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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Einfluss von Darbepoetin-a auf extrahepatische Metastasen
des kolorektalen Karzinoms nach Leberresektion im

Mausmodell

Die erfolgreiche Behandlung des kolorektalen Karzinoms wird haufig durch eine nicht
mehr kontrollierbare Metastasenausbreitung limitiert. Daher ist es von grofdem klinischem
Interesse, die Metastasierung zu begrenzen und das Uberleben der Patienten zu
verbessern. Bei der Behandlung von Lebermetastasen ist die Leberresektion (Phx) die
Therapie der Wahl. Erythropoetin (EPO) und sein Analogon Darbepoetin-o (DPO) kénnen
die Leberregeneration und Leberfunktion nach einer ausgedehnten Leberresektion
verbessern. Allerdings steigern sie das durch eine Leberresektion induzierte Anwachsen
von Tumorzellen in der verbliebenen Leber. Inwieweit EPO und seine Analoga das
Wachstum von extrahepatischen Metastasen des kolorektalen Karzinoms beeinflussen,
ist nicht bekannt. Daher war Ziel dieser Arbeit, die Auswirkung einer perioperativen
Behandlung mit DPO nach ausgedehnter Leberresektion auf das Anwachsen von
extrahepatischen Metastasen und auf das Wachstum von bereits etablierten
extrahepatischen Metastasen zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurden im syngenen Mausmodell CT26.WT-GFP Tumorzellen in eine
Ruckenhautkammer implantiert. Im ersten Teil der Arbeit wurde den Tieren der
Behandlungsgruppe 10ug DPO pro Kilogramm Korpergewicht am Tag der
Tumorimplantation verabreicht. Zusatzlich wurden Tiere nach 70%iger Phx mit DPO
behandelt. Im zweiten Teil der Arbeit wurden extrahepatische Metastasen untersucht.
Diesen Tieren wurde DPO erst am finften Tag nach Zellimplantation verabreicht.
Weiteren Tieren erhielten eine Leberresektion und DPO-Gabe nach finf Tagen.
Tumorwachstum, GefalRneubildung, Tumorzellmigration sowie die Apoptose- und
Proliferationsrate in den Tumoren wurde mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie,
sowie histologischer und immun-histochemischer Praparate untersucht.

Nach DPO-Gabe wurden ein beschleunigtes Anwachsen der Tumorzellen und eine leicht
erhdhte Angiogenese festgestellt. Migration, Infiltration und Proliferation der Tumorzellen
wurden nicht beeinflusst. In leberresezierten Tieren war nach DPO-Gabe das

Tumorwachstum moderat und die Geféal3neubildung signifikant gesteigert. Migration,
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Infiltration, Apoptose waren ebenso wie die Proliferation unbeeinflusst.

In etablierten Metastasen wurde kein Effekt auf das Tumorwachstum, die Angiogenese
und die Infiltration durch DPO beobachtet. Es konnte jedoch eine gesteigerte Proliferation
der Tumorzellen festgestellt werden. Nach Leberresektion und DPO-Gabe war die
Proliferation signifikant gesteigert.

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse am ehesten auf eine beschleunigende Wirkung
von DPO auf die Etablierung extrahepatischer kolorektaler Metastasen durch gesteigerte
Proliferation und GefaRneubildung schlieBen. Da sich diese Effekte jedoch deutlich
abgeschwachter als bei intrahepatischen Metastasen darstellten, muss bei der
systemischen Applikation von DPO ein dosisabhéangiger Effekt vermutet werden.
Schlussfolgernd sollte daher beim Nachweis extrahepatischer Metastasen keine EPO
Therapie zur Unterstiitzung der Leberregenration erfolgen, da dies gegebenenfalls das

Wachstum der extrahepatischen Metastasen begunstigt.
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2 Summary

2.1 Effect of DPO on extrahepatic metastases of colorectal

cancer after liver resection in the mouse

The outcome of patients suffering from colorectal cancer strongly depends on the
uncontrollable outgrowth of metastases. The treatment of choice of liver metastases is still
the surgical resection. Erythropoietin and its analogue darbepoetin-a (DPO) have been
shown to improve liver regeneration and function after hepatectomy (Phx). Previous
experimental studies have demonstrated that DPO significantly enhances Phx-induced
engraftment of colorectal liver metastases by increasing neovascularization and tumor cell
proliferation. There is no information, however, whether EPO or DPO also stimulates the
engraftment and growth of extrahepatic metastases. Therefore, the present study
analyzed the effects of DPO on the engraftment of extrahepatic colorectal tumor cells after
major hepatectomy. Furthermore potential effects of DPO and Phx on established
extraheptic metastases were investigated.

For this purpose CT26.WT-GFP colorectal cancer cells were implanted into dorsal skinfold
chambers of syngeneic BALB/c mice. In the first part of the study, animals received a
single systemic dose of DPO (10ug/kg body weight) at the day of tumor cell implantation.
PBS-treated animals served as controls. To study whether the effect of DPO is influenced
by Phx, additional animals with and without DPO treatment underwent 70% Phx at day O.
In the second part of the study, animals received DPO treatment at day 5 after tumor cell
implantation and/or underwent 70% hepatectomy to analyze the effect of DPO on
established metastases. Tumor vascularization and growth as well as tumor cell
migration, proliferation and apoptosis were studied repetitively over 14 days using
intravital fluorescence microscopy, histology and immunohistochemistry.

In non-hepatectomized animals DPO significantly accelerated extrahepatic tumor cell
engraftment and slightly enhanced tumor neovascularization. In hepatectomized animals
DPO slightly enhanced extrahepatic tumor cell engraftment and significantly accelerated
tumor neovascularization. Of interest, DPO did not affect tumor cell migration and
infiltration. In established metastases DPO did not significantly affect tumor growth, tumor
cell migration, infiltration and apoptosis. This was not dependent on Phx. Only tumor cell

proliferation was significantly increased during DPO therapy after Phx.
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In conclusion, the present study indicates that DPO accelerates extrahepatic engraftment
of colorectal cancer cells, most probably by stimulating proliferation and the process of
neovascularization during the early stage of tumorigenesis. These promoting effects were
less pronounced when compared to the effect on intrahepatic tumour cells. Nonetheless
treatment with EPO after Phx to support liver regeneration is not recommended in case of

extrahepatic metastases, due to possible stimulation of metastatic growth.
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3 Einleitung

3.1 Geschichtlicher Uberblick der Entdeckung Erythropoetins

Seit jeher faszinierte Blut die Menschheit. Seine vitale Bedeutung fir den Menschen
spiegelt sich in allen Kulturen seit der Fruhzeit wieder. Sowohl die Viersaftelehre Galens
als auch die Lehre des Aderlasses zeigen, wie sehr man Blut einen bedeutenden Platz in
der Heilung von Krankheiten einrdumte. Mitte des 19. Jahrhunderts erkannten
franzosische Arzte einen indirekten Zusammenhang zwischen einem erniedrigten
Sauerstoffpartialdruck und des Hamatokrits bei der Blutanalyse von Probanden, welche
sich zuvor in alpinen Hohenlagen aufgehalten hatten (Bert et Jourdanet, 1873 zitiert nach
Ribatti, 2008). Erstmals postulierten Carnot und Deflandre 1906 die Regulation der
Erythropoese durch einen hormonellen Faktor, welchen sie Hemopoietin nannten (Carnot
et Deflandre, 1906 zitiert nach Ribatti, 2008). Sie versetzten Kaninchen durch einen
Blutungsstimulus in eine anamische Kreislaufsituation. Nach Serum-Transfusionen dieser
Tiere wurde in Empféangertieren ein Anstieg der Retikulozyten beobachtet. Weitere
tierexperimentelle Studien beschrieben ebenfalls einen Faktor im Plasma hypoxischer
oder anamischer Spender, der in Empfangertieren die Erythropoese steigerte (Sander,
1932; Hjorte, 1936 zitiert nach Ribatti, 2008). Bonsdorff und Jalavisto verwendeten 1948
hierfir erstmals den Begriff ,Erythropoetin® (EPO), um dessen Wirkung auf die
Erythrozytenproduktion zu beschreiben (Bonsdorff et Jalavisto, 1948 zitiert nach Ribatti,
2008). Als primares Syntheseorgan von EPO wurde die Niere identifiziert (Kuratowska et
al., 1961 zitiert nach Ribatti, 2008). Des Weiteren zeigte sich eine extrarenale EPO-
Produktion in geringeren Umfang unter anderem in Leber und Knochenmarkszellen
(Koury et al., 1991). Aufgrund der geringen Plasmakonzentration an zirkulierendem EPO
bendtigten Goldwasser und Kung Uber 2000 Liter Urin anamischer Patienten, um wenige
Milligramm des Hormons zu isolieren (Goldwasser et Kung, 1968). Basierend auf diesen
Daten war nun eine Identifizierung und Klonierung des humanen EPO-Gens in
Escherichia coli moglich (Lin et al., 1985; Lee-Huang, 1984). Ein Jahr danach beschrieb
Winearls die erste erfolgreiche Anamie-Therapie bei chronischen Nierenerkrankungen
durch den Einsatz von rekombinant hergestelltem humanem EPO (rhuEPO) (Winearls et
al., 1986). Zur Gruppe der Erythropoese stimulierenden Medikamente (erythropoiesis-
stimulating agents, ESAs) zahlt man neben rhuEPO weitere gentechnisch veranderte

EPO-Derivate, wie etwa Darbepoetin-a (DPO) der Firma Amgen, dessen
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Serumhalbwertszeit durch Modifizierung der endstéandigen Sialinsdurereste um den
Faktor 3 gesteigert wurde (Amgen, 2011). In den folgenden Jahren wurden die

molekularen Signalwege des Hormons erschlossen.

3.2 Physiologische Eigenschaften von EPO

EPO ist ein 30,4kDa schweres Glykoprotein. Die genetische Information ist auf dem
Chromosom 7 lokalisiert und codiert ein PraPro-EPO-Protein mit 193 Aminosdurenresten.
Dieses erfahrt eine posttranslationale Modifizierung mittels Abspaltung eines
Signalpeptides von 27 Aminosaureresten am N-terminalen Ende und Abspaltung eines
Argininrestes C-terminal (Sasaki et al, 2000). Zwei Disulfid-Briickenbindungen
stabilisieren die Molekularstruktur und sind fur die Bioaktivitat des Proteins essentiell
(Lappin, 2003). Die peritubuldren Nierenendothelzellen sind im adulten S&ugetier der
Hauptsyntheseort. Im fetalen Organismus wird EPO vorrangig durch das Lebergewebe
gebildet (Maxwell et al., 1997). Eine zellulare EPO-Speicherung findet nicht statt. Erst bei
Hypoxie der Zelle erfolgt eine vermehrte Transkription des EPO-Gens. Eine hypoxische
Stoffwechsellage aktiviert den Transkriptionsfaktor hypoxia-induced-factor 1 (HIF-1)
(Semenza, 2004). Dieser besteht aus zwei Untereinheiten, HIF-1a und HIF-13. Wahrend
HIF-1B8 in stabiler Form vorliegt, wird HIF-1a bei physiologischem Sauerstoffgehalt
kontinuierlich synthetisiert, nach Markierung durch die HIF-Prolyl-Hydroxilase aber auch
kontinuierlich abgebaut. Da dieses Enzym Sauerstoff als Coenzym bendétigt, wird es bei
hypoxischen Stoffwechselbedingungen inhibiert und HIF-1a kann akkumulieren. Die
beiden Untereinheiten HIF-1a und HIF-1B kénnen den HIF-1 Komplex ausbilden, und
aktivieren daraufhin im Zellkern die Transkription des EPO-Gens. Neben EPO verstarkt
HIF-1 unter anderem auch die Synthese von vascular-endothelial-growth-factor (VEGF),
Hamoxygenase und Transferrin (Fandrey et al., 2004).

Die Hauptfunktion des Hormons liegt in der Steigerung der Erythropoese. Es bindet im
Knochenmark vor allem an den reiferen Vorlauferzellen der Proerythroblasten und der
Erythroid Colony Forming Unit (CFU-E). EPO verhindert die Apoptose dieser Zelllinie und
fuhrt in Synergismus mit anderen Wachstumsfaktoren zur Ausdifferenzierung in
Normoblasten, Retikulozyten und letztendlich zur Erythrozytenreifung (Jelkmann, 2004).
Die Dichte des Erythropoetin-Rezeptors (EPO-R) ist bei den Vorstufen der Erythropoese
auf den CFU-E am hdchsten. Die EPO-R-Konzentration nimmt dann mit steigendem

Differenzierungsgrad der Zellen erneut ab (Broudy et al., 1991). Die Expression von EPO
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und EPO-R wurde auch in nicht-hamatopoetischen Zellen, unter anderem Neuronen,
Astrozyten, Endothelzellen und den Reproduktionsorganen nachgewiesen (Masuda et al.,
1993; Marti et al.,, 1996; Anagnostou et al., 1994; Asano et al.,, 2015). Die Analyse
etablierter Tumorzelllinien zeigte ebenfalls eine Expression der Rezeptoren in géngigen in
vitro Modellen (Acs et al., 2001; Farrell et al., 2004). Eine EPO-R-Expression wurde auch
in soliden Tumoren, wie dem Nierenzellkarzinom (Westernfelder et al., 2000), Melanom
(Selzer et al., 2000) und kolorektalem Karzinom (Chabowska et al., 2008; Baltaziak et al.,

2013), nachgewiesen.

3.3 Der EPO-Rezeptor

EPO-R, auch bekannt als p66, wird zur Gruppe der Chemokin-Rezeptoren gezahlt. Er ist
in eine extrazelluldre, transmembrandse und intrazellulare Doméne untergliedert. Ein
EPO-Molekil bindet an zwei benachbarte EPO-R der Zelloberflache, woraus eine
Dimerisierung der beiden Rezeptoren resultiert. Ein einzelner EPO-R besitzt keine
intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitdt. Die Dimerisierung der Rezeptoren hat allerdings die
Aktivierung von vier Signalkaskaden durch Phosphorylierungs-Prozesse zur Folge. Diese
sind der MAP-Kinase/ERK Signalweg (MAPK/ERK), der Phosphatidylinositol 3-
kinase/AKT Signalweg (PI3K/Akt), der Protein Kinase C Signalweg (PKC) und der
JAK/STATS Signalweg.

Die Dimerisierung des EPO-R flihrt zur Aktivierung einer Rezeptor-assoziierten
Tyrosinkinase (JAK2) durch Transphosphorylierung. JAK2 wiederum phosphoryliert
Tyrosinreste der intrazellularen Doméane des EPO-R, welche nun als Bindungsstellen fur
intrazellulare Proteine mit SH2-Doméanen fungieren (Komatsu et al., 1992). STAT5 als
Mitglied der STAT-Proteine (signal transducer and activator of transcription) bildet durch
die Aktivierung von JAK2 ein Homodimer, welches in den Zellkern Ubertritt. Die Bindung
an spezifische STAT-Domanen der DNS resultiert in der Steigerung der Proliferation und
Inhibierung der Apoptose (Lin et al., 2000). Durch Phosphorylierung der Proteine SOS
und GBR2 erfolgt die Aktivierung des RAS-Molekils. Dieses wiederum aktiviert unter
GDP-Abspaltung sowohl den PI3K Signalweg als auch die MAPK/ERK Signalkaskade
(Chen et Sytkowski, 2001). EPO-R phosphoryliert ebenfalls Phospholipase C. Dies flihrt
zur Hydrolyse membrangebundener GPI-Proteine und zur Aktivierung der PKC-
Signalkaskade (Boudot et al.,, 1999). Diese Signalkaskaden resultieren in einer

Translokation regulatorischer Faktoren in den Zellkern. Sowohl in gesunden als auch in
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entarteten Zellen vermitteln sie eine gesteigerte Zellproliferation, eine Zelldifferenzierung,
eine Invasionstendenz und eine Inhibierung der Apoptose (Lacombe et al., 1999; Silva,
2004; Dasari et al., 2010; Alvarez et al., 2010; Richmond et al., 2005; Baltaziak et al.,
2013; Park et al., 2014; Yang et al., 2015).

