche stimulierende Wirkung
auf die Makrophagen wurde auch klinisch beobachtet (49).

In den Versuchen an Mausen CBA und Ratten Wistar haben die Wissenschafter gezeigt, dass
Ukrain die Makrophagen stimuliert. Als Marker dieser Aktivitdt wurde das Enzym
Chitotriosidase, ein Bestandteil der angeborenen Immunitat verwendet (168).

In einer Studie an intakten und thymus-ektomierten Mausen wurde gezeigt, dass Ukrain die
endokrine Funktion des Thymus verstarkt. Bei den thymus-ektomierten Mausen ist es nach
Ukrain-Gabe zur verstarkten Produktion von den Substanzen mit der Chymosin-dhnlichen
Aktivitat. Mehrmalige Verabreichung von Ukrain fiihrte zum 2fachen Anstieg der T-Zellen im
Blut, 4,5fachen Anstieg der grofen Granulozyten und zur Erhohung der NK-Aktivitdt von
Splenozyten. Die Produktion von Interferon und Antikérpern nach der Antigenverabreichung
wurden auch erhéht (180).

Die Wirkung von bekannten Immunmodulatoren Interferon-gamma, Ukrain und
Kermesbeeremitogen (pokeweed mitogen) auf die selektive Anreicherung des mit Pmre
markierten Tumornekrosefaktors-alpha (TNF-a) in intramuskuldr implantierten Tumoren
wurde bei den Mausen BALB/c untersucht. Bei der Verwendung von Ukrain (NSC 631570)
wurde die hochste Annreicherung von TNF-a im Tumorgewebe erzielt, gefolgt von IFN-y und
Kermesbeeremitogen (104).

In den Experimenten an Madusen BALB/c und F1(BALB/c x C57BL/6J) wurde herausgefunden,
dass NSC 631570 die allergische Sensibilisierung der Tiere gegen Ovalbumin unterdriickt,
was sich in der geschwachten IgE-Reaktion und verminderten Histaminfreisetzung duferte.
Die Inkubation des Ovalbumins mit NSC 631570 flihrte zur verminderten Antigenitat des
Proteins (84).
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Die immunmodulierende Wirkung von Ukrain wurde in einigen in vivo Studien untersucht.
Mehrmalige subkutane Injektionen von NSC 631570 an Mausen, welche mit der doppelten
LD50 von E. coli, S. aureus oder Influenzavirus infiziert wurden, haben die Uberlebensrate
der Tiere signifikant erhoht (60, 87, 89).

Bei der Inkubation von Lymphozyten mit Phytohemagglutinin und NSC 631570 wurde
erhdhter Einbau von H-Thymidin in die Zellen beobachtet. Die Autoren weisen auf eine
starke kooperative Wirkung von NSC 631570 und Phytohemagglutinin hin (76).

Mit Hilfe der Zellenproliferationsmethode wurde die mitogene Wirkung von Ukrain und
Phytohemagglutinin (PHA) auf menschliche mononukleare Zellen des peripheren Blutes
(PBMC) untersucht. Es wurde festgestellt, dass sogar eine kurze Vorbehandlung der Zellen
mit Ukrain einen starken Synergieeffekt auf die PHA-Mitogenese hat. Als Folge waren die
Zellstimulationswerte bei der kombinierten Stimulation viel hoher als bei PHA allein (65).

In den Versuchen mit murinen (CC57 Black/6) Makrophagen und G-Aktin von Kaninchen
wurden die Effekte von NSC 631570 und Sanguinarin auf die phagosom-lysosomale
Verschmelzung und auf den Zytoskelett untersucht. Beide Substanzen haben eine
stimulierende Wirkung auf die phagosom-lysosomale Verschmelzung ausgelibt. Der Gehalt
an F-Aktin in den murinen Makrophagen hat sich unter dem Einfluss von NSC 631570
verdoppelt. AulRerdem haben beide Substanzen die Polymerisation des G-Aktin aus
Kaninchenmuskeln induziert. Alle Effekte waren dosis-abhdngig. Die Autoren legen nahe
dass Sanguinarin und NSC 631570 modglicherweise den intrazellularen Membrantransport
beeinflussen (231).

STRAHLENSCHUTZENDE WIRKUNG

Bei klinischer Anwendung von Ukrain wurde beobachtet, dass die mit diesem Prdparat
behandelten Patienten besser die Strahlentherapie vertragen. Das gab den Anlass, die
strahlenschiitzenden Eigenschaften von Ukrain zu erforschen.

In den Versuchen an Mausen wurde nachgewiesen, dass Ukrain eine vielmehr ausgepragte
strahlenschiitzende Wirkung hat als seine Ausgangsstoffe (132).

Weitere Versuche zeigten, dass Ukrain so die Zellkomponente des blutbildenden Systems
(Stammzellen, proliferierende, heranreifende und kompetente Zellen) moduliert, dass die
gesamte Resistenz des Korpers gegen Bestrahlung steigt (77, 133).

Die radioprotektive Wirkung von Ukrain wurde auch an den Infektionsmodellen in Mausen
bestatigt, wo diese Wirkung jener des bekannten strahlenschiitzenden Praparates

Cysteamine Uberlegen war (134).

Im Vergleich mit anderen Praparaten zeigte Ukrain eine starke strahlenschiitzende Wirkung
und war in dieser Eigenschaft dem Praparat Lymphokinin dhnlich (135).
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Diese radioprotektive Eigenschaften von Ukrain wurden in weiteren Studien an Ratten
bestatigt (172).

NSC 631570 Ubte eine protektive Wirkung auf das hormonale System von bestrahlten Ratten
(173).

Die protektive Wirkung von Ukrain bei Bestrahlung wurde auch an in vitro Modellen
untersucht und bestatigt.

Wissenschaftler der Eberhard-Karls-Universitat (Tlbingen, Deutschland) untersuchten die
Wirkung von NSC 631570 alleine oder kombiniert mit der Bestrahlung (1-10 Gy) auf das
Zelliberleben, die Modifizierung des Zellzyklus und die Induktion der Apoptose in den
exponentiell wachsenden menschlichen Tumorzelllinien MDA-MB-231 (Brustkrebs), PA-TU-8902
(Bauchspeicheldriisenkarzinom), CCL-221 (Dickdarmkrebs), U-138MG (Glioblastom) und in den
menschlichen Fibroblasten der Haut HSF1, HSF2 und der Lunge CCD32-LU. Ohne Bestrahlung
bewirkte NSC 631570 zeit- und dosisabhédngige zytotoxische Wirkung, welche an Krebszellen
mehr ausgepragt war als an normalen Zellen. Kombiniert mit Bestrahlung, bewirkte NSC 631570
eine erhohte Zytotoxizitat gegentiber CCL-221 und U-138MG Zelllinien, nicht aber gegeniber
den Zelllinien MDA-MB-231 und PA-TU-8902. Mittels Durchflusszytometrie wurde gezeigt, dass
NSC 631570 die toxische Wirkung von Bestrahlung auf diese menschlichen Krebszelllinien
modulierte, indem es ihre Anreicherung in der Phase G2/M des Zellzyklus hervorrief. Seine
protektive Wirkung auf die normalen menschlichen Fibroblasten spricht fiir einen sinnvollen
Einsatz in der kombinierten Radiochemotherapie (184).

In ihrer Studie Uber die Rolle der Proteine Fibronektin und Laminin in den
Schutzmechanismen der Zellen gegen die Bestrahlung haben die Wissenschafter der
Universitat Tubingen Ukrain als die Referenzsubstanz eingesetzt (198).

In den Versuchen an mannlichen Ratten Wistar, bestrahlt mit den Mikrowellen 53,57 MHz
fir 14 Tage, wurde festgestellt, dass NSC 631570 die Aktivitdten der Transaminase ALT und
AST sowie die Konzentration des Alpha-Fetoproteins im Serum normalisierte, verglichen mit
der bestrahlten Kontrollgruppe (233).

