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1. Einleitung

1.1 Kontext

Nach wie vor ist Krebs, also die maligne Entartung von korpereigenen Zellen, die
zweithaufigste Todesursache in den industrialisierten Landern nach den
Erkrankungen des Herzkreislaufsystems. Das Robert-Koch-Institut beschreibt in
seiner Broschire ,Krebs in Deutschland - Haufigkeiten und Trends 2004“ einen
weiteren Anstieg der Neuerkrankungen in Deutschland auf 394680 pro Jahr.

Im Trend zeigt sich ein leicht zunehmender bis gleich bleibender Verlauf. Dabel
treten die meisten Krebsféalle im Alter von tber 60 Jahren auf. Doch auch im Bereich
der unter sechzigjahrigen nimmt die Inzidenz zu. Dabei féllt jedoch besonders auf,
dass gerade bei den Tabak assoziierten Krebsarten (Lungen, Mund, Rachen) eine
Angleichung des Niveaus von Mann und Frau stattfindet. Man darf davon ausgehen,
dass flur diese Entwicklung das veranderte Rauchverhalten der Frauen in den letzten
Jahrzehnten verantwortlich ist. Ein Bulletin vom 06.04.2005 dber die
Gesundheitsberichterstattung des Robert-Koch-Instituts zeigt die sich angleichenden

Kurven in der 25- bis 69-jahrigen Bevdlkerung. (Abb.1)
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In den USA wird die Situation anhand der existierenden Krebsregister noch
dramatischer eingeschatzt; auch dort nimmt die Zahl der Neuerkrankungen weiter zu.
Im Vergleich dazu ist die Zahl der Herz- Kreislauferkrankungen eher ricklaufig. Die
Grinde fur diese Tendenz liegen moglicherweise in einer verbesserten Aufklarung
und Vorsorge. So sehen einige Autoren sogar einen mdglichen Wechsel an der
Spitze der haufigsten Todesursachen. (Doll R 1992; Dinse GE et al. 1999; Weil3bach
L 2000)

Diese Entwicklung und natirlich die alleinige Zahl der Todesfalle hat die Forschung
angetrieben immer mehr Uber diese Krankheit zu erfahren und ihr entgegenzutreten.
Dabei steht die Behandlung weiterhin hauptséchlich auf den drei klassischen Saulen
der Onkologie: Chirurgie, Chemotherapie und Strahlentherapie. Jedoch auch immer
mehr ,experimentelle* Therapieformen haben ihre Wirksamkeit unter Beweis gestellt
und gelangen zunehmend in den Kklinischen Alltag. So werden immer haufiger
~,Chemotherapie Cocktails* verabreicht, die neben den Ublichen Chemotherapeutika
zusatzlich auf immunmodulatorische oder antiangiogenetische Strategien setzen.
Zudem werden bei unzureichenden Ergebnissen oder Kontraindikationen alternative
Therapieformen wie zum Beispiel die photodynamische Therapie oder die lokale
Hyperthermie eingesetzt. So steht dem Onkologen in den heutigen Tagen ein breit
gefachertes Instrumentarium zu Verfligung.

Dass diese immer diversifiziertere Behandlung der Tumorkrankheit Friichte tragt,
lasst sich ebenfalls aus den Daten des Robert-Koch-Instituts herauslesen. Obwohl,
wie oben beschrieben, die Inzidenz weiter zunimmt bzw. auf hohem Niveau stabil
bleibt, nimmt die Mortalitat ab.

Interessanterweise spielt bei den meisten Behandlungsformen der Status des
Sauerstoffpartialdruckes im Tumor eine grol3e Rolle. So sieht man nicht nur bei der
Bestrahlung, deren zytotoxische Wirkung hauptséchlich auf der Bildung von
Sauerstoffradikalen beruht, was bereits im Jahre 1953 beschrieben wurde (Gray LH
et al. 1953), sondern auch bei der Chemotherapie (Teicher BA et al. 1990), der
Immuno- sowie photodynamischen Therapie und der lokalen Hyperthermie (Vaupel P
1997) einen deutlichen Zusammenhang zwischen der Tumoroxygenierung und der
Effektivitat der entsprechenden Behandlungsform. Diese Wechselbeziehung geht so
weit, dass der Sauerstoffpartialdruck im Tumor zu einem prognostischen Faktor
geworden ist und mit den Uberlebensraten der Patienten korreliert (Gatenby RA et al.
1988; Hoeckel M et al. 1993;1998; Nordsmark M et al 1996).



1.2 Tumoroxygenierung

So steht am Anfang einer jeden Krebserkrankung die Entartung einer kdrpereigenen
Zelle, die sich auRerhalb der Kontrollmechanismen des menschlichen Kérpers
ungehindert teilt. Um ein solches, theoretisch exponentielles Wachstum, zu
ermoglichen, bendtigt der Tumor sowohl eine ausreichende Versorgung mit
Nahrstoffen und Sauerstoff, als auch einen suffizienten Abtransport der
entstandenen Metabolite. Diese Versorgung und den Abtransport leistet die
Mikrozirkulation. Der genaue Mechanismus der Sauerstoffverteilung an das Gewebe
aber ist immer noch nicht komplett verstanden. In der klassischen Theorie die von
Krogh bereits im Jahre 1918 aufgestellt wurde, funktioniert diese analog zum
hydraulischen Modell des Blutdruckes (Krogh A 1918). In einem das zentrale Gefald
umgebenden Zylinder kann der Sauerstoff durch einen Gradienten in das
umliegende Gewebe diffundieren und versorgt so die Zellen. Folglich nimmt der
Sauerstoffpartialdruck tber die zu Uberwindende Strecke ab, es wird eine gewisse
Mindestanzahl von Gefal3en pro Gewebevolumen zur ausreichenden Versorgung
bendotigt. Rechnerisch kann der Radius des Zylinders eine Lange von 200um haben
um den Zellen ein ausreichendes Auskommen zu gewahrleisten (Krogh A 1919). In
den letzten Jahren mehren sich allerdings die Hinweise, dass man das hydraulische
Modell nicht einfach fur die Sauerstoffverteilung Ubertragen kann. Im Speziellen gilt
dies, im Gegensatz zur Lungenstrombahn, fir den grof3en Kreislauf mit seinem
geringen Oberflachen — zu — Volumen — Verhdaltnis. So haben unterschiedliche
Arbeitsgruppen einen starken Sauerstoffverlust bereits in den Arteriolen festgestellt.
In den Kapillaren, den Venolen und kleinen Venen konnte nur noch ein kleiner
Sauertoffgradient von 3-4 mmHg gemessen werden (Boegehold MA 1988; Bohlen
HG 1995; Intaglietta M 1996). AulRerdem scheint die Gefaldwand eine tragende Rolle
in der Verteilung und Regulierung des Sauerstoffes zu spielen, die es bewerkstelligt
eine fast homogene Sauerstoffverteilung im Gewebe zu erreichen (Tsai AG 2006).
Zusammenfassend gilt, dass sich die empirisch erhobenen Daten der letzten Jahre
nicht oder nur mit Anderungen mit dem Modell von Krogh vereinbaren lassen.

Um die Mikrozirkulation zu beschreiben werden die GefalRdichte, der
GefalRdurchmesser, die FlieRgeschwindigkeit und der Blutvolumenfluss quantifiziert.

Insbesondere die dynamischen Parameter wie die FlieBgeschwindigkeit und der



Volumenfluss haben sich als wirkungsvolle MessgréRen herausgestellt (Jain RK
1988; Intaglietta M 1974).

Eine Mikrozirkulation und in diesem Sinne ein Gefa3netzwerk benétigt der
wachsende Tumor, denn durch Diffusion allein bleibt ein solider Tumor auf eine
GroRe von 1-2 mm? beschrankt. Wie bereits im Jahre 1945 von Algire und Chalkley
gefolgert, bendtigt er, um weiter an GroRe zunehmen zu kdnnen, ein eigenes
Gefal3netzwerk (Algire GH et al. 1945). Das Wachstum tumoreigener Blutgefaf3e wird
uber die Balance zwischen pro- und antiangiogenetischen Molekilen gesteuert. Man
geht davon aus, dass durch chronische Hypoxie sowie eine pH-Wert-Verschiebung in
den sauren Bereich die Transkription verschiedener proangiogenetischer
Substanzen wie zum Beispiel dem vascular endothelial growth factor (VEGF) oder
dem hypoxia inducible factor 1a (HIF-1a), induziert wird (Bergers G et Benjamin LE
2003). Dies geschieht meist nach einer so genannten ,tumor dormancy” also einer
Art Schlafstadium, das Jahre andauern kann (Folkman J et Kalluri R 2004). Beginnt
sich nach diesem Schlafstadium ein GefaRnetzwerk auszubilden, spricht man vom
»=angiogenic switch”. Ist dieser Schritt erst einmal getan, beeinflussen viele Faktoren

die weitere Tumoroxygenierung (Abb.2)
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In mehreren Studien an soliden Tumoren hat sich gezeigt, dass die Oxygenierung
solider Tumoren niedriger ist als die von normalem Gewebe (Vaupel P 1993; 1996;
1998). Sowohl der Sauerstoffverbrauch in sich immer wieder teilenden Zellen mit
einer hohen Zellaktivitat, als auch die Verflugbarkeit des Sauerstoffs, der durch ein
chaotisches Gefal3netzwerk mit Kaliberspriingen, Spiralbildungen und Pendel- sowie
Shuntflissen gewébhrleistet wird, haben eine geringe Tumoroxygenierung zur Folge
(Goldman E 1907). Doch Hypoxie ist nicht allein die Folge des Tumorwachstums, sie
kann auch Ursache und Motor der Tumorprogression sein (Hockel M 1999; Young
SD 1988; Rice GC 1986; Reynolds TY 1996; Russo CA 1995). Dabei fuhrt Hypoxie
durch Punktmutationen, Gen — Amplifikationen und chromosomalen Rearrangements
zu einer Instabilitat im Genom und zu einer Enthillung zuvor versteckter aber
vorhandener Genvarianten. Des Weiteren wird durch die verschlechterten
Bedingungen der Selektionsdruck auf die Zelle erhdht. Diejenigen Zellen, die mit
einem besonders geringen Potential zur Apoptose und einem besonders hohen
Potential zur Angiogenese ausgestattet sind, werden in der klonalen Selektion
bevorzugt tUberleben. Diese Tumorzellen allerdings stellen, wie bereits beschrieben,
fur die Therapie ein ganz besonders Problem dar. Auf3erdem erhdhen sie durch eben
jene Eigenschaften, die ein noch dichteres Zellwachstum ermdéglichen und die
Mikroarchitektur noch chaotischer werden lassen, den Selektionsdruck mittels
Hypoxie auf die Zellen. Der circulus vitiosus schlief3t sich. Das Ausmal3 und die
Bedeutung dieser hypoxievermittelten klonalen Selektion wurden sowohl
experimentell als auch klinisch bewiesen (Hockel M 1999; Graeber TG 1996; Kim CY
1997).

Doch auch Behandlungsformen setzen direkt bei der Versorgung (auch mit
Sauerstoff), die durch ein GefaRnetzwerk gewéhrleistet wird, an. Die antivaskulare
Therapie versucht entweder die Neueinsprossung der Gefale zu verhindern
(Antiangiogenese) (Folkman J 1971), oder mit dem ,vascular targeting“ bereits
vorhandene Gefal3strukturen zu zerstoren (Denekamp J 1984). So soll der Tumor
ausgehungert und erstickt werden. Mit dem Angriff auf die nicht maligne entarteten
genetisch stabilen Endothelzellen der TumorgefalRe, sollen weit mehr Tumorzellen
getotet werden als dies mit einem direkten Angriff auf dieselbigen mdglich ware
(Denekamp J 1984).

Genau der andere Weg wird beschritten, wenn vor einer geplanten Bestrahlung

versucht wird die Sauerstoffkonzentration im Tumor zu erhéhen um so die Effektivitat



der Therapie zu erhéhen. In Zellkulturen wurde der Sauerstoffverstarkungsfaktor
(OER, Oxygen Enhancement Ratio) ermittelt, der mit dem Faktor 2,8 eine fast 3-
fache Radiosensibilitat beschreibt. Hier kommen von einer hyperbaren
Sauerstoffbeatmung bis zu blutbildenden Stoffen, und damit einer Erh6hung der

Sauerstofftransportkapazitat, eine Vielzahl von Mdglichkeiten in Betracht.

1.3. Fragestellung und Zielsetzung

Wie beschrieben stellt der Sauerstoffpartialdruck eine zentrale Grof3e in der
Tumorprogression und Therapieeffizienz dar. Nach wie vor ist der Zusammenhang
zwischen Tumormikrozirkulation und Tumoroxygenierung nur unzureichend
untersucht. Die Tumoroxygenierung quantitativ in vivo in Abhangigkeit der
Tumormikrozirkulation zu messen, war Ziel der vorliegenden Arbeit. Zum Erreichen
dieses Zieles musste ein neues Messverfahren, die nicht invasive
Sauerstoffmessung mittels Phosphoreszenz Quenching etabliert und mit der
intravitalen Fluoreszenzmikroskopie zur Analyse der Mikrozirkulation kombiniert
werden.

Als Zielsetzung galt:

1. Etablierung und Validierung der Sauerstoffmessung mittels Phosphoreszenz
Quenching.

2. Quantifizierung der Gewebeoxygenierung in A-Mel-3 Tumoren in vivo.

3. Analyse des Einflusses der Tumormikrozirkulation auf die Gewebeoxygenierung.



2. Material und Methoden

2.1. Grundlagen des Phosphorescence Quenching

2.1.1 Begriffsklarung

Zunachst sollen die fur das Verstandnis der physikalischen Grundlagen der hier
verwendeten Methode des Phosphorescence Quenching wichtigen physikalischen
Begriffe erlautert werden. Dies geschieht nach der Vorlage des Lehrstuhls fur
Okophysiologie der Pflanzen an der Universitat Erlangen Niirnberg
(http://www.biologie.uni-erlangen.de/botanik1l/html/photobiologie/kapitel_2.htm). Die
Reihenfolge wurde dabei so gewahlt, dass die Erlauterungen der Begriffe

aufeinander aufbauen kdnnen.

Quantenausbeute: Die Quantenausbeute (P) eines photophysikalischen Prozesses
ist definiert als Verhéltnis aus Anzahl der Umwandlungen (nu) zur Anzahl der

absorbierten Photonen (np).

Spin: Jedes Elektron eines Atoms besitzt einen Eigendrehimpuls, der Spin genannt

wird. Mit diesem Eigendrehimpuls ist ein Magnetisches Moment verbunden.

Spinquantenzahl: Man unterscheidet zwei Arten des Spins (anschaulich:
Drehrichtungen des Elektrons), die Elektronen erhalten so die Spinquantenzahl + %2
oder — Y%. Die Spinquantenzahl aller Elektronen addieren sich zur
Gesamtspinquantenzahl S, meist ist S gleich 0 (gleichviele Elektronen mit S= + %
und S = - %), existiert ein ungepaartes Elektron so ist S= % ( selten, da solche
Elemente meist Verbindungen eingehen und die Elektronen anschliel3end gepaart
vorliegen), manchmal liegen zwei Elektronen mehr mit dem Spin + % vor als

Elektronen mit dem Spin — ¥ (z.B. beim O;), dann ist S= 1.

Multiplizitat: Die Multiplizitat M des elektronischen Zustandes eines Molekils oder

Atoms ergibt sich aus M =2xS +1 (S ist die Spinquantenzahl).



Singulett-Zustand: Im Singulett-Zustand eines Atoms oder Molekils ist die totale

Elektronenspin-Quantenzahl S=0 (also M=1, daher Singulett-Zustand).

Triplett-Zustand: Im Triplett-Zustand eines Atoms oder Molekils ist die totale

Elektronenspin-Quantenzahl S=1 (also M=3, daher der Name Triplett-Zustand).

Spinauswahlregel: (Multiplizitatauswahlregel) Diese Regel verbietet
Energietibergange innerhalb eines Atoms oder Molekils, bei denen sich die totale
Elektronenspin-Quantenzahl andert. Spinverboten sind also Ubergange vom Triplett-
in den Singulett-Zustand und umgekehrt. Das bedeuted, dass solche Ubergange
sehr unwahrscheinlich sind, oder, anders formuliert, dass die Halbwertszeiten dieser

Ubergange sehr grof sind.

Internal Conversion: (innere Umwandlung) Als Internal Conversion bezeichnet man
die strahlungslose Umwandlung eines elektronischen Zustands eines Molekils in

einen anderen.

Intersystem Crossing: Beim Intersystem Crossing erfolgt ein eigentlich
spinverbotener  (nach der Spinauswahlregel) Ubergang zwischen Zustanden
unterschiedlicher Multiplizitat (also vom Singulett- in einen Triplett-Zustand oder
umgekehrt). Dass der Ubergang spinverboten ist, bedeutet, dass die Lebensdauer

des Ausgangszustandes besonders lang ist.

