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1  Einleitung

1.1 Charakterisierung des Therapieansprechens bei
medikamentoser Therapie von soliden Tumoren (RECIST-

Kriterien)

Die stetigen Verdanderungen in der pharmakologischen Tumortherapie im Laufe der letzten
Jahre erfordern eine Weiterentwicklung der bildgebenden Modalitidten, um sowohl ein An-
sprechen als auch Versagen des angewendeten Therapieregimes im Verlauf exakter beurteilen
und bei Bedarf rechtzeitig verdndern zu konnen. Es stehen zunehmend neuartige molekulare
Pharmaka zur Verfiigung, wie monoklonale Antikdrper und Tyrosinkinaseinhibitoren, die
heutzutage zu den Standardtherapien in der Behandlung metastasierter Malignome zihlen -3,
Im Gegensatz zu etablierten Chemotherapieregimen wirken diese Pharmaka allenfalls sekun-
ddr zytotoxisch 24, Sie beeinflussen in erheblichem MaBe sowohl die Pathophysiologie des
Tumors, den Tumormetabolismus als auch die Neoangiogenese, weniger ausgepragt hingegen
die Tumormorphologie °. In frithen Tumorstadien und bei Therapiebeginn stellt sich die Beur-
teilung der Wirksamkeit dieser neuartigen Substanzen schwierig dar, da es bei vergleichswei-
se spater GroBenregredienz kaum moglich ist ein morphologisches Korrelat fiir die Verénde-

rung auf molekularer Ebene zu finden.

Das erste standardisierte Manual zur Interpretation der Gréfenverdnderung messbarer Tumor-
lasionen wurde 1979 von der World Health Organisation (WHO) in Genf veroffentlicht. Auf-
grund der Zunahme bzw. Abnahme der Gréf3e der im Verlauf beobachteten Neoplasien wurde
eine Einteilung der Erkrankung modalititsiibergreifend in vier Stadien vorgenommen: kom-

plette Remission, partielle Remission, stabil und Progress .



Im Zuge der Weiterentwicklung dieser elementaren Klassifizierung im Bereich der onkologi-
schen Bildgebung entstanden die im Jahre 2000 aufgesetzten und 2009 modifizierten RECIST
(Response Criteria in Solid Tumors)-Kriterien 3#!! In diesen ersten Versuchen eine verein-
heitlichte Version zur Ermittlung der Tumorentwicklung im Verlauf zu erstellen wurden aus-
schlieflich morphologische Parameter als Evaluationskriterien herangezogen, welche heute
noch modalititsiibergreifend- und dabei im Wesentlichen in der Computertomographie (CT)-
Anwendung finden. Als Kernpunkte seien die Vermessung von Target-, Non-Target- und
neuen Lisionen genannt, die es ermdglichen das Gesamtansprechen der Tumorerkrankung zu
ermitteln. Diese Kriterien ermoglichen eine inter- und intraindividuelle Vergleichbarkeit bei

der Befundung und sorgen fiir Transparenz in der klinisch-onkologischen Bildgebung '2-14.

Der grofite Nachteil dieser Methodik ist jedoch die unzureichende und verzdgerte Beurteil-
barkeit neuerer Medikamentengruppen, die in ihrem Wirkmechanismus primir in den
Apoptosezyklus und in die Neoangiogenese der Tumorzelle eingreifen und dabei erst in spéte-
ren Therapiestadien zu einer Reduktion der Tumormasse fithren 518, Dies legt die Notwen-
digkeit der Entwicklung neuer molekularer Marker nahe, die ein Monitoring in der Initialpha-

se der und eine individuelle Steuerung der Therapie ermoglichen.

1.2 Antiangiogenetische Tumortherapeutika

Die Entwicklung neuer Chemotherapeutika verschiebt sich prospektiv gesehen in Richtung
von spezifischen niedermolekularen Medikamenten, die Proteine binden, die wihrend der
Angiogenese und der Zellteilung exprimiert werden und damit Zyklen der Tumorprogression
inhibieren. Zunehmend stehen damit neuartige molekulare Pharmaka in der klinischen Tu-
mortherapie zur Verfligung, wie monoklonale Antikdrper und Multityrosinkinaseinhibitoren

(MTKI), deren Wirksamkeit bei diversen malignen Neoplasien bereits beschrieben wurde '-3.
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Regorafenib wirkt antiangiogenetisch und antiproliferativ '®1%2°, Experimentell wird Rego-
rafenib im Gliom-, Brust-, Kolon- und Nierenzellkarzinomxenograftmodell eingesetzt '6:1%-20,
Seit 2013 ist eine Regorafenibtherapie beim metastasierten Kolonkarzinom und beim Gastro-
intestinalem Stromatumor (GIST) im Falle eines Nichtansprechens von Sunitinib und Imati-
nib zugelassen 32!, Seit 2017 ist Regorafenib auch fiir die Zweitlinienbehandlung des He-
patozelluldren Karzinoms zugelassen. In Deutschland wurde Regorafenib jedoch 2016 auf-

grund eines fehlenden Zusatznutzens nach einer Entscheidung des Gemeinsamen Bundesaus-

schusses vom Markt genommen.

Der pharmakologische Wirkmechanismus von Regorafenib wurde im Detail in zelluldren
Kinase-Phosphorylierungsassays beschrieben. Durch Bindung verschiedener angiogenetisch
wirksamer Faktoren wie BRAF, BRAFV600E, DDR2, Eph2A, FGFR-1, KIT, FGFR-2,
PDGFR-a, PDGFR-B, PTKS RAF-1, RET, SAPK2, TIE2, TrkA, VEGFR-1, VEGFR-2 und
VEGFR -3 kommt es zu einer Hemmung der Neoangiogenese und zu einer Gefélstabilisie-
rung im Bereich des Tumors '®. Dadurch bewirkt Regorafenib molekularbiologisch eine
Hemmung der weiteren Metastasierung und des Tumorwachstums. Die proapoptotischen Ef-
fekte erzielt Regorafenib {iber die Induktion eines p53 hochregulierenden Mechanismus zur
Modulation der Apoptose (PUMA) und iiber die Steigerung der SHP-1 Aktivitét getriggerten
Hemmung von STAT3 22, Die klinische Verifizierung der beschriebenen Wirkungsweise fand

im Rahmen einer multizentrischen, randomisierten Phase 3 Studie statt 23.

In frithen Tumorstadien und bei Therapiebeginn stellt sich die Beurteilung der Wirksamkeit
dieser neuartigen Substanzen, wie bereits beschrieben, schwierig dar. Dadurch tritt die allei-
nige Anwendung der RECIST-Kriterien zugunsten von funktionellen und molekularen Bio-
markern generiert durch verschiedene Modalitdten, die wie im Falle des Optical Imaging (OI)

teilweise noch priklinisch untersucht werden, teilweise hingegen schon klinisch etabliert sind,
5



in den Hintergrund. In diesem Sinne definieren sowohl die PERCIST (PET Response Criteria
in Solid Tumors)- als auch die Lugano-Kriterien weitere Parameter, die zur validen Evaluati-
on des Therapieansprechens der Behandlung solider Tumoren, bzw. Lymphomen im Speziel-
len, herangezogen werden konnen 2426, Sowohl mit den PERCIST- als auch mit den Lugano-
Kriterien werden dabei quantitative bzw. semiquantitative Parameter definiert, die es erlauben
die metabolische Aktivitit (FDG-uptake) von Neoplasien im Verlauf kriterienbasiert zu beur-

teilen.

1.3 Multimodale Biomarker des Therapieansprechens

Bei der Darstellung der medikamentds induzierten Verdnderungen im Tumormetabolismus
initialer Therapiephasen sind sensitive funktionelle Biomarker von grofler diagnostischer Be-
deutung. Um moglichst zu Beginn einer medikamentdsen Tumortherapie eine verldssliche
Evaluation der molekularen, pathophysiologischen Prozesse gewéhrleisten zu kdnnen, unter-
suchen viele Arbeitsgruppen weiterhin im priklinischen und klinischen Rahmen das Potential
funktioneller, multimodaler Parameter. Zur Beantwortung spezifischer klinischer Fragestel-
lungen, wie der postoperativen Verlaufskontrolle von hochgradigen Gliomen, werden bereits
Protokolle der Perfusions-MRT in der neuroradiologischen Diagnostik eingesetzt 27. Uber
generierte Surrogatparameter der Tumorperfusion, wie dem zerebralen Blutvolumen und dem
zerebralen Blutfluss, konnen Riickschliisse auf die Tumorbiologie und Wachstumsdynamik

von Gliomen gezogen werden 2728,

Das wissenschaftliche Interesse am Optical Imaging (OI) als strahlungsfreie Modalitét in der
experimentellen, onkologischen Bildgebung ist im Laufe der letzten Jahre kontinuierlich ge-
stiegen. So zeigten Schellenberger et al., dass es das OI in einem préklinischen Setting nach

Injektion eines Phosphatidylserin-spezifischen Tracers ermoglicht apoptotische Zellverbénde



nach Durchfiihrung einer Chemotherapie in vivo darzustellen ?°. Durch Weiterentwicklung
dieses Konzepts der Erzeugung non-invasiver Korrelate der Bildgebung fiir pathophysiologi-
sche Prozesse, beschrieben Christensen et al. im Rahmen der pridoperativen Bildgebung in
einem Zungenkarzinomxenograftmodell der Maus die Mdglichkeit einer fluoreszenzbasierten,
Urokinase-like Plasminogen Activator Receptor-spezifischen Tumordarstellung 3°. Dariiber
hinaus wurde bereits von Lederle et al. die Anwendung des OI in einem Epidermoidkarzi-
nomxenograftmodell zum Therapiemonitoring und zur Evaluation friihtherapeutischer Effekte

von Sunitinib untersucht 3!.

1.4 Fragestellung

In der préklinischen, experimentellen und der klinischen Bildgebung steht mit dem Perfusi-
ons-MRT eine Modalitit zur Verfiigung, die in der Lage ist Parameter zu generieren, die als
Korrelate fiir pathophysiologische Mechanismen in vivo dienen konnen 203234, Mit der vor-
liegenden Studie soll evaluiert werden, ob OI mit dem fluoreszenzmarkierten Tracer Annexin
A5 zum nicht-invasiven Monitoring der proapoptotischen Effekte einer antiangiogenetischen
Therapie im Xenograftmodell der Ratte herangezogen werden kann. Dazu sollen die Ergeb-
nisse dieser auf fluoreszenzoptischen Verfahren basierenden Bildgebung mit den molekularen
Markern fiir die Tumorperfusion (Plasmafluss und Plasmavolumen) der Perfusions-MRT kor-

reliert und immunhistochemisch validiert werden.

Die experimentelle Untersuchung dieser molekularen Imaging Biomarker des Therapiean-
sprechens wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt. Dabei soll untersucht
werden, ob eine zuverldssige Beurteilung des frithen Therapieansprechens unter antiangioge-
netischer Therapie mdglich ist. Dies steht im Gesamtkontext des modalititeniibergreifenden
Versuchs prospektiv eine personalisierte und zielgerichtete Tumortherapie anbieten und deren
Effektivitdt nicht invasiv und in vivo visualisieren zu konnen 32,
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Alle Tiere wurden geméf den Richtlinien des National Institute of Health gehalten und ver-
sorgt. Die Versuche wurden nach Genehmigung durch das Sachgebiet fiir Veterindrwesen der
Regierung von Oberbayern durchgefiihrt (Gz.55.2-54-2532-33-10). Fiir die Studie wurden 7-8
Wochen alte, athymische Nacktratten (Foxn1™", Harlan Laboratories Inc., Indianapolis, IN)
verwendet. Durch eine homozygote Mutation im FOXN1-Gen (forkhead box N1) des Chro-
mosoms 10, welches die Keratinexpression reguliert, sind die Ratten athym, und weisen For-
men kongenitaler Alopezie und Nageldystrophie auf. Sie verfiigen iiber eine stark einge-
schrinkte T-zellvermittelte Immunabwehr 3°. Die Tiere wurden in beliifteten Kéfigen (n=4
Ratten pro Kifig), bei einer konstanten Raumtemperatur von 26 °C, einer relativen Luftfeuch-
tigkeit von 65 %, mit 18 Raumluftwechseln pro Stunde und einem Tag-Nacht-Zyklus von 12
Stunden gehalten. Die Tiere wurden ad libitum mit Wasser und dediziertem sterilem Stan-

dardfutter fiir Zuchthaltung (Harlan Laboratories Inc., Indianapolis, IN) ernéhrt.

