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1. Einleitung

In der Vergangenheit wurde die Menschheit regelméRig von Pest-, Syphilis- oder
Tuberkuloseepidemien heimgesucht. Heute erscheinen uns Tumorerkrankungen - neben
Krankheiten wie Herzinfarkt, Apoplex, Diabetes, neurodegenerativen Erkrankungen und
AIDS - als typische Erkrankungen des 21. Jahrhunderts und in gewisser Weise auch als
integraler Teil unserer Kultur. Etwa jeder Dritte wird in seinem Leben mit der Diagnose
~Krebs“ konfrontiert werden. Uber acht Millionen neue Krebserkrankungen werden pro Jahr
weltweit diagnostiziert. Die Erkrankung ist auf der ganzen Erde und in allen ethnischen
Gruppen verbreitet und stellt die Medizin vor groRe Probleme und somit kontinuierlich vor
neue Herausforderungen.

Krebs z&hlt zu den &ltesten Erkrankungen der Menschheit. Es liegen Erkenntnisse aus
prahistorischer Zeit vor, die auf Untersuchungen von Skeletten, die unter anderem bis in die
Eiszeit zuriickreichen, basiert. Agyptische Mumien liefern dank ihres guten
Erhaltungszustandes wichtige Erkenntnisse hierfir. Priester der damaligen Zeit beschrieben
Erkrankungen, die Schwellungen und Geschwirbildungen aufwiesen und denen keine
spontane Heilung zugeschrieben wird. Die praziseste Beschreibung von Tumoren seiner Zeit
lieferte Hippokrates in seinen Schriften ,,Aphorismen“ und ,lber die alte Medizin“. Die
seither entwickelte medizinisch-klinische Fachsprache ist auch heute noch vorwiegend aus
griechischen Wortelementen aufgebaut, wie der Begriff karkinos (Cancer, Krebs) als
Bezeichnung flr bosartige Tumoren. Der Ausdruck beschreibt das unkontrollierte Wachstum
von entarteten, korpereigenen Zellen. Das Bild eines auf der Brust einer Frau fortgeschritten
wachsenden bosartigen Tumors mit peripheren strahlenartigen infiltrativen Tumorauslaufern
verglich Hippokrates mit dem Korper, den Scheren und den Beinen eines Taschenkrebses.

In den letzten 40 Jahren haben sich die Therapiekonzepte durch den exponentiellen
Wissensanstieg kontinuierlich weiterentwickelt. Krebs wird nunmehr als Krankheit von drei
Kompartimenten aufgefasst, den Tumorzellen, dem Tumorstroma sowie dem
Tumorblutgefalisystem (Jain, 1990). Zusétzlich zu den groRen S&ulen der Tumortherapie, die
die Tumorzellen selbst als Angriffspunkte haben - Chirurgie, Chemotherapie und
Strahlentherapie - ergeben sich weitere therapeutische Mdglichkeiten. In den letzten Jahren
konzentrierte sich die Forschung auch verstarkt auf Medikamente und Therapiestrategien, die
das Tumorblutgefalsystem bzw. das Tumorstroma angreifen (Eichhorn et al., 2004; Dahl et
al., 2008).



Erfolgreiche Behandlungsstrategien maligner Tumore sind somit Gegenstand aktuellster
Forschung. Effekte dieser neuartigen Therapeutika auf das TumorblutgefaRsystem sind jedoch
noch nicht ausreichend detektierbar. Die Wirkungsweise diese Substanzen kann somit in
klinischen Studien bisher nicht kontinuierlich verfolgt werden. Daher sind addquate
Bildgebungsverfahren dringend erforderlich, um antivaskulédre Tumortherapieformen weiter

zu verbessern (Jennings et al., 2008).

1.1 Angiogenese

Im Rahmen der Embryonalentwicklung unterscheidet man die zwei grundsétzlich
verschiedenen Mechanismen der Vaskulogenese und Angiogenese. Die Neubildung des
BlutgefalRsystems beim Embryo wird als Vaskulogenese bezeichnet. Hierbei entwickeln sich
Endothelzellen aus Vorlauferzellen, sogenannten Angioblasten, die wiederum aus
hamatopoetischen Stammzellen hervorgehen. Diese schliefen sich zu einem primitiven
BlutgefaBnetz mit Gefallumina zusammen (Rylova et al., 2008). In der folgenden
Arteriogenese entsteht daraufhin durch Aussprossung weiterer GefélRe ein hochorganisiertes
vaskuléres Netzwerk. Die vorhandenen Gefallkandle aus Endothelzellen werden von
Perizyten und glatten Muskelzellen bedeckt. Diese verleihen ihnen Stabilitdt und ermdglichen
den Blutfluss (Demir et al., 2007). Im Gegensatz dazu bezeichnet der Begriff der
Angiogenese die Bildung neuer Kapillaren aus bereits existierenden GefaRen (Risau et al.,
1995).

Im adulten Organismus entwickeln sich neue BlutgeféaBe schlielich nur noch durch
Angiogenese. Dieser hochkomplexe Mehrstufenprozess beginnt zundchst mit der lokalen
Degradation der Basalmembran. Weiterhin werden dann kaskadenartig die Phasen der
Migration sowie Proliferation der Endothelzellen bis hin zur Differenzierung in Kapillaren
durchlaufen (Ausprunk et al., 1977). Diese Neubildung von BlutgefaBen steht im adulten
Organismus physiologischerweise unter einer strengen regulatorischen Kontrolle, so zum
Beispiel im Rahmen der Wundheilung oder im Zyklus von Uterus und Ovar. Die
Angiogenese gewahrleistet somit eine Anpassung des Sauerstoff- und Nahrstofftransports an
die Bedurfnisse des Zielgewebes (Peirce, 2008). Dieser Prozess wird hypothetisch durch eine
Art Waage oder Schalter kontrolliert und reguliert (Bergers et al., 2003). Eine Vielzahl von
Aktivatoren (z.B. Fibroblast Growth Factor, Vascular Endothelial Growth Factor) und
Inhibitoren (z.B. Angiostatin, Endostatin) wirken auf dieses Gleichgewicht ein und fiihren
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somit zu einer Anregung oder zur Hemmung der Angiogenese im Zielgewebe, dem
sogenannten Angiogenic Switch.

Unter bestimmten pathologischen Bedingungen (berwiegen jedoch die Aktivatoren und es
lauft eine unkontrollierte und anhaltende Angiogenese ab, beispielsweise bei
Entzlindungsreaktionen, Psoriasis, diabetischer Retinopathie oder beim Wachstum solider
Tumore (Findlay, 1986; Folkman, 1995).

1.2 Tumorangiogenese

Unser gesamter Organismus ist von der Existenz einer kontinuierlichen Versorgung mit
Né&hrstoffen und Sauerstoff abhangig. Des Weiteren ist ein Abtransport von verschiedenen
Stoffwechselprodukten der Zellen notwendig. Somit bendtigt jede einzelne Korper- und daher
auch Tumorzelle eine adaquate Blutversorgung. Wenn die Zellen tber den Blutkreislauf nicht
mehr addquat versorgt werden, gehen sie zugrunde, wie beispielsweise Herzmuskelzellen bei
einem Infarkt (Bialik et al., 1997).

In den 70er Jahren begann aus diesem Gedanken durch den amerikanischen Mediziner Judah
Folkman eine neue Mdglichkeit der Tumortherapie. Folkman wollte das Tumorwachstum
durch Unterbrechung der Blutzufuhr bzw. durch Verhinderung der Ausbildung eines neuen
GefaRsystems im Tumorgewebe, der Antiangiogenese, blockieren (Folkman, 1971). Er konnte
nachweisen, dass ein solider Tumor nur ganz zu Beginn seines Wachstums vom umliegenden
Gewebe per Diffusion mitversorgt werden kann (Folkman, 1963). Ab einer Grol3e von etwa
zwei Kubikmillimetern ist dieser zum weiteren Wachstum auf ein eigenes und
funktionstuchtiges Blutgefalsystem angewiesen und ist somit angiogeneseabhangig (Folkman
et al., 1971). Bis zu diesem Zeitpunkt war der Prozess der Angiogenese im Rahmen der
Tumorprogression zwar in der Literatur beschrieben, jedoch wurde dieser meist in
Zusammenhang mit Entziindungs- oder Abwehrreaktionen des Organismus gebracht (Feigin,
1958).

Folkmans Postulat hingegen stitzte sich auf zahlreiche Ergebnisse aus den Sechziger Jahren,
in denen gezeigt werden konnte, dass die adaquate Versorgung eines soliden Tumors durch
Diffusion nur bis zu einer bestimmten Gréf3e von etwa 1-2 Kubikmillimetern mdglich ist.
Unterbleibt eine Neovaskularisation des Tumorgewebes, so gleicht sich die hohe Rate der
Tumorzellproliferation in der Regel durch zunehmenden Zelltod aus. Es kommt zu einem

Wachstumsstillstand, der sogenannten tumor dormancy, einem scheinbar ,schlafenden*
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Zustand des Tumorgewebes ohne Wachstum, der unter Umstdnden Jahre andauern kann
(Brem et al., 1976; Folkman et al., 2004).

Nur durch ein neugebildetes BlutgefalRsystem, der Tumorangiogenese, kann die ausreichende
Versorgung des Tumorgewebes mit Né&hrstoffen und Sauerstoff sowie der Abtransport
toxischer Stoffwechselprodukte gewdhrleistet werden (Folkman, 1990). Bei ungenlgender
Vaskularisierung des Gewebes durch die fehlende Neovaskularisation werden die

Tumorzellen nekrotisch (Brem et al., 1976) oder apoptotisch (Holmgren et al., 1995).

In den letzten Jahrzehnten bestétigte sich die Hypothese Folkmans, so dass man heutzutage
davon ausgeht, dass die Tumorangiogenese eine zentrale Rolle im Rahmen von
Tumorwachstum, Progression und auch Metastasierung von soliden Tumoren spielt. Dieser
Angiogeneseprozess wird von malignen Zellen in einem friihen Entwicklungsstadium des
Tumorwachstums induziert, muss jedoch durch eine kontinuierliche Angiogeneseinduktion
aufrecht erhalten werden (Kandel et al., 1991; Meyuhas et al., 2008). Das neugebildete
GefaBgeflecht sorgt einerseits fur eine adaquate N&hrstoff- und Sauerstoffversorgung,
andererseits stimulieren die produzierten Wachstumsfaktoren (z.B. EGF, VEGF) weiterhin
die Angiogenese. Somit kommt es zu einer exponentiellen GrdRenzunahme des

Tumorvolumens (Koyanagi et al., 2003; Kim et al., 1998).

1.3 Antivaskulare Tumortherapie

Die Therapie solider Tumore besteht in der Klinik in den meisten Fallen aus mehreren S&ulen.
Chirurgie, Chemotherapie und Strahlentherapie dominieren dabei die Tumorbehandlung.

Da seit einigen Jahren die Bedeutung der Neovaskularisation fir das Wachstum und die
Metastasierung von Tumoren als unabdingbar angesehen wird, gewinnt die antivaskulare
Tumortherapie als eine neue Therapiesdule immer mehr an Bedeutung. Die anatomischen
und funktionellen Besonderheiten des Tumorblutgefal3systems wurden daher intensiv
erforscht, um effektive und hoch spezifische Therapiestrategien entwickeln zu kodnnen.
Konventionelle Therapieformen, die hauptsachlich gegen Tumorzellen gerichtet sind,
bendtigen zur optimalen Wirkung ein adaquates Tumorgefalisystem. Die Pathophysiologie
der Tumormikrozirkulation limitiert jedoch hdufig den Therapieerfolg, beispielsweise durch
eine heterogene Perfusion sowie die zentrale Hypoxie (Jain, 1990). Ein antivaskuldres
Therapiekonzept sieht das GefaRsystem hingegen als ,,Achillesferse” in der Tumorbehandlung

und nutzt somit dessen Besonderheiten zu seinen Gunsten aus (Denekamp, 1993). Auf diese
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Weise ermoglichen die Unterschiede zwischen angiogenetischen TumorblutgefaRen und
reifen GefaRen einen selektiven Angriff auf das TumorgefaRsystem.

Antivaskulére Therapiesubstanzen sollen daher TumorblutgefaRe zerstéren bzw. ihre
Neubildung verhindern (Denekamp, 1993). Im Rahmen dieser Therapie gibt es zwei
verschiedene Wirkungskonzepte (Los et al., 2001; Eichhorn et al., 2004). Beim Konzept des
Vascular targeting sollen bereits vorhandene TumorblutgefaRe selektiv zerstort werden
(Denekamp, 1984). Die Zerstérung des Tumorblutgefalisystems soll durch den zytotoxischen
Effekt zur akuten Tumorregression und somit zu einer Wachstumsverzégerung fithren. Die
Vorraussetzung fir eine systemische Therapie besteht in der gezielten Anreicherung der
Wirksubstanzen im TumorblutgefaBsystem nach intravendser Applikation. In den letzen
Jahren haben sich zahlreiche Arbeitsgruppen mit der Entwicklung so genannter Vascular
Targeting Agents (VTA) bzw. Vascular Disrupting Agents (VDA) beschéftigt (Thorpe, 2004;
Eichhorn et al., 2004; Gaya et al., 2005).

Anti-Angiogenese Vascular targeting
VEGF-Antikérper, Tyrosinkinase- Chemoembolisation, Combretastatin,
Inhibitoren, MMP-Inhibitoren ZD6126, kationische Lipidkomplexe

Inhibierung der Bildung neuer Destruktion des bereits
Blutgefaie existierenden TumorgefaRsystems
zytostatischer Effekt zytotoxischer Effekt
Wachstumsverzégerung / akute Tumorregression /
Wachstumsstop / Tumordormancy Wachstumsverzégerung

Abb. 1: Konzepte von Antiangiogenese und Vascular targeting (Eichhorn et al., 2004)
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Im Rahmen des antiangiogenetischen Therapiekonzepts hingegen soll die Ausbildung neuer
Tumorblutgefalle verhindert werden (Folkman, 1972). Hierbei tritt ein zytostatischer Effekt
durch Inhibierung der Angiogenese im Tumorgewebe auf und fiihrt zum oben beschriebenen
Wachstumsstop, der sogenannten tumor dormancy. Hierdurch verharrt der Tumor scheinbar
in einer Art Schlafzustand, in welchem er tiber Jahre ohne Wachstum persistieren kann.

Eine Tumortherapie, die sich gegen das Blutgefal3system richtet, hat theoretisch wesentliche
Vorteile gegenliber den bisher etablierten Standardtherapieverfahren (Burrows et al., 1993;
Eichhorn et al., 2004). Da alle soliden Tumore, unabh&ngig von ihrem Erscheinungsbild,
Angiogenese induzieren konnen, konnte durch die antivaskuldre Tumortherapie ein breites
Wirkspektrum erreicht werden. Des Weiteren ist es von Vorteil fur die Wirksubstanzen, dass
der gewiinschte Angriffspunkt, die Endothelzellen, direkt zu erreichen sind und nicht erst eine
Barriere (iberwunden werden muss, um an ihr Ziel zu gelangen. Im Tumorgewebe sind zudem
haufig hohe Zellzahlen von der Versorgung durch ein Geféal abhangig, so dass eine adaquate
antivaskuldre Therapie sehr effektiv sein konnte (Denekamp, 1999). Zudem findet, wie oben
beschrieben, der Prozess der Angiogenese beim Erwachsenen physiologischerweise nur unter
bestimmten Bedingungen statt. Daher kann angenommen werden, dass eine Tumortherapie,
die sich gegen die Angiogenese im Tumorgewebe richtet, eine sehr hohe Selektivitat aufweist
und somit ein geringes Nebenwirkungsspektrum aufzeigt. Aufgrund der Stabilitdt von
Endothelzellen ist eine antivaskuldre Therapie moglicherweise weniger anfallig fir die
Ausbildung von Resistenzen und somit vielféltig und kontinuierlich einsetzbar. Zudem wirken
diese Substanzen gleichermalien dem Primartumor sowie auch dem Metastasenwachstum und

deren Ausstreuung entgegen (Kerbel, 1991; Boehm et al., 1997).

Die Anwendung antivaskuldrer Therapiesubstanzen erfolgt in der Klinik in der Regel in
Kombination mit Chemotherapie bzw. Strahlentherapie (Cao, 2008). Da antivaskulére
Therapiesubstanzen das TumorblutgefaRsystem zerstoren, ist eine exakte Anpassung von
Dosis und Wirkung unabdingbar. Fir die Effektivitat einer Chemo- bzw. Strahlentherapie ist
ein funktionierendes Blutgefalisystem hingegen von grof3er Bedeutung, da der Therapieerfolg
dieser Therapievarianten stark von Parametern wie Tumorperfusion, Gefallpermeabilitat,
Tumorblutvolumen und Tumoroxygenierung abhédngig ist (Hassid et al., 2008). Um die ideale
Dosis- Wirkungs- Beziehung zu ermitteln und im Therapieverlauf kontrollieren zu kénnen, ist
daher ein adaquates Bildgebungsverfahren notwendig, welches zuverlassig Informationen
uber das TumorblutgefaBsystem liefert. Auf diesem Weg kdnnte im weiteren Verlauf der
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Forschung eine Aufdeckung des genauen Wirkmechanismus antivaskuldrer Substanzen auf
den Tumorangiogeneseprozess moglich sein, so dass weitere spezifischere Wirksubstanzen

entwickelt werden kénnen.

1.4 Bildgebungsverfahren

Aufgrund der zunehmenden Einflihrung antivaskulérer Substanzen in klinische Studien in den
letzten Jahren, ist die Nachfrage nach einem adéaquaten Bildgebungsverfahren des
Tumorblutgefalisystems signifikant gestiegen. Man erhofft sich dadurch, die Effekte
antiangiogenetischer und antivaskulérer Therapiesubstanzen in vivo kontinuierlich darstellen
zu konnen, so dass im weiteren Forschungsverlauf bessere Erkenntnisse tber den genauen
Wirkmechanismus dieser Substanzen gewonnen werden.

Als nicht-invasive Bildgebungsverfahren stehen heutzutage mehrere Mdglichkeiten zur
Verfigung (Rehman et al., 2005). Auf der einen Seite stehen Verfahren mit hoher
Strahlenbelastung fur den Patienten waéhrend der Untersuchung, beispielsweise die
Computertomographie (CT) und die Positronenemissionstomographie (PET). Hierdurch ist
die Anzahl der Messungen pro Patient limitiert. Jedoch sind gerade in klinischen Studien
mehrere Messungen und somit viele Wiederholungen der jeweiligen Untersuchung
notwendig.

Die CT ist heutzutage eine weitreichend verfiigbare Bildgebungsmethode. Durch die gute
Reproduzierbarkeit und hohe Validitat konnen in vivo-Marker der Angiogenese indirekt
Ruckschlisse auf die Tumormikrozirkulation geben (Miles, 2002). Hierzu wird mittels
Applikation von jodhaltigem Kontrastmittel eine verlassliche Aussage Uber die
GefaBpermeabilitat, das relative Blutvolumen sowie als aussagekraftigstem Parameter Uber
die Gewebeperfusion gegeben. Diese Messparameter sind als physiologische Korrelate fr
mikroskopische Verénderungen der Tumorgefal3funktion anzusehen. Da die meisten
BlutgefélRe im Tumor einen Durchmesser von weniger als 0,1 mm aufweisen, kdnnen diese
nicht direkt dargestellt werden und erfordern somit eine Bestimmung funktioneller Parameter.
Die PET ist eine sensitive und quantitative Technik zur Darstellung der Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik von Medikamenten, welche mit Isotopen (z.B. **FDG) radioaktiv markiert
wurden. Die Aktivitat von antivaskuldren und antiangiogenetischen Therapeutika sowie von
Wirksubstanzen der Standardchemotherapie kann somit in vivo beurteilt werden.
Verschiedene Parameter wie Tumorblutfluss, Metabolismus, Gewebeperfusion und

Blutvolumen als biologische Endpunkte der antiangiogenetischen Substanzen kénnen auf
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diese Weise bestimmt werden (Saga et al., 2008). Diese Darstellung des Tumorstoffwechsels
gibt indirekt Rickschlisse auf die TumorblutgefaRsituation sowie auf das Ansprechen des
Tumorgewebes auf die jeweils verabreichten Therapiesubstanzen.

Die verwendeten Radioisotope haben wiinschenswerte Vorteile zur Messung des Blutflusses,
wie beispielsweise eine sehr kurze Halbwertszeit, eine freie Diffusion im Gewebe und
hervorragende dosimetrische Eigenschaften. Die ionisierende Strahlung begrenzt jedoch auch
bei dieser Bildgebungsmethode die fur klinische Studien notwendigen Messwiederholungen
pro Patient. Des Weiteren erfordert die kurze Halbwertszeit der Isotope eine Synthese am
Patientenbett bzw. am Tag der Applikation. Zudem sind der Untersuchung mittels PET durch

die heterogene Perfusion im Tumorgewebe Grenzen gesetzt.

Auf der anderen Seite stehen Bildgebungsverfahren ohne Strahlenbelastung fur den Patienten
zur Verfugung. Die Magnetresonanztomographie (MRT) kann die Effektivitat diverser
Behandlungsverfahren wie Chemotherapie, Radiotherapie und neuerer Therapiemethoden,
einschlieRlich antiangiogenetischer und antivaskuldrer Substanzen, tiberwachen (Padhani et
al., 2001). Dies erfolgt beispielsweise durch Messung von Parametern wie der
Gewebeperfusion, der Gefaldichte sowie der GefalBpermeabilitat im Tumor nach Applikation
von Gadolinium-DTPA. Parameter des akuten pharmakodynamischen Effektes von
antiangiogenetischen Stoffen korrelieren hierbei signifikant mit den Aquivalenten der
Tumorangiogenese in der Immunhistochemie (Rehman et al., 2005). Reproduzierbarkeit und
Validitat dieses Verfahrens sind jedoch trotz Analyseprotokollen bei schnellem
Tumorwachstum und dessen Heterogenitat nur eingeschrankt gegeben. Zudem sind MRT-

Untersuchungen kostenintensiv und nicht ubiquitér durchfihrbar.
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1.5 Kontrastmittelverstarkter Ultraschall

Als weiteres nicht-invasives Bildgebungsverfahren steht uns zudem der Ultraschall zur
Verfligung. Ultraschall gibt es seit Tausenden von Jahren in der Natur, nachdem die Tiere in
der Evolutionsgeschichte, als géngigstes Beispiel die Fledermaus, gelernt haben, sich im
Raum mit Ultraschall zu orientieren, wie Spallanzani 1774 postulierte. Nach dem Vorbild der
Natur wurde mittlerweile eine Vielzahl an Geraten nachgebildet. Der Osterreichische
Neurologe Karl Dussik war der erste Mediziner, der den Ultraschall zu diagnostischen
Zwecken in der Klinik nutzbar machte. 1938 publizierte er seine Methode der
Hyperphonographie zur Beurteilung der Gehirnventrikel (Shampo et al., 1995).

