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1 Einleitung 

Trotz großer Fortschritte in der Aufklärung der molekularen Ursachen der Tumor-

entstehung steht die Medizin noch immer vor dem Problem, nur einem kleinen 

Teil der an Krebs erkrankten Patienten dauerhaft helfen zu können. Abgesehen 

von der chirurgischen Resektion stehen für die meisten Tumorentitäten keine ku-

rativen Therapien zur Verfügung. Vor allem maligne Entartungen des Darmes 

weisen, je nach Erkrankungsstadium, eine ungünstige Prognose auf. Neue Be-

handlungsstrategien und moderne hochwirksame Therapeutika sind erforderlich, 

um bereits metastasierte Tumoren in ihrem Wachstum zu hemmen. Gerichtete 

Therapien, molekulare Bildgebung und individualisierte Medizin gehören deshalb 

zu den wichtigsten aktuellen Ansätzen in der Bekämpfung des kolorektalen Kar-

zinoms (Ochenduszko und Krzemieniecki, 2010; Ksienski, 2011). 

Kolorektale Tumoren entwickeln sich über Hyperplasien und Adenome (Gruber 

und Klopfleisch, 2011), sogenannte neoplastische Polypen (Pschyrembel, 2002a) 

über einen Zeitraum von fünf bis zehn Jahren. Diese Krebsvorstufen können wäh-

rend einer Koloskopie, wenn sie erkannt werden, entfernt werden, so dass das von 

ihnen ausgehende Risiko stark minimiert ist (Faiss, 2011). 

Dennoch werden während einer präventiv durchgeführten Koloskopie bei 25-30 

% der Patienten kleine und flache Polypen übersehen (van Rijn et al., 2006). Auf-

grund dessen besteht die Notwendigkeit, diese makroskopisch unauffälligen Tu-

morvorstufen sichtbar zu machen und die Diagnostik zu optimieren. 

Das von Paul Ehrlich entworfene Konzept der „Zauberkugeln“ – Therapeutika, 

die nur am Krankheitsherd wirken, nicht jedoch das gesunde Gewebe schädigen 

(Ehrlich und Morgenroth, 1901; Ehrlich, 1909; Ehrlich und Sachs, 1910) – ist der 

Leitgedanke der vorliegenden Dissertation. 

Zu den größten Herausforderungen der Tumormedizin gehört es, krebs-

spezifische Zielmoleküle (Targets) zu identifizieren und ihre Funktion zu erfor-

schen.
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Diese Zielstrukturen sollen möglichst ausschließlich auf Tumorzellen, nicht aber 

auf gesundem Gewebe zu finden sein. Die zielgerichteten Bindungsmoleküle 

können an ein signalgebendes oder an ein therapeutisches Agenz oder Substrat 

gekoppelt und dem betroffenen Patienten verabreicht werden. Auf diese Weise 

erhalten die Erkrankten molekular gerichtete Kontrastmittel bzw. Chemotherapeu-

tika, die sich primär im Tumorgewebe anreichern. Diese Substanzen werden auch 

als „Theranostics“ bezeichnet (Dubernet, 2011; Lammers et al., 2011). Solche 

Theranostics in Form molekular gerichteter Kontrastmittel sind ein vielverspre-

chender Forschungsansatz, um flache Adenome sichtbar zu machen. 

Vor diesem Hintergrund wird deutlich, dass die Entwicklung innovativer Tiermo-

delle für die präklinische Validierung solcher Kontrastmittel von essentieller Be-

deutung ist. Orthotope Tumormodelle eignen sich sehr gut für präklinische Stu-

dien, da sie neben Metastasierungs- und Angiogeneseverhalten das Krankheitsbild 

des humanen Patienten in wesentlichen Aspekten widerspiegeln. 

Ziel dieser Dissertation war es, ein orthotopes kolorektales Tumormodell mit un-

terschiedlichen humanen Zelllinien im Bereich des Kolons der Nacktmaus zu 

entwickeln. Die Tumoren sollten im Bereich des Colon descendens wachsen und 

mittels eines starren Kleintierendoskops beobachtet werden. Unterstützend dazu 

sollte das Tumorwachstum mittels Biolumineszenzbildgebung beurteilt werden. 

Ein solches Modell wird bislang noch nicht in der Literatur beschrieben. Be-

schriebene Tumormodelle in dieser Lokalisation sind in der Regel murinen Ur-

sprungs, sie beruhen auf einem Gendefekt (Ignatenko et al., 2008; Puppa et al., 

2011) oder werden durch chemische Substanzen erzeugt (Neufert et al., 2007). 

Im weiteren Verlauf sollte dieses Modell für präklinische Studien für zielgerichte-

te, signalgebende Agentien im Nah-Infrarot-Bereich verwendet werden. 
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2 Literatur 

2.1 Kolorektale Tumoren  

Unter kolorektalen Tumoren versteht man alle malignen Tumoren des Dick- und 

Enddarms. 95 % dieser Tumoren entstehen aus Drüsenepithel und werden als ko-

lorektale Adenokarzinome bezeichnet (Pschyrembel, 2002a). 

Es wird angenommen, dass die meisten kolorektalen Adenokarzinome aus gutar-

tigen Veränderungen, sogenannten Adenomen oder adenomatösen Polypen ent-

stehen (Ahlquist, 2010; Bretthauer, 2011). Polypen sind nach der Definition der 

Weltgesundheitsorganisation benigne Veränderungen der Darmschleimhaut, die 

in das Lumen hineinwachsen und meist ein pilzähnliches Aussehen aufweisen. In 

der Koloskopie werden auch flache bzw. eingesunkene Adenome in der Darm-

schleimhaut beobachtet. Diese Art von Krebsvorstufen wurde zuerst von Muto 

beschrieben (Muto et al., 1985). 

Die Umwandlung der Adenome in Adenokarzinome erfolgt über eine Multistep-

Karzinogenese. Es wird davon ausgegangen, dass bis zur Entstehung von soliden, 

malignen Tumoren mit metastatischem Potential etwa fünf unabhängige Defekte 

in derselben Zelle akkumulieren müssen (Gruber und Klopfleisch, 2011). Durch 

eine Serie genetischer Veränderungen über einen längeren Zeitraum kommt es zur 

Modifikation der Mukosazellen (vgl. Theorie von Vogelstein und Fearon; Gruber 

und Klopfleisch, 2011). Der Prozess der malignen Transformation kann bis zu 10 

Jahren dauern. Durch die lange Entwicklungszeit besteht die Möglichkeit, präven-

tiv einzugreifen und somit die Entstehung des kolorektalen Tumors zu verhindern 

(Brenner et al., 2009). 

2.1.1 Epidemiologie 

Kolorektale Tumoren sind mit 13 % bzw. 16 % die zweithäufigste Krebserkran-

kung in Europa bzw. in Deutschland (Ferlay et al., 2010). Nach Angaben des Ro-

bert-Koch-Institutes (RKI) und der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsre-

gister in Deutschland (GEKID) ist Darmkrebs mit 12-14 % die zweithäufigste 

krebsbedingte Todesursache (RKI und GEKID, 2010). 
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Nach Erhebungen der GEKID sind im Jahr 2010 39.300 Männer und 32.400 

Frauen an Darmkrebs erkrankt (RKI und GEKID, 2010). 

Nach Angaben des Robert-Koch-Instituts hat die Anzahl der Neuerkrankungen 

zwischen 1989 und 2006 bei Frauen um 26 %, bei Männern um 34 % zugenom-

men, während die Sterberate bei Frauen um 38 % und bei Männern um 24 % zu-

rückgegangen ist (RKI und GEKID, 2010). Seit 1990 ist insbesondere die höhere 

Erkrankungsrate der über 75-jährigen Frauen und der 60 bis 84-jährigen Männer 

auffällig. Derzeit werden nach Angaben des epidemiologischen Krebsregisters bei 

niedriger Sterberate circa zweimal so viele Darmkrebserkrankungen pro Jahr ent-

deckt wie 1980 (RKI und GEKID, 2010).  

Die Überlebensrate ist vom Stadium der Erkrankung zum Diagnosezeitpunkt ab-

hängig. 1980 lag die relative Fünf-Jahres-Überlebensrate bei 50 %. Im Jahr 2006 

wiesen die epidemiologischen Krebsregister der Bundesländer eine Fünf-Jahres-

Überlebensrate zwischen 53 % und 63 % aus. Im Vergleich dazu liegen die aktu-

ellen Werte für finnische und US Patienten mit 60 % bis 63 % und 65 % deutlich 

höher (RKI und GEKID, 2010). 

2.1.2 Ursachen 

Die Ursachen für Darmkrebs sind vielfältig; mehr als 95 % der kolorektalen Tu-

moren treten sporadisch auf, ohne dass ein signifikant erhöhtes erbliches Risiko 

bei dem Patienten vorliegt (Watson und Collins, 2011). Eine Vielzahl von Risiko-

faktoren wird mit der westlichen Lebensweise assoziiert (Watson und Collins, 

2011). Zu diesen zählen Adipositas, hohe Kaloriendichte in der Nahrung, wenig 

Bewegung, Alkohol und eine geringe Aufnahme von Ballaststoffen. Auch der 

häufige Konsum von rotem Fleisch und tierischen Fetten werden als mögliche 

Ursache diskutiert (Watson und Collins, 2011). Insbesondere Rauchen gehört zu 

den prädisponierenden Faktoren. Raucher haben ein 50 % höheres Risiko, an Ko-

lonkrebs und ein um 100 % erhöhtes Risiko, an Rektumkrebs zu erkranken. 

Physische Aktivität, inklusive der Senkung des Blutdrucks, Verminderung der 

Insulinresistenz und die Erhöhung der Ballaststoffaufnahme erhöhen die Darm-
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motilität und sollen der Entstehung von Darmkrebs präventiv entgegenwirken 

(Zeng und Lazarova, 2011). 

2.1.3 Tumorwachstum und Metastasierung 

Es wird angenommen, dass die meisten kolorektalen Adenokarzinome aus gutar-

tigen Veränderungen, sogenannten Adenomen oder adenomatösen Polypen ent-

stehen (Bretthauer, 2011).  

Wie alle epithelialen Tumoren werden auch die kolorektalen Adenokarzinome 

nach dem TNM / pTNM-System der Union Internationale contre le Cancer 

(UICC) klassifiziert (Sobin et al., 2009). In die TNM-Klassifikation geht neben 

den Resultaten der klinischen Diagnostik (cTNM) auch die postoperative patho-

histologische Beurteilung (pTNM) ein. Der Buchstabe „T“ steht dabei für die Be-

schreibung des Primärtumors. Die folgenden Ausführungen basieren auf den 

TNM-Classification of Malignant Tumours der UICC (Sobin et al., 2009). 

 

Als Kriterium für die Einteilung der Primärtumorstadien (T/ pT) gilt die Infiltrati-

onstiefe in die Kolonschichten bzw. in die des benachbarten Gewebes. Hieraus 

ergeben sich folgende Kategorien: 

T / pTX: Primärtumor kann nicht beurteilt werden 

T / pT0: Kein Anhalt für einen Primärtumor 

T / pT 1: Infiltration des Tumors in die Submukosa 

T/ pT 2: Infiltration des Tumors in die Tunica muscularis propria 

T/ p T 3: Infiltration des Tumors in die Subserosa, jedoch keine Beteiligung der 

Peritonealhöhle 

T / p T4a: Perforation des Tumors durch die Serosa 

T / p T4b: Infiltration des Tumors in andere Organstrukturen 

 

Mit dem Buchstaben „N“ wird die Anzahl der befallenen Lymphknoten im Pa-

tienten beschrieben.  

N1: Metastasen in ein bis drei regionalen Lymphknoten  

N1a: ein Lymphknoten ist infiltriert 
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N1b: zwei bis drei Lymphknoten weisen Tumorzellen auf 

1c: Satelliten in der Subserosa, ohne Beteiligung regionaler Lymphknoten 

N2: Metastasen in vier oder mehr regionalen Lymphknoten 

N2a: vier bis sechs befallene Lymphknoten 

N2b: sieben oder mehr befallene Lymphknoten 

 

Das „M“ beschreibt das Vorkommen von Fernmetastasen;  

M0: keine Metastasen sichtbar 

M1: Fernmetastasen in Leber, Lunge oder anderen Organen vorhanden 

 

Die Metastasierung des kolorektalen Adenokarzinoms kann sowohl lymphogen 

als auch hämatogen erfolgen. Die hämatogene Streuung erfolgt primär in die Le-

ber und sekundär in die Lunge (Pschyrembel, 2002b). Die lymphogene Streuung 

findet erst recht spät statt. Dabei kommt es zu einem Befall der mesenterialen 

Lymphknoten, entlang der vorhandenen Lymphgefäße. Beim Rektumkarzinom 

kommt es in Abhängigkeit von der Lokalisation zur Metastasierung in die Be-

ckenhöhle beziehungsweise in die mesenterialen Lymphknoten (Pschyrembel, 

2002b). 

2.1.4 Diagnostik 

Auf internationalen Kongressen werden anhand neuer Forschungsergebnisse Prä-

ventions- und Diagnostikstrategien entwickelt, die in Leitlinien zusammengefasst 

werden. 

Die Leitlinien „Kolorektales Karzinom, Screening und Prävention des Wissens-

netzwerkes evidence“ sind von der Deutschen Gesellschaft für Verdauungs- und 

Stoffwechselkrankheiten (DGVS) und der Arbeitsgemeinschaft für Gastroentero-

logische Onkologie in einer Konsensuskonferenz erstellt worden. Die Untersu-

chungsmöglichkeiten werden im Folgenden erläutert (Schmiegel et al., 2000). 

Nach den Leitlinien in der asymptomatischen Bevölkerung mit normalem Risiko, 

besteht die Möglichkeit, sich zu drei Früherkennungsmodalitäten beraten zu las-

sen. Aufgrund der deutlichen Zunahme des kolorektalen Adenokarzinoms ab dem 
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50. Lebensjahr sollte zu diesem Zeitpunkt mit der Früherkennung begonnen wer-

den (Winawer et al., 2003). Eine Untersuchungsmethode ist der Stuhltest auf ok-

kultes Blut (FOB-Test), der jährlich durchgeführt wird. Eine weitere ist die 

Durchführung einer Sigmoidoskopie alle fünf Jahre. Die dritte Option ist sich alle 

zehn Jahre einer Koloskopie zu unterziehen (Schmiegel et al., 2000). 

2.1.4.1 Fäkaler Occulter Bluttest (FOBT) 

Die Durchführung des FOBT basiert auf der Annahme, dass zwei Drittel aller 

kolorektalen Adenokarzinome im Verlauf einer Woche bluten, weshalb die wie-

derholte Testung zur zuverlässigen Erkennung führen soll (Mandel et al., 1993; 

Mandel et al., 1999; Schmiegel et al., 2000). Bei diesem Test werden Stuhlproben 

im Labor mit Wasserstoffperoxid auf Blut untersucht (Schmiegel et al., 2000). 

Durch wiederholte Testung kommt es zu einer Senkung der kolorektalen Mortali-

tät um 16-26 % (Hardcastle et al., 1996; Hewitson et al., 2007). Bereits bei einem 

einmalig positiven Testergebnis ist eine komplette endoskopische Darstellung des 

Dickdarms erforderlich (Schmiegel et al., 2000). 

2.1.4.2 Sigmoidoskopie 

Eine Sigmoidoskopie sollte als Präventionsmaßnahme alle fünf Jahre durchge-

führt werden (Schmiegel et al., 2000). Nach Literaturangaben kommen 70 % aller 

Kolonkarzinome im sigmorektalen Bereich vor (Pschyrembel, 2002a). Bei der 

Sigmoidoskopie werden das distale Kolon und das Rektum mit einem Sigmoi-

doskop bzw. mit einem Koloskop untersucht. Eine Studie hat gezeigt, dass nur    

2-6 % der Patienten Neoplasien im proximalen Kolon aufweisen, ohne dass Poly-

pen im distalen Enddarm vorliegen (Erarslan et al., 2009). Die Sigmoidoskopie 

führt nach Literaturangaben zu einer Senkung der Mortalität um 33 % und senkt 

die Inzidenz um 33 % (Bretthauer, 2011). Da weiter kranial liegende Karzinome 

mit dieser Methode nicht detektiert werden können, wird die Durchführung des 

FOBT ergänzend angeraten (Schmiegel et al., 2000). Die Kombination beider 

Verfahren ist der alleinigen Sigmoidoskopie überlegen. 
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2.1.4.3 Koloskopie 

In Deutschland und den USA ist die Koloskopie der Goldstandard zur Früherken-

nung kolorektaler Adenokarzinome (Pizzo et al., 2011). Im Oktober 2002 wurde 

die Koloskopie in den Katalog der gesetzlichen Vorsorgeuntersuchung in 

Deutschland aufgenommen (Schmiegel et al., 2000; Waldmann et al., 2010).  

Die komplette Koloskopie besitzt die höchste Sensitivität zur Detektion von 

Adenomen bzw. kolorektalen Adenokarzinomen. Die Koloskopie erlaubt Dia-

gnostik und gleichzeitige Entfernung von Polypen. Ferner wird die Entnahme von 

Biopsien bei großflächigen Veränderungen der Schleimhaut ermöglicht (Winawer 

et al., 2003). 

Sowohl von Autoren einiger Studien als auch von den Leitlinien, wird bei Patien-

ten mit einem durchschnittlichen Risiko ein 10-Jahres-Untersuchungsintervall als 

ausreichend angesehen (Schmiegel et al., 2000; DGVS, 2007; Brenner et al., 

2007; Brenner et al., 2009). In einer Studie zeigten nur 16 % der Patienten fünf 

Jahre nach der ersten Endoskopie ein oder mehrere Adenome, 1,6 % der Patienten 

zeigten fortgeschrittene Adenome (Imperiale et al., 2008). Besteht bei Patienten 

ein erhöhtes Risiko für kolorektale Adenokarzinome, z. B. bei familiärer Vorbe-

lastung (Schmiegel et al., 2000; DGVS, 2007), ist ein engmaschigeres Untersu-

chungsintervall erforderlich. 

Auch wenn die Koloskopie als die beste vorhandene Methode für die Diagnostik 

und die Entfernung von Kolonpolypen gilt und mittlerweile als Goldstandard an-

gesehen wird (Winawer et al., 2003), so ist diese Untersuchungsmethode nicht 

fehlerfrei und die meisten Gastroenterologen vertreten die Auffassung, dass Poly-

pen während der Koloskopie übersehen werden können. Van Rijn et al. (2006) 

wertete diesbezüglich verschiedene Studien aus. Hierbei wurden 22 % der Poly-

pen, unabhängig von ihrer Größe, nicht detektiert. 2,1 % der Adenome mit einer 

Größe unter 10 mm, 13 % der Adenome zwischen 5-10 mm und 26 % der Ade-

nome zwischen 1-5 mm blieben bei präventiven Koloskopien unentdeckt. 

Verschiedenste Forschungsansätze, um die Detektion von Polypen bzw. Aden-

omen zu verbessern, wurden bereits untersucht (van Rijn et al., 2006). Eine Me-

thode zur Verbesserung der Diagnostik ist die Chromoendoskopie. Hierbei wird 
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Farbstoff auf die Mukosaoberfläche des Gastrointestinaltraktes gesprüht 

(Pschyrembel, 2002c). Grundgedanke ist, die Detailerkennung zu verbessern und 

rein optisch nicht wahrnehmbare Mukosaveränderungen sichtbar zu machen. Bei 

den Farbstoffen handelt es sich um Substanzen, die mit intrazellulären Strukturen 

der Mukosa (Intravitalfärbungen) oder mit Bestandteilen der Mukosaoberfläche 

reagieren (Kontrastfärbung). Für die Anfärbung von Kolonstrukturen wird in der 

Klinik Indigokarmin, Cresylviolett oder Methylenblau verwendet (Repici et al., 

2011). Einige Autoren bestätigen einen verbesserten diagnostischen Gewinn in 

der Endoskopie durch die Verwendung von Farbstoffen, ergänzend zu der Weiß-

lichtendoskopie (Hlavaty et al., 2011). Entwicklungen wie Narrow Band Imaging 

(Baumgart, 2011; Jin et al., 2011b) oder Auto-Fluoreszenz Koloskopie (Arita et 

al., 2011) befinden sich noch in den Anfängen der Forschung. 

Vor dem Hintergrund neuer Forschungsansätze wird deutlich, dass die Entwick-

lung innovativer Diagnostik zur Detektion kolorektaler Tumoren von essentieller 

Bedeutung ist. 

2.1.5 Therapie 

Die Therapie des Kolonkarzinoms besteht im Wesentlichen aus Operation und/ 

oder Chemotherapie. Bei der Therapie des Rektumkarzinoms hat die Strahlenthe-

rapie einen hohen Stellenwert und ist zusätzlich zu Operation und medikamentö-

ser Behandlung integraler Bestandteil der Therapie (Schallhorn, 2009). Je nach 

Zustand und Erkrankung des Patienten werden diese Optionen einzeln oder kom-

biniert eingesetzt. 

Grundlage der medikamentösen Standardtherapie ist 5-Fluorouracil (5-FU; Zhao 

et al., 2011). Es führte zu Remissionsraten von 10-15 % und zu einer medianen 

Überlebenszeit von 6-9 Monaten. 5-FU muss durch Ribosylierung und Phospho-

rylierung aktiviert werden. In dieser aktiven Form blockiert es die Thymidylat-

Synthetase, wodurch die Bildung von Thymidinnukleotiden verhindert wird (Frey 

und Löscher, 2002). Dadurch wird die DNA-Synthese gehemmt. Durch einen 

weiteren 5-FU Metaboliten wird zusätzlich die RNA-Synthese gestört. Unter der 
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Therapie kann es u. a. durch kompensatorische Hochregulation der Thymidylat-

Synthetase zur Resistenzentwicklung kommen (Frey und Löscher, 2002). 

In den letzten Jahren erschienen eine Reihe großer Phase III-Studien über die 

Erstlinientherapie des metastasierten kolorektalen Adenokarzinoms. Eine Kombi-

nationstherapie aus 5-FU, Irinotecan oder Oxalatin verbesserte in allen Studien 

die Ansprechrate und das progressionsfreie Überleben (de Gramont et al., 2000). 

Auch zielgerichtete Therapien (Ochenduszko und Krzemieniecki, 2010) mit mo-

noklonalen Antikörpern wie Bevacizumab (Okita et al., 2011), Cetuximab 

(Cunningham et al., 2004; Jonker et al., 2007) und Panitumab (Weeraratne et al., 

2011) kommen in den letzten Jahren immer mehr zum Einsatz. Insbesondere bei 

weiter fortgeschrittenen Erkrankungen zeigen sie in Kombination mit anderen 

Therapien eine deutliche Verlängerung des progressionsfreien Überlebens 

(Ochenduszko und Krzemieniecki, 2010). 

2.2 Präklinische Tumormodelle 

In der Wissenschaft wurden unterschiedliche präklinische Tier-Tumormodelle 

entwickelt, welche je nach Forschungsschwerpunkt zum Einsatz kommen. 

Gemein ist allen Modellen, dass sie der Biologie humaner Krebserkrankungen 

ähneln sollen (Bhullar et al., 2011); zelluläre und molekulare Ereignisse sollten 

mit dem Tumorwachstum und der Metastasierung in Zusammenhang gebracht 

werden. Des Weiteren sollen paraneoplastische Syndrome bei den Versuchstieren 

erkennbar sein, die auch bei den Patienten zu beobachten sind. Ferner sollten die 

Modelle verlässliche, reproduzierbare und finanziell tragbare Ergebnisse liefern 

(Killion et al., 1998). 

Tumormodelle können in zwei große ätiologische Gruppen unterteilt werden: in 

die Mutations- und die Transplantationsmodelle. 

2.2.1 Mutationsmodelle 

Die Mutationsmodelle können in induzierte (z. B. durch Bestrahlung oder Verab-

reichung chemischer Substanzen) und genetische Modelle eingeteilt werden 

(Giulio und Kerbel, 2010). Induzierte Mutationen werden durch die Verabrei-

chung mutagen wirkender Substanzen im Versuchstier hervorgerufen. Ein be-
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kanntes Beispiel hierfür ist das Azoxymethan-Natriumdextranmodell (AOM/ 

DSS-Modell). Hierbei wird dem Versuchstier zunächst Natriumdextransulfat ver-

abreicht, welches eine hochgradige Kolitis hervorruft. Darauf folgend erhalten die 

Tiere das Azoxymethan, welches kanzerogen wirkt und kolorektale Adenokarzi-

nome verursacht (Tanaka et al., 2001; Neufert et al., 2007). Dieses Modell stellt 

die Wirkung natürlicher Karzinogene nach. 

Durch die Verwendung transgener Modelle (wie z. B. die APC-Min-knockout-

Maus) können frühe Veränderungen im Krankheitsgeschehen untersucht, Präven-

tions- und Diagnostikstrategien entwickelt werden. Die Charakterisierung der 

verschiedenen Risikofaktoren spielt bei den genetischen Modellen ebenfalls eine 

große Rolle (Ignatenko et al., 2011). Ein Vorteil ist, dass die Metastasierung dem 

Krankheitsbild der humanen Patienten ähnelt (Fichtner, 2008), aufgrund dessen 

sind sie für die zeitabhängige Verfolgung der Metastasierung geeignet (Fichtner, 

2008). Außerdem handelt es sich um immunkompetente Tiere, so dass keine be-

sonderen Haltungsbedingungen erforderlich sind. Nachteilig ist der hohe Kosten-

faktor. Oft ist ein hoher Zeitaufwand notwendig, um dieses Tiermodell zu etablie-

ren (Killion et al., 1998). 

2.2.2 Transplantationsmodelle 

Die Verwendung von Transplantationsmodellen ist in der onkologischen For-

schung weitaus gebräuchlicher als die von Mutationsmodellen. 

Es wird grundsätzlich zwischen syngenen und xenogenen Transplantationsmodel-

len unterschieden. Unter syngenen Modellen versteht man die Verwendung von 

murinen Tumorzellen in dem Versuchstier Maus (Fichtner, 2008). Ein bekanntes 

Beispiel hierfür ist die Transplantation der murinen Kolon-Karzinomzelllinie C26 

beziehungsweise C38 Zelllinie (American Type Culture Collection: ATCC). Die 

Zellen werden immunkompetenten Versuchstieren implantiert. Dadurch sind syn-

gene Modelle das Modell der Wahl, wenn es um Versuche mit Immuntherapeuti-

ka geht (Fichtner, 2008). 

Syngene Modelle werden als frühe in vivo-Modelle eingesetzt, um beispielsweise 

ein Behandlungsschema zu etablieren. Diese Modelle ermöglichen eine relativ 

11



  

schnelle Aussage zur Wirksamkeit von Chemotherapeutika. Hierbei können auch 

die unerwünschten Arzneimittelwirkungen beurteilt und beobachtet werden 

(Fichtner, 2008). Der Nachteil syngener Modelle ist die Andersartigkeit der Zellen 

zur humanen Spezies. Des Weiteren wird von einigen Autoren die Immunogenität 

von syngenen Zellen, etwa durch Veränderung der genetischen Eigenschaften (z. 

B. durch virale Transfektion) kritisch betrachtet (Hewitt, 1979). Durch das 

Wachstum solcher Tumoren kommt es zur Immunreaktion im Versuchstier, insbe-

sondere durch zytotoxische T-Zellen und Antikörper, die bei humanen Patienten 

nicht beobachtet werden (Hewitt, 1979). 

Unter xenogenen Transplantationsmodellen wird die Übertragung von lebens- und 

funktionstüchtigen Zellen oder Zellverbänden zwischen verschiedenen Spezies 

verstanden (Pschyrembel, 2002d). Um die Anwachsrate zu verbessern, werden 

dafür immunsupprimierte Tiere wie Nackt- oder SCID-Mäuse verwendet. 

