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1. Zusammenfassung

1.1. Hepato-arterielle Infusion von Bevacizumab,
Oxaliplatin und Irinotecan sowie die Kombination
von Bevacizumab mit Oxaliplatin oder Irinotecan
reduzieren das Tumorwachstum in einem
kolorektalen Metastasenmodell der Rattenleber

Mit einer Inzidenz von nahezu 65.000 Patienten pro Jahr ist das kolorektale Karzinom
die zweithaufigste Tumorentitat in Deutschland. Viele der Patienten entwickeln im
Verlauf der Erkrankung Lebermetastasen, die eine bedeutende klinische
Herausforderung darstellen. Die Optionen fiir eine Therapie sind in diesen Fillen
limitiert. Neben der chirurgischen Resektion stehen lokal ablative Verfahren und die

systemische Chemotherapie zur Verfligung.

Inoperable kolorektale Lebermetastasen werden haufig mit einer systemischen
Chemotherapie (SCT) behandelt. Klinische Studien zur Wirkung der systemischen
Anwendung von Bevacizumab (BE), einem monoklonalen Antikérper gegen den
vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF), zeigten eine leichte Erhohung der
Uberlebensrate im Vergleich zu bekannten Chemotherapieschemata ohne Kombination
mit Bevacizumab. In der vorliegenden Studie untersuchten wir in einem Rattenmodell
von kolorektalen Lebermetastasen inwieweit die hepato-arterielle Infusion (HAI) von
Bevacizumab (BE), Oxaliplatin (OX) und Irinotecan (IR) alleine oder die Kombination
von BE mit IR bzw. BE mit OX im Vergleich zur systemischen Applikation effektiver ist,
das Metastasenwachstum zu hemmen. Zehn Tage nach der Implantation von CC531
kolorektalen Tumorzellen in den linken Leberlappen von WAG/Rij Ratten, unterzogen
wir die Tiere entweder einer HAI oder einer systemisch-intravendsen Applikation von
BE (5 mg / kg Kérpergewicht), OX (85 mg / m? Kérperoberfliche), IR (90mg / m?
Korperoberfliche) oder einer Kombination von BE + OX sowie BE + IR. Tiere der
Kontrollgruppe (Sham) erhielten Kochsalzlosung. Das Tumorvolumen wurde an den
Tagen 10 und 13 wunter Verwendung dreidimensionaler hochauflésender
Ultraschalluntersuchungen gemessen. Am Tag 13 wurde Tumor- und Lebergewebe

entnommen und histologisch sowie immunhistochemisch untersucht.



Die systemische Anwendung von OX, BE und IR oder deren Kombination hat das
Tumorvolumen im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht beeinflusst. Im Gegensatz dazu
konnte eine HAI von BE sowie die Kombination aus BE und OX oder BE und IR das
Tumorvolumen signifikant reduzieren. Hierbei zeigte sich im Tumorgewebe eine
Verminderung der Vaskularisierung und Zellproliferation sowie eine Erhohung der Zell-

Apoptose.

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass die hepato-arterielle Infusion von BE,
insbesondere in Kombination mit OX oder IR das Wachstum von hepatischen
Metastasen gegeniiber einer systemischen Applikation der Medikamente signifikant

inhibiert.



2. Abstract

2.1.Hepatic arterial infusion of bevacizumab,
oxaliplatin and irinotecan or bevacizumab in
combination with oxaliplatin or irinotecan
reduces tumor growth in a rat model of colorectal
liver metastases

Colorectal cancer is the second most malignancy in Germany with an incidence of almost
65.000 patients per year. Many of the patients develop liver metastases, which still
represent a significant clinical problem. The therapeutic options in those cases are
limited. Possibilities to treat those patients are surgical resection, local ablative

techniques and chemotherapy.

Unresectable colorectal liver metastases are commonly treated with systemic
chemotherapy (SCT). Clinical studies on the effect of additional systemic application of
bevacizumab (BE), a monoclonal antibody directed against vascular endothelial growth
factor, to SCT showed a slight increase of patient survival. Herein, we studied in a rat
model of colorectal liver metastasis whether a locoregional application of bevacizumab
(BE), oxaliplatin (0X), irinotecan (IR) and the combination of BE with OX or IR via
hepatic arterial infusion (HAI) is more effective to inhibit metastatic growth compared
to systemic drug application. Ten days after implantation of CC531 colorectal cancer
cells into the left liver lobe of WAG/Rij rats, animals underwent either HAI or systemic
intravenous application of BE (5 mg/kg body weight), 0X (85 mg/m? body surface), IR
(90mg/m? body surface) or a combination of BE+0X and BE+IR. Sham-treated animals
received saline and served as controls. Tumor volume was measured at days 10 and 13
using high resolution three dimensional ultrasound. At day 13 tumor tissue was
analyzed histologically and immunohistochemically. Systemic application of OX, BE, IR
or their combination did not affect tumor volume when compared to controls. In
contrast, HAI of BE and, particularly, the combination of BE and OX or BE and IR
significantly reduced tumor volume. This was associated with a decrease of
vascularization and cell proliferation as well as an increase of cell apoptosis within the
tumor tissue, as indicated by a decreased number of PECAM-1-positive cells and PCNA-

positive cells and as well as an increased number of cleaved caspase-3-positive cells.



The present study demonstrates that hepatic-arterial infusion of BE, particularly in
combination with OX or IR, enhances the inhibitory effect on hepatic metastatic growth

compared to systemic application of the drugs.



3. Einleitung

3.1. Klinischer Hintergrund

3.1.1. Kolorektales Karzinom

Maligne Erkrankungen bilden nach den Herz-/Kreislauferkrankungen die zweitgrofite
Gruppe der Todesursachen in den westlichen Industrielindern. In der Bundesrepublik
Deutschland zeigt sich auf Grundlage von Erhebungen des Robert-Koch-Instituts, dass
die Inzidenz bosartiger Erkrankungen im Jahre 2008 bei Mannern ungefahr bei 200.000
sowie bei Frauen ungefdhr bei 195.000 Neuerkrankungen lag. Dies entspricht sowohl
bei Mannern als auch bei Frauen eine gleichbleibenden Erkrankungsrate. Zwar zeigt sich
ein Anstieg der Pravalenz im Vergleich zur Erhebung des Jahres 2002, dieser erklart sich
jedoch durch die demographische Entwicklung.

In Deutschland stellt das kolorektale Karzinom sowohl bei den Neuerkrankungen als
auch bei der Mortalitdt bei Mannern wie Frauen die zweithdufigste maligne Erkrankung
dar. Jahrlich erkranken etwa 35.000 Médnner und 30.000 Frauen neu. Ungefdahr 30.000
Patienten sterben jdhrlich an den Folgen der Erkrankung (Abb. 1). Damit ist das
kolorektale = Karzinom  geschlechterunabhdngig  betrachtet die  haufigste

Krebstodesursache in Deutschland.
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Abbildung 1: Neuerkrankungen und Sterbefélle des kolorektalen Karzinoms
in Deutschland im Zeitraum von 1999-2008 [Robert-Koch-Institut, Krebsregisterdaten]



In den USA liegt die Inzidenz bei durchschnittlich 140.000 Neuerkrankungen und ca.
55.000 Todesfallen. Insgesamt ist es das vierthaufigste Karzinom in der westlichen Welt

[Konopke and Saeger, 2003].

Das kolorektale Karzinom ist ein Adenokarzinom, welches erblich oder sporadisch
auftritt. Beziiglich der Atiologie der sporadischen Form spielen Ernihrungsfaktoren,
Umweltfaktoren und vorbestehende chronisch-entziindliche Erkrankungen des Darmes
eine Rolle. Die haufigere sporadische Form entwickelt sich aus Epitheldysplasien, bei
denen es sich in 90% der Fille um Adenome handelt. Die Progression wird durch eine
Akkumulation verschiedener genetischer Alterationen iiber 10 Jahre verursacht und
entwickelt sich vom Normalgewebe liber das Adenom bis zum Karzinom. Hierbei spielt
die Aktivierung von Onkogenen wie K-Ras sowie die Inaktivierung von
Tumorsuppressor-Genen wie APC, DCC und p53 eine Rolle. Bei Uberschreiten einer
kritischen Gesamtzahl an genetischen Veranderungen kann das kontrollierte Wachstum
in ein unkontrolliertes malignes Wachstum iibergehen. Bei der genetischen Form
unterscheidet man verschiedene Erkrankungen, die mit einem erh6hten Risiko oder
100%-igen Risiko eines kolorektalen Karzinoms einhergehen. Die wichtigsten Vertreter
dieser Gruppe sind die Familidre adenomatdse Polyposis (FAP) und das Hereditare,

nichtpolyp6se Kolonkarzinom-Syndrom (HNPCC). [Mdslein et al., 2008]

3.1.2. Lebermetastasen

Im Verlauf von malignen Erkrankungen des Kolons und Rektums werden in etwa 60%
der Falle Lebermetastasen beobachtet. Die Leber ist also der Hauptmanifestationsort fiir
Organmetastasen ist. [Cohen and Kemeny, 2003]. Die Leberbeteiligung ist der

Hauptgrund fiir die hohe Morbiditat und Mortalitat der Patienten.

Uber die Pfortader entstehen bei dieser Tumorform durch hidmatogene Streuung
hepatische Metastasen. Konopke und Saeger berichten, das die Halfte der Patienten im
Laufe dieser Erkrankung Lebermetastasen entwickeln [Konopke and Saeger, 2003].
Andere Autoren gehen gar davon aus, das anndhernd 60% aller Patienten mit
kolorektalem Karzinom von einer Metastasierung in das Lebergewebe betroffen sind
[Cohen and Kemeny, 2003]. Andere Studien wiederum sagen aus, dass eine Mehrheit der
Patienten mit kolorektalem Karzinom bei Diagnose schon Metastasen aufweisen [SEER

State Database]. So sind bereits bei Diagnosestellung bei etwa 14-25% der Patienten



hepatische Metastasen nachweisbar. Nach primarer Operation mit kurativer Intention
treten bei 30-40% der Patienten metachrone Metastasen auf [Flieger et al., 2004]. In
etwa 40% der Fille ist die Leber der einzige Metastasierungsort. Ohne Therapie zeigt
sich eine mediane Uberlebenszeit bei Patienten mit Lebermetastasen von etwa 10

Monaten. [Konopke and Saeger, 2003].

3.1.3. Leberresektion

Die chirurgische Resektion bietet bei einer isolierten Lebermetastasierung eine gute
Heilungschance. Untersuchungen zeigten 5-Jahresiiberlebensraten von 25 - 47% und
10-Jahresiiberlebensraten von bis zu 28% [Nordlinger et al., 1996; Jamison et al., 1997;
Fong et al, 1999, Wei et al, 2006]. Unter Beachtung der funktionellen hepatischen
Reserve sind Resektionen von 60 - 70% des Gesamtlebervolumens moglich [Lee and
Hwang, 2005]. Die Letalitat liegt bei diesen Eingriffen je nach Erfahrung des Operateurs
unter 5% [Song et al,, 2005]. Allerdings sind durch verschiedene Faktoren wie Grofie,
Anzahl und Lokalisation der Metastasen oder Begleiterkrankungen nur bei etwa 10 -
25% der Patienten Resektionen der Metastasen moglich [Rees und John, 2001; Schlag et
al., 1999; Sharpe et al., 2005].

Durch diesen Sachverhalt stellen inoperable Lebermetastasen ein ernstzunehmendes
klinisches Problem dar, bieten jedoch auch Ansitze fiir eine weitere Verbesserung der
Therapie von Patienten mit metastasiertem kolorektalen Karzinom. Bei inoperablen
Metastasen sind das Ausmafd des Herdes, der Allgemeinzustand, die Laborparameter
und der Sitz des Primartumors entscheidend fiir die Prognose. Momentan kénnen unter
Verwendung von Chemotherapie und lokalablativen Verfahren 1-Jahrestiberlebensraten
von 46% erreicht werden [Konopke and Saeger, 2003]. Aktuell stellt bei inoperablen
kolorektalen Lebermetastasen neben lokal ablativen Techniken wie Kryotherapie oder
Radiofrequenzablation die systemische Chemotherapie (SCT) den Goldstandard dar.
Heute sind die hdufigsten Algorithmen zur primdren Chemotherapie (First-line) ein
FOLFOX (Oxaliplatin/5-FU/Leucovorin)- oder FOLFIRI (Irinotecan/5-FU/Leucovorin)-
Schema, welche zu einem medianen Gesamtiberleben von etwa 20 Monaten fiihren
[André et al., 1999; de Gramont et al., 1997; 2000; Goldberg et al., 2004; Hebbar et al,,
2006; Tournigand et al, 2004; 2006]. Die Integration von modernen, antiangiogen
Sustanzen, wie dem monoklonalen VEGF (vascular endothelial growth factor)-

Antikorper Bevacizumab, konnte in Studien das mediane Gesamtiiberleben als primare



(Firstline) oder sekundare (Secondline) Chemotherapie um 2-3 Monate verbessern
[Hurwitz et al., 2004; Giantonio et al., 2007; Omura et al., 2008].

Adam und Mitarbeiter konnten bereits 2001 in einer retrospektiven Studie bei tiber 701
Patienten, die als irresektabel eingestuft wurden und daraufhin mit Oxaliplatin, 5-FU
und Leucovorin behandelt wurden, ein signifikantes Ansprechen auf die Therapie mit
Oxaliplatin, 5-FU und Leucovorin in etwa 14% der Patientengruppe nachweisen.
Dadurch war nach der Chemotherapie eine sekundare Resektion moéglich [Adam et al,,
2001]. Nach momentaner Studienlage ist es somit moglich, Patienten durch eine
neoadjuvante Chemotherapie in eine prognostisch giinstigere Situation zu tiberfiihren.
Mit Hinblick auf die relativ guten Uberlebenszeiten bei kolorektalen Lebermetastasen
nach chirurgischer Resektion erscheint die Uberfilhrung primir irresektabler
Lebermetastasen mit Hilfe neuer Therapieansitze in einen operablen Zustand als
vielversprechender Ansatz.

Die HAI ermoglicht es, hohere lokale Dosen mit geringeren systemischen
Nebenwirkungen als bei der SCT in der Leber zu erreichen. Allerdings ist auch die
Applikation via HAI nicht ohne Toxizitdt. Der First-pass-Effekt der Leber, der vor
Erreichen einer systemischen Zirkulation die Wirkstoffkonzentration stark reduziert,
stellt daher einen relevanten Vorteil dar. Im Rahmen dieses Ansatzes konnten einzelne
Studien an ausgewahlten Patientenkollektiven ein gutes Ansprechen der Therapie als
HAI oder als Kombination einer systemischen mit einer lokalen Chemotherapie
nachweisen [Cohen andKemeny, 2003; Kemeny et al, 2005; 2006]. Insbesondere
konnten Patienten mit ausgedehnten unbehandelten kolorektalen Lebermetastasen und
Patienten, die nicht auf die first-line Therapie angesprochen haben, in einen Zustand
tiberfiihrt werden, der die Resektion mit kurativer Zielsetzung moglich machte [Kemeny
et al, 2009;]. Der Einsatz der Chemotherapie als systemische oder regionale Therapie
mit der Zielsetzung des Downstaging des Tumors, um eine spatere Leberresektion mit
kurativer Zielsetzung moglich zu machen, hat auch in einigen anderen Studien zu
vielversprechenden Ergebnissen gefiihrt [Adam et al, 2004; Bismuth et al., 1996; Pozzo
et al.,, 2004]. Diese zeigen ebenfalls einen signifikanten Anstieg der Rate von potentiell
kurativen Resektionen nach Kombination der Chemotherapie mit Antikérpern, ohne
dass sich die postoperative Mortalitat erh6ht [Adam et al., 2007].

Allerdings kam ein aktuelles Cochrane-Review sowie eine Metaanalyse zu dem Schluss,
dass die momentan vorliegenden Daten den klinischen oder experimentellen Einsatz

einer fluoropyrimidin-basierte HAI bei inoperablen kolorektalen Lebermetastasen nicht



unterstiitzen [Mocellin et al.,, 2007; 2011]. In den untersuchten fluoropyrimidin-basierte
Studien zeigte sich zwar ein grofieres Ansprechen des Tumors auf die HAI-Therapie,
jedoch hatte dies keinen Uberlebensvorteil zur Folge. AuRerdem erreichten die ebenfalls
untersuchten modernen SCT, welche 5-FU mit Oxaliplatin oder Irinotecan kombinierten,
dhnliche Ansprechraten wie die fluoropyrimidin-basierte HAI-Therapie.

