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Rapamycin inhibiert das Tumorwachstum
und die Tumormetastasierung iiber Antiangiogenese

Rapamycin inhibits tumor growth and metastasis by antiangiogenesis

M. Guba’, P. von Breitenbuch? E. Geissler?, S. Farkas’, C. Ziilke', M. Anthuber’, K.-W. Jauch®
und M. Steinbauer!

! Klinik und Poliklinik fiir Chirurgie
? Chirurgische Forschung der Universitit Regensburg

Abstract

Conventional immunosuppressive drugs have been used effectively to prevent immuno-
logic rejection in organ transplantation. However, cancer development and recurrence are
ominous risk factors for these immunocompromised patients. In the present study we
show that the new immunosuppressive drug rapamycin may have a unique ability to re-
duce the risk of cancer development, while simultaneously providing effective immuno-
suppression. Experimentally, rapamycin inhibited tumor metastasis and angiogenesis in
in vivo mouse models. Furthermore, rapamycin demonstrated antiangiogenic activities
linked to vascular endothelial growth factor antagonism. In contrast, the most widely rec-
ognized immunosuppressive drug, cyclosporine, promoted both primary tumor growth
and metastasis in our models. This study suggests that the use of rapamycin, instead of
cyclosporine, may reduce the chance of recurrent, or de novo, cancer development in
high-risk transplant patients.

Einleitung

Tumorrezidive nach Transplantation bei Tumorpatienten oder de novo Entstehung von
malignen Tumoren unter Immunsuppression stellen hiufige und gefiirchtete Komplika-
tionen dar. Die Immunsuppression ansich erh6ht das Risiko einer de novo Malignom-
entstehung um das 3-4-fache [3]. 54% der Patienten, die nach einer erfolgreichen Tu-
mortherapie aufgrund einer Nierentransplantation immunsuppremiert werden, erleiden
ein Tumorrezidiv innerhalb von 2 Jahren [1]. Nach Lebertransplantation aufgrund eines
Cholangiokarzinoms wurden mit 51% etwa vergleichbar hohe Rezidivraten festgestellt
[2]. Daher stellen Malignome nach erfolgreicher Transplantation, die hiufigste Todesur-
sache bei immunsuppremierten Patienten dar. Um die Malignomrate bei diesem Patien-
tengut zu verringern, sollten optimaler Weise Immunsuppressiva verwendet werden, die
gleichzeitig eine antitumorale Potenz besitzen. In der vorliegenden Arbeit zeigen wir, dass
der Einsatz von Rapamycin als Inmunsuppressivum diesem Anforderungsprofil entspre-
chen konnte.
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Methodik

Der Einfluss einer immunsuppressiven Dosis von Cyclosporin (10 mg/kg i.p. tigl.) und

Rapamycin (1,5 mg/kg i.p. tdgl.) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Vehikel) auf die Leber- -

metastasierung wurde am Tag 10 nach intraportaler Injektion von 3 x10° CT-26 Maus
Kolonkarzinomzellen bestimmt. Neben der Bestimmung des Lebergewichts und der
Oberflichenmetastasierung wurden die Lebern histologisch untersucht. Der Serum vas-
cular endothelial growth factor (VEGF) Spiegel der Tiere wurde mittels ELISA gemessen
(n=7). In der transparenten Riickenhautkammer wurde zusitzlich der Einfluss der Im-
munsuppressiva auf das Tumorwachstum [Tumorvolumen (TV)] und die Tumorneoan-
giogenese [Mikrovaskuldre Dichte (MVD)] unter zu Hilfenahme der Intravitalmikrosko-
pie am Tag 1, 3,5, 7 9 und 11 bestimmt (n = 7). *p < 0,05 vs. Kontrolle.

