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1. Zusammenfassung

1.1 Hepato-arterielle Infusion und systemische Ap-

plikation von Cetuximab, Oxaliplatin und Iri-

notecan in einem Rattenmodell kolorektaler Le-

bermetastasen

Das kolorektale Karzinom zählt zu den häufigsten malignen Erkrankungen in der
westlichen Welt. Metastasiert ein kolorektales Karzinom, so ist bevorzugt die Leber
betroffen. Das Auftreten von Lebermetastasen bestimmt im Wesentlichen die Pro-
gnose des Patienten. Eine R0-Resektion stellt nach wie vor den einzigen kurativen
Therapieansatz dar und ist in nur 10%-20% der Fälle möglich. Bei Irresektabilität
ist die systemische Chemotherapie (SYS) der Goldstandard in der Behandlung he-
patischer Metastasen. Die Verwendung von Oxaliplatin, Irinotecan und Cetuximab
bildet dabei einen festen Bestandteil der Therapie. Auch die hepato-arterielle In-
fusion (HAI) zeigte gute Ergebnisse und könnte eine Alternative zur systemischen
Therapie in der Behandlung hepatischer Metastasen werden.

In der vorliegenden Studie wurde die antitumorale Wirkung der Chemotherapeu-
tika Cetuximab, Oxaliplatin und Irinotecan, hepato-arteriell oder systemisch appli-
ziert, auf Lebermetastasen im Rattenmodell untersucht. Hierzu wurde 72 männ-
lichen WAG/Rij Ratten ein Tumor der CC531-Zelllinie subkapsulär in den linken
Leberlappen injiziert. Die Tiere wurden in zwei Behandlungsgruppen, HAI und SYS,
randomisiert und mit verschiedenen Medikamenten oder Medikamentenkombinatio-
nen (Cetuximab, Cetuximab+Oxaliplatin, Cetuximab+Irinotecan, Oxaliplatin und
Irinotecan) behandelt. Als Kontrolltiere dienten mit NaCl behandelte Tiere.

Die HAI von Cetuximab führte im Vergleich zur systemischen Applikation zu
einer Größenreduktion des Tumors (-11% vs. +53%, p<0,05) und geteigerter Apop-
toseaktivität (7,1±0,9 Zellen/HPF vs. 3,0±0,9 Zellen/HPF, p<0,05) sowie einer
nicht signifikanten Abnahme der Proliferation. Dagegen war die systemische Gabe
von Cetuximab im Vergleich zur HAI von einer signifikant verminderten Angioge-
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1. Zusammenfassung

nese begleitet (3,7±0,1 Zellen/HPF vs. 5,1±0,6 Zellen/HPF, p<0,05). Die HAI von
Oxaliplatin zeigte eine signifikante Verminderung der Angiogenese im Vergleich zur
systemischen Infusion (3,9±0,5 Zellen/HPF vs. 6,6±0,5 Zellen/HPF, p<0,05). Zu-
sätzlich trat eine Reduktion des Tumorvolumens und eine tendenzielle Erhöhung der
Apoptoserate ein, jedoch ohne Signifikanz zur systemischen Gabe. Verglichen mit
einer systemischen Gabe war die HAI der Kombination von Cetuximab und Oxali-
platin mit einer Reduktion der Tumorgröße (-2% vs. +50%, p<0,05) und einer Er-
höhung der Apoptoserate assoziiert (7,4±2,0 Zellen/HPF vs. 2,7±0,5 Zellen/HPF,
p<0,05). Zudem wurde die Angiogenese in beiden Behandlungsformen durch die
Kombination am stärksten inhibiert. Die HAI führte zu einem insgesamt höheren
Anstieg von γGT, GLDH, LDH und den Transaminasen, insbesondere nach der
Behandlung mit Oxaliplatin und der Kombination von Cetuximab und Oxaliplatin.

Die HAI der Kombination von Cetuximab und Irinotecan führte zu einer Ab-
nahme der Tumorgröße im Vergleich zur systemischen Infusion dieser Kombination
(+21% vs. +94%, p<0,05). Dabei erreichte die systemische Infusion von Cetuxi-
mab und Irinotecan fast eine Verdopplung des Volumens und somit eine signifikante
Größenzunahme im Vergleich zur systemischen Kontrollgruppe (+94% vs. +41%,
p<0,05). Zusätzlich war die HAI von Irinotecan sowie der Kombination von Irinote-
can und Cetuximab mit einer erhöhten Apoptoserate im Vergleich zur systemsichen
Gabe dieser Medikamente verbunden, die jedoch nicht signifikant war. Die HAI der
Kombination erreichte dabei gering höhere Apoptose-Werte. Auch hier zeigten die
Leberenzyme nach einer HAI einen tendenziellen Anstieg.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Studie eine signifikante Inhibition
des Tumorwachstums durch die HAI von Cetuximab und der Kombination von Ce-
tuximab und Oxaliplatin gegenüber der systemischen Applikation gezeigt werden.
Die HAI von Irinotecan zeigte keinen, die HAI der Kombination von Cetuximab und
Irinotecan einen geringen Vorteil.
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2. Abstract

2.1 Hepatic arterial infusion and systemic applica-

tion of cetuximab, oxaliplatin and irinotecan in

a rat model of colorectal liver metastases

The colorectal carcinoma represents one of the most frequent malignancies in the
western world. Thereby the liver remains the predominant site of colorectal metasta-
ses. The occurrence of liver metastasis essentially affects the prognosis of patients.
However, in only 10%-20% of the cases, a R0 resection is feasible. Until today sur-
gical resection represents the only reliable curative approach. In case of inresectable
disease systemic chemotherapy is the gold standard in the treatment of hepatic me-
tastases. In this context oxaliplatin, irinotecan and cetuximab form an integral part
of the therapy. However, hepatic arterial infusion (HAI) has shown encouraging re-
sults and might be an alternative to systemic therapy in the treatment of hepatic
metastasis.

In the present study, the antitumor effect of the chemotherapeutic agents ce-
tuximab, oxaliplatin and irinotecan, given either via hepatic arterial infusion or as
systemic infusion, was investigated. Therefore, CC531 colorectal cancer cells were
injected subcapsularly in the left liver lobe of 72 male WAG/Rij rats. The animals
were randomized in two treatment groups, HAI or SYS, and underwent infusion of
cetuximab, oxaliplatin or irinotecan alone, or of the combination of cetuximab and
oxaliplatin or cetuximab and irinotecan. Saline-treated animals served as controls.

Compared to systemic infusion, HAI of cetuximab reduced the tumor size (-11%
vs. +53%, p<0,05), increased the number of apoptotic cells (7,1±0,9 cells/HPF vs.
3±0,9 cells/HPF, p<0,05), and reduced tumor proliferation. In contrast, systemic
infusion of cetuximab was accompanied by a significantly reduced tumor vasculari-
zation compared to HAI (3,7±0,1 cells/HPF vs. 5,1±0,6 cells/HPF, p<0,05). HAI
of oxaliplatin showed a significant reduction of angiogenesis compared to systemic
infusion (3,9±0,5 cells/HPF vs. 6,6±0,5 cells/HPF, p<0,05). In addition, there was
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2. Abstract

also a slight reduction of tumor size as well as a slight increase of the number of
apoptotic cells compared to systemic infusion. HAI of cetuximab and oxaliplatin
was associated with a reduction of tumor size (decrease of 2% vs. increase of 50%,
p<0,05) and an increase of the number of apoptotic cells (7,4±2,0 cells/HPF vs.
2,7±0,5 cells/HPF, p<0,05) compared to systemic infusion. Moreover, angiogene-
sis was most inhibited by the combination of cetuximab and oxaliplatin in both
treatment groups. HAI led to an overall higher increase of γGT, GLDH, LDH and
transaminases, particularly after treatment with oxaliplatin and the combination of
cetuximab and oxaliplatin.

HAI of the combination of cetuximab and irinotecan reduced the tumor size
compared to systemic infusion (+21% vs. +94%, p<0,05). Of interest, systemic
infusion of cetuximab and irinotecan resulted in an almost doubling of the tumor size
and thus a significant increase in size when compared to the systemic control group
(+94% vs. +41%, p<0,05). Additionally, HAI of irinotecan and of the combination
of irinotecan and cetuximab was associated with a slight increase of the number of
apoptotic cells compared with systemic infusion. Thereby, HAI of combination of
cetuximab and irinotecan achieved higher number of apoptotic cells. Liver enzymes
tended to increase after HAI as well.

In summary, the present study demonstrates an advantage of HAI of cetuximab
and the combination of cetuximab and oxaliplatin compared to systemic application.
HAI of irinotecan showed no benefit and HAI of the combination of cetuximab and
irinotecan showed also a slight advantage.
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3. Einleitung

3.1 Das kolorektale Karzinom

3.1.1 Epidemiologie, Ätiologie und Inzidenz

In den letzten 50 Jahren stieg die Inzidenz des kolorektalen Karzinoms beacht-
lich. Weltweit werden jährlich rund eine Million neuer Fälle diagnostiziert, sowie
ca. 500 000 Todesfälle. Das kolorektale Karzinom gehört zu der zweithäufigsten
malignen Erkrankung in beiden Geschlechtern. Die Zahl der jährlichen Neuerkran-
kungen in Deutschland wird vom Robert Koch-Institut für Männer auf über 36 000
und für Frauen auf etwa 32 000 geschätzt [Robert Koch-Institut 2010].

Ätiologisch handelt es sich um ein multifaktorielles Geschehen. Bei der Entste-
hung eines kolorektalen Karzinoms nehmen vor allem Essgewohnheiten, Konsum
von Alkohol/Tabak und genetische Faktoren Einfluss auf die Karzinogenese [Botteri
et al. 2008; Ströhle et al. 2007]. Die beiden erblichen Formen sind die familiäre ade-
nomatöse Polyposis (FAP) und das hereditäre nicht-polypöse kolorektale Karzinom
(HNPCC). Zu den Risikogruppen gehören weiterhin Patienten mit Colitis ulcerosa
und Morbus Crohn.

Mit zunehmendem Alter steigt das Risiko an einem kolorektalen Karzinom zu
erkranken. Der Häufigkeitsgipfel der Erkrankung liegt bei einem Alter zwischen 60
und 70 Jahren [Robert Koch-Institut 2010].

3.1.2 Lebermetastasen

Die Leber stellt für das kolorektale Karzinom infolge hämatogener Streuung über
die Pfortader den häufigsten Metastasierungsort dar [Kemeny 2006].

Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung haben bereits 25% der Patienten synchrone
Lebermetastasen. Abhängig vom Stadium des Primärtumors entwickeln 50%-70%
aller Betroffenen innerhalb der folgenden drei Jahre ihrer Erkrankung Lebermeta-
stasen [Wanebo et al. 2010]. Bei nahezu 40% der Patienten ist die Leber der einzigste
Metastasierungsort [Konopke et al. 2003].
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3. Einleitung

Unbehandelt beträgt die Überlebenszeit von Patienten mit Lebermetastasen im
Mittel zwischen 6 und 12 Monaten. Die 5-Jahres-Überlebensrate liegt bei <5% [Wa-
nebo et al. 2010]. Bei inoperablen Lebermetastasen bilden der körperliche Allge-
meinzustand, das Ausmaß des Leberbefalls, abnormale Laborwerte und Sitz des
Primärtumors unabhängige Prognosefaktoren für den Verlauf der Erkrankung. Dem-
zufolge können bei gutem Allgemeinzustand und normalen Leberwerten 1-Jahres-
Überlebensraten von 46% erreicht werden. Die Todesursache liegt meist in einem
Leberversagen infolge der hepatischen Metastasierung [Konopke et al. 2003].

3.2 Therapieoptionen

3.2.1 Leberresektion

Die operative Entfernung von Lebermetastasen stellt nach wie vor den einzigen
kurativen Therapieansatz dar. Chirurgisch entscheidend ist die Möglichkeit einer
R0-Resektion. Die 5-Jahres-Überlebensrate beträgt bei primärer, aber auch bei wie-
derholter Metastasenresektion weiterhin 27%-41% [Bechstein et al. 2005; Mandalà
et al. 2007]. Die operative Mortalität liegt dabei bei 1-2% [Grundmann 2011]. Eine
weitere Prognoseverbesserung ist durch eine Konversion irresektabler Metastasen in
chirurgisch resezierbare Metastasen zu erreichen. Dafür stehen neoadjuvante Che-
motherapiekonzepte sowie zahlreiche regionale Verfahren zur Verfügung. Dennoch
kann bei nur 10%-20% der Patienten mit Lebermetastasen eine Resektion durchge-
führt werden [Vibert et al. 2005]. Diesem kleinen Teil von Patienten, welcher von
einer alleinigen kurativen chirurgischen Therapie profitiert, steht ein Großteil von
Patienten gegenüber, der im weiteren Verlauf einer palliativen systemischen oder
lokoregionalen Chemotherapie bedarf.

3.2.2 Systemische Chemotherapie

Viele Jahre war Fluorouracil (5-FU) in Kombination mit Leucovorin (LV) die Stan-
dardtherapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms und erzielte eine Ansprech-
rate von 20%-30% sowie eine mittlere Überlebenszeit von 11-12 Monaten [Kemeny
2006]. Durch eine Kombination von 5-FU und LV mit neuen Medikamenten, wie
Irinotecan (FOLFIRI) und Oxaliplatin (FOLFOX), konnte die Ansprechrate auf
33%-62% angehoben werden. Die mittlere Überlebenszeit stieg auf 18-20 Monate
[Cunningham et al. 2004]. Auch die Verwendung monoklonaler Antikörper zusätz-
lich zur Chemotherapie brachte eine Verbesserung der Ergebnisse. Durch die Zugabe
von Cetuximab zu FOLFOX oder FOLFIRI wuchs die Ansprechrate von 33% auf
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3. Einleitung

49% und die Zugabe von Bevacizumab zu Irinotecan/Bolus 5-FU/LV (IFL) ergab
einen Anstieg der Ansprechrate von 35% auf 45% [Alberts et al. 2008].

Diese Entwicklungen veränderten die Zielsetzungen der systemischen Chemothe-
rapie in der Behandlung kolorektaler Lebermetastasen. Es wird nun nicht mehr der
palliative Ansatz verfolgt, sondern vielmehr die Maximierung des klinischen Bene-
fits, d.h. die Verlängerung der Überlebenszeit, die Verbesserung der Ansprechrate
und das Downsizing von Tumoren, welches eine Resektion ermöglichen kann.

Die erste Studie zur Untersuchung des Stellenwertes einer neoadjuvanten The-
rapie bei nicht resezierbaren Lebermetastasen des kolorektalen Karzinoms führten
Bismuth et al. durch. In der retrospektiven Studie wurden 434 Patienten mit nicht
resezierbaren Lebermetastasen durch eine systemische Gabe von Oxaliplatin, 5-FU
und LV behandelt. Nach der Behandlung konnten 14% der Lebermetastasen sekun-
där reseziert werden. Die 5-Jahres-Überlebensrate der resezierten Patienten lag bei
40% [Bismuth et al. 1996].

Trotz dieser Fortschritte in der systemischen Therapie bleibt das Gesamtüberle-
ben von Patienten mit metastasiertem kolorektalem Karzinom gering. Weniger als
5% der Patienten leben länger als 5 Jahre [Gallagher et al. 2007]. In Anbetracht
dieser Zahlen, sollten weitere Behandlungsalternativen entwickelt werden.

3.2.3 Hepato-arterielle Infusion

Die Hepato-arterielle Infusion (HAI) stellt eine Möglichkeit der regionalen Chemo-
therapie dar, die sich auf verschiedene Eigenschaften von Lebermetastasen stützt.
Zum einen bildet die Leber aufgrund hämatogener Streuung via portaler Zirkula-
tion den häufigsten Metastasierungsort des kolorektalen Karzinoms. Zum anderen
werden Metastasen ab einer Größe von 2-3mm hauptsächlich von der A. hepati-
ca versorgt, während die Durchblutung des gesunden Leberparenchyms zu großen
Teilen durch die V. porta erfolgt [Breedis et al. 1954]. Diese Tatsache ermöglicht
höhere Konzentrationen der über die A. hepatica applizierten Zytostatika ohne ge-
sunde Leberzellen zu schädigen. Zudem minimiert der first-pass Effekt der Leber,
durch welchen das infundierte Medikament aus der A. hepatica extrahiert wird, die
systemische Toxizität.

Die ersten Bemühungen kolorektale Lebermetastasen mit einer HAI zu thera-
pieren kamen in den frühen 60ern des letzten Jahrhunderts auf. Sullivan et al. be-
handelten 16 Patienten mit Lebermetastasen gastrointestinaler Tumore mit einer
HAI. Zehn der Patienten sprachen objektiv auf die Therapie an und wiesen einen
klinischen Benefit auf [Sullivan et al. 1964]. Die ersten Katheter, die für die HAI
verwendet wurden, wurden chirurgisch oder perkutan eingesetzt und an eine exter-
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3. Einleitung

ne Infusionspumpe angeschlossen. Diese Bahandlung führte allerdings zu verlänger-
ten stationären Aufenthalten und es traten Komplikationen wie katheterassoziierte
Thrombosen, Blutungen und Infektionen sowie Katheterdislokationen auf [Doci et
al. 1990; Ensminger 2002]. Ein weiterer Ansatz war die Implantation von subkutaten
Portsystemen, die aber ebenfalls eine hohe Ausfallquote zur Folge hatte [Wickreme-
sekera et al. 2000]. Mit der Einführung implantierbarer Infusionspumpen in den
späten 1970er Jahren konnten viele dieser Probleme gelöst werden. Diese Pumpe
besitzt ein Reservoir, das perkutan mit einem großen Volumen gefüllt werden kann
und somit eine ambulante Versorgung erlaubt. Heutzutage werden Pumpenkom-
plikationen in 22% der Fälle beobachtet. Dazu gehören Katheterthrombosen oder
-dislokationen, Infektionen, Thrombosen der A. hepatica, Gerätefehler und gastri-
sche oder duodenale Ulzerationen. Mechnische Komplikationen, wie Pumpendisloka-
tionen, können jedoch mit steigender Erfahrung des Chirurgen signifikant verringert
werden [Power et al. 2011].

Ursprünglich verwendeten Sullivan et al. Methotrexat als Chemotherapeutikum
[Sullivan et al. 1964]. Spätere Untersuchungen konzentrierten sich auf 5-Fluorouracil
(5-FU) und Floxuridin (FUDR) als antineoplastisches Agens. Ensminger et al. be-
richteten über eine höhere Leberextraktion von FUDR im Vergleich zu 5-FU [Ens-
minger et al. 1978]. Auch andere Chemotherapeutika, wie Mitomycin, Cisplatin und
Doxorubicin, wurden mit einer HAI getestet, doch sie alle zeigten eine signifikant
geringere Leberextraktion als FUDR und deshalb einen geringeren Vorteil gegen-
über der systemischen Gabe [Cohen et al. 2003]. FUDR via HAI besitzt eine 95%
Leberextraktionsrate, wodurch im Vergleich zur systemischen Gabe eine 16-fach hö-
here Konzentration im Tumorgewebe erreicht wird. Aus diesem Grund ist FUDR
das meist verwendete Agens, das in Form einer HAI verabreicht wird.

Frühe Phase II Studien mit HAI-Gabe von 5-FU oder FUDR zeigten vielverspre-
chende Resultate mit Ansprechraten von 29% - 88% und einem längeren Überleben
im Vergleich zu historischen Kontrollen. Dies führte dazu, dass die HAI in einer Rei-
he von randomisierten Studien mit einer systemischen Therapie verglichen wurde.

Zwei Metaanalysen fassten die Ergebnisse der ersten sieben Studien zusammen.
Fünf Studien verglichen die HAI von FUDR mit einer systemischen Infusion von
entweder FUDR, 5-FU oder 5-FU/LV. Zwei europäische Studien verglichen die HAI
von FUDR mit einer systemischen Infusion von 5-FU oder mit „Best Supportive
Care“. Sie ermittelten einen kleinen, aber signifikanten Überlebensvorteil der HAI
gegenüber der systemischen Infusion [Cancer 1996; Harmantas et al. 1996]. Seither
wurden drei weitere randomisierte Studien veröffentlicht. Mocellin et al. fassten alle
Studien von 1987 bis 2006 zusammen, die die HAI einer systemischen Therapie
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gegenüberstellten. Sie zeigten eine höhere Ansprechrate des HAI-Arms (42,9% vs.
18,4%), jedoch keinen Vorteil des HAI-Arms in Bezug auf das Gesamtüberleben
[Mocellin et al. 2009].

