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1. EINLEITUNG

1.1 Die Krebserkrankung

Die bosartigen Neubildungen sind auch weiterhin nach den Krankheiten des Kreislaufsystems die
zweithdufigste Todesursache fiir beide Geschlechter in Deutschland. Zur Zeit stirbt ungefahr jeder
Dritte an einer Krankheit des Herz-Kreislaufsystems und jeder Vierte an einer Krebserkrankung.
Die Sterblichkeit durch kardiovaskuldre Krankheiten hat in den letzten Jahrzehnten erheblich
abgenommen. Da der Riickgang der Krebssterblichkeit im Vergleich dazu sehr viel schwécher
ausgebildet ist, muss damit gerechnet werden, dafl in etwa 15 - 20 Jahren Krebs zur haufigsten
Todesursache in Deutschland wird.

Die geschitzte Zahl der Krebs - Neuerkrankungen pro Jahr wird mit 162 900 Erkrankungsfille bei
Mainnern und 173 200 bei Frauen angegeben.

Die Ursachen der Krebsentstehung konnen sowohl endogener als auch exogener Natur sein.
Gemeinsam ist ihnen eine Stérung des physiologischen Wachstumsverhaltens betroffener Zellen,
die zu einer ungehemmten Proliferation fithren kann.

Dies kann exogen durch bestimmte Risikofaktoren in der individuellen Lebensfithrung bedingt sein.
So stellt das Rauchen heute den bedeutendsten Einzelrisikofaktor fiir Krebs dar und hat
durchschnittlich auf etwa 25 - 30% aller Krebserkrankungs- und Todesfdlle Einfluss. Weiterhin sind
Erndhrungsgewohnheiten ebenfalls zu einem erheblichen Anteil von ca. 20 - 42% an der
Krebsentstehung beteiligt. Der Einfluss von Alkoholkonsum wird mit einem geschétzten Anteil von
ungefdhr 3% angegeben. Der Anteil viraler Antigene an der Kanzerogenese wird weltweit auf 15%
geschitzt, in Deutschland liegt dieser bei ca. 5%. SchlieBlich gibt es eine Reihe weiterer Faktoren
wie z.B. berufliche Expositionen, Schadstoffbelastung aus der Umwelt in Form mutagener Toxine,
Faktoren der medizinischen Vorgeschichte, Medikamente, ionisierende Strahlung (DKFZ

Heidelberg).

Verdnderungen in der Zellregulation auf molekularer Ebene sowie oben genannte exogene Faktoren

konnen zu irreversiblen Mutationen bzw. einem genetischen Defekt in den wachstumsregulierenden



Abschnitten der DNA fiihren. Kommt es infolge dessen zu unkontrolliertem Zellwachstum oder
einer erhohter Vulnerabilitit bestimmter Genloci, konnen bereits geringe Belastungen zu
genetischen Verdnderungen fiihren. Besonders sensibel fiir solche Schddigungen scheinen Proto-
Onkogene und Tumorsuppressorgene zu sein.

Als Proto-Onkogene bezeichnet man Gene, die physiologisch in der Zelle vorkommen. Sie sind fiir
das regelrechte Zellwachstum, insbesondere die Zellproliferation und die Zelldifferenzierung,
verantwortlich. Bei ihren Produkten handelt es sich um Wachstumsfaktoren sowie deren
Antagonisten. Auflerdem kodieren sie fiir Wachstumsfaktorrezeptoren der Zellmembran, die zur
Aktivierung von Transskriptionsfaktoren fithren und so die Progression der Zellen von der G; - in
die S - Phase anregen (z.B. das Ras - Protein).

Werden sie im Rahmen einer Mutation verdndert oder gehen verloren, sind sie nicht mehr in der
Lage, diese Kontrollaufgaben in der Zelle wahrzunehmen. So verdnderte Proto - Onkogene, die
ihren hemmenden EinfluB3 auf das Zellwachstum und die Féhigkeit zur Differenzierung verloren
haben, werden als zelluldre ¢ - Onkogene bezeichnet. Deren Genprodukte kdnnen nun vermehrtes
destruktives Wachstum sowie mangelnde Differenzierung initiieren. Diese Onkoproteine benétigen
keine externen Stimuli zur Aktivierung, d.h. sie unterliegen keinen regulatorischen Einfliissen mehr.
Onkogenmutationen wirken dominant.

Daneben bestehen virale v - Onkogene, die Sequenzhomologien zu den an der
Wachstumsregulation beteiligten menschlichen Genen besitzen. Nach Infektion mit dem
betreffenden Virus wird das virale Genom in die Wirtszelle integriert und die v-Onkogene somit
aktiv.

Weitere Regulatoren des Zellwachstums und des Zellzyklus stellen Tumorsuppressorgene
(Antionkogene) bzw. ihre Genprodukte dar. Sie konnen eine {iiberschieBende Proliferation
verhindern, indem sie an der Hemmung der Proto - Onkogene beteiligt sind. Dariiberhinaus
regulieren sie den Zellzyklus (durch Hemmung von Proteinasen), die Angiogenese und wirken u.a.
mit an der Zell - Zell - Kommunikation. Durch eine Mutation oder Deletion in diesen Genen durch
endogene Faktoren oder exogene Kanzerogene (wie onkogene Viren) kann es zu einem Ausfall
ihrer Genprodukte und damit ebenfalls zu einem ungehemmten neoplastischen Zellwachstum
kommen. Antionkogenmutationen wirken rezessiv. Zu den Antionkogenen gehoren z.B. p53 und

Rb105, das Transskriptionsfaktoren reguliert.



Um ein Gleichgewicht im Organismus zu gewéhrleisten, spielt neben der Zellneubildung auch der
kontrollierte Zelluntergang eine wichtige Rolle. Dies beginnt bereits in der Embryogenese mit dem
Absterben iiberzdhliger Organanlagen und stellt einen Schutz des Organismus vor Neubildungen
dar.

Die Apoptose ist die aktiv endogen ausgeldste Form des Zelluntergangs, der durch zelleigene
genetische Information ausgelost wird, wobei sich keine Entziindung feststellen 14Bt. Die
Proteinbiosynthese wird so verdndert, da3 letale Proteine in der betroffenen Zelle entstehen, die
iiber die Aktivierung von Endonukleasen zum Untergang der Zelle fiihren, dem sogenannten
"programmierten Zelltod". Der Abbau erfolgt {iber Phagozytose oder lysosomal - enzymatisch
(Thompson CB, 1995). Dabei treten typische morphologische Charakteristika auf, wie zunichst
eine Kondensation von Chromatin im Kern, gefolgt von einer Zellschrumpfung,
,Membranblebbing®, Kernfragmentierung und DNA-Degradation (Hino N, 1996).

Davon abzugrenzen ist die Nekrose, bei der es aufgrund eines Entziindungsreizes zu einem schnell
einsetzenden, oOrtlich begrenzten Zelluntergang kommt, der auf einem irreversiblen Ausfall von
Zellfunktionen beruht. Es kommt zu einer Permeabilititssteigerung des Plasmalemms fiir Enzyme,
gefolgt von morphologisch sichtbaren Zellverdnderungen wie Vakuolisierung, Kernpyknose,
Karyorrhexis bis hin zur Karyolyse und Schwellung oder Verfliissigung der gesamten Zelle.
Auslosende Faktoren sind exogene Schidigungen, d.h. eine lokale Stoffwechselstérung (z.b.
Anoxie, Toxine, thermische Reize, Strahlung) oder Traumata, die zu einem Zelluntergang fiihren

konnen.

Physiologisches Zellwachstum geschieht durch Proliferationsstimuli, systemisch ausgeldst tiber
Hormone oder bei lokalen Gewebedefekten iiber Wachstumsfaktoren von Nachbarzellen. Diese
binden an Oberflachenstrukturen der Zelle und bewirken so eine Signaltransduktion in das
Zellinnere bis hin zur Transkription und Translation von Proto - Onkogenen. Deren Genprodukte
bewirken schlieBlich eine Zellproliferation. Nach Reparatur des Zelldefekts erlischt der initiale
Proliferationsstimulus und das Zellwachstum ist beendet. Bei maligne entarteten Zellen fehlt diese
Riickkopplung, sodass sie potentiell unsterblich werden und sich unkontrolliert vermehren.

Zur Entstehung einer solchen maligne entarteten Zelle ist nach der Multi - Step - Hypothese am
Modell der kolorektalen Tumorgenese (Vogelstein B, 1988) eine Akkumulation von 4 - 6

Veranderungen in den Proto-Onkogenen und ein Verlust der entsprechenden Tumorsuppressorgene



ndtig. In der Initiationsphase des Tumorwachstums sind nur genetische Verdnderungen in der
betroffenen Zelle nachweisbar. Erneute Zellschidigungen lassen sie in die Promotionsphase
iibergehen; nun sind morphologische Verdnderungen sichtbar. Die Zellen entziehen sich ihrer
physiologischen Aufgabe im Zellverband und es beginnt ein unkontrolliertes Wachstum mit oftmals
geringer Differenzierung, welches die Funktion gesunder Zellen storen kann. Aus diesen Zellklonen
einer oder weniger Mutterzellen entstehen je nach Schddigungsmuster benigne oder maligne
Neoplasien.

Da es sich bei der Krebsentstehung folglich um einen zeitabhéngigen Prozef3 handelt, ndmlich eine
Akkumulation von isolierten Schidden an Proto - Onkogenen und Inaktivierungen von

Tumorsuppressorgenen, erhoht sich die Krebsinzidenz mit fortgeschrittenem Lebensalter.

1.2 Das hepatozellulare Karzinom (HCC)

Weltweit liegt die jdhrliche Mortalitdt an HCC bei 250.000 bis 1 Mio. Opfern (Munoz N. 1989).
Damit stellt es bei Frauen die neunthiufigste und bei Minnern die siebthdufigste auf Krebs
zurlickzufiihrende Todesursache dar. Jihrlich kommen ca. 1 Mio Neuerkrankungen von HCC
hinzu. Die Inzidenz von HCC unterliegt einer sowohl geschlechts - (Méanner : Frauen 2-7 : 1) als
auch geographisch spezifischen Verbreitung: HCC stellt in siidostasiatischen wie auch
afrikanischen Lindern siidlich der Sahara die zweithdufigste maligne Neoplasie dar (Medicine-
worldwide 2002). In Europa und Nordamerika machen sie bis zu 5% der maligen Tumoren aus, hier
treten vergleichsweise viel mehr sekundére - metastatische - Lebertumoren auf.

Uber 90% der HCCs entstehen in zirrothischen Lebern. Dariiber hinaus fiihrt ein HbsAg — Carrier -
Status zu einem bis zu 223fach héherem Risiko (Beasley RP, 1981). Weiter scheinen v.a. der HCV
- Genotyp 1b, chronische Hepatitiden mit erhdhten Serumkonzentrationen von a-Fetoprotein (>20
ug/l), langjéhriger Alkoholkonsum als direkter oder (iiber Zirrhose) indirekter toxischer Stimulus,
hereditire Hamochromatose, o-1-Antitrypsinmangel und primér bilidre Zirrhose pathogenetisch
eine Rolle zu spielen. Durch mit Aflatoxin B1 kontaminierte Zerealien (Chen W, 1996), mit dem
Blaualgentoxin Microcystin verunreinigtes Brunnenwasser (Ueno Y, 1996) oder Betelnussverzehr

(Tsai JF, 2001) kann ein HCC ebenfalls induziert werden. Das heute nicht mehr gebriduchliche



Rontgenkontrastmittel Thorotrast sowie die Chemikalien Vinylchlorid und Thoriumdioxod stellen
ebenso wie Androgene (Okudo K, 1992) mogliche Pridispositionsfaktoren dar. Der Einfluss von

Rauchen wird kontrovers diskutiert (Bruix J, 1992; Kuper H, 2000).

Unter den benignen Lebertumoren machen die von den GefiBBendothelien ausgehenden
Hiamangiome und die aus Hepatozyten entstehenden Adenome den groften Anteil aus. Bei letzteren
entscheidet man sich in der Regel fiir eine chirurgische Resektion, da sie als Prikanzerose gelten.
Metastasen als sekundédre Tumoren stellen die hdufigste maligne Neoplasie der Leber dar.

Zu den primidr malignen Tumoren gehoren die (Hidm-) Angiosarkome, die sich aus Endothelien der
GefidBBe entwickeln; die Cholangiosarkome, eine Art der Adenokarzinome aus dem
Gallengangsendothel, und die sehr seltenen Hepatoblastome, die hauptsidchlich bei Kindern unter
vier Jahren auftreten. Weitere seltene Formen sind primidre Lymphome, Rhabdomyosarkome und
endokrine Tumoren.

Die héufigste Form des primdren malignen Lebertumors stellen die aus proliferierenden
Hepatozyten entstehenden HCCs mit 84% dar. Histologisch kdnnen sie in verschiedene Subformen
unterteilt werden: Der fibrolamelldre Typ wird vor allem bei vergleichsweise jungen, weiblichen
Patienten gefunden. Bemerkenswert - und prognostisch giinstiger - ist, dass dabei keine Erkrankung
des iibrigen Lebergewebes vorliegt (American Cancer Society; The Liver Cancer Resource Center).
Sehr selten sind die sarkomatoide und die aus HCC und Cholangiosarkom kombinierte Subform.

Da ein HCC meist nur die Symptome der hepatischen Grunderkrankung aufweist, ist die Diagnose
schwierig und erfolgt oft spédt. Verddchtig ist eine plotzliche Dekompensation einer bis dahin
kompensierten Zirrhose: Aszites, Enzephalopathie, Ikterus oder Varizenblutungen sind oft auf eine
Invasion des Tumors in Venen oder einen durch den Tumor induzierten arteriovendsen Shunt
zuriickzufiihren (Sugano S, 1994).

Folgende unspezifische Symptome konnen auf ein HCC deuten: Obstrukionsikterus, Diarrhoe,
Knochenschmerzen und Dyspnoe durch Metastasen, intraperitoneale Blutungen bei Tumorruptur,
paraneoplastische Symptome (Hypoglykdmie, Erythrozytose, Hypercalcdmie, wissrige Diarrhoe)
und kutane Mitbeteiligungen (Dermatomyositis, Porphyria cutanea tarda, Pemphigus foliaceus).
Auf einen bereits fortgeschrittenen Tumor konnen Oberbauchschmerzen, Gewichtsverlust,

Appetitverlust oder tastbare Tumoren hinweisen.
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Hiufig finden sich beim HCC Mutationen im p53 - Gen. Diese treten vor allem bei Assoziation mit
HBV - Infektionen und Aflatoxin B1 auf (Interaktion von Aflatoxin B1 und Guanin im Codon 249
des p53-Gens) (Hayashi H, 1993). In HBV - Endemiegebieten zeigt sich ein wesentlich

aggressiverer Verlauf der Erkrankung.

Generell sind die therapeutischen Moglichkeiten bei der Behandlung eines HCCs sehr begrenzt und
mit einer mittleren Uberlebenszeit von 8 Monaten ist die Prognose schlecht (Schoninger - Hekele

M, 2001).

Therapie des hepatocelluliren Karzinoms

Lokal ablative Verfahren

Bei Patienten mit nicht - resektablen HCCs wird man sich vorzugsweise fiir lokale Applikation
thermischer Energie in Form von Radiofrequenz (RF - Ablation) entscheiden. Die Erwdrmung des
Gewebes auf iiber 60°C fiihrt schlieBlich zur Nekrose (McGahan, JP, 1992). Dieses Verfahren
eignet sich am besten fiir kleinere tumordse Lasionen, die in der Reichweite der Elektrode liegen.
Dennoch kann auch bei mittelgroen Tumoren >3 cm eine komplette (48%) oder fast komplette
(32%) Nekrose erreicht werden (Livraghi T, 2000).

Mittels RF - Ablation kann nach wenigen Behandlungen komplette Tumornekrose mit einer
vergleichsweise langen rezidivfreien Zeit erreicht werden (Livraghi T, 2000; Olschewski M, 2001).
Es kommt vor allem fiir Patienten in Frage, die nicht an einer systemischen Lebererkrankung zu

leiden.

Weitere lokal ablative Verfahren zur Behandlung inoperabler HCCs stellen Freezing, Kryoablation,
chemische Desikkation (z.B. mit Ethanol oder Essigsdure) oder Erhitzung mit z.B. Laser oder
Mikrowellen dar. Gegeniiber diesen Verfahren weist die RFA eine deutlich geringere Rezidivrate

und viel weniger Komplikationen auf (Curley SA, UpToDate 2002).
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Bei sehr groBBen oder multilokuldren, inoperablen Carcinomen und erhaltener Leberfunktion besteht
die Moglichkeit der transarteriellen Chemoembolization (TACE). Lipophiles Lipiodol bewirkt
dabei eine Retention der Substanz im Tumor, Gelfoam oder kleine Plastikpartikel eine Stagnation
des Blutflusses zum Tumor, die zu einer groBBeren Wirksamkeit der zytotoxischen Substanz fiihren.
Aufgrund der haufigen Nebenwirkungen (pain, fever, nausea, fatigue, elevated transaminases =
postembolization syndrom; Chan AO, Cancer 2002) ist die Anwendung vor geplanter Resektion

oder Transplantation umstritten.

Ein erfolgversprechendes junges Therapieverfahren ist die laserinduzierte Thermotherapie (LITT).
Bisherige Ergebnisse zeigen, dass Tumorgewebe bis zu einem Durchmesser von 4 cm durch
Anwendung eines Nd:YAG - Lasers mit einer Wellenldnge von 1064 mm durch Hyperthermie und
Denaturierung langanhaltend ausgeschaltet werden kann. Mittels minimalinvasiver Methoden und
speziell entwickelten Applikatoren kann der Laserstrahl direkt in das Tumorgewebe geleitet

werden. Die Temperaturmessung erfolgt mit Magnetresonanztomographie (MRT).

Bei nicht-operablen Patienten mit kleinen Tumoren bietet die Perkutane Ethanol Injektion (=PEI)
eine Behandlungsoption. Infolge zytoplasmatischer Dehydratation kommt es dabei zu
Koagulationsnekrose, durch Thrombozytenaggregation zu Thrombose und Gewebsischdmie.

PEI wird generell nur bei Tumoren bis zu einem Durchmesser von 2 cm empfohlen, bei groferen

Lisionen betrdgt das Lokalrezidivrisiko liber 40% (Hasegawa S, 1999).

Vielversprechende Ergebnisse scheint die Radiotherapie zu verheissen, die nicht nur ein gutes
Ansprechen des Tumors erzielt sondern auch von Patientenseite her gut vertragen wird. Aufgrund

noch zu geringer Erfahrungen sind die Indikationen allerdings noch unklar.

Bei systemischer Chemotherapie mit Cisplatin, Mitomycin, Mitoxantrone, Vinblastin u.a. konnen
nur sehr geringe, kurzfristige Remissionsraten erreicht werden bei oftmals schweren
Nebenwirkungen. Das Uberleben der Patienten hiingt dabei neben der Rezidivrate in hohem Maf
von der zugrundeligenden Lebererkrankung ab.

Lokale zytostatische Behandlung (Doxorubicin, Epirubicin, Cisplatin) {iber eine selektive

Katheterisierung oder Implantation eines Portsystems der A. hepatica zeigt v.a. bei umschriebenen
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(bekapselten) Lisionen eine deutlich bessere Wirkung als systemische Anwendungen, da dabei 10 -
25fach hohere Dosen verabreicht werden kdnnen. Durch Zugabe von Lipiodol kann zusitzlich die
Einwirkzeit verldngert werden.

Erfolgsversprechende Ergebnisse liefern Studien mit verschiedenen Arten adjuvanter Verfahren
wie z.B. Jod - 131 - Lipiodol (v.a. bei HBV - assoziiertem HCC), Interferon a und  (beide v.a. bei
HCYV - assoziiertem HCC) oder azyklischen Retinoiden, die praexistente okkulte bzw. prdmaligne
Zellklone vernichten sollen. Allerdings stehen groBer angelegte Studien zur Verifizierung der
Ergebnisse noch aus.

Erste Versuche einer ergéinzenden Immuntherapie (in - vitro - Aktivierung autologer
Lymphozyten mit rekombinaten Interleukin-2 und anti-CD-3-Antikdrpern) lassen verminderte

Rezidivraten bei jedoch unverinderten Uberlebensraten sehen.