Auch die Wirksamkeit der Chemotherapeutika ist bei Therapieversuchen vom 

Immunstatus der Versuchstiere abhängig (De Palma und Lewis, 2011). 

Xenograftmodelle sind ausgezeichnet zur Testung zielgerichteter Therapeutika 

geeignet. Die Zielstrukturen sind homogener als im humanen Patienten ausgebil-

det (Fichtner, 2008). 2001 untersuchte das „National Cancer Institute“ der USA 

Chemotherapeutika, mit dem Ergebnis, dass 33 % der Medikamente an Xe-

nograftmodellen getestet wurden. Mehr als 45 % dieser Substanzen wurden in der 

klinischen Forschung bestätigt (Johnson et al., 2001). Andere Autoren kritisieren 

hingegen, dass xenogene Transplantationsmodelle häufig zu positiven Bewertun-

gen neuer Substanzen führen, die sich in klinischen Prüfungen nicht bestätigen 

lassen (Fichtner, 2008). 

Je nach Lokalisation wird zwischen orthotopen und ektopen bzw. heterotopen 

Transplantationen unterschieden (Pschyrembel, 2002d). Unter einer ektopen oder 

heterotopen Transplantation wird die Implantation von Zellen oder Zellverbänden 

ohne örtliche Übereinstimmung verstanden (Pschyrembel, 2002d), z. B. die sub-

cutane Verpflanzung von Pankreaskarzinomzelllinien. 

Unter orthotopen Transplantationen versteht man das Einpflanzen von Zellen an 

den „natürlichen Ursprungsort“ (Pschyrembel, 2002d), z. B. die Implantation von 
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kolorektalen Tumorzellen in den Dickdarm. Der Vorteil orthotoper Tumormodelle 

liegt darin, dass die Tumorzellen in das Tumormikromilieu transplantiert werden, 

woraus sie entstammen (Bhullar et al., 2011). Dadurch kommt es zu einer Expres-

sion von Genen und Rezeptoren (Bhullar et al., 2011), die in subcutanen Model-

len nicht zu finden sind. Ferner werden eher Metastasen ausgebildet (Li et al., 

2011), vergleichbar zum humanen Krankheitsbild. 

In der Literatur werden kaum xenogene, orthotope kolorektale Karzinommodelle 

im absteigenden Ast des Kolons beschrieben. 

Lediglich von zwei Autoren werden Methoden vorgestellt, wie ein solches Modell 

zu etablieren ist (Alencar et al., 2005; Tseng et al., 2007). Diese beiden beschrie-

benen Modelle sind jedoch chirurgisch hochgradig traumatisch (Alencar et al., 

2005) bzw. im Management der Versuchstiere sehr aufwendig (Tseng et al., 

2007). Eine direkte Injektion von Tumorzellen in die murine Mukosa bezie-

hungsweise Submukosa wird als technisch zu schwierig beschrieben (Alencar et 

al., 2005). Das in dieser Dissertation verwendete Modell soll eine Verbesserung 

zu den in der Literatur beschriebenen Modellen darstellen. Ziel war es, das Modell 

tierschonender zu etablieren als die publizierten Modelle (Alencar et al., 2005; 

Tseng et al., 2007) und es durch Koloskopie mit einem starren Endoskop zu 

überwachen. 

2.2.3 Diagnostische Bildgebung  

Bildgebungsverfahren sind ein unabdingbares Werkzeug in der Krebsforschung, 

in klinischen Studien und in der klinischen Diagnostik, um die Prognose (Lee et 

al., 2004), die Therapieplanung (Ciernik et al., 2003) und das Ansprechen auf die 

eingeschlagene Therapie zu erörtern (Neves und Brindle, 2006). In den letzten 

drei Jahrzehnten wurde eine große Anzahl an Bildgebungsverfahren entwickelt, 

die teilweise schon in der Klinik eingesetzt werden (Neves und Brindle, 2006) 

oder sich noch in der Validierungsphase befinden (Weissleder und Pittet, 2008). 

Geräte zur Darstellung anatomischer und physiologischer Gegebenheiten sind 

sowohl in der Klinik als auch in der präklinischen Forschung sehr verbreitet: 

Computertomographie (CT), Magnet-Resonanztomographie (MRT), Positionen 
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Emissions-Tomographie (PET) und Single-Photon-Emission-CT (SPECT) werden 

dazu gezählt (Weissleder und Pittet, 2008). Für die klinische Routinepraxis und 

zur Überprüfung der Wirksamkeit von Behandlungsprotokollen sind CT, MRT, 

PET und SPECT nützlich (Neves und Brindle, 2006). CT und MRT geben dem 

Kliniker detaillierte Informationen zu anatomischen Strukturen und pathologi-

schen Veränderungen, während PET und SPECT eher molekulare und metaboli-

sche Informationen liefern (Fass, 2008). Dennoch weisen diese Untersuchungs-

möglichkeiten eine geringe Spezifität und Sensitivität auf. Zudem kommt es, je 

nach Untersuchungsmodalität, zu einer Strahlenbelastung der Patienten (Hilder-

brand und Weissleder, 2009; Pysz et al., 2010). 

Neue Forschungsfelder beschäftigen sich deshalb mit optischen Bildgebungsmo-

dalitäten, wie der Fluoreszenz- (FLI: Fluoreszenz Imaging) und Biolumineszenz-

Bildgebung (BLI: Biolumineszenz Imaging), da diese spezifische molekulare In-

formationen liefern. 

2.2.4 Biolumineszenz-Bildgebung 

Als Lumineszenz bezeichnet man alle Leuchterscheinungen, die auf der Freiset-

zung von Lichtquanten beruhen (Pschyrembel, 2002e). Dieser Eigenschaft liegt 

ein biologischer Prozess zugrunde, bei welchem das Enzym Luciferase mit dem 

Substrat Luciferin unter der Anwesenheit von Sauerstoff reagiert. Einige Enzyme 

benötigen zusätzlich die Anwesenheit von ATP und Magnesium. In der Biomedi-

zinischen Forschung werden primär drei unterschiedliche Luciferasen verwendet: 

die Photinus pyralis (Firefly)-Luciferase, die Renilla reniformis-Luciferase und 

die Gaussia princeps-Luciferase (Badr und Tannous, 2011). 

Für die Experimente dieser Dissertation wurden Zellen verwendet, die stabil die 

Firefly-Luciferase exprimieren. Die Biolumineszenz-Bildgebung visualisiert die 

Emission von Licht, die bei der Umsetzung des Substrates D-Luciferin durch das 

Enzym Luciferase frei wird. Das Signal ist abhängig von der Menge bzw. dem 

Aktivitätszustand der Luciferase und der Anwesenheit von Luciferin, ATP und 

Sauerstoff (Weissleder und Pittet, 2008). Zur Detektion des Signals sind ultrasen-

Literatur 

14



Literatur 

  

sitive Charge coupled Device-Kameras (CCD-Kameras) notwendig (Prescher und 

Contag, 2009). 

Die Biolumineszenz-Bildgebung (Biolumineszenz-Imaging: BLI) hat sich als Me-

thode etabliert, um kleine Versuchstiere in vivo zu untersuchen (Godechal et al., 

2011; Hwang et al., 2011; Keereweer et al., 2011). Die Biolumineszenz ist mitt-

lerweile die sensitivste Untersuchungsmethode für die Kleintierbildgebung 

(Prescher und Contag, 2009). Im Gegensatz zur Fluoreszenzbildgebung weist die 

Biolumineszenz kein Hintergrundrauschen auf. 

Der Vorteil ist, dass das Wachstumsverhalten von Zellen, die stabil Luciferase 

exprimieren, in Versuchstieren untersucht werden kann, ohne Tiere dafür töten zu 

müssen. Dadurch kann die Anzahl der Versuchstiere stark reduziert werden 

(Contag, 2007). 

2.2.5 Fluoreszenz-Bildgebung 

Unter Fluoreszenz versteht man die kurzzeitige spontane Emission von Licht beim 

Übergang eines durch eine spezifische Wellenlänge elektronisch angeregten Mo-

leküls in einen niedrigeren Energiezustand, wobei Licht emittiert wird 

(Pschyrembel, 2002e). Das hierbei emittierte Licht weist eine längere Wellenlän-

ge auf und ist damit energieärmer als das zuvor absorbierte Licht (Weissleder und 

Pittet, 2008). 

Das Phänomen der Fluoreszenz ist seit Mitte des 19. Jahrhunderts bekannt und 

1924 wurde erstmalig eine Autofluoreszenz endogener Porphyrine in Tumoren 

beobachtet, die bei Bestrahlung mit ultraviolettem Licht leuchteten (Weissleder 

und Pittet, 2008). 1977 beobachteten Forscher, dass Nah-Infrarotlicht (NIR: 650-

900 nm) wesentlich effizienter das Gewebe durchdringt als Wellenlängen aus dem 

sichtbaren Bereich (Jobsis, 1977). Insbesondere die Wellenlängen zwischen 700 

nm und 900 nm werden kaum vom Organismus absorbiert (Bhargava, 2004). Des 

Weiteren ist bei Bestrahlung des Körpers mit dieser Wellenlänge kaum Autofluo-

reszenz zu beobachten (Bhargava, 2004), da die Absorption von Hämoglobin und 

Wasser hier sehr gering ist (Luo et al., 2011). Das führt zu einer Verstärkung des 

15



  

Bildkontrastes. Damit ermöglicht die Bildgebung im NIR-Bereich, Veränderun-

gen tiefer liegender Strukturen nicht-invasiv zu untersuchen (Jobsis, 1977). 

Um befriedigende Ergebnisse in der NIR-Bildgebung zu erhalten, werden NIR-

Kontrastmittel mit hervorragenden chemischen und photophysikalischen Eigen-

schaften benötigt (Luo et al., 2011). Kontrastmittel werden verwendet, um einzel-

ne Organe, Tumoren oder molekulare Prozesse in der in vivo-Bildgebung darzu-

stellen (Weissleder, 2002). Das ideale NIR-Kontrastmittel muss im NIR-Spektrum 

funktionieren, einen hohen molaren Absorptionskoeffizienten besitzen und in ge-

löster Form bzw. im Organismus chemisch- und photostabil sein (Luo et al., 

2011). Die Kontrastmittel können nach Weissleder (Weissleder, 2002) in drei 

große Gruppen eingeteilt werden: 

a) Bei den gebräuchlichsten Kontrastmitteln handelt es sich um einen freien 

Farbstoff, der sich in den unterschiedlichen Kompartimenten verteilt. Die-

se Kontrastmittel werden dazu verwendet, um Veränderungen im Blutvo-

lumen, in der Perfusion bzw. im Blutfluss der Angiogenese darzustellen 

(Weissleder, 2002). Ein Beispiel dafür ist das Indocyaningrün (ICG), wel-

ches für klinische Studien zugelassen ist (Poellinger et al., 2012). 

b) Bei der Gruppe der zielgerichteten Kontrastmittel handelt es sich um Farb-

stoffe, die an Moleküle gebunden werden. Diese können speziell z. B. nur 

an den entsprechenden Rezeptoren binden. Abhängig vom Ursprung des 

Kontrastmittels kann das Hintergrundrauschen recht hoch sein 

(Weissleder, 2002). 

c) Aktivierbare Kontrastmittel reduzieren das Verhältnis von Signal- und 

Hintergrundrauschen. Diese Kontrastmittel können nur detektiert werden, 

wenn sie mit ihrem Substrat interagieren. Beispiele für Fluoreszenzlö-

schende NIR-Fluorochrome sind z. B. durch Matrix-Metalloprotease 2 

(MMP 2), Cathepsin oder Caspasen aktivierbare Kontrastmittel 

(Weissleder et al., 1999; Bremer et al., 2001). 
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2.2.6 Integrine als Zielstrukturen für die molekulare Bildgebung 

Integrine sind geeignete Moleküle für die Bildgebung und Darstellung von Tumo-

ren (Sipkins et al., 1998). 

Bei Integrinen handelt es sich um heterodimere Transmembranproteine, die aus 

einer α- und einer β-Untereinheit bestehen (Pschyrembel, 2002f), die je nach 

Funktion variieren kann (Arnaout et al., 2007). Sie dienen als Adaptorproteine 

zwischen Zelle und den Makromolekülen der Extrazellulären Matrix und veran-

kern die Zelle fest im Bindegewebe (Arnaout et al., 2007). Neben ihren physiolo-

gischen Funktionen (Pschyrembel, 2002f; Arnaout et al., 2007) sind sie jedoch 

auch in einigen Tumoren überexprimiert (Keereweer et al., 2011; Naber et al., 

2011) und gehen mit einer schlechten Prognose für den Patienten einher 

(Desgrosellier und Cheresh, 2009). Es konnte gezeigt werden, dass Tumoren mit 

einer bestimmten Integrin-Expression deutlich häufiger Metastasen ausbilden als 

Tumoren ohne diese Integrine (Pawelek und Chakraborty, 2008). Die Überexpres-

sion von Integrin-Rezeptoren macht man sich in der zielgerichteten Diagnostik 

(Solomon et al., 2011) und Therapie zunutze (Liu et al., 2011; van der Horst et al., 

2011). Es konnte in Mausmodellen gezeigt werden, dass gegen Integrine zielge-

richtete Therapien wesentlich effizienter wirkten und deutlich weniger Nebenwir-

kungen aufwiesen als die Kontrollsubstanzen (Liu et al., 2011). Aufgrund dessen 

sind Integrine vielversprechende Targets in der molekularen Diagnostik und 

Krebstherapie.
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3 Arbeitshypothese und Strategie des Dissertationsprojektes 

Kolorektale Tumoren gehören zu der zweithäufigsten krebsbedingten Todesursa-

che in Europa (Ferlay et al., 2010). Ein großer Anteil der Krebsvorstufen wird bei 

der Vorsorge nicht entdeckt (van Rijn et al., 2006), weshalb innovative Diagnos-

tikmöglichkeiten notwendig sind (Banks et al., 2011; Coe und Wallace, 2011). 

Die Arbeitshypothese der vorliegenden Arbeit besteht darin, dass spezifische 

NIR-Kontrastmittel in Kombination mit Fluoreszenz unterstützter Koloskopie ein 

vielversprechendes Diagnostikverfahren darstellen. Die gerichteten Kontrastmittel 

sollen sich im Tumor anreichern und somit unauffällige Krebsvorstufen im Nah-

Infrarotlicht (NIR) sichtbar machen. 

Zur Validierung human- und krebsspezifischer Kontrastmittel werden vor allem 

geeignete orthotope Tumormodelle gebraucht. 

 

Das Ziel und die Strategie des Dissertationsprojektes lauten deshalb: 

1. Etablierung eines orthotopen kolorektalen Tumormodells in der Nackt-

maus mit humanen kolorektalen Adenokarzinom-Zelllinien, 

2. minimalinvasive Überwachung des Tumorwachstums mittels starrem 

Kleintier-Endoskop und Biolumineszenz und 

3. Einsatz des orthotopen Tumormodells für die NIR-Bildgebung mit spezifi-

schen Kontrastmitteln. 

 

Es soll ein Modell entwickelt werden, welches die klinische Erkrankung des hu-

manen Patienten widerspiegelt. Dieses Tumormodell soll möglichst tierschonend 

und mit einer geringen Anzahl an Versuchstieren etabliert werden. Unter Ver-

wendung eines spezifischen Integrin-NIR-Kontrastmittels soll geklärt werden, ob 

sich dieses Tumormodell zur Validierung zielgerichteter, fluoreszenter NIR-

Kontrastmittel eignet. 
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4 Material und Methoden 

4.1 Material 

4.1.1 Biologisches Material 

4.1.1.1 Eukaryotische Zellen 

Für den experimentellen Anteil dieser Dissertation wurden drei verschiedene Zell-

linien verwendet. Die verwendeten Zelllinien stammten von der Firma Caliper 

Life Science.  

Colo 205-luc2-Bioware® Ultra Zellen (Colo 205-Luc) wurden für die in vitro- 

und in vivo-Versuche verwendet. Colo 205-Luc sind humane kolorektale Adeno-

karzinomzellen, die als Suspensionszellen wachsen und aus der Aszitesflüssigkeit 

eines männlichen, 70-jährigen Patienten gewonnen wurden, die kolorektale Tu-

morzellen enthielt. Sie zeigen epitheliale Morphologie und wirken im Tiermodell 

tumorigen. 

Des Weiteren wurden HT-29-luc D6- Bioware® Zellen (HT 29-Luc) verwendet. 

Hierbei handelt es sich um eine humane, adhärent wachsende Adenokarzinomzel-

linie kolorektalen Ursprungs einer weiblichen Patientin. Die Zellen besitzen eine 

tumorigene Tendenz. 

HCT 116-luc2- Bioware® Ultra Zellen (HCT 116-Luc) wurden als dritte Zelllinie 

für die in vitro- und in vivo-Studien verwendet. Hierbei handelt es sich um eine 

kolorektale Adenokarzinomzellline aus einem erwachsenen, männlichen Patien-

ten. Auch sie zeigt eine epitheliale Morphologie, wächst adhärent und weist im 

Tiermodell eine Tumorigenität auf. 

Alle Tumorzellen wurden von der Firma Caliper mit einem Luciferase-Gen 

(pGL4) über einen Virusvektor transduziert. 
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4.1.2 Zellkulturmedien und deren Zusätze 

• RPMI: Zellkulturmedium für Colo 205 Zellen. Bei Vollmedium Hinzuga-

be von 10 % Fetalem Kälber-Serum (v/v; FCS Biochrom) und 1 % Peni-

cillin (104 E/ml)/ Streptomycin (104 µg/ml; v/v; Biochrom) 

• McCoy-Medium w/o Glutamin: Zellkulturmedium für HT 29-Luc und 

HCT 116-Luc- Zellen. Zusätzlich erfolgt noch eine Zugabe von 10 % FCS 

(Biochrom), 1 % Glutamax (v/v) und 1 % Penicillin/ Streptomycin (v/v; 

Biochrom). 

• PBS ohne Ca2+, Mg2+, 1x (Gibco BRL, PAA Laboratories) 

• Trypsin / EDTA  (Biochrom KG) 

• FCS (Biochrom KG) 

• Penicillin/ Streptomycin 10.000 U bzw. 10 mg/ml (Biochrom) 

• Glutamax (Invitrogen) 

4.1.3 Antikörper 

Alle Antikörper wurden den jeweiligen Angaben des Herstellers entsprechend 

aufbewahrt. 

 

Primäre Antikörper 

Tabelle 1: Primäre Antikörper für die Immunhistochemie (IHC) 

Antikörper Spezies Klonalität Firma 
Verdünnung in 

der IHC 

KI67 Dako 
Maus mo-

noklonal  
IgG1 DAKO - 

Pan-

Zytokeratin 

8018 

Maus mo-

noklonal  
IgG1 Santa Cruz 1:50 

CD31 

(550274) 

Ratte mo-

noklonal 
IgG2a,ĸ 

BD Phar-

mingen 
1:50 

 

Sekundäre Antikörper 

GAM-POD: Ziege Anti-Maus IgG, Peroxidase-konjugiert (800 µg/ml; Dianova) 
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4.1.4 Kits 

ABC-Kit Vectastain PR-6100 Vector Laboratories 

Animal Research Kit  DAKO 

4.1.5 Puffer und Lösungen 

PBS (pH 7,2)  140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM 

    Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4 

Glucoselösung 10 %  100 ml Leitungswasser+10 g Glucose 

4.1.6 Chemikalien/Reagenzien 

AEC Chromogen Substrat     GibcoBRL 

Bepanthen Augensalbe     Bayer 

Dimethyl Sulfoxide (DMSO)    Sigma 

Ethanol absolut      Merck 

Hämatoxylin      Vector Laboratories 

Isofluran      Baxter 

Isopropanol      Merck 

Kaisers Microscopy Glyceringelatine   Merck 

Ketamin 10 %      WDT 

D-Luciferin      Caliper 

Natriumchlorid      Merck, Sigma 

PBS w/o Ca²+, Mg 2+     GibcoBRL 

Paraformaldehyd      Merck 

Rompun 2 %       Bayer 

Temgesic      Essex Chemie AG 

Wasser steril, doppelt destilliert    Braun 

Wasserstoffperoxid, H2O2, 30 %    Merck 
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4.1.7 NIR-Kontrastmittel 

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation kamen folgende Kontrastmittel zum 

Einsatz, die zur Vereinfachung in Tabelle 2 aufgelistet sind. 

 

Tabelle 2: Darstellung der verwendeten NIR-Kontrastmittel 
Gezeigt werden die Emissions- (E-Max.) und Absorptionsmaxima (A-Max.) sowie die 
Farbstoffeigenschaften 

Farbstoff E- Max. A-Max. Farbstoffeigenschaften 

IDCC 646 nm 664 nm Unspezifischer Farbstoff  

CG8 646 nm 664 nm An Somatostatin gekoppelt 

IntegriSense680 693 nm 675 +/-5 nm  αvβ3 Integrin-Antagonist  

ProSense750 750 nm 780 +/-10 nm Durch Cathepsin aktivier-
barer Ligand  

 

4.1.8 Sonstige Materialien 

Materialien Firma 

DAKO Cytometion Pen Dako Cytometion 

Deckgläser 20 x 26 mm² Superior 

Deckgläser 22 x 22 mm² Menzel-Gläser 

Digitalkamera Nikon Coolpix 4500 Nikon 

Combitips plus 5 ml Eppendorf 

Einmalküvetten Sarstedt 

Einmalskalpelle Feather 

Einmalspritzen 20 ml Braun 

Eppendorf Reaktionsgefäße (1,5 und 2 ml, Safe Lock) Eppendorf 

Filter 0,22 µm Millipore 

Gewebekulturflaschen: 50, 250, 750 ml Falcon 

Gewebekulturplatten: 6 well, 24 well Falcon 

Gewebekulturschalen (10 cm Durchmesser) Falcon 

Gewebekulturschalen mit Raster (3,5 cm) Nunc 

Gewebekulturschalen mit Raster (13,5 cm) Falcon 

Hämacytometer Neubauer 
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Insulinspritzen Micro-Fine 0,3 ml BD 

Kryoröhrchen (2 ml) Nalgene 

Mikroliter Spritze (50 µl) Hamilton 

Nahtmaterial 5-0 (70 cm) Ethicon 

OP-Abdecktuch, 2-lagig (75 x 90 cm2) Lohmann&Reuscher 

OP-Besteck VWR 

Optilux-Platten (schwarz, 96 well) BD 

Parafilm Menasha 

Pasteurpipetten Brand 
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4.1.9 Bildgebende Untersuchungsgeräte 

Die im Rahmen dieser Dissertation angewandten bildgebenden Untersuchungsge-

räte sind in Tabelle 3 aufgelistet.  

 

Tabelle 3: Bildgebende Geräte 
Darstellung der Geräte, ihre Typenbezeichnung, ihre technischen Eigenschaften sowie 
deren Absorptions- und Emissionsspektra 

 

Geräte  Typenbe-

zeichnung 

Hersteller Eigenschaften/ 

Verwendung 

Kanäle  

(Absorption/ 

Emission) 

Faserendoskop FCM1000 Cellvizio NIR-Laser-Sonde 680 - 900 nm  

660 nm  

Endoskop Coloview-

System 

Mainz 

Storz minimalinvasive 

Untersuchung  

Weißlicht 

 

IVIS IVIS 200 Caliper BLI / Fluores-

zenz 

400 - 900 nm  

Odyssey Odyssey 

CLx 

LI-COR Bios-

ciences 

NIR-Scanner; 

Untersuchung 

von Zellen, histo-

logischen Präpa-

raten, Organen 

685 / 720 nm 

785 / 820 nm 

 

Pearl Pearl Im-

pulse 

LI-COR Bios-

ciences 

NIR zur in vivo-

Untersuchung 

von Versuchstie-

ren 

685 / 720 nm 

785 / 820 nm 
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4.1.10 Software der Bildgebungsgeräte 

Die Auswertung der aus den bildgebenden Experimenten gewonnen Daten erfolg-

te mit der jeweiligen zu den Geräten gehörigen Software. 

• Ivis Biolumineszenz Software „Living 4.0“  

• Mauna Kea Software „Leica FCM1000 IC, Version 3.7“ 

• Odyssey-Software 2.1 

• Sonstige Software: Excel 2003, Graph Pad Prism 4.0 

4.1.11 Geräte für die Zellkultur 

Zur Vereinfachung wurden die Geräte für die Zellkultur in Tabelle 4 aufgelistet. 

Darin enthalten sind die jeweilige Bezeichnung des Gerätes und der Hersteller. 

 

Tabelle 4: Sonstige Geräte 

 

Geräte (Bezeichnung) Hersteller 
Sterile Werkbank Bio Rad Consord 
Mikroskop Carl Zeiss 
Tischzentrifuge Beckmann/Eppendorf 
Brutschrank für Gewebezellkultur Labotec 
Grobwaage Kern 
Magnetrührer Variomag 
Wasserbäder Julabo 
Vortex Relax Control Heidolph 
Autoclav Jumbo Comp LS Webeco 
Trockenschrank Memmert 
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4.2 Methoden 

4.2.1 Zellbiologische Methoden 

4.2.1.1 Kultivierung und Passagieren 

Alle Zelllinien wurden bei 37°C kultiviert, wobei die Luft 5 % CO2 enthielt und 

die Luftfeuchtigkeit 80 % betrug. Die Medien wurden alle zwei bis drei Tage ge-

wechselt. 

Zur Subkultivierung wurden die Zellen bis zu einer Konfluenz von 70-80 % he-

rangezogen. Zur Zellaussaat wurden die Zellen zunächst mit PBS (ohne 

Ca2+/Mg2+) gewaschen und anschließend mit Trypsin-EDTA (1-2 ml/25 cm2 Zell-

kulturflasche) bei 37°C für zwei bis fünf Minuten inkubiert. Das Abstoppen der 

Trypsin-Wirkung erfolgte mit dem entsprechenden Zellkulturmedium inklusive 

10 % FCS. Im Anschluss folgte die Homogenisierung der Zellen durch vorsichti-

ges Auf- und Abpipettieren. 1/5 bis 1/10 der homogenen Zellsuspension wurden 

dann in eine neue Zellkulturflasche ausgesät. 

4.2.1.2 Einfrieren und Auftauen 

Zur längerfristigen Aufbewahrung wurden die Zellen in einem Gemisch von 90 % 

FCS und 10 % DMSO eingefroren und anschließend in Flüssigstickstoff gelagert. 

Das Auftauen der Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37°C. Die Zellen wurden mit 

Medium aufgenommen, in ein 15 ml Falcon überführt und bei 180 x g fünf Minu-

ten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das dabei entstandene Zellpellet wurde in 

10 ml 10 % FCS-haltigem Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche 

überführt. 

24 Stunden nach der oben beschriebenen Kultivierung wurde erneut ein Medium-

wechsel durchgeführt, um die toten, nicht adhärenten Zellen zu entfernen. 

4.2.1.3 Zellzahlbestimmung 

Zellzahlbestimmungen von adhärenten Zellkulturen sowie von Suspensionszellen 

wurden mittels Trypanblau-Färbung und der Neubauer Zählkammer durchgeführt. 
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Die ermittelte Zellzahl wurde anhand folgender Formel berechnet: 

Zellzahl x 104 x Verdünnungsfaktor

---------------------------------------------- =

Anzahl der Großquadrate

Zellzahl/ml Medium

 

4.2.1.4 Messung der Luciferaseaktivität in vitro 

Die vom Hersteller angegebene Luciferaseaktivität der Zellen über die Zeit wurde 

in vitro, vor der Implantation in das Versuchstier, mittels einer Verdünnungsreihe 

auf schwarzen Optilux Platten von BD überprüft. Hierfür wurden verschiedene 

Zellzahlen, wie in Abbildung 1 dargestellt, ausgesät und deren Luciferaseaktivität 

über einen Zeitraum von 60 Minuten gemessen. 

