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2. Einleitung

Mit der Einfihrung zielgerichteter, molekularer Therapien unterliegt die Behandlung
maligner Tumoren grof3en Veradnderungen. Diese zielgerichteten, molekularen
Therapien greifen spezifische zellulare Strukturen an, die vorwiegend in Tumorzellen
und weniger in benignen Zellen vorzufinden sind. Diese Therapeutika sind meist kleine
Molekile oder monoklonale Antikérper, die an der Zelloberflache oder auf
intrazellularer Ebene wirken. Sie kénnen, indem sie mit intrazellularen Enzymen inter-
agieren, Prozesse wie die Gentranskription blockieren. Die Interaktion der Substanz
mit der Tumorzelle fihrt meist nicht zum Zelluntergang, sondern zu einer Inhibierung

der Gewebeperfusion, des Zellmetabolismus und letztendlich der Proliferation (1, 2).

Eine Substanzklasse dieser zielgerichteten Therapien sind die anti-angiogenetisch
wirkenden Tyrosinkinaseinhibitoren. Tyrosinkinasen spielen eine wichtige Rolle in der
inter- und intrazellularen Kommunikation und sind beteiligt an der
Embryonalentwicklung, dem Zellmetabolismus und der Zellproliferation, der
Angiogenese und dem Immunsystem (3). Eine Uberaktivitat dieser Tyrosinkinasen
kann zu unkontrollierter Zellproliferation und somit zu Malignomen fuhren. Weiterhin
kébnnen Tyrosinkinasen in Rezeptortyrosinkinasen und zellulare Tyrosinkinasen
unterteilt werden. Die Rezeptortyrosinkinasen besitzen eine nach extrazellular
reichende Domane und kénnen somit mit Wachstumsfaktoren in Interaktion treten, was
zu einer Aktivierung der intrazellularen katalytischen Doméne und letztendlich zur
Signaltransduktion fuhrt (3). Die Familie der Rezeptortyrosinkinasen beinhaltet unter
anderem Proteine wie den EGFR, den PDGFR und den VEGFR. Zellulare
Tyrosinkinasen wie zum Beispiel Abl-, Scr- und Jak-Kinasen konnen von
vorgeschalteten Signalmolekilen unter anderem von Rezeptoren des Immunsystems
oder G-Protein-gekoppelten Rezeptoren aktiviert werden 3).
Der GIST st der erste Tumor, der erfolgreich mit dem oralen Tyrosinkinaseinhibtor

Imatinib, bekannt aus der Therapie der chronisch myeloischen Leukamie, behandelt



wurde (1, 4). Weitere, unter anderem anti-angiogenetisch  wirkende
Tyrosinkinaseinhibitoren, zeigten Effektivitat in der Behandlung des Mammakarzinoms,

des Nierenzellkarzinoms sowie des Kolonkarzinoms (5-7).

Anti-angiogenetische Therapien mit oralen MTKI, wie beispielsweise mit Sorafenib
oder dem im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Regorafenib, zeigten in
verschiedenen  experimentellen  Tumormodellen  anti-angiogenetische  sowie
antiproliferative ~ Effekte auf das  Nierenzellkarzinom, das medullare
Schilddrisenkarzinom, das hepatozellulare Karzinom und Weichteilsarkome wie das
Leiomyosarkom und das Synovialsarkom (8-12). Regorafenib ist bereits fur die

Behandlung des metastasierten Kolonkarzinoms in Deutschland zugelassen (13, 14).

Im Gegensatz zu den neueren zielgerichteten Therapeutika zielt die klassische zytoto-
xische Chemotherapie auf eine Inhibierung der Zellteilung und des Zellwachstums ab.
Somit sind von dieser Inhibierung nicht nur maligne Zellen betroffen, sondern generell
proliferierende Zellen. Um auch die zuvor nicht in der Metaphase der Zellteilung
befindlichen Tumorzellen miterfassen zu kdénnen besteht die zytotoxische Therapie
typischerweise aus mehreren Zyklen. Der hierdurch induzierte Zelltod fuhrt zu einer
Schrumpfung des Tumors. Dies ermoglicht das Ansprechen der Therapie mit
morphologiebasierten bildgebenden Verfahren zu erfassen (15). Zur standardisierten
Beurteilung des Ansprechens auf eine zytotoxische Behandlung wurden 2000 die
RECIST-Kriterien eingefuhrt (16). Hierbei wird anhand der TumorgréRe durch die
Bestimmung von Ziellasionen der Verlauf der Erkrankung bestimmt. Mit der
Evaluierung dieser Ziellasionen erfolgt die Kategorisierung in komplettes Ansprechen
(Verschwinden aller Ziellasionen), partielles Ansprechen (Reduktion der
Tumordurchmesser um mindestens 30 %), fortschreitende Erkrankung (mindestens 20
% Zunahme des Tumordurchmessers) und stabile Erkrankung (weder partielles

Ansprechen noch fortschreitende Erkrankung) (15-17).



Die RECIST-Kriterien wurden primar fur die Therapielberwachung zytotoxischer
Therapeutika entwickelt. Sie kdnnen somit nicht auf alle dieser neuen zielgerichteten
Therapien angewandt werden, da sie meist nicht den Zelltod zur Folge haben, sondern
auf die Angiogenese und den Zellmetabolismus wirken. Die Folge ist, dass die
TumorgroRe meist konstant bleibt oder sich sogar vergré3ern kann (1, 18), besonders
in den frihen Phasen der Behandlung (19). Um friihe Therapieeffekte und eine
Differenzierung des Ansprechens einer solchen molekularen Therapie erfassen zu
kénnen, zeigen morphologische Regressionskriterien keine ausreichende Sensitivitat

(17, 20).

Mit funktionellen und molekularen bildgebenden Verfahren wie der DCE-MRT und der
PET kdnnen Parameter der Mikrozirkulation und des Glukosemetabolismus dargestellt
werden (21).

Das multiparametrische Hybridverfahren, bestehend aus einer Kombination dieser
beiden Modalitaten (MRT und PET), ermdglicht eine nicht-invasive Visualisierung eines
Tumors auf morphologischer, funktioneller und molekularer Ebene und erlaubt Riick-

schliisse auf die Tumorvitalitat und die Angiogenese (22, 23).

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass die DCE-MRT und PET zum
Monitoring der frihen Therapieeffekte einer Regorafenib-Therapie im humanen
Kolonkarzinom-Modell eingesetzt werden kann. Ziel dieser Studie war die nicht-
invasive Evaluierung funktioneller Parameter der Tumormikrozirkulation als Imaging
Biomarker fur das Ansprechen einer Regorafenib-Therapie auf ein experimentelles

Kolonkarzinom-Xenograft-Modell mit immunhistochemischer Validierung.
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3. Material und Methoden

3.1 Versuchsaufbau

o Tag O: & Tag 7: i i
iedioner > Baseine- > JALE N Folowlp Hisiolegisehe
Untersuchung Untersuchung

Abbildung 1: Zeitstrahl der Studie. Nach Injektion und Kultivierung der Tumoren erfolgte an Tag 0 die
Baseline-Messung (DCE-MRT und PET), Therapie (Tag 1-6), Follow-Up-Messung an Tag 7 (DCE-MRT

und PET) und Entnahme der Tumoren fiir die histologische Auswertung.

3.2 Tumormodell

Die Genehmigung des Tierversuchsvorhabens erfolgte durch die Regierung von
Oberbayern (Verbraucherschutz, Veterinarwesen, Lebensmittelhygiene Sachgebiet 54)
unter der Tierversuchsnummer Gz.55.2-1-54-2532-33-10. Die Haltung der
Versuchstiere erfolgte gemalR 8§ 2 des Tierschutzgesetzes und der Tierschutz-

Versuchstierordnung.

Bei den Versuchstieren handelte es sich um 17 weibliche, sieben bis acht Wochen alte,
athymische Nacktratten (Harlan Laboratories Inc., Indianapolis, IN). Aufgrund der
verminderten T-Zell-vermittelten Immunitat bieten athymische Tiere sehr gute
Bedingungen fiir Tumor-Xenografts (24).

Zum Zeitpunkt der Inokulation besalRen die Versuchstiere ein Kérpergewicht von 180
bis 200 g. Die Tiere wurden im Tierstall des Labors fur Experimentelle Radiologie des

Instituts fur Klinische Radiologie (Direktor: Prof. Dr. med. Dr. h.c. Maximilian Reiser,
11



FACR, FRCR) in einem Uni Protect Luftstromschrank (EHRET, Emmendingen,
Deutschland) bei 29 °C, 50-60 % Luftfeuchtigkeit und einem Tag-Nacht-Rhythmus von
jeweils 12 h gemalR den Leitlinien der Federation of European Laboratory Animal
Science Associtations (FELASA, 2008) gehalten (25). Die Tiere erhielten freien Zugang
zu Wasser und sterilem Standardfutter fir Zuchthaltung (Harlan Laboratories Inc.,

Indianapolis, IN).

Als Tumormodell diente die humane Kolonkarzinom-Zelllinie HT-29 (ATTCC HTB-38,
Wesel, Deutschland). Alle Arbeiten mit den Tumorzellen wurden unter einer Sterilbank
durchgefuhrt. Die Kultivierung erfolgte in oberflachenbehandelten Zellkulturschalen mit
dem Zellmedium Mc Coy 5 A mit 10 Vol.-% fotalem Kalberserum und 1 %
Penicillin/Streptomycin. Die Kulturen wurden alle zwei Tage passagiert. Hierbei wurden
zunachst die adharenten Zellen mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS pH 7,4,
GIBCO Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) gewaschen, anschlieRend mit 1 ml
Trypsin/EDTA-LOsung fur zwei Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die so von
der Kulturschale gelésten Zellen wurden zentrifugiert und das Sediment mit frischem

Medium auf neue Zellkulturschalen verteilt.

Vor der Inokulation der Tumorzellen in die Versuchstiere wurden diese einmalig mit
PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen fir 5 min mit Trypsin/EDTA
inkubiert, um sie vom Boden der Zellkulturflaschen zu ldsen. Die abgelosten Zellen
wurden in einer Mischung aus 50 pl Kultivierungsmedium und 50 pl Trypanblau
angefarbt. Die Auszahlung der Zellen erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer,
wobei blau angefarbte und somit als apoptotisch erkennbare Zellen nicht mitgezahlt

wurden.

