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Abstrakt

Vergleichender  Zytotoxizitätsnachweis  der  Immunsuppressiva  Sirolimus  und

Mycophenolatmofetil auf die humanen hepatozellulären Karzinom-Zelllinien HEP3B und

SKHEP1 in vitro.

Einleitung

Das hepatozelluläre Karzinom (HCC) ist eines der häufigsten Malignome weltweit und

mit einer geringen Heilungsrate verbunden. Bezüglich  Rezidivfreiheit und Überlebens-

wahrscheinlichkeit  präsentieren  sich  aktuell  bei  der  Lebertransplantation  die  besten

Ergebnisse. Posttransplantär ist eine lebenslange Immunsuppression mit Calcineurin-

inhibitoren  (CNI)  und/oder  Antimetaboliten  wie  Sirolimus  und  Mycophenolatmofetil

(MMF)  notwendig.  Für  letztere  ist  bei  verschiedenen  Malignomentitäten  ein  anti-

proliferativer Effekt bekannt.

Methodik

Ziel dieser Arbeit war die Testung der mono- und dualtherapeutischen Proliferations-

hemmung von Sirolimus und MMF auf die HCC-Zelllinien SKHEP1 und HEP3B. Nach-

gewiesen wurde  die  Reduktion  der  Zellviabilität  in  vitro durch  den  XTT -

Proliferationstest.

Ergebnisse

Die ausgeprägteste Hemmung erreichte Sirolimus bei SKHEP1 mit einer Zellviabilität

von 9,7 % (p = 0,004). Die Zelllinie HEP3B wurde durch die duale Anwendung maximal

gehemmt  auf  26,4 % (p  =  0,004).  Eine  Dosisreduktion  war  jeweils  durch  die  duale

Anwendung möglich.

Schlussfolgerung

Es zeigte sich eine inhibierende Wirkung von Sirolimus und MMF auf die HCC-Zellen

SKHEP1  und  HEP3B.  Somit  ist  klinisch  eine  antitumorale  Wirkung  denkbar.

Indikationen  wären  der  Einsatz  zur  Rezidivprophylaxe,  zur  Reduktion  des  Zweit-

karzinomrisikos,  zur  Verhinderung  von  de  novo-Malignomen  sowie  die  palliative

Therapie.
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Abstract

Comparative verification of cytotoxicity of the immunosuppressive agents sirolimus and

mycophenolate mofetil on the human hepatocellular carcinoma cell lines HEP3B and

SKHEP1 in vitro.

Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common malignancies worldwide

and is associated with a low cure rate. Currently liver transplantation represents the

best results concerning the recurrence rate and the post operative survival. A lifelong

immunosuppression is required with calcineurin inhibitors (CRI) and/or antimetabolites

such  as  sirolimus  and  mycophenolate  mofetil  (MMF).  For  sirolimus  and  MMF  an

antiproliferative effect is proven with various tumor celllines.

Methodology

The  aim  of  this  study  was  to  detect  the  mono  and  dual  therapeutic  inhibition  of

proliferation by sirolimus and MMF on the HCC cell lines HEP3B and SKHEP1. The

effect of these drugs on the cell lines was tested in vitro by the XTT proliferation assay.

Results

The strongest inhibition of proliferation was achieved by sirolimus on SKHEP1 with a

cell viability of 9,7 % (p = 0,004). The viability of the HEP3B-cell line was reduced to

26,4 % (p = 0,004) with a dual application of the drugs. A dose reduction was possible

with dual application. 

Conclusion

The results presented an inhibitory effect of sirolimus and/or MMF on the HCC-cell  lines

SKHEP1 and HEP3B. Due to the combined use of sirolimus and MMF an additional

anti-tumor effect  is  conceivable in  clinical  settings.  This  would expand the range of

indications:  to  prevent  recurrence,  to  reduce  the  risk  for  second  cancer,  for  the

prevention of de novo malignancies and as therapeutic agents for palliative aspects.
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1. Einleitung

1.1 Vorbemerkung

Maligne  Erkrankungen  sind  nach  den  Herz-Kreislauferkrankungen  die  häufigste

Todesursache der deutschen Bevölkerung. Starben im Jahr 2012 insgesamt  349 217

Menschen  durch  kardiovaskuläre  Krankheiten,  so  folgten  die  malignomassoziierten

Todesfälle im gleichen Jahr mit 221 611 Todesfällen (Statistisches Bundesamt 2014).

Unter den Krebssterbefällen 2010 sind Lebermalignome in Deutschland bei Männern an

6. Stelle zu finden mit einem Anteil von 4,1 % aller Malignome. Bei Frauen befinden sie

sich  an 10.  Stelle  mit  knapp 2,5 % (RKI  und  GEKID 2013).  Global  betrachtet  sind

Lebermalignome mit einer jährlichen Inzidenz von  749 744 Fällen an fünfter Position

unter den Krebserkrankungen vertreten (Ferlay et al. 2010). Unter den primären Leber-

malignomen  stellt  das  HCC  mit  einem  Anteil  zwischen  80 - 90 % die  zahlenmäßig

größte  Entität  dar.  In  80 - 90 %  der  Fälle  liegt  dem  HCC  eine  vorbestehende

Leberzirrhose zugrunde.

Die  Risikofaktoren  hierfür  sind  mannigfaltig,  regional  verschieden  und  spiegeln  die

geographische Prävalenz der Erkrankung wider.  Stellen in den Subsahara-Regionen

sowie in Ostasien die Infektionen mit Hepatitis-B und -C sowie die Aflatoxinexposition

die Hauptgründe für die Erkrankung dar, so ist die äthyltoxische Leberzirrhose in den

westlichen Ländern  der  maßgebliche Risikofaktor.  Der  Verlauf  der  Leberzirrhose ist

langsam und oft  lange Zeit  frei  von klinischen Symptomen. Der zirrhotische Umbau

gesunden Lebergewebes läuft unerkannt ab und wird oft erst im Spätstadium über die

Kompensationsmechanismen und deren klinischer Symptomatiken erkannt, sodass ein

notwendiges Karzinom-Screening in der Regel spät initiiert wird. Folglich werden HCC-

Diagnosen  üblicherweise  im  Spätstadium  der  Erkrankung  gestellt,  mit  dement-

sprechend  schlechter  Prognose  für  den  Patienten.  Von  den  erstdiagnostizierten

Patienten  sind  unter  20 %  einer  kurativen  Therapie  zugänglich  (Borie  et  al.  2008;

Livraghi  et  al.  2011).  Patienten  im  fortgeschrittenem  Stadium  (Gefäßeinbruch,

extrahepatische Metastasierung)  haben eine 1-Jahres-Überlebensrate von ca.  50 %.

Etwa 60 % der  HCC-Patienten weisen bei  Diagnosestellung bereits  Metastasen auf

(Bruns et al. 2010). Die kurativen Therapiemaßnahmen beschränken sich gegenwärtig

auf  die  operative  Therapie,  wobei  die  Radiofrequenzablation  als  lokal  ablative

Maßnahme  zur  Diskussion  steht.  Der  Umfang  der  Leberteilresektion  ist  von  dem
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funktionellen  Restvolumen der  verbleibenden Leber  abhängig  und  ist  bei  gesunden

Personen bis auf 25 % Restlebervolumen möglich (Clavien et al. 2007). Da jedoch die

Leberzirrhose in der Frühgeschichte der Erkrankung einen großen Stellenwert hat, ist

dieses funktionelle  Volumen oft  eingeschränkt  und kann den notwendigen kurativen

Resektionsumfang  verhindern.  Für  diese  Patienten  stellt  eine  Lebertransplantation

(LTX) eine kurative Therapiealternative dar. Posttransplantär benötigen diese Patienten

eine lebenslange Immunsuppression, um eine Abstoßung des Organs zu verhindern.

Problematisch  kann  die  klassische  Immunsuppression  mit  CNI  aufgrund  der

medikamenteneigenen Nephrotoxizität werden, da nach LTX bereits per se ein erhöhtes

Risiko  für  akutes  Nierenversagen  besteht  (Lima  et  al.  2003).  Unter  den

immunsuppressiven  Medikamenten  stellen  die  Antimetabolite  Sirolimus  und  MMF

aufgrund  ihrer  fehlenden  Nephrotoxizität  eine  Alternative  dar.  Neben  der

immunsuppressiven konnte auch eine zytotoxische Wirkung für Sirolimus auf die HCC-

Zelllinie  H4IIEC und für  MMF in  Kombination  mit  Doxorubicin  auf  die  HCC-Zelllinie

HEPG2 nachgewiesen werden (Ribatti et al. 2007; Chu et al. 2010). Deshalb stellte sich

die Frage,  ob diese beiden Medikamente eine monotherapeutische Wirkung auf  die

HCC-Zelllinien  SKHEP1  und  HEP3B  besitzen  und  ob  zusätzlich  in  der  dualen

Anwendung  ein  synergistischer  antiproliferativer  Effekt  nachweisbar  und  dadurch

eventuell eine Reduktion der jeweiligen Konzentration möglich ist. Diese antitumorale

Wirkung  könnte  neben  der  immunsuppressiven  einen  positiven  Einfluss  auf  die

Rezidivbildung des Patienten haben. Auch ist eine Reduktion der Anzahl der de novo-

Malignome denkbar, die für einen Großteil der Todesfälle nach LTX verantwortlich sind.

Weiterhin wäre eine Tumortherapie unter palliativen Aspekten möglich, wodurch sich

das Spektrum der Therapiemöglichkeiten nochmals erweitern würde (s. a.  Kapitel  5:

Diskussion).

1.2. Hepatozelluläres Karzinom

Unter den primären Lebermalignomen gibt es in abnehmender Häufigkeit das von den

Hepatozyten ausgehende hepatozelluläre Karzinom (80 - 90 %), das von den Gallen-

gangsepithelzellen  ausgehende  intrahepatische  Gallengangskarzinom  (cholangio-

zelluläres  Karzinom  [CCC];  10 - 15 %),  das  Hepatoblastom,  biliäre  Zystadeno-

karzinome und Hämangiosarkome (< 1 - 5 %). Sekundäre Lebermalignome sind über-

wiegend Lebermetastasen von Malignomen anderer Entitäten. 
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1.2.1 Epidemiologie

Malignome der Leber stehen bei der weltweiten Inzidenz von Tumorerkrankungen mit

749 744  Fällen  an  fünfter  Position.  Unter  den  Geschlechtern  ist  eine  deutliche

Mehrbelastung  bei  den  Männern  zu  finden:  523 432  Fälle  bei  Männern  gegenüber

226 312 weiblichen Neuerkrankten im Jahr 2008. Die globale Verteilung des HCC ist

ebenfalls ungleichmäßig. Über 80 % der Fälle sind in Subsahara-Afrika und Ost-Asien

zu finden. Allein in China sind 54 % der weltweiten Fälle lokalisiert (Ferlay et al. 2010).

Vergleicht  man  die  altersstandardisierte  Inzidenzrate  der  Hochrisiko-  mit  den

Niedrigrisikoländern zeigen sich nach Parkin folgende Werte; siehe Tab. 1:

Land Männer Frauen

Süd-Korea 48,8/100 000 11,6/100 000

Gambia 39,6/100 000 14,6/100 000

China 35,2/100 000 13,3/100 000

Senegal 28,4/100 000 12,2/100 000

Italien 13,5/100 000   4,6/100 000

Spanien   7,5/100 000   2,4/100 000

Australien   3,6/100 000   1,0/100 000

England   2,2/100 000   1,1/100 000

           Tabelle 1: Altersstandardisierte Inzidenzrate der HCC-

  Erkrankungen (nach Parkin 2002)

Die Ethnie kann bei der HCC-Erkrankung in einzelnen Regionen Unterschiede in der

Inzidenz  präsentieren.  So  zeigte  sich  im Zeitraum 1993  bis  1997  in  Singapur  eine

Inzidenz bei chinesischen männlichen Bewohnern von 21,21/100 000 im Vergleich zu

den regionalen indischen männlichen Bewohnern mit 7,86/100 000.

Bei  der  Betrachtung  der  Geschlechterverhältnisse  zeigt  sich  eine  deutlich  höhere

Belastung des männlichen Geschlechts. Das Verhältnis von Mann zu Frau beläuft sich

in der Regel zwischen 2:1 bis 4:1. Man erklärt sich diese Tatsache zum einen damit,

dass  Männer  Risikofaktoren  stärker  ausgesetzt  sind:  Sie  rauchen  mehr  Zigaretten,

nehmen mehr  Alkohol  zu  sich  und stecken sich  häufiger  mit  dem Hepatitis-B-Virus

(HBV) und dem Hepatitis-C-Virus (HCV) an (WHO 2004 und WHO 2010). Zum anderen

konnte trotz dieser geschlechtsspezifischen Risikofaktorbelastung experimentell gezeigt

werden, dass das männliche Geschlecht auch risikofaktorfrei  ein höheres Risiko zur
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HCC-Entstehung  hat.  Ein  Erklärungsansatz  beschäftigt  sich  mit  den  geschlechts-

spezifischen  Estrogenen  und  Androgenen.  Während  man  den  Androgenen  einen

pathogen-fördernden Effekt zuschreibt, scheinen die Estrogene einen positiven Einfluss

auszuüben.  Bereits  während  der  HCV-Erkrankung  haben  männliche  Erkrankte  eine

höhere Rate der  Fibrosierung,  reagieren schwächer  auf  die  Interferon-Therapie und

gelangen  schneller  in  das  Dekompensationsstadium  (Poynard  et  al.  1997).

Tierexperimente bestätigten diese Annahme: In Tumor-Mausversuchen konnte durch

Kastration eine Reduktion der HCC-Bildung induziert werden (Toh 1981). Im Gegensatz

dazu  zeigte  eine  Ovarektomie  bei  Mäusen  einen  Anstieg  des  HCC-Risikos

(Vesselinovitch  et  al.  1980).  In  einer  epidemiologischen  Studie  ließ  die  frühe

Ovarektomie  (d. h.  vor  dem  50.  Lebensjahr)  das  HCC-Risiko  für  Frauen  steigen,

wohingegen  die  postmenopausale  Hormonersatztherapie  ein  protektiver  Faktor  war

(Yu  et  al.  2003).  Die  Altersverteilung  der  HCC-Erkrankung  differiert  zwischen

Hochrisiko-  und  Niedrigrisikoländern.  Während  in  den  Ländern  mit  höheren

Erkrankungsraten  die  altersspezifische  Inzidenz  ihr  Maximum  um  das  Alter  von

60 Jahren hat, beträgt es in den Niedrigrisikoländern 75 Jahre. Frauen haben im Schnitt

ein fünf Jahre späteres Erkrankungsmaximum (Parkin 2002).

1.2.2 Ätiologie und Risikofaktoren

Eine chronische Lebererkrankung mit Ausbildung einer Zirrhose ist die Hauptursache

für das HCC; in 70 - 90 % der HCC-Fälle ist dies nachgewiesen worden (El-Serag und

Rudolph  2007). Zu den Risikofaktoren hierfür  zählen  die  HBV-Infektion,  die  HCV-

Infektion,  chronisch  übermäßiger  Alkoholkonsum,  Aflatoxinexposition,  Adipositas,

Diabetes mellitus Typ 1 und 2, die Nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) und die

Hämochromatose. Als Risikofaktoren, für die bisher noch keine hinreichende Evidenz

gezeigt  werden  konnte,  sind  Tabakkonsum,  Vinylchlorid  und  die  Einnahme  oraler

Kontrazeptiva  in  der  Diskussion.  Es  folgt  eine  kurze  Skizzierung  der  soeben

aufgezählten Risikofaktoren.

1.2.2.1 Hepatitis-B-Infektion

Die  chronische  Infektion  mit  dem  HBV  ist  einer  der  Hauptgründe  für  die  hohen

Fallzahlen der HCC-Erkrankung in den Hochrisikoländern. Üblich ist die Übertragung

von der Mutter auf das Kind (vertikale Übertragung) in den asiatischen Ländern. In den

afrikanischen Ländern geschieht dies überwiegend in den jungen Lebensjahren durch
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den geschwisterlichen Kontakt (horizontale Übertragung). Man schätzt, dass weltweit

über 350 Millionen Personen chronisch mit dem HBV infiziert sind (Lavanchy 2005). Die

chronische Hepatitis als Ursache für die Entstehung der Zirrhose und darüber hinaus

des HCC ist noch nicht abschließend geklärt, da die chronische Infektion mit dem HBV

in vielen Bereichen des Zellzyklus Einfluss nimmt. Man konnte nachweisen, dass es als

Folge dieser Zellzyklusstörungen zur Produktion von monoklonalen Populationen, zu

Chromosomeninstabilitäten  und  zu  dysplastischen  Hepatozyten  kommt  (Ng  und

Lee 2011; Tan 2011). Trotz der noch nicht endgültig verstandenen Pathogenese wird

die  HBV-Infektion  in  manchen  Hochrisikoländern  durch  frühzeitige  Vakzination

eingedämmt (Zanetti et al. 2008).

1.2.2.2 Hepatitis-C-Infektion

Die  Infektion  mit  dem  HCV  ist  in  der  Regel  begründet  durch  intravenösen  (i.v.)

Drogenabusus oder als Folge sexueller Übertragung. In den 1960er-Jahren gelang das

Virus  in  das  Blutspendesystem  der  USA  und  Europas.  Bevor  geeignete

Detektionsmethoden  entwickelt  wurden,  trug  dies  zu  der  Verbreitung  der  HCV-

Erkrankung  bei  (Armstrong  et  al.  2000).  Histopathologische  Marker  für  eine  statt-

gefundene  chronische  HCV-Infektion  sind  in  HCC-Geweben  in  unterschiedlicher

Ausprägung zu finden und spiegeln die  regionale Verteilung des Risikofaktors HCV

wider: Eine Metaanalyse ergab 44 - 66 % in Italien, 27 - 58 % in Frankreich, 60 - 75 %

in Spanien und 80 - 90 % in Japan (El-Serag und Rudolph 2007). Wie bei der HBV-

Infektion sind die Mechanismen, die  zu Leberzirrhose führen,  noch nicht  vollständig

geklärt.  Zirrhoseraten  von  15 - 35 %  nach  25 - 30  Jahren  post-infectionem zeigen

jedoch die Potenz auf, mit der diese Infektion den zirrhotischen Umbau induzieren kann

(Freeman  et  al.  2001).  Patienten  mit  Leberzirrhose  im  chronischen  HCV-

Infektionsstadium haben eine jährliche HCC-Inzidenz von 1 - 4 % (Afdhal 2004). 

1.2.2.3 Alkoholkonsum

Alkoholkonsum ist  einer  der  Hauptrisikofaktoren in  Niedrigrisikoländern.  Er  führt  zur

HCC-Entstehung zum einen über die alkoholinduzierte Leberzirrhose, zum anderen ist

er  direkt  karzinogen.  Ebenfalls  zeigt  er  synergistische  Wirkung  mit  anderen

Risikofaktoren wie z. B. HCV (Szabo et al. 2010). Die Mengen an Alkohol, die man über

lange  Zeit  zu  sich  nehmen  muss,  um ein  erhöhtes  HCC-Risiko  zu  haben,  werden

uneinheitlich angegeben und beginnen bei 50 g pro Tag (eine Flasche Bier mit 500 ml
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und 4 ‰ Alkoholgehalt entspricht 16 g Alkohol). Experimentelle Tierversuche sind erst

kürzlich erfolgreich erarbeitet worden und bedürfen noch der ausgedehnten Evaluation.

In  einem  ersten  Alkohol-Trinkversuch  mit  Ratten  konnte  ein  signifikanter  Zusam-

menhang  zwischen  Alkoholkonsum  und  Leberneoplasien  gezeigt  werden  (Yip-

Schneider et al. 2011). In Niedrigrisikoländern ist Alkohol ein prominenter Risikofaktor.

In den USA und Italien ist er mutmaßlich mit 32 - 45 % die Hauptursache für die HCC-

Entstehung (Morgan et al. 2004).

1.2.2.4 Aflatoxin

Aflatoxinexposition ist in den Hochrisikoländern neben der chronischen HBV-Infektion

einer der Hauptrisikofaktoren für das HCC. Das Mykotoxin Aflatoxin B1 (AFB1) entsteht

als Stoffwechselprodukt  des Schimmelpilzes  Aspergillus fungus  und ist  ein  potentes

Hepatokarzinogen. Nach Ingestion wird es durch einen Teil der Cytochromfamilie der

Leber (CYP3A4, -1A2, -2A3, -2A6, -2B7) in den aktiven Metaboliten Aflatoxin B1-8,9-

Epoxid  aktiviert,  welcher  an  die  DNA binden und diese schädigen kann.  Bevorzugt

erfolgt eine Schädigung des p53-Suppressorgens (Stern et al. 2001). Diese Mutation

auf Codon 249 wird in Endemiegebieten für Aflatoxinexposition in 50 % der HCC-Fälle

nachgewiesen  (Bressac  et  al.  1991;  Ming  et  al.  2001).  Das  Vorkommen  von

Mykotoxinen beruht auf dem primären Befall von rohen Agrarprodukten (vor der Ernte

oder  durch  begünstigende  Lagerung  der  Produkte)  durch  den  Schimmelpilz.  Eine

sekundäre  Verunreinigung  von  Lebensmitteln  erfolgt  durch  das  Schimmeln  von

Herstellungszwischenstufen  oder  den  Endprodukten  bzw.  deren  unsachgemäßer

Lagerung. Der Schimmelpilz wächst leicht auf Körnern, Reis und Nüssen in warmer und

feuchter Umgebung. Eine weitere Möglichkeit ist das sog.  Carry Over: Das Mykotoxin

gelangt  in  ein  tierisches  Produkt  durch  die  Ingestion  durch  das  Tier  (z. B.  durch

kontaminiertes  Futtermittel).  Beispielhaft  ist  die  Transformation  des  Aflatoxin  B1,

welches nach oraler Aufnahme über das Futtermittel in der Milchkuh zu Aflatoxin M1

transformiert und über die Milch ausgeschieden wird (Sugiyama et al. 2008).

1.2.2.5 Adipositas

Übergewicht  erhöht die Wahrscheinlichkeit,  an einem HCC zu erkranken. Adipositas

und  das  häufig  damit  vergesellschaftete  metabolische  Syndrom  können  zur  Nicht-

alkoholischen Steatohepatitis führen, welche wiederum einen eigenen Risikofaktor für

das HCC darstellt (s. u.). Prospektive Kohortenstudien konnten einen Zusammenhang
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zwischen  Übergewicht  (als  Maß  hierfür  der  Body  Mass  Index [BMI])  und  HCC-

Wahrscheinlichkeit nachweisen. In einer prospektiven Kohortenstudie in den USA mit

900 053 Personen (404 576 Männer und 495 477 Frauen) war das Risiko für Männer

mit starkem Übergewicht (BMI > 35) 4,5-mal höher an HCC zu erkranken gegenüber

normalgewichtigen  Männern  (Calle  et  al.  2003).  Eine  jüngere  Metaanalyse  von

Kohortenstudien  bestätigte  diesen  Zusammenhang  und  zeigte  große  Unterschiede

zwischen den Ethnien und den Geschlechtern auf (Rui et al. 2012).

1.2.2.6 Diabetes mellitus

Diese Stoffwechselerkrankung kann über die Entwicklung der Nichtalkoholischen Fett-

lebererkrankung (s. u.)  und Nichtalkoholischen Steatohepatitis  (s. u.)  zur  Entstehung

des  HCC  führen.  In  einer  Kohortenstudie,  die  173 643  Diabetes-positive  (eine

Unterscheidung in Typ 1 und 2 erfolgte nicht) mit 650 620 Diabetes-negativen Personen

verglich,  war  das Risiko in  der  Diabetes-positiven Gruppe,  ein  HCC zu bekommen,

zweifach erhöht (El-Serag et al. 2004).

1.2.2.7 Nichtalkoholische Fettlebererkrankung

Man differenziert zwei Formen dieser Erkrankung: Die Nonalcoholic Fatty Liver Disease

(NAFLD) zeichnet sich durch eine übermäßige Verfettung der Leber aus (> 5 % der

Hepatozyten) ohne Entzündung und Fibrose. Letztgenannte liegen wiederum einzeln

oder  gemeinsam zusätzlich  bei  der  Nonalcoholic  Steatohepatitis  (NASH) neben der

Steatose vor. Die Diagnose und Einteilung in eine dieser Formen gelingt histologisch.