2.2  Tumorzelllinie

Die humane Kolonkarzinomzelllinie HT-29 (ATCC® HTB-38™, Wesel, Deutschland) wurde
1964 einer 44-jahrigen, an einem kolorektalen Adenokarzinom erkrankten Patientin entnom-

men. Die Tumorzellen sind epithelialen Ursprungs und wachsen adhérent 6.



2.2 Antikorper und Detektionssysteme

Antikorper/ Detektions-
systeme Beschreibung Verdiinnung
Anti-CD31 Primérantikorper Polyclonal Rabbit Anti-CD31 (Abcam ab28364) 1:50
Primérantikorper polyklonal Kaninchen Anti-Ki67 SP6 (Abcam
Anti-Ki-67 ab 16667) 1:100

Anti-Anti-CD31 Anti-Kaninchen-Sekundérantikorper (DAKO Envision + System) -

Anti-Anti-Ki-67 Anti-Kaninchen-Sekundérantikorper (DAKO Envision + System) -

TUNEL In situ cell death detection Kit, Fluorescein (SIGMA Aldrich) -

HE Mounting Medium EuKitt (DAKO) -

Tabelle 1. Antikorper

2.3 Studiendesign

Zu Beginn der durchgefiihrten Studie wurden 7-8 Wochen alte athymische Nacktratten mit
der humanen Kolonkarzinom-Zelllinie HT-29 subkutan (s. c.) {iber der linken Flanke inoku-
liert. Sobald die Tumoren ein Volumen von 800 mm?® (Lidnge x Breite? x 0,5) erreichten, fand
die randomisierte Gruppenzuteilung und die Baseline Messung durch das Optical Imaging
(OI) und Perfusions- MRT statt (Tag 0). Nach sechstidgiger Regorafenibtherapie- bzw. Place-
boapplikation wurden an Tag 7 die Follow-up Messungen erneut mit OI und Perfusions-MRT

durchgefiihrt. Darauthin folgte die Tumorentnahme.




Tag 0: BL Ol + Perfusions-MRT

Tumorwachstum

(Zielvolumen: 800 mm3)

Athymische

| Therapietiere (n=8)

Tag 1-6:
Regorafenibtherapie

Tag 7: FU Ol + Perfusions-MRT

Nacktratten (n=16)

Ca. 14-21 Tage

Tag 0: BL Ol + Perfusions-MRT ———

Randomisierung

Tag 7: FU Ol + Perfusions-MRT

Tag 1-6:
Placeboapplikation

I Kontrolltiere (n=8) ‘

Abbildung 1. Graphische Darstellung des Versuchsablaufs. Schematisch zu sehen ist der zeit-
liche Verlauf des Versuchsaufbaus. An Tag 0 erfolgt jeweils die Baseline Messung (BL) mit
OI und Perfusions-MRT. Dann wird den Tieren der Therapiegruppe iiber 6 Tage Regorafenib
bzw. den Tieren der Kontrollgruppe ein Placebo verabreicht. An Tag 7 erfolgt die Follow-up

Messung (FU).

2.3 Verbrauchsmaterialien

Azeton

AEC-Farbstoff

Aqua dest.

Butterfly-Katheter Venofix® 24-G
Corning®Costar®Stripette (5, 10, 25 ml)
Cytospinkammern BioRad
Desinfektionsspray (Propan-2-ol)

DMEM

Eppendorf Reagenzgetilie (1,5 ml und 2 ml)
Einstreu Ratten

Eosinlésung 0,5 %
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Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Hettich, Kirchlengern, Deutschland
Bode, Hamburg, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Harlan Laboratories Inc., Indianapolis, IN

Klinikumsapotheke, Miinchen, Deutschland



Ethanol 100 %

Fetal Calf Serum (FCS)

Rattenfutter Irradiated Laboratory Animal Diet
Glucose 5 %

H,0, 100 %

Handschuhe, puderfrei

Hematoxylin Gill’s Formula H-3401
Injektionsnadeln Microlance

Kaiser’s Glycerin-Gelatine

OP-Haube

Matrigel® Growth Factor Reduced 354230
Mayers Himalaun

Mundschutz

Na-Acetat-Puffer 0,1 M

NaCl 0,9 %

O,

Objekttrager Thermo Scientific
Paraformaldehyd
Penicillin/Streptomycin

Petrischalen

PBS 0,1 M

Pipetboy®Comfort

Pipettenspitzen (20 pl, 200 pl, 1000 pl)

Skalpell
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Merck, Darmstadt, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Harlan Laboratories Inc., Indianapolis, IN
Braun, Melsungen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Hartmann, Heidenheim, Deutschland
Vector, Burlingame, Kanada

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Barrie, Goteborg, Schweden

Becton Dickinson, Bedford, England
Merck, Darmstadt, Deutschland

Barrier, Goteburg, Schweden
Klinikapotheke des Klinikums der Universitdt Miin-
chen, Miinchen, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland

Linde, Pullach, Deutschland

Menzel, Braunschweig, Deutschland
Sigma- Aldrich, Miinchen, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Nunclon™Surface, Roskilde, Ddnemark
Klinikapotheke, Miinchen, Deutschland
Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland
Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland

Feather, Osaka, Japan



Stickstoff fliissig Messer, Krefeld, Deutschland

Tris-HCL-Puffer 0,5 mol/ 1 Klinikapotheke, Miinchen, Deutschland

Trypsin/EDTA Biochrom, Berlin, Deutschland

Xylol 100 % Merck, Darmstadt, Deutschland

Zellkulturflaschen Nunc, Roskilde, Ddnemark
Zentrifugenréhrchen Falcon Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
6-Well-Plats Multiwett™ Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

96-Well-Microtest™ U-Bottom Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

2.4 Arzneimittel, Kontrastmittel und Tracer

Annexin Vivo 750
Bepanthen® Augensalbe
Gadobutrol (Gadovist®)
Isofluran Forene 100 % (v/v)
Kaliumchlorid 26,1 %
Ketamin 50 mg/m
Regorafenib (Stivarga®)
Ulcogant®

Xylazin (Rompun®) 2 %

2.5 Gerite und Programme

Perkin Elmer, Waltham, MA

Bayer, Leverkusen, Deutschland

Bayer, Leverkusen, Deutschland

Isofluran Forene 100 % (v/v)

Braun, Melsungen, Deutschland

Inresa Arzneimittel, Freiburg, Deutschland
Bayer Healthcare, Leverkusen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Bayer, Leverkusen, Deutschland

3T MRT (Magnetom Verio) Siemens Healthcare, Erlangen, Deutschland

Analysenwaage Pioneer™ Ohaus, Nanikon, Schweiz

Analysenwaage PM4600 Mettler, Giessen, Deutschland
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CO,- Inkubator

Digitale Waage

Gefrierschrank -20 °C

Gefrierschrank -80 °C
Fluoreszenzmikroskop TCS-SP2

IDL 6.4

Kleintierpumpe fiir KM (Harvard Apparatus)
Kiihlschrank 5° C (K5)

Kyrostatmodell CM 1900
Luftstromschrank Uni Protect

Mikroskop Standard 25
Mikrowellengerét

Mobiles Narkosesystem UniVet®

Optical Imaging Gerit (In-Vivo FX PRO)
Optical Imaging Bildanalyse Software
pH- Messsonde MR3001K

PMI

SPSS 21.0

Sterilwerkbank LaminAir HLB2448GS/ HeraSafe
Temperaturmessgerat

TWIST

Vier-Kanal-Kleintierspule

Wiérmelampe Ceramic Infrared 300W

Zentrifuge 5415R
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Binder, Tuttlingen, Deutschland

Soehnle, Nassau, Deutschland

Liebherr, Kirchdorf, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Leica, Solms, Deutschland

ITT Visual Information Solutions, Boulder, CO
Instech Lab. Inc., Plymouth Meeting, PA
Liebherr, Kirchdorf, Deutschland

Leica, Bensheim, Deutschland

Ehret, Emmendingen, Deutschland

Zeiss, Ulm, Deutschland

Sharp, Hamburg, Deutschland

Groppler, Deggendorf, Deutschland
Bruker Corp., Billerica, MA

Bruker Corp., Billerica, MA

Heidolph, Schwabach, Deutschland

PMI Software und Datenkommunikations-GmbH,
Klagenfurt, Osterreich

IBM, Washington, WA

Heraeus, Hanau, Deutschland

Rapid, Rimpar, Deutschland

Siemens, Erlangen, Deutschland

RAPID MR International, Columbus, OH
Beurer, Ulm, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland



Zentrifuge Cytospin Universa Hettich, Kirchlengern, Deutschland

Zentrifuge Rotanda 46R Hettich, Kirchlengern, Deutschland

2.6 Kultivierung der Tumorzellen

Die im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte wurden unter einer Sterilbank durchgefiihrt.
Es wurden humane Kolonkarzinomzellen der Zellreihe HT-29 verwendet. Diese besitzen die
Morphologie von Epithelzellen und kdnnen in vivo in Xenograftmodellen verwendet werden
36, Die HT-29-Zellen wurden in McCoy-5A-Medium mit 10 % (v/v) FCS und 1 % Penicil-

lin/Streptomycin bei 5 % COz, 85 % Luftfeuchtigkeit und 37 °C kultiviert.

Die zu einer Konfluenz von 80-90 % gewachsenen Zellen wurden passagiert, um eine weitere
Zellproliferation zu ermdglichen. Zundchst wurden die adhédrenten Zellen mit PBS gewa-
schen. Die Zellen wurden darauf durch eine zweiminiitige Inkubation in 1 ml Trypsin/EDTA-
Losung bei 37 °C abgelost. Nachdem alle Zellen gleichméBig abgelost waren, erfolgte die
Zugabe des McCoy 5A Mediums, um das Trypsin zu neutralisieren. Die abgelosten Zellen
wurden durch Zentrifugation sedimentiert, der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet
in frischem Medium aufgenommen. Nach Zellzdhlung mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer

wurden die Zellen in den gewliinschten Konzentrationen auf Zellkulturschalen verteilt.

Bei ausreichender Zellzahl konnten einige Zellen auch fiir einen spiteren Verwendungszweck
in fliissigem Stickstoff asserviert werden. Dazu wurde dem Zellmedium DMSO (10 %) ver-
setzt. Die abgelosten Zellen wurden in 10 ml Kulturmedium aufgenommen und zentrifugiert
(Haereus Zentrifuge, 800 rpm, 2 min, RT). Darauf erfolgte eine Zellzdhlung und die anschlie-
Bende Einstellung auf eine Konzentration von 1 x 10® Zellen/ml. Danach wurden die Einfrier-

rohrchen langsam in den fliissigen Stickstoff abgesenkt.
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2.7 Inokulation der Versuchstiere mit der Tumorzelllinie

Die humanen HT-29 Kolonkarzinomzellen (2x10° Zellen pro Ratte; ATCC HTB- 38) wurden
in 0,5 ml PBS (GIBCO Life Technologies, Darmstadt, Germany) bei pH=7,0 und im Verhalt-
nis von 1:1 zu MatrigelTM (BD Biosciences, San Jose, CA) gelost. Zu Beginn der Implantati-
on wurden die Tiere mit Isofluran narkotisiert. Dazu wurden die Ratten bei 5 % Isofluranzu-
fuhr in einem abgedeckten Plexiglas-Behdlter platziert. Die Narkosetiefe wurde durch die
Untersuchung des Zwischenzehenreflexes itiberpriift. Dann wurden die Tiere auf eine Arbeits-
unterlage gelegt. Die Isofluranzufuhr wurde darauthin auf 2 % reduziert und eine Atemmaske

verwendet.