Von Interesse sind die Schlussfolgerungen der Autoren, dass die Zukunft der HAI in der
Verwendung von neuartigen, antitumorosen Substanzen oder Medikamenten-
kombinationen liegt. Eine HAI mit modernen Chemotherapeutika in Kombination mit
einem VEGF-Antikorper wie Bevacizumab wurde in diesem Zusammenhang noch nicht
untersucht. Daher sollte in dieser Arbeit an einem Modell kolorektaler Lebermetastasen
in Ratten die Wirkung moderner Chemotherapeutika wie OX und IR sowie einer
antiangiogenen Substanz wie BE im Vergleich zu einer systemischen Gabe auf das
Tumorwachstum untersucht werden.Da die Resektion noch immer die einzige kurative
Therapieoption ist, konnte dies weitere multimodale Therapieoptionen im Sinne eines

Downstagingaufzeigen und eine spatere Leberresektion ermdoglichen. [Saif et al., 2009].

3.1.4. Nichtoperative Ablationsverfahren

Es gibt zur Zeit verschiedene weitere Behandlungstrategien bei irresektablen
Lebermetastasen, wie zum Beispiel die lokale Tumordestruktion durch thermoablative
Verfahren, wie der hypothermen Kryotherapie [Weaver et al., 1998; Zhou et al.,, 1988],
der hyperthermen Radiofrequenzablation (RFA) oder der laserinduzierten

Thermotherapie (LITT) [Albrecht et al.,, 1996; Germer et al., 2005; Pereira et al., 2003].

Im Allgemeinen werden die nichtoperativen Ablationsverfahren, im Gegensatz zur
Leberresektion, als rein palliative Therapiestrategien eingesetzt [Birth et al, 2005].
Allerdings haben Germer et al. Daten vorgelegt, die bei selektierten Patienten
vergleichbare Ergebnisse mit denen der Resektion zeigten [Germer et al., 2005]. Jedoch
gibt es momentan noch keine Langzeitergebnisse und die Moglichkeiten der
nichtoperativen Verfahren sind je nach Art und Groéfle des Tumors beschrankt. Der
wesentlich limitierende Faktor ist die Induktion klinisch relevanter Lasionsvolumina.
Daher konnen ablative Verfahren noch nicht routinemifdig als kurative Therapie
empfohlen werden. Auch scheint die Resektion im Falle von nicht-selektierten Patienten

der Ablation noch tiberlegen, so dass der Stellenwert der ablativen Verfahren fiir die



Behandlung von Lebertumoren gegenwartig noch nicht abschliefiend geklart ist

[Timmermann et al., 2009, Stang et al, 2009, Saif et al., 2009].

3.2. Regionare Chemotherapie

3.2.1. Hepato-arterielle Perfusion

Als regiondre Therapieverfahren kommen die hepato-arterielle Infusion (HAI) und die
isolierte hepatische Perfusion (IHP) in Frage. Bei der in der vorliegenden Studie
gewahlten HAI handelt es sich im Vergleich zur [HP um einen offenen Kreislauf. Sullivan
und Mitarbeiter haben dieses Modell im Jahre 1963 beschrieben [Sullivan et al., 1963].
Durch die Tatsache, dass die Leber via portalem Blutfluss der haufigste
Metastasierungsort eines kolorektalen Karzinoms und anderer gastrointestinaler
Tumore ist, sowie dass die Moglichkeit einer Metastasierung per continuitatem besteht,
erhofft man sich von einer regiondaren Therapie, also der hepato-arteriellen Infusion,
durch die direkte und begrenzt lokale Anwendung ein Ausbreiten der Metastasen
einzuddmmen oder sogar zu verhindern.

Durch eine Arbeit von Breedis und Young aus dem Jahre 1954 weifd man, dass das
Lebergewebe zu grofien Teilen liber die Vena porta versorgt wird. Im Gegensatz dazu
erhalten metastatische Herde in der Leber ab einer Gréfde von >3mm ihr Blut vollstandig
durch die Arteria hepatica [Breedis und Young, 1954]. Dadurch kann iiber HAI im
Tumorgewebe eine hohe Konzentration der applizierten Substanz erreicht werden, ohne
dass das librige Lebergewebe den hohen Dosen ausgesetzt wird. Ein zweiter Vorteil ist
die Nutzung des first-pass-Effekts der Leber. Durch die in der Leber stattfindende
Metabolisierung wird ein Grofdteil des applizierten Medikaments bereits wahrend der
ersten Passage abgebaut oder deaktiviert. Dadurch kann trotz hoher Dosen der Substanz
ihre systemische Toxizitdt auf einem niedrigen Niveau gehalten werden.

Die Ideen zu diesen Therapieansatzen gehen auf Sullivan et al. zuriick, der bereits Mitte
der 60er Jahre des vergangenen Jahrhunderts Patienten mit Lebermetastasen
gastrointestinaler Tumore mit einer hepatisch-arteriellen Infusion therapierte [Sullivan
et al., 1963]. 62 % der Patienten zeigten ein Ansprechen auf die Therapie und hatten ein
verbessertes Gesamtiiberleben [Sullivan et al.,, 1964]. Anfanglich war die HAI mit einer
relativ hohen Komplikationsrate behaftet. Durch die operative oder perkutane
Implantation des Katheters in der Arteria hepatica und dem Anschluss an eine externe

Infusionspumpe kam es zu einer hohen Anzahl von Komplikationen wie Infektion,
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Blutung, Dislokation und Thrombosierung [Ensminger, 2002]. Aufgrund dieser
Probleme wich man auf Portsysteme aus. Allerdings waren auch diese Systeme mit einer
hohen Komplikationsrate behaftet [Wickremesekera et al., 2000; Doci et al., 1990]. Erst
die Moglichkeit der implantierbaren Infusionspumpen reduzierte die Komplikationsrate
deutlich. Dies belegen Daten aus einer Metaanalyse von Kemeny und Cohen, welche
Studien aus dem Zeitraum von 1987 bis 2003 analysierten. Es zeigten sich signifikante
Vorteile fiir verschiedene Therapieregime der HAI gegeniiber einer i.v.-Chemotherapie
mit verbesserten Ansprechen und erhohter 2-Jahresiiberlebensrate [Cohen und
Kemeny, 2003; 2006]. Andere Metaanalysen sind zuriickhaltender und stellten einen
geringeren Vorteil der HAI gegeniiber einer i.v.-Chemotherapie fest. [Harmantas et al,,
1998]. Nichtsdestotrotz stellt die HAI unter Anwendung neuerer Chemotherapeutika
wie Oxaliplatin und Irinotecan sowie der Kombination mit Antikérpern wie
Bevacizumab einen lohnenswerten Ansatz zur weiteren Verbesserung der momentanen
Therapie dar. Auch im Hinblick auf den Einsatz von wirkungsvolleren Medikamenten in
der first-line Therapie ist liber einen Einsatz als second-line Therapie sowie die
Kombination einer systemischen mit der lokalen Therapie nachzudenken, um eine
moglichst grofe Anzahl von Patienten einer spateren Resektion mit kurativer
Zielsetzung zuflihren zu kéonnen [Kemeny et al., 2009, Fujimoto et al., 2009; Wicherts et

al, 2007].

3.3. Antikorper

3.3.1. Bevacizumab

3.3.1.1. Historie

Bevacizumab war in den USA der erste klinisch verfiighare Antikorper, der die
Angiogenese hemmt. Der Antikorper wurde zum ersten Mal 1997 von Presta
beschrieben [Presta et al, 1997]. Das Prinzip der Herstellung von monoklonalen
Antikorpern wurde zum ersten Mal 1975 von Milstein, Kéhler und Jerne beschrieben,
wofir sie 1984 den Nobelpreis fiir Medizin erhielten [Kohler et al., 1975]. Die Technik
beruhte auf der Verschmelzung von Antikdérper-produzierenden B-Lymphozyten mit
Zellen einer Myelomzellinie, wodurch hybride Zellen entstanden, die unbegrenzt
Antikorper einer bestimmten Spezifitit produzierten. Bei der heutigen Herstellung
monoklonaler Antikérper gegen ein bestimmtes Antigen wird eine Maus mit einem

speziellen Antigen infiziert. Aufgrund der Immunantwort kommt es zur Bildung von B-
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Lymphozyten, die Antikorper bilden, welche mit dem Antigen reagieren und sich in der
Milz anreichern. Aus der entnommenen Milz werden die B-Lymphozyten isoliert und
mit Plasmazellen einer aus einem Myelom gewonnenen Zelllinie fusioniert. So
entstehen sogenannte  Hybridom-Zellinien. Diese  Hybridomzellen vereinen
Eigenschaften ihrer Ursprungszellen mit denen der fusionierten Zellen. Die B-
Lymphozyten haben die Eigenschaft einen bestimmten Antikérper zu produzieren und
die Myelomzellen die Fahigkeit zum unbegrenzten Wachstum im Reagenzglas.

Bevacizumab erhielt seine Zulassung fiir die Kombination mit
Standardchemotherapeutika  beim  nicht-kleinzelligen = Lungenkarzinom  und
metastasierten Kolonkarzinom 2004 von der US Food and Drug Administration. Im
Jahre 2008 kam dann die Zulassung fiir das metastasierte Mammakarzinom und im Mai

2009 fir das Glioblastoma multiforme dazu.

3.3.1.2. Physiologie und Biochemie

Bevacizumab ist ein rekombinanter, humanisierter monoklonaler Antikérper aus der
Gruppe der Immunglobuline (IgG1). Er wird kiinstlich mittels DNA-Technologie unter
Zuhilfenahme von Chinesischen Hamster Ovarialzellen hergestellt. Der Antikérper
enthdlt 7% murine und 93% humane Sequenzen und bindet mit hoher Affinitit an
humanen Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), einen angiogenen
Wachstumsfaktor, der eine besondere Rolle bei der unkontrollierten
Blutgefaf3proliferation spielt [Presta et al., 1997]. Bevacizumab verhindert durch eine
sterische Blockade die Interaktion von VEGF mit seinen Rezeptoren Flt-1 (VEGF-
Rezeptor-1) und KDR/FIk-1 (VEGF-Rezeptor-2), welche sich auf der Oberfliche der
Endothelzellen befinden. Die Interaktion zwischen VEGF und seinem Rezeptor fiihrt
liber eine Tyrosinkinase zur Endothelproliferation und der Bildung neuer Blutgefafse.
Durch die gezielte Blockade von VEGF wird nicht nur die Angiogenese gehemmt,
sondern neu entstandene noch unreife Blutgefifle riickgebildet. Durch diesen
Mechanismus wird die Blutversorgung des Tumors reduziert [Shibuya et al., 2006;
Rosen et al,, 2002].

Bevacizumab wird analog eines nativen IgG-Molekiils metabolisiert. Die anfangliche
Halbwertszeit von endogenem IgG betragt 1,4 Tage, die terminale Halbwertszeit 20 Tage

[Fachinformation Avastin].
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3.3.1.3. Klinische und experimentelle Untersuchungen

Wie in den oben aufgefiihrten und weiteren Studien beschrieben stellt Bevacizumab
einen Benefit flir den Patienten in der antitumordsen Therapie dar. Hurwitz et al
zeigten in einer Studie aus dem Jahre 2004 einen signifikanten Vorteil fiir Irinotecan, 5-
FU, Leucovorin (IFL) plus Bevacizumab im Vergleich zu IFL plus einem Placebo. Das
mediane Uberleben konnte von 15,6 Monate auf 20,3 Monate gesteigert werden. Die 1-
Jahresiiberlebensrate stieg von 63,4% auf 74,3%. Das progressionsfreie Uberleben (PFS)
wurde von 6,2 auf 10,6 Monate gesteigert. Auch die overall response rate stieg von
34,8% auf 44,8% [Hurwitz H et al.,, 2004]. Giantonio und Mitarbeiter zeigten einen
Uberlebensvorteil beim Vergleich von FOLFOX plus Bevacizumab gegeniiber FOLFOX
ohne Bevacizumab sowie Bevacizumab alleine als second-line-Therapie bei
metastasierten Kolonkarzinomen. FOLFOX plus Bevacizumab fiihrte zu einem medianen
Uberleben von 12,9 Monaten im Vergleich zu 10,8 Monaten (FOLFOX) und 10,2 Monate
(Bevacizumab) und einem PFS von 7,3 Monaten gegeniiber 4,7 Monaten und 2,7
Monaten. Das 1-Jahrestiberleben lag bei 56 % gegentiber 43 % und 44%. Die overall
response betrug 22,7% gegentiber 8,6 % und 3,3 % [Giantonio et al., 2007]. In drei
weiteren Studien wurde zwischen 2003 und 2005 von Kabbinavar et al. ebenso eine
verbesserte Wirksamkeit der Therapiekombination von Bevacizumab plus 5-FU und
Leucovorin gegeniiber 5-FU plus Leucovorin gezeigt [Kabbinavar et al., 2003; 2005;
2005]. Im Jahre 2008 wies Saltz et al. einen Vorteil der Zugabe von Bevacizumab zur
Therapie mit FOLFOX oder XELOX (Capecitabine plus Oxaliplatin) gegeniiber einer
reinen FOLFOX-oder XELOX-Therapie nach. Jedoch stellte sich der Effekt im Vergleich zu
den vorgenannten Studien geringer dar [Saltz et al., 2008].

Waihrend der Anwendung von Bevacizumab in Kombination mit anderen Zytostatika
haben sich vermehrt unerwilinschte Arzneimittelnebenwirkungen gegeniiber der
alleinigen  Zytostatikagabe gezeigt. Als wichigtste Nebenwirkung ist die
blutdrucksteigernde Wirkung zu nennen, die womoglich auf den ausbleibenden
vasodilatatorischen Effekt des VEGF zuriickzufiihren ist [Ku et al., 1993; Ollson et al,,
2006]. In mehr als 10% der Falle trat ein Bluthochdruck auf. Weitere Nebenwirkungen
sind gastrointestinale Perforationen, thromboembolische Ereignisse, Blutungen und

Wundheilungsstérungen.
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3.4. Zytostatika

3.4.1. Oxaliplatin

3.4.1.1. Historie

Die Stoffgruppe der platinkomplexhaltigen Zytostatika ist bereits seit Mitte des 19.
Jahrhunderts bekannt. 1845 beschrieb Peyrone erstmalig den Stoff cis-PtCl2(NH3)z,
welcher daraufhin als Peyrone’s salt bekannt wurde und heute unter dem Namen cis-
Platin gelaufig ist [Peyrone, 1845]. Bis in die 60-er Jahre des letzten Jahrhunderts gab es
jedoch kaum weitere Erkenntnisse auf dem Gebiet dieser Stoffgruppe. Erst 1965
beschrieb Rosenberg den inhibierenden Effekt von cis-Platin auf die Zellteilung von
E.coli und untersuchte darauthin im Tiermodell die Wirkung verschiedener
Platinkomplexe auf Sarkome [Rosenberg, 1965]. Nach Veroffentlichung der Ergebnisse
und weiterer Arbeiten mit Hinblick auf die antitumorése Wirkung von Platinkomplexen
erfolgte 1978 in den USA die Zulassung von cis-Platin fiir die Behandlung verschiedener
Krebserkrankungen [Connors et al., 1972; Kidani et al.,, 1978]. Somit war cis-Platin das
erste zugelassene Zytostatikum der Gruppe der Platinderivate [FDA, 1978]. Spater
folgten Carboplatin und Oxaliplatin. Oxaliplatin erlangte im Jahre 2002 seine Zulassung

in den Vereinigten Staaten fiir die second-line Therapie bei kolorektalen Karzinomen.

3.4.1.2. Physiologie und Biochemie

Oxaliplatin ist ein antineoplastisch wirksamer Arzneistoff mit der molekularen Formel
CgH14N204Pt und dem chemischen Namen cis-[(1R,2R)-1,2-cyclohexanediamine-
N,N"][oxalato(2-)-0,0"]platinum. Oxaliplatin ist ein organischer Platinkomplex, in dem
das Platinatom einen Komplex mit 1,2-diaminocyclohexan (DACH) und einem

Oxalatliganden als Abgangsgruppe bildet (Abb. 2) [Bruck et al, 1984].

Abbildung 2: Strukturformel Oxaliplatin
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Oxaliplatin wandelt sich nicht-enzymatisch in physiologischen Loésungen durch
Abtrennung des labilen Oxalatliganden in seine aktiven Derivate um. Hierbei entstehen
verschiedene zytostatisch aktive Stoffwechselprodukte, unter anderem ein 1,2-
Diaminocyclohexyl-Ligand, welcher eine kovalente Bindung mit Makromolekiilen
eingehen kann. So interagieren die Addukte mit den Einzelstrangen der DNA und bilden
Quervernetzungen in und zwischen den DNA-Strangen. Die Quervernetzungen
entstehen besonders zwischen den N7-Positionen zweier benachbarter Guanin- oder
Adenin-Guanin-Nukleinbasen sowie zwischen zwei durch ein Nukleotid getrennte
Guaninbasen [Boudny et al, 1992; Faivre et al, 1998]. Diese Quervernetzungen
inhibieren die DNA-Replikation und Transkription [Rixe et al., 1996; Pendyala et al,,
1995; Mathe et al., 1986; Woynarowski et al., 1998; Hoffmann et al., 1989].