Zunachst wurden die Versuchstiere mit einem 5 %-Isofluran-Sauerstoffgemisch narko-
tisiert. FUr die Inhalationsnarkose wurde die Schnauze des Versuchstieres in einen
kleinen, mit einer Latexmembran bespannten Plastiktrichter mit Anschliissen fir einen
Isofluran-Verdampfer und einen CO,-Absorber gelegt. Die Narkose wurde dann mit

12



einem 2 %-lIsofluran-Sauerstoffgemisch wéahrend der Implantation fortgefuhrt. Nach
Desinfektion der Haut wurden 2 x 10° Tumorzellen in einer 0,5 ml 1:1 Mischung aus
PBS und Matrigel (BD Biosciences, San Jose, CA) subkutan auf Hohe der linken

Flanke mit einer 1 ml Insulinspritze appliziert.

Fur die Dokumentation des Wachstums wurden die subkutanen Tumoren téglich mit
einer Schieblehre vermessen. Das Tumorvolumen wurde mit der Formel
Lange x Breite’ x 0,5 berechnet. Bei Erreichen einer GréRe von 800 mm3 wurde mit

dem Versuchsprotokoll (s. 3.3) begonnen.

Vor Beginn der Experimente erfolgten tagliche Gewichtskontrollen, um den
Gesundheitszustand der Versuchstiere zu Uberwachen. Fur die korrekte,
gewichtsadaptierte Abmessung der zu applizierenden Medikamente und Substanzen,

erfolgten an den Therapietagen ebenfalls tagliche Gewichtskontrollen.

3.3 Versuchsprotokoll

60 min vor Beginn der PET-Datenakquisition wurden 50 MBq '°F-FDG in 500
isotoner Kochsalzlésung mit einer 25-G-Kanlle in die Peritonealhdhle der
Versuchsratten in kurzer 2 %-Isoflurannarkose appliziert. AnschlieBend fand eine
Gegenmessung genannter Materialien statt, um Restaktivitat in der Spritze und Kanile
zu erfassen. Nach erneuter Narkotisierung wurde fir die spétere Injektion des MRT-

Kontrastmittels ein 25-G-Schwanzvenenkatheter gelegt.

Zur Infektionsprophylaxe der immunschwachen Versuchstiere und um das Risiko einer
Kontamination zwischen verschiedenen Tierstéllen zu vermindern, wurden die Tiere in
eine Plexiglasrohre (Spezialanfertigung, Haustechnik Klinikum der Universitat
Minchen, Deutschland) in Bauchlage gebettet (Abb 2). Diese verfigte Uber

Anschliisse fur einen CO,-Absorber und fur den Isofluran-Verdampfer. Somit konnte

13



wahrend der PET- und der MRT-Messung die Inhalationsnarkose kontinuierlich

aufrechterhalten werden.

Abbildung 2: Positionierung des Versuchstieres (1) in der Plexiglasréhre (2) mit Anschlissen fiir einen

Isofluran-Verdampfer (3) und einen CO»-Absorber (4) fur die Aufrechterhaltung der Narkose wéhrend der

Versuche.

Nach Transport der Plexiglasrohre mit dem darin befindlichen Versuchstier in die
R&aumlichkeiten der Klinik und Poliklinik fir Nuklearmedizin (Direktor: Prof. Dr. med. P.
Bartenstein) erfolgte die Akquisition der PET-Daten mit Listmodemessung fir 30 min
(15 min Transmission, 15 min Emission) (Abb. 3). Fir die Schwachungskorrektur
erfolgte die Akquirierung der Transmissionsdaten mit einer rotierenden °’Co-Quelle

(26).
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Abbildung 3: PET-Versuchsaufbau Inveon Micro PET (Siemens Healthcare, Erlangen, Deutschland) (1).

Plexiglasréhre mit Versuchstier (2).
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Nach Entgegennahme des Versuchstieres an der Schleuse zum Versuchslabor der
Nuklearmedizin wurde das Tier, unter standiger Aufrechterhaltung der Narkose, in die
Untersuchungsraumlichkeiten des Instituts fir Klinische Radiologie gebracht, wo die
DCE-MRT durchgefuhrt wurde (Abb. 4). Sowohl die PET- als auch die MRT-
Untersuchungen wurden an Tag O und 7 eines einwochigen, taglichen
Therapieprotokolls mit dem Therapeutikum Regorafenib (Bayer HealthCare,
Leverkusen, Deutschland) oder einem Placebo, durchgefuhrt. Nach Komplettierung der
Messungen an Tag 7 wurden die Versuchstiere mit einer kardialen Injektion einer KCI-
Losung getodtet. Die Tumoren wurden reseziert und in 4 % wassriger
Formaldehydlosung fixiert, anschlieBend der immunhistochemischen Analyse

zugefuhrt.

Abb. 4: MRT-Versuchsaufbau. Magnetom Verio (Siemens Healthcare, Erlangen, Deutschland) (1),

Plexiglasréhre mit Versuchstier (2), Handgelenk-Spule (3), Leitungen flir Kontrastmittel und Narkosegas

(4).
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3.4 Therapie- und Placebogruppe

Die Zuteilung der Tiere erfolgte randomisiert in die Therapie- (n=10) bzw.
Placebogruppe (n=7). Die Therapietiere wurden an Tag 1 bis Tag 6 mit 10 mg/kg KG
Regorafenib durch eine 16-G-Magensonde in kurzzeitiger Isoflurannarkose, behandelt.
Hierzu wurden 2 mg Regorafenib in 0,35 ml einer Mischung aus Polyethylenglycol
(Pluronic F 68, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) und destilliertem Wasser gel6st
(Losungsverhdltnis:  42,5/42,5/15  %). Die  Kontrollgruppe  erhielt eine

volumenéaquivalente Dosis des Losungsmittels.

3.5 Regorafenib

Regorafenib (Bayer HealthCare, Leverkusen, Deutschland) ist ein oraler Diphenylharn-
stoff-Multikinase-Inhibitor, der angiogene VEGFR 1-3, TIE 2, stromale PDGFR-R,
FGFR und onkogene KIT-, RET- und RAF-Rezeptortyrosinkinasen inhibiert (9, 27).
Hierdurch wird eine anti-angiogenetische und proapoptotische Wirkung induziert mit
der Folge einer Reduktion der Tumorvaskularisierung (28). Seit 2013 ist es in Europa

fur die Behandlung des metastasierten Kolonkarzinoms zugelassen (13).

3.6 Positronenemissionstomographie

Die PET-Untersuchungen erfolgten an einem microPET-Scanner (Inveon, Siemens
Healthcare, Erlangen, Deutschland) der Klinik und Poliklinik fir Nuklearmedizin
(Abb. 3). Die PET-Daten wurden mit einem OSEM 3D-Algorithmus mit einer 128 x 128
Matrix rekonstruiert. Die Prozessierung der Daten erfolgte an einer Inveon-
Arbeitsstation (Siemens Healthcare, Erlangen, Deutschland). Die Bilder (Abb. 5)
wurden mit Hilfe der Software Vinci 4.07 (Max-Planck-Institut  flr

Stoffwechselforschung, Koéln, Deutschland) analysiert. Es wurde ein Verhdltnis der
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mittleren '®F-FDG-Aufnahme des Tumorgewebes zu Umgebungsgewebe (TTB)
berechnet. Hierzu wurde das zu messende Tumorareal (Region-of-Interest, ROI) in
einer axialen Schnittebene auf Hohe des maximalen Tumordurchmessers, in die
aulleren 3 mm des Tumors eingezeichnet, da dort vitales Tumorgewebe nicht durch
einen erhohten interstitiellen Druck oder Nekrosen, die oft im Zentrum des Tumors
nachzuweisen sind, beeinflusst wird (29). FUr die Bestimmung der mittleren Aufnahme
des Umgebungsgewebes wurde eine zirkulédre, 7 mm im Durchmesser messende ROI

in den rechten Leberlappen, ebenfalls in axialer Schnittfihrung, gezeichnet.

Abbildung. 5: Représentative Bilder der 8c_EFDG-PET des untersuchten humanen Kolonkarzinom-
Xenograft-Transplantats (*), in axialer Schnittfuhrung, vor Therapie (linkes Bild) und nach sechstagiger

Therapie mit Regorafenib (rechtes Bild) mit erkennbarer Reduktion des FDG-Uptakes.
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3.7 Dynamische Magnetresonanztomographie

Die MRT-Untersuchungen erfolgten an einem klinischen 3-Tesla-Ganzkdrpergeréat
(Magnetom Verio, Siemens Healthcare, Erlangen, Deutschland). Es wurde eine
Handgelenk-Spule mit vier Kandlen (Siemens Healthcare, Erlangen, Deutschland)

verwendet (Abb. 4).

Fur die MRT-Perfusionsmessung wurde Gadobutrol (Gadovist, Bayer HealthCare,
Leverkusen, Deutschland) verwendet. Hierbei handelt es sich um ein extrazellulares,
makrozyklisches, paramagnetisches Kontrastmittel mit einem Molekulargewicht von 0,6
kDa (30). Gadolinium-basierte Kontrastmittel bewirken eine Reduktion der T1-
Relaxationszeit und eignen sich somit fur eine hohe zeitliche Auflésung in der MR-

Angiographie (31).

Zu Beginn der Untersuchung wurden Localizer-Aufnahmen des Versuchstieres durch-
gefuihrt, um die Lokalisation des Tumors und die Positionierung des zu untersuchenden
Areals vornehmen zu koénnen. Hierbei wurde jeweils ein sagittales, coronares und
axiales Bild in Single-Shot-Technik akquiriert. Das Untersuchungsareal wurde so

gewahlt, dass sowohl die Leber als auch die Nieren abgebildet waren.

Fur die Bestimmung der TumorgréRe wurde eine T2-gewichtete 2D-Turbo-Spin-Echo-
Sequenz mit einer Repetitionszeit (TR) von 5470 ms und einer Echozeit (TE) von 91
ms verwendet. Die Ortsauflésung betrug 0,3 x 0,3 mm bei einer resultierenden
Matrixgrof3e von 192 x 192 (Frequenzkodierung x Phasenkodierungen) und einer

rekonstruierten Schichtdicke von 1,5 mm (s.Abb. 6).
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Abbildung 6: Représentatives T2-gewichtetes MRT-Bild des untersuchten humanen Kolonkarzinom-

Xenografts (*), in axialer Schnittfihrung, fur die Bestimmung der TumorgroRRe.