Operative Therapie

Therapie der Wahl bei HCC ist die kurative Leberresektion. Damit kénnen 5 - Jahres -
Uberlebensraten bis zu 78% erreicht werden (Nonami T, 1997; Liver Cancer Study Group of Japan,
1990). Tumordurchmesser < 5 cm, tumorfreie Resektionsrdnder > 1 cm, solitire Tumoren ohne
intrahepatische Metastasen, keine GefaBinvasion, Vorhandensein einer Kapsel, Fehlen von HBV -
Infektion und Zirrhose sind dabei wichtige positive Prognosefaktoren. Mit Hilfe von Laparoskopie
und intraoperativem Ultraschall (IOUS) konnen vaskuldre Invasion sowie Tumorgrofle bestimmt
werden und damit eine bessere Selektion der Patienten erfolgen, die eine Resektion untergehen
sollen (Lo CM, 1998). Die meisten Autoren halten die Tumorstadien III B, III C und IV fiir nicht
mittels Resektion heilbar. AuBerdem sollten Patienten mit Komplikationen der Zirrhose wie
Blutungen, Aszites oder portaler Hypertension nicht durch eine Leberresektion behandelt werden,
da ihre hepatischen Reserven zu gering sind.

Mittels prdoperativer portalvendser Embolisation (PVE) kann eine Hypertrophie des verbleibenden
Lebergewebes angeregt werden, sodass eine ansonsten nicht mogliche ausgedehnte Resektion
moglich wird (Vauthey JN, 2000).

Die Resektion sollte in nicht - zirrothischen Lebern entlang der anatomischen Grenzen der

Segmente erfolgen, um Ischdmie und bilidre Stase zu vermeiden. Bei zirrothischen Patienten muss
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man sich oft fiir eine nicht-anatomische Resektion entscheiden, um moglichst groBe Anteile des
Gewebes zu schonen und damit die postoperative Leberfunktion zu verbessern.

Die Mortalitit bei dieser Behandlungsform (bis zu 24% (Sugioka A, 1993)) hédngt sehr von einer
zugrunde liegenden HBV - Erkrankung ab, die meist fiir ein perioperatives Leberversagen
veranwortlich ist. Prognostisch spielen ein operationsbedingter Blutverlust von > 1500 ml sowie

postoperative Infektionen eine weitere wichtige Rolle.

Auch bei sorgfiltiger Patientenselektion vor der Resektion kommt es in der Mehrheit der Félle zu
einem Lokalrezidiv des HCC. Man nimmt an, dass dies auf priexistente, klinisch okkulte, kleinste
Tumorherde zuriickzufiihren ist. Chronische Lebererkrankungen spielen eine weitere wichtige Rolle
(Bilimoria MM, 2001). Bei adjuvanten Chemotherapieverfahren und den damit verbundenen
immunsuppressiven Effekten ergibt sich ein zusdtzlich erhohtes Risiko fiir die Entstehung von

Neoplasien.

Die Lebertransplantation

Ein grosser Vorteil der Transplantation (Tx) ist die Mdglichkeit, dadurch eine zirrothische Leber zu
ersetzen. Ausserdem sind die Langzeitergebnisse bei Patienten mit HCCs < 5 cm ohne
makrovaskuldren Befall und ohne extrahepatische, systemische Ausbreitung am besten: Dabei
konnen rezidivfreie Uberlebensraten von bis zu 92% erreicht werden (Mazzaferro V, 1996; Bismuth
H, 1999). Die 5 - Jahres - Uberlebensraten gleichen denen von transplantierten Patienten ohne
maligne Grunderkrankung (Figueras J, 1997). Dies entspricht in etwa den Daten des United
Network for Organ Sharing (UNOS). Aus den oben genannten Kriterien fiir ein moglichst
vielversprechendes Langzeitergebnis geht hervor, dass eine Tx v.a. in frilhen Stadien des HCCs
anzustreben ist. Dabei spielt eine moglichst frithzeitige Diagnosestellung ein wichtige Rolle; hierbei
sind Screeninguntersuchungen gerade in den Risikogruppen besonders entscheidend. Desweiteren
ist eine moglichst kurze Wartezeit auf ein Spenderorgan anzustreben, um ein Fortschreiten des
Tumors wéihrend der Wartezeit - die in manchen Regionen der USA bis zu 2 Jahren betragen kann -
zu verhindern. Ein Teil dieses Problems konnte durch Leberlebendspenden gelost werden.

Es gibt keine groBen randomisierten, kontrollierten Studien, die die Tx mit andern

Therapieverfahren vergleichen. Eine der wenigen durchgefiihrten Studien zeigt keinen signifikanten
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Unterschied zwischen Tx und anderen Therapieformen (Iwatsuki S, 1991). Eine andere Studie
beschreibt folgendes Ergebnis der 3 - bzw. 5 - Jahresiiberlebensrate: 72 und 68% bei Tx, 64 und
44% bei Resektion, 54 und 36% bei PEI, 32 und 22% bei TACE (Colella G, 1998). Allerdings
wurde dieser Benefit nach Tx v.a. bei Patienten mit monofokalem HCC < 5 cm beobachtet. Bei der
postoperativen pathologischen Aufarbeitung zeigte sich jedoch hdufig, dass ein fortgeschritteneres
Tumorstadium vorlag. Die Prognose dieser Patienten verschlechtert sich auf 5 -
Jahresiiberlebensraten von 50% oder kleiner.

Die begrenzte Verfiigbarkeit von Spenderorganen 16st die Suche nach einer geeigneten
Uberbriickungstherapie bis zu einer mdoglichen Tx aus. Dabei konnte bisher allerdings keine
iiberzeugende Therapie entwickelt werden; nur in vereinzelten Studien konnte ein Benefit von

TACE (Martin M, 1996; Venook AP, 1995) oder Resektion (Poon RT, 2002) beobachtet werden.

Es gibt wenige zuverldssige Untersuchungen zu adjuvanten Therapieformen nach Tx. Man geht
allerdings davon aus, dass gerade diese Patienten von einer adjuvanten Therapie profitieren wiirden,
da es bei der Explantation des kranken Organs und der damit verbundenen Manipulation zu einer
Streuung von Tumorzellen kommen kann.

Zusitzlich kann durch die nachfolgende immunsuppressive Therapie ein neuerliches
Tumorwachstum begiinstigt werden. Kommt es tatséchlich zu Sekundédrtumoren, so wachsen diese
post-Tx schneller als nach Resektion (Yokoyama I, 1991) und fithren rasch zum Tode der Patienten.
In der einzigen bisher durchgefiihrten kontrollierten Studie konnte mit prd -, intra - und
postoperativer Applikation von Doxorubicin ein signifikant besseres 2 - Jahres - Uberleben
nachgewiesen werden (Gnant M, 1997). Allerdings bedarf auch dieses Ergebnis einer Bestétigung

durch groBere kontrollierte Studien.

Eine potentielle Moglichkeit, die Rezidivrate nach Transplantation zu verringern, ist die Umstellung
der notwendigen Immunsuppression. Da die iiblicherweise verwendeten Calcineurininhibitoren
Tacrolimus und Cyclosporin A das Tumorwachstum fordern, konnte eine Therapie mit Rapamycin
eine Alternative sein. Es konnte gezeigt werden, dass bei guter immunsuppressiver Wirkung

gleichzeitig eine Proliferationshemmung aller Zellen einschliesslich Tumorzellen vorliegt.
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1.3 Rapamycin (Sirolimus)

Das Makrolidantibiotikum Rapamycin (C51H79NO13) wurde erstmalig in einer Bodenprobe der
Osterinsel Rapa Nui entdeckt und ist ein Produkt des Aktinomyceten Streptomyces hygroscopicus.
Urspriinglich wurde es als Antimykotikum eingesetzt, bis seine immunsuppressiven und
antiproliferativen Eigenschaften erkannt wurden.

Im Tierversuch konnte sowohl bei heterotoper und orthotoper Organtransplantation als auch bei
Haut-, Knochenmarks- und Inselzelltransplantationen mittels Rapamycinmedikation ein
verlangertes Transplantatiiberleben erreicht werden.

Ein hemmender Einfluss von Rapamycin auf die Zellproliferation konnte bei Fibroblasten, glatten
Muskelzellen, Keratinocyten und Tumorzellen beobachtet werden. Dies gilt auch fiir durch EBV
und HTLV-1 transformierte T - und B - Zellen. Tumorwachstum verschiedener maligner Zellen
kann durch Rapamycin gehemmt werden: hauptsidchlich handelte es sich dabei um
Rhabdomyosarkozellen (Hosoi H, 1999), Osteosarkomzellen (Ogawa T, 1998), Zellen des
hepatozelluldren Karzinoms (Price DJ, 1992), des Bronchialkarzinoms (Muthukkumaar S, 1995)
und des renalen Karzioms (Luan FL, 2003).

Ein starker antiangiogenetischer Effekt durch eine verminderte Synthese des vaskuldren
endothelialen Wachstumsfaktors VEGF konnte in Versuchen mit Kolonkarzinomzellen beobachtet

werden (Guba M, 2002).

Daneben hat Rapamycin einen deutlichen Einfluss auf Onset und Schweregrad etlicher im
Tierversuch untersuchter Autoimmunkrankheiten wie Insulinabhédngiger Diabetes Mellitus (IDDM),
Systemischer Lupus Erythematodus (SLE) und Arthritis. Durch seine antiproliferative Wirkung auf
glatte Muskelzellen ist es in der Lage, iatrogen entstandene Intimaproliferationen nach
Ballonkatheterisierung bei Schweinen zu verhindern (Gallo R, 1999). Dies ldsst neben dem
immunsuppressiven Nutzen von Rapamycin auch Indikationen im Bereich von Autoimmun- und

hyperproliferativen Erkankungen vermuten.

Die starken immunsuppressiven Eigenschaften von Rapamycin sind auf seine Féhigkeit
zuriickzufithren, die cytokinvermittelte Signalkaskade zu unterbrechen, die Wachstum und

Differenzierung der Lymphozyten auslost (Dumont FJ, 1996): Rapamycin verhindert bei IL-2 -
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stimulierten T - Zellen den Ubergang von der G - in die S - Phase des Zellzyklus, wobei es zu
einem Arrest in der mittleren bis spédten G, - Phase kommt.

Diese Wirkung beruht auf zwei biochemischen Wirkmechanismen: Zum einen inhibiert Rapamycin
die Phosphorylierung (d.h. die Aktivierung) der p70 S6 Kinase, die als Reaktion auf
Zytokinaktivierung die Mitose der Zelle stimulieren soll. Dadurch wird die Translation von mRNA
gedrosselt, die ribosomale Proteine und Elongationsfaktoren kodiert, sodass die Proteinsynthese
abnimmt (Jefferies HBJ, 1993). Daneben inhibiert Rapamycin bei IL-2 - stimulierten T - Zellen
mittels einer verminderten Transkription von p27 die cyclin - abhéngige Kinase cdk2/cyclin E-

Komplex, einen entscheidenden Regulator fiir den Ubergang der G; - in die S - Phase.

Rapamycin bindet intrazelluldr an FKBP (= FK binding protein). Dieser Komplex reagiert mit
einem weiteren Protein, dem Rapamycinrezeptors mTOR (mammalian Target of Rapamycin),
wodurch dieser blockiert wird. Hierdurch wird schlieBlich die Zytokin-vermittelte (IL-2, IL-4, IL-
7, IL-15) Signaltransduktion in T - Zellen inhibiert, sodass es zum Zellzyklusarrest in der G; - Phase
kommt.

mTOR - selbst eine Kinase - besitzt eine Schliisselfunktion im Zellzyklus und die Blockade durch
Rapamycin hat mehrere Effekte: Inhibition der Translation einer Reihe von mRNAs, die Proteine
codieren, die entscheidend fiir die Zellzyklusprogression sind; Inhibition der IL-2 - induzierten
Transkription von PCNA (proliferating cell nuclear antigen), das fiir die DNA - Replikation
essentiell ist; Blockade der CD28-vermittelten Hochregulation der IL-2 - Transkription von T -
Zellen; Inhibition der Kinaseaktivitit der cdk4/cyclin D und cdk2/cyclin E Komplexe, wodurch es
zu einer verringerten Synthese der Zellzyklusproteine cdc2 und cyclin A und damit zur Hemmung
der Zellzyklusprogression kommt (Sherr CJ, 1994). Zur Inhibition der Kinaseaktivitit dieser
Komplexe kommt es durch eine verlingerte Halbwertszeit und Uberexpression des

Kipl

Tumorsuppressorgens p27 ", wodurch es zum Stillstand in der G, - Phase kommt (Toyoshima H,

1994).

Im Gegensatz dazu vermitteln andere Immunsuppressiva wie Cyclosporin A (CsA) und Tacrolimus
(FK506) ihre Wirkung iiber die Blockade von Calcineurin, einer Phosphatase, die fiir die
Zytokinproduktion verantwortlich ist. Infolgedessen kommt es zur erhdhten Aktivitdt der cdk4 -

Kinase, die essentiell fiir den Ubertritt der Zellen in die G, - Phase ist (Baksh et al 2000). Dadurch
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treiben Tacrolimus und Cyclosporin den Zellzyklus durch einen einen zell-autonomen
Mechanismus (Hojo M, 1999) voran.

CsA und Tacrolimus binden die Immunophiline Cyclophilin und - wie auch Rapamycin - FKBP 12
(Liu J, 1991). Trotz der Bindung an denselben Rezeptor konnte keine klinisch relevante kompetitive
Hemmung von Tacrolimus und Rapamycin festgestellt werden: Rapamycin und andere
immunsuppressive Medikamente wirken synergistisch bei unterschiedlichem
Nebenwirkungsspektrum. Besonders im Hinblick auf Nephrotoxititit ist Rapamycin wesentlich

besser vertraglich als CsA oder Tacrolimus, deren Wirkung sich diesbeziiglich potentiert.

Northwest Fegion

HO,%

Calcineurin-bindin
Region

FEBP-12
Binding Fegion

e oMe  Me W

Rapamyein FK-306

Abb.1: Rapamycin ist Tacrolimus strukturell sehr &hnlich

In internationalen Multicenter - Phase - II - Studien wurde die klinische Wirksamkeit von
Rapamycin als Prophylaxe fiir akute AbstoBungsreaktionen nach Nierentransplantation untersucht.
Dabei wurde es in Kombination mit CsA und Prednison angewandt. Alle mit Rapamycin
behandelten Gruppen hatten nach 6 Monaten geringere Abstoungsraten im Vergleich zu den
Kontrollgruppen (7 - 26% : 32%). Das Uberleben von Patienten oder Transplantat war nicht

deutlich ldanger unter Therapie mit Rapamycin.
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Rapamycin wird in der Leber metabolisiert und ist ein Substrat des in Darmwand und Leber
lokalisierten Isoenzyms Cytochrom P450 3A4 und der Multisubstanzpumpe P - Glykoprotein (P -
gp) in der Diinndarmwand. CYP3A4 Inhibitoren (z.B. Calciumkanalblocker, Antimykotika,
Makrolide, Prokinetika, HIV - Protease - Inhibitoren) konnen den Rapamycin-Metabolismus
verringern und dadurch die Blutspiegel erh6hen; CYP3A4 Induktoren wie Rifampin, Phenobarbital,
Carbamazepin, Rifabutin und Phenytoin konnen dagegen zu verminderten Konzentrationen von
Rapamycin fithren. Grapefruitsaft beeinflusst ebenfalls den CYP3A4 - vermittelten Metabolismus

und sollte daher vermieden werden.

In tierexperimentellen Studien wurde Reproduktionstoxizitit gezeigt, wobei es zu vermehrter
Mortalitit, verringertem Geburtsgewicht und verspiteter Ossifikation kommen kann.

Durch Rapamycin wurden im Tierversuch bei Méausen, Ratten, Hunden und Affen kardiale,
vaskulére, skelettale, pankreatische, lymphoide, testikuldre und gastrointestinale Nebenwirkungen

ausgelost. Nachteilige Wirkungen auf Leber oder Nieren wurden nicht nachgewiesen.

1.4 Das Tumorsuppressorgen p53

Ein gut untersuchtes Tumorsuppressorgen ist das seit 1979 bekannte 53 kDa schwere p53 - Gen
(Lane DP, 1979), welches 11 Exons umfa3t und auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17
(17p13.1) lokalisiert ist. Das p53 - Protein ist ein hauptsichlich nukledres Phosphoprotein, das
sequenzspezifisch an die DNA bindet.

Es kann schadigungsabhingig {iiber eine vermehrte Synthese von Transskriptionsfaktoren
Tumorentstehung durch Zellzyklusarrest in der G; - und G, - Phase zur DNA - Reparatur
verhindern. Ist eine Reparatur nicht mehr moglich ist, kann p53 Apoptose induzieren, sodass eine
Weitergabe des genetischen Defekts an die Tochtergenerationen vermieden wird. AuBBerdem kann
p53 die Wirkung bereits aktivierter Onkogene abschwéchen oder ganz autheben (Choi SW, 1993).
Die tumorsupprimierende Funktion wird gehemmt, wenn beide Allele durch eine Mutation
und/oder Deletion betroffen sind. Dann kann kein oder nur nicht-funktionelles
konformationsverdndertes p53 synthetisiert werden, welches durch verldngerte Halbwertszeit im

Zellkern akkumuliert, sodass ein Hemmungsmechanismus in der Entstehung einer neoplastischen
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Transformation entféllt. Dies findet sich bei fast der Hilfte aller menschlichen Tumoren (u.a. Brust
-, Lungen -, Koloncarcinom und HCC (Choi SW, 1993)), und ist mit einer schlechteren Prognose

und schlechterem Ansprechen auf Chemo - und Radiotherapie verbunden.

80 - 90 % dieser Mutationen liegen in der Aminosduresequenz des p53 - Proteins, die spezifisch an
DNA bindet. Es handelt sich dabei um hoch konservierte DNA - Abschnitte in dem Gen. Hot spots
fiir Mutationen stellen insbesondere die Codons 175, 245, 248 und 273 dar (Guinn BA, 1997).

Das Humane Papilloma Virus (= HPV) benétigt fiir seine Replikation Nukleotidvorstufen. HPV -
Genprodukte kdnnen an p53 binden und dieses inaktivieren. Die Reparatur von geschidigter DNA

wird dadurch verhindert.

1.5 Das Tumorsuppressorgen p21WAFI

Das WAF1 - Protein spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Regulierung von Zellwachstum
und der Zellantwort auf eine DNA - Schiadigung (Kang KH, 1999). Infolge einer Zellschiddigung
wird - bei erhdhten p53-Konzentrationen - vermehrt p21"V*"" synthetisiert. Dieses bindet cyclin -
abhingige Kinasen und bewirkt so einen (reversiblen) Zellzyklusarrest in der Gj - oder G; - Phase,
um der Zelle geniigend Zeit zu geben, DNA - Schéden zu reparieren (Boulaire J, 2000). Somit ist
p21™A"! essentiell fiir den p53 - vermittelten G - Phasen - Arrest.

Die p53 - vermittelte Apoptose geht ebenfalls mit erhohten p21VA"! - Konzentrationen einher.

WAFI
1

p2 - Uberexpression kann auch durch z.B. mitogene Stimuli induziert werden.

1.6 Der Apoptoseinhibitor bcl-2

Das bcl-2 Gen wurde urspriinglich von der t(14;18)(q32;921) Translokation in vielen Non -
Hodgkin B - Zell - Lymphomen isoliert (McDonnell TJ, 1993). Sein Genprodukt ist ein 26 kDa
schweres membranassoziiertes Protein. Das bcl-2 Protein wehrt Stimuli ab, die zur Apoptose fithren

konnen, und fordert so die Kanzerogenese.
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Bcl-2 gehort einer Multigen-Familie an, die in zwei funktionelle Gruppen unterteilt ist:
Apoptoseinhibitoren wie bcl-2 und apoptoseinduzierende Gene bzw. Genprodukte wie z.B. bax
(Knudson CM, 1997). Die Lebensdauer der Zelle hidngt von der Ratio zwischen
Apoptoseinhibitoren und - induktoren ab: Hohe bcl-2 - Spiegel bei einem niedrigen bax - Level
fiihren zu stirkerer bcl-2 - Homodimerisation und so zur Apoptoseinhibition. Erhdhte bax-Spiegel
bewirken eine Heterodimerisation mit bcl-2 und schlie8lich eine Homodimerisation von bax, die
zur Apoptose fiihrt. Das bcl-2 - Protein kann auch mit anderen nicht verwandten Proteinen

interagieren.