Der 1,2-Diaminocyclohexyl-Ligand (DACH-Ligand) beeinflusst aufSerdem die Fahigkeit
der Zelle, DNA-Platin-Addukte zu tolerieren. Hierauf beruht der Unterschied in der
Wirkung von Oxaliplatin und Cis-/Carboplatin. Die DACH-Platin-Addukte, die aus
Oxaliplatin gebildet werden, hemmen die DNA-Synthese starker, als die Cis-Diamino-
Platin-Addukte, die aus Cis- und Carboplatin gebildet werden [Anderson et al., 1986;
Pendyala et al., 1993]. Jedoch kommt es schneller als im Gegensatz zu Cis-platin zu einer
Biotransformation @ und damit zu einem  schnelleren  Absinken  der
Oxaliplatinkonzentration im Blut, wodurch eine niedrigere Toxizitdt beobachtet wird
[Kizu et al., 1993].

Oxaliplatin unterliegt einer nicht-enzymatischen Biotransformation, so dass Cytochrom
P450 keine Rolle im Abbau des Stoffes spielt. Im Blut ist ein Grofdteil des

Platinkomplexes an Plasmaproteine gebunden [Pendyala et al., 1993].

3.4.1.3. Klinische und experimentelle Untersuchungen

Die gegenwartige Studienlage zeigt, dass Oxaliplatin eine gute antitumorése Wirkung
besitzt. In Kombination mit 5-Fluoruracil (5-FU) steigert sich diese antiproliferative
Wirkung nochmalig im Gegensatz zum alleinigen Einsatz von 5-FU oder Oxaliplatin.
Ducreux et al. zeigten 2004 bei Patienten mit unbehandelten Pankreaskarzinomen, dass
diese Kombination das mediane progressionsfreie Uberleben von 1,5 Monaten nach
Monotherapie mit 5-FU sowie 2 Monaten nach Monotherapie mit Oxaliplatin auf 4,2
Monate erhoht und die mediane Uberlebenszeit von 2,4 Monaten sowie 3,4 Monaten auf

9 Monate verldngert [Ducreux et al., 2004]. In einer im selben Jahr erschienenen Arbeit
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beschrieben Goldberg und Mitarbeiter den Benefit einer FOLFOX-Therapie fiir Patienten
mit metastasierten kolorekatalen Karzinomen gegeniiber einer Therapie mit Irinotecan,
Leucovorin und 5-FU sowie Irinotecan in Kombination mit Oxaliplatin. Das PFS
verbesserte sich von 6,9 Monaten bzw. 6,5 Monaten auf 8,7 Monate. Das mediane
Uberleben lag bei 19,5 Monaten im Gegensatz zu 15,0 Monaten bzw. 17,4 Monaten. Die
Ansprechrate lag bei der FOLFOX-Therapie bei 45% im Gegensatz zu 31% bzw. 35%
[Goldberg et al., 2004]. Giacchetti et al. beschrieben im Jahre 2000 bei 200 Patienten mit
metastasierten kolorekatalen Karzinomen eine Uberlegenheit der Kombination von 5-
FU/LV mit Oxaliplatin gegeniiber 5-FU/LV alleine. Die Ansprechrate lag bei 53%
gegeniiber 16%. Das progressionsfreie Uberleben verbesserte sich von 6,1 Monate auf
8,7 Monate. Das mediane Uberleben lag mit 19,4 Monaten im selben Bereich wie fiir 5-
FU/LV mit 19,9 Monaten [Giacchetti et al., 2000]. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen im
selben Jahr de Gramont und Mitarbeiter, die in einer Studie, die 420 nicht vorbehandelte
Patienten mit fortgeschrittenen Kkolorektalen Karzinomen umfasste, auch eine
Kombination von 5-FU/LV mit oder ohne Oxaliplatin als first-line-Therapie
untersuchten. Das mediane Uberleben verbesserte sich in dieser Studie um 1,5 Monate
von 14,7 auf 16,2 Monate. Dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant. Allerdings
erhohte sich das Ansprechen von 22,3% auf 50,7% sowie das progressionsfreie
Uberleben von 6,2 Monate auf 9,0 Monate. Jedoch sind in dieser Studie im Falle von
Oxaliplatin schwerwiegende Nebenwirkungen als dosislimitierender Faktor aufgetreten.
Neben dem Auftreten von Ubelkeit, Durchfillen, Erbrechen, Blutbildveranderungen und
Entziindungen der Schleimhaute wird die Dosis speziell durch die Gefahr der peripher-
sensorischen Neuropathie limitiert. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass
Patienten peripher-sensorische Neuropathie Grad III in 18% der Fille im Gegensatz zu
0% in der Gruppe mit 5-FU/LV alleine entwickeln. Neutropenien Grad III entwickelten
41,7% der Patienten nach Gabe von 5-FU/LV + Oxaliplatin im Gegensatz zu 5,3% ohne
Oxaliplatin. Diarrhoen traten in 11,9% gegeniiber 5,3% auf. Trotz dieser
Nebenwirkungen zeigte die Kombination mit Oxaliplatin eine verbesserte Ansprechrate
der Chemotherapie als Firstline-Therapie mit tolerablen unerwiinschten

Nebenwirkungen bei insgesamt guter Lebensqualitdt [de Gramont et al., 2000].
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3.4.2. Irinotecan

3.4.2.1. Historie

Die Gruppe der Topoisomerase-Hemmer wurde zum ersten Mal im Jahre 1966 von Wall
und Wani beschrieben. In einem systemischem Screening nach in der Natur
vorkommenden Stoffen, die in der Krebsbekdmpfung eingesetzt werden konnten, wurde
Camptothecin entdeckt. Dabei handelte es sich um einen Stoff, der in der Rinde und dem
Stamm des in China vorkommenden Baumes Camptothecaacuminata zu finden ist [Wall
et al.,, 1966]. In ersten klinischen Studien, die die beachtliche antiproliferative Wirkung
bestatigten, zeigte sich jedoch, dass Camptothecin durch unglinstige physikochemische
und pharmakologische Eigenschaften fiir den klinischen Gebrauch ungeeignet war.
Daraufhin wurden die beiden Camptothecinanaloga Topotecan und Irinotecan
entwickelt. Nach ihrer Zulassung im Jahre 1996 sowie 1994 konnten beide in der

onkologischen Therapie eingesetzt werden [FDA].

3.4.2.2. Physiologie und Biochemie

Irinotecan ist ein antineoplastisch wirksamer Arzneistoff aus der Gruppe der
Topoisomerase-I-Hemmer, der zur Apotose fiihrt. Bei Irinotecan handelt es sich um ein
semisynthetisches Derivat des Alkaloids Camptothecin, welches entweder aus der
Pflanze Camptotheca acuminata gewonnen wird oder synthetisch hergestellt wird. Der
chemische Name der Substanz ist (S)-4,11-Diethyl-3,4,12,14-tetrahydro-4-hydroxy-
?3,14-dioxo-1H-pyrano[3’,4":6,7]-indolizino[1,2-b]@chinolin-9-yl-[1,4'-bipiperidin]-1’
carboxylat monohydrochlorid trihydrat und die Strukturformel ist in Abb. 3 dargestellt
[Kunimoto et al., 1987; Sawada et al., 1991].

Abbildung 3: Strukturformel Irinotecan

Als Derivat des Camptothecins interagiert Irinotecpezifisch mit der Topoisomerase |,
deren physiologische Funktion darin besteht, Sciumsiress des DNA-Doppelstranges zu

mindern, indem sie reversible Einzelstrangbrichecldiihrt. Irinotecan und sein aktiver
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Metabolit SN-38 bindet an dem Topoisomerase I-DNéwiplex und verhindert so den
Wiederverschluss dieser Einzelstrangbriche [Hsetngl., 1989]. Aktuelle Studien deuten
daraufhin, dass die Zytotoxizitat von Irinotecari @ner Schadigung der Doppelstrang-DNA
wahrend der DNA-Synthese beruht. Wahrend der DNAliRa&tion interagieren die
spezifischen Enzyme wie DNA-Polymerasen mit dem Klex, der aus der DNA, der
Topoisomerase | und Irinotecan oder SN-38 bestahg filhren dadurch zu einem
Doppelstrangbruch und somit zu einem Abbruch deABR¢plikation [Yoshida et al., 1993].
Saugetierzellen verfligen nicht U0Uber wirksame Reparechanismen, um diese
Doppelstrangbriche zu reparieren. Dadurch ist ieicen bzw. SN-38 nur in der S-Phase des
Zellzyklus wirksam. Ruhende Zellen, die sich night Stadium der DNA-Replikation
befinden, werden nicht geschadigt.

Irinotecan ist ein wasserlosliches Prodrug despliylen Metaboliten SN-38. Dieser entsteht
vornehmlich in der Leber durch eine Carboxylesensermittelte Spaltung der
Carbamatbindung zwischen dem Camptothecinteil uad Dipiperidino-Seitenkette des
Irinotecans in die aktive, lipophile Form SN-38. -8Bl ist in etwa ein 1000-fach starkerer
Hemmstoff der Topoisomerase-I als Irinotecan [H4&87; Slatter JG, 1997; 2000; Kawato,
1991; Yoshida, 1993; Lavelle, 1996].

Sowohl Irinotecan als auch SN-38 liegen in einemaghHangigen Gleichgewicht zweier
Zustandsformen vor: einer Lacton-Form und einerrdyg-Form. Ein saurer pH bewirkt den
verstarkten Ubergang der Hydroxy-Form in eine Ladform, ein basischer pH bewirkt das
umgekehrte. Nur die Lacton-Form von Irinotecan @&M-38 haben eine Wirksamkeit und
verhindern die DNA-Replikation. Die Hydroxy-Form thaeigt keine Hemmung der
Topoisomerase-l und ist somit inaktiv. Welchen AnteN-38 an der antineoplastische

Wirkung von Irinotecan hat, ist noch nicht zuvesigsgeklart [Chabot et al., 1995; 1997].

3.4.2.3. Klinische und experimentelle Untersuchungen

Wie aus den oben genannten und anderen Studien hervorgeht, belegen verschiedene
Studien die Wirksamkeit von Irinotecan in der antitumordsen Therapie [Kostopoulos et
al, 2009; Tsunoda et al, 2009]. Zum momentanen Zeitpunkt beschrankt sich das
Haupteinsatzgebiet auf die first- und second-line Therapien des Kolonkarzinoms. In
einer Arbeit aus dem Jahre 2000 beschrieb Douillard den Benefit fiir Patienten nach
Kombination von Irinotecan mit 5-FU. Das mediane Uberleben stieg von 14,1 Monaten
auf 17,4 Monate. Das PFS verldngerte sich von 4,4 Monaten auf 6,7 Monate. Und das
Ansprechen auf die Therapie verbesserte sich von 31% auf 49% [Douillard et al., 2000].
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Kohne et al. bestitigten diese Wirksamkeit in einer Studie mit 430 Patienten. Die
Kombination von Irinotecan mit 5-FU und Leucovorin bedeutete einen signifikanten
Vorteil fiir den Patienten. Die mediane PFS betrug 8,5 Monate in der Gruppe mit
Irinotecan im Vergleich zu 6,4 Monaten ohne Irinotecan. Das mediane Uberleben
steigerte sich von 16,9 auf 20,1 Monate und die Ansprechrate der Therapie von 34,4 %
auf 62.2 % [Kohne et al., 2005].

Im Rahmen der Nebenwirkungen ist sicherlich neben dem Auftreten von Diarrhoen,
Alopezie, Leber-und Nierentoxizitdt, Kolitiden und Ilei ein besonderes Augenmerk auf
die Gefahr der Myelosuppression und den damit einhergehenden Folgen wie Andmie,
Thrombopenie und insbesondere Neutropenie zu richten [Innocenti et al., 2009;
Meyerhardt et al., 2004]. Bei Eintreten von neutropenischem Fieber sollte die Therapie
schnellstmoglich unterbrochen und mit Antibiotika behandelt werden. Nach erneutem
Uberschreiten der Grenze von >1000 Neutrophile Granulozyten/mm?® sollte nach
Wiederaufnahme der Therapie die Dosis angepasst werden, um eine erneute
Neutropenie zu verhindern. Bei schweren Verldufen kann die Gabe von G-CSF erfolgen.
Besonders Patienten, die homozygote Trager einer UGT1A1* 28- Mutation sind haben
laut gegenwartiger Studienlage ein erh6htes Risiko, eine Neutropenie zu erleiden, da aus
der verminderten Glukonidierung des SN-38 hohere Plasmaspiegel des aktiven

Metaboliten resultieren [Hirose et al., 2012].
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4. Ziel der Studie

4.1. Fragestellung

In der vorliegenden Studie wurden die Wirkmechanismen von verschiedenen
Chemotherapeutika sowie eines monoklonalen Antikérpers im Rahmen einer hepato-
arteriellen Infusion (HAI) bzw. einer systemischen Applikation in einem kolorektalen
Lebermetastasenmodell in WAG/Rij-Ratten untersucht. Dabei waren folgende

Fragestellungen von Interesse:

= Kann die Gabe von Bevacizumab, Oxaliplatin und Irinotecan sowie die Kombination

der Zytostatika als systemische Apllikation eine antitumorése Wirkung erzielen?

» Fihrt die Gabe der oben genannten Substanzen als hepato-arterielle Infusion zu

einer erh6hten antitumordsen Wirkung im Vergleich zur systemischen Therapie?

= Fiihrt die Gabe der beschriebenen Substanzen als hepato-arterielle Infusion zu einer

verstarkten Lebertoxizitdt im Vergleich zur systemischen Chemotherapie?

= Fiihrt die Gabe der beschriebenen Substanzen als hepato-arterielle Infusion zu einer

verminderten systemischen Toxizitat?

= Konnen die Kombinationen eine antiangiogenen Therapie mit einer zytostatischen
Therapie mit Oxaliplatin bzw. Irinotecan eine erhohte antitumordse Wirkung

erzielen?
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5. Material und Methoden

5.1. Versuchstiere

Alle Tierversuche wurden nach den Bestimmungen des bundesdeutschen
Tierschutzgesetzes ausgefiihrt. Die 72 mannlichen WAG-Ratten (Charles Rivers, Sulzfeld,
BRD) wurden in verschiedene Versuchsgruppen aufgeteilt und befanden sich bis zu
Beginn der Versuche unter klimatisierten Bedingungen (Lufttemperatur: 22°C,
Luftfeuchtigkeit: 55%, +/-10%) mit Hell-Dunkelrhythmus von 12 Stunden in der
konventionellen Tierhaltung des Instituts fiir Klinisch-Experimentelle Chirurgie der
Universitdt des Saarlandes, Homburg/Saar (Tierschutzbeauftragte Frau Dr. med. vet.
Monika Frings). Zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns betrug das mittlere Kérpergewicht
der Tiere 291g. Wahrend der Tierhaltung wurde den Tieren Standardlaborfutter (Fa.
Altromin, Lage, BRD) und Wasser ad libitum, welchem Caprofen (Pfizer Inc., New York,

USA) zur Schmerzbekdmpfung postoperativ zugesetzt wurde, verabreicht.

5.2. Tumorzelllinie

Es wurde die CC531 Tumorzelllinie (CLS, Cell Lines Service and Tumor- Cellbank,
Heidelberg, BRD) verwendet. Sie ist ein rattenspezifisches Kolonkarzinom. Vor
Versuchsbeginn wurde die Zelllinie bei -180°C in fliissigem Stickstoff in 1,8ml
Kryogefafien (Nunc, Roshilde, DK) konserviert. Die Gefdf3e wurden zur Kultivierung in
37°C warmen Wasser aufgetaut, die Oberfliche der Gefiafe wurde mit Isopropanol
desinfiziert und danach in 50ml Zentrifugenréhrchen (Roth, Karlsruhe, BRD) mit
vorgelegtem, Raumtemperatur-equilibriertem, FCS-haltigem Kulturmedium (FCS, Fetal
calf serum, Gold, PAA, Colbe, BRD) tberfiihrt. Daraufthin wurden die Zellen nach zwei
fiinfminiitigen Zentrifugationsschritten (Universal 30F, Hettisch, Tuttlingen, BRD) bei
1600 U/min in Petrischalen (Cellstar, 100/20mm, Greiner Bio-One, Frickenhausen,
BRD) ausgesat und bei 37°C unter einer 5%igen humiden CO,-Atmosphdre in RPMI
1640 Medium (PAA) kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten Tag. Zur
weiteren Vermehrung wurden die Zellen nach Vorliegen einer Konfluenz von etwa 70-
80% passagiert.