AnschlieBend erfolgte die subkutane Applikation der Emulsion mit einer 1 ml Spritze und
einer 20 G-Kaniile (Sterican®, B. Braun AG, Melsungen, Deutschland) in die linke Flanke
der Ratten. Eine intravasale Injektion wurde jeweils durch Aspiration ausgeschlossen. Die
Tumoren benétigten zwischen 14 und 21 Tage um auf ein Volumen von 800 mm? (Lénge x
Breite? x 0,5) zu wachsen. Mit einem Messschieber wurde die Tumorgrofe tiglich bestimmt.

Darauf wurden die Tiere randomisiert der Therapie oder Kontrollgruppe zugeteilt.

2.8 Regorafenibtherapie und Placeboapplikation

Als Therapeutikum wurde der MTKI Regorafenib (BAY 73-4506, Stivarga®, Bayer
Healthcare, Leverkusen, Deutschland) eingesetzt. Nachdem die Tumoren auf das bereits be-
schriebene Volumen angewachsen waren, wurde von Tag 1 bis Tag 6 therapiert. Dabei wurde
der Therapiegruppe unter Isoflurannarkose tiglich 10 mg Regorafenib pro Kilogramm Kor-
pergewicht peroral (p. 0.) verabreicht. An Tag 7 wurde die Therapie nach sechsmaliger Gabe
des Therapeutikums bzw. des Placebos beendet. Die Basislosung fiir die Therapie- und die

Placebogruppe wurde wie im Folgenden beschrieben hergestellt. Zunichst wurden 3,4 ml von
15



1,2 Propylenglykol mit 3,4 ml PEG 400 und 1,2 ml Pluronic F68 vermischt und auf ca. 50 °C
erhitzt. An dieser Stelle wurden zur Herstellung der Therapie unter Verwendung eines Mag-
netrithrers 50 mg Regorafenibpulver hinzugegeben und vollstindig gelost. Fiir die Placebo-
Losung wurde dieser Teil weggelassen und mit dem fiir beide Gruppen nichsten Schritt fort-
gefahren. Es wurden 200 pl destilliertes Wasser hinzugegeben und mit dem Magnetriihrer
eingeriihrt. Die fertige Losung enthielt 5 mg/ml Regorafenib. Jede Ratte erhielt abhiingig von
ihrem Korpergewicht die entsprechende Menge der Therapie-Losung (durchschnittlich 0,35
ml bei 100 mg Korpergewicht). Die Ratten der Placebogruppe erhielten eine volumeniquiva-

lente Placeboldsung.

2.9 Bildgebung

2.9.1 Versuchsaufbau

Zur Kontrastmittel- bzw. Tracerapplikation wurde vor Perfusions-MRT bzw. OI Messungen
jedem Tier ein intravendser Zugang gelegt. Unter Isoflurannarkose (Isofluran 2 %) iiber eine
Atemmaske wurde das Tier auf einer Arbeitsflédche platziert. Zur Stauung wurde am proxima-
len Abschnitt des Schwanzes ein Tourniquet platziert. Anschliefend wurde eine 25-Gauge-
Butterfly-Kaniile (B. Braun AG, Melsungen, Deutschland) in die laterale Schwanzvene gelegt
und fixiert. Eine mobile Sauerstoff-Isofluran-Einheit ermdglichte das Aufrechterhalten der
Narkose wihrend des Transports der Ratten. Nachdem an Tag 7 die Perfusions-MRT-und OI
Messungen abgeschlossen waren, erfolgte die isofluranbegleitete Einschldferung der Tiere.
Dazu wurde Isofluran zu einer Konzentration von 5 % verabreicht. Bei ausreichend tiefer
Narkose wurden die Tiere mittels intrakardialer Applikation von 3,5 ml Kaliumchlorid eutha-

nasiert. Das Tumorgewebe wurde dargestellt, abgesetzt, explantiert und in 4 % PFA fixiert.
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Tag 1-6:Regorafenibtherapie/
Placeboapplikation Einschlaferung/
A Tumorentnahme

[ \
1 1

Tag 0: BL Ol + Perfusions-MRT Tag 7: FU Ol + Perfusions-MRT

>

Abbildung 2. An Tag 0 erfolgt die Baseline Messung (BL) des Optical Imaging (OI) bzw. der
Perfusions-MRT Es folgen 6 Tage Regorafenibtherapie bzw. Placeboapplikation. An Tag 7
wird die Follow-up Messung (FU) des Optical Imaging bzw. der Perfusions-MRT mit an-
schliefender Einschldferung und Tumorentnahme durchgefiihrt

2.9.2  Optical Imaging Protokoll

Der dem OI zu Grunde liegende Mechanismus beruht auf der Detektion der von verschiede-
nen Gewebetypen emittierten Photonen. Die Messungen des OI wurden an einem vollautoma-
tischen, fiir die priklinische Kleintierbildgebung hergestellten System unter der Verwendung
einer CCD-Kamera durchgefiihrt (max. Auflésung 2048x 2048 Pixel, In-Vivo FX PRO, Bru-

ker Corp., Billerica, MA).

Annexin Vivo 750, der in dieser Studie verwendete Fluoreszenztracer, besteht aus einem Flu-
orochrom mit Absorptionsmaximum im nahen Infrarotbereich (NIR), an welches Annexin A5
gekoppelt ist. Jede Fluorophorgruppe besitzt charakteristische Eigenschaften hinsichtlich
Exzitations- und Emissionswellenldnge, Quantenausbeute und Helligkeit *7. Die Hiillenelekt-
ronen der Fluorophore werden durch Einstrahlung von Licht einer bestimmten Wellenldnge
auf ein hoheres Energieniveau gebracht bzw. angeregt (Exzitationswellenlédnge). Im Zuge der
Relaxation dieser Elektronen werden Photonen emittiert (Emissionswellenldnge), die von
einer speziellen Kamera in sichtbares Licht umgewandelt werden konnen. Die Quantenaus-
beute und die Helligkeit eines Fluorophors hingen maBgeblich vom Anteil der Molekiile ab,

die nach Exzitation ein Photon emittieren.
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Annexin A5 ist ein zelluldres Protein, das selektiv an Phosphatidylserin bindet, welches in
frithen Phasen der Apoptose an der Aufenseite der Phospholipid-Doppelschicht exprimiert
wird®8, Im Rahmen der Friihphase der Apoptose findet eine Translokation von Phos-
phatidylserin von der Innenseite der Plasmamembran zur AuBenseite statt . Die gemeinsame
Endstrecke der Apoptose kernhaltiger Zellen und der Eryptose ist die Aktivierung des En-
zyms Scramblase nach erhdhtem Calcium-Einstrom. AnschlieBend kommt es zur extrazellulé-
ren Phosphatidylserinexposition, der Bindung von Makrophagen und letztendlich zur Pha-
gozytose 442, Bevor dieser pathophysiologische Prozess eintritt, bindet Annexin Vivo 750,
das zwei Stunden vor der Messung iiber den in der lateralen Schwanzvene gelegten Zugang
appliziert wurde, dieses Molekiil spezifisch. Dabei wurden zuerst 0,8 ml Annexin Vivo 750
manuell injiziert, gefolgt von 0,5 ml einer NaCl Losung, um Tracerrestmengen aus dem

Schlauchsystem zu mobilisieren.

Streuung, Signalabschwichung durch Gewebeabsorption und Autofluoreszenz lassen sich bei
in vivo Messungen nicht komplett vermeiden, lediglich minimieren, indem man Fluorophore
wihlt, deren Exzitationsmaxima nahe am Infrarotbereich (near infrared range, NIR) liegen
4344 Da jedoch selbst Licht aus dem NIR von Korperhaaren absorbiert und gestreut wird und
zu Artefakten bei den Messungen fiihrt, war es notwendig simtliche Restbehaarung der athy-
mischen Nacktratten vor der Untersuchung zu entfernen. AnschlieBend wurden die Tiere mit
dem subkutan gelegenen Tumor direkt auf der Untersuchungskassette positioniert und an die

Isofluranmaske angeschlossen.

Das darauthin initiierte multimodale OI-Bildgebungsprotokoll bestand aus 3 Schritten. Be-
gonnen wurde mit einem konventionellen Rontgenbild (1. Schritt, 30 s Belichtungszeit), es

folgte eine WeiBllichtauthahme (2. Schritt, Exzitationsfilter 410 nm, kein Emissionsfilter,
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Sichtfeld 200 mm, focal plane 11 mm, Auflésung 260 ppi x 260 ppi, 30 s Belichtungszeit)
und abschliefend eine Fluoreszenzaufnahme (3. Schritt, Exzitationsfilter 730 nm, Emissions-
filter 790 nm, Sichtfeld 200 mm, focal plane 11 mm, 2x x-binning, 2x y-binning, Auflésung
130 ppi x 130 ppi, 30 s Belichtungszeit). Die Gesamtuntersuchungszeit betrug 7 min und be-
inhaltete die Bildrekonstruktion und Darstellung. Vor der eigentlichen Messaufnahme erfolgte
die Durchfiihrung einer Leermessung, um die Messung an die Hintergrund- und Autofluores-

zenz zu kalibrieren.

Die anschlieBende Bildanalyse erfolgte durch die systemeigene Software zur Nachbearbeitung
der generierten Datensdtze (Bruker Molecular Imaging Software MI 7.2, Billerica, MA). Zur
Ermittlung der Signalintensitit die vom Tumorgewebe ausgeht wurden drei Regions of Inte-
rest (ROI) in den Datensatz der Fluoreszenzmessung eingezeichnet. Dabei wurde eine ROI
iiber dem Tumor platziert, der das eigentliche Zielgewebe darstellt, eine weitere iiber der
Hiift- bzw. Oberschenkelmuskulatur und eine dritte ROI iiber dem Hintergrund neben der
Ratte. Die Berechnung der signal-to-noise ratio (SNR) erfolgte unter Verwendung der For-
mel: SNR= Sltumor - STHifimuskutatur/ SDHintergrund.

In dieser Formel stellt SI die durchschnittliche Signalintensitit und SD die Standardabwei-
chung im Sinne des Hintergrundrauschens in einer definierten ROI dar. Die Signalintensitét
besitzt die Einheit a.u. fiir arbitrdre Einheiten. Die SNR kann durch die Berticksichtigung der
erlduterten biophysikalischen Eigenschaften optimiert und die Sensitivitdt erhoht werden.

Dies ermoglicht eine genaue Darstellung selbst kleiner Zellgruppierungen +°.
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Abbildung 3. Fusioniertes Weilllicht- und Annexinbild mit farbkodierter Fluoreszenzanrei-
cherung. ROI Bestimmung zur Berechnung der SNR. Rot markiert sind die ROI fiir Sltumor,
STHifimuskulatur UNd SDHintergrund. In der Abbildung zu erkennen sind die ROI fiir den Hinter-
grund, den Tumor und die Muskulatur. In den jeweiligen Bereichen wird die SI gemessen.
Die Nieren, der Tumor und die Blase sind die Regionen, in denen eine Traceranreicherung
stattfindet. Die Nieren (1) stellen die Lokalisation der groBten Traceranreicherung dar. Der
subkutan in der Flanke des Tieres liegende Tumor (2) zeigt eine von peripher nach zentral
zunehmende Traceranreicherung. In der Harnblase (3) ldsst sich durch Tracerverstoffwechs-
lung- und Ausscheidung ebenso eine erhohte Tracerkonzentration erkennen.