Im Anschluss wurde eine 3D-View-Sharing-Sequenz (TWIST, Siemens Healthcare,
Erlangen, Deutschland) gestartet. Nach Akquirierung der ersten zehn Datensatze als
Nullmessung erfolgte die Applikation eines standardisierten Kontrastmittelbolus von 0,1
mmol/kg Koérpergewicht Gadobutrol (s. 3.7.2) mit einer Injektionsgeschwindigkeit von
7,2 ml/min mit einer automatischen Injektionspumpe (Harvard Apparatus PHD2000
series, Holliston, MA). Fir die Leermessung, Messung der Kontrastmittelpassage
sowie der Gewebe-Kontrastmittelaufnahme wurden insgesamt 300 3D-Datensatze
akquiriert. Die Untersuchungsparameter waren wie folgt: Time-to-Acquisition inklusive
Post-Processing 10:13 min davon 6:30 min (300 x 1,3s) Perfusionsmessung, TR 6,34
ms, TE 2,11 ms, Flipwinkel 40°, Messfeld 50 x 50 mm?2, Messmatrix 128 x 128 und
einem Field-of-View von 0,39 x 0,39x 3,0 mm3. Die Empfanger-Bandbreite betrug 180

Hz/Pixel.
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3.7.1 3D-View-Sharing-Technik

Die Hauptanforderung an eine DCE-MRT besteht in der Darstellung einer hohen
zeitlichen Auflosung bei hochstmoglicher r&umlicher Auflosung. Um dies zu
gewahrleisten, wird bei der View-Sharing-Technik die Methode der partiellen k-Raum-
Auslesung verwendet. Der k-Raum ist eine Rohdatenmatrix, in der die digitalisierten
MRT-Signale wahrend der Datenakquisition gespeichert werden. Nach Beendigung
des Scans werden die Daten des k-Raums durch Fourier-Transformation in das
eigentliche MRT-Bild umgewandelt (32). Das Prinzip der partiellen k-Raum-Auslesung
beruht darauf, dass wahrend der Akquisition einer dynamischen Serie der dulRere Teil
der Rohdatenmatrix (Region B), der im Wesentlichen fur die rAumliche Auflésung des
MRT-Bildes bestimmend ist, nur beim ersten oder letzten Bild vollstandig ausgelesen
wird. Im Gegensatz dazu wird bei allen anderen Bildern der zentrale Anteil des k-
Raums (Region A), der hauptsachlich die zeitliche Auflésung kodiert, vollsténdig,
Region B jedoch nur teilweise ausgelesen. Die fehlenden Punkte in Region B werden
aus dem vorherigen Bild (forward data-sharing) oder dem nachfolgenden (backward
data-sharing) kopiert (Abb. 7). Der Vorteil dieser Technik ist eine Reduktion der
Untersuchungszeit und ermdglicht die Darstellung sich schnell veréandernder Signale,
zum Beispiel wahrend der Kontrastmittelpassage, ohne dabei auf eine hohe rdumliche

Auflosung verzichten zu mussen (33, 34).
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Abbildung 7: Darstellung einer 3D-Bildserie unter Verwendung der View-Sharing-Technik. Der
gesamte k-Raum wird nur wéhrend der ersten Akquisition (t = t;) ausgelesen. Danach wird fur jedes Bild
die gesamte Region A, aber nur einer der B-Trajektoren ausgelesen. Die fehlenden Bereiche von B

werden in diesem beispielhaften Schema aus dem vorherigen Bild kopiert (in Anlehnung an (34)).
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Die Auswertung des k-Raumes wird nach Song et al. (34) wie folgt beschrieben. Stellt
man sich den k-Raum als dreidimensionales Koordinatensystem vor, erfolgt die
Ausleserichtung entlang der x-Koordinate (K,) und die Richtungen der Phasen-

kodierung (Phase-Encoding, PE) entlang der y- (K,) bzw. der z-Koordinaten (K,). Alle

Punkte in der PE-Ebene werden zunachst aufsteigend nach der radidren Entfernung

vom Ursprung kr= k§+k§, dann aufsteigend nach GroRe des Azimutwinkels

© (0= =2m), der entgegengesetzt zum Uhrzeigersinn, ausgehend von K, gemessen
wird, angeordnet. Die auf diese Weise sortierten Punkte werden entlang einer
kritischen Distanz vom Ursprung K; in die zwei Regionen A (k. <K.)und B (k,2K;)
geteilt. Weiterhin wird jeder Punkt in Region B einer separaten Untergruppe (Trajektor)
gleicher GréRRe zugeteilt (B4, Bo, ... By) (Abb. 8). Die Auslesung des k-Raums (Abb. 9)
beginnt am auflReren Rand von Region A (k, = K.) mit allen ungeraden Punkten (k;, O).
Sobald das kleinste k, erreicht ist, wird die Ausleserichtung umgedreht und alle
geraden Punkte werden erfasst bis wiederum der &uf3ere Rand von Region A erreicht
ist. Daraufhin werden in Region B alle ungeraden Punkte des Trajektors B; bis zum
Erreichen des gréften k.-Wertes ausgelesen und auf dem Rickweg zu K, wiederum
nur alle geraden Punkte. Demnach wird Region A zu jedem Zeitpunkt vollstandig,

Region B nur teilweise ausgelesen (34).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Phasenkodierungsebene mit 16 x 16 Punkten unterteilt in
Region A und Region B. Region B ist nochmals unterteilt in finf gleichgroRe Trajektoren (B1, Bz, Bz, B,

Bs) mit pB=0,2 (in Anlehnung an (34)).
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Abbildung 9: Darstellung des Auslesewegs des k-Raumes wahrend der View-Sharing-Sequenz.
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Unterteilung des k-Raums in Region A und Region B anhand einer vorher festgelegten Distanz vom
Ursprung (Kc). Die Auslesung beginnt am Rand von Region A (k; = K¢) bis zum Erreichen des kleinsten k;
und geht von dort wieder zuriick bis K¢. Die Punkte in Region B werden zuerst mit ansteigendem k;,
anschlieRend in gegengesetzter Richtung ausgelesen. Region B wird nur partiell, ein Trajektor (B1 - Bn) pro

vollstéandig ausgelesener Region A, ausgelesen (in Anlehnung an (34))
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Der Grad der partiellen Auslesung des k-Raumes wird also bestimmt durch die GroRRe

des Anteils der zentralen Region A (pA = W), sowie der Ausleserate von Region
y: Nz

B, ausgedrickt als pB = % Die Time-to-Acquisition der View-Sharing-Sequenz (TAview)

kann ausgedriickt werden durch die Erfassungszeit des k-Raumes (TAgesamt), PB, der

GréRe von Region A (S,) und der Gesamtflache der PE-Ebene (See):

TAview = TAgesamt (SS_::E + (1 - i) pB)

Spe

Demzufolge bietet die View-Sharing-Technik zwei Mdglichkeiten die zeitliche Auflésung
zu optimieren, durch die GréRRenreduktion von Region A (Verminderung von pA) und
durch eine niedrigere Auslesedichte von Region B (Verminderung von pB) (34). Fir die
Untersuchungen am Rattenmodel im Rahmen dieser Dissertation wurde ein MRT-
Protokoll verwendet mit pA = 0,17 und pB = 0,2. Somit konnte eine zeitliche Auflésung

von 1,3 s pro 3D-Datensatz erreicht werden (35).

3.7.2 Auswertung der MRT-Daten und kinetische Analyse

Vielen DCE-MRT-Methoden wird eine kinetische Theorie eines linearen und
stationdren Systems zu Grunde gelegt. Linearitdt bedeutet, dass sich die
Gewebeantwort proportional zu der verabreichten Dosis eines Kontrastmittels verhalt.
Stationar, dass die Antwort unabhangig ist vom Zeitpunkt der Injektion. Nimmt man
diese Annahmen als Grundvoraussetzung, so steht die Konzentration in einem
Gewebe, in Abhangigkeit von der Zeit c(t), in Beziehung mit der Konzentration in

einem zufiihrenden Blutgefal c,(t), gefaltet (*) mit einer Restfunktion:
R(t) : ci() =Fp x R(t) * ca(t)

Fr steht hierbei fir den Plasmafluss, durch welchen das Kontrastmittel das Gewebe

erreicht. c,(t), wird auch als AIF bezeichnet. R(t) ist eine gewebeabhdngige Funktion,
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die die Verteilung der Kontrastmittel-Durchgangszeiten darstellt. Das Integral von R(t)
ist die MTT. Ohne weitere Annahmen vornehmen zu muissen, konnen Fp und MTT
durch numerische Entfaltung abgeleitet werden. R(t) enthalt jedoch zusatzliche
Informationen, die mit Hilfe von kinetischen Modellen in der DCE-MRT berechnet
werden koénnen. Dies sind Berechnungen der Gewebevaskularisierung und der
Permeabilitit des Endothels (36). Um die Verdnderungen wahrend der
Kontrastmittelpassage erfassen zu konnen, wird eine hohe zeitliche Auflésung von
mindestens 2 s empfohlen (36-38), was mit der Verwendung einer 3D-View-Sharing-

Sequenz erreicht wurde.

Zur Beschreibung des verwendeten Tumormodells wurde ein 2-Compartment-Uptake-
Modell herangezogen. Die zwei Kompartimente bestehen aus dem Plasmaraum mit
dem Volumen Vp und dem interstitiellen Raum V.. Ein Kompartiment ist definiert als ein
Volumen, in dem die Kontrastmittel-Konzentration zu jedem beliebigen Zeitpunkt
flachenhomogen verteilt ist und der Ausstrom aus diesem direkt proportional zu dessen
Konzentration ist (36). In folgender Gleichung steht c,(t) fur die Kontrastmittel-
Konzentration des Plasmavolumens (Vp). Der Zustrom durch das zuflihrende Gefald
wird mit Fpca(t) beschrieben, der Zufluss zum interstitiellen Kompartiment mit PSc(t),

wobei c(t) die interstitielle Kontrastmittel-Konzentration ist:

dop

Vo dt

(1) = Fpca(®) - Fpep () + PSce (1) - PScy(t) (36)
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Dies bedeutet fur das 2-Compartment-Uptake-Modell, dass ein Kontrastmittel-
Austausch nur zwischen V. und Vp stattfindet, wobei der Ausstrom aus einem der
beiden Kompartimente gleich dem Einstrom in dieses ist (Abb. 9). Der Ausstrom aus
dem Plasmaraum wird hier mit PSc, der aus dem Interstitium mit PSc. bezeichnet.
Setzt man die Differenz zwischen Ein- und Ausstrom mit der Austauschrate gleich,
erhalt man die Erhaltungsgleichung fir das Kontrastmittel im interstitiellen

Kompartiment:

Ve 2 (1) = PScy (1) - PSce () (36, 38-41)

60\;0Ve&

® e
o pd bs ©
KM % L

G - O
Fp

Zelle

O

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Mikrozirkulation des Tumors anhand des
2-Compartment-Modells. Das Kontrastmittel (KM) wird mit dem Plasmafluss (Fp) in den Tumor
transportiert. Der Austausch von Kontrastmittel findet nur zwischen dem Plasmavolumen (Vp) und dem

interstitiellen Volumen (V¢) entlang des Kapillarendothels (PS) statt (in Anlehnung an (36)).



