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2  ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: Die hepato-arterielle Infusion (HAI) kann im Vergleich zur systemischen
Applikation die Effektivitat spezifischer Chemotherapeutika steigern. Aus diesem
Grund untersuchten wir die Auswirkung einer HAI mit dem Rapamycinderivat
Temsirolimus (CCI-779) auf das Wachstum kolorektaler Lebermetastasen in einem
Rattenmodell, mit und ohne einer vorangegangenen Pfortaderastligatur oder

Leberteilresektion.

Material/Methoden: Die Untersuchungen wurden an insgesamt 36 WAG/RIj (Wistar
Albino Glaxo from Rijswijk) Ratten vorgenommen. Die Tiere wurden in 6 Gruppen
randomisiert  (n=6/Gruppe) und erhielten eine Implantation syngener
Kolonkarzinomzellen in den linken Leberlappen. Die Gruppen Rapa und Sham
erhielten 10 Tage nach der Implantation eine HAI entweder mit Temsirolimus (Rapa)
oder mit NaCl (Sham). In den Gruppen Phx Rapa und Phx Sham wurde eine 70%ige
Leberresektion durchgefuhrt. Die Gruppen PBL Rapa und PBL Sham unterzogen sich
einer Pfortaderastligatur. Diese Prozeduren wurden jeweils am Tag der
Tumorimplantation vorgenommen (Tag 0). Die Tumorgréf3e wurde an Tag 10 und Tag
13 durch einen dreidimensionalen Ultraschall gemessen. An Tag 13 erfolgte dann die

Organentnahme fir die histologischen und immunhistochemischen Analysen.

Ergebnis: Von Tag 10 bis Tag 13 zeigte sich in den Kontrollgruppen ein gesteigertes
Tumorwachstum, angefiihrt von der Phx Sham-Gruppe (+63.2+10.0%). Im Gegensatz
dazu konnte das Tumorwachstum nach HAI mit Temsirolimus (Rapa: +0.5+7.7%)
inhibiert werden. Nach Phx und PBL war das Tumorwachstum sogar signifikant
reduziert (Phx Rapa: -8.3+13.1%; PBL Rapa: -1.1+4.7). Immunhistochemische
Analysen zeigten nach Temsirolimus Behandlung eine gesteigerte Apoptose der

Tumorzellen, sowie eine signifikante Reduktion der Tumorvaskularisierung.
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Schlussfolgerung: Eine hepato-arterielle Infusion mit Temsirolimus inhibiert das
Tumorwachstum kolorektaler Lebermetastasen. Obwohl Phx und PBL einen
Wachstumsreiz darstellen, wurde das Tumorwachstum im Vergleich zur
Kontrollgruppe durch eine HAI mit Temsirolimus signifikant reduziert. Die Reduktion
des Tumorwachstums wird durch einen anti-angiogenen Effekt mit Induktion von

Tumorzellapoptose vermittelt.
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3. SUMMARY

Background: Hepatic-arterial infusion (HAI) of specific chemotherapeutic agents is
capable of increasing anti-tumour effects compared to systemic administration. Herein,
we analysed the effect of a HAI of temsirolimus (CCI-779) in a rat model of colorectal
liver metastases with or without performing hepatectomy (Phx) or portal branch ligation

(PBL) before drug application.

Materials/Methods: Thirty-six WAG/RIj (Wistar Albino Glaxo from Rijswijk) rats were
randomized in 6 groups (n=6 each). At the beginning, animals of all groups underwent
subcapsular implantation of syngeneic colorectal cancer cells in the left liver lobe. After
ten days animals received either a HAI of temsirolimus (Rapa) or saline solution
(Sham). In two additional groups (Phx Rapa, Phx Sham) a 70 percent hepatectomy
was performed. Two further groups (PBL Rapa, PBL Sham) underwent a portal branch
ligation simultaneously. Tumour growth was analysed on day 10 and 13 by three
dimensional ultrasound imaging. On day 13 animals were sacrified and tissue was

harvested for histomorphological and immuhistochemical analysis.

Results: From day 10 to day 13 controls showed an increased tumour growth, most
pronounced in Phx Sham (+63.2£10.0%). In contrast, after HAIl of temsirolimus the
tumour growth was almost completely inhibited (Rapa: +0.5+7.7%) or even significantly
reduced (Phx Rapa: -8.3+13.1%; PBL Rapa: -1.1+4.7). Histomorphological analyses
revealed a decreased proliferation and an increased cleaved caspase-3 activity, which
was associated with a significant reduction of PECAM-1-positive cells after HAI of

temsirolimus.

Conclusion: HAI of temsirolimus inhibits tumour growth of colorectal liver metastases.

Although Phx or PBL stimulates tumour growth compared to untreated tumour-bearing
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livers, HAI of temsirolimus is capable of reducing tumour growth despite these growth
stimulating procedures. Inhibition of tumour growth is provided by an anti-angiogenic

effect with an induction of tumour cell apoptosis.
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4. EINLEITUNG

4.1. Kolorektales Karzinom

In der westlichen Welt stellen nach den Herzkreislauferkrankungen maligne
Tumorerkrankungen die haufigste Todesursache dar. Insgesamt ist das kolorektale
Karzinom das vierthaufigste Karzinom [59]. Das Lebenszeit-Erkrankungsrisiko betragt
5% mit jahrlich mehr als 500.000 Todesfallen weltweit [9]. In Deutschland stellt das
kolorektale Karzinom mit rund 70.000 Neuerkrankungen pro Jahr das insgesamt
zweithaufigste Malignom dar [111]. Das Auftreten und die Mortalitdt verdoppeln sich
ab dem 50. Lebensjahr mit jeder Lebensdekade. Mit Hinblick auf die in Deutschland
steigende Lebenserwartung ist in der Zukunft mit einem deutlichen Anstieg der
Inzidenz zu rechnen [111]. J&hrlich versterben rund 30.000 Patienten hierzulande an
den Folgen eines kolorektalen Karzinoms [97]. 2010 war das kolorektale Karzinom die

zweithaufigste krebsbedingte Todesursache in der Bundesrepublik Deutschland [27].

Malignome des Kolorektums treten sowohl sporadisch als auch erblich bedingt auf.
Die sporadische Form, welche durch maligne Entartung von gutartigen Adenomen im
Sinne der Adenom-Karzinom-Sequenz entsteht, ist die h&ufigste Form. Erblich
bedingte Formen sind das hereditére, nicht-polyptse kolorektale Karzinom (HNPCC),
auch Lynch-Syndrom genannt, oder die familidre adenomatdse Polyposis (FAP), eine
obligate Prakanzerose. Diese machen ein Drittel aller kolorektalen Karzinome aus [46,
111].
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4.2. Lebermetastasen

Der Metastasierungsgrad des Primarkarzinoms zum Zeitpunkt der Diagnose ist
entscheidend fur den Verlauf der Erkrankung. Bei rund 60% der Patienten mit
kolorektalem Karzinom ist bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eine
Metastasierung vorhanden. Die Leber ist in zwei Drittel der Fé&lle der haufigste
Metastasierungsort. Bei Erstdiagnose des Rektumkarzinoms werden bei ca. 18% der
Patienten Fernmetastasen diagnostiziert. Hiervon sind bei 15% die Leber und bei 4%
die Lunge befallen. Die synchrone Fernmetastasierung des Kolonkarzinoms istin 13%,

und beim Rektumkarzinom in 12% der Falle auf ein Organ beschrankt [64].

Der Metastasierungsweg in die Leber erfolgt durch eine hAmatogene Streuung des
Primartumors Gber den vendsen Abfluss in das Pfortadersystem [116]. Ohne
Operation haben diese Patienten eine ungunstige Prognose [97]. Die einzige kurative
Behandlungsoption bei Vorliegen von Lebermetastasen eines kolorektalen Karzinoms
ist die vollstandige operative Entfernung der Metastasen [79]. Aus diesem Grund ist
die RO-Resektion als wichtigster Prognosefaktor anzusehen. Unterstrichen wird dies
durch die 5-Jahres-Uberlebensrate von 25%-45% nach RO-Resektion [38, 49, 64, 73].
In einer Metaanalyse von 2003 zeigten Konopke und Saeger, dass die
Uberlebenszeiten nach R1 und R2-Resektion deutlich schlechter sind, und sich zudem
kaum voneinander unterschieden [59]. Laut Flieger et al. sind bei 75% der Patienten
zudem beide Leberlappen befallen [37]. Faktoren wie GroRRe, Anzahl und Lokalisation
der Lebermetastasen kdnnen einen operativen Eingriff unmdglich machen [100].
Achtzig Prozent der Betroffenen werden zum Zeitpunkt der Diagnose aus diesem
Grund als primér nicht resezierbar eingestuft [83]. Den AWMF-Leitlinien von 2013 zu
Folge qilt eine Metastase als resektabel, wenn weniger als 70% des Parenchyms
reseziert werden muss, keine Leberinsuffizienz, Child B- oder C-Zirrhose bestehen,
keine schwerwiegenden Begleiterkrankungen vorliegen und eine nicht resektable

extrahepatische Manifestation ausgeschlossen ist [64, 97]. Unbehandelt liegt die

10
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Uberlebenszeit von Patienten mit Lebermetastasen bei einem Median von weniger als
10 Monaten, wobei der Grol3teil der Patienten infolge der hepatischen Metastasierung

an einem Leberversagen verstirbt [59].

4.3. Leberresektion

In den frihen siebziger Jahren des letzten Jahrhunderts verdéffentlichten Adson und
Kollegen als Erste eine Studie, die deutlich machte, dass durch vollstandige Resektion
von kolorektalen Lebermetastasen ein Benefit fur die Patientin erzielt werden kann.
Von 32 Patienten, welche reseziert wurden, lebten nach 3 Jahren noch 41%
gegenuber 0% in der Gruppe der nicht resezierten Patienten. Seitdem hat sich die
Resektion kolorektaler Lebermetastasen als Goldstandard etabliert. Die Indikation zur
Operation hangt von der Mdoglichkeit der RO-Resektion und dem verbleibenden
Restlebervolumen ab [38, 73]. Obwohl sich das Gesamtiiberleben nach kurativer
Resektion mit den Jahren verbessert hat, erleiden immer noch zwei Drittel der
Patienten ein Rezidiv, wovon bei der Halfte erneut die Leber betroffen ist [5]. Dies gibt
einen Hinweis darauf, dass haufig aul3er dem resezierbaren Befund ein weiterer, nicht-
detektierter Befund vorliegt [80]. Zudem bewirkt die Resektion von Leberparenchym
eine Freisetzung von lokalen Wachstumsfaktoren und Zytokinen, die zur Proliferation
aller hepatischen Anteile und zur Regeneration der Leber bis zur Ausgangsgroéf3e fihrt
[35]. Hierdurch kann sowohl intra- als auch extrahepatisches Wachstum von
Metastasen stimuliert werden [77, 80, 94]. In einer Studie an 26 Patienten zeigte sich
bereits 19 Monate nach Resektion bei 42% ein Rezidiv, das mit erhohten Werten an
endothelialen Wachstumsfaktoren im Plasma verbunden war [118]. Bei ausgedehnten
Resektionen korreliert das Tumorwachstum mit dem Resektionsvolumen, wie
Rupertus et al. in tierexperimentellen Studien zeigen konnten [93, 94]. Durch

ausgedehnte Resektionen kann also das Wachstum von Mikrometastasen stimuliert

11
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werden. Hier fehlen Therapieansatze, um das Neuauftreten von Metastasen nach

erfolgreicher Resektion zu reduzieren.

4.4. Pfortaderastligatur und -embolisation

Eine kurative Behandlung bei Patienten mit Lebermetastasierung durch primére
Resektion ist nur bei einem geringen Prozentsatz von ca. 10% moglich [83]. In einigen
Fallen ist die Resektion von einer oder mehreren Metastasen zwar aus chirurgischer
Sicht durchfiihrbar, scheitert jedoch an einem zu geringen Anteil an postoperativ
verbleibendem Lebergewebe. Ausgedehnte Leberresektionen von tber 75% kénnen
mit einer inadaquaten Regenerationsreserve des verbleibenden Parenchyms
assoziiert sein. Folgen wie hepatische Insuffizienz fuhren zu einer erhéhten Mortalitat
[56, 69]. Bei Patienten mit bereits vorgeschadigtem Lebergewebe durch Zirrhose,
Steatose, Cholestase, chronischer Hepatitis, oder neoadjuvanter Chemotherapie wird
auf Grund der Funktionseinschrankung, abhangig vom Grad der Vorschadigung, ein

deutlich gréReres verbleibendes Lebervolumen bendtigt [67].

Im Jahre 1920 konnten Rous und Larimore in einem tierexperimentellen Versuch an
Kaninchen zeigen, dass die Ligatur eines Pfortaderastes sowohl zu einer ipsilateralen
Atrophie im Versorgungsgebiet, als auch zu einer Hypertrophie des kontralateralen
Leberlappens fihrt [91]. Diese Methode hat sich Gber die Jahre im klinischen Alltag
etabliert. Man unterscheidet heute die Portalvenen-Embolisation (PVE) und die -
Ligatur (PBL). Fur die Portalvenen-Embolisation gibt es zwei etablierte Techniken.
Zum einen Uber einen perkutanen transhepatischen Zugang (PTPE), zum anderen
Uber einen transileocolischen Zugang (TIPE). Bei der PTPE wird der betreffende
Portalvenenast unter Ultraschallkontrolle direkt perkutan punktiert und anschlielend
fur die Applikation des Embolisats katheterisiert. Bei der TIPE wird die ileocolische

Vene nach erfolgter Laparotomie des narkotisierten Patienten kanuliert. Anschlie3end

12



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here.

wird der Katheter antegrad bis zum Portalvenenast eingeschwemmt [67]. In einer
retrospektiven Studie verglichen Boering et al. 2002 das Verfahren der Ligatur und
Embolisation miteinander und fanden heraus, dass mit der PVE eine signifikant
groRere Volumenzunahme erzielt werden konnte als durch die Ligatur (188ml vs.
123ml). Auch der durchschnittliche Krankenhausaufenthalt war bei PVE kirzer (4.0
Tage vs. 8.1 Tage) [15]. Abgesehen von den operativen Risiken, der bendtigten
Vollnarkose und postoperativen Adhasionen, haben Laparotomie-assoziierte
Verfahren (Ligatur und TIPE) jedoch Vorteile: Die Laparotomie erlaubt gegebenenfalls
eine sofortige Resektion von Lebermetastasen und gibt dem Operateur die
Maglichkeit, sowohl die hepatische und extrahepatische Tumorausbreitung, als auch
die Leberparenchymqualitat visuell, taktil oder mittels intraoperativem Ultraschall zu
beurteilen. Elias et al. veroffentlichten 2002 [31] eine Studie, die das
Langzeitiberleben der Portalvenenembolisation und nachfolgender Resektion mit
dem Outcome der priméaren Resektion vergleicht. Von September 1987 bis September
2000 wurde bei 68 Patienten eine PVE durchgefiihrt, mit dem Ergebnis, dass bei 88%
eine sekundare Resektion durchgefihrt werden konnte. Die durchschnittliche
Volumenzunahme innerhalb eines Monats nach PVE lag bei 13%. Bei den Patienten
mit Metastasen kolorektalen Ursprungs (68%) wird tiber ein 5-Jahres-Uberleben von
37% berichtet, verglichen mit fast identischem 5-Jahres-Uberlebensraten von 38%
nach primarer Resektion [31]. In einer umfassenden Metaanalyse von Abulkhir (2008)
mit 1088 Patienten zeigten sich vergleichbare Ergebnisse [2]. Nach PVE war bei 71%
der Patienten eine sekundare ausgedehnte Leberresektion mdglich. Die errechnete

Volumenzunahme des Parenchyms lag zwischen 8% und 27% [2].

Die Frage, ob die Pfortaderastligatur bzw.-embolisation und der damit verbundene
Wachstumsreiz ein beschleunigtes Metastasenwachstum in der Leber induziert,
evaluierten de Graaf et al. in einer Ubersichtsarbeit von 2009. Die Autoren kommen zu

dem Schluss, dass eine PVE zu einem beschleunigten Tumorwachstum sowohl im

13
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ligierten als auch im nicht-ligierten Teil der Leber fuhrt [11, 24]. Diese Tatsache kann

die Durchfuihrung einer sekundéaren Resektion wiederum unmaoglich machen.

Zusammengefasst wird deutlich, dass die Pfortaderastligatur eine gute Option fur
Patienten mit  Funktionseinschrankung oder  ausgedehnter  unilobularer
Lebermetastasierung darstellt, um eine sekundarer Resektion erzielen zu kénnen. Es
bleibt jedoch das Problem des dadurch induzierten Wachstumsreizes. Somit ist es
notwendig, eine Therapieoption zur Hemmung des Tumorwachstums nach

Pfortaderastligatur zu etablieren.