Jablonski-Diagramm: Das Jablonski-Diagramm stellt die elektronischen Zustande

eines Molekuls sowie die Umwandlung dieser Zustande dar.
Intermolekularer Energietransfer: Nahern sich Molekile oder Atome bis auf einen
sehr geringen Abstand aneinander an, so besteht die Mdglichkeit, dass die Energie

des einen, zuvor angeregten (z.B. durch Lichtabsorbtion), Atoms oder Molekils an

das andere abgegeben wird:

D+hv+A>D +A—>D+A

D,A: zwei verschiedene Teilchen



hv: Lichtquant, das vom Teichen D absorbiert wird

D",A": angeregter Zustand der Teilchen

Absorbtion von Licht: Atome und Molekile sind in der Lage Licht zu absorbieren.
Dabei wird das Atom oder Molekil in einen angeregten Zustand versetzt, indem es
die mit dem Lichtquant aufgenommene Energie dazu benutzt, einen hoheren
elektronischen Zustand einzunehmen. Dieser angeregte Zustand ist instabil, das

Teilchen hat nun verschiedene Mdglichkeiten, in den Grundzustand zurtickzukehren:

1. Die Energie kann in Schwingungsenergie des Teilchens umgewandelt werden

(internal conversion (s.0.))

2. Die Energie kann an ein anderes Teilchen abgegeben werden:

intermolekularer Energietransfer (s.0.)

3. Die Energie kann in Form von Strahlung wieder abgegeben werden. Geht das
Teilchen dabei von einem angeregten Singulett-Zustand in einen Singulett-
Grundzustand oder von einem angeregten Triplett-Zustand in einen Triplett-
Grundzustand (ber, so spricht man von Fluoreszenz. Dieser Ubergang ist
spinerlaubt nach der Spinauswahlregel (die Gesamtspinquantenzahl &ndert sich
nicht) und hat daher eine sehr kurze Lebensdauer (im Bereich von 10 bis 107 s).

Zur Phosphoreszenz siehe unten.

4. Die Energie kann fir chemische Reaktionen genutzt werden. Man
unterscheidet primare und sekundare photochemische Reaktionen: Zu den
primaren photochemischen Reaktionen zahlen: Die Spaltung in freie Radikale, die
Dissoziation der Molekile, die Umlagerung, Isomerisierung, die Abspaltung eines
Wassertoffatoms, die Dimerisierung und die Wirkung als Sensibilisator (s.u.). Ist
das Produkt eines photochemischen Primarprozesses instabil, so folgt ein

Sekundarprozess.
2.1.2 Phosphoreszenz
Phosphoreszenz entsteht durch die Absorbtion eines Photons durch ein Teilchen

(Atom oder Molekul). Dabei geht es durch Intersystem Crossing (s.0.) vom Singulett-
9



in den Triplettzustand Uber (oder umgekehrt) und kann seinen Grundzustand wieder
Uber die Abgabe eines Lichtquants erreichen. Dann spricht man von
Phosphoreszenz. Bei der Phosphoreszenz andert das Teilchen also im Gegensatz
zur Fluoreszenz bei der Emission des Lichtquants seine Multiplizitat. Da dieser
Ubergang zwischen Zustanden unterschiedlicher Multiplizitat eigentlich nach der
Spinauswahlregel verboten ist, ist die Lebensdauer dieses Prozesses wesentlich

groRRer als bei der Fluoreszenz.

A

g2 (2)
T2
S1 L T —
& @
(1) § -
()
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Abbildung 3: Jablonski-Diagramm der Teilprozesse bei der Phosphoreszenz
Hier Dargestellt die Absorption eines Photons (1), welches das aufnehmende Molekil vom
Singulettgrundzustand Sy in einen angeregten Singulettzustand anhebt (hier S,). Durch
Internal Conversion (2) (strahlungslos) relaxiert das Molekil in den angeregten
Singulettzustand S;. Durch Intersystem Crossing (3) und Internal Conversion (4) geht es in
den ersten angeregten Triplettzustand T, (ber. Der Ubergang von hier aus in den
Singulettgrundzustand Sy ist eigentlich spinverboten und hat deshalb eine lange Lebensdauer,

diesen Ubergang bezeichnet man als Phosphoreszenz (5), hierbei wird ein Photon emittiert.

2.1.3 Phosphoreszenz Quenching

Spezielle phosphoreszierende Substanzen konnen die mit einem Lichtquant
aufgenommene Energie, welche sie zunachst selbst in den Triplettzustand versetzt,

an andere Molekile abgeben: So geht das aufnehmende Molekil in einen
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angeregten Zustand Uber, das abgebende in den Grundzustand (man bezeichnet
diesen Prozess als intermolekularen Energietransfer (s.0.)). Zwischen bestimmten
Porphyrinen und Sauerstoff ist dieser intermolekulare Energietransfer mdglich. Dabei
gibt das durch Absorption von Licht einer bestimmten Wellenldnge in den
Triplettzustand versetzte Porphyrin die Energie bei einer Kollision mit einem
Sauerstoffmolekil an dieses ab und geht dabei strahlungslos selbst wieder in den
Grundzustand uber. Der Sauerstoff geht vom Triplett- in den Singulettzustand tber
(Intersystem Crossing) und hat nun erneut unterschiedliche Moglichkeiten, die
aufgenommenen Energie abzugeben. In Betracht kommen Internal Conversion,
Phosphoreszenz (dies geschieht mit sehr geringer Quantenausbeute) oder
chemische Reaktionen (Photosensibilisierung).

Fur das angeregte Porphyrin gibt es also im Wesentlichen zwei Méglichkeiten seine

aufgenommene Energie wieder abzugeben.

1. Phosphoreszenz

2. Intermolekularer Energietransfer mit dem Sauerstoffmolekil. Da bei der
Ubertragung der Energie auf den Sauerstoff normalerweise kein Licht
emittiert wird (es sei denn, der Sauerstoff geht durch Phosphoreszenz in
den Grundzustand Uber, was aber mit sehr geringer Quantenausbeute
geschieht), spricht man bei diesem Vorgang von ,Phosphoreszenz

Quenching®: Léschung der Phosphoreszenz.

Die Lebensdauer der Phosphoreszenz des Porphyrins (phosphorescence lifetime)
andert sich dabei in Abhéngigkeit von der Anzahl der Kollisionen des Porphyrins mit
dem Sauerstoff. Diese Zahl ist wiederum abhangig von der Temperatur (je hoher die
Temperatur desto mehr Kollisionen), der Konzentration des Sauerstoffs, der
Albuminkonzentration im Blut und der Bindungsaffinitat des Porphyrins zu Albumin
(Albumingebunden ist das Porphyrin teilweise vor der Kollision mit Sauerstoff
geschutzt). Diese Affinitat wiederum ist von der NaCl-Konzentration und dem pH-
Wert beeinflusst. Von der Konzentration des Porphyrins ist die Lebensdauer der
Phosphoreszenz nicht abhangig. Mit der Porphyrinkonzentration &ndert sich lediglich
die Intensitat des emittierten Lichts, die Lebensdauer der Emission bleibt konstant
(Vanderkooi JM et al. 1987; Lo LW et al. 1996). Die genannten Abhéangigkeiten
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werden durch die  Stern-Volmer-Gleichung  mathematisch  beschrieben.

Y
S2
2)
T2
S1 y O —2
(4)
(1) ¥ (6)
T1
(5)

S0 A 4 T0 A i

Pd-Porphyrin Sauerstoff (O,)

Abbildung 4: Jablonski-Diagramm der Teilprozesse des Phosphorescence Quenching

Zunachst laufen beim Phosphorescence Quenching die gleichen Prozesse wie bei der
Phosphoreszenz ab: Nach Absorption des Photons (1) und Internal Conversion (2, 4 und 7) sowie
Intersystem Crossing (3) befindet sich das Molekil (hier der fir die Versuche verwendete Farbstoff
Palladiumporphyrin) im angeregten Triplett-Zustand. Von hier aus sind nun zwei Prozesse mdglich:
Phosphoreszenz des Farbstoffs (5) oder intermolekularer Energietransfer auf den Sauerstoff (6).
Sauerstoff hat einen Triplett-Zustand als Grundzustand (zwei ungepaarte Elektronen mit dem Spin +
Y% , folglich die Gesamtspinquantenzahl S=1, damit die Multiplizitdt M=3), geht daher bei diesem
Energietransfer, der wahrend einer Kollision der Molekdle stattfindet (und dessen Haufigkeit damit von
der Sauerstoffkonzentration abhangt ), in einen angeregten Singulett-Zustand tUber. Von hier aus hat
wiederum das angeregte Sauerstoffmolekil mehrere Mdglichkeiten: Riickkehr in den Grundzustand
(tber strahlungsloses Intersystem Crossing (8)), Phosphoreszenz, oder Eingehen einer chemischen

Reaktion (Photosensibilisierung, s.u.)

2.1.4 Stern-Volmer-Gleichung

Die Stern-Volmer-Gleichung bietet die Madoglichkeit, durch Bestimmung der
Lebensdauer der Phosphoreszenz bestimmter Substanzen den

Sauerstoffpartialdruck in ihrer unmittelbaren Umgebung zu errechnen. Ursprlinglich
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stammt diese Gleichung aus einer Zusammenarbeit der Physikochemiker Otto Stern
und Max Volmer, die im Jahre 1919 einen Artikel ,Uber die Abklingungszeit der
Fluoreszenz” in der physikalischen Zeitschrift verdffentlichten (Stern O et Volmer M
1919). In ihrer klassischen Form lautet sie wie folgt:

F .
FD =1+ Ksv - [Q]

dabei ist

Fo die Fluoreszenzintensitat des fluoreszierenden Farbstoffes in Abwesenheit des
Quenchers,

F die Fluroreszenzintensitat desselben in Anwesenheit des Quenchers,

[Q] die Konzentration des Quenchers und Ksy die Stern-Volmer-Konstante.

Angepasst kann diese Gleichung die Zusammenhédnge des Phosphoreszenz
Quenching beschreiben und ermaoglicht die Berechnung des
Sauerstoffpartialdruckes. Voraussetzung dafir ist die Kenntnis der Lebensdauer bei
pO, = 0 mmHg (TO) und einer substanzspezifischen Konstanten k,, die Konzentration
der Substanz selbst hingegen muss nicht bekannt sein (sie hat keinen Einfluss auf
die pO,-Berechnung). Die experimentelle Bestimmung von T(pO;) wurde in einem
luftdichten System unter Zugabe von Sauerstoffverbrauchenden Enzymen (siehe 2.7)
ermittelt. To und kg missen dazu nicht bestimmt werden, sondern kdnnen der
Literatur entnommen werden. Um die Gleichung nach der letzten Unbekannten, dem
Sauerstoffpartialdruck, aufzulésen muss die Lebensdauer der Phosphoreszenz des
zu bestimmenden Mediums ermittelt werden (s.u.). Dies geschieht Uber die

Logarithmierung der gemessenen exponentiell abfallenden Phosphoreszenzkurve.

T,

0 14k T,pO
T(pO,) e

dabei ist:
Todie Lebensdauer der Phosphoreszenz bei pO, = 0 mmHg
T(pOy) die Lebensdauer der Phosphoreszenz bei gegebenem pO,
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kq eine Konstante, die Temperatur, pH, sowie Eigenschaft der phosphoreszierenden
Substanz zusammenfasst

pO, der gegebene Sauerstoffpartialdruck.

2.1.5 pO, — Messung mittels Phosphorescence Quenching

Steht eine geeignete Substanz zur Verfigung, fur die die Stern-Volmer-Gleichung
zutrifft, so bietet die Messung der Lebensdauer der Phosphoreszenz dieser Substanz
eine attraktive Mdglichkeit fur die Bestimmung der Sauerstoffkonzentration (die dann
uber die Stern-Volmer-Gleichung errechnet werden kann). Der Vorteil dieser
Methode fur Messungen des pO, in Geweben besteht insbesondere darin, dass sie

nichtinvasiv ist (abgesehen von der Injektion der Substanz), folglich insbesondere fur
Messungen in vivo und in empfindlichen Geweben eine wichtige Alternative darstellt.
Zudem bietet sie eine exzellente Zeitauflosung (im Bereich von mehreren
Millisekunden). Die Elemente, auf denen die Phosphoreszenz basiert, sind
Metalloporphyrine, die im Normalzustand hydrophob sind. Um diese Substanzen
applizieren zu kdnnen, musste man sie chemisch verandern. Vinogradov und Wilson,
haben Uber die Jahre unterschiedlichste Substanzen entwickelt (Vinogradov SA et
Wilson DF et al. 1996, 1998, 2002). Dabei spielen Hydrophilie, Absorbtionsspektren,
Emissionspektren, Molekulgroie sowie ganz profan der Preis eine Rolle. Aufgrund
der chemischen Eigenschaften wurde in der vorliegenden Arbeit die Substanz

Pd(Il)meso-tetra(4-carboxyphenyl)Porphyrin gewahlt.
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2.1.6 Pd(lIl)meso-tetra(4-carboxyphenyl)Porphyrin

Diese unter den Metalloporphyrinen eher einfache phosphoreszierende Substanz
muss an Albumin gebunden werden um im Blut in Lésung zu gehen.
Palladiumporphyrin wurde gemaf den Vorgaben von Saltzmann und Johnson gelost
(Saltzmann DJ et Johnson PC 2003). Dabei wurden 240mg Palladiumporphyrin in
23ml 0,9% NaCl Lésung mit 1380mg bovinem Serumalbumin (BSA Sigma) (60mg/ml
= 6% BSA) gel6st. Im Anschluss wurde die Losung mit Trometamol auf einen pH von
7,4 gepuffert (pH Meter Mettler Delta 350). Sie entspricht chemisch einer der ersten
Generationen der zum Quenchen geeigneten Substanzen und ist deshalb einer der
gunstigeren Vertreter ihrer Art.
OH O

()

HO O
o HO

Abbildung 5: Palladiumporphyrin C4gH,sN4OgPd, Molekiilmasse in Dalton: 895.20.

2.2 Versuchstiere und Vesuchstierhaltung

Die im Folgenden dargestellten tierexperimentellen Untersuchungen wurden in der
Zeit von Méarz 2004 bis Marz 2005 am Walter Brendel Zentrum Miunchen der Ludwig-
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Maximilians-Universitat Minchen durchgefiihrt. Eine entsprechende Genehmigung
durch die Regierung von Oberbayern lag vor Beginn der Versuche vor.

Als Versuchstiere dienten sechs bis acht Wochen alte mannliche syrische
Goldhamster (Mesocriceatus aureatus) mit einem mittleren Korpergewicht von 60 g
(50 - 70g). Die Tiere stammten aus dem Inzuchtstamm der Firma Charles River
(Sulzfeld) und wurden, im Tierstall des Walter Brendel Zentrum Minchen bei freiem
Zugang zu Futter und Wasser gehalten. Die Umgebungstemperatur betrug 24° C bei
einer Luftfeuchtigkeit von 50%. Es bestand ein 12 - stindig wechselnder Licht —
Dunkel - Rhythmus. Den Tieren wurden zur GewoOhnung an die spater
durchzufihrenden Versuche transparente Plexiglasrohren in die Kafige gelegt.
Goldhamster, welche die Rohren konstant mieden, wurden nicht in die Versuche

einbezogen.

2.3 Das Modell der transparenten Rickenhautkammer des syrischen

Goldhamsters

Als tierexperimentelles Modell zur Beobachtung der Tumormikrozirkulation diente die
transparente Ruckenhautkammer, welche am Walter Brendel Zentrum Minchen
(ehemals Institut fir Chirurgische Forschung) entwickelt wurde (Endrich B 1980;
Asaishi K 1981). Die Technik dieses Modells wurde bereits vielfach angewendet und
ist international hinsichtlich mikrozirkulatorischer Untersuchungen etabliert. Fur
detaillierte Informationen sei auf die Einleitung und im speziellen auf die
Dissertationsarbeit von A. Goetz bzw. nachfolgende Publikationen der
Arbeitsgruppen verwiesen (Endrich B 1982; Goetz A 1987; Dellian M 1995).

Die Versuchstiere wurden zun&chst mit einer intraperitonealen Injektion von Narkose:
35% Ketavet 100mg/ml Pharmacia GmbH / Rompun 2% Bayer / 30% Isotonische
Natriumchlorid-Lésung Delta Select GmbH mit einer Dosierung von 200mg/kg
Korpergewicht narkotisiert. Nach Bedarf wurde die Narkose durch zusatzliche Gaben
von Narkosemitteln (10mg/kg KG) aufrechterhalten. Mit einem Langhaarrasierer
(Aesculap) wurde der Ricken der Tiere rasiert und anschlielRend chemisch depiliert
(Pilcamed, Schwarzkopf). Die Rickenhaut wurde feucht gereinigt und mit 70%-igem
Alkohol desinfiziert. Diaphanoskopisch lie3 sich nun die Struktur und der Verlauf der
subkutanen Arteriolen und Venolen beurteilen. Danach folgte die Implantation der
transparenten Ruckenhautkammer (Werkstatt, Walter Brendel Zentrum Muinchen),
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welche aus zwei konvexen, spiegelbildlich gleich groRen Titanplatten besteht. Vor
der Implantation wurden Rickenhautkammer und Instrumente sterilisiert. Nach
Markierung der Mittellinie wurde durch Transillumination die Gefal3versorgung in der
Ruckenhaut lokalisiert und das Praparationsareal festgelegt. Anschliel3end wurde
eine Kammerhalfte am Oberrand der Hamsterrtickenhaut tber der Mittellinie mit zwei
Haltefaden fixiert. Die weitere Praparation erfolgte in Seitenlage, so dass die jetzt
noch freie Hauthélfte dem Praparator zugewandt war. In dem kreisrunden Hautareal,
uber welchem das Beobachtungsfenster der anderen Kammerhélfte zu liegen
kommen sollte, wurden das kutane als auch das subkutane Gewebe der
zugewandten Hautseite mikrochirurgisch abprapariert und damit die intakte Schicht
der gegenuberliegenden Epidermis mit subkutanem Gewebe, versorgenden Gefalden
und dem Hautmuskel zur Darstellung gebracht. Dabei wurde eine Schicht nach der
Anderen abgetragen, bis die zweite Halfte der Kammer Einsicht auf den Hautmuskel
der Gegenseite ermoglicht (siehe Abb.6, Abb.7).

| Riickenhautkammer

Cutis
Subcutis
Hautmuskel
subkutanes Fettgewebe

= Spreng-
Musculus retractor ring
Musculus retractor Deckglas
subkutanes Fettgewebe
Hautmuskel
Subcutis
Cutis

F

Abbildung 6: Hautschichten des syrischen Goldhamsters im Bereich des
Beobachtungsfensters und Fixierung des Deckglaschens im Kammerring durch einen
Sprengring.
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Abbildung 7: Das Foto zeigt eine videomakroskopische Aufnahme der transparenten
Ruckenhautkammer mit Tumor, die den Anforderungen einer intakten Mikrozirkulation gentigt. Man
sieht durch das Deckglas auf das subkutane Gewebe mit implantiertem A-Mel-3 Tumor der
Hamsterriickenhaut. Bei den durchziehenden Gefalien erkennt man Arterien und Venen. Es finden
sich innerhalb der Préparation keine Anzeichen einer Entziindung. Der Durchmesser des
Beobachtungsfensters betragt etwa 11mm.