3.4 EPO-Einsatz in der Onkologie

Wahrend der Therapie einer malignen Tumorerkrankung ist haufig eine begleitende
Anamie zu beobachten. Dies ist entweder auf den myelosuppresiven Effekt der
Chemotherapie oder die onkologische Erkrankung selbst zurlickzufihren (Groopman et
Itri, 1999). Es zeigte sich, dass die Behandlung einer tumorassoziierten Anamie und der
damit erzielten Vermeidung von Midigkeit und Schwéche, die Lebensqualitat der
Patienten verbessert (Cella et al., 2004). Um die Anzahl von Bluttransfusionen zu
reduzieren, wurden die Mdglichkeiten einer medikamentbésen Therapie der
tumorassoziierten Anamie in klinischen Placebo-kontrollierten Studien evaluiert (Klein et
al., 2007). Ziel war es, die transfusionsassoziierten Risiken, wie etwa Infektionsgefahr
oder akutes Lungenversagen, zu reduzieren. Durch die Behandlung mit ESAs konnte so
die Anzahl der Bluttransfusionen reduziert und die Lebensqualitéat verbessert werden
(Littlewood et al., 2001; Vansteenkiste et al., 2002; Hedenus et al., 2003, Galli et al.,
2015). Es erfolgte daher die Zulassung der ESAs wie DPO durch die amerikanische Food
and Drug Administration (FDA) zur Behandlung tumorassoziierter Andmie (Amgen, 2011)
nach entsprechenden Leitlinien der amerikanische Gesellschaft fir klinische Onkologie
und der amerikanischen Gesellschaft fir Hamatologie (Rizzo et al., 2002). Experimentelle
Versuche zeigten eine verbesserte Radiosensitivitdt der Tumore unter EPO-Behandlung,
am ehesten aufgrund einer erhéhten Oxygenierung des Tumorgewebes (Thews et al.,
1998; Silver et al., 1999). Erste negative Auswirkungen einer ESAs-Therapie beschrieben
Henke und Kollegen in der ENHANCE (Erythropoietin in Head and Neck Cancer)-Studie.
Patienten mit Radiotherapie eines nasopharyngealen Tumors zeigten unter zusétzlicher
Behandlung mit Epoetin B einen gesteigerten lokalen Tumorprogress und eine kirzere
Uberlebenszeit im Vergleich zur Placebo-Gruppe (Henke et al., 2003). Des Weiteren
wurde bei einer Placebo-kontrollierten Studie zur Behandlung metastasierender
Mammakarzinome mit first-line Chemotherapie unter zusatzlicher Epoetin a Therapie eine
erhdhte Mortalitdt in der Behandlungsgruppe festgestellt. Dies fuhrte zum frithzeitigen

Abbruch der Studie (Leyland-Jones et al., 2005). In Zusammenschau der klinischen Daten
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mehrerer Studiengruppen, welche Krebspatienten mit ESAs behandelten, zeigte sich eine
erhdhte Mortalitdt und Verschlechterung des Gesamtiberlebens (Bohlius et al., 2009;
Tonelli et al., 2009). In Folge dessen warnte die amerikanische Zulassungsstelle vor den
mdoglichen negativen Effekten der ESAs. Die amerikanische Gesellschaft fur klinische
Onkologie und die amerikanische Gesellschaft fiir Hamatologie empfahlen eine sorgféltige
Risiko-Nutzen-Abwéagung in der Behandlung von onkologischen Patienten mit ESAs und
forderten zuséatzliche Studien (Rizzo et al., 2010, Galli et al., 2015).

3.5 Das kolorektale Karzinom

In den USA stellt das kolorektale Karzinom die dritthdufigste maligne Tumorerkrankung
beider Geschlechtern dar (Jemal et al., 2010). Des Weiteren ist es die dritthaufigste
tumorbedingte Todesursache bei Frauen und Mannern. In Deutschland ist Darmkrebs die
dritthaufigste Krebsneuerkrankung bei Mannern und zweithaufigste bei Frauen. Das
kolorektale Karzinom ist die zweithdufigste Krebstodesursache bei Mannern und
dritthdufigste bei Frauen. Die altersstandardisierten Sterberaten sind bei beiden
Geschlechtern in den letzten 10 Jahren um 20% zuriickgegangen (Krebsregister in
Deutschland e.V., 2013). Nicht zuletzt aufgrund der fortschrittlichen onkologischen und
chirurgischen Therapieoptionen fuhren die Primartumore nur noch selten zum Tode des
Patienten (Fong et al., 1999; Chambers et al., 2002; Abdalla et al., 2004; Kopetz et al.,
2009). Jedoch begrenzt die Metastasierung der Tumore in weitere Organe die
Uberlebenszeit der Patienten erheblich. Die Leber ist, unter anderem aufgrund des
portalventsen Zuflusses aus dem Darm, das am haufigsten betroffene Organ. Sekundéare
Zielorgane der Tumorabsiedlungen sind Lunge, Knochen und Gehirn (Weiss et al., 1986).
Intrahepatische Metastasen finden sich in Gber 50% der Krankheitsfalle. Uber die Halfte
der Patienten zeigen extrahepatische Metastasen in fortgeschrittenen Stadien der
Tumorerkrankung (Fong 1999; Abdalla et al., 2004). Die Entwicklung neuer adjuvanter
Therapieansétze bei der Behandlung intrahepatischer Metastasen zur Reduktion der
Rezidivrate ist daher von grof3em klinischen Interesse (Drixler et al., 2000; Chua et al.,
2010; Chu et al., 2012; Liu et al., 2015).

3.6 Metastasierung von Tumorzellen

Die Metastasierung eines Tumors stellt fir die behandelnden Arzte eine Eskalation der
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Krankheit dar. Die lokale Therapie des Primartumors durch Bestrahlung oder Resektion
muss um eine multimodale Therapie zur Behandlung der Metastasen ergéanzt werden. Zu
Beginn des Metastasierungsprozesses kommt es zum Durchbrechen der Basalmembran
und Invasion in benachbarte Gewebskompartimente. Dies gelingt unter anderem durch
Expression von Matrix-Metalloproteinasen, welche die extrazellulare Matrix auflédsen
(McDonnel et al., 1999). Durch Reduktion von Cadherinen kénnen sich die Tumorzellen
aus dem Zellverband l6sen und so in die Blutstrombahn gelangen (Conacci-Sorrell et al.,
2002). Nach dem Ubertreten in die Blutbahn kommt es in Abhangigkeit der anatomischen,
hamodynamischen und physikalischen Eigenschaften zur Verbreitung der Tumorzellen in
das Kapillarbett anderer Organe. Da die Metastasierung nicht rein zufallig ist, beschrieb
Paget bereits 1889 erstmals die ,Seed and Soil* Theorie (Paget, 1989). Laut dieser
Annahme metastasieren entsprechende primare Tumorzellen (seeds) in Abhangigkeit der
Eigenschaften entsprechender Zielorgane (soils). Dort wird das Anwachsen durch
gewebespezifische Faktoren moduliert (Orimo et al., 2005; Mueller et Fusenig, 2004;
Kollmar et al., 2006; Kollmar et al., 2010).

Das Anwachsen (in der englischen Literatur: ,engraftment®) von Tumorzellen in anderen
Organen allein bedingt jedoch keine Eskalation der Erkrankung. Die sogenannten in situ-
Karzinome konnen aufgrund der limitierten Diffusionskapazitdit des Gewebes flr
Sauerstoff und Nahrstoffe nur auf wenige Millimeter begrenzt heranwachsen (Gimbrone et
al., 1972; Carmeliet et Jain, 2000; Kerbel et al., 2000; Vajkoczy et al., 2002). Erst durch
die Ausbildung eines Gefal3netzwerkes erreichen gentigend Néhrstoffe und Sauerstoff die
Mikrometastasen und beglnstigen das Wachstum. Dieser Prozess wird in der Literatur
auch als ,angiogenic switch“ bezeichnet (Bergers et Benjamin, 2003). Durch
Gewebshypoxie und/oder Onkogene Uberwiegen im Mikromilieu des Tumorzellverbandes
angiogene Faktoren. Es kommt daraufhin zum Einwandern endothelialer Vorlauferzellen
sowie zur Aussprossung neuer GefaRaste aus bereits bestehenden Kapillaren und
postkapillaren Venolen des Zielorganes (Carmeliet et Jain, 2000; Okamoto et al., 2005).
Die Tumorangiogenese stellt also einen entscheidenden Schritt in der Etablierung von

soliden Metastasen dar.

3.7 Leberresektion

In der Behandlung sekundarer Lebertumore, wie etwa Metastasen des kolorektalen

Karzinoms, ist die Leberresektion (eng. partial hepatectomy, Phx) unter aktuellem
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Erkenntnisstand die Therapie der Wahl (Garcea et Maddern, 2009). Als mittlerweile
etabliertes Therapieverfahren kann hiermit die Prognose der Patienten bei
vergleichsweise geringem perioperativen Morbiditats- und Mortalitésrisiko erheblich
verbessert werden (Jarnagin et al., 2002; Choti et al., 2002; Imamura et al., 2003; Chang,
2004; von Heesen et al., 2012; Abdalla et al., 2013). Die Einstufung der Metastasen des
Kolonkarzinoms als resezierbar oder primér nicht resezierbar richtet sich nach dem
geplanten verbleibenden Lebergewebe. Bei gesunden Patienten sollten >20%, bei
Patienten mit Leberschaden, etwa durch Chemotherapie, >30% und bei Patienten mit
Leberzirrhose > 40% des Ausgangsvolumen erhalten bleiben (Abdalla, 2011). Es besteht
daher bei einer ausgedehnten Leberresektion das Risiko eines postoperativen
Leberversagens (Farges et al., 1999; Stewart et al., 2004). Eine Verbesserung der
Uberlebenszeit bei primar als nicht resezierbar eingestuften Lebermetastasen wurde
durch die konstante Weiterentwicklung der Operationstechniken und Therapieanséatze,
etwa durch Pfordaderastligatur oder portalventése Embolisation, erzielt (Abdalla, 2011;
Schnitzbauer et al, 2012; Abdalla et al., 2013; Schadde et al, 2014). Es wurden jedoch
auch bei einer Vielzahl der Krankheitsfalle sowohl intra- als auch extrahepatische
Tumorrezidive beobachtet (Fong et al., 1999; Yamamoto et al., 1999; Abdalla et al.,
2004).

3.8 Leberregeneration unter DPO

In der Biologie definiert man Regeneration als die Wiederherstellung einer zuvor
abgetrennten Struktur ad integrum. So zum Beispiel das Nachwachsen einer
abgetrennten Extremitat aus undifferenzierten Zellen aus dem Stumpf (Fausto et al.,
2006). Die Leberregeneration ist jedoch vielmehr auf ein kompensatorisches Wachstum
der verbliebenen Hepatozyten als auf das Nachwachsen der resezierten Segmente aus
undifferenzierten Zellen zurlckzufuhren. Nach einer Leberteilresektion oder Leber-
schadigung werden durch Wachstumsfaktoren und Zytokine mehrere Signalwege initiiert.
Aus dem Magen-Darm-Trakt erreichen Proteine, wie das Lipopolysaccharid-bindendes-
Protein, durch den portalventsen Fluss die Leber und aktivieren die Kupfferschen
Sternzellen. Weitere Faktoren wie Insulin aus dem Pankreas, T3 aus der Schilddriise,
EGF aus dem Duodenum, HGF aus den Kupfferschen Sternzellen sowie TNF-alpha und
Interleukin 6 aus den Kupfferschen Sternzellen tberfihren die Hepatozyten Uber die G1-

Phase in die S-Phase des Zellzyklus. Durch die Inhibierung des TGF3-Signalweges wird
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die Proliferation aufrechterhalten (Scotté et al., 1997; Stolz et al., 1999; Taub, 2004).
Neben den Hepatozyten kénnen hamatopoetische Stammzellen bei schweren und/oder
chronischen Leberschadigungen durch Einwanderung in das Leberparenchym zur
Leberregenration beitragen (Kollet et al., 2003; Gehling et al., 2005; Dalakas et al., 2005).
Des Weiteren sind wahrscheinlich die sogenannten ,Oval cells“ an der Leberregeneration
beteiligt. Diese Zellen finden sich in den terminalen Gallengangen und koénnen in
Hepatozyten oder Cholangiozyten differenzieren (Mavier et al., 2004; Gehling et al., 2005;
Dalakas et al., 2005). Fir den Wachstumsprozess wird sowohl die Proliferation des nicht-
parenchymattésen Gewebes als auch eine ausreichende Gefaldversorgung unter
Beteiligung von proangiogenen Faktoren bendtigt (Michalopoulos et DeFrances, 1997;
Drixler et al., 2002). Die genauen Mechanismen in diesem komplexen und abgestimmten
Prozess sind nach wie vor nicht vollsténdig erforscht.

ESAs zeigen in nicht-hamatopoetischen Gewebe neuroprotektive und cardioprotektive
Eigenschaften (Arcasoy et al., 2008). Dies wurde unter anderem auf eine anti-
inflammatorische Wirkung zuriickgefiihrt (Kumral et al.,, 2007). Es wurde daher die
therapeutische Moglichkeit einer perioperativen Applikation von EPO zur Pravention eines
postoperativen Leberversagens nach Phx postuliert (Sepodes et al., 2006; Bockhorn et
al., 2008).Schmeding konnte in einem Ischamie-Reperfusions-Modell der Ratte zeigen,
dass EPO einen zytoprotektiven Effekt auf das Leberparenchym besitzt. In diesem Modell
wurden nach portalventser EPO-Applikation signifikant erniedrigte Leberenzym-Werte
sowie eine reduzierte Apoptose-Rate gemessen (Schmeding et al., 2008). Hiermit
Ubereinstimmende Ergebnisse zeigte eine tierexperimentelle Arbeit zum medikamentds
induzierten akuten Leberversagen im Mausmodell von Le Minh und Mitarbeiter. Die
retrobulbére intraventse Applikation von DPO fuhrte zu signifikant erniedrigten
Leberenzymwerten und einer reduzierten Zellnekrose bzw. — apoptose (Le Minh et al.,
2007). Die Arbeiten von Rupertus und Kollegen zeigten nach portalvenéser DPO-
Applikation ebenfalls eine gesteigerte Proliferation und verringerte Apoptose 7 Tage nach
Leberresektion. Klemm und Kollegen beschrieben einem negativen Effekt durch tagliche
intravendse rhuEPO-Gaben auf die Leberregeneration nach finf Tagen im Rattenmodell.

Sie fuhrten diesen Effekt auf eine erhéhte TNF-alpha Ausschiittung zurtick.

3.9 Einfluss der Leberregeneration auf Tumorzellen

In den oben aufgefiihrten klinischen Studien wurden nach Phx in einer Vielzahl der
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klinischen Falle intra- bzw. extrahepatische Tumorrezidive beschrieben (Fong et al., 1999;
Yamamoto et al., 1999; Abdalla et al., 2004). Zur Klarung dieser Beobachtung folgten
mehrere experimentelle Studien. Ob die Leberresektion und die damit einhergehende
Leberregeneration einen Wachstumsschub von gastrointestinalen Tumorzellen initiieren,
wird immer noch kontrovers diskutiert. Castillo und Kollegen beobachteten ein signifikant
gesteigertes Uberleben von Mausen mit diffusen kolorektalen Lebermetastasen nach
einer 40%igen Phx (Casillo et al., 1989). Die Arbeitsgruppe fihrte den beobachteten
antiproliferativen Effekt auf eine gesteigerte Interferon-Produktion zurliick (Doerr et al.,
1989). Eine weitere Arbeit zeigte eine reduzierte Tumoraktivitat eines hepatozellularen
Karzinoms nach einer 60%igen Phx, wohingegen eine 30%igen Phx zur Stimulation des
Tumorwachstums fiihrte (Yokoyama et al., 2000). Die Mehrzahl der experimentellen
Arbeiten berichtet jedoch von einem gesteigerten Tumorwachstum, sowohl nach 30%iger
Phx als auch nach 70%iger Phx (van Dale et Galand, 1988; Mizutani et al., 1992; Panis et
al., 1992; De Jong et al., 1995; Slooter et al., 1995; Picardo et al., 1998; Rashidi et al.,
1999). Dies wird auf die vermehrte Bildung proliferationsteigernder und antiapoptotischer
Wachstumsfaktoren unter der Leberregeneration zuriickgefuhrt. Auch die erhdhten
Konzentrationen von Chemokinen sowie die gesteigerte Produktion proangiogener
Substanzen wurden als Ursache aufgefihrt (Scotté et al.,, 1997; Picardo et al., 1998;
Shimizu et al., 2005; Rupertus et al., 2010).