4.5. Systemische Chemotherapie

Die Behandlungsoptionen des metastasierten kolorektalen Karzinoms sind durch die
Einfuhrung neuer Chemotherapeutika wie Irinotecan und Oxaliplatin, der oralen 5-
Fluorouracil Prodrugs und spéter der biologischen Substanzen deutlich verbessert
worden. Als Therapieoptionen stehen fir die Erstlinientherapie Monotherapien und
fluoropyrimidinbasierte Kombinationstherapien mit Oxaliplatin und/oder Irinotecan zur
Verfigung. Die Wahl des Therapieregimes orientiert sich dabei am jeweiligen
Therapieziel, d.h. Erreichen einer kompletten oder partiellen Remission und
maoglicherweise sekundaren Resektabilitat, oder Erreichen der Verlangerung des
progressionsfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens bei guter Lebensqualitat
[64].

So konnte in den letzten Jahren die durchschnittliche Uberlebenszeit der Patienten im
metastasierten Stadium eines kolorektalen Karzinoms von 10 auf 20 Monate
verlangert werden [37]. Allerdings stellt die alleinige Chemotherapie immer noch eine

palliative MaRnahme dar, mit der bislang keine Heilung erzielt werden kann.

14
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Seit den spaten achtziger Jahren bis 2002 war die Kombination aus Fluorouracil und
Leucovorin der Standard der palliativen Therapie. Praparate wie Oxaliplatin,
Irinotecan, Capecitabin und die monoklonalen Antikorper Cetuximab und
Bevacizumab konnten das Gesamtiiberleben verbessern [51]. Aufgrund der héheren
Ansprechraten konnte im Bereich der neoadjuvanten Therapie bei einem Teil der
Patienten eine sekundare Resektion der Lebermetastasen in kurativer Intention
erfolgen [65]. Sowohl Adam et al. [3] als auch Giacchetti et al. [40] haben in einer
retrospektiven  Studie die Wirkung einer neoadjuvanten Gabe von
Fluoropyrimidin/Leukovorin und Oxaliplatin beschrieben. Laut Giacchetti et al. konnte
von initial 151 Patienten, bei denen die Metastasen als nicht resezierbar eingestuft
waren, bei 58 (38%) eine sekundare Resektion in kurativer Absicht erfolgen [40]. Im
Gegensatz dazu konnten bei Adam et al. nur 14% der Betroffenen sekundar reseziert
werden [3]. Trotz der Anwendung verschiedener adjuvanter und neoadjuvanter
Regime systemischer Chemotherapie liegt die mediane Uberlebensrate in der
Patientenpopulation mit nicht resezierbaren Lebermetastasen nach wie vor nur
zwischen 12 und 18 Monaten [115]. Ziel ist es, diesen Patienten durch eine
Chemotherapie eine sekundare Leberteilresektion zu ermoglichen. Um Wirksamkeit
und Ansprechen von Chemotherapeutika auf die Metastasen zu erhdhen, ist die
Modifikation der Darreichungsform zur lokalen Dosiserhdhung in Form der

lokoregiondren Chemotherapie ein weiterer Therapieansatz.

4.6. Lokoregionare Chemotherapie

Die hepato-arterielle Infusion gehort, wie die transarterielle Chemoembolisation
(TACE) und die selektive interne Radiotherapie (SIRT), zur Gruppe der regionaren
transarteriellen Therapieverfahren im Rahmen der Behandlung von primaren und
sekundaren Lebertumoren. Die direkte arterielle Applikation von Zytostatika in die

Leber bewirkt eine héhere intratumorale Wirkstoffkonzentration gegeniber der zentral
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oder peripher vendsen Applikation [19]. Systemische Nebenwirkungen eines

Chemotherapeutikums konnen ebenfalls reduziert werden [102].

Die transarterielle Chemoembolisation ist ein Katheter basiertes, minimalinvasives
Verfahren, bei dem die Applikation eines oder mehrerer Zytostatika mit gleichzeitiger
Okklusion tumorversorgender Arterien der Leber kombiniert wird [111]. Bei der SIRT
werden 90-Yttrium-markierte Mirkospharen Uber die Leberarterie appliziert. Das
Yttrium erreicht so als beta-Strahler eine lokale Destruktion des Tumorgewebes [53,
111]. Diese Konzepte basieren auf der Besonderheit der dualen Blutversorgung der
Leber [111]. Zum einen wird sie Uber die Pfortader mit dem néahrstoffreichen Blut aus
dem Abstromgebiet des Gastrointestinaltraktes versorgt, zum anderen erhalt die Leber
ihre arterielle Versorgung tber die Arteria hepatica aus dem Truncus coeliacus. Bereits
1954 konnten Breedis und Young zeigen, dass Metastasen mit einem Durchmesser
>2-3mm hauptsachlich Gber den arteriellen Schenkel versorgt werden, wohingegen
das Leberparenchym seine nutritive Blutversorgung uberwiegend Uber die Vena
portae bezieht [14]. Basierend auf dieser Erkenntnis ist es Ziel der oben genannten
Verfahren, bei Reduktion der systemischen Toxizitdt eine Steigerung der
Konzentration und Expositionszeit im Tumor zu bewirken. Die hepato-arterielle
Infusion perfundiert die Tumorareale in der Leber so gezielter, kann jedoch auch zu

einer Parenchymschadigung des Ubrigen Lebergewebes fihren.

Das Modell der hepato-arteriellen Infusion wurde 1964 von Sullivan et al. [101]
entwickelt. Sechzehn Patienten mit Lebermetastasen gastrointestinalen Ursprungs
wurden mittels einer HAI behandelt. Zehn Patienten sprachen objektiv auf diese
Therapie an und zeigten einen klinischen Benefit. Allerdings war diese Methode
aufgrund der Applikationsweise noch mit hdufigen Komplikationen behaftet [101]. Im
Rahmen der Etablierung dieses Verfahrens wurden in den Studien Katheter benutzt,
welche operativ oder perkutan in die Arteria hepatica implantiert, und an eine externe

Infusionspumpe angeschlossen wurden. In der Folge kam es zu Thrombosen,
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Blutungen, Infektionen und Katheterdislokation [33]. Daher ging man dazu tber, den
Katheter an einen subkutanen Port anzuschlie3en, was die Komplikationsrate jedoch
nicht wesentlich reduzierte [28, 117]. Aufgrund stetiger Modifizierungen dieser
Methode wurden in den spéten siebziger Jahren implantierbare Infusionspumpen

entwickelt, welche die Anzahl der Komplikationen deutlich reduzierten [107].

Cohen und Kemeny konnten in einer Metaanalyse, welche Studien von 1987 bis 2003
einbezog, einen Vorteil der hepato-arteriellen Infusion in Bezug auf Ansprechraten
sowie auf die 2-Jahresiberlebensrate im Vergleich zur i.v. Chemotherapie zeigen [20].
Eine randomisierte klinische Studie von 2006 von Kemeny et al. [52] zeigte ebenfalls
einen Benefit nach HAI im Vergleich zur systemischen Therapie. Zwischen Januar
1995 und Dezember 2000 wurden 135 Patienten mit initial isolierten, aber nicht
resezierbaren Lebermetastasen in zwei Gruppen randomisiert und entweder mit einer
HAI oder einer systemischen Applikation von Fluorouracil und Leucovorin behandelt.
Es zeigte sich ein verlangertes mittleres Gesamtiberleben in der HAI-Gruppe (24,4 vs.
20,0 Monate). Des Weiteren wurden die Ansprechraten auf die Chemotherapie nach
hepato-arterieller Infusion annahernd verdoppelt (47% vs. 24%). Signifikant schlechter
fiel hingegen die durchschnittliche Dauer bis zum extrahepatischen Tumorprogress
aus. Nach nur 7,7 Monaten zeigten die HAIl-behandelten Patienten ein Rezidiv,

wahrend in der Kontrollgruppe erst nach 14,8 Monaten ein Rezidiv auftrat [52].

Kulaylat et al. [61] berichten in einer Ubersichtsarbeit (iber den Einsatz der HAI im
adjuvanten, neoadjuvanten und palliativen Bereich. Im klinischen Alltag stellen vor
allem die Komplexitdt des Procedere, der zuséatzliche chirurgische Eingriff,
Katheterdislokation und die erhohte Lebertoxizitdt ein Problem dar. Die Autoren
empfehlen den Einsatz der HAI bei nicht-vorbehandelten Patienten mit isolierten, nicht
resezierbaren Lebermetastasen als Zweitlinientherapie bei systemischer 5-FU
Resistenz, bei einem erhohten Rezidivrisiko als adjuvante Therapie nach

Leberteilresektion, oder als zusatzliche Option multimodaler Therapieansatze [61].
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4.7. Rapamycin und seine Derivate

4.7.1. Historie und Entwicklung

Die Klasse der Mammalian Target of Rapamycin (mTOR)-Inhibitoren umfasst neben
Rapamycin (Rapamune/Sirolimus, Wyeth Pharma, Munster, Deutschland) seine
Derivate CCI779 (Temsirolimus, Torisel® Wyeth), RADOO1/Everolimus (Novartis,
Nurnberg, Deutschland) und das Analogon AP23573 (Deforolimus, ARIAD
Pharmaceuticals, Frankfurt, Deutschland) [10].

Rapamycin wurde 1975 von Vézina aus einer Bodenprobe der Osterinsel (Rapa Nui)
isoliert und ist ein makrozyklisches Lacton, welches von dem Bakterium Streptomyces
hygroscopicus aus der Klasse der Actinobakterien gebildet wird. Aufgrund seiner
fungiziden Wirkung wurde Rapamycin als erstes als Antimykotikum gegen Candida
albicans und Dermatophyten eingesetzt [108]. Trotz der bekannten antiproliferativen
Wirkung von Rapamycin rickte die Forschung hierzu in den Hintergrund, als die
Ahnlichkeit von Sirolimus zu dem Immunsuppressor Tacrolimus auffiel. Zahlreiche
Untersuchungen bewiesen, dass Rapamycin inhibitorisch auf die T-Zell-Proliferation
wirkt. Dies fuhrte 1999 in den USA und ein Jahr spater in Europa zur Markteinfiihrung
von Sirolimus als Immunsuppressivum nach Nierentransplantation [95]. Kauffman et
al. beobachteten, dass Patienten, welche nach Transplantation Rapamycin zur
Immunsuppression erhielten, im Vergleich zu Patienten, welche mit Cyclosporin A

behandelt wurden, im Verlauf weniger Tumoren entwickelten [50].

Der Einsatz von Rapamycin (Sirolimus) war trotz dieser Erkenntnisse durch seine
schlechten pharmakologischen Eigenschaften limitiert. Es zeigte sich eine geringe
Wasserloslichkeit, eine verminderte Bioverfiigbarkeit sowie ein hoher hepatischer

First-Pass-Effekt. Es erfolgte die Modifikation der molekularen Struktur von Rapamycin
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[71]. Mit der Entdeckung des wasserléslichen Temsirolimus zur intravendsen
Applikation in den spaten neunziger Jahren, erlebte Rapamycin mit seiner
antiproliferativen Wirkung als mdgliches zytotoxisches Therapeutikum erneut
Beachtung [34]. Temsirolimus ist ein loslicher 42-[2,2-bis (hydroxymethyl)]-
propinischer Ester von Rapamycin/Sirolimus mit einem Molekulargewicht von 1030.30
Dalton [23]. Alle Rapamycinderivate basieren auf der gleichen molekularen Struktur
und besitzen die gleiche Bindungsstelle fur das FK binding protein 12 (FKBP12) und
den Mammalian Target of Rapamycin (mTOR). Durch die Substitution eines
Carbonséaureesters (Abbildung 1) entsteht das wasserlosliche Derivat Temsirolimus
zur intravendsen  Anwendung. Temsirolimus kann als Prodrug von
Rapamycin/Sirolimus bezeichnet werden, welches nach intravendser Gabe CYP3A4-

abhangig in Sirolimus biokonvertiert wird [34].

OH
[ AN .\‘OH OQCOH Carbonséure-Ester

Bindungsstelle - “ OC Hy Bindungsstelle [I‘/\Y‘OH
FKBP12 ‘I/,-'"q" \ mTOR Bindungsstelle N o \""":"E)C.Hg A Bind ol
-, inaungsstelle
N w ‘ e . ‘ I | mMTOR
~ O. A O e 0 / _— / N -0 o ,.f-”‘\-./OH\
5770 H,CO" ¢ ( )
HO\’ T Oy, "’Q"“o o] e 0
H ./ N0 oce, -
pl = /S
(A) Sirolimus (B) Temsirolimus

Abbildung 1: (A) Molekularstruktur Sirolimus, (B) Molekularstruktur Temisirolimus mit blau
markiertem Carbonséureester. Abbildung modifiziert nach: [33].

Im New England Journal of Medicine wurden 2007 die Ergebnisse der umfassenden
ARCC-Studie (Global Trial for Advanced Renal Cell Carcinoma) publiziert, welche die

Uberlegenheit von Temsirolimus im Vergleich zu Interferon-a beim metastasierten
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Nierenzellkarzinom deutlich machte. 626 Patienten mit schlechter Prognose erhielten
im Rahmen dieser randomisierten Phase-lll-Studie als ,First-line-Therapie“ entweder
Interferon-a, den bisherigen Standard, Temsirolimus oder eine Kombination beider
Wirkstoffe. Die Temsirolimus-Monotherapie verlangerte das mediane Uberleben um
3,7 Monate verglichen mit der Interferon-a-Monotherapie. Interessanterweise
verlangerte die Kombinationstherapie das mediane Uberleben lediglich um 1,1 Monate
verglichen mit der Interferon-a-Monotherapie. Basierend darauf, erfolgte die
Zulassung von Temsirolimus zur Behandlung des metastasierten Nierenzellkarzinoms
in den USA und in Europa [47]. Ende Januar 2008 hat die europaische
Zulassungsagentur fur Arzneimittel (EMEA) einer Zulassungserweiterung von
Temsirolimus fir die Therapie des rezidivierenden oder therapierefraktaren
Mantelzelllymphoms zugestimmt [8]. In klinischen Studien zeigte sich bei der
intermittierenden Anwendung der Rapaloga -wie z.B. Temsirolimus als Zytostatika-

anders als bei Sirolimus, keine manifeste Immunsuppression [109].

4.7.2. Biochemie und Pharmakologie

Rapamycin und seine Derivate binden intrazellular an das FK-binding-protein-12
(FKBP12) und bilden einen Komplex, welcher den Mammalian Target of Rapamycin
(mTOR) inaktiviert. mTOR ist eine multifunktionale Serin-Theonin-Kinase und Mitglied
der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase Familie. Aktiviert durch Stimulation von
Wachstumsfaktoren oder Zytokinen, welche an Rezeptoren der Zellmembran binden,
agiert der mTOR als Schalter zwischen kataboler und anaboler Stoffwechsellage. Des
Weiteren werden Translation-regulierende Faktoren aktiviert, welche letztlich die
Proliferation und das Zellwachstum anregen. Im Gegensatz dazu kommt es bei mTOR-
Inhibition zu einem Stillstand des Zellzyklus in der spaten G1-Phase durch
Herunterregulation des Cyklin-D1 und Akkumulation des Zellzyklus-Inhibitors p27 [29,

34, 119]. Zelltypen wie Endothelzellen, glatte Muskelzellen und Tumorzellen sprechen
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auf Rapamycin an [45]. Dieser Effekt fihrte zu einem breiten Spektrum an mdéglichen
Anwendungsgebieten in der Transplantations- und Tumortherapie sowie bei
beschichteten Gefal3stents [29].

Rapamycin wirkt Giber die Blockade der Phosphatidylinositol-3-Kinase/ AKT (PI13/AKT)-
Signaltransduktionskaskade (Abbildung 2). Wachstumsfaktoren und Cytokine, wie
zum Beispiel der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) binden an die
Rezeptor-Tyrosinkinasen der Zellmembran und aktivieren auf diesem Wege die
Phosphatidylinositol-3-Kinase. Uber die Produktion von Phosphatidylinositol-(3,4,5)-
triphosphat (PIP3) wird AKT (v-akt murine thymoma viral oncogene) aktiviert. PTEN
(Phosphatase and tensin homolog deleted from chromosome 10) reguliert die PI3-
Kinase/AKT-Singalkaskade negativ durch den Abbau von PIP3. Im Rahmen der
Onkogenese kann es zu einem Wirkverlust von PTEN und somit zur fehlenden
Feedback-Hemmung kommen. Dies fiihrt zu einer gesteigerten Proliferation und zur
unkontrollierten Zellvermehrung. AKT phosphoryliert wiederum TSCII (tuberoses
sclerosis complex II) und inaktiviert dadurch den TSCI/TSCII-Komplex, der mTOR

hemmt.

Der mammalian Target of Rapamycin (mTOR) besteht aus zwei Untereinheiten, dem
Rapamycin-sensitiven mTORC1 (Raptor = regulatory associated protein of mTOR)
und dem Rapamycin-insensitiven mMTORC2 (Rictor = rapamycin-insensitive
companion of mMTOR). Der mTOR-Komplex 1 (mMTORC1) besteht aus mTOR, dem
Raptor und dem mammalian LST8/G-Protein (mLST8). Aktiviert fuhrt dieser Komplex
zu einer Phosphorylierung der Translationsfaktoren eucaryotic-initiation-factor (4E-
BP1) und protein-70-S6-kinase-1 (p70S6K). Dies bewirkt eine Steigerung der
intrazellularen Produktion von Schlisselproteinen, die fur Zellwachstum und
Angiogenese verantwortlich sind. Um diesen ,downstream®-Effekt von mTOR zu
erzielen, muss TORC1 an mTOR gebunden sein. Rapamycin und seine Derivate, z.B.

