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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Nach Angaben des Robert Koch-Instituts wurden im Jahr 2018 rund 498.000
Krebserkrankungen erstdiagnostiziert. Davon betrafen 60.630 den Dickdarm. Es erkrankten
33.920 Manner sowie 26.710 Frauen an einem kolorektalen Karzinom. Damit stellt das
kolorektale Karzinom bei der Frau mit 11,5% aller Krebsneuerkrankungen die zweithaufigste
(nach Mammakarzinom mit 30%) und beim Mann mit 12,8% die dritthaufigste (nach
Prostatakarzinom mit 24,6% und Bronchialkarzinom mit 13,3%) Tumorentitat dar.

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung liegen bei 15 - 20% der Patienten bereits
Lebermetastasen vor. Etwa 80% der Patienten entwickeln im Verlauf Lebermetastasen. Bei
circa 20 - 30% der Patienten ist die Leber die einzige Organmanifestation der Metastasierung.
Ohne eine Therapie haben die Patienten mit hepatischer Metastasierung eine mediane
Uberlebenszeit von etwa 10 Monaten. Die chirurgische Therapie ist derzeit der einzige kurative
Therapieansatz bei kolorektalen Lebermetastasen. Die 5-Jahres-Uberlebensraten liegen
zwischen 30 - 50%. Jedoch kommen nur 25% der Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung fur eine chirurgische Resektion in Frage. Eine palliative Therapie ist mit einer
Chemotherapie sowie durch verschiedene ablative Methoden mdglich. Die hepatisch arterielle
Applikation eines Chemotherapeutikums stellt ein Verfahren dar, welches den Vorteil einer
hohen lokalen Wirkstoffkonzentration bei geringen systemischen Nebenwirkungen verbindet
und so ein Downstaging von primar irresektablen kolorektalen Lebermetastasen ermdglicht.
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung der Effektivitat einer regionaren EmboCept®
S Therapie in Kombination mit Irinotecan und/oder Bevacizumab auf das Wachstum
kolorektaler Lebermetastasen sowie der Nebenwirkungen auf das gesunde Leberparenchym.
Es wurden 40 Wistar Albino Glaxo Rijswijk (WAG/RIj) - Ratten in 5 Gruppen randomisiert.
Diese erhielten eine subkapsuldre Implantation von 5x10° kolorektalen Tumorzellen (CC531)
in den linkslateralen Leberlappen. Bei allen Gruppen wurde an Tag 8 eine Embolisation mit
EmboCept® S (iber die Arteria hepatica durchgefiihrt. Zusétzlich wurde das Zytostatikum
Irinotecan und/oder der monoklonale anti-VEGF Antikérper Bevacizumab appliziert. Die Tiere
erhielten entsprechend der Zuordnung zu den Versuchsgruppen:

1. EmboCept® S (6,43 mg/kg KG)

2.  EmboCept® S (6,43 mg/kg KG) plus Irinotecan (90 mg/m?)

3.  EmboCept® S (6,43 mg/kg KG) plus Bevacizumab (5 mg/kg KG) oder

4 EmboCept® S (6,43 mg/kg KG) plus Irinotecan (90 mg/m?) plus Bevacizumab (5 mg/kg
KG)

Tiere der Kontrollgruppe erhielten eine aquivalente Menge Kochsalzldsung.
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Die Tumorgrofie wurde an den Tagen 8 und 11 unter Verwendung eines dreidimensionalen
40-MHz-Ultraschalls gemessen. An Tag 11 wurden das Tumorgewebe sowie die Restleber fur
histologische und immunhistochemische Analysen entnommen. Des Weiteren erfolgte eine
Blutentnahme zur Anfertigung eines Blutbildes.

In allen Gruppen mit Embolisation konnte eine Inhibition des Tumorwachstums erzielt werden.
Die Monotherapie mit EmboCept® S konnte ein weiteres Tumorwachstum verhindern. Durch
zusatzliche Verabreichung von Irinotecan konnte keine Verkleinerung des Tumorvolumens
festgestellt werden. Im Gegensatz dazu erreichte die Kombination von EmboCept® S mit
Bevacizumab gegeniiber der EmboCept® S Monotherapie eine signifikante Reduktion des
Tumorvolumens. Die Dreierkombination von EmboCept® S, Irinotecan und Bevacizumab
konnte ein signifikant geringeres Tumorvolumen gegeniber der Sham-Gruppe, der
EmboCept® S Monotherapie Gruppe und der Zweierkombination aus EmboCept® S und
Irinotecan erzielen.

Die Angiogenese im Tumor konnte durch die intraarterielle Anwendung von EmboCept® S,
insbesondere aber in Kombination mit Irinotecan und Bevacizumab signifikant gesenkt
werden.

Nach der Applikation von EmboCept® S mit Irinotecan und/oder Bevacizumab kam es zu einer
signifikant erhdhten Tumorzellapoptose im Vergleich zur Sham-Gruppe. Die Proliferationsrate
der Hepatozyten war insgesamt niedrig. Bei der Kombination von EmboCept® S mit
Bevacizumab fand sich eine signifikant geringere hepatozellulare Proliferation gegentber der
EmboCept® S Monotherapie.

Die Analyse der Nebenwirkungen auf das normale Lebergewebe zeigte vor allem in den
Gruppen mit Irinotecan eine signifikante Leberzellschadigung. Eine erhdhte Schadigung des
venularen GefaRsystems der Leber war in allen Gruppen nach Gabe von EmboCept® S zu
erkennen.

Zusammengefasst zeigen die vorliegenden Untersuchungen, dass eine transarterielle
Embolisation mit EmboCept® S ein effektiver therapeutischer Ansatzpunkt darstellt, um das
Wachstum von kolorektalen Lebermetastasen zu hemmen. Durch die Zugabe von
Bevacizumab konnte eine signifikante Tumorregression erreicht werden. Damit kénnte die
Embolisation mit EmboCept® S in Kombination mit Bevacizumab mit und ohne Irinotecan eine
vielversprechende Strategie zur Therapie von primar inoperablen Kkolorektalen

Lebermetastasen sein.
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2. Summary

According to the Robert Koch Institute around 498.000 new cases of cancer were reported in
2018. Of these, 60.630 were colon cancers. 33.920 men and 26.710 women were diagnosed
with colorectal carcinoma in 2018. Thus colorectal carcinoma is the second most common
cancer in women with 11.5% of all new cancer cases (after breast carcinoma with 30%) and
in third most common in men with 12.8% (after prostate carcinoma with 24.6% and bronchial
carcinoma with 13.3%).

In approximately 15 - 20% of patients, liver metastases are already present at the time of
diagnosis. About 80% of patients develop liver metastases during the course of the disease.
In about 20 - 30% of the patients, the liver is the only organ manifestation of metastasis.
Without therapy patients with liver metastases have a median survival time of about 10 months.
Surgical resection is currently the only curative approach in the treatment of liver metastases.
The five-year survival rates are 30 - 50%. However, only 25% of patients with colorectal liver
metastases are eligible for surgical resection. Palliative approaches include chemotherapy as
well as various ablative techniques. Transarterial embolisation is a method that combines the
advantage of high local drug concentrations at the site of the metastases with low systemic
side effects. This may enable of the downstaging of primarily irresectable colorectal liver
metastases.

The aim of the present study was to investigate the efficacy of a transarterial embolisation with
EmboCept® S in combination with Irinotecan and/or Bevacizumab on the growth of colorectal
liver metastases and the side effects on the liver parenchyma.

40 Wistar Albino Glaxo Rijswijk (WAG/RIj) rats were randomised into 5 groups. The animals
received subcapsular implantation of 5x10° colorectal tumor cells (CC531) into the left lateral
lobe of the liver. In all groups, embolisation with EmboCept® S via the hepatic artery was
performed on day 8 after tumor cell implantation. In addition, the cytostatic drug Irinotecan
and/or the anti-VEGF antibody Bevacizumab were applied in the hepatic artery. According to
the allocation to the experimental groups the animals received:

1. EmboCept® S (6,43 mg/kg BW)

2. EmboCept® S (6,43 mg/kg BW) plus Irinotecan (90 mg/m?)

3. EmboCept® S (6,43 mg/kg BW) plus Bevacizumab (5 mg/kg BW) or

4. EmboCept® S (6,43 mg/kg BW) plus Irinotecan (90 mg/m?) plus Bevacizumab (5 mg/kg BW)

Animals in the control group received an equivalent amount of saline solution.

The tumor size was measured on days 8 and 11 using three-dimensional 40 MHz ultrasound.
On day 11 the liver including the tumor tissue was harvested for histological and
immunohistochemical analyses. Furthermore, a blood sample was taken for blood count

analysis.
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In all treatment groups tumor growth was inhibited. The application of EmboCept® S alone
completely prevented tumor growth. The addition of Irinotecan did not further inhibit the tumor
growth. In contrast, the combination of EmboCept® S with Bevacizumab showed a significant
reduction in tumor volume compared to EmboCept® S monotherapy. The combination of
EmboCept® S, Irinotecan and Bevacizumab resulted in a significantly lower tumor volume
compared to Sham, EmboCept® S monotherapy and the combination of EmboCept® S and
Irinotecan.

In addition, a significantly increased rate of apoptotic tumor cell death was found after the
application of EmboCept® S with Irinotecan and/or Bevacizumab compared to the Sham group.
The rate of hepatocellular proliferation was overall low. The combination of EmboCept® S with
Bevacizumab showed significantly lower hepatocellular proliferation compared to EmboCept®
S monotherapy.

The angiogenesis within the tumor was significantly reduced by the intra-arterial application of
EmboCept® S, in particular in combination with Irinotecan and Bevacizumab.

All groups with Irinotecan showed a significant increase in hepatocellular damage. After
administration of EmboCept® S, there was an increased damage to the hepatic venular
vascular system in all groups.

In summary, the data of the present study show that trans-arterial embolisation with
EmboCept® S is an effective therapeutic strategy to inhibit the growth of colorectal liver
metastases. The addition of Bevacizumab improved this effect, resulting in significant tumor
regression. Thus, embolisation with EmboCept® S in combination with Bevacizumab with and
without Irinotecan could be a promising strategy to treat primarily irresectable colorectal liver

metastases.
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3. Einleitung

3.1. Klinischer Hintergrund

3.1.1. Kolorektales Karzinom

Bosartige Neubildungen stellen nach den Herz-/Kreislauferkrankungen die zweithaufigste
Todesursache in Deutschland dar [Abb. 1].

Unter den malignen Erkrankungen stellt der Darm die zweithdufigste Tumorlokalisation bei

Frauen bzw. die dritthaufigste Lokalisation bei Mannern dar [Abb. 2].

Krankheiten des Kreislaufsystems T 34,3
Bosartigen Neubildungen (Krebs) N 23,5

Krankheiten des Atmungssystems I 6.2

Psychische und Verhaltensstérungen [ M 6.0

Krankheiten des Verdauungssystems [ 4.3

Verletzungen und Vergiftungen I 4.2
Covid-19 I 4.0
Sonstige 17,4

Abbildung 1 - Todesursachen nach Krankheitsarten in Prozent [Statistisches Bundesamt 2022]

Frauen Manner
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Morbus Hodgkin 0,5 % I 103%Anus

1 T
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Abbildung 2 — Prozentualer Anteil der hdufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebserkrankungen in
Deutschland 2018 [Robert Koch-Institut: Krebs in Deutschland 2016/2017 13. Ausgabe, 2021]
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Betrachtet man die Sterbefalle, so sind Krebserkrankungen des Darms nach der Lunge und
der Brustdrise bei Frauen bzw. Prostata bei Mannern die dritthaufigste Todesursache bei
malignen Erkrankungen [Abb. 3].
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I 0,7% Weichteilgewebe ohne Mesotheliom
I 0,3% Diinndarm

I 0,2% Schilddriise

| 0,2% Knochen, Gelenkknorpel

| 0,2% Anus

| 0,2% Penis

| 0,29 Morbus Hodgkin

36 30

r
24 18 12 6 00 6 12 18 24 30 36

Abbildung 3 — Prozentualer Anteil der hdufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebssterbeféllen in Deutschland
2018 [Robert Koch-Institut: Krebs in Deutschland 2016/2017 13. Ausgabe, 2019]

Nach Angaben des Robert Koch-Institutes erkrankten im Jahr 2018 in Deutschland rund
33.920 Manner und 26.710 Frauen an einem kolorektalen Karzinom (CRC). Die Anzahl der
Sterbefalle lag bei 13.240 Mannern und 11.008 Frauen [Abb. 4].

Weltweit gab es 2018 uber 1,8 Millionen neue Darmkrebsfalle und 881.000 Todesfalle [Bray
et al. 2018].

Uber die Halfte der Patienten ist bei der Erstdiagnose (iber 70 Jahre alt, nur etwa 10% unter
55 Jahren. Somit ergibt sich ein mittleres Erkrankungsalter von 72 Jahren bei Mannern und 75
Jahren bei Frauen [Robert Koch-Institut].
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Abbildung 4 — Absolute Zahl der Neuerkrankungs- und Sterbefélle nach Geschlecht, ICD-10 C18 — C20,
Deutschland 1999 — 2018/2019, Prognose (Inzidenz) bis 2022 [Robert Koch-Institut: Krebs in Deutschland
2016/2017 13. Ausgabe, 2021]

Kolorektale Karzinome sind Adenokarzinome, welche sporadisch oder erblich auftreten
kénnen. Exogene Risikofaktoren fiir die sporadische Form sind unter anderem Ubergewicht,
Bewegungsmangel oder eine ballaststoffarme, fettreiche Nahrung mit hohem Fleisch- und
geringem Gemuseanteil. Regelmalliger Alkohol- und Tabakkonsum stellen weitere
Risikofaktoren dar. Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen wie Morbus Crohn oder Colitis
ulcerosa sind bekannte endogene Risikofaktoren.

Als entscheidender Pfad bei der sporadischen Entstehung eines Kolonkarzinoms gilt seit den
1980er Jahren die ,Adenom-Karzinom-Sequenz®. Diese wurde erstmalig von Morson formal
pathologisch beschrieben [Morson 1962] und von Fearon et al. molekularbiologisch bewiesen
[Fearon et al. 1990]. Etwa 60% der sporadischen Karzinome entstehen liber diese Adenom-
Karzinom-Sequenz. Die Schlisselmutation betrifft das APC-Gen (adenomatous polyposis coli
gene). Weiterhin spielen sekundare genetische Alterationen wie Mutationen von TP53 und
KRAS sowie die Entwicklung chromosomaler Instabilitaten eine wichtige Rolle [Hamilton et al.
2000].

Adenome sind also Vorlauferlasionen fur ein Karzinom, die sich nach unterschiedlichen
Zeitabstanden zu Karzinomen entwickeln kénnen. Sie lassen sich nach ihrem histologischen
Wachstumsmuster in tubulare, tubulo-villose sowie villose Adenome einteilen. Tubulare
Adenome stellen mit 70 - 80% das haufigste Wachstumsmuster dar. Das Risiko fur die
Entstehung eines invasiven Karzinoms steigt mit zunehmender GroRRe des Adenoms, einer
villdsen Architektur sowie dem Auftreten multipler Adenome und dem Alter des Patienten
[Chao et al. 2020]. So liegt zum Beispiel die Inzidenz eines invasiven Karzinoms bei tubularen
Adenomen <1cm bei etwa 1 - 2%, wahrend sie bei villésen Adenomen >2 cm auf 50% ansteigt
[Cross et al. 2020].

Neben der klassischen Adenom-Karzinom-Sequenz wurden in den letzten Jahren anhand
molekulargenetischer Befunde weitere Pfade der Karzinomentwicklung beschrieben: zum

einen der sogenannte serratierte Karzinogeneseweg, als dessen Vorlauferlasion das sessile
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serratierte Adenom gilt, zum anderen ein Mischtyp, dessen Vorlauferlasionen serratierte oder
villdse Adenome sein kdnnen.

Bei der selteneren erblichen familidaren adenomatésen Polyposis FAP sowie dem hereditaren,
nichtpolypésen Kolonkarzinom-Syndrom HNPCC bestehen schon in jlingeren Jahren ein
erhdhtes Erkrankungsrisiko [Robert Koch-Institut]. Das Entartungsrisiko der Kolonpolypen liegt
in diesen Fallen zwischen 70 und 100%.

Insgesamt zahlt das kolorektale Karzinom zu den malignen Erkrankungen mit einer mittleren
Prognose, das heilkt die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt etwa 50 - 60% [Abb. 5].

