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Einleitung und Zielstellung

1 EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

Krebserkrankungen zahlen neben Herz-Kreislauferkrankungen zu den haufigsten
Todesursachen in den industrialisierten Landern. Weltweit erkrankten 2008 12,7 Millionen
Menschen an Krebs und 7,6 Millionen starben daran (Ferlay 2010). Am haufigsten verbreitet
sind Lungen- (1,61 Millionen Neuerkrankungen jahrlich), Brust- (1,38 Millionen
Neuerkrankungen jahrlich) und Darmkrebs (1,23 Millionen Neuerkrankungen jahrlich). Die
WHO prognostiziert bis zum Jahre 2030 einen Anstieg der Krebsdiagnosen weltweit auf 21,4
Millionen jahrlich. In Deutschland erkranken jedes Jahr tber 420.000 Menschen an Krebs,
fast die Halfte der Erkrankten stirbt daran (RKI Deutschland 2006).

Mit der Entwicklung von bildgebenden Verfahren wie der Computertomographie, der
Magnetresonanztomographie, der Endoskopie und dem Ultraschall ist es inzwischen maoglich,
solide Tumore friher als bisher zu entdecken. In der Klinik werden diese Verfahren
mittlerweile routinemagig fir Diagnosestellung und Therapieverlaufskontrolle eingesetzt. Fir
einige Tumorerkrankungen werden bildgebende Verfahren sogar im Rahmen von
Vorsorgeuntersuchungen angewandt. Dazu gehdren beispielsweise die Mammographie zur
Friherkennung von Brustkrebs und die Darmspiegelung zur friihen Diagnose von Darmkrebs.
Limitierend bei diesen Untersuchungen ist jedoch die Empfindlichkeit der eingesetzten
Geréate, die eine Erkennung von soliden Tumoren erst ab einer bestimmten Grofie moglich
macht (Schirner 2004).

Fur den Erfolg einer Krebstherapie ist es jedoch von entscheidender Bedeutung, in welchem
Stadium die Krebserkrankung diagnostiziert wird. Die Heilungschancen sind umso gréRer, je
frher der Krebs erkannt wird. Zur Behandlung von Tumorerkrankungen wird routinemafig
auf die drei klassischen Saulen der Krebstherapie zurlickgegriffen: Wenn moglich werden
solide Tumore chirurgisch entfernt. Des Weiteren werden bei soliden aber auch nicht soliden
Krebsarten haufig ionisierende Strahlen eingesetzt. Die dritte Saule ist die
chemotherapeutische Behandlung der Erkrankung. Diese geht jedoch haufig mit starken
Nebenwirkungen wie Schmerzen, Ubelkeit und Erbrechen sowie generalisierter Alopezie

einher.

Die hohen Erkrankungs- und Todesraten durch Krebs in Verbindung mit den derzeit
begrenzten diagnostischen und therapeutischen Moglichkeiten machen Fortschritte in der
onkologischen Forschung dringend noétig. Bei der Aufklarung von biologischen und
molekularen Mechanismen der Entstehung, des Wachstums und der Metastasierung von
Tumoren wurden in den letzten Jahrzehnten einige bemerkenswerte Erfolge erzielt. Die
meisten dieser Mechanismen sind in einem Grofdteil der Uber 200 verschiedenen
Tumorentitaten gleichermalen zu finden (Folkman 2006). Zu einem Schlusselereignis bei

der Entwicklung eines malignen soliden Tumors gehort die Ausbildung eines
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Einleitung und Zielstellung

BlutgefaBnetzes (Karamysheva 2008). Die Blutgefalle versorgen einerseits die entarteten
proliferierenden Tumorzellen mit Nahrstoffen und Sauerstoff und dienen andererseits
einzelnen Tumorzellen als Pforte flr deren Abschwemmung in andere Koérperregionen und
tragen damit entscheidend zur Ausbildung von Metastasen bei. Die Wissenschaft konnte
mittlerweile zeigen, dass das Tumorwachstum von der Angiogenese abhangt und die
Hemmung der Tumorangiogenese eine neue Therapiemdglichkeit bei soliden
Krebserkrankungen bietet (Abdollahi und Folkman 2010). Mit Avastin® der Firma Roche ist
seit 2005 der erste kommerzielle Angiogenese-Hemmer fiir die Behandlung von Tumoren
beim Menschen verfligbar. Weitere Angiogenese-Hemmer werden bereits in verschiedenen
klinischen Studien getestet und neue antiangiogene Substanzen mit einer besseren
Effektivitat und einem geringeren Nebenwirkungsspektrum werden weltweit in den

onkologischen Laboratorien erforscht.

Obwohl die Bedeutung der antiangiogenen Krebstherapie mittlerweile unbestritten ist und
aktuell viele praklinische und klinische Studien zur Wirksamkeit von neuen Angiogenese-
Hemmern durchgefuhrt werden, gibt es in der Forschung nur begrenzte Mdglichkeiten, den
antiangiogenen Effekt einer Substanz in vivo quantitativ nachzuweisen. Die haufigste
praklinische Methode zur Bestimmung antiangiogener Tumortherapieeffekte im lebenden
Tier besteht in der Vermessung der TumorgréfRe Uber die Zeit. Damit 1&sst sich jedoch nicht
klar unterscheiden, ob eine Substanz tatsachlich rein antiangiogen wirkt oder eher
zytostatisch auf die Tumorzellen. Der Beweis einer antiangiogenen Wirkung wird haufig erst
zu Versuchsende nach Tumorentnahme und histologischer Aufarbeitung durch die
Quantifizierung der histologischen Blutgefaldichte geflhrt. Erschwerend kommt hinzu, dass
bei schnell wachsenden Tumoren Versuche mit tumortragenden Tieren aus
tierschutzrechtlichen Grinden teilweise vor Versuchende abgebrochen werden missen,
wenn diese die durch die GV-SOLAS festgelegten maximalen Grofien erreicht haben. Eine
weitere Limitation besteht in der Verwendung von immundefizienten Mausen bei den Tumor-
Xenograft-Modellen, was eine Ubertragung der préklinischen Ergebnisse in die Kilinik

erschwert.

Mit der Entwicklung von bildgebenden Verfahren fiir kleine Nager, die auch zur
Quantifizierung des Blutflusses in Tumoren von Ratten und Mausen geeignet sind, bieten
sich neue Mdglichkeiten zur Bestimmung antiangiogener Tumortherapieeffekte im lebenden
Tier. Fur die Quantifizierung der BlutgefalRversorgung von Tumoren bieten sich hierfir
hauptsachlich die Computertomographie, die Magnetresonanztomographie und der
Ultraschall an (Schirner et al. 2004). Da es sich hierbei um nicht invasive Verfahren handelt,
kénnen diese mehrfach im selben Tier Uber ldngere Versuchszeitrdume durchgeflhrt werden
und ermoglichen somit einen direkten Wirksamkeitsnachweis des antiangiogenen Effektes

neuer Substanzen in vivo. Zur Vermeidung vorzeitiger Versuchsabbriche durch
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Einleitung und Zielstellung

Uberschreitung der zuldssigen GréRe wachsender Tumoren im Verlauf eines Experiments
und zur Reduzierung der Belastung der Versuchstiere bieten sich fiir den in vivo
Wirksamkeitsnachweis neuer antiangiogener Substanzen so genannte Angiogenese-
Surrogatmodelle an. Diese bestehen in der Regel aus biovertraglichen Polymerimplantaten
aus denen GefalBwachstumsfaktoren freigesetzt werden und somit eine Einsprossung von
BlutgefaRen in das Polymerimplantat induzieren. Aufgrund der Biovertraglichkeit solcher

Polymere kénnen diese auch in immunkompetente Nager implantiert werden.

Das Ziel dieser Arbeit besteht in der Etablierung und Charakterisierung eines Tumorsurrogat-
Angiogenese-Modells (TSAM) flir den Routine-Einsatz zur in vivo Testung antiangiogen
wirkender Substanzen in der praklinischen Onkologie. Dabei liegt das besondere Interesse in

der sensitiven Quantifizierung der Angiogenese durch kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall.
Die zugrunde liegenden Fragestellungen sind:

1. Ist es grundsatzlich moglich, die Blutgefallversorgung im TSAM mit dem
kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall in vivo quantitativ zu bestimmen und inwieweit
korrelieren die sonographisch ermittelten Messergebnisse mit der histologisch

quantifizierten BlutgefaRprofildichte?

2. Lasst sich mit dem kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall auch das BlutgefalRwachstum

Uber einen langeren Zeitraum im TSAM longitudinal in vivo quantitativ erfassen?
3. Ist diese Methode auch auf immunkompetente Tiere Ubertragbar?

4. |st das TSAM in Kombination mit dem kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall in der
onkologischen Forschung auch fur den routinemafligen Einsatz zur in vivo Testung der

Wirksamkeit antiangiogener Substanzen geeignet?

Fir die Beantwortung dieser Fragen werden nach kurzer in vitro Charakterisierung der
Alginatbeads vier aufeinander aufbauende tierexperimentelle Studien durchgeflihrt. Die
Ergebnisse dieser Experimente sollen die Grundlage fir die zuklnftige Nutzung des TSAM
als in vivo Modell fur die pharmakologische Charakterisierung neuer antiangiogener

Substanzen darstellen.
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2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Angiogenese und Anti-Angiogenese

Die Bezeichnung Angiogenese kommt aus dem Griechischen und bedeutet
,Gefalentstehung® (Dornblihth 2002). Es werden drei voneinander getrennte Arten der
GefalRentstehung unterschieden: Die Angiogenese selbst im engeren Sinne, die

Vaskulogenese und die Arteriogenese (Schirmer et al. 2009b).

Der Begriff Anti-Angiogenese bedeutet ,gegen die Gefallneubildung gerichtet” (Dornblihth
2002). Obwohl auch physiologischerweise antiangiogene Prozesse im adulten Organismus
ablaufen, werden unter diesem Begriff heute Therapiekonzepte zusammengefasst, die die

Gefalentstehung in erkrankten Geweben blockieren sollen (Folkman 2006).

2.1.1 Morphologischer Aufbau von Blutkapillaren

BlutgefalRe versorgen Gewebe mit Sauerstoff und Nahrstoffen und sind unabdingbar fur die
Aufrechterhaltung des Gleichgewichts im Korper (Homdostase). Sie werden anhand ihrer
Morphologie und Funktion in Arterien, Arteriolen, Kapillaren, Venolen und Venen eingeteilt.
Arterien, Arteriolen, Venen und Venolen bestehen aus drei Hauptschichten: Der Tunica
interna, der Tunica media und der Tunica externa. Kapillaren dagegen bestehen bei einem
mittleren Durchmesser von 7-9um aus einer einschichtigen Endothelzellwand zur Bildung
des Kapillarlumens, einer ihr auRen anliegenden Basalmembran und den sie umgebenden
Perizyten (Liebich 1999).

Endothelzellen kleiden das BlutgefalRsystem mit einer Gesamtoberflache von 4.000-—
7.000m? vollstandig aus (Augustin et al. 1994). Dies entspricht einer Gesamtmasse von ca.
1,0kg Endothelzellen, die somit ein riesiges Organ mit vielfaltigen Funktionen wie z.B. dem
Austausch von immunologischen Informationen zwischen verschiedenen Organen darstellen
(Simionescu 2000). Das Endothel bildet die Barriere zwischen Blut und Gewebe und reguliert
den kapillaren Stoffaustausch zwischen beiden Kompartimenten. Es wird in drei
verschiedene Typen eingeteilt: a) kontinuierlich, b) fenestriert und c) diskontinuierlich. Von a)

nach c¢) nimmt die Durchlassigkeit des Endothels zu (Liebich 1999).

Die Basalmembran wird als spezialisierte Form der extrazellularen Matrix betrachtet, der die
Endothelzellen basolateral aufsitzen. |hre Bestandteile (Kollagen Typ IV, Glykoproteine und
Glykosaminoglykane) werden von Endothelzellen, Perizyten und Fibroblasten gebildet und
ihre wesentlichen Funktionen bestehen in der Endothelzell-Adhasion, der Ultrafiltration von
Molekilen sowie der Kapillar-Elastizitdt zur Bewaltigung des hydrostatischen Druckes des
Blutflusses (Bahramsoltani 2003).

Perizyten sind flache Stutzzellen, die der Basalmembran von aufden aufliegen und sie mit

ihren feinen, fingerartigen Fortsatzen durchdringen. Sie stellen wichtige Bestandteile der
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Kapillarwand dar, da sie mechanische, metabolische und signalgebende Aufgaben
wahrnehmen. Perizyten und Endothelzellen beeinflussen sich gegenseitig in ihrer Mitoserate

und somit bei der Neubildung von Blutgefal3en (Bahramsoltani 2003).

2.1.2 Arten der GefaRneubildung

Die Vaskulogenese bezeichnet die Neubildung von BlutgefaRen aus zirkulierenden
endothelialen Vorlauferzellen (Angioblasten). Sie bilden wahrend der embryonalen
Entwicklung ein primares Blutgefalinetz in Form von Blutinseln aus (Risau und Flamme
1995). Die Vaskulogenese ist im adulten Organismus nur bei wenigen Ausnahmen zu finden,
wie z.B. bei soliden Tumoren, kardio- oder zerebrovaskularen Erkrankungen (Jung und Roh
2008).

Bei der Arteriogenese hingegen handelt es sich um die Ausbildung von Ersatzblutgefalien.
Aus bereits bestehenden kleinen Arteriolen mit geringem Blutfluss entwickeln sich nach
einem aufgetretenen BlutgefaBverschluss KollateralgefalRe, die die Versorgung des
betroffenen Gewebes wieder sichern. Die Arteriogenese spielt vor allem auf dem Gebiet der
Herz-Kreislauferkrankungen wie z.B. beim Herzinfarkt eine Rolle, bei Krebserkrankungen ist

sie kaum zu finden (Schirmer et al. 2009a).

Unter Angiogenese wird das Wachstum von neuen Blutgefédf3en aus bereits existierenden
verstanden (Kerbel 2008). Sie kann als Intussuszeption (Einstilpung) ablaufen, bei der neue
BlutgefalRe durch Teilung vorhandener weitlumiger BlutgefalRe entstehen (Bahramsoltani
2003). Die haufiger auftretende Kapillarsprossung hingegen wird folgendermalen

beschrieben (The Angiogenesis Foundation 2009):

Proangiogene Faktoren werden unter bestimmten Voraussetzungen (Punkt 2.1.3) von
Korperzellen produziert und ins umgebende Gewebe freigesetzt, wo sie weiter diffundieren
und an fir sie spezifische Rezeptoren von Endothelzellen nahe gelegener Blutgefale binden.
Dadurch aktivieren sie die endotheliale Signalkaskade, infolge der die Endothelzellen
Enzyme produzieren und freisetzen, die die Basalmembran lokal auflésen. Durch die
entstehenden Ldcher in der Basalmembran proliferieren und migrieren die aktivierten
Endothelzellen aus ihrem Zellverband. Die Richtung der Kapillarsprossung wird dabei
chemotaktisch durch den Diffusionsgradienten der freigesetzten Wachstumsfaktoren
bestimmt. Adhasionsmolekiile (Integrine) fungieren wahrenddessen als Enterhaken und
sorgen fir das Vorwarts-Sprossen der neuen Kapillaren. Gleichzeitig werden
Matrixmetalloproteasen produziert, die das Gewebe vor der Spitze des sprossenden
BlutgefaRes I6sen und es in seine Umgebung einbetten. Die Endothelzellen der neu
wachsenden Kapillare bilden nach und nach durch Abflachung und Abrunden ihres
Zellkorpers ein Lumen. Einzelne Blutgefallrohrchen aus unterschiedlichen Richtungen

verbinden sich nachfolgend und bilden ein neues Blutgefalnetz, in dem das Blut fur den
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Stoffaustausch zirkulieren kann. Zum Schluss werden die neuen Blutkapillaren durch

Anlagerung von Perizyten stabilisiert.

2.1.3 Regulation der Angiogenese

Bildung und Wachstum neuer Blutgefal3e unterliegen einer strikten Regulation, bei der pro-
und antiangiogene Stimuli als Gegenspieler wirken. Proangiogene Faktoren werden nur
unter streng definierten Bedingungen aktiviert. Eine Stérung des ausgewogenen Systems
kann entweder zu exzessiver Bildung von BlutgefaRen oder zu einer unzureichenden
Entwicklung des Gefalbettes flihren, wodurch ernsthafte Erkrankungen entstehen kénnen
(Bahramsoltani 2003).

2.1.3.1 Proangiogene Faktoren

Risau (1996) definiert die wichtigsten Merkmale eines echten proangiogenen Faktors:

1. Er muss dort prasent sein, wo Angiogenese auftritt, darf aber nicht im normalen adulten
Gewebe vorhanden sein, es sei denn ein Hemmestoff fiir diesen Faktor ist gleichzeitig
nachzuweisen,

2. er muss zu den Endothelzellen diffundieren kdénnen, dort an spezifische Rezeptoren
binden und sie aktivieren, wobei hohe Konzentrationen des Faktors zu vermehrter
Bildung neuer Blutgefalle fihren und auRerdem

3. muss eine Neutralisation des Faktors durch natirliche oder synthetische Hemmestoffe die

Angiogenese verhindern.

Als positive Angiogenese-Regulatoren sind mittlerweile viele Molekule bekannt. Zu den 20
anerkannten proangiogenen Faktoren gehdren neben dem Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) und dem Fibroblast Growth Factor (FGF) unter anderem die Transforming
Growth Factors (TGF) o und B, Angiopoietine (Ang), Interleukine (IL), der Tumor-Nekrose-
Faktor (TNF) o und die Platelet-derived Growth Factors (PDGF, Kerbel 2008).

Der Vascular Endothelial Growth Factor ist das Schllsselprotein der Angiogenese-
Induktion und die durch ihn induzierte Signalkaskade in Endothelzellen wird als kritisches
Ereignis zum Start einer Blutgefalneubildung betrachtet (Karamysheva 2008). Bei VEGF
handelt es sich um eine Familie von sieben strukturell dhnlichen dimeren Glykoproteinen
zwischen 34-42 kDa namens VEGF-A, -B, -C, -D, -E und Placenta Growth Factor 1 und 2.
Ublicherweise bezieht sich die allgemeine Bezeichnung VEGF auf den Faktor VEGF-A. Von
VEGF-A gibt es vier Isoformen, die durch alternatives Splicing entstehen. Sie werden
entsprechend ihrer Aminosaureanzahl als VEGF-A21, VEGF-A4g5, VEGF-A 59 oder VEGF-
Ass bezeichnet. Die haufigste Form ist VEGF-Aqss. Aus Griinden der Ubersicht wird
nachfolgend VEGF als abklrzendes Synonym fir VEGF-Ae; verwendet. Die verschiedenen

VEGF-Subtypen sind spezifische Liganden fur drei strukturell &hnliche Rezeptor-
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Tyrosinkinasen (VEGF-Rezeptor-1, -2 und -3) mit unterschiedlichen Affinitaten. Die Bindung
eines VEGF-Liganden an seinen endothelialen Rezeptor setzt die intrazellulare
Signalkaskade in Gang, die zur Endothelzell-Migration und -Proliferation fuhrt und die

Apoptose von BlutgefalRzellen hemmt (Karamysheva 2008).

Viele humane Tumorarten exprimieren VEGF. Zwischen 1996 und 1999 wurde von
verschiedenen Gruppen eine erhdhte VEGF-Expression in klinischen Lungen- (Volm et al.
1999), Nieren- (Yanagisawa et al. 2001) und Brustkarzinomen (Yoshiji 2005), in
Adenokarzinomen der Bauchspeicheldriise (Ellis et al. 2002), in Tumoren des Magen-Darm-
Traktes (Takahashi et al. 1998) und in Ovarialtumoren (Sowter et al. 1997) nachgewiesen.
Alle Untersuchungen kamen zu dem Ergebnis, dass mit steigender Malignitat der Tumore
auch deren VEGF-Expression erhoht war. Es konnten klare Korrelationen zwischen der
Uberlebenszeit der krebskranken Patienten und der Hohe der VEGF-Expression ihres
Tumors gezeigt werden. Heute ist bekannt, dass von den uber 200 verschiedenen
Krebsarten etwa 60% VEGF Uberexprimieren. VEGF und seine endothelialen Rezeptoren
sind deshalb bedeutende Zielstrukturen fir die antiangiogene Tumor-Therapie (Folkman
2006). VEGF wird in dieser Arbeit als proangiogener Faktor zur Induktion der Angiogenese

im Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell (TSAM) eingesetzt.

Der zweite proangiogene Faktor zur Angiogenese-Stimulation im TSAM ist der Fibroblast
Growth Factor (FGF). Es gibt 23 strukturell ahnliche FGFs (Wilkie et al. 2002). Die
wichtigsten Vertreter sind FGF-1 und FGF-2, beides einkettige Polypeptide von 16 bis
22kDa (Gospodarowicz 1989). Wie bei VEGF ist ihre Funktion an extrazellulare Rezeptoren
gebunden. Die 7 FGF-Rezeptoren (FGFR) sind Rezeptor-Tyrosinkinasen, die nach Bindung
des Liganden dimerisieren und danach autophosphorylliert werden, wodurch die
intrazellulare Signalkaskade in Gang gesetzt wird. FGF bindet wie VEGF Heparin, weshalb
er friher auch als heparin binding growth factor bezeichnet wurde. FGF wird unter anderem
bei Hypoxien, wie sie z.B. in soliden Tumoren zu finden sind, hochreguliert und konnte
bereits in fast allen Geweben nachgewiesen werden. Dazu gehéren Ovarien, Hoden und
Prostata, Plazenta, Leber, Muskel, Nieren und Nebennieren, Augen, Gehirn und sogar
Knorpelgewebe sowie viele Tumorentititen (Gospodarowicz 1989). FGF stimuliert die
Proliferation, Migration und Differenzierung von Endothel- und glatten Muskelzellen sowie
von Fibroblasten und ist deshalb neben VEGF als Zielstruktur bei der Entwicklung

antiangiogenen Tumortherapien bedeutsam (Folkman 1996).

2.1.3.2 Antiangiogene Faktoren
Antiangiogene Faktoren sind Substanzen, die entweder direkt eine angiogene Reaktion von
Endothelzellen hemmen oder indirekt die Hemmung bestimmter angiogener Substanzen

bewirken. Sie sind essentiell fur eine streng kontrollierte BlutgefalRausbildung (Folkman und
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Ingber 1992). Brem und Mitarbeiter (1975) fanden im Knorpelgewebe des Schulterblattes
neugeborener Mause einen Angiogenese-hemmenden Faktor und zeigten, dass die zuvor
durch Tumormaterial induzierte Blutgefal3bildung in der Hornhaut des Auges von Kaninchen
durch Einbringen dieses Knorpelmaterials wieder rickgangig gemacht werden konnte. Sie
wussten aber zunachst nicht, was flr ein Faktor diese Reaktion hervorrief (siehe Marz 2008).
Zunachst wurde das antiangiogene Potential von IFN alpha durch Dvorak und Gresser (1989)
entdeckt. Die Kollegen testeten die antiangiogene Wirkung eines humanen IFN in einem
syngenen Mausmodell, das gegen murines IFN resistent war. Das humane IFN reduzierte
das Wachstum der subkutanen Erythroleukdmie-Tumoren signifikant und die etablierten
vaskularisierten Tumore entwickelten Nekrosen infolge des Verlustes der Blutversorgung. Da
die Tumorzellen nicht auf das mauseigene IFN ansprechen konnten, schlossen Dvorak und
Gresser, dass das extern zugeflhrte IFN antiangiogen wirkte und dadurch das
Tumorwachstum hemmte. Zu den heute bekannten antiangiogenen Faktoren zahlen unter
anderem Angiostatin, Antithrombin Ill, Cartilage-derived inhibitor, Endostatin, Fibronektin,
Interleukine, Metalloproteinase-Inhibitoren, Prolactin, Thrombospondin-1, Transforming

Growth Factor und Vasostatin (The Angiogenesis Foundation 2009).

2.1.3.3 Der Angiogene Switch

Der gesunde erwachsene Organismus bendtigt nur selten eine aktive Blutgefal3neubildung.
Die BlutgefalRe befinden sich in einem funktionstlichtigen Zustand mit intakter Blutzirkulation,
aber im Normalfall ohne Blutgefdlwachstum. Pro- und antiangiogene Faktoren wirken im
Organismus im Zusammenspiel, um im Bedarfsfall (z.B. bei der Wundheilung) eine
geordnete Blutgefalineubildung zu induzieren und spater wieder zu stoppen. Unter
bestimmten Voraussetzungen kommt es dabei zu einem so genannten ,Umschalten” des
Ruhezustandes in einen Zustand aktiver Blutgefalneubildung. Dieses Ereignis wird als
.angiogenic switch“ (,angiogener Schalter) bezeichnet (Folkman 1996). Hanahan und
Weinberg (1996) beschrieben diesen Prozess basierend auf einem pro- und antiangiogenen
Gleichgewicht folgendermalien: Physiologischerweise liegen pro- und antiangiogene
Faktoren im Gewebe im Gleichgewicht, wodurch keine Angiogenese stattfindet. Sobald
durch einen proangiogenen Stimulus wie beispielsweise die VEGF-Freisetzung durch
Tumorzellen die proangiogenen Faktoren Uberwiegen, kippt dieses Gleichgewicht zugunsten

der Angiogenese um und es kommt zur Blutgefalineubildung.

2.1.4 Formen der Angiogenese
Nach der Geburt gibt es in Verbindung mit Gewebewachstum und Organentwicklung
verschiedene Situationen, in denen eine Blutgefalineubildung auftritt, meist bleiben

BlutgefaBe im adulten Organismus aber unverandert (Carmeliet 2003). Endothelzellen
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behalten dennoch Zeit ihres Lebens die Fahigkeit zur schnellen Zellteilung als Antwort auf

proangiogene Stimuli.

2.1.4.1 Physiologische Angiogenese

Das Auftreten einer physiologischen Angiogenese ist sehr limitiert. Sie kommt nur bei der
Gelbkorperbildung im Eierstock, der Entwicklung der Milchdriise sowie in Verbindung mit
Muskel- oder Fettaufbau vor (Plendl 2003). Im weiblichen Reproduktionstrakt ist die
Angiogenese im Rahmen des Sexualzyklus ein essentieller Prozess. Neu gebildete
Blutgefale im Eierstock ermdéglichen einerseits eine ausreichende Versorgung wachsender
Zellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen und andererseits die Verbreitung von Sexualhormonen
von ihrem Entstehungsort zu den Zielzellen. Besonders VEGF hat entscheidenden Einfluss
bei der ovariellen Angiogenese: Eine verringerte VEGF-Expression verursacht
beispielsweise die verzogerte unzureichende Entwicklung und Reifung ovarieller
Tertiarfollikel. Vor allem die vaskulare Permeabilitatserhohung durch VEGF ist mafigeblich
fur die Ovulation. Nach der Ovulation wachsen neue Blutgefalle zwischen Theka- und
Granulosa-Zellschicht und sind an der Ausbildung des Gelbkérpers beteiligt. Aullerdem kann
die Angiogenese bei Regenerations- und Wundheilungsvorgdngen ebenfalls als
physiologisch bzw. genau genommen als pathophysiologisch betrachtet werden, da sie
zeitlich begrenzt und selbstregulierend ist (Aktivierung und Inaktivierung sind durch

endogene Vorgange streng geregelt, Plendl 2003).

2.1.4.2 Pathologische Angiogenese

Bei der pathologischen Angiogenese wird das Gleichgewicht zwischen Angiogenese-
Stimulatoren und -Inhibitoren stark gestért. Die Gefalbildung ist infolgedessen auf
quantitativer Ebene fehlgesteuert oder es kommt zur Ausbildung funktionell unzureichender
GefalRe (Plendl 2003). Pathologische Angiogenese kann auf zwei gegensatzliche Arten zur
Entstehung bzw. Progression von Erkrankungen beitragen: entweder durch eine
Uberschieltende Blutgefallbildung (exzessive Angiogenese) oder eine unzureichende
Angiogenese mit Fehl- oder Rickbildung von Blutgefallen bzw. Fehlfunktionen der
Endothelzellen (insuffiziente Angiogenese). Eine gestérte Angiogenese wird derzeit mit mehr

als 70 Funktionsstorungen in Verbindung gebracht (Carmeliet 2003).

Bei der insuffizienten Angiogenese entstehen nicht gentigend neue Blutgefalle oder sie
sind schlecht ausdifferenziert und deshalb nicht funktionstlichtig. Infolge dessen kommt es
zur Unterversorgung betreffender Organe oder Gewebe, was z.B. zu Wundheilungs-
stérungen fuhren kann. Diese sind unter anderem eine haufige Begleiterscheinung bei
Diabetes mellitus und fiihren nicht selten zur Amputation der betroffenen Gliedmale (Lange-

Asschenfeldt 2009). Weitere Erkrankungen, die in Verbindung mit gestorter BlutgefalRbildung
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auftreten, sind beispielsweise Alzheimer, diabetische Neuropathie, amyotrophische laterale

Sklerose, Atherosklerose, Restenosis, Nephropathien und Osteoporose (Carmeliet 2003).

Bei der exzessiven Angiogenese kommt es zu einer pathologisch UberschieRenden
Blutgefabildung. Diese tritt z.B. bei Krebs, bei entzindlichen Erkrankungen, Obesitas,
Asthma, Diabetes, Multiple Sklerose und Endometriose bzw. bei Infektionen (AIDS) oder
Autoimmunerkrankungen, diabetischer Blindheit, altersbedingter Makuladegeneration,
rheumatoider Arthritis oder Psoriasis auf (Carmeliet 2003). Neu wachsende Blutgefalie
versorgen dabei die erkrankten Gewebe, zerstéren gesundes Gewebe oder erlauben bei
Krebs die Abschwemmung von Tumorzellen in entfernte Organe. Ursache der exzessiven
Angiogenese ist in der Regel die Uberproduktion proangiogener Faktoren durch betroffene
Zellen. Die grolte Menge proangiogener Faktoren hebt den Einfluss der antiangiogenen

Faktoren vollstandig auf (Carmeliet 2003).

2.1.4.3 Angiogenese bei malignen Tumoren

Tumorangiogenese Die Tumorentstehung ist ein multifaktorielles Geschehen. Die
Bedeutung der Angiogenese fur die Tumorentwicklung wurde von Hanahan und Weinberg
(2000) in deren richtungsweisenden Publikation ,Hallmarks of Cancer” dargestellt. Die
Wissenschaftler definierten zunachst 6 kritische Merkmale fiir die Krebsentstehung. Diese

beinhalten:

Die Selbstversorgung der entarteten Zellen mit Wachstumssignalen gepaart mit
der Unempfindlichkeit gegeniuber wachstumshemmenden Signalen und

der Uberwindung von Apoptose-induzierenden Signalen sowie

dem unbegrenzten Replikationspotential dieser Zellen. AuRerdem zahlten sie

die Fahigkeit zur Gewebeinfiltration und Metastasierung sowie

o gk w N =

die andauernde Angiogenese ebenfalls dazu.

Kirzlich erweiterten Hanahan und Weinberg (2011) ihre Liste um weitere zwei Merkmale:
Zum einen die Fahigkeit von Tumorzellen zur eigenstiandigen Umprogrammierung ihres
Stoffwechsels mit dem Ziel einer optimalen Unterstiitzung der neoplastischen Proliferation
und zum anderen die Eigenschaft der Tumorzellen, sich optimal vor der Zerstérung durch

das wirtseigene Immunsystem zu schitzen.

Eine sich entwickelnde Neoplasie wird zu Beginn zunachst durch Nahr- und Sauerstoff-
Diffusion aus den nahe liegenden Blutgefalen versorgt. Erreicht die Tumormasse die
kritische Grofle von 2-3mm werden die im Zentrum der Neoplasie liegenden Tumorzellen
nicht mehr ausreichend versorgt und das Tumorwachstum wird gebremst (= tumor dormany,
der ,schlafende Tumor®, Folkman 1971). Wahrend dieser Ruhephase herrscht ein
Wachstumsstillstand und der solide Tumor bleibt in einem scheinbar schlafenden Zustand,

der Monate bis Jahre andauern kann. Wird der Tumor groRer als 2-3mm Durchmesser,
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kommt es im Zentrum zu hypoxischen Bereichen. Die Hypoxie |6st durch komplexe
Signalwege die Freisetzung von proangiogenen Faktoren (besonders VEGF) aus und die
BlutgefaBneubildung in Richtung der unterversorgten Tumorzellen wird eingeleitet. Das
Umschalten von einem nicht durchbluteten mitotisch wenig aktiven Zellverband in einen
wachsenden malignen Tumor mit aktiv proliferierenden und migrierenden Endothelzellen
geschieht in Folge des angiogenen Switches, bei dem sich das Verhaltnis zwischen pro- und

antiangiogenen zugunsten der proangiogenen Faktoren andert.

Morphologie und Funktion des TumorgefaBsystems Die Erneuerung von Endothelzellen
bendtigt in gesunden ausdifferenzierten Geweben Jahre (Hanahan und Folkman 1996).
Sollte eine temporare Angiogenese beispielsweise aufgrund von Verletzungen nétig werden,
wird die Angiogenese kurzfristig Uber die vermehrte Produktion proangiogener Faktoren
aktiviert. Die neuen Blutgefalle reifen sehr schnell, sind innerhalb kirzester Zeit stabil und
die Angiogenese wird wieder deaktiviert (Dvorak 2002). Im Gegensatz dazu bezeichnen
Bergers und Benjamin (2003) solide Tumore als ,Wunden, die niemals heilen®, weil das
Gleichgewicht zwischen pro- und antiangiogenen Faktoren zugunsten der proangiogenen
aufgehoben ist. Durch das anhaltende proangiogene Mikromillieu befinden sich die
tumoralen BlutgeféalRe in standigem Wachstum und Umbau, sind unfahig zu Reifung und
Stabilisierung und unterscheiden sich infolgedessen stark vom normalen Blutgefalisystem.
Bergers und Benjamin beschreiben die Morphologie tumoraler Blutgefalie als irregular und
gewunden, stets dilatiert und oft blind im Gewebe endend. Aulerdem sind sie nicht in
Arterien, Arteriolen, Kapillaren, Venolen und Venen organisiert, sondern haben Merkmale
aller Typen in chaotischer Art und Weise. Zusatzlich sind die GefalRe undicht und
verursachen Hamorrhagien. Perivaskulare Zellen stehen nur locker mit dem Endothel in
Kontakt und einzelne Tumorzellen sind sogar selbst Bestandteil der GefaRwande. Dies
beglnstigt ihre Abschwemmung in entfernte Organe. Durch die morphologischen
Abnormitaten sind viele Tumor-BlutgefaRe kaum funktionstiichtig. Das Blut flie3t
unregelmafig, teilweise sehr langsam und kann sogar lokal hin- und herpendeln. Es kommt
trotz aktiver Angiogenese nicht zu einer ausreichenden Versorgung des wachsenden
Gewebes mit Nahrstoffen und Sauerstoff. Auch die schnelle Vermehrung der Tumorzellen
selbst vergroRert den Abstand zwischen ihnen und den Blutgefallen und somit den
Nahrstoff-Diffusionsradius, so dass keine ausreichende Versorgung der Tumorzellen mehr
moglich ist. Die anhaltende Hypoxie begunstigt fortwahrend die Freisetzung proangiogener
Faktoren und viele Tumore weisen deshalb eine Uberproduktion des kapillaren Netzwerkes
in ihrer Peripherie auf (Bergers und Benjamin 2003). Molekulare Untersuchungen der
tumoralen Endothelzellen zeigten eine Hochregulation vieler Moleklle, die an der erhdhten
Permeabilitat, Proliferation, Migration und Anti-Apoptose beteiligt sind (Furuya et al. 2005)

wie z.B. VEGFR-2 oder CD105. Ein weiteres Merkmal des tumoralen GefalRnetzes wird als
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vaskulares Mimikry bezeichnet. Hierbei Ubernehmen Tumorzellen die Funktion von
Endothelzellen und exprimieren endotheliale Rezeptoren (Furuya et al. 2005). Vaskulares
Mimikry tritt vor allem bei hochmalignen Tumortypen wie aggressiven Melanomen,
Eierstocks,- Brust- oder Prostatakrebs auf. Der genaue Mechanismus ist allerdings noch
nicht aufgeklart. Hendrix und Kollegen (2003) gehen davon aus, dass unter bestimmten
Voraussetzungen manche Tumorzellen dedifferenzieren und sich zu pluripotenten Zellen

verandern bzw. sich direkt in einen Endothelzell-ahnlichen Phanotyp transformieren kénnen.
2.2 Angiogenese in der onkologischen Forschung

2.2.1 Historischer Uberblick

Die Anfange in der Tumorangiogenese-Forschung machten Thiersch und Virchow, als sie
1865 feststellten, dass manche solide Tumore stark durchblutet waren und vermuteten, dass
BlutgefalRe eine wichtige pathogenetische Rolle bei Krebserkrankungen spielten (siehe Marz
2008). Die Beteiligung von Endothelzellen an der Tumorvaskularisierung wurde zu Beginn
des 20. Jahrhunderts von Metschnikow entdeckt, der auch die Bosartigkeit von Tumoren mit
einer erhohten Gefaldichte in direkte Verbindung brachte (siehe Marz 2008). Die ersten in
vivo Bilder einer Tumor-Gefalineubildung wurden 1939 von Ide und Mitarbeiter verdffentlicht,
die im Kaninchen-Ohrkammermodell Zellen eines Epithelioms transplantierten und die
Bildung von neuen BlutgefaRen sowie das Wachstum des Tumors beobachteten. Die
Arbeitsgruppe stellte aufgrund ihrer Beobachtungen die Hypothese auf, dass Tumorzellen
Wachstumsfaktoren freisetzten, die die Gefaflneubildung forderten (siehe Marz 2008).
Basierend darauf quantifizierten Algire und Kollegen 1945 erstmals wachsende Blutgefal3e in
der transparenten Ohrkammer des Kaninchens, indem sie diese taglich unter dem
Lichtmikroskop zahlten und mit dem Tumorwachstum verglichen. Sie stellten fest, dass der
Tumor erst weiter wuchs, nachdem gentigend Blutgefalle zur Versorgung der Tumorzellen
vorhanden waren und schlussfolgerten daraus, dass Tumorzellen in der Lage seien, das
Wachstum von Blutgefalen zu fordern. Basierend auf diesen und anderen
Veroffentlichungen sowie vor allem auf Ergebnissen von Experimenten im eigenen Labor
kam Judah Folkman zu seiner These, dass Tumorwachstum von der Blutgefalineubildung
abhangig sein musse und begriindete damit die moderne Angiogenese-Forschung (siehe
Marz 2008). Folkmann stellte mehrere grundlegende Konzepte zum Zusammenhang von

Tumoren und Angiogenese auf (Folkman 1971):

1. Tumore kdnnen nicht groRer als 1-2mm? werden, ohne BlutgefaRe zu rekrutieren,

2. Tumore brauchen Blutgefalle zur Nahrstoffversorgung und produzieren deshalb
selbst Stoffe, die ins umliegende Gewebe diffundieren und das Wachstum neuer
BlutgefaRe zum Tumor hin stimulieren (z.B. den Tumor-Angiogenese-Faktor TAF),

3. ein Antikorper gegen TAF ware ein wirksames Krebsmedikament.

