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1 Einleitung

1.1 Interventionelle Onkologie im Kontext maligner Lebertumoren

Maligne Lebertumoren spielen weltweit eine wichtige Rolle in der Krankheitsversorgung und
gewinnen durch ihre steigende Inzidenz immer weiter an Bedeutung '. Die Leber ist das am
haufigsten von Fernmetastasen, z.B. kolorektaler Karzinome (CRC) betroffene Organ . Der
haufigste primare maligne Lebertumor ist das hepatozellulare Karzinom (HCC), welches die
sechsthaufigste maligne Tumorentitat weltweit und die dritthaufigste krebsassoziierte

Todesursache darstellt .

In der Behandlung maligner Lebertumoren stellen die lokoregiondaren Therapien der
interventionellen Onkologie neben der Chirurgie, Onkologie und Strahlentherapie die vierte
Saule der Tumorbehandlung dar 2. Diese lokoregionaren Tumortherapien sind bildgestitzte,
minimal-invasive, selektive Interventionen, die auf eine maximale lokale Wirksamkeit bei
gleichzeitig geringer systemischer Toxizitat abzielen 3. Haufige Konstellationen in der
Indikationsstellung fir lokoregionare Therapien werden am Beispiel des HCC ersichtlich. Die
Einteilung der Krankheitsstadien des HCC erfolgt haufig anhand der Barcelona Clinic Liver
Cancer (BCLC) Klassifikation, welche auch die Grundlage fiir Behandlungsrichtlinien z.B. der
European Association for the Study of Liver darstellt 3. Die BCLC Klassifikation berticksichtigt
die Tumormanifestation (Gréle und Anzahl der Tumoren, GefaRinvasion, extrahepatische
Metastasen), die Aktivitdt und Selbstbestimmung des Patienten i.S. eines Performance Scores
und die Leberfunktion gemessen anhand der Child-Pugh Kriterien & 7. Im sehr friihen (BCLC 0)
und frihen Stadium (BCLC A) ist eine Heilung mittels Leberresektion, Ablation oder
Lebertransplantation moglich. Tumorablationen werden in diesem Stadium Ublicherweise zur
Behandlung kleiner Tumoren (< 3 cm Durchmesser) gewahlt, deren Wirksamkeit dann mit der
chirurgischen Resektion vergleichbar ist "> . Dennoch betragt das mediane Uberleben von
Patienten mit HCC weniger als ein Jahr, da die Erkrankung haufig fiir lange Zeit symptomlos
verlauft und mehr als ein Drittel der Patienten im intermediaren (BCLC B) oder fortgeschrittenen
(BCLC C) Krankheitsstadium diagnostiziert werden. Im intermediaren Stadium kommen
leitliniengerecht die TACE und im fortgeschrittenen Stadium systemische Therapien oder die
selektive interne Radioembolisation (SIRT) zum Einsatz, um das Tumorwachstum zu
kontrollieren und eine Lebensverlangerung zu erzielen °'3. Die TACE wird dariiber hinaus auch
zum Downstaging von HCC oder der Uberbriickung bis zur Lebertransplantation oder -resektion

eingesetzt ',

1.2 Intraarterielle lokoregiondre Tumortherapien

Die TACE und SIRT zahlen zu den kathetergestiitzten, intraarteriellen Tumortherapien (IAT).
Aufgrund der dualen Blutversorgung der Leber kommen IAT am haufigsten in der Leber zur
Anwendung, teilweise sind sie aber auch an anderen Organen und Kérperregionen gebrauchlich

(z.B. Niere, Lunge) ". Wahrend das gesunde Lebergewebe hauptsachlich durch die Pfortader



versorgt wird, werden Lebertumore praferenziell Gber Feeder-Gefalle aus der Leberarterie
versorgt '8 7. Insbesondere das HCC weist typischerweise ausgepragte vaskulare Anomalien
auf, die mit einer Arterialisierung und sinusoidalen Kapillarisierung einhergehen 8. Es wird daher
ein arterieller Zugang Uber die A. femoralis oder die A. radialis gewahlt und in Seldinger-Technik
ein Katheter unter Réntgenkontrolle bis in den tumor-versorgenden Arterienast vorgeschoben .
Die selektive Injektion Uber dieses Feeder-Gefaly ermdglicht eine hohe lokale Konzentration
zytotoxischer oder radioaktiver Substanzen im Tumor bei gleichzeitig geringer systemischer
Toxizitat 2° (Abbildung 1).

Hepatozelluléires Karzinom

Arteria hepatica

Vena portae
¢cTACE DEE-TACE
.. Embolisches Chemo- Chemotherapie- Yttrium-90 beladene
Lipiodol  (O) Material therapeutikum O beladene Partikel Mikrosphéren

Abbildung 1 — Schematische Darstellung der Prinzipien intraarterieller lokoregionérer
Therapien. Die konventionelle TACE (cTACE) erfolgt mittels lokaler Applikation in Lipiodol
geléster Chemotherapeutika und nachfolgender Embolisation des tumorversorgenden
Arterienastes. Bei der Drug-eluting beads TACE (DEB-TACE) werden Chemotherapie-beladene
Partikel (Durchmesser: 75-100 oder 100-300 um) appliziert. Bei der selektiven internen
Radiotherapie (SIRT) erfolgt die intraarterielle Applikation mit radioaktivem Yttrium-90 beladener
Mikrosphéren (Durchmesser: 20-60 um). (Originalabbildung durch die Autorin)

1.2.1 Transarterielle Chemoembolisation

Klassischerweise werden zwei Formen von Chemoembolisation unterschieden: die
konventionelle TACE (cTACE) und die Drug-eluting beads (DEB)-TACE. Bei der konventionellen
TACE werden ein oder mehrere Chemotherapeutika (z.B. Doxorubicin, Mitomycin C) in einer

Emulsion mit Lipiodol in den tumorversorgenden Arterienast appliziert. Lipiodol ist ein jodiertes



Ol, welches bei der cTACE eine dreifache Rolle als Emulgator der hydrophilen
Chemotherapeutika, rontgendichtes Kontrastmittel (KM) und Mikroembolisat erfiillt 2. Nach
Injektion des Lipiodol-Chemotherapie-Gemisches erfolgt die selektive Embolisation der Feeder-
Gefalle mit embolischen Materialien wie Gelfoam oder Polyvinylalkohol-Partikeln. Das Ziel der
Embolisation ist es, durch Unterbinden der Blutversorgung des Tumors die Sauerstoff- und
Nahrstoffzufuhr und das Auswaschen der lokal applizierten Chemotherapeutika zu verhindern

4. Der Wirkmechanismus der TACE beruht somit auf den synergistischen Effekten der

Chemotherapie und der ischamisch-induzierten Tumornekrose "' (Abbildung 2).

Abbildung 2 — Radiologische Bildgebung des HCC im Kontext der cTACE. A) Die axiale KM-
gestiitzte T1-gewichtete MRT in der arteriellen Phase zeigt ein typischerweise arteriell
hypervaskularisiertes HCC (weiller Pfeil) im Lebersegment IVb vor der Behandlung. B) Die
angiographischen Aufnahmen wéhrend der cTACE zeigen eine ausgeprédgte KM-Anreicherung des
Tumors vor Embolisation (sog. ,, Tumorblush®) und C) eine fehlende Kontrastierung des Tumors und
der tumorversorgenden Arterienéste nach Embolisation. D) In der nativen Computertomographie
(CT) 24 Stunden nach cTACE weist das Lebersegment IVb mit dem Tumor eine selektive
Lipiodoldeposition auf. E) In der axialen KM-gestiitzten Magnetresonanztomographie sechs
Wochen nach cTACE stellt sich das HCC nekrotisch und ohne KM-Anreicherung in der arteriellen
Phase dar. (Originalabbildung durch die Autorin)

1.2.2 Selektive Interne Radioembolisation

Intraarterielle Radionuklidtherapien wie die SIRT sind eine alternative Embolotherapie, bei der
statt Chemotherapeutika radioaktive Nuklide zur intraarteriellen Applikation verwendet werden.
Bei diesen Nukliden handelt es sich in der Regel um Yttrium-90, Holmium-166 oder selten lod-
131, die auf Mikrospharen geladen werden . Das am haufigsten verwendete Radionuklid,
Yttrium-90, ist ein Beta-Strahler mit einer kurzen Halbwertszeit von 64,2 Stunden und einer
limitierten Penetrationstiefe von durchschnittlich 2,5 mm. In ihrer klassischen Form, stellt die
SIRT eine Ilobare oder holistische Behandlung dar, wobei Uber die proximalen
Leberarterienhauptaste mit radioaktivem Yttrium-90 beladene Partikel von 20-60 um
Durchmesser injiziert werden, die sich im Kapillarbett der Tumoren verfangen und sie von innen
heraus bestrahlen 23. Seit einigen Jahren werden zuséatzlich Verfahren zur lokalen
Dosisintensivierung angeboten wie die sog. ,boosted“ Radioembolisation und die Radionuklid-

Segmentektomie 24 25, Die Beta-Bestrahlung des Yitrium-90 stellt den hauptsachlichen



Wirkmechanismus der SIRT dar, wahrend ein embolisierender Effekt abhangig ist von der Anzahl

der injizierten Partikel und nur bei ca. 20% der Interventionen eintritt 2627,

Im Gegensatz zur TACE wird die SIRT haufig erst im fortgeschrittenen Stadium des HCC oder
bei ausgedehnter leberdominanter Metastasierung eines extrahepatischen Primarius angewandt
28-30_Um das umliegende Gewebe vor der radioaktiven Strahlung zu schiitzen, findet im Vorfeld
eine Test-Angiografie statt. Hierbei identifizierte Shuntgefal’e, die die Mikrospharen in
extrahepatische Organe (z.B. Magen, Lunge) flihren konnten, werden verschlossen.
Desweiteren werden abschlieend mit Technetium-99 (Tc-99) beladene Makroaggregate von
Albumin (MAA) als Testsubstanz intraarteriell injiziert. Die Verteilung des MAA kann
anschlielend mittels SPECT-CT Bildgebung visualisiert und im Hinblick auf die intra- und
extrahepatische Verteilung evaluiert werden, welche je nach Ausmaf eine Dosisanpassung

notwendig machen oder eine Kontraindikation fiir die Radioembolisation darstellen kann 3'.

1.3 Bildgebung des hepatozellularen Karzinoms

Im Rahmen des Stagings erhalten Patienten mit Lebertumoren in der Regel eine KM-gestitzte
Schnittbildgebung (CT oder MRT). Unbehandelte HCC weisen aufgrund der vornehmlich
arteriellen Hypervaskularisation typischerweise eine arterielle Anflutung des KMs 15-20
Sekunden nach intravendser Injektion auf (sog. ,arterielles Enhancement*), wahrend sich in der
portalvendsen und vendsen KM-Phase (ca. 45 und 60-80 Sekunden nach Injektion) die
durchschnittliche Dichte oder Signalintensitat des Tumors geringer darstellt als die des
Leberparenchyms (sog. ,wash-out*) 32. Eine analoge KM-Dynamik weisen auch Lebertumoren
aus VX2-Zellen auf, die daher haufig als orthotopes Tumormodell im Kaninchen fiir praklinische

Versuche zur Bildgebung und lokoregionaren Therapie des HCC verwendet werden 33 34,

1.3.1 Bildgebende Beurteilung des Therapieansprechens

Bildgebende Verfahren sind sowohl in der klinischen Praxis als auch in der onkologischen
Forschung von grofder Bedeutung fiir die Evaluation des Therapieeffektes. Insbesondere die
Schnittbildgebung mit CT oder MRT ermdglicht eine dreidimensionale Beurteilung der
Tumorausdehnung und kann durch Verwendung von KM um dynamische Messungen der
Vaskularisation (z.B. extrazellulare KM) oder der =zelluldren Zusammensetzung (z.B.
intrazellulare KM) von Tumoren erganzt werden. Bei der Beurteilung von Lebertumoren ist die

MRT aufgrund des besseren Weichteilkontrastes dem CT technisch tiberlegen 3°.

Um Therapieentscheidungen und das Patientenmanagement positiv zu beeinflussen, sollten
Bildgebungsmarker, die zur Evaluation des Tumoransprechens herangezogen werden,
verschiedene Anforderungen erflllen: Sie sollten a) quantifizierbar und b) friihzeitig auswertbar
sein, um einen Vorhersagewert fiir das Outcome des Patienten (z.B. progressionsfreies
Uberleben, Gesamtiiberleben) zu haben. AuRerdem sollte ¢) eine histopathologische Validierung

wahrend der Etablierung erfolgen.



Es existieren verschiedene etablierte Evaluationskriterien, welche anhand uni- (z.B. Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors, RECIST) oder bidimensionaler Achsenvermessungen der
TumorgroRe (z.B. World Health Organization Kriterien, WHO) das Tumoransprechen beurteilen
% Bei IAT kommt es jedoch nicht oder erst verzdgert zu einer GréRenabnahme nach der
Therapie. Stattdessen wird durch die Embolisation die arterielle Tumordurchblutung reduziert
und eine Tumornekrose induziert, welche sich bildmorphologisch primar in einer verringerten
KM-Anreicherung des Tumors darstellt 3 3. Folglich wurden neuere Klassifikationen erarbeitet
(z.B. modified (m)RECIST; European Association for the Study of the Liver, EASL), wobei nach
lokoregionarer Therapie nur der arteriell hypervaskularisierte Tumoranteil im Verlauf vermessen
und beurteilt wird 384°, Fiir die Beurteilung des Tumoransprechens nach SIRT existieren keine
allgemein akzeptierten Kriterien des Therapieerfolges, sodass zumeist RECIST oder mRECIST

zur verwendet werden #'42 (Abbildung 3).

Eine gemeinsame Limitation aller genannten Kriterien ergibt sich hinsichtlich ihrer
Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit im longitudinalen Verlauf durch die manuellen

Auswertungen und die prozentuale visuelle Abschatzung des Enhancements. Die hieraus

resultierenden Untersucher-abhangigen Naherungswerte und die Verwendung vereinfachter

Abbildung 3 — Bildbasierte Beurteilung des Tumoransprechens nach TACE eines HCC.
Gezeigt werden axiale KM-gestiitzte T1-gewichtete MRT-Aufnahmen in der arteriellen Phase vor
(obere Reihe) und sechs Wochen nach TACE (untere Reihe). A) und B) illustrieren die Messung
des Tumordiameters zur Evaluation des Tumoransprechens gemédf3 RECIST 1.1. (stabile
Erkrankung). C) und D) zeigen die Messung des ldngsten zusammenhdngenden KM-
anreichernden Tumordiameters gemaR mRECIST (partielle Remission). E) und F) visualisieren
die Messung des dreidimensionalen Enhancing Tumor Volumes (ETV) zur Beurteilung des
Tumoransprechens gemal der quantitativen European Association for the Study of the Liver

(QEASL) Kriterien (partielle Remission). (Originalabbildung durch die Autorin)



Volumenformeln scheinen fiir vergleichende Bildanalysen nicht ausreichend prazise zu sein 3.
Als Weiterentwicklung der mRECIST und EASL-Kriterien wurden deshalb 2014 die quantitativen
(q)EASL-Kriterien zur Beurteilung des Tumoransprechens nach IAT entwickelt, denen eine
software-basierte dreidimensionale Evaluation des sog. Enhancing Tumor Volumes (ETV)
zugrunde liegt *4. Primares Ziel der gEASL-Kriterien ist es, die in verschiedenen Studien gezeigte
limitierte Reproduzierbarkeit der Kaliper-basierten Messungen fir mRECIST und EASL zu
umgehen 5 46 Weiterhin konnen asymmetrische Nekrosemuster nach Therapie und variable
MRT-Kontrastierungen  durch  automatisierte = Messungen und patientenspezifische
Referenzwerte der Signalintensitat in der Definition des ETV bericksichtigt werden. Obwohl eine
Uberlegenheit der qEASL-Kriterien gegeniiber uni- und bidimensionaler Kriterien in der
Evaluation primarer und sekundarer Lebertumoren nach TACE gezeigt werden konnte, findet
gEASL in der klinischen Praxis noch keine weitreichende Anwendung. Die Hauptgriinde hierfiir
sind auf die limitierte Verfigbarkeit der notwendigen Software und eine relativ komplexe

Durchfiihrung der ETV-Bestimmung zurlickzufiihren 4647 (Abbildung 4).