Die Auswertung erfolgte an einem externen PMI-Computerarbeitsplatz mit der
Software IDL 6.4 (ITT Visual Information Solutions, Boulder, CO). Fur die Messung der
AIF wurde eine ROI in das Lumen der Vena cava inferior auf Hohe der Leber
gezeichnet. Fur die Berechnung der Parameter der Tumormikrozirkulation wurden
semiguantitative AUC-Karten erstellt. Die ROl wurde im Randbereich des Tumors
platziert, da dort vitales Tumorgewebe nicht beeinflusst wird durch einen erhdhten

interstitiellen Druck oder Nekrosen, die oft im Zentrum des Tumors angetroffen werden

konnen (Abb. 10) (29).

Abbildung 10: Repréasentative MRT-Bilder in View-Sharing-Technik in axialer Schnittfihrung einer Ratte
mit einem subkutan Uber der linken Flanke implantierten Kolonkarzinom-Xenograft, nach sechs Tagen
Behandlung mit Regorafenib. Die Hypointensitdt im Zentrum des Tumors korrespondiert mit der
beginnenden Nekrose und folglich einer veranderten Kontrastmittelanflutung. Fir die Bestimmung der
Tumormikrozirkulation wurde eine ROI (grines Areal) Uber die vitalen Bereiche in der Tumorperipherie

gezeichnet unter Verwendung einer semiquantitativen AUC-Karte.
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Im nachsten Schritt wurden die Kontrastmittel-Konzentrationen aus den
durchschnittlichen Signalintensitaten der definierten ROIs berechnet unter der

Annahme, dass die Signalstarke proportional zur Kontrastmittel-Konzentration zu- bzw.

abnimmt: c(t)=S(t)-Sy,. Sy ist hier das Signal vor Kontrastmittel-Anflutung als

arithmetisches Mittel, berechnet aus den ersten zehn Leermessungs-Datensatzen (36).

AbschlieBRend wurden die so erhaltenen Konzentrations-Zeit-Kurven an das
2-Compartment-Uptake-Modell angepasst. Die Anpassung erfolgte nach der Methode
der kleinsten Quadrate (42). Hierbei werden die Modellparameter so bestimmt, dass
die Summe der quadratischen Residuen, also die Abweichungen der Kurve von den
beobachteten  Punkten, mdglichst klein gehalten werden (Abb.  11).
Als Ergebnis erhalt man eine sehr genaue Schatzung der Parameter Fy, V,, V. und PS.
(36). Zusammenfassend steht F, [ml/100ml/min] fur den zu- bzw. abflie3enden
Plasmafluss eines Gewebes, V, [ml/100ml] fir das Plasmavolumen innerhalb des
Gefal3systems, V. [ml/200ml] fur das interstitielle Plasmavolumen und PS
[mI/200ml/min] flr den Fluss der entlang des Kapillarendothels stattfindet, als Marker

fur die Kapillarpermeabilitat.
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Abbildung 11: Représentative Anpassungskurve des 2-Compartment-Uptake-Modells. Die Graphik
zeigt die Signalanreicherung des Tumors Uber die Zeit (blau) mit zugehériger Anpassungskurve des

2-Compartment-Uptake-Modells (rot).
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3.8 Histologie

3.8.1 Fixierung und Anfertigung der Schnitte

Fur die immunhistochemische Untersuchung wurden die Tumoren nach Explantation
zunachst in 4 % wassriger Formaldehydlésung fixiert. Anschlie@end wurden sie mit
einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 % - 80 % - 95 %) dehydriert und in Paraffin
eingebettet. Zur Herstellung von 4 pm dicken Schnitten wurde ein halbmotorisches
Rotationsmikrotom (RM2245, Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland) verwendet.
Nach Auftragen auf einen Objekttrager und Trocknen der Schnitte Gber 24 h bei 37 °C

konnte mit dem Féarbeprotokoll begonnen werden.

3.8.2 Immunhistochemie

3.8.2.1 Anti-CD31-Farbung

Die Farbung von CD31 (Cluster of Differentiation 31) wird in der Pathologie fir die
Quantifizierung der Endothelzelldichte und somit zur Bestimmung der
Tumorangiogenese eingesetzt (43). Um die Schnitte mit Anti-CD31 markieren und
anschliel3end farben zu kdnnen, wurden sie zun&chst entparaffiniert und rehydriert. Die
Entparaffinierung erfolgte mit Xylol/Xylolersatz (Neo-Clear®, Merck KgaA, Darmstadt,
Deutschland) Uber 2 x 5 min. Die Rehydrierung erfolgte mit einer absteigenden

Ethanolreihe Gber 2 x 3 min 100 % Ethanol und je 3 min 95 %, 80 % und 70 % Ethanol.

Um die Antigene zu demaskieren, wurden die Schnitte anschlieRend in Citrat-Puffer
pH6 (Target Retrieval Solution (10x), DAKO Diagnostika, Hamburg, Deutschland) fur
20 min mit Mikrowellen bei 600 W gekocht, danach 20 min bei Raumtemperatur im

Citratpuffer abgekdhlt.

31



Nach Abkuhlung des Materials wurde es fir 10 min in destilliertem Wasser, danach fur
10 min in TBS-Tween-Waschpuffer, bestehend aus 61 g Trizma-Base (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO), 90 g NaCl (AppliChem, Darmstadt, Deutschland), 1000 ml destilliertem
Wasser und 0,05 % Tween20Solution (BioRad, Hercules, CA) gewaschen. Nach
Inaktivierung der endogenen Peroxidase mit Peroxidase-Block (EnVision+System-HRP
(AEC) For Use With Rabbit Primary Antibodies, DAKO Diagnostika, Hamburg,

Deutschland) wurden die Schnitte nochmals fir 2 x 10 min mit TBS-Tween gewaschen.

Uber Nacht erfolgte die Inkubation in einer feuchten Kammer mit dem primaren
polyklonalen 1gG-Kaninchen-Anti-CD31-Antikérper (Abcam ab28364, Cambridge,
England) in einer Verdinnung von 1:50 in Trizma-Base, eingestellt auf einen pH-Wert
von 7,5 mit HCI, und 1 % bovinem Serumalbumin, um freie Proteine zu blockieren.
Am nachsten Morgen erfolgte nach Baden (2 x 10 min) in TBS-Tween-Waschpuffer die
Inkubation (30 min) mit dem sekundaren Antikérper (Anti-Rabbit-Antikérper, DAKO
Diagnostika, Hamburg, Deutschland). Nach einem weiteren Spulschritt mit TBS-Tween
wurde nun 30 min mit dem Farbstoff AEC Chromogen (DAKO Diagnostika, Hamburg,

Deutschland) inkubiert, bevor nochmals mit destilliertem Wasser gespilt wurde.

Zur Kenntlichmachung der Zellstrukturen wurde 10 s mit Mayers-Hamalaun (Merck
KgaA, Darmstadt, Deutschland) gegengefarbt. AnschlieBend wurden die Schnitte 10
min unter flieBendem Wasser gespilt, in Kaisers-Glycerin-Gelatine (Merck KgaA,

Darmstadt, Deutschland) eingebettet und eingedeckelt.
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3.8.2.2 Anti-Ki-67-Farbung

Die Farbung des Antigens Ki-67 wird als Marker fur die Quantifizierung der Tumorzell-
proliferation eingesetzt (44). Die Farbung mit Hilfe des Antikdrpers Anti-Ki-67
unterschied sich von der Farbung mit Anti-CD31 nur in der Wahl des priméaren
Antikdrpers und war ansonsten mit ihr identisch (s. 3.7.2.1). Hier wurde der polyklonale
Kaninchen-Anti-Ki-67-Antikérper (SP6, Abcam ab 16667 1:100, Cambridge, England)

verwendet.

3.8.3 Auswertung der Immunhistochemie

Fur die histologische Aufarbeitung der Tumoren wurden die gefarbten Schnittpraparate
mit Hilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops (DM 2500, Leica, Wetzlar, Deutschland) bei
200-facher VergrofRerung und einem Fluoreszenzfilter, eingestellt auf eine Wellenlange

zwischen 520 nm und 620 nm, digital aufgezeichnet (Abb. 12).

Fur die Quantifizierung der Ergebnisse wurden die antikdrpermarkierten Bilder mit
einer Threshold-Technik computergestitzt (Matlab, Natick, MA) ausgezahilt.
Hierzu wurde jeweils die durchschnittiche Anzahl an proliferierenden Zellen

(Anti-Ki-67) und Endothelzellen (Anti-CD31) bestimmt (Abb. 12).
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Abbildung 12: Reprasentative Schnitte eines Kolonkarzinom-Xenografts mit der immun-

histochemischen Anti-CD31-Farbung (obere Reihe) und der Anti-Ki-67-Farbung (untere Reihe). Die
Braunfarbung der Rezeptoren (CD31, obere Reihe) befindet sich hochspezifisch ausschlieflich an den
GefaRen. Hohere Anzahl an CD31 positiven Endothelzellen in der Kontrollgruppe (B) gegenuber der
Therapiegruppe (A). Deutlicher Unterschied in der Anzahl an proliferierenden Zellen (Ki-67, untere Reihe)

zwischen Therapie-(C) und Kontrollgruppe (D).
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3.9 Statistische Analyse

Normalverteilte, stetige Variablen wurden als Mittelwerte mit Standardabweichung dar-
gestellt. Die Vergleiche der MRT-Perfusionsparameter, der PET-TTB und der immun-
histochemischen Werte zwischen der voneinander unabhangigen Behandlungs- und
Kontrollgruppe wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests vorgenommen. Fur den
Vergleich innerhalb einer Gruppe zwischen der Baseline- an Tag 0 und der Folow-Up-
Untersuchung an Tag 7 wurde fir die nicht normalverteilten, gepaarten MRT- und PET-
Daten ein Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verwendet. Die Korrelationen sowohl der
MRT-Perfusionsdaten zu den PET-TTB als auch der MRT-Perfusionsdaten zur
Immunhistochemie wurden mit der Korrelation nach Spearman berechnet.
Korrelationen von r > 0,4 wurden als maRiig, r > 0,6 als gut und r > 0,8 als sehr gut
angesehen. p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant, p-Werte < 0,01 als
statistisch hochsignifikant gewertet. Alle statistischen Analysen wurden mit der