 

10.000 10.000 8.000 8.000 6.000 6.000 4.000 4.000 2.000 2.000 10.000 Medium

10.000 10.000 8.000 8.000 6.000 6.000 4.000 4.000 2.000 2.000 10.000 Medium

1 2 3 54 6 7 8 9 10 11 12

A

B

C

D

F

E

G

H
 

Abbildung 1: Schema zur Aussaat der Zellen auf einer schwarzen Optilux Platte zur 
Überprüfung der Luciferaseaktivität 
Die Zellen wurden in absteigender Konzentration von Spalte eins bis zwölf in Quadrupli-
katen ausgesät. Spalte elf und zwölf dienten als Kontrolle. In Spalte elf befanden sich nur 
Zellen und in Spalte zwölf nur Medium, das D-Luciferin enthält. Die Luciferaseaktivität 
der Zellen wurde über einen Zeitraum von 60 Minuten alle 10 Minuten gemessen. Die 
Überprüfung fand bei den drei verwendeten Zelllinien auf separaten Platten in drei unab-
hängigen Experimenten statt.  
 

Nach Aussaat der Zellen wurden sie über 24 Stunden im Brutschrank inkubiert 

und die Anzahl der Photonen/Sekunde/Zelle wurde am nächsten Tag ermittelt. 

Dafür wurde unmittelbar vor der Messung das Medium von den Zellen abgesaugt, 
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100 µl der D-Luciferin-Lösung (150 µg/ml in Medium) pro well auf die Zellen 

gegeben und sofort gemessen. Zur Kontrolle befanden sich in Spalte elf Zellen 

mit Medium ohne D-Luciferin und in Spalte zwölf lediglich D-Luciferin-Lösung 

ohne Zellen.  

Die Messung erfolgte mit dem IVIS 200 Lumina Imaging System. Die Exposition 

erfolgte in sechs Segmenten (alle 10 Minuten) für eine Sekunde und für zehn Se-

kunden. Die Auswertung der Photonen/Sekunde/Zelle erfolgte mittels der Soft-

ware “Living Image 4.0“. Hierbei wurde ein Grid über die 96 well-Platte gelegt, 

die totale Photonenanzahl pro well ermittelt und die Photonen pro Sekunde pro 

Zelle berechnet. Die Werte der Kontrollspalten wurden als Hintergrundsignal ge-

wertet und von den übrigen gemessenen Biolumineszenzsignalen der anderen 

wells abgezogen. Dadurch konnte die emittierte Photonenanzahl pro Zelle in Ab-

hängigkeit zur Zeit ermittelt werden. Diese Messung wurde pro Zelllinie an drei 

unterschiedlichen Tagen wiederholt, um die Verlässlichkeit der Daten zu verifi-

zieren. 

4.2.2 Tierexperimentelle Methoden 

Die Haltung der Tiere und die Experimente erfolgten in der Tierhaltung im Cam-

pus Virchow Klinikum der Charité Universitätsmedizin Berlin. 

4.2.2.1 Versuchstiere und Haltung 

Als Modell für das Studium des Tumorwachstums wurden Nacktmäuse (NMRI 

nu/nu Mäuse der Firma Charles River) im Alter von 3-6 Monaten verwendet. Die 

Nahrung der Tiere bestand aus Sniff-Trockenfutterpellets und Leitungswasser. 

Vier Wochen nach Versuchsbeginn wurden die Tiere auf ein manganarmes Al-

leinfuttermittel „Sonderdiät C 1039 Manganarme Diät“ der Firma Altromin um-

gestellt. Die Tiere unterlagen während der gesamten Versuchsdauer einem 12-

stündigen Tages- bzw. Nachtrhythmus. 

4.2.2.2 Subcutane Implantation 

HT 29-Luc-Zellen und HCT 116-Luc-Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 

70-80 % in 13,5 cm2 großen Zellkulturschalen kultiviert. Die semiadhärenten 
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Suspensionszellen Colo 205-Luc wurden ähnlich behandelt. Hatten die Zellen die 

gewünschte Konfluenz erreicht, wurde das Medium abpipettiert und mit PBS ge-

waschen. Anschließend wurden die Zellen abtrypsiniert, gezählt und auf 1 x 106 

Zellen pro ml aufgeteilt. Diese Menge wurde dann in sterile Eppendorfgefäße 

aufgeteilt und im Anschluss bei 180 x g über fünf Minuten zentrifugiert. Das 

Zellpellet wurde mit 50 µl des entsprechenden FCS-freien Mediums resuspen-

diert. In vielen Publikationen wird die Transplantation von Zellen mit PBS durch-

geführt. Aufgrund der langjährigen, besseren Erfahrung in der Arbeitsgruppe von 

Herrn Grötzinger wurden die Zellen in FCS-freiem Medium transplantiert. 

Die Zellen wurden bis zur orthotopen Implantation auf Eis gelagert. Unmittelbar 

vor der Implantation wurden die Zellen vorsichtig resuspendiert, mit einer Insu-

linspritze aufgezogen und dem Versuchstier subcutan in die Flanken implantiert. 

4.2.2.3 Vorbereitung zur orthotopen Implantation 

Die Vorbereitung zur orthotopen Implantation glich der subcutanen Implantation 

(siehe 4.2.2.2). 

4.2.2.4 Implantation der Tumorzellen ins Kolon 

Zur Verringerung des postoperativen Infektionsrisikos wurden die Tiere vor der 

Operation in einen neuen und sauberen Käfig gesetzt, um den Keimdruck im Kä-

fig zu senken. Die Tiere begannen sofort mit dem Markieren des neuen Käfigs, 

indem sie vermehrt Kot absetzten. Dadurch war das Colon descendens entleert, 

was die Operation erleichterte. 

Vor der Operation erhielten die Tiere 0,05 mg/kg Buprenorphin subcutan injiziert. 

Die Tiere wurden durch eine intra peritoneale Injektion von Ketamin (80 mg/kg) 

und Xylazin (16 mg/kg) narkotisiert. Die Narkosetiefe konnte durch Kneifen in 

die hinteren Zehen festgestellt werden. Im Falle des Toleranzstadiums 2/3 nach 

Guedel (Frey und Löscher, 2002) konnte keine Abwehrreaktion von Seiten des 

Tieres beobachtet werden. Die Maus wurde aus dem Käfig entnommen und ihre 

Augen zum Schutz vor dem Austrocknen mit Bepanthensalbe benetzt. Unter der 

Sterilbank wurden die Tiere auf einer Wärmematte mittels Klebestreifen fixiert. 

Der Operationsbereich wurde chirurgisch vorbereitet, d. h. zunächst wurde das 
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Abdomen mit warmem Wasser und Seife gereinigt und mit einem sterilen Tupfer 

abgetrocknet. Im Anschluss wurde die im Operationsfeld befindliche Haut mit   

70 % Isopropanol benetzt und gewartet, bis die Fläche vollständig getrocknet war. 

Das Abdomen wurde über die Linea alba im Bereich der Beckenhöhle und des 

caudalen Abdomens eröffnet. Das Peritoneum wurde durch leichten Zug mit der 

Pinzette angehoben und vorsichtig mit der Metzenbaumschere durchstoßen. Beim 

weiteren Eröffnen wurde das Bauchfell angezogen, um der Verletzung innerer 

Organe vorzubeugen. 

War das Abdomen eröffnet, wurde das Colon descendens aufgesucht. Befand sich 

kein Kot mehr im Enddarm, wurde ein mit Gleitgel benetzter 16 G Venenkatheter 

in den Anus eingeführt. Dieser wurde soweit vorgeschoben, dass er durch die 

Darmwand sichtbar wurde. Der eingeführte Venenkatheter diente als Führungs-

schiene, der es ermöglichte, bei der Injektion zu fühlen, ob sich die Injektionsna-

del noch in der Darmwand oder schon innerhalb des Lumens befand. 

Das Colon descendens wurde nun vorsichtig mit einer Pinzette extraperitoneal 

gelagert. Mittels einer Einweginsulinspritze wurden die kolorektalen Tumorzellen 

humanen Ursprungs in die Kolonwand injiziert. 

Tiere, bei denen der Austritt von Tumorzellen in die Bauchhöhle zu beobachten 

war, wurden noch intraoperativ durch zervikale Dislokation getötet. Nach erfolg-

reicher Injektion wurde der Venenkatheter vorsichtig entfernt und das Kolon in 

die Bauchhöhle reponiert. Im Anschluss wurde die Bauchdecke mit Vicryl 5-0 

genäht und die Haut mittels Hautklammern verschlossen. 

4.2.2.5 Postoperatives klinisches Management der Versuchstiere 

Postoperativ erfolgte die Lagerung der Mäuse auf einer Wärmematte. Die Cornea 

der Tiere wurde erneut mit Bepanthensalbe benetzt. 

In den drei nach der Operation folgenden Tagen wurde das Gewicht kontrolliert 

und den Tieren Buprenorphin in einer Dosierung von 0,05-2,5 mg/kg zwei- bis 

dreimal täglich verabreicht. Kam es in den ersten Tagen zu einer Verschlechte-

rung des Allgemeinzustandes vereinzelter Tiere, so wurden sie durch Maßnahmen 

wie Injektion von angewärmter Glucoselösung und mit warmem Wasser gefüllten 
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Einmalhandschuhen unterstützt. Die Handschuhe fungierten als „Wärmflaschen“, 

so dass die Tiere nur noch wenig Energie aufwenden mussten, um ihre Körper-

temperatur aufrecht zu erhalten. 

4.2.3 Bildgebende Verfahren 

4.2.3.1 Endoskopische Untersuchung der Tiere 

Die Koloskopie der Tiere wurde einmal wöchentlich durchgeführt. Zur Vorberei-

tung auf den bevorstehenden Eingriff wurde den Tieren ca. 12 Stunden zuvor das 

Futter aus dem Käfig entnommen. Zusätzlich zu dem normalen Trinkwasser er-

hielten die Tiere eine Glucoselösung (10 %) aus einer Trinkflasche, zu welcher sie 

ad libitum Zugang hatten. Eine Stunde vor dem Eingriff wurden die Tiere in einen 

neuen Käfig gesetzt, um den Kotabsatz zu forcieren. 

Die Koloskopie wurde unter Isoflurannarkose durchgeführt. Hierbei lagen die 

Tiere auf einer 37°C warmen Untersuchungsplatte (Abbildung 2). 

Bei der Koloskopie wurde der narkotisierten Maus die starre Optik des "Kolosko-

piesets Mainz" der Firma Storz rektal eingeführt. Durch den angeschlossenen 

Bildschirm war es dem Untersuchenden möglich, sich einen Überblick über die 

anatomischen und pathologischen Gegebenheiten im Rectum und Colon descen-

dens zu verschaffen. Durch parallel stattfindende Videoaufzeichnungen bzw. Fo-

todokumentationen konnten die Ergebnisse aufgenommen und später beurteilt 

werden, so dass die Tiere nicht unnötig lange in Narkose bleiben mussten. 

 

A B C

 

Abbildung 2: Isoflurananlage zur Einleitung und Aufrechterhaltung der Narkose 
Nach der Einleitung der Narkose (A, B) wurden die Tiere an speziell für Mäuse angefer-
tigte Masken (C) gelegt, über welche die Narkose weiter aufrecht erhalten wurde. Die 
Mäuse befanden sich während der Untersuchung auf einer beheizbaren Platte (C). 
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4.2.3.2 Versuchsablauf 

In der vorliegenden Arbeit wurde das Wachstum der orthotop implantierten Tu-

morzellen im Bereich des Colon descendens untersucht. Der Ablauf der Versuche 

ist schematisch in Abbildung 3 dargestellt. 

Der Tag der Zellinjektion wurde als Tag 0 definiert; der Endpunkt war Tag 35. 

Die Tiere wurden einmal wöchentlich mittels Biolumineszenz und Koloskopie 

untersucht. Die Tiere wurden täglich gewogen und ihr klinischer Allgemeinzu-

stand zweimal täglich bewertet. Tiere, die vor Tag 35 eines der Abbruchkriterien 

(Tabelle 11) erreicht hatten, wurden unter Isoflurannarkose durch zervikale Dislo-

kation vorzeitig getötet. Nach Ablauf der Versuchsdauer erfolgte die Sektion in-

klusive Organentnahme. 

 

Abbildung 3: Schematischer Versuchsablauf nach orthotoper Zellinjektion 
Nach Zellimplantation an Tag 0 erfolgte eine Schmerzbehandlung mit Temgesic über 3 
Tage. 24 h und 48 h nach der Implantation wurden Biolumineszenz-Aufnahmen angefer-
tigt. Anschließend wurde das Tumorwachstum einmal wöchentlich mittels Endoskopie 
und Biolumineszenz überprüft. Am Tag 35 erfolgte die Sektion. 
 

Tag 0

Versuchsbeginn

Messung der Tumorgröße mittels 
Koloskopie (1 x wöchentlich)

Überwachung des 
Tumorwachstums mittels 
Biolumineszenz

Versuchsende

Tag 35

Orthotope 
Zellinjektion Sektion

Temgesic
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4.2.3.3 Biolumineszenz-Bildgebung 

Zur Erfassung der Biolumineszenz wurde das Gerät IVIS Lumina der Firma Cali-

per verwendet. Dieses Gerät beinhaltet eine gekühlte CCD Kamera (-96°C) mit 

einem Bildverstärker. Ferner war es mit einer computergestützten Bildanalyse und 

Bildverarbeitungssoftware verbunden. Die hochauflösende Kamera erfasste das 

Lichtspektrum von 350 nm bis 850 nm und war somit für die Darstellung des bei 

der Luciferin-Luciferase-Reaktion entstehenden Lichtes mit der Wellenlänge von 

562 nm sehr gut geeignet. 

Die drei verwendeten Tumorzelllinien exprimierten stabil das Luciferase-Gen. 

Zur Biolumineszenzmessung in vivo wurde den Tieren zehn Minuten vor der 

Messung intra peritoneal D-Luciferin in einer Dosis von 150 mg/kg appliziert. Im 

Anschluss wurden die Tiere in die Narkosebox gesetzt. Die Narkosebox wurde 

zur Narkoseeinleitung mit einem 2 %igen Isofluran-Sauerstoffgemisch geflutet. 

Waren die Tiere vollständig anästhesiert, wurden sie zur Messung in das IVIS 

Biolumineszenzgerät gelegt. Die Aufrechterhaltung der Narkose während der Bio-

lumineszenz-Messung erfolgte über die sich in dem IVIS befindlichen „nose co-

nes“ (Abbildung 2). In diesem Gerät befand sich eine eingebaute Wärmematte, 

welche während der gesamten Messung eine Temperatur von 37°C hielt. Zuerst 

wurden zur Identifikation und Darstellung der Lagerung Hellfeld-Aufnahmen 

angefertigt. Sofort im Anschluss erfolgte die Biolumineszenzaufnahme zur Erfas-

sung des Biolumineszenz-Signales des Tumors. Hierbei wurde die Emission ge-

messen. Die Aufnahmezeit der Emission lag, je nach Tumoridentität, zwischen 10 

und 300 Sekunden. 

Die Quantifizierung der Biolumineszenz erfolgte über die zum Gerät gehörige 

Software (Living Image) und wurde in Photonen pro Sekunde angegeben. Die 

Auswertung konnte nach abgeschlossener Untersuchung der Tiere erfolgen. So 

mussten die Tiere nicht unnötig lange in Narkose bleiben. Hierbei wurde die 

Lichtemission der Tumorzellen in Photonen/Sekunde/Tier innerhalb einer defi-

nierten „Region of Interest“ (ROI) durch Subtraktion des Hintergrundsignals be-

stimmt. 
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Die Biolumineszenzmessung wurde in den ersten beiden Tagen nach der Operati-

on durchgeführt und erfolgte anschließend einmal wöchentlich. 

4.2.3.4 Erstellung einer in vivo-Kinetik 

Um den optimalen Zeitpunkt für eine in vivo-BLI-Bildgebung zu bestimmen, 

wurde eine Maus mit einem subcutanen HCT 116-Luc-Tumor verwendet. Dies 

diente der Bestimmung des optimalen Zeitpunkts für die Bildgebung nach i.p. 

Verabreichung des Luciferins. Zur Biolumineszenzmessung in vivo wurde dem 

Tier unmittelbar vor der Messung intraperitoneal D-Luciferin in einer Dosis von 

150 mg/kg appliziert. Danach wurde es, wie unter 4.2.3.3 beschrieben, anästhe-

siert und die Messung der Photonenausbeute wurde gestartet. Bei der Messung 

wurde ebenfalls eine Kinetik mit 6 Segmenten gewählt, wobei alle 10 Minuten je 

eine neue Messung, mit einer gemessenen Emissionszeit von 1 Sekunde und 10 

Sekunden, vorgenommen wurde. Die Auswertung der Photonen/Sekunde/Tier 

erfolgte mittels der Software "Living Image“. 

4.2.3.5 Nah-Infrarotfluoreszenz-Bildgebung 

Zusätzlich zur Endoskopie und Biolumineszenz sollte das Tumormodell in der 

Nah-Infrarotfluoreszenz-Bildgebung eingesetzt werden. Zielstellung war es, die 

implantierten kolorektalen Karzinome mittels eines Nah-Infrarot (NIR) gekoppel-

ten Liganden detektieren zu können. 

Um die vom Gastrointestinaltrakt ausgehende Fluoreszenz als ein spezifisches 

Signal werten zu können, musste zunächst die Eigenfluoreszenz im Bereich des 

Magen-Darmtraktes bestimmt werden. In der Literatur wird beschrieben, dass 

pflanzliche Nahrungsbestandteile in Futtermitteln im NIR-Spektrum eine starke 

Eigenfluoreszenz aufweisen (Kwon et al., 2012). Diese wurde in einem Vorver-

such zur Autofluoreszenz bestimmt. 

4.2.3.6 Vorversuch zur Autofluoreszenz  

Für den Vorversuch wurden neun Tiere in drei Gruppen aufgeteilt, so dass jede 

Gruppe aus drei Tieren bestand. 
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Die Tiere der Gruppe eins („F 1“) erhielten über einen Zeitraum von fünf Tagen 

normales Erhaltungsfutter und Trinkwasser ad libitum. Die Gruppe zwei („F 2“) 

und drei („F 3“) erhielten über denselben Zeitraum ein spezielles Chlorophyll- 

bzw. manganfreies Diätfutter der Firma Sniff („F 2“) bzw. Altromin („F 3“) und 

Wasser ad libitum. Eine Darstellung der Gruppen ist in Tabelle 5 gezeigt. 

 

Tabelle 5: Einteilung der Gruppen im Vorversuch zur Beurteilung der Autofluores-
zenz 
Gruppe Futter Wasser Verabreichungsdauer 

F 1 Normalfutter (Sniff) Ad libitum 5 Tage 

F 2 
Chlorophyll free Experimen-

talfutter (Sniff) 
Ad libitum 5 Tage 

F 3 
Sonderdiät C 1039 Mangan-

arme Diät (Altromin) 
Ad libitum 5 Tage 

 

Die Tiere wurden täglich gewogen und mit Hilfe des „LI-COR Pearl Imagers“ im 

700 nm Kanal untersucht. Für den Untersuchungszeitraum von zwei Minuten 

wurden die Tiere mit Hilfe von Isoflurangas narkotisiert. Die Bildaufnahmen 

wurden immer von der linken Körperseite des Tieres getätigt, da aufgrund der 

Magennähe zur linken Bauchwand dort das stärkste Signal zu erwarten war. 

Die Auswertung des Fluoreszenssignales erfolgte nach dem Versuch an der gerä-

tespezifischen Software.  

Hierfür wurde der Kontrast der Fluoreszenzsignale im Magen im Vergleich zum 

Hintergrund ermittelt. 

4.2.3.7 Vorversuch: NIR-Kontrastmittel für das NIR-Faserendoskop 

Zur Ermittlung des optimalen Kontrastmittels für das Mauna Kea FCM1000-

Faserendoskop wurde zunächst ein Vorversuch durchgeführt, in dem zunächst 

acht gesunde Mäuse verwendet wurden. Diesen Mäusen wurden verschiedene 

NIR-Kontrastmittel jeweils in einer Dosierung von 80 mmol/kg Körpergewicht 

i.v. verabreicht. Eine Maus erhielt als „Kontrolle“ PBS injiziert. Jeder Farbstoff 

wurde je zwei Mäusen injiziert. Ausnahme bildete hier der Farbstoff Prosense750, 
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welcher nur einer Maus injiziert wurde, da eine Maus unter der Injektion verstarb. 

Verabreicht wurden IDCC, CG8, IntegriSense680 und ProSense750. Die Auf-

nahmen und Messungen wurden 10 Minuten und 24 Stunden post injectionem 

durchgeführt. Das Faserendoskop wurde den Tieren unter Isoflurannarkose rektal 

eingeführt. Alle Aufnahmen wurden mit einem Treshold von 1209 bis 0 Arbitrary 

Digital Units (ADU) ausgewertet (Ignat et al., 2009). 

4.2.3.8 Integrin-Bildgebung mit dem NIR-Faserendoskop 

Das FCM1000-Faserendoskop ist explizit für das Imaging von Kleintieren im 

Nah-Infrarotbereich hergestellt worden. Bei diesem Faserendoskop handelt es sich 

um ein konfokales Lasermikroskop, mit welchem feingewebliche Strukturen in 

vivo angeschaut und bewertet werden können (Martirosyan et al., 2012). Dieses 

Faserendoskop wurde von der Firma Mauna Kea hergestellt. 24 h vor dem Einsatz 

des Faserendoskopes wurde den Tieren 100 µl IntegriSense 680, was einer Kon-

zentration von 2 nmol/ Maus entspricht, verabreicht. 

4.2.3.9 Ex vivo Einsatz des NIR-Faserendoskopes 

Im Anschluss an die zuvor beschriebenen bildgebenden Verfahren wurden ex vivo 

Untersuchungen an den Tieren mittels des NIR-Faserendoskopes durchgeführt. 

Hierfür wurde das unter Isofluran narkotisierte Tier durch zervikale Dislokation 

getötet, das Abdomen eröffnet und das Kolon entnommen. Der Darm wurde vor-

sichtig vom Kolon in cranialer Richtung longitudinal eröffnet, wenn möglich, im 

Bereich des mesenterialen Ansatzes. Das Faserendoskop wurde unter visueller 

Kontrolle über die Mukosa geführt. Dabei wurde darauf geachtet, dass das Faser-

endoskop zunächst auf einem gesunden Mukosaareal platziert war. Es wurde von 

cranial nach caudal über den Darm bewegt, so dass es über den Tumor geführt 

wurde, bevor es zum Ende der Aufnahme wieder auf einem gesunden Mukosaa-

real endete. Zur Veranschaulichung ist die Untersuchungsmethode in Abbildung 4 

dargestellt. Das Faserendoskop nahm dabei Fluoreszenzsignale auf, die der Unter-

sucher in Form von aufgenommenen Videos auswerten konnte. 

Bei der Auswertung wurde das Augenmerk auf die feingeweblichen Veränderun-

gen, aber auch auf die Verteilung von IntegriSense680 über den untersuchten Ab-
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schnitt gelegt. Die hierbei sichtbaren Veränderungen konnten mittels gerätespezi-

fischer Software in Diagrammen dargestellt werden. 

Dafür wurde der zuvor aufgenommene Videofilm angehalten und ein Region of 

Interest (ROI) über einen Bildausschnitt gelegt. Über dieses ROI war es nun mög-

lich, die Konzentration des Farbstoffes in der Darmschleimhaut über den Video-

zeitraum und damit über den untersuchten Darmabschnitt zu messen und sichtbar 

zu machen.  

 

 

Abbildung 4: Darstellung des ex vivo Einsatzes der Nah-Infrarot-Laser-Sonde 
Die Sonde wird auf die gesunde Mukosa des longitudinal eröffneten Darmes platziert und 
von cranial nach caudal über das Tumorgewebe geführt.  
 

4.2.4 Ex vivo Aufarbeitung 

4.2.4.1 Sektion 

Sechs Wochen nach Versuchsbeginn wurden die Tiere unter Isoflurannarkose 

durch zervikale Dislokation getötet. Zur Obduktion wurde eine paramediane La-

paratomie vom Processus xiphoideus bis zum Rectum durchgeführt. Mittels Digi-

talkamera wurden Auffälligkeiten dokumentiert. Nach Inspektion aller Bauchor-

gane wurde das Os pubis durch das Einführen einer Schere parallel zum Canalis 

analis durch das Foramen obturatorium frakturiert und der ventrale Anteil der 

Beckenhöhle samt Bauchfell und Muskulatur entfernt. Das Ligamentum duodeno-

colicum und das Mesenterium wurden stumpf vom Darmkanal entfernt und der 
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Kolon am Zäkum abgesetzt. Der Darm wurde longitudinal eröffnet und die muco-

sale Seite auf makroskopisch sichtbare Veränderungen hin untersucht. Der End-

darm wurde anschließend in drei Abschnitte geteilt: das Rectum und der caudale 

Anteil des Colon descendens wurden mit Kolonabschnitt eins (C 1) betitelt. Der 

mittlere Abschnitt des Colon descendens wurde als Kolonabschnitt zwei (C 2), der 

craniale Abschnitt des Colon descendens, inklusive des caudalen Bereiches des 

Colon transversum wurde als Kolonabschnitt drei (C 3) bezeichnet. Eine Eintei-

lung des Darmes ist in Abbildung 5 dargestellt. 

 

 

Abbildung 5: Separationsschema des Enddarmes 
Das Colon wird, von caudal nach cranial, in drei Abschnitte unterteilt: C 1, C 2 und C 3.  
 

Die Abschnitte wurden auf ein zugeschnittenes Stück Kork platziert. Dieses wur-

de mit Tissue Tek beschichtet und der jeweilige Darmabschnitt mit der Serosaseite 

auf den Kork gelegt. Die Mukosaseite wurde im Anschluss mit Tissue Tek be-

deckt. Tissue Tek besitzt eine Elastizität, die ähnlich der des Gewebes ist, und 

dient sowohl zur Fixierung als auch dem Schutz vor Erwärmung bzw. vor Schä-

den durch das Einfrieren. Die auf Kork platzierten Darmabschnitte wurden nun in 

Kryogefäßen verstaut. Der Vorgang ist in Abbildung 6 dargestellt. Des Weiteren 

wurden mesenteriale Lymphknoten, der Leberhilus und eventuelle Metastasen 
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entnommen, in Tissue Tek eingebettet und in Flüssigstickstoff schockgefroren. Im 

Anschluss wurden alle Gewebeproben bei -80oC gelagert. 

 

C1

C2

C3

N2

+Leberhilus

+mesent. Ln.

+ sichtbare Metastasen

B

DE

Tissue Tek

Kork
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B
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Muskularis
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Abbildung 6: Vorgehensweise zur Herstellung der Kryopräparate 
Entnahme und longitudinale Eröffnung des Enddarmes, Entnahme des Leberhilus, des 
mesenterialen Lymphknoten und sichtbarer Metastasen (A). Separation des Kolon in drei 
Abschnitte: C1, C2, C3 (B), Platzierung des Gewebes auf Kork. Anschließend erfolgte 
die Einlagerung in einem Kryogefäß in Flüssigstickstoff (D). Zum Herstellen der Kry-
oschnitte (F) wurde der Kork entfernt (E). 
 

4.2.5 HE-Färbung und immunhistochemische Methoden 

4.2.5.1 Herstellung von Gefrierschnitten 

Zur Anfertigung von Gefrierschnitten wurden die in Tissue Tek eingebetteten 

Darmabschnitte auf einem Aluminiumzylinder horizontal aufgeblockt, so dass alle 

drei Gewebeschichten, Serosa, Muskularis und Mukosa durch einen Schnitt ange-

schnitten wurden und unter dem Mikroskop zu sehen waren. Die Gefrierschnitte 
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wurden in einer Dicke von 7 µm mit einem Leica CM 3050 Kryostat hergestellt. 