Diese Erkrankungen stellen  eine  späte  hepatische Manifestation  des metabolischen

Syndroms  dar.  Folglich  ist  die  Häufigkeit  dieser  Erkrankungen weltweit  steigend.  In

Europa präsentieren sie eine Prävalenz zwischen 20 - 30 % (Ratziu et al. 2010). Eine

HCC-Entstehung ist primär bei der NASH durch die chronische Entzündung gegeben,

wohingegen die NAFLD als benigne klassifiziert ist. Patienten mit NASH entwickeln in

15 - 30 % der  Fälle  eine  Fibrose,  von  diesen  wiederum  bekommen  12 - 35 % eine

Leberzirrhose.  Von  den  Letztgenannten  entwickeln  25 %  später  ein  HCC  (Loria  et

al. 2010).

1.2.2.8 Hämochromatose

Bei der primären Eisenspeicherkrankheit kommt es durch die erhöhte Eisenaufnahme

im  Duodenum  zu  einem  erhöhten  Gesamtkörpereisengehalt,  welcher  zu  Eisenab-

lagerungen unter anderem in den Leberzellen führt. 
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Die dadurch induzierte  Zellschädigung erklärt  man sich  zum einen direkt  durch  die

Schädigung der DNA durch ungebundenes Eisen (hierdurch kann es auch zu einer

Inaktivierung  des  Tumorsuppressorgens  p53  kommen),  zum anderen  indirekt  durch

peroxidative  Schädigung  von  Zellorganellen  wie  Mitochondrien  und  Lysosomen

(Kowdley 2004). Letztlich führen diese Mechanismen zur Leberzirrhose, welche 75 %

der Patienten bei Erstdiagnose der Hämochromatose aufweisen (Herold 2011).

1.2.2.9 Tabakkonsum

Ein singulärer  toxischer  Effekt  des Tabakkonsums auf die  Leber,  mit  Erhöhung des

Risikos der HCC-Entstehung, ist schwer von dem oft begleitenden Alkoholkonsum und

seinen Folgen zu differenzieren. Eine multivariate Varianzanalyse einer Kohortenstudie

von 90 000 Personen ergab ein signifikant höheres relatives Risiko von 4,2 für stark

rauchende  Frauen  (definiert  als  > 10  Zigaretten  pro  Tag)  -  ein  Effekt,  der  in  der

männlichen  Kohorte  mit  einem  relativen  Risiko  von  0,9  nicht  vorkam  (Evans  et

al. 2002).  In  einer  jüngeren  prospektiven  Kohortenstudie  (394  Fälle)  konnte  Tabak-

konsumenten  ein  1,6-fach  erhöhtes  relatives  HCC-Risiko  zugeordnet  werden  im

Vergleich zu Nichtrauchern (Koh et al. 2011). Eine Metaanalyse, welche 28 Kohorten-

studien  und  58  Fall-Kontroll-Studien  verglich,  kam  zu  einem  ähnlichen  Ergebnis:

Raucher hatten gegenüber den Nichtrauchern ein erhöhtes relatives Risiko von 1,5 und

ehemalige Raucher von 1,1 (Lee et al. 2009).

1.2.2.10 Vinylchlorid

Dieses Gas, hergestellt über einen Zwischenschritt aus Chlor und Ethen, wird seit den

1930er-Jahren im großindustriellen Maßstab zur Herstellung von Polyvinylchlorid (PVC)

genutzt. Die jährliche Produktion von PVC im Jahr 2004 machte mit 28 250 000 Tonnen

17 % der weltweiten Kunststoffproduktion aus. Die Toxizität des Gases wurde erst in

den  1970er-Jahren  entdeckt.  Noch  1966  stand  in  einem  Lehrbuch  der  Chemie:

„Vinylchlorid  ist  ein  verhältnismäßig  wenig  giftiges  Gas.  Es  wirkt  in  höherer

Konzentration leicht anästhetisch und hat Reizwirkungen auf die Augen.“ (Lefaux 1966).

Als  dann  in  den  kommenden  Jahren  vermehrt  Fälle  von  Vinylchlorid-assoziierten

Krankheiten auftraten (sog. Vinylchlorid-Krankheit) und man die karzinogene Wirkung

entdeckte,  begann  man  diese  Effekte  experimentell  zu  reproduzieren  und  zu

untersuchen (Preussmann 1974). Es wurden daraufhin schrittweise Grenzwerte für die

Maximale-Arbeitsplatz-Konzentration (MAK-Wert) erstellt und konstant reduziert.
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Die Festlegung der tolerierbaren täglichen Wirkstoffaufnahme wurde z. B. in den USA

zuletzt im Jahr 1997 festgelegt, ausgedrückt als  Minimal Risk Level (MRL). Bezüglich

der akuten Inhalation von Vinylchlorid wurde der Wert von 0,5 Parts per Million (ppm)

festgelegt (U.S. EPA 2007). Die karzinogene Wirkung des Vinylchlorids auf die Leber

äußert sich überwiegend in der Entstehung des seltenen Hämangiosarkoms (Brandt-

Rauf  et  al.  2012).  Bezüglich  der  Entstehung  anderer  Lebermalignome  wurde  eine

Metaanalyse  von  sechs  Kohortenstudien  durchgeführt,  die  eine  standardisierte

Sterberate für  die  Entstehung  von  Lebermalignomen (als  Nichtangiosarkome:  HCC,

Gallengangs-,  Gallenblasen-  und  Lebermalignome  unbekannter  Histologie)  von  1,3

ergab  und  damit  den  Zusammenhang  zwischen  Vinylchloridexposition  und  HCC-

Entstehungsrisiko als gering beschreibt (Boffetta et al. 2003).

1.2.2.11 Orale Kontrazeptiva

Die Theorie, dass Estrogene zu der Entstehung des HCC beitragen könnten, begründet

sich auf der Tatsache, dass in Hepatozyten nukleäre Estrogenrezeptoren vorhanden

sind und im HCC-Gewebe in erhöhter Anzahl vorkommen (Ohnishi et al. 1986). Das

benigne Lebertumoren wie das Adenom und die Fokale Noduläre Hyperplasie durch

Estrogen-  und  Progesteronkomponenten  in  oralen  Kontrazeptiva  induziert  werden

können, wurde in Tierversuchen an Ratten und Mäusen gezeigt, wobei auch wenige

Fälle  von  HCC-Induktion  vorkamen  (IARC  1999).  Eine  Metaanalyse  von  12  Fall-

Kontroll-Studien (739 HCC-Fälle gegen 5223 Kontrollen) kam zu dem Ergebnis, dass es

zu  keinem  gesteigerten  HCC-Risiko  bei  Kurzeinnahme  (< 5  Jahren)  kam.  Die

Ergebnisse bezüglich der Langzeiteinnahme waren jedoch zu heterogen, um wiederum

eine  klare  Aussage  bezüglich  einer  HCC-Risikoerhöhung  treffen  zu  können

(Maheshwari et al. 2007).

1.2.3 Molekularpathologie der Hepatokarzinogenese

1.2.3.1 Induktion der Hepatokarzinogenese im Zirrhosestadium

Epidemiologische Studien konnten zeigen, dass die Entstehung des HCC eng an einen

chronischen Leberschaden gebunden ist, der in eine Leberzirrhose mündet. Im Stadium

der  Hepatitis  ist  das  HCC-Risiko  vergleichsweise  gering,  während  es  im  Zirrhose-

Stadium stark ansteigt.  So durchlaufen z. B.  Patienten mit  einer  HCV-Infektion über

einen Zeitraum von 25 - 30 Jahren eine Zuspitzung ihrer Erkrankung. Von infizierten

Patienten gelangen 60 - 95 % in das Stadium der chronischen Hepatitis.
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Von dieser Gruppe bekommen wiederum 10 - 30 % eine Leberzirrhose und in diesem

Kollektiv  wird  bei  1 - 3 % jährlich ein  HCC diagnostiziert  (El-Serag et  al.  2007).  Als

Mechanismen, welche die Hepatokarzinogenese im Zirrhosestadium fördern, werden

die  Telomer-Kürzung,  die  Reduktion  der  Proliferationsrate  und  Veränderungen  im

extrazellulären Milieu diskutiert, welche nachfolgend skizziert werden.

Telomer-Kürzung

Telomere befinden sich an den Enden von Chromosomen eukaryontischer Zellen und

stellen eine Schutzeinheit dar, um das Chromosom vor ungewollter Rekombination und

Degradation  zu  schützen.  Weiterhin  schützen  sie  es  vor  ungewollter  Verkürzung

während der DNA-Replikation (Hahn und Meyerson 2001). Da an einem DNA-Strang

am  Ende  der  Replikation  (5`-Ende)  der  DNA-Primer  nicht  abgebaut  und  neu

synthetisiert  werden  kann,  geht  dieser  Informationsbereich  verloren,  was  als

Endreplikationsproblem bezeichnet wird. Durch Beendigung der Replikation im Bereich

des Telomers, welches aus der sich wiederholenden Basensequenz ''TTAGGG'' besteht

und  keine  relevante  genetische  Information  trägt,  wird  der  Verlust  wichtiger  DNA-

Information vermieden. Diese Telomer-Kürzung ist allerdings endlich und bestimmt die

Replikationskapazität einer Zelle und damit die Anzahl ihrer Zellteilungen (sog. Hayflick-

Grenze).  Ist  diese  Kapazität  erschöpft,  gelangen  die  Zellen  in  einen  fixierten

Wachstumsstopp oder werden in den programmierten Zelltod überführt (Rubtsova et

al. 2012).

Im  Zirrhose-Stadium  ist  diese  Telomer-Kürzung  gesteigert.  Es  konnte  in  histo-

pathologischen  Untersuchungen  eine  Akkumulation  von  seneszenten  Hepatozyten

festgestellt werden (Wiemann et al. 2002).

Wenn  die  Telomerkürzung  einen  kritischen  Wert  erreicht,  kommt  es  oft  zur

kompensatorischen Hochregulierung des Enzyms Telomerase. Dieses Enzym hat die

Funktion, die Telomerstruktur wiederherzustellen und ist im intakten Lebergewebe nicht

vorzufinden. Bei maligner Entartung ist es allerdings vermehrt nachweisbar, sodass die

Detektion  dieses  Enzyms  als  Tumormarker  wissenschaftlich  evaluiert  wird

(Schriefer 2011). Die replikative Seneszenz von Hepatozyten ist von 10 % in regulärem

Lebergewebe  auf  84 % in  zirrhotischem  Gewebe  gesteigert  und  zu  60 % in  HCC-

Gewebe nachweisbar (Paradis et al. 2001; Wiemann et al. 2002).
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Proliferationsschwund

Die  verminderte  Proliferation  von  Hepatozyten  kann  selbst  ein  Faktor  für  die

Hepatokarzinogenese sein.  Im Tierversuch konnte  durch  medikamentöse Hemmung

der  zellulären  Proliferationsmechanismen,  vermittelt  über  das  p53-Tumor-

suppressorgen,  eine  Hepatokarzinogenese  bei  Ratten  induziert  werden

(van Gijssel et al. 1997).  Höheres Alter  und die  damit  verbundene Verminderung der

regenerativen Kapazität können zu einem beschleunigten Voranschreiten der Zirrhose

bei  chronischen  Hepatitiden  führen  und  damit  das  Risiko  der  malignen  Entartung

steigern.  Dies konnte in  einer  Metaanalyse,  welche  4852 Patienten mit  den Grund-

erkrankungen HIV, HCV, HBV, Hämochromatose, alkoholbedingte Leberzirrhose und

primäre biliäre Zirrhose einschloss, gezeigt werden (Poynard et al. 2003).

Extrazelluläres Milieu

Die Leber kann nach Teilresektion durch Volumenzunahme wieder zu ihrer ursprüng-

lichen  Größe  gelangen.  Sie  nimmt  nach  Transplantation  sogar  die  Größe  der

ursprünglichen Leber des Empfängers an. Die genauen Ursachen und Mechanismen

sind  gegenwärtig  noch  unklar.  Man  nimmt  unter  anderem  an,  dass  ein

rückkopplungsgesteuerter  Regelungskreislauf,  der  sog.  Atrophie-Hypertrophie-

Komplex,  auf  der  Grundlage  von  hepatozellulären  Metaboliten  (Wachstumsfaktoren,

Zytokine) einen Anteil daran hat (Kim et al. 2009). Bei Leberzirrhose sezerniert dieser

Atrophie-Hypertrophie-Komplex  über  die  Kupffer`schen  Sternzellen  massiv

Wachstumsfaktoren, was unter anderem den fibrotischen Umbau fördert (Bataller und

Brenner 2005). Da manche dieser Wachstumsfaktoren im HCC das Tumorwachstum

fördern,  besteht  die  Theorie,  dass  Veränderungen  in  der  extrazellulären  Matrix

begünstigende Faktoren der Hepatokarzinogenese sind (Giannelli et al. 2005).

1.2.3.2 Molekulare Modifikationen im HCC

Im  Vergleich  zu  normalem  Lebergewebe  kann  man  in  den  Zellen  des  HCC

Veränderungen  auf  molekularer  Ebene  feststellen,  die  charakteristisch  für  dieses

Malignom sind. 

Aufhebung Zell-Zyklus-Kontrollpunkte

Der Verlust von  Kontrollpunkten des Zellzyklus ist bei der überwiegenden Anzahl der

HCC-Fälle  vorzufinden.  Das  p53-Tumorsuppressorgen  ist  z. B.  in  über  50 %  der

Aflatoxin-assoziierten Fälle mutiert  (Ozturk 1991). Eine Vorstufe der Regulation über
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den  p53-Pfad,  das  p14ARF-Protein  (Alternate  Reading  Frame;  ARF)  war  in  einer

Analyse von 71 HCC-Geweben über eine Mikrodeletion auf Chromosom 9 in 15 - 20 %

der  Fälle  deaktiviert.  In  der  gleichen  Arbeit  fanden  sich  Mutationen  des

Tumorsuppressorgens p16-INK4a (dieses reguliert  über  die  Hemmung einer  Cyclin-

abhängigen Kinase den Übertritt von der Zellzyklusphase G1 in die S-Phase) in 66 %

der Fälle (Tannapfel et al. 2001). Für das mit p16 korrelierende Tumorsuppressorgen

pRb (Retinoblastoma; Rb) wurde in einer genetischen Analyse von 47 HCC-Geweben

in  22 %  der  Fälle  keine  dementsprechende  Genexpression  gefunden  (Azechi  et

al. 2001).

Insulin-like Growth Factor 2 Receptor

Dieser Rezeptor (IGF2R) für den Wachstumsfaktor IGF-2 überträgt die antiapoptotische

und  wachstumsstimulierende  Wirkung  auf  Zellen.  Der  Verlust  der  Heterozytogenität

dieses Rezeptorallels (Loss of Heterozygosity; LOH) und folglich seiner Funktion, ist in

einer  molekulargenetischen  Analyse  von  27  HCC-Geweben  in  über  60 % der  Fälle

nachgewiesen worden (Yamada et al. 1997). Die reaktive Überexpression des IGF-2 ist

in HCC-Geweben nachweisbar (Breuhahn et al. 2004). 

Onkogen-Aktivierung

Intrazelluläre Signalmoleküle sind potentielle  Protoonkogene und können durch eine

Mutation  zu  einem  Onkogen  werden.  Diese  Onkogen-Aktivierung  kann  mit  einer

schlechteren Prognose einhergehen und wird  oft  in  HCC-Proben nachgewiesen.  Es

wurden  u. a.  Mutationen  des  intrazellulären  Signalmoleküls  beta-Catenin,  des

Hedgehog-Signaltransduktionsweges,  des  c-Met-Protoonkogens,  des  PI3K/AKT-

Signalweges  und  des  myc-Protoonkogens  aufgezeigt  (de  La  Coste  et  al.  1998;

Sicklick et al. 2006; Kaposi-Novak et al. 2006; Hu et al. 2003; Schlaeger et al. 2008). 

1.2.4 Therapie des Leberzellkarzinoms

1.2.4.1 Staging vor Therapiebeginn

Die Entscheidung über die patientenindividuelle Therapie und eine Aussage über die

Prognose  wird  nach  einer  Evaluation  der  Faktoren  Tumorlokalisation  und  -größe,

Leberfunktion und allgemeiner  Patientenzustand getroffen.  Es gibt  mehrere Staging-

Systeme,  die  unterschiedlich  klassifizieren.  Die  Tumor-Node-Metastasis (TNM)-Klas-

sifikation  ist  eine  histopathologische  Einteilung  und  berücksichtigt  nicht  die
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Leberfunktion  oder  den  Allgemeinzustand  des  Patienten.  Letztgenannte  Faktoren

haben Einfluss auf die Prognose des Patienten und damit auf die Wahl der Therapie. Es

wurden deshalb weitere Scoring-Systeme entwickelt,  um diesem Umstand Rechnung

zu  tragen  und  eine  verbesserte  Prognostizität  auch  im  früheren  und  mittleren

Tumorstadium zu ermöglichen: Die Okuda-Klassifikation, das Cancer of the Liver Italian

Program Staging System of HCC (CLIP), das  Barcelona Clinic Liver Cancer Staging

System of  HCC (BCLC)  und  der  Japan  Integrated  Staging  Score (JIS)  werden  im

Folgenden nach der TNM-Klassifikation einzeln vorgestellt.

Tumor-Node-Metastasis Staging System for HCC

Die  Klassifikation  der  TNM-Systematik  wurde  von  Pierre  Denoix  entwickelt  (Denoix

1946) und von der International Union Against Cancer (UICC) sowie der American Joint

Committee  on  Cancer (AJCC)  zunächst  getrennt  voneinander  weiterentwickelt  und

international etabliert; die erste Ausgabe erschien 1968 (UICC) bzw. 1977 (AJCC). Im

Jahr  1987  wurden  beide  Klassifikationssysteme  zusammengelegt  und  fortan

gemeinsam publiziert. Die letzte Ausgabe erschien 2009 (Sobin et al. 2009). Bei der

TNM-Klassifikation  wird  die  Tumorerkrankung  eingeteilt  nach  Primarius,  lokalen

Lymphknotenbefall und dem Metastasenstatus; siehe Tab. 2.

Primärtumor

T1 solitärer Tumor ohne Gefäßinvasion

T2 solitärer Tumor mit Gefäßinvasion o. multiple Tumoren < 5 cm

T3
a multiple Tumoren > 5 cm

b Tumor mit Infiltration größerer Äste der V. portae oder der Vv. hepaticae

T4
Invasion der  Nachbarorgane (ohne Gallenblase)  o.  Perforation des viszeralen
Peritoneums

Regionaler Lymphknotenbefall

N0 nein

N1 ja

Fernmetastasen

M0 nein

M1 ja

Tabelle 2: TNM-Klassifikation (nach Sobin et al. 2009); Regionäre Lymphknoten (LK) bezeichnet die 

    hepatischen, periportalen und die LK entlang der Vena cava inferior (abdominalis) oberhalb 

    der Nierenvenen
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Die Kombination der einzelnen Variablen ergibt das TNM-Stadium; siehe Tab. 3:

Stadium Primärtumor Lymphknotenbefall Metastasen

I T1 N0 M0

II T2 N0 M0

III A T3a N0 M0

III B T3b N0 M0

III C T4 N0 M0

IV A Tx N1 M0

IV B Tx Nx M1

      Tabelle 3: HCC-Stadieneinteilung der TNM-Klassifikation (nach Sobin et al. 2009)

Okuda Staging System for HCC

Das von Okuda et al. durch die retrospektive Analyse von 850 HCC-Fällen entwickelte

Scoring-System berücksichtigt  neben der  Tumorgröße die  klinischen und laborpara-

metrischen Faktoren Aszites, Albumin und Bilirubin (Okuda et al. 1985); siehe Tab. 4:

0 Punkte 1 Punkt

Tumorgröße < 50 % der Leber > 50 % der Leber

Aszites Nein Ja

Albumin (g/dL) > 3 < 3

Bilirubin (mg/dL) < 3 > 3

           Tabelle 4: Scoring der Okuda-Klassifikation (nach Okuda et al. 1985)

Stadieneinteilung nach Okuda-Klassifikation und 1-Jahres-Überlebensrate:

• Stadium I      0 Punkte = 39 %

• Stadium II 1 - 2 Punkte = 12 %

• Stadium III 3 - 4 Punkte =   3 %
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Cancer of the Liver Italian Program Staging of HCC

Das  1998  publizierte  Scoring-System  einer  italienischen  Multicenter-Arbeitsgruppe

entstand aus einer retrospektiven Analyse von 435 HCC-Patienten.  Dieses Scoring-

System beinhaltet den Leberzirrhosegrad (ausgedrückt durch das Child-Pugh-Stadium),

die Tumorbeschaffenheit, die Serummenge an Alpha-Feto-Protein und das Vorhanden-

sein einer Pfortaderthrombose (Gallo et al. 1998); siehe Tab. 5:

Parameter Punkte

Child-Pugh-Stadium

A 0

B 1

C 2

Tumor-Morphologie

uninodular und Befall ≤ 50 % der Leber 0

multinodular und Befall ≤ 50 % der Leber 1

massiv oder Befall > 50 % der Leber 2

Alpha-Feto-Protein-Spiegel [ng/dl]

< 400 0

≥ 400 1

Pfortaderthrombose

nein 0

ja 1

    Tabelle 5: Berechnung des CLIP-Score (nach Gallo et al. 1998)

Die Punkte der einzelnen Variablen ergeben in ihrer Summe den Score. Das mittlere

Überleben der HCC-Patienten in der Studie war in Abhängigkeit der Punkte wie folgt:

Punkte Überleben in Monaten

0 42,5

1 32,0

2 16,5

Punkte Überleben in Monaten

3   4,5

4   2,5

5 + 6   1,0
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Barcelona Clinic Liver Cancer Staging System of HCC

Das  Barcelona  Clinic  Liver  Cancer  Staging  System (BCLC)  beinhaltet  neben  dem

Tumorstadium und der Leberfunktion den Allgemeinzustand des Patienten (Llovet  et

al. 1999).  Letzteres  ist  abgebildet  durch  den  Eastern  Cooperative  Oncology  Group

(ECOG) - Performance Status (nach Oken et al. 1982):

Grad Fähigkeiten/Einschränkungen

0 In  der  Lage  alle  Arbeiten,  in  dem  selben  Maß  wie  vor  der  Erkrankung,  

durchzuführen.

1 Einschränkungen in körperlich anstrengenden Arbeiten, aber in der Lage 

leichtere Arbeiten zu verrichten (leichtere Hausarbeit, Büroarbeit).

2 In der Lage, sich selbst zu versorgen, aber nicht in der Lage Arbeit zu 

verrichten.

3 Nur mehr begrenzt in der Lage, sich selbst zu versorgen; mehr 

als 50 % der wachen Zeit liegend oder sitzend.

4 Nur mehr an Bett und Stuhl gebunden; überhaupt nicht mehr in 

der Lage, sich selbst zu versorgen.

