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Abstract (Deutsch)

Einleitung: Im Rahmen der multimodalen Therapie von Patienten mit kolorektalen
Lebermetastasen (KRLM) haben sich die Indikationskriterien fur eine neoadjuvante
Chemotherapie (CTX) stetig erweitert, insbesondere um mehr Patienten eine
chirurgische Leberteilresektion und damit die einzige kurative Therapieoption zu
ermoglichen. Hierbei hat sich gezeigt, dass eine Oxaliplatin-basierte CTX mit der
Entwicklung des Sinusoidalen Obstruktionssyndroms (SOS) und hoheren
Komplikationsraten assoziiert ist. Ferner konnte durch eine zusatzliche Therapie mit
dem ,Vascular Endothelial Growth Factor® Antikérper (VEGF-AK) Bevacizumab eine
protektive Wirkung auf die Entwicklung des SOS beobachtet werden. Ziel dieser
Arbeit ist die Etablierung eines Tiermodells des Oxaliplatin-induzierten SOS zur
Untersuchung der zugrundeliegenden pathophysiologischen Prozesse und der Rolle
einer VEGF-AK-Therapie.

Methodik: In einer Versuchsreihe mit 39 Mausen (C57BL/6J) wurden in 13
Versuchsgruppen unterschiedliche wochentliche Dosierungen von Oxaliplatin (6, 8,
10, 11, 12 mg/kg KG) sowie Behandlungszeitraume (3, 4, 5 Wochen) zur Induktion
des SOS bestimmt, ebenso eines zusatzlichen murinen VEGF-AK (5, 10, 15 mg/kg
Kdrpergewicht (KG)). AnschlieBend erfolgte eine 2/3-Leberteilresektion, um die
Leberregeneration nach 48 Stunden immunhistochemisch (Ki-67, BrdU) zu
untersuchen. Das Gewicht der Versuchstiere wurde wochentlich, postoperativ taglich
gemessen. Die Leberpraparate wurden histopathologisch untersucht, sowie die
Expression von VEGF, VEGFR-1 und VEGFR-2 mittels PCR analysiert. Das
Blutserum wurde nach der Finalisierung laborchemisch analysiert (ALT, AST, AP,
Albumin, Bilirubin) sowie fur Proteinexpressions-Messungen mittels der Luminex
Multiplex Assay Methode verwendet (VEGF, HGF, IL-6, IL-10, MMP-9, TIMP-1,
Serpin-E1). Nach der Etablierung wurde eine zweite Versuchsreihe mit insgesamt
196 Tieren durchgefihrt, die in funf Behandlungsgruppen (Oxaliplatin, Oxaliplatin +
VEGF-AK, drei Kontrollgruppen) und jeweils vier Finalisierungszeitpunkte (24, 36, 48,
72 Stunden) unterteilt und methodisch analog aufgearbeitet wurden.

VI



Ergebnisse: Im Rahmen der Etablierung des SOS Tiermodells konnte sowohl eine
Dosierung von 11 mg Oxaliplatin/lkg KG bei einem Behandlungszeitraum von flnf
Wochen zur Induzierung des SOS, als auch eine Dosierung des zusatzlichen VEGF-
AK von 10 mg/kg KG fur weiterfuihrende Untersuchungen ermittelt werden. Es konnte
gezeigt werden, dass dieser Behandlungszeitraum sowie die Dosierungen jeweils
sehr kritische Grenzwerte zwischen der beabsichtigten Wirkung und
schwerwiegenden Nebenwirkungen (Mortalitdt) darstellen. Die praoperative
Entwicklung des Korpergewichtes zeigte sich als wichtigster Prognoseparameter fur

den weiteren intra- und postoperativen Verlauf.

Schlussfolgerung: Es konnte erstmalig ein Mausmodell des Oxaliplatin-induzierten
SOS etabliert werden, in dem zusatzlich die Therapie mit einem murinen VEGF-AK
untersucht wurde. Des Weiteren erlaubt das Modell eine erweiterte Leberteilresektion
und einen postoperativen Untersuchungszeitraum. Dieses Modell stellt eine wichtige
Grundlage fur weitergehende Tiermodelle dar, um ein besseres Verstandnis des

SOS und dessen Behandlung zu entwickeln.
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Abstract (Englisch)

Introduction: The use of neoadjuvant chemotherapy for patients with colorectal liver
metastases has been steadily increased in order to enable more patients curative
liver resection and improving long-term survival. However, the use of oxaliplatin
based chemotherapy has been associated with specific liver injury, called sinusoidal
obstruction syndrome (SOS), leading to higher intra- and postoperative complication
rates. Interestingly, administration of bevacizumab, an inhibitor of VEGF (VEGF-AB)
has been described to decrease the rate of SOS. This study aims to establish a mice
model to demonstrate SOS induction by oxaliplatin and evaluating the effect of
additional anti-VEGF treatment.

Methods: First, C57BL/6J mice (n= 39) were treated with different doses of
oxaliplatin (6, 8, 10, 11, 12 mg/ kg body weight (bw)) weekly, each in different
treatment periods (3, 4, 5 weeks). Likewise, the optimal dose of VEGF-AB has been
established (5, 10, 15 mg/kg bw). Afterwards, animals underwent two-third liver
resection and were culled 48 hours later to assess liver regeneration by
immunohistochemistry staining (Ki-67, BrdU). Body weight was measured weekly
and daily after operation. Liver biopsies were examined histopathologically and
expression rates of VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2 were quantified by PCR technique.
Blood samples were taken after death to measure liver function by laboratory tests
(ALT, AST, alkaline phosphatase, albumin, bilirubin), while various protein expression
rates were assessed by Luminex Multiplex Assay technique (VEGF, HGF, IL-6, IL-10,
MMP-9, TIMP-1, Serpin-E1). Second, 196 mice were treated and analyzed in the
same manner in five different groups (oxaliplatin, oxaliplatin + VEGF-AB, three
control groups), each culled in four different groups (24, 36, 48, 72 hours after

resection) in order to compare the two major treatment groups.

Results: Aiming to establish a SOS mice model Oxaliplatin treatment with 11 mg/kg
bw for five weeks was developed as reproducible schedule to induce SOS, next to
the additional treatment of 10 mg/kg bw VEGF-AB for further investigations. It was
demonstrated that the treatment periods and doses had very critical threshold values
concerning the intended effect and serious side effects (mortality). Preoperative body
weight was seen to be the most important prognostic value for intra- and

postoperative course.



Conclusion: We have developed the first reproducible model of oxaliplatin induced
SOS, which also enables evaluating additional anti-VEGF treatment. Moreover, this
model allows to perform major liver resection, including an extended postoperative
period for (liver) regeneration analysis. Finally, this new mouse model represents an

important  experimental fundament to improve treatment of SOS.



1. Einleitung
1.1 Kolorektales Karzinom

Im Jahr 2014 war das kolorektale Karzinom (KRK) nach Angaben des Robert Koch
Institutes mit einem prozentualen Anteil von 13,9 % unter Mannern die dritthaufigste,
sowie unter Frauen mit 12,3 % die zweithaufigste Tumorlokalisation in Deutschland®.
Hierbei schliel3t die Definition des KRK alle Kolonkarzinome (colon ascendens, -
transversum-, -descendens und -sigmoideum) und des Rektums ein. Insgesamt
traten im Jahr 2014 33.120 Neuerkrankungen bei Mannern sowie 27.890 bei Frauen
auf, mit einer 5-Jahres Pravalenz von 112.500 (Manner) bzw. 95.000 (Frauen). Die
relative 5-Jahres Uberlebensrate liegt fur beide Geschlechter um die 62 %?2. Damit
stellt das KRK bei beiden Geschlechtern mit 13.580 (Manner) und 11.932 (Frauen)
Sterbeféllen die dritthaufigste, krebsbedingte Todesursache in Deutschland dar.
Diese relativen Verhaltnisse unter allen Krebserkrankungen sind nahezu identisch im
Vergleich zu européischen sowie US-amerikanischen epidemiologischen Daten3>.
Weltweit werden 1.650.000 Neuerkrankungen und 835.000 Todesfalle fur das KRK
im Jahr 2015 angegeben®. Wenn die Erkrankung im seltenen Fall bereits vor dem 50.
Lebensjahr aufritt, ist dies mit einem prognostisch deutlich schlechteren

Krankheitsverlauf assoziiert”°.

Bei der Uberwiegenden Mehrzahl der KRK handelt es sich um Adenokarzinome
(mehr als 90 %), die zumeist urspringlich aus gutartigen Vorstufen (Adenome) eines
adenomatdsen Polypen entstanden sind und von denen sich ca. 1 % uber einen
mehrstufigen Prozess genetischer und epigenetischer Mutationen sowie
dysplastischer Veranderungen zu einem malignen Tumor entwickeln (Adenom-
Karzinom-Sequenz)'®'". Daher wachst das Risiko der Erkrankung auch zunehmend
mit steigendem Alter an, was sich an dem mittleren Erkrankungsalter von 72 Jahren

(Manner) bzw. 75 Jahren (Frauen) zeigt'?.

Hinsichtlich der Atiologie sind neben genetischen Ursachen auch Umweltfaktoren
von entscheidender Bedeutung. Insbesondere bei einigen hereditaren Erkrankungen
steigt das Risiko der Erkrankung deutlich an. Vordergrindig sind autosomal-
dominant vererbte hereditare KRK Syndrome zu nennen, die mit einem sehr hohen

KRK Erkrankungsrisiko einhergehen, wie beispielsweise die Familiare Adenomatose
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Polyposis oder das Lynch-Syndrom (Hereditares Nicht Polypdses KRK), die
zusammen flr ca. 5 % aller KRK Krankheitsfalle ursachlich sind'3'5. Patienten mit
adenomatdsen Polypen (relatives Risiko von ca. 3,5 % bis 6,5 % bei Polypen > 1 cm)
oder vorangegangene kolorektale Karzinome (1,5 % bis 3 % entwickeln ein KRK
innerhalb eines Jahres nach Resektion des Primarius) haben ebenso ein erhdhtes
Erkrankungsrisiko'®. Bei betroffenen Familienangehorigen ersten Grades mit KRK
besteht ein zweifach erhohtes Risiko im Vergleich zur Normalbevolkerung'’. Ebenso
haben Patienten mit chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen wie der Colitis
Ulcerosa (5-15-fach erhdhtes Risiko) und dem Morbus Crohn (vergleichbar erhdhtes
Risiko wie bei Colitis Ulcerosa, jedoch ist die Datenlage hier weniger eindeutig) ein
erhohtes Risiko fir die Entwicklung des KRK'8,

Neben diesen klinisch manifesten Risikofaktoren, die maRgeblich auf hereditaren
Erkrankungen beruhen, nehmen mit Blick auf die Gesamtpopulation der Erkrankten
auch Umweltfaktoren einen entscheidenden Einfluss ein. Hierbei ist unter anderem
Tabakkonsum zu nennen, mit einem signifikant erhdhten Risiko im Vergleich zu
Personen, die nie geraucht haben ((Relatives Risiko (RR): 1,18; Konfidenzintervall
(KI): 1,11-1,25)), basierend auf einer Meta-Analyse von 106 Beobachtungsstudien’®.
Adipositas spielt ebenfalls eine bedeutende Rolle, mit einem moderat erhéhten
Risiko ((Hazard Ratio (HR): 1,23, 95 %; Kl 1,14-1,34)), basierend auf einer Meta-
Analyse mit 13 Studien?%?'. Ebenso fiihrt erhohter Alkoholkonsum?? und Diabetes
mellitus?® zu einem hoheren Risiko. Bezlglich des Einflusses der Ernahrung sind die
Daten zwar weniger evident, jedoch scheint der langjahrige, vermehrte Verzehr von
rohem Fleisch sowie einer ballaststoffarmen Ernahrung mit einem erhohten Risiko

assoziiert?4-26,

Des Weiteren lasst sich ein niedriger soziobkonomischer Status mit einem erhdhten
Erkrankungsrisiko assoziieren, von einem bis zu 30 % erhdhtem Risiko im Vergleich
zwischen Studienpopulationen des niedrigsten und des héchsten
soziodkonomischen Status?’. Zusammenfassend werden diese modifizierbaren
Risikofaktoren wie Adipositas, Bewegungsmangel, Tabakkonsum und einer
ungesunden Ernahrung in der aktuellen Literatur fir ein Drittel bis zu der Halfte als

priméare Ursache aller Krankheitsfalle des KRK gezahlt?7-2°,



Trotz der multiplen und heterogenen Risikofaktoren hat die Inzidenzrate des KRK in
Deutschland insgesamt, im Gegensatz zu vielen anderen europaischen Nationen, fur
beide Geschlechter in allen Altersgruppen ab 55 Jahren seit 2004 kontinuierlich
abgenommen?C. Diese positive Entwicklung lasst sich primar mit der in Deutschland
seit 2002 ab dem 55. Lebensjahr eingefuhrten Friherkennungs-Koloskopie erklaren,
die von entscheidender Bedeutung ist. Diese ermdglicht es, vor dem atiologischen
Hintergrund des langjahrigen Prozesses der Transformation von benignen
adenomatosen Vorstufen zu malignen Adenokarzinomen, rechtzeitig gutartige
Raumforderungen wie Polypen endoskopisch zu entfernen oder das KRK noch in
einem frihen Stadium mit entsprechend guter Prognose zu diagnostizieren3031,
Insbesondere vor dem Hintergrund, dass klinische Symptome des KRK haufig erst
sehr spat und in einem fortgeschrittenen Stadium auftreten, zumeist als Resultat des
verdrangenden Tumorwachstums in das Darmlumen bzw. in angrenzenden

anatomischen Strukturen®32.33,

1.2 Kolorektale Lebermetastasen — Multimodale Therapiekonzepte

Nach US-amerikanischen Daten weisen ca. 15 % bis 25 % aller Patienten zum
Zeitpunkt der Diagnose des KRK bereits Metastasen3435. Aufgrund der
GefalRanatomie von Darm und Rektum sind sowohl lymphogene als auch
hamatogene Metastasierungswege maoglich. Hierbei sind v. a. Leber, Lunge,
Knochen und das Peritoneum betroffen. Das KRK ist ab dem Zeitpunkt einer
Fernmetastase, unabhangig der Lokalisation, nach aktueller TNM Klassifikation als
UICC (Union for International Cancer Control) Stadium 4 definiert, mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von 25-40 %3638, Da der vendse Riickfluss des Darmes primar in die
Vena porta hepatis geleitet wird, stellt die Leber das hamatogen am haufigsten
betroffene Organ der Metastasierung dar. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose des KRK
weisen um die 25 % der Patienten hepatische Metastasen auf (synchrone
Lebermetastasen), wahrend weitere ca. 25 % der Patienten nach Abschluss der
Therapie des kolorektalen Primarius Lebermetastasen entwickeln (metachrone
Lebermetastasen)3°3%-41 Die Therapieoptionen sind in beiden klinischen Kontexten
sehr komplex, da diverse Strategien, basierend auf den pathologischen und
klinischen Stadien des KRK, als auch der anatomischen Auspragung und
biologischen Charakterisierung der Lebermetastasen, vorliegen243.



Bei jeder onkologischen Erstdiagnose und insbesondere auch bei der Behandlung
kolorektaler Lebermetastasen (KRLM) ist es von entscheidender Bedeutung, dass
die einzelnen Patientenfalle in einer fachlich interdisziplinaren Konferenz mit einem
erfahrenen Team aus Onkologen, Chirurgen, Radiologen, Strahlentherapeuten und
Pathologen diskutiert werden. In den vergangenen zwei Jahrzehnten haben folgende
Entwicklungen in der Therapie kolorektaler Lebermetastasen maligeblich zu
signifikanten Verbesserungen beigetragen: (1.) Erweiterung der chirurgischen
Resektionstechniken, (2.) Entwicklung und Etablierung von neo- und adjuvanten
Chemotherapieregimen, sowie (3.) Optimierungen radiologischer Diagnostik und

Interventionsmaoglichkeiten.

Den Erfolg dieser stetig verbesserten Therapieoptionen zeigt die kontinuierliche
Entwicklung der Langzeituberlebensraten von zwei grof3en, onkologischen US-
amerikanischen Zentren (,The University of Texas MD Anderson Cancer Center,
Houston, Texas sowie ,Mayo Clinic Rochester, Rochester, Minnesota), die ihre
retrospektiv untersuchten Daten im Jahr 2009 veroffentlichten**: Fiir Patienten in den
Jahren 1990 bis 1997 betrug die durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate noch 9,1
%, in den Behandlungsjahren 1998 bis 2000 bereits 13 % und schlieRlich 19,2 % in
dem Zeitraum 2001 bis 2003. Das mediane Gesamtliberleben stieg von 14,2
Monaten zum Zeitpunkt der Diagnose von 1900 bis 1997 auf 29,3 Monate im
Zeitraum 2004 bis 2006. Diese signifikanten Verbesserungen konnten sowohl auf die
gestiegene Anzahl an Leberteilresektionen (primare Entwicklungen in den Jahren
1998 bis 2004) sowie auf die vermehrte Anwendung neuer Chemotherapieregime

(insbesondere in den Jahren 2004 bis 2006) zurtckgefuhrt werden.

Dabei ist wichtig, dass nach RO-Resektion (makroskopisch und mikroskopisch
komplette  Entfernung mit  Sicherheitsabstand;  Tumorfreier ~ Schnittrand
mikroskopisch: 2 1 mm = RO, £ 1 mm = R1) des Primarius im multimodalen
Therapiekonzept*?> (neo- und oder adjuvante  Chemotherapie  bzw.
Radiochemotherapie bei Rektumkarzinom, wund chirurgischer RO-Resektion)
bezuglich der Lebermetastasen eine kurative Therapieoption nach chirurgischer
Resektion der Lebermetastasen besteht, so dass eine Resektion immer angestrebt
werden sollte*®4145 |n diesem Fall kdnnen, bei operativen Mortalitatsraten von unter

5 %, in erfahrenen Zentren fur hepato-pankreato-biliarer Chirurgie 5-Jahres
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Uberlebensraten von bis zu 58 %, mit einem Gesamtdurchschnittswert bei 40 %
erreicht werden*5%'. Patienten, die ein rezidivfreies Uberleben von 10 Jahren
erreichen, konnen als geheilt angesehen werden, was in ausgesuchten
Patientengruppen ca. einer von sechs Patienten nach der chirurgischen Resektion

vorweisen kann®2,

1.2.1 Chirurgische Strategien zur Erweiterung der Resektabilitat

Eine entscheidende klinische Herausforderung liegt in der Tatsache, dass zum
Zeitpunkt der Diagnose lediglich ca. 20 % der Patienten chirurgisch resektable
Lebermetastasen aufweisen*'. Die Fortschritte und Verbesserungen in den
chirurgischen Techniken der Leberteilresektion, wie beispielsweise Leberparenchym
schonendere Resektionsverfahren, haben in den vergangenen Jahren stetig mehr
Patienten eine Resektion ermoglicht*®52%3, |m Zuge dessen wurden die Grenzen der
Resektabilitat (mit dem primaren Ziel einer RO-Resektion) kontinuierlich erweitert.
Wenngleich hierfur auch keine eindeutige Definition vorliegt, lasst sich nach
aktuellem, internationalen Konsens die chirurgische Grenze der Resektabilitat mit
folgenden Voraussetzungen definieren: (1.) ein verbleibendes, kalkuliertes
Lebervolumen von mindestens 20 % (mittels CT-Untersuchung), (2.) Erhaltung von
mindestens zwei angrenzenden Lebersegmenten, sowie (3.) ein ausreichend
arterieller und portalvendser Zu- und Abfluss sowie Gallenabfluss (siehe Abb. 1)41-%4-
% Die komplexe und stetig erweiterte Indikationsstellung basiert auch auf die parallel
verbesserten radiologischen Bildtechniken (v. a. der CT-Untersuchung), die eine sehr
genaue Befundung der anatomischen Lokalisation der Metastasen und damit eine
optimierte Operationsplanung ermdglichen®’. Diese chirurgischen Maximen setzten
sowohl aus chirurgischer, als auch anasthesiologischer und onkologischer

Perspektive einen guten gesundheitlichen Allgemeinzustand voraus.

Beim Auftreten einer synchronen Metastasierung bestehen grundsatzlich drei
chirurgische Strategien, die bei optimaler Selektion der Patienten keine onkologisch
signifikanten Unterschiede aufweisen, so dass die Einzelfallentscheidung stets
individuell zu treffen ist. Grundsatzlich haben Patienten mit synchronen
Lebermetastasen jedoch eine tendenziell schlechtere Prognose, da haufig eine

aggressivere Tumorbiologie vorliegt®e.



Multimodale, Interdisziplindre Therapie
Kolorektaler Lebermetastasen

Limitationen chirurgischer Resektabilitat: Neoadjuvante Chemotherapie:
1. Verbleibendes, nicht-geschadigte, 1. Konversion eines nicht-resektablen in einen
kalkuliertes Lebervolumen von mindestens resektablen Befund (,,downstaging®)
20% (basierend auf CT-Untersuchungen) 2. RO-Resektion 7
2. Erhaltung von mindestens zwei 3. Langzeitiiberleben ©
angrenzenden Lebersegmenten 4. Radiologische + pathologische Ansprechraten ©
3. Ausreichend arterieller und portalvenoser (sowie Evaluation fiir adjuvante Therapie)
Zu- und Abfluss, sowie Gallenabfluss

Il

Chirurgische Strategien: Chirurgische Resektion *:

1. ,,Classic Approach®: zundchst KRK (OP), 1. Neoadjuvante * adjuvante Chemotherapie
anschlieBend Metastasen (OP) “ 2. Portalvenenembolisation
(auch zwei-zeitige Hepatektomie méglich) 3. Radiologische, lokale Interventionen

2. Simultane Resektion von KRK und Metastasen (z. B. Radiofrequenzablation)

3. ,Reversel Liver First Approach®: 4. Strahlentherapie (Rectum-CA)

zunéchst Metastasen, anschliefend KRK

Abbildung 1: Multimodale, interdisziplinare Therapie kolorektaler Lebermetastasen

Die erste chirurgische Option stellt die simultane Resektion des KRK sowie der
Lebermetastasen dar (,combined approach®)*®. Diese Methode kann v. a. in einem
frihen Stadium des KRK und einer gleichzeitig geringen Tumorlast der Leber
angewandt werden®8'. Das Verfahren hat einerseits den Vorteil verkirzter
Krankenhausaufenthalte sowie nur einer Operation und dessen perioperativen
Belastungen und Komplikationen, andererseits ist es auch in einigen Studien mit
einem verklrzten progressionsfreien Uberleben assoziiert*'6263  |n der zweiten
Strategie werden zunachst die Lebermetastasen reseziert und in einer zweiten
Operation das KRK (,liver first* oder ,reverse approach“)®. Diese Option ist
beispielsweise bei rektalen Karzinomen von Vorteil, die gut strahlentherapeutisch
behandelt werden konnen und gleichzeitig primar resektable Lebermetastasen mit
einer geringen Tumorlast vorliegen®. Hierbei ist die friihe Risikoreduktion einer
weiteren Metastasierung in der Leber von Vorteil, jedoch bedarf es einer
engmaschigen Kontrolle des Primarius zum Ausschluss eines Progresses im
weiteren Verlauf®+5. Da bei dieser Option haufig primar resektable Lebermetastasen
vorliegen, hat die neoadjuvante Chemotherapie zur Behandlung der
Lebermetastasen keine relevante Bedeutung. Die dritte und am meisten angewandte

Strategie sieht zunachst die Resektion des Primarius vor, haufig gefolgt von einer
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systemischen Chemotherapie und in einer anschlieBenden, zweiten Operation die
Resektion der Lebermetastasen (,classic approach oder ,staged approach®)6266,
Dieses Vorgehen ist besonders bei Patienten mit klinisch symptomatischem KRK,
wie beispielsweise Folgen einer Obstruktion, Perforation und Blutungen zu
empfehlen, um weitere Komplikationen zu vermeiden. Des Weiteren lassen sich mit

dieser Methode auch grofte Tumorbefunde in der Leber gut und sicher behandeln.

Sowohl bei der klassischen Variante der Behandlung synchroner Lebermetastasen
(,staged approach®), als auch beim Auftreten metachroner Lebermetastasen
(Auftreten erst im Verlauf/ nach Behandlung des initialen KRK) wird beziglich des
weiteren therapeutischen Vorgehens zwischen primar resektablen und primar nicht
resektablen Lebermetastasen unterschieden (siehe Abb. 2). Primare Resektabiltat
beruht, wie zuvor auf Grundlage des aktuellen, internationalen Konsens beschrieben,
auf dem postoperativ verbleibenden Lebervolumen, dem Erhalt von mindestens zwei
angrenzenden Lebersegmenten und einem ausreichenden biliaren- und venodsen
Abfluss, sowie einer ausreichenden arteriellen- und portalvendsen Versorgung. Auf
Grundlage von CT-Aufnahmen wird das verbleibende Lebervolumen bestimmt, da
mindestens 20 % gesundes Lebervolumen postoperativ vorhanden sein muss, um
eine sichere Hepatektomie durchfihren zu kénnen und Komplikationen bis hin zum
Leberversagen und Tot zu vermeiden®’-%°, Falls eine Resektion aus operativer Sicht
durchzufihren ist, jedoch das postoperative Lebervolumen als zu gering kalkuliert
wird, so stellt die praoperative portalvenése Embolisation (PVE) eine sichere
Methode zur Induktion der Hypertrophie des verbleibenden Lebergewebes darf%70.
Neben individuellen Behandlungsstrategien ist die PVE bei verbleibenden
Lebervolumina von unter 30 % indiziert*'. Dariber hinaus lasst sich die tatsachlich
erzielte Hypertrophie auch als Pradiktor fur die Leberregenerationskapazitat
verwenden, so dass damit bereits Aussagen auf postoperative Komplikationen sowie
Gesamtiiberleben abgeleitet werden konnen’®”', Neben der PVE stellt bei
multifokalem und Ilobular beidseitigem Metastasenbefall der Leber und einer
zunachst nicht kurativer Resektabilitat die zwei-zeitige Hepatektomie (,two-stage
hepatectomy*) eine weitere Therapiemdglichkeit dar’273. In einer ersten Operation
wird die grof3tmogliche Anzahl an Metastasen reseziert, zumeist eine linkslaterale
Resektion, gefolgt von einer zweiten Operation, die meist eine rechtsseitige

Hemihepatektomie darstellt>*. Das Verfahren wurde in mehreren Studien mit Erfolg
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etabliert und ist bei ausgewahlten Patienten und erfahrenen Operateuren eine
sichere und onkologisch effektive Methode®>74. Der entscheidende Vorteil liegt in der
kompensatorischen Leberregeneration zwischen der ersten und zweiten Operation,
die zusatzlich mit einer PVE erhoht werden kann#'%47576  Epenso kann eine
kurzzeitige, systemische Chemotherapie durchgefuhrt werden, um die verbleibende
Tumorlast sowie deren Wachstum zu reduzieren. In einem grof3en Patientenkollektiv
mit fortgeschrittenen bilateralen Lebermetastasen konnte fir Patienten nach einer
zwei-zeitigen Hepatektomie im Vergleich zu einem Patientenkollektiv, das
ausschlieBlich chemotherapeutisch behandelt wurde, in einem 3-Jahres-Zeitraum ein
Uberlebensvorteil von 84 % gegeniiber 42 % (p< 0.001) gezeigt werden5%. In dieser
Studie haben alle Patienten zunachst eine systemische Chemotherapie erhalten. Bei
einem guten radiologischen Ansprechen (kein verandertes Tumorwachstum oder
verringertes Tumorvolumen) basierend auf den ,Response Evaluation Criteria for
Solid Tumors” (RECIST-Kriterien) wurde die erste Operation durchgefiihrt, gefolgt
von einer PVE und anschlieBender zweiter Resektion. Eine systematische
Ubersichtsarbeit von 10 Studien konnte ebenso demonstrieren, dass die 5-Jahres
Uberlebensrate nach zweizeitiger Resektion bei 42 % mit einem mittleren
Gesamtiiberleben von 37 Monaten betrug’? und die Ergebnisse damit vergleichbar

sind mit denen nach ein-zeitiger Resektion”>76,

Diagnose Kolorektale
Lebermetastasen

Primar resektable Primér nicht-resektable
Lebermetastasen Lebermetastasen
| 1
Neoadjuvante Chemotherapie Geringe Tumorlast/ — r -
(3 Monate) einfach zu resezieren | ... (Erstlinien-} Chemotherapie
(3 Monate)

k.

Chirurgische v

; Chirurgische |_ [ P :
Leberresektion Resektabilitit | | (Zweitlinien-) Chemotherapie

[y

(£ PVE)
l (Drittlinien-) Chemotherapie oder
- S [N Palliative Therapie
Adjuvante Adjuvante
Chemotherapie Chemotherapie
(3 Monate) (6 Monate)

Abbildung 2: Therapeutischer Algorithmus (vereinfacht) zur Therapie kolorektaler
Lebermetastasen nach Duwe G. et al.””



1.3 Die Rolle der neoadjuvanten Chemotherapie in der multimodalen Therapie

Der Fortschritt chirurgischer Techniken Iasst sich in Hinblick auf die onkologischen
Behandlungserfolge in Gesamtbetrachtung der chemotherapeutischen
Therapieentwicklungen sehen. Dabei ist analog wie zuvor unter chirurgischer
Perspektive zwischen einer primar resektablen und einer primar nicht resektablen

Ausgangssituation zu unterscheiden.

Die Moglichkeit der Konversion initial nicht resektabler in potenziell resektable
Lebermetastasen wurde bereits 1996 von Henri Bismuth beobachtet’®. Patienten, die
mit dem urspringlichen Ziel einer Hemmung der Progression des Metastasenbefalls
chemotherapeutisch behandelt wurden, entwickelten unter der Therapie teilweise
einen chirurgisch resektablen Befund und konnten erfolgreich operiert werden. In den
folgenden Jahren wurde die neoadjuvante (praoperative) Chemotherapie bei primar
nicht-resektablen Lebermetastasen in klinischen Studien eingefuhrt, mit dem Ziel der
Reduzierung der Tumormasse und einer darauffolgenden Moglichkeit der
chirurgischen Resektion sowie einer Beurteilung der Chemosensitivitat flr folgende
adjuvante Chemotherapien nach erfolgreicher Resektion’#79-8'. Nach erfolgreichen
Optimierungen der urspringlich primar auf 5-Fluorouracil (5-FU) basierten
Chemotherapieregime** erzielte die Kombination von 5-FU, Folinsdure und dem
Platin-Derivat Oxaliplatin (FOLFOX4) in einer der ersten Phase-lI-Studien eine
Ansprechrate von 60 % sowie eine Konversionsrate in resektable Metastasen bei 40
% der Patienten®. Daraufhin wurden in diversen weiteren Studien mit verschiedenen
Chemotherapieregimen Konversionsraten von zunachst inoperablen Befunden in
einen resektablen Zustand zwischen 10 % und ca. 35 % demonstriert®?83-%0, Des
Weiteren besteht kein relevanter Unterschied in den 5-Jahres-Uberlebensraten und
der postoperativen Mortalitdt im Fall der sekundar resezierten Metastasen®'-92, Es
muss jedoch kritisch betrachtet werden, dass bei diesen internationalen Studien in
einem Zeitraum von uber 10 Jahren keine einheitliche Definition der Resektabilitat
vorlag, so dass eine hohe individuelle Varianz der einzelnen chirurgischen Zentren
beachtet werden muss. Dennoch stellte diese neue Therapieoption in Anbetracht der
initial geringen Anzahl von Patienten mit resektablen Metastasen (ca. 20 %) klinisch
sehr relevante Erfolge dar, so dass die neoadjuvante Chemotherapie bei
ausgewahlten Patienten eine zuvor nicht existierende Chance auf eine kurative

Therapie ermoglicht*!.