Mikrowellen sind elektromagnetische Wellen, deren Wellenlange zwischen 1 m und 1 mm
liegt, was einem Frequenzbereich von etwa 300 MHz bis etwa 300 GHz entspricht. Da die
Gerate, welche in diesem Wellenbereich arbeiten, immer mehr zum Einsatz (auch im
therapeutischen Bereich) kommen, nehmen die Untersuchungen der gesundheitlichen
Folgen der Mikrowellenstrahlung stiandig an Bedeutung zu. An mannlichen Ratten Wistar
wurde die Wirkung von NSC 631570 (7 mg/kg intraperitoneal, 10 Tage) auf die
biochemischen Parameter im Serum bei gleichzeitiger Mikrowellenbestrahlung (53,57 GHz,
10 mW/cmz, 20 min taglich, 10 Tage). Am Ende der Studie wurden keine signifikanten
Veranderungen in der kombiniert behandelten Gruppe im Vergleich zu Kontrollgruppen
beobachtet. Die Autoren stellen fest, dass NSC 631570 in Kombination mit
Mikrowellentherapie angewendet werden kann (242).

TOXIKOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN
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An einem Modell der induzierten Hepatitis haben die Forscher untersucht, ob Ukrain die
Leberzellen von der schidlichen Wirkung einer Uberdosis von Acetaminophen schiitzen
kann. Tatsachlich hat Ukrain eine schitzende Wirkung mit der Stimulation der
Lebermakrophagen ausgetibt (217).

In den Versuchen an Ratten wurde die Wirkung von Chelidonin (50 oder 100 mg/kg
intraperitoneal) und NSC 631570 (7 oder 14 mg/kg intraperitoneal) auf einige biochemischen
Blutwerte nach der Vergiftung mit Kupferchlorid oder Bleichlorid bzw. Bleiacetat untersucht.
Beide Prdparate normalisierten die Serumwerte von Beta-2-Mikroglobulin, Kreatinin und
Harnstoff (193, 229). Die Wirkung von Chelidonin war mehr ausgepragt (234, 236). Die
Behandlung mit NSC 631570 fiihrte auch zur Normalisierung der erhdhten ALT- und Alpha-
Fetoproteinwerte (241).

In mannlichen Ratten Wistar mit akuter Ethylenglykolvergiftung (3 oder 3,5 g/kg
intraperitoneal) wurde die Wirkung von NSC 631570 (7, 14 oder 28 mg/kg intraperitoneal)
auf chemische Blutparameter untersucht. Im Vergleich zur Kontrollgruppe fiihrte die 10-
tagige Verabreichung von NSC 631570 zur signifikanten Verminderung der
Harnstoffkonzentration und Erhéhung des Beta-2-Mikroglobulins und Kreatinin im Serum
(235, 257).

Bei der Untersuchung mit einer geringeren Dosis Ethylenglykol (2,5 g/kg) wurde die erhdhte
Serumkonzentration von Beta-2-Mikroglobulin beobachtet (240).

An den Ratten mit akuter Alkoholvergiftung (Methanol 4,5 g/kg intraperitoneal, Ethanol 3
g/kg intraperitoneal oder Ethylenglykol 3,5 g/kg intraperitoneal) wurde die Wirkung von NSC
631570 (14 oder 28 mg/kg intraperitoneal Einzeldosis oder 10 Tage Verabreichung) auf die
Transaminasenaktivitdit (AST und ALT), Konzentration von Alpha-Fetoprotein (AFP),
Glutathionperoxidaseaktivitat und gesamten antioxydativen Status im Serum untersucht. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe fiihrte die einmalige Verabreichung von NSC 631570 zur
Senkung der erhéhten AFP-Konzentration (mit Ausnahme der Ethylenglykol-Gruppe). Bei der
10-tagigen Verabreichung von NSC 631570 erhohte sich die AFP-Konzentration in Serum.
Andere Parameter waren unverdndert im Vergleich zur Kontrollgruppe (237, 248, 256, 257).

Um die Wirkung von Ukrain auf bestimmte chemische Parameter bei der
Methanolintoxikation zu untersuchen, wurden die Ratten Wistar verwendet. Die 10-tagige
Behandlung mit Ukrain hat die negativen Folgen der Methanolvergiftung gemildert, was sich

als die Normalisierung der erhoéhten Blutspiegel von Beta-2-Mikroglobulin und Harnstoff
sowie Erhohung der Glutathionperoxidaseaktivitat duBerte (192, 196, 227, 228).

NORMALISIERUNG DES STOFFWECHSELS
Knochenstoffwechsel und Osteoporose

Eine weitere Reihe von Tierversuchen wurde der Wirkung von Ukrain auf die Knochendichte
und Mineralstoffwechsel gewidmet.
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Bei einem 6-monatigen Versuch an weiblichen Ratten mit entfernten Eierstécken wurde
gezeigt, dass NSC 631570 die Entwicklung von einigen Anzeichen der friihen Osteoporose
verhindert (78). Die Blutparameter und Transaminasenaktivitdt in der mit NSC 631570
behandelten Gruppe unterschieden sich nicht von jenen in der Kontrollgruppe (79). Die
Konzentrationen von Prolaktin und Progesteron waren erhoht, diejenigen von Kortikosteron
und Aldosteron — vermindert im Vergleich mit der operierten Gruppe ohne Gabe von NSC
631570 (57, 80).

Die Behandlung von reifen Rattenweibchen mit Ukrain in hoher Dosierung hat keine
negative Auswirkung auf die Knochenmineraldichte ausgelbt. Eine leichte Verminderung des
Knochenmineralinhaltes wurde beobachtet (128).

Bei der periodischen 3-monatiger Behandlung mit Ukrain in hohen Dosierungen der
Rattenweibchen, welchen Eierstocke entfernt wurden, hat sich die Knochenmineraldichte
verringert (129).

Die Wirkung von NSC 631570 auf den Knochenstoffwechsel wurde in einem
Ubersichtsartikel, basierend auf den Versuchen mit Ratten, behandelt. Der Autor stellt fest,
dass dieses Prdparat insbesondere die Estrogen-abhdngige Mechanismen beeinflusst und
schiitzend gegen die Osteoporose wirkt (174).

In einer Reihe von Experimenten wurde Rattenoberschenkelknochen als Modell fir die
Erforschung der langzeitigen (3 Monate) Wirkung von Ukrain auf diverse Knochenparameter.
Es wurde festgestellt, dass Ukrain bei lang dauernder Anwendung auch in hdheren
Dosierungen die Knochenkraft sowie die Knochendichte nicht verminderte (175, 176).

Es wurde auch untersucht, wie sich die Intensitat des Elektronenspinresonanzsignals an
intakten Ratten und jenen nach der Eierstockentfernung nach der Gabe von Ukrain in
verschiedenen Dosierungen dndert. Die Intensitdt des Signals korreliert direkt mit der Menge
der freien Radikale im Gewebe. Die Signalintensitat war am niedrigsten in der eierstocklosen
Gruppe und hochster Ukrain Dosierung und am hochsten in den intakten Ratten bei
niedrigsten Dosierung (177).

An intakten weiblichen Ratten wurde die Wirkung von Ukrain auf jene Hormone untersucht,
welche den Calciumstoffwechsel regulieren. In der Gruppe mit der hochsten Dosierung
sanken die Serumspiegel von Kortikosteron (signifikant) und Progesteron (nichtsignifikant).
In der Gruppe mit der niedrigsten Dosierung von Ukrain stieg der Serumspiegel von
Parathormon signifikant. Die Serumwerte von Calcitonin wurden von Ukrain in keiner
Dosisgruppe beeinflusst (223).