1.3.2 Therapiespezifische Evaluation des Tumoransprechens nach lokoregionaren
Therapien

Zusatzlich zu allgemeinen morphologischen Veranderungen des Tumors nach der Therapie
zielen aktuelle Bemuhungen in der radiologischen Forschung darauf ab, therapiespezifische
Indikatoren zu identifizieren, die bereits wahrend oder direkt nach der lokoregionaren Therapie das
Tumoransprechen vorhersagen kénnen. Im Rahmen der cTACE liegt hierbei ein Fokus auf dem
zur Embolisation verwendeten Lipiodol. Das iodierte 6lhaltige Substrat ist rontgendicht und seine
Verteilung kann daher wahrend der cTACE in der Fluoroskopie oder Cone-Beam-CT oder direkt im

Anschluss an die cTACE in der konventionellen CT sichtbar gemacht werden. Lipiodol gelangt tiber

einen bisher nicht vollstandig verstandenen Mechanismus in den hypervaskularisierten Tumor

Abbildung 4 — Quantifizierung des ETV. A) Semiautomatische Tumorsegmentierung auf KM-
gestiitzten  T1-gewichteten = MRT-Aufnahmen. B) Software-basierte  Erstellung  einer
dreidimensionalen Tumormaske. C) Subtraktion der MRT-Aufnahmen vor KM-Gabe von der KM-
gestiitzten MRT zur Entfernung unspezifischer Hintergrundsignale (z.B. Einblutungen). Selektion
eines patientenspezifischen Referenz-ROIl (grines Késtchen) innerhalb nicht-tumorésen
Leberparenchyms und software-basierte Errechnung und Visualisierung des ETV innerhalb der
Tumormaske mit einer Farbskala von blau (kein Enhancement) bis rot (starkes Enhancement).

(Originalabbildung durch die Autorin)
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und bleibt dort flir mehrere Monate nachweisbar, wie elektronenmikroskopische Aufnahmen aus
praklinischen Studien gezeigt haben . Aus dem umgebenden Lebergewebe hingegen wird
Lipiodol innerhalb von wenigen Wochen fast vollstandig ausgewaschen 4% %, Die Deposition des
Lipiodols im Tumor korreliert hierbei mit dem messbaren Tumoransprechen und dem Uberleben
nach cTACE und suggeriert, dass Lipiodol als nicht-invasiver ,theranostischer Marker einen
prognostischen Wert fiir Patienten mit HCC haben koénnte 0. AuRerdem scheinen arteriell
hypervaskularisierte Tumoren mehr Lipiodol zu speichern und damit auch besser auf eine cTACE

anzusprechen als weniger hypervaskularisierte Tumoren 48 % (Abbildung 5).

Annliche Zusammenhénge zeigten sich fiir das HCC auch im Kontext der SIRT. Das am haufigsten
verwendete Yttrium-90 Iasst sich im Anschluss an die SIRT &hnlich wie 99TcMAA in der
Bremsstrahlung-SPECT visualisieren, welche unter Kenntnis der injizierten Yittrium-90-Aktivitat
auch eine Quantifizierung der Tumordosis ermoéglicht. Hier wurde gezeigt, dass hypervaskularisierte
Tumoren mehr Yitrium-90 aufnehmen als weniger vaskularisierte Tumorherde und dass diese
héhere Tumordosis mit der Tumornekrose und einem verbesserten Ansprechen auf die SIRT
korreliert 5'. In der Klinischen Praxis beschrankt sich die Beurteilung der SPECT-CT-Aufnahmen

jedoch auf eine rein qualitative Auswertung der Yttrium-90-Verteilung mit der Aussage, ob

Tumoraussparungen oder eine extrahepatische Yttrium-90-Anreicherung vorliegen.

Abbildung 5 — Quantifizierung der intratumoralen Lipiodoldeposition nach cTACE. A)
Semiautomatische Segmentierung der Leber und des Tumors (vgl. Abbildung 4) auf KM-gestitzten
T1-gewichteten MRT-Aufnahmen vor cTACE. B) Semiautomatische Segmentierung der Leber auf
der CT nach cTACE. C) Elastische Bildregistrierung von MRT und CT mittels Advanced
Normalization Tools und software-basierte Errechnung der Lipiodoldeposition innerhalb des

Tumors. Farbkodierte Darstellung der Lipiodoldichte. (Originalabbildung durch die Autorin)

1.3.3 Kiinstliche Intelligenz zur computergestiitzten Bildanalyse

Insbesondere in der Radiologie werden grof3e Mengen an Bildinformation gewonnen, die mit
dem bloflen Auge auch fiir erfahrene Radiologen in ihrer Gesamtheit nur schwer zu erfassen
sind. Daher wird zunehmend die Verwendung kunstlicher Intelligenz (Kl) zur automatisierten
Auswertung komplexer Bildinformationen untersucht, um mit hoher Effizienz und
Geschwindigkeit solche bildbasierten Biomarker zu identifizieren, die sich dem menschlichen
Auge entziehen 2. Den meisten Kl-Verfahren geht eine Segmentierung des Tumors voraus. Im

Falle einer Radiomics-Analyse findet anschlieffend innerhalb der segmentierten Tumormaske
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auf Voxelebene eine automatisierte quantitative Analyse der Bildmerkmale (sog. Features, z.B.
GroRe, Kontur) statt 3. Machine Learning hingegen ist eine Methode, bei der mathematische
Algorithmen die eingespeisten annotierten Daten selbststandig analysieren, dabei Merkmale
erkennen und erlernen und diese festgelegten Kategorien zuzuordnen 3. Eine Weiterentwicklung
der Kl-Methoden sind Deep-Learning-Algorithmen, die anhand annotierter Trainingssets
Zusammenhange von Bilddaten erlernen und schlieRlich ein neuronales Netzwerk zur
Mustererkennung bilden, welches intelligente menschliche Denkmuster imitiert. Dieses kann auf
unbekannten Testdatensets die aussagekraftigsten Bildmerkmale bestimmen und
beispielsweise fir die Identifizierung oder Klassifizierung von Lasionen herangezogen werden.
Auch in der interventionellen Onkologie kdnnte die automatisierte Bildanalyse einen Vorteil
haben, z.B. bei der Patientenselektion vor TACE, der Auswertung der Lipiodoldeposition oder

des Tumoransprechens nach TACE 54 %.

1.4 Molekulare Bildgebung von Lebertumoren

1.4.1 Die Rolle der Tumormikroumgebung

Neben rein morphologischen Kriterien zur bildbasierten Evaluation von Tumoren ermdglicht die
zunehmende Charakterisierung der sog. ,Hallmarks of Cancer” die Entwicklung spezifischer,
molekularer Bildgebungsmethoden %6. Hierbei spielen insbesondere die Interaktionen der
Tumorzellen mit ihrer Tumormikroumgebung (TMU) eine Rolle, deren dynamische
Zusammensetzung aus humoralen und zellularen Faktoren das Tumorwachstum beglnstigen
und auch die Therapieeffektivitat beeinflussen kann % 57, Bestimmte Muster dieser Faktoren
kénnen beispielsweise mit dem Ergebnis lokaler pH-Veranderungen einhergehen, welche die
Aggressivitat wachsender Tumoren widerspiegeln %8. Zusatzlich zu den extrinsischen Einfliissen
der TMU zeichnet sich das HCC durch eine hohe genetische Variabilitdt und damit ein hohes
Anpassungsvermogen an herausfordernde Wachstumsbedingungen aus. Diese Heterogenitat
verschiedener HCC-Subtypen und verschiedener Areale innerhalb eines Tumors beeinflusst
auch die Suszeptibilitat gegenliberiiber verschiedenen onkologischen Therapien und stellt so
eine potentielle Hirde fiir deren Wirksamkeit dar . Ziel der molekularen Bildgebungsmethoden
ist daher die nicht-invasive Charakterisierung des individuellen HCC und seiner TMU, um
basierend auf den molekularen Tumoreigenschaften ein personalisiertes Therapiekonzept zu

entwickeln.

1.4.2 Tumormetabolismus und Immunevasion

Ein anerkanntes ,Hallmark of cancer® ist das Phanomen der metabolischen
Reprogrammierung und die Tumorglykolyse ¢ (Abbildung 6). Tumorzellen weisen eine
vermehrte Aufnahme von Glukose auf, welche vorrangig Uber glykolytische
Stoffwechselwege verwertet wird. Obwohl durch die Glykolyse im Gegensatz zur oxydativen
Phosphorylierung weniger Energie generiert werden kann, ist in vielen Tumorzellen

unabhangig von der Sauerstoffverfligbarkeit ein vorrangig glykolytischer Stoffwechsel
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nachweisbar (sog. ,Warburg Effekt‘) 8. Dieser stellt auch die Grundlage firr die Fluor-18

Fluordesoxyglukose-Positronenemissions-Tomographie (FDG-PET) dar 62 63,

Resistenz
Unabhangig- gegenuber
Reprogram- P 'l(_(fa't v?n r\:vachsturgs- Umgehung der
mierung des HOIPE O emmen o korpereigenen
Tumormeta- signalen Signalen Immunreaktion
bolismus @ 66 (Immunevasion)
Resistenz Unbegrenztes
gegentiber Replikations-
Apoptose- potential
signalen
Genetische -
Instabilitét und Stimulierende
Mutationen Entziindung
Induktion der Invasion und
Neoangiogenese Metastasierung

Abbildung 6 — “Hallmarks of Cancer — Next Generation”. Diese zehn Charakteristika
beschreiben die Schliisselprinzipien der Karzinogenese. Hervorgehoben sind die
~,Reprogrammierung des Tumormetabolismus® und die ,Umgehung der kbérpereigenen
Immunreaktion (Immunevasion)*, welche im Rahmen dieser Habilitationsarbeit untersucht

wurden. (Adaptiert von Hanahan et al. °%; (ibersetzt und modifiziert durch die Autorin)

Warburg selbst schrieb der Glykolyse in Tumorzellen eine vorrangige Rolle bei der
Energiegewinnung zu %¢. Mittlerweile konnte jedoch nachgewiesen werden, dass viele
Tumorzellen in der Lage sind, ihre Energiegewinnung durch eine vielfaltige molekulare
Ausstattung an die Mikroumgebung anzupassen. Folglich ist die Wissenschaft heutzutage
Uberzeugt, dass die Glykolyse nicht primar der Energiegewinnung dient, sondern der aktiven
Mitgestaltung der TMU nutzt ®. Eine Schliisselrolle kommt dem Laktat zu, das bei der
Glykolyse entsteht und anschlieRend im Kotransport mit Protonen in den Extrazellularraum
abgegeben wird, um die intrazellulare pH-Homo6ostase aufrecht zu erhalten . Als Folge
akkumuliert das Laktat in der TMU, wo es den extrazellularen pH senkt und dadurch
verschiedene Mechanismen der Karzinogenese unterstitzt . Neben der Induktion der
Neoangiogenese und der epithelialen-mesenchymalen Transition hemmt das Laktat direkt
und indirekt Gber den niedrigen pH die Funktion der zellularen und humoralen Immunantwort
gegen den Tumor 85 €71 (Abbildung 7). Dieses Phanomen, bei dem sich die Tumorzellen
der korpereigenen Immunabwehr entziehen, wird auch als Immunevasion bezeichnet. Je
niedriger der extrazellulare pH des Tumors und seiner Mikroumgebung ist, desto
aggressiver ist das Tumorwachstum und desto geringer ist die Wahrscheinlichkeit eines

Therapieansprechens auf herkdmmliche Chemotherapeutika oder Bestrahlung 7275,
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Abbildung 7 — Schematische Darstellung des Tumormetabolismus (,,Warburg Effekt”) und
der Immunevasion am Beispiel des HCC. Der ,Warburg-Effekt* beschreibt die vermehrte
Aufnahme von Glukose in die Tumorzellen, u.a. liber den Glukosetransporter (GLUT)-1, welche
anschlieend tber glykolytische Stoffwechselwege zu Laktat metabolisiert wird. Mit dem Ziel der
intrazelluldren pH-Homéostase wird das Laktat liber Monocarboxylat-Transporter (MCT) und im
Kotransport mit Protonen (H*) (iber Protonenpumpen (PP) in den extrazelluldren Raum
transportiert, wo es akkumuliert und einen sauren pH bedingt. Dieser saure pH in der TMU
induziert lber verschiedene Signalwege die Neoangiogenese und die lokale Inhibition der
antitumoralen Immunantwort (Immunevasion) und stimuliert somit das Tumorwachstum.