1.7 Der Apoptoseinduktor bax

Zur selben Familie wie bcl-2 gehort das 21 kDa schwere bax-Gen, das in seiner
Aminosduresequenz dem bcl-2 weitgehend homolog ist.

Wie oben beschrieben bestimmt das Verhiltnis von bcl-2 zu bax Uberleben oder Sterben der Zelle.
Bax - Aktivierung scheint ebenfalls durch Wildtyp - p53 induziert zu werden: Seine Promotorregion
enthélt 4 Abschnitte, die p53 Bindingsites entsprechen.

Bindet bax nicht an bcl-2 oder bildet es Homodimere aus, wird Apoptose eingeleitet.

1.8 Der Mitoseinhibitor p27*""

Das 27 kDa schwere p27<"! Protein fungiert als negativer Regulator der G, - Progression. Es kann
somit den Tumorsuppressorgenen zugerechnet werden.

Der Zellzyklus - und insbesondere der Eintritt in die S - Phase wird duch eine Anzahl
cyclinabhingiger Kinasen (cdk = cyclin dependent kinases) gesteuert. (Pines J, 1995). Studien

Kipl

ergaben, dass der TGFa - abhingige G,/ S - Arrest durch das hitzebesténdige p27™" - Genprodukt
induziert wird, das den besonders wichtigen cdk2/cyclin E Komplex hemmt. Zwei cdk -
inhibierende Proteingruppen sind bekannt: die Ink - Familie, die lediglich cdk4 und cdk6 hemmt,
und die Kip - Gruppe, die weniger spezifisch cdk’s inhibiert. Im Gegensatz zu den Ink - Inhibitoren,

die monomere cdk’s binden, wird die Bindung von p21“"" und p27*"*' an die Kinasen gefordert,
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wenn sie an Cyclin gebunden sind. Méglicherweise konnen p21<*' und p27%"' auch direkt an die

Kinasen binden.

Zellen mit hohen p27"' - Konzentrationen sind nicht in der Lage, in die S - Phase fort zu schreiten
(Ajchenbaum F, 1993). Man vermutet, dass IL-2 Stimulation den Abbau von p27<"' fordert und
somit die Progression des Zellzykluses stimuliert. Das Immunsuppressivum Rapamycin hemmt

Kipl

diese Wirkung von IL-2 und kann so durch eine verldngerte Halbwertszeit von p27~"" einen Gj -

Arrest induzieren (Nourse J, 1994).

Kipl

Die inhibitorische Wirkung von p27 nimmt bei zunehmender Stiumulation durch

Wachstumsfaktoren ab.

1.9 Das Strukturprotein 8 - Actin

Actin gehort neben Myosin zu den wichtigsten Proteinen des Zytoskeletts der Zelle und ist somit
mitverantwortlich fiir ihre Motilitdt. Es zihlt zu den &ltesten eukaryotische Proteinen; bei den
Sdugern und Vogeln liegt es in mindestens 6 Isoformen vor. 8 - Actin ist eine nichtmuskuldre Form
mit B - Struktur. Die Isoenzyme besitzen untereinander eine Sequenzhomologie von > 90%. Bei
ihren NH, - terminalen Endungen liegt diese etwas niedriger bei 50 - 60%. Die Antigenitét liegt
hauptséchlich an der jeweiligen terminalen Sequenz.

Als Strukturprotein der Zelle wird es von den Zellen einer Zelllinie gleichermaBlen exprimiert und

kann so in den experimenten als Ladekontrolle Information {iber gleich Proteinbeladung geben.

2. ZIELSETZUNG

Aufbauend auf den Ergebnissen, die aus der Literatur bekannt sind, sollte gezeigt werden, dass das
Indikationsspektrum  von Rapamycin auf die immunsuppressive Behandlung nach

Lebertransplantation ausgedehnt werden kann.
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Bei unzureichenden Ergebnissen unter konservativen Therapieversuchen gelten beim HCC
chirurgische Verfahren als Therapie der Wahl. In vergleichenden Studien konnten bei frithen
Stadien mittels chirurgischer Resektion 5 - Jahres - Uberlebensraten von bis zu 44% erreicht
werden, wihrend diese bei Transplantation bei 68% liegen; bei Rezidiven nach Tx, wie es bei
ausgedehnteren und metastatischen Tumoren in bis zu 70% der Fall ist, stehen jedoch nur noch
unzureichende palliative Malnahmen zur Verfligung. Eine moglichst frithe Erkennung von
hepatozelluldren Karzinomen mittels gezielter Screeninguntersuchungen bei gefahrdeten Personen
steht damit im Vordergrund; fiir weitere Teile der Bevolkerung scheinen diese angesichts der
geringen kurativen Therapiemoglichkeiten nicht sinnvoll. Der bestehende Mangel an
Spenderorganen macht jedoch eine frith - und damit mdglicherweise rechtzeitige Transplantation
nach Diagnosestellung alsnoch oft unmdglich. Eine bessere Nachsorge beispielsweise in Form einer
veranderten Immunsuppression wird darum um so wiinschenswerter, um die Rezidivrate zu senken.
Hier soll nun untersucht werden, ob Rapamycin das Tumorzellwachstum von HCC - Zellen
hemmen kann, sodass es in der Initialphase der Immunsuppression eingesetzt werden kann. Um
eine Aussage iiber die Generalisierbarkeit machen zu kénnen, sollten mehrere Zelllinien untersucht
werden. Die Untersuchung der moglichen Mechanismen der Wachstumshemmung sollte bereits bei
anderen Zellen beschriebene Verdnderungen sowie neue Mechanismen einschlieBen. Hierbei wollen
wir besonderen Wert auf den Zellzyklusarrest legen, der in mehreren anderen Tumortypen
nachweisbar ist.

Im weiteren sollen Kombinationen von Rapamycin mit klinisch bereits eingesetzten
Immunsuppressiva bei HCC auf additive oder synergistische Wirksamkeit untersucht.

Diese Arbeit soll als Grundlage fiir weitere Untersuchungen dienen, um Rapamycin dem klinischen
Einsatz als Initialtherapeutikum nach Lebertransplantation beim hepatozelluldren Karzinom néher
zu bringen.

Rapamycin zeigt vielversprechende Ergebnisse bei der Behandlung verschiedener Tumorzelllinien.
Abhdngig vom Tumorzelltyp wurden in mehreren Studien bereits unterschiedliche
Wirkmechanismen von Rapamycin in vitro und in vivo beschrieben. Ein gemeinsames Ergebnis
dieser Studien ist die beobachtete Wachstumsinhibition von mit Rapamycin behandelten
Tumorzellen. Daher wollen wir untersuchen, ob Rapamycin auch eine Proliferationshemmung von
hepatozelluldren Karzinomzellen in vitro ausiibt und damit erste Riickschliisse iiber eine

Einddimmung des Wachstums humaner HCCs bzw. des Rezidivrisikos nach erfolgter
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Lebertransplantation zuldsst. Seine daneben beschriebenen immunsuppressiven Eigenschaften
wiirden es dann zu einer moglichen Alternative in der primdren Immunsuppression nach
Lebertransplantation machen.

Durch die Standard - Immunsuppressiva Tacrolimus (FK506) und Cyclosporin wird das
Tumorwachstum und damit das Rezidivrisiko nach der Transplantation erhoht. Wir interessierten
uns daher auch fiir die Untersuchung von Rapamycin zur Behandlung humaner hepatozelluldrer

Karzinome alleine und in Kombination mit Tacrolimus.

Gerade im Hinblick auf eine spidtere Anwendung am Menschen spielt auch die Frage nach
toxischen Nebenwirkungen, wie sie bei den meisten Immunsuppressiva vorkommen, eine wichtige
Rolle. Da Rapamycin beim Menschen auf anderen Gebieten bereits seit geraumer Zeit eingesetzt
wird, ist sein Nebenwirkungsspektrum gut bekannt: Neben der im Tiermodell angezeigten
Reproduktionstoxizitdt wurden unter Therapie mit Rapamycin kardiale, vaskulire, skelettale,
pankreatische, lymphoide, testikuldre und gastrointestinale Nebenwirkungen bei fehlender Leber-
und Nierenschidigung beobachtet. In der Kombination mit anderen Immunsuppressiva konnten
diesbeziiglich keine additiven Effekte festgestellt werden, was fiir die initiale Kombinationstherapie

nach der Transplantation von Vorteil ist.

Eignet sich Rapamycin als (Initial -) Immunsuppressivum zur Therapie nach der Transplantation
einer an HCC erkrankten Leber?

Diese Fragestellung erschien uns sinnvoll, um so moglicherweise die Grundlage einer neuen
Therapieoption in der Behandlung von humanen HCCs zu schaffen.

Zunichst ist festzustellen, ob in vitro das Wachstumsverhalten einer humanen Leberkarzinom-
Zelllinie durch die Gabe von Rapamycin beeinflusst werden kann. Erweist sich dies als
vielversprechend, wire es interessant, einen moglichen Wirkmechanismus aufzudecken und diesen
durch verschiedene Nachweisverfahren zu bestétigen. Als nichster Schritt kime eine Anwendung in
vivo an verschiedenen Tierarten in Frage. Dabei miissten auch moglicherweise (toxische)
Nebenwirkungen untersucht werden. So konnten weitere auf diesen Grundlagen aufbauenden

Eigenschaften von Rapamycin bei der Behandlung des hepatozelluldren Karzinoms erkannt werden.
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Moglicherweise finden sich dadurch Hinweise auf ein neues potentes Immunsuppressivum in der
transplantionschirugischen Behandlung des hepatozelluliren Karzinoms. Damit gidbe es eine
weitere Therapieoption neben der chirurgischen Resektion, die aber im Gegensatz dazu hohere 5 —
Jahres - Uberlebensraten erreichen und auch in spiteren Tumorstadien noch angewandt werden

konnte.

3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Zellkultur:

Die Experimente wurden mit den humanen Tumorzelllinien SK-Hep-1 (HTB-52), einer Wildtyp -
Zelllinien fiir das p53 - Gen, sowie Hep 3B2.1-7 (HB-8064) und PLC/PRF/5 (CRL-8024), beide
Linien mit einer Mutation im p53 - Gen (alle drei Zelllinien von ATCC, American Type Culture
Collection, Manassas, VA) durchgefiihrt. Bei der Zelllinie Hep 3B liegt eine Deletion des p53 -
Gens vor, so daB3 kein Genprodukt exprimiert werden kann. Diese Zellen dienten in einigen
Experimenten als Negativkontrollen fiir den Nachweis des Proteins p53. Die Zelllinie PLC/PRF/5
hat eine Mutation im p53 - Gen, die ein nicht funktionelles p53 - Protein mit einer verlangerten
Halbwertszeit entstehen ldsst und damit eine Akkumulation im Nukleus bewirkt, was zur
Uberexpression des p53 - Proteins fiihrt.

Alle Leberkarzinomzelllinien wurden als subkonfluente adhidrente Monolayerkulturen in einem
Medium (“Minimum Essential Amino Acid Medium” with Earle’s Salts without L-Glutamine, 500
ml, Cat.-Nr. 21090-022 von GibcoBRL) mit einem Zusatz von 10% fetalem Kéilberserum (Foetal
Bovine Serum Dialysed, 500 ml, Cat.-Nr. 10110-161 von GibcoBRL), 1% Penicillin - Streptomycin
(10000 TU/ML - 10000 UG/ML, 100 ml, Cat.-Nr. 15140114 von GibcoBRL), um bakterielle
Kontaminationen zu vermeiden, 1% L-Glutamin (200 MM, 100x, 100 ml, Cat.-Nr. 25030-024 von
GibcoBRL), 1% Sodiumpyruvat (MEM 100 MM, 100 ml, Cat.-Nr. 11360-039 von GibcoBRL) und

von 1% nicht essentiellen Aminosduren (Non-essential Amino Acids, MEM, 100x, 100 ml, Cat.-Nr.
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11140-035 von GibcoBRL) in einem Herdus-Brutschrank bei 37°C, 5% CO,, und 95% O, in 75 cm’
Zellkulturflaschen (250 ml, Cat.-Nr. 3111 von Falcon) gehalten.

Die Zellen wurden alternierend je einmal pro Woche gewaschen und passagiert: nach Absaugen des
Mediums wurden die Zellen in Dulbecco’s phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) (1x, 500 ml,
Cat.-Nr.  14190-094 von GibcoBRL) gewaschen, das calcium-, magnesium- und
natriumbikarbonatfrei sein muss, um eventuell noch vorhandenes fetales Kaélberserum
auszuwaschen. AnschlieBend wurde das Medium in entsprechender Menge erneuert. Zum
Passagieren wurden die Zellen zur enzymatischen Ablosung stattdessen kurzzeitig im Brutschrank
mit 0,25% Trypsin (prepared in Gibco Sol. A, 1 : 250, 1x, 100 ml, Cat.-Nr. 25050-014 von
GibcoBRL) inkubiert. Die Trypsin - Zell - Suspension wurde in 15 ml bzw. 50 ml Kulturréhrchen
(Cat.-Nr. 2095 bzw. 2070 von Falcon) gefiillt und das Trypsin durch Zugabe von Medium
inaktiviert. Zum Passagieren oder Aussetzen der Zellen in einem Experiment wurden sie mittels
einer Zéhlkammer nach Neubauer unter einem Durchlichtmikroskop von Olympus gezéhlt und in
der gewiinschten Anzahl kultiviert.

Fiir alle Experimente wurden 1ul - 1000 pl Finnpipetten der Fa. Eppendorf sowie 5 ml -, 10 ml -
und 25 ml - Pipetten (serological pipet, Cat.-Nr. 7543, 7551, 7525 von Falcon) benutzt.

3.2. Wachstumsanalyse:

3.2.1. Karzinom-Zelllinie:

Nach Zellzéhlung wurden die Zellen in einer 24 - well - Platte (Multiwell Tissue Culture Plate,
Cat.-Nr. 3047 von Falcon) mit 2 x 10* Zellen und 1 ml Medium pro well ausgesetzt. Gleich nach
Aussaat der Zellen in den Kulturschalen wurden bei je zwei Schalen der Kontrollgruppe und der
Testgruppen Zellzahlbestimmungen zur Uberpriifung der Korrektheit der angenommenen Zelldichte
durchgefiihrt. Die Platte wurde 48 Stunden bei 37° C inkubiert. Die Bestimmung der nach 48
Stunden angewachsenen Zellen erfolgt durch Auszdhlen mittels eines Phasenkontrastmikroskops
von Zeiss (Axiovert 135) von jeweils drei Einheiten aus der Kontrollgruppe. Daraus ldsst sie die
Anzahl der nach der Aussaat tatsdchlich angewachsenen Zellen, d.h. die “plating efficiency”

bestimmen. Danach wurden die 24 wells in acht Behandlungsgruppen eingeteilt, so dal3 jeweils drei
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wells einer Gruppe zugeordnet waren. Die erste Gruppe diente zur Kontrolle und wurde nur mit
Medium behandelt, zur Behandlung der zweiten bis siebten Gruppe wurde Rapamycin in
aufsteigenden Konzentrationen von 0,1 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml, 25 ng/ml, 100 ng/ml und 1000
ng/ml benutzt. Die achte Gruppe wurde mit absolutem Alkohol inkubiert, um einen moglichen
Effekt des Losungsmittels festzustellen. Dabei wurde die hochste vorliegende Konzentration von
absolutem Alkohol, d.h. die Menge, die in der Losung mit 1000 ng/ml Rapamycin verwendet
wurde, gebraucht. Es erfolgte eine 24 - stiindige Inkubation im Brutschrank. Danach wurden die
Platten abgesaugt, gewaschen und wiederum 10% MEM zugefiigt. Die Auszidhlung fand an Tag 1, 3
und 5 nach der Behandlung statt. Die Zellzdhlung erfolgt wie in 3.1 beschrieben mittels der
Zihlkammer nach Neubauer. Die Zdhlungen wurden jeweils zweimal durch zwei unabhéngige
Personen blind durchgefiihrt und aus den beiden Werten der Mittelwert gebildet. Insgesamt wurde
diese Zellzahlbestimmung fiir jede Zelllinie dreimal wiederholt und von den drei Werten der

Mittelwert berechnet.

Nachdem wir so die bestwirksamen und niedrigstmoglichen Dosierungen bestimmt hatten, wurden
vergleichbare Versuche angesetzt, in denen wir zusitzlich mit Tacrolimus alleine und in
Kombination behandelten. Dabei wurde 24 Stunden nach dem Aufsetzen der Zellen in den 24 - well
- Platten in 0%igem Medium und jeweils 5 ng/ml und 100 ng/ml von Rapamycin und Tacrolimus
alleine und in Kombination behandelt. Nach weiteren 24 Stunden konnten das Medium durch
10%iges Medium ohne Medikamentzusatz ersetzt und wiederum an Tag 1, 3 und 5 nach

Behandlung gezéhlt.

Weiterhin wollten wir den Effekt von Adriamycin auf die Zelllinien SK-Hep-1 und Hep 3B
untersuchen. In der Literatur (Castaneda F, 1999) wurde ein wachstumssteigernder Einfluss auf
HCC - Zellen beschriebenen. Wir hofften, diesen Effekt auch bei unseren Zelllinien beobachten zu
konnen, um die Zellen vor den FACS - Analysen damit behandeln und so die Zellzahl auf die
entsprechende Anzahl steigern zu kénnen.

Auch hier wurde 24 Stunden nach dem Aufsetzen der Zellen in den 24 - well - Platten in 0%igem
Medium und verschiedenen Konzentrationen Rapamycin und Adriamycin alleine und in

Kombination behandelt. Nach weiteren 24 Stunden konnte das Medium durch 10%iges Medium
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ohne Medikamentzusatz ersetzt. Die Zellen wurden wiederum am ersten, dritten und fiinften Tag
nach der Behandlung gezihlt.

Wir verwendeten Adriamycin - Konzentrationen von 0,005 pg/ml, 0,05 pg/ml, 0,5 pg/ml und 5
pg/ml. In Kombination mit Rapamycin wurden folgende Dosierungen untersucht: 25 ng/ml
Rapamycin / 0,005 pg/ml Adriamycin, 5 ng/ml Rapamycin / 0,05 pg/ml Adriamycin, 5 ng/ml
Rapamycin / 0,5 pg/ml Adriamycin, 25 ng/ml Rapamycin / 5 pg/ml Adriamycin.

3.3. Western Blot Analysen:

3.3.1. Aussaat der Zellen, Behandlung und Herstellung des Zelllysats:

Nach Zellzdhlung wie in 3.1 beschrieben wurden die Zellen der Zelllinien SK-Hep-1 und Hep 3B in
10 cm - Platten (100 x 20 mm, Cat.-Nr. 3003 von Falcon) mit 1 x 10° Zellen in 10 ml 10%iges
Medium pro Platte ausgesetzt. Es wurden 14 Platten entsprechend den Behandlungsgruppen der
Zelllinien SK-Hep-1 und Hep 3B benétigt, wobei letztere als Negativkontrolle fiir p53 diente.

Es wurden ebenfalls jeweils pro Platte 1 x 10° Zellen der entsprechenden Zelllinie in 10 ml Medium
gegeben. Alle Platten wurden nach der Aussaat 24 Stunden bei 37° C inkubiert. Die Festlegung der
Platten zu den Behandlungsgruppen erfolgte zufillig. Das Medium wurde vorsichtig entfernt und
verworfen. Beide Zelllinien enthielten jeweils eine Platte als Kontrollgruppe, die nur mit Medium
behandelt wurde. Sechs weitere Platten wurden jeweils mit folgenden Konzentrationen der
Medikamente behandelt: Rapamycin 5 ng/ml und 100 ng/ml, Tacrolimus 5 ng/ml und 100 ng/ml,
und Rapamycin / Tacrolimus in Konzentrationen von je 5 ng/ml und 100 ng/ml in 0%igem
Medium.

Die Platten wurden wiederum 24 Stunden im Brutschrank inkubiert, danach wurde das Medium
durch 10%iges Medium ersetzt und nach weiteren 24 Stunden konnten die Zellen aufgearbeitet
werden.