Vorbereitend fiir die Injektion wurden die Tumorzellen mit 0,02%igem Trypsin/EDTA-
Losung (0,5g/1, 0,2g/1, Virolex, PAA) versetzt und mit dem Enzym Accutase (PAA) aus
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den Kulturgefafien gelost. Nach ca. 5 Minuten Inkubation bei 37°C wurde die
Enzymwirkung mit FCS-haltigem Kulturmedium neutralisiert und der Zellansatz durch
Zentrifugieren (5min, 1600 U/min) gewaschen und das Sediment mit PBS zweimal
(Phosphat buffered solution, PAA) gereinigt. Die Zellen konnten anschliefend nach
erneutem Zentrifugieren im Verhaltnis 1:2 ausgediinnt und zur nachsten 70-80%igen
Konfluenz kultiviert werden. In der Regel wurden die Zellen in der folgenden zweiten
Passage noch einmal 1:4 bis 1:5 ausgediinnt und dann am zweiten Tag nach der
Passagierung flir die Experimente eingesetzt. Mit Hilfe eines inversen Lichtmikroskops
(Leica DMIL, Solms, BRD) wurde die Zellzdhlung bei einer 100x Gesamtvergrofierung
(Objektiv Leica C Plan 10x/0.22, PHI, Okkular Leica 10x/18) in einer Neubauer-
Zahlkammer, welche auf eine Zellzahl von 5x10° Zellen/ 50ul PBS eingestellt war,
durchgefiihrt.

5.3. Experimentelles Protokoll

Die 72 Tiere wurden nach dem Zufallsprinzip zu 12 experimentellen Gruppen zugeteilt
(n = 6), darunter 6 Gruppen mit HAI und 6 Gruppen mit systemischer Chemotherapie.
Zehn Tage nach Tumorimplantation wurden bei den Tieren entweder eine hepato-
arterielle Infusion oder die systemische Therapie durchgefiihrt. Die Tiere erhielten
entweder, Bevacizumab (BE), Oxaliplatin (0X), Irinotecan (IR) oder die Kombination
von Bevacizumab mit einem der beiden Chemotherapeutika (BE-OX oder BE-IR). Sham-
behandelte Tiere erhielten eine vergleichbare Menge von 0,9%-iger Kochsalzlosung
(ecotainer®, Braun, Melsungen, Deutschland) und dienten als Kontrollen. Die
Applikation per HAI sowie per systemischer Therapie wurde flir einen Zeitraum von
1min vorgenommen. Jede Behandlung wurde durch Ultraschall-Bildgebung verfolgt.
Drei Tage spater wurde eine Relaparotomie zur erneuten Ultraschall-Bildgebung
durchgefiihrt. Dann wurden die Tiere getotet und Gewebeproben flir die histologischen

und immunhistochemischen Analysen entnommen.

22



5.4. Tumorimplantation

Fur die Tumorimplantation wurde den Versuchstieren zuerst die Bauchregion rasiert
(Elektra GH 204, Aesculap, Tuttlingen, BRD). Daraufhin wurde in Isoflurannarkose
(Isofluran Baxter, Baxter Deutschland GmbH, Unterschleiffheim, BRD) eine mediane
Laparotomie durchgefiihrt und die Tumorzellen mittels einer feinen 27G Spritze
(Omnicon F.Braun, Meisungen, BRD) unter Zuhilfenahme feuchter Wattestabchen zur
Leberfixation subkapsuldar in die dorsale Leberseite des linken mobilisierten
Leberlappens injiziert (Abb. 4 und Abb. 5). Die Zellzahl der Tumorzellen betrug pro
Injektion 5x10> Zellen. Beim Entfernen der Kaniile aus der Leber wurde die
Einstichstelle mit Hilfe eines Wattestibchens (Fink & Walter GmbH, Merchweiler,
Germany) unter leichtem Druck verschlossen, um eine Aussaat von Tumorzellen ins
Peritoneum und ein Nachbluten zu verhindern. Danach wurde die Wunde zweizeitig mit
einem Verschluss der Muskelatur und den Fascien sowie einer Hautnaht fortlaufend

adaptiert [Kollmar et al., 2004]. Nach 10 Tagen wurden die Experimente durchgefiihrt.

il

Abbildung 4 - Tumorimplantation in den in der Transversalebene aufgerichteten linken
Leberlappen unter leichter Fixierung mit einem feuchten Wattetiipfer
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Abbildung 5 - Tumorsuspension an Tag 0 nach der Implantation

5.5. Bevacizumab

Das Medikament Bevacizumab (Avastin®, Roche Pharma AG, Grenzach-Wyhlen, BRD)
ist ein monoklonaler Antikorper aus der Gruppe der Immunglobuline, welcher durch die
Bindung an den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) die Angiogenese

unterbindet. Wir verwendeten den Antikorper in der Dosierung 5mg/kg KG.

5.6. Oxaliplatin

Oxaliplatin (Sanofi-Aventis, Frankfurt, BRD) ist ein Arzneistoff aus der Gruppe der
Platinderivate. Die Substanz selbst oder die entstehenden Stoffwechselprodukte
interagieren mit der DNA und bilden Quervernetzungen zwischen den DNA-Strdngen.

Wir verwendeten das Zytostatikum in der Dosierung 85mg/m? Kérperoberfliche.

5.7. Irinotecan

Irinotecan ist ein Zytostatikum aus der Gruppe der Topoisomerase-Hemmer, welches
bei Kontakt mit der DNA in der S-Phase einen Doppelstrangbruch auslést und somit
einen Abbruch den DNA-Replikation. Wir verwendeten das Zytostatikum in der

Dosierung 90mg/m? Korperoberfliche.
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5.8. Modelle

5.8.1. Anasthesie und chirurgische Priparation

In der beschriebenen Studie wurden 5 verschiedene Medikamentenapplikationen und
eine NaCl-Applikation sowohl iiber systemische Infusion via Vena cava als auch iiber
hepato-arterielle Infusion via Arteria gastroduodenalis untersucht. Bei diesen

Kombinationen handelte es sich um:

a) Bevacizumab (BE) n=6
b) Oxaliplatin (0OX) n=6
c) Irinotecan (IR) n=6
d) Bevacizumab und Irinotecan (BE+IR) n=6
e) Bevacizumab und Oxaliplatin (BE+0X) n=6
f) Natriumchlorid (Sham) n=6

Die Anasthesie wurde bei allen Versuchen des Experimentes wie folgt durchgefiihrt:

Die Versuchstiere wurden mit [sofluran (Isofluran Baxter, Baxter Deutschland GmbH,
Unterschleifdheim, BRD) narkotisiert. Daraufhin wurden die Tiere gewogen und die
Bauchregion wurde rasiert (Electra GH 204, Aesculap, Tuttlingen, BRD). Danach wurden
die Versuchstiere in Riickenlage auf dem Versuchstisch mittels Pflasterstreifen fixiert.
Der Operationstisch war eine Metallplatte mit integriertem Heizelement (Effenberger,
Pfaffling/Attel, BRD), liber das mit Hilfe einer rektalen Temperatursonde es moglich war
die Temperatur der Versuchstiere konstant zwischen 35° und 37°C zu halten. Zu Beginn
der Operation wurde der Situs entlang der Naht der Tumorimplantation wiedereréffnet
und falls notig erweitert. Der Situs wurde zusatzlich mit Wundhaken aufgespannt, um
den Operationssitus darzustellen. Anschliefend wurden entstandene Verwachsungen
beseitigt und die Haltebdnder der Leber (Ligamentum falciforme hepatis, Ligamentum
teres hepatis, Ligamenta triangulare dextra et sinistra) gelost, um die Leber weiter zu
mobilisieren. Eine Auslagerung des Intestinums erleichterte das weitere Vorgehen. Das
Intestinum wurde auf der linken Korperseite der Tiere auf einer befeuchteten
Mullkompresse gelagert und wahrend der gesamten Versuchszeit mit einer weiteren
befeuchteten Mullkompresse abgedeckt sowie kontinuierlich mit warmer

Kochsalzl6sung befeuchtet um ein Austrocknen zu verhindern.
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5.8.2. Priaparation der hepato-arteriellen Infusion

Nach Durchfiihrung der unter Punkt 5.8.1. beschriebenen Schritte wurde in diesem
Modell die Arteria gastroduodenalis freiprapariert und zweifach mit 6-0 Seide (Resorba
Wundversorgung GmbH & Co KG, Niirnberg, BRD) angeschlungen. Die Arterie wurde
anschlieffend mit einer feinen Praparationsschere inzidiert, um spater einen
heparinisierten Katheter (PE-50, ID 0,28, Portex, Hythe, UK) einfiihren zu kénnen.
Hierzu wurde der Blutfluss kurzseitig mittels einer feinen Gefafd3klemme unterbrochen.

Der Katheter wurde bis zur Einmiindung in die Arteria hepatica vorgeschoben.

5.8.3. Praparation fiir die systemische Applikation
In diesem Modell wurden ebenfalls die Schritte wie unter Punkt 5.8.1. beschrieben

durchgefiihrt, bevor die Vena cava inferior fiir die Injektion freiprapariert wurde.

5.9. Hepato-arterielle Infusion

Uber den in Punkt 5.8.2 eingebrachten Zugang erhielten die Versuchstiere kontinuierlich
liber 1min die vorbereiteten Medikamente (Abb. 6). Hierbei handelte es sich um
Bevacizumab (5mg/kg KG), Oxaliplatin (85mg/m?), Irinotecan (90mg/m?),
Bevacizumab (5mg/kg KG) und Irinotecan (90mg/m?) oder Bevacizumab (5mg/kg KG)
und Oxaliplatin (85mg/m?). Den Tieren der Kontrollgruppe wurde NaCl appliziert. Nach
Durchfithrung der Medikamentenapplikation konnte der Katheter, nachdem die Arteria
gastroduodenalis ligiert wurde, entfernt werden. Abschlieféend wurde der Situs durch

eine zweireihige fortlaufende Naht der Muskelfascien und der Haut verschlossen.
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Abbildung 6 - Schematische Darstellung der hepato-arteriellen Infusion.

5.10. Systemische Applikation

Nach Durchfiihrung der unter Punkt 5.8.3. beschriebenen Schritte wurde die Vena cava
mit einer feinen 23-G-Nadel (Troge Medical GmbH, Hamburg, Germany) Kkaniiliert. Uber
diesen Zugang wurden die vorbereiteten Medikamente in oben genannter Dosierung
verabreicht. Nach dem Herausziehen der Kaniile wurde die Blutung mit Hilfe eines
Wattestabchens gestillt. Nachdem die Blutung gestillt war, wurde die Wunde mit einer

zweireihigen kontinuierlichen Naht der Muskelfascien und der Haut adaptiert.

5.11. Blutentnahme

Vor Durchfiihrung der Schritte 5.8., 5.9., 5.10. und 5.12. wurde den Tieren an Tag 10 und
13 mit einer feinen 23G-Nadel (Troge Medical GmbH, Hamburg, Germany) etwa 1ml Blut
zur spateren Analyse abgenommen. Dieses Blut wurde in EDTA-Réhrchen im
Kiihlschrank gelagert. Das Blut wurde dann bei 4000 U/min und 4°C 3min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in Eppendorfgefife pippetiert und umgehend bei -70°C
tiefgefroren. Mit Hilfe eines Spektrometers wurden die Serumaktivititen der Aspartat-
Aminotransferase (ASAT, GOT) sowie der Alanin-Aminotransterase (ALAT, GPT) als
Indikator fiir einen hepatozelluliren Schaden bestimmt. Zusatzlich wurde die
Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl und der Hamoglobingehalt zur Diagnostik einer

moglichen Knochenmarksschadigung oder einer Leukozytendepletion gemessen.
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5.12. Leberenzyme

5.12.1. y-Glutamyltransferase (y-GT)

y-Glutamyltransferase ist ein membrangebundenes Enzym in vielen Korperzellen von
Saugetieren, das zum Transport in die Zellen den Glutamylresten von Glutathion auf
Aminosduren oder Peptide iibertragt. Dieser Abbau ist die einzige Moglichkeit Cystein
effektiv in die Zellen zu schleusen. Als zweiten Reaktionsweg katalysiert y-GT als
Teilreaktion die Ausschleusung von Fremdstoffen aus der Zelle.

Hierdurch gilt y-GT als sensitivster Indikator bei Stéorungen der Leberfunktion und des
Gallengangsystems. Die im Blut gemessene y-GT entspricht der y-GT-Gesamtaktivitat.
Eine messbare Erhohung entsteht hauptsachlich durch eine Zerstérung von Leberzellen,
da y-GT normalerweise membrangebunden vorliegt [Whitfield at al., 1972; Heisterkamp

etal.,, 2008].

5.12.2. Glutamat-oxalat-transaminase (GOT, AST)

Glutamat-oxalat-transaminase (GOT) oder Aspartat-amino-transferase (AST) ist ein
Enzym, welches die Aminogruppe von Aspartat auf a-Ketoglutarsidure iibertragt.
Hierdurch entstehen Oxalacetat und L-Glutamat. Diese Reaktion spielt in der
Verwertung von Kohlenhydraten und dem Abbau von mehreren Aminosduren eine
wichtige Rolle. Das Enzym kommt vor allem in Skelett- sowie Herzmuskelzellen und in
Leberzellen vor. Man unterscheidet die zytoplasmatische und mitochondriale Isoform.
AST liegt zu 80% in den Mitochondrien vor.

Erhohte AST-Werte sind ein Marker fiir Leber-, Skelettmuskel- oder
Herzmuskelzellschadigung. Eine gleichzeitiger Anstieg der Glutamat-pyruvat-
transaminase- und y-GT-Werte deutet auf eine Schadigung von Leberzellen hin [Balazs

etal,, 1965; Bhargava et al,, 1966].

5.12.3. Glutamat-pyruvat-transaminase (GPT, ALT)

GPT oder Alanin-amino-transferase (ALT) ist ein f#amz welches zu 80% im Zytoplasma
sowie zu 20% in den Mitochondrien von Leberzellenkemmt und leberspezifisch ist. Es
katalysiert die enzymatische Reaktion von L-Alafi-Ketoglutarsaure zu Pyruvat und L-

Glutamat. Es spielt eine Rolle beim Transport véanf zur Leber im Rahmen des Glucose-
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Alanin-Zyklus. Das in der Leber wieder enzymatisaingewandelte Pyruvat steht in der
Leber der Gluconeogenese und dem Harnstoffzyklogerfiigung.

Erhohte GPT-Werte deuten auf eine Leberzellschadighin. Durch das hauptsachliche
Vorkommen von GPT im Zytoplasma und GOT in den Kiedrien kann im Fall einer
Erh6éhung der Leberwerte tUber den de-Ritis-Quotrentie Schwere des Leberzellschadens
abgeschatzt werden [Franken et al., 1957; de BRe#hb, 1956].

5.12.4. Lactatdehydrogenase (LDH)

Lactatdehydrogenase (LDH) katalysiert als Enzym in allen Kérperzellen als Bestandteil
der Milchsauregarung die Bildung von L-Lactat und NAD+ aus Pyruvat und NADH. In
Leberzellen kommt vorherrschend das Isoenzym LDH-5 vor. Als diagnostischer
Parameter kann LDH die Lysierung und damit Schiadigung von Zellen nachweisen. Es
verbleibt durch seine grofde Stabilitdt im Extrazellularraum. Erhohte LDH-Spiegel treten
besonders bei hdamatologischen, muskuloskelettalen, kardialen und hepatobilidren

Erkrankungen auf [Pagliaro et al., 1963].

5.12.5. Glutamatdehydrogenase (GLDH)

Glutamatdehydrogenase = (GLDH)  katalysiert allosterisch  enzymatisch  die
Oxidoreduktase von L-Glutamat, Wasser und NAD+ zu Ammonium, a-Ketoglutarsaure
und NADH. Dies spielt eine Rolle im Harstoffzyklus. GLDH kommt ausschliefdlich in
Mitochondrien vor. Das Enzym wird erst ins Blut abgegeben, wenn Leberzellen
vollstandig zerstort sind. Dadurch spielt GLDH eine besondere Rolle bei der Diagnostik
von Leberzellschaden [Filippa et al., 1963; Hankiewicz et al., 1965].

5.13. 3-D-Sonographie

Zur Ultraschalluntersuchung wurde der 40MHz-Ultraschallkopf des hochauflésenden
Ultraschallgerates Vevo 770 benutzt (VisualSonics, Inc., Toronto, Ontario, Kanada).
Ultraschallanalysen der Tumoren wurden in situ vor Kanilierung der Arteria
gastroduodenalis bzw. systemischer Applikation liber die Vena cava inferior an Tag 10
und 13 durchgefiihrt (Abb. 7). Wahrend der Untersuchung waren die Tiere unter oben

beschriebener Andsthesie auf einer Heizplatte gelagert. Zur Untersuchung wurde der
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tumortragende linkslaterale Leberlappen von seinen Ligamenten freiprapariert und
atmungsunabhdngig auf einer Kompresse ausgelagert. Der Schallkopf wurde {iber ein

Kissen von Ultraschallgel aufgesetzt. Die Messung erfolgte in axialer Richtung.