Seit der Einfiihrung des Ultraschalls in die klinische Routinediagnostik vieler Fachbereiche in
den 80er Jahren hat sich dieses Bildgebungsverfahren technisch am schnellsten
weiterentwickelt, ist heutzutage ubiquitar verfugbar und aus der klinische Routine nicht mehr
wegzudenken. Zudem ist der Ultraschall ein kostenglinstiges Verfahren ohne Belastung fir
den Patienten, so dass kurze Untersuchungsintervalle zur Durchfihrung regelmaRiger
Messungen moglich sind (Lindner et al., 2002). Aufgrund der begrenzten Eindringtiefe sind
dem Ultraschall jedoch nicht alle Kérperregionen gleich zugéanglich, so dass sich nicht jeder
Tumor zur Untersuchung eignet (Ignee et al., 2009).

Zur Gewinnung von Informationen Uber das Blutgefalisystem nimmt die Methodik des
kontrastmittelverstarkten Ultraschall einen kontinuierlich steigenden Stellenwert in der
Evaluation der Mikrozirkulation an. Seit etwa zehn Jahren erweitert diese
Sonographiemethodik die klinische Diagnostik. Als bisher einziges Bildgebungsverfahren
ermoglicht der kontrastmittelverstarkte Ultraschall eine kontinuierliche Analyse des An- und
Abflutens des Kontrastmittels im Blutgefalisystem unter Echtzeitbedingungen. Die
Anschaffungskosten eines geeigneten Ultraschallgerates betragen nach Herstellerangaben
lediglich einen Bruchteil der Kosten fir eine Computertomographie oder eine
Magnetresonanztomographie.

Nach Applikation eines speziellen Kontrastmittels, sogenannter Microbubbles, sind
detaillierte Informationen Uber die Tumorvaskularisation bei hdchster rdumlicher und
zeitlicher Auflosung prinzipiell moglich (Willmann et al., 2008). In ihrer 10 bis 200 nm
dicken AuBenhille aus Proteinen oder Lipiden enthalten die Microbubbles jeweils ein
bestimmtes Gas (z.B. Perfluorcarbon oder Sulfurhexafluorid). Im Gegensatz zu anderen
Kontrastmitteln, beispielsweise beim MRT, diffundieren die Microbubbles nicht ins

umliegende Gewebe, sondern bleiben streng intravaskular. Auf diese Weise verstarken sie die
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Signalintensitat des Blutes dramatisch. Somit wird eine klare Unterscheidung zwischen
Blutfluss und Perfusion im GefélRsystem sowie dem umgebenden Gewebe mdglich
(McCarville et al., 2006). Da die Bubbles einen Durchmesser von nur etwa 2-6um besitzen,
konnen sie auch die kleinsten Kapillaren der Lunge problemlos passieren und somit
zuverlassig Aufschluss Uber die Mikrozirkulation geben.

Weiterhin fuhren die Bubbles nicht zu den von anderen Bildgebungsverfahren bekannten
allergischen Reaktionen, da diese Kontrastmittel kein Jod enthalten und somit auch bei
Kontrastmittel- bzw. Jodallergie verwendet werden konnen. Insgesamt sind die
Nebenwirkungen in bisherigen Studien selten, von kurzer Dauer und milder Intensitat. Nach
langsamer Injektion zirkulieren die Bubbles etwa 10 bis 15 Minuten im Blutkreislauf bevor
das Gas schlie3lich problemlos tiber die Lungen abgeatmet wird. Die Komponenten der Hiille
werden daraufhin in den Nieren metabolisiert und Gber die Leber eliminiert (Quaia, 2007).

Zur Signalverstarkung im Rahmen der Ultraschalluntersuchungen gibt es zwei verschiedene
Methoden. Zum einen kdnnen die Bubbles durch hohe Energieeinwirkung zerstort werden, so
dass sie ein kurzes, irreguldres nicht-lineares Signal aussenden (Blomley et al., 1999).
Andererseits flhren weniger starke Energieeinwirkungen zur Produktion von harmonischen
Schwingungen der Microbubbles mit kontinuierlicher Aussendung nicht-linearer Signale.
Hierdurch wird eine verlangerte Oszillation der Microbubbles im BlutgefalRsystem ohne deren
Zerstorung erreicht, so dass dynamische Informationen tiber Parameter des BlutgefalRsystems
beziiglich Makro- und Mirkozirkulation gewonnen werden kdnnen (Quaia, 2007). Mit Hilfe
einer speziellen Software kdnnen die Signale der zu untersuchenden Strukturen zudem von
deutlichen schwéacheren Signalen des umliegenden Gewebes getrennt werden. Zur
Anwendung dieser Verfahren werden die Microbubbles jeweils als Bolusinjektion

verabreicht, um standardisierte Messungen zu erméglichen.
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung

Aufgrund der stetig zunehmenden Anwendung antivaskuldrer Tumortherapeutika in
klinischen Studien, stellte sich die Frage nach einem addquaten Bildgebungsverfahren zur
quantitativen und nicht-invasiven Untersuchung der Tumormikrozirkulation wéhrend

antivaskuldrer Tumortherapie.

Somit stellten sich fir die vorliegende Arbeit nachfolgende Fragen:

e Welches Ultraschall-Kontrastmittel  ist zur  qualitativen  Analyse  der

Tumormikrozirkulation geeignet?

e KoOnnen Verdnderungen der Tumormikrozirkulation wahrend antivaskuldrer
Tumortherapie mit Hilfe eines Kontrastmittels nachgewiesen und quantifiziert

werden?

e Besteht eine Korrelation zwischen Parametern des kontrastmittelverstarkten

Ultraschall und Parametern der Tumormorphologie?
e Besteht eine Korrelation von Parametern des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls mit

funktionellen Parametern der Tumormikrozirkulation durch Messungen mittels

intravitaler Fluoreszenzmikroskopie?
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2. Material und Methodik

Die im Folgenden dargestellten tierexperimentellen Untersuchungen wurden mit
Genehmigung der Regierung von Oberbayern im Zeitraum von September 2007 bis Marz
2009 am Institut fur Chirurgische Forschung/ Walter-Brendel-Zentrum fur Experimentelle
Medizin der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen unter der Leitung von Herrn Prof. Dr.
med. U. Pohl durchgefiihrt.

2.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung

Als Versuchstiere dienten sechs bis acht Wochen alte méannliche Syrische Goldhamster mit
einem mittleren Korpergewicht von 50g (45-55g). Die Tiere stammten aus dem Inzuchtstamm
der Firma Charles River (Sulzfeld) und wurden im Tierstall des Instituts fir Chirurgische
Forschung bei freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten. Die Umgebungstemperatur
betrug 24°C bei einer Luftfeuchtigkeit von 50%. Die Beleuchtung erfolgte durch kunstliches
Licht in einem zwolfstiindig wechselnden Hell-Dunkel-Rhythmus.

Nach Aufnahme in den Versuch wurden die Hamster in Einzelkafigen unter Wahrung der
zuvor genannten Untersuchungsbedingungen gehalten.

Des Weiteren verwendeten wir fur Versuche vier bis sechs Wochen alte mannliche C57/ Bl6-
Mause mit einem mittleren Korpergewicht von 23g (20-25g). Auch diese Tiere stammten aus
dem Inzuchtstamm der Firma Charles River (Sulzfeld) und wurden im Tierstall des Instituts
fur Chirurgische Forschung bei freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten.

2.2 Tumormodelle

Zur Klarung der Fragestellung wurden Versuche an verschiedenen Tumormodellen
durchgefuhrt. Fur die intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurde das Modell der
transparenten Ruckenhautkammer gewéhlt, auf welches spéater genau eingegangen wird. Die
histologischen Untersuchungen solider Tumore erfolgten anhand eines subkutanen
Tumormodells. Die Untersuchungen mittels kontrastmittelverstarkten Ultraschalls wurden an
beiden Tumormodellen durchgefiihrt.
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2.2.1 Tumorzellen

Als Tumormodell diente das am Institut fur Chirurgische Forschung als Zelllinie kultivierte
amelanotische Hamstermelanom A-Mel-3 (Fortner et al., 1961) sowie das ebenfalls als
Zelllinie kultivierte Lewis-Lung-Karzinom LLC-1 (Mayo, 1972). Zur Gewahrleistung einer
Vergleichbarkeit der Tumore wurden fur die Versuchsreihen ausschliel3lich Zellen derselben
Kulturpassage verwendet.

2.2.1.1 Lewis Lung Karzinom 1 (LLC- 1)

Zur Herstellung des Kultur- und Einfriermediums wurden zu 500ml Dulbeccos Modified
Eagle Medium (DMEM; PAA Pasching, Austria) 5ml Penicillin/Streptomycin (Pansystems,
P06-07100) sowie inaktiviertes fetales Rinderserum (Biochrom) hinzugegeben. Zur in vitro-
Passage wurden die Zellen in dieses Kulturmedium suspendiert und in Zellkulturflaschen
(Becton Dickinson, Heidelberg) ausgesat. Die Anzucht erfolgte im Brutschrank (CO,-Auto-
Zero Typ B 5061 EK- 02; Heraeus, Hanau) bei 37°C und 90% Luftfeuchtigkeit.

Alle zwei Tage wurden die Zellen mit frischem Medium versorgt. Zum Splitten der Zellen
wurde zundchst Trypsin/EDTA (Pansystems) zum Ablésen vom Kulturmedium
hinzugegeben. Nach kurzer Inkubationszeit wurde Trypsin durch erneute Zugabe von DMEM
inaktiviert. AbschlieBend wurden die Zellen gewaschen und die Suspension zur weiteren
Ziuchtung auf neue Kulturflaschen verteilt.

Zur Kryokonservierung der Zellen wurde der Inhalt von drei Kulturflaschen in ein Falcon-
Rohrchen gefiillt und 10 Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgegossen und der Vorgang wiederholt, um das Medium zu entfernen. Nach Resuspension
mit 1,5 ml Einfriermedium (Herstellung siehe oben) wurden die Zellen in Cryobank Vials
(NUNC; Langenselbold) abgefullt, schrittweise abgekihlt und bei -198°C in fliissigem
Stickstoff gelagert.

2.2.1.2 A-Mel-3-Hamstermelanom

Zur Herstellung von Kultur- und Einfriermedium wurden einem Liter Roswell Park Memorial
Institute Medium (RPMI 1640; PAN Biotech, Aichenbach) 10ml einer 1%-igen Lésung von
Penicillin und Streptomycin, entsprechend 10° I.E. Penicillin und 10° I.E. Streptomycin
(PanSystems), zugesetzt. Danach wurde dem Kulturmedium 10% fetales Kélberserum (FKS;
PanSystems) und dem Einfriermedium 20% FKS und 20% Dimethylsulfoxid (DMSO; Serva,
Heidelberg) zugegeben. Zur in vitro-Passage wurden die Zellen in das Kulturmedium
suspendiert und in Zellkulturflaschen (Becton Dickinson, Heidelberg) ausgesét.
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Die Anzucht erfolgte im Brutschrank (CO,-Auto-Zero Typ B 5061 EK- 02; Heraeus, Hanau)
bei 37°C und 90% Luftfeuchtigkeit sowie bei 5% CO;-angereicherter Luft. Nach drei Tagen
konnten die Zellen meist geerntet werden. Dazu wurden zum Abldsen der Zellen zunéchst
4ml Trypsin-EDTA (PanSystems) auf das Medium gegeben und nach einer funfminitigen
Inkubationszeit 10ml RPMI-Medium hinzugeftigt. Die Zellen wurden anschlieend mit 450G
zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und erneut RPMI hinzugegeben, um die Zellen erneut
zu suspendieren und zu zentrifugieren. Nach dreimaligem Waschvorgang konnten die

erhaltenen Tumorzellen nun eingefroren oder weitergezichtet werden.

6
Zum Einfrieren wurden ca. 50 x 10 Zellen mit 1,5ml kaltem Einfriermedium suspendiert, in
Cryobank Vials (NUNC, Langenselbold) abgefillt, dann schrittweise abgekihlt und in
flussigem Stickstoff bei — 198°C gelagert.

2.2.2 Vorbereitung der Tumorzellen zur Implantation

Etwa 30 Minuten vor der geplanten Tumorzellimplantation wurden die eingefrorenen Zellen
unter flieRendem, lauwarmem Wasser aufgetaut und in Falcon-Roéhrchen (Becton Dickinson,
Heidelberg) gefullt. Die Zellen wurden in 50ml Phosphatpuffer (PBS mit Kalzium und
Magnesium; PanSystems) suspendiert und bei 25°C fir 10 Minuten mit 2500 rpm
zentrifugiert (Universal 30RF; Hettich Zentrifugen, Tuttlingen) und der Uberstand
anschlieRend abgegossen. Dieser Schritt wurde insgesamt mindestens zweimal wiederholt, um
das Einfriermedium auszuwaschen. Danach wurden die Tumorzellen vom Boden des Falcon-

Réhrchens mit einer 1ml- Tuberkulinspritze aspiriert.

2.3 Das Modell der transparenten Rickenhautkammer

Zur Beurteilung und Quantifizierung der Tumormikrozirkulation in vivo wurde das von
Endrich und Mitarbeitern entwickelte und international etablierte tierexperimentelle Modell
der transparenten Riickenhautkammer eingesetzt (Endrich et al., 1980; Asaishi et al., 1981).
Hierbei handelt es sich um ein aus zwei spiegelbildlichen Hélften bestehendes Titangestell
mit einer zentralen, kreisrunden Aussparung im Sinne eines Beobachtungsfensters. In diese
Aussparung kann ein Deckglas (Durchmesser 11,8mm, Starke 1mm, Edgar Hefele
Medizintechnik, Munchen) eingefugt und durch einen Sprengring fixiert werden. Durch
Abnehmen des Deckglases von auflen ist die Implantation von Tumorzellen in das
Praparationsareal maoglich. Die Kammerhalften werden Uber Distanzmuttern in einem

Abstand von 4mm gehalten, wodurch eine Kompression des dazwischen liegenden Gewebes
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vermieden wird. Entlang des oberen und unteren Randes beider Kammerhalften finden sich
Bohrldcher zur Fixierung der Kammer an der Rickenhaut des jeweiligen Tieres mit Hilfe von

Schrauben und Néahten.

2.3.1 Praparation der Ruckenhautkammer

Zunéchst wurden die Kammern in den dafiir vorgesehenen Bohrungen mit Schrauben und
Distanzmuttern zusammengesetzt, um die Parallelstellung beider Halften zu Uberprifen.
AnschlieBend wurde in die zentrale Aussparung ein Deckglas mit Sprengring eingesetzt.
Unter sterilen Arbeitsbedingungen erfolgte dann die Implantation der transparenten
Ruckenhautkammer.

Die Narkose des Versuchstieres erfolgte wahrend der gesamten Préparationsdauer durch eine
intraperitoneale Injektion von 100 mg/kg KG Ketaminhydrochlorid (Ketavet®; Pharmacia
GmbH, Karlsruhe) und 10 mg/kg KG Xylazinhydrochlorid (Rompun®; Bayer, Leverkusen).
Die Rickenhaare des Tieres wurden nach Eintritt der Narkosewirkung mit einem
Langhaarrasierer sowie durch chemische Depilation (elcamed Creme, Asid Bonz GmbH,
Herrenberg) vollstandig entfernt. Anschlielend wurde die Rickenhaut mit 72% Alkohol
(Cutasept®; Bode Chemie, Hamburg) gereinigt und das Tier auf einer Warmeplatte gelagert,
so dass die linke Korperseite dem Operateur zugewandt war.

Die Ruckenhaut wurde nun mittig gefasst und zu einer Falte angehoben. Mittels
Translumination konnte nun die Gefallversorgung der Haut lokalisiert und die Hautfalte so
verschoben werden, dass die groRen GefaRarkaden (Rami cutanei der rechten und linken
Arteria costalis) bei der Praparation geschont werden. Die Hautfalte wurde in dieser Position
mit zwei Haltefdden (Ethibond 5-0; Ethicon, Nordstedt) fixiert. Die mit Schrauben versehene
Kammerhalfte wurde daraufhin an ihrem Oberrand auf der Riickseite der Falte angenéht. Die
Schrauben am Unterrand der Kammerhalfte wurden nach Stichinzision durch die Haut gefuihrt
und mit Hilfe von Miniklemmen fixiert.

Daraufhin wurde das Tier in die Rechtsseitenlage umgelagert, so dass die vorher markierte
Seite in horizontaler Lage dem Operateur zugewandt war. Als ndchstes wurde unter
Zuhilfenahme des Mikroskops (Wild M650; Wild Heerbrugg AG, Heerbrugg, Schweiz) mit
25-facher VergroRerung die gesamte Dermis einschlie3lich des subkutanen Bindegewebes im
zuvor eingezeichneten Areal mit mikrochirurgischen Instrumenten abprépariert. Somit wurde
der Blick auf die kontralaterale Seite mit dem Hautmuskel und den versorgenden Geféalien
freigegeben. Um Blutungen zu vermeiden, wurde wahrend der Préparation sorgféltig auf eine
atraumatische Praparationstechnik geachtet. SchlieBlich wurde die zweite Kammerhélfte mit
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eingesetztem Deckglas unter Zuhilfenahme von Muttern an den Schrauben befestigt sowie
durch Einzelknopfnahte an der Haut fixiert. Dadurch legte sich das feuchte Préparationsareal
durch Adhé&sionskrafte an das Deckglas an.

Somit wurde eine kontinuierliche Betrachtung der BlutgefaRe wéhrend der Durchflihrung der
Versuchsreihen, sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch, ermdglicht.

2.3.2 Implantation der Tumorzellen in die Rickenhaukammer

Zwei Tage nach der Préparation der Ruckenhautkammer erfolgte die Implantation der
Tumorzellen in die Kammer. Hierflir wurden die wachen Hamster in luftdurchldssigen
Plexiglasrohren (Effenberger, Minchen) immobilisiert, so dass die Kammer durch einen
Langsschlitz aus der Rohre herausstand. Dann wurden die Réhren auf einem angefertigten
Plastiktisch fixiert, so dass die Kammer mit dem Préparationsareal nach oben waagerecht
unter dem Operationsmikroskop zu liegen kam.

Sprengring und Deckglas der Ruckenhautkammer wurden nach oberflachlicher Reinigung
vorsichtig entfernt, so dass in das freiliegende Areal der Kammerprédparation ungeféhr ein
Mikroliter (etwa 2x 10° Tumorzellen) der Tumorzellsuspension mit einer 11er- Skalpellspitze
(Feather Safety Razor Co., LTD; Osaka, Japan) aufgebracht werden konnte. Danach wurde
das Fenster mit einem sterilen Deckglas sowie dem Sprengring wieder fest verschlossen. Als
letztes erfolgte die mikroskopische Kontrolle der Riickenhautkammer auf Unversehrtheit und
vollstandige Adharenz des Préparationsareals an das Deckglas.
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Abb. 2: Syrischer Goldhamster nach abgeschlossener Praparation der transparenten
Rickenhautkammer.

2.3.3 Makroskopische Dokumentation

Vor der Durchfiihrung der Untersuchungen mittels Ultraschall und Fluoreszenzmikroskopie
wurden mit einer Digitalkamera (Nikon Coolpix 995; Nikon Corp, Tokio, Japan) noch
Ubersichtsaufnahmen der Riickenhautkammern im Auflicht und unter Durchleuchtung
angefertigt. Die Tiere wurden daflr erneut, wie schon bei der Implantation der Tumorzellen,
in den Plexiglasrohren auf der Plexiglasplatte fixiert. Die Aufnahmen des gesamten
Préaparationsareals mit dem wachsenden Tumor und umgebendem Sprengring dienten zur
Dokumentation der TumorgroRe sowie der makroskopisch sichtbaren Angiogenese im
Tumorgewebe.
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Abb. 3: Ubersichtsaufnahme einer Kammerpraparation unter Durchleuchtung. Mittig ist das
gut abgrenzbare Tumorgewebe mit bereits stattfindender Neovaskularisation, von den
subkutanen GefaRen ausgehend, zu erkennen.

2.4 Das subkutane Tumormodell

Um eine adaquate TumorgroRe fir histologische Untersuchungen zu gewéhrleisten, wurde ein
subkutanes Tumormodell gewdahlt, welches in der Vergangenheit bereits mehrfach in unserer
Arbeitsgruppe zur Anwendung kam (Weiss et al., 1990; Buerkle et al., 2002; Krasnici et al.,
2003). Die Injektion der jeweiligen Tumorzellen erfolgte hierbei unter die Ruckenhaut der
Versuchstiere.

2.4.1 Implantation der Tumorzellen

Zur subkutanen Implantation der Tumorzellen erhielten die Versuchstiere eine kurze Narkose
durch eine intraperitoneale Injektion von 100 mg/kg KG Ketaminhydrochlorid (Ketavet®;
Pharmacia GmbH, Karlsruhe) und 10 mg/kg KG Xylazinhydrochlorid (Rompun®; Bayer,
Leverkusen). Nach dem Wirkungseintritt der Narkose wurden die Riickenhaare der Tiere mit
einem Langhaarrasierer sowie durch chemische Depilation (elcamed Creme, Asid Bonz
GmbH, Herrenberg) vollstdndig entfernt, bevor die Haut mit 72%-igem Alkohol (Cutasept®,
Bode Chemie) desinfiziert wurde. Zum Schutz vor Unterkiihlung wurden die Tiere auf einer
Warmeplatte gelagert.
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6
Mit Hilfe einer Einmalkanile (27 Gauge; B Braun AG) wurden 20 pl (etwa 5 x 10 Zellen)
der vorbereiteten Tumorzellsuspension (siehe 2.2.2) subkutan im lumbosakralen Bereich der

Ruckenhaut injiziert.

2.4.2 Messung der Tumorgrolie
Zur Berechnung des Tumorvolumens wurden alle zwei Tage mit Hilfe eines Messschiebers
(V. Miller, Germany XSF) L&nge (l), Breite (b) und Hohe (h) der halbellipsoiden Tumore
gemessen und aus diesen Parametern das Volumen nach der von Tomayko und Reynolds
beschriebenen Formel

Vimor = I X b X h X /6
berechnet (Tomayko et al., 1989). Die Konstante ¢ = 0,837 anstelle 7/6 wurde durch Weiss

und Mitarbeiter (Weiss et al., 1990) fir das A-Mel-3- Hamstermelanom bestimmt.