Die Vorteile einer systemischen Kombinationstherapie mit 5-FU, Irinotecan oder
Oxaliplatin der 90er Jahre wurden auch in der regionalen Chemotherapie genutzt.
Pasetto et al. liefern einen Überblick über die aktuelle Datenlage. Der Schwerpunkt
der gegenwärtigen Forschung liegt bei der Kombination von HAI und systemischer
Therapie und der Verwendung neuer Chemotherapeutika, wie z.B. Oxaliplatin und
Irinotecan [Pasetto et al. 2006]. So ließ sich die HAI von Oxaliplatin mit i.v. LV
und i.v. 5-FU als Bolus und Infusion nach Versagen einer systemischen Therapie
durchführen. Nach neun Behandlungszyklen sprachen 62% der Patienten partiell an
und 18% unterliefen danach einer R0-Resektion [Boige et al. 2008].

Es ist ersichtlich, dass die Stellung des Verfahrens noch nicht eindeutig geklärt
ist. Durch die Einführung neuer Chemotherapeutika entwickeln sich viele neue An-
satzpunkte um die HAI-Ansprechraten und -Überlebenszeiten zu verbessern. In der
vorliegenden tierexperimentellen Studie wurden Cetuximab, Oxaliplatin und Irinote-
can jeweils hepato-arteriell oder venös appliziert und deren Wirkung auf hepatische
Metastasen im Rattenmodell miteinander verglichen.

3.3 Zytostatika

3.3.1 Cetuximab

3.3.1.1 Historie

Monoklonale Antikörper sind Antikörper, die von einer auf einen einzigen B-Lym-
phozyten zurückgehenden Zelllinie (Zellklon) produziert werden und die sich gegen
ein einzelnes Epitop richten.

Das therapeutische Potential von Antikörpern als „magic bullets“ (Zauberku-
geln), welche gezielt Krebszellen und Bakterien erkennen und diese von normalem
Gewebe unterscheiden können, wurde von Paul Ehrlich bereits 1908 beschrieben.
1975 gelang Köhler und Milstein die Herstellung von monoklonalen Antikörpern mit
der Hybridomtechnik, wofür sie 1984 den Nobelpreis erhielten [Köhler et al. 1975].
In den ersten therapeutischen Anwendungen wurden monoklonale Antikörper ver-
wendet, die in Mäusen produziert wurden (murine Antikörper). Die Injektion von
murinen Antikörpern löste jedoch eine Immunreaktion aus und führte zur Bildung
von Mensch anti-Maus Antikörpern (Human Anti-Mouse Antibodies, HAMA). Die
Entdeckung der genetischen Basis für die Antikörperdiversität und die rekombinante
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DNA-Biotechnologie machten es möglich Maus-Antikörper in partiell humanisierte
Formen zu bringen. Chimäre (variabler Teil aus Mausprotein), humanisierte (An-
tigenbindungsstellen aus Mausprotein) oder sogar vollständig humane monoklonale
Antikörper sind weniger immunogen und induzieren in der therapeutischen Anwen-
dung nur mit einer geringen Inzidenz anti-Immunglobulin Antikörper [Ross et al.
2003]. Dies führte in den letzten Jahren zur Etablierung monoklonaler Antikörper
in der Therapie von Krebserkrankungen, rheumatischen Erkrankungen, Autoimmu-
nität und Transplantatabstoßung.

Cetuximab ist ein chimärer Maus/Mensch-Antikörper und wurde erstmals 2004
für die Therapie von Patienten mit metastasierten und therapierefraktären kolo-
rektalen Karzinomen zugelassen. Seit November 2008 ist Cetuximab zudem sowohl
für die Behandlung von lokal fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinomen des Kopfes
und Halses (Squamous Cell Carcinoma of the Head and Neck, SCCHN) als auch für
die Behandlung von rezidivierten und/oder metastasierten SCCHN zugelassen.

3.3.1.2 Biochemie und Physiologie

3.3.1.2.1 Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR)

Cetuximab ist ein monoklonaler chimärer Maus/Mensch-Antikörper, der mit hoher
Affinität an die extrazelluläre Domäne des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors
(EGFR) bindet und diesen hemmt. EGFR, eine Tyrosinkinase, ist ein Mitglied der
ErbB-Familie, zu der neben HER1 (EGFR, ErbB 1) auch HER2/neu (ErbB2), HER3
(ErbB3) und HER4 (ErbB4) gezählt werden [Ng et al. 2004]. EGFR wurde als ers-
tes ErbB-Familienmitglied beschrieben und ist bis heute der bestcharakterisierte
Rezeptor dieser Familie. Epithelzellen und maligne Tumore epithelialen Ursprungs
exprimieren EGFR. Im Gegensatz dazu wird EGFR nicht auf reifen hämatopoeti-
schen Zellen exprimiert [Camp et al. 2005]. Der epidermale Wachstumsfaktor (EGF)
und der transformierende Wachstumsfaktor alpha (TGF α) bilden die wichtigsten
Liganden des EGFR [Herbst 2004]. Eine Bindung der Liganden führt zu einer Di-
merisierung des Rezeptors und einer Aktivierung der intrazellulären Tyrosinkinase-
Aktivität, die eine Autophosphorylierung des Rezeptors verursacht (Abb. 3.1). Dar-
auf folgend können second-messenger gebunden werden. Dieser Vorgang regt eine
intrazelluläre Signalkaskade an, die in einer Gen-Transkription endet. EGFR ist
in der Lage sowohl eine Homodimerisierung als auch ein Heterodimerisierung mit
einem anderen Mitglied der ErbB-Familie einzugehen. Die Heterodimerisierung er-
folgt vorzugsweise mit HER2. Diese Verbindung ist stärker und mitogener [Graus-
Porta et al. 1997]. Zu den am besten untersuchten intrazellulären Signalwegen ge-
hören der Rat Sarcoma/mitogenaktivierte Proteinkinase-Weg (RAS/MapK), der
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Phosphatidylinositol-3’-Kinase/Akt-Weg (PI3-K/Akt), Signal Transducers and Ac-
tivators of Transkription (STAT)-Signalweg und der Phospholipase C-Proteinkinase-
Weg (PLCγ) [Marmor et al. 2004]. Die Aktivierung dieser Wege beeinflusst die Zell-
proliferation, Apoptose, Motilität und Angiogenese mit ansteigender Produktion des
vaskulären endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF), welche letztendlich das mali-
gne Zellwachstum und die Metastasierung fördern [Chan et al. 1999].

Abb. 3.1: Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR). Die Bindung eines Liganden
bewirkt eine Homo- oder Dimerisierung des EGFR und aktiviert intrazelluläre Sinalwe-
ge. L=Ligand, MapK=mitogenaktivierte Proteinkinase, PI3-K=Phosphatidylinositol-3’-
Kinase, PLCγ=Phospholipase Cγ , STAT=Signal Transducers and Activators of Tran-
skription; RAS=Rat Sarcoma.

EGFR hemmt durch multiple Mechanismen die Apoptose. Der EGFR-vermittel-
te Signalweg via PI3-K/Akt führt zu einer Aktivierung von Mdm2, einem wichti-
gen Inhibitor des Tumorsuppressorgens p53, und somit zu einer reduzierten p53-
Aktivität [Haupt et al. 2003]. Die Aktivierung des PI3-K/Akt-Weges steigert eben-
falls die Expression des Hypoxie-induzierten Faktors-1α, welcher wiederum die Ex-
pression des anti-apoptotischen Proteins Survivin erhöht. Dieser Effekt wurde in
Brustkrebszellen, jedoch nicht in normalen Brustepithelzellen nachgewiesen [Peng
et al. 2006]. Eine EGFR-abhängige MapK-Aktivierung beeinflusst auch die Balance
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der Bcl-2 Familienmitglieder indem es die Expression des antiapoptotischen Proteins
Bcl-xL erhöht und das proapoptotische Protein BAD inaktiviert [Kari et al. 2003].

EGFR reguliert auch das DNA-Reparatursystem. Es stimuliert via des PI3-K-
Weges die Phosphorylierung der DNA-abhängigen Proteinkinase, welche die Re-
paratur von Doppelstrangbrüchen durch nicht-homologe Rekombination vermittelt.
Zusätzlich reguliert EGFR die Expression des DNA-Reperaturenzyms XRCC1 (X-
Ray Repair Cross-Complementing Protein 1), welches an der Reparatur von Einzel-
strangbrüchen beteiligt ist [Rodemann et al. 2007].

In Tumorzellen konnte eine Dysregulation im EGFR-Signalnetzwerk nachgewie-
sen werden, die Zellwachstum, Invasion, Zelladhäsion, Metastasierung und Resistenz
gegen Chemo- und Radiotherapie steigert und dadurch das Tumorwachstum anregt.
Als mögliche Mechanismen für eine verstärkte EGFR-Aktivität werden eine Über-
produktion von EGFR, eine erhöhte Konzentration der Liganden, eine Abnahme des
Rezeptorumsatzes und mutierte Rezeptoren mit Eigenaktivität diskutiert [Ng et al.
2004; Starling et al. 2004].

Das metastasierte kolorektale Karzinom exprimiert in 60%-80% der Fälle ver-
mehrt EGFR. Diese Überexpression steht mit einer schlechteren Prognose, einem
kürzeren progressionsfreien Intervall und einer Resistenz gegen Chemo- und Radio-
therapie in Zusammenhang [Goldstein et al. 2001; Nicholson et al. 2001]. Es konnte
auch eine Verbindung zwischen einer Überexpression von HER2 und einer geringeren
Überlebensrate hergestellt werden [Nicholson et al. 2001].

EGFR stellt deshalb ein vielversprechendes Ziel in der Behandlung von kolorek-
talen Metastasen dar. In den letzten Jahren wurden einige Behandlungsalternativen,
die in das EGFR-Signalnetzwerk eingreifen, entwickelt. Monoklonale Antikörper ge-
gen den EGF-Rezeptor gehören inzwischen zu den etabliertesten Behandlungsstra-
tegien.

3.3.1.2.2 Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene (KRAS)

Das KRAS-Protein gehört zur RAS (Rat Sarkoma)-Proto-Onkogen-Familie, die aus
kleinen GTP-bindenden Proteinen (G-Proteine) besteht. Drei verschiedene RAS-
Proteine (HRAS [Harvey-RAS], KRAS [Kirsten-RAS], NRAS [Neuroblastom-RAS])
sind heute bekannt und ihre Expression ist gewebsspezifisch [Finkelstein et al. 1993].
Das für den EGFR wichtige KRAS-Protein ist an der inneren Membran lokali-
siert und besitzt GTPase-Aktivität. Die Bindung eines Liganden am EGF-Rezeptor
führt zur Aktivierung der intrazellulären Tyrosinkinase-Aktivität, welche wiederum
das KRAS-Protein durch Phosphorylierung aktiviert. Die Signaltransduktion erfolgt
dann über RAF (Roof Abundant Factor), MeK (MAP-Kinase-ERK-Kinase) und
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MapK (mitogenaktivierte Proteinkinase) und führt zur Transkription von Genen,
die zu einer malignen Progression der Tumoren führen (Abb. 3.1).

Onkogene KRAS-Mutationen werden in etwa 40% der nicht familiär bedingten
kolorektalen Karzinome (90% aller kolorektaler Karzinome) gefunden [Finkelstein
et al. 1993]. Untersuchungen an Familien mit HNPCC zeigten, dass die Häufigkeit
einer KRAS-Mutation bei hereditär bedingten Kolonkarzinom mit dem sporadisch
auftretenden Kolonkarzinom vergleichbar ist [Oliveira et al. 2004]. Metastasen kolo-
rektaler Karzinome weisen mit einer hohen Übereinstimmung dieselben Mutationen
auf wie ihre dazugehörenden Primärtumore. Die Mutationen reduzieren oder heben
die intrinsische GTPase Aktivität, die für die Transformation vom aktiven in den in-
aktiven Zustand notwendig ist, auf. Dies führt zu einer dauerhaften Autoaktivierung
des dem KRAS-Protein nachgeschalteten Signalweges [Ramos et al. 2008].

Im Jahre 2008 konnte gezeigt werden, dass 35-45% der kolorektalen Tumore eine
KRAS-Mutation aufweisen und, dass diese Patienten nicht von einer Cetuximab-
Therapie profitieren. Da eine Wirksamkeit von Cetuximab nur bei Tumoren mit ei-
nem KRAS-Wildtyp erwartet werden kann, ist die Analyse des KRAS-Mutationssta-
tus vor Beginn einer Cetuximab-Therapie sinnvoll [Garcia-Saenz et al. 2009].

3.3.1.3 Klinische und experimentelle Untersuchungen

In vitro Zellkultur-Experimente mit Cetuximab konnten zeigen, dass die Bindung
an den EGFR die Tyrosinkinase-Aktivität und die davon abhängige Signaltrans-
duktion hemmt. Auf diese Weise kommt es zur Hemmung der Proliferation und
Migration sowie zu einer Steigerung der Apoptose in den Tumorzellen. Zusätzlich
besitzt Cetuximab immunmodulierende Eigenschaften, wie die antikörperabhängige
zellvermittelte Zytotoxizität und die Komplementaktivierung [Lee et al. 2007]. In
umfangreichen Studien an menschlichen Tumor Xenografts zeigte Cetuximab eine
deutliche Verbesserung des Effektes von Chemo- und Radiotherapie [Mendelsohn
et al. 2003].

Der Einsatz von Cetuximab allein oder in Kombination mit Irinotecan erbrachte
erstmals in der BOND-Studie bei Irinotecan-resistenten Patienten mit metastasier-
tem kolorektalen Karzinom einen signifikanten klinischen Benefit [Cunningham et
al. 2004]. Basierend auf dieser Pivot-Studie wurden weitere Studien gestartet, die
zum Ziel hatten die Rolle von Cetuximab in der Behandlung des fortgeschrittenen
kolorektalen Karzinoms zu untersuchen. Diese Studien sind in einer Arbeit von Lee
und Chu zusammengefasst [Lee et al. 2007]. Sie zeigen, dass Cetuximab effektiv und
sicher für den Patienten mit einer Irinotecan- und Oxaliplatin-basierten Chemothe-
rapie im Sinne einer first-line-Therapie kombiniert werden kann. Eine Arbeit von
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Gerber und Choy legt ihren Schwerpunkt auf die Kombination von Cetuximab mit
first-line-Chemotherapeutika. Die Kombination verbessert die Wirkung der Therapie
des kolorektalen Karzinoms, des fortgeschrittenen nicht-kleinzelligen Bronchialkarzi-
noms und des rezidivierenden und/oder metastasierten Plattenepithelkarzinoms im
Kopf-Halsbereich [Gerber et al. 2010].

Die häufigste Nebenwirkung ist ein akneähnlicher Ausschlag. Patienten, die die-
sen Ausschlag entwickeln sprechen besser auf die Therapie an und zeigen ein längeres
Überleben [Ng et al. 2004].

Poggi et al. beobachteten 12 Patienten mit einem Sorafenib-refraktären fortge-
schrittenen hapatozellulären Karzinom, die 4 Monate lang alle 14 Tage eine HAI
mit Cetuximab, 5-Fluorouracil und Cisplatin erhielten. Es zeigten sich 5 partielle
Remissionen, 5 stabile Erkrankungen und 2 Progressionen [Poggi et al. 2011]. Zu-
dem wiesen sie eine gute Verträglichkeit der HAI von Cetuximab nach. In Bezug
auf die Behandlung hepatischer Metastasen des kolorektalen Karzinoms lassen sich
in der aktuellen Literatur keine Informationen zur hepato-arteriellen Infusion mit
Cetuximab finden. Aufgrund seiner guten antitumorösen Wirkung stellt Cetuximab
einen aussichtsreichen Ansatzpunkt zur Verbesserung der Behandlung des hepatisch
metastasierten kolorektalen Karzinoms dar.

3.3.2 Oxaliplatin

3.3.2.1 Historie

Oxaliplatin wurde in den 1970ern als eines von Dutzenden 1,2-diaminocyclohexan
(1,2-DACH)-Platinverbindungen, mit der Absicht Platinanaloga mit einer besseren
therapeutischen Breite zu finden, hergestellt [Connors et al. 1972]. Das Interesse
an diesen Verbindungen wuchs weiter als Burchenal et al. die Wirkung von 1,2-
DACH-Platinverbindungen an Cisplatin-resistenten L-1210 Leukämiezellen nachwie-
sen [Burchenal et al. 1977]. Kidani et al. gelang es die Verbindungen in geometrische
Isomere, cis und trans, zu überführen und sie trennten darauf die trans-Form in zwei
optische Isomere, trans-d und trans-l [Kidani et al. 1980]. Oxaliplatin, die trans-l
DACH-Platinverbindung, war hydrophil und aktiv im L-1210 Tumormodell [Ma-
the et al. 1985]. Oxaliplatin wurde daraufhin in vielen europäischen Phase I und II
Studien evaluiert. Die in vivo und in vitro Ergebnisse zeigten eine breite antiproli-
ferative Wirkung [Caussanel et al. 1990; Extra et al. 1990; Rixe et al. 1996; Soulie
et al. 1997]. Oxaliplatin wurde 1999 für die first-line-Therapie des fortgeschrittenen
kolorektalen Karzinoms in Deutschland zugelassen.
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3.3.2.2 Biochemie und Physiologie

Oxaliplatin ist eine antineoplastische Substanz und gehört zu einer neuen Klasse von
Platin-Derivaten, bei denen das Platin-Atom mit 1,2-Diaminocyclohexan (DACH)
und einer Oxalatgruppe komplexiert ist. Die zytotoxische Wirkung von Oxaliplatin
ist hauptsächlich auf die Bildung von DNA-Addukten zurückzuführen. Infolge der
hohen Nukleophilie des Imidazolrings kommt es an der DNA bevorzugt zu Wechsel-
wirkungen zwischen dem N7 des Guanins oder Adenins. Aufgrund der bifunktionalen
Struktur der Mono- und Diaquakomplexe sind diese in der Lage zwei Nukleotide auf
einem oder zwei DNA-Strängen miteinander zu vernetzen, wie in der Abbildung
3.2 dargestellt ist. Überwiegend werden Vernetzungen zwischen zwei benachbarten
Guaninbasen innerhalb eines Stranges (Pt-GG) (Intrastrand) induziert. Ein gerin-
gerer Teil der DNA-Platinierung entfällt auf Addukte zwischen Guanin und Adenin
(Pt-AG), noch weniger häufig werden Guaninbasen, die durch ein oder mehrere Nu-
kleotide voneinander getrennt auf einem Strang (G-Pt-G) oder auf komplementären
Strängen liegen (Interstrand), miteinander verknüpft [Raymond et al. 1998].

Abb. 3.2: Schematische Struktur der Platinaddukte.

Durch diese DNA-Platin-Quervernetzungen kommt es zum Abbruch der Repli-
kation und Transkription, was schließlich zum Zellzyklusarrest und zur Apoptose
führt [Di Francesco et al. 2002].

Gourdier et al. konnten in ihrer Arbeit auch in enukleierten Zellen eine Oxalipla-
tin-vermittelte Apoptose auslösen, welche sie durch eine Bax/Bak-abhängige mit-
ochondriale Apoptose begründeten. Das bedeutet, dass für die Wirkung von Oxali-
platin neben der DNA auch andere zelluläre Komponenten eine Rolle spielen könnten
[Gourdier et al. 2004].

Oxaliplatin weist ein breiteres antitumoröses Spektrum als die Platin-Derivate
Carboplatin und Cisplatin auf [Rixe et al. 1996]. Dieses lässt sich durch die Anwe-
senheit des DACH-Liganden erklären. Bei Oxaliplatin fungiert DACH als Carrierli-
gand. Die DACH-Platin-Addukte sind sperriger als die Cisplatin-Addukte, wodurch
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eine Umgehung des Adduktes bei der Replikation erschwert wird. Dies hat eine ef-
fektivere Hemmung der DNA-Synthese zur Folge [Berg 2003]. Das im Vergleich zu
Carboplatin und Cisplatin veränderte Aktivitätsspektrum wird auch auf die fehlen-
de Interaktion mit dem DNA-Mismatch-Reparatur-System (MMR) zurückgeführt.
Störungen im MMR-System, wie sie in Tumorzellen, insbesondere beim kolorektalen
Karzinom häufig vorkommen, gelten als mögliche Ursache für Cis- und Carboplatin-
Resistenzen. Oxaliplatin ist dagegen auch bei Tumoren mit MMR-Defekt aktiv [Ray-
mond et al. 2002].