Nach Abschluf3 der chirurgischen Praparation wurde die kontralaterale Kammerhélfte
aufgesetzt und mit drei Muttern an den drei Schrauben der gegenuberliegenden
Platte befestigt. Der Abstand der beiden Platten voneinander betrug 450 pum und
wurde durch entsprechende Unterlegscheiben als Platzhalter gewéahrleistet. Die
subkutane Schicht der Gegenseite schmiegte sich durch Adhasionskrafte an das
Sichtfenster an. Die Hautfalte wurde durch weitere vier Haltefaden (Ethibond, 5-0,
Fa. Ethikon, Norderstedt) in den vorgesehenen Bohrungen am Kammerrand fixiert.
Das Fenster der Kammer war mit einem sterilen Deckglas (g 11,7 mm, Fa. Menzel,
Braunschweig) und einem Sprengring verschlossen. Dadurch konnten die
anliegenden GefalRe des Musculus cutaneus maximus stdndig makroskopisch als

auch mikroskopisch beobachtet werden.
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2.4 Tumoren

Als Tumormodell diente das am Walter Brendel Zentrum Miuinchen als Zelllinie
kultivierte amelanotische Hamstermelanom A-Mel-3 (Fortner JG 1961). Fur alle
Versuche wurden Tumorzellen der Kulturpassagen 20 verwendet, um gut
vergleichbare Tumoren zu erhalten. Wahrend des gesamten Versuchszeitraumes
wurden die Tumorzellen des A-Mel-3 dazu in einer kontinuierlich laufender Zellkultur

gehalten, um jeweils alle drei Tage ,geerntet” werden zu konnen.

2.4.1 Kultur der Tumorzellen

Fur Kultur- und Einfriermedium wurde einem Liter Waschmedium (RPMI (PAN
Biotech, Aichenbach)) 10 ml einer 1%-igen Losung von Penicillin und Streptomycin
zugesetzt, entsprechend 10° I.E. Penicillin und 10° I.E. Streptomycin (beide Biochrom
KG, Berlin). Dem Kulturmedium wurden weiterhin 10% fetales Kalberserum (FKS;
GIBCO-BRL, Eggenstein) zugegeben, dem Einfriermedium 20% FKS und 20%
Dimethylsulfoxid (DMSO; Serva, Heidelberg).

Zur Passage in vitro wurden die Zellen in Kulturmedium suspendiert und in
Zellkulturflaschen (Cellstar, Frichenhausen) ausgeséat. In einem Brutschrank (CO2-
Auto-Zero Typ B 5061 EK-02; Heraeus, Hanau) wurden sie bei 37° C, 90%
Luftfeuchtigkeit und mit 5% CO2-angereicherter Luft geztchtet. Durch Abldsen mit
Trypsin-EDTA (Boehringer, Mannheim) konnten die Zellen alle drei Tage geerntet
werden und entweder eingefroren, weiter geziichtet oder entsprechend dem in 2.4.3.

beschriebenen Vorgehen fir den Versuch implantiert werden.

2.4.2 Vorbereitung der Tumorzellen zur Implantation

Die bebriteten Zellkulturschalen wurden zunachst unter dem Mikroskop hinsichtlich
der Dichte des Zellrasens beurteilt. Drei Tage nach dem Ausséaen bildeten die Zellen
in der Regel einen dichten Zellrasen, so dass sie geerntet werden konnten. Das
Kulturmedium wurde zunachst abgegossen. Pro bendtigte Zellkulturschale wurden
zum Abl6sen der Zellen jeweils 10 ml Trypsin-EDTA (Boehringer, Mannheim) in die
Schalen gegeben. Nach einer kurzen Inkubationszeit von finf Minuten wurden 15 ml

RPMI zugegeben und nun der gesamte Inhalt der Schale in ein Zentrifugenréhrchen
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pipettiert. Nach Zentrifugation mit 450 G wurde der Uberstand abgegossen und das
Rohrchen erneut mit RPMI aufgefillt, die Zellen darin suspendiert und anschlielend
wieder zentrifugiert. Diese Prozedur wurde dreimal durchgefiihrt. Nach der letzten
Zentrifugation wurde der Uberstand abgegossen und die verbleibende

Zellsuspension mit einer 1 ml Tuberkulinspritze aspiriert.

2.4.3 Implantation der Tumorzellen in die Riickenhautkammer

Am zweiten Tag nach der Préparation der Rickenhautkammer wurden die Tiere in
Plexiglasrohren immobilisiert und auf einem Plastiktisch fixiert. Sprengring und
Deckglas wurden nach vorhergehender Befeuchtung des Areals entfernt. In das
zentral gelegene Areal der Kammerpraparation wurde ein  Mikroliter
(ca.2-5x10°Tumorzellen) der Tumorzell-Suspension aufgebracht. AnschlieRend
wurde das Fenster mit einem neuen, sterilen Deckglas und dem Sprengring
verschlossen. Danach wurde das Tier in einem Intensivpflege-Inkubator (Modell
7510; Drager-Werk AG; Lubeck) untergebracht um die Anwachsrate der Tumoren zu
erhbhen und madglichst stabile Umweltbedingungen fur Tier und Tumor zu

gewahrleisten.
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2.5 Implantation von Verweilkathetern

Zwei Tage vor dem Mel3zeitpunkt wurden die Tiere narkotisiert (siehe 2.2) und die
rechte Regio jugularis mit der Vena jugularis interna chirurgisch dargestellt. Unter
dem Operationsmikroskop wurde ein mit Kochsalz geflllter, 20 cm langer
Polyethylenkatheter (0,28mm ID, 0,61mm OD; SIMS Portex, U.K.) in die rechte Vena
jugularis eingefihrt und ca. 10 mm bis kurz vor das rechte Herz vorgeschoben. Der
Katheter wurde mit Seide (Perma-Handseide 6-0; Ethicon GmbH Norderstedt) an der
Vena jugularis fixiert und an das subkutane Gewebe angenéht. Die Ausleitung des
Katheters Uber einen subkutanen Hauttunnel in den Ricken der Tiere gewahrleistete
einen langfristigen Schutz vor mechanischer Manipulation und Entziindungen. Vor
dem Erwachen der Tiere und nach einzelnen Versuchsvorgdngen wurden die
Katheter am distalen Ende verknotet und an der Rickenhautkammer mit Leukosilk

fixiert, wodurch die Tiere an einer Entfernung des Katheters gehindert waren.

2.6 Wiegen der Tiere

Die Tiere wurden auf einer Kleintierwaage (Mettler, Schweiz) vor jedem Eingriff oder

Versuch gewogen.

2.7 Aufbau und Versuchsdurchfiihrung des Optical Imaging sowie des

Phosphorescence Quenchings

Ziel war es eine annéhernd zeitgleiche sowie ortskonstante Messung durchzufthren.
In diesem Sinne wurde ein Versuchsaufbau realisiert, der es gestattet, sowohl die
mikrohdmodynamischen Parameter als auch die Sauerstoffkonzentration im
Tumorgewebe zu quantifizieren. Einen Uberblick erlaubt Abbildung 8. Man kann bei
dem Versuchsaufbau zwei grol3e Messeinheiten unterscheiden. Zum einen zur
Messung des Sauerstoffpartialdruckes zum anderen zur Messung der
Mikrozirkulationsparameter. Beide Systeme konnen durch Umlenkung des
Strahlenganges mit Hilfe eines Teilerspiegels eingesetzt werden. Der Teilerspiegel
im System erlaubt lediglich die Umlenkung des Strahlengangs auf nur ein optisches
Aufnahmesystem. Zudem macht die Intensitdt der Beleuchtung, die zum optical

imaging bendtigt wird, eine synchrone Messung des Phosphorescence Quenching
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unmoglich. Kurz aufeinander folgende Messungen sind also nétig. Um hier
Ortskonstanz zu garantieren wurden mit dem computergesteuerten XY-Schritttisch
(Méarzhauser MT mot 200 x 100) die zu untersuchenden Regionen abgefahren und
die Koordinaten abgespeichert.
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Abbildung 8: Aufbau des Optical Imaging sowie des Phosphorescence Quenchings
Schematischer Aufbau zur Messung der Sauerstoffkonzentration sowie der hadmodynamischen

Parameter.

Im gleichen Schritt wurden Uber einen Zeitraum von etwa drei3ig Sekunden die
GefalRdichte, die GefaRdurchmesser, die FlieRgeschwindigkeit und der
Blutvolumenfluss, also die Mikrozirkulationsparameter der einzelnen ROIs (Region Of
Interest) Uber eine CCD-Kamera (C2400-08, Hamamatsu, Herrsching) und einen
digitalen Videorecorder (Sony Digital Videokassette Recorder DSR-45P)
aufgenommen und konnten so zu einem spateren Zeitpunkt ausgewertet werden
(siehe 2.8.1). Danach konnten die ROIs erneut aufgesucht und nach intravendser
Gabe des Palladiumporphyrins die Sauerstoffkonzentrationen ermittelt werden. Zur

Anregung des injizierten Palladiumporphyrins wurde die zuvor ausgewahlte Region
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mit einem Xenon Stroboskop (Perkin Elmer X-Strobe X 1200) bestrahlt. Um die
einfallende Streustrahlung zu minimieren, wurde ein Bandpassfilter (510-530nm)
vorgeschaltet. Das durchgelassene Spektrum entspricht dem Absorbtionsmaximum

des Palladiumporphyrins und befindet sich im Detektionsbereich des Photomultipliers

30
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Abbildung 9: Absorbtionsspektrum des Photomultipliers P30A-11

(Elektrontubes P30A-11). Die Frequenz der Lichtblitze des Stroboskops kann
softwaregesteuert in einem Bereich zwischen 5 — 45Hz variiert werden. Fir unsere
Versuche wurde stets eine Frequenz von 30Hz gewahlt. Das notige TTL-Signal zum
Triggern des Stroboskopes wird im Computer mit einer Messkarte (National
Instruments PCI-6014) und einem DA - Wandler (Geitmann Messtechnik SICONN
MC) erzeugt. Nach Passage des dichroitischen Spiegels im Mikroskop (Zeiss Axio
Tek vario mit Leitz Objektiv 20x) trifft das Licht auf die fokussierte Flache der Probe.
Das dort entstandene Phosphoreszenzsignal wird daraufhin nach erneuter Passage
eines Cut-Off-Filters  (590nm) im Photomultiplier verstarkt und an ein
Speicheroszilloskop (Tektronix TDS 1012) weitergegeben. Hier kdnnen bis zu 128
einzelne Phosphoreszenzkurven gemittelt und im Anschluss an den Computer
ubertragen werden. Dort miussen die Einzelwerte die aufgetragen einer exponentiell
negativ steigenden Kurve entsprechen in eine Gleichung umgewandelt werden, aus

der man die Phosphoreszenzdauer entnehmen kann.
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Dazu wird der Marquardt-Levenberg least squares fit verwendet (Sigma Plot, SPSS

Inc.)

_ —o-t

Zur weiteren Berechnung kann definitionsgeman die Lifetime lifetime 7 =1, 1 in die
e

Gleichung eingesetzt werden.

1 —o-t

@ B
t=log® & —
I(0)
Wird nach dem gesuchten t aufgelost, erhalten wir den Wert der in die Stern-Volmer-

Gleichung zur Berechnung des pO; fur das jeweilige Areal eingesetzt werden muss.
2.7.1 Erhebung und Auswertung der mikrohdmodynamischen Parameter

Um mikrohamodynamische Parameter zu erheben, wurden die, wie im Punkt zuvor
beschrieben gewonnenen Videosequenzen, off-line ausgewertet. Dazu verwendeten
wir ein bereits seit langerer Zeit am Institut verwendetes und bewahrtes System.
Hierbei handelt es sich um das Programm Caplmage 6.01 (Dr. Zeintl) (Klyscz T
1997), welches es dem Benutzer ermdglicht sowohl die funktionelle Gefalidichte in
cm/cm?,  die ErythrozytenflieRgeschwindigkeit in mm/s, den durchschnittlichen
GefalRdurchmesser in um zu messen. Der Blutvolumenfluss wird indirekt Gber
spezielle Umrechnungen (Baker M et Wayland H 1974; Lipowsky HH et Zweifach BW
1978) ermittelt.

2.7.2 Steuerung und Stromversorgung des Photomultipliers

Der Photomultiplier P30A-11 von Elektrontubes wurde ohne Netzteil oder
Steuerungseinheit geliefert und musste zusatzlich mit folgenden Komponenten

ausgestattet we rden.
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functional diagram

violet (-5 V)

RG 174 (output)
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Abbildung 10: Funktionsdiagramm des Photomultipliers P30A-11

Zum einen musste ein Gleichstrom von +/- funf Volt und eine Nullleitung bereitgestellt
werden, die zur Stromversorgung bendtigt wird. Aufl3erdem verfigt der
Photomultiplier Uber eine Sensitivitatseinstellung (gain control), die jedoch im
Lieferzustand lediglich direkt Gber eine kleine Versenkschraube am hinteren Teil des
Gerates verstellt werden kann. Durch das Anlegen einer Regelspannung zwischen
0,3 — 1,8 Volt kann diese Sensitivitatseinstellung aber auch extern geregelt werden.
Nachdem das Gerat fest an das Mirkroskopgehéause angebaut wurde, erschien es
sinnvoll letztere der beiden Mdglichkeiten zu verwirklichen. Aus Kostengriinden und
wegen der geringen technischen Anforderungen an das Netzteil wurde dieses mit
zwei Bausatzen der Firma Conrad (Artikel-Nr.: 116661 — 49) gefertigt. Zur korrekten
Versorgung des Photomultipliers missen die beiden Gerate auf funf Volt eingestellt
und danach beide Minuspole durchgeschliffen werden. Der Nullleiter wurde direkt mit
dem Nullleiter des Netzstromes im Labor und dem Gehéduse des Netzteils
verbunden.

Die Sensitivitatskontrolle konnte direkt Uber die Messkarte (National Instruments PCI-
6014) und den Messverstarker (Geitmann Messtechnik SICONN MC) mit
ausreichender Spannung versorgt und somit gesteuert werden. Die Regelung erfolgt
softwaregesteuert Uber DaisyLab 8 (National Instruments Ireland Resources Limited)
(siehe 2.7.4).
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2.7.3 Steuerung des Stroboskops

Auch das Xenon Stroboskop (Perkin Elmer; X-Strobe X1200) wurde ohne
Steuerungseinheit geliefert. Um eine moglichst einfache Regelung zu gewahrleisten
wurde sie in die Steuerungssoftware des Photomultipliers implementiert. Hier kann
uber verschiedene Buttons die gewinschte Blitzfrequenz eingestellt werden (siehe
2.7.4). Zum Triggern der Blitzfrequenz bendtigt das X-Strobe ein +5 V TTL Puls mit
20 mA und einer Pulslange von 10 — 100 psec. Diese Spezifikationen wurden mit der
Messkarte (National Instruments PCI-6014) und einem DA Wandler (Geitmann
Messtechnik SICONN MC) erreicht. Die Ubertragung an das Gerat selbst erfolgte
uber eine Serielle-Schnittstelle an der Rickseite des Stroboskops.

2.7.4 Steuerungssoftware

Wie in den letzten Absatzen bereits erwahnt, wurde zur Steuerung der Geréate die
Software Daisy Lab 8 (National Instruments, Ireland Resources Limited) verwendet.
Es handelt sich hierbei um ein Computerprogramm, das mittels einer graphischen
Benutzeroberflache ermdglicht, einfache Regelmechanismen oder Auswerteeinheiten
selbst zu programmieren und zu bearbeiten. Von der Software werden verschiedene
Bauteile zur Verfugung gestellt, die dann je nach Aufgabenbereich vom Benutzer
zusammengestellt werden konnen. Mit einer kompatiblen Messkarte lassen sich
diese Schaltbilder an die Hardware Ubertragen. In unserem Fall sollten hiermit zwei
Funktionen erfillt werden. Zum einen wurde die Frequenz zur Stroboskoptriggerung
Uber einen Funktionsgenerator mit vorgeschaltenem Positionsschalter mit flnf
Positionen (10Hz, 20Hz, 30Hz, 40Hz, Aus) realisiert, zum anderen wurde die
Empfindlichkeit der Photomultipliers Uber einen Voltregler zwischen 0,3Volt und
1,8Volt gesteuert.
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Abbildung 11: Screenshot aus der Steuerungssoftware DaisyLab 8.0

Uber die in den Computer eingebaute kompatible Messkarte (National Instruments

PCI-6014) wurden die Steuerungsimpulse an die Endgerate weitergegeben.