Abbildung 7 - Sonographische Darstellung der Tumoren und
Rekonstruktion des Tumorvolumens
A: Axialer TumorschnittB: Markierter Tumor
in axialer Schnitteben@: Rekonstruktion des
Tumorvolumens in allen Schnittebenen

5.14. Untersuchungstechniken

5.14.1. Sonographische Berechnung des Tumorvolumens

Zur dreidimensionalen Darstellung wurden zwei parallele zweidimensionale Bildserien
in 50pum Schnitten aufgezeichnet. Aus diesen Schnitten wurde dann eine 3-D-
Rekonstruktion des Tumors mit Hilfe der im Ultraschallgerat integrierten Software
erzeugt und das Tumorvolumen berechnet. In vorhergegangenen Studien konnte bereits
die Validitdit der Ultraschallbilder und der damit errechneten Volumina validiert
werden. Es zeigte sich in den Arbeiten von Laschke et al. eine Korrelation von
ultraschallbasierter Volumenmessung zu histologischer Volumenmessung von r=0,84,
was als gute Korrelation zwischen den beiden Methoden bezeichnet werden kann. Die
Abweichung wird auf den Fliissigkeitsverlust wahrend der Fixierung der histologischen
Proben zurilickzufiihren, so dass durch die ultraschallgestiitzte Messungen im Gegensatz
zu den histologischen Messungen das Volumen der vitalen Tumorvolumina erfasst wird.
[Laschke et al., 2010]. AufRerdem konnte im Rahmen von 3-D-Ultraschallmessung eine
akzeptable Intra- und Interuntersuchervariation von 5,1% bzw. 11,4% nachgewiesen

werden [Chang et al., 1997].
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5.14.2. Himatologische Parameter und Enzymaktivitaten

Es erfolgten Blutentnahmen aus der Vena cava inferior zu den folgenden Zeitpunkten:
1. Vor Tumorsonographie an Tag 10
2.Vor Tumorsonographie an Tag 13

Ein Teil des Blutes wurde zum jeweiligen Zeitpunkt mit einem EDTA-R6éhrchen
entnommen und umgehend zur Bestimmung eines Differentialblutbildes (Coulter AcT

diff, Coulter Electronics Ltd., Buckinghamshire, UK) herangezogen.

Desweiteren wurden Proben fiir die spatere Leberenzymaktivititsbestimmung
aquiriert. Diese wurden zunachst in einem Kiihlschrank zwischengelagert und am Ende
des Experiments in einer Kiihlzentrifuge (Universal 30RF, Hettich, Tuttlingen) fiir 3min
bei 4°C und 3000 U/min zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abpipettiert
und zur weiteren Aufbewahrung weggefroren (bei etwa -75°C). Das gewonnene
Material diente der spektrophotometrischen Bestimmung der Serumkonzentration der
Leberenzyme GOT  (Glutamat-oxalat-transaminase), GPT  (Glutamat-pyruvat-
transaminase) und LDH (Laktatdehydrogenase) als Ausdruck einer hepatozellularen

Schadigung.

5.14.3. Histomorphologie

Das nach Versuchsende entnommene Gewebe von Leber und Tumor wurde in 4%igem
phosphatgepuffertem Formalin fiir etwa drei Tage fixiert und anschlief3end in Paraffin
eingebettet. Von dem adquirierten Gewebe wurden Schnitte (5um) angefertigt und mit
Hamatoxylin-Eosin (HE), sowie mit AS-D Chloracetatesterase (CAE) fiir histologische
Untersuchungen gefarbt. Die HE-gefarbten Praparate (Abb. 8) wurden semi-quantitativ
ausgewertet. Hierbei wurden die Grobscholligkeit des Zytoplasmas, Zellkern-
deformation und Vakuolisierung von Hepatozyten beurteilt. Die Gefifde wurden unter
dem Gesichtspunkt der sinusoidalen Kongestion betrachtet. Hierfiir kamen jeweils 25
High Power Fields (HPF) pro Leberschnitt zur Auswertung, in welchen die oben
genannten Parameter, in Grade von 0 bis 3 eingestuft, quantifiziert wurden [Calabrese et

al.,, 1997]:
- Grad 0 = nein (0% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)
- Grad 1 = leicht (< 30% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)

- Grad 2 = mafdig (40% - 70% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf)
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- Grad 3 = schwer (>70% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf).

Die Ergebnisse wurden hierbei in Prozent angegeben. Weitere Beobachtungseinheiten
der Gefasse stellten Endothelablosung, Fibrinthrombosierung und Erythrozyten-
endothelzelladharenz dar, die ebenfalls in 25 High Power Fields bewertet wurden, und

als Prozentwerte bezogen auf die Gesamtzahl der untersuchten Gefafie angegeben

wurden.

Abbildung 8 - HE-gefarbte Praparate zur Auswertung
in 40-facher Vergrofderung
(A- SYS BE+0X, B- SYS BE)

Mit den CAE-gefarbten Schnitten (Abb. 9) wurde die Leukozytenakkumulation in den
Leberarealen untersucht. Es wurden CAE-positive Leukozyten in 48 HPF (12 HPF
Sinusoide, 12 HPF Portalfeld intravasal, 12 HPF Portalfeld extravasal und 12 HPF

Venolen) ausgezahlt und in Absolutwerten festgehalten.

Abbildung 9 - CAE- gefarbte Praparate zur Untersuchung der Leukozytenakkumulation in
der Leber als Indikator fiir eine hepatische Entziindungsreaktion
in 40-facher Vergrofierung. (€ CAE-positive Zellen; A- HAI Sham, B- HAI BE)
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5.14.4. Immunhistochemie

Im Rahmen der immunhistochemischen Untersuchungen diente gespaltene Caspase-3
(Cystein-Aspartylproteasen) als Indikator flir die Apoptose (Abb. 10). Flinf Abschnitte
von in Paraffin eingebetteten tumortragenden Leberproben wurden iliber Nacht bei
Raumtemperatur mit einem polyklonalen-Caspase-3-nicht-spaltenden-Kaninchen-
Antikorper (1:50, Cell Signaling Technology, Frankfurt, Deutschland) inkubiert. Dieser
Antikorper erkennt endogene Spiegel grofier Fragmente (17/19 kDa) der aktivierten
Caspase-3, aber nicht Caspase-3 in voller Lange. Fiir Streptavidin-Biotin-Komplex
Peroxidasefairbung wurde ein biotinylierter Anti-Kaninchen-Ig-Antikérper als
sekunddrer Antikorper (Link, LSAB-HRP, Dako-Cytomotion, Hamburg, Deutschland)
verwendet. 3,3 "Diaminobenzidin wurde als Chromogen verwendet. Die Schnitte wurden
mit Hemalaun gegengefarbt. Positiv gefarbte Zellen wurden in 25 HPF pro Probe gezahlt

und sind als Anzahl pro HPF angegeben.

Abbildung 10 - Caspase-3-Farbung zur Auswertung der Apoptose im Tumor
in 40-facher Vergrof3erung (A- HAI Sham, B- HAI BE-0X)

Als Indikator der Zellproliferation diente PCNA (proliferating-cell-nuclear-antigen)
(Abb. 11). Flinf Abschnitte von in Paraffin eingebetteten Proben wurden fiir 18 Stunden
bei 4 °© C mit einem polyklonalen Kaninchen anti-PCNA-Antikérper (1:50, Santa Cruz
Biotechnology) sowie mit einem mit alkalischer Phosphatase konjugierten anti-
Kaninchen-IgG (1:20; Dako Cytomation) fiir 30 min inkubiert. Fuchsin (PCNA) wurde als
Chromogen und Hemalaun zur Gegenfarbung verwendet. Die gefarbten Schnitte wurden
erneut mittels eines semiquantitativen Scoringindexes (0: <1%, 1: 1-10%, 2: 10-30%, 3:

30-50%, 4:> 50% der PCNA-positive Zellen) erfasst.
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Abbildung 11 - PCNA-Farbung zur Bestimmung der Proliferationsrate in
40-facher Vergrofierung
(A- HAI Sham-Normalleber, B- HAI-BE- Tumorgewebe)
Als Indikator fiir die Vaskularisierung wurde das ausschliefdlich auf Endothelzellen
vorkommende PECAM-1-Molekiil (platelet-endothelial cell adhesion molecule-1; CD31)
(Abb. 12) verwendet. Zum immunhistochemischen Nachweis der PECAM-1-Expression
sind primdre Ratten-anti-Maus-Antikorper (1:25; Klon MEC13.3, BD Bioscience) sowie
kreuzreagierende Peroxidase-konjugierte Kaninchen-Anti-Human-Antikérper (DAKO,
Hamburg, Deutschland) verwendet worden. PECAM-1-positive Gefafde wurden in 25

HPF pro Abschnitt gezdhlt und als Anzahl pro HPF angegeben.

Abbildung 12 - PECAM-1-Farbung zur Auswertung der Angiogenese
(A- HAI Sham, B- HAI BE+0X)

Alle histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen wurden verblindet

durchgefiihrt.
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5.15. Organentnahme

Am 13. Tag nach Versuchsbeginn wurden die Versuchstiere mit Isofluran narkotisiert
und anschliefend gewogen und bauchseits rasiert. Daraufhin wurden die Versuchstiere
wieder auf einer Metallplatte mit Pflasterstreifen fixiert und der Situs wurde durch eine
mediane Laparatomie erdffnet. Im Anschluss wurden die Tiere nach hochauflésender 3-
D-Sonographie und Blutentnahme durch intraperitoneale Gabe von Narcoren (Merial
GmbH, Halbergmoos, BRD) eingeschlédfert, um dann die Organe zu entnehmen. Fiir die
spateren Analysen wurde die Leber entnommen. Das Lebergewebe wurde vom
Tumorgewebe getrennt. Alle Proben wurden dann jeweils in 3 Stiicke geteilt, um diese in
Formalin und Tissue-tek (Weckert Labortechnik, Kitzingen, BRD) aufzubewahren oder

direkt in fliissigen Stickstoff einzufrieren und umgehend bei -70°C einzulagern.

5.16. Datenerfassung und Statistik

Alle ausgewerteten Parameter sind zundchst per Handschrift notiert worden und
anschliefSend an einem Computer in Excel-Tabellen libertragen und zusammengefasst

worden (Microsoft®Excel 2000, Microsoft Coorperation, USA).

Aus den so gewonnenen Datensdtzen wurden die Mittelwerte und die Standardfehler
der Mittelwerte (SEM, Standard error of the mean) erhoben. Nach Untersuchung von
Varianzgleichheit und Normalverteilung der Werte, wurden die Unterschiede in den
einzelnen Gruppen mittels ANOVA (one-way analysis of variance) durchgefiihrt. Darauf
erfolgte ein geeigneter post-hoc Test, welcher die Korrektur des alpha-Fehlers gemaf3
Bonferroni beinhaltete, um Mehrfachtestungen zu kompensieren. Unterschiede wurden
ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant betrachtet. Fiir die
statistische Auswertung und graphische Darstellung wurden die Programme SigmaStat

und SigmaPlot (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA) verwendet.

35



6. Ergebnisse

6.1. Tumorimplantation

Die Implantation der Tumorzellen an Tag 0 erfolgte jeweils komplikationslos in
[soflurannarkose, welche von allen Tieren gut vertragen wurde. Zehn Tage nach
Tumorimplantation zeigten alle Tiere bei der Relaparotomie zur hepato-arteriellen
Infusion einen auf den linken Leberlappen beschrankten Tumor. Keines der
Versuchstiere zeigte wahrend der 10-tdgigen Versuchsdauer Auffilligkeiten des Putz-
oder Fressverhaltens. Im Rahmen der Laparotomie gab es bei keinem der Tiere den
Anhalt fiir eine Peritonealkarzinose oder einer anderen extrahepatischen Tumor-

manifestation.

6.2. Bevacizumab + Oxaliplatin

6.2.1. Tumorwachstum

Die Ultraschallanalyse des Tumorwachstums zeigte bei den Tieren der Shamgruppe
nach hepato-arterieller Infusion eine fast 50% Zunahme des Tumorvolumens von Tag
10 auf 13. Von Interesse war, dass die hepato-arterielle Infusion von Oxaliplatin (0X)
das Tumorwachstum verglichen mit der Shamgruppe nicht reduzieren konnte. Jedoch
konnte Bevacizumab (BE) als HAI das Tumorwachstum vollstindig verhindern (Abb.
12). Dartiber hinaus konnte die Kombination von Bevacizumab (BE) mit Oxaliplatin (0X)
das Tumorwachstum nicht nur verhindern, sondern die Tumorgréfde sogar um [120%
gegeniiber dem Ausgangswert reduzieren (Abb. 12). Im Gegensatz dazu hatte die
systemische Anwendung von Bevacizumab (BE), Oxaliplatin (OX) oder die Kombination
von Bevacizumab und Oxaliplatin keinen signifikanten Einfluss auf das Tumorwachstum

im Vergleich zur systemischen Shamgruppe (Abb. 13).
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Abbildung 12 - Prozentuales Tumorvolumen nach Medikamententherapie als
HAI an Tag 13 im Vergleich zu Tag 10. *p < 0,05 vs. Sham; #p < 0,05 vs. SYS
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Abbildung 13 — Prozentuales Tumorvolumen nach ikedententherapie als
systemische Applikation an Tag 13 im Vergleich agT.0
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6.2.2. Histologische Untersuchungen

6.2.2.1. Himatoxylin-Eosin (HE)

Die histomorphologische Analyse ergab eine moderate Leberzellschadigung gemessen
anhand der Grobscholligkeit und hepatozellularen Vakuolisierung, welche am starksten
nach der hepato-arteriellen Infusion von Bevacizumab ausgepragt war (Abb. 14). Im
Rahmen der systemischen Therapie zeigte sich bei Gabe von Oxaliplatin oder der
Kombination von Oxaliplatin mit Bevacizumab ein leichter Leberzellschaden (Abb. 15).
Die Endothelablésung sowie die vaskuldre Fibrinthrombosierung waren insgesamt
sowohl bei systemischer als auch bei hepato-arterieller Infusionsbehandlung mit
Bevacizumab, Oxaliplatin oder Bevacizumab und Oxaliplatin gering (Abb. 16 und 17).
Die Auswertung der Erythrozytenwandstdandigkeit zeigte nach systemischer Therapie
mit Bevacizumab und besonders in Kombination mit Oxaliplatin ein signifikanten

Anstieg (Abb. 17).
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Abbildung 14 - Morphologische Analyse der Grobscholligkeit und Vakuolisierung
der Hepatozyten an Tag 13 nach HAI-Medikamententherapie.
*p < 0,05 vs. Sham; #p < 0,05 vs. SYS
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Abbildung 15 - Morphologische Analyse der Grobscholligkeit und Vakuolisierung
der Hepatozyten an Tag 13 nach systemischenr Medikamententherapie.
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Abbildung 16 - Morphologische Analyse der Endothelldsionen, Fibrinthrombosierungen
und Erythrozytenendothelzelladhdsionen an Tag 13 nach HAI-Medikamententherapie .

*p < 0,05 vs. Sham
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Abbildung 17 - Morphologische Analyse der Endothelldsionen, Fibrinthrombosierungen
und Erythrozytenendothelzelladhdsionen an Tag 13 nach systemischer
Medikamententherapie . *p < 0,05 vs. Sham

6.2.2.2. AS-D Chloracetatesterase (CAE)

In den CAE-Schnitten wurde quantitativ die Leukozytenadhdrenz in Lebergefdafien und
die Leukozyteninfiltration in der Leber untersucht. Hierbei zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede. Nur die Gruppe mit hepato-arterieller Infusion von
Bevacizumab (HAI-BE) zeigte eine geringgradig erhohte Leukozyteninfiltration in den

Sinusoiden (Tab. 1 und 2).
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HAI

Sinusoide

Portalfeld intravasal

Portalfeld extravasal

Venole intravasal

Venole extravasal

1,18 (£0,58)

0,14 (£0,04)

2,06 (£0,37)

0,04 (£0,02)

1,26 (£0,43)

0,92 (£0,21) #

0,14 (+0,12)

2,93 (+0,36)

0,22 (+0,90)

1,05 (£0,25)

0,58 (+0,10)

0,03 (£0,03)

1,35 (£0,31)

0,07 (£0,03)

0,78 (+0,12)

0,90 (£0,13)

0,15 (+0,08)

2,17 (£0,54)

0,12 (£0,03)

0,80 (+0,17)

Tabelle 1 - Tabelle mit Analyse der Leukozyteninfltration (CAE-Farbung) nach
HAI-Medikamententherapie in den verschiedenen
Lebergefafen. #p < 0,05 vs. SYS

SYS

Sinusoide

Portalfeld intravasal

Portalfeld extravasal

Venole intravasal

Venole extravasal

0,68 (+0,28)

0,13 (+0,08)

3,58 (+0,85)

0,07 (£0,04)

0,57 (+0,10)

0,41 (£0,05)

0,00 (£0,00)

2,12 (£0,39)

0,10 (£0,04)

0,38 (+0,11)

1,10 (£0,22)

0,07 (£0,05)

1,35 (£0,21)

0,03 (£0,03)

0,80 (£0,14)

0,87 (£0,11)

0,18 (£0,07)

1,28 (+0,18)

0,03 (£0,02)

0,83 (£0,15)

Tabelle 2 - Tabelle mit Analyse der Leukozyteninfltration (CAE-Farbung) nach

systemischer Medikamententherapie in den verschiedenen

Lebergefafen. #p < 0,05 vs. SYS



6.2.3. Immunhistochemische Untersuchungen

6.2.3.1. Apoptose, Caspase-3

Die immunhistochemischen Analysen der Apoptose im Tumor zeigten eine leichte, aber
nicht signifikante Zunahme der Anzahl Caspase-3-positiver Zellen nach hepato-
arterieller Infusion mit Oxaliplatin (HAI-OX) oder Bevacizumab (HAI-BE) im Vergleich
zu den Shamkontrollen der hepato-arteriellen Infusion. Nur die hepato-arterielle
Infusion von Bevacizumab und Oxaliplatin (HAI-BE+0OX) war in der Lage eine
signifikante Erhohung der Anzahl der apoptotischen Zellen im Tumor zu erzielen (Abb.
18). Im Gegensatz dazu hatte die systemische Therapie keinen Einfluss auf die Anzahl
der Caspase-3-positiven Zellen im Vergleich zur systemischen Shamkontrolle, auch nicht
bei Behandlung mit Bevacizumab und Oxaliplatin (SYS-BE-OX) (Abb. 19). Im
Lebergewebe zeigten die Caspase-3-positiven Zellen weder nach hepato-arterieller
Infusion noch nach systemischer Gabe der Substanzen einen signifikanten Unterschied

(Abb. 18 und 19).
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Abbildung 18 - Anzahl der Caspase-3-positiven Zellen pro HPF der HAI-Gruppen jeweils im Tumor-
gewebe sowie im gesunden Lebergewebe mit Hilfe einer immunhistochemischen Caspase-3-
Farbung an Tag 13. *p < 0,05 vs. Sham; #p < 0,05 vs. SYS (A-HAI Sham, B- HAI BE+0X,

C- Diagramm der Caspase-3-positiven Zellen im Leber- und Tumorgewebe)
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Abbildung 19 - Anzahl der Caspase-3-positiven Zellen pro HPF der systemischen Gruppen jeweils im
Tumorgewebe sowie im gesunden Lebergewebe mit Hilfe einer immunhistochemischen
Caspase-3-Farbung an Tag 13.