Prozent
100
80
60
40
20
T T T T T T T T T T
(0] 2 4 6 8 10
. . . Jahre
== Frauen abs. Uberleben == Minner abs. Uberleben
== Frauen rel. Uberleben == Minner rel. Uberleben

Abbildung 5 — Absolute und relative Uberlebensrate bis 10 Jahre nach Erstdiagnose, nach Geschlecht, ICD-10
C18 - C20, Deutschland 2017 — 2018 [Robert Koch-Institut: Krebs in Deutschland 2016/2017 13. Ausgabe, 2021]

3.1.2. Lebermetastasen

Die Leber stellt den Hauptmanifestationsort kolorektaler Metastasen dar [Ferlay et al. 2015].
Bei einer hamatogenen Streuung gelangen die Tumorzellen tber die Pfortader, der vendsen
Drainage des Darms, in die Leber [Bird et al. 2006]. Lebermetastasen treten bei etwa 60% der
Patienten mit kolorektalen Karzinomen auf [Cohen et al. 2003; Ruers et al. 2017]. Bei 15 - 20%
der Patienten sind bereits bei der Erstdiagnose des Kolonkarzinoms Lebermetastasen
nachweisbar [Reinacher-Schick et al. 2007]. Die Metastasierung in die Leber stellt den
wichtigsten Prognosefaktor dar und beeinflusst das Gesamtuberleben erheblich. Ohne eine
Therapie haben Patienten mit Lebermetastasen eines kolorektalen Karzinoms eine mediane
Uberlebenszeit zwischen 5 - 20 Monaten [Adam et al. 2017; Valderrama-Trevifio et al. 2017].
Wird ein kolorektales Karzinom in einem frihen Stadium diagnostiziert, liegt die 5-Jahres-
Uberlebensrate bei 90%, bei einer metastasierten Erkrankung sinkt sie auf 13% [American
Cancer Society 2014].
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3.1.3. Chirurgische Resektion und systemische Chemotherapie

Die chirurgische Resektion stellt den einzigen kurativen Therapieansatz bei Lebermetastasen
dar und ist somit nach wie vor die beste Therapieoption [Vera et al. 2020]. Jedoch sind nur
etwa 25% der Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen aufgrund der Anzahl, der Grole
oder der Lokalisation der Metastasen fur eine chirurgische Resektion geeignet [Devaud et al.
2014; Schreckenbach et al. 2015].

Nach radikaler Resektion der Lebermetastasen ist bei alleiniger hepatischer Metastasierung
ein 5-Jahres-Uberleben von tiber 50% zu erzielen [Nordlinger et al. 2013; Frankel et al. 2014].
Creasy et al. beschreiben eine 10-Jahres-Uberlebensrate nach einer Resektion von 24% mit
einer Heilungsrate von 20% [Creasy et al. 2018].

Der am haufigsten gebrauchte Score fur die Bestimmung des Gesamtuberlebens wurde von
Fong et al. beschrieben und beinhaltet 5 Risikofaktoren [Fong et al. 1999]:

- Lymphknotenpositives Tumorstadium

- Krankheitsfreies Intervall <12 Monaten

- >1 Lasion

- Grofde der Lasion >5cm

- CEA (carcinoembryonic antigen) >200 ng/mL

Patienten mit allen 5 Risikofaktoren haben eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 14% mit einem
medianen Uberleben von 22 Monaten. Bei Vorliegen eines Risikofaktors liegt das 5-Jahres-
Uberleben bei 44% mit einem mittleren Uberleben von 51 Monaten [Fong et al. 1999]. Eine
internationale Studie von Adam et al., die Daten von etwa 4500 Patienten mit praoperativ
behandelten kolorektalen Lebermetastasen einschloss, bestatigte die schlechte Prognose von
lymphknotenpositiven Tumorstadien, einem erhéhten CEA-Wert und einer hohen Anzahl an
Metastasen [Adam et al. 2011].

Im Allgemeinen werden ein postoperatives Restlebervolumen von weniger als 30%,
schwerwiegende Begleiterkrankungen, eine aggressive Tumorbiologie und/oder das Vorliegen
von nicht resektablen extrahepatischen Manifestationen als Kontraindikationen fir die
Leberchirurgie angesehen [Nordlinger et al. 2009].

Primar nicht resektable Metastasen des kolorektalen Karzinoms kodnnen mit einer
systemischen Chemotherapie behandelt werden. Daneben existieren Iokale ablative
Verfahren wie Mikrowellenablation oder Radiofrequenzablation zur Therapie irresektabler
Lebermetastasen.

Die systemische Chemotherapie dient in diesem Zusammenhang vor allem dem Downstaging
der Metastasen mit dem Ziel, im weiteren Verlauf eine chirurgische Resektion zu ermdglichen.
Da die Resektion die beste Chance auf ein Langzeituberleben ist, haben sich die Bemihungen
darauf konzentriert, mehr Patienten in einen resektablen Zustand zu bringen. Mehrere Studien

haben gezeigt, dass ein Downstaging von Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen von
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ursprunglich inoperablen zu potenziell resektablen Lebermetastasen mdglich ist. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate ist vergleichbar mit der von Patienten mit urspriinglich resektablen Metastasen
[Folprecht et al. 2014; Vera et al. 2020].

In den letzten Jahren etablierten sich neue Chemotherapeutika sowie zielgerichtete
Substanzen in der Therapie kolorektaler Lebermetastasen. Die 5-Fluorouracil (5-FU)
Monotherapie stellte lange Zeit die einzige verfligbare Therapie beim metastasierten
kolorektalen Karzinom dar. Es konnten damit Ansprechraten von 20% und ein medianes
Gesamtlberleben von etwa 12 Monaten erzielt werden [Adam et al. 2001]. Durch die
zusatzliche Gabe von Oxaliplatin oder Irinotecan konnte sowohl die Ansprechrate als auch das
Gesamtlberleben verbessert werden [Goldberg et al. 2004]. Die Kombination von Irinotecan,
Oxaliplatin, 5-FU und Folinsaure in der Erstlinien-Therapie konnte die Ansprechrate weiter auf
60 - 70% und das Gesamtiberleben auf Uber 25 Monaten steigern [Masi et al. 2006].
Heutzutage sind FOLFOX (Oxaliplatin/5-FU/Leucovorin) und FOLFIRI (Irinotecan/5-
FU/Leucovorin) die am haufigsten verwendeten Regime flr eine first-line Chemotherapie. Sie
ermdglichen eine Uberlebensrate von etwa 20 Monaten [Goldberg et al. 2004]. Eine weitere
Méoglichkeit — stellt  eine  Chemotherapie  mit FOLFIRINOX  (Leucovorin/  5-
FU/Irinotecan/Oxaliplatin) dar.

Da die systemische Chemotherapie das Uberleben jedoch nur um wenige Monate verlangert
[Rougier et al. 2003; Vera et al 2020], mussten alternative Behandlungsmdglichkeiten
entwickelt werden. Zu diesen zahlen zum Beispiel die Leberarterien-Chemotherapie (HAC =
hepatic artery chemotherapy) und die Leberarterien-Chemoembolisation (HACE = hepatic

artery chemoembolisation).

3.2. Regionare Therapien

3.2.1. Geschichte

1954 wurde in einer Arbeit von Breedis und Young erstmals die Leber- sowie Tumorperfusion
untersucht. Sie beschrieben, dass das normale Leberparenchym zu 75% Uber die Vena porta
perfundiert wird, wohingegen Metastasen grofier 3 mm aus der Arteria hepatica versorgt
werden [Breedis et al. 1954]. Der internationale Durchbruch einer regionaren Chemotherapie
konnte durch den deutschen Chirurgen Karl Reinhard Aigner erzielt werden. Aigner begann
Ende der Siebziger Jahre an einer weiteren Anwendung der regionalen Chemotherapie zu
forschen. Bis dahin wurde diese nur bei Hautkrebs angewandt. 1981 fuhrte Aigner die weltweit
erste isolierte Leberperfusion mit einer Herz-Lungenmaschine am Menschen durch [Aigner et
al.1988].

Das Prinzip der Chemoembolisation wurde erstmals im Jahre 1981 durch Kato et al.

10



Einleitung

beschrieben, welche die Wirkung der arteriellen Chemoembolisation mit mikroverkapseltem

Mitomycin C auf verschiedene Karzinome untersucht haben [Kato et al. 1981].

3.2.2. Interventionelle Ablationsverfahren

Die nicht-operativen Ablationsverfahren stellen eine weitere Therapiemdoglichkeit bei
Lebermetastasen dar [Hao et al. 2020]. Bei der interventionellen Thermoablation kann mittels
lokal angewandter Hitze pathologisches Gewebe selektiv zerstort werden. Zu den thermischen
Ablationsverfahren  zahlen die  laserinduzierte =~ Thermotherapie  (LITT), die
Radiofrequenzablation (RFA) und die Mikrowellenablation (MWA). Bei der Thermoablation
werden durch Laser- oder Hochfrequenzstrom Temperaturen zwischen 50 — 100 Grad Celsius
erzeugt, worauf irreversible Koagulationsnekrosen entstehen. Neben diesen hyperthermen
Verfahren existiert auch die Kryotherapie [Weaver et al. 1998] als hypothermes

Ablationsverfahren.

3.2.3. Hepatoarterielle Infusion (HAI)

Die Leber ist das einzige Organ mit einer dualen Blutversorgung, zum einen Uber die Pfortader
(1000 - 1200 mL/min), zum anderen Uber die Arteria hepatica (400 mL/min) [Breen et al. 2004].
Daher ist die Leber ideal fir eine regionare Therapie geeignet. Segall hatte bereits 1923 die
fast vollstandige arterielle Versorgung von Lebermetastasen im Gegensatz zum restlichen
Leberparenchym beschrieben [Segall 1923]. Auch Breedis und Young bestatigten in ihrer
Arbeit von 1954, dass das normale Leberparenchym vorwiegend aus der Vena porta,
Metastasen grofier 3 mm jedoch aus der Arteria hepatica versorgt werden [Breedis et al. 1954].
Archer et al. konnten 1989 zeigen, dass bereits Mikrometastasen ab 0,5 mm ein eigenes
arterielles Gefallsystem besitzen [Archer et al. 1989]. Des Weiteren drainiert die Pfortader
direkt in die Lebersinusoide, wahrend das arterielle Blut erst in die peribiliaren Plexus drainiert,
bevor es in die Sinusoide gelangt [Burkel 1970]. Metastasen beziehen ihr Blut von arteriellen
Gefalen, die in peribiliare Plexus drainieren [Gonda et al. 2000].

Mit einer regionaren Applikation soll eine selektivere Anreicherung des Zytostatikums im
Tumor und damit ein hdherer Wirkstoffspiegel als bei einer systemischen Gabe erreicht
werden, ohne dass eine Schadigung des gesunden Leberparenchyms auftritt.

Bereits in den 60er Jahren therapierten Sullivan et al. Patienten mit Lebermetastasen mit einer
HAI und erreichten Ansprechraten von circa 62% [Sullivan et al. 1964]. In einer Metaanalyse
von Cohen et al. mit Studien von 1987 bis 2003 konnte ein signifikanter Vorteil der HAI
gegenuber einer intravendsen Chemotherapie in Hinblick auf das Ansprechen und die 2-
Jahres-Uberlebensrate gezeigt werden [Cohen et al. 2003].

So hat sich die hepatische arterielle Infusionschemotherapie als interessante Strategie

entwickelt, um die Resektabilitat zu erhéhen und/oder den Krankheitsprogress bei Patienten
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mit primar nicht resektablen Lebermetastasen zu verlangsamen [Ammori et al. 2010; Zhang
et al. 2021].

3.2.4. Transarterielle Chemoembolisation (TACE)

Das normale Leberparenchym wird zu 75% durch die Vena portae und nur zu 25% durch die
Arteria hepatica versorgt. Demgegenliber werden Lebertumoren bis zu 95% durch
Leberarterien versorgt. Dank dieser einzigartigen Blutversorgung der Leber wurde die TACE
bzw. HAI eine effektive Alternative in der Therapie von primar nicht-resezierbaren hepatischen
Neoplasien [Miura et al. 2015].

Transarterielle Chemoembolisation ist ein regionares Therapieverfahren, das bisher am
haufigsten bei der Behandlung von hepatozellularen Karzinomen (HCC) eingesetzt wird
[Llovet et al. 2003; Lo et al. 2002]. Es konnte hierbei ein Uberlebensvorteil im Vergleich zur
best-supportive care beim inoperablem HCC gezeigt werden [Llovet et al. 2002].

Auch bei kolorektalen Lebermetastasen des kolorektalen Karzinoms kann eine wiederholte
TACE zu Downstaging fuhren [Vogl et al. 2012].

Bei der Verwendung einer TACE als postoperative adjuvante Therapie nach
Metastasenresektion ergaben sich signifikant reduzierte Rezidivraten, langere krankheitsfreie
Uberlebensraten sowie eine langere Gesamtiberlebenszeit im Vergleich zu Patienten mit
chirurgischer Resektion allein [Ambiru et al. 1999].

Bei einer TACE wird ein Chemotherapeutikum zusammen mit einem Embolisat in einen den
Tumor versorgenden Ast der Leberarterie injiziert. Durch die Embolisation entsteht eine Anoxie
im Tumor, wodurch eine ischamische Reaktion ausgeldst wird, die zur Tumornekrose flhrt.
Das umgebende Leberparenchym bleibt aufgrund der Blutversorgung durch die Pfortader von
diesem nekrotischen Effekt verschont. Durch die zusatzliche lokale Applikation von
Chemotherapeutika kann die TACE einen synergistischen Effekt erzielen mit einer hohen
lokalen Chemotherapeutikakonzentration, die zu einer hoheren Rate an Tumorzellnekrosen
fuhrt [Memon et al. 2012; Hatzidakis et al. 2022].

Als haufige Nebenwirkung einer TACE wird das Postembolisationssyndrom beschrieben, das
bei 5 - 50% in unterschiedlicher Auspragung auftritt. Es beinhaltet eine Schmerzsymptomatik,
Fieber, Ubelkeit und Erbrechen. In den meisten Fallen tritt es nach Stunden bis zu einigen

Tagen nach einer TACE auf.

3.3. Bevacizumab
3.3.1. Historie

1997 beschrieben Presta et al. erstmals die Verwendung von Bevacizumab [Presta et al.

1997]. Bevacizumab stellt den ersten klinisch verfigbaren, die Angiogenese hemmenden
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Antikorper dar. Die Technik zur Herstellung von monoklonalen Antikdrpern wurde bereits 1975
von Koéhler und Milstein beschrieben [Kohler et al. 1975], woflr sie 1984 den Nobelpreis fiir
Medizin erhielten.

2004 erhielt Bevacizumab von der U.S. Food and Drug Administration seine Zulassung fur die
Kombinationstherapie mit Chemotherapeutika beim nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom und
fur die first-line Therapie beim metastasierten Kolonkarzinom. 2008 schloss sich die Zulassung
fur metastasierte Mammakarzinome und 2009 fir das Glioblastoma multiforme an.
Bevacizumab ist zugelassen in der first- und second-line Chemotherapie bei fortgeschrittenen
oder metastasierten kolorektalen Karzinomen mit LV/5-FU, IFL, FOLFOX oder XELOX
[Hurwitz et al. 2004; Kabbinavar et al. 2004].

3.3.2. Pharmakologie

Bevacizumab (rhuMAb VEGF) ist ein rekombinanter humanisierter monoklonaler 1gG
Antikorper, der an Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), einem Wachstumsfaktor der
Angiogenese, bindet und somit dessen Interaktion mit seinen Rezeptoren verhindert.
Bevacizumab leitet sich von dem murinen Antikorper A.4.6.1. ab und besteht zu 93% aus
einem humanen IgG-Gerist und zu 7% aus murinen Antigenbindungsstellen. Die
Humanisierung fuhrte zu einer langeren Halbwertszeit und zu einer geringeren Immunogenitat.
VEGF ist ein 43-46 kd Glykoprotein, welches die Proliferation und Migration von
Gefaltendothelzellen induziert. Diese Aktivitat wird Uber 2 Rezeptoren gesteuert, flt-1 (VEGF-
Rezeptor 1) und KDR/FIk-1 (VEGF-Rezeptor 2), die sich Uberwiegend auf der Oberflache von
Gefalkendothelzellen befinden [Ferrara et al. 1997].

VEGF stellt den Schlisselregulator der physiologischen Angiogenese wahrend der
Embryogenese und dem Skelettwachstum dar. Aufzerdem ist VEGF an der pathologischen
Angiogenese beteiligt, wie zum Beispiel bei Tumoren [Ferrara et al. 1997]. Auch bei weiteren
Erkrankungen, wie z.B. rheumatischer Arthritis, Endometriose und verschiedenen
kardiovaskularen Erkrankungen spielt VEGF eine Rolle [Roy et al. 2006].

Zu der Genfamilie von VEGF gehort der Placentawachstumsfaktor, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-
C, VEGF-D, VEG-F und VEGF-E. Diese haben verschiedene physikalische und biologische
Eigenschaften und binden an verschiedene spezifische Tyrosinkinase-Rezeptoren. VEGF-A
reguliert das Wachstum von Blutgefalken, VEGF-C und VEGF-D die lymphatische
Angiogenese [Karkkainen et al. 2002]. VEGF-A wird in vielen menschlichen Tumoren
exprimiert und triggert nach der Bindung an den Rezeptor VEGFR-2 eine Reihe von
intrazellularen Signalkaskaden in Endothelzellen, was zur Bildung und Ausdehnung des
Gefalisystems im Tumor fihrt.

Durch die gezielte Blockade von VEGF inhibiert Bevacizumab die Angiogenese [Bock et al.

2007; Papathanassiou et al. 2008]. AuRerdem fiihrt Bevacizumab zu einer Verminderung von
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inflammatorischen Zellen sowie Zytokinen [Oh et al. 2009] und reduziert die
GefalRpermeabilitat [Abcouwer et al. 2010].
Es wird proteolytisch Uberall im Korper abgebaut, einschlieRlich den Endothelzellen. Der

Abbau ist somit unabhangig von der Leber- und Nierenfunktion.