(Originalabbildung durch die Autorin)

1.4.3 Molekulare antiglykolytische und Immuntherapien im Kontext der TACE

Wahrend bei interventionell radiologischen Therapien durch die lokale Applikation eine selektive
Tumorbehandlung erreicht wird, sollen auf dem Gebiet der onkologischen Systemtherapien
zielgerichtete, molekulare Therapeutika eine Verbesserung der Selektivitat ermoglichen 6. Auch
das zunehmende Verstandnis der metabolischen Reprogrammierung von Tumorzellen bietet
neue Angriffspunkte zur Entwicklung antitumoraler Medikamente, die =zielgerichtet den
Tumormetabolismus blockieren . Ein solches, praklinisch gut erforschtes Medikament ist 3-
Bromopyruvat (3-BrPA), welches Uber Monocarboxylat-Transporter, die auch beim HCC
vermehrt exprimiert werden, in die Tumorzelle aufgenommen wird ”’. Intrazellular hemmt es die
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Schliisselenzym der Glykolyse und
dadurch die Adenosintriphosphat (ATP)-Produktion zur Energiegewinnung. Dieser zytostatische
Effekt konnte bereits in Versuchen im VX2-Kaninchentumormodell fir Lebertumoren und

Maustumormodell fir das Pankreaskarzinom nachgewiesen werden 78 7°,
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Ein neueres zielgerichtetes Therapiekonzept stellen die Immuntherapien dar, welche
verschiedene molekulare Mechanismen nutzen, um der Immunevasion von Tumoren
entgegenzuwirken und die korpereigene Immunabwehr gegen den Tumor zu stimulieren.
Besonders verbreitet sind die Immuncheckpoint-Inhibitoren 8. Im Gegensatz zu den
beschriebenen Ansatzen der medikamentdsen Inhibition der Tumorglykolyse sind Checkpoint-
Inhibitoren bereits weitreichend in die klinische Praxis und auch die Leitlinien zur Therapie des
HCC tGbernommen worden &. Aufgrund der hohen Dichte an immunologisch aktiven Zellen sollte
sich die Leber bei theoretischer Betrachtung besonders gut fir den Einsatz von Immuntherapien
eignen. Auch die Tatsache, dass bei chronischen Lebererkrankungen wie der Leberzirrhose, die
dem HCC in ca. 80% der Falle zugrunde liegt, proinflammatorische Prozesse detektiert werden,
unterstiitzt die Annahme eines guten Ansprechens auf Immuntherapien 5% 8183 |eider konnten
randomisierte klinische Phase Il Studien bei Patienten mit fortgeschrittenem HCC nurin ca. 20%
der Falle ein zufriedenstellendes Tumoransprechen auf die Therapien mit Checkpoint-Inhibitoren
nachweisen 8 84 Die hochselektive Wirksamkeit in diesen klinischen Studien legt nahe, dass
Patienten vor der Therapie besser selektiert und diejenigen identifiziert werden missen, die am

wahrscheinlichsten von der geplanten Immuntherapie profitieren werden.
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Abbildung 8 — Lokale Immunantwort nach TACE eines HCC. Hdmatoxylin-Eosin (H&E)
Farbung eines (A) unbehandelten HCC (gestrichelte Linie) eines Patienten nach
Leberteilresektion und eines (E) mit TACE behandelten HCC (gestrichelte Linie) eines weiteren
Patienten, der im Anschluss (171 Tage) eine Lebertransplantation erhielt. Die
immunohistochemische Farbung antigenprasentierender Zellen (anti- Human Leukocyte Antigen
(HLA)-DR Antikérper) zeigt (F), (G), (H) die vermehrte Immunzellinfiltration in die peritumorale
Zone nach TACE im Vergleich zu dem (B), (C), (D) unbehandelten HCC. Die gestrichelten Linien
in (D) und (H) umranden die peritumorale Zone. T=tumor, R=peritumoraler Rand,

L=Leberparenchym. (Originalabbildung durch die Autorin)
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Weiterhin untersuchen derzeit klinische Folgestudien die Wirksamkeit von Kombinationen aus
verschiedenen molekularen Therapeutika oder lokoregionaren Therapien mit Immuntherapien 8%
87 Ein Vorteil konnte hierbei durch die lokale Applikation der Therapeutika an den Ort der
gewunschten Wirksamkeit erreicht werden. Auf3erdem konnten gezielte lokale Veranderungen
der TMU mit der lokoregionaren Therapie erreicht werden, welche die Wirksamkeit der
Immuntherapie verbessern. In diesem Zusammenhang wird fir die Kombination von
Immuntherapien mit TACE die Rolle der tumorassoziierten Antigene (TAA) diskutiert, die beim
Tumorzerfall nach TACE freigesetzt und anschliefsend lber antigen-prasentierende Zellen zur
T-Lymphozyten-Aktivierung fiihren 8 (Abbildung 8). Der Effekt der TACE auf die TMU ist
jedoch noch nicht vollstandig erforscht und verstanden. Insbesondere bleibt ein potentiell
negativer Effekt durch die Ischamie und eine mégliche Verstarkung der peritumoralen Azidose
umstritten, die die Resistenzen der Tumorzellen gegentber den eingebrachten Therapeutika

sogar verstarken konnte &°.

1.5 Fragestellung und Zielsetzung

Die Radiologie spielt eine wichtige Rolle bei der nicht-invasiven Charakterisierung von Tumoren
zur Evaluation ihrer Suszeptibilitdt vor und des Tumoransprechens nach onkologischen
Therapien. Darliber hinaus stellen Methoden der interventionellen Radiologie leitliniengerechte
Behandlungsstrategien fur Lebertumoren dar. Im Kontext der Entwicklung zielgerichteter
molekularer Tumortherapien fir potentiell neue und kombinierte Anwendungsbereiche missen
diese Methoden der interventionellen Radiologie evaluiert werden. Im Fokus steht hierbei die
Individualitdt des Tumors und seiner TMU. Diese stellt die Radiologie als diagnostische und
therapeutische Disziplin vor die besondere Herausforderung, unter allen zur Debatte stehenden
onkologischen Therapien diejenige zu identifizieren, von welcher der individuelle Patient am
ehesten profitieren wird. Im Kontext maligner Lebertumoren sind jedoch die komplexe
Zusammensetzung der TMU und ihre Veranderungen im Zuge verschiedener lokoregionarer und
systemischer Therapien bisher nur unvollstandig verstanden und weder bildlich ausreichend
darstellbar noch quantifizierbar. Die Zielsetzung dieser Arbeit ist es deshalb, bildbasierte
quantifizierbare Biomarker fur die multimodale Charakterisierung maligner Lebertumoren und
ihrer TMU im Kontext lokoregionarer Therapien zu entwickeln. Im Ergebnis sollen solche
bildbasierten Biomarker zur Erfassung der molekularen Tumoreigenschaften genutzt werden,
um Patienten direkt ein optimiertes und zielgerichtetes individuelles Behandlungskonzept
anbieten und nach Therapieeinleitung friihzeitig unzureichend behandelte Patienten
identifizieren zu kénnen. Kinftig sollen die gewonnenen Kenntnisse in der klinischen Praxis
Anwendung finden, um eine Verbesserung und Personalisierung des Therapieregimes und damit
eine Lebensverlangerung von Patienten mit malignen Lebertumoren bei moglichst geringen

Nebenwirkungen zu erzielen.
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2 Ergebnisse

2.1 Quantitative und therapiespezifische Pradiktoren des Tumoransprechens nach
intraarteriellen Therapien

Die folgenden drei Arbeiten befassen sich mit der volumetrischen Auswertung multimodaler
Bilddaten, um quantitative bildbasierte Biomarker fir das Tumoransprechen nach IAT zu
identifizieren. Ein Fokus lag hierbei auf der Evaluation des ETV als Surrogatmarker fir die
Vaskularisation von Lebertumoren. Weiterhin wurden therapiespezifische Veranderungen auf
der postinterventionellen Bildgebung untersucht, die mit einem guten Tumoransprechen
einhergehen. Neben bildbasierten Pradiktoren wurden auch klinische Daten analysiert, wobei
sich insbesondere das Vorhandensein einer Leberzirrhose als pradiktiv fir ein schlechteres

Outcome von Patienten mit HCC nach IAT erwies.

2.1.1 Quantitative SPECT-Analyse zur Pradiktion des Tumoransprechens nach SIRT
(Originalarbeit 1)

Schobert I, Chapiro J, Nezami N, Hamm CA, Gebauer B, Lin M, Pollak J, Saperstein L,
Schlachter T, Savic LJ.

Quantitative Imaging Biomarkers for °°Y Distribution on Bremsstrahlung SPECT After Resin-
Based Radioembolization.

J Nucl Med. 2019 Aug;60(8):1066-1072. doi:10.2967/jnumed.118.219691.

Zum Zeitpunkt der Arbeit existierten bereits Studien, die eine Korrelation der Yttrium-90-
Aufnahme in den Lebertumor mit dem Tumoransprechen nach SIRT zeigen konnten . In der
klinischen Praxis wird deshalb vor jeder SIRT eine Testangiographie und intraarterielle Injektion
von 99mTc-MAA durchgefihrt, dessen Verteilung in der anschlieRenden SPECT zur Vorhersage
der Yttrium-90-Verteilung nach SIRT evaluiert wird. Die Ubertragbarkeit dieser SPECT-
Ergebnisse mit 99mTc-MAA auf die eigentliche Therapie mit Yitrium-90 ist durch die
unterschiedliche GréRe und hamodynamischen Eigenschaften der beiden Radionuklide jedoch
limitiert. In dieser Studie wurden daher nicht-invasive und quantifizierbare bildbasierte Biomarker
gesucht, um anhand der pratherapeutischen Schnittbildgebung und einer quantitativen SPECT-

Auswertung das Tumoransprechen nach SIRT vorherzusagen °'.

In der retrospektiven Studie wurden Patienten mit HCC und anderen malignen Lebertumoren
eingeschlossen und die Bildgebung vor (MRT, CT) und nach Therapie (SPECT nach 24 Stunden;
MRT, CT nach 3-4 Monaten) registriert und semiautomatisch analysiert 46 2. Es wurden die
bereits etablierten volumetrischen Tumorparameter Total Tumor Volume (TTV) und Enhancing
Tumor Volume (ETV) errechnet und mit der Yttrium-90-Verteilung in der SPECT und dem
Tumoransprechen nach SIRT gemafl RECIST 1.1 und gEASL korreliert.

Bei Patienten mit HCC zeigte sich, dass eine vermehrte Vaskularisation des Tumors gemessen
als ETV die Yitrium-90-Aufnahme in den Tumor beglnstigte und mit dem Tumoransprechen

nach SIRT korrelierte. Wahrend das ETV auch bei anderen Lebermalignomen die Yttrium-90-
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Aufnahme in den Tumor signifikant beeinflusste, konnte in dieser Subgruppe kein

Zusammenhang der Tumordosis mit dem Ansprechen nach SIRT gezeigt werden.

In dieser Studie wurden erstmalig Bildgebungen unterschiedlicher Modalitdten registriert und
verglichen, die zu verschiedenen Zeitpunkten routinemafig bei SIRT-Patienten erstellt werden.
Die Ergebnisse legen nahe, dass die aktuell Ubliche Indikationsstellung mittels allgemeiner
Krankheitskriterien oder -stadien (z.B. BCLC Kriterien) unzureichend ist und durch
Berlcksichtigung individueller Tumorcharakteristika fir die Selektion geeigneter Patienten
verbessert werden kénnte. Das ETV reprasentiert als nicht-invasiver Biomarker die Vitalitat und
Vaskularisation von Tumoren und kann deshalb bereits vor der SIRT fir eine individualisierte
Therapieplanung bei Patienten mit HCC herangezogen werden und so potentiell die invasive
Testangiographie ersetzen. Weiterhin werden die Moglichkeiten der quantitativen SPECT-
Auswertung aufgezeigt, welche bereits wenige Stunden nach der SIRT eine frihzeitige
Abschatzung des Therapieeffektes ermaoglicht. (verfasst durch die Autorin in Anlehnung an die
Quelle: *'; doi: 10.1007/s00330-020-06931-5)

https://doi.org/10.2967/jnumed.118.219691
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2.1.2 Lipiodolquantifizierung und Doxorubicinverteilung nach TACE (Originalarbeit 2)
Savic LJ, Chapiro J, Funai E, Bousabarah K, Schobert IT, Isufi E, Geschwind JH, Stark S, He
P, Rudek MA, Perez Lozada JC, Ayyagari R, Pollak J, Schlachter T.

Prospective study of Lipiodol distribution as an imaging marker for doxorubicin
pharmacokinetics during conventional transarterial chemoembolization of liver malignancies.

Eur Radiol. 2020 Oct 15. doi: 10.1007/s00330-020-07380-w. Epub ahead of print
(Zugriffsdatum 17.01.2021).

Die konventionelle TACE wird bereits seit den 1980er Jahren zur Behandlung maligner
Lebertumoren durchgefihrt und umfasst die Verwendung von Lipiodol, welches durch seine
vielfaltigen Funktionen als réntgendichtes KM, Embolisat und Emulgator die am haufigsten zur
intraarteriellen Applikation von Chemotherapeutika verwendete Substanz ist 2" %3 Ahnlich wie
bei dem Zusammenhang der Yttrium-90-Deposition mit dem Tumoransprechen existierten
bereits Studien, die einen Zusammenhang der Tumorvaskularisation mit der Aufnahme des
Lipiodols in den Tumor zeigten % 50 Trotz der lokalen Administration wiesen friihe
pharmakokinetische Studien jedoch relativ hohe systemische Konzentrationen der verwendeten
Chemotherapeutika nach cTACE nach, die potentiell mit Nebenwirkungen einhergehen kénnten
%.97 Diese Erkenntnisse waren der Grundstein fiir die Entwicklung neuartiger Formen der TACE,
z.B. DEB-TACE, die eine langsamere und damit potentiell weniger schadliche Freisetzung der
Chemotherapeutika ermdglichen. Eine Uberlegenheit hinsichtlich ihrer Wirksamkeit gegentiber
cTACE zeigte sich nicht. % %°_Die Materialien (z.B. Mikrokatheter, Verwendung von Cone Beam-
CT) und die Durchfihrung der cTACE haben sich allerdings stark weiterentwickelt, sodass
heutzutage vermehrt selektive Behandlungen von Tumoren oder Lebersegmenten anstelle des
gesamten Leberlappens (lobdre TACE) durchgefiihrt werden '*. In dieser prospektiven Studie
wird die systemische Verteilung von Doxorubicin und seinem Metaboliten Doxorubicinol nach

cTACE untersucht, wie sie nach aktuellen klinischen Standards durchgefiihrt wird.

Es wurden pharmakologische Analysen des peripheren Blutes bei 30 Patienten mit malignen
Lebertumoren zu 10 Zeitpunkten vor und nach cTACE durchgefiihrt und mit bildbasierten
Biomarkern vor (z.B. ETV) und nach Therapie (z.B. Lipiodoldistribution), dem Tumoransprechen
(gemall RECIST, mRECIST, qEASL) sowie Behandlungskomplikationen korreliert. Hierbei
zeigte sich ein Zusammenhang der Verteilung von Lipiodol in ein Lebersegment, zwei oder
mehrere  Segmente oder den gesamten Leberlappen mit den gemessenen
Spitzenkonzentrationen von Doxorubicin im peripheren Blut, welche 5 min nach lokaler

Administration auftraten und anschlie3end schnell abflachten.

Die Ergebnisse dieser Studie legen nahe, dass die Lipiodolverteilung auf der post-
interventionellen CT-Aufnahme als bildbasierter Biomarker fir die systemische Verteilung von
Doxorubicin nach cTACE verwendet werden kann. Zusatzlich wurde der vorher bereits

retrospektiv ermittelte pradiktive Wert des ETV zur Vorhersage der Lipiodoldeposition und des
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Tumoransprechen prospektiv validiert. Darliber hinaus zeigte sich die Uberlegenheit
volumetrischer und KM-basierter Methoden der Evaluation des Tumoransprechens in einer
prospektiven Kohorte gegeniiber der uni-dimensionalen Auswertung mittels RECIST oder
mRECIST. (verfasst durch die Autorin in Anlehnung an die Quelle: '°; doi: 10.1007/s00330-020-
07380-w)

https://doi.org/10.1007/s00330-020-07380-w
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2.1.3 Machine Learning Algorithmen zur Pradiktion des Tumoransprechens nach TACE

(Originalarbeit 3)

Abajian A, Murali N, Savic LJ, Laage-Gaupp FM, Nezami N, Duncan JS, Schlachter T, Lin M,
Geschwind JF, Chapiro J.

Predicting Treatment Response to Intra-arterial Therapies for Hepatocellular Carcinoma with
the Use of Supervised Machine Learning-An Atrtificial Intelligence Concept.

J Vasc Interv Radiol. 2018 Jun;29(6):850-857.e1. doi: 10.1016/j.jvir.2018.01.769.

Die Uberlegenheit volumetrischer Analysen der Tumorcharakteristika vor der Behandlung (z.B.
ETV) sowie der 3D qEASL Kriterien gegenuber herkdmmlichen uni- oder bi-dimensionalen
Evaluationskriterien des Tumoransprechens nach lokoregionarer Therapie konnte in den
vorangegangenen Studien gezeigt werden. Da diese jedoch nur semiautomatisch funktionieren
und daher abhangig von der Segmentierung durch den Radiologen sind, ist ihre Umsetzung in

die klinische Routine bisher nicht praktikabel.