Software SPSS fur Microsoft Windows (Version 21.1, IMB, Armonk, NY) durchgefihrt.
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4. Ergebnisse
4.1 Ergebnisse Tumorvolumina

Das Versuchsprotokoll mit multiparametrischer Bildgebung und der Immunhistochemie
wurde erfolgreich an n = 17 Tieren durchgefihrt. Die Tiere tolerierten alle Prozeduren.
Die Tumorvolumina wurden mit Hilfe T2-gewichteter MRT-Bilder bestimmt. Es konnte
kein signifikanter Unterschied (p > 0,05) zwischen der Therapie- und der
Kontrollgruppe zum Zeitpunkt der Baseline-Untersuchung beobachtet werden.
In der Therapiegruppe konnte kein signifikanter Unterschied des mittleren Tumor-
volumens zwischen Tag 0 (581 + 131 mm®) und Tag 7 (780 + 235 mm?® p > 0,05)
festgestellt werden. In der Kontrollgruppe zeigte sich eine signifikante Zunahme des
mittleren Tumorvolumens zwischen Tag 0 (235 + 30 mm®) und 7 (442 = 51 mm?, p <

0,05).
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4.2 Ergebnisse Perfusions-MRT

In der Therapiegruppe nahm Fp hochsignifikant ab von 81,1 + 7,5 ml/100ml/min
wahrend der Baseline-Untersuchung auf 50,6 £ 16,0 ml/100ml/min wahrend der

Follow-Up-Untersuchung (p < 0,01).

In der Kontrollgruppe zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Fr von 69,9 + 14,3
mI/200ml/min an Tag 0 auf 93,1 + 19,4 ml/100ml/min an Tag 7 (p < 0,03). Die
Einzelwerte zeigten einen einseitig gerichteten Abfall des Fp in der Therapiegruppe und
einen einseitig gerichteten Anstieg in der Kontrollgruppe (Abb. 13). Die Einzelwerte

sind in Tabelle 1 aufgefuhrt.

Plasmafluss: Therapiegruppe Plasmafluss: Kontrollgruppe
140 140
120 120
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E 80 E 80
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20 20
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Tag 0 Tag 7 Tag O Tag 7

Abbildung 13: Liniendiagramme zur Darstellung des Verlaufs der Individualwerte von Fp. Einseitig
gerichteter, hochsignifikanter (p < 0,01) Abfall in der Therapiegruppe (links). Einseitig gerichteter,

signifikanter (p < 0,03) Anstieg in der Kontrollgruppe (rechts).
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Ve nahm in der Therapiegruppe hochsignifikant von 12,1 + 3,6 % wahrend der
Baseline-Untersuchung auf 7,5 + 1,6 % bei der Follow-Up-Untersuchung ab (p < 0,01).
In der Kontrollgruppe zeigte sich keine signifikante Veranderung des Vp der Baseline-
Untersuchung (9,4 + 2,3 %) im Vergleich zur Follow-Up-Untersuchung (11,6 + 3,0 %)
(p > 0,05). Die Einzelwerte der Baseline- und der Follow-Up-Untersuchung zeigten
einen einseitig gerichteten Abfall der Tumorvaskularisierung in der Therapiegruppe und

nicht uniform gerichtete Veranderungen in der Kontrollgruppe (Abb. 14).

Plasmavolumen: Plasmavolumen:
Therapiegruppe Kontrollgruppe
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Abbildung 14: Liniendiagramme zur Darstellung des Verlaufs der Individualwerte von Vp.
Signifikanter (p < 0,01), einseitig gerichteter Abfall in der Therapiegruppe (links), sowie nicht uniform

gerichtete Veranderungen in der Kontrollgruppe (rechts).
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Das Permeabilitats-Oberflachenprodukt (PS) zeigte einen hochsignifikanten Abfall von
13,6 = 3,2 ml/100ml/min an Tag 0 auf 7,9 + 2,3 ml/100ml/min an Tag 7 (p < 0,01). In
der Kontrollgruppe konnten keine signifikanten Veranderungen des PS zwischen der
Baseline- (13,0 = 4,4 ml/100ml/min) und der Follow-Up-Untersuchung (13,0 £ 4,0
mIl/100ml/min) beobachtet werden (p > 0,05). Die Einzelwerte zeigten einen einseitig
gerichteten Abfall der endothelialen Permeabilitat in der Therapiegruppe und nicht

uniform gerichtete Veranderungen in der Kontrollgruppe (Abb. 15).

Endotheliale Permeabilitat: Endotheliale Permeabilitat:
Therapiegruppe Kontrollgruppe
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Abbildung 15: Liniendiagramme zur Darstellung des Verlaufs der Individualwerte von PS. Einseitig
gerichteter, hochsignifikanter (p < 0,01) Abfall in der Therapiegruppe (links), sowie nicht uniform gerichtete

Veranderungen in der Kontrollgruppe (rechts).
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Tier Nr. Permeabilitats-Ober-
Plasmafluss Plasmavolumen -
flachenprodukt
[mI/200ml/min] [mI/200ml] [mI/200ml/min]
Tag 0 Tag 7 DeltaF, Tag 0 Tag 7 Delta V, Tag O Tag 7 Delta PS
Therapiegruppe
1 84,0 53,0 -31,0 18,2 7,0 -11,1 15,5 54 -10,2
2 85,3 62,4 -22,9 9,0 7,7 -1,3 14,9 7,2 7,7
3 69,2 38,1 -31,1 16,1 9,0 -7,1 17,8 6,4 -11,4
4 69,3 23,3 -46,0 12,0 8,2 -3,8 8,9 5,9 -3,0
5 82,5 30,3 -52,2 8,9 6,0 -2,9 14,3 11,5 -2,8
6 82,7 45,6 -37,1 12,0 54 -6,6 10,4 5,6 -4,8
7 88,6 70,5 -18,1 6,2 5,2 -1,1 111 7,4 -3,6
8 89,4 67,7 -21,7 13,5 10,1 -3,4 11,7 10,9 -0,8
9 85,9 53,6 -32,3 14,1 7.4 -6,7 18,5 10,0 -8,5
10 74,2 61,4 -12,8 11,1 9,1 -2,1 12,4 9,2 -3,2
Mittelwert| 81,14 5064  -305k 12,14 7,54 -4,6% 13,64 7,94 -5,6%
SD 7,5 16,0 12,3 3,6 1,6 3,2 3,2 2,3 3,6
Kontrollgruppe
1 40,6 56,2 15,6 6,4 13,5 7,2 8,3 6,7 -1,6
2 72,0 91,4 19,4 9,9 9,8 -0,1 7,1 14,0 7,0
3 67,7 89,7 22,0 9,8 12,8 3,0 17,0 16,5 -0,5
4 74,6 96,7 22,1 7.8 7.4 -0,3 13,2 13,4 0,2
5 87,6 121,7 34,2 12,6 12,3 -0,4 19,0 18,5 -0,4
6 74,7 95,0 20,3 11,8 16,1 4,3 15,1 12,5 -2,6
7 71,9 100,7 28,8 7,8 9,2 1,4 11,5 9,7 -1,8
Mittelwert 69,90 93,10 23,2 % 9,4 11,6 2,1 13,0 13,0 0,0k
SD 14,3 19,4 6,3 2,3 3,0 2,8 4.4 4,0 3,2
-+ Hochsignifikanter Unterschied (p<0,01) zwischen Baseline und Follow-Up
@ Signifikanter Unterschied (p<0,03) zwischen Baseline und Follow-Up
Y Hochsignifikanter Unterschied (p<0,01) zwischen Therapie- und Kontrollgruppe
Tabelle 1: Individuelle DCE-MRT-Parameter der Tumormikrozirkulation mit Plasmafluss

(m1/200ml/min), Plasmavolumen (ml/100ml) und Permeabilitats-Oberflachenprodukt (ml/200ml/min) der

Baseline- an Tag O und der Follow-Up-Untersuchung an Tag 7 fir die Therapie- und Kontrollgruppe.
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4.3 Ergebnisse *F-FDG PET

In der Behandlungsgruppe zeigten die Daten der *®F-FDG-PET einen hochsignifikanten
Abfall der TTB, von 3,4 £ 0,6 an Tag 0 auf 1,9 + 1,1 an Tag 7 (p < 0,01). In der
Kontrollgruppe zeigte sich ein signifikanter Anstieg von 3,4 + 15 auf 4,7 = 1,4

(p < 0,03) (Abb. 16). Die Einzelwerte werden in Tabelle 2 aufgefihrt.

Tumor-to-Background Ratio: Tumor-to-Backround Ratio:
Therapiegruppe Kontrollgruppe
7 7
6 6 B~
5 5
m 4 ¢ o 4
= [
=3 =3
2 2
1 1
0 0
Tag 0 Tag 7 Tag 0 Tag 7

Abbildung. 16: Liniendiagramme zur Darstellung des Verlaufs der Individualwerte der Tumor-to-
Backround Ratio. Bis auf einen Tumor zeigt sich in der Therapiegruppe ein einseitig gleichgerichteter
Abfall der TTB, sowie eine signifikante (p < 0,01) Abnahme der mittleren TTB zwischen Tag 0 und 7
(links). In der Kontrollgruppe zeigt sich ein gleichgerichteter, signifikanter (p<0,03) Anstieg der mittleren

TTB zwischen Tag 0 und 7 (rechts).
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Tier Nr. Tumor-to-Background Ratio
Tag 0 Tag 7 Delta TTB
Therapiegruppe
1 4,0 0,9 -3,1
2 3.2 13 -2,0
3 4,1 1,6 -2,6
4 2,0 14 -0,7
5) 3,3 1,2 -2,0
6 3,3 1,4 -1,8
7 3,3 1,7 -1,6
8 3,6 2,3 -14
9 3,2 3,7 0,4
10 4,3 4,1 -0,2
Mittelwert| 3,44 19+ -15%
SD 0,6 1,1 1,1
Kontrollgruppe
1 2,5 2,7 0,3
2 34 3,7 0,4
3 24 3,7 1,3
4 31 4,9 1,8
5) 1,6 6,4 4,8
6 55 5,8 0,4
7 54 519 0,5
Mittelwert 3,40 470 1,3%
SD 1,5 1,4 1,6
+ Hochsignifikanter Unterschied (p<0,01) zwischen Baseline und Follow-Up
@ Signifikanter Unterschied (p<0,03) zwischen Baseline und Follow-Up
% Hochsignifikanter Unterschied (p<0,01) zwischen Therapie- und Kontrollgruppe

Tabelle 2: Individualparameter der TTB zum Zeitpunkt der Baseline- an Tag 0, sowie der Follow-Up-

Untersuchung an Tag 7 fir die Therapie- und Kontrollgruppe.