5 Tod.

Hierdurch erlaubt die Klassifikation eine Zuweisung des Patienten zu einer ihm ver-

träglichen Therapie. Das BCLC-Staging setzt sich wie folgt zusammen; siehe Tab.6:

Stadium ECOG-Grad Tumormorphologie Leberfunktion

A1 0 singulär < 2 cm
keine portale Hypertension; 
Bilirubin normal

A2 0 singulär < 2 cm
portale Hypertension; 
Bilirubin normal

A3 0 singulär < 2 cm
portale Hypertension; 
Bilirubin erhöht

A4 0 ≤ 3 Tumore ≤ 3 cm Child-Pugh A-B

B 0 multinodulär Child-Pugh A-B

C 1 - 2
Gefäßeinbruch/extra-
hepat. Metastasierung

Child-Pugh A-B

D 3 - 4 jedes Tumorstadium Child-Pugh C

Tabelle 6: Klassifikation des Barcelona Clinic Liver Cancer Staging System (nach Llovet et al. 1999) 
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Es wurde  neben  dem neuen  Stagingsystem auch  ein  Behandlungsalgorithmus  vor-

gestellt, der die schrittweise Therapieentscheidung unter Berücksichtigung des BCLC

ermöglicht. Ausgehend von dem ermittelten Tumorstadium erfolgt eine Zuweisung des

Patienten in die Therapiekategorie. Nach mehreren Modifikationen wurde zuletzt durch

die  American  Association  for  the  Study  of  Liver  Diseases (AASLD)  eine  aktuelle

Fassung veröffentlicht (Bruix und Shermann 2011); siehe Abb. 1:
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Abbildung 1: Barcelona Clinic for Liver Cancer - HCC Behandlungsalgorithmus [modifiziert nach 

        Bruix und Shermann 2011]



Japan Integrated Staging Score 

Das 2003 veröffentlichte JIS-Scoring-System kombiniert die Leberfunktion, ausgedrückt

im Child-Pugh-Stadium,  mit  einer  modifizierten  TNM-Klassifikation  der Liver  Cancer

Study  Group  of  Japan (LCSGJ).  Es  gibt  drei  Faktoren  (Knotenanzahl  singulär,

Tumorausdehnung  < 2 cm  sowie  fehlende  vaskuläre  Invasion),  welche  durch  ihre

Kombinationsmöglichkeiten  vier  Tumorstadien  definieren,  wobei  jedes  Stadium eine

Punktzahl erhält:

Tumorstadium 1 = drei Faktoren erfüllt = 0 Punkte

Tumorstadium 2 = zwei Faktoren erfüllt = 1 Punkt

Tumorstadium 3 = ein Faktor erfüllt = 2 Punkte

Tumorstadium 4 = kein Faktor erfüllt = 3 Punkte

Weitere Punkte erhalten die Patienten durch ihr Child-Pugh-Stadium: 

Child-Pugh A = 0 Punkte

Child-Pugh B = 1 Punkt

Child-Pugh C = 2 Punkte 

Die Summe dieser Punkte ergibt die Rangfolge und somit das Tumorstadium. Patienten

mit  null  Punkten befinden sich in  einem frühem Stadium,  mit  1  oder  2  Punkten im

mittleren  Stadium,  mit  3  oder  4  Punkten  im  fortgeschritteneren  Stadium  und  mit

5 Punkten im späten Stadium. Kudo et al. versprachen sich eine bessere Prognose im

früheren Erkrankungsstadium und eine  bessere prädiktive  Wirksamkeit  im Vergleich

zum CLIP-Score (Kudo et al. 2003). Es zeigten sich folgende 3-Jahres und 5-Jahres-

Überlebensraten in einem Kollektiv von 722 Patienten; siehe Tab.: 7. 

Punktzahl 3-Jahres-Überlebensrate [%] 5-Jahres-Überlebensrate [%]

0 89 80

1 78 60

2 69 42

3 40 27

4 17 11

5 7 0

        Tabelle 7: Scoring des Japan Integrated Staging Score und die ermittelten

3-Jahres- und 5-Jahres-Überlebensraten (nach Kudo et al. 2003)
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1.2.4.2 Kurative Therapie

Patienten  im  Frühstadium  der  HCC-Erkrankung  können  einer  kurativen  Therapie

unterzogen werden. Hierzu gehören momentan die chirurgische Resektion und die LTX

und in  Ausnahmefällen  die  lokale  Ablation.  Letztere  bietet  verschiedene Techniken:

Radiofrequenz-Ablation, Freezing, Kryoablation, perkutane Ethanol- bzw. Essigsäure-

instillation  und  laserinduzierte  Thermotherapie,  welche  nach  Vorstellung  der

chirurgischen Resektion und der LTX erläutert werden.

Chirurgische Resektion

Die Option einer chirurgischen Resektion wird neben der lokalen Befundgröße auch

vom Grad der bestehenden Leberzirrhose beeinflusst. Da in Mitteleuropa 80 - 90 % der

HCC-Erkrankungen aus einer  Leberzirrhose heraus entstehen,  ist  eine  präoperative

Einschätzung der hepatischen Funktionsreserve immer erforderlich.

Präoperatives Management

Ein verbreitetes Instrument zur Bestimmung der Leberfunktion ist der Child-Pugh-Score.

Anhand  von  drei  Serumparametern  (Serum-Bilirubin,  Serum-Albumin  und  der

Prothrombinzeit (International Normalized Ratio; INR) sowie zwei klinischen Parametern

(Aszites  und  hepatische  Enzephalopathie)  wird  eine  Stadieneinteilung  der  Leber-

zirrhose in die Child-Turcotte-Pugh (CTP)-Klasse A, B oder C durchgeführt. Patienten

mit  einer  CTP-Klasse  von  B  und  C  eignen  sich  am  geringsten  für  eine  operative

Therapie,  da  ihre  postoperative  Leberfunktion  zu  stark  reduziert  wäre  (Nagasue  et

al. 1999).

Zur  besseren  Einschätzung  der  Patienten  mit  kompensierter  Leberzirrhose  (CTP-

Klasse A)  werden  dann  dynamische  Leberfunktionstests  angewendet.  Vier  Tests

werden im folgenden in chronologischer Reihenfolge ihrer Entwicklung vorgestellt:

Indocyaningrün-Clearance (  Indocyanine Green Clearance Rate  ; ICG  )

Nach Injektion des Farbstoffes Indocyaningrün (0,25 - 0,5 mg/kg KG) wird dieser 

nach Aufnahme  durch  die  Leber  unkonjugiert  unter  ATP-Verbrauch  biliär  

ausgeschieden. Die ICG-Clearance ist proportional zur Aufnahme, Elimination  

und  Leberdurchblutung  (Reemstsma et  al.  1960).  Die  Messung  erfolgt  nicht-

invasiv durch Pulsdensitometrie 4 - 6 min nach Injektion und Wertangabe als  

prozentuale Änderung pro Zeiteinheit [%/min]. Normwert: > 18 % /min.
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Galaktose-Eliminationskapazität (  Galactose Elimination Capacity  ; GEC  )

Zunächst  intravenöse  Gabe  von  40 %iger  Galaktoselösung  (0,5 g/kg  KG).  

Anschließend Messung der Serumkonzentration von Galaktose über 120 min  

und Berechnung der verstoffwechselten Galaktosemenge, welche proportional  

zur gesunden Leberzellmasse ist (Tygstrup 1964). Normwert 6,0 - 9,1 mg/kg/min.

Monoethylglycinexylidid-Test (MEGX)

Dieser  Metabolit  des  Lidocains  entsteht  in  der  Leber  durch  die  

Lidocainmetabolisierung im Cytochrom-P450-System. Die Serumkonzentration  

von MEGX wird vor sowie 15 und 30 min nach der i.v. Gabe von Lidocain (1 mg/ 

1 kg  KG)  im  Serum  bestimmt.  Da  die  entstehende  Menge  an  MEGX  die  

Metabolisierungsleistung der  Leber  widerspiegelt,  ist  die  Serumkonzentration  

von MEGX proportional zur Leberschädigung (Oellerich et al. 1987). Normwert: 

70 µg/l nach 30 min.

Trotz der Fülle  an Tests und ihrer wissenschaftlichen Evaluation konnte sich bisher

keine dieser Untersuchungen in der klinischen Routinediagnostik klar durchsetzen. Ein

Hauptkritikpunkt  ist  die  jeweilige  Abhängigkeit  eines  gemessenen  Parameters  von

unterschiedlichen  Faktoren,  welche  die  diagnostische  Wertigkeit  einschränken.  Der

verbreitete  ICG-Test  wird  z. B.  durch  den  Galleabfluss,  der  Hämodynamik  und  der

Durchblutung  der  Leber  beeinflusst  (Stockmann  et  al.  2009;  Lehmann  et  al.  2000;

Janssen et al. 2010). Bei der Suche nach einem geeigneteren Test zur Einschätzung

der Leberfunktion wurde an der Berliner Charité als Verbesserung des ¹³C-Atemtest der

LiMAx-Test entwickelt:

Liver MAximum Capacity-Test   (LiMAx)

Das Prinzip beruht auf dem Abbau eines ¹³C-markierten Substrates durch das 

Cytochrom  P450-1A2-Enzym.  Das  nicht-toxische  ¹³C-markierte  Methacetin  

wird  nach  i.v.  Applikation  (2  mg/kg  KG)  regelkreisunabhängig  und  frei  von  

weiteren Einflussfaktoren hepatisch verstoffwechselt (Demethylierung) und als  

¹³CO2  ausgeatmet. Das Verhältnis von ¹³CO2/¹²CO2  in der Ausatemluft ist dabei  

proportional zu der Leberleistung (Stockmann et al. 2009). Die Tatsache, dass 

sich  ¹³CO2  neben der  Exhalation auch in  andere Kompartimente verteilt  und  

mit dem Bikarbonat-Pool interagiert, führte aktuell zu einer Modifikation der 
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Testdurchführung,  bei  der  vorab  ¹³C-Bikarbonat  appliziert  wird,  um  diesen  

Einflussfaktor  bei  der  Ergebnisberechnung  zu  berücksichtigen  (Holzhütter  et  

al.  2013).  Neben  der  präoperativen  Funktionsanalyse  vor  Resektion  und  

Transplantation sowie Funktionstestung nach LTX, kann durch den LiMAx-Test 

auch  die  Prognose  bei  akutem  Leberversagen  eingeschätzt  werden  

(Stockmann  et  al.  2010;  Stockmann et  al.  2010;  Lock  et  al.  2010;  Lock  et  

al. 2013).

Stellt sich die ermittelte Restleberfunktion als zu gering dar, gibt es die Möglichkeit, über

die  Portalvenenembolisation  eine  Reduktion  des  Risikos  eines  postoperativen

Leberversagens zu erwirken.  Bei  ausgedehnten Leberteilresektionen kann hierdurch

präoperativ durch Embolisation der Portalvenenäste des zu resezierenden Leberanteils

die  kompensatorische  Hypertrophie  des  zu  verbleibenden  Leberanteils  induziert

werden. Damit wird die postoperative Restleberfunktion (Future Liver Remnant;  FLR)

gesteigert und das Risiko für postoperatives Leberversagen vor allem für Patienten mit

chronischen  Lebererkrankungen  reduziert.  Von  der  Anwendung  bei  HCC-Patienten

wurde erstmalig 1986 berichtet (Kinoshita et al. 1986). Die Empfehlungen zur Dauer der

Hypertrophiephase sind aufgrund der großen Bandbreite an Ergebnissen noch recht

uneinheitlich und können zwischen 4 und 8 Wochen liegen (Farges et al. 2003).

Technik der chirurgischen Resektion

Als  operative  Zugangswege  sind  geeignet  die  umgekehrte  L-Inzision  (Rippen-

bogenrandschnitt  rechts  mit  Verlängerung  zum  Xyphoid)  und  die  Mercedes-Stern-

Inzision  (wie  umgekehrte  L-Inzision;  zusätzlich  mit  Verlängerung  des  Rippen-

bogenrandschnittes nach links subkostal) geeignet. Beide Varianten können bei Bedarf

über eine interkostale Inzision in den Thorax erweitert  werden.  Daneben gibt  es für

Eingriffe  am  linken  Leberlappen  oder  den  inferioren  Bereichen  die  Möglichkeit  der

laparoskopischen Resektion.

Man unterscheidet anatomische von atypischen Resektionsverfahren. Bei ersteren geht

man davon aus, dass die Lebertumore anatomische Grenzen tolerieren. Man reseziert

einen solitären Tumor aus dem befallenen Segment und kann durch die Beachtung

anatomisch-funktioneller Grenzen (arterieller, venöser und biliärer Zu- bzw. Abfluss) das

Restparenchym funktionell günstig beeinflussen.
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Bei der atypischen Leberresektion gelten die befundorientierten Resektionsränder unter

Berücksichtigung des Sicherheitsabstandes. Eine Einteilung der Leberresektion nach

Segmenten wird von Lang vorgeschlagen (Lang 2007). Siehe Abb. 2.

Nomenklatur der Leberresektion:

• zentrale Leberresektion (Segment IVa/IVb/V/VIII ±I)

• Hemihepatektomie rechts (Segment V-VIII ±I)

• Hemihepatektomie links (Segment II-IV ±I)

• erweiterte Hemihepatektomie rechts (Segment IV, V-VIII ±I)

• erweiterte Hemihepatektomie links (Segment II-V, VIII ±I)
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Abbildung 2: Nomenklatur der Leberresektion (aus Lang 2007)



Ein- und Ausschlusskriterien für eine Operation

Bei  der  Planung  der  Operation  wird  durch  Evaluation  der  Leberfunktion  und  des

geplanten Resektionsausmaßes die postoperative hepatische Funktionsreserve ermit-

telt. Leberresektionen im Stadium Child-Pugh B bzw. C führen zu einer erhöhten Leta-

lität,  sodass in  diesen Fällen von einer  Resektion  abgesehen wird.  Bei  einer  nicht-

zirrhotischen  Leber  ist  eine  Gewebereduktion  von  bis  zu  75 % möglich  (Clavien  et

al. 2007).

Lebertransplantation

Die  Lebertransplantation  (LTX)  stellt  für  Patienten,  denen  aufgrund  ihrer  Leberzir-

rhosenausdehnung eine Leberteilresektion verwehrt ist, eine operative Alternative dar.

Im  Folgenden  wird  auf  die  Selektionskriterien,  die  prätransplantäre  Therapie,  die

Lebend- und Leichenspende, dem HLA-Matching, der Organuntersuchung und Labor-

diagnostik und abschließend auf die postoperative Immunsuppression eingegangen.

Selektionskriterien

Mazzaferro et al. konnten zeigen, dass Patienten mit solitärem Herd ≤ 5 cm oder bis zu

drei Herden ≤ 3 cm durch eine LTX eine 4-Jahres-Überlebensrate von 75 % aufwiesen

(Mazzaferro  et  al.  1996).  Diese  sog.  Milan-Kriterien  waren  weit  verbreitete

Einschlußkriterien für eine LTX. Aufgrund der guten Erfahrungen wurde die Expansion

dieser Kriterien evaluiert. Eine Ausdehnung des Einzelherdes auf bis zu 6,5 cm, oder

von bis zu drei Herden mit einer maximalen Ausdehnung von bis zu 4,5 cm und einer

kumulativen Größe aller Herde von bis zu 8 cm, zeigten in einer Studie von Yao und

Mitarbeitern eine 5-Jahres-Überlebensrate von 75 % (Yao et al. 2002); dies waren die

sog. UCSF-Kriterien (University of California San Franscisco).

Die  retrospektive  Analyse  von  Transplantationsfällen  außerhalb  der  Milan-Kriterien

führte zur Postulierung der 'Bis-zu-7-Regel': Summe aus Zahl der Herde und Durch-

messer des größten Einzelherdes ≤ 7. Die 5-Jahres-Überlebensrate betrug hier 71 %

(Mazzaferro et al. 2009). Die Erweiterung des Indikationsspektrums führte zum Anstieg

der Wartezeiten. Es entstand die Problematik, dass Patienten, welche in einem frühen

Krankheitsstadium  auf  die  Warteliste  gesetzt  wurden,  aufgrund  langer  Wartezeiten

einen  Progress  der  Erkrankung  durchmachten,  der  im  schlimmsten  Fall  zu  einem

Ausschluss von der Warteliste führte. Das sog. MELD-System (Model of Endstage Liver

Disease)  erlaubt  hier  eine  extra  Zuweisung  an  Punkten,  um  so  in  der  Warteliste
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aufzusteigen. Das MELD-System wurde ursprünglich eingeführt zur Abschätzung des

Überlebens  nach  Anlage  eines  transjugulären  intrahepatischen  portosystemischen

Shunts (Malinchoc et al.  2000).  Die wissenschaftliche Evaluation ergab jedoch auch

eine verlässliche Vorhersagbarkeit für das 3-Monats-Überleben leberkranker Patienten

(Kamath und Kim 2007). Für den Score werden die Laborwerte Serumkreatinin, Serum-

Bilirubin und dem INR. Diese setzt man in folgende Formel ein:

6,3 + [0,957 x ln (Kreatinin) + 0,378 x ln (Bilirubin) + 1,12 x ln (INR) + 0,643] x 10 

Je  größer  die  sich  ergebende Punktezahl,  desto  höher  ist  die  3-Monats-Todesrate;

siehe Tab.8:

MELD ≤ 9 10 - 19 20 - 29 30 - 39 ≥ 40

Sterberate 4 % 27 % 76 % 83 % 100 %

   Tabelle 8: 3-Monats-Todesrate in Abhängigkeit des MELD-

  Score hospitalisierter Patienten (nach Kamath et al. 2001)

Der sich aus den Laborwerten ergebende MELD ist der sog. labMELD. Verschiedene

zusätzliche Faktoren wie z. B. eine ursächliche Erkrankung (HCC) oder kindliches Alter

des  Patienten  können  den  MELD-Score modifizieren  und  zu  zusätzlichen  Punkten

führen. Grund für die Einführung dieser Standard-Ausnahmen (Standard Exceptions)

war die ungenügende Wiedergabe der Dringlichkeit von Patienten mit einer Indikation

zur LTX ohne virale oder äthyltoxische Genese. 

Prätransplantäre Therapie

Während der Wartezeit kommt es regelmäßig zu einem Fortschreiten der Erkrankung,

welches zu einem Ausscheiden von der Warteliste führen kann. Um dieser Tatsache

Einhalt zu gebieten, wurde das Prinzip der neo-adjuvanten Therapie (s. u.) auf diese

Patienten  angewendet.  Als  Interventionen  zum  sog.  Bridging wurden  bisher  die

transarterielle  Embolisation,  die  Radiofrequenz-Ablation  und  die  selektive  interne

Radiotherapie evaluiert (Toso et al. 2010), welche nach dem Abschnitt ''LTX'' erläutert

werden.
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Lebendspende

Da  die  Leichenspende  in  ihrer  zahlenmäßigen  Begrenzung  zu  langen  Wartezeiten

führte,  wurde  1989  mit  einer  linken  Teilleber  erfolgreich  die  erste  Lebendspende

durchgeführt  (Strong  et  al.  1990).  Mittlerweile  reduziert  sich  die  postoperative

Sterblichkeit  der  Empfänger  einer  Lebendspende  annähernd  auf  die  der

Leichenspende.  Das  5-Jahres-Patientenüberleben  betrug  in  einer  retrospektiven

Analyse bei der Lebend- und Leichenspende jeweils ca. 80 % (Walter et al. 2008).

Die  Spender-Morbiditätsraten  schwanken  aufgrund  uneinheitlicher  Einordnung  und

Definition  von  Komplikationen  zwischen  0  und  100 % (Middleton  et  al.  2006).  Das

mittlerweile  standardisierte  peri-  und  intraoperative  Management  führte  zu  einem

Rückgang  der  anfänglichen  Probleme  und  inzwischen  zu  einem  Entlassen  des

Spenders aus der Hospitalität nach 7 - 10 Tagen (Mittler et al. 2007). Zu 1187 im Jahre

2010  durchgeführten  Leichenspenden  in  Deutschland  kamen  96  Lebendspenden

(Eurotransplant 2010).

Leichenspende

Im  Transplantationsgesetz  (TPG)  ist  die  Todesfeststellung  nach  Regeln,  die  dem

aktuellen  Wissensstand  entsprechen,  vorgesehen  (TPG  2009).  Die  Richtlinien  zur

standardisierten  Feststellung  des  Hirntodes  werden  von  der  Bundesärztekammer

veröffentlicht.  Als  Definition  gilt:  ”Als  Hirntod  wird  der  Zustand  der  irreversibel

erloschenen Funktionen des gesamten Gehirns, also des Großhirns, des Kleinhirns und

des Hirnstamms, bezeichnet. Dabei wird durch Beatmung und Medikamente Herz- und

Kreislauffunktion  des  Verstorbenen  künstlich  aufrechterhalten.“  (Richtlinien  zur

Feststellung des Hirntodes, 3. Fortschreibung 1997). Gemäß § 5 TPG muss der Hirntod

des  Organspenders  „von  zwei  dafür  qualifizierten  Ärzten  unabhängig  voneinander

festgestellt werden. [...] Sie dürfen weder an der Entnahme, noch an der Übertragung

der  Organe  des  Organspenders  beteiligt  sein,  noch  der  Weisung  eines  beteiligten

Arztes unterstehen.“ Die Hirntod-Feststellung erfolgt in drei Stufen (aus Richtlinien zur

Feststellung des Hirntodes, 3. Fortschreibung 1997):

“1. Erfüllung der Voraussetzungen

Vorliegen einer akuten schweren primären oder sekundären Hirnschädigung. Bei den

primären  Hirnschädigungen  ist  zwischen  supratentoriellen  und  infratentoriellen

Schädigungen zu unterscheiden.
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Ausschluss von Intoxikation, dämpfender Wirkung von Medikamenten, neuromuskulärer

Blockade, primärer Unterkühlung, Kreislaufschock, Koma bei endokriner, metabolischer

oder entzündlicher Erkrankung als mögliche Ursache oder Mitursache des Ausfalls der

Hirnfunktion im Untersuchungszeitraum.

2. Die Feststellung der klinischen Symptome

• Bewusstlosigkeit (Koma)

• Lichtstarre beider ohne Mydriatikum mittel- bis maximal weiten Pupillen

• Fehlen des okulozephalen Reflexes

• Fehlen des Kornealreflexes

• Fehlen von Reaktionen auf Schmerzreize im Trigeminusbereich

• Fehlen des Pharyngeal- und Trachealreflexes

• Ausfall der Spontanatmung

3. Nachweis der Irreversibilität durch Untersuchungswiederholung oder 

apparative Zusatzuntersuchung

• EEG [Elektroenzephalografie; 
    Anm. d. Verf.]

• AEP/SEP

[Akustisch evozierte Potentiale/
Somatosensibel evozierte
Potentiale; Anm. d. Verf.]

• Dopplersonographie

• Perfusionsszintigraphie

• Angiographie“

Nach Hirntodfeststellung erfolgt das Angehörigengespräch, um die eventuell prämortal

bestehende Spenderentscheidung mitzuteilen (die Entscheidung des Verstorbenen ist

bindend) und zu besprechen. Für den Fall einer nicht vorhanden schriftlichen Erklärung

(z. B.  Organspendeausweis)  ist  eine  Entscheidung  auf  Grundlage  eines  mündlich

geäußerten  oder  mutmaßlichen Willens  des Verstorbenen oder  nach den ethischen

Standpunkten  der  Angehörigen  (Eltern,  Ehepartner/eingetragener  Lebenspartner,

volljährige Kinder oder volljährige Geschwister,  Großeltern oder Vormund) zu fällen.

Diese  erweiterte  Zustimmungsregelung  ist  durch  die  Reform  des  Transplan-

tationsgesetzes vom 19.10.2012 in  die  sog.  Entscheidungslösung geändert  worden.

Jeder  Bürger  der  BRD  wird  nun  ab  dem  16.  Lebensjahr  regelmäßig  durch  die

Krankenkasse gefragt, ob er Organspender werden möchte, wobei eine Antwort nicht

zwingend gegeben werden muss. Fehlt diese, so wird die mögliche Entscheidung im

Angehörigengespräch,  wie  oben  skizziert,  ermittelt.  Ist  eine  Entscheidung  für  die
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Organspende getroffen worden, so wird der Spender und das Spenderorgan evaluiert,

um  Infektionen  auszuschließen,  die  Organqualität  zu  bestimmen  und  das  Human

Leukocyte Antigen-(HLA)-Matching (s. u.) zu ermöglichen. Die Qualität des Organs und

die Risikobewertung für ein postoperatives Transplantatversagen wird durch den Donor

Risk Index (DRI) bestimmt. Die Faktoren Spenderalter, Größe des Spenders, Ethnie

des  Spenders,  Teil-LTX  oder  Vollorgantransplantation,  Herzstillstand  vor  Trans-

plantation und die Ursache des Hirntodes stellten sich in einer retrospektiven Analyse

von 20 023 LTX als signifikante Prädiktoren heraus. Jeder dieser Faktoren bekommt in

einem Wertespektrum mehrere Werte zugeteilt. Ist z. B. der Spender 40 Jahre alt, gibt

es 1,17 Punkte; ist er jedoch über 70 Jahre alt, dann 1,65 Punkte. Die Punkte ergeben

in der Summe den Index. Das Transplantatüberleben nach 3 Jahren war proportional

zum DRI:  Ein DRI zwischen 1 und 1,1 zeigte im 95-Prozent-Konfidenzintervall  eine

Überlebensrate von 79 %. Ein DRI zwischen 1,8 und 2 korrelierte hingegen mit einer

Überlebensrate von 66 % (Feng et al. 2006). Eine jüngere Untersuchung konnte jedoch

aufzeigen,  dass  das  Spenderalter  keinen  Einfluss  auf  das  Outcome  nach  LTX  hat

(Faber et al. 2011).