Eine zusatzliche Herausforderung besteht darin, die bildbasierten Marker in Zusammenschau
mit den klinischen Patientendaten zu evaluieren. In Anbetracht der hohen Anzahl und
Vielseitigkeit dieser klinischen und radiologischen Krankheitsdaten finden in der Medizin
zunehmend Techniken der KI Anwendung, welche von eingespeisten, annotierten Daten lernen,
um anschlielRend selbststandig neu zugefiihrte Daten zu analysieren. In dieser Arbeit wurden
erstmals im Kontext der interventionellen Onkologie computergestiitzte Machine Learning
Algorithmen angewendet, um das Tumoransprechen von Patienten mit HCC nach TACE
vorherzusagen. Hierflir wurden zunachst die Daten einer Trainingskohorte erhoben und die
Patienten als Responder oder Non-Responder gekennzeichnet (Output-Label) und in zwei
verschiedene Machine Learning Algorithmen (Random Forest, Logistische Regression)
eingespeist. Nach der Trainingsphase wurden den Algorithmen klinische und radiologische
Daten (MRTSs) einer Testkohorte zugefiihrt, die die Algorithmen mit einer Gesamtgenauigkeit von
78% eigenstandig in Responder und Non-Responder unterteilte, ohne das Outcome nach TACE
zu kennen. Als wichtigste Biomarker des schlechten Tumoransprechens nach TACE ermittelten
die Algorithmen das Vorhandensein einer Leberzirrhose als klinische Variable sowie die niedrige

relative Tumorsignalintensitat in der KM-gestitzten MRT als radiologische Variable.

Diese Arbeit zeigt am Beispiel der TACE, wie die Verwendung von Machine Learning
Algorithmen bei der Patientenselektion und Indikationsstellung fiir eine TACE unter
Berucksichtigung von Daten unterschiedlicher Natur helfen kann. Gleichzeitig wird verdeutlicht,
dass in der klinischen Routine bereits ein Grof3teil der Daten in elektronischer Form so erzeugt
wird, dass die Etablierung einer Infrastruktur zur Datenanalyse mittels KI machbar ist. Mithilfe
solcher Algorithmen kénnten die behandelnden Arzte kiinftig bei der Therapieplanung unterstiitzt
werden. (verfasst durch die Autorin in Anlehnung an die Quelle: %*; doi: 10.3791/58382)
https://doi.org/10.1016/j.jvir.2018.01.769

41



2.2 Molekulare Charakterisierung von Lebertumoren im Kontext von TACE

In den folgenden Arbeiten wurden die Methoden der traditionellen MRT-Bildgebung um neuartige
molekulare Messverfahren erganzt. Ein Fokus lag hierbei auf der Charakterisierung der
molekularen Eigenschaften von Lebertumoren und ihrer TMU in organotypischen 3D
Zellkulturmodellen und einem translationalen Kaninchentumormodell. Im Ergebnis konnten eine
MRS-basierte Bildgebung des Tumor-pH und verschiedene molekulare MRT-Biomarker fir die
peritumorale Immunantwort etabliert und validiert werden. Der Entwicklung dieser bildbasierten
Biomarker lagen Erkenntnisse aus der onkologischen Forschung Uber den negativen
prognostischen Wert eines niedrigen Tumor-pH zugrunde, wie er auch bei unbehandelten
Tumoren im Tiermodell nachweisbar war. Dieser ergibt sich unter anderem aus der
inhibitorischen Wirkung auf die lokale kérpereigene Immunantwort. Als quantitative Biomarker
fir das systemische Immunprofil konnten verschiedene Konstellationen von Immunzellen bei

Patienten mit HCC identifiziert werden, welche mit dem Outcome nach TACE korrelieren.

2.2.1 Molekulare MRT der Tumorazidose in organotypischen 3D in vitro-Modellen
(Originalarbeit 4)

Savic LJ*, Schobert IT*, Hamm CA, Adam L, Hyder F, Coman D.

A high-throughput imaging platform to characterize extracellular pH in organotypic three-
dimensional in vitro models of liver cancer.

NMR in Biomed. 2021 Mar;34(3):e4465. doi: 10.1002/nbm.4465. *equal contributions
Trotz der Fortschritte auf dem Gebiet der quantitativen und automatisierten Bildanalyse ist die
Aussagekraft dieser Verfahren beziiglich der morphologischen Charakterisierung von Tumoren
limitiert. Mit zunehmendem Verstandnis Gber die dynamischen und funktionellen Charakteristika
von Tumoren wachst jedoch auch das Bedurfnis, diese Funktionen bildgebend dazustellen und

schlieBlich zielgerichtet in der Krebstherapie zu adressieren.

Der im Rahmen des “Warburg Effektes” erhéhte Glukosebedarf und die konsekutive Produktion
von Laktat fiihren auch beim HCC zu einem niedrigen pH des Tumors und seiner TMU. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass dieser niedrige pH sowohl die Prognose des Patienten als auch
das Ansprechen auf verschiedene onkologische Therapien beeinflusst %. Ziel dieser Arbeit war
es daher, den pH verschiedener Leberkrebszelllinien nicht-invasiv mittels MR-Spektroskopie
(MRS) zu messen. Um eine moglichst realistische Messumgebung zu schaffen, aber gleichzeitig
Raum flr experimentelle Beeinflussungen des pHs zu belassen, wurden fiur die Messungen
kollagenbasierte, 3D Zellkulturen hergestellt, die die organotypische TMU des HCC in vitro

imitieren.

Im Vergleich zu Hepatozyten wurde in den Leberkrebszelllinien mittels der MRS ein deutlich
niedriger pH-Wert ermittelt, der mit einer erhéhten Expression des Glukosetransporters GLUT -1

einherging und sich unter Hinzugabe von Glukose weiter verringerte. Im Gegensatz dazu war
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nach Administration des antiglykolytischen Therapeutikums 3-BrPA in subletalen Dosen eine

signifikante Erhéhung des pHs der 3D Zellkulturen mittels MRS detektierbar.

Die Ergebnisse der Studie legen nahe, dass die organotypischen 3D Zellkulturen eine geeignete
Plattform firr die Testung von Medikamenten bei unterschiedlichen TMU vor deren Einsatz in
vivo darstellen. Die pH-spezifische MRS stellt in diesem Zusammenhang eine Methode der nicht-
invasiven molekularen Charakterisierung des Tumormetabolismus dar, mit der funktionelle
Informationen ({ber den Tumor und somit die individuelle Suszeptibilitit gegeniber
onkologischen Therapien vor Therapiebeginn ermittelt werden koénnen. (verfasst durch die
Autorin in Anlehnung an die Quelle:"°", doi: 10.1002/nbm.4465)
https://doi.org/10.1002/nbm.4465
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2.2.2 Molekulare MRT der Tumorazidose in vivo nach TACE (Originalarbeit 5)

Savic LJ, Schobert IT, Peters D, Walsh JJ, Laage-Gaupp FM, Hamm CA, Tritz N, Doemel LA,
Lin M, Sinusas A, Schlachter T, Duncan JS, Hyder F, Coman D, Chapiro J.

Molecular Imaging of Extracellular Tumor pH to Reveal Effects of Locoregional Therapy on
Liver Cancer Microenvironment.

Clin Cancer Res. 2020 Jan 15;26(2):428-438. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-19-1702.

Der niedrige Tumor-pH als Marker flir Tumorwachstum und -aggressivitdt sowie eine
eingeschrankte Suszeptibilitdt gegeniber onkologischen Therapien konnte bereits in mehreren
Studien validiert werden. In dieser Studie wurde erstmals der pradiktive Wert des Tumor-pH als
Biomarker fiir das Therapieansprechen nach TACE untersucht. Obwohl es sich bei der TACE
um eine leitliniengerechte Therapie handelt, kommt es nach initialem Tumoransprechen haufig
zu Rezidiven, die mit der herkdmmlichen, morphologischen Beurteilung des Tumoransprechens
nicht friihzeitig erfasst werden kénnen '". Die lokale Azidose induziert Signalketten, die das
Tumorwachstum, die Metastasierung, die Neoangiogenese und die Immunevasion des Tumors

beglinstigen und stellt daher einen funktionellen Marker fiir die Tumorvitalitat dar ¢ 102-104,

In dieser Studie wurde daher die zuvor in vitro validierte pH-spezifische MRS an klinischen
3Tesla MRT-Scannern etabliert, um im orthotopen Kaninchenmodell fiir Lebertumore den
extrazellularen Tumor-pH und die longitudinalen Veranderungen nach cTACE in vivo zu
bestimmen. Im Vergleich zum umgebenden Leberparenchym wurde in den Tumoren und dem
Ubergang zwischen Tumor und Leber ein signifikant niedrigerer pH gemessen, der mittels einer
voxelbasierten Farbkarte visualisiert werden konnte. Nach der Behandlung mit cTACE
veranderte sich der Tumor-pH erst nach einer Woche und war nach zwei Wochen fast auf den
im Leberparenchym gemessenen Wert angestiegen. In einer Subgruppe, bei der die Tumoren
nur partiell behandelt worden waren, konnten die niedrigen Tumor-pH-Werte entsprechend nur
in den unbehandelten Anteilen nachgewiesen werden, wahrend sich der pH in den behandelten
Anteilen nach zwei Wochen ebenfalls nahezu normalisierte. Weitere mutiparametrische MRT-
Sequenzen und post-interventionelle CT-Bildgebung zur Evaluation der Lipiodoldeposition sowie
histologische Analysen von metabolischen und Proliferationsmarkern wurden mit den pH-

Messungen korreliert.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die MRS als nicht-invasive pH-Messmethode einen
funktionellen, quantitativen Marker fiir den Therapieerfolg nicht-chirurgischer Therapien des
HCC bereithalt. Das translationale Studiendesign unter Verwendung klinischen Equipments fur
die Bildgebung und die Behandlung stellen ein neuartiges Konzept der nicht-invasiven
molekularen Phanotypisierung von Lebertumoren dar, welches im klinischen Kontext fir die
Patientenselektion vor und die Evaluation des Tumoransprechens nach Therapie Anwendung
finden kann. (verfasst durch die Autorin in Anlehnung an die Quelle: ®; doi: 10.1158/1078-

0432.CCR-19-1702)
https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-19-1702
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2.2.3 Molekulare MRT des immuno-metabolischen Wechselspiels in vivo nach TACE

(Originalarbeit 6)

Savic LJ, Doemel LA, Schobert IT, Montgomery RR, Joshi N, Walsh JJ, Santana J,
Pekurovsky V, Zhang X, Lin M, Adam L, Boustani A, Duncan J, Leng L, Bucala RJ, Goldberg
SN, Hyder F, Coman D, Chapiro J.

Molecular MRI of the Immuno-Metabolic Interplay in a Rabbit Liver Tumor Model: A Biomarker
for Resistance Mechanisms in Tumor-targeted Therapy?

Radiology. 2020 Sep;296(3):575-583. doi: 10.1148/radiol.2020200373.

Zum Zeitpunkt dieser Arbeit war bereits bekannt, dass der niedrige pH von Lebertumoren und
ihrer TMU eine supprimierende Wirkung auf die kérpereigenen Immunzellen hat, die in der TMU
das Tumorwachstum einddmmen sollen. Dieses Phanomen der Immunevasion von Tumoren
wird durch verschiedene Formen der Immuntherapien adressiert, deren Wirkmechanismus auf
der Stimulation der Aktivitat des kérpereigenen Immunsystems gegen den Tumor beruht. Obwohl
die Leber ein immunologisch hochaktives Organ ist, die Leberzirrhose eine proinflammatorische
Umgebung schafft, und bereits eine Vielzahl an Interaktionen des HCC mit der immunologischen
TMU nachgewiesen wurden, war in Phase Il Studien beim HCC ein messbarer Therapieeffekt
nach Immuntherapie nur bei ca. 20% der Patienten nachweisbar 3. Potentielle
Losungsstrategien bieten eine optimierte Patientenselektion und Kombinationen mit
lokoregionaren Therapien, die die vorherrschenden Bedingungen in der lokalen TMU

beeinflussen und so das Tumoransprechen auf die Immuntherapie verbessern kénnten.

In dieser Studie im translationalen Kaninchenlebertumormodell wurden erstmalig unter
Verwendung zellspezifischer MRT-Biomarker die lokale Immunantwort auf den Tumor nicht-
invasiv in vivo visualisiert und die Interaktionen mit dem Tumor-pH und dessen Veranderungen
im Rahmen der TACE untersucht. Zum Einsatz kamen neu entwickelte Gadolinium (Gd)-
markierte Antikorper gegen antigenprasentierende Zellen, Eisenoxidpartikel, die von
Makrophagen in der Tumormikroumgebung phagozytiert werden, und die pH-spezifische MRS.
Die Ergebnisse der Bildgebung wurden mittels Massenzytometrie, Immunfluoreszenz und

Immunhistochemie validiert.

Die zellspezifischen MRT-Biomarker verursachten in vivo selektive messbare MRT-
Signalveranderungen in einem Saum um den Tumor. Ex vivo konnte eine Korrelation dieser
Signalveranderungen mit der selektiven Bindung der Gd-markierten Antikdrper an antigen-
prasentierende Zellen und der Deposition der Eisenoxidpartikel in den peritumoralen
Makrophagen gezeigt werden. Die unbehandelten Tumore wiesen wie in den Vorversuchen
einen niedrigen pH im Vergleich zum umgebenden Leberparenchym auf. Wahrend sich der
Tumor-pH einen Tag nach TACE nicht signifikant geandert hatte, waren die histologisch
nachweisbaren Immunzellen in der TMU zu diesem Zeitpunkt deutlich reduziert. Es wurde daher

erstmalig die TACE mit einer intraarteriellen Gabe von Natriumbikarbonat kombiniert, um den
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Tumor-pH zu erhéhen und dadurch die Immunsuppression aufzuheben. Tatsachlich konnte
einen Tag nach der Kombinationsbehandlung ein signifikanter pH-Anstieg im Tumor gemessen

werden, der mit einer Infiltration von Immunzellen in die TMU einherging.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Messung des Tumor-pH Rickschlisse auf die lokale
Immunantwort zulasst und dass die lokale Modulation des Tumor-pH eine adjuvante Strategie in
der Behandlung von Lebertumoren mit Immuntherapie darstellen kann. Die nicht-invasive
Charakterisierung der Immunantwort mit zellspezifischen MRT-Biomarkern ist ein weiteres
Puzzleteil in der bildbasierten molekularen Phanotypisierung des immunmetabolischen
Wechselspiels und somit fiir die personalisierte Therapie des HCC. (verfasst durch die Autorin
in Anlehnung an die Quelle: '%; doi: 10.1148/radiol.2020200373)

https://doi.org/10.1148/radiol. 2020200373
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2.2.4 Immunphanotypisierung und Radiomics-Analyse vor TACE (Originalarbeit 7)

Schobert IT*, Savic LJ*, Chapiro J, Bousabarah K, Chen E, Laage-Gaupp F, Tefera J, Nezami
N, Lin M, Pollak J, Schlachter T.

Neutrophil-to-lymphocyte and platelet-to-lymphocyte ratios as predictors of tumor response in
hepatocellular carcinoma after DEB-TACE.