12
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Bereits 1968 wurden erste Experimente mit dem Ziel durchgefuhrt, die Freisetzung von
angiogenen Faktoren durch Tumorzellen nachzuweisen. Greenblatt & Shubick zeigten, dass
Tumore auch dann noch Angiogenese induzierten, wenn Tumor und Wirt durch eine
diffusionsfahige Membran getrennt waren (siehe Marz 2008). Gimbrone und Kollegen (1974)
entwickelten das Kornea-Modell im Kaninchen, bei dem sie ins Hornhaut-Stroma des Auges
lebender Kaninchen 0,5mm® kleine Tumorfragmente (2mm vom Limbus entfernt)
implantierten und das Einwachsen von Blutkapillaren vom Limbus ins Hornhautstroma hin
zum Tumorstlick beobachteten. Tumorstiicke, die sich weiter als 3mm vom Rand der
Hornhaut entfernt befanden, induzierten keine Angiogenese. Dies untermauerte die These
von diffusionsfahigen proangiogenen Faktoren. Auf diesen Ergebnissen aufbauend
implantierten Langer und Mitarbeiter (1976) anstelle von echtem Tumormaterial selbst
entwickelte Polymerpellets ins Hornhautstroma von Kaninchen. Die Mikrokanalchen der
Pellets waren geflllt mit Tumorextrakten, die wie die Tumorfragmente selbst eine
Neovaskularisation induzierten. Darlber hinaus zeigten Langer und Mitarbeiter eine
vollstdndigen Ruckbildung der Gefalle infolge der Entfernung der Pellets aus den
Hornhauttaschen. Die Kollegen hielten deshalb ein durch Tumorextrakte induziertes
Gefallsystem nicht fur dauerhaft und fest etabliert und sahen hierin die Chance fur kinftige
Angiogenese-Hemmer. Den ersten proangiogenen Faktor spezifisch fur Endothelzellen
entdeckten Ferrara und Henzel (1989). Die Kollegen wiesen die Endothelzell-Spezifitat
dieses Faktors nach, indem sie stromale Zellen und Endothelzellen hinsichtlich ihrer
Mitoserate nach Exposition mit dem Wachstumsfaktor verglichen und feststellten, dass das
untersuchte Protein mitogen auf Endothelzellen, aber nicht auf stromale Zellen wirkte.
Deshalb nannten sie diesen Faktor VEGF. Darauf aufbauend zeigten Kim und Kollegen
(1993), dass die Hemmung von VEGF in vivo zu einem reduzierten Wachstum von Tumoren
fUhrte, als sie einen monoklonalen Antikérper gegen VEGF an verschiedenen malignen
Maus-Xenograft-Modellen testeten. AuRerdem war die BlutgefalRdichte in den behandelten
im Vergleich zu den unbehandelten Tumoren signifikant geringer. Der Gruppe gelang es mit
dieser Arbeit, VEGF als Zielstruktur flr die therapeutische Tumor-Antiangiogenese zu

identifizieren.

2.2.2 Angiogenese-Modelle

Zur Erforschung der Angiogenese ist in den letzten 40 Jahren ein breites Spektrum an
Modellen entwickelt worden, die die Grundlage fur die Aufklarung der physiologischen und
pathologischen Vorgange wahrend der Angiogenese bilden. Mit Hilfe von quantitativen
Ansatzen ist es moglich, pro- oder antiangiogene Effekte von Substanzen nachzuweisen.
Hierbei besteht die grote Herausforderung in der korrekten Interpretation der Ergebnisse,
da mit den zur Verfigung stehenden Modellen verschiedene Schritte der Angiogenese

untersucht werden konnen.

13



Literaturlbersicht

Grob werden Angiogenese-Modelle zunachst in in vitro und in vivo Modelle eingeteilt. ,In
vitro“ bedeutet ,im Reagenzglas und meint Untersuchungen in Modellen aufierhalb von
lebenden Gesamtorganismen (z.B. Untersuchungen in Zellkulturen). Im Gegensatz dazu

fasst ,in vivo® alle Modelle innerhalb lebender Gesamtorganismen zusammen.

2.2.2.1 In vitro Modelle

Mit in vitro Modellen kénnen auf zellularer und subzellularer Ebene zunachst Grundlagen der
Wirkung einzelner pro- oder antiangiogener Variablen untersucht werden (Goodwin 2007).
Sie sind vergleichsweise einfach durchzufiihren und ihre Auswertung bendtigt wenig
technischen Aufwand. Untersuchungen kénnen in einem hohen Durchsatz erfolgen, wodurch
schnell Wirkungen pro- oder antiangiogener Substanzen identifiziert werden koénnen.
Aulerdem ermoglichen virale Transfektionen von in vitro kultivierten Endothelzellen die
Erforschung von grundlegenden genetischen Hintergriinde pathologischer Angiogenese als

Basis flr die ldentifizierung neuer therapeutischer Zielstrukturen (Staton et al. 2009).

In Proliferationsassays wird selektiv die zahlenmafige Vermehrung von Endothelzellen
untersucht. Dafur werden kultivierte Endothelzellen aus der humanen Nabelvene benutzt
(Staton 2006). Als Standardtest zur Erforschung von Effekten antiproliferativer Substanzen
wird z.B. der MTT-Assay routinemafig eingesetzt (Goodwin 2007). Hier wird die Fahigkeit
lebender Zellen zur Spaltung von Tetrazoliumsalz genutzt. Es entstehen unlésliche blaue
Formazan-Kristalle, die sich in vitalen Zellen anreichern und photometrisch quantifiziert
werden kénnen (Goodwin 2007). Z.B. zeigten Lang und Kollegen (2001) mit dem MTT-Assay,
dass VEGF unter verschiedensten Zellkulturbedingungen (verschiedene Konzentrationen,
Inkubationszeiten und Zelldichten) effektiv die Proliferation von Endothelzellen stimulierte,

wahrend FGF-2 nur bei niedriger Endothelzelldichte einen proliferativen Effekt hatte.

Zu den Migrationsassays gehort beispielsweise der Transfilter-Assay (Staton et al. 2009).
Sein Prinzip beruht auf der Boyden-Kammer, die aus zwei Ubereinander liegenden Kammern
besteht, welche durch einen Polycarbonat-Filter mit ca. 8um groRen Poren getrennt sind. Die
Poren des Filters sind so klein, dass nur aktiv migrierende Endothelzellen sie passieren
konnen (Bahramsoltani 2003). So untersuchten Iwahana und Mitarbeiter (1996) mit dieser
Methode den Einfluss eines durch murine Fibrosarkomzellen in vitro konditionierten Mediums
auf die Migration von Endothelzellen. Sie brachten die Zellen auf der Filteroberseite auf,
beluden die untere Kammer mit dem S180-konditionierten Medium und inkubierten die Zellen
5 Stunden bei 37°C. Danach entfernten sie die auf der Filteroberseite verbliebenen
Endothelzellen, fixierten den Filter mit Methanol und farbten die migrierten Zellen mit
Giemsa-Lésung an. Bei 100facher Vergroflerung wurden die Zellen dann mikroskopisch
quantifiziert. Aus ihren Ergebnissen schlossen sie, dass die Migration der Endothelzellen

aufgrund des chemotaktischen Gradienten zwischen den beiden Kammern stimuliert wurde.
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Nachteile der in vitro Testung antiangiogener Substanzen liegen in den artifiziellen
Bedingungen der Modelle (Staton 2006). Die in Zellkultur gehaltenen Endothelzellen sind,
anders als Endothelien in vivo, permanent in einem proliferativen Phanotyp und haben
dartuber hinaus ihre Organspezifitdt verloren, indem sie andere Zelloberflachenantigene
exprimieren (Aird 2003). Auch die Ausbildung von einschichtigen endothelialen Monokulturen
entspricht nicht der in vivo Situation, wo Endothelzellen ein dreidimensionales tubulares
System ausbilden und von Perizyten umgeben sind. Um die Wirksamkeit antiangiogener
Substanzen in diesem komplexen System nachzuweisen, miissen sie nach wie vor in vivo

getestet werden (Staton et al. 2009).

2.2.2.2 In vivo Modelle

Zu den in vivo Modellen fiir die Erforschung der Angiogenese gehoéren beispielhaft das
Cornea-Modell, das Chorioallantoismembran-Modell, Dauerfenster-Modelle, das subkutane
Luftsackmodell sowie Modelle mit Hautpraparationen (Bahramsoltani 2003). In der
vorliegenden Arbeit werden die Angiogenese und die Wirkung antiangiogener Substanzen in
einem Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell untersucht, das auf einem subkutan liegenden
Polymer-Implantat basiert. Deshalb wird nachfolgend ein Uberblick Giber Polymer-Implantat-
Modelle zur Erforschung der Mechanismen der Tumorangiogenese und der Testung von

Angiogenese hemmenden Substanzen gegeben.

Schwamm-Implantat-Modelle: Andrade und Kollegen (1987) entwickelten fir die
quantitative Untersuchung der Angiogenese in vivo ein Ratten-Modell, welches auf der
subkutanen Implantation steriler Polyesterschwamme basierte. Diese waren von aullen
durch eine Kanile zuganglich, in die Substanzen ins Innere appliziert werden konnten. Die
Perfusion der Implantate wurde zu verschiedenen Zeitpunkten durch quantitative Messung
der Clearance des Radioisotopes '**Xe bestimmt. Urspriinglich enthielt der Schwamm keine
BlutgefalRe, aber infolge der zunehmenden Vaskularisierung Uber einen Zeitraum von 16
Tagen stieg die Perfusion in den Implantaten nach und nach an. Die histologische
Untersuchung der Implantate zeigte, dass sie zunachst durch Granulationsgewebe
verkapselt und zunehmend durch wirtseigene BlutgefalRe infiltriert wurden. Durch Einbringen
des Vasodilatators Prostaglandin E2 in den Schwamm erhohte sich die Perfusion der
Schwamme, wahrend sie nach Injektion des Vasokonstriktors Noradrenalin abnahm. Die
Behandlung mit proangiogenen Faktoren forderte die Angiogenese in den Schwammen,
wahrend der Angiogenese-Hemmer Protamin sie verzdgerte. Thiede und Kollegen (1988)
modifizierten dass Modell, indem sie T-Zell-supprimierten Nacktmausen Polyurethan-
Schwamme subkutan implantierten und warteten deren Vaskularisierung abwarteten. 7 bis
10 Tage spater injizierten sie Tumorzellen in die mittlerweile gefal3reichen Schwamme, welil

sie ein besseres Tumorwachstum durch das angiogene Mikromillieu erwarteten. Tatsachlich

15



Literaturlbersicht

konnten sie die Angangsraten der Tumore mit 78-94% Erhéhung gegeniber herkdmmlich

inokulierten Zellen signifikant erhdhen.

In verschiedenen Ubersichtsarbeiten werden jedoch auch klare Bedenken zu den
Schwamm-Implantat-Modellen gedufiert. So sieht Norrby (2006) die nicht einheitliche
Zusammensetzung von Polyurethan-Schwammen als Erschwernis fiir interexperimentelle
Vergleiche, da sie abhangig von ihren Bestandteilen unterschiedlich stark immunogen und
somit auch angiogen wirken konnen. Staton (2006) sieht in den haufig auftretenden
unspezifischen Entziindungsreaktionen ebenfalls Einschrankungen in der Nutzbarkeit der
Modelle, da die mit einer Entzlindung einhergehende Angiogenese die Interpretation von

Ergebnissen aus Angiogenese spezifischen Untersuchungen deutlich beeinflusst.

Mit der Entwicklung des Matrigel-Modells traten die Schwamm-Implantat-Modelle in den
Hintergrund. Matrigel®, vertrieben durch die Biotechnologie-Firma BD Biosciences, ist im
Gegensatz zu den synthetischen Schwammen ein natlrliches Produkt der
Maussarkomzelllinie Engelbreth-Holm-Swarm. Es besteht aus verschiedenen Proteinen,
unter anderem Komponenten der Basalmembran von Endothelien sowie verschiedenen
Wachstumsfaktoren und dhnelt damit der Extrazellularmatrix vieler Gewebe. Wahrend es bei
Temperaturen von 4-6°C flUssig ist, bilden seine Komponenten bei Kdrpertemperatur sehr
schnell eine feste gelartige Struktur aus. Passaniti und Kollegen (1992) benutzten Matrigel
erstmals flr Untersuchungen zur Wirkung verschiedener proangiogener Faktoren auf die
Vaskularisierung subkutaner Implantate in vivo. Dafir injizierten sie immunkompetenten
C57BL/6-Mausen mit proangiogenen Faktoren (FGF, VEGF, TNFa u.a.) angereichertes
Matrigel und entnahmen die Implantate zu unterschiedlichen Zeitpunkten wieder, um deren
Vaskularisierungsgrad histologisch mit immunhistochemischer CD31-Farbung und
anschliefiender mikroskopischer Auszahlung der positiv markierten Blutgefalte quantitativ zu
bestimmen. Zwischen 3 und 5 Tage post injectionem waren die Implantate am starksten
vaskularisiert. Passaniti und Kollegen testeten in ihrem Modell aulRerdem auch die
antiangiogenen Faktoren Interleukin-1p, Interleukin-6, TGF-B, die alle zu einer reduzierten
Neovaskularisation fuhrten. Verschiedene antiangiogene Substanzen wurden in einem
modifizierten Matrigel-Modell in Ratten durch Kragh und Kollegen erfolgreich getestet (2003).
Dafir wurden den immunkompetenten Tieren Filterkammern bestehend aus Nylon-
Uberspannten Plexiglasringen und gefiillt mit FGF-angereichertem Matrigel subkutan
implantiert. Die Quantifizierung der Angiogenese in den Kammern erfolgte einmal durch ein
computergesteuertes Scoring-System anhand von digitalen Bildern, die 5 und 10 Tage nach
Implantation aufgenommen wurden, aulerdem wurden zu diesen Zeitpunkten
photometrische Dichtemessungen der Kammern durchgefiihrt. Die histologische Auswertung
nach CD31-Farbung erfolgte durch mikroskopische Auszahlung der gewachsenen

BlutgefaRe. Kragh und Kollegen wiesen zunachst eine signifikante Angiogenese in den
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Kammern nach. Danach zeigten sie, dass die systemische Behandlung der Ratten mit dem
antiangiogenen Fumagillin-Analogon TNP-470 zu einer vollstdndigen Hemmung der FGF-
induzierten Angiogenese fuhrte. Gleiches beobachteten sie auch bei der Behandlung mit
Zyklophosphamid. Im Gegensatz dazu zeigten die entzindungshemmenden und
immunsuppressiven Substanzen Zyklosporin A, Prednisolon und Indomethazin keine
antiangiogene Wirkung. Kragh et al. schlussfolgerten daraus, dass die Angiogenese in den
Kammern nicht durch eine unspezifische Entziindungsreaktion des Wirtes hervorgerufen

wurde.

Plunkett und Hailey (1990) beschrieben in ihrer Arbeit erstmals das Alginatmodell. Alginate
sind Salze der Alginsaure, einem Polymer bestehend aus den beiden Uronsauren Guluron-
und Mannuronsaure. Alginsaure wird als natirlicher Stoff aus Meeresalgen gewonnen und
als Geliermittel in der Lebensmittelindustrie eingesetzt. Plunkett und Hailey benutzten Alginat,
um Tumorzellen schonend darin zu verkapseln und sie so vor dem Immunsystem der
Wirtstiere zu schutzen. Die zu kleinen Kugeln geformten Alginate lieRen die von den
Tumorzellen produzierten angiogenen Faktoren ins Wirtsgewebe diffundieren, wodurch eine
angiogene Reaktion ausgelost wurde. Die Alginatbeads (AlgBs) enthielten murine Lewis-
Lung-Karzinomzellen und wurden subkutan in immunkompetente C57BI/6- und balb/c- sowie
in immundefiziente Nacktmausen injiziert. Schon 100 Tumorzellen konnten nach 3 Tagen
eine makroskopisch sichtbare Vaskularisierung der AlgB-Depots induzieren. Mit steigender
Anzahl verkapselter Tumorzellen stieg auch die angiogene Reaktion im umliegenden
Gewebe an. Auch bei der anschlielenden histologischen Untersuchung wurden mehr
BlutgefalRe in den AlgB-Depots mit hdheren Zellzahlen gezahlit. Die einfache Durchfuhrung
des Modells wiesen die Autoren explizit als Vorteil aus und empfahlen es als Modell fir die
zukinftige Erforschung der durch Tumorzellen induzierten Angiogenese. Robertson und
Kollegen (1991) testeten daraufhin die Substanzen Protaminsulfat und Tetrahydrocortison im
Alginatmodell. Sie verkapselten Lewis-Lung-Karzinomzellen und injizierten die AlgBs
subkutan in balb/c-Mause. Die Quantifizierung der einwachsenden Blutgefal3e erfolgte an
Tag 5 und Tag 11 durch die Bestimmung von *'Cr-markierten Maus-Erythrozyten in den
AlgB-Depots mittels Gamma-Counter 1 Stunde nach deren intravendsen Injektion. Abhangig
von der verkapselten Zellzahl war die Angiogenese der mit Protaminsulfat behandelten Tiere
im Vergleich zur Kontrollgruppe zu Tag 10 zwischen 82% (3x10° Tumorzellen) und 91%
(3x10* Tumorzellen) reduziert. Tetrahydrocortison reduzierte die Angiogenese zu 40 bis 55%.
Hoffmann und Kollegen (1997) modifizierten das Alginatmodell von Robertson et al.
hinsichtlich der Quantifizierung der Blutgefale in vivo. Sie verkapselten murine Lewis-Lung-
Karzinomzellen (LL2), die humanen Nierenzelllinien Caki-1 und Caki-2, murine
Melanomzellen sowie Sarkomzellen der Maus in AlgBs und injizierten diese subkutan in

C57Bl/6-und Swiss-Mause. 20 Minuten vor Versuchsende injizierten sie FITC-Dextran
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intravends als streng intravasales Fluoreszenzkontrastmittel, das Uber die Blutbahn in die
Gefalle des AlgB-Depots gelangte. Der Gehalt an FITC-Dextran in den AlgB-Depots wurde
ex vivo bestimmt. Dafir wurden die AlgB-Depot in isotone Kochsalzlésung Uberfuhrt und die
Fluoreszenz der Lésung nach grundlicher Durchmischung bei 506nm quantifiziert. 12 Tage
nach AlgB-Depotsetzung wurde eine signifikante Erhéhung der FITC-Dextran-Konzentration
abhangig von der Zellzahl in den AlgB-Depots gemessen (Faktor 3,5 bei 1x10® LL2-Zellen,
Faktor 4,5 bei 1x10* LL2-Zellen). Des Weiteren zeigten Hoffmann und Mitarbeiter, dass eine
Behandlung der Tiere mit dem experimentellen Fumagillin-Derivat AGM-1470 der Firma
Berlex Biosciences (USA) zur effektiven Angiogenese-Hemmung flihrte, denn der FITC-

Dextran-Gehalt in den behandelten AlgB-Depots entsprach dem leerer Kontrolldepots.

Die hier beschriebenen Untersuchungen zur Quantifizierung der Angiogenese im
Alginatmodell basieren auf ex vivo Verfahren. Fir die systematische pharmakologische
Bewertung neuer antiangiogener Substanzen muissten bei Einsatz der oben beschriebenen
Alginatmodelle und der ex vivo Quantifizierung der GefalRausbildung verschiedene
Versuchsgruppen zu unterschiedlichen Zeitpunkten getdtet werden. Durch den Einsatz von
bildgebenden Verfahren zur Quantifizierung der Perfusion in den AlgB-Depots liellen sich
bereits antiangiogene Therapieeffekte wahrend des laufenden Therapieversuchs im
lebenden Tier mehrfach Uber langere Zeitrdume darstellen. Neben einem friheren
Aussagegewinn erlaubt die in vivo Quantifizierung auch eine Reduktion der
Versuchsgruppen, da Therapieeffekte innerhalb einer Gruppe Uber die Zeit verfolgt werden
kénnen. Deshalb soll in der vorliegenden Arbeit der kontrastverstarkte Mikro-Ultraschall auf
seine Eignung zur Quantifizierung der Gefalausbildung im TSAM getestet werden. Des
Weiteren soll als TSAM ein tumorzellfreies Modell etabliert und charakterisiert werden um
Effekte neuer antiangiogener Substanzen ausschliellich auf das Gefallsystem bestimmen

zu kdnnen.

2.3 Therapeutische Ansitze bei Krebs

Die konventionelle Behandlung von Krebs basiert auf drei grofen Saulen:

1. Der chirurgischen Entfernung solider Tumore,
2. der Behandlung solider Tumore mit ionisierenden Strahlen und

3. der chemotherapeutischen Behandlung fortgeschrittener Krebserkrankungen.

Haufig werden die Therapieformen kombiniert, um die Wahrscheinlichkeit eines
Therapieerfolges zu erhéhen. Das Behandlungsregime wird dabei individuell auf die
Krebserkrankung selbst, deren Stadium sowie auf die allgemeine Verfassung des

Krebspatienten abgestimmt (DeVita 2008).
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2.3.1 Chirurgische Entfernung solider Tumore

Die chirurgische Entfernung von soliden Tumoren ist die alteste und war bis vor wenigen
Jahrzehnten die einzige kurative Therapieform bei Krebs (DeVita 2008). Mit der Entwicklung
der modernen Andasthesie und Antisepsis ab Mitte des 19. Jahrhunderts gelangen die ersten
erfolgreichen operativen Entfernungen von soliden Tumoren des Magen-Darm-Traktes, der
Schilddrise und der Brustdrise. Die Tumorresektion als Therapieform wird in der Regel aus
den folgenden Griinden gewahlt (DeVita 2008):

1. Kurative Therapie eines klar abgrenzbaren soliden Primartumors (oft in Kombination
mit systemischer Chemotherapie oder Bestrahlung),

2. palliative MaBnahme bei infiltrativ wachsenden, soliden Tumoren, die nicht im
Ganzen entfernbar sind,
kurative Therapie bei einzelnen soliden, gut abgrenzbaren Metastasen,

operative MaRnahmen infolge einer onkologischen Notfallsituation.

Schatzungen der amerikanischen Nationwide Inpatient Sample 2000 und der National
Survey of Ambulatory Surgery 1996 zufolge wird die Anzahl operativer Eingriffe bei
Krebspatienten bis 2020 um 24% steigen (Etzioni 2006). Fortschritte in der Durchfiihrung
laparoskopischer Eingriffe beglinstigen diese Entwicklung. Sie spielen vor allem bei
abdominalen soliden Tumoren wie Magen-, Leber- oder Bauchspeicheldriisenkrebs eine
zunehmende Rolle (DeVita 2008).

2.3.2 Behandlung solider Tumore mit ionisierenden Strahlen

Uber 50% der Krebspatienten erhalten im Verlauf ihrer Krankheit eine Strahlentherapie
(Delaney et al. 2005). Die Landesarztekammer Rheinland-Pfalz definiert den Begriff
Strahlentherapie als ,Strahlenbehandlung maligner und benigner Erkrankungen
einschlieRlich der medikamentdsen und physikalischen Verfahren zur Radiosensibilisierung
und Verstarkung der Strahlenwirkung am Tumor unter Bericksichtigung von
Schutzmalinahmen der gesunden Gewebe“ (2006). lonisierende Strahlen werden dabei zur
Behandlung von soliden oder nicht soliden Krebserkrankungen eingesetzt, wenn die
Krebszellen ausreichend strahlenempfindlich sind und bei gleicher Heilungschance im
Vergleich zur chirurgischen Therapie ein besseres funktionelles Ergebnis erwartet werden
kann (DeVita 2008). Die Strahlen gelangen in Form von Photonen (Rdntgen-,
Gammastrahlen) oder Partikeln (Protonen, Neutronen, Elektronen) zu den Zellen. Die
Interaktion der Strahlen mit den Zellen wird als lonisierung bezeichnet. Dabei werden
Elektronen aus einzelnen Atomen entfernt, wodurch eine positive Ladung des betroffenen
Molekils erzeugt wird. Hochenergetische Partikel ionisieren die DNA von Zellen direkt an
den Nukleotiden, wahrend niederenergetische Photonen indirekt Uber die Erzeugung freier
Radikale mit der DNA interagieren (Hall 2006). DNA-Defekte werden auf Ebene der

19



Literaturlbersicht

einzelnen Nukleotide erzeugt und es kommt zu Einzel- und Doppelstrangbriichen, DNA-
DNA- sowie DNA-Protein-Verlinkungen, die wiederum zum Tod der Zellen fiihren (Hall 2006).
Wegen ihres hohen Zellstoffwechsels sind Tumorzellen in der Regel besonders anfallig flr
ionisierende Strahlen und erholen sich nicht so schnell wie gesunde Zellen (Beers 2006). Ein
Tumor gilt als strahlenempfindlich, wenn er ohne schwerwiegende Schaden im gesunden
Gewebe vernichtet werden kann. Je héher die Strahlenempfindlichkeit des Tumorgewebes
ist, desto geringer kann die Bestrahlungsdosis ausfallen und desto geringer ist der Schaden
fur das umliegende gesunde Gewebe (DeVita 2008). Die Strahlentherapie wird in zwei
Varianten unterteilt, die interne und externe Form. Bei der internen Bestrahlung gelangt die
Strahlung durch ionisierte Implantate oder Flissigkeiten in den Koérper. Bei der externen
Bestrahlung kommen Gerate zum Einsatz, die hochenergetische Strahlen in Form von
Photonen (z.B. Rontgen- oder Gammastrahlen) abgeben. Alleinige Strahlentherapie mit dem
Ziel der Heilung der Krebserkrankung wird ausschliefdlich bei soliden, gut abgegrenzten
Tumoren eingesetzt, wenn eine chirurgische Entfernung aufgrund der Tumorlokalisation zu
Funktionsverlusten flihren wirde. Dies ist beispielsweise bei Tumoren des Kehlkopfes oder
der Prostata der Fall. Die Erfolgsrate der Strahlentherapie bei Frihstadien solcher
Tumorentitaten liegt bei 70-90% (DeVita 2008).

2.3.3 Chemotherapeutische Behandlung fortgeschrittener Krebserkrankungen

Urspringlich beinhaltete der Begriff Chemotherapie die medikamentése Behandlung von
Infektionskrankheiten (Dornblihth 2002). Der Einsatz von Medikamenten mit dem Ziel der
Behandlung von Krebs begann in den 1960er Jahren mit der Entwicklung von Therapien

gegen verschiedene Leukamien und Lymphome (DeVita 2008).
Die Chemotherapie wird bei vier Hauptindikationen eingesetzt:

1. Als Primarbehandlung bei fortgeschrittenen Krebserkrankungen wie beispielsweise
bei akuten Leukdmien, bei Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphomen, bei
Eierstockskrebs oder dem kleinzelligen Lungenkrebs (Lowe et al. 1994),

2. als primare oder neoadjuvante Therapie solider Tumore, wenn lokale Therapien wie
Resektion oder Strahlung nicht effektiv genug sind (z.B. Weichteilsarkome, Tumore
der Anogenitalregion, osteogene Sarkome, Harnblasenkrebs, Salmon 1987),

3. als adjuvante Therapie gleichzeitig oder nach Ilokaler Behandlung z.B. bei
Melanomen, Bauchspeicheldriisenkrebs, Brustkrebs oder Tumoren des
Magendarmtraktes sowie

4. als lokale Therapie (z.B. Instillation von Medikamenten, DeVita 2008).

Das ideale Chemotherapeutikum sollte ausschlieBlich auf Tumorzellen abzielen und diese
effektiv zerstéren (Beers 2006). Diesen Anspruch erflllt kaum ein Krebsmedikament.

Nebenwirkungen sind oft stark und beinhalten Schleimhautulzerationen, Erbrechen und
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Durchfall, Nasenbluten sowie Knochenmarksdepression, Immunsuppression, oder
Autoimmunerkrankungen. Meist werden die Medikamente intravends oder per os verabreicht.
Im Verlauf der Behandlung kann es zu Resistenzen kommen, die z.B. auf der
Uberexprimierung der therapeutischen Zielstruktur, auf metabolischer Inaktivierung des
Wirkstoffes durch die Tumorzellen, defekten Apoptosemechanismen oder Rezeptorverlusten
beruhen (Beers 2006).

2.3.3.1 Klassische Chemotherapeutika

Antimetabolite wirken in der S- und der G;-Phase des Zellzyklus und hemmen Enzyme der
Nukleinsauresynthese (Burgis 2000). Sie werden in 3 unterschiedliche Gruppen eingeteilt:
Folsaure-Antagonisten, Purin-Antagonisten und Pyrimidin-Antagonisten. Das Folsaure-
Analogon Methotrexat hemmt die Dihydrofolsdurereduktase (DHFR) kompetitiv und greift
dadurch in die Synthese von DNA, RNA, ATP ein. AuRerdem leitet Methotrexat auch
Apoptose-Prozesse ein. Es wird seit Uber 30 Jahren bei vielen Krebserkrankungen in
Kombination mit weiteren Chemotherapeutika eingesetzt, z.B. bei akuter lymphatischer
Leukdmie,  Urothelkarzinomen,  Brustkrebs, @ Non-Hodgkin-Lymphomen und  bei
Osteosarkomen (Kaye 1998). Zu den Purin-Antagonisten gehdren 6-Mercaptopurin,
Thioguanin und Azathioprin. Sie sind dem Purin strukturell sehr dhnlich und werden mit
Ribose und Phosphat zu falschen Nukleotiden aufgebaut. Diese stéren im Verlauf des
Zellzyklus dann die korrekte DNA- und RNA-Synthese (Burgis 2000). Haufig bei Leukamien
und Lymphomen eingesetzt, fiihren Purin-Antagonsiten zu Myelo- und Immunsuppression
(Beers 2006). Unter den Pyrimidin-Antagonisten ist das 5-Fluorouracil (5-FU) das
bekannteste Chemotherapeutikum. Es hemmt kompetitiv die Thymidilatsynthetase. In die
DNA werden wie bei den Purin-Antagonisten falsche Nukleotide eingebaut, die die DNA-
Synthese behindern (Burgis 2000). 5-FU wird vor allem bei tumorésen Erkrankungen des

Magen-Darm-Traktes und bei Brustkrebs eingesetzt (Beers 2006).

Spindel-Toxine sind zytostatisch wirkende Naturstoffe, die in 2 Gruppen eingeteilt werden:
Taxane (Inhaltsstoffe der Eibenrinde) und Vinca-Alkaloide (Inhaltsstoffe der Pflanze
Immergrin). Der wichtigste Vertreter der Taxane ist Paclitaxel (Burgis 2000). Es hemmt die
Ausbildung des Spindelapparates wahrend der Mitose und wird bei Blasenkrebs, Eierstocks-
und Brustkrebs sowie bei Lungenkrebs eingesetzt. Paclitaxel ist auRerdem wirksam bei
Cisplatin-resistenten Karzinomen (Beers 2006). Vertreter der Vinca-Alkaloide sind Vinblastin,
Vincristin, Vindesin und Vinorelbin. Sie hemmen die Mikrotubulinbildung des
Spindelapparates wahrend der Zellteilung. Vincristin wirkt bei akuter Leukdmie und
Lymphosarkomen, beim Brust- und Bronchialkarzinom sowie beim malignen Melanom und
Neuroblastom (Beers 2006; Burgis 2000).
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Alkylanzien sind Verbindungen, die Alkylreste (Methyl, Ethyl) in andere Molekiile einbauen
(Alkylierung). Durch eine kovalente Bindung werden Proteine, DNA und RNA geschadigt und
es kommt zu falscher Basenpaarung, DNA-Vernetzungen und Chromosomenstrangbriichen
(Burgis 2000). Alkylanzien wirken zwar phasenunspezifisch, sind aber besonders effektiv
wahrend der Mitose der Zelle. Bei Brustkrebs, Leukamien, Gliomen, Lymphomen und
Myelomen werden sie oft in Kombination mit anderen Praparaten wie z.B. Cyclophosphamid

und Ifosfamid eingesetzt (Beers 2006).

Zu den Platinhaltigen Chemotherapeutika gehoren Cis-, Carbo- und Oxaliplatin. Sie
verbinden die Einzelstrange der DNA miteinander, so dass Replikation und Transkription
gestort werden. Eingesetzt werden Platin-Komplexe unter anderem bei Brustkrebs,

Lungenkrebs, Eierstockskrebs und Darmkrebs (Beers 2006) .

Topoisomerase-Hemmer Topoisomerasen sind Enzyme, die die kompakte DNA-Struktur
aufbrechen und so das Ablesen dieser wahrend Transkription und Replikation erméglichen.
Es werden 2 Formen von Topoisomerasen unterschieden: Typ | und Typ Il. Camptothecine
(Irinotecan, Topotecan) hemmen die Topoisomerase |. Sie werden vorwiegend bei
Krebserkrankungen des Magen-Darm-Traktes eingesetzt. Etoposid und Teniposid wirken
hemmend auf die Topoisomerase Il und verursachen DNA-Strang-Brliche. Sie werden bei

Lymphomen, Bronchialkarzinomen und Hodentumoren eingesetzt (Beers 2006; Reuter 2008).

Urspringlich als Antibiotika eingesetzt, werden Daunorubicin, Doxorubicin, Mitomycin und
Bleomycin heute ausschlieRlich als Chemotherapeutika genutzt. Ihr zytostatisches
Wirkprinzip beruht auf DNA-Interkalation. Diese verursacht DNA-Strangbriche, wodurch die
DNA fir Replikation und Transkription nicht mehr nutzbar ist. Antibiotika werden in
Kombination mit Cisplatin bei Leukamien, Brust- und Magen-Darmkrebs, Hodenkrebs und

Lymphomen eingesetzt (Beers 2006).

Hormone Zur Behandlung von hormonsensiblen Tumoren werden Gonadotropin-Releasing-
Hormone, Glucocorticoide, Ostrogene, Antidstrogene und Antiandrogene verwendet. Zu
Tumoren mit Hormonrezeptoren gehéren Mamma-, Prostata- und Endometriumkarzinome.

Die Hemmung der Rezeptoren reduziert das Tumorwachstum (Burgis 2000).

2.3.3.2 Angiogenese-Hemmer

Der endglltige Beweis der Wirksamkeit eines antiangiogenen Therapeutikums bei Krebs
wurde mit der Zulassung von Bevacizumab erbracht, nachdem in einer klinischen Studie der
Phase Il ein signifikanter Uberlebensvorteil festgestellt wurde (Hurwitz et al. 2004). Den
ersten Erfolg einer antiangiogenen Tumortherapie konnte der amerikanische Arzt White 1989
verbuchen, als er nach Rucksprache mit Folkman einen 12jahrigen an pulmonaler
Hamangiomatose erkrankten Jungen mit IFNa behandelte (Marz 2009). Folkman
prasentierte 2007 auf einem US-amerikanischen Kongress Lungen-Angiogramme des nun
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erwachsenen Mannes, die die anhaltende Rickbildung der Hamangiome unter IFNa-

Dauertherapie zeigten (Folkman 2007b).

Folkman (2007a) teilt die antiangiogenen Therapeutika entsprechend ihrem

Blockierungspotential in drei Gruppen ein:

1. Blockierung eines wesentlichen Proteins in der Angiogenese-Kaskade (z.B. durch
Bevacizumab, Ranibizumab),

2. Blockierung von zwei bis drei solcher Proteine (z.B. durch Imatinib, Sorafenib,
Regorafenib) und

3. Blockierung eines breiten Spektrums verschiedener Angiogenese-Regulatoren (z.B.

durch Endostatin, Caplostatin).

Substanzen der Klassen 2 und 3 kénnen dabei als Haupt-Wirkkomponente eine direkte
Hemmung von Tumorzellen haben und als Begleiteffekt auch hemmend auf die Tumor-

Angiogenese wirken (Folkman 2007a).

Im Rahmen der Testung des Tumorsurrogat-Angiogenese-Modells in einem antiangiogenen
Therapieversuch wurden in dieser Arbeit Bevacizumab als Vertreter der Gruppe 1 und

Regorafenib als Vertreter der Gruppe 2 eingesetzt.

Zur Gruppe 1 der Angiogenese-Hemmer gehoért Bevacizumab, ein humanisierter
monoklonaler Antikdrper gegen die 4 Isoformen des humanen VEGF-A. Bevacizumab bindet
kovalent an den proangiogenen Faktor VEGF-A und verhindert durch diese Blockade, dass
VEGF-A an seine auf den Endothelzellen exprimierten Rezeptoren binden kann.
Infolgedessen werden die Rezeptoren nicht aktiviert und es erfolgt keine Signaltransduktion
ins Innere der Endothelzellen. Migration und Proliferation der Zellen bleiben aus und sie
verbleiben in der Ruhephase. Der solide Tumor kann nicht gentigend Blutgefale rekrutieren
(Presta et al. 1997). Der ersten Phase | Studie im Rahmen der klinische Entwicklung von
Bevacizumab durch Genentech begann 1997 (Marz 2009). Sowohl als Monotherapie als
auch in Kombination mit Standard-Chemotherapeutika war Bevacizumab gut vertraglich
(Gordon et al. 2001). In der Folge begannen die ersten Phase Il Studien mit Bevacizumab
als Monotherapie und in Kombination mit Chemotherapeutika zur Behandlung verschiedener
Tumorentitaten. Eine viel versprechende Wirksamkeit von Bevacizumab in Kombination mit
5-Fluorouracil/Leucovorin stellten Kabbinavar und Kollegen (2003) in ihrer Studie fest. Sie
teilten 104 unbehandelte Patienten mit metastasierenden Kolonkarzinom zufallig in 3
Behandlungsgruppen ein: Gruppe 1 wurde mit der Standardtherapie 5-
Fluorouracil/Leukovorin behandelt, Gruppe 2 zusatzlich zur Standardtherapie mit einer
niedrigen Dosis von Bevacizumab und Gruppe 3 bekam die Standardtherapie plus eine hohe
Dosis Bevacizumab. Verglichen zur Kontrollgruppe mit 17% war die Antwortrate in beiden

Bevacizumab-Gruppen mit 40% (niedrige Dosis) und 24% (hohe Dosis) signifikant héher.
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Auch die Uberlebenszeit war mit 21,5 Monaten (niedrige Dosis Bevacizumab) bzw. 16,1
Monaten (hohe Dosis Bevacizumab) gegeniber der Kontrollgruppe mit 5,2 Monaten
signifikant verlangert. In einer weiteren klinischen Studie zeigten Yang und Kollegen (2003)
die Wirksamkeit von Bevacizumab als Monotherapie zur Behandlung von metastasierendem
Nierenkrebs. Sie teilten 116 Patienten in Placebogruppe (1), niedrig dosierte Bevacizumab-
Gruppe (2) und hoch dosierte Bevacizumab-Gruppe (3) ein und stellten eine signifikante
Verlangerung der Zeit bis zur Progression fest, wobei die Wahrscheinlichkeit einer
4monatigen Progressionsfreiheit in Gruppe 3 mit 64% am hochsten war, gefolgt von Gruppe
2 mit 39% und Gruppe 1 mit 20%. In der klinischen Studie von Hurwitz und Kollegen (2004)
wurde Bevacizumab in Kombination mit Irinotecan und 5-Fluorouracil/Leukovorin zur
Behandlung des metastasierenden kolorektalen Karzinoms getestet. In dieser Studie wurden
402 Patienten mit einer Kombinationstherapie aus Irinotecan, 5-Fluorouracil, Leukovorin und
Bevacizumab behandelt (Gruppe 1) und 411 Patienten mit der kombinierten Chemotherapie
ohne Bevacizumab-Zusatz. In Gruppe 1 war die Antwortrate mit 44,8% signifikant héher als
in Gruppe 2 (34,8%). Die Uberlebenszeit betrug in erster 20,3 Monate gegenlber 15,6
Monaten in letzter. Durch die Uberzeugenden Ergebnisse der klinischen Studien wurde
Bevacizumab noch 2004 im Fast-Track-Verfahren' durch die FDA unter dem Handelsnamen
Avastin® als First-Line-Therpie zur Behandlung des metastasierenden kolorektalen
Karzinoms in Kombination mit einer intravendsen Chemotherapie auf der Basis von 5-
Fluorouracil zugelassen. Es war damit das erste zugelassene Medikament flr eine
antiangiogenen Behandlung bei Krebserkrankungen (Marz 2009). Die Wirksamkeit von
Bevacizumab konnte bei der Behandlung von Brustkrebs in Kombination mit Paclitaxel sowie
bei der Behandlung von Lungenkrebs in Kombination mit Carboplatin und Paclitaxel
ebenfalls nachgewiesen werden (Johnson et al. 2004; Miller et al. 2007; Miller et al. 2005;
Sandler et al. 2006). 2007 folgte dann die Zulassung fir die Behandlung des nicht-

kleinzelligen Lungenkarzinoms sowie des metastasierenden Brustkarzinoms.