Die Gewebeschnitte wurden mit einem warmen Glasobjektträger (Super 

Frost/Plus) aufgenommen. Im Anschluss wurden sie gefärbt oder bei -80° C gela-

gert. 

4.2.5.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) 

Bei der Hämatoxylin-Eosin-Färbung handelt es sich um eine Kern-Plasma-

Färbung, welche für die Routineuntersuchung von histologischen Schnitten ange-

wendet wird. Hämalaun färbt alle sauren bzw. basophilen Strukturen blau an. Das 

sind insbesondere die Zellkerne mit der darin enthaltenen Desoxyribonukleinsäure 

und das mit Ribosomen angereicherte endoplasmatische Retikulum. Eosin ist ein 

synthetischer saurer Farbstoff und färbt alle azidophilen beziehungsweise basi-

schen Strukturen rosa-rot, was vor allem zytoplasmatische Bestandteile sind. Im 

Färbevorgang wurden die Schnitte fünf Minuten in die Hämalaunlösung getaucht 

und anschließend für fünf Minuten unter fließendem Wasser gebläut. Danach 

wurde das Wasser entfernt und die Schnitte für zehn Sekunden in der Eosinlösung 

gefärbt. Im Anschluss wurde das Eosin ebenfalls durch vorsichtiges Spülen mit 

Wasser entfernt und die Schnitte mit 37°C warmer Glyceringelantine und Deck-

gläschen eingedeckt. 

4.2.5.3 Immunhistochemische Färbungen  

Der immunhistochemische Nachweis der Proteine CD31, Ki 67 und Zytokeratin 

erfolgte an Gefrierschnitten mittels Immunperoxidase-Technik der Avidin-Biotin 

Komplex-Methode (ABC-Methode). Dafür wurden die Schnitte in eine 4 % For-

malinlösung für 20 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Im Anschluss erfolgte 

ein dreimaliges Waschen über jeweils fünf Minuten mit PBS. Im Anschluss wur-

den die Schnitte auf dem Objektträger mit einem „Dako Pen Stift“ (einer Art Fett-

stift) umrandet. Das Gewebe wurde zur Blockierung der endogenen Peroxydasen 

für 15 Minuten mit einer 0,3 %igen H2O2 Lösung inkubiert. Darauf folgend wur-

den die Schnitte wieder dreimal für 5 Minuten mit PBS gespült. Als Nächstes 

wurden die primären Antikörper (Tabelle 1) auf die Schnitte pipettiert. Dabei 

wurde von einem Volumen von 100 µl pro Schnitt ausgegangen. Auf die Negativ-
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kontrolle wurde PBS anstelle des Primärantikörpers pipettiert. Die Inkubation 

erfolgte 1 Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Im Anschluss 

wurden die nicht gebundenen Antikörper durch Spülung mit PBS entfernt. Da-

nach wurden die Schnitte mit dem zuvor biotinylierten sekundären Antikörper für 

30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurden die Schnitte erneut dreimal mit PBS gewaschen. Später 

erfolgte die Inkubation mit dem ABC Kit für 30 Minuten bei Raumtemperatur. 

Nach dem Waschen wurde das AEC Substrat (DAKO) auf die Schnitte pipettiert 

und 15-20 Minuten inkubiert. Die sich dabei entwickelnde Rotfärbung wurde un-

ter dem Mikroskop beobachtet und nach Erreichen der gewünschten Intensität mit 

PBS gestoppt. Alle Schnitte wurden für 3-5 Minuten mit Hämatoxylin gegenge-

färbt und anschließend mit Wasser für 10 Minuten gebläut. Im Anschluss wurden 

die Schnitte mit Glyceringelantine und Deckgläschen eingedeckt. 
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5 Ergebnisse 

Zur Validierung tumorspezifischer Kontrastmittel werden geeignete orthotope 

kolorektale Tumormodelle gebraucht. 

In der Literatur werden für diesen Zweck keine überzeugenden Tumormodelle 

beschrieben, so dass ein neues, xenogenes, orthotopes Tumormodell in der 

Nacktmaus etabliert werden sollte. Ziel war es, das Tumorwachstum minimalin-

vasiv mittels Endoskopie und Biolumineszenz zu überwachen. Um dies zu ermög-

lichen, war es notwendig, Zelllinien zu verwenden, die stabil Luciferase exprimie-

ren. Diese wurden zunächst in vitro charakterisiert und die Photonenausbeute be-

stimmt. 

5.1 Charakterisierung der kolorektalen Zelllinien 

Zur Etablierung eines xenogenen Tumormodells wurden drei kolorektale Zellli-

nien humanen Ursprungs verwendet: HT 29-Luc, Colo 205-Luc und HCT 116-

Luc. Diese Zelllinien zeichnen sich dadurch aus, dass sie das Luciferase-Gen des 

Glühwürmchens stabil exprimieren. Dies ermöglicht, das Wachstum und die Vita-

lität der Zellen in vitro und in vivo zu beobachten. 

Als Erstes wurde eine in vitro-Charakterisierung der verwendeten Zellen durchge-

führt. Dies umfasste die Ermittlung der Photonenausbeute pro Zelle und die Stabi-

lität der Luciferaseaktivität. Dafür wurden die Zellen auf einer 96 well schwarzen 

Optilux-Platte der Firma BD in absteigender Dichte ausgesät (Abbildung 1). Un-

mittelbar vor der Messung wurde das Substrat D-Luciferin hinzugegeben und die 

emittierten Photonen gemessen. Exemplarisch sind in Abbildung 36 (Anhang) 

drei Platten während der Biolumineszenzmessung gezeigt. 

5.1.1 Ermittlung der Photonenausbeute 

Je höher die Photonenausbeute, desto sensitiver ist die Biolumineszenz als Unter-

suchungsmethode. Zur Ermittlung der Photonenausbeuten wurden die Zellen wie 

oben beschrieben ausgesät und die Photonen/Zelle/Sekunde (P/Z/S) eine Minute 

nach Substratzugabe mittels Biolumineszenzmessung ermittelt. Die vom Herstel-

ler getätigten Angaben sind vergleichend zu der eigenen gemessenen Photonen-

ausbeute in Abbildung 7 dargestellt.
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Die HT 29-Luc- und Colo 205-Luc-Zelllinien stimmten fast mit den Herstelleran-

gaben überein. Die HCT 116-Luc-Zellen dagegen wiesen eine deutlich geringere 

Ausbeute als die vom Hersteller angegebene auf; zudem wurde hier die niedrigste 

Ausbeute innerhalb der untersuchten Zelllinien gemessen. 

Abbildung 7: In vitro-Luciferaseaktivität eigens kultivierter Zellen im Vergleich zu 
den Herstellerangaben 
Dargestellt ist die Photonenausbeute pro Zelle pro Sekunde (P/Z/S) der entsprechenden 
Zelllinie eine Minute nach Substratzugabe. Die dargestellten Werte sind das Ergebnis aus 
drei unabhängigen Experimenten. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte +   
Standardfehler.  
 

5.1.2 In vitro-Luciferasestabilität 

Zusätzlich wurden Kinetiken erstellt, um die Stabilität der Luciferaseaktivität über 

die Zeit zu ermitteln. Dazu wurden verschiedene Zellzahlen ausgesät und über den 

Zeitraum von einer Stunde alle 10 Minuten eine Biolumineszenzmessung durch-

geführt. 

Aus den gemessenen Daten wurden die Mittelwerte der Photonen/Zelle/Sekunde 

(P/Z/S) errechnet und als eine Kinetik dargestellt (Abbildung 8). Zum Zeitpunkt 0 

erfolgte die Zugabe des Substrates; eine Minute später erhält man die höchste 

Photonenausbeute. Das Signal nimmt über die Zeit von 60 Minuten um durch-
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schnittlich 49 % bei HT 29-Luc-, um 65 % bei Colo 205-Luc- und um 72 % bei 

HCT 116-Luc-Zellen ab. 

 

   In vitro-Kinetik der Luciferasestabilität
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Abbildung 8: Luciferasestabilität in vitro über den Zeitraum von 60 Minuten 
Für alle drei Zelllinien wurde eine Kinetik erstellt. Die dargestellten Werte sind das Er-
gebnis aus drei unabhängigen Experimenten. Zur Erstellung der HT 29-Luc-Kinetik wur-
den die Zellpassagen 29, 30, und 31 verwendet. Für die Colo 205-Luc-Kinetik die Zell-
passagen 28, 29, 31 und für die HCT 116-Luc-Kinetik die Passagen 30, 31 und 32. Ge-
zeigt wird die Photonenausbeute pro Zelle pro Sekunde (P/Z/S) über einen Zeitraum von 
60 Minuten. Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardfehler. 
 

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die HT 29-Luc-Zelllinie in vitro die 

stärkste Luciferaseaktivität aufwies. Die Photonenemission der Colo 205-Luc- 

Zellen und HCT 116-Luc-Zellen lagen deutlich darunter. Der Verlauf der Kineti-

ken war bei allen drei Zelllinien ähnlich. In den ersten zehn Minuten kam es zu 

einem deutlichen Abfall der Photonenemission, danach nahm die Anzahl der 

emittierten Photonen langsamer ab. 

Von den Zellen konnten jedoch zu jedem Messzeitpunkt Photonen gemessen und 

visualisiert werden. In der Literatur wird beschrieben, dass weniger als 100 Pho-

tonen/Sekunde/cm2/Steradiant (p/s/cm2/sr) detektiert werden können (Roncali et 

al., 2008). Aufgrund dessen wurde die in den Experimenten ermittelte Lucifera-

seaktivität der Zellen als ausreichend angesehen, um sie in vivo einsetzen zu kön-
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nen. Die Luciferasestabilität wurde nach der in vitro-Charakterisierung zunächst 

in einem subcutanen Tumormodell überprüft. 

5.1.3 In vivo-Luciferasestabilität 

Nach der Auswertung der Luciferaseaktivität in vitro wurde die Luciferasestabili-

tät bei Versuchstieren in einem subcutanen Tumormodell untersucht. Es sollte der 

optimale Zeitpunkt für die Bildgebung, nach i.p. Verabreichung des Luciferins, 

ermittelt werden. Aufgrund einer ausgebrochenen Parvovirose mussten die Expe-

rimente vorzeitig abgebrochen werden, so dass die Photonenausbeute nur an einer 

Maus mit einem HCT 116-Luc-Tumor bestimmt werden konnte. Im subcutanen 

Modell zeigte sich, dass das Biolumineszenzsignal ab der siebenten Minute stabil 

war. Deshalb wurden alle weiteren Biolumineszenz-Messungen jeweils zehn Mi-

nuten nach Substrat-Injektion durchgeführt. Die Ergebnisse der in vivo-Kinetik 

sind in Abbildung 9 gezeigt. 
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Abbildung 9: Kinetik zur Überprüfung der Luciferasestabilität in vivo 
Die Messung wurde an einer Maus mit einem subcutanen HCT 116-Luc-Tumor durchge-
führt. Nach Injektion des Substrates wurde jede Minute die Emission der Photonen be-
stimmt. Es wurde ein Region of Interest (ROI) über das Tier gelegt und die Photonen pro 
Sekunde pro Tier ermittelt (P/S/T). Die Ergebnisse sind dargestellt als Einzelwerte.  
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Nach Überprüfung der Luciferasestabilität im subcutanen Tumormodell sollten 

die humanen kolorektalen Tumorzelllinien im orthotopen Tumormodell Anwen-

dung finden. Dazu wurde zunächst die orthotope Tumorimplantation etabliert. 

5.2 Etablierung der orthotopen Implantation  

Die Zielsetzung dieser Dissertation lag darin, aufgrund der in der Einleitung be-

schriebenen Vorteile ein xenogenes orthotopes Tumormodell in der Nacktmaus zu 

etablieren. Die orthotope Zellimplantation, die Gruppeneinteilung und die Über-

wachung des Tumorwachstums werden im Folgenden beschrieben. 

5.2.1 Orthotope Tumorimplantation  

Die in der Literatur publizierten orthotopen Tumormodelle kamen aufgrund auf-

wendiger Induktion (Takahashi et al., 2004) oder aus Tierschutzgründen 

(Takahashi et al., 2004; Tseng et al., 2007) nicht infrage. Einige Tumormodelle 

wiesen das Tumorwachstum an einer für unsere Experimente ungeeigneten Loka-

lisation auf (Tseng et al., 2007). Aufgrund dessen wurde im Rahmen dieser Dis-

sertation eine neue Art der orthotopen Tumorimplantation (Abbildung 10) etab-

liert. 

Zur Implantation der humanen Tumorzellen wurde zunächst das Abdomen des 

narkotisierten Tieres eröffnet und das Colon descendens aufgesucht. Ein Venen-

katheter wurde rektal in das leere Kolon eingeführt. Der absteigende Ast des Ko-

lons wurde nach extraperitoneal verlagert (Abbildung 10 A). Mit Hilfe einer Insu-

linspritze wurde die Zellsuspension in die Darmwand injiziert (Abbildung 10 B). 

Danach wurden die Organe wieder in das Abdomen zurückverlagert und die 

Bauchdecke in zwei Lagen verschlossen. 

Bei der im Anschluss durchgeführten Endoskopie konnte nach erfolgreicher Im-

plantation eine Blasenbildung lumenwärts beobachtet werden (Abbildung 10 C). 

Zu Beginn der Versuche wurde nach 21 Tagen eine Probelaparotomie durchge-

führt, um das Wachstum der Tumoren makroskopisch zu bestätigen. Nach erfolg-

reicher Tumorimplantation waren deutlich stecknadelkopfgrosse Tumoren auf der 

antimesenterialen Seite des Kolons erkennbar (Abbildung 10 D). 
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Abbildung 10: Orthotope Zellimplantation ins Kolon 
Für die Implantation wurde die Abdominalwand im Bereich der Linea alba eröffnet und 
ein Venenkatheter rektal in das Kolon eingeführt. Durch vorsichtigen Zug wurde das 
Kolon samt Katheter nach extraperitoneal verlagert (A). Die Zellen wurden mit einer 
Insulinspritze in die Kolonwand injiziert (B). Der Venenkatheter wurde entfernt und die 
Bauchdecke verschlossen. In der anschließend durchgeführten Koloskopie war eine er-
folgreiche Injektion durch eine blasenartige Aufweitung der Mukosa lumenwärts erkenn-
bar, die Aufweitung ist durch einen Pfeil markiert (C). Eine repräsentative Fotoaufnahme 
einer nach 21 Tagen durchgeführten Laparotomie zeigte deutliches Wachstum von Tumo-
ren auf der antimesenterialen Seite, die Tumoren sind durch Pfeile markiert (D). 
 

5.2.2 Gruppenaufteilung 

Das Ziel, ein humanes, orthotopes, kolorektales Tumormodell zu entwickeln, 

durchlief mehrere Stadien der Entwicklung und Optimierung, die zeitlich auf ein-

ander folgten und an dieser Stelle zusammenfassend dargestellt werden. Zur Ver-

einfachung werden die Gruppen in Tabelle 6 gezeigt. 

Zunächst wurde eine operative Methode entwickelt, welche eine Injektion von 1 x 

106 Zellen/40 µl FCS-freiem Zellmedium beinhaltete (Gruppe A). Hierbei wurden 

die drei Zelllinien verwendet, die in vitro charakterisiert worden waren. 

Aufgrund der schlechten Anwachsraten kam es nach Abschluss des ersten Opera-

tionsversuches zu einer Veränderung der injizierten Volumina und der Zellzahl. 

Es wurde die Überlegung angestellt, dass bei der Implantation von doppelt so vie-
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len Zellen eine größere Anzahl anwachsen müsste. Jedoch konnte nicht die Zell-

zahl beliebig multipliziert werden, ohne die Viskosität der Zellsuspension stark zu 

erhöhen. Aufgrund dessen musste ein Kompromiss gefunden werden. Ein wesent-

lich größeres Volumen zu injizieren, fiel aufgrund der geringen Größe des muri-

nen Kolons aus. Die Anzahl der injizierten Zellen und das Volumen wurden ver-

doppelt, so dass die Tiere 80 µl FCS freies Medium mit 2 x 106 Zellen bekamen 

(Gruppe B). In dieser Operationsgruppe kam es zu einer Verbesserung der An-

wachsrate, die weiter optimiert werden sollte. Die Frage war, wie für die injizier-

ten Zellen optimale Wachstumsbedingungen geschaffen werden konnten. Experi-

mentell bestätigt ist, dass Polymere, Wachstumsfaktoren und Agarose das An-

wachsen von Zellen im xenogenen Organismus fördern (Fridman et al., 1990; 

Fridman et al., 1991). Diese Stoffe sind in Matrigel vorhanden. Hierbei handelt es 

sich um ein Gel, welches die extrazelluläre Matrix von Zellen nachempfinden 

soll. Im gekühlten Zustand ist es flüssig und kann durch dünne Kanülen injiziert 

werden. Bei Körpertemperatur wird es gelartig und haftet an (Organ-) Oberflä-

chen. 

Die letzte Modifikation der Zellsuspension bestand im Hinzufügen von Matrigel. 

Die injizierte Zellzahl und das Volumen blieben gleich. Diese Gruppe wurde als 

Gruppe C bezeichnet. 

Die Anwachsraten der einzelnen Operationsgruppen werden unter Punkt 5.2.4 

diskutiert. 
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Tabelle 6: Einteilung der Tierversuchsgruppen 
Die Tiere wurden in die Gruppen A, B und C aufgeteilt. Aufgelistet sind die Bezeichnung 
der Gruppe, die verwendeten Zellen, die Zellzahl, die Anzahl der Tiere pro Gruppe (n) 
und ob Matrigel angewandt wurde (+) oder nicht (-). In rot werden die jeweiligen Verän-
derungen in der Zusammensetzung der Zellsuspension hervorgehoben.  

9

6

6

3

4

5

16

8

14

n 

+

+

+

-

-

-

-

-

-

Matrigel

2x 106Colo 205- LucC3

2x 106HCT 116-LucC2

2x 106HT 29-LucC1

2x 106Colo 205- LucB3

2x 106HCT 116-LucB2

2x 106HT 29-LucB1

1x 106Colo 205- LucA3

1x 106HCT 116-LucA2

1x 106HT 29-LucA1

ZellzahlZellenGruppe

 

 

5.2.2.1 Klinische Symptome für das Tumorwachstum 

Bei der Etablierung neuer Tiermodelle muss während des Versuches das klinische 

Gesamtbild der Tiere stärker ins Auge gefasst werden als bei schon etablierten 

Tumormodellen. Bei neuen Modellen ist das klinische Krankheitsbild der Tiere 

im Vorfeld nicht bekannt, so dass die Tiere engmaschiger überwacht werden müs-

sen, um unnötiges Leiden der Versuchstiere zu verhindern. Orthotope, kolorektale 

Tumoren können einen mechanischen Dickdarmileus verursachen oder durch die 

Freisetzung von Mediatoren (Zytokine, Hormone) das Auftreten eines parane-

oplastischen Syndroms hervorrufen, was zu einer Verschlechterung des Allge-

meinbefindens führt. Aufgrund dessen wurde ein Datenblatt zur Überwachung des 

Allgemeinbefindens entwickelt, dessen Punkte täglich bei jedem Versuchstier 

überprüft wurden. Dieses Datenblatt zur Überwachung ist im Anhang in Tabelle 

11 dargestellt. Hierfür wurden sieben unterschiedliche Parameter zur Einschät-

zung des Gesundheitszustandes der Tiere herangezogen. Hierzu zählte das äußere 

Erscheinungsbild, das Körpergewicht, Futter- bzw. Wasseraufnahme, Kot und- 
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Urinabsatz. Ferner wurde das beobachtete und provozierte Verhalten der Tiere als 

Surrogatmarker für die Tumorbelastung betrachtet. Auffälligkeiten bei diesen Pa-

rametern wurden als Symptom für ein Tumorwachstum im Abdomen interpretiert. 

Diese Überwachung diente der besseren Einschätzung des Allgemeinbefindens 

der Tiere und erlaubte den vorzeitigen Versuchsabbruch. Je nach deskriptivem 

Kriterium, welches den Zustand des einzelnen Tieres beschreibt, wurden Punkte 

von null bis drei vergeben. Die Punkte der einzelnen Parameter wurden dann nach 

Abschluss der Untersuchung bzw. der Beobachtung addiert. Je höher die Summe, 

desto schlechter war der Zustand des Tieres. Ergab sich dabei eine Summe von 

fünf Punkten, musste das Tier täglich klinisch untersucht werden. Bei einer Sum-

me zwischen fünf und zehn Punkten musste ein Tierarzt hinzugezogen werden. 

Bei einem Wert von über zehn Punkten wurde das Tier sofort getötet. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich bei den Tieren kaum klinisch auffäl-

lige Befunde erheben ließen. Lediglich drei von 39 Tieren mit einem orthotopen 

Tumor wiesen in dem gesamten Versuchszeitraum einen schlechten Allgemeinzu-

stand auf. Zwei Tiere zeigten aufgrund von subcutanen Ödemen ein schlechtes 

Allgemeinbefinden und wurden vorzeitig euthanasiert. Im Anschluss folgte eine 

sofortige Sektion zur makroskopischen Begutachtung der Tiere. Eine Ursache für 

die Ödeme konnte dabei nicht gefunden werden. Eine weitere Maus zeigte in der 

letzten Versuchswoche Blut im Kot. Bei der durchgeführten Koloskopie zeigte 

sich eine Blutung aus dem Tumor. Auch dieses Tier wurde vorzeitig euthanasiert. 

Alle anderen Versuchstiere zeigten während der gesamten Versuchsdauer nie 

mehr als einen Punkt, so dass ihr Allgemeinbefinden als ungestört angesehen 

werden konnte. 

50

Ergebnisse 



Ergebnisse 

  

5.2.2.2 Gewichtsentwicklung 

Die Tiere wurden einmal wöchentlich sowie nach klinisch auffälligem Befund 

gewogen, um sicher zu stellen, dass kein Tier mehr als 20 % des Gewichtes im 

Vergleich zu dem Gewicht der vorhergehenden Woche verloren hat. In diesem 

Falle wäre ein Abbruchkriterium erreicht gewesen und die Maus hätte vor Ver-

suchsende getötet werden müssen. Jedoch wurde auch eine starke Gewichtszu-

nahme, nach klinisch auffälligem Allgemeinzustand als Abbruchkriterium ver-

standen. 

Der Gewichtsverlauf der Tiere der verschiedenen Gruppen ist in Abbildung 11 

gezeigt.  

Gemeinsam war allen Untergruppen der Gruppe A, dass die Tiere in der ersten 

Woche Gewicht verloren. Im weiteren Verlauf nahmen die Tiere der einzelnen 

Gruppen wieder unterschiedlich stark an Gewicht zu. Die Tiere der Gruppe B 

zeigten eine gleichmäßigere Gewichtsverteilung zwischen den Untergruppen. 

Auffällig bei dieser Gruppe war die starke Gewichtsabnahme zwischen Woche 

drei und vier. Bei den Tieren der Gruppe C verloren die Tiere in den ersten zwei 

Wochen fünf bis zehn Prozent an Gewicht. In der darauffolgenden Woche erlang-

ten die Tiere wieder ihr Ausgangsgewicht. 

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die Tiere aller Versuchsgruppen bis zum 

Versuchsende nur gering- bis mittelgradig an Gewicht verloren. Dies wurde als 

gering- bzw. mittelgradige Belastung der Tiere interpretiert. 

5.2.3 Monitoring des Tumorwachstums 

Entscheidend für ein neues Modell ist die Beobachtung des Tumorwachstums, um 

spätere Therapieversuche beurteilen zu können. Die Größe orthotop wachsender 

Darmtumoren war von außen ohne technische Hilfsmittel nicht zu bestimmen. 

Aufgrund dessen wurde die Größe der Tumoren mittels Koloskopie und Biolumi-

neszenz überwacht. 
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Abbildung 11: Entwicklung des Körpergewichts der Versuchstiere 
Dargestellt ist die Entwicklung des Körpergewichts der Tiere der unterschiedlichen Ver-
suchsgruppen. Das Körpergewicht wurde in Prozent dargestellt. Das Gewicht der Tiere zu 
Versuchsbeginn (Woche 0) wurde als 100 % gewertet; der Gewichtsverlust bzw. die Ge-
wichtszunahme wurde in Relation dazu errechnet. Die Ergebnisse sind gezeigt als Mit-
telwert ± Standardabweichung. 
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5.2.3.1 Koloskopie und Beurteilung der Tumorgröße 

Zur Beurteilung der makroskopisch sichtbaren Veränderungen im Kolon wurde 

der von der Mainzer Gruppe entwickelte Kolitis-Score (Becker et al., 2006) modi-

fiziert angewandt. Von dem Kolitis-Score wurde lediglich ein deskriptiver Para-

meter zur Beurteilung herangezogen: die Tumorgröße. Die Modifikation dieses 

Scores bestand darin, dass für jeden im Colon descendens auftretenden Tumor der 

Score einzeln erhoben wurde. Fanden sich im Darm einer Maus mehrere Tumo-

ren, so wurden die Punkte der einzelnen Tumoren addiert. 

Hierbei wurde die Größe des Tumors im Verhältnis zum Darmlumen beschrieben. 

Repräsentative Bilder zu jedem Score sind in Abbildung 12 gezeigt.  

 

Score 0 Score 2 Score 3 Score 4 Score 5Score 1

 

Abbildung 12: Monitoring des Tumorwachstums durch die Koloskopie  
Repräsentative Bilder verschiedener Stadien des Tumorwachstums über einen Versuchs-
zeitraum von fünf Wochen zeigen die entsprechende Vergabe des Scores (Punkte). Null 
Punkte wurden vergeben, wenn kein Tumor zu sehen war. Ein Punkt bedeutete, dass der 
Tumor gerade sichtbar war. Bei zwei Punkten wurde das Lumen etwa zu 1/8 eingeengt, 
bei drei Punkten war das Lumen etwa zu 1/4 eingeengt. Vier Punkte bedeuteten, dass nur 
noch die Hälfte des Darmlumens frei passierbar war. Bei fünf Punkten war mehr als die 
Hälfte des Darmlumens durch den Tumor eingeengt. 
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5.2.3.2 Biolumineszenz Bildgebung (BLI) 

Biolumineszenz-Bildgebung visualisiert die Emission von Licht, die bei der Um-

setzung des Substrates D-Luciferin durch Luciferase freigesetzt wird. Durch die 

Verwendung stabil Luciferase-exprimierender Zelllinien konnte die Aktivität der 

Zellen im Versuchstier (in vivo) untersucht und somit das Wachstum des Tumors 

nachgewiesen werden. BLI ist eine sehr sensitive Methode zum Nachweis biolo-

gischer Prozesse in vivo (Keyaerts et al., 2012), da Luciferase nicht endogen vor-

kommt. So konnte ein erfolgreiches Anwachsen der Tumorzellen in den ersten 

beiden Tagen nach Tumorzellinjektion mittels Biolumineszenz nachgewiesen 

werden (Abbildung 13).  

Die in vivo-Darstellung des xenotransplantierten Tumors ergab aufgrund der ana-

tomischen Lage des murinen Kolon eine sehr gute Darstellung von ventral. In 

Abbildung 14 ist repräsentativ die Biolumineszenzentwicklung einer HCT 116-

Tumor-tragenden Maus über den Zeitraum von fünf Wochen gezeigt. Zusätzlich 

wird die Aufnahme einer Maus nach Luciferin-Injektion, jedoch vor der Tumor-

zellimplantation gezeigt (Woche 0). Als weitere Kontrolle wird eine Tumor-

tragende Maus vor Luciferin-Injektion gezeigt (letztes Bild). 