Eur Radiol. 2020 Oct;30(10):5663-5673. doi: 10.1007/s00330-020-06931-5.
*equal contributions

Neben der lokalen TMU und den lokal infiltrierenden Immunzellen gibt es auch Studien, die einen
Zusammenhang des allgemeinen Immunstatus eines Patienten mit dem Outcome nach
onkologischen Therapien gezeigt haben . Wahrend tumor-infiltrierende Lymphozyten Teil der
antitumoralen Immunantwort sind, kdnnen Neutrophile und Thrombozyten die kérpereigene
Immunantwort gegen den Tumor unterdriicken und das Tumorwachstum stimulieren %6197 Zum
Zeitpunkt dieser Arbeit waren die sog. Neutrophile-Lymphozyten- (NLR) und Thrombozyten
(Plattchen)-Lymphozyten Ratio (PLR) als quantitative Biomarker fiir die Tumorentstehung,
Angiogenese, Immunevasion und Metastasierung bereits bei verschiedenen Tumorentitaten

untersucht worden 108109,

Diese Studie korreliert erstmalig NLR und PLR bei Patienten mit HCC mit morphologischen
Eigenschaften des unbehandelten Tumors in der MRT und untersucht ihren Vorhersagewert fur
das Tumoransprechen und progressionsfreie Uberleben nach Erstlinientherapie mit TACE. Fir
die Analysen wurde das Differenzialblutbild vor Therapie herangezogen und die MRT vor und

nach TACE mittels volumetrischer Bildanalyse und Radiomics untersucht.

Hohe NLR und PLR vor TACE wurden insbesondere bei invasiv wachsenden HCC mit einer
niedrigen Sphericity in der Radiomics Analyse nachgewiesen und korrelierten mit einem
schlechteren Tumoransprechen und einem kiirzeren progressionsfreien Uberleben. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass quantitative immunologische Biomarker eine personalisierte
Patientenselektion und Indikationsstellung fiir die TACE ermdglichen kénnen, um bereits vor der
Therapie diejenigen Patienten zu identifizieren, die am ehesten von der TACE profitieren werden.
Die Verwendung des routinemalfig verfligbaren Differenzialblutbildes kann hierbei potentiell
schnell in das klinische Management des HCC und etablierte Staging-Systeme (z.B. BCLC
Kriterien) integriert werden. (verfasst durch die Autorin in Anlehnung an die Quelle: "'°; doi:
10.1007/s00330-020-06931-5)

https://doi.org/10.1007/s00330-020-06931-5
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3 Diskussion

In dieser Habilitationsschrift wurden Methoden zur Entwicklung und Anwendung nicht-invasiver
bildbasierter Biomarker fir die Evaluation der Suszeptibilitat und des Tumoransprechens
maligner Lebertumoren im Kontext lokoregionarer Therapien analysiert. Im Fokus stand hierbei
die Charakterisierung verschiedener Eigenschaften von Lebertumoren, die die Entstehung und
Progression der Tumoren begtnstigen und deren Darstellung in der radiologischen Bildgebung
daher entscheidende Informationen fir eine personalisierte Therapie liefern soll. Die mittels
volumetrischer MRT-Auswertung und multimodaler Bildregistrierung gewonnenen Daten von
Patienten mit HCC konnten das ETV als Surrogatmarker fir die Vaskularisation von
Lebertumoren und zur Vorhersage des Ansprechens nach IAT mit SIRT (Originalarbeit 1) und
TACE (Originalarbeit 2 und 3) etablieren. Insbesondere wurde in einem prospektiven
Studiendesign der Zusammenhang des ETV mit der Lipiodoldeposition im Tumor sowie der
ungewollten systemischen Doxorubicinexposition und dem Tumoransprechen nach TACE
validiert. Diese Ergebnisse legen zusatzlich Lipiodol als therapiespezifischen ,theranostischen®
postinterventionellen Biomarker flr das Outcome nach TACE nahe (Originalarbeit 2). Dass zur
Identifikation solcher pradiktiver Biomarker die Anwendung von Ki hilfreich ist, um grof’e Mengen
klinischer und radiologischer Bilddaten zu verarbeiten, konnte am Beispiel der Anwendung von
Machine Learning Algorithmen bei HCC im Kontext von TACE gezeigt werden (Originalarbeit
3). Daruber hinaus wurden die Methoden der traditionellen radiologischen Bildgebung
weiterentwickelt, um den hohen Weichteilkontrast der MRT mit molekularen Messverfahren und
MRT-Biomarkern zu kombinieren und so die TMU auf molekularer Ebene zu charakterisieren.
Nachdem die pH-spezifische MRS in einem 3D Zellkulturmodell des HCC validiert werden konnte
(Originalarbeit 4), wurde die Methode im translationalen Kaninchenmodell fir Lebertumoren
angewendet, um an klinischen MRT-Scannern den Effekt der TACE auf den Tumor-pH nicht-
invasiv zu messen (Originalarbeit 5). Der negative prognostische Wert des niedrigen Tumor-
pH, wie er auch bei unbehandelten Tumoren im Tiermodell nachweisbar war, ergibt sich unter
anderem aus der inhibitorischen Wirkung auf die lokale korpereigene Immunantwort. Diese
wurde im Folgeversuch mittels zellspezifischer MRT-Biomarker in demselben Tiermodell
visualisiert und mit dem Tumor-pH korreliert (Originalarbeit 6). Als quantitative Biomarker fur
das systemische zellulare Immunprofil konnten die NLR und PLR bei Patienten mit HCC

identifiziert werden, welche mit dem Outcome nach TACE korrelieren (Originalarbeit 7).

3.1 Anwendbarkeit quantitativer Bildanalysen in der interventionellen Onkologie

Insgesamt ist es in mehreren klinischen Studien im Rahmen dieser Habilitationsschrift gelungen,
fir verschiedene Tumore und ihre lokoregiondre Behandlung die semi-automatische,
volumetrische Quantifizierung des ETV als Surrogatmarker fir die Tumorvaskularisation und
Veranderungen des ETV zur Evaluation des Tumoransprechens zu validieren. Die Software-
basierte Bildanalyse ermdglicht eine reproduzierbare und prazise Quantifizierung des

Gesamtvolumens und somit auch asymmetrischer Nekrosen und komplexer

102



Tumormorphologien #+ ', Gleichzeitig vereint sie im Vergleich zu vollstandig automatisierten
Messungen die Vorteile einer schnellen, computergestitzten Bildanalyse und der klinischen
Erfahrung des Radiologen 76. Aufgrund der typischen arteriellen Hypervaskularisation weisen
HCC in der Regel ein arterielles Enhancement auf. Nach IAT stehen initial die Devaskularisation
und folglich die Tumornekrose und eine verminderte KM-Anreicherung innerhalb des Tumors im
Vordergrund '"'. Das ETV konnte in diesem Kontext in den vorliegenden Studien als geeigneter
bildbasierter Marker fiir die irreversible Tumorinfarzierung und somit als potentieller friher
Pradiktor flr das Tumoransprechen bei HCC nach IAT identifiziert werden “°. Insbesondere stellt
das ETV dann einen validen Verlaufsparameter flir das Tumorenhancement dar, wenn sich nach
der lokoregiondren Therapie das Tumorvolumen graduell reduziert und Angaben des
Enhancements in Prozent des Tumorvolumens dadurch verfalscht wirden. Darliber hinaus
ermoglicht die Positionierung der ROI in tumorfreiem Lebergewebe die Festlegung eines
Patienten-spezifischen Schwellenwertes zur voxel-basierten Kalkulation des ETV auf dem
subtrahierten MRT-Datensatz. Der Subtraktionsschritt verhindert aufRerdem, dass
Signalhyperintensitdten auf der nativen und KM-gestitzten MRT-Sequenz, z.B. durch
Einblutungen in den Tumor, von einer echten KM-Anreicherung unterschieden werden kénnen

und folglich nicht in die Kalkulation des Enhancements eingehen 7.

Ein Nachteil der Quantifizierung des Tumorenhancements ergibt sich aus der Tatsache, dass die
Devaskularisation und andere morphologische Veranderungen des Tumoransprechens erst
einige Wochen nach IAT auftreten. Wahrend erste Veranderungen in der diffusionsgewichteten
MRT bereits etwa eine Woche nach TACE messbar sind, wird die Tumornekrose erst nach ca.
vier Wochen sichtbar und mittels mRECIST oder qEASL quantifizierbar #® 2. Durch den
abweichenden Wirkmechanismus der SIRT treten Alterationen der Tumorerscheinung und -KM-
aufnahme hierbei sogar erst nach ca. zwei bis vier Monaten auf 4 3. Insbesondere fiir Patienten
in der palliativen Behandlungssituation ist das primare Behandlungsziel von IAT eine
Lebensverlangerung. Eine frihzeitige Entscheidung daruber, ob nach initialer IAT weitere

therapeutische Schritte notwendig oder fir den Patienten sinnvoll sind, ist daher wiinschenswert.

In mehreren fur diese Arbeit verwendeten Studien wurden daher Korrelationen der mittels
lokoregionarer Therapie applizierten Substanz, ihrer Verteilung und dem Tumoransprechen
durchgefiihrt. Quantifiziert als ETV korreliert das Tumorenhancement unbehandelter HCC
sowohl mit der Lipiodoldeposition bei der cTACE als auch mit der Yttrium-90-Aufnahme bei der
SIRT 511 |m Kontext der SIRT hat der Einsatz bildbasierter Biomarker das Potential, die Test-
Angiographie als invasiven Eingriff zu ersetzen und somit die SIRT zu einer ,one-stop-shop*
Maflinahme zu machen. Weiterhin wurde fir die Verteilung des Lipiodols nach TACE als auch
fir die Yttrium-90-Dosis nach SIRT ein Zusammenhang mit dem Tumoransprechen

nachgewiesen %' % Fir mit SIRT behandelte Metastasen konnte dieser Zusammenhang nicht
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gezeigt werden, was am ehesten auf die Heterogenitat der Kohorte und die naturgemaf weniger

ausgepragte Hypervaskularisation von z.B. CRC-Metastasen zurlickzufiihren ist ®'.

Die Korrelation von Tumorenhancement, Lipiodoldeposition und anschieliender Tumornekrose
wurde bereits im Tiermodell untersucht und schlieBlich in zwei prospektiven Patientenstudien
bestatigt 4% 50 190 Unter Hinzunahme automatisierter Bildanalyse-Werkzeuge ist auch eine
spezifischere Korrelation von Verteilungsmustern und Dichtegraden des Lipiodols mit der
Tumorantwort moglich "4, Fir entsprechende Analysen werden derzeit zusatzlich angefertigte
CT-Scans (ca. 24 Stunden nach TACE) verwendet, die eine Quantifizierung der Objektdichte
anhand der Hounsfield-Einheiten ermdglichen. Um die zusatzliche Strahlenexposition des
Patienten im Rahmen dieser postinterventionellen CT zu vermeiden, sollte in Zukunft eine
Lipiodolquantifizierung bereits auf den periinterventionellen Cone-Beam-CT-Scans angestrebt
werden, um noch wahrend der Behandlung méglicherweise unterbehandelte Tumorareale zu
identifizieren, nachzubehandeln und direkt das Risiko fir Tumorrezidive zu reduzieren. Die
Cone-Beam-CT st ein Verfahren der digitalen Volumentomografie, das mit Ublichen klinisch
eingesetzten Angiographieanlagen durchfiihrbar ist. Rontgenrdhre und Bildverstarker der
Angiographianlage rotieren dabei um den Patienten und erzeugen so wahrend der Intervention
dreidimensionale Bilddaten mit deutlich geringerer Strahlenexposition gegenitber der
konventionellen CT 1'% 116 |n der klinischen Routine werden die periinterventionellen Cone-
Beam-CT-Aufnahmen primar zur qualitativen Auswertung von dem interventionellen Radiologen
fur ein besseres dreidimensionales Verstandnis der hepatischen Gefal3versorgung und eine
zielgerichtete Applikation des Lipiodol-Chemotherapie-Gemisches oder der Yttrium-90-Partikel
herangezogen (sog. ,Targeting“). Eine quantitative Auswertung ist aufgrund der fehlenden
Normierung der Grauwerte, der nach wie vor limitierten Verfligbarkeit von Systemen zur Fusion
der periinterventionellen Cone-Beam-CT mit der pratherapeutischen MRT und der lediglich
digital errechneten volumetrischen Bildinformation zum aktuellen Zeitpunkt nur eingeschrankt

moglich.

Bei der Patientenselektion fiir lokoregionare Therapien hat sich in verschiedenen Studien ein
Vorteil aus der Kombination radiologischer und klinischer Parameter flr die Vorhersage des
Tumoransprechens ergeben 5 %5, Eine besondere Rolle spielt hierbei die Leberzirrhose, da sich
mindestens 80% der HCC auf dem Boden einer Leberzirrhose entwickeln. Durch die veranderte
Parenchymstruktur und die alterierten Druckverhaltnisse in den Lebervenen und die retrograde
Fullung der Portalvenenaste beeinflusst der Grad der Leberzirrhose die Leber- und
Tumorperfusion "7 "8 Die Leberzirrhose kann anhand klinischer und Laborparameter mittels
des Child-Pugh-Scores klassifiziert werden. Bei Patienten mit HCC in hohergradiger
Leberzirrhose (Child-Pugh B) zeigte sich ein héherer hepatopulmonaler Shunt in der Evaluation
mit 99mTc-MAA und eine unglnstigere intrahepatische Verteilung des Yttrium-90 im

Leberparenchym aufderhalb des Tumors. Erwartungsgemalf ging diese Konstellation mit einem
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schlechteren Tumoransprechen einher %'. Auch in der Behandlung mit cTACE ging eine Child-
Pugh B Zirrhose mit einer erhdhten systemischen Doxorubicinverteilung einher, die ein potentiell
héheres Risiko fir Nebenwirkungen bedeutet, und sie korrelierte mit einem schlechteren

Outcome nach cTACE 5455100,

Angesichts der groRen Mengen in der klinischen Routine erhobener Daten kann die Kombination
unterschiedlicher klinischer und radiologischer Parameter sehr zeitaufwendig und fur den
behandelnden Arzt schwer durchfihrbar sein. Es ist daher kiinftig gut vorstellbar, dass validierte
Zusammenhange und Befundkonstellationen von Computersystemen erfasst und den
behandelnden Arzten vorgeschlagen werden (sog. ,computer-aided diagnosis®, CAD). Isoliert
betrachtet koénnen automatisierte Bildanalyseverfahren wie Radiomics beispielsweise
Tumorcharakteristika (z.B. nicht-spharische Tumormorphologie als Indikator invasiven
Tumorwachstums) in der prainterventionellen MRT aufzeigen, die mit dem Therapieansprechen
nach lokoregionaren Therapien korrelieren ''°. Erstmalig wurden in der interventionellen
Onkologie auch Kombinationen aus klinischen und radiologischen Daten mittels supervidiertem
Machine Learning zur automatischen Vorhersage des Tumoransprechens gemafls qEASL
herangezogen. Hierbei zeigten sich ebenfalls das Tumorenhancement und das Vorliegen einer

Leberzirrhose als besonders aussagekraftige Pradiktoren der Therapiewirksamkeit 5 5°.