Zur Gruppe 2 der Angiogenese-Hemmer zahlt Folkman Inhibitoren der Rezeptortyrosin-
Kinasen (RTKs) wie beispielsweise Imatinib, Sorafenib und Regorafenib (Folkman 2007a).
RTKs sind Transmembranproteine in der Phospholipidzellmembran, die die Ubermittlung von
extrazellularen Signalen (wie beispielsweise proangiogene Faktoren) ins Zellinnere
vermitteln. Es existieren viele verschiedene RTKs, die alle spezifische Liganden haben.
Abhangig davon, welche spezielle RTK durch spezifische Ligandenbindung aktiviert wird,
werden Apoptose, Zellproliferation und -migration oder auch die Zelldifferenzierung
eingeleitet. Auch Endothelzellen exprimieren verschiedene RTKs (z.B. spezifische

Rezeptoren fur VEGF, PDGF und FGF). Deshalb spielen sie auch bei der Angiogenese eine

! Beschleunigte Zulassung neuer Medikamente, die sich noch in der klinischen Priifung befinden
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Rolle und stellen eine Zielstruktur fur die antiangiogene Krebstherapie dar (Cook und Figg
2010).

Der erste kommerziell erhaltliche RTK-Hemmer war Imatinib (Cook und Figg 2010). Unter
dem Handelnamen Glivec® in Europa zugelassen, wird Imatinib flr die First-Line-Therapie
der chronischen myelogenen Leukdmie sowie bei gastrointestinalen stromalen Tumoren
eingesetzt. Seine antiangiogene Aktivitat entwickelt Imatinib Uber die Blockierung des PDGF-

Rezeptors, ebenfalls eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase.

Ein weiterer multi-target RTK-Hemmer ist Sorafenib (BAY43-9006, Handelsname
Nexavar®). Sorafenib ist oral verfugbar, wirkt hemmend auf VEGFR-2 und -3, PDGFR-B
sowie c-kit (Cook und Figg 2010). Zusatzlich dazu hemmt Sorafenib auch den intrazellularen
Ras-Raf/MEK/ERK-Signalweg. Die Erstzulassung durch die FDA 2005 galt fur
fortgeschrittenen Nierenkrebs, 2007 folgte Leberkrebs als zweite Indikation (Siegel et al.
2010). In dieser Arbeit wird die Entwicklungssubstanz Regorafenib (BAY73-4506) der Bayer
Schering Pharma AG zur Untersuchung ihres antiangiogenen Potentials im TSAM eingesetzt.
Als ein multi-target RTK-Hemmer zielt Regorafenib auf angiogene, stromale und onkogene
RTKs ab (Eisen 2009). Ihre antiangiogene Wirkung erzielt die Substanz Uber die Hemmung
des Angiopoietin-Rezeptors TIE-2 zusatzlich zur VEGFR-Hemmung (Cook und Figg 2010).

2.4 Monitoring antiangiogener Therapieeffekte in der Onkologie

Mit zunehmender Bedeutung der Angiogenese und Anti-Angiogenese in der Onkologie
wachst der Bedarf an sensitiven Methoden zur Messung eines therapeutischen
antiangiogenen Effektes in vivo (Schirner et al. 2004). Die Anatomie und Physiologie von
BlutgefaRen kann mit Hilfe von bildgebenden Verfahren minimal invasiv untersucht werden.
Die bildliche Darstellung von Blutgefaen in soliden Tumoren riickt dabei in den Fokus der

Onkologie.

2.4.1 Klinische Routinemethoden

Seit der Bevacizumab-Entwicklung werden mehr und mehr antiangiogen wirkende
Therapeutika in klinischen Studien hinsichtlich ihrer anti-Tumor-Wirkung getestet (Ferrara et
al. 2005). Tabelle 1 zeigt eine Auswahl der haufigsten Parameter, die derzeit zur Bewertung
eines konventionellen und/oder antiangiogenen Therapieerfolges in klinischen Studien
eingesetzt werden (Hsu und Wakelee 2009; Morabito et al. 2006; Ranieri et al. 2006).
Klinische Studien, die die anti-Tumor-Wirkung antiangiogener Therapien untersuchen,
orientieren sich demnach an den Bewertungskriterien, wie sie bei konventionellen

Chemotherapie-Studien verwendet werden.
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Parameter Definition (modifiziert nach National Cancer Institute)
Stable Disease Krebserkrankung, die sich in Ausmal und Schweregrad weder
(SD) verbessert noch verschlimmert.

Partial Response / Verringerung der TumorgrofRe bzw. des Ausmalies des Krebses
Partial Remission im Korper als Antwort auf eine Therapie.

(PR)

Time To Disease Die Messung der Zeit ab Diagnose und Ersttherapie einer
Progression (TTP) Krebserkrankung bis zu ihrer Verschlechterung.

(Overall) Response Der Prozentsatz von Patienten, deren Krebserkrankung nach

Rate Therapie zurickgeht oder ganz verschwindet.

(O)RR

Median Survival Time | Die Zeit von Diagnose und Ersttherapie bis zum Zeitpunkt, an
(MST) dem die Halfte der Patienten noch leben.

Complete Response / | Das Verschwinden aller Symptome der Krebserkrankung als
Complete Remission | Therapieantwort. Nicht gleichzusetzen mit einer Heilung des
(CR) Krebses.

Progression-free Die Zeitspanne wahrend und nach Therapie, in der ein Patient mit
Survival einer stabilen Erkrankung lebt.

(PFS)

Overall Survival Der Prozentsatz an Patienten in einer Behandlungsgruppe, die
(08) nach einer definierten Zeitspanne nach Diagnose und

Ersttherapie einer Krebserkrankung noch am Leben sind. Oft als
5-Jahres-Uberlebensrate angegeben (Prozentsatz der Patienten
in einer Behandlungsgruppe, die 5 Jahre nach Diagnose und

Ersttherapie noch am Leben sind).
Tabelle 1: Parameter zur Bewertung eines Therapieerfolges bei Krebserkrankungen in klinischen Studien.
Zusammenfassung aus Ubersichtsarbeiten zu klinischen Studien antiangiogener Therapien verschiedener
Tumorentitaten (Hsu und Wakelee 2009; Morabito et al. 2006; Ranieri et al. 2006).

So konnen Vorteile hinsichtlich Progression der Krebserkrankung oder Uberleben der
Patienten mit Daten zur Chemotherapie direkt verglichen werden. Jedoch geben die
Parameter keine Auskunft dartber, ob durch die antiangiogene Therapie tatsachlich ein rein
antiangiogener Effekt auftritt. Dafir werden zunehmend bildgebende Verfahren eingesetzt,

die die Messung der Tumordurchblutung ermdglichen (Ellis und Hicklin 2008).

2.4.1.1 Bildgebenden Verfahren

Zu den klassischen bildgebenden Verfahren gehéren das konventionelle Réntgen, die darauf
basierende Computertomographie (CT), die Magnetresonanztomographie (MRT) und der
Ultraschall (US). Neuere Verfahren wie die Positronenemissionstomographie (PET) und die
Szintigraphie (Single Photon Emission Tomography, SPECT) werden mittlerweile immer

haufiger zur klinischen Diagnostik und Therapieverlaufskontrolle eingesetzt.

Laking und Kollegen (2006) werteten klinische Studien von 1988 bis 2005 aus, in denen die
bildgebenden Verfahren PET, MRT, CT und Doppler-US =zur Uberpriifung von
Therapieerfolgen bei krebskranken Patienten eingesetzt wurden. Dabei betrachteten sie

insgesamt 42 Kklinische Studien, in denen antiangiogene Therapien, konventionelle
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Chemotherapien und/oder Strahlentherapie eingesetzt wurden. In 19 dieser Studien wurde
die dynamische kontrastverstarkte Magnetresonanztomographie (DCE-MRT) fir das
Therapie-Monitoring eingesetzt. In 15 dieser Studien erwies sich das bildgebende Verfahren
als prediktiv fir den Erfolg der eingesetzten Therapie, vor allem bei kurzen Zeitintervallen
zwischen Therapiebeginn und MRT-Untersuchung. Ursachlich daflir scheint die hohe
Sensitivitdt der Methode fur VEGF-Signalweg-getriebene Veranderungen in der
BlutgefalBpermeabilitat zu sein. In 4 Studien jedoch fiuhrten die MRT-Untersuchungen zu
keiner Voraussagbarkeit des Therapieerfolges, einerseits wegen einer sehr geringen
Patientenanzahl und andererseits wegen langen Zeitintervallen zwischen den
Untersuchungen. In 14 Studien wurde PET als bildgebendes Verfahren benutzt, von denen 7
zu dem Ergebnis kamen, die Methode sei gut geeignet fiir ein Therapie-Monitoring. Dass CT
sich dafiir ebenso gut eignet, zeigten 4 von 5 Studien, in weiteren 5 wurde Doppler-US
beispielsweise zur Bestimmung der Tumorperfusion benutzt. Laking und Kollegen kamen zu
dem Schluss, dass keine der 42 Studien das jeweilige Verfahren endglltig als geeignet oder
ungeeignet fur das klinische Therapie-Monitoring erklaren konnte, da entweder weniger als
10 Patienten untersucht, bei der statistischen Analyse multiple Vergleiche ohne Bonferroni-
Korrektur durchgefihrt oder die Ergebnisse nur qualitativ beschrieben worden waren.
Dennoch halten sie die Messung von Perfusion oder anderen Parametern der
Tumorvaskularisation mit Hilfe von bildgebenden Verfahren als sensitive Methoden zur

frihen Uberprifung der Wirksamkeit der gewahlten Therapieform.

2.4.1.2 Histologische Praparate

Die Routinediagnostik bei Krebserkrankungen erfolgt nach wie vor tber die Entnahme von
Tumorbioptaten flr eine histologische Analyse zur Typisierung des Tumors und Bestimmung
seines Malignitatsgrades (Fitzgibbons et al. 2000). Mit immunhistochemischen Methoden
werden molekulare Strukturen verschiedener Prozesse wie Zellproliferation, Apoptose oder
Angiogenese in situ dargestellt und semiquantitativ gemessen. Auch das Ausmal} an
bestimmten Hormonrezeptoren (z.B. Ostrogenrezeptoren) zur Subtypisierung der
Krebserkrankung wird routinemaRig damit durchgefihrt. Um eine Aussage Uber einen
individuellen Therapieerfolg treffen zu kénnen, werden vor und wahrend der Behandlung
Bioptate des Tumorgewebes entnommen und z.B. nach endothelzellspezifischer CD31-
Farbung hinsichtlich ihrer BlutgefalRdichte ausgewertet (Truong und Shen 2011). Weidner
stellte zur Quantifizierung der Blutgefalle eine von ihm entwickelte Methode vor (1991).
Dabei werden Blutgefalle in einem fir den gesamten Tumor reprasentativ erscheinenden
histologischen Schnitt endothelzellspezifisch angefarbt. In der subjektiv am starksten
vaskularisierten Region des gesamten Schnittes (hot spot) werden die sich deutlich vom
umgebenden Gewebe abgrenzenden BlutgefalRe mit dem Lichtmikroskop gezahlt (Muller

2008). Das Ergebnis der Zahlung ist die BlutgefalRdichte (microvessel density, MVD), die die
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maximale Dichte der BlutgefalRe pro Einheit Schnittbereich angibt (Kiessling et al. 2010).
Weidner und Kollegen bestimmten mit der neuen Methode erstmals die MVD von invasiven
Brustkarzinomen und Kkorrelierte sie als quantitativen Angiogenese-Parameter mit der
Progression der Erkrankung. Patientinnen mit fortgeschrittenem Brustkrebs hatten mit 101
BlutgefalBen im hot spot eine signifikant hdhere MVD als Patientinnen mit weniger
fortgeschrittener Erkrankung (45 BlutgefaRe). Fir invasive Brustkarzinome wurde ein
signifikanter Zusammenhang zwischen MVD und Metastasierungsrisiko festgestellt. Weidner
und Kollegen schlussfolgerte daraus, dass eine vermehrte Angiogenese im Tumor die
Wahrscheinlichkeit einer hamatogenen Metastasierung erhéhen wirde. In der Arbeit von
Smith-McCune und Weidner (1994) wurden 23 zervikale Dysplasien der Stadien I, Il und Il
hinsichtlich inres  Vaskularisierungsgrades  immunhistochemischen mit  einem
endothelzellspezifischen Marker gefarbt und anschlieRend mit der MVD-Methode untersucht.
Dysplasien im Stadium | zeigten keine, wahrend 16% der Stadium Il Dysplasien und 45% der
Stadium 1ll Dysplasien vaskuldren Strukturen aufwiesen. Der Zusammenhang zwischen
Dysplasie-Stadium und Auspragung der vaskularen Strukturen war mit p=0,002 signifikant
positiv. Jedoch wurde keine Korrelation zwischen Entzindungsgrad der Region
(Quantifizierung positiver Signale nach CD68-spezifischer Farbung) und der Vaskularisation
festgestellt werden. Die Wissenschaftler gingen davon aus, dass die Angiogenese
unabhangig von einer lokalen Entzindung einsetzte. Die MVD-Methode von Weidner ist bis

heute der Goldstandard zur Quantifizierung der Vaskularisation solider Tumore.

2.4.2 Methoden in der préklinischen Forschung

Tumormodelle: Bevor neue antiangiogene Substanzen in klinischen Studien am Menschen
eingesetzt werden, missen sie in geeigneten Tiermodellen auf ihre Wirksamkeit,
Vertraglichkeit und Toxizitat hin Gberprift werden. In der onkologischen Forschung werden
hierflir in der Regel klassische syngene, xenogene oder genetische Tumor-Modelle (Fichtner
2008). Wahrend bei syngenen Tumormodellen die wachsenden Tumore von Mausen oder
Ratten abstammen und auch in dieser Spezies untersucht werden, handelt es sich bei
xenogenen Tumormodellen um menschliches Tumormaterial, das in immundefiziente Nager
transplantiert wird. Syngene Modelle sind in immunkompetenten Wirtstieren etabliert und
werden z.B. zur Testung von Immunsystem-modulierenden Substanzen eingesetzt. |hr
Nachteil liegt allerdings in der ,Speziesdifferenz zu humanen Malignomen*® (Fichtner 2008).
Fur die Testung antiangiogener Substanzen werden Uberwiegend Xenograft-Modelle
eingesetzt (Wang et al. 2011). Dabei wird humanes Tumorgewebe immundefizienten Tieren
(z.B. Nacktmaus, SCID-Maus u.a.) in der Regel subkutan transplantiert und das Wachstum
von Tumoren unbehandelter mit dem behandelter Tumore verglichen (Wankhede et al. 2010).
Seit Mitte der 1970er Jahre werden nahezu alle Krebstherapeutika in praklinischen

Mausmodellen getestet, bevor sie in klinischen Studien zum Einsatz kommen (Kerbel 2003).
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2.4.2.1 Routinemethoden

Die am haufigsten eingesetzten Verfahren zur Uberpriifung eines antiangiogenen Therapie-
Erfolges bei soliden Tumoren sind in vivo die Bestimmung der Tumorgréf3e und ex vivo die
histologische Untersuchung von Tumormaterial in Hinblick auf Tumorzell-Proliferation,

-Apoptose und Tumor-Vaskularisierungsgrad (Fichtner 2008).

Bei der TumorgréBenbestimmung werden subkutan wachsende Xenografts in definierten
Zeitabstanden (z.B. jeden zweiten Tag) mittels Schieblehre vermessen (Kung 2007). Uber
den Behandlungszeitraum wird dann das Tumorwachstum von unbehandelten und
behandelten Tieren beobachtet und miteinander verglichen. Vorteilhaft ist bei der Methode
die einfache Durchfiihrbarkeit der Tumorvolumenmessungen, die einen hohen Durchsatz
erlaubt. Nach Beendigung des Tierexperiments werden die Tumore enthommen, gewogen
und direkt vermessen. Die unterschiedlichen Behandlungsgruppen werden dann miteinander
verglichen, um einen potentiellen Effekt auf das Tumorwachstum zu ermitteln (Fichtner 2008).
Auch fur die Erforschung antiangiogener Therapien werden die beschriebenen Methoden
eingesetzt. Jedoch birgt dies die Gefahr einer Fehleinschatzung des antiangiogenen
Potentials einer neuen Substanz, denn durch eine reine Grdllenbestimmung des Tumors
kann keine Aussage zum Rlckgang einer Vaskularisierung dieses Tumors getroffen werden.
Die Substanz kann beispielsweise zytotoxisch auf die Tumorzellen selbst wirken. Eine klare
Trennung von zytotoxischer und antiangiogener Wirkung ist nicht moglich (Staton et al.
2009).

Die histologische Bestimmung der BlutgefdBdichte hat auch in der onkologischen
Forschung einen hohen Stellenwert (Kiessling et al. 2010). Bei der immunhistologischen
Untersuchung zur Vaskularisierung von experimentellen Tumoren zahlen unter anderem die
Endothelzellmarker CD31, CD34 und der von Willebrandfaktor zu den am haufigsten
eingesetzten. Die Blutgefalte der experimentellen Tumore werden ahnlich wie in der Klinik
routinemalflig mit modifizierten Formen der MVD-Methode nach Weidner quantifiziert, um
Unterschiede in verschieden behandelten Tumoren zu messen. Nachteil dieser Methode ist
jedoch, dass Kapillarsprosse unabhangig von ihrer Funktionstlchtigkeit untersucht werden.
Deshalb werden zunehmend auch Strukturen des Mikromillieus der Tumorblutgefalie wie z.B.
Perizytenmarker quantifiziert, um den Reifungsgrad der Kapillaren zu bestimmen (Kiessling
et al. 2010). Zur Quantifizierung von BlutgefalRen in histologischen Schnitten stehen
mittlerweile automatisierte Verfahren zur Verfligung, die Computerbilder der Schnitte
hinsichtlich Flachen und Formen der gefarbten Strukturen analysieren (Kiessling et al. 2010).
Die histologischen Schnitte erlauben jedoch nur eine stichprobenartige Messung der
Tumordurchblutung, die von Schnitt zu Schnitt unter Umstanden erheblich variieren kann.

Die analysierten Schnitte missen deshalb nicht reprasentativ fir den Gesamttumor sein.
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2.4.2.2 Neue Verfahren

In vivo Monitoring mit der Kleintierbildgebung Die detaillierte in vivo Darstellung des
Blutgefalnetzes in experimentellen Tumoren erfordert sensitive Techniken. Mit neuen, nicht
invasiven bildgebenden Verfahren kénnen Blutgefalle wiederholt im gleichen Tier untersucht
und quantifiziert werden. Der Angiogenese-Prozess kann so als dynamischer Vorgang Uber
die Zeit Uberwacht werden (Kiessling et al. 2010). Fur den Einsatz in der praklinischen
Forschung stehen spezielle hoch auflésende CT-, PET- und US-Gerate zur Verfligung
(Mikro-CT, Mikro-PET, Mikro-US).

Mit der kontrastverstarkten Mikro-Computertomographie koénnen im Wesentlichen
qualitative Daten zu Tumorvolumen, Blutgefaltdichte und —verzweigungsgrad erhoben
werden (Zagorchev und Mulligan-Kehoe 2009). Dabei ermdglicht der Einsatz von CT-
Kontrastmitteln (CTKM) die Differenzierung von nicht kontrastverstarkten und
kontrastverstarkten Geweben (Kiessling et al. 2010). Die kommerziell erhaltlichen klinischen
CTKM (z.B. lodhaltiges lodixanol) werden von Versuchstieren sehr schnell ausgeschieden
und kdénnen deshalb hier nicht eingesetzt werden, da Mikro-CT-Gerate eine Akquisitionszeit
von bis zu 1,5 Minuten haben. Mittlerweile sind spezielle Mikro-CTKM fir Nager (z.B.
Fenestra, eXIA160) mit langerer Blutverweildauer verfugbar. Jedoch sind Mikro-CT-
Untersuchungen flr in vivo Verlaufsuntersuchungen nicht geeignet, da die Rontgenstrahlen

selbst das Tumorwachstum beeinflussen konnen.

Die Mikro-Positronenemissionstomographie erlaubt die Darstellung und Quantifizierung
funktionaler Prozesse in vivo (Zagorchev und Mulligan-Kehoe 2009). Dreidimensionale Bilder
zeigen dabei die raumliche Verteilung eines radioisotopisch markierten Molekuls wie z.B. des
Glukose-Analogons BE_FDG, welches in Zellen mit hohem Glukose-Stoffwechsel (Gehirn-,
Herz-, Nieren-, Tumorzellen) aufgenommen und durch Phosphorylierung sowohl vor der
Ausscheidung aus der Zellen als auch vor der weiteren intrazellularen Metabolisierung
geschitzt wird. Das angekoppelte Radioisotop klingt durch die kontinuierliche Freisetzung
von Positronen nach und nach ab (z.B. betragt die Halbwertszeit von "*F-FDG etwa 110
Minuten). Die freigesetzten Positronen kollidieren in ihrer Umgebung mit Elektronen und
beide heben sich dadurch gegenseitig auf. Pro Positron-Elektron-Paar entstehen zwei
hochenergetische Photonen, die sich sofort in Lichtgeschwindigkeit in entgegengesetzte
Richtung bewegen. Die Detektion vieler solcher Photonenpaare ermdglicht die Lokalisation
ihrer Quelle und somit des Ortes eines erhdhten Glukosestoffwechsels wie bspw. einem
Tumor. Neben metabolischen Substraten kénnen aber auch andere Molekule radioaktiv
markiert werden. Angiogene Vorgange werden im Mikro-PET quantifizierbar, indem
spezifische, radiomarkierte Antikdrper an endotheliale Zielstrukturen (bspw. VEGFR2)
binden und im Mikro-PET gemessen werden. Wegen des hohen Signal-Rausch-Abstandes

zeichnet sich die Methode durch eine hohe Sensitivitdt aus. Jedoch bietet sie allein keine
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Méglichkeit, die gemessenen Signale gleichzeitig konkret einer anatomischen Struktur im

Korper zuzuordnen.

Der Mikro-Ultraschall Die Weiterentwicklung der Ultraschalltechniken hat zu neuen
Anwendungen in der onkologischen Angiogenese-Forschung gefuhrt (Krix et al. 2005). In
dieser Arbeit wurde das speziell flir Labornager entwickelte Mikro-Ultraschallgerat Vevo770
der Firma VisualSonics zur quantitativen Darstellung der Angiogenese benutzt. Es
ermoglicht die Darstellung anatomischer Strukturen und hadmodynamischer Funktionen im
lebenden Versuchstier in Echtzeit mit nur minimaler Invasivitdt. Tabelle 2 zeigt eine
Ubersicht von Untersuchungen, in denen Ultraschall zur Quantifizierung antiangiogener
Therapien in Tiermodellen eingesetzt wurden (modifiziert nach Krix 2005). Tumorale
BlutgefalRe werden beispielsweise unter Verwendung des Doppler-Ultraschalls dargestellt,
bei dem unter Nutzung des Doppler-Effekts die Geschwindigkeit des Blutflusses anhand von
Bewegungen der Erythrozyten in den Blutkapillaren in Beziehung zum Ultraschallkopf
verfolgt wird. Die unterschiedlichen Blutflussgeschwindigkeiten werden in Farbpixel
umgerechnet und quantifiziert. Anhand des Anteils der Farbpixel innerhalb der untersuchten
Struktur kann damit eine Aussage Uber deren Durchblutungsgrad getroffen werden (Krix et al.
2003). Gee und Kollegen (2001) untersuchten mit dem Doppler-Ultraschall Verdnderungen
der Perfusion experimenteller Tumore wahrend antiangiogener Behandlung mit Interleukin-
12. Sie inokulierten immunkompetenten C57BI/6-, balb/c- und C3H/Hen-Mausen die
syngenen murinen  Tumorzelllinien K1735, B16F10 (Melanome) und RENCA
(Nierenzellkarzinom) subkutan. Sobald die Tumore 3-4mm gro3 waren, begann die
Behandlung mit IL-12 bzw. PBS taglich intraperitoneal Uber drei Wochen. Das
Tumorwachstum wurde mit der konventionellen Kalipermessung jeden zweiten Tag bestimmt.
Doppler-Ultraschall-Messungen erfolgten longitudinal einmal pro Woche. Die allgemeine
Tumorperfusion wurde quantitativ bestimmt, indem basierend auf den Doppler-Farbpixeln
innerhalb der region of interest (ROl) mathematisch der mittlere Erythrozytenfluss und die
mittlere Blutfluss enthaltende Tumorregion berechnet wurden. Am Versuchsende erfolgte
nach endothelzellspezifischer immunhistochemischer Farbung von Tumorschnitten
zusatzlich die Bestimmung der MVD nach Weidner. In den behandelten Tumoren konnte ab
Tag 12 eine signifikante Tumorwachstumshemmung im Vergleich zu unbehandelten
Tumoren gemessen werden (50mm? vs. 150mm?). Die Perfusion in den behandelten
Tumoren war nach drei Wochen deutlich vermindert, wahrend sie sich in den
Kontrolltumoren verdoppelte. Schliellich war die MVD in den behandelten Tumoren mit 6,6
BlutgefalRen/Gesichtsfeld signifikant niedriger als in den unbehandelten (11,6 Blutgefale/
Gesichtsfeld). Basierend auf diesen Ergebnissen schlussfolgerten Gee und Kollegen, dass

Doppler-Ultraschall sensitiv therapiebedingte Veranderungen in tumoralen Blutgefalien
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messbar macht und deshalb fir serielle Untersuchungen der Tumorperfusion wahrend

antiangiogenen Therapien gut geeignet ist.

Studie US-Verfahren Modell
VEGFR-Tyrosinkinaseinhibitor, Farbdoppler (ohne USKM) | Nierenzellkarzinom,
Flussanderung zufliihrender Maus
Gefalte
Rekombinantes Interleukin-12, Powerdoppler (ohne Melanom, Maus
Vaskularisationsénderung USKM)

VEGFR2-Therapie, Farbdoppler Prostatakarzinom,
Darstellung von Tumorgefalien Maus

Bestrahlung und Chemotherapie, | Powerdoppler Mammatumor, Ratte
Darstellung der Vaskularitat

Protamin, Powerdoppler Prostatakarzinom,
Darstellung der Tumorvaskularitat heterotop, Maus
VEGFR2-Antikorper, Powerdoppler, Plattenepithelkarzinom,
Monitoring: Abnahme der Wiederanflutungskinetiken | Maus
Tumorperfusion

Antiangiogene Powerdoppler, Gliome, Ratte
Kombinationstherapie, Messung Wiederanflutungskinetiken

der Tumorperfusion

Tabelle 2: Monitoring antiangiogener Therapien mittels kontrastverstarkter Sonographie. Auswahl, modifiziert
nach Krix 2005, Der Radiologe.

In anderen Studien zur Perfusionsdnderung in Tumoren unter antiangiogener Therapie
wurden zusatzlich Ultraschallkontrastmittel (USKM) benutzt. Hierbei handelt es sich um etwa
1-5um groRe Gasmikroblaschen, die mit einer dinnen Hiuille stabilisiert sind (Hauff et al.
2008). Damit sind sie kleiner als Erythrozyten und kénnen ungehindert auch die kleinsten
Blutkapillaren passieren, ohne Embolien zu verursachen (Delorme und Krix 2006). Durch
ihre Gasflllung reflektieren die Mikroblaschen die Ultraschallsignale anders als normale
Gewebe und sind deshalb besonders gut zur kontrastverstarkten Darstellung der Blutgefalie
geeignet (Hauff et al. 2008). Hier haben USKM gegeniber Kontrastmitteln anderer
bildgebender Verfahren den Vorteil, dass sie aufgrund ihrer GréRe das Blutgefalisystem
nicht verlassen kénnen und Uber mehrere Minuten darin zirkulieren. Palmowski und Kollegen
(2008) untersuchten die Effekte einer Sunitinib-Behandlung auf unreife und reife Blutgefalie
in experimentellen A431-Tumoren (epidermoides Karzinom) in Nacktmausen mittels nativem
und Kkontrastverstarktem Doppler-Ultraschall. Die tumortragenden Tiere wurden in
Behandlungsgruppe (Sunitinib) und Kontroligruppe (DMSO gelést in PBS) eingeteilt. Die
sonographischen Messungen erfolgten bei vire Tieren pro Gruppe 8 und 24 Stunden nach
der Behandlung sowie bei jeweils sieben der behandelten und unbehandelten Tiere vor
sowie 3, 6 und 9 Tage nach der Behandlung. Unter Sunitinib-Therapie verringerte sich die
Vaskularisierung der Tumore signifikant, messbar anhand nativer und kontrastverstarkter
Doppler-Aufnahmen. In den nativen Aufnahmen wurde 6 und 9 Tage nach Behandlung
Uberraschenderweise ein Anstieg der Tumorperfusion gemessen, aber nicht in den

kontrastverstarkten Doppler-Bildern. Die Vaskularisierung war sogar hdéher als in der
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Kontrollgruppe. Nach Versuchsende erfolgte eine immunhistochemische Farbung
reprasentativer Tumorschnitte mit spezifischen Antikdrpern gegen CD31 (Markierung von
Endothelzellen) und SMA (smooth muscle actin, Markierung von perivaskularen Zellen, die
nur bei gereiften Blutgefalien auftreten). Die Auswertung der histologischen Schnitte zeigte,
dass die Sunitinib-Behandlung besonders die Anzahl unreifer Blutgefalle in den Tumoren
verringerte, wahrend gréfRere reife Gefalte in der Tumorperipherie eher resistent erschienen.
Palmowski und Kollegen schlussfolgerten, dass sowohl der native als auch der
kontrastverstarkte Doppler-Ultraschall zur Uberwachung von Effekten antiangiogener
Therapien geeignet sind. Der kontrastverstarkte Ultraschall scheint dabei sensitiver flir die
Darstellung kleinerer unreifer Kapillaren zu sein, wahrend sich der native gut fir groRere
reife Blutgefalle mit hoherer Flussgeschwindigkeit eignet. Die Kombination beider Methoden

ermoglicht somit den Nachweis des Reifungsgrades des Blutgefalinetzes in soliden Tumoren.

Mit Ultraschalltechniken wurden aber nicht nur Xenograft-Modelle hinsichtlich ihrer
Vaskularisierung uUber bestimmte Versuchszeitrdume untersucht. Lucidarme und Kollegen
(2004) stellten ihr auf dem Matrigel-Modell basierendes ,stabiles Angiogenese-Modell fir
sonographische Mehrfachuntersuchungen® vor. Daflr injizierten sie 40 Swiss-Mausen sowie
funf Ratten subkutan in die linke und die rechte Flankenregion Matrigel-Depots, von denen
jeweils eines zuvor mit FGF zur zusatzlichen Angiogenese-Stimulation angereichert worden
war. 3, 6 und 12 Tage nach der Implantation wurden alle Tiere mit kontrastverstarktem B-
Mode sonographisch untersucht. Durch die Kontrastmittel in den BlutgefalRen der Matrigel-
Depots erhohte sich die Echogenitat der betreffenden Region in den Ultraschallaufnahmen
abhangig von deren Vaskularisierungsgrad. Der Grad dieser Echo-Erhéhung wurde von 3
Untersuchern semiquantitativ tGber ein 4-Punkte-System ausgewertet. Am Versuchsende
wurden die Matrigel-Depots entnommen und makroskopisch hinsichtlich ihres
BlutgefaRgehaltes ebenfalls semiquantitativ Giber das 4-Punkte-System beurteilt. 10 Matrigel-
Depots wurden anschlieBend auch immunhistochemisch gefarbt (anti-CD31). Die
makroskopische Beurteilung ergab bei 34 Kontrolldepots ohne FGF einen Angiogenesegrad
von 0 (keine Blutgefalie) oder | (vereinzelt BlutgefalRe), wahrend 65% der FGF-enthaltenden
Depots Angiogenesegrad Il (einige grof3e BlutgefalRe mit beginnender Penetration ins Depot)
oder Il (viele groRe BlutgefaBe mit tiefer Penetration ins Depot) hatten. In den
Ultraschallbildern waren die Kontrolldepots vor Kontrastmittelgabe vollstandig ohne
echogene Bereiche und die FGF-enthaltenden hatten teilweise bereits leicht echogene
Zonen in den Randbereichen. Nach Kontrastmittelgabe &nderte sich dies in den
Kontrolldepots nur wenig (Echogenitatsgrad 0 und 1), in den FGF-enthaltenden Depots
verstarkte sich die Echogenitat bei 10 von 32 Depots signifikant (Grad 2 und 3; 31%), bei
38% gar nicht (Grad 0) und bei 31% wenig (Grad 1). Das Ausmal® der Erhéhung der

Echogenitat in den Ultraschallbildern korrelierte mit dem Vaskularisierungsgrad der Depots
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bei makroskopischer Einteilung. 70% der Grad Il Depots zeigten eine Echogenitat von Grad
2 oder 3. Lucidarme und Kollegen schlussfolgerten, dass das Modell zwar die Mdglichkeit
bietet, Angiogenese bzw. antiangiogene Therapieeffekte sonographisch in vivo darzustellen,

aber weitere Studien zur Korrelation zwischen Signalstarke und BlutgefalRdichte nétig seien.

In einem ahnlichen Experiment testeten Stieger und Kollegen (2006) den kontrastverstarkten
Doppler-Ultraschall zur Untersuchung der Angiogenese im Matrigel-Modell. Dazu
implantierten sie elf Albinoratten jeweils zwei subkutane Matrigel-Depots mit und ohne FGF
rechts und links in die Flankenregion und untersuchten die Angiogenese mit
kontrastverstarktem Doppler-Ultraschall 7 und 14 Tage nach der Implantation. Danach
erfolgte eine histologische Quantifizierung der BlutgefaRe durch Bestimmung der MVD.
Zwischen FGF-enthaltenden und —freien Plugs wurden bereits nach 7 Tagen signifikante
Unterschiede sowohl im sonographischen Kontrastsignal als auch in der histologischen MVD
ermittelt, aulerdem konnte mit eine signifikante Korrelation (Pearson-Korrelation: r=0,65)
zwischen Ultraschall- und Histologiedaten festgestellt werden. Deshalb betrachten Stieger
und Kollegen den kontrastverstarkten Doppler-Ultraschall als robuste Methode zur

Unterscheidung der Vaskularisierung im Matrigel-Modell.