Temsirolimus greifen hier ein, zerstéren diesen mTOR/raptor-Komplex und fihren
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somit zu seiner Inaktivierung. Der mTORC-Komplex-2 besteht aus mTOR, Rictor
(Rictor = rapamycin-insensitive companion of mTOR), und mammalian-stress-
activated-protein-kinase-interacting-protein-1  (mSIN1). Der mTORC-Komplex-2
reguliert die Dynamik des Zytoskeletts und kann zudem AKT aktivieren. Der mTOR-
Komplex-2 kann im Gegensatz zu mTOR-Komplex-1 nicht durch Rapamycin und seine

Derivate gehemmt werden [23].

Dysregulationen der PISBK/AKT/mTOR-Signalkaskade sind Ausloser fur eine Vielzahl
von Karzinomen. Die Onkogenese des kolorektalen Karzinoms ist multifaktoriell, die
PIBK/AKT/mTOR-Signalkaskade spielt jedoch eine zentrale Rolle. Durch eine K-RAS-
Mutation (V-Ki-ras2 = Kristen rat sarcoma viral oncogene homolog) erfolgt eine
gesteigerte exogene Aktivierung der Signalkaskade. Endogene Ausléser sind z.B. eine
Uberexpression von AKT oder ein Verlust von PTEN. Dies fiihrt wie bereits
beschrieben zu einer Steigerung von Proliferation und Angiogenese der betroffenen
Zelle. Ziel der Klasse der mTOR-Inhibitoren ist es die Aktivierung der
PIBK/AKT/mTOR-Signalkaskade zu hemmen und so eine Inhibierung von

Tumorzellproliferation zu bewirken [23, 34].
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Abbildung 2: Zeigt die PIP3/AKT Signalkaskade, der mTOR-Komplex steuert Zellwachstum
und -tiberleben. Rapamycin hemmt spezifisch den mTOR-Komplex-1 [mTORCL1, doppelte rote

Umrandung]:

Rapamycin bindet selektiv an FKBP12 [rote Umrandung: ,downstream*

Mediatoren p70S6K und 4E-BP1, Faktoren fir Zellwachstum und Proliferation]; Abbildung
modifiziert nach http://www.cellsignal.com/reference/pathway/mTor.html.
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4.7.3. Klinische und Experimentelle Untersuchungen

Die Wirkung von Rapamycin und seiner Derivate auf verschiedene Tumoren und die
mdogliche Reduktion des Wachstums wurden in zahlreichen experimentellen und
klinischen Studien evaluiert. Ein antiproliferativer Effekt von Rapamycin wird zum
einen fur verschiedene solide Tumoren, wie z.B. Nierenkarzinome, neuroendokrine
Tumoren des Pankreas, Sarkome, Lebertumoren und das kolorektale Karzinom, zum

anderen fur nicht-solide Tumoren wie das Non-Hodgkin-Lymphom beschrieben [112].

Mehrere klinische Studien berichten allerdings Uber eine erhéhte Rate an
thromboembolischen Komplikationen, welche mit dem Einsatz von Rapamycin und
seiner Derivate assoziiert sind [12, 105]. In diesen Studien wurden Rapamycin und
seine Derivate aber stets systemisch gegeben. Bekannt ist, dass lokoregionale
Applikationsformen wie die hepato-arterielle Infusion im Vergleich zur systemischen
Gabe die lokale Wirkung verschiedener Zytostatika bei zeitgleich geringerem

Nebenwirkungsprofil erh6hen kann [112].
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5.

ZIEL DER STUDIE

In der vorliegenden Studie wurde die Wirkung des mTOR-Inhibitors Temsirolimus im

Rahmen einer hepato-arteriellen Infusion an einem Lebertumormodell in WAG/RIj-

Ratten untersucht.

Ziel der Studie war es:

a)

b)

d)

Die Wachstumsinduktion kolorektaler Lebermetastasen durch

Pfortaderastligatur und Leberteilresektion zu analysieren.

Die wachstumshemmende Wirkung einer hepato-arteriellen Infusion des
MTOR-Inhibitors Temsirolimus auf etablierte kolorektale Lebermetastasen zu

beurteilen.

Die wachstumshemmende Wirkung einer hepato-arteriellen Infusion des
MTOR-Inhibitor Temsirolimus auf etablierte kolorektale Lebermetastasen nach
vorangegangener Wachstumsinduktion durch Pfortaderastligatur und

Leberteilresektion zu evaluieren.

Die Auswirkung einer hepato-arteriellen Infusion des mTOR-Inhibitor

Temsirolimus auf das Leberparenchym zu analysieren.
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6. MATERIAL UND METHODEN

6.1. Versuchstiere

Insgesamt dienten 36 mannliche WAG-RIJ-Ratten (Charles River, Sulzfeld,
Deutschland) als Versuchstiere. Wahrend der Experimente wurden die Tiere unter
standardisierten Bedingungen (Lufttemperatur: 22°C, relative Luftfeuchtigkeit: 55%, +/-
10%) mit einem Hell-, Dunkelrhythmus von 12 Stunden in konventioneller Tierhaltung
des Instituts fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitdt des Saarlandes in
Homburg/Saar gehalten. Das durchschnittliche Kérpergewicht betrug 345g. Gefuttert
wurden die Versuchstiere mit Standardlaborfutter (Fa. Altromin, Lage, Deutschland)

und Wasser ad libitum.

6.2. Tumorzellen

Die verwendeten CC531 Tumorzellen sind Zellen eines syngenen kolorektalen
Karzinoms (CLS; Cell Lines Service and Tumor Cellbank; Heidelberg, Deutschland).
Die Zellen wurden in fliissigem Stickstoff bei -180°C in 1,8ml Gefalen (Nunc, Roshilde,
Danemark) kryokonserviert. Zur anschlielenden Kultivierung wurden die Kryogefal3e
zunachst in 37°C warmem Wasser aufgetaut, dann mit 70% Isopropanol-Lésung
desinfiziert. Die aufgetauten Zellen wurden anschlieBend in ein  50mi
Zentrifugenrdhrchen  (Roth,  Karlsruhe, Deutschland) mit  vorgelegtem,
Raumtemperatur-angeglichenem, FCS-haltigem Kulturmedium (FCS; Foetal calf
serum; Gold, PAA Laboratories GmbH, Coélbe, Deutschland) tberfuhrt. Nach zwei
Zentrifugationsdurchlaufen (Universal 30F; Hettich, Tuttlingen, Deutschland) a 5
Minuten bei 1600U/min konnten die Zellen in Petrischalen (Cellstar; 100/20mm,
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Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) ausgesat und bei 37°C unter einer
5%igen humiden CO2-Atmosphére in RPMI 1640 Medium (Roswell Park Memorial
Institute 1640 Medium, PAA Laboratories GmbH, Deutschland) kultiviert werden. Im
zweitdgigen Rhythmus erfolgte ein Medienwechsel. Bei einer Zellkonfluenz von ca. 70-

80% wurden die Zellen zur weiteren Vermehrung passagiert.

Fur die anschlieBende Injektion wurden die Zellen zunachst mit 0,02%iger
Trypsin/EDTA-LAsung (0,5g/1; 0,2g/l; Virolex; PAA Laboratories GmbH, Deutschland)
sowie Accutase (PAA Laboratories GmbH, Deutschland) versetzt. Nach einer
funfmindtigen Inkubation bei 37°C wurde die Enzymwirkung mit FCS-haltigem
Kulturmedium neutralisiert, der Zellansatz durch 5-minltige Zentrifugation bei
1600U/min gereinigt und das Sediment zweimal mit PBS (phosphate buffered solution;
PAA Laboratories GmbH, Deutschland) gewaschen. Nach einer weiteren
Zentrifugation wurden die Zellen im Verhaltnis 1:2 ausgedinnt und bis zum nachsten
70-80%igem Konfluenz kultiviert. In der zweiten Passage wurden die Zellen auf 1:4 bis
1:5 ausgedinnt und am zweiten Tag nach Passagierung fiur die Experimente
eingesetzt. Die vorgegebene Injektionsmenge von 5x10° Zellen wurde durch
Zellzahlung mit einem inversen Lichtmikroskop (Leica DMIL, Solms, Deutschland) in

einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

6.3. Temsirolimus (Torisel®)

Das verwendetet Medikament war Temsirolimus (Torisel® Pfizer; Berlin,
Deutschland). Die behandelten Versuchstiere erhielten jeweils eine Dosis von
0,3mg/kg Korpergewicht Torisel® Uber eine hepato-arterielle Infusion. In den
Kontrollgruppen (Sham) wurde eine vergleichbare Menge 0,9%iger Kochsalzlésung

verabreicht.
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6.4. Modell

6.4.1. Tumorimplantation

Zur Durchfihrung der Tumorimplantation und der anderen Versuchsschritte wurden
die Tiere mittels einer inhalativen Narkose mit einem Gemisch aus Isofluran/Sauerstoff
(Isofluran; Baxter GmbH, UnterschleiBheim, Deutschland; Sauerstoff medical 100%,
Air Liquide, Dusseldorf, Deutschland) mit einem Isofluran-Anteil von 5% bei einem
Sauerstofffluss von 1000ml/min narkotisiert. Anschliel3end wurden die Tiere gewogen
(Waage ADE, Hamburg, Deutschland) und dann fur die Laparotomie abdominell rasiert
(Electra GH 204; Aesculap, Tuttlingen, Deutschland). Nach Er6ffnung des Situs tber
eine mediane Laparotomie wurden die vorbereiteten CC531-Tumorzellen (5x10°
Zellen) mittels einer 27G Kanule (Omnicon F; Braun, Melsungen, Deutschland)
subkapsular in die dorsale Seite des linken Leberlappens injiziert. Fur die Fixation des
Leberlappens wéhrend des Injektionsvorganges wurden feuchte Wattestabchen
benutzt (Abbildung 3). Nach Blutstillung durch leichten Druck eines ausgezogenen
Wattestabchens auf die Injektionsstelle wurde der Leberlappen vorsichtig wieder in
seine anatomisch korrekte Lage gebracht. Die Adaption der Wundrander zum
Verschluss der Laparotomie erfolgte mittels einschichtig fortlaufender Hautnaht
(Prolene 3-0; Ethicon /Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland).
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Abbildung 3: Das Bild zeigt die subkapsulare Injektion der Tumorzellen in den linken
Leberlappen mittels einer 27G Kanile (weil3er Pfeil). Das feuchte Wattestabchen dient dazu,
den Leberlappen auf einer Schlitzkompresse zu positionieren.

An Tag O wurde zudem in den Phx-Gruppen eine 70%ige Leberteilresektion
durchgefiihrt. In den PBL-Gruppen erfolgte eine Pfortaderastligatur des Tumor-

tragenden linken Leberlappens.

6.4.2. Leberteilresektion

Nach der Tumorzellimplantation wurde die mediane Laparotomie nach kaudal
erweitert und die Leberlappen vorsichtig mobilisiert. Reseziert wurden der intermediare
und der rechte Leberlappen sowie der Lobus processus caudatus. Die portalvendsen
Aste wurden stammnah nach Ligatur (Vicryl 4-0, Ethicon/Johnson & Johnson Medical
GmbH, Norderstedt, Deutschland) des Gefalistiels disseziert. Hierauf folgte die
Parenchymdurchtrennung mit einer Praparierschere. Im Anschluss erfolgte nach

suffizienter Blutstillung der Wundverschluss mittels einschichtig fortlaufender Hautnaht
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(Prolene 3-0, Ethicon/Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland)
(Abbildung 4).

Abbildung 4: A und B: Schematische Zeichnung der kleeblattférmig gelappten Rattenleber mit
GefaRarchitektur. Der schwarze Pfeil markiert den Tumor im linken Leberlappen (gelber Kreis
mit schwarz gestrichelter Umrandung). ML = Mittellappen, LLL = Linker Leberlappen, RLL =
rechter Leberlappen und LC = Lobus caudatus. Leberhilus: gelb: DHC= Ductus hepaticus
communis; rot: AH = Arteria hepatica; blau: PV = Vena portae

(B) Die roten Kreuze markieren die resezierten Leberlappen der Phx-Gruppen.

Abbildung modifiziert nach [5].

6.4.3. Pfortaderastligatur

Bei den PBL-Gruppen erfolgte an Tag O eine Pfortaderastligatur des tumortragenden
Lappens im Anschluss an die Injektion der CC531-Zellen. Nach Erweiterung der
Laparotomie wurde der linke Leberlappen vorsichtig nach Durchtrennung der
Haltebander der Leber mit mikrochirurgischen Instrumenten (Fine Science Tools
GmbH, Heidelberg, Deutschland) unter einem Operationsmirkroskop (Typ 384000,
Wild Heerburg, Schweiz) mobilisiert. Der Pfortaderast des linken Leberlappens wurde
dargestellt, mit 6-0 Seide (Resorba; Nurnberg, Deutschland) angeschlungen und im

Anschluss ligiert. Wahrend der chirurgischen Praparation wurde besonders darauf
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geachtet, die A. hepatica sinistra sowie den zugehdorigen Gallengang unversehrt zu
lassen. Ligiert wurde das Pfortadergefald des Lobus sinister lateralis und des
Processus papillaris (Abbildung 5). Als Erfolgskontrolle diente die livide Verfarbung
des zuvor hellroten Lebergewebes nach durchgefiihrter Ligatur. Gleichzeitig konnte so
auch ein versehentlicher Verschluss weiterer Aste der Vena portae ausgeschlossen

beziehungsweise Uberprift werden.

Abbildung 5: A und B: Schematische Zeichnung der kleeblattférmig gelappten Rattenleber mit
GefaRarchitektur. Der schwarze Pfeil markiert den Tumor im linken Leberlappen (gelber Kreis
mit schwarz gestrichelter Umrandung). ML = Mittellappen, LLL = Linker Leberlappen, RLL =
rechter Leberlappen und LC = Lobus caudatus. Leberhilus: gelb: DHC = Ductus hepaticus
communis; rot: AH = Arteria hepatica; blau: PV = Vena portae

(B) Der grine Balken zeigt die Ligatur des linken Pfortaderastes (roter Pfeil).

Abbildung modifiziert nach [5].

6.4.4. Hepato-arterielle Infusion

An Tag 10 nach Tumorzellimplantation wurde die hepato-arterielle Infusion von
Temsirolimus bzw. 0,9%iger NaCl-Losung in den einzelnen Gruppen durchgefuhrt. Zu
Beginn der Experimente wurden die Versuchstiere mit dem Inhalationsanasthetikum

Isofluran wie beschrieben narkotisiert. AnschlieBend wurden die Tiere gewogen
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(Waage ADE, Hamburg, Deutschland). Wahrend der Operation wurde das
Inhalationsnarkotikum Uber eine Nasenmaske mit einem Flow von einem Liter pro
Minute appliziert. Die Isofluran-Dosis konnte je nach Bedarf iber den Vaporisator (0,2-
5Vol%) geregelt werden. Das Abdomen der Tiere wurde erneut rasiert (Electra GH
204; Aesculap, Tuttlingen, Deutschland). Im Anschluss erfolgte die Fixation der
Versuchstiere in Ruckenlage auf einem Operationstisch, einer Metallplatte mit
integriertem Heizelement (Effenberger; Pfaffing/Attel, Deutschland). Dies ermdglichte
eine Aufrechterhaltung der Korperkerntemperatur der Versuchstiere von ca. 37°C. Zu
Beginn der Operation erfolgte die Relaparotomie entlang der medianen
Laparotomienaht. Die seitlichen Wundrander wurden mittels Wundhaken aufgespannt.
Anschliel3end erfolgte die Mobilisation von Diunn- und Dickdarmschlingen aus dem
Situs. Wahrend des chirurgischen Eingriffs wurden diese auf eine angefeuchtete
Mullkompresse auf der linken Kérperseite der Ratte gebettet und mit 37°C warmer

Kochsalzlésung regelméafiig befeuchtet.

Darauf wurde den Tieren 1ml Blut mit einer zuvor heparinisierten Spritze (Kanle:
Unolok 26x1/2, Spritze: 1ml BD Plastipak; Heidelberg, Deutschland) aus der Vena
cava inferior entnommen. AnschlieRend erfolgte eine 3D-Sonographie des
tumortragenden Leberlappens zur Tumorgré3enevaluation bei gedffnetem Situs. Far
die chirurgische Praparation kam ein Operationsmikroskop (Typ 38400, Wild
Heerburg, Schweiz) zum Einsatz. Als nachstes wurde die Arteria gastroduodenalis
dargestellt, proximal mit einem Klemmchen verschlossen, mobilisiert und mit 6-0 Seide
(Resorba; Nurnberg, Deutschland) in einem Abstand von ca. 3mm dreifach
angeschlungen. Nach Ligatur des GefalRes mit der distal vorgelegten Ligatur erfolgte
eine Inzision desselbigen. Ein zuvor heparinisierter Katheter (PE-50, ID 0.28mm,
Portex; Hythe, England) wurde in die A. gastroduodenalis retrograd bis zum Abgang
der A. gastroduodenalis aus der A. hepatica communis eingefihrt und mit dem
vorgelegten proximalen Faden fixiert. An den Katheter war eine 1ml Spritze (BD

Plastipak; Heidelberg, Deutschland) angeschlossen, in der sich die zu applizierende
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Losung befand. Je nach Gruppenzugehoérigkeit, Behandlungs- oder Kontrollgruppe,
wurde dann die Infusion mit Torisel® (0,3mg/kg KG in 1ml Lésung; Torisel® Pfizer;
Berlin, Deutschland) oder analog 1ml isotone Kochsalzlésung nach Entfernung des
Klemmchens appliziert (Abbildung 6). Nach erfolgter Injektion wurde der Katheter
entfernt und die Arterie mittels des vorgelegten proximalen Seidenfadens
verschlossen. Bei Bluttrockenheit wurde das ausgelagerte Intestinum wieder in den
Situs verbracht und die Wunde mittels einschichtig fortlaufender Naht verschlossen
(Prolene 3-0, Ethicon/Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland).
Abschlie3end wurde den Versuchstieren 5mg/kg Korpergewicht Carprofen (Rimadyl,
Pfizer, Berlin, Deutschland) zur Analgesierung nach der Operation als subkutanes

Depot injiziert.