3.3.3. Klinische Untersuchungen

Die Einfiihrung molekularer, zielgerichteter Substanzen konnte die Therapie von Patienten mit
metastasiertem kolorektalem Karzinom verbessern. Tumore sind durch eine erhdhte
Gefallpermeabilitdt gekennzeichnet, was das Anfluten der Chemotherapeutika erschwert
[Netti et al. 1996; Baish et al. 1997]. Bevacizumab kann die Wirkung der Chemotherapie
verbessern, indem es die Gefalstruktur des Tumors normalisiert, die Gefalipermeabilitat senkt
[Abcouwer et al. 2010] und so zu einer effektiveren Versorgung des Tumors mit
Chemotherapeutika flhrt [Jain et al. 2005]. Weiterhin flihrt Bevacizumab durch die Hemmung
der Angiogenese zu einer verminderten Durchblutung des Tumors, sodass der Tumor
schlief3lich aufgrund der Hypoxie abstirbt [Itatani et al. 2018].

Die zusatzliche Gabe von Bevacizumab zu einer konventionellen Chemotherapie kann das
Gesamtlberleben und die Ansprechrate steigern. So beschrieben Hurwitz et al. eine
Steigerung des medialen Uberlebens der Patienten von 15,6 auf 20,3 Monate und eine
Verbesserung der Ansprechrate von 34,8% auf 44,8% [Hurwitz et al. 2004]. Auch Goldberg
und Kollegen wiesen in einer Studie auf den Nutzen der zielgerichteten Therapie hin und
schrieben Bevacizumab einen signifikanten Nutzen fir Patienten mit metastasiertem
kolorektalem Karzinom zu [Goldberg et al. 2006].

Eine Metaanalyse zeigte, dass die zusatzliche Gabe von Bevacizumab zu einer
Chemotherapie zu einer statistisch signifikanten Verlangerung des progressionsfreien
Uberlebens und des Gesamtiiberlebens der Patienten fihrt [Hurwitz et al. 2013]. In einer
randomisierten Phase Ill Studie von Kubicka et al. wurde durch die Zugabe von Bevacizumab
zu einer fluoropyrimidinhaltigen Chemotherapie eine statistisch signifikante Verlangerung des
progressionsfreien Uberlebens und des Gesamtiiberlebens bei Patienten mit kolorektalen
Lebermetastasen gezeigt [Kubicka et al. 2013].

So konnte durch den Zusatz von Bevacizumab in der first- und second-line Therapie in vielen
Studien ein Uberlebensvorteil gezeigt werden.

Welch et al. berichteten, dass Patienten mit fortgeschrittenem kolorektalen Karzinom, die eine
Fluoropyrimidin-basierte Chemotherapie als Erstlinien-Therapie erhielten, durch die Zugabe
von Bevacizumab eine verlangerte Gesamtlberlebenszeit hatten. Die Autoren folgerten, dass
Bevacizumab in Kombination mit einer Fluoropyrimidin-basierten Chemotherapie wirksamer

ist als eine Fluoropyrimidin-basierte Chemotherapie allein [Welch et al. 2010].
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Chen et al. bestatigen in ihrer Studie eine hohe Wirksamkeit und akzeptable Sicherheit der
kombinierten Chemotherapie aus Bevacizumab plus FOLFIRI oder IFL (Irinotecan, Bolus
Fluorouracil, Leucovorin) bei der Behandlung von kolorektalen Lebermetastasen [Chen et al.
2016].

Mehrere Phase llIb/IV Studien bestatigten ebenfalls das Sicherheitsprofil von Bevacizumab in
der Therapie bei Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen mit Chemotherapien wie
FOLFOX, XELOX, FOLFIRI oder Capecitabin [Van Cutsem et al. 2009; Grothey et al. 2008].
Haufigste Nebenwirkungen waren Diarrhd, Leukopenie, Fieber und Stomatitis [Fernando et al.
2004].

Zusammenfassend ist die zielgerichtete Therapie gegen VEGF ein vielversprechender Ansatz
in der Behandlung von Tumoren. Bevacizumab hat hierbei bereits beachtenswerte Erfolge bei

der Behandlung von kolorektalen Karzinomen gezeigt [Fernando et al. 2004].

3.4. Irinotecan

3.4.1. Historie

Irinotecan ist ein halbsynthetisches Derivat des Pflanzeninhaltsstoffes Camptothecin. Dieses
kommt natdrlich in Blattern, Samen und Rinde des Baumes Camptotheca acuminata vor. 1966
wurde es auf der Suche nach neuen, naturlich vorkommenden Substanzen mit
antineoplastischer Wirkung erstmalig isoliert [Wall et al. 1966]. Camptothecin erwies sich in
klinischen Studien durch ein unginstiges pharmakologisches Profil fur den klinischen
Gebrauch ungeeignet. Daraufhin wurde in den 1990er Jahren Irinotecan als
Camptothecinanalogon entwickelt und fir die onkologische Therapie zugelassen [Hsiang et
al. 1985].

3.4.2. Pharmakologie

Irinotecan (CPT-11) ist die internationale chemische Kurzbezeichnung (INN) des (+)-(S)-4,11-
Diethyl-4,12-dihydro-4-hydroxy-3,14-dioxo-1H-pyrano-[3’,4":6,7]indolizino-[1,2b]chinolin-9-
yl[1,4’-bipiperidin]-1’-carboxylats (IUPAC) [Abb. 6]. Die Summenformel lautet C33H3sN4Os, die
molare Masse betragt 586,68 g/mol.

Abbildung 6 — chemische Struktur vor Irinotecan, Cs3H3gN4Og
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Bei Irinotecan handelt es sich um einen antineoplastischen Wirkstoff, der als spezifischer
Inhibitor der DNA Topoisomerase-| agiert. Irinotecan wird als Prodrug verabreicht und wird vor
allem in der Leber durch eine Carboxylesterase (Spaltung der Carbamatgruppe zum Phenol)
zu SN-38 metabolisiert, welches ein etwa 1000-fach starkerer Hemmstoff der Topoisomerase-
| ist als Irinotecan selbst [Mathijssen et al 2001].

Die Hemmung der DNA Topoisomerase-l durch Irinotecan oder SN-38 verursacht DNA-
Einzelstrang-Briiche [Hsiang et al. 1985], wodurch die Proliferation in malignen Geweben
reduziert wird. Aullerdem lagern sich Irinotecan und SN-38 an den Komplex aus
Topoisomerase-l und DNA an und verhindern somit den Wiederverschluss des zuvor
erzeugten Einzelstrangbruches. Die mittlere Plasma-Halbwertszeit betragt 14,2 Stunden. SN-
38 zeigt ein Eliminationsprofil mit einer mittleren Halbwertzeit von 13,8 Stunden. Die Exposition
gegenuber Irinotecan und SN-38 steigt proportional mit der verabreichten Dosis an. lhre
Kinetik ist unabhangig von der Anzahl der vorangegangenen Zyklen und dem
Anwendungsschema. Die Plasmaproteinbindung fir Irinotecan und SN-38 betragt in vitro circa
65% bzw. 95%. Irinotecan wird Uber zwei Abbauwege metabolisiert. Zum einen wird Irinotecan
durch eine Carboxylesterase in den aktiven Metaboliten SN-38 hydrolysiert. SN-38 wiederum
wird hauptsachlich durch Glukuronidierung und darauffolgend durch biliare und renale
Elimination ausgeschieden. Trotz der Glukuronidierung werden nur etwa 10 - 20% des
Irinotecans unverandert Uber die Nieren ausgeschieden. Die Hauptausscheidung erfolgt mit
uber 60% uber den Darm. Des Weiteren kann Irinotecan durch Cytochrom P450 3A unter
Offnung des &uReren Piperidin-Rings oxidativ abgebaut werden.

In der Klinik wird Irinotecan-Actavis® Konzentrat zur Herstellung einer Infusionslésung
verwendet. Als Darreichungsform liegt es als eine klare, farblose bis leicht gelbliche Lésung
vor. Zu den Anwendungsmadglichkeiten gehoért zum einen die Kombination mit 5-Fluorouracil
und Folinsaure bei Patienten ohne vorausgegangene Chemotherapie eines fortgeschrittenen
Tumorstadiums (Dosierung 180 mg/m? Kérperoberflache als intravenése Infusion tber 30 - 90
min im Abstand von jeweils drei Wochen). Weiterhin kann Irinotecan als Monotherapie bei
Patienten, die auf eine Vorbehandlung mit einem etablierten, 5-Fluorouracil-enthaltenden
Regime nicht angesprochen haben, eingesetzt werden (Dosierung 350 mg/m?
Korperoberflache).

Zu den méglichen Nebenwirkungen zahlen Diarrhd, Ubelkeit und Erbrechen, Dehydratation,
Obstipation, Neutropenie, Thrombozytopenie, Niereninsuffizienz, Hypotension,
Herzkreislaufversagen, akutes cholinerges Syndrom, interstitielle Lungenerkrankung,
reversible Alopezie, allergische Reaktionen sowie ein Ansteigen der Serumtransaminasen, der
alkalischen Phosphatase oder des Bilirubins. Auflerdem kann Irinotecan zu einer

Steatohepatitis flihren [Fernandez et al. 2005].
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3.4.3. Klinische Untersuchungen

Irinotecan war nach 5-FU bei intravendser Anwendung der erste Stoff mit einem signifikanten
Nutzen bei metastasierten kolorektalen Karzinomen. Irinotecan wurde zur Standardtherapie
bei der Behandlung von Metastasen des kolorektalen Karzinoms [Eyol et al. 2008].

Eine Phase Il Studie von Douillard et al. konnte die Wirkung von Irinotecan bei Patienten mit
5-FU refraktarem kolorektalem Karzinom aufzeigen. Das mediane Uberleben stieg von 14,1
auf 17,4 Monaten, das progressionsfreie Intervall von 4,4 auf 6,7 Monaten. Auch das
Ansprechen auf die Therapie verbesserte sich durch Irinotecan von 31 auf 49% [Douillard et
al. 2000].

Die Kombinationschemotherapie von Leucovorin, 5-FU und Irinotecan oder Oxaliplatin zeigten
eine signifikante antineoplastische Aktivitat und einen Uberlebensvorteil gegeniiber einer
Bolusgabe oder kontinuierlichen Infusion von 5-FU [Punt 2004].

Die Sicherheit und Effektivitdt von Irinotecan wurde unter anderem in einer Studie von
Cunningham et al. bei Patienten mit fortgeschrittenem kolorektalem Karzinom bestatigt
[Cunningham et al. 1998].

3.5. EmboCept® S

3.5.1. Pharmakologie

EmboCept® S ist eine Suspension aus pflanzlichen Starkemikrospharen (DSM = degradable
starch microspheres 35/50) mit einem mittleren Durchmesser von 50 pm. Die
Starkemikrospharen bestehen aus einer dreidimensionalen, horizontal und vertikal vernetzten
hydrophilen Starkematrix. Durch das Enzym oa-Amylase kénnen die Starkemikrospharen
vollstandig abgebaut werden. Die Halbwertszeit betragt etwa 35 min. Der Blutfluss wird nach
der Injektion innerhalb einer Stunde wiederhergestellt.

Die intraarterielle Verabreichung von EmboCept® S filhrt zu einem voriibergehenden
Verschluss der kleineren, arteriolaren Gefale. Die Menge an appliziertem Embolisat ist fur
den Grad der Reduktion des Blutflusses im Zielorgan verantwortlich. In Kombination mit einem

Chemotherapeutikum ergeben sich folgende Vorteile [Fachinfo Pharma Cept: EmboCept®]:

- Spezifische Anreicherung des gleichzeitig applizierten Wirkstoffes im Tumorgewebe
(Verhinderung des raschen Auswaschens aus dem Parenchym des Zielorganes)

- Geringe systemische Wirkstoffspiegel (deutliche Verringerung der Nebenwirkungsrate)

- Tumorschadigung durch kurzzeitige Ischamiewirkung

- Kurzfristige Wiederholbarkeit der Chemoembolisation
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3.5.2. Klinische Untersuchungen

Im Rahmen der Therapie von hepatisch-metastasierten Karzinomen kann durch eine
regionare Therapie mit Embolisaten wie Lipiodol [Raoul et al. 1992] oder abbaubaren
Starkemikrospharen [Fournier et al. 1994] eine Verbesserung der Arzneimittelkonzentration
und Expositionsdauer durch Reduktion des arteriellen Blutflusses erreicht werden.
Starkemikrospharen werden in den BlutgefalRen angereichert und verursachen eine temporare
Embolisation fir 15 - 30 Minuten, bis sie enzymatisch durch Amylase abgebaut werden
[Civalleri et al. 1991]. Eine temporare Embolisation der Arteria hepatica mit DSM ist bei
Schweinen mit einer kompletten Reperfusion nach 30 Minuten durchfihrbar. Selbst nach einer
kompletten Stase des arteriellen Blutflusses wurden keine erheblichen Gewebeschaden des
embolisierten Leberparenchyms bei der histologischen Untersuchung beobachtet [Pieper et
al. 2015].

Die Verwendung von Starkemikrospharen erhoéht die Konzentration der mitverabreichten
Substanzen im Tumor um ein Vielfaches. Lorelius et al. beschreiben eine 11-fach hdhere
Konzentration durch die zusatzliche Injektion der Starkemikrospharen [Lorelius et al. 1984].
Entsprechend fuhrt die zusatzliche Verabreichung von DSM zu niedrigeren systemischen
Konzentrationen der verabreichten zytotoxischen Substanzen im Vergleich zur alleinig

systemisch durchgeflihrten Chemotherapie [Dakhil et al. 1982].
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4. Zielsetzung und Fragestellung

Die transarterielle Embolisation der Leber bei Lebermetastasen und primaren hepatozellularen
Karzinomen stellt ein bereits etabliertes Verfahren dar. Die in dieser Studie verwendeten
Medikamente Irinotecan und Bevacizumab gehoéren zur first-line Therapie bei kolorektalen
Lebermetastasen. Allerdings gibt es keine vergleichenden Untersuchungen zur Wirksamkeit
der Kombination von EmboCept® S mit Bevacizumab und/oder Irinotecan. Daher haben wir in
der vorliegenden Studie die Effektivitat der verschiedenen Kombinationen auf das Wachstum
kolorektaler Lebermetastasen sowie die Auswirkungen auf das Leberparenchym untersucht.

Hierfur wurden folgende Fragen beantwortet:

- Wie wirkt sich die Gabe von
a) EmboCept® S (6,43 mg/kg KG)
sowie die Kombination von
b) EmboCept® S (6,43 mg/kg KG) plus Irinotecan (90 mg/m?)
c) EmboCept® S (6,43 mg/kg KG) plus Bevacizumab (5 mg/kg KG) oder
d) EmboCept® S (6,43 mg/kg KG plus Irinotecan (90 mg/m?) plus Bevacizumab
(5 mg/kg KG)

auf die TumorgréRRe aus?

- Wird die Tumorregression nach einer derartigen Therapie durch Tumorzell-Apoptose

oder Nekrose verursacht?

- Wie beeinflussen die einzelnen Substanzen bzw. eine Kombination der Substanzen die

Proliferation der Tumorzellen?

- Kann die Vaskularisierung des Tumors durch die einzelnen Substanzen oder aber durch

die Kombination der Substanzen vermindert werden?

- Beeintrachtigen die Substanzen bzw. eine Kombination der Substanzen das gesunde

Leberparenchym?
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5. Material und Methoden

5.1. Versuchstiere

Alle Experimente wurden von der Ethikkommission des Saarlandes genehmigt und in
Ubereinstimmung mit den UKCCCR-Richtlinien fir das Wohlergehen von Tieren bei
experimentellen Neoplasien [United Kingdom Coordinating Committee on Cancer Research,
1998] und den interdisziplinaren Grundsatzen und Richtlinien fir den Einsatz von Tieren in der
Forschung durchgeflhrt.

Die Tiere wurden von Charles Rivers, Sulzfeld, BRD kauflich erworben.

40 mannliche WAG-Ratten wurden in 5 Gruppen zu je 8 Tieren randomisiert. Wahrend der
Versuche wurden die Tiere unter klimatisierten Bedingungen (Lufttemperatur 22°C,
Luftfeuchtigkeit 55% +/- 10%) mit einem Hell-/Dunkelrhythmus von 12/12 Stunden in der
Versuchstierhaltung des Instituts fir klinisch-experimentelle Chirurgie der Universitat des
Saarlandes, Homburg, gehalten (Tierschutzbeauftragte Frau Dr. med. vet. Monika Frings).
Das Korpergewicht der Ratten betrug 150 — 175 g. Die Tiere wurden mit Standardlaborfutter
(Firma Altromin, Lage, BRD) sowie mit Wasser ad libitum gefuttert. Als postoperative
Schmerztheraphie wurde Capropfen (Pfizer Inc., New York, USA) in einer Dosierung von 5

mg/kg KG verabreicht.