Im Rahmen dieser Experimente wurden Differenzen zwischen der in vitro und in 

vivo Photonenausbeuten nachgewiesen. Dies war insbesondere bei der HCT 116-

Luc-Zelllinie festzustellen. In der Literatur werden ebenfalls Diskrepanzen zwi-

schen der Biolumineszenz von Zellen in vitro und in vivo beschrieben (Keyaerts et 

al., 2011). 

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Koloskopie und das BLI ein 

vollständiges Bild über das Tumorwachstum in vivo liefern. Repräsentativ ist in 

Abbildung 15 das Tumorwachstum für jede Zelllinie im Versuchstier gezeigt. 

Anhand der Bilder erkennt man deutlich, dass die Tumorzellen anwuchsen und 

über einen Zeitraum von fünf Wochen mittels beider Bildgebungsmodalitäten gut 

beobachtet werden konnten. Die Endoskopie gab genauen Aufschluss über die 

Größe und Anzahl der Primärtumoren, während die BLI einen allgemeinen 
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Wachstumsverlauf anzeigte und vorhandene Metastasen sichtbar machte, wie      

z. B. im Fall von einem Colo 205-Luc Tumor (Abbildung 15; Pfeile, letztes Bild). 

 

24 Stunden 48 Stunden 

 

Abbildung 13: Darstellung des Biolumineszenzsignals 24 Stunden und 48 Stunden 
nach Implantation  
Repräsentative Biolumineszenz-Aufnahmen einer HT 29-Luc-Tumor-tragenden Maus 24 
Stunden und 48 Stunden nach orthotoper Implantation. Die Werte der Skala sind in Pho-
tonen/Sekunde/Quadratzentimeter/Steradiant (p/sec/cm2/sr) x 108 angegeben. 
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Abbildung 14: Monitoring des Tumorwachstums über Biolumineszenz-Bildgebung 
Das erste Bild zeigt die Biolumineszenzaufnahme einer Maus vor Zellimplantation, nach 
Luciferin-Injektion in Woche 0 (W 0). Im Folgenden ist die Biolumineszenz-Entwicklung 
einer Maus nach der Implantation von HCT 116-Luc-Zellen über einen Zeitraum von fünf 
Wochen dargestellt (W 0-5). Als Kontrolle wird im letzten Bild eine Maus nach Tumor-
zellimplantation, aber vor Luciferin-Injektion gezeigt. Die Werte der Skala sind in Photo-
nen/Sekunde/Quadratzentimeter/Steradiant (p/sec/cm2/sr) x 108 angegeben. 
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Abbildung 15: Überwachung des Tumorwachstums durch Endoskopie und Biolu-
mineszenz  
In den gezeigten Bildern ist das Tumorwachstum der drei verwendeten Zelllinien über 
fünf Wochen gezeigt. Die Pfeile im letzten Bild markieren Metastasen in der Leber. Die 
Werte der Skala sind in Photonen/Sekunde/Quadratzentimeter/Steradiant (p/sec/cm2/sr) x 
106 angegeben. 
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5.2.4 Anwachsrate in Abhängigkeit von der Operationsmethode 

Die Anwachsraten (engl. take rate), d. h. die Anzahl der Tiere, bei denen nach 

Tumorzellimplantation ein Tumorwachstum nachgewiesen wurde, wurden mittels 

Endoskopie und Biolumineszenz bestimmt. Sie war je nach angewandter Operati-

onsmethode sehr unterschiedlich; die Ergebnisse der einzelnen Methoden sind in 

Tabelle 7 gezeigt. 

Von den Anwachsraten der Gruppe A wies die HT 29-Luc-Zelllinie mit 43 % die 

höchste Prävalenz bei den Versuchtieren auf. Bei sechs der 14 operierten Tiere 

konnten innerhalb von fünf Wochen Tumoren nachgewiesen werden. Die Colo 

205-Luc-Zelllinie konnte bei 31 % der Tiere und die HCT 116-Luc-Zelllinie bei 

25 % der Versuchstiere einen Tumor verursachen. Die von allen Zelllinien gemit-

telte Anwachsrate der Operationsmethode A lag bei 34 %. 

Aufgrund der unbefriedigenden Anwachsrate der Tumorzellen bei den ersten Ver-

suchen (Gruppe A) wurde eine Modifizierung dieser Operationsmethode durchge-

führt. Wie zuvor erwähnt, wurde die Anzahl der zu injizierenden Zellen von 1 x 

106 auf 2 x 106 erhöht. In Gruppe B konnte die HT 29-Luc-Zelllinie bei 80 % der 

Versuchstiere einen Tumor erzeugen. Damit wies diese Zelllinie die beste An-

wachsrate auf. Die HCT 116-Luc-Zelllinie verursachte bei 75 % der Versuchstiere 

Tumoren. Die Anwachsrate der Colo- 205-Luc-Zelllinie betrug 33 %. Durch Ver-

dopplung der injizierten Zellen betrug die gemittelte Anwachsrate aller Zelllinien 

66 %. 

Zur weiteren Optimierung der Operationsmethode wurde der Zellsuspension 

Matrigel hinzugefügt. Matrigel enthält eine Reihe von Wachstumsfaktoren, die 

das Anwachsen der Zellen im xenogenen Organismus fördern sollen (Fridman et 

al., 1990; Fridman et al., 1991). Diese Gruppe wird als Operationsgruppe C be-

zeichnet. In Gruppe C unterschieden sich die Anwachsraten der einzelnen Zellli-

nien nur wenig. Die Colo 205-Luc-Zelllinie wies mit 88 % die beste Anwachsrate 

auf. Die HCT 116-Luc- und die HT 29-Luc-Zelllinie zeigten beide eine Anwachs-

rate von 83 %. Durch das Hinzufügen von Matrigel zur Zellsuspension (Gruppe 

C) konnte eine gemittelte Anwachsrate von 86 % erreicht werden. 
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Tabelle 7: Zusammenfassung der Anwachsraten in den unterschiedlichen Operati-
onsgruppen 
In Klammern dargestellt ist die Anzahl der tumortragenden Tiere im Verhältnis zu der 
Anzahl der operierten Tiere. 

85 % (18/21)66 % (8/12)34 % (13/38)Total (Anwachsrate)

Zelllinie 
1 x 106 Zellen 2 x 106 Zellen 2 x 106 Zellen

HCT 116-Luc 25 % (2/8) 75 % (3/4) 83 % (5/6)

HT 29-Luc 43 % (6/14) 80 % (4/5) 83 % (5/6)

Colo 205-Luc 31 % (5/16) 33 % (1/3) 88 % (8/9)

Ohne Matrigel

A B C

OP-Methode

Mit Matrigel

 

 

5.2.4.1 Orthotopes Tumorwachstum 

Zur Beobachtung des Tumorwachstums wurde bei allen Tieren einmal wöchent-

lich eine Koloskopie und BLI zur Beobachtung durchgeführt. Aus den ermittelten 

Daten resultierten die Wachstumsverläufe, die in den Abbildungen 16 bis 18 dar-

gestellt sind. 

Zunächst werden im Folgenden die Ergebnisse der Gruppe A erläutert. 

Das Biolumineszenzsignal der HT 29-Luc-Mäuse stieg über fünf Wochen an, wo-

bei zwischen der dritten und vierten Versuchswoche ein kurzzeitiger Abfall der 

Biolumineszenz auffällig war. Die Daten der Tumorgröße aus dem modifizierten 

Kolitis Score (Becker et al., 2006) zeigten ebenfalls ein stetiges Wachstum von 

einem auf drei Punkte an. 

Versuchstiere mit HCT 116-Luc-Tumoren zeigten über einen Versuchszeitraum 

von vier Wochen einen starken Anstieg der Biolumineszenzkurve im Mittel von 1 

x 108 Photonen pro Sekunde pro Tier auf 5 x 1010 Photonen pro Sekunde pro Tier. 

In der letzten Woche kam es zu einem Abfall des Biolumineszenz-Signales. Die 

Tumorgröße nach dem Score blieb von der ersten bis zur dritten Woche konstant. 

In Woche vier stieg die Größe sprunghaft auf acht Punkte an. 
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Die Biolumineszenzkurve der Colo 205-Luc-Tiere stieg über den gesamten Ver-

suchszeitraum moderat an. Die Wachstumskurve der Tumoren stieg ebenfalls ste-

tig. Insgesamt zeigten die Tiere der Gruppe A ein sehr heterogenes Tumorwachs-

tum auf. Auffallend waren zwischenzeitliche Abfälle in der Biolumineszenz. 

Die Kurvenentwicklung der Gruppe B verlief im Vergleich zu denen der Gruppe 

A heterogener und ungleichmäßiger. 

Die Kurve des Biolumineszenz-Signales der HT 29-Luc-Tumor-tragenden Mäuse 

wies in den ersten vier Wochen nach der Implantation eine starke Entwicklung 

von 1 x 107 zu 1 x 109 Photonen pro Sekunde pro Tier auf. Nach der vorzeitigen 

Tötung einer Maus in der vierten Woche fiel der Graph des Biolumineszenz-

Signales stark ab. Die durch Endoskopie ermittelte Tumorgröße stieg bis zur drit-

ten Woche an. In der vierten Woche wurden die Tumoren etwas kleiner, in der 

darauffolgenden Woche hatten sie jedoch das Niveau der Woche drei wieder er-

reicht. 

Die Biolumineszenzkurve der HCT 116-Luc-Zelllinie zeigte einen ähnlichen 

Wachstumsverlauf. Auch hier kam es zu einem deutlichen Anstieg der Biolumi-

neszenz-Signale bis zur vierten Woche. In der darauffolgenden Woche war ein 

starkes Absinken des Graphen ersichtlich. Entsprechend verhielt es sich mit der 

Tumorgröße. In den ersten vier Wochen konnte ein stetiges Tumorwachstum beo-

bachtet werden. In der letzten Woche schien es zu einer Verkleinerung der Tumo-

ren zu kommen, was sich ebenfalls im Biolumineszenzverlauf widerspiegelt. 

Aufgrund einer ausgebrochenen Parvovirose in der Tierhaltung bestand die Grup-

pe der Colo 205-Luc-Tiere aus nur einer Maus. Das Biolumineszenzsignal dieses 

Tieres verlief gegensätzlich im Vergleich zu den Graphen der anderen beiden 

Zelllinien. Hier kam es in den ersten drei Wochen zu einer Abnahme der Biolu-

mineszenz. In der vierten Woche kam es zu einem Anstieg, in der darauffolgen-

den Woche jedoch wieder zu einem Abfall des Signals. Die durch Endoskopie 

ermittelte Tumorgröße verlief konträr zum Biolumineszenzsignal: in den ersten 

vier Wochen kam es zu einem deutlichen Größenwachstum, welches in der fünf-

ten Woche stagnierte. Vermutlich ist dieser individuelle Verlauf der Biolumines-
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zenzkurve und der Tumorgröße durch die geringe Anzahl an Versuchstieren zu 

erklären. 

Betrachtet man dagegen die Ergebnisse der Operationsgruppe C, lässt sich eine 

deutliche Verbesserung des Wachstumsverhaltens der Tumoren feststellen: bei der 

Entwicklung der Biolumineszenz der Tumoren aller drei Zelllinien war eine deut-

liche Steigerung des Signals zu beobachten. Die HT 29-Luc-und HCT 116-Luc-

Tumor-tragenden Mäuse begannen mit einer Intensität von 1 x 108 Photo-

nen/Sekunde/Tier in den ersten beiden Tagen nach der Operation. Über den Ver-

suchszeitraum konnte ein Ansteigen der Biolumineszenzkurve um etwas mehr als 

zwei Zehnerpotenzen beobachtet werden. Auch das Größenwachstum der HT 29-

Luc- und HCT 116-Luc-Tumoren nach dem endoskopischen Score in den Mäusen 

verhielt sich ähnlich. Bei beiden Gruppen kam es zu einem Größenwachstum der 

Tumoren bis zur vierten Woche, wobei die Tumoren eine Größe von fünf bis 

sechs Punkten erlangten. Diese Punktzahl wiesen die Tumore auch zum Versuchs-

ende auf. 

Das Biolumineszenzsignal der Colo 205-Luc-Tiere schien schon zu Versuchsbe-

ginn mit 1 x 107 Photonen/ Sekunde etwas niedriger zu sein, als das der Gruppen 

mit den HT 29-Luc- bzw. HCT 116-Luc-Tumoren. Dennoch kam es auch bei die-

ser Gruppe zu einem Anstieg des Signals um zwei Zehnerpotenzen. 

Insgesamt führte der Einsatz von Matrigel zu einem deutlich homogeneren Tu-

morwachstum, was sich auch in den Anwachsraten widerspiegelte. Matrigel ent-

hält Wachstumsfaktoren, die das Anwachsen der Tumorzellen im xenogenen Or-

ganismus fördern. Zudem wird es bei Körpertemperatur gelartig und haftet da-

durch an Organoberflächen. Dadurch haften die im Matrigel suspensierten Zellen 

ebenfalls an dem entsprechenden Organ. 
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Abbildung 16: Vergleichende Darstellung der Biolumineszenz- und Tumorgrößen-
entwicklung der Operationsgruppen A1-A3 
Gezeigt werden das von den Tumoren ausgehende Biolumineszenzsignal in Photonen pro 
Sekunde pro Tier (P/S/T) und die durch Endoskopie ermittelte Tumorgröße. Die Tiere 
wurden 24 Stunden und 48 Stunden nach der Implantation, dann einmal wöchentlich mit-
tels Biolumineszenz untersucht. Die Endoskopie wurde einmal wöchentlich durchgeführt. 
Ergebnisse sind gezeigt als Mittelwert ± Standardabweichung. 
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Abbildung 17: Vergleichende Darstellung der Biolumineszenz- und Tumorgrößen-
entwicklung der Operationsgruppen B1-B3 
Gezeigt werden das von den Tumoren ausgehende Biolumineszenzsignal in Photonen pro 
Sekunde pro Tier (P/S/T) und die durch Endoskopie ermittelte Tumorgröße. Die Tiere 
wurden 24 Stunden und 48 Stunden nach der Implantation, dann einmal wöchentlich mit-
tels Biolumineszenz untersucht. Die Endoskopie wurde einmal wöchentlich durchgeführt. 
Ergebnisse sind gezeigt als Mittelwert ± Standardabweichung. 
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Abbildung 18: Vergleichende Darstellung der Biolumineszenz- und Tumorgrößen-
entwicklung der Operationsgruppen C1-C3 
Gezeigt werden das von den Tumoren ausgehende Biolumineszenzsignal in Photonen pro 
Sekunde pro Tier (P/S/T) und die durch Endoskopie ermittelte Tumorgröße. Die Tiere 
wurden 24 Stunden und 48 Stunden nach der Implantation, dann einmal wöchentlich mit-
tels Biolumineszenz untersucht. Die Endoskopie wurde einmal wöchentlich durchgeführt. 
Ergebnisse sind gezeigt als Mittelwert ± Standardabweichung. 
 

63



  

5.2.4.2 Ex vivo-Charakterisierung 

Zur weiteren Charakterisierung des Modells wurde die Anwachsrate dokumen-

tiert, die sich bei der Sektion präsentierte. Bei der Sektion wurde makroskopisch 

und mittels Biolumineszenz das Vorhandensein oder Fehlen eines Tumors am 

Colon descendens protokolliert (Abbildung 19). Die Anwachsraten wurden an 

Hämatoxylin-Eosin (HE) und immunhistologisch gefärbten Kryoschnitten mikro-

skopisch untersucht und bestätigt. 

 

HCT 116-Luc Colo 205-Luc

A

B

1 cm

HT 29-Luc

Abbildung 19: Ex vivo-Aufnahmen von neoplastisch veränderten Kolonabschnitten 
und den dazugehörigen Biolumineszenz-Aufnahmen  
Auf den Fotos (A) ist das Kolon dreier unterschiedlicher Mäuse mit Tumoren (Pfeile) zu 
sehen. Auf den darunter abgebildeten Biolumineszenz-Aufnahmen (B) ist das von den 
Tumoren ausgehende Biolumineszenzsignal zu beobachten. Die Werte der Skala sind in 
Photonen/Sekunde/Quadratzentimeter/Steradiant (p/sec/cm2/sr) x 106 angegeben. 
 

Es lässt sich festhalten, dass die endoskopisch gestellte Diagnose in Kombination 

mit der in vivo durchgeführten Biolumineszenz-Bildgebung immer durch den Sek-

tionsbefund bestätigt wurde. Fanden sich im Bereich des Kolon bei der ex vivo-

Bildaufnahme Luciferase produzierende Zellen, so wurde die Verdachtsdiagnose 

„kolorektales Karzinom“ gestellt (Abbildung 19). Dies wurde durch die sich an-

schließende histologische Untersuchung verifiziert (Abschnitt 5.2.4.4). 

64

Ergebnisse 



Ergebnisse 

  

5.2.4.3 Metastasierung 

Die bei der Sektion entnommenen Organe (mesenterialer Lymphknoten, Leberhi-

lus und Leber) wurden mittels Biolumineszenz auf das Vorhandensein möglicher 

Metastasen untersucht.  

Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 8 dargestellt. 

 
Tabelle 8: Metastasenentwicklung der einzelnen Operationsgruppen 
Dargestellt ist die Metastasenentwicklung im Bereich des Peritoneums und in anderen 
Organen. Andere betroffene Organe waren das Duodenum, mesenteriale Lymphknoten 
(mes. Lnn.) und die Leber (Proc. caud.). In Klammern ist die Anzahl Metastasen-
tragender Tiere im Verhältnis zu den operierten Versuchstieren dargestellt. 

67 % (6/9) Peritoneum

11 % (1/9) mes. Lnn. 

11 % (1/9) Proc. caud.

33 % (1/3) Peritoneum38 % (6/16) Peritoneum Colo 205-Luc

50 % (3/6) Peritoneum

17 % (1/6) mes. Lnn. 

80 % (4/5) Peritoneum43 % (6/14) PeritoneumHT 29-Luc

67 % (4/6) Peritoneum75 % (3/4) Peritoneum

25 % (1/4) Duodenum

25 % (1/4) mes. Lnn. 

50 % (4/8) PeritoneumHCT 116-Luc

2 x 106 Zellen2 x 106 Zellen1 x 106 Zellen

Zelllinie

Ohne Matrigel

A B C

Mit Matrigel

OP-Methode

 

Bei der Metastasenentwicklung in Bezug auf die verwendeten Zelllinien ist auffäl-

lig, dass die HCT 116-Luc-Zelllinie in Gruppe A mit 50 % den höchsten Prozent-

satz an Peritonealmetastasen aufwies. Die HT 29-Luc- und Colo 205-Luc-Zellline 

lagen 7 bzw. 12 Prozentpunkte darunter. 

In der Operationsgruppe B wies die HT 29-Luc-Zelllinie mit 80 % Peritonealme-

tastasen die höchste Metastasierungstendenz auf. Die HCT 116-Luc-Zelllinie 

konnte bei 75 %, die Colo 205-Luc-Zelllinie bei 33 % der Versuchstiere perito-

neale Metastasen erzeugen. 
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In Gruppe C wiesen die HCT 116-Luc- und Colo 205-Luc-Zelllinie mit einer Me-

tastasenentwicklung bei 67 % der Versuchstiere die höchste Metastasierungsten-

denz auf. Bei der HT 29-Luc-Zelllinie zeigten 50 % der Versuchstiere Perito-

nealmetastasen. Die Tiere der Gruppe C wiesen im Vergleich zu Gruppe B einen 

geringeren Prozentsatz an Peritonealmetastasen auf. Ursächlich dafür könnte der 

gelierende Effekt des Matrigels sein. Durch die gelartige Struktur des Matrigels 

wird die Injektionsstelle schneller wieder verschlossen, so dass weniger Zellen 

austreten können. 

Bei der Metastasierungstendenz in andere Organe ist auffällig, dass Tochterge-

schwülste in mesenteriale Lymphknoten bzw. andere gastrointestinale Organe nur 

in den Gruppe B und Gruppe C zu finden sind. So zeigten sich in Gruppe B bei 25 

% der Tumor-tragenden Versuchstiere Metastasen im Bereich des mesenterialen 

Lymphknotens (mes. Lnn.) und am Duodenum. In Gruppe C konnte bei 17 % der 

Versuchstiere, die der HT 29-Luc-Zellen injiziert bekommen haben, Metastasen 

im mesenterialen Lymphknoten nachgewiesen werden. Bei den Tieren, die eine 

Colo 205-Luc-Zellinjektion bekamen, traten bei 11 % Metastasen im Bereich des 

mesenterialen Lymphknoten und 11 % in der Leber auf (Proc. caudatus). 

In Abbildung 20 ist der Nachweis Biolumineszenz positiver Zellen im Kolon und 

mesenterialen Lymphknoten derselben Maus gezeigt. 

 

A B

FOV: D FOV: A
1 cm 0,2  cm

12.11.2011 12.11.2011
 

Abbildung 20: Nachweis Biolumineszenz-positiver Zellen im Kolon und mesenteria-
len Lymphknoten derselben Maus 
Es sind Biolumineszenz-positive Colo 205-Luc-Zellen im Kolon (A) und im mesenteria-
len Lymphknoten (B) nachweisbar. Die Werte der Skala sind in Photo-
nen/Sekunde/Quadratzentimeter/Steradiant (p/sec/cm2/sr) x 109 angegeben. 
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5.2.4.4 Immunhistochemischer Nachweis humaner Tumorzellen  

Zur Überprüfung der Anwachsrate humaner kolorektaler Tumorzellen im murinen 

Enddarm wurden 7 µm dicke Gefrierschnitte des Primärtumors angefertigt und 

mit Hilfe verschiedener immunhistochemischer Färbungen untersucht. Repräsen-

tative Färbungen jeder verwendeten Zelllinie sind in den Abbildungen 21-23 ge-

zeigt. 

Zunächst wurde von jedem Schnitt eine Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-

Färbung) angefertigt. Die HE-Färbungen zeigten, dass die Tumorzellen in die 

Subserosa wuchsen und auch in einigen Fällen in die glatte Muskulatur reichten. 

 

Abb. X: Immunhistochemische Analyse des Nachweises von humanen 

1000 µm 1000 µm 1000 µm 1000 µm

100µm 100µm 100µm 100µm

HE CK CD 31Ki 67

 

Abbildung 21: HE- und Immunhistochemische Färbungen von humanen, kolorekta-
len Tumorzellen (Colo 205-Luc) im murinen Kolon 
Von den Primärtumoren wurden Gefrierschnitte angefertigt und mit einem monoklonalen 
Antikörper gegen Pan-Zytokeratin (CK), Ki67 oder murines CD31 gefärbt. Die Gegen-
färbung erfolgte mit Hämatoxylin und 3-Amino-9-Ethyl Carbazole (AEC). Letztere führt 
zu einer rot-braunen Färbung des Gewebes. Zusätzlich wurde eine Hämatoxylin-Eosin-
Färbung (HE) angefertigt. 
 

Die Pan-Zytokeratin-Färbung diente dem Nachweis von Zytokeratin in histologi-

schen Strukturen. Der Antikörper detektiert laut Datenblatt Zytokeratine von 

Maus, Ratte und Menschen (Zytokeratin 4, 5, 6, 10, 13 und 18). Zytokeratine sind 
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Proteine, die an der interzellulären Filamentbildung beteiligt sind. Sie dienen der 

Stabilisierung des Zytoskeletts und werden von epithelialen Zellen gebildet. In der 

Pathologie wird der Nachweis dazu genutzt, um epitheliale Zellen zu färben. Die 

Zytokeratin-Färbungen zeigten in allen Tumoren eine Anfärbbarkeit von epithe-

lialen Tumorzellen. Insbesondere konnte in keiner immunhistochemischen CK-

Färbung murines Epithel angefärbt werden. In allen histologischen Präparaten 

wurde lediglich das Tumorgewebe bräunlich angefärbt. Dies wird in Abbildung 

22 gezeigt.  

Zusätzlich wurden Ki67-Färbungen angefertigt. Ki67 ist ein Protein, welches in 

der Phase der Zellteilung (G1-, S-, G2- und M- Phase) exprimiert wird (Scholzen 

und Gerdes, 2000). Dadurch lassen sich proliferierende von ruhenden Zellen un-

terscheiden. Durch die Verwendung eines humanspezifischen monoklonalen An-

tikörpers konnten humane proliferierende Zellen im murinen Kolon nachgewiesen 

werden. Sehr ausgeprägt ist dies in Abbildung 21 zu sehen. 

 

100µm

1000 µm 1000 µm 1000 µm 1000 µm

100µm 100µm 100µm

HE CK CD 31Ki 67

 

Abbildung 22: HE- und Immunhistochemische Färbungen von humanen, kolorekta-
len Tumorzellen (HT 29-Luc) im murinen Kolon 
Von den Primärtumoren wurden Gefrierschnitte angefertigt, welche mit einem monoklo-
nalen Antikörper gegen Pan-Zytokeratin (CK), Ki67 oder murines CD31 gefärbt wurden. 
Die Gegenfärbung erfolgte mit Hämatoxylin und 3-Amino-9-Ethyl Carbazole (AEC). 
Letztere führt zu einer rot-braunen Färbung des Gewebes. Zusätzlich wurde eine Häma-
toxylin-Eosin-Färbung (HE) angefertigt. 
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Durch den mausspezifischen CD 31-Antikörper wird das Platelet Endothelial Cell 

Adhesion Molecule-1 (PECAM-1) nachgewiesen, das sich auf adulten und emb-

ryonalen Endothelzellen, Blutplättchen und peripheren Leukozyten befindet. Die 

Färbungen zeigten in allen drei Modellen vaskuläre Strukturen auf, die unter-

schiedlich stark ausgeprägt sind. Dies ist gut in Abbildung 21 ersichtlich. 

Durch die Färbungen wurde nachgewiesen, dass alle kolorektalen Tumoren aus 

humanen, epithelialen Zellen bestanden, die im hohen Maße proliferierten, in die 

murine Muskularis und Serosa einwuchsen und von murinen Gefäßen infiltriert 

wurden. 

Hämatoxilin Eosin Cytokeratin CD 31Ki 67

1000 µm 1000 µm 1000 µm 1000 µm

100µm 100µm 100µm 100µm

HE CK CD 31Ki 67

 

Abbildung 23: HE-und Immunhistochemische Färbungen von humanen, kolorekta-
len Tumorzellen (HCT 116-Luc) im murinen Kolon 
Von den Primärtumoren wurden Gefrierschnitte angefertigt und mit einem monoklonalen 
Antikörper gegen Pan- Zytokeratin (CK), Ki67 oder murines CD31 gefärbt. Die Gegen-
färbung erfolgte mit Hämatoxylin und 3-Amino-9-Ethyl Carbazole (AEC). Letztere führt 
zu einer rot-braunen Färbung des Gewebes. Zusätzlich wurde eine Hämatoxylin-Eosin-
Färbung (HE) angefertigt. 
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5.3 Nahinfrarot Experimente 

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Detektion des implantierten 

kolorektalen Karzinoms mittels Nahinfrarot-gekoppelter-Liganden. 

Um die vom Gastrointestinaltrakt ausgehende Fluoreszenz als ein spezifisches 

Signal werten zu können, musste zunächst die Eigenfluoreszenz im Bereich des 

Magen-Darmtraktes bestimmt werden. Insbesondere pflanzliche Bestandteile, die 

einen großen Anteil von omnivoren Futtermitteln ausmachen, zeigen im NIR-

Spektrum eine starke Eigenfluoreszenz. Diese wurde in einem Vorversuch gemes-

sen und ist bereits experimentell bestätigt worden (Kwon et al., 2012). 

Hierfür wurden die Tiere in drei Gruppen zu je drei Tieren aufgeteilt. Die Grup-

pen werden im Folgenden als „F 1“, „F 2“ und „F 3“ bezeichnet. 