2.4.3 Wiegen der Tiere

Die Tiere wurden vor Beginn des Versuches sowie im Therapieverlauf in regelmaiiigen
Abstédnden auf einer Kleintierwaage (Navigator, Ohaus) gewogen, um die jeweils zu
applizierende Substanzmenge berechnen zu kénnen.

Des Weiteren konnte der Gesundheitszustand der Versuchstiere gut tberwacht werden, indem
deren Gewicht tber die gesamte Dauer der Versuchsreihe protokolliert wurde.

2.5 Implantation von vendsen Verweilkathetern

Am Tag vor der geplanten Ultraschalluntersuchung erhielten die Goldhamster eine Narkose
durch eine intraperitoneale Injektion von 100 mg/kg KG Ketaminhydrochlorid (Ketavet®;
Pharmacia GmbH, Karlsruhe) und 10 mg/kg KG Xylazinhydrochlorid (Rompun®; Bayer,
Leverkusen). Nach Eintritt der Narkosewirkung wurden dann die Haare im Halsbereich
mittels chemischer Depilation (elcamed Creme, Asid Bonz GmbH, Herrenberg) vollstandig
entfernt. Nach Desinfektion mit 72%-igem Alkohol (Cutasept®, Bode Chemie) wurden die
Tiere zum Schutz vor Auskihlung auf einer Warmeplatte gelagert. Unter sterilen
Arbeitsbedingungen wurde dann mit Hilfe von mikrochirurgischen Instrumenten die rechte
Vena jugularis chirurgisch dargestellt. Unter Zuhilfenahme des Mikroskops (Wild M650;
Wild Heerbrugg AG, Heerbrugg, Schweiz) mit 25-facher VergrolRerung wurde anschlief3end
ein mit Natriumchlorid gefullter, etwa 25cm langer Polyethylenkatheter (0,28mm ID; 0,61mm

OD; SIMS Portex, UK) in die rechte Vena jugularis eingefiihrt. Der Katheter wurde vorsichtig
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bis kurz vor den rechten Herzvorhof geschoben, bevor dieser mittels Perma-Handseide 6-0
(Ethicon GmbH Norderstedt) an der Vena jugularis fixiert wurde. Die Ausleitung des
Katheters in den Nacken der Tiere tber einen subkutanen Hauttunnel gewahrleistete einen
langfristigen Schutz vor mechanischer Manipulation und Infektionen. Hierzu wurde der
Katheter am distalen Ende verknotet und anschliefend entweder an der Riickenhautkammer
mit Leukosilk fixiert oder, bei Versuchtieren mit subkutan implantierten Tumoren, im Verlauf

abgesetzt, so dass die Tiere diesen nicht selbstdndig entfernen konnten.

2.6 Kontrastmittelverstarkter Ultraschall
Far unsere Versuche verwendeten wir ein Ultraschallgerdt (Acuson Sequoia 512, Siemens
Medical) der Klinischen Radiologie Grofhadern mit einem 15 MHz-Schallkopf, um eine

adaquate Ubersicht der gesamten Tumorregion zu erhalten.

Zudem wurde fir die Versuchsreihen des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls die
sogenannte Cadence Contrast Pulse Sequencing (CPS)-Technologie verwendet. Diese stellt
eine hochsensitive Methodik der Kontrastmittelerkennung mittels Nutzung nicht-linearer
fundamentaler und harmonischer Frequenzen héherer Ordnung dar, wodurch die Sensitivitat
der Aufnahmen verbessert wird. Der mechanische Index, welcher die Leistung der
Beschallung beschreibt, wurde mit 0,4 und weniger sehr niedrig gehalten, um maoglichst
wenige Microbubbles wahrend der Messung zu zerstéren und dynamische Aufnahmen im

Verlauf zu gewéhrleisten.

2.6.1 Microbubbles als Kontrastmittel

Als Kontrastmittel beim CEUS verwendeten wir sogenannte Microbubbles, bestehend aus
einer Gasfullung in einer AuBenhllle aus Proteinen oder Lipiden, welche als
Echosignalverstarker fungieren (siehe 1.5). Die Bubbles haben jeweils einen Durchmesser
von 2-6 um und konnen daher auch die kleinsten Kapillaren der Lunge problemlos passieren,

so dass eine kontinuierliche Darstellung des BlutgefaRsystems moglich gemacht wird.
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2.6.1.1 Kontrastmittel Sonovue

Als Ultraschallkontrastmittel in unseren Versuchen verwendeten wir Sonovue (Bracco;
Amsterdam, Niederlande), welches eine Hulle aus einem Phospholipidmonolayer besitzt, die
das enthaltene Schwefelhexafluorid umschlieft. Sonovue ist in Europa bisher nur flr
diagnostische Zwecke (z.B. in der Echokardiographie oder Dopplersonographie) in der

klinischen Anwendung zugelassen.

1ml Sonovue enthdlt nach Auflosung 8ul Schwefelhexafluoridgas, wobei die Microbubbles
einen mittleren Durchmesser von etwa 2,5um haben. Die Substanz wird intravends appliziert
(0,03ul/g KG), gefolgt von einer Natriumchlorid-Injektionsldsung, und hat beim Erwachsenen
eine mittlere Halbwertszeit von 12 Minuten. In den beschriebenen Versuchen wurde fir die
Mause eine Kontrastmitteldosis von 50ul pro 30g Maus berechnet. Die untersuchten
Goldhamster erhielten 100ul pro 60g Hamster. Somit lag die applizierte Dosis deutlich héher
als die in der Packungsbeilage empfohlene Injektionsmenge.

2.6.1.2 Kontrastmittel Luminity

Als ein weiteres Ultraschallkontrastmittel wurde Luminity (Bristol Myers Squibb Pharma,
Brussel, Belgien) verwendet, welches eine Phospholipidschicht mit Perflutrengas als Fullung
besitzt. Auch diese Substanz ist in der klinischen Diagnostik der Echokardiographie
zugelassen. Die Microbubbles haben einen durchschnittlichen Durchmesser von 1,1- 2,5 pm.
Des Weiteren sind in 1ml Luminity 150ul Perflutrengas enthalten. Durch den hoheren
Gasanteil soll eine im Vergleich zu anderen Kontrastmitteln geringere Applikationsmenge

notwendig sein, wodurch das Nebenwirkungsspektrum vermindert werden soll.

Die empfohlene Dosis besteht aus einer intravendsen Gabe von 10 pl/ kg KG als langsame
Bolusinjektion, auch hier gefolgt von einer Natriumchlorid-Injektionslosung. Die
Microbubbles haben in dieser Zusammensetzung eine mittlere Halbwertszeit von zwei
Minuten. Vor Anwendung muss das Kontrastmittel in einem mechanischen Schittler

(Vialmix; Bristol Myers Squibb Pharma, Brissel, Belgien) fur kurze Zeit aktiviert werden.
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2.6.2 Durchfihrung der Ultraschalluntersuchung

Zur Durchfiihrung der Ultraschalluntersuchungen der subkutan implantierten Tumore wurden
die Mé&use mittels 0,8%igem Halothan (Halocarbon Laboratories; River Edge NJ, USA) in
Sauerstoff narkotisiert. Die Mduse wurden in Bauchlage auf einer Heizplatte gelagert, um
eine Auskiihlung zu vermeiden, bevor das zuvor auf 37 °C erwarmte Ultraschallgel (Apotheke
der Universitat Munchen) vorsichtig etwa 1cm dick aufgebracht wurde. Nach Einstellung der
gewunschten Eindringtiefe des Messbildes sowie der addquaten Sicht Uber die gesamte
Tumorregion, wurden zundchst Aufnahmen im B-Mode in transversaler und longitudinaler
Schnittrichtung vorgenommen. Die syrischen Goldhamster wurden zur Untersuchung der in
die transparente Ruckenhautkammer implantierten Tumore in den luftdurchlassigen
Plexiglasrohren immobilisiert. Auch hier wurde zundchst mittels B-Mode die Tumorgrofie
ausgemessen.

Zur Beurteilung des BlutgefaBsystems mittels Kontrastmittel wurde den Mausen im
Anschluss jeweils 3,5ul/g KG Sonovue als intravendse Bolusinjektion iiber eine laterale
Schwanzvene appliziert. Die Hamster erhielten die Kontrastmittelinjektion tber die zuvor
implantierten vendsen Verweilkatheter. Zur Kontrolle der erfolgten Kontrastmittelinjektion
wurde ein sichtbarer Peak der Kontrastmittelmessung in der Aorta oder Vena cava gewertet.

Die dynamischen Aufnahmen wurden daraufhin vom Start der Injektion flr zwei Minuten bei
einer Bildfrequenz von etwa 10 Hz zur spateren Offline-Analyse gespeichert. AbschlieRend
wurden die Microbubbles mittels hoher Energieeinwirkung zerstort und die Messung nach

einer Latenzzeit von zehn Minuten mittels erneuter Kontrastmittelinjektion wiederholt.

2.6.3 Auswertung der Messungen

Die anschlielende Auswertung der Aufnahmesequenzen des kontrastmittelverstarkten
Ultraschalls erfolgte offline am Ultraschallgerat mit Hilfe der Diacom Originaldaten.
Hierdurch konnte der Zeitraum der Versuche verkirzt und die Belastung fiir die Tiere auf ein
Minimum reduziert werden. Es wurden jeweils drei ROIs (regions of interest) in jedem
subkutanen Tumor ausgewahlt: das erste ROl umfasste den gesamten Tumorbereich, ein
weiteres wurde in der Tumorperipherie lokalisiert und das letzte ins Tumorzentrum gelegt.
Die Grof3e der jeweiligen ROI-Areale variierte mit der unterschiedlichen GroRe der jeweiligen
Tumore. Aufgrund der im Vergleich zu den subkutanen Tumoren kleineren TumorgréRe der
in die transparente Ruckenhautkammer implantierten Tumore der Goldhamster wurde hier nur

jeweils ein ROI, bezogen auf das komplette Tumorareal, ausgewertet. Aus den erstellten ROIs
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wurden offline Signalintensitatskurven im Zeitverlauf erstellt und in Tabellen Gbertragen
(Excel 2003; Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). Fir die weitere Datenauswertung
wurden schliellich die ersten 30 Sekunden nach erfolgreicher Kontrastmittelapplikation

verwendet.

Zunachst wurden die einzelnen Kurven der Signalintensitat pro Zeit unter Anwendung der
nachfolgenden Formel auf einheitliche Ausgangswerte Korrigiert, um die verschiedenen
Kurven adaquat vergleichen zu kénnen:

AdB =dB (t) - dB (0)

Von diesen Kurven ausgehend wurden daraufhin der maximale Anstieg der Signalintensitét in
Dezibel [dB], der Anstieg der Signalintensitét tiber die Zeit in Dezibel pro Sekunde [dB/ sec]
berechnet sowie die Flache unter der Kurve der Signalintensitat [AU] berechnet. Die Werte

der zwei aufeinanderfolgenden Messungen wurden daraufhin gemittelt.

Anstiegssteilheit AdB/ At
Area under Curve (AUC)

Abb. 4: Schema der errechneten Parameter aus der Messung der Tumormikrozirkulation
mittels kontrastmittelverstarkten Ultraschalls
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2.7 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie
Die Untersuchung sowie die quantitative Analyse des TumorblutgefaBsystems und der
Tumormikrozirkulation in  vivo erfolgte des  Weiteren  mittels intravitaler

Fluoreszenzmikroskopie.

2.7.1 Fluoreszenzmarkierung
Vor Beginn der Untersuchung wurde den Tieren FITC-markiertes Dextran (MW 500.000;
0,05-0,1 ml einer 5%-Ldsung in 0.9% NaCl; Sigma, Deisenhofen, Deutschland) intravends

uber die zuvor implantierten Verweilkatheter der VVena jugularis appliziert.

2.7.2 Aufbau des intravitalmikroskopischen Arbeitsplatzes

Der intravitalmikroskopische Arbeitsplatz wurde unter funktionellen Aspekten gestaltet und
beinhaltet  hierzu  eine  Verbindung von  Mikroskop, = Computersystem  und
Videodokumentationseinheit fur die spatere Offline- Analyse.

Zur Ausstattung der intravitalmikroskopischen Untersuchungseinheit gehdrten:

* Labormikroskop (Axiotech vario; Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen)

* elektronisch steuerbarer Objekttisch (xy-Richtung) mit integrierter fiberoptischer
Durchlichtquelle (Fa. Mé&rzhduser, Wetzlar)

» Objektive mit verschiedenen VergrofRerungsstufen (Plan-Neofluar x10/ x20; Leitz
GmbH, Wetzlar)

* Quecksilberdampf- Kurzbogenlampe (HBO 103 W/2; Zeiss)

* Reflektorschieber 3FL mit Filterset 09 (Exzitation 450-490 nm, Emission 515 nm;
Zeiss) sowie Filter Set 14 (Exzitation 510-560 nm, Emission 590 nm; Zeiss)

* Videokamera (Sony, Deutschland)

Anhand eines Mikro-/ Makroantriebs war die manuelle Feinfokussierung des untersuchten
Gewebeareals moglich. Die Steuerung des Objekttisches unter dem Mikroskop erfolgte mit
Hilfe eines Schrittmotors, welcher mit Hilfe einer speziellen Software (KS 400, Zeiss) von
einem Computer aus bedient werden konnte. Bei jedem Neustart des Systems erfolgte eine
automatische Zentrierung des Objekttisches. Von diesem Referenzpunkt ausgehend konnten
ausgewdhlte Areale anhand ihrer Koordinaten gespeichert und so im Verlauf der
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Untersuchung wiederholt aufgesucht werden. Die unterschiedlichen Fluoreszenzfilter konnten
je nach Aufnahmemodus abwechselnd in den Lichtweg des Mikroskops eingebracht werden.
Zudem verfligte die Filterleiste Uber eine Position ohne Fluoreszenzfilter, wodurch eine
Untersuchung des Gewebes im Durchlicht ermdglicht wurde.

Die Bilder der Videokamera wurden kontinuierlich online auf einem Videomonitor sichtbar
gemacht. Gleichzeitig bestand die Mdoglichkeit, die Aufnahmen mittels digitalen
Videorecorders (DSR-45P, Sony) auf S-VHS Videoband fur die spatere Offline-Analyse
festzuhalten. Ein zwischengeschalteter Videozeitgenerator (VTG 33; FOR-A-Company Ltd.,
Japan) erlaubte zur spateren Analyse und Rickverfolgung der Aufnahmen eine

Dokumentation von Datum und Uhrzeit auf dem Videoband.

2.7.3 Durchfihrung der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie

Zur Durchfiihrung der Fluoreszenzmikroskopie wurden die wachen Versuchstiere wie zuvor
beschrieben (siehe 2.3.2) in luftdurchl&ssigen Plexiglasréhren immobilisiert. Unter
Zuhilfenahme der Plexiglasbiihne wurden die Tiere auf dem Objekttisch positioniert, so dass
die Ruckenhautkammer horizontal unter dem Fluoreszenzmikroskop und Uber dem
Ultraschallkopf zu liegen kam. Somit konnte durch Verschieben des Tisches das gesamte
Préaparationsareal mikroskopisch eingesehen werden. Eine Narkose wurde zur Durchfiihrung
der Untersuchung nicht benétigt, da sich die Tiere in den Plexiglasrohren meist ruhig

verhielten und die Riickenhautkammer auf der Biihne ausreichend fixiert war.

Zu Beginn des Versuchs wurde eine Ubersichtsaufnahme des gesamten Gewebes in der
Ruckenhautkammer zur Begutachtung mit einem Leitz-Objektiv (Plan-Neofluar x10; Leitz
GmbH, Wetzlar, Deutschland) angefertigt. Die Untersuchungen der Fluoreszenzmikroskopie
mittels FITC-markiertem Plasma erfolgten mit Hilfe eines Axiotech vario-Mikroskops (Carl
Zeiss Microlmaging GmbH, Gottingen). Fir alle weiteren Aufnahmen wurde zur
Vergleichsprazision in der Auswertung der VM- Parameter ein Leitz- Objektiv mit 20-facher
Vergrofierung (Leitz GmbH, Wetzlar, Deutschland) eingesetzt.

Pro Tier wurden nun jeweils sechs unterschiedliche ROIs im Tumorgewebe ausgewéhlt und
diese mit Hilfe einer Videokamera (Sony, Deutschland) visualisiert und die jeweiligen

Koordinaten notiert.
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Zur adéaquaten Darstellung des Blutflusses in den jeweiligen Gefallen des Normal- sowie des
Tumorgewebes in der Rickenhautkammer wurde den Tieren jeweils 50-100ul der FITC-
Dextranlosung langsam tber den zuvor implantierten Jugulariskatheter appliziert und dieser
daraufhin mit 0,9% Kochsalzlésung nachgespilt. Die Visualisierung des rasch anflutenden
Dextrans im Blutgefalsystem konnte durch Fluoreszenzanregung mit dem Zeiss Filterset 14
(Exzitation 510-560 nm, Emission 590 nm) problemlos erfolgen. Durch Verwendung der
Computersteuerung wurden die zuvor ausgewahlten ROIs nun erneut aufgesucht und die

Mikrozirkulation in den entsprechenden Regionen auf Videoband festgehalten.

Die Aufzeichnung pro ROI betrug jeweils etwa 30 Sekunden. Hierbei wurde darauf geachtet,
die Belichtungszeiten moglichst kurz zu halten, um phototoxische Effekte im Rahmen der
Fluoreszenzmikroskopie zu minimieren (Steinbauer et al., 2000). Im Rahmen des bimodalen
Imaging erfolgte die Untersuchung mittels kontrastmittelverstarkten Ultraschalls direkt im
Anschluss an die Fluoreszenzmikroskopie, um identische Versuchsbedingungen zu erhalten.

Insgesamt betrug die Untersuchungsdauer pro Tier circa 30 Minuten.

2.7.4 Auswertung der Sequenzen

Die anschlielende Auswertung der intravitalmikroskopischen Videoaufnahmen erfolgte
offline durch ein Bildanalysesystem (Cap Image; Zeintl, Heidelberg) (Klyscz et al., 1997).
Das System setzte sich aus einem Personalcomputer mit Bildbearbeitungskarte (IP-8/AT;
Matrox, Kanada) mit Videomonitor (PVM 1442QM, Sony; Kdln) sowie dem Videorecorder
(DSR-45P, Sony) zusammen. Eine Verbindung zwischen Computer und Videogerét bestand
uber eine RS-232-Schnittstelle.

Das System ermoglichte auf diese Weise die quantitative Analyse der Mikrozirkulation.

Somit konnten funktionelle Parameter wie der GefaRdurchmesser (d), die funktionelle

GefaRdichte (fvd) und auch die Erythrozytenflielgeschwindigkeit (VRBC) gemessen werden.

34



2.8 Wirksubstanz ZD6126

ZD6126 wurde uns freundlicherweise von AstraZeneca (Macclesfield, UK) zur Verfiugung
gestellt. Zur Herstellung einer Suspension der errechneten Dosierung wurde zunéchst 0,6mg
Natriumbikarbonat in 1ml Phosphat-Pufferlosung (PBS) geldst. Fir die verschiedenen
Wachstumsstudien wurde die jeweils bendtigte Menge ZD6126 errechnet und als Pulver in
die NaHCOs/ PBS- L6sung gebracht.

Beispielsweise wurde zur Durchfihrung des kontrastmittelverstarkten Ultraschall am
subkutanen Tumor der C57/ Bl6-Maus jeweils 200mg/kg KG ZD6126 bendtigt. Somit wurde
fur die 25g schwere Maus 50mg ZD6126 pro Milliliter Suspension in Losung gebracht.

In unseren Versuchen wurde ZD6126 den Mausen sowie auch den Goldhamstern als
intraperitoneale Bolusinjektion von jeweils 100ul appliziert.

2.9 Versuchsprotokolle

Fir die durchgefuhrten Studien sind im Folgenden die verwendeten Versuchsprotokolle
aufgefuhrt.

2.9.1 Kontrastmittel im Vergleich

Vor Durchfihrung des bimodalen Imaging erfolgte die Untersuchung zwei verschiedener
Kontrastmittel. Hierzu wurden syrischen Goldhamstern (n=10) in einer kurzen Narkose etwa
5x 10° Zellen des A-Mel-3- Hamstermelanoms subkutan implantiert (siehe 2.4.1). An Tag 9
nach Tumorzellimplantation wurde der kontrastmittelverstarkte Ultraschall durchgefiihrt.
Uber vendse Verweilkatheter wurde den Tieren das Kontrastmittel als Bolus injiziert.

An jedem syrischen Goldhamster wurden nach dem ,,Cross over“<-Studiendesign jeweils
Messungen mit Sonovue und Luminity vorgenommen, um eine Vergleichbarkeit der
Kontrastmittel am identischen Tumor vornehmen zu kénnen. Hierbei wurde bei fiinf Tieren
zunéchst Sonovue und dann Luminity appliziert, bei den restlichen Tieren in umgekehrter

Reihenfolge.
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2.9.2 Durchfiihrung des bimodalen Imaging

Zunachst wurden die funktionellen Parameter des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls im
Bezug zu denen der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie zur Quantifizierung des
Tumorblutgefalsystems untersucht. Durch die kombinierte Bildgebung sollte das Verfahren
des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls zur Beurteilung der Angiogenese und des
BlutgefalRsystems validiert werden.

6 Tage nach Implantation der Tumorzellen (2 x 10° Zellen) des A-Mel-3-Hamstermelanoms
in die zuvor préaparierte transparente Rlckenhautkammer erfolgte die Randomisierung der
syrischen Goldhamster (n=14) in die jeweiligen Versuchsgruppen. Der Therapiegruppe wurde
daraufhin an Tag 6 und 7 nach Tumorzellimplantation jeweils 100mg/kg KG ZD6126
intraperitoneal injiziert. 24 Stunden nach der letzten Injektion wurden dann die
Untersuchungen der Tumormikrozirkulation mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie und

kontrastmittelverstarktem Ultraschall simultan durchgefihrt.