Im Jahr 2008 wurde die EORTC-Studie 40983 (,European Organisation for Research
and Treatment of Cancer®) als erste prospektive, randomisierte Multi-Center-Studie
veroffentlicht, in der Patienten mit initial resektablen Metastasen entweder nach
damaligem Standard direkt operiert und anschlieBend adjuvant mit FOLFOX4
(Oxaliplatin, Folinsaure, 5-FU) therapiert worden sind, wahrend Patienten in der
Vergleichsgruppe zunachst eine neoadjuvante Chemotherapie mit FOLFOX4
erhielten und anschlieRend die Leberteilresektion sowie adjuvante Chemotherapie
folgten®3. Dabei zeigte sich ein absoluter Unterschied im 3-Jahres progressionsfreien
Uberleben von 8,1 % (Steigerung von 28,1 % auf 36,2 %; p= 0,041) sowie von 9,2 %
bei allen resezierten Patienten (Steigerung von 33,2 % auf 42,4 %; p= 0,025)
aufgrund der neoadjuvanten Chemotherapie. Die chirurgische Mortalitdt wurde bei
weniger als 1 % angegeben. Die Langzeitiberlebensdaten konnten 5 Jahre spater
mit einem medianen ,Follow-Up“ von 8,5 Jahren jedoch keine signifikanten
Unterschiede aufzeigen®. Diese Schlisselpublikation demonstrierte erstmalig
Vorteile beziiglich des verbesserten progressionsfreien Uberlebens, wahrend sich
trotz einer hdheren Rate an reversiblen postoperativen Komplikationen (25 % versus
16 %, p=0,04) in der Gruppe mit neoadjuvanter Chemotherapie kein Unterschied in

der Mortalitat aufzeigte (1 % in beiden Studienarmen).

Die systemischen Chemotherapieregime, die in der Behandlung KRLM v. a. auf
Oxaliplatin oder Irinotecan basierten Kombinationen wie FOLFOX oder FOLFIRI (5-
FU, Folinsaure, Irinotecan) fullen, konnten durch die Entwicklung humanisierter
monoklonaler Antikorper optimiert werden. Vordergrundig ist hier der Antikorper
Bevacizumab zu nennen, der an den ,Vascular Endothelial Growth Factor® (VEGF)
bindet®®, sowie die Antikdrper Cetuximab und Pantinumab, die jeweils an dem
,Endothelial Growth Factor Receptor® (EGFR) binden%. Insgesamt sechs
randomisierte Phase-ll- und Phase-lll-Studien untersuchten die Wirkung von
Cetuximab (jeweils im Vergleich als zusatzliche Therapie zu FOLFOX bzw.
FOLFIRI), jedoch mit kontroversen Ergebnissen. Dabei zeigten drei der Studien
(,OPUS*, ,CRYSTAL“ und ,CELIM,) signifikant verbesserte Ansprechraten, hohere
Konversionsarten im Sinne der Resektabilitdt sowie einen grélkeren Anteil an RO-
Resektionen®-1%0, Vergleichbare Ergebnisse eines verbesserten progressionsfreien
Uberlebens sowie auch der Gesamtiiberlebensrate wurden ebenso in groRen

randomisierten Studien mit dem Antikérper Pantinumab in Kombination mit
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FOLFOX4 bei Patienten beschrieben, die nicht das mutierte KRAS-Gen (Wildtyp)
aufwiesen’01.192 Dagegen demonstrierten drei weitere Studien (,The New EPOC
randomzied controlled trial“, ,NORDIC VII¥, ,COIN®) keine Verbesserung in den
Ansprechraten, im progressionsfreien Uberleben sowie auch in den
Gesamtiiberlebensraten'3-1%_ In der Studie ,The New EPOC Randomzied
Controlled Trial® wurde sogar eine Verschlechterung des progressionsfreien
Uberlebens aufgrund der zusétzlichen Gabe von Cetuximab verzeichnet (14,1
Monate versus 20,5 Monate, p= 0.030)%5,

Zeitgleich wurden umfangreiche klinische Studien mit dem VEGF-AK Bevacizumab
(sieche Abb. 3) in Kombination mit Oxaliplatin sowie Irinotecan basierten
Chemotherapieregimen durchgefihrt. Bei Patienten mit primar nicht resektablen
Metastasen konnten in mehreren groRen Studien signifikant verbesserte
Ansprechraten und progressionsfreie Uberlebens- sowie Gesamtiberlebensraten
durch die zusatzliche Gabe von Bevacizumab demonstriert werden®-1%6-110_ |m Jahr
2004 wurde die erste grolle Phase-lllI-Studie mit 813 Patienten veroffentlicht
(Irinotecan-Fluorouracil-Leucovorin mit und ohne Bevacizumab), die ein verlangertes
progressionsfreies Uberleben von 10,6 Monaten im Vergleich zu 6,2 Monaten (p<
0,001) sowie ein verlangertes medianes Gesamtliberleben von 20,3 Monaten im
Vergleich zu 15,6 Monaten (p< 0,001) aufzeigte®. Eine weitere bedeutende Phase-
[lI-Studie aus dem Jahr 2008, die 1401 Patienten einschloss und XELOS versus
FOLFOX4, sowie daraufhin in Kombination mit Bevacizumab bzw. einem Placebo
verglich, demonstrierte ebenfalls ein verlangertes progressionsfreies Uberleben von
9,4 Monaten im Vergleich zu 8 Monaten (p< 0,0023) und ein verlangertes medianes

Gesamtiiberleben von 21,3 Monaten im Vergleich zu 19,9 Monaten (p< 0,001)'%7.

Nachdem 2008 erstmals in der “EORTC* Studie von Nordlinger et al. eine
Verbesserung im Krankheitsverlauf durch eine neoadjuvante Chemotherapie bei
primar resektablen Metastasen demonstriert wurde, konnten auch in dieser
Ausgangssituation weitere Verbesserungen durch die zusatzliche Gabe von
Bevacizumab gezeigt werden. In einer Phase-II-Studie mit 56 Patienten wurde nach
sechs Zyklen Capecitabine, Oxaliplatin und Bevacizumab eine durchschnittliche
Ansprechrate von 73,2 % erzielt sowie eine R0O-Resektion in 52 von 56 Patienten

erreicht, wahrend drei Monate nach Operation bei 55 der Patienten ebenfalls eine
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normale Leberfunktion- und regeneration gemessen wurde''. Vergleichbare
Ergebnisse wurden in einer weiteren Phase-lI-Studie mit 39 Patienten erzielt, die
nach Behandlung mit FOLFIRI und Bevacizumab Ansprechraten von 66,7 % sowie
RO-Resektionsraten von 84,6 % erreichten’'2. Die verbesserten Resektionsraten sind
von entscheidener klinischer Bedeutung, da eine RO-Resektion im Vergleich zu einer
R1-Resektion weiterhin einen signifikant positiven Einfluss auf das Gesamtiberleben
hat und somit die neoadjuvante Chemotherapie auch bei primar resektablen
Metastasten bei ausgewahlten Patienten ihren Stellenwert eingenommen hat'3.
Bereits vorherige Studien, die allein Oxaliplatin-basierte Chemotherapieregime ohne
zusatzliche Antikorper untersucht haben, zeigten deutlich hohere RO-Resektionsraten

durch eine neoadjuvante Vorbehandlung8289.20.114.115

VEGF-A VEGF-C

VEGF-B VEGF'E/ VEGF-D

Abbildung 3: Schematische Darstellung der vaskularen endothelialen Wachstumsfaktoren
und dessen Rezeptoren

In Anbetracht der geringen Anzahl an Patienten, die einen primar resektablen
Tumorbefund aufweisen, ist es weiterhin von klinischer Relevanz, die
Patientengruppe mit potenziell resektablen Metastasen nach einer neoadjuvanten
Chemotherapie in einen resektablen Befund zu verhelfen. Im Jahr 2011
demonstrierte eine Phase-II-Studie mit 21 Patienten, die potenziell resektable
Metastasen aufwiesen, nach sechs Zyklen FOLFOX6 und Bevacizumab
pathologische Ansprechraten von 57,1 %, eine Resektionsrate von 61,9 % sowie ein

medianes Uberleben von 22,5 Monaten nach einem Beobachtungszeitraum von 38,8
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Monaten''8. Eine vergleichbare multizentrische Studie mit 26 Patienten berichtete
von Resektionsraten von 23,1 %'"7. In Kombination mit Capecitabine und Oxaliplatin
(CAPOX) wurden in einer weiteren multizentrischen Studie mit insgesamt 46
Patienten nach nur vier Therapie-Zyklen durchschnittliche Ansprechraten von 78 %

sowie eine Konversionsrate von 40 % gezeigt''é.

Zusammenfassend konnte in den vergangenen Jahren in diversen Studien der
positive Effekt durch die zusatzliche Gabe von Bevacizumab zu den etablierten
Chemotherapieregimen dargelegt werden, sowohl bei nicht resektablen und
potenziell resektablen, als auch bei primar resektablen kolorektalen
Lebermetastasen'".112119.120 Eine zusétzliche Bedeutung gewinnt die neoadjuvante
Chemotherapie, um mit Hilfe der Analyse radiologischer sowie pathologischer
Ansprechraten Patienten zu identifizieren, die besonders gut bzw. schlecht auf die
Chemotherapie ansprechen. Das radiologische Ansprechen wird anhand der
RECIST-Kriterien klassifiziert, wahrend fur das pathologische Ansprechen anhand
von Biopsien oder Resektionspraparaten die prozentuale Anzahl an vitalen
Tumorzellen bestimmt wird'2'.122. Adam et al. haben beschrieben, dass ab einer
Anzahl von mehr als drei Lebermetastasen das Gesamtiberleben mit dem
radiologischen Ansprechen nach neoadjuvanter Chemotherapie signifikant korreliert
und damit u. a. Patienten identifiziert werden kdnnen, die bei schlechtem Ansprechen
nicht von einer zusétzlichen Resektion profitieren wiirden'?3, Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass Bevacizumab, unabhangig der Anzahl der Behandlungszyklen,
das pathologische Ansprechen verbessert'?4. Zusatzlich korreliert das pathologische
Ansprechen als unabhangige Variable signifikant mit einem verbesserten
Gesamtliberleben'?. Im Jahr 2009 wurde von Chun et al. eine bedeutsame Studie
veroffentlicht, die neue Kriterien fir das radiologische Ansprechen bei Patienten nach
neoadjuvanter Chemotherapie mit Bevacizumab vorstellt, die im Vergleich zu den
RECIST-Kriterien signifikant besser mit dem tatsachlichen pathologischen
Ansprechen auf die Chemotherapie korrelieren, als auch dartber hinaus mit dem
Gesamtlberleben der Patienten'6.

Es lasst sich zusammenfassen, dass Bevacizumab in Kombination mit Oxaliplatin-
bzw. Irinotecan-basierten Chemotherapieregimen in dem gesamten multimodalen

Therapieverlauf klinisch relevante Vorteile hinsichtlich der radiologischen und
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pathologischen Ansprechraten und damit der optimierten Behandlungsstrategien
aufweist. Des Weiteren fuhrt die Behandlung mit Bevacizumab im ausgewahlten
Kontext auch zu onkologischen Verbesserungen in den verschiedenen
Patientengruppen bezliglich des progressionsfreien Uberlebens, RO-Resektionsraten

sowie den Gesamtiberlebensraten.

1.4 Chemotherapie-assoziierte Hepatotoxizitat
1.4.1 Steatosis Hepatis und Steatohepatitis

Die Entwicklung der erweiterten Indikationsstellung von Chemotherapieregimen in
der multimodalen Behandlung kolorektaler Lebermetastasen und insbesondere in der
neoadjuvanten Therapie flhrte zu einer besonderen Bedeutung Chemotherapie-
assoziierter Leberschadigungen und den damit verbundenen Komplikationen'?’. Die
Verwendung von 5-FU ist bei einer Inzidenz zwischen 30 % und 47 % mit
radiologisch nachweisbarer Steatosis hepatis assoziiert, die durch eine zunehmende
Akkumulation von Triglyceriden in den Hepatozyten charakterisiert ist, als reversibel
gilt und damit auch als milde Form der nichtalkoholischen Fettleber (Non-Alcoholic
Fatty Liver Disease, NAFLD) definiert ist'?-130_ Allerdings konnte bisher kein kausaler
Zusammenhang einer Behandlung mit 5-FU und der Entwicklung einer Steatosis
hepatis endgultig bewiesen werden, ebenso sind keine relevanten klinischen
Komplikationen bekannt. Jedoch sind z. B. adipdse Patienten aufgrund der ohnehin
héheren Inzidenz des Vorliegens einer Adipositas-bedingten NAFLD einem hoheren
Risiko ausgesetzt, neben einer erhdhten Rate an postoperativen Komplikationen
aufgrund von pathophysiologisch zugrundliegenden Komorbiditaten, beispielsweise
einem Diabetes mellitus'?”131.132 " Dagegen liegt eine groRere Studienlage vor, die
von gehauftem Auftreten einer Irinotecan induzierten  Steatohepatitis
berichtet'?8133.134 " |m Vergleich zu der Steatosis hepatis stellt die Steatohepatitis
einen weiter fortgeschrittenen Krankheitsverlauf der NAFLD mit aktiven
inflammatorischen Prozessen dar, die zu irreversiblen fibrindsen Umbauprozessen
fihren und sich langfristig zu einer Leberzirrhose entwickeln konnen'35136, Die grofte
Studie hierzu von Vauthey et al. aus dem Jahr 2006 zu Chemotherapie-assoziierter
Hepatotoxizitat beschreibt nach Behandlung mit Irinotecan bei Patienten mit einem
Body-Max-Index (BMI) von < 25 kg/m? das Auftreten einer Steatohepatitis bei 12 %
sowie bei Patienten mit einem BMI von = 25 kg/m? bei 25 %'33. Wie auch bei der 5-

FU assoziierten Steatosis hepatis ist die zugrundeliegende Pathogenese der
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Irinotecan assoziierten Steatohepatitis noch wenig verstanden. Auf Grundlage
bisheriger Untersuchungen sind diese Formen der Leberschadigung auf eine
mitochondriale Dysfunktion zurlckzufiihren, die zu einer Akkumulation reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) fuhrt und Uber weitere molekularbiologische Kaskaden
(Lipidperoxidation, Induktion inflammatorischer Zytokine und Fas-Rezeptor
vermittelte Apoptose) zum Zelluntergang der Hepatozyten'3’-'40. Dennoch ist die
Steatohepatitis, insbesondere bei adipésen Patienten, mit einem signifikanten
Einfluss auf die postoperative Komplikationsrate sowie Mortalitat aufgrund einer

mangelnden Regenerationsfahigkeit der Leber assoziiert'33:141.142,

1.4.2 Sinusoidales Obstruktionssyndrom

Im Jahr 2004 beschrieb Rubbia-Brandt et al. erstmalig das spezifische Auftreten des
SOS als histopathologische Leberschadigung bei 34 von 43 Patienten (78 %) mit
KRLM, die mit Oxaliplatin-basierten Chemotherapieregimen behandelt und einer
anschlieBenden Leberteilresektion unterzogen worden sind'3. Das SOS wird nach
Rubbia-Brandt et al. in vier Stadien klassifiziert (0: ,absent®, 1: ,mild“, 2: ,moderate®,
3: ,severe”), basierend auf einer histopathologischen Beurteilung der Dilatation der
hepatischen Sinusoide, der Atrophie der Hepatozyten, der perisinusoidalen Fibrose
sowie einer nodularen regenerativen Hyperplasie'**. Terminologisch ist das SOS
auch unter der aquivalenten, basierend auf dem aktuell pathophysiologischen
Verstandnis jedoch als inakkurat anzusehenden Bezeichnung ,Vendse okklusive
Leberkrankheit* (oder auch ,Lebervenenverschlusskrankheit®; ,veno-occlusive
disease”), bekannt'#. Die ,Vendse okklusive Leberkrankheit wurde erstmalig 1920
in der Fachzeitschrift ,Lancet‘ als ,Senico Disease” in Sidafrika beschrieben'4.
Frederick C. Willmot und George W. Robertson untersuchten systematisch einen
damals epidemieartigen Krankheitsausbruch, der sich primar durch abdominelle
Beschwerden, Erbrechen und Aszites auszeichnete. Sie konnten durch
systematische Untersuchungen der betroffenen Personengruppen sowie auch
darauffolgenden tierexperimentelle  Studien den  Krankheitsausbruch  auf
verunreinigte Lebensmittel mit den Pflanzen ,Senecio llicifolius® und ,Senecio
Burchelli“ zurlckfuhren, die sich v. a. in Weizenprodukten sowie Krauter (-tees)
wiederfanden. Seit ca. vier Jahrzenten ist das SOS v. a. als lebensbedrohliche
Komplikation nach myeloablativer Stammzelltransplantation bekannt und wurde in

diesem Kontext erstmalig 1979 beschrieben’’-148 Dabei gilt das SOS neben
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interstitiellen Pneumonien, Infektionen und der ,Graft-versus-Host-Reaktion® als
haufigste Todesursache bei Patienten nach Transplantation aufgrund hochdosierter
Chemotherapie’%10, Das SOS ist in diesem Kontext mit einer durchschnittlichen
Inzidenz von 8 % bis 14 % durch den Symptomkomplex Gewichtsverlust,
Hepatomegalie, lkterus und Aszites gekennzeichnet und kann im fortgeschrittenen
Stadium mit einer bis zu Uber 80-prozentigen Mortalitat zum Multiorganversagen
fUhren (siehe Abb. 4)149.151.152 Nachdem Rubbia-Brandt et al. das SOS im Jahr 2004
erstmalig auch bei Patienten mit KRLM beschrieben, konnten folgend mehrere
Studien die Ergebnisse bestatigen und Inzidenzraten zwischen 19 % bis 52 %
darlegen33143153  Eine Meta-Analyse aus dem Jahr 2012 schlussfolgerte bei
Oxaliplatin-basierten neoadjuvanten Chemotherapieregime ein 2,2-fach hdheres

Risiko zur Entwicklung eines SOS'3,

Sinusoidales Obstruktionssyndrom

v ¥

Klinische Befunde: Komplikation nach Leberteilresektion:
- Hepatomegalie - Gesamtiiberleben |
- lkterus - Rezidivfreies Uberleben |
- Aszites - Tumoransprechrate (Chemotherapie) |
- Intraoperative Bluttransfusionsraten 1

- Postoperative Leberfunktionsstérung
und Leberversagen ©

- Postoperative Schmerzen 1

- Krankenhausverweildauer

Abbildung 4: Klinische Befunde des Sinusoidalen Obstruktionssyndroms und dessen
Bedeutung fiir eine Leberteilresektion nach Duwe G. et al.””
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1.4.3 Oxaliplatin-assoziiertes Sinusoidales Obstruktionssyndrom

Bereits in der EORTC 40983 Phase-llI-Studie aus dem Jahr 2008, die erstmalig den
Vorteil einer neoadjuvanten Chemotherapie bei Patienten mit resektablen KRLM
demonstrierte, wurde eine hohere Rate an reversiblen postoperativen
Komplikationen aufgrund der Oxaliplatin-induzierten Chemotherapie im Vergleich bei
Patienten ohne neoadjuvanter Chemotherapie festgestellt (25 % versus 16 %, p=
0,04)%3. Eine pathologische Analyse des tumorfreien Lebergewebes der
Resektionspraparate von 57 Patienten aus der Studie ermittelte zwar ein haufigeres
Auftreten sinusoidaler Schadigungen bei Patienten nach neoadjuvanter
Chemotherapie (48 % versus 11 %, p= 0.003), jedoch konnte keine signifikante
Korrelation zu gleichzeitig héheren Morbiditatsraten gezeigt werden'®*. Ahnliche
Ergebnisse konnten 2006 Vauthey et al. in ihrer retrospektiven Studie zeigen, in der
zwar ein hoheres Auftreten Oxaliplatin-assoziierter sinusoidaler Schadigungen
nachgewiesen wurde (19 % versus 2 %; p< 0,001), jedoch ohne hohere
postoperative Morbiditats- sowie Mortalitatsraten'3. Demgegeniber sind auch
diverse Studien verodffentlicht worden, die andere Ergebnisse bezuglich der
klinischen Relevanz bei Auftreten des SOS darlegen. In einer retrospektiven Studie
von Aloia et al. wurden Patienten nach neoadjuvanter chemotherapeutischer
Behandlung mit 5-FU, Irinotecan und Oxaliplatin untersucht und dabei deutlich
hoéhere Raten an erheblichen vaskularen Pathologien im tumorfreien Lebergewebe
im Sinne eines SOS nachgewiesen (52 % versus 18 %, p= 0.01), als auch damit
assoziiert ein  hoherer Bedarf an intraoperativen  Bluttransfusionen
(Erythrozytenkonzentrate)'. Der Bedarf an intraoperativen Bluttransfusionen bei
einer ausgedehnten Leberteilresektion (,major resection“) konnte in einer
Patientenkohorte mit KRLM unabhangig einer vorherigen neoadjuvanten
Chemotherapie als Risikofaktor flr postoperative Komplikationen dargestellt werden
(66 % versus 16 %, p= 0.007)'#2. Des Weiteren publizierte die Gruppe um Nakano et
al. bei Patienten nach Oxaliplatin basierter neoadjuvanter Chemotherapie ein
vermehrtes Auftreten sinusoidaler Schadigungen, die mit einer hdoheren Rate an
postoperativen Komplikationen sowie einem langeren Krankenhausaufenthalt
signifikant korrelierten (40 % versus 6,3 %, p= 0.026)'°®. Dabei ist zu vermerken,
dass in dieser Studie die Patienten durchschnittlich neun Zyklen an Chemotherapie
erhielten und diesbezlglich zu beachten ist, dass bereits mehrfach beschrieben

wurde, dass die Dauer/Anzahl der chemotherapeutischer Behandlungen unabhangig
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der Wahl der Therapeutika eine Kkorrelierende hepatotoxische Wirkung
darstellt'>5.157.198 Ejne Studie von Kishi et al. konnte eine Behandlung mit mehr als
neun Zyklen Oxaliplatin-basierter Chemotherapie sowohl mit einer hdheren Rate
sinusoidaler Schadigungen (42 % versus 26 %, p= 0.17), als auch mit einem
vermehrten Auftreten einer postoperativen Leberinsuffizienz in Verbindung setzen
(11 % versus 4 %, p= 0,035), ohne dass Oxalilatin dabei die pathologische
Ansprechrate verbesserte'’. Eine weitere Studie konnte zeigen, dass bei Patienten
mit KRLM mehr als sechs Zyklen einer neoadjuvanten Chemotherapie mit hoheren
Komplikationsraten korrelieren (54 % versus 19 %, p= 0,047)'42. Neben der Anzahl
der Chemotherapie-Zyklen ist ebenso grundsatzlich das Intervall zwischen der
letzten Chemotherapie-Infusion und der Operation entscheidend, um einerseits
postoperative Komplikationen aufgrund der Chemotherapie-induzierten
Hepatotoxizitat zu verringern und andererseits die Gefahr einer Tumorprogression zu
vermeiden’®. Basierend auf diversen Studien wird ein Intervall von fiinf Wochen als

optimal angesehen und empfohlen''.158,159,

Eine systematische Ubersichtsarbeit aus dem Jahr 2017, die kumulativ 788 Patienten
mit KRLM aus acht Behandlungszentren einschloss, konnte zeigen, dass eine
Therapie mit Oxaliplatin sowohl mit dem Auftreten einer schweren (,severe)
sinusoidalen Dilatation assoziiert ist (OR: 2,74, 1,67 bis 4,49, p< 0,001), als auch mit
fortgeschrittenen  postoperativen = Komplikationen  korreliert ~ (Dindo-Clavien
Klassifikation 1l bis V, p< 0.001)'®. Zusammenfassend spricht die aktuelle
Studienlage fir eine Korrelation eines Oxaliplatin-induzierten SOS und damit

verbundenen postoperativen Komplikationen.

Die sichere Anwendung von Bevacizumab mit diversen vorteilhaften onkologischen
Indikationen  scheint in  Anbetracht des  Oxaliplatin-induzierten  SOS
interessanterweise eine protektive Wirkung auf die Entwicklung des SOS zu haben.
Im Jahr 2007 veroffentlichten Ribero et al. eine retrospektive Studie, in der 105
Patienten mit KRLM eine neoadjuvante Chemotherapie mit 5-FU und Oxaliplatin
sowie im Vergleich mit und ohne Bevacizumab erhielten und bei der Kombination mit
Bevacizumab eine geringere Inzidenz des SOS aufzeigen konnten (27,4 % versus
53,5 %, p< 0,01) sowie gleichzeitig die pathologische Ansprechraten verbesserten'?4.

Dieser protektive Effekt konnte in darauffolgenden Studien mehrfach bestatigt

18



werden. Rubbia-Brandt et al. veroffentlichten eine vergleichbare Studie mit 385
Patienten mit einer Inzidenz fortgeschrittener SOS-Auspragungen (nach
Klassifikation: ,moderate“ und ,severe®) bei zusatzlicher Gabe von Bevacizumab zur
Oxaliplatin-basierten Chemotherapie von 31,4 % (n= 70) im Vergleich zu 62,2 % (n=
204) ohne zusatzlicher Antikorper-Therapie'#*. Eine systematische Metaanalyse aus
dem Jahr 2016, in der 18 Studien mit insgesamt 2.430 Patienten eingeschlossen
wurden, konnte zeigen, dass Bevacizumab bei einer maximalen Anzahl von sechs
Behandlungen zusatzlich zu der neoadjuvanten Chemotherapie (> 76 % Oxaliplatin
basierte Regime) signifikant sowohl die Inzidenz des SOS (OR: 0,50; p< 0,001) als
auch der hepatischen Fibrose (Odds Ratio 0,61; p< 0,001) reduzierte'?°. Jedoch hat
die Studie auch bei Bevacizumab-basierten chemotherapeutischen Behandlungen
eine signifikant hohere Rate an postoperativen Wundkomplikationen aufgezeigt (OR:
1,81; p= 0,02). Dennoch ist auf Grundlage diverser Studienergebnisse insgesamt von
einer sicheren Anwendung ohne erhohte postoperative Komplikationen zu sprechen,
solange zwischen der letzten chemotherapeutischen Behandlung und der Operation
ein Intervall zwischen finf und acht Wochen besteht'".161.162. Diese Daten sind
vergleichbar zu den Empfehlungen ohne zusatzlicher Behandlung mit Bevacizumab
von ca. finf Wochen. Hierbei spielt die Leberregeneration eine entscheidende
Rolle, da diese mdglichst nicht durch die Chemotherapie beeintrachtig werden darf.
Auch in diesem Kontext konnten Studien darlegen, dass Bevacizumab keinen
negativen Einfluss auf die Leberregenation des verbleibenden Gewebes nach

Resektion hat163-166,

1.4.4 Pathophysiologie des Sinusoidalen Obstruktionssyndroms

Im Hinblick des pathophysiologischen Verstandnisses wurden, wie bereits
beschrieben, im Jahr 1920 in Sidafrika die ersten klinischen sowie auch
experimentellen Untersuchungen zu dem SOS durchgefiihrt'6. Diese Erkenntnisse
konnten 1950 in vergleichbaren Untersuchungen in Jamaika bestatigt werden und
das Krankheitsbild auf dieser Grundlage erstmals als ,Vendse okklusive
Leberkrankheit® definiert werden, die durch pflanzliche Pyrrolizidinalkaloide induziert
wird und histopathologisch durch zentrilobulare Veranderungen im Bereich der
Zentralvene charakterisiert ist'6”.18,  Alkaloide bestehen aus mindestens zwei
verschiedenen, ringformig aufgebauten Molekulen, die Stickstoffatome enthalten und

durch ein freies Elektronenpaar basisch reagieren. Pyrrolizidinalkaloide sind
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sekundare Pflanzenstoffe, das heild3t spezifische, nicht vital notwendige
Stoffwechselprodukte, die primar der Abwehr von Pathogenen dienen und daher
toxische, insbesondere kardio- und hepatotoxische Wirkungen erzielen'®. Es wurden
bereits im Jahr 1906 Pyrrolizidinalkaloide-induzierte Leberschadigungen bei Rindern
beschrieben'®. Nach den beschriebenen klinischen Beobachtungen des SOS als
Komplikation nach myeloablativer Stammzelltransplantation wurden neben den
genannten klinischen histopathologischen Studien diverse experimentelle in-vitro
sowie in-vivo Studien publiziert, die jedoch bisher kein reproduzierbares Modell fur

systematische Analysen der pathophysiologischen Entwicklung erméglichen1-176,

De Leve et al. ist es 1999 erstmalig gelungen ein Rattenmodell zu etablieren, in dem
durch eine einmalige Gabe des aus der Pflanze ,Crotalaria spectabilis“ stammenden
Pyrrolizidinalkaloids ,Monocrotalin® (dessen toxische Wirkung sich erst nach
metabolischer Umwandlung in der Leber entfaltet) das SOS in der Leber
reproduzierbar in einer konstanten Entwicklung zu induzieren'’”. De Leve et al.
konnten nachweisen, dass die Pathogenese des SOS initial auf eine Schadigung der
durch die Toxine sehr viel empfindlicheren Sinusoidalen Endothelzellen und nicht der
Hepatozyten zuriickzufiihren ist'”7-17°. Damit ist die bis dahin als ,Vendse okklusive
Leberkrankheit® aufgrund der primaren vaskularen Pathogenese terminologisch als

SOS neu definiert worden80.181,

Basierend auf diesem Modell stellt der erste Schritt der Pathogenese die toxisch-
induzierte Schadigung der Sinusoidalen Endothelzellen durch Depolymerisation des
Zytoskelett-Strukturproteins  F-Actin  dar (sieche Abb. 5). Der resultierende
Zellstrukturverlust fihrt zu einem Anschwellen der Sinusoidalen Endothelzellen, so
dass sich die Poren des physiologisch diskontinuierlichen
Endothelzellenzellverbandes pathologisch erweitern und gleichzeitig eine erhohte
Adhasionsfahigkeit am Endothelium zu verzeichnen ist'’8182, Folglich stromen auch
korpuskulare Bestandteile des Blutes in den Disse'schen Raum ein und heften sich
an die Endothelzellen an, die sich dadurch weiter voneinander, sowie von den
Hepatozyten trennen. Diese Barriereschadigung fuhrt zu einem freien Zugang des
portalvendsen sowie arteriellen Blutstroms direkt in das Leberparenchym.
Gleichzeitig 16sen sich die physiologisch im Disse'schen Raum lokalisierten Ito- und