2.9.3 Perfusions-MRT Protokoll

Die Perfusions-MRT generiert Korrelate fiir die Perfusion mikro- und makrovaskulérer Struk-
turen in vivo *¢#®, Die Untersuchung durch die dynamische, kontrastmittelverstérkte Perfusi-
ons-MRT wurde auf einem klinischen 3-Tesla MRT (Magnetom Verio, Siemens Healthcare,
Erlangen, Deutschland) durchgefiihrt. Die Ratten befanden sich dabei in Riickenlage in einer

speziellen Vier-Kanal-Kleintierspule. Als Kontrastmittel wurde das auch klinisch zur Anwen-
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dung kommende, extrazellulire, makrozyklische Gadobutrol (Gadovist®, Bayer, Leverkusen,
Deutschland) verwendet. Gadobutrol besitzt eine Masse von 605 kD, ist paramagnetisch und
verkiirzt die T1-Relaxationszeit von umgebenden Wassermolekiilen. Nach intravasaler Appli-
kation tritt es nach kurzer Zeit aus den GefdBen in das Interstitium tiber ¥°. Gadobutrol wurde
durch eine spezielle Kleintierinjektionspumpe (Harvard Apparatus PHD 2000 Series, Instech,
Plymouth Meeting, PA) in einer Dosierung von 0,1 mmol/kg K&rpergewicht mit einer Injek-
tionsgeschwindigkeit von 7,2 ml/min verabreicht. Darauf folgte die Nachinjektion von 0,5 ml

NaCl 3246,

Nach der Erfassung der Position des Tieres durch den einen Localizer erfolgte die Akquisition
der TWIST-Sequenz (Time-Resolved Angiography With Stochastic Trajectories) mit einer
zeitlichen Auflésung von 1,3 s. Die dabei verwendete View-Sharing-Technik beruht auf einer
selektiv hdufigeren Auslesung des Zentrums des k-Raums im Vergleich zu dessen Peripherie.
Durch die Anpassung der Auslesehdufigkeiten des Zentrums und der Peripherie des k-Raums
konnen die Signalstarke, die Kontrastierung und Bildschirfe als auch die zeitliche Auflosung
der Messungen an die Fragestellung angepasst werden *°. Bei dieser Sequenz wurde nach 10
nativen Schnittebenen und 13 s Messzeit das Kontrastmittel intravends verabreicht und an-
schliefend 290 weitere Kontrastmittel-verstiarkte Schnittbilder akquiriert. Das Ergebnis fiir
jedes Tier waren 300 hochaufgeldste 3D Datensitze, die jeweils folgende Parameter besalen:
rdumliche Auflosung von 0,39 mm x 0,39 mm x 3,0 mm, Repetitionszeit/Echozeit 6,34/2,11
ms, 128 x 128 matrix, Field-of-View 50 mm x 50 mm, Anregungswinkel 40°, Messdauer 6:30

min.

Die Datenverarbeitung und Analyse wurden an einem PMI (Platform for Research in Medical
Imaging) Arbeitsplatz mit einer klinikintern in IDL 6.4 (ITT Visual Information Solutions,

Boulder, CO) programmierten Software vorgenommen. Um eine Funktion des arteriellen
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Flusses (AIF) zu erhalten, wurde eine ROI in der Vena cava inferior auf Hohe der Leber plat-
ziert. Diese Vorgehensweise ist speziell im Kleintiermodell sowohl aus physiologischer Sicht
aufgrund der Shuntbildung zwischen der Aorta abdominalis und der Vena cava inferior als
auch methodisch aufgrund der Flussartefakte in der Aorta. Die Tumor ROI wurde iiber die
Tumorperipherie gelegt, welche den &duBleren 2 mm des Tumors entspricht. Methodisch liegt
die Platzierung der ROI in der verdnderten Kontrastmittelkinetik begriindet, die im Tumor-
zentrum vorliegt und nicht mehr vitalem Tumorgewebe entspricht °!. Zur exakten Bestim-
mung von Tumorausdehnung wurden semiquantitative area under the curve maps (AUC)

verwendet (Abbildung 3)

Zur Approximation der Tumorperfusion und der Tumorvaskularitit in arbitrdren Systemen
konnen verschiedene Perfusionsmodelle verwendet werden. Bekannten Perfusionsmodellen
wie dem 2-compartment-exchange Modell, dem tissue-homogeneity Modell und dem distri-
buted parameters Modell liegen die gleichen Parameter zu Grunde. Physiologische Zellrdume
wie der Intra- und Extrazellularraum und der Intravasalraum werden als Kompartimente abs-
trahiert, zwischen welchen der Austausch einer Indikatorsubstanz stattfindet um eine Quanti-
fizierung des Ein- und Ausstroms interkompartimentir zu ermdglichen. In dieser Studie wur-
de das 2-compartment uptake Modell verwendet. Dieses Modell ist eine Unterform des 2-
compartment exchange Modells und wurde erstmals 2003 von Pradel et al. im Perfusions-
MRT angewandt >2. Das Prinzip dieses Modells beruht auf der Bestimmung der Aufnahme
der Indikatorsubstanz aus dem Intravasalraum in das Interstitium bei vernachlidssigbarem
Ausstrom (Abbildung 4).

Folgende Formel beschreibt den Zusammenhang der Tracerkonzentration im Gewebe (c(t)):

c(t) = Fp(exp(-t/TP)) + E(1 - exp(-t/TP)) x c_a(t)

Fp stellt hierbei den Plasmafluss, E die extraction fraction und TP die Plasmatransitzeit dar 3.
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Abbildung 4. Schematische Darstellung des 2-compartment uptake Modells zur Beschrei-
bung der Tracerkinetik. In diesem Modell wird der applizierte Tracer mit einem definierten
Plasmavolumen (Fp) und unter einem definierten arteriellen Blutfluss (V,) dem Kapillarbett
zugefiihrt. Von dort aus tritt der Tracer bei einem bestimmten Permeabilitits-Oberfldchen-
Produkt in das Interstitium iiber. Bei einer konstant niedrigen interstitiellen Konzentration
wird in diesem Modell aufgrund der Kiirze der Messzeit die Riickdiffusion als vernachlissig-
bar angenommen 3.

Um eine Nédherung von der Kontrastmittelkonzentration in Verhéltnis zur relativen Kontrast-
mittelanreicherung vornehmen zu kdnnen, wurde die Signalintensitit gegen die Zeit aufgetra-

gen. Nach dem Transfer der generierten Daten in das beschriebene Modell lieBen sich die

Werte fiir Plasmafluss (PF, ml/100 ml/min) und Plasmavolumen (PV, %) berechnen. Diese

stellen Surrogate fiir die Tumorperfusion und die Tumorvaskularitét dar.

Abbildung 5. Berechnung der Perfusionswerte. T1 gewichtete Sequenz (A) und Parameter
Map (B) in axialer Schnittfiihrung auf Hohe des Tumors, die den Plasmafluss darstellt. Zu
sehen ist die ROI zur Bestimmung der Messwerte der Perfusions-MRT (1 -> in A). In (B)
werden die farbkodierten semiquantitativen Matrices verwendet um vitale von nekrotischen
Tumoranteilen zu unterscheiden. Der Bereich der Peripherie entspricht dem gut vaskularisier-
ten, vitalen Tumoranteil und ist mit 1-> gekennzeichnet. Die zentrale Nekrosezone ist mit 2
markiert.
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2.10 Vermessung der Tumorgrofien

Das Tumorvolumen wurde ermittelt in dem unter Verwendung einer Schieblehre die Tumor-
linge und Tumorbreite vermessen wurde und gemiB der Formel Linge x Breite? x 0,5 be-

rechnet.

2.11 Immunhistochemie

2.11.1 Entparaffinierung

Initial wurden alle Gewebeschnitte entparaffiniert. Dann wurde von den in Paraffin eingebet-
tetem Geweben Schnitte von ca. 4 um Dicke angefertigt. Die Schnittpraparate wurden auf
SuperFrost+ Objekttrager (Thermo Scientific, Menzel, Braunschweig, Deutschland) iibertra-
gen. Die Priparate wurden fiir 10 min bei 60 °C inkubiert. Vor Durchfithrung der H&E Fér-
bung wurden die Schnittpréparate zweimal fiir je 10 min in Xylol-Ersatz (Neo-Clear®,
Merck, Darmstadt) {iberfiihrt. Die Gewebeschnitte wurden darauf in einer absteigenden Alko-
holreihe inkubiert (5 min in 100 %, 3 min in 96 %, 90 %, 70 % und 50 % Ethanol) und eine
einmalige Spiilung mit bidestilliertem Wasser (ddH,O). Zur Rehydrierung der Gewebeschnit-
te wurden diese in 100 % Ethanol inkubiert. Zur Verhinderung der Ablosung der Gewebe-
schnitte von den Objekttrigern wiahrend der Hitzedemaskierung, wurden die Préparate fiir
eine Minute mit 0,05 % Celloidinlosung behandelt. Darauthin wurden die Priparate getrock-
net und fiir 5 min in 70 % Ethanol gestellt und abschlieBend mit destilliertem Wasser fiir je-

weils 5 min gespiilt.

2.11.2 Nachweis apoptotischer Zellen (TUNEL)

Der TUNEL-Assay (Terminale Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick End La-

beling) ermoglicht die Darstellung von DNA-Einzelstrangbriichen, die durch die Aktivitit von
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Nukleasen entstehen. Nach der Entparaffinierung der Praparate wurden diese fiir 30 min bei
37 °C in Pepsin-Losung inkubiert. Zur Demaskierung der Antigene wurden die Objekttrager
fiir 30 min bei 100 °C in Citrat-Puffer inkubiert, daraufhin fiir 20 min auf Raumtemperatur
abgekiihlt und zweimal 3 min mit PBS gewaschen. Anschlieend erfolgte die TUNEL-
Féarbung (In situ cell death detection Kit, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Darauf erfolg-
te die Inkubation der Proben fiir 60 min bei 37 °C in der feuchten Kammer im Dunkeln. Zu-
letzt wurden die Préparate dreimal fiir 5 min mit PBS gewaschen und fiir mindestens eine
Stunde bei 4 °C im Dunkeln inkubiert (Vecta shield (DAPI); VectorLabs). Die Analyse der
gefdrbten Schnitte erfolgte im Fluoreszenzmikroskop mit einem Standardfluoreszenzfilter von
520+20 nm (Leica DM, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland). Bei einer 200fachen

VergroBerung wurden dabei 10 zufillig ausgewdhlte high power fields ausgewertet

2.11.3 Nachweis der Mikrogefd3dichte und Zellproliferation

Zur Freilegung der CD31 und Ki-67 Epitope und Erméglichung der Antikdrperbindung er-
folgte anfangs die Erhitzung der entparaffinierten Préparate in der Mikrowelle. Hierbei wur-
den die Gewebeschnitte in mit Citratpuffer gefiillten Plastikkiivetten fiir 20 min bei 600 W
gekocht. Nach Abkiihlen der Priparate fiir 20 min bei Raumtemperatur wurden sie jeweils fiir
10 min in ddH>O und TBS-Tween gewaschen. Beide Farbemethoden sind Peroxidase-Anti-
Peroxidase (PAP)- Verfahren. Dadurch war es notwendig die endogene Peroxidase durch Zu-
gabe eines Peroxidase-Blockierungsreagenz fiir 10 min zu blocken. Anschlieend wurden die
Schnitte mit dem Primérantikdper anti-Ki-67 (Antikorper Polyclonal Rabbit anti-Ki-67 SP6
Abcam ab 16667, Verdiinnung: 1:100 in Tris-HCL mit 1 % BSA) bzw. mit dem Priméranti-
korper anti-CD31 (Antikdrper Polyclonal Rabbit, anti-CD31, Abcam ab28364, Verdiinnung
1:50 in Tris-HCL mit 1 % BSA) iiber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert und
darauf zweimal fiir 10 min mit TBS-Tween (0,05 %) gewaschen. 24 Stunden spiter wurden
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die Préparate erneut zweimal fiir 10 min in TBS-Tween (0,05 %) Puffer gewaschen und an-
schliefend fiir 30 min bei Raumtemperatur mit dem zweiten Antikorper (anti-Kaninchen,
Peroxidase-gekoppelt) inkubiert. Danach erfolgte erneut ein zehnminiitiges Waschen mit

TBS-Tween.