Trun
A. gastrica sinistra

A. hepatica
communis

A. splenica

A. gastroduodenalis

Vena portae

Abbildung 6: Schema der hepato-arteriellen Infusion. Mittels der Spritze (schwarzer Pfeil)
erfolgte die Temsirolimus- bzw. Kochsalzapplikation. Die roten Pfeile zeigen den Fluss der
L6sung Uber das GefalR3system in die Leber.

33



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here.

6.5. Kleintiersonographie

An Tag 10 und 13 wurde eine Ultraschalluntersuchung zur GréRenbestimmung der
induzierten Lebermetastase durchgefthrt (high-resolution imaging system Vevo 770;
Visual Sonics, Toronto, Canada). Hierzu wurde der Sektorschallkopf 704 (real-time
microvisualization 704 Scanhead; Visual Sonics, Toronto, Canada) mit einer Center-
Frequenz von 40MHz, einer lokalen Eindringtiefe von 6mm und einer lateralen
Auflésung von 30pm benutzt. Nach vorangegangener Laparotomie und Mobilisation
des linken Leberlappens wurden die Versuchstiere auf einem beheizbaren
Untersuchungstisch der Ultraschallvorrichtung in Ruckenlage fixiert und die inhalative
Narkose uber eine Nasenmaske mit Isofloran/Sauerstoff aufrechterhalten. Im zweiten
Schritt wurde Ultraschallgel (Aquasonic 100, Parker, Fairfield, New Jersey, USA)
zwischen Ultraschallkopf und dem Leberparenchym zur Vermeidung von
Lufteinschliissen und Entstehung von Artefakten appliziert. Um eine adaquate 3D-
Bildrekonstruktion zu ermdglichen, wurde die Messung mittels eines linearen Motors
gesteuert. Dieser produziert parallele 2D-Aufnahmen in vorher festgelegten
Abstanden von 50um (Step Size). Die so entstandenen 2D-Aufnahmen des Gewebes
werden dann vom Vevo 770 System uber die Formel Vt (Tumorvolumen) =% x (A+B)
x d verarbeitet, wobei A und B die Flachen der jeweils benachbarten trapezoiden
Schnitte darstellen und d den Abstand dieser. Das Tumorvolumen wird tber die

Summe aller gefertigten 2D-Aufnahmen errechnet [62].

Das so entstandene 3D-Bild des Tumors wird, wie von Fenster et al. [36] beschrieben
im ,dynamic cube view* Format (Abbildung 7) angezeigt und kann so ausgewertet
werden. ,Dynamic cube view* beschreibt ein durch die 2D-Aufnahmen berechnetes
Polyeder, welches durch die Grenzen des rekonstruierten Volumens dargestellt wird.
Der Benutzer kann das gesamte Polyeder beliebig in jede Richtung drehen und in
einem beliebigen Winkel zur urspringlichen Abbildung bewegen, wahrend die
Ultraschalldaten kontinuierlich in Echtzeit abgebildet werden (Abbildung 7) [36].
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Abbildung 7 A-E: (A) Ultraschallmessung des Tumors im linken tumortragenden Leberlappen
(roter Pfeil). (B) 2D-Ultraschallschnitt durch die Leber. (C) 2D-Ultraschallschnitt durch die
Leber mit markiertem Tumoranteil (rote Umrandung). (D) 3D-Berechnung im ,dynamic cube
view*. (E) 3D-Rekonstruktion des Tumors.

6.6. Himatologische Parameter und Enzymaktivitat

Die intraoperativen Blutentnahmen an Tag 10 und Tag 13 der Experimente wurden
stets vor chirurgischer Intervention, Medikamentengabe und Ultraschallmessung
durchgefiihrt. Ein Teil des Blutes wurde nach Entnahme zur Bestimmung von
Hamatokrit, Hamoglobingehalt, Kohlenstoffdioxidpartialdruck (PaCO2), Sauerstoff-
partialdruck (PaOz2), pH-Wert sowie Baseniberschuss (base excess, BE) mittels dem
Blut-Analysegerat Coulter ACT Diff (Coulter Electronics LTD, Buckinghamshire,
England) ausgewertet. Leukozyten- und Thrombozytenkonzentration wurden in
gleicher Weise analysiert. Das verbleibende Blut diente der Analyse der
Leberenzymaktivitaten. Die Proben wurden in einer Kihlzentrifuge (Universal 30RF;
Hettich, Tuttlingen, Deutschland) far 10min bei 4°C und 3000U/min zentrifugiert.
Anschlielend wurde das so entstandene Blutplasma abpipettiert und zur weiteren
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Asservierung bei -80°C konserviert. Aus diesen Proben erfolgte die
spektrophotometrische Bestimmung der Serumkonzentrationen der Leberenzyme
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT), Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT),
Glutamatdehydrogenase (GLDH) und Laktatdehydrogenase (LDH).

6.7. Histomorphologie

Das entnommene Gewebe von Leber und Tumor wurde in 4%igem
phosphatgepuffertem Formalin fir zwei bis drei Tage fixiert und anschlie3end in
Paraffin eingebettet. Fir die histologische Untersuchung wurden aus den
Gewebeproben 5um Schnitte gefertigt. Diese wurden dann mit Hamatoxylin-Eosin

(HE) und mit AS-D Chloracetatesterase (CAE) zur mikroskopischen Analyse gefarbt.

6.7.1. Hamatoxylin-Eosin

Die HE-gefarbten Praparate wurden semi-quantitativ ausgewertet. Die Hepatozyten
wurden in Bezug auf Grobscholligkeit des Zytoplasmas, Zellkerndeformation und
Vakuolisierung in Grade von 0 bis 3 eingestuft und ausgewertet (Abbildung 8). Die
Auswertung erfolgte nach Calabrese et al. [17] in jeweils 25 High Power Fields (HPF)

pro Leberschnitt:

Grad 0 =nein (0% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

Grad 1 = leicht (<30% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)
Grad 2 = malig (40%-70% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

Grad 3 = schwer (>70% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)
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Weitere Untersuchungsparameter hinsichtlich der GefalBmorphologie waren
Endothelablosung, Fibrinthromben wund eine Wandstandigkeit intraluminaler
Erythrozyten (Abbildung 8).

Die Schnitte wurden ebenfalls in 25 HPF unterteilt. Die Ergebnisse wurden als

Prozentwerte bezogen auf die Gesamtzahl der untersuchten Gefal3e angegeben.

Abbildung 8 A und B: (A) HE-Farbung in 400x Vergrol3erung. Dargestellt ist Lebergewebe
eines Rapa Tieres. Es zeigt sich Vakuolisierung und Grobscholligkeit Grad 3. (B) HE-Farbung
in 200x VergroRerung eines Rapa Tieres. Es zeigt sich ein Gefalithrombus (weil3er Pfeil).

6.7.2. AS-D Chloracetatesterase

Fir die quantitative Analyse der Leukozyteninfiltration wurden die
Leberschnittpraparate mittels der AS-D Chloracetatesterase gefarbt (Abbildung 9).
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Die Leukozyteninfiltration wurde in folgenden Leberarealen gemessen:

e intravasal
e perivaskular

e parenchymal

Abbildung 9: CAE-gefarbter Schnitt, 200x VergroRerung. Leukozyten sind rot angefarbt. Der
Schnitt zeigt ein Periportalfeld sowohl mit intravasalen als auch perivaskularen Leukozyten.

6.8. Immunhistochemie

Das Prinzip der Immunhistochemie ist, antigene Determinanten, wie z.B. Proteine,
sichtbar zu machen. Spezifische Antikdrper, mono- oder polyklonal, binden an das
jeweilige Antigen. Mittels Enzym oder einem fluoreszierenden Farbstoff werden diese
unter dem Mikroskop sichtbar gemacht. Es wird zwischen direkten und indirekten
immunhistochemischen Verfahren unterschieden. Das direkte Verfahren beschreibt
die direkte Bindung eines spezifischen Antikdrpers, gekoppelt mit einem Enzym oder

Farbstoff an das Antigen. Bei dem indirekten Verfahren, welches in den vorliegenden
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Experimenten angewandt wurde, bindet zunéchst ein nicht-konjugierter Antikérper an
das Antigen. In einem zweiten Schritt bindet ein konjugierter Antikbrper an den
Antigen-Antikérper-Komplex. Das Konjugat des Sekundarantikdrpers verfarbt sich
durch Zugabe eines weiteren Substrats nach einer Enzym-Substrat-Reaktion und

macht so das spezifische Antigen unter dem Mikroskop sichtbar [72].

6.8.1. Apoptose

Zur quantitativen Auswertung der Apoptoserate mittels des Apoptosemarkers
Caspase-3 (cysteine-aspartic-proteinase) wurden aus dem in Paraffin eingebetteten
Leber- und Tumorgewebe Schnitte von 5um angefertigt. Diese wurden bei
Raumtemperatur dber Nacht mit PBS (1ml) und einem polyklonalen rabbit-anti-
cleaved-caspase-3-Antikdrper (20ul, Verdinnung 1:50, Cell Signaling Technology,
Frankfurt, Deutschland) inkubiert. Der unkonjugierte Antikdrper bindet so an das
Antigen (Caspase-3). Der Sekundarantikbrper war ein Peroxidase-konjugierter goat-
anti-rabbit-lgG-Antikérper  (100ul, Verdinnung 1:100, Dianova, Hamburg,
Deutschland). Dieser lagert sich bei Inkubation fir eine Stunde in einer feuchten
Kammer bei Raumtemperatur dem Antigen-Antikérper-Komplex an. Das Chromogen
3,3-Diaminobenzidin farbt das Endprodukt. 3,3-Diaminobenzidin wird durch die
konjugierte Peroxidase des Sekundarantikérpers oxidiert und bildet ein unlésliches
Préazipitat brauner Farbe, das im Licht (380nm bis 780nm Wellenlange) detektiert
werden kann. Zum Schluss wurden die Schnitte mit Hamalaun gegengefarbt. Die
Auswertung der Caspase-3-positiven Zellen erfolgte in 25 High Power Fields je
Praparat. Es wurden die gefarbten Zellen pro Feld gezahlt und als absolute Zahl/HPF
angegeben (Abbildung 10).
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Abbildung 10 A und B: Praparate des Apoptosemarkers Caspase-3. Dargestellt ist bei A und
B Tumorgewebe eines Tieres der Rapa-Gruppe in 200x VergréRerung. Abbildung (A) Die
braun gefarbten Zellen sind Apoptose-positiv. Abbildung (B) zeigt den Ubergang von
Tumorgewebe (Tu) in eine Nekrose (Ne) gesaumt von einem Rand Caspase-3-positiver Zellen
(schwarzer Pfeil).

6.8.2. Proliferation

Ein Indikator fir die Zellproliferation ist PCNA (Proliferation-Cell-Nuclear-Antigen). Zur
Auswertung wurden 5um Schnitte aus den Paraffin-Praparaten gefertigt. Hierfur
werden die Schnitte fir 18h bei 4°C mit einem monoklonalen mouse-anti-PCNA-
Antikorper (20ul, Verdinnung 1:50, Dako, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Als
Sekundarantikrper diente der Peroxidase-konjugierte goat-anti-mouse-IgG-
Antikorper (1:1000, Dianova, Hamburg, Deutschland), der fur 30min aufgebracht
wurde. Als Chromogen diente 3,3-Diaminobenzidin. Die Schnitte wurden mit
Hamalaun gegen gefarbt (Abbildung 11). Im Rahmen der quantitativen Analyse wurde

folgender Score verwendet:
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0 = <1% positive Zellen pro High Power Field (HPF)
1 = 1%-10% positive Zellen pro High Power Field (HPF)
2 = 10%-30% positive Zellen pro High Power Field (HPF)

= 30%-50% positive Zellen pro High Power Field (HPF)

& w
|

= >50% positive Zellen pro High Power Field (HPF)

Abbildung 11: Préparat des Proliferationsmarkers PCNA eines Tieres der Rapa-Gruppe in
200x VergroRRerung. PCNA-positive Zellen sind braun gefarbt. Es zeigt sich Tumorgewebe (Tu)
mit einer zentralen Nekrose (Ne). Links oben befindet sich Lebergewebe (Le) neben dem
Tumorgewebe (Tu).

6.8.3. Vaskularisierung

Fur die immunhistochemische Untersuchung der Angiogenese im Tumorgebiet wurde
PECAM-1  (platelet-endothelial-cell-adhesion-molecule-1),  ein Marker  flr
Endothelzellen, verwendet. Hierzu wurden 5um Gefrierschnitte aus den

Tumorpraparaten gefertigt und gefarbt. Der in diesem Fall verwendete
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Primarantikbrper war ein mouse-anti-rat-CD31-Antikérper mit einer Verdiinnung von
1:500 (Klon TLD-3 Al12, Serotec, Puchheim, Deutschland). Dieser wurde tber Nacht
in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. Als Sekundarantikérper kam
der Peroxidase-konjugierte goat-anti-mouse-HRP-Antikorper mit einer Verdinnung
von 1:100 (Dianova GmbH, Hamburg, Deutschland) zum Einsatz. Die Inkubation
erfolgte 30min in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur. Das Chromogen 3,3-
Diaminobenzidin farbt das Endprodukt braun. Die Schnitte wurden mit Hamalaun nach
Meyer gegengefarbt. Bei der Auswertung wurden die Gefale anhand signalpositiver
Zellen innerhalb des Tumorgewebes visualisiert und in je 25 High Power Fields pro
Schnitt ausgezahlt. (Angabe als absolute Zahl/HPF) (Abbildung 12).

Abbildung 12: PECAM-1-gefarbtes Praparat in 200x VergrofRerung eines Tieres der PBL
Sham-Gruppe. PECAM-1-positive Zellen sind braun gefarbt und markieren so die
Vaskularisierung des Tumorgewebes.

Alle histologischen und immunhistochemischen Auswertungen wurden an einem

Lichtmikroskop (Olympus BX60, Olympus Optical Company Deutschland GmbH,
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Hamburg, Deutschland) mit 400x VergroR3erung durchgefuhrt. Einzig die Untersuchung
der HE-angefarbten Schnitte zur Gefal3beurteilung bezlglich Fibrinthrombus,
Endothelablésung sowie Erythrozytenwandstandigkeit erfolgte in 200x Vergrél3erung.
Die an das Mikroskop angeschlossene Kamera (Zeiss Axio Cam, Zeiss, Jena,

Deutschland) ermdglichte eine Fotodokumentation.

6.9. Experimentelles Protokoll

Alle tierexperimentellen Untersuchungen wurden nach den Bestimmungen des
deutschen Tierschutzgesetzes durchgefuhrt. Der Versuchsantrag wurde von der

Ethikkommission des Saarlandes bewilligt.

Die Dauer eines Experiments erstreckte sich insgesamt Uber 13 Tage. Die
Versuchstiere wurden in sechs Versuchsgruppen randomisiert. Dies beinhaltete
jeweils drei Sham (Sham, PBL Sham, Phx Sham) und drei Temsirolimus Gruppen
(Rapa, PBL Rapa, Phx Rapa). Pro Gruppe wurden sechs Tiere untersucht (Abbildung
13).

43



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here.

Gruppen Tumorwachstum

HAI Sham
Tumorimplantation o
Sonographie,
% HAI Rapa ograp
=
E Organ-
= HAI Sham
Tumorimplantation om &
& PBL o3
[
= HAI Rapa Blut-
%
(1]
[ entnahme
2 HAI Sham
PBL Sham Tumorimplantation 3
& PHX
HAI Rapa
PBL Rapa

Abbildung 13: Schema der Einteilung der Versuchsgruppen und des Versuchsaufbaus. Dauer
des Versuchs 13 Tage. Sham = 0,9% NaCl, Rapa = Temsirolimus, Phx = Leberteilresektion,
PBL = Pfortaderastligatur; HAI = hepato-arterielle Infusion

An Tag O erfolgte in allen Gruppen die Implantation der CC531-Tumorzellen in den
linken Leberlappen. In zwei Gruppen, Phx Rapa und Phx Sham, wurde zudem simultan
eine 70%ige Resektion des Nicht-tumortragenden-Lebergewebes durchgefiihrt. In den
Gruppen PBL Rapa und PBL Sham wurde nach Tumorzellimplantation die Pfortader

des tumortragenden Leberlappens ligiert.