Kupferzellen in den Blutstrom hinein, die gemeinsam mit den weiteren korpuskularen
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Blutbestandteilen einen Embolus bilden und damit zu einer Obstruktion des
Blutflusses fuhren. Des Weiteren flhrt die initiale Depolymerisation des F-Actins zu
einer erhohten Expression der Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9), die sowohl zu
einem weiteren Abbau der Extrazellularen Matrix fihrt, als auch zu einer weiteren
Auflésung des Endothelzellverbandes'”® 183, Neben Oxaliplatin fUhrt auch
Monocrotalin zu einem Abbau des Tripeptides Glutathion. Glutathion ist in nahezu
allen Korperzellen vorhanden und reduziert als wichtigstes Antioxidans reaktive
Sauerstoffverbindungen. Folglich wird in der Pathogenese des SOS der Schutz vor
schadigenden freien Radikalen (ROS) herabgesetzt, was unter anderem zu einem

vermehrten Zelluntergang flihrt'27.182,

Im Jahr 2013 ist es Robinson et al. erstmalig gelungen das SOS in einem
Mausmodell nach einer funfwochigen FOLFOX-Applikation zu induzieren, in der u. a.
die pathophysiologische Bedeutung des oxidativen Stresses sowie eines veranderten
Gerinnungsstatus anhand einer vermehrten Aktivierung des Gerinnungssystems
nachgewiesen wurde'®. Trotz einer geringen Fallzahl ist diese Arbeit von
entscheidener Bedeutung, da anstelle von Monocrotalin das SOS erstmalig in einem
reproduzierbaren Oxaliplatin-basierten Chemotherapie Modell induziert worden ist,
was einen wesentlichen Fortschritt im Hinblick auf eine klinische Translation
bedeutet. Dartuber hinaus konnten Robinson et al. in dem Modell eine erhdhte
Expression von VEGF im Blutserum nachweisen, was aus mehreren Grunden eine
relevante Erkenntnis darstellt. Zunachst induziert VEGF die Expression von MMP-9,
die, wie beschrieben, in der Pathogenese eine zentrale Rolle einnimmt'8®, Des
Weiteren haben bereits zuvor tierexperimentelle sowie klinische Studien eine erhdhte
Konzentration von VEGF, Endothelin-1 und den Plasminogen-Aktivator-1 im
Blutserum bei SOS nachgewiesen'80.186-188  Endothelin-1 vermittelt u. a. eine
Konstriktion der Sinusoidalen Endothelzellen und tragt so Uber einen erhdhten
Stromungswiderstand zu der Obstruktion des Blutflusses bei. Die weitere Rolle von
wichtigen inflammatorischen Molekulen in der Leber, wie der
Hepatozytenwachstumsfaktor HGF (hepatocyte growth factor), Interleukin 6 und 10

(IL-6, IL-10) sind dagegen weiterhin wenig bekannt.
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Abbildung 5: Pathophysiologische Ablaufe der Entwicklung des Chemotherapie-induzierten Sinusoidalen Obstruktionssyndroms nach You A.H.
et al."®
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Die Rolle von VEGF ist in Anbetracht der in klinischen Studien gezeigten protektiven
Wirkung von Bevacizumab auf die Inzidenz des SOS von besonderer Bedeutung, da
die pathophysiologischen Zusammenhange weitestgehend ungeklart sind'?4. Nicht
nur im Tiermodell von Robinson et al., sondern auch bei Patienten nach
myeloablativer Stammzelltransplantation konnten erhohte VEGF Konzentrationen im
Blutserum nachgewiesen werden'®. Nakamura et al. haben in einer Arbeit Ratten
vor der Gabe von MCT zur Induktion des SOS mit dem Proteinkinase-Inhibitor
Sorafenib behandelt, der u. a. die VEGF-Rezeptoren 2 und 3 blockiert und im
Vergleich zu Kontrollgruppen sowohl die Auspragung des SOS signifikant reduzieren
konnte, als auch das Gesamtiberleben nach Leberteilresektion'®. Die mit Sorafenib
behandelten Tiere zeigten ebenfalls eine geringere MMP-9 Aktivitat auf, die zu dem
Abbau der Extrazellularen Matrix fuhrt, als auch Uber die Auflosung des
Endothelzellenzellverbandes eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie des
SOS einnimmt'78183 |n einer weiteren Arbeit konnte gezeigt werden, dass Ratten
nach Leberteilresektion und MCT-induzierten SOS eine eingeschrankte
Leberregeneration aufwiesen'®!. Aufgrund der mangelnden Studienlage kann jedoch
nicht koharent erklart werden, Uber welche molekularbiologischen Interaktionen das
Signalmolekil VEGF, Dbeispielweise  bezlglich der GefalRpermeabilitat,
Neovaskularisation oder des Gerinnungssystems und dessen medikamentése

Blockierung auf die Pathogenese des SOS hat sowie auf die Leberregeneration.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Basierend auf der aktuellen Studienlage lassen sich zusammenfassend folgende
Vorteile einer neoadjuvanten Chemotherapie bei Patienten mit kolorektalen
Lebermetastasen darlegen?%192.193; (1)) fiir Patienten mit initial nicht resektablen
Metastasen besteht die Mdoglichkeit der Konversion in einen resektablen Status.
Damit wird mehr Patienten die Chance auf eine Resektion und so der einzigen
kurativen Therapie gegeben; (2.) bei Patienten mit initial resektablen Metastasen
erhdoht sich die Chance auf eine RO-Resektion und so eines verlangerten
Langzeitiberlebens; (3.) es konnen sowohl radiologische als auch pathologische
Ansprechraten evaluiert werden, um damit (3.1.) Patienten mit guten Ansprechraten
fir eine optimale adjuvante Chemotherapie zu identifizieren und das optimale
therapeutische Regime zu bestimmen, sowie (3.2.) insbesondere bei schlechtem
Ansprechen oder sogar einer Progression unter der Therapie Patienten zu
identifizieren, die moglicherweise nicht von einer Resektion profitieren wirden und

damit die Operation vermieden werden kann.

Jedoch ist die praoperative Behandlung mit Oxaliplatin-basierten
Chemotherapieregimen mit einer erhohten Rate des SOS assoziiert und folglich mit
einem verschlechterten intra- sowie postoperativen Verlauf, insbesondere durch eine
eingeschrankte Leberregeneration, einhergehend. Daruber hinaus konnte die
neoadjuvante Chemotherapie mit der zusatzlichen Therapie des monoklonalem
VEGF-AK Bevacizumab weiter optimiert werden, der in diversen Studien unter
anderem (1.) zu einem verlangerten progressionsfreien Uberleben fiihrte, (2.) das
radiologische und pathologische Ansprechen verbessern konnte, (3.) héhere RO-
Resektionsraten aufzeigte, sowie (4.) einen protektiven Effekt auf die Entwicklung
des SOS zu haben scheint.

Die pathophysiologischen Mechanismen des Oxaliplatin-induzierten SOS sind bisher
jedoch nur unzureichend geklart, ebenso dessen eindeutige Kausalitat, da hierzu
kein optimales Tiermodell fur klinisch translationale Forschungsvorhaben bekannt ist.
Des Weiteren ist unklar, ob und auf welcher Weise die Blockade des VEGF-
Rezeptors die Entstehung des SOS reduzieren kann und damit die Leberfunktion-

und regeneration beeinflusst.
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In Anbetracht dessen, dass eine optimierte neoadjuvante Chemotherapie durch
Reduzierung der Chemotherapie-induzierten Hepatotoxizitdt eine hohe klinische
Bedeutung flr Patienten mit KRLM hat, um so die einzige kurative Therapieoption
einer Leberteilresektion zu ermoglichen (neben einer ebenso verbesserten palliativen
chemotherapeutischen Behandlung), ergeben sich aus dem aktuellen Wissensstand
in dem vorliegenden Forschungsvorhaben folgende Zielsetzungen und

Fragestellungen:

1. Entwicklung eines Modells des Oxaliplatin-induzieten SOS und
anschlieRender Leberteilresektion in der Maus zur Bearbeitung klinisch-
experimenteller Fragestellungen: Dosisfindungsstudien (Oxaliplatin und

VEGF-AK) und perioperative Optimierung.

2. Sind in den Etablierungsversuchen bereits erste Zusammenhange zwischen
der Entwicklung des SOS, der Leberfunktion- und Regeneration sowie dem
Einfluss einer zusatzlichen Behandlung mit einem VEGF-AK auf die

Entwicklung des SOS zu erkennen?

3. Koénnen in den Etablierungsversuchen anhand der Expression von VEGF-A,
VEGFR-1 und VEGFR-2 in der Leber, sowie von VEGF, MMP-9, HGF, II-6, II-
10, Serpin E1 sowie TIMP-1 im Blutserum bereits pathophysiologische

Zusammenhange in der Entwicklung des SOS dargestellt werden?

4. Lasst sich in einer grofleren Kohorte ein Zusammenhang zwischen der Dosis
von Oxaliplatin und dem histopathologischen Auftreten von SOS darstellen
und zeigt die zusatzliche Behandlung mit einem VEGF-AK eine protektive
Wirkung auf die Entwicklung des SOS?

Ein besseres Verstandnis Uber die Enstehung und damit neue Ansatze der
Pravention des SOS koénnen langfristig zu einer Optimierung der perioperativen
Chemotherapie sowie so zu einer Verbesserung der postoperativen- und
Langzeitergebnisse von Patienten mit kolorektalen Lebermetastasen fuhren.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialen

Gerate

Hersteller

Analysewaage Sartorius Entris

Sartorius (Gottingen)

Anlage zur Herstellung von Aqua bidest.

Millipore (Bedford, USA)

Autoklav Laboklav ECO

SHP Steriltechnik AG (Detzel)

Blockthermostate, digital

Avantor - VWR International (Radnor, USA)

Digitalmikroskop

Keyence (Osaka, Japan)

Finnpipette F1 Mehrkanalpipetten

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Heraeus™ Fresco 21 Mikrozentrifuge

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Heraeus™ Multifuge X1R

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Inverses Lichtmikroskop "Axio Observer"

Carl Zeiss (Oberkochen)

Isofluran-Verdampfer

Eickemeyer® Isofluran-Verdampfer TEC 3
(Tuttlingen)

Kihlschrank (-20°C, +4°C)

Liebherr (Bulle, Schweiz)

Lagertank fir flissigen Stickstoff

Teclab GmbH (Kénigstein)

Mikroliterpipetten Transferpette® S

Brand GmhH & Co KG (Wertheim)

Miniwippe-Schittler MR-1

Biosan (Riga, Lettland)

Multiparameter-Labormessgerat inoLab Multi
9310 IDS

Xylem Analytics - WTW (Weilheim)

NanoDrop 2000c Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Operationsmikroskop

Leica Biosystems (Wetzlar)

OP-Lichtmikroskop (M651™)

Leica Microsystems (Wetzlar)

ParaffinausgieRstation Leica EG 1160

Leica Biosystems (Wetzlar)

Pipette Research® (Einkanal), diverse
Flallmengen

Eppendorf (Hamburg)

Rotationsmikroktom Leica RM2255

Leica Biosystems (Wetzlar)

Schermaschine

Aesculap Schermaschine Exacta GT416
(Tuttlingen)

Schwingmuhle MM 400

Retsch GmbH (Disseldorf)

StepOnePlus Real-Time PCR System

Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Tiefkiihlschrank (-80°C)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Ultraturrax T10

IKA (Staufen)

Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler

Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Vortex Mixer 7-2020

Neolab (Heidelberg)

Zentrifuge 5430R

Eppendorf (Hamburg)

Tabelle 1: Hersteller der verwendeten Geréate
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Labormaterialien

Hersteller

Aquatex® (Aqueous Mounting Agent)

Merck (Darmstadt)

BD Discardit Il Spritzen, diverse Groflen

Becton Dickinson Company (Fanklin Lakes,
USA)

Becherglaser, unterschiedliche Flllmengen

B. Braun (Melsungen)

Biosphere® Filter Tips

Sarstedt AG & Co. (NUmbrecht)

Collection Tubes (2 ml)

Macherey-Nagel (Diren)

Dako Pen

Dako Denmark A/S (Glostrup, Ddnemark)

Deckglaser mikroskopisch

R. Langenbrick GmbH (Emmendingen)

Einbettkassetten mit Deckel

Simport Scientific (Kanada)

Einmalhandschuhe, Latex, gepudert

B. Braun (Melsungen)

Einmalspritzen (1 ml)

B. Braun (Melsungen)

Einwegpipetten, steril

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)

Eppendorf™ Réhrchen

Eppendorf (Hamburg)

Gefrierbox

Carl Roth (Karlsruhe)

Gewebekleber

3M Vetbond® (3M Aimal Care Products, USA)

Glaskuvetten

Carl Roth (Karlsruhe)

Klemmchen, atraumatisch

B. Braun Aesculap (Tuttlingen)

MicroAmp® Optical Adhesive Film Kit

Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction
Plate, 0,1 ml

Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)

Mullkompressen

B. Braun (Melsungen)

Nadelhalter

B. Braun Aesculap (Tuttlingen)

Nadelhalter, fein

B. Braun Aesculap (Tuttlingen)

Nahtmaterial (4-0 Vicryl, 5-0 Seide, 6-0
Prolene)

Johnson & Johnson International (New
Brunswick, USA)

Netrifugenréhrchen Nalgene®

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Objekttragerhalter

Carl Roth (Karlsruhe)

OP-Tucher

B. Braun (Melsungen)

Pinzette, chirurgisch

B. Braun (Melsungen)

Pinzette, fein

B. Braun Aesculap (Tuttlingen)

Pipettenspitzen

Eppendorf (Hamburg)

Reagenzréhrchen Blutserum

Sarstedt AG & Co. KG (Numbrecht)

Retraktor

B. Braun Aesculap (Tuttlingen)

RNAse freie Plastik-Tubes 1,5 ml

Eppendorf (Hamburg)

SafeSeal-Tips Professional Filterspitzen,
steril

Biozym Scientific GmbH (Hessisch Oldendorf)

Schere, fein

B. Braun Aesculap (Tuttlingen)

Schere, grof3, abgerundet

B. Braun Aesculap (Tuttlingen)

Schere, klein, abgerundet

B. Braun Aesculap (Tuttlingen)

Sterican® Einmalkanilen (24 G, 27 G)

B. Braun (Melsungen)

Zentrifugenréhrchen Falcon® 15 ml

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Tabelle 2: Hersteller der verwendeten Labormaterialien
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Chemikalien

Hersteller

0,1 M NaOH

Baker (Mumbai, Indien)

30 % H202

Sigma-Aldrich Lot SZBEQ710V

5-Bromo-2'-Desoxyuridin (BrdU)

Roche Diagnostics (Penzberg)

70 % Isopropanol

Merck (Darmstadt)

Alkoholisches Hautdesinfektionsmittel
Softasept® N

B. Braun (Melsungen)

Aquatex® (Aqueous Mounting Agent) Merck (Darmstadt)
Destilliertes Wasser Merck (Darmstadt)
Eindeckmittel Eukitt von Fluka (Deutschland)
Eosin, alkoholisch Morphisto (Deutschland)

EtOH 50 %, 70 %, 80 %, 96 %, 100 %

Avantor - VWR International (Radnor, USA)

Formalin 5 % (Phosphat-gepuffert)

Carl Roth (Karlsruhe)

Hamatoxylin nach Mayer

Applichem (Deutschland)

Kaisers Glyceringelatine

Merck (Darmstadt)

KCI Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

KH2PO4 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Na2HPO4 Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

NaCl 0,9 % Merck (Darmstadt), B. Braun (Melsungen)
NaOH Carl Roth (Karlsruhe)

Nuklease-freies Wasser Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Paraffin Merck (Darmstadt)

RNAse Zap™ Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Stickstoff, flissig

Linde (Pullach)

Tier Gewebekleber 3AM™ Vetbond™

3M (Saint Paul, USA)

Xylol

J.T. Baker (Phillipsburg, USA)

Tabelle 3: Hersteller der verwendeten Chemikalien

Medikamente

Hersteller

Bepanthen® Augen- und Nasensalbe

Bayer (Leverkusen)

Bupivacain

Sintetica (Mendrisio, Schweiz)

Carprofen (RimadyI®)

Pfizer (New York City, USA)

Heparin-Natrium-5000-Ratiopharm®

Ratiopharm (Ulm)

Isofluran

Baxter (Deerfield, USA)

Ketamin (Narkosegemisch)

Wirtschaftsgenossenschaft deutscher Tierarzte
eG (Garbsen)

LEAF™ Purified anti-mouse VEGF-A

BioLegend (San Diego, USA)

Metamizol

Zentiva (Prag, Tschechien)

Oxaliplatin (Eloxatin®)

Sanofi (Paris, Frankreich)

Tabelle 4: Hersteller der verwendeten Medikamente

Sofware Hersteller
Microsoft: Word, Excel, PowerPoint Microsoft (Redmond, USA)
SPSS 13.0 SPSS Inc. (Chicago, USA)

Tabelle 5: Hersteller der verwendeten Software
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Verbrauchsmaterialien (-Kits)

Hersteller

Cell Lysis Buffer 2

R&D Systems (McKinley Place NE, USA)

Dako Liquid DAB+ Substrate Chromogen
System

Dako Denmark A/S (Glostrup, Danemark)

Dako REAL Target Retrieval Solution (10x),
pH 6,0

Dako Denmark A/S (Glostrup, Danemark)

Dako Streptavidin-HRP

Dako Denmark A/S (Glostrup, Dadnemark)

dNTP Mix

Promega (Mannheim)

High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit, 1000 reactions

Applied Biosystems™ Foster Cuty (USA)

Magnetic Luminex® Assay Mice Premixed
Multi-Analyte Kit

R&D Systems (McKinley Place NE, USA)

MAGPIX® System Calibration Kit

Luminex Corporation (Austin, USA)

Primar-Antikorper: Anti-Ki-67

abcam ab16667 (Cambridge, UK)

Primar-Antikérper: BrdU

abcam ab6326 (Cambridge, UK)

Primer-Sonden-Mix

Applied Biosystems™ Foster Cuty (USA)

Protein-Block 3 % Normal Goat Serum

Dako 3 % Normal Goat Serum

Reverse Transcription Buffer

Promega (Mannheim)

RNase Inhibitor (RNAsin)

Applied Biosystems™ Foster Cuty (USA)

RT-PCR Grade Water

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Sekundar-Antikérper: Goat Anti-Rabbit IgG
H&L (HRP)

abcam ab6721 (Cambridge, UK)

Streptavidin-PE

DAKO (Hamburg)

TagMan® Gene Expression Master Mix

Applied Biosystems™ Foster Cuty (USA)

TRIzol® Reagent

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)

Tabelle 6: Hersteller der verwendeten Verbrauchsmaterialien (-Kits)

2.2 Tierversuche

2.2.1 Tierwahl und Tierhaltung

Samtliche Tierversuche wurden nach Ubereinstimmung aller erforderlichen Vorgaben
des deutschen Tierschutzgesetzes von der zustandigen Behodrde (Landesamt fur
Gesundheit und Soziales Berlin) ordnungsgemall beantragt und genehmigt,
Aktenzeichen TVA G 0053/16 ,Untersuchung des Effekts von Bevacizumab auf die
Entwicklung des Oxaliplatin-assoziierten SOS sowie auf die Leberfunktion und
Leberregeneration nach Leberteilresektion im Mausmodell* (Leitung: Univ. - Prof. Dr.
med. Marcus Bahra). Die operativen Eingriffe wurden ausschlieRlich von Mitarbeitern
durchgefuhrt, die sich zuvor sowohl entsprechend den gesetzlichen Anforderungen
(Art. 23 Abs. 2a RL 2010/63 i.V.m. Anhang V und §16 TierSchVersV i.V.m. Anlage 1

Abschnitt 3) Tierversuchsvorhaben durchzufihren qualifiziert haben, als auch in
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einem genehmigten Lehrprojekt, Aktenzeichen L 0265/12 (Leitung: Univ. - Prof. Dr.
med. Igor Maximilian Sauer) alle notwendigen experimentellen, chirurgischen und
anasthesiologischen Kenntnisse und Fahigkeiten flr die Durchfihrung der
Leberteilresektion erworben haben. Die ordnungsgemalle und artgerechte
Tierhaltung  wurde  durch die  zustandigen  Veterinarmediziner  und
Tierschutzbeauftragten sowie ausgebildeten Tierpflegern  Uberwacht und
durchgefuihrt. Alle experimentellen Durchfihrungen in dem Versuch fanden
ausschlieBlich in der Tierhaltung der Forschungseinrichtungen fur Experimentelle
Medizin der Charité - Campus Virchow Klinikum statt. Die Versuchstiere wurden
unter S2-Bedingungen in Filterkasten (Temperatur +21°C, Luftfeuchtigkeit 60 %), mit
einer Tag/Nacht-Zeitschaltung von jeweils 12 Stunden gehalten und nach den
Versuchen wieder in den selben Raum gebracht. Die Tiere hatten zu jeder Zeit freien
Zugang zu phytodstrogenfreiem Futter (Altromin C 1077 Phytodstrogenfreie Diat fur
Ratten und Mause; Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG) sowie Leitungswasser ad
libitum. Es wurden ausschlieBlich mannliche Versuchstiere des Mausstammes
C57BL/6J verwendet. Die Tiere entstammten aus zentralen, spezifiziert
pathogenfreien (SPF) Zuchtbereichen der Forschungseinrichtung fur Experimentelle
Medizin der Charité — Universitatsmedizin Berlin, die in Anlehnung der ,Federation of
European Laboratory Animal Science Associations“ (FELASA) Richtlinien untersucht
wurden und initial der Unternehmen Charles-River und Janvier entstammen. Nach
einer mindestens einwochigen Phase der Eingewdhnung wurden die Tiere in einem

Alter vor mindestens fiinf Wochen fir die Versuche verwendet.

2.2.2 Experimenteller Plan und Gruppenibersicht

Das Tierversuchsvorhaben beruhte auf zwei Versuchsreihen. Der Schwerpunkt
dieser Arbeit stellt die Etablierung des Tiermodells (erste Versuchsreihen) dar. Diese
bestand aus 13 einzelnen Versuchsgruppen (siehe Tbl. 7) und dem Ziel, die
optimalen Dosierungen von Oxaliplatin und dem VEGF-AK sowie die Anzahl der
jeweiligen Applikationen zu bestimmen. Im Sinne des Tierschutzes ((Prinzip der ,3R":
Replace (Vermeiden), Reduce (Verringern), Refine (Verbessern)) wurde zunachst mit
einer nach der Literatur maximal geringsten Dosierung von Oxaliplatin begonnen und
anschlieRend die Leberpraparate histopathologisch basierend der SOS-Kriterien
(siehe Tbl. 4) analysiert'84194-1% Soweit das SOS histologisch nicht diagnostiziert

werden konnte, wurden die Dosierungen, sowie auch die Anzahl der Applikationen
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schrittweise in weiteren Versuchsgruppen eskaliert, bis das SOS histologisch
nachzuweisen war und gleichzeitig die Tiere die Behandlungen gut tolerierten. Die
Finalisierungszeitpunkte betrugen jeweils 48 Stunden nach der Operation. Nach
Festlegung der optimalen Therapieschemata fur das Oxaliplatin-induzierte SOS
wurde anschlief3end die optimale Dosierung des VEGF-AK untersucht und festgelegt.
Nach Abschluss der ersten Versuchsreihe (Etablierung) wurde die zweite
Versuchsreihe mit dem Ziel durchgeflhrt, den potenziellen protektiven Effekt eines
VEGF-AK auf die Entwicklung und Nebenwirkungen des SOS in einer grof3en
Kohorte zu untersuchen. Basierend der Etablierungsarbeit gliedert sich die zweite

Versuchsreihe in finf Behandlungsgruppen (siehe Tbl. 8).

Versuchs- Tier- Dauer der Dosis Oxaliplatin Dosis VEGF-Antikérper Finalisierungs-
gruppe anzahl Behandlung (mg/kg KG) (mg/kg KG) zeitpunkt
1 3 3 Wochen 6 mg / 48 h
2 3 3 Wochen 8 mg / 48 h
3 3 3 Wochen 12 mg / 48 h
4 3 4 Wochen 11 mg / 48 h
5 3 4 Wochen 12 mg / 48 h
6 3 5 Wochen 8 mg / 48 h
7 3 5 Wochen 8 mg 10 mg 48 h
8 3 5 Wochen 10 mg / 48 h
9 3 5 Wochen 11 mg / 48 h
10 3 5 Wochen 12 mg / 48 h
11 3 5 Wochen 11 mg 5mg 48 h
12 3 5 Wochen 11 mg 10 mg 48 h
13 3 5 Wochen 11 mg 15 mg 48 h

Tabelle 7: Ubersicht der Versuchsgruppen der ersten Versuchsreihe, h= Stunden

Neben den bekannten Dosierungsschemata (ausschlielllich Oxaliplatin sowie
Oxaliplatin - mit einem VEGF-AK) wurden drei weitere Kontrollgruppen
eingeschlossen. In der ersten wurde untersucht, ob die alleinige Therapie mit dem
VEGF-AK morphologische und funktionelle Einflisse auf die Leber sowie auf deren

Regenerationskapazitat hat. Die beiden weiteren Kontrollgruppen, die entweder mit
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einem Placebo (Glucose 5 %) behandelt und einer anschlielRenden
Leberteilresektion, oder dem Placebo und einer Sham-Operation unterzogen wurden,
dienten der Untersuchung der nicht-medikamentésen Einflisse des Versuches

(Applikationen, Narkosen, Leberteilresektion) auf Leberfunktion- und regeneration.

Anschlielend wurden die Tiere in allen funf Gruppen in jeweils vier verschiedene
Finalisierungszeitpunkte (24, 36, 48 und 72 Stunden) randomisiert, um die Dynamik
der Leberregeneration in der Analytik widerzuspiegeln. Die vorliegende Arbeit
beschaftigt sich bezlglich des zweiten Versuchsvorhabens ausschlief3lich mit den

histopathologischen Analysen.

Versuchs- Tier- Dauer der . . Finalisierungs-
gruppe anzahl Behandlung LUGET AL e R zeitpunkt

24 h
36 h
48 h
72h
24 h
36 h
48 h
72h
24 h
36 h
48 h
72h
24 h
36 h
48 h
72h
24 h
36 h
48 h
72h

Tabelle 8: Ubersicht der Versuchsgruppen der zweiten Versuchsreihe, h= Stunden

14 60 5 Wochen 11 mg Oxaliplatin 2/3 - Leberteilresektion

15 54 5 Wochen 11 mg Oxaliplatin + 10 mg VEGF-AK  2/3 - Leberteilresektion

16 30 5 Wochen 10 mg VEGF-AK 2/3 - Leberteilresektion

17 27 5 Wochen Glucose 5 % 2/3 - Leberteilresektion

18 25 5 Wochen Glucose 5 % Sham-Operation

2.3 Ablauf der Therapeutika-Applikationen

Die intraperitoneale Gabe aller therapeutischen Substanzen wurde ausschlielilich in
den daflir vorgesehenen S2-Arbeitsrdaumen der Tierhaltung durchgefihrt. Die
Therapeutika (Oxaliplatin und VEGF-AK) wurden konstant bei +4°C gelagert und flr
den Transport, sowie wahrend der Applikationen in abgeschlossenen
Transportboxen, auf Eis gelagert. Das Platin-Derivat Oxaliplatin wurde von der
Apotheke der Charité - Universitatsmedizin Berlin geliefert und fir maximal eine
Woche verwendet. Dagegen konnte der VEGF-AK (LEAF™ Purified anti-mouse
VEGF-A Antibody, BioLegend, San Diego USA) aufgrund der langen Halbwertszeit
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Uber einen langeren Zeitraum konstant gelagert werden. Nach Aufbau des
Arbeitsplatzes wurden die Tiere gewogen sowie die Therapeutika nach
Koérpergewicht dosiert (siehe Tbl. 9). Oxaliplatin wurde in unterschiedlichen
Verdinnungen von der Apotheke geliefert. Hierbei handelte es sich um nicht mehr
bendtigte Mengen von Patientenanforderungen. Der verwendete VEGF-AK wurde in
einer Konzentration von 2 mg/ml geliefert, so dass zunachst abhangig der zu
verabreichenden Dosierungen und des aktuellen Korpergewichtes die korrekte

Menge in eine 1 ml Spritze aufgezogen wurde.