Darauthin wurden fiir die Ki-67 Farbung 20 ul des DAB-Chromogen in 1ml Puffersubstrat
(Dako EnVision+ System HRP (DAB), DAKO, Germany) hinzugefiigt und fiir 5 bis 30 min
inkubiert. Fiir die CD31-Fiarbung wurde das AEC-Chromogen verwendet (EnVision+ System
HRP (AEC) (DAKO Diagnostika, Eching, Germany) und fiir 30 min inkubiert. Nach Spiilung
der Préparate mit 10 min in ddH20, erfolgte eine Gegenfarbung der Zellkerne fiir 12 s mit
Himalaun-Losung und anschlieBendem Blduen fiir 10 min unter flieBendem Wasser. Ab-
schlieBend wurden die Gewebeschnitte zweimal fiir 10 min in ddH>O geschwenkt, bevor sie
in Kaisers Glycerin Gelatine eingebettet wurden. Die Schnitte wurden unter Verwendung ei-
nes Fluoreszenzmikroskops (Leica DM, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) ausge-
wertet. Die durchschnittliche Anzahl an CD31- und Ki-67- positiven wurde in 10 high power

fields bei 200facher Vergroflerung bestimmt.

2.12 Statistik

Zielparameter waren SNR (OI), Plasmafluss (PF) (ml/100 ml/min), Plasmavolumen (PV) (%)
und die durchschnittliche Anzahl positiv gefarbter Zellstrukturen wurde in 10 high power
fields bestimmt. Die Ergebnisse der jeweiligen Untersuchung werden als Mittelwerte mit
Standardfehler und einem Konfidenzintervall von 95 % wiedergegeben. Des Weiteren wurden
zur besseren Vergleichbarkeit individueller, modalitdteniibergreifender Entwicklungen von
Kontroll- und Therapietieren die genannten Parameter in Form von Differenzen der pri- und

posttherapeutischen Messwerte dargestellt (ASNR, APF, APV).
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Fiir die Untersuchung auf statistisch signifikante Unterschiede innerhalb einer Gruppe und
zwischen den jeweiligen Gruppen wurde der Wilcoxon signed-rank test angewendet. Die Kor-
relationen zwischen den Parametern der Bildgebung und denen der Immunhistochemie wur-
den mit Spearman’s p bestimmt. Eine statistische Signifikanz wurde fiir p < 0.05 angenom-
men. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms SPSS Statistics 21.0

(IBM, Washington, WA).
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3  Ergebnisse

Die OI-Messungen, die Perfusions-MRT und die immunhistochemische Analyse wurden bei

insgesamt 16 Tieren erfolgreich durchgefiihrt (Therapiegruppe, n = 8; Kontrollgruppe, n = 8).

3.1 Optical Imaging

Die Regorafenibtherapie fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der Tracerbindung in allen
Tieren der Therapiegruppe (mittlere SNR von 27,6+4,7 a.u. auf 35,3+5,9 a.u., p = 0,012) (Ta-
belle 2). In der Kontrollgruppe jedoch entwickelten sich die Werte der Follow-up Messung im
Vergleich zur Baseline Messung heterogen und zeigten keine statistisch signifikante Verdnde-
rung (die durchschnittliche SNR sank von 26,3+1,6 a. u. auf 25,5+3,1 a. u., p = 0,674). Der
Vergleich der Differenzen der Baseline- und Follow-up Messung von Therapie- zu Kontroll-
gruppe (ASNR) ergab einen signifikanten Unterschied (durchschnittliche ASNR: Therapie-
gruppe +7,8+2,9 a.u., Kontrollgruppe -0,8+2,5 a.u., p = 0,021). Abbildung 7 zeigt den Signal-
anstieg in Form der Tracerakkumulation im Tumor. Neben der Signalzunahme im Tumor war
aufgrund der renalen Elimination des Tracers eine vermehrte Signalintensitit im Bereich der
ableitenden Harnwege zu beobachten. Die im Anschluss durchgefiihrte Messung der einzel-
nen explantierten Organe zur Bestimmung der lokalen organbezogenen Signalintensitét besti-
tigte diese selektive Anreicherung (Abbildung 9). Dabei zeigten die Nieren und der Tumor die
hochsten Signalintensitéten. Die individuellen Werte der Therapie- und Kontrollgruppe kon-
nen der Tabelle 2 entnommen werden. Die Entwicklung der individuellen OI-
Signalintensititen in Therapie- und Kontrollgruppe kann den Liniendiagrammen in Abbildung
6 entnommen werden. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Baseline-
Signalintensititen der Therapie- und Kontrollgruppe (mittlere SNR: Therapiegruppe 27,6+4,7

a.u., Kontrollgruppe 26,3+1,6 a.u., p=0,401).
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Therapie 01 POl Kontrolle 01 POl

1 48,3 64,5 1 354 353

2 48,5 50,2 2 23,0 26,8

3 21,4 46,2 3 28,9 40,1

4 20,6 24,8 4 25,2 27,5

5 20,0 20,6 5 24,9 20,6

6 18,4 23,1 6 20,3 20,1

7 15,1 19,5 7 25,8 14,9

8 28,3 33,9 8 26,8 18,6
Mittelwert 27,6* 35,3% Mittelwert 26,3 25,5%
Standardfehler 4.8 5,9 Standardfehler 1,6 3,0

Tabelle 2. Individuelle Werte der OI Messungen. *Ol: Signalintensitiit vor Therapie, "OI: Sig-
nalintensitét nach Therapie. Mit * ist der signifikante Unterschied zwischen Therapie- und
Kontrollgruppe nach sechstdgiger Regorafenibtherapie bzw. nach Placeboapplikation mar-
kiert. Dartiber hinaus zeigt sich nach Therapie ein signifikanter Anstieg der Tracerbindung.

70 1 A 0. B
i / 60
50 — — 50 —
~ —~
40 ~
:é z 40
530 = 30 "
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20 20
10 10
0 0
1 2 1 2
Baseline Follow-up Baseline Follow-up
Therapie Kontrolle

Abbildung 6. Liniendiagramme zu den OI-Signalintensititen. Entwicklung der individuellen
OI-Werte vor und nach Regorafenib- (A) bzw. Placebotherapie (B). Die Liniendiagramme
stellen die unidirektionale Zunahme der SNR von Baseline- zu Follow-up Messung in der
Therapiegruppe (A) dar. In der Kontrollgruppe (B) hingegen verénderte sich die SNR omnidi-
rektional.
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Abbildung 7. Das OI-Fusionsbild vor und nach sechstigiger Regorafenibtherapie in der The-
rapiegruppe. Abgebildet ist eine Bildfusion der farbcodierten Fluoreszenzauthahme und der
WeiBlichtaufnahme eines exemplarischen Tieres vor (A) und nach (B) sechstigiger Regorafe-
nibgabe. Es ist eine deutliche Zunahme der Signalintensitét (SI) von Baseline- zu Follow-up
Messung im Tumor, insbesondere im Zentrum, erkennbar. Dies spricht fiir eine Tracerbin-
dung im Tumor und im Bereich der ableitenden Harnwege. Eine hohe SI konnte in der Kon-
trollgruppe im Bereich der Niere und der Blase beobachtet werden und ist auf die renale Eli-
mination des Tracers zurlickzufiihren .

Sl [a.u.]

1400

Abbildung 8. Die Annexin-basierte OI vor und nach Placebotherapie in der Kontrollgruppe.
Abgebildet ist eine Bildfusion der farbcodierten Fluoreszenzauftnahme und der WeiBllichtauf-
nahme eines exemplarischen Tieres vor (A) und nach (B) sechstigiger Placebogabe. Es war
eine diskrete Abnahme der Signalintensitit (SI) von Baseline- zu Follow-up-Messung im Tu-
mor erkennbar. Eine hohe SI konnte im Bereich der Niere und der Blase beobachtet werden
und ist auf die renale Elimination des Tracers zuriickzufiihren.
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Abbildung 9. Ex vivo OI Messung der explantierten inneren Organe zur Darstellung der Bio-
distribution des Fluoreszenztracers. Fusionsbild der farbkodierten Fluoreszenzaufnahme und
des WeiBlichtbildes. Das Ergebnis dieser Messung bestétigt die Tracerverteilung der in vivo
Messungen. In den Nieren und im Tumor ist analog zur in vivo Messung die Signalintentensi-
tat am groften. Die entnommene Milz zeigt in ihrer physiologischen Funktion als Blood-Pool-
Organ ebenso eine erhdhte Signalintensitdt. Dies ist mit der verlingerten Verweildauer der
Erythrozyten zur Differenzierung und deren Abbau zu erkldren. Geringere Signalintensitéten
waren bei den Proben des Darms, der Haut und des Muskels zu beobachten 32.

3.2 Perfusions-MRT

In der Therapiegruppe wurde eine signifikante unidirektionale Reduktion der Tumorperfusion
von Tag 0 im Vergleich zu Tag 7 beobachtet (Durchschnittswerte PF: Baseline 18,3+2,5
ml/100 ml/min, Follow-up 10,2+1,6 ml/100 ml/min, p = 0,012). In der Kontrollgruppe konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Messungen ermittelt werden. Die Werte
dieser Gruppe entwickelten sich heterogen und omnidirektional (Durchschnittswerte PF: Ba-
seline 14,3+3,3 ml/100 ml/min, Follow-up 14,2+1,4 ml/100 ml/min, p = 0,674). Der Ver-
gleich der Differenzen zwischen BL- und FU-Messungen der Therapie- und Kontrollgruppe

hinsichtlich des Plasmaflusses (APF) zeigte signifikante Unterschiede der beiden Gruppen
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(Durchschnittswerte APF: Therapiegruppe —8,2+2,3 ml/100 ml/min, Kontrollgruppe —0,1+3,4
ml/100 ml/min, p = 0,036). Die individuellen Werte der einzelnen Tiere kdnnen Tabelle 3
entnommen werden. Verdeutlicht wird die unidirektionale Entwicklung von PF bei der
Follow-up Messung an Tag 7 in den Liniendiagrammen in Abbildung 10. Das PV zeigte kei-
nen statistisch signifikanten Unterschied zwischen Therapie- und Kontrollgruppe (Abbildung
11). Veranschaulicht wird die reduzierte Tumorperfusion an einem représentativen Tier der

Therapiegruppe in Abbildung 12.

In der Perfusions-MRT gab es ebenso wie in den Ol Messungen keinen signifikanten Unter-
schied der Baselinewerte der Therapie- und Kontrollgruppe (Durchschnittswert des PF: The-

rapiegruppe 18,342,5 ml/100 ml/min, Kontrollgruppe 14,343,3 ml/100 ml/min, p = 0,172).

Therapie PF PPF PV PV  Kontrolle PF PPF PV PPV
1 34,7 14,5 10,1 8,7 1 34,8 15,1 8,0 15,8

2 13,2 2,5 5,4 4,6 2 7,0 13,6 174 79

3 12,9 9,8 19,9 10,6 3 17,9 9,0 7,6 4,7

4 18,0 15,0 7,3 3,2 4 9,6 16,4 82 204

5 14,8 8,7 19,6 7,8 5 7,9 10,7 9,5 14,0

6 14,4 9,8 22,6 11,7 6 8,3 10,5 9,0 8,7

7 21,6 6,4 6,9 9,7 7 10,6 18,5 23,8 35,6

8 17,0 14,6 14,0 13,9 8 18,5 19,9 10,7 8,8
Mittelwert 18,3* 10,2* 13,2 8,8 Mittelwert 14,3 142* 11,8 14,5
Standardfehler 2,6 1,6 2,4 1,3 Standardfehler 3,3 1,4 2,1 3,5

Tabelle 3. Individuelle Werte der Perfusions-MRT Messungen. *PF: Plasmafluss vor Thera-
pie, °PF: Plasmafluss nach Therapie, *PV: Plasmavolumen vor Therapie, *PV: Plasmavolu-
men nach Therapie. Mit * ist der signifikante Unterschied im Plasmafluss zwischen Therapie-
und Kontrollgruppe nach sechstdgiger Regorafenibtherapie bzw. nach Placeboapplikation
markiert. Dartiber hinaus zeigt sich nach Therapie eine signifikante Reduktion des Plasmaf-
luss.
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Abbildung 10. Liniendiagramme zum PF. Entwicklung der individuellen Werte des PF vor
und nach Regorafenibtherapie (B) bzw. Placeboapplikation (B). Die Liniendiagramme stellen
die unidirektionale Abnahme des PF von Baseline- zu Follow-up-Messungen in der Therapie-
gruppe (A) dar. In der Kontrollgruppe (B) hingegen veréndert sich der PF omnidirektional.
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Abbildung 11. Liniendiagramme zum PV. Entwicklung der individuellen Werte von PV vor
und nach Regorafenibtherapie (A) bzw. Placeboapplikation (B). Die Liniendiagramme stellen
die unidirektionale Abnahme von PV von Baseline- zu Follow-up-Messungen in der Thera-
piegruppe (A) dar. Die einzige Ausnahme dieser Tendenz ist Tiernummer 15, bei welchem
eine Zunahme des PV zu erkennen ist. In der Kontrollgruppe (B) hingegen veréndert sich die
PV omnidirektional.
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Abbildung 12. Riickgang des Plasmavolumens nach siebentdgiger Regorafenibtherapie im
Vergleich von Baseline- (A) zur Follow-up-Messung (B). An der linken Flanke des Therapie-
tieres befindet sich der subkutan implantierte Kolonkarzinomxenograft. Nach Therapie ist
eine deutliche Reduktion der Tumorvaskularitdt zu erkennen.