HLA-  Matching

Die  immunologische  Untersuchung  des  Organspenders  umfasst  neben  der

Blutgruppenkompatibilität  die  Gewebetypisierung  durch  HLA-Matching.  Das  HLA

umfasst eine Gruppe von Zelloberflächenproteinen, die an der Antigenpräsentation im

Rahmen der Immunabwehr beteiligt sind.

Klasse I-Antigene (HLA-A, -B und -C) befinden sich auf allen Zellen mit Zellkern. Klasse

II-Antigene  (HLA-DQ, -DP, -DR)  befinden  sich  auf  mobilen,  antigenpräsentierenden

Zellen wie z. B. B-Zellen und Makrophagen (Neumann et al. 2003). Die Gene für diese

zelleigenen  Oberflächenmoleküle  befinden  sich  auf  dem  kurzen  Arm  (p)  des

Chromosoms  6  (Ausnahme:  beta-Mikroglobulin  =  Chromosom  15).  Aufgrund  der

Bedeutung dieser Genregion für die Transplantationsmedizin wird sie als Haupthisto-

kompatibilitätskomplex  (Major  Histo-Compatibility  Complex; MHC)  bezeichnet.  Der

Polymorphismus  dieser  HLA-Typen  führt  zu  einer  individuellen  HLA-Exprimierung,

welche bei Transplantationen den Grad der ''Organfremdheit'' definiert (Lan et al. 2010).

Mit  Durchführung  des  Cross-Matchings erhofft  man  sich  eine  möglichst  hohe

Übereinstimmung der HLA-Typen, um so das Abstoßungsrisiko zu reduzieren.
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Die  Ergebnisse  werden  mit  denen  potentieller  Empfänger  in  der  Eurotransplant-

Datenbank verglichen.

Organuntersuchung und Labordiagnostik

Die  Organqualität  wird  vor  Entnahme  über  die  Labordiagnostik  evaluiert.  Von  der

Deutschen  Stiftung  Organspende  (DSO)  wird  ein  Standardprofil  vorgegeben

(DSO 2011):

• Blutgruppe

• arterielle Blutgase 

• Blutbild

• Blutzucker 

• Urinstatus und -sediment 

• Klinische Chemie 

• Natrium 

• Kalium 

• Kreatinin i. S. 

• Harnstoff i. S. 

• Amylase

• Lipase 

• HbA1c 

• alkalische Phosphatase 

• ASAT (GOT) 

• ALAT (GPT) 

• γ-GT 

• Bilirubin (total und direkt) 

• LDH 

• CK 

• CK-MB oder Troponin T/I 

• Albumin/Protein

• Quick 

• PTT 

• Fibrinogen

• C-reaktives Protein

Zusätzlich  kann  es  zentrenspezifische  ”Organprofile“  mit  weiteren  leberfunktions-

spezifischen  Laborparametern  geben.  Es  erfolgt  intraoperativ  die  klinische

Begutachtung der Leber nach Gewicht, Größe und Verfettungsgrad.

Postoperative Immunsuppression

Die  Immunsuppression  nach  erfolgter  Transplantation  wird  zur  Prophylaxe  einer

potentiellen  Abstoßungsreaktion  durchgeführt  und  muss  ein  Leben  lang  fortgesetzt

werden.  Durch  die  Einführung  des  CNI  Ciclosporin  A  konnte  die  1-Jahres-

Überlebensrate  nach  erfolgter  LTX  im  Vergleich  zur  kombinierten  Azathioprin/

Prednisolongabe von 33 auf 83 % gesteigert werden (Starzl et al. 1981). Später wurde

mit Einführung des Macrolidlactons Tacrolimus - ebenfalls ein CNI - das therapeutische

Spektrum erweitert.  Mit  diesem Medikament wurden erstmals Rejektionen, die unter

Ciclosporin  A  auftraten,  als  sog.  Rescue-Therapie  erfolgreich  behandelt  (Starzl et

al. 1989).

30



Das  makrozyklische  Lacton  Sirolimus  (s. a.  Kapitel  3.1.2)  wurde  nach  initialer

Anwendung in der Nierentransplantation ebenfalls nach LTX angewendet. Der Vorteil

von Sirolimus gegenüber Ciclosporin A ist seine geringere Nephrotoxizität, sodass bei

Patienten mit posttransplantärem Nierenversagen auf dieses Medikament gewechselt

werden kann. Auch MMF (s. a. Kapitel 3.1.1) wurde zunächst an Nierentransplantierten

getestet, bevor es Einzug in die Lebertransplantationsmedizin hielt (Mc Diarmid 1996).

MMF  kommt  aufgrund  seiner  nierenschonenderen  Pharmakokinetik  ebenfalls  als

Ersatzmedikament bei posttransplantärer Niereninsuffizienz in Frage.

Die  Immunsuppression  kann  zentrenspezifisch  und  uneinheitlich  sein.  Grundsätzlich

teilt sich die posttransplantäre Immunsuppression in die Phasen Induktions-, Initial- und

Erhaltungstherapie  auf.  Eine  Möglichkeit  des  Therapieschemas  ist  der  Beginn  der

Induktionstherapie mit einem Interleukin (IL)-2-Antikörper, welcher über die Blockade

des IL-2-Rezeptors auf T-Zellen die Proliferation derselben inhibiert. Anschließend folgt

für  die  Initialtherapie  eine  Dreifachkombination  aus  einem CNI  (Ciclosporin  A  oder

Tacrolimus), Steroiden und einem Antimetaboliten (Sirolimus oder MMF). Im Laufe der

ersten  sechs  Monate  werden  die  Steroide  sukzessive  reduziert  und  die

Erhaltungstherapeutika  den  möglicherweise  auftretenden  unerwünschten  Arznei-

mittelwirkungen (UAW) angepasst. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass die steroid-

freie  Immunsuppression  keinen  Nachteil  zeigt  (Langrehr  et  al.  2002;  Sgourakis  et

al. 2009). Akute Abstoßungsreaktionen werden mit Methylprednisolon therapiert.

Prognosen nach chirurgischer Therapie

Die Überlebensrate hängt von der präoperativen Situation ab. Zum einen vom Zustand

des tumorfreien Lebergewebes und zum anderen von der  Tumorkonfiguration.  Eine

Metaanalyse  von  Rahbari  verglich  die  Prognostikparameter  ''Zirrhose''  und

''Tumorgröße''  in  den  Therapiegruppen  ''Resektion''  sowie  ''LTX''  in  Bezug  auf  die

Parameter  5-Jahres-Rezidivfreiheit  und  5-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit  und

kam zu folgenden Ergebnissen; siehe Tab. 9, folgende Seite.
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Therapie
Prognostik-
parameter

Variablen
5-Jahres-

Überlebenswahr-
scheinlichkeit [%]

5-Jahres-
Rezidivfreiheit

[%]

Resektion

Zirrhose
HCC + Zirrhose 23 - 48 22 - 36

HCC ohne Zirrhose 44 - 58 24 - 45

Tumorgröße

HCC ≤ 3 cm 55 - 78 30 - 51

HCC ≤ 5 cm 41 - 67 21 - 44

HCC > 5 cm 29 - 56 22 - 23

singulär 35 - 68 19 - 46

multipel 21 - 58   6 - 25

Transplan-
tation

Milan-Kriterien 59 - 83 62 - 92

UCSF-Kriterien 50 - 78 43 - 93

   Tabelle 9: Langzeit-Resultate von HCC-Patienten, geschichtet nach chirurgischer Therapieform und 

       Prognostikparametern (nach Rahbari et al. 2011)

Wissenschaftliche Arbeiten, die das postoperative Langzeitüberleben über fünf Jahre

hinaus evaluieren, wurden erst in jüngerer Zeit publiziert. So hat die Arbeitsgruppe um

Faber die Langzeitergebnisse nach chirurgischer Resektion in der nicht-zirrhotischen

Leber retrospektiv untersucht und kam zu folgenden Ergebnissen (Faber et al. 2012):

Die kumulierten Überlebensraten betrugen für die postoperativen Jahre die Werte 74 %

(1 Jahr), 55 % (3 Jahre), 39 % (5 Jahre) und 32 % (7 Jahre). In einer anderen Analyse

von  insgesamt  4197  HCC-Fällen  haben  Gluer  et  al.  die  10-Jahres-Überlebensrate

berechnet,  welche  7 %  betrug  (Gluer  et  al.  2012).  Die  Überlebensraten  nach

sekundärer Resektion bei  intrahepatischem Rezidiv waren in einer Untersuchung an

483 Patienten 96 % (1 Jahr), 70 % (3 Jahre) und 42 % (5 Jahre) (Faber et al. 2011).

Lokal ablative Verfahren

Weniger  als  20 %  der  neu  diagnostizierten  HCC-Patienten  eignen  sich  für  eine

chirurgische  Therapie  (Borie  et  al.  2008;  Livraghi  et  al.  2011).  Die  zu  erwartende

Mortalität,  bezogen  auf  die  chirurgische  Resektion,  sollte  3 %  nicht  übersteigen

(Bruix und Sherman 2005). Für Patienten, denen die Resektion verwehrt ist, sind lokal

ablative Verfahren die Alternative.  Sie werden angewendet,  um den Tumor in einen

Zustand der Resektabilität zu bringen (sog.  Downstaging), als neoadjuvante Therapie,

als  adjuvante  Therapie  nicht-resektablen  Resttumorgewebes  oder  als  palliative

Therapieoption. Als ablative Verfahren eignen sich die Radiofrequenz-Ablation (RFA),
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die  Kryoablation,  die  perkutane  Ethanol-Instillation  und  die  laserinduzierte  Thermo-

therapie, die nachfolgend skizziert werden.

Radiofrequenz-Ablation

Unter CT- oder Sonographie-Kontrolle wird in örtlicher Betäubung/Analgosedierung eine

ca.  3 mm  große  RFA-Sonde  perkutan  ins  Zentrum  der  Läsion  eingebracht.  Ein

Radiofrequenzgenerator  erzeugt  einen  hochfrequenten  Wechselstrom,  der  um  die

Sonde  herum  eine  Temperatur  von  bis  zu  125 °C  erzeugt  und  darüber  zu  einer

Kauterisierung  des  Gewebes  führt.  Durch  Impedanzmessung  (Gewebeleitfähigkeit)

kann  eine  Erfolgskontrolle  in  situ erfolgen.  Im  direkten  Vergleich  mit  der  Ethanol-

instillation (s. u.)  zeigte sich bei  Läsionen bis 4 cm eine bessere Rezidivfreiheit  und

geringere  Komplikationsrate  bei  weniger  Therapiesitzungen  (Lin  et  al.  2004).  Eine

Kohortenstudie konnte aufzeigen, dass eine RFA von Läsionen bis 2 cm Größe eine

Remission in den folgenden 31 Monaten von 97,2 % ergab (Livraghi et al. 2008). Es

wird deshalb ein Einsatz als Erstlinientherapie diskutiert.

Kryoablation

In Allgemeinnarkose wird perkutan eine mit flüssigem Stickstoff gekühlte Sonde in die

Läsion gebracht. Die Nekroseinduktion erfolgt zum einen direkt über die Temperatur-

verschiebung im Umkreis der Sonde und zum anderen über die durch die Zellnekrose

zunehmende Elektrolytverschiebung perizellulär. Ein Späteffekt ist die Gewebehypoxie

während des Auftauvorganges, da es in den Gefäßen hierbei zu einer Stase kommt

(Hoffmann und Bischof 2001). Zusätzlich zur direkten Kältenekrose wurde auch eine

Induktion der zellulären Apoptose nachgewiesen (Grdović et al. 2010).  Bezüglich der

Wirksamkeit  konnten  unterschiedliche  Prognosen  im  Zusammenhang  mit  der

Tumorgröße ermittelt  werden. In einer Kohortenstudie mit 63 Patienten betrug die 2-

Jahres-Überlebensrate in der Gruppe mit Tumoren < 3 cm 64 % im Vergleich zu 33 %

in der Gruppe mit Tumoren > 3 cm (Adam et al. 1997). In einer Kohortenstudie mit 113

Fällen  wurden  nach Kryoablation  von  primären Läsionen < 5 cm 5-  und  10-Jahres-

Überlebensraten von 49 % bzw. 17 % erreicht (Zhou et al. 1993).

Perkutane Ethanol-Instillation

Die  Anwendung  wird  überwiegend  in  örtlicher  Betäubung  durchgeführt.  Die  Nadel

verfügt  über  mehrere  Öffnungen  an  ihrer  Spitze  und  wird  unter  sonographischer

Kontrolle in das Zentrum der Läsion eingebracht. Es erfolgt unter Echtzeitkontrolle die
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Injektion  von  96-prozentigen  Ethanol,  der  eine  Koagulationsnekrose  des  Gewebes

verursacht.  Erstmals in den 1980er-Jahren vorgestellt (Sugiura et al. 1983), ist diese

Behandlung aufgrund seines geringen Nebenwirkungsprofils und der geringen Kosten

weit  verbreitet.  In  Langzeitstudien  konnten  3-  und  5-Jahres-Überlebensraten  von

47 - 79 %  bzw.  42 - 63 %  bei  Patienten  mit  Child-Pugh-A-Status  erreicht  werden

(Livraghi et al. 1995; Sala et al. 2004).

Laserinduzierte Thermotherapie

Durchgeführt wird dieser Eingriff ebenfalls in Lokalanästhesie. Bei dieser Technik wird

über  die  Photokoagulation  das  Gewebe  im Umkreis  der  Sonde thermisch zerstört.

Technische  Grundlage  ist  ein  Neodym-Yttrium-Aluminium-Granat  (YAG)-Laser,  der

über  die  Sonde  (Quarz-Fiber-Optik)  Nekrosezonen  von  3 - 4 cm  erreichen  kann

(Usatoff und Habib 2001).  Die  Echtzeitkontrolle  kann  sonographisch  erfolgen,

üblicherweise  wird  jedoch  eine  thermosensible  Magnetresonanztomographie  (MRT;

T1-gewichtete,  fettsupprimierende  Gradientenechosequenz)  angewendet  (Sturm  et

al. 2001; Mensel et al. 2005). Die Ergebnisse sind denen lokal ablativer Maßnahmen

mindestens gleichwertig und versprechen durch eine stetige Verbesserung der Technik

eine Erweiterung der Indikationsstellung (Nikfarjam und Christophi 2003). 

1.2.4.3 Nicht-kurative Therapie

Die  HCC-Diagnose  wird  oftmals  spät  gestellt.  Bedingt  ist  dies  durch  die  erst  im

fortgeschrittenen  Stadium  auftretenden  Symptome  wie  Oberbauchschmerzen  und

Verschlechterung einer oft vorbestehenden Zirrhose. Dieser Umstand führt dazu, dass

weniger als 20 % der Patienten chirurgisch-kurativ behandelt werden können (Borie et

al.  2008;  Livraghi  et  al.  2011).  Für  die  restlichen  Patienten  existiert  die  palliative

Therapie, deren Ziel es ist, den Progress zu verlangsamen, Symptome zu lindern und

die  Überlebenszeit  zu  verlängern.  Zu  den  palliativen  Therapieansätzen  zählen  die

transarterielle  Embolisation  und  Chemoembolisation,  die  selektive  intraarterielle

Radiotherapie, die Radiotherapie sowie die systemische medikamentöse Therapie. Sie

werden im Folgenden vorgestellt.
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Transarterielle Embolisation und Chemoembolisation

Zugänglich  sind  dieser  Therapie  (Abk.  TAE/TACE)  Tumore  mit  einer  bestimmten

Mindestgröße,  da  diese  mit  zunehmenden  Wachstum  ihren  Blutzufluss  über  die

A. hepatica  gewährleisten.  Das  Ziel  ist  der  selektive  Verschluss  der  nutritiven

Tumorgefäße  mittels  Kathetertechnik.  Eine  Embolisation  der  A. hepatica  propria  ist

allerdings  nur  bei  bilobulärem  multiplen  Befall  indiziert,  da  der  Verschluss  dieses

Hauptstammgefäßes  negativen  Einfluss  auf  die  Gesamtleberleistung  hat.  Diese

unselektive Embolisation hat bei Patienten mit einem Zirrhosegrad Child-C eine Letalität

von 40 % zur Folge (Bismuth und Fecteau 1989). Bei den Tumoren führt außerdem

eine Kollateralenausbildung zu  einer  Verringerung des Embolisationseffektes.  Daher

wird  mit  einer  Angiographie  (i. d. R.  eine  digitale  Substraktionsangiographie)  das

zuführende  Gefäß  identifiziert  und  selektiv  embolisiert  (auch  sog.  segmentale

Embolisation).  Wird  vor  der  eigentlichen  Embolisation  ein  Zytostatikum  injiziert

(Doxyrubicin,  Mitomycin  oder  Cisplatin),  soll  so ein  additiver  zytotoxischer  Effekt  im

Tumor erzielt werden (Lencioni 2012). Als Trägerflüssigkeit dient eine röntgendichte Öl-

Wasser-Emulsion  (ein  Ethylester  der  iodierten  Fettsäuren  aus  Mohnöl).  Neben  der

Röntgendarstellbarkeit  des  Gefäßes  soll  es  einen  passageren  Gefäßverschluss

bewirken,  um  die  Zytostatikumwirkung  durch  Verlängerung  der  Kontaktzeit  zu

verstärken.  Der  anschließende  dauerhafte  Gefäßverschluss  erfolgt  dann  mit

Embolisaten, sog. Mikrosphären. Diese Partikel  (~35 µm Partikelgröße)  können u. a.

aus  Polyvenylalkohol,  Gelatine  oder  resorbierbaren  Zuckern  bestehen,  in  Lösung

vorliegen oder in Gelform appliziert werden. Ging man anfänglich davon aus, dass die

TACE der TAE überlegen ist, so konnte dies in Metaanalysen nicht bestätigt werden

(Marelli et al. 2007; Pleguezuelo et al. 2008). Die TACE als neoadjuvante Therapie vor

LTX  konnte  jedoch  eine  reduzierte  Rezidivrate  aufzeigen,  vor  allem  bei  Patienten

innerhalb der UCSF-Kriterien (Seehofer et al. 2012).

Selektive intraarterielle Radiotherapie

Diese Therapie (SIRT),  auch Radioembolisation genannt,  benutzt  als  Strahlenquelle

Yttrium-90 beladene Mikrosphären aus dem Kunstharz Resin oder aus Glas. Damit soll

zusätzlich  zum Embolisationseffekt  über  die  lokal  begrenzte  Strahlung  eine  direkte

Wirkung  auf  den  Tumor  erzielt  werden.  Der  Betastrahler  Yttrium-90  hat  mit  seiner

begrenzten  Reichweite  von  durchschnittlich  2,5 mm  und  maximal  11 mm  wenig

unerwünschte Nebeneffekte auf gesundes Lebergewebe (Riaz et al. 2009).

35



Weiterhin ist durch die Halbwertszeit von 64 h bereits nach zehn Tagen über 90 % der

Strahlendosis  abgegeben.  Der  Vorteil  dieser  Therapiemaßnahme  gegenüber  der

konventionellen  perkutanen  Bestrahlung  ist  das  deutlich  verringerte  Risiko  eines

strahleninduzierten  Leberversagens  (Radiation  Induced  Liver  Disease;  RILD;  s. u.)

durch  weitestgehende  Schonung  gesunden  Lebergewebes.  Der  wissenschaftliche

Vergleich der  Wirksamkeit  gegenüber  der  TACE/TAE ist  noch nicht  abgeschlossen,

jedoch zeigte sich bisher ein geringes Risikoprofil bei der Anwendung bei Patienten mit

Child-A und -B (Lambert et al. 2008).

Radiotherapie

Die  Radiotherapie  (als  Form  der  Teletherapie)  des  HCC  war  lange  Zeit  in  der

Anwendung  limitiert,  da  sich  die  Leber  als  ein  sehr  strahlensensibles  Organ

herausstellte,  das  mit  RILD  reagieren  kann.  Dessen  Symptome  sind  anikterische

Hepatomegalie,  Aszites  und steigende Leberenzymwerte  im Serum als  Zeichen der

progredienten Dekompensation der Leberfunktionen. Diese Symptome können Wochen

bis Monate nach der Bestrahlung auftreten (Guha et al. 2011). Bei einer fraktionierten

Gesamtbestrahlung von 31 Gy liegt das Risiko einer RILD bei 5 %, bei 43 Gy bereits bei

50 % (Dawson et al. 2002).

Gegenüber  der  klassischen  externen  Bestrahlung  gibt  es  Neuerungen,  die  diese

Therapieform  wieder  in  den  Fokus  rücken  lassen.  So  gibt  es  die  dreidimensional

konformale Bestrahlungstechnik,  bei der das Bestrahlungsfeld durch Fusion der vor-

handenen Bilddaten (CT, MRT, PET) dreidimensional rekonstruiert wird. Anschließend

wird die definierte Region rechnerisch in den Überschneidungsbereich verschiedener

Strahlungsachsen gelegt, welche zusätzlich in unterschiedlichen Strahlungsintensitäten

konfiguriert  werden  können,  sodass  der  Wirkungsbereich  möglichst  genau  auf  das

Interessenfeld  begrenzt  ist.  Eine  Erweiterung  dieser  Technik  ist  die

intensitätsmodulierte  Strahlentherapie  (IMRT),  bei  der  zusätzlich  innerhalb  einer

Bestrahlungsfeldfläche  die  Strahlendosis  verändert  werden  kann.  Eine  weitere

Innovation  ist  die  stereotaktische  Radiotherapie,  bei  der  durch  präinterventionelle

Patientendurchleuchtung die Lagerung exakt reproduziert und die Bestrahlung zudem

atemgesteuert  abgegeben  wird  (Feng  und  Ben-Josef  2011).  Der  Vorteil  dieser

Techniken  liegt  in  der  Möglichkeit  der  Applikation  höherer  Strahlendosen,  da  das

umgebende Gewebe weniger geschädigt wird.
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Die  Evaluation  dieser  verschiedenen  Techniken  -  als  Monotherapie  sowie  als

Kombinationstherapie  -  steht  noch  am  Anfang,  kürzlich  erschienene  Metaanalysen

beklagen daher den Mangel an klinischen Studien (Feng und Ben-Josef 2011; Lee und

Seong 2012). 

Die  zur  Partikeltherapie  zählende  Protonenbestrahlung  ist  aufgrund  ihres  hohen

Kostenfaktors  auf  wenige  Zentren  limitiert.  Der  Unterschied  dieser  im  Vergleich  zu

Elektronen  und  Photonen  schwereren  Teilchen  liegt  in  dem  eng  begrenzten

Wirkungsbereich  (sog.  Bragg-Peak).  In  diesem  wird  nach  Abbremsung  durch  die

verschiedenen  Gewebeschichten  die  Strahlung  lokal  konzentriert  abgegeben

(Jiang 2012).  Hierdurch  kann  nach  Analyse  des  auf  der  Strahlenstrecke  liegenden

Gewebes, des Interessenbereiches und durch die Wahl der geeigneten Ionenenergie

der Wirkbereich zielgenau in den Interessenbereich gelegt werden. Deshalb eignen sich

Tumore,  welche  tief  und  in  der  Nähe  sensibler  Strukturen  liegen,  für  diese

Therapieform. In einer Phase-II-Studie zeigten 76 HCC-Patienten mit nicht-resektablem

HCC nach Protonentherapie  eine  3-Jahres-Überlebensrate  von 60 %.  In  dieser  Zeit

waren  alle  Patienten  progressionsfrei  und  kein  Patient  zeigte  innerhalb  von  sechs

Monaten nach Therapie Symptome einer RILD (Bush et al. 2011).

Systemische Therapiemöglichkeiten

Der Einsatz von Chemotherapeutika zur Behandlung nicht-resektabler HCC-Fälle wurde

breit  getestet  und  erhält  mit  jedem  neuen  Therapeutikum  neue  Chancen,  welche

laufend evaluiert werden. Es folgt ein chronologischer Überblick, nach Publikationsjahr

geordnet.