Ergebnisse

Die tégliche Gabe von Rapamycin in immunsuppressiver Dosierung (Talspiegel am Tag
10: Rapamycin 39 + 6 ng/ml vs. Cyclosporin 118 + 21 ng/ml) fithrte zu einer deutlichen Re-
duktion der Metastasierung von CT-26 Zellen. Im Gegensatz zu Cyclosporin und der Kon-
trollgruppe zeigten Rapamycin behandelte Tiere ein signifikant geringeres Lebergewicht
(Cyclosporin 1,9 + 0,1* vs. Kontrolle 1,7 + 0,1 vs. Rapamycin 1,3 * 0,1* g) sowie eine signi-
fikante Reduktion der Anzahl von Oberflichenmetastasen (Cyclosporin 203 * 32* vs.
Kontrolle 155 + 32 vs. Rapamycin 25 + 10*) am Tag 10 nach intraportaler Injektion der Tu-
morzellen. Die histologische Auswertung der Leberschnitte zeigte bei Cyclosporin be-
handelten Tieren invasiv wachsende, gefifireiche Tumore, wihrend Rapamycin behan-
delte Tiere zum gleichen Zeitpunkt kleine, disseminierte und auffallend avaskuldre Tu-
more aufwiesen. Rapamycin fithrte dabei zu einer signifikanten Verringerung der Serum
VEGF Spiegel (Cyclosporin 79 + 14* vs. Kontrolle 6o + 3 vs. Rapamycin 38 + 2* pg/ml).
Dariiberhinaus fithrte Rapamycin im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einem signifikant
verringerten Tumorwachstum (TV am Tag 13: Cyclosporin 207 * 8o* vs. Kontrolle
158 * 56 vs. Rapamycin 33 + 12* mm?®) in der transparenten Riickenhautkammer. In der
Intravitalmikroskopie konnten wir eine deutliche Verminderung der Tumorneoangioge-
nese (MVD am Tag 11: Cyclosporin 179 * 14* vs. Kontrolle 116 + 9 vs. Rapamycin 35 * 6%
cm™’) als Ursache fiir dieses Phinomen identifizieren. Die Inmunsuppression mit Cyclo-
sporin zeigte bei beiden Parametern den gegenteiligen Effekt.

Diskussion und Schlussfolgerung

Die vorliegenden Daten im Mausmodell zeigen, dass Rapamycin in einer immunsuppres-
siven Dosierung eine zusétzliche antitumorale Wirkung besitzt. Dieser Effekt auf das Tu-
morwachstum beruht auf einer antiangiogenetischen Wirkung, die auf eine verringerte
VEGF Produktion der Tumorzellen zuriickgefiihrt werden konnte. Diesen Ergebnissen
kommt eine besondere Bedeutung zu, da zum gegenwirtigen Zeitpunkt davon ausgegan-
gen werden muss, dass die bisherige Immunsuppression sowohl die de novo Tumorent-
stehung, als auch die Tumorprogression offensichtlich begtinstigt [4]. Aus diesem Grund
halten wir die Uberpriifung dieser experimentellen Daten in kontrollierten Studien an
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Patienten, die wegen einer Tumoranamnese oder bei erhhtem Risiko fiir de novo Karzi-
nome transplantiert werden, fiir notwendig. Dabei sollte Rapamycin alternativ zu Cyclo-
sporin eingesetzt werden.

Literatur

1. Penn I (2000) Cancers in renal transplant recipients. Adv Ren Repl.ace Thgr 7:147-156 ) '
2. Meyer CG, Penn I, James L (2000} Liver transplantation for cholangio-carcinoma: results in 207 patients.

Transplantation 69: 16331637
3. Penn L. (1998) Occurrence of cancers in u'nmunosuppressed organ transplant recipients. Clin Transpl

147 ~158
4. Hojo M, Morimoto T, Maluccio M, Asano T, Monmoto K, Lagman M, Shimbo T, Suthanthiran M (1999)
Cyclosporine induces cancer progression by a cell-autonomous mechanism. Nature 397: 530 -534
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sitdt Regensburg, Franz-Josef-Straufi-Allee 11, 93042 Regensburg, Tel.: ++49(0) 941/944-
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Rapamycin inhibits tumor growth and metastasis by
antiangiogenesis

M. Gubal, P. von Breitenbuch?, E. Geissler?, S. Farkas?, C. Zulkel, M. Anthuber?, K.-
W. Jauch?! and M. Steinbauer?!

1 Surgical Clinic and Polyclinic

2 Surgical Research at the University of Regensburg

Abstract

Conventional immunosuppressive drugs have been used effectively to prevent immuno-
logic rejection in organ transplantation. However, cancer development and recurrence are
ominous risk factors for these immunocompromised patients. In the present study we
show that the new immunosuppressive drug rapamycin may have a unique ability to re-
duce the risk of cancer development, while simultaneously providing| effective immuno-
suppression. Experimentally, rapamycin inhibited tumor metastasis and angiogenesis in
in vivo mouse models. Furthermore, rapamycin demonstrated antiangiogenic activities
linked to vascular endothelial growth factor antagonism. In contrast, the most widely rec-
ognized immunosuppressive drug, cyclosporine, promoted both primary tumor growth
and metastasis in our models. This study suggests that the use of rapamycin, instead of
cyclosporine, may reduce the chance of recurrent, or de novo, cancer development in
high-risk transplant patients.