Effekte einer Phx auf extrahepatische Tumormanifestationen sind nicht eindeutig geklart.
Einerseits werden keinerlei Auswirkung auf subkapsulare renale und retroperitoneale
Metastasen eines hepatozellularen Karzinoms nach Phx beschrieben (De Jong et al.,
1995). Andererseits zeigte Schindel und Grosfeld ein gesteigertes subkutanes
Metastasenwachstum nach Phx (Schindel et Grosfeld, 1997). Die Ergebnisse der eigenen
Arbeitsgruppe zeigen einen leichten proangiogenen, proliferativen Effekt nach 30%iger
Phx und einen deutlichen Wachstumsstimulus nach 70%iger Phx auf extrahepatische
Metastasen eines kolorektalen Karzinoms in der Maus (Rupertus et al., 2007). Weitere
Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe zeigten, dass durch eine 70%ige Phx und
portalventser Applikation von DPO das intrahepatische Anwachsen kolorektaler
Karzinomzellen sowie deren GefalRversorgung signifikant gesteigert wurde (Rupertus et
al., 2010; Rupertus et al., 2012).
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4 Ziel der Arbeit

Erythropoetin  und sein Analogon DPO konnten einerseits aufgrund der anti-
inflammatorischen und antiapoptotischen Eigenschaften vielversprechende Therapeutika
zur Pravention eines postoperativen Leberversagens nach ausgedehnter Leberresektion
sein. Andererseits werden negative Effekte auf die chirurgische Therapie intrahepatischer
Metastasen unter DPO postuliert. Da Untersuchungen zur Auswirkung von DPO nach Phx
auf extrahepatische Metastasen des kolorektalen Karzinoms fehlen, wurde in Anlehnung
an die Dbereits durchgefihrten Tierexperimente unserer Arbeitsgruppe das
Ruckenhautkammer-Modell der Maus in Kombination mit dem Leberresektions-Modell der
Maus zur Untersuchung dieses Sachverhaltes gewéhlt. In der vorliegenden Arbeit soll
untersucht werden, ob die Therapie mit DPO stimulierend auf das extrahepatische
Anwachsen kolorektaler Tumorzellen auswirkt. Es soll ebenfalls das Anwachsen der
Tumorzellen nach einer Kombination aus Phx und DPO-Gabe untersucht werden. Im
zweiten Teil der Arbeit sollen mogliche Effekte von DPO auf bereits etablierte
extrahepatische Metastasen auch in Kombination mit einer Phx untersucht werden. Fur
diese Fragestellung werden das Tumorwachstum, Migration, Infiltration, die
Proliferationsrate, die Apoptoserate und die Ausbildung des tumorassoziierten

Gefalinetzwerkes analysiert.
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5 Material und Methoden

5.1 Zellbiologische Methoden

5.1.1 Tumorzell-Linie

Das Tumormodell und die Operationstechniken wurden geméafR den vorangegangen
Studien der Arbeitsgruppe durchgefiihrt (Rupertus et al., 2007; Rupertus, 2008; Kollmar et
al., 2010). Fur die Experimente dieser Arbeit fanden Tumorzellen der Kolonkarzinomzell-
Linie CT26.WT (ATCC CRL-2638, LGC Promochem GmbH, Wesel, Deutschland)
Verwendung. Diese Zell-Linie wurde durch die Induktion eines undifferenzierten
Adenokarzinom des Kolons mittels N-Nitroso-N-Methylurethan gewonnen und ist syngen
zur BALB/c-Maus. Eine Vielzahl von Studien zeigten die Eignung als syngenes
Tumormodell mit guter Tumorgenitat in der BALB/c-Maus (Wang et al, 1995;
Tannenbaum et al., 1996; Zeelenberg et al., 2003; Kollmar et al., 2004, Kollmar et al.,
2006, Rupertus et al., 2010; Rupertus et al., 2012). Die Anzucht der CT26.WT-Zellen
erfolgte in der Zellkultur als Monolayer in RPMI-1640 Medium mit 2 mM L-Glutamin
(Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland), 10% FCS (Fetal calf serum,
FCS-Gold, PAA Laboratories GmbH, Cdlbe, Deutschland), 100 U/ml Penicillin und 100
Mg/ml Streptomycin (PAA Laboratories GmbH) bei 37°C in einer humiden 5%igen CO 2-
Atmosphére (Rupertus, 2008).

5.1.2 GFP-Transfektion der CT26.WT-Zellen

Fur die Versuche wurden Tumorzellen verwendet, die aktiv Green fluorescent protein
(GFP) exprimieren und somit sowohl in vitro, als auch in vivo mit einem speziellen
Lichtschwellenfilter dargestellt werden kénnen. Die Zellen mittels Phagen unter der
Verwendung von CLONfectin (Clontech, Palo Alto, CA, USA) mit dem enhanced-GFP-
Expressionsvektor pEGFP-N1 (Clontech) transfiziert (Kollmar et al., 2004). Es erfolgte die
Selektion der erfolgreich transfizierten Tumorzellen unter dem Fluoreszenzmikroskop
durch Zusatz von Kanamycin. Nach Kultivierung der Zellen wurden diese bis zur weiteren
Verwendung bei -180°C in Flussigstickstoff kryokonserviert. Zur Vermeidung einer
Zelllyse erfolgte der Zusatz von 10% DMSO (Sigma Aldrich Chemie GmbH) und 50%
FCS. Zur erneuten Verwendung wurden die CT26.WT-GFP-Zellen in 37°C warmen

15



Material und Methoden

Wasser aufgetaut, in Kulturmedium udberfihrt und zur Kultivierung in Petrischalen
(Cellstar, 100/20 mm, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) ausgesat und
inkubiert. Ein Medienwechsel erfolgte alle zwei Tage. Die zellbiologischen Arbeiten
wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sterilbank (Mikroflow Biological Safety

Cabinet, Nunc Intermed, Wiesbaden, Deutschland) durchgefiihrt (Rupertus, 2008).

5.1.3 Kultivierung der Tumorzellen

Die CT26.WT-GFP Zellen wurden bei einer 70-80%igen Konfluenz passagiert. Zunachst
erfolgte die Spulung mit steriler Phosphat gebufferter Kochsalzlosung (PBS). Zur
Ablosung von den Kulturschalen wurden die Zellen mit einer Trypsin-EDTA-LOsung
(0,05% Trypsin; 0,02% EDTA; PAA) versetzt. Der Ca®"bindende Komplexbildner EDTA
wurde zur Verstarkung der Trypsinwirkung beigesetzt. Dies ermoglicht eine Loslésung
der Zellen ohne groReren Verlust an Oberflachenmolekiilen. Nach Inkubation bei 37°C
erfolgte die mikroskopische Kontrolle der fluoreszierenden Enzymwirkung zur
Qualitatssicherung. Danach erfolgte die Neutralisation mit FCS haltigem Medium. Nach
Zentrifugation (Universal 30 F, Hettlich, Tuttlingen, Deutschland) wurden die Zellen im
Verhéltnis 1:2 ausgedinnt und bis zur nachsten ausreichenden Konfluenz kultiviert. Flr
die Experimente fanden nur CT26.WT-GFP Zellen der ersten drei Passagen nach Kryo-
Konservierung  Verwendung. Fir die Praparation eines  Zell-Pellets  zur
Tumorzellimplantation wurden die Zellen mit Trypsin aus der Kulturschale geldst, mit PBS
gewaschen und dreimal fir jeweils drei Minuten bei 1600 U/min zentrifugiert, um eine

entsprechend konzentrierte Zellsuspension zu erhalten.

5.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Die zu implantierende Zellzahl wurde, wie in den vorangegangen Arbeiten, auf 1x10°
festgelegt und in entsprechender Technik bestimmt (Rupertus et al., 2007; Rupertus,
2008; Kollmar et al., 2010). Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 2 pl Zellsuspension aus
dem Pellet entnommen, mit PBS verdinnt und 10%ige Trypanblau-Lésung (Sigma)
beigefugt. Der Vitalfarbstoff Trypanblau kann die Zellmembran nur bei gestorter
Membranintegritdt durchdringen und wird daher zur Bestimmung der Anzahl lebender
Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden in einer Neubauer Zahlkammer Uber der Flache der
4 Eckquadrate (1 mm?2) ausgezahlt. Diese ist aus 16 Kleinquadraten mit einer Seitenlange

von 0,25mm aufgebaut und ist 0,1mm hoch. Somit betragt das Volumen Uber einem
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Eckquadrat 0,1mm? bzw. 0,1ul. Zur Berechnung der Gesamtzellzahl einer Suspension

wurde die folgende Formel verwendet:

Summe Zellzahl aller Quadrate/4 = Mittelwert der Zellzahl pro Quadrat (Volumen 0,1ul)
Mittelwert der Zellzahl pro Quadratx10* = Zellen/ml

Gesamtzellzahl Ny = Zellen/ml x Verdiinnungsfaktor x Volumen der Zellsuspension.

Die Zellzahlung erfolgte unter einem inversen Lichtmikroskop (Leica DMIL, Solms,
Deutschland) bei 100facher GesamtvergrofRerung. Die Lebendzellzahl wurde aus dem
prozentualen Anteil der vitalen Zellen an der Gesamtzellzahl errechnet. Es wurden
insgesamt 10 Zahlungen durchgefihrt und die zu implantierende Zellzahl wie in den
vorangegangen Studien auf 1x10° festgelegt (Rupertus, 2008; Rupertus et al. 2009).

5.2 Tierexperimentelles Modell

5.2.1 Versuchstiere und Haltung

Die Tierversuche wurden vom saarléandischen Landesministerium fur Gesundheit und
Verbraucherschutz, Abteilung fir Lebensmittel und Veterinarwesen genehmigt (Versuch
23/2007) und erfolgten unter Einhaltung der Vorschriften des Tierschutzgesetzes. Fir die
Versuchsreine wurden 12-16 Wochen alte, weibliche BALB/c Mause (Charles River
Laboratories GmbH, Sulzfeld, Deutschland) mit einem Korpergewicht von mindestens 21g
verwendet. Die Tierhaltung erfolgte in Einzelk&figen bei Raumtemperaturen von 22-24°C
und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60-65% mit einem 12 Stunden Tag/Nacht
Rhythmus. Der freie Zugang zu Trinkwasser und Standard-Labornahrung (Altromin 1324,
Altromin GmbH, Lage, Deutschland) sowie die ungehinderte Bewegungsfreiheit in den
Kafigen wurde gewahrleistet. Das Korpergewicht, das Schlaf- und Fressverhalten und der

Allgemeinzustand der Tiere wurden taglich kontrolliert und protokolliert.

5.2.2 Ruckenhautkammer-Modell

Das Rickenhautkammer-Modell der Maus stellt ein etabliertes Verfahren zur wiederholten
Analyse der Mikrozirkulation in Kombination mit der Intravital-Fluoreszenzmikroskopie bei
relativ geringer Invasivitat dar (Vajkoczy et al., 2000; Menger et al.,, 2002). Die

Verwendung eigenfluoreszierender Tumorzellen, wie in diesem Modell mittels GFP-
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Transfektion induziert, ermdglicht die Beurteilung der frihen Metastasenbildung
einschlielich Tumorzellmigration und Angiogenese. Durch die Eigenfluoreszenz der
Tumorzellen kann die Etablierung von Tumormetastasen und deren tumor-assoziierten
GefaRarchitektur ohne wiederholte Applikation von Farbstoffen untersucht werden (Jain et
al., 2002; Sturm et al., 2003; Steinbauer et al., 2003).

Als Anasthetikum wurde zunachst eine LoOsung, bestehend aus 7,5 Vol. %
Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2%, Bayer, Leverkusen, Deutschland) und 7,5 Vol. %
Ketaminhydrochlorid (Ketavet®, Ketamin 100mg/ml, Pharmacia GmbH, Erlangen,
Deutschland) in 0,9%iger Kochsalzldsung hergestellt. Nach Gewichtsbestimmung der
Versuchstiere erfolgte die gewichtsadaptierte intraperitoneale Injektion von je 10 ml/kg
Korpergewicht (KG), entsprechend 90 mg/kg KG Ketamin und15 mg/kg KG Xylazin. Dies
ermdglicht eine tiefe Narkose Uber einen Zeitraum von 30-40 Minuten. Bei Bedarf konnten
adaptierte Injektionen zur Aufrechterhaltung der Andsthesie vorgenommen werden.

Die Rickenhautkammer (RHK) besteht aus zwei flachen spiegelbildlichen Titanrahmen.
Die Rahmen besitzen in der Mitte eine kreisrunde Aussparung fir die Einlage eines
Deckglases mit 11,9 Millimeter Durchmesser. An den AuRenrédndern befinden sich
mehrere Osen zur Fixierung am Gewebe. Der dem Operateur spater abgewandte
Titanrahmen wurde vor dem Eingriff mit drei um die zentrale Aussparung verlaufende
Schrauben versehen und diese durch Muttern fixiert (Abb. 1A). Das bendétigte
Instrumentarium wurde mit den bendtigten Kammerteilen 15 Minuten vor der Praparation
bei 80° Celsius im Ultraschallbad gereinigt und anschlieBend mittels einer 70%-Ethanol-
Ldsung desinfiziert. Nach tiefer Anasthesie des Versuchstieres erfolgte die Rasur des
Rickens mittels eines Tierhaarschneiders und eine anschlieRende grindliche Enthaarung
der Ruckenhaut mit einer Enthaarungscreme (asid-med Creme, ASID BONZ, Herrenberg,
Deutschland). Das Tier wurde anschlielend vorsichtig mit lauwarmem Wasser von
moglichen Resten der Creme gereinigt. Nun wurde eine zentral verlaufende Hautfalte des
Ruckens mit beiden Handen unter Gegenlichtkontrolle hochgehalten und die prominenten
RickenhautgefaRe parallel ausgerichtet. Die Hautfalte wurde durch einen jeweils kranial
und kaudal angebrachten Haltefaden an einem Quergestéange gehalten. Der riickwandige
Rahmen wurde dann mittig auf die Hautfalte gelegt und kranial des Insertionsgebietes
des M. retractor und kaudal entlang der Schulterbasis verlaufenden Versorgungsgefalie
fixiert. Hierzu wurde zunachst die Rickenhaut mit zwei Haltendhten in den Osen am
Titanrahmen befestigt. Im nachsten Schritt wurde der Rahmen gegen die Hautfalte

gedrickt und die Haut oberhalb der beiden am Unterrand der Kammer angebrachten

18



Material und Methoden

Schrauben inzidiert. Die beiden Schrauben wurden durch die erdffnete Haut gefiihrt und
mittels chirurgischer Klemmchen arretiert (Abb. 1B). Die abschlieBende Fixierung des

Rahmens erfolgte mit zwei weiteren Nahten an der Oberseite der Kammer.

Abbildung 1: Praparation einer Riickenhautkammer der Maus

A: Ubersicht der einzelnen Bestandteile einer Riickenhautkammer. B: Aufsicht auf den Operationssitus.
Der riickwandige Titanrahmen wurde bereits am Oberrand der Hautfalte mittels Ligaturen fixiert. Am
Unterrand wurden die beiden Schrauben nach Hautinzision mittels chirurgischer Klemmchen fixiert. Es
zeigt sich im Gegenlicht die parallele Ausrichtung der RickenhautgeféaRe. C: Riuckenhautkammer nach
Abschluss der Praparation. Die RiickenhautgefaRe der Gegenseite sind durch das Deckglass zu erkennen.
Diese hat einen Durchmesser von 11,9 Millimeter D: Weibliche Balb/c Maus am 5. Tag nach Praparation
der Rickenhautkammer.

Jetzt wurde im Gegenlicht der zu exzidierente Bereich, welcher der kreisrunden
Aussparung der Kammer entsprach, mittels Permanentmarker eingezeichnet und die
Haltefaden geldst. Nach diesen Schritten konnte das Tier in Rechtsseitenlage unter dem
OP-Mikroskop gelagert werden. Nun wurde im markierten Bereich Haut, Hautmuskulatur,
Faszien-Fettgewebe und die beiden Schichten des M. retractor mittels Mikroschere
exzidiert und so die abgewandte quergestreifte Hautmuskulatur freigelegt. Um eine
Austrocknen des Gewebeareales zu verhindern sowie etwaige kleinere Koagel zu

entfernen, erfolgte die Spulung mit 0,9%-Kochsalzlésung. Daraufhin wurde der vordere
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Rahmen aufgesetzt und an den drei Schrauben mit Muttern festgeschraubt. Das
Beobachtungsfenster wurde mit einem Deckglas versiegelt, wobei auf ein luftblasenfreies
Anliegen des Glases am Gewebe geachtet wurde (Abb. 1C). Nach Fixierung des
Deckglases durch einen Sprengring wurden die Uberstehenden Gewinde mit einem
Seitenschneider gekirzt. Um ein Wiederherstellen der Normothermie zu unterstitzen,
wurden die Tiere nach der Operation in ihren Kéfigen bis zum Wiedererwachen vor einer
Rotlicht-Wéarmelampe gewarmt. In der anschlieBenden 48-stiindigen Erholungsphase
wurde den Tieren freier Zugang zu Futter und Wasser sowie der gewohnten Schlaf-Wach-

Rhythmus gewahrt.