Wahrend supervidierte Machine Learning Algorithmen eine Vorbereitung des Trainingssets
durch den Anwender bendtigen, sind komplexere Formen der Kl, z.B. neuronale Netzwerke,
eigenstandiger und kénnen zur Entscheidungsfindung auch Parameter identifizieren und
heranziehen, die sich mit bloRem Auge nicht erschlieen. Fir die Detektion und Segmentierung
von HCC und die Klassifizierung von Lebertumoren konnten im experimentellen Setting solche
neuronalen Netzwerke bereits erfolgreich angewendet werden ''%'2'. Anhnlich wie beim
menschlichen Gehirn ist auch die Performance neuronaler Netzwerke von ihrer Erfahrung
abhangig und davon, wie viele Daten sie bereits ,gesehen” und prozessiert haben. Unter dem
viel diskutierten Stichwort ,Big Data“ gilt es daher aktuell, multizentrische und damit grolRe
Datenbanken zu sammeln, die den Netzwerken zugefiihrt werden und unsere Ergebnisse aus

kleineren Kohorten validieren.

3.2 Molekulare MRT-Bildgebung des extrazellularen Tumor-pH

Eine weitere Uberlegung zur Identifizierung von Biomarkern fiir eine frilhzeitige Vorhersage der
Tumoransprechens unterscheidet zwischen morphologischen und funktionellen Veranderungen
des Tumors und seiner TMU. Ziel mehrerer Studien in dieser Habilitationsschrift war die
spezifische Charakterisierung der Lebertumoren basierend auf molekularen Erkenntnissen aus
der Karzinogenese von Lebertumoren geman der ,Hallmarks of Cancer” ¢:122123_ |nsbesondere
wurde eine pH-spezifische MRS-Methode zur Bildgebung von Lebertumoren etabliert, die den

Tumor und seine TMU funktionell und auf molekularer Ebene charakterisiert und frihzeitige
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posttherapeutische Veranderungen detektiert, die potentiell entscheidend fir die

Tumorrezidivbildung sind.

Fur die Modellierung der komplexen Interaktionen von Tumor, Leber, und Immunsystem wurde
zunachst eine organotypische 3D Zellkultur gewahlt, welche durch die Einbettung von
Tumorzellen in Kollagen das HCC-Wachstum bei Leberzirrhose imitiert 24, Traditionelle
Monolayer-Zellkulturen sind haufig vulnerabler gegeniber applizierten Therapeutika und
Therapieeffekte konnen somit Uberschatzt werden. 3D Zellkulturen besitzen hingegen ein
héheres translationales Potential, da die Penetration und Distribution der Therapeutika in den
Kulturen die Verteilung in der zirrhotischen Leber simuliert 7 125, Hauptbestandteil der hier
untersuchten organotypischen 3D Kulturen war Kollagen |, welches auch beim Menschen
vermehrt in zirrhotischem Lebergewebe nachweisbar ist '24. Fiir kiinftige Versuche kénnen die
3D Kulturen durch Ko-Kulturen anderer Zelltypen des Tumorstromas, z.B. Makrophagen oder

Fibrozyten erganzt werden, um den Verhaltnissen in der in vivo TMU noch ndher zu kommen.

Schlief3lich war ein experimenteller Versuchsaufbau in immunkompetenten tumortragenden
Tieren unerlasslich. Die Tierversuche im VX2-Kaninchentumormodell hatten das Ziel, ein
héchstmdgliches Ausmall an klinisch-relevanten Informationen aus einem fir die humane
Tumorimmunologie reprasentativen Modell zu gewinnen, um diese Erkenntnisse zeitnah auf die
Klinik Ubertragen zu kénnen. Gegentiber vielen anderen Maus- und Rattentumormodellen sind
die Experimentaltiere immunkompetent und eignen sich daher fur die Untersuchung des
Immunsystems. Auch wenn den VX2-Tumoren keine Leberzirrhose zugrunde liegt, ist die
maligne Entartung der Tumorzellen urspringlich Virus-induziert und ihre orthotope Implantation
in die Kaninchenleber 10st eine bekanntermalen starke lokale Immunreaktion aus 3% 34 105,
Obwohl histologisch nicht dem humanen HCC entsprechend, eignet sich das VX2-Tumormodell
sehr gut zur Erforschung humaner Lebertumoren, da die Tumoren arteriell hypervaskularisiert
sind und sich daher in der Bildgebung ahnlich wie das HCC darstellen. Weiterhin sind VX2-
Tumoren hyperglykolytisch und weisen in ihrer TMU einen niedrigen extrazellularen pH auf, der
mittels molekularer MRS nicht-invasiv gemessen werden kann 8 126, Ein bedeutender Vorteil des
VX2-Modells fir die translationale Forschung ist die GroRe der Versuchstiere, die eine
Untersuchung in klinischen MRT-Scannern und eine selektive TACE-Behandlung mit

routinemanig klinisch verwendetem Equipment ermdglicht 48 89105127,

Unsere Ergebnisse aus der molekularen Bildgebung im VX2-Kaninchentumormodell zeigen, dass
der pH der TMU nach cTACE graduell anstieg %. Auch wenn innerhalb des Uberwachungszeitraums
von zwei Wochen keine vollstandige Neutralisierung des Tumor-pH erreicht wurde, legen diese
Ergebnisse nahe, dass die Neutralisierung des pH als Marker fiir das Tumoransprechen nach cTACE

verwendet werden kann.
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Dem niedrigen pH unbehandelter Tumoren liegen priméar eine gesteigerte Glukoseaufnahme in
die Tumoren und erhdhte Glykolyseraten mit entsprechend gesteigerter Laktatproduktion
zugrunde (,Warburg-Effekt*). Die Leber zeichnet sich jedoch durch ihre vielseitigen
Stoffwechselaktivititen wie Protein- und Gallensauresynthese, Glykogenspeicherung und
Biotransformation als metabolisch hochaktives Organ aus. Diese Eigenschaft macht die
Bildgebung der metabolischen Aktivitat von Lebertumoren aufgrund einer hohen
Hintergrundaktivitat, wie z.B. beim FDG-PET, besonders herausfordernd 2. Dariiber hinaus ist
die Anwendung radioaktiver sowie fluoreszenzbasierter Methoden durch die Strahlenexposition

oder die Notwendigkeit invasiver Messungen am Patienten limitiert 12%-131,

Daher wurden in den letzten Jahren verschiedene MRT-basierte Verfahren entwickelt, von denen
insbesondere die hyperpolarisierte MRT und die sog. Chemical Exchange Saturation Transfer
(CEST) Technik schwerpunktmafig erforscht werden. Bei der CEST handelt es sich um eine
Methode, welche anhand der Messung des Austausches zwischen Protonen in bestimmten
Metaboliten und Protonen in freiem Wasser den metabolischen Flux oder auch pH messen kann
132,133 Ein Vorteil der CEST-Bildgebung ist die hohe 6rtliche Auflésung. Nachteile ergeben sich
aus der Abhangigkeit von Temperatur und dem magnetischen Feld wahrend der Messung sowie
mangelnder Spezifitat durch Uberlappende Signale verschiedener austauschbarer Hydroxy- und

Aminogruppen 134,

Die BIRDS-Methode beruht auf dem Prinzip des Chemical Shift Imaging und der Quantifizierung der
pH-abhangigen Protonenverschiebung innerhalb der applizierten paramagnetischen Substanz
TmDOTP. Gegeniuber der CEST-Methode ist BIRDS weder von der Temperatur noch der
Konzentration des applizierten TmDOTP abhangig und weniger anfallig gegentiber inhomogenen
Magnetfeldern 5. Zulassungsstudien fir TmDOTP liegen jedoch noch nicht vor, sodass eine

Translation in die Klinik bisher noch nicht stattgefunden hat.

Die Signalpeaks aus der BIRDS-MRS werden auf anatomische MRT-Sequenzen registriert, um eine
raumliche, voxelweise Signalzuordnung und pH-Quantifizierung zu ermdéglichen. In einer Subgruppe
wurde daher eine unvollstandige cTACE vorgenommen und der Tumor-pH zwei Wochen nach
cTACE mittels MRS gemessen. Die vollstandig embolisierten Tumoranteile wiesen hierbei einen
signifikant hoheren pH auf als die unterbehandelten Tumoranteile . Diese Ergebnisse validieren
den prognostischen Wert eines niedrigen Tumor-pH als quantifizierbaren Marker fir vitale
Tumorzellen. Der Nachweis von Tumorarealen mit niedrigem pH nach cTACE kann daher
wegweisend sein flir die Entscheidung zur erneuten komplettierenden cTACE oder
Therapieumstellung und somit fiir die Verbesserung des klinischen Outcomes von Patienten mit
HCC.

Obwohl es sich um eine etablierte und leitliniengerechte Therapie bei HCC handelt, stellt die

TACE in der Uberwiegenden Anzahl der Falle eine palliative Therapieoption dar und nur wenige
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Patienten bleiben dauerhaft tumorfrei. Haufiger kommt es nach TACE bereits innerhalb der
ersten sechs Monate zu Tumorrezidiven, welche die Prognose verschlechtern und die
Uberlebenszeit verringern °. Neben einer lokal unzureichenden Behandlung von Tumorarealen,
die spater zu einem Tumorrezidiv flhren kann, wird als potentielle Ursache fur die Rezidivbildung
die molekulare Heterogenitat von HCC und ihrer Mikroumgebung diskutiert 36, Letztere kann ein
unterschiedliches Tumoransprechen bedingen und wird aktuell nicht ausreichend erfasst und
entsprechend bei der Therapieauswahl nicht beriicksichtigt. Gemaf des BCLC Systems ist die
TACE als Standardtherapie im intermediaren Stadium (BCLC B) vorgesehen. Wahrend nur die
manuell erfasste Tumorausdehnung und der allgemeine Performance Score dieses BCLC-
Stadium definieren, bleiben potentiell prognostisch entscheidende Tumormorphologien, der
dominante  Tumormetabolismus oder zugrundeliegende Lebererkrankungen ohne
Beriicksichtigung '*. Die daraus resultierende Heterogenitat der Patientenkohorte, die als BCLC
B Stadium klassifiziert wird, spiegelt sich auch in den Ansprechraten auf die TACE wider "6, Aus
diesen Beobachtungen lasst sich ableiten, dass die Einteilung der Krankheitsstadien anhand
makroskopischer Tumorcharakteristika (z.B. gemal etablierter Staging-Systeme wie BCLC)
keine ausreichende Grundlage firr die Indikationsstellung zur TACE und fir das individuelle

Therapieregime insgesamt darstellt '3

Es besteht daher ein klinischer Bedarf an radiologischen Verfahren, die anhand individueller
Tumoreigenschaften diejenigen Patienten selektieren, die fiir die Therapie mit TACE am besten
geeignet sind. Damit kénnen Limitationen und Vorgaben existenter Klassifikationssysteme
aufgehoben werden. In diesem Kontext ist die Anwendung funktioneller molekularer Bildgebung wie
der pH-spezifischen MRS auch zur pratherapeutischen Charakterisierung von Lebertumoren
empfehlenswert, um Informationen {ber die individuelle Beschaffenheit und damit die
Wabhrscheinlichkeit eines Therapieansprechens zu gewinnen . Im Kaninchentumormodell wiesen
die unbehandelten VX2-Lebertumoren signifikant niedrigere pH-Werte auf als das umgebende
Leberparenchym 8. Wahrend die VX2-Tumoren nach einem standardisierten Verfahren in die
Kaninchenleber implantiert und dort analysiert wurden, wiesen die BIRDS-Messungen der
organotypischen 3D Zellkulturen mit verschiedenen HCC-Zelllinien unterschiedliche pH-Werte auf.
Dies unterstreicht den klinischen Nutzen einer molekularen Charakterisierung und Unterscheidung
histologischer Subtypen humaner HCCs vor Therapiebeginn. Die pH-MRS kdnnte somit zukulnftig
neben den etablierten Untersuchungen ihre Anwendung in der individuellen Tumor-

Charakterisierung finden%',

3.3 Molekulare immunzellspezifische MRT-Biomarker

Neben neuen Bildgebungstechniken zur Analyse funktioneller Tumoreigenschaften wie der
metabolischen Aktivitat kdnnen molekulare Tumorcharakteristika in der standardmaRigen MRT-
Bildgebung durch Hinzunahme spezifischer, zielgerichteter MRT-Biomarker erhoben werden. Die

Basis hierfur ist die fortschreitende Charakterisierung der sogenannten ,Hallmarks of Cancer* %.
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Eine Méglichkeit zur Umsetzung ist die Ubertragung eines Prinzips in die Radiologie, welches in der
Nuklearmedizin weit verbreitet ist. Hierbei wird ein zielgerichteter Vektor (z.B. Antikdrper) gegen eine
Zielstruktur mit einem klinisch etablierten KM konjugiert, welches in der MRT sichtbar gemacht

werden kann.

Im Allgemeinen bietet die MRT gegenuber nuklearmedizinischen Methoden die direkte anatomische
Korrelation mit einem starken Weichteilkontrast und einer hohen értlichen Aufldsung. Verschiedene
MRT-KM (z.B. Gd, Eisenoxidpartikel) kommen bereits in der klinischen Routine zum Einsatz '3
140 Die bereits zugelassenen Gd-KM sind unspezifische KM, die sich intravaskular verteilen und
somit insbesondere (ber die Blutversorgung von Organen und von Raumforderungen Auskunft
geben. Um die Blutversorgung beurteilen zu kénnen, werden in der Regel Bilder in
verschiedenen Zeitintervallen nach der KM-Applikation erstellt (sog. dynamische KM-
Bildgebung). Diese dynamischen Beurteilungen sind insbesondere mit den zugelassenen
makrozyklischen Gd-haltigen KM gut zu beurteilen (z.B. Dotarem, Guerbet; Gadovist, Bayer).Sie
stellen aktuell die Grundlage fiur die Evaluation des Tumoransprechens nach TACE in der
klinischen Routine (z.B. mittels mRECIST und qEASL) dar. Die fir die Bildgebung der Leber
zugelassenen linearen Gd-basierten KM (z.B. Primovist, Gadoxetsaure, Bayer; Multihance,
Gadobensaure, Bracco Imaging) kénnen aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften von den
Hepatozyten aufgenommen werden. Sie zahlen daher zu den intrazellularen, hepatospezifischen
KM. Neben dynamischen KM-Phasen kann daher bei dieser Art von KM zusatzlich eine
Bildgebung in der Spéatphase erfolgen (ca. 20 min nach Administration). Durch ihre
Hepatospezifitat werden die genannten linearen KM von den Hepatozyten des extratumoralen
Lebergewebes aufgenommen und filhren dadurch zu einem parenchymalen Enhancement in
der Spatphase. Gleichzeitig reichern Raumforderungen, die sich aus Zellen ohne Funktion oder
ohne die Eigenschaften von Hepatozyten zusammensetzen (z.B. Zysten, Metastasen oder

HCC), das KM nicht an und kénnen so detektiert werden (sog. ,Primovistspeicherdefekt").

Wahrend die zugelassenen Gd-KM die Detektion der Tumoren verbessern, kdnnen mit keinem
der genannten KM Informationen Uber die Zellzusammensetzung von Geweben, z.B. eines
Lebertumors oder der TMU gewonnen werden. Im Gegensatz dazu sollen die im Rahmen dieser
Habilitationsarbeit neu entwickelten MRT-Biomarker zielgerichtet und zellspezifisch den Tumor
und seine TMU charakterisieren und so die diagnostische Genauigkeit verbessern und
interindividuelle Unterschiede der HCC auf molekularer Ebene hervorheben. Hierbei lag ein

besonderer Fokus auf der nicht-invasiven MRT-Bildgebung peritumoraler Immunzellen.