5.2. Tumorzelllinie
Als rattenspezifisches Kolonkarzinom wurde die Tumorzelllinie CC531 (CLS, Cell Lines
Service and Tumor-Cellbanc, Heidelberg, BRD) eingesetzt. Die Zelllinie wurde vor
Versuchsbeginn bei -180°C in flissigem Stickstoff in 1,8 mL Kryogefallen (Nunc, Roshilde,
DK) kryokonserviert. Zum Versuch wurden die Gefal3e in 37°C warmem Wasser aufgetaut und
in 50 mL Zentrifugenréhrchen (Roth, Karlsruhe, BRD) mit FCS-haltigem Kulturmedium (FCS,
Fetal calf serum, Gold, PAA, Coélbe, BRD) uberfiuhrt. Nach zwei jeweils funfminltigen
Zentrifugationsschritten (Universal 30F, Hettisch, Tuttlingen, BRD) bei 1600 U/min wurden die
Zellen in Petrischalen (Cellstar, 100/20 mm, Greiner Bio-One, Frickenhausen, BRD) ausgesat
und bei 37°C unter 5%iger humiden CO..Atmosphare in RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) 1640 Medium kultiviert. Jeden zweiten Tag wurde das Medium gewechselt. Lag eine
Konfluenz von 70-80% vor, wurden die Zellen zur Vermehrung passagiert.
Far die Injektion der Tumorzellen wurden diese mit einer 0,02%igen Trypsin/EDTA-Lsung
(0,5 g/l, 0,2 g/l, Viorolex, PAA) versetzt und die Zellen anschliefend mit dem Enzym Accutase
(PAA) aus den KulturgefaRen geldst. Anschlieflend erfolgte eine finfminutige Inkubation bei
37°C. Nach der Neutralisation der Enzymwirkung mit FCS-haltigem Kulturmedium wurden die
Zellen erneut 5 Minuten zentrifugiert (1600 U/min) und somit gewaschen. Danach wurden die
Zellen zweimal mit PBS (Phosphat buffered solution, PAA) behandelt, erneut zentrifugiert, im
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Verhaltnis 1:2 ausgedinnt und zu einer 70-80%igen Konfluenz kultiviert. In der
darauffolgenden zweiten Passage wurden die Zellen noch einmal 1:4 bis 1:5 ausgedinnt. Am
zweiten Tag nach der Passagierung waren die Zellen fiir die Experimente einsatzbereit. Mit
einem inversen Lichtmikroskop (Leica DMIL, Solms, BRD) wurde eine Zellzahlung bei 100-
facher Vergroferung (Objectiv Leica C Plan 10x/0,22, PHI, Okkular Leica 10x/18) in einer
Neubauer-Zahlkammer (auf eine Zellzahl von 5x10° Zellen / 50 pl PBS eingestellt)
durchgeflhrt.

5.3. Experimentelles Protokoll

Die 40 Versuchstiere wurden in 5 experimentelle Gruppen randomisiert (jeweils n=8). An Tag
0 wurde jeweils eine Tumorsuspension mit 5x10° Tumorzellen CC531 in den linken
Leberlappen implantiert. Acht Tage nach der Tumorimplantation wurde eine hepatoarterielle
Infusion (iber die Arteria hepatica durchgefiihrt. Eine Gruppe erhielt zur Therapie EmboCept®
S (6,43 mg/kg KG). Die zweite Gruppe erhielt EmboCept® S zusammen mit Irinotecan (90
mg/m?) und die dritte Gruppe EmboCept® S plus Bevacizumab (5 mg/kg KG). Die vierte
Gruppe erhielt eine Kombinationstherapie mit EmboCept® S, Bevacizumab und Irinotecan. Die
Tiere der Sham-Gruppe erhielten eine aquivalente Menge 0,9%iger Kochsalzlésung
(ecotainer®, Braun, Melsungen, BRD) und dienten somit als Kontrollgruppe. Die Applikation
erfolgte innerhalb eines Zeitraumes von einer Minute. Anschlie3end erfolgte eine Sonographie
der Leber von ventral mit dem 40 MHz-Ultraschallkopf eines Vevo 770 (Visual Sonics, Inc.,
Toromto, Kanada) zur Messung der TumorgréfRe. Des Weiteren erfolgte eine Entnahme von
1 mL Blut aus der Vena cava inferior. Drei Tage spater erfolgten eine erneute Relaparatomie
und Sonographie der Leber. Nach einer weiteren Blutentnahme aus der Vena cava wurden
die Tiere mit Pentobarbital (400 mg/kg KG) eingeschlafert und Gewebeproben fir die

histologische und immunhistochemische Analyse entnommen.

5.4. Tumorimplantation

An Tag 0 wurden die mit Isofluran narkotisierten Versuchstiere (Isofluran Baxter, Baxter
Deutschland GmbH, UnterschleiRheim, BRD) in Rickenlage auf einem elektronisch
geregelten Heizkissen positioniert, das die Kérpertemperatur auf 37°C hielt. Danach wurde die
Bauchregion rasiert (Elektra GH 204, Aesculap, Tuttlingen, BRD). Dann wurde eine mediane
Laparotomie durchgefiihrt, der linkslaterale Leberlappen mobilisiert, ausgelagert und
anschlieBend pro Injektion eine Tumorsuspension mit 5x10° CC531-Zellen in 0,5 mL PBS mit
einer 27 G Nadel (Omnicon F, Braun, Melsungen, BRD) dorsalseits unter die Leberkapsel

injiziert [Abb. 7]. Beim Herausziehen der KanUle aus der Leber wurde die Injektionsstelle unter
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leichtem Druck mit Hilfe eines Wattestabchens (Finkler & Walter GmbH, Merchweiler, BRD)
verschlossen, um das Risiko einer Nachblutung zu verringern. Weiterhin sollte der Ruckfluss
der Tumorzellen mit Ausbildung einer Peritonealkarzinose vermieden werden. Die injizierte
Tumorsuspension war dorsalseits am Leberlappen deutlich zu erkennen [Abb. 8]. Danach
wurde die Laparotomie zweireihig mit einer Muskel-, Fasziennaht sowie einer Hautnaht

verschlossen.

Abbildung 7 — WAG Ratte an Tag 0 nach medianer Laparotomie, Injektion von 5x10° CC531 Tumorzellen in den

mobilisierten und ausgelagerten linkslateralen Leberlappen

Abbildung 8 — Anreicherung der CC531 Tumorzellsuspension (*) nach subkapsulérer Injektion in den
linkslateralen Leberlappen einer WAG Ratte an Tag 0 nach Implantation; Kompression der Injektionsstelle mit

einem Wattestdbchen zur Vermeidung einer Tumorzellaussaat und Nachblutung
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5.5. EmboCept® S

EmboCept® S (Pharmacept GmbH, Berlin, BRD) ist eine sterile Suspension, welche aus
Starkemikrospharen mit einem mittleren Durchmesser von 50 um besteht. Diese pflanzlichen
Starkemikrospharen sind aus einer dreidimensionalen, horizontal und vertikal vernetzten
Starkematrix aufgebaut. Enzymatisch ist die Starke durch a-Amylase vollstandig abbaubar.
Die Halbwertszeit betragt 35 Minuten. Verwendet wurde EmboCept® S in einer Dosierung von

6,43 mg/kg Korpergewicht.

5.6. Irinotecan

Irinotecan (Actavis Deutschland GmbH, Minchen, BRD) ist ein antineoplastischer Wirkstoff
aus der Gruppe der Topoisomerase-I-Hemmer. Durch die Hemmung der Topoisomerase-|
entstehen Einzelstrang-DNA-Briche, welche die Replikation der DNA blockieren. Diese
zytotoxische Wirkung ist spezifisch fir die S-Phase. Verwendet wurde das Zytostatikum in

einer Dosierung von 90 mg/m? Koérperoberflache.

5.7. Bevacizumab

Bevacizumab (Avastin®, Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen, BRD) ist ein rekombinanter
humanisierter monoklonaler Antikérper, der mittels DNA-Technologie aus Ovarialzellen
chinesischer Hamster (CHO-Zellen) gewonnen wird. Er bindet an den GefalRwachstumsfaktor
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und verhindert die Bindung von VEGF an seine
Rezeptoren auf Endothelzellen. Verwendet wurde der Antikdrper in der Dosierung 5 mg/kg

Korpergewicht.

5.8. Modelle

5.8.1. Anasthesie und chirurgische Praparation

In der beschriebenen Versuchsreihe wurde die Embolisation mittels EmboCept® S in
Kombination mit verschiedenen Medikamenten sowie eine Kochsalz-Applikation zur Kontrolle
als Infusion in die Arteria hepatica untersucht. Folgende Kombinationen wurden untersucht:
a) Natriumchlorid (Sham) n=8

b) EmboCept®S * n=8

c) EmboCept® S + Irinotecan * n=8

d) EmboCept® S + Bevacizumab * n=8

e) EmboCept® S + Irinotecan + Bevacizumab * n=8

* Dosierungen: EmboCept® S 6,43 mg/kg KG, Irinotecan 90mg/m?, Bevacizumab 5 mg/kg KG

23



Material und Methoden

Die Anasthesie sowie die chirurgische Praparation wurden wie folgt durchgefihrt:

Die Versuchstiere wurden mit Isofluran narkotisiert. AnschlieRend wurden die Tiere gewogen,
ihre Bauchregion rasiert (Elektra GH 204, Aesculap, Tuttlingen, BRD) und in Rickanlage
mittels Pflasterstreifen auf dem Versuchstisch fixiert. Der Operationstisch bestand aus einer
Metallplatte mit einem integrierten Heizelement (Effenberger, Pfaffing/Attel, BRD), mit
welchem Uber eine rektale Temperatursonde die Temperatur der Versuchstiere konstant
zwischen 35°C und 37°C gehalten werden konnte. Zu Beginn wurde erneut eine mediane
Laparotomie entlang der Naht der Tumorimplantation vorgenommen. Um das
Operationsgebiet optimal darzustellen, wurde der Situs durch Wundhaken aufgespannt.
Verwachsungen wurden beseitigt und die Leberligamente (Ligamentum falciforme hepatis,
Ligamentum teres hepatis, Ligamenta triangulare dextrum et sinistrum) geldst. Dann wurde
das Interstitium auf der linken Korperseite der Versuchstiere auf eine befeuchtete
Mullkompresse ausgelagert und wahrend der gesamten Operationszeit kontinuierlich durch

Befeuchtung mit Kochsalz vor dem Austrocknen geschutzt.

5.8.2. Praparation der hepatoarteriellen Infusion

Nachdem der Situs wie unter 5.8.1 beschrieben prapariert worden war, wurde die Arteria
gastroduodenalis freiprapariert und mit 6-0 Seidefaden (Resorba Wundversorgung GmbH &
Co KG, Nirnberg, BRD) zweifach angeschlungen. Nun wurde der Blutfluss kurzzeitig mittels
einer feinen Gefalkklemme unterbrochen und eine Arteriotomie mit Hilfe einer feinen
Praparationsschere durchgefiihrt. AnschlieRend wurde ein heparinisierter Katheter (PE-50, ID
0,28, Portex, Hythe, UK) in die Arterie eingefuhrt und retrograd bis zum Abgang aus der Arteria
hepatica vorgeschoben [Abb. 9 und 10].

Abbildung 9 — Situs einer WAG Ratte nach Laparotomie an Tag 8. Die Arteria gastroduodenalis (Pfeil) ist
freiprépariert, mit 6-0 Seidenfdden (*) angeschlungen und mit einer feinen GefédBklemme (#) verschlossen. Nach
Arteriotomie wird hier der Portex-Katheter bis zum Abgang aus der Arteria hepatica vorgeschoben
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A. hepatica Aorta
communis abdominalis

Truncus
coeliacus

A. hepatica
propria

A. gastroduodenalis
Portex - Katheter
Abbildung 10 — Schematische Darstellung der hepatoarteriellen Infusion [modifiziert nach Thieme Bilddatenbank,
Uberblick (iber das arterielle Versorgungsgebiet des Truncus coeliacus]. Der Portex — Katheter wird iiber die A.
gastroduodenalis bis zum Abgang aus der A. hepatica propria vorgeschoben

5.9. Hepatoarterielle Infusion

Nachdem der Katheter wie in 5.8.2 beschrieben Uber die Arteria gastroduodenalis eingebracht
worden war, erhielten die Versuchstiere Uber diesen Zugang kontinuierlich Gber 1 Minute die
den Versuchsgruppen entsprechenden Substanzen. Die Sham-Gruppe erhielt eine
aquivalente Menge an Kochsalz (NaCl). Im Anschluss an die Applikation wurde der Katheter
entfernt, die Arteria gastroduodenalis ligiert, das Interstitium rickverlagert und der Situs durch

eine zweireihige Naht der Muskelfaszien und der Haut verschlossen.

5.10. Blutentnahme

Mit einer 23 G Nadel (Troge Medical GmbH, Hamburg, Germany) wurde den Tieren an Tag 8
sowie an Tag 11 jeweils etwa 1 mL Blut aus der Vena cava inferior zur spateren Analyse
abgenommen und in EDTA-RAhrchen im Kihlschrank gelagert. Spater wurde das Blut bei
4000 U/min und 4°C fir 3 Minuten zentrifugiert, das Serum in Eppendorfgefal3e pipettiert und
bei -70°C tiefgefroren. Als Indikator fur einen eventuellen hepatozellularen Schaden wurden
mit Hilfe eines Spektrometers die Serumaktivititen der Leberenzyme GOT (Glutamat-
Oxalacetat-Transaminase), GPT (Glutamat-Pyruvat-Transaminase), LDH (Laktatdehydro-
genase), GLDH (Glutamatdehydrogenase) und y-GT (Gamma-Glutamyl-Transferase)

bestimmt.
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5.11.3-D-Sonographie

Zur Ultraschalluntersuchung der Versuchstiere diente der 40 MHZ Ultraschallkopf des
hochauflésenden Ultraschallgerates Vevo 770 (VisualSonics, Inc., Toronto, Ontario, Kanada).
Die Ultraschallanalysen der Tumore wurden in situ direkt auf der Leberoberflache nach der
hepatoarteriellen Infusion an Tag 8 sowie zum Ende des Experiments an Tag 11 durchgefihrt.
Wahrend der Untersuchung waren die Tiere unter der in 5.8.1 beschriebenen Anasthesie auf
einer Heizplatte gelagert und fixiert. Der tumortragende linkslaterale Leberlappen wurde von
seinen Ligamenten frei prapariert und auf einer Kompresse ausgelagert. Der Schallkopf wurde

Uber einem Kissen von Ultraschallgel aufgesetzt [Abb. 11].

Abbildung 11 — Mit Isofluran narkotisierte WAG Ratte in Riickenlage nach Relaparotomie an Tag 8.
Ultraschallbildgebung mittels 40-MHz-Ultraschallsonde (US) Vevo 770 in situ direkt auf der Leberoberfldche

5.12.Organentnahme

An Tag 11 des Versuchs wurden die Versuchstiere mit 80 mg/kg KG Ketamin sowie 5 mg/kg
KG Rompun® narkotisiert, erneut gewogen, rasiert und auf der Heizplatte gelagert und fixiert.
Der Situs wurde durch eine mediane Relaparotomie ertffnet. Daraufhin wurde den Tieren
intraperitoneal eine Uberdosis Nacoren (Merial GmbH, Halbergmoos, BRD) verabreicht um
sie einzuschlafern, sodass eine Organentnahme mdglich war. Es wurden der tumortragende
Leberlappen sowie der gesunde tumorfreie Leberlappen entnommen. Jeweils ein Stlick der
Proben wurde in Formalin und Tissue-tek (Weckert Labortechnik, Kitzingen, BRD) fixiert

beziehungsweise in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C eingelagert.
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5.13. Untersuchungsparameter

5.13.1. Sonographie

Zur dreidimensionalen Darstellung der Tumore wurden mit Hilfe der hochaufldsenden
Sonographie zwei parallele zweidimensionale Bildserien in 50 pym Intervallen angefertigt. Fur
die dreidimensionale Rekonstruktion des Tumors wurden die Daten in zweidimensionalen
Bildern (200 pm) offline skizziert. Diese Daten wurden von der integrierten Software des
Ultraschallgerats verwendet, um ein dreidimensionales Bild zu erhalten und das
Tumorvolumen zu berechnen [Abb. 12]. Die Validitat der Ultraschallbilder und der berechneten
Tumorvolumina im Vergleich zu den histologisch bestimmten Volumina wurde bereits in
vorhergegangen Studien belegt. So zeigte sich in den Arbeiten von Laschke et al. nur eine
geringe Abweichung, die auf den FlUssigkeitsverlust wahrend der Fixierung der histologischen

Proben zurtickzufihren ist [Laschke et al. 2010].