3.3 Immunhistochemie

In der Immunhistochemie zeigte sich die Apoptose in der Therapiegruppe signifikant héher
als in der Kontrollgruppe (Anzahl der TUNEL-positiven Zellen: Therapiegruppe
1139241486, Kontrollgruppe 29214334, p = 0,001). Die Tumorvaskularitét war in der Thera-
piegruppe signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe (Durchschnittswerte fiir CD31 posi-
tive Zellen: Therapiegruppe 107+£10, Kontrollgruppe 182+22, p = 0,006). Gleichermallen
konnte eine signifikant niedrigere Tumorzellproliferation in der Therapiegruppe nachgewie-
sen werden (Anzahl der Ki-67-positiven Zellen: Therapiegruppe 1754+184, Kontrollgruppe

28834323, p = 0,012) (Tabelle 4, Abbildung 13 und Abbildung 14).
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Therapie @~ TUNEL CD31 Ki67 Kontrolle TUNEL CD31 Ki-
67

1 6239 144 1299 1 2020 203 2699

2 7614 79 1336 2 2902 162 2488

3 8010 101 1639 3 2551 282 3821

4 10791 160 2245 4 2269 124 1975

5 18505 98 2536 5 2206 174 3204

6 11983 85 1458 6 4923 134 1566

7 15762 100 2293 7 3514 114 4331

8 12301 93 1233 8 2982 261 2982

Mittelwert 11392%* 107* 1754*% Mittelwert ~ 2921* 182%* 25%

Fehler 1486 22 184 Fehler 334 22 4

Tabelle 4. Individuelle Werte der Immunhistochemie. Mit * ist die signifikanten Unterschiede
in der Zellapoptose, der Mikrogeféd3dichte und Tumorzellproliferation zwischen Therapie-
und Kontrollgruppe nach sechstdgiger Regorafenibtherapie bzw. nach Placeboapplikation

markiert

20000+

Zahl TUNEL+ Zellen

5000+

Zahl Ki-67+ Zellen

TUNEL

150004

10000

5000+

o

=

Kontrolle

Ki67

Therapie

40004

30004

2000+

1000+

Kontrolle

Therapie

w

(=

o
1

Zahl CD31+ Endothelzellen

o

CD31

—

Therapie

Abbildung 13. Box-Plot Diagramme der immunhistochemischen Parameter im Vergleich. Es
konnten eine signifikant hohere Apoptose (TUNEL)- und Nekroserate (HE) als auch die nied-
rigere GefaBdichte (CD31) und Zellproliferation (Ki-67) nachgewiesen werden. (*) p = 0,001;

(**) p=0,006; (***) p=0,012;
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Abbildung 14. Reprisentative Schnitte der immunhistochemischen Fiarbungen. A und B:
Mikrogefafidichte (CD31), C und D: Tumorzellapoptose (TUNEL), E und F: Tumorzell-
proliferation (Ki-67). Die Kontrollgruppe befindet sich jeweils auf der linken Seite (A, C, E )
und die Therapiegruppe auf der rechten Seite (B, D, F). Es konnte eine signifikant hohere
Anzahl apoptotischer Zellen (D>C) in der Therapiegruppe nachgewiesen werden. Ebenso
wurde eine signifikant hohere Anzahl CD31 positiver Zellen (A>B) und eine erhohte Tumor-
zellproliferation (E>F) in der Kontrollgruppe nachgewiesen *2.
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3.4 Korrelation zwischen Bildparametern und

Immunhistochemie

Es konnte eine moderate inverse Korrelation zwischen ASNR des OI und der Tumorzell-
proliferation (Ki-67) ermittelt werden (Spearman’s p =-0,538, p = 0,031). ASNR zeigte eine
moderate, aber nicht signifikante Korrelation zur Tumorzellapoptose (TUNEL) (Spearman’s
p =0,385; p=0,141). Die moderate inverse Korrelation zwischen ASNR und APF zeigte einen

Trend zur Signifikanz (Spearman’s p = -0,474; p = 0,64).
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4  Diskussion

Im Rahmen der durchgefiihrten Studie wurde das Ol zum Monitoring frithapoptotischer Ef-
fekte einer Regorafenibtherapie in vivo evaluiert und mit der Perfusions-MRT und multipa-
rametrischen Immunhistochemie korreliert. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Arbeit
diskutiert, in den Kontext des gegenwartigen Forschungsstandes gesetzt und auf methodisch

limitierende Aspekte eingegangen 2032,

4.1 Evaluation der erhobenen Datensitze des Optical Imaging

Wie durch den TUNEL Assay bestitigt, generiert das OI valide Korrelate in Form fluoreszie-
render Tumoranteile und ermoglicht die Darstellung der frithapoptotischen Wirkung einer
Regorafenibtherapie. Die in dieser Studie gewonnen Ergebnisse werden durch weitere OI
Untersuchungen untermauert, die Annexin zur Darstellung von zytotoxischen und gegen
EGFR gerichteten Therapieansitzen in vivo untersuchten 2*>4, In Analogie zu den Ergebnis-
sen der von Quin et al. und Lehner et al. durchgefiihrten préaklinischen Studien im Lungenkar-
zinom- bzw. Myokardinfarktmodell gelang es in dieser Arbeit apoptotische Prozesse durch

die Applikation von Annexin A5 in vivo zu visualisieren >-°,

Im Gegensatz dazu steht die von Lederle et al. durchgefiihrte préklinische Versuchsanord-
nung, die die Wirksamkeit des MTKI Sunitinib in einem Epidermoidkarzinomxenograftmo-
dell in Méusen untersuchte. In der aus einem in vivo und einem ex vivo Teil bestehenden Un-
tersuchung wurde nach viertdgiger Sunitinibapplikation die Apoptose innerhalb der Tumoren
durch Annexin-spezifische Fluoreszenzbildgebung und y-Zahlung evaluiert. Beide angewen-
deten Bildgebungsmodalititen, das OI mit Annexin als Tracer und die auf mit **™Tc-6-

Hydrazin-Nikotin radioaktiv markiertem Annexin basierte y-Zahlung, konnten die zu erwar-
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tenden, friththerapeutischen, proapoptotischen Effekte von Sunitinib bildgebend nicht bestiti-
gen 3!, Es wurde daher geschlussfolgert, dass Annexin in einem Studiendesign, dessen Thera-
pieregime eine starke Reduktion der Durchblutung des Tumors aufgrund der antiangiogeneti-
schen Effekte des verwendeten MTKI bewirkt, nicht geeignet ist den Therapieeffekt zu moni-
toren 3!. Ein moglicher Erkldrungsansatz, den die Autoren dafiir anfiihrten ist die reduzierte
Penetration des Tracers in zentral nekrotische Tumorareale 3!. Analog zur hier vorliegenden
Arbeit, wurden in der Studie von Lederle et al. die therapeutischen Effekte des eingesetzten
MTKI durch eine CD31- und TUNEL-Féarbung nachgewiesen. Die disruptive Wirkung von
Sunitinib auf das im Rahmen der Tumorangiogenese entstandene GefaBnetzwerk und die da-
mit in Verbindung stehende Tracerdistribution wurden als fiihrende Griinde fiir die fehlende,

posttherapeutische Akkumulation angefiihrt.

Wie durch das OI gezeigt, kam es hingegen in dem Versuchsaufbau der vorliegenden Arbeit
bei einer medikamentds induzierten und durch die Perfusions-MRT verifizierten Suppression
der Mikroperfusion des Tumors zu einem Anstieg der SNR bei der Follow-up Messung. Ne-
ben den voneinander abweichenden Untersuchungszeitrdumen kdnnte sowohl die unterschied-
liche therapeutische Potenz des jeweils téglich verabreichten MTKI als auch die gewihlte
Tumor-Therapeutikum-Kombination eine mdgliche Erkldrung fiir die abweichenden Ergeb-
nisse sein. Das wiirde die erhdhte lokale Bioverfiigbarkeit des Annexins und die erhohte Sig-
nalintensitét bei der Follow-up Messung erklidren. Hinzukommend konnen sich das Anspre-
chen antiangiogenetischer Tumortherapien innerhalb verschiedener Tumormodelle stark von-
einander unterscheiden. Dabei besitzt Sunitinib ein breites Wirkprofil. Es hemmt sowohl die
VEGF- als auch die PDGF-Expression. Trotz der Uberschneidungen im Wirkprofil der MTKI
Regorafenib und Sunitinib scheint Sunitinib mdglicherweise in dem untersuchten Epider-
moidkarzinommodell eine hohere Affinitit zu zentralen, neoplastischen Gefa3formationen zu

haben als Regorafenib zu dem in dieser Studie verwendetem Kolonkarzinommodell und
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dadurch eine vergleichsweise erhohte antiangiogentische Wirksamkeit aufweisen 6193157,

Dies wire ein moglicher Erklarungsansatz fiir die stérkere Inhibition der Angiogenese %% .

In weiteren préaklinischen Studien wurden sowohl der Einsatz von optischer Fluoreszenzbild-
gebung mit tumorantigenspezifischen Tracern als Diagnostikum in der Detektion von Karzi-
nomen im Kopf- und Halsbereich, zur Bestimmung der Tumorlast bei der Peritonealkarzinose
oder als intraoperatives Hilfsmittel zu deren Resektion beschrieben 3%%°, Unter Verwendung
der optischen Fluoreszenzbildgebung zur Beurteilung der Tumorgrenzen in Echtzeit lieBen
sich dabei die diagnostische Genauigkeit verbessern, Eingriffszeiten verkiirzen und die Wahr-
scheinlichkeit einer RO Resektion zu erhéhen. Klinische Anwendung fand die Fluoreszenz-
bildgebung bereits in der Viszeralchirurgie bei der intraoperativen Visualisierung von kolo-
rektalen Lebermetastasen. Dabei konnten selbst kleinere Tumormanifestationen prézise dar-
gestellt werden ®!. Dabei ist die intraoperative Fluoreszenzbildgebung als komplementére
Modalitdt zum CT oder Ultraschall insbesondere dazu geeignet oberflichliche Raumforde-
rungen geringer Eindringtiefe darzustellen. Van der Vorst et al. zeigten dariiber hinaus, dass
es durch die intraoperative Bildgebung allein gelingt Lebermetastasen mit einer oberflachli-
chen Lage (<6,2 mm Tiefe) darzustellen. Die begrenzte Eindringtiefe der Fluoreszenzbildge-
bung ist im Kontext der intraoperativen Bildgebung als grofBter limitierender Faktor anzuse-
hen und die Darstellung tieferliegender Tumormanifestationen durch eine addquate Schnitt-

bildgebung mit CT und MRT von hoher diagnostischer Aussagekraft 6!-63,

Als Ausblick bleibt somit die klinische Implementierung von tumorantigenspezifischen Flu-
orophoren zur selektiven Bindung und Visualisierung von kleinen Tumoren in Form von
fachgebietsiibergreifenden prospektiven Studien zu nennen. In Zukunft gilt es im Sinne der
personalisierten Medizin zum einen geeignete Tracersubstanzen fiir die jeweilige Neoplasie