2.7.5 Aquisitionssoftware

Zur Berechnung des Sauerstoffpartialdruckes missen die Daten auf den Computer
ubertragen und im Anschluss die unter 2.1.4 vorgestellten Berechnungen
durchgefiihrt werden. Dazu werden die Daten aus dem Speicheroszilloskop (TDS
1012) Uber die Messkarte (National Instruments PCI-6014) mit Hilfe einer speziellen
Software (Tektronix OpenChoice Software Release Notes TekVISA V2.01) an Excel
(Microsoft Office 2003) ubertragen und dort in eine selbst erstellte Schablone
eingefigt. Nun konnen die zur Berechnung notwendigen Datensatze mit
programmierten Makros markiert, kopiert und an SigmaPlot 9.0 (SPSS Inc.)
ubertragen werden. Anschlie3end erfolgt die Berechnung des pO, Wertes wie unter
2.1.4 beschrieben.
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2.7.6 Validierung des Messsystems

Validiert wurde das Messsystem zum einen Uber den simultanen Vergleich mit einem
Blutgasanalysegerat (Chiron Diagnostics 860) zum anderen Uber den mit einer
polarographischen Sonde der Firma Licox (pO; Integra Licox cmp). Bei ersterem
wurde menschliches Vollblut auf 38°C temperiert und in einem 20ml Gefal3 mit
Sauerstoff oder Stickstoff unterschiedlich lange begast, danach wurden aus dieser
Probe zeitgleich zwei Glaskapillaren beflllt und mit Knetmasse abgedichtet. Im
Anschluss daran wurde der Sauerstoffpartialdruck der einen Probe mit unserem
Messsystem, der der anderen mit dem Blutgasanalysegerdt gemessen. Die
Temperatur der Probe wurde vorher mit einem Thermometer gemessen. Diese
wurde bei den Messungen berlcksichtigt. Dieser Vorgang wurde mehrfach
wiederholt.

Zum Vergleich des Phosphoreszenz Quenching mit der polarographischen
Sauerstoffpartialdruckmessung (pO. Integra Licox cmp) wurde im Eigenbau ein
abgeschlossenes System hergestellt. Dazu wurde ein Glaszylinder (r= 2cm, h=3cm),
gefullt mit NaCl und Palladiumporphyrin ([0,01 mg/ml]), mit einem kleinen Ruhrfisch
auf einen beheizbaren Magnetriihrer gestellt. So konnte das Gefal3 samt Inhalt bis
zur gewunschten Temperatur aufgeheizt werden. Ein Thermometer mit FUhlsensor
war zum Uberpriifen der Temperatur die ganze Zeit in das GefaR eingetaucht. Der
nach oben hin offene Zylinder wurde mit einem Objektrager luftdicht abgeschlossen.
Als Dichtung der Fugen wurde handelsiibliche Knetmasse verwendet. In die
Knetmasse wurden der Thermometerfiihler sowie eine Spritzenkantle eingelassen.
Mithilfe der Kanile war es mdglich Substanzen in das Versuchsbehaltnis zu
applizieren. Der beim Einspritzen entstehende Druck konnte Uber eine weitere
Kanule entweichen. So wurde ein temperiertes, luftdichtes System mit optischem
Fenster und Injektionsmoglichkeit geschaffen. Um den Sauerstoffpartialdruck im
System zu verandern wurden die Proben mit reinem Sauerstoff begast. AnschlieRend
wurde Glukose und Enzyme, die diese unter Sauerstoffverbrauch umsetzen,
zugesetzt (nach Dellian M 1997; B-Glucose (0.3%), Glucoseoxidase 75ug/ml,
Catalase 12,5 pg/ml (Sigma)). So konnten mit zeitlich versetzten Messungen und
entsprechend niedrigen Dosierungen der Enzyme abfallende

Sauerstoffpartialdruckkurven zeitsynchron gemessen werden.
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2.7.7 Versuchsprotokoll zur Messung der Mikrozirkulation

Zielsetzung der Versuche war es, den Sauerstoffpartialdruck im Tumorgewebe mit
verschiedenen Mikrozirkulationsparametern zu korrelieren. Dazu wurden wie bereits
beschrieben Tumorzellen in die Rickenhaut mannlicher syrischer Goldhamster
implantiert und die sich entwickelten Gefal3strukturen und deren Mikrohdmodynamik
untersucht. Die Implantation entsprach im Protokoll dem Tag null, zwei Tage vorher
war die Kammerimplantation erfolgt. Jeweils einen Tag vor der Untersuchung wurde
wie unter 2.4.3 ein Zentralvenoser Katheter implantiert. Uber diesen intravenésen
Zugang wurde sowohl der fur die Videoaufnahmen benétigte Fluoreszenzfarbstoff
Fluoreszeinisothiozyanat-Dextran (FITC-Dextran; Sigma, Deisenhofen 500 kD, 0,05-
0,1 ml einer 5% Ldsung in 0,9% NaCl), als auch das zur Sauerstoffmessung
bendtigte Palladiumporphyrin (15 mg/kg Kdrpergewicht) injiziert. Untersucht wurden
zwei verschiedene Gruppen mit je sieben Tieren zu zwei Zeitpunkten. Die erste
Gruppe wurde am Tag funf (D5) die zweite am Tag acht (D8) nach

Tumorimplantation gemessen.

Kammer. Tumor- Untersuchung Untersuchung
implantation  Implantation Gruppe D5 Gruppe D8
5x10° Zellen l l
Zeit in Tagen
P 1 2 3 4 5 6 7 8
0 T T
Katheter- Katheter-
implantation implantation

Abbildung 12: Experimentelles Protokoll zur Korrelation zwischen Sauerstoffpartialdruck und
Mikrozirkulationsparametern. Mittels Intravitalsmikroskopie und Phosphoreszenz Quenching wurden
die beiden Gruppen entweder am Tag 5 oder am Tag 8 auf Mikrozirkulation und Sauerstoffpartialdruck

untersucht. Am Vortag (d4, d7) wurde jeweils der Jugulariskatheter implantiert.

Dabei wurde das Untersuchungsgebiet jeweils untergliedert in zentrale und periphere

Bereiche, in denen je funf Einzelmessungen stattfanden. Nach Injektion des
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Fluoreszenzfarbstoffes wurden alle zehn (5 zentrale, 5 periphere) Areale
untergliedert und deren Position gespeichert. Zudem  wurden die
mikrohAmodynamischen Parameter als Videosequenz gespeichert. Anschliel3end
wurde nach Gabe des Palladiumporphyrins erneut die gespeicherten Regionen

aufgesucht und der Sauerstoffpartialdruck in diesen Bereichen gemessen.

2.8 Datenverarbeitung und Statistik

Die Parameter der Tumorzirkulation wurden mittels digitalem
Bildverarbeitungssystem (Cap-lmage) quantifiziert und interaktiv in Datenbl&tter des
Tabellenkalkulationsprogramms  MS-Excell (Microsoft Corporation, Redmond)
Ubertragen. Die wie in Abschnitt 2.1.4 berechneten Sauerstoffpartialdriicke wurden
ebenfalls in entsprechende Excel-Tabellen Ubertragen. Zur graphischen Darstellung
wurde das Computerprogramm Sigmaplot (SPSS Inc.) verwendet.

Die statistische Auswertung der gemessenen und berechneten Parameter erfolgte
am Personalcomputer mittels des Statistikprogrammes Sigmastat (SPSS Inc.).
Aufgrund der geringen Fallzahl pro Versuchsgruppe wurde auf die Annahme bzw.
Uberpriifung einer zugrunde liegenden Normalverteilung verzichtet und
ausschlief3lich nicht parametrische Tests verwendet.

Gruppenunterschiede wurden mittels Mann-Whitney Rank Sum Test auf statistische
Unterschiede getestet. Innerhalb einer Gruppe erfolgte der statistische Vergleich von
gemessenen Parametern mittels Wilcoxon-Signed Rank Test. Eine mdgliche
Korrelation zwischen Sauerstoffpartialdruck und Parametern der Tumorzirkulation
wurde mittels Korrelationstest nach Spearman auf Signifikanz Gberpruft.

Signifikanz wurde jeweils bei einer Wahrscheinlichkeit fur den Fehler 1. Art unter 5%
angenommen (p < 0,05). Falls nicht anders angegeben, sind alle Werte als Mittelwert

+SEM angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Validierung des Messsystems

3.1.1 Korrelation mit einem Blutgasanalysegeréat

Hierzu wurde humanes Vollblut gewonnen, auf 38°C temperiert, mit
Palladiumporphyrin versetzt und mit Sauerstoff bzw. Stickstoff aquilibriert. Nach einer
gewissen Zeit wurden zeitgleich zwei Proben aus dem Gefal3 entnommen
verschlossen, und sowohl mit dem Blutgasanalysegerat (Chiron Diagnostics 860) als
auch mit unserem Setup gemessen. Abbildung 13 zeigt die Messergebnisse des
Sauerstoffpartialdruckes in humanem Vollblut. Auf der X-Achse sind die Ergebnisse
mittels Phosphoreszenz Quenching, auf der Y-Achse die Ergebnisse des
Blutgasanalysegerates aufgetragen. Zwischen beiden Messverfahren besteht eine
signifikante Korrelation (r* = 0,99, p<0,001).
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Abbildung 13: Vergleichende Messung des Sauerstoffpartialdrucks in humanem Vollblut mehrerer
Probenparchen nach identischer Begasungszeit (r 2=0,99).
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3.1.2 Zeitsynchrone vergleichende Messung mit einer polarographischen

Sonde

Um eine zeitgleiche Messung zu ermdglichen und den Sauerstoffpartialdruck im
identischen Medium zu messen, wurden in dem unter 2.7 beschrieben Setup
vergleichende Messungen durchgefiihrt. Ein groRer Vorteil dieser Versuche war der
direkte Vergleich ein und desselben Mediums. Hier handelte es sich um
physiologische Natriumchloridlésung nach Zusatz des Palladiumporphyrins. Im
Anschluss an die Zugabe der Enzyme konnten immer wieder Messungen zum
gleichen Zeitpunkt durchgefihrt werden. Dabei findet man in folgenden Diagrammen
die kumulativen Ergebnisse von drei hintereinander durchgeflihrten Messreihen.
Deutlich ist die gute Korrelation besonders in den Bereichen mit niedrigeren
Sauerstoffpartialdricken zu erkennen. Statistisch ergibt sich ein signifikanter
Zusammenhang. (r* = 0,99 p<0,0001)
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Abbildung 14: Vergleichende Messung des Sauerstoffpartialdrucks mittels Phosphorescence
Quenching und einer polarographischen Sonde (Licox) mit jeweils 55 Messpunkten. Die Werte sind

gegeneinander aufgetragen. (r 2 =0,99)
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3.2 Vorversuche im Gewebe

3.2.1 Messung im Tumorgewebe ohne Injektion von Palladiumporphyrin

Nach Validierung des Messsystems wurden zur Unterscheidung eines Phos-
phoreszenzsignals und entstandener Streustrahlung zuerst einige Messreihen ohne
die Zugabe von Palladiumporphyrin durchgefthrt. Mit den eingebauten Bandpass-
und cut-off Filtern wurde versucht diese Streustrahlen maoglichst klein zu halten. Wie
in der Abbildung 15 zu sehen ist, ist dennoch ein deutlicher Anstieg der
Lichtintensitat zu beobachten.

Fit Beginn

4 -
= f
o
2.
T 34
o
5
Q
g 27
=
E
s
o
<=
o

0 4R

T . . . T . . . . T . . . . T . . . . T . . . . T . . . .
-200 0 200 400 600 800 1000 1200

Zeit [us]

Abbildung 15: Messung der Phosphoreszenz/Fluoreszenz im Tumorgewebe ohne die Injektion von
Palladiumporphyrin nach Anregung mit dem Lichtblitz des Stroboskops. (Photomultiplier-Current
entspricht der Lichtintensitat)

Dieser Anstieg entspricht der Autofluoreszenz des Gewebes. Allerdings ist zu
beachten, dass die Dauer dieses Intensitatsanstieges nur im Bereich von etwa 50us
liegt. Nachdem sich die Berechnung der Phosphoreszenzdauer und somit der

Sauerstoffpartialdruck aus einer abfallenden logarithmischen Kurve errechnet, die
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zwischen 100us und 650pus lang ist, kann mit einem Anpassen des Fit — Bereiches
hinter die 100us ein Ausblenden der Streustrahlung aus dem Berechnungsfenster

erreicht werden.

3.2.2 Konzentrationsfindung

Obwohl in jeglicher Literatur, in der das Phosphoreszenz Quenching zur Messung
des Sauerstoffpartialdrucks eine Dosisangabe des injizierten Palladiumporphyrins zu
finden ist und die Messungen wie bereits beschrieben dosisunabhéngig sind, wollten
wir fur unser Setup die geeignete Dosis finden (z.B. Torres de Filho IP et Intaglietta
M 1993; Sinaasappel M et Ince C 1996). Dabei war unsere Zielsetzung folgende: Es
sollte so wenig Farbstoff wie mdglich injiziert werden, um die Tiere so gut wie
mdoglich vor Toxizitat und Nebenwirkungen zu schitzen. Dennoch musste die
verabreichte Menge selbstverstandlich ausreichen um im Photomultiplier ein gut
verwertbares Signal zu erzeugen. In mehreren Versuchsreihen wurden
unterschiedliche Konzentrationen getestet. Dabei wurden auch in vivo und im
Tumorgewebe gearbeitet, um so mdglichst nahe an den spater folgenden Versuchen
zu liegen. Zu beachten ist natirlich, dass die Empfindlichkeit des Photomultipliers
verandert werden kann. So kann mit einer héheren Empfindlichkeit eine geringere
Dosis mdglich gemacht werden. Allerdings kann dies nicht beliebig weit getrieben
werden, da sich mit einer steigenden Empfindlichkeit des Gerates auch das
Signal/Rauschverhaltnis verschlechtert. Treibt man die Detektionsempfindlichkeit auf
die Spitze, wird fast jegliches Signal Gibersteuert, man erhalt ein einziges Storsignal.
Auch wenn man diese Streustrahlen aus der Gleichung herausrechnen kann, ist ein
gewisses Mald an Trennschérfe unabdingbar. Als sinnvoll stellte sich eine mittlere
Empfindlichkeitsstufe (Gain) (0,73 Volt) bei moderater Palladiumporphyrindosis (15

mg/kg Korpergewicht in vivo / 0,01 mg/ml in vitro) heraus.

3.2.3 Messungen in vivo: Normoxie, temporéare Hyperoxie, Hypoxie.

Nachdem es uns in mehreren Versuchen in vitro gelungen st
Sauerstoffpartialdruckdnderungen, die mit Begasung oder Zugabe von Enzymen
herbeigefuhrt wurden, mit Hilfe des Sauerstoff Quenchings zu messen, folgten die
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ersten in vivo Versuche. Dazu wurden einem mannlichen syrischen Goldhamster
eine Ruckenhautkammer sowie ein Jugulariskatheter implantiert (siehe 2). Um
Anderungen im Bereich des Sauerstoffpartialdrucks zu erzeugen wurde das Tier mit
unterschiedlich sauerstoffhaltigem Atemgas beatmet. Messungen wurden unter
Normoxie, Hyperoxie und Hypoxie durchgefiihrt. Um einen mdglichst zeithahen
Effekt zu erzielen wurde mit dem Mikroskop eine gut durchblutete etwa 20um groR3e
Venole fokussiert. Wie in Abbildung 16 zu sehen, spiegeln sich die unterschiedlichen
inspiratorischen  Sauerstoffkonzentrationen im vendsen Sauerstoffpartialdruck

wieder. Dabei &ndert sich der gemessene Partialdruck um 100%.
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Abbildung 16: Messung des Sauerstoffpartialdrucks Uber einer etwa 20um groRen Venole in der
Ruckenhautkammer eines mannlichen syrischen Goldhamsters. Uber die Zeit ist der Sauerstoff-
partialdruck in mmHg aufgetragen. In den einzelnen Abschnitten wurde das Tier mit (1) Raumluft

21%Sauerstoff, (2) 100% Sauerstoff, (3) 10% Sauerstoff, (4) 5% Sauerstoff, (5) 0% Sauerstoff
beatmet.
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3.3 Sauerstoffpartialdruck im A-Mel-3 Tumor

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Sauerstoffpartialdruckdnderungen mit
unserem Setup valide gemafll dem unter 2.7.7 dargestelltem Versuchsprotokoll
gemessen werden kénnen, wurde die Sauerstoffpartialdruckverteilung im Tumor in
vivo ermittelt. In der unten stehenden Tabelle werden die Werte in der Gesamtheit
beschrieben, dass heilt ohne in periphere und zentrale Areale, oder Anwachsdauer

(Tag 5 und Tag 8) zu untergliedern.

Sauerstoffpartialdruck im A-MEL-3 Tumor [mmHg]: Deskriptive Statistik gesamt

Mittelwert 10,2
Standardfehler 1,3
Median 9,6
Minimum 1,4
Maximum 22,7
Skeness 0,4
Kurtosis -0,9

Tabelle 1: Sauerstoffpartialdruckwerte im A-Mel-3 Tumor aus n=14 Tieren mit jeweils 10 ROIs

Dabei wurden ahnliche Werte gemessen (Tabelle 1), wie sie bereits in der Literatur
beschrieben wurden (Endrich B 1982; Babilas P 2005). Um eine Verteilung der Daten
zu veranschaulichen, wurden diese in einem Histogramm aufgetragen, welches die

Sauerstoffpartialdriicke in unterschiedlichen Klassen darstellt.
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Abbildung 17: Histogramm zur Darstellung des Sauerstoffpartialdrucks aller Daten, aufgeteilt in

Klassen (eine Klasse entspricht 2,5 mmHg). N=14 Tiere mit jeweils 10 ROls.