Zum Ernten der Zellen wurde ein Teil des Mediums aus der Platte abgesaugt und in ein
Kulturr6hrchen (16x100mm, 11 ml, Cat.-Nr. Z 14,454-1 von Aldrich) auf Eis gefiillt, die Zellen
mittels eines Disposable Cell Scraper (Cat.-Nr. 3010 von CostarCorporation) vom Grund der Platte

abgelost und zusammen mit dem restlichen Medium ebenfalls in das Rohrchen gegeben. Diese
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wurden bei 2000 U/min und 4° C 5 min zentrifugiert (Herdus-Zentrifuge). Zur Messung einer
eventuellen Zellschiddigung wurde 1 ml Uberstand jeder Platte in einem Mikrordhrchen (1,5 ml,
Cat.-Nr. Z 21,763-8 von Aldrich) gesammelt (auler bei der Negativ - und Positivkontrolle) und
zunichst bei - 20° C eingefroren. Der restliche Uberstand wurde mittels Medap - Sauger vorsichtig
entfernt und die Zellen zum Waschen in 1 ml PBS (1 x) resuspendiert. Diese Suspension wurde in
ein Mikror6hrchen umgefiillt und bei 1500 Umdrehungen und 4° C 5 min. in einer Eppendorf -
Zentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder mittels Sauger entfernt. Die Zellen wurden in
300pul denaturierendem Ldmmli - Puffer (25 ml 0,5M Tris pH 6.8 (aus Trispuffer, 1 kg, Cat.-Nr.
T1503 von Sigma), 10 ml 20% SDS (aus Sodium Dodecyl Sulfate, 100g, Cat.-Nr. 80-1128-74 von
Pharmacia), 10 ml Glycerol (1 L, Cat.-Nr. 4093 von Merck), 50ul 10% Bromophenol Blue (100 ml,
Cat.-Nr. Z 21,763-8 von Aldrich) resuspendiert und 10 min auf Eis zur Zellyse stehengelassen.

Danach wurden die Proben fiir weitere Experimente bei einer Temperatur von - 20° C eingefroren.

3.3.2. Messung der Proteinkonzentration:

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben wurden eine Proteinstandardldsung (aus
bovine Albumin, 25 g, Cat.-Nr. A-6003 von Sigma) mit einer Konzentration von 2 mg/ml, BCA
Protein Assay Reagent A (1L, Cat.-Nr. 23223 von Pierce) und B (25 ml, Cat.-Nr. 23224 von Pierce)
verwendet. Die Proteinstandardlosung wurde 1:1 mit Aqua B. Braun (Ecotainer®, 1 L, Cat.-Nr.
102004 von Braun) verdiinnt, um eine Anfangskonzentration von 1 mg/ml zu erhalten. Zur
Erstellung einer Verdiinnungsreihe wurden die Proben 2 : 1 mit Aqua dest. verdiinnt, um folgende
Proteinkonzentrationen zu erhalten: 1 und 2 : Leerwert (nur Aqua. dest.), 3 und 4 : Prot. - Konz.:
62,5 pg/ml, 5und 6 : Prot. - Konz.: 125 pg/ml, 7 und 8 : Prot. - Konz.: 250 pg/ml,

9 und 10 : Prot. - Konz.: 500 pg/ml, 11 und 12 : Prot. - Konz.: 1000 pg/ml. Diese
Verdiinnungsreihe wurde zunichst in Mikrorohrchen angesetzt und dann jeweils 20 pl davon in die
entsprechenden 12 wells der ersten Reihe einer Microtiterplatte (Micro-Platte, Cat.-Nr. 655180 von
GreinerLabortechnik) pipettiert. Die zu messenden Proben wurden auf Eis aufgetaut und 2 min bei
1500 U/min und 4° C zentrifugiert (Eppendorf - Centrifuge), um einen Uberstand ohne Zellreste zu
gewinnen. Von diesem Uberstand wurden 10 pl jeder Probe mit 30 pl Aqua dest. verdiinnt (1:4),

um die Proteinkonzentration der Proben in einen fiir die spitere photometrische Messung optimalen
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Bereich zu senken. Nach kurzem Vortexen (MS1, Minishaker von IKA®) wurden dem Gemisch 20
ul Probe entnommen und in ein well der Microtiterplatte gefiillt, beginnend in der zweiten
horizontalen Reihe. Die Reagenzien A und B wurden im Verhiltnis 50 : 1 gemischt und zu der
Verdiinnungsreihe sowie jeder Probe 300 pl des Gemisches aus Reagenz A und B pipettiert. Die
Microtiterplatte wurde 30 min bei 37° C zur Bildung der Farbkomplexe inkubiert. Die
photometrische Messung wurde mit einem Filter von 550 nm durchgefiihrt (Photometer von Anthos
ht IT), wobei die Messung nach vorherigem einmaligen Schiitteln der Microtiterplatte erfolgte. Die
errechneten Proteinkonzentrationen der Proben mit der Einheit pg/ul wurden aufgrund der
Verdiinnung mit dem Faktor 4 multipliziert. Waren einige Proteinkonzentrationen grofer als der
durch die Standardkurve abgedeckte Bereich des Photometers, wurde die Messung mit einer
stirkeren Verdiinnung der jeweiligen Proben (z.B. 1:6) wiederholt. Lagen alle
Proteinkonzentrationen in einem fiir das Photometer mef8baren Bereich wurde 5% Mercaptoethanol
(100 ml, Cat.-Nr. M-6250 von Sigma) zu jeder Probe dazugegeben, um die Disulfidbriicken zu

spalten.

3.3.3. Gelelektrophorese und Proteintransfer:

In einem “Gel Caster” (Hoefer®, SE 245 Mighty Small Dual Gel Caster complete, 80-6146-50,
Amersham Pharmacia Biotech) wurde ein 10%iges SDS-Polyacrylamid-Gel (7,25 ml ddH,O, 3,75
ml 1,5M Tris pH 8,8, 150 ul SDS 10%, 3,75 ml Acrylamid 30% & 0,8% Bisacrylamid (Rotiphorese
Gel 30, 3029, Roth), 75 ul APS 10% (Ammoniumperoxydisulfate, A-6761, Sigma), 8 ul TEMED
(N,N,N’",N’-Tetramethylethylenediamine, T-8133, Sigma) etwa 2 cm unter die Oberkante der
Glasplatte gegossen und mit Millipore - Wasser iiberschichtet, um eine gerade Geloberfliche zu
erhalten. Mit einem 10% Acrylamid-Gel 148t sich eine ProteingroBe in der Spanne 10 - 70 kDa gut
nachweisen, welche in diesem Experiment alle zu detektierenden Proteine bzw. deren
Molekulargewichte umfasst. Nach 45 min war das Gel ausreichend polymerisiert, sodass das
Millipore-Wasser abgegossen und die Reste mit Aqua dest. ausgewaschen werden konnten. Der
“Gel Caster” wurde mit einem 4%igen SDS - Polyacrylamid - Gel (6,2 ml ddH,O, 2,5 ml 0,5M
Tris pH 6,8, 100 ul SDS 10 %, 1,3 ml Acrylamid 30 %, 50 ul APS 10 %, 5 ul TEMED) aufgefiillt

und je ein Kamm mit 10 Zinken in das Gel gesteckt. Wahrend einer weiteren % Stunde, in der das
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Gel polymerisierte, wurden die Proben auf Eis aufgetaut und fiir die Elektrophorese vorbereitet. Die
Proben und ein Marker (Rainbow™™, RPN 756, Amersham Life Science) mit einer high molecular
weight range (143000 — 220000) wurden in Mikror6hrchen jeweils so mit einem ,,Loading-Buffer*
zum Laden und zur Anfarbung (aus 20 ml ddH,O, 12,5 ml 0,5M Tris pH 6,8, 10 ml 10% SDS, 2,5
ml 2-Mercaptoethanol, 5 ml Glycerol, 50 ul Bromphenol Blue) gemischt, dass jede Probe die
gleiche Menge Protein enthielt. Dabei wurden je nach Proteinkonzentration in der Probe 30 - 100
ug Protein pro Probe (8 pl Marker) benutzt. Dieses Gemisch wurde in die Geltaschen gegeben,
wobei die erste Tasche den Marker enthielt, dann die sieben Behandlungsgruppen (Kontrolle,
Rapamycin 5 ng/ml und 25 ng/ml, Tacrolimus 5 ng/ml und 25 ng/ml, und Rapamycin / Tacrolimus
5 ng/ml und 25 ng/ml). Wihrend der 1'2-stiindigen Gelelektrophorese (in einem “Mighty Small II
von Pharmacia biotech) bei 100 V und 4 mA (Spannungsgerit von Pharmacia biotech) wurden die
Proteine im Gel aufgetrennt (in einem Running - Buffer aus 6 g Tris, 28,8 g Glycin (Puffersubstanz
fiir die Elektrophorese, 1 kg, Cat.-Nr. 1,04169 von Merck), 2 g SDS mit Aqua dest. auf 2 Liter
aufgefiillt). In einer Transferkammer (TE 22 Mighty Small Transphor Tank Transfer Unit,
Amersham Pharmacia Biotech), mit einem Transfer - Buffer aus 6,05 g Tris, 28,9 g Glycin, 400 ml
Methanol (LiChrosolv®, 2,5 L, Cat.-Nr. 1,06007 von Merck) mit Aqua dest. auf 2 Liter gefiillt,
wurden die Proteine bei 100 V und 400 mA iiber eine % Stunde auf eine Nitrozellulosemembran
(Hybond™ ECL™, Cat.-Nr. RPN 2020 D von Amersham Life Science) iibertragen. Die
proteinbeladenen Nitrozellulosemembranen wurden in einer Losung aus Ca®" - und Mg*" - freiem
PBS mit /1000 Tween® 20 (250 ml, Cat.-Nr. 27,434-8 von Aldrich) bei 4° C im Kiihlschrank

aufbewabhrt.

3.3.4. Sichtbarmachung der Proteinbanden:

Zur Sichtbarmachung der auf der Membran gebundenen Proteine wurde die Nitrozellulosemembran
mit einem fiir das jeweils zu untersuchende Protein spezifischen Antikdrper inkubiert. Dieser
konnte sich an das entsprechende Protein anlagern und ein zweiter Antikorper, beladen mit einem
photosensiblen Endstiick lagerte sich wéhrend einer weiteren Inkubation an den ersten Antikorper

an. Das photosensible Endstiick konnte nun mittels einer chemischen Reaktion aktiviert und auf
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einem Rontgenfilm dargestellt werden. Die so ermittelten Proteinbanden gaben Aufschluss iiber das
Vorhandensein und die Konzentration verschiedener Proteine.

Wihrend der Inkubation mit den Antikdrpern wurden die Nitrozellulosemembranen in einer Losung
aus PBS mit 5% Trockenmilch (Hipp) und '/1000 Tween® 20 auf dem Shaker (Promax 2020 von
Heidolph) mit einer Geschwindigkeit von 125/min bewegt. Zunichst wurden die Membranen
griindlich gespiilt und die Bildung unspezifischer Bindungen an die Proteine auf der Membran
verhindert. Ein Wechsel der Losung erfolgte nach 15 min, nach 5 min und nach weiteren 5 min.
Eine 1%ige Trockenmilchldsung in PBS wurde hergestellt und der primére Antikdrper gegen ein
bestimmtes nachzuweisendes Protein auf der Membran in einer Verdiinnung von 1 : 50 bis 1 : 500
je nach Antikdrper hinzugegeben. Als primére Antikérper wurden p53 (p53 Ab-3 [BP53-12],
Mouse Mab, [gG,, Cat.-Nr. MS-159-P von NeoMarkers) in einer Verdiinnung von 1 : 500,
p21"A"! (Ab-1, monoclonal Mouse IgG, Cat.-Nr. OP64-100 UG von Oncogene Research Products
Calbiochem®) in einer Verdiinnung von 1 : 300, bcl-2 (purified Mouse Anti-Human IgG,, Cat.-Nr.
65111A von PharMingen) 1 : 500, p27<"' 1 : 100 und B-Actin (monoclonal anti-B-Actin, Mouse
Ascites Fluid IgG,, Cat.-Nr. A5441 von Sigma) 1 : 1000 verwendet. Die Antikdrper in Losung
wurde nach Abgieen der 5%igen Milchlosung auf die Membranen gegeben und eine Stunde bei
Raumtemperatur und 130 Shakes/min inkubiert. Die Membranen wurden wiederum in der 5%igen
Trockenmilchlosung gespiilt, mit einem Wechsel der Losung nach 15 min, 5 min und 5 min. Als
sekundérer Antikorper wurde HRP - konjugierter Antikoérper (ImmunoPure®, anti-goat, mouse IgG,
(H+L), Cat.-Nr. 31430 von Pierce) benutzt, der in 2 ml Aqua dest. gelost wurde und so eine
Konzentration von 0,8 mg/ml enthielt. Dieser wurde in einer Verdiinnung von 1 : 2.000 und bei
p27"" in der Verdiinnung 1 : 1000 verwendet. Auch der sekundire Antikdrper wurde in eine
1%ige Trockenmilchlosung in PBS gegeben und mit den Membranen eine Stunde bei
Raumtemperatur auf dem Shaker mit 130/min inkubiert. Nach Entfernung des sekundéren
Antikorpers wurden die Membranen wiederum mit einer 5%igen Milchlosung dreimal jeweils eine
Viertelstunde gespiilt, um eine unspezifische Bindung iiberschiissigen Antikdrpers zu verhindern.
Die Lagerung sowohl der primédren als auch der sekundiren Antikorper erfolgte im Kiihlschrank bei
4° C.

Zur spiteren Detektion auf einem Rontgenfilm wurden jeweils 3 ml beider Losungen aus dem ECL
- Kit (ECL™ Western blotting analysis system, Cat.-Nr. RPN 2108 von Amersham Pharmacia

Biotech) gemischt, die nach einer Minute im Dunkeln polymerisieren, und die Membranen
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nacheinander fiir jeweils eine Minute im Dunkeln zum Ablauf einer chemischen Reaktion in dieses
Gemisch gelegt. Im alkalischen Milieu katalysiert die auf dem sekundédren Antikorper gebundene
horse radish peroxidase die Oxidation von in den Losungen enthaltenem Luminol. Dieses gelangt
dadurch in einen angeregten Zustand und sendet Licht der Wellenlédnge 428 nm aus.

Anschliefend wurden die Membranen mit einem Papiertuch getrocknet und einzeln in
Klarsichtfolie (Haft-Folie der Bartling-Werke) verpackt in eine Filmkassette gelegt. In der
Dunkelkammer wurde ein fiir diese Lichtemission sensibler Film (Biomax ML 18x24 cm, Cat.-Nr.
819 4540 von Kodak) in die Kassette eingelegt und mit einer Belichtungszeit von 1 min begonnen.
Nach Entwicklung dieses Films in einem Filmentwickler (45 compact, PROTEC, Processor-
Technology) wurde die weitere Belichtungszeit, falls ndtig, nach der Stirke des Signals auf dem
Film variiert. Die Belichtungszeiten richteten sich zum einen nach der Menge des geladenen
Proteins, zum anderen aber auch danach, welcher primére Antikorper verwendet wurde. So
variierten sie von wenigen Sekunden (z.B. fiir die Anfarbung durch B - Actin) bis zu einer
Dreiviertelstunde (z.B. bei Verwendung von p21"*"!
Auf die Filme wurden die Markierungsbanden fiir die Proteingewichte von 220 kDa, 97,4 kDa, 66
kDa, 46kDa, 30kDa, 21,5 kDa und 14,3 kDa von der jeweiligen Membran {iibertragen. So konnte

als priméren Antikorper).

das Proteingewicht, das den Proteinbanden auf dem Film zugrunde liegt, in seiner Gréf3enordnung

eingeordnet und auf seine Richtigkeit iiberpriift werden.

3.4. FACS-Analyse:

3.4.1. Aussaat der Zellen:

Die Zellen der beiden Zelllinien wurden mittels einer Zdhlkammer nach Neubauer ausgezadhlt und
in 10 cm-Platten (10 x 15 mm, Cat.-Nr. 3802 von Falcon) mit 1 x 10° (SK-Hep-1) bzw. 2 x 10°
(Hep 3B) Zellen in 10 ml 10%igem Medium pro Platte ausgesetzt. Entsprechend der 6
Behandlungsgruppen, wie in 3.3.1 beschrieben, sowie der Kontrollgruppe wurden 7 Platten pro
Zelllinie benétigt. Diese wurden nach der Aussaat 24 Stunden bei 37° C inkubiert. Nach den 24
Stunden wurde das Medium vorsichtig entfernt und verworfen. Die Platten wurden zufdllig den

Behandlungsgruppen zugeordnet. Die Zelllinien Hep 3B und SK-Hep-1 wurden wie folgt
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behandelt: Kontrollgruppe mit 0%igem MEM, Rapamycin 5 ng/ml, Rapamycin 25 ng/ml,
Tacrolimus 5 ng/ml, Tacrolimus 25 ng/ml, Rapamycin und Tacrolimus 5 ng/ml, Rapamycin und
Tacrolimus 25 ng/ml. Dabei wurde jeweils 0%iges MEM verwendet. Die Platten wurden fiir
weitere 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Danach wurden Medium und Substanz abgesaugt und
durch 10%iges Medium ersetzt. Vor der weiteren Verarbeitung der Zellen erfolgte eine neuerliche

Inkubationsperiode von 24 bzw. 48 Stunden.

3.4.2. Priparieren der Zellen:

Zunichst wurden die Zellen mit PBS gewaschen und dann erfolgte die Ernte enzymatisch mit
0,25% Trypsin. Nach Ablosung der Zellen wurden sie wiederum zweimal mit PBS gewaschen.
Dann erfolgte die Fixierung der Zellen fiir 60 min in 70%igem Ethanol bei 4° C. Nach einem
Waschvorgang mit PBS wurden die Zellen in 0,5 ml PBS, das 1 mg/ml RNAse (Typ 1-A von
Sigma, zuvor bis 100° C erhitzt, um DNAse zu inaktivieren) enthielt, resuspendiert und 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde eine PBS-Losung mit 0,5 ml von dem DNA-spezifischen
Fluorochrom Propidiumjodid hinzugegeben und die Zellen 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und bis zur Messung in
Dunkelheit aufbewahrt.

Propidiumjodid gehort zu der Klasse der interkalierenden Fluorochrome, die sich periodisch
zwischen die Basenpaare der DNA einfiigen. Da sie sich auch in doppelstringige RNA einlagern,

ist eine vorherige Behandlung mit RNAse notwendig.

3.4.3. Zellzyklusanalyse:

Gesunde somatische Zellen machen einen Zellzyklus bestehend aus G; - , S - , G, - und Mitose -
Phase durch. Nach der Mitose folgt die G; - Phase, eine Wachstumsphase ohne Synthese von
Chromatidenmaterial. Diese erfolgt in der Synthesephase, der S - Phase, in der die komplementére
DNA erstellt wird. Daran schlie8t sich eine Ruhephase ohne weitere Synthese an, die G, - Phase.

Zur weiteren Replikation erfolgt wiederum eine Mitose. Ein Zellzyklus dauert in Sdugerzellen etwa
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22 Stunden. Die Zellen konnen sich auch direkt aus der G, - Phase in die Gy - Phase, der Ruhephase,
als Dauergewebszelle weiterdifferenzieren. Unter bestimmten Umstdnden koénnen sie erneut

proliferieren.

G,/M-Phase

Gi-Phase
S-Phase

Abbildung 2: Zellzyklus

Da die Zellen nicht alle synchron diesen Zellzyklus durchlaufen, werden sie bei der
Zellzyklusanalyse in unterschiedlichen Phasen angetroffen. Die meisten Zellen lassen sich in der G,
- Phase finden, da diese zeitlich am ldngsten dauert, gefolgt von der etwas kiirzeren S - Phase. Es
lassen sich weniger Zellen in der wesentlich kiirzeren G, - Phase bestimmen und nur einige

vereinzelte Zellen in der von allen am kiirzesten Mitose - Phase.

Zur Bestimmung des DNA - Gehaltes der Zellen wurde eine Zytometrie - Analyse am zweiten und
dritten Tag nach der Behandlung (FACS) durchgefiihrt.