Tumorzellinjektion Therapie CEUS/IVM
2x 106 Zellen
I | N O
0 6 7 8 Tage

Abb. 5: Versuchsprotokoll zur Quantifizierung der funktionellen Parameter der
Tumormikrozirkulation mittels IVM und CEUS

Fir das bimodale Imaging wurden die Tiere in luftdurchlassigen Plexiglasréhren auf dem
Untersuchungstisch ~ fixiert, so dass die Rilckenhautkammer zwischen dem

Fluoreszenzmikroskop und dem Ultraschallkopf zu liegen kam.
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/._._. Videokamera

l Deckglas

Tumor

Tumorin Hamster in
Riickenhautkammer, Plexiglasrohre
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Acuson Signalintensitat

Schallkopf g
(8-15 MHz) Seg::.JZOIa

Abb. 6: Schematischer Aufbau des bimodalen Imaging
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Abb. 7: Versuchsaufbau zur Messung der Tumormikrozirkulation mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie und kontrastmittelverstarktem Ultraschall
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Als néchstes wurden Aufnahmen im B-Mode durchgefiihrt. AnschlieBend wurden je sechs
ROIs im Tumorgewebe ausgewahlt und die Koordinaten im Computer gespeichert. Nach
Bolusinjektion von 100ul FITC-Dextrans lber den zuvor implantierten Jugulariskatheter
erfolgte die fluoreszenzmikroskopische Dokumentation der Mikrozirkulation in den
festgelegten ROIs zur Visualisierung des Blutflusses. Die Aufnahmezeit pro ROI betrug etwa
30 Sekunden.

Des Weiteren wurden unter Verwendung des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls
dynamische Aufnahmen des gesamten Tumorareals erstellt. Hierzu wurden jeweils 150pu1
Sonovue uber den vendsen Verweilkatheter appliziert und die Signalintensitatskurven Uber
eine  Minute aufgezeichnet. Nach Destruktion der Microbubbles durch hohe
Energieeinwirkung wurde die Messung nach erneuter Kontrastmittelinjektion zur spéteren

Mittelung der Werte wiederholt.

2.9.2.1 Messparameter: Tumorwachstum und Mikrozirkulation
Die Quantifizierung des Tumorwachstums und der Tumormikrozirkulation erfolgte durch

Messung der folgenden Parameter:

e Kontrastmittelverstéarkter Ultraschall:
e Maximaler Anstieg der Signalintensitat ( ASImax) [dB]
e Anstiegsgeschwindigkeit der Signalintensitat (RSI) [AdB/sec]
e Fl&che unter der Signalintensitét- Kurve (AUC)

e Intravitale Fluoreszenzmikroskopie:

o Gefalldurchmesser (d) [um]

-1
e funktionelle Gefaldichte (fvd) [cm ]
e Erythrozytenfliegeschwindigkeit (VRBC) [mm/sec]

e segmentaler Blutvolumenfluss (Q) [pl/sec]

2
e Mikrozirkulatorischer Perfusionsindex [um /sec]
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Signalintensitat

Die Aufzeichnung der Signalintensitat im Zeitverlauf erfolgte ab dem Beginn der
intravendsen Kontrastmittelapplikation. Fir die statistische Auswertung der ermittelten
Kurven wurde aus den in zwei Messungen aufgezeichneten Kurven das arithmetische Mittel
der Einzelkurven errechnet.

Nach Korrektur der Signalintensitatskurven nach der Formel AdB = dB(t) — dB (0) wurden
verschiedene weitere Parameter berechnet. Der maximale Anstieg der Signalintensitat [dB]
errechnet sich aus der Differenz des initialen Peaks zum Ausgangswert. Die
Anstiegsgeschwindigkeit der Signalintensitdt [dB/sec] wird als lineare Regression vom

Ausgangspunkt zum initialen Peak bestimmt.

Flache unter der Kurve

Die Berechnung der Flache unter der Kurve als weiterer funktioneller Parameter der
Ultraschallmessungen wird mit Hilfe der Signalintensitatskurve tber 30 Sekunden
vorgenommen. Nach Umrechung der erstellten Kurven mittels AdB = dB (t) — dB (0) kann die
Flache unter der Kurve mittels SigmaPlot 10.0 (Systat Software; Point Richmond, CA, USA)

unter Zuhilfenahme der Integralrechnung ermittelt werden.

GefalRdurchmesser

Die Bestimmung der jeweiligen GefaRdurchmesser erfolgt mittels interaktiver Bestimmung
am Bildanalysesystem Cap-Image. Durch mindestens drei Messungen an verschiedenen
Stellen des Blutgefalles werden zudem Kaliberschwankungen berucksichtigt. Fir die
statistische Auswertung sowie die graphische Darstellung der ermittelten Werte wurde das
arithmetische Mittel der Einzelwerte berechnet.

Funktionelle GefalRdichte

Die Gesamtlange aller perfundierten GefélRe bezogen auf das festgelegte Messareal ist als
funktionelle GefaRdichte definiert. Sie stellt somit ein Mal3 fur die nutritive Versorgung des
umliegenden Gewebes dar und gilt als ein wichtiger Parameter zur Beurteilung des
Angiogeneseprozesses (Nolte et al., 1995; Dellian et al., 1996). Die Quantifizierung der
funktionellen GefaRdichte ist mit der Cap-lmage Software Uber die Auswertung der
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen maglich.

Bei der Auswertung der Videoaufnahmen werden alle mit FITC-Dextran perfundierten und

auf diese Weise kontrastierten BlutgefaRRe des vorliegenden ROIs digital nachgezeichnet. Die
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nicht perfundierten und daher in der fluoreszenzmikroskopischen Darstellung kontrastlos
bleibenden GefélRe werden hierbei nicht in die Auswertung miteinbezogen, so dass eine

Aussage uber funktionstiichtige Gefalie gemacht werden kann.

Erythrozytenflieligeschwindigkeit

Die FlieRgeschwindigkeit der Erythrozyten wird mit Hilfe der sogenannten Line-Shift-
Diagramm-(LSD)-Methode; (Klyscz et al., 1997) ermittelt. Im Standbildmodus wird in das zu
untersuchende Blutgefda eine parallel zum GefaR verlaufende Messlinie eingezeichnet.
AnschlieRend wird eine dynamische Bildsequenz von etwa zehn Sekunden aufgezeichnet und
ausgewertet. Dabei werden die Grauwerte je Halbbild entlang der Messlinie registriert und im
Bildspeicher ein Line-Shift-Diagramm erzeugt.

Die hierdurch errechneten Daten werden als vertikale Linie mit der x-Achse als Zeitverlauf
uber 10 Sekunden sowie der y-Achse als Lénge der Messlinie dargestellt. Anhéngig von der
jeweiligen  FlieBgeschwindigkeit und Flussrichtung erzeugt ein Erythrozyt eine
dementsprechend steil verlaufende Linie, woraus die Geschwindigkeit (As/At) berechnet

werden kann.

Segmentaler Blutvolumenfluss
Zur Berechnung des segmentalen Blutvolumenflusses wird eine modifizierte Formel nach
Baker und Wayland (Baker and Wayland, 1974) verwendet. Hierzu wird neben der
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit und dem inneren Gefaliquerschnitt eine Konstante von 1,6
eingefuhrt:

Q = Vrac/ 1,6 X (d/2)?

Die Konstante von 1,6 geht auf Studien an Glasréhren zuriick, in denen gezeigt werden
konnte, dass die zentrale Flieigeschwindigkeit hohere Werte messen lasst als am Randstrom
der Rohre (Baker and Wayland, 1974). Des Weiteren sind die gemessenen Werte abhéngig
vom GefaRdurchmesser, so dass der zu berlicksichtigende Faktor je nach Gefal3grolie variiert.
Da jedoch der Durchschnitt der GeféalRe zwischen 10 und 50 um zu finden ist, wurde als
Konstante 1,6 gewahlt (Baker and Wayland, 1974).
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Mikrozirkulatorischer Perfusionsindex

Als MaR fir die Durchblutung des Tumorgewebes eignet sich der mikrozirkulatorische
Perfusionsindex, welcher sich aus der funktionellen GefaRdichte (fvd) und dem
Blutvolumenfluss (Q) [pl/sec] errechnen I&sst (Strieth et al., 2004). Zunéchst wird hierzu der
Blutvolumenfluss mittels einer modifizierten Formel nach Baker und Wayland berechnet
(siehe Blutvolumenfluss). Der mikrozirkulatorische Perfusionsindex kann daraufhin aus den

Mittelwerten der angegebenen Parameter berechnet werden:

Mikrozirkulatorischer Perfusionsindex [pm?/sec] = fvd x (Vrec/1,6 x (d/2)%) x 10

2.9.3 Tumorwachstumsstudie

Zur Quantifizierung des Tumorwachstums unter Therapie mit dem Vascular targeting-Agens
ZD6126 wurden mehrere Tumorwachstumsstudien durchgefuhrt. Hierzu wurden den
C57/BI6- Mausen, in einer kurzen Narkose mittels Ketavet/Rompun, etwa 5 x 10° Zellen des
Lewis Lung Karzinoms (LLC-1) subkutan implantiert. Nach Erreichen eines
durchschnittlichen Tumorvolumens von etwa 150 mm® wurden die Mause (n= 12) in die
Versuchsgruppen randomisiert. Die Therapiegruppe erhielt daraufhin eine intraperitoneale
Injektion von ZD6126 (siehe 2.8).

Zur adaquaten Dosisfindung waren mehrere Versuchsreihen notwendig. Zu Beginn wurden
zwei Wachstumsstudien mit Injektion von jeweils 75mg/kg KG sowie 50mg/kg KG ZD6126
alle zwei Tage Uber 14 Tage durchgefuhrt. Des Weiteren erfolgte eine Versuchsreihe mittels
Injektion von 100mg/kg KG ZD6126 an drei aufeinanderfolgenden Tagen. Zur Untersuchung
der Tumormikrozirkulation nach Applikation von ZD6126 wurde schlie3lich nachfolgendes

Versuchsprotokoll mit einer einmaligen Injektion von 200mg/kg KG ZD6126 i.p. verwendet.
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Abb. 8: Versuchsprotokoll zur Tumorwachstumsstudie mittels LLC-1 in C57/BlI6-Ma&usen
unter einmaliger Gabe von 200mg/kg KG ZD6126 i.p. an Tag 11 nach Tumorzellimplantation

Die TumorgrolRe wurde regelmaRig mittels Messschieber bestimmt und dokumentiert (siehe
2.4.2). Die Tiere wurden im Versuchsverlauf regelmaRig gewogen und begutachtet, wodurch
die Vertraglichkeit der Therapie kontrolliert werden konnte. Nach Abschluss der jeweiligen
Versuchsreihe wurden die Tiere mit einer Uberdosis Ketavet/Rompun geopfert, die Tumore
chirurgisch entfernt und zur histologischen Auswertung vorbereitet (siehe 2.10).

2.9.4 Kontrastmittelverstarkter Ultraschall

Zur Klarung der Fragestellung nach morphologischen Korrelaten der Histologie mit
Parametern  des  kontrastmittelverstarkten  Ultraschalls ~ wurde  eine  weitere
Tumorwachstumsstudie durchgefuhrt. Hierzu wurden den C57/BI6-Mdusen subkutan etwa 5x
10° Tumorzellen des Lewis Lung Karzinoms implantiert. Nach Erreichen verschiedener
TumorgroRen wurden die Méuse (n=16) in die Versuchsgruppen randomisiert. Die
Therapiegruppe erhielt eine einmalige Injektion von 200mg/kg KG ZD6126 intraperitoneal,
bevor 24 Stunden spater die Untersuchung der subkutanen Tumor mittels
kontrastmittelverstarktem Ultraschall erfolgte.
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Abb. 9: Versuchsprotokoll zur Quantifizierung der Parameter der Tumormikrozirkulation
mittels kontrastmittelverstarktem Ultraschall und anschlieBender Histologie

Nach Abschluss der Ultraschallmessungen wurden die Mause mit einer Uberdosis
Ketavet/Rompun geopfert, um die subkutanen Tumore zur weiteren histologischen

Untersuchung chirurgisch entfernen zu kénnen und aufzubereiten.

2.10 Histologie

Neben der funktionellen Quantifizierung der Tumormikrozirkulation erfolgte durch die
Aufbereitung und Analyse histologischer Schnitte eine qualitative und morphologische
Beurteilung und Auswertung von Parametern des TumorblutgefaRsystems.

2.10.1 Tumorentnahme

Nach Abschluss der jeweiligen Versuche wurden die subkutanen Tumore chirurgisch
entnommen und unter Beachtung der unterschiedlich ausgedehnten Nekrosezonen vorsichtig
in zwei Hélften geschnitten. Die erste Halfte wurde fir 15 Minuten in Trockeneis gefroren,
um dann bei -21°C im Gefrierschrank konserviert werden zu kénnen. Die andere Hélfte wurde
fur 24 h in 1%-igem Paraformaldehyd (PFA) (Merck, Darmstadt) fixiert, anschlie}end eine
Stunde unter flieRendem Wasser gespult, um dann in 70%-igem Ethanol konserviert werden

zu koénnen.
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2.10.2 Kryoschnitte

Zur histologischen Untersuchung wurden von den fiir einige Tage bei -21°C im
Gefrierschrank gelagerten Tumoren 8um dicke Gefrierschnitte angefertigt. Hierzu wurden die
Tumore auf dem Metalltrager des Kryostat (Microm HM 560; Microm International GmbH,
Walldorf) in Tissue Tek (Sakura Finetek, Zoeterwoude, Holland) eingebettet und durch
Anfrieren befestigt, bevor Kryoschnitte angefertigt wurden.

Jeweils drei der bei -20°C angefertigten Kryoschnitte wurden auf einem Objekttréager (Super
Frost Plus, Fa. Menzel, Braunschweig) aufgenommen und unter Lichtabschluss getrocknet.
Bis zur immunhistologischen Farbung wurden die Schnitte bei -20°C aufbewahrt.

2.10.3 Paraffinschnitte

Zur Anfertigung von Paraffinschnitten wurden die zuvor in 70%-igem Ethanol konservierten
Tumorhélften verwendet. Diese wurden zundchst in 96%-igem Ethanol gesammelt und
schlieBlich maschinell eingebettet. Zur Einbettung wurden die Schnitte in beschriftete
Megakassetten gegeben und dreimal fur jeweils zehn Stunden in 96%-igen Ethanol getaucht.
Im ndchsten Schritt wurden die Praparate insgesamt viermal fir jeweils vier Stunden in
absoluten Ethanol gegeben, bevor die weitere Einbettung per Hand durchgefuhrt wurde. Nach
Verweilen der Prdparate fur 18 Stunden in Aceton, wurden diese insgesamt dreimal fur
jeweils 24 Stunden in Paraffin gegeben, um dann am Automaten ausgegossen zu werden.
Nach Vorkuhlung der Gewebebltcke bei -20°C fiir mindestens eine Stunde erfolgte das
Schneiden der Paraffinschnitte auf etwa 5um Dicke. Diese konnten nun im warmen
Wasserbad gestreckt und nach dem Auffangen mittels Objekttrager im Warmeschrank tber
Nacht zur Streckung belassen werden. Am Folgetag konnten die fertigen Préparate unter
Zuhilfenahme eines Mikroskops begutachtet und ausgewertet werden.

2.10.4 CD31-Farbung

Bei der immunhistologischen Farbung mit CD31 handelt es sich um die Darstellung der nicht-
tumorspezifischen Mikrogefalidichte eines Gewebeschnittes Uber die Bindung eines
Antikorpers an das endothelspezifische Oberflachenantigen CD31. Zun&chst wurden die
zuvor angefertigten Kryoschnitte 10 Minuten in 100% Ethanol bei -20°C und 10 Minuten in
PBS-Tween gegeben, um die endogene Peroxidase zu blockieren. Als N&chstes wurden die
Schnitte mittels Shandon Coverplates in Probenboxen eingeklemmt. Nach Dichteprifung
mittels nochmaliger PBS-Spulung wurde der primére Antikdrper goat anti-mouse (PECAM-1,
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sc-1506; Santa Cruz Biotechnology) in einer Verdiinnung von 1:250 auf die Schnitte gegeben
(jeweils 125ul) und tiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Nach Spulung der Praparate am nachsten Tag mit PBS-Tween wurde der zweite Antikorper
biotinyliert donkey anti-goat (sc-2042, Santa Cruz Biotechnology) in einer Verdinnung von
1:200 auf die Schnitte aufgetragen (125ul pro Probe) und fir 1,5 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach nochmaligem Spilen wurden 125ul der zuvor hergestellten
ABC-Losung (1ml PBS + 20ul Avidin + 20ul Biotin) auf die Proben fiir eine Inkubationszeit
von 1 Stunde bei Raumtemperatur gegeben. Des Weiteren wurden die Schnitte 30 Minuten
mit ACE-L6sung bei Raumtemperatur belassen und schlieRlich wieder gespult. Abschlie3end
wurden die Proben kurz in destilliertes H,O und in Hdmalaun getaucht, um nach Spulung
unter flieBendem Wasser eingedeckelt zu werden (Dako Cytomation Ultra Mount) und tber
Nacht zu trocknen. Die Auswertung der fertigen Préaparate erfolgte unter dem Mikroskop.

2.10.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Diese klassische Routinefarbung des histologischen Labors dient der Veranschaulichung der
Tumormorphologie. Die beiden Farbkomponenten Hamalaun und Eosin unterscheiden sich in
ihrer Affinitat zu azidophilen und basophilen Strukturen. Zundchst wurden die Schnitte fir
funf Minuten in einem Hamatoxylin-Bad vorbehandelt. Danach wurde destilliertes Wasser auf
die Praparate aufgebracht bis nach einer Minute eine blauliche Farbung sichtbar wurde. Nach
Eintauchen der Schnitte ins Eosin-Bad wurden die Praparate erneut mit destilliertem Wasser
benetzt. Das Zytoplasma zeigte nun eine rotliche Farbe. Im néchsten Schritt wurden die
Gewebeschnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert, abschlieRend eingedeckelt

(Dako Cytomation Ultra Mount) und tiber Nacht zum Trocknen gelagert.
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2.10.6 Messparameter der Histologie

Zur Berechnung morphologischer Parameter der Tumormikrozirkulation wurden in den
histologischen Praparaten nach CD31-Farbung (siehe 2.10.4) ausgewéhlte Bereiche des
Tumorgewebes mit Hilfe eines 20x Objektivs am Mikroskop (Leitz, Deutschland) digital
aufgezeichnet (Nikon CoolPix 995) und im Anschluss daran mittels digitaler Bildbearbeitung
(KS400, Zeiss; Jena, Germany) standardisiert ausgewertet.

Gefaldichte

Zur Quantifizierung der GefaRdichte wurde die Bearbeitung der digitalen Aufnahmen mittels
sogenannter Threshold RGB Technik vorgenommen. Diese ermdglicht eine sensitive
Darstellung der CD31-positiven Pixel auf den untersuchten Gewebeausschnitten. Die CD31-
positiven Pixel konnen vom Bildverarbeitungsprogramm gezahlt und als Prozentzahl der
Gesamtbildflache angegeben werden. Zur Auswertung des gesamten Tumorgewebes in
Tumorzentrum sowie Tumorperipherie wurden pro Tumor drei Schnittpraparate und daraus

jeweils vier unterschiedliche Gesichtsfelder zur Auswertung herangezogen.
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2.11 Darstellung der Ergebnisse und Statistik

Zur graphischen Darstellung der Messergebnisse der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie
sowie des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls wurde fur jedes Versuchstier der Mittelwert
aus den Ergebnissen der einzelnen Messungen errechnet. Diese Werte wurden wiederum zum
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (MW = SEM) der jeweiligen Versuchsgruppe

zusammengefasst.

Der statistische Gruppenvergleich erfolgte anhand nichtparametrischer Rangtests mit Hilfe
der Computersoftware SigmaStat (Systat Software; Point Richmond, CA, USA). Fur die
Testung auf statistische Unterschiede innerhalb einer Gruppe (Intragruppenvergleich) wurde
der Wilcoxon Signed Rank Test genutzt. Statistische Unterschiede der verschiedenen
Gruppen (Intergruppenvergleich) wurden unter Anwendung des Mann-Whitney Rank Sum
Tests geprift. Zur Berechnung von mdglichen Korrelationen der Messungen von
kontrastmittelverstarktem Ultraschall mit Parametern der Histologie bzw. der intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie wurde der Korrelationstest nach Spearman angewendet. Die
statistische Prufung des Korrelationskoeffizienten auf Signifikanz erfolgte durch den t-Test.
Eine Signifikanz wurde jeweils bei einer Wahrscheinlichkeit unter 5% fir den Fehler 1. Art
angenommen (p < 0,05). Bei Signifikanz der Ergebnisse wurde dies bei der jeweiligen
Abbildung vermerkt.
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3. Ergebnisse

3.1 Kontrastmittel zur Durchfiihrung des Ultraschalls

Vor der geplanten Durchfiihrung der Versuchsreihen mittels kontrastmittelverstarktem
Ultraschall wurden zwei verschiedene Kontrastmittel, Sonovue (siehe 2.6.1.1) und Luminity
(siehe 2.6.1.2) angewendet. Beide Substanzen sind im klinischen Alltag fur bestimmte
Indikationen in der Diagnostik zugelassen. Hierdurch sollte das am besten geeignete
Kontrastmittel fir unsere Versuche ermittelt werden. Die verwendeten Goldhamster mit
subkutan implantierten A-Mel-3-Tumoren (n=10) erhielten nacheinender jeweils zweimal
Injektionen von Sonovue und Luminity Uber den zuvor implantierten Jugulariskatheter.
Daraufhin wurde das arithmetische Mittel der wiederholten Messungen am jeweiligen
Hamster berechnet, um Aussagen lber die Unterschiede der Signalintensitat im Zeitverlauf zu
erhalten.
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Abb. 10: Mittelwerte + SEM der Signalintensitatsanderung im Zeitverlauf beim
kontrastmittelverstarkten Ultraschall mittels Sonovue (rot) und Luminity (schwarz) am
subkutan implantierten A-Mel-3- Melanom des Goldhamsters
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Abb. 11: Berechnung des maximalen Anstiegs der Signalintensitat, der Flache unter der
Kurve (AUC) sowie des maximalen Anstiegs der Signalintensitat im Vergleich von Luminity
und Sonovue beim kontrastmittelverstarkten Ultraschall am A-Mel-3-Hamstermelanom
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In dieser Versuchsreihe zeigte sich eine deutliche Wirkungsverstarkung der Echogenitét des
Blutes nach intravendser Injektion von Sonovue. Die maximal erreichte Signalintensitat [dB]
im Tumorblutgefalsystem der subkutanen A-Mel-3-Hamstermelanome stellte sich nach
Injektion von 150ul Sonovue signifikant hoher dar als nach Injektion von 50ul Luminity.
Zudem wird eine unterschiedliche Dynamik der beiden Kontrastmittel deutlich, da der
Anstieg der Signalintensitdt [dB/sec] bei Sonovue signifikant grofer ist. Dies zeigt, dass
Sonovue im Vergleich zu Luminity wesentlich schneller im Tumorblutgefalsystem anflutet.
Des Weiteren ist die Flache unter der Kurve [AU] bei den Messungen mit Sonovue
signifikant groRer als bei Luminity (siehe Abb. 11). Der Unterschied der Injektionsmenge
wird durch die hohere Konzentration des enthaltenen Perflutrengases pro Milliliter im
Kontrastmittel Luminity erklart, wodurch nach Herstellerangaben eine geringere Menge
Substanz, hier beispielsweise im Vergleich zu Sonovue, zu applizieren ist.