Das Anthracyclin Doxorubicin, ein Hemmstoff der Topoisomerase II, welches u. a. zur

Therapie  von  Mamma-  und  Bronchialkarzinomen  eingesetzt  wird,  zeigte  in  einer

prospektiven randomisierten Studie eine Ansprechrate von knapp 18 % bei Ausbleiben

eines  signifikanten  Nutzens  (Lai  et  al.  1988).  Das  Somatostatin-Analogon Octreotid

wurde  getestet,  nachdem  Somatostatinrezeptoren  in  HCC-Proben  nachgewiesen

wurden. Nach anfänglich erfolgsversprechenden Puplikationen wurde letztlich in einer

doppelblinden, randomisierten und placebokontrollierten Studie keine Verbesserung im

Vergleich  zu  der  Placebotherapie  festgestellt  (Becker  et  al.  2007).  Der  Nachweis

vermehrter  Estrogenrezeptoren  in  HCC-Geweben  (Ohnishi  et  al. 1986) führte  zur

Testung des selektiven Estrogenrezeptor-Modulators (SERM) Tamoxifen. Initial wurde
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eine  Erhöhung  der  Überlebensrate  in  der  Tamoxifengruppe  festgestellt:  22 %

gegenüber 5 % nach 12 Monaten (Farinati et al. 1990). In einer anderen Studie war die

mediane Überlebenszeit in der Tamoxifengruppe mit 74 Wochen erhöht im Vergleich zu

der Placebogruppe mit 52 Wochen (Elba et al. 1994). In einer weiteren Studie standen

34  Wochen  in  der  Tamoxifengruppe  gegenüber  24  Wochen  in  der  Placebogruppe

(Martínez Cerezo et al. 1994). Abschließend konnte jedoch eine Metaanalyse, die 1709

Patienten  einschloss,  keinen  Vorteil  der  Tamoxifeneinnahme  gegenüber  der  Nicht-

einnahme  aufdecken  (Nowak  et  al.  2004).  Die  antiproliferativen  und  antiangio-

genetischen Effekte von Interferonen veranlasste die Evaluation der klinischen Wirkung

bei  nicht-resektablen  HCC-Fällen.  Es  zeigte  sich  aber  neben  den  starken  Neben-

wirkungen ein ausbleibender Nutzen (Llovet et al. 2000).

Das stetig wachsende Verständnis der molekularen Mechanismen im HCC führte zu

gezielten  pharmakologischen  Therapiekonzepten  (sog.  Targeted  Therapy)  wie

Antikörpern  oder  niedermolekularen  Verbindungen  (Small  Molecules).  Der

rekombinante monoklonale Antikörper Bevacizumab, gerichtet gegen VEGF (Vascular

Endothelial  Growth  Factor),  einem  Signalmolekül  der  Vaskulogenese,  wurde  in

Kombinationstherapie mit den Zytostatika Gemcitabin und Oxaliplatin in einer Phase-II-

Studie getestet. Die Patienten, alle mit nicht resektablen und/oder metastasierten HCC,

zeigten Wirkungsraten von 20 % und ein medianes progressionsfreies Überleben von

5,3 Monaten  (Zhu  et  al.  2006).  Eine  ähnlich  aufgebaute  Multicenter-Phase-II-Studie

wurde mit den gleichen Zytostatika in Kombination mit dem chimären, monoklonalen

Antikörper Cetuximab durchgeführt. Dieser Antikörper, gerichtet gegen den epidermalen

Wachstumsfaktorrezeptor  (Epidermal  Growth  Factor  Receptor; EGRF),  erreichte  in

dieser  Kombinationstherapie  ein  medianes  progressionsfreies  Überleben  von  4,7

Monaten  bei  gleicher  Wirkungsrate  (Asnacios  et  al.  2008).  Die  niedermolekulare

Verbindung  Sorafenib  ist  ein  Multikinaseinhibitor  der  die  Rapidly  Accelerated

Fibrosarcoma  (Raf)-Kinase  (Proliferationshemmung  über  Hemmung  des  Raf-

Signalweges)  und  über  verschiedene  Tyrosinkinasen  den  VEGF-Signalweg  hemmt.

Eine  Multicenter-Phase-III-Studie  (doppelblind,  randomisiert  und  placebokontrolliert)

konnte für Patienten mit nicht-resektablen HCC in der Sorafenib-Gruppe, im Vergleich

zur  Placebotherapie,  ein  verlängertes  medianes  Überleben  und  einen  Progres-

sionsstopp von 3 Monaten feststellen (Llovet et al. 2008).
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2. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es herauszufinden, ob die Immunsuppressiva Sirolimus

und MMF einen zytotoxischen Effekt auf die beiden hepatozellulären Karzinomzelllinien

SKHEP1 und HEP3B haben. Evaluiert werden sollte neben der jeweiligen Monotherapie

ein synergistischer Effekt durch die duale Anwendung dieser Antimetaboliten sowie die

Möglichkeit  einer  Dosisreduktion  bei  gleichbleibender  Wirksamkeit  auf  die  beiden

Karzinomzelllinien.

Die postoperative Immunsuppression nach LTX wird zentrenindividuell gehandhabt; es

werden oft Medikamente aus der Klasse der CNI (Ciclosporin A und Tacrolimus) als

Basisimmunsuppression in der Initialphase verwendet. Diese Medikamentenklasse hat

als eine UAW Nephrotoxizität (Ziolkowski et al. 2003). Diese kann das an sich erhöhte

Risiko für ein postoperatives Nierenversagen nochmals steigern, wobei Tacrolimus eine

weniger  starke  Nephrotoxizität  als  Ciclosporin  A  aufweist  (Lucey  et  al.  2005).  Tritt

dieses  Ereignis  ein,  wird  auf  die  Ersatzimmunsuppression  mit  den  beiden

Antimetaboliten Sirolimus oder MMF zurückgegriffen. Beide Medikamente zeichnen sich

u. a. durch die ausbleibende Nephrotoxizität aus. Die Therapie mit MMF bietet sogar

eine Verbesserung der Nierenfunktion nach Übernahme des Patienten aus der CNI-

Therapie  (Schmeding  et  al. 2006).  Für  Sirolimus  konnte  diese  Verbesserung  der

Nierenfunktion bisher nicht nachgewiesen werden (Asrani et al. 2010).

Die immunsuppressive Wirksamkeit  befindet  sich mittlerweile  in  der  Evaluation ihrer

klinischen Anwendung. Die Wirkung von auf Sirolimus basierender Immunsuppression

nach  LTX  zeigte  vor  allem  im  Hinblick  auf  die  Nephrotoxizität  vielversprechende

Ergebnisse (Toso et al. 2007; Zimmermann et al. 2008).

Die  MMF-Monotherapie  und  Kombinationstherapie  mit  Tacrolimus  nach  LTX  wurde

klinisch bereits bei Patienten mit postoperativem Nierenversagen evaluiert. Es konnte

eine  Verbesserung  der  Nierenfunktion  gezeigt  werden,  jedoch  waren  in  der  MMF-

Gruppe mehr Abstoßungen aufgetreten (Bilbao et al. 2006).

In  einer  randomisierten,  prospektiven  5-Jahres-Follow-up-Untersuchung  konnte  die

MMF-Monotherapie  im  Vergleich  zu  der  CNI-Therapie  ähnliche  Ergebnisse  zeigen:

Patienten, welche aufgrund von Nierenversagen in die MMF-Gruppe wechselten, 
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zeigten daraufhin eine Verbesserung ihrer Nierenfunktionen.  In dieser Untersuchung

war  die  Inzidenz  der  akuten  Abstoßung  in  beiden  Gruppen  gleich  (Schmeding  et

al. 2011). 

Im  Hinblick  auf  die  vorhandenen  Rezidivraten  und  die  Entstehung  von  de  novo-

Malignomen  nach  LTX  sowie  die  Tatsache,  dass  für  den  überwiegenden  Teil  der

erstdiagnostizierten HCC-Patienten keine kurative Therapie mehr möglich ist, lässt ein

anderer Effekt dieser beiden Medikamente weitere Therapiestrategien annehmen:

Für Sirolimus und auch für MMF konnten verschiedene Untersuchungen in vitro und in

vivo einen antiproliferativen Effekt auf verschiedene Karzinomzelllinien nachweisen:

Für Sirolimus auf Osteosarkomzellen, Zellen des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms

und Nierenzellkarzinomzellen (Ogawa et al. 1998; Luan et al. 2003; Boffa et al. 2004).

Für MMF auf Adenokarzinomzellen des Kolons, Melanomzellen, Adenokarzinomzellen

des Magens und des Pankreas, auf nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinomzellen, B-Zell-

Lymphomzellen und auf T-Zell-Leukämiezellen (Tressler et al 1994; Koehl et al. 2007). 

Über HCC-Zelllinien gibt es bisher nur wenige Arbeiten, die den antiproliferativen Effekt

testeten: Eine hemmende Wirkung von Sirolimus ließ sich auf die HCC-Zelllinie H4IIEC

und auf unspezifizierte HCC-Proben nachweisen (Price et al. 1992; Ribatti et al. 2007). 

Für den Antimetaboliten MMF konnte eine antiproliferative Wirkung bisher lediglich auf

die  HCC-Zelllinie  HEPG2  in  Kombination  mit  Doxorubicin  nachgewiesen  werden

(Chu et al. 2010).

Um die Evaluation der antiproliferativen Wirksamkeit auf das HCC fortzuführen, stellte

sich deshalb zunächst die Frage, ob diese Medikamente allein eine Wirksamkeit auf die

beiden HCC-Zelllinien SKHEP1 und HEP3B besitzen:
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Fragestellung 1

Welchen zytotoxischen Effekt haben Sirolimus und MMF monotherapeutisch auf die

HCC-Zelllinien SKHEP1 und HEP3B?



Unterschiedliche Hemmungsmechanismen in der immunsuppressiven Wirkung werfen

auch die Frage auf, ob dieser Hemmeffekt bei Tumorzellen durch den dualen Einsatz

von Sirolimus und MMF zu einer synergistischen Wirkung im Sinne einer verbesserten

Proliferationshemmung für die jeweilige Zelllinie führen würde:

Sirolimus und MMF verfügen über eine Vielzahl an UAW. Für MMF wurden Diarrhoe,

Erbrechen,  Leukopenie,  Sepsis  und  opportunistische  Infektionen  berichtet

(Pichlmayer et al.  1995; Danesi und Del Tacca 2004). Für Sirolimus  Hyperlipidämie,

Myelosuppression  (Thrombozytopenie  und  Leukopenie),  verringerte  Wundheilung,

Proteinurie und interstitielle Pneumonie (Hong und Kahan 2000; Kuppahally et al. 2006;

Hamdy et al. 2010; Pham et al. 2004).  Es ist  daher  wünschenswert,  mit  einer

Medikamentenkonzentration zu therapieren, die so effizient und dabei so wenig toxisch

wie  möglich  ist.  Es  stellte  sich  daher  die  weitere  Frage,  ob  diese  beiden

Immunsuppressiva  durch  Kombination  miteinander  eine  Senkung  der  jeweiligen

Medikamentenkonzentration  bei  mindestens  gleichwertiger  antiproliferativer  Wirkung

ermöglichen:
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Fragestellung 3

Kann in der Kombinationstherapie die Wirksamkeit bei gleichzeitiger Dosisreduktion

gehalten werden?

Fragestellung 2

Kann durch die Kombination Sirolimus + MMF eine Wirksamkeitssteigerung im

Vergleich zu den jeweiligen Monotherapien erreicht werden?



3. Material und Methoden

3.1 Medikamente

3.1.1 Mycophenolatmofetil

3.1.1.1 Eigenschaften

MMF ist ein Morpholinoethylester der Mycophenolsäure (MPA); siehe Abb. 3: 

Die  Herstellung  erfolgt  über  die  Gewinnung  von  MPA  als  Fermentationsprodukt

verschiedener Penicillium-Gattungen. Die MPA wird anschließend verestert und für die

verschiedenen Applikationsformen weiter verarbeitet. Nach erstmaliger Isolierung Ende

des 19. Jahrhunderts (Gosio 1896) fand die medizinisch-wissenschaftliche Analyse von

MPA  durch  eine  in  vivo  Untersuchung  der  immunsuppressiven  Wirkung  in  einem

Tierversuch statt  (Mitsui  und Suzuki  1969).  Um die  spärliche Bioverfügbarkeit  nach

oraler Gabe von MPA zu verbessern, wurde die Veresterung von MPA und somit MMF

als Prodrug entwickelt (Lee et al. 1990). Nach enteraler Resorption bei oraler Gabe wird

es  unmittelbar  zu  MPA  hydrolysiert  und  bietet  eine  Bioverfügbarkeit  von  94 %

(Bullingham et al.  1996).  Es ist  zu 97 % an Plasmaalbumin gebunden.  MPA wird  in

erster  Linie  durch  die  Glucuronyltransferase  in  das  MPA-Phenolglucuronid  (MPAG)

umgewandelt, welches einen inaktiven Metaboliten darstellt. Dessen Elimination erfolgt

mit  87 % überwiegend renal  (Fulton und Markham 1996).  Das restliche MPAG wird

biliär  ausgeschieden  und  unterliegt  dabei  dem  enterohepatischen  Kreislauf,  wo  es

durch Deglucuronidierung wieder zu MPA umgewandelt wird, weshalb 6 - 12 Stunden

nach oraler Gabe ein zweiter Konzentrationsgipfel im Plasma messbar ist.
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Abbildung 3: Strukturformel Mycophenolatmofetil



3.1.1.2 Wirkmechanismus

Die  Immunsuppression  erfolgt  über  die  reversible,  nicht-kompetitive  Hemmung  der

Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) in Lymphozyten (Halloran 1996). Dieses

Enzym  ist  das  Schlüsselenzym  bei  der  de  novo-Herstellung  des  Guanosin-Mono-

phosphats (GMP), eines essentiellen Bausteins der Nukleinsäuresynthese und somit

der Zellproliferation. Durch die IMPDH-Hemmung kommt es zu einer Reduktion des

GMP in der Zelle und zu einem Überwiegen der Adenosin-Phosphate, wodurch eine

allosterische Inhibition des Purinstoffwechsels erfolgt. Eine zusätzliche Purinsynthese

über  den  Wiederverwertungsstoffwechsel  (sog.  Salvage  Pathway)  steht  den

Lymphozyten im Gegensatz zu den restlichen kernhaltigen Zellen nicht zur Verfügung,

wodurch  die  Lymphozyten  selektiv  beeinflusst  werden.  Dass  andere  Zellen,  die

ebenfalls  die  Purinsynthese  absolvieren,  nicht  auch  in  diesem  Maße  in  ihrer

Proliferation gehemmt werden, liegt an der Existenz zweier Isoformen der IMPDH: 

– IMPDH-I  wird  in  den  meisten  Zellen  sowie  in  nicht  aktivierten  Lymphozyten

exprimiert

– IMPDH-II wird in aktivierten Lymphozyten exprimiert

Die  Inhibition  dieser  beiden  Isoformen  durch  MPA  ist  ungleich:  IMPDH-II  wird  im

Vergleich  zu  IMPDH-I  ca.  5 mal  mehr  gehemmt,  was  die  stärkere  Hemmung  der

Lymphozyten erklärt (Carr et al. 1993).

3.1.1.3 Experimentelle Erfahrungen mit Mycophenolatmofetil

Erste  in  vitro Versuche  konnten  die  proliferationshemmende Wirkung  von  MPA auf

mononukleäre  Zellen  nachweisen,  welche  gleichzeitig  proliferationsstimulierende

Proteine  (sog.  Mitogene)  erhielten  (Eugui  et  al.  1991).  Die  Evaluation  immun-

suppressiver  Wirkungen  von  MPA/MMF  erfolgte  dann  in  vivo  nach  verschiedenen

tierexperimentellen  Organtransplantationen.  Die  Anwendung  nach  Nierentransplan-

tationen (NTX) zwischen Ratten wurde u. a. von Heemann et al. evaluiert (Heemann et

al. 1996). Die MMF-Immunsuppression nach Pankreas-Transplantation bei Ratten war

u. a. Thema von Qi et al. (Qi et al. 1996). In einem caninen Tiermodell wurde von der

Arbeitsgruppe  um  D`Alessandro  die  Wirksamkeit  von  MMF  in  Kombination  mit

Ciclosporin  A  und/oder  Prednisolon  als  postoperative  Immunsuppression  nach

Darmtransplantation  getestet  (D`Alessandro  et  al.  1993).  Der  Effekt  auf  das

Transplantatüberleben durch eine Kombination mit Ciclosporin A nach intercaniner LTX
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wurde ebenfalls erforscht (Bechstein et al. 1993). Aktueller Gegenstand der Forschung

ist  die  Leber-Xenotransplantation  vom  Schwein  auf  den  nicht-humanen  Primaten.

Diesbezüglich  wurde  die  Immunsuppression  durch  eine  kombinierte  Gabe  von

Tacrolimus und MMF zuletzt getestet (Ekser et al. 2010). Hemmende Wirkung auf das

Tumorwachstum  konnte  bei  Adenokarzinomzellen  des  Kolons,  Melanomzellen,

Adenokarzinomzellen  des  Magens,  Adenokarzinomzellen  des  Pankreas,  Zellen  des

nicht-kleinzelligen  Bronchialkarzinoms,  B-Zell-Lymphomzellen  und  auf  T-Zell-Leu-

kämiezellen gezeigt werden (Tressler et al 1994; Koehl et al. 2007). Die Hemmung der

Proliferation  bei  der  HCC-Zelllinie  HEPG2  in  Dualtherapie  mit  Doxorubicin  konnte

kürzlich nachgewiesen werden (Chu et al. 2010).

3.1.1.4 Klinische Erfahrungen mit Mycophenolatmofetil

Die klinische Erprobung begann in einer doppelblinden Studie über die orale Therapie

der  Psoriasis  (Gomez  et  al.  1979).  Eine  erste  klinische  Phase-I-Studie  wurde  von

Sollinger et al. erfolgreich an nierentransplantierten Patienten durchgeführt (Sollinger et

al.  1992).  In der Kombination mit  Tacrolimus nach Pankreas-Transplantation (alleine

und  in  Kombination  mit  NTX)  wurde  das  Medikament  nachfolgend  evaluiert

(Gruessner et  al.  1998).  Eine  Kombinationstherapie  mit  Ciclosporin  A  zur  prophy-

laktischen und zur Rescue-Therapie an lebertransplantierten Patienten wurde ebenfalls

getestet  (Mc  Diarmid  1996).  Die  Wirksamkeit  in  Kombination  mit  Tacrolimus  im

Vergleich zu der Kombinationstherapie mit Ciclosporin A wurde mehrfach untersucht

(Klupp et al. 1999; Glanemann et al. 2001).

Erste Langzeitergebnisse konnten bei diesen Kombinationen mit MMF keinen Nutzen

zeigen (Langrehr  et  al.  2006).  Ein  Vergleich  zu  der  Wirkung von  Azathioprin  (je  in

Kombination  mit  Ciclosporin)  wurde  von  Wiesner  et  al.  durchgeführt,  welche  eine

verringerte Inzidenz der akuten Transplantatabstoßung unter MMF-Therapie feststellten

mit 48 % der Azathioprin-Gruppe gegenüber 39 % in der MMF-Gruppe (Wiesner et al.

2001).  Eine  randomisierte  prospektive  5-Jahres-Untersuchung  konnte  in  der  MMF-

Monotherapie im Vergleich zur CNI-Therapie keinen Unterschied in der Inzidenz der

akuten Abstoßung feststellen (Schmeding et al. 2011).
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3.1.1.5 Unerwünschte Arzneimittelwirkungen

In der klinischen Anwendung zeigt MMF ein Nebenwirkungsprofil in Form von Diarrhoe,

Erbrechen,  Leukopenie,  Sepsis  und  opportunistischen  Infektionen.  Die  UAW

gastrointestinaler  Art  (Diarrhoe,  Nausea,  Emesis)  sind  ein  häufiges  Symptom  nach

Organtransplantation  (Schmidt  und  Brockmann  2007).  Da  MMF  diese  Problematik

zusätzlich verstärken kann,  ging man von einem physikalischen Effekt  während der

oralen  Einnahme  aus.  Es  zeigte  sich  jedoch,  dass  die  gastrointestinalen

Nebenwirkungen von MMF dosisabhängig sind und es keinen Unterschied zwischen

den Applikationsformen oral/intravenös gibt  (Pescovitz  et  al.  2000).  Dennoch  wurde

eine magensaftresistente Applikation auf den Markt gebracht: EC-MPS (Enteric Coated

MPS;  Myfortic®) mit  der  These,  dass  durch  die  resorptionslose  Magenpassage  die

physikalischen Effekte umgangen würden und unerwünschte gastrointestinale Effekte

im Vergleich  zur  klassischen Anwendung  per  os reduziert  werden.  Diese These ist

jedoch umstritten und Gegenstand wissenschaftlicher Diskussionen (vgl. Salvadori et

al. 2004  sowie  Schmidt  und  Brockmann  2007).  Eine  weitere  These  zur  möglichen

Ursache der gastrointestinalen Nebenwirkungen führt das Metabolisationsprodukt Acyl-

Glucuronid an, welches ein aktiver Metabolit mit direkter Wirkung auf Proteine und ein

Zytokin-Induktor  ist  (Spahn-Langguth  et  al.  1992;  Wieland et  al.  2000;  Shipkova  et

al. 2001).  Die Leukopenie durch MMF wird  auf  die  Suppression des Knochenmarks

zurückgeführt (Danesi und Del Tacca 2004). Sepsis und opportunistische Infektionen

sind zu erwartende Nebenwirkungen einer Immunsuppression.

In  einer  placebokontrollierten,  doppelblinden  Multicenter-Studie  wurden  unter  MMF-

Therapie vermehrt  Herpes simplex-,  Herpes zoster-  und Cytomegalievirusinfektionen

festgestellt (Pichlmayer et al. 1995).

3.1.2 Sirolimus

3.1.2.1 Eigenschaften

Sirolimus  (auch  Rapamycin)  ist  ein  Fermentationsprodukt  der  Actinomyces-Art

Streptomyces  hygroscopicus,  das  in  den  1970er-Jahren  aus  einer  Bodenprobe  der

Osterinsel  (Rapa Nui)  isoliert  und zunächst  als  Fungizid  und Antibiotikum postuliert

wurde (Vézina et al. 1975).
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Die Biosynthese zum makrozyklischen Lacton (siehe Abb. 4) erfolgt zunächst über drei

Polyketid-Synthasen (RapA,  RapB,  RapC).  Diese bestehen jeweils  aus verschieden

großen  Enzymkomplexen  (sog.  Modulen),  die  die  linearen  Polyketide  schrittweise

verlängern.  Abschließend  erfolgt  der  Ringschluss  über  eine  nicht-ribosomale

Peptidsynthetase (RapP) (Schwecke et al. 1995).

3.1.2.2 Wirkmechanismus

Die immunsuppressive Wirkung zeigte sich erstmals bei  in vitro  Versuchen über eine

antiproliferative Wirkung auf T-Zellen (Dumont et al. 1990). Weitere Arbeiten konnten

zeigen,  das  Sirolimus  mit  der  Serin-Threonin-Kinase  mTOR  (Mammilian  Target  of

Rapamycin) einen Komplex bildet und so dessen Funktion inhibiert (Chen et al. 1995).

Die  Kinase  mTOR  ist  ein  ubiquitär  im  Zellplasma  vorkommender  Enzymkomplex,

welcher  zentrale  Zellsteuerungsmechanismen wie  Zellproliferation,  Angiogenese und

Regulation  des  Energiehaushalts  absolviert  (Wullschleger  et  al. 2006;  Humar  et

al. 2002;  Fingar  et  al.  2006).  Bei  vielen  Tumorerkrankungen  ist  die  Signalkaskade

dieses Komplexes aufgrund von Mutationen gestört. Es kommt zu einer unkontrollierten

Aktivierung  des  mTOR-Komplexes  mit  möglichen  pathologischen  Überregulierungen

seiner  Zellsteuerungsmechanismen  (Shaw  und  Cantley  2003;  Guertin  und

Sabatini 2005).  Durch  Hemmung  dieser  Überregulation  kann  Sirolimus  den

Tumorprogress mindestens verlangsamen (Bu et al. 2008).
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Abbildung 4: Strukturformel Sirolimus



3.1.2.3 Experimentelle Erfahrungen mit Sirolimus

Zunächst  erforschte  man  die  antimykotischen  Eigenschaften  im  Vergleich  zu  den

bestehenden Fungiziden Amphotericin B, Candicidin und Nystatin (Sehgal et al. 1975).