Die quantitative Histologie unter Verwendung stereologischer Werkzeuge

Der Begriff Stereologie wurde 1961 in Deutschland begrindet und bedeutet ,Studium der
Objekte in 3D* (Miuller 2008). Sie findet in sehr unterschiedlichen Wissenschaften
Anwendung, beispielsweise der Biologie, Mathematik und Geologie. In der Histologie werden
stereologische Werkzeuge seit knapp 30 Jahren vereinzelt eingesetzt. Laut Gundersen und
Kollegen (1988) ermdglicht die Stereologie, einfach und effizient drei-dimensionale
mikroskopische Strukturen durch Auswertung zweidimensionaler Schnitte zu quantifizieren
(Mdiller 2008). Die resultierenden Daten werden als unbeeinflusst und robust angesehen, da
ihnen spezielle Probenziehungsverfahren zugrunde liegen. Die Dichte von BlutgefaRen in
einem dreidimensionalen Gewebe wie einem soliden Tumor kann dadurch viel genauer
geschatzt werden als mit der Weidnerschen MVD-Methode (Dockery und Fraher 2007). Die
gezogene Stichprobe muss mdglichst reprasentativ flir das zu untersuchende Gewebe sein,
um eine Uber- oder Unterschitzung des zu bestimmenden Parameters (z.B. die
BlutgefalRdichte in einem Tumor) zu vermeiden. Dies erfolgt in der Stereologie mittels der
systematischen, einheitlichen, zufalligen Probenziehung (systematic uniform random
sampling, SURS, Gundersen und Jensen 1987). Dabei hat jeder der angefertigten seriellen
Schnitte des Gewebes die gleiche Chance, fur die Stichprobe ausgewdahlt zu werden
(zufallig). Dies gilt fur alle ausgewahlten Schnitte gleichermallen (einheitlich). Die
systematische Ziehung gewahrleistet dabei schliellich, dass die heterogene Morphologie
genugend reflektiert wird. Beide Methoden wurden in der Promotionsarbeit von Silke Anja

Muller erstmals systematisch hinsichtlich ihrer Reproduzierbarkeit bei der Quantifizierung
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von Blutgefalen verglichen (Muller 2008). Dafur wurden Blutgefal3e in histologischen, CD31-
spezifisch gefarbten Schnitten von elf experimentellen Tumoren (sechs Tumore der
humanen Brustkrebszelllinie MDA-MB435, drei Tumore der humanen Prostatakrebszellline
DU145 sowie zwei Tumore der humanen Lungenkrebszelllinie A549) zunachst mit zwei
Varianten der Weidnerschen MVD-Methode und dann nochmals unter Nutzung
stereologischer Werkzeuge quantifiziert. In Variante 1 der MVD-Methode wahlte Miller
zuerst drei reprasentative und qualitativ hochwertige Schnitte aus und zahlte die angefarbten
Endothelzellen oder Endothelzellhaufen lichtmikroskopisch bei 200facher VergrofRlerung
innerhalb der subjektiv am starksten vaskularisierten Region jedes Schnittes (ein hot spot
pro Schnitt). Bei MVD-Variante 2 wahlte Muller nur einen reprasentativen Schnitt pro Tumor
aus, innerhalb dessen sie in drei hot spots die Blutgefalie quantifizierte. Aus den ermittelten
Werten wurde jeweils das arithmetische Mittel berechnet. Fur beide Varianten wichen die
Daten wichen um 12% von einer 100%igen Ubereinstimmung ab. Miller quantifizierte
danach die Blutgefale der gleichen Tumore mit stereologischen Werkzeugen. Die
Probenziehung erfolgte nach dem SURS-Prinzip: Die elf zu untersuchenden Tumore wurden
in elf gleich dicke parallele Scheiben (= Intervalle) geteilt. Die Schnittebene im ersten
Intervall des Tumors wurde dabei zufallig ausgewahlt und fir jedes folgende Intervall
beibehalten. Aus jedem Intervall wurde somit ein Schnitt zufallig, systematisch und
einheitlich ausgewahlt. Alle Schnitte hatten den gleichen Abstand zueinander und bildeten
zusammen ein Set. Insgesamt wurden pro Tumor drei Sets bestehend aus elf Schnitten
angefertigt, die einmal ausgewertet wurden bzw. ein Set pro Tumor, das dreimal ausgewertet
wurde. Jeder Schnitt wurde mit dem stereologischen Werkzeug Fractionator ausgewertet,
mit dem zuféllig, einheitlich und systematisch bei 400facher Vergrélterung einzelne
Gesichtsfelder des gesamten Schnittes von einem stereologischen Computerprogramm
ausgewahlt wurden, auf die ein Zahlrahmen projiziert wurde. Innerhalb dieses Zahlrahmens
wurden alle Endothelzellen oder Endothelzellhaufen gezahit. Die Ergebnisse wichen um 2%
von einer 100%igen Ubereinstimmung ab, was signifikant geringer war als die der
Weidnerschen Varianten. Die Ergebnisse der stereologischen Blutgefalquantifizierung
stellten sich laut Mdller als aussagekraftig, objektiv und reproduzierbar heraus (Muller 2008).
Basierend auf diesen Resultaten wurden in der vorliegenden Arbeit zur histologischen

Quantifizierung einer Vaskularisierung ebenfalls stereologische Methoden eingesetzt.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Chemische Substanzen und Verbrauchsmaterialien
Die in dieser Arbeit verwendeten chemischen Substanzen und Verbrauchsmaterialien sind in

Tabelle 20 im tabellarischen Anhang zusammengefasst.
3.2 Herstellung von VEGF/FGF-enthaltenden Alginatbeads

3.2.1 Herstellungsapparatur

Zur Herstellung der AlgBs wurde das von Hoffmann verwendete tropfenbildende Air-
Stripping-Verfahren  modifiziert (1997). Bei diesem Verfahren werden einzelne
Alginattropfchen durch einen koaxialen Luftstrom von der Spitze einer Tropfkanile
abgerissen. Hierflr wurde eine in der Abteilung Technik Forschung und Entwicklung der
Bayer Schering Pharma AG entwickelte Tropfapparatur verwendet (Abbildungen 1, 2). Diese
bestand aus =zwei miteinander verschweildten Zylinderkammern (nachfolgend als
Tropfzylinder bezeichnet), zwei Anschlissen fur die Verwendung von verschiedenen
Luftdriicken und einer in den Tropfzylinder eingefiihrten Injektionskanlle (nachfolgend als
Tropfkanule bezeichnet). Die Tropfapparatur wurde Uber einem Auffangbecher fir die mit
dem Luftstrom abgerissenen Alginattropfchen platziert, welcher sich auf einem Magnetruhrer
befand (Abbildung 3). Zur Gewahrleistung steriler Herstellungsbedingungen wurde die

Herstellungsapparatur in einer Laminarwerkbank platziert und verwendet.

I IL 2. Anschluss fur Druckluft P,
~ 2. Anschluss fur Druckluft P,

L 3. Schraubverschluss

\

- 4. Tropfzylinderkammer

~ 4. Tropfzylinderkammer L uftstrom

Alginatlésung

s, Dichtungsring um Kaniilenkonus

~ 6. kleiner Zylinder P, " 6. Kleiner Zylinder

7. Anschluss fur Druckluft P, = 7. Anschluss fir Druckluft P,

8. Tropfkanile
~ 8. Tropfkaniile

9. Koaxialer Luftstrom P,

9. Koaxialer Luftstrom P,
Abbildung 1: AuRenansicht der Tropfapparatur Abbildung 2: Innenansicht der Tropfapparatur langs

Aufbau und Funktionsweise der Tropfapparatur

Die 13,9cm hohe Tropfzylinderkammer mit einem Fassungsvermoégen von 50ml hat einen
AuRendurchmesser von 4,9cm und einen Innendurchmesser von 2,7cm. Hier wurde die zu
vertropfende Alginatldsung (Sodium alginate solution, Inotech Schweiz) mit beigemischten

Angiogenese-Faktoren (Recombinant Human VEGF165CF & Recombinant Human
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FGFbasicCF, R&D Systems USA) eingeflllt. Danach wurde die Tropfzylinderkammer oben
mit einem Schraubverschluss luftdicht verschlossen. Oben am Schraubverschluss wurde ein
Luftdruckschlauch (FESTO Pneumatik Schlauch, Festo Ges.m.b.H. Deutschland)
angeschlossen, um einen definierten Luftdruck P4 in die Tropfzylinderkammer zu leiten. Der
kleinere, unter der Tropfzylinderkammer angeschweildte Zylinder hat einen
AuRendurchmesser von 3,4cm. Er steht Uber einen mittig platzierten Kanal mit der oberen
Tropfzylinderkammer in  Verbindung. In diesen Kanal wurde eine handelstbliche
Injektionskantle (Sterican Gr. 12, B. Braun Melsungen AG Deutschland) Uber die obere
Tropfzylinderkammer eingefiihrt. Die Tropfkanile flllte nicht den gesamten Kanal aus, so
dass ein Spalt zwischen KanllenauRenwand und Kanalinnenwand existierte. Uber einen am
kleinen Zylinder angebrachten zweiten Luftdruckschlauch stromte die Druckluft P, in diesen
Spalt ein und entwich an der Unterseite des kleinen Zylinders (iber die gleiche Offnung, aus
der auch die Tropfkaniile ragte (= koaxialer Luftstrom). Uber den Luftdruck P4 wurde Druck
auf die Flussigkeitssaule (Alginatldsung) in der Tropfzylinderkammer ausgelbt und diese
somit in die Tropfkanile gepresst. Dadurch traten an der Tropfkanilenspitze
Alginattropfchen aus, die Uber einen definierten Luftdruck P,, der entlang der Tropfkantle zur
Kanilenspitze strémte, abgerissen wurden. Mit digitalen Manometern (Digitalmanometer
MAN-SD/-LD, KOBOLD Messring GmbH Deutschland) erfolgten exakte Einstellung und
Uberwachung der Luftdriicke Py und Ps.

Das komplette AlgB-Herstellungssystem

Die Tropfapparatur wurde an einer Metallstange befestigt und ragte Uber die Stellflache
eines Magnetrihrers (lkamag RCT basic, lka Labortechnik Deutschland). Auf der Stellflache
des Magnetriihrers befand sich ein Becherglas mit einer 80mmolare CaCl,-Lésung zum
Auffangen und Ausharten der durch P, von der Tropfkanllenspritze abgerissenen
Alginattropfen. Als Fallstrecke der Alginattropfen wurden 7cm gewahlt, da dieser Abstand
von Tropfkanilenspitze und CaCl,-Bad-Oberflache von Wolters und Kollegen als am besten
fur die schonende Herstellung der AlgB beschrieben wurde (1991). Die
Herstellungsapparatur befand sich unter einer sterilen Werkbank. Alle verwendeten Gerate
und Materialien wurden entweder ab Werk sterilverpackt geliefert oder vor Gebrauch

autoklaviert. Die Herstellung der AlgBs erfolgte bei Raumtemperatur.
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| — 2. Zuleitung for Druckiuft Py: Druck auf Alginatldsung in Tropfzylinderkammer

|~ 3. Schraubverschluss

|~ 4. Tropfzylinder-Karmmer mit Alginatidsung

7. Zuleitung for Druckiuft P,: erzeugt koaxialen Luftstram an Tropfkanile,
der die Alginattropfen abreitt = Entstehung der Alginattropfen

L —  B. kleiner Zylinder

| — B. Tropfkanile, aus der die Alginatldsung tropft

— 8. Koaxialer Luftstrom F,

Alginattrapfen

—— Becherglas mit CaCl,-L&sung und AlgBs auf Magnetrihrgerat

einzelne schwimmende AlgBs

Rihrmagnet

Abbildung 3: Gesamtaufbau des AlgB-Herstellungssystems: Die Nummerierung der einzelnen Bestandteile
erfolgte analog zu den Abbildungen 1 und 2, weshalb die Nummern 1 (Druckluft P1) und 5 (interner Dichtungsring)
hier fehlen.

3.2.2 Herstellungsprotokoll

Fur die Experimente wurden AlgBs stets nach folgendem Standardprotokoll hergestellt:

1. Tropfapparatur, Becherglaser und Rihrmagnete autoklavieren (Tischautoklav HMT
232 X, HMC-Europe; 20min bei 134°C)

2. 100ml 80mmolare CaCl,-Ldsung in Aqua bidest. (Calciumchlorid, wasserfrei, gekérnt,
Merck Chemicals Deutschland) ansetzen und sterilfiltrieren

3. Tropfapparatur Uber der CaCl,-Losung in der Laminarwerkbank installieren,
verschlie3en und Luftdruckschlauche anschlielen

4. Druckluftventile o6ffnen und mit den digitalen Manometern 200mbar fir P4 und
150mbar flur P, exakt einstellen, Druckluftventile schlie3en

5. Obere Tropfzylinderkammer 6ffnen und 2ml sterile, die Angiogenese-Faktoren VEGF
und FGF enthaltende Alginatlésung einflullen (in den ersten 3 Experimenten erhielt
jeweils eine Gruppe der Tiere Angiogenese-Faktoren freie AlgB-Depots. Daflr wurde
der Alginatlésung anstelle der Angiogenese-Faktoren isotone Kochsalzlésung

beigemischt)
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6. Druckluftventile erst fir P,, dann fir P; 6ffnen, mit den digitalen Manometern
Luftdriicke P, und P, Uberwachen, Abweichungen von 200mbar (P¢) bzw. 150mbar
(P2) Uber die digitalen Manometer korrigieren

7. 100ml Becherglas mit vorbereiteter CaCl,-Lésung unter die Tropfapparatur stellen
Alginatlésung vollstandig in die CaCl.-Lésung vertropfen
AlgB 10min in der CaCl,-Lésung ausharten lassen (Die in der Alginatldsung
enthaltenden Natrium-lonen werden gegen Calcium-lonen ausgetauscht. Dadurch
erhalt das Alginat seine gelartige Konsistenz und die Alginattropfen harten zu
Alginatbeads aus.)

10. CaCl,-Loésung vorsichtig dekantieren, bis nur noch die AlgBs im Becherglas sind

11. AlgBs 2x3min in isotoner Kochsalzlosung (Ecoflac plus, Isotone Kochsalz-Lésung 0,9
%, B. Braun Melsungen AG Deutschland) waschen

12. Isotone Kochsalzlésung dekantieren

13. AlgBs in 1ml Einmalspritzen (Injekt-F SOLO, 1 ml Einmalspritze, B. Braun Melsungen
AG Deutschland) abfullen

14. Spritzen mit AlgBs bis zur Verwendung bei 6°C lagern

3.2.3 In vitro Charakterisierung

Die in vitro Charakterisierung der AlgBs umfasste:

1. Die lichtmikroskopische Grdélienanalyse,
2. rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zur Beurteilung der Morphologie sowie

3. eine bakteriologische Untersuchung von zehn frisch hergestellten AlgB-Chargen.

Fir die GroBenbestimmung der AlgBs wurden drei Chargen gemal Standardprotokoll
hergestellt, wobei das komplette Herstellungssystem fiir jede Charge neu aufgebaut wurde.
Die GréRenbestimmung erfolgte mit dem Lichtmikroskop PharmaVision830 der Firma
Malvern Instruments Ltd., das speziell fur die GréRenmessung fester Partikel entwickelt
wurde. Es besitzt eine Mess- und eine Recheneinheit. Die Messeinheit besteht aus einer
Hellfeld-belichteten Glaswanne fir die zu messende Probe mit einer Digitalkamera daruber.
Die Recheneinheit zahlt und vermisst jedes Partikel anhand der mit der Kamera
aufgenommenen Bilder (Abbildung 4). Die Messungen wurden mit Unterstlitzung der
Mitarbeiter der Abteilung ,Analytical Development® der Bayer Schering Pharma AG
durchgefiihrt. Fir die GroRenmessung der AlgBs wurde eine Probe von 500ul in die
Probenwanne gegeben und in isotoner Kochsalzlésung suspendiert. Nach Starten der
Messung fuhr die Kamera die Probenwanne in x- und y-Richtung meanderférmig ab und
speicherte ein Bild jedes einzelnen AlgBs. Die Recheneinheit bestimmte den mittleren
Durchmesser jedes einzelnen AlgBs, indem die Analyse-Software den Durchmesser jedes
Partikels in 3° Abstdnden misst. So werden pro AlgB 120 Durchmesser bestimmt. Aus

diesen wird das arithmetische Mittel gebildet. Durch das meanderformige Abfahren der
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gesamten Probenwanne wurden AlgBs, die im Randbereich eines Bildes lagen, im nachsten

Bild vollstdndig aufgenommen.

Abbildung 4: Lichtmikroskopische Aufnahmen der AlgBs in der Probenwanne aus Glas. Die roten Linien in
einigen AlgBs wurden zur Verdeutlichung des Messprinzips nachtraglich eingefiigt und stellen exemplarisch die
mit dem PharmaVision830 vermessenen Durchmesser der einzelnen AlgBs dar.

Zur Untersuchung der Morphologie der AlgBs erfolgten rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen der AlgBs durch Mitarbeiter der Abteilung ,Analytical Development® der Bayer
Schering Pharma AG. Dafir wurden zunachst AlgBs gemald Standardprotokoll hergestellt
und dann jeweils 45min in 2%iger Osmiumtetroxidlosung (Sigma Aldrich, USA) und
aufsteigender Acetonreihe (30%, 70%, 90%, 96%, 2x100%, Carl Roth GmbH Deutschland)
fixiert. Danach erfolgte die kritische Punkt-Trocknung, bei der die AlgBs durch Austausch des
in ihnen enthaltenen Acetons gegen zunachst flissiges, dann gasférmiges CO, getrocknet
wurden. Bei dieser schonenden Methode blieb die Struktur der AlgBs erhalten. Fur die
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden die getrockneten AlgBs mit einer 15nm

dicken Goldpaladium-Schicht Gberzogen und im Rasterelektronenmikroskop platziert.

Priifung der AlgBs auf mikrobielle Kontamination Um sicherzustellen, dass die AlgBs
steril und fir den in vivo Einsatz geeignet waren, wurden zehn Tage lang taglich frische
AlgBs nach dem Standardprotokoll hergestellt und mikrobiologisch untersucht. Die
Untersuchungen wurden mit freundlicher Unterstitzung durch Mitarbeiter der Abteilung
,Biological Quality Control* der Bayer Schering Pharma AG durchgefiihrt. Es wurde das
Gussplattenverfahren mit Caseinpepton-Sojamehlpepton-(CS)- und Sabouraud-Dextrose-
(Sab)-Agar (CASO-Agar, Merck Chemicals Deutschland; Sabouraud Dextrose Agar, BD
Difco USA) verwendet. Pro Agar wurde 1g AlgBs untersucht. Zuerst erfolgte eine Einwaage
von 2g AlgBs pro Charge in sterile GefaRe. Jede 2g-Probe wurde mit CS-Medium 1:10
verdinnt und 20min lang geriihrt. Danach erfolgte die Uberfiihrung der Lésung in sterilen,
flussigen CS-Agar sowie Sab-Agar (Temperatur: 45°C) im Verhaltnis 1:1. Fur eine bessere
Ubersichtlichkeit der potentiell zu zéhlenden Kolonien wurde die verdiinnte AlgB-Lésung auf
jeweils zehn CS- bzw. Sab-Platten verteilt. Die Platten wurden flr den Bebrutungszeitraum in
Brutschranken gelagert. Nach einer Inkubationszeit von 3-5 Tagen bei 30-35°C (CS-Agar)
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bzw. 5-7 Tagen bei 20-25°C (Sab-Agar) wurde die Gesamtzahl aerober Kolonien (Bakterien
und Pilze/Hefen pro 1g AlgB) auf beiden Agararten bestimmt. Hierfir wurden alle auf einer
Agarart gewachsenen Einzelkolonien gezahlt. Alle Kolonien auf CS-Agar wurden als
Bakterien, alle Kolonien auf Sab-Agar als Pilze gezahlt. Zur Berechnung der
Gesamtkeimzahl wurden der hdchste Wert gezahlter Bakterien und der héchste Werte

gezahlter Pilze/Hefen addiert. Die Nachweisgrenze des Verfahrens lag bei 1 KbE/g.

3.3 In vivo Untersuchungen

Fur die systematische in vivo Charakterisierung des Tumorsurrogat-Angiogenese-Modells
wurden vier verschiedene Versuchsdesigns und zwei spezielle Technologien angewendet.
Bei den Technologien handelte es sich um den kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall und die
Verwendung von stereologischen Werkzeugen zur histologischen Quantifizierung von

BlutgefalRen in den AlgB-Depots.

In einem ersten Versuch sollte geprift werden, ob sich der kontrastverstarkte Mikro-
Ultraschall grundsatzlich als in vivo Verfahren zur Darstellung und Quantifizierung der
GefalRentwicklung in den AlgB-Depots in Mausen eignet. In zwei nachfolgenden
longitudinalen Untersuchungen sollte geklart werden, a) ob sich mit dem kontrastverstarkten
Mikro-Ultraschall eine Zunahme der BlutgefaRausbildung in den AlgB-Depots lber die Zeit
im selben Tier darstellen lasst und b) ob es dabei Unterschiede zwischen immundefizienten
und immunkompetenten Mausen gibt. In einem abschlieRenden Hauptversuch sollte dann
unter Verwendung von zwei therapeutischen Angiogenesehemmern geprift werden, ob das
Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell in Verbindung mit dem kontrastverstarkten Mikro-
Ultraschall zum in vivo Monitoring von antiangiogenen Therapieeffekten geeignet ist. In allen
vier Studien wurden samtliche in vivo erhobenen Ultraschalldaten anschlieRend mit den
unter Verwendung stereologischer Werkzeuge histologisch quantifizierten

BlutgefaRanschnitten korreliert.

3.3.1 Versuchstiere
Die Untersuchungen zum Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell wurden an zwei Maus-
Zichtungslinien durchgefihrt. In den Experimenten 1 und 2 wurden immundefiziente NMRI
nu/nu Mause (Crl:NMRI-Foxn1™) verwendet, fur die Experimente 3 und 4 wurden
immunkompetente NMRI Mause (Crl:NMRI Br) eingesetzt. Beide Linien stammten aus der
Zucht von Charles River Sulzfeld, Deutschland. Es handelte sich um weibliche Mause mit
einem Gewicht zwischen 25g und 30g und einem Alter von ca. 8 Wochen. Nach Anlieferung
der Tiere aus Sulzfeld erfolgte eine 7tagige Akklimatisierungszeit. Die Mause wurden bei
einer Raumtemperatur zwischen 22°C und 23°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55%
in IVC-Kafigsystemen (Scantainer Classic, Scanbur, Danemark: kontinuierlicher vierzigfacher
Luftwechsel pro Stunde, Zu- und Abluftfilter; Kafigtyp: Eu Eurostandard Typ Il, Cat. 1290 D,
Abmessungen: 425 x 266 x 155mm / 820 cm? Tecniplast, Italien) in Gruppen & 5 Tieren
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gehalten. Jeder Kafig war mit einer Filterhaube (Filterhaube, Cat. 1290 D — 400 SU,
Tecniplast, Italien) mit Filtervlies aus 100% Polyester bedeckt. Die Kafige waren neben der
Einstreu (Lignocel, Cat. FS14, Rettenmeier&Sdhne GmbH und CoKG, Deutschland) mit
roten Hauschen aus Polycarbonat (Maushaus, Cat. ACRE 010, Abmessungen: 117 x 117 x
64 (+35) mm, Tecniplast, Italien) als Anreicherung ausgestattet. Das Umsetzen der Tiere in
frische sterile Kafige erfolgte alle 2 Tage. Der Haltungsraum verflgte Uber ein
Beleuchtungsschema mit 12h Tag-Nacht-Rhythmus bei einer Lichtintensitat von 250Lux. Im
Beobachtungszeitraum wurde einmal wdéchentlich das Kérpergewicht jedes Tieres erfasst.
Der Allgemeinzustand jeder Maus wurde einmal taglich kontrolliert. Frisches Wasser und
Futter (sniff NM, 10mm, Cat. V1244-0, sniff Spezialdidten GmbH, Deutschland) stand den

Tieren ad libitum zur Verfligung.

Die Experimente 1 bis 3 wurden unter der Anzeige A0101/98 durchgefiihrt, weil sie der
Eignung des kontrastverstarkten Mikro-Ultraschalls zur Darstellung der Angiogenese im
Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell dienten. Experiment 4 wurde unter der Anzeige
A0312/03 durchgefuhrt, weil Therapieeffekte zweier antiangiogener Substanzen im
Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell mit dem  kontrastverstarkten  Mikro-Ultraschall
quantifiziert werden sollten. Bei beiden Anzeigen handelt es sich um Tierversuchsvorhaben
der Bayer Schering Pharma AG, die beim Landesamt fir Gesundheit und Soziales Berlin

registriert sind.

3.3.2 Narkose

Fir die Setzung der subkutanen AlgB-Depots und die sonographischen Untersuchungen
dieser wurden die Versuchstiere mit einer Inhalationsnarkose mit 4Vol% Isofluran in
Raumluft (Curamed®, Cura Med Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland) zur Einleitung
anasthesiert (Narkoseeinheit: Vevo Compact Dual Anesthesia System, VisualSonics
Kanada). Wahrend der gesamten Untersuchung wurde die Narkose in einer Erhaltungsdosis
von 2Vol% in Raumluft aufrechterhalten. Die Vitalparameter Kdrpertemperatur, Herz- und
Atemfrequenz  wurden wahrend der Ultraschalluntersuchung mittels speziellen
Untersuchungstisches fiir Mause und einer Uberwachungseinheit der Firma VisualSonics
aufgezeichnet (Vevo Mouse Handling Table, VisualSonics, Toronto, Kanada). Nach Ende
der Untersuchung kamen die Mause zum Aufwachen in einen Warmeschrank (Warming
Cabinet, Scanbur, Danemark) bei 32°C.

3.3.3 Setzung der subkutanen AlgB-Depots

Alle in vivo eingesetzten VEGF/FGF-enthaltenden bzw. VEGF/FGF-freien AlgBs wurden
nach dem Standardprotokoll hergestellt (Punkt 3.2.2). Die AlgBs wurden den Mausen
innerhalb von 6-10 Std. nach ihrer Herstellung subkutan in die rechte Flankenregion injiziert.
Fellmduse wurden einen Tag zuvor unter Inhalationsnarkose im rechten Flankenbereich

enthaart (Enthaarungscreme, Veet, Deutschland). Dafiir wurde die Creme aufgetragen und
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nach 5min Einwirkzeit zusammen mit den Haaren unter flieBendem warmen mit
Leitungswasser abgewaschen. Die Injektionsstelle wurde bei allen Mausen vorher
desinfiziert (Softasept, B. Braun Petzold GmbH, Deutschland). AnschlielRend erfolgte die
AlgB-Depotsetzung durch Applikation von 0,1ml AlgBs mit einer 22G Injektionskantle (BD
Microlance Kanile, Becton Dickinson GmbH, Deutschland). Nach der Depotsetzung wurde
die Narkose abgesetzt und das entsprechende Tier bis zum vollstandigen Aufwachen in
einem Umluft-Warmeschrank (Warming Cabinet, Scanbur, Danemark) bei 32°C verbracht.
Zwischen den sonographischen Untersuchungen befanden sich die Mause im

Tierhaltungsraum unter den Bedingungen, wie sie unter 3.3.1 beschrieben sind.

3.3.4 Der kontrastverstarkte Mikro-Ultraschall

Fir die in vivo Quantifizierung der BlutgefaBausbildung in den AlgB-Depots wurden das
speziell fir Mause und Ratten entwickelte Mikro-Ultraschallgerat VEVO770 und das
vorklinische Ultraschallkontrastmittel ,Vevo® MicroMarker™ Non-Targeted Contrast

Agent“ der Firma VisualSonics (Toronto, Kanada) verwendet.
Das Mikro-Ultraschallgerat Vevo770
Der sonographische Untersuchungsaufbau bestand aus folgenden Teilen (Abbildung 5):

1. Dem Mikro-Ultraschallgerat selbst mit integrierter Software ,VisualSonics Standard
Measurements Version 3.0.0“ (Bild A),

einem Spezial-Ultraschallkopf (Bild C),

einem 3D-Motor fiir die 3D-Untersuchungen (Bild C),

einem Untersuchungstisch fir Mause (Bild D),

o & e n

einer Uberwachungseinheit fir die Aufzeichnung der Vitalparameter der Mé&use
wahrend der Untersuchung (Bild B) sowie

6. einem Schienensystem fir die Fixierung von Ultraschallkopf und Untersuchungstisch

(Bild B).

Mikro-Ultraschallgerét (Abbildung 5, Bild A): Fur alle Ultraschalluntersuchungen wurde
ausschlielllich der Vevo770 verwendet, der sich durch eine sehr hohe raumliche Auflésung
von bis zu 30um auszeichnet. Fir die sonographische Charakterisierung der AlgB-Depots
wurden zwei Ultraschall-Modalitdten verwendet. Mit dem dreidimensionalen B-Modus
wurden in einem ersten Schritt die subkutanen AlgB-Depots volumetrisch vermessen,
unmittelbar danach erfolgte unter Verwendung des subharmonischen Modus die

zweidimensionale kontrastverstarkte Messung des Vaskularisierungsgrades der AlgB-Depots.

Ultraschallkopf (Abbildung 5, Bild C): In allen durchgeflihrten Experimenten erfolgten die
Untersuchungen mit dem Ultraschallkopf RMV-710B (VisualSonics) mit einer Frequenz von
25MHz und einer Eindringtiefe von 15mm. Die maximale axiale Auflosung des Schallkopfes

betragt 70um, die laterale Auflésung 140um. Des Weiteren ist dieser Ultraschallkopf flr
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Untersuchungen im subharmonischen Modus geeignet. Dieser spezifische Modus ermdéglicht
die gezielte Darstellung von Ultraschallkontrastmitteln, die aus stabilisierten

Mikrogasblaschen bestehen.

! | e II . I|

\/ : | (Fidaerung von Schallkopf | Ultraschall- 0-Motar
_ ! | und Untersuchungstisch)| kopf
Mikro-Ultraschallgerat | |

' ' | [ Untersuchungstisch
MEvUTED, Hishaloonies Maus-Untersuchungstisch | g

=
/ Schienensystem |

Maus-

Einheit flr Uitalparameterubérwachung

Abbildung 5: Vevo770 und Peripheriegerate zur sonographischen Untersuchung von kleinen Versuchstieren (mit
freundlicher Genehmigung von VisualSonics Europe)

Untersuchungstisch und Einheit zur Uberwachung der Vitalparameter (Abbildung 5,
Bilder B, D): Fur die Untersuchungen wurden die Tiere auf einem von VisualSonics
entwickelten speziellen Tisch flr kleine Versuchstiere fixiert, in den Elektroden zur Messung
der Herz- und Atemfrequenz sowie eine Vorrichtung zur Beheizung eingebaut sind (Bild D).
Herz- und Atemfrequenz der narkotisierten Tiere wurden wahrend den Untersuchungen mit
der Uberwachungseinheit (Bild B) aufgezeichnet Uber ein Rektalthermometer, das mit der
Uberwachungseinheit elektronisch verbunden ist, wurde die Korpertemperatur der Mause

wahrend der Untersuchung ebenfalls aufgezeichnet.

3D-Motor und Schienensystem (Abbildung 5, Bilder B, C): Mit dem 3D-Motor wurden 3D-
Aufnahmen der AlgB-Depots im B-Modus in maximal 256 Graustufen erzeugt. Daflir wurde
der Schallkopf an einem 3D-Motor befestigt (Bild C). Der Motor bewegte den Schallkopf
wahrend der 3D-Messung entlang der transversalen Achse Uber das zu messende AlgB-

Depot. In 100um Abstanden wurden einzeln aufeinander folgende 200um dicke Schnittbilder
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vom AlgB-Depot erzeugt, aus denen anschlieRend Uber die gerateeigene Software ein 3D-

Bild des subkutanen AlgB-Depots rekonstruiert wurde (Abbildung 6).

—)

Einzelhilder 3D-Bild

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Akquisition eines 3D-Bildes mit dem Vevo770 (modifiziert nach VS
Handbuch).

Ultraschallkontrastmittel Fir die sonographische Darstellung und Quantifizierung der
BlutgefaRausbildung in den AlgB-Depots wurde das Ultraschallkontrastmittel (USKM)
,Vevo® MicroMarker™ Non-Targeted Contrast Agent* (VisualSonics, Kanada) eingesetzt.
Die ,Vevo MicroMarker* sind 2,3 - 2,9um grofRe Mikrogasblaschen, die aus einem Stickstoff-
Perfluorbutan-Gasgemisch mit umgebender Hdille die aus einem Gemisch aus
Polyethylenglykol, Phospholipiden und Fettsdure besteht. Das als Lyophilisat gelieferte
USKM wurde stets kurz vor seiner Verwendung gemal} des Herstellerprotokolls mit isotoner
Kochsalzlésung zur Gebrauchslésung (Konzentration der Mikroblaschen betrug 2x10%ml)
resuspendiert und innerhalb von 6 Stunden verbraucht. Alle Untersuchungen wurden mit der

gleichen Charge durchgefiihrt.
Volumenbestimmung der AlgB-Depots

Die Mause wurden wie beschrieben vorbereitet und auf dem beheizten Untersuchungstisch
in Bauchlage fixiert (Abbildung 7). Die Pfoten wurden fiir die Messung der Vitalparameter mit
Klebestreifen an die Elektroden angekoppelt. Die Vitalparameter wurden wahrend der

gesamten Untersuchung Uberwacht.

Fur die sonographische Untersuchung wurde dann auf die fellfreie Haut direkt Gber dem
AlgB-Depot luftblasenfreies Ultraschallgel (Aquasonic 100, Parker, USA) aufgetragen. Das
Ultraschallgel war vorab in 10ml Serumréhrchen (Fa. Sarstedt Deutschland) abgefullt und
zur Beseitigung von kleinsten Luftbldschen 2 Minuten bei 300g zentrifugiert worden
(Zentrifuge 5810R, Eppendorf, Deutschland), die sonst unerwiinschte Stérechos wahrend
der Untersuchung verursacht hatten. Der Schallkopf wurde auf das Ultraschallgel aufgesetzt,
im Schienesystem fixiert und eingeschaltet. Durch transversales Verschieben des
Schallkopfes mithilfe des Schienensystems wurde im B-Mode die gréfite Ausdehnung des

AlgB-Depots in sagittaler Schallebene aufgesucht und in dieser Position fixiert (Abbildung 8).
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—Ultraschall-
kopf

sagittale
Schallebene

transversale
Achse der 30-

l Messung
Abbildung 7: AlgB-Depot tragende Nackt- Abbildung 8: Schematische Darstellung
maus auf dem Untersuchungstisch. der sagittalen Schallebene und der
Der Ultraschallkopf ist liber entgastes transversalen Verschiebung des Schallkopfes

Ultraschallgel artefaktfrei an das subkutane fiir die 3D-Bild-Erstellung.
AlgB-Depot angekoppelt.

Dann wurde die 3D-Messung gestartet. Alle Untersuchungen im 3D-B-Modus erfolgten mit

den folgenden Einstellungen:

Frequenz 25 MHz
Power 40%
Signalverstarkungsstufe 2
Schallwellengeschwindigkeit 1540 m/s
Eindringtiefe 8,50 mm
Gesichtsfeldgrofie 13 x 13 mm
Bildrate 16 Hz
Abstand zwischen Einzelbildern (step size) 0,102 mm
Range 15mm

Tabelle 3: Gerateeinstellungen fir die Aufnahmen im 3D-B-Modus.

Nach Driicken der Start-Taste fuhr der 3D-Motor den Schallkopf automatisch in transversaler
Ebene an den Rand des AlgB-Depots und begann mit der Akquisition der Einzelbilder. Nach
Ende der Messung wurde das vom Gerat erzeugte 3D-Bild fir die spatere Auswertung
abgespeichert. Anschlielend erfolgte die Darstellung und Quantifizierung der Blutgefalde im

AlgB-Depot mit dem kontrastverstarkten subharmonischen Modus.

Das AlgB-Depot-Volumen wurde anhand des erzeugten 3D-Bildes mit der gerateeigenen
Software bestimmt. Fur die Volumenbestimmung wurde in den einzelnen zweidimensionalen
sagittalen Schnittbildern manuell eine Kontur an den Aullengrenzen des im B-Modus
abgebildeten AlgB-Depots gelegt (Abbildung 9). Das Volumen des manuell konturierten

AlgB-Depots wurde dann mit der Software vollautomatisch berechnet.
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Abbildung 9: Beispiel fir eine Konturlegung um zweidimensionale sagittale Schnittbilder des subkutanen AlgB-
Depots. Bild A: Beginn des 3D-Bildes; Bild B: Mitte des 3D-Bildes; Bild C: Ende des 3D-Bildes.

Quantifizierung der BlutgefaBausbildung in den AlgB-Depots

Die Darstellung und Quantifizierung der BlutgefalRe in den AlgB-Depots erfolgte im
kontrastverstarkten subharmonischen Modus. Dieser spezielle Ultraschallmodus filtert die
Schallsignale des Gewebes fast vollstandig heraus, wahrend die von den Mikrogasblaschen
erzeugten Schallsignale in den BlutgefalRen deutlich dargestellt werden. Fur die intravendse
Injektion des USKM wurde dem auf dem Untersuchungstisch narkotisiertem und fixierten
Versuchstier ein zuvor mit isotoner Kochsalzlésung gespilter Schwanzvenenverweilkatheter
(VS Tail Vein Catheter VS-11912, VisualSonics, Kanada) gelegt und mit Klebestreifen fixiert.

Alle Untersuchungen im subharmonischen Modus erfolgten mit den folgenden Einstellungen:

Frequenz 30 MHz
Power 40%
Signalverstarkungsstufe 10
Schallwellengeschwindigkeit 1540 m/s
Eindringtiefe 8,50 mm
Gesichtsfeldgrofie 13 x 13 mm
Bildrate 24 Hz
Kontraststufe 40
Schwellenwert 300

Tabelle 4: Gerateeinstellungen fiir die Aufnahmen im subharmonischen Modus.

Bevor am Vevo770 auf Knopfdruck in den subharmonischen Modus gewechselt wurde,
erfolgte die Speicherung eines sagittalen 2D-Bildes vom AlgB-Depot im B-Modus. Dies
diente bei der spateren Auswertung als visuelle Orientierung fur die Konturlegung um das
AlgB-Depot im subharmonischen Modus. Danach wurde in den subharmonischen Modus

gewechselt, ohne die zweidimensionale Bildebene im AlgB-Depot zu verandern.

Nun wurden 50ul des resuspendierten USKM in eine 1ml Einmalspritze (Injekt-F SOLO, B.
Braun Melsungen AG, Deutschland) aufgezogen. Fir jede kontrastverstarkte
Ultraschallmessung wurde dem Tier ein Bolus von 50uL Uber den Schwanzvenen-

verweilkatheter injiziert. Fur die Erfassung der USKM-verstarkten Blutgefalperfusionssignale
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wurde im subharmonischen Modus eine zweidimensionale Echtzeit-Ultraschallfiimsequenz
(Cineloop) Uber 83 Sekunden aufgenommen. Dafur wurde der Cineloop in vier Abschnitte
eingeteilt: Die ersten 5 Sekunden wurden als Leerwert ohne Kontrastmittelapplikation
aufgenommen, es folgte die  3seklndige intravenése  Applikation des
Ultraschallkontrastmittels Uber den zuvor gelegten Schwanzvenenverweilkatheter und die
5sekilindige Spulung mit isotoner Kochsalzlésung zur Erfassung des Anflutungsverhaltens
des USKM. In weiteren 70 Sekunden wurde das Maximum und das Abflutungsverhalten der
USKM-verstarkten BlutgefaRperfusionssignale im AlgB-Depot erfasst. Abbildung 10 zeigt

schematisch den zeitlichen Ablauf der kontrastverstarkten subharmonischen Messung.

Cineloop (0,1cm /s)

05838 13 83
tSEG
Start Ende
ISKEM Anflutung
Mall i,
Sk Bolus iwv.

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Filmsequenz im kontrastverstarkten subharmonischen
Ultraschallmodus. Alle AlgB-Depots wurden entsprechend dieses Schemas gemessen.

Alle Cineloop Aufnahmen wurden fir die spatere Auswertung digital gespeichert. Am
Untersuchungsende wurden die Tiere vom beheizten Untersuchungstisch genommen und in
Abhangigkeit vom Versuchsdesign entweder fir die folgende histologische Untersuchung der
AlgB-Depots durch zervikale Dislokation schmerzfrei getdtet oder fur nachfolgende
sonographische Untersuchungen nach Entfernen des Venenverweilkatheters zum
Aufwachen in einem Warmeschrank untergebracht und anschlie@end zurlck in den

Tierhaltungsraum gebracht.