Abbildung 12 — 3-D-Rekonstruktion des Tumors (in rot) mit Hilfe der im Ultraschallgerét integrierten Software zur

Berechnung des Tumorvolumen

5.13.2. Enzymaktivitaten

An Tag 8 und 11 erfolgte jeweils die Entnahme von 1 mL Blut aus der Vena cava inferior. Ein
Teil des Blutes wurde mit einem EDTA Rohrchen entnommen und daraus umgehend ein
Differentialblutbild bestimmt (Coulter AcT diff, Coulter Electronics Ltd., Buckinghamshire, UK).
Der andere Teil des Blutes diente einer spateren Bestimmung von Enzymaktivitaten. Die
Proben wurden in einer Kuhlzentrifuge (Universal 30RF, Hettich, Tuttlingen) bei 3000 U/min
und 4°C fur 3 Minuten zentrifugiert. Das Serum wurde in ein Eppendorfgefal pipettiert und bei

-70°C tiefgefroren. Um eine mogliche hepatozellulare Schadigung festzustellen, erfolgte die

27



Material und Methoden

Bestimmung der Serumaktivitat der Leberenzyme GOT (Glutamat-Oxalacetat-Transaminase),
GPT (Glutamat-Pyruvat-Transaminase), LDH (Laktatdehydrogenase), GLDH
(Glutamatdehydrogenase) und y-GT (Gamma-Glutamyl-Transferase). Ein Anstieg der
Transaminasen GOT und GPT korreliert mit dem Ausmalf der Leberschadigung. LDH ist nicht
organspezifisch, nur die Isoenzyme LDH 4 und 5 sind leberspezifisch. Kommt es zu einer
Schadigung von Hepatozyten, wird das Enzym freigesetzt und dient somit als Marker einer
Leberzellschadigung. Auch ein erhéhtes GLDH weist auf einen Leberparenchymschaden hin.
Es kommt in den Hepatozyten ausschlief3lich intramitochondrial vor und wird bei einer
Zellschadigung freigesetzt. Die y-GT ist im Gegensatz zu den anderen Leberenzymen
membrangebunden. Sie katalysiert den Transfer von Aminosauren in die Zelle. lhre Erhéhung

ist proportional zum Ausmal} der Leberschadigung.

5.13.3. Histomorphologie

Das nach Versuchende an Tag 11 wie in 5.12 beschrieben entnommene Gewebe von Leber
und Tumor wurde in 4%igem phosphatgepuffertem Formalin fir zwei bis drei Tage fixiert und
dann in Paraffin eingebettet.

Fir die histologische Untersuchung wurde von dem entnommenen Gewebe 5 pm dicke
Schnitte angefertigt und mit Hamatoxylin-Eosin (HE) oder mit AS-D Chloracetatesterase (CAE)
gefarbt.

Folgende Parameter wurden an HE-gefarbten Praparaten analysiert:

1. in Hepatozyten [Abb. 13]:
¢ Grobscholligkeit des Zytoplasmas

¢ hepatozellulare Vakuolisierung

Es wurden jeweils 25 High Power Fields (HPF) pro Leberschnitt ausgewertet. Die
hepatozellulare Vakuolisierung ist ein Maf} fur die hepatozellulare Schadigung und wurde mit
einem semiquantitativen Score analysiert [Calabrese et al. 1997]:

- Grad 0 = Keine Schadigung (0% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

- Grad 1 = Leichte Schadigung (< 30% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

- Grad 2 = Mafige Schadigung (30-70% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

- Grad 3 = Schwere Schadigung (>70% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)
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Abbildung 13 — HE geférbte histologische Préparate einer Leber von WAG Ratten in 400-facher Vergré8erung
11 Tage nach Therapie mit (A, B) EmboCept® S und Irinotecan . Bild (A) zeigt grobschollige (Pfeil) und (B)
vakuolisierte Hepatozyten (Pfeil) als Hinweis auf eine Zellschddigung

2. in Gefalden [Abb. 14]:
¢ Fibrinthrombosierung
¢ Endothelablésung

o Wandstandigkeit der Erythrozyten

Auch hier wurden 25 HPF analysiert. Die venulare Endothelablésung wurde durch Zahlen der
Anzahl der Venolen mit Ablésung der Endothelzellen pro HPF bewertet.
Um die venuldre Fibringerinnung anzuzeigen, wurde die Anzahl der Venolen mit

Fibringerinnseln in Prozent aller Venolen angegeben.

Abbildung 14 — HE geférbte histologische Préparate einer Leber von WAG Ratten in 400-facher Vergré8erung
11 Tage nach Therapie mit (A) EmboCept® S und Irinotecan, (B) EmboCept® S und Bevacizumab und (C)
EmboCept® S und Irinotecan. Bild A zeigt eine Endothelablésung, Bild B Erythrozytenwandadhérenz und Bild C
Fibrinthrombosierung (s. jeweils Pfeil)
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3. NekrotischerZelltod

Weiterhin wurden mit den HE gefarbten Schnitten des Tumorgewebes der nekrotische Zelltod
Tumorgewebe analysiert. Die nekrotischen Bereiche im Tumorgewebe wurden als Prozentsatz

der gesamten Tumorflache gemessen [Abb. 15].

Abbildung 15 — E geférbte histologische Préparate von tumortragendem Lebergewebe von WAG Ratten in 100-
facher VergréRerung 11 Tage nach Therapie mit (A) Kochsalz (Sham-Gruppe) und (B) EmboCept® S und
Bevacizumab. Die Bilder zeigen die Nekroseareale im Tumor.

Mit den CAE-gefarbten Schnitten wurde die Leukozytenakkumulation im Lebergewebe als
Hinweis fur eine Entzindungsreaktion untersucht. In 48 HPF (12 HPF Sinusoide, 12 HPF
Portalfeld intravasal, 12 HPF Portalfeld extravasal, 12 HPF Venolen) wurden CAE-positive
Leukozyten ausgezahlt [Abb. 16]. Das Ergebnis wurde in Absolutwerten pro HPF angegeben.

Abbildung 16 — CAE-geférbte Prédparate von tumorfreiem Lebergewebe von WAG Ratten in 400-facher
VergréRerung 11 Tage nach Therapie mit (A) EmboCept® S und Irinotecan sowie (B) EmboCept® S und
Bevacizumab. Die Leukozyten sind rot angeférbt (s. Pfeile)
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5.13.4. Immunhistochemie

Fir die immunhistochemischen Untersuchungen wurden die in Tissue-tek aufbewahrten
Gewebeproben analysiert. Gespaltene Caspase-3 (Cystein-Asparagin-Proteasen) wurde als
Indikator fur die Apoptose herangezogen [Abb. 17]. Hierflir wurden 5 pm grof3e Schnitte von
tumortragende Leberproben bei Raumtemperatur Uber Nacht mit einem polyklonalen
Kaninchen-Antikdrper gegen gespaltene Caspase-3 (1:100, New England Biolabs, Frankfurt,
BRD) inkubiert. Dieser Antikorper identifiziert das grofde Fragment (17/19 kDa) der aktivierten
Caspase-3, aber nicht die volle Lange der Caspase-3. Fur die Streptavidin-Biotin-Komplex-
Peroxidase-Farbung diente ein biotinylierter Anti-Kaninchen-lg-AntikOrper als sekundarer
Antikorper (ready-to-use, Abcam, Cambrige, UK). Als Chromogen diente 3,3"-Di-
Aminobenzidin. Die Schnitte wurden mit Hamalaun gegengefarbt. In 25 HPF pro Schnitt

wurden die positiv gefarbten Zellen ausgezahlt und das Ergebnis als Zahl pro HPF angegeben.
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Abbildung 17 — Caspase-3-Férbung von Lebergewebe von WAG Ratten 11 Tage nach der Therapie mit (A)
Kochsalz (Sham-Gruppe) sowie (B) EmboCept® S und Irinotecan jeweils in 400-facher Vergréerung. Die
apoptotischen Zellen sind braun geférbt (s. Pfeile)

Zur Bestimmung der Zellproliferation diente PCNA (proliferating-cell-nuclear-antigen). In
Paraffin eingebettete Proben von 5 ym wurden fir 18 Stunden bei 4°C mit einem polyklonalen
Kaninchen anti-PCNA-Antikérper (1:50, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, BRD)
sowie mit einem mit alkalischer Phosphatase konjugierten anti-Kaninchen-IgG (1:20, Dako
Cytomation, Glostrup, Danemark) fur 30 Minuten inkubiert. Anschlieend wurden die Proben
mit Fuchsin als Chromogen und Hamalaun gegengefarbt. Die Schnitte wurden mittels eines
semiquantitativen Scoringindexes (0: <1%, 1: 1-10%, 2: 10-30%, 3: 30-50%, 4: >50% der
PCNA-positiven Zellen) ausgewertet [Abb. 18].

31



Material und Methoden

Abbildung 18 — PCNA Farbung von Lebergewebe von WAG Ratten 11 Tage nach der Therapie mit (A) Kochsalz
(Sham-Gruppe) sowie (B) EmboCept® S und Irinotecan in 400-facher VergréBerung. Die proliferierenden Zellen
sind braun geférbt (s. Pfeile)

Als Indikator fur die Vaskularisierung wurde das PECAM-1-Molekul (platelet-endothelial cell
adhesion molecule-1; CD31) verwendet, welches ausschlieRlich auf Endothelzellen exprimiert
wird [Abb. 19].

Um dieses immunhistochemisch nachzuweisen, wurden primare Ratten-anti-Maus-Antikdrper
(1:250; BioRad, Puchheim, BRD) und kreuzreagierende peroxidase-konjugierte Kaninchen-
Anti-Human-Antikérper (1:200; BioRad, Puchheim, Deutschland) verwendet. PECAM-1-
positive Gefalle wurden in 25 HPF ausgezahlt und als Zahl pro HPF festgehalten.

Abbildung 19 — PECAM-1-Férbung von tumortragendem Lebergewebe von WAG Ratten 11 Tage nach der
Therapie mit EmboCept® S, Bevacizumab und Irinotecan in (A) 200-facher und (B) 400-facher VergréRerung zur

Auswertung der Angiogenese; die Endothelzellen der Gefél3e (V) sind hervorgehoben (s. Pfeile)
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5.14. Datenerfassung und Statistik

Alle erhobenen Daten und ausgewerteten Parameter wurden zunachst handschriftlich notiert
und spater in Excel-Tabellen tibertragen (Microsoft®Excel, Microsoft Coorperation, USA) und
elektronisch gespeichert.

Diese Datensatze wurden dann zur Erfassung der Mittelwerte und des Standardfehlers
(standard error of the mean, SEM) herangezogen. Aulterdem wurden die Varianzgleichheit
sowie die Normalverteilung der Werte untersucht. AnschlieRend konnten die Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen mittels Einweg-Varianzanalyse (ANOVA = one-way analysis
of variance) aufgezeigt werden. Es folgte ein Post-hoc Test, der eine Korrektur des Alpha-
Fehlers (Bonferroni) zur Kompensation multipler Vergleiche beinhaltet. Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen wurden bei p < 0,05 als signifikant angesehen. Zur statistischen
Auswertung und graphischen Darstellung dienten die Programme SigmaStat und SigmaPlot
(SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA).
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6. Ergebnisse

6.1. Tumorimplantation

Die Tumorimplantation wurde an Tag 0 komplikationslos in Isoflurannarkose durchgefiihrt. Sie
wurde von allen Tieren gut vertragen. Bei der Relaparotomie zur Durchflihrung der
Embolisation an Tag 8 zeigten alle Ratten einen auf den linken Leberlappen beschrankten
Tumor. Sowohl an Tag 8 als auch an Tag 11 zur Organentnahme konnte bei keinem der Tiere
eine Peritonealkarzinose oder ein Anzeichen auf eine extrahepatische Metastasierung
nachgewiesen werden. Keines der Tiere war wahrend der Versuchszeit hinsichtlich Putz- oder

Fressverhalten auffallig.

6.2. Tumorwachstum

Zur Bestimmung der Tumorgrofe wurde sowohl an Tag 8 als auch an Tag 11 eine
Ultraschalluntersuchung bei den Versuchstieren durchgefiihrt. Dabei zeigte sich in der Sham-
Gruppe eine Uber 60%-ige Zunahme des Tumorvolumens von Tag 8 auf Tag 11. Durch die
Anwendung von EmboCept® S (EMB) konnte das Tumorwachstum vollstéandig verhindert
werden und war damit signifikant verringert im Vergleich zur Sham-Gruppe. Durch zuséatzliche
Kombination von EmboCept® S mit Irinotecan (IR) konnte keine weitere signifikante Reduktion
des Tumorvolumens erzielt werden [Abb. 20]. Im Gegensatz dazu konnte durch die
Kombination von EmboCept® S mit Bevacizumab eine signifikante Verkleinerung des Tumors
gegentiiber der Monotherapie mit EmboCept® S erzielt werden. Die Dreierkombination aus
EmboCept® S mit Irinotecan und Bevacizumab zeigte ein signifikant reduziertes
Tumorvolumen im Vergleich zur Monotherapie mit EmboCept® S, zur Therapie mit EmboCept®
S und lIrinotecan als auch zur Sham-Gruppe. Es fand sich durch die Kombination aus
EmboCept® S mit Irinotecan und Bevacizumab ein um 50% reduziertes Tumorvolumen

gegenuber dem Ausgangswert vor der Therapie.
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Abbildung 20 — Prozentuales Volumen der CC531 Tumore nach Therapie mit EmboCept® S (EMB), EmboCept®
S und Irinotecan (EMB + IR), EmboCept® S und Bevacizumab (EMB + BE) sowie EmboCept® S, Irinotecan und
Bevacizumab (EMB + IR + BE) an Tag 11 im Vergleich zu Tag 8. Sham - behandelte Tiere dienten zur Kontrolle

(SHAM). Mittelwert + SEM

* p<0,05 vs. SHAM; # p<0,05 vs. EMB; + p<0,05 vs. EMB+IR

6.3. Histologische Untersuchungen

6.3.1. Hamatoxylin-Eosin (HE)
Zur Detektion der Leberzellschadigung wurden die Grobscholligkeit sowie die Vakuolisierung

der Hepatozyten analysiert. Die histomorphologische Analyse ergab hierbei eine moderate

Zellschadigung, welche die starkste Auspragung nach einer intraarteriellen Therapie mit

Irinotecan hatte. Es zeigte sich eine signifikant vermehrte hepatozellulare Grobscholligkeit bei
der kombinierten Anwendung von EmboCept® S mit Irinotecan [Abb. 21] sowie eine signifikant

vermehrte Vakuolisierung bei der Therapie mit EmboCept® S und Irinotecan mit und ohne

Bevacizumab [Abb. 22].

Abbildung 21 — A und B: HE Férbung der Leber (A) eines Sham-Tieres sowie (B) eines EmboCept® S
behandelten Tieres (EMB + IR) mit histomorphologischer Darstellung der hepatozelluldren Grobscholligkeit
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C: AusmaR der hepatozelluldren Grobscholligkeit an Tag 11 nach Therapie mit EmboCept® S (EMB), EmboCept®
S und Irinotecan (EMB + IR), EmboCept® S und Bevacizumab (EMB + BE) sowie EmboCept® S, Irinotecan und

Bevacizumab (EMB + IR + BE). Sham - behandelte Tiere dienten zur Kontrolle (SHAM). Mittelwert + SEM

**p<0,05 vs. alle Gruppen

35



Ergebnisse

Abbildung 22 — A und B: HE Féarbung der Leber (A) eines Sham-Tieres sowie (B) eines EmboCept® S

behandelten Tieres (EMB + IR) mit histomorphologischer Darstellung der hepatozelluldren Vakuolisierung
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C: AusmaR der hepatozelluldren Vakuolisierung an Tag 11 nach Therapie mit EmboCept® S (EMB), EmboCept®
S und Irinotecan (EMB + IR), EmboCept® S und Bevacizumab (EMB + BE) sowie EmboCept® S, Irinotecan und

Bevacizumab (EMB + IR + BE). Sham - behandelte Tiere dienten zur Kontrolle (SHAM). Mittelwert £ SEM

++ p<0,05 vs. EMB+BE

Zur Beurteilung der venularen Schadigung diente das Ausmald der Endothelablésung, die

Fibrinthrombosierung des GefalRes sowie die Wandadharenz der Erythrozyten.

Die Endothelablésung zeigte sowohl bei der Behandlung mit EmboCept® S allein als auch in

Kombination mit Irinotecan sowie lIrinotecan plus Bevacizumab ein signifikant hdheres

Ausmal im Vergleich zur Sham-Gruppe [Abb. 23].

Bei der Auswertung der Fibrinthrombosierung fand sich lediglich nach der EmboCept® S

Monotherapie ein Anstieg im Vergleich zur Sham-Gruppe. Bei allen Kombinationstherapien

konnte eine signifikant geringere Fibrinthrombosierung festgestellt werden [Abb. 24].

Die Erythrozytenwandadharenz war insgesamt bei allen Gruppen gering [Abb. 25]. Die

Therapiegruppen zeigten gegentiber der Sham-Gruppe nur einen minimalen Anstieg mit dem

Héchstwert in der EmboCept® S Gruppe.
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Endothelablésung [%)

Abbildung 23 — A und B: HE Féarbung der Leber (A) eines Sham-Tieres sowie (B) eines EmboCept® S
behandelten Tieres (EMB + IR) mit histomorphologischer Darstellung der Endothelablésung.
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C: Ausmal3 der Endothelablésung [%] an Tag 11 nach Therapie mit EmboCept® S (EMB), EmboCept® S und

Irinotecan (EMB + IR), EmboCept® S und Bevacizumab (EMB + BE) sowie EmboCept® S, Irinotecan und
Bevacizumab (EMB + IR + BE). Sham - behandelte Tiere dienten zur Kontrolle (SHAM). Mittelwert £ SEM
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Abbildung 24 — A und B: HE Farbung der Leber (A) eines Sham-Tieres sowie (B) eines EmboCept® S)
behandelten Tieres (EMB + IR) mit histomorphologischer Darstellung der Fibrinthrombosierung.