Abstract

Tumor recurrence after transplantation in tumor patients or de novo malignant tumor
development in patients whilst immunosuppressed constitute a frequent and dreaded
complication. Immunosuppression increases the risk of de novo malignant tumor
development 3 to 4 fold [3]. A total of 54% of patients who are immunocompromised
due to a kidney transplant following successful tumor therapy suffer from tumor
recurrence within 2 years [1]. Following liver transplants due to cholangiocarcinoma, a
comparatively high recurrence rate of 51% was observed [2]. This makes malignant
tumors after successful transplantation the most frequent cause of death in
immunocompromised patients. To lower the malignant tumor rate in this patient
population, ideally immunosuppressive drugs should be used which also exhibit
antitumor potency. In the present paper, we demonstrate that the use of rapamycin as
an immunosuppressive drug could meet these requirements.

Surgical Forum 2001, Volume 30
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Methodology

The influence of an immunosuppressive dosage of cyclosporine (10 mg/kg i.p. daily)
and rapamycin (1.5 mg/kg i.p. daily), compared to the control group (excipient), on liver
metastasis was determined on day 10 after the intraportal injection of 3 x 10° CT-26
mouse colon carcinoma cells. In addition to determining the weight of the liver and
surface metastasis, the livers were histologically analyzed. The serum vascular
endothelial growth factor (VEGF) levels of the animals were measured using ELISA (n
= 7). In the transparent skinfold chamber, additionally the influence of the
immunosuppressive drugs on tumor growth [tumor volume (TV)] and the tumor
neoangiogenesis [microvascular density [MVD)] was determined using intravital
microscopy on days 1, 3,5, 7, 9 and 11 (n = 7). *p < 0.05 vs. control group.

Results

The daily administration of an immunosuppressive dosage of rapamycin (trough level
on day 10: rapamycin 39 + 6 ng/ml vs. cyclosporine 118 + 21 ng/ml) resulted in a
considerable decrease in CT-26 cell metastasis. In contrast to cyclosporine and the
control group, animals treated with rapamycin exhibited a significantly lower liver
weight (cyclosporine 1.9 + 0.1* vs. controls 1.7 + 0.1 vs. rapamycin 1.3 + 0.1* g), and
the number of surface metastases was significantly reduced (cyclosporine 203 + 32*
vs. controls 155 + 32 vs. rapamycin 25 + 10*) on day 10 after the intraportal injection of
the tumor cells. The histological evaluation of the liver sections showed invasive
growth of tumors containing plenty of vessels in animals treated with cyclosporine,
while animals treated with rapamycin contained small, disseminated and strikingly
avascular tumors over the same time frame. Rapamycin resulted in a significant
reduction in the serum VEGF level (cyclosporine 79 = 14* vs. controls 60 = 3 vs.
rapamycin 38 * 2* pg/ml). Moreover, compared to the control group, rapamycin
resulted in significantly reduced tumor growth (TV on day 13: cyclosporine 207 + 80*
vs. controls 158 + 56 vs. rapamycin 33 * 12* mm?d) in the transparent skinfold
chamber. In intravital microscopy we were able to identify a considerable decrease in
tumor neoangiogenesis (MVD on day 11: cyclosporine 179 *+ 14* vs. controls 116 + 9
vs. rapamycin 35 + 6* cm™) as the cause for this phenomenon. Immunosuppression
with cyclosporine showed the opposite effect for both parameters.

Discussion and conclusion

The present data from the mouse model shows that rapamycin, when used in an
immunosuppressive dosage, has an additional antitumor effect. This effect on tumor
growth is based on antiangiogenetic action, which we were able to attribute to lower
VEGF production of the tumor cells. These results are particularly important since it
must be assumed at the present time that immunosuppression seems to favor both de
novo tumor development and tumor progression [4]. For this reason, we consider it
necessary to review this experimental data in controlled studies on patients who
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receive transplants due to tumor anamnesis or an increased risk for de novo cancer.
Rapamycin should be used as an alternative to cyclosporine.
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