Fir die Auswertung der blutgefalispezifischen USKM-Intensitatssignale wurden die
abgespeicherten Cineloops herangezogen. In einem ersten Schritt wurde eine Kontur um die
Grenzen des vor der subharmonischen Filmaufnahme abgespeicherten Abbildes des AlgB-
Depots gezogen. Diese Kontur wurde dann mit der Software in die subharmonische
Aufnahme Ubertragen, wo sie als ROl fur die USKM-verstarkten subharmonischen
Aufzeichnungen diente. Die Auswertung der Signalintensitaten des Kontrastmittels innerhalb
der ROI erfolgte vollautomatisch durch die Software. Mit der Maximum-Intensity-Persistence-
Analyse (modifiziert nach Palmowski et al. 2010) wurden die USKM-Signalintensitaten in den
BlutgefalRen des AlgB-Depots kumulativ quantifiziert. Die Graustufen-Werte jedes Pixels
innerhalb der ROI von allen Einzelaufnahmen wurden miteinander verglichen und der
maximale Graustufen-Wert jedes Pixels fiir die Folgebilder beibehalten. Am Ende der

83sekiindigen Sequenz wurde von jedem Pixel innerhalb der ROl der maximale
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Graustufenwert dargestellt. Aus den Graustufen-Maxima der einzelnen Pixel wurde fiir jedes
Einzelbild der Sequenz Uber die Zeit der Mittelwert Uber der ROI gebildet. Dieser wurde als
Kontrastsignalintensitat bezeichnet. Es resultierte eine kumulative Zeit-Intensitats-Kurve. Um
das Ergebnis vom Hintergrund-Rauschen zu bereinigen, wurde das
Kontrastsignalintensitats-Maximum durch Subtraktion des Graustufen-Mittelwert des ersten
kontrastverstarkten Einzelbildes vom Graustufen-Mittelwert des letzten Einzelbildes
berechnet. Die Kontrastsignal-Intensitats-Maxima der einzelnen AlgB-Depots wurden als
Grundlage fir den Vergleich der Vaskularisierung der verschiedenen AlgB-Depots
herangezogen. Abbildung 11 zeigt exemplarisch ein AlgB-Depot vor und nach der
subharmonischen Ultraschallaufnahme. Die ROI wird im B-Bild manuell festgelegt (Bild A)
und in das subharmonische Bild Ubertragen (Bilder B, C, D). Bild B zeigt den sagittalen
Anschnitt des AlgB-Depots vor Kontrastmittelapplikation, die Kontrastmittelsignale im AlgB-
Depot nach der Injektion sind in Bild C als weil3-graue Punkte zu sehen und werden in Bild D

als grine Bereiche mit einer Fehlfarbendarstellung verdeutlicht.

Abbildung 11: AlgB-Depot in B-und subharmonischem Modus vor und nach USKM-Injektion:
A: festgelegte ROl im 2D-Bild des AlgB-Depots (B-Modus), rot konturiert

B: AlgB-Depot im subharmonischen Modus vor Kontrastmittelgabe (nativ)

C: AlgB-Depot im subharmonischen Modus nach Kontrastmittelgabe (nativ)

D: AlgB-Depot im subharmonischen Modus nach Kontrastmittelgabe (fehlfarbendargestellt)
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3.3.5 Reproduzierbarkeit der sonographischen Messungen

Volumetrie subkutaner AlgB-Depots Fiir die Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der
sonographischen Volumenbestimmung wurden zwei zufallig ausgewahlte AlgB-Depots von
drei unterschiedlich erfahrenen Untersuchern vermessen. Untersucher 1 hatte zuvor keine
Erfahrung in der Volumenvermessung subkutaner AlgBs, wahrend Untersucher 2 mit zehn
Vermessungen wenig und Untersucher 3 mit Gber 100 Vermessungen sehr erfahren war. Die
AlgB-Depots wurden von jedem Untersucher finf Tage nacheinander morgens, mittags und
abends vermessen, wodurch pro AlgB-Depot und Untersucher 15 Einzelwerte ermittelt

wurden.

BlutgefiBquantifizierung der AlgB-Depots Fiir die Uberpriifung der Reproduzierbarkeit
der kontrastverstarkten subharmonischen BlutgefaBquantifizierung wurden zwei AlgB-Depots
mit unterschiedlich hoher KSI von drei in der Auswertung von 3D-Blécken unterschiedlich
erfahrenen Untersuchern vermessen. Untersucher 1 hatte zuvor keine Erfahrung in der
Auswertung subharmonischer Cineloops, Untersucher 2 hatte zuvor weniger als zehn
subharmonische Cineloops ausgewertet (=wenig Erfahrung) und Untersucher 3 Gber 100
(viel Erfahrung). Die AlgB-Depots wurden von jedem Untersucher finf Tage nacheinander
morgens, mittags und abends vermessen, wodurch pro AlgB-Depot und Untersucher 15

Einzelwerte ermittelt wurden.

3.4 Histologische BlutgefaRquantifizierung

Nach der finalen Ultraschalluntersuchung jedes AlgB-Depots wurde das jeweilige Tier vom
beheizten Untersuchungstisch genommen und noch in Narkose durch zervikale Dislokation
schmerzfrei getétet. Die AlgB-Depots wurden prapariert und fur die folgende histologische

Untersuchung vorbereitet.

3.4.1 Probenkonservierung

Fir die Probenkonservierung wurde zunachst 2-Methylbutan (Carl Roth GmbH&Co. KG,
Deutschland) in einem Kihlbehalter durch Zugabe von Trockeneis auf -70°C herunter
gekuhlt. Die frisch entnommenen AlgB-Depots wurden fotografiert. Die ellipsoiden AlgB-
Depots wurden mit einer Schieblehre in drei orthogonalen Ausdehnungen vermessen (Lange,
Breite, Hohe), um sie spater in vier gleichgroRe Abschnitte zu unterteilen. Dabei wurde die
grolte Ausdehnung als ,Lange” bezeichnet (x-Achse), die in y-Achse liegende Ausdehnung
wurde als ,Breite” und die in z-Achse liegende Ausdehnung als ,H6he" bezeichnet. Nach der
Vermessung wurden die AlgB-Depots in rechteckige Plastikformen (Peel-A-Way Embedding
Mold, Ted Pella Inc., Redding, USA) mit TissueTek (O.C.T. Compound, Sakura, Niederlande)
eingebettet, die in das -70°C kalte 2-Methylbutan Uberfihrt wurden und dort einfroren. Bei
der Einbettung wurde darauf geachtet, dass die orthogonalen Achsen (x-, y- und z-Achse)
von AlgB-Depot und Plastikform parallel waren. Die Lagerung der gefrorenen Plastikformen

mit den AlgB-Depots erfolgte bis zu ihrer weiteren Verarbeitung im Tiefklhler bei -80°C.
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3.4.2 Anfertigen von Gefrierschnitten

Fir das Anfertigen der Gefrierschnitte wurde der Kryostat HM560 (Microm, Deutschland)
benutzt. Zunachst wurde das zu schneidende tiefgefrorene AlgB-Depot in der TissueTek-
Plastikform zur Equilibrierung in den -20°C kalten Kryostaten gelegt. Nach 1 Stunde wurde
der TissueTek-Block aus der Plastikform durch Antauen der Rander herausgel6st und in den
Probenblock des Kryostaten so eingespannt, dass die Hohe des AlgB-Depots senkrecht zur
Schneideklinge des Kryostaten lag. Dadurch wurde das AlgB-Depot in Richtung z-Achse
geschnitten. Die Temperatur des TissueTek-Blockes betrug -18°C, die der Schneideklinge
-17°C. Die Schnittdicke wurde auf 5um eingestellt. Wahrend des Schneidens erfolgte die

Zahlung der Gefrierschnitte automatisch durch den Kryostaten.

Die Gefrierschnitte wurden nach einem systematischen einheitlichen Zufallsprinzip nach der
von Gundersen et al. 1987 publizierten Methode angefertigt. Die detaillierte Vorgehensweise
ist von S.A. Muller in ihrer Dissertationsschrift beschrieben worden (2008). Anhand der
bekannten Hohe jedes AlgB-Depots wurde es in vier gleich hohe parallele Scheiben
eingeteilt (Intervalle). Aus jedem Intervall wurde ein Gefrierschnitt fur die histologische
Auswertung herangezogen. Dabei erfolgte die Auswahl des Gefrierschnittes innerhalb des
ersten Intervalls zufallig, indem mit der Zufallsfunktion des Computerprogramms Microsoft
Office Excel 2003 zufallig eine Zahl ermittelt wurde, die die Nummer des Gefrierschnittes
reprasentierte. Die Nummern der Gefrierschnitte aus den weiteren drei Intervallen wurden
dann systematisch so berechnet, dass sie zueinander immer den gleichen Abstand hatten.
Da die Anzahl der Intervalle auf vier festgelegt worden war und die Hohe jedes AlgB-Depots
bekannt war, konnte die Hohe der einzelnen Intervalle durch mathematische Division
errechnet werden. Aulerdem war die Schnittdicke ebenfalls festgelegt (5um), somit konnte
die Anzahl an Gefrierschnitten innerhalb der vier gleichgrof3en Intervalle auch durch Division
berechnet werden. Um die Nummer des zweiten Gefrierschnittes im Intervall zwei zu
berechnen, wurde nun die Nummer des ersten Gefrierschnittes mit der Gesamtzanhl
Gefrierschnitte pro Intervall addiert. Die Nummer des zweiten Gefrierschnittes wurde
ebenfalls mit der Gesamtzahl Gefrierschnitte pro Intervall addiert (=Nummer des dritten
Gefrierschnittes im Intervall drei) und so weiter. Durch das Mitzahlen des Kryostaten
wahrend des Schneidens konnten so exakt die berechneten Gefrierschnitte ausgewahit
werden. Diese wurden zusammen auf einen Objekttrager (Silane-prep slides, Sigma-Aldrich,
Deutschland) aufgezogen und bei Raumtemperatur fir eine Stunde getrocknet.
AnschlieBend wurden die Schnitte in einer Objekttragerbox (Objekttrager-Behalter, VWR

International, Deutschland) bis zur weiteren Bearbeitung bei -80°C gelagert.

3.4.3 CD31-Immunhistochemische Farbung
Um die ins AlgB-Depot hineingewachsenen BlutgefalRe mit stereologischen Werkzeugen

quantifizieren zu konnen, wurden die Gefrierschnitte mit einer blutgefalspezifischen
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immunhistochemischen Methode gefarbt. Als Primarantikdérper wurde der routinemafig in
der Immunhistologie eingesetzte Endothelzellmarker CD31 (PECAM1 — Platelet Endothelial
Cell Adhesion Molecule der Firma BD Pharmingen, Deutschland) ausgewahlt. Vor der
Farbeprozedur tauten die Gefrierschnitte zunachst bei Raumtemperatur 30min in der
geschlossenen Objekttragerbox auf. Die CD31-Farbung wurde mit dem Farbeautomaten
DakoAutostainer der Firma Dako-Cytomation (Deutschland) bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Als erstes wurden die Schnitte mit TBS (Tris Buffered Saline, Dako-Cytomation,
Deutschland) gewaschen. Ein Blockierungreagenz auf Wasserstoff-Peroxid-Basis
(Peroxidase-Block, Dako-Cytomation, Deutschland) blockierte danach die endogene
Peroxidase (Inkubationszeit: 10min). Das endogene Biotin wurde dann durch ein Biotin-
Blockierungssystem bestehend aus Avidin- und Biotinlosung geblockt (Biotin-Blocking
Reagent, Dako-Cytomation, Deutschland; Inkubationszeit pro Loésung: 10min). Nach
zweimaliger Waschung mit TBS wurden dann unspezifische Proteinbindungsstellen durch
eine 10%ige Ziegenserum-Lésung der Firma Vector Laboratories (USA) blockiert
(Inkubationszeit: 10min). Der Primarantikbrper, ein monoklonaler Ratte-anti-Maus CD31
Antikérper der Firma BD Biosciences Pharmingen (USA) wurde in einer 1:200 Verdinnung
(spezielles Antikorper-Verdinnungsmedium mit Hintergrund-Reduzierung, Dako-Cytomation,
Deutschland) fur 60min aufgeschichtet. Als Negativkontrolle diente biotinyliertes
Immunglobulin 1IgG2 von der Ratte (1:200). Fir die Positivkontrolle wurde Lebergewebe von
der Maus verwendet. Nach dreimaliger TBS-Waschung erfolgte die 30mindtige Inkubation
mit dem sekundaren Antikdrper, einem biotinylierten Ziege-anti-Ratte-Antikdrper
(Verdunnung 1:200). Die ebenfalls 30mindtige Inkubation mit der in PBS verdinnten (1:300)
Extravidin-Horseradish-Peroxidase folgte nach nochmaliger 3fach Waschung mit TBS. Vor
und nach der einminltigen Inkubation mit 3,3-Zoll-Diaminobenzidin-Lésung (DAB Liquid,
Dako-Cytomation, Deutschland) wurden die Schnitte dreimal mit Aqua dest. gespiilt. Damit
war die automatische Farbeprozedur beendet. Alle weiteren Farbeschritte erfolgten manuell.
Die Gegenfarbung der Zellkerne erfolgte mit Hamalaun-Lésung fir 45sec (Mayer's
Hamalaun staining solution, Dako-Cytomation, Deutschland) mit nachfolgender 10minutiger
Blauung unter flielendem Leitungswasser. Danach wurden die Schnitte in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 95%, 2x100%; 1min; 2min Xylol) entwassert
und mit I6semittelhaltigem Medium (Mounting Medium, Dako-Cytomation, Deutschland)
unter Deckgladschen (Karl Roth GmbH&Co. KG Deutschland) eingedeckt.

3.4.4 Stereologische Werkzeuge zur BlutgefaBquantifizierung

Mithilfe von stereologischen Werkzeugen wurde die Blutgefal3profildichte der AlgB-Depots
(Anzahl BlutgefalRe pro AlgB-Depot-Schnittflache) modifiziert nach der Methode von Mduller
bestimmt (2008). Daflir wurden das Mikroskop Axioskop 40 der Firma Zeiss (Deutschland)

und die Stereologie-Software Stereo-Investigator (Version 5.05.4, MicroBrightfield
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Bioscience, USA) verwendet. Der zu analysierende CD31-gefarbte AlgB-Depot-Schnitt
wurde auf der Objekttragerbihne des Mikroskops fixiert. Das mikroskopische Bild des
Schnittes wurde durch eine Kamera auf den Computerbildschirm Ubertragen. Die
stereologische Auswertung erfolgte mit der Stereologie-Software. Jeder AlgB-Depot-Schnitt
wurde in zwei VergroRerungen ausgewertet. Zur Quantifizierung solider Flachenanteile
wurde die 10fache VergroRerung benutzt, die Quantifizierung der BlutgefalRanschnitte

erfolgte bei 40facher Vergrofierung.

Quantifizierung solider Fldchenanteile mit dem Cavalieri-Estimator Die stereologische
Auswertung jedes AlgB-Depot-Schnittes begann mit der Quantifizierung solider
Flachenanteile innerhalb des Schnittes. Wahrend der Angiogenese waren in das subkutane
AlgB-Depot Blutgefalle so hineingewachsen, dass sie die einzelnen Alginatkiigelchen
netzartig umschlossen. Wahrend der histologischen Aufarbeitung der AlgB-Depots waren die
Alginatkigelchen aus diesem Netz herausgeldst worden und im gefarbten Schnitt nur noch
als Hohlraume sichtbar. Der AlgB-Depot-Schnitt setzte sich also aus soliden Strukturen (die
ins AlgB-Depot eingewachsene Blutgefalle mit Stlitzgewebe) und diesen leeren Hohlrdumen
zusammen. Fur die Berechnung der Blutgefalprofildichte (Anzahl Blutgefal’e pro AlgB-
Depot-Schnittflache) musste die Flache des AlgB-Depot-Schnittes berechnet werden. Die
Hohlraume im Schnitt sollten in die Berechnung der Blutgefaf3profildichte nicht eingehen,
weil sie als praparationsbedingte Artefakte betrachtet wurden. Mit dem Konturwerkzeug der
Stereologie-Software wurde als erstes manuell eine Kontur um das Abbild des Schnittes
gezogen. Diese Kontur wurde vom Computerprogramm als Grenze des zu analysierenden
Gewebes gespeichert. Als nachstes Werkzeug wurde der so genannte ,Cavalieri-
Estimator” des Stereologieprogrammes zur Bestimmung des Anteils solider Strukturen im
AlgB-Depot-Schnitt benutzt. Es wurden zwei Flachen im Schnitt quantifiziert: a) Solide
Strukturen (Blutgefalie mit Stiitzgewebe) und b) Hohlrdume. Durch Aktivierung des Cavalieri-
Estimator wurde vom Computerprogramm ein Punktenetz (ber das Abbild des zu
analysierenden Schnittes projiziert (Abbildung 12). Das Punktenetz bestand aus
Einzelpunkten, deren Abstand zueinander auf 800um in x- und y-Richtung festgesetzt wurde.
Vier Punkte eines imaginaren Quadrates innerhalb dieses Punktenetzes reprasentierten
somit eine Flache von 640.000um? (= a). Vom Punktenetz wurde jeder Punkt gezahlt, der
sich innerhalb der am Anfang manuell gelegten Kontur befand. Wenn ein Punkt P Uber einer
soliden Struktur lag, wurde er mit einem e markiert und gezahlt. Wenn ein Punkt K Uber
einem Hohlraum lag, wurde er mit einem + markiert und extra gezahlt (Abbildung 12). Um die
Flache der soliden Strukturen (= asojide strukturen) UNd die der Hohlrdume (= anoniriume) iMm AlgB-
Depot-Schnitt zu berechnen, wurden die Anzahl aller Punkte P bzw. die Anzahl aller Punkte
K mit der Flache des imaginaren Punktequadrates a multipliziert. Als drittes konnte durch

Addieren beider Flachen die Gesamtflache des Schnittes berechnet werden.
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Ergebnisse der Quantifizierung mit dem Cavalieri-Estimator als Grundlage flr die

Berechnung der BlutgefaRprofildichte:

1. @solide strukturen:  di€ Flache solider Strukturen im AlgB-Depot-Schnitt,
2. @Hohiriume. die Flache der AlgB-Hohlrdume im AlgB-Depot-Schnitt und

3. @gesamt die Gesamtflache des AlgB-Depot-Schnittes.
o re "-'_3‘.‘_'-

die durch groRRe griine
Kreuze dargestellt sind, betrug in x- und y-Richtung 800um. Alle griinen Kreuze, die sich innerhalb der Kontur
befanden, wurden gezahlt. Die weilRen Kreuze lagen aufRerhalb der Kontur und wurden nicht gezahlt. Blaue
Punkte markierten die Kreuze, deren Mittelpunkt direkt Uber solidem Gewebe lag, pinkfarbene kleine Kreuze
markierten die Kreuze, deren Mittelpunkt direkt Gber Hohlraum lag.

Quantifizierung der BlutgefdBanschnitte mit dem Fractionator Als nachstes
stereologisches Werkzeug wurde der Fractionator der Computersoftware fur die
systematische Zahlung der Blutgefalte im AlgB-Depot-Schnitt benutzt. Dieser verfligte Uber
einen Zahlrahmen, dessen GroRe auf 150x300um (45.000 pm?) festgelegt und fiir alle AlgB-
Depot-Schnitte beibehalten wurde (Abbildung 13). Von jedem AlgB-Depot-Schnitt wurden
mehrere Gesichtsfelder ausgewertet, die einen festgelegten Abstand von 1100um x 1100um
in x- bzw. y- Richtung hatten. Der definierte Abstand ermdglichte die systematische Auswahl
der Gesichtsfelder durch die Computersoftware. Uber den Befehl ,Meanderscan® erfolgte
das automatische Ansteuern der auszuwertenden Gesichtfelder Uber das
Computerprogramm. Der Zahlrahmen wurde auf jedes auszuwertende Gesichtsfeld
projiziert. Es wurde jedes Blutgefall gezahlt, das sich innerhalb des Zahlrahmens befand
oder die Einschluss-Linie (griine gestrichelte Linie in Abbildung 13) berihrte oder Ubertrat.
Alle Blutgefalle, die die Ausschluss-Linie (rote durchgezogene Linie in Abbildung 13)

berihrten oder Ubertraten, wurden nicht gezahlt. Als Blutgefall wurde jede
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immunhistochemisch positiv gefarbte Endothelzelle oder jeder immunhistochemisch positiv
gefarbte Endothelzellhaufen definiert. Die positiven Ereignisse wurden mit *< markiert und
gezahlt. Die soliden Strukturen im AlgB-Depot-Schnitt bildeten ein Netzwerk zwischen
unterschiedlich stark ausgepragten Hohlraumen. Die BlutgefaRe konnten sich nur innerhalb
der soliden Strukturen befinden. Um die Ergebnisse aus der BlutgefaR-Zahlung der AlgB-
Depots vergleichbar zu machen, war eine Bezugsgrofe noétig, weil die Zahlung der
BlutgefalRe stichprobenartig an einigen Gesichtsfeldern des Schnittes und nicht fur den
gesamten Schnitt erfolgte. Der Anteil solider Flachen und der Anteil von Hohlraumflachen in
einem solchen Gesichtsfeld wurde als BezugsgroRe gewahlt. Hierfir wurde die
Zahlrahmenflache von 45.000um? in 4 gleichgroRe Quadranten mit einer Flache von 11.250
um? (= agq) eingeteilt. Immer wenn ein solcher Quadrant des Zahirahmens (iber soliden
Strukturen lag, wurde er mit mmarkiert und gezahlt. Die Anzahl der Marker multipliziert mit
der Quadrantenflache aq ergab die Flache solider Strukturen bezogen auf die betrachteten
Gesichtsfelder (agsoiide).- @asoiidge diente als NormierungsgrélRe fur die gezahlten Blutgefalde,
indem deren Anzahl pro 1mm? agsoiide @angegeben wurde. Das Ergebnis der Fractionator-

Auswertung war die Blutgefalianzahl pro 1mm? aqsolide-

3

“‘J‘ \ﬁ_‘. : I:' ?“ ﬁ e i e - %‘l" B S—
Abbildung 13: Gesichtsfeld eines AlgB-Depot-Schnittes mit Z&hlrahmen. Rot hervorgehoben ist die
Ausschlusslinie des Rahmens, griin die Einschlusslinie. Griine Sterne im Zahlrahmen kennzeichnen die
gezahlten Blutgefalprofile. Blaue Quadrate an den Ecken des Zéhlrahmens markieren jeweils einen Quadranten
des Zahlrahmens, wenn er iber solidem Gewebe lag.

Berechnung der BlutgefdBprofildichte des AlgB-Depot-Schnittes In dieser Arbeit sollte
die stereologisch bestimmte BlutgefaRanzahl eines AlgB-Depots mit der sonographisch

gemessenen Kontrastsignalintensitdt dieses AlgB-Depots korreliert werden. Die

Kontrastsignalintensitat wurde dabei fir eine zweidimensionale Flache bestimmt. Die
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BlutgefaRanzahl sollte nun ebenfalls flir die gesamte zweidimensionale AlgB-Depot-
Schnittflache bestimmt werden (wird in dieser Arbeit als Blutgefaprofildichte BGPD
bezeichnet). Zur Berechnung dieser BlutgefaRprofildichte wurde die mit dem Fractionator
bestimmte  BlutgefaBanzahl/mm? (sieche oben) mit der in der Cavalieri-Untersuchung
ermittelten Gesamtflache solider Strukturen im AlgB-Depot-Schnitt (siehe oben) multipliziert.

Das Ergebnis war die Blutgefaprofildichte in Blutgefalprofilen pro AlgB-Depot-Schnittflache.

Von jedem AlgB-Depot wurden vier Schnitte auf diese Weise ausgewertet. Fir die
Korrelation der stereologisch ermittelten BlutgefalRprofildichte mit der sonographischen

Kontrast-signalintensitat wurde das arithmetische Mittel der vier Einzelwerte herangezogen.

3.5 Versuchsdesigns der in vivo Studien

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Experimente sind mit ihrer Zielstellung in der
Einleitung vorgestellt worden (Kapitel 1). Im nun folgenden Abschnitt werden
Versuchsaufbau und Durchfiihrung der einzelnen Experimente detailliert beschrieben. Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit werden die einzelnen Experimente in allen nachfolgenden

Kapiteln durch die Nummern angegeben, die in der Einleitung festgelegt worden sind.

3.5.1 Experiment 1: Proof of Principle in immundefizienten Mausen

Im ersten Experiment sollte getestet werden, ob die Gefaleinsprossung in AlgB-Depots zu
definierten Zeitpunkten mit dem kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall zu detektieren und die
BlutgefalBe Uber die Kontrastsignalintensitdt zu quantifizieren sind. Die quantitativen
Ultraschalldaten sollten dann mit der stereologisch ermittelten Blutgefalprofildichte der
histologisch aufbereiteten AlgB-Depots korreliert werden. Im ersten Versuch wurden wie bei
den routinemaflig eingesetzten onkologischen Tiermodellen immundefiziente Nacktmause
eingesetzt. Fir diese Untersuchung wurden zunachst AlgBs nach dem in Punkt 3.2.2
erlauterten Protokoll frisch hergestellt. In einem Teil der AlgBs wurden zur Anregung der
BlutgefalReinsprossung ins AlgB-Depot proangiogene Faktoren verkapselt. Daflir wurden der
Alginatlésung vor Vertropfen ins CaCl,-Bad die humanen rekombinanten Wachstumsfaktoren
VEGF und FGF in den Konzentrationen 80ug/ml und 40upg/ml zugesetzt. Anstelle der
Wachstumsfaktoren wurde den Kontroll-AlgBs isotone Kochsalzlosung beigemischt
(VEGF/FGF-freie AlgBs). Die frischen AlgBs wurden den Versuchstieren umgehend
subkutan appliziert, wie in Punkt 3.3.3 beschrieben. Die Versuchstiere wurden in zwei
Gruppen eingeteilt. Ausgangspunkt fir die Zuteilung zur Gruppe 1 (VEGF/FGF-enthaltende
AlgBs) oder 2 (leere AlgBs, Kontrollgruppe) war das Korpergewicht des Einzeltieres zum
Zeitpunkt der Einteilung. Nachdem das Korpergewicht jedes Einzeltieres ermittelt worden
war, wurden alle Tiere nach aufsteigendem Gewicht sortiert und abwechselnd der Gruppe 1
oder 2 zugeordnet. Beide Gruppen bestanden aus 15 Tieren. Jeder Maus in Gruppe 1
wurden 0,1ml VEGF/FGF-enthaltende AlgBs subkutan in die rechte Flanke injiziert. Die
Mause in Gruppe 2 erhielten jeweils 0,1fml VEGF/FGF-freie AlgBs. Die
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Ultraschalluntersuchungen wurden wie in Punkt 3.3.4.3 beschrieben durchgefuhrt. Die AlgB-
Depot-Volumenbestimmung erfolgte fur alle 15 Tiere pro Gruppe am Tag der AlgB-Depot-
Setzung (Tag 0) sowie 3 Tage danach. An den Tagen 14, 21 und 28 wurden wie
nachfolgend beschrieben jeweils 5 Tiere aus jeder Gruppe ausgewahlt, deren AlgB-Depots
sonographisch und histologisch untersucht wurden. Die Messung der AlgB-Depot-
Kontrastsignalintensitat erfolgte ebenfalls an den Tagen 3 (alle 15 Tiere), 14 (5 Tiere), 21 (5
Tiere) und 28 (5 Tiere) nach AlgB-Depotsetzung. Am Tag 0 wurde keine
Kontrastsignalintensitat bestimmt, da sich noch keine gewachsenen Blutgefalie im AlgB-
Depot befinden konnten. Am Tag 3 wurden alle 15 Tiere pro Gruppe sonographisch
untersucht und danach zum Aufwachen in einem Warmeschrank untergebracht. 14 Tage
nach AlgB-Depot-Setzung wurden die 5 schwersten Tiere aus jeder Gruppe flr die nachste
Messung ausgewahlt, da vorausgesetzt wurde, dass die Ubrig bleibenden Tiere bis zur
Messung 21 bzw. 28 Tage nach AlgB-Depot-Setzung an Koérpergewicht zunehmen wiuirden.
Indem zu jedem Messzeitpunkt die 5 schwersten Tiere fur die Messung ausgewahlt wurden,
sollten fir den jeweiligen Zeitpunkt im Mittel ahnlich schwere Tiere zur Verfigung stehen.
Nach erfolgter 3D-B-Mode- und kontrastverstarkter Ultraschalluntersuchung wurden die noch
narkotisierten Tiere schmerzfrei getdtet und es erfolgte umgehend die in Kapitel 3.4
beschriebene Konservierung der AlgB-Depots fur die histologische Analyse. Nach gleichem
Prinzip erfolgten weitere Ultraschallmessungen mit anschlieRender histologischer AlgB-

Depot-Aufbereitung 21 und 28 Tage spater.

Tag0 Tag3 Tag 14 Tag 21 Tag 28

AlgD-Setzung
15/15

5 s

Abbildung 14: Zeitlicher Ablauf des ersten Experimentes: 3 Tage nach AlgB-Depot-Setzung erfolgte die Start-
Ultraschallmessung fir alle 15 Tiere pro Gruppe. Am Tag 14, 21 und 28 wurden jeweils 5 Tiere pro Gruppe fiir die
Ultraschallmessung mit anschlieRender histologischer Auswertung der Blutgefa3profildichte ausgewahit.

3.5.2 Experiment 2: Longitudinalstudie in immundefizienten Mausen

Es folgte eine intraindividuelle Verlaufsuntersuchung (Longitudinalstudie) der AlgB-Depot-
Angiogenese uber einen Zeitraum von 4 Wochen in immundefizienten Mausen. Dabei sollte
geklart werden, ob eine zunehmende Vaskularisierung der individuellen AlgB-Depots in vivo
mit dem kontrastverstarkten Mikro-US verfolgt werden kénnte. Hier wurden jeweils 5 der

sonographisch untersuchten AlgB-Depots unmittelbar nach Ultraschallmessung fir die
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direkte Korrelation histologisch aufbereitet. Die Ubrig bleibenden AlgB-Depots wurden zum
nachsten Untersuchungszeitpunkt erneut sonographisch untersucht. AlgB-Herstellung, -
Applikation, sonographische und histologische Untersuchungen erfolgten nach den zuvor
beschriebenen Protokollen (Punkte 4.2.1, 4.3.3 und 4.4.). In diesem Versuch gab es zwei
Gruppen a 20 Mause. Gruppe 1 erhielt VEGF/FGF-enthaltende und Gruppe 2 VEGF/FGF-
freie AlgBs. Die erste kontrastverstarkte Ultraschallmessung zur BlutgefaRquantifizierung
erfolgte fur alle 40 AlgB-Depots 3 Tage nach AlgB-Depot-Setzung. Die zweite Messung aller
AlgB-Depots wurde 4 Tage spater (Tag 7) durchgeflihrt. Zu diesem Zeitpunkt wurden die 5
schwersten Tiere jeder Gruppe nach der Ultraschalluntersuchung schmerzfrei getotet und
die AlgB-Depots konserviert. Die restlichen Tiere wurden eine Woche spater (Tag 14) erneut
sonographisch untersucht und wieder wurden nach der Ultraschallmessung die 5 schwersten
Tiere jeder Gruppe fir die Konservierung der AlgB-Depots schmerzfrei getotet. Gleiches
wurde zu Tag 21 wiederholt, so dass am Tag 28 die 5 verbleibenden Tiere untersucht und
schmerzfrei getdtet wurden. Am Versuchsende war es mdglich, a) die sonographischen
Kontrastsignalintensitaten von individuellen AlgB-Depots als Verlauf Uber den Zeitraum von
28 Tagen zu betrachten und b) sonographische Kontrastsignalintensitat und stereologische

Blutgefaprofildichte der individuellen AlgB-Depots miteinander zu korrelieren.

Tag0 Tag3 Tag?7 Tag 14 Tag 21 Tag 28

AlgD-Setzung
20/20

puUS

Abbildung 15: Zeitlicher Ablauf Experiment 2: Am Tag 3, 7, 14, 21 und 28 wurden alle AlgB-Depots
sonographisch untersucht. Am Tag 7, 14, 21 und 28 wurden anschlieBend jeweils 5 AlgB-Depots pro Gruppe fiir
die histologische Quantifizierung der BlutgeféRprofildichte aufbereitet.

3.5.3 Experiment 3: Longitudinalstudie in immunkompetenten Mausen

Der dritte Versuch wurde durchgefuhrt, um einen moglichen Einfluss des Immunstatus der
Versuchstiere auf die AlgB-Depot-Volumina und —Angiogenese Uber die Zeit zu untersuchen.
Der Versuch wurde ebenfalls als intraindividuelle Verlaufsuntersuchung Uber 28 Tage,
jedoch in immunkompetenten NMRI-M&usen durchgefluhrt. Die stereologische Bestimmung
der BlutgefaBprofildichte und deren Korrelation mit den sonographischen Daten erfolgten nur
fur den letzten Untersuchungszeitpunkt. AlgB-Herstellung, -Applikation, sonographische und
histologische Untersuchungen erfolgten nach den zuvor beschriebenen Protokollen (Punkte
4.2.1, 4.3.3 und 4.4.). Den 7 NMRI-Mausen in Gruppe 1 wurden VEGF/FGF-enthaltende
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AlgBs subkutan injiziert, die 7 NMRI-Mause in Gruppe 2 bekamen VEGF/FGF-freie AlgBs.
Den Fellmausen wurden vor der AlgB-Depot-Setzung wie in Punkt 4.3.3 beschrieben die
Haare in der rechten Flankenregion in einem Bereich von 3x3 cm entfernt. Die
sonographische Untersuchung aller 14 AlgB-Depots erfolgte 3, 7, 14, 21 und 28 Tage nach
AlgB-Depot-Setzung. Am letzten Untersuchungstag wurden alle Tiere nach der
Ultraschallmessung unter Narkose schmerzfrei getétet und die AlgB-Depots wurden fir die
stereologische Bestimmung der Blutgefalprofildichte konserviert. Ultraschall- und

Histologiedaten wurden fir diesen letzten Untersuchungszeitpunkt korreliert.

Tag0 Tag3 Tag?7 Tag 14 Tag 21 Tag 28

AlgD-Setzung
77

i

Abbildung 16: Zeitlicher Ablauf des 3. Experiments: Pro Gruppe wurden 7 immunkompetente Mause eingesetzt,
die Ultraschallmessungen begannen 3 Tage nach AlgB-Depot-Setzung und erfolgten in wdchentlichem Abstand
Uber 4 Wochen. Alle AlgB-Depots wurden am Versuchsende histologisch aufgearbeitet und stereologisch
ausgewertet.

3.5.4 Experiment 4: Therapiemonitoring in immunkompetenten Mausen

Nach der Charakterisierung des Tumorsurrogat-Angiogenese-Modells sollte dieses erstmalig
in einer antiangiogenen therapeutischen Verlaufsstudie eingesetzt werden. Der vierte
Versuch sollte zeigen, inwiefern das Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell in Verbindung mit
dem kontrastverstarkten pUS als Routine-Methode geeignet ware, um frihzeitig sensitiv
antiangiogene Effekte verschiedener Substanzklassen in vivo messen zu kdnnen. In dieser
Studie  wurden ausschliellich VEGF/FGF-enthaltende AlgBs verwendet, die

immunkompetenten NMRI-Mausen subkutan injiziert wurden.
Daflr wurden Vertreter von zwei antiangiogenen Substanzklassen eingesetzt (Punkt 2.3.3.2):

1. Der zugelassene monoklonale Antikdrper gegen humanes VEGF-A,q5: Bevacizumab
(Avastin® Injektionslosung 25mg/ml, PZN3159652, Roche Pharma AG; Schweiz,
Punkt 2.3.3.2.1) sowie
2. der orale Multityrosinkinase-Inhibitor Regorafenib, eine Entwicklungssubstanz der
Bayer Schering Pharma AG, die sich zum Zeitpunkt der Entstehung dieser Arbeit in
klinischen Studien der Phase Il befindet.
Bevacizumab sollte im Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell das aus den AlgB-Depots

freigesetzte rekombinante humane VEGF-A:ss abfangen, bevor es durch Bindung an

59



Material und Methoden

Endothelzellrezeptoren die lokale Angiogenese ins AlgB-Depot induzieren konnte. Die im
Versuch eingesetzte Dosierung betrug 5mg pro kg Koérpergewicht. Eine Gruppe von 10
immunkompetenten  AlgB-Depot-tragenden NMRI-Mausen erhielt den spezifischen
monoklonalen Antikdrper als mit isotoner Natriumchloridiésung 1:20 verdinnte L&sung
montags bis freitags einmal pro Tag lUber 4 Wochen intraperitoneal verabreicht. An den

Wochenenden fand keine Behandlung statt.

Regorafenib (BAY73-4506) bindet an Zielstrukturen entlang eines Spektrums angiogener
Signalwege einschlieBlich der endothelialen Rezeptoren VEGF-R2 und TIE-2 und bewirkt
dadurch antiangiogene Effekte. Im Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell wurde die Substanz
eingesetzt, um ihren rein antiangiogenen Effekt zu untersuchen. Die eingesetzte Dosis von
10mg/kg wurde einer weiteren Gruppe von 10 AlgB-Depot-tragenden NMRI-Mausen oral

einmal taglich tber 4 Wochen (Wochenenden ausgenommen) verabreicht.

Fur jede der beiden Behandlungsgruppen wurde eine Vehikelgruppe angesetzt, die ebenfalls
VEGF/FGF-enthaltende AlgB-Depots bekam. Die zwei Vehikelgruppen wurden mit den
jeweiligen Tragerstoffen der beiden Wirkstoffe behandelt. Die Griinde fir das Ansetzen von
zwei separaten Vehikelgruppen waren erstens die unterschiedlichen Applikationswege
(Bevacizumab i.p.; Regorafenib p.o.) und zweitens die verschiedenen Tragerstoffe

(Bevacizumab: isotone Kochsalzlésung, Regorafenib: Propylenglykol-PEG400-PluronicF68).

Gruppe 1 (n=10): 5mg/kg Bevacizumab i.p. 1xtgl. Gruppe 2 (n=10): 10ml/kg Tragersubstanz 1 i.p. 1xtgl.

Gruppe 3 (n=10): 10mg/kg BAY 73-4506 p.o. 1xtgl. Gruppe 4 (n=10): 10ml/kg Tragersubstanz 2 p.o. 1xtgl.

Abbildung 17: Einteilung der Versuchsgruppen fiir Experiment 4 links: Die Gruppen 1 und 3 wurden mit den
Wirkstoffen behandelt, rechts: Die Gruppen 2 und 4 wurden mit den jeweiligen Tragerstoffen behandelt

Der Versuch wurde ebenfalls als intraindividuelle Verlaufsuntersuchung Uber 28 Tage in

immunkompetenten NMRI-Mausen durchgefiuhrt. Die stereologische Bestimmung der
Blutgefaprofildichte und deren Korrelation mit den sonographischen Daten erfolgten fur den
letzten Untersuchungszeitpunkt. AlgB-Herstellung, -Applikation, sonographische und

histologische Untersuchungen erfolgten nach den zuvor beschriebenen Protokollen.