An Tag 10 erfolgte in allen Gruppen die hepato-arterielle Infusion. Je nach
Versuchsgruppe wurde entweder Temsirolimus oder eine identische Menge isotoner
Kochsalzlésung infundiert. Vor Durchfihrung der HAI wurde eine 3D-Ultraschall-

Untersuchung zur GroRenbestimmung der Tumore durchgefihrt.

An Tag 13 wurde erneut eine 3D-Ultraschall-Untersuchung der Tumore vorgenommen.
Im Anschluss erfolgte die Tétung der Versuchstiere mit 1,25-2,50mg/kg Kérpergewicht
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Pentobarbital-Natrium (Narcoren®, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland)
intravenos. AnschlieRend wurde die Gewebeentnahme fur die weiteren histologischen

und immunhistochemischen Analysen vorgenommen.

An Tag 10 und 13 wurden zudem vor der hepato-arteriellen Infusion und der
Ultraschall-Untersuchung vendse Blutproben aus der Vena cava entnommen. Zur

Verlaufsbeurteilung wurde das Korpergewicht an allen drei Versuchstagen bestimmit.

6.9.1. Gewebeentnahme

Am letzten Tag des Experiments wurden die Tiere ein weiteres Mal nach
beschriebener Methode narkotisiert. Gemaf Tag 10 erfolgte wiederum ein Wiegen und
eine weitere 1ml Blutentnahme aus der Vena cava inferior. Der Lebertumor wurde zur

Wachstumsverlaufskontrolle per 3D-Sonographie vermessen.

Um die anschlieBende Organentnahme zu ermdglichen, wurde den Versuchstieren
Pentobarbital-Natrium (Narcoren®; Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) 1,25-
2,50mg/kg Korpergewicht intravents in die Vena cava inferior appliziert, was einen
Herz-Kreislaufstillstand zur Folge hatte. Fur die histologische Auswertung wurden zum
einen Gewebeproben des Tumors und zum anderen Gewebeproben des Nicht-
tumortragenden-Leberlappens entnommen und asserviert. Bei der Offnung des
Abdomens an Tag 10 sowie bei Enthahme der Organe an Tag 13 wurde Uberdies auf

eine eventuelle extra- oder intrahepatische Tumoraussaat geachtet.
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6.10. Datenerfassung und Statistik

Die ausgewerteten Parameter wurden zunachst handschriftlich festgehalten und
anschlieBend in Excel-Tabellen Gbertragen und zusammengefasst (Microsoft®Excel
2003, Microsoft Corporation, Redmond, Washington Staate, USA).

Daraufhin erfolgte die Auswertung der erhobenen Datensatze. Es wurden die
Mittelwerte (MW), sowie die Standardabweichung (SD) und der Standardfehler des
Mittelwertes (SEM, Standard error of the mean) errechnet. Nach Feststellung von
Varianzgleichheit und Normalverteilung der Werte wurde eine Varianzanalyse mittels
ANOVA (one-way analysis of variance) durchgefiihrt. Daraufhin erfolgte ein post-hoc
Test, welcher die Korrektur des a-Fehlers gemaR Bonferroni enthielt. Als signifikant
wurde ein Unterschied mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 festgelegt. Fur
die statistischen Erhebungen und graphische Darstellung dienten die Programme
SigmaStat 3.0 und SigmaPIlot (Jandel Corporation, San Jose, CA, USA).
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/. ERGEBNISSE

Bei allen Versuchstieren konnte mittels der subkapsularen Tumorzellinjektion ein
Tumor im linken Leberlappen induziert werden. Die Inhalationsnarkose wurde gut
vertragen und alle Tiere erwachten nach einer kurzen Aufwachphase problemlos.
Wahrend des Tumorwachstums von 10 Tagen wurden keine relevanten Anderungen
des Trink-, Fress- und Putzverhaltens der Tiere bemerkt. Ebenso wenig fielen keine
periokularen Rétungen oder Verfarbungen des Fells der Tiere auf. Sowohl nach Tag 0
wie auch nach Tag 10 verlief die Wundheilung der medianen Laparotomie der Sham-
Gruppen problemlos. Die Tiere der Temsirolimus-Gruppen zeigten ebenfalls keinerlei
Zeichen einer Wundinfektion. Jedoch schien die Laparotomienaht weniger stabil, was
sich in einer erleichterten Relaparotomie an Tag 13 bemerkbar machte. Bei keinem

der Tiere fand sich ein Hinweis auf ein extrahepatisches Tumorwachstum.

7.1. Tumorvolumen

Bei allen mit Temsirolimus behandelten Gruppen wurde eine signifikante Reduktion
des Tumorvolumens im Vergleich zu den korrespondierenden Sham-Gruppen
gemessen. Von Tag 10 bis Tag 13 zeigte sich in der Kontrollgruppe Sham eine
GroRenzunahme des Tumors um fast 40%. Im Gegensatz dazu war das
Tumorwachstum in der Rapa-Gruppe (+0,5+7,7%) komplett inhibiert (Abbildung 14).
Das starkste Tumorwachstum zeigte sich in der Phx Sham-Gruppe (+63,2+9,9%).
Mittels der einmaligen hepato-arteriellen Infusion von Temsirolimus konnte in der Phx
Rapa-Gruppe nicht nur eine Hemmung des Tumorwachstums, sondern sogar eine
signifikante Reduktion des Volumens erreicht werden (Phx Rapa: -8,3+13,1%)

(Abbildung 14). Auch in der PBL Sham-Gruppe kam es zu einer 50%igen Zunahme
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des Tumorvolumens nach 13 Tagen. In der Behandlungsgruppe wurde das
Tumorwachstum vollstandig inhibiert (PBL Rapa: -1,1+4,7%) (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Tumorvolumen an Tag 13 (in % des Ausgangswertes an Tag 10), nach hepato-
arterieller Infusion von Temsirolimus (Rapa, Phx Rapa, PBL Rapa) oder Kochsalzlésung
(Sham, Phx Sham, PBL Sham) Phx = Leberteilresektion, PBL = Pfortaderastligatur.
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, *p<0.05 vs. Sham, #p<0.05 vs. Phx Sham,
“p<0.05 vs. PBL Sham.

7.2. KOrpergewicht

Im Verlauf des Versuchs war das Korpergewicht der Versuchstiere nur leichten
Schwankungen unterlegen und unterschritt bei allen Tieren zu keiner Zeit den

Ausgangswert um mehr als 10%. Am Ende der Versuche war das durchschnittliche
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Gewicht der Rapa-Gruppe signifikant niedriger als das der korrespondierenden Sham-
Gruppe (92,5+0,4% vs. 97,7+0,4%). Anders in der Leberresektionsgruppe (Phx), hier
war das Gewicht der Sham-Gruppe (90,2+0,8%) signifikant niedriger als das der
Temsirolimus-Gruppe (92,4+0,6%). In den PBL-Gruppen ergab sich kein signifikanter
Unterschied des Kdrpergewichts zwischen behandelten und unbehandelten Tieren
(Abbildung 15).
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Abbildung 15: Kdrpergewicht an Tag 13 (in % des Ausgangswertes an Tag 10), nach hepato-
arterieller Infusion von Temsirolimus (Rapa, Phx Rapa, PBL Rapa) oder Kochsalzlésung
(Sham, Phx Sham, PBL Sham) Phx = Leberteilresektion, PBL = Pfortaderastligatur.
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, *p<0.05 vs. Sham; #p<0.05 vs. Phx Sham.
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7.3. Hamatologische Parameter und Enzymaktivitat

Aus den an Tag 10 und 13 entnommenen Blutproben wurden die Leukozyten- und

Thrombozytenkonzentration sowie der Hamoglobingehalt bestimmit.

An Tag 10 war die Leukozytenkonzentration im Blut in der Rapa-Gruppe signifikant
niedriger als in der korrespondierenden Sham-Gruppe. Des Weiteren zeigte sich, dass
die Phx Sham-Gruppe niedrigere Leukozytenkonzentrationen aufwies als die Sham-
Gruppe (Tabelle 1).

Die Leukozytenkonzentration an Tag 13 war in der Rapa-Gruppe signifikant niedriger
im Vergleich zur Sham-Gruppe (Tabelle 1).

Gruppe Tag 10 Tag 13
Sham 156+1,9 21,3+x14
Rapa 8,9 +2,2* 13,4 +1,1*
Phx Sham 7,1 +£0,7* 145+1.3
Phx Rapa 9,7 +0,6 14,6 +2,8
PBL Sham 141+1,8 138+24
PBL Rapa 13,2+2,3 119+1,1

Tabelle 1: Leukozytenkonzentration (x103/ul) an Tag 10 und 13 nach hepato-arterieller Infusion
von Temsirolimus (Rapa, Phx Rapa, PBL Rapa) oder Kochsalzlésung (Sham, Phx Sham, PBL
Sham) Phx = Leberteilresektion, PBL = Pfortaderastligatur.

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, *p<0.05 vs. Sham.

Die Analyse der Thrombozytenkonzentrationen zeigte an Tag 10 bei Phx Sham mit
1149,1+43,7x103/ul den héchsten Wert. Verglichen hierzu fanden sich bei den Sham-

50



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here.

und PBL Sham-Tieren signifikant niedrigere  Werte. Die geringste
Thrombozytenkonzentration zeigte die PBL Rapa-Gruppe. Sie war signifikant niedriger
als die der Rapa-Gruppe.

Die  Auswertung an Tag 13 zeigte eine  signifikant  geringere
Thrombozytenkonzentration der Phx Rapa-Gruppe verglichen mit der

korrespondierenden Phx Sham-Gruppe (Tabelle 2).

Gruppe Tag 10 Tag 13
Sham 787,3+135,8 742,0 £137,4
Rapa 959,3+31,2 7229733

Phx Sham 1149,1+ 43,7* 1041,4 + 26,5
Phx Rapa 970,7 + 81,8 741,3 + 66,4%
PBL Sham 669,4 +100,8 770,4 +117,3

PBL Rapa 497,2 + 65,98 454,8 + 64,0

Tabelle 2: Thrombozytenkonzentration (x103/ul) an Tag 10 und 13 nach hepato-arterieller
Infusion von Temsirolimus (Rapa, Phx Rapa, PBL Rapa) oder Kochsalzlosung (Sham, Phx
Sham, PBL Sham) Phx = Leberteilresektion, PBL = Pfortaderastligatur.

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, *p<0.05 vs. Sham, #p<0.05 vs. Phx Sham,
8p<0.05 vs. Rapa.

Die Analyse des Hamoglobingehalts zeigte kaum signifikante Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen sowie zwischen Tag 10 und 13. Den hochst gemessenen
Hamoglobingehalt wies an Tag 13 die PBL Rapa-Gruppe mit 16,35+1,12 g/dl auf. Die
PBL Sham-Gruppe war hierzu mit 10,3£0,9 g/dl signifikant niedriger (Tabelle 3).
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Gruppe Tag 10 Tag 13
Sham 15,1+0,5 11,6 £ 0,7
Rapa 14,8 +0,2 13,3+1,2
Phx Sham 128+0,1 10,5+0,5
Phx Rapa 13,1+0,5 11,7+0,5
PBL Sham 174+15 10,3+0,9
PBL Rapa 18,7+1,3 16,4+1,1°

Tabelle 3: Hamoglobingehalt (g/dl) an Tag 10 und 13 nach hepato-arterieller Infusion von
Temsirolimus (Rapa, Phx Rapa, PBL Rapa) oder Kochsalzlésung (Sham, Phx Sham, PBL
Sham) Phx = Leberteilresektion, PBL = Pfortaderastligatur.

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, “p<0.05 vs. PBL Sham.

Aus dem Serum wurden die Leberenzyme Glutamatdehydrogenase (GLDH),
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT), Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT)
und die Lactatdehydrogenase (LDH) bestimmt. Der Vergleich der Werte an Tag 10
nach der Tumorimplantation ergab keinerlei signifikante Unterschiede bei der Analyse

der Versuchsgruppen (Tabelle 4).
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Gruppe GLDH GOT GPT LDH

Sham 27,8+7,0 202,3+47,0 90,0+ 11,3 2623,3+7954
Rapa 24,8+ 29 205,5+195 495+45 3024,0 £ 345,0
Phx Sham 209+6,0 191,4+431 61,2+ 10,0 2517,0+659,5
Phx Rapa 26,8+6,0 229,3+234 84,9+6,9 2941,7 +427,2
PBL Sham 16,1+26 1555226 68,0+7,1 1821,5 + 334,6
PBL Rapa 23,8+50 1965+34,3 835%8,0 2589,5 + 642,9

Tabelle 4: Leberenzyme (GLDH = Glutamatdehydrogenase, GOT = Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase, GPT = Glutamat-Pyruvat-Transaminase, LDH = Lactatdehydrogenase (U/l) an
Tag 10 nach hepato-arterieller Infusion von Temsirolimus (Rapa, Phx Rapa, PBL Rapa) oder
Kochsalzlésung (Sham, Phx Sham, PBL Sham) Phx = Leberteilresektion, PBL =
Pfortaderastligatur.

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes.

An Tag 13 konnten signifikante Unterschiede der Enzymkonzentrationen zwischen den
Versuchsgruppen gemessen werden. Die Konzentration des Enzyms GLDH hatte in
der Sham-Gruppe mit 36,6+4,7 U/l den hochsten Wert. Demgegentber war die GLDH
Konzentration der Phx Sham-Gruppe signifikant niedriger (17,7+1,7 U/l). Die Phx
Rapa-Gruppe (32,2+3,0 U/l) zeigte einen signifikant héheren Wert im Vergleich zur
Phx Sham-Gruppe (17,7+1,7 U/l).

Die Messung der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase zeigte ein ahnliches Ergebnis.
Die GOT-Konzentration der Phx Rapa-Gruppe (311,6+£32,8 U/l) war signifikant héher
als die der Phx Sham-Gruppe (194,0+18,9 U/l).

Statistisch relevante Unterschiede ergaben sich auch in der Analyse der Glutamat-

Pyruvat-Transaminase. Der GPT-Wert der Rapa-Gruppe (37,5+1,5 U/l) war signifikant
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niedriger als der der Sham-Gruppe (65,6+5,2 U/l). Nach Leberteilresektion zeigte Phx
Rapa (66,0+5,5 U/l) signifikant hohere Mittelwerte als Phx Sham (34,0+1,8 U/l). Den
hochsten Wert aller Gruppen zeigte PBL Rapa (79,5+10,4 U/l).

Insgesamt wird deutlich, dass an Tag 13 nach Leberteilresektion und Temsirolimus
Applikation (Phx Rapa) drei der vier gemessenen Leberenzymparameter (GLDH,
GOT, GPT) gegenuber denen der Kontrollgruppe Phx Sham signifikant erhéht waren
(Tabelle 5).

Gruppe GLDH GOT GPT LDH

Sham 36,6 £4,7 233,1+30,8 65,6 +£5,2 3138,0 + 622,6
Rapa 18,2+ 3,5 1785+7,5 37,5+ 1,5* 2223,0 £294,0
Phx Sham 17,7+1,7* 194,0+18,9 340+1,8 2860,5 + 264,2
Phx Rapa 32,2+3,0/ 311,6+32,8% 66,0+5,5" 4245,0 + 561,7
PBL Sham 26,5+4,8 277,0+£50,8 60,5+7,7 4069,0 + 938,2
PBL Rapa 23,3%x4,0 257,0 £ 20,9 79,5+10,4% 3063,5+512,6

Tabelle 5: Leberenzyme (GLDH = Glutamatdehydrogenase, GOT = Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase, GPT = Glutamat-Pyruvat-Transaminase, LDH = Lactatdehydrogenase (U/l) an
Tag 13 nach hepato-arterieller Infusion von Temsirolimus (Rapa, Phx Rapa, PBL Rapa) oder
Kochsalzlésung (Sham, Phx Sham, PBL Sham) Phx = Leberteilresektion, PBL =
Pfortaderastligatur.

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, *p<0.05 vs. Sham, #p<0.05 vs. Phx Sham,
“p<0.05 vs. PBL Sham, $p<0.05 vs. Rapa.
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7.4. Histomorphologie

7.4.1. Hamatoxylin-Eosin

Die Auswertung der hepatozellularen Grobscholligkeit zeigte in allen Temsirolimus-
behandelten Gruppen signifikant hohere Werte im Vergleich zur jeweils

korrespondierenden Sham-Gruppe.

Die hochsten Werte wurden bei Phx Rapa (2,5+0,2) und bei PBL Rapa (2,8+0.1)
bestimmt, welche sich untereinander aber nicht signifikant unterschieden. Die Gruppen
PBL Rapa und Phx Rapa wiesen eine signifikant hohere hepatozellulare
Grobscholligkeit gegentber der Rapa-Gruppe (2,0+£0,1) auf. Der Vergleich der Sham-
Gruppen untereinander zeigte eine signifikant héhere hepatozellulare Grobscholligkeit
bei PBL Sham (1,8+0,3) im Vergleich zu Sham (1,0£0,2) (Tabelle 6).