5.3.1 Analyse der Autofluoreszenz verschiedener Futtermittel 

Um die aus dem Futter resultierende Fluoreszenz zu minimieren, wurden zwei 

verschiedene Spezialfuttermittel mit dem Standardfutter auf deren Fluoreszenz im 

murinen Gastrointestinaltrakt verglichen. Die Ergebnisse dieses Experimentes 

sind in Abbildung 24 A gezeigt. Die beiden Futtermittel wiesen einen geringen 

Anteil fluoreszierender Stoffe aus. Bei den fluoreszierenden Stoffen handelt es 

sich primär um Mangan und Chlorophyll. Im Standardfuttermittel befinden sich 

100,88 mg/kg Mangan, während manganarme Diäten nur 0,41 mg/kg Mangan 

enthalten. In der Literatur wird das Spurenelement Mangan als potenter NIR-

Fluoreszenzfarbstoff beschrieben (Perlitz et al., 2005). 

Die Tiere der Gruppe „F 1“ bekamen über den Zeitraum von vier Tagen Sniff-

Standardfutter als Alleinnahrung. Hierbei zeigte sich eine Zunahme der Fluores-

zenz im Bereich des Gastrointestinaltraktes.  

Die Tiere der Gruppe „F 2“ bekamen über vier Tage chlorophyllfreies Futter 

(„Sniff EFM Chlorophyll free Experimentalfutter“) als Alleinfuttermittel. Es kam 

über den Versuchszeitraum zu einer starken Reduktion des Fluoreszenssignales.  

Ähnlich verhielt es sich mit den gemessenen Fluoreszenzsignalen der Gruppe „F 

3“. Dieser Gruppe wurde über den Versuchszeitraum manganarmes Futter („Son-
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derdiät C1039-Manganarme Diät“) verabreicht. Es kam ebenfalls zu einem star-

ken Absinken des Fluoreszenssignales über den Versuchszeitraum. 

Wie in Abbildung 24 A gezeigt, kam es durch die Verfütterung der manganarmen 

Diäten zur deutlichsten Reduktion der Eigenfluoreszenz im Bereich des Magen-

Darmtraktes. Die Tiere der Gruppe „F 3“ zeigten in den Versuchen die geringste 

Eigenfluoreszenz. Aufgrund dessen wurde die „Sonderdiät C1039-manganarme 

Diät“ von Altromin für alle Bildgebungsversuche verwendet. Ebenfalls zeigte die 

Analyse, dass die Gabe des Futters zwei bis drei Tage vor den Aufnahmen aus-

reichte, um die fütterungsbedingte Autofluoreszenz zu verringern. Da die Tiere 

über den gesamten Versuchszeitraum nur geringgradig an Gewicht verloren, wur-

de die Verfütterung des Futters als unbedenklich eingestuft. Der Gewichtsverlauf 

der Tiere ist in Abbildung 24 B dargestellt. 

71



  

F 1 F 2 F 3
0

2

4

6

8

10 Tag 1
Tag 2
Tag 3
Tag 4

                         Einfluss von Futter auf die Fluoreszenz

R
L

E

Gewichtsverlauf der Versuchstiere

1 2 3 4
25

26

27

28

29

F 3

F 1
F 2

Tage

K
ö

rp
er

g
ew

ic
h

t 
in

 g

A

B

 

Abbildung 24: Einfluss des Futtermittels auf Autofluoreszenz und Körpergewicht  
Die Tiere wurden in drei Gruppen eingeteilt (F 1, F 2, F 3); die Gruppe „F 1“ bekam 
normales Alleinfutter, die Gruppe „F 2“ chlorophyllfreies Futter, die Gruppe „F 3“ man-
ganarmes Futter über einen Zeitraum von vier Tagen verabreicht. Die relativen Licht-
Einheiten (RLE) wurden aus dem Verhältnis des Fluoreszenzsignales im Gastrointesti-
naltrakt zum Hintergrund berechnet (A). Die Ergebnisse werden gezeigt als Mittelwert + 
Standardabweichung. 
Die Gewichtsdifferenz zwischen den Gruppen ist nicht signifikant (B). Die Signifikanzen 
wurden mittels two way ANOVA berechnet. Die Ergebnisse werden gezeigt als Mittel-
wert ± Standardabweichung. 
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5.3.2 NIR-Bildgebung der orthotopen kolorektalen Tumoren 

Zur Detektion von frühen bzw. sehr kleinen Läsionen im Darm werden neue Kon-

trastmittel benötigt. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einsatz des neu etablier-

ten Tumormodells für die zukünftige Evaluierung von Kontrastmitteln getestet. 

Die endoskopisch-mikroskopischen Untersuchungen der Darmstrukturen wurden 

mit einem NIR-Laser-Faserendoskop durchgeführt. Die Anregung des Lasers liegt 

bei 660 nm. Ferner kann das Faserendoskop die vom Kontrastmittel ausgehende 

Fluoreszenz im Bereich von 680 bis 900 nm detektieren. 

5.3.2.1 Auswahl eines geeigneten Kontrastmittels 

Zur Darstellung feingeweblicher Strukturen bzw. Tumoren wurden vier unter-

schiedliche NIR-Kontrastmittel getestet, die sich in ihren Mechanismen der Kon-

trastgebung unterschieden. 

Für die Gruppe der ungerichteten Kontrastmittel wurde der freie Farbstoff Indodi-

carbocyanine (IDCC) eingesetzt. 

Als gerichtetes Kontrastmittel wurde ein an Octreotat gekoppeltes IDCC (CG8) 

verwendet. Octreotat ist ein Somatostatinanalogon, welches an Somatostatinre-

zeptoren bindet und eine wesentlich längere Halbwertszeit besitzt (t1/2=90-120 

Minuten) als das natürliche Somatostatin (t1/2= 2-4 Minuten; Becker et al., 2001).  

Als weiteres gerichtetes NIR-Kontrastmittel kam IntegriSense 680 zum Einsatz. 

Hierbei handelt es sich um einen Integrin-Antagonisten. Dieser bindet an αvβ3 

Integrine, die bei Neoangiogenese und einigen Tumoren vermehrt exprimiert wer-

den (Desgrosellier und Cheresh, 2009). 

Ebenfalls getestet wurde das Kontrastmittel ProSense750. Hierbei handelte es sich 

um ein sogenanntes aktivierbares Kontrastmittel. Der Fluoreszenzfarbstoff wird 

durch Cathepsin B, L, S oder Plasmin aktiviert.  

Die Absorptions- und Emissionsmaxima der eingesetzten Kontrastmittel sind Ta-

belle 9 zu entnehmen.  

Die Farbstoffe wurden den Tieren in einer Konzentration von 80 nmol/kg i.v. ver-

abreicht. Zehn Minuten und 24 Stunden nach der Injektion wurden Aufnahmen 
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mit dem NIR-Faserendoskop angefertigt. Repräsentative Aufnahmen sind in Ab-

bildung 25 gezeigt. 

Die mikro-endoskopischen Aufnahmen zeigten, dass es unter Verwendung von 

IDCC und CG8 zu keiner Anfärbung der Darmstrukturen kam. Tiere, die als Kon-

trolle PBS injiziert bekommen hatten, zeigten ebenfalls keine Fluoreszenzanrei-

cherung. Nach Injektion von ProSense750 zeigte sich eine geringgradige Darstel-

lung der Kryptenstrukturen. Dabei waren vereinzelt hell aufleuchtende Punkte 

sichtbar. Dagegen zeigten die Aufnahmen nach IntegriSense680-Injektion eine 

deutlich sichtbare Fluoreszenz, mittels welcher histologische Strukturen der 

Darmwand sichtbar wurden. Es konnte gezeigt werden, dass die Aufnahmen 24 

Stunden nach Injektion das beste Signal/Rausch-Verhältnis aufwiesen. Aufgrund 

dieser Ergebnisse wurde in den folgenden Versuchen der NIR-Bildgebung das 

Kontrastmittel IntegriSense680 verwendet. 

 

Tabelle 9: Absorptions- und Emissionsmaxima der eingesetzten Kontrastmittel  
Die Daten der kommerziell erhältlichen Farbstoffe wurden vom Hersteller PerkinElmer 
übernommen. Die Werte vom IDCC wurden von Jan Körner in der Arbeitsgruppe be-
stimmt und wurden mit seiner Genehmigung übernommen. 
 

Farbstoff Absorptionsmaximum Emissionsmaximum 

IDCC 646 nm 664,5 nm 

ProSense750 750 nm 780+/-10 nm 

IntegriSense680 675+/-5 nm 693 nm 
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Farbstoff 
(80nmol/kg)

Farbstoffeigenschaften 10 Min p.i. 24 h p.i. 

IDCC Freier Farbstoff 
(unspezifisch)

CG8 Gerichteter GPCR-
Peptidligand

IntegriSense αvβ3  Integrin Antagonist-

ProSense Aktivierbarer Ligand

PBS -

 

Abbildung 25: Darstellung der in vivo verwendeten NIR-Sonden zur Bildgebung mit 
dem NIR-Faserendoskop 
Jeder Farbstoff wurde an zwei unterschiedlichen Tieren getestet. Gezeigt werden reprä-
sentative Aufnahmen der Tiere 10 Minuten und 24 Stunden nach Sonden-Injektion (post 
injectionem; p.i.). 
 

5.3.2.2 Kolokalisation von Fluoreszenz und Biolumineszenz 

Um die spezifische Bindung des IntegriSense680 Farbstoffes nachzuweisen, wur-

de das Biolumineszenzsignal mit dem Nahinfrarotsignal verglichen. Es sollte ge-

zeigt werden, dass sich der verwendete Farbstoff primär in den Biolumineszenz 

positiven Arealen der Versuchstiere nachweisen lässt. Dazu wurden 24 Stunden 

nach Gabe von IntegriSense680 die Biolumineszenz- und Fluoreszenzsignale mit-

einander verglichen. Repräsentative Aufnahmen zeigten sowohl in vivo als auch 
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ex vivo eine deutliche Kolokalisation von Fluoreszenz- und Biolumineszenzsigna-

len (Abbildung 26). 
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Abbildung 26: Nahinfrarot- und Biolumineszenzsignal 
Gezeigt werden eine Maus mit einem orthotopen Kolonkarzinom und ein herausgenom-
mener Darm. 24 Stunden vor der Nahinfrarot-Bildgebung wurde dem Tier IntegriSen-
se680 injiziert. Die Skala zeigt die Fluoreszenz in Relativen Lichteinheiten (RLE) an. Die 
Luciferin-Injektion zur Biolumineszenz-Aufnahme (BLI) erhielt das Tier unmittelbar vor 
der Untersuchung. Die Werte der Skala sind in Photonen/Sekunde/Quadratzentimeter/ 
Steradiant (p/sec/cm2/sr) x 109 angegeben.  
 

5.3.2.3 Etablierung der NIR-Bildgebung mit dem Faserendoskop 

Die Bildgebung mit dem NIR-Faserendoskop sollte eine Ergänzung zur Weiß-

lichtendoskopie sein. Für den Einsatz bei kleinen Versuchstieren gibt es bisher 

kein kommerziell erhältliches System, welches sowohl Weißlicht als auch Nah-

Infrarotlicht in einem Gerät beinhaltet. Aufgrund dessen erfolgte in der vorliegen-

den Arbeit ein kombiniertes Arbeiten mit dem Weißlichtendoskop und dem NIR-

Faserendoskop. 

Erste Versuche dazu zeigten, dass eine zeitgleiche Anwendung beider Modalitäten 

im Mäusedarm nicht möglich war. Zum einen war der Arbeitskanal des Weißlich-
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tendoskopes zu klein, um das Faserendoskop einzuführen, zum anderen zeigte 

sich, dass der Mäusedarm zu klein war, um beide Geräte gleichzeitig einzuführen. 

Aufgrund dessen wurde in allen folgenden Versuchen die Sonde ex vivo verwen-

det. Dazu wurden den Tieren 2 nmol IntegriSense680 pro Tier intravenös verab-

reicht und 24 Stunden später die ex vivo Bildgebung des entnommenen Kolons 

mittels Sonde durchgeführt. Dazu wurde die Sonde wie in Abbildung 4 darge-

stellt, auf der gesunden Mukosa cranial des Tumors in Richtung Tumor bewegt. 

Die Sonde wurde über das Tumorgewebe geführt und auf gesunder Mukosa, cau-

dal des Tumors, platziert. 

Die Führung der Sonde wurde unter visueller Kontrolle des Untersuchers durch-

geführt und drei Mal pro Tier wiederholt. Dabei wurden die emittierten Fluores-

zenzen detektiert und zur späteren Analyse aufgezeichnet. Die makroskopisch 

gesunde Mukosa zeigte deutliche, gleichmäßige Kryptenstrukturen auf (Abbil-

dung 27). Es waren feingewebliche Strukturen erkennbar: die Krypten waren im 

Querschnitt zu sehen und zusätzlich waren die sie auskleidenden Becherzellen 

apikal sichtbar. Die Fluoreszenz auf der gesunden Mukosa war gleichmäßig ver-

teilt. Das gleiche Bild präsentierte sich in der Histologie. Im Bereich des Tumor-

gewebes präsentierte sich ein sehr ungleichmäßiges Bild; sehr helle Strukturen 

lagen neben grauen bzw. komplett schwarzen Bereichen. Es waren keine regel-

mäßigen Grundformen erkennbar. Durch die im Anschluss angefertigten HE-

Färbungen konnten die Tumorareale zusätzlich bestätigt werden. Repräsentative 

Bilder sind in Abbildung 27 gezeigt. 
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Abbildung 27: Faserendoskopische Darstellung gesunder Mukosa und Tumorgewe-
be  
Gezeigt werden Hämatoxylin-Eosin-Färbungen (HE-Färbung) und Nahinfrarot-
Aufnahmen (NIR-Aufnahmen) desselben Darmes mit einem HCT 116-Luc-Tumor. Die 
Pfeile markieren die Lokalisationen, auf welchen das Faserendoskop platziert wurde. 
 

5.3.2.4 Quantitative Analyse der NIR-Fluoreszenzsignale 

Nach erfolgter Aufzeichnung der Untersuchung des Darmabschnittes wurden die 

Messungen einzeln analysiert und ausgewertet. Repräsentativ für die Analyse sind 

zur Veranschaulichung für jede verwendete Tumorentität (HT 29-Luc, HCT 116-

Luc, Colo 205-Luc) Aufnahmen mit den dazugehörigen Bildern in den Abbildun-

gen 28 bis 30 gezeigt. 

Zur Auswertung wurde zunächst die Fluoreszenzverteilung in der Darmwand un-

tersucht. Dafür wurde zu Beginn der Aufnahmen über den gesamten Bildaus-

schnitt ein Region of Interest (ROI) gelegt. Über diese ROI konnte mithilfe der 

gerätespezifischen Software die Farbstoffverteilung in der Darmwand gemessen 

werden (Abbildungen 28 B, 29 B und 30 B). Dabei wurde die von der Sonde de-

tektierte Fluoreszenz über den Zeitraum gemessen, in welchem die Sonde von 

cranial nach caudal über die Darmmukosa bewegt wurde (Abbildungen 28 A, 29 

A und 30 A). Einzelne Bilder gesunder Darmstrukturen und deren dazugehörige 

Histogramme sind jeweils in den Abbildungen 28 C/E, 29 C/E und 30 C/E darge-
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stellt. Man erkennt deutlich in den gesunden Darmabschnitten (rot und grün) die 

klaren und gleichmäßigen Strukturen der Krypten. Dagegen zeigten die Aufnah-

men aus dem Tumorabschnitt die typischen hellen unregelmäßigen Strukturen 

(Abbildung 28 D, 29 D und 30 D). 
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Abbildung 28: Darstellung eines HT 29-Luc-Tumors in der NIR-Bildgebung mit 
dem NIR-Faserendoskop  
Die Untersuchung wurde 24 Stunden nach IntegriSense680-Injektion (2 nmol/Tier) 
durchgeführt. Das Faserendoskop wurde von cranial nach caudal über das Tumorgewebe 
bewegt (A). Eine repräsentative Messung des Fluoreszenssignales in diesem Zeitraum ist 
in B dargestellt. Jeweils fünf repräsentative Bilder der Fluoreszenzmessung cranial des 
Tumors (C, rote Markierung), des Tumorgewebes (D, blaue Markierung) und caudal des 
Tumors (E, grüne Markierung) werden gezeigt. Die farbigen Markierungen auf dem Gra-
phen und dem Foto entsprechen den darunter farbig umrandeten Aufnahmen und den 
dazugehörigen Histogrammen. 
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Abbildung 29: Darstellung eines HCT 116-Luc-Tumors in der NIR-Bildgebung mit 
dem NIR-Faserendoskop 
Die Untersuchung wurde 24 Stunden nach IntegriSense-Injektion (2 nmol/Tier) durchge-
führt. Das Faserendoskop wurde von cranial nach caudal über das Tumorgewebe bewegt 
(A). Eine repräsentative Messung des Fluoreszenzsignales in diesem Zeitraum ist in B 
dargestellt. Jeweils fünf repräsentative Bilder der Fluoreszenzmessung cranial des Tu-
mors (C, rote Markierung), des Tumorgewebes (D, blaue Markierung) und caudal des 
Tumors (E, grüne Markierung) werden gezeigt. Die farbigen Markierungen auf dem Gra-
phen und dem Foto entsprechen den darunter farbig umrandeten Aufnahmen und den 
dazugehörigen Histogrammen. 
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Abbildung 30: Darstellung eines Colo 205-Luc-Tumors in der NIR-Bildgebung mit 
dem NIR-Faserendoskop 
Die Untersuchung wurde 24 Stunden nach IntegriSense680-Injektion (2 nmol/Tier) 
durchgeführt. Das Faserendoskop wurde von cranial nach caudal über das Tumorgewebe 
bewegt (A). Eine repräsentative Messung des Fluoreszenzsignales in diesem Zeitraum ist 
in Abbildung B dargestellt. Jeweils fünf repräsentative Bilder der Fluoreszenzmessung 
cranial des Tumors (C, rote Markierung), des Tumorgewebes (D, blaue Markierung) und 
caudal des Tumors (E, grüne Markierung) werden gezeigt. Die farbigen Markierungen 
auf dem Graphen und dem Foto entsprechen den darunter farbig umrandeten Aufnahmen 
und den dazugehörigen Histogrammen. 
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Die Fluoreszenzintensitäten wurden in Arbitrary Digital Units (ADU) gemessen 

(Ignat et al., 2009). Die Histogramme zeigen graphisch die Häufigkeitsverteilung 

der dunklen und hellen Fluoreszenzareale an. Waren auf den Fotos primär dunkle 

Areale (geringe Fluoreszenz) zu sehen, so befanden sich die Balken des 

Histogrammes im linken Bereich (70,5 ADU bis 355 ADU). Wurden dagegen 

helle Bereiche (starke Fluoreszenzen) gemessen, so verschob sich das Histo-

gramm nach rechts (355 ADU bis 640 ADU). Wie in den obigen Abbildungen 

deutlich zu sehen ist, wiesen die verschiedenen Darmabschnitte die zuvor be-

schriebenen Eigenschaften auf. Man erkennt deutlich die Rechtsverschiebung des 

Histogramms in den Tumorarealen (Abbildung 28 D, 29 D und 30 D). Die statisti-

sche Auswertung dieser Fluoreszenzdaten ist in Abbildung 31 graphisch darge-

stellt. 

Insgesamt wurden Daten von sechs HT 29-Luc, drei HCT 116-Luc und fünf Colo 

205-Luc-Tumor tragenden Tieren ausgewertet. Die Tiere stammten aus Gruppe B 

und C. Für diesen Versuch wurden Tiere ausgewählt, die in der Endoskopie große 

Tumoren (Score >3) zeigten. Bei diesen Tieren wurde davon ausgegangen, dass 

die Tumoren nach longitudinaler Eröffnung des Darmes zu sehen sind. Dadurch 

konnte makroskopisch sichergestellt werden, dass die Sonde sowohl über gesunde 

Mukosa als auch über Tumorgewebe geführt wurde.  

Bei der quantitativen Auswertung der Fluoreszenzintensitäten wurden die gesun-

den Mukosaareale cranial des Tumorgewebes, analog zu den Markierungen rot, 

das Tumorgewebe blau und die Mukosa caudal des Tumors in grün dargestellt 

(Abbildung 31).  

Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass die gesunden Mukosaareale, wie auch 

schon in der Fluoreszenzverteilung im Kolon gezeigt, ein wesentlich geringeres 

Fluoreszenzsignal als das Tumorgewebe aufwiesen. 

Bei allen drei Zelllinien konnte ex vivo ein signifikant höheres Fluoreszenzsignal 

in dem Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe gemessen werden. Die 

Signifikanzen wurden mit dem „one way ANOVA-Test“ berechnet. Als „post 

Test“ wurde der „Dunnett's-Test“ angewandt. 
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Abbildung 31: Quantifizierung der Fluoreszenzsignale der kolorektalen Tumoren 
Zur Quantifizierung wurden die aufgenommen Fluoreszenzsignale des Faserendoskopes 
in Arbitrary Digital Units (ADU) anhand der Histogramme analysiert. Dargestellt sind 
die Intensitäten der Fluoreszenzsignale der HT 29-Luc- (A), der HCT 116-Luc- (B) und 
Colo 205-Luc-Tumoren (C). Die Signifikanzen wurden mittels „one way ANOVA“ und 
dem post Test „Dunnett's“ berechnet. Als Referenz zu der Tumorgruppe dienten die Mu-
kosaareale cranial und caudal der Tumoren (prä/post Tumor) Ergebnisse sind als Mittel-
werte (Balken) und Einzelwerte dargestellt. Die aufgeführten Signifikanzen stellen fol-
gende p-Werte dar: **<0,01;***<0,001. 
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Vereinzelt wurden auch nicht Tumor tragende Tiere mittels NIR-Faserendoskop 

untersucht (Abbildung 34, Anhang). Die Fluoreszenz war dabei auf der Mukosa 

gleichmäßig verteilt. Verglichen mit den Tumorarealen Tumor tragender Mäuse 

fielen Fluoreszenzintensitäten gering aus; die Fluoreszenzintensitäten waren ver-

gleichbar mit den gesunden Mukosaarealen der Tumor tragenden Tiere. Jedoch 

war die Anzahl der gesunden untersuchten Tiere zu gering, um eine statistische 

Aussage treffen zu können. 

5.3.2.5 NIR-Fluoreszenzbildgebung der Kryoschnitte 

Um die Fluoreszenzsignale auf histologischer Ebene zu verifizieren, wurden 7 

µm-dicke Kryoschnitte angefertigt. Die Kryoschnitte wurden auf einem Gerät zur 

Detektion des Nah-Infrarot-Signals untersucht. Dafür wurden sie bei 680 nm an-

geregt und im Emissionsbereich von 700 nm gemessen. Hierbei wurden Schnitte 

verwendet, bei denen sowohl Tumorgewebe als auch gesundes Gewebe sichtbar 

war. Zur genaueren Lokalisation des Fluoreszenzsignales wurden die Schnitte 

zusätzlich mit einem Zeiss-Mikroskop im Cy 5 Kanal analysiert. Die maximale 

Absorption liegt in diesem Kanal bei 650 nm, die Messung der Emission bei 670 

nm. Hierbei konnten ähnliche Strukturen wie im HE-Bild sichtbar gemacht wer-

den. Da dieser Wellenlängenbereich für die Anregung dieses Kontrastmittels nicht 

optimal war, wurden die histologischen Strukturen kaum dargestellt und die Loka-

lisation, an welcher sich der Farbstoff anlagerte, konnte nicht bestimmt werden. In 

Abbildung 32 ist die vergleichende Darstellung der Kryoschnitte jeder Tumorenti-

tät im NIR-Scanner mit dem entsprechenden HE-Bild und der NIR-

Mikroskopieaufnahme gezeigt. Als Kontrolle diente der Darm einer Maus mit 

einem kolorektalen Tumor, die eine PBS-Injektion erhalten hatte. 

Die NIR-Bildgebung im NIR-Scanner zeigte eindeutig ein verstärktes Fluores-

zenzsignal im Bereich des Tumorgewebes und im Bereich der Muskularis. Des 

Weiteren konnte eine geringgradige Anfärbung der Mukosa beobachtet werden. 

Durch die vergleichende Darstellung mit den HE-Färbungen konnte der Ort der 

Fluoreszenz verifiziert werden. Nicht mit Kontrastmittel angefärbte Areale im 

Bereich des Tumors konnten in der HE-Färbung als Nekrosen identifiziert wer-
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den. Darmtumoren ohne Integrisense680 zeigten – wie erwartet – kaum Fluores-

zenzen auf (Abbildung 32). Die Fluoreszenzintensitäten der Kryoschnitte wurden 

in einem weiteren Schritt quantifiziert. 

 

Zelllinie NIR-
Scanner

HE-
Färbung

NIR 
Mikroskop

HCT 116-Luc

HT 29-Luc

Colo 205-Luc

Darmtumor 
ohne 
IntegriSense

0,5 cm 1000 µm 700  µm

0,5 cm 1000 µm 700  µm

0,5 cm 1000 µm 700  µm

0,5 cm 1000 µm 700  µm

 

Abbildung 32: Vergleichende Darstellung orthotoper Tumoren im NIR-
Fluoreszenzscanner mit HE-Färbungen und NIR-Mikroskopie 
Die Mäuse der drei obersten Reihen bekamen 24 Stunden vor der Euthanasie 2 nmol In-
tegriSense680 i.v. verabreicht. Die Anregung der Kryoschnitte erfolgte auf dem NIR-
Scanner bei 680 nm, die Absorption bei 700 nm. Bei den weißen Arealen auf den Tumo-
ren handelt es sich um gesättigte Signale. Die Anregung im NIR-Mikroskop erfolgte bei 
650 nm, die Messung der Emission bei 670 nm. Die Bilder der untersten Zeile zeigen 
einen HCT 116-Luc-Tumor im Darm einer Maus, die i.v. PBS injiziert bekam. 
 

5.3.2.6 Quantifizierung des Fluoreszenzsignales der Kryoschnitte 

Die Quantifizierung des NIR-Fluoreszenzsignales erfolgte mittels spezifischer 

Software. Dabei wurden verschiedene Areale (Tumor, Muskularis, Mukosa), als 

sogenannte Regions of Interest (ROI) definiert (Abbildung 33 A), die Fluoreszen-

zen ermittelt und Kontraste (Tumor/Muskularis bzw. Tumor/Mukosa) berechnet. 
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Durch die Betrachtung von Mukosa und Tumor (Abbildung 33 B) konnte gezeigt 

werden, dass es zu einer starken Anreicherung des Fluoreszenzsignales im Tu-

morgewebe kam. Die Fluoreszenz war bei Colo 205-Luc-Tumor tragenden Tieren 

am stärksten ausgeprägt. Bei den Fluoreszenzsignalen von Tumor und Muskularis 

(Abbildung 33 C) konnte aufgrund der verstärkten Anreicherung der Fluoreszenz 

in der Muskularis ein deutlich niedrigeres Fluoreszenzverhältnis nachgewiesen 

werden.  
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Abbildung 33: Quantifizierung des NIR-Fluoreszenzsignales der Kryoschnitte 
Für die Quantifizierung wurden drei gleich große Bereiche, sog. Regions of Interest 
(ROI), ausgewählt (A). Ein ROI wurde auf dem Tumorgewebe, ein Weiteres auf die 
Muskularis und das Dritte auf der Mukosa platziert (A). Zur Berechnung der Fluores-
zenzverhältnisse (FV) wurde die gemessene Signalintensität vom Tumorgewebe durch 
die gemessene Signalintensität von Mukosa bzw. Muskelgewebe geteilt. Ergebnisse sind 
gezeigt als Mittelwerte (Linie) und Einzelwerte (B, C). 
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Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es in dem hier durchgeführten Experi-

ment und den eingesetzten Parametern gelungen ist, mittels eines Integrin-

Antagonisten und einem NIR-Faserendoskop ex vivo Tumorgewebe von gesunder 

Mukosa zu unterscheiden, da es zu einer starken Farbstoffanreicherung im Tu-

morgewebe kam. Mithilfe des Faserendoskopes konnten die Tumoren spezifisch 

erkannt werden. Mittels Hämatoxylin-Eosin-Färbungen und NIR-Mikroskopie 

konnte bestätigt werden, dass es sich um Tumorgewebe handelt. Aufgrund dessen 

ist davon auszugehen, dass die Detektierung kolorektaler Karzinome im Mäuse-

darm auch in vivo funktionieren würde, wenn ein Kombinationsgerät aus einem 

Weißlichtendoskop und einem NIR Faserendoskop zur Verfügung stünde. 