Die immunsuppressive Wirkung konnte anhand der antiproliferativen Wirkung auf  T-

und B-Zell-Lymphozyten  in vitro demonstriert werden (Kay et al. 1991). Später zeigte

sich, dass Sirolimus die Zellzyklusprogression in der mittleren bis späten G1-Phase in

T-Zell-Lymphozyten blockiert (Terada et al. 1993). Weitere  in vitro  Versuche konnten

eine Blockierung verschiedener Interleukin-vermittelter Proliferationswege (IL-2, -4, -7,

-12  und  -15)  von  T-  und  B-Lymphozyten  aufzeigen  (Li  et  al.  1998;  Bertagnolli  et

al. 1994;  Strehlau  et  al.  1998).  Weiterhin  zeigte  sich  eine  direkte  Pro-

liferationshemmung  nicht-immuner  Zellen  wie  Endothelzellen  aus  Rinderaorta  und

humaner  Umbilikalvene  sowie  glatten  Muskelzellen  (Akselband  et  al.  1991;  Cao  et

al. 1995).  In  vivo wurden  vielfältige  Transplantationsversuche  durchgeführt:  Nach

heterotroper Herztransplantation zwischen Ratten wurde eine Proportionalität zwischen

der Serumkonzentration von Sirolimus und dem Transplantatüberleben nachgewiesen

(Di Joseph et al. 1996). Ein verlängertes Transplantatüberleben zeigte sich auch nach

orthotroper  NTX  zwischen  Schweinen  (Granger  et  al.  1995).  Die  antiproliferative

Wirkung  auf  glatte  Muskelzellen  wurde  genutzt,  um  die  Re-Stenosierung  von

Herzkranzgefäßen nach Ballonkatheterdilatation zu reduzieren. Nach Dilatation erfolgt

die systemische medi-kamentöse Therapie, wodurch lokal die Proliferation der glatten

Muskelzellen in der Gefäß-Intima-Schicht, welche durch das Dilatationstrauma initiiert

wurde, inhibiert wird. Dies wurde  in vivo bei Ratten sowie Schweinen nachgewiesen

(Gregory et al.  1995;  Gallo et  al.  1999).  Durch Sirolimusbeschichtung eines Stents,

welcher lokal nach Ballondilatation eingebracht wird,  konnte dieser Effekt auch ohne

systemische Anwendung von Sirolimus im Schwein gezeigt werden (Carter et al. 2000).

Die  Immunsuppression  nach  NTX  wurde  erfolgreich  in  vivo getestet  an  Hunden,

Schweinen und Primaten (Collier et al. 1990; Almond et al. 1993; Collier et al. 1991).

Die hemmende Wirkung auf Tumorzellen konnte u. a. auf die HCC-Zelllinie H4IIEC und

auf  unspezifische  HCC-Proben,  Osteosarkomzellen,  Zellen  des  nicht-kleinzelligen

Bronchialkarzinoms und auf Nierenzellkarzinomzellen nachgewiesen werden (Price et

al. 1992; Ribatti et al. 2007; Ogawa et al. 1998; Boffa et al. 2004; Luan et al. 2003).
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3.1.2.4 Klinische Erfahrungen mit Sirolimus

Die klinische Anwendung beschichteter Stents nach Ballondilatation zur Reduktion der

Re-Stenose  wurde  klinisch  erfolgreich  geprüft  und  wird  mittlerweile  standardmäßig

verwendet  (Sousa  et  al.  2000).  Bezüglich  der  immunsuppressiven  Therapie  nach

Organtransplantation gab es zahlreiche Studien: Die klinische Testung in Kombination

mit  Ciclosporin  A  und  Steroiden  nach  NTX  wurde  u. a.  in  Phase-II-Studien  durch-

geführt,  denen  wenig  später  Phase-III-Studien  folgten  (Kahan et  al.  1999;  Groth  et

al. 1999; Kahan et al. 2000; Mac Donald et al. 2001). Auch die Anwendung nach LTX

wurde evaluiert (Kneteman et al. 2004; Toso et al. 2007). Mit der Idee, dass durch den

zusätzlich antiproliferativen Effekt von Sirolimus das rezidivfreie Überleben nach LTX

bei HCC-Patienten zusätzlich verlängert werden kann, wurde eine noch aktuell laufende

Multicenterstudie  begonnen,  welche  ein  Sirolimus-negatives  Therapieregime  zur

Immunsuppression  nach  LTX  mit  einem  Sirolimus-positiven  Regime  vergleicht

(Schnitzbauer et al. 2010). 

3.1.2.5 Unerwünschte Arzneimittelwirkungen

Zu  den  UAW  von  Sirolimus  zählen  Hyperlipidämie,  Myelosuppression  (Thrombo-

zytopenie  und  Leukopenie),  verringerte  Wundheilung,  Proteinurie  und  interstitielle

Pneumonie.

Die  Hyperlipidämie  unter  Sirolimus  kommt  durch  eine  Herabregulierung  des  LDL-

Rezeptors  zustande.  Dieser  Membranrezeptor  bindet  an  die  Apolipoproteineinheit

B- 100  des  LDL  (Low  Density  Lipoprotein),  einem  Serumtransportprotein  für

Nahrungsfette (v. a.  Cholesterin) mit der physiologischen Aufgabe, diese Fette in den

extrahepatischen  Geweben  zu  verteilen  (Olofsson  und  Borèn  2005).  Durch  die

verminderte LDL-Rezeptorpräsenz kommt es zu einer  verminderten Endozytose des

LDL und somit seiner Transportfette in die Zellen - es resultiert eine Hyperlipidämie

bzw. Hyperlipoproteinämie (Sharpe und Brown 2008).

Myelosuppressive  Effekte  wie  Thrombozytopenie  und  Leukopenie  werden  ebenfalls

beobachtet.  In  einer  Kohortenstudie  zur  vergleichenden  Therapie  mit  Ciclosporin  A

nach NTX traten in der Sirolimus-Gruppe Thrombozytopenien in der ersten Woche bei

63 %  der  Patienten  auf  und  Leukopenien  bei  61 %.  Diese  Effekte  zeigten  keinen

Zusammenhang zwischen der Schwere der Ausprägung und der Dosis und in 89 % der

Fälle war der Effekt selbstlimitierend (Hong und Kahan 2000).
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Wundheilungsstörungen  wurden  in  mehreren  klinischen  Studien  beobachtet  und

konnten in tierexperimentellen Wundheilungsmodellen bestätigt werden (Gillingham et

al.  2001;  Langer  und  Kahan  2002;  Kuppahally  et  al.  2006;  Schäffer  et  al.  2007;

Weinreich  et  al.  2011).  Die  Proteinurie  als  UAW  des  Sirolimus  wird  gehäuft  bei

Patienten  nach  NTX  beobachtet,  der  Pathomechanismus  ist  aber  noch  ungeklärt

(Hamdy et al. 2010). Experimentell konnten spezifische Metaboliten im Urin von Ratten

als Frühmarker  für  die  Nephrotoxizität  gemessen werden (Schmitz  et  al.  2009).  Da

dieser  Effekt  nach  anderen  Organtransplantationen  nicht  zu  beobachten  ist,  wird

Sirolimus als nicht-nephrotoxische Alternative zur Immunsuppression mit Ciclosporin A

angewendet.  Bei  der  UAW  interstitielle  Pneumonie  ist  der  pathophysiologische

Mechanismus noch nicht geklärt (Morelon et al. 2001; Pham et al. 2004).

3.2 Zelllinien

Die  Experimente  wurden  mit  den  humanen  HCC-Zelllinien  SKHEP1  und  HEP3B

durchgeführt.  SKHEP1  (DSMZ,  Braunschweig,  Deutschland;  siehe  Abb.  5)  ist  eine

Zelllinie,  die  1971  aus  dem Aszites  eines  an  HCC erkrankten  Kaukasiers  etabliert

wurde. Diese Zelllinie ist epithelialen Ursprungs und eignet sich für in vitro sowie für in

vivo Experimente (Heffelfinger et al. 1992; Fogh et al. 1977). 
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 Abbildung 5: SKHEP1-Zellen unter lichtmikroskopischer

         40-facher Vergrößerung



Die  Zelllinie  HEP3B  (siehe  Abb.  6)  ist  eine  1976  durch  Biopsie  aus  einem

Leberteilresektat nach Lobektomie eines achtjährigen Jungen aus den USA gewonnene

Zelllinie,  welche ein  Hepatitis-B-Virus-Genom integriert  hat  (Aden et  al. 1979).  Auch

diese Zelllinie wurde für experimentelle Tumorforschung erfolgreich evaluiert (Hahn et

al. 1982; Darlington et al. 1987).

3.3 Zellkultur 

Beide  Zelllinien  wurden  als  subkonfluente  adhärente  Monolayerkulturen  im

Kulturmedium  RPMI  1640  (PAA,  Österreich)  kultiviert,  welches  folgende  Zusätze

enthielt: 10 % fetales Kälberserum (Fetal Bovine Serum Dialysed, Gibco, USA), 1 % L-

Glutamin  (Gibco,  USA),  1 %  Penicillin  (10 000  IU/ml)-Streptomycin  (10 000  µg/ml)

(Biochrom,  Deutschland),  1 % nicht-essentielle  Aminosäuren  (Gibco,  USA)  und  1 %

Sodiumpyruvat  (Biochrom, Deutschland). Die Lagerung fand im Brutschrank (Binder,

Deutschland) bei 37° C, 5 % CO² und 95 % O² in 75 cm² großen Zellkulturflaschen statt

(BD Falcon, USA). Die Zellkulturen wurden abwechselnd mit frischem Medium versorgt

oder  passagiert.  Zum  Mediumwechsel  wurde  das  alte  Medium  abgesaugt  und  ein

Waschgang mit  phosphatgepufferter  Kochsalzlösung (PAA, Österreich)  durchgeführt,

bevor frisches Medium in die Flaschen gefüllt wurde.
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           Abbildung 6: HEP3B-Zellen in lichtmikroskopischer

      40-facher Vergrößerung



Das Passagieren  wurde  enzymatisch  mit  2 ml  0,25-prozentigem Trypsin  (Biochrom,

Deutschland)  durchgeführt.  Nach  5-minütiger  Inkubation  im  Brutschrank  wurde  das

Lösen der Zellen lichtmikroskopisch kontrolliert und anschließend der Flascheninhalt in

Kulturröhrchen  (BD  Falcon,  USA)  überführt  und  das  vorhandene  Trypsin  durch

Mediumzugabe inaktiviert. Zum Passagieren und zur Verwendung in einem Experiment

wurden die Zellen in einer Zählkammer nach Neubauer unter Gebrauch von Trypanblau

(Biochrom,  Deutschland)  unter  einem  Durchlichtmikroskop  (Olympus,  Deutschland)

gezählt.

Um die  Medikamententestung durchzuführen,  wurden  2000  Zellen  in  je  einen Napf

einer 96-well-Mikrotiterplatte (Flat-Bottom; BD Falcon, USA) überführt und mit jeweils

100 µl Medium versorgt. Pro Versuchsreihe gab es drei Platten (24 h, 72 h und 120 h).

Nach  24 h  Ruhezeit  im  Inkubator  wurden  die  Medikamente  in  der  entsprechenden

Konzentration  in  die  zugehörigen  Plattenvertiefungen  gegeben  (Zeitpunkt  0).  Die

Kontrollgruppen  erhielten  medikamentenfreies  Medium.  Die  Proliferationsmessung

erfolgte nach 24, 72 und 120 Stunden. Alle Arbeiten an oder mit den Zellen wurden

unter  einer  mikrobiologischen  Sicherheitswerkbank  (Heraeus,  Deutschland)

durchgeführt.  Die  Endversuche  nach  Identifizierung  der  relevanten  Medika-

mentenkonzentrationen wurden je dreimal unter identischen Bedingungen wiederholt.

Es bestanden folgende sechs Versuchsgruppen; siehe Tab. 10:

SKHEP1 + MMF

HEP3B + MMF

SKHEP1 + Sirolimus

HEP3B + Sirolimus

SKHEP1 + MMF + Sirolimus

HEP3B + MMF + Sirolimus

   Tabelle 10: Übersicht der Versuchsgruppen
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3.4 XTT-Proliferationstest

Das Testprinzip beruht auf der Tatsache, dass es bei avitalen Zellen zu einem Verlust

ihrer  mitochondrialen Aktivität  kommt.  Durch das von Mosman etablierte  Testprinzip

kann man diesen Aktivitätsverlust durch die Umsatzrate eines Substrates nachweisen

(Mosman  1983).  Das  farblose  Tetrazoliumsalz  XTT  (2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-

sulfophenyl)-5-((phenylamino)carbonyl)-2H-tetrazoliumhydroxid) kann unter Zugabe des

intermediären Elektronenüberträgers PMS (Phenazinmethosulfat) in seinen reduzierten

Zustand (Formazan; siehe Abb. 7) gebracht werden (Scudiero et al. 1988).

Formazan  ist  farbig  und  über  ein  Spektralphotometer  messbar.  Über  den  genauen

biochemischen Vorgang gab es verschiedene Lehrmeinungen. Man nahm zum einen

an, dass die in den Mitochondrien vorhandenen Dehydrogenasen den Prozess direkt

intrazellulär  katalysieren  (Scudiero  et  al.  1988),  zum  anderen  schrieb  man  dem

mitochondrialen  Enzym  Cytochrom  C,  einem  Elektronentransporter  in  der  inneren

Mitochondrienmembran, eine wichtige Rolle bei der intrazellulären XTT-Reduktion zu

(Nosaka  et  al.  1999).  Mittlerweile  ist  erwiesen,  dass  XTT  die  Zellmembran  nicht

durchdringen  kann,  an  der  Zellmembranaußenseite  reduziert  wird  und  dem

transmembranären  Elektronentransport  eine  Schlüsselrolle  zuzuschreiben  ist

(Berridge et al. 2005).

Zur Testdurchführung wurde die 96-well-Mikrotiterplatte dem Inkubator entnommen und

das  Medium-Medikamentengemisch  mit  einer  Mikropipette  abgesaugt.  Anschließend

wurden die Vertiefungen einmal behutsam mit PBS gespült und danach wurde jede zu 
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Abbildung 7: Strukturformel von XTT und seiner Reduktionsform Formazan



messende  Plattenvertiefung  mit  der  XTT-Test-Lösung  (Roche,  Schweiz)  gefüllt  -  je

49 µl XTT-Lösung und 1 µl PMS. Es folgte für 4 h bei normaler Atmosphäre die lichtlose

Lagerung.  Die  kolorimetrische  Messung  durch  das  Spektralphotometer  (FLUOstar,

BMG  Labtechnologies,  Deutschland)  erfolgte  danach  bei  einer  Wellenlänge  von

λ = 492 nm gegen eine Referenzwellenlänge von λ = 650 nm; siehe Abb. 8:

3.5 Statistische Auswertung

Die  Ergebnisse  sind  als  arithmetisches  Mittel  angegeben.  Die  Streuung  wurde  als

Standardfehler  des Mittelwertes  (Standard  Error  of  the  Mean; SEM) berechnet.  Zur

Ermittlung einer statistischen Signifikanz wurde bei zwei Vergleichsgruppen der nicht-

parametrische  Rangtest  nach  Mann  und  Whitney  durchgeführt  (Mann  und

Whitney 1947). Die asymptotische Signifikanz beträgt bei diesem Test 5 %. Getestet

wurden alle Behandlungsgruppen jeder Zelllinie untereinander, um eine Signifikanz zu

differenzieren.  Als  Vorgabe  für  eine  bestehende  Signifikanz  wurde  eine  Irrtums-

wahrscheinlichkeit von 0,05 für die Signifikanz gesetzt. Alle statistischen Berechnungen

wurden  mit  Hilfe  der  Software  SPSS  (Version  19.0,  IBM,  Armonk,  NY,  USA)

durchgeführt. Die grafische Darstellung erfolgte mit dem Programm Calc Apache Open

Office (Version 3.4, Oracle, Silicon Valley, Kalifornien).
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Abbildung 8: XTT-Test-Platte mit unterschiedlich starker 

        Vitalitätsfärbung in Abhängigkeit der Zellvitalität. Je 

        höher die Vitalität, desto stärker die Farbintensität.



4. Ergebnisse

4.1 SKHEP1 + MMF

In der Testgruppe SKHEP1 + MMF zeigte sich in der Proliferationsanalyse ein für die

verschiedenen  Medikamentenkonzentrationen  unterschiedlich  stark  vermindertes

Wachstum im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Letztere ergab zu den Zeitpunkten 24 h,

72 h und 120 h die Absorptionswerte 317 nm, 704 nm bzw. 1034 nm. Im Vergleich

hierzu  zeigten  sich  in  der  Gruppe  der  MMF-Konzentration  125 ng/ml  die

Absorptionswerte  308 nm (24 h),  590 nm (72 h)  und 877 nm (120 h).  Eine deutlich

geringere  Wachstumskurve  präsentierten  die  Konzentrationen  750  ng/ml  und

1000 ng/ml. Bei ersterer zeigten sich zu den drei Zeitpunkten die Werte 265 nm (24 h),

375  nm  (72 h)  sowie  405  nm  (120 h).  Die  Messwerte  für  die  MMF-Konzentration

1000 ng/ml zeigten hierzu nur geringe Abweichungen: 272 nm, 358 nm bzw. 362 nm für

24 h, 72 h bzw. 120 h (siehe Abb. 9).
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Abbildung 9: Proliferationsverhalten SKHEP1 + MMF. Mittelwerte
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Wurden die Medikamentenkonzentrationen mit der Kontrollgruppe verglichen und diese

100-Prozent gewichtet, so stellen sich folgende prozentuale Werte für die Zellviabilität in

den  einzelnen  Konzentrationsgruppen  dar  (siehe  Abb.  10):  Die  Gruppe  mit  der

Konzentration von 125 ng/ml MMF erreichte einen Anteil  von 97,2 % (24 h), 83,8 %

(72 h) und 84,8 % (120 h; p = 0,006). Die MMF-Konzentration von 750 ng/ml ergab die

Werte  83,4  %  (24 h),  53,3  %  (72 h)  und  39,2  %  (120 h;  p  =  0,004).  Die  MMF-

Konzentration von 1000 ng/ml erreichte noch geringere Zellviabilitäten mit den Werten

85,7 % (24 h),  50,8 % (72 h)  und 35,1 % (120 h;  p = 0,004).  Der  Unterschied der

Zellviabilität zwischen den MMF-Konzentrationen 750 ng/ml und 1000 ng/ml hat nach

120 h die Signifikanz von p = 0,037. Zum gleichen Zeitpunkt beträgt die Signifikanz

zwischen der Gruppe 125 ng/ml zu den Gruppen 750 ng/ml und 1000 ng/ml jeweils

p = 0,004.
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Abbildung 10: Zellviabilität SKHEP1 + MMF. Mittelwerte ± SEM; * = p < 0,05; ** = p < 0,01
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4.2 HEP3B + MMF

In der Testgruppe HEP3B + MMF kam es in der Kontrollgruppe zu den Zeitpunkten

24 h, 72 h und 120 h zu den Absorptionswerten 252 nm, 498 nm bzw. 807 nm. Im

Vergleich  hierzu  zeigten  sich  in  der  Gruppe  der  MMF-Konzentration  125  ng/ml  die

Absorptionswerte  276  nm (24 h),  452  nm (72 h)  und  687  nm (120 h).  Eine  erneut

deutlich  geringer  ausgeprägte  Wachstumskurve  präsentierten  die  MMF-

Konzentrationen  750  ng/ml  und  1000  ng/ml.  Bei  ersterer  zeigten  sich  zu  den  drei

Zeitpunkten  die  Werte  251  nm  (24 h),  309  nm  (72 h)  sowie  271  nm  (120 h).  Die

Messwerte  für  die  MMF-Konzentration  1000  ng/ml  zeigten  hierzu  nur  geringe

Abweichungen: 257 nm, 292 nm bzw. 250 nm für 24 h, 72 h bzw. 120 h (siehe Abb. 11).
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Abbildung 11: Proliferationsverhalten HEP3B + MMF. Mittelwerte
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Im  Vergleich  zu  der  100-Prozent  gewichteten  Kontrollgruppe  stellen  sich  folgende

prozentuale  Werte  für  die  Zellviabilität  bei  unterschiedlichen  Medikamenten-

konzentrationen dar (siehe Abb. 12): Die Gruppe mit der Konzentration von 125 ng/ml

MMF erreichte einen Anteil  von 109,5 % (24 h),  90,8 % (72 h) und 85,2 % (120 h;

p = 0,078). Die MMF-Konzentration von 750 ng/ml zeigte die Werte 100,2 % (24 h),

62,2 %  (72 h)  und  33,6  %  (120 h;  p = 0,004).  Die  MMF-Konzentration  1000  ng/ml

erreichte Zellviabilitäten mit den Werten 102,1 % (24 h), 58,7 % (72 h) und 31 % (120 h;

p = 0,004). Der Unterschied der Zellviabilität zwischen den Konzentrationen 750 ng/ml

und 1000 ng/ml ist zum Zeitpunkt 120 h nicht signifikant bei p = 0,065. Zum Zeitpunkt

120 h  beträgt  die  Signifikanz  zwischen  der  Gruppe  125  ng/ml  zu  den  Gruppen

750 ng/ml und 1000 ng/ml jeweils p = 0,004.