5.2.3 Leberresektion

Es wurde bei insgesamt 32 Versuchstieren eine Leberteilrektion von 70 Prozent des
Ausgangsvolumens durchgefihrt. Dies wurde mittels Resektion des linkslateralen und
medialen Leberlappens erreicht (Rupertus et al.,, 2007). Die Operation wurde geman
Versuchsprotokoll nach einem 48-stindigen Intervall zur Préparation der
Rickenhautkammer unmittelbar vor Implantation der Tumorzellen bzw. am 5. Tag nach
Tumorimplantation durchgefiihrt. Die Tiere wurden mit einer intraperitonealen Gabe von
Ketamin und Xylazin anasthesiert. Die Lagerung erfolgte in Rickenlagen auf einer
speziell mit einer Aussparung fir die RHK versehenen Unterlage. Nach Rasur und
Desinfektion des Abdomens erfolgte eine etwa 25 Millimeter lange mediane Laparotomie
(Abb. 2A). Nach Eréffnung des Oberbauches wurden der linkslaterale und mediane
Leberlappen nach Durchtrennung der ligamentaren Haltestrukturen mobilisiert (Abb. 2A).
Es wurde zunachst mit einem resorbierbaren, geflochtenen Faden (Vicryl® 5-0, Ethicon,
Norderstedt, Deutschland) der linkslaterale Leberlappen hilusnahe ligiert und mit einer
Mikroschere exzidiert (Abb. 2B; 2C). Daraufhin wurde der mediane Leberlappen durch
jeweils eine von rechts und links angelegte Ligatur von der Blutversorgung abgetrennt und
ebenfalls entfernt (Abb. 2D). Es erfolgte die Spilung des Oberbauches mit 5 ml einer 37°
Celsius warmen 0,9 % NaCl-Losung bis zur Blutstille. Nach Kontrolle des Situs auf
Bluttrockenheit wurde die Laparotomiewunde mit einem nicht-resorbierbaren Nahtmaterial
(Prolene® 4-0, Ethicon, Norderstedt) allschichtig, fortlaufend verschlossen. Bei 32 Tieren,
bei denen keine Phx durchgefihrt wurde, wurde als Sham-Operation ebenfalls eine
Laparotomie nach entsprechender Lagerung und Praparation durchgefiihrt. Es erfolgte
Spilung des Oberbauches mit 5 ml einer 37° Celsius warmen 0,9 % NaCl-Lésung und

allschichtige, fortlaufende Wundverschluss mit nicht-resorbierbarem Nahtmaterial
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(Prolene® 4-0, Ethicon, Norderstedt). Auch nach diesem Eingriff wurden die Tiere bis zum
Wiedererwachen durch eine Rotlicht-Warmelampe gewarmt.

Abbildung 2: Leberresektion im Mausmodell

Arbeitsschritte wahrend der Leberresektion. Mediane Laparotomie und seitliches Aufspannen der
Bauchmuskulatur (A). Operationssitus nach Ligatur des linkslateralen Leberlappens (B). Situs nach
Resektion des linkslateralen Leberlappens (C). Mittig ist die Ligatur und andmischen Reste des
Leberlappens zu erkennen (Pfeil), rechts stellt sich der Magen dar. Es erfolgt im Anschluss die Ligatur und
Resektion des nach oben weggeklappten medialen Leberlappens (Stern). Situs nach 70%iger Phx (D). Es
erfolgten die ausgiebige Spiilung mittels NaCl und der schichtweise Wundverschluss.

5.2.4 Implantation der Tumorzellen

Die GFP-CT26.WT Zellen wurden am Tag der Implantation in der unter 5.1.3 aufgefihrten
Methode zeithah aufbearbeitet und in ein Eppendorfgefald zur Aufbewahrung bis zur
Implantation Gberfuhrt. Fur die Implantation wurden die Tiere auf einer Plexiglasbiihne in
Seitenlage fixiert, was eine waagerechte Ausrichtung der RHK gewahrleistete. Nach

Entfernung des Spannringes wurde das Deckglas unter Zuhilfenahme einer Nadel
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angehoben und entfernt.

AnschlieBend wurden jeweils 2 pl der Tumorzellsuspension, entsprechend einer Zellzahl
von 1x10°, mit einer Eppendorfpipette entnommen und mittig im oberen Drittel der
Kammer implantiert. Bei diesem Schritt wurde darauf geachtet, dass die Implantation der
Zellen zwischen die beiden prominenten Gefal3stdimme der versorgenden Blutgeféal3e im
Beobachtungsfeld erfolgte. Im né&chsten Schritt erfolgte der Verschluss der Kammer mit
einem neuen Deckglas, wobei auf ein erneutes luftblasenfreies Anlegen des Gewebes an
das Glas geachtet wurde. Nach Fixierung mittels eines Spannringes wurde unmittelbar
darauf die erste intravital-mikroskopische Aufnahme durchgefiihrt. Der Zellhaufen sollte
sich idealerweise als mdglichst rund, dicht und homogen darstellen. Es wurde auf eine
gleichbleibende Qualitat der Tumorzellimplantation geachtet. Dafir wurde der
entstandene Zellhaufen streng hinsichtlich der Gitekriterien Streuung und Grof3e beurteilt.
Tiere mit moglicherweise zu stark verdinnte Zellhaufen oder durch Luftblasen verstreute
Tumorzellen, welche von der beschriebenen Methode abwichen, wurden gegebenenfalls
aus der Studie ausgeschlossen (Kollmar et al., 2010).

Um ein Ausklhlen zu verhindern wurden die Tiere nach Abschluss der Aufnahmen vor
einer Rotlichtquelle platziert und gewarmt. Eine Rekonvaleszenz-Phase von 5 Tagen bis

zur nachsten IVM-Untersuchung wurde eingehalten.

5.2.5 Behandlung mit DPO

Die Behandlung der Tiere erfolgte je nach randomisierter Gruppeneinteilung mit den
Erythropoetin-Analogon DPO. Dieses aus Ovarialzellen des Hamsters gewonnene
Molekdil besitzt zwei zusatzliche Zuckerreste. Aufgrund dieser Kohlenhydratketten verfiigt
DPO Uuber eine langere terminale Halbwertszeit als rekombinantes humanes EPO und
damit eine hohere in vivo Aktivitdt. Die Spezifitat fur den EPO-R zeigte sich unter dieser
Konfiguration des Molekils unverandert (Overbay et Manley, 2002).

Das Medikament wurde in Anlehnung an die vorangegangenen Experimente in einer
Dosierung von 10ug/kg KG einmalig verabreicht (Le Minh et al., 2007; Rupertus et al.,
2010). Allerdings erfolgte in der vorliegenden Arbeit die Applikation systemisch und nicht
wie zuvor portalvends. Fir eine vereinfachte und kontrollierte Dosierung wurde das
Praparat mit PBS zu einem Volumen von 80ul mit einer Konzentration von 0,0025 pg/l
verdunnt. Zunachst wurden 40ul der Losung intravends in den retrobulbéar gelegenen
Venenplexus des linken Auges appliziert. Die erfolgreiche Gabe zeigte sich in einer

leichten Protrusion des Augapfels ohne Flissigkeitsaustritt wahrend der Applikation. Um
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die gewlnschte verlangerte Wirkdauer des Agens zu erzielen, wurden weiter 40 pl der
Losung zudem als subkutanes Depot in die linke Flanke des Tieres injiziert. Den Tieren

der Sham-Gruppen wurde auf die gleiche Weise jeweils 40ul PBS appliziert.

5.3 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

5.3.1 Mikroskopietechnik

Im Rahmen von in vivo —Studien ist die Intravitale Fluoreszenzmikroskopie eine seit vielen
Jahren etablierte Methode. Sie ermdglicht eine Aufzeichnung mittels Video-System von
physiologischen und pathologische Vorgédngen in Echtzeit. Die IVM findet unter anderem
Anwendung zur Erforschung von Mechanismen der Wundheilung, Ischamie-
/Reperfusionsschaden oder Tumorentwicklung (Vajkoczy et al., 2000; Menger et al., 2003;
Kollmar et al., 2006; Kollmar et al., 2010).

Fur die Mikroskopie wurde ein modifiziertes Zeiss Axio-Tech-Mikroskop (Zeiss,
Oberkochen Deutschland) mit einer 100 Watt HBO-Quecksilberdampflampe verwendet.
Die Helligkeitsregulierung der Lampe wird durch ein FluoArc-Steuersystem (Carl Zeiss,
Jena, Deutschland) gesteuert. Zu den einzelnen Zeitpunkten wurden die Untersuchungen
in Epiilluminations-Technik mit einem integrierten Blaulichtfilter (450-490 nm Exzitations-
und >520 nm Emissionswellenlange) durchgefuhrt. Mittels Videokamera (FK 6990,
COHU, Prospective Measurements Inc., San Diego, CA, USA) erfolgte die Ubertragung
an ein Recordersystem (Samsung Muinchen, Deutschland) und auf DVDs (Imation Europe
BV, Niederlande) fur die Offline-Analyse aufgezeichnet.

Fur die Analysen wurden folgende Objektive verwendet:

- 4x: UPlanFI, Olympus, Japan, n.A. 0,13

- 10x: Plan Neofluar, Carl Zeiss, Jena, Deutschland, n.A. 0,30

- 20x / Wasserimmersion: Achroplan, Carl Zeiss, Jena, Deutschland, n.A. 0,50

5.3.2 Mikroskopieprotokoll

Die erste Intravitalmikroskopie erfolgte unmittelbar nach Implantation der Tumorzellen
unter Verwendung der 4x und 10x Objektive an Tag 0. Sie diente der Beurteilung der
AusgangsgrofRe des Tumors, der Zellmorphologie und der Dokumentation mdglicher
artifizieller Zellverschleppungen durch die Implantationstechnik. Weitere intravital-

mikroskopische Untersuchungen erfolgten an den Tagen 5, 8, 11 und 14 nach Tumorzell-
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Implantation und beinhalteten Ubersichtsaufnahmen mit dem 4x Objektiv, sowie
Aufnahmen mit dem 10x und 20x Objektiv in aufgefiihrten Arealen (Abb 3). Die Tiere
wurden zu jedem Untersuchungszeitpunkt mit der oben beschrieben Methode narkotisiert.
Die Lagerung auf einer Plexiglasbiihne in Seitenlage gewahrleistete eine waagrechte
Ausrichtung des Sichtfeldes. Die Fixierung durch einen Faden an der Schrauben der RHK
verhinderte Bewegungsartefakte durch Atmung und Herzschlag. Die Platte wurde auf den
Objekttragertisch des Mikroskops positioniert und das Objektiv auf das Sichtfenster der

RHK ausgerichtet.

-u_____// -

10x Objektiv 20x Objektiv
Schematische Darstellung der untersuchten Schematische Darstellung der untersuchten
Felder in der 1lOfachen VergréRRerung des Felder in der 20fachen VergroRerung des
Tumors. Einteilung der Areale in I-IV. Tumors. Einteilung der Areale in 1-4 und A-H.

Abbildung 3: Anordnung der Beobachtungsareale

5.3.3 Computerassistierte Auswertung der Intravitalmikroskopie

Die Analyse der auf DVDs aufgezeichneten intravitalmikroskopischen Aufnahmen erfolgte
mit einer speziell hierflr entwickelten Bildanalyse-Software (CAPIMAGE, Zeintl Software
Engineering, Heidelberg, Deutschland) unter Wiedergabe auf einem DVD-Abspielgerét
(Panasonic, Osaka, Japan). Die Software erlaubt es unter einem individuellen
Benutzerprofil, die auf das jeweilige Experiment abgestimmten Auswertungsparameter zu
definieren und abzuspeichern. Dies garantierte zu jedem Zeitpunkt eine Auswertung unter
standardisierten Bedingungen.
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Als Parameter zur Quantifizierung des Tumorwachstums wurde die Tumorflache [mm?]
gewahlt. Zu ihrer Bestimmung erfolgte die Umrandung des Areales, welches in der 4fach
vergroBerten Aufnahme von den GFP-positiven Zellen eingenommen wurde. Das
Tumorareal wurde als das vollstindig von Tumorzellen bedeckte Areal der
Rickenhautkammer definiert. Als Tumorrand wurde der letzte Bereich festgelegt, welcher
sich unter dem 10fach und 20fach Objektiv als kompakte Tumormasse darstellte, unter
den durch seine Zellmasse kein normales Riickenhautgewebe fokussiert werden konnte.
Die Tumorzellmigration, also die Tendenz der Tumorzellen sich in das umliegende
Gewebe auszubreiten, ist ein wichtiger Malignitatsfaktor. Um die Migration zu bestimmen
wurde zunéchst in den Feldern I-IV (Abb. 3) die jeweils am weitesten vom Tumorrand
entfernte CT26.WT-Zelle ermittelt und deren Abstand vom Tumorrand gemessen [um].
Zusatzlich wurden unter 20facher Vergré3erung in den Feldern 1-4 (Abb.3) mit Hilfe einer
durchsichtigen Schablone diejenigen Zellen ausgezahlt, welche sich innerhalb eines
definierten, reprasentativen 0,05mm2 groRen Areals in unmittelbarer Umgebung des
Tumorrandes befanden.

Zur Bestimmung der Tumor-induzierten Angiogenese wurde ein zuvor etablierter Score
angewendet, der die Beobachtungsfelder I-IV der 10fachen VergrofRerung danach
beurteilte, ob in ihnen neugebildete GefalRformationen zu erkennen waren. Ein positives
Feld wurde mit 1 Punkt, eine negatives mit 0 Punkten gewertet (Kollmar et al., 2006;
Kollmar et al.,, 2010). Um diesen Untersuchungsparameter detaillierter zu erfassen,
wurden des Weiteren die Felder A-H (Abb.3) in der 20fachen Vergro3erung hinsichtlich
der GefaRdichte [cm/cm?] ausgewertet. Hierbei reprasentierten die Felder A-E Areale des
Tumorrandgebietes, die Untersuchungsfelder F-H Areale das Tumorzentrum. Zur
Bestimmung der GefalRdichte innerhalb des Tumors wurden alle perfundierten Gefalie
eines Feldes in ihrer Gesamtlange nachgezeichnet.

Um die Entwicklung der Mikrozirkulation der Tumoren zu beurteilen, wurden die mittleren
Durchmesser der neu gebildeten BlutgefaBe im Tumorrandbereich sowie im
Tumorzentrum analysiert. Hierzu wurden in den Feldern A-H die Durchmesser [um] von
jeweils 5 Kapillaren unterschiedlichen Kalibers ausgewahit, die in ihrer Gesamtheit
reprasentativ fur den entsprechenden Bildausschnitt waren. Die Bestimmung des

Durchmessers erfolgte senkrecht zum Gefal3verlauf.
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5.4 Probenentnahme und Konservierung

Im Anschluss an die letzte Intravitalmikroskopie nach 14 Tagen wurden die Tiere unter
dem OP-Mikroskop in Riickenlage positioniert. Es erfolgte die Eroffnung des Abdomens
und Darstellung der Vena cava. Diese wurde mit einer Kantile punktiert und 500 bis 800 pl
Blut aspiriert. Hiervon wurden 80 pul Blut zur Blutbildanalyse verwendetet. Die restliche
Blutprobe wurde mit 3000 Umdrehungen fir 4 Minuten bei 4° Celsius zentrifugiert und das
Serum bei -80°Celsius in Flussigstickstoff konserviert. Darauf wurde das Tier mit einer
Uberdosis Pentobarbital-Natrium (Narcoren®, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland)
eingeschlafert. Die Leber des Tieres wurde darauf von moglichen Adhasionen geldst und
im Gesamten exzidiert. Ihr Gewicht wurde umgehend mit einer Feinwaage (Ohaus
Corporation, Florham Park, USA) ermittelt. AbschlieRend wurde das Areal der RHK um
den Tumor ausgeschnitten und mittels mehrerer Nadeln auf eine Korkplatte aufgespannt.
Dann wurde das Tumorareal mittels Skalpells halbiert und zwei glatte Schnittrander
geschaffen. Die eine Halfte wurde zur weiteren histologischen Aufarbeitung in 4%
Formalin-Losung konserviert, die andere Halfte zur Kryokonservierung in das
Gefriermedium Tissue-Tek (Sakura Finetek, Waldbuttelbrunn, Deutschland) eingebettet

und bei —80 °Celsius eingefroren.

5.5 Histologie und Immunhistochemie

Die histologische und immunhistochemische Aufarbeitung und Auswertung erfolgte in
gleicher Technik und Methodik wie in den vorangegangen Studien der Arbeitsgruppe
(Rupertus et al.,, 2007; Rupertus, 2008; Kollmar et al., 2010). Es erfolgte eine
Entwasserung der in Formaldehyd fixierten Gewebeproben, welche darauf in Paraffin
eingebettet wurden. Mittels eines Mikrotoms wurden von den erstarrten Paraffinblocken
Praparate mit einer Schnittdicke von 5um angefertigt. Als Standardfarbung wurde die
Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung nach Mayer gewahlt. Die HE-Préaparate dienten zur
Beurteilung der Inflitration der Tumorzellen. Deren invasives Wachstum wurde
quantifiziert, indem der Anteil der infiltrierten, angrenzenden Muskelschicht ins Verhéltnis
zur Gesamtlange der Tumorausbreitung im Anschnitt gesetzt wurde. Als infiltriertes Areal
wurden solche Abschnitte der Muskularis gewertet, welche zu mehr als 50 Prozent in ihrer
Gesamtbreite durch Tumorzellen durchsetzt oder destruiert waren.