3.3.2.3 Klinische und experimentelle Untersuchungen

Fünf Phase II Studien evaluierten die antitumoröse Aktivität und Sicherheit von
Oxaliplatin als Monotherapeutikum. Es wurden sowohl chemotherapienaive als auch
vorbehandelte Patienten mit einem metastasierten kolorektalen Karzinom einge-
schlossen. Sie zeigten Ansprechraten von 10%-24% und ein mittleres Überleben von
8-14,5 Monaten [Becouarn et al. 1998; Diaz-Rubio et al. 1998; Levi et al. 1993; Ma-
chover et al. 1996]. Trotz dieser relativ guten Ergebnisse wird Oxaliplatin als Mo-
nopräparat nicht in der Behandlung des fortgeschrittenen kolorektalen Karzinoms
empfohlen, da LV, 5-FU oder Oxaliplatin in Kombination mit 5-FU oder Irinotecan
eine größere antitumoröse Effektivität zeigen [Raymond et al. 2002].

Zwei europäische, multizentrische, randomisierte klinische Studien demonstrier-
ten die Wirksamkeit von Oxaliplatin in Kombination mit 5-FU/LV im Vergleich
zu 5-FU/LV in der Behandlung des fortgeschrittenen kolorektalen Karzinoms. Giac-
chetti et al. konnten eine Erhöhung der Ansprechrate von 16% auf 53% zeigen. Auch
das progressionsfreie Überleben verlängerte sich von 6,1 Monate auf 8,7 Monate.
Das mittlere Überleben änderte sich nicht (19,9 Monate vs. 19,4 Monate). Dies lässt
sich durch die Möglichkeit zum Gruppenwechsel erklären, da 57% der Patienten des
5-FU/LV-Arms in der second-line-Therapie eine Oxaliplatin-basierte Behandlung
erhielten [Giacchetti et al. 2000]. Gramont et al. kamen im selben Jahr auf ähnliche
Ergebnisse. Sie verglichen ebenfalls eine 5-FU/LV Therapie mit der Kombination
von 5-FU/LV und Oxaliplatin. Die Ansprechraten (22% vs. 50%) und das progres-
sionsfreie Überleben (6,2 Monate vs. 9 Monate) stiegen signifikant. Die Erhöhung
des mittleren Überlebens war nicht signifikant (14.7 Monate vs. 16,2 Monate). Auch
hier wechselten 37% der Patienten die Versuchsgruppe [Gramont et al. 2000]. Auffäl-
lig in beiden Studien war die schlechtere Verträglichkeit der 5-FU/LV/Oxaliplatin-
Arms. Übelkeit, Erbrechen und Diarrhoe waren in beiden Studien die häufigsten
Nebenwirkungen. Gramont et al. verzeichneten zusätzlich Neutropenie, Mukositis
und reversible periphere Neuropathien. Allerdings konnten diese Nebenwirkungen
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leicht gelindert werden, sodass die Behandlung mit Oxaliplatin eine gut verträgliche
Option zur Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms darstellt.

Dzodic et al. führten im Tiermodell eine hepato-arterielle Infusion mit Oxalipla-
tin durch und stellten eine signifikante Erhöhung von Oxaliplatin im Tumorgewebe
im Vergleich zu gesundem Lebergewebe fest [Dzodic et al. 2004]. Dieses günstige
pharmakokinetische Profil der HAI mit Oxaliplatin, wodurch die lokale Oxalipla-
tinkonzentration im Tumor erhöht wird, könnte die Wirksamkeit der Behandlung
von Lebermetastasen des kolorekatalen Karzinoms verbessern. Zudem beobachteten
sie eine geringere Akkumulation von Oxaliplatin im peripheren Gewebe nach einer
HAI im Vergleich zur i.v. Gabe. Durch die niedrigen peripheren Spiegel könnten
die Nebenwirkungen gesenkt werden. Erste Vorstudien der HAI mit Oxaliplatin an
Patienten waren vielversprechend, besonders in der Wirksamkeit und der fehlenden
Hepatotoxizität [Ducreux et al. 2005; Kern et al. 2001]. In einer Studie von Boige
et al. konnten 18% der initial inoperablen Patienen nach einer HAI mit Oxaliplatin
und systemischer Gabe von 5-FU und LV reseziert werden [Boige et al. 2008].

3.3.3 Irinotecan

3.3.3.1 Historie

Irinotecan (CPT-11) gehört zu der Gruppe der Topoisomerase-Hemmer und ist
ein semi-synthetisches Derivat des natürlich vorkommenden Pflanzeninhaltsstoffes
Camptothecin. Camptothecin ist ein Alkaloid, welches aus dem chinesischen Stra-
ßenbaum Camptothecea acuminata isoliert und im Jahre 1966 von Wall et al. zum
ersten Mal beschrieben wurde [Wall et al. 1966]. Aufgrund starker Nebenwirkungen
wurden die klinischen Studien bereits in den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts
eingestellt [Moertel et al. 1972; Muggia et al. 1972]. Wie sich erst später zeigte, war
die Hydrophobie des Camptothecins ein wichtiger Grund für diese Nebenwirkungen.
In den 1980ern führte diese Erkenntnis zu erneutem Interesse an diesem Medikament
[Hsiang et al. 1985]. Zudem wurde eine erhöhte Topoisomerase I Konzentration im
kolorektalen Karzinom im Vergleich zur Kolonmukosa gefunden [Giovanella et al.
1989]. Daraufhin wurden einige hydrophilere Derivate synthetisiert und klinisch ge-
testet. Unter den gegenwärtig verfügbaren Camptothecin-Analoga wies Irinotecan
in verschiedenen experimentellen Tumormodellen eine starke antitumoröse Wirkung
auf bei gleichzeitig geringeren Nebenwirkungen im Vergleich zur original isolierten
Struktur [Kunimoto et al. 1987]. Irinotecan ist seit 1998 in Deutschland für die
first-line-Behandlung des fortgeschrittenen kolorektalen Karzinoms zugelassen.
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3.3.3.2 Biochemie und Physiologie

Irinotecan ist ein Prodrug und wird in der Leber von der Carboxylestarase (CE)
in einen sehr aktiven Metaboliten 7-Ethyl-10-Hydroxy-Camptothecin (SN-38) hy-
drolysiert. Für SN-38 konnte in vitro eine bis zu 1000-fach stärkere Hemmung der
DNA-Topoisomerase I nachgewiesen werden [Hofmann et al. 2005]. Jonsson et al.
zeigten jedoch in einer Vergleichsstudie von Topotecan, Irinotecan und SN-38, dass
nur Irinotecan in kolorektalen Karzinom-Proben Wirkung besaß. In vivo war SN-38
in soliden gastrointestinalen Tumoren nahezu wirkungslos [Jonsson et al. 2000].

Irinotecan und SN-38 interagieren mit dem Topoisomerase I-DNA Komplex und
haben eine S-Phasen-spezifische Zytotoxizität. Die Topoisomerase wirkt dem Super-
coiling der DNA bei der Transkription und Replikation entgegen, indem es Einzel-
strangbrüche verursacht. Der reversible Topoisomerase I-Irinotecan-DNA Komplex
ist allein nicht letal für die Zelle. Erst die Kollision des Komplexes mit der Replikati-
onsgabel während der Replikation führt zu einem irreversiblen DNA-Doppelstrang-
bruch [Liu et al. 2000] und einem G2-Zellzyklusarrest [Shao et al. 1999]. Dies führt
zur Apoptose. In hohen Konzentrationen kann Irinotecan auch Zellen, die sich nicht
in der S-Phase befinden, schädigen. Die Wirkung scheint in der Schädigung der DNA
während der Transkription und der dadurch resultierenden Apoptose zu liegen [Mor-
ris et al. 1996].

Irinotecan unterliegt komplexen Metabolisierungsvorgängen in der Leber. Es
wird von der Carboxylestarase zu SN-38 hydrolysiert. SN-38 kann von der hepati-
schen UDP-Glucuronosyltransferase (UDP-GT, UGT1A1) zu SN-38G glucuronidiert
und dadurch inaktiviert werden. Im Darm kann SN-38G durch von Bakterien produ-
zierte β-Glucoronidase wieder aktiviert und durch den enterohepatischen Kreislauf
reabsorbiert werden. Das im Darm entstehende SN-38 ist toxisch für die Darmepi-
thelien und führt zur Diarrhoe [Gupta et al. 1994]. Zusätzlich kann Irinotecan von
dem Enzym CYP3A4 zu verschiedenen pharmakologisch inaktiven Oxidationspro-
dukten umgewandelt werden. Die Mitwirkung von verschiedenen Enzymen in der
Metabolisierung von Irinotecan, wie den UGT-Isoformen und CYP3A4, stellt einen
wichtigen Grund für die interindividuellen Nebenwirkungen und Resistenzen dar
[Mathijssen et al. 2001]. Die häufigsten Nebenwirkungen sind Diarrhoe und Leuko-
penie. Zu den Risikofaktoren für die Entwicklung einer schwerwiegenden Leukopenie
wird der homozygote Genotyp der UGT1A1*28 gezählt. Eine dadurch resultierende
verminderte Glucuronidierung führt zur erhöhten Exposition des Patienten mit dem
toxischen SN-38 [Innocenti et al. 2009].
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3.3.3.3 Klinische und experimentelle Untersuchungen

Die antitumoröse Wirkung von Irinotecan wurde, wie in der Historie dargestellt, in
vielen experimentellen und klinischen Studien nachgewiesen. Die Arbeitsgruppe um
Rothenberg konnte eine Signifikanz im Hinblick auf die Einzelaktivität des Irino-
tecans gegen das kolorektale Karzinom, welches trotz einer Behandlung mit 5-FU
fortschritt, feststellen [Rothenberg et al. 1996]. Zwei große multinationale, rando-
misierte, kontrollierte klinische Studien zeigten die Überlegenheit von Irinotecan
in Kombination mit 5-FU gegenüber 5-FU alleine. In der Studie von Douillard et
al. stieg die Ansprechrate durch Zugabe von Irinotecan zu 5-FU/LV von 22% auf
35%. Das progressionsfreie Intervall (4,4 Monate vs. 6,7 Monate) sowie das mittlere
Überleben (14,1 Monate vs. 17,4) wuchsen ebenfalls [Douillard et al. 2000]. Fünf
Jahre später bestätigten Kohne et al. diese Ergebnisse. Die Ansprechrate stieg in
der Gruppe, die zusätzlich mit Irinotecan behandelt wurde, auf 62,2%. Im 5-FU/LV-
Arm betrug sie lediglich 34,4%. Das progressionfreie Intervall im 5-FU/LV-Arm war
6,4 Monate, in der Irinotecan-Gruppe 8,5 Monate. Das mittlere Überleben stieg von
16,9 Monate auf 20,1 Monate [Kohne et al. 2005].

In einer Studie von 2004 verlängerte die Infusion einer Kombination von 5-FU/LV
und Oxaliplatin (FOLFOX, FOL=folnic acid (Leukovorin, LV), F=Fluorouracil (5-
FU), OX=Oxaliplatin) im Vergleich zur Bolusgabe von 5-FU/LV und Irinotecan
(IFL) das mittlere Überleben signifikant [Goldberg et al. 2004]. Diese Ergebnisse
führten dazu, dass in vielen Ländern das FOLFOX-Regime als first-line-Therapie
präferiert wurde. Allerdings wurde das Studiendesign kritisiert, da die Patienten
im FOLFOX-Arm mit 5-FU/LV-Infusionen behandelt wurden und die Patienten im
IFL-Arm eine wöchentliche Bolusgabe von 5-FU/LV erhielten. Um diesen Kritik-
punkt direkt zu untersuchen, führten Tournigand et al. eine weitere Studie durch.
Die Patienten erhielten in jeder Versuchsgruppe 5-FU/LV-Infusionen und Oxali-
platin (FOLFOX) oder Irinotecan (FOLFIRI, FOL=folnic acid (Leukovorin, LV),
F=Fluorouracil (5-FU), IRI=Irinotecan). Das mittlere Überleben, das progressions-
freie Überleben und die Ansprechrate waren in der FOLFOX- und in der FOLFIRI-
Gruppe vergleichbar [Tournigand et al. 2004]. Es unterschieden sich lediglich die
Toxizitätsprofile. Im FOLFIRI-Arm überwog Mukositis, Übelkeit/Erbrechen und
Alopezie, im FOLFOX-Arm Neutropenie und sensorische Neuropathien. Basierend
auf diesen Ergebnissen und denen anderer vergleichbarer Studien kann geschluss-
folgert werden, dass weder Irinotecan noch Oxaliplatin einen Vorrang in Bezug auf
die Wirksamkeit in der first-line-Therapie des fortgeschrittenen kolorektalen Karzi-
noms besitzt. Heute gilt sowohl das FOLFOX- als auch das FOLFIRI-Schema als
Goldstandard in der first-line-Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms
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[Koopman et al. 2009].
Die hepato-arterielle Infusion von Irinotecan wurde in ersten Studien untersucht.

Die Daten zeigten eine gute antitumoröse Wirkung mit niedriger Toxizität [Pasetto
et al. 2006]. Es sind jedoch noch weitere Studien erforderlich, die die Wirkung von
Irinotecan via HAI eruieren.
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4. Ziel der Studie

4.1 Fragestellungen

Das Ziel der vorliegenden experimentellen Studie war es, den Effekt der hepato-
arteriellen Infusion (HAI) bzw. der systemischen Infusion (SYS) an einem Lebertu-
mormodell in WAG/Rij-Ratten vergleichend zu untersuchen. Auf folgende Punkte
wurde besonders eingegangen:

1. Welches Modell (HAI vs. SYS) ist technisch besser durchführbar und besitzt
die geringeren systemischen Nebenwirkungen?

2. Besitzt die Gabe von Cetuximab in Form einer HAI bzw. SYS eine antitu-
moröse Wirkung auf CC531 kolorektale Lebermetastasen?

3. Ist eine HAI mit Cetuximab im Hinbilick auf die Verträglichkeit und Hepato-
toxizität durchführbar?

4. Besteht ein Unterschied in Bezug auf die antitumoröse Wirkung zwischen den
beiden Applikationsmodellen?

5. Beeinflusst die Kombination von Cetuximab mit Oxaliplatin oder Irinotecan
den antitumorösen Effekt?
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5. Material und Methoden

5.1 Versuchstiere

Die Versuche wurden nach den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes durch-
geführt. Behandelt wurden 72 männliche WAG/Rij Ratten (Charles River, Sulzfeld,
BRD) mit einem Gewicht von 300-350g, welches einem Alter von 10-12 Wochen
entsprach. Bis zum Versuchsbeginn wurden die Tiere in der konventionellen Tier-
haltung des Instituts für Klinisch-Experimentelle Chirurgie, Universität des Saar-
landes, Homburg/Saar bei 22◦C Raumtemperatur und 55% ± 10% Luftfeuchtigkeit
gehalten. Dort waren sie einem 12 Stunden Hell-Dunkelrhythmus ausgesetzt und
wurden mit Standardlaborfutter (Fa. Altromin, Lage, BRD) und Wasser ad libitum
versorgt.

5.2 Tumor

Es wurden Tumorzellen der Zelllinie CC531 (CLS; Cell Lines Service and Tumor-
Cellbank; Heidelberg, BRD) verwendet. Dabei handelt es sich um ein rattenspezifi-
sches Kolonkarzinom.

Die Zellen wurden in flüssigem Stickstoff bei -180◦C in 1,8ml Kryogefäßen (Nunc,
Roshilde, DK) asserviert. Zur Kultivierung wurden sie in einem 37◦C warmen Was-
serbad aufgetaut. Nach einer Desinfektion der Oberfläche des Gefäßes mit 70% Iso-
propanol erfolgte die Übertragung der Zellen in ein 50ml Zentrifugenröhrchen (Roth,
Karlsruhe, BRD), das FCS-haltiges Nährmedium (FCS; Foetal Calf Serum; Gold,
PAA, Cölbe, BRD) enthielt. Die Zellen wurden zwei mal bei 1600U/min für fünf
Minuten zentrifugiert (Universal 30 F; Hettich, Tuttlingen, BRD), in eine Petrischa-
le überführt und im Brutschrank bei 37◦C in RPMI 1640 Medium (PAA) und unter
5% CO2-Atmosphäre verwahrt. Das Medium wurde jeden zweiten Tag erneuert. Die
Passagierung erfolgte bei einer Konfluenz von etwa 70% - 80%.

Vor der Verwendung der Zellen für die Tumorimplantation mussten sie folgen-
dermaßen aufbereitet werden:
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Die Zellen wurden zunächst von der Petrischale gelöst, indem sie mit 3ml Tryp-
sin/EDTA-Lösung (PAA) für fünf Minuten bei 37◦C inkubiert wurden. Die gelösten
Zellen wurden anschließend in ein 50ml Zentrifugenröhrchen gegeben, das eine be-
reits vorgelegte Lösung mit 10ml 10% PBS (Phosphat Buffered Solution; PAA) und
10% FCS enthielt. Es folgte ein Waschen der Zellen, d.h. Zentrifugation bei 2000
U/min für fünf Minuten, Absaugen des Überstandes, Resuspension des Zellpellets
mit 10ml PBS und nochmaliger fünfminütiger Zentrifugation bei 2000 U/min. Die
Vitalität der Zellen wurde mit Trypanblau geprüft. Trypanblau dringt durch die
geschädigte Zellmembran toter Zellen ein und färbt das Zytoplasma und den Kern
blau an. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe eines inversen Lichtmikro-
skops (Leica DMIL, Solms, BRD) bei einer 100×Vergrößerung (Objektiv Leica C
Plan 10×/0,22, PH1, Okular Leica 10×/18) in der Neubauer-Zählkammer, die auf
5×105/50µl PBS eingestellt war.

5.3 Bindung von Cetuximab an CC531 kolorektale

Lebermetastasen

Vor der Verwendung des chimären Antikörpers Cetuximab im Rattenmodell wur-
de die Bindung des Antikörpers auf der Oberfläche der Tumorzellen der Zelllinie
CC531 durch eine immunzytochemische Fluoreszenzfärbung überprüft. Hierfür wur-
den CC531-Zellen zunächst mit 4%igem phosphatgepuffertem Formalin fixiert und
zur Vermeidung unspezifischer Antikörperbindungen mit 1%gem Eselserum inku-
biert. Daraufhin folgte eine Inkubation mit dem Primärantikörper Cetuximab für 2
Stunden bei 37◦C. Als Sekundärantikörper diente ein Cy-3-konjugierter Esel anti-
Human IgG Antikörper, mit welchem für 30 Minuten bei einer Konzentration von
1:50 inkubiert wurde (Jackson by Dianova GmbH, Hamburg, BRD). Die Zellkerne
wurden mit 2µg/ml Bisbenzimid angefärbt (Sigma, Taufkirchen, BRD). Die Darstel-
lung der Zellen erfolgte durch ein Floureszenzmikroskop (Olympus BX60, Olympus
Optical, Company Ltd., Japan).

5.4 Tumorimplantation

Die Implantation der Tumorzellen fand in Äthernarkose statt (Äther für Narkose,
Hoechst, Frankfurt/Main, BRD). Die Tiere wurden zunächst am Abdomen rasiert
(Electra GH 204, Aesculap, Tuttlingen, BRD), gewogen und in Rückenlage mittels
Pflasterstreifen auf einer Operationsplatte fixiert. Nach einer medianen Laparoto-
mie wurde der linke Leberlappen mobilisiert und in die Transversalebene gebracht.
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Eine Fixierung der Leber erreichte man mit Hilfe einer befeuchteten Kompresse,
die unter der Leber platziert wurde. Danach erfolgte die Injektion der Tumorzellen
mit einer 27G-Kanüle (Omnicon F, Braun, Melsungen, BRD) subkapsulär in die
dorsale Seite des linken Leberlappens. Jede Injektion enthielt 5×105 Tumorzellen.
Die Blutstillung gelang durch eine leichte Kompression der Einstichstelle mit einem
Wattestäbchen (Fink&Walter GmbH, Merchweiler, BRD). Nach Reposition der Le-
ber wurden die Wundränder mit einer fortlaufenden Hautnaht verschlossen (PDS
4-0, Ethicon/Johnson&Johnson MEDICAL GmbH, Norderstedt, BRD) (Abb. 5.1).
Nach 10 Tagen hatte der Tumor eine Größe von ca. 5mm erreicht (Abb. 5.2).

A B

C D

Abb. 5.1: Tumorimplantation. Nach medianer Laparotomie (A) und Aufrichtung der Leber mit
Hilfe eines Wattestäbchens (B) erfolgte die Injektion der Tumorzellen (C). Muskulatur und Haut
wurden mit einer fortlaufenden Naht verschlossen (D).
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Abb. 5.2: Tumor in situ (Pfeil) 10 Tage nach Implantation.

5.5 Modell

5.5.1 Anästhesie und Laparotomie

10 Tage nach der Tumorimplantation wurden die Lebermetastasen entweder durch
die hepato-arterielle Infusion (HAI) oder eine intravenöse Infusion (SYS) behandelt.
Beide Eingriffe fanden in Äthernarkose statt.