Die Wirkung von Ukrain auf die gleichen Hormone wurde auch bei den weiblichen Ratten mit
entfernten Eierstocken untersucht. In der Gruppe mit der mittleren Dosierung von Ukrain
sank die Serumkonzentration von Kortikosteron. Es gab keine anderen Veranderungen in
Hormonwerten in allen Dosisgruppen (224).
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In den Versuchen an mannlichen Ratten Wistar, bestrahlt mit den Mikrowellen 53,57 MHz
fir 14 Tage, wurde festgestellt, dass NSC 631570 praktisch keinen Effekt auf die
Wasserkonzentration sowie organische und anorganische Phasen in Beckenknochen hatte
verglichen mit der bestrahlten Kontrollgruppe (232).

Die Wirkung von verschiedenen Dosen NSC 631570 und/oder Strontium auf das
intertubuldre Dentin bei Ratten wurde mittels Elektronenmikroskopie untersucht. Die
Strontiumwerte sind von 4,1% in der Kontrollgruppe auf 5,0% in der Strontiumgruppe und
6,3% in der Strontium+Ukrain-Gruppe. Gleichzeitig wurde der Abfall der Calciumwerte
beobachtet. Die elementare Zusammensetzung des Dentins hat sich nach der Gabe von
Ukrain und Strontium deutlich geandert. Die Autoren kommen zum Schluss, dass Strontium
und Ukrain die Demineralisierung des Dentins gemildert haben (259). Das intertubuldre
Dentin wurde auf die Rauheit und Fraktalparameter untersucht. Ein deutlicher Unterschied
in den Dentinquerschnittoberflichen zwischen der Kontrollgruppe und der
Strontium+Ukrain-Gruppe war zu sehen (260).

DIE WIRKUNG AUF VERSCHIEDENE ENZYME

In den Versuchen an Leberzellen wurde gezeigt, dass Ukrain die Aktivitdt der
Alkoholdehydrogenase inhibiert (178, 253).

Es wurde auch die Wirkung von Ukrain auf die Aktivitdt von Trypsin-dhnlichen Enzymen
erforscht (183, 222).

Die Wirkung von Ukrain auf die Konzentration des vasoaktiven intestinalen Peptides (VIP)
wurde an dem Diabetesmodell in Mdusen und an intakten Tieren untersucht. Dabei hat
Ukrain keinen Einfluss auf die VIP-Konzentration bei intakten Madusen ausgelbt. Bei
diabetischen Madusen hat die 10-tagige Verabreichung von Ukrain in der kleinsten der
angewendeten Dosierungen eine signifikante Steigerung der VIP-Konzentration
hervorgerufen (194, 225).

In Experimenten an Rattenleber haben die Forscher festgestellt, dass Ukrain (neben
Chelidonin) unter den untersuchten Substanzen das Enzym Monoaminooxidase am starksten
hemmte, was auf seine antidepressive Eigenschaften hindeutet (197, 252).

In einer Ubersicht haben die Forscher die Arbeiten (iber die Wirkung von Ukrain auf den
Aminosaurenstoffwechsel zusammengefasst. Sie weisen darauf hin, dass Ukrain
verschiedene Wirkungen auf die Aminosdurenpools im Patientenkdrper und im malignen
Tumor haben (213).

Eine Reihe von Experimenten an Ratten wurde der Wirkung von Ukrain auf diverse
Leberenzyme gewidmet. In einem Experiment wurden die Auswirkungen einer 7-tagigen
Behandlung mit Ukrain auf die Lipidperoxidation und die antioxidative Funktion der
Rattenleber untersucht. Bei der taglichen Dosis 2 mg/kg Ukrain war der Serumspiegel des
reduzierten Glutathions um 25% und die antioxidative Serumaktivitat um 49% vermindert.
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Gleichzeitig erhohte sich die Glutathionreduktase-Aktivitat in der postmitochondrialen
Fraktion der Rattenleber um 43% verglichen mit der Kontrollgruppe. Es gab keine
Aktivierung der Lipidperoxidation nach der Verabreichung von Ukrain 2 mg/kg und die
Aktivitdt von Katalase sowie Peroxidase unterschieden sich nicht von jener in der
Kontrollgruppe. Die Autoren schlagen eine Hypothese vor, wonach Ukrain einen oxydativen
Stress im Tumor verursacht, was zur Apoptose fihrt (214).

Weiters wurden die Effekte von Ukrain auf jene hepatische Enzyme untersucht, welche an
der Metabolisierung von Arzneien beteiligt sind. Nach der 6-tagigen Behandlung mit der
taglichen Dosis 2 mg/kg stieg die Aktivitat von Aminopyrin-N-Demethylase um 35% und jene
von Glutathion-S-Transferase um 55%. Die Konzentrationen von mikrosomalen Zytochrom-
P450 und b5 sowie die Ethylmorphin-N-Demethylierungsrate sind unverandert geblieben
(215).

WECHSELWIRKUNGEN MIT ANDEREN MEDIKAMENTEN UND BEHANDLUNGSMETHODEN
Nichtopioid-Analgetika

An Mausen und Ratten wurde die Wechselwirkung von NSC 631570 und Aminophenazon
untersucht. Dabei hat sich herausgestellt, dass NSC 631570 die schmerzstillende Wirkung
von Aminophenazon auf verschiedene Weise beeinflusst. Im , Writhing syndrome“-Test in
Mausen sowie im ,Tail-flick“-Test in Ratten wurde die antinoceptive Wirkung des
Analgetikums potenziert, dagegen im , Hot-plate“-Test wurde die schmerzstillende Wirkung
von Aminophenazon reduziert (20).

Die schmerzstillende Wirkung von Ukrain wurde in den Versuchen an Mausen von den
Inhibitoren des Enzyms Stickstoffmonoxid-Synthase verstarkt. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass der endogene Stickstoffmonoxid (NO) die schmerzstillende Wirkung von
Ukrain modifizieren kann (130).

Opioid-Analgetika

Die Untersuchungen an Mausen und Ratten haben ergeben, dass NSC 631570 die
antinoceptive Wirkung von Opiaten modifiziert. Zum Beispiel, NSC 631570 potenzierte die
schmerzstillende Wirkung von Morphin im ,Hot-plate“-Test und im ,Tail-flick“-Test,
reduzierte aber diese im ,, Writhing-syndrome“-Test in Mausen (35).

In den Untersuchungen an Mausen wurde herausgefunden, dass NSC 631570 bei 10-tagiger
intraperitonealer Verabreichung in hoher Dosierung eine schmerzstillende Wirkung hat.
Gleichzeitig wurde festgestellt, dass die kombinierte Verabreichung von Morphin und NSC
631570 ihre schmerzstillende Wirkung gegenseitig vermindert. Die Autoren empfehlen,
kombinierte klinische Anwendung dieser Praparate zu vermeiden (85, 86).
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Die schmerzstillende Wirkung von Ukrain wurde in den Versuchen mit Mdusen vom Prdparat
Naltrexon, einem reinen Opioidantagonist, der als kompetitiver Antagonist an allen
Opioidrezeptoren wirkt, komplett aufgehoben (131).

Streptozotocin

Das Streptozotocinmodell in Ratten wurde verwendet, um zu erforschen, wie sich die Leber-
und Nierenfunktion unter dem Einfluss von NSC 631570 bei diesen Tieren andert. Die 10-
tagige Gabe von Ukrain an die Streptozotocinratten hat den Blutspiegel von Kreatinin nicht
gedndert, den Harnstoffblutspiegel aber erhéht. Die Autoren kommen zum Schluss, das
Ukrain und Streptozotocin nicht kombiniert werden sollen (195, 226, 239).

Porphyrinderivate

In den Versuchen an Maussarkom, Brustkarzinom, menschlichen Kolonkarzinom und
Melanomzelllinien wurde gezeigt, dass NSC 631570 und Porphyrinderivate der Aminosauren
eine synergistische Wirkung gegen die Krebszelllinien haben (53, 83).