zu etablieren, zum anderen jedoch auch standardisierte Signalintensitéten zu definieren, die
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eine Resektion bzw. weitere Nachsorgeuntersuchungen empfehlen. So gelang es Mery et al. in
einer kiirzlich verdffentlichen, praklinischen Studie durch intraoperative OI mit einem o, 33-
spezifischen Tracer Brust- bzw. Ovarialakarzinommetastasen zu visualisieren und resezieren
6 Die vermutetet hohe Spezifitdt des OI wurde von Liberale et al. durch intraoperative Injek-
tion von Indocyaningriin und Visualisierung tumorsuspekter Lisionen in einer klinischen Stu-
die bestitigt. Gleichzeitig warf diese Studie jedoch auch Fragen hinsichtlich der als tumorsus-
pekt klassifizierten Grenzsignalwerte auf, da bei 10 der 53 Resektate durch die Histopatholo-
gie Benignitit des resezierten Gewebes nachgewiesen wurde %. Die heterogene Studienlage
erlaubt bis jetzt noch keine Definition standardisierter, pathologischer Signalintensitéten, die
es erlauben allgemeingiiltige Empfehlungen zur Resektion auszusprechen. Bei je nach Tumo-
rentitdt und neoadjuvant applizierter, die Angiogenese modulierender Medikation, sind ab-
héngig von der lokalen Vaskularisierung und damit von der damit verbundenen Bioverfiig-
barkeit Unterschiede in Tracerkinetik und -konzentrationen zu erwarten, die eine Standardi-
sierung trotz der bisherigen positiven Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen weiter er-
schweren 4%, Dariiber hinaus bleibt das OI a priori eine auf oberflachliche Strukturen limi-
tierte Modalitit, so dass ein infiltratives Tumorwachstum in tiefere Gewebsschichten nicht
suffizient abgebildet werden kann 7. Der klinische Nutzen des OI ist hinsichtlich des diagnos-
tischen und therapeutischen Algorithmus beim Mammakarzinom jedoch begrenzt, da tumor-
suspekte Befunde stets Ultraschall-gesteuert biopsiert werden und die in vivo Charakterisie-

rung daher von untergeordneter Bedeutung ist.

Die Frage nach einem prospektiven klinischen Einsatz des fluoreszenzmarkierten Annexins
ist aufgrund der beschriebenen Eigenschaften differenziert zu betrachten. Zum einen ist An-
nexin ein Tracer der eine langsame Eliminationskinetik besitzt, jedoch nicht immunogen ist

und bereits als PET-Tracer klinisch eingesetzt wurde 3%, Zum anderen gilt es die limitierte
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Eindringtiefe der optischen Fluoreszenzbildgebung und das unspezifische Bindungsverhalten
des Annexin an Phosphatidylserin zu beachten, das sowohl wihrend der Apoptose als auch
withrend der Nekrose entsteht ©. Der Einsatz des OI unter Verwendung des fluoreszenzmar-
kierten Annexins ist somit bei oberflichennahen Raumforderungen denkbar, die keine ausge-
priagten Nekrosezonen aufweisen. Letztlich ist das Translationspotential des fluoreszenzmar-
kierten Annexins im OI aufgrund der tumorspezifischen und Therapeutika-assoziierten Varia-

bilitdt der generierten Parameter derzeit noch begrenzt.

4.2 Evaluation der Perfusions-MRT Messungen

Die Perfusions-MRT ist eine klinisch bereits in der neuroonkologischen Verlaufsbildgebung
etablierte Modalitit. So konnen Perfusionsmessungen in der Neuroradiologie bei Verlaufs-
kontrollen von Gliomen unter Radiochemotherapie zusétzliche Parameter (wie das zerebrale
Blutvolumen oder den zerebralen Blutfluss) generieren, die es ermdglichen das Therapiean-
sprechen zu evaluieren 278, Vor einigen Jahren erschienen die ersten klinischen prospektiven
Studien zur Evaluation der Perfusions-MRT als Modalitit zur Beurteilung des Therapiean-
sprechens bei Patienten, die an einem Kolon-, Rektum- oder Nasopharynxkarzinom erkrankt
waren 7972, Diese zeigten, dass durch die Perfusions-MRT sowohl pridiktive Parameter zur
Einschitzung der prospektiven Effektivitit einer Chemo- bzw. Radiochemotherapie generiert
als auch das letztendliche Therapieansprechen noch vor morphologischen Verdnderungen des
Tumors funktionell dargestellt werden konnen 772, Einschrinkungen in der Vergleichbarkeit
der Studien untereinander bestehen durch die unterschiedlichen Messprotokolle, Parameter
und der zur Auswertung verwendeten pharmakokinetischen Modelle. Die Interpretation der
ermittelten Messwerte und deren zeitlicher Verlauf sollte in Kenntnis des klinischen und mo-
lekularbiologischen Kontexts vorgenommen werden. Die Abnahme der Tumorperfusion kann

fiir eine Unterbrechung der erhhten Neoangiogenese bei einem Tumor sprechen 374, Ein
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Anstieg der Perfusionsparameter kann bei bestimmten Tumorentititen pathophysiologisch
isoliert betrachtet jedoch ebenso ein Korrelat fiir eine Normalisierung der GefdBarchitektur
von fragilen neoplastischen hin zu physiologischen, stabileren GefidBen sein 7°. Beide Ent-
wicklungen deuten auf ein Therapieansprechen hin. Zu diskutieren gilt bei den genannten
Beobachtungen die jeweils abgeleitete Kausalitdt. Dazu werden weitere klinische interdiszip-

lindre Studien benotigt.

Neben der untersuchten Tumorentitit und der damit verbundenen Aggressivitit im Wachstum
nimmt die Heterogenitdt in der Tumororganisation (Verhiltnis der apoptotischen zentralen
Anteile zu den duBeren Bereichen der Neoangiogenese) Einfluss auf die Einordnung der
Messwerte in den Gesamtkontext der Tumorpathophysiologie 7%7¢, Neben der bereits erwihn-
ten posttherapeutischen Perfusionsreduktion bzw. dem relativen Perfusionsabfall zeigten Int-
ven et al. einen priadiktiven Zusammenhang zwischen erhdhten prétherapeutischen Perfusi-
onswerten und dem Ansprechen einer 5-FU und Capeticabin Therapie beim Rektumkarzinom
auf. Ein moglicher Erkldrungsansatz hierfiir kann in der im Zuge der erhohten Perfusion ge-
steigerten medikamentdsen Bioverfligbarkeit liegen 6. Die Abnahme der ermittelten Perfusi-
onsparameter (APF) von Baseline- zu Follow-up Messung in dieser Studie bestitigten die
Ergebnisse von Thomas et al. und Koh et al., die die Wirksamkeit der Regorafenibtherapie im
Sinne einer Inhibition der Neoangiogenese und eines Untergangs proliferativer Geféaf3formati-
onen im Tumor belegten ’>73. Die in diesen Studien beschriebene Therapie-assoziierte Reduk-
tion der Perfusionsparamter in der MRT konnte von Eschbach et al. und Kazmierczak et al. in

weiteren praklinischen Studien analog zu der hier vorliegenden Arbeit reproduziert werden

32,33,77
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4.3 Diskussion der Immunhistochemie

Die Ergebnisse der Immunhistochemie zeigten sowohl eine signifikante Reduktion der mik-
rovaskuldren Gefdfldichte (CD31) und der Tumorzellproliferation (Ki-67) als auch einen sig-
nifikanten Anstieg der apoptischen Zellen (TUNEL). Die starke proapoptotische Wirkung
(TUNEL) von Regorafenib wurde immunhistochemisch validiert und bestitigt die von Cyran
et al. und Abou-Elkacem et al. beobachteten Effekte 278, Die ermittelten Werte der Immun-
histochemie zeigten die antiangiogenetische Wirkung von Regorafenib auf die duleren Berei-
che des Tumors, die in der Regel weniger Nekroseareale aufwiesen. Dabei kam es zu einer
signifikanten Reduktion von CD31 und Ki-67. Neben der Reduktion von CD31, Ki-67 und
dem signifikanten Anstieg von TUNEL bestitigte auch die signifikante, inverse Korrelation
von ASNR im OI und Ki-67 in der Therapiegruppe die Validitéit des OI beim Therapiemonito-
ring. Die erhobenen immunhistochemischen Parameter stiitzen die Hypothese, dass das An-
nexin-basierte Ol auch im frithen Intervall verldssliche Surrogatparameter generiert, die zur
Evaluation der Wirksamkeit einer Regorafenibtherapie komplementér zur Schnittbildgebung

durch die MRT herangezogen werden kdnnen.

Zur weiterfiihrenden immunhistochemischen Charakterisierung der Randbereiche des Tumors
hinsichtlich der Beurteilung der Neoangiogenese wire die Detektion der VEGFR-Expression
additiv zu CD31 denkbar. Dies wiirde einen Vergleich der neu gebildeten, VEGFR-positiven
GefiBe zu der mikrovaskuldren Gefdafldichte ermdglichen und die Aussagekraft zur antiangio-
genetischen Wirkung der Medikation hinsichtlich gefdBnormalisierender bzw. gefaBrupturie-
render Tendenzen erhdhen 77. Hierbei gilt es jedoch bei der konsekutiven Dateninterpretation
die unspezifische VEGFR-Expression zu bedenken. Eine Verlaufsbeurteilung der VEGFR-
Expression im Laufe der Therapie wiirde hier additive Parameter hinsichtlich der Dynamik

der Neoangiogenese generieren.
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4.4 Limitationen der durchgefiihrten Studie und der

verwendeten Modalititen

4.4.1 Limitationen des Versuchsaufbaus und der Methodik

Bei der Interpretation der erhobenen Daten sollten verschiedene methodisch limitierende As-
pekte beachtet werden, die im Folgenden erldutert werden. Zum einen kann die menschliche
Pathophysiologie durch ein Tumorxenograftmodell nur eingeschrinkt modelliert werden. Ein
orthotopes Tumormodell wie bei Abou-Elkacem et al. wiirde es erlauben, den Einfluss der
Metastasierung auf das Therapieergebnis in einen klinisch realititsndheren Kontext zu unter-
suchen 8. Zum anderen wiirde eine breitere immunhistochemische Analyse, die die verwen-
deten Methoden um molekularbiologische Techniken, die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
und den Western Blot als auch um weitere Parameter wie B-Catenin, E-cadherin und Ras er-

génzt, das Tumormikromilieu und die Tumorentwicklung noch detaillierter abbilden.

Dies wiirde einen Schritt hin zur Verbesserung der molekularbiologischen Evaluation der
Tumordynamik im Verlauf der antiangiogenetischen Therapie darstellen. Die Beschreibung
der Entwicklung und der Verdnderung in der Verteilung der Imaging Biomarker von der Ba-
seline- zur Follow-up Messung ist durch zwei definierten Untersuchungszeitpunkte nur be-
grenzt moglich. Die immunhistochemische Aufarbeitung der Tumoren nach Einschldferung
der Tiere am Ende der Follow-up Messung lésst keinen Vergleich zur zeitlichen Verédnderung

der molekularbiologischen Parameter zu.