Tag 0 Tag 7 Tag 14 Tag 21 Tag 28

[
et ﬁ l!! ﬁ
Setzung 40

Start der Histologie 40

Behandlung

Abbildung 18: Zeitlicher Ablauf des 4. Experiments: 40 Tiere erhielten zu Versuchsbeginn VEGF/FGF-
enthaltende AlgB-Depots. Die Behandlung der Tiere mit Wirk- respektive Tragerstoffen startete am gleichen Tag.
Die Ultraschall-Startmessung erfolgte 7 Tage nach AlgB-Depot-Setzung, die Folgemessungen wurden in
wochentlichem Abstand durchgefiihrt. Alle AlgB-Depots wurden am Versuchsende histologisch ausgewertet.
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3.6 Statistische Versuchsauswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn Hannes-
Friedrich Ulbrich, Principal Statistician in der Abteilung Global Drug Discovery Statistics der
Bayer Schering Pharma AG.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit o fir den Fehler I. Art wurde in dieser Arbeit auf 5% (a=0,05)
gesetzt. Mit Hilfe des Statistik-Programmsystems SAS in der Version 9.1.3 (SAS Institute Inc.
USA) wurde die Uberschreitungswahrscheinlichkeit p berechnet. War p < a wurde von einer
signifikanten, nicht zufallsbedingten Abweichung der Nullhypothese ausgegangen. Die

Graphiken wurden mit dem Programm Graph Pad Prism Version 5.02 (USA) erstellt.

Wichtige Voraussetzungen fir die Anwendung der gewahlten statistischen Verfahren sind,
dass sich die zu untersuchenden Variablen gut durch die Gauldsche Normalverteilung
beschreiben lassen und dass gleichzeitig zwischen den Gruppen eine Varianzhomogenitat
angenommen werden kann. Bei den vorliegenden biologischen Daten handelt es sich
ausschlieBlich um positive Messwerte. Eine Uberpriifung der Daten ergab, dass durch
Logarithmieren transformierte Daten diesen Voraussetzungen deutlich besser entsprechen
als die untransformierten Original-Daten. Fur die Original-Daten wird somit die
Lognormalverteilung als ein gutes Modell angenommen. Alle nachfolgend beschriebenen
Analysen erfolgten anhand der zur Basis 10 logarithmierten Werte. Fur die Beschreibung
und graphische Darstellung der Ergebnisse im Text wurden die Log-Daten wieder

entlogarithmiert.

Bei den im Ergebnisteil aufgefliihrten Werten handelt es sich immer um Mittelwerte, die auf
der Grundlage eines gemischten linearen Modells berechnet wurden. Alle Rohdaten sind im
tabellarischen Anhang aufgefihrt. Fir die statistische Analyse wurde ein
Varianzkomponentenmodell mit autoregressiver AR(1)-Kovarianzstruktur angepasst (betragt
die Kovarianz zwischen zwei aufeinander folgenden Messpunkten p, so betragt sie zwischen
zwei Messpunkten mit einem Messpunkt dazwischen p? usw., so dass die Korrelation mit
zunehmender Entfernung der Messpunkte betragsmafig abnimmt). Bei dieser Modellierung
wurde miteinbezogen, dass es sich bei den erhobenen Daten um wiederholte Messungen an
gleichen Tieren handelte, die Messwerte Uber die Zeit also voneinander abhangig waren. Flr
das AlgB-Depotvolumen wurde der Untersuchungszeitpunkt Tag 0 (=Vorwert) als Kovariate
miteinbezogen. Zusammen mit den Mittelwerten wurden zusatzlich die unadjustierten 5%-
Konfidenzintervalle der Mittelwertschatzung aus der untersuchten Stichprobe angegeben

und dargestellt.

Bei der statistischen Analyse wurden flir jedes Experiment separat die folgenden Fragen

betrachtet:
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1. Gibt es Wechselwirkungen zwischen Gruppenzugehdrigkeit und Zeit? (Gibt es ein

einheitliches Muster, in dem die Gruppen Uber die Zeit verschieden sind?)
Konnte keine Wechselwirkung ermittelt werden (a>0,05), wurde untersucht, inwiefern es
2. eine Veranderung Uber die Zeit sowie
3. einen Unterschied zwischen den Gruppen gab.

Der Zusammenhang zwischen sonographischer und histologischer Blutgefalquantifizierung
wurde in dieser Arbeit als linear angenommen, da zum Zeitpunkt der Datenanalyse die
tatsachliche Qualitdt des Zusammenhangs von sonographischen und histologischen Daten
nicht bekannt war. Die Korrelation der beiden Variablen erfolgte mit der Spearman-
Korrelationsanalyse. Bei einem Spearman-Korrelationskoeffizient rs zwischen 0 und 1 wurde
von einer positiven Korrelation beider Variablen ausgegangen, bei der groliere Werte in dem

einen Merkmal mit eher groferen Werten des anderen einhergehen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 In vitro Charakterisierung der Alginatbeads

AlgB-GroBenbestimmung Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse der AlgB-GroéRenbestimmung aus
drei AlgB-Herstellungen (= Chargen) gemaf Standardprotokoll. Der Durchmesser der AlgBs
lag zwischen 751+26 und 990+44um.

Charge 1 Charge 2 Charge 3

AlgB-Durchmesser 8121 42 990+ 44 751+ 26

Tabelle 5: Mittlerer AlgB-Durchmesser aus drei AlgB-Herstellungen als Mittelwert + Standardabweichung von
jeweils 200 einzeln vermessenen AlgBs.

AlgB-Morphologie In Abbildung 19 sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von
AlgBs aus der Standardherstellung zu sehen. Die AlgBs sind tropfenférmig, haben eine leicht

raue Oberflache und sind bis in den Kern gelférmig ausgehartet. Sie weisen unregelmalig

grolde Poren auf (rechtes Bild, weilRe Pfeile).

Abbildung 19: Rasterelektronenmikroskopische Bilder von einzelnen AlgBs
Links: Ubersichtsaufnahme mehrerer tropfenférmiger AlgBs; Mitte: Einzelnes AlgB in Nahaufnahme. Rechts:
Querschnitt durch ein AlgB: Das Innere ist durch eine solide Struktur mit unregelmaRig groen Poren
gekenzeichnet (weile Pfeile).

AlgB-Mikrobiologie Die AlgBs sollten in lebende Versuchstiere injiziert und Uber einen
Zeitraum von vier Wochen in vivo untersucht werden, deshalb erfolgte zuvor eine
Uberprifung der Sterilitat. Bei jeder Probe lag diese unterhalb der Nachweisgrenze von

1KbE/g AlgBs. Somit war keine mikrobielle Kontamination der AlgBs nachweisbar (Tabelle 6).

Medium Ch.1|Ch.2|Ch.3|Ch.4|Ch.5(Ch.6|Ch.7|Ch.8|Ch.9|Ch.10
[Kﬁilgl:ggls] <1 | <1 | <1 | <1 | <1 ] <1 | <1 | <1] <« <1

Tabelle 6: Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchung von 10 AlgB-Chargen (Gussplattenverfahren mit CS-
Agar und Sab-Agar): Bei allen Chargen wurden <1 KbE/g AlgB gezahlt (= kein sichtbares Keimwachstum).

4.2 Reproduzierbarkeit der sonographischen Messungen

Volumetrie subkutaner AlgB-Depots In Tabelle 7 sind Mittelwert und Standardabweichung
der Ergebnisse der AlgB-Depot-Volumenbestimmung von drei in der sonographischen
Vermessung subkutaner AlgB-Depots unterschiedlich erfahrenen Untersuchern erfasst. Die

Einzelwerte der 15 Messungen pro Untersucher und AlgB-Depot sind im Anhang in Tabelle
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21 zu finden. Die Ergebnisse der AlgB-Volumenbestimmung von AlgB-Depot 1 schwankten

zwischen 59 und 63mm?. Die Volumina von AlgB-Depot 2 lagen zwischen 68 und 71mm?.

AlgB-Depotvolumen [mm?]

Reproduzierbarkeit der Volumenmessung subkutaner AlgB-Depots

AlgB-Depot Erfahrungsgrad O Erfahrungsgrad 1 Erfahrungsgrad 2
1 60+2 631 59+1
2 6912 7111 68+1

Tabelle 7: Ergebnisse der Volumenbestimmung von zwei AlgB-Depots durch drei unterschiedlich erfahrene
Untersucher (Mittelwert £ Standardabweichung).

Mittelwert und

Standardabweichung der Ergebnisse aus der Kontrastsignalintensitatsbestimmung zweier

BlutgefdBquantifizierung der AlgB-Depots Tabelle 8 zeigt
AlgB-Depots von 3 in der Auswertung kontrastverstarkter subharmonischer CinelLoops
unterschiedlich erfahrenen Untersuchern. Die Einzelwerte der 15 Messungen pro
Untersucher und AlgB-Depot sind im tabellarischen Anhang in Tabelle 22 gelistet. Die Werte
der Kontrastsignalintensitat von AlgB-Depot 1 schwankten zwischen 67 und 72 Graustufen

und die von AlgB-Depot 2 zwischen 82 und 99 Graustufen.

Reproduzierbarkeit der KSI-Bestimmung subkutaner AlgB-Depots
AlgB-Depot-Kontrastsignalintensitat [Graustufen]

AlgB-Depot Erfahrungsgrad 0 Erfahrungsgrad 1 Erfahrungsgrad 2
1 68+1 721 671
2 825 9915 99+4

Tabelle 8: Ergebnisse der KSI-Bestimmung von zwei AlgB-Depots durch drei unterschiedlich erfahrene
Untersucher (Mittelwert £ Standardabweichung).

4.3 In vivo Studien

4.3.1 Experiment 1: Proof of Pinciple in immundefizienten Mausen
Im ersten in vivo Versuch sollte geprift werden, ob sich der kontrastverstarkte y-Ultraschall
grundséatzlich als in vivo Verfahren zur Darstellung und Quantifizierung der GefalRentwicklung

in den AlgB-Depots in Mausen eignet.

Volumetrie

Abbildung 20 zeigt exemplarisch einen 3D-Block eines subkutanen AlgB-Depots im
sagittalen Anschnitt. Das AlgB-Depot ist von der umgebenden Haut und Unterhaut gut
abgrenzbar. Es stellt es sich echoarm gegenuber der direkt darlber liegenden stark

echogenen Oberhaut dar, die netzartige Innenstruktur wird durch einzelne AlgBs verursacht.
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Abbildung 20: 3D-Block eines
subkutanen AlgB-Depots: Zu sehen ist
der sagittale Anschnitt des AlgB-Depots,
dessen Innenstruktur sich durch einzelne
AlgBs netzartig darstellt. Die rote Kontur
wurde nachtraglich manuell mit der im
Ultraschallgerat Vevo770 integrierten
Software Standard Measurements
Version 3.0.0 von VisualSonics um die
aullere AlgB-Depot-Begrenzung gelegt.
Das AlgB-Depot war hierbei durch seine
echoarme Darstellung von der
umgebenden echoreichen Ober- und
Unterhaut gut abgrenzbar.

Tabelle 9 zeigt die sonographisch ermittelten AlgB-Depot-Volumina von VEGF/FGF-
enthaltenden und -freien AlgB-Depots als Mittelwert mit 95%igem Konfidenzintervall pro
Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt. Die Einzelwerte jedes AlgB-Depots sind im
tabellarischen Anhang in Tabelle 23 zu finden. Zu den Zeitpunkten 14, 21 und 28 Tage nach
AlgB-Depotsetzung wurden jeweils 5 AlgB-Depots sofort nach der Ultraschalluntersuchung

fur die histologische Blutgefalquantifizierung aufbereitet.

AlgB-Depot-Volumen [mm?]
Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall (=KI)
VEGF/FGF-enthaltende AlgB- Kontrollen
Ultraschall- Depots
Untersuchungs- ; .
zeitpunkt n Ki Mittel- Kl n Kl Mittel- Ki
unten wert oben unten wert oben
Tag 3 15 90 103 118 15 65 75 86
Tag 14 5 73 93 117 | 5 73 92 117
Tag 21 5 95 121 153 | 5 55 70 89
Tag 28 5 79 100 127 | 5 59 75 95

Tabelle 9: Gegenuberstellung der Volumina von VEGF/FGF-enthaltenden und —freien AlgB-Depots (=Kontrollen)
pro Untersuchungszeitpunkt (Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall). In beiden Gruppen wurden an Tag 14, Tag
21 und Tag 28 jeweils 5 AlgB-Depots ausgewahlt, sonographisch untersucht und anschlieBend fir die
BlutgefaRprofildichtenbestimmung histologisch aufbereitet.

Es wurde keine gegenseitige Beeinflussung von Gruppenzugehorigkeit und Zeitverlauf
festgestellt (p>0,05, siehe hierzu Punkt 3.6), deshalb konnten beide Variablen separat
betrachtet werden. Bis auf Tag 14 waren die AlgB-Depot-Volumina der VEGF/FGF-

enthaltenden AlgB-Depots zu allen Untersuchungszeitpunkten signifikant groRer als die

—freien (p=0,0005). Sie schwankten Uber den Versuchszeitraum zwischen im Mittel 93 und
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121mm® (VEGF/FGF-enthaltende AlgB-Depots) gegeniiber 70-92mm?® (Kontrollen) ohne
zeitabhangige Beeinflussung (p=0,91).

In vivo BlutgefaBquantifizierung

In Abbildung 21 sind beispielhaft zwei AlgB-Depots im sagittalen Anschnitt nach
abgeschlossener Auswertung der subharmonischen CineLoops gegeniibergestellt. Rechts
neben den Ultraschallbildern sind die AlgB-Depots als makroskopische Aufnahmen nach
Versuchsende zu sehen. Reihe 1 zeigt ein VEGF/FGF-enthaltendes, Reihe 2 ein —freies
AlgB-Depot. In den beiden linken Ultraschallbildern sind die AlgB-Depots an Tag 3 zu sehen.
Die Kontrastsignale sind fehlfarbendargestellt als griine Bereiche in der Peripherie deutlich
sichtbar. Das VEGF/FGF-enthaltende AlgB-Depot weist ein starkeres Kontrastsignal auf. Die
beiden mittleren Ultraschallbilder zeigen jeweils dasselbe AlgB-Depot 14 Tage spater. Es
sind deutlich mehr Kontrastsignale im VEGF/FGF-enthaltenden als im VEGF/FGF-freien
AlgB-Depot zu sehen. Ebenfalls ist eine klare Zunahme der Signale im VEGF/FGF-
enthaltenden AlgB-Depot von Tag 3 zu Tag 14 erkennbar, die im VEGF/FGF-freien AlgB-
Depot nicht deutlich wird. Die makroskopischen Bilder zeigen den klaren Unterschied des
Vaskularisierungsgrades zwischen VEGF/FGF-enthaltendem und -freiem AlgB-Depot. Das
obere AlgB-Depot enthalt BlutgefalRe und hat dadurch eine orange-gelbliche Farbe, wahrend

das untere von transparenter Gestalt ist und keine Blutgefél3e erkennbar sind.

Abbildung 21: Beispiele von kontrastverstarkten Ultraschallbildern eines VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-Depots
(Reihe 1) und eines VEGF/FGF-freien AlgB-Depots (Reihe 2) drei Tage (Bilder links) und vierzehn Tage (Bilder
Mitte) nach AlgB-Depotsetzung. Rechts daneben die makroskopische Befundung derselben AlgB-Depots am Tag
14.
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Tabelle 10 zeigt die sonographisch gemessene Kontrastsignalintensitat (KSI) der
VEGF/FGF-enthaltenden und —freien AlgB-Depots als Mittelwert mit 95%igem
Konfidenzintervall pro Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt. Die Einzelwerte jedes AlgB-
Depots sind im tabellarischen Anhang in Tabelle 24 zu finden. In beiden Gruppen wurden an
Tag 14, Tag 21 und Tag 28 je 5 AlgB-Depots sonographisch untersucht und anschlielend

fur die Blutgefal3profildichtenbestimmung histologisch aufbereitet.

AlgB-Depot-Kontrastsignalintensitat [Graustufen]
Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall (=KI)

Ultraschall- EERE FGF'SZLh;:e"de AlgB- Kontrollen
U"t:;?t:fn‘tl'(':gs' n| K Mittel. Kl | n| Kl Mittel-  KI
unten wert oben unten wert oben
Tag 3 15| 77 83 89 |15| 66 71 76
Tag 14 5| 103 116 131 | 5| 64 72 81
Tag 21 5 110 124 140 |5| 64 73 82
Tag 28 5| 103 116 131 |5| 67 75 85

Tabelle 10: Gegenuberstellung der Entwicklung der Kontrastsignalintensitat (KSI) von VEGF/FGF-enthaltenden
und —freien AlgB-Depots (=Kontrollen) pro Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt (Mittelwert mit 95%
Konfidenzintervall).
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Tag 3 Tag 14 Tag 21 Tag 28
(n=15) (r=5) (r=5) (rF5)
Untersuchungszeitpunkt
[Tage nach AlgB-Depotsetzung]

Abbildung 22: Entwicklung der sonographisch gemessenen AlgB-Depot-KSI Uber den Versuchszeitraum von 28
Tagen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit 95%igem Konfidenzintervall pro Gruppe und Untersuchungszeitpunkt.
Die Anzahl der Messwerte ist in Klammern nach dem Untersuchungszeitpunkt angegeben und gilt fir beide
Gruppen. Der signifikante Unterschied zwischen den VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-Depots und den Kontrollen
ist durch den Stern gekennzeichnet (p=0,0001).
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Die Uberpriifung auf Wechselwirkung von Gruppenzugehdrigkeit und Zeitverlauf ergab eine
signifikante gegenseitige Beeinflussung (p=0,0007, siehe hierzu Punkt 3.6). Deshalb wurden
signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen Uber die Zeit im gemischten linearen
Modell betrachtet. Es gab keinen Startwert zu Tag 0, da davon ausgegangen wurde, dass
zum Zeitpunkt der AlgB-Depotsetzung noch keine Blutgefalie im AlgB-Depot vorhanden sein
konnten. Bei den VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-Depots stieg die KSI von 83 auf maximal
124 Graustufen (Tag 21), bei den Kontroll-Depots von 71 auf maximal 75 Graustufen (Tag
28). Der Unterschied zwischen beiden Gruppen Uber den Versuchszeitraum war mit
p=0,0001 signifikant (Abbildung 22).

Histologische BlutgefaBquantifizierung

Nach den sonographischen Messungen zu den Untersuchungszeitpunkten Tag 14, Tag 21
und Tag 28 erfolgte die histologische Aufbereitung der jeweils 5 ausgewahlten AlgB-Depots
pro Gruppe.

Tabelle 11 zeigt Mittelwert und 95%iges Konfidenzintervall der Blutgefal3profildichte jeder
Gruppe pro Untersuchungszeitpunkt. Die Einzelwerte jedes AlgB-Depot-Schnittes sind im
tabellarischen Anhang in Tabelle 25 zu finden. Es wurde keine gegenseitige Beeinflussung
von Gruppenzugehdrigkeit und Zeitverlauf festgestellt (p>0,05, siehe hierzu Punkt 3.6). Zu
allen Untersuchungszeitpunkten lag die BlutgefaBprofildichte der VEGF/FGF-enthaltenden
AlgB-Depots mit im Mittel 77-86 Blutgefallen/AlgB-Depot-Schnittflache deutlich Gber der
Blutgefaprofildichte der Kontroll-Depots mit 20-33 Blutgefalen/AlgB-Depot-Schnittflache.
Uber die Zeit wurde keine signifikante Veranderung der BlutgefaRprofildichte beider Gruppen
festgestellt (p=0,25), jedoch war der Unterschied zwischen beiden Gruppen signifikant
(p<0,0001, Abbildung 23).

AlgB-Depot-BlutgefaBprofildichte [GefaRe/Schnittflache]
Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall (=KI)
VEGF/FGF-enthaltende AlgB-
Kontrollen
Untersuchungs- Depots
zeitpunkt n Kl Mittel- KI n Kl Mittel- Kl
unten wert oben unten wert oben
Tag 14 5 52 77 113 5 13 20 29
Tag 21 5 52 77 113 5 17 25 37
Tag 28 5 58 86 126 5 22 33 49

Tabelle 11: Gegenuberstellung der AlgB-Depot-Blutgefalprofildichte von VEGF/FGF-enthaltenden und —freien
AlgB-Depots (=Kontrollen) pro Untersuchungszeitpunkt (Mittelwert aus je 5 Depots mit 95% Konfidenzintervall).
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Abbildung 23: Entwicklung der histologisch ermittelten AlgB-Depot-BlutgefaRprofildichte 14, 21 und 28 Tage
nach AlgB-Depotsetzung. Dargestellt sind die Mittelwerte mit 95%igem Konfidenzintervall pro Gruppe und
Untersuchungszeitpunkt. Die Anzahl der Messwerte ist in Klammern nach dem Untersuchungszeitpunkt
angegeben und gilt fir beide Gruppen. Der signifikante Unterschied zwischen den VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-
Depots und den Kontrollen ist durch den Stern gekennzeichnet (p<0,0001).

Korrelation

Die Einzelwerte der sonographisch bestimmten Kontrastsignalintensitat und der histologisch
ermittelten Blutgefalprofildichte wurden pro AlgB-Depot fiir jede Gruppe separat miteinander
korreliert. In beiden Gruppen wurde mit der Spearman-Korrelation ein signifikanter positiver
Zusammenhang zwischen Ultraschalldaten und histologischen Daten gefunden (Gruppe 1: rs
= 0,55 mit p<005; Gruppe 2: rs = 0,67 mit p<0,05; Abbildung 24).
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Abbildung 24: Lineare Korrelation der Einzelwerte aus in vivo und histologischer Blutgefaquantifizierung aller
15 VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-Depots pro Gruppe. Die Spearman-Korrelationsanalyse ermittelte einen
signifikanten (p<0,05) positiven Zusammenhang zwischen sonographischer KSI und histologischer
BlutgefaBprofildichte mit rs=0,55 fiir die VEGF/FGF-enthaltendem AlgB-Depots und rs=0,67 flr die Kontrolldepots.
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4.3.2 Experiment 2: Longitudinalstudie in immundefizienten Mausen
In der zweiten Studie sollte untersucht werden, ob sich ein BlutgefaBwachstum im
Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell mit dem kontrastverstarkten p-Ultraschall Gber die Zeit

im gleichen Tier darstellen und quantifizieren Iasst.

Die Anzahl der sich im Versuch befindenden Tiere verringerte sich Uber die Zeit, da im
Anschluss eines jeden Untersuchungszeitpunktes 4 bzw. 5 Tiere flir die histologische
BlutgefaRquantifizierung aus der Studie herausgenommen wurden. AuRerdem verstarben in
jeder Gruppe zwischen Untersuchungszeitpunkt 3 und 7 zunachst 2 Tiere sowie nach
Untersuchungszeitpunkt 21 jeweils ein weiteres Tier infolge eines durch Enterokokken

hervorgerufenen Wasting-Syndroms.

Volumetrie

Tabelle 12 zeigt die sonographisch ermittelten AlgB-Depot-Volumina von VEGF/FGF-
enthaltenden und -freien AlgB-Depots als Mittelwert mit 95%igem Konfidenzintervall pro
Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt. Die Einzelwerte jedes AlgB-Depots sind im
tabellarischen Anhang in Tabelle 26 zu finden. Zu den Zeitpunkten 7, 14, 21 und 28 Tage
nach AlgB-Depotsetzung wurden jeweils 4 resp. 5 gemessene AlgB-Depots anschlielend
histologisch zur in vitro Blutgefalquantifizierung aufbereitet, weshalb die Tieranzahl wahrend

des Versuchsverlaufs kontinuierlich abnimmt.

AlgB-Depot-Volumen [mm?®]
Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall (=KI)
VEGF/FGF-enthaltende AlgB- Kontrollen
Ultraschall- Depots
U"t:;ist‘;‘::":(';'gs' KI Mittel- KI KI Mittel- K
n | unten wert oben | , | unten wert oben
Tag 3 20 68 77 87 |20 66 74 84
Tag7 18 70 79 90 |18 63 71 81
Tag 14 13 71 81 92 |14 60 69 78
Tag 21 9 66 76 87 10 59 67 77
Tag 28 4 66 79 93 4 59 70 83

Tabelle 12: Gegenuberstellung der Volumina von VEGF/FGF-enthaltenden und —freien AlgB-Depots (=Kontrollen)
pro Untersuchungszeitpunkt (Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall).

Es wurde keine gegenseitige Beeinflussung von Gruppenzugehorigkeit und Zeitverlauf
festgestellt (p>0,05). Die Volumina der AlgB-Depots waren im Mittel zwischen 77 und 81mm?®
(VEGF/FGF-enthaltende AlgB-Depots) bzw. 67 und 74mm?* (Kontrollen) groR. Mit p=0,46 gab

es keinen signifikanten Veranderungen Uber die Zeit und auch zwischen beiden Gruppen

konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,33).
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In vivo BlutgefaBquantifizierung

Abbildung 25 zeigt beispielhaft sonographische Perfusionsbilder zweier AlgB-Depots im
sagittalen Anschnitt nach abgeschlossener Auswertung an Tag 3 (linke Ultraschallbilder) und
Tag 28 (rechte Ultraschallbilder) nach AlgB-Depotsetzung. Die Kontrastsignale sind
fehlfarbendargestellt als griine Bereiche sichtbar. Rechts neben den Ultraschallbildern sind
makroskopische Aufnahmen derselben AlgB-Depots nach Versuchsende zu sehen. Das
VEGF/FGF-enthaltende AlgB-Depot oben zeigt eine deutliche Zunahme des Kontrastsignals
von Tag 3 zu Tag 28 (groRerer Anteil griiner Bereiche), wahrend das VEGF/FGF-freie AlgB-
Depot unten keine Veranderung der Kontrastsignalintensitat von Tag 3 zu Tag 28 aufweist.
Im Vergleich zum oberen AlgB-Depot sind hier deutlich weniger Kontrastsignale im Depot
sichtbar. Der klare Unterschied zwischen der Vaskularisierung der beiden AlgB-Depots wird
auch in den makroskopischen Bildern deutlich. Das obere AlgB-Depot enthalt Blutgefalle
und hat dadurch eine orange-gelbliche Farbe und das untere ist von transparenter Gestalt

ganzlich ohne hindurch ziehende Blutgefalie.

1¢)
C)r;,.ﬁ-

2c)

Abbildung 25: Beispiel zweier kontrastverstarkter Ultraschallbilder eines VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-Depots
(Reihe 1) und eines VEGF/FGF-freien AlgB-Depots (Reihe 2) drei Tage (Bilder links) und achtundzwanzig Tage
(Bilder Mitte) nach AlgB-Depotsetzung sowie makroskopische Bilder derselben Depots am Versuchsende (=Tag
28).

Tabelle 13 zeigt die sonographisch gemessene Kontrastsignalintensitat (KSI) der
VEGF/FGF-enthaltenden und —freien AlgB-Depots als Mittelwert mit 95%igem
Konfidenzintervall pro Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt. Die Einzelwerte jedes AlgB-

Depots sind im tabellarischen Anhang in Tabelle 27 zu finden.
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Die Uberpriifung auf Wechselwirkung von Gruppenzugehdrigkeit und Zeitverlauf ergab eine
signifikante gegenseitige Beeinflussung (p<0,0001). Deshalb wurden signifikante
Unterschiede zwischen beiden Gruppen Uber die Zeit wieder im gemischten linearen Modell
betrachtet. Eine deutliche Zunahme der KSI Uber die Zeit in den VEGF/FGF-enthaltenden
AlgB-Depots ist mit 77 auf 146 Graustufen erkennbar, wahrend diese in den Kontrolldepots
von 71 auf maximal 80 Graustufen stieg. Mit p<0,0001 ist dieser Unterschied zwischen

beiden Gruppen im Versuchsverlauf signifikant (Abbildung 26).

AlgB-Depot-Kontrastsignalintensitat [Graustufen]
Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall (=KI)
Ultraschall- VEGFIFGF-gth;IStende AlgB- Kontrollen
U"tze;ft:f::,ft'gs' ok miter k|| Kk Mittel K
unten wert oben unten wert oben
Tag 3 20 72 77 83 20 66 71 76
Tag 7 18 84 91 97 18 69 74 80
Tag 14 13 92 100 109 |14 68 74 80
Tag 21 9 124 137 152 |10 72 80 88
Tag 28 3 122 146 173 4 69 80 93

Tabelle 13: Gegenuberstellung der Entwicklung der Kontrastsignalintensitat (KSI) von VEGF/FGF-enthaltenden
und —freien AlgB-Depots (=Kontrollen) pro Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt (Mittelwert mit 95%

Konfidenzintervall).
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Abbildung 26: Entwicklung der sonographisch gemessenen AlgB-Depot-KSI Uber den Versuchszeitraum.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit 95%igem Konfidenzintervall pro Gruppe und Zeitpunkt. Die Anzahl der
Messwerte ist in Klammern nach dem Untersuchungszeitpunkt angegeben. Der signifikante Unterschied
zwischen den VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-Depots und den Kontrollen ist durch den Stern gekennzeichnet

(p<0,0001).
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Histologische BlutgefaBquantifizierung

Zur Bestimmung der stereologisch ermittelten BlutgefaRprofildichte der AlgB-Depots wurden
zu den sonographischen Untersuchungen ab Tag 7 zu jedem Untersuchungszeitpunkt 4 bzw.
5 AlgB-Depots aus jeder Gruppe fir die histologische BlutgefaR-Quantifizierung
herausgenommen. Tabelle 14 zeigt Mittelwert und 95%iges Konfidenzintervall der
Blutgefaprofildichte jeder Gruppe pro Untersuchungszeitpunkt. Die Einzelwerte sind im
tabellarischen Anhang in Tabelle 28 zu finden. Es wurde keine gegenseitige Beeinflussung

von Gruppenzugehorigkeit und Zeitverlauf festgestellt (p>0,05).

AlgB-Depot-BlutgefaBprofildichte [GefaRe/Schnittflache]
Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall (=KIl)

VEGF/FGF-enthaltende AlgB-
Kontrollen
Untersuchungs- Depots
zeitpunkt 0 Kl Mittel- Ki 0 Kl Mittel- Ki
unten wert oben unten wert oben
Tag7 5 32 53 88 4 12 22 39
Tag 14 4 23 41 72 4 9 17 30
Tag 21 4 55 97 172 5 17 28 47
Tag 28 4 65 115 203 4 20 35 62

Tabelle 14: Gegenuberstellung der AlgB-Depot-Blutgefalprofildichte von VEGF/FGF-enthaltenden und —freien
AlgB-Depots (=Kontrollen) pro Untersuchungszeitpunkt (Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall).
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Abbildung 27: Entwicklung der histologisch ermittelten AlgB-Depot-BlutgefaRprofildichte 7, 14, 21 und 28 Tage
nach AlgB-Depotsetzung. Dargestellt sind die Mittelwerte mit 95%igem Konfidenzintervall pro Gruppe und
Untersuchungszeitpunkt. Die Anzahl der Messwerte ist in Klammern nach dem Untersuchungszeitpunkt
angegeben und gilt fir beide Gruppen. Der signifikante Unterschied zwischen den VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-
Depots und den Kontrollen ist durch den Stern gekennzeichnet (p<0,0001).
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Die Blutgefalprofildichte der VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-Depots nahm von
Untersuchungszeitpunkt zu Untersuchungszeitpunkt von im Mittel 41 auf 115
BlutgefaRen/AlgB-Depot-Schnittflache deutlich zu, wahrend die Kontroll-Depots mit 17-35
BlutgefaRen/AlgB-Depot-Schnittflache sehr viel geringer vaskularisiert waren. In beiden
Gruppen wurde eine zeitliche Beeinflussung der Blutgefalprofildichte mit p=0,01 ermittelt.
Aulerdem war der Unterschied zwischen beiden Gruppen mit p<0,0001 signifikant
(Abbildung 27).

Korrelation

Die Einzelwerte der sonographisch bestimmten Kontrastsignalintensitat und der histologisch
ermittelten Blutgefalprofildichte pro AlgB-Depot wurden fir jede Gruppe separat miteinander
korreliert. In beiden Gruppen wurde mit der Spearman-Korrelation ein signifikanter positiver
Zusammenhang zwischen Ultraschalldaten und histologischen Daten gefunden (Gruppe 1: r
= 0,92 mit p<0,05; Gruppe 2: rs = 0,65 mit p<0,05; Abbildung 28).
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Abbildung 28: Lineare Korrelation der Einzelwerte aus in vivo und histologischer BlutgefalRquantifizierung aller
18 VEGF/FGF-enthaltenden sowie —freien AlgB-Depots. Die Spearman-Korrelationsanalyse ermittelte einen
signifikanten (p<0,05) positiven Zusammenhang zwischen sonographischer KSI und histologischer
BlutgefaRprofildichte mit rs=0,92 (VEGF/FGF-enthaltende AlgB-Depots) bzw. rs=0,65 (Kontrolldepots).

4.3.3 Experiment 3: Longitudinalstudie in immunkompetenten Mausen

Im dritten Versuch wurde das BlutgefaBwachstum im Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell in
immunkompetenten Mausen longitudinal untersucht. Der Versuchsablauf ist in Kapitel 3.2.3
beschrieben. Pro Gruppe wurden 7 Tiere longitudinal bis zum Versuchsende untersucht. Es

gab keine Tierverluste.

Volumetrie
Tabelle 15 zeigt die sonographisch ermittelten AlgB-Depot-Volumina von VEGF/FGF-
enthaltenden und -freien AlgB-Depots als Mittelwert mit 95%igem Konfidenzintervall pro

Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt. Die Einzelwerte jedes AlgB-Depots sind im
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tabellarischen Anhang in Tabelle 29 zu finden. Die histologische

Blutgefaprofildichtenbestimmung erfolgte am Versuchsende (=Tag 28) fiir alle AlgB-Depots.

AlgB-Depot-Volumen [mm?]
Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall (=KI)
Ultraschall- VEGFIFGF'S:Lh;Ltende AlgB- Kontrollen
e e || Kk mite  K | [ K Mitte K
unten wert oben unten wert oben
Tag 3 7 64 81 104 7 57 73 93
Tag 7 7 83 106 135 7 63 80 102
Tag 14 7 71 91 116 7 52 67 85
Tag 21 7 69 88 112 7 52 67 85
Tag 28 7 65 83 106 7 54 69 88

Tabelle 15: Gegenuberstellung der Volumina von VEGF/FGF-enthaltenden und —freien AlgB-Depots (=Kontrollen)
pro Untersuchungszeitpunkt (Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall). Es gab keine zeitliche Beeinflussung der
AlgB-Depot-Volumina (p=0,46). Die VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-Depots waren von den Kontroll-Depots nicht
signifikant unterschiedlich (p=0,33).

Es wurde keine gegenseitige Beeinflussung von Gruppenzugehdrigkeit und Zeitverlauf
festgestellt (p>0,05). Die Volumina der AlgB-Depots schwankten Gber den Versuchszeitraum
zwischen im Mittel 81 und 106mm?® (VEGF/FGF-enthaltende AlgB-Depots) bzw. 67 und
80mm?® (Kontrollen) ohne zeitabhidngige Beeinflussung (p=0,46) und ohne signifikanten

Unterschied zwischen den Gruppen (p=0,33).

In vivo BlutgefdaBquantifizierung

In Abbildung 29 sind exemplarisch sonographische AlgB-Depot-Perfusionsbilder von 2 AlgB-
Depots im sagittalen Anschnitt nach abgeschlossener Auswertung zu sehen. Reihe 1 zeigt
ein  VEGF/FGF-enthaltendes und Reihe 2 ein —freies AlgB-Depot zu den
Untersuchungszeitpunkten 3, 7, 14, 21 und 28 Tage nach AlgB-Depotsetzung (Bilder a bis e
in chronologischer Reihenfolge). Das VEGF/FGF-enthaltende AlgB-Depot oben zeigt von
Tag 3 zu Tag 28 eine deutliche Zunahme des Kontrastsignals bis ins Zentrum des AlgB-
Depots, wahrend das VEGF/FGF-freie AlgB-Depot unten nur eine geringe Zunahme der
Kontrastsignalintensitat in der Depot-Peripherie aufweist. Der klare Unterschied zwischen
der Vaskularisierung der beiden AlgB-Depots wird auch in den makroskopischen Bildern
deutlich (Bilder 1f und 2f). Das obere AlgB-Depot enthalt viele Blutgefalie und hat dadurch
eine orange-gelbliche Farbe, wahrend das untere AlgB-Depot nur wenige Blutgefalle in der

Peripherie aufweist und nur leicht gelblich wirkt.

Tabelle 16 zeigt die sonographisch gemessene Kontrastsignalintensitat (KSI) der 7
VEGF/FGF-enthaltenden und der 7 —freien AlgB-Depots als Mittelwert mit 95%igem
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Konfidenzintervall pro Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt. Die Einzelwerte jedes AlgB-

Depots sind im tabellarischen Anhang in Tabelle 30 zu finden.

Abbildung 29: Beispiele von kontrastverstarkten Ultraschallbildern eines VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-Depots
(Reihe 1) und eines VEGF/FGF-freien AlgB-Depots (Reihe 2) fir jeden Untersuchungszeitpunkt sowie
makroskopische Bilder derselben Depots am Versuchsende (=Tag 28):

Reihe 1: Das AlgB-Depot aus Gruppe 1 zeigt eine klare Zunahme der KSI von Tag 3 zu Tag 28 (a bis e)

Reihe 2: Das AlgB-Depot aus Gruppe 2 zeigt nur eine marginale Zunahme der KSI von Tag 3 zu Tag 28 (a bis €)

Die Uberpriifung auf Wechselwirkung von Gruppenzugehdrigkeit und Zeitverlauf ergab eine
signifikante gegenseitige Beeinflussung (p<0,0001). Deshalb wurden signifikante
Unterschiede zwischen beiden Gruppen Uber die Zeit wieder im gemischten linearen Modell
betrachtet. Die KSI der VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-Depots nahm von im Mittel 77
Graustufen zu Versuchsbeginn zu maximal 146 Graustufen am Versuchsende gegeniber
der Kontrollgruppe deutlich zu. Die Kontroll-Depots zeigte tiber den Versuchszeitraum keine
Zunahme der KSI (im Mittel 71 Graustufen zu Versuchsbeginn, am Versuchsende im Mittel
74 Graustufen). Mit p<0,0001 unterschieden sich beide Gruppen signifikant voneinander
(Abbildung 30).