C: Ausmal3 der Endothelablésung [%] an Tag 11 nach Therapie mit EmboCept® S (EMB), EmboCept® S und
Irinotecan (EMB + IR), EmboCept® S und Bevacizumab (EMB + BE) sowie EmboCept® S, Irinotecan und
Bevacizumab (EMB + IR + BE). Sham - behandelte Tiere dienten zur Kontrolle (SHAM). Mittelwert £ SEM

* p<0,05 vs. Sham; # p<0,05 vs. EMB
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Abbildung 25 — A und B: HE Férbung der Leber (A) eines Sham-Tieres sowie (B) eines EmboCept® S
behandelten Tieres (EMB + BE) mit histomorphologischer Darstellung der Erythrozytenadhérenz.
C: AusmaR der Erythrozytenadhérenz [%] an Tag 11 nach Therapie mit EmboCept® S (EMB), EmboCept® S und
Irinotecan (EMB + IR), EmboCept® S und Bevacizumab (EMB + BE) sowie EmboCept® S, Irinotecan und
Bevacizumab (EMB + IR + BE). Sham - behandelte Tiere dienten zur Kontrolle (SHAM). Mittelwert + SEM

6.3.2. Nekrotischer Zelltod

Die Analyse des nekrotischen Zelltods anhand der HE gefarbten Schnitte ergab 20%
nekrotische Flache bei der Sham-Gruppe. Alle Therapiekombinationen fihrten zu einer
signifikant erhdhten Nekroseflache im Tumor mit dem Hoéchstwert mit 70% nekrotischen Zellen

in der Gruppe mit EmboCept® S, Irinotecan und Bevacizumab [Abb 26].
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Abbildung 26 — A und B: HE Farbung der turmortragenden Leber (A) eines Sham-Tieres sowie (B) eines
EmboCept® S behandelten Tieres (EMB + BE) mit histomorphologischer Darstellung des nekrotischen Zelltods
C: Quantitative Analyse der Nekrose [nekrotische Fldche in % der gesamten Tumorfldche] an Tag 11 nach
Therapie mit EmboCept® S (EMB), EmboCept® S und Irinotecan (EMB + IR), EmboCept® S und Bevacizumab
(EMB + BE) sowie EmboCept® S, Irinotecan und Bevacizumab (EMB + IR + BE). Sham - behandelte Tiere
dienten zur Kontrolle (SHAM). Mittelwert + SEM
* p<0,05 vs. Sham
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6.3.3. AS-D Chloracetatesterase (CAE)

Anhand einer CAE Farbung wurde quantitativ die Leukozytenadharenz sowie die hepatische

Leukozyteninfiltration ermittelt. Hierbei zeigte sich in den Gruppen mit einer EmboCept® S

Kombinationstherapie eine signifikant vermehrte Leukozyteninfiltration in den Sinusoiden

gegenuber der Sham-Gruppe [Tabelle 1].

SHAM EMB EMB + IR EMB + BE EMB+IR+BE
Sinusoide 0 (x0) 0,75 (+0,31) | 5,86 (+1,45) * | 7,38 (£1,92) *# | 4,38 (+0,86) *
Portalfeld intravasal | 0,13 (x0,13) | 0,75 (£0,31) | 0,71 (£0,42) | 0,25 (+0,25) 1,00 (+0,46)
Portalfeld extravasal | 0,38 (+0,26) | 1,63 (+t0,91) | 3,00 (+1,00) | 1,38 (+0,75) 1,13 (x0,44)
Venole intravasal 2,00 (+0,73) | 2,00 (x1,10) | 1,00 (x0,65) | 1,13 (x0,23) 1,25 (£0,41)
Venole extravasal 1,88 (x0,48) | 1,13 (x0,41) | 1,29 (x0,75) | 0,23 (x0,23) 0,63 (+0,38)

Tabelle 1 — Ausmal3 der Leukozytenadhérenz anhand der Auswertung der CAE Férbung an Tag 11 nach
Therapie mit EmboCept® S (EMB), EmboCept® S und Irinotecan (EMB + IR), EmboCept® S und Bevacizumab
(EMB + BE) sowie EmboCept® S, Irinotecan und Bevacizumab (EMB + IR + BE). Sham - behandelte Tiere

dienten zur Kontrolle (SHAM). Mittelwert + SEM
* p<0,05 vs. Sham; # p<0,05 vs. EMB

6.4. Immunhistochemische Untersuchungen
6.4.1. Apoptose, Caspase-3

Die Auswertung der Caspase-3 Farbung zur Beurteilung der Apoptose zeigte bei der

intraarteriellen Applikation von EmboCept® S eine leichte, aber nicht signifikante Zunahme im

Vergleich zur Kontrollgruppe [Abb. 27]. Bei der kombinierten Applikation von EmboCept® S mit

Irinotecan sowie bei der Applikation von EmboCept® S mit Bevacizumab fand sich eine

signifikant erhdhte Apoptoserate gegenliber der Sham-Gruppe und gegentiber der Therapie

mit EmboCept® S, Irinotecan und Bevacizumab. AuRerdem waren bei der intraarteriellen

Infusion von EmboCept® S und Bevacizumab gegeniiber der Monotherapie mit EmboCept® S

signifikant vermehrt Caspase-3 positive Zellen zu finden.
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Abbildung 27 — A und B: Caspase-3 Férbung der Leber (A) eines Sham-Tieres sowie (B) eines EmboCept® S
behandelten Tieres (EMB + IR) mit immunhistochemischen Darstellung von Caspase-3-positven Zellen (s. Pfeil)
zur Beurteilung der hepatozelluldren Apoptose.

C: Anzahl der Caspase-3-positiven Zellen [Zellen/HPF] an Tag 11 nach Therapie mit EmboCept® S (EMB),
EmboCept® S und Irinotecan (EMB + IR), EmboCept® S und Bevacizumab (EMB + BE) sowie EmboCept® S,
Irinotecan und Bevacizumab (EMB + IR + BE). Sham - behandelte Tiere dienten zur Kontrolle (SHAM). Mittelwert
+ SEM
* p<0,05 vs. Sham; # p<0,05 vs. EMB; ## p<0,05 vs. EMB+IR+BE

6.4.2. Proliferation, PCNA

Die Analyse der Proliferation gemessen an den PCNA-positven Zellen ergab bei der Sham-
Gruppe im gesunden Lebergewebe unter 1% positive Zellen. Die PCNA-positiven Zellen
zeigten im Lebergewebe nach hepatoarterieller Infusion der Medikamente keine signifikanten
Unterschiede. Auch die Therapiegruppen zeigten eine Proliferationsrate von unter 1%, mit
einem Hochstwert bei der intraarteriellen Infusion von EmboCept® S als Monotherapie [Abb.
28].

Im Tumorgewebe zeigten sich bei der Sham-Gruppe 30% der Zellen als PCNA-positiv. Die
gréRte Proliferation war auch hier bei einer EmboCept® S Monotherapie mit etwa 40% PCNA-
positiven Zellen zu finden. Durch die Kombination von EmboCept® S mit Irinotecan oder
Bevacizumab und auch bei der Kombination des Embolisates mit beiden Medikamenten
konnte die Tumorproliferation unter 15% gesenkt werden. Durch die Kombination von
EmboCept® S mit Bevacizumab konnte sogar eine signifikante Reduktion der Proliferation im

Vergleich zur Sham-Gruppe erzielt werden [Abb. 28].
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Abbildung 28 — A und B: PCNA Férbung (A) eines Sham-behandelten Tieres sowie (B) eines EmboCept® S
behandelten Tieres (EMB + IR) mit immunhistochemischen Darstellung von PCNA-positven Zellen (s. Pfeil) zur
Beurteilung der Zellproliferation.

C und D: Anzahl der PCNA-positiven Zellen an Tag 11 in einer tumorfreien Leber (C) sowie im Tumorgewebe (D)
nach Therapie mit EmboCept® S (EMB), EmboCept® S und Irinotecan (EMB + IR), EmboCept® S und
Bevacizumab (EMB + BE) sowie EmboCept® S, Irinotecan und Bevacizumab (EMB + IR + BE). Sham -
behandelte Tiere dienten zur Kontrolle (SHAM). Mittelwert + SEM
[semiquantitativer Scoringindex (0: <1%, 1: 1-10%, 2: 10-30%, 3: 30-50%, 4: >50% der PCNA-positiven Zellen)]
# p<0,05 vs. EMB

6.4.3. PECAM-1, Vaskularisierung

Die Analyse der PECAM-1-positiven Zellen im Tumor zeigte bei allen Gruppen mit
intraarterieller Applikation eine signifikante Reduktion im Vergleich zur Sham-Gruppe [Abb.
29]. Auerdem konnte durch die Kombination von EmboCept® S mit Irinotecan sowie bei der
Kombination mit Bevacizumab als auch bei der Dreierkombination die Tumorvaskularisierung
im Vergleich zur Monotherapie mit EmboCept® S signifikant reduziert werden. Die
intraarterielle Applikation von EmboCept® S zusammen mit Irinotecan und Bevacizumab zeigte
weiterhin signifikant weniger PECAM-1-positive Zellen Im Vergleich zu EmboCept® S plus

Bevacizumab.
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Abbildung 29 — A und B: PECAM-1 Farbung von tumortragenden Lebergewebe eines EmboCept® S

PECAM -1- positive Zellen
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behandelten Tieres (EMB + IR + BE) in 20-facher (A) und 40-facher Vergré8erung (B) mit immunhistochemischen

Darstellung von PECAM-1 positiven Zellen (s. Pfeil) zur Beurteilung der Angiogenese.
C: Anzahl der PECAM-1 positiven Zellen [Zellen/HPF] an Tag 11 nach Therapie mit EmboCept® S (EMB),

EmboCept® S und Irinotecan (EMB + IR), EmboCept® S und Bevacizumab (EMB + BE) sowie EmboCept® S,
Irinotecan und Bevacizumab (EMB + IR + BE). Sham - behandelte Tiere dienten zur Kontrolle (SHAM). Mittelwert

* p<0,05 vs. Sham; # p<0,05 vs. EMB; + p<0,05 vs. EMB+IR; ++ p<0,05 vs. EMB+BE

+ SEM
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6.5. Gewicht der Versuchstiere

Die Versuchstiere der einzelnen Gruppen zeigten keinen signifikanten Unterschied bei der
Entwicklung des Korpergewichts an Tag 11 im Vergleich zu Tag 0 [Abb. 30].
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Abbildung 30 — Prozentuales Kérpergewicht der WAG Ratten nach Therapie mit EmboCept® S (EMB),
EmboCept® S und Irinotecan (EMB + IR), EmboCept® S und Bevacizumab (EMB + BE) sowie EmboCept® S,
Irinotecan und Bevacizumab (EMB + IR + BE) an Tag 11 im Vergleich zu Tag 0. Sham - behandelte Tiere dienten
zur Kontrolle (SHAM). Mittelwert + SEM

6.6. Laborparameter
6.6.1. Leukozyten
Als Indikator flr eine systemische Entziindung wurde die Leukozytenanzahl im Blut bestimmt.

Zwischen den einzelnen Gruppen gab es keine signifikanten Unterschiede an Tag 11 in
Relation zu Tag 8 [Abb. 31].
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Abbildung 31 — Verhéltnis der Leukozytenzahl im Blut nach Blutentnahme aus der Vena cava inferior von WAG
Ratten nach Therapie mit EmboCept® S (EMB), EmboCept® S und Irinotecan (EMB + IR), EmboCept® S und
Bevacizumab (EMB + BE) sowie EmboCept® S, Irinotecan und Bevacizumab (EMB + IR + BE) an Tag 11 im

Vergleich zu Tag 8. Sham - behandelte Tiere dienten zur Kontrolle (SHAM). Mittelwert £ SEM
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6.6.2. Hamoglobin

Bei der Analyse der Blutwerte fanden sich bei dem Hamoglobinwert (Hb) keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen [Abb. 32].
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Abbildung 32 — Verhéltnis des Hdmoglobin Wertes im Blut nach Blutentnahme aus der Vena cava inferior von
WAG Ratten nach Therapie mit EmboCept® S (EMB), EmboCept® S und Irinotecan (EMB + IR), EmboCept® S
und Bevacizumab (EMB + BE) sowie EmboCept® S, Irinotecan und Bevacizumab (EMB + IR + BE) an Tag 11 im
Vergleich zu Tag 8. Sham - behandelte Tiere dienten zur Kontrolle (SHAM). Mittelwert £ SEM

6.6.3. Thrombozyten

Bei der Auswertung der Thrombozytenzahl im Blut zeigten sich auller in der Gruppe mit
intraarterieller Infusion mit EmboCept® S plus Irinotecan erniedrigte Thrombozytenwerte an
Tag 11 im Vergleich zu Tag 8 [Abb. 33]. Nach der Therapie mit EmboCept® S und Irinotecan

fand sich an Tag 11 fast eine Verdopplung der Thrombozytenzahl im Vergleich zu Tag 8.
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Abbildung 33 — Verhéltnis des Thrombozyten Anzahl im Blut nach Blutentnahme aus der Vena cava inferior von
WAG Ratten nach Therapie mit EmboCept® S (EMB), EmboCept® S und Irinotecan (EMB + IR), EmboCept® S
und Bevacizumab (EMB + BE) sowie EmboCept® S, Irinotecan und Bevacizumab (EMB + IR + BE) an Tag 11 im
Vergleich zu Tag 8. Sham - behandelte Tiere dienten zur Kontrolle (SHAM). Mittelwert £ SEM
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7. Diskussion

Die transarterielle Embolisation stellt bei Lebermetastasen und primaren hepatozellularen
Karzinomen ein bereits etabliertes Verfahren dar. Die in dieser Studie verwendeten
Medikamente Irinotecan und Bevacizumab gehoéren zur first-line Therapie bei kolorektalen
Lebermetastasen. Allerdings gibt es keine vergleichenden Untersuchungen zur Wirksamkeit
der Kombination von EmboCept® S mit Bevacizumab und/oder Irinotecan. Daher soll die
vorliegende Studie die Effektivitdt der verschiedenen Kombinationen auf das Wachstum
kolorektaler Lebermetastasen sowie die Auswirkungen auf das gesunde Leberparenchym im
Rattenmodell untersuchen.

Die Versuche wurden an anasthesierten WAG-Rij-Ratten durchgefihrt. Zur Bestimmung des
Tumorvolumens wurde zu bestimmten Zeitpunkten eine Sonographie der Leber durchgefiihrt.
Des Weiteren wurden zur Analyse der Wirkung der verschiedenen Substanzen mittels
histologischer und immunchemischer Untersuchungen der nekrotische Zelltod, die
Apoptoserate, die Tumorzellproliferation und die Angiogenese ermittelt.

Da es sich in der vorliegenden Arbeit um eine in-vivo-Studie handelt, ergibt sich im Gegensatz
zu einer in-vitro-Studie die Mdglichkeit, die Auswirkungen der eingesetzten Substanzen auf
den gesamten Organismus und somit auf alle Organsysteme zu untersuchen und die
physiologischen und pathologischen bzw. toxischen Interaktionen zu analysieren [Menger et
al. 1993].

7.1. Diskussion von Material und Methoden
7.1.1. Chirurgische Praparation und Tumorimplantation
In der vorliegenden Arbeit wurde als Adenokarzinom die CC531-Tumorzelllinie gewahlt, die
sich bereits in verschiedenen Studien als zuverldssiges Rattenlebermetastasen-Modell
erwiesen hat [Marquet et al. 1984; Germer et al. 1999; Hagenaars et al. 2000]. Als
Versuchstiere wurden WAG-RIij-Ratten aufgrund ihrer genetischen Eignung zur Implantation
der CC531-Tumorzelllinie gewanhlt.
Das Modell der Implantation von CC531 als kolorektale Lebermetastasen in WAG-Rij-Ratten
[White et al. 2016] ist fur den Einsatz einer HAI [Sperling et al. 2012; Sperling et al. 2013; van
Duijnhoven et al. 2005] etabliert.
In verschiedenen Studien wurde die mikrovaskulare Struktur der Leber untersucht. Es wird
beschrieben, dass die terminalen hepatischen Arteriolen und die terminalen Portalvenolen,
welche in die Lebersinusoide drainieren, einen Durchmesser von 15 - 35 ym aufweisen
[Volimar et al. 2009; Oda et al. 2003]. Auch die mikrovaskulare Struktur der Rattenleber wurde
analysiert [Koo et al. 1975] und es kann von einer vergleichbaren mikrovaskularen Struktur
der Leber von Ratten und Menschen ausgegangen werden.
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Die Implantationstechnik wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen beschrieben [Marinelli et
al. 1991]. Die Tumorzellen wurden direkt unter die Leberkapsel injiziert, um fir die
sonographische Analyse des Tumorvolumens ein standardisiertes, reproduzierbares Modell
zu erhalten. Andere Implantationsmaoglichkeiten wie die Injektion der Tumorzellen in die Vena
cava [Scheringa et al. 1989], Vena porta [Griffini et al. 1996] oder Vena lienalis [Zhong et al.
2010] wurden zwar den hamatogenen Metastasierungsweg der Tumorzellen am ehesten
nachahmen, jedoch zu einer unkontrollierteren Aussaat der Tumorzellen in der Leber flhren.
Dies wiurde einen Nachteil fir eine standardisierte sonographische Analyse darstellen. Somit
bietet das in der vorliegenden Arbeit gewahlte Implantationsmodell den besten Kompromiss
zwischen der Pathophysiologie und einem reproduzierbaren, im Verlauf messbaren
Tumorvolumen.