Zu Beginn wurden die Tiere anästhesiert, gewogen und in der Bauchregion ra-
siert. Nach der Befestigung des Tieres auf dem Operationstisch in Rückenlage wur-
de das Abdomen mittels einer medianen Laparotomie wiedereröffnet. Sowohl der
Dick- als auch der Dünndarm wurden vor die Bauchdecke mobilisiert und zur Ver-
meidung einer Austrocknung mit Kochsalz getränkten Kompressen abgedeckt. Nach
der Behandlung wurde das Darmpaket wieder reponiert und das Abdomen mit einer
fortlaufenden Naht verschlossen.

5.5.2 Chirurgische Präparation und hepato-arterielle

Infusion

Für die Durchführung der hepato-arteriellen Infusion wurde die A. gastroduodenalis
dargestellt und zweifach mit 6-0 Seide angeschlungen. Im Anschluss daran wurde das
Gefäß inzidiert und ein dünner heparinisierter Katheter (PE-50, ID 0,28mm, Portex,
Hythe, UK) eingeführt, dessen Spitze bis zur A. hepatica vorgeschoben wurde. Mit
einem vorgelegten Faden wurde der Katheter fixiert. Über einen Dreiwegehahn am
Katheter erfolgte die Applikation des jeweiligen Zytostatikums mit einer 1ml Spritze
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(Abb. 5.3). Während der HAI war die A. hepatica frei und wies einen orthograden
Fluss auf. Nach Beendigung der Infusion wurde die A. gastroduodenalis ligiert.

V. cava inferior

Aorta

Leber

A. gastroduodenalis

HAI-Katheter

A. hepatica 
communis

Abb. 5.3: Schema der hepato-arteriellen Infusion. Die Pfeile geben die Flussrichtung des Medika-
mentes an.

5.5.3 Chirurgische Präparation und systemische Infusion

Die venöse Infusion erfolgte über die subhepatische V. cava inferior mit Hilfe einer
Butterfly 23G-Kanüle (Troge Medical GmbH, Hamburg, Germany), an die eine 1ml

Spritze angeschlossen wurde. Die Punktion fand am distalen Ende der V. cava inferi-
or nahe der iliakalen Bifurkation statt. Dabei wurde zunächst nur das Peritoneum in
der iliakalen Bifurkation punktiert und die Nadel ca. 5 mm subperitoneal vorgescho-
ben, bevor die Punktion der Gefäßwand erfolgte. Dadurch blieb das Peritoneum, das
die Punktionsstelle bedeckte, intakt (Abb. 5.4). Nach der Infusion wurde die Kanüle
herausgezogen und die Einstichstelle durch das intakte Peritoneum verschlossen. Zur
Unterstützung der Blutstillung wurde ein leichter Druck mit einem Wattestäbchen
auf die Punktionsstelle ausgeübt.
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V. cava inferior

Aorta

Leber

A. gastroduodenalis

A. hepatica 
communis

Butterfly-Katheter

Abb. 5.4: Schema der systemischen Infusion. Die Pfeile geben die Flussrichtung des Medikamentes
an.
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5.6 Zytostatikadosierungen

5.6.1 Cetuximab

Cetuximab ist ein chimärer monoklonaler Antikörper vom Typ IgG1, der an den epi-
dermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) bindet. Cetuximab wurde mit einer
Dosierung von 125mg/m2 Körperoberfläche appliziert.

5.6.2 Oxaliplatin

Oxaliplatin gehört zu der Gruppe der Platin-Derivate und hemmt durch seine Platin-
Addukte die DNA-Synthese der Zellen. Oxaliplatin wurde mit einer Dosierung von
85mg/m2 Körperoberfläche appliziert.

5.6.3 Irinotecan

Irinotecan wird den Topoisomerase I-Hemmern zugeordnet. Sein aktiver Metabolit
führt durch Anlagerung an die DNA und die DNA-Topoisomerase I zu einem DNA-
Doppelstrangbruch und damit zum Abbruch der Replikation. Irinotecan wurde mit
einer Dosierung von 90mg/m2 Körperoberfläche appliziert.

5.7 Dreidimensionale (3D) - Sonographie

Die Sonographie ist ein günstiges und weit verbreitetes bildgebendes Verfahren, das
für die Diagnose und das Staging vieler Erkrankungen eingesetzt wird. Die Ursprün-
ge des medizinischen Ultraschalls können bis in die 50er Jahre des letzten Jahrhun-
derts zurückgeführt werden [Wild et al. 1952]. In den ersten drei Jahrzehnten war der
Fortschritt gering und der medizinische Ultraschall wurde außerhalb der Labore nur
in der Kardiologie, Geburtshilfe und Gynäkologie eingesetzt. In den darauffolgenden
Jahren unterlag die Sonographie vielen großen technischen Entwicklungen und ist
bis heute aufgrund ihrer Flexibilität und des nicht-invasiven Charakters unentbehr-
lich. In den 90er Jahren entwickelten Forscher und kommerzielle Unternehmen die
bis dahin zweidimensionale Sonographie zur 3D-Sonographie weiter.

Die 3D-Sonographie diente in dieser Studie dazu, das Tumorvolumen und da-
mit die Wirkung der Therapie zu bestimmen. Die Untersuchungen erfolgten jeweils
am 10. Tag (Tag der Therapie) und am 13. Tag nach der Tumorimplantation. Die
Ultraschalluntersuchung folgte der Blutentnahme, da durch die Manipulation des
Ultraschallkopfes an der Leber die leberspezifischen Plasmawerte gegebenenfalls be-
einflusst werden können.
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Die Ultraschalluntersuchung wurde mit Hilfe der Mikro-Ultraschalltechnologie
des Vevo 770 (VisualSonics, Inc., Toronto, Ontario, Canada) durchgeführt und fand
wie alle anderen Eingriffe in Äthernarkose statt. Der Vevo 770 ist eine Weiterent-
wicklung eines Systems, das bereits beschrieben wurde [Foster et al. 2002]. Die Un-
tersuchung wurde am offenen Abdomen in vivo durchgeführt. Die Leber wurde mit
Hilfe von trockenen Wattestäbchen oder Kompressen, die unter die Leber gelegt
worden sind, leicht nach kaudal mobilisiert und somit dem Schallkopf (RB 704;
45MHz; VisualSonics, Inc., Toronto, Ontario, Canada) zugängig gemacht. Danach
konnte das Ultraschallgel (Aquasonic 100 Ultrasound Tranmission Gel, Parker La-
boratories, Inc., Fairfield, USA) auf der Leber verteilt und der Schallkopf aufgesetzt
werden (Abb. 5.5). Dieser Ultraschallkopf war an einem motorisierten Antrieb befes-
tigt, der ihn horizontal zur Leberoberfläche bewegte. Die Eindringtiefe betrug 6mm.
Während der Bildaufnahme wurden parallele 2D-Abbildungen in einem festgelegten
Abstand von 0,044mm in der Transversalebene gemacht. Die 3D-Abbildung wurde
mit Hilfe einer Software aus diesen parallelen 2D-Abbildungen rekonstruiert.

Die rekonstruierten 3D-Bilder wurden in einem dynamischen Würfelformat als
ein Polyeder mit der dazugehörenden Abbildung auf jeder Fläche dargestellt. Der
Benutzer konnte den Polyeder in jede beliebige Richtung rotieren und jede der Flä-
chen konnte aus ihrer Ebene hinein- oder herausgezogen werden oder quer einge-
stellt werden, während die Ultraschalldaten, die auf jeder Fläche gezeigt wurden, in
Echtzeit aktualisiert wurden. Die Rekonstruktions -und Auswertungssoftware ist an
VisualSonic lizenziert und wird mit der Mikro-Ultraschalltechnologie vertrieben.
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Abb. 5.5: Schematische Darstellung der Sonographie. Der Schallkopf wurde direkt auf den linken
Leberlappen aufgebracht. SK = Schallkopf, LL = linker Leberlappen, MON = Monitor, US = Vevo
770.

5.8 Untersuchungsmethoden

5.8.1 Hämatologische Parameter und Enzymaktivitäten

Am 10. und 13. Tag nach der Tumorimplantation wurde den Tieren vor der Sono-
graphie mit einer 24G Kanüle (Sterican, Braun, Melsungen, BRD) 1ml Blut an der
subhepatischen V. cava inferior entnommen und in Ca2+-EDTA-beschichteten Röhr-
chen asserviert. Unmittelbar nach der Entnahme wurde im Blood Cell Counter das
Hämoglobin sowie die Leukozyten- und die Thrombozytenzahl bestimmt. Am Ende
des Experimentes wurde das im Kühlschrank zwischengelagerte Blut für 3min bei
4◦C und 3000 U/min zentrifugiert (Universal 30RF, Hettich, Tuttlingen, BRD), das
Plasma abpipettiert und in Eppendorfgefäßen bei -80◦C für weitere Untersuchungen
aufbewahrt.

Zur Ermittlung des Grades der Leberschädigung wurden die Plasmaaktivitäten
der Leberenzyme AST (Aspartat-Aminotransferase), ALT (Alanin-Aminotransfera-
se), GLDH (Glutamat-Dehydrogenase), γGT(Gamma-Glutamyl-Transferase) und
LDH (Laktatdehydrogenase) spektrophotometrisch bestimmt.

31



5. Material und Methoden

5.8.2 Histologie

Am letzten Versuchstag (13. Tag nach der Implantation) wurden die Tiere durch eine
Überdosis Narcoren (Merial, Halbergmoos, BRD) eingeschläfert. Es folgte die Ent-
nahme von Tumor und Leber. Jede entnommene Probe wurde mit einem Skalpell in
drei gleichgroße Stücke geschnitten. Ein Teil wurde in 4%igem phosphatgepufferten
Formalin für etwa 3-4 Tage fixiert und anschließend zur histologischen Untersuchung
in Paraffin eingebettet. Ein weiterer Teil wurde in Tissue Tek (Jung Einbettmedium,
Leica Instruments GmbH, Nussloch, BRD) eingebettet und in flüssigem Stickstoff
eingefroren. Der letzte Teil wurde nativ ebenfalls in flüssigem Stickstoff schockgefro-
ren. Die so gewonnenen Proben wurden bis zur Durchführung immunhistochemischer
Untersuchungen bei -80◦C zwischengelagert.

5.8.2.1 Standardfärbungen

Von der in Paraffin eingebetteten Leber wurden mit einem Mikrotom 5µm dicke
Schnitte hergestellt und mit Hämatoxylin-Eosin (HE) und AS-D Chloracetatesterase
(CAE) gefärbt.

Mit der HE-Färbung wurde die Morphologie der Leber beurteilt (Abb. 5.6).
Als Parameter dienten der Vakuolisierungsgrad, die Grobscholligkeit des Zytoplas-
mas und die Zellkerndeformation. Dazu wurden 25 High Power Fields (HPF) unter
dem Lichtmikroskop (Olympus BX60, Olympus Optical, Company Ltd., Japan) bei
40×Vergrößerung analysiert. Jedem HPF wurde nach eingehender Beurteilung der
oben genannten Parameter Grad 0 (0% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf),
Grad 1 (< 30% der Hepatozyten weisen das Merkmal auf), Grad 2 (40%-70% der
Hepatozyten weisen das Merkmal auf) oder Grad 3 (>70% der Hepatozyten weisen
das Merkmal auf) zugeordnet [Calabrese et al. 1997]. Zudem wurden die Gefäße auf
Fibrinthromben, Endothelablösung und Erythrozytenwandständigkeit untersucht.
Nach diesen Kriterien wurden 25 Gefäße bei 20×Vergrößerung beurteilt. Beide Aus-
wertungen wurden als Prozentwerte angegeben.
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Abb. 5.6: HE-Färbung der gesunden Leber eines NaCl-Kontrolltieres nach einer HAI.
Dargestellt ist ein Periportalfeld bei 20×Vergrößerung.

Mit der CAE-Färbung wurde die Leukozyteninfiltration verschiedener Leberbe-
reiche untersucht (Abb. 5.7). Hierfür wurden 30 HPF (10 HPF Sinusoide, 10 HPF
Portalfeld, 10 HPF Venolen) bei 40×Vergrößerung ausgezählt und in Absolutwerten
angegeben.

Abb. 5.7: CAE-Färbung einer Leber nach einer systemischen Behandlung mit Oxalipla-
tin. Dargestellt ist ein Periportalfeld bei 10×Vergrößerung. Leukozyten sind rot angefärbt
(Pfeile).
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5.8.2.2 Immunhistochemie

Zur Bestimmung der Aktivität des Apoptosemarkers Caspase-3 wurden die 5µm
dicken in Paraffin eingebetteten Leber- und Tumorschnitte zunächst im Xylolbad
entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe (100%-70% Ethanol) gewäs-
sert. Nach dem Blocken der endogenen Peroxidase in 3% H2O2 wurden die Schnitte
über Nacht bei 4◦C im Kühlschrank mit einem polyklonalen Kaninchen anti-cleaved
Caspase-3 Antikörper (Verdünnung 1:100, Cell Signaling Technology, Frankfurt,
BRD) inkubiert. Als Sekundärantikörper wurde ein Ziege anti-Kaninchen Antikör-
per (Peroxidase-markiert, Verdünnung 1:100) verwendet (Dako-Cytomotion, Ham-
burg, BRD). Als Chromogen diente 3,3‘Diaminobenzidin. Nach der Gegenfärbung
mit Hämalaun nach Meyer wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(70-100% Ethanol) entwässert, mit Xylol entparaffiniert und eingedeckt. Von Leber
und Tumor wurden jeweils 25 HPF pro Schnitt beurteilt und Caspase-3-positive
Zellen ausgezählt (Abb. 5.8).

Abb. 5.8: Caspase-3-Färbung des Tumors eines HAI-Oxaliplatin Tieres bei 40×Vergröße-
rung. Apoptotische Zellen sind grau-schwarz angefärbt.

PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) wird zur Darstellung proliferieren-
der Zellen genutzt. Das immunhistochemische Protokoll gleicht dem der Caspase-
3-Färbung, es werden lediglich andere Antikörper genutzt. Als Primärantikörper
diente ein Maus anti-PCNA Antikörper (Verdünnung 1:50, Cell Signaling Techno-
logy). Als Sekundärantikörper wurde ein Ziege anti-Maus Antikörper (Verdünnung
1:100, Link, LSAB-HRP, Dako-Cytomotion, Hamburg, BRD) eingesetzt. Auch hier
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wurden 25 HPF pro Leber- und Tumorschnitt beurteilt und jedem HPF der Grad 0-
4 zugeordnet (0=<1%, 1=1-10%, 2=10-30%, 3=30-50%, 4=>50%, PCNA-positive
Zellen in %) (Abb. 5.9).

Abb. 5.9: PCNA-Färbung einer Leber aus der HAI-Cetuximab-Gruppe. Dargestellt ist der
Übergang von Tumor (T) zu Lebergewebe (L) bei 40×Vergrößerung. PCNA-positive Zellen
sind braun angefärbt. Erwartungsgemäß zeigt der Tumor eine starke Proliferation.

PECAM-1 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule 1) oder CD31 wird un-
ter anderem von Endothelzellen exprimiert und dient im wesentlichen zum Nachweis
derselbigen. Dadurch ist eine Beurteilung der Angiogenese in proliferierenden Tu-
moren möglich. Zur immunhistochemischen Darstellung von PECAM-1 wurden aus
den in Tissue Tek eingefrorenen Tumorproben 5µm dicke Gefrierschnitte hergestellt.
Das weitere Vorgehen gleicht dem der Caspase-3- und PCNA-Färbung, allerdings
mit dem Primärantikörper Maus anti-Ratte CD31 (Verdünnung 1:500) und dem Se-
kundärantikörper Ziege anti-Maus (Peroxidase-markiert, Verdünnung 1:100, Link,
LSAB-HRP, Dako-Cytomotion, Hamburg, BRD). Es wurden 20 HPF pro Schnitt
beurteilt und angefärbte Gefäße ausgezählt (Abb. 5.10).
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Abb. 5.10: PECAM-1-Färbung des Tumors eines Kontrolltieres bei 20×Vergrößerung. Die
Gefäße sind braun angefärbt.

5.9 Experimentelles Protokoll

Ziel der Untersuchung war es, den Einfluss der hepato-arteriellen Infusion (HAI) von
Cetuximab, Oxaliplatin und Irinotecan auf das Tumorgewebe kolorektaler Leberme-
tastasen im Rattenmodell zu untersuchen und diesen mit der systemischen Infusion
(SYS) dieser Medikamente zu vergleichen.

Vor der eigentlichen Behandlung wurden den Tieren Tumorzellen der Zelllinie
CC531 in den linken Leberlappen implantiert (5.4). Nach 10-tätigem Wachstum
wurde der Tumor entweder mit der hepato-arteriellen Infusion (HAI) oder einer
systemischen Infusion (SYS) behandelt.

5.9.1 Protokoll der hepato-arteriellen Infusion

Für die Durchführung der HAI wurden 36 männliche WAG/Rij Ratten verwendet,
die randomisiert auf 6 Gruppen (n=6) verteilt wurden. Jede Gruppe wurde einer
unterschiedlichen Behandlung unterzogen:

• 6 Tiere mit Sham-Behandlung (1ml NaCl)

• 6 Tiere mit Cetuximab (125mg/m2)

• 6 Tiere mit Cetuximab (125mg/m2) + Oxaliplatin (85mg/m2)
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• 6 Tiere mit Cetuximab (125mg/m2) + Irinotecan (90mg/m2)

• 6 Tiere mit Oxaliplatin (85mg/m2)

• 6 Tiere mit Irinotecan (90mg/m2)

Die Anästhesie und chirurgische Präparation erfolgte wie in 5.5.1 und 5.5.2 be-
schrieben. Vor der HAI wurde den Tieren Blut entnommen und zur Ermittlung
der Tumorgröße eine Sonographie durchgeführt (5.7). Das aus dem Blut gewonnene
Blutplasma diente zur Bestimmung der hämatologischen Parameter und Enzymak-
tivitäten (5.8.1).

Drei Tage nach dieser Behandlung (13. Tag) wurde das Abdomen nochmals er-
öffnet um Blut zu gewinnen und darauf folgend die abschließende Sonogaphie vor-
zunehmen. Anschließend wurden die in 5.8.2 aufgeführten Proben für histologische
Untersuchungen entnommen.

5.9.2 Protokoll der systemischen Infusion

Für die systemische Infusion wurden analog den HAI-Gruppen ebenfalls 36 männ-
liche WAG/Rij Ratten verwendet, die randomisiert auf 6 Gruppen (n=6) verteilt
wurden:

• 6 Tiere mit Sham-Behandlung (1ml NaCl)

• 6 Tiere mit Cetuximab (125mg/m2)

• 6 Tiere mit Cetuximab (125mg/m2) + Oxaliplatin (85mg/m2)

• 6 Tiere mit Cetuximab (125mg/m2) + Irinotecan (90mg/m2)

• 6 Tiere mit Oxaliplatin (85mg/m2)

• 6 Tiere mit Irinotecan (90mg/m2)

Die Anästhesie und chirurgische Präparation fand wie in 5.5.1 und 5.5.3 beschrie-
ben statt. Das weitere Vorgehen gleicht dem experimentellen Protokoll der HAI.

5.10 Statistik

Die Datenerfassung erfolgte zunächst handschriftlich und wurde später in ein Tabel-
lenkalkulationsprogramm übertragen (Microsoft Excel 2000, Microsoft Coorperati-
on, USA). Aus diesen Daten wurden die Mittelwerte (MW), sowie die Standardab-
weichung (SD) und die Standardfehler der Mittelwerte (SEM, Standard Error of the
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Mean) bestimmt. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert ± SEM angegeben. Nach
Prüfung der Daten auf Normalverteilung und Gleichheit der Varianzen wurden die
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen mittels ANOVA (One-Way Analysis of
Variance) gefolgt von dem Student Newman-Keuls Test ermittelt. Der Vergleich zwi-
schen zwei Versuchsgruppen erfolgte durch den Student’s t-Test für unverbundene
Stichproben. Unterschiede wurden bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05
als signifikant angenommen. Für die statistische Auswertung und graphische Dar-
stellung kamen die Programme SigmaStat und SigmaPlot (SPSS, San Rafael/CA,
USA) zur Anwendung.
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6.1 Bindung von Cetuximab an CC531 kolorektale

Lebermetastasen

Die immunzytochemische Floureszenzfärbung zeigte, dass Cetuximab an die Ober-
fläche von CCC531-Zellen bindet (Abb. 6.1).

A B

C D

Abb. 6.1: Immunzytochemische Floureszenzmikroskopie von CC531 Zellen in vitro bei
20×Vergrößerung. A zeigt die Färbung der Zellkerne (blau). B zeigt die Bindung von Cetuximab
an der Zelloberfläche der CC531 Zellen (rot) und C die Kombination aus A und B. D zeigt die
Negativkontrolle.