In der Haufigkeitsverteilung der Sauerstoffpartialdriicke zeigt sich eine rechtsschiefe
Verteilung mit einer Haufung im niedrigen pO.-Bereich mit einem Haufigkeits-
maximum im Bereich zwischen 5 und 10 mmHg.

Im Folgenden werden die Daten weiter untergliedert. Beginnend mit den Tieren
deren Tumoren 5 Tage angewachsen waren. Es werden einmal die gesamten Daten,
sowie unterteilt in periphere und zentrale Areale beschrieben (Tabelle 2) und im

Histogramm aufgetragen.
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Sauerstoffpartialdruck im A-MEL-3 Tumor [mmHg]: Deskriptive Statistik Tag 5

gesamt zentral peripher
Mittelwert 8,8 8,3 9,4
Standardfehler 11 11 1,3
Median 8,6 7,7 9,6
Minimum 14 1,4 2,9
Maximum 17,8 17,1 17,8
Schiefe 0,4 0,7 0,1
Kurtosis -0,3 0,8 -0,7

Tabelle 2: Sauerstoffpartialdruckwerte im A-Mel-3 Tumor am Tag 5, gesamt, peripher, zentral aus n=7

Tieren mit jeweils 10 ROIs
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Abbildung 18: Histogramm zur Darstellung des Sauerstoffpartialdrucks am Tag 5, unterteilt in

periphere und zentrale Areale, in einzelnen pO,-Wertgruppen (eine Klasse entspricht 2,5 mmHg). n=7

Tiere mit jeweils 10 ROIs

39




Die Sauerstoffpartialdriicke liegen im Mittel bei 8,8 mmHg, in der Peripherie

tendenziell hoher als Zentral. Die Verteilung ist peripher flacher als zentral, die

Schiefe ist reduziert. Folgend entsprechend zu Tag 5 dargestellt, die Daten von Tag

8 (Tabelle 3).

Sauerstoffpartialdruck im A-MEL-3 Tumor [mmHg]: Deskriptive Statistik Tag 8

gesamt zentral peripher
Mittelwert 12,4 10,7 14,1
Standardfehler 2,2 2,3 2,6
Median 13,3 11,0 171
Minimum 2,0 2,0 2,2
Maximum 22,7 22,6 22,7
Schiefe -0,1 0,2 -0,5
Kurtosis -1,5 -1,3 -1,5

Tabelle 3: Sauerstoffpartialdruckwerte im A-Mel-3 Tumor am Tag 8, gesamt, peripher, zentral aus n=7

Tieren mit jeweils 10 ROIs
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Abbildung 19: Histogramm zur Darstellung des Sauerstoffpartialdrucks am Tag 8, unterteilt in
periphere und zentrale Areale, in einzelnen pO,-Wertgruppen (eine Klasse entspricht 2,5 mmHg). n=7

Tiere mit jeweils 10 ROIs

Insgesamt liegen die pO,-Werte hier hoher, insbesondere in den peripheren
Bereichen. Diese im Histogramm aufgetragen zeigen eine zweigipflige Kurve mit
Maxima bei 5 mmHg und bei 22,5 mmHg. An Tag 8 zeigt die Haufigkeitsverteilung in
der Peripherie eine linksschiefe Verteilung. Zentral ist dieser Verlauf nicht so deutlich
ausgepragt. Es folgen die vergleichenden Daten von Tag 5 und 8 (Tabelle 4) ohne

Untergliederung in zentrale und periphere Areale.
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Sauerstoffpartialdruck im A-MEL-3 Tumor [mmHg]: Deskriptive Statistik Tag 5 und 8

D5 D8
Mittelwert 8,8 12,4
Standardfehler 11 2,2
Median 8,6 13,3
Minimum 14 2,0
Maximum 17,8 22,7
Schiefe 0,4 -0,1
Kurtosis -0,3 -1,5

Tabelle 4: Sauerstoffpartialdruckwerte im A-Mel-3 Tumor am Tag 5 und 8, aus n=14 Tieren mit jeweils
10 ROIs
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Abbildung 20: Histogramm zur Darstellung des Sauerstoffpartialdrucks am Tag 5 und 8, aufgeteilt in

einzelne pO,-Wertgruppen (eine Klasse entspricht 2,5 mmHg). n=14 Tiere mit jeweils 10 ROIs.
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Im Mittel finden sich am Tag 8 hohere Sauerstoffpartialdriicke, wobei die breite
Verteilung im Histogramm einen zweigipfligen Verlauf mit Maxima um 5 mmHg und
22,5 mmHg zeigt. Am Tag 5 findet man eher eine eingipflige Verteilung mit einem
Haufigkeitsmaximum um 10 mmHg.

Zuletzt, eine Tabelle, welche die einzelnen Werte in periphere und zentrale Bereiche,

sowie 5 und 8 Tage Anwachsdauer zusammenfasst.

Sauerstoffpartialdruck im A-MEL-3 Tumor [mmHg]: Deskriptive Statistik Tag 5 und 8

zentral peripher D5 D8
Mittelwert 9,5 11,8 8,8 12,4
Standardfehler 0,8 0,9 11 2,2
Median 8,3 11,1 8,6 13,3
Minimum 14 2,2 1,4 2,0
Maximum 22,6 22,7 17,8 22,7
Skeness 0,7 0,2 0,4 -0,1
Kurtosis -0,4 -1,2 -0,3 -15

Tabelle 5: Sauerstoffpartialdruckwerte im A-Mel-3 Tumor, gegliedert nach peripher / zentral und
Messzeitpunkten Tag 5/ Tag 8. n=14 Tiere mit jeweils 10 ROIs

Hier zeigt sich, dass der Sauerstoffpartialdruck in den zentralen Bereichen im Mittel
niedriger liegt als in den peripheren Randbereichen, dabei liegt die Streuung der
Daten relativ hoch. Bei ebenfalls hoher Streuung ist der Mittelwert der am Tag acht
gemessenen Gruppe hoher als der am Tag funf gemessenen. Es konnte in keinem

Datensatz Signifikanzniveau erreicht werden.

3.4 Einfluss der Mikrozirkulation auf den Sauerstoffpartialdruck

Im Folgenden sollen Zusammenhdnge der Gewebeoxygenierung mit denen der
mikrohamodynamischen Parameter beschrieben werden. In den folgenden Tabellen
(Tabelle 6/7) und der Abbildung 21 wird ein Uberblick tiber die Parameter gegeben.
Dabei zeigt sich, dass ein hoher Blutvolumenfluss tendenziell mit einem hdheren

Sauerstoffpartialdruck assoziiert ist, und in den zentralen Bereichen sowie der
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frihren Messgruppe geringere Blutvolumenflisse gemessen wurden. Die
Durchmesser sind mit h6heren Sauerstoffpartialdriicken, peripheren Bereichen sowie
alteren Tumoren ebenfalls tendenziell grol3er. Auch die Flie3geschwindigkeit zeigt
solch ein Verhalten in der Tendenz. Sie ist mit héheren pO, Werten, peripheren
Bereichen und der Messgruppe Tag 8 erhoht. Die Gefalidichte liegt im peripheren
Bereich sowie in der jungeren Gruppe hoher und zeigt somit nicht die oben
beschriebene Tendenz. Alle Werte sind angeben als Mittelwert + SEM. Kein

Datensatz erreicht Signifikanzniveau.

Mikrozirkulationsparameter und Sauerstoffpartialdruck Tag 5

gesamt zentral peripher

pO, [MmHg] 88+1,1 83+1,1 94+13
FlieRgeschwindigkeit [mm/s] 0,11 £ 0,02 0,09 £ 0,02 0,13+ 0,03

Durchmesser [um] 13,2+0,3 12,8 +0,5 13,6 + 0,3
Funktionelle GefaRdichte [cm/cmz] 220,6 + 15,1 212,0+17,7 229,3+13,2

Blutvolumenfluss [pl/s] 6,2+14 10,7+ 2,6 16,6 + 0,4

Tabelle 6: Sauerstoffpartialdruckwerte und Mikrozirkulationsparameter im A-Mel-3 Tumor, gegliedert

nach gesamt / peripher / zentral am Tag 5. Alle Werte sind angeben als Mittelwert + SEM. n=7 Tiere

mit jeweils 10 ROIs
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Mikrozirkulationsparameter und Sauerstoffpartialdruck Tag 8

gesamt zentral peripher
pO, [mmHg] 124+2,2 10,7+ 2,3 141+£2,6
FlieRgeschwindigkeit [mm/s] 0,17 £ 0,02 0,12 £ 0,02 0,22 + 0,03
Durchmesser [um] 16,0+ 2,0 150+1,6 23,0+4,9
Funktionelle GefaRdichte [cm/cm?] 169,9+12,2 165,9 + 10,5 185,7 + 16,5
Blutvolumenfluss [pl/s) 33,6 +13,8 21,6 +6,0 119,1+72,8

Tabelle 7: Sauerstoffpartialdruckwerte und Mikrozirkulationsparameter im A-Mel-3 Tumor, gegliedert

nach gesamt / peripher / zentral am Tag 8. Alle Werte sind angeben als Mittelwert + SEM. n=7 Tiere

mit jeweils 10 ROIs
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Abbildung 21: Darstellung des Sauerstoffpartialdrucks sowie der einzelnen Mikrozirkulationsparameter
im Vergleich mit den unterschiedlichen Wachstumszeiten der Tumoren (Tag 5 und Tag 8) sowie der
raumlichen Trennung zwischen peripheren und zentralen Arealen. Insgesamt wurden n=140 ROIs in
14 Versuchstieren analysiert. A: Blutvolumenfluss B: Geféaldurchmesser C: FlieRgeschwindigkeit D:

GefaRdichte E: Sauerstoffpartialdruck am.
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3.4. Korrelation zwischen Sauerstoffpartialdruck und Tumorzirkulation in

beiden Gruppen

Hier und in den nachsten Punkten sollen die Ergebnisse des vergleichenden
Versuches, Sauerstoffpartialdruck gegen die Mikrozirkulationsparameter dargestellt
werden. Zunachst wurden beide Gruppen zusammengenommen und die gesamten
Daten untersucht. Das bedeutet, es wurde ausgewertet, ohne auf Unterschiede in
zentralen oder peripheren Arealen oder auf Unterschiede in funf oder acht Tage lang
angewachsene Tumoren einzugehen. Es wurden also 14 Tiere mit jeweils zehn ROIs
betrachtet. Verglichen wurde der Sauerstoffpartialdruck mit den GefalRdurchmessern,
dem Blutvolumenfluss, der Flie3geschwindigkeit und der Gefaflidichte. Zielsetzung
war es einen Zusammenhang zwischen Sauerstoffpartialdruck und den
Mikrozirkulationsparametern zu untersuchen. Die Ergebnisse werden in acht Scatter-
Plot Diagrammen in ihrer Gesamtheit sowie als gemittelte Werte in Abbildung 22 und
23 dargestellt. In keinem der hier untersuchten Datensatze konnte eine signifikante
Korrelation gefunden werden. Lediglich beim Betrachten der Fliel3geschwindigkeit
lasst sich eine gewisse Tendenz zur Abh&ngigkeit der Variablen erkennen. Dabei
wurden hohere FlieRgeschwindigkeiten mit héheren Sauerstoffwerten assoziiert sein.
Der Blutvolumenfluss zeigt fast ausschlief3lich einheitlich geringe Werte (6,2 — 119,1
pl/s) bei unterschiedlich hohen Sauerstoffpartialdriicken. Auch die einzelnen
Durchmesser bewegen sich relativ konform in einem Bereich zwischen 5 und 25 pm
ohne den pO, zu beeinflussen. Die Gefal3dichte streut in einem Bereich zwischen 50
— 450 cm/cm®. Aufgetragen gegen den Partialdruck des Sauerstoffes lasst sich
ebenfalls kein Zusammenhang dieser Parameter erkennen. Jetzt wie auch im
gesamten folgenden Ergebnissteil soll nicht auf eventuelle Begrindungen
eingegangen werden, dies geschieht in der angeschlossenen Diskussion.
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Abbildung 22: Zusammenhang zwischen Tumoroxygenierung und Parametern der Mikrozirkulation.
Insgesamt wurden n=140 ROIs in 14 Versuchstieren analysiert. A: Tumor pO, vs. Blutvolumenfluss, B:

Tumor pO, vs. Durchmesser, C: Tumor pO, vs. FlieBgeschwindigkeit, D: Tumor pO, vs. GefalRdichte.

Es wurde kein statistisch signifikanter Zusammenhang ermittelt.
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Abbildung 23: Zusammenhang zwischen Tumoroxygenierung und Parametern der Mikrozirkulation.
Insgesamt wurden n=140 ROIs in 14 Versuchstieren gemittelt und aufgetragen. A: Tumor pO, vs.
Blutvolumenfluss, B: Tumor pO, vs. Durchmesser, C: Tumor pO, vs. FlieRgeschwindigkeit, D: Tumor

pO, vs. GefaRdichte. Es wurde kein statistisch signifikanter Zusammenhang ermittelt.

3.4.1 Periphere und zentrale Tumorareale

Um regionale Unterschiede in der Gefal3architektur und dem Sauerstoffpartialdruck
festzustellen wurden die Tumoren in zentrale und periphere Regionen unterteilt. So
ist das Tumorwachstum dafiir bekannt, zentrale Nekrosen zu bilden, eine Folge der
Hypoxie? Um dieser Frage auf den Grund zu gehen, wurden jeweils finf ROIs im
entsprechenden Bereich untersucht. Nachdem unsere Gruppen zudem
unterschiedlich lange Tumoranwachszeiten haben, ergeben sich vier Datenreihen
(D5 = 7 Tiere a 10 ROIs, je 5 zentral/peripher; D8 = 7 Tiere a 10 ROIs, je 5
zentral/peripher) die miteinander verglichen werden kdnnen. Es wurden alle Daten,

die aus zentralen bzw. peripheren Bereichen gewonnen  wurden,
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zusammengenommen und sowohl miteinander verglichen (Abb. 24) als auch gegen
die Mikrozirkulationsparameter (Abb. 25 fir periphere und Abb. 26 flr zentrale
Bereiche). Bei ersteren zeigten sich beim Blutvolumenfluss nahezu identisch niedrige
Werte zwischen 0,00001 und 0,0002 mm/s, wobei in den peripheren Arealen
mehrere Ausrei3er in hohere Flussgeschwindigkeiten beobachtet werden kann. Die
durchschnittlichen Durchmesser liegen in der peripheren Gruppe leicht Gber denen
im zentralen Bereich. Auch in diesem Datensatz finden sich erneut mehr Ausreil3er
nach oben. Statistisch signifikante Unterschiede lassen sich allerdings nicht
nachweisen. Ahnlich verhalt es bei der FlieBgeschwindigkeit, auch hier liegt der
Median bei etwas hoheren Geschwindigkeiten und auch hier gibt es mehr Ausreil3er
nach oben. Wie bei den anderen Parametern, so zeigt auch die Gefalidichte keine
signifikanten Unterschiede, jedoch zeigen sich auch hier tendenziell dichtere Werte
fur die peripheren Bereiche. Zuletzt zeigen auch die Sauerstoffpartialdricke das
gleiche Bild. Der Median liegt im peripheren Bereich leicht Uber zehn bei zirka zwdlf,
im zentralen Bereich leicht darunter bei zirka acht. Auch die obere und untere
Quartile liegt jeweils Uber den Vergleichswerten der zentralen Bereiche. Ebenfalls
kann kein Signifikanzniveau erreicht werden. Tendenzen zeigten sich allerdings
entsprechend der oben formulierten Frage. Es zeigten sich tendenziell geringere
Sauerstoffpartialdriicke im zentralen Bereich des Tumors als im peripheren.
AulRerdem nahm auch die Gefal3dichte und alle anderen Mikrozirkulationsparameter
von der Tendenz her im zentralen Bereich eher ab. Im Vergleich mit den
Mikrozirkulationsparametern konnte eine Aufschlisselung in periphere und zentrale
Bereiche ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zeigen (Abb. 25 und 26). Eine
Abhéngigkeit der Parameter lasst sich praktisch nicht herleiten. Der Blutvolumenfluss
zeigt sich in beiden Arealen gleich bleibend niedrig und kann nur im zentralen
Bereich einen eventuellen Zusammenhang im Sinne eines ansteigenden pO, bei
zunehmendem Fluss erahnen lassen. Auch die FlieRgeschwindigkeit zeigt hier am
ehesten solche Tendenzen. Die ubrigen Parameter liegen fast gleichméaRig verteilt

Vvor.
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Abbildung 24: Darstellung des Sauerstoffpartialdrucks und der Mikrozirkulationsparameter im
zentralen sowie im peripheren Bereich des Tumors. Dabei wurden die Daten beider Anwachsgruppen
(D5 und D8) zusammengenommen. Insgesamt wurden n=140 ROIs in 14 Versuchstieren (je 10 ROIs)
analysiert. A: Zentraler vs. peripher Blutvolumenfluss, B: Zentraler vs. peripher Durchmesser, C:
Zentraler vs. peripher Flie3geschwindigkeit, D: Zentraler vs. peripher GefalRdichte, E: Zentraler vs.