AlgB-Depot-Kontrastsignalintensitat [Graustufen]
Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall (=KI)
Ultraschall- VEGF! FGF'SZLh;:e“de AlgB- Kontrollen
U"t:;ist:f:::l’:t'gs' ow Mittel- K| | K Mittel-  KI
unten wert oben unten wert oben
Tag 3 7 68 77 87 7 62 71 81
Tag 7 7 86 98 112 7 64 73 83
Tag 14 7 115 131 149 7 63 72 82
Tag 21 7 109 124 141 7 63 72 82
Tag 28 7 129 146 166 7 65 74 84

Tabelle 16: Gegenlberstellung der Entwicklung der Kontrastsignalintensitat (KSI) der 7 VEGF/FGF-enthaltenden
und der 7 —freien AlgB-Depots (=Kontrollen) pro Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt (Mittelwert mit 95%
Konfidenzintervall).
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Abbildung 30: Entwicklung der sonographisch gemessenen AlgB-Depot-KSI Gber den Versuchszeitraum von 28
Tagen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit 95%igem Konfidenzintervall pro Gruppe und Ultraschall-
Untersuchungszeitpunkt. Die Anzahl der Messwerte ist in Klammern nach dem Untersuchungszeitpunkt
angegeben und gilt fir beide Gruppen. Der signifikante Unterschied zwischen den VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-
Depots und den Kontrollen ist durch den Stern gekennzeichnet (p<0,0001).

Histologische BlutgefaBBquantifizierung

Am Versuchsende, 28 Tage nach AlgB-Depotsetzung, erfolgte die histologische
Quantifizierung der Blutgefaprofildichte der 14 AlgB-Depots. Tabelle 17 zeigt Mittelwert und
95%iges Konfidenzintervall der Blutgefalprofildichte der 7 VEGF/FGF-enthaltenden und der
7 —freien AlgB-Depots. Die Einzelwerte sind im tabellarischen Anhang in Tabelle 31 zu
finden. Es wurde keine gegenseitige Beeinflussung von Gruppenzugehdrigkeit und
Zeitverlauf festgestellt (p>0,05). Die Blutgefaliprofildichte der VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-
Depots betrug am Versuchsende im Mittel 191 BlutgefalRe pro AlgB-Depot-Schnittflache,
wahrend die Kontroll-Depots im Mittel 22 BlutgefalRen pro AlgB-Depot-Schnittflache hatten.
Dieser Unterschied zwischen den beiden Gruppen ist hoch signifikant p<0,0001.

AlgB-Depot-Blutgefaprofildichte [GefaRe/Schnittflache]
Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall (=KI)

VEGF/FGF-enthaltende AlgB-
Kontrollen
Untersuchungs- Depots
zeitpunkt 0 Kl Mittel- Kl 0 Ki Mittel- Ki
unten wert oben unten wert oben
Tag 28 7 112 191 326 7 13 22 38

Tabelle 17: Gegeniberstellung der AlgB-Depot-Blutgefaliprofildichte der 7 VEGF/FGF-enthaltenden und der 7
—freien AlgB-Depots (=Kontrollen) als Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall am Versuchsende. Die VEGF/FGF-
enthaltenden AlgB-Depots waren von den Kontrolldepots signifikant unterschiedlich (p<0,0001).
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Abbildung 31: Histologisch ermittelte AlgB-Depot-Blutgefaliprofildichte am Versuchsende. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit 95%igem Konfidenzintervall der 7 AlgB-Depots pro Gruppe. Der signifikante Unterschied zwischen
den VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-Depots und den Kontrollen ist durch den Stern gekennzeichnet (p<0,0001).

Korrelation

Die am Versuchsende bestimmten Einzelwerte der sonographisch ermittelten
Kontrastsignalintensitaten und die stereologisch ermittelten Blutgefalprofildichten wurden fir
jede Gruppe separat miteinander korreliert. In beiden Gruppen wurde mit der Spearman-
Korrelation ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen Ultraschalldaten und
histologischen Daten gefunden (VEGF-FGF-enthaltende AlgB-Depots: rs = 0,82 mit p<0,05;
Kontrolldepots: rs = 0,65 mit p<0,05; Abbildung 32).
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Abbildung 32: Lineare Korrelation der Einzelwerte aus in vivo und histologischer BlutgefalRquantifizierung der
VEGF/FGF-enthaltenden und —freien AlgB-Depots. Die Spearman-Korrelationsanalyse ermittelte nur fiir die
Kontrolldepots mit rs=0,92 einen positiven Zusammenhang zwischen sonographischer KSI und histologischer
BlutgefaBprofildichte.
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4.3.4 Experiment 4: Therapiemonitoring in immunkompetenten Mausen

Das Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell wurde abschlieBend zum ersten Mal zur
Quantifizierung eines Therapieeffektes antiangiogenen Substanzen eingesetzt. Dafir wurden
VEGF/FGF-enthaltende AlgB-Depots immunkompetenten Mausen subkutan appliziert und
an den Tagen 7, 14, 21 und 28 sonographisch untersucht, wobei auf die Vermessung der
AlgB-DepotgroRe verzichtet wurde. Die histologische Blutgefaprofildichtenbestimmung
erfolgte am Versuchsende. Die Behandlung mit Bevacizumab (= Gruppe 1) bzw.
Regorafenib (= Gruppe 3) oder den jeweiligen Vehikeln 1 (= Gruppe 2) und 2 (= Gruppe 4)
erfolgte einmal taglich Uber den gesamten Versuchszeitraum. Wahrend des Versuches kam
es infolge von Applikationsfehlern zu Verlusten von je einem Tier in den Gruppen 1, 3 und 4.
Fur alle Gruppen erfolgte die histologische BlutgefaRprofildichtenbestimmung am

Versuchsende.
In vivo BlutgefaBquantifizierung

Tabelle 18 zeigt die sonographisch gemessene Kontrastsignalintensitat (KSI) der 4
Behandlungsgruppen als Mittelwert mit 95%igem Konfidenzintervall pro Ultraschall-
Untersuchungszeitpunkt. Die Einzelwerte jedes AlgB-Depots sind im tabellarischen Anhang
in Tabelle 32 zu finden. Die Uberprifung auf Wechselwirkung von Gruppenzugehdrigkeit und
Zeitverlauf ergab eine signifikante gegenseitige Beeinflussung (p<0,0001). Deshalb wurden
signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen Uber die Zeit wieder im gemischten

linearen Modell betrachtet.

AlgB-Depot-Kontrastsignalintensitat [Graustufen]
Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall (=KI)
Ultraschali- Bevacizumab Vehikel 1
Untersuchungs- Ki Mittel- KI KI Mittel- Ki
zeitpunkt " | unten wert oben | " | unten wert  oben
Tag 7 10 56 61 67 10 60 65 72
Tag 14 10 65 72 79 10 101 111 122
Tag 21 10 86 94 104 |10 137 150 165
Tag 28 9 118 130 143 |10 152 167 184
Ultraschall- Regorafenib Vehikel 2
Untersuchungs- [ Mittel- Ki Ki Mittel- Ki
zeitpunkt " | unten wert oben | " | unten wert oben
Tag 7 10 54 59 65 10 57 63 69
Tag 14 10 65 71 78 9 93 103 113
Tag 21 9 77 86 94 9 136 150 166
Tag 28 9 86 96 106 9 142 157 174

Tabelle 18: Gegenlberstellung der Entwicklung der Kontrastsignalintensitat (KSI) der VEGF/FGF-enthaltenden

AlgB-Depots der 4 Behandlungsgruppen

Konfidenzintervall).

pro Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt

(Mittelwert mit 95%
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Abbildung 33: Entwicklung der sonographisch gemessenen AlgB-Depot-Kontrastsignalintensitat (KSI) Gber den
Versuchszeitraum von 28 Tagen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit 95%igem Konfidenzintervall pro Gruppe und
Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt. Die Anzahl der Messwerte ist in Klammern nach dem
Untersuchungszeitpunkt angegeben. Der signifikante Unterschied zwischen den VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-
Depots und den Kontrollen ist durch den Stern gekennzeichnet (p<0,0001).

Die mit Bevacizumab behandelten AlgB-Depots zeigten eine ansteigende KSI von 61 auf
130 Graustufen, wahrend die KSI der mit dem dazugehdrigen Vehikel 1 behandelten Gruppe
von 65 auf 167 Graustufen stieg. Der Unterschied zwischen Gruppe 1 und 2 war Uber den
Versuchszeitraum mit p<0,0001 hoch signifikant. Die mit Regorafenib behandelten AlgB-
Depots zeigten eine ansteigende KSI von 59 auf 96 Graustufen, wahrend die KSI der mit
dem dazugehérigen Vehikel behandelten Gruppe von 63 auf 157 Graustufen stieg. Mit
p<0,0001 unterschieden sich die Gruppen 3 und 4 Uber die Zeit ebenfalls signifikant
voneinander (Abbildung 33).

Histologische BlutgefaBquantifizierung

Am Versuchsende 28 Tage nach AlgB-Depotsetzung erfolgte die histologische
Quantifizierung der Blutgefal3profildichte aller AlgB-Depots. Tabelle 19 zeigt Mittelwert und
95%iges Konfidenzintervall der Blutgefal3profildichte der AlgB-Depots aller 4

Behandlungsgruppen. Die Einzelwerte sind im tabellarischen Anhang in Tabelle 33 zu finden.

Die mit Bevacizumab behandelten AlgB-Depots hatten eine Blutgefaprofildichte von im
Mittel 91 BlutgefaRen/AlgB-Depot-Schnittflache, wahrend die mit dem dazugehdrigen Vehikel
behandelten AlgB-Depots im Mittel 148 Blutgefalien/AlgB-Depot-Schnittflache aufwiesen.

Der Unterschied zwischen beiden Gruppen war mit p<0,0001 signifikant.
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AlgB-Depot-BlutgefaBprofildichte [GefaRe/Schnittflache]
Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall (=KI)
Bevacizumab Vehikel 1
Untersuchungs- ] ]
zeitpunkt n Kl Mittel- Kl n Kl Mittel- Kl
unten wert oben unten wert oben
Tag 28 9 71 91 117 10 116 148 187
RS EREREe Regora-fenlb Vehlkt-zl 2
zeitpunkt n Kl Mittel- Kl n Kl Mittel- Kl
unten wert oben unten wert oben
Tag 28 9 32 41 52 9 90 116 149

Tabelle 19: Gegenuberstellung der AlgB-Depot-Blutgefalprofildichte der VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-Depots
der 4 Behandlungsgruppen pro Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt (Mittelwert mit 95% Konfidenzintervall). Der
Unterschied beider Gruppen war mit p<0,0001 signifikant. Auch dieser Unterschied war mit p<0,0001 signifikant.
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Abbildung 34: Histologisch ermittelte AlgB-Depot-Blutgefalprofildichte am Versuchsende. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit 95%igem Konfidenzintervall der 9 bzw. 10 AlgB-Depots pro Gruppe. Der signifikante Unterschied
zwischen mit Wirkstoff und mit Vehikel behandelten Gruppen ist jeweils durch einen Stern gekennzeichnet
(p<0,0001).

Gruppe 3 (Regorafenib-Behandlung) hatte eine Blutgefal3profildichte von im Mittel 41
Blutgefalen/AlgB-Depot-Schnittflache, wahrend Gruppe 4 im Mittel 116 BlutgefalRen/AlgB-

Depot-Schnittflache aufwies. Auch dieser Unterschied zwischen den Gruppen war mit
p<0,0001 signifikant (Abbildung 34).

Korrelation
Die Einzelwerte der sonographisch bestimmten Kontrastsignalintensitat und die histologisch

ermittelten BlutgefaBprofildichten am Versuchsende wurden fir die Bevacizumab- und
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Regorafenib-Behandlung sowie fir beide Vehikelgruppen separat miteinander korreliert. Mit
der Spearman-Korrelation wurde ein signifikanter positiver Zusammenhang zwischen

Ultraschalldaten und histologischen Daten fir alle 4 Gruppen gefunden (Abbildung 35).

2507 ¢ Bevacizumab 2507 O Vehikel 1
rs=0,85 rs=0,95
2004 p=0,006 2004 p=0,0001
o
5 1501 ° g 1504 8
23 . @3
¥ 3 o ¥ 2 o
o [ ] ©
S, 1004 4 N S 1004 &
@
[ ]
50+ 504
[ ]
0 T T T T T T T T 1 0 T T T T T T T T J
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
BlutgefaBprofildichte BlutgefaBprofildichte
[W/AlgB-Depot-Schnittflache] [w/AlgB-Depot-Schnittflache]
2507 @ Regorafenib 2501 5 Vehikel 2
rs=0,83 rs=0,0,92
2004 p=0,008 2004 p=0,001
[e]
S 1501 § 1501 8
-5 @2
ez X2 o
S 1001 2 100 oo
(o)
504 [ 4 504
..
L)
0 T T T T T T T T v 0 T T T T T T T T \
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
BlutgefaBprofildichte BlutgefaBprofildichte
[w/AlgB-Depot-Schnittflache] [w/AlgB-Depot-Schnittflache]

Abbildung 35: Lineare Korrelation der Einzelwerte aus in vivo und histologischer BlutgefalRquantifizierung der
einzelnen 4 Behandlungsgruppen. Die Spearman-Korrelationsanalyse ermittelte einen signifikanten (p<0,05)
positiven Zusammenhang zwischen sonographischer KSI und histologischer BlutgefalRprofildichte fir die
Bevacizumab- (rs=0,85) und die Regorafenib-Behandlung (rs=0,95) sowie die Vehikelgruppe 1 (rs=0,83) und 2
(rs=0,92).
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5 DISKUSSION

Die vorliegenden Untersuchungen beschaftigten sich mit der Etablierung und
Charakterisierung eines Tumorsurrogat-Angiogenese-Modells (TSAM) fir den Routine-
Einsatz zur in vivo Testung antiangiogen wirkender Substanzen in der praklinischen
Onkologie. Dabei lag das besondere Interesse in der sensitiven Quantifizierung der
Angiogenese durch kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall. Die zugrunde liegenden

Fragestellungen waren:

1. Ist es grundsatzlich mdglich, die BlutgefalBversorgung im TSAM mit dem
kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall in vivo quantitativ zu bestimmen und inwieweit
korrelieren die sonographisch ermittelten Messergebnisse mit der histologisch

quantifizierten BlutgefaRprofildichte?

2. Lasst sich mit dem kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall auch das Blutgefalwachstum

Uber einen langeren Zeitraum im TSAM longitudinal in vivo quantitativ erfassen?
3. Ist diese Methode auch auf immunkompetente Tiere Ubertragbar?

4. |st das TSAM in Kombination mit dem kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall in der
onkologischen Forschung auch fur den routinemafligen Einsatz zur in vivo Testung der

Wirksamkeit antiangiogener Substanzen geeignet?

Fur die Beantwortung dieser Fragen wurden nach erfolgter in vitro Charakterisierung der
Alginatbeads vier aufeinander aufbauende tierexperimentelle Studien durchgefiihrt. Die
Ergebnisse dieser Experimente sollen die Grundlage fiir die zukinftige Nutzung des TSAM
als in vivo Modell fir die pharmakologische Charakterisierung neuer antiangiogener

Substanzen darstellen.
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5.1 In vitro Charakterisierung der Alginatbeads

Bei der Etablierung des Verfahrens zur Herstellung der AlgBs wurde auf frihere Erfahrungen
von Hoffmann und Mitarbeitern (1997) zurlckgegriffen, die selbst hergestellte AlgBs bereits
in vivo eingesetzt hatten. Teile der Herstellapparatur von Hoffmann et al. konnten
Ubernommen werden und das Herstellungsprotokoll wurde hinsichtlich einer exakten
Einstellung der Luftdriicke P1 und P, optimiert. Bisher waren die AlgBs der Hoffmannschen
Herstellungsmethode nicht naher charakterisiert. Die AlgBs aus der modifizierten Herstellung
wurden in dieser Arbeit hinsichtlich ihrer GréRRe, ihrer morphologischen Beschaffenheit und

einer moglichen mikrobiellen Belastung untersucht.

GroBe der AlgBs: Aus der Literatur ist bekannt, dass verschiedene Parameter im
Herstellprozess einen Einfluss auf die Grofie der AlgBs haben. So untersuchten Wolters und
Kollegen (1991) den Einfluss von Tropfkanilendurchmesser und Luftdruck P,. Sie stellten
fest, dass P, sich nicht auf die Grolle der AlgBs auswirkt, jedoch die Schnelligkeit der
Tropfenbildung steigt, je hoher dieser Luftdruck ist. Aus Grunden der Praktikabilitdt wurde P4
in dieser Arbeit auf 150mbar eingestellt. Wolters und Kollegen untersuchten dartuber hinaus
vier verschiedene Tropfkanilendurchmesser. Mit steigender Zunahme dieses Durchmessers
stieg die AlgB-GrélRe linear. Mit einer Tropfkanule von 0,8mm Durchmesser wurden AlgB-
GroRen von 700 bis 900um erzielt. Diese GroRe wurde als praktikabel flr die weitere
Verarbeitung betrachtet, weshalb in der vorliegenden Arbeit ebenfalls auf diese Kanilen
zurlckgegriffen wurde. Bezuglich des Luftdruckes P stellten Wolters und Kollegen fest, dass
sich die GroRe der AlgBs verringert, wenn dieser steigt. In dieser Arbeit entstanden bei
einem Luftdruck P, von 150mbar AlgBs von praktikabler GroRe, weshalb dieser flr das
Standardherstellungsprotokoll verwendet wurde. Um zu klaren, ob sich mit den hier
gewahlten Parametern AlgBs reproduzierbar in einem bestimmten GréRenbereich herstellen
lassen, wurde je eine AlgB-Charge an drei aufeinander folgenden Tagen mit dem
modifizierten Protokoll hergestellt und danach vermessen. Die AlgB-Grofe lag im Mittel bei
751um, 812um und 990um. Obwohl alle Herstellungsparameter konstant gehalten wurden,
lag die Standardabweichung bei 26um bis 44um. Die Ursache dafir ist nicht bekann, wird
aber in der Herstellungsapparatur selbst vermutet. Der Schwankungsbereich wird nicht als
kritisch flr die nachfolgenden in vivo Versuche gesehen, weil jedem Tier ein genaues AlgB-
Volumen von 0,1ml appliziert wird, das die Schwankungen in der Groe einzelner AlgBs

ausgleicht.

Morphologische Beschaffenheit: Orientierend wurden einige AlgBs rasterelektronen-
mikroskopisch untersucht, um einen Eindruck uber ihre morphologische Beschaffenheit zu
erhalten. AuRerlich dhnelten die AlgBs in ihrer Form Wassertropfen. Das spitz auslaufende
Ende der Tropfen zeugt von einer schnellen Aushartung der AlgB-Oberflache nach dem

Eintauchen ins CaCl,-Bad. Der eher vom Wassertropfen abweichende rundliche Korper ist
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durch die hdéhere Viskositat der Alginatlésung im Vergleich zu Wasser sowie mit einer
Stauchung des herabfallenden Tropfens wahrend seines Auftreffens auf die Oberflache der
CaCl,-Lésung zu erklaren. Im Gegensatz zur Innenansicht sind auferlich keine Poren
erkennbar. Im Inneren der AlgBs sind Poren verschiedener Grolie in einer sonst relativ
kompakten Matrix enthalten. Die Ursache flir die Auspragung solcher Poren ist nicht

bekannt, wird jedoch im Vorhandensein von Luftblasen in der Alginatlésung vermutet.

Mikrobiologie: Da die AlgBs fir einen spateren Einsatz in immundefizienten und
immunkompetenten Mausen vorgesehen waren, wurde ihre mikrobiologische Belastung
untersucht. Sie kdnnte neben unerwinschten entzindlichen Reaktionen im Bereich der
AlgBs selbst vor allem bei immundefizienten Tieren zusatzlich zu einer generalisierten
Infektion und dem vorzeitigen Ausfall betroffener Tiere wahrend eines Experiments fihren.
Auch wirden entzindliche Reaktionen im Bereich der AlgBs die Wertigkeit eines TSAM fir
die Testung antiangiogener Substanzen in Frage stellen, da mit ihnen immer auch
Angiogenese verbunden ist. Deshalb wurde bereits bei der Herstellung der AlgBs grofte
Sorgfalt beziglich einer keimarmen Umgebung und der Verwendung von sterilisierten
Materialien und Substanzen geachtet. Die mikrobiologischen Analysen von zehn AlgB-
Chargen zeigten in jedem Ansatz eine mikrobielle Belastung unterhalb der Nachweisgrenze
von einer KbE/g AlgBs. Damit wurden mikrobiologische Einflisse auf die spateren in vivo

Versuche ausgeschlossen.

5.2 Reproduzierbarkeit der sonographischen Auswertung

Vor Beginn der Auswertung der sonographischen Untersuchungen aus allen vier in vivo
Experimenten wurde geprift, inwieweit die Auswerteverfahren methodischen Schwankungen
unterliegen und ob es einen untersucherabhangigen Einfluss auf die Ergebnisse gibt.
Dadurch sollten Rickschliisse auf den notwendigen Erfahrungsgrad des Auswerters fiir
Studien dieser Art gezogen werden. Fur die Klarung dieses Sachverhaltes wurden zwei
sonographisch untersuchte AlgB-Depots aus dem ersten in vivo Experiment jeweils von
einem unerfahrenen, mafkig erfahrenen und hoch erfahrenen Auswerter hinsichtlich AlgB-

Depotvolumen und -Kontrastsignalintensitat mehrfach analysiert.

Auf den Einfluss des Erfahrungsgrades des Untersuchers auf die sonographischen in vivo
Messungen wurde hier verzichtet, da in der nachfolgenden Analyse der sonographischen
Aufnahmen die groten Fehlermdglichkeiten gesehen wurden. Dies betrifft insbesondere die
optimale Legung der Region of Interest (ROI). Die ROI muss so platziert werden, dass sich
in dieser ausschlieRlich der Querschnitt des Alginatdepots befindet und umliegendes
Gewebe wie Haut, Muskulatur und subkutanes Bindegewebe ausgegrenzt werden, damit

diese nicht das Messergebnis beeinflussen. Die Linie der ROI sollte somit direkt die
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Aulengrenzen des Alginatdepots markieren. Eine ROI, die beispielhaft umliegendes
Gewebe mit einschlie3t, wirde zu hohe und eine ROI die kleiner gelegt wird als die
Depotaulengrenzen es vorgeben wirde zu niedrige Messwerte sowohl bei den

Depotvolumina, als auch den Kontrastsignalintensitaten ergeben.

Unabhangig vom Erfahrungsgrad des Auswerters wurden sowohl bei der Bestimmung der
AlgB-Depot-Volumina als der der —KSI dicht beieinander liegende Werte mit gleich niedrigen
Standardabweichungen gemessen. Die geringen Unterschiede bei den Mittelwerten
zwischen den Untersuchern kénnen als methodische Schwankungen betrachtet werden. Aus
den Ergebnissen wird geschlussfolgert, dass die in dieser Arbeit verwendete Art der
Auswertung auch von ungelibten Personen nach kurzer Einweisung durchgefiihrt werden
kann. Dies ist ein Vorteil fir den Einsatz des TSAM fir Routinemessungen in der
onkologischen Forschung, da zwar die Untersuchungen an den Tieren selbst von erfahrenen
Mitarbeitern durchgeflihrt werden sollten, die Auswertung dann aber zeitsparend auf andere
Kollegen Ubertragen werden kann. Mit der Thematik der Reproduzierbarkeit quantitativer
sonographischer Daten beschéftigten sich Heneweer und Kollegen (2008), als sie intra- und
interindividuelle Abweichungen bei der wiederholten Messung der GroRe von
experimentellen orthotopen Pankreas-Tumoren in Labormdusen in Abhangigkeit zum
Erfahrungsgrad des Auswerters bestimmten. In der Untersuchung wurden die Tumore von
zwei Untersuchern mit unterschiedlichem Erfahrungsgrad in der sonographischen
Volumenauswertung wiederholt vermessen. Als Ergebnis konnten sie eine signifikante
Korrelation zwischen Erfahrungsgrad und intraindividueller Abweichung in den
Wiederholungsmessungen feststellen. Je mehr Erfahrung in der sonographischen

Volumenbestimmung bestand, desto geringer waren die Abweichungen.

5.3 In vivo Studien
5.3.1 Experimente 1 und 2: Etablierung in immundefizienten Mausen

In den ersten beiden Experimenten sollte zunachst Gberprift werden, ob BlutgefalRe im
TSAM mit dem kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall in vivo detektierbar sind und der
kontinuierliche Verlauf der Angiogenese longitudinal tierindividuell quantifiziert werden kann.
Hierfir wurde in zwei Experimenten in immundefizienten Nacktmausen der
Vaskularisierungsgrad subkutaner VEGF/FGF-enthaltender und —freier AlgB-Depots zu
unterschiedlichen Zeitpunkten quantitativ bestimmt. Zusatzlich erfolgte zu den gleichen
Zeitpunkten die quantitative Bestimmung der histologischen Blutgefal3profildichte mit
stereologischen Werkzeugen. Beide Messparameter wurden miteinander korreliert, um

deren Zusammenhang zu untersuchen.
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Volumetrie

Die sonographische Volumenbestimmung wird vor allem bei der Wirksamkeitstestung neuer
onkologischer Substanzen in orthotopen Tumormodellen eingesetzt, weil sie in vivo
longitudinal und nicht invasiv durchflhrbar ist (lordanescu 2002). Dabei werden anhand
abnehmender Tumorgroflen Rickschlisse auf die Effektivitat einer experimentellen
Substanz gegen die orthotopen Tumore gezogen. Dass die sonographische Volumetrie eine
valide Methode zur Grolienbestimmung von orthotopen Tumoren ist, zeigten bereits mehrere
Arbeitsgruppen. lordanescu (2002) und Kollegen wiesen eine exzellente Korrelation
zwischen sonographisch bestimmten Tumor-Volumina und berechneten Tumor-Volumina
aus der Routinemethode der direkten Kalipermessung nach. In der vorliegenden Arbeit
wurde in den beiden Etablierungsexperimenten 1 und 2 die Gréle aller AlgB-Depots 3, 14,
21 und 28 (Experiment 1) bzw. 3, 7 ,13 21 und 28 Tage (Experiment 2) nach deren
subkutanen Implantation vermessen. Dadurch sollte festgestellt werden, inwiefern sich ihr
Volumen uber den Versuchszeitraum infolge von Entziindungs- und/oder Abbauprozessen

verandert und ob es Unterschiede zwischen den beiden Varianten gibt.

Zunachst wurde fir beide Experimente anhand der Daten statistisch keine Interaktion
zwischen Gruppenzugehorigkeit und Zeitverlauf festgestellt. Deshalb war es trotz
wiederholter Messungen mdglich, Unterschiede zwischen beiden Gruppen und zeitliche
Veranderungen innerhalb einer Gruppe getrennt voneinander zu betrachten (siehe hierzu
Punkt 3.6). In Experiment 1 wurde ein signifikanter Grofienunterschied von VEGF/FGF-
enthaltenden und —freien AlgB-Depots festgestellt. Dies war bereits zu Versuchsbeginn zu
beobachten und setzte sich Uber den Versuchszeitraum unverandert fort. Grund dafir war
das ungleichmallige Abdekantieren der AlgB-Waschlésung (Punkt 3.2.2 Nr. 12) wahrend der
AlgB-Herstellung. Uber den Versuchszeitraum wurde keine signifikante Anderung im
Volumen von VEGF/FGF-enthaltenden und —freien AlgB-Depots ermittelt. Uber einen
Zeitraum von vier Wochen waren die AlgB-Depots unabhangig von ihrem Gehalt an
Wachstumsfaktoren volumenkonstant. Im zweiten Experiment wurde die Grélkenbestimmung
aller AlgB-Depots ebenfalls durchgefiihrt um zu Uberprifen, ob es erneut einen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Gruppen gibt und ob sich das Volumen Uber die Zeit
verandert. Anders als im ersten Versuch gab es hier keinen signifikanten Unterschied
zwischen den VEGF/FGF-enthaltenden und —freien AlgB-Depots.

Die sonographische Volumenbestimmung von Polymerimplantaten wurde 2006 bereits von
Stieger und Kollegen durchgefuhrt (Stieger 2006). Hier wurden Wistar-Ratten FGF-
enthaltende und —freie Matrigeldepots subkutan in einem Volumen von 0,4mL injiziert. 7 und
14 Tage nach der Injektion wurden zweidimensionale morphologische Ultraschallbilder der
Depots in sagittaler und transversaler Ebene aufgenommen, anhand welcher Lange, Breite

und Hohe der Plugs mit elektronischen Kalipern des Ultraschallsystems selbst ausgemessen
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wurden. Mit der Formel zur Volumenberechnung gestreckter Ellipsoide (Lange*Breite*
Hoéhe*n/6) wurde dann das Volumen der Depots berechnet. Stieger und Kollegen stellten
fest, dass die FGF-enthaltenden Matrigeldepots an Tag 7 signifikant groRer als die
Kontrolldepots waren. Ab Tag 14 verlor sich der Gruppenunterschied. Sie vermuteten die
Ursache des kurzzeitigen GroRenunterschiedes darin, dass anfangliche Entziindungs-
reaktionen mit einhergehender Vaskularisierung der Matrigeldepots zu einer
Volumenzunahme fiihren wirden. Im ersten Experiment dieser Arbeit waren die VEGF/FGF-
enthaltenden AlgB-Depots ebenfalls groRer als die Kontroll-Depots, jedoch war der
Unterschied im gesamten Versuchsverlauf durchgehend konstant. Im zweiten Experiment
konnte ein Grolenunterschied zwischen den beiden Gruppen von Beginn an vermieden
werden und zeigte sich zu keinem weiteren Messzeitpunkt. Es konnte kein Hinweis einer
Volumenanderung der AlgB-Depots infolge von Entziindungsreaktionen oder Angiogenese
gefunden werden. Die AlgB-Depots des TSAMs sind Uber einen Zeitraum von 28 Tagen

volumenkonstant.

In vivo BlutgefaBquantifizierung

Im ersten Etablierungsexperiment wurde getestet, ob Blutgefalle im TSAM mit dem Mikro-
Ultraschall Gberhaupt detektierbar sind. Die quantitativen Daten der VEGF/FGF-enthaltenden
und —freien AlgB-Depots wurden miteinander verglichen, um signifikante Unterschiede
zwischen beiden Depotvarianten zu den drei unterschiedlichen Messzeitpunkten zu
ermitteln. Als quantitativer Parameter wurde die maximale Kontrastsignalintensitat tber die
Zeit (KSI) in Anlehnung an Palmowski und Kollegen (2010) quantitativ gemessen. In der
Studie wurde die Perfusion experimenteller A431-Xenografts nach antiangiogener
Behandlung durch die Quantifizierung der maximalen Kontrastsignalintensitat Uber die Zeit
bestimmt. Nach zwei Wochen Tumorwachstum erfolgte die Behandlung mit einem
Antiangiogenese-Hemmer Uber vier Tage. Die Tumorperfusion wurde taglich quantifiziert.
Nach Versuchsende erfolgte die histologische Blutgefaliquantifizierung in den Tumoren und
die Korrelation beider Methoden. Innerhalb des kurzen Behandlungszeitraums zeigte sich
eine signifikante Verringerung der KSI der behandelten Tumore im Vergleich zu den
Kontrolltumoren, in denen die KSI von Tag 1 zu Tag 4 zunahm. Spatere Zeitpunkte wurden
nicht untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurde 14, 21 und 28 Tage nach AlgB-
Depotsetzung ein signifikanter Unterschied zwischen der KSI VEGF/FGF-enthaltender und —
freier AlgB-Depots festgestellt. Zu Versuchsbeginn an Tag 3 war dieser Unterschied noch
nicht messbar. Der KSI-Anstieg in den VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-Depots war an Tag 14
besonders deutlich, wahrend die weiteren Untersuchungszeitpunkte in der Folge keine

starken Veranderungen mehr zeigten. Die Ursache fiir die im Vergleich zu Palmowski und
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Kollegen (2010) erst spate Detektion signifikanter Unterschiede in der Angiogenese wird,
bestatigt durch Ergebnisse von Robertson und Kollegen (1991), darin begrindet, dass im
TSAM BlutgefalRe erst einwachsen mussen. Robertson stellte eine vollstdndige Penetration
von Blutgefallen in AlgB-Depots in ihrem Modell erst 3 Wochen nach AlgB-Depotsetzung
fest, genau wie Plunkett und Hailey (1990), die das AlgB-Depot-Modell zuvor etablierten.
Beide Gruppen quantifizierten die Angiogenese in den AlgB-Depots ex vivo durch eine
photometrische Bestimmung des Hamoglobingehalts. In einer Studie von Lucidarme und
Kollegen (2004) wurden in Ratten implantierte subkutane FGF-enthaltende und —freie
Matrigeldepots hinsichtlich ihrer zunehmenden Vaskularisierung Uber zwei Wochen
sonographisch untersucht. Die Kollegen nutzten zur Feststellung der Angiogenese
kontrastverstarkte B-Mode Cineloops, wobei die Einschatzung des Vaskularisierungsgrades
der Matrigel-Plugs durch ein semiquantitatives Scoring der Echogenitat der Matrigeldepots
erfolgte. Besonders echogene Depots wurden dabei als stark vaskularisiert bewertet (Grad
[l). In der Studie wurde ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Matrigeldepot-
Varianten 12 Tage nach Implantation ermittelt, was dem hier festgestellten Ergebnis
entspricht. Spatere Zeitpunkte wurden von Lucidarme und Kollegen nicht untersucht. Bei der
semiquantitativen Beurteilung der Angiogenese in den Matrigeldepots stellten sich Ratten
wegen ihrer dickeren Haut als ungeeignetes Tiermodell heraus. Die Untersucher stellten bei
der Auswertung der sonographischen B-Bilder Schwierigkeiten bei der Unterscheidung von
Haut und subkutanem Matrigeldepot fest, da beide teilweise die gleiche Echogenitat
besalRen. Dies kann fur die hier benutzten AlgB-Depots nicht bestatigt werden, da diese
durch ihren hohen Wassergehalt zunachst sehr echoarm sind. Die zunehmende
Angiogenese wurde aufierdem nicht anhand der Echogenitat im B-Bild subjektiv quantifiziert,

sondern mit dem objektiven Parameter KSI.

Die Blutgefalle in den AlgB-Depots konnten mit der in dieser Arbeit beschriebenen Methode

in vivo quantifiziert werden.

Im zweiten Etablierungsexperiment wurde als weiterer Untersuchungszeitpunkt Tag 7 nach
AlgB-Depotsetzung festgelegt, um zu Uberprifen, ob der signifikante Unterschied zwischen
VEGF/FGF-enthaltenden und —freien AlgB-Depots schon vor Tag 14 messbar ist. Aulderdem

sollte die Angiogenese im TSAM hier tierindividuell longitudinal verfolgt werden.

Bereits 7 Tage nach AlgB-Depotsetzung wurde ein signifikanter Unterschied zwischen den
VEGF/FGF-enthaltenden und den Kontroll-Depots gemessen. Wie im ersten Experiment war
dieser Unterschied zu Tag 3 noch nicht messbar. Da im ersten Experiment zu Tag 7 noch
keine Messungen durchgefuhrt wurde, kann kein direkter Vergleich durchgefuhrt werden. In
der Studie von Stieger und Kollegen (2006) wurde ahnlich der Arbeit von Lucidarme et al.
(2004) die Vaskularisierung von FGF-enthaltenden und -freien Matrigeldepots mit Hilfe von

kontrastverstarkten Ultraschallmessungen untersucht. Um quantitative Daten zu erhalten,
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subtrahierten Stieger und Kollegen native von kontrastverstarkten Powerdoppler-Aufnahmen.
Die Ubrig bleibenden Farbpixel wurden Uber eine Software quantifiziert. Die
Ultraschallmessungen wurden 7 und 14 Tage nach Setzung der Matrigel-Plugs durchgefuhrt.
Signifikante Unterschiede zwischen FGF-enthaltenden und Kontroll-Matrigel-Plugs wurden
fur Tag 7 ermittelt. Zu Tag 14 war der Unterschied zwischen beiden Gruppen nicht mehr
signifikant. Als Begriindung wurde von den Kollegen die Angiogenese-Induktion durch das
Matrigel selbst unabhangig von seinem Gehalt an FGF angeflihrt. Die Vaskularisierung der
Kontrolimatrigeldepots naherte sich durch eigene Angiogenese-Induktion der der FGF-
enthaltenden Matrigeldepots an. In der vorliegenden Arbeit wurde nicht Matrigel, sondern
Alginat benutzt, welches selbst keine proangiogene Wirkung hat (Hoffmann 1997). Deshalb
blieb der signifikante Unterschied zwischen VEGF/FGF-enthaltenden und —freien AlgB-

Depots wahrend des gesamten Versuchsverlaufs von 28 Tagen bestehen.

Die Angiogenese in den AlgB-Depots wurde in dieser Arbeit longitudinal und tierindividuell
verfolgt. Die Methode der in vivo BlutgefaBquantifizierung mittels kontrastverstarktem
subharmonischen Mikro-Ultraschall war geeignet zur sensitiven quantitativen Messung der

Vaskularisierung im TSAM.

Histologische BlutgefaBquantifizierung

In dieser Arbeit wurden die Blutgefal’e in den AlgB-Depots nach Endothelzell-spezifischer
CD31-Farbung mit stereologischen Werkzeugen quantifiziert, da diese Methode
reproduzierbarer als die Ublicherweise verwendete Weidnersche MVD-Methode ist (Muller
2008). Dafur wurden die AlgB-Depots nach der Ultraschallmessung histologisch geschnitten,
immunhistochemisch gefarbt und mit Hilfe einer stereologischen Software ausgewertet. Die
quantitativen BlutgefaBprofildichten VEGF/FGF-enthaltender und —freier AlgB-Depots

wurden miteinander verglichen, um Unterschiede in deren Vaskularisierung zu ermitteln.