57

Abbildung 12: Zellviabilität HEP3B + MMF. Mittelwerte ± SEM; ** = p < 0,01
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4.3 SKHEP1 + Sirolimus

In  der  Testgruppe  SKHEP1  +  Sirolimus  zeigte  sich  ein  deutlich  unterschiedliches

Proliferationsverhalten  im  Vergleich  zur  Kontrollgruppe.  Diese  präsentierte  die

Absorptionswerte 292 nm (24 h), 729 nm (72 h) und 1040 nm (120 h). Die Gruppe der

Sirolimus-Konzentration 7,5 ng/ml zeigte die Absorptionswerte 231 nm (24 h), 406 nm

(72 h)  und  608  nm  (120 h).  Eine  schwächere  Wachstumskurve  präsentierten  die

Konzentrationen  12,5  ng/ml  und  15 ng/ml.  Bei  12,5 ng/ml  zeigten  sich  zu  den drei

Zeitpunkten  die  Werte  130  nm  (24 h),  108  nm  (72 h)  sowie  100  nm  (120 h).  Die

Messwerte  für  die  Sirolimus-Konzentration  15  ng/ml  ergab  die  Absorptionswerte

107 nm, 99 nm bzw. 91 nm für 24 h, 72 h bzw. 120 h (siehe Abb. 13).
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Abbildung 13: Proliferationsverhalten SKHEP1 + Sirolimus. Mittelwerte
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Im  Vergleich  der  Medikamentenkonzentrationen  mit  der  100-Prozent  gewichteten

Kontrollgruppe präsentierten sich folgende prozentuale Werte für die Zellviabilität (siehe

Abb.  14):  Die Gruppe mit  der Sirolimus-Konzentration von 7,5 ng/ml erreichte einen

Anteil von 78,9 % (24 h), 55,7 % (72 h) und 58,4 % (120 h; p = 0,004). Die Sirolimus-

Konzentration von 12,5 ng/ml ergab die Werte 44,6 % (24 h), 14,9 % (72 h) und 9,7 %

(120 h; p = 0,004). Die Sirolimus-Konzentration von 15 ng/ml erreichte Zellviabilitäten

mit  den  Werten  36,7  %  (24 h),  13,5  %  (72 h)  und  8,7  %  (120 h;  p = 0,004).  Der

Unterschied der Zellviabilität zwischen den Konzentrationen 12,5 ng/ml und 15 ng/ml

hat zum Zeitpunkt 120 h keine Signifikanz mit p = 0,109. Zum Zeitpunkt 120 h beträgt

die  Signifikanz  zwischen  der  Gruppe  7,5  ng/ml  zu  den  Gruppen  12,5  ng/ml  und

15 ng/ml jeweils p = 0,004.
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Abbildung 14: Zellviabilität SKHEP1 + Sirolimus. Mittelwerte ± SEM; ** = p < 0,01
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4.4 HEP3B + Sirolimus

In der Testgruppe HEP3B + Sirolimus zeigte die Kontrollgruppe zu den Zeitpunkten

24 h,  72 h  und  120 h  die  Absorptionswerte  252  nm,  473  nm bzw.  777  nm.  In  der

Gruppe der Sirolimus-Konzentration 0,00025 ng/ml zeigten sich die Absorptionswerte

238 nm (24 h),  443 nm (72 h) und 747 nm (120 h).  Eine ähnliche Wachstumskurve

präsentierten die Konzentrationen 0,0005 ng/ml und 0,0025 ng/ml. Bei ersterer zeigten

sich zu den drei Zeitpunkten die Werte 227 nm (24 h), 426 nm (72 h) sowie 648 nm

(120 h).  Die  Messwerte  für  die  Sirolimus-Konzentration  0,0025  ng/ml  zeigte  die

Absorptionswerte  232  nm,  367  nm bzw.  551  nm für  24 h,  72 h  bzw.  120 h  (siehe

Abb. 15).
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Abbildung 15: Proliferationsverhalten HEP3B + Sirolimus. Mittelwerte
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Der Vergleich der Medikamentenkonzentrationen mit der Kontrollgruppe (100-Prozent

gewichtet) zeigte folgende Werte für die Zellviabilität (siehe Abb.  16): Die Gruppe mit

der Sirolimus-Konzentration von 0,00025 ng/ml erreichte einen Anteil von 94,6 % (24 h),

93,7  %  (72 h)  und  96,1  %  (120 h;  p  =  0,337).  Die  Sirolimus-Konzentration  von

0,0005 ng/ml  ergab  die  Werte  90,1  %  (24 h),  90  %  (72 h)  und  83,3  %  (120 h;

p = 0,055). Die Sirolimus-Konzentration von 0,0025 ng/ml erreichte Zellviabilitäten mit

den  Werten  92,2 %  (24 h),  77,5  %  (72 h)  und  70,9  %  (120 h;  p  =  0,037).  Der

Unterschied  der  Zellviabilität  zwischen  den  Konzentrationen  0,0005  ng/ml  und

0,0025 ng/ml hat zum Zeitpunkt 120 h die Signifikanz von p = 0,004. Zum Zeitpunkt

120 h  beträgt  die  Signifikanz zwischen der  Gruppe 0,00025 ng/ml  zu  den Gruppen

0,0005 ng/ml und 0,0025 ng/ml jeweils p = 0,004.
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Abbildung 16: Zellviabilität HEP3B + Sirolimus. Mittelwerte ± SEM; * = p < 0,05; ** = p < 0,01
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4.5 SKHEP1 + MMF + Sirolimus

In der Testgruppe SKHEP1 + MMF + Sirolimus zeigte der Vergleich der Proliferationen

bei den verschiedenen Medikamentenkonzentrationen ein unterschiedliches Wachstum

im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Letztere zeigte zu den Zeitpunkten 24 h, 72 h und

120 h  die  Absorptionswerte  126  nm,  285  nm  bzw.  398  nm.  Die  Gruppe  der

Dualkonzentrationen  MMF  375  ng/ml  mit  Sirolimus  4,5  ng/ml  ergab  die

Absorptionswerte 91 nm (24 h), 115 nm (72 h) und 107 nm (120 h). Eine dazu geringere

Wachstumskurve präsentierten die Dualkonzentrationen MMF 375 ng/ml mit Sirolimus

6,5 ng/ml und MMF 375 ng/ml mit Sirolimus 7,5 ng/ml. Bei ersterer zeigten sich zu den

drei  Zeitpunkten  die  Werte  69  nm (24 h),  50  nm (72 h)  sowie  44  nm (120 h).  Die

Messwerte  für  die  Dual-Medikamentenkonzentration  MMF  375  ng/ml  mit  Sirolimus

7,5 ng/ml zeigte hierzu nur geringe Abweichungen: 66 nm, 51 nm bzw. 47 nm bei 24 h,

72 h bzw. 120 h (siehe Abb. 17).
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Abbildung 17: Proliferationsverhalten SKHEP1 + MMF (M) + Sirolimus (S). Mittelwerte
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Im  Vergleich  mit  der  100-Prozent  gewichteten  Kontrollgruppe  zeigten  sich  folgende

prozentuale Werte für die Zellviabilität bei den einzelnen Dualkonzentrationen (siehe

Abb. 18): Die Gruppe mit der dualen Konzentration von MMF 375 ng/ml mit Sirolimus

4,5 ng/ml erreichte einen Anteil  von 72,6 % (24 h), 40,4 % (72 h) und 27 % (120 h;

p = 0,004). Die Dualkonzentration von MMF 375 ng/ml mit Sirolimus 6,5 ng/ml ergab die

Werte  54,5  %  (24 h),  17,5  %  (72 h)  und  11,1  %  (120 h;  p  =  0,004).  Die  Dual-

konzentration von MMF 375 ng/ml mit Sirolimus 7,5 ng/ml erreichte Zellviabilitäten mit

den  Werten  52,4  %  (24 h),  17,8  %  (72 h)  und  11,8  %  (120 h;  p  =  0,004).  Der

Unterschied der Zellviabilität zwischen den letztgenannten Dualkonzentrationen ist am

Zeitpunkt 120 h nicht signifikant mit p = 0,297.
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Abbildung 18: Zellviabilität SKHEP1 + MMF (M) + Sirolimus (S)

          Mittelwerte ± SEM; ** = p < 0,01
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4.6 HEP3B + MMF + Sirolimus

In der Testgruppe HEP3B + MMF + Sirolimus zeigten sich folgende Absorptionswerte in

der Proliferationsanalyse: Die Kontrollgruppe zeigte zu den Zeitpunkten 24 h, 72 h und

120 h  die  Absorptionswerte  84  nm,  160  nm  bzw.  263  nm.  Die  Gruppe  mit  der

Dualkonzentration  MMF  375  ng/ml  mit  Sirolimus  0,000005  ng/ml  zeigte  die

Absorptionswerte 78 nm (24 h), 76 nm (72 h) und 77 nm (120 h). Eine hierzu ähnliche

Wachstumskurve präsentierten die Dualkonzentrationen MMF 375 ng/ml mit Sirolimus

0,00005 ng/ml und MMF 375 ng/ml mit Sirolimus 0,0005 ng/ml. Bei ersterer zeigten sich

die Werte 83 nm (24 h), 79 nm (72 h) sowie 69 nm (120 h). Die Messwerte für die Dual-

Medikamentenkonzentration MMF 375 ng/ml mit Sirolimus 0,0005 ng/ml waren 85 nm,

74 nm bzw. 71 nm für 24 h, 72 h bzw. 120 h (siehe Abb. 19).
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Abbildung 19: Proliferationsverhalten HEP3B + MMF (M) + Sirolimus (S). Mittelwerte
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Wurden  die  Medikamentenkonzentrationen  mit  der  Kontrollgruppe  verglichen  und

letztere  100-Prozent  gewichtet,  so  zeigten  sich  folgende  prozentuale  Werte  für  die

Zellviabilität  (siehe  Abb.  20):  Die  Gruppe  mit  der  dualen  Konzentration  von  MMF

375 ng/ml  mit  Sirolimus  0,000005  ng/ml  erreichte  einen  Anteil  von  93,2  %  (24 h),

47,2 %  (72 h)  und  29,1 %  (120 h;  p = 0,004).  Die  Dualkonzentration  von  MMF

375 ng/ml mit Sirolimus 0,00005 ng/ml ergab die Werte 99,8 % (24 h), 49,4 % (72 h)

und 26,3 % (120 h; p = 0,004). Die Dualkonzentration von MMF 375 ng/ml mit Sirolimus

0,0005 ng/ml erreichte Zellviabilitäten mit den Werten 101,7 % (24 h), 46,3 % (72 h) und

26,8 %  (120 h;  p = 0,004).  Der  Unterschied  der  Zellviabilität  zwischen  den

Dualkonzentrationen MMF 375 ng/ml mit Sirolimus 0,000005 ng/ml zu MMF 375 ng/ml

mit Sirolimus 0,00005 ng/ml zu dem Zeitpunkt 120 h ist mit p = 0,004 signifikant. Erstere

Dualkonzentration  ist  zu  der  Dualkonzentration  MMF  375  ng/ml  mit  Sirolimus

0,0005 ng/ml  mit  p  =  0,004  ebenfalls  signifikant.  Der  Unterschied  zwischen  MMF

375 ng/ml mit Sirolimus 0,00005 ng/ml und MMF 375 ng/ml mit Sirolimus 0,0005 ng/ml

ist nicht signifikant mit p = 0,260.
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Abbildung 20: Zellviabilität HEP3B + MMF (M) + Sirolimus (S).

          Mittelwerte ± SEM; ** = p < 0,01
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5. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit  war  die Evaluation des antiproliferativen Effektes der in

klinischen Einsatz befindlichen Immunsuppressiva Sirolimus und  MMF auf die HCC-

Zelllinien  SKHEP1  und  HEP3B.  Zur  Testung  der  monomedikamentösen  und

synergistischen Wirkungen wurden sechs Testgruppen verwendet  (siehe Tab.11).  In

jeder Testgruppe wurden zur Ermittlung der endgültigen Konzentrationen verschiedene

Versuchsreihen getestet. Da es zu Beginn keinen Anhaltspunkt gab, wurde in großen

Abständen getestet und bei Nachweis einer Wirksamkeit die Reihe so lange verdünnt,

bis  eine  Reduktion  der  Wirkung  einsetzte.  Anschließend  wurden  Konzentrationen

ausgewählt,  die  einen  signifikanten  Unterschied  zu  der  Konzentration  mit  der

maximalen Wirkung hatten und diese miteinander getestet. Diese Testungen wurden

dann dreifach unter identischen Bedingungen wiederholt. 

SKHEP1 + MMF

HEP3B + MMF

SKHEP1 + Sirolimus

HEP3B + Sirolimus

SKHEP1 + MMF + Sirolimus

HEP3B + MMF + Sirolimus

   Tabelle 11: Versuchsgruppenaufbau

In  den  Experimenten  konnte  gezeigt  werden,  dass  beide  Immunsuppressiva  einen

hemmenden Effekt auf die Zelllinien SKHEP1 und HEP3B haben. Die Proliferations-

hemmung ist dabei abhängig von der applizierten Dosis des jeweiligen Medikamentes.

Konnte bei SKHEP1 die stärkste Proliferationshemmung in der Monotherapie mit einer

Sirolimus-Konzentration von 12,5 ng/ml erreicht werden, so war dies bei der Zelllinie

HEP3B durch eine MMF-Konzentration von 750 ng/ml möglich. 

Durch eine duale Anwendung von Sirolimus und MMF konnte ein synergistischer Effekt

bei  beiden Zelllinien  nachgewiesen werden.  Bei  der  Zelllinie  SKHEP 1 wurde  zwar

keine  stärkere  Hemmwirkung  erzielt,  jedoch  konnte  bei  ähnlicher  Proliferations-

hemmung  (9,7 %  Monotherapie  vs.  11,7 %  Dualtherapie)  eine  Reduktion  der

Medikamentenkonzentrationen  erreicht  werden:  Bei  Sirolimus  von  12,5  ng/ml  auf
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6,5 ng/ml und bei MMF von 1000 ng/ml auf 375 ng/ml. Bei der Zelllinie HEP3B konnte

eine verstärkte Hemmwirkung im Vergleich zu den Monotherapien erzielt werden. Durch

die duale Anwendung von  MMF 375 ng/ml  und Sirolimus 0,00005 ng/ml  konnte die

Zellviabilität  von  33,6  % auf  26,3  % im  Vergleich  zu  der  100-Prozent  gewichteten

Kontrollgruppe reduziert werden, bei gleichzeitiger Reduktion beider Konzentrationen im

Vergleich  zu  den  jeweiligen  Monotherapien  (Sirolimus  von  0,0025  ng/ml  auf

0,00005 ng/ml und MMF von 750 ng/ml auf 375 ng/ml).

Zunächst  ließ  sich  über  das  allgemeine  Wachstumsverhalten  der  unbehandelten

Kontrollgruppen feststellen, dass SKHEP1-Zellen im Vergleich zu den HEP3B-Zellen

über  ein  schnelleres  Wachstum  verfügen.  Erkennbar  war  dies  bereits  am

Absorptionsverhalten im zeitlichen Verlauf, am deutlichsten jedoch an dem letzten Wert

der  Absorption  nach 120 h.  Zu diesem Zeitpunkt  war  die  Absorption  der  SKHEP1-

Zelllinie  immer  mit  einem  deutlichen  Abstand  zu  derjenigen  der  HEP3B-Zelllinie

messbar: Die Endwerte betrugen als Mittelwerte in der SKHEP1-MMF-Gruppe 1034 nm

im Vergleich zu der HEP3B-MMF-Gruppe mit 807 nm. In den Versuchsreihen mit dem

Medikament Sirolimus zeigten die Kontrollgruppen die Endwerte 1040 nm (SKHEP1)

und 777 nm (HEP3B). Die Versuchsreihen der Dualkonzentrationen zeigen im Vergleich

zu den Versuchsreihen der Monotherapien insgesamt geringere Absorptionswerte der

Kontrollgruppen.  Dies  erklärt  sich  dadurch,  dass  die  Zelllinien  für  diese  späteren

Versuchsreihen  andere  Auftau-Chargen  der  ursächlichen  Zellen  darstellten.  In  den

Wiederholungen  der  einzelnen  Versuche  zeigten  die  Zellen  einen  gleichartigen

Wachstumsverlauf  und plausible  Ergebnisse in  den Medikamentengruppen.  Auch in

diesen  Versuchsreihen  zeigte  die  Zelllinie  SKHEP1  zum  Zeitpunkt  120 h  mit  einer

Absorption von 398 nm einen deutlichen Abstand zu der Kontrollgruppe der HEP3B-

Zelllinie  mit  263  nm.  Die  Wirkungen  der  Medikamente  auf  die  einzelnen  Zelllinien

stellten sich folgendermaßen dar:

SKHEP1 + MMF

In  der  Testgruppe  SKHEP1  +  MMF  zeigten  die  Konzentrationen  750  ng/ml  und

1000 ng/ml mit 39,2 % nach 120 h bzw. 35,1 % eine deutlichere Verringerung der Zell-

viabilität als 125 ng/ml, welche bei 120 h noch eine Zellviabilität von 84,8 % erreichte.

Da der  Unterschied zwischen den Konzentrationen 750 ng/ml  und 1000 ng/ml  eine

Signifikanz  von  p = 0,037  erreicht,  war  die  in  dieser  Testgruppe  wirksamste

Konzentration 1000 ng/ml.
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HEP3B + MMF

Hier zeigte die MMF-Konzentration 125 ng/ml die geringste Hemmung der Zellviabilität

mit einer Reduktion auf 85,2 % im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Die Konzentration

750 ng/ml erreichte dahingegen eine Reduktion auf 33,6 % nach 120 h. Die höhere

Konzentration  1000  ng/ml  zeigte  hier  keinen  signifikanten  Unterschied  (p  =  0,065),

sodass  in  dieser  Testgruppe  die  MMF-Konzentration  750  ng/ml  die  höchste

Hemmwirkung auf die Zelllinie HEP3B hatte.

SKHEP1 + Sirolimus

Die  Sirolimus-Konzentration  von  7,5  ng/ml  hatte  die  schwächste  Hemmwirkung  in

dieser  Testgruppe  mit  einer  Zellviabilität  von  58,4  % nach  120  h  im Vergleich  zur

Kontrollgruppe  (diese  100-Prozent  gewichtet).  Die  Konzentration  von  12,5  ng/ml

erreichte  eine  Reduktion  der  Zellviabilität  auf  9,7  %  nach  120 h.  Eine  nochmalige

Erhöhung der Medikamentenkonzentration auf 15 ng/ml zeigte keine Steigerung der

Hemmwirkung,  hier  war  der  Unterschied  zwischen  den  beiden  Konzentrationen  mit

p = 0,109 nicht mehr signifikant. In dieser Testgruppe stellte sich deshalb die Sirolimus-

Konzentration von 12,5 ng/ml als die wirksamste heraus.

HEP3B + Sirolimus

In dieser Gruppe konnte eine Hemmung der Zellviabilität auf 70,9 % nach 120 h mit der

Sirolimus-Konzentration  von  0,0025  ng/ml  erreicht  werden.  Diese  war  den

Konzentrationen 0,00025 ng/ml (96,1 % nach 120 h) und 0,0005 ng/ml (83,3 % nach

120 h) signifikant überlegen (p = 0,004).

SKHEP1 + MMF + Sirolimus

Die Dualkonzentration von MMF 375 ng/ml mit Sirolimus 4,5 ng/ml erreichte in dieser

Gruppe die  geringste  Hemmung der  Zellviabilität  mit  27 % nach 120 h.  Durch eine

Steigerung auf MMF 375 ng/ml mit Sirolimus 6,5 ng/ml konnte eine stärkere Hemmung

erreicht werden: Es zeigte sich nach 120 h eine auf 11,1 % reduzierte Zellviabilität im

Vergleich zu der Kontrollgruppe (100-Prozent gewichtet). Eine nochmalige Steigerung

der  Dualkonzentration  auf  MMF  375  ng/ml  und  Sirolimus  7,5  ng/ml  konnte  keine

signifikante Steigerung der Hemmung mehr erzielen (p = 0,297). Die Dualkonzentration

von  MMF 375  ng/ml  mit  Sirolimus  6,5  ng/ml  war  in  dieser  Testgruppe  folglich  die

wirksamste.
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HEP3B + MMF + Sirolimus

Die  Dualkonzentration  MMF  375  ng/ml  mit  Sirolimus  0,000005  ng/ml  konnte  die

Zellviabilität nach 120 h auf 29,1 % reduzieren. Eine Erhöhung dieser Konzentration auf

MMF  375  ng/ml  mit  Sirolimus  0,00005  ng/ml  konnte  die  Zellviabilität  nochmal

reduzieren auf 26,3 % nach 120 h; dieser Unterschied war signifikant mit p = 0,004.

Eine nochmalige Erhöhung der Dualkonzentration auf MMF 375 ng/ml mit  Sirolimus

0,0005 ng/ml konnte jedoch keine signifikante Steigerung der Hemmung mehr erreichen

(p = 0,260). In dieser Testgruppe war folglich die Dualkonzentration MMF 375 ng/ml mit

Sirolimus 0,00005 ng/ml die wirksamste.

Im  Folgenden  werden  die  Ergebnisse  unter  Berücksichtigung  der  in  dieser  Arbeit

formulierten Fragestellungen analysiert und diskutiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Antimetaboliten Sirolimus

und MMF separat betrachtet einen antiproliferativen Effekt auf die Zelllinien SKHEP1

und HEP3B besitzen. Beide Medikamente wirken in unterschiedlich starker Ausprägung

auf die Zelllinien. So hat MMF mit der Konzentration von 1000 ng/ml eine Reduktion der

Zellviabilität von SKHEP1 auf 35,1 % nach 120 h zur Folge. Ähnliche Wirkung hat es

auf die Zelllinie HEP3B. Mit der geringeren Konzentration von 750 ng/ml erreichte es

eine Reduktion auf 33,6 % nach 120 h im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Ein Blick auf

die Ergebnisse von Sirolimus offenbart eine andere Wirksamkeit auf die Zelllinien im

Vergleich  zu  MMF.  So  erreichte  es  mit  einer  Konzentration  von  12,5  ng/ml  eine

Reduktion der Zellviabilität  von SKHEP1 auf 9,7 % nach 120 h im Vergleich zu der

Kontrollgruppe. Auf die Zelllinie HEP3B ist ein vergleichsweise schwacher Hemmeffekt

nachweisbar:  Mit  einer  Konzentration von 0,0025 ng/ml  erreichte Sirolimus nur eine

Reduktion der Zellviabilität auf 70,9 %. Höhere Konzentrationen konnten keine stärkere

Hemmwirkung erzielen.
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Fragestellung 1

Welchen zytotoxischen Effekt haben Sirolimus und MMF monotherapeutisch auf die

HCC-Zelllinien SKHEP1 und HEP3B?



Die monotherapeutischen Hemmwirkungen in abnehmender Stärke zeigt Tab.12:

Zelllinie Medikament Zellviabilität Signifikanz

SKHEP1 +
Sirolimus  

12,5 ng/ml
9,7 % p = 0,004

HEP3B +
MMF          

750 ng/ml
33,6 % p = 0,004

SKHEP1 +
MMF        

1000 ng/ml
35,1 % p = 0,004

HEP3B +
Sirolimus  

0,0025 ng/ml
70,9 % p = 0,037

    Tabelle 12: Zellviabilitäten der Zelllinien in Abhängigkeit des Medi-

          kamentes (in % zur Kontrolle; diese 100 % gewichtet)

Die Ergebnisse bestätigen die antitumorale Wirkung dieser Medikamente auf Tumor-

zellen  und  reihen  sich  ein  in  das  Wirkspektrum  gegenüber  anderen  Entitäten.  Für

Sirolimus wurde eine hemmende Wirkung auf HCC-Zellen (die Zelllinie H4IIEC und auf

unspezifische  HCC-Proben),  Osteosarkomzellen,  Zellen  des  nicht-kleinzelligen

Bronchialkarzinoms und auf Nierenzellkarzinomzellen nachgewiesen (Price et al. 1992;

Ribatti et al. 2007; Ogawa et al. 1998; Boffa et al. 2004; Luan et al. 2003). Für MMF gibt

es Nachweise für eine hemmende Wirkung auf Adenokarzinomzellen des Kolons, des

Magens und des Pankreas, auf Melanomzellen, Zellen des nicht-kleinzelligen Bronchial-

karzinoms, B-Zell-Lymphom-Zellen und bei T-Zell-Leukämiezellen (Tressler et al. 1994;

Koehl et al. 2007). Die Hemmung der Proliferation bei einer HCC-Zelllinie gelang bis

dato in einer Dualtherapie mit Doxorubicin bei der Zelllinie HEPG2 (Chu et al. 2010).

Demnach ist die hier gezeigte Wirkung mit den publizierten kompatibel.
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Durch die duale Anwendung von MMF 375 ng/ml mit Sirolimus 6,5 ng/ml auf die Zell-

linie SKHEP1 konnte nach 120 h eine im Vergleich zu der Kontrollgruppe (100 % ge-

wichtet)  auf 11,1 % reduzierte Zellviabilität gemessen werden. Die Dualkonzentration

MMF 375 ng/ml mit Sirolimus 0,00005 ng/ml konnte auf die Zelllinie HEP3B nach 120 h

eine  Reduktion  der  Zellviabilität  auf  26,3 %  im  Vergleich  zu  der  Kontrollgruppe

erreichen.  Bezogen  auf  die  Zelllinie  SKHEP1  konnte  durch  die  Kombination  der

Antimetabolite MMF und Sirolimus keine Verbesserung der Hemmwirkung festgestellt

werden. In Monotherapie ist diese Zelllinie am besten mit Sirolimus zu hemmen, es

zeigte  hier  eine  Zellviabilität  von  9,7 % im  Vergleich  zu  o.g.  Dualkonzentration  mit

11,1 % nach  120 h.  Bei  der  Zelllinie  HEP3B konnte  durch  die  Wirkstoffkombination

allerdings  eine  Verbesserung  der  Hemmwirkung  erzielt  werden.  Zeigte  sich  in  der

Monotherapie eine Reduktion der Zellviabilität auf 33,6 % durch MMF, so wurde durch

o. g. Kombinationstherapie nach 120 h eine Zellviabilitätsreduktion auf 26,3 % erreicht.