Medikament Oxaliplatin VEGF-Antikorper
Konzentration der Zubereitung: 1,1 mg/ ml 2 mg/ml

Bendtigte Dosierung: 11 mg/kg KG 10 mg/kg KG
Gewicht der Maus: 20g 20g

Menge fiir die Applikation: 0,200 mi 0,100 mi

Tabelle 9: Beispiel der Konzentrationszubereitung; VEGF-Antikérper: LEAF™ Purified anti-
mouse VEGF-A Antibody

Anschlielend wurden die Tiere fur die Injektion von Oxaliplatin mit Hilfe einer
Induktionskammer (geschlossene Box mit Anschluss flir einen gesteuerten Isofluran-
Zugang und Luftzufuhr Gber Offnungen im Deckel) Uber eine 2,5-prozentige Isofluran
Zufuhr bei bestehender Raumluftzufuhr, in eine Kurznarkose versetzt. Diese diente
dem Schutz der Tiere vor einer erhdhten Komplikationsgefahr bei Anwendung eines
Zytostatikums (u. a. durch Abwehrspannungen- und bewegungen und erhodhte
intraabdominelle Druckverhaltnisse) sowie auch der Arbeitssicherheit im Sinne des
Eigenschutzes. Die Applikation des VEGF-AK erfolgte dagegen sicher im wachen
Zustand. Fur die Applikation wurden die Tiere sicher in einer Hand dorsal-kranial in
Trendelenburg-Position gehalten, so dass das Darmkonvolut nach kranial fiel. Die
Applikation erfolgte rechtsseitig auf Hohe des Huftgelenks (linksseitig befindet sich
das vergleichsweise grofe Cacum) in einem flachen Injektionswinkel von ca. 30
Grad. Die korrekte Applikation lief3 sich sicher anhand eines kurzzeitigen, kraftigen
Widerstands spuren. Anschlielend wurde das Tier in den urspringlichen Kafig
gesetzt. Dieses wachte nach nur wenigen Sekunden aus der Narkose auf, was
physiologisch mit kurzzeitigen motorischen Auffalligkeiten einhergehen konnte. In
den Behandlungsgruppen, die Oxaliplatin sowie auch den VEGF-AK erhielten,
wurden die Medikamente an zwei aufeinanderfolgenden Tagen getrennt voneinander
appliziert.
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2.4 Chirurgische Technik, postoperativer Verlauf und Finalisierungen
2.4.1 Ablauf der Leberteilresektion und perioperatives Anasthesiemanagement

Die Tiere wurden fur die Narkoseeinleitung per Inhalationsnarkose in eine
Induktionskammer gesetzt, die mit 3,5 % Isofluran sowie zwei Liter Sauerstoff pro
Minute (min) durchflutet wurde. Nach drei bis funf min bestand eine ausreichend tiefe
Sedierung, um die Tiere in Narkose zu entnehmen und Ketamin (10 mg/kg KG),
Metamizol (200 mg/kg KG) sowie Carprofen (5 mg/kg KG) als weitere Narkose-
sowie Analgetika Substanzen jeweils nacheinander sicher subkutan zu injizieren
(siehe Thl. 10). Nach erneuter Isofluran-Inhalation wurde das Abdomen bis Uber das
Xiphoid mit einem Rasierer geschoren und das Tier anschliel3end in Ruckenlage auf
eine Polyvinchlorid Unterlage, die sich wiederrum auf einer +30°C bis +35°C warmen
Warmematte befand, mit Pflasterstreifen langs Uber die Extremitaten fixiert, so dass
sich der Kopf sicher in der Narkosemaske befand (siehe Abb. 8). Die Augen wurden
durch Auftragen mit einer Wund- und Heilsalbe vor Trockenheit geschuitzt. Die
sichere Anasthesie wurde uber eine gesteuerte 1,5 % Isofluran-Inhalationsnarkose
(0,5 I/min) sowie unter zusatzlicher Zufuhr von zwei Liter Sauerstoff pro Minute
gewahrleistet. Wahrend der gesamten Dauer der Operation wurde die Atmung des
Tieres beobachtet, um die Inhalation von Isofluran bei Bedarf geringfugig zu
adaptieren. Das Abdomen wurde mit 70-prozentigen Ethanol desinfiziert und mit
sterilen Kompressen getrocknet. Mit einer Pinzette wurde ein Schmerzreiz an den
Schwimmhauten zwischen den FulRzehen gesetzt (Zwischenzehenreflex), um die
sichere Analgesie zu kontrollieren. Alle weiteren Operationsschritte erfolgten in
sauberer, jedoch nicht-steriler mikrochirurgischer Technik unter Zuhilfenahme eines
Operationsmikroskops mit 6 bis 12-facher VergroRerung und koaxialer Beleuchtung.
Alle Wattetupfer, die als schonendes, atraumatisches Operationsinstrument dienten,
wurden zuvor in einer warmen Kochsalzlosung (NaCl 0,9 %) getrankt. Die
Operationstechnik erfolgte nach der von Higgins und Anderson im Jahr 1931
beschriebenen Methode, die im Verlauf der Jahre an die Maus adaptiert'®”:1%8 (siehe
Abb. 6. und 7.) und wie folgt durchgefihrt wurde:

Das Abdomen wurde durch eine mediane Laparotomie vom Processus Xiphoideus
bis zur Blase erotffnet. Die Haut und das Peritoneum wurden getrennt voneinander
eroffnet. Der Processus Xiphoideus wurde mit einer Klemme vorsichtig nach kranial

gezogen und fixiert. Ein Retraktor mit zwei Armen wurde ca. 5 mm unterhalb des
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Diaphragmas im abdominellen Situs positioniert. Das Ligamentum Falciforme wurde
ca. zwei Drittel der Lange nach bis zur suprahepatischen Vena Cava durchtrennt und
die Leber sanft mit Wattestdbchen mobilisiert. AnschlieBend wurde der mittlere
Leberlappen mit 5-0 Seide unterfahren, dreifach ligiert (die erste Ligatur mit einem
doppelten Knoten), der Lappen vorsichtig mit einer feinen Schere abgesetzt und der
verbleibende Faden vom Knoten durchtrennt. Es folgte analog das Absetzen des
linken Leberlappens. Die Resektion beider Lappen entspricht ca. 70 % des gesamten
Lebervolumens. Falls es nach Absetzen der Leberlappen zu leichten Blutungen
gekommen ist, wurden lokalisierte Blutungsstellen mit einem Wattetupfer kurzfristig
mit zartem Druck komprimiert, in seltenen Fallen auch unter Zuhilfenahme eines
mikrochirugischen Kauters. Nach Abschluss der Operation wurde ca. 1 ml
Kochsalzlésung subkutan injiziert, um die geringfugigen intraoperativen Blutverluste
zu kompensieren. Falls Komplikationen aufgetreten sind, die nicht mit dem
Tierschutz vereinbar waren, wie auch nicht mit der wissenschaftlichen Notwendigkeit
der Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit des Versuches, wurde die Operation
abgebrochen und das Tier durch Ausblutung finalisiert, wobei das Herz punktiert und
die Aorta sowie das Zwerchfell durchtrennt wurden. Zu diesen Abbruchkriterien
zahlten unter anderem: Nicht beherrschbare Blutungen nach Gefalruptur wahrend
der Leberteilresektion, die Durchtrennung anatomisch wichtiger Strukturen
(Gallengang, Dinn- oder Dickdarm, Pankreas, Osophagus) wahrend der Eréffnung
des Abdomens, ein hoher Blutverlust, das Auftreten einer Darmischamie,
Abflussstérungen in einem verbleibenden Leberlappen durch die benachbarte

Ligatur, ein gestorter portalvendser Abfluss bzw. eine Blutstauung im Darmbereich.
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Abbildung 6: Schematische Zeichnung der Anatomie der murinen Leber und die Verlaufe
der Ligaturen der 2/3-Leberteilresektion nach Mitchell C. et al'®®. Zunachst wird der mittlere
Lappen wenige Millimeter unterhalb der suprahepatischen Vena Cava abgetrennt.
AnschlieRend erfolgt die Ligatur am medialen Ansatz des linken Lappens (der mittlere
Lappen ist zum besseren Verstandnis der anatomischen Verhaltnisse in der Zeichnung
hochgeklappt, jedoch in der OP zuvor, wie beschrieben, durchtrennt).

Abbildung 7: Oben links: Situs nach Eréffnung des Peritoneums; oben rechts: Unterfahren
des mittleren Leberlappens mit 5-0 Seide; unten links: Durchtrennung des mittleren
Leberlappens; unten rechts: Situs nach Absetzen des mittleren und linken Leberlappens

36



Nachdem beide Lappen entnommen worden sind, wurde der Retraktor und die
Klemme am Processus Xiphoideus entfernt. Das Darmkonvolut sowie der Processus
Xiphoideus wurden mit je einem Tropfen warmer Kochsalzldsung befeuchtet.
Daraufhin wurde das Peritoneum mit 6-0 Prolene in fortlaufender Naht geschlossen
und 1 Tropfen Lokalanasthetikum (Bupivacain, Carbostesin® 0,25 %) gleichmaRig
auf die Naht verteilt. Es folgte eine fortlaufende Hautnaht mit 4-0 Vicryl, die zum
Schutz mit Gewebekleber (3M Vetbond®) versiegelt wurde. Nach der Operation
wurden die Tiere (in Seitenlage) fir ein bis zwei Stunden in eine Warmekammer
(Temperatur zwischen ca. +20°C und +30°C) gelegt, in der sich bei Flissigkeits- und

Futterbedarf aufgeweichte Futterpellets befanden, um eine postoperative

Hypothermie zu reduzieren.

Abbildung 8: Operationsarbeitsplatz (unter dem blauen Abdecktuch befindet sich die
elektronische Warmeplatte)

2.4.2 Sham-Operation

Die Tiere der zweiten Versuchsreihe, die sich in der Kontrollgruppe der Sham-
Operation (,Placebo-Operation®) befanden, wurden lediglich ohne Durchfuhrung der
Leberteilresektion dem ansonsten identischen Ablauf der Operation und Anasthesie
unterzogen. Da hier keine Leberresektion erfolgte, unterschied sich die Operation
ausschlieBlich durch das Fehlen der Ligaturen und Durchtrennung der Leberlappen.
Stattdessen wurde nach Eréffnung des Situs analog zu der durchschnittlichen

Zeitdauer der Leberteilresektion gewartet sowie die Leber wahrenddessen minutlich
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vorsichtig mit feuchten Wattestabchen bewegt. Nach Abschluss der Operation sollte
die durchschnittliche Gesamtdauer einer Operation mit Leberteilresektion erreicht
worden sein. Die Sham-Operation diente als Kontrollgruppe, um methodisch-
bedingte Ergebnisse zu identifizieren, die nicht durch die Hepatektomie, sondern ggf.
durch das Inzisionstrauma, der Anasthesie, oder der pra-, intra- bzw. postoperativen

Versorgung verursacht worden sind.

2.4.3 Postoperative Kontrollen und Behandlungen

Nachdem die Tiere in der Warmekammer postoperativ nach gewohnlich wenigen
Minuten aus der Narkose aufgewacht sind (zwischen 5 und 20 min) und diese keine
narkosebedingten motorischen Auffalligkeiten mehr aufwiesen, wurden sie zurick in
den ursprunglichen Kafig gesetzt. Dieser befand sich daraufhin flr weitere ca. zwei
bis vier Stunden zur Halfte auf einer Warmematte. Eine ausreichende Analgesie
wurde wahrend der gesamten postoperativen Phase bis zur Finalisierung durch
tagliche subkutane Injektionen von 5 mg/kg Carprofen (ohne kurzzeitige
Inhalationsnarkose) sowie der Zufuhrung von 7 mg/ml Metamizol im Trinkwasser
gewahrleistet. Des Weiteren wurden angefeuchtete Futterpellets in die Kafige gelegt,
um die Nahrstoffaufnahme bei mdglichen Schmerzen der Hautnaht zu erleichtern.
Der Gesundheitszustand der Tiere wurde in den ersten Stunden nach der Operation
engmaschig und anschlieBend durch tagliche Visiten kontrolliert (Messung des
Koérpergewichtes, Beurteilung des auleren Erscheinungsbildes und Verhaltens).
Somit konnten unerwartete Verschlechterungen rechtzeitig erkannt und etwaige,
notwendige Gegenmalinahmen getroffen werden (z. B. subkutane Injektion von 1 ml
NaCl 0,9 %, vorrubergehende Warme einer Rotlichtlampe) bzw. bei festgelegten
Abbruchkriterien das Tier schmerzfrei finalisiert werden. Zu diesen Abbruchkriterien,
die in einem standardisierten Bewertungsbogen vorab im Tierversuchsantrag (,Score
Sheet®) definiert wurden, zahlten unter anderem: Paralysen, Apathie, eine laterale
Seitenlage sowie ein Gewichtsverlust von > 15 % im Vergleich zum Vortag (24
Stunden).

38



2.4.4 Finalisierungen

Der Aufbau des Arbeitsplatzes fur die Finalisierung erfolgte aquivalent zu dem
beschriebenen Aufbau der Leberteilresektion. Eine Stunde vor Hautschnitt erfolgte
(2quivalent wie unter ,Applikation der Medikamente — Durchfihrung“ beschrieben)
die intraperitoneale Applikation von 50 mg/kg KG 5-Bromo-2'-Desoxyuridin (BrDu,
Herstellung siehe Kapitel 2.6.5). Die Tiere wurden nach Narkoseeinleitung Uber das
gesamte Abdomen geschoren. Anschlieliend wurde das Abdomen, ohne separates
Eréffnen von Haut- und Peritoneumsnaht, durch Offnung der Laparotomie-Naht
grol¥flachig eroffnet. Es folgte eine  makroskopische Beurteilung der
intraabdominellen Organe, insbesondere des Leberstumpfes, der Restleber sowie
der Milz. Daraufhin erfolgte die Blutentnahme per Herzpunktion mittels Stich durch
das Diaphragma in den rechten Ventrikel des Herzens mit einer 1 ml Spritze und 24
G Kanule (langsame Entnahme, maximal 0,05 bis 0,1 ml pro Zug), in der zuvor 0,1
ml einer Heparinldsung (5.000 Einheiten Heparin auf 20 ml NaCl) aufgezogen wurde,
um eine sofortige Koagulation des entnommenen Blutes zu verhindern.
Anschlielend wurden das Diaphragma sowie die Aorta komplett erdffnet, um den
sicheren Tod des Tieres zu gewahrleisten. Daraufhin konnten Leberstumpf, der
rechte Leberlappen sowie der Lobus caudatus mit einer feinen Schere nacheinander
von den umliegenden Strukturen getrennt und entnommen werden. Zum Schluss

wurden Milz und Lunge entnommen.

2.5 Probengewinnung

Das Blut wurde nach Entnahme vorsichtig in ein 2 ml Polypropylen-Einmalgefa
(Eppendorf Tubes®) umgefillt und 10 min bei 3.000 U/min (Umdrehungen pro
Minute) und +4°C zentrifugiert. Anschlie3end wurden 200 pL Blutplasma vorsichtig in
ein Reagenzrohrchen pipettiert, das zunachst bei +4°C gelagert und anschlief3end fur
die laborchemischen Messungen zum ,Labor Berlin — Charité Vivantes GmbH*
geschickt wurde. Das restliche Blutplasma wurde in ein 1 ml Zentrifugenréhrchen
pipettiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieend bei -80°C zur
spateren  molekularbiologischen  Analyse aufbewahrt. Die entnommenen
Leberpraparate der Leberteilresektion sowie der Finalisierungen wurden einzeln
gewogen und anschlielend, nach einem standardisierten Muster, jeder Lappen mit
einem Skalpell in vier Praparate geschnitten. Jeweils zwei Praparate wurden in

Formalin 5 % (Phosphat-gepuffert) fur 48 Stunden bei +4°C in Einbettkassetten
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fixiert, wahrend die weiteren 2 Praparate in flissigem Stickstoff schockgefroren und
anschliellend bei -80°C aufbewahrt wurden (Eppendorf Tubes®). Der Stumpf der
Leber wurde ebenfalls gewogen und daraufhin entsorgt. Die Milz wurde gewogen
und mit der Lunge getrennt in flissigem Stickstoff schockgefroren, um bei -80°C

aufbewahrt zu werden.

Uberblick der verwendeten Medikamente

Isofluran 3,5 % (inhalativ)

Carprofen s.c. (5 mg/kg KG)
Metamizol s.c. (200 mg/kg KG)
Ketamin s.c. (10 mg/kg KG)
Intraoperativ Isofluran 1,5 % (inhalativ)

Praoperativ

Carprofen s.c. (5 mg/kg KG)

Postoperativ Metamizol (7 mg/ml, Trinkwasser)

Isofluran 3,5 % (inhalativ)
Carprofen s.c. (5 mg/kg KG)

Finalisierung Metamizol s.c. (200 mg/kg KG)

Ketamin s.c. (10 mg/kg KG)
Tabelle 10: Uberblick der verwendeten Medikamente sowie deren Applikationsformen und
Dosierungen

2.6 Histologie und Immunhistochemie
2.6.1 Aufbereitung Formalin-fixierter Praparate

Nachdem die Praparate jeweils in einzelnen Kinetten fur mindestens 48 Stunden in
Formalin 5 % (Phosphat-gepuffert) bei +4°C fixiert worden sind, wurden diese im
ersten Schritt der sogenannten Entwasserung fir eine Stunde in einer
phosphatgepufferten Salzlésung (PBS: ,phosphate buffered saline®, pH 7.,4;
Herstellung: 8,0 g/l NaCl, 0,2 g/l KCL, 1,15 g/l Na2HPO4, 0,2 g/l KH2PO4)
gewaschen. AnschlieRend wurden die Proben jeweils fur zwei Stunden in folgender,
aufsteigender Alkoholreihe entwassert: 50 % EtOH, 80 % EtOH, 96 % EtOH, 100 %
EtOH. Danach wurden die Proben fur drei Stunden in Xylol sowie anschlieRend fur
drei Stunden in flussiges Paraffin gelegt. Alle bisher aufgefiuhrten Vorgange, mit
Ausnahme des Paraffins (Trockenschrank bei +60°C), erfolgten auf einem
horizontalen Laborschuttler. Zum Schluss wurden die Proben mit Hilfe einer

Paraffinausgussstation in Einbettkassetten mit heiRem Paraffin fixiert und auf Eis
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getrocknet. Die fertigen Proben (,Paraffinblocke®) wurden anschliefend mit einem
Rotationsmikrotom in 2 um dunne Scheiben geschnitten, auf beschichtete

Objekttrager Ubertragen und anschlie3end flr eine Stunde bei +60°C getrocknet.

2.6.2 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Die histopathologische Untersuchung (Klassifikation des SOS) basierte auf einer
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H.E.), auf dessen Grundlage morphologische
Veranderungen pathologisch analysiert werden konnten. Der basische Farbstoff
Hamatoxylin farbt alle sauren/basophilen Bestandteile (Zellkern, DNA) blau an,
wahrend der saure Farbstoff Eosin alle basischen/eosinophilen Strukturen
(Zellplasma) rot anfarbt. Fur die H.E. Farbung wurden die Paraffinschnitte (2 um
Schnittdicke) zunachst nach folgendem Schema entparaffiniert: Zunachst Xylol far 10
min und anschlief3end je 5 min in einer absteigenden Alkoholverdinnung (EtOH 100
%, EtOH 96 %, EtOH 80 %, EtOH 70 %, EtOH 50 %). Alle bisherigen Schritte
erfolgten jeweils mit Hilfe eines Objekttragerhalters und einer Klvette, so dass der
Objekttragerhalter nach jedem Schritt kurz mehrfach abgeklopft werden konnte. Nach
der absteigenden Alkoholreihe wurden die Objekttrager fir 5 min in destillierten
Wassern gewaschen. Danach wurden die Schnitte fir 8 min in ,Hamatoxylin nach
Meyer” getaucht und direkt im Anschluss fir 30 sek unter warmem, flieRendem
Leitungswasser abgespult und fur weitere 2 min in warmem Leitungswasser
belassen. Es folgte das Einstellen der Schnitte in der Eosin-Losung fur 30 sek,
anschlielRend wurden die Schnitte fur 3 sek in kaltem Leitungswasser geschwenkt.
Die nun fertig gefarbten Schnitte wurden abschlielend in einer aufsteigenden
Alkoholverdiinnung (96 % EtOH fir 1 min, 100 % EtOH fir 2 min) und darauffolgend
2 min in Xylol dehydriert. Die fertigen Schnitte wurden dann mit Hilfe eines
Kunstharz-Xylol basierten Eindeckmittels (Eukitt) und einem Deckglas fixiert
(“eingebettet”) und Uber Nacht unter einem Abzug getrocknet.

41



2.6.3 Histopathologische Klassifikation des Sinusoidalen

Obstruktionssyndroms

Die histopathologische Analyse fur das murine Modell wurde auf Grundlage der nach
Rubbia-Brandt et al.’** etablierten Klassifikation des SOS (von humanen Proben von
tumorfreiem Lebergewebe bei Patienten mit KRLM) angepasst, da die bisherige
Literatur in Bezug auf eine Chemotherapie-induzierte SOS Charakterisierung bei
Ratten- und Mausmodellen als nicht etabliert anzusehen war (siehe Tbl.
11)143.144,177,184,190200  Dgbei wurden die nach Rubbia-Brandt et al.'** weiteren
Merkmale der vendsen Lasionen (,Centrilobular vein or portal vein lesions®) sowie
der Auspragung der Fibrose nicht untersucht. Die histopathologischen Analysen
wurden verblindet von einem Arzt des pathologischen Instituts der Charité —

Universitatsmedizin Berlin durchgefihrt.

Histologisches Merkmal Grade der Abstufung
Sinusoidale Dilatation’ 0,1,2,3

Perisinusoidale Einblutungem vorhanden, nicht vorhanden
Nodulare Regenerative Hyperplasie? 0,1,2,3

Steatosis?® 0,1,2,3

Steatohepatitis vorhanden, nicht vorhanden
Heaptozelluldre Schadigung* vorhanden, nicht vorhanden

Tabelle 11: Histopathologische Beurteilung des SOS nach Rubbia-Brandt et al. 201044

Legende, jeweils zitiert aus Rubbia-Brandt L. et al. 2010:

' 0: absent; 1: mild (centrilobular involvement limited to one-third of the lobular area); 2:
moderate (centrilobular involvement extending in two-thirds of the lobular area); 3: severe
(complete lobular involvement or centrilobular involvement extending to adjacent lobules with
bridging congestion

2 0: absent; 1: mild (focal occasionally distinct nodular hyperplasia on reticulin staining but
indistinct on H&E staining); 2: moderate (focal distinct nodular hyperplasia apparent on H&E
staining, clearly high-lighted on reticulin staining); 3: severe (diffuse nodular hyperplasia,
distinct in most areas on H&E staining)

3. 0: absent; 1: mild (steatosis 10-30 % of the hepatocytes); 2: moderate (steatosis in 30—60
% of the hepatocytes); 3: severe (steatosis in > 60 % of the hepatocytes)

4 necrosis, apoptosis, atrophy

42




2.6.4 Immunhistochemische Farbung: Antigen Ki-67

Die immunhistochemische Farbung mit dem nuklearen Antigen Ki-67 dient als
Marker der Zellproliferation und damit der Leberregeneration. Das Antigen wird in
allen Phasen des Zellzyklus (G1-, S-, G2-Phase und Mitose) mit Ausnahme der GO-
Phase exprimiert?®’. Das Prinzip der verwendeten Ki-67 Farbung beruht auf einer
indirekten Detektionsmethode, der sogenannten LSAB-Methode (Labeled-
Streptavidin-Biotin). Dies bedeutet, dass nicht der Primarantikorper selbst, sondern
das Ziel-Epitop erst nach Bindung eines Sekundarantikérpers mit einem weiteren
enzymatischen Komplex sichtbar wird (Primarantikdrper + Sekundarantikorper/
Peroxidase-konjugiertem Streptavidin). Diese Streptavidin-Verbindung wird dann
unter Zuhilfenahme einer Substratmischung aus dem Chromogen DAB (3,3'-
Diaminobenzidin) und einer Peroxidase farblich sichtbar. Hierzu wurden die
Paraffinschnitte (2 pm Schnittdicke) zunachst nach folgendem Schema
deparaffinisiert: 35 min Xylol, 2x 5 min EtOH 100 %, 2x5 min EtOH 96 %, 2x5 min
EtOH 70 %, 2x2 min PBS. AnschlieBend folgte die Epitopdemaskierung im
Dampfdrucktopf in einer Citratpufferlosung (Dako ,REAL Target Retrieval Solution,
pH 6,0) fur 10 min in einer dicht verschlossenen Kivette. Diese wurde daraufhin fur
10 sek unter flieBendem kaltem Wasser und danach auf Eis fur 10 min abgekunhlt.
Nach einem Waschschritt mit PBS fur 2x5 min folgte ein Protein-Block (Dako ,3 %
Normal Goat Serum®) mit einer Inkubationszeit von 20 min, um diffuse unspezifische
Hintergrundfarbungen zu reduzieren, die infolge hydrophober und ionischer
Interaktion zwischen Primar- und Sekundarantikorpern sowie Gewebekomponenten
auftreten kdnnen. Nach erneutem Waschen mit PBS fur 2x5 min wurde die im
Gewebe vorhandene endogene Peroxidase mit einem Peroxidase-Block (DAKO
.,REAL Peroxidase Solution®) und einer Inkubationszeit von 10 min sowie
anschlieBend erneut mit PBS fur 2x5 min gewaschen. Danach wurde der
Primarantikdrper (abcam Ki-67) in einer 1:500 Verdinnung (Dako ,REAL Target
Retrieval Solution®) aufgetragen und Uber Nacht bei +4°C inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS fur je 5 min wurde der Sekundarantikbrper
Streptavidin (Dako) fur 30 min inkubiert und anschlieffend fur 2x5 min mit PBS
gewaschen. Daraufhin folgte die Entwicklung der Farbreaktion mit dem DAB-
Chromogen Substrat. Hierzu wurde je ein Tropfen (ca. 20 pl) des DAB Chromogenes
(Dako “DAB Chromogen”) in 1 ml des dazugehdrigen Substratpuffers (Dako “DAB

Substrate”) hinzugefugt. Die Dauer der Reaktion erfolgte nach makroskopischer Sicht
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einer Braunfarbung (zwischen 1-5 min). Nach einer ausreichenden Farbreaktion
wurde die Reaktion in destillietem Wasser gestoppt. Anschlielend erfolgte die
Gegenfarbung fur 5 min mit ,Hamatoxylin nach Meyer”. Direkt danach wurden die
Proben fur 30 sek unter warmem, flieBRendem Leitungswasser abgespult und flur
weitere 4 min in warmem Leitungswasser belassen. Zwischen allen hier aufgefihrten
Schritten wurden die Substanzen durch mehrfaches Abklopfen von den
Objekttragern geldst. Es wurden jeweils 50-100 pl der jeweiligen Farbesubstanzen
auf die Objekttrager pipettiert bzw. 1-2 Tropfen bei Flaschen mit einem
Flaschenaufsatz. Des Weiteren wurden alle Substanzen vor Gebrauch mit Hilfe eines
Vortexmischers sorgfaltig gemischt. Schliel3lich wurden die fertigen Praparate in

Aquatex® eingedeckt und Gber Nacht unter einem Abzug getrocknet.

Die Auszahlung erfolgte digital mit einer Software des Instituts der Pathologie. Hierfur
wurden zunachst bei 200-facher VergrolRerung jeweils finf Gesichtsfelder eines
Praparats des mittleren Lappens sowie des rechten Lappens mit einem
Lichtmikroskop (Keyence und Zeiss) digital fotografiert. AnschlieRend wurden mit
Hilfe der Software alle positiven und negativen Hepatozyten gezahlt und
darauffolgend der Quotient aus der Anzahl aller positiv gefarbten Hepatozyten und

aller nicht gefarbten Hepatozyten berechnet.

2.6.5 Immunhistochemische Farbung: 5-Bromo-2'-Desoxyuridin (BrDu)

Das Thymidin-Analogon 5-Bromo-2'-Desoxyuridin (BrDu) dient als
Proliferationsmarker dem Nachweis der Leberzellproliferation. BrDu wird kompetitiv
anstelle von Thymidin wahrend der Synthesephase des Zellzyklus in die DNA
integriert. Des Weiteren wird bei jeder weiteren Mitose die BrDu-Markierung an die
Tochterzelle weitergegeben. Das zu verabreichende BrDu (Sigma Aldrich) wurde bei
-20°C gelagert und vor der Injektion in destilliertem Wasser bei einem ph-Wert von
7,4 geldst (5 mg BrDu/ml). Das korrekte Injektionsvolumen (50 mg/kg KG) wurde, wie
bereits beschrieben, eine Stunde vor der Finalisierung der Tiere in Abhangigkeit des
Koérpergewichts intraperitoneal appliziert (die Menge Uberschritt mit dieser
Konzentration der Zubereitung nicht das maximale intraperitoneale zu
verabreichende Volumen von 10 ml/kg in der Maus). Die immunhistochemische
Anfarbung erfolgte analog zu der Ki-67 Farbung. Der Primarantikorper (abcam BrDu)

wurde in einer 1:200 Verdinnung (Dako ,REAL Target Retrieval Solution®)
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aufgetragen und ebenfalls Uber Nacht bei +4°C inkubiert. Die Auszahlung erfolgte

analog der beschriebenen Technik der Ki-67 Farbungen.

2.7 Molekularbiologische Methoden
2.71 Isolierung von RNA

Die Ribonukleinsaure (RNA) Isolierung aus dem Lebergewebe der Leberteilresektion
erfolgte unter Verwendung der TRIzol® Reagenz nach Anweisungen des Herstellers.
Das Reagenz besteht aus Phenol und Guanidin-lsothiocyanat und erlaubt nach
Zugabe von Chloroform wund anschlielender Zentrifugation die getrennte
Extrahierung von RNA, DNA und weiteren Proteinen aus einer Probe. Die bei -80°C
gelagerten Gewebeproben (ca. 3x4 mm) wurden mit 500 ul gemischt und zu einer
homogenen Suspension zerkleinert. Nach funfmindtiger Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurden 0,2 ml Chloroform zugeben, das Gemisch fur 15 sek mit der
Hand geschiittelt, anschlieend flr 2 min inkubiert und dann bei 11.500 g (x g Kraft)
fur 15 min bei +4°C zentrifugiert. Es bildeten sich drei Phasen: Eine obere, wassrige
Phase (RNA), eine untere, schwere, organische Phase (DNA) sowie dazwischen
eine schmale Interphase mit weiteren Proteinfraktionen. Die wassrige Phase wurde
vorsichtig abpipettiert, in ein neues 1,5 ml RNAse freies Eppendorf Tubes® umgefiillt
und 0,5 ml Isopropanol (2-Propanol) hinzugefugt, das erneut per Hand grindlich
gemischt wurde. Diese Mischung inkubierte bei +4°C fur 10 min, um dann bei 11.500
g fir 15 min bei +4°C zentrifugiert zu werden. Daraufhin bildete sich eine feste RNA
Substanz (,RNA Pellet), so dass der Uberstand abgenommen werden konnte. Diese
-,RNA Pellets* wurden nun mit 500 ul 75 % EtOH gewaschen, das EtOH verworfen
und dieser Waschschritt wiederholt. Erneut wurden 500 ul 75-prozentiges EtOH
hinzugefligt und bei 7.500 g fiir 5 min bei +4°C zentrifugiert. Der EtOH-Uberstand
wurde vorsichtig abgenommen und das ,RNA Pellet” bei +56°C zwischen 2 bis 5 min
getrocknet (das ,RNA Pellet durfte bei diesem Schritt nicht austrocknen, da sonst
die RNA degradiert). Daraufhin wurde 50 pl DEPC-Wasser hinzugefugt und
mehrfach mit einer Pipette suspendiert, so dass sich das ,RNA Pellet* vollstandig
aufloste.

Anschlief3end erfolgte die Quantifizierung sowie Bestimmung der Reinheit der RNA,
die photometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm (Nanometer) bestimmt wurde

(NanoDrop). Als Qualitatskontrolle diente der Quotient aus der Extinktion bei 260 nm
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und 280 nm (280 nm stellt das Absorptionsmaximum von verunreinigten Proteinen
dar). Dieser Wert diente als Kontrolle, da er die Reinheit der praparierten RNA
bestimmt und sollte zwischen 1,6 und 2,0 liegen. Eine Absorption von ,1“ bei 260 nm
entsprach einer Konzentration von 40 pl/mL einzelstrangiger RNA. Falls Proben als
verunreinigt (Kontamination durch Proteine oder Phenol) detektiert wurden, konnte
diese mit 75 % EtOH gewaschen und erneut gemessen werden. AnschlielRend
wurden alle RNA Proben, die diese Anspriche erflllten, nach deren Quantifizierung

unmittelbar im Anschluss weiterverarbeitet oder bei -80°C gelagert.

2.7.2 Reverse Transkription

Als nachstes wurde die isolierte RNA mittels der Reversen Transkriptase in die
korrespondierende cDNA (corresponding DNA) umgeschrieben. Falls Messungen
nicht direkt im Anschluss der RNA-Isolierung durchgefuhrt wurden, musste die bei -
80°C gelagerte RNA Probe zunachst aufgetaut, sorgfaltig mit einem Vortexmischer
durchmischt und bei +70°C fur 10 min denaturiert werden. Die Reverse Transkription
erfolgte mit dem ,High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® (Applied
Biosystems) gemall den Herstellerangaben. Eine detaillierte Beschreibung des
Reaktionsansatzes flir eine Reaktion kann der nachfolgenden Tabelle 12
entnommen werden. Je nach den angesetzten Reaktionsmengen wurde die
verbleibende Menge mit Nuklease-freiem, destilietem Wasser (DEPC-H20)

aufgeflllt, um eine Gesamtmenge von 20 pl zu erhalten.

Substanz/ Reagenz Volumina
RNA 2,00 pl
MultiScribe® Reverse Transcriptase (50 U/uL) 1,00 pl
25x dNTP Mix (100 mM) 0,80 pl
10x RT Random Primers 2,00 pl
Nuklease-freies, destilliertes Wasser 11,20 pl
10x RT Puffer 2,00 pl
Rnase Inhibitor 1,00 pl

Tabelle 12: Reverse Transkription: Zusammensetzung eines 20 pl Reaktionsansatzes,
welches fir 2,00 ug RNA und einer Reaktion dient

Die Anlagerung des Primers (siehe Tbl. 13) an den mRNA (messenger RNA) Strang
und die dann folgende Reverse Transkription erfolgte bei Inkubation im Thermocycler

fir zunachst 10 min bei +25°C, anschlieBend fiur 120 min bei +37°C und zum
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Schluss fur 5 min bei +85°C. Die resultierenden cDNA Proben wurden sofort

weiterverarbeitet oder bei -20°C aufbewahrt.