42



4.4 Ergebnisse Immunhistochemie

In den untersuchten Kolonkarzinom-Xenografts zeigte sich eine signifikant (p < 0,05)
niedrigere MikrogefafRdichte (Anti-CD31) in der Behandlungsgruppe (7,0 £ 2,4) als in
der Kontrollgruppe (16,1 + 5,9) (s. Tab. 3). Ebenso zeigte die Therapiegruppe eine
signifikant (p < 0,03) niedrigere Anzahl an proliferierenden Zellen (Anti-Ki-67)

(434,0 £ 62,9) als in der Kontrollgruppe (663,0 + 98,3). (s. Tab. 3).

Tier Nr. Immunhistochemie
Anti-Ki-67 Anti-CD31
Therapiegruppe

1 470,8 4,5

2 388,6 79

3 407,6 51

4 397,2 6,1

5) 543,2 4,8

6 528,9 84

7 362,1 5,8

8 379,3 10,2

9 454,0 11,3

10 408,5 5,6

Mittelwert 434,04 70 @
SD 62,9 2,4
Kontrollgruppe

1 842,8 14,7

2 679,6 22,5

3 581,5 5,7

4 566,2 17,8

5 583,6 14,3

6 670,3 14,1

7 717,3 23,3

Mittelwert 663,0 + 16,1 @

SD 98,3 5,9
+ Signifikanter Unterschied (p<0,03) zwischen Therapie- und Kontrollgruppe
® Signifikanter Unterschied (p<0,03) zwischen Therapie- und Kontrollgruppe

Tabelle 3: Individualwerte der untersuchten immunhistochemischen Parameter der Tumorzell-

proliferation (Ki-67) und der mikrovaskuléaren Dichte (CD31).
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4.5 Korrelation MRT-Perfusionsparameter mit **F-FDG-PET

Es zeigten sich hochsignifikante, gute Korrelationen zwischen AFp und ATTB
(r =0,78; p < 0,01), zwischen AVp und ATTB (r = 0,67; p < 0,01) und zwischen APS

und ATTB (r = 0,75; p <0,01) (s. Tab. 4).

60 -
40 - .
N L 2R
20-“
2 4 6

-60 -
AF, [mI/100ml/min]

Abbildung 17: Lineare Regressionsgerade fur den Korrelationskoeffizienten der Parameter AFp und

ATTB nach Spearman.

Korrelation Spearmans Korrelationskoeffizient p-Wert
AF,/ATTB r=0,78 <0,01
AV,/ATTB r=0,67 <0,01
APS/ATTB r=075 4+ <0,01

+ Hochsignifikante Korrelationen

Tabelle 4: Korrelationen der DCE-MRT-Parameter mit dem PET-Parameter. Gute, hochsignifikante

Korrelationen zwischen den MRT-Parametern der Tumor-Mikrozirkulation und dem PET-Parameter des

Gukosemetabolismus.
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4.6 Korrelation MRT-Perfusionsparameter und Immunhistochemie

Es zeigten sich m&Rige, aber signifikante Korrelationen zwischen AFp und der Ki-67-
Féarbung (r = 0,57; p < 0,03), sowie der CD31-Farbung (r = 0,51; p < 0,05). Ebenso
konnten hochsignifikante gute Korrelationen zwischen AV, und Ki-67
(r =0,67; p < 0,01), sowie méRige, aber signifikante Korrelationen zwischen AVp und
CD31 (r = 0,55; p<0,03) beobachtet werden. AuRerdem zeigten sich méaRige, aber
signifikante Korrelationen zwischen APS und Ki-67 (r = 0,57; p < 0,03), als auch

zwischen APS und CD31 (r = 0,49; p < 0,05, s. Tab. 5).

Korrelation Spearmans Korrelationskoeffizient p-Wert
AF /Ki-67 r=0,57 @ <0,03
AF,/CD31 r=051 @ <0,05
AV, /Ki-67 r=0,67 4 <0,01
AV,/CD31 r=055 @ <0,03
APS/Ki-67 r=057 @ <0,03
APS/CD31 r=049 © <0,05

+ Hochsignifikante Korrelationen

@ Signifikante Korrelationen

Tabelle 5: Korrelationen der DCE-MRT-Parameter mit der Immunhistochemie. Signifikante, mafige
Korrelationen zwischen den MRT-Parametern der Tumor-Mikrozirkulation und den immunhistochemischen

Markern fur Tumor-Zellproliferation (Ki-67) und dem Marker fur die mikrovaskulére Dichte (CD31).
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4.7 Korrelation ¥F-FDG-PET und Immunhistochemie

Zwischen ATTB und Ki-67 konnte eine maRige, aber signifikante Korrelation
beobachtet werden (r = 0,56; p < 0,03), ebenso zwischen ATTB und CD31

(r=0,51; p<0,05) (s. Tab. 6).

Korrelation Spearmans Korrelationskoeffizient p-Wert
ATTB/Ki-67 r=0,56 @ <0,03
ATTB/CD31 r=051 @ <0,05

@ Signifikante Korrelationen

Tabelle 6: Korrelationen der TTB mit der Immunhistochemie. Signifikante, maRige Korrelationen
zwischen dem Parameter des Tumor-Glukosemetabolismus (ATTB) und den immunhistochemischen

Markern fur Tumor-Zellproliferation (Ki-67) und fir die mikrovaskulare Dichte (CD31)
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5. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde ein multimodales Bildgebungsprotokoll mit
dynamischer, kontrastverstarkter MRT und '®F-FDG-PET zum Monitoring einer
Regorafenib-Monotherapie in einem humanen Kolonkarzinom-Modell der Ratte
untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass eine Detektion friiher Therapieeffekte von
Regorafenib mit einem nicht invasiven MRT/PET-Protokoll in vivo mdglich ist, validiert

durch multiparametrische Immunhistochemie (45).

5.1 Perfusions-MRT

Die Ergebnisse der Studie im Rahmen dieser Dissertation zeigen, dass unter anti-
angiogenetischer Therapie mit Regorafenib eine signifikante Abnahme der DCE-MRT-
Perfusionsparamter nachgewiesen werden kann. Auch die signifikante Korrelation mit
den immunhistochemischen Parametern fiir Zellproliferation und Mikrogefaf3dichte
untermauert die Hypothese, dass sich Fp und Vp als nicht-invasive Imaging Biomarker
der Therapieresponse fur die Evaluation der frihen Effekte von Regorafenib auf das

verwendete Tumormodell eignen (s. 4.6).

Diese Ergebnisse werden durch eine Studie von Abou-Elkacem et al. (28) bestétigt.
Sie verglichen die Effekte von Regorafenib mit dem ebenfalls anti-angiogenetisch
wirkenden VEGFR2-Inhibitor DC101 mit DCE-MRT und immunhistochemischer
Analyse der Mikrogefa3dichte mit CD31-Farbung in einem orthotopen Kolonkarzinom-
Modell der Maus. Sie konnten in beiden Therapiegruppen einen signifikanten Abfall der
MRT-Perfusionsparameter nachweisen. AuRerdem konnten sie einen starkeren Abfall
der Tumorperfusion in der Regorafenib-Gruppe gegeniber der DC101-Gruppe
beobachten, was sich auch in einer niedrigeren, immunhistochemisch nachgewiesenen

MikrogefaRRdichte widerspiegelte (28). Dies bestatigt die Hypothese, dass sich die
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DCE-MRT eignet die frGhen Therapieeffekte sowie Unterschiede zwischen &hnlich

wirkenden Therapeutika auf ein Kolonkarzinom-Modell zu erfassen.

Die Eignung der Perfusionsparameter Fp und Vp als bildgebende, nicht-invasive
Biomarker konnte bereits in einigen anderen Studien unter Verwendung verschiedener
anti-angiogenetischer Therapeutika und Tumormodelle gezeigt werden. So konnten
beispielsweise Cyran et al. (35) und Sterzik et al. (46) mit DCE-MRT vergleichbare
Ergebnisse in der Reduktion des Plasmaflusses und Plasmavolumens in der anti-
angiogenetischen  Behandlung eines Prostatakarzinom-Modells bzw. eines

Plattenepithelkarzinom-Modells der Ratte nachweisen (35, 46).

Zudem konnte eine signifikante Abnahme des Parameters fir die Gefal3permeabilitat
(PS) nachgwiesen werden. Unterstiitzung erhalten diese Ergebnisse durch die Studien
von Tentler et al. (47) und Haney et al. (48) Sie konnten ebenfalls eine signifikante
Abnahme dieses Parameters, unter Therapie mit dem MTKI ENMD-2076 bzw.
Sorafenib in einem Kolonkarzinom-Modell nachweisen (47, 48). Bezlglich dieses
Parameters konnten ebenfalls signifikante Korrelationen mit dem

immunhistochemischen Goldstandard nachgewiesen werden.

Es konnte kein signifikanter Abfall des Tumorvolumens in der Therapiegruppe
beobachtet werden. Unter alleiniger Annahme morphologischer Therapieresponse-
Kriterien waéare demnach kein Therapieansprechen nachweisbar gewesen. Die
Perfusionsparameter generierten somit essentielle Informationen fiur das frihe
Therapieansprechen einer Regorafenib-Therapie im Kolonkarzninom-Modell in

Ergénzung zur Morphologie-basierten Bildgebung.