Es wurden pro Zelllinie 10000 Zellen in einem Calibur flow cytometer von Becton - Dickinson
(ausgestattet mit einem einzelnen 488 nm Argon - Ionenlaser und an einen Macintosh Quadra 650
Computer angeschlossen) analysiert (Weber A, 2000). Die griine Fluoreszenz (FITC) wurde durch
einen 530/30 nm - band - pass - Filter, die rote Fluoreszenz (Propidiumjodid) durch einen 582/42

nm - band - pass - Filter gesammelt.
In den Zellzyklusanalysen wurde der DNA - Gehalt jeder einzelnen Zelle bestimmt und in den

Graphiken entlang der Abszisse aufgetragen. Mit ,,M1* sind die Zellen bezeichnet, die nur wenig

DNA enthalten, welches mit einer DNA-Fragmentation korreliert. Dieses ist ein charakteristisches
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Zeichen der Apoptose. Unter ,,M2“ sind die Zellen mit einem haploiden Chromosomensatz in der
G- und beginnenden S-Phase zusammengefafit. Bei gesunden Zellen befinden sich die meisten in
diesem Zyklusabschnitt. Die iibrigen in den Graphiken représentierten Zellen weisen einen hohen
DNA - Gehalt auf, sie haben die Synthesephase bereits durchlaufen und haben einen diploiden

Chromosomensatz.

3.5 Statistik

Statistische Untersuchungen der Proliferationsanalysen erfolgten mittels des H - Tests von Kruskal
und Wallis (1952), der eine Verallgemeinerung des U - Testes darstellt. Er priift die Nullhypothese,
bei der die Stichproben einer gleichen Grundgesamtheit entstammen. Ahnlich dem U - Test hat
auch er - verglichen mit der bei Normalverteilung optimalen Varianzanalyse - eine asymptotische
Effizienz von 95%.

Getestet wurde jede Zelllinie fiir sich mit jeweils 7 Behandlungsgruppen (Kontrolle, Rapamycin 0,1
ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml, 25 ng/ml, 100 ng/ ml sowie Kontrolle, Rapamycin 5 ng/ml, Rapamycin 25
ng/ml, FK506 5 ng/ml, FK506 25 ng/ml, Rapamycin und FK506 5 ng/ml und Rapamycin und
FK506 25 ng/ml bei den Zelllinien SK-Hep-1, Hep 3B und PLC/PRF/S), fiir die je drei Werte
getestet wurden.

Bei allen Zelllinien wurde eine Signifikanz zwischen mindestens zwei der Behandlungsgruppen
festgestellt.

Der auf dem sogenannten Wilcoxon - Test fiir unabhingige Stichproben basierende Rangtest von
Mann und Whitney (1947) wurde fiir eine weitere Testung zur Eingrenzung der Signifikanz
benutzt. Auch hier betrdgt die asymptotische Effizienz 95%. Die Vorraussetzungen fiir den Test
(stetige Verteilungsfunktion und zwei unabhédngige Zufallsstichproben von Messwerten aus
Grundgesamtheiten mit &hnlicher oder gleicher Verteilungsform) wurden erfiillt.

Getestet wurden die 8 Behandlungsgruppen jeder Zelllinie untereinander, um zu differenzieren
zwischen welchen Behandlungen eine Signifikanz besteht.

Als Vorgabe fiir eine bestehende Signifikanz setzten wir eine Irrtumswahrscheinlichkeit o von 0,05

fiir die exakte (einseitige) Signifikanz.

Signifikanz wurde mit dem Kruskal - Wallis - Test zweifelfrei nachgewiesen.
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4. ERGEBNISSE:

4.1.: Wachstumshemmung nach Behandlung mit Rapamycin:

Zundchst wurde untersucht, ob Rapamycin eine wachstumshemmende Wirkung auf die drei
humanen Lebertumor - Zelllinien hat (s. 3.1). Die Zellen wurden mit Kontrollmedium sowie
verschiedenen Konzentrationen von Rapamycin, Tacrolimus und absolutem Alkohol behandelt und
ihre aktive Proliferation {iber einen Zeitraum von 5 Tagen beobachtet.

Bei allen Zellen zeigten die Kontrollgruppen sowie die Gruppen, die mit absolutem Alkohol
behandelt wurden, ein exponentielles Wachstum wéhrend des Beobachtungszeitraums von 5 Tagen.
Bei den mit Rapamycin behandelten Gruppen zeigte sich jedoch ein deutlich langsameres
Wachstum mit einer Wachstumshemmung von bis zu 73%. Die Gruppen, die mit Tacrolimus
behandelt wurden, wiesen eine Wachstumssteigerung auf bis zu 140% der Kontrollgruppe auf. In
Kombinationsbehandlung mit Rapamycin und Tacrolimus konnte eine Reduktion des Wachstums

beobachtet werden, die der der alleinigen Behandlung mit Rapamycin beinahe gleichkam.

Bei der Zelllinie SK-Hep-1 zeigte sich bei der Behandlung der Zellen mit Kontrollmedium und 0,8
ul absolutem Alkohol im Verlauf eine exponentielle Wachstumszunahme (Abb.3). Im Vergleich zu
anderen Zelllinien hatten SK-Hep-1 - Zellen die hochste Wachstumsrate mit einem Anstieg auf das
41 - fache der Ausgangssituation an Tag 0. Nach Behandlung der Zellen mit Rapamycin reduzierte
sich im Beobachtungszeitraum die Zellzahl auf bis zu 27% der mit Kontrollmedium behandelten
Zellen (p = 0,004). Dieser Effekt zeigte sich abhéngig von Konzentration sowie Behandlungsdauer:
Bereits am dritten Behandlungstag zeigte sich bei einer Rapamycin - Konzentration von 25 ng/ml
eine deutliche Wachstumshemmung von beinahe 50% gegeniiber der Kontrollgruppe (p = 0,05).
Am 5. Tag sank die Proliferation bei 0,1 ng/ml um circa 25% (p = 0,05) und bei 100 ng/ml um bis
zu 75% (p = 0,275) verglichen mit der Kontrollgruppe.
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Abb.3: Proliferationsanalyse der Zelllinie SK-Hep-1 bei Behandlung mit Rapamycin

Im Gegensatz dazu fiihrte eine dquivalente Behandlung mit Tacrolimus - Konzentrationen von 5
ng/ml, 25 ng/ml und 1000 ng/ml zu einer Wachstumssteigerung auf bis zu 150% am fiinften Tag im
Vergleich zum Wachstum der Kontrollgruppe (p = 0,01). Die Behandlung der Zellen mit extrem
hohen Konzentrationen von Tacrolimus (1000 ng/ml) zeigte keine nennenswerte
Wachstumsteigerung gegeniiber den deutlich niedrigeren Konzentrationen von 5 und 25 ng/ml.
Tacrolimus steigert demnach das Wachstum bereits in niedrigen Konzentrationen deutlich und
wirkt dabei konzentrationsunabhingig (Abb. 4).

Die Kombinationsbehandlung von 5 ng/ml Rapamycin und 5 ng/ml Tacrolimus sowie von 25
ng/ml Rapamycin und 25 ng/ml Tacrolimus fiihrten zu einer Wachstumsinhibition die der von
Rapamycin alleine vergleichbar ist. Im Vergleich zur Kontrollgruppe nahm das Wachstum unter

Kombinationsbehandlung um bis zu 17% ab (p = 0,127). Im selben Ansatz war es bei der
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Behandlung mit 5 ng/ml und 25 ng/ml Rapamycin zu einer Wachstumshemmung um 30% und 25%

gekommen (p = 0,05).

SK Hep1-Rapa-FK-Wachstumskurve
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S /
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N ay; — FK506 25 ng/ml
Yy
Yy -@- FK506 1000ng/ml
20 ~ r3 S —+—Ra+FK 5 ng/ml
S —— Ra+FK 25 ng/ml
X //
s
0
Tag 1 Tag 3 Tag 5

Abb.4: Proliferationsanalyse der Zelllinie SK-Hep-1 bei Behandlung mit Rapamycin und / oder FK506

Bei der Zelllinie Hep 3B kam es bei der Kontrollgruppe zu einem beinahe neunfachen Wachstum
am filinften Tag gegeniiber der Ausgangskonzentration von 2 x 10* Zellen pro well (Abb.5).
Konzentrationsabhéngig wurde das Wachstum bei 100 ng/ml auf bis zu 21% der Zellzahl der
Kontrollgruppe reduziert. Deutliche Wachstumsreduktion fand sich bereits in den geringeren
Dosierungen von 5 und 25 ng/ml (38,3% und 34,4% Proliferation gegeniiber den unbehandelten
Zellen) (p = 0,046). Absoluter Alkohol reduzierte das Wachstum auf knapp 80% gegeniiber der
Kontrollgruppe (p = 0,05).
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Bei der Zelllinie Hep 3B zeigten sich in der Kontrollgruppe und der mit absolutem Alkohol
behandelten Gruppe ebenfalls ein exponentieller Anstieg der Wachstumsrate wéhrend des
Beobachtungszeitraums (Abb.5). Es =zeigte sich eine konzentrationsabhingige, deutliche
Wachstumsinhibition die bereits am dritten Tag zu erkennen war: Schon bei den niedrigsten
Konzentrationen von 0,1 ng/ml und 1 ng/ml lag diese bei 12% und 24%. Am fiinften Tag nahm
diese zu auf 37% bei 1 ng/ml (p = 0,05) und lag bei beinahe 80% bei 100 ng/ml. Ab einer Dosis von
5 ng/ml Rapamycin lassen sich deutliche Wachstumshemmungen mit flachem Proliferationsanstieg
und einer Stagnation der Zellzahl erkennen.

Der wachstumshemmende Effekt von Rapamycin war auch bei dieser Zelllinie deutlich abhidngig

von Konzentration und Behandlungsdauer.
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Abb.5: Proliferationsanalye der Zelllinie Hep 3B bei Behandlung mit Rapamycin

Bei der alleinigen Behandlung mit Tacrolimus kam es in den Behandlungsgruppen im Vergleich

mit der Kontrollgruppe zur deutlichen Wachstumsteigerung auf 128%, 141% und 132% bei
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Konzentrationen von 5 ng/ml, 100 ng/ml und 1000 ng/ml (p = 0,05) (Abb.6). Unter Behandlung mit
Tacrolimus kam es zu einer nahezu konzentrationsunabhiangigen Wachstumssteigerung. Durch eine
verldngerte Exposition wurde dieser Effekt verstarkt.

Die Kombination von Tacrolimus mit Rapamycin in Dosierungen von jeweils 5 ng/ml und 25 ng/ml
bewirkte eine Verminderung des Wachstums, die der bei alleiniger Behandlung mit Rapamycin

vergleichbar war. Am fiinften Tag lag diese bei 76% (p = 0,127) und 61% (p = 0,05) der Zellzahl

der Kontrollgruppe.
Hep 3B - Rapa - FK506 - Wachstumskurve
30 -
25 -
20 Rapa 5 ng/ml
Rapa 25 ng/ml
g FK506 5 ng/ml
% 15 — FK506 25 ng/ml
N @ FK506 1000 ng/ml
10 —+ Ra+FK 5 ng/ml
— Ra+FK 25 ng/ml
5 | R
0

Tag 1 Tag 3 Tag 5

Abb.6: Proliferationsanalyse der Zelllinie Hep 3B bei Behandlung mit Rapamycin und / oder FK506

Die Zelllinie PLC/PRF/5 zeigte unter Behandlung mit dem Kontrollmedium sowie mit absolutem
Alkohol am fiinften Tag einen exponentiellen Wachstumsanstieg um das dreifache ihres
Ausgangswertes von 2 x 10* Zellen pro well (Abb. 7). Im Vergleich mit den anderen Zelllinien

zeigt PLC/PRF/5 damit das langsamste Wachstum. Auch bei dieser Zelllinie konnte in
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Abhidngigkeit von Konzentration und Expositonsdauer eine Wachstumshemmung um bis zu 72%
beobachtet werden (p = 0,046).

Die beiden mit den niedrigsten Dosierungen behandelten Gruppen zeigten am dritten Tag eine der
Vergleichsgruppe &hnliche Wachstumsrate (p = 0,513); insgesamt unterschied sich die
Wachstumshemmung zwischen den einzelnen Gruppen weniger deutlich als bei den anderen beiden
Zelllinien: sie lag bei den Gruppen 2 - 5 zwischen 38% und 48% (p = 0,046); die hochste
Konzentration von 100 ng/ml hatte einen stirkeren Effekt mit einer Reduktion des Wachstums auf

27% der Kontrollgruppen. Dabei kam es zu einem fast linearen Verlauf der Wachstumskurve.
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Abb.7: Proliferationsanalyse der Zelllinie PLC/PRF/5 bei Behandlung mit Rapamycin

Unter der Behandlung mit Tacrolimus betrug das Wachstum am dritten und am fiinften Tag
konzentrationsunabhingig etwa 100% der Kontrollgruppe (p = 1,0 vs. p = 0,827) (Abb. 8). Eine

Wachstumssteigerung unter Tacrolimus konnte nicht beobachtet werden. Sowohl die Konzentration
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wie auch die Behandlungsdauer schienen bei der Zelllinie PLC/PRF/5 einen geringeren Einfluss zu
haben als bei den beiden anderen Zellllinien (s. oben)
Dagegen fiihrte die Kombinationsbehandlung auch hier zu verminderter Proliferation, die der bei

alleiniger Rapamycinbehandlung vergleichbar war: bis zu 50 % bei jeweils 25 ng/ml.

PLC-Rapa-FK-Wachstumskurve |
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X
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Rapa 5 ng/ml
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T 3 FK506 5 ng/ml
E — FK506 100 ng/mi
A ~® FK506 1000 ng/ml
< —+— Rapa + FK 5 ng/ml
2 i ——— Rapa + FK 100 ng/ml
(/‘ .
0
Tag 1 Tag 3 Tag 5

Abb.8: Proliferationsanalyse der Zelllinie PLC/PRF/5 bei Behandlung mit Rapamycin und/oder FK506

Aufgrund des abweichenden Verhaltens der Zelllinie PLC/PRF/5 wurden die Western Blot - und
FACS - Analysen nur mit SK-Hep-1 - und Hep 3B - Zellen durchgefiihrt.
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4.2.: Behandlung mit Adriamycin

Zunichst sollte der Einfluss von Adriamycin auf die Zelllinien SK-Hep-1 und Hep 3B untersucht
werden. So wurden die Zellen mit Kontrollmedium sowie verschiedenen Konzentrationen von
Rapamycin, Adriamycin und Kombinationen von beiden behandelt (Kontrolle, Rapamycin 5 ng/ml,
Rapamxcin 25 ng/ml, Adriamycin 0,05 pg/ml, Adriamycin 0,005 pg/ml, Rapamycin 5 ng/ml und
Adriamycin 0,05 pg/ml, Rapamycin 25 ng/ml und Adriamycin 0,005 pg/ml) und ihre aktive
Proliferation iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen beobachtet.

In den Konzentrationen von 0,5 pg/ml und 5 pg/ml Adriamycin, die wir der Literatur fiir die
Behandlung von Zellen der Zelllinie Hep G2 entnommen hatten (Castaneda F, 1999), zeigten sich
die SK-Hep-1 - Zellen am ersten Tag kaum noch und am dritten und fiinften Tag gar nicht mehr
adhdrent. Wir verdiinnten weiter bis auf Konzentrationen von 0,05 pg/ml und 0,005 pg/ml und
untersuchten das Wachstumsverhalten der Zelllinie SK-Hep-1. Bei der Behandlung mit Rapamycin
alleine zeigte sich die bereits oben (4.1) beschriebene Wachstumshemmung um {iber 30%
gegeniiber der Kontrollgruppe. Bei der Behandlung mit Adriamycin konnte bei beiden
Konzentrationen keine deutliche Verdnderung des Wachstums festgestellt werden (p = 0,827). Die
Gruppen, die mit den Kombinationen aus Rapamycin und Adriamycin inkubiert worden waren,
zeigten ein Wachstumsverhalten, das dem bei alleiniger Rapamycinbehandlung vergleichbar war.
Bei der Behandlung mit Kontrollmedium und 0,05 pg/ml und 0,005 pg/ml Adriamycin zeigte sich
im Verlauf eine exponentielle Wachstumszunahme. Die Wachstumrate in der Kontrollgruppe war,
wie bereits oben beschrieben hoch mit einem Anstieg auf das 48fache der Ausgangssituation. Nach
Behandlung der Zellen mit Rapamycin alleine konnten am fiinften Behandlungstag deutlich
reduzierte Zellzahlen gemessen werden: Bei 5 ng/ml Rapamycin betrug das Wachstum 69,2% im
Vergleich zur Kontrollgruppe (p = 0,83), bei 25 ng/ml nur noch 64,7%. Die Wachtstumsraten nach
der Inkubation mit Adriamycin betrug bei 0,05 pg/ml 96,9 % (p = 0,827) und bei 0,005 pg/ml
93,8% der Kontrollgruppe und waren damit nicht deutlich verschieden von den unbehandelten
Zellen. In der Kombinationsbehandlung zeigten sich Ergebnisse, die denen der alleinigen Therapie
mit Rapamycin vergleichbar waren: 67,5% bei der Kombination 5 ng/ml Rapamycin / 0,05 pg/ml
Adriamycin (p = 0,05) und 73,69% bei 25 ng/ml Rapamycin / 0,005 pg/ml Adriamycin (p = 0,05).
Da Adriamycin keinen deutlich wachstumssteigernden Effekt auf die von uns untersuchten
Zelllinien hat, haben wir uns entschieden, die im folgenden beschriebenen FACS - Analysen ohne

vorherige Behandlung mit Adriamycin durchzufiihren.
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Abb.9: Proliferationsanalysen SK-Hep-1 nach Behandlung mit Rapamycin und Adriamycin



4.3.: Zellzyklusanalysen

Um den Mechanimus der Wachstumshemmung nach Behandlung mit Rapamycin weiter zu
untersuchen, fiihrten wir Analysen im Durchflusszytometer durch (s. 3.4). Diese sollen die relative
Anzahl der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen in den unterschiedlichen Behandlungsgruppen
aufzeigen. Die Zellzyklusanalyse wurde am 2. und 3. Tag nach Behandlung durchgefiihrt.
Abbildungen 10 und 11 sowie Tabelle 1 zeigen die Verdnderungen im Zellzyklus nach Behandlung
der Zellen mit Rapamycin und Tacrolimus jeweils alleine oder mit beiden Substanzen in
Kombination.

Bei den Hep 3B Zellen fanden wir eine Zunahme der Zellen in der sub - G; - Phase nach
Behandlung mit Rapamycin alleine im Vergleich zu den nicht behandelten Kontrollzellen von 3 auf
18%. Dies entspricht den Zellen mit geringem DNA — Gehalt und spricht fiir Apoptose. Nach
Behandlung mit Tacrolimus oder einer Kombination beider Medikamente traten keine
Verianderungen im Zellzyklus statt.

Im Gegensatz zu den Hep 3B Zellen fanden wir mehr Verdnderungen der Zellzahlen in der G; -
Phase bei den SK-Hep-1 - Zellen mit einem Anstieg der Zellzahl von 59 auf 73% nach Behandlung
mit Rapamycin alleine. Die Kombination aus Rapamycin und Tacrolimus in einer Dosis von 25
ng/ml fiihrte ebenfalls zu einem G; - Arrest mit einer Zunahme der Zellen von 59 auf 72%.
Behandelung mit Tacrolimus alleine fithrte nicht zu bemerkenswerten Zellzyklusverdnderungen.
Wir konnten keine Induktion von Apoptose nach Behandlung mit Rapamycin alleine oder in

Kombination mit Tacrolims bei SK-Hep-1 Zellen beobachten.
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Abbildung 11a-d: Zellzyklusanalyse in verschiedenen Behandlungsgruppen der SK-Hep-1-Zellen zwei Tage nach der
Behandlung. Auf der Abszisse wurde die Zellzahl, auf der Ordinate der DNA — Gehalt der Zellen aufgetragen. Mit M1
wurden die Zellen mit einem geringen DNA — Gehalt (apoptotische Zellen), mit M2 die Zellen mit einem haploiden
Chromosomensatz (Zellen in der G1- und beginnenden S — Phase) bezeichnet. Bei den mit M3 bezeichneten Zellen

handelt es sich um die in der S-Phase befindlichen Zellen, d.h. Zellen mit erhhter DNA — Synthese.
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Abbildung 10a-d: Zellzyklusanalyse in verschiedenen Behandlungsgruppen der Hep 3B-Zellen zwei Tage nach der
Behandlung. Auf der Abszisse wurde die Zellzahl, auf der Ordinate der DNA — Gehalt der Zellen aufgetragen. Mit M1
wurden die Zellen mit einem geringen DNA — Gehalt (apoptotische Zellen), mit M2 die Zellen mit einem haploiden
Chromosomensatz (Zellen in der G1- und beginnenden S — Phase) bezeichnet. Bei den mit M3 bezeichneten Zellen

handelt es sich um die in der S-Phase befindlichen Zellen, d.h. Zellen mit erhhter DNA — Synthese.
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SK-Hep-1

Zellzyklus Sub-G1 G1 S G2/M
Kontrolle 1 59 24 16
Rapamycin 1 73 11 16
FK506 0 63 20 18
Rapamycin  +|1 72 13 11
FKS506

Hep 3B

Zellzyklus Sub-G1 G1 S G2/M
Kontrolle 3 60 16 22
Rapamycin 18 54 14 13
FK506 7 61 14 18
Rapamycin  +|5 62 14 18
FK506

Tabelle 1: Relative Zellzahlen in den einzelnen Zellzyklusphasen nach Behandlung der Zellen mit

Rapamycin, Tacrolimus oder mit der Kombination aus beiden Substanzen.