Zielgen Primer Sequenz (vorwartslaufend) Primer Sequenz (riickwartslaufend)
VEGF-A 5'-CCCCGACGAGATAGAGTA-3' 5-GCTTTGGTGAGGTTTGAT-3'
VEGF-R1 (Flt1) |5-CCACCTCTCTATCCGCTGG-3' 5'-ACCAATGTGCTAACCQTCTTATT-3'
VEGF-R2 (KDR) |5-CAAACCTCAATGTGTCTATTTGC-3' |5-AGAGTAAAGCCTATCTCGCTGT-3'
b-Actin 5-CTGAACCCTAAGGCCAAC-3' 5'-CGGAACCGCTCATTGCC-3'

Ppia 5-GGCAAATGCTGGACCAAAC-3' 5-CATTCCTGGACCCAAAACG-3'

Tabelle 13: Primer-Sequenzen fir die PCR (jeweils fir die Spezies Maus)

2.7.3 Echtzeit Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion dient dem Nachweis eines bestimmten DNA-
Abschnittes durch gezielte exponentielle Amplifizierung dieser DNA-Fragmente. Die
Methode beruht auf drei Einzelschnitten, die sich zyklisch wiederholen: (1.) Die
Denaturierung des cDNA Doppelstranges in die beiden komplementaren
Einzelstrange, (2.) die Primerhybridisierung (,Annealing“) zur Anlagerung cDNA
spezifischer Oligonukleotide (,Primer®) an die komplementaren Einzelstrange und (3.)
die Amplifikation (,Elongation“) der markierten Genabschnitte. Hierflr wurde eine 96-
Well-Mikrotitierplatte mit je 9 pl eines Master Mix Ansatzes (siehe Tbl. 14) und
anschlie3end je 1 pl der cDNA pipettiert. Die Platte wurde mit einer adhasiven Folie
bedeckt und dann bei 1.000 U/min fur wenige Sekunden zentrifugiert. Anschlielend

erfolgte die Messung im Thermozykler (ThermoFisher Scientific).

Substanz/ Reagenz Volumina
TagMan™ Gene Expression Master Mix 5,00 pl
Primer-Sonden-Mix 0,50 pl
Nuklease-freies, destilliertes Wasser 3,50 pl

Tabelle 14: PCR: Zusammensetzung eines 10 ul Reaktionsansatzes, welches fir 2,00 ug
mRNA dient

Die Denaturierung (Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Basen der DNA) verlief Uber eine langsame und kontinuierliche Temperaturerhéhung
bis +95°C. Nach unmittelbar folgender Abkuhlung des Reaktionsgemisches banden
sich die spezifischen, komplementaren Oligonukleotide (,Primer®) jeweils an den
Sense-Strang sowie an den komplementaren Anti-Sense Strang an, um die

Zielregion des Genes spezifisch einzugrenzen. Anschlielend erfolgte die
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Amplifikation mit der sogenannten Tag-Polymerase, die urspringlich aus dem
Eubakterium Thermus Aquaticus (Taq) isoliert wurde und sich durch eine hohe
Thermostabilitat auszeichnet, sowie mit Nucleotiden und Pufferlésungen (siehe Tbl.
7: ,Master-Mix“ Ansatz). Bei einer Temperaturerhohung auf +72°C synthetisiert diese
DNA Polymerase von den ausgehenden 3'-OH-Ende der Primer den neuen Strang
vom 5°- zum 3'-Ende. Nach jedem Zyklus verdoppelt sich theoretisch die DNA Menge
und ermdglicht so einen einen selektiven, exponentiellen Anstieg der DNA-Sequenz
(nach ca. 30 Zyklen).

Neben den Zielgenen (VEGF-A sowie dessen beiden Ziel-Rezeptoren VEGFR-1 und
VEGFR-2) wurden zusatzlich bei jeder Messung die Expression der beiden
Haushaltsgene (,housekeeping genes®) ,b-Actin® und ,Ppia“ gemessen. Diese
optimalen endogenen/internen Kontrollen wurden zuvor nach Probemessungen mit
diversen Haushaltsgenen bestimmt (u. a. GAPDH, TBP, HPRT). Diese zeichnen sich
unabhangig externer Einflisse (z. B. Medikamente) durch ein relativ konstantes
Expressionsniveau aus und dienen als interne Kontrolle der Normierung (als
Bezugsgrolie) der verwendeten Probe. Beide Haushaltsgene wurden bei jeder Probe
zweifach gemessen. Ebenso wurden als Teil der initialen Etablierung Messungen der
cDNA von nativen Leberteilresektaten durchgefiuhrt, um sicherzustellen, dass die
Zielgene im gesunden Lebergewebe der Spezies in ausreichender Menge exprimiert
werden und messbar sind. Ebenso wurden bei jedem Durchlauf jeweils

Negativkontrollen ohne cDNA gemessen.

Die quantitative Messung der Gene erfolgte Uber den (zusatzlichen) Einbau einer
fluoreszenzmarkierten Sonde (Oligonukleotid) an einer spezifischen Sequenz
zwischen den beiden Primern eines Zielgenes, die dann von der tag-Polymerase
wahrend der Elongation abgebaut wurden. AnschlieBend wurden die geldsten
Nukleotide Uber eine spezifische Emission des Reporters gemessen. Der gemessene
Fluoreszenzfarbstoff nimmt proportional mit der Menge der amplifizierten DNA zu.
Die anschlieRende Analyse erfolgte Uber den sogenannten ,Cycle Threshold“ (CT-
Wert), der diejenige Zyklenanzahl beschreibt, bei der das Fluoreszenzsignal des
Reporterfarbstoffes erstmalig Uber der Basislinie der Fluoreszenz erscheint. Die
Auswertung der Echtzeit-PCR erfolgte als relative Quantifizierung mit Hilfe der

endogenen Kontrollen (Haushaltsgene) mittels der Berechnung nach der AACT-
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Methode. Hierzu werden die Ct-Werte der Zielgene (der Versuchsgruppen sowie der
Mittelwert von vier Negativkontrollen, das heif3t von unbehandelten Tieren) von den
endogenen Kontrollen subtrahiert. Daraufhin wurde der AACt-Wert als Differenz der
beiden Gruppen (Versuchsgruppe und Negativkontrolle) gebildet und der erhaltene

Wert in die Gleichung 2 ~22Ct gingesetzt?02,

2.8 Untersuchungen des Blutserums
2.8.1 Laborchemische Messungen von Serumparameter

Wie unter 2.4.5. und 2.4.6. beschrieben, wurde das Blut nach Entnahme sofort
zentrifugiert und die laborchemischen Messungen des Blutserums anschliefiend vom
,Labor Berlin — Charité Vivantes GmbH“ durchgefuhrt. Die Messungen aller
aufgefuhrten Leberfunktionsparameter wurden standardisiert mit klinisch-chemischen

Analyseautomaten der Firma Roche/Hitachi durchgeflhrt.

Die Alanin-Aminotransferase (ALT), auch Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT)
genannt, gehort zu der Gruppe der Transaminasen, die Uber den Transfer von
Aminogruppen die Umwandlung von Aminosauren zu den entsprechenden a-
Ketosauren und umgekehrt katalysieren. ALT findet sich neben geringeren
Konzentrationen in der Skelettmuskulatur, den Nieren, dem Herzen, der Milz, dem
Lungengewebe und dem Pankreas, in hochster Konzentration in der Leber, so dass
deren Erhéhungen weitestgehend einen spezifischen Befund flr Erkrankungen des
Leberparenchyms darstellen. Ebenso gehdrt die Aspartat-Aminotransferase (AST),
auch Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT) genannt, zu der Gruppe der
Transaminasen und katalysiert durch den Transfer von Aminogruppen die
Umwandlung von Aminosauren zu den entsprechenden a-Ketosauren und
umgekehrt. Zwar ist AST im gesamten Korper weit verbreitet, jedoch sind zellular ca.
70 % mitochondrial gebunden und 30 % im Zytoplasma geldst. Daher wird bei
schwacher Zellschadigung v. a. der zytoplasmatische Anteil von AST freigesetzt und
erst bei schwerwiegenderen Schaden auch mitochondrial gebundene Anteile.
Erhdhte AST-Werte konnen bei Leberzellschadigungen aber auch bei
Muskelschadigungen oder einem Myokardinfarkt gemessen werden. Die Messungen
von ALT und AST erfolgten jeweils Uber eine enzymkatalysierte Reaktion, deren
Geschwindigkeit indirekt Uber ein Coenzym (jeweils NADH-Abnahme) photometrisch

gemessen wurde und dessen Aktivitat direkt proportional zu der ALT- bzw. AST-
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Aktivitat ist??3. Beide Transaminasen dienen der Beurteilung einer Schadigung des
Leberparenchyms, dabei ist ALT als spezifischer flr Leberzellschadigungen

anzusehen.

Albumin stellt mit einem Anteil von ca. 50-60 % den groflten Anteil der
Plasmaproteine dar (ebenso im Liquor und Urin). Es dient v. a. der Aufrechterhaltung
des kolloidosmotischen Druckes und ist das wichtigste Transportprotein flr
Substanzen mit geringer Wasserloslichkeit. Da Albumin ausschlielich in der Leber
gebildet wird, stellt es einen wichtigen Paramater zur Messung der Leberfunktion dar
(weitere Grinde flr erniedrigte Werte sind u. a.: Nierenfunktionsstérungen, akute
EntzGndungen, Hyperhydratation oder Malnutrition). Die laborchemische Messung
erfolgt Uber einen immunologischen Trubungstest, bei dem Anti-Albumin-Antikorper
mit dem Antigen der Probe reagieren und nach Agglutination die Bildung der

Antigen/Antikorper-Komplexe turbidimetrisch gemessen wird2%4.

Die Alkalische Phosphatase (AP) kommt in Form von mehreren Isoenzymen vor (in
der Leber, Knochen, Dunndarm, Plazenta) und spaltet im alkalischen Milieu
Phosphatgruppen zahlreicher Enzyme. Jedoch wird dessen Aktivitat beim gesunden
Erwachsenen v. a. durch Isoenzyme der Leber und Knochen verursacht, so dass
Erhdhungen primar auf hepatobiliare- und Skeletterkrankungen zurtckzufuhren sind.
Bei Cholestase und hepatobiliaren Erkrankungen wird die AP vermehrt an die
Zellmembran gebunden und Uber die Phospholipase D bzw. durch Komplexbindung
mit Lipoprotein X (bei Cholestase) in das Blutplasma geldst. Die laborchemische
Messung der Enzymaktivitdt erfolgte Uber die photometrische Messung der
Extinktionszunahme des freigesetzten p-Nitrophenols (aus p-Nitrophenylphosphat
gespalten), das direkt proportional zur katalytischen AP-Aktivitat steht. Als weiterer,
primarer Marker der Cholestase diente die Messung des Gesamtbilirubins. Bilirubin
entsteht beim Abbau aller Ham-haltigen Proteine im retikuloendothelialen System
und wird bilidar im Darm ausgeschieden. Es dient der Diagnose von
Lebererkrankungen, dem Nachweis einer hamolytischen Anamie sowie der
Bewertung des Schweregrades eines lkterus (Gelbsucht). Die Ursachen fir eine
Erhéhung des Gesamtbilirubins kénnen in drei Kategorien eingeteilt werden: (1.)
Prahepatisch aufgrund eines vermehrten Hamoglobinanfalls, (2.) intrahepatisch

aufgrund einer gestorten Konjugation des (indirekten) Bilirubins, oder (3.)
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posthepatisch aufgrund von Storungen des Gallenabflusses (Cholestase). Das
Messprinzip beruht auf der Diazo-Methode (Paul Ehrlich, Charité, 1883), hier
vorliegend modifiziert von Wahlefeld et al., in der eine photometrische Bestimmung
von Azobilirubin erfolgt, das nach Reaktion von Bilirubin mit einer

Diazoniumverbindung entstanden ist205:206,

2.8.2 Proteinbestimmung mittels Luminex Multiplex Assay

Das Luminex® MAGPIX® System (R&D Systems BioTechne) ermoglicht die
simultane Analyse von bis zu 50 Analysaten einer einzigen Probe mit definierten
Spektralsignaturen und Nachweisgrenzen, die eine deutlich verbesserte
Aussagekraft im Vergleich zu Einzelnachweisen mit hoher Sensivitat und Spezifitat
aufweisen?%’. Die Technologie basiert auf der Mikropartikeldurchflusszytometrie, bei
der farbmarkierte Mirkopartikel (Polystyrolpartikel), sogenannte “Beads”, die mit
einem Durchmesser von 2-6 pm als Festphase flr verschiedene biochemische
Nachweisreaktionen dienen und individuell in Suspensionen (,Beadspopulation®)
kombiniert werden koénnen?%®. Jedes dieser einzelnen Beads ist spezifisch Uber
einem roten Fluoreszenzfarbstoff definiert und tragt zusatzlich ein spezifisches
Nachweisantigen an der Oberflache. Es ergeben sich damit nach Inkubation mit den
Proben Antikorper-Antigen-Komplexe, dessen Nachweis mittels Zugabe eines
Detektionsmolekiils/Konjugat erfolgt (Phycoerythrin-konjugiertes Streptavidin)?®°.
Anschliefend erfolgt mittels zwei verschiedenen Lasern die Analyse der
Farbcodierung des Antigens (Beads) sowie des darauf gebundenen Phycoerythrin
(sekundarer Antikorper)?'®. Da sich der spektrale Bereich der Beads von dem des
Konjugat-gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffes unterscheidet, kann eine getrennte

Klassifizierung der Beads und der Quantifizierung der Analysate erfolgen.

Die notwendigen Materialien werden in dem individuell angefertigten “Material-Kit”
(R&D Systems BioTechne) bei +4°C gelagert. Alle Proben, Standards und Kontrollen
wurden jeweils zweifach pipettiert und gemessen sowie vor dem Anmischen bzw.
Pipettieren jeweils fur 30 sek bei 1.000 g zentrifugiert und fur 10 sek auf einem
Vortexmischer durchmischt. Nachdem die Standards rekonstituiert (Verdinnung ist
abhangig von der Gesamtanzahl der verschiedenen Analysate), die Proben verdunnt
(Calibrator Diluent RD6-52) und Kontrollen (100 % Verdunnungslosung) vorbereitet

wurden, konnten diese mit jeweils 50 pl auf eine Mikrotitierplatte mit 96 Wells
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pipettiert werden. Anschliellend wurde die gleiche Menge von dem lichtsensitiven
Antikdrper (ebenfalls zuvor nach Angaben verdinnt) pipettiert und die Platte dann,
lichtdicht verschlossen, flr zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem horizontal-
orbital Schuttler inkubiert werden. Darauf folgten drei Waschvorgange mit dem zuvor
hergestellten Waschpuffer fur jeweils eine Minute. Hierbei musste die Mikrotitierplatte
stets auf einem Magnethalter befestigt werden, da sich die Mikropartikel Beads
ansonsten sofort vom Boden der Platte I6sen wirden. Daraufhin wurden 50 pl des
verdunnten ,Biotin-Antikorper Cocktails“ pipettiert und bei identischen Bedingungen
fur eine Stunde inkubiert. Nach einem erneuten, analogen Waschschritt (drei
Durchgange) wurden je 50 pl des angemischten Phycoerythrin-konjugierten
Streptavidins hinzugefigt und flGr 30 min inkubiert. Nachdem dann letzten
Waschschritt (von insgesamt drei Durchgangen) wurden je 100 pl des Waschpuffers
pipettiert, nach zweiminudtiger Inkubationszeit die Mikrotitierplatte in das Luminex®
MAGPIX® gelegt und die Messung begonnen. Die Auswertung der Daten der
mittleren Intensitaten der Fluoreszenzen erfolgte automatisiert mit Hilfe der
Hersteller-Software (xPONENT®). Die Auswertung erfolgte neben einer Eichkurve
der Standardreihe, mittels gewichteter ,5-Paramter-Logistic’. Zu jeder Messung

wurde eine Eichkurve aus den Messreihen der Standardreihe erstellt.

2.9 Relatives Lebergewicht und Milzgewicht

Zur Bestimmung der Leberregeneration nach Leberteilresektion wurde das Gewicht
des resezierten Leberanteils (mittlerer und linker Leberlappen) mit dem
verbleibenden Stumpf (bei der Finalisierung enthommen) berechnet sowie das
Gewicht des Versuchstieres bestimmt. AnschlieRend konnte der Quotient aus beiden
Werten gebildet werden. Nach der Finalisierung wurde das Gewicht der Restleber
(rechter Leberlappen und Lobus caudatus) gewogen und der Quotient mit dem
vorherigen Wert berechnet. Ebenso wurde der Quotient aus dem Gewicht der Milz
mit dem Gesamtgewicht des Tieres zu Operationsbeginn berechnet, um das relative

Milzgewicht vergleichen zu kénnen.
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2.10 Statistik

Zur statistischen Auswertung und deren graphischer Darstellung wurde die Software
SPSS 13.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) angewandt. Aus den Einzelwerten
wurden das arithmetische Mittel und die Standardabweichung errechnet. Die
Varianzanalyse wurde mit dem Levene’s Test durchgefuhrt und die
Gruppenunterschiede mit dem t-Test fur unabhangige Stichproben uberpruft. Ein p-

Wert von kleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikanter Unterschied akzeptiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Etablierung der optimalen Behandlungsdosis und Therapiedauer anhand
der Toleranz der Behandlungen und Induktion des Sinusoidalen

Obstruktionssyndroms

Die Gesamtanzahl beider Versuchsreihen betrug 235 Tiere. Die erste Versuchsreihe
umfasste 39 Tiere, von denen 26 Tiere (66,66 %) den gesamten Versuchsablauf
(Applikationen, Leberteilresektion, Finalisierung) Uberlebten (siehe Tbl. 15). Die
zweite Versuchsreihe beinhaltete 196 Tiere, von denen 111 Tiere (56,63 %) den
gesamten Versuchsablauf Uberlebten (siehe Tbl. 16). Insgesamt sind sechs
Mitarbeiter bzw. Doktoranden, die zuvor das obligatorische Lehrprogramm absolviert
hatten, an den invasiven Tatigkeiten (Applikationen, Operationen) beteiligt gewesen.
Die wochentlichen Chemotherapie-Applikationen unter Kurznarkose wurden
wesentlich vom Verfasser der vorliegenden Dissertation und einem weiteren
medizinischen Doktoranden durchgefuhrt. Der Verfasser hat anteilig 90 von
insgesamt 204 Leberteilresektionen sowie 74 von insgesamt 161 Finalisierungen in

beiden Versuchsreihen vorgenommen.

Die erste Versuchsreihe wurde im Sinne des Tierschutzes in einem schrittweisen
Herangehen in Kohorten mit zunehmender Dosis und Anzahl der Applikationen
durchgefuhrt. Erst nach vollendeter Durchfuhrung der ersten Kohorte
(Behandlungsgruppe 1) und deren histopathologischer Auswertung wurde mit der
zweiten Kohorte begonnen und nach diesem Schema fortgefahren (vgl. Tbl. 15). Mit
diesem Vorgehen konnte eine geringstmdgliche Gesamttieranzahl erreicht werden. In
der Tabelle 15 sind die insgesamt sechs Kohorten mit den zunachst wichtigsten
Parametern fur die Etablierung/Entscheidung des optimalen Behandlungsregimes
zusammengefasst. Wahrend bei einer geringen Dosis und einem Kkurzen
Therapiezeitraum der Ausfall an Tieren zwar vergleichsweise gering ausfiel, konnte
man jedoch auch keine bzw. nur geringe histopathologische Auspragungen des SOS
induzieren. Je intensiver das Therapieregime gesteigert wurde, desto haufiger und
ausgepragter konnte das SOS induziert werden. Jedoch erhdhte sich aufgrund der

Toxizitat auch die Mortalitat.
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Behandlungsgruppen Korpergewicht Ausfall Sinusoidale Dilatation (SOS)
o ()] = o o > >
o 3 -3 k) Q Q 3 = £
£ |5 54 2 7 3 s 5 S
1<) o . I = (TN o o @ Q o
< 5 Dosierungen/ Applikationsdauer % s 20 o o 2 g g Grad 1 Grad 2
-5 ()] - N . © -
x » © 2 5 o o 'g £ 4
— © © © = Qo
o < -4 - -
> ) g
@ <
1 1 |Oxaliplatin 6 mg/3w 20,2 221 19,2 18,6 0 0 0 1 0
9 2 |Oxaliplatin 8 mg/3w 21,1 22,1 ** 19,2 ** 18,6 1 0 0 0 0
6 |Oxaliplatin 8 mg/5w 20,0 23,0 19,3 * 17,3 * 0 2 0 2 0
3 7 |Oxaliplatin 8 mg + VEGF-AK 10 mg/5w 21,0 24 21,6 20,2 0 0 0 0 1
4 8 |Oxaliplatin 10 mg/5w 18,7 22,3 ** 20,5 20,1 1 0 0 0 1
10 |Oxaliplatin 12 mg/5w 18,0 15,8 * / / 2 0 1 1 2
3 |Oxaliplatin 12 mg/3w 20,6 21,7 19,5 19,1 0 0 0 0 0
5 4 |Oxaliplatin 11 mg/4w 21,2 23,3 ** 21,5 20,2 0 1 0 2 0
5 |Oxaliplatin 12 mg/4w 19,1 20,0 ** 15,0* 15,3 * 1 1 0 1 0
9 |Oxaliplatin 11 mg/5w 19,7 21,6 19,3 18,0 0 0 0 1 1
11 |Oxaliplatin 11 mg + VEGF-AK 5mg/5w 21,2 18,7 19,2 * 18,3* 0 0 2 2 0
6 12 |Oxaliplatin 11 mg + VEGF-AK 10 mg/5w 22,0 23,5 22,00 21,9 0 0 1 0 0
13 |Oxaliplatin 11 mg + VEGF-AK 15 mg/5w 22,0 25,0 23,5 22,9 0 0 1 1 0

Tabelle 15: Ubersicht der Versuchsgruppen (sortiert nach Kohorten/systematische Reihenfolge) des Vorversuchs, jeweils drei Tiere pro
Versuchsgruppe; Ausfall jeweils in absoluten Zahlen; Kérpergewicht jeweils arithmetisches Mittel; w= Wochen; *= Wert eines Versuchstieres, **=
Mittelwert von zwei Versuchstieren; Grau hinterlegt sind die jeweils optimalen Therapieregime, die final ausgewahlt worden sind
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In den Versuchsgruppen 1, 2 und 3 mit 6 mg, 8 mg bzw. 12 mg Oxaliplatin und einem
Behandlungszeitraum von jeweils 3 Wochen konnten bei nur einem Tier sinusoidale
Dilatationen befundet werden (siehe Tbl. 16). Von diesen insgesamt 9 Tieren
verstarb nur eines der Tiere praoperativ in der Versuchsgruppe 2 (Dosis 8 mg).
Insgesamt war bei einem Behandlungszeitraum von 3 Wochen zwar eine geringe
Mortalitat zu verzeichnen, jedoch einhergehend auch mit einer geringen Auspragung
des SOS.

Behandlungszeitraume 3, 4 und 5 Wochen: Mortalitat und SOS
Versuchsgruppen Behandlungszeitraum Mortalitat | Sinusoidale Dilatationen
1,2,2 3 Wochen (n=9) 1(11%) [1(11%)

4,5 4 Wochen (n= 6) 2 (33 %) |3(50 %)
6,8,9, 10 5 Wochen (n= 12) 6 (50 %) |8 (66 %)

Tabelle 16: Ubersicht der Versuchsgruppen mit Behandlungszeitraumen von 3, 4 und 5
Wochen auf Mortalitat und sinusoidale Dilatationen

Die enge therapeutische Breite, das heil3t die Balance zwischen dem Ziel der
suffizienten Induktion des SOS durch Oxaliplatin und dessen gleichzeitiger Toxizitat,
wurde besonders in den Behandlungsgruppen 4 und 5 deutlich, mit einem
Behandlungszeitraum von jeweils 4 Wochen (in Klammern jeweils arithmetisches
Mittel:): Bei einer Dosis von 11 mg stieg das mittlere Gewicht von
Behandlungsbeginn (21,1 g) innerhalb der vier Wochen bis zur Operation (23,3 g)
an, ein Tier verstarb intraoperativ. AnschlieRend fiel das Korpergewicht der zwei
verbliebenen Tiere moderat bis zur Finalisierung (20,2 g) und beide (verbliebenen)
Tiere wiesen im Leberpraparat sinusoidale Dilatationen auf. Dagegen verstarb bei
einer Dosis von 12 mg ein Tier bereits in der dritten Behandlungswoche. Das mittlere
Gewicht der zwei verbliebenen Tiere stieg zunachst noch geringflugig von
Behandlungsbeginn (19,1 g) bis zur Operation (20,0 g). Daraufhin verstarb eines der
Tiere intraoperativ und das verbliebene, letzte Tier zeigte zwar sinusoidale
Dilatationen auf, verzeichnete allerdings auch eine Gewichtsreduktion von 17,8 g
zum Zeitpunkt der Operation auf 15,3 g bei Finalisierung. Zusammenfassend stellte
hier eine Dosissteigerung von nur einem Gramm von 11 mg auf 12 mg die Schwelle
der Toxizitat dar, gekennzeichnet durch einen starken Gewichtsverlust und hoher
Mortalitat.

Dagegen wiesen alle Tiere aus den Behandlungsgruppen 6, 8, 9 und 10 mit einer

Therapiedauer von 5 Wochen, unabhangig der Dosis von Oxaliplatin (zwischen 8 mg
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und 12 mg), sinusoidale Dilatationen auf, bei einer gleichzeitig hohen Ausfallrate von
8 Tieren (vgl. Tbl. 16 und Abb. 9). Wahrend eine Dosis von 10 mg zwar nur eine
Ausfallquote von einem Tier nach sich zog, jedoch nur ein Tier mit einem
pathologischen Befund der Leber einherging, verzeichnete die Versuchsgruppe 10
mit einer Dosis von 12 mg zwar eine Quote sinusoidaler Dilatationen von 100 %,
jedoch verstarben alle Versuchstiere dieser Gruppe. Es zeigte sich schlielich eine
optimale Dosis von 11 mg bei einem Behandlungszeitraum von 5 Wochen, da es hier
zu keinem Ausfall von Versuchstieren kam und gleichzeitig zwei von drei Tieren
(66,66 %) ein SOS entwickelten.

Gewichtsverlaufe der Behandlungsgruppen mit einem Therapiezeitraum von 5 Wochen

250

20,0

15,0

10,0

50

0,0
1 2 3 4 5 6 7 8

e Oxaliplatin 8 mg/5w «= == Oxaliplatin 10 mg/5w = Oxaliplatin 12 mg/5w ~ seseas Oxaliplatin 11 mg/5w

Abbildung 9: Gewichtsverlaufe der Versuchsgruppen 6, 8, 9 und 10, jeweils arithmetisches
Mittel; Beschriftung der x-Achse: 1-5: jeweils Woche 1-5 der Applikationen, 6:
Leberteilresektion, 7: postoperativer Tag 1 (24 h), 8: postoperativer Tag 2/Finalisierung (48
h); Beschriftung y-Achse: Kdrpergewicht in Gramm; w= Wochen

3.2 Dosisfindung von Oxaliplatin und einem VEGF-Inhibitor im Zusammenhang

mit Gewichtsverlaufen und Gesamtiiberleben

Nach Etablierung der optimalen Dosis sowie Behandlungsdauer von Oxaliplatin zur
Induzierung des SOS wurde anschliellend die optimale Dosis des zusatzlich zu
applizierenden VEGF-AK gesucht, um die Entwicklung des SOS zu reduzieren.
Insgesamt 3 Gruppen erhielten neben 11 mg Oxaliplatin am Folgetag jeweils 5 mg,
10 mg bzw. 15 mg des VEGF-AK. Eine Dosis von 5§ mg des VEGF-AK
(Behandlungsgruppe 11) flhrte zu einer starkeren Abnahme des Gewichtes im

Vergleich zu den héheren Dosierungen (siehe Abb. 10). Ein Tier aus der Gruppe ist
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nach nur einer Stunde postoperativ verstorben, ein weiteres innerhalb der ersten 24
Stunden. Die histopathologische Auswertung der ersten beiden Tiere zeigte jeweils

sinusoidale Dilatationen auf (siehe Tbl. 10).