39



6. Ergebnisse

6.2 Hepato-arterielle Infusion und systemische Ap-

plikation von Cetuximab und Oxaliplatin

6.2.1 Körpergewicht

Alle Tiere wurden am Tag der Implantation (Tag 0) sowie an Tag 10 und Tag 13
gewogen. Die Graphiken zeigen die Veränderungen des Gewichts von Tag 0 bis Tag
13. In der HAI-Gruppe nahm nur das Gewicht der Oxaliplatin-behandelten Tiere
signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe ab. Die mit Cetuximab behandelten
Tiere nahmen sogar an Gewicht zu, allerdings ohne signifikanten Unterschied zur
Kontrolle (Abb. 6.2 A). Im Gegensatz dazu verloren alle systemisch mit Cetuximab
und Cetuximab+Oxaliplatin behandelten Tiere signifikant an Gewicht (Abb. 6.2 B).
Der Gewichtsverlust zur Kontrollgruppe betrug 7-11%.

A B

Abb. 6.2: Prozentuale Änderung des Körpergewichts zwischen Tag 0 und Tag 13 nach einer HAI
(A) und systemischer Infusion, SYS (B). 100 % entsprechen dem Gewicht an Tag 0. Behandlung
mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Oxaliplatin (CE+OX, dunkelgrau),
Oxaliplatin (OX, hellgrau). Mittelwert ± SEM. *p<0.05 vs. NaCl.

6.2.2 Tumorvolumen

Das Tumorvolumen wurde an Tag 10 und Tag 13 mittels Sonographie ermittelt.
100% enstprechen der Tumorgröße am 10. Tag, d.h. der Tumorgröße vor der Behand-
lung. In der HAI-Gruppe fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Cetu-
ximab und Cetuximab+Oxaliplatin behandelten Tieren zur Kontrollgruppe (Sham-
Gruppe) (Abb. 6.3 A). Im Vergleich zu den systemisch behandelten Tieren war die
Hemmung des Tumorwachstums ebenfalls statistisch signifikant. Beachtlicherweise
führte die HAI von Cetuximab und Cetuximab+Oxaliplatin sogar zu einer Reduk-
tion der Tumorgröße unter den Ausgangswert an Tag 10 (Abb. 6.3 A).
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A B

Abb. 6.3: Prozentuale Änderung des Tumorvolumens zwischen Tag 10 und Tag 13 nach einer HAI
(A) und systemischer Infusion, SYS (B). Behandlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE,
schwarz), Cetuximab+Oxaliplatin (CE+OX, dunkelgrau), Oxaliplatin (OX, hellgrau). Mittelwert
± SEM. *p<0.05 vs. NaCl. #p<0.05 vs. systemische Infusion.

6.2.3 Proliferation

Die Proliferation wurde mit Hilfe der PCNA-Färbung untersucht (Abb. 6.5). Erwar-
tungsgemäß befanden sich im gesunden Lebergewebe nur wenig, im Tumor ausge-
prägt viele proliferierende Zellen. Interessanterweise war die Proliferation in der HAI-
Kontrollgruppe signifikant geringer als in der systemischen Kontrollgruppe (Abb.
6.4). Die Proliferation in der HAI-Cetuximab Gruppe zeigte eine sinkende Tendenz,
jedoch ohne Signifikanz.

A B

Abb. 6.4: PCNA-positive Zellen in Leber und Tumor nach HAI (A) und systemischer Infusi-
on, SYS (B), als Index dargestellt (0=<1%, 1=1-10%, 2=10-30%, 3=30-50%, 4=>50%, PCNA-
positive Zellen in %). Behandlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuxi-
mab+Oxaliplatin (CE+OX, dunkelgrau), Oxaliplatin (OX, hellgrau). Mittelwert ± SEM. #p<0.05
vs. systemische Infusion.
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A B

Abb. 6.5: PCNA-Färbung eines Tumors mit dem Proliferationsindex 4 bei 40×Vergrößerung (A).
PCNA-Färbung der Leber eines Kontrolltieres mit dem Proliferationsindex 0 bei 40×Vergrößerung
(B).

6.2.4 Apoptose

Immunhistochemische Caspase-3-Färbungen dienten dazu die Apoptoserate im Le-
ber- und Tumorgewebe zu bestimmen (Abb. 6.7). Insgesamt fand sich eine niedrige
Zahl apoptotischer Zellen in der Leber und eine erhöhte Apoptoserate im Tumor.
Signifikante Unterschiede ergaben sich in der HAI-Gruppe zwischen den Cetuximab
und Cetuximab+Oxaliplatin behandelten Tieren sowie der Sham-Gruppe. Auch die
HAI von Oxaliplatin führte zu einem Anstieg der Anzahl apoptotischer Zellen im
Tumor, welcher jedoch nicht signifikant war (Abb. 6.6 A). In der systemischen Ver-
suchsgruppe nahm durch eine Behandlung mit Cetuximab, Cetuximab+Oxaliplatin
und Oxaliplatin die Apoptoserate gering zu, jedoch ohne Signifikanz zur Kontroll-
gruppe (Abb. 6.6 B). Bei Vergleich von HAI und systemischer Infusion fand sich eine
signifikant höhere Anzahl apoptotischer Zellen im Tumor nach HAI mit Cetuximab
und HAI mit Cetuximab und Oxaliplatin (Abb. 6.6).
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A B

Abb. 6.6: Quantitative Analyse Caspase-3-positiver Zellen in Leber und Tumor nach HAI (A) und
systemischer Infusion, SYS (B). Behandlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz),
Cetuximab+Oxaliplatin (CE+OX, dunkelgrau), Oxaliplatin (OX, hellgrau). Mittelwert ± SEM.
*p<0.05 vs. NaCl. #p<0.05 vs. systemische Infusion.

A

N

B

Abb. 6.7: A zeigt eine Caspase-3-Färbung des Tumors eines Kontrolltieres mit vereinzelten apopto-
tischen Zellen (Pfeile) bei 40×Vergrößerung. B zeigt eine Caspase-3-Färbung des Tumors nach
HAI von Oxaliplatin mit Nekrosezone (N) bei 40×Vergrößerung.

6.2.5 Angiogenese

Zur Beurteilung der Tumorangiogenese wurden mit Hilfe der PECAM-1-Färbung
die Endothelzellen der Tumorgefäße angefärbt (Abb. 6.9). In der HAI- und syste-
mischen Gruppe ergab sich ein signifikanter Rückgang der Tumorgefäße nach allen
drei Behandlungen im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Zusätzlich zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen den beiden Applikationsformen. Die HAI von
Oxaliplatin führte im Vergleich zu venöser Infusion zu einer signifikanten Abnah-
me der Tumorgefäße. Die systemische Applikation von Cetuximab senkte dagegen
die Anzahl der Tumorgefäße signifikant zur HAI von Cetuximab. In beiden Be-
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handlungsformen zeigte die Kombination von Cetuximab und Oxaliplatin die beste
antiangiogene Wirkung (Abb. 6.8).

A B

Abb. 6.8: Quantitative Analyse PECAM-1-positiver Zellen in Tumoren nach HAI (A) und systemi-
scher Infusion, SYS (B). Behandlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuxi-
mab+Oxaliplatin (CE+OX, dunkelgrau), Oxaliplatin (OX, hellgrau). Mittelwert ± SEM. *p<0.05
vs. NaCl. #p<0.05 vs. systemische Infusion.

A B

Abb. 6.9: A zeigt eine PECAM-1-Färbung der Leber eines Kontrolltieres bei 40×Vergrößerung.
Dargestellt ist ein Portalfeld mit deutlicher Anfärbung der Venolen. B zeigt eine PECAM-1-
Färbung des Tumors eines Kontrolltieres bei 20×Vergrößerung.

6.2.6 Blutbild

Das Blutbild wurde bestimmt, um die systemischen Auswirkungen der Chemothe-
rapie zu eruieren. Die Blutentnahme erfolgte an Tag 10 und Tag 13 aus der Vena
cava inferior.
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6.2.6.1 Hämoglobin

Im Vergleich zur ersten Blutentnahme an Tag 10 sank der Hämoglobinwert aller
Versuchsgruppen (Abb. 6.10). Bei Vergleich von HAI und systemischer Infusion fand
sich ein signifikanter Hämoglobin-Abfall während der systemischen Behandlung mit
Cetuximab sowie Oxaliplatin. Zudem fand sich in der systemischen Versuchsgruppe
im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante Reduktion des Hämoglobinwertes
der Tiere, die mit Cetuximab behandelt wurden (Abb. 6.10 B). Insgesamt sanken
die Werte der systemisch behandelten Tiere stärker.

A B

Abb. 6.10: Prozentuale Änderung des venösen Hämoglobinwertes zwischen Tag 10 und Tag 13 nach
HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Absolutwert an Tag 10. Be-
handlung mit NaCl (NaCl, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Oxaliplatin (CE+OX,
dunkelgrau), Oxaliplatin (OX, hellgrau). Mittelwert ± SEM. *p<0.05 vs. NaCl. #p<0.05 vs. sys-
temische Infusion.

6.2.6.2 Thrombozyten

Die Versuchsgruppen, die eine systemische Infusion erhielten, wiesen insgesamt ei-
ne stärkere Verminderung der venösen Thrombozytenzahl auf (Abb. 6.11 B). Es
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsformen
ermittelt werden. Auffallend war der Verlust der Thrombozyten in der systemischen
Kontrollgruppe gegenüber der HAI-Kontrollgruppe. In der HAI-Gruppe zeigten da-
gegen nur die Cetuximab+Oxaliplatin behandelten Tiere einen Thrombozytenabfall
(Abb. 6.11 A).
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A B

Abb. 6.11: Prozentuale Änderung der venösen Thrombozytenzahl zwischen Tag 10 und Tag 13
nach HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Absolutwert an Tag 10.
Behandlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Oxaliplatin (CE+OX,
dunkelgrau), Oxaliplatin (OX, hellgrau).

6.2.6.3 Leukozyten

Beide Sham-Gruppen zeigten im Verlauf eine Erhöhung der Leukozytenzahl. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe führte die HAI von Cetuximab+Oxaliplatin sowie von
Oxaliplatin zu einer signifikanten Reduktion der Leukozytenzahl (Abb. 6.12 A). In
der systemischen Gruppe reagierten die Oxaliplatin-behandelten Tiere mit einem si-
gnifikanten Abfall der Leukozytenzahl verglichen mit der Sham-Gruppe (Abb. 6.12
B). Die systemische Infusion von Oxaliplatin führte gegenüber der HAI von Oxali-
platin zu einem signifikanten Abfall der Leukozytenzahl (Abb. 6.12).

A B

Abb. 6.12: Prozentuale Änderung der venösen Leukozytenzahl zwischen Tag 10 und Tag 13 nach
HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Absolutwert an Tag 10. Be-
handlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Oxaliplatin (CE+OX,
dunkelgrau), Oxaliplatin (OX, hellgrau). Mittelwert ± SEM. *p<0.05 vs. NaCl. #p<0.05 vs. sys-
temische Infusion.
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6.2.7 Leukozyteninfiltration

Mit Hilfe der CAE-Färbung wurde die Leukozyteninfiltration verschiedener Leber-
berreiche durch quantitative Auszählung untersucht (Abb. 6.13). Der Einsatz von
Cetuximab+Oxaliplatin führte zu keinen signifikanten Veränderungen der Leukozy-
teninfiltration (Tabelle 6.3). Insgesamt fanden sich vermehrt Leukozyten in der Nähe
der Portalfelder. Die HAI von Cetuximab bewirkte im Vergleich zur Kontrollgrup-
pe eine Erhöhung der Anzahl der infiltrierenden Leukozyten in den Portalfeldern
(extravasal) (Tabelle 6.2). In der systemischen Gruppe befanden sich nach einer
Behandlung mit Cetuximab signifikant mehr Leukozyten in der Nähe der Veno-
len (Tabelle 6.2) und nach einer Behandlung mit Oxaliplatin erhöhte sich in den
Portalfeldern (extravasal) die Anzahl der Leukozyten signifikant im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Tabelle 6.4).

Sham HAI SYS
Sinusoide 1,06 (±0,59) 0,77 (±0,27)
Portalfeld intravasal 0,14 (±0,04) 0,13 (±0,08)
Portalfeld extravasal 2,56 (±0,59) 3,68 (±0,85)
Venole intravasal 0,04 (±0,02) 0,10 (±0,04)
Venole extravasal 1,14 (±0,45) 0,60 (±0,07)

Tabelle 6.1: Leukozyteninfiltration der Leber nach einer Behandlung mit NaCl (Sham). Mittelwert
± SEM.

CE HAI SYS
Sinusoide 1,07 (±0,18) 1,12 (±0,17)
Portalfeld intravasal 0,02 (±0,02) 0,05 (±0,03)
Portalfeld extravasal 5,12 (±0,34)* 3,95 (±0,45)
Venole intravasal 0,03 (±0,02) 0,05 (±0,03)
Venole extravasal 1,22 (±0,18) 1,33 (±0,13)*

Tabelle 6.2: Leukozyteninfiltration der Leber nach einer Behandlung mit Cetuximab (CE). Mittel-
wert ± SEM. *p<0.05 vs. NaCl.

CE+OX HAI SYS
Sinusoide 0,95 (±0,16) 1,07 (±0,31)
Portalfeld intravasal 0,12 (±0,07) 0,03 (±0,02)
Portalfeld extravasal 3,57 (±0,79) 3,12 (±0,37)
Venole intravasal 0,22 (±0,10) 0,08 (±0,04)
Venole extravasal 0,87 (±0,20) 1,20 (±0,26)

Tabelle 6.3: Leukozyteninfiltration der Leber nach einer Behandlung mit Cetuximab und Oxaliplatin
(CE+OX). Mittelwert ± SEM.
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OX HAI SYS
Sinusoide 0,95 (±0,13) 1,07 (±0,15)
Portalfeld intravasal 0,15 (±0,08) 0,18 (±0,07)
Portalfeld extravasal 2,13 (±0,55) 1,6 (±0,26)*
Venole intravasal 0,10 (±0,04) 0,03 (±0,02)
Venole extravasal 0,77 (±0,17) 1,03 (±0,19)

Tabelle 6.4: Leukozyteninfiltration der Leber nach einer Behandlung mit Oxaliplatin (OX). Mittel-
wert ± SEM. *p<0.05 vs. NaCl.

A B C

Abb. 6.13: CAE-Färbung der Leber. A zeigt eine Leukozytenansammlung in den Sinusoiden (Pfeil)
bei 40×Vergrößerung. B zeigt mehrere Leukozyten in einem Periportalfeld (extravasal) (Pfeile) bei
20×Vergrößerung. C zeigt zwei Leukozyten extravasal einer Venole (Pfeile) bei 40×Vergrößerung.

6.2.8 Zellschädigung

Die Zellschädigung der Leber wurde mit Hilfe der HE-Färbung bestimmt (Abb.
6.15). Grobscholligkeit und Vakuolisierung dienten dabei als Parameter. In der HAI-
Gruppe war kein Einfluss der Behandlung auf die Zellmorphologie erkennbar (Abb.
6.14 A). Die systemische Infusion von Oxaliplatin führte im Vergleich zur Kontroll-
gruppe zu einer signifikanten Verstärkung der Grobscholligkeit und zu einer Zunah-
me des Vakuolisierungsgrades. Die systemische Gabe von Cetuximab+Oxaliplatin
verstärkte ebenfalls die Grobscholligkeit der Leber signifikant im Vergleich zur Kon-
trollgruppe (Abb. 6.14 B). Zwischen den beiden Kontrollgruppen zeigte sich ein
signifikanter Unterschied in der Grobscholligkeit.
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A B

Abb. 6.14: Grobscholligkeit und Vakuolisierung des Zytoplasmas von Hepatozyten nach HAI
(A) und systemischer Infusion, SYS (B), als Index dargestellt (0=0%, 1=< 30%, 2=40-70% ,
3=>70%). Behandlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Oxaliplatin
(CE+OX, dunkelgrau), Oxaliplatin (OX, hellgrau). Mittelwert ± SEM. *p<0.05 vs. NaCl. #p<0.05
vs. systemische Infusion.

A B

Abb. 6.15: HE-Färbung der Leber. A zeigt eine Grobscholligkeit Grad 3 bei 40×Vergrößerung. B
zeigt eine ausgeprägte Vakuolisierung Grad 3 bei 40×Vergrößerung.

6.2.9 Venolenschädigung

Die Venolenschädigung wurde ebenfalls anhand von HE-Schnitten untersucht. Es
wurden jeweils 25 Gefäße ausgezählt und nach Endothelablösung, intraluminaler Fi-
brinablagerung und Erythrozytenwandständigkeit beurteilt (Abb. 6.17). Zu erken-
nen ist, dass weder die HAI noch die systemische Infusion von allen drei Behand-
lungsformen zu einer Venolenschädigung führten. Die HAI und systemische Infusion
von Oxaliplatin führten sogar zu einer geringeren Erythrozytenwandständigkeit im
Vergleich zu den Kontrollgruppen (Abb. 6.16).
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A B

Abb. 6.16: Prozentuale venuläre Schädigung nach HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B).
Behandlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Oxaliplatin (CE+OX,
dunkelgrau), Oxaliplatin (OX, hellgrau). Mittelwert ± SEM. *p<0.05 vs. NaCl.

A

F

B C

Abb. 6.17: HE-Färbung der Leber. A zeigt eine Endothelablösung (Pfeil) in einer Venole bei
40×Vergrößerung. B zeigt eine Fibrinablagerung (F) in einer Venole bei 40×Vergrößerung. C zeigt
eine Erythrozytenwandständigkeit (Pfeile) in beiden Venolen bei 20×Vergrößerung.

6.2.10 Leberenzyme

Um den Grad der Leberschädigung einschätzen zu können, wurden aus dem Blut-
plasma die Aktivitäten der Leberenzyme γGT, GLDH, AST, ALT und LDH spek-
trophotometrisch bestimmt.

6.2.10.1 γGT

Die Analyse der Plasmaaktivität von γGT zeigte einen insgesamt höheren Anstieg
in der HAI-Gruppe. In der HAI-Kontrollgruppe nahm der Wert gegenüber dem der
systemischen Kontrollgruppe signifikant zu. In beiden Versuchsgruppen lies Oxali-
platin die Werte am stärksten Ansteigen, jedoch ohne Signifikanz. Im Gegensatz
dazu stiegen die Werte bei der Behandlung mit der Kombination von Cetuximab
und Oxaliplatin in beiden Versuchsgruppen am geringsten an (Abb. 6.18).
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A B

Abb. 6.18: Prozentuale Änderung der Plasmaaktivität von γGT zwischen Tag 10 und Tag 13 nach
HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Wert an Tag 10. Behandlung
mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Oxaliplatin (CE+OX, dunkelgrau),
Oxaliplatin (OX, hellgrau). Mittelwert ± SEM. #p<0.05 vs. systemische Infusion.

6.2.10.2 GLDH

Insgesamt war ein Anstieg der GLDH in der HAI-Gruppe zu beobachten, während
die Werte in der systemischen Gruppe stagnierten oder sanken. Die HAI von Cetu-
ximab+Oxaliplatin führte im Vergleich zur systemischen Infusion zu einem signifi-
kanten Anstieg der Plasmaaktivität von GLDH (Abb. 6.19).

A B

Abb. 6.19: Prozentuale Änderung der Plasmaaktivität von GLDH zwischen Tag 10 und Tag 13 nach
HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Wert an Tag 10. Behandlung
mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Oxaliplatin (CE+OX, dunkelgrau),
Oxaliplatin (OX, hellgrau). Mittelwert ± SEM. #p<0.05 vs. systemische Infusion.

6.2.10.3 AST

Die Plasmaaktivität der AST wurde durch die Behandlungen nur geringfügig be-
einflusst. Auch hier ist ein nicht signifikanter Anstieg der Plasmaaktivitäten in der
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HAI-Gruppe erkennbar (Abb. 6.20). In der systemischen Versuchsgruppe erreichten
nur die Oxaliplatin-behandelten Tiere ähnlich hohe Werte (Abb. 6.20 B).

A B

Abb. 6.20: Prozentuale Änderung der Plasmaaktivität von AST zwischen Tag 10 und Tag 13 nach
HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Wert an Tag 10. Behandlung
mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Oxaliplatin (CE+OX, dunkelgrau),
Oxaliplatin (OX, hellgrau). Mittelwert ± SEM.