Die Immunevasion der Tumorzellen spielt eine bedeutende Rolle in der Karzinogenese und liegt dem
Konzept der Immuntherapie zugrunde. Die einleitend diskutierte selektive Wirksamkeit dieser
Immuntherapeutika bei Patienten mit HCC beschrankt jedoch aktuell die Anwendung auf das

fortgeschrittene Tumorstadium (BCLC C). Durch die Anwendung molekularer MRT-Biomarker
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kdnnte allerdings eine verbesserte Patientenselektion erreicht und das Potential der Immuntherapien

auch in friiheren Krankheitsstadien bei geeigneten Patienten besser ausgeschopft werden 8084,

Zur Herstellung der MRT-Biomarker wurden Antikdrper gegen antigen-prasentierende Zellen
(anti-HLA-DR) mit einem Gd-Derivat konjugiert und intraarteriell appliziert. Nach 24 Stunden war
auf fettgesattigten T1-gewicheten MRT-Sequenzen eine Signalanhebung um den VX2-
Lebertumor in vivo sichtbar, welche durch die selektive Bindung Gd-markierter Antikbrper an
peritumorale Immunzellen entstand. Diese selektive Deposition von Gd konnte mittels
immunhistochemischer und massenzytometrischer Messverfahren ex vivo validiert werden.
Wahrend in dieser Machbarkeitsstudie die intraarterielle Injektion primar einer selektiven
Dosiserhohung der MRT-Biomarker in der Leber und damit einer Kostenreduktion diente, sollte
in kiinftigen Versuchen eine systemische Applikation angestrebt werden, um den Transfer in die

klinische Anwendung am Patienten vorzubereiten.

Im Gegensatz zu Antikdrper-basierten MRT-Biomarkern zirkulieren SPIONs nach intravendser
Administration im Blut und kénnen von Makrophagen phagozytiert werden, die sich neben den
Organen des retikuloendothelialen Systems insbesondere in den Bereichen sammeln, wo eine
aktive Entziindung stattfindet '#'. Das Eisen der SPIONs verandert die Relaxationszeit in der
MRT und lasst sich daher als Signalveranderung (z.B. Signalabfall in T2-gewichteten
Sequenzen) detektieren. Damit zdhlen SPIONs zu den intrazellularen KM. Einige SPION-KM
sind bereits zugelassen, ihre Anwendbarkeit zur Detektion der lokalen Immunreaktion bei
Tumoren ist jedoch noch nicht klinisch getestet. In unseren Vorversuchen konnten wir mittels
SPION-MRT um die VX2-Lebertumoren eine relativ hohe Dichte an Makrophagen nachweisen
und histologisch validieren '%. Da die Vertraglichkeit von SPIONs bereits nachgewiesen ist, ist

als Folgestudie eine Testung im Menschen durchaus mdglich.

Auch nuklearmedizinische Verfahren finden Anwendung beispielweise in der radioaktiven
Markierung von Antigenen oder Rezeptoren, die in der Immunantwort auf den Tumor eine
Schilisselrolle spielen (z.B. PD-1), jedoch mit nur maRiger Sensitivitat, hohen damit verbundenen
Kosten, dem Risiko der wiederholten Strahlenexposition und dem fehlenden Weichteilkontrast, wenn
das PET nicht mit einem MRT gekoppelt ist '?7. Dariiber hinaus konnte am Beispiel des PD-1
Rezeptor-PET kein signifikanter Zusammenhang von Rezeptorstatus und Prognose gezeigt
werden, sodass oft noch zusétzliche Biopsien durchgefiihrt werden miissen 2 43, Hingegen ist
die zellspezifische molekulare Bildgebung der Immunantwort ein vielversprechender Ansatz, um
immunologische Reaktionen auf den Tumor zu visualisieren und in Abhangigkeit von der Anzahl
nachweisbarer lokaler Immunzellinfiltrate sog. ,hot tumors® von ,cold tumors® zu unterscheiden.
,Hot tumors”“ mit einer vermehrten lokalen Immunantwort weisen potentiell eine bessere
Tumorantwort auf Immuntherapien auf, wahrend ,cold tumors® tendenziell schlechter
ansprechen 5% ' Durch ihren nicht-invasiven Charakter haben die zellspezifischen MRT-

Biomarker daher das Potential, Tumorbiopsien zu ersetzen und dem Patienten so unnétige
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Interventionsrisiken zu ersparen, und sie kdnnen mehrfach, z.B. in der Verlaufsbeurteilung

eingesetzt zu werden.

Da auch Tyrosinkinaseinhibitoren und Immuntherapeutika eine Reduktion der Vaskularisation
beim HCC induzieren, werden auch dabei zum Teil die mRECIST Kriterien in Studien zur
Verlaufsbeurteilung eingesetzt '45. Eine zuséatzliche Herausforderung bei der Verlaufsbildgebung
von Tumoren, die mit einer Immuntherapie behandelt werden, sind atypische bildmorphologische
Formen des Tumoransprechens, die von klassischen Chemotherapeutika bisher unbekannt
waren 6 147 Es |asst sich beispielsweise beobachten, dass Zieltumore nach Therapiebeginn
mit Immuntherapien zunachst groRer wurden, im weiteren Verlauf aber eine deutliche
GroRRenregression im Sinne eines Tumoransprechens zeigten. Dieses Phanomen wird
Pseudoprogression genannt und beruht auf einer initialen GréRenzunahme des Tumors durch
Invasion von Immunzellen in den Tumor. Hierdurch imponiert dieser in der Bildgebung grofer,
obwohl keine tatsachliche Proliferation maligner Zellen wie bei einer echten Progression
stattgefunden hat '#8. Eine bildbasierte Differenzierung zwischen Tumor- und Immunzellen ist mit
den herkdmmlichen Methoden und KM nicht mdglich, sodass eine Unterscheidung nur im
zeitlichen Verlauf moglich ist. Zur Bericksichtigung dieser temporaren Phanomene wie
Pseudoprogression wurden existente Evaluationskriterien daher so angepasst, dass Patienten
mit einem Progress in der ersten Verlaufsbildgebung nach Therapiebeginn zunachst
weiterbehandelt werden und eine Therapieumstellung erst dann erfolgt, wenn sich der Progress
in der darauffolgenden Bildgebung bestatigt 4% 4%, Dieses Vorgehen fiihrt bei Non-Respondern
zu einer Verzogerung der Therapieumstellung und kann in der Folge eine Verschlechterung der
Prognose bedeuten. Die neu entwickelten MRT-Biomarker kdnnen Immunzellen direkt markieren
und wirden hier eine nicht-invasive Unterscheidung zwischen Pseudoprogression und echten
Progression ermdglichen. Insgesamt bietet diese frihzeitige Therapieerfolgskontrolle die
Méoglichkeit einer personalisierten Therapieplanung mit dem Ziel der Verbesserung des

Gesamtiberlebens.

Neben der verbesserten Patientenselektion wird auch die Kombination von Immuntherapien mit
lokoregionaren Therapien hinsichtlich einer verbesserten Wirksamkeit bei HCC in klinischen
Studien getestet (z.B. IMbrave 050 NCT04102098, PETAL-Trial NCT03397654). Die Infiltration
von Immunzellen in die TMU nach TACE wurde bereits in klinischen Studien gezeigt und
insbesondere auf die Freisetzung von TAA zuriickgefiihrt, scheint jedoch erst mit einiger
Verzogerung oder durch medikamentose pH-Neutralisierung, z.B. mittels lokal applizierten
Natriumbikarbonats einzutreten 8 %, In unseren Versuchen im VX2-Lebertumormodell wurden
jedoch direkt nach cTACE zunachst keine signifikante pH-Veranderung und eine gleichbleibende bis
reduzierte peritumorale Immuzellinfiltration beobachtet %, Ursachlich hierfiir kdnnte die durch TACE
als intraarterielles Embolisationsverfahren induzierte Ischdmie des Tumors sein. Diese fuhrt

bekannterweise zu einer verstarkten Tumorhypoxie und beeinflusst so die Interaktion von
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Tumormetabolismus und lokaler Immunantwort 557, Insbesondere ist anzunehmen, dass subletal
geschadigte, aber Uberlebende Tumorzellen, z.B. am Tumorrand, durch die Hypoxie
zusatzlich anaerobe Glykolyse betreiben, Laktat produzieren und auch der Laktattransport
aus dem Tumor durch die Embolisation der zufiihrenden Arterie geblockt wird ' %', Die
exazerbierte Tumorazidose wirde unter anderem die antitumorale Immunantwort hemmen und
die Sensibilitat gegeniber Chemo- und Strahlentherapie reduzieren und somit insgesamt das

Uberleben von Tumorzellen und die Rezidiventstehung beglinstigen.

In diesem Zusammenhang kénnen lokoregionare Therapien auch durch die lokale Applikation
von Substanzen genutzt werden, welche die TMU so konditionieren, dass die antitumorale
Wirkung der TACE oder andererer Therapeutika verstarkt wird (z.B. mit Natriumbikarbonat). Die
intraarterielle Infusion von Natriumbikarbonat wahrend der cTACE erhéhte im VX2-Tumormodell
messbar den extrazellularen pH des Tumors und seiner TMU und ging mit einer lokalen
Immunzellinfiltration in die TMU einher 9. In unseren Versuchen in der organotypischen 3D
Kultur wurde aufderdem durch Behandlung mit 3-BrPA eine signifikante pH-Erhéhung erreicht,
welche potentiell - ahnlich dem Natriumbikarbonat - auch mit einer Disinhibition der
Immunsuppression eingehen kdnnte. Die antitumorale Wirksamkeit von 3-BrPA wurde zuvor in
praklinischen Studien nachgewiesen © 52, Diese haben bereits den Weg fiir klinische
Untersuchungen bei Patienten mit malignen Lebertumoren gebahnt, wobei durch eine
intraarterielle Injektion des 3-BrPA zusatzlich methodisch-bedingt die Behandlungsselektivitat
erhoht wurde. Darlber hinaus war ein klinischer Einsatz bisher nicht méglich, da durch nicht-
selektive Alkylierung systemische Nebenwirkungen befiirchtet wurden 7. In einer weiteren
Arbeit, die nicht in diese Habilitationsschrift aufgenommen werden konnte, konnten wir jedoch
zeigen, dass diese durch eine nanotechnologische Enkapsulierung des 3-BrPA umgangen

werden konnen 6079,

3.4 Limitationen

Limitationen ergeben sich bei den klinischen Studien aus den relativ kleinen Fallzahlen
(Originalarbeiten 1-3 und 7) und dem retrospektiven Charakter (Originalarbeiten 1, 3 und 7).
Dariiber hinaus wurden in den Originalarbeiten 1 und 2 sowohl Patienten mit HCC als auch mit
anderen malignen Lebertumoren eingeschlossen (z.B. cholangiozellulares Karzinom,
Lebermetastasen). Letztere bilden eine relativ heterogene Gruppe in Bezug auf ihre Darstellung
in der Schnittbildgebung und die Prognose. Hierdurch kann die Detektion signifikanter
Ergebnisse erschwert werden, wobei aber gleichzeitig die klinische Patientenklientel fiir
lokoregionare Therapien widergespiegelt und somit ein robustes Datenset dargestellt wird. Das
Studiendesign der praklinischen Studien (Originalarbeiten 4-6) ist ma3geblich durch das Ziel
bestimmt, eine moglichst gute Ubertragbarkeit der Ergebnisse in die klinische Praxis zu
ermoglichen. Das daflir ausgewahlte translationale VX2-Kaninchentumormodell hat den

Nachteil, dass die Tumoren keine ,echten“ HCC sind und ihnen keine Leberzirrhose zugrunde
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liegt. Dennoch bietet das Tumormodell durch eine hohe Reproduzierbarkeit, die Ahnlichkeit der
VX2-Tumoren zum HCC in der Bildgebung, immunkompetente Versuchstiere und die Grofie der
Kaninchen im Gegensatz zu Kleintieren ein geeignetes Setting fiir die Entwicklung der pH-MRS

und immunologischen MRT-Biomarker mit einem grof3en klinischen Translationspotenzial.
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4 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden radiologische Methoden der quantitativen Bildanalyse fur die
umfassende Charakterisierung maligner Lebertumoren und deren Veranderungen im Rahmen
lokoregionarer Therapien untersucht. Die vorliegende Arbeit trégt zum einen dazu bei, die
diagnostischen Fahigkeiten MR-basierter Methoden durch volumetrische und automatisierte
Auswertungen (Originalarbeiten 1-3 und 7) sowie molekulare MRT-Methoden
(Originalarbeiten 4-6) fur das Gebiet der onkologischen Bildgebung zu erweitern. Zum anderen
werden therapiespezifische (Originalarbeiten 1-3 und 7) und molekulare (Originalarbeiten 4-
6) bildbasierte Marker im Kontext lokoregionarer Therapien untersucht. Dafiir wurden
umfassende Untersuchungen in vitro, in vivo im Tiermodell sowie in klinischen Studien

durchgefiihrt, um die bildbasierten Marker schrittweise zu etablieren.

Zunachst wurde anhand einer retrospektiven Bildanalyse von 38 Patienten (n=23 HCC, n=15
andere Lebermalignome) vor und nach SIRT ein Modell zur volumetrischen Tumor- und
Lebersegmentierung, multimodalen Bildregistrierung (MRT, CT, SPECT) und Quantifizierung der
postinterventionellen SPECT erstellt (Originalarbeit 1). Bei allen Patienten zeigte sich das
prozentuale Tumorenhancement gemessen als ETV als pradiktiver Marker fir die Yttrium-90-
Verteilung, wobei vitale, stark vaskularisierte Tumoren mit hohem ETV mehr Yttrium-90
aufnahmen. Somit ist die Verwendung des ETV als tumorspezifischer Marker geeignet, um
potentiell die invasive Testangiographie zu ersetzen, die Indikationsstellung fiir eine SIRT zu
personalisieren und so die Erfolgschancen der SIRT zu vergro3ern bei gleichzeitig reduziertem
Risiko therapieassoziierter Komplikationen. Im Gegensatz dazu beglinstigte eine eingeschrankte
Leberfunktion (Child-Pugh-B) eine extratumorale Yttrium-90-Anreicherung und einen erhdhten
hepatopulmonalem Shunt. Bei HCC konnte die Yitrium-90-Verteilung schlieBlich als
therapiespezifischer Surrogatmarker fiir das Tumoransprechen nach SIRT etabliert werden. Die
Arbeit tragt dazu bei, einen Algorithmus zur Quantifizierung der in der klinischen Routine rein
qualitativ beurteilten Yttrium-90-Verteilung in der SPECT zu etablieren, sodass bereits wenige

Stunden nach SIRT eine Abschatzung des Therapieeffektes ermdglicht wird.