Antiepileptika

An Albino-Mausen wurde die Wechselwirkungen von NSC 631570 und verschiedenen
Antiepileptika wie Diazepam, Carbamazepin, Diphenylhydantoin, Phenobarbital und
Valproat untersucht. NSC 631570 hat die protektive Wirkung von Valproat potenziert,
wenngleich die Effekte anderer Antikonvulsanten unbeeinflusst waren (34).

Endovaskuldre Lasertherapie / photodynamische Therapie

Die endovaskulare Therapie als Teil der photodynamischen Therapie (PDT) ist eine neue
Methode fiir systemische Laserbehandlung und Energieabgabe an den menschlichen Kérper.
Fir therapeutische Zwecke werden rote, infrarote, griine und blaue Laserstrahlen
verwendet. Der intravends applizierte Photonenstrahl bewirkt verbesserte Mikrozirkulation,
aktiviert das Immunsystem und Mitochondrien. In letzter Zeit wird NSC 631570 dabei als
Photosensibilisator eingesetzt (Weber M, “The intravenous laser blood irradiation, a new
therapeutic approach in immunology and cancer therapy”, 2nd International Conference on
Drug Discovery and Therapy, SL-341, Dubai, UAE, 2010).

NSC 631570 wurde den Patienten mit rheumatischen Erkrankungen oder haufigen
Infektionen verabreicht. In den Lymphozyten beider Patientengruppen sowie der
Kontrollgruppe wurden IgG-Expression, Proliferationsmarker Ki-67 und andere
Markermolekiile gemessen. Keine signifikanten Verdnderungen waren in der Kontrollgruppe
zu merken, wohingegen in der mit NSC 631570 behandelten Gruppe sind die IgG- und Ki-67-
Werte signifikant gestiegen. Ein weiterer Anstieg der Expression von Markermolekiilen
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wurde mit der Anwendung von endovaskuldrer Lasertherapie auf niedriger Energiestufe.
Zirkulierende Tumorzellen von Krebspatienten wurden mit NSC 631570 inkubiert. Patienten
wurden mit NSC 631570 allein oder kombiniert mit dem endovaskuldren Laser behandelt.
Die Reduktion des Tumormasse wurde in beiden Gruppen erreicht, aber in der
Kombinationsgruppe war diese Wirkung mehr ausgepragt (Andrae F, ,Ukrain based laser
therapy in oncology”, 2nd International Conference on Drug Discovery and Therapy, SL-274,
Dubai, UAE, 2010).

Ozon

Aus Erfahrung ist bekannt, dass Ukrain nicht mit der Ozontherapie kombiniert werden sollte.
Im Allgemeinen ist Ukrain am besten als Monotherapie anzuwenden, andere
Behandlungsmethoden kénnen in den Pausen zwischen den Therapiezyklen angewendet
werden.

In einer Pilotstudie wurde eine Methode ausgearbeitet, wie man eine optimale Dosierung
fir die Therapie mit Ukrain (dasselbe auch fiir Interferon-alpha) wéhlt. Die Methode basiert
auf der Bestimmung des Verhaltnisses SS/SH-Gruppen im Blut (138).

In seinem Vortrag beim 5. Wiener Dialog Uber Ganzheitsmedizin berichtete Dr. Aschhoff
Uber seine Erfahrungen in der Behandlung mit Ukrain. Zusammenfassend haben sich
folgende Erfahrungswerte ergeben: deutliche Verbesserung der Lebensqualitat;
nebenwirkungsfreie  Behandlung;  Einsetzbarkeit selbst bei Kindern; grol3es
Behandlungsspektrum (142).
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Il. UNBEDENKLICHKEIT

In therapeutischer Dosis hat das Produkt keine schadlichen Nebenwirkungen, es schadigt
keine blutbildenden Organe oder andere rasch proliferierende Gewebe und greift nur
bosartige Zellen an. Wegen seines sehr hohen therapeutischen Index von 1250 im Gegensatz
zu allgemeinen Zytostatika, welche einen therapeutischen Index von 1,4 - 1,8 haben, besteht
keine Gefahr einer Uberdosierung bei der UKRAIN Therapie. (Therapeutischer Index ist ein
Mal der relativen Sicherheit eines Arzneimittels, ausgedriickt als das Verhéltnis der
todlichen oder toxischen Dosis zu der therapeutisch wirksamen Dosis. Aus dem , Kurzen
Glossar chemischer und biochemischer Begriffe”, Europadische Beobachtungsstelle fir
Drogen und Drogensucht, http://www.emcdda.europa.eu/publications/drug-
profiles/glossary/de). Dank des sehr hohen therapeutischen Index verursacht UKRAIN keine
Nekrosen bei intramuskuldrer Verabreichung, was in der Phase | Studie an gesunden
Probanden bewiesen wurde (37).

Osterreichisches Forschungszentrum Seibersdorf ist die fiihrende @&sterreichische
Forschungseinrichtung im Bereich Lebenswissenschaften und ist jetzt ein Teil des Austrian
Institut of Technology (kurz: AIT) - der groBten auBeruniversitdaren Forschungseinrichtung in
Osterreich.

In Seibersdorf werden die toxikologischen Untersuchungen nach dem aktuellen Stand der
Wissenschaft und entsprechend der GLP-Richtlinien (Gute Laborpraxis) durchgefiihrt.
Folgende GLP-konforme Studien mit NSC 631570 wurden in ARCS durchgefiihrt.

Akute Intravenose Toxizitdt mit Ratten

Die Studie wurde im Einklang mit der EC-Richtlinie 92/69 und der OECD-Richtlinie 401
durchgefiihrt. Die Testsubstanz wurde unverdiinnt als langsame intravendse Injektion
mannlichen und weiblichen Ratten Him:OFA in der Dosierungen 33 mg/kg, 57 mg/kg oder
100 mg/kg (nur Weibchen) Korpergewicht (KG) verabreicht. Die Verabreichung hat
unmittelbare Wirkungen verursacht, welche, wenn nicht letal, fihrten zur fast kompletten
Genesung. Die wahrscheinlichste Todesursache war eine pH- oder lonenverschiebung im
Blut. Mannchen waren mehr anfillig als Weibchen. Basierend auf den Ergebnissen dieser
Studie, die LD50 (intravenés) von NSC 631570 war als 43 mg/kg KG fir Mannchen und 76
mg/kg KG fur Weibchen ermittelt (151, OEFZS-A-4483, Oktober 1998).

Akute Intravenodse Toxizitdt mit Mausen

Die Studie wurde im Einklang mit der Direktive 92/69/EEC und der OECD-Richtlinie 401, 1987
durchgefihrt. NSC 631570 wurde mittels langsamer intravendser Injektion drei Gruppen von
5 maéannlichen und 5 weiblichen Him:OF1 SPF Ma&usen in der Dosierungen 33 mg/kg, 74
mg/kg und 165 mg/kg KG verabreicht. Alle Tiere in der Hochdosisgruppe sowie 2 Mannchen
und 3 Weibchen in der mittleren Dosisgruppe sind gestorben. Alle anderen Tiere tberlebten
bis 14 Tage nach der Verabreichung und waren normal am Ende der Studie. Alle Tiere waren
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normal bei der pathologischen Untersuchung. Es hat keinen merklichen
Geschlechtsunterschied in der Reaktion auf die Testsubstanz gegeben. Basierend auf den
Ergebnissen der Studie wurde die LD50 (intravends) als 80 mg/kg KG fur Mannchen und 68
mg/kg KG fur Weibchen berechnet (OEFZS-L-0400, Mai 2000).