4.4.2 Limitationen des Optical Imaging

Die grofte Limitation des OI ist seine niedrige Eindringtiefe von wenigen Zentimetern, die
auf die Absorption, Streuung und Reflexion des einfallenden Lichts durch die umliegenden,
tieferen Gewebeschichten zuriickzufiihren ist 780, Damit ist das Spektrum der klinischen

Anwendbarkeit auf oberflachlich liegende Strukturen beschrinkt. In Kenntnis dieser Ein-
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schrankung wurden bereits mehrere Anndherungen zur Losung des Problems unternommen.
Unter Zuhilfenahme von Kathetern, Zystoskopie, Endoskopie und Laparoskopie wurde bereits
versucht das OI so nah wie moglich an die zu untersuchende Region bringen -84, Intraopera-
tiv wurde das OI wie bereits beschrieben erfolgreich zur Dignitéitsbeurteilung von im Operati-
onsgebiet liegenden Strukturen verwendet 887, So zeigten Sheth et al., dass es unter Verwen-
dung des OI moglich ist, hepatische Metastasen einer humanen Kolonkarzinomzelllinie in
einem Mausmodell nach Injektion von Indocyaningriin zu lokalisieren und transkutan zu
punktieren 3. Im selben Jahr gelang Kondo et al. die klinische Implementation des OI in die
Viszeralchirurgie als innovative Methodik zur spezifischen Visualisierung peritonealer Meta-

stasen nach Aminoldvulinapplikation 88,

Um das Translationspotential des in dieser Studie verwendeten heterotopen Tumormodells zu
erhohen, wire die Etablierung eines Metastasenmodells sinnvoll, wie es bereits von Abou-
Elkacem verwendet wurde. Ein pathophysiologisch realitdtsniheres, orthotopes Tumormodell
mit Metastasierungstendenzen konnte ein mogliches experimentelles Anwendungsgebiet des
OI darstellen . Hierbei muss jedoch, je nach anatomischer Metastasenlokalisation, mit ver-
mehrtem Auftreten von Artefakten durch Atembewegung in der MRT und Uberlagerung der
umgebenden kndchernen Strukturen beim OI zu rechnen sein. Dabei erschweren sowohl die
der Methodik inhirente, limitierte Eindringtiefe als auch mdgliche Uberlagerung durch Luft-

kollektionen in Darmschlingen die Qualitit der Bildgebung durch das OL.

4.4.3 Limitationen des verwendeten Tracers

Annexin AS ist in der Bindung an Phosphatidylserin spezifisch. Dieses Protein wird jedoch
nicht nur im Rahmen der Zellapoptose kernhaltiger Zellen extrazelluldr exponiert, sondern
auch im Rahmen der Eryptose exprimiert. Als Eryptose wird der programmierte Zelltod von

Erythrozyten bezeichnet. Dariiber hinaus ist Phosphatidylserin an der zelluldren Kommunika-
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tion als Signalmolekiil wie z.B. bei inflammatorischen Prozessen, der Blutgerinnung und der

intrazelluldren Pathogenaufnahme beteiligt %9992,

Hinzukommend koénnen Mikrotraumata, die durch die Nahrungspassage, mechanische Uber-
belastung oder Entziindungen verursacht werden, mdgliche Ursachen einer diffusen Anreiche-
rung von Annexin A5 im Gastrointestinaltrakt, in der Haut und im Muskelgewebe der Ver-
suchstiere sein. Die erhohte Tracerbindung in der Milz in der ex vivo Messung ldsst sich zum
einen mit der Funktion der Milz als blood-pool Organ, zum anderen mit der lokal konzentrier-
ten Eryptose erkldren °3. Weiterhin miissen bei Annexin A5 eine protrahierte Tracerretention
in den ableitenden Harnwegen und erhohte Werte fiir das Hintergrundsignal bei der Datenana-
lyse beriicksichtigt werden °*?°, Zusammenfassend als nachteilig in der Verwendung von An-
nexin A5 mit dem Ziel der selektiven Visualisierung der Traceranreicherung ist seine unspezi-

fische Bindung an Abdominalorgane.

Neben der Limitation hinsichtlich der Bestimmung der pathophysiologischen Ursache als
Anfangspunkt einer Phosphatidylserinexposition in den Extrazellularraum, kann durch die
Annexinanreicherung ebenso wenig die Art des Zelltods als Endpunkt ermittelt werden. Es
kann nicht zwischen apoptotischem und nekrotischem Zelltod differenziert werden. In den
initialen Prozessen der Apoptose kommt es neben der Zellkern- und DNA-Fragmentierung
zur Externalisierung von zellmembrangebundenem Phosphatidylserin **°7. Bei Initiierung der
entsprechenden, pathophysiologischen Signalkaskade kann es im weiteren Verlauf im Rah-
men einer sekundidren Nekrose zur fortgeschrittenen Karyorrhexis bzw. Karyolyse, Verlust
der Integritit der Zellmembran und konsekutiven Autolyse kommen %8, In beschriebener
Konstellation stromt das Phosphatidylserin ins Interstitium. Das spezifische Bindungsverhal-

ten des Annexin A5 erlaubt keine weitere Klassifizierung des zugrundeliegenden Prozesses.
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Einige immunhistochemische Techniken wurden zur weiterfithrenden Untersuchung dieses
Sachverhalts ex vivo vorgeschlagen, wie z.B. der Einsatz von Propidiumiodid (PI) und Ne-
crostatin. Die von Krysko und Sawai durchgefiihrten Studien konnten nach Féarbung mit den
genannten Substanzen eine schematische Aufteilung in Nekrose und Apoptose vornehmen
99,100 Tnwieweit diese Substanzen in vivo verwendet werden konnen, muss in weiteren Stu-

dien untersucht werden.

4.4.4 Limitationen der Perfusions-MRT

Den potentiellen Anwendungsfeldern und modalitdtenbezogenen Stirken stehen gewisse Li-
mitationen der Perfusions-MRT sowohl in der experimentellen als auch in der klinischen An-
wendung gegeniiber. Die Perfusions-MRT stellt eine etablierte Methodik zur Visualisierung
von Verdnderungen des Blutflusses im klinischen Setting und im experimentellen Tumormo-
dell dar '°!. Dabei soll die friihtherapeutische Wirkung von antiangiogenetischen Medikatio-
nen nicht invasiv und in vivo quantifiziert werden. Analog zum OI hat die Perfusions-MRT

ebenso gewisse Limitationen, die bedacht werden sollten.

Die erste modalititsbezogene Ungenauigkeit bei der Datenakquise liegt in der Notwendigkeit
der Kontrastmittelapplikation nach Untersuchungsbeginn. Die spezifischen Sequenzen des
Perfusions-MRT erfordern die Applikation eines Gadolinium-basierten Kontrastmittels, wel-
ches iiber die Verkiirzung der T1-Relaxationszeit lokaler Wassermolekiile zu einer Signalver-
stirkung fiihrt. Bei vergleichsweise kleinen Injektionsvolumina im Kleintiermodell kdnnen
intra- und interindividuelle Messabweichungen durch schwankende lokale und systemische
Kontrastmittelkonzentrationen entstehen '°2. Zudem schrinken sowohl die Unterschiede hin-
sichtlich des genauen Akquisitions- und Auswerteprotokolls als auch differierende Messwerte
bei Verwendung verschiedener Scanner die Vergleichbarkeit und Ubertragbarkeit der Perfusi-

ons-MRT ein.
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Optional und komplementir zu der diskutierten Methodik ist das kontrastmittelfreie Bildge-
bungsverfahren der diffusionsgewichteten MRT alternativ zu diskutieren 9. Die Grundlage
des Verfahrens der diffusionsgewichteten MRT bildet die Brownsche Molekularbewegung.
Beim Eintreten pathophysiologische Vorginge, die zu einer lokal ischdmischen Zustédnden
fiihren, kommt es zu einer Reduktion der freien Diffusion der Wassermelokiile, welche bild-
gebend mit einem erhohten Signal in der diffusionsgewichteten Sequenz einher geht. Die dif-
fusionsgewichtete MRT stellt in diesem Sinne eine Alternative v.a. in der Visualisierung von
Verinderungen der Gefdfmikroarchitektur und von therapeutischen Effekten %4, So zeigten
bereits Wang et al. und Zakhari et al., dass die diffusionsgewichtete MRT Nekrosen nach Ra-
dio- bzw. Radiochemotherapie von einem Tumorprogress iiber einen erniedrigten ADC-Wert

(apperent diffusion coefficient) unterscheiden kann 195196,

Die Signalintensitét ist neben den genannten modalititsspezifischen Gegebenheiten von wei-
teren physiologischen Faktoren wie der Gewebs- bzw. Tumorperfusion, der Kapillaroberfla-
che und Kapillarpermeabilitit abhingig. Hinzukommend sind durch die vom Untersucher
individuell festgelegten Messgroflen, AIF und ROI, Ungenauigkeiten in der Reproduzierbar-
keit der Ergebnisse denkbar. Durch die engen anatomischen Beziehungen der vaskuldren und
tumordsen Strukturen zum umliegenden Gewebe in dem beschriebenen Kleintiermodell kann
es je nach Voxelselektion bei der Bestimmung der AIF oder ROI zu einer Messwertvarianz

kommen 51,107-109

4.5 Schlussfolgerung

Das Annexin-basierte OI ermoglicht die friththerapeutische und nicht invasive Beurteilung
des frithen therapieinduzierten Zelltods unter Regorafenibtherapie im experimentellen Kolon-
karzinommodell der Ratte. Dies wurde ex vivo durch die multiparametrische Immunhisto-

chemie validiert. In Korrelation zur Immunhistochemie erlaubt die Perfusions-MRT zudem
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das Monitoring der frithen antiangiogenetischen Therapieeffekte. Das grof3e wissenschaftliche
und klinische Potential des OI wurde bereits von vielen Arbeitsgruppen in multiparametri-

schen Studien und interdiszipliniren Fragestellungen untermauert 7%-110-116,

Die Kombination aus morphologischer Schnittbildgebung mit MRT oder CT und komplemen-
tairen Modalititen der molekularen Bildgebung wie OI konnte im Sinne eines multimodalen,
nicht invasiven Untersuchungsprotokolls eine genauere frithzeitige Charakterisierung des
Tumormikroenvironments in vivo erlauben. Vor erfolgreicher Translation des OI in die klini-
sche Routinediagnostik sind jedoch noch weitere priklinische und klinische in vivo Studien
zur Validierung der funktionellen und molekularen Imaging Biomarker in Korrelation zu kli-

nischen Endpunkten erforderlich.
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S  Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Annexin-basierte optische Fluoreszenzbildgebung und die
Perfusions-MRT in einem multimodalen Bildgebungsansatz zur Beurteilung des Thera-
pieansprechens einer Regorafenibtherapie eingesetzt und anschlieBend mit den Ergeb-
nissen der Immunhistochemie korreliert. Als Tumormodell diente ein auf einer huma-
nen Kolonkarzinomlinie (HT-29) basierendes Xenograftmodell in der Ratte. Nach zwei
bis drei Wochen Tumorwachstum wurden die Versuchstiere randomisiert der Therapie-
bzw. Kontrollgruppe zugeteilt und die multimodale Baseline Messung durchgefiihrt.
Nach sechstidgiger Regorafenibtherapie- bzw. Placeboapplikation erfolgte am siebten
Tag die Follow-up Messung mit anschlieBender Einschlidferung der Tiere und immun-

histochemischer Aufarbeitung der Tumoren.

Das Annexin-basierte Optical Imaging erméglichte eine nicht invasive Quantifizierung
therapeutischer Effekte von Regorafenib in vivo als Surrogatparameter der Tumor-
zellapoptose. Die beschriebenen proapoptotischen Therapieeffekte korrespondierten mit
der signifikanten Reduktion der Tumorperfusion in der Perfusions-MRT. Mit der Im-
munhistochemie lieBen sich die proapoptotischen (TUNEL), antiangiogenetischen
(CD31) und antiproliferativen Effekte der Regorafenibtherapie nachweisen. Das Optical
Imaging eignet sich damit als komplementére Bildgebung zum Einsatz bei der Evaluati-
on des Zelltods im Rahmen einer antiangiogenetischen Therapie im Kleintiermodell.
Diese Modalitét erlaubt es friihtherapeutisch Aussagen iiber das Tumormilieu und das
Therapieansprechen zu treffen. Dariiber hinaus ermoglicht das OI eine frithe Charakteri-

sierung des Tumormikroenvironments in vivo.
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Vor der standardisierten klinischen Implementierung des OI miissen Nachteile des Ver-
fahrens, wie Eindringtiefe und Absorptions- und Streuungseffekte minimiert werden
und die Tracerkinetik in weiteren préklinischen und klinischen Studien optimiert wer-
den. Neuere klinische Studien zeigen heute schon die Applikationsmdglichkeiten dieser
Methodik zur Verbesserung der intraoperativen Diagnostik und der Resektionsergebnis-

se in der Tumorchirurgie sowohl im Tiermodell als auch bei klinischen Fragestellungen.
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