4.4. Molekulare Veranderungen nach der Behandlung mit Rapamycin und

Tacrolimus

Mittels Western Blot Analysen wurden bei den Zelllinie SK-Hep-1 und Hep 3B verschiedene
Zellzyklus - regulierende Proteine untersucht. Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede bei den mit

Rapamycin und Tacrolimus behandelten Zellen gegentiber der Kontrollgruppe.
Bei Zellen der Linie SK-Hep-1 konnte in keiner der sechs Behandlungsgruppen von verschiedenen

Konzentrationen Rapamycin und Tacrolimus alleine und in Kombination eine verdnderte

Expression des Tumorsuppressorgens p53 nachgewiesen werden. Diese zentrale Funktion bei der
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Regulation von Zellzyklus und Apoptose scheint durch die beiden Chemotherapeutika unbeeinflusst

zu bleiben.

Abb.12: SK-Hep-1: B — actin, p 53**

Der p53 — abhingige Effektor p21V*™! jedoch, der ein starker Inhibitor beim Ubergang der Zellen
von der G; - in die G, - Phase ist, zeigte bei den Zellen, die mit Tacrolimus in verschiedenen
Konzentrationen behandelt worden waren, eine verminderte Expression gegeniiber der
Kontrollgruppe. Nach der Inkubation mit Rapamycin alleine konnte eine unverdnderte bis leicht
hochregulierte Expression gegeniiber den nicht behandelten Zellen beobachtet werden. In der
Kombinationsbehandlung von Rapamycin 25 ng/ml und Tacrolimus 25 ng/ml blieb die Expression

1WA im Vergleich mit der Kontrollgruppe gleich.

von p2

Abb.13: SK-Hep-1, : B — actin, p 53, p21"AT#x

Auch der Apoptoseinhibitor bcl-2 zeigte nach der Behandlung gemi3 dem oben beschriebenen

Schema in allen Gruppen der Zelllinie SK-Hep-1 eine unverdnderte Expression.
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Abb.14: SK-Hep-1: bel-2%*

Die Expression des zur selben Familie gehorenden apoptoseinduzierenden Gens bax blieb durch die
von uns gewdhlten Behandlungsformen unbeeinflusst, und wurde in allen Gruppen unverdndert

exprimiert.

Abb.15: SK-Hep-1: bax**

Das p27<"! Protein - ein negativer Regulator der G, - Progression - wies in den Gruppen, die die
Kombinationsbehandlung aus Rapamycin und Tacrolimus erfahren hatten, geringere Expression auf
als in der Kontrollgruppe. Unter alleiniger Rapamycinbehandlung war die Expression dieses
Tumorsuppressorgenes unverdndert gegeniiber der Kontrollgruppe. Nach Behandlung mit

Tacrolimus scheint die Expression von p27<"" erhoht.

Die Zelllinie Hep 3B exprimiert aufgrund einer Deletion kein p53 - Protein.
Auch die Proteinprodukte von p21V**! dem direkten Effektors von p53, und des

Apoptoseinhibitors bcl-2 konnten bei den Hep 3B - Zellen nicht nachgewiesen werden.
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In allen Behandlungsgruppen war die Expression des Apoptoseinduktors bax der der
Kontrollgruppe dhnlich, es konnten keinen deutlichen Unterschiede nachgewiesen werden.

Das p27<""! - Protein, das iiber zwischengeschaltete Mediatoren zum G - Arrest fithren kann, zeigte
keine verdnderte Expression in den Gruppen, die mit Rapamycin alleine behandelt worden waren.
Nach alleiniger Tacrolimus - Behandlung zeichnete sich eine leichte Hochregulation ab. Deutlich
verminderte Expression zeigte sich in den Gruppen, die die Kombinationsbehandlung aus beiden

Medikamenten erfahren hatten. Somit zeigt sich hier dasselbe Verhalten wie bei den Zellen der SK-

Hep-1 - Linie.

Abb.16: Hep 3B: p27**

** Gruppeneinteilung bei allen abgebildeten FACS - analysen:
1 Kontrolle

Rapamycin 5 ng/ml

Rapamycin 25 ng/ml

Tacrolimus 5 ng/ml

Tacrolimus 25 ng/ml

Rapamycin 5 ng/ml + Tacrolimus 5 ng/ml

N O AW

Rapamycin 25 ng/ml + Tacrolimus 25 ng/ml
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5. DISKUSSION

In den Experimenten haben wir gezeigt, dass es sich bei Rapamycin um einen starken Inhibitor der
Zellproliferation von humanen HCC - Zellen in vitro handelt. Die Stirke der Wachstumshemmung
héngt dabei bis zu einem bestimmten Grad von der applizierten Dosis von Rapamycin ab, es zeigte
sich jedoch schon bei niedrigen Dosen eine deutliche Reduktion des Zellwachstums der
Karzinomzellen. Die in vitro verwendete Konzentration von 5 ng/ml Rapamycin fiihrte bereits zu
einer Wachstumshemmung um 50%. Diese geringe Konzentration entspricht in etwa einer taglichen

Dosis von 5 mg Rapamycin bei der Anwendung am Patienten.

Bisherige Studien iiber die Wirkung von Rapamycin auf verschiedene Krebs- und humane Zellarten
zeigten in vivo und in vitro eine starke Hemmung der Zellproliferation verschiedener Zellen des
menschlichen Korpers und Immunsystems und maligne entarteter humaner Zellen (Hosoi H, 1999;
Ogawa T, 1998; Price DJ, 1992; Luan FL, 2003; Muthukkumaar S, 1995). Neben seiner
antiproliferativen Wirkung besitzt Rapamycin durch seinen wachstumshemmenden Effekt auf T -
und B - Zellen auch immunsupprimierende Eigenschaften; dabei beeinflusst es das Wachstum von
Lymphozyten, die durch HTLV-I oder EBV transformiert worden sind.

Es wurden unterschiedliche Mechanismen beobachtet, die schlielich zur Wachstumsinhibition der
Zellen fiihrten. Rapamycin besitzt die Fahigkeit, einen G, - Arrest bei stimulierten T - Lymphozyten
auszulosen (Toyoshima H, 1994). Dieser Effekt wird zum einen {iber die Inhibition der Aktivierung
der p70 S6 Kinase vermittelt, sodass die mRNA - Translation und somit die Proteinsynthese
gedrosselt wird (Jefferies HBJ, 1993). Zum anderen hemmt Rapamycin iiber eine reduzierte
Transkription von p27 den cdk2/cyclin E - Komplex, der die Progression von der G; - in die S-
Phase des Zellzyklus reguliert. Bei Kolonkarzinomzellen konnte ein antiangiogenetischer Effekt
nachgewiesen werden, der auf einer verminderten Synthese des vaskuldren endothelialen

Wachstumsfaktors VEGF beruhte (Guba M, 2002).

Rapamycin scheint damit {iber spezifische Féhigkeiten gegeniiber schnell proliferierenden Zellen zu
verfligen, die man sich in der Tumortherapie und der postoperativen Immunsuppression nach

Organtransplantationen zunutze machen kann. Uns interessiert dabei v.a. die Mdglichkeit einer
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kombinierten Nutzung dieser Effekte: Da nach der Lebertransplantation Therapie des HCCs in der
transplantierten Leber besonders in den hdufig vorliegenden fortgeschrittenen Tumorstadien in liber
50% der Félle Rezidive auftreten konnen, scheint die Kombination aus immunsuppressiven und
antiproliferativen Eigenschaften Rapamycin zu einer geeigneten kurativen Behandlungsalternative

zur liblichen immunsuppressiven Therapie zu machen.

Die in den Proliferationsanalysen gefundene starke Wachstumsinhibiton ldsst auf Apoptose oder
Zellzyklusarrest der Zellen schliefen. In beiden Féllen wiirde eine Proliferationshemmung eintreten.
Bei apoptotischen Zellen finden sich morphologische Verdnderungen bereits im Friithstadium. Beim
Zellzyklusarrest hingegen finden die Verdnderungen auf rein molekularer Ebene statt.
Morphologisch gleicht diese Zelle der proliferierenden Zelle. In einem spiteren Stadium kann
jedoch auch eine Zelle, die sich im Zellzyklusarrest befindet, apoptotisch werden, um bei
unkorrigierbaren Schiden eine Weitergabe an die Tochtergeneration zu verhindern.

In Zellzyklusanalysen von SK-Hep-1 - Zellen fanden wir Hinweise darauf, dass die
wachstumshemmende Wirkung von Rapamycin durch einen Arrest in der G; - Phase des Zellzyklus
verursacht wird. Die Wachstumsanalysen der Zelllinie Hep 3B zeigten nach der Inkubation mit
Rapamycin dagegen Apoptose.

Ein toxischer Effekt des absoluten Alkohols, der fiir den Proliferationsstop verantwortlich sein
konnte, konnte weitestgehend ausgeschlossen werden, da die Zellen unter einer derartigen
Behandlung ein der Kontrollgruppe &hnliches Wachstum zeigten.

Bei der Behandlung der Zelllinien SK-Hep-1, Hep 3B und PLC/PRF/5 mit verschiedenen
Konzentrationen Rapamycin konnte bei allen drei Zelllinien schon in geringen Dosierungen eine
deutliche Wachstumshemmung festgestellt werden. Die verschiedenen Zelllinien wiesen innerhalb
unseres Beobachtungszeitraumes eine sehr unterschiedliche Wachstumsrate auf, wobei die Zelllinie
SK-Hep-1 mit einem Anstieg auf das 41 - fache der Ausgangssituation sehr viel stirker proliferierte
als die beiden anderen Zelllinien: Hep 3B - Zellen der Kontrollgruppe stiegen auf das beinahe
neunfache, PLC/PRF/5 auf gut das dreifache ihrer urspriinglichen Konzentration an. Relativ
weniger Unterschiede zeigte die Wachstumshemmung der verschiedenen Zelllinien unter der
Behandlung mit Rapamycin: Bei einer Inkubation mit 100 ng/ml Rapamycin wurde das Wachstum
um 73% - 80% gehemmt. Eine deutliche Steigerung dieses Effektes durch Anwendung extrem

hoher Dosen Rapamycin (1000 ng/ml) konnten wir nicht beobachten. In niedriger Konzentration
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variierte das Wachstum der drei Zelllinien stirker: SK-Hep-1 Zellen wurden bereits bei sehr
niedrigen Dosen von 0,1 ng/ml deutlich in ihrem Wachstum gehemmt, das nur 76% der
Kontrollgruppe betrug und dann in regelmiBigen Schritten bei steigenden Konzentrationen
weiterhin abnahm. Zellen der Linie Hep 3B zeigten unter der Behandlung mit 0,1 ng/ml Rapamycin
ein nahezu unverdndertes Wachstum gegeniiber der Kontrollgruppe, deutliche Wachstumshemmung
konnte erst ab 1 ng/ml festgestellt werden. Unter 100 ng/ml Rapamycin zeigten sie dann die stirkste
Wachstumshemmung um knapp 80%. PLC/PRF/5 zeigte bereits bei 0,1 ng/ml Rapamycin eine
Reduktion des Wachstums auf 63%. Bei 100 ng/ml wurde das Wachstum auf 27% der
Kontrollgruppe gedrosselt. Die dazwischenliegenden Konzentrationen variierten weniger mit
Wachstumshemmungen um circa 45%.

Insgesamt scheint keine der drei untersuchten Zelllinien eine deutlich hohere Affinitit zu
Rapamycin zu besitzen als die anderen. Dies ldsst erste Riickschliisse darauf zu, dass die Wirkung
von Rapamycin unabhingig von der Expression des Tumorsuppressorgens p53 ist: Sowohl SK-
Hep-1 - Zellen mit dem Wildtyp p53 als auch Hep 3B, das eine Deletion fiir p53 hat, und
PLC/PRF/5, die lediglich funktionell inaktives p53 exprimieren, reagieren in dhnlicher Weise auf
die Inkubation mit Rapamycin. Mdglicherweise ldsst sich diese Beobachtung generalisieren und auf
alle HCCs tibertragen.

Der von uns beobachtete wachstumshemmende Effekt von Rapamycin korrespondiert mit den in
der Literatur beschriebenen Beobachtungen, dass Rapamycin in der Lage ist, das Wachstum
verschiedener anderer Tumorzellen zu inhibieren (Hosoi H, 1999; Ogawa T, 1998; Price DJ, 1992;
Luan FL, 2003; Muthukkumaar S, 1995).

Das bisher in Kombination mit Glucokortikoiden zur Immunsuppression angewandte Tacrolimus
fordert das Entstehen von Rezidiven des HCC oder anderer Neoplasien und verschlechtert somit das

Langzeitiiberleben lebertransplantierter Patienten.

In unseren Versuchen konnten wir zeigen, dass das Immunsuppressivum Tacrolimus zu einer
Wachstumsstimulation aller drei Zelllinien fiihrt. Dieser Effekt konnte bereits in fritheren Arbeiten
beschrieben (Hojo M, 1999) und durch Induktion der cyclinabhdngigen Kinasen cdk4 erklart
werden (Baksh S, 2000).
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Bei den Zelllinien SK-Hep-1 und Hep 3B konnte bei der Behandlung mit Tacrolimus eine
Wachstumssteigerung um bis zu 50% nachgewiesen werden. Dieser Effekt lie3 sich weniger als der
von Rapamycin durch unterschiedliche Konzentrationen des zugefiigten Medikaments beeinflussen:
Bei SK-Hep-1 betrug die Zellzahl am fiinften Tag nach der Behandlung bei 5 ng/ml 148%, und bei
25 ng/ml 150% der Kontrollgruppe. Bei Hep 3B lag die Wachstumsstimulation etwas niedriger: Die
Zellzahlen betrugen bei 5 ng/ml 128%, bei 100 ng/ml 141% und bei 1000 ng/ml 132% der in der
Kontrollgruppe gezdhlten Zellen. Ein konzentrationsabhdngiger wachstumssteigernder Effekt von
Tacrolimus lie3 sich demnach nicht nachweisen.

Bei der dritten von uns untersuchten Zelllinie PLC/PRF/5 wurde durch eine Inkubation mit
Tacrolimus ein der Kontrollgruppe vergleichbares Wachstum beobachtet: 100% und 103% der
Kontrollgruppe.

Bei der Wachstumsinhibition nach Behandlung mit Rapamycin stellt sich nun die Frage, wie
Rapamycin diese in den Tumorzellen induziert. Sowohl Apoptose als auch Zellzyklusarrest wurden
in der Literatur nach einer Behandlung mit Rapamycin bei verschiedenen Zelltypen beschrieben.
Bei Rhabdomyosarkomzellen (Hosoi H, 1999) und B — Lymphomzellen (Muthukkumaar S, 1995)
16ste die Inkubation mit Rapamycin Apoptose aus.

Bei einigen Tumoren wie dem kolorektalen Karzinom wurde eine Akkumulation bzw.
Uberexpression apoptoseinduzierender Proteine wie p53 als Ursache fiir eine Karzinogenese de
novo oder als einer von mehreren Faktoren in einem Multistep - Geschehen beobachtet. In der
Hepatokarzinogenese scheint dies jedoch von untergeordneter Bedeutung zu sein (Kang YK, 1998).
Als einen moglichen wichtigen Angriffsort flir Apoptoseinduktion oder Zellzyklusarrest
untersuchten wir dennoch aufgrund seiner wichtigen Rolle bei der Karzinogenese einer Vielzahl
von Tumoren zunéchst die Expression von p53 in den sechs Behandlungsgruppen.

Der p53 - Spiegel der Zelle beeinflusst ihr Verhalten entscheidend: einerseits scheinen niedrige
Konzentrationen einen Zellzyklusarrest, hohe Proteinlevel dagegen eine Apoptoseinduktion zu
bewirken. DNA - Schéddigung bei gleichbleibenden p53 - Spiegeln scheint die apoptotische
Wirkung von p53 in der Zelle wiederum zu verstiarken. Dabei scheint es sich bei Zellzyklusarrest
und Apoptose um zwei verschiedene Funktionen des p53 - Proteins zu handeln. Nicht -
funktionelles p53 kann transkriptorisch keine Anderungen wohl aber noch Apoptose auslosen

(Chen W, 1996).
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Um bei unseren Versuchen sowohl p53 - abhéingige wie auch p53 - unabhéngige Mechanismen der
Apoptose - und Zellzyklusarrestinduktion zu beriicksichtigen, verwendeten wir die Zelllinien SK-
Hep-1 mit dem Wildtyp p53 und die Zelllinie Hep 3B mit einer Mutation an den Genloci fiir p53,
sodass kein p53 gebildet werden kann.

Wie beschrieben fand eine Proliferationshemmung in allen untersuchten Zelllinien statt. Anhand
von Western Blot Analysen untersuchten wir zunichst die p53 - Regulation bei SK-Hep-1 - und
Hep 3B - Zellen.

Bei den Zellen der Hep 3B - Linie muss es sich bei der Wachstumsinhibiton um ein p53 —
unabhédngiges Geschehen handeln. Eine Zellzyklusanalyse (s.u.) schloss einen Arrest als
entscheidenden Wirkmechanismus von Rapamycin auf die Hep 3B — Zellen weitestgehend aus.
Dagegen gab es deutliche Hinweise fiir die Induktion von Apoptose durch Rapamycin. Dies ldsst
auf einen p53 - unabhédngigen Apoptosemechanismus von Rapamycin schlieen.

Die Untersuchung der Zelllinie SK-Hep-1 zeigte in allen Behandlungsgruppen eine Expression von
p53, die der der Kontrollgruppe vergleichbar war, sodass der Effekt von Rapamycin auf den
Zellzyklus von SK-Hep-1 - Zellen p53 - unabhédngig zu sein scheint. In den durchgefiihrten
Zellzyklusanalysen konnte bei diesen Zellen keine Apoptose, jedoch wohl ein deutlicher GI1 -
Arrest aufgezeigt werden. Mit einer von p53 und seinen Effektoren unabhingigen Wirkweise liefe
sich erkldren, warum beide Zelllinien in ihrer Sensibilitét fiir Rapamycin &hnlich sind. Unklar ist
dann, warum Rapamycin in den beiden Zelllinien p53-unabhingig zu wirken scheint, seinen

Proliferationsstop einmal {iber Apoptoseinduktion, einmal iiber Zellzyklusarrest vermittelt.

Als nichstes untersuchten wir die Expression des direkten Effektors von p53, p21“*™. In der
Literatur finden sich Hinweise, dass eine Induktion von p21"V*"! einen Zellzyklusarrest, nicht aber
eine Apoptoseinduktion bewirken kann (Chen X, 1996).

Bei der Zelllinie Hep 3B, die aufgrund einer Deletion kein p53 exprimiert, konnte auch p21™“*"!
nicht nachgewiesen werden, sodass weder p53 noch sein Effektor p21V*™" an der vorgefundenen
Apoptose nach der Behandlung mit Rapamycin beteiligt zu sein scheinen.

WAFI
1

Bei den Zellen der Linie SK-Hep-1 erschien die Expression von p2 in den mit Rapamycin

alleine oder in Kombination behandelten Gruppen unveridndert bis leicht hochreguliert gegeniiber
der Kontrollgruppe. In den Gruppen, die eine Behandlung mit Tacrolimus erfahren hatten, war die

WAFI
1

Expression von p2 vermindert.
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Aus der Literatur ist bekannt, dass erhdhte Spiegel von funktionellem p53 und seinem Effektor
p21™VA" in der Zelle zu einem Zellzyklusarrest fithren (Chen X, 1996). Dabei dominiert eine
Uberexpression von p53 iiber die seines Effektors p21™*"!, sodass bei gleichzeitiger Erhohung
beider Spiegel letztendlich Apoptose induziert wird. Ist jedoch die Expression von p21“AT!
verhéltnisméssig starker als die von p53, tritt der zellzyklusarretierende Effekt in den Vordergrund
(Kagawa S, 1997). Da in unseren Versuchen die Expression von p53 nach der Behandlung mit
Rapamycin unverindert blieb bei gleichzeitig leicht erhohten p21V*™" - Spiegeln, konnte damit die
beobachtete Wachstumssinhibiton und der Zellzyklusarrest erkldrt werden. Bei der verstarkten
Expression von p21"*"" nach der Rapamycinbehandlung handelt es sich jedoch nur um eine leichte
Erh6hung, sodass noch andere Mechanismen, die zum Zellzyklusarrest fiihren, in Erwigung
gezogen werden miissen.