Akute intramuskulare Toxizitat mit Ratten

Das Ziel dieser Studie war die toxischen Wirkungen von NSC 631570 nach einer einmaligen
intramuskuldren Verabreichung an Ratten zu untersuchen. Die Studie wurde im Einklang mit
der EC-Direktive 87/176/EWG sowie der OECD-Richtlinie 401, soweit diese fur die
intramuskuladre Verabreichung von Bedeutung waren, durchgefiihrt. Die Testsubstanz war
unverdinnt als intramuskuldre Injektion an 5 mannliche und 5 weibliche Him:OFA Ratten in
der technisch hochst moglichen Dosis fiir die geplante Verabreichungsweise, d.h. 150 mg
Aktivsubstanz pro kg KG. Alle Tiere Uberlebten bis zum vorgesehenen Endzeitpunkt der
Studie. Die Korpergewichtszunahme war nicht beeintrachtigt. Sedierung und mehr
ausgepragte gestorte Lokomotorik war am Tag der Verabreichung bemerkbar. Lokale
Anderungen an der Injektionsstelle (Krusten) waren bei etwa der Halfte aller Tiere
vorhanden. Es gab keinen Geschlechtsunterschied in der Reaktion auf die Testsubstanz. Die
Autoren kommen zur Schlussfolgerung, dass die intramuskulare Injektion von NSC 631570 in
der technisch héchst moéglichen Dosis einige voribergehende Symptome von unwesentlicher
klinischer Bedeutung bewirkt hat, ansonsten aber gut toleriert wurde und nicht
lebensgefahrlich war. Basierend auf den Ergebnissen dieser Studie war die LD50
(intramuskular) von NSC 631570 als > 150 mg/kg KG berechnet (151, OEFZS-L-0194, Oktober
1999).

Akute orale Toxizitatsstudie mit Ratten

Das Ziel der Studie war es, die toxischen Wirkungen von NSC 631570 nach der einmaligen
oralen Verabreichung an Ratten zu untersuchen. Die Studie wurde entsprechend der EC-
Direktive 92/69 und der OECD-Richtlinie 401 durchgefiihrt. NSC 631570 Konzentrat war
unverdlinnt einmalig mittels Magenintubation an 3 Gruppen von 5 weiblichen Him:OFA
Sprague Dawley Ratten und an 1 Gruppe mannlicher Sprague Dawley Ratten in den
Dosierungen 450 mg/kg KG, 810 mg/kg KG und 1500 mg/kg KG (Weibchen) sowie nur 810
mg/kg KG (Méannchen) verabreicht. Alle Weibchen in der hdéchsten Dosierungsgruppe
verstarben am Tag der Verabreichung. Alle Weibchen in beiden anderen Dosierungsgruppen
sowie alle Mannchen liberlebten bis zum vorgesehenen Studienbeendigung. Alle Tiere der
mittleren und der hohen Dosierungsgruppen waren mit den meisten Symptomen am Tag der
Verabreichung der Testsubstanz beeintrachtigt. Die Wirkungen haben maximal 3 Tage nach
der Verabreichung gedauert. Alle Gberlebten Tiere waren normal am Ende der Studie. Es gab
keinen Geschlechtsunterschied in der Reaktion auf die Testsubstanz.

Fazit: die Testsubstanz hat sofortige Folgen hervorgerufen, welche, wenn nicht letal, bald zu
einer fast kompletten Genesung fuhrten. Die LD50 (oral, Webchen) was als 1110 mg/kg KG
berechnet (151, OEFZS-L-0195, October 1999).
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Lokale Vertraglichkeit

NSC 631570 wurde als langsame intravendse, intraarterielle, paraventdse oder
intramuskuldre Injektion an je 2 mannliche und 2 weibliche Kaninchen per
Verabreichungsweg gegeben. Isotonische Kochsalzlésung wurde entsprechend ins andere
Ohr oder den Muskel jeden Tiers als Kontrolle injiziert. NSC 631570 wurde als intravendse
oder intraarterielle Injektion gut vertragen. Die paravendse Verabreichung hat eine milde
lokale Reizung verursacht, und die intramuskuldre Injektion hat eine milde bis moderate
Entziindung hervorgerufen. Es gab keinen Geschlechtsunterschied in der Reaktion auf die
Testsubstanz (OEFZS-A-4204, Oktober 1997).

Mikronukleustest mit Mausen

Die Studie wurde durchgefiihrt, um eine mogliche Bildung von Mikronuklei infolge der
Wirkung von NSC 631570 als Folge der chromosomalen Beschadigung an dem mitotischen
Apparats in einem System in vivo. NSC 631570 wurde mit der isotonischen Kochsalzlésung
verdinnt und einmalig in der Dosis 1,25, 2,50 oder 5,00 ml/kg KG intraven6s an drei
Gruppen von je 5 mannlichen und 5 weiblichen Mausen Crl:NMRI BR verabreicht. Zusatzlich
wurde eine Hochdosisgruppe (ein Mannchen und ein Weibchen) als Reserve in die Studie
aufgenommen, um die moglicherweise ungeplant verstorbene Tiere in der Hochdosisgruppe
zu ersetzen. Zwei negative Kontrollgruppen (isotonische Kochsalzlésung) und eine positive
Kontrollgruppe (Thiotepa) wurden auch in die Studie aufgenommen. Die Aufbereitung der
Knochenmarkzellen und deren Untersuchungen wurden entsprechend der OECD-Richtlinie
474 durchgefihrt.

Alle Tiere haben bis zur vorgesehenen Opferung liberlebt. Thiotepa (positive Kontrollgruppe)
bewirkte Zytotoxizitat und Mikronukleibildung in den polychromatischen Erythrozyten. NSC
631570 hat keine zytotoxische Wirkungen ausgelibt, alle Daten waren im Bereich der
historischen negativen Kontrolldaten. Es gab keine signifikanten Unterschiede in
normochromen Mikronukleus-Erythrozyten (NME) zwischen den Tieren beider Geschlechter
in Testguppen und entsprechenden negativen Kontrollgruppen, sowohl nach 24, als auch 38
Stunden nach der Verabreichung. Ebenso keinen statistisch signifikanten Unterschied in den
Anzahl der polychromatischen Mikronukleus-Erythrozyten (PME) gab es in allen Gruppen bei
allen Dosierungen. Die Raten von PME waren zu beiden Probenahmezeitpunkten im
Referenzbereich der historischen negativen Kontrollgruppen. Es wurde kein
Geschlechtsunterschied im Ansprechen auf die Testsubstanz festgestellt. Die Autoren
kommen zum Schluss, dass NSC 631570 in der Dosierung bis zu 5 mg/kg KG keine
Zytotoxizitdit gegentber Knochenmark ausibt und keine Mikronuklei in den
polychromatischen Mikronukleus-Erythrozyten in Mausen beider Geschlechter in den
verwendeten Dosierungen produziert (OEFZS-L-0225, November 1999).

Salmonella typhimurium Reverse Mutation Test
NSC 631570 wurde im Salmonella typhimurium Reverse Mutation Test (Ames-Test) auf

mutagene Aktivitat gemaR der Richtlinie OECD 471 und EEC 92/69 Teil B14 geprift. Die
Testsubstanz wurde in einem Breiten Konzentrationsbereich entsprechend der direkten
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Plattenaufnahme-Methode mit und ohne externe Metabolisierungssystem S9-mix. Die
Bakterienstamme S. typhimurium TA97a, TA98, TA100, and TA1535 wurden als Testsystem
verwendet. Negative sowie positive Kontrollgruppen wurden einbezogen und eine
unabhadngige Wiederholung des Experiments wurde durchgefiihrt. Die Testsubstanz war
nicht toxisch gegeniiber den eingesetzten Bakterienstammen. Den Ergebnissen der Studie
zufolge NSC 631570 ist nicht mutagen im Ames-Test mit den Stimmen TA97a, TA98, TA100,
TA102, and TA1535 (OEFZS-L-0003, Januar 1999).