Die Beurteilung der hepatozellularen Vakuolisierung zeigte hingegen nur geringfugige
Unterschiede. Sowohl Tiere der Rapa (1,7+0,2) als auch Phx Rapa (1,5%0,2) wiesen
eine signifikant héhere Vakuolisierung im Vergleich zu den korrespondierenden Sham-
Gruppen auf. Der Vergleich der PBL-Gruppen ergab keine signifikanten Unterschiede.
Auch die Werte der einzelnen Gruppen untereinander unterschieden sich nicht

signifikant.
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Gruppe Grobscholligkeit  Vakuolisierung
Sham 1,0+0,2 0,9+0,2

Rapa 2,0 £0,1* 1,7 £0,2*

Phx Sham 1,4+0,1 1,0+0,1

Phx Rapa 2,5+0,2%8 1,5+0,2%

PBL Sham 1,8+0,3* 1,4+0,1

PBL Rapa 2,8+0,1°8 1,2+0,1

Tabelle 6: Hepatozellulare Parenchymschadigung: Grobscholligkeit und Vakuolisierung,
(ausgewertet nach dem Score 0-3: 0 = keine 1 = leicht 2 = mafig 3 = stark) an Tag 13 nach
hepato-arterieller Infusion von Temsirolimus (Rapa, Phx Rapa, PBL Rapa) oder
Kochsalzlésung (Sham, Phx Sham, PBL Sham) Phx = Leberteilresektion, PBL =
Pfortaderastligatur.

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, *p<0.05 vs. Sham, #p<0.05 vs. Phx Sham,
"p<0.05 vs. PBL Sham, 8p<0.05 vs. Rapa.

Die Anzahl der Endothellasionen in den portalen Venolen unterschied sich nicht

signifikant von denen in den zentralen Venolen.

Es fanden sich signifikant mehr Fibrinthromben in den portalen und zentralen Venolen
in der Rapa-Gruppe als in der Sham-Gruppe. Des Weiteren zeigten sich signifikant
mehr wandstandige Erythrozyten in der Phx Rapa-Gruppe im Vergleich zu der
korrespondierenden Phx Sham-Gruppe. Die ubrigen Analysen zeigten keine

signifikanten Unterschiede (Tabelle 7).
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Wandstandige

Gruppe Endothelldsion Fibrinthrombus
Erythrozyten

Sham 0,6 +£0,6 48+1,8 12,0+2,0
Rapa 40+1,8 43,3 +0,3* 12,7+54
Phx Sham 2,7+2,0 20,0+ 34 20+£2,0
Phx Rapa 0,6 0,2 28,6 +6,0 8,6 £2,7*%
PBL Sham 1,3%0,1 21,3+£3,0 6,7+1,3
PBL Rapa 4,015 22,7+4,6 16,0 £ 8,2

Tabelle 7: GefalRschadigung (%). Es wurden Endothellasionen, Fibrinthromben und
wandstéandige Erythrozyten beurteilt. Tag 13 nach hepato-arterieller Infusion von Temsirolimus
(Rapa, Phx Rapa, PBL Rapa) oder Kochsalzlosung (Sham, Phx Sham, PBL Sham) Phx =
Leberteilresektion, PBL = Pfortaderastligatur.

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, *p<0.05 vs. Sham, #p<0.05 vs. Phx Sham.

7.4.2. AS-D Chloracetatesterase

Die Analyse der intravasalen Leukozyteninfiltration ergab signifikant mehr Leukozyten
der Rapa-Gruppe im Vergleich zu der Sham-Gruppe.

Die perivaskulare Leukozyteninfiltration war bei Phx Rapa Tieren gegeniuber Phx
Sham Tieren signifikant vermindert. Parenchymal zeigte sich eine vermehrte
Leukozyteninfiltration bei PBL Rapa Tieren im Vergleich zu den PBL Sham-Tieren
(Tabelle 8).
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Gruppe Intravasal Perivaskular Parenchymal
Sham 0,1+0,1 1,3+0,3 1,4+0,4
Rapa 0,7+0,1* 1,1+0,3 0,7+0,2

Phx Sham 1,1+0,2 16+0,1 0,6+0,1

Phx Rapa 0,7+0,2 0,9 £0,2% 0,8+0,1

PBL Sham 0,7+0,1 1,4+0,2 0,6+0,1

PBL Rapa 0,5+0,1 1,4+0,3 0,9+0,1°

Tabelle 8: Leukozyteninfiltration in das Lebergewebe an Tag 13. Es wurden die positiven
Zellen intravasal, perivaskuldr und parenchymal gezahlt (angegeben als Absolutwerte pro
HPF). Tag 13 nach hepato-arterieller Infusion von Temsirolimus (Rapa, Phx Rapa, PBL Rapa)
oder Kochsalzlosung (Sham, Phx Sham, PBL Sham) Phx = Leberteilresektion, PBL =
Pfortaderastligatur.

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, *p<0.05 vs. Sham, #p<0.05 vs. Phx Sham,
“p<0.05 vs. PBL Sham.

7.5. Immunohistochemie

7.5.1. Apoptose

Im Lebergewebe wiesen alle Temsirolimus-behandelten Tiere eine erhohte
Apoptoserate im Vergleich zu ihren jeweilig korrespondierenden Sham-Gruppen auf.
Rapa (4,4+0,9) sowie Phx Rapa (3,6+0,9) zeigten signifikant mehr Apoptosen als ihre
korrespondierende Sham-Gruppen (Sham: 0,01+0,01, Phx Sham: 1,5+0,3).
Verglichen mit Sham zeigten, mit Ausnahme von Phx Sham, alle anderen Gruppen

eine signifikant hohere Apoptoserate (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Immunhistochemische Analyse Caspase-3-positiver Zellen im Lebergewebe,
(Caspase-3-positive Zellen (Anzahl/pro HPF) an Tag 13 nach hepato-arterieller Infusion von
Temsirolimus (Rapa, Phx Rapa, PBL Rapa) oder Kochsalzlésung (Sham, Phx Sham, PBL
Sham) Phx = Leberteilresektion, PBL = Pfortaderastligatur.

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, *p<0.05 vs. Sham, #p<0.05 vs. Phx Sham.

Der Vergleich der Caspase-3-positiven Zellen im Tumor ergab folgende Unterschiede:
Rapa (5,9+0,6) =zeigte einen signifikant hohere Apoptoserate als die
korrespondierende Sham-Gruppe (1,8+0,4), ebenso PBL Rapa (7,2+1,6) im Vergleich
zur PBL Sham-Gruppe (2,5+0,7). Die Phx Rapa-Gruppe (5,2+0,6) zeigte, vergleichbar
der hepatozellularen Apoptose, im Vergleich zu den Phx Sham Tieren (3,8+0,4) keinen
signifikant héheren Apoptoserate. Die hdchste Apoptoserate zeigte PBL Rapa nach
hepato-arterielle Infusion mit Temsirolimus und Pfortaderastligatur, die niedrigste
wurde fur Sham gezahlt (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Immunhistochemische Analyse Caspase-3-positiver Zellen im Tumorgewebe,
(Caspase-3-positive Zellen (Anzahl/pro HPF) an Tag 13 nach hepato-arterieller Infusion von
Temsirolimus (Rapa, Phx Rapa, PBL Rapa) oder Kochsalzlésung (Sham, Phx Sham, PBL
Sham) Phx = Leberteilresektion, PBL = Pfortaderastligatur.

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, *p<0.05 vs. Sham, "p<0.05 vs. PBL Sham.

7.5.2. Proliferation

Insgesamt wies das Tumorgewebe eine hohere Proliferationsrate als das

Lebergewebe auf.

Es zeigte sich eine signifikant hohere Proliferationsrate nach Rapa (0,4+0,0) im
Vergleich zu Sham (0,2+0,1). Im Gegensatz zur PBL Sham-Gruppe (1,1+0,3) hatte die
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Phx Sham-Gruppe einen héheren Proliferationsindex als die Sham-Gruppe (0,2+0,1)
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Immunhistochemische Analyse PCNA-positiver Zellen im Lebergewebe (Index
0:<1%, 1: 1-10%, 2: 10-30%, 3: 30-50%, 4: >50% / pro HPF) an Tag 13 nach hepato-arterieller
Infusion von Temsirolimus (Rapa, Phx Rapa, PBL Rapa) oder Kochsalzlésung (Sham, Phx
Sham, PBL Sham) Phx = Leberteilresektion, PBL = Pfortaderastligatur.

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, *p<0.05 vs. Sham.

Die Auswertung des Tumorgewebes in den Temsirolimus-behandelten Gruppen zeigte
insgesamt eine Proliferationshemmung. Nach Rapa (3,3t0,1) war die
Proliferationsrate signifikant niedrigerer als nach Sham (3,8+0,1). Fur die
Pfortaderastligatur- und Resektionsgruppen ergab die Auswertung keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Behandlungs- und Therapiegruppen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Immunhistochemische Analyse PCNA-positiver Zellen im Tumorgewebe (Index
0: <1%, 1: 1-10%, 2: 10-30%, 3: 30-50%, 4: >50% / pro HPF) an Tag 13 nach hepato-arterieller
Infusion von Temsirolimus (Rapa, Phx Rapa, PBL Rapa) oder Kochsalzlésung (Sham, Phx
Sham, PBL Sham) Phx = Leberteilresektion, PBL = Pfortaderastligatur.

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, *p<0.05 vs. Sham.

7.5.3. Vaskularisierung

Die Gegenuberstellung der einzelnen Gruppen untereinander zeigte in allen
Temsirolimus-behandelten Gruppen eine signifikant geringere Vaskularisierung im
Vergleich zu den korrespondierenden Sham-Gruppen. Den grof3ten Wert hatte die
Sham-Gruppe (10,1+1,0). Niedrigere Werte zeigten sich sowohl nach Phx Sham
(4,9+0,2) als auch nach PBL Sham (4,9+0,2). Die Behandlungsgruppen Phx Rapa
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(2,3+0,1) und PBL Rapa (1,8+0,1) zeigten signifikant niedrigere Werte im Vergleich zu
ihren Kontrollgruppen Phx Sham (4,9+0,2) und PBL Sham (4,9+0,2) (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Immunhistochemische Analyse PECAM-1-positiver Zellen im Tumorgewebe
(Anzahl der GefalRe / pro HPF) an Tag 13 nach hepato-arterieller Infusion von Temsirolimus
(Rapa, Phx Rapa, PBL Rapa) oder Kochsalzlosung (Sham, Phx Sham, PBL Sham) Phx =
Leberteilresektion, PBL = Pfortaderastligatur.

Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes, *p<0.05 vs. Sham, #p<0.05 vs. Phx Sham,
“p<0.05 vs. PBL Sham.
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8. DISKUSSION

8.1. Diskussion von Material und Methoden

8.1.1. Tumorimplantation

Die subkapsulare Injektion von syngenen CC531 Tumorzellen in Lebern von WAG/RIj-
Ratten ist ein anerkanntes Tumormodell zur Induktion von Lebermetastasen eines
Kolonkarzinoms [25, 90, 92]. Die durch 1,2-Dimethylhydralazin chemisch induzierte
Tumorzelllinie erzeugt ein magig differenziertes und schwach immunogenes
Adenokarzinom in WAG/RIij-Ratten [66].

Bei dem angewandten Versuchsaufbau kommt es darauf an, reproduzierbare, solitre
und dadurch gut miteinander vergleichbare Tumore zu produzieren. Dies wird mittels
der subkapsularen Tumorzellinjektion, welche von Kollmar et al. [58] 2004 im
Mausmodell ausfihrlich beschrieben wurde, am ehesten gewahrleistet. Nach
Zellinjektion kommt es zu einer Zellimplantation, Neovaskularisierung und letztendlich
Integration in das Lebergewebe. Diese Tumore eignen sich somit in besonderer Weise
fur eine quantitative Auswertung von Wachstum, Apoptose und Angiogenese. Die
Methode bietet zudem die Mdglichkeit den Ort der Metastasenentstehung mit einer
standardisierten Tumorzellzahl festzulegen [58]. Dies ist fur die vorliegende Studie
essentiell. Durch die Induktion solitarer Metastasen im linken Leberlappen ist es
moglich, eine Leberteilresektion des ubrigen Lebergewebes bzw. eine
Pfortaderastligatur des linken Leberlappens an Tag O durchzufiihren, und dessen

Auswirkungen zu untersuchen und zu vergleichen.
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Der physiologische Weg der Entstehung von Lebermetastasen durch eine
hamatogene Tumoraussaat ist in diesem Modell jedoch nicht gegeben. Es gibt eine
Vielzahl von etablierten Methoden zur Induktion von Lebermetastasen in Tiermodellen
wie de Jong und Mitarbeiter in einer Ubersichtsarbeit 2009 zusammenfassten [26].
Dazu gehoren die intraportale Injektion von Tumorzellen, die den physiologischen
hamatogenen Metastasierungsweg und somit die frihe Phase der Tumorentstehung
nachahmt [68]. Dieses Metastasenmodell fuhrt zu einer Entstehung multipler
Lebermetastasen, welches nur in geringem Malf3e interindividuell vergleichbar ist, und
somit diesem Versuch nicht dienlich ware. Eine weitere Mobglichkeit stellt die
Implantation von Tumorfragmenten in die Leber dar. Hier werden jedoch die Schritte
der Tumorzellimplantation zusammen mit der ausgedehnten physiologischen
Immunzellantwort von z.B. Kupfer-Stern-Zellen und Endothelzellen mit ihrer
potentiellen prokanzerogenen Wirkung, im Gegensatz zum Injektionsmodell, nicht
bericksichtigt, was gerade flr die vorliegende Studie wichtig ist [58]. Um die Wirkung
von Temsirolimus auf Neovaskularisierung, Proliferation und Apoptose zu
untersuchen, muss die Tumorzellimplantation mit Neovaskularisierung gewahrleistet
sein. Zudem sollte untersucht werden, inwiefern die Leberteilresektion und
Pfortaderastligatur den Wachstumsprozess und die Neovaskularisierung beeinflussen.
Die Tumorzellfragmente werden aus einem bereits bestehenden Tumor mit Gefal3netz
entnommen, die frihe Wachstumsphase hat hier bereits stattgefunden. Die orthotope
Tumorzellinjektion in das Kolon wie auch das Verbringen von Tumorzellen in die Milz
als Primartumoren spielen eher untergeordnete Rollen. Sie simulieren zwar am besten
den nattrlichen Weg der Tumoraussaat bei Metastasierung, sind aber wiederum fur
diesen Versuch nicht sinnvoll. Ein standardisiertes experimentelles Protokoll zur
TumorgrofRenevaluation und Vergleichbarkeit der Tumoren untereinander, um eine
etwaige Wirkung des verwendeten Medikaments festzustellen, ist nicht mdglich.

Zusammengefasst wird deutlich, dass die von Kollmar et al. [58] beschriebene
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Methode ein guter Kompromiss von Gewahrleistung der Metastasenmanifestation

bzw. Wachstum und der Entstehung reproduzierbarer Tumoren ist.

8.1.2. Chirurgische Praparation

Der hier verwendete Rattenstamm WAG/RIj erflillt die Anforderungen dieses Modells
im Besonderen. Neben der passenden Genetik fur die Tumorzellimplantation sind sie
aul3erdem stressresistent und weisen eine optimale Grof3e fur den mikrochirurgischen
Eingriff im Rahmen der hepato-arteriellen Infusion, der Leberteilresektion und der

Pfortaderastligatur auf.

8.1.3. Pfortaderastliagtur

Ein Teil der Fragestellung dieses Experiments war es, neben der generellen
Wirksamkeit von Temsirolimus auf Lebermetastasen eines kolorektalen Karzinoms,
die Auswirkung auf die Metastasengrofe nach Wachstumsinduktion durch
Pfortaderastligatur und Leberteilresektion zu evaluieren. Ziel der vorliegenden Studie
war es zudem das unterschiedliche Wachstumsverhalten der Metastasen nach

Pfortaderastligatur und Leberteilresektion zu vergleichen.

Wie bereits beschrieben wird der klinische Einsatz der Ligatur bzw. Embolisation
kontrovers diskutiert. Einige Studien zeigten ein erhéhtes Wachstum der kolorektalen
Metastasen im ligierten Leberlappen nach Durchfihrung der Ligatur trotz gleichzeitiger
Atrophie [11, 30, 55]. De Graaf et al. [24] kamen in einer umfassenden Ubersichtsarbeit
zum Schluss, dass das Tumorwachstum sowohl im ligierten als auch im nicht-ligierten
Teil beschleunigt wird. Trotz dieser Ergebnisse stellt die Pfortaderastligatur weiterhin
einen Schritt fur Patienten in Richtung Kuration dar. Der wichtigste Mechanismus, der

das Tumorwachstum nach Pfortaderastligatur beeinflusst ist neben der massiven
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Ausschittung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen die Steigerung des hepato-
arteriellen Blutflusses. Dieser Mechanismus wird ,hepatic arterial buffer response
(HABR)“ genannt. Durch die Autoregulation der arteriellen Perfusion wird die
Reduktion der Pfortaderdurchblutung kompensiert [63, 88, 89].