3.2 Validierung des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls

Mit Hilfe der in die transparente Riickenhautkammer implantierten A-Mel-3-Tumorzellen
wurde die Validierung sowie die folgende Etablierung des kontrastmittelverstarkten
Ultraschalls unter kombinierter Durchfuhrung des CEUS mit der intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie als sogenanntes bimodales Imaging vorgenommen. Die Hamster
tolerierten die Therapie der zweimaligen intraperitonealen Injektion von 100mg/kg KG
ZD6126 gut.

3.2.1 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Aus den digital aufgezeichneten Aufnahmen der Tumormikrozirkulation mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie ~ wurden  offline  unter  Verwendung des Cap-Image-
Bildanalysesystems verschiedene Parameter in den ausgewahlten ROIs berechnet. In den
gespeicherten Aufnahmen zeigte sich ein fir den Angiogeneseprozess typisches
Tumorblutgefalisystem mit ungeordneter Gefalistruktur und ausgepragter Gefal3heterogenitat.
Neben diversen Kaliberspriingen fanden sich zahlreiche Anastomosen, GefaRschleifen und
ein sichtbar inhomogener Blutfluss. Die errechneten Messwerte der Fluoreszenzmikroskopie
zur Quantifizierung der Tumormikrozirkulation sind fur die beiden Versuchsgruppen
(Kontrollgruppe sowie Therapiegruppe mit 2x 100mg/kg KG ZD6126) in Abbildung 12
dargestellt.
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3.2.1.1 Gefalldurchmesser

Die gemessenen Gefalldurchmesser der Kontrollgruppe zeigten mit einem Mittelwert von
13,45 um = 0,70 pum keinen signifikanten Unterschied zu den Gefaldurchmessern der
Therapiegruppe mit einem Mittelwert von 14,7 um £ 1,23 um.

[y

N

Abb. 12: Darstellung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen der Kontrollgruppe (links)
sowie nach Therapie mit 2x 100mg/kg KG ZD6126 i.p. (rechts)

3.2.1.2 Funktionelle GefaRdichte

Die funktionelle GefaRdichte im Tumorgewebe zeigte nach Therapie mit zweimaliger
Injektion von jeweils 100mg/kg KG ZD6126 i.p. signifikante Verdnderungen im Vergleich
zur Kontrollgruppe ohne Therapie. Die messbaren Veranderungen der Tumormikrozirkulation
wurden in den Aufnahmen der Fluoreszenzmikroskopie durch zahlreiche GeféRabbriiche im
Tumorgewebe sichtbar, welche durch eine fehlende Perfusion dieser GefaRabschnitte bedingt
waren. Die quantitative Analyse der erhaltenen Parameter zeigte einen signifikanten
Unterschied in der funktionellen Gefalidichte beider Versuchsgruppen (siehe Abb. 13). Die
Therapiegruppe wies einen Mittelwert + SEM von 307,58/cm = 23,69/cm auf, wohingegen
die Kontrollgruppe einen signifikant hoheren Mittelwert £ SEM von 366,9/cm £ 15,17/cm
aufzeigte.

52



500 - 0,25 -

400 A

o

N

o
1

.© 300 A 0,15 A

funktionelle GefaRdichte [1/cm]
Erythrozytenfliessgeschwindigkeit [mm/sec]

200 A 0,10 4
*
100 A 0,05 4
0 - 0,00 -
Kontrolle ZD6126 Kontrolle ZD6126
20 ~ 1,0 -
)
T 2
g =% 0 8 -
o = 0
— 15 A %
a ©
a c
> =
= 2
% .g 0,6 1
IS
= =
b )
g * &
= @
m 0,4
@ £
[<5) 2
< S
c ©
g °7 E
£ = 021
g S
7] x
S
0 + 0,0 +
Kontrolle ZD6126 Kontrolle ZD6126

Abb. 13: Darstellung funktioneller IVM-Parameter: funktionelle GefaRdichte [1/cm],
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit [mm/sec], segmentaler Blutvolumenfluss [pl/sec] sowie der
mikrozirkulatorische Perfusionsindex [um?/sec] ohne bzw. nach Therapie mit 2x 100mg/kg
KG ZD6126 i.p.
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3.2.1.3 ErythrozytenflieBgeschwindigkeit

Die FlieBgeschwindigkeit der Erythrozyten zeigte in den beiden Versuchsgruppen ebenfalls
deutliche Unterschiede. In der Therapiegruppe wurde ein Mittelwert + SEM von 0,061
mm/sec + 0,013 mm/sec gemessen, wohingegen in der Kontrollgruppe ein signifikant hoherer
Mittelwert £ SEM von 0,160 mm/sec + 0,015 mm/sec ermittelt wurde. Hierdurch wird
ersichtlich, dass es durch die Therapie mit ZD6126 zu einer akuten Reduktion der
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit kam (siehe Abb. 13).

3.2.1.4 Segmentaler Blutvolumenfluss

Aus der Berechnung des segmentalen Blutvolumenflusses nach einer modifizierten Formel
von Baker und Wayland (siehe 2.9.2.2) konnten Aussagen uber die Funktionsfahigkeit der
aufgezeichneten Tumorblutgefalie erhalten werden.

Die Tumormikrozirkulation der Therapiegruppe zeigte einen deutlich verminderten
Blutvolumenfluss in den gemessenen ROIls. In der quantitativen Analyse der erhaltenen
Parameter verdeutlichte sich ein signifikant erniedrigter Blutvolumenfluss bei einem
Mittelwert £ SEM von 6,72 pl/sec £ 1,71 pl/sec nach Therapie mit 2x 100mg/kg KG ZD6126
im Gegensatz zu einem errechneten Mittelwert £ SEM des segmentalen Blutvolumenflusses

in der Kontrollgruppe von 13,02 pl/sec £ 1,83 pl/sec (siehe Abb. 13).

3.2.1.5 Mikrozirkulatorischer Perfusionsindex

Der mikrozirkulatorische Perfusionsindex wurde unter Verwendung der Formel nach Strieth
(siehe 2.9.2.2) berechnet. Er berticksichtigt rechnerisch alle Standardparameter der
Mikrozirkulation und ist daher geeignet, um die Effekte auf die Tumorperfusion
abzuschétzen. Als Konsequenz der zuvor beschriebenen Auswirkungen der Therapie mit
ZD6126 auf die funktionelle Gefaldichte, die ErythrozytenflielRgeschwindigkeit und den
segmentalen Blutvolumenfluss im Tumorgewebe, zeigte sich der mikrozirkulatorische
Perfusionsindex in der Therapiegruppe mit einem Mittelwert + SEM von 0,213 pm?/sec +
0,057 pum?/sec signifikant niedriger als der Mittelwert des Perfusionsindexes in der
Kontrollgruppe bei 0,482 um?/sec + 0,077 um?/sec (siehe Abb. 13).
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3.2.2 Kontrastmittelverstarkter Ultraschall

Nach den dynamischen Messungen mittels kontrastmittelverstarkten Ultraschalls wurde am
Ultraschallgerét offline aufgrund der tibersichtlichen TumorgroR3e jeweils ein ROI pro Tumor
zur Auswertung ausgewdhlt. Aus den Rohdaten wurden anschlielend die Kurven des
Signalintensitatsverlaufs tGiber 30 Sekunden nach Kontrastmittelapplikation erstellt. Die aus
diesen Kurven errechneten Parameter der Tumormikrozirkulation sind in den folgende
Abbildungen 14 bis 16 dargestellt.
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Abb. 14: Ubersicht der gemittelten Signalintensitatskurven Gber 30 Sekunden, im linken
Graph die Kurven der Kontrolltiere (n=6) und im rechten der Therapietiere (n=7)

Die dargestellten Kurven der Signalintensitat zeigen einen schnelleren und steileren Anstieg
im linken Graphen der Kontrolltiere mit einem sichtbar hoheren Maximum der
Signalintensitat in der Tumormikrozirkulation. Die Signalintensitat der Tumore nach Therapie
mit ZD6126 (rechte Graphik) veranschaulicht eine niedrigere Signalintensitat mit flacheren
und spéten Kontrastmittelanstiegen tiber 30 Sekunden.

In der folgenden Abbildung sind die gemittelten Kurven der Signalintensitdt wahrend der
Messungen des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls tber 30 Sekunden dargestellt. Auch hier
zeigt sich ein deutlich héherer und schnellerer Anstieg der Signalintensitat im Zeitverlauf in
der Kontrollgruppe. Aus diesen Verlaufskurven lassen sich weitere funktionelle Parameter der
Ultraschalls berechnen.
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Abb. 15: Mittelwerte der Kurven der Signalintensitat der Ultraschallmessungen nach

Kontrastmittelgabe am A-Mel-3-Hamstermelanom mit bzw. ohne Therapie

3.2.2.1 Anstieg der Signalintensitat [RSI]

Zur Berechnung des initialen Anstiegs der Signalintensitat im TumorblutgeféaRsystem (RSI)
nach Kontrastmittelinjektion wurde eine Gerade vom Ausgangswert bis zum ersten Peak der
Signalintensitat angelegt und der Anstieg pro Zeit [AdB/sec] berechnet. Hierbei wird
ersichtlich, dass der Anstieg der Signalintensitat je nach Versuchsgruppe stark variiert. Die
Kontrollgruppe zeigt einen steileren und tber die Zeit starkeren Anstieg der in Abbildung 15
dargestellten Kurve als die Therapiegruppe nach Injektion von ZD6126.

3.2.2.2 Maximale Signalintensitat

Der maximal erreichte Peak der Signalintensitdt (ASlmax) wurde ebenfalls mit Hilfe der
Rohdaten errechnet. Hierzu wurde der hdchste gemessene Wert der Signalintensitdt in den
ersten 30 Sekunden nach Kontrastmittelinjektion ermittelt und fur die jeweiligen
Versuchsgruppen aufgetragen. Es zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden
Versuchsgruppen. Die maximal gemessene Signalintensitat war fiir die Therapiegruppe nach
ZD6126 signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (siehe Abb. 16).
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3.2.2.3 Flache unter der Kurve

Zur Berechnung der Flache unter der Kurve wurden erneut die ermittelten Kurven der
Signalintensitat tber 30 Sekunden nach Kontrastmittelinjektion der untersuchten Hamster
verwendet. Aus den einzelnen Werten der beiden Messungen pro Hamster wurde das
arithmetische Mittel errechnet. Die aufgetragenen Werte zeigen hiernach deutlich, dass die
Flache unter der Kurve der Therapiegruppe nach Injektion von 100mg/kg KG ZD6126
signifikant niedriger ist (siehe Abb. 16).
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Abb. 16: funktionelle Parameter der Tumormikrozirkulation im kontrastmittelverstarkten
Ultraschall: Anstieg der Signalintensitat (RSI) [dB/sec], maximale Signalintensitat [dB]
sowie die Flache unter der Kurve (iber 30 Sekunden
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Kontrolle

ZD6126

Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

VD [1/cm] 367 15 308 + 24*
Vrec [mMm/sec] 0.16 £ 0.015 0.06 +0.01*
Q [pl/sec] 13.0+1.8 6.7 +1.7*
Pl [um?/sec] 0.48 + 0.08 0.21 +0.06*

Kontrastmittelverstarkter Ultraschall

RSI [dB/sec] 75+1.2 3.2+1.4*
ASlhax [dB] 184 +2.3 9.1+1.7%
AUC 305 [AU] 409 + 62 167 + 44*

Tabelle 1: Dynamische Parameter der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie sowie des
kontrastmittelverstarkten Ultraschalls zur Validierung des bimodalen Imaging unter

antivaskularer Tumortherapie

In Tabelle 1 sind zur besseren Ubersicht die verschiedenen dynamischen Parameter aus den
durchgefuhrten Untersuchungen aufgetragen. Die erhaltenen Daten der intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie sowie des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls sind nach
Versuchsgruppe sortiert jeweils mit Mittelwert und Standardfehler (MW + SEM) dargestellt.
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Abb. 17: Validierung des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls durch Prifung auf
Korrelationen mit funktionellen Parametern der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie im

bimodalen Imaging

3.2.3 Korrelationen des bimodalen Imaging

Zur Validierung des bimodalen Imaging sowie zur Etablierung des kontrastmittelverstarkten
Ultraschalls als adaquates Bildgebungsverfahren im Therapiemonitoring der antivaskuldren
Tumortherapie wurden nach erfolgter Auswertung der funktionellen Parameter eventuelle

Korrelationen der beiden Bildgebungsverfahren berechnet (siehe Abb. 17 A-D).
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In  Abbildung 17 A zeigt sich eine signifikante Korrelation des segmentalen
Blutvolumenflusses der Fluoreszenzmikroskopie mit dem maximalen Anstieg der
Signalintensitat im Ultraschall. Des Weiteren zeigt sich eine signifikante Korrelation des
segmentalen Blutvolumenflusses mit der Flache unter der Kurve im kontrastmittelverstarkten
Ultraschall (siehe Abb. 17 B). In den unteren Abbildungen zeigt sich eine signifikante
Korrelation des mikrozirkulatorischen Perfusionsindexes der Fluoreszenzmikroskopie mit
dem maximalen Anstieg der Signalintensitét sowie der Flache unter der Kurve im Ultraschall
(Abb. 17 C/D). Hierdurch wird eine positive Korrelation der funktionellen Parameter aus

kontrastmittelverstarktem Ultraschall und intravitaler Fluoreszenzmikroskopie ersichtlich.

3.3 Tumorwachstumsstudie
Zur Evaluation des Tumorwachstums unter Therapie mit ZD6126 wurden verschiedene

Tumorwachstumsstudien mit unterschiedlichen Dosierungen durchgefthrt.

Unter Therapie mit 75mg/kg KG ZD6126 alle zwei Tage ab Tag 9 nach erfolgter Implantation
der Tumorzellen nahmen die Tiere der Therapiegruppe (n=4) stark an Gewicht ab, so dass die
Versuchsreihe abgebrochen wurde. In der néchsten Versuchsreine wurde daher mit
intraperitonealer Gabe 50mg/kg KG ZD6126 alle zwei Tage ab einem durchschnittlichen
Tumorvolumen von 150mm3 begonnen. Diese Therapie wurde von den C57/BI6- M&use gut

toleriert und es kam zu keinem deutlichen Gewichtsverlust in den Versuchsgruppen.

Nach Fortfihrung des Therapieschemas Uber 14 Tage kam es zu einer sichtbaren
Verlangsamung des Tumorwachstums in der Therapiegruppe. Nach dieser Zeit lie} sich ein
signifikanter Unterschied im Wachstum der Tumore der beiden Gruppen messen (p=0,029).

In einer weiteren Tumorwachstumsstudie wurde daraufhin die Wachstumsverzégerung nach
dreimaliger intraperitonealer Injektion von 100mg/kg KG ZD6126 untersucht. Hierzu wurde
den Madusen an Tag 11, 12 und 13 nach Tumorzellimplantation jeweils die angegebene
Substanzmenge appliziert. Durch Zerstorung des bestehenden Tumorblutgefal3systems kam es

zu einer starken Verlangsamung des Tumorwachstums nach antivaskuldrer Therapie.
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In einer weiteren Wachstumsstudie des Lewis-Lung-Karzinoms sollte schlieBlich der Einfluss
einer einmaligen intraperitonealen Injektion von ZD6126 auf das Tumorwachstum untersucht
werden. Hierzu wurde den C57/BI6- Méusen an Tag 11 nach subkutaner Tumorimplantation
200mg/kg KG ZD6126 intraperitoneal injiziert und das Tumorwachstum sowie das
Korpergewicht regelmaRig dokumentiert (siehe Abbildung 18).
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Abb. 18: Tumorwachstumsstudie an C57/BI6- M&usen unter einmaliger Therapie an Tag 11
mit 200mg/kg KG ZD6126 i.p. nach Implantation von Zellen des LLC-1

Im Rahmen dieser Studie zeigte sich eine Verlangsamung des Tumorwachstums in der
Therapiegruppe nach Injektion von 200 mg/kg KG ZD6126 im Vergleich zur Kontrollgruppe
ohne Therapie. Ein signifikanter Unterschied der beiden Versuchsgruppen konnte im
Rangsummentest ermittelt werden (p = 0,015).
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3.4 Kontrastmittelverstarkter Ultraschall

In der folgenden Versuchsreihe sollten die angegebenen funktionellen Parameter des
kontrastmittelverstarkten Ultraschalls in Bezug zu den morphologischen Parametern der
histologischen  Untersuchungen gebracht werden. Hierzu wurden zunéchst die
Tumorvolumina der subkutanen Lewis Lung Karzinome der C57/Bl6-Mé&use im B-Mode
gemessen. Hierbei zeigte sich am Untersuchungstag kein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Versuchsgruppen (Abb. 19).
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Abb. 19: Tumorvolumen der subkutanen Tumore des LLC-1 vor geplanter Durchfiihrung des
kontrastmittelverstarkten Ultraschalls

Nach Durchftihrung des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls wurden die Tumore chirurgisch
entnommen und flr die histologische Untersuchung aufbereitet. Mittels CD31-Farbung der
Kryoschnitte konnten morphologische Parameter der Histologie bestimmt werden.

Die aufgezeichneten Rohdaten der Ultraschallmessungen wurden offline ausgewertet. In der
Tumorregion wurden hierzu jeweils drei verschiedene ROIs (komplette Tumorregion,
Tumorzentrum sowie Tumorperipherie) markiert. Aus den jeweils zwei Messungen pro
Versuchstier (n=14) wurde das arithmetische Mittel errechnet, um Messfehler zu minimieren.

Die Kurven der Signalintensitat tiber 30 Sekunden sind in Abbildung 20 graphisch dargestellt.
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Abb. 20: Signalintensitat der subkutanen Tumore im kontrastmittelverstérkten Ultraschall an

C57/BlI6-Mausen in der Kontrollgruppe sowie nach Therapie mit 200mg/ kg KG ZD6126 i.p.

Die dargestellten Kurven der Signalintensitat tber 30 Sekunden nach Kontrastmittelinjektion

zeigen einen deutlich steileren und hdheren Anstieg der Signalintensitat in der Kontrollgruppe

im Vergleich zur Therapiegruppe nach einmaliger intraperitonealer Injektion von 200mg/kg
KG ZD6126 (Graph A). Des Weiteren zeigt sich ein sichtbar unterschiedlicher Anstieg der
Signalintensitat in den jeweiligen ROIs des Tumorgewebes der Therapietiere (Graph B).

Hier verdeutlicht sich ein kaum erkennbarer Anstieg der Signalintensitat im Tumorzentrum

im Gegensatz zur Tumorperipherie. Aus diesen Graphen lassen sich weitere, im Folgenden
dargestellte Parameter des kontrastmittelverstarkten Ultraschall berechnen.
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Abb. 21: funktionelle Parameter des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls: Anstieg der
Signalintensitat [dB/sec], maximale Signalintensitat [dB] sowie Fléche unter der Kurve [AU]

in der Kontrollgruppe sowie nach Therapie mit 200mg/kg KG ZD6126 i.p.
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In den in Abbildung 21 dargestellten Graphen zeigen sich deutlich sichtbare Unterschiede
zwischen den beiden Versuchsgruppen. In Graph 21 A ist der Anstieg der Signalintensitét in
Dezibel pro Sekunde fiir die jeweils gemessenen drei ROIs der beiden Gruppen (gesamtes
Tumorareal, Tumorperipherie und Tumorzentrum) aufgetragen. Hierbei ist in allen drei ROIs
der Therapiegruppe nach ZD6126-Gabe eine signifikante Verminderung des Anstiegs der
Signalintensitat im Vergleich zur Kontrollgruppe sichtbar. Dies wird im letzten ROI, welches
im Tumorzentrum markiert wurde, am deutlichsten sichtbar (p < 0,001). In der
Tumorperipherie (p = 0,019) zeigte sich der Unterschied zwischen beiden Versuchsgruppen
wie auch bei Betrachtung des gesamten Tumorareals (p = 0,002) signifikant. Des Weiteren
zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen Tumorperipherie und Tumorzentrum in der

Kontrollgruppe (p = 0,027) sowie in der Therapiegruppe mit ZD6126 (p = 0,008).

In Graph 21 B sind die errechneten Werte des maximalen Anstiegs der Signalintensitat in
Dezibel dargestellt. Hier zeigt sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden Versuchsgruppen. Die erhaltenen Werte in den drei ROIs der Therapiegruppe nach
Injektion von 200mg/kg KG ZD6126 intraperitoneal zeigen eine signifikante Reduktion der
maximalen Signalintensitat im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,001). Auch hier hat sich
die stdrkste Verdanderung im Tumorzentrum ergeben. Erganzend ist zu erwahnen, dass sich
ein signifikanter Unterschied auch zwischen der Tumorperipherie und dem Tumorzentrum in
der Kontrollgruppe (p = 0,020) sowie zwischen den beiden ROIs von Tumorzentrum und
Tumorperipherie in der Therapiegruppe zeigt (p = 0,008).

In Graph 21 C ist die errechnete Flache unter der Kurve aufgetragen. Auch hier sind pro
Versuchsgruppe wieder die drei ROIs in den unterschiedlichen Regionen des Tumorgewebes
angegeben. Die erhaltenen Werte der Therapiegruppe zeigen auch flr diesen Parameter einen
signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Therapie mit ZD6126 (p <
0,001). Die Werte im Tumorzentrum zeigen die deutlichste Diskrepanz zwischen beiden
Gruppen. Zudem ist ein signifikanter Unterschied zwischen den erhaltenen Werten in
Tumorperipherie und Tumorzentrum in der Therapiegruppe nach Injektion von 200mg/kg KG
ZD6126 erkennbar (p = 0,008).
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In der nachfolgenden Abbildung sind die histologischen Schnitte nach Farbung mit HE (links)
sowie CD31 (rechts) zu sehen. Hierbei zeigt sich ein homogenes Tumorgewebe in den
histologischen Schnitten der Kontrollgruppe (oben), wohingegen sich in den Schnitten der
Therapiegruppe eine deutliche zentrale Nekrosezone sowie rarefizierte Gefal3zahlen
abzeichnen (untere Bilder).