6.2.10.4 ALT

Die Aktivität der ALT wurde durch die Behandlungen ebenfalls unwesentlich ver-
ändert. Auffällig war, dass die systemische Kontrollgruppe einen stärkeren Anstieg
der Plasmakonzentration zeigte als die HAI Kontrollgruppe. In der systemischen
Versuchsgruppe stieg sie nur in den Oxaliplatin-behandelten Tieren. Neben der
Oxaliplatin-Behandlung führte in der HAI-Gruppe auch die Kombination von Oxa-
liplatin und Cetuximab zu einer leichten Erhöhung der ALT-Werte. Statistisch si-
gnifikante Unterschiede fanden sich jedoch nicht (Abb. 6.21).
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A B

Abb. 6.21: Prozentuale Änderung der Plasmaaktivität von ALT zwischen Tag 10 und Tag 13 nach
HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Wert an Tag 10. Behandlung
mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Oxaliplatin (CE+OX, dunkelgrau),
Oxaliplatin (OX, hellgrau). Mittelwert ± SEM.

6.2.10.5 LDH

Die LDH-Aktivität war in der HAI-Versuchsgruppe gering höher als in der systemi-
schen Gruppe. Es fanden sich jedoch keine signifikanten Unterschiede (Abb. 6.22).

A B

Abb. 6.22: Prozentuale Änderung der Plasmaaktivität von LDH zwischen Tag 10 und Tag 13 nach
HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Wert an Tag 10. Behandlung
mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Oxaliplatin (CE+OX, dunkelgrau),
Oxaliplatin (OX, hellgrau). Mittelwert ± SEM.
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6.3 Hepato-arterielle Infusion und systemische Ap-

plikation von Cetuximab und Irinotecan

6.3.1 Körpergewicht

In der systemischen Gruppe verloren alle Tiere, die eine medikamentöse Behandlung
bekamen, im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant Gewicht. Der Gewichtsverlust
betrug 9%-10% (Abb. 6.23 B). In der HAI-Gruppe blieb das Gewicht unverändert,
mit Ausnahme der Cetuximab-behandelten Tiere. Diese nahmen sogar verglichen
mit der Kontrollgruppe signifikant an Gewicht zu (Abb. 6.23 A).

A B

Abb. 6.23: Prozentuale Änderung des Körpergewichts zwischen Tag 0 und Tag 13 nach HAI (A) und
systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Gewicht an Tag 0. Behandlung mit NaCl
(Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Irinotecan (CE+IR, dunkelgrau), Irinotecan
(IR, hellgrau). Mittelwert ± SEM. *p<0.05 vs. NaCl.

6.3.2 Tumorvolumen

Bezüglich der Tumorgröße konnte ein Unterschied zwischen der HAI und systemi-
schen Gruppe festgestellt werden. Tiere, die mit HAI von Cetuximab sowie Cetuxi-
mab+Irinotecan behandelt wurden, wiesen ein signifikant geringeres Tumorvolumen
auf (Abb. 6.24). Insgesamt war nach einer HAI ein niedrigeres Tumorvolumen zu
erkennen. Insbesondere zeigte sich nach HAI-Cetuximab eine signifikante Reduk-
tion des Tumorvolumens im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 6.24 A). In der
systemischen Versuchsgruppe stieg das Tumorvolumen nach der Bahandlung mit
Cetuximab+Irinotecan im Vergleich zur Kontrollgruppe sogar signifikant an (Abb.
6.24 B).
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A B

Abb. 6.24: Prozentuale Änderung des Tumorvolumens zwischen Tag 10 und Tag 13 nach HAI (A)
und systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Tumorvolumen an Tag 10. Behandlung
mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Irinotecan (CE+IR, dunkelgrau),
Irinotecan (IR, hellgrau). Mittelwert ± SEM. *p<0.05 vs. NaCl. #p<0.05 vs. systemische Infusion.

6.3.3 Proliferation

Erwartungsgemäß wiesen gesunde Leberabschnitte einen geringen Proliferationsin-
dex auf, im Tumor war die Proliferationsrate dagegen sehr hoch. Wie schon be-
schrieben, zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen der HAI- und der sys-
temischen Kontrollgruppe. Zudem sank die Proliferationsrate der Leber nach einer
systemischen Behandlung mit der Kombination von Cetuximab und Irinotecan si-
gnifikant gegenüber der Kontrollgruppe (Abb. 6.25).

A B

Abb. 6.25: PCNA-positive Zellen in Leber und Tumor nach HAI (A) und systemischer Infusi-
on, SYS (B), als Index dargestellt (0=<1%, 1=1-10%, 2=10-30%, 3=30-50%, 4=>50%, PCNA-
positive Zellen in %). Behandlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuxi-
mab+Irinotecan (CE+IR, dunkelgrau), Irinotecan (IR, hellgrau). Mittelwert ± SEM. *p<0.05 vs.
NaCl. #p<0.05 vs. systemische Infusion.
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6.3.4 Apoptose

Insgesamt wurden in der Leber kaum apoptotische Zellen gefunden. Die HAI-Be-
handlung mit Cetuximab führte zu einer signifikanten Steigerung apoptotischer Zel-
len sowohl im Vergleich zur Kontrollgruppe als auch zur systemischen Behandlung.
Insgesamt war in der HAI-Gruppe verglichen mit der systemischen Infusion ein stär-
kerer Anstieg der Anzahl Caspase-3-positiver Zellen zu verzeichnen (Abb. 6.26).

A B

Abb. 6.26: Quantitative Analyse Caspase-3-positiver Zellen in Leber und Tumor nach HAI (A)
und systemischer Infusion, SYS (B). Behandlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE,
schwarz), Cetuximab+Irinotecan (CE+IR, dunkelgrau), Irinotecan (IR, hellgrau). Mittelwert ±
SEM. *p<0.05 vs. NaCl. #p<0.05 vs. systemische Infusion.

6.3.5 Angiogenese

In beiden Versuchsgruppen nahm die Zahl der Tumorgefäße durch alle drei Be-
handlungen im Vergleich zu den Kontrollgruppen signifikant ab. Zusätzlich zeigte
die systemische Infusion von Cetuximab eine signifikante Abnahme der Anzahl der
Tumorgefäße gegenüber der HAI-Behandlung (Abb. 6.27).
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A B

Abb. 6.27: Quantitative Analyse PECAM-1-positiver Zellen in Tumoren nach einer HAI (A)
und systemischer Infusion, SYS (B). Behandlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE,
schwarz), Cetuximab+Irinotecan (CE+IR, dunkelgrau), Irinotecan (IR, hellgrau). Mittelwert ±
SEM. *p<0.05 vs. NaCl. #p<0.05 vs. systemische Infusion.

6.3.6 Blutbild

6.3.6.1 Hämoglobin

Sowohl die HAI als auch die systemische Behandlung beeinflussten die Hämoglo-
binwerte kaum. Es fand sich lediglich in der systemischen Gruppe eine signifikante
Senkung des Hämoglobinwertes der Cetuximab-behandelten Tiere gegenüber der
systemischen Kontrollgruppe sowie der HAI von Cetuximab (Abb. 6.27). Insgesamt
konnte ein allgemeiner Abfall des Hämoglobinwertes zwischen Tag 10 und Tag 13
verzeichnet werden.

A B

Abb. 6.28: Prozentuale Änderung des venösen Hämoglobinwertes zwischen Tag 10 und Tag 13 nach
HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Absolutwert an Tag 10.
Behandlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Irinotecan (CE+IR,
dunkelgrau), Irinotecan (IR, hellgrau). Mittelwert ± SEM. *p<0.05 vs. NaCl. #p<0.05 vs. syste-
mische Infusion.
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6.3.6.2 Thrombozyten

Durch die Behandlungen zeigten sich keine signifikanten Veränderungen der sys-
temischen Thrombozytenzahl. Insgesamt war in der HAI-Gruppe der Verlust der
Thrombozyten geringer (Abb. 6.29).

A B

Abb. 6.29: Prozentuale Änderung der venösen Trombozytenzahl zwischen Tag 10 und Tag 13 nach
HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Absolutwert an Tag 10.
Behandlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Irinotecan (CE+IR,
dunkelgrau), Irinotecan (IR, hellgrau). Mittelwert ± SEM.

6.3.6.3 Leukozyten

Auch die Leukozytenzahl wurde kaum von den Behandlungen beeinflusst. Einzig in
der HAI-Gruppe führte die Applikation von Irinotecan zu einer signifikanten Er-
höhung der Leukozytenzahl im Vergleich zur Kontrollgruppe. In der systemischen
Gruppe zeigte Irinotecan eine ähnliche nicht signifikante Erhöhung (Abb. 6.30).

A B

Abb. 6.30: Prozentuale Änderung der venösen Leukozytenzahl zwischen Tag 10 und Tag 13 nach
HAI (A) und systemischer Infusion (B). 100% entsprechen dem Absolutwert an Tag 10. Behandlung
mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Irinotecan (CE+IR, dunkelgrau),
Irinotecan (IR, hellgrau). Mittelwert ± SEM. *p<0.05 vs. NaCl.
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6.3.7 Leukozyteninfiltration

Die Leukozyteninfiltration in den NaCl-Kontroll- und den Cetuximab-Gruppen wur-
de bereits in 6.2.7 dargestellt. Die Werte sind in der Tabelle übersichtshalber noch-
mals dargestellt und werden an dieser Stelle nicht mehr beschrieben. Auch hier
fällt auf, dass sich die meisten Leukozyten in der Nähe des Portalfeldes fanden.
Die HAI mit Cetuximab+Irinotecan führte zu einem signifikanten Anstieg der Leu-
kozyteninfiltration in den Portalfeldern (extravasal), die systemische Infusion zu
einer vermehrten Leukozyteninfiltration an den Venolen (extravasal) im Vergleich
zur NaCl-Kontrollgruppe (Tabelle 6.7). Die HAI von Irinotecan zeigte eine Vermin-
derung der Leukozyteninfiltration in den Sinusoiden gegenüber der venösen Gabe.
Die systemische Infusion von Irinotecan wies im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
signifikante Erhöhung der Leukozytenzahl in den Sinusoiden und an den Venolen
(extravasal) auf (Tabelle 6.8).

Sham HAI SYS
Sinusoide 1,06 (±0,59) 0,77 (±0,27)
Portalfeld intravasal 0,14 (±0,04) 0,13 (±0,08)
Portalfeld extravasal 2,56 (±0,59) 3,68 (±0,85)
Venole intravasal 0,04 (±0,02) 0,10 (±0,04)
Venole extravasal 1,14 (±0,45) 0,60 (±0,07)

Tabelle 6.5: Leukozyteninfiltration der Leber nach einer Behandlung mit NaCl (Sham). Mittelwert
± SEM.

CE HAI SYS
Sinusoide 1,07 (±0,18) 1,12 (±0,17)
Portalfeld intravasal 0,02 (±0,02) 0,05 (±0,03)
Portalfeld extravasal 5,12 (±0,34)* 3,95 (±0,45)
Venole intravasal 0,03 (±0,02) 0,05 (±0,03)
Venole extravasal 1,22 (±0,18) 1,33 (±0,13)*

Tabelle 6.6: Leukozyteninfiltration der Leber nach einer Behandlung mit Cetuximab (CE). Mittel-
wert ± SEM. *p<0.05 vs. NaCl.
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CE+IR HAI SYS
Sinusoide 1,55 (±0,20) 1,53 (±0,18)
Portalfeld intravasal 0,03 (±0,03) 0,12 (±0,10)
Portalfeld extravasal 4,68 (±0,61)* 4,62 (±0,21)
Venole intravasal 0,03 (±0,03) 0,08 (±0,08)
Venole extravasal 1,28 (±0,18) 1,20 (±0,18)

Tabelle 6.7: Leukozyteninfiltration der Leber nach einer Behandlung mit Cetuximab und Irinotecan
(CE+IR). Mittelwert ± SEM. *p<0.05 vs. NaCl.

IR HAI SYS
Sinusoide 1,00 (±0,18)# 2,20 (±0,38)*
Portalfeld intravasal 0,08 (±0,05) 0,03 (±0,03)
Portalfeld extravasal 3,27 (±0,41) 4,08 (±0,09)
Venole intravasal 0,13 (±0,05) 0,08 (±0,05)
Venole extravasal 0,85 (±0,21) 1,40 (±0,25)

Tabelle 6.8: Leukozyteninfiltration der Leber nach einer Behandlung mit Irinotecan (IR). Mittelwert
± SEM. *p<0.05 vs. NaCl. #p<0.05 vs. systemische Infusion.

6.3.8 Zellschädigung

Die Zellschädigung wurde anhand der HE-Färbung ermittelt. Die HAI von NaCl und
Cetuximab+Irinotecan ergab im Vergleich zur systemischen Infusion eine signifikant
geringere Grobscholligkeit. Die HAI von Cetuxiamb+Irinotecan wies zudem auch
eine signifikant geringere hepatozelluläre Vakuolisierung im Vergleich zur venösen
Applikation auf. In der systemischen Gruppe führte die Kombination von Cetuxi-
mab und Irinotecan zu einer signifikanten Steigerung der Vakuolisierung sowie der
Grobscholligkeit gegenüber der Kontrollgruppe (Abb. 6.31).
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A B

Abb. 6.31: Grobscholligkeit und Vakuolisierung des Zytoplasmas von Hepatozyten nach HAI
(A) und systemischer Infusion, SYS (B), als Index dargestellt (0=0%, 1=< 30%, 2=40-70% ,
3=>70%). Behandlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Irinotecan
(CE+IR, dunkelgrau), Irinotecan (IR, hellgrau). Mittelwert ± SEM. *p<0.05 vs. NaCl. #p<0.05
vs. systemische Infusion.

6.3.9 Venolenschädigung

Die Venolenschädigung wurde anhand der Endothelmorphologie, der Fibrinablage-
rungen in den Venolen und der Erythrozytenwandständigkeit beurteilt. Es ergaben
sich nur geringe Unterschiede in den beiden Versuchgruppen. Die HAI von Irino-
tecan zeigte eine signifikant geringere Erythrozytenwandständigkeit zur Kontroll-
gruppe. Die Kombination von Cetuximab und Irinotecan via HAI führte dagegen zu
einer Steigerung der Erythrozytenwandständigkeit, die jedoch nicht signifikant im
Vergleich zur venösen Applikation war (Abb. 6.32).

A B

Abb. 6.32: Prozentuale venuläre Schädigung nach HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B).
Behandlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Oxaliplatin (CE+IR,
dunkelgrau), Oxaliplatin (OX, hellgrau). Mittelwert ± SEM. *p<0.05 vs. NaCl.
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6.3.10 Leberenzyme

6.3.10.1 γGT

Die Bestimmung der Plasmaaktivität von γGT ergab insgesamt höhere γGT-Werte
in der HAI-Gruppe. Zwischen den beiden Kontrollgruppen bestand ein signifikanter
Unterschied, die systemische Kontrollgruppe zeigte signifikant geringere γGT-Werte.
Auffallend war, dass die HAI von Irinotecan als einziges Medikament in der HAI-
Gruppe niedrigere γGT-Werte aufwies als die systemische Infusion von Irinotecan
(Abb. 6.33).

A B

Abb. 6.33: Prozentuale Änderung der Plasmaaktivität von γGT zwischen Tag 10 und Tag 13 nach
HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Wert an Tag 10. Behandlung
mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Irinotecan (CE+IR, dunkelgrau),
Irinotecan (IR, hellgrau). Mittelwert ± SEM. #p<0.05 vs. systemische Infusion.

6.3.10.2 GLDH

Die HAI führte insgesamt zu einer stärkeren Erhöhung der Plasmaaktivität der
GLDH. Es ergaben sich jedoch keine statistisch signifikanten Unterschiede. Die
Kombination von Cetuximab und Irinotecan zeigte in beiden Applikationsformen
die höchsten Werte (Abb. 6.34).
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A B

Abb. 6.34: Prozentuale Änderung der Plasmaaktivität von GLDH zwischen Tag 10 und Tag 13 nach
HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Wert an Tag 10. Behandlung
mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Irinotecan (CE+IR, dunkelgrau),
Irinotecan (IR, hellgrau). Mittelwert ± SEM.

6.3.10.3 AST

Beide Behandlungsformen beeinflussten die Plasmaaktivität der AST kaum und
führten zu vergleichbaren Ergebnissen.

A B

Abb. 6.35: Prozentuale Änderung der Plasmaaktivität von AST zwischen Tag 10 und Tag 13 nach
HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Wert an Tag 10. Behandlung
mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Irinotecan (CE+IR, dunkelgrau),
Irinotecan (IR, hellgrau). Mittelwert ± SEM.

6.3.10.4 ALT

Die HAI von Irinotecan führte im Vergleich zur systemischen Infusion zu einem
signifikant höheren Anstieg des ALT-Wertes (Abb. 6.36). Des Weiteren ergaben sich
kaum Unterschiede in Bezug auf die Aktivität der ALT.
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A B

Abb. 6.36: Prozentuale Änderung der Plasmaaktivität von ALT zwischen Tag 10 und Tag 13 nach
HAI (A) und einer systemischen Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Wert an Tag 10.
Behandlung mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Irinotecan (CE+IR,
dunkelgrau), Irinotecan (IR, hellgrau). Mittelwert ± SEM. #p<0.05 vs. systemische Infusion.

6.3.10.5 LDH

Die Messung der LDH ergab keinerlei signifikante Unterschiede sowohl zwischen als
auch innerhalb der beiden Behandlungsgruppen (Abb. 6.37).

A B

Abb. 6.37: Prozentuale Änderung der Plasmaaktivität von LDH zwischen Tag 10 und Tag 13 nach
HAI (A) und systemischer Infusion, SYS (B). 100% entsprechen dem Wert an Tag 10. Behandlung
mit NaCl (Sham, weiß), Cetuximab (CE, schwarz), Cetuximab+Irinotecan (CE+IR, dunkelgrau),
Irinotecan (IR, hellgrau). Mittelwert ± SEM.
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7. Diskussion

7.1 Diskussion von Material und Methoden

7.1.1 Chirurgische Präparation und Tumorimplantation

In der vorliegenden Studie wurden als Versuchtiere WAG/Rij Ratten verwendet,
denen syngene Zellen der Zelllinie CC531 subkapsulär in den linken Leberlappen
implaniert wurden.

In der Literatur finden sich einige Tumormodelle, die der Erzeugung von Leber-
metastasen dienen. Dazu gehört die Implantation von Tumorfragmenten unter die
Leberkapsel [Kuo et al. 1995], die portalvenöse Injektion von Tumorzellen [Steinbau-
er et al. 2003] und die, in der vorliegenden Untersuchung verwendete Methode, der
direkten subkapsulären Injektion von Tumorzellen in die Leber [Duijnhoven et al.
2005; Sperling et al. 2012]. Die portalvenöse Injektion eignet sich vor allem dazu,
frühe Schritte der komplexen Metastasierungskaskade zu verfolgen. Es handelt sich
um ein diffuses Tumormodell mit variabler Größe und Lokalisierung des Tumors.
In der vorliegenden Studie wurde mittels Ultraschall das Tumorvolumen bestimmt,
weshalb man einen einzelnen Tumor in definierter Position in der Leber produzieren
wollte, um einen leichten Zugang für den Schallkopf zum Tumor zu schaffen. Die
Implantation von Tumorfragmenten ermöglicht zwar die Reproduktion eines festge-
legten Tumorvolumens, berücksichtigt aber kaum die physiologischen Bedingungen
von Tumorwachstum, Angiogenese und Vaskularisierung. Mit der Methode der di-
rekten Injektion von Tumorzellen in die Leber lässt sich ebenfalls eine festgelegte
Tumorgröße reproduzieren. Sie wurde in der Arbeit von Kollmar et al. ausführlich
beschrieben [Kollmar et al. 2004]. Diese Methode ermöglicht unter anderem auch die
Analyse von Angiogenese und Wachstum, die in der vorliegenden Studie von beson-
derer Bedeutung war. Die Methode der subkapsulären Injektion von Tumorzellen
wurde also gewählt, um einerseits ein einheitliches Tumorvolumen und andererseits
eine möglichst physiologische Situation zu erreichen.

Die WAG-Ratten erwiesen sich in der Studie als gut geeignete Versuchtiere. Sie
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wogen 300-350g und boten dadurch ideale Bedingungen für die mikrochirurgische
Präparation. Zudem sind WAG-Ratten sehr stressresistent, was den Versuchsablauf
erleichterte. Die syngene Zelllinie CC531 weist gleiche Verteilungsmuster von Im-
munzellen und Matrixproteinen auf, wie sie auch bei dem humanen kolorektalen
Karzinom beschrieben wurden, und stellt aus diesem Grund ein sinnvolles Modell
zur Erprobung neuer therapeutischer Ansätze dar [Hagenaars et al. 2000; Havenith
et al. 1988; Ljubimov et al. 1992].