Als Proliferationsmarker in der immunhistochemischen Darstellung wurde PCNA
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(proliferating cell nuclear antigen) gewahlt. Wie in den vorangegangen Studien erfolgte die
Anfarbung apoptotischer Prozesse durch gespaltene Caspase-3. Nach der
Entparaffinierung erfolgte die Anfarbung von PCNA und gespaltene Caspase-3 mit Hilfe
der indirekten Immunoperoxidase-Technik. Um endogene Peroxidasen sowie
uncharakteristischen Bindungsstellen zu blockieren, erfolgte die Inkubierung der Schnitte
zuerst mit 3%igem Wasserstoffperoxid und 2%igem normalem Ziegenserum. Zur
Primarantikdrpermarkierung von PCNA wurde ein monoklonaler Maus-Anti-Pan-PCNA-
Antikérper (PC10; 1:50; DakoCytomation, Hamburg, Deutschland), von gespaltener
Caspase-3 ein polyklonaler Kaninchen-Anti-Maus-Caspase-3-Antikorper (ASP175, 1:50;
Cell Signaling Technology, Frankfurt, Deutschland) verwendet. Dieser detektiert nur das
kurze Fragment (17/19 kD) der gespaltenen und dadurch aktivierten Caspase-3. Das
intakte und somit inaktive Molekll bietet dem Antikdrper keine Bindungsstelle. Als
Sekundarantikorper fir die Peroxidasereaktion wurden biotinylierte Ziegen-Anti-Maus-
und Ziegen-Anti-Kaninchen-Immunglobulin-Antikdrper (1:200; LSAB 2 System HPR,
DakoCytomation) verwendet. 3,3’-Diaminobenzidin (DakoCytomation) diente als
Chromogen. Nach der Gegenfarbung nach Mayer mit Hamalaun erfolgte die
lichtmikroskopische Auswertung.

Die semiquantitative Auswertung der histologischen Schnitte erfolgte an einem
Lichtmikroskop (Olympus BX60, Japan). Das Ausmal der Infiltration wurde anhand der
HE-Farbungen ausgewertet. Hierzu wurde im  Anschnitt der maximalen
Tumorausdehnung die Basis des Tumors ausgemessen. Die darunterliegende
Muskularis-Schicht wurde auf Bereiche mit Destruktion und Infiltration durch die
Tumorzellen hin ausgewertet. Dieser Anteil wurde ins Verhéltnis zur Gesamtlange des
Tumors gesetzt. In der Analyse der immunhistochemischen Praparate wurden unter
175facher VergroRerung pro Praparat 5 HPFs der Tumorperipherie und 5 HPFs des
Tumorzentrums ausgewertet. In der Analyse der Proliferationsrate wurde der Anteil
PCNA-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl errechnet. Im Fall der Apoptose wurde der

Durchschnitt aus der Anzahl an Caspase-3 positiven Zellen in 10 HPF errechnet.
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5.6 Tierexperimentelles Protokoll

5.6.1 Versuchsgruppen und zeitlicher Ablauf

Im Folgenden sind der zeitliche Ablauf der Untersuchungen (Abb.4) und die einzelnen

Versuchsgruppen (Tab. 1) zur Veranschaulichung dargestellit.

Tumor-
Implantation
+
RHK 1.IVM 2.IVM 3.IVM 4.VM 5.IVM
1 | | | >
Tag -2 0 5 8 11 14
Abbildung 4: Versuchsablauf im Zeitstrahl
Versuchs- | Gruppe Phx Zeitpunkt der Agens Zeitpunkt der
Applikation
abschnitt Leberresektion

la 1 nein - 80ul PBS Tag 0

la 2 nein - 10pg/kg KG DPO Tag 0

Ib 3 ja Tag O 80pl PBS Tag O

Ib 4 ja Tag O 10pg/kg KG DPO Tag O

lla 5 nein - 80ul PBS Tag 5

lla 6 nein - 10pg/kg KG DPO Tag 5

IIb 7 ja Tag 5 80ul PBS Tag 5

IIb 8 ja Tag 5 10ug/kg KG DPO Tag 5

Tabelle 1: Versuchsgruppen in der Ubersicht
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5.6.2 Versuchsabschnitt la

An allen Tieren dieser Gruppen wurde nach Anlage einer RHK und 48-stindiger
Rekonvaleszenz eine Laparotomie mit anschlieBender Spilung des Abdomens mit
37°Celsius warmer Kochsalzlosung und fortlaufendem Wundverschluss durchgefihrt. Wie
unter 5.2.4 beschrieben, wurden jeweils 1x10° Tumorzellen in die RHK implantiert. Den
Tieren der Gruppe 1 (n=8) wurde als neutrale Kontrollgruppe nach Beendigung der ersten
IVM-Aufnahme 80ul PBS zu gleichen Teilen retrobulbdr und subkutan injiziert. In Gruppe
2 (n=8) sollte der Einfluss von DPO auf das extrahepatische Anwachsen von CT26.WT-
GFP-Tumorzellen untersucht werden. Diesen Tieren wurde direkt nach Implantation der
Tumorzellen und anschlieBender IVM 10ug/kg KG DPO auf die oben beschriebene

Applikationsweise verabreicht.

5.6.3 Versuchsabschnitt Ib

Im zweiten Teil des Versuchsabschnittes | wurden die Auswirkungen einer DPO-Gabe
nach 70%iger Leberesektion auf das Anwachsen von CT26.WT-GFP-Tumorzellen
untersucht. Hierfir wurden alle Tiere einer Teilresektion der Leber, wie unter 5.2.3
beschrieben, unterzogen. Diesen Tieren wurden ebenfalls im Anschluss an die Operation
Tumorzellen implantiert und eine erste IVM-Aufnahme durchgefiihrt. Die Tiere aus
Gruppe 3 (n=8) dienten als Kontrolle und wurden wie die Tiere der Gruppe 1 mit 80ul PBS
behandelt. Den Tieren der Gruppe 4 (n=8) wurde direkt nach Beendigung der ersten IVM-
Untersuchung DPO (10pg/kg KG) auf die oben beschrieben Applikationsweise

verabreicht.

5.6.4 Versuchsabschnitt lla

Im zweiten Versuchsabschnitt sollte die Auswirkung von DPO bzw. die Leberresektion
nach DPO-Gabe auf etablierte extrahepatische Tumormetastasen des kolorektalen
Karzinoms untersucht werden. Da bei dieser Tumorzelllinie bereits nach fiinf Tagen post
implantationem ein Anwachsen mit GefaRneubildung zu beobachten ist, wurde in diesem
Modell von einer etablierten Tumormetastase ab Tag 5 ausgegangen.

Anhand der Gruppe 6 sollten Erkenntnisse Uber den Einfluss von DPO auf bereits
etablierte, extrahepatisch Metastasen gewonnen werden. Daher wurde diesen Tieren erst

5 Tage nach Tumorzellimplantation einmalig DPO wie bereits beschrieben appliziert.
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Durch einen Therapiebeginn 5 Tagen nach Aussaat der Tumorzellen, konnten diese im
Gewebe der RHK anwachsen und zunachst mit einen unbeeinflussten Wachstum und
Zellstoffwechsel beginnen. Den Tieren der Gruppe 5 wurde als Kontrolle 80ul PBS an Tag

5 des Experiments verabreicht.

5.6.5 Versuchsabschnitt IIb

In diesem Versuchsteil sollte der Einfluss einer Leberresektion mit anschlieiender DPO-
Gabe auf bereits etablierte extrahepatisch Metastasen der CT26.WT-GFP-Tumorzellen
untersucht werden. Es wurde Gruppe 7 (n=8) als neutrale Kontrollgruppe herangezogen.
Am 5. Tag nach Implantation wurde zunéchst eine 70%ige Leberresektion durchgefuhrt
und nach Ende der zweiten IVM 80ul PBS auf oben beschriebene Weise appliziert. Die
Tiere der Gruppe 8 (n=8) wurden ebenfalls am 5. Tag nach Implantation leberreseziert

und erhielten anschlieRend als Therapie in beschriebener Weise 10ug/kg KG DPO.

5.7 Statistik

Alle statistischen Analysen wurden mit Hilfe des Software Pakets SigmaStat (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) erstellt. Die Werte wurden stets als Mittelwert + SEM angegeben. Nach
der Prufung auf Normalverteilung und Homogenitat der Varianz in den verschiedenen
Versuchsgruppen, wurden Unterschiede zwischen den Gruppen mittels Varianzanalyse
(ANOVA) bestimmt. AnschlieBend erfolgte fiir den individuellen Gruppenvergleich ein
entsprechender post hoc Test (Bonferroni) mit Korrektur des o Fehlers. Eine statistische

Signifikanz wurde bei p<0,05 angenommen.
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6 Ergebnisse

6.1 Wirkung von DPO auf das Anwachsen extrahepatisch im-
plantierter CT26.WT-Zellen

6.1.1 Tumorwachstum

Zu allen Untersuchungspunkten wurde die Flachenausdehnung der Tumorzellen mit Hilfe
der IVM aufgezeichnet. Hierbei wurde die Flache innerhalb der Rickenhautkammer
bestimmt, die vollstandig von GFP-positiven Zellen bedeckt war (Abb. 5A; B). Es wurde
bei allen Tieren ein Anwachsen der CT26.WT-Zellen nach Implantation beobachtet. In
beiden Gruppen zeigten die Tumorzellen wahrend des Untersuchungszeitraumes einen

progredientes Flachenzuwachs (Abb. 5).

D1-03 DO 00 00 D f2-02 00 D0 05

Flachenzuwachs [mm?]
N

T T T T T

do d5 ds d1i di4

Abbildung 5: Tumorwachstum von CT26.WT-Zellen nach DPO Gabe

A, B: Intravitalmikroskopische Fluoreszenzaufnahme in Blaulicht Epi-lllumination GFP-transfizierter
CT26.WT-Tumorzellen in der Rickenhaut einer Balb/c Maus am 14. Tag des Experiments. A: Flu-
oreszenzaufnahme des Tumors eines Kontrolltieres B: Aufnahme des Tumors eines an Tag 0 mit DPO
behandelten Tieres. C: Quantitative Darstellung des Flachenzuwachses in mm2. Am Tag O erhielten die
Tiere der Kontrollgruppe (weiRe Kreise) 80 ul PBS und die behandelten Tiere 10ug/kg KG DPO (schwarze
Kreise).

Angaben in MW £SEM; *p<0,05 vs. Kontrolle. MaRRstab A;B = 500um
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Die mit DPO- behandelten Tiere der Gruppe 2 zeigten Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum ein gesteigertes Tumorwachstum. An Tag 8 und Tag 11 war die
Flachenzunahme des Tumorareales gegentber der Kontrollgruppe signifikant erhéht. An
Tag 14 betrug die Flachenzunahme in der DPO-Gruppe 3,07+0,35 mm2 gegenilber der
Kontrolle mit 2,26+0,24 mm?2. Ein statistisches Signifikanzniveau wurde an diesem Tag

allerdings nicht erreicht.

6.1.2 Angiogenese

Die Analyse der Angiogenese zeigt, dass Tiere der DPO-behandelten Gruppe friher und
in mehr Arealen des Tumorrandes neue Geféal3e ausbildeten als die der Kontrollgruppe.
So finden sich bereits an Tag 11 in 50% der beobachteten Felder GefaRaussprof3ungen
nach DPO-Behandlung. Dagegen zeigte die Kontrollgruppe erst an Tag 14 des
Experiments in der Hélfte der Areale Zeichen neugebildeter GefalRe (Abb. 6).

r 200

r 150

r 100

Angiogenese Score [n]
[zwo/wo] syoipgese

ds d8 d11 di4 do ds a8 di1 d14
Abbildung 6: Angiogenese und GeféaRdichte von CT26.WT-Zellen nach DPO-Gabe

A, B: Intravitalmikroskopische Fluoreszenzaufnahme am 14. Tag des Experiments mit Darstellung
neugebildeter TumorgeféaRBe. A: Fluoreszenzaufnahme eines Tumorrandareals eines Tieres der
Kontrollgruppe. B: Aufnahme des Tumorrandgebietes eines mit DPO behandelten Tieres. C: Quantitative
Darstellung des Angiogenese-Scores der an Tag 0 mit DPO behandelten Gruppe (schwarze Kreise) und
der Kontrollgruppe (weiRe Kreise). D: Quantitative Darstellung der GefaRdichte in Tumorarealen im
Randgebiet. Am Tag O erhielten die Tiere der Kontrollgruppe (weille Kreise) 80 pl PBS und die
behandelten Tiere 10ug/kg KG DPO (schwarze Kreise).

MW £SEM; *p<0,05 vs. Kontrolle. Maf3stab A;B = 100um
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Dieser Unterschied erwies sich statistisch jedoch als nicht signifikant. In beiden Gruppen
waren in 7 von 8 Tieren GefaRneubildungen innerhalb des Beobachtungszeitraumes
fluoreszenzmikroskopisch darstellbar. Bei den Tieren der DPO-behandelten Gruppe
konnte in den Arealen des Tumorrandes eine leicht gesteigerte Zunahme der
neugebildeten Gefalie beobachtet werden. Die GefalRdichte war ab Tag 8 in der DPO-
behandelten Gruppe gegeniiber der Kontrolle ohne statistische Signifikanz erhodht
(Tag 14: 110£18 cm/cm2 vs. 72423 cm/cm?). Eine derart erhdhte GefaRRdichte konnte bei
der Auswertung des Tumorzentrums nicht gefunden werden (hier nicht dargestellt). Die
Kontrollgruppe zeigte im Tumorzentrum am Tag 14 mit einer GefaRdichte von 83+30
cm/cm? keinen Unterschied zur DPO-behandelten Gruppe mit 82+26 cm/cm?. In beiden
Gruppen zeigte sich in den 14 Tagen des Experiments eine progrediente Abnahme des

durchschnittlichen GefalRdurchmessers von 15um auf 10pum.

6.1.3 Migration

Die Migration der Zellen wurde ab dem 5. Tag nach Implantation analysiert. Die
Tumorzellen waren durch ihre Eigenfluoreszenz und der spindelférmigen Konfiguration
des Zytoplasmas gut vom Normalgewebe abgrenzbar (Abb. 7).

Beide Gruppen zeigten bereits ab Tag 5 nach Implantation eine Migration an den
Tumorrandern. Die zuruckgelegte Strecke der Tumorzellen variierte  Uber den
Beobachtungszeitraum zwischen 257um und 367um. Die Zellen der DPO-behandelten
Gruppe entfernten sich Uber den gesamten Untersuchungszeitraum im Durchschnitt 50um
weiter vom Tumorrand als die Kontrolle. Die Gruppen unterschieden sich in der Anzahl
der migrierenden Zellen, zwischen 10-18 GFP-positive Zellen pro 0,05 mm?2, zu keinem
Beobachtungszeitpunkt.
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Abbildung 7: Migration von CT26-Zellen nach DPO Gabe

A, B: Intravitalmikroskopische Fluoreszenzaufnahme am Tumorrand. A: Fluoreszenzaufnahme eines
Tieres der Behandlungsgruppe am Tag der Implantation. Die Tumorzellen erscheinen rund. B: Aufnahme
desselben Tumorrandgebietes an Tag 5 des Experiments. Die spindelférmigen Zellen am Rand beginnen
mit der Migration. C: Quantitative Darstellung der Zellanzahl pro 0,05 mmz2 an den Tumorrandern. D: Quan-
titative Darstellung der durchschnittlich zuriickgelegten Distanz in um. Am Tag O erhielten die Tiere der
Kontrollgruppe (weifRe Kreise) 80 ul PBS und die behandelten Tiere 10pg/kg KG DPO (schwarze Kreise).
MW £SEM; *p<0,05 vs. Kontrolle MaRRstab A;B = 250um

6.1.4 Infiltration

Maligne Tumore definieren sich unter anderem durch ihre Eigenschaft, natlrliche
Gewebegrenzen zu Gberwinden und destruktiv in das umliegende Gewebe einzuwachsen.
Bei der Beurteilung der HE-Schnitte der Tumore wurde die Lange der infiltrierten
Muskularis zum Verhéltnis der Gesamtldnge der Tumorbasis gesetzt. Die Gruppen
unterschieden sich mit einem infiltrierten Anteil von 16+6% in der Kontrolle und 21+9% in

der DPO-behandelten Gruppe nicht signifikant voneinander.