Abb. 22: Ausschnitte der histologischen Préaparate der Kontrollgruppe (oben) und

Therapiegruppe nach Injektion von 200mg/kg KG ZD6126 (unten) nach HE- (links) bzw.
CD31- Farbung (rechts)

Im folgenden Graph 23 ist die Gefalidichte in CD31-positiven Pixeln als Parameter der
Histologie dargestellt. Auch hier sind die drei oben beschriebenen ROIs getrennt voneinander
aufgetragen.
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Abb. 23: Berechnung der Gefalkdichte mittels CD31-positiver Pixel in der Histologie in der
Kontrollgruppe sowie nach Therapie mit 200mg/kg KG ZD6126 i.p.

In der Therapiegruppe nach ZD6126-Gabe zeigt sich in allen drei ROIs eine signifikant
niedrigere GeféalRdichte im Vergleich zur Kontrollgruppe, wobei der Unterschied in der
Tumorperipherie (p = 0,015) nicht so deutlich ausgepragt ist wie im Tumorzentrum (p <
0,001) sowie bei Betrachtung des ROIs (ber das gesamte Tumorareal (p < 0,001). Auch
bezuglich dieses Parameters zeigt sich weiterhin ein signifikanter Unterschied zwischen der
Tumorperipherie und dem Tumorzentrum in der Therapiegruppe (p = 0,008). In der
Kontrollgruppe zeigt sich bezogen auf diese ROIs im Vergleich kein signifikanter
Unterschied.
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Kontrolle ZD6126

Kontrastmittelverstarkter Ultraschall

RSI [dB/sec] 7,04 £1,11 1,46 +0,48 *

ASlmax [dB] 22,50 + 2,00 4,86 +£1,62*

AUC.30s [AU] 497,03 + 42,64 104,11 + 37,39 *
Histologie

Gefaldichte [%

*
CD31-positive Pixel] 3,54+0,18 2,44 10,10

Tabelle 2: Dynamische Parameter des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls sowie die
Geféalkdichte in CD31-positiven Pixeln als histologischer Parameter zur Validierung des

CEUS unter antivaskularer Tumortherapie

Zur Verbesserung der Ubersicht sind in Tabelle 2 die verschiedenen dynamischen Parameter
des kontrastmittelverstarkten Ultraschall sowie die GefaRRdichte in CD31-positiven Pixeln als
berechneter Parameter der Histologie aufgetragen. Die erhaltenen Daten der beiden Verfahren
sind auch hier nach Versuchsgruppe sortiert und jeweils mit Mittelwert = Standardfehler

dargestellt.

In  der folgenden Abbildung 24 sind zur Validierung der Methodik des
kontrastmittelverstarkten Ultraschalls verschiedene Korrelationen der funktionellen Parameter
des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls mit der Gefaldichte als morphologischem

Parameter der Histologie dargestellt.
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Abb. 24: Korrelationen der Parameter der Tumormikrozirkulation im
kontrastmittelverstarkten Ultraschall mit der Gefaldichte in CD31-positiven Pixeln als

histologischer Parameter

Zunachst wurde in Abbildung 24 A eine eventuelle Korrelation des Anstiegs der
Signalintensitat im CEUS mit der GeféaRdichte der histologischen geprift. Hierbei zeigte sich
ein Spearman-Korrelationskoeffizient von 0,591 bei einem p-Wert von < 0,001, wodurch eine

Korrelation der Daten angenommen werden kann.
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In Abbildung 24 B sollte daraufhin ein Zusammenhang zwischen der GefaRdichte der
Histologie und dem maximalen Anstieg der Signalintensitat im CEUS Uberpruft werden. Mit
Hilfe der Spearman-Korrelationsmessung errechnete sich ein Korrelationskoeffizient von
0,673 bei einem p-Wert von < 0,001. Dies lasst auch bei diesen Parametern auf einen

signifikanten Zusammenhang der Daten schliel3en.

In Abbildung 24 C zeigt sich schlielich die Untersuchung auf eine mdgliche Korrelation der
Gefalkdichte in der Histologie mit der Flache unter der Kurve im CEUS. Die Spearman-
Korrelation wies hierbei nach erfolgreicher Anwendung einen Koeffizienten von 0,677 auf
bei einem errechneten p-Wert von < 0,001. Somit liegt auch hier ein signifikanter

Zusammenhang der eingesetzten Daten aus den erfolgten Messungen vor.
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

Folkman und Mitarbeiter konnten 1963 erstmals nachweisen, dass solide Tumore zum
Wachstum ein funktionierendes BlutgefalRsystem zur Ernédhrung sowie zum Abtransport von
Schadstoffen bendtigen (Folkman et al., 1963). Weidner et al. erbrachten einige Jahre spater
dann den Beweis, dass die Metastasierung der Tumore ebenfalls von der Tumorangiogenese
abhéngig ist (Weidner et al., 1991). Seit diesen Erkenntnissen wurden zahlreiche Modelle mit
verschiedensten Tumoren etabliert (Jain et al., 1997), um die Vorgange bei der Bildung eines
neuen TumorblutgefaRsystems zum Tumorwachstum sowie auch zur Metastasierung
nachvollziehen zu koénnen. Viele wichtige Erkenntnisse der molekularen und zelluldren
Tumorbiologie beziiglich der Angiogenese stammen aus in vitro-Essays (Montesano et al.,
1986; Sankar et al., 1996), da diese die Maoglichkeit bieten, bestimmte Variablen der
Angiogenese genau zu definieren und beobachten zu kénnen. Jedoch handelt es sich bei der
Angiogenese um einen sehr komplexen Vorgang, der in vitro nicht zufriedenstellend zu
simulieren und zu analysieren ist (Jain et al., 1997).

Das von Sandison im Jahre 1924 erstmals eingefiihrte transparente Kammermodell am
Kaninchenohr zur Dokumentation der Neovaskularisation im Rahmen der Wundheilung
(Sandison, 1924) wurde in abgewandelter Form in den folgenden Jahren h&ufig fir Analysen
der Mikrozirkulation eingesetzt. Im Folgenden entstanden diverse weitere Modelle, wobei Ide
und Mitarbeiter schlieflich das erste Kammermodell zur Studie der Angiogenese an einem
implantierten Brown-Pearce-Karzinom am Kaninchen entwickelten (Ide et al., 1939). Als
gravierenden Nachteil dieser Kammermodelle stellte sich jedoch die ausgepragte
Neovaskularisation als Bildung von Granulationsgewebe, unabhéngig von den jeweils
implantierten Tumoren, dar (Algire, 1943; Papenfuss et al., 1979).

4.1.1 Das Modell der transparenten Rickenhautkammer

Ziel dieser Arbeit stellte die Etablierung des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls als
Bildgebungsmethode der Wahl zur Beurteilung der Tumormikrozirkulation solider Tumore
unter antivaskularer Therapie dar. Hierzu sollte zundchst die Fragestellung bearbeitet werden,
ob Uberhaupt eine Korrelation der ermittelten Parameter im kontrastmittelverstérkten

Ultraschall mit funktionellen Parametern der Tumormikrozirkulation besteht. Aus diesem
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Grund sollte durch die intravitale Fluoreszenzmikroskopie eine adaquate Beurteilung des
Tumorblutgefalisystems ermdglicht werden.

Um die Tumormikrozirkulation mit Hilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie als
Goldstandard zur Beurteilung des Tumorblutgefalisystems beurteilen zu kdénnen sowie
adaquate Aufzeichnungen des Tumorblutgefalsystems durch den kontrastmittelverstarkten
Ultraschall zu erhalten, wurde in der vorliegenden Arbeit das von Endrich und Mitarbeitern
entwickelte Modell der transparenten Ruckenhautkammer am Goldhamster eingesetzt
(Endrich et al., 1980). Dieses Modell erlaubt nach einer Erholungsphasen von wenigen Tagen
eine kontinuierliche Beurteilung der Mikrozirkulation Gber einen Zeitraum von bis zu vier
Wochen ohne den stérenden Einfluss einer akuten Traumatisierung oder einer Narkose
(Messmer et Krombach, 1998). Des Weiteren bietet dieses Modell im Gegensatz zu friiher
angewendeten Kammerpréparationen, beispielsweise am Kaninchenohr (Sandison, 1924), an
der Rickenhaut von Mé&usen (Algire, 1948) und Ratten (Papenfuss et al., 1979) oder an der
Hamsterbackentasche (Warren et al., 1978) verschiedene wesentliche Vorteile. Durch die
optimierte atraumatische Préparationstechnik kann die unerwinschte Bildung von
Granulationsgewebe, welches die Analyse der Mikrozirkulation unter physiologischen
Bedingungen erheblich einschrénken wiirde, weitgehend verhindert werden. Die vor der
eigentlichen  Untersuchung durchgefiihrten makroskopischen und  mikroskopischen
Untersuchungen des Gewebes in der Ruckenhautkammer konnten morphologische und
funktionelle Verédnderungen der BlutgefaRRe im Praparationsareal ausschlieBen (Endrich et al.,
1980). Die Belastung der Versuchstiere wurde durch die aus Titan angefertigten Kammern,
welches sich als Werkstoff durch sein geringes Gewicht, seine hohe Stabilitat und seine
biologische Inertheit auszeichnet, minimiert (Menger et al., 1990). Zudem ermdglicht die
Konstruktion der Riickenhautkammer eine vereinfachte Implantation und Dokumentation
verschiedenster syngener oder allogener Gewebe wie beispielsweise Tumorzellen (Endrich et
al., 1982; Leunig et al., 1992; Borgstrom et al., 1995), Langerhans-Inseln (Menger et al.,
1990; Vajkoczy et al, 1995), Ovarialfollikel (Vollmar et al, 2001),
Nebenschilddriisengewebe (Strieth et al., 2005) sowie Silberimplantate (Kraft et al., 2000),
pordses Polyethylen (Laschke et al., 2009) oder synthetisches Knochentransplantat (Abshagen
et al., 2008).

Aufgrund der beschriebenen Vorteile stellt sich das beschriebene Modell als ideale Variante
zur Bearbeitung der Fragestellungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit dar. Nach erfolgter

Implantation von Tumorzellen in die préparierte Ruckenhautkammer kénnen Verénderungen

72



der Tumormikrozirkulation im Therapieverlauf kontinuierlich und ohne Beeinflussung der
Mikrozirkulation durch erneute Traumata oder Narkosen beobachtet und dokumentiert
werden. Somit sind quantitative Aussagen (ber die Wirkung wvon antivaskuldren
Therapiesubstanzen auf die Mikrozirkulation mdglich. Dartber hinaus erlaubt das Modell der
transparenten Riickenhautkammer einen Vergleich des Tumorgewebes mit dem umgebenden
Normalgewebe im Praparationsareal. Hierdurch kdnnen Unterschiede der Mikrozirkulation
beider Gewebe verdeutlicht werden (Sckell et al., 2009). Auf diese Weise kdnnen zudem
Aussagen (ber die Tumorselektivitdt des verwendeten antivaskuldren Therapeutikums

gemacht werden.

4.1.2 Das amelanotische Hamstermelanom

In der vorliegenden Arbeit wurde flr die durchgeflihrten Versuchsreihen der transparenten
Ruckenhautkammer am syrischen Goldhamster das amelanotische Hamstermelanom A-Mel-3
als Tumorzelllinie verwendet. 1961 wurde dieses erstmals von Fortner und Mitarbeitern
beschrieben (Fortner et al., 1961). Der Tumor zeichnet sich durch eine sehr hohe Anwachsrate
von nahezu 100% und schnelles Wachstum sowie durch eine friihzeitige Metastasierung aus.
Spontanregressionen wurden bisher nicht beobachtet (Weiss et al., 1990). Schon in friihen
Wachstumsstadien zeigt das A-Mel-3 eine ausgepragte Tendenz zur Metastasierung, vor
allem in die axillaren und inguinalen Lymphknoten. Periaortale, pelvine und thorakale
Lymphknotenmetastasen sowie Organmetastasen in Lunge, Nieren oder Leber finden sich erst
in fortgeschrittenen Stadien (Fortner et al., 1961).

4.1.3 Das subkutane Tumormodell

Zur Klarung der Fragestellung ob Verénderungen der Tumormikrozirkulation unter
antivaskularer Tumortherapie mit Hilfe des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls quantifiziert
und detektiert werden konnen, stellte sich die Frage nach mdglichen Korrelationen der
ermittelten Parameter im Ultraschall mit der Histologie. Um morphologische Parameter in der
Histologie zu erhalten, mussten die Tumore nach Durchfiihrung des kontrastmittelverstarkten
Ultraschalls chirurgisch entfernt und zur weiteren Auswertung aufbereitet werden.

Fir diese Versuchsreihen wurde daher das subkutane Tumormodell angewendet (Teicher et
al., 1988; Lukyanov et al., 2002). Hierbei besteht zum einen die Mdglichkeit, das
Tumorwachstum ab dem ersten Tag dokumentieren zu kénnen und somit eine Beeinflussung
des Tumorwachstums durch die verwendete antivaskulére Therapiesubstanz einordnen und

monitoren zu konnen. Zum anderen wird eine gute Beurteilung des Tumorareals im
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kontrastmittelverstarkten Ultraschall moglich, da die subkutanen Tumore ein groReres
Volumen aufwiesen als diejenigen in der Riickenhautkammer (Chomas et al., 2003).
Hierdurch konnten getrennte Beurteilungen des gesamten Tumorareals sowie auch von
Tumorzentrum und Tumorperipherie durchgefiihrt werden.

Die Volumenberechnung fiir das in diesen Versuchen verwendete Lewis Lung Karzinom
LLC-1, einem halbellipsoidférmigen Tumor, wurde von Weiss et al. validiert und etabliert
(Weiss et al.,, 1990). Bei der Vermessung kleiner Tumor zu Beginn der jeweiligen
Versuchsreihen stellt die Messungenauigkeit von + 0,5 mm eine bedeutende Rolle dar, da
diese dreifach in die Volumenberechnung einhergeht. Mit zunehmender Versuchsdauer riickt
die Messungenauigkeit jedoch in den Hintergrund im Bezug auf den Einfluss auf die exakte
Berechnung des Tumorvolumens.

Im Rahmen der Versuchsreihe zur Findung des fiir unsere Versuche geeigneten
Kontrastmittels wurden den syrischen Goldhamstern Zellen des A-Mel-3 Hamstermelanoms
subkutan implantiert (siehe 4.1.2). Die Volumenberechnung der Tumore wurde ebenfalls nach

der von Weiss et al. bestimmten Formel durchgefiihrt (Weiss et al., 1990).

4.1.4 Das Lewis Lung Karzinom

Die Tumorzelllinie des Lewis Lung Karzinoms LLC-1 wurde in der vorliegenden Arbeit zur
Durchfuhrung der Wachstumsstudien an C57/BI6-Mé&usen verwendet sowie zum
kontrastmittelverstarkten Ultraschall an subkutanen Tumoren nach antivaskuléarer Therapie.
Das Lewis Lung Karzinom hat seinen Ursprung in der spontanen Entstehung im Jahre 1951
als Lungenkarzinom der C57/BIl6- Mause (Sugiura et al., 1955). Der Tumor zeichnet sich
durch seine hohe Anwachsrate von weit ber 90% sowie durch schnelles Wachstum aus.
Spontanregressionen wurden in 4% der Félle beobachtet.

Beim Lewis Lung Karzinom handelt es sich des Weiteren um ein schlecht differenziertes
Epidermoidkarzinom von hoher Malignitat (Shipley at al., 1975) mit friiher Tendenz zur
Metastasierung, vor allem in die Lunge (Gorelik et al., 1978). Die erzeugten Metastasen sind
jedoch scheinbar sensitiver beziigliche einer Chemotherapie als subkutan wachsende Zellen
des Karzinoms (Trope, 1975).
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4.1.5 Wirksubstanz ZD6126

ZD6126 gehdrt zu den Wirkstoffen, welche als Inhibitor der Mikrotubuli-Polymerisation
wirken. Nach Freisetzung von ZD6126-Phenol durch Phosphatasen bindet dieses an das
Tubulinzytosklett, um es zu destabilisieren. Dieser Vorgang fuhrt zum Form- und
Funktionsverlust der proliferierenden, unreifen Endothelzellen der Tumorblutgefalie
(Mcintyre et al., 2004). Durch deren Zellaufrundung zerreilt die Endothelschicht der
BlutgefaBe und die darunterliegende, prokoagulierende Basalmembran kommt zum
Vorschein. Hierdurch entsteht eine Stase im BlutgefaB, so dass sich Erythrozyten und
toxische Abfallprodukte in den Gefallen anhdufen und in der Folge zu Thrombosen in den
Mikrogefalen fuhren. Es resultiert eine ausgedehnte Tumorzellnekrose, da die
proliferierenden Zellen nicht mehr ausreichend mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt
werden und toxische Substanzen nicht mehr abtransportiert werden kdnnen (Blakey et al.,
2002).

Die Selektivitdt von ZD6126 auf die proliferierenden Endothelzellen der Tumorblutgefaiie
kann durch die schnelle Clearance erklart werden (Kleespies et al., 2005). Daher lasst sich
auch im Bezug auf die Toxizitat nachvollziehen, dass die Verabreichung der Substanz als
Bolus durch die kurzzeitige Toxizitat im Gegensatz zur Infusion in Studien gut toleriert wird
(Davis et al., 2002).

4.1.6 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Die quantitative Analyse sowie die Darstellung der Mikrozirkulation im Tumor sowie im
umgebenden Normalgewebe erfolgten in der vorliegenden Arbeit durch intravitale
Fluoreszenzmikroskopie. Hierdurch wird eine gute Vergleichbarkeit der Messungen des
kontrastmittelverstarkten Ultraschalls mit der Fluoreszenzmikroskopie als Goldstandard
ermdglicht. Aufgrund hochauflésender Systeme und der rasch fortschreitenden Entwicklung
digitaler Techniken stellt die intravitale Fluoreszenzmikroskopie in der modernen Forschung
ein aussagekraftiges und somit unverzichtbares Instrument zur Analyse der Mikrozirkulation
sowie zelluldrer und molekularer Mechanismen des Tumorwachstums dar (Vajkoczy et al.,
2000). Durch den hochauflosenden Ansatz dieses Verfahrens, die hohe optische
Abbildungsqualitdt sowie die Madoglichkeit einer kontinuierlichen Beobachtung der
Gefalistrukturen ist die intravitale Fluoreszenzmikroskopie anderen Untersuchungstechniken
deutlich Uberlegen. Es konnen funktionelle Parameter der Mikrozirkulation tber einen
bestimmten Zeitraum aufgezeichnet und ausgewertet werden, wodurch eine aussagekraftige

Analyse des Blutgefa3systems moglich wird. Im Rahmen von histologischen Analysen wird
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das Gewebe hingegen zu einem bestimmten Zeitpunkt auf verschiedene morphologische
Parameter untersucht, so dass Aussagen zu dynamischen Parametern nur schwerlich méglich
sind. AuBerdem konnen bei der Anfertigung der Préparate bzw. Gewebeschnitte
GefaBverédnderungen auftreten, wodurch Beeintrachtigungen der Ergebnisse moglich sind
(Dobrin, 1996; Choy et al., 2005).

Durch die Einfuhrung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe ist neben der Erfassung von
morphologischen Parametern der Angioarchitektur auch die Dokumentation funktioneller
Parameter  der  Mikrozirkulation ~ moglich.  Somit ~ kdnnen  Verdnderungen
mikrohdmodynamischer Messparameter wie beispielsweise die funktionelle GeféaRdichte, die
ErythrozytenflieRgeschwindigkeit oder der segmentale Blutvolumenfluss quantifiziert
werden. Darliber hinaus ermdglicht eine Fluoreszenzmarkierung prinzipiell die selektive
Visualisierung korpuskuldrer Blutbestandteile und die Quantifizierung von Zell-Zell- bzw.
Zell-Endothel-Interaktionen in vivo (Menger et al., 1993; Vajkoczy et al., 2000). Im lebenden
Organismus spielen jedoch auch diverse weitere EinflussgroRen wie beispielsweise der
H&matokrit, die Blutviskositat oder auch die Zellstabilitat eine wichtige Rolle bei der genauen
Beschreibung der Mikrozirkulation im Tumor (Jain, 2002; Intaglietta et al., 1974).

Die Verwendung dieser Fluoreszenzfarbstoffe im Rahmen der Intravitalmikroskopie
unterliegt jedoch auch Grenzen. Vor allem kann es bei wiederholten Untersuchungen
ausgewdhlter Gefalabschnitte zur Akkumulation von Fluoreszenzfarbstoffen und im
Folgenden bei hohen Belichtungsintensitdten sowie langen Belichtungszeiten zu
phototoxischen Reaktionen kommen. Diese fuhren dann zu einer Storung der vaskuldren
Integritdt und der Funktion von Blutzellen (Herrmann, 1983; Povlishock et al., 1983; Reed et
al., 1988). Die applizierte Menge an Lichtenergie pro Untersuchungsareal sollte aufgrund
dessen so gering wie mdglich gehalten werden. Dies kann beispielsweise durch eine verkirze
Beobachtungsdauer, den Einsatz von Bildverstarkern sowie durch Kameras mit einer hohen
Lichtintensitét erreicht werden (Saetzler et al., 1997). Verschiedene Studien zur Abhé&ngigkeit
der phototoxischen Effekte von der Art der Fluoreszenzfarbstoffe und der Lichtintensitét
konnten zeigen, dass bei Untersuchungen der Mikrozirkulation unter Einhaltung der oben
genannten Malinahmen nicht mit der Induktion einer phototoxischen Reaktion zu rechnen ist
(Dellian et al., 1995; Steinbauer et al., 2000; Harris et al., 2002).

Um das Ausmall der beschriebenen phototoxischen Reaktionen so weit wie moglich zu
minimieren, fanden die intravitalmikroskopischen Messungen fur die durchgeflhrten
Versuchsreihen an einem Mikrozirkulationsarbeitsplatz statt (siehe 2.7.2), der unter anderem
nach den oben angegebenen Anforderungen konzipiert wurde. Auf diese Weise kann durch
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die Nutzung verschiedener optischer Filter eine Epiillumination nur im bendtigten
Lichtspektrum durchgefiihrt werden. Weiterhin ermdglicht ein computergesteuerter
Objekttisch das zigige Aufsuchen der zu untersuchenden Gewebeareale, so dass die
notwendige Belichtungsdauer und die applizierte Lichtenergie vermindert werden kdnnen.
Durch den Anschluss einer Videodokumentationseinheit an die Kamera kénnen zudem
Aufnahmen der Untersuchungen durchgefiihrt werden. Hierdurch wird eine Offline-
Auswertung der aufgezeichneten Sequenzen maglich, so dass die Untersuchungs- und somit

auch die Belichtungszeit pro Messareal nochmals verringert werden kénnen.