7.1.2 Systemische Chemotherapie und hepato-arterielle Infu-

sion

Als first-line-Behandlung von unresektablen Lebermetastasen gilt bis heute die syste-
mische Chemotherapie. Durch die Einführung neuer Chemotherapeutika, wie Oxa-
liplatin und Irinotecan, konnte die mittelere Überlebenszeit von 12 Monaten auf
über 20 Monate gesteigert werden. Regionale Behandlungsverfahren, wie die hepato-
arterielle Infusion (HAI), werden eingesetzt, um Lebermetastasen zu kontrollieren,
um lokale Rezidive zu verhindern, um die Progression der Erkrankung aufzuhalten
oder zu verzögern, um damit das Überleben zu verlängern [Kulaylat et al. 2010].

Die systemische Chemotherapie konnte an den Versuchstieren problemlos durch-
geführt werden und wurde gut von ihnen vertragen. Es wurde eine Punktionstechnik
gewählt, bei der eine Strecke von 5mm subperitoneal überbrückt wurde, bevor es zur
Punktion der Gefäßwand kam, sodass sich nach der Infusion das intakte Peritoneum
über die Punktionsstelle legte. Die Vorteile dieser Technik liegen in der sofortigen
Blutstillung, im Idealfall ohne Blutverlust. Erfolgte der Verschluss der Punktions-
stelle durch das Peritoneum nicht sofort, entstanden retroperitoneale Hämatome.
Insgesamt stellten die retroperitonealen Hämatome jedoch eine seltene und sicher
beherrschbare Komplikation dar.

Die hepato-arterielle Infusion an Ratten ist ein erprobtes Modell und wird auch
von anderen Arbeitsgruppen eingesetzt [Duijnhoven et al. 2005]. Die Präparation
und Kanülierung der A. gastroduodenalis verlief unkompliziert und stellte für die
Tiere keine größere Belastung dar.

Vorab sollte festgehalten werden, dass die intrahepatischen vaskulären Struktu-
ren der Ratten mit denen des Menschen vergleichbar sind [Gonda et al. 2000].

Die Behandlung von kolorektalen Lebermetastasen mittels hepato-arterieller In-
fusion basiert einerseits auf der einzigartigen dualen Blutversorgung der Leber und
der Metastasen. Andererseits nimmt auch die Pharmakokinetik des applizierten Me-
dikamentes Einfluss. Metastasen von einer Größe von über 3 mm beziehen ihre Blut-
versorgung aus der A. hepatica, während das restliche Lebergewebe zu großen Teilen
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portalvenös versorgt wird [Breedis et al. 1954].
Sigurdson et al. bestimmten, auf der Suche nach der besseren regionalen Metho-

de, im Jahre 1987 Floxuridin (FUDR)-Spiegel im Tumor und im Lebergewebe von
Patienten, die entweder mit einer HAI oder einer portalvenösen Infusion behandelt
wurden. Die FUDR-Spiegel im Lebergewebe unterschieden sich nicht. Im Tumor
fanden sie dagegen eine signifikant höhere FUDR-Konzentration nach der HAI im
Vergleich zur portalvenösen Applikation [Sigurdson et al. 1987]. Aus der geringen
tumoralen Medikamentenaufnahme nach einer portalvenösen Infusion schlossen die
Autoren auf geringe Ansprechraten. Sie empfahlen die HAI als regionale Therapie
für Lebermetastasen des kolorektalen Karzinoms. 1998 zeigten Okuno et al. ähnliche
Ergebnisse mit Fluorouracil (5-FU). Sie verglichen die Infusion dieses Medikamen-
tes via A. hepatica mit einer portalvenösen Infusion und einem Zugang über eine
periphere Schwanzvene bei Wistar-Ratten. Die Konzentration von 5-FU wurde mit-
hilfe der Signalstärke in der 19F-NMR-Spektroskopie (nuclear magnetic resonance
spectroscopy) bestimmt. Nach Applikation via A. hepatica konnte 5-FU über einen
deutlich längeren Zeitraum in hoher Konzentration in der Leber nachgewiesen wer-
den. Der initiale Signalanstieg war in allen drei Versuchsgruppen ähnlich hoch, sank
aber nach der portalvenösen und der Schwanzvenen-Infusion stärker ab. Diese Tat-
sache erklärten die Autoren durch einen längeren Verbleib von 5-FU im peribiliären
Plexus nach einer HAI [Okuno et al. 1998]. Denn bereits im Jahre 1970 zeigte Bur-
kel, dass die Äste der Pfortader direkt in die Sinusoide drainieren, die Äste der A.
hepatica dagegen zunächst teils in den peribiliären Plexus und erst darauf in die
Sinusoide fließen [Burkel 1970]. Diese Erkenntnis könnte einen weiteren Vorteil der
HAI gegenüber der systemischen Infusion darstellen. Gonda et al. fanden zusätzlich
heraus, dass neue Gefäße in 80% der Lebermetastasen aus dem peribiliären Plexus
hervorgehen. Dies beudetet, dass Lebermetastasen einen Großteil ihres Blutvolu-
mens aus dem peribiliären Plexus beziehen und nur ein kleiner Teil direkt arteriell
versorgt wird [Gonda et al. 2000].

Durch die HAI werden also einerseits verlängerte intratumorale Konzentratio-
nen des applizierten Medikamentes erreicht, wobei das normale Leberparenchym
ausgespart wird. Andererseits resultieren durch den first-pass Effekt hohe Extrak-
tionsraten des Medikamentes aus dem hepato-arteriellen Kreislauf, die hohe lokale
Tumor-Konzentrationen bei gleichzeitig geringen systemischen Konzentrationen zu
Folge haben.

Die systemische Chemotherapie hat gegenüber der arteriellen Infusion den Vor-
teil sowohl die portalvenös-versorgten Bereiche der Leber als auch extrahepatische
Mikrometastasen zu erreichen. Bei 20% der Patienten findet man zum Zeitpunkt der
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Diagnosestellung synchrone Lebermetastasen [Midgley et al. 1999]. Durch eine syste-
mische Chemotherapie können somit gleichzeitig der Primärtumor und Metastasen
behandelt werden.

Zusammenfassend stellt die HAI eine vorteilhafte Methode in der Behandlung
hepatischer Metastasen dar. Eine systemische Chemotherapie kann sowohl bei he-
patischen Mestastasen als auch bei extrahepatischen Metastasen eingesetzt werden.

Über die hepato-arterielle Infusion von Cetuximab in der Behandlung hepati-
scher Metastasen des kolorektalen Karzinoms liegen derzeit keine Daten vor. Fest
steht, dass Cetuximab venös verabreicht eine antitumoröse Wirkung besitzt [Lee
et al. 2007; Mendelsohn et al. 2003]. Diese Tatsache bildete den Ausgangspunkt für
die hepato-arterielle Anwendung von Cetuximab. Eine weitere Voraussetzung, die
ein Zytostatikum erfüllen sollte, ist das Vorliegen in aktiver Form oder eine Aktivie-
rung desselbigen in der Tumorzelle [Link et al. 2006]. Als monoklonaler Antikörper
erfordert Cetuximab keinerlei Aktivierung. In einer immunzytochemischen Floures-
zenzfärbung der vorliegenden Arbeit wurde zudem nachgewiesen, dass Cetuximab
an den EGFR von CC531-Zellen bindet. Somit liegen beste Bedingungen vor, um
die hepato-arterielle Wirkung von Cetuximab experimentell zu eruieren.

Oxaliplatin stellt aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit (HWZ) von 15 Minunten
[Jerremalm et al. 2009] ein geeignetes Medikament für den Einsatz über eine HAI dar.
Durch die kurze HWZ werden systemische Nebenwirkungen minimiert. Klinische
Studien zur hepato-arteriellen Infusion von Oxaliplatin erzielten vielversprechende
Resultate. Sie sind in der Arbeit von Kulaylat und Gibbs zusammengefasst [Kulaylat
et al. 2010]. Angesichts seines erfolgreichen Einsatzes über die HAI wurde Oxaliplatin
als Zytostatikum in die vorliegende tierexperimentelle Studie aufgenommen, um
einerseits die antitumoröse Wirkung gegen CC531 kolorektale Metastasen via HAI
zu erforschen und um andererseits die Wirkung der Kombination mit Cetuximab zu
untersuchen.

Die hepato-arterielle Wirkung von Irinotecan wurde lange Zeit nicht untersucht,
da Irinotecan keinen signifikanten first-pass Effekt besitzt und andere Medikamente,
wie z.B. FUDR, für den Einsatz über eine HAI für geeigneter gehalten wurden
[Saenger et al. 2004]. FUDR wird aufgrund seines hohen first-pass Effektes vermehrt
von der Leber aufgenommen und führt zu hohen Medikamentenkontentrationen im
Tumor. Erste Phase I Studien wiesen jedoch auf eine Zytotoxizität von Irinotecan
hin, wenn es über eine HAI verabreicht wird [Pasetto et al. 2006]. Da noch weitere
Untersuchungen zur HAI von Irinotecan benötigt werden und keine Studien zur HAI
der Kombination von Irinotecan und Cetuximab in der Behandlung kolorektaler
Lebermetastasen veröffentlicht wurden, waren diese Untersuchungen ein wichtiger
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Bestandteil der Arbeit.

7.1.3 Untersuchungsmethoden

Das Tumorvolumen wurde mittels 3D-Sonographie bestimmt. Es befinden sich ei-
ne Vielzahl von präklinischen bildgebenden Verfahren in Entwicklung, wie die Ma-
gnetresonanztomographie (MRT), die Computertomographie (CT), die Positron-
Emissions-Tomographie (PET) und Markierungsmethoden, wie die Fluoreszenz und
die Biolumineszenz.

In der vorliegenden Studie gehören zu den wünschenswerten Eigenschaften eines
nicht invasiven bildgebenden Verfahrens eine hohe Auflösung, um auch minimale Lä-
sionen aufzudecken, Kosteneffizienz, eine schnelle Datenverarbeitung sowie ein hoher
adhärenter Kontrast. Das MRT besitzt zwar eine hohe Auflösung und einen hohen
adhärenten Kontrast, ist aber mit einem hohen Zeitaufwand und Kosten verbunden.
Das CT weist ebenfalls eine hohe Auflösung auf, doch der schlechte Weichteilkon-
trast macht die Anwendung von Kontrasmitteln notwending. Die Auflösung des PET
kommt nicht an die des MRT und CT heran, zudem kann die Produktion und Auf-
bewahrung der Radionuklide die Kosten untragbar machen [Weissleder 2002]. Die
Verwendung von fluoreszierenden und biolumineszierenden Farbstoffen stellt einen
relativ kosteneffizienten Weg der Abbildung von Lebermetastasen dar, besitzt al-
lerdings eine schlechte Auflösung. Zudem bedarf es einer Transfizierung endogener
Reportergene in die Zelllinie, die untersucht werden soll [Khanna et al. 2005]. Die So-
nographie ist aufgrund seiner Zeit- und Kosteneffizienz eine attraktive Methode. Die
Entwicklung der Mikro-Ultraschalltechnologie des Vevo 770 ermöglichte in der vor-
liegenden Studie die Berechnung des Tumorvolumens. Die Detektierung der Leber-
metastasen benötigte keinerlei Kontrastmittel. Um einen Verlust der Auflösung zu
vermeiden wurde die Leber direkt bei offenem Abdomen geschallt. Graham et al. ver-
wendeten in ihrer Studie ebenfalls die dreidimensionale Hochfrequenz-Sonographie
um Lebermetastasen von Mäusen zu vermessen [Graham et al. 2005]. Ihre Ergebnisse
zeigten, dass diese Methode besonders für die quantitative Messung der Metastasen-
progression und für die Evaluation chemotherapeutischer Agenzien in präklinischen
Lebermetastasenmodellen geeignet ist. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte mit
der Mikro-Ultraschalltechnologie des Vevo 770 eine standardisierte Messung der Me-
tastasen erfolgen, welche eine Vergleichbarkeit der gemessenen Tumore ermöglichte.

Insgesamt stellt die 3D-Sonographie, dank ihrer leichten und schnellen Durch-
führbarkeit, ihres hohen adhärenten Kontrastes und schnellen Datenverarbeitung,
die beste bildgebende Methode für die vorliegende experimentelle Studie dar.
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7.2 Diskussion der Ergebnisse

7.2.1 Hepato-arterielle Infusion und systemische Applikation

von Cetuximab und Oxaliplatin

In der Behandlung kolorektaler Metastasen zeigte Cetuximab in klinischen Studien
sowohl als Einzelsubstanz als auch in Kombination mit Oxaliplatin- und Irinotecan-
basierten Therapien Wirksamkeit [Arnold et al. 2008; Cunningham et al. 2004; Van
Cutsem et al. 2009]. Dementsprechend wird heutzutage die systemische Infusion
von Cetuximab regelmäßig in der Behandlung von kolorektalen Lebermetastasen
eingesetzt. Die Verwendung ist jedoch nur auf Tumore mit einem KRAS-Wildtyp
beschränkt [Stintzing et al. 2009]. In der vorliegenden Studie zeigte die systemi-
sche Infusion von Cetuximab eine gering ausgeprägte antitumoröse Wirkung im
Vergleich zur HAI. Dafür könnte eine Mutation im KRAS Gen der in der vorliegen-
den Studie verwendeten CC531-Zelllinie verantwortlich sein. Die Mutation befindet
sich im Codon 12 (GGT zu GAT) und führt zu einem Austausch von Glycin durch
Asparaginsäure [Etten et al. 2002]. Diese Ergebnisse stimmen mit klinischen Un-
tersuchungen überein, die keinen Einfluss von Cetuximab auf die Remissionsrate
und das progressionsfreie Überleben von Patienten mit einer KRAS-Mutation nach-
wiesen [Karapetis et al. 2008; Lievre et al. 2008]. Angesichts dieser Tatsache sind
die Ergebnisse der vorliegenden Studie von besonderem Interesse. Denn die HAI
von Cetuximab inhibierte nicht nur das Tumorwachstum, sondern reduzierte zu-
dem auch das Tumorvolumen des CC531 KRAS-mutierten Tumors signifikant im
Vergleich zur systemischen Applikation. Es konnte gezeigt werden, dass die HAI
von Cetuximab das Tumorwachstum durch eine Steigerung der Apoptoserate und
Reduktion der Angiongenese unabhängig vom KRAS-Status inhibiert. Zudem kann
die stärkere Wirkung der HAI von Cetuximab durch eine höhere intratumorale Me-
dikamentenkonzentration erklärt werden. In der Literatur lassen sich keine Daten
zur Leberextraktionsrate von Cetuximab, die für die HAI-Wirkung entscheidend ist,
finden. Medikamente mit hohen Leberextraktionsraten sind für die HAI besonders
geeignet. Für eine sichere und erfolgreiche Anwendung der HAI mit Cetuximab in
der Therapie von kolorektalen Lebermetastasen ist eine Bestimmung dieser Leber-
extraktionsrate in pharmakokinetischen Studien sinnvoll.

Die HAI von Oxaliplatin war in der vorliegenden Studie mit einer signifikanten
Verminderung der Angiogenese im Vergleich zur systemischen Applikation assoziiert.
Zusätzlich zeigte sich eine Verminderung des Tumorvolumens und eine tendenziel-
le Erhöhung der Apoptoserate im Vergleich zur systemischen Infusion. Studien an
Kaninchen zeigten, dass eine HAI von Oxaliplatin mit einer 4,3fach höheren Medi-
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kamentenkonzentration im Tumor im Vergleich zum Leberparenchym verbunden ist
[Dzodic et al. 2004]. In humanen pharmakokinetischen Studien wurde ein Leberex-
traktionsquotient bei HAI von Oxaliplatin von 0,47 bestimmt. Dies bedeutet, dass
nur rund 50% des aktiven Metabolits den systemischen Kreislauf erreicht [Guthoff
et al. 2003]. Dieses vorteilhafte pharmakologische Profil erklärt den besseren antitu-
morösen Effekt der HAI von Oxaliplatin gegenüber der systemischen Applikation.

Vergleichbar mit der Arbeit von Gramont et al. zeigte sich auch in der vorlie-
genden Arbeit eine Oxaliplatin-induzierte Leukozytopenie [Gramont et al. 2000].
Zudem konnte ein signifikant stärkerer Abfall der Leukozytenzahl bei systemischer
Verabreichung gezeigt werden, welcher sich durch einen höheren Oxaliplatinspiegel
im systemischen Kreislauf und somit höherer Toxizität im Vergleich zur HAI er-
klären lässt. Entsprechend fanden sich in der systemischen Oxaliplatingruppe eine
signifikant geringere Leukozyteninfiltration im extravasalen Portalfeld.

Die systemische Infusion von Oxaliplatin zeigte eine weniger ausgeprägte Wir-
kung. Es ist weitgehend bekannt, dass Oxaliplatin als Monopräparat in vivo eine
herabgesetzte antitumoröse Aktivität besitzt. Dies war auch das Ergebenis der vor-
liegenden Studie und stimmt somit mit anderen klinischen Untersuchungen überein,
die nur einen geringen antitumorösen Effekt von Oxaliplatin nachwiesen [Culy et
al. 2000; Raymond et al. 1997]. Aus diesem Grund wird Oxaliplatin in klinischen
Studien mit anderen antitumorösen Substanzen, wie 5-Fluorouracil, Leukovorin, Be-
vacizumab und Cetuximab, kombiniert [Omura 2008].

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals ein additiver Effekt einer HAI von
Cetuximab bezüglich der antitumorösen Wirkung von Oxaliplatin gezeigt werden.
Die HAI der Kombination von Cetuximab und Oxaliplatin führte verglichen mit
einer venösen Gabe zu einer signifikanten Reduktion der Tumorgröße sowie zu ei-
ner signifikanten Erhöhung der Apoptoserate. Zudem wurde die Angiogenese durch
die HAI der Kombination von Cetuximab und Oxaliplatin am stärksten inhibiert.
Balin-Gauthier et al. testeten den Effekt von Cetuximab und Oxaliplatin in vitro
und in vivo an vier kolorektalen Karzinom-Zelllinien. In zwei Zelllinien konnten sie
einen synergistischen Effekt nachweisen [Balin-Gauthier et al. 2006]. Ein Jahr später
zeigten Prewett et al. an einem subkutanen Xenograft-Modell in Mäusen, dass die
Kombination von Cetuximab und Oxaliplatin in Oxaliplatin-resistenten Zelllinien
eine Wirkung besitzt [Prewett et al. 2007]. Der Mechanismus des synergistischen
Effektes ist noch nicht geklärt. Platin-Derivate können zu einer erhöhten EGFR
Phosphorylierung und Aktivierung führen und Cetuximab könnte diesen Effekt ab-
schwächen [Benhar et al. 2002]. Zusätzlich werden auch DNA-Reparatursysteme, wie
das Nukleotid Exzisions Reparatursystem (NER), welches eine Schlüsselrolle in der
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Oxaliplatin-Wirkung spielt, diskutiert. Cetuximab reduziert in vitro die Expression
von ERCC1 (Excision Repair Cross-Complementation Group 1) und XPF (Xeroder-
ma Pigmentosum Group F), welche wichtige Komponenten des NER sind und an
der Exzision von Platin-DNA-Adddukten beteiligt sind. Eine Interaktion zwischen
dem NER-System und den EGFR-vermittelten Signalwegen führt zur Reduktion
der DNA-Reparaturkapazität und könnte somit die Sensivität von einigen Zellinien
gegenüber Oxaliplatin erhöhen [Balin-Gauthier et al. 2006; Prewett et al. 2007]. Der
additive Effekt von Cetuximab auf die Wirkung von Oxaliplatin lässt sich also auch
auf die hepato-arterielle Applikation übertragen.

Der intravenöse Einsatz von Cetuximab und Oxaliplatin konnte in der vorlie-
genden Studie das Tumorwachstum nicht hemmen. Diese Tatsache lässt sich erneut
durch die KRAS-Mutation der CC531-Zellen erklären. Entsprechend den Ergeb-
nissen der vorliegenden Studie bestätigten klinische Studien den Synergismus bei
intravenöser Gabe nur in KRAS-Wildtyp Tumoren. In der OPUS Studie wurden Pa-
tienten mit einem 5-FU/Oxaliplatin (FOLFOX4)- Regime mit oder ohne Cetuximab
behandelt. Die Cetuximab-Kombination ergab signifikant höhere Ansprechraten bei
Patienten mit KRAS-Wildtyp Tumoren [Bokemeyer et al. 2009]. Die Studie zeigte
nochmals die fehlende Wirkung von Cetuximab in KRAS-mutierten Tumoren. Umso
bemerkenswerter ist die Tatsache, dass in der vorliegenden Arbeit die HAI der Kom-
bination von Cetuximab und Oxaliplatin das Tumorwachstum des KRAS-mutierten
CC531-Tumors inhibierte.