Lebertoxizitat

Da die Ausgangsstoffe fur die Herstellung von NSC 631570 — Schollkrautalkaloide und
Thiotepa toxisch fir die Leberzellen sind, wurde eine Studie zur Untersuchung der moglichen
toxischen Wirkungen von NSC 631570 auf die Leber veranlasst. Die Studie wurde in Ratten
durchgefiihrt und hat bestétigt, dass NSC 631570 die Leber nicht schadigt (Miller 2004,
Originalbericht).

Andere Toxizitatsstudien

Viele andere Toxizitatsstudien wurden mit NSC 631570 in Osteuropa durchgefihrt (15, 16,
105, 123, 127).

Die ersten toxikologischen Untersuchungen wurden an Mausen Albino Swiss sowie Ratten
Wistar durchgefiihrt. NSC 631570 wurde intraperitoneal in der Dosierung 0,025, 0,05 und 0,1
von LD50 (d.h. 4,75, 9,5 und 19 mg/kg bei Mausen und 7, 14 und 28 mg/kg bei Ratten)
einmal taglich wahrend 3 Monaten verabreicht. Die Behandlung hat die Gewichtszunahme
bei Tieren in allen Dosierungsgruppen nicht beeinflusst. Die Lokomotorik wurde in den
Gruppen mit niedriger Dosierung nicht verandert. In Ratten wurde die spontane lokomotore
Aktivitdat in den die Dosierungsgruppen 14 und 28 mg/kg sowie in Mdausen in den
Dosierungsgruppen 9,5 und 19 mg/kg unterdriickt.

Die Behandlung hat keinen Einfluss auf das Organengewicht ausgeiibt mit Ausnahme von
Milz bei Ratten, wo das Gewicht bis zu 3mal héher war als in der Kontrollgruppe (29). Bei
den Untersuchungen der Katecholaminen im Hirn wurde festgestellt, dass im Vergleich zu
den Kontrollgruppen die 3monatige Behandlung mit NSC 631570 in mittlerer und héherer
Dosierung die Dopaminkonzetration sowohl bei Mausen als auch bei Ratten verringerte. Die
Konzentrationen von Noradrenalin, 5-Hydroxytryptamin und 5-Hydroxyindolacetat sind
unverandert geblieben (29). Die einmalige Verabreichung hat keinen Einfluss auf die
Prolaktinkonzentration in Serum von Ratten. Hingegen war die Serumkonzentration von
Prolaktin bei der 3monatigen Verabreichung von NSC 631570 in allen Dosierungsgruppen
erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe (32).

In mannlichen sowie weiblichen Ratten und Mausen hat die Behandlung mit der mittleren
und héchsten Dosierung dhnliche Anderungen bewirkt: die Steigerung der Leukozytenzahl
und die Abnahme der Trombozytenzahl. Die Anderungen des Leukogramms wurden ebenso
beobachtet, namlich Steigerung der Lymphozyten und Abnahme der segmentkernigen
Neutrophilen. Keine signifikanten Anderungen in den Rotblutwerten wurden im Vergleich
zur Kontrollgruppe beobachtet (33).
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Keine Anderungen wurden auch in der Transaminasenaktivitit bei Ratten beobachtet. In
Mausen, Steigerung der ALT- und AST-Aktivitdt ist in den Gruppen mit mittleren und
hochsten Dosierung eingetreten. Eine leichte Abnahme des Gesamtproteinwerts wurde bei
mannlichen Mausen in den Gruppen 9,5 und 19,5 mg/kg beobachtet, bei weiblichen Mausen
— nur in der 19 mg/kg Gruppe. Die einmalige Verabreichung der Testsubstanz hat keine
Anderungen der untersuchten Parameter bewirkt (31).

In den Untersuchungen an Hamsterzellen wurde festgestellt, dass NSC 631570 nicht
mutagen sowie nicht genotoxisch wirkt und keine morphologischen Zelltransformationen
auslost (19).

In den Versuchen an Mausen und Meerschweinchen wurde bewiesen, dass NSC 631570
keine anaphylaktische Sensibilisierung auslost (23).

In Ratten hat NSC 631570 keine embryotoxische oder teratogene Wirkung ausgeiibt. In
Hamstern wurde die embryotoxische Wirkung bei der sehr hohen Dosierung von 28 mg/kg
KG beobachtet (30).

In einer Reihe von Experimenten wurde die Wirkung von Ukrain bei der 6-wochigen Gabe an
Kaninchen untersucht (so genannte subakute Toxizitat).

Die tagliche Behandlung in drei verschiedenen Dosierungen hat keine Auswirkungen auf die
Organenmorphologie und Koérpergewicht der Tiere verursacht. Im Blutbild hat sich die
Anzahl von roten sowie weiRen Blutkérperchen nicht gedndert. In der hoch dosierten
Gruppe sind die Prozentanteile der Lymphozyten, Monozyten und Eosinophilen gestiegen.
Die chemischen Parameter wurden nicht beeinflusst mit der Ausnahme vom Anstieg des
Harnstoffs und der Harnsaure (124).

Unter Geschlechtshormonen, Estradiol ist in einigen Gruppen gestiegen und Testosteron ist
in Mannchen der Gruppe mit niedrigsten Dosierung gestiegen. In Weibchen wurde der
Anstieg von Progesteron nur in der Gruppe mit héchster Dosierung beobachtet (125).

Ukrain verursachte den Anstieg von Schilddriisenhormonen bei Mannchen. Bei Weibchen ist
nur Triiodthyronin gestiegen und Thyroxinspiegel blieb unverandert (126).

In einer Studie an mannlichen Ratten Wistar haben die Forscher festgestellt, dass die 6-
tagige Verabreichung in beiden Dosierungen 1 mg/kg und 2 mg/kg keine signifikanten
Verdanderungen in folgenden Parameter bewirkte: Albumin, Mucopolysaccharide, Aktivitat
der Aminotransferasen, Thymoltest. Ebenfalls unbeeinflusst im Vergleich zur Kontrollgruppe
war die Morphologie des Lebergewebes. Signifikant niedriger war die Blutkonzentration von
mittleren Molekilen (216).

In der Arbeit an Ratten Wistar mit implantiertem wurde herausgefunden, dass Ukrain die
Anzahl von Thiolgruppen in den Tumorhomogenaten reduzierte (121).
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PHARMAKOKINETIK

Um den Plasmaspiegel und die pharmakokinetische Parameter von Ukrain bei intravendser
Verabreichung zu bestimmen, wurde zuerst die Methode fiir seine Bestimmung im Plasma
entwickelt (152).

Dies ermoglichte in weiterer Folge eine Studie der Pharmakokinetik von Ukrain in Ratten. Es
zeigte sich, dass das Tumorgewebe und die Leber die starkste Affinitat fur Ukrain hatten. Im
Gehirn- und Muskelgewebe hat sich das Praparat am wenigsten akkumuliert (153).

BIOPHYSIKALISCHE EIGENSCHAFTEN

Die Untersuchungen mit physischen Methoden (Spektrometrie, Mikroskopie in
polarisierendem Licht) haben ergeben, dass NSC 631570 resistent gegen die Einwirkung vom
UV-Licht mittlerer Intensitdt ist. Die Absorptionspeaks 210 und 230 nm kdnnen zum
Nachweis des Praparates im Plasma verwendet werden (50, 81).

In den Untersuchungen an Rattenleberhomogenaten wurde der Sauerstoffverbrauch mittels
Polarographie gemessen. Die Zugabe von NSC 631570 bewirkte komplexe Redoxreaktionen
im Substrat, was von der NADP-induzierten Oxidation abhangig war (82).

lIl. QUALITAT

Der Qualitatsnachweis ist im Pharmacopoea Austriaca VIII und im Deutschen Arzneibuch, 6.
Ausgabe ausreichend beschrieben.