4.1.7 Kontrastmittelverstarkter Ultraschall

Als Bildgebungsmethode zur quantitativen Analyse der Tumormikrozirkulation sowie zur
Darstellung des Tumorblutgefalsystems und des umgebenden Normalgewebes wurde in der
vorliegenden Arbeit der kontrastmittelverstarkte Ultraschall verwendet. In den durchgefiihrten
Versuchsreihen sollte eine eventuell vorhandene Korrelation der erhaltenen Daten zu denen
der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie ermittelt werden, um die Methodik des
kontrastmittelverstarkten Ultraschalls in weiteren Studien zur Dokumentation und Analyse
der Tumormikrozirkulation verlasslich nutzen zu kénnen. Des Weiteren konzentrierte sich die
Fragestellung in dieser Arbeit auf die Etablierung eines adaquaten Bildgebungsverfahrens zur
Verlaufsbeobachtung der Tumormikrozirkulation sowie des Tumorwachstums im Rahmen

einer antivaskuldren Tumortherapie.

Dank sich standig weiterentwickelnder Techniken stellt der Ultraschall heutzutage ein
wichtiges und vielféltig einsetzbares Bildgebungsverfahren dar, welches sich durch eine
weitreichende  Verfligbarkeit, preiswerte  Untersuchungen sowie eine  geringe
Patientenbelastung auszeichnet. Daher sind nahezu unbegrenzte Wiederholungen der
Aufnahmen und somit eine kontinuierliche Dokumentation von Wachstum und anderen
Veranderungen von Gewebe durchfiihrbar (Heppner et al., 2005, Trillaud et al., 2009). Zudem
erlaubt eine freie Schnittfuhrung der Sonden Aufzeichnungen tiber verschiedene Schnittbilder
in Echtzeit und somit die Darstellung verschiedenster dynamischer Bewegungsprozesse
(Lueck et al., 2008; Mulder et al., 2008).

Als Nachteil wird haufig die geringe Objektivitat der Ultraschallmessungen aufgefiihrt, da die
Erstellung und Interpretation sonographischer Aufnahmen durch die oben beschriebene freie
Schnittfihrung meist untersucherabhéngig ist (Rehman et al., 2005). Daher ist eine

Befunddokumentation durch Momentaufnahmen meist zur Befundbeurteilung durch
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Aulenstehende allein nicht ausreichend, so dass eine schriftliche Befunddokumentation sowie
detaillierte klinische Angaben unabdingbar sind.

Zudem weisen Ultraschalluntersuchungen eine geringere Raumauflosung auf als
beispielsweise Computertomographie- oder Magnetresonanztomographieaufnahmen. Vor
allem in tieferen Gewebeschichten sind diese Verfahren dem Ultraschall Giberlegen (Charnley
et al., 2009). Des Weiteren ist zur Untersuchung eine Anwendung von Ultraschallgel
unabdingbar, um die Ultraschallwellen vom Schallkopf auf die Haut und den Korper zu
Ubertragen (Balmaseda et al., 1986).

Das Bildgebungsverfahren des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls ermdglicht unter
anderem eine adaquate Evaluation des Ansprechens des Tumorblutgefalsystems auf eine
antivaskuldre Therapie, indem es die hochste rdumliche und zeitliche Auflosung aller
Bildgebungsverfahren mit Kontrastmitteleinsatz aufweist (Heppner et al., 2005). Auch wird
das Ergebnis der durchgefuhrten Messungen fir den Untersucher sofort ersichtlich. Des
Weiteren kdnnen Messungen auch bei sehr langsamem Blutfluss von Flussgeschwindigkeiten
unter Imm/sec vorgenommen werden und kleinste GefalRe somit direkt abgebildet werden
(Wong et al., 2009). Hierdurch wird eine semiquantitative Berechnung von anatomischen und
funktionellen Parametern der Tumorangiogenese wie beispielsweise Blutfluss, Blutvolumen
und Gefalldichte moglich, da die verwendeten Microbubbles durch ihren streng
intravaskuldaren Verbleib quantitative Aussagen zur Mikrozirkulation, beispielsweise im
Rahmen einer antivaskuldren Tumortherapie, liefern konnen (Libutti et al., 1999; Postert et
al., 2000; Seidel et al., 2001; Klibanov, 2006).

Zur Quantifizierung von Angiogenese hat der kontrastmittelverstarkte Ultraschall daher in
den letzten Jahren zunehmend Bedeutung erlangt. Vor allem zur Differenzierung von
Raumforderungen im Abdomen, beispielsweise im Bereich der Leber, kann der
kontrastmittelverstarkte Ultraschall wichtige Informationen liefern (Wang et al, 2007
Charnley et al., 2009). Hierbei kdnnen verschiedenste Tumorentitdten wie beispielsweise
Karzinome, Sarkome, Melanome oder auch Stromatumore untersucht werden und ein
mogliches Ansprechen auf eine Therapie mit Inhibitoren der Angiogenese dokumentiert
werden (De Giorgi et al., 2005; Lassau et al., 2006; Lamuraglia et al., 2009). Zudem kdnnen
auch die Variabilitdt und Heterogenitat der Tumormikrozirkulation dargestellt werden, welche
als Zeichen fir schnelles Wachstum und Invasivitat gelten. Zudem kénnen Metastasen durch
Darstellung dieser Gefalarchitektur vom umliegenden Normalgewebe abgegrenzt und somit
friih erfasst werden (Heppner et al., 2005).
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Das Grundprinzip der Ultraschallkontrastmittel besteht in der Erzeugung vieler Kleiner
Grenzflachen mit hoher Echogenitat, wozu die gasgefullten Microbubbles genutzt werden.
Um die Stabilitat der Bubbles im Blut zu erhthen und eine standardisierte Grol3e zu erzielen,
sind diese von einer Hulle (z.B. denaturiertes Albumin, Phospholipide, Galaktose) umgeben.
Die schwer wasserloslichen Gase diffundieren zudem nur sehr langsam aus der Hiulle,
wodurch die Haltbarkeit der Bubbles im BlutgefaBsystem, im Gegensatz zu friiher
verwendeten Bubbles mit Luftfillung, nochmals verldngert wird (Choi, 2007). Die
Microbubbles haben einen durchschnittlichen Durchmesser von 2-8um, so dass sie selbst die
kleinsten Kapillaren der Lunge wie Erythrozyten problemlos passieren kénnen und somit das
BlutgefalRsystem adaquat darstellen (Lindner et al., 2002).

Die Resonanzfrequenz des Kontrastmittels liegt im Bereich der diagnostisch genutzten
Schallfrequenzen, so dass die Entstehung harmonischer Antworten erméglicht wird (Qin et
al., 2009). Werden die intravends injizierten Microbubbles nun von einer Schallwelle
getroffen, entsteht eine effektive Rickstreuung, ein sog. Backscatter, mit der gleichen
Wellenlange wie die eingestrahlte Schallwelle als lineares Streuverhalten. Die Bubbles
erhdhen die Signalintensitat des Blutes somit um etwa 30 dB, jedoch tritt bei zunehmendem
Schalldruck ein eher nicht-lineares Verhalten der Bubbles in den Vordergrund. Zunéchst
beginnen die Microbubbles unter den Druckschwankungen im Ultraschallfeld volumetrisch zu
oszillieren, sobald die Wellenlange des Ultraschalls den Durchmesser der Bubbles lbersteigt
(Dayton et al., 1999). Wéhrend der Phase der Oszillation senden die Microbubbles ein nicht-
lineares Signal aus, da die Kompression der Bubbles gegen den Druck des vorhandenen Gases
geringer ausféllt als die anschlielende Expansion (Villanueva, 2008). Hierdurch entstehen
asymmetrische Schwankungen des Durchmessers der Bubbles, der dann nicht mehr linear mit
dem Schalldruck zusammenhangt. Bei weiter zunehmendem Schalldruck werden die
Microbubbles dann jedoch zunehmend instabil und platzen schlieRlich, so dass nur noch das
freigesetzte Gas oszillieren kann. Dabei senden die Bubbles kurzzeitig ein hochenergetisches
Signal, eine sogenannte stimulierte akustische Emission, aus (Postema et al., 2004). Aufgrund
dieser beschriebenen Eigenschaften der Microbubbles kann man zur Bildgebung beim
kontrastmittelverstarkten Ultraschall verschiedene Verfahren anwenden.

Einerseits wird zur Durchfuhrung der Untersuchungen mittels kontrastmittelverstarktem
Ultraschall das nicht-lineare Verhalten der Microbubbles zur exakten Darstellung des
Kontrastmittels und somit des Blutvolumens bei gleichmaRiger Verteilung der Bubbles im
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Blutgefalsystem genutzt. Zur Analyse der Flussgeschwindigkeit des Blutes kann zudem die
Anflutungsgeschwindigkeit der Microbubbles verwertet werden. Dieses sogenannte Harmonic
Imaging wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet. Hierbei werden vor allem neuere
Praparate mit flexibler Hille, beispielsweise das in dieser Arbeit eingesetzte Sonovue,
verwendet (Klibanov, 2009). Unter minimalem Schalldruck (mechanischer Index < 0,1)
oszillieren die Microbubbles lange Zeit unter Aussendung harmonischer Signale, ohne dabei
zerstort zu werden, so dass eine kontinuierliche Dokumentation des Blutgefalisystems tber
mehrere Minuten moglich wird (Quaia, 2007; Doinikov et al., 2009). Der erwahnte
mechanische Index errechnet sich hierbei aus dem maximalen negativen Schalldruck dividiert
durch die Quadratwurzel der Schallfrequenz (Shiraishi et al., 2008). Je nach Hersteller sind
jedoch Unterschiede in der Berechnung beschrieben, so dass die MI-Werte nur als Richtwert
fungieren konnen. Mit steigendem mechanischem Index wird jedenfalls die harmonische
Antwort der Bubbles verstarkt, so dass ein intensiveres Kontrastsignal gemessen werden
kann. Negativ ist hierbei die im Vergleich stdrker zunehmende harmonische Antwort des
umliegenden Gewebes, woraus eine Verschlechterung des Kontrast-Gewebe-Verhéltnisses
resultiert (Krix et al., 2009). Auch die zunehmende Zerstorung der Bubbles ist im Verlauf zu
berticksichtigen, so dass eine ideale Anpassung des mechanischen Indexes essentiell fur eine
aussagekraftige Kontrastdarstellung ist (Krix et al., 2004; Rettenbacher, 2005; Ter Haar,
2009).

Andererseits kann ein Nachweis der zirkulierenden Microbubbles im Rahmen des
sogenannten destruktiven Imaging erfolgen, welches als sensitivstes Verfahren zur
Darstellung der Microbubbles dient (Blomley et al., 1999). Mit einem hohen mechanischen
Index wird einmal ber das Gewebe gefahren, um die Microbubbles zu zerstéren und ein
starkes Dopplersignal zu erhalten. Vor allem geringe Kontrastmittelmengen kdnnen somit
nachgewiesen werden. Dieses Verfahren ist technisch sehr einfach und kann mit
standardisierten Geréteeinstellungen sowie einmaliger Aufnahme einige Minuten nach

Kontrastmittelinjektion erfolgen (Edey et al., 2008; Kiessling et al., 2009).

Um eine ziigige und vollstandige Kontrastmittelanflutung in der zu untersuchenden Region zu
erreichen, injiziert man das Kontrastmittel als Bolus und spilt mit etwas physiologischer
Kochsalzlésung nach. Auf diese Weise ist ein schneller Kontrastmittelanstieg gewéhrleistet,
auf den eine langere Zirkulationszeit der Microbubbles im Blutgefalisystem von einigen
Minuten folgt (Senda et al., 2000). Die optimale Dosierung der Bubbles ist vor allem von der
verwendeten Technik, der Einstellung und Sensitivitdt des Ultraschallgerates, dem zu
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untersuchenden Organ sowie von der bendtigten Kontrastverstarkung und —dauer abhangig
(Pislaru et al., 2003).

Nach Injektion der Microbubbles als Bolus kann im Ultraschall ein deutlicher Anstieg der
Signalintensitat gemessen werden, bevor ein Abfall dieser Intensitat beim Auswaschen der
Bubbles aus der Blutzirkulation sichtbar wird. Aus diesen Kurven konnen schlieBlich
Parameter wie beispielsweise der Anstieg der Signalintensitat, die maximale Signalintensitét,
die initiale Steigung oder die Flache unter der Kurve berechnet werden (Lucidarme et al.,
2003; Quaia, 2007). Verschiedenste mathematische Modelle zur Beschreibung der Kinetik der
verwendeten Ultraschallkontrastmittel in der Mikrozirkulation sind hierzu entwickelt worden
(Lucidarme et al., 2006; Stieger et al., 2007). Die errechneten Parameter kénnen indirekt
Aussagen Uber das untersuchte BlutgefaBsystem gegeben und somit diagnostisch
entscheidende Informationen gewonnen werden (Strobel et al., 2005). So kdnnen
beispielsweise Aussagen ber die Fliessgeschwindigkeit, die Perfusion oder das Blutvolumen
gegeben werden (Heppner et al., 2005; Quaia, 2007).

4.1.8 Histologie

Als eine weitere, weit verbreitete Methodik zur Quantifizierung der Tumorangiogenese muss
zur Vollstandigkeit die histologische Auszéhlung der Tumorblutgefdlle genannt werden
(Weidner et al., 1991). Zur Durchfiilhrung dieses Verfahrens werden dem Tumorgewebe
Proben entnommen und deren Gefdle mit verschiedensten immunhistochemischen
Férbetechniken, beispielsweise Anti-CD31, Anti-CD34, PCNA, TUNEL, dargestellt und
unter dem Mikroskop ausgewertet (Bruns et al., 2000; Guillamo et al., 2009). Durch die
Anwendung dieser Technik konnten tiber die Jahre zahlreiche wichtige Erkenntnisse tber die
Rolle der Angiogenese fir das Tumorwachstum und die Metastasierung gewonnen werden
(Weidner et al., 1993; Weidner et al., 1995; Vamesu, 2008). Dieses Verfahren wird in der
Literatur jedoch h&ufig kontrovers diskutiert, da es einige Einschrankungen enthalt
(Vermeulen et al., 1996).

Die Gewinnung von Gewebeproben zur histologischen Aufbereitung ist eine invasive
MaRnahme, die ein Trauma im Gewebe hinterldsst oder nur durch Totung des Tieres moglich
ist. Die erhaltene Gewebeprobe liefert zudem einen statischen Eindruck des Gewebes und
kann keine Aussagen uber funktionelle Parameter des BlutgefaBsystems oder (Uber
dynamische Veranderungen im zeitlichen Verlauf der Angiogenese im Tumor geben
(Eberhard et al., 2000). Die heterogenen Strukturen im Tumorgewebe erfordern die Analyse

weitreichender Tumorareale und somit meist die Totung des Versuchstieres, wodurch eine
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kontinuierliche Beobachtung des gleichen Tumors (ber einen langeren Zeitraum nicht
durchfuhrbar ist.

Daruber hinaus ist die Farbung des Tumorendothels mittels panendothelialer Marker zur
Beurteilung der Tumorangiogenese gelegentlich mit Problemen behaftet. Studien haben
gezeigt, dass beispielsweise das Faktor VII-Antigen eigentlich hochspezifisch fiir Gefale ist,
jedoch auf dem Tumorendothel teilweise nicht exprimiert wird (Vermeulen et al., 1995). Fir
den in dieser Arbeit verwendeten Endothelmarker CD31 konnte gezeigt werden, dass er
teilweise LymphgeféalRe des umgebenden Gewebes mit anfarbt und es so teilweise zu falsch-
positiven Zahlungen der Gefaldichte kommt (Vermeulen et al., 1996).

CD31 spielt als transmembranes Glykoprotein trotz allem eine wichtige Rolle zur
Identifizierung von endothelialen Strukturen. Durch seine Lokalisation an den endothelialen
Zellverbindungen ist es bei der transendothelialen Zellmigration von groRer Bedeutung
(Zocchi et al.,, 1996) und wird im Rahmen der Quantifizierung von Angiogenese fur die
Beurteilung der GeféaRdichte als ein zuverléssiger und aussagekraftiger Marker verwendet
(Weidner et al., 1995; Fox, 1997; Friis et al, 2006; Jung et al., 2009). Die Auszdhlung und
Analyse der vorhandenen Blutgefdle im Tumorgewebe kann jedoch stark von der
angewandten Methodik sowie der immunhistochemischen Farbemethode abhdngen (Wang et
al., 2008).

Dennoch ist eine Quantifizierung der Tumorangiogenese durch histologische Untersuchungen
nur far morphologische Parameter moglich. Bisher konnen keine verwertbaren Aussagen tber
dynamische Veranderungen im Verlauf des Angiogeneseprozesses geliefert werden. Daher
muss zur adéquaten Dokumentation des Tumorblutgefalsystems unter antivaskularer
Tumortherapie auf andere Verfahren bergegangen werden, um funktionelle Parameter der

Tumormikrozirkulation zuverlassig beurteilen zu kénnen.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Kontrastmittelvergleich

Kontrastmittel sind in der radiologischen Diagnostik bereits seit langem ein fester Bestandteil
der Kklinischen Routine, um die Sensitivitat und Spezifitat der Untersuchung zu erhéhen. Das
Prinzip der Kontrastmittelnutzung bei Ultraschallmessungen ist schon lange bekannt, seitdem
Gramiak et al. bei der Injektion von Indocyaningriin eine Verstarkung der Echogenitat von
Blut feststellen konnten (Gramiak et al., 1969). Diese Signale entstanden durch Luftblaschen,
die bei der schnellen Injektion verabreicht wurden. Solche selbst hergestellten Kontrastmittel
wurden daraufhin beispielsweise durch kraftiges Schitteln einer Flasche Kochsalzlosung
erzeugt, waren jedoch aufgrund der fehlenden Lungengéngigkeit nur sehr begrenzt
einsatzféhig.

Nach langjéhriger Entwicklung sind in Deutschland seit 1991 nun schrittweise standardisierte
Kontrastmittel in der Ultraschalldiagnostik zugelassen worden (Schlief, 1991; Spreafico et al.,
1994). Das Ziel der Entwicklung dieser Kontrastmittel waren sogenannte Blood-Pool-Agents,
die sich nach intraventser Gabe im Blutgefalisystem anreichern, intravaskuléar bleiben und
somit eine Verstarkung der Signalintensitat von Blut ermdglichen (Hohmann et al., 2003).
Alle derzeit verfugbaren Ultraschallkontrastmittel bestehen aus einer Hulle und einem darin
eingeschlossenen Gas, wobei es harte Schalen wie beispielsweise denaturiertes Albumin oder
flexible Hullmembranen aus Phospholipiden gibt. Als mdgliche Gasfilllung existieren Luft
oder schwer l6sliche Gase, die eine langere Verweildauer im Blutgefasystem und somit eine

héhere Kontrastdauer aufweisen (Forsberg et al., 1999).

In dieser Versuchsreine wurden zwei verschiedene Kontrastmittel verwendet, um zur
adéquaten Untersuchung und Dokumentation der Tumormikrozirkulation das ideale
Kontrastmittel flr die durchzufiihrenden Versuche zu ermitteln. Ein geeignetes Kontrastmittel
sollte in mdglichst niedriger Dosierung verwertbare und zuverlassige Informationen uber das
Tumorblutgefalisystem aufzeigen (Forsberg et al., 2008; Loveless et al., 2008). Hierzu ist eine
kontinuierliche und mdglichst lange Zirkulation der Microbubbles im BlutgefalRsystem von
Vorteil, um verwertbare Messungen zu ermdglichen. Das Kontrastmittel sollte eine deutliche
Darstellung des Blutgefasystems in Abgrenzung vom umliegenden Gewebe ermdglichen und
zudem wenige Nebenwirkungen aufweisen (de Jong et al., 2009).
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In den durchgefiihrten Untersuchungen stellte sich Sonovue als geeignetes Kontrastmittel fur
die zu untersuchenden dynamischen Parameter der Tumormikrozirkulation heraus. Durch die
gute Dynamik sowie ein deutliches Signal-Rausch-Verhéltnis konnen aussagekréftige
Informationen gewonnen werden (Schneider, 2008; Ko et al., 2008). Weiterhin zeigt sich
nach Injektion von Sonovue eine deutliche Anflutung des Kontrastmittels in der zu
untersuchenden Region (Lassau et al., 2007). Vor allem kann der zligige Anstieg der
Signalintensitat anndhernd Aussagen Uber die Flussgeschwindigkeit sowie die Perfusion in
der untersuchten Region geben. Somit kann die Anflutung des Kontrastmittels bei der
Identifikation und Untersuchung verschiedenster Strukturen wertvolle Informationen geben
(Cosgrove, 2006). Sonovue zeichnet sich zudem als Kontrastmittel zur Bildgebung bei sehr
niedrigem mechanischem Index aus, so dass eine lange Zirkulationszeit der Bubbles im
BlutgefaRsystem dokumentiert werden kann (Greis, 2004). Nach Herstellung der Suspension
kann diese in den n&chsten sechs Stunden verwendet werden, so dass mehrere
aufeinanderfolgende Messungen ohne erneute Zubereitung der Losung ermdoglicht werden
(Leen et al., 2002).

Das zweite Kontrastmittel Luminity stellte sich durch seine niedrigere Applikationsmenge
von 10 Mikroliter/ kg Korpergewicht zundchst als interessant heraus. Von Sonovue mussen
laut Herstellerangaben etwa 30 Mikroliter/ kg Koérpergewicht appliziert werden. Zudem kann
die Suspension von Luminity bis zu 12 Stunden nach Herstellung verabreicht werden. Somit
bleibt mehr Zeit fiir Untersuchungen als bei Sonovue. Beim Vergleich der beiden
Kontrastmittel bezuglich Aussagekraft durch den Anstieg der Signalintensitdt konnte diese
Substanz im verwendeten Tiermodell jedoch keine signifikante Verbesserung aufzeigen. Die
geringere Signalintensitdt machte eine verwertbare Aussage uber das Tumorblutgefalisystem
deutlich schwieriger und lieferte somit weniger klare Aussagen uber die zu untersuchenden
dynamischen Parameter im Vergleich zu Sonovue.