Bezüglich der Proliferation wies nur die HAI-Sham-Gruppe eine signifikant er-
niedrigte Proliferation im Vergleich zur systemischen Sham-Gruppe auf. Die HAI
von Cetuximab zeigte eine tendenzielle Reduktion der Proliferation im Vergleich
zur systemischen Applikation. Die restlichen Gruppen hatten vergleichbare Prolife-
rationsindices, obwohl insbesondere die HAI der Kombination von Cetuximab und
Oxaliplatin zu einer Volumenreduktion, einer hohen Apoptoserate und einer stark
verminderten Angiogenese führte und somit das Tumorwachstum inhibierte. Zu dis-
kutieren wäre eine mögliche überschießende Proliferation der noch vitalen Tumor-
zellen, bei einem Großteil von avitalen Zellen im Zellverband.

Insgesamt zeigte sich bei der HAI ein geringerer Abfall des Hämoglobins. Nach
der Injektion der Chemotherapeutika in die V. cava inferior bildeten sich zum Teil
retroperitoneale Hämatome aus, die mit Blutverlusten einhergehen konnten und
auf diese Weise Veränderungen des Blutbildes hervorriefen. Die Präparation der A.
gastroduodenalis war dagegen ohne Blutverluste möglich.

Die hepato-arterielle Infusion führte zu einem insgesamt höheren Anstieg von
γGT, GLDH, LDH und den Transaminasen. Dies lässt sich einerseits durch die
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anatomische Nähe der A. gastroduodenalis zum Gallengang erklären, der während
der Präparation geschont wurde, jedoch manipuliert werden musste. Andererseits
versorgt die A. hepatica die Biliargefäße [Burkel 1970], sodass durch eine direkte
Applikation eines Chemotherapeutikums die Gallenwege vermehrt geschädigt wer-
den können. In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich eine signifikate Erhöhung
von γGT bei HAI-Sham behandelten Tieren im Vergleich zur systemischen Sham-
Gruppe. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass nicht nur das applizierte Medikament
zur Schädigung der Gallengänge beiträgt, sondern auch die Präparation und die bei
der Infusion entstehenden Scherkräfte. Insgesamt zeigte die HAI von Cetuximab
und Oxaliplatin sowie Oxaliplatin höhere Leberwertanstiege. Die HAI von Cetu-
ximab und Oxaliplatin war zudem mit einem signifikanten Anstieg der GLDH im
Vergleich zur systemischen Infusion verbunden. Die GLDH ist ein mitochondriales
Enzym und ein Indikator für schwere Zellschäden. Demzufolge kann der HAI von
Oxaliplatin und der Kombination von Oxaliplatin und Cetuximab eine Hepatoto-
xizität zugesprochen werden. Eine Erhöhung der Transaminasen als Zeichen einer
beginnenden Leberschädigung ist nicht unüblich nach einer HAI und wurde auch in
Studien an Patienten beobachtet [Power et al. 2008]. Eine kontinuierliche Reizung
der Gallengänge kann zu einer Gallengangsstenose und infolgedessen zu einer sklero-
sierenden Cholangitis führen. Dexamethason reduziert die biliäre Toxizität und wird
deshalb im klinischen Studien hinzugefügt [Scaife et al. 2003]. Klinische Studien mit
HAI von Oxaliplatin wiesen bei Zugabe von Dexamethason keine signifikante Schä-
digung des Leberparenchyms und des Gallensystems nach [Fiorentini et al. 2004;
Kern et al. 2001].

Die HAI von NaCl zeigte eine signifikant stärkere Grobscholligkeit und eine nicht
signifikant stärkere Vakuolisierung als die systemische Infusion von NaCl. Diese Er-
gebnisse sprechen für eine Beeinflussung dieser zwei Parameter durch die Applika-
tionsart, d.h. die HAI erlangt ihren Effekt unter anderem auch durch die bei der
Infusion entstehenden Scherkräfte, die widerum die Fließgeschwindigkeit in der A.
hepatica verändern und so einen Einfluss auf die Lebermorphologie nehmen können.
Insgesamt zeigten sich in der Zellschädigung jedoch keine signifikanten Unterschie-
de zwischen den beiden Applikationsarten. Bezüglich des Körpergewichtes konnten
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsformen
festgestellt werden, sodass von vergleichbarer Sicherheit und Verträglichkeit beider
Methoden ausgegangen werden kann.
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7.2.2 Hepato-arterielle Infusion und systemische Applikation

von Cetuximab und Irinotecan

Die HAI der Kombination von Cetuximab und Irinotecan führte in der vorliegen-
den Untersuchung zu einer signifikanten Abnahme der Tumorgröße im Vergleich zur
systemischen Infusion dieser Kombination. Die Kombination via HAI erreichte zu-
dem ein geringeres Volumen als die HAI von Irinotecan alleine. Dabei zeigte die
systemische Infusion von Cetuximab und Irinotecan fast eine Verdopplung des Vo-
lumens und somit eine signifikante Größenzunahme im Vergleich zur systemischen
Kontrollgruppe. Zusätzlich war die HAI von Irinotecan sowie der Kombination von
Irinotecan und Cetuximab mit einer erhöhten Apoptoserate im Vergleich zur syste-
mischen Gabe dieser Medikamente verbunden, die jedoch nicht signifikant war. Die
HAI der Kombination erreichte dabei gering höhere Apoptose-Werte.

Hier zeigt sich einerseits eine Verstärkung der antitumorösen Wirkung von Iri-
notecan durch Cetuximab und andererseits ein Vorzug der HAI gegenüber der sys-
temischen Therapie.

Auch andere Studien konnten einen Vorteil einer Kombinationstherapie von Ce-
tuximab und Irinotecan gegenüber Irinotecan zeigen [Cunningham et al. 2004; Kim
et al. 2006; Prewett et al. 2002]. Es wurden einige Hypothesen für die synergis-
tische Wirkung von Cetuximab und Irinotecan aufgestellt. Irinotecan steigert die
Phosphorylierung des EGFR, was zu einer erhöhten Proliferation und Angiogenese
der Tumorzelle führt [Koizumi et al. 2004]. Koizumi et al. konnten mit dem Tyro-
sinkinaseinhibitor Gefinitib diese gesteigerte Phosphorylierung in humanen kolorek-
talen Zelllinien aufheben. Diese Eigenschaft lässt sich auch auf Cetuximab übertra-
gen. Zudem ist es möglich, dass die Blockade des EGFR zelluläre Veränderungen
hervorruft, die das DNA-Reparatursystem beeinträchtigen und dadurch die apopto-
tischen Effekte von Irinotecan verstärken [Kim et al. 2006]. Genotoxische Schäden
verursachen einen S-Zellzyklusarrest oder Apoptose. Beide werden durch das EGFR-
Signalnetzwerk reguliert. Deshalb wird die Unterbrechung der EGFR-vermittelten
Überlebenssignale als einer der Hauptmechanismen in der synergistischen Wirkung
von Cetuximab und zytotoxischen Agenzien, wie Irinotecan, angesehen [Mendelsohn
2000].

Prewett et al. zeigten in einer tierexperimentellen Studie an zwei verschiedenen
Modellen des kolorektalen Karzinoms eine signifikante Steigerung der Apoptosera-
te, Reduktion der Zellproliferation sowie der Angiogenese für die Kombination von
Cetuximab und Irinotecan im Vergleich zu Irinotecan [Prewett et al. 2002]. Auch
in der vorliegenden Arbeit konnte in beiden Behandlungsarten (HAI und SYS) ein
tendenzieller additiver Effekt beobachtet werden, vor allem in der Steigerung der
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Apoptose und der Hemmung der Angiogenese. Bezüglich der Proliferation stehen
die Ergebnisse dieser Studie mit den Ergebnissen von Prewett et al. in Widerspruch.
Es wurde keine Beeinflussung der Proliferation durch die verschiedenen Medikamente
verzeichnet. Der Grund hierfür könnte sowohl in den unterschiedlichen Applikations-
arten (i.v. oder HAI vs. i.p.), als auch in verschiedenen Infusionsmodellen (einmalige
gleichzeitige Bolusgabe vs. 16 Zyklen Cetuximab und 7 Zyklen Irinotecan) sowie den
unterschiedlichen Dosierungen der Medikamente liegen. Alle diese Punkte verändern
die Pharmakodynamik und -kinetik und somit auch die antitumoröse Wirkung der
applizierten Medikamente.

Zusätzlich konnte in der vorliegenden Studie eine stärkere Reduktion der Tumor-
größe nach der HAI von Cetuximab und Irinotecan im Vergleich zur systemischen
Applikation gezeigt werden. Die signifikante Reduktion der Tumorgröße resultierte
aus der erhöhten Apoptoserate, jedoch ohne Signifikanz zur systemischen Gabe, und
einer verringerten Angiogenese. Vergleichbare Studien zur HAI von Cetuximab und
Irinotecan lassen sich in der aktuellen Literatur nicht finden. Van Riel et al. vergli-
chen jedoch 2004 die HAI von Irinotecan mit einer systemischen Infusion desselben
Medikamentes. Sie konnten keinen Vorteil einer HAI von Irinotecan gegenüber der
systemischen Infusion zeigen [Riel et al. 2004]. De Jong et al. kamen im gleichen
Jahr zu ähnlichen Ergebnissen [De Jong et al. 2004]. Zwei Jahre zuvor wiesen van
Riel et al. eine erhöhte Metabolisierung von Irinotecan mit erhöhten systemischen
Konzentrationen des Metaboliten SN-38 während einer HAI gegenüber der systemi-
schen Infusion nach, sie war jedoch nicht mit einer erhöhten systemischen Toxizität
verbunden [Riel et al. 2002]. Eine Erklärung dafür könnte der hohe Gehalt an Car-
boxylesterase (CE) in der Leber sein, die Irinotecan zu SN-38 metabolisiert. Die
gleichartige Wirkung von Irinotecan via HAI gegenüber der systemischen Infusion
wurde in der vorliegenden Studie ebenfalls beobachtet. Die systemischen Nebenwir-
kungen (als Parameter galt das Körpergewicht), die Tumorgröße und die Hemmung
der Angiogenese waren miteinander vergleichbar. Diskutiert werden aufgrund erhöh-
ter Metabolisierung von Irinotecan zu SN-38 eine erhöhte systemische Verteilung
und ein fehlender Einschluss des Medikamentes in die Lebermetastasen [Riel et al.
2004]. In der vorliegenden Untersuchung resultierte aus der Zugabe von Cetuximab
zur HAI von Irinotecan eine signifikante Reduktion der Tumorgröße im Vergleich
zur systemischen Infusion dieser Kombination. Dies bedeutet, dass die Kombination
via HAI, im Gegensatz zur alleinigen Gabe von Irinotecan via HAI, einen Vorteil
gegenüber der systemischen Applikation zeigte. Möglicherweise beeinflusst Cetuxi-
mab die Metabolisierung von Irinotecan, z.B. durch Blockade der CE, wenn beides
hapato-arteriell verabreicht wird, sodass sich Irinotecan im Tumor anreichern kann.
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Die Verdopplung des Tumorvolumens nach der systemischen Infusion von Cetu-
ximab und Irinotecan kann erneut durch das Vorhandensein der KRAS-Mutation der
CC531-Zellen und die fehlende Wirkung von Cetuximab i.v. bei KRAS-Mutationen
diskutiert werden. Trotz KRAS-Mutation zeigte sich bei der Applikation der Kom-
bination von Irinotecan und Cetuximab, wie schon bei der Kombination von Oxali-
platin und Cetuximab, ein antitumoröser Effekt.

Die HAI von Irinotecan führte in der Studie zu einem signifikanten Anstieg der
Leukozytenzahl zwischen dem 10. und 13. Tag im Vergleich zur HAI-Sham-Gruppe.
Der Anstieg war jedoch mit dem der systemischen Infusion von Irinotecan vergleich-
bar. Dieser Aspekt spricht erneut für eine höhere systemische Irinotecan und SN-38
Konzentration während einer HAI, woraus ein der systemischen Infusion ähnlich
starker Anstieg der Leukozyten resultiert. Die Gabe von Irinotecan führte sowohl
in der HAI als auch in der systemischen Gruppe zum höchsten Leukozytenanstieg
verglichen mit der Kombination von Irinotecan und Cetuximab sowie Cetuximab
alleine. Diese Resultate stehen auf den ersten Blick in Widerspruch zu anderen
Ergebnissen. Denn zur häufigsten und dosislimitierenden Nebenwirkung von Irino-
tecan gehört die durch eine Myelosuppression verursachte Neutropenie [Innocenti
et al. 2009]. Da in der vorliegenden Studie aber weder eine Anämie noch eine Trom-
bozytopenie festgestellt wurde, kann nicht von einer Myelosuppression durch eine
eimalige Bolusgabe von Irinotecan ausgegangen werden. Irinotecan ruft also in nicht
myelotoxischen Dosen eine erhöhte Immunantwort im Sinne einer Leukozytose her-
vor.

Die Zellschädigung betreffend zeigte die HAI der Kombination von Irinotecan
und Cetuximab eine signifikant geringere Grobscholligkeit und Vakuolisierung im
Vergleich zur systemischen Infusion. Die systemische Infusion der Kombination wies
zudem eine signifikant stärkere Grobscholligkeit und Vakuolisierung im Vergleich
zur Kontrollgruppe auf. Diese Ergebnisse sprechen für eine geringe hepatozelluläre
Toxizität einer HAI von Cetuximab und Irinotecan gegenüber der systemischen In-
fusion. Dies kann durch die Schonung des peritumoralen Lebergewebes aufgrund der
arteriellen Versorgung hepatischer Metastasen während einer HAI erklärt werden.

Die Leberenzyme zeigten einen tendenziellen Anstieg nach einer HAI. Die HAI
von Irinotecan bewirkte eine signifikante Erhöhung der ALT im Vergleich zur sys-
temischen Gabe von Irinotecan. Die Gründe für einen Anstieg der Leberwerte nach
einer HAI wurden bereits im vorherigen Kapitel erörtert, weshalb auf eine wieder-
holte Darstellung verzichtet wird.

Die schwache Wirkung von Irinotecan in dieser Studie lässt sich durch die Ap-
plikationsart erklären. Irinotecan ist hauptsächlich ein S-Phasen spezifisches Medi-
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kament und seine Wirkung hängt eher von der Expositionszeit und weniger von der
maximal erreichten Konzentration ab. In der vorliegenden Studie wurden die Tiere
mit einer einmaligen Bolusgabe von 90mg/m2 Irinotecan behandelt. Präklinische
Studien konnten eine erhöhte Aktivität von Irinotecan während einer prolongierten
Infusion nachweisen und bestätigen somit die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
[Houghton et al. 1995; Kawato et al. 1991; Vassal et al. 1996]. Definitive Empfeh-
lungen zur Verabreichung von Irinotecan können jedoch nicht gegeben werden, da
Studien, die die Bolusgabe i.v. mit einer kontinuierlichen i.v. Infusion vergleichen,
fehlen [Riel et al. 2004].

Das Übertragen der Ergebnisse dieser tierexperimentellen Studie auf den Men-
schen sollte vorsichtig erfolgen. In Mäusen wurde eine höhere Cholinesterase-Aktivi-
tät gefunden, die zu einer erhöhten Metabolisierung von Irinotecan zu SN-38 führt
und somit in einer erhöhten Bioverfügbarkeit von SN-38 resultiert [Jonsson et al.
2000]. Ähnliches könnte auch für WAG/Rij Ratten gelten. Geht man davon aus,
dass in soliden Tumoren, wie dem kolorektalen Karzinom, Irinotecan die wirksame-
re Substanz ist [Jonsson et al. 2000], könnte Irinotecan sowie die Kombination von
Irinotecan und Cetuximab in klinischen Studien an Patienten bessere Ergebnisse
erzielen.

7.3 Schlussfolgerung

Die antitumoröse Wirkung von Cetuximab, Irinotecan und Oxaliplatin wurde bereits
in vielen Studien bestätigt und alle drei Agenzien werden intravenös in der Therapie
des metastasierten kolorektalen Karzinoms eingesetzt. Die vorliegende Studie wurde
als eine „Proof of Principle“ Studie konzipiert, bei der nach einer einmaligen kurzen
Infusion der drei Medikamente untersucht wurde, ob die hepato-arterielle Infusion
der systemischen Infusion dieser Medikamente überlegen ist und das Tumorwachs-
tum des CC531 Tumors stärker hemmen kann. Wie bei allen tierexperimentellen
Studien ist die Übertragbarkeit auf den Menschen jedoch begrenzt.

Zusammenfassend haben sowohl die arterielle als auch die venöse Gabe von Cetu-
ximab, Oxaliplatin und Irinotecan eine antitumoröse Wirkung gezeigt. Der Vergleich
beider Applikationsformen zeigte jedoch einen klaren Vorteil der HAI von Cetuxi-
mab und der Kombination von Cetuximab und Oxaliplatin. Die Wirkung dieser
Kombination via HAI beruht vor allem auf der Steigerung der Apoptoserate sowie
der Inhibition der Angiogenese. Daraus resultiert eine Reduktion der Tumorgröße.
Die HAI von Irinotecan zeigte keinen, die HAI der Kombination von Cetuximab und
Irinotecan einen geringen Vorzug. Wie erwartet kam es bei der hepato-arteriellen In-
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fusion aufgrund der arteriellen Versorgung des peribiliären Plexus zur Erhöhung der
Leberwerte, die in der Praxis beim Menschen jedoch beherrschbar ist. Sowohl die
hepato-arterielle Infusion als auch die systemische Infusion mit Cetuximab, Oxali-
platin und Irinotecan sind sicher und mit nur geringen Nebenwirkungen auszuführen,
wobei die systemische Infusion die einfachere Methode darstellt.

Die Zukunft der hepato-arteriellen Infusion liegt am ehesten in der Kombina-
tion mit einer systemischen Therapie. Da in der vorliegenden Untersuchung Cetu-
ximab sowie die Kombination von Cetuximab und Oxaliplatin via HAI eindeutig
das Tumorwachstum inhibieren konnten, sollten diese zwei Ansätze in der Therapie
hepatischer Metastasen des kolorektalen Karzinoms erprobt werden. Eine Kombi-
nation von systemischer und arterieller Therapie würde sowohl hohe intratumorale
Konzentrationen in hepatischen Metastasen ermöglichen, als auch extrahepatische
Metastasen erfassen.
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Abkürzungsverzeichnis

1,2-DACH Diaminocyclohexan

5-FU Fluorouracil

◦C Grad Celsius

cm Zentimeter

g Gramm

ml Milliliter

A. Arteria

Ca2+ Calcium

CAE AS-D Chloracetatesterase

CE Carboxylestarase

CO2 Kohlenstoffdioxid

CYP3A4 Cytochrome P450

DNA Desoxyribonukleinsäure

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor (Epidermal Growth Factor)

EGFR Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (Epidermal Growth
Factor Receptor)

ErbB Erythroblastosis Homologue B

ERCC1 Excision Repair Cross-Complementation Group 1

FAP Familiäre adematöse Polyposis
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FCS Foetal Calf Serum

FOLFIRI Folinsäure/Fluouracil/Irinotecan

FOLFOX Folinsäure/Fluouracil/Oxaliplatin

FUDR Floxuridin

HAI Hepato-arterielle Infusion

HAMA Human Anti-Mouse Antibodies

Hb Hämoglobin

HE Hämatoxylin-Eosin

HER Human Epidermal Growth Factor Receptor

HNPCC Hereditäres nicht-polypöses kolorektales Karzinom

HPF High Power Field

HWZ Halbwertszeit

i.p. intraperitoneal

i.v. intravenös

IFL Irinotecan/Bolus 5-FU/LV

Ig Immunglobulin

KRAS Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene

LV Leucovorin

MapK Mitogenaktivierte Proteinkinase

MeK MAP-Kinase-ERK-Kinase

MMR DNA-Mismatch-Reparatur

mTor Mammalian Target of Rapamycin

MW Mittelwert

NaCl Natriumchlorid
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NER Nukleotid Exzisions Reparatursystem

PBS Phosphate Buffered Solution

PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen

PECAM-1 Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule 1

PI3-K Phosphatidylinositol-3’-Kinase

PLCγ Phospholipase Cγ

RAF Roof Abundant Factor

Ras Rat Sarcoma

SCCHN Squamous Cell Carcinoma of the Head and Neck

SD Standardabweichung

SEM Standard Error of the Mean

SN-38 7-Ethyl-10-Hydroxy-Camptothecin

STAT Signal Transducers and Activators of Transkription

TGF Transformierender Wachstumsfaktor (Transforming Growth
Factor)

U/min Umdrehungen pro Minute

V. Vena

VEGF Vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (Vascular Endo-
thelial Growth Factor)

XPF Xeroderma Pigmentosum Group F

XRCC X-Ray Repair Cross-Complementing Protein 1
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