Es gibt jedoch eine groRe Vielfalt verschiedener MRT-Techniken und
Herangehensweisen, die es ermdglichen Informationen tber die Mikrovaskularisierung
eines Tumors zu generieren. Dies erschwert die Objektivierung im Vergleich von Daten
unterschiedlicher Techniken, Gewebearten und unterschiedlicher Zentren (49). Die

Reproduzierbarkeit der mit DCE-MRT quantifizierten Parameter der Gewebe-
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Mikrozirkulation ist somit sehr stark abhangig von der Standardisierung der
Datenakquirierung und Nachbearbeitung je nachdem welche MRT-Sequenz, welches
Kontrastmittel und welche Auswertungs-Software verwendet wird (50-53). Auch wird
fur die Berechnung von Perfusionsdaten die Annahme eines bestimmten
physikalischen Tumormodells vorausgesetzt. Neben dem in dieser Studie verwendeten
2-Compartment-Uptake-Modell gibt es noch weitere Modelle, welche die An- und
Abflutung von Kontrastmittel in einem Gewebe beschreiben (36). Weitere Modelle sind
das erweiterte Tofts-Modell (54), das 2-Compartment-Exchange-Modell (55, 56), das
Tissue-Homogeneity-Modell (57), das AATH-Modell (adiabatic approximation to the
tissue homogeneity model) (58) und das Distributed-Parameter-Modell (59). Durch die
groRe Vielfalt besteht zum einen die Gefahr, dass die akquirierten Tumordaten nicht
exakt an das ausgewahlte Tumormodell angepasst werden kénnen und zum anderen
dass die Annahmen, die fiir jedes Modell getroffen werden, nicht auf die untersuchte
Gewebeart zutreffen (60). Da die Zusammensetzung des Tumorgewebes zum
Zeitpunkt der Untersuchung nicht bekannt ist, kann das Tumormodell als das beste
angesehen werden, an welches sich die jeweilige Konzentrations-Zeit-Kurve mit den
niedrigsten X*Werten (s. 3.7.2) anpassen lasst (36). Die noch vorherrschende
mangelnde Standardisierung auf diesem Gebiet erschwert jedoch den direkten

Vergleich zwischen verschiedenen Zentren.

Obwohl die DCE-MRT bereits in der Schlaganfalldiagnostik sowie in der Diagnostik von
Hirn- (61) und Prostatatumoren (62) routinemaliig eingesetzt wird konnen die fehlende
Standardisierung und unterschiedlichen Herangehensweisen in der Akquirierung und
Nachbearbeitung der DCE-MRT-Daten als die Hiurde der letzten Jahre angesehen
werden, die funktionelle Perfusionsbildgebung in die onkologisch-klinische Anwendung
umzusetzen. Obwohl schon Versuche unternommen worden sind, konnte noch kein

allgemeiner Konsens erreicht werden (63).
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Vorteile der nicht-invasiven DCE-MRT-gestltzten Verfahren gegeniber anderen
dynamischen, bildgebenden Verfahren wie der CT, sind die Strahlungsneutralitat und
in Kombination mit morphologischen Sequenzen, der héhere Weichteilkontrast (64).
Gegenuber der kontrastverstarkten Sonographie (CEUS) liegt der Vorteil in der
niedrigeren Abhangigkeit von der Erfahrung des Untersuchers und in der besseren

Darstellung tief gelegener, sonographisch nicht erfassbarer Tumoren (65) .

Aktuelle klinische Daten weisen darauf hin, dass die DCE-MRT im Vergleich zu den
RECIST-Kriterien sensitiver in der Bestimmung einer friilhen Therapieantwort ist, da zu
Beginn einer anti-angiogenetischen Therapie die TumorgréRe meist konstant bleibt (1)
wenn bereits eine Abnahme von Perfusionsparametern nachzuweisen ist. So konnten
Sahani et al. (66) in einer Phase-lI-Studie an 23 Patienten mit HCC unter Therapie mit
dem MTKI Sunitinib zeigen, dass Veranderungen in der DCE-MRT innerhalb von zwei
Wochen auftraten ohne dass eine signifikante Abnahme der Tumorgréfi3e
nachgewiesen werden konnte. Auf3erdem konnten sie zeigen, dass groRere Abfélle der
DCE-MRT-Parameter bei  konstanter = Tumorgréie mit einem langeren

progressionsfreien Uberleben einhergehen (66).

In der onkologischen Diagnostik besitzen dynamische Bildgebungen somit grof3es
Potential, insbesondere in der Evaluation eines Therapieansprechens anti-
angiogenetischer Therapeutika, da es hierbei oft nicht zu einer zytotoxisch bedingten
Volumenabnahme des Tumors, sondern zu Verdnderungen auf zellularer Ebene
kommt (1). Gangige Methoden des Therapie-Monitorings wie die RECIST-Kriterien, die
lediglich morphologische Regressionsparameter beriicksichtigen, sind somit nicht
sensitiv genug, um frih auftretende anti-angiogenetische Therapieeffekte zu erfassen
(17). Mit der MRT, PET, CT und CEUS wurden bereits verschiedene funktionelle
Parameter entwickelt, die es ermdglichen nicht-invasiv den Tumormetabolismus zu
erfassen (49, 67-69). Funktionelle und molekulare Biomarker der Therapieresponse

werden mit zunehmender Entwicklung neuer zielgerichteter Therapeutika und deren
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Einsatz in der Krebstherapie eine entscheidende Rolle in der Evaluation eines
Therapieansprechens und zur Erfassung von Tumorresistenzen spielen. Somit werden
sie auch potenziell einen maf3geblichen Beitrag leisten die Kosten der personalisierten
Medizin zu reduzieren, indem teure, ineffektive und nebenwirkungsreiche Therapien

bei fehlender Wirksamkeit friihzeitig angepasst werden konnen (70).

5.2 ®FDG-PET

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnten eine signifikante Abnahme der TTB,
sowie  hochsignifikante  Korrelationen der TTB mit allen DCE-MRT-
Perfusionsparametern und signifikante Korrelationen mit den immunhistochemischen

Parametern gezeigt werden.

Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit Ergebnissen einer Studie von Kristian
et al. (71). Sie konnten, an einem Mammakarzinom-Modell in athymischen Mausen
zeigen, dass sich die Anwendung einer *F-FDG-PET eignet, um friihe anti-
angiogenetische  Therapieeffekte des  Anti-VEGF-Antikdrpers  Bevacizumab
darzustellen (71). Auch Meier et al. konnten zeigen, dass sich ein multiparametrisches
Protokoll bestehend aus DCE-MRT, DWI und **F-FDG-PET zur Evaluation des frithen
Therapieansprechens einer anti-angiogenetischen Therapie auf ein
Rhabdomyosarkom-Modell der Maus eignet. Sie konnten bereits zwei Tage nach
Therapiebeginn signifikante Unterschiede in der iAUC (DCE-MRT), den ADC-Werten
(DWI) und der FDG-Aufnahme (PET) im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachten.
Ebenso zeigten sich signifikante Korrelationen zwischen den Perfusions-MRT-Daten
der Mikrozirkulation und des Glukosemetabolismus gemessen mit der **F-FDG-PET.
Auch histopathologisch zeigte sich eine signifikante Abnahme der mikrovaskularen

Gefalidichte in der CD31-Farbung (69).
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Beziiglich der Korrelation von DCE-MRT-Parametern und der Quantifizierung der *®F-
FDG-Aufnahme im Tumor gibt es jedoch auch gegensétzliche Ergebnisse. So konnten
De Bruyne et al. (72) in einer Kklinischen Studie zur Beurteilung des diagnostischen
Wertes von dynamischen MRT-Messungen in Kombination mit **F-FDG-PET fiir die
Therapieevaluierung des  Antikorpers Bevacizumab in  Kombination  mit
FOLFOX/FOLFIRI bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen bestatigen, dass sich die
dynamischen Parameter beider Modalitaten fir die Vorhersage des progressionsfreien
Uberlebens eignen. Hier wurden fur die Quantifizierung der dynamischen MRT-
Parameter die AUC, die iAUC und der endotheliale Transferkoeffizient (Kgans)
verwendet. Die PET-Ergebnisse wurden durch eine Berechnung des maximalen
standardisierten FDG-Aufnahmewertes (SUVna) quantifiziert. Eine Korrelation
zwischen den Parametern der dynamischen MRT und der SUV konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden. In einer weiteren klinischen Studie zur Untersuchung von
metabolischen und vaskularen Charakteristka von HNO-Tumoren und deren
Beziehung zueinander mit dynamischer MRT und PET-CT konnten Bisdas et al (73)
Korrelationen zwischen Parametern der Tumorperfusion, —vaskularisierung und des
Glukosemetabolismus beobachten, jedoch keine Korrelation zwischen Parametern der

endothelialen Permeabilitat und des Glukosemetabolismus.

Die fehlende Korrelation zwischen einigen Parametern der dynamischen MRT und der
standardisierten FDG-Aufnahme bei De Bruyne et al. (72) und Bisdas et al. (73) muss
in erster Linie mit der Heterogenitat der verschiedenen Tumormodelle begriindet
werden. So entstehen die meisten Tumoren zwar aus der gleichen Tumorzelle, jedoch
fuhren Mutationen wahrend des Tumorwachstums zu erheblichen interindividuellen
Unterschieden in der Invasivitéat, dem Differenzierungsgrad, der Zellproliferation und
der Metastasenbildung und somit auch zu Unterschieden in der Therapieresponse
(74). Zumindest bei dem im Rahmen dieser Dissertation verwendeten Kolonkarzinom-
Modell scheint ein direkter Zusammenhang zwischen der Abnahme der Tumor-

Vaskularisierung und dem Glukosemetabolismus zu bestehen. Weitere Autoren wie
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Daldrup-Link et al. (75), Smeets et al. (76) und Ehling et al. (77) sind sich einig, dass
eine Kombination aus morphologischer und funktioneller MRT-Bildgebung mit einer
F_.FDG-PET in einem multimodalen und multiparametrischen Akquirierungsprotokoll
eine vielfaltige, umfangreiche und nicht-invasive Charakterisierung eines Tumors
ermoglicht.  AuRBerdem stellt sie Informationen (ber Veranderungen der
Mikrovaskularisierung und des Metabolismus eines Tumors unter einer Therapie bereit

(75-77).

Zudem gibt es bereits einige klinische Studien zum Einsatz der *F-FDG-PET, unter
anderem von Woff et al. (78), Avallone et al. (79) oder Murcia et al. (80), und zum
Einsatz der DCE-MRT, unter anderem von Coenegrachts et al. (81), Kim et al. (82)
oder Hirashima et al. (83), fur das Monitoring der Therapieresponse des kolorektalen
Karzinoms. Die Anwendung dieser beiden Modalitaten in einem Hybridverfahren gibt
somit zusatzliche funktionelle Daten zu den hochauflésenden morphologischen
Bildinformationen. Dies kann nicht nur die Uberwachung einer frilhen Antwort auf eine
molekulare Therapie ermoglichen, sondern auch neue Sichtweisen auf die Rolle dieser
bildgebenden Verfahren in der Vorhersage eines Therapieansprechens bei
neoadjuvanter Chemotherapie eroffnen. Fir eine Differenzierung zwischen
Ansprechen und Nichtansprechen auf eine Therapie, liefern mdglicherweise
erganzende Informationen beider Verfahren zusatzliche Sicherheit, wenn die alleinige

PET oder MRT nicht aussagekréftig genug ist (84, 85).