30,0 Gewichtsverlauf Behandlungsgruppen11,12,13
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0,0

------ Oxaliplatin 11 mg + VEGF-AK 5 mg/5w == == == QOxaliplatin 11 mg + VEGF-AK 10 mg/5w
Oxaliplatin 11 mg + VEGF-AK 15 mg/5w

Abbildung 10: Gewichtsverlaufe der Versuchsgruppen 11, 12 und 13, jeweils
arithmetisches Mittel; Beschriftung der x-Achse: 1-5: jeweils Woche 1-5 der Applikationen,
6: OP (Leberteilresektion), 7: Postoperativer Tag 1 (24 h), 8: Postoperativer Tag 2/
Finalisierung (48 h); Beschriftung y-Achse: Korpergewicht in Gramm; w= Wochen; Gruppe
11 (VEGF-AK 5 mg): jeweils 2 Tiere vor dem ersten postoperativen Tag verstorben. Gruppe
12 (VEGF-AK 10 mg) und 13 (VEGF-AK 15 mg): jeweils 1 Tier nach dem ersten
postoperativen Tag verstorben

Im Vergleich dazu verzeichnete die Behandlungsgruppe 13 mit der maximalen Dosis
von 15 mg des VEGF-AK eine moderatere postoperative Gewichtsabnahme (vgl. Tbl.
17). Eines der Tiere entwickelte sinusoidale Dilatationen. Die Tiere der
Behandlungsgruppe 12, in der 10 mg des VEGF-AK zusatzlich appliziert wurden,
zeigten sowohl einen stabilen Gewichtsverlauf als auch keine pathologischen
Befunde in der Histologie auf. In den Behandlungsgruppen 12 und 13 verstarb
jeweils ein Tier zwischen dem ersten und zweiten postoperativen Tag. Somit
verzeichnete die Versuchsgruppe 12 (Oxaliplatin 11 mg + VEGF-AK 10 mg fur 5
Wochen) die optimale Behandlungsregime bei einem vertretbaren Ausfall von einem

Tier und keinen sinusoidalen Dilatationen in den untersuchten Leberbiopsien.
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Versuchsgruppen 11-13 Sinusoidale Dilatation (SOS)
Dosierungen/ Applikationsdauer Grad 1 Grad 2
Gruppe 11: Oxaliplatin 11 mg + VEGF-AK 5 mg/5w * 2 0
Gruppe 12: Oxaliplatin 11 mg + VEGF-AK 10 mg/5w ** 0 0
Gruppe 13: Oxaliplatin 11 mg + VEGF-AK 15 mg/5w ** 1 0

Tabelle 17: Histopathologische Ergebnisse der Behandlungsgruppen 11,12,13; w= Wochen;
*= Ein Tier hat den gesamten Versuchsablauf Uberlebt, zwei Tiere wurden ausgewertet
(zusatzlich des kurz nach der Operation verstorbenen Tieres, **= Auswertung von jeweils
zwei Tieren, da jeweils ein Tier der Gruppen 12 und 13 zwischen dem ersten und zweiten
postoperativen Tag verstorben ist

3.3 Histopathologische Analyse des SOS: Dosisfindungsstudie

Die beschriebenen histopathologischen Ergebnisse basierten auf dem histologischen
Merkmal der sinusoidalen Dilatation. Die weiteren von Rubbia-Brandt et al. in
klinischen Studien definierten Merkmale konnten im murinen Modell nicht suffizient
reproduziert werden'#*. Es zeigte sich, dass die diversen histopathologischen
Merkmale wie hepatozellulare Schadigungen, perisinusoidale Einblutungen und
Steatohepatitis auch in unserem Modell zu diagnostizieren waren (siehe Abb. 11-14).
Jedoch haben diese weiteren Merkmale nicht ausreichend genug mit dem
Schweregrad der sinusoidalen Dilatation korreliert. Daneben stellte es sich zunachst
als herausfordernd dar, die sinusoidalen Dilatationen in Abstufungen zu
klassifizieren, wie es bei humanen Proben in den genannten Studien beschrieben
wird. Es war jedoch mdglich, die sinusoidalen Dilatationen anhand von eindeutigen
Befunden aus der eigenen Studie als entsprechende Referenzergebnisse
einzustufen, miteinander zu vergleichen und damit reprasentative Ergebnisse zu
reproduzieren. Nach Festlegung dieser Vergleichswerte, die in dieser Arbeit etabliert
wurden, konnten alle Proben in der ersten sowie auch zweiten Versuchsreihe auf das
Vorliegen sowie den Schweregrad der sinusoidalen Dilatatonen verblindet von einem
Pathologen ausgewertet werden. Das Vorliegen der sinusoidalen Dilatatonen stellte,
wie auch von Robinson et al beschrieben, das spezifischste Merkmal flur das SOS

dar'®,
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Abbildung 1: Abbildg eines histlgish aufgarbeiteten Leberschnittes (2 pm
Schnittdicke, H.E. Farbung) nach Leberteilresektion aus der Behandlungsgruppe 6 ma/kg

KG Oxaliplatin fir 3 Wochen, 10-fache VergréRerung, pathologischer Befund: Keine
histopathologischen Veranderungen

"

AR O SRt R R & g B PR
Abbildung 12: Abbildung eines histologisch aufge
Schnittdicke, H.E. Farbung) nach Leberteilresektion aus der Behandlungsgruppe 8 ma/kg
KG Oxaliplatin fur 5 Wochen, 10-fache Vergréflierung, pathologischer Befund: Sinusoidale
Dilatationen in der Zone 3 (nahe der Zentralvene) sowie endothelialen Schadigungen mit
perisinusoidalen  Einblutungen (siehe gelber Pfeil). Zusatzlich Zeichen einer

hepatozellularen Schadigung (,hepatocyte ballooning®, siehe grauer Pfeil) sowie moderaten,
makrovesikulare Steatosis (Zone 1 und 2)
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Abblldung 13 Abblldung eines hlstologlsch aufgearbelteten Leberschnittes (2 um
Schnittdicke, H.E. Farbung) nach Leberteilresektion aus der Behandlungsgruppe 12 mg/kg
KG Oxaliplatin _fur 5 Wochen, 10-fache VergroRerung, pathologischer Befund: Es
imponieren massive sinusoidale Dilatationen entlang aller Zentralvenen, hepatozellulare
Schadigungen, perisinusoidale Eiblutungen und Steatohepatitis

Abbildung 14: Abbildung eines histologisch aufgearbeiteten Leberschnittes (2 um
Schnittdicke, H.E. Farbung) nach Leberteilresektion aus der Behandlungsgruppe 11 mg/kg
KG Oxaliplatin fur 5 Wochen, 20-fache Vergréferung, pathologischer Befund: Es zeigen
sich ausgepragte sinusoidale Dilatationen entlang der Zentralvenen als spezifisches
histopathologisches Kriterium des SOS bei insgesamt milder Auspragung hepatozellularer
Schadigungen und perisinusoidale Einblutungen
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3.4 Etablierung der Methodik zur Evaluierung der Leberregeneration mittels

immunhistochemischer Farbungen

Die Methodik der immunhistochemischen Farbungen mit den
Regenerationsparametern Ki-67 und BrDu sowie deren digitale Auszahlung konnte in
der ersten Versuchsreihe etabliert werden, so dass die Methodik in der zweiten
Versuchsreihe angewandt werden kann. Die Abbildung 15 zeigt eine exemplarische
Farbung aller Ki-67 positiven Zellkerne, auf Grundlage dessen sich alle positiven
Zellkerne digital auszahlen und in Prozentsatzen auswerten lassen (siehe Abb. 16).
Aufgrund der geringen Versuchstieranzahl sowie der hohen Ausfallquoten wurden
diese immunhistochemischen Leberregenerationsparameter in der ersten

Versuchsreihe nicht weiterfuhrend ausgewertet.

Abblldung 15: Blsplelhafte |mmunh|stochem|sche F.arbung m|t Ki-67 (8 mg kg/KG
Oxaliplatin); links: Leber nach Leberteilresektion, rechts: Leber nach Finalisierung (48
Stunden)

Ki67: 55,99% positive Tumor-Zellen
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Abbildung 16: Beispielhafte digitale Auswertung der immunhistochemischen Farbung (Ki-
67)
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3.5 Untersuchungen in einer groBen Kohorte

Nach Etablierung der optimalen Dosierung von Oxaliplatin zur Induzierung des SOS
(11 mg flir 5 Wochen) sowie des zusatzlichen VEGF-AK zur Untersuchung eines
potenziellen protektiven Effektes auf die Entwicklung des SOS (10 mg VEGF-AK +
11 mg Oxaliplatin fir 5 Wochen) wurden diese Dosierungen in der zweiten
Versuchsreihe in einer gro3en Kohorte von insgesamt 196 Tieren, einschlielich drei
Kontrollgruppen mit jeweils vier Finalisierungszeitpunkten (24, 36, 48, 72 Stunden),
evaluiert. Wie bereits in der ersten Versuchsreihe (Etablierung) beobachtet, konnte in
den Versuchsgruppen 14 und 15, die jeweils mit Oxaliplatin behandelt wurden, eine
hohe Mortalitat, insbesondere intra- und postoperativ, beobachtet werden (siehe Tbl.
18). In der Gruppe 14 haben lediglich 41,7 % (25 von initial 60 Tieren) den Endpunkt
der Finalisierung erreicht, in der Gruppe 15 waren es 27,8 % (15 von initial 54
Tieren). In beiden Gruppen war die hochste Mortalitat jeweils postoperativ zu
beobachten (50 % in Gruppe 14; 66,67 % in Gruppe 15).

g c
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£ é 2 |
14 |Oxaliplatin 11 mg/5w 60 4 13 17 56 25
15 |Oxaliplatin 11 mg + VEGF-AK 10 mg/5w 54 7 6 26 48 15
16 |10 mg VEGF-AK 30 3 0 4 25 23
17 |Glucose 5% 27 0 1 2 27 24
18 |Glucose 5% + Sham-OP 25 0 0 1 25 24

Gesamtanzahl 196 14 20 50 181 111

Tabelle 18: Ubersicht der Versuchstieranzahl in den verschiedenen Versuchsgruppen
innerhalb der zweiten Versuchsreihe und dessen Mortalitdtsquoten wahrend der Behandlung

Von den insgesamt 196 Versuchstieren der zweiten Versuchsreihe (vgl. Abb. 17)
haben 182 Tiere die Chemotherapie- bzw. Placebobehandlungen Uberlebt und
konnten operiert werden. AnschlieBend konnten hiervon 181 Proben der
Leberpraparate histopathologisch ausgewertet werden.
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Versuchsreihe 2: Ubersicht der Versuchsgruppen
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Abbildung 17: Ubersicht der Versuchstieranzahl (insgesamt 196) der zweiten
Versuchsreihe in absoluten Zahlen

Die Ergebnisse der histopathologischen Auswertung sind der Abbildung 18 zu
entnehmen und zeigen einen kausalen Zusammenhang zwischen einer Behandlung
mit Oxaliplatin und einer damit verbundenen sinusoidalen Dilatation. In der Gruppe
14 haben insgesamt 40 von 56 ausgewerteten Versuchstieren (66,7 %) sinusoidale
Dilatationen aufgewiesen. Dagegen konnten in den Kontrollgruppen 16 (VEGF-AK)
und 17 (Glucose 5 %) in keinem Leberpraparat sinusoidale Dilatationen im Sinne
eines SOS dargestellt werden, so dass insbesondere keine Induktion sinusoidaler
Dilatationen mit dem VEGF-AK in Verbindung gebracht werden konnte. Lediglich in
der Kontrollgruppe 18 (Glucose 5 % + Sham-OP) konnten bei 5 von 25 Tieren (20 %)
sinusoidale Dilatationen beobachtet werden.

Die statistische Auswertung der beiden Vergleichsgruppen 14 (11 mg Oxaliplatin)
und 15 (11 mg Oxaliplatin + 10 mg VEGF-AK) erbrachte keine signifikanten
Unterschiede bezlglich der Auspragung sinusoidaler Dilatationen (siehe Abb. 19).
Wie beschrieben entwickelten 66,7 % der Tiere in der Versuchsgruppe 14 das SOS,
im Vergleich zu 55,6 % der Tiere (30 von 54 Tieren) in der Versuchsgruppe 15.
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Abbildung 18: Ubersicht der Versuchsgruppen der zweiten Versuchsreihe und die jeweilige
Anzahl der Versuchstiere mit und ohne induziertem SOS in absoluten Zahlen
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3.6 Expressionsunterschiede von VEGF-A, VEGFR-1 und VEGFR-2 innerhalb
der Behandlungsgruppen mittels quantitativer Echtzeit-PCR

Zum besseren Verstandnis des moglichen therapeutischen Effektes einer
medikamentésen VEGF-Inhibition auf die Entwicklung des SOS wurde die
Expression von VEGF-A, VEGFR-1 sowie VEGFR-2 in den Leberpraparaten der
Leberteilresektion mittels quantitativer Echtzeit-PCR untersucht. Die Expression von
VEGF-A unterschied sich im ersten Versuchsdurchlauf der Etablierung nicht
signifikant zwischen den Tieren, die sinusoidale Dilatationen aufwiesen ((n= 14,
Mittelwert (M): 5,021, Standardabweichung (SD): 10,926)) und den Tieren, die keine
sinusoidalen Dilatationen aufwiesen (n= 22, M: 2,014, SD: 1,717), bei einem p-Wert
von 0,210 (siehe Abb. 20).

Versuchsreihe 1 (Etablierung): VEGF-A Expression
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Abbildung 20: Vergleich der Expression von VEGF-A in der ersten Versuchsreihe zwischen
den Tieren, die SOS entwickelten und denen, die kein SOS entwickelten. Daten werden
angegeben mit Mittelwert +/- und Standardabweichung

Ebenso unterschied sich die Expression vom VEGF-Rezeptor-1 nicht signifikant
zwischen den Tieren, die sinusoidale Dilatationen aufzeigten (n= 14, M: 4,229 SD:
5,622) und den Tieren, die keine sinusoidalen Dilatationen aufwiesen (n= 22, M:
2,459, SD: 2,819) bei einem p-Wert von 0,289 (siehe Abb. 21). Zuletzt zeigte sich
auch bei der Expression vom VEGF-Rezeptor-2 kein signifikanter Unterschied
zwischen den Tieren, die sinusoidale Dilatationen aufwiesen (n= 14, M: 2,836, SD:
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4,817) und den Tieren, die keine sinusoidalen Dilatationen aufwiesen (n= 22, M:
1,895, SD: 1,310), bei einem p-Wert von 0,487 (siehe Abb. 22).

Versuchsreihe 1 (Etablierung): VEGF-R1 Expression
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Abbildung 21: Vergleich der Expression von VEGF-Rezeptor-1 in der ersten Versuchsreihe
zwischen den Tieren, die SOS entwickelten und denen, die kein SOS entwickelten. Daten
werden angegeben mit Mittelwert +/- und Standardabweichung

Versuchsreihe 1 (Etablierung): VEGF-R2 Expression
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Abbildung 22: Vergleich der Expression von VEGF-Rezeptor-2 in der ersten Versuchsreihe
zwischen den Tieren, die SOS entwickelten und denen, die kein SOS entwickelten. Daten
werden angegeben mit Mittelwert +/- und Standardabweichung
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3.7 Analyse relevanter Leberfunktions- und regenerationsmetabolite im

Blutserum mittels Luminex Multiplex Assay

Zur weiteren Untersuchung moglicher pathophysiologischer Zusammenhange des
SOS sowie eines therapeutischen Effektes einer VEGF-Inhibition wurden im ersten
Versuchsdurchlauf der Etablierung insgesamt sieben Schlisselmolekile im
Blutserum (zum Zeitpunkt der Finalisierung) mittels Luminex Multiplex Assays

analysiert.

Die VEGF-Expression unterschied sich nicht signifikant zwischen den Tieren, die
sinusoidale Dilatationen aufwiesen (n= 10, M: 29,40 pg/mL, SD: 22,555) und den
Tieren, die keine sinusoidalen Dilatationen aufwiesen (n= 13, M: 22,54 pg/mL, SD:
28,661), bei einem p-Wert von 0,528 (siehe Abb. 23). Jedoch lasst die zu
beobachtende hohere Expression von VEGF in den Gruppen mit Vorhandensein des
SOS eine Tendenz entnehmen, die eine entsprechend kausale Wirkung des VEGF-

Inhibitors erklaren wurde.

Versuchsreihe 1 (Etablierung): VEGF im Blutserum
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Abbildung 23: Vergleich der Expression von VEGF im Blutserum in der ersten
Versuchsreihe zwischen den Tieren, die SOS entwickelten und denen, die kein SOS
entwickelten. Daten werden angegeben mit Mittelwert +/- und Standardabweichung
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Zur Untersuchung der Leberregeneration wurde die HGF (,hepatocyte growth factor®)
Expression im Blutserum untersucht, die sich nicht signifikant zwischen den Tieren
unterschied, die sinusoidale Dilatationen aufwiesen (n= 10, M: 1266,20 pg/mL, SD:
1933,167) und den Tieren, die keine sinusoidalen Dilatationen aufwiesen (n= 13, M:
3217,31 pg/mL, SD: 8958,807), bei einem p-Wert von 0,459. Des Weiterem nimmt
das inflammatorische Interleukin-6 eine wichtige Rolle in der Leberregeneration-
sowie metabolismus ein, dessen Expression sich jedoch nicht signifikant zwischen
den Tieren, die sinusoidale Dilatationen aufwiesen (n= 9, M: 1391,67 pg/mL SD:
1779,786) und den Tieren, die keine sinusoidalen Dilatationen aufwiesen (n= 13, M:
1636,00 pg/mL, SD: 5199,210) unterschied, bei einem p-Wert von 0,877. Neben dem
Interleukin-6 wurde auch das antiinflammatorische Interleukin-10 gemessen, dessen
Aktivitat u. a. als hemmend auf die murine Leberregeneration beschrieben wurde?''.
Zwar unterschied sich dessen Expression nicht signifikant zwischen den Tieren, die
sinusoidale Dilatationen aufwiesen (n= 10, M: 226,30 pg/mL, SD: 549,355) und den
Tieren, die keine sinusoidalen Dilatationen aufwiesen (n= 13, M: 26,27 pg/mL, SD:
69,583), bei mit einem p-Wert von 0,205 (siehe Abb. 24). Jedoch zeigte sich eine
deutliche Tendenz einer hoheren Expression bei den Tieren, die das SOS entwickelt
haben.

Versuchsreihe 1 (Etablierung): IL-10 im Blutserum
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Abbildung 24: Vergleich der Expression von IL-10 im Blutserum in der ersten
Versuchsreihe zwischen den Tieren, die SOS entwickelten und denen, die kein SOS
entwickelten. Daten werden angegeben mit Mittelwert +/- und Standardabweichung
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Die Matrix-Metalloproteinase-9 stellt als abbaufahiges Enzym fur die Extrazellulare
Matrix ein wichtiges Protein bei Leberschadigungen- und regeneration dar und wurde
bereits in experimentellen Arbeiten als Schllisselmolekll in der Pathogenese des
SOS beschrieben'®183 In den Messungen konnte kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden zwischen den Tieren, die sinusoidale Dilatationen aufwiesen (n=
11, M: 20483,09 pg/mL, SD: 26649,184) und den Tieren, die keine sinusoidalen
Dilatationen aufwiesen (n= 15, M: 25605,20 pg/mL, SD: 39843,014), bei einem p-
Wert von 0,698.

Matrix-Metalloproteinasen werden widerrum von endogenen ,tissue inhibitors of
metalloproteinases” (TIMPs) inhibiert. Die Expression der TIMP-1 unterschied sich
nicht signifikant zwischen den Tieren, die sinusoidale Dilatationen aufwiesen (n= 10,
M: 68048,00 pg/mL, SD: 150270,170) und den Tieren, die keine sinusoidalen
Dilatationen aufwiesen (n= 13, M: 16021,54 pg/mL, SD: 18242,719), bei einem p-
Wert von 0,227 (siehe Abb. 25).

Versuchsreihe 1 (Etablierung): TIMP-1 im Blutserum

85000
80000
75000
70000

65000
£0000
55000 8
*
50000 13
*
45000 1=
40000

TIMP-1
*

35000
30000
25000
20000
15000

10000
5000

kein SOS S0OS
Sinuscidale Dilatation (SOS)

Abbildung 25: Vergleich der Expression von TIMP-1 im Blutserum in der ersten
Versuchsreihe zwischen den Tieren, die SOS entwickelten und denen, die kein SOS
entwickelten. Daten werden angegeben mit Mittelwert +/- und Standardabweichung
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In aktuellen Publikationen wurde ebenfalls die Rolle des Plasminogen-Aktivator-1
(Serpin-E1 Gen) in der Pathogenese des SOS beschrieben, der v. a. als Inhibitor der
endogenen Fibrinolyse bekannt ist'80.186-18  Dije Messungen der Serpin-E1
Expression unterschieden sich im ersten Versuchsdurchlauf der Etablierung nicht
signifikant zwischen den Tieren, die sinusoidale Dilatationen aufwiesen (n= 11, M:
93486,09 pg/mL, SD: 126769,209) und denen, die keine sinusoidalen Dilatationen
aufwiesen (n= 15, M: 32363,67 pg/mL, SD: 55908,314), bei einem p-Wert von 0,108
(siehe Abb. 26). Jedoch war auch hier die Tendenz einer hdheren Expression bei

Tieren mit SOS zu beobachten.

Versuchsreihe 1 (Etablierung): Serpin-E1 im Blutserum
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Abbildung 26: Vergleich der Expression von Serpin-E1 im Blutserum in der ersten
Versuchsreihe zwischen den Tieren, die SOS entwickelten und denen, die kein SOS
entwickelten. Daten werden angegeben mit Mittelwert +/- und Standardabweichung
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3.8 Laborchemische Untersuchungen zur Beurteilung der Leberfunktion

Als Parameter der Leberfunktion wurden im ersten Versuchsdurchlauf die
Aminotransferasen AST und ALT im Blutserum (zum Zeitpunkt der Finalisierung)
laborchemisch gemessen. Die AST unterschied sich nicht signifikant zwischen den
Tieren, die sinusoidale Dilatationen aufwiesen (n= 6, M: 1945,17 U/l, SD: 1143,521)
und den Tieren, die keine sinusoidalen Dilatationen aufwiesen (n= 11, M: 1353,09
U/l, SD: 1279,018), bei einem p-Wert von 0,348 (siehe Abb. 27).

Ebenso zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Messung von ALT zwischen
den Tieren, die sinusoidale Dilatationen aufwiesen (n= 10, M: 724,10 U/l, SD:
842,668) und denen, die keine sinusoidalen Dilatationen aufwiesen (n= 15, M:
439,53 U/l, SD: 626,844), bei einem p-Wert von 0,375 (siehe Abb. 22). Beide

Leberenzyme zeigten lediglich eine relative Erhdhung bei Auftreten des SOS.

Als weitere laborchemische Parameter einer Leberfunktionsstérung wurden Bilirubin
und Albumin gemessen. Die Werte fir Bilirubin wiesen keine signifikanten
Veranderungen auf zwischen den Tieren mit sinusoidalen Dilatationen (n= 10, M:
1,27 mg/dl, SD: 1,795) und denen, die kein SOS entwickelten (n= 14, M: 0,38 mg/d|,
SD: 0,72), bei einem p-Wert von 0,107 (siehe Abb. 29). Jedoch zeigten sich auch
hier hdhere Werte hinsichtlich der Mittelwerte bei Vorhandensein des SOS. Die
Messungen von Albumin unterschieden sich dagegen weniger deutlich. Die
Ergebnisse waren nicht signifikant zwischen den Tieren, die sinusoidale Dilatationen
aufwiesen (n= 10, M: 13,92 g/I, SD: 5,888) und denen, die kein SOS entwickelten (n=
14, M: 15,67 g/l, SD: 4,773), bei einem p-Wert von 0,443 (sieche Abb. 30).

72



5000

4000

3000

AST (UN)

2000

1000

Versuchsreihe 1 (Etablierung): AST im Blutserum

9
*

kein SOS s0S

Sinusoidale Dilatation

Abbildung 27: Vergleich der AST-Aktivitdt im Blutplasma in der ersten Versuchsreihe
zwischen den Tieren, die SOS entwickelten und denen, die kein SOS entwickelten. Daten
werden angegeben mit Mittelwert +/- und Standardabweichung
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Abbildung 28: Vergleich der ALT-Aktivitat im Blutplasma in der ersten Versuchsreihe
zwischen den Tieren, die SOS entwickelten und denen, die kein SOS entwickelten. Daten

werden angegeben mit Mittelwert +/- und Standardabweichung
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Versuchsreihe 1 (Etablierung): Bilirubin im Blutserum
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Abbildung 29: Vergleich der Bilirubin-Aktivitat im Blutplasma in der ersten Versuchsreihe
zwischen den Tieren, die SOS entwickelten und denen, die kein SOS entwickelten. Daten
werden angegeben mit Mittelwert +/- und Standardabweichung

Versuchsreihe 1 (Etablierung): Albumin im Blutserum
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Abbildung 30: Vergleich der Albumin-Aktivitat im Blutplasma in der ersten Versuchsreihe
zwischen den Tieren, die SOS entwickelten und denen, die kein SOS entwickelten. Daten
werden angegeben mit Mittelwert +/- und Standardabweichung
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Zur  weiteren  Diagnostik der Leberfunktion sowie als  zusatzlicher
Cholestaseparameter wurde die Hohe der Alkalischen Phosphatase gemessen.
Hierbei zeigten sich erneut erhdhte (Mittel-) Werte bei Vorhandensein des SOS,
jedoch ohne einen signifikanten Unterschied zwischen den Tieren mit sinusoidalen
Dilatationen (n= 10, M: 232,70 U/l, SD: 162,864) und denen ohne sinusoidale
Dilatationen (n= 14, M: 228,21 U/l, SD: 348,368), bei einem p-Wert von 0,967 (siehe

Abb. 31).

Versuchsreihe 1 (Etablierung): AP im Blutserum
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Abbildung 31: Vergleich der Alkalischen-Phosphatase-Aktivitat im Blutplasma in der ersten
Versuchsreihe zwischen den Tieren, die SOS entwickelten und denen, die kein SOS
entwickelten. Daten werden angegeben mit Mittelwert +/- und Standardabweichung
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3.9 Analyse der relativen Leberregeneration und des relativen Milzgewichtes

Im ersten Versuchsdurchlauf zeigte sich kein signifikanter Unterschied der relativen
Leberregeneration (nach Gewicht) zwischen den Tieren mit SOS (n= 9, M: 0,629,
SD: 0,0462) und Tieren ohne SOS (n= 15, M: 0,654, SD: 0,189), bei einem p-Wert
von 0,694 (siehe Abb. 32).

Ebenso wurde das Gewicht der Milz nach der Finalisierung (48 Stunden
postoperativ) gewogen und anschlielend der Quotient mit dem Kdrpergewicht vor
der Leberteilresektion gebildet. Der errechnete Wert als Aussage des relativen
Milzgewichtes unterschied sich nicht signifikant zwischen den Tieren, die sinusoidale
Dilatationen aufwiesen (n= 14, M: 0,018 bzw. 1,8 % des Gesamtgewichtes, SD:
0,012) und denen, die keine sinusoidalen Dilatationen aufwiesen (n= 17, M: 0,026
bzw. 2,6 % des Gesamtgewichtes, SD: 0,01), bei einem p-Wert von 0,084 (siehe
Abb. 33).

Versuchsreihe 1 (Etablierung): Leberregeneration nach Lebergewicht
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Abbildung 32: Vergleich der relativen Leberregeneration in der ersten Versuchsreihe
zwischen den Tieren, die SOS entwickelten und denen, die kein SOS entwickelten. Daten
werden angegeben mit Mittelwert +/- und Standardabweichung
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Versuchsreihe 1 (Etablierung): Relative Milzgewicht
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Abbildung 33: Vergleich des relativen Milzgewichts in der ersten Versuchsreihe zwischen
den Tieren, die SOS entwickelten und denen, die kein SOS entwickelten. Daten werden
angegeben mit Mittelwert +/- und Standardabweichung
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4. Diskussion

Die chirurgische Leberteilresektion stellt weiterhin die einzige kurative Therapieoption
in der Behandlung kolorektaler Lebermetastasen dar‘®#5. In deren multimodalen
Behandlung hat die neoadjuvante Chemotherapie, substanziell basierend auf
Oxaliplatin sowie zunehmend in Kombination mit dem VEGF-AK Bevacizumab, an
Bedeutung gewonnen. Insbesondere zur Konversion initial nicht resektabler
Lebermetastasen in einen resektablen Befund sowie auch zu einem besseren
Langzeitlberleben bei initial resektablen Metastasen’”. In der vorliegenden Arbeit
wird aufgrund mangelnder experimenteller Modelle, zum besseren Verstandnis
bisher primar klinischer Beobachtungen, erstmals die Etablierung eines Oxaliplatin-
induzierten SOS im Mausmodell beschrieben. Dieses Modell stellt eine neue
Grundlage zur Untersuchung pathophysiologischer Prozesse des SOS dar und
insbesondere fur eine Untersuchung einer potenziell protektiven Wirkung eines
VEGF-AK auf die Entwicklung des SOS und die Leberregeneration.

Hintergrund und damit Grundlage der vorliegenden Arbeit stellen die mangelnden
tierexperimentellen Modelle des SOS dar, die (1.) weder ausschlie3lich das SOS mit
Oxalipatin induziert haben, noch dabei (2.) Untersuchungen der Leberegeneration
nach Leberteilresektion ermoglichen sowie zusatzlich (3.) die Behandlung eines
VEGF-AK untersuchen. Die ersten experimentellen Arbeiten wurden mit dem
klinischen Hintergrund des SOS als Komplikation nach myeloablativer
Stammzelltransplantation in den 1960er bis 1990er Jahren veroffentlicht, jedoch
ohne den Erfolg eines reproduzierbaren Modells flir systematische
Untersuchungen'’'-176_ Das wichtigste (Ratten-) Tiermodell wurde 1999 von De Leve
et al. publiziert, welches als wichtigste Grundlage flur das bisherige
pathophysiologische Verstandnis fungiert'””. Jedoch wurde in diesem Modell das
SOS durch eine einmalige Gabe des pflanzlichen Pyrrolizidinalkaloid MCT induziert,
so dass Klinisch-translationale Schlussfolgerungen anhand des Modells nur
eingeschrankt maoglich sind. Nachdem im Jahr 2004 Rubbia-Brandt et al. erstmalig
das SOS bei Patienten mit KRLM nach einer Oxaliplatin-basierten Chemotherapie
Behandlung beschrieben3, wurde erst im Jahr 2013 von Robinson et al. erstmalig
das SOS in einem Mausmodell nach FOLFOX-Behandlung induziert und gilt damit
neben De Leve et al. als bisher zweites publiziertes Tiermodell des SOS'84. Dieses

Modell stellt zwar bisher die beste experimentelle Grundlage fir Klinisch-
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translationale Forschungsvorhaben dar, jedoch mit dem Nachteil, dass neben
Oxaliplatin auch Folinsdure sowie 5-FU zur Induktion des SOS verwendet wurden
und damit die spezifischen pathophysiologischen Zusammenhange von Oxaliplatin
und dessen Hepatotoxizitdt nur eingeschrankt beurteilt werden konnen. Des
Weiteren erfolgte in dem Modell keine Leberteilresektion zur Untersuchung der
Leberregeneration und ebenfalls keine zusatzliche Therapie mit einem VEGF-
Inhibitor.