peripher Sauerstoffpartialdruck. Es kann kein signifikanter Zusammenhang beschrieben werden.
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Abbildung 25: Darstellung der Mikrozirkulationsparameter im Scatterplot im peripheren Bereich des
Tumors, dafir werden die Daten sowohl der funf als auch der achttages Gruppe
zusammengenommen. Insgesamt wurden jeweils n=70 ROIs aus 14 Versuchstieren analysiert. A:
Tumor pO, vs. Blutvolumenfluss, B: Tumor pO, vs. Durchmesser, C: Tumor pO, Vvs.
FlieRgeschwindigkeit, D: Tumor pO, vs. Gefal3dichte. Es kann kein signifikanter Zusammenhang
beschrieben werden.
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Abbildung 26: Darstellung der Mikrozirkulationsparameter im Scatterplot im zentralen Bereich des
Tumors, dafir werden die Daten sowohl der funf als auch der acht Tages Gruppe
zusammengenommen. Insgesamt wurden jeweils n=70 ROIs aus 14 Versuchstieren analysiert. A:
Tumor pO, vs. Blutvolumenfluss, B: Tumor pO, vs. Durchmesser, C: Tumor pO, Vs.
Flielgeschwindigkeit, D: Tumor pO, vs. Gefal3dichte. Es kann kein signifikanter Zusammenhang
beschrieben werden.
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3.4.2 Unterschiede in den Wachstumsgruppen

Ein weiterer Aspekt, der beleuchtet wurde, ist die abweichende Anwachsdauer der
Tumoren. Bereits in der Einleitung wurde betont, dass das GefaRnetzwerk ein
komplexes System ist, welches unter Wirkung vieler Mediatoren entsteht. Nachdem
fur ein solches Zusammenwirken Zeit bendtigt wird, erscheint es interessant,
inwieweit sich der Sauerstoffpartialdruck und die Mikrozirkulation mit weiterem
Ausreifen des Tumors verandert. Dabei wurden wie bereits analog in Punkt 3.4.2

geschehen alle Daten von je einer Gruppe miteinander verglichen (Abb.27).
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Abbildung 27: Darstellung des Sauerstoffpartialdrucks im Vergleich mit den unterschiedlichen
Wachstumszeiten der Tumoren (Tag 5 und Tag 8) im Boxplot. Insgesamt wurden n=140 ROIs in 14
Versuchstieren analysiert. A: Tag 5 vs. Tag 8 Blutvolumenfluss, B: Tag 5 vs. Tag 8 Durchmesser, C:
Tag 5 vs. Tag 8 FlieRgeschwindigkeit, D: Tag 5 vs. Tag 8 GefalRdichte, E: Tag 5 vs. Tag 8
Sauerstoffpartialdruck. Es konnte kein signifikanter Zusammenhang beschrieben werden.

55



Danach wurden die einzelnen Parameter der Mikrozirkulation der jeweiligen Tage
gegen den Sauerstoffpartialdruck aufgetragen (Abb. 28 und 29). Wie in den Punkten
zuvor konnte keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Trotzdem zeigten
sich erneut Tendenzen. So nahmen beispielsweise der Sauerstoffpartialdruck, die
FlieRgeschwindigkeit, der Blutvolumenfluss sowie die Durchmesser mit langerem
Tumorwachstum eher zu, die Gefalidichte dagegen eher ab. Weiterhin wurden die
Mikrozirkulationsparameter der zwei Gruppen noch einmal in zentrale und periphere
Bereiche unterteilt und jeweils getrennt gegen den pO, aufgetragen. Wiederum kann
keine signifikante Abhangigkeit festgestellt werden, des Weiteren konnten keine
aussagekraftigen Unterschiede festgestellt. Am ehesten kdnnte man bei der
FlieRgeschwindigkeit eine gewisse Tendenz erkennen, die von hoheren
Sauerstoffpartialdriicken bei hoheren Fliel3geschwindigkeiten zeugt. Im Einzelnen
kann man keine signifikanten Unterschiede finden. Alles in allem sind die Daten
relativ homogen verteilt. Beim Sauerstoffpartialdruck kann man zunehmende Driicke
in alteren Tumoren sowie in den Randbereichen beobachten. Auch der
Blutvolumenfluss und die Flie3geschwindigkeit verhalten sich in der Tendenz wie

diese.
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Abbildung 28: Darstellung der Mikrozirkulationsparameter gegen den Sauerstoffpartialdruck der
Tumoren am Tag 5 im Scatterplot. Insgesamt wurden n=70 ROIs aus 7 Versuchstieren analysiert. A:
Tumor pO, vs. Blutvolumenfluss, B: Tumor pO, vs. Durchmesser, C: Tumor pO, Vs.

FlieRgeschwindigkeit, D: Tumor pO, vs. GefaRdichte. Es konnte kein signifikanter Zusammenhang
beschrieben werden.
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Abbildung 29: Darstellung der Mikrozirkulationsparameter gegen den Sauerstoffpartialdruck der
Tumoren am Tag 8 im Scatterplot. Insgesamt wurden n=70 ROIs aus 7 Versuchstieren analysiert. A:
Tumor pO, vs. Blutvolumenfluss, B: Tumor pO, vs. Durchmesser, C: Tumor pO, Vs.
Flielgeschwindigkeit, D: Tumor pO, vs. Gefal3dichte. Es konnte kein signifikanter Zusammenhang

beschrieben werden.

58



4. Diskussion

4.1 Moderne Verfahren zur Messung des Sauerstoffs

Fur die Messung des Sauerstoffstatus steht eine Palette von Methoden zu
Verfigung, die den O,-Partialdruck direkt oder indirekt Gber Messgrofien, die mit
dem pO, verknupft sind, messen. Jede Methode hat ihre eigenen spezifischen Vor-

und Nachteile, die man fur das jeweilige Einsatzgebiet abwégen muss.

4.1.1 Polarographische Methoden

Bei der polarographischen Messung besteht die eigentliche Messelektrode aus einer
Gold- bzw. Platinelektrode, die mit einer sauerstoffdurchlassigen Membran
Uberzogen ist (Clark LC 1956). Man legt eine Polarisationspannung zwischen der
Mess- und einer Bezugselektrode an ( -0,6 bis -1,0 V ). Dadurch wird molekularer
Sauerstoff reduziert und es kommt zu einem Stromfluss. Dieser ist proportional zum
Og-Partialdruck am Ort der Messelektrode. Durch unterschiedliche moderne
Verfeinerungen, zum Beispiel Elektroden in einem Glasschaft mit einem
Durchmesser kleiner 5 um, kann man hohe raumliche Auflésungen erreichen
(Vanderkooi JM 1991). Eine gute zeitliche Auflosung kann man mit einer anderen
Spezifikation, einer langzeitstabilen Kathetherelektrode erreichen, die dann allerdings
eine hohe Unscharfe im Raum bedingt. Nachteile der polarographischen Messung
sind zum einen der Verbrauch von Sauerstoff bei der Messung, sowie zahlreiche
Einflussfaktoren, die bertcksichtigt werden mussen. So hangt die pO;-Messung
malf3geblich von der Temperatur ab, die fir jeden Messvorgang bestimmt und in den
Kalibriervorgang mit einbezogen werden muss, wobei fur viele membraniberzogene
Elektroden der Temperatureinfluss mit 2% bis 4% pro °C angegeben wird (Fatt |
1964). Auch zeigen viele pO,-Elektroden eine Drift des Messsignals bereits wahrend
eines einzelnen Messvorgangs, so dass eine Zwei-Punkt-Kalibrierung der Elektrode
vor und nach jeder Messung gefordert werden muss. Darlber hinaus wird die
polarographische pO»-Messung durch andere biologische Substanzen bzw.
Arzneistoffe  beeinflusst, zum Beispiel halogenierte Inhalationsanaesthetika
(Vanderkooi JM 1991), NO und Melanin (Thomas DL et Guichard M 1986) sowie
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Lipid- und Fluorocarbonemulsionen (Kallinowski F 1990). AuRerdem bendtigt diese

Methode einen direkten Zugang zum untersuchten Gewebe und ist invasiv.

4.1.2 Hypoxiemarker

Heterozyklische Nitroverbindungen (Nitroimidazole, z.B. Misonidazol) sind
Substanzen, die durch intrazellulare Nitroreduktasen zu Nitroradikal-Anionen
reduziert werden (Begg AC 1983) und sich anschlieRend an Makromolekiile der Zelle
binden. Das reduzierte Anion ist allerdings nur in Abwesenheit von Sauerstoff
ausreichend lange stabil. So ist Bindung nur in hypoxischen bzw. anoxischen Zellen
moglich. Diese Eigenschaft der Nitroimidazole fihrte zur Verwendung als Indikator
der Tumorhypoxie (Hypoxiemarker) (Begg AC 1983, Hodgkiss RJ 1995, Lord EM
1993) Die Detektion der Bindung erfolgt auf unterschiedliche Weise. Fur
experimentelle Studien ist die radioaktive Markierung des Nitroimidazols mit * H oder
14 C méglich, wobei der Nachweis autoradiographisch im Gewebeschnitt erfolgt.
Daneben bestehen auch nicht invasive Detektionsmoglichkeiten, z.B. Uber
Magnetresonazspektroskopie mit '° F, Positronen-Emissions-Tomographie mit *°F,
Szintigraphie mit **™Tc oder Single-Photonen-Emissions-Computertomographie mit
1233, AuBerdem wurden immunologische Nachweismethoden fiir Biopsiematerial
entwickelt, wobei Antikbrper gegen spezifische Derivate des 2-Nitroimidazols
gerichtet sind (Lord EM 1993, Raleigh JA 1995). Uber die Antikérperbindung ist der
Nachweis hypoxischer Zellen mittels Histochemie, ELISA, Fluoreszenzmikroskopie
oder Durchflusszytometrie  moglich. Die Bindung der heterozyklischen
Nitroverbindungen erfolgt in der Zelle bei einem lokalen pO; kleiner 5 bis 10 mmHg
(Stone HB 1993, Gross MW 1995). Diese unterschiedlichen Mdglichkeiten der
Detektion sind sicher ein Vorteil dieser Methodik, jedoch kdnnen keine quantitativen
Aussagen Uber den lokalen Sauerstoffpartialdruck gemacht werden. Weitere
Einschrankung sind der geringe Messbereich der maximal bei 10 mmHg liegt und die

Invasivitat.

4.1.3 Messung der strahlenbiologisch-hypoxischen Fraktion

Die strahlenbiologisch-hypoxische Fraktion eines Tumors entspricht dem Anteil der
Tumorzellen, der aufgrund der hypoxischen oder anoxischen Bedingungen eine
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verminderte Strahlensensibilitat besitzt und im Anschluss an eine Bestrahlung erneut
proliferieren kann. Zur Messung der hypoxischen Fraktion werden solide Tumoren
unter normoxischen als auch unter hypoxischen Bedingungen bestrahlt und eine
Dosis-Wirkungs-Beziehung (Anteil der uberlebenden Zellen) ermittelt. Aus dem
Unterschied des Verlaufs der Dosis-Wirkungs-Beziehung lasst sich der Anteil der
Zellen mit herabgesetzter Strahlensensibilitéat bestimmen. Die Messung dieser Grol3e
entspricht am ehesten der in vivo Situation, bei der ein Tumor aufgrund seiner
Hypoxie strahlenresistenter ist. Dieser Assay dient somit nur der Erfassung der O, —
abhéangigen Strahlensensibilitat, erlaubt jedoch keine Rickschlisse auf die aktuelle
Oxygenierung des Tumors oder deren raumliche oder zeitliche Auflésung, so dass

andere tumorbiologische Aspekte des O, Status nicht beurteilt werden kénnen.

4.1.4 Kryospektrophotometrie

Bei der Kryospektrophotometrie wird in einem Gefrierschnitt die intravaskulare O,
Sattigung des Hamoglobins einzelner Erythrozyten sowie deren rdumliche Verteilung
bestimmt (Fenton BM 1995, Mueller-Klieser W 1981). Die photometrische Messung
beruht auf dem unterschiedlichen Absorbtionsverhalten von oxygeniertem und
desoxygeniertem Hamoglobin, wobei sich mit Hilfe der O, —Bindungskurve aus der
O, Sattigung der kapillare pO, abschatzen lasst. Man erhalt mit dieser Methode eine
sehr genaue mikroregionale Verteilung der Oxygenierung in den Tumorgefalien,
nicht jedoch im Gewebe. Darlber hinaus ist diese Methode technisch sehr
aufwendig, da die Gewebeproben wahrend des gesamten Messvorgangs unter

- 60°C gehalten werde missen.

4.1.5 Near-Infrared-Spektroskopie

Die Near-Infrared-Spektroskopie beruht auf der photometrischen Bestimmung der
O,-Sattigung des Hamoglobins, jedoch nur als Mittelwert eines grél3eren
Gewebeareals. Die Lichtquelle sowie der Photodetektor werden auf der Oberflache
des Organs angebracht, so dass bei oberflachlichen Tumoren eine nicht invasive
Messung der O, Sattigung von der Koérperoberflache méglich ist. Diese Methode

liefert jedoch nur einen sehr groben Messwert der Tumoroxygenierung, da die
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Eindringtiefe und Streuung des Lichtes und somit die Grél3e des Messvolumens nicht

genau beurteilt werden kann.

4.1.6 Sauerstoff Messung im MRT

Fur MRT-Untersuchungen zur Oxygenierung sind Tracer im Einsatz, deren Spin-
Relaxationsverhalten sich sauerstoffabhangig andert. Gut geeignet hierfir sind
Perfluorocarbonemulsionen, die entweder direkt in den Tumor injiziert oder
intravents appliziert werden (Mason RP 1996). Mit dieser Methode lassen sich
Schnittbilder der raumlichen O, —Verteilung erstellen, wobei eine Auflésung (ca. 0,5 x
0,5 x 5 mm) von den im Einzelfall verwendeten MRT-Spulen abhangig ist, die alles in
allem immer noch ziemlich grob erscheint. Diese Messungen sind aufl3erdem sehr
teuer und zudem wird man beim Versuchssetup vor einige Hindernisse in der

Kombination mit der Intravitalmikroskopie gestellt.

4.1.7 Phosphorescence Quenching

Eine weitere Methode, die auf Vorarbeiten von Knopp und Longmuir aus dem Jahre
1972 aufbaut, niatzt die Ausléschung (Quenching) eines Phosphoreszenzsignals
durch Sauerstoff um den pO; zu ermitteln (Knopp JA et Longmuir IS 1972). Wéahrend
im Jahre 1972 noch mit einem Fluoreszenzsignal gearbeitet wurde, haben
Vanderkooi und Wilson 1986 erstmals phosphoreszierende Molekile verwendet und
somit eine Moglichkeit geschaffen Sauerstoffdriicke sehr genau und unkompliziert zu
messen (Vanderkooi JM et Wilson DF 1986). Hierbei wird die ,phosphorescence
lifetime* (Nachleuchtdauer) bestimmter phosphoreszierender Stoffe gemessen, die
zuvor durch einen Lichtblitz angeregt wurden. Je nachdem wie viel Sauerstoff vor Ort
zu finden ist, wird die Zeit, in der die Stoffe nachleuchten, verandert. Hohe
Sauerstoffpartialdriicke ,quenchen* die Nachleuchtdauer, dass heil3t sie l6schen sie
aus bzw. verkurzen diese. Die lifetime“ des Phosphoreszenzsignals und deren
Abh&ngigkeit zum Sauerstoff I&sst sich mit einer leicht umgeformten Stern-Vollmer-
Gleichung beschreiben und berechnen. Der Verzicht auf Fluoreszenzfarbstoffe hatte
zum einen den Vorteil, dass die geringe Empfindlichkeit dieser Stoffe auf Sauerstoff
eliminiert wurde, zum anderen konnte mit Phosphoreszenz in einem breiten Fenster

unabhéangig von der Konzentration gemessen werden. Das wird dadurch erreicht,
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dass nicht langer, wie bei den Fluorochromen, die Intensitat des Signals bestimmt
wird sondern die Dauer. So interferieren auch Veranderungen in der Absorbtion und
der Trubung nicht langer mit der Messung. Eine weitere Besonderheit dieser
Methode ist ihr nicht invasiver optischer Messvorgang. Dadurch ist sie hervorragend
geeignet mit dem zuvor naher beschriebenen Kammermodell und der
Intravitalmikroskopie kombiniert zu werden. Aul3erdem wird so eine hohe zeitliche
und raumliche Auflésung ermaoglicht. Die Messung an sich bendtigt keinen Sauerstoff
und ist so beliebig oft wiederholbar. Der Meflbereich deckt den kompletten
physiologischen Rahmen ab und wird besonders bei niedrigen Partialdriicken, wie
man sie im Tumor vorfindet, immer genauer. Mit dieser Methode wurde uns ein
ideales Werkzeug gereicht, direkt unter dem Mikroskop Sauerstoffkonzentrationen zu

messen.

4.2 Diskussion der Methodik

4.2.1 Phosphoreszenz Quenching

Die Versuche und Messungen in vitro und in vivo haben gezeigt, dass mit dem
Phosphoreszenz Quenching sinnvolle, zuverlassige und reproduzierbare Ergebnisse
produziert werden. Der bedeutende Vorteil, ndmlich die mogliche Messung ohne
Invasivitat, ermdglichte uns den direkten Vergleich der Mikrozirkulationsparameter
mit dem Sauerstoffpartialdruck. Besonders im Gegensatz zur Messung mit einer
polarographischen Messelektrode, die abgesehen davon, dass sie selbst Sauerstoff
verbraucht, das Mikromilieu durch Einstechen der Elektrode empfindlich stort, bzw.
sogar zerstort. Aul3erdem bietet uns diese Methode eine hervorragende zeitliche (bis
zu 100Hz) sowie drtliche (Setup bedingt) Auflésung.