Den Vergleich der Medikamente nach Wirksamkeit zeigt Tab. 13:

Zelllinie Medikamente Zellviabilität Signifikanz

SKHEP1 + Sirolimus 12,5 ng/ml 9,7 % p = 0,004

SKHEP1 + MMF 375 ng/ml +
Sirolimus         

6,5 ng/ml
11,1 % p = 0,004

HEP3B + MMF 375 ng/ml +
Sirolimus  

0,00005 ng/ml
26,3 % p = 0,004

HEP3B + MMF 750 ng/ml 33,6 % p = 0,004

SKHEP1 + MMF 1000 ng/ml 35,1 % p = 0,004

HEP3B + Sirolimus 0,0025 ng/ml 70,9 % p = 0,037

    Tabelle 13: Vergleichende Wirksamkeit der Mono- und Dualkonzentrationen auf die 

          Zelllinien (Zellviabilität in % der 100 % gewichteten Kontrolle)
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Fragestellung 2

Kann durch die Kombination Sirolimus + MMF eine Wirksamkeitssteigerung im

Vergleich zu den jeweiligen Monotherapien erreicht werden?



Dass die Dualtherapie eine synergistische Wirkung entfaltet, ist für Sirolimus bereits in

Kombination  mit  anderen  Medikamenten  demonstriert  worden.  Experimentell  wurde

eine synergistische Wirkung von Sirolimus mit Doxorubicin, Bevacizumab und Sorafenib

auf  HCC-Zellen  nachgewiesen  (Piquet  et  al.  2008;  Huynh  et  al.  2008;  Wang  et

al. 2008). Der klinische Nachweis eines Synergismus mit Sorafenib ist jüngeren Datums

(Wang et al. 2010; Kim und Aucejo 2011; Gomez-Martin et al. 2012).

Eine  Kombinationstherapie  mit  MMF  ist  experimentell  bisher  mit  Doxorubicin  an

HEPG2-Zellen demonstriert worden (Chu et al. 2010). Eine klinische Evaluation wurde

in Kombination mit Everolimus geprüft (Alegre et al. 2013). Eine duale Anwendung von

MMF  und  CNI  konnte  in  einer  retrospektiven  Analyse  eine  Verbesserung  der

Überlebensrate nach LTX demonstrieren (Zahn et al. 2013). Diese Ergebnisse lassen

die  Annahme zu,  dass der  in  dieser  Arbeit  demonstrierte  synergistische  Effekt  von

Sirolimus und MMF auch klinisch nutzbar wäre.

Durch die Kombination der Medikamente Sirolimus und MMF konnte bei der Zelllinie

SKHEP1 keine Verbesserung der Hemmwirkung erzielt werden, jedoch ergaben sich

ähnliche  Werte  für  die  Zellviabilität  mit  9,7 % nach  120 h  in  der  Monotherapie  mit

Sirolimus und 11,1 % nach 120 h in der Kombinationstherapie. Die Konzentration der

beiden Medikamente konnte in dieser Dualtherapie jedoch deutlich gesenkt werden. Bei

Sirolimus wurde die Konzentration verringert von 12,5 ng/ml auf 6,5 ng/ml. Für MMF

konnte eine Reduktion von 1000 ng/ml auf 375 ng/ml erreicht werden.

Bei  der  Zelllinie  HEP3B  wurde  neben  der  verbesserten  Hemmwirkung  auf  das

Zellwachstum (26,3 % nach 120 h im Vergleich zur wirksamsten MMF-Monotherapie mit

33,6 %)  auch  eine  Reduktion  der  beiden  Antimetabolite  erreicht:  Das  Medikament

Sirolimus konnte von 0,0025 ng/ml auf 0,00005 ng/ml reduziert werden. Bei MMF wurde

die Konzentration von 750 ng/ml auf 375 ng/ml verringert (siehe Tab. 13, vorige Seite).

Eine Dosisreduktion ist in vitro also in beiden Fällen möglich.
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Fragestellung 3

Kann in der Kombinationstherapie die Wirksamkeit bei gleichzeitiger Dosisreduktion

gehalten werden?



Betrachtet man die klinisch angewendeten Dosierungen des Medikamentes Sirolimus,

wird eine  Loading-Dose von 6 mg am ersten Tag empfohlen. Anschließend wird die

Erhaltungstherapie mit 2 mg pro Tag angesetzt, wobei sich diese Tagesdosis individuell

an  den  gemessenen  Blutspiegeln  orientiert  (Drug-Monitoring).  Angestrebt  wird  ein

Talspiegel  zwischen  4 - 12  ng/ml  (Karow 2012).  Mit  der  in  dieser  Arbeit  erreichten

Reduktion von Sirolimus auf  6,5 ng/ml  befindet man sich in der  unteren Hälfte  des

gewünschten  Talspiegels.  Mit  dieser  Konzentration  ist  auch  die  Wirksamkeit  in  der

Zelllinie HEP3B abgedeckt, hier war nur ein Bruchteil der Konzentration von Sirolimus

notwendig  (0,00005  ng/ml).  Die  Anwendung  könnte  demzufolge  ein  verringertes

Spektrum an UAW bei ausreichender Wirksamkeit versprechen.

Drug-Monitoring für MMF wird nicht international durchgeführt. Von manchen Autoren

wird  für  Patienten  nach  LTX  ein  Talspiegel  von  1000 - 3500  ng/ml  empfohlen

(van Gelder 2009). Mit den in dieser Arbeit ermittelten Konzentrationen von 1000 ng/ml

(SKHEP1) und 750 ng/ml (HEP3B) in der Monotherapie und einer Reduktion der Kon-

zentration bei beiden Zelllinien auf 375 ng/ml in der Dualtherapie befindet man sich an

der unteren Grenze dieses Bereiches.

Die  vielfältigen  und  teilweise  schweren  UAW  sind  bei MMF  Diarrhoe,  Erbrechen,

Leukopenie,  Sepsis  und  opportunistische  Infektionen  (Pichlmayer  et  al.  1995;

Danesi und  Del  Tacca  2004).  Bei  Sirolimus  Hyperlipidämie,  Myelosuppression

(Thrombozytopenie  und  Leukopenie),  verringerte  Wundheilung,  Proteinurie  und

interstitielle  Pneumonie  (Hong  und  Kahan  2000;  Kuppahally  et  al.  2006;  Hamdy et

al. 2010; Pham et al. 2004). Durch die in dieser Arbeit ermittelten Konzentrationen lässt

sich  ein  geringeres  Spektrum  an  UAW  bei  erhaltener  antiproliferativer  Wirksamkeit

erwarten.

Eine  weitergehende  Untersuchung  der  molekularen  Mechanismen  dieser  nach-

gewiesenen Hemmeffekte wäre der nächste Schritt, um eine umfassendere Erkenntnis

über  die  zellspezifischen  Wirkungsweisen  zu  erlangen,  um  so  eine  gezieltere

Tumortherapie  (Targeted Therapy)  zu  ermöglichen.  Für  beide  Medikamente  wurden

bisher  unterschiedliche Mechanismen der  Wachstumsinhibition  beobachtet:  So kann

Sirolimus  z. B.  die  Proteinsynthese  von  T-Lymphozyten  über  die  Inhibition  der

Aktivierung der p70S6-Kinase erreichen (Jefferies et al 1997). Weitere in vitro Versuche

beobachteten  eine  Blockierung  verschiedener  Interleukin-vermittelter  Pro-

liferationswege (IL-2, -4,  -7,-12 und -15) von T- und B-Lymphozyten (Li  et  al. 1998;
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Bertagnolli et al. 1994; Strehlau et al. 1998). Durch eine Sirolimus-vermittelte Reduktion

der  VEGF-Synthese  konnte  auch  eine  antiangiogenetische  Wirkung  auf  Kolon-

karzinomzellen in vivo festgestellt werden (Guba et al. 2002).

Für  MMF  wurde  die  Wirkung  auf  Lymphozyten  durch  die  Hemmung  der  Inosin-

monophosphat-Dehydrogenase  aufgezeigt  (Halloran  1997).  Antiproliferative  Effekte

konnten  durch  eine  antiangiogenetische  Wirkung  sowie  durch  die  Überführung  von

Epithelzellen in den Zellzyklusarrest erklärt werden (Chong et al. 2006).

Auch die Blockierung adhäsiver Rezeptoren, welche eine Adhäsion der Tumorzellen an

Epithelzellen  verhindert,  konnte  für  MMF  bei  Kolon-  und  Prostatakrebszellen

nachgewiesen  werden  (Engl  et  al.  2005).  Für  Sirolimus  und  MMF  steht  ein

dementsprechender Nachweis des Wirkungsweges auf die HCC-Zelllinien SKHEP1 und

HEP3B gegenwärtig aus.

Bei  der  Frage  nach  der  klinischen  Anwendung  der  in  dieser  Arbeit  gewonnenen

Erkenntnisse kommen mehrere Möglichkeiten in Betracht:

Es wäre eine verstärkte Anwendung dieser beiden Antimetabolite posttransplantär bei

Patienten denkbar,  die eine LTX als kurative Therapie bei  HCC erhielten. Da beide

Medikamente  einen  antiproliferativen  Effekt  aufweisen,  könnten  diese  durch  ihre

Anwendung einen hemmenden Einfluss auf evtl. verbliebene Tumorzellen haben und

hierdurch  die  Rezidivfreiheit  des  Transplantatempfängers  verlängern.  In  einer  Fall-

Kontroll-Studie  wurde  Sirolimus  mit  Tacrolimus  +  MMF  verglichen  und  bot  längere

Rezidivfreiheit (Chinnakotla et al. 2009). Zur weiteren Evaluation müsste man klinische

prospektive  Vergleichsstudien  etablieren,  die  Standardschemata  mit  der  dualen

Anwendung von Sirolimus und MMF vergleichen.

Die  Rezidivraten  nach  LTX  liegen,  bezogen  auf  den  Surrogatparameter  5-Year-

Disease-Free Survival (DFS),  in  einer  Spanne von 29 - 48 % (sekundäre  LTX nach

HCC-Rezidiv)  bis  hin  zu  64 - 80 %  DFS  bei  LTX  als  primäre  Therapie  (Adam  et

al. 2003; Del Gaudio et al. 2008; Margarit et al. 2005; Bigourdan et al. 2003). In beiden

Therapievarianten  (primäre  LTX  und  Salvage LTX)  könnte  die  standardisierte

Anwendung von Sirolimus und MMF die DFS-Perioden verlängern und so einen Benefit

für diese Patienten erreichen. Dieser vermutete Effekt wird für Sirolimus aktuell in einer

Multicenterstudie getestet:  Evaluiert wird neben der immunsuppressiven Wirkung ein

zusätzlicher antiproliferativer Effekt, welcher einen positiven Einfluss auf das rezidivfreie
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Überleben  nach  LTX  bei  HCC-Patienten  haben  soll.  Verglichen  wird  die  Sirolimus-

negative Immunsuppression nach LTX mit  einem Sirolimus-positiven Therapieregime

(Schnitzbauer et al. 2010). Für MMF gibt es diesen Studienansatz bislang nicht. 

Obgleich für MMF über Einzelfälle einer Remission unter kombinierter Sirolimus/MMF-

Therapie  nach  LTX  berichtet  wurde  (Elsharkawi  et  al.  2005),  gibt  es  bisher  keine

klinischen Studien über  die  antitumorale Wirkung von MMF bei  HCC-Patienten.  Ein

Effekt durch MMF, wie in dieser Arbeit nachgewiesen, wäre klinisch zu erwarten und

sollte wie bei Sirolimus ebenfalls durch Studien evaluiert werden. Da in dieser Arbeit ein

synergistischer Effekt dieser beiden Medikamente nachgewiesen wurde - verbesserte

Hemmwirkung auf HEP3 und Reduktion der Medikamentenkonzentration bei erhaltener

Wirkstärke  bei  SKHEP1  und  HEP3B  -  sollte  nach  Möglichkeit  auch  die  klinische

Evaluation eines dualen Therapieregimes erfolgen. 

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich noch weitere Anwendungsbereiche der

Immunsuppressiva  Sirolimus  und  MMF  in  Betracht  ziehen.  Neben  der  aktuellen

Indikation  der  posttransplantären  Ersatzimmunsuppression  wären  sie  auch

standardmäßig primär posttransplantär einsetzbar und könnten einen positiven Einfluss

auf  die  Prognose  nehmen.  Eine  additive  Anwendung  von  MMF  zusätzlich  zu  CNI

konnte  in  einer  retrospektiven  Analyse  eines  Transplantationszentrums  eine

Verbesserung  der  Überlebensrate  aufzeigen  (Zahn  et  al.  2013).  Dieser

Surrogatparameter  ist  auch  aus  ökonomischer  Sicht  von  Interesse:  Die

Transplantatabstoßung stellt bei den Kosten für eine LTX und ihren frühen und späten

Komplikationen den Hauptkostenfaktor dar (Lock et al. 2010).

Ein weiterer  wichtiger  Aspekt  sind die  de novo-Malignome nach erfolgter LTX unter

Immunsuppression. Eine kürzlich veröffentlichte Follow-up-Untersuchung über 20 Jahre

posttransplantär nach LTX zeigte, dass diese in 19,9 % der Fälle auftraten (Schöning et

al. 2013). In dieser Gruppe sind die Plattenepithelkarzinome der Haut mit 39,5 % am

stärksten vertreten.  Für  Sirolimus wird  diesbezüglich  ein  protektiver  Effekt  diskutiert

(Leblanc et al. 2011). Für MMF existieren diesbezüglich bislang keine klinischen Lang-

zeitstudien.  Da  beide  Immunsuppressiva  tumorhemmende  Wirkungen  auf  ver-

schiedenste Zelltypen in vitro und in vivo demonstrierten, ist anzunehmen, dass durch

eine verstärkte Anwendung dieser Medikamente ein positiver Effekt auf die  de novo-

Malignombildung nach LTX besteht.
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In der Publikation von Schöning et al. zeigte sich, dass nach LTX Tumorrezidive mit

21,3 % für einen Großteil der Todesfälle verantwortlich sind (Schöning et al. 2013). Es

ist denkbar, dass der hier demonstrierte antiproliferative Effekt von Sirolimus und MMF

einen  Beitrag  zur  Senkung  dieses  Sterberisikos  nach  LTX  liefern  und  damit  die

Langzeitergebnisse der LTX verbessern könnte.

Nur  die  wenigsten  der  neu  diagnostizierten  HCC-Patienten  können  einer  kurativen

Therapie zugeführt werden, Schätzungen gehen von weniger als 20 % aus (Livraghi et

al.  2011).  Für  den  Großteil  der  Patienten  besteht  das  Therapieziel  folglich  in

Symptomkontrolle und Linderung der Beschwerden.  Wie dargelegt, kann der Einsatz

von Sirolimus und MMF  in vitro eine antiproliferative Wirkung auf die HCC-Zelllinien

SKHEP1 und HEP3B erzielen. Es bestünde die Möglichkeit,  diese Medikamente als

Therapeutika  in  palliativen  Situationen  zu  nutzen,  um  einen  Tumorprogress  zu

verlangsamen oder zu stoppen. Die palliative Gabe von Chemotherapeutika bringt in

ihrer  kontinuierlichen  Evaluation  neuer  Therapieansätze  regelmäßig  neue

Behandlungsmöglichkeiten  hervor.  Getestet  wurden  bisher  verschiedenste  Medi-

kamente - mit unterschiedlichen Erfolgen (s. a. Kapitel 1.2.4.3 Nicht-kurative Therapie).

Getestet  wurden  u. a.  Doxyrubicin,  Octreotid,  Tamoxifen,  Interferone,  Bevacizumab,

Cetuximab und  Sorafenib  (Lai  et  al.  1988;  Becker  et  al. 2007;  Nowak  et  al.  2004;

Llovet et al.  2000; Zhu et al.  2006; Asnacios et al.  2008; Llovet et al.  2008).  Die in

dieser  Arbeit  getesteten  Antimetabolite  Sirolimus  und  MMF  mit  ihren  erarbeiteten

Konzentrationen könnten aufgrund ihrer niedrigen Talspiegel eine nebenwirkungsarme

und dabei wirksame palliative Therapieoption darstellen. Dies wird für mTOR-Inhibitoren

bei  palliativer  Situation  von  Pankreastumoren  sowie  für  Sirolimus  bei  Nieren-

zellkarzinomen bereits klinisch evaluiert (Mehta 2010; Brugarolas et al. 2008). 

Um ein besseres Verständnis dieser antitumoralen Wirkung zu bekommen, müssten

zusätzliche  experimentelle  Studien  folgen.  Die  Kenntnis  der  molekularen  Wirk-

mechanismen dieser Medikamente auf HCC-Zellen stellt eine Schlüsselvoraussetzung

für die gezielte medikamentöse Therapie dar. Für eine Anwendung am Patienten mit

dem Ziel  einer antitumoralen Therapie - mit  kurativem, rezidivprophylaktischem oder

palliativem Ansatz - sollten die Effekte zudem in vivo durch den Einsatz standardisierter

tierexperimenteller  Modelle  sowie  ex vivo klinisch-experimentell  reproduziert  werden,

um die Voraussetzungen für eine erfolgreiche klinische Evaluation zu schaffen.
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6. Zusammenfassung

Unter den Malignomen befindet sich das HCC in der BRD an 6. und 10. Stelle bei der

Anzahl  an  Krebssterbefällen  bei  Männern  bzw.  Frauen.  Betrachtet  man die  globale

Prävalenz, so steht das Lebermalignom - hierunter hat das HCC mit knapp 90 % den

stärksten  Anteil  -  an  fünfter  Stelle,  wobei  85 %  der  Erkrankungen  in  den

Entwicklungsländern anzutreffen sind. 

Das HCC ist  in  Abhängigkeit  der  Tumorgröße momentan nur  durch Radiofrequenz-

ablation, chirurgische Resektion oder durch LTX kurativ zu therapieren. Die Prognose

ist abhängig vom Erkrankungsgrad bei Diagnosezeitpunkt, vom Restleberzustand und

vom Allgemeinzustand des Patienten. Unter dem Aspekt der Rezidivfreiheit  und der

Überlebenswahrscheinlichkeit fünf Jahre postoperativ präsentieren sich aktuell bei der

LTX die besten Ergebnisse. 

Die LTX ist aufgrund des Organmangels ein limitiertes Therapieverfahren, das wenigen

spezialisierten  Zentren  vorbehalten  bleibt.  Unabhängig  vom  Spenderorgan,  der

immunologischen  Kompatibilität  des  Transplantates  und  des  Organempfängers,  ist

posttransplantär  eine lebenslange Immunsuppression notwendig.  Für  die  Initial-  und

Erhaltungstherapie dieser Immunsuppression werden CNI und/oder Antimetabolite wie

Sirolimus und MMF angewendet. Deren Vorteil liegt in der geringeren Nephrotoxizität,

die gerade bei den CNI eine in der Langzeitanwendung gefürchtete UAW ist. 

Neben  der  immunsuppressiven  Wirkung  konnte  für  Sirolimus  und  MMF  bisher  in

verschiedenen  Experimenten  in  vitro und  in  vivo  ein  antiproliferativer  Effekt  auf

Tumorzellen verschiedenster Genese nachgewiesen werden. Da auch für Patienten mit

erfolgter LTX als HCC-Therapie ein Risiko für ein Rezidiv besteht, stellte sich die Frage,

ob der antiproliferative Effekt von Sirolimus und MMF in mono- und dualtherapeutischer

Anwendung  auf  verschiedene  HCC-Zelllinien  übertragbar  ist.  Durch  die  post-

transplantäre  Anwendung  wäre  hier  neben  der  immunsuppressiven  auch  eine

antitumorale Wirkung möglich, wodurch das Indikationsspektrum dieser Medikamente

erweitert  werden  würde.  Denkbar  sind  der  Einsatz  zur  Rezidivprophylaxe,  zur

Reduzierung  des  Risikos  für  Zweitkarzinome,  zur  Verhinderung  von  de  novo-

Malignomen sowie als Therapeutika unter palliativen Aspekten.
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Ziel  dieser  Arbeit  war  die  Testung  der  Proliferationshemmung  der  Antimetabolite

Sirolimus und MMF auf die HCC-Zelllinien SKHEP1 und HEP3B. Es sollte untersucht

werden, welchen zytotoxischen Effekt Sirolimus und MMF monotherapeutisch auf die

HCC-Zelllinien SKHEP1 und HEP3B haben. Geprüft werden sollte zudem, ob durch die

Kombination beider Medikamente eine Steigerung der Wirksamkeit im Vergleich zu den

jeweiligen  Monotherapien  erreicht  werden  kann.  Und  weiterhin,  ob in  der

Kombinationstherapie  die  Wirksamkeit  bei  gleichzeitiger  Dosisreduktion  gehalten

werden kann.

Getestet wurde die Wirkung der Medikamente auf die Zelllinien in vitro durch den XTT-

Proliferationstest, der die Absorption eines Farbstoffes misst, die sich in Abhängigkeit

der  Zellviabilität  in  den  gemessenen  Proben  verändert.  Verglichen  wurden  die

jeweiligen  Testgruppen  mit  der  unbehandelten  Kontrollgruppe,  die  100-Prozent

gewichtet wurde. Die statistische Signifikanzprüfung erfolgte mit dem Mann-Whitney-

Test.  Getestet wurden alle Behandlungsgruppen jeder Zelllinie untereinander, um eine

Signifikanz zu differenzieren. Als Vorgabe für eine bestehende Signifikanz wurde eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von 0,05 für die Signifikanz gesetzt.

Die stärkste Hemmung der Zelllinie SKHEP1 erfolgte durch die Sirolimuskonzentration

12,5 ng/ml mit einer verbliebenen Zellviabilität von 9,7 % (p = 0,004). Die nachfolgende

Hemmstärke bei Monotherapie kam durch MMF auf die Zelllinie HEP3B zustande: Mit

einer  Konzentration  von  750 ng/ml  konnte  die  Zellviabilität  in  dieser  Testgruppe im

Vergleich zu der 100-Prozent gewichteten Kontrollgruppe auf 33,6 % reduziert werden

(p = 0,004).  Ähnliche Ergebnisse erbrachte die  monotherapeutische Anwendung von

MMF  auf  die  Zelllinie  HEP3B.  Mit  einer  Konzentration  von  1000  ng/ml  wurde  die

Zellviabilität  auf  35,1 % reduziert  (p  =  0,004).  Die  schwächste  monotherapeutische

Hemmwirkung zeigte Sirolimus auf die Zelllinie HEP3B. Die hier stärkste Konzentration

von 0,0025 ng/ml erreichte nur eine Reduktion der Zellviabilität auf 70,9 % (p = 0,037).

Durch die duale Anwendung von Sirolimus/MMF wurde bei der Zelllinie SKHEP1 zwar

keine  verstärkte  Hemmwirkung  nachgewiesen,  jedoch  konnte  bei  ähnlicher

Proliferationshemmung  auf  11,1 % (p = 0,004)  eine  Reduktion  der  Medikamenten-

konzentration bei Sirolimus auf 6,5 ng/ml und bei MMF auf 375 ng/ml erreicht werden.

Eine  stärkere  Hemmung  bei  der  Zelllinie  HEP3B  im  Vergleich  zu  den  beiden

Monotherapien  erzielte  die  duale  Anwendung.  Die  Zellviabilität  konnte  auf  26,3 %

reduziert  werden  (p  =  0,004)  bei  gleichzeitiger  Reduktion  der  Konzentrationen  bei
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Sirolimus  auf  0,00005  ng/ml  und  bei  MMF  auf  375  ng/ml.  Mit  diesen  ermittelten

Konzentrationen  ist  man  innerhalb  der  klinisch  angewendeten  Dosen,  da  diese  für

Sirolimus 4 - 12 ng/ml und für MMF 1000 - 3500 ng/ml betragen. Der Einsatz ist also

unter pharmakologischen Aspekten möglich.

Die vorliegende Arbeit  konnte den Nachweis erbringen,  dass die Immunsuppressiva

Sirolimus und MMF einen zytotoxischen Effekt auf die Zelllinien SKHEP1 und HEP3B

haben. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass durch die kombinierte Anwendung

von Sirolimus und MMF eine Wirksamkeitssteigerung bei der Zelllinie HEP3B erreicht

wurde.  Weiterhin  konnte  bei  beiden  Zelllinien  eine  Reduktion  der  einzelnen

Medikamentenkonzentrationen in der dualen Anwendung gelingen.

Die hier präsentierten Ergebnisse liefern die Grundlage für eine weitere experimentelle

und klinische Evaluation dieser  Medikamente -  mit  dem Ziel  einer  effizienteren und

gezielteren  Therapie  des  hepatozellulären  Karzinoms  in  den  Anwendungsgebieten

Kuration, Rezidivprophylaxe, de novo-Malignomprophylaxe und Palliation.
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