Die Fluoreszenz wurde zur näheren Lokalisation zusätzlich mit einem Gerät zur 

Detektierung der NIR-Fluoreszenz untersucht. Hierbei konnte festgestellt werden, 

dass es zu einer starken Farbstoffanreicherung im Bereich der glatten Muskulatur 

und des Tumorgewebes kam. Die Mukosa wurde nur geringgradig angefärbt. 

Aufgrund der geringen Auflösung, die mit diesem Gerät erreicht werden konnte, 

war eine weitere Lokalisation des Fluoreszenzsignals nicht möglich. 

Ob mit dieser Untersuchungsmethode auch ulzerative Veränderungen der Darm-

schleimhaut oder kanzerogene Frühstadien zu differenzieren wären, ist im Rah-

men dieser Dissertation nicht untersucht worden.
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6 Diskussion  

Das kolorektale Karzinom ist die zweithäufigste Krebserkrankung und krebsbe-

dingte Todesursache in Deutschland (Ferlay et al., 2010). Präventive Untersu-

chungen mittels endoskopischer Verfahren sind heutzutage weit entwickelt und 

werden routinemäßig angewendet (Schmiegel et al., 2000). Dennoch bleiben 20 % 

der Krebsvorstufen bei diesen Untersuchungen unentdeckt (van Rijn et al., 2006). 

In der Endoskopie eingesetzte Kontrastmittel sind neue Möglichkeiten, diese Prä-

kanzerosen sichtbar zu machen (Waldner et al., 2011). 

Solange adenomspezifische Kontrastmittel nicht verfügbar sind, muss die techni-

sche Entwicklung solcher Konzepte an Tiermodellen und Kontrastmitteln für 

Adenokarzinome verfolgt werden. Zu Beginn der Dissertation war ein orthotop 

implantierbares Karzinommodell im Bereich des Colon descendens für die endo-

skopische Beobachtung im Kleintier bisher nicht verfügbar. 

Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, ein neues orthotopes kolorekta-

les Tumormodell zu etablieren. Im weiteren Verlauf sollte das Modell in der NIR-

Bildgebung mit zielgerichteten Kontrastmitteln zum Einsatz kommen. 

6.1 Das orthotope kolorektale Tumormodell  

In der vorliegenden Arbeit sollte ein orthotopes, xenogenes Modell in der Nackt-

maus etabliert werden. Unter xenogener Transplantation wird die Übertragung 

von lebensfähigen Zellen zwischen verschiedenen Spezies verstanden 

(Pschyrembel, 2002d). Xenogene Modelle sind sehr gut zur Validierung targeto-

rientierter Therapeutika und Diagnostika geeignet (Fichtner, 2008).  

Orthotope Modelle zeigen, im Gegensatz zu subcutanen Modellen, höhere An-

wachsraten und ein höheres Potential zur Metastasierung (Tan und Chu, 1985; 

Marincola et al., 1989). Das liegt vor allem darin begründet, dass die Tumorzellen 

in das Tumormikromilieu gebracht werden, aus welchem sie entstammen (Loi et 

al., 2011). Es ist bekannt, dass das Tumormikromilieu eine entscheidende Rolle 

für das Tumorwachstum und die Metastasierung spielt (Hwang et al., 2008; Liao 

et al., 2009; Rasanen und Vaheri, 2010; Loi et al., 2011). 
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Ferner sind die Zielstrukturen in Form von Rezeptoren homogener ausgebildet 

(Fichtner, 2008). Dieses Wissen macht man sich zu Nutze, indem in der onkologi-

schen Forschung orthotope Tumormodelle Anwendung finden (Heijstek et al., 

2005; Liao et al., 2009). Zudem ähnelt das Krankheitsgeschehen des Versuchstie-

res dem des humanen Patienten: Je nach Krankheitsstadium entwickeln die Tiere 

bei kolorektalen Tumoren Obstipationen oder weisen Blut im Kot auf. 

Nachteilig ist das Monitoring des Tumor-Größenwachstums; dieses ist bei ortho-

topen Modellen aufwendiger als bei ektopen Modellen, da die Tumormasse dem 

Untersucher nicht direkt zugänglich ist. Orthotope Tumormodelle werden oft auf-

grund fehlender bildgebender Untersuchungseinheiten in der Forschung mittels 

Probelaparatomie oder Sektion von Versuchstieren überwacht, so dass die Tumo-

ren manuell ausgemessen werden können (Takahashi et al., 2004). 

Das Tumorwachstum im vorliegenden Modell wurde minimalinvasiv mittels Ko-

loskopie und Biolumineszenz beobachtet. Durch den Einsatz dieser minimalinva-

siven Untersuchungsmethoden konnte die Anzahl der Versuchstiere reduziert und 

das Tumorwachstum dennoch gut überwacht werden.  

Zu Beginn der praktischen Versuche der vorliegenden Arbeit gab es noch kein 

publiziertes Modell, das für die oben genannte Zielstellung optimal geeignet war. 

Die in der Literatur bisher beschriebenen kolorektalen Modelle waren aufgrund 

ihrer cranialen Lage nicht mit dem starren Endoskop überwachbar (Tseng et al., 

2007) oder in der Induktion zu aufwendig (Takahashi et al., 2004; Alencar et al., 

2005). In der vorliegenden Arbeit kann die Etablierung eines orthotopen kolorek-

talen Tumormodells gezeigt werden, das durch eine zehnminütige Operation in-

duziert wurde. Jedoch ist auch für das vorliegende Modell die Eröffnung der 

Bauchhöhle notwendig, wodurch dem Versuchstier Schmerzen zugefügt werden. 

Nach Beendigung der praktischen Versuche dieser Arbeit wurde ein Tumormodell 

publiziert, bei welchem Tumorzellen in die durch Elektrokoagulation zerstörte 

Mukosa implantiert wurden (Bhullar et al., 2011). Dadurch konnte den Ver-

suchstieren Schmerzen infolge der Bauchdeckeninzision erspart bleiben und das 

Infektionsrisiko minimiert werden. Bei dem Tumormodell der vorliegenden Ar-
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beit erhielten die Tiere zur Verringerung des Operationsschmerzes ein Schmerz-

mittel. 

Die Anwachsrate, das heißt der Prozentsatz der Tiere, bei denen ein Tumorwachs-

tum festgestellt werden konnte, ist ein wichtiges Kriterium für die Reproduzier-

barkeit und für den präklinischen Einsatz von Tumormodellen (Killion et al., 

1998). Bei dem vorliegenden Modell kam es durch Erhöhung der injizierten Zel-

len zu einer Verdopplung der Anwachsrate. So konnte mit 1 x 106 Zellen eine 

Anwachsrate von 34 % und bei Verwendung von 2 x 106 Zellen eine Anwachsrate 

von 66 % erzielt werden. Durch die Verwendung von Matrigel konnte eine weite-

re Steigerung von 20 Prozentpunkten erreicht werden. Dies wird auch von ande-

ren Forschungsansätzen bestätigt (Fridman et al., 1990; Fridman et al., 1991). 

Matrigel enthält Wachstumsfaktoren, die die extrazelluläre Matrix nachempfinden 

und das Anwachsen der Zellen erleichtern sollen (Fridman et al., 1991). Dadurch 

finden die Zellen im xenogenen Wirtsorganismus in der kritischen Anfangsphase 

optimale Wachstumsbedingungen vor. Dabei ist die Anwachsrate unabhängig von 

der verwendeten Zelllinie. Andere Forscher konnten im orthotopen, xenogenen 

Tumormodell mit denselben Zelllinien und Matrigel in Severe Combined Immun-

deficiency (SCID)-Mäusen bessere Anwachsraten verzeichnen (Bhullar et al., 

2011). SCID-Mäuse besitzen im Gegensatz zu den in der vorliegenden Arbeit 

verwendeten nu/nu Nacktmäusen keine funktionstüchtigen B- und T-

Lymphozyten und keine Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen; Ito et al., 2002). 

Nu/nu Nacktmäuse hingegen besitzen lediglich keine funktionstüchtigen T-

Lymphozyten (Kelland, 2004). Dementsprechend ist ihr Immunsystem aktiver 

gegenüber xenogenen Zellen als das der SCID-Mäuse. Die Anwachsrate scheint 

somit von den Zelllinien und den verwendeten Mäusestämmen abhängig zu sein. 

Mit der Verbesserung der Anwachsrate wurde durch die Erhöhung der injizierten 

Zellzahl auch der prozentuale Anteil der Peritonealmetastasen an den Versuchstie-

ren erhöht (Vergleich der Injektion von 1 x 106 Zellen und 2 x 106 Zellen pro 

Tier). Ursächlich für das Ansteigen der Metastasen dürfte ebenfalls die höhere 

Anzahl der überlebenden Zellen sein, die in das Tier gelangen. Bei der Injektion 

der Zellen in die Darmwand entsteht ein Stichkanal. Durch die Injektion von 80 µl 
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Zellsuspension herrscht zum Zeitpunkt der Injektion ein großer Druck zwischen 

den Darmschichten. Dadurch kann es beim Retrahieren der Kanüle zum Austreten 

von Zellsuspension kommen. Die austretenden Zellen lagern sich bevorzugt in gut 

durchbluteten Arealen an, wie z. B. im Bereich der Bauchdeckeninzision. Auf-

grund dessen sind die Peritonealmetastasen als operationsbedingte Abklatschme-

tastasen zu bewerten. Vergleicht man die Tiergruppe die 2 x 106 Zellen (Gruppe 

B) mit der Gruppe die 2 x 106 Zellen in Matrigel (Gruppe C) injiziert bekommen 

hat, so ist ein geringerer Prozentsatz an Peritonealmetastasen in Gruppe C zu beo-

bachten. Dies kann auf den gelierenden Effekt des Matrigels zurückzuführen sein. 

Durch die gelartige Struktur des Matrigels wird die Injektionsstelle schneller wie-

der verschlossen, so dass weniger Zellen austreten können. 

Das Auftreten von Metastasen im Bereich der mesenterialen Lymphknoten ist auf 

eine lymphogene Streuung zurückzuführen. Diese Art der Metastasierung konnte 

nur bei 25 % der Tiere aus Gruppe B (Injektion von 2 x 106 Zellen) der HCT 116-

Luc-Zelllinie und bei 17 % der Tiere aus Gruppe C (Injektion von 2 x 106 Zellen 

mit Matrigel) mit einer HT 29-Luc-Zellinjektion beobachtet werden. Ferner war 

dies bei 11 % der Tiere mit einer Colo 205-Luc-Injektion der Gruppe C zu beo-

bachten. Auch andere xenogene Tumormodelle weisen keine lymphogene Me-

tastasierung auf (Jin et al., 2011). Die Literaturangaben bezüglich der Metastasie-

rung bei xenogenen Tumormodellen variieren erheblich und scheinen wie oben 

beschrieben u. a. von den Zelleigenschaften und von den Versuchstieren abhängig 

zu sein (Tan und Chu, 1985; Marincola et al., 1989; Takahashi et al., 2004; Bhul-

lar et al., 2011).  

Zusammenfassend ist das vorliegende Modell hinsichtlich spezifischer Untersu-

chungen lymphogener Metastasierung nicht geeignet. 

6.2 Monitoring des Tumorwachstums 

Ein Nachteil orthotoper Modelle war bislang die eingeschränkte Beobachtbarkeit 

des Tumorwachstums. Neben der klinischen Überwachung der Versuchstiere 

(Abschnitt 6.2.1), war dies nur durch invasive Methoden wie Probelaparatomie 

(Jin et al., 2010) bzw. durch ungenaue Abschätzung wie Palpation möglich. In den 

92

Diskussion 



Diskussion 

  

letzten Jahren ist die Bildgebung im Versuchstierbereich weit entwickelt worden 

(Ferris et al., 2011; Spinelli et al., 2011), so dass die Tiere minimalinvasiv über 

einen längeren Zeitraum untersucht werden können. Durch sequentielle Aufnah-

men im µCT kann das Tumorwachstum sehr gut über einen längeren Zeitraum 

verfolgt werden, ohne die Versuchstiere dafür töten zu müssen (Kersemans et al., 

2011). Nachteilig daran ist, dass es hierbei zu Strahlenbelastungen der Ver-

suchstiere kommen kann, die bei regelmäßiger Untersuchung erheblich sein kön-

nen (Kersemans et al., 2011). Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Metho-

den wie Biolumineszenz (Funao et al., 2011; Menon et al., 2011) und Endoskopie 

(Alves et al., 2011; Bhullar et al., 2011) eignen sich zur Beobachtung von kolo-

rektalen Karzinomen im Tumormodell sehr gut und beinhalten keine Gefahr der 

Strahlenbelastung. Durch diese bildgebenden Verfahren (Abschnitt 6.2.2) ist es 

möglich, die Erkrankung der Versuchstiere über die gesamte Versuchsdauer zu 

beobachten, ohne sie töten zu müssen. 

6.2.1 Klinische Überwachung  

Die Gewichtsentwicklung und das Allgemeinbefinden der Tiere sind wichtige 

Parameter, um deren Belastung während des Versuches einschätzen zu können 

(Deshpande et al., 2011; Matsunaga et al., 2011; Murase et al., 2011). Die Ver-

suchstiere im orthotopen kolorektalen Tumormodell verloren je nach Versuchs-

gruppe kein Gewicht bzw. fünf bis zehn Prozent (Gruppe B und C). Es konnte 

kein Unterschied zwischen der Implantation unterschiedlicher Zelllinien festge-

stellt werden. Bei allen Tieren stabilisierte sich das Körpergewicht bis zum Ver-

suchsende. Ein Gewichtsverlust von mehr als 20 % wird vom UK Co-ordinating 

Committee on Cancer Research (UKCCCR) als Abbruchkriterium definiert ver-

standen (Workman et al., 1997). In einem solchen Fall ist davon auszugehen, dass 

das Tier unter den Belastungen massiv leidet. Die Tiere, die im Rahmen dieser 

Dissertation für das Modell verwendet wurden, zeigten Gewichtsverluste von ma-

ximal 10 %. Daraus wird die Schlussfolgerung gezogen, dass das Befinden der 

Tiere zwar beeinträchtigt war, was jedoch durch Schmerzmanagement ausgegli-

chen werden konnte. Bei dem verwendeten Schmerzmittel handelte es sich um ein 
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Buprenorphin, einem Opiat. Opiate haben die unerwünschte Arzneimittelwirkung, 

dass das Hungergefühl des Patienten vermindert wird. Dies wird auch in der Ent-

wicklung des Körpergewichtes der Tiere sichtbar. Aufgrund der Cyclooxygenase-

2-Expression vieler kolorektaler Tumorzellen (Jonker et al., 2007) konnten keine 

nichtsteroidalen-Antiphlogistika zur Schmerzmedikation eingesetzt werden, da 

dies vermutlich zu einem schlechteren Anwachsen der Tumorzellen geführt hätte.  

Aufgrund des Gewichtsverlustes wurden die Tiere klinisch engmaschig kontrol-

liert. In dieser Arbeit konnte ein Untersuchungsbogen entwickelt werden, der u. a. 

auch dafür von Nutzen war, zu klären, ob die Tiere ein paraneoplastisches Syn-

drom entwickelten (Wu et al., 2002; Peluffo et al., 2004). Jedoch konnten dafür 

bei keinem Versuchstier Anzeichen beobachtet werden. Aufgrund dessen muss 

die Frage gestellt werden, ob der entwickelte Untersuchungsbogen wirklich alle 

möglichen Symptome des Versuchstieres „Maus“ behandelt. Aufgrund ihres 

Fluchttierverhaltens zeigen sie die Symptome möglicherweise in einer ganz ande-

ren Form als humane Patienten. 

Zusätzlich wurden alle Versuchstiere mit bildgebenden Verfahren untersucht, die 

im Folgenden diskutiert werden. 

6.2.2 Bildgebende Verfahren 

Im Rahmen dieser Dissertation kamen verschiedene bildgebende Verfahren zum 

Einsatz, um das Tumorwachstum beobachten bzw. um Tumor- von Normalgewe-

be unterscheiden zu können. Endoskopie und Biolumineszenz dienten der Beo-

bachtung der Tumorentwicklung in vivo. Hierbei handelte es sich um minimal-

invasive Diagnostikmethoden, von denen sich die Tiere sehr schnell wieder erhol-

ten. Biolumineszenz wird mitunter auch als nicht invasive Untersuchungsmethode 

angesehen (Pribaz et al., 2011). Beide Untersuchungsmethoden verursachten kei-

ne Schmerzen, so dass Isofluran als Anästhetikum als ausreichend angesehen 

wurde. Auch bei humanen Patienten wird die Koloskopie lediglich unter Propo-

folnarkose bzw. unter Benzodiazepinen durchgeführt (Sipe et al., 2002; Assmann 

und Martin, 2009), die ebenfalls keine anästhesierende Wirkung aufweisen. Durch 

die Durchführung der Untersuchungen unter Isoflurannarkose waren die Tiere 
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innerhalb von 60 Sekunden nach dem Eingriff vollständig wach und konnten am 

Sozialverhalten der Gruppe teilnehmen. 

Die Nahinfrarot-Fluoreszenzbildgebung sollte parallel zur Endoskopie eingesetzt 

werden, um mit Hilfe des Fluoreszenzsignals Tumorgewebe von gesundem Ge-

webe unterscheiden zu können. Jedoch stellte sich im Laufe der Experimente her-

aus, dass dies nur eingeschränkt möglich war. Eine Orientierung im murinen Ko-

lon war mit dem NIR-Faserendoskop nicht möglich und es konnte in vivo nicht 

zeitgleich mit dem Weißlichtendoskop und der NIR-Sonde gearbeitet werden. 

Aufgrund dessen wurden die Geräte einzeln verwendet: das Weisslichtendoskop 

und Biolumineszenz in vivo, das NIR-Faserendoskop ex vivo. 

6.2.2.1 Endoskopie 

Durch die Verwendung eines starren Endoskops konnte das Wachstum der kolo-

rektalen Tumoren gut beobachtet und beurteilt werden. Vergleichbare Untersu-

chungen bestätigen dies (Becker et al., 2006; Neufert et al., 2007). Einmal wö-

chentlich wurde eine Koloskopie durchgeführt, wodurch die Situation der Ver-

suchstiere gut eingeschätzt werden konnte. Es konnte unnötiges Leiden der Ver-

suchstiere verhindert werden, indem der Versuch vor Eintreten klinischer Sym-

ptome beendet wurde. Zudem konnte durch die Endoskopie das Wachstumsver-

halten der unterschiedlichen Tumorzelllinien im orthotopen Modell gut charakte-

risiert werden. In orthotopen Tumormodellen zeigen die Tumorzellen, aufgrund 

des umgebenden Mikromilieus, oft ein anderes Wachstumsverhalten als subcuta-

ne Modelle oder in vitro (McMillin et al., 2011). Aufgrund dessen ist es bei der 

Etablierung neuer Tumormodelle sehr wichtig, das Wachstum der Tumorzellen 

genau charakterisieren zu können, um im Falle von Therapiestudien die Wirk-

samkeit der Medikamente beurteilen zu können.  

Zusätzlich zur Verfolgung des Tumorwachstums bietet die endoskopische Unter-

suchung die Möglichkeit, Parameter wie die Dicke der Darmwand, die Granulari-

tät der Schleimhaut und die Gefäßeinsprossung zu erheben und den Verlauf zu 

dokumentieren (Becker et al., 2006; Neurath et al., 2010). Solche Veränderungen 

können durch die Tumorerkrankung bedingt sein, im Sinne einer Immunreaktion, 
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oder einen unabhängigen Nebenbefund darstellen. Auch bei Versuchstieren sollte 

differentialdiagnostisch bei Umfangsvermehrungen im Darm an andere Ursachen 

gedacht werden. Grundsätzlich könnten lymphoglanduläre Komplexe in der 

Darmschleimhaut oder ulzerative Entzündungen ein ähnliches Bild entstehen las-

sen. Durch regelmäßig durchgeführte Koloskopien konnte ein endoskopischer 

Score (Becker et al., 2006) modifiziert angewandt werden, welcher die oben ge-

nannten Parameter berücksichtigt. Im Falle von angeschwollenen lymphoglandu-

lären Komplexen ist von einer Immunreaktion des Organismus auszugehen. Diese 

könnte auf die durchgeführte Operation, eine Infektion oder auf den im Darm 

wachsenden Tumor zurückzuführen sein. Jedoch ist davon auszugehen, dass diese 

Reaktion nicht nur direkt neben dem Tumor bzw. der Infektion stattfindet, son-

dern dass mehrere lymphoglanduläre Komplexe in der Darmwand reagieren wür-

den. Bei einer gesunden Maus ist die Darmwand so dünn, dass die an den Darm 

angrenzenden Organe bei der Koloskopie betrachtet werden können. Im Falle ei-

ner Immunreaktion auf den Tumor oder eine Infektion wäre die Darmwand ver-

dickt und angrenzende Organe könnten nicht, wie beim gesunden Tier, beobachte-

tet werden (Becker et al., 2006). Des Weiteren wäre eine erhöhte Granularität der 

Schleimhaut zu beobachten (Becker et al., 2006). Im Rahmen der durchgeführten 

Untersuchungen konnten solche Veränderungen nicht beobachtet werden, so dass 

immer die Verdachtsdiagnose „kolorektales Adenokarzinom“ gestellt wurde. Zu-

dem wurde mit immunsupprimierten Tieren gearbeitet, die auf xenogenes Gewebe 

wenig reagieren sollten. Jedoch ist eine lokale Reaktion deshalb nicht auszu-

schließen. In den durchgeführten histologischen Untersuchungen konnten in den 

angrenzenden Arealen am Tumorgewebe keine Lymphfollikel gefunden werden. 

6.2.2.2 Biolumineszenz 

Ein weiteres Verfahren zur minimal-invasiven Darstellung des Tumorwachstums, 

welches in vielen Forschungsbereichen angewendet wird, ist die Biolumineszenz-

Bildgebung (Godechal et al., 2011; Hwang et al., 2011; Keereweer et al., 2011; 

Massey et al., 2011). 
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Mit Hilfe der Biolumineszenz ist es möglich, das Wachstumsverhalten des Tu-

mors über die Lichtemission der Tumorzellen nach Substratapplikation zu beurtei-

len. Ein Nachteil ist jedoch, dass hiermit nur metabolisch aktive Zellen untersucht 

werden können (Hochgraefe und Manelkow, 2013), das heißt, dass Nekrosen oder 

metabolisch inaktive Zellen mit dieser Untersuchung nicht erfasst werden.  

Im Rahmen dieser Dissertation konnte mit dieser Methode schon in den ersten 

Tagen nach der Operation beurteilt werden, ob die Implantation erfolgreich war. 

Es konnte zudem gezeigt werden, dass eine Differenz der in vitro- und in vivo- 

Photonenausbeuten zu beobachten war. Dies war insbesondere bei der HCT 116-

Luc-Zelllinie festzustellen. Es werden auch in der Literatur Diskrepanzen zwi-

schen der Biolumineszenz von Zellen in vitro und in vivo beschrieben (Keyaerts et 

al., 2011). In der Literatur wird die Verabreichung von Narkosemedikamenten 

dafür verantwortlich gemacht, dass in vivo eine geringere Photonenausbeute ge-

messen werden kann als in vitro (Keyaerts et al., 2011). In der vorliegenden Ar-

beit konnte erstmalig gezeigt werden, dass eine geringe Photonenausbeute in vitro 

dennoch zu einem hohen Biolumineszenzsignal in vivo führen kann. Dies ist bis-

lang nicht publiziert worden. 

Durch die Biolumineszenz kann, neben dem Tumorwachstum, das Auftreten von 

Metastasen detektiert werden (Podsypanina et al., 2008; Madero-Visbal et al., 

2010). Dies lässt sich durch die Ergebnisse dieser Dissertation ebenfalls bestäti-

gen. Da im Säugetier das Enzym Luciferase nicht vorkommt, ist mit einem sehr 

geringen Hintergrundsignal zu rechnen (Dothager et al., 2009). Nachteilig an die-

sem Verfahren ist, dass das Versuchstier eine intra peritoneale Injektion des Luci-

ferins erhält. Dies geschieht in der Regel vor Narkoseeinleitung, um eine gute 

Resorption des Luciferins gewährleisten zu können. Diese Injektion bedeutet für 

das Versuchstier Stress (Drude et al., 2011) und es besteht immer die Gefahr der 

Fehlinjektion, wobei innere Organe verletzt werden können. Des Weiteren ist zu 

bedenken, dass durch den hohen interstitiellen Druck innerhalb des Tumors die 

Penetration des Luciferins gehemmt wird, was die Effizienz der Messung vermut-

lich beeinflusst. 
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Im Rahmen dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass eine Kombination 

von Endoskopie und Biolumineszenz zur in vivo-Überwachung orthotoper kolo-

rektaler Tumormodelle große Vorteile bietet: bei einer in der Koloskopie detek-

tierten Umfangsvermehrung, in Kombination mit einem positiven Biolumines-

zenz-Signal konnte die Verdachtsdiagnose „kolorektales Karzinom“ gestellt wer-

den. Dies wurde durch die im Anschluss durchgeführte Histologie bestätigt. Je-

doch sollte einschränkend gesagt werden, dass im Rahmen dieser Dissertation 

keine echten Eichkurven des Verhältnisses zwischen Biolumineszenz und Tumor-

größe aufgenommen werden konnten, da die Biolumineszenz, wie oben erwähnt, 

nur metabolisch aktive Zellen untersucht (Hochgraefe und Manelkow, 2013). 

Nekrotische Bereiche, die sich erst in der Histologie präsentierten, blieben damit 

unbeobachtet. Dennoch konnte gezeigt werden, dass die Tumorgröße und die Bio-

lumineszenz im Rahmen dieser Experimente miteinander korrelieren. 

Ein weiteres Ziel dieser Dissertation war der Einsatz des xenogenen, kolorektalen 

Tumormodells in der Validierung von zielgerichteten Nahinfrarot-Kontrastmit-

teln. Als Zielstrukturen wurden Integrine ausgewählt.  

6.2.2.3 Integrine als Zielstrukturen in der Bildgebung 

Integrine sind heterodimere Glycoproteine, die aus einer α-und β-Untereinheit 

bestehen (Arnaout et al., 2007). Es sind 18 α- und 8 β-Untereinheiten bekannt, die 

zu wenigstens 24 unterschiedlichen Integrin-Heterodimeren kombiniert werden 

können (Guo und Giancotti, 2004; Desgrosellier und Cheresh, 2009). Sie sind für 

die Adhäsion der Zelle mit der extrazellulären Matrix und für interzelluläre Kon-

takte verantwortlich. Je nach Kombination der Heterodimere weisen sie eine un-

terschiedliche Ligandenspezifität auf. Durch ihre Vielseitigkeit sind sie verant-

wortlich für die zytoskeletale Organisation, die Zellteilung, die Zellmigration, das 

Zellüberleben und die Zellproliferation (Desgrosellier und Cheresh, 2009). Neben 

ihren physiologischen Funktionen werden Integrine auch von einigen Tumorenti-

täten, wie z. B. Glioblastomen, Pankreas- und Prostatakarzinomen, vermehrt 

exprimiert (Guo und Giancotti, 2004; Desgrosellier und Cheresh, 2009) und sind 

mit bestimmten Phänotypen bei Krebserkrankungen assoziiert (Desgrosellier und 
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Cheresh, 2009). Bei kolorektalen Adenokarzinomen konnte ein Zusammenhang 

zwischen der αvβ3 Integrin-Expression und dem Überleben der Patienten nachge-

wiesen werden (Vonlaufen et al., 2001). Somit sind Integrine möglicherweise 

vielversprechende Zielmoleküle in der molekularen Bildgebung. 