Die Grolke und das Gewicht der WAG-RIj-Ratten richtete sich nach der Moglichkeit einer
mikrochirurgischen Praparation der Arteria gastroduodenalis. Alle Praparationen wurden zur
Reduzierung eines intraoperativen Traumas unter einem Mikroskop mit speziellen

mikrochirurgischen Instrumenten durchgefihrt.

7.1.2. Sonographie

Die Literatur liefert bis dato noch wenig Informationen bezlglich der 3-D-Sonographie im
Kleintiermodell zur Bestimmung von Tumorvolumina. Studien von Kuriyama et al. [Kuriyama
et al. 1999] sowie Echevarria Uraga et al. [Echevarria Uraga et al. 2010] beschrieben die
Bestimmung des Tumorvolumens mittels 3-D-Sonographie als ein valides Verfahren. Die
Validitat dieses Verfahrens konnte auch in vorausgegangenen Versuchen durch den Vergleich
der sonographisch bestimmten Tumorvolumina mit der Auswertung der histologisch
berechneten Tumorvolumina bestatigt werden [Laschke et al. 2010]. Die Technik erméglicht
eine Visualisierung des Leber- und Tumorgewebes am offenen Abdomen sowie die

Berechnung des Tumorvolumens zu verschiedenen Zeitpunkten.

7.1.3. Hepatoarterielle Infusion eines Embolisates mit einem
Chemotherapeutikum

Bei den vorliegenden Untersuchungen wurden die Medikamente intraarteriell in die
Leberarterie verabreicht. Die mdglichen Vorteile einer arteriellen Applikation gegeniber einer
intravendsen oder intraportalen Infusionstherapie wurden von Bartkowski et al. an solitaren
Lebertumoren bewertet [Bartkowski et al. 1986]. Dabei konnte durch eine intraarterielle
Applikation eine signifikante Reduktion des Tumorwachstums erreicht werden bei gleichzeitig
geringerer systemischer Toxizitdt. Ein weiteres Argument, das flr eine intraarterielle
Verabreichung der Medikamente spricht, ist die Tatsache, dass Lebertumore arteriell mit Blut

versorgt werden, wahrend das Leberparenchym hauptsachlich tber die Pfortader perfundiert
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wird. Breedis und Young haben 1954 die Perfusion von Lebermetastasen durch die Injektion
von Farbemittel erforscht. Sie fanden heraus, dass sich bei Injektion des Farbemittels in die
Leberarterie die Tumore anfarbten, wahrend das restliche Leberparenchym ungefarbt blieb.
Sie schlossen daraus, dass Lebermetastasen ihre Hauptblutversorgung aus der Leberarterie
beziehen [Breedis et al. 1954].

Die transarterielle Chemoembolisation beinhaltet die periodische Injektion eines
Chemotherapeutikums zusammen mit einem Embolisat in den Ast der Leberarterie, der den
Tumor versorgt. So kann eine hdhere Konzentration der verabreichten Substanz im Tumor bei
gleichzeitig geringerer systemischer Konzentration erreicht werden. Kauffels et al. haben die
Konzentrationen von CPT-11 und seinem aktiven Metaboliten SN-38 im Plasma, in der Leber
und im Tumorgewebe nach hepatischer arterieller Infusion von Irinotecan mit oder ohne
Anwendung von Embolisat in einem Rattenmodell mit kolorektalen Lebermetastasen
untersucht. Hierbei war die Konzentration von SN-38 im Tumorgewebe nach der HAI mit
Irinotecan zusammen mit EmboCept® S im Vergleich zu den anderen Gruppen signifikant
erhoht [Kauffels et al. 2019]. Durch die HAI mit Irinotecan allein oder in Kombination mit
EmboCept® S konnte eine hohere Konzentration an SN-38 im Tumorgewebe nachgewiesen
werden als durch die systemische Anwendung von Irinotecan.

Vorteile einer arteriellen Chemoembolisation gegentiber einer arteriellen Chemotherapie ohne
Embolisat wurden auch durch Bddeker et al. gezeigt [Bodeker et al. 2003]. In deren Studie
zeigten Novikoff-Hepatom tragende Ratten eine vermehrte Tumorzellreduktion nach einer
arteriellen Chemoembolisation im Vergleich zur alleinigen HAI.

TACE gilt heute als Standard fur Patienten mit hepatozellularen Karzinomen [Hatzidakis et al.
2022]. Nach den aktuellen EASL-Leitlinien (European Association for the Study of the liver) ist
eine TACE die empfohlene Erstlinientherapie fur Patienten im intermediaren Stadium, das
definiert ist als multinodulare Tumorlast, erhaltene Leberfunktion und guter Allgemeinzustand
des Patienten [Galle et al. 2018]. Die Empfehlungen fir die TACE im intermediaren Stadium
stitzen sich hauptsachlich auf zwei randomisierte Studien, die einen Uberlebensvorteil der
TACE im Vergleich zur Best supportive care zeigten [Llovet et al. 2002; Lo et al. 2002].

Doch auch bei Lebermetastasen des kolorektalen Karzinoms konnte die TACE uberzeugen.
Mehrere retrospektive Studien haben gezeigt, dass TACE eine verlangerte Uberlebensrate bei
Patienten mit chemorefraktaren Lebermetastasen von kolorektalen Karzinomen ohne
schwerwiegende Nebenwirkung bewirkt [Hong et al. 2009; Vogl et al. 2009; Albert et al. 2011;
Nishiofuku et al. 2013].

In der vorliegenden Arbeit wurde nun die Kombination aus einer Chemoembolisation mit
EmboCept® S, Irinotecan und Bevacizumab am Rattenmodell getestet. Irinotecan und
Bevacizumab gehoéren beide zum Therapiestandard der first- und second-line Therapien bei

fortgeschrittenen kolorektalen Karzinomen.
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Die Effektivitat der Kombination einer Chemoembolisation zusammen mit einer zielgerichteten
Therapie (Bevacizumab, Aflibercept, Regorafenib) wurde von Fiorentini et al. beschrieben.
Durch sie konnte sowohl die Lebensqualitat der Patienten als auch das Ansprechen auf die
Therapie verbessert werden [Fiorentini et al. 2014].

In den letzten Jahren wurden Irinotecan und Bevacizumab in der klinischen Praxis in gro3em
Umfang mittels HAI verabreicht, was zu einer langeren Uberlebenszeit von mehr als 20
Monaten bei Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen flihrte [Saltz et al. 2000; Kemeny et
al. 2011]. Diese Daten weisen auf das Potenzial von einer HAI fir die Behandlung von
kolorektalen Lebermetastasen hin.

Eine Analyse von Zhang et al. mit 18 prospektiven randomisierten kontrollierten Studien zeigte,
dass Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen signifikant héhere Gesamtuberlebensraten
hatten nach einer Behandlung mit einer HAI als bei einer systemischen Chemotherapie. Die
Autoren folgerten, dass eine HAI ein potenzielles Therapieschema sein kann, um das
Outcome von Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen zu verbessern, indem es das
Fortschreiten und auch das Wiederauftreten von Tumoren wirksam reduzieren kann [Zhang et
al 2021].

Obwohl SN-38 die Anti-Tumor-Wirkung von lIrinotecan liefert, ist es jedoch auch fur
unerwiinschte Nebenwirkungen der Irinotecan-Therapie wie Durchfall oder Hamatotoxizitat
verantwortlich [Xie et al. 2002]. Daher ist es von grofsem Interesse, eine Applikationsform von
Irinotecan zu verwenden, die eine hohe Konzentration von SN-38 im Tumorgewebe
ermoglicht. Kauffels et al. beschreiben, dass die intraarterielle Anwendung in der Lage ist,
unerwinschte Nebenwirkungen durch eine geringere systemische Exposition gegentber dem
Chemotherapeutikum abzuschwachen. Daher scheint eine lokoregionale Applikationsform wie
HAI ideal zu sein, um diese Ziele zu erreichen [Kauffels et al. 2019].

Als  Hauptnebenwirkung einer Chemoembolisation wird in der Literatur das
Postembolisationssyndrom mit Fieber, Schmerzen im rechten Oberbauch, Ubelkeit und
Erbrechen beschrieben [Tellez et al. 1998]. Es tritt bei etwa 67% der Patienten noch wahrend
des Krankenhausaufenthaltes auf [Memon et al. 2012; Mahnken et al. 2013]. Nicht alle dieser
Symptome lassen sich auf Ratten Ubertragen. Jedoch zeigte keines unserer Versuchstiere
Anzeichen, die auf eines der oben genannten Symptome hinweisen kénnte. Das Putz- und
Fressverhalten der Tiere war zu jedem Zeitpunkt unauffallig. Eine Schmerztherapie wurde
prophylaktisch durchgefihrt. Eine weitere in der Literatur genannte Komplikation ist die biliare
Sklerose. Diese entsteht aufgrund der beeintrachtigten Versorgung der Gallengange durch die
Leberarterie [Kim et al. 2001]. Weitere seltenere Komplikationen sind Leberversagen,
Leberabszess, Tumorruptur oder Lungenembolie [Xia et al. 2006]. Fir alle diese

Nebenwirkungen gab es in der vorliegenden Versuchsreihe keine Anzeichen.
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7.2. Diskussion der Ergebnisse

Das wichtigste Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, dass eine intraarterielle Applikation von
EmboCept® S, Irinotecan sowie Bevacizumab effektiv das Wachstum kolorektaler
Lebermetastasen hemmt. Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass durch die Kombination
von EmboCept® S, Irinotecan und Bevacizumab nicht nur das Tumorwachstum gehemmt wird,
sondern auch das Tumorvolumen und die Tumorvaskularisation signifikant reduziert werden
kann. Dies entspricht einer Tumorregression. Sie wird zum einen durch eine erhdhte
ischamische Nekroserate im Tumor und zum anderen durch eine verminderte Proliferation und

Angiogenese im Tumorgewebe verursacht.

Eine Studie von Gujral et al. zeigte, dass der Zelltod wahrend warmer Ischamiezeit und
anschlieftender Reperfusion hauptsachlich durch Nekrose verursacht wird [Gujral et al. 2011].
Im Tumorgewebe beobachteten wir einen vermehrten nekrotischen Zelltod nach Embolisation
mit EmboCept® S, welcher in allen Gruppen signifikant erhdht war gegeniiber der Sham-
Gruppe. Dies spiegelt auch die Ergebnisse anderer Studien wieder, welche die Wirkung von
Embolisaten auf Leber und Tumorgewebe untersuchten [Ziemann et al. 2019]. Weitere
Studien beschrieben die Nekrose als den wichtigsten Modus des ischamischen Zelltods [Gujral
et al. 2011]. Vogl et al. beschrieben in ihrer Studie, dass eine Embolisation Uber die
Leberarterie zur Nekrose des Lebertumors flihrt, wahrend das gesunde Leberparenchym
geschont wird [Vogl et al. 2003]. Volk et al. zeigten in ihrer Studie, dass Bevacizumab eine
Schadigung der Hepatozyten durch Chemotherapeutika wie Irinotecan und Oxaliplatin
reduziert [Volk et al. 2016]. Auch andere Studien, wie zum Beispiel von Meguro et al. oder
Vollmar et al. beschreiben, dass 180 Minuten nach warmer Ischamie und 24 Stunden nach
Wiedereinsetzen der Reperfusion der Zelltod hauptsachlich durch Nekrose verursacht wird
[Meguro et al. 2003; Vollmar et al. 2009]. Im Gegensatz hierzu beschreiben Kohli et al. in ihrer
Studie ca 50% apoptotische Hepatozyten in Rattenlebern nach 60 Minuten warmer Ischamie
und Reperfusion [Kohli et al. 1999].

Andere Studien wiederum, wie zum Beispiel die Studie von Sperling et al. zeigen, dass eine
HAI mit Bevacizumab das Tumorvolumen durch eine Zunahme der Apoptose reduziert
[Sperling et al. 2012]. Im Tumorgewebe war dies mit einer Abnahme der Vaskularisation und
Zellproliferation sowie einer Zunahme der Zellapoptose verbunden, was durch eine verringerte
Anzahl von PECAM-1- und PCNA-positiven Zellen und eine erhéhte Anzahl von Caspase-3-
positiven Zellen angezeigt wurde. Somit ist die antineoplastische Wirkung von Bevacizumab
nicht nur auf der Reduzierung der GefalRdichte, sondern auch auf eine Induktion der Apoptose

zurlckflhrbar [Sperling et al. 2012].

50



Diskussion

Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie, bei der durch die
intraarterielle Gabe von Bevacizumab zusammen mit EmboCept® S eine erhéhte
Apoptoserate gemessen an den Caspase-3-positiven Zellen verzeichnet werden konnte.

Auch bei der kombinierten Applikation von EmboCept® S mit Irinotecan fand sich eine
signifikant erhdhte Apoptoserate gegentiber der Sham-Gruppe. Dies steht im Einklang mit der
Studie von Kauffels et al., bei der die Anzahl apoptotischer Zellen nach einer HAI mit Irinotecan

und EmboCept® S ebenfalls signifikant héher als in der Kontrollgruppe [Kauffels et al. 2019].

EmboCept® S schafft eine vaskuldre Okklusion, die zu einer verminderten oder ganz
aufgehobenen Perfusion des Tumors fihrt. Als Suspension aus pflanzlichen
Starkemikrospharen (DSM = Degradable Starch Microspheres) mit einem mittleren
Durchmesser von 50 pym hat EmboCept® S die geeignete GréRe, um diese vaskuldre
Okklusion zu erreichen. Wahrend die GroRe der Lebersinusoide zwischen 10 und 15 ym
betragt [Menger et al. 1991], haben die Kapillaren der Leberarterie einen mittleren
Durchmesser von 8 bis 10 um [Burkel 1970]. Eine effektive Tumorembolisation kann somit nur
mit einer PartikelgroRe erreicht werden, die grof3er als der Kapillardurchmesser ist, was auf
EmboCept® S zutrifft.

So zeigen die vorliegenden Untersuchungen, dass EmboCept® S allein oder in Kombination
mit den anderen Substanzen das Tumorwachstum am Tag 11 signifikant hemmte. EmboCept®
S kann terminale hepatische Arteriolen peripher der Shunt-Verzweigung verschlief3en. Dies
fuhrt zu einer fast vollstdndigen Unterbrechung des Blutflusses in den Tumor, was auf seine
Blutversorgung aus der Arteria hepatica zuriickzuflhren ist. Das gesunde Leberparenchym
hingegen bezieht den Hauptteil seiner Blutversorgung von der portalvendsen Achse und nur
einen geringeren Teil von der arteriellen Leberachse [Breedis et al. 1954] und ist somit durch
die Therapie mit EmboCept® S nur geringfiigig beeintrachtigt.

Die Unterbindung der Blutversorgung des Tumors bewirkt eine verlangerte Verweildauer einer
gemeinsam in die Leberarterie verabreichten zytotoxischen pharmakologischen Substanz in
situ. Es resultiert eine langere Exposition des Tumors gegenliber der Substanz und dadurch
eine verbesserte Wirksamkeit [Goldberg et al. 1991]. Dies wird unter anderem durch einen
Konzentrationsgradienten des Zytostatikums zum Tumorgewebe erklart, der in einer hGheren
Gewebe-Arzneimittelkonzentration und damit in einer erhdhten antitumoralen Wirkung
resultiert [Johansson 1996]. Die Studie von Kauffels et al. bestatigt durch den temporaren
arteriellen Verschluss eine héhere Umwandlung von CPT-11 in SN-38 im Tumorgewebe
[Kauffels et al. 2019]. Der Effekt einer temporaren arteriellen Okklusion wurde auch von Pieper
et al. am Schweinemodell beschrieben [Pieper 2015]. Hierbei wurde eine HAI eines
Leberlappens mit EmboCept® S durchgefiihrt. Hiernach war die arterielle Durchblutung wieder

vollstandig wiederhergestellt und es gab keinen nennenswerten Leberschaden.
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Auch in der vorliegenden Studie bewirkt die Kombination von EmboCept® S mit Irinotecan
und/oder Bevacizumab eine ausgepragtere Reduktion des Tumorvolums im Vergleich zu der
Therapie mit EmboCept® S alleine.

Die Blutversorgung des gesunden Leberparenchyms wird durch die intraatrerielle Applikation
und Embolisation nur wenig beeintrachtigt. Dies wird durch die nur geringe hepatozellulare
Schadigung gemessen an Grobscholligkeit und Vakuolisierung der Hepatozyten in den HE-
Schnitten bestatigt.