6.1.5 Proliferation

Die Auswertung der PCNA-gefarbten Praparate zeigte in der Kontrolle ein Anteil von

57+5% positiv-gefarbter Tumorzellen als Durchschnittswert aus 10 HPFs, zu je 5 Feldern
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aus Tumorzentrum und Tumorrand. Die Analyse der DPO-behandelten Gruppe ergab
einen Anteil von 66+x6% PCNA-positiven Zellen. Dieser Unterschied war allerdings

statistisch nicht signifikant.

6.1.6 Apoptose

Die Auswertung der Caspase-3 positiver Zellen erfolgte nach der in 5.5 beschriebenen
Methode. Die Auswertung von je 10 HPFs pro Tumor ergab keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. Der Wert von 0,4 Caspase-3 positiven Zellen pro

HPF wurde nie Uberschritten.

6.1.7 Lebergewicht und Blutanalysen

Nach erfolgreicher IVM an Tag 14 wurden allen Tieren Blutproben aus der Vena cava
inferior entnommen. Nach dem Tod des Tieres wurde das gesamte Lebergewebe
entnommen und das Gewicht mittels Feinwaage bestimmt. Die Leber wog im Durchschnitt
in der Kontrollgruppe 1,0+0,03g, in der Behandlungsgruppe 1,1+0,05 g.

Es zeigten sich signifikant erhéhte Thrombozytenwerte nach der Behandlung mit DPO an
Tag 0 im Vergleich zur Kontrolle (963+55*10%/ul vs. 713+91*10%ul ; p< 0,05). Die Anzahl
der Erythrozyten sowie der Hamoglobingehalt waren nach der Behandlung mit DPO leicht
aber nicht signifikant erhdht. Die Zahl der Leukozyten befand sich in beiden Gruppen im

physiologischen Normbereich.

6.1.8 Tabellarische Zusammenfassung Abschnitt la

Gruppe | Tumorwachstum | Angiogenese Migration/ Proliferation | Apoptose
Infiltration

1vs. 2 M N - - _

Tabelle 2: Ergebnisse Abschnitt la in der Ubersicht

Zusammenfassender Uberblick tiber die Ergebnisse nach DPO Behandlung an Tag 0 des Experiments. Die
N beziffern signifikante erhdhte Unterschiede zwischen Kontrolle und DPO. Einfache ,A\“ zeigen eine
beobachtete Tendenz ohne statistische Signifikanz an. Die ,-“ beziffern keine Unterschiede zwischen den
Gruppen.
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6.2 Wirkung von DPO auf das Anwachsen extrahepatisch im-
plantierter CT26.WT-Zelle nach 70%iger Leberresektion

6.2.1 Tumorwachstum

Im Versuchsabschnitt Ib wurde der Effekt einer DPO-Gabe auf das Anwachsen von GFP-
transfizierten CT26.WT-Tumorzellen nach einer 70%igen Leberresektion untersucht. Es
zeigte sich in allen Gruppen eine progrediente Zunahme der Tumorflache Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum (Abb. 8). Wurden den Tieren am Tag der Leber-
resektion DPO appliziert, konnte ein verstarktes Tumorwachstum Uber den gesamten
Verlauf des Experiments beobachtet werden. Diese Differenz in der Zunahme der
Tumorflache war wahrend des gesamten Versuches aufgrund einer grol3eren
Standardabweichung nicht signifikant. An Tag 14 des Experiments hatte sich die
Tumorflache der Gruppe 4 durchschnittlich um 3,28+0,60mmz2 gegenuber 2,58+0,23mm?2
der Gruppe 3 vergroRert.

. = \' /

e

w

Flachenzuwachs [mm?]
= N

do d5 ds dil di4
Abbildung 8: Tumorwachstum von CT26.WT-Zellen nach Phx und DPO-Gabe

A,B: Stereomikroskopische Aufnahmen einer Ruckenhautkammer 14 Tage nach Tumorzellimplantation.
Die Tumore eines Kontrolltieres (A) und eines DPO-behandelten Tieres (B) grenzen sich durch die
Gefalstruktur vom Normalgewebe ab (Pfeile). C: Quantitative Darstellung des Tumorflichenzuwachses in
mm2. Am Tag O erhielten die Tiere der Kontrollgruppe nach Phx (weiRe Quadrate) 80 ul PBS und die
behandelten Tiere nach Phx 10ug/kg KG DPO (schwarze Quadrate).

MW £SEM; *p<0,05 vs. Kontrolle. Maf3stab A;B = 2 mm
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6.2.2 Angiogenese

Die Analyse der GefalBneubildung innerhalb des Tumorgewebes erfolgte analog zu
Versuchsabschnitt la. Es konnten tber den Beobachtungszeitraum in 7 von 8 Tieren der
Kontrollgruppe Tumorgefal3e detektiert werden. In allen 8 Tieren der Gruppe 4 wurden
neugebildete GefalRe festgestellt. In der Beurteilung der Randzonen des Tumors anhand
des aufgeflihrten Angiogenese-Scores zeigte sich eine beschleunigte Ausbildung neuer
GefalRe bereits ab Tag 8 nach der unmittelbaren Gabe von DPO nach Leberresektion im
Vergleich zu den Tumoren der Gruppe 3. Der Unterschied war an Tag 11 signifikant.
Diese Beobachtung bestéatigte sich auch in der Auswertung der Gefal3dichte (Abb.9).
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Abbildung 9: Angiogenese von CT26.WT-Zellen nach Phx und DPO-Gabe
A: IVM Aufnahme im Tumorzentrum eines Tieres nach Phx und DPO-Behandlung an Tag 14. B: Quan-
titative Darstellung des Angiogenese-Scores. C, D: Quantitative Darstellung der GefaRdichte im
Randgebiet (C) und im Tumorzentrum (D). Am Tag O erhielten die Tiere der Kontrollgruppe (weile Qua-

drate) nach Phx 80 pl PBS und die behandelten Tiere (schwarze Quadrate) nach Phx 10ug/kg KG DPO.
MW £SEM; *p<0,05 vs. Kontrolle MaRRstab A= 100um

Am 11. Tag des Experiments war der Unterschied zwischen den Gruppen im Randgebiet

statistisch signifikant. Am 14. Tag des Experiments betrug die mittlere GefaRdichte im
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Tumorrandgebiet 88+19 cm/cm?2 (Phx) und 147+27 cm/cm?2 (Phx/DPO) mit einer erhdhten
Standardabweichung ohne statistische Signifikanz. Die Gefal3dichte im Tumorzentrum
war nach 14 Tagen mit 16518 cm/cm? in der Behandlungsgruppe statistisch signifikant
gegenuber der Kontrolle mit 85+25 cm/cm2 erhéht. Die Auswertung der

GefalRdurchmesser zeigte keinen Unterschied zwischen den Gruppen.

6.2.3 Migration

In allen Gruppen bildeten die Tumorzellen in gleicher Haufigkeit Auslaufer an den
Tumorréandern. Die Zelldichte der spindelférmigen Auslauferzellen betrug durchschnittlich
13 bis 17 Tumorzellen pro 50um2 an den Tumorrandern in beiden Gruppen. Die
Auslauferzellen der DPO-behandelten Gruppe waren zu allen Untersuchungszeitpunkten
weiter vom jeweiligen Tumorrand entfernt. Die zurtickgelegte Distanz war am Tag 5 nach
Implantation im Durchschnitt mit 331+19 pm (DPO) vs. 218+33um (Kontrolle). Dieser
Unterschied war in der Analyse nicht signifikant.
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Abbildung 10: Migration von CT26.WT-Zellen nach Phx und DPO-Gabe

A: Quantitative Darstellung der Zellanzahl pro 0,05 mm?2 an den Tumorrandern. B: Quantitative Darstellung
der durchschnittlich zurtickgelegten Distanz der Tumorausldufer. Am Tag O erhielten die Tiere der
Kontrollgruppe (weie Quadrate) nach Phx 80 pl PBS und die behandelten Tiere nach Phx 10ug/kg KG
DPO (schwarze Quadrate).

MW+SEM,; *p<0,05 vs. Kontrolle
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6.2.4 Infiltration

Die Auswertung der Infiltration wurde kongruent zu Versuchsabschnitt la durchgefihrt. In
der Kontrollgruppe war die an die Tumorbasis angrenzende Muskularis zu 23£7% durch
die CT26.WT-GFP-Zellen infiltriert. In den Behandlungsgruppen infiltrierten die
Tumorzellen die Muskularis in Gruppe 4 (DPO) zu 37£12%. Dieser Unterschied war in der

statistischen Auswertung nicht signifikant (Abb. 11C).

6.2.5 Proliferation

Der Anteil PCNA-positiver Tumorzellen war mit 65 Prozent in der Auswertung der

Tumorzellproliferation beider Gruppen nahezu identischer (Abb. 11D).
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Abbildung 11: Infiltration und Proliferation von CT26.WT-Zellen nach Phx und DPO-Gabe

A, B: HE gefarbte Tumore im Anschnitt mit angrenzender Muskularis im Lichtmikroskop. Ein Tumor eines
Tieres der Kontrollgruppe (A). Ein Tumor eines Tieres der Behandlungsgruppe (B) mit Zeichen der
Destruktion und Infiltration der Muskularis (Schwarze Pfeile). C: Quantitative Darstellung des Anteils der
infiltrierten Muskularis-Schicht. D: Quantitative Darstellung des prozentualen Anteils PCNA positiver Zellen
im Verhaltnis zur Gesamtzahl der Tumorzellen. Am Tag O erhielten die Tiere der Kontrollgruppe (weil3er
Balken) nach Phx 80 ul PBS und die behandelten Tiere nach Phx 10ug/kg KG DPO (schwarzer Balken).
MW £SEM; *p<0,05 vs. Kontrolle. Maf3stab A;B = 100pum
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6.2.6 Apoptose

In der Auswertung der Caspase-3-positiven Zellen war zwischen den Gruppen hinsichtlich
der Expression dieses Apoptosemarkers kein Unterschied zu beobachten. In den
Tumoren der DPO-Gruppe waren im Durchschnitt 0,18 Zellen pro HPF positiv, bei Zellen
der Kontrolle waren es 0,27+0,16 pro HPF.

6.2.7 Lebergewicht und Blutanalysen

Das durchschnittliche Lebergewicht an Tag 14 betrug in der Kontrollgruppe 1,13+0,04 ¢
und nach DPO-Gabe 1,08+0,04 g. Die Blutbildanalyse ergab in den Proben nach DPO-
Gabe eine erhdhte Anzahl an Thrombozyten mit 951+95*10%/pl im Vergleich zur Kontrolle
mit 798+88*10%ul. Die Menge an Erythrozyten und der Hamoglobingehalt waren in der
Behandlungsgruppe nur leicht erhdht. In beiden Gruppen wurde eine physiologische

Anzahl von Leukozyten in den Blutproben gemessen.

6.2.8 Tabellarische Zusammenfassung des Abschnittes Ib

Gruppe | Tumorwachstum | Neoangiogense | Migration/ | Proliferation | Apoptose
Infiltration

3vs. 4 A M () - -

Tabelle 3: Ergebnisse Abschnitt Ib in der Ubersicht

Zusammendfassender Uberblick tiber die Ergebenisse nach PHX und DPO-Gabe an Tag 0 des Experiments.
Die , MM\ beziffern signifikant erhdhte Unterschiede zwischen Kontrolle und DPO. Einfache ,A\“ zeigen eine
beobachtete Tendenz ohne statistische Signifikanz an. Die ,-“ beziffern keine Unterschiede zwischen den
Gruppen.
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6.3 Wirkung von DPO auf etablierte extrahepatische CT26.WT-

Tumormetastasen

6.3.1 Tumorwachstum

Der zweite Versuchsabschnitt untersuchte die Wirkung einer DPO-Gabe auf bereits
etablierte extrahepatische Metastasen des kolorektalen Karzinoms. Beide Gruppen
zeigten nach der Sham-Operation und Applikation von 80 pl PBS bzw. 10ug/kg DPO an
Tag 5 des Experiments eine nahezu identische Grolienzunahme (Abb. 12). An Tag 14
betrug die Flachenzunahme in der DPO-Gruppe 2,55+0,21 mm2 gegenuber der Kontrolle

mit 2,16+0,31 mmz2 ohne ein statistisches Signifikanzniveau zu erreichen.

Flachenzuwachs [mm?]

do d5 ds d11 di4
Abbildung 12: Tumorwachstum in etablierten extrahepatischen Metastasen nach DPO-Gabe

Quantitative Darstellung des Flachenzuwachses in mm2. Am Tag 5 erhielten die Tiere der Kontrollgruppe
(weilRe Dreiecke) 80 pl PBS und die behandelten Tiere 10ug/kg KG DPO (schwarze Dreiecke).
MW +SEM; *p<0,05 vs. Kontrolle.

6.3.2 Angiogenese

In der Auswertung des Angiogenese-Scores konnten in der DPO-Behandlungsgruppe zu
Beginn in mehr ROIs Anzeichen neugebildeter Gefalie innerhalb des Tumors beobachtet
werden (2,0+0,6 vs. 0,8+0,5). Dieser Unterschied war jedoch nicht statistisch signifikant.
Im Verlauf naherten sich beide Gruppen an und erreichten nach 14 Tagen die gleiche
Punktzahl (Abb. 13).

Hinsichtlich der Gefalidichte innerhalb des Tumors zeigten beide Gruppen einen

progredienten Zuwachs an GefaRe. Die Kontrolle bildete im Mittel eine GefaRRdichte von
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92+25 cm/cm?und die Behandlungsgruppe 129426 cm/cm? am Rand aus. Die Auswertung
der GefaRdurchmesser ergab Werte zwischen 9 und 18um ohne Unterschiede zwischen

den Gruppen.
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Abbildung 13: Angiogenese und Gefalidichte in etablierten extrahepatischen Metastasen nach DPO-
Gabe

A: Quantitative Darstellung des Angiogenese-Scores. B: Quantitative Darstellung der GefaRdichte in
Tumorarealen im Randgebiet. Am Tag 5 erhielten die Tiere der Kontrollgruppe (wei3e Dreiecke) 80 ul PBS
und die behandelten Tiere 10ug/kg KG DPO (schwarze Dreiecke).

MW +SEM; *p<0,05 vs. Kontrolle.

6.3.3 Migration

Eine Migration der Tumorzellen an den Tumorréndern konnte bei allen Tieren beobachtet
werden. Die durchschnittliche Distanz lag Uber den Beobachtungszeitraum zwischen 200
bis 400 um ohne statistisch signifikante Unterschiede. Die Anzahl migrierter Zellen
variierte im Mittel zwischen 11 und 15 Zellen ohne statistisch signifikanten Unterschied

zwischen den Gruppen.

6.3.4 Infiltration

In der Auswertung der histologischen Praparate konnten keine Unterschiede bzgl. der
Muskularis-Infiltration festgestellt werden. In der Kontrolle waren im Mittel 16% und in der

Behandlungsgruppe 19% an der Tumorbasis infiltriert.

6.3.5 Proliferation

Die Auswertung der PCNA-gefarbten Préparate zeigte in der Kontrolle einen Anteil von

55+8% positiv-gefarbter Tumorzellen. Die Analyse der DPO-behandelten Gruppe ergab
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einen Anteil von PCNA-positiven Zellen von 72+1%. Dieser Unterschied war mit p=0,057

knapp statistisch nicht signifikant.

6.3.6 Apoptose

Die Auswertung von jeweils 10 HPFs hinsichtlich der Apoptoserate innerhalb der Tumore
mittels Caspase-3-Farbung ergab keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Im

Mittel zeigten sich 0,2 bis 0,3 Zellen pro HPF Caspase-3 positiv.

6.3.7 Lebergewicht und Blutanalysen

Es bestand kein Unterschied im Lebergewicht nach 14 Tagen zwischen der DPO-Gruppe
(1,11+0,06 g) und Kontrolle (1,02+0,03 g). In Bezug auf die Blutbildanalyse war lediglich
der Hamoglobingehalt war nach DPO-Gabe ohne Signifikanz erhoht (13,2+0,5 g/dl vs.
11,5+1,2 g/dI).