6.2.3.2. Proliferation, PCNA

In der systemischen Shamgruppe zeigte die Analyse der Proliferation der Tumorzellen
nahezu 50% PCNA-positive Zellen. In der hepato-arteriellen Shamgruppe war der Anteil
der PCNA-positiven Zellen im Tumor leicht, aber signifikant im Vergleich zu den
systemischen Shamkontrollen reduziert (Abb. 20). Die hepato-arterielle Infusion mit
Oxaliplatin-Behandlung konnte die Tumorzellproliferation nicht weiter reduzieren. Im
Gegensatz dazu senkte die hepato-arterielle Infusion sowohl mit Bevacizumab als auch
mit Bevacizumab plus Oxaliplatin die Anzahl der PCNA-posititven Zellen im Vergleich
zur Shamkontrolle (HAI-Sham) signifikant (Abb. 20). Die systemische Anwendung von
Bevacizumab, Oxaliplatin oder die Kombination von Bevacizumab und Oxaliplatin hatte
keinen signifikanten Einfluss auf die Proliferation im Vergleich zur systemischen
Shamkontrolle (SYS-Sham). Im Lebergewebe zeigten die PCNA-positiven Zellen nach
hepato-arterieller Infusion der Substanzen keine signifikanten Unterschiede (Abb. 20).
Bei systemischer Gabe zeigte nur Bevacizumab eine signifikante Reduktion der PCNA-

positiven Zellen im Vergleich zur systemischen Shamgruppe (Abb. 21).
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Abbildung 20 - Untersuchung der PCNA-positiven Zellen der HAI-Gruppen jeweils im Tumor-
gewebe sowie im gesunden Lebergewebe mit Hilfe einer immunhistochemischen PCNA-
Farbung an Tag 13. *p < 0,05 vs. Sham; #p < 0,05 vs. SYS (A-HAI Sham, B- HAI BE,

C- Diagramm der PCNA-positiven Zellen im Leber- und Tumorgewebe )
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Abbildung 21 - Untersuchung der PCNA-positiven Zellen der Gruppen mit systemischer
Therapie jeweils im Tumorgewebe sowie im gesunden Lebergewebe mit Hilfe einer
immunhistochemischen PCNA-Farbung an Tag 13



6.2.3.3. Vaskularisierung, PECAM-1

Die Analyse der Vaskularisierung zeigte eine c&o3eduzierung der PECAM-1-positiven
Zellen im Tumor nach hepato-arterieller Infusiomv©xaliplatin (HAI-OX), Bevacizumab
(HAI-BE) und der Kombination von Oxaliplatin (HAHBOX) im Vergleich zur hepato-
arteriellen Shamkontrolle (Abb. 22). Die Versuchsti der systemischen Therapiegruppen
zeigten sowohl bei der Therapie mit Oxaliplatin &®X), Bevacizumab (SYS-BE) als auch
bei der Kombination von Oxaliplatin mit Bevacizum@&BYS-BE-OX) eine 25-40%-ige
Reduktion der Tumorvaskularisierung im Vergleich aen shambehandelten Tiere (SYS-

Sham) (Abb. 23).
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Abbildung 22 - Untersuchung der PECAM-1-positiven Zellen der HAI-Gruppen im Tumorgewebe
mit Hilfe einer immunhistochemischen PECAM-1-Farbung an Tag 13. *p < 0,05 vs. Sham;
#p < 0,05 vs. SYS (A-HAI Sham, B- HAI BE, C-HAI BE+0X, D- HAI OX, E- Diagramm der
PECAM-1-positiven Zellen im Tumorgewebe)
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Abbildung 23 - Untersuchung der PECAM-1-positiven Zellen der systemischen
Therapiegruppen im Tumorgewebe mit Hilfe einer immunhistochemischen
PECAM-1-Farbung an Tag 13. *p < 0,05 vs. Sham

6.2.4. Gewicht der Versuchstiere

In den Gruppen der hepato-arteriellen Infusion zeigten nur die Tiere, die Bevacizumab
und Oxaliplatin erhielten, eine signifikante Gewichtsreduktion im Vergleich zu den
systemisch behandelten Versuchstieren (Abb. 24). Die Versuchstiere der Gruppen der
systemischen Therapie zeigten keinen signifikanten Unterschied bei der

Gewichtsentwicklung an Tag 13 in Relation zu Tag 0 (Abb. 25).
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Abbildung 24 -Prozentuale Anderung des Kérpergewichts der Versuchstiere der
HAI-Gruppen an Tag 13 in Relation zu Tag 0. #p < 0,05 vs. SYS
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Abbildung 25 -Prozentuale Anderung des Kérpergewichts der Versuchstiere der
systemischen Therapiegruppen an Tag 13 in Relation zu Tag 0

6.2.5. Laborchemische Parameter

6.2.5.1. Leberenzyme

Die Analyse der Leberenzyme (y-GT, GOT, GPT, LDH, GLDH) als Indikatoren fiir eine
hepatozellulare Schadigung ergab an Tag 10 keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Tieren mit hepato-arterieller Infusion und systemischer Therapie.

Die Analyse an Tag 13 zeigte bei Tieren mit HAI-OX eine signifikante Erh6hung der
GLDH im Vergleich zu den systemisch therapierten Tieren. Im Vergleich zu den
Shamkontrollen zeigte sich eine signifikante Verringerung der GLDH. Die systemisch mit
BE behandelten Tieren zeigten eine signifikante Reduktion der GPT im Vergleich zur
Shamgruppe. Die Analyse von y-GT, GOT und LDH zeigte weder nach hepato-arterieller
Infusion noch bei systemischer Therapie signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen Versuchsgruppen. Es war insgesamt bei der Untersuchung der

Leberenzyme keine relevante hepatische Schadigung zu beobachten (Tab. 3 und 4).
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HAI SHAM BE+0X

Y-GT 208,56 (£31,56) 493,74 (+160,69) 500,00 (+141,42) 245,78 (+110,58)
GOT 212,37 (£72,94) 137,37 (22,38) 310,40 (£109,09) 243,57 (£34,20)
GPT 95,99 (£26,65) 119,57 (£39,02) 128,15 (£22,57) 153,04 (£18,39)
LDH 213,83 (£90,07) 141,38 (+38,53) 169,84 (£63,57) 87,85 (£26,51)

GLDH 223,59 (£65,53) 196,38 (+40,41) 191,29 (£44,21) 121,53 (£25,62) #*

Tabelle 3 - Analyse der Leberenzyme an Tag 13.
*p < 0,05 vs. Sham; #p < 0,05 vs. SYS

SHAM BE+0X
Y-GT 140,42 (£#41,35) 486,11 (£205,95) 272,22 (+117,82) 504,76 (£148,54)
GOT 178,50 (£62,29) 145,77 (£37,24) 288,63 (£57,26) 186,49 (+38,88)
GPT 123,05 (£12,52) 65,74 (+1,79) * 106,17 (£16,70) 146,59 (£26,00)
LDH 153,63 (#81,19) 347,79 (+100,59) 174,29 (+40,78) 55,99 (£14,55)
GLDH 123,76 (£27,70) 149,01 (+£32,64) 276,02 (£71,15) 45,96 (£11,53)

Tabelle 4 - Analyse der Leberenzyme an Tag 13.
*p < 0,05 vs. Sham; #p < 0,05 vs. SYS
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6.2.5.2. Leukozyten

Die Analyse der Anzahl der Leukozyten als ein Indikator fiir systemische Entziindung
zeigte an Tag 10 in allen untersuchten Gruppen normale Werte. Alle Shamtiere wiesen
an Tag 13 leicht erhohte Werte von weifden Blutkdérperchen auf (Abb. 26 und 27). Alle
Tieren, die Oxaliplatin erhalten hatten, zeigten eine statistisch signifikant geringere
Anzahl von Leukozyten als die Shamkontrollen, dabei war die Leukozytenreduktion bei
Tieren die Oxaliplatin als hepato-arterielle Infusion erhalten hatten im Vergleich zur

systemischen Applikation deutlich geringer (Abb. 26 und 27).
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Abbildung 26 -Leukozytenanzahl der HAI-Gruppen an Tag 13
in Relation zu Tag 10. *p < 0,05 vs. Sham; #p < 0,05 vs. SYS
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Abbildung 27 -Leukozytenanzahl der systemischen Therapie-
gruppen an Tag 13 in Relation zu Tag 10. *p < 0,05 vs. Sham
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6.2.5.3. Hamoglobin
Die Auswertung des Hamoglobins bei der Analyse der Blutwerte zeigte in keiner der

untersuchten Gruppen eine signifikante Veranderung (Abb. 28 und 29).
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Abbildung 28 -Anderung der Himoglobinwerte der
HAI-Gruppen an Tag 13 in Relation zu Tag 10
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Abbildung 29 -Anderung der Himoglobinwerte der systemischen
Therapiegruppen an Tag 13 in Relation zu Tag 10
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6.2.5.4. Thrombozyten

Bei der Analyse der Thrombozytenzahl im Blut zeigiigh auRer in der Gruppe der hepato-
arteriellen Infusion mit Oxaliplatin keine Verandag der Thrombozytenanzahl von Tag 10
zu Tag 13 (Abb. 30 und 31). In der Gruppe mit heyzaterieller Infusion mit Oxaliplatin

kam es zu einem signifikanten Anstieg der Thromberzzahl.
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Abbildung 30 -Thrombozytenzahl der HAI-Gruppen
an Tag 13 in Relation zu Tag 10. #p < 0,05 vs. SYS
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Abbildung 31 -Thrombozytenzahl der sytemische
Therapiegruppen an Tag 13 in Relation zu Tag 10
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6.3. Bevacizumab + Irinotecan
6.3.1. Tumorwachstum

Wie in den Versuchstiergruppen der hepato-arteriellen Infusion von Oxaliplatin konnte in den Gruppen
von Irinotecan nur die Kombination mit Bevacizumab eine Tumorprogression verhindern, was allerdings
aufgrund der Standardabweichung nicht signifikant war (Abb. 32). Vergleichbar der systemischen
Therapie von Oxaliplatin oder kombiniert mit Bevacizumab ergab die systemische Therapie von
Irinotecan (SYS-IR) bzw. die Kombination von Irinotecan (SYS-BE-IR) mit Bevacizumab keinen

signifikanten Einfluss auf das Tumorwachstum im Vergleich zur systemischen Shamgruppe (Abb. 33).
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Abbildung 32 - Prozentuales Tumorvolumen an Tag 13 im Vergleich zu
Tag 10 nach Medikamententherapie als HAL
#p < 0,05 vs. SYS
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Abbildung 33 - Prozentuales Tumorvolumen an Tag 13 im Vergleich zu
Tag 10 nach Medikamententherapie als systemische Applikation.

6.3.2. Histologische Untersuchungen

6.3.2.1. Himatoxylin-Eosin (HE)

Die Analyse der Histomorphologie ergab neben einer hepatozelluldren Vakuolisierung
bei hepatisch-arterieller Therapie von Bevacizumab auch eine geringere, aber
signifikante hepatozellulare Vakuolisierung bei hepato-arterieller Infusion von
Irinotecan und bei der Kombination von Bevacizumab und Irinotecan (Abb. 40). Im
Rahmen der systemischen Applikation zeigte nur Irinotecan eine ausgepragte
Vakuolisierung (Abb. 41).

Die Endothelablosung, die Erythrozytenwandstandigkeit und vaskuldare Fibrin-
thrombosierung waren insgesamt ahnlich den Ergebnissen mit Oxaliplatin sowohl bei
systemischer Gabe als auch bei hepatisch-arterieller Infusionsbehandlung von

Bevacizumab, Irinotecan oder Bevacizumab und Irinotecan nicht signifikant (Abb. 42

und Abb. 43).
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Abbildung 40 - Morphologische Analyse der Grobscholligkeit und Vakuolisierung der
Hepatozyten nach Medikamententherapie als HAI an Tag 13. #p < 0,05 vs. SYS
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Abbildung 41 - Morphologische Analyse der Grobscholligkeit und Vakuolisierung der Hepatozyten
nach Medikamententherapie als systemische Applikation an Tag 13. *p < 0,05 vs. Sham
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Abbildung 42 - Morphologische Analyse der Endothelldsionen, Fibrinthrombosierungen
und Erythrozytenendothelzellinfiltratioen nach Medikamententherapie

als HAI an Tag 13. *p < 0,05 vs. Sham
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Abbildung 43 - Morphologische Analyse der Endothelldsionen, Fibrinthrombosierungen
und Erythrozytenendothelzellinfiltratioen nach Medikamententherapie
als systemische Applikation an Tag 13. *p < 0,05 vs. Sham
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6.3.2.2. AS-D Chloracetatesterase (CAE)

In den CAE-Schnitten wurde quantitativ die Leukozytenadhdrenz in Lebergefafden und

die Leukozyteninfiltration in der Leber untersucht. Hierbei zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede. Nur die Gruppen mit Irinotecan (IR) zeigten sowohl bei

hepato-arterieller Infusion als auch bei systemischer Applikation eine erhoéhte

Leukozyteninfiltration in den Sinusoiden und extravasal im Bereich der Venolen (Tab. 5

und 6).