Gleichzeitig konnte mit einer moglichen p21VA!

- Hochregulation bei den SK-Hep-1 - Zellen
erkliart werden, warum es bei den Hep 3B - Zellen nicht zum Zellzyklusarrest kommt.

Der von uns beobachtete Zellzyklusarrest passt zu den Beobachtungen anderer Autoren, die
ebenfalls einen G; - Arrest bei mit Rapamycin behandelten Zellen nachweisen konnten (Dumont FJ,
1996). Der Zellzyklusarrest in der spdten G; - Phase konnte dabei sowohl auf Rapamycin als auch
auf p53 zurilickgefiihrt werden, wobei diesen unterschiedliche Wirkmechanismen zugrunde lagen
(Metcalfe SM, 1997). Andere Autoren konnten nachweisen, dass p53 und Rapamycin bei der

Induktion des G; - Arrests kooperieren.

Um einen weiteren Wirkmechanismus zu untersuchen, beobachteten wir die Expression von bcl-2
bei allen behandelten Zellen. Bcl-2 ist ein stark antiapoptotisches Protein, welches das Eindringen
von p53 in den Zellkern zu verhindern scheint (Beham A, 1997). Daneben wirkt seine
Uberexpression dem apoptotischen Effekt des hochregulierten p53 - Proteins entgegen
(Schumacher G, 2001). Andererseits bewirkt eine Reduktion der bcl-2 Expression eine verstirkte
p53 - abhingige Induktion von Apoptose.

In den Western Blot Analysen zeigte die Zelllinie SK-Hep-1 in keiner der sechs
Behandlungsgruppen eine verdnderte Expression von bcl-2. Die Zellen der Hep 3B - Linie
exprimieren kein bcl-2, da fehlendes p53 nicht in der Lage ist, an die DNA zu binden und damit den
Promoter zu beeinflussen (Budhram Mahadeo V, 1999).
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Damit scheinen sowohl der Zellzyklusarrest bei den SK-Hep-1 — Zellen als auch die

Apoptosezunahme bei der Zelllinie Hep 3B unabhéngig von bcl-2 reguliert zu werden.

Das Verhiltnis von bcl-2 zu dem zur selben Familie gehdrenden apoptoseinduzierenden Gen bax
bestimmt das Uberleben oder Absterben einer Zelle. Seine Aktivierung geschiecht ebenfalls unter
Einfluss von p53.

In beiden untersuchten Zelllinien konnte bax nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich die
Expression von bax in den Behandlungsgruppen &hnlich denen in der Kontrollgruppe.
Apoptoseinduktion bzw. Zellzyklusarrest bei Hep 3B- und SK-Hep-1 - Zellen scheinen somit
weitestgehend bax und p53 unabhéngig zu geschehen.

Bei anderen Krebszellen wie z.B. die von Kopf - und Hals - Ca’s zeigte sich dagegen nach der
Behandlung mit verschiedenen Chemotherapeutika eine Verdnderung in ihrem bcl-2 / bax - Status.
Nach Gabe von Paclitaxel zeigte sich eine Abnahme der bcl-2 Expression in den behandelten Zellen
(Kawakami K, 1999). Somit scheint der Wirkmechanismus gédngiger Chemotherapeutika in einer
Verminderung der Expression und damit einer verminderten antiapototischen Wirkung von bcl-2 zu
bestehen.

Kipl

Zuletzt untersuchten wir die Expression des Mitoseinhibitors p27°"'. Uber eine Hemmung des

Kipl

cdk2/cyclin E Komplexes inhibiert p27™"" den Eintritt der Zelle in die S - Phase. Studien ergaben,

Kipl ihduziert und damit einen G,

dass Rapamycin iiber IL-2 eine verldngerte Halbwertszeit von p27
- Arrest auslosen kann (Nourse J, 1994).

Bei der Zelllinie SK-Hep-1 konnten wir in den Gruppen, die mit einer Kombination aus Rapamycin
und Tacrolimus behandelt worden waren, eine deutliche geringere Expression von p27Kip1
nachweisen. Bei Tacrolimus alleine schien diese leicht hochreguliert zu sein, wihrend Rapamycin
keine Verdnderung der Expression auslosen konnte. Damit scheint dem von uns in den FACS-
Analysen beobachteten G, - Arrest eine andere Ursache zugrunde zu liegen.

Die Expression von p27<"!

in den Hep 3B Zellen glich in allen Behandlungsgruppen der
Kontrollgruppe. Dies passt zu unserer Beobachtung, dass diese Zellen keinen G, - Arrest unter der

Behandlung mit Rapamycin erleben.
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Die von uns untersuchten Zelllinien zeigten eine gute Affinitdt zu den angewandten Medikamenten
Rapamycin und Tacrolimus. Eine Abhingigkeit von der Expression des Tumorsuppressorgens
p53 lieB sich dabei nicht feststellen. Dies kann auf einen apoptoseunabhédngigen Mechanismus der
beobachteten Wachstumshemmung hinweisen. Die Kombination von Rapamycin und Tacrolimus
wurde bereits effektiv zur immunsuppressiven Therapie nach Organtransplantationen eingesetzt
(Shapiro AM, 2000; McAlister VC, 2000): AbstoBungsreaktionen konnten erfolgreich vermieden
werden, in allen untersuchten Féllen wurde das Spenderorgan gut akzeptiert. Unsere Versuche
zeigten, dass bei der kombinierten Anwendung beider Medikamente das Wachstum von Zellen des
hepatozelulldren Karzinoms dhnlich stark gehemmt werden konnte wie beim alleinigen Einsatz von
Rapamycin. Bei allen drei Zelllinien entsprach das Wachstum bei verschiedenenen Konzentrationen
einer kombinierten Anwendung von Rapamycin und Tacrolimus ungefdahr dem von Rapamycin bei
alleiniger Applikation. Wachstumsraten betrugen zwischen 50% und 80% der Kontrollgruppe. Am
starksten sichtbar war dies bei Zellen der PLC/PRF/S - Linie, am schwéchsten bei den SK-Hep-1 -
Zellen. Bei allen drei Linien war der Effekt wieder deutlich konzentrationsabhéngig. Sehr gute
Ergebnisse konnten jedoch bereits mit niedrigen Dosierungen der beiden Immunsuppressiva
erreicht werden: Die angewandte Konzentration von 5 ng/ml entspricht Serumspiegeln, die durch
Zufuhr von 5 mg Rapamycin pro Tag und Patient erreicht werden konnen.

Rapamycin 16st alleine oder in Kombination mit dem géngigen Immunsuppressivum Tacrolimus
eine deutliche Wachstumshemmung bei HCC - Zellen aus. In unseren Versuchen wollten wir
mogliche Wirkweisen beleuchten, die diesen Effekt hervorrufen kdnnten. Dabei konzentrierten wir
uns auf Mechanismen, die bereits eher bei Tumorzellen nach Rapamycinbehandlung beobachtet
werden konnten: Bei Rhabdomyosarkomzellen (Hosoi H, 1999) und B-Lymphom-Zellen
(Muthukkumar S, 1995) 16st die Inkubation mit Rapamycin Apoptose aus. Ebenso wurde in
fritheren Versuchen nach der Behandlung mit Rapamycin Zellzyklusarrest in der G; - Phase
beschrieben (Toyoshima H, 1994). Um herauszufinden, welche Mechanismen in unseren Ansitzen
den Proliferationsstop auslosen, flihrten wir Zellzyklusanalysen (FACS - Analysen) durch. Ein
Anstieg der Zellen, die sich nach der Behandlung mit Rapamycin in der sub - G; - Phase befinden,
wiirde fiir Apoptose sprechen. Diese Phase setzt sich aus Zellen bzw. Zellresten mit kleinen DNA -
Fragmenten zusammen, einem charakteristischen Zeichen apoptotischer Zellen. Eine Zunahme der
Zellen in der G; - Phase nach Inkubation mit Rapamycin wiirde einem durch Rapamycin

ausgeldsten G; - Arrest entsprechen.
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Bei der Zelllinie SK-Hep-1 stieg zwei Tage nach der Behandlung der Anteil in der G; - Phase auf
bis zu 124% der Kontrollgruppe. In der kombinierten Anwendung mit Tacrolimus waren dies
Zahlen nahezu identisch. Dabei verringerte sich der Anteil der Zellen, die sich in der S - oder M -
Phase befinden. Diese Zahlen sprechen fiir die Induktion eines G; - Arrests unter alleiniger Gabe
von Rapamycin oder in der Kombination mit Tacrolimus. Ein dhnliches Bild zeigte sich auch drei
Tage nach der Behandlung mit Rapamycin: Innerhalb unseres Beobachtungszeitraumes konnte kein
spiterer Ubergang des Zellzyklusarrests in eine Apoptose beobachtet werden.

Bei der Behandlung mit Tacrolimus alleine wurde kein signifikanter Anstieg der G; - Fraktion
gefunden werden. Auch in den iibrigen Phasen waren keine deutlichen Verdnderungen gegeniiber
der Kontrollgruppe nachweisbar. Tacrolimus scheint bei der Zelllinie SK-Hep-1 keine
Verdnderungen im Zellzyklus auszuldsen.

Bei den Hep 3B - Zellen zeigte sich ein etwas anderes Bild. Gegeniiber den SK-Hep-1 - Zellen
konnte bei dieser Zelllinie eine deutliche Apoptoseinduktion nach der Behandlung mit Rapamycin
festgestellt werden: Der Anteil der in der sub - G; - Phase befindlichen Zellen versechsfachte sich
unter einer Inkubation mit 25 ng/ml Rapamycin. Die G; - Phase war hier gegeniiber der
Kontrollgruppe mit 54 vs. 60% leicht verringert mit entsprechend weniger Zellen in der S - und M —
Phase.

Da die untersuchten Hep 3B Zellen kein p53 exprimieren, muss die Apoptoseinduktion auf einem

pS53-unabhingigen Mechanismus beruhen.

Dies wiederum lésst Riickschliisse auf einen moglichen p53 - abhédngigen Mechanismus des
Zellzyklusarrestes bei SK-Hep-1 — Zellen zu, da lediglich die Zellen der Linie SK-Hep-1 p53
exprimieren und im Gegensatz zu der Zelllinie Hep 3B einen Zellzyklusarrest nach Behandlung mit
Rapamycin zeigen. Die durchgefiihrten Untersuchungen auf molekularer Ebene lieBen bei SK-Hep-
1 - Zellen eine relative Uberexpression des direkten Effektors von p53 - p21™AF! - schen, was
ebenfalls Riickschliisse auf einen an p53 gekoppelten Mechanismus des Zellzyklusarrests zuldsst.

Die DNA - Synthese bei Hep 3B zeigte sich v.a. in der kombinierten Behandlung mit Tacrolimus
leicht gedrosselt. In dieser Kombination konnte immerhin eine Zunahme der apoptotischen Zellen
von 3% auf 5 bzw. 7% gemessen werden. Dieser Einfluss unterscheidet sich jedoch nicht

signifikant von dem der alleinigen Behandlung mit Tacrolimus. Bei dieser Behandlung konnte
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daneben eine Zunahme der Zellen in der S - Phase gemessen werden. Diese lag um 5% hoher als

bei der Kontrollgruppe.

Die beobachtetete Wachstumshemmung scheint bei den beiden Zelllinien auf unterschiedliche
Mechanismen zuriickzufiihren zu sein. Bei SK-Hep-1 - Zellen konnte ein Arrest in der G; - Phase
des Zellzyklus sowohl nach alleiniger Behandlung mit Rapamycin als auch in Kombination mit
Tacrolimus festgestellt werden. Dies war bereits eher bei anderen Zelllinien beobachtet und
beschrieben worden. Verschiedene Autoren fanden Hinweise fiir sowohl p53 - abhingige (Huang S,
2001) als auch p53 - unabhingige (Metcalfe SM, 1997) Mechanismen bei der Induktion des durch
Rapamycin ausgelosten Zellzyklusarrests. Letzteres konnte auch verantwortlich sein fiir den von
uns beobachteten G - Arrest, da in den Western Blot Analysen keine Hinweise auf eine verénderte
Expression von p53 gefunden werden konnte. Die leicht hochregulierte Expression des direkten
Effektors von p53 - p21VA™! - lisst jedoch eine Beteiligung dieses Proteins bei der Induktion des

WAFI
1

Zellzyklusarrests vermuten: Bei einer relativen Uberexpression von p2 gegeniiber p53 - wie es

WAFI
1

in unseren Analysen der Fall war - tritt der zellzyklusarretierende Effekt von p2 in den

Vordergrund, es kommt dann nicht zur Apoptose (Kagawa S, 1997). Allerdings ist die

WAF1
1

Hochregulation von p2 nicht stark genug, um hierin den alleinigen Ausloser des G; - Arrests

Zu vermuten.

Bei der Zelllinie Hep 3B dagegen loste die Inkubation mit Rapamycin Apoptose aus. Auch dies war
bereits eher beobachtet worden: Bei Rhabdomyosarkomzellen (Hosoi H, 1999) und B-
Lymphomzellen (Muthukkumaar S, 1995) loste die Inkubation mit Rapamycin Apoptose aus. In
unseren Versuchen konnte diese bei Hep 3B-Zellen v.a. nach Behandlung mit 25 ng/ml Rapamycin
beobachtet werden. Damit scheint dieser Mechanimus p53 - unabhéngig zu sein, da die Hep 3B
Zelllinie hierfiir eine Deletion besitzen. Der Apoposeinhibitor bcl-2 konnte bei diesen Zellen
ebenfalls nicht nachgewiesen werden; die Expression des Apoptoseinduktors bax blieb unter der
von uns gewdhlten Behandlung unveridndert, sodass auch hier keine Erkliarung fiir die vermehrte
Apoptose unter Rapamycin gefunden werden konnte. Damit muss ein anderer Mechansimus fiir die
Induktion der Apoptose verantwortlich sein. Die Wirkweise von Rapamycin auf die von uns
untersuchten HCC - Zellen konnten wir teilweise beleuchten, jedoch bleiben einige wichtige Fragen

noch ungeklart.
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In der Literatur wurde als weiterer Wirkmechanismus von Rapamycin zur Induktion des
Zellzyklusarrests die Inhibition der Phosphorylierung der p70 S6 Kinase beschreiben, wodurch
letztendlich die Translation von mRNA gedrosselt wird und damit die Proteinsynthese abnimmt
(Jefferies HBJ, 1993). Obendrein besitzt Rapamycin Fihigkeiten, die durch IL-2 induzierte
Transkription von PCNA zu inhibieren, wodurch wiederum die DNA - Replikation gechemmt wird.
Auch dieser Mechanismus miisste also in Erwdgung gezogen und nédher untersucht werden.

4°“? eine Rolle beim Ubergang von der G - in die S

Etliche Studien gaben Hinweise darauf, dass p3
- Phase des Zellzyklus spielen kdnnte. Da Rapamycin seinen wachstumshemmenden Effekt unter
anderem durch einen Zellzyklusarrest in der spiten G; - Phase vermittelt, konnte dieses Protein
einen moglichen Angriffspunkt fiir Rapamycin darstellen. In der Literatur finden sich bereits
Hinweise dafiir, dass Rapamycin die Aktivitatet der p34°

Wirkmechanismus hemmt (Morice WG, 1993).

Kinase durch einen noch ungeklart

An Rhabdomyosarkomzellen mit mutiertem mTOR konnte Rapamycin keine Apoptose ausldsen,
sodass mTOR als der entscheidende Angriffspunkt der proliferationshemmenden Wirkung von
Rapamycin bestétigt werden konnte (Hosoi H, 1999). In der Literatur wurde bereits eher
beschrieben, dass Rapamycin unabhingig von p53 und p21“*"! bei Zellen mit vergleichbarem
genetischen Hintergrund aber unterschiedlichem p53 - Status Zellzyklusarrest ausldosen kann
(Metcalfe SM, 1997). TGF-p kann moglicherweise die Expression von p21"*! beeinflussen, ohne
dabei von p53 abhingig zu sein, und damit einen Zellzyklusarrest in Ovarialkarzinomzellen

auslosen (Elbendary A, 1994).

Der beobachtete in vitro - Effekt der Wachstumshemmung nach einer Behandlung mit Rapamycin
konnte bei einer Anwendung in vivo durch einen moéglichen angiogenetischen Effekt durch
verminderte Synthese von VEGF unterstiitzt werden, wie er bei Kolonkarzinomzellen beobachtet
worden war (Guba M, 2002). Hierfiir sind weitere Untersuchungen an Zellen des hepatozelluldren

Karzinoms erforderlich.
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Gerade bei den bisher bekannten Therapieoptionen beim hepatozelluldren Karzinom sind diese
Ergebnisse und hierauf aufbauende weitere Untersuchungen von besonderem Interesse. Neben
chirurgischer Resektion und Lebertransplantation gibt es nur sehr wenige Moglichkeiten, die
Uberlebensrate an HCC erkrankter Patienten zu verbessern (Tang ZY, 2000). Dabei besteht ein
grofler Vorteil der Transplantation darin, dass das meist zirrothische Organ komplett ersetzt werden
kann. Leider ist das transplantierte Organ und damit die Langzeitprognose der Patienten hdufig
durch das Auftreten von Rezidiven des HCCs bedroht. Gelingt es, bei der postoperativen
Immunsuppression das Rezidivrisiko zu verringern, konnte dies eine Erginzung und Verbesserung
der bisher angewandten Therapieoptionen darstellen. Rapamycin mit seinen Effekten im
immunsupprimierenden wie auch antiproliferativen Bereich konnte hier mdglicherweise sinnvoll
eingesetzt werden.

Die Kombination von Rapamycin und Tacrolimus konnte bereits erfolgreich zur
immunsuppressiven Therapie nach Organtransplantation eingesetzt werden (Shapiro AM, 2000).
Vermehrte AbstoBungsreaktionen im Vergleich zur Standard - Immunsuppression wurden dabei
nicht beobachtet. In wunseren Versuchen zeigte sich in dieser Kombination eine

Wachstumshemmung, die der von Rapamycin alleine vergleichbar ist.

Die immunsuppressive Therapie nach einer Organtransplantation muss zwei verschiedene Aspekte
berticksichtigen: Den erwiinschten Organerhalt des Transplantats und die unerwiinschte Folgen der
Behandlung wie Infektionen und Neoplasien. Um das Risiko auf die postoperative Entwicklung
therapiebedingter Malignome zu verringern, will man die Immunsuppression so gering wie moglich
halten. Dies kann man durch Reduktion der Dosis als auch der Anzahl der Medikamente erreichen.
Rapamycin scheint schon in sehr niedrigen Dosierungen immunsupprimierend zu wirken, sodass
toxische Nebenwirkungen in geringerem Ausmal als bei anderen Medikamenten zu erwarten sind;
daneben konnten sich seine antiproliferativen Effekte gilinstig auf Sekunddrmalignome auswirken:
Rapamycin hemmt das Wachstum von B - Lymphom - Zellen durch Induktion von Apoptose
(Muthukkumar S, 1995) auch noch in sehr niedrigen Dosierungen, sodass es zusétzlich besonders
geeignet scheint fiir die immunsuppressive Therapie nach Organtransplantationen, zu deren

gefdhrlichsten Nebenwirkungen die Induktion von Neoplasien besonders des Immunsystems gehort.
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In vivo konnte Rapamycin erfolgreich das Wachstum von Melanom -, Mammakarzinom - und

Kolonkarzinomzellen hemmen (Eng CP, 1984).