Bezliglich des Nebenwirkungspotentials sind beide Kontrastmittel als &hnlich anzusehen.
Ubelkeit, Kopfschmerzen und Rétung an der Einstichstelle treten gelegentlich auf. Starkere
Nebenwirkungen wie beispielsweise Schwindel, Parésthesien oder Pruritus sind hingegen
selten (Quaia, 2007). Auch wenn Uberdosierungen bisher nicht beschrieben sind, bestehen
Kontraindikationen zur Anwendung daher bei Kindern, Schwangeren und Patienten mit
schweren Grunderkrankungen wie beispielsweise Herzinsuffizienz, Niereninsuffizienz oder
stattgehabtem Myokardinfarkt (Nucifora et al., 2008; Anantharam et al., 2009).
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4.2.2 Validierung des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls

Im Rahmen antivaskuldrer Therapiekonzepte macht man sich die pathophysiologischen
Besonderheiten des TumorblutgefaRsystems und des Tumorwachstums gezielt zunutze, um
die fir die Progression des Tumors notwendige Blutversorgung moglichst drastisch
einzuschranken. In friilhen Tumorstadien scheint ein Therapieansatz mittels Antiangiogenese
besonders vielversprechend, da hierbei die Bildung neuer BlutgefaRe inhibiert werden soll. In
fortgeschrittenen Tumorstadien gewinnt hingegen die Methodik des Vascular targeting
zunehmend an Bedeutung, da hierdurch das bereits vorhandene Gefalisystem angegriffen und
zerstort werden soll (Eichhorn et al, 2004). Seit den Anféngen antivaskulérer
Therapiestrategien vor etwa vierzig Jahren haben sich viele Forschungsgruppen weltweit
intensiv. mit der Entwicklung geeigneter Therapeutika und deren Auswirkung auf das
Tumorwachstum und die Metastasierung verschiedenster Tumore beschaftigt (Augustin,
2003). Ein grundlegendes Verstandnis der morphologischen und funktionellen VVerédnderungen
der Tumormikrozirkulation unter Einwirkung antivaskuldrer Therapiesubstanzen kann als
wichtige Voraussetzung zur Uberwachung und Optimierung des Therapieerfolges angesehen
werden. Daher ist die Verwendung eines adaquaten Bildgebungsverfahrens zur
Dokumentation der Tumortherapie unverzichtbar, um die Verdnderungen der
Tumormikrozirkulation friihzeitig zu erkennen und die Therapie gegebenenfalls anpassen zu
kdnnen.

Zur quantitativen Analyse der Tumormikrozirkulation und der Tumorangiogenese wurde in
der vorliegenden Arbeit die Methodik der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie in
Kombination mit dem kontrastmittelverstarkten Ultraschall verwendet. Mit Hilfe dieses
bimodalen Imagings am transparenten Ruckenhautkammermodell, bestehend aus
Intravitalmikroskopie ~ und  kontrastmittelverstarktem  Ultraschall, ~ wurden  am
Tumorblutgefalisystem dynamische Messungen durchgefiihrt, um eventuell vorhandene
wachstumsverzogernde Effekte durch die antivaskuldre Tumortherapie dokumentieren und

nachweisen zu konnen.

Die Tumormikrozirkulation des A-Mel-3-Hamstermelanoms wurde am Institut fir
Chirurgische Forschung bereits in zahlreichen Studien untersucht (Endrich et al., 1982;
Hammersen et al. 1985; Buerkle et al., 2002; Eichhorn et al., 2004; Strieth et al., 2006;
Eichhorn et al., 2008). Hierbei wurde deutlich, dass die intravitale Fluoreszenzmikroskopie
den Goldstandard zur Dokumentation der Angiogenese darstellt (Strieth et al., 2005). Es ist
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jedoch schwerlich méglich, dieses Verfahren in klinischen Studien zur Uberwachung einer
antivaskuldaren Therapie anzuwenden.

Somit sollte ein adéquates und zuverlassiges Bildgebungsverfahren mit oben beschriebenen
Eigenschaften gefunden werden. Der kontrastmittelverstarkte Ultraschall zeigte diese
Eigenschaften groRtenteils auf. Auch wenn dem Ultraschall aufgrund geringer Eindringtiefe
nicht alle Organe und Strukturen zugénglich sind, sind die durchgefiihrten Untersuchungen
bei weitreichender Verfligbarkeit und niedriger Patientenbelastung beliebig oft wiederholbar.
Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Messungen erlauben die Aussage Uber eine
signifikante Korrelation bestimmter Parameter im bimodalen Imaging, wodurch der
kontrastmittelverstarkte Ultraschall verwertbare Aussagen uber die Veranderungen der

Tumormikrozirkulation unter antivaskuldrer Therapie mit ZD6126 geben kann (siehe 3.2).

Verwertbare Korrelationen der Flussparameter lieen sich interessanterweise nur fir
Perfusions- bzw. Flussparameter herstellen. So zeigte beispielsweise die funktionelle
Gefalkdichte der Fluoreszenzmikroskopie keine signifikante Korrelation mit Parametern des
kontrastmittelverstarkten Ultraschalls auf. Der segmentale Blutvolumenfluss und der
mikrozirkulatorische  Perfusionsindex hingegen verdeutlichten einen signifikanten
Zusammenhang mit verschiedenen dynamischen Parametern der Ultraschallmessungen (siehe
3.2.3). Dies scheint verschiedenen Studien zufolge teilweise mit der variierenden Gréf3e und
Komprimierbarkeit der Microbubbles zusammenzuhangen (Keller et al., 1989; Rychak et al.,
2007). Zudem scheint die variable Anreicherung der Microbubbles in verschiedenen Geweben
von bestimmten Mediatoren und Parametern wie Leukozyten, Endothelbeschaffenheit und
Induktoren der Angiogenese beeinflusst zu werden (Leong-Poi et al., 2003; Abdollahi et al.,
2003).

Mit Hilfe der Microbubbles als intravaskuldrer Marker im Ultraschall kann somit die
Darstellung des Tumorblutgefalisystems adaquat realisiert werden (Rychak et al., 2007). In
verschiedenen Studien konnte zudem nachgewiesen werden, dass sich die applizierten
Microbubbles vorrangig im TumorblutgefaRsystem oder im Bereich einer akuten Entziindung
anreichern und somit die Echogenitit des Blutes dort besonders verstarken (Lindner et al.,
2000; Lindner et al., 2001; Weller et al., 2005). Auch wird die Korrelation zwischen der
genauen Anzahl an TumorblutgefaBen im kontrastmittelverstarkten  Ultraschall,
beispielsweise am hepatozellularen Karzinom, als genauer beschrieben als jene in der

Computertomographie (Wang et al., 2007).
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Die Methodik des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls hat im Rahmen verschiedener
Messungen der Tumormikrozirkulation unter Tumortherapie unterschiedliche Einsatzgebiete
ergeben (Marson et al.,, 2001; Bruce et al. 2004; Wang et al., 2007). Der Wert dieser
Bildgebungsmethode zur Evaluation der Inhibition von Tumorangiogenese ist vor allem daher
besonders hervorzuheben, da durch Verwendung der Microbubbles im Ultraschall die
Wirksamkeit der verschiedenen Antiangiogenese- Substanzen mit ihren verschiedenen und
andersartigen Wirkmechanismen und Pharmakokinetiken besser nachvollzogen werden kann
(Miller et al., 2005; McCarville et al., 2006).

Als weitere Moglichkeiten zur Nutzung des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls kdnnen auf
Basis dieser These Therapeutika in die Microbubbles integriert werden, um dann am
Wirkungsort (beispielsweise im Tumorgewebe oder im Entzindungsgebiet) unter
Zuhilfenahme des destruktiven Imaging zerstort zu werden und die inkapsulierten Substanzen
freizusetzen (Weller et al., 2005; Rychak et al., 2007).

4.2.3 Kontrastmittelverstarkter Ultraschall

Bei der Erprobung neuartiger Vascular targeting-Substanzen steht zu Beginn der Anwendung
stets die Frage nach der Vertraglichkeit des Praparates im Vordergrund der Forschung. Eine
der wichtigsten Nebenwirkungen, der vor allem im Rahmen antivaskulérer Therapiestrategien
eine grofRe Bedeutung zugeschrieben wird, stellt die generalisierte Aktivierung des
hamostatischen Systems mit disseminierter intravasaler Gerinnung und daraus folgenden
thromboembolischen Komplikationen dar. Diese ist flr einige Angiogeneseinhibitoren,
insbesondere in Kombination mit gdngigen Chemotherapeutika, beschrieben worden (Marx et
al., 2002). Beispielsweise flihrte der bislang als sehr vielversprechend angesehene
monoklonale VEGF-Antikorper Bevacizumab (Avastin) bei Applikation in Kombination mit
einer Chemotherapie in verschiedenen Studien zu einem signifikant erhéhten Risiko fir die
Entwicklung arterieller Thrombosen in Gefal3system (Scappaticci et al., 2007). Eine erhohte
Rate an ventsen Komplikationen konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Des Weiteren
werden im Rahmen einer Tumortherapie mit antivaskuldren Therapiesubstanzen
verschiedenste kardiale Komplikationen wie arterieller Hypertonus und Ischdmie bis zum
Myokardinfarkt berichtet (Gould et al., 2007). Weitere Nebenwirkungen wie beispielsweise
Ubelkeit, Erbrechen, starke Kopfschmerzen und Schwindel werden zudem dosisabhéngig bei
den untersuchten Therapeutika berichtet (Natale, 2008; DeMichele et al., 2009).
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Aufgrund der vorliegenden Erfahrungen der bisher durchgefuhrten Studien soll in dieser
Arbeit ein Bildgebungsverfahren untersucht und verwendet werden, welches ein
Therapieansprechen des Tumorblutgefal3systems adéquat monitoren kann, um die bendtigte
Dosis der zu applizierenden Substanz moglichst genau eingrenzen zu kénnen. Hierdurch soll
eine Reduktion des Therapeutikums auf therapeutisch notwendige, jedoch niedrige Mengen
erreicht werden, um die Rate an Komplikationen so gering wie moglich zu halten.

Hierzu wurden Messungen mit dem kontrastmittelverstarkten Ultraschall am Tag nach
intraperitonealer Injektion von 200mg/kg KG ZD6126 durchgefiihrt. Die Tiere der
Kontrollgruppe erhielten keine Therapie. Aus den erhaltenen Daten sollten verschiedene
Parameter der Tumormikrozirkulation mit und ohne Vascular targeting-Substanzen errechnet
werden, um aus dem Vergleich der beiden Gruppen Aussagen uber den Therapieerfolg sowie
uber die Aussagekraft des Bildgebungsverfahrens machen zu kénnen.

Vorrangig sollte erwahnt werden, dass die Mikrozirkulation im Tumorgewebe in den friihen
Wachstumsstadien aus den umliegenden Gefal3en den Normalgewebes in den Randbereich
des Tumorgewebes einwdachst (Endrich et al., 1988). Mit fortschreitender Angiogenese bilden
sich weitere Gefdle bis hin zu einem weiten Gefdllnetz aus, welches durch eine vollig
chaotische Struktur mit GefalRaussackungen, Kaliberspriingen und zahllosen Gefél3schleifen
sowie willkurlichen Anastomosen gekennzeichnet ist (Nishida et al., 2006).

Im Verhéltnis zum meist raschen Tumorwachstum erweist sich diese Angiogenese jedoch als
ineffizient. Die fragilen GefalBwande sind meist durch ein Endothelédem sowie multiple
Endotheldefekte gekennzeichnet (Dvorak et al., 1999). Hieraus resultiert eine gesteigerte
Permeabilitat fur Makromolekdle in den interstitiellen Raum (Gerlowski, 1986), wodurch der
onkotische Druck im Tumorinterstitium im Vergleich zum umgebenden Normalgewebe
ansteigt (Stohrer et al., 2000). Im Verlauf vergroert sich zudem der Abstand zwischen den
vorhandenen Kapillaren soweit, dass die adédquate Versorgung der umliegenden Tumorzellen
per Diffusion nicht mehr moglich ist. Im Tumorzentrum werden die Nahrstoffversorgung und
der Abtransport der anfallenden Schadstoffe zunehmend schlechter, so dass dort multiple
Areale mit Tumornekrosen entstehen. Dieser Vorgang wird durch den nun nicht mehr
ausreichenden Perfusionsdruck in den Blutgefalien, den hohen interstitiellen Druck sowie
durch den hohen Hamatokrit infolge des transkapillaren Flissigkeitsverlustes weiter

untersttzt.
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Die daraus resultierende Hypoxie fuhrt zu immer ausgedehnteren zentralen Nekrosen,
wohingegen die Neoangiogenese und somit das Tumorwachstum in der Tumorperipherie
ungehindert fortschreiten (Netti et al., 1996).

Durch diese physiologischen Vorgénge kann eine Erklarung flr die Unterschiede der
gemessenen Parameter im Tumorzentrum und in der Tumorperipherie in der Kontrollgruppe
ohne Therapie der vorliegenden Versuchsreine gefunden werden. Aus den im
kontrastmittelverstarkten Ultraschall errechneten funktionellen Parametern wird eine
Reduktion des Anstiegs der Signalintensitat im Tumorzentrum sichtbar. Auch die weiteren
Parameter wie der maximale Anstieg der Signalintensitat sowie auch die Flache unter der
Kurve zeigen in der Tumorperipherie hohere Werte auf als im Tumorzentrum. In der
histologischen Auswertung hingegen sind die erhaltenen Werte der Gefaldichte in CD31-
positiven Pixeln aus den einzelnen ROIs anndhernd gleich, da es sich hier um eine
Auswertung von morphologischen Parametern handelt. Somit werden hier auch nicht mehr
perfundierte Blutgefale der Tumormikrozirkulation in die Auswertung einbezogen (Ash et
al., 2009). Zur Quantifizierung der Tumormikrozirkulation ist die histologische Auswertung
nach Farbung mittels immunhistochemischer Methoden eine wichtige Technik, die eine Art
Momentaufnahme des Tumorgewebes liefert, jedoch keine Aussagen uber dynamische
Parameter der Tumormikrozirkulation liefern kann (siehe 4.1.7). Zur Validierung und
Etablierung des  kontrastmittelverstarkten  Ultraschalls zur  Quantifizierung  der
Tumormikrozirkulation unter antivaskuldarer Therapie zeigt sich eine Korrelation der
gemessenen funktionellen Parameter im Ultraschall mit Parametern der Histologie als ein
wichtiger Schritt bei der Suche nach einem adaquaten Bildgebungsverfahren (Kruskal, 2006;
Lucidarme et al., 2006; Forsberg et al., 2008). Die signifikante Korrelation des Anstiegs der
Signalintensitat im kontrastmittelverstarkten Ultraschall mit der GefaRdichte in CD31-
positiven Pixeln der Histologie gibt Aufschluss Uber die vorhandenen und perfundierten
Tumorblutgeféal3e. So zeigen sich im Tumorzentrum deutlich erniedrigte Werte nach erfolgter
Gabe des Vascular targeting-Agens im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Therapie. Im
Gegensatz dazu wird die Tumorperipherie noch durch das umliegende Gewebe per Diffusion
erndhrt und kann von umliegenden Gefdllen den Angiogeneseprozess vorantreiben. Daher
zeigt die Peripherie des Tumors ein besseres Tumorblutgefal3system und folglich eine bessere
Perfusion auf (Denekamp et al., 1998). Auch bei der Berechnung weiterer Korrelationen zeigt
sich dieser Unterschied der Parameter weiterhin. Eine signifikante Korrelation der
dynamischen Parameter der kontrastmittelverstarkten Ultraschalls mit morphologischen

Parametern der Histologie konnte somit nachgewiesen werden.
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5. Zusammenfassung

In den letzten Jahren haben antivaskuldre Tumortherapien zunehmend an Bedeutung
gewonnen. Das Therapiekonzept des Vascular targeting beschreibt die gezielte Zerstérung des
bereits  existierenden  Tumorblutgefalsystems, wohingegen beim  Konzept der
Antiangiogenese die Entstehung eines funktionsfahigen BlutgefaBsystems im Rahmen des
Tumorwachstums verhindert werden soll. Um diese Therapiekonzepte realisieren zu kdnnen,
bedarf es einer genauen Kenntnis lber den Wirkmechanismus der eingesetzten Substanz
sowie aussagekraftiger Informationen (ber das Therapieansprechen des existierenden
Tumorblutgefalsystems.  Daher ist die  Nachfrage nach einem  addquaten
Bildgebungsverfahren in den letzten Jahren rapide angestiegen. Ein ideales Monitoring der
antivaskuldaren Therapie sollte mdglichst nicht-invasiv sein und den Patienten wenig belasten,
um so regelmafig Wiederholungen der Messungen durchfiihren zu kdnnen. Zudem sollte das

angewendete Verfahren moglichst preiswert und weitreichend verfligbar sein.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Methodik des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls als
Bildgebungsverfahren fir die antivaskuldre Tumortherapie zu validieren. Hierzu sollten die in
vielen Studien bereits nachgewiesenen Effekte von ZD6126, einem Vascular targeting-
Wirkstoff, mit Hilfe des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls dokumentiert werden. Als
Goldstandard zur Analyse der Mikrozirkulation verwendeten wir zusatzlich die intravitale
Fluoreszenzmikroskopie, um die im kontrastmittelverstarkten Ultraschall erhaltenen
Parameter adaquat validieren zu kénnen. Im Rahmen dieses bimodalen Imagings untersuchten
wir die mikrozirkulatorischen Veranderungen des A-Mel-3-Hamstermelanoms in der
transparenten Ruckenhautkammer am syrischen Goldhamster. An Tag 6 und 7 nach
Tumorimplantation erhielten die Tiere jeweils eine Injektion der Therapiesubstanz (2x
100mg/kg KG ZD6126). Am Tag nach der letzten Injektion fuhrten wir schliellich
Messungen mit dem kontrastmittelverstarkten Ultraschall sowie der intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie durch. Die Darstellung der Tumormikrozirkulation erfolgte beim
Ultraschall durch die intravendse Injektion von Sonovue, fur die Intravitalmikroskopie wurde
der Fluoreszenzfarbstoff FITC-Dextran injiziert. Aus den erhaltenen Rohdaten wurden zur
Auswertung und adéquaten Interpretation der Messungen verschiedene Parameter der

Tumormikrozirkulation berechnet.
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Als Kontrollgruppe dienten Tiere ohne Injektion der Therapiesubstanz. Diese wurden
ebenfalls an Tag 8 nach Tumorzellimplantation mittels bimodalem Imaging untersucht und

die erhaltenen Rohdaten zur Beurteilung des Tumorblutgefal3systems ausgewertet.

In der zweiten Versuchsreihe wurden Untersuchungen mittels kontrastmittelverstarkten
Ultraschalls zur Validierung der ermittelten funktionellen Parameter am subkutanen Lewis
Lung-Karzinom durchgefiihrt. Nach unterschiedlichen Wachstumszeiten der subkutanen
Tumore nach Tumorzellimplantation, um verschiedene Tumorgrélien untersuchen zu kdnnen,
wurde der kontrastmittelverstarkte Ultraschall am Tag nach Applikation der Therapiesubstanz
(200mg/kg KG ZD6126 i.p.) durchgefuhrt, bevor die Tumore der C57/BI6-Mause schlieRlich
entnommen und flr histologische Untersuchungen aufbereitet wurden. Zur Beurteilung der
Gefalkdichte als morphologischem Parameter der Histologie wurde eine CD31-Farbung
durchgefihrt. Die  erhaltenen Rohdaten ~ der  Ultraschallmessungen nach
Kontrastmittelapplikation wurden auch in dieser Studie zur Berechnung funktioneller

Parameter der Tumormikrozirkulation verwendet.

Die Auswertung der Versuche des bimodalen Imagings am A-Mel-3-Hamstermelanom zeigte
eine signifikante Korrelation bestimmter funktioneller Parameter der beiden angewendeten
Verfahren auf: Der segmentale Blutvolumenfluss [pl/sec] als dynamischer Parameter der
Fluoreszenzmikroskopie zeigte einen signifikanten Zusammenhang mit dem maximalen
Anstieg der Signalintensitdt [dB] sowie der Flache unter der Kurve [AU] im
kontrastmittelverstarkten Ultraschall. Als weiterer Parameter der Fluoreszenzmikroskopie
zeigte der mikrozirkulatorische Perfusionsindex [pum?/sec] eine signifikante Korrelation mit
der Flache unter der Kurve sowie auch dem maximalen Anstieg der Signalintensitat [dB] im
kontrastmittelverstarkten Ultraschall.

Als wesentliche Ergebnisse der Versuchsreihe am subkutanen Lewis-Lung-Karzinom zeigten
sich nach Auswertung der dynamischen Parameter des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls
und der morphologischen Histologieparameter folgende Korrelationen: Die Gefaldichte in
CD31-positiven Pixeln als Parameter der Histologie zeigte einen signifikanten
Zusammenhang mit verschiedenen Parametern der Ultraschallmessungen auf. Der Anstieg der
Signalintensitat [dB/sec], der maximale Anstieg der Signalintensitat [dB] sowie auch die
Flache unter der Kurve [AU] korrelierten hierbei signifikant mit dem Histologieparameter.
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In der vorliegenden Arbeit konnte somit die Methodik des kontrastmittelverstarkten
Ultraschalls als adéaquates Bildgebungsverfahren der Tumormikrozirkulation unter
antivaskularer Therapie validiert werden. Durch die signifikanten Korrelationen mit der
intravitalen Fluoreszenzmikroskopie als Goldstandard zur Darstellung und Analyse des
Tumorblutgefalisystems sowie mit der Histologie als morphologischem Parameter, stellt sich
der  kontrastmittelverstarkte  Ultraschall —als  verldssliches und aussagekréftiges
Bildgebungsverfahren der Tumormikrozirkulation dar. Diese Ergebnisse bilden die Grundlage
fur weiterfihrende Untersuchungen zum Monitoring von Vascular targeting-Therapien. Um
die Maoglichkeit zu nutzen, die Methodik des kontrastmittelverstarkten Ultraschalls auch in
klinischen Studien anwenden und etablieren zu kdnnen, sind weitere Studien in der klinischen
Routine am Patienten notwendig. Eine Standardisierung der Untersuchungsprotokolle und ein

Monitoring der antivaskulédren Tumortherapie im Verlauf scheinen hierbei unverzichtbar.
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(Direktor: Prof. Dr. med. Dr. h.c. mult. K.W. Jauch) am
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Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

(Direktor: Prof. Dr. med. U. Pohl)

Assistenzarztin an der Klinik und Poliklinik fur
Hals-Nasen-Ohrenheilkunde der
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen
(Direktor: Prof. Dr. med. A. Berghaus)

Studium der Humanmedizin an der
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

Arztliche Priifung
Studium der Humanmedizin an der

Georg-August-Universitat Gottingen

Arztliche Vorpriifung
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