6.3.8 Tabellarische Zusammenfassung des Abschnittes lla

Gruppe | Tumorwachstum | Angiogenese | Migration/ | Proliferation | Apoptose
Infiltration

5vs. 6 - N - N -

Tabelle 4: Ergebnisse Abschnitt llain der Ubersicht

Zusammendfassender Uberblick tUber die Ergbenisse nach DPO-Gabe an Tag 5 des Experiments. Die
~MN“beziffern signifikante Unterschiede. Einfache ,A\“ zeigen eine beobachtete Tendenz ohne statistische
Signifikanz an. Die ,-“ beziffern keine Unterschiede zwischen den Gruppen.
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6.4 Wirkung von DPO auf etablierte extrahepatische CT26.WT-

Tumormetastasen nach 70%iger Leberresektion

6.4.1 Tumorwachstum

Zur Beurteilung der Auswirkungen von DPO nach Phx auf bereits etablierte
extrahepatische Metastasen wurden zwei Versuchsgruppen an Tag 5 leberteilreseziert.
Die Kontrollgruppe wurde einmalig an Tag 5 nach Implantation der Tumorzellen mit 80l
PBS behandelt. Gruppe 8 erhielt als Behandlungsgruppe an Tag 5 DPO. Es zeigten beide
Gruppen ein vergleichbares stetiges Tumorwachsum. Am Ende des Experiments betrug
die durchschnittliche Flachenzunahme der Behandlungsgruppe 2,30+0,47 mm?2 und der

Kontrollgruppe 2,19+0,47 mm?Z.

6.4.2 Angiogenese

In der Kontrollgruppe konnten bei 6 von 8 Tieren neu gebildete Gefal3e innerhalb des
Tumorareals beobachtet werden. In 7 von 8 Tieren der DPO-behandelten Gruppe wurden
neue Gefaldformationen im Tumorgebiet festgestellt. Die Auswertung des Angiogenese-
Scores zeigte in der Behandlungsgruppe eine gesteigerte GefalRaussprof3ungsrate in den
Tumorrandgebieten. Die Tumore bildeten an Tag 11, also 6 Tage nach DPO-Gabe,
durchschnittlich in 1,8+0,5 Beobachtungsfeldern des Tumorrandgebietes Zeichen einer
Gefallneubildung im Vergleich zu durchschnittlich 1+0,4 Feldern in der Kontrollgruppe.
Dieser Unterschied war statisisch nicht signifikant (Abb. 14).

Die Analyse der Gefal3dichte zeigte eine erhohte Gefalidichte in den Tumoren nach DPO-
Gabe. Diese war an Tag 11 mit ca. 50 cm/cm? in Rand und Zentrum gegenlber ca.
23cm/cm? in der Kontrollgruppe doppelt so hoch. Auch an Tag 14 war die Gefal3dichte
der Behandlungsgruppe mit durchschnittlich 72,8+22,5 cm/cm? im Randgebiet und
83,0+21,5 cm/cm2 im Zentrum im Vergleich zur Kontrolle mit 36,7+15,3 cm/cm2 am Rand
und 43,4+£19,0 cm/cm2 im Zentrum doppelt so hoch. Dieser Unterschied war statisisch

nicht signifikant.
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Abbildung 14: Angiogenese in etablierten Metastasen nach Phx und DPO-Gabe

A, B: Quantitative Darstellung der Gefal3dichte in Tumorarealen im Randgebiet (A) und Tumorzentrum (B).
Am Tag 5 erhielten die Tiere der Kontrollgruppe (weiRe Raute) nach Phx 80 pl PBS und die behandelten
Tiere nach Phx 10pg/kg KG DPO (schwarze Raute).

MW £SEM; *p<0,05 vs. Kontrolle

6.4.3 Migration

Die beiden Gruppen unterschieden sich hinsichtlich der Anzahl der migrierenden Zellen
am Tumorrand und deren zurlickgelegten Distanz nicht voneinander. Sie zeigten mit einer
durchschnittlichen Anzahl von 12 Zellen pro untersuchten Areal und einem maximalen
Migrationsabstand zum Tumor von durchschnittlich 300um+45 (Kontrolle) und 320um=+35
(Phx/DPO) eine vergleichbare Migration wie die Gruppen der vorherigen

Versuchsabschnitte

6.4.4 Infiltration

Die HE-gefarbten Histologie-Praparate wurden beziiglich der Infiltration der dem Tumor
angrenzenden Muskularis beurteilt. Die Tumorzellen infiltrierten an der Tumorbasis die
Muskelschichten in der Behandlungsgruppe zu 31,2+15,2%. In der Kontrollgruppe wurde
die Muskularis zu 22,6+£10,6% an der Tumorbasis infiltriert. Diese Werte zeigten keinen
signifikanten Unterschied (Abb. 15C).

6.4.5 Proliferation

In der DPO-Gruppe zeigte sich ein signifikant erhdhter Anteil PCNA-positiver Zellen von
84,9+2,0% im Vergleich zu 74,2+3,2% in der Kontrolle (Abb. 15D).
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Abbildung 15: Infiltration und Proliferation in extrahepatischen Metastasen nach Phx und DPO-

Gabe

A, B: High Power Field mit PCNA geférbten CT26.WT-Zellen im Lichtmikroskop an Tag 14. Links ein
Schnittpraparat eines Tumors eines Kontrolltieres (A) und rechts eines DPO-behandelten Tieres (B).
C: Quantitative Darstellung des Anteils der infiltrierten Muskularis-Schicht. D: Quantitative Darstellung des
prozentualen Anteils PCNA positiver Zellen im Verhaltnis zur Gesamtzahl der Tumorzellen pro 10 HPF.
Am Tag 5 erhielten die Tiere der Kontrollgruppe (weif3er Balken) nach Phx 80 pl PBS und die behandelten
Tiere nach Phx 10ug/kg KG DPO (schwarzer Balken).
MW +SEM; *p<0,05 vs. Kontrolle. Maf3stab A;B = 50um

6.4.6 Apoptose

Die Auswertung von jeweils 10 HPFs hinsichtlich der Apoptoserate innerhalb der Tumore

mittels Caspase-3-Farbung ergab keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Im

Mittel zeigten sich 0,16 bis 0,3 Zellen pro HPF Caspase-3 positiv.

6.4.7 Lebergewicht und Blutanalysen

Die Lebern der

Kontrollgruppe wogen

im  Mittel

1,130,069

und die der
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Behandlungsgruppe 1,02+0,05g. Die Auswertung der Blutproben ergaben hinsichtlich der

Hamoglobinkonzentration einen statistisch signfikanten Unterschied zwischen den beiden

Gruppen. In Gruppe 8 war der Hamoglobingehalt mit 12,7+0,6 g/dl héher als in der

Kontrolle mit 11,4+0,6 g /dl. Die Anzahl der Leukozyten und Thrombozyten waren in

beiden Gruppen vergleichbar und im physiologischen Bereich.

6.4.8 Tabellarische Zusammenfassung des Abschnittes Iib

Gruppe

Tumorwachstum

Angiogenese

Migration/
Infiltration

Proliferation

Apoptose

7vs. 8

0

ol

Tabelle 5: Ergebnisse Abschnitt llb in der Ubersicht.

Zusammendfassender Uberblick iiber die Ergbenisse nach PHX und DPO-Gabe an Tag 5 des Experiments.
Die M beziffern signifikant erhdhte Unterschiede zwischen den Gruppen. Einfache ,A\“ zeigen eine
beobachtete Tendenz ohne statistische Signifikanz an. Die ,-“ beziffern keine Unterschiede zwischen den

Gruppen.
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7 Diskussion

7.1 Tumormodell kolorektaler Metastasen in der Rucken-

hautkammer

Die Ergebnisse der intravitalmikroskopischen Untersuchung dieser Arbeit zeigen in allen
Gruppen eine progrediente Zunahme der Tumorflache in der Riickenhautkammer. Die
Beobachtung der, im zeitlichen Verlauf konstanten, Migration und der Nachweis einer
aktiven Proliferation belegen das erfolgreiche Anwachsen der Tumorzellen. In allen
Gruppen konnte die Ausbildung tumor-assoziierter Gefal3e intravitalmikroskopisch
festgestellt werden. Lediglich bei vereinzelten Tieren war intravitalmikroskopisch kein
tumor-assoziiertes Gefal? nachweisbar. Die Verteilung dieser Tiere erstreckte
gleichmaRig verteilt Uber alle Behandlungsgruppen. In Zusammenschau der
Standardfehler innerhalb aller Gruppen kann daher von einem gelungenen
Randomisieren der Tiere ausgegangen werden. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten der
IVM-Auswertung reihen sich in die vorangegangenen Beobachtungen der Arbeitsgruppe
im Ruckenhautkammermodell der Maus ein (Rupertus et al., 2007; Rupertus et al., 2009).
Die erhobenen Daten zu Tumorwachstum und Tumorangiogense sind auch mit den
Ergebnissen anderer Gruppen mit ahnlichem Beobachtungszeitraum vergleichbar (Guba
et al., 2002; Cao et al., 2005). Das Modell kann daher als etabliert betrachtet werden.

7.2 Wirkung von DPO auf das Anwachsen extrahepatischer

Metastasen

Die Ergebnisse des ersten Versuchsabschnittes dieser Arbeit zeigen erstmalig den
stimulierenden Effekt des EPO-Analogons DPO auf das Anwachsen von extrahepatischen
kolorektalen Karzinomzellen in vivo. Dies war mit einer beschleunigten Angiogenese und
mit einer signifikant gesteigerten Zunahme der Tumorflache assoziiert. Die
GefalBneubildung war nach zusatzlicher Leberresektion signifikant gesteigert. Das
gesteigerte Anwachsen der Tumorzellen nach Implantation und Behandlung an Tag O des
Experiments kann durch einen direkten Wachstumsstimulus durch DPO mittels EPO-R-
Aktivierung begriindet sein.

Die Auswertung der Proliferationsraten an Tag 14 des Experiments zeigt jedoch lediglich
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eine geringfligige Steigerung der Proliferationsrate. Wie bereits beschrieben vermittelt
EPO in den Zielzellen durch Aktivierung des EPO-R eine gesteigerte Proliferation und
Apoptoseresistenz (Lacombe et al., 1999; Dasari et al., 2010; Okazaki et al., 2008;
Alvarez et al., 2010; Richmond et al., 2005). In mehreren in vitro Versuchen von
Malignomzellen wurde durch EPO-Behandlung eine gesteigerte Proliferation
(Westenfelder et al., 2000; Acs et al.,, 2001; Yasuda et al., 2003; Feldman et al., 2006;
Aguilar et al., 2014) und eine verringerte Apoptoserate (Shiozawa et al., 2013)
beobachtet.

In zwei Xenograft-Modellen mit immuninkompetenen Mausen und humanen
Tumorzelllinien war das Tumorwachstum nach repetitiver rhuEPO-Gabe unverandert
(Silver et al., 1999; Kataoka et al., 2010). Die Proliferation und Neoangiogenese wurde bei
diesen Arbeiten nicht analysiert. R6zsas und Kollegen konnten in einem Xenograft Modell
humaner Lungenkarzinomzellen keine GroéRenzunahme des Flankentumors unter
rhuEPO-Gabe feststellen. Allerdings zeigte sich eine gesteigerte Proliferation der
tumorassoziierten Endothelzellen (R6zsas et al. 2013). Eine weitere Xenograft Studie
zeigte ein verbessertes Ansprechen auf Cisplatin unter rhuEPO-Therapie im Sinne einer
reduzierten TumorgroRRe. Gleichzeitig wurde eine erhéhte tumorassoziierte GefaRdichte in
den mit EPO behandelten Tieren festgestellt (Doleschel et al., 2015). Die Kollegen
folgerten aus der erhdhten GefaRRdichte eine bessere lokale Bioverfiigbarkeit des
Chemotherapeutikums und damit verbundene Wirksamkeit im Tumorgewebe. Eine
weitere Studie mit humanen Brustkrebszellen zeigte nach EPO-Gabe in vitro eine
gesteigerte Proliferation und im Xenograft-Modell eine erhdhte Resistenz gegentber
Chemotherapeutika (Doxorubicin, 5-FU). Es wurde des Weiteren sowohl eine vermehrte
Metastasenbildung unter alleiniger EPO-Therapie als auch unter der Kombination mit
Paclitaxel festgestellt (Todaro et al., 2013). Die Behandlung humaner Brustkrebszellen im
Xenograft-Modell von Jin und Kollegen mit repetitiven EPO-Gaben zeigte eine reduzierte
Apoptose bei gesteigerter Proliferation, Angiogenese und VEGF-Konzentrationen im
Tumorgewebe (Jin et al., 2015).

Hinsichtlich der Effekte unter gleichzeitiger Behandlung mit Chemotherapeutika wurde in
einem syngenen in vivo Mammacarcinom-Modell gezeigt, dass eine vierwéchige EPO-
Behandlung eine Aufhebung der antitumordsen Wirkung von Trastuzumab erzielt (Liang
et al., 2010). Dies wurde auf die Aktivierung der JAK2 Kaskade zurlckgefihrt (siehe 3.3).
Zhou und Kollegen zeigten ebenfalls protumordse Effekte durch EPO-Therapie im
syngenen Mausmodell unter JAK/STAT Aktivierung (Zhou et al.,, 2014). Eine weitere
Arbeit zeigte in sieben Tumorzelllinien in vitro eine erhéhte Resistenz gegeniiber Cisplatin
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nach EPO-Behandlung oder GM-CSF- (granulocyte-macrophage colony stimulating
factor) Behandlung, wenn die Zellen die entsprechenden Rezeptoren exprimierten (Liu et
al., 2004). Es liegen also in der Literatur heterogene Daten vor, wobei in einigen
Xenograft-Studien keine Daten bezlglich der Angiogenese, Proliferation und
Apoptoserate erhoben wurden und insgesamt die Anzahl der Studien mit protumordsen
Effekten durch ESAs Uberwiegen.

Eine signifikant gesteigerte Proliferation oder herabgesetzte Apoptoserate liel3 sich in
unserer Arbeit in der immunhistochemischen Auswertung des Abschnitts | an Tag 14 nicht
mehr nachweisen. Interessanterweise sah man in den Gruppen des Versuchsabschnitts |l
mit verzogerter DPO-Gabe eine signifikant gesteigerte Proliferationsrate nach 70%iger
Phx (siehe 6.4.4). Die histologische Untersuchung fand am neunten Tag nach DPO-Gabe
statt. In der Arbeit von Rupertus und Kollegen zum intrahepatischen Anwachsen der
Tumorzellen nach DPO-Gabe war eine signifikant gesteigerte Proliferationsrate erst nach
Kombination mit einer 50%igen Phx beschrieben worden. Die immunhistochemische
Auswertung erfolgte an Tag 7 nach Applikation (Rupertus et al., 2010). Bei der
Untersuchung der etablierten intrahepatischen Metastasen zeigte sich am siebten Tag
sowohl nach alleiniger DPO-Gabe als nach Kombination mit einer Phx, eine signifikant
gesteigerte Proliferation (Rupertus et al., 2012). Dies lasst also vermuten, dass die
proliferationssteigende Wirkung von DPO zwischen Tag 9 und Tag 14 in extrahepatischen
Tumoren bei einer singularen, systemischen Gabe abklingt. Ob bei einer repetitiven Gabe
von DPO oder einer friheren Tumorentnahme dieser Effekt in der histologischen
Aufarbeitung noch nachweisbar ware, missten zusatzliche Studien zeigen. Rupertus und
Kollegen zeigten, dass durch eine 24stindige Inkubation mit DPO die Proliferation der
CT26.WT-Tumorzellen in vitro nicht gesteigert wurde. Die VEGF Expression hingegen
war erhdht (Rupertus et al., 2010). Es ist also wahrscheinlich, dass die einmalige DPO-
Gabe einen eher indirekten Proliferationsstimulus und antiapoptotischen Effekt auf die
Tumorzellen in unserer Studie erzielte. Dieser anfangliche Stimulus scheint in
Kombination mit der leicht erhéhten Neovaskularisierung und Angiogenese auszureichen,
um mehr Zellen zum Anwachsen und Uberleben anzuregen. Dies wiederum resultiert in
einer signifikanten Grof3enzunahme des Tumors im zeitlichen Verlauf.

Zusatzlich muss auch ein indirekter Effekt der DPO-Therapie durch Steigerung der
Angiogenese in Betracht gezogen werden. In der aktuellen Arbeit war die Angiogenese in
den ersten Tagen des Beobachtungszeitraumes beschleunigt und das GefalRwachstum
nach einmaliger DPO-Gabe Uber den gesamten Verlauf leicht gesteigert.

Wie unter 3.6 aufgefihrt, ist der Anschluss an das Gefalbett des Wirtsgewebes
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unabdingbar zur Ausbildung vitaler Tumormetastasen. Nach Implantation der Tumorzellen
kommt es in den ersten Tagen zum Anwachsen der Tumorzellen. Da eine Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung durch Diffusion nur bis zu einer gewissen Tumorgrdf3e maglich ist,
kénnen Tumore ohne GefaRanschluss nur bis auf wenige Millimeter heranwachsen.
(Carmeliet et Jain, 2000; Kerbel et al., 2000). Das Einspro3en neuer GeféalRe wird durch
endotheliale Vorlauferzellen beglnstigt (Moschetta et al.,, 2014). Endotheliale
Progenitorzellen werden im Knochenmark aus Hamangioblasten gebildet (Lin et al.,
2000). Sie besitzen die Fahigkeit zur Proliferation, Migration und Ausdifferenzierung zu
Endothelzellen.