Allerdings stellt gerade die optische Aquisition der Messdaten ein Problem dar.
Nachdem das Palladiumporphyrin im durchldssigen Gefa3netzwerk in alle
Kompartimente extravasiert, werden auch Messdaten aller Kompartimente erfasst.
Das bedeutet, dass sich Kurven mit einer kurzen Lebenszeit der Phosphoreszenz
(hohe pO, Werte) mit denen einer langen Lebenszeit (niedrige pO, Werte)

uberlagern.
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4.2.2 Interpretation des monoexponentiellen Fits

In unseren Versuchen wurden die Berechnungen im Wesentlichen so durchgefihrt,
wie von Vanzetta beschrieben (Vanzetta 1 1999). Um Einflisse des Anregungslichtes
zu minimieren wurden die Rohdaten auf den entscheidenden Teil minimiert (Fit
Bereich 100 — 480pus), anschlielRend logarithmiert und linear modelliert. Dieser
Vorgang entspricht einer monoexponentiellen Analyse der Lebensdauer, der die
Gesamtheit der Probe beschreibt. Man geht also von einem homogen verteilten
Sauerstoffpartialdruck im Messvolumen aus.

Im Gegensatz zum Tumorgewebe ist dieser in normalem Gewebe stark inhomogen.
Ganz allgemein besteht ein Sauerstoffgradient von den Arterien tber den gesamten
GefalRbaum verlaufend. In den LymphgefaRen herrscht der geringste pO, der
Mikrovaskularisation (Tsai AG 2006; Tsai AG 2004). Dabei zeigen sich mittlere
Oxygenierungen zwischen 61,5 mmHg in Arteriolen und 15 mmHg in Venolen
(Vovenko E 1999). Diese Werte gelten fir gesundes Gewebe und sind fur den Tumor
mit seinen starken Schwankungen in dem chaotischen GefaRnetzwerk mit
Kaliberspriingen, Spiralbildungen und Pendel- sowie Shuntfliissen nicht zu erwarten.
(Goldman E 1907). Im Tumor muss man durch die fehlende Gliederung in
Kompartimente von einer sehr viel gleichférmigeren Verteilung des
Sauerstoffpartialdrucks ausgehen (Dellian M 1997). So setzt sich die Kurve, die der
Berechnung des pO, zugrunde liegt, aus vielen einzelnen Kurven zusammen, die
jeweils einen unterschiedlichen Sauerstoffpartialdruck besitzen. Dabei addieren sich
die Intensitaten der einzelnen Kurven zu einer Gesamtintensitat des Messvolumens.
Da hohere Partialdriicke einen kirzeren Kurvenverlauf zeigen, kann es sein, dass bei
Werten um 100 mmHg nur noch ein geringer Teil der Werte innerhalb des gefitteten
Bereichs liegt. Solche Werte wirden also nicht mit in die Berechnung eingehen.
Paradoxer Weise kann so ein Abfallen der hohen pO, Werte in einem solchen gut
oxygenierten Kompartiment zu einer Steigerung des berechneten Gesamt-pO,

fuhren. Weil nun eine zuvor nicht einbezogene Kurve mitberechnet wird.
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Abbildung 30: Beispielhafte Darstellung unterschiedlicher Quenchingkurven einzelner Kompartimente

und die Auswirkungen auf das Gesamtsignal bei Veranderungen derselbigen.

Die Rechnung gewichtet die niedrigen Partialdriicke Uberproportional. Im Normalfall
sind das die vendsen oder lymphatischen Kompartimente oder die Bereiche des
Gewebes, die hypoxisch und gut genug perfundiert werden, so dass das
Palladiumporphyrin in diese gelangt. Wie jedoch auch die in vivo Vorversuche
gezeigt haben, stellen die Signale durchaus verwertbare Veranderungen im Gewebe
dar, die eine gute Ubereinstimmung mit den Daten zeigen, die zum Beispiel mit einer
polarographischen Sonde gemessen wurden (Endrich B 1982).

Um bei weiteren Versuchen mit speziellen Fragestellungen wie zum Beispiel
Messungen im gesunden Gewebe, differenzierte Aussagen treffen zu kbnnen stehen
unterschiedliche Madglichkeiten offen. So koénnte man Uber ein weiteres
mathematisches Verfahren die einzelnen Kurven auseinander dividieren. Statt eines

monoexponentiellen Fit's misste man das Ergebnis multiexponentiell berechnen.
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Dabei kdnnte man beliebig viele Kurven annehmen und diese einzeln betrachten.
Wirde man beispielsweise von 100 Kurven ausgehen, hatte man sicherlich einen
ausreichenden Eindruck der pO,-Verteilung. Durch diese rein mathematische L6sung
fehlt natiirlich die raumliche Auflésung dieser Datenmenge. Uber die Herkunft der
unterschiedlichen Werte mussten wieder Annahmen gemacht werden. AulRerdem
erfordert die praktische Umsetzung dieses Ldsungsansatzes ein hervorragendes
Signal — Rausch — Verhaltnis.

Will man in Arealen mit groBen Sauerstoffpartialdruckschwankungen auf sehr
kleinem Raum, zum Beispiel am Gefalirand, héchauflésende Messergebnisse
erhalten, scheint es mir sinnvoller den Messbereich weiter einzuschranken, um so
das Messfeld in einen Bereich zu versetzen, in dem man ohne gro3ere
Einschrdnkungen von einem nahezu homogenen Areal ausgehen kann. Es ware
moglich mit einer Blende vor dem Photomultiplier ein Gebiet zu definieren und
ausschlief3lich in diesem zu messen. Ebenfalls kdnnte mit einem entsprechenden
Objektiv eine VergroéRerung erreicht werden, in der man von einem Kompartiment im
Sinne eines Sauerstoffpartialdruckbereichs ausgehen kann. Einleuchtenderweise
kann man so sehr einfach ,sehen”, um welches Gewebe oder welche Struktur es sich
handelt. Um den Uberblick tiber eine gesamte Region zu erhalten, mussten mehrere
Stichproben gemittelt werden. Bei diesem Ansatz wirde sich lediglich die
Signalintensitat verringern, das Signal — Rausch — Verhaltnis konnte weiterhin gleich
bleiben. Das Verstarken des Signals ist auch praktisch deutlich leichter zu
bewerkstelligen. Erste Versuche mit einer Lochblende haben bereits gezeigt, dass
mit unserem Setup solche Messungen maoglich sind.

Eine sehr elegante jedoch auch aufwendiger Moglichkeit ware die Verwendung eines
konfokalen Mikroskops (Mik EG 2004). Ein Laserstrahl der die Probe fokussiert
beleuchtet wird gerastert Uber diese gefahren, das Bild wird im Rechner
zusammengesetzt. Besonders interessant ist hierbei, dass durch eine weitere Blende
in der Zwischenbildebene des Strahlengangs eine bestimmte Ebene innerhalb der
Probe fokussiert wird. So wird ein extrem kleines Areal isoliert betrachtet.

Um, wie in dieser Arbeit geschehen, die Mikrozirkulation mit der Gewebe-
oxygenierung zu untersuchen, musste ein Sauerstoffpartialdruck mit der
GefalRarchitektur korreliert werden. Dies erfordert zwangsweise ein groferes
Messareal. Vorversuche haben gezeigt, dass das Gesamsignal dem interstitiellen
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Signal entspricht, die Messungen mit der monoexponentiellen Berchnung im Tumor

mit dem verwandten Setup valide sind.

4.2.3 Die raumliche und zeitliche Unschéarfe der Messung

Uber die Jahre hat sich gezeigt, dass die Sauertstoffverteilung im Tumor extrem
heterogen ist. Aul3erdem sind mit diesem Setup noch keinen Daten geliefert worden,
die die Sauerstoffverteilung auf der mikrozirkulatorischer Ebene in allen vier
Dimensionen (Raum und Zeit) auflésen. So birgt jede Messung ein gewisses Mal3 an
Unsicherheit in Bezug darauf, wie reprasentativ die Messung fur den Tumor als
Ganzes ist. Daruber hinaus zeigt sich die Tumoroxygenierung auf mikroregionaler
Ebene als sehr instabil. Tumorregionen zeigten in Untersuchungen deutliche
Instabilitaten des Sauerstoffpartialdrucks tber die Zeit. Sich wiederholende Episoden
von Hypoxie und Reoxygenierung wechseln sich mit einer Periodik von funf bis
sieben Malen pro Stunde ab (Braun R 1999; Dewhirst MW 1998). Hier wird allerdings
das Problem welches im Punkt 4.2 beschrieben wurde, zum Vorteil. Durch ein relativ
groBes Messareal konnen sich die Mikroregionen, die standig in Verédnderung
begriffen sind, gegenseitig ausgleichen. Das gleiche Prinzip verfolgt das Sammeln
einer moglichst grollen Anzahl verschiedener Messpunkte. Gegenseitige

Veranderungen, die im Tumor entstehen, mitteln sich so aus dem Ergebnis.

4.2.4 Das Modell der transparenten Ruckenhautkammer

Bereits im Jahre 1980 wurde das Modell der transparenten Rickenhautkammer des
syrischen Goldhamsters am Walter Brendel Zentrum Minchen (ehemals Institut fur
Chirurgische Forschung) von Endrich und Mitarbeitern entwickelt (Endrich B 1980;
Asaishi K 1981; Goetz A 1987). Uber die Jahre hat sich dieses syngene Modell in der
internationalen Mikrozirkulationsforschung etabliert und bewahrt. So wurden mit
diesem Modell vielféaltige Untersuchungen sowohl im normalen als auch im
Tumorgewebe durchgefihrt. Beispielsweise Untersuchungen Uber vasoaktive
Substanzen (Funk W 1983; Goetz A 1987), Anasthetika (Franke N 1982; Franke N et
Endrich B 1983), Hamodilution (Oda T 1984; Nolte D 2000), Hypo- und Hyperthermie
(Reinhold HS et Endrich B 1986; Dellian M 1993; 1994), StoRwellen und
photodynamische Therapie (Dellian M 1993; 1994; 1995; 1996; Gamarra F 1993;
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Leunig M 1994). Meist wurden diese Untersuchungen durch Intravitalmikroskopie am
wachen Tier gewonnen, welches eine kontinuierliche Beobachtung des Tumors oder
des Normalgewebes Uber einen langeren Zeitraum ermdglicht. Ein weiterer Vortell,
den die Beobachtung am wachen Tier darstellt, ist die Tatsache, dass weder
Inhalationsnarkotika noch Injektionsnarkotika verwendet werden muissen. So kann
man elegant die kontroverse Diskussion Uber die Beeintrachtigung von
Narkosemitteln auf Durchblutung, Oxygenierung, Energiestoffwechsel etc. umgehen
(Zanelli GD 1975; Franke N 1982; Okunieff P 1988; Menke H et Vaupel P 1988).
Gegenstand dieser Arbeit war es, eventuelle Zusammenhénge der
Tumoroxygenierung mit der GefaRarchitektur darzustellen. Fir eine direkte
Beobachtung der Mikrozirkulation und einer gleichzeitigen nicht invasiven optischen
Sauerstoffpartialdruckmessung  erscheint das Modell der transparenten

Ruckenhautkammer als gut geeignet.

4.2.5 Das amelanotische Hamstermelanom A-Mel-3

Fortner et al. beschrieb im Jahre 1961 erstmals das spontan entstandene
amelanotische Hamstermelanom A-Mel-3, welches in diesen Versuchen verwendet
wurde. Es zeichnet sich durch eine Angehrate von 100% aus und zeigt ein rasches
Wachstum sowie eine friihzeitige Metastasierung. Diese verlauft primar lymphogen
entlang der axillaren und inguinalen Lymphknotenstationen. Pelvine oder thorakale
Lymphknotenmetastasen sowie Organmetastasen in Lunge, Niere und Leber finden
sich nach Implantation erst im fortgeschrittenen Stadium. Bisher wurden keine
spontanen Regressionen beobachtet (Fortner JG 1961). Dennoch hat dieser Tumor
so wie jeder andere, der bisher in einem Kammermodell verwendet wurde, eine
limitierte Aussagekraft. Es handelt sich hierbei immer um transplantierbare Zelllinien
oder verpflanzte Tumorproben. Deshalb kdnnte es sein, dass der Tumor und dessen
Gefalarchitektur sich anders auf Behandlungsregime oder injizierte Substanzen
verhalt, als ein Tumor, der primar entstanden ist (Falk P 1982; Field SB 1991).
AuBBerdem spielt beim Betrachten der Mikrozirkulation natirlich das Alter der
Tumoren eine Rolle. Der in mehrere Schritte untergliederte Prozess der Angiogenese
umfasst im Groben drei Phasen. Zuerst eine avaskulare Phase, in der aus den
WirtsgefalRen bereits die Tumorangiogenese beginnt, der Tumor aber noch nicht an

GrofRe gewinnt. Darauf die frihe Phase der Tumorvaskularisation, in der die
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Tumormikrozirkulation ausgebildet wird, und der Tumor zu wachsen beginnt. Als
Drittes die fortgeschrittene Phase der Tumorvaskularisation mit auf hohem Niveau
anhaltender neoangiogenetischer Aktivitat und Umbauprozessen im reifen weiter
wachsenden Tumor (Vajkoczy P 1998). In diesen Versuchen wurden unter-
schiedliche Zeitpunkte zur Datenerhebung gewahlt, mit dem Ziel, eine Gruppe in der
zweiten, die andere in der dritten Phase zu messen. Im amelanotischen
Hamstermelanom ist die zweite Phase zeitlich allerdings relativ kurz ausgepragt, was
zu geringen Unterschieden in den Gruppen gefiihrt hat. Auch die genaue Zuordnung
zu den einzelnen Phasen kann makroskopisch schlecht erfolgen und wurde hier tber
die verschieden langen Anwachsdauern erreicht. So kann man statistisch davon
ausgehen, dass sich die meisten der untersuchten Tumore in der entsprechenden
Phase befinden.

Um einer weiteren moglichen Fehlerquelle zu begegnen, wurden die Tiere einer
taglichen visuellen Kontrolle mit dem Photomakroskop unterzogen. So konnten die
Praparation der Kammer und das Tumorwachstum stetig Uberwacht und kontrolliert
werden, um so die Einschlusskriterien einer intakten Mikrozirkulation zu erfillen.
Besonders wurde hierbei auf eventuelle Eiteransammlungen, Blutungen, Anzeichen
einer Entzindung oder traumainduzierte Neovaskularisationen geachtet. Zudem
wurden Odembildungen oder eine ausgepragte Stase in den GefaRen des
Kammerareals ausgeschlossen. Um eine reprasentative Tumorperfusion zu
beobachten, mussen diese Kriterien, die sowohl den Tumor selbst als auch das
umliegende Wirtsgewebe betreffen, beachtet werden (Zweifach BW 1973; Asaishi K
1981; Goetz A 1987).

4.2.6 Intravitale Videofluoreszenzmikroskopie

Zur quantitativen Analyse der Tumorzirkulation, die der Messung des
Sauerstoffpartialdruckes  gegenibergestellt  wurde, wurde die intravitale
Videofluoreszenzmikroskopie verwendet. Als Basis der Messung dienen hierbei eine
Lichtquelle fur Epi- und/oder Transillumination, ein Mikroskop, eine hochempfindliche
Kamera und entprechende Fluoreszenzfarbstoffe.

Hiermit kann die Quantifizierung der Tumormikrozirkulation im A-mel-3 durchgefuhrt
werden. Naher betrachtet werden die funktionelle GefalRRdichte, die

Erythrozythenflie3geschwindigkeit, die GefaRdurchmesser und der Blutvolumenfluss.
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So kann die Mikrozirkulation des Tumors relativ scharf eingegrenzt und beschrieben
werden. Dennoch muss betont werden, dass im lebenden Organismus eine
beachtliche Zahl an weiteren Einflussgrof3en wie zum Beispiel der Hamatokrit, die
Viskositat, die Zellstabilitét und deren Adhasionskréafte eine wichtige Rolle spielen
(Jain RK 1988; Intaglietta M et Zweifach BW 1974).

AulRerdem stellen auch Fluoreszenzfarbstoffe, wie nahezu jeder iatrogen zugefihrte
Stoff, unter bestimmten Umstanden ein Problem dar. Sie konnen in der Zelle
akkumulieren und nach intensiver Beleuchtung zu phototoxischen Reaktionen in den
Zellen und zu deren Zelltod fuhren (Miller FN 1992; Saetzler RK 1997; Steinbauer M
2000). Dies wird in unterschiedlichen Studien als therapeutischer Ansatz genutzt, ist
aber in diesem Fall nicht erwiinscht. Um phototoxische Effekte zu vermeiden wurde,
die von Steinbauer et al. empfohlene, Beleuchtungsintensitat von einem Milliwatt pro
Quadratzentimeter je Bildaufnahme nicht Uberschritten. Untersuchungen zur
Photodynamischen Therapie haben gezeigt, dass bei dem hier verwendeten
experimentellen Setup keine photodynamischen Effekte zu erwarten sind (Leunig M
1994; Dellian M 1995). Allerdings wurde in keiner dieser Untersuchungen ein
weiterer Farbstoff eingesetzt. Auch in der Fachliteratur wurden bisher keine
Untersuchungen zu eventuellen synergetischen Effekten von Palladiumporphyrin und
dem hier verwendeten FITC — Dextran publiziert. Vielleicht muss man hier in Zukunft
mit besonderer Vorsicht arbeiten. Eventuell kdnnen und mussen in diesem Bereich
exaktere Filter oder andere Versuchsaufbauten toxische oder verédndernde Effekte
verhindern.