HAI

Sinusoide

Portalfeld intravasal

Portalfeld extravasal

Venole intravasal

Venole extravasal

1,18 (£0,58)

0,14 (£0,04)

2,06 (£0,37)

0,04 (£0,02)

1,26 (£0,43)

0,92 (+0,21)

0,14 (+0,12)

2,93 (+0,36)

0,22 (+0,90)

1,05 (£0,25)

1,28 (+0,26)

0,07 (£0,07)

4,27 (+1,40)

0,10 (£0,04)

1,10 (£0,24)

1,02 (£0,18) #

0,07 (£0,03)

3,37 (£0,36)

0,08 (£0,04)

0,70 (£0,15) #

Tabelle 5 - Tabelle mit Analyse der Leukozyteninfltration (CAE-Farbung) nach HAI-Medikamenten-
therapie in den verschiedenen Lebergefafien. *p < 0,05 vs. Sham; #p < 0,05 vs. SYS
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SYS
Sinusoide 0,68 (+0,28) 0,41 (£0,05) 1,07 (+0,15) 2,40 (+0,45) *
Portalfeld intravasal 0,13 (+0,08) 0,00 (£0,00) 0,00 (£0,00) 0,03 (£0,03)
Portalfeld extravasal 3,58 (+0,85) 2,12 (£0,39) 2,50 (£0,39) 4,10 (£0,12)
Venole intravasal 0,07 (+0,04) 0,10 (£0,04) 0,08 (£0,08) 0,10 (£0,06)
Venole extravasal 0,57 (+0,10) 0,38 (£0,11) 0,93 (£0,12) 1,50 (20,32) *

Tabelle 6 - Tabelle mit Analyse der Leukozyteninfltration (CAE-Farbung) nach
systemischer Medikamententherapie in den verschiedenen
Lebergefafien. *p < 0,05 vs. Sham; #p < 0,05 vs. SYS

6.3.3. Immunhistochemische Untersuchungen

6.3.3.1. Apoptose, Caspase-3

Die Analyse der Caspase-3 positiven Zellen ergab bei Kombination von Irinotecan mit
dem Antikorper Bevacizumab als hepato-arterielle Infusion eine signifikante Erh6hung
der Anzahl der apoptotischen Zellen (Abb. 44). Ahnlich der lokoregionidren Therapie mit
Bevacizumab konnte auch Irinotecan eine leichte, aber nicht signifikante Zunahme der
Apoptose im Vergleich zur Shamkontrolle erzielen. Im Gegensatz dazu konnte weder die
systemische Therapie von Irinotecan als auch die Kombination von Irinotecan und
Bevacizumab keinen signifikanten Einfluss auf die Anzahl der gespaltenen Caspase-3-
positiven Zellen im Vergleich zur systemischen Shamkontrolle erzielen (Abb. 45). Im
Lebergewebe zeigten die Caspase-3 positiven Zellen weder nach hepato-arterieller

Infusion als auch nach systemischer Gabe der Substanzen keine signifikanten

Unterschiede (Abb. 44 und Abb. 45).
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Abbildung 44 - Untersuchung der Caspase-3-positiven Zellen der HAI-Gruppen jeweils im Tumor-
gewebe sowie im gesunden Lebergewebe mit Hilfe einer immunhistochemischen
Caspase-3-Farbung an Tag 13. *p < 0,05 vs. Sham (A-HAI Sham, B- HAI BE+IR,

C- Diagramm der Caspase-3-positiven Zellen im Leber- und Tumorgewebe )
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Abbildung 45 - Untersuchung der Caspase-3-positiven der Gruppen mit systemischer Therapie
jeweils im Tumorgewebe sowie im gesunden Lebergewebe mit Hilfe einer
immunhistochemischen Caspase-3-Farbung an Tag 13
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6.3.3.2. Proliferation, PCNA

Irinotecan hatte wie Oxaliplatin und Bevacizumab als Monotherapie sowie in
Kombination mit Bevacizumab als systemische Therapie keinen Einflufd auf die Anzahl
der PCNA-positiven Zellen im Tumorgewebe (Abb. 46). In den Gruppen der hepato-
arteriellen Infusion von Irinotecan als Monotherapie und von Kombination mit
Bevacizumab zeigte sich die Anzahl der PCNA-positiven Zellen nicht reduziert im
Vergleich zu den Shamkontrollen (Abb. 47). Im Lebergewebe zeigten die PCNA-
positiven Zellen bei hepato-arterieller Infusion der Substanzen keine signifikanten
Unterschiede (Abb. 46). Bei systemischer Gabe zeigte nur Bevacizumab eine
signifikante Reduktion der PCNA-positiven Zellen im Vergleich zur systemischen

Shamgruppe (Abb. 47).

Leber Tumor

Abbildung 46 - Untersuchung der PCNA-positiven Zellen der HAI-Gruppen jeweils im Tumor-
gewebe sowie im gesunden Lebergewebe mit Hilfe einer immunhistochemischen PCNA-
Farbung an Tag 13. #p < 0,05 vs. SYS (A-HAI Sham, B- HAI BE, C- Diagramm der
PCNA-positiven Zellen im Leber- und Tumorgewebe)
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Abbildung 47 - Untersuchung der PCNA-positiven Zellen der Gruppen mit systemischer
Therapie jeweils im Tumorgewebe sowie im gesunden Lebergewebe mit Hilfe einer
immunhistochemischen PCNA-Farbung an Tag 13. *p < 0,05 vs. Sham

6.3.3.3. Vaskularisierung, PECAM-1

Die Analyse der Vaskularisierung zeigte im Falle der Therapie mit IR eine ca. 50%
Reduzierung der PECAM-1-positiven Zellen im Tumor nach hepato-arterieller Infusion.
Allerdings zeigte die Kombination von Irinotecan mit BE als hepato-arterelle Infusion
keine signifikante Reduktion der PECAM-1-positiven Zellen im Vergleich zur
Shamgruppe (Abb. 48). Die Versuchstiere der systemischen Therapiegruppen zeigten
dhnlich der Ergebnisse der Versuchstiere mit lokoregiondrer Therapie nur eine

Reduktion der Vaskularisierung bei Therapie mit BE oder IR (Abb. 49).
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Abbildung 48 - Untersuchung der PECAM-1-positiven Zellen der HAI-Gruppen im Tumor-
gewebe mit Hilfe einer immunhistochemischen PECAM-1-Farbung an Tag 13. *p < 0,05
vs. Sham (A-HAI Sham, B- HAI BE, C-HAI BE+0X, D- HAI OX, E- Diagramm der
PECAM-1-positiven Zellen im Tumorgewebe)
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Abbildung 49 - Untersuchung der PECAM-1-positiven Zellen der systemischen Therapie-
gruppen im Tumorgewebe mit Hilfe einer immunhistochemischen
PECAM-1-Farbung an Tag 13. *p < 0,05 vs. Sham

6.3.4. Gewicht der Versuchstiere

Die Versuchstiere der Gruppen der systemischen Therapie zeigten eine leicht
signifikante Gewichtsabnahme an Tag 13 in Relation zu Tag 0 in den Gruppen mit
Applikation von Bevacizumab sowie Irinotecan (Abb. 51). In den Gruppen der hepatisch-
arteriellen Infusion zeigten nur die Tiere, die Bevacizumab erhielten, eine leicht

signifikante Gewichtsreduktion (Abb. 50).
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Abbildung 50 -Prozentuelle Anderung des Kérpergewichts der Versuchstiere der
HAI-Gruppen an Tag 13 in Relation zu Tag 0. #p < 0,05 vs. SYS
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Abbildung 51 -Prozentuelle Anderung des Kérpergewichts der Versuchstiere der systemischen
Therapiegruppen an Tag 13 in Relation zu Tag 0. *p < 0,05 vs. Sham

6.3.5 Laborchemische Parameter

6.3.5.1. Leberenzyme

Die Analyse der Leberenzyme (y-GT, GOT, GPT, LDH, GLDH) als Indikatoren fiir eine
hepatozelluldre Schadigung ergab an Tag 10 keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Tieren mit hepatisch-arterieller Infusion und systemischer Therapie.

Die Analyse an Tag 13 zeigte eine signifikante Verminderung der y-GT bei
Versuchstieren nach hepato-arterieller Therapie mit Irinotecan im Vergleich zu den mit
Irinotecan systemisch therapierten Tieren. GOT, GLDH sowie LDH zeigten keinen
Unterschied signifikanten Unterschied zwischen den verschiedenen
Versuchstiergruppen. Nach systemischer Therapie zeigte sich die GPT im Vergleich zu
den Shamkontrollen in allen Therapiegruppen signifikant reduziert. Es war insgesamt
bei der Untersuchung der Leberenzyme ebenfalls keine relevante hepatische Schadigung

zu beobachten (Tab. 7 und 8).
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HAI

Y-GT

GPT

LDH

GLDH

208,56 (£31,56)

212,37 (£72,94)

95,99 (£26,65)

213,83 (£90,07)

223,59 (£65,53)

493,74 (+160,69)

137,37 (+22,38)

119,57 (£39,02)

141,38 (+38,53)

196,38 (+40,41)

275,67 (£133,73)

144,21 (+25,70)

68,63 (+14,49)

194,11 (£50,83)

286,01 (+87,75)

Tabelle 7 - Analyse der Leberenzyme an Tag 13.
*p < 0,05 vs. Sham; #p < 0,05 vs. SYS

SHAM

BE+IR

23,85 (£16,87) #

99,66 (£21,27)

81,35 (£12,37)

88,95 (£23,42)

223,86 (£132,03)

Y-GT

GPT

LDH

GLDH

140,42 (£41,35)

178,50 (£62,29)

123,05 (£12,52)

153,63 (£81,19)

123,76 (£27,70)

486,11 (+205,95)

145,77 (£37,24)

65,74 (+1,79) *

347,79 (£100,59)

149,01 (+32,64)

453,89 (+145,96)

142,41 (£28,77)

61,03 (£5,20) *

174,51 (£51,49)

120,57 (£29,04)

Tabelle 8 - Analyse der Leberenzyme an Tag 13.
*p < 0,05 vs. Sham; #p < 0,05 vs. SYS

416,98 (£198,18)

99,14 (+25,10)

68,35 (£6,87) *

117,56 (£47,43)

110.15 (£33,84)
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6.3.5.2. Leukozyten

Die Analyse der Leukozyten als ein Indikator fiir systemische Entziindung zeigte
normale Werte an Tag 10 in allen untersuchten Gruppen. Alle Shamtiere wiesen an Tag
13 leichte erhohte Werte von weif3en Blutkérperchen auf (Abb. 52 und 53). Alle Tieren,
die Irinotecan sowohl als systemische Therapie als auch als hepato-arterielle Infusion
erhalten hatten, zeigten eine erhohte Anzahl von Leukozyten als die Shamkontrollen
(Abb. 52). Jedoch war die Leukozytenerhéhung bei Tieren die Irinotecan systemisch

erhielten nicht signifikant (Abb. 53).
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Abbildung 52 -Leukozytenanzahl der HAI-Gruppen an
Tag 13 in Relation zu Tag 10. *p < 0,05 vs. Sham
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Abbildung 53 -Leukozytenanzahl der systemischen
Gruppen an Tag 13 in Relation zu Tag 10
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6.3.5.3. Hamoglobin
Die Auswertung des Hamoglobins bei der Analyse der Blutwerte zeigte bis auf eine
signifikante Verringerung bei systemischer Monotherapie mit Irinotecan keine

signifikanten Veranderungen in den Gruppen (Abb. 54 und 55).
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Abbildung 54 -Anderung der Himoglobinwerte der HAI-
Gruppen an Tag 13 in Relation zu Tag 10
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Abbildung 55 -Anderung der Himoglobinwerte der systemischen Therapie-
gruppen an Tag 13 in Relation zu Tag 10. *p < 0,05 vs. Sham
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6.3.5.4. Thrombozyten
Bei der Analyse der Thrombozytenzahl zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in

den verschiedenen Gruppen (Abb. 56 und 57).
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Abbildung 56 -Thrombozytenzahl der HAI-Gruppen
an Tag 13 in Relation zu Tag 10
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Abbildung 57 -Thrombozytenzahl der systemischen
Therapiegruppen an Tag 13 in Relation zu Tag 10
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7. Diskussion

Die vorliegende Arbeit diente der vergleichenden Untersuchung der Auswirkung
verschiedener Chemotherapeutika und Bevacizumab, welche als systemische Therapie
oder aber als hepato-arterielle Infusion appliziert wurden. In diesem Zusammenhang
wurde das Tumorvolumen ultraschallgestiitzt zu bestimmten Zeitpunkten ermittelt.
Dariiberhinaus wurden zur Untersuchung der Wirkung der einzelnen Substanzen
Apoptose, Proliferation, Angiogenese und Leberenzymfreisetzung analysiert. Alle
Versuche wurden an andsthesierten und spontanatmenden WAG-Rij-Ratten

durchgefiihrt.

Die vorliegende Arbeit ist eine in-vivo-Studie, welche im Gegensatz zu in-vitro-
Untersuchungen die Moglichkeit bietet, die Auswirkungen auf den gesamten
Organismus und damit auf alle Organsysteme und deren komplexen physiologischen

Interaktionen analysieren zu kénnen [Menger and Lehr, 1993; McCuskey, 1986].

7. 1. Diskussion von Material und Methoden

7.1.1. Chirurgische Priaparation und Tumorimplantation

Im beschriebenen Versuch wurden aufgrund der genetischen Eignung zur Implantation
der CC531-Tumorzelllinie WAG-Rij-Ratten gewahlt. Die Technik der Implantation ist
ausfiihrlich von anderen Arbeitsgruppen beschrieben [Marinelli et al., 1991; Kollmar et
al, 2004]. Im Gegensatz zu anderen Implantationsmoglichkeiten, wie der Injektion von
Tumorzellen in die Vena cava [Scheringa et al., 1989], Vena porta [Griffini et al. 1996]
oder Vena lienalis [Zhong et al.,, 2010] mit Einschwemmen der Zellen ins Lebergewebe
oder einer Implantation von z.B. in der Flanke gewachsenen kleinen Tumorfragmenten
unter die Leberkapsel [van Etten et al., 2003;2004; ljzermans et al., 1992], wurden in der
vorliegenden Arbeit die Tumorzellen direkt unter die Leberkapsel appliziert. Die
Methoden der Injektion der Tumorzellen in die Vena cava, Vena porta bzw. Vena lienalis,
welche den hamatogenen Metastasierungsweg am ehesten nachahmen, haben den
Nachteil, dass es zu einer unkontrollierten Aussaat der Tumorzellen in die Leber kommt.
Fiir das vorliegende Versuchsmodell benotigt man zur sonographischen Analyse ein

standardisiertes, reproduzierbares  Modell. Die  Tumorfragmentimplantation
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berticksichtigt  bei gut  reproduzierbarem = Tumorvolumen kaum die
pathophysiologischen Mechanismen der Angiogenese und Tumorentstehung, so dass
das gewadhlte Modell der beste Kompromiss zwischen pathophysiologischen
Bedingungen und reproduzierbaren lokalen Tumorvolumina ist. Somit bietet das
gewihlte Modell die grofite Ahnlichkeit in Bezug auf die pathophysiologischen

Bedingungen unter Wahrung eines lokal reproduzierbaren Tumorvolumens.

Die Wahl der GrofRe und des Gewichtes der WAG-Rij-Ratten richtet sich hauptsachlich an
die Voraussetzungen fiir eine geeignete mikrochirurgische Praparation der Arteria
gastroduodenalis. Um das operative Trauma zu reduzieren, wurden alle Praparationen
unter Zuhilfenahme eines Mikroskops sowie mikrochirurgischer Instrumente

durchgefiihrt.

7.1.2. Hepato-arterielle Infusion (HAI)

Eine hepato-arterielle Infusion ist eine vereinfachte Form der IHP mit weniger
chirurgischen Nebenwirkungen, die mit einer geringeren Morbiditit und Mortalitat
einhergehen. Allerdings besteht verglichen mit der IHP das Risiko fiir stdrker
ausgepragte systemische Nebenwirkungen [Okuno et al., 1998]. Obwohl einige Autoren
die Applikation von Chemotherapeutika iiber die Arteria hepatica als bestmoglichen
Zugang anzweifeln, konnte gezeigt werden, dass bei intraarterieller Gabe im Gegensatz
zu einer portalvendsen oder systemischen Gabe lber eine Schwanzvene im Rahmen
einer 5-FU-Applikation und F-NMR-Spektroskopie eine erhohte Medikamenten-
konzentration im Lebergewebe nachweisbar ist [Okuno et al., 1998]. Des Weiteren kam
es im Falle der arteriellen Gabe zu einem deutlich langsameren Konzentrationsabfall,
was am ehesten durch den Verbleib des Chemotherapeutikums in peribilidren Plexus
erklart wird. Ein weiterer Vorteil stellt die hauptsachlich arterielle Blutversorgung von
Malignomen in der Leber dar. Burke beschrieb bereits 1969, dass Blut aus der Vena
porta direkt in die Lebersinusoide drainiert wird und nicht wie arterielles Blut
hauptsachlich tiber die peribilidren Plexus in die Lebersinusoide. [Burke et al.,, 1969].
Dies fiihrt zu einer deutlich ldngeren Transitzeit. Diese am Rattenmodell erhobenen
Daten konnten spater auch beim Menschen bestitigt werden [Takasaki et al., 2001].
Entsprechend dieser Studien konnte Gonda et al. im Jahre 2000 zeigen, dass gerade

Malignome tiberwiegend aus den peribilidren Plexus versorgt werden [Gonda et al,
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2000]. Aufderdem konnen Endothelschdden der Lebergefdfie bei Applikation von
Chemotherapeutika als HAI im Gegensatz zur portalvendsen Infusion tiber die
Pfortadern vermieden werden [Horikawa et al., 1994].

Eine aktuelle Cochrane-Analyse zeigte allerdings nach Kombination moderner
Chemotherapeutika mit Antikérpern als systemische Applikation keinen Vorteil fir die
HAIL. Allerdings waren im Rahmen der HAI bei diesen Studien veraltete
Chemotherapieschemata verwendet worden, so dass in dieser Arbeit die Vorteile einer
lokalen hepatischen Therapie mit einer modernen Chemotherapie in Kombination mit
Antikorpern mit einer vergleichbaren systemischen Therapie nicht verglichen wurden
[Mocellin et al.; 2009; 2011]. In der vorliegenden Arbeit wurden aus diesem Grund die
Medikamente Oxaliplatin, Irinotecan und Bevacizumab gewahlt, welche zum
Therapiestandard der first- und secondline-Therapie bei fortgeschrittenen kolorektalen

Karzinomen gehoren [Cersosimo et al., 2013].