Okazaki induzierte Fibrosarkome durch subkutane Applikation des Karzinogens MCA in
einem syngenen Modell. Nach mehrmaliger EPO-Gabe zeigte sich hier ein gesteigertes
Tumorwachstum. Da diese Tumore jedoch keine EPO-R exprimierten, fihrten die Autoren
das gesteigerte Wachstum auf eine gesteigerte Angiogenese zurlick. Dies begriindeten
sie mit der signifikant erhéhten Anzahl zirkulierender endothelialer Progenitorzellen nach
EPO-Therapie. Ebenfalls konnte eine gesteigerte Kapillardichte in den Tumoren gezeigt
werden (Okazaki et al., 2008).

Die Mobilisierung endothelialer Vorlauferzellen aus dem Knochenmark durch EPO-Gabe
konnte in mehreren Arbeiten gezeigt werden. Heeschen und Kollegen behandelten Mause
in drei aufeinanderfolgenden Tagen mit rhuEPO. Die FACS Analyse zeigte nach zwei
Wochen eine erhohte Anzahl EPCs in peripheren Blutproben. Ebenfalls konnte eine
gesteigerte Angiogenese in subkutan implantierten Scaffolds der Tiere gezeigt werden
(Heeschen et al., 2003). Urao zeigte in einem &ahnlichem Experiment nach dreitagiger
EPO-Behandlung, neben einer vermehrten EPC-Zahl, gesteigerte Proliferationsraten der
Endothelien (Urao et al., 2006). Eine weitere Arbeit behandelte Ratten tber finf Wochen
mit repetitiven EPO-Gaben im hamatopoetischen (500Ul/kg) und subtherapeuthischen
Wirkungsbereich (150UI/kg). Man sah eine vermehrte EPC-Anzahl nach der Gabe von
5001U/kg. Zusatzlich wurden Endothelzellen in vitro nach EPO Stimulus untersucht. Es
zeigte sich eine gesteigerte Motalitdt und Proliferation welche auf die Aktivierung der
JAK2/STATS Signalkaskade zuriickgefuihrt wurde (Ribatti et al., 1999; Janmaat et al.,
2010). Asano und Kollegen zeigten eine hohere Ausreifung von tumorassoziierten
Gefallen in humanen Leiomyomen, die vermehrt EPO produzierten im Vergleich zu
Tumoren mit geringer EPO Expression (Asano et al., 2015).

Die Angiogenese und GefalRdichte war nach DPO-Gabe in Abschnitt la erhéht, allerdings
aufgrund der hohen Standardabweichung statistisch nicht signifikant (siehe 6.1.2). Dies

mag auf die einmalige Gabe von DPO zurlckzufiihren sein, da die oben aufgefiihrten
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Studien jeweils einen proangiogenen Effekt in ihren Tumormodellen, nach repetitiven
EPO-Gaben feststellten. Die Ergebnisse unserer eigenen Arbeitsgruppe, zur Angiogenese
und Proliferation bei intrahepatischer Tumormanifestationen, zeigten eine Steigerung
dieser nach portalventser Gabe (Rupertus et al.,, 2010; Rupertus et al., 2012). In der
vorliegenden Arbeit erfolgte die Gabe systemisch. Dies fuhrt wahrscheinlich aufgrund der
Verdinnung zu einem reduzierten lokalen Wirkspiegel im Tumormilieu und lasst einen
dosisabhéngigen Effekt von DPO vermuten.

In der vorliegenden Studie wurde nach Phx und DPO-Gabe eine signifikant gesteigerte
Angiogenese und GefaBwachstum im Vergleich zur alleinigen Phx gezeigt.
Signalmolekiile, wie sie durch Lasionen, Ischamien und auch Tumorgewebe abgegeben
werden, bewirken eine Mobilisierung der EPCs (Kahkoo et Finkler, 2005; Kopp et al.,
2006). Durch Botenstoffe wie vascular endothelial growth factor (VEGF) oder Chemokine
wie stromal derived factor-1 alpha (SDF-1a) werden die zirkulierenden EPC im
Tumorgewebe rekrutiert. Es kommt zum Aussprossen neuer Gefal3aste, sowie durch eine
parakrine Wirkung zur Proliferation bestehender DonorgeféaRe (Janic et al., 2010). Diese
Faktoren werden ebenfalls wahrend der Leberegeneration exprimiert (Fausto et al., 2006).
Eine gesteigerte Angiogenese und damit verbundenes Tumorwachstum durch lokale
SDF-1a Wirkung im extrahepatischen Tumormilieu konnte durch Kollmar und Kollegen
gezeigt werden (Kollmar et al., 2007). Eine erhdhte VEGF-Expression und Proliferations-
steigerung der tumorassoziierten Endothelzellen unter EPO-Gabe wurde ebenfalls
beschrieben (Xue et al.,, 2012; Rdézsas et al. 2013; Jin et al., 2015). Die ohnehin
gesteigerte Neoangiogenese nach Phx konnte, in unserer Arbeit dementsprechend durch
DPO-Gabe noch gesteigert werden. Dies lasst auf einen additiven Effekt durch DPO in
Kombination mit einer ausgedehnten Phx schliel3en.

Im Vergleich zu den nicht leberresezierten Gruppen aus Abschnitt la zeigten beide
Gruppen des Abschnitts Ib ein deutlich beschleunigtes GréRenwachstum an Tag 5 und
Tag 8. Dies korreliert mit den Ergebnissen von Rupertus und Mitarbeiter, die ein
gesteigertes extrahepatisches Anwachsen der Tumorzellen nach einer 70%igen Phx
beobachteten (Rupertus et al., 2007).

Nichtsdestotrotz resultierte das gesteigerte GefalRwachstum nach Phx und DPO-Gabe
nicht in einem statistisch signifikanten GroRenwachstum im Vergleich nach alleiniger Phx.
In der Subanalyse der Gruppe mit DPO Behandlung lasst sich eine aufféllige
Heterogenitat feststellen. Bei der Halfte der Tiere findet sich ein deutlich gesteigertes
Wachstum, wahrend die andere Halfte eine Gréfienzunahme vergleichbar mit der

Kontrollgruppe zeigt. Diese Heterogenitat konnte auf die Wechselwirkungen der
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Leberresektion und der DPO-Gabe zurlickzufuhren sein. Die induzierte Leberregeneration
beinhaltet proinflammatorische Signalkaskaden. Es konnten unter anderem gesteigerte
Chemokin-Konzentrationen gezeigt werden (Kollmar et al., 2010). Diese Effekte wurden,
wie bereits erlautert, auch als wachstumssteigernde und proangiogene Stimuli auf
Tumore beschrieben. Dahingegen kdénnen ESAs auch anti-inflamatorische
Signalkaskaden begiinstigen. Insbesondere wurden bei Ischdmie-Reperfusionsmodellen
der Leber die positiven anti-inflamatorischen Eigenschaften sowohl rhuEPOs als auch
DPOs gezeigt (Sepodes et al., 2006; Le Minh et al., 2007; Kumral et al., 2007; Schmeding
et al.,, 2009). Diese beiden unterschiedlichen, sich gegebenenfalls antagonisierenden
Wirkmechanismen der Leberregeneration und der DPO-Gabe koénnten das

unterschiedliche extrahepatische Tumorwachstum in einzelnen Tieren erklaren.

7.3 Wirkung von DPO auf etablierte extrahepatische Metastasen

In der hier vorgestellten Arbeit wurde erstmals die Auswirkung einer DPO Behandlung
nach einer Leberresektion auf etablierte extrahepatische Metastasen kolorektaler
Karzinomzellen untersucht. Im Versuchsabschnitt lla konnte kein gesteigertes
Tumorwachstum in etablierten Metastasen unter DPO-Gabe festgestellt werden. Dies
steht klar im Gegensatz zu den Ergebnissen des ersten Versuchsabschnittes, in welchem
eine singulare DPO-Gabe das Anwachsen der Tumorzellen extrahepatisch begtinstigte.

Die bereits etablierten Metastasen des Abschnittes Il zeigen sich jedoch weder durch eine
70%igen Leberresektion noch in der Kombination mit einer DPO-Behandlung in ihrem
Gesamtwachstum beeinflusst. Lediglich hinsichtlich der Proliferationsraten konnte die
Kombination aus DPO und Phx eine Steigerung gegeniber der Kontrolle erzielen. Bereits
in der Vorarbeit zu etablierten intrahepatischen Metastasen zeigte sich kein signifikant
gesteigertes Tumorwachstum nach DPO-Gabe und Leberresektion (Rupertus et al.,
2012). Es war jedoch ebenfalls, wie bei neu implantierten Tumorzellen, die Angiogenese
und Proliferation gesteigert. Yokoyama et al. beschrieb ein verringertes Tumorwachstum
nach einer 60%igen Leberresektion (Yokoyama et al., 2000). Rashidi und Kollegen
beobachten intrahepatisch dahingegen ein gesteigertes Wachstum nach 30%iger
Leberresektion (Rashidi et al.,, 1999). Zusammenfassend zeigen sich im Modell von
Rupertus et al. sowie in der Mehrzahl der experimentellen Arbeiten ein stimulierten Effekt
auf die intrahepatischen Metastasen nach Phx (van Dale et Galand, 1988; Mizutani et al.,
1992; Panis et al., 1992; De Jong et al., 1995; Slooter et al., 1995; Picardo et al., 1998;
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Rashidi et al., 1999).

In Bezug auf die Gefalneubildung war ein signifikanter Anstieg der Angiogenese und der
Gefalldichte nur im Abschnitt Ib bei einer Kombination aus Phx und DPO-Gabe
beobachtet worden. Die etablierten Metastasen hingegen zeigten weder durch Phx noch
durch eine DPO-Gabe eine signifikant gesteigerte Gefal3neubildung. Es muss vermutet
werden, dass der proangiogene Effekte der Leberregeneration sowie der proangiogene
Effekt von DPO zwar im intrahepatischen Tumormilieu sowie in der frihen Anwachsphase
auch extrahepatisch wirksam ist. Nach Ablauf des ,angiogenic switch“ also Etablierung
eines Gefalinetzwerkes, erscheint eine einmalige DPO-Gabe in etablierten Tumoren
keinen starken Einfluss auf das Gefal3bett auszuiben.

Allerdings kann vermutet werden, dass durch dieses Gefalinetzwerk DPO besser zu den
Tumorzellen gelangen kann und dort seine proliferative Wirkung freisetzt. Diese
gesteigerte Proliferation muss jedoch nicht zwangslaufig wahrend des 9 Tage dauernden
Beobachtungszeitraumes im Abschnitt [l in einem gesteigerten Tumorwachstum
resultieren. Dies wiederum hétte ein Versuchsmodell mit einem langeren
Beobachtungszeitraum erfordert. Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit fokussierte
sich jedoch auf die perioperative DPO-Therapie nach Phx. Fir diesen
Beobachtungszeitraum erscheint das Rickenhautkammermodell als geeignetes Modell,
insbesondere in Hinsicht auf die Beobachtung der Angiogenese und das Anwachsen der
Tumorzellen. Die proliferative Wirkung nach ESAs Applikation in mehrwochigen
Studienmodellen wurde bereits unter 7.2 beschrieben.

Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass der Effekt einer einmaligen
systemischen DPO-Gabe auf extrahepatische Metastasen weniger ausgepragt ist, als auf
das intrahepatische Tumormileu bzw. auf das Anwachsen von Tumorzellen an

extrahepatischer Lokalisation.

7.4 Systemische Wirkung von DPO

In Zusammenschau der erhobenen Blutwerte in der vorliegenden Studie sah man keine
signifikant erhéhten Hamoglobinwerte. Dies mag in der einmaligen Gabe begriindet sein.
Ein Anstieg des Hamoglobingehaltes wurde klinisch sowohl fiir rhuEPO als auch DPO
erst nach vier bzw. finf Wochen bei regelmaRiger Applikation beobachtet (Rizzo et al.,
2002; Glaspy et al., 2003). Signifikante Hb-Steigerungen konnten auch im Mausmodell

erst nach Langzeitbehandlung mit ESAs nachgewiesen werden (Silver et al., 1999). Die
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signifikant erhéhten Thrombozytenwerte in der Behandlungsgruppe lassen dennoch auch
in unserem Modell auf eine erfolgreiche systemische Wirkung des Agens schliel3en. Eine
synergistische Wirkung von EPO und Thrombopoietin auf die Hamatopoese wurde
beschrieben (Broudy et al., 1995). Eine thrombogene Wirkung nach einmaliger Gabe
rhuEPOs wurde bereits in anderen Kleintierversuchen demonstriert (McDonald et al.,
1987; Berridge et al., 1988; Shikama et al., 1992).

Das Lebergewicht war 14 Tagen (Abschnitt 1a) beziehungsweise neun Tage nach Phx
(Abschnitt 1Ib) wieder auf ein vergleichbares Niveau mit den Kontrollgruppen angestiegen.
Im Vergleich zu den Ergebnissen von Rupertus am siebten postoperativen Tag zeigte sich
in der vorliegenden Arbeit nochmals eine Gewichtszunahme (Rupertus et al., 2010;
Rupertus et al., 2012). Die Leberregeneration scheint daher in diesem Modell nach neun

Tagen vollstéandig abgelaufen zu sein.

7.5 Zusammenfassung und klinischer Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine einmalige DPO-Gabe ein
beschleunigtes Anwachsen nicht etablierter Tumorzellen an extrahepatischer Lokalisation
bewirkt. Auch eine ausgedehnte Leberresektion in Kombination mit DPO stimulierte in
der fruhen Wachstumsphase die Tumorzellen und die Gefaf3neubildung. Insgesamt ist ein
dosisabhéngiger und additiver Effekt zu vermuten. Bereits etablierte extrahepatische
Metastasen wurden jedoch von einer einmaligen DPO-Gabe im Beobachtungszeitraum
weniger beeinflusst. Gerade Patienten in einem fortgeschrittenen Tumorstation mit sowohl
intrahepatischen als auch extrahepatischen Metastasen, welchen gegebenenfalls bei
einer ausgedehnten Leberresektion ein postoperatives Leberversagen droht, kdnnten
daher von einer einmaligen perioperativen DPO-Gabe profitieren. In Zusammenschau der
vorangegangenen Arbeiten zur intrahepatischen Wirkung von DPO nach Phx und der hier
vorgestellten Arbeit auf die extrahepatische Wirkung zeichnet sich ein positiver Stimulus
auf das Anwachsen von Tumorzellen sowohl intrahepatisch und extrahepatisch ab. Da
okkulte Tumoraussaaten wahrend einer Operation und mogliche Mikrometastasen nicht
auszuschlieBen sind, konnte durch die perioperative Behandlung mit DPO ein
Tumorprogress sowohl intrahepatisch als auch extrahepatisch induziert werden. Eine
klinische perioperative Anwendung ist daher als kritisch zu betrachten.

Zusammenfassend zeigen sich die vielfaltigen Aspekte der ESAs auf den Organismus.

Einerseits konnen durch die Korrektur der tumorassoziierten Anamie sowohl die
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Lebensqualitat als auch die Oxygenierung des Gewebes verbessert werden. Dies
wiederum kann sich positiv auf die adjuvanten onkologischen Therapieansétze auswirken.
Auf der Gegenseite zeigen mehrere Arbeiten eine erhthte Resistenz gegeniuber
Chemotherapeutika unter ESAs Gabe. Die Aktivierung von EPO-Rezeptoren auf den
Tumoren selbst kann zu einer vermehrten Proliferation als auch Apoptoseresistenz
fuhren. Als weiteren Effekt kann die Aktivierung der vaskular assoziierten EPO-
Rezeptoren die Tumorangiogenese und das Risiko fur Thrombembolische Ereignissen
erhdhen (Glaspy, 2014). Es wird daher die Entwicklung und die Erforschung von
Antikérpern gegen gewebsspezifische Isoformen des EPO-Rezeptors angestrebt, um
nachteiligen Effekte zu vermeiden und gleichzeitig die positiven Eigenschaften von ESAs
zu erhalten (Maxwell et al. 2015). Diese Antikorper kdnnten dann in neue multimodale
Therapiekonzepte nach der Leberresektion einflieRen, um einerseits die
Regenerationskapazitat zu unterstlitzen und andererseits mogliche Tumorresiduen

effektiv zu inhibieren.
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