4.1 Evaluation der Etablierung des Tiermodells und der Dosisfindungsstudie
4.1.1 Diskussion der Methodik des Tiermodells und der Dosisfindungsstudie

Die systematische Vorgehensweise der ersten Versuchsreihe (Etablierung des
Studienprotokolls) stellt eine wesentliche, methodisch qualitative Starke der
vorliegenden Arbeit dar. Hierbei wurde eine schrittweise Dosisfindungsstudie
durchgefuhrt, die zunachst sowohl die Dauer, als auch die Dosis von Oxaliplatin
beinhaltete. Zusatzlich wurde im Sinne des Tierschutzes ((Prinzip der ,3R“: Replace
(Vermeiden), Reduce (Verringern), Refine (Verbessern)) sowie auf Grundlage der
aktuellen Literatur eine geringe Tieranzahl von drei Tieren pro Behandlungsgruppe
gewahlt, um mit insgesamt zehn Versuchsgruppen und vier unterschiedlichen
Dosierungen das optimale Behandlungsregime von Oxaliplatin zu ermitteln, um
sowohl das SOS zu induzieren, als auch ein postoperatives Uberleben zur Evaluation
der Leberregeneration zu ermdglichen?'2. Mit Blick auf die relevante aktuelle Literatur
lasst sich nicht entnehmen, ob neben den publizierten Daten der Tieranzahl
madglicherweise weitere (verstorbene) Tiere in Vorversuchen fir den Gesamtversuch
notwendig gewesen waren'77.184194 " Jedoch fiihrte die limitierte Tieranzahl in der
ersten Versuchsreihe aufgrund der strikten ortlichen Tierschutzvorgaben gleichzeitig
zu methodischen Limitationen. Die Gesamttieranzahl der ersten Versuchsreihe hatte
aus wissenschaftlicher Sicht idealerweise um einige Versuchsgruppen erweitert
werden koénnen, um differenzierter die Abstufungen in Dosierung und
Behandlungsdauer zu untersuchen. Ebenso kann die GruppengrofRe von jeweils drei
Tieren pro Behandlungsgruppe als zu gering betrachtet werden, da diese aufgrund
der hohen Ausfallquote zu einer Limitation in der statistischen Auswertung fuhrte.
Andererseits stellt die zweite Versuchsreihe mit einer Gesamttieranzahl von 196 eine
starke GesamtgroRRe fur weiterfuhrende, methodische Auswertungen dar. In der zu

vergleichenden Literatur wurden GesamtversuchstiergroRen von stets unter 100
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Versuchstieren publiziert (z. B. 30 Mause bei Robinson et al., 30 Ratten bei De Leve

et al., 98 Ratten bei Hubert. et al.)!77.184.194,

Eine weitere methodische Starke der vorliegenden Arbeit besteht in der geringen
Anzahl der Operateure, die zu einer verbesserten Vergleichbarkeit,
Reproduzierbarkeit und damit reduzierten statistischen Verzerrtheit (engl. ,bias®)
fluhrt. Zusatzlich hatten alle der insgesamt vier beteiligten Operateure vorab ein
Lehrprogramm durchlaufen, so dass bereits mit Beginn der ersten Versuchsreihe der
jeweilige Stand der Lernkurve als fortgeschritten anzusehen war. Von den insgesamt
204 Leberteilresektionen wurden 187 (92 %) von den zwei Hauptoperateuren
durchgefiihrt. Nur die anteiligen 34 Leberteilresektionen in der ersten Versuchsreihe
wurden lediglich zu 41 % von den beiden Hauptoperateuren durchgefuhrt und die
restlichen 59 % von zwei weiteren, erfahrenen Mitarbeitern der Arbeitsgruppe. In den
zum Vergleich stehenden, publizierten Studien sind diese Informationen nicht
beschrieben, stellen sie aus der eigenen Erfahrung jedoch einen relevanten,
methodischen Parameter fur die Vergleichbarkeit der Ergebnisse dar (u. a. bezuglich
der Dauer der Operationen oder auch der Zugstarke der Ligaturen um die
Leberlappen, die komplikationstechnisch zu Mikrolasionen/lschamien flhren
kénnen). In den chirurgischen Fachdisziplinen ist die Bedeutung operativer
Lernkurven und die signifikant verbesserten Ergebnisse bei quantitativen
Mindestmengen lange bekannt und etabliert. Die Leberteilresektion selbst konnte mit
minimalen Adaptationen (z. B. praoperative Medikation, vgl. Tbl. 4) gemaR der
international etablierten, an die Anatomie der Maus adaptierte Methode nach
.Higgings und Anderson“ umgesetzt werden und stellte damit optimale

Voraussetzungen fur den Vergleich mit publizierten Daten sowie zukinftigen Arbeiten
dar197.199_

Neben der Operation stellten die wochentlichen intraperitonealen Applikationen eine
weitere invasive und damit kritische methodische MalRnhahme des Studienprotokolls
dar. Mit Blick auf die Anatomie der Maus, deren Schwierigkeiten intravenoser
Punktionen und der damit verbundenen Tatsache, dass alle relevanten Publikationen
durchweg die intraperitoneale Applikation (sowohl in der Maus, als in der Ratte)
durchfihrten, stellte diese auch in unserem Modell die Applikationsform der Wahl

dar. Die Entscheidung, alle intraperitonealen Applikationen von Oxaliplatin unter
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einer 2,5-prozentigen Isofluran Kurznarkose durchzufuhren, zeigte sich als sichere
und komplikationslose Methode. Diese erhdhte nicht nur die eigene Sicherheit im
Umgang mit dem Zytostatikum, sondern verringerten auch aufgrund der
vorribergehend ausgeschalteten Abwehrspannungen- und bewegungen des Tieres
(bei reduzierten intraabdominellen Druckverhaltnissen) die Komplikationsgefahr.
Anschliel3end erreichten die Tiere, nach einer kurzen Aufwachphase von gewoéhnlich
wenigen Sekunden, schnell und problemlos wieder ihren Normalzustand. Mit den
Vorgaben einer minimalen Belastung der Versuchstiere wurde entschieden, die
Applikationen des VEGF-AK im Wachzustand zu applizieren. Hierbei wurde auch in
Betrachtung genommen, dass die Tiere (mit Ausnahme der Versuchsgruppe 16, die
als Kontrollgruppe ausschlieRlich mit dem VEGF-AK behandelt wurden) am Tag
zuvor bereits zur Applikation des Oxaliplatins einer Isofluran-Kurznarkose unterzogen
worden sind und trotz des risikoarmen Nebenwirkungsprofils von Isofluran, eine stets
geringstmdgliche pharmakologische Beeinflussung auf die Leberregenration
angestrebt wurde'9%213214 Eg muss jedoch kritisch gesehen werden, dass damit die
Vergleichbarkeit zwischen den Versuchsgruppen geringflgig eingeschrankt worden
ist. In Anbetracht des geringen toxikologischen Profils von Isofluran und dessen
geringer Menge bei kurzer Inhalationsdauer, sowie in Gesamtschau der Toxikologie
der applizierten Medikamente wahrend des gesamten Versuchsdurchlaufes, ist
jedoch von keinem relevanten Einfluss von Isofluran auszugehen. Ein weiterer,
interessanter Einflussfaktor stellt das Futter dar. Bisher hatten ausschlieflich
Robinson et al. in ihrem Tiermodell beschrieben, dass die im Standardtierfutter
beinhaltenen Phytodstrogene einen protektiven Effekt auf die Entwicklung einer
Leberfibrose sowie einer hepatischen Steatose zu haben scheinen, so dass alle
Tiere in der vorgestellten Studie ausschlieBlich Zugang zu phytodstrogenfreiem

Futter hatten, um diesen moglichen Storfaktor konsequent auszuschlieten84.215.216

Des Weiteren wurden in dem Versuch ausschlieBlich mannliche Versuchstiere
verwendet, um einen weiteren moglichen Storfaktor in der Vergleichbarkeit der
Leberregeneration auszuschlieRen, da bisher nicht eindeutig geklart ist, inwieweit
hierbei mogliche genetische Differenzen der biologischen Geschlechter einen
relevanten Einfluss auf die methodischen Auswertungen, insbesondere der
Leberregeneration haben konnten'99217-219  Dagegen ist wesentlich besser

untersucht, inwieweit das Alter der Tiere, spezifisch der Maus, einen Einfluss auf die
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Leberregeneration hat: Wahrend besonders junge Tiere eine vergleichsweise
schnelle Leberregenerationskapazitat aufweisen, nimmt diese bei alteren Tieren ab
einem Lebensalter von 10 Wochen wiederrum ab, so dass von Mitchell et al. (2008)
und dessen Adaptierung des Protokolls der Leberteilresektion in Mausen von Higgins
und Anderson (1931), die Verwendung von Mausen in einem Lebensalter zwischen 8
und 14 Wochen fiir Untersuchungen der Leberregeneration empfohlen wird?99:217.220,
In der vorliegenden Arbeit wurden die Tiere der ersten Versuchsreihe im Durchschnitt
in einem Alter von funf Wochen in den Versuch aufgenommen (zu Beginn der
Applikationen), so dass sie zum Zeitpunkt der Operation, je nach Versuchsgruppe,
zwischen 8 und 10 Wochen alt waren und damit dem idealen Ausgangsalter im
Hinblick der Beurteilung der Leberregenerationskapazitat entsprachen. Dieses
Ausgangsalter wurde auch in der zweiten und grofReren Versuchsreihe fortgefuhrt,
jedoch wurden jeweils 30 bzw. 24 Versuchstiere der Versuchsgruppe 14 (Oxaliplatin)
und 15 (Oxaliplatin + VEGF-AK), ergo jeweils ca. 50 % der beiden Versuchsgruppen,
mit einem Ausgangsalter von 8 bis 10 Wochen eingeschlossen. Dies basierte
aufgrund der kritischen Erfahrung mit den jeweils ersten 30 Tieren der beiden
Versuchsgruppen und deren hohen intra- und postoperativen Mortalitat, die u. a. auf
das geringe praoperative Ausgangsgewicht zuriickgeflhrt werden konnte. Es konnte
hierbei eine kritische praoperative Korpergewichtsgrenze bei ca. 22-24 g ausgemacht
werden, da die Versuchstiere mit einem praoperativen Ausgangswert unterhalb
dieser Gewichtsgrenze eine deutliche erhdhte Mortalitdt aufwiesen. Diese
Beobachtung hob die Notwendigkeit und Bedeutung des Korpergewichtes hervor und
die damit verbundenen physischen und metabolischen Reservekapazitaten, da die
postoperative Phase (max. 72 Stunden) als die korperlich belastete und damit
kritischste Zeit wahrend des Versuches anzusehen ist. Schliel3lich veranlasste diese
Erkenntnis in Abstimmung mit der zustandigen Tierschutzbehdrde, im Sinne des
Tierschutzes die zu diesem Zeitpunkt der Zwischenanalyse noch ausstehenden
Versuchstiere der beiden Behandlungsgruppen 14 wund 15 der zweiten
Versuchsreiche (n= 54), mit dem ebenfalls héheren Ausgangsalter bei einem
praoperativen Gewicht unterhalb von 24 g nach der Leberteilresektion noch unter
Narkose zu finalisieren und die Versuchstiere damit vor der Belastung der
postoperativen Phase zu schitzen. Das unterschiedliche Ausgangsalter der
Versuchstiere in den Versuchsgruppen 14 und 15 stellt damit zwar einerseits einen

Kritikpunkt der Arbeit dar, andererseits wurde aufgrund einer damit geringeren
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Mortalitatsquote und damit erhdohten Versuchstieranzahl, die den gesamten
Versuchsdurchlauf Uberlebten, eine bessere methodische Gesamtauswertung bei
gleichzeitiger Einhaltung und besonderer Beachtung des Tierwohles/-schutzes

ermoglicht.

Eine weitere mogliche Adaptierung des Versuchsprotokolls bezuglich der hohen
intra- und postoperativen Mortalitat konnte in einer langeren Pause zwischen der
letzten Chemotherapie-Applikation und der Operation liegen. Auf Grundlage
klinischer Studien mit einem hohen Patientenkollektiv wird aktuell ein Intervall von
funf Wochen empfohlen, um einerseits postoperative Komplikationen aufgrund der
Chemotherapie induzierten Hepatotoxizitat zu verringern und andererseits die Gefahr
einer Tumorprogression zu vermeiden’®111.198.159  Dije Wochenanzahl ist sicherlich
nicht unmittelbar auf ein Mausmodell Ubertragbar, jedoch ware es von Interesse,
beispielsweise den Effekt eines zwei- und dreiwdchigen therapiefreien Intervalls auf
die Auspragung des SOS sowie die intra- und postoperativen Komplikationen zu

untersuchen.

4.1.2 Diskussion der Ergebnisse des Tiermodells und der Dosisfindungsstudie

Es konnte schliellich anhand des differenzierten Therapieregimes die enge
therapeutische Breite der Dosierung von Oxaliplatin in Kombination mit dem
Behandlungszeitraum herausgestellt werden. Wahrend sich ein
Behandlungszeitraum von drei Wochen, unabhangig der Dosierung, als
unzureichend zur Induktion des SOS herausstellte, zeigte sich dagegen bei einem
Behandlungszeitraum von finf Wochen bei allen vier Versuchsgruppen eine Quote
von 66 % der erfolgreichen SOS-Induktion mit einer Gesamtmortalitat von 50 %. In
Abwagung der SOS-Induktion sowie des Schweregrades der Nebenwirkungen,
insbesondere im Hinblick auf die postoperative Belastung, zeigte sich schliellich die
ideale Dosierung bei 11 mg/kg KG Oxaliplatin fur eine sichere Induzierung des SOS.
Bisher publizierte Studien untersuchten stets nur die Hepatotoxiztat bei
verschiedenen Dosierungen von Oxaliplatin und bereits zuvor festgelegten
Intervallen bezlglich der Therapiedauer, sowie insgesamt in nur schwer miteinander
zu vergleichenden Tiermodellen. Die zwei einzigen vergleichbaren Arbeiten in einem
Mausmodell wurden von Keizmann et al. und Robinson et al. dargestellt: Keizmann

et al. publizierten 2010 ein Mausmodell, in dem Oxaliplatin wdchentlich in den
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Dosierungen 6 mg/kg KG, 10 mg/kg KG und 14 mg/kg KG fur jeweils 4 Wochen
intraperitoneal appliziert worden ist'®. In diesem Modell starben alle Tiere in den
Behandlungsgruppen mit 10 und 14 mg/kg KG Oxaliplatin. Des Weiteren
entwickelten alle Tiere eine Chemotherapie-assoziierte Steatohepatitis, wobei hier
das SOS nicht separat beschrieben wurde. Diese hohe Mortalitat lasst sich in der
eigenen Arbeit bei einer Dosierung von 10 mg/kg KG nicht aufzeigen. Die Studie von
Robinson et al. stellt dagegen eine Schllsselpublikation dar, da sie explizit das SOS
mit einer wochentlichen FOLFOX-Behandlung (Oxaliplatin: 6 mg/kg KG, 5-
Fluorouracil: 50 mg/kg KG, Folinsaure: 90 mg/kg KG) fur insgesamt 5 Wochen in der
Maus induzierte und dabei die pathophysiologischen Prozesse auf molekularer
Ebene untersuchen konnte'®. Die geringere notwendige Dosierung von Oxaliplatin
zur Induzierung des SOS im Vergleich zu den eigenen Arbeiten, lasst sich wegen der
zusatzlichen  Chemotherapeutika vermuten. Die Kombination der drei
Chemotherapeutika stellt zwar einerseits einen Nachteil dar, da mit diesem Modell
nicht eindeutig Oxaliplatin kausal mit der Entwicklung des SOS in Zusammenhang
gesetzt werden kann, andererseits entspricht sie damit einem realen Modell
bezlglich der klinischen Vergleichbarkeit. Ein entscheidender Nachteil beider
Studien besteht in der Tatsache, dass die Versuchstiere jeweils unmittelbar nach
dem Applikationszeitraum finalisiert worden sind, wahrend in den eigenen Arbeiten
erst nach dem Applikationszeitraum die vital kritische Phase der intra- und
postoperativen Belastungen begann und damit der Einfluss des SOS auf die
Leberregeneration beurteilt werden kann. Des Weiteren wurden die Tiere in beiden

Arbeiten nicht mit einem zusatzlichen VEGF-Inhibitor behandelt.

Alle weiteren tierexperimentellen Arbeiten zur Untersuchung des SOS basieren auf
eine SOS-Induktion durch MCT im Rattenmodell und stellen damit eine wesentliche
Schwache bezlglich der klinischen Translation und Vergleichbarkeit dar'?7191.194.200,
Das MCT-Modell stellt, nach Einmalgabe von MCT wenige Tage vor der Operation,
eine akute Schadigung der Leber dar. Sowie das SOS jedoch als eine chronische
Schadigung als Folge einer langfristigen Chemotherapie-Behandlung mit Oxaliplatin
charakterisiert ist, lassen sich in diesem Modell histopathologische Veranderungen
und damit einhergehend molekulare Mechanismen, die zum SOS flhren, nur
eingeschrankt beurteilen'®. Beispielsweise wurden im MCT-Modell histopathologisch

lobulare, inflammatorische Infiltrate in der Leber sowie die Entwicklung pulmonaler
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Hypertonien beschrieben, wahrend beide Beobachtungen bisher nicht bei Patienten
mit Oxaliplatin-induzierten SOS dokumentiert worden sind!33.143,155,221.222 |
Vergleich zu den Mausmodellen von Keizmann et al. und insbesondere Robinson et
al., stellt das MCT-Modell in der Ratte jedoch eine sichere Mdglichkeit im Sinne der
Reproduzierbarkeit zur Untersuchung der Leberregeneration dar, da hier alle
genannten Studien die Leberregeneration sicher beurteilen konnten (bis zu maximal
sieben Tage postoperativ). Diese in der vorliegenden Arbeit kritischste Phase des
Protokolls mit einer hohen Mortalitat, scheint im Vergleich mit der geringeren
Mortalitat in den tierexperimentellen MCT-Studien sicher durchfuhrbar zu sein und ist

diesbezuglich als Vorteil zu werten.

Neben der Dosisfindung von Oxaliplatin zur Induzierung des SOS stellte die
nachfolgende Dosisfindung einer zusatzlichen Gabe des murinen VEGF-AK die
zweite, entscheidende Zielsetzung der vorliegenden Arbeit dar. Wahrend eine Meta-
Analyse aus dem Jahr 2016 ( > 76 % Oxaliplatin-basierte Therapieregime) bereits
gezeigt hat, dass die zusatzliche Therapie mit Bevacizumab die Inzidenz des SOS
signifikant reduziert'?®, liegt zur dieser klinischen Beobachtung bisher nur eine
tierexperimentelle Arbeit von Jafari et al. in einem MCT-Modell in der Ratte vor?23,
Dieser Hintergrund der mangelnden Untersuchungen eines maglichen, protektiven
Effektes von Bevacizumab auf die Entwicklung des SOS bildete die primare
Fragestellung der zweiten Versuchsreihe, in der die ausschlieBliche Behandlung mit
Oxaliplatin gegenuber der einer Behandlung mit dem zusatzlichen VEGF-AK in einer
grollen Kohorte verglichen wurde. Da Bevacizumab bereits als VEGF-AK flr
Patienten zugelassen ist und verwendet wird, ist ein besseres Verstandnis in diesem
Kontext von grof3er klinischer Relevanz. In den drei Versuchsgruppen der ersten
Versuchsreihe (Gruppen 11, 12, 13) konnte differenziert herausgestellt werden, dass
die zusatzliche Dosis von 10 mg kg/KG des murinen VEGF-AK die optimale
Dosierung fur die Untersuchungen der zweiten Versuchsreihe darstellt. Es hat sich
gezeigt, dass mit dieser Dosierung keines der Versuchstiere ein SOS entwickelte, bei
einem vergleichbaren Gewichts- und Komplikationsverlauf im Vergleich zu den
Versuchstieren, die mit der hdheren Dosierung von 15 mg/kg KG behandelt wurden,
wahrend in jeweils beiden Behandlungsgruppen ein Versuchstier verstorben ist.
Dagegen hat sich deutlich gezeigt, dass die geringste Dosierung von 5 mg/kg KG

nicht fur einen protektiven Effekt ausreichend gewesen ist, da in dieser Gruppe zwei
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von drei Tieren sinusoidale Dilatationen entwickelten und nur eines der insgesamt
drei Tiere den gesamten Versuchsdurchlauf Uberlebte. Robinson et al. hatten in ihrer
Schlusselpublikation lediglich eine erhéhte VEGF-Expression im Blutserum der
Mause demonstrieren konnen, die ein SOS nach FOLFOX-Behandlung
entwickelten'®, wie es auch zuvor bereits in klinischen Studien bei Patienten
demonstriert werden konnte??*. Lediglich Jafari et al. untersuchten 2018 in einem
Rattenmodell des MCT-induzierten SOS die Veranderungen bei zusatzlicher,
einmaliger Gabe eines VEGF-AK?23, Jedoch wurde in der Arbeit unerwartet eine
erhdhte Inzidenz des SOS nach zusatzlicher Einmalgabe des VEGF-AK beobachtet.
Wie zuvor erlautert, lasst sich das MCT-induzierte SOS-Modell aus den genannten
Grinden sehr schlecht mit der realen klinischen Behandlung vergleichen, umso mehr
mit einer Einmalgabe eines VEGF-AK im Tiermodell. Daher lassen sich aus dieser
Studie keine relevanten, translationalen Schlussfolgerungen ziehen. Es zeigt
vielmehr eindricklich die Notwendigkeit eines differenzierten und praxisnahen
Grundlagenmodells, wie es die vorliegende Arbeit darstellt und in der ersten

Versuchsreihe etabliert werden konnte.

Zusammenfassend konnte in der ersten Versuchsreihe ein Tiermodell etabliert
werden, um sowohl das SOS durch Oxaliplatin zu induzieren, als auch den Effekt
einer zusatzlichen Therapie mit einem VEGF-AK zu untersuchen. Die jeweilige Dosis
und Anzahl der Applikationen konnten hierfir bestimmt werden. Insbesondere vor
dem Hintergrund einer 2/3-Leberteilresektion, die im Hinblick auf das Uberleben als
kritischste Phase innerhalb des Protokolls zu sehen ist und ein differenziertes,
perioperatives ,Setting® (hierbei sind v. a. zu nennen: Ernahrungsstatus,
»1remperatur-Management®, Narkose- und Schmerztherapie, Operationstechniken)
notwendig machte, das neben der eigentlichen Dosisfindung etabliert werden konnte.
Diese differenzierte, schrittweise methodische Herangehensweise, unter
Berucksichtigung der kritischen perioperativen Rahmenbedingungen, stellt eine
wesentliche Starke der vorliegenden Arbeit dar. Dagegen ist die tierschutzbedingte
geringe Anzahl an Versuchstieren und damit mangelnde, statistische Aussagekraft
als kritisch anzusehen, da die darauffolgende, zweite Versuchsreihe mit einer
weitaus hoheren Versuchstieranzahl auf diese Etablierungsarbeiten malfigeblich

aufbaute.
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Schlie8lich konnte ein Kleintiermodell etabliert werden, das im Vergleich zum
bisherigen Stand der Literatur den klinischen Hintergrund realer widerspiegelt und
(1.) das SOS durch Oxaliplatin induzierte, (2.) den Effekt einer VEGF-Therapie
untersuchen kann und (3.) den Einfluss auf die Leberregeneration nach
Leberteilresektion zu evaluieren ermoglicht. Damit stellt die erste Versuchsreihe
einen wertvollen Beitrag flr die zuklnftige Entwicklung der insgesamt sehr
komplexen Therapieoptimierung von Patienten mit KRLM dar. Es konnte ein Modell
prasentiert werden, um klinische Beobachtungen praklinisch besser zu untersuchen

und verstehen zu koénnen.

4.2 Diskussion der weiteren Ergebnisse
4.2.1 Histopathologische Untersuchungen der zweiten Versuchsreihe

Basierend auf den Ergebnissen der ersten Versuchsreihe konnten in der zweiten
Versuchsreihe mit insgesamt 196 Versuchstieren die beiden Therapien Oxaliplatin
(Versuchsgruppe 14) gegenuber Oxaliplatin mit dem VEGF-AK (Versuchsgruppe 15),
sowie drei Kontrollgruppen, schliel3lich verglichen werden. Damit wurde erstmals die
Wirkung eines VEGF-AK auf das Oxaliplatin-induzierte SOS im Mausmodell
untersucht und miteinander verglichen. Zunachst konnten die beiden Kontrollgruppen
(Versuchsgruppe 16: Ausschlielllich Behandlung mit dem VEGF-AK und
Versuchsgruppe 17: Behandlung mit Glucose 5 %), an die nach der Therapie jeweils
die Leberteilresektion erfolgte, eindeutig zeigen, dass sich in keinem der
Versuchstiere das SOS entwickelte. Lediglich in der (Kontroll-) Versuchsgruppe 18,
die ebenfalls eine Therapie mit Glucose 5 % beinhaltete, jedoch anschlielend die
Sham-Operation folgte, zeigten erstaunlicherweise 20 % der Tiere sinusoidale
Dilatationen auf. Diese Beobachtung lasst sich nicht erklaren, da in dieser
Versuchsgruppe identische histopathologische Ergebnisse wie in der
Versuchsgruppe 17 zu erwarten waren. Die zusatzliche Sham-Operation galt
vielmehr dem Vergleich der weiteren Untersuchungen (v. a. laborchemische
Analysen, PCR und Luminex), um herauszufinden, ob die perioperative Behandlung
als solche zu Veranderungen der Leberfunktion- und regeneration bzw. zu weiteren
molekularbiologischen Veranderungen fuhrt. Diese Beobachtungen werden sich in
Zukunft nur mit Wiederholungen der Versuchsreihe weiter aufklaren lassen, die
aufgrund des Tierschutzgesetzes in der vorliegenden Arbeit nicht umzusetzen waren.

Die Auswertung der beiden Therapiearme (Versuchsgruppen 14 und 15) bestatigte,
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wie bereits in der ersten Versuchsreihe beobachtet, die intra- und postoperative
Behandlung als kritischste und herausforderndste Phase des Versuchsprotokolls.
Wahrend praoperativ nur wenige Versuchstiere verstarben (6,67 % bzw. 12,96 %),
zeigten sich hohe intra- und insbesondere postoperative Mortalitdtsraten, so dass
schlieBlich nur 41,7 % bzw. 27,8 % den Endpunkt der Finalisierung erreicht haben.
Hierzu muss angemerkt werden, dass nach dem ersten Durchlauf von jeweils 30
Versuchstieren pro Behandlungsgruppen eine Erweiterung um erneut 30 (Gruppe
14) bzw. 24 (Gruppe 15) Versuchstiere seitens der ortlichen Tierschutzbehdrde nur
unter der Voraussetzung gestattet wurde, Versuchstiere bei einem praoperativen
Gewicht von unter 24 g nach der Leberteilresektion noch unter Narkose direkt zu
finalisieren und damit vor der Belastung der postoperativen Phase zu schiitzen. Der
Grenzwert basierte, wie zuvor beschrieben, auf den Auswertungen der ersten
Versuchsreihe. Dies stellt einen weiteren Grund fur die geringe Anzahl an
finalisierten Versuchstieren dar und erklart ebenfalls den (scheinbar) hohen Anteil der

intraoperativ verstorbenen Versuchstiere.

Schlie3lich fuhrte der direkte Vergleich der beiden Behandlungsgruppen zu keinem
signifikanten Unterschied in der Entwicklung des SOS. Zwar entwickelten die
Versuchstiere in der Versuchsgruppe 14 (Oxaliplatin) in absoluten Zahlen haufiger
das SOS (66,7 %), im Vergleich zu der Versuchsgruppe 15 (Oxaliplatin + VEGF-AK)
mit 55,6 %, reichte dies jedoch zu keinem signifikanten Ergebnis. Damit wurde die
zentrale Hypothese, dass die zusatzliche Behandlung mit einem VEGF-AK protektiv
auf die Entwicklung eines Oxaliplatin-induzierten SOS wirkt, zunachst widerlegt. Da
es jedoch keine vergleichbaren Studien gibt, ist das Ergebnis kritisch und als nicht
endgultig zu betrachten. Hierbei seien folgend die wichtigsten Kritikpunkte genannt:
Zunachst stellte die histopathologische Analyse des Pathologen eine methodische
Herausforderung dar, da zunachst anhand der ersten Ergebnisse des ersten
Versuchsdurchlaufes, sowie im Vergleich zu humanen Proben mit SOS aus dem
Institut  fur  Pathologie der Charité, Merkmale der unterschiedlichen
Auspragungen/Schweregrade sinusoidaler Dilatationen festgelegt werden mussten,
um so vergleichbare Referenzwerte zu etablieren. Daneben lieRen sich auch die
weiteren etablierten Charakteristka des SOS (Rubbia-Brandt et al.), wie
beispielsweise hepatozellulare Schadigungen, perisinusoidale Einblutungen, Fibrose,

Steatohepatitis oder vendse Lasionen wiederkehrend erkennen™3.144_ Jedoch zeigten
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sich bei diesen zusatzlichen Werten keine Korrelationen zu der Auspragung der
sinusoidalen Dilatationen und stellten sich im Mausmodell als haufig vorkommende
Erscheinungen einer Leberschadigung und somit als wenig spezifisch dar. Zusatzlich
stand bis dato nur die Studie von Robinson et al. als Vergleich zur Verfugung
(FOLFOX-induzierte SOS im Mausmodell), die ebenfalls primar die sinusoidalen
Dilatationen als histopathologisches Merkmal fur die Auswertung verwendeten und
lediglich zusatzlich die Beurteilung der Unterbrechungen der endothelialen Membran
(,endothelial disruption®) in die Auswertung (separat) mit einschlossen'®. Hierbei ist
zu beachten, dass in der genannten Arbeit mit neun behandelten Versuchstieren alle
Versuchstiere nach der Klassifikation nach Rubbia-Brandt et al. ausschlieRlich milde
Auspragungen (Grad 1 von maximal 3) aufzeigten. Vor diesem Hintergrund haben
wir zur Validierung unserer Ergebnisse Kontakt mit den Autoren dieser bisher
einzigen murinen Studie des FOLFOX-induzierten SOS aufgenommen und
reprasentative Schnittbilder mit der flr die pathologische Auswertung der Studie
verantwortlichen  Pathologin Dr. Dina Tiniakos (,Honorary Consultant
Histopathologist® der ,Newcastle University“, Grol3britannien) im Austausch mit
unseren verantwortlichen Pathologen bewerten lassen’. Im Rahmen des
Austausches wurden unsere histopathologischen Beobachtungen bestatigt sowie
eindeutige Auspragungen unserer Praparate im Sinne eines SOS positiv
hervorgehoben. Im Vergleich zu den relevanten, retrospektiven Studien bei
Patientenkohorten, in der bei bis zu 54 % der Biopsien moderate bis schwere SOS-
Charakteristika aufgezeigt werden konnten, ist die pathologische Auspragung im
Kleintiermodell nach unseren Erkenntnissen nicht direkt vergleichbar und im
humanen Vergleich mit geringeren Auspragungen als analog zu bewerten'44. Zwar
konnten wir auch in der vorliegenden Arbeit teilweise moderate und schwere
Auspragungen beobachten, diese waren jedoch mit hoheren Mortalitatsraten in
Verbindung zu setzen. Diese Beobachtungen =zeigten deutlich, dass die
hepatotoxischen Nebenwirkungen im Mausmodell als sehr viel kritischer und

lebensbedrohlicher einzuordnen sind, als dies beim Menschen der Fall ist.

Zusammenfassend lasst sich positiv hervorheben, dass die Erkenntnisse der
histopathologischen Auswertung mit der bisher einzig einschlagigen Arbeit im
Mausmodell von Robinson et al. vergleichbar sind, jedoch eine sehr viel hdohere

Fallzahl darbieten'®. Dennoch sind weitere Arbeiten im Mausmodell notwendig, um
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Aufschluss zu geben, inwieweit die bisherige SOS-Klassifikation fur humane Biopsien
auf ein Kleintiermodell zu Ubertragen sind. Wie zuvor berichtet, wurde bisher lediglich
von Jafari et al. im Jahr 2018 eine Arbeit publiziert, in der erstmalig in einem MCT-
induzierten SOS-Modell bei Ratten die Wirkung eines zusatzlichen VEGF-AK
untersucht wurde??3. Zwar war die Versuchsgruppe, die den VEGF-AK erhalten hat,
mit einer Gesamtanzahl von 20 Tieren vergleichsweise gering, jedoch kam es zu
dem unerwarteten Ergebnis einer hdoheren Inzidenz von SOS in dieser
Behandlungsgruppe. Diese Ergebnisse zeigen die Notwendigkeit von weiteren
systematischen  Untersuchungen, beispielsweise einer Adaptierung der
histopathologischen Beurteilung/Merkmale fir Kleintiere, um die bisher unklare

Wirkung eines VEGF-AK auf die Entwicklung des SOS besser zu untersuchen.

4.2.2 Auswertung der weiteren Analysen der ersten Versuchsreihe

Neben den histopathologischen Auswertungen stellen die weiteren methodischen
Untersuchungen einen wesentlichen Beitrag zum besseren Verstandnis der
zugrundeliegenden, pathophysiologischen Veranderung bei der Entwicklung eines
SOS dar, sowie dessen Auswirkungen auf die Leberfunktion- und regeneration. In
der vorliegenden Arbeit werden ausschlieBlich die statistischen Auswertungen der

weiteren methodischen Untersuchungen der ersten Versuchsreihe betrachtet.