Im ersten Experiment wurde zu allen drei Untersuchungszeitpunkten ein signifikanter
Unterschied im Vaskularisierungsgrad von VEGF/FGF-enthaltenden und —freien AlgB-
Depots festgestellt, wobei es jedoch keine signifikanten Veranderungen der
Blutgefaprofildichten vom ersten Untersuchungszeitpunkt am Tag 14 bis zum letzten
Untersuchungszeitpunkt am Tag 28 gab. Dies entspricht Ergebnissen der ersten Studie zur
Vaskularisierung des AlgB-Depot-Modells von Plunkett und Hailey (1990), in der in leeren
AlgB-Depots kaum Blutgefalle nachgewiesen werden konnten, wahrend Angiogenese-
stimulierende AlgB-Depots signifikant hohere Blutgefaldichten hatten. Die Kollegen
etablierten das AlgB-Depot-Modell im Gegensatz zu dieser Arbeit nicht als Tumorsurrogat-
Modell, sondern verkapselten Tumorzellen in AlgBs, die durch Freisetzung von

proangiogenen Faktoren die Angiogenese anregten. Die Vaskularisierung der Tumorzellen
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enthaltenden AlgB-Depots wurde lediglich makroskopisch tUber einen Zeitraum von sechs
Monaten betrachtet. Plunkett und Hailey diskutierten abschlieRend, dass die AlgB-Depots
gut vertraglich waren und nur durch die Freisetzung zelluldrer proangiogener Faktoren
vaskularisiert wurden. Sie kritisieten aullerdem die fehlende Mdoglichkeit einer
kontinuierlichen Uberwachung des BlutgefaRwachstums. Auf den Ergebnissen von Plunkett
und Hailey aufbauend untersuchten Robertson und Kollegen (1991) im Modell
Therapieeffekte von antiangiogen wirkenden Substanzen. In histologischen Schnitten
wurden die BlutgefaRe immunhistochemisch gefarbt und qualitativ beurteilt. Robertson und
Kollegen fanden weniger Blutgefalle in den antiangiogen behandelten AlgB-Depots. In der
bereits diskutierten Studie von Palmowski und Kollegen (2010) erfolgte nach der
sonographischen ebenfalls die histologische BlutgefalRquantifizierung. Daflr wurden die
Xenografts immunhistochemisch mit einer CD31-Farbung sichtbar gemacht und gezahlt. Das
Ergebnis bestatigte die sonographischen Daten, da in den behandelten Tumoren signifikant
weniger Blutgefalle gezahlt wurden als in den unbehandelten. Anders als in der vorliegenden
Arbeit konnten Palmowksi und Kollegen einen konstanten Rickgang der BlutgefalRanzahl
von Tag 1 bis Tag 4 nach Behandlungsbeginn feststellen, da in den Xenografts ein bereits
etabliertes Blutgefal3netz antiangiogen behandelt wurde. Der Vergleich von KSI-Werten und
histologischer BlutgefaRdichte erfolgte wie in dieser Arbeit anhand einer linearen Korrelation,
die mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,95 signifikant positiv war. Die Quantifizierung
der BlutgefalRe erfolgte jedoch nicht mit stereologischen Werkzeugen. Bisher gibt es nur
wenige Arbeiten, die stereologische Methoden zur Quantifizierung von Blutgefaf3en in der
onkologischen Forschung einsetzten. Der in dieser Arbeit verwendete Cavalieri-Estimator
wurden von Malcontenti-Wilson und Kollegen benutzt, um den Effekt eines neuen
Zytostatikums auf Wachstum kolorektaler Lebermetastasen in einem Maus-Xenograft-Modell
zu quantifizieren (Malcontenti-Wilson 2001). In der vorliegenden Arbeit wurde das Cavalieri-
Netz zur Quantifizierung der vitalen Gewebeanteile im AlgB-Depot benutzt, die die

Grundlage fir die Quantifizierung der Blutgefalprofildichte darstellten.

Um die Ergebnisse des ersten Experimentes zu Uberprifen, erfolgte im zweiten Versuch
ebenfalls eine histologische BlutgefaRquantifizierung von vier bis funf ausgewahlten
VEGF/FGF-enthaltenden und- freien AlgB-Depots an den Ultraschall-Untersuchungstagen 7,
14, 21 und 28 nach AlgB-Depotsetzung. Wie im ersten Experiment wurde fir die
Untersuchungszeitpunkte 14, 21 und 28 ein signifikanter Unterschied in der
Blutgefaprofildichte der AlgB-Depots mit und ohne Wachstumsfaktoren ermittelt. Im
Gegensatz zu Experiment 1 konnte =zusatzlich eine signifikante Zunahme der
Vaskularisierung der VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-Depots ermittelt werden, die sich
besonders ausgepragt an Tag 21 zeigte. Der Zeitraum von drei Wochen bis zur vollstandigen

Vaskularisierung von AlgB-Depots wurde bereits von Robertson et al. (1991) beschrieben.
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Der Vergleich mit der KSI-Entwicklung in den VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-Depots zeigt
ebenfalls eine besonders starke Erhdhung der Messwerte zum Tag 21. Die
Blutgefaprofildichte der Kontroll-AlgB-Depots nahm wie im Experiment 1 nicht signifikant
zu, was den friheren Untersuchungen zur Angiogenese von leeren AlgB-Depots entspricht
(Plunkett und Hailey 1990, Robertson 1991, Hoffmann 1997, Stieger 2006). Zwischen den
beiden AlgB-Depot-Varianten konnte analog zu Experiment 1 ein signifikanter
Gruppenunterschied ermittelt werden. Lucidarme et al. untersuchten in einer zweiten
Matrigeldepot-Studie (Lucidarme 2006) die Angiogenese in FGF-enthaltenden und —freien
Matrigeldepots in Mausen. Nach 12 Tagen wurden die Matrigel-Plugs entnommen und wie in
der vorliegenden Arbeit immunhistochemisch gefarbt (CD31). Die Quantifizierung der
BlutgefalRe erfolgte durch die Bestimmung der MVD nach Weidner (Weidner 1995). Wie
zuvor in der Ratten-Studie (2004) konnten sie eine signifikante Zunahme der Blutgefalidichte
in den FGF-enthaltenden Matrigeldepots ermitteln, allerdings mit Tag 6, 9 und 12 bereits
eine Woche friher als bei den Ratten. Die Kontrolldepots zeigten keine Zunahme der

BlutgefalRdichte. Wieder gab es keine Untersuchungen zu spateren Zeitpunkten.

Korrelation

Zur Feststellung des Zusammenhanges der Daten aus sonographischer und histologischer
BlutgefaBquantifizierung wurden diese in beiden Etablierungsexperimenten mittels
Spearman-Korrelation miteinander verglichen. Es konnte stets ein signifikanter positiver
Zusammenhang zwischen der sonographischen KSI und der histologischen
Blutgefalprofildichte ermittelt werden. Die MVD nach Weidner wird als Goldstandard zur
Uberprifung sonographischer Perfusionsdaten benutzt. Abhangig von der jeweiligen
Ultraschallmethode zur Quantifizierung der in vivo Perfusion sind die Ergebnisse von
Korrelationsanalysen in verschiedenen Arbeiten heterogen. Forsberg und Kollegen
untersuchten mit kontrastverstarktem Powerdoppler-Ultraschall die Angiogenese in einem
Melanom-Xenograft-Modell (Forsberg 2002). Sie untersuchten daflir zehn subkutane WM-9-
Melanome erst sonographisch und dann histologisch. Die Tumore wurden geschnitten und
mit mehreren spezifischen Angiogenese-Markern immunhistochemisch gefarbt. Die
Ultraschall-Kontrastsignale und die gefarbten histologischen Schnitte wurden dann von zwei
unabhangigen, verblindeten Untersuchern nach einem Scoring-System (0-3) semiquantitativ
ausgewertet. Forsberg und Kollegen konnten eine positive lineare Korrelation zwischen
Ultraschalldaten und einer Cyclooxigenase-2-spezifischen Farbung feststellen, aber alle
anderen immunhistochemischen Marker (CD31, VEGF, FGF) korrelierten nicht. Als Ursache
vermuteten die Kollegen die geringe Versuchstierzahl. In einer zweiten Studie 2004 flhrten
sie die Untersuchungen mit 28 Tumoren durch und konnten fir die Korrelation von

Powerdoppler und Histologie zumindest einen positiven Trend (p<0,1) ermitteln. Im
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Gegensatz zu den Studien von Forsberg und Kollegen wurden in dieser Arbeit keine
semiquantitativen Daten korreliert. Aulerdem erfolgte die in vivo Blutgefallquantifizierung
nicht mit dem Powerdoppler, sondern mit dem kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall. Wie bei
Palmowksi und Kollegen wurde hierfir eine positive lineare Korrelation zwischen
Sonographie und Histologie festgestellt. Fir die nachfolgenden Experimente erfolgte die

histologische Blutgefaliquantifizierung nur noch am Versuchsende.

5.3.2 Experiment 3: Ubertragung auf immunkompetente Miuse

Im dritten Versuch im Rahmen der Etablierung des TSAM wurde das Modell in
immunkompetenten Versuchstieren getestet. Es sollte untersucht werden, ob auch bei
intaktem Immunsystem eine zunehmende Angiogenese im TSAM mit dem
kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall kontinuierlich in vivo verfolgbar und quantifizierbar ist.
Fir den Versuch wurden subkutane VEGF/FGF-enthaltenden und —freie AlgB-Depots in
immunkompetenten NMRI-Mausen hinsichtlich ihrer Vaskularisierung vier Wochen lang
einmal pro Woche mit dem kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall untersucht. Die

histologische Quantifizierung der Blutgefalie erfolgte fur alle AlgB-Depots am Versuchsende.

Volumetrie

Die Volumetrie der AlgB-Depots wurde in dieser Studie durchgefihrt um zu Uberprifen, ob
das intakte Immunsystem der Versuchstiere einen Einfluss auf die GréRenentwicklung z.B.
durch Abbauprozesse haben wirde. Die AlgB-Depot-Volumina wurden 3, 7, 14, 21 und 28
Tage nach  AlgB-Depotsetzung bestimmt. Es  wurden keine  signifikanten
Grolienveranderungen Uber die Zeit festgestellt. Auch zwischen den VEGF/FGF-

enthaltenden und —freien AlgB-Depots gab es keinen signifikanten Unterschied.

Die AlgB-Depots waren wie in den ersten zwei Etablierungsexperimenten volumenkonstant.
Der Immunstatus der Versuchstiere hatte keinen Einfluss, die AlgB-Depots der
immunkompetenten Mause waren auch ahnlich gro3 wie die der immundefizienten. Dieses
Ergebnis entspricht den zuvor durchgefiihrten Studien. Plunkett und Hailey (1991) etablierten
ihr AlgB-Depot-Modell urspriinglich ebenfalls in immunkompetenten Mausen (C57BI/6), weil
sie testen wollten, ob das wirtseigene Immunsystem die in den AlgBs verkapselten
Tumorzellen angreifen wirde. Sie beobachteten weder eine Beeintrachtigung der
verkapselten Zellen noch entzindliche Reaktionen auf die subkutanen AlgB-Depots.
Ahnliches beobachteten Vériter und Kollegen (2010) in ihren Untersuchungen zur in vivo
Biokompatibilitat von Alginaten. Sie injizierten immunkompetenten Wistar-Ratten AlgBs in

unterschiedlichen Formulierungen (hoher Guluron- oder Mannuronsauregehalt sowie sehr
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niedrige Viskositat der Alginatldsung) subkutan. Die AlgBs wurden mit dem in dieser Arbeit
ebenfalls verwendeten AirStripping-Verfahren hergestellt. zwei, vier und zwdlf Wochen nach
Implantation wurden die AlgB-Depots immunhistochemisch auf Fibrosen, Graftstabilitat und
immunologische Infiltration durch CD2/CD68-positive Zellen sowie Neovaskularisation
untersucht. Bis zu zwoIlf Wochen nach Implantation wurden keine immunologischen
Reaktionen auf die AlgBs gemessen. Die Implantate waren flir den gesamten Zeitraum in

immunkompetenten Tieren stabil.

In vivo BlutgefdBquantifizierung

Mit der in vivo BlutgefaRquantifizierung im dritten Experiment sollte analog zu den vorherigen
Experimenten die Angiogenese im TSAM longitudinal verfolgt werden. Nach den
morphologischen Aufnahmen wurden wieder kontrastverstarkte CineLoops der AlgB-Depots
aufgenommen und deren BlutgefalRe mit der MIOT-Quantifizierung nach Palmowksi und
Kollegen (2010) bestimmt.

Die longitudinalen Ultraschallmessungen zeigten eine stetige Zunahme der KSI-Werte ab
Tag 3, die bis Tag 21 anhalt. Die Verdnderung der Angiogenese in den VEGF/FGF-
enthaltenden AlgB-Depots war Uber den Versuchszeitraum signifikant, genau wie in den
ersten beiden Experimenten. Anders als in den Experimenten mit immundefizienten Tieren
wurde in den immunkompetenten Mausen ein deutlicher Anstieg der KSI-Werte schon an
Tag 14 erreicht, der sich in den folgenden zwei Wochen nicht mehr so stark fortsetzt. Die
Kontroll-Depots zeigten wie in den ersten Experimenten keine Erhéhung der KSI-Werte. Der
Unterschied zwischen beiden Gruppen war wie in Experiment 2 ab Tag 7 signifikant. Die
Ergebnisse der ersten Studien in immundefizienten Tieren konnten bestatigt werden. Im
anschlielenden Therapieversuch wurden auf diesen Ergebnissen aufbauend ebenfalls
immunkompetente Mause eingesetzt und die in vivo BlutgefaBquantifizierung ab Tag 7 in

wochentlichem Abstand durchgeflihrt.

Histologische BlutgefaBquantifizierung

Nachdem in den ersten Experimenten durch eine signifikante positive Korrelation der
Zusammenhang von sonographischer und histologischer Blutgefaliquantifizierung gezeigt
werden konnte, erfolgte die histologische BlutgefaBquantifizierung im  dritten
Etablierungsversuch nur noch nach Versuchsende und es wurde keine zeitlich Veranderung
der Blutgefalprofildichte von VEGF/FGF-enthaltenden und —freien AlgB-Depots mehr

untersucht.
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28 Tage nach AlgB-Depotsetzung war der Unterschied in der Blutgefaprofildichte zwischen
VEGF/FGF-enthaltenden und —freien AlgB-Depots signifikant. Dies war auch in den beiden
Studien mit immundefizienten Mausen der Fall. In den bisher diskutierten Arbeiten wurden
proangiogene AlgB-Depots maximal 14 Tage lang in vivo belassen (Stieger 2006). Im Falle
einer langeren Beobachtungsphase handelte es sich immer um leere Kontroll-Depots
(Plunkett und Hailey 1990, Robertson 1991, Lucidarme 2004). In einer Studie von Elgin und
Kollegen (Elgin 2001) wurden VEGF-enthaltende AlgB-Depots subkutan in Ratten implantiert
und bis zu 56 Tage dort belassen. Die Angiogenese in den Depots wurde 7, 14, 21 und 56
Tage nach Implantation histologisch quantifiziert, wobei mit immunhistochemischen
Farbungen neben den Blutgefalien auch aus den Depots freigesetztes VEGF und lokale
Entziindungsmarker untersucht wurden. Elgin et al. stellten fest, dass Uber 56 Tage lang
keine inflammatorischen oder allergischen Reaktionen in der unmittelbaren Peripherie der
AlgB-Depots auftraten. Sie bestatigten damit die Studie von Ko und Kollegen (siehe Elgin
2001). Im Gegensatz zu den Kontroll-Depots konnten sie in den VEGF-AlgB-Depots
BlutgefaRe quantifizieren, wobei die Anzahl dieser GefalRe mit steigender VEGF-
Konzentration und langerer Zeitdauer signifikant anstieg. Die Ergebnisse von Elgin und

Kollegen gehen konform mit denen in dieser Arbeit.

Korrelation

Fir dieses Experiment wurden die quantitativen in vivo Daten der Ultraschall-Untersuchung
mit denen der histologischen Quantifizierung nur fir den letzten Versuchstag korreliert. Die
BlutgefaRprofildichten der AlgB-Depots der immunkompetenten Tiere waren im Mittel etwas
hoher als die der immundefizienten Tiere. Auch die KSI-Werte waren geringgradig héher. Die
lineare Korrelationsanalyse zeigte einen signifikanten positiven Zusammenhang beider
Methoden fliir die VEGF/FGF-enthaltenden und —freien AlgB-Depots. Dies entspricht den
Ergebnissen der vorherigen Etablierungsexperimente. Auch Palmowski et al. zeigten in ihrer
Studie mittels MIOT-Quantifizierung eine positive Korrelation zwischen sonographischen und

histologischen Daten.

Mit dem dritten Experiment konnte bestatigt werden, dass das TSAM auf immunkompetente
Mause Ubertragbar ist. Das folgende Experiment zum Therapiemonitoring wurde ebenfalls in

immunkompetenten Mausen durchgefihrt.

5.3.3 Experiment 4: Therapiemonitoring in immunkompetenten Mausen

Im vierten Experiment wurde das TSAM in Kombination mit dem kontrastverstarkten Mikro-

Ultraschall erstmals in einem Therapieversuch mit antiangiogenen Substanzen getestet.
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Hierfir wurden immunkompetente Mause mit subkutanen VEGF/FGF-enthaltenden AlgB-
Depots in vier Gruppen eingeteilt und mit den antiangiogenen Substanzen Bevacizumab und
Regorafenib bzw. mit den Vehikeln einmal taglich Uber vier Wochen behandelt. Die
Angiogenese aller AlgB-Depots wurde wdchentlich longitudinal mit dem kontrastverstarkten
Mikro-Ultraschall quantifiziert. Zu Versuchsende wurden die BlutgefaRe aller AlgB-Depots
histologisch quantifiziert und es erfolgte abschlieRend die Korrelation der sonographischen
und histologischen Daten. Auf eine erneute Uberpriifung der Volumenkonstanz der AlgB-
Depots wurde verzichtet, da dies in den vorherigen Experimenten hinreichend gezeigt

worden ist.

In vivo BlutgefaBquantifizierung

Die antiangiogene Behandlung mit Bevacizumab und Regorafenib sollte mit dem
kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall quantitativ verfolgt werden. Ziel dieser Untersuchung
war die Uberprifung der Eignung der sonographischen BlutgefaRquantifizierung im
etablierten TSAM als Routinemethode fur die praklinische Testung antiangiogener

Substanzen.

Es konnten signifikante Unterschiede im Vaskularisierungsgrad der behandelten und
unbehandelten AlgB-Depots ermittelt werden. Die Bevacizumab-Behandlung fluhrte im
Vergleich zur Vehikelbehandlung zu einer geringer ausgepragten Angiogenese, vor allem
wahrend der ersten drei Wochen. Danach wurde eine zunehmende Angiogenese auch in
den mit Bevacizumab behandelten AlgB-Depots beobachtet. Die antiangiogene Therapie mit
Regorafenib zeigte im Vergleich zur Vehikelbehandlung ebenfalls eine signifikante
Hemmung der Angiogenese, und dies Uber den gesamten Behandlungszeitraum von 28
Tagen. Die antiangiogene Wirkung des oralen Multityrosinkinase-Hemmers war dabei am
Versuchsende signifikant starker als die vom anti-VEGF-Antikérper Bevacizumab. Studien
zum Ultraschall-Monitoring der Wirkung antiangiogener Substanzen sind mittlerweile
mehrfach publiziert. Cheung und Kollegen (2007) flihrten in einem Xenograft-Modell ein
Therapie-Monitoring des spezifisch gegen VEGFR2-gerichteten Antikérpers DC101 mittels
sonographischen Untersuchungen durch. Uber drei Wochen wurden melanomtragende
Mause mit DC101 behandelt und die Tumorperfusion wurde an den Tagen 7, 14 und 21
mittels kontrastverstarkten B-Mode-Aufnahmen bestimmt. Bereits zwei Tage nach
Behandlungsbeginn konnte eine signifikante Verminderung der Durchblutung der
subkutanen Xenografts gemessen werden, die bis zum Versuchsende anhielt. Somit war
DC101 effektiv antiangiogen wirksam. Wie in den meisten Versuchen wurden auch hier
immundefiziente Mause eingesetzt, da die Melanome humanen Ursprungs waren. Jugold et

al. (2008) fuhrten ein antiangiogenes Therapie-Monitoring hingegen mit dem Doppler-
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Ultraschall durch. Sie untersuchten subkutane Xenografts in Mausen zu mehreren
Zeitpunkten wahrend der Behandlung mit einem VEGFR-2-Inhibitor. Wa&hrend den
Messungen wurde die relative Farbpixeldichte im dreidimensionalen Abbild des Tumors
bestimmt. Schon nach sechs Tagen Behandlung war ein signifikanter Unterschied in der
Vaskularisierung von behandelten und unbehandelten Tumoren deutlich. Jugold und
Kollegen schlossen aus ihren Untersuchungen, dass das in vivo Imaging als nicht invasive
Methode zum longitudinalen Monitoring antiangiogener Therapien solider Tumore gut
geeignet ist. Palmowksi und Kollegen (2008) flihrten eine Studie durch, in der sie den
Doppler-Ultraschall fir die Messung unterschiedlicher Blutgefafraktionen in soliden mit
antiangiogenen Therapeutika behandelten Tumoren einsetzten. Daflir verglichen sie native
Doppler-Ultraschall-Aufnahmen mit kontrastverstarkten und zeigten eine verminderte
Vaskularisierung behandelter Tumore im Vergleich zu unbehandelten. Palmowski
schlussfolgerte, dass der kontrastverstarkte Ultraschall sensitiv fir die Darstellung kleinerer
Blutkapillaren ist, wahrend der Blutfluss in groReren Gefalken gut mit unverstarktem Doppler-

Ultraschall quantifizierbar ist.

Bevacizumab-Wirkung im TSAM

Bevacizumab als monoklonaler Antikdrper gegen die humane VEGF-Variante wurde hier als
kommerziell zugelassener Angiogenese-Hemmer eingesetzt, da diese im etablierten TSAM
zur in vivo Stimulierung der Angiogenese aus den AlgB-Depots freigesetzt wurde. In den
Etablierungsversuchen ist wie auch schon in der Studie von Elgin und Kollegen (2001)
gezeigt worden, dass injizierte AlgB-Depots ohne proangiogene Wachstumsfaktoren sowohl
in immundefizienten als auch in immunkompetenten Mausen nicht zu einer Angiogenese
fuhrten. Da die Freisetzung von VEGF aus den AlgBs unverziglich einsetzt, begann die

Behandlung am Tag der AlgB-Depotsetzung.

Die Angiogenese-Hemmung durch die Bevacizumab-Behandlung zeigte, dass die in den
Etablierungsversuchen beobachtete AlgB-Depot-Angiogenese auf die Freisetzung des
proangiogenen Wachstumsfaktors VEGF zuriickzufiihren ist. Dies geht konform mit den
Ergebnissen der Studie von Robertson und Kollegen (1991), in der ein Angiogenese-
Hemmer in dem von Plunkett und Hailey (1990) etablierten AlgB-Depot-Modell untersucht
wurde. Die Quantifizierung der antiangiogenen Wirkung erfolgte ex vivo Uber die
photometrische Bestimmung des Hamoglobin-Gehaltes in den AlgB-Depots sowie uUber die
histologische Blutgefallquantifizierung (siehe unten) nach 2 Wochen Behandlung. Robertson
und Kollegen stellten eine signifikante Hemmung der Angiogenese bei den behandelten
AlgB-Depots fest, vor allem, wenn die Therapie mit AlgB-Depotsetzung begonnen hatte.

Auch Hoffmann und Kollegen (1997) quantifizierten den antiangiogenen Effekt eines
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Wirkstoffes im  AlgB-Depot Uber die Hamoglobingehaltsbestimmung. Auflerdem
quantifizierten sie die Perfusion der AlgB-Depots Uber die intravendse Applikation eines
fluoreszeierenden rein intravasalen Farbstoffes (FITC-Dextran) und zeigten, dass die
Behandlung mit dem antiangiogen wirkenden Fumagillin-Analogon AGM-1470 zu einer
signifikanten Reduktion der Durchblutung fihrte. Beide Gruppen zeigten einen signifikanten
antiangiogenen Effekt nach 14 Tagen, was durch die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigt
werden konnte. Jedoch wurde der Unterschied zwischen Bevacizumab-Vehikel- und
-Behandlungsgruppe nach vier Wochen wieder kleiner. Die Ursache dieser Beobachtung
wird in der wirtseigenen proangiogenen Stimulation durch murine Wachstumsfaktoren
vermutet, denn Bevacizumab wirkt nur gegen humanes VEGF. O'Connor und Kollegen
(2009) zeigten in ihrer Studie die antiangiogene Wirkung eines kreuzreaktiven anti-VEGF-
Antikérpers gegen murines und humanes VEGF in einem HM7-Colon-Xenograft-Modell,
indem sie mit dem auch in dieser Arbeit verwendeten Mikro-Ultraschallgerat Vevo770 die
Perfusion behandelter Tumore in kontrastverstarkten B-Mode-CineLoops quantifizierten. Sie

stellten anders als hier eine anhaltende Reduktion der Tumorperfusion fest.

Mit dem kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall konnte die antiangiogene Wirkung von
Bevacizumab im TSAM bereits 14 Tage nach Versuchsbeginn quantitativ nachgewiesen und
tierindividuell Uber die Zeit verfolgt werden. Die quantitativen Daten kdnnen mit denen der
Regorafenib-Behandlung verglichen werden. Eine nachlassende Effektivitat der spezifischen

Therapie wurde festgestellt.

Regorafenib-Wirkung im TSAM

Der von der Bayer Schering Pharma AG entwickelte orale Multityrosinkinase-Hemmer
Regorafenib blockiert neben verschiedenen anderen Tyrosinkinaserezeptoren auch den
Rezeptor fur VEGF und wird deshalb als potentieller Angiogenese-Hemmer betrachtet
(Wilhelm 2011). Im TSAM wurde Regorafenib eingesetzt, um durch die direkte Blockade der
wirtseigenen VEGF-Rezeptoren die Angiogenese effektiv zu hemmen. Die Behandlung

startete analog zur Bevacizumab-Behandlung mit der AlgB-Depotsetzung.

Die antiangiogene Wirkung von Regorafenib konnte im TSAM bestatigt werden. Es zeigte
sich bis zum Versuchsende eine signifikant niedrigere KSI in den behandelten AlgB-Depots.
Regorafenib war im Gegensatz zu Bevacizumab auch nach vier Wochen noch wirksam. In
der Studie von Wilhelm und Kollegen (2011) wurde die Substanz hinsichtlich ihrer
antiangiogenen Wirkung in vitro und in vivo untersucht. Die Kollegen zeigten die signifikante
Hemmung der Angiogenese experimenteller Tumore in diversen Xenograft-Modellen
(Colo205, MDA-MB-231 wu.a.) zum einen ex vivo Uber eine histologische

BlutgefalRquantifizierung und zum anderen in vivo durch dynamische kontrastverstarkte
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Magnetresonanztomographie. Bereits zehn Stunden nach einmaliger Behandlung mit
Regorafenib wurde ein signifikanter Rlickgang der Tumorperfusion gemessen, der bis zu
acht Tage anhielt. Langerfristige Untersuchungen wurden nicht durchgefiihrt. Im TSAM
wurde eine signifikante Hemmung der AlgB-Depot-Perfusion erst nach 14 Tagen beobachtet
und hielt vier Wochen an. Die Ursache in der vergleichsweise spaten Detektion des
antiangiogenen Effektes von Regorafenib wird darin vermutet, dass die mit dem Mikro-
Ultraschall quantifizierbaren funktionalen Blutgefallen (Palmowski 2008) sich erst im AlgB-
Depot ausbilden missen (Robertson 1991). In der Studie von Wilhelm und Kollegen wurden

im Gegensatz dazu etablierte, gut vaskularisierte Tumore untersucht.

5.4 Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell und Tierschutz

In der Angiogenese-Forschung sind bereits viele alternative Methoden entwickelt worden,
um versuchstierbelastende Tierversuche zu ersetzen (Hagelschuer 2009). Nach wie vor
spielen in der Erforschung der tumorinduzierten Angiogenese in vivo Modelle eine grol3e
Rolle, da die komplexen Vorgange wahrend dieser noch nicht vollstdndig verstanden sind
(Staton 2009).

Will man angiogene oder antiangiogene Effekte in vivo messen, wird derzeit routinemafig
auf die immunhistochemische Anfarbung von Blutgefafien in histologischen Schnitten
zurickgegriffen (Kiessling 2010). Dies ist zeitaufwendig und lasst keine Untersuchung des
Verlaufs der Angiogenese zu. Ist es von Interesse, zu verschiedenen Zeitpunkten die
Vaskularisierung eines Tumors zu quantifizieren, missen fir jeden Zeitpunkt separate
Tiergruppen angesetzt werden. Dies kann die einzusetzende Versuchtieranzahl pro Versuch
erheblich vervielfachen, da zu jedem Zeitpunkt eine ganze Gruppe von Tieren fir die
histologische Auswertung getétet werden muss (Hagelschuer 2009). Mit dem in dieser Arbeit
etablierten TSAM in Verbindung mit dem kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall kann die
Angiogenese zu beliebig festzusetzenden Zeitpunkten tGberwacht werden. Jedes Tier kann
wiederholt untersucht ohne getdtet werden zu muissen. Will man wie in der vorliegenden
Arbeit zu finf Messzeitpunkten die Angiogenese im TSAM quantifizieren, missen nicht mehr
funf verschiedene Gruppen angesetzt werden, sondern nur noch eine. Geht man von der fir
eine statistische Auswertung minimal zu verwendenden Anzahl von funf Tieren pro Gruppe
aus, kénnen mit der vorliegenden Methode bereits 20 Tiere pro Versuch eingespart werden.
Meist sind die einzelnen Versuchsgruppen jedoch mindesten doppelt so grof3. Hier kann ein
wesentlicher Grundsatz des 3R-Prinzips nach Russel und Brunch (1959) verwirklicht werden,
namlich die Anzahl bendtigter Versuchstiere zu vermindern (,Reduction®, Hagelschuer 2009).
Die longitudinalen Untersuchungen erhéhen auf’erdem die Qualitat der Datenerhebung,
indem interindividuelle Schwankungen zwischen den verschiedenen Versuchstieren

vermieden werden. Trotzdem kdénnen nach Beendigung des Versuches und der damit
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verbundenen Toétung der Tiere weiterhin histologische Verfahren zum Einsatz kommen und
somit beide Untersuchungsmethoden miteinander verglichen und zusammen fur den Erhalt

aussagekraftiger Ergebnisse eingesetzt werden (“Refinement®, Hagelschuer 2009)

Mit dem vorliegenden TSAM koénnen aulRerdem versuchsbedingte Belastungen fir die
Versuchstiere reduziert werden, indem es bisherige Angiogenese-Modelle wie
beispielsweise das Cornea-Modell von Kaninchen oder Ratte ersetzt, die durch ihren hohen
operativen Aufwand mit einer deutlichen Beeintrachtigung der Tiere verbunden sind (siehe
Bahramsoltani 2003). Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten AlgB-Depots werden durch
einfache subkutane Injektion minimal invasiv ins Tier gebracht. Bei tierexperimenteller
Fachkunde kann der Eingriff ahnlich einer subkutanen Applikation von Therapeutika ohne
Narkose durchgefiihrt werden. Darlber hinaus sind die AlgB-Depots anders als schnell
wachsende experimentelle Tumore volumenkonstant. Die bisher noch routinemalig
eingesetzten Xenograft-Modelle verursachen durch ihre Grofe sowie durch entstehende
Nekrosen und Ulzerationen Schmerzen und Leiden, die fir die Versuchstiere eine sehr hohe
Belastung darstellen. Betroffene Tiere mussen aufgrund dieser Belastung frihzeitig getotet
werden, was wiederum die Tierzahlen pro Versuchsgruppe drastisch erhdhen kann. Mit dem
TSAM kdénnen solche Situationen vermieden werden. Die Versuchstiere haben durch die
AlgB-Depots keine Beeintrachtigungen ihrer Bewegungsfreiheit und es kommt auch nicht zur
Ausbildung von Nekrosen wund/oder Hautulzerationen bzw. zur Metastasierung

(,Refinement").

5.5 Schlussfolgerungen

In dieser Arbeit wurde der hoch auflésende kontrastverstarkte Mikro-Ultraschall als
Alternative fur die Quantifizierung der Angiogenese in einem TSAM eingesetzt. Die Versuche
hatten zum Ziel, in vivo quantitative Daten Uber die Angiogenese mit Hilfe des minimal
invasiven Mikro-Ultraschalls zu erheben und dadurch festzustellen, ob der Mikro-Ultraschall
als Routine-Methode flir die praklinische Testung investigativer antiangiogener Substanzen

geeignet ist.

In den Versuchen =zeigte sich, dass die sonographisch erhobenen Daten mit den
stereologisch  quantifizierten  Blutgefalprofildichten von histologischen Praparaten
korrelierten. Die AlgB-Depot-Angiogenese konnte intraindividuell verfolgt werden. Das TSAM
konnte erfolgreich auch in immunkompetenten Mausen etabliert werden. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigten, dass sich der Immunstatus hinsichtlich Volumen und Vaskularisierung
nicht signifikant auf die AlgB-Depots auswirkte. Im Hinblick darauf, dass therapeutische
Substanzen fur den Einsatz im Menschen entwickelt werden, kann es von Vorteil sein, ein

Angiogenese-Modell zur Verfiugung zu haben, dass auch bei intaktem Immunsystem des
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Versuchstieres verlassliche Resultate zu Behandlungseffekten liefert. Im Therapie-
Monitoring konnte frihzeitig die Wirkung einer antiangiogenen Behandlung gemessen

werden.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass in dieser Arbeit das Tumorsurrogat-Angiogenese-
Modell als Standardmodell zur Untersuchung von antiangiogenen Effekten erfolgreich
etabliert werden konnte. Durch die sensitive in vivo Quantifizierung antiangiogener Effekte
kann die Wirksamkeit neuer Angiogenese hemmender Substanzen nachgewiesen werden.
Aulerdem konnen durch longitudinale minimal invasive Messungen Versuchstierzahlen
reduziert und interindividuelle Schwankungen vermindert werden. Darlber hinaus kann die
Belastung der Versuchstiere durch volumenkonstante AlgB-Depots vermindert werden. Die
einfache und schnelle Ultraschallmessung erméglicht die Untersuchung von vielen Tieren in
kurzer Zeit. Das in dieser Arbeit etablierte TSAM in Verbindung mit dem kontrastverstarkten
Mikro-Ultraschall ist hervorragend als Routinemethode fir die pharmakologische
Charakterisierung neuer antiangiogener Substanzen in der biomedizinischen Forschung

geeignet.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde ein Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell zur in vivo Quantifizierung
von antiangiogenen Therapieeffekten etabliert und mit dem kontrastverstarkten Mikro-
Ultraschall charakterisiert. Hierflir wurden zunachst drei unabhangige tierexperimentelle
Studien durchgefiihrt, in denen die Angiogenese im Modell sonographisch und histologisch
untersucht wurde. Danach erfolgte in einem vierten Experiment der erstmalige Einsatz des

Tumorsurrogat-Angiogenese-Modells in einem antiangiogenen Therapie-Versuch.

Im ersten Versuch wurden immundefizienten Tieren AlgB-Depots subkutan injiziert, die in
vivo durch diffundierende proangiogene Wachstumsfaktoren die gerichtete Angiogenese
induzierten. Es konnte gezeigt werden, dass ins AlgB-Depot einsprossende Blutgefafle mit
dem kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall detektiert und ein signifikanter Unterschied im
Vaskularisierungsgrad zwischen Wachstumsfaktoren enthaltenden und —freien AlgB-Depots
quantifiziert werden konnten. Die Ergebnisse konnten durch eine positive Korrelation
zwischen sonographisch gemessener Kontrastsignalintensitat und histologisch ermittelter

Blutgefaprofildichte unter Verwendung stereologischer Werkzeuge bestatigt werden.

Das zweite Experiment diente der sonographischen Verlaufsuntersuchung einer
Angiogenese in Wachstumsfaktoren enthaltenden und —freien AlgB-Depots. Angelehnt an
den ersten Versuch erhieliten immundefiziente Tiere AlgB-Depots mit oder ohne
Wachstumsfaktoren. Die fortschreitende Vaskularisierung der individuellen AlgB-Depots
wurde sonographisch verfolgt. Bereits friihzeitig nach Versuchsbeginn konnte ein
signifikanter Gruppenunterschied sonographisch gemessen werden, der am Versuchsende
am deutlichsten ausgepragt war und signifikant mit den histologisch ermittelten

BlutgefaRprofildichten korrelierte.

Im dritten Tierexperiment wurde aufbauend auf Versuch zwei die sonographische
Verlaufsuntersuchung in immunkompetenten Versuchstieren durchgefihrt. Es konnte gezeigt
werden, dass der unterschiedliche Immunstatus sich nicht auf die sonographische

Angiogenese-Messung auswirkte.

AbschlieRend wurde das Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell in einem ersten Therapie-
Versuch getestet. Wachstumsfaktoren enthaltende AlgB-Depots wurden immunkompetenten
M&usen subkutan injiziert. Ein Teil der Tiere wurde taglich mit Bevacizumab, einem
antiangiogen wirkenden monoklonalen Antikdrper gegen VEGF behandelt, der andere Teil
erhielt ebenfalls taglich Regorafenib, einen in der Entwicklung befindlichen antiangiogen
wirkenden Multityrosinkinase-Hemmer der Bayer Schering Pharma AG. Fur beide Gruppen
wurden Kontrollgruppen angesetzt, die nur mit dem jeweiligen Tragerstoff von Bevacizumab

bzw. Regorafenib behandelt wurden. Die sonographische Messung der Vaskularisierung der
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individuellen AlgB-Depots wurde einmal woéchentlich durchgeflhrt und die Hemmung der
Angiogenese konnte quantitativ dargestellt werden. Ein signifikanter Unterschied zwischen
den mit Tragerstoff behandelten und den antiangiogen behandelten AlgB-Depots konnte
frlhzeitig sonographisch gemessen werden. Auch hier zeigte die Korrelation der
sonographischen Daten mit den stereologisch ermittelten histologischen Daten einen

deutlichen Zusammenhang zwischen Blutgefaprofildichte und Kontrastsignalintensitat.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der kontrastverstarkte Mikro-Ultraschall eine
schnelle, effiziente und minimal invasive Methode zur Quantifizierung von antiangiogenen

Effekten im Tumorsurrogat-Angiogenese-Modell ist.

Das TSAM konnte in seiner modifizierten Form etabliert werden und bietet sich als
schonendes Tiermodell zur Routine-Testung neuer potentiell antiangiogen wirkender

Substanzen an.

Die Kombination des TSAM mit dem kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall bietet erstens den
Vorteil eines sensitiven Nachweises von antiangiogenen Therapieeffekten in vivo. Zweitens
kann durch die individuellen Verlaufsuntersuchungen die Anzahl an Versuchstieren pro
Gruppe deutlich reduziert werden, da nicht mehr fur jeden Untersuchungszeitpunkt
histologische Untersuchungen durchgefuihrt werden muissen. Drittens bedeutet das TSAM
zusatzlich eine Reduzierung der Versuchstierbelastung, da keine malignen, schnell
wachsenden und oft metastasierenden und nekrotisierenden Tumore mehr eingesetzt
werden mussen, welche aus tierschutzrechtlichen Griinden oft zum vorzeitigen

Versuchsabbruch flihren.

Das etablierte Modell ist in Verbindung mit dem kontrastverstarkten Mikro-Ultraschall fiir die
routinemallige pharmakologische Charakterisierung neuer antiangiogener Substanzen in der

biomedizinischen Forschung sehr gut geeignet.
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7 SUMMARY

Establishment of an in vivo tumor surrogate angiogenesis model for testings of new

antiangiogenic drugs

In this doctoral thesis a tumor surrogate angiogenesis model for in vivo quantitation of
antiangiogenic therapeutic effects was established and characterized by using contrast
enhanced micro-ultrasound. For this purpose, initially three animal experiments were
conducted where angiogenesis of the surrogate model was investigated both with micro-
ultrasound and histology. Finally, the surrogate model was used in a therapeutic setting for

the first time.

The first experiment was conducted by using immunodeficient mice. Proangiogenic growth
factor containing alginate beads as surrogate for tumor xenografts were injected
subcutaneously. Due to in vivo release of proangiogenic growth factors angiogenesis was