7.1.3. Hochauflosende 3-D-Sonographie

Die Methode der 3-D-Sonographie im Kleintiermodell ist ein noch relativ wenig in der
Literatur beschriebenes Verfahren zur Bestimmung von Tumorvolumina im in-vivo-
Modell. In vorausgegangenen Versuchen konnte anhand eines Vergleiches der 3-D-
sonographisch ermittelten Tumorvolumina mit der Auswertung der histologischen
Tumorschnitte und den damit berechneten Tumorvolumina die Validitat der Bildgebung
ermittelt werden. Aufderdem zeigen andere in der Literatur beschriebenen Studien eine
valide Messung des Tumorwachstums mit Hilfe der 3-D-Sonographie [Kuriyama et al.,
1999; Echevarria-Uraga et al., 2010]. Mit dieser Technik gelingt es am offenen Abdomen
in vivo das Leber- sowie Tumorgewebe zu visualisieren und damit an verschiedenen

Zeitpunkten das Tumorvolumina zu berechnen.

7.2. Diskussion der Ergebnisse

7.2.1. Bevacizumab + Oxaliplatin

Oxaliplatin, ein Diaminocyclohexanplatin, bietet ein grofses Spektrum von antitumorgser
Aktivitat und ist ein fester Bestandteil in der Zytostatika-Therapie des kolorektalen
Karzinoms [Goldberg et al., 2004; André et al., 1999; de Gramont et al., 2000; 1997;
Hebbar et al., 2006; Tournigand et al., 2004; 2006; Ducreux et al., 2004]. Dariiber hinaus

hat es ein ausgezeichnetes Sicherheitsprofil, da die Nebenwirkungen insbesondere auf
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Hamatotoxizitat und kumulative neurosensorische Toxizitdt begrenzt sind [Cusack et al.,
2006]. Entsprechend zeigte die systemische Verabreichung von OX nur marginale
Nebenwirkungen, wie z.B. einen leichten Abfall der weif3en Blutkérperchen und einen
Anstieg der Transaminasen (AST). Die vorliegende Studie liefert allerdings nur geringe
Informationen zur langfristigen Toxizitat. So konnen die beobachteten marginalen
Nebenwirkungen wahrend des ersten 3-Tages-Zeitraums nach Oxaliplatinapplikation
die mogliche Entwicklung von schweren Nebenwirkungen nach einer langeren
Beobachtungszeit oder nach wiederholter Verabreichung der Substanz nicht
ausschliefden. In der Tat ist zu beriicksichtigen, dass die Anwendung von OX als HAI
deutliche systemische Nebenwirkungen hervorrufen kann, weil Alkylierungsmittel wie
Platin-Derivate im Vergleich zu anderen Medikamenten wie Fluoropyrimidine einen
deutlich geringeren First-pass-Effekt aufweisen. Daher sollten weitere Studien detailliert
die Auswertung systemischer Konzentrationen und langfristiger Nebenwirkungen von
OX nach Anwendung tiber HAI klaren.

Bevacizumab ist ein rekombinanter humanisierter monoklonaler Antikorper aus der
Gruppe der Immunglobuline (IgG1l). Der Antikorper bindet mit hoher Affinitat an
humanen Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und verhindert so durch eine
sterische Blockade die Interaktion des VEGF mit seinen Rezeptoren Flt-1(VEGF-
Rezeptor-1) und KDR/Flk-1(VEGF-Rezeptor-2), welche sich auf der Oberfliche der
Endothelzellen befinden. Die Interaktion von VEGF an seine Rezeptoren fiihrt iiber eine
Tyrosinkinase zur Endothelproliferation und der Bildung neuer Blutgefdfie [Ranieri et
al., 2006]. Bevacizumab wurde entwickelt, um den humanen VEGF zu neutralisieren,
aber Bock et al. [Bock et al., 2007] haben gezeigt, dass BE auch an den murinen VEGF
bindet. Dementsprechend zeigten Heiduschka et al. mit Hilfe der Immunhistochemie
[Heiduschka et al.,, 2008] die Bindung des humanisierten Antikérpers mit murinem
VEGF. Diese Autoren wiesen weiterhin nach, dass die Bindung spezifisch ist, weil eine
deutlich schwachere Aktivitit gefunden wurde, wenn mit rekombinantem murinen
VEGF vorinkubiert wurde, da die VEGF-Bindungsstellen durch murines VEGF fiir die

Bindung mit humanen VEGF blockiert werden.

Die wichtigste Erkenntnis der vorliegenden Studie ist, dass die Applikation von
Bevacizumab (BE) tiber HAI das Tumorwachstum hemmt, jedoch die systemische
Anwendung dies nicht vermag. Von Interesse ist, dass eine HAI als Kombination von

Bevacizumab (BE) und Oxaliplatin (OX) nicht nur das Tumorwachstum hemmt, sondern
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zusatzlich eine Tumorregression induziert. Die systemische Anwendung der beiden
Medikamente induzierte weder eine Tumorwachstumshemmung noch eine
Tumorregression.

Die antiangiogene Wirkung von BE wurde bereits in fritheren Studien im Nagetier-
Modell beobachtet [Youruek et al., 2008]. Es kam neben der Hemmung der Angiogenese
auch zur Induktion der Apoptose [Bock et al., 2007; Youruek et al.,, 2008; Barros et al;
2007; Habot-Wilner et al., 2010; Hashemian et al., 2009; Hosseini et al.,, 2007; Manzano
et al., 2007; Papathanassiou et al., 2008]. Weiterhin unterstiitzt Bevacizumab die
Entziindungszellrekrutierung und Freisetzung von Zytokinen [Oh et al., 2009] sowie die
Normalisierung der Gefafs-Permeabilitit [Abcouwer et al., 2010]. Dartliber hinaus
verzogert BE die Wundheilung. [Kim et al, 2010]. Habot-Wilner et al. zeigte eine
deutliche dosisabhdngige Wirkung von BE auf corneale Neovaskularisation in Wistar-
Ratten [Habot-Wilner et al., 2010]. Aufgrund seiner geringen Affinitdt zu murinen VEGF-
A, scheint BE eine besonders effektive Wirkung in Modellen mit hoher lokaler
Konzentrationen zu zeigen [Papathanassiou et al, 2008]. Diese Ansicht steht im
Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie, dass die HAI durch die
Gewahrleistung hoher lokaler Konzentrationen von BE eine signifikante Inhibition des
Tumorwachstums bewirkt, wahrend die systemische Verabreichung von BE eine
geringere lokale hepatische Konzentration ohne eine derartige Wirkung erzielt.

Das VEGF / VEGF-R-System spielt eine wichtige Rolle im Rahmen der Angiogenese und
ist somit in der Entwicklung und Etablierung von Lebermetastasen von Bedeutung
[Ferrara et al., 2003; Mac Gabhann et al., 2008; Roy et al., 2006; Fernando et al., 2003].
Insbesondere haben Metastasen von kolorektalen Karzinomen eine erhohte VEGF-
Expression in den malignen Zellen [Warren et al., 1995]. Dementsprechend wird BE in
der Kklinischen Praxis als zusatzliche zielgerichtete Therapie bei der Behandlung von
metastasierenden kolorektalen Karzinomen verwendet. In einer Phase I Studie zeigten
Gordon et al. [Gordon et al., 2001], dass BE keine signifikante Toxizitat besitzt. In Phase
II, IIT und IV Studien wurde der anti-Tumor-Effekt des Antikorpers in Kombination mit
anderen Zytostatika [Kabbinavar et al., 2003; Giantonio et al., 2007; Hurwitz et al., 2006;
de Gramont et al,, 2006; Saltz et al, 2007; Goldberg et al., 2006; Wedam et al., 2006;
Sobrero et al,, 2009] bestatigt.

In der vorliegenden Studie hatte eine Einzeldosis, welche der klinisch eingesetzten
humanen Dosis dquivalent war (Bevacizumab von 5 mg/kg Korpergewicht), als

systemische Gabe keinen Einfluss auf das Tumorwachstum. Allerdings wurde das
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Tumorwachstum bei Applikation der gleichen Dosis liber HAI signifikant reduziert. Wie
in fritheren Studien gezeigt wurde, wird das Tumorwachstum durch Hemmung der
Tumorvaskularisation vermindert [Wagner et al., 2009]. In der vorliegenden Studie wird
die Angiogenese nach HAI im Vergleich mit einer systemischen Gabe signifikant
gehemmt. Dies wurde durch die verringerte Endotheldichte in Rahmen der PECAM-1-
Farbung dargestellt. Von Interesse war, dass OX keinen Einfluss auf das
Tumorwachstum hatte. Es zeigte sich zwar auch eine reduzierte PECAM-1-Farbung, was
jedoch durch die toxische Schiadigung von Endothelzellen der Tumorgefiafde erklart
werden kann und nicht unbedingt mit einer Verschlechterung der Tumordurchblutung
in Zusammenhang steht.

Allerdings induziert BE seine anti-Tumor-Wirkung nicht nur durch die Reduzierung der
Gefafddichte im Tumor. Bei entziindlichem Brustkrebs zeigte Wedam et al. eine
signifikante Erhohung der Tumor-Zell-Apoptose nach der Behandlung mit BE trotz einer
unverdanderten Mikro-Gefafddichte [Wedam et al., 2006]. Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen der vorliegenden Studie, welche eine sehr hohe Rate von apoptotischen
Zellen in Tumoren nach Kombinationstherapie von BE und OX via HAI nachweisen
konnte.

Dariiber hinaus kann eine Behandlung mit BE die Metastasierung unmittelbar
beeinflussen [Fernando et al, 2004]. Dies wurde durch eine Studie iiber die
Auswirkungen von BE bei hepatisch implantierten okularen Mikrometastasen der Leber
von Melanomen unterstrichen. Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der Ki67
Expression in Tumorzellen [Yang et al, 2010]. Dies spiegelt die Ergebnisse der
vorliegenden Studie wieder, welche auch eine Reduktion der Proliferation der
Tumorzellen durch BE aufzeigten. In der vorliegenden Studie fand sich ebenfalls eine
Reduktion des Tumorwachstums. Diese war, wie die immunhistochemische Auswertung
zeigte, nicht ausschlieflich durch antiangiogene Eigenschaften verursacht, sondern auch
durch direkte antiproliferative und proapoptotische Wirkungen von BE auf die
Tumorzellen.

Die Applikation der Kombination von BE und OX via HAI kann im Gegensatz zu einer
systemischen Gabe eine signifikante antineoplastische Wirkung induzieren.

Die nutritive Blutversorgung von kolorektalen Lebermetastasen erfolgt im Gegensatz
zum Leberparenchym, welches hauptsachlich durch portalvendses Blut versorgt wird,
liberwiegend aus dem arteriellen System [Breedis et al, 1954]. Die dadurch langere

Transitzeit von arteriell applizierten Medikamente im tumortragenden Teil der Leber
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verursacht einen erhohten Anti-Tumor-Effekt nach HAI und kann die in der
vorliegenden Studie beschriebenen besseren antitumordsen Effekt einer Therapie via
HAI im Vergleich zur systemischen Applikation erklaren.

Die systemische Verabreichung von OX war nicht wirksam, um das Tumorwachstum zu
hemmen. Dies steht im Einklang mit den klinischen Befunden, die zeigen, dass OX allein
eine nur minimale anti-neoplastische Wirkung ausiibt [Omura et al, 2008].
Dementsprechend kommt in Kklinischen Studien OX nicht als Monotherapie zur
Anwendung, sondern wird lediglich als Kombination mit anderen Zytostatika eingesetzt

[Omura et al., 2008].

7.2.2. Bevacizumab + Irinotecan

Irinotecan (IR) als Topoisomerasehemmer induziert in der S-Phase der Zelle uber
Doppelstrangbriche einen Abbruch der DNA-Replikation [Hsiang et al., 1989; Yoshida et
al., 1993]. Die Substanz zeigt eine vielfaltige antitumordse Aktivitat und ist ein erprobter
Bestandteil der Chemotherapie bei kolorektalen Karzinomen [de Gramont et al., 2000;
Douillard et al, 2000]. Irinotecan zeigt dariiber hinaus Nebenwirkungen, wie das
cholinerge Syndrom, Myeolosuppression, die Alopezie, die Leberschiadigung, die
Nierenschadigung und die Kolitis, die in der Regel jedoch akzepzabel sind [Chabot et al,,
1997; Slatter et al.,, 1997; 2000]. In unserer Studie zeigten sich weder im Rahmen der
systemischen Applikation noch im Rahmen der HAI schwerwiegende Nebenwirkungen
nach Irinotecangabe. Es kam einzig bei hepato-arterieller Infusion zu einer signifikanten
Zunahme der Leukozyten im Blutbild. Allerdings bediirfte es auch in diesem Fall zur
validen Aussage moglicher Nebenwirkungen einen langeren Beobachtungszeitraum, um
mogliche schwere Nebenwirkungen ausschliefRen zu kénnen.

Neben allen im vorangegangenen Teil beschriebenen Effekten der Monotherapie von
Bevacizumab im Rahmen der vorliegenden Studie zeigte die Kombination von
Bevacizumab mit Irinotecan als Kombinationstherapie eine tendenzielle Hemmung des
Tumorwachstums, welche sich allerdings nicht signifikant zeigte. Die Kombination der
beiden Medikamente zeigte aber eine signifikante erh6hte Tumorzerstérung, welche
anhand der Caspase-3-Farbung gemessen wurde. In Studien zur kombinierten Wirkung
von Bevacizumab mit Irinotecan konnte nach 24 bis 96 Stunden wahrend der
kurzfristigen Periode der vaskuldaren Normalisierung eine erhohte Kollagendichte um
die Tumorgefafie und somit eine bessere Aufnahme von Irinotecan in das Tumorgewebe

nachgewiesen werden, so dass von einer effizienteren zytotoxischen Wirkung der
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Substanz ausgegangenen werden kann [Vangestel et al., 2011] Eine plausible Erklarung
konnte sein, dass zwar weniger Gefaf3e durch die Therapie vorhanden sind, diese jedoch
von besserer Qualitit sind und dadurch die zugefiihrten zytotoxischen Substanzen
besser aufgenommen werden [Wildiers et al, 2003]. Die chaotische Blutzufuhr des
Tumors und die erhdhte Permeabilitit der Gefafdwand von Tumorgefafden konnen die
Aufnahme von zytotoxischen Substanzen ins Tumorgewebe inhibieren [Jain et al., 1987,
2001, 2005]. Vangestel et al. zeigten eine 60-70% hohere Aufnahme der zytotoxischen
Substanz im Tumorgewebe bei gleichzeitiger Gabe von Bevacizumab. Nach dieser
vulnerablen Phase kam es wieder zu einer geringeren Aufnahme, welche durch die
erschwerte Aufnahme iliber die verdickten Basalmembranen der Tumorzelle erklart
werden kann [Vangestel et al., 2011]. Tong et al. konnten nachweisen, dass es iiber die
Normalisierung bzw. Reduzierung des onkotischen Druckgradienten durch die VEGF-
Blockade und einer Normalisierung der Gefafdpermeabilitiat zu einer erh6hten Aufnahme
von Zytostatika ins Tumorgewebe kommt und damit zu einer verbesserten Wirkung des
Zytostatikums [Tong et al., 2004]. Es wurde aufderdem festgestellt, dass Hypoxie ein
Kennzeichen von soliden Tumoren ist. Dadurch zeigen solide Tumore eine erhohte
Produktion von angiogenen Faktoren wie VEGF. Hypoxie verringert die Aktivitat der
Prolyl-hydroxylasedomanproteine (PHD1-3), die als Sauerstoffsensoren wirken. Dies
wiederum verhindert den Abbau von Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktoren
(HIF) 1a und HIF2a, die die Transkription von HIF-angetriebenen Hypoxie-Genen
einschlief3lich VEGF ermoglicht [Goel et al., 2011]. Im Einklang dazu zeigte in der
vorliegenden Studie die Kombination von BE und IR die héchste Rate an apoptotischen
Zellen. Die systemische Anwendung der beiden Medikamente konnte analog zur Gabe
von BE und OX weder eine Tumorwachstumshemmung noch eine Tumorzerstorung

zeigen.

7.3. Schlussfolgerung

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass eine HAI als Monotherapie von
Bevacizumab als auch die Kombination von BE und OX eine effektive therapeutische
Option ist, um das Tumorwachstum zu hemmen. Die Kombination von BE mit IR zeigte
eine nicht signifikante Reduktion des Tumorwachstums bei deutlicher
Tumorzellregression. Somit kann eine HAI von BE in Kombination mit OX-basierten

Chemotherapien einen vielversprechenden Ansatz zur Behandlung von primar
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inoperablen kolorektalen Lebermetastasen liefern. Die HAI von BE mit [R-basierten
Chemotherapien zeigt ebenfalls einen Benefit, der in dieser Arbeit nicht signifikant ist
und noch weitergehender Untersuchungen zum Nachweis eines signifikanten

antineoplastischen Effekts bedarf.
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8. VERZEICHNIS DER ABKURZUNGEN
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