Das neu etablierte Tumormodell kam in der Nahinfrarot-Fluoreszenzbildgebung 

zum Einsatz. Mit Hilfe des Kontrastmittels und der Nahinfrarot-

Fluoreszenzbildgebung sollte Tumorgewebe von gesunder Mukosa abgrenzbar 

sein. Das zielgerichtete Kontrastmittel sollte sich in den kolorektalen Tumoren 

anreichern und das gesunde Darmgewebe nur wenig anfärben. Es wurde ein Farb-

stoff gewählt, welcher an einen Integrin-Antagonisten gekoppelt war.  

In den letzten drei Jahrzehnten wurde eine große Anzahl neuer Bildgebungsver-

fahren entwickelt, von denen sich einige noch in der Validierungsphase befinden, 

während andere schon in der Klinik eingesetzt werden (Weissleder und Pittet, 

2008). Insbesondere die Bildgebung mithilfe von Nahinfrarot (NIR)-Fluoreszenz 

liefert spezifische Informationen, die andere Untersuchungsmethoden nicht leisten 

können (Keereweer et al., 2011). Farbstoffe bzw. Kontrastmittel im Nahinfrarot-

bereich sind von Interesse, da Nahinfrarotlicht kaum von Wasser und Hämoglobin 

absorbiert wird. Dies führt zu einer höheren Eindringtiefe des Nahinfrarotlichtes 

im Vergleich zu Weißlicht, was für die Untersuchung tieferliegender Gewebe von 

Vorteil ist (Grötzinger und Wiedenmann, 2004). Dennoch muss einschränkend 

gesagt werden, dass NIR-Licht zwar tiefer in das Gewebe eindringt, trotzdem aber 

das Problem der Autofluoreszenz, Absorption und Streuung bestehen bleibt. 

Jedoch ist publiziert, dass mit dieser Methode in vivo getestet werden kann, ob 

bestimmte Rezeptoren auf den zu untersuchenden Geweben vorhanden sind oder 

nicht (Contag, 2007). Wie im Ergebnisteil erwähnt, war eine Orientierung im mu-

rinen Kolon mit dem NIR-Faserendoskop nicht möglich und es konnte in vivo 

nicht zeitgleich mit dem Weißlichtendoskop und dem NIR-Faserendoskop gear-

beitet werden. Aufgrund dessen wurden die Geräte einzeln verwendet. Durch die 

ex vivo Anwendung des NIR-Faserendoskopes konnte makroskopisch überprüft 

werden, ob es sich auf gesunder Mukosa oder Tumorgewebe befand. Durch die 

vorsichtige Führung des Endoskopes über den Tumor konnten die sich dem Un-
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tersucher präsentierenden Bilder eindeutig den entsprechenden Darmarealen zu-

geordnet werden. 

Mit dem in diesem Modell verwendeten NIR-Integrin-Antagonisten ließen sich 

die Tumoren 24 Stunden nach Applikation in vivo darstellen. Dazu wurden ein-

zelne Versuchstiere in einem Gerät zur Detektion der NIR-Fluoreszenz unter-

sucht. Hierbei konnte nach Verabreichung des NIR-Farbstoffes ein Fluoreszenz-

signal im Bereich des Abdomen detektiert werden. Wurde innerhalb der nächsten 

Minuten ebenfalls das Biolumineszenzsignal gemessen, so konnte eine Kolokali-

sation von Biolumineszenz und Fluoreszenz festgestellt werden. Dieses Bild ließ 

sich auch in ex vivo Aufnahmen bestätigen. Durch die zusätzlich stattfindende 

makroskopische Beurteilung des entnommenen Enddarmes konnten die fluores-

zierenden und Biolumineszenz positiven Areale eindeutig den Tumorarealen zu-

geordnet werden. Ähnliche Ergebnisse wurden auch von anderen Arbeitsgruppen 

gezeigt (Kovar et al., 2007; Kovar et al., 2009). 

In der ex vivo Darstellung des Darmes mittels gegen Integrin gerichteter Fluores-

zenzfarbstoffe und dem NIR-Faserendoskop war es durch die Farbstoffverteilung 

möglich, gesunde Mukosa von Tumorgewebe zu unterscheiden. Dies konnte von 

anderen Autoren in xenogenen und syngenen Transplantationsmodellen bestätigt 

werden (Kelly et al., 2004). Vergleichbare Ergebnisse konnten auch in Mutati-

onsmodellen gewonnen werden (Funovics et al., 2006; Foersch et al., 2010). An-

dere Autoren berichteten sogar von einer guten Dysplasie-Detektion beim huma-

nen Patienten (Waldner et al., 2011). 

In der Quantifizierung bestätigte sich, dass die Tumorareale signifikant höhere 

Fluoreszensintensitäten aufwiesen als die gesunde Mukosa. Diese Ergebnisse 

konnten von anderen Arbeitsgruppen mit ähnlicher Fragestellung bestätigt werden 

(Hsiung et al., 2008; Foersch et al., 2010).  

Die in diesen Experimenten verwendeten HCT 116- und Colo 205-Zelllinien wer-

den in der Literatur als αvβ3-Integrin-Rezeptor positiv bezeichnet (Shan, 2004; 

Kossodo et al., 2009). HT 29-Zellen hingegen werden als Integrin-Rezeptor nega-

tiv bzw. nur in der frühen Wachstumsphase als positiv beschrieben (Shan, 2004; 

Kossodo et al., 2009). In den hier aufgeführten Experimenten war kein Unter-
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schied zwischen den drei Tumorentitäten hinsichtlich des gebundenen NIR-

Kontrastmittels festzustellen. Dies widerspricht den bislang publizierten Angaben 

bezüglich der αvβ3-Integrin-Expression bei HT 29-Zellen (Shan, 2004). Die Inten-

sität des Fluoreszenzsignals lag bei den implantierten HT 29-Luc und HCT 116-

Luc-Tumoren bei 550 Arbitrary Digital Units (ADU), bei den Colo 205-Luc Tu-

moren geringgradig höher. Die gesunde Mukosa wies bei allen Versuchstieren 

eine Signalintensität von 125 ADU auf. Dadurch wurde gezeigt, dass es sich bei 

Arealen mit einer höheren Fluoreszenzintensität als 125 ADU um Tumorgewebe 

handelt. Dies gilt für die Werte, die im Rahmen dieses orthotopen Tumormodells 

entstanden sind. Wünschenswert wäre in einem nächsten Experiment dieses Tu-

mormodell in einem Kompensationsexperiment zu testen, um die spezifische Bin-

dung des hier verwendeten Liganden nachzuweisen. Leider stand jedoch kein un-

markierter αvβ3-Integrin-Ligand zur Vergügung, so dass diese Frage ungeklärt 

blieb. 

Um das Fluoreszenzsignal näher zu lokalisieren, wurden Kryoschnitte angefertigt 

und bei 680 nm Anregung im NIR-Scanner untersucht. Hierbei zeigte sich ein 

deutliches Fluoreszenzsignal im Bereich des Muskulatur- und Tumorgewebes. 

Dadurch fiel das Fluoreszenzverhältnis von Tumorgewebe zu Muskulatur geringer 

aus. Auch andere Gruppen beschreiben die Expression von αvβ3-Integrinen in 

glatter Muskulatur (Vonlaufen et al., 2001; Ishigaki et al., 2010; Jones und Ehr-

lich, 2011). Bei den errechneten Fluoreszenzverhältnissen zwischen Tumorgewe-

be und Mukosa zeigte sich hingegen eine deutliche Farbstoffanreicherung im Be-

reich des Tumorgewebes. 

Aufgrund der geringen Auflösung des NIR-Scanners konnte die Fluoreszenz we-

der im Tumor noch in der Muskulatur näher lokalisiert werden. 

Neben der Fluoreszenzanreicherung im Tumorgewebe wäre eine Integrin-

Expression auf murinen Zellen denkbar z. B. Endothelzellen (Cai und Chen, 

2006). Dies könnte ebenfalls zu einer Anreicherung des IntegriSense680 Kon-

trastmittels führen und durch immunhistologische Färbungen der orthotopen Tu-

more untersucht werden. Diese Untersuchung ist Gegenstand aktueller Forschung 

der Arbeitsgruppe. 
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Ob mittels dieses experimentellen Aufbaus auch eine Unterscheidung von ulzera-

tiven Veränderungen und Präkanzerosen möglich wäre, konnte im Rahmen dieser 

Dissertation aus Zeitgründen nicht geklärt werden. Da es bei einer Kolitis zu einer 

Angiogenese kommt, was mit einer Expression von Integrin-Rezeptoren einher-

geht (Cai und Chen, 2006), wäre eine Farbstoffanreicherung denkbar. Zudem kä-

me es zur Migration von Leukozyten in die Mukosa, die für die extravasale Wan-

derung auf der Zelloberfläche ebenfalls Integrin-Rezeptoren exprimieren. Je nach 

Spezifität des zielgerichteten Kontrastmittels käme es dann zu falsch positiven 

Fluoreszenzsignalen. 

Leider konnte im Rahmen dieser Dissertation nicht die Eingangs-Frage beantwor-

tet werden, ob sich Krebsvorstufen von gesunder Mukosa unterscheiden lassen. Es 

ist vorstellbar, dass gerade ulzerative Veränderungen der Darmschleimhaut im 

Rahmen einer Kolitis nicht eindeutig von Polypen unterscheidbar wären, da in 

beiden Fällen die Kryptenstruktur verloren geht. Würde ein zielgerichtetes Tu-

morspezifisches Kontrastmittel verwendet werden, wäre eine Differenzierung 

denkbar. Allerdings handelt es sich bei αvβ3-Integrinen um Oberflächenstrukturen, 

die ebenfalls auf anderen Zellenoberflächen zu finden sind: Endothelzellen, peri-

vaskuläre Zellen, Fribrolasten, Knochenmarkzellen und Blutplättchen 

(Desgrosellier und Cheresh, 2009). Aufgrund dessen handelt es sich hierbei nicht 

um ein krebsspezifisches Zielmolekül.  

Zusammenfassend konnte jedoch gezeigt werden, dass das neu entwickelte, ortho-

tope kolorektale Tumormodell zur Validierung von NIR-Kontrastmitteln geeignet 

ist.  

6.3 Übertragbarkeit der Ergebnisse auf die Klinik 

Zu den größten Herausforderungen der Tumormedizin gehört es, wie eingangs 

erwähnt, krebsspezifische Zielmoleküle (Targets) zu identifizieren. Diese Zielmo-

leküle sollen möglichst ausschließlich auf Tumorzellen, nicht aber auf gesundem 

Gewebe zu finden sein. Moleküle, die an diesen Strukturen binden, können an ein 

Kontrastmittel oder an ein Chemotherapeutikum gekoppelt werden. Auf diese 

Weise erhalten die Erkrankten ein molekular gerichtetes Kontrastmittel bzw. 
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Chemotherapeutikum, das sich primär im Tumorgewebe anreichert. Diese Sub-

stanzen werden auch als „Theranostics“ bezeichnet (Dubernet, 2011; Lammers et 

al., 2011). 

In der onkologischen Chirurgie wird die NIR-Bildgebung in Kombination mit 

entsprechenden Kontrastmitteln zum Teil schon verfolgt. Bislang werden dabei 

jedoch nur ungerichtete Kontrastmittel verwendet (Hirche et al., 2011; Inoue et 

al., 2011). Insbesondere zur Verbesserung der Diagnostik der kolorektalen Poly-

pen werden unspezifische Farbstoffe in der Chromoendoskopie eingesetzt. Dies 

führt zu einer sensitiveren Detektion der Präkanzerosen als die alleinige Kolosko-

pie (Brown und Baraza, 2010).  

Da die NIR-Diagnostik primär an oberflächlich lokalisierten Strukturen ange-

wandt wird (van de Ven et al., 2009; Grenier und Brader, 2010), verspricht die 

Verwendung der NIR-Fluoreszenzdiagnostika in der Koloskopie eine gute Mög-

lichkeit der Diagnostik des kolorektalen Karzinoms. Bei dieser Art der Untersu-

chung kann der Kliniker direkt auf das betroffene Organ schauen. Somit wäre die 

Eindringtiefe der NIR-Strahlen ausreichend, um die Mukosa zu untersuchen. In 

Pilotversuchen konnte gezeigt werden, dass der Einsatz eines NIR-Faserendo-

skopes mit NIR-Kontrastmitteln in Kombination mit einer normalen Koloskopie 

zur Detektion von Präkanzerosen führte (Gheonea et al., 2010; Waldner et al., 

2011). Aufgrund des sehr kleinen Bildausschnittes, der durch das Faserendoskop 

übermittelt wird, konnte jedoch nur ein kleiner Teil der Mukosa betrachtet werden 

(Gheonea et al., 2010; Waldner et al., 2011). 

Im Idealfall würden das Weißlichtbild und das Fluoreszenzbild fusioniert werden. 

Möglicherweise wären zielgerichtete Kontrastmittel dazu in der Lage, eingesun-

kene Polypen sichtbar zu machen. Leider handelt es sich bei αvβ3-Integrinen um 

Oberflächenstrukturen, die ebenfalls auf anderen Zellenoberflächen zu finden sind 

(Desgrosellier und Cheresh, 2009), weshalb sie als Zielstrukturen weniger in Fra-

ge kommen. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es in den hier durchgeführten Experimen-

ten gelungen ist, mittels eines Integrin-Antagonisten und einem NIR-

Faserendoskop ex vivo durch Farbstoffanreicherung Tumorgewebe von gesunder 
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Mukosa im murinen Tumormodell zu unterscheiden. Mithilfe des NIR-

Faserendoskopes konnten die Tumoren spezifisch erkannt werden. Dass es sich 

um Tumorgewebe handelte, konnte durch Hämatoxylin-Eosin-Färbungen und 

NIR-Mikroskopie bestätigt werden. Aufgrund dessen ist davon auszugehen, dass 

die Detektierung xenogener, kolorektaler Karzinome zumindest im Mäusedarm 

auch in vivo möglich wäre, wenn ein Kombinationsgerät aus einem Weißlichten-

doskop und einem NIR-Faserendoskop zur Verfügung stünde. 

Dieses neu etablierte orthotope kolorektale Tumormodell kann nun als Grundlage 

für die Validierung neuer Kontrastmittel und weitere präklinische Studien ver-

wendet werden. Sobald adenomspezifische Biomarker verfügbar sind, können die 

hier gewonnenen Erkenntnisse in der Fluoreszenz- und Lumineszenzbildgebung 

auch als Grundlage für Untersuchungen an Tumorvorstufen im Versuchstier ge-

nutzt werden. 

Aufgrund besonders hoher Anwachsraten der Tumorzellen in Operationsgruppe C 

wird für zukünftige Untersuchungen die Operationsmethode mit der Matrigel-

Zellsuspension zum Einsatz kommen.  

Im weiteren Verlauf muss geklärt werden, ob mit diesem Versuchsaufbau und den 

eingesetzten Parametern auch eine Unterscheidung von ulzerativen Veränderun-

gen und Präkanzerosen der Mukosa möglich wäre.
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7 Zusammenfassung 

 

Das kolorektale Karzinom ist die zweithäufigste Krebserkrankung in Deutschland. 

95 % der kolorektalen Adenokarzinome entwickeln sich als sog. Adenome über 

dysplastische Veränderungen in der Mukosa. Diese Krebsvorstufen können im 

Rahmen einer Koloskopie entfernt werden, das von ihnen ausgehende Risiko wird 

damit stark vermindert. Dennoch werden bei präventiv durchgeführten Kolosko-

pien 25 % bis 30 % der Adenome übersehen, überwiegend kleine und flache. 

Nahinfrarot (NIR)-Kontrastmittel sind in Kombination mit fluoreszenzunterstütz-

ter Koloskopie ein vielversprechendes Konzept, diese Vorstufen sichtbar zu ma-

chen. Solange adenomspezifische Kontrastmittel nicht verfügbar sind, muss die 

technische Evaluierung solcher Konzepte an Tiermodellen und Kontrastmitteln 

für das entwickelte Adenokarzinom verfolgt werden. Zudem war ein orthotop 

implantierbares Karzinommodell für die endoskopische Beobachtung im Kleintier 

bisher nicht verfügbar. 

Ziel dieser Dissertation war es daher, auf der Basis humaner Adenokarzinomzel-

len ein orthotopes kolorektales Tumormodell in der immundefizienten Nacktmaus 

im Bereich des Colon descendens zu etablieren. Das Tumorwachstum sollte mi-

nimalinvasiv mit einem starren Kleintierendoskop und Biolumineszenz überwacht 

werden. Im weiteren Verlauf sollte das Modell in der NIR-Bildgebung mit zielge-

richteten Kontrastmitteln zum Einsatz kommen. 

Um die Situation dem Krankheitsbild des humanen Patienten nachzuempfinden, 

wurden drei humane kolorektale Adenokarzinom-Zelllinien verwendet. Die Zellen 

stammten von Patienten mit unterschiedlichen Krankheitsstadien und unterschie-

den sich in ihrem Wachstumsverhalten. Die Zellen wurden in unterschiedlichen 

Zahlen und Suspensionen transplantiert. Durch Verdopplung der injizierten Zell-

zahl konnte die prozentuale Anwachsrate der Tumorzellen im Versuchstier ver-

bessert werden. Durch zusätzliche Einbettung der Zellen in eine wachstumsfak-

torhaltige Gelmatrix wurden besonders hohe Anwachsraten im Versuchstier er-

zielt. 
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Die Implantation aller drei Zelllinien war erfolgreich, signifikante Unterschiede in 

den Anwachsraten wurden nicht beobachtet. Das Modell wurde zusätzlich im his-

tologischen Präparat und über immunhistochemische Analysen validiert. Tumor-

wachstum und Metastasierung konnten durch die stabile Luciferase-Expression 

der transplantierten Adenokarzinomzellen in vivo mittels Luciferin-Injektion und 

Biolumineszenzmessung am Versuchstier überwacht werden. Durch den Einsatz 

des Kleintierendoskopes konnte das Tumorwachstum direkt beobachtet werden. 

Integrine spielen u. a. eine Rolle in der Entstehung und im Wachstum kolorektaler 

Tumoren. Erste NIR-Untersuchungen an tumortragenden Versuchstieren erfolgten 

mit Hilfe eines gerichteten Kontrastmittels. Dabei konnte die Expression des αvβ3-

Integrins auf den transplantierten Tumorzellen ausgenutzt werden. IntegriSen-

se680 ist ein Integrin-Antagonist, der gegen das αvβ3-Integrin gerichtet und an 

einen NIR-Farbstoff gekoppelt ist. Nach einer Injektion in das Versuchstier er-

folgte die Analyse der Kontrastmittelverteilung im Darm mit einem NIR-Laser-

Faserendoskop ex vivo. Damit konnte gesunde Mukosa deutlich vom Tumorge-

webe abgegrenzt werden. Durch die Kolokalisation des Fluoreszenz- und Biolu-

mineszenzsignals konnte gezeigt werden, dass sich das verwendete NIR-

Kontrastmittel primär in Biolumineszenz-positiven Arealen anreichert. Dies wur-

de auch an Kryoschnitten mit Hilfe eines NIR-Scanners bestätigt.  

Dieses neu etablierte orthotope kolorektale Tumormodell kann als Grundlage für 

die Validierung neuer Kontrastmittel und therapeutischer Ansätze verwendet wer-

den. Sobald adenomspezifische Biomarker verfügbar sind, können die hier ge-

wonnenen Erkenntnisse in der Fluoreszenz- und Lumineszenzbildgebung auch als 

Grundlage für Untersuchungen an Tumorvorstufen genutzt werden. Die Kombina-

tion aus resultierenden technischen und molekularen Erkenntnissen sollte langfris-

tig zur Entwicklung eines fluoreszenzbasierten Kontrastmittels für die präventive 

Koloskopie am Menschen führen. 
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8 Summary 
 

Validation of fluorescent peptide-conjugates for optical imaging of 

gastrointestinal tumours in nude mice 

Cordula Karthaus 

 

Colorectal cancer (CRC) is the second most common cancer in Germany. 95% of 

colorectal carcinomas develop via dysplastic changes, so called polyps, in the 

mucosa of the colon. The limited identification of small polyps and neoplasms 

with nonpolyploid morphology is a serious problem. During colonoscopy, early 

dysplastic changes of the mucosa are not recognised in 25-30% of the patients. To 

improve visualization of surface features of the intestine, detection options need to 

be optimized. Near infrared (NIR) contrast agents in combination with 

fluorescence-guided endoscopy are promising approaches to make these 

precancerous lesions visible. As long as adenoma-specific contrast agents are not 

available, the technical evaluation of such concepts needs to be developed in 

animal models and contrast agents for advanced adenocarcinoma. 

Orthotopic mouse models of colorectal cancer with cancer cell lines growing in 

their natural location replicate human disease with high fidelity and are necessary 

to validate tumour specific contrast agents. 

Aim of this dissertation was to develop an orthotopic colorectal cancer model in 

nude mice with human colorectal cancer cell lines. Tumour growth was monitored 

by non-invasive bioluminescence imaging as well as by endoscopy. Moreover, the 

tumour model should be used for NIR imaging with targeted contrast agents.  

To replicate human disease with high fidelity three different human colorectal 

carcinoma cell lines, transfected with a luciferase gene were used. The cells 

derived from patients with different disease stages and differed in their growth 

behaviour. The cells were engrafted with different cell suspensions. In different 

cell suspension groups different take rates were observed.

By doubling the number of injected cells, the take rate was improved. Especially 

by the use of Matrigel, a substance which contains growth factors for cells, high 
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take rates were observed. All three cell lines were implanted successfully into the 

colon wall of nude mice, differences in take rates between different cell lines were 

not observed. 

Histological and immunohistochemical stainings confirmed the localization of 

primary tumours in the colon wall and the human origin. 

Tumour growth and metastasis were monitored in vivo using bioluminescence by 

the stable luciferase expression of the transplanted cells and luciferin injection in 

mice. In addition tumour growth was observed directly using a small animal 

endoscope. 

Integrins play an important role in the development and growth of colorectal 

tumours. First NIR studies on tumor-bearing mice were made using a specific 

contrast agent, called IntegriSense680. IntegriSense680 is an integrin antagonist 

for detection of αvβ3 integrin and is coupled to a NIR dye. The contrast agent was 

injected in tumor-bearing animals. After euthanasia the intestine was examined 

for the distribution of contrast agent with an NIR laser fiber endoscope. Using this 

contrast agent we could clearly distinguish between normal mucosa and tumour 

tissue. Colocalization of fluorescence and bioluminescence proofed that the 

contrast agents was in bioluminescence positive areas. These results were also 

confirmed by imaging tumour cryosections with a NIR scanner. 

The newly established orthotopic CRC tumour model now provides the basis for 

further pre-clinical studies to validate new contrast agents and new targets for the 

diagnosis and therapy of colorectal cancer. As soon as adenoma-specific 

biomarkers are available, the results of fluorescence and bioluminescence imaging 

can be used as a basic concept for further research. The combination of technical 

and molecular results will hopefully lead to the development of fluorescence-

based contrast agents for preventive colonoscopy in patients.
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10 Anhang 
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Abbildung 34: Darstellung der Luciferaseaktivität drei verschiedener Zelllinien 
Die Zellen wurden von links nach rechts in absteigender Konzentration in Quadruplikaten 
(roter Kasten) ausgesät. Das Substrat Luciferin (150 µg/ml) wurde unmittelbar vor der 
Messung auf die Zellen gegeben.  
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Abbildung 35: Darstellung eines gesunden Kolons in der NIR-Bildgebung mit dem 
NIR-Faserendoskop 
Die Untersuchung wurde 24 Stunden nach IntegriSense680-Injektion (2 nmol/Tier) 
durchgeführt. Das Faserendoskop wurde von cranial nach caudal über die Mukosa be-
wegt (A). Eine repräsentative Messung des Fluoreszenzsignales in diesem Zeitraum ist in 
Abbildung 34 B dargestellt. Jeweils 15 repräsentative Bilder der Fluoreszenzmessung von 
cranial (34 C) nach caudal (34 D und 34 E), über die gesamte Länge des Kolonabschnit-
tes werden gezeigt. Die farbigen Markierungen auf dem Graphen und dem Foto entspre-
chen den darunter farbig umrandeten Aufnahmen und den dazugehörigen Histogrammen. 
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Tabelle 10: Ergebnisse der in vitro-Messung der drei verschiedenen Zelllinien 
Die Messung der einzelnen Kinetiken (K1, K2, K3) wurde an drei unterschiedlichen Ta-
gen mit unterschiedlichen Passagen (p) durchgeführt. Dargestellt ist die gemessene Pho-
tonenausbeute in Photonen/Zelle/Sekunde (P/Z/S) zu unterschiedlichen Zeitpunkten. 

1743581011119857542125660 Minuten

20456011212310861950128050 Minuten

234862.12614011966761630640 Minuten

27536514016113472075634830 Minuten

32576916118315177389040520 Minuten

38627317319717083085438910 Minuten

53668128333925374913335641 Minute

K3
p32

K2 
p31

K1
p30

K3
p29

K2
p31

K1
p28

K3
p31

K2
p30

K1
p29Messpunkt

HT 29-Luc Colo 205-Luc HCT 116-Luc

 

 

Tabelle 11: Score Sheet zur täglichen klinischen Überwachung der Versuchstiere 

 Parameter Befund Score Bemerkungen 

normal lebhaft 0  

eingesunkener Bulbus 1  

rotes Sekret um Augen und Na-
se 

1  

blasse Hautfarbe 2  

verschmutzte Körperöffnung 2  

Äußere Er-
scheinung 

aufgekrümmte Haltung 3  

1 

Gewicht in g   

normal 0  

Gewicht sinkt < 5 % 1  

Gewicht sinkt 5-15 % 2  
2 Nahrungs-

aufnahme 

Gewicht sinkt >15 % keine 
Nahrungsaufnahme 

3  
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Tabelle 11 (fortlaufend)  

 Parameter Befund Score Bemerkungen 

Leibesumfang vergrößert 1  

Wundheilungsstörung 2  

Wundinfektion 2  
3 Andere klini-

sche Zeichen 

laterale Seitenlage 3  

normal 0  

breiig, abgeflacht, aber ge-
formt 

1  

dünnbreiig, ungeformt 2  
Durchfall: wenn länger andau-
ernd, schwächend 

3  

Obstipation/ kein Kotabsatz 3  

4 
Kot-
beschaffen-
heit 

blutiger Kot 3  
unverändert, elastisch 0  
leicht verzögert 1  
langsame Reposition 2  

5 Hautturgor 

Falte bleibt stehen 3  
normal 0  
verzögert, verlangsamt 1  
Isolation 2  6 

Beobachtetes 
Verhalten 

kauernde bewegungslose Hal-
tung 

3  

normal 0  
ggr. verändert 1  
mgr. verändert 2  

7 
Provoziertes 
Verhalten 

schwache oder keine Reaktion 3  
  Summe (max. 21 Punkte)   

Score Handlungsanweisung 
bis 5 Punkte täglich kontrollieren 
bis 10 Punkte Tierarzt hinzuziehen 
über 10 Punkte vorzeitige Tötung 
einmaliger Wert von 
3 Punkten 

sofortige Untersuchung durch den Tierarzt und evtl. vor-
zeitige Tötung 
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