2007 untersuchten Kollmar et al. [56] dieses Phanomen in einem tierexperimentellen
Versuch und fanden heraus, dass die PBL nur initial zu einer Verminderung der
Mikrozirkulation mit Atrophie des ligierten Leberlappens fuhrt. Gefolgt wird dies neben
der HABR von einem mikrovaskularen = Remodeling, parenchymaler
Normoxygenierung und hepatozellularer Proliferation. Anfanglich zeigte sich eine
Reduktion des Blutflusses um ca. 50% an Tag 3. An Tag 14 des Experiments war der
arterielle Fluss bereits um das Vierfache gesteigert und erreichte somit ca. 90% der
anfanglichen Gesamtversorgung des Leberlappens, unter Bertcksichtigung des
Parenchymverlustes sogar eine 6,7fache Steigerung. Eine initiale hypoxische
Schadigung mit Nekrotisierung wird gefolgt von einer vermehrten Apoptose am Tag 7.
Zusatzlich kam es am Tag 14 zu einer 10fachen Erh6hung der Proliferationsrate des
Leberparenchyms. Die Gewichtszunahme des ligierten Lappens korrelierte mit der
Proliferationsrate [56]. Dies liefert eine mégliche Erklarung fir das Wachstum von
Metastasen des ligierten Leberlappens nach Pfortaderastligatur. In einem
Folgeversuch von 2010 untersuchen Kollmar et al. [57] daraufhin direkt das Wachstum
kolorektaler Lebermetastasen nach Pfortaderastligatur. Das Tumorvolumen war initial
signifikant reduziert. Ab Tag 14 kam es zu einer Steigerung des Wachstums und
Kompensation, sichtbar in der erhohten PCNA-Rate sowohl der Tumorzellen als auch
der Leberzellen. Die Tumorvolumina waren an Tag 21 vergleichbar mit denen der
Sham-Gruppe. Ebenso war die Tumorvaskularisierung an Tag 14 signifikant (ca. 50%)
reduziert, bis Tag 21 jedoch komplett rekompensiert [57]. Die Daten der vorliegenden
Studie stimmen hiermit Gberein. An Tag 13 war die Anzahl der PECAM-1-positiven

Zellen ebenfalls um 50% reduziert.
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Die vorliegende Studie zeigt in der PBL Sham-Gruppe ein um 50% gesteigertes
Tumorwachstum bereits 13 Tage nach Pfortaderastligatur. Dies verdeutlicht die
Schwierigkeit, das genaue Zeitfenster einer  Tumorprogression  nach
Pfortaderastligatur vorauszusagen. Unterstrichen wird zudem die Notwendigkeit einer

Proliferationskontrolle unter Pfortaderastligatur.

Trotz der anatomisch identischen Feinarchitektur der Rattenleber mit der
menschlichen Leber gibt es einen entscheidenden Unterschied [16]. Die Rattenleber
hat eine kleeblattformige Lappung, wohingegen die humanen Leberlappen direkt an
einander grenzen. In der humanen Leber besteht somit die Gefahr einer Ausbreitung
der Tumorzellen bzw. Metastasen in ein angrenzendes Segment bzw. Lappen.
Theoretisch ist so auch eine Ausbreitung zwischen ligierten und nicht-ligierten
Leberlappen moglich. Das unterstreicht erneut die Dringlichkeit, Moglichkeiten der

Proliferationshemmung unter Pfortaderastligatur zu finden.

Basierend auf diesem Hintergrund war es ein Ziel dieser Studie, die beschriebene
Wachstumssteigerung der Metastasen im ligierten Leberlappen durch die Gabe von
Temsirolimus zu inhibieren. Die Ultraschallmessungen zeigten, dass das
Tumorwachstum nach einer einmaligen Dosis nicht nur komplett inhibiert, sondern
sogar im Vergleich zum Ausgangswert signifikant reduziert werden konnte. Gerade
durch die HABR des ligierten Lappens erscheint die Applikation des Medikaments Uber
den hepato-arteriellen Ast als interessanter und sinnvoller Ansatz.

8.1.4. Leberteilresektion

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Studie war es, das Wachstumsverhalten von
Metastasen nach Leberresektion zu analysieren. Im Vergleich zur Sham-Gruppe

wurde auch hier die Wirkung von Temsirolimus auf das Tumorvolumen gemessen.
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Der derzeitige Goldstandard in der Behandlung von Lebermetastasen ist nach wie vor
die vollstandige Resektion der Lasionen [85]. Trotzdem kommt es bei ca. 60-70% der
operierten Patienten zu einem Rezidiv [1, 78]. Ausgedehnte Leberresektionen sind
assoziiert mit einer massiven Ausschittung von Wachstumsfaktoren und
proangiogenen Faktoren wie Hepatozyten spezifische epidermale und endotheliale
Wachstumsfaktoren (HGF, EGF, VEGF) [74, 118]. Neben der Regeneration des
Parenchyms konnen diese Faktoren auch das Wachstum Klinisch inapparenter
Mikrometastasen und zirkulierender Tumorzellen anregen. Dies stellt einen
potentiellen Mechanismus fiir die Entstehung von Rezidiven nach Resektion dar [77].
Mehrere Studien haben dies bereits gezeigt. Rupertus et al. [94] konnten in einem
tierexperimentellen Versuch nach einer 70%-igen Hepatektomie eine signifikante
Steigerung der Tumorzellausbreitung, der Neovaskularisierung und des
extrahepatischen Tumorwachstums feststellen. Zudem korrelierte das Ausmalfd der
Resektion positiv mit dem Metastasenwachstum. Diese erhéhte Wachstumsrate
bestatigte sich auch in der vorliegenden Studie. Der Vergleich der Kontroll-Gruppen
untereinander zeigte die groRte Wachstumssteigerung der Metastasen zwischen Tag

10 und 13 nach 70%-iger Leberteilresektion.

Diese Tatsache hebt den klinischen Nutzen hervor, potente adjuvante Chemotherapie-
Regimes zu finden, um dies in Zukunft zu verhindern. Eine 2009 vero6ffentlichte Studie
von Rupertus et al. [93] beschreibt eine interessante Strategie, dass durch mTOR-
Inhibition die Rezidivrate nach Leberteilresektion gesenkt werden kann. Dies wurde in
dieser Studie aufgegriffen, um die Wirkung von Temsirolimus zusatzlich durch die
Gabe Uber den arteriellen Schenkel auf das Tumorvolumen zu untersuchen. Aufgrund
der nachweislich dominierenden arteriellen Versorgung der Lebermetastasen kénnte

so die Wirkung potenziert werden.
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8.1.5. Hepato-arterielle Infusion

Als Applikationsform des Medikaments Temsirolimus wurde die hepato-arterielle
Infusion nach bereits beschriebenem Procedere gewahlt. Die HAI ist eine
lokoregiondre Chemotherapie mit dem Ziel der Erhohung der lokalen Konzentration
des Therapeutikums am Wirkort, um die potentielle zytotoxische und tumordestruktive
Wirkung zu steigern [20]. Die Effektivitat der HAI beruht auf dem Wissen, dass die
Versorgung kolorektaler Lebermetastasen hauptsachlich auf dem arteriellen System
basiert und weniger Uber das venose Blut der Pfortader gewdahrleistet wird. Im
Gegensatz hierzu basiert der Blutfluss des gesunden Leberparenchyms zu 70% auf

dem der Pfortader und wird nur zu 30% arteriell gespeist [14, 16].

Die arteriellen Aste zweigen sich primar in den sogenannten peribiliaren Plexus auf.
Dieser drainiert Blut in die efferenten Gefal3e der Metastasenversorgung. Nach der
Nahrstoffabgabe fliel3t das Blut in die Lebersinusoide und Portalvenen ab. Das vendse
Blut der Pfortader flief3t iber die Glisson Trias direkt in die Lebersinusoide ohne in den
peribilidaren Plexus zu drainieren. Das bewiesen Gonda et al. [42], in dem sie
elektronenmikroskopisch sowohl das arterielle, als auch das vendse Gefal3bett in
Leber und Lebermetastasen untersuchten. Hierfur wurde Harz in die Gefal3systeme
appliziert, welches nach Aushéartung elektronenmikroskopisch sichtbar wird. Es zeigte
sich bereits bei Metastasen mit einer Gréf3e von 3 bis 7mm ein gut entwickeltes
arterielles System [42]. Bekannt ist, dass Priméartumore sowie Metastasen ab einer
GroRRe von 1-2mm3 der Ausbildung eines GefalRsystems bedirfen, um eine adaquate
Blutversorgung zu gewahrleisten [32]. Eine nachweisbare Neovaskularisierung der
Metastasen zeigten Gonda und Mitarbeiter ab einer GroRe von 300um im
Durchmesser. Bei der in der aktuellen Studie angewandten Implantationstechnik
betragt die durchschnittliche GréRe der Tumoren gemal Sperling et al. [99] 5-10mm.
Die Untersuchung des mit Harz markierten portalvendsen GefalR3bettes zeigte

hingegen keinerlei Gefal3neubildungen, unabhéngig von der TumorgrofRe [41]. Diese

70



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here.

Ergebnisse kénnen einen Vorteil der HAI gegeniber der systemischen Applikation
eines Chemotherapeutikums erklaren. Basierend auf den beschriebenen
Perfusionsverhaltnissen, kommt es so zu einer moglichen Verlangerung der
Expositionszeit des Medikaments in den TumorgefaRen und einer mdglichen

Steigerung des zytotoxischen Effekts.

Des Weiteren kann die HAI, im Gegensatz zur intravendsen Applikation, zu einer
erhohten Wirkstoffextraktion durch einen hohen ,first-pass-effect” fihren. Gleichzeitig
werden systemische Nebenwirkungen reduziert. Medikamente mit einem hohen ,first-
pass-effect* kbnnen so noch effektiver wirken. [41, 75, 84] Der in dieser Studie
verwendete m-TOR Inhibitor Temsirolimus wird Uber das Cytochrom P450 3A4

hepatisch metabolisiert [87]. Ein hoher “first-pass-effect” ist somit anzunehmen.

Mehrere Studien der Arbeitsgruppe Sperling et al. [98,99] konnten die Uberlegenheit
einer hepato-arteriellen Infusion gegenuber einer systemischen Applikation zeigen.
Die Versuche von Sperling et al. [98,99] wurden nach dem in dieser Studie
beschriebenen Modell durchgefiihrt. Eine 2011 veroéffentlichte Arbeit zeigte nach einer
Einmal-Gabe von Bevacizumab und Oxaliplatin Gber hepato-arterielle Infusion, analog
des hier beschriebenen Modells, eine Reduktion der TumorgrofRe um ca. 20%. Die
Auswertung der Vergleichsgruppe nach systemisch gegebener gleicher Dosis zeigte
keine Inhibition des Wachstums im Vergleich zur Sham-Gruppe [99]. Ein dhnliches
Ergebnis erbrachte ein Folgeversuch. Hier war wiederum die lokoregionale Applikation
(HAI) der systemischen Gabe deutlich Uberlegen. Die Kombination aus Cetuximab,
Bevacizumab und Oxaliplatin gegeben an Tag 10 des Experiments erbrachte eine
Reduktion des Metastasenwachstums im Vergleich zur systemischen Applikation und
der Sham-Gruppe [98]. Basierend auf den Vorversuchen durch Sperling und
Mitarbeiter [98,99] und der deutlichen Uberlegenheit der hepato-arteriellen Infusion

wurde in der aktuellen Studie auf einen systemischen Kontrollarm verzichtet.
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8.1.6. Temsirolimus

Die perioperative Chemotherapie hat das Outcome von Patienten mit kolorektalen
Lebermetastasen verbessert. Unzureichende Evidenz besteht jedoch uber die
optimale Applikationsform und das Chemotherapieregime, mit welchem das beste
Gesamtluberleben zu erzielen ist [85]. In diesem Kontext wurden neue zytotoxische
Medikamente mit antiproliferativer und antiangiogener Wirkung in verschiedenen
Studien untersucht [113]. Einer dieser Stoffe ist das Rapamycinderivat Temsirolimus
(CCI-779), das zu einer Hemmung der Proteinkinase mTOR fluhrt. Als Teil des
Phosphatidylinositol-3-Kinase-Singalweges kdnnen Uber diese Hemmung sowohl
Zellwachstum als auch Uberleben und Angiogenese reguliert werden. Praklinische
Studien zeigten antiproliferative und antiangiogene Effekte nach systemischer

Administration des mTOR-Inhibitors Rapamycin [42, 93].

Der aktivierte mTOR-Komplex phosphoryliert die S6-Kinase 1 (p70S6K) und den
eukaryotischen Initiationsfaktor 4E (elF4E-binding-proteinl). Diese beiden
nachgeschalteten Faktoren haben entscheidenden Einfluss auf die mRNA Translation
und somit auf die Proteinbiosynthese [23, 34, 96, 114]. Die Uberexpression von 4EBP1
und elF4E in Kolontumoren geht zudem mit einer schlechten Prognose einher [82].
Besonders in Tumoren fuhrt die mTOR-getriggerte Aktivierung von p70S6K zu einer
vermehrten Expression von vascular endothelial growth factor (VEGF). Durch
progrediente Groflenzunahme und der daraus resultierenden insuffizienten
Blutversorgung kommt es im Tumorparenchym zu einer Hypoxie und folglich zu einer
erhohten Expression des hypoxia-inducible factor 1a (HIF1a). Dies fihrt zu einer
Aktivierung von Endothelzellen, was eine verstarkte Tumorangiogenese bewirkt [120].
MTOR-Inhibitoren kdnnen somit Uber die Modulation der mTOR Aktivitat in den

Prozess der Neovaskularisierung von Tumoren eingreifen [23].

Guba et al. [43] bewiesen 2002 einen antiproliferativen Effekt von Rapamycin auf

verschiedene Tumore im Vergleich zu Cyclosporin A. Durch die verminderte VEGF-
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Produktion und Blockade der VEGF-induzierten, vaskularen Endothelzellstimulation
zeigten sich bei einem Mausmodell mit kolorektalen Lebermetastasen in der
Rapamycin-behandelten Gruppe kleine und schlecht vaskularisierte Tumorareale.
Anschlie3ende in vivo und vitro Versuche ergaben eine verminderte VEGF-Sekretion
bzw. endogene Produktion aufgrund einer reduzierten VEGF-mRNA-Produktion. Sie
zeigten, dass der antiproliferative Effekt auf einer Hemmung der Endothelzellen
beruht, und nicht direkt auf die Tumorzellen, wie zuerst vermutet. Dies erklart die
Wirkung von Rapamycin vor allem bei beginnender Neovaskularisierung des Tumors
[43]. 2005 stellten Guba et al. [44] ein gesteigertes Vorkommen von Thrombosen
begrenzt auf die Tumorareale nach Applikation von Rapamycin fest. Das vaskulare
Netzwerk des Tumors wird geschadigt und die Durchblutung so signifikant verringert,
was wiederum in einer Wachstumshemmung resultiert. Es zeigte sich, dass die TF-
Protein-(Tissue Factor)-Expression durch positive VEGF-mitogen-activated-protein
(MAP)-Kinasen Signaltransduktion in Endothelzellen gesteigert war. Diese TF-
abhangige VEGF-MAP-Kinase wird durch mTOR negativ reguliert. Da dies durch
Rapamycin aufgehoben wird, fuhrt VEGF und Rapamycin zu einer gesteigerten TF-
Protein Expression und wirkt somit prokoagulatorisch. Dieser selektive Effekt auf das
Tumorparenchym wird durch die erhéhte lokale VEGF Produktion erklart. Rapamycin
beeintrachtigt somit zudem neben dem antiangiogenen Effekt die Funktion von
BlutgefaRen. Uber mTor-Inhibition wird so nicht nur Tumorwachstum gehemmt
sondern auch eine Regression bestehender L&sionen erzielt [42]. Diese Effekte
konnten wir in der vorliegenden Studie ebenfalls zeigen. Dies lasst darauf schlie3en,
dass eine Therapie mit Rapamycin eine bessere Wirkung auf bereits vaskularisierte

Tumoren erzielen kann, als bei kleinen, nicht vaskularisierten Lasionen.

Bei den meisten bisher untersuchten Tumorentitaten, wie dem Nierenzellkarzinom,
neuroendokrinen Tumoren des Pankreas, Sarkomen, Lebertumoren, dem kolorektalen
Karzinom, und nicht-soliden Tumoren wie das Non-Hodgkin-Lymphom, fihrte die

MTOR-Inhibition zu einer Hemmung des Tumorwachstums [112]. Es konnte aber
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keine Regression erreicht werden [82]. Die Applikation der Rapaloga erfolgte der
Literatur zufolge bisher jedoch tGberwiegend systemisch [6, 7, 21, 39, 70, 106]. In der
vorliegenden Studie konnte nach einmaliger Gabe von Temsirolimus Gber HAI, selbst
nach Wachstumsinduktion durch Leberteilresektion und Pfortaderastligatur, eine
Regression der Metastasen erzielt werden. Das weist darauf hin, dass sich die Wirkung
von Temsirolimus gerade bei Wachstumsstimulation durch &auf3ere Reize mit
Ausschittung von Zytokinen potenzieren lasst. Die gewdahlte Dosis Temsirolimus
orientiert sich an den Vorgaben der klinisch tblichen Konzentrationen. Das in diesem
Modell gewahlte Beobachtungsintervall von 3 Tagen erklart sich durch die

Halbwertszeit von Temsirolimus von ca. 57-63h.