Schéllkraut - Auszug aus dem Europdischen Arzneibuch 6.0
,»,6.0/1861
Schollkraut

Chelidonii herba
Definition

Die wahrend der Blitezeit gesammelten, getrockneten, ganzen oder geschnittenen oberirdischen
Teile von Chelidonium majus L.

Gehalt: mindestens 0,6 Prozent Gesamtalkaloide, berechnet als Chelidonin (CyH1sNOs; M, 353,4),
bezogen auf die getrocknete Droge

Priifung auf Identitat
A. Die Stangel sind rundlich, gerippt, gelblich bis griinlich braun, etwas flaumig behaart, etwa 3 bis 7
mm dick, hohl und meist kollabiert. Die Laubblatter sind dinn, unregelmalig gefiedert, die Fiedern

eiféormig bis langlich mit grob gezdahnten Randern, die Endfieder ist oft 3-lappig; die Blattoberseite ist
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blaulich griin und kahl, die Unterseite heller und besonders (iber der Nervatur flaumig behaart. Die
Bliten besitzen 2 ausgepragt konkav-konvexe Kelchblatter, die leicht abfallen, und 4 gelbe, breit
eiformige, gespreizte, etwa 8 bis 10 mm lange Kronblatter; die zahlreichen Staubblatter sind gelb, der
oberstandige Fruchtknoten tragt einen kurzen Griffel; die langen, noch unreifen Kapselfriichte
kommen selten vor.

B. Die Droge wird pulverisiert (355) (2.9.12). Das Pulver ist dunkelgraugriin bis braunlich griin. Die
Prifung erfolgt unter dem Mikroskop, wobei Chloralhydrat-Lésung R verwendet wird. Das Pulver
zeigt folgende Merkmale: zahlreiche Bruchstiicke der Laubblatter in der Aufsicht, die Epidermiszellen
mit welligen Wanden; Spaltéffnungen vom anomocytischen Typ (2.8.3) kommen nur an der
Blattunterseite vor; lange, einreihige, diinnwandige, gewohnlich fragmentierte Deckhaare;
Leitgewebe aus Blatt und Stingel mit Gruppen von Fasern und GefdlRen mit getipfelten und
schraubig verdickten Wanden, begleitet von Milchréhren mit gelblich braunem Inhalt; gelegentlich
Bruchstiicke der Kronbldtter mit dinnwandigen, teilweise pa-pillésen Zellen, die zahlreiche
blassgelbe Oltrépfchen enthalten; kugelige Pollenkdrner, etwa 30 bis 40 pm im Durchmesser, mit 3
Keimporen und einer fein punktierten Exine.

C. Dlnnschichtchromatographie (2.2.27)

Untersuchungslésung: 0,4 g pulverisierte Droge (7 i0) (2.9.12) werden 30 min lang mit 50 ml
verdlinnter Essigsdure R im Wasserbad unter Rickflusskiihlung erhitzt und nach dem Abkiihlen
abfiltriert. Das Filtrat wird mit konzentrierter Ammoniak-Losung R stark alkalisch gemacht und mit 30
ml Dichlorm-than R ausgeschiittelt. Die organische Phase wird lber

wasserfreiem Natriumsulfat R getrocknet, filtriert und im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der
Rickstand wird in 1,0 ml Methanol R gelost.

Referenzlésung: 2 mg Papaverinhydrochlorid R und 2 mg Methylrot R werden in 10 ml Ethanol 96 % R
gelost.

Platte: DC-Platte mit Kieselgel R
FlieBmittel: wasserfreie Ameisensaure R, Wasser R, 1-Propanol R (1:9:90 V/V/V)
Auftragen: 10 pl; bandférmig Laufstrecke: 10 cm Trocknen: an der Luft

Detektion: Die Platte wird mit Dragendorffs Reagenz R bespriiht, an der Luft trocknen gelassen, mit
Natriumnitrit-Lésung R bespriiht und erneut an der Luft trocknen gelassen. Die Auswertung erfolgt
im Tageslicht.

Ergebnis: Die Zonenfolge in den Chromatogrammen von Referenzlésung und Untersuchungsldsung
ist aus den nachfolgenden Angaben ersichtlich. Im Chromatogramm der Untersuchungslésung
kénnen weitere, schwacher gefarbte Zonen vorhanden sein.

Oberer Plattenrand

Methylrot: eine rote Zone eine braune Zone

eine braune Zone

Papaverin: eine graubraune Zone eine graubraune Zone

2 braune Zonen
Referenzlosung Untersuchungslosung
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Priifung auf Reinheit
Fremde Bestandteile (2.8.2): hochstens 10,0 Prozent

Trocknungsverlust (2.2.32): héchstens 10,0 Prozent, mit 1,000 g pulverisierter Droge (355) (2.9.12)
durch 2 h langes Trocknen im Trockenschrank bei 105 °C bestimmt

Asche (2.4.16): hochstens 13,0 Prozent
Gehaltsbestimmung

Untersuchungslésung: 0,750 g pulverisierte Droge (710) (2.9.12) werden 30 min lang mit 200 ml
verdiinnter Essigsaure R im Wasserbad unter hdufigem Schitteln erhitzt. Nach dem Abkihlen wird
die Mischung mit verdiinnter Essigsdure R zu 250,0 ml verdiinnt und filtriert. Die ersten 20 ml des
Filtrats werden verworfen. 30,0 ml Filtrat, mit 6,0 ml konzentrierter Ammoniak-L6ésung R und 100,0
m Dichlormethan R versetzt, werden 30 min lang geschiittelt. Die organische Phase wird abgetrennt,
50,0 ml davon werden in einem 100-ml-Rundkolben bei einer Temperatur, die 40 °C nicht Gbersteigt,
im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der Rickstand wird unter Erwdarmen in etwa 2 bis 3 ml Ethanol
96 % R gelost. Die Losung wird unter Nachsptlen des Rundkolbens mit verdiinnter Schwefelsdure R in
einen 25-ml-Messkolben gebracht und mit verdiinnter Schwefelsdure R zu 25,0 ml verdiinnt. 5,0 ml
dieser Losung werden in einem 25-ml-Messkolben mit 5,0 ml einer Losung von Chromotrop-saure-
Natrium R (10 g x I'') in Schwefelsaure R versetzt. Der Kolben wird verschlossen, der Inhalt vorsichtig
gemischt und mit Schwefelsdure R zu 25,0 ml verdiinnt. Der Kolben wird wieder verschlossen.
Kompensationsfliissigkeit: Gleichzeitig und unter gleichen Bedingungen werden in einem 25-ml-
Messkolben 5,0 ml verdinnte Schwefelsdure R und 5,0 ml einer Losung von Chromotropsaure-
Natrium R (I0g-h1) in Schwefelsdure R nach dem VerschlieRen des Kolbens vorsichtig gemischt. Die
Mischung wird mit Schwefelsaure R zu 25,0 ml verdiinnt und der Kolben wieder verschlossen.

Beide Losungen werden 10 min lang im Wasserbad belassen, auf etwa 20 °C abgekihlt und falls
erforderlich mit Schwefelsdure R zu 25,0 ml verdiinnt. Die Absorption (2.2.25) der
Untersuchungslésung wird bei 570 nm gegen die Kompensationsflssigkeit gemessen.

Der Prozentgehalt an Gesamtalkaloiden wird als Chelidonin nach folgender Formel berechnet:

Ax2,23/m

Die spezifische Absorption A, von Chelidonin wird mit 933 angenommen.

A = Absorption bei 570 nm
m = Einwaage der Droge in Gramm*

Schoéllkrautwurzel - Auszug aus dem Deutschen Arzneibuch, 6. Auflage

»Radix Chelidonii
Schollkrautwurzel

Gehalt mindestens 0,5 vom Hundert Alkaloide, berechnet auf Chelidonin (C;oH150sN, Mol.-
Gew. 353,1)

Die getrocknete, im Spatsommer und Herbst (August bis Oktober) gesammelte Wurzel von
Chelidonium majus Linne (Papaveraceae), einer bis 1 m hohen, in Europa, Mittel-, Nord- und
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Ostasien und Nordamerika, bei uns auf Schuttpldtzen, in Geblischen und an Ziaunen
weitverbreitete Pflanze mit gelben Bliten.