Im folgenden Schritt wurde dieses Konzept eines therapiespezifischen Biomarkers im Rahmen
einer prospektiven klinischen Studie (ClinicalTrials.gov: NCT02753881) auf eine andere IAT, die
Lipiodol-basierte cTACE Ubertragen (Originalarbeit 2). Eingeschlossen wurden 30 Patienten mit
malignen Lebertumoren (n=26 HCC, n=4 andere Lebermalignome), welche mit einer cTACE
behandelt wurden. Vor sowie zu neun Zeitpunkten nach der Behandlung (5, 10, 20, 40 Minuten;
1, 2, 4, 24 Stunden; 3-4 Wochen) wurde die systemische Verteilung des lokal applizierten
Doxorubicin und seines Metaboliten Doxorubicinol analysiert. Wahrend die Mehrheit der
rezenten pharmakokinetischen Studien Formen der DEB-TACE untersuchen, liefert diese
prospektive Studie einen neuen Referenzstandard fiir die cTACE, wie sie heutzutage in der

klinischen Routine vorwiegend praktiziert wird. Als klinisch besonders relevant stellte sich
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heraus, dass die Lipiodolverteilung auf der postinterventionellen CT (segmental vs.
multisegmental vs. lobar) mit den peripheren Spitzenkonzentrationen (Cmax) von Doxorubicin
und Doxorubicinol korrelierte. Auch ein hohes ETV und eine eingeschrankte Leberfunktion
(Child-Pugh B) gingen mit erhdéhten Doxorubicin-Cmax einher. Wahrend der Fokus dieser Studie
auf der Pharmakokinetik des lokal applizierten Chemotherapeutikums lag, wurde auch im
Kontext der cTACE - ahnlich wie Yttrium-90 nach SIRT bei HCC - das ETV als pradiktiver Marker

fur die Lipiodolverteilung in den Tumor und das Tumoransprechen identifiziert.

Wahrend die vorherigen Studien Methoden der volumetrischen, semiautomatischen
Segmentierung und Bildanalyse verwendeten, wurden in der folgenden ,Proof-of-Concept"
Studie (Originalarbeit 3) radiologische und klinische Daten von 36 Patienten mit HCC
untersucht, um erstmalig die diagnostische Genauigkeit fir die Vorhersage des
Tumoransprechens auf TACE durch Hinzunahme supervidierter Machine Learning Algorithmen
(Random Forest und Logistische Regression) zu verbessern. Anhand der enhancement-
basierten, volumetrischen qEASL-Kriterien wurden die Patienten als Responder oder Non-
Responder eingestuft (Outcome-Label). Beide Algorithmen sagten das Tumoransprechen mit
einer Gesamtgenauigkeit von 78% voraus (Sensitivitat 62,5%, Spezifitdt 82,1%). Analog zu den
zuvor genannten Studien wurden als starkste Pradiktoren fiir ein Tumoransprechen nach TACE
eine klinische (Vorliegen einer Leberzirrhose) und eine bildgebende Variable (relative
Tumorsignalintensitat) identifiziert. Es konnte auRerdem die Empfehlung ausgesprochen
werden, sowohl Bilddaten als auch klinische Daten in einem Modell zu bertcksichtigen.
Angesichts des Mangels an evidenzbasierten Richtlinien zur Unterstiitzung des Einsatzes einer
bestimmten IAT gegenuber anderen, kann der Einsatz von Machine Learning-Algorithmen in der
klinischen Routine die Therapieentscheidung und Patientenselektion unter Berucksichtigung

aller verfigbaren Daten unterstitzen.

Eine Herausforderung in der Onkologie im Allgemeinen und der Therapie des HCC im Speziellen
ist die molekulare Heterogenitat von Tumoren und deren TMU. In den folgenden Arbeiten wurde
daher angestrebt, konventionelle radiologische Methoden um spezifische, molekulare
Bildgebungstechniken zu erweitern, die den Tumor und seine TMU nicht-invasiv
charakterisieren. Ein Kennzeichen maligner Lebertumoren auf molekularer Ebene ist der
"Warburg-Effekt", bei dem die Glykolyserate sauerstoffunabhangig ansteigt und eine
Akkumulation von Protonen und Laktat im Extrazelluldrraum resultiert 56. Die dadurch bedingte
pH-Absenkung in der TMU beglnstigt das Tumorwachstum, reduziert die Wirksamkeit vieler
Tumortherapieregime und verschlechtert so die Prognose %8. Daher wurde insbesondere die
Fahigkeit der MRT zur quantitativen Uberwachung des Tumor-pH als funktioneller Surrogat-

Biomarker fiur die Vitalitdt von Tumorzellen untersucht.

Hierflir wurde eine pH-spezifische MRS-Technik entwickelt und zunachst in organotypischen

Kollagen-basierten 3D Zellkulturen getestet (Originalarbeit 4). Diese simulieren durch die
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Interaktionen der Tumorzellen mit der extrazelluldren Matrix das Tumorwachstum in vivo besser
als konventionelle Monolayer-Zellkulturen und haben gegenuber in vivo-Versuchen den Vortell,
Untersuchungen an humanen Zelllinien mit hohem Durchsatz zu erméglichen. Im Vergleich zu
Hepatozyten wurde bei vier Leberkrebszelllinien ein saurer pH festgestellt, welcher mit einer
Uberexpression von GLUT-1 korrelierte. Wahrend die Zugabe von Glukose den pH in den
Krebszellinien signifikant senkte, normalisierte die Behandlung mit dem antiglykolytischen 3-
BrPA bereits in subletalen Dosierungen den Tumor-pH. Die Ergebnisse legen nahe, dass der
Tumor-pH als funktioneller Vitalititsparameter eine frilhere und empfindlichere Uberwachung
des Tumoransprechens auf eine Therapie ermdglicht. Der pH-Status des Tumors und der TMU
geht als Mitursache fiur die dann folgenden morphologischen Veranderungen (messbar mit z.B.
Proliferationsassays in vitro, Tumorbildgebung in vivo) diesen voraus. Die Studie stellte erstmalig
eine Hochdurchsatz-pH-Kartierungsplattform vor, die fir effiziente in vitro-Arzneimitteltests
verwendet werden und dazu beitragen kann, die Medikamentenwahl zu personalisieren und

gezielte Strategien zur Abschwachung von Tumorresistenzmechanismen zu entwerfen.

Die Erkenntnisse wurden in der nachfolgenden translationalen Studie (Originalarbeit 5) auf das
orthotope VX2-Kaninchentumormodell fir Lebertumoren Gbertragen, um den Tumor-pH in vivo
als Biomarker fiir den Therapieerfolg nach cTACE zu untersuchen. Zweiunddreif3ig Lebertumor-
tragende Kaninchen erhielten eine longitudinale Bildgebung an klinischen 3 Tesla-MRT- und CT-
Scannern vor und bis zu 2 Wochen nach vollstandiger cTACE. Wie in der 3D-Zellkultur zeigten
unbehandelte VX2-Tumoren einen signifikant niedrigeren pH als das Leberparenchym, welcher
mit einer erhodhten Expression der metabolischen Marker GLUT-1 und LAMP-2 in den
Lebertumoren einherging. Nach vollstandiger cTACE wurde ein allmahlicher Anstieg des Tumor-
pH innerhalb von 2 Wochen beobachtet, der mit der abnehmenden Nachweisbarkeit der
metabolischen Marker korrelierte. Zusatzlich zeigte die pH-Kartierung in einer
Subgruppenanalyse nach unvollstandiger cTACE sowohl einen niedrigen pH vitaler
Tumorresiduen als auch einen erhdhten Tumor-pH in den behandelten Regionen. Die Arbeit
zeigte somit erstmalig die Anwendung der MRS-basierten pH-Bildgebung als longitudinales
Uberwachungsinstrument fiir Lebertumore nach cTACE und legt die Normalisierung des Tumor-

pH als friihen funktionellen Biomarker fiir einen Therapieerfolg nahe.

Die in dieser Habilitationsschrift vorgelegten Originalarbeiten zur molekularen Tumorbildgebung
voliziehen bezlglich der Etablierung und Anwendungsbereiche der pH-MRS somit eine
Entwicklung, welche durch die Originalarbeit 6 abgeschlossen wird. In dieser Arbeit wurden die
Erkenntnisse Uber den Tumor-pH sowie die Mdglichkeit der in vivo Bildgebung ebendieses
genutzt, um eine therapeutische Strategie zu entwickeln, die TMU fiir eine potentiell effektivere
immuno-onkologische Therapie zu konditionieren. Insgesamt wurden 21 VX2-Lebertumor-
tragende Kaninchen untersucht. Es konnte eine signifikante Erhdhung des Tumor-pH durch die

Kombination von cTACE mit einer vorangehenden Natriumbikarbonat-Injektion in die
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tumorzufiihrenden  Arterien  erreicht werden. Zusatzlich zeigte sich in den
immunhistochemischen Farbungen, dass der niedrige pH unbehandelter Lebertumoren sowie
von Tumoren kurz nach cTACE mit einer relativ geringen peri- und intratumoralen Infiltration
antigen-prasentierender Zellen einherging, die durch die pH-Modulation mit Natriumbikarbonat
verstarkt werden konnte. Um dieses immuno-metabolische Wechselspiel in vivo zu visualisieren,
war ein weiteres Ziel dieser Arbeit die Entwicklung molekularer, immunzellspezifischer MRT-
Biomarker. Hierfir wurden sowohl Eisenoxidpartikel, die von peritumoralen Makrophagen
phagozytiert werden, als auch neu entwickelte Gd-markierte Antikdrper gegen antigen-
prasentierende Zellen in der TMU hergestellt. Nach Applikation dieser immunzellspezifischen
Sonden waren in der MRT lokalisierte peritumorale Signalalterationen messbar, welche mittels
radiologisch-pathologischer Korrelationsanalysen als selektive Depositionen der MRT-
Biomarker validiert werden konnten. Neben einer besseren Stratifizierung von Patienten, kann
eine solche nicht-invasive Immunphanotypisierung der TMU auch in der Evaluation des
Tumoransprechens nach immuno-onkologischen Therapien eine Rolle spielen, um friihzeitig
beispielsweise zwischen echter und Pseudoprogression (temporare Infiltration des Tumors mit

Immunzellen) zu unterscheiden.

Auch im Hinblick auf eine Phanotypisierung der systemischen Immunantwort konnten neue
Impulse gesetzt werden. In Originalarbeit 7 wurde in einer retrospektiven Fallanalyse von 46
Patienten mit therapienaivem HCC erstmals der Zusammenhang des zellularen Immunprofils mit
Radiomics-basierten Tumorcharakteristika und das Outcome nach TACE beschrieben. Dieser
zeigte sich fiir aus dem Differenzialblutbild errechnete Verhaltnisse von Immunzellen, wobei eine
hohe NLR und PLR mit einem invasiven Tumorwachstum sowie einem schlechteren
Tumoransprechen nach gEASL-Kriterien und einem kirzeren PFS korrelierten. Die Studie
suggeriert den prognostischen Wert innovativer Radiomics-basierter Bildparameter sowie leicht
verfligbarer, quantitativer immunologischer Biomarker fiir das Outcome von Patienten mit HCC
nach TACE. Gleichzeitig ruft sie zur kritischen Betrachtung etablierter klinischer Leitlinien (z.B.
BCLC) auf, in welche die hier genannten Parameter leicht implementiert werden kénnten. Die
Arbeit legt auBerdem nahe, dass die Kombination radiologischer und klinischer Daten ein

Paradigma zur personalisierten Anwendung lokoregionarer Therapien des HCC darstellt.

In dieser Habilitationsschrift wurden zwei Aspekte der aktuellen radiologischen Forschung
aufgegriffen. Zum einen widmete sich die Arbeit der verbesserten Quantifizierung bereits
etablierter, morphologischer Charakteristika von Lebertumoren und therapiespezifischer
bildbasierter Marker fiir das Ansprechen auf IAT. Zum anderen wurden neue Methoden der
molekularen Bildgebung in einem schrittweisen Versuchsaufbau entwickelt und etabliert, welche
die TMU charakterisieren und so neue Biomarker fiir Lebertumoren im Kontext lokoregionarer
Therapien bereitstellen. Auch wenn eine breite Anwendung der vorgestellten Techniken bisher

nur in Teilen umgesetzt ist, wurde ihre Durchfiihrbarkeit bereits in translationalen oder klinischen
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Studien untersucht, um die Umsetzung in die Routineversorgung von Patienten mit HCC zu
bahnen. Es ist ein weiterer Schritt auf dem Weg, die angemessene individuelle Therapiestrategie
mit einem optimalen Verhaltnis aus Therapiewirkung und Nebenwirkungen und der daraus

resultierenden Belastung fur die schwerkranken Patienten zu finden.

Ein wesentlicher Antrieb fir diese Forschung war meine Neugierde. Aus erwarteten und
zufalligen Beobachtungen der einen Studie entwickelten sich neue Impulse und Fragestellungen
fur die nachste. In diesem Zusammenhang denke ich an die Worte eines britischen Philosophen

und Mathematikers:

»,INecessity is the mother of invention is a silly proverb. Necessity is the mother of futile dodges is
much closer to the truth. The basis of growth of modern invention is science, and science is
almost wholly the outgrowth of pleasurable intellectual curiosity.“

—Alfred North Whitehead (1861—1947)

Das Ubergeordnete Ziel meiner Forschung ist jedoch geleitet durch den Hippokratischen Eid und
das arztliche Bediirfnis, meinen Patienten zu helfen, welche mich stets daran erinnern, bei allen
aufregenden medizinischen Entwicklungen die klinische Relevanz fir den Patienten nicht aus

den Augen zu verlieren.
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5 In dieser Habilitationsschrift verwendete Publikationen
Originalarbeit 1:

Schobert |, Chapiro J, Nezami N, Hamm CA, Gebauer B, Lin M, Pollak J, Saperstein L,
Schlachter T, Savic LJ.

Quantitative Imaging Biomarkers for °°Y Distribution on Bremsstrahlung SPECT After Resin-
Based Radioembolization.

J Nucl Med. 2019 Aug;60(8):1066-1072. doi: 10.2967/jnumed.118.219691.

Originalarbeit 2:

Savic LJ, Chapiro J, Funai E, Bousabarah K, Schobert IT, Isufi E, Geschwind JH, Stark S, He
P, Rudek MA, Perez Lozada JC, Ayyagari R, Pollak J, Schlachter T.

Prospective study of Lipiodol distribution as an imaging marker for doxorubicin pharmacokinetics
during conventional transarterial chemoembolization of liver malignancies.

Eur Radiol. 2020 Oct 15. doi: 10.1007/s00330-020-07380-w. Epub ahead of print
(Zugriffsdatum: 17.01.2021).

Originalarbeit 3:

Abajian A, Murali N, Savic LJ, Laage-Gaupp FM, Nezami N, Duncan JS, Schlachter T, Lin M,
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Predicting Treatment Response to Intra-arterial Therapies for Hepatocellular Carcinoma with the
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J Vasc Interv Radiol. 2018 Jun;29(6):850-857.e1. doi: 10.1016/j.jvir.2018.01.769.

Originalarbeit 4:
Savic LJ*, Schobert IT*, Hamm CA, Adam L, Hyder F, Coman D.

A high-throughput imaging platform to characterize extracellular pH in organotypic three-
dimensional in vitro models of liver cancer.

NMR in Biomed. 2021 Mar;34(3):e4465. doi: 10.1002/nbm.4465. *equal contributions
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Savic LJ, Schobert IT, Peters D, Walsh JJ, Laage-Gaupp FM, Hamm CA, Tritz N, Doemel LA,
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Molecular Imaging of Extracellular Tumor pH to Reveal Effects of Locoregional Therapy on Liver
Cancer Microenvironment.

Clin Cancer Res. 2020 Jan 15;26(2):428-438. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-19-1702.
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