Zusatzlich koénnte die Tumorregression in der vorliegenden Studie durch Effekte auf
Tumorangiogenese und Tumorzellproliferation beeinflusst worden sein. Das kolorektale
Karzinom zeigt eine erhdhte Expression von VEGF-Rezeptoren in kolorektalen
Lebermetastasen [Warren et al. 1995]. Bevacizumab kann die pathologische Angiogenese
durch Hemmung der VEGF Signalwege blockieren, indem es freies VEGF bindet und so die
Bindung an vaskulare Endothel- und Tumorzellen verhindert [Vangestel et al. 2011]. Auch in
der vorliegenden Studie zeigte der Einsatz von Bevacizumab einen Einfluss auf die
Tumorangiogenese. Durch die Kombination von EmboCept® S mit Bevacizumab konnten wir
eine signifikant geringere Vaskularisierung des Tumors im Vergleich zur Sham-Gruppe und
der EmboCept® S Monotherapie Gruppe feststellen. Des Weiteren zeigte sich durch
EmboCept® S plus Bevacizumab im Vergleich zu einer EmboCept® S Monotherapie eine
signifikante Reduktion der Tumorzellproliferation bei unveranderter Leberproliferation.
Vergleichbare Ergebnisse zeigte auch eine Studie von Yang et al. [Yang et al. 2010] Gber die
Auswirkungen von Bevacizumab bei Mikrometastasen der Leber von okularen Melanomen.
Hier fand sich eine signifikante Reduktion der Ki67 Expression in den Tumorzellen als Hinweis
auf eine verminderte Tumorzellproliferation. Der Einfluss von Bevacizumab auf die
Tumorangiogenese ist durch seine direkte antiangiogene Wirkung als VEGF Antikoérper zu
erklaren. Weitere Studien wie zum Beispiel von Patruno et al. beschreiben, dass Bevacizumab
mit hoher Affinitat VEGF bindet und dessen Interaktion mit seinen Rezeptoren und somit das
Tumorwachstum, die Freisetzung parakriner/autokriner Wachstumsfaktoren und die
Tumormetastasierung hemmt [Patruno et al. 2009].

Die in der vorliegenden Studie gezeigten Einflisse von Bevacizumab auf die
Tumorangiogenese stehen auch in Einklang mit den Ergebnissen von Myers et al. sowie
Huang et al. die eine antiangiogene Wirkung mit Normalisierung der Gefale bei
Versuchstieren und auch Menschen zeigten [Myers et al. 2010; Huang et al. 2010].

Nach Anwendung von Bevacizumab fand sich kein erhdhter hepatozellularer Schaden im
Vergleich zur Sham-Gruppe. Es zeigte sich auch keine vermehrte Venolenschadigung. Die
Fibrinthrombosierung konnte im Vergleich zur Sham-Gruppe signifikant verringert werden.
Weiter von Interesse ist, dass durch die intraarterielle Verabreichung von Bevacizumab mit

EmboCept® S nicht nur das Tumorwachstum gehemmt, sondern sogar eine Tumorregression
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induziert wird. Es wurde im Vergleich zur Sham- und EmboCept® S Gruppe ein signifikant
verkleinertes Tumorvolumen bei zusatzlich vermehrter Apoptose gemessen werden. Auch war
nach EmboCept® S plus Bevacizumab die Tumorregression auch starker ausgepragt als nach
EmboCept® S plus Irinotecan.

In der vorliegenden Studie konnten wir keine signifikanten Veranderungen in der Anzahl der
PCNA-positiven Zellen feststellen. Dies deutet darauf hin, dass die Behandlung mit
EmboCept® S in der vorliegenden Studie die Tumorzellproliferation nicht beeinflusst.
Allerdings hemmte die Embolisierung mit DSM die Tumorangiogenese, wie durch eine
signifikant reduzierte Anzahl von PECAM-1-positiven Zellen in allen Gruppen mit EmboCept®
S gezeigt werden konnte. Dariiber hinaus zeigten mit EmboCept® S behandelte Tiere eine
deutlich erhéhte Schadigung des Endothels der postsinusoidalen Venolen. Die mikrovaskulare
Perfusion in der Leber umfasst bekanntermallen arterio-portalvenése Shunts, um die
Homogenitat der Versorgung aufrechtzuerhalten. Die Arteriolen, die Shunts bilden, messen
einen Durchmesser von etwa 50-100 um [Burkel 1970]. Somit ware eine erhéhte Rate an
Fibrinthromben in post-sinusoidalen Venolen von mit Embolisat behandelten Tieren zu
erwarten, da die DSM Partikel einen kleineren Durchmesser als die Arteriolen aufweisen und
diese so passieren konnen. Jedoch zeigte unsere Auswertung keine erhohte
Fibrinthrombosierung in den Venolen.

Irinotecan ist ein bekanntes Chemotherapeutikum mit antiproliferativer Wirkung und verursacht
einen Abbruch der DNA-Replikation durch DNA-Doppelstrangbriiche in der S-Phase des
Zellzyklus [Hsiang et al. 1985]. So zeigte auch die vorliegende Arbeit in allen Gruppen, in
denen eine Embolisation mit Irinotecan kombiniert wurde, eine signifikante Abnahme der
proliferativen Zellen im Tumorgewebe im Vergleich zu Sham-Gruppe oder EmboCept® S-
behandelten Tieren. Im normalen Lebergewebe wurden keine signifikanten Unterschiede
beobachtet. Dariiber hinaus zeigte EmboCept® S mit Irinotecan und Bevacizumab in der
vorliegenden Studie die starkste antiangiogene Wirkung im Vergleich zu allen anderen
experimentellen Gruppen.

In fruheren Studien konnte die Kombination von Irinotecan und Bevacizumab eine bessere
Penetration in neoplastischen Zellen und eine positive Tumorantwort zeigen [Vangestel et al.
2011]. Jain et al. beschreiben in ihrer Studie, dass antiangiogene Wirkstoffe die abnormale
Struktur und Funktion der Tumorgeféafe voribergehend normalisieren kénnen und sie so fur
die Zufuhr von Sauerstoff und Medikamenten empfanglicher machen. Dadurch kann die
Wirksamkeit konventioneller Therapien erhéht werden [Jain et al. 2005]. So kann auch
Irinotecan besser in das Tumorgewebe eindringen. Ein weiterer Grund koénnte die
Normalisierung des onkotischen Drucks im Tumorgewebe durch Bevacizumab sein [Tong et
al. 2004]. In Tumoren ist der interstitielle Druck aufgrund einer beeintrachtigen lymphatischen

Funktion und einer veranderten Gefalstruktur sowie Gefaltfunktion erhéht [Padera et al. 2002;
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Jain et al. 2003]. Aufterdem behindert die erhdhte Durchlassigkeit der Tumorgefalle oft die
Anlieferung der Chemotherapeutika [Netti et al. 1996; Baish et al. 1997]. Willett et al.
beschrieben in ihrer Studie, dass bereits die einmalige Gabe von Bevacizumab die
Tumorperfusion, das Gefallvolumen, die Gefaldichte und den interstitiellen Druck verringert
[Willett et al. 2004]. Sie folgerten, dass die VEGF-Blockade durch Bevacizumab einen direkten
und schnellen antivaskularen Effekt in menschlichen Tumoren hat. Durch eine reduzierte
Tumorvaskularisation und dadurch bessere Irinotecan-Penetration ins Tumorgewebe kommt
es zu einem besseren antineoplastischen Effekt.

In der vorliegenden Studie zeigte eine Behandlung mit EmboCept® S plus Irinotecan und
Bevacizumab die beste antiangiogene Wirkung. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine
signifikante Reduktion des Tumorvolumens nach der Behandlung mit EmboCept® S plus
Bevacizumab und EmboCept® S plus Irinotecan und Bevacizumab.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch die Kombination von EmboCept® S mit Irinotecan
sowohl das Tumorvolumen als auch die Tumorproliferation sowie die Tumorvaskularisation
reduziert werden konnte.

Auch andere Studien zeigten bereits einen Benefit durch die Kombination eines Embolisates
mit einem Zytostatikum. So beschrieben Hakansson et al. eine verbesserte antineoplastische
Wirkung von Zytostatika bei der Kombination mit Embolisaten sowohl in tierexperimentellen
Modellen als auch in randomisierten klinischen Studien [Hakansson et al. 1997]. Da
EmboCept® S zu einem temporaren GefaRverschluss flhrt, ist die Passagezeit durch die Leber
von gleichzeitig intraarteriell verabreichten zytotoxischen Medikamenten verlangert. Damit ist
eine erhohte Aufnahme in das Gewebe rund um das embolisierte Gefall mdglich
[Starkhammar et al. 1987]. Diese Tatsache ermdglicht auch die Verwendung von Pharmaka,
die keinen wesentlichen First-pass Effekt haben. In einer Studie von Saenger et al. wurde in
einem Rattenmodell die therapeutische Wirksamkeit von Irinotecan im Rahmen einer
Embolisation untersucht. In dem Metastasenmodell zeigte Irinotecan in Verbindung mit der
Injektion von Starkemikrospharen eine bessere antineoplastische Wirkung gegen CC531-lac-
Z Tumorzellen als eine Chemoembolisation in Kombination mit 5-Fluorouracil [Saenger et al.
2004]. Somit konnte sich Irinotecan im Rahmen einer Chemoembolisation gegen 5-FU, einem
Medikament mit hohem First-pass Effekt durchsetzen [Kuan et al. 1996]. Auch die vorliegende
Studie spiegelt diese Ergebnisse wieder. So konnte durch die Kombination von Irinotecan mit
EmboCept® S eine starkere Hemmung des Tumorwachstums im Vergleich zur EmboCept® S
Monotherapie erzielt werden, welche allerdings nicht signifikant gegentiber der Sham-Gruppe
war.

Dartber hinaus beeinflussen die Stoffwechselprozesse von Chemotherapeutika in vivo,
einschliellich Absorption, Verteilung, Stoffwechsel und Ausscheidung, auch die klinische

Wirksamkeit. Uber eine HAI verabreichtes Bevacizumab hat eine kurze Halbwertszeit und wird
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hauptsachlich in der Leber verstoffwechselt, was extrem niedrige Medikamenten-
konzentrationen im peripheren Blut erméglicht und die Auswirkungen des hepatischen First-
Pass-Stoffwechsels verringert. Infolgedessen eignet sich HAI fir die Verabreichung wirksamer
héherer Dosen von Arzneimitteln direkt an den Tumor und senkt damit das Risiko
unerwinschter systemischer Ereignisse [Sadahiro et al. 2013].

EmboCept® S plus Irinotecan und EmboCept® S plus Irinotecan und Bevacizumab
verursachten einen signifikanten Anstieg der hepatozellularen und endothelialen Schaden.
Irinotecan flUhrt durch die zuvor gezeigten Nebenwirkungen zu einer signifikanten
endothelialen und hepatozelluldren Schadigung. Die starkste hepatozelluldre Schadigung
wurde nach der Behandlung mit Irinotecan und die schwerste endotheliale Schadigung nach
der Behandlung mit EmboCept® S plus Irinotecan und Bevacizumab gezeigt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie implizieren, dass die therapeutische Verlangerung der
Chemotherapie mit einem VEGF-Inhibitor als hepatische arterielle Infusion in Kombination mit
einer Embolisation eines Uberwiegend arteriell versorgten Tumors effektiv ist, um das

Tumorvolumen zu reduzieren, ohne das normale Lebergewebe zu schadigen.

Fir eine TACE stehen zwei Embolisationsmittel zur Verfiigung: Lipiodol (ethiodiertes Ol) und
abbaubare Starkemikrospharen (DSM). Beide Mittel verlangern die Dauer der
chemotherapeutischen Wirkung auf Tumore durch Gefallokklusionen. Wahrend Lipiodol eine
mittlere Embolisationszeit von 4 bis 12 Wochen hat, zeichnen sich DSM durch eine
pharmakologische Gesamtembolisationszeit von maximal 90 - 120 Minuten aus. Die zeitliche
Okklusion durch DSM fihrt im Vergleich zur konventionellen TACE mit Lipiodol nur zu einem
moderaten Anstieg des vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) und damit
wahrscheinlich zu einer geringeren Neoangiogenese [Schicho et al. 2016].

In einer Studie von Vogl et al. wurde die DSM-TACE mit der konventionellen TACE mit Lipiodol
verglichen. Hierbei konnte die DSM-TACE gegenuber der konventionellen TACE einen
signifikanten Unterschied bei der Verringerung des Tumorvolumens und beim Ansprechen des
Tumors mit einem héheren Anteil an Respondern (78% vs. 38%) zeigen [Vogl et al. 2021]. Die
Autoren folgerten, dass Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen nicht nur von dem
kiirzeren Embolisationseffekt der DSM-TACE profitieren, sondern auch von einem besseren
Ansprechen des Tumors. Diese Daten unterstreichen auch unsere Wahl fiir EmboCept® S als

Embolisat.

In der Klinik wird bei kolorektalen Karzinomen als alternatives Chemotherapeutikum zu
Irinotecan oft Oxaliplatin, ein Diaminocyclohexanplatin, eingesetzt. Eine randomisierte Phase
I Studie von Kalofones et al. zeigte, dass die wodchentliche Gabe von

Irinotecan/Leukovorin/5FU oder Oxaliplatin/Leukovorin/5FU in der first-line Behandlung von
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Patienten mit fortgeschrittenem kolorektalem Karzinom vergleichbar effektiv ist [Kalofonos et
al. 2005]. Auch zeigten beide Regime managebare Nebenwirkungen. Jedoch dirfte nach
Meinung der Autoren das Irinotecan-Regime die vorzuziehende Therapie sein, da Oxaliplatin
mit einer der signifikant hdheren Inzidenz von peripheren Neuropathien Grad 3 einhergeht. So
wurde auch in der vorliegenden Studie Irinotecan als Chemotherapeutikum eingesetzt und
nicht Oxaliplatin.

Zu den moglichen Nebenwirkungen von Irinotecan zahlen Diarrhd oder Obstipation, Ubelkeit
und Erbrechen, Dehydratation, Neutropenie, Nierenschadigung, akutes cholinerges Syndrom,
reversible Alopezie und allergische Reaktionen, jedoch alles in einem akzeptablen Ausmald.
Aulerdem kann Irinotecan zu einer Steatohepatitis fliihren [Fernandez et al. 2005]. In der
vorliegenden Studie zeigten sich in der Irinotecan-Gruppe keine schwerwiegenden
Nebenwirkungen. Jedoch waren bei einer intraarteriellen Gabe von Irinotecan zusammen mit
EmboCept® S in den Hadmatoxylin-Eosin gefarbten Schnitten signifikant vermehrt grobschollige
Zellen als Hinweis fur einen hepatozellularen Schaden zu finden. Auch die Vakuolisierung der
Zellen war durch die intraarterielle Gabe von Irinotecan zusammen mit EmboCept® S
signifikant erhoht, was fiir eine erhéhte hepatozellulare Schadigung spricht. AuRerdem zeigte
allein die Therapie mit EmboCept® S und Irinotecan erhéhte Leukozyten- und
Thrombozytenwerte. Allerdings bedirfte es einen langeren Beobachtungszeitraum, um eine
valide Aussage moglicher Nebenwirkungen treffen zu kénnen und um mogliche schwere
Nebenwirkungen auszuschlieRen.

Verglichen mit anderen Embolisaten zeigen sich bei der Verwendung von DSM im Rahmen
einer TACE nur selten schwerwiegende Nebenwirkungen wie das Postembolisationssyndrom.
Dies ist dadurch zu erklaren, dass durch vollstandigen Abbau der DSM durch die a-Amylase
nur ein temporarer Gefallverschluss erzeugt wird, was auch eine wiederholte TACE mit DSM
erlaubt [Ebert et al. 2013]. Auch bei unseren Versuchen zeigten sich keine Nebenwirkungen.

Bevacizumab war in einer Phase | Studie von Gordon et al., welche die Arzneimittelsicherheit
und Pharmakokinetik von rekombinatem humanisiertem Anti-VEGF untersuchte, sicher
anzuwenden ohne Nebenwirkungen in einer Konzentration bis zu 10mg/kgKG [Gordon et al.
2001]. Es wurden klinisch keine signifikanten Veranderungen in biochemischen,
hamatologischen und gerinnungsassoziierten Parametern festgestellt, was auch mit
Ergebnissen der vorliegenden Studie ubereinstimmt. Andere klinische Studien, die mehrere
Inhibitoren von VEGF benutzten, wiesen auf ein potentielles erhdhtes Risiko von Blutungen
oder thrombotischen Ereignissen hin [Bergsland et al. 2000]. Auch hierfur fanden wir in der

vorliegenden Studie bei normalen laborchemischen Parametern keine Anzeichen.
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7.3. Schlussfolgerung

Zusammengefasst zeigt die vorliegende Studie, dass eine transarterielle Embolisation als
Kombination aus EmboCept® S, Irinotecan und Bevacizumab ein effektiver therapeutischer
Ansatz ist, um das Wachstum von kolorektalen Lebermetastasen zu hemmen. Alle Gruppen
mit intraarteriell verabreichten Medikamenten zeigten ein verkleinertes Tumorvolumen. Durch
die Zugabe von Bevacizumab zu EmboCept® S und Irinotecan konnte eine signifikante
Tumorregression erreicht werden. Diese ist durch die antiangiogene Effekte und der daraus
resultierenden verbesserten Wirkung des Chemotherapeutikums zu erklaren.

Damit scheint eine Chemoembolisation mit EmboCept® S in Kombination mit Bevacizumab mit
oder ohne Irinotecan ein vielversprechender Ansatz zur Therapie von primar inoperablen

kolorektalen Lebermetastasen zu sein und verdient das Interesse weiterer Studien.
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