Die Ganzdroge besteht aus dem braunen bis braunschwarzen, 5 bis 10 cm langen,
vielkdpfigen, spindelférmigen, bisweilen gegabelten, am Stengelansatz 0,5 bis 1 cm dicken,
langsgefurchten Wurzelstock, der mit zahlreichen Nebenwurzeln besetzt und am Bruche
orangengelb bis rotbraun ist.

Die Schnittdroge istgekennzeichnet durch die schwarzbraunen, unregelmalig
geformten, am Bruche orangegelben bis rotbraunen Wurzelstock- und fein langstgestreiften
Wourzelstlickchen.

Die dunkelbraune Pulverdroge ist gekennzeichnet durch Korkbruchstiicke aus sehr
lockeren, schwach verkorkten Zellen, durch Parenchymzellfetzen mit kleinkorniger Starke,
durch Bruchstiicke der langen Milchsaftréhren und GefaRe mit Netz- und Treppentipfelung.
Schoéllkrautwurzel schmeckt bitter.

Die Asche darf nicht mehr als 8 vom Hundert betragen.

Gehaltsbestimmung. 15 g fein gepulverte Schollkrautwurzel GibergieRt man in einen
Arzneiglas von 250 ccm Inhalt mit 150 g Chloroform sowie nach kraftigem Umschiitteln mit
15 g Natronlauge und ldsst das Gemisch unter haufigem, kraftigem Umschitteln 24 Stunden
lang stehen. Nach dem Absetzen gieft man 100 g der Chloroformlésung (= 10 g
Schollkrautwurzel) durch ein Wattebduschchen in ein Koélbchen und destilliert das
Chloroform ab.

Nach dem Erkalten wird das Koélbchen gewogen und der Riickstand in 10 ccm Chloroform
aufgenommen. Dieser Losung werden 15 ccm Schwefelsdure (1 v. H.) zugesetzt, das
K6lbchen einige Mal kraftig umgeschittelt und dann das Chloroform abdestilliert. Die Lésung
wird noch 20 Minuten auf dem Wasserbade gelassen und nach dem Erkalten das Gewicht
der Flissigkeit mit Wasser auf 30 g gebracht.

Man filtriert durch ein trockenes Faltenfilter von 8 cm Durchmesser, macht 22 g des Filtrats
(= 7,33 g Schollkrautwurzel) in einem Scheidetrichter mit Natronlauge alkalisch und schittelt
dreimal mit je 20 ccm Chloroform je drei Minuten lang kraftig aus. Die vereinigten, durch ein
glattes Filter von 8 cm Durchmesser filtrierten Chloroformlésungen destilliert man bis auf
einige ccm ab.

Nun gibt man 5 ccm 1/10-Normal-Salzsdure und 10 ccm Wasser in das Kolbchen, erwarmt
auf dem Wasserbade bis zum Verschwinden des Chloroformgeruches, fligt nach dem
Erkalten drei Tropfen Methylrotldsung hinzu und titriert mit 1/10-Normal-Kalilauge bis zum
Farbumschlage. Hierzu diirfen hdchstens 3,96 ccm 1/10-Normal-Kalilauge verbraucht
werden, so dass mindestens 1,04 ccm 1/10-Normal-Salzsdure zur Sattigung der vorhandenen
Alkaloide erforderlich sind, was einem Mindestgehalt von 0,5 v. H. Alkaloiden entspricht (1
ccm 1/10-Normal-Salzsdure = 0.0333 g Alkaloide, berechnet auf Chelidonin, Methylrot als
Indikator).

Vorsichtig aufzubewahren.”

Thiotepa - Auszug aus dem US Pharmacopoeia, 24. Auslage
»Thiotepa

CeH12N3PS 189.22
Aziridine, 1,1',1"-phosphinothioylidynetris-,
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Tris(1-aziridinyl)phosphine sulfide [52-24-4]

» Thiotepa contains not less than 97.0 percent and not more than 102.0 percent of
CsH12N3PS, calculated on the anhydrous basis.

Caution — Great care should be taken to prevent inhaling particles of Thiotepa or exposing
the skin to it.

Packaging and storage — Preserve in tight, light-resistant containers, and store in a
refrigerator.

USP Reference Standards (11) — USP Thiotepa RS.

Identification, Infrared Absorption (197S) — Solution: 3 in 400. Medium: carbon disulfide.
Melting range (741): between 52° and 37°

Water, Method | (921): not more than 2.0%.

Assay —

Mobile phase — Prepare a suitable filtered and degassed mixture of water and acetonitrile
(9:1). Make adjustments if necessary (see System Suitability under Chromatography (621)).
Standard preparation — Dissolve an accurately weighed quantity of USP Thiotepa RS in
Mobile phase to obtain a solution having a known concentration of about 1.5 mg per mL.
Assay preparation — Transfer about 75 mg of Thiotepa, accurately weighed, to a 50-mL
volumetric flask, dissolve in Mobile phase, dilute with Mobile phase to volume, and mix.
Resolution solution — Transfer about 10 mg of USP Thiotepa RS to a 4-mL vial, add 2 mL of
methanol, and mix. Add 50 pL of 0.1% phosphoric acid solution. Place a cap on the vial, and
heat at 65° for 50 seconds. Cool the solution, add 1 mL of methanol, and mix.
Chromatographic system (see Chromatography (621) — The liquid chromatograph is
equipped with a 215-nm detector and a 4-mm x 15-cm column that contains packing L1. The
flow rate is about 0,8 mL per minute. Chromatograph the Resolution solution, and record the
peak responses as directed under Procedure: the relative retention times are about 1.25 for
methoxythiotepa and 1.0 for thiotepa, and the resolution, R, between the methoxythiotepa
peak and the thiotepa peak is not less than 3.0. Chromatograph the Standard preparation,
and record the responses as directed under Procedure: the tailing factor for the thiotepa
peak is not more than 1.8, the column efficiency is not less than 2600 theoretical plates, and
the relative standard deviation for replicate injections is not more than 2.0%.

Procedure — Separately inject equal volumes (about 10 uL) of the Standard preparation and
the Assay preparation into the chromatograph, record the chromatograms, and measure the
responses for the major peaks. Calculate the quantity, in mg, of CsH1,NsPS in the portion of
Thiotepa taken by the formula:

50C(r./rs),

in which C is the concentration, in mg per mL, of USP Thiotepa RS in the Standard
preparation, and r, and rs; are the thiotepa peak responses obtained from she Assay
preparation and the Standard preparation, respectively.”

Im Herstellungsverfahren wird Thiotepa ausgewaschen, so dass im Endprodukt Ukrain keine

Spur von Thiotepa nachweisbar ist, was auch mit der empfindlichsten Methode -
Gaschromatographie — bestatigt wurde.
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Stabilitat

Die Stabilitat der Injektionslésung wurde in einer Echtzeitstabilitatsstudie mit 3 Chargen
gelagert 60 Monate bei 25 °C und 60% relative Feuchtigkeit sowie 6 Monate bei 40 °C und
75% rel. Feuchtigkeit (beschleunigte Stabilitatsstudie) Uberprift. Die Studie wurde
entsprechend den OECD GLP Richtlinien durchgefiihrt. Am Ende der Studie waren alle
untersuchten Parameter innerhalb Spezifikationsgrenzen, was die Stabilitdt des Endprodukts
bestatigte. (Stability Study of Ukrain Ampoules Stored under Controlled Conditions. Final
Study Report. March 2003. SGS Lab Simon S.A. Healthcare and Bioscience Services 796.529).
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