Internationale Multicenter - Phase - II - Studien haben den klinischen Einsatz von Rapamycin als
Immunsuppressivum zur Prophylaxe der OrganabstoBung nach Nierentransplantation bereits
gepriift. In Kombination mit CsA und Prednison konnte nach einem Beobachtungszeitraum von
einem halben Jahr geringere AbstoBungsraten in den mit Rapamycin behandelten Gruppen
festgestellt werden. Die Kombination mit Tacrolimus schien auBerordentlich effektiv zur
Prophylaxe der AbstoBung nach Inselzelltransplantation: Alle Organe wurden von den Empfanger
akzeptiert, AbstoBungsreaktionen konnten keine beobachtet werden (Shapiro AM, 2000). Da bei
Rapamycin und Tacrolimus keine klinisch relevante kompetitive Hemmung zu bestehen scheint,
konnen sich die beiden bei der Immunsuppression aufgrund ihres unterschiedlichen
Nebenwirkungsspektrums mdoglicherweise gut erginzen. In unseren Versuchen konnten wir nach
einer kombinierten Anwendung eine Wachstumshemmung beobachten, die der von Rapamycin
alleine &hnlich war, wohingegen Tacrolimus alleine das Wachstum der Krebszellen stimultierte.
Dieser Effekt konnte bereits eher beschrieben werden (Hojo M, 1999).

Die Dosierung von 5 ng/ml Rapamycin, bei der wir bereits eine starke Wachstumshemmung und
einen deutlichen G; - Arrest beobachten konnten, entspricht einer tdglichen Dosis von 5 mg pro
Patient. Dies kommt mit den vom Hersteller empfohlenen Vollblut - Talspiegeln von 4 - 12 ng/ml
in der Initialtherapie iiberein, auf die die Patienten mit Tabletten a 1 mg individuell eingestellt
werden konnen. Die Moglichkeit der oralen Anwendung von Rapamycin ist angenehm und einfach
fiir den Patienten. Mittels therapeutischem drug - monitoring kénnen die Vollblutspiegel gut
kontrolliert und die verabreichten Dosierungen sowie die damit verbundenen Nebenwirkungen so

gering wie moglich gehalten werden.

In 50 klinischen Studien wurden mehr als 3500 Patienten mit Rapamycin behandelt. Dabei
bestanden die wichtigsten Nebenwirkungen von Rapamycin aus Lymphozelen, abdominalen
Schmerzen, Diarrhoe, Andmie, Thrombozytopenie, Hypercholesterindmie, Hypertrigliceriddmie,

Hypokalidmie, LDH - Anstieg, Arthralgie, Akne und Harnwegsinfektionen.
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Bei Patienten, die wegen Abstoungsreaktionen mit Antikdrpern behandelt worden waren, wurden
lymphoproliferative Krankheiten nachgewiesen. Andere maligne Erkrankungen der Haut, solider
Organe und des Blutsystems wurden beschrieben. Im Tierversuch konnte gehduftes Auftreten von
Zweitmalignomen als bekannte Nebenwirkung einer chronischen immunsuppressiven Therapie
auch bei einer Behandlung mit Rapamycin beobachtet werden. Das Risiko hierbei scheint
iiberschaubar im Vergleich zum moglichen Nutzen einer immunsuppressiven Therapie mit
Rapamycin und kann durch regelméBige Vorsorgeuntersuchungen und Screeningtests mdglichst
gering gehalten werden. Insgesamt sind Untersuchungen und Erfahrungen am Menschen noch
unzureichend, um abschlieBend beurteilen zu konnen, ob das kanzerogene Risiko von Rapamycin

hoher oder niedriger einzuschitzen ist als das anderer Immunsuppressiva.

Eine dosisabhingige, reversible Verminderung der Thrombozytenzahlen bei der Behandlung mit
Rapamycin fiel auf, sodass es gehduft zu Epistaxis kam. Bei den Patienten, die aufgrund der
Thrombozytopenie die Therapie mit Rapamycin abbrechen mussten, handelte es sich hauptséchlich
um Patienten, die an HUS / TTP litten. Insgesamt handelte es sich dabei um 1% der Patienten
innerhalb der ersten drei Monate und 0% danach. Leukopenie wurde bei Rapamycin seltener
beobachtet als bei Azathioprin: Zum Therapieabbruch kam es deswegen in 1% vs. 4% der Fille.
Die Erythropoese scheint von Rapamycin unbeeinflusst zu bleiben. Damit spielen die
Nebenwirkungen im hdmatologischen Bereich bei Dosierungen von 2 bis Smg pro Tag und Patient
eine liberschaubare Rolle und scheinen gut beherrschbar. Wie erwartet besteht auch bei Rapamycin
ein konzentrationsabhdngiges Risiko fiir Infektionen und opportunistische Infektionen, das aber
dem anderer Immunsuppressiva gleicht. CMV - und PCO - Infektionen waren mit den iiblichen
Behandlungsschemata behandelbar. Dennoch ist eine antibiotische wie auch antivirale Prophylaxe

in Perioden mit erhohtem Risiko unerlésslich.

Den Stoérungen im Lipidhaushalt sollte mit einer gezielten préaventiven Therapie mit Fibraten oder
Statinen entgegenwirkt werden. Ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten von Pankreatitis, gestorter
Leberfunktion oder Thrombose im Vergleich zu den Kontrollgruppen konnte nicht beobachtet

werden.
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Weiterhin konnte an Tieren Reproduktions -, sowie Embryo - / Fetotoxizitit nachgewiesen werden
sodass bei der Anwendung am Menschen entsprechende Verhiitungsmafinahmen anzuraten sind. In
den Standard - (in vitro und in vivo) Tests fiir Genotoxititdt ergaben sich keine Hinweise auf
Mutagenitit.

Spezifisch fiir Rapamycin scheinen folgende Nebenwirkungen zu sein: erhdhte Hdmosiderose und
Hiamatopoese, die auf einen gesteigerten Umsatz der Erythrozyten hindeuten. Bei Médusen fanden
sich daneben mogliche Hinweise fiir Hauttoxititét in Form von Ulzerationen.

Im groBen und ganzen dhneln aber die Nebenwirkungen, die an Tieren und Menschen beobachtet
wurden, denen anderer Immunsuppressiva. In wieweit das Risiko von Rapamycin hoéher oder

niedriger einzuschétzen ist, kann noch nicht definitiv beurteilt werden.

Rapamycin hat ein vorhersagbares Toxititdts - und Nebenwirkungsprofil, das in einigen Punkten
dem anderer Immunsuppressiva entspricht, sich in anderen Punkten unterscheidet. Die meisten
toxischen Auswirkungen wurden jedoch in Kombination mit anderen Immunsuppressiva beobachtet
und konnen nicht eindeutig auf Rapamycin zurlickgefiihrt werden. Durch entsprechende
Vorsorgemallnahmen und Screeninguntersuchungen lassen sich die Risikos einddmmen, sodass
Folgeschdden vermindert oder verhindert werden kdnnen. Rapamycin scheint somit aufgrund seines
grofitenteils gut erforschten, iiberschaubaren und beherrschbaren Nebenwirkungsprofils zur

immunsuppressiven Therapie nach Lebertransplantation geeignet.

In der Initialphase nach Lebertransplantation muss eine Kombinationstherapie erfolgen, da die
Immunsuppression bei Monotherapie nicht ausreichend ist. Nach einem Zeitraum von drei bis sechs
Monaten konnte dann auf Rapamycin - Monotherapie umgestellt werden.

Rapamycin und Tacrolimus scheinen sich in der Therapie nach Leber- und Niertransplantationen
gut zu erginzen. Tacrolimus hob die durch Rapamycin vermittelten wachstumsinhibierenden
Effekte nicht auf. Dagegen scheint Rapamycin die toxischen Nebenwirkungen von Tacrolimus

abschwichen zu kdnnen.
Der mTOR - Inhibitor Rapamycin hat sich in der Pridvention von AbstoBungsreaktionen von

Nieren- und Lebertransplantaten bewidhrt und zeigte sich effektiv in der immunsuppressiven

Therapie, ohne dabei nephrotoxisch zu sein. In der kombinierten Anwendung von Rapamycin und
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niedrig-dosiertem Tacrolimus liegen bisher wenige Erfahrungen vor. Erste Ergebnisse aus Studien
mit nierentransplantierten Patienten lassen auf eine deutlich bessere Transplantatfunktion als bei der
iiblichen Kombination von CsA und Mycophenloat Mofetil Therapie schlieen.

In einer Studie mit low-dose Anwendungen (Zieltalspiegel 6 - 8 ng/ml bei einer tiglichen
Erhaltungsdosis von 2 mg) und regelméfigen Spiegelkontrollen von Rapamycin und Tacrolimus an
11 Patienten konnten Abstoungsreaktionen erfolgreich verhindert werden (Hartwig T, 2001). Alle
Patienten {iberlebten. Eine initiale Erhohung des Cholesterols und der Triglyceride schien das
Hauptproblem bei dieser Kombination zu sein. Diese stabilisierte sich jedoch im Laufe der ersten
Monate im hochnormalen Bereich oder konnte durch medikamentdse Therapie gesenkt werden. Im
Vergleich mit dem Nebenwirkungsspektrum anderer immunsuppressiver Therapieformen kam es in
dieser Studie zu keinen schwerwiegenden bakteriellen Infektionen; lediglich ein Patient musste
wegen einer symptomatischen CMV - Infektion behandelt werden. Thrombozytopenie und
Leukopenie wurden nicht beobachtet. Dies scheint durch die niedrigen verabreichten
Konzentrationen erreicht worden zu sein, die durch strenge Spiegelkontrollen gesteuert wurden.

Die Studie kommt zum Ergebnis, dass eine niedrigdosierte Anwendung von Rapamycin und
Tacrolimus Abstoungsreaktionen zuverlédssig verhindert, ohne dabei ein erhdhtes Infektionsrisiko

in Kauf nehmen zu miissen. Die beobachteten Nebenwirkungen waren insgesamt moderat.

In Studien an lebertransplantierten Patienten waren die Ergebnisse vergleichbar: Die einzige
AbstofBungsreaktion wurde bei einer Patientin beobachtet, die wihrend einer Woche alle
Medikamente abgesetzt hatte. Anzahl und Schweregrad bakterieller und viraler Infektionen waren
niedriger als in anderen Therapieansitzen (McAlister VC, 2000). 92% der Patienten lebten am Ende
des Beobachtungszeitraumes (43 - 450 Tage) noch.

Eine der ersten klinischen Studie konnte eine Verringerung der Rezidivrate bei Transplantation
wegen eines HCCs zeigen. Auch der Zeitraum zwischen Rezidivauftreten und Tod konnte

signifikant verringert werden (Kneteman NM, 2004).

Abschlieflend ldsst sich sagen, dass Rapamycin ein effektiver Wirkstoff zur Wachstumshemmung
beim hepatozelluldren Karzinom zu sein scheint und als moglicherweise neues Immunsuppressivum

nach Lebertransplantation zur Therapie desselben eine vielversprechende Therapieoption darstellen
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konnte. Rezidive des HCC in der neuen Leber konnten somit moglicherweise verhindert werden
und damit die Langzeitliberlebensrate v.a. von Patienten in fortgeschritteneren Stadien des Krebses
deutlich verbessert werden.

Das bereits recht gut erforschte Risikoprofil und die erfolgreiche Anwendung am Menschen nach

Nierentransplantation erlauben einen einfachen und schnellen klinischen Einsatz.

6. ZUSAMMENFASSUNG

Das hepatozelluldre Karzinom ist in Deutschland zwar vergleichsweise selten, weltweit stellt es
jedoch den siebthdufigsten malignen Tumor beim Mann und den neunthdufigsten bei der Frau dar.
Stidostasien und das siidliche Afrika stellen dabei einen Haufungsschwerpunkt dar.

Das HCC bleibt klinisch lange Zeit symptomlos. Finden sich deutliche Symptome, ist die
Erkrankung meist bereits so weit fortgeschritten, dass sie innerhalb kurzer Zeit zum Tode fiihrt.
Neben der chirurgischen Resektion, die nur bei kleinen Tumoren und ausgewdihlten Patienten
moglich ist, besteht der einzige kurative Therapieansatz in der Lebertransplantation, die auch in
fortgeschritteneren Stadien noch durchgefiihrt werden kann. Gerade bei diesen Tumorstadien
jedoch kommt es unter der {iblichen Immunsuppression hdufig zum Wiederauftreten des Tumors im
transplantierten Organ. Um die Rezidivrate nach der kurativen Transplantation so niedrig wie
moglich zu halten, besteht ein groBer Forschungsbedarf im Bereich der medikamentdsen

Nachbehandlungen.

Rapamycin, ein Produkt des Aktinomyceten Streptomyces hygroscopicus, kommt bereits seit
langerem als Antimykotikum zum Einsatz. Daneben hat Rapamycin auch antiproliferative
Eigenschaften bei der Anwendung an verschiedenen Zelltypen, Tumorzellen und virus-
transformierten Zellen gezeigt. Da Rapamycin zusitzlich immunsupprimierend wirkt, konnte es
moglicherweise bei der postoperativen Immunsuppression nach einer Lebertransplantation
eingesetzt werden und gleichzeitig das Rezidivrisiko fiir eine neuerliches Auftreten des HCC in der
transplantierten Leber positiv beeinflussen. Tacrolimus, das einerseits erfolgreich zur

Immunsuppression eingesetzt wird, stimuliert das Wachstum von HCC - Zellen, und kann somit das
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Rezidivrisiko nach einer Transplantation erhohen. In Kombination mit Rapamycin scheint der
wachstumshemmende Effekt des letzteren zu iiberwiegen, sodass moglicherweise auch in der
kombinierten Anwendung die Gefahr eines Rezidivs gesenkt werden konnte.

Im Tierversuch konnte bereits in vivo bei verschiedensten Transplantationen ein verlidngertes
Transplantatiiberleben bei einer Behandlung mit Rapamycin erreicht werden. Die Kombination von
Rapamycin mit Tacrolimus wurde bereits in der immunsupprimierenden Therapie nach
Organtransplantationen am Menschen eingesetzt und konnte AbstoBungsreaktionen erfolgreich

verhindern.

Wir untersuchten die Wirkung von Rapamycin auf drei verschiedene hepatozelluldre
Karzinomzelllinien hinsichtlich der Frage, ob Rapamycin beim hepatozelluliren Karzinom als
Therapieoption in der Immunsuppression nach Lebertransplantationen in Frage kommen konnte. In
Wachstumsanalysen zeigt sich eine deutliche zeit- und dosisabhéingige Proliferationshemmung der
mit Rapamycin behandelten Zellen gegeniiber den Kontrollgruppen. Die alleinige Behandlung mit
Tacrolimus flihrte zum gesteigerten oder unverdnderten Wachstum der Zellen; in der Kombination
beider Medikamente war der proliferationshemmende Effekt des Rapamycins liberherrschend.

In Zellzyklusanalysen zeigte sich bei Zellen der Zelllinie SK-Hep-1, die mit Rapamycin oder einer
Kombination aus Rapamycin und Tacrolimus behandelt worden waren, eine Zunahme der G; -
Fraktion bei unverdnderter sub - G;- Fraktion, wohingegen bei alleiniger Inkubation mit Tacrolimus
keine Verdnderungen im Zellzyklus beobachtet werden konnt. Damit konnte der
wachstumshemmende Effekt von Rapamycin auf einen G; - Arrest der Zellen zuriickgefiihrt
werden. Bei Hep 3B-Zellen zeigte sich nach Behandlung mit Rapamycin - alleine oder kombiniert
mit Tacrolimus - eine deutliche, konzentrationsabhingige Zunahme der Zellen in der sub - G; -
Fraktion, die die Zellen mit fragmentierter DNA représentiert, jedoch keine signifikante Steigerung
der Zellen in der G; - oder G,/ M - Phase. Dieses Ergebnis spricht gegen einen Zellzyklusarrest,
sodass die Induktion der Apoptose bei Hep 3B - Zellen einen groBeren Anteil an der
wachstumshemmenden Wirkung auf Hep 3B Zellen auszumachen scheint. Bei Behandlung mit
Tacrolimus konnte ebenfalls eine geringe Zunahme der apoptotischen Zellen beobachtet werden;
gleichzeitig sahen wir eine Zunahme der Zellen in der S - Phase, was fiir eine vermehrte DNA-

Synthese mit verstérkter Proliferation spricht.
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Zur Untersuchung von Verdnderungen auf molekularer Ebene durch Rapamycin wurden Western
Blot Analysen durchfiihrt. In der Zelllinie SK-Hep-1 zeigten sich die deutlichsten Verdnderungen.
Wihrend p53, bcl-2 und bax bei der durch uns gewihlten Behandlung in ihrer Expression
unverindert blieben, wurde p21™*"" - ein Inhibitor der Progression der Zellen von der G, - in die
G, / M - Phase des Zellzyklus - nach einer Inkubation mit Tacrolimus vermindert exprimiert,
wihrend es unter Rapamycin leicht hochreguliert wurde bzw. unveréndert blieb. Somit konnte
p21™"A"! fiir den von uns beobachteten Zellzyklusarrest nach einer Behandlung mit Rapamycin
alleine oder kombiniert mit Tacrolimus mitverantwortlich sein, da sich sein Verhéltnis zu seinem
Regulator p53 trotz einer unverdnderten Expression dieses Proteins durch unsere Behandlung
dndert. Ein (indirekt) p53 - abhangiger Einfluss auf den Zellzylusarrest der SK-Hep-1 - Zellen nach
der Inkubation mit Rapamycin muss darum in Erwégung gezogen werden.

p27%P! zeigte sich entgegen unseren Erwartungen nach der Inkubation mit Rapamycin und
Tacrolimus leicht vermindert, wohingegen eine alleinige Behandlung mit Tacrolimus zur
vermehrten Expression fiihrte.

Anders bei der Zelllinie Hep 3B, die aufgrund einer Deletion weder p53 noch seinen Effektor

| WAF1 Kipl

oder bcl-2 exprimierte. Bax blieb unverdndert. p27~"" zeigte ein Verhalten, das dem bei

p2
SK-Hep-1 - Zellen gleicht: seine Expression wurde durch Rapamycin herunterreguliert, wéhrend
die Inkubation mit Tacrolimus zu einer vermehrten Expression fiihrte. Der Mechanismus, der bei
dieser Zelllinie zum Proliferationsstop und zur Apoptose durch Rapamycinbehandlung fiihrt,
scheint somit unabhédngig von p53 und seinen Effektoren zu sein.

Die Rolle, die p27<"' in friiheren Arbeiten am Proliferationsstop spielte, scheint in den von uns
gewihlten Ansdtzen nicht relevant zu sein.

Da beide Zelllinien dhnlich sensibel auf Rapamycin und Tacrolimus reagierten und auch bei der
Zelllinie SK-Hep-1 keine verdnderte Expression von p53 beobachtet werden konnte, liegt die
Vermutung nahe, dass es sich bei der Wachstumsinhibition grof3teils um p53 - unabhéngige Effekte
handelt. Die unterschiedlichen Mechanismen, die zum Proliferationsstop zu fithren scheinen -
Zellzyklusarrest bei SK-Hep-1 - Zellen und Apoptose bei Hep 3B - Zellen - lassen dennoch darauf
schlieBen, dass der Wachstumshemmung beider Zelllinien verschiedene Mechanismen zugrunde

liegen. Um diese weiter zu beleuchten miissten weitere Versuche in vitro durchgefiihrt werden.
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Unsere Ergebnisse zusammen mit bereits durchgefiihrten in vivo Versuchen sprechen dafiir, in
Rapamycin moglicherweise eine erfolgsversprechende Substanz als neue Behandlungsoption zur
postoperativen Therapie von Patienten, die zur kurativen Behandlung eines HCCs
lebertransplantiert werden, gefunden zu haben. In Kombination mit Tacrolimus hat es sich nach
Transplantationen verschiedener Organe als Immunsuppressivum bereits bewéhrt.

Die von uns vorgestellte in vitro Studie zeigt, dass auch in Kombination mit Tacrolimus eine starke
Wachstumshemmung durch eine Behandlung der Zellen mit Rapamycin induziert wird, wodurch in
vivo das gefiirchtete Risiko eine Rezidivs des HCC in der neuen Leber moglicherweise gesenkt
werden konnte. Der Einsatz von Rapamycin und Tacrolimus in der Klinik bei Patienten mit
hepatozelluldrem Karzinom nach Lebertransplantation scheint somit denkbar, zumal diese Patienten
ohnehin eine Immunsuppression brauchen.

Allerdings bilden die bisherigen Erkenntnisse erst die Grundlage fiir weitere Versuche, die zunéchst

an Tieren zur Bestdtigung der Wachtsuminhibiton von HCCs in vivo durchgefiihrt werden sollten.
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