8.1.7. Untersuchungstechnik

Zur Evaluation des Tumorvolumens kam im Verlauf des Versuchs ein hochauflésender
3D-Ultraschall zum Einsatz. Die entscheidenden Vorteile liegen hier in der
Wiederholbarkeit und Schnelligkeit dieser Untersuchung, zudem ist sie nicht invasiv.
Die Mdglichkeit, das Wachstum der entstehenden Metastasen sowie ihren Verlauf
genau zu analysieren, eroffnet neue Mdoglichkeiten der in vivo Analyse etablierter
Metastasen im experimentellen Bereich. Dreidimensionale Aufnahmen, anders als
konventionelle zweidimensionale Aufnahmen, spiegeln die Anatomie detailgetreu im

Raum wider.

2010 veroffentlichten Laschke et al. [62] eine Studie Uber eine 3D-Ultraschall-in-vivo-
Analyse von Endometrioseldsionen in Mausen. In diesem Rahmen verglichen sie die
Resultate der Ultraschallmessung mit denen einer manuellen Messung der
Endometrioseherde via Schublehre und bewiesen mit einer Korrelation von r = 0.874
eine gute Ubereinstimmung. Die Ergebnisse der histologischen Volumenevaluation

waren im Durchschnitt vermindert, was auf Grund der Fixierungstechnik in Formalin
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und dem damit verbundenen Flissigkeitsverlust des Gewebes zu erklaren war [60,
62].

Der Versuchsaufbau der vorliegenden Studie ermdglicht eine nicht invasive
Untersuchungstechnik zur Verlaufskontrolle des Metastasenwachstums. Um die
Auswirkung von Temsirolimus zu evaluieren, sollte im Rahmen der notwendigen
Vermessung der Tumorvolumina keine zusatzliche Belastung fur die Versuchstiere
entstehen. Die intraoperative 3D-Sonographie erfillt diese Bedingungen. Wie bereits
beschrieben wurde jedem Versuchstier an Tag O Tumorzellen in den linken
Leberlappen injiziert. Die hierdurch entstandene solitare Metastase war mit Ultraschall
zuverlassig zu detektieren. Die Applikation von i.v. Kontrastmittel, wie bei anderen
bildgebenden Verfahren erforderlich, war nicht notwendig. Somit war es mdglich, das

Experiment um eine potentielle Einflussgroéf3e (Kontrastmittel) zu verringern.

Wie alle Ultraschalluntersuchungen setzt auch dieses Untersuchungsverfahren einen
erfahrenen Untersucher voraus. Die korrekte Vermessung und Steuerung des
Ultraschallkopfes mit der anschlieenden Auswertung muss standardisiert
durchgefiihrt werden, um valide Ergebnisse und eine statistische Vergleichbarkeit zu

schaffen.

Im klinischen Alltag kommt als letzter Schritt der bildgebenden Diagnostik eine
intraoperative Ultraschall-Untersuchung der Leber zum Einsatz. Die hohe Sensitivitat
von ca. 98% macht diese Untersuchung zu einer wichtigen Staging-Untersuchung und
zeigt die Anatomie und Lage von Metastasen zu umliegenden Strukturen und
GefalRen. Im Klinischen Alltag ist der Chirurg oftmals mit einer Diskrepanz der
praoperativen Bildgebung und der intraoperativen Lage von L&sionen konfrontiert [86].
Cervone et al. [18] verglichen Uber einen Zeitraum von 2 Jahren das Ergebnis
praoperativer Staging Untersuchungen von Lebermetastasen eines kolorektalen

Karzinoms an 23 Patienten. Es wurde bei allen Patienten ein intraoperativer Ultraschall
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durchgefihrt. In 44% der Falle wurde das préaoperativ festgelegte Prozedere auf Grund
der intraoperativen Ultraschalluntersuchung modifiziert. Die Studie zeigte eine
Sensitivitdat von 80% fur das Auffinden von intrahepatischen Lasionen fir den
intraoperativen Ultraschall. Die préoperative CT-Untersuchung erbrachte nur eine
Sensitivitat von 60% [18].

Conlon und Kollegen [22] verdffentlichten 2003 eine retrospektive Studie, in welcher
sie die Relevanz der intraoperativen Ultraschalluntersuchung mit dem Ergebnis einer
vorangegangenen MRT-Untersuchung, der bimanuellen Palpation und der
histologisch aufbereiteten Resektion verglichen. Der intraoperative Ultraschall lieferte
bei 47% der Patienten zusatzliche Informationen, die sogar in 18% der Falle eine
Anderung des operativen Vorgehens zur Folge hatte. 15% der Untersuchten erhielten
so eine ausgedehnte Leberteilresektion. Auch diese Arbeitsgruppe kommt zu dem
Schluss, dass trotz des stetigen Fortschritts der praoperativen Diagnostik der
intraoperative Ultraschall eine essentielle und effektive Methode vor jeder Resektion
von Lebermetastasen eines kolorektalen Karzinoms ist, gerade auch auf Grund der

Moglichkeit der ,real-time“-Visualisierung von Anatomie und Lagebeziehungen [22].

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass mit der Ultraschalluntersuchung gut
reproduzierbare, untereinander vergleichbare Ergebnisse zu erzielen sind, und dass
diese Technik im tierexperimentellen Versuchsaufbau den klinischen Standard
realistisch widerspiegelt. AuRerdem ist die Ultraschalluntersuchung eine nicht-invasive

und kostengunstige Methode.

8.2. Diskussion der Ergebnisse

Ziel der Studie war es die Wirkung des Rapamycinderivats Temsirolimus in Rahmen

einer hepato-arteriellen Infusion auf etablierte kolorektale Lebermetastasen zu
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beurteilen. Zusatzlich wurde die Wirkung nach Wachstumsstimulation in Form von
Leberteilresektion und Pfortaderastligatur untersucht. Es zeigte sich eine deutliche
Volumenzunahme der Tumoren der PBL und Phx Sham-Gruppe. Hier wird die
Wachstumsinduktion deutlich. Interessant ist der Vergleich der Tumorvolumina nach
Applikation von Temsirolimus mit der jeweiligen Sham-Gruppe. Die Auswertung ergab
eine Hemmung des Wachstums in allen Rapa-Gruppen nach einer einmaligen Dosis
Temsirolimus Uber einen Zeitraum von 3 Tagen. Neben der kompletten
Wachstumshemmung durch Temsirolimus konnte die Grof3e der Metastasen der PBL
und Phx Rapa-Tiere gegenuber dem Ausgangswert sogar reduziert werden. Am
deutlichsten zeigte sich dies in der Phx-Gruppe. So ergab die sonographische
Auswertung, dass das Wachstum von ca. +60% (Phx Sham) in der Kontrollgruppe
durch die HAI auf -8% (Phx Rapa) reduziert werden konnte. Dies lasst vermuten, dass
die Wirkung von Temsirolimus nach einem Wachstumsreiz sogar noch potenziert wird.
Eine Erklarung liefern hier Guba et al. [43,44], die eine antiangiogene sowie eine
prothrombotische Wirkung durch Rapamycin nachwiesen. Die histologische
Auswertung der Angiogenese der vorliegenden Studie unterstitzt diese Ergebnisse.
Es konnte bei allen Rapa-Gruppen eine signifikante Reduktion der PECAM-1-positiven

Zellen gefunden werden.

2005 berichteten Guba et al. [44] in einem tierexperimentellen Versuch Uber ein
verstarktes Vorkommen von Thrombosen bzw. Gefal3schadigungen im Tumorgewebe
kolorektaler Lebermetastasen in Mausen. Dieser prothrombotische Effekt ist vor allem
in bereits etablierten GefaRnetzwerken zu detektieren und hemmt so den weiteren
Tumorprogress [43]. In der vorliegenden Studie war das Gefal3netzwerk in der Sham-
Gruppe, gemessen an der Rate der PECAM-1-positiven Zellen, am deutlichsten
ausgepragt. Die Anzahl der PECAM-1-positiven Zellen nach Rapa betrug nur ein
Funftel des Wertes von Sham. Dies lasst den Schluss zu, dass die Hemmung des
Tumorwachstums durch Temsirolimus auf einer Schadigung des Tumorgefal3bettes

beruht. Denn trotz der deutlichen Erh6hung der Apoptoserate (Caspase-3) in dieser
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Gruppe zeigte sich keine Reduktion des Tumorvolumens. Diese Ergebnisse decken
sich mit den Schlussfolgerungen von Guba et al. [44], dass Rapamycin eher eine

Inhibition als eine Reduktion des Wachstum von etablierten Metastasen bewirkt.

Anders sahen die Ergebnisse nach Wachstumsstimulation aus. Das Tumorwachstum
konnte nach Leberteilresektion und Pfortaderastligatur durch die HAI mit Temsirolimus
nicht nur gehemmt, sondern das Tumorvolumen konnte sogar reduziert werden. Die
PECAM-1 Auswertung der PBL und Phx Rapa-Gruppen zeigte nur halb so viele
positive Zellen verglichen mit PBL und Phx Sham. Temsirolimus fiihrte zu einer

signifikant reduzierten Neovaskularisierung aller Behandlungsgruppen.

Die Gruppen PBL und Phx Sham wiesen wie bereits beschrieben nur ca. die Halfte
der PECAM-1-positiven Zellen im Vergleich zur Sham-Gruppe auf. Die Tumorvolumina
der PBL und Phx Sham-Gruppe waren jedoch groR3er als die der Sham-Gruppe. Dies
lasst darauf schliel3en dass sich die Vaskularisierung der Tumore zum Zeitpunkt der
Organentnahme im Aufbau befand. Ein wichtiger Faktor der Angiogenese ist der
vascular endothelial growth factor (VEGF). Obwohl das vaskuldre Netzwerk
histologisch noch vermindert erscheint, kann der VEGF bereits verstarkt exprimiert
werden [43]. Wie bereits beschrieben blockiert Temsirolimus die VEGF-Expression auf
MRNA-Ebene, und hemmt so die Vaskularisierung [44]. Getriggert wird die VEGF-
Produktion unter anderem Hypoxie-bedingt durch die Expression von HGF-1. Im
Rahmen des Tumorzellwachstums entsteht eine Minderperfusion, welche Uber die
HGF-1 und VEGF-Signalkaskade zu einer Neovaskularisierung fuhrt. In der
vorliegenden Studie geht die Reduktion der Tumorvolumina in den PBL- und Phx-

Gruppen auch mit einer verminderten Neovaskularisierung einher.

Rupertus et al. [93] konnten bereits 2010 eine Hemmung des Wachstums von
kolorektalen Metastasen nach Leberteilresektion durch die Gabe von Rapamycin

erzielen. Es zeigte sich eine Reduktion der Angiogenese, der mikrovaskularen
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Perfusion sowie der Tumorzellproliferation. Die Folge einer taglichen intraperitonealen
Gabe von Rapamycin war eine Reduktion des PCNA-Index der Behandlungsgruppen
[93]. Dies bestatigte sich in der vorliegenden Studie in &hnlicher Weise. Zusétzlich
zeigte sich jedoch eine tendenzielle Erhdhung der Anzahl Caspase-3-positiver Zellen.
Die grof3te Reduktion des Tumorvolumens nach der Gabe von Temsirolimus wurde
wie bereits beschrieben in der Phx Rapa-Gruppe erzielt. Die Gabe von Temsirolimus
erfolgte zudem einmalig, anstatt im taglichen Rhythmus wie bei Rupertus et al. [93].
Das unterstreicht den Vorteil der Applikationsweise als hepato-arterielle Infusion nach

Leberteilresektion.

Bekannt ist, dass Rapamycin das Tumorwachstum nach Resektion hemmt und zu
einer Verzogerung der Leberregeneration fuhrt [76, 93]. Interessanterweise haben wir
nach Temsirolimus-Applikation eine tendenziell hdhere Proliferationsrate im
Leberparenchym aller Gruppen gefunden. Die Ursache dieses Ergebnisses ist unklar.
Bekannt ist, dass VEGF zu einer Vasodilatation fuhrt [13]. Rapamycin hemmt die
Ausschittung von VEGF [43] und somit die Vasodilatation [54]. Zudem wurde
beschrieben, dass Rapamycin auch eine Vasokonstriktion induzieren kann [104]. Die
Applikation von Temsirolimus kénnte zu einer leichten Hypoxie im Lebergewebe
gefuhrt haben und so eine verstarkte Hypoxie-getriggerte Zellproliferation bewirken.
Dies stellt eine mogliche Erklarung fir die gesteigerte Proliferationsrate nach

Temsirolimusapplikation dar.

Rupertus et al. [92] beschrieben, dass nach Rapamycingabe die Leukozyteninfiltration
als Ausdruck einer immunsuppressiven Wirkung vermindert war. Eine Erh6hung der
Leukozyteninfiltration ist zum einen Ausdruck einer Entzindung und dient zum
anderen auch als Trigger einer vermehrten Angiogenese. Wir haben die
Leukozytenakkumulation und -infiltration histologisch intravasal, perivaskular und
parenchymal im Lebergewebe analysiert. Es zeigten sich erwartungsgemald eher

niedrigere Werte in den Sham-Gruppen. Nach hepato-arterieller Infusion (Rapa)
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wurden intravasal mehr, perivaskular weniger Leukozyten aufgefunden. Anders nach
Resektion und Ligatur. Hier fanden sich intravasal weniger Leukozyten. Eine
schlissige Aussage kann an Hand der Ergebnisse der vorliegenden Studie aber nicht

getroffen werden.

Alle Rapa-Gruppen zeigten in den HE-gefarbten Schnitten eine vermehrte
hepatozellulare Grobscholligkeit und Vakuolisierung des Leberparenchyms. Eine
leicht erhdhte hepatozellulare Schadigung der Phx- und PBL-Gruppen erklart sich am
ehesten als Folge des ausgedehnteren chirurgischen Eingriffs. Die Leberenzyme
GOT, GPT und GLDH waren einzig an Tag 13 nach Leberteilresektion und
Temsirolimus-Gabe (Phx Rapa) im Vergleich zur korrespondierenden Sham-Gruppe
(Phx Sham) erhoht. In der Zusammenschau der Daten konnten wir keine massive
Schadigung der Leber nach der hepato-arterieller Infusion von Temsirolimus (Rapa,
PBL Rapa, Phx Rapa) zeigen.

Rupertus et al. [93] beschrieben zudem eine verzdgerte Wundheilung nach
Rapamycin-Gabe und empfehlen Rapamycin nicht in der frihen Phase nach
Leberresektion zu geben, um Wundheilungsstérungen zu vermeiden. Dem stimmen
wir zu, da auch in unserem Versuch im Intervall von 3 Tagen nach Temsirolimus-
Applikation eine instabilere Laparotomienaht der Versuchstiere im Vergleich zu den

Sham-Gruppen bemerkbar war.

Durch das Modell der hepato-arteriellen Infusion wird eine hdhere
Gewebekonzentration bei gleichzeitiger Reduktion der systemischen Nebenwirkungen
erzielt. Die Bestimmung der Blutparameter ergab keinerlei Hinweise auf eine

systemisch hdmatologische Beeintrachtigung der Tiere.

Auffallig war die histologische Auswertung der Tumoren der PBL-Gruppen. PBL Rapa
erreichte  den hdchsten  Apoptoseindex, wohingegen der Index der

korrespondierenden PBL Sham-Gruppe nur etwa ein Drittel dessen betrug. Analog
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dazu ergab der Proliferationsindex im Tumor den niedrigsten Wert. Dies kann auf der
,hepatic arterial buffer response“ beruhen. Durch die Arterialisierung des ligierten
Lappens ist die Gabe von Temsirolimus als hepato-arterielle Infusion hier wohl noch
wirksamer. In vorangegangenen Versuchen beschrieben Kollmar et al. [56] den
Verlauf des Leber- und Tumorwachstums nach Pfortaderastligatur. Es zeigte sich eine
maximale Hypertrophie des ligierten Lappens zwischen Tag 7 und 14 und ein
verzogertes maximales Wachstum der induzierten kolorektalen Metastase ab Tag 14.
Auch die Angiogenese des Tumors (PECAM-1) zeigte diesen ,late onset* und war so
an Tag 14 noch um 50% im Vergleich zur Sham-Gruppe reduziert. Das erklart, warum
die Tumorvolumina nach PBL Sham zwar gro3er als die nach Sham, jedoch kleiner
als nach Phx Sham waren. Die Auswertungen von Apoptose und Proliferation jedoch

eine besserer Wirksamkeit von Temsirolimus in der PBL Sham-Gruppe zeigten.

8.3. Schlussfolgerung

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie, dass die hepato-
arterielle Infusion von Temsirolimus das Tumorwachstum von CC531 kolorektalen
Lebermetastasen hemmt. Nach vorrausgegangener Wachstumsstimulation durch
Leberteilresektion oder Pfortaderastligatur konnte sogar eine im Vergleich zur
jeweiligen Sham-Gruppe erreicht werden. Dies zeigt, dass die HAI von Temsirolimus
eine interessante Behandlungsstrategie darstellt, um einen Tumorprogress nach

Pfortaderastligatur oder Leberteilresektion zu inhibieren.
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