Andererseits ist die Umsetzung einer Kombination dieser beider Verfahren in der
klinischen Routine zum jetzigen Zeitpunkt nur bedingt realisierbar. Prinzipiell stehen
hier zwei Moglichkeiten zur Verfigung. Zum einen die Akquisition eines MRT- und
PET-Datensatzes an zwei voneinander separaten Gerdten (sequentiell) mit der
Mdglichkeit einer nachtraglichen Bildfusion, zum anderen die Durchfiihrung an einem
kombinierten PET-MRT-Gerat (simultan). Nachteil der sequentiellen Methodik ist die

sehr lange Untersuchungszeit fir Untersuchungen eines gréRReren Zielvolumens und
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die unvermeidbaren Lageanderungen beim Wechsel zwischen den einzelnen Geraten.
Schon minimale  Positionierungsunterschiede  konnen  eine  nachtrégliche
Koregistrierung der Bilddaten erheblich erschweren und zu Ungenauigkeiten bei der
Bildfusion fihren (86). Mit der Einfihrung integrierter PET-MRT-Systeme eroffnen sich
neue Moglichkeiten in der klinischen Anwendung und Forschung. Durch die simultane
Akquisition der MRT- und PET-Bilddaten kénnen die Untersuchungszeiten erheblich
minimiert und eine sehr genaue Bildfusion erreicht werden. Auch werden im
onkologischen Staging Ganzkdrper-MRT-Protokolle eingesetzt, die im Vergleich zur
PET-CT in vereinzelten Studien eine &hnlich hohe diagnostische Genauigkeit
aufweisen (87). Diese etablierten Protokolle koénnen auf jedes Hybridsystem
Ubertragen werden. Ebenso ist es moglich DCE-MRT-Sequenzen an jedem
Hybridscanner einzusetzen. Die Herausforderung wird zuklnftig darin bestehen ein

einheitliches Verfahrensprotokoll zu implementieren.

5.3 Limitationen der Studie

Die Durchfuhrung der Versuche fand an voneinander getrennten MRT- und PET-
Geraten statt. Deshalb wurden die Versuchstiere fir die Messungen in einer
Plexiglasrohre platziert. Dies sollte Lageveranderungen der Ratten minimieren und die
Lokalisation identischer Schichtpositionen bei der Auswertung der MRT- und PET-
Daten erleichtern. AulBerdem wurde bei der Auswertung der MRT-Bilder die
ausgewahlte Schicht auf der Langsachse markiert, um die Lokalisation der identischen
Schichtposition fur die Auswertung der PET-Bilder zu garantieren. Dennoch waren
geringe Lageveranderungen der Versuchstiere wahrend des Transports zwischen den
Geraten nicht zu vermeiden. Eine Bildfusion der MRT- und PET-Daten war demnach
nur mit Einschrdnkungen moglich. Letztendlich konnte nicht sichergestellt werden, ob
die Auswertungen der MRT- und PET-Daten in exakt der gleichen Tumorschicht
durchgefihrt wurden und somit Vaskularisierungsdifferenzen innerhalb des Tumors
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ausreichend berticksichtigt wurden. Die Verwendung eines Kleintier-MRT und dessen
hohere Schichtauflosung wurde die Identifizierung der gleichen Tumorschicht
verbessern und somit eine exakte Koregistrierung ermdéglichen. Auch wirde ein
Untersuchungsverfahren an einem kombinierten PET-MRT-Gerat, bei simultaner
Akquirierung beider Parameter, zu einer htheren Messbhestandigkeit der Daten und zu
einer moglicherweise héheren Ubereinstimmung zwischen den einzelnen PET- und
MRT-Parametern, aufgrund von einheitlichen Bedingungen wéahrend des Experiments
fuhren. Mutmaglich wird der Unterschied in einer optimierten Koregistrierung bestehen.
Auch wird in Zukunft die Entwicklung verbesserter Software zur Korrektur von

Bewegungsartefakten beitragen dieses Problem zu minimieren (88).

Weiterhin schranken Unterschiede zwischen der Physiologie des Menschen und der
der Versuchstiere sowie die heterotope Lage des Tumor-Xenografts die klinische
Translation unserer Ergebnisse ein. Auch ist es moglich, dass im Rahmen dieser
Studie nicht das volle Ausmall der Therapieeffekte und Nebenwirkungen von
Regorafenib dargestellt wurden, da diese teils erst nach mehreren Monaten zum
Tragen kommen (89). Dennoch war es das Ziel dieser Arbeit die frihen
Therapieeffekte nachzuweisen. Somit kann die kurze Zeitspanne zwischen der

Baseline- und der Follow-Up-Untersuchung als hinreichend angesehen werden (45).

Fur die immunhistochemische Validierung ist limitierend, dass sie nur Aussagen uber
die Gewebezusammensetzung zu einem Zeitpunkt, namlich am Ende der Studie nach
Explantation der Tumoren zulasst. Sie bietet im Gegensatz zu den PET- und MRT-
Parametern somit keine dynamischen Informationen zur Erfassung des
Therapieverlaufs. So werden beispielsweise nicht alle immunhistochemisch erfassten
TumorgeféaRe im vitalen Tumorgewebe unter anti-angiogenetischer Therapie
perfundiert, was eine mdgliche Erklarung fir die signifikante, aber nur mafige
Korrelation zwischen den dynamischen Parametern der Tumorvaskularisierung und

den immunhistochemischen Ergebnissen dieser Studie darstellt (46). Auch kdénnten fr
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die immunhistochemische Validierung der Parameter der funktionellen Bildgebung
zusatzliche immunhistochemische Farbungen weitere Informationen liefern. Dennoch
stellen die verwendeten Farbungen wichtige Aspekte der Tumorpathophysiologie dar

und werden oft mit dem klinischen Verlauf von Krebserkrankungen korreliert (90, 91).
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6. Zusammenfassung

Molekulare Krebstherapien werden seit mehreren Jahren erfolgreich im klinischen
Alltag eingesetzt. Zu diesen gehdren auch die unter anderem anti-angiogenetisch
wirkenden Tyrosinkinaseinhibitoren. Far Regorafenib, einem oralen
Multityrosinkinaseinhibitor, konnte die Wirksamkeit bereits in mehreren experimentellen
Karzinomen nachgewiesen werden und es ist bereits fir die Behandlung des
metastasierten Kolonkarzinoms zugelassen. Da diese molekularen Therapeutika meist
nicht zum Zelluntergang der Tumorzellen fiihren, sondern die Tumorpathophysiologie
beeinflussen, kénnen objektive, Morphologie-basierte Therapie-Evaluationskriterien
wie die RECIST-Kriterien, die bei der klassischen Chemotherapie Anwendung finden,
nicht eingesetzt werden. Es stellt sich somit die Frage nach geeigneten Monitoring-

Verfahren fur diese zielgerichteten Therapien.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher die anti-angiogenetischen und
antiproliferativen Effekte von Regorafenib, nicht-invasiv, mit einer Kombination aus
MRT und '®F-FDG-PET nachzuweisen. Untersucht wurden Verdnderungen der
Mikrozirkulation und des Glukosemetabolismus an subkutan in athymische Ratten
implantierten humanen Kolonkarzinom-Xenografts. Die Messung des ®F-FDG-
Metabolismus erfolgte nach dessen Applikation mit einem microPET-Scanner. Fir die
Bestimmung der Parameter der Mikrozirkulation wurde ein klinischer 3-Tesla-MRT
verwendet. Somit konnte eine hohe rdumliche und zeitliche Auflésung erzielt werden.
Unter Verwendung eines niedermolekularen Kontrastmittels konnten die
Konzentrations-Zeit-Kurven der Vena cava inferior sowie im Tumor (ber einen
Zeitraum von zehn Minuten gemessen werden. Diese waren Grundlage fur die
anschlielende Berechnung des kinetischen 2-Compartment-Uptake-Modells. Nach
Abschluss der Messungen wurden die Tumoren fir die histologische Aufarbeitung

entnommen. Als Parameter der Proliferation der Tumorzellen diente die Anti-Ki-67-
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Farbung. Zur Beurteilung der GefalRdichte wurde eine Anti-CD31-Farbung

durchgefuhrt.

Die Ergebnisse der PET-Untersuchung ergaben in der Therapiegruppe einen
signifikanten Abfall zwischen Baseline- und Follow-Up-Untersuchung der TTB als
Parameter des Glukosemetabolismus, verglichen mit der Kontrollgruppe. Die
Evaluation der Konzentrations-Zeitkurven ergab einen signifikanten Abfall zwischen
Baseline- und Follow-Up-Untersuchung von Vp, Fp und PS, als Parameter der
Tumormikrozirkulation, verglichen mit der Kontrollgruppe. Die histologische
Untersuchung erbrachte eine signifikante Reduktion der Gefal3dichte in den Anti-CD31-
gefarbten Schnitten, sowie eine signifikant niedrigere Anzahl an proliferierenden Zellen
in der Anti-Ki-67-Farbung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zudem konnten signifikante,
gute bis maRige Korrelationen von Vp, Fp und PS mit der TTB beobachtet werden. Des
Weiteren zeigten sich signifikante, aber maRige Korrelationen der Perfusionsparameter
mit den immunhistochemischen Parametern der mikrovaskularen Gefaf3dichte und der

Tumorzellproliferation.

Die Ergebnisse zeigen, dass das Hybridverfahren aus ®F-FDG-PET und MRT eine
frihe und zuverlassige Beurteilung des Therapieansprechens von Regorafenib auf das
untersuchte Kolonkarzinom-Modell zuldsst. Auch unterstitzen die signifikanten
Korrelationen zwischen den MRT-Parametern und dem PET-Parameter die Hypothese
einer biologischen Beziehung zwischen Veranderungen der Tumormikrozirkulation und

des Glukosemetabolismus.

Somit ermoglicht dieses multimodale und multiparametrische Bildgebungsverfahren
eine nicht-invasive, umfangreiche und vielseitige Charakterisierung der Tumor-
pathophysiologie in vivo. Die untersuchten MRT-Parameter der Tumormikrozirkulation
und PET-Parameter zum Glukosemetabolismus der untersuchten humanen
Kolonkarzinom-Xenografts konnten als nicht-invasive Imaging Biomarker der
Therapieresponse in vivo validiert werden. Klinische Untersuchungen miissen zeigen,
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ob sich eine Kombination dieser beiden Modalitaten an einem integrierten PET-MRT-
Gerat fur ein Monitoring anti-angiogenetischer Therapieeffekte in der Krebsdiagnostik
eignet und somit die diagnostische Prazision in der Versorgung von Krebspatienten

verbessern wird.
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8 Anhang
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