Eine zentrale Bedeutung im Hinblick des klinischen Hintergrundes nimmt die Analyse
der Leberregeneration ein, da diese nach ausgedehnter Leberteilresektion fur ein
erfolgreiches Langzeitiberleben eine obligate Notwendigkeit darstellt. Die aktuellen
Grenzwerte einer chirurgischen Resektabilitat von bis zu 80 % des Leberparenchyms
setzen zwingend ein verbleibendes, gesundes Leberparenchym voraus, da die
postoperative Leberregeneration nur dann das Uberleben des Patienten
sichert*'45%_ Dies begriindet die Relevanz einer niedrigen Chemotherapie-
assoziierten Hepatotoxizitat. Aufgrund der kleinen Versuchsgruppen und der hohen
Ausfallquote war eine statistische Auswertung mittels immunhistochemischer
Farbung mit den Regenerationsparametern Ki-67 und BrDu in der ersten
Versuchsreihe nicht mdoglich. Jedoch konnte die Methodik nach diversen
Adaptationen einzelner Arbeitsschritte des initialen Herstellerprotokolls erfolgreich
etabliert werden, so dass eine Auswertung der zweiten Versuchsreihe mit einer

entsprechend groRen Kohorte erfolgen kann. In Studien des MCT-induzierten SOS
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im Rattenmodell konnte mehrfach anhand der Methodik gezeigt werden, dass die
Entwicklung eines SOS signifikant mit einer eingeschrankten Leberregeneration
korreliert'®1.1%4  Die Auswertungen der zweiten Versuchsreihe werden insbesondere
von groflem Interesse sein, da in den retrospektiven klinischen Studien keine
eindeutigen Ergebnisse von SOS-bedingten, postoperativen Komplikationsraten und
deren kausalen Zusammenhang zu potenziell veranderten
Leberregenerationskapazitaten hergestellt werden konnte, wenn auch die aktuelle
Studienlage eine starke Korrelation aufzeigt'3316°, Des Weiteren stellt die relative
Messung des Lebergewichtes (postoperative Leberhypertrophie im Verhaltnis des
Lebergewichtes bei Operation) eine einfache, wenn auch weniger spezifische,
Methode zur Messung der Leberregeneration dar und wurde bereits in vielen Studien
angewandt’®*. In der ersten Versuchsreihe konnten hierzu noch keine signifikanten
Ergebnisse produziert werden. Im Hinblick pradiktiver Faktoren wurde in klinischen
Studien eine Assoziation des Oxaliplatin-induzierten SOS mit einer Splenomegalie
beschrieben, sowie wiederum einer Reduktion der Splenomegalie bei zusatzlicher
VEGF-Inhibition mit Bevacizumab??®>2?6, Vor diesem interessanten Hintergrund, als
auch als klinisch einfach umzusetzende Methode, wurde das relative Milzgewicht (im
Verhaltnis zum Koérpergewicht) nach der Finalisierung berechnet. Auch hier konnten
in der ersten Versuchsreihe keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Versuchstieren mit und ohne SOS gemessen werden.

Eine Schllsselrolle in der Pathogenese des SOS mit Hinblick auf die therapeutische
Einflussnahme einer VEGF-Inhibition durch Bevacizumab stellen die vaskularen
endothelialen Wachstumsfaktoren (,VEGF-Familie“) dar. Innerhalb dieser Gruppe
bildet VEGF-A den wichtigsten Faktor (weitere Faktoren sind: VEGF-B, -C, -D) und
bindet an die beiden Rezeptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 (jeweils
Tyrosinkinasen)??’. Robinson et al. konnten in ihrem Mausmodell erstmalig eine
erhohte Expression von VEGF-A (und VEGF-C) in der Leber als auch im Blutserum
zeigen'. In der ersten Versuchsreihe der vorliegenden Arbeit wurde die Expression
von VEGF-A, -R1 und -R2 in der Leber mittels der PCR-Technik gemessen, sowie
zusatzlich die Expression von VEGF im Blutserum mittels der Luminex Multiplex
Assay Methode. Alle genannten Messungen haben keine signifikanten Ergebnisse
aufgezeigt (jeweils zwischen den Versuchstieren, die das SOS entwickelten und

denen, die kein SOS entwickelten). Jedoch ist hierbei anzumerken, dass es sich um
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Versuchstiere aller verschiedenen Therapieregime in der ersten Versuchsreihe
handelt und damit sehr heterogenen Behandlungsgruppen mit einer insgesamt
kleinen Fallzahl. Allerdings zeigten die Vergleiche von VEGF-A (PCR) und VEGF
(Luminex-Methode) insgesamt bereits Tendenzen einer hoheren Expression bei
Auftreten des SOS. Vergleicht man hierbei die publizierten Ergebnisse aller bisher
MCT-induzierten SOS-Studien, konnten in einigen dieser Studien - ahnlich zu der
von Robinson et al. - hdéhere Expressionsraten in der VEGF-Signalkaskade bei
Induzierung des SOS detektiert werden''223, wahrend einige wenige Arbeiten
dagegen von keinen Veranderungen berichteten'®. Ahnlich kontrovers sind die
Beobachtungen in Leberbiopsien von Patientenstudien, die beispielsweise von einer
signifikanten Erhéhung von VEGF-C und -D berichten konnten, jedoch von keinen
relevanten Veranderungen in der Expression von VEGF-A und -B?*422% Die
offenkundig noch uneinheitlichen Ergebnisse zeigen die Komplexitat der
zugrundeliegenden Pathomechanismen des SOS sowie die Notwendigkeit weiterer,
differenzierterer Untersuchungen, um zu zeigen, inwiefern Bevacizumab als VEGF-
AK einen positiven (protektiven) Effekt auf die Entwicklung des SOS bewirken

konnte.

Des Weiteren stellt in der Pathogenese des SOS die Schadigung der Sinusoidalen
Endothelzellen aufgrund einer Depolymerisation des Zytoskelett-Strukturproteins F-
Actin, folgend der Zellstrukturverlust der Endothelzellen, einen initialen und
entscheidenden Schritt dar'”’. In diesem Zusammenhang wurde bereits frih MMP-9
als wichtiges Enzym charakterisiert, das u. a. physiologisch in der Embryogenese,
Wundheilung oder auch Zell-Migration eine aktive Rolle einnimmt??°,
Interessanterweise wird dessen Expression mitunter durch eine erhdhte Aktivitat des
VEGF-Systems hochreguliert'®. Eine erhohte MMP-9 Aktivitat fihrt in  der
Pathogenese des SOS anschlieBend zu einem Abbau der Sinusoidalen
Endothelzellen (abluminale Seite)'®. Eine erhohte MMP-9 Aktivitat konnte sowohl im
Mausmodell von Robinson et al. als auch mehrfach in den MCT-induzierten SOS
Modellen gezeigt werden'84223_ In Patientenstudien konnte ebenfalls eine erhohte
Expression des nahen verwandten Enzyms MMP-2 bei Entwicklung des SOS
beschrieben werden??8. In der vorliegenden Arbeit war in der ersten Versuchsreihe
kein signifikanter Unterschied in der Expression von MMP-9 im Blutserum messbar

(Luminex-Methode). Dennoch stellt dessen Messung in der zweiten Versuchsreihe
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weiterhin  einen Parameter von aullerordentlichem Interesse dar. Als
Regulationsmechanismus werden Matrix-Metalloproteinasen von endogenen ,tissue
inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) inhibiert. In der ersten Versuchsreihe wurde
daher als Kontrolle die Expression von TIMP-1 gemessen (Luminex-Methode), um
das System der Matrix-Metalloproteinasen und damit dessen Rolle in der
Pathogenese des SOS noch genauer zu differenzieren. Zwar zeigten sich auch hier
zwischen den Versuchstieren, die das SOS entwickelten und denen, die kein SOS
entwickelten, keine signifikanten Unterschiede in der ersten Versuchsreihe, doch
zeichnete sich hierbei eine deutliche Tendenz der hoheren Expression bei
Entwicklung des SOS ab. Inwiefern die Ergebnisse im Widerspruch zu einer erhdhten
MMP-9 Expression stehen - wie es bereits mehrfach publiziert wurde - muissen

weitere Untersuchungen in der zweiten Versuchsreihe zeigen.

Im Zuge der Leberregeneration ist die Aktivitat des Hepatozytenwachstumsfaktors
(HGF) von entscheidener Bedeutung, dessen Expressionsaktivitdt auch mittels der
Aktivitat der molekularen VEGF-A/VEGFR-2 Kaskade erhoht wird®3°. Des Weiteren
ist bekannt, dass Hepatozyten nach einer Leberresektion durch erhohte
Stickstoffmonoxid-Expression von Sinusoidalen Endothelzellen, ihre Sensitivitat fir
eine HGF-Stimulation ansteigt und sich dadurch die Hepatozytenproliferation
erhoht?31.232. Auch hier konnte in den Messungen von HGF in der ersten
Versuchsreihe bei Auftreten des SOS kein signifikanter Unterschied gemessen
werden. Da bisher ausschlieBlich Modelle des MCT-induzierten SOS die
Leberregeneration bestimmt haben, jedoch hierbei keine Daten der HGF-Expression
beschrieben wurden, stellt dieser Paramater einen vielversprechenden neuen
Messwert in den weiteren Versuchsreihen dar. Neben dem HGF wurden zusatzlich
die beiden Interleukine 6 und 10 (IL-6, L-10) mittels der Luminex-Methode im
Blutserum gemessen, die zwar keine signifikanten Unterschiede in der ersten
Versuchsreihe aufzeigten, jedoch im Falle des IL-6 eine deutliche Tendenz einer
héheren Expression bei den Tieren mit Entwicklung eines SOS zu beobachten war.
Beide Interleukine wurden bereits in friheren Untersuchungen bei Patienten mit SOS
als Komplikation nach myeloablativer Stammzelltransplantation als signifikant erhéht
beschrieben'®233 |nteressanterweise erhohen gerade auch Sinusoidale
Endothelzellen in inflammatorischen Phasen die Expression von IL-10 Uber den

Notch-Signalweg und regulieren damit die Immunabwehr?3*. Dagegen kann 1l-6 als

93



pro-proliferatives Zytokin betrachtet werden, sowie es uUber den JAK1/STATS3-
Signalweg die Leberregeneration triggert>>. Sowohl im Mausmodell des FOLFOX-
induzierten SOS, als auch in klinischen Untersuchungen, konnten in Leberbiopsien
von Patienten mit SOS eine signifikant erhohte IL-6 Expression demonstriert
werden'84228_ Beide Interleukine und insbesondere IL-6 sind damit fir die weiteren
Untersuchungen als relevante inflammatorische Parameter von Bedeutung, sowohl in
den molekularen Signalwegen akuter Leberschadigungen wie dem SOS, als auch in

der Induktion der Leberregeneration.

Eine weitere, interessante Beobachtung in der Pathogenese des SOS besteht in der
Rolle der Hamostase. Bereits frih wurde bei Patienten nach myeloablativer
Stammzelltransplantation eine erhohte Expression des Plasminogen-Aktivator-1
(PAI-1, auf dem Serpin-E1 Gen) gemessen, dessen Funktion in der Inhibition der
endogenen Fibrinolyse liegt und als moglicher prognostischer Marker analysiert und
mehrfach beschrieben wurde'80.186-188.236  Dje These, dass in der Entwicklung des
SOS eine ,pro-thrombotische® Regulation seitens der endogenen Hamostase
vorliegt, wurde auch von der Beobachtung unterstutzt, dass Patienten, die wahrend
ihrer Behandlung regelmalfiig Aspirin (irreversible Hemmung von Cyclooxygenasen
und damit einer Thrombozytenaggregationshemmung) einnahmen, ein verringertes
Risiko fir ein SOS aufzeigten'™. Auch flir Patienten nach myeloablativer
Stammzelltransplantation konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit Defibrotid,
dessen schwache profibrinolytische  Aktivitdt das thrombo-fibrinolytische
Gleichgewicht fordern soll, das Auftreten des SOS reduzierte und fir diese Indikation
auch als Medikament zugelassen wurde?¥”2®8. In der vorliegenden Arbeit konnte
zwar in der ersten Versuchsreihe kein signifikanter Unterschied in der Expression
von PAI-1 zwischen den Tieren, die SOS entwickelten und denen, die kein SOS
entwickelten, aufgezeigt werden. Jedoch konnte bereits eine deutliche Tendenz der
héheren Expression bei Entwicklung des SOS dargestellt werden. In dem FOLFOX-
induzierten SOS-Mausmodell von Robinson et al. wurde bereits eine deutlich erhohte
PAI-1 Expression bei Auftreten von SOS beschrieben'®. Neben der Rolle von PAI-1
in der Hamostase wurde von Robinson et al. auch die Funktion von PAI-1 als
Induktur in der Entwicklung von Gewebefibrose (und damit gemeinsam mit MMP-9 im
Gewebeumbau) sowie in der Induktion und Instandhaltung der sogenannten

replikativen Zellseneszenz (,replicative senesence”) diskutiert. Dieses Phanomen,
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dass Zellen den zyklischen Prozess ihrer Zellteilung pausieren, ist als
Chemotherapie-Reaktion von Tumorzellen bekannt?3°240, Insgesamt stellt sich PAI-1
damit als multifaktorieller und sehr vielversprechender Marker in der Pathogenese
des SOS dar, insbesondere in der Kaskade der Hamostase. Des Weiteren konnte er

zusatzlich als Ansatzpunkt fur bereits bekannte, medikamentose Therapien dienen.

Im Hinblick der primar chronischen Leberschadigung des SOS stellen die
laborchemischen Parameter AST, ALT, Albumin, Bilirubin sowie die AP zwar weniger
spezifische, jedoch klinische Standardparameter dar und sind daher von
grundsatzlicher Bedeutung. Bereits in der erstmaligen Beschreibung von 1920, bei
der damals noch von der sogenannten ,Venosen okklusiven Leberkrankheit®
gesprochen wurde, wurden abdominelle Schmerzen, Erbrechen und Aszites als
klassische Untersuchungsbefunde einer Leberschadigung beschrieben®. Es
konnten sowohl in klinischen Untersuchungen bei Patienten mit SOS als auch im
Mausmodell (FOLFOX-induziertes SOS) und Rattenmodell (MCT-induziertes SOS)
deutlich erhdohte Transaminasewerte (AST, ALT) bei Vorliegen des SOS demonstriert
werden92.184.200241 - Diese Transaminasenerhohungen spiegeln die ischamisch
bedingten Nekrosen der Hepatozytenschadigungen wider'80. In den Messungen der
ersten Versuchsreihe der vorliegenden Arbeit reichten die Daten zwar erneut nicht
aus, um signifikante Veranderungen zu beweisen, doch fur beide Werte liel3 sich eine
deutliche Tendenz einer hdheren Expression bei Auftreten des SOS darstellen. Ein
weiterer Parameter der Lebersyntheseleistung stellt Albumin als wichtigstes
Plasmaprotein (v. a. in Funktion als Transportprotein) dar. Dessen Messungen
erbrachten in der ersten Versuchsreihe ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.
Aufgrund der Tatsache, dass in den tierexperimentellen Untersuchungen der
bisherigen Publikationen die Messung von Albumin nicht beschrieben wurde,
kénnten weitere Untersuchungen von Albumin noch offene und damit neue
Erkenntnisse liefern. Des Weiteren wurden in den Auswertungen der klinischen
Studien das Auftreten von Aszites (pathologische Ansammlung freier Flussigkeit in
der Peritonealhdhle) und Cholestase beschrieben, also ein Ruckstau von Bilirubin
und weiteren Bestandteilen der Gallenflissigkeit, dessen Ursachen grundsatzlich
sowohl intra- als auch extrahepatischen Ursprungs sein kénnen'%6.242_|m Hinblick auf
die pathophysiologische Obstruktion des Blutflusses und die

Leberfunktionsstérungen bei Entwicklung eines SOS, lasst sich eine intrahepatische
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Atiologie vermuten. In den eigenen Messungen der ersten Versuchsreihe fiihrte die
Auswertung von Bilirubin zu dem starksten Unterschied in den laborchemischen
Messungen bei Tieren mit SOS, jedoch ohne statistische Signifikanz. Als weiterer
Cholestaseparameter wurde laborchemisch die AP gemessen, die in den eigenen
Messungen keine signifikanten Unterschiede aufwies. Sowohl die Werte von Bilirubin
als auch der AP, wurden nicht im Mausmodell von Robinson et al. gemessen, jedoch
konnten in den MCT-induzierten SOS-Modellen erhdhte Cholestaseparamter bzw.
eine verminderte Gallensadureproduktion bei Tieren mit SOS gemessen werden 91200,
Auch in den Kklinischen Studien wurde von erhdhten Bilirubin- und AP Werten
berichtet!36.144.156  Mogen alle der genannten, laborchemischen Parameter (AST,
ALT, AP, Bilirubin, Albumin) nicht sehr spezifisch fir das SOS seien, so stellen sie
doch weiterhin einen unverzichtbareren Bestandteil in der Diagnostik fur jeden

Patienten wahrend des gesamten Therapieverlaufes dar.

Zusammenfassend konnte im Anschluss der Etablierung des Tiermodells und der
Dosisfindungsstudie die Umsetzbarkeit des Versuchsprotokolls in einer grof3en
Kohorte der zweiten Versuchsreihe erfolgreich demonstriert werden. Hierbei liel3 sich
erstmalig in einem Mausmodell ein eindeutiger Zusammenhang zwischen einer
praoperativen Therapie mit Oxaliplatin und dem Auftreten des SOS darlegen.
Zusatzlich wurde erstmalig der Effekt einer VEGF-Inhibition im Mausmodell
untersucht, da bisher nur eine hohe Expression des VEGF mit der Entwicklung der
SOS korreliert werden konnte. Im Vergleich zu dem Studienarm mit einer
zusatzlichen VEGF-AK-Therapie, konnte in den histopathologischen Auswertungen
der zweiten Versuchsreihe zwar kein signifikanter Unterschied im Auftreten des SOS,
und damit kein protektiver Effekt, demonstriert werden. Die insgesamt hohe Mortalitat
in den beiden Oxaliplatin-basierten Behandlungsgruppen (Oxaliplatin und Oxaliplatin
+ VEGF-AK), die primar auf die hepatotoxischen Nebenwirkungen des Oxaliplatin
zuruckzufihren sind  (histopathologische Untersuchungen in der ersten
Versuchsreihe konnten bei hohen Dosierungen des VEGF-AK ebenfalls
Leberschadigungen aufzeigen), zeigt jedoch auch die hohe Belastung der Tiere,
insbesondere bei zwei aufeinanderfolgenden Injektionen pro Behandlungswoche in
dem Therapiearm mit Oxaliplatin und dem VEGF-AK. Es mussen daher diverse
Parameter des Versuchsprotokolls re-evaluiert werden, beispielsweise ein

verlangertes Intervall zwischen der letzten Chemotherapie-/ VEGF-AK-Behandlung
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und der Operation'®243  geringere Dosierungen bei einem verlangerten
Behandlungszeitraum, oder auch eine kritische Evaluation der bisherigen Konversion
humaner, histopathologischer SOS Kriterien auf tierexperimentelle Studien. Somit
stellen diese Untersuchungen zunachst erste, wichtige Erkenntnisse dar, auf deren
Grundlage weitere Analysen sowie neue, adaptierte und erweiterte Versuchsreihen
folgen missen. Neben den histopathologischen Auswertungen konnten die weiteren
Ergebnisse der umfangreichen Methoden in der ersten Versuchsreihe zwar keine
signifikanten Ergebnisse aufweisen. Diese Tatsache lasst sich v. a. auf die
heterogenen Behandlungsgruppen, die jeweils gepaart verglichen wurden (im
Vergleich jeweils alle Versuchstiere mit Entwicklung des SOS versus ohne
Entwicklung des SOS), sowie auf die insgesamt kleine Fallzahl zurickfihren. Jedoch
zeigten sich Dbereits erste interessante Tendenzen in den komplexen,
pathophysiologischen Zusammenhangen des SOS. Besonders hervorzuheben ist
der Umfang der diversen Untersuchungstechniken. Im Hinblick auf die Vielzahl an
bisher publizierten Hypothesen zu der Pathogenese des SOS, erlauben die hier
etablierten Untersuchungstechniken eine umfassende, weitergehende Analyse aus

unterschiedlichen Perspektiven.

4.3 Zusammenfassung und Ausblick

Die multimodale Therapie KRLM stellt eine komplexe interdisziplinare
Herausforderung dar. Diese Komplexitat spiegelt sich auch in den Ergebnissen der
vorliegenden Studie wider. Im Hinblick auf das Ubergeordnete primare Ziel eine
chirurgische Resektion als einzige kurative Therapieoption zu ermoglichen, kommt
der neoadjuvanten Chemotherapie eine entscheidende Rolle zu. Damit
einhergehend ist die Chemotherapie-assoziierte Hepatotoxizitdt von zunehmender,
klinischer Relevanz. Diese Bedeutung zeigt sich in der steigenden Anzahl an
Publikationen, sowohl humaner als auch (tier-) experimenteller Studien. Das
Oxaliplatin-assoziierte SOS wurde in retrospektiven Patientenstudien Klinisch,
histopathologisch sowie auch molekularbiologisch bereits umfassend beschrieben
und dessen klinische Komplikationen in den entsprechenden Fachgesellschaften
aufmerksam zur Kenntnis genommen. DarlUber hinaus ist die Beobachtung eines
protektiven Effektes bei zusatzlicher Therapie mit Bevacizumab als VEGF-AK von

besonderem (klinischen) Interesse. Vor diesem Hintergrund wurden vermehrt (tier-)
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experimentelle Studien mit dem Ziel der Kklinisch-experimentellen Translation
durchgefuhrt, um ein  besseres Verstandnis der  zugrundeliegenden
pathophysiologischen Zusammenhange zu erlangen. Das haufigste Modell, das auch
die wichtigsten Grundlagen bis heute geliefert hat, stellt das MCT-induzierte SOS-
Modell in der Ratte dar. Die Starken des Modells liegen in der guten
Reproduzierbarkeit, der geringen Stoéranfalligkeit bei einmaliger MCT-Gabe und der
Mdglichkeit einer anschlieRenden, sicheren perioperativen Behandlungsmadglichkeit
(ausgedehnte Leberteilresektion) aufgrund der robusten Belastbarkeit der Tierart.
Aufgrund des jedoch weitestgehend artifiziellen Tiermodells eines MCT-induzierten
SOS wurde von Robinson et al. 2013 erstmalig das SOS durch eine FOLFOX-
Behandlung im Mausmodell etabliert und dabei eine erhéhte VEGF-Expression bei
Auftreten des SOS festgestellt. Auf dieser Grundlage stellt die vorliegende Arbeit
eine Weiterentwicklung dar, in der (zum aktuellen Kenntnisstand) erstmalig gezeigt
werden konnte, dass spezifisch Oxaliplatin das SOS in der Leber induziert. Es wurde
eine dezidierte Vorgehensweise etabliert, einschlieBlich histopathologischer,
immunhistochemischer, laborchemischer und molekularer Untersuchungsmethoden
(Expressionsanalysen in der Leber mittels PCR, als auch im Blutserum mittels der
Luminex-Methode), die als Grundlage fir weiterfihrende Analysen dienen. Erstmals
wurde in einem Chemotherapie-induzierten SOS Modell in der Maus die Behandlung
mit Oxaliplatin im Vergleich zu einer zusatzlichen Therapie mit einem (murinen)
VEGF-AK untersucht, um die bisherigen klinischen Studien tierexperimentell
evaluieren zu kdénnen. Auch wenn in diesen ersten Analysen keine signifikanten
Ergebnisse im Vergleich dargestellt werden konnten, stellen sie eine wichtige
Grundlage fur weitergehende Adaptationen innerhalb des Modells dar, als auch fur
Erweiterungen im Sinne einer klinischen Translation. Des Weiteren ware es von
Interesse, die Rolle des oxidativen Stresses, der pro-thrombotischen Aktivitat sowie
der Interaktion des Gerinnungssystems mit der Remodellierung der extrazellularen

Matrix weitergehend zu betrachten, wie es u. a. auch Robinson et al. propagiert'®+.

Im weiteren Verlauf wirde insbesondere die Entwicklung eines Tumormodells eine
anspruchsvolle, jedoch sehr zielfihrende Fortfihrung des Versuchsprotokolls
darstellen. Hintergrund ist die Bedeutung der veranderten Tumorumgebung (,tumor
environment®), dessen Einfluss auf das Therapieansprechen eine wichtige

Determinante ist und in der vorgestellten Arbeit nicht eingeschlossen werden konnte.
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In diesem Kontext spielt nicht nur die toxische Wirkung von Oxaliplatin auf die
Lebermetastasen eine Rolle, sondern insbesondere auch der interagierende Effekt
einer VEGF-Inhibition. Dessen positiver Effekt auf das Langzeitliiberleben bei
Patienten mit KRLM konnte mehrfach ermittelt werden, wahrend beispielsweise ein
positiver Effekt durch Bevacizumab bei Lebermetastasen eines Mammakarzinoms
als Primarius bisher weniger deutlich in Studien (im Vergleich zu KRLM) dargestellt
werden konnte, so dass die Wirkung einer VEGF-Inhibition noch als unzureichend
geklart betrachtet werden muss?#4245. Hierzu wurde u. a. in einer bedeutenden
Publikation beschrieben, dass KRLM drei unterschiedliche histopathologische
Charakteristika der Vaskularisation aufzeigen. Darunter fusionieren Metastasen bei
ca. 40 % der Falle im Zuge des sogenannten ,Vessel Co-Option“ mit bereits
bestehenden Gefallen des gesunden Leberparenchyms, so dass keine (Neo-)
Angiogenese im eigentlichen Sinne notwendig ist?*. Diese individuelle
Tumorbiologie konnte als klinisch signifikanter Resistenzmechanismus gegenuber
Bevacizumab als VEGF-Inhibitor entschlliisselt werden, unter dem Patienten nicht
von einer Therapie mit Bevacizumab profitieren, sondern stattdessen der
Tumorprogress fortschreiten kann. Anhand dieses Beispiels zeigt sich die
Komplexitat der medikamentosen Tumor- und insbesondere Metastasen-Therapie
und die Bedeutung einer prazisen Patientenselektion far die

Therapieentscheidung?43247.

Neben dem Ziel der Reduzierung des SOS durch eine verbesserte medikamentdse
Therapie nimmt auch die Untersuchung pradiktiver Faktoren eine klinisch relevante
Rolle ein, die in Studien unmittelbar umzusetzen ware. Es wurden bereits zur
pradiktiven Diagnostik des SOS nach myeloablativer Stammzelltransplantation
diverse Parameter dahingehend untersucht (neben laborchemischen Werten auch
Plasmaproteine, u. a. Interleukine und PAI-1), von denen sich ausschlieRlich hohe
AST-Werte von uber 750 U/l als Marker fur eine insgesamt schlechte Prognose bei
Patienten mit SOS herausstellte’™2241, Im Jahr 2010 konnte erstmalig in einem
Patientenkollektiv (n= 78), welches mit Oxaliplatin basierten Chemotherapieregimen
bei KRLM behandelt wurde, mit dem sogenannten ,APRI Score” (eine Formel, die
nur die AST und Thrombozytenzahl einschlief3t) ein pradiktiver Wert fur das Auftreten
eines hochgradigen SOS vorgestellt werden, der konsekutiv mit einer hodheren

postoperativen Leberfunktionsstérung korreliert werden konnte %,
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Zusammenfassend liefert die vorliegende Arbeit eine wichtige Grundlage fur die
klinisch-experimentelle Translation des Oxaliplatin-assoziierten SOS und dessen
Auswirkungen auf die Leberregeneration nach Leberteilresektion. Es wird nach
aktuellem Kenntnisstand erstmalig demonstriert, dass Oxaliplatin das SOS induziert.
Hierzu wurde ein Tiermodell etabliert, in dem eine VEGF-AK-Therapie verglichen
werden kann und die pathophysiologischen Zusammenhange in der Entwicklung des
SOS differenziert analysiert werden kénnen. Im Zuge der weiteren Optimierung
konnte eine spezifischere Optimierung des Tiermodells notwendig sein, um die
Mortalitat zu reduzieren und eine bessere Aussagekraft in der Auswertung zu
erzielen. AnschlieRend kdnnte im Sinne der Translation koharent ein Tumormodell
entwickelt werden, um die klinischen Bedingungen und molekularen Mechanismen
realistischer darzustellen. Je weiter die chirurgischen Grenzen der Resektabilitat
erweitert werden und damit ein groRtmdglicher Tumorbefall noch reseziert werden
kann, desto mehr Bedeutung kommt dem Schutz des verbleibenden, obligat
gesunden Leberparenchyms im Zuge einer neoadjuvanten Chemotherapie zu, um
die lebensnotwendige postoperative Leberregeneration zu ermoglichen. Die
vorgestellten experimentellen Untersuchungen und Vorhaben stellen eine wichtige
Grundlage zum besseren Verstandnis von der Entwicklung, Pathophysiologie und
Praventionsmoglichkeit des Oxaliplatin-induzierten SOS dar und ermoglichen damit

eine Verbesserung der Therapie far Patienten mit KRLM.
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5. Zusammenfassung

Das KRK stellt eines der haufigsten Tumorleiden fur beide Geschlechter dar. Etwa
die Halfte aller Patienten entwickeln im Laufe ihrer Erkrankung KRLM. Im Rahmen
der multimodalen Therapie kommt der neoadjuvanten Chemotherapie eine
zunehmend hohe Bedeutung zu. Diese basiert zu einem gro3en Anteil auf dem
Platinderivat Oxaliplatin, das mit dem Auftreten des SOS assoziiert ist und folglich mit
einer hoheren Rate an intra- und postoperativen Komplikationen sowie einer hoheren
Mortalitat einhergeht. Erste Patientenstudien konnten eine verringerte Inzidenz des
SOS aufzeigen, wenn die Patienten zusatzlich mit dem VEGF-AK Bevacizumab
behandelt worden sind. Diese Arbeit wurde durchgefuhrt, um ein Tiermodell zu
etablieren, das diesen klinischen Hintergrund in ein experimentelles Modell
translatiert. Fur die Etablierung und erste Vergleichsstudien wurden in zwei
Versuchsreihen insgesamt 235 Mause behandelt und operiert. Es konnte erstmalig
im Tiermodell gezeigt werden, dass Oxaliplatin das SOS induziert. Des Weiteren
wurde erstmalig ein Modell prasentiert, in dem anschlieBend eine 2/3-
Leberteilresektion durchgeflhrt werden konnte, um den Einfluss des SOS auf die
Leberregeneration zu untersuchen. In diesen ersten Versuchsablaufen konnte kein
protektiver Effekt durch die zusatzliche Behandlung mit einem VEGF-AK
nachgewiesen werden. Das vorgestellte Tiermodell ermdglicht umfassende
histopathologische, immunhistochemische, laborchemische sowie molekulare
Expressionsanalysen diverser Parameter, um die zugrundliegenden
pathophysiologischen Zusammenhange besser zu verstehen. Erste Analysen
innerhalb der ersten Versuchsreihe konnten hierzu noch keine signifikanten
Messwerte aufzeigen, jedoch Tendenzen darstellen, beispielsweise eine hoéhere
VEGF-Expression bei Auftreten des SOS. Zusammenfassend stellt die Arbeit eine
wichtige Weiterentwicklung in der (tier-) experimentellen Forschung fur ein besseres
Verstandnis des SOS dar. Ziel der weiteren notwendigen Untersuchungen und
Adaptierungen ist die klinische Optimierung der multimodalen Therapie von Patienten
mit KRLM durch eine Verringerung der hepatischen Chemotherapie-assoziierten
Nebenwirkungen. Damit konnten in Zukunft mehr Patienten die Chance auf eine

Leberteilresektion und somit auf die bisher einzige kurative Therapieoption erhalten.
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