Uber die Gute dieser Methode und deren Aussagekraft wurden am Walter Brendel
Zentrum Munchen (ehemals Institut fur Chirurgische Forschung) in verschiedenen
Arbeitsgruppen wie Endrich, Goetz, Nolte, Leunig bereits ausgiebige und detaillierte
Arbeiten (Asaishi K 1981; Endrich B 1982; 1988; Leunig M 1992; 1994; Nolte D
1997) und Dissertationen (Goetz 1987; Fritsch 1996; Sinitsina 2000) veréffentlicht.
Zur Beantwortung weiterer Fragen bezlglich dieses Themas sein auf diese

verwiesen.
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4.3 Diskussion der Messergebnisse

4.3.1 Definition der Hypoxie

Um die Ergebnisse zu interpretieren wird zunéchst der Ausdruck Tumorhypoxie
definiert. In einer zunehmenden Zahl von Arbeiten wird von Hypoxie in
unterschiedlichen Zusammenhdngen und mit unterschiedlichen Bedeutungen
gesprochen. Gerade wenn mehrere Fachrichtungen wie die Biologie, die Physiologie
und die klinische Forschung dieses Gebiet beleuchten, kommt es fast zwangslaufig
immer wieder zu Missverstandnissen.

Gewebehypoxie entsteht durch eine unzureichende Versorgung mit Sauerstoff, die
das Aufrechterhalten der biologischen Funktionen gefahrdet (West JB 1999). Nun
gibt es verschiedene Ursachen, die ein Gewebe hypoxisch werden lassen:

Erstens ein niedriger arterieller Sauerstoffpartialdruck, zum Beispiel auf Grund einer
Lungen- oder Herzerkrankung oder eines niedrigen Partialdruckes in der Atemluft wie
es beim Aufenthalt in groBen Hohen der Fall ist (hypoxamische Hypoxie); Zweitens
eine verminderte Fahigkeit des Blutes Sauerstoff zu transportieren im Sinne einer
Anédmie,  Methhamoglobinbildung oder einer Kohlenstoffmonoxidvergiftung
(anamische Hypoxie); Drittens eine erniedrigte Gewebsperfusion, sei es generell
oder lokal begrenzt (zirkulatorische oder ischamische Hypoxie); Viertens Entartung
der Diffusionsgeometrie mit einer VergroRerung der Diffusionsstrecke oder
gleichlaufende, verglichen mit gegenlaufenden Blutstromen im Mikrozirkulations-
system (Diffusionshypoxie); Funftens Unfahigkeit der Zellen, den antransportierten
Sauerstoff zu nutzen, beispielsweise durch Intoxikation mit Cyanid (histotoxische
oder zytotoxische Hypoxie). Auf Grund eines komplexen und fein abgestimmten
Regulationsmechanismus werden im Normalfall erhéhte Erfordernisse zum Beispiel
mit einem erhohten Blutvolumenfluss ausgeglichen und fihren bis zu deren
Versagen nicht zu einer Gewebshypoxie.

Biochemiker definieren Hypoxie fur gewoOhnlich als sauerstofflimitierten
Elektronentransport (Boyer PD 1977). Physiologen und klinische Forscher dagegen
definieren Hypoxie als eine reduzierte Sauerstoffverfliigbarkeit oder niedrige
Sauerstoffpartialdricke, die zu einer Funktionseinschrankung von Organen,
Geweben oder Zellen fihren (Honig CR 1988; Zander R 1985;). Anoxie wird
ubereinstimmend als Sauerstoffpartialdruck von null mmHg beschrieben.
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Problematischerweise wird im Tumor durch seine chaotische Diffusionsgeometrie
und seine strukturellen Abnormitaten ein standiger Funktionsverlust festgestellt.
Anamie und Methhamoglobinbildung tun ein Ubriges zu diesem. Es entstehen
Gebiete mit sehr niedrigen Sauerstoffpartialdriicken, die gleich neben gut versorgten
Arealen liegen. Hier kann Hypoxie also nicht Uber funktionelle Defizite definiert
werden. Eine Definition fir Tumorgewebe geben Hockel und Vaupel mit der
metabolischen Hypoxie (Hockel M 2001). Dabei hilft die Tatsache, dass bei
ausreichend vorhandenem Sauerstoff die Adenosintriphosphatproduktion (ATP) im
Tumorgewebe mit derjenigen im Normalgewebe vergleichbar ist. Diese Produktion
wird zum Energiegewinn der Zelle und zur Aufrechterhaltung der lonengradienten
bendtigt und findet trotz der chaotischen Verhaltnisse im Tumor statt.
Definitionsgemald kommt es zu einer Hypoxie, wenn der mitochondriale
Sauerstoffverbrauch abnimmt und die Produktion von ATP sich verringert.
Messungen im Tumorgewebe haben gezeigt, dass der Bereich in dem die ATP
Konzentration von ihrem konstanten Ausgangswert absinkt, bei etwa acht bis zehn
mmHg liegt (Vaupel P 1994; Schaefer C 1992). Exakt in diesem Bereich liegen
zahlreiche unserer Messwerte. Mittelt man die Sauerstoffpartialdricke in den
einzelnen Messbereichen und Messzeitpunkten erhalt man Werte zwischen 8,3
mmHg im zentralen Bereich an Tag funf und 14,1 mmHg im peripheren Bereich an
Tag 8. In einer é&lteren Studie unserer Arbeitsgruppe, in der in derselben
Tumorzelllinie, jedoch mit einer polarographischen Sonde Sauerstoffpartialdriicke
gemessen wurden, wurden Ergebnisse erzielt die sich mit unseren Werten decken
(Babilas P 2005; Endrich B 1982). In diesen Bereichen kann die oxidative
Phosphorylierung bis zu einem Sauerstoffpartialdruck von bis zu 0,5 mmHg
weitergehen (Marshall RS 1986; Starlinger H 1972; Froese G 1962; Robiolio M
1989). Diese ist allerdings von der Zelllinie und deren respiratorischen Kapazitat
abhangig. Beispielsweise kam es im Fibrosarkom der Maus solange nicht zu einem
Abfall der ATP Konzentration, solange der durchschnittliche Sauerstoffpartialdruck
Uber 10 mmHg gehalten wurde (Vaupel P 1994). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich
auch in Untersuchungen an Tumoren der Ratte (Kruger W 1991, Vaupel P 1992).
AulRerdem spielen viele weitere Faktoren wie Temperatur, pH etc. eine Rolle.

Obwohl einem mit dieser Definition ein auf den ersten Blick relativ handfester

Rahmen gegeben wird, betonen die Autoren ganz besonders, dass in biologischen

72



Systemen kein exakter Grenzwert genannt werden kann, ab dem ein geringer

Sauerstoffpartialdruck zum Problem wird.

4.3.2 Sauerstoffpartialdruck im A-Mel-3 Tumor

Die Sauerstoffpartialdruckwerte unserer Messungen liegen zwischen 0 und 25
mmHg, also in den Bereichen, welche in der Literatur fir das amelanotische
Melanom beschrieben werden (Endrich B 1982; Babilas P 2005). Im Mittel findet sich
ein Wert um 10 mmHg. Im Vergleich mit einer polarographischen Methode zeigt sich,
dass es sich um vergleichbare reproduzierbare Messungen handelt. Diese Werte, die
teilweise sehr nah an oder in den unter 4.3.1 beschriebenen hypoxischen Bereichen
(ab 8-10 mmHg) liegen, kdonnen schwerlich als definitiv hypoxisch bezeichnet
werden. Dennoch ist es leicht vorstellbar, dass sich gerade in den zentralen
Abschnitten der alteren Gruppe, in denen sich auch teilweise Nekrosen gebildet

hatten, hypoxische Bereiche befanden.

4.3.3 Zusammenhang zwischen Tumormikrozirkulation und

Oxygenierung

Uberraschenderweise  konnten  keine  signifikanten  mikroarchitektonischen
Veranderungen mit einem Abfallen des Sauerstoffpartialdrucks korreliert werden.
Zwar sind Tendenzen in den Parametern der Mikrozirkulation zu erkennen, die man
bei veranderten pO, — Werten erwarten wirde, wie zum Beispiel eine leicht erhdhte
FlieRgeschwindigkeit in den peripheren Zonen oder eine leicht hohere Gefal3dichte
bei leicht hoheren pO, Werten im Vergleich zu den zentralen Bereichen. AuRerdem
findet man beispielsweise tendenziell hohere Sauerstoffpartialdriicke bei héherem
Blutvolumenfluss. Wenn man den Sauerstoffpartialdruck der Gruppen untereinander
vergleicht wird deutlich, dass tendenziell hohere Werte in den peripheren
Randbereichen und in der alteren Messgruppe (D8) zu finden sind. Doch kann man
sich, wenn man von einer bzw. den malgeblichen Einflussgroien fir den
Sauerstoffpartialdruck ausgeht, dem fehlenden Zusammenhang dieser Gréf3en nicht
verschlieRen. Auch die Korrelationen fielen in diesem Sinne negativ aus. Es konnte
keine Signifikanz zwischen den einzelnen Parametern und dem pO, gefunden

werden. Naturlich gibt es einige in den vorherigen Punkten beschriebene
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Unsicherheiten, die keine definitiven Aussagen zulassen. Dennoch kann man
anhand dieser Ergebnisse folgern, dass in den untersuchten Tumoren (A-Mel-3) zu
den beschriebenen Zeitpunkten der Sauerstoffpartialdruck nicht mit den klassischen
Mikrozirkulationsparametern wie der Gefalldichte, dem Blutvolumenfluss, der
FlieRgeschwindigkeit und den Durchmessern in direktem Zusammenhang steht. Die
Struktur der Mikrozirkulation im Tumor, welche durch eine Vielzahl von
verschiedenen proangiogenetischen Stoffen, die unsystematisch von den entarteten
Zellen ausgeschittet werden, wird aus einem chaotischen Gefal3netzwerk mit
Kaliberspriingen, Spiralbildungen und Pendel- sowie Shuntflissen gebildet (Goldman
E 1907). Man kann sich durchaus vorstellen, dass diese GefaRarchitektur keine
sinnvollen funktionierenden Regelmechanismen bereitstellt, die den
Sauerstoffpartialdruck in seinen Regelgrenzen hélt. Die Versuche des standig
wachsenden Tumorgewebes die schlechte Versorgungslage zu Uberwinden, indem
massiv proangiogenetische Substanzen ausgeschittet werden, fuhren allerdings
nicht zu einem effektiv funktionierenden vaskuldren System, sondern zu einem
.Machwerk®. Dieses bewegt sich durch das standige Zellwachstum auf der einen und
die standig neu entstehenden Blutwege auf der anderen Seite immer im Randbereich
der Hypoxie. Eine Reserve, wie sie im normalen Gewebe vorhanden ist, scheint nicht
vorhanden. Sie kann deshalb auch nicht reguliert werden. Zu Beginn der Arbeit steht
das Schema der Tumoroxygenierung (Abb. 2), welches die Einflussgrof3en der
Tumoroxygenierung beschreibt. Ubertragt man nun den fehlenden Zusammenhang
der Sauerstoffverfigbarkeit, welcher maf3geblich von den Mikrozirkulation bestimmt
wird, auf dieses Schema, liegt der Schluss nahe, dass die Tumoroxygenierung nicht
uber die Verfugbarkeit geregelt wird, sondern Uber den Verbrauch. Der pO, wirde
also weniger von dem Netzwerk bestimmt und geregelt, als durch die alleinige
Anzahl der Zellen, die in direktem Konkurrenzkampf um Metabolite, Sauerstoff und
Abtransport der Abfallprodukte miteinander stehen. Moglicherweise sind zu Beginn
des Tumorwachstums eher mit Zusammenhangen in der Oxygenierung und den
Mikrozirkulationsparametern zu rechnen. Bei geringerer Tumormasse ware der
Sauerstoffpartialdruck vielleicht weniger durch den Verbrauch als durch die
Verflugbarkeit bestimmt. Zu solch frihen Zeitpunkten ware allerdings auch die
Extravasation des Palladiumporphyrins, welche Grundvoraussetzung fiur die
Sauerstoffpartialdruckmessung ist, nicht ausreichend. Natirlich kann in biologischen

Systemen meist nicht von einem einfachen Ursache Wirkungsprinzip ausgegangen
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werden, doch scheint der Verbrauch in diesem Fall mehr Einfluss an der
Tumoroxygenierung zu haben als bislang vermutet. Das konnte eine mdgliche

Erklarung fur die fehlenden Zusammenhénge sein.
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5. Zusammenfassung

Nach wie vor ist Krebs die zweithdufigste Todesursache in den industrialisierten
Landern nach den Erkrankungen des Herzkreislaufsystems. Dabei stellt der
Sauerstoffpartialdruck im Tumor eine enorm wichtige EinflussgréRe auf das
Wachstum, die Progredienz, die Metastasierung, die Therapieeffizienz und das

Uberleben der Patienten mit Tumorerkrankung dar.

Die Mikrozirkulation reguliert im gesunden Gewebe den pO,. In wie weit diese
Parameter im Tumorgewebe Einfluss auf den Sauerstoffpartialdruck haben ist
bislang nicht naher erforscht. Ziel dieser experimentellen Arbeit war es daher am
Walter Brendel Zentrum eine Methode zur Sauerstoffpartialdruckmessung zu
etablieren, welche sich mit den bereits existierenden Versuchsaufbauten zur
intravitalen Mirkrozirkulationsmessung kombinieren lasst. Die
Sauerstoffpartialdruckmessung sollte validiert werden, und die Ergebnisse mit den

Mikrozirkulationsparametern im soliden Tumor korreliert werden.

Hierzu wurde ein Setup aufgebaut welches sowohl den pO, als auch die Parameter
der Mikrozirkulation optisch zu erfassen im Stande ist. Die Sauerstoffpartialdruck-
messung mittels Phosphoreszenz Quenching musste neu etabliert und validiert
werden. Als Quencher kam Pd(ll)meso-tetra(4-carboxyphenyl)Porphyrin - zum
Einsatz. Nach Exitation mit einem Stroboskop wurde die Leuchtdauer mit einem
Photomultiplier detektiert und verstarkt, mit einem Oszilloskop gemessen und
gespeichert und auf dem Personal Computer auf den entscheidenden Teil minimiert,
logarithmiert und linear modelliert. Aus diesen Daten wurde der
Sauerstoffpartialdruck  berechnet. Die Visualisierung und Erfassung der
Mikrozirkulation erfolgte nach Injektion von FITC-Dextran mittels Intravital-
fluoreszenz Mikroskopie und digitaler Bildverarbeitung. Gemessen wurde in vivo am
Modell der transparenten Ruckenhautkammer des syrischen Goldhamsters. Als
Tumorzelllinie diente das amelanotische Melanom A-Mel-3. Es wurden Tiere am Tag
5 und am Tag 8 nach Tumorimplantation untersucht. Dabei wurden periphere und
zentrale Areale unterschieden. Der pO; wurde mit dem Blutvolumenfluss, der
Gefalldichte, der Fliel3geschwindigkeit und dem durchschnittlichen
Gefal3durchmesser an den unterschiedlichen Messzeitpunkten und —orten korreliert.
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Die neu etablierte pO, Messung mittels Phosphoreszenz Quenching zeigte eine
valide Korrelation mit bestehenden Sauerstoffpartialdruckmessverfahren. Die
Ergebnisse der Sauerstoffpartialdruckmessung sowie intravitalen Analyse der
Tumormikrozirkulation im amelanotischen Melanom A-MEL-3 lassen sich wie folgt

zusammenfassen:

- Die gemessenen pO, — Werte im A-Mel-3 liegen zwischen ann&hernd 0 und
25 mmHg, im Durchschnitt bei 10 mmHg.

- In der Peripherie des Tumors waren die gemessenen Sauerstoffpartial-
druckwerte tendenziell hoher als zentral.

- Am Tag 8 wurden tendenziell hdhere pO, — Werte als am Tag 5 gemessen.

- Die Messwerte sind mit denen einer polarographischen Messung vergleichbar.

- Es besteht keine signifikante Korrelation des Sauerstoffpartialdruckes mit

Parametern der Tumormikrozirkulation.

Die Ergebnisse dieser Arbeit erlauben folgende Schlussfolgerungen:

In den an diesen Zeitpunkten untersuchten A-MEL-3 Tumoren besteht keine
Korrelation zwischen den klassischen Mikrozirkulationsparametern und dem
Sauerstoffpartialdruck. Die Ursache fir diesen fehlenden Zusammenhang bleibt
spekulativ. Eine Erklarung kénnte der niedrige Sauerstoffpartialdruck im Tumor sein.
Dieser befindet sich fast durchgehend am Rande des hypoxischen Bereichs. Die
ohnehin chaotische Struktur der Mikrozirkulation im Tumor mit Shunts und
Pendelflissen ohne Regulation und mit fehlender Reserve kann also nur die
absolute Mindestversorgung leisten. Der resultierende Sauerstoffpartialdruck im
Tumorgewebe scheint damit eher durch den regionalen Verbrauch als durch das
Sauerstoffangebot determiniert zu sein.

Das etablierte Messverfahren ist geeignet, um in Zukunft den Einfluss antivaskularer

Therapiestrategien auf die Tumoroxygenierung nicht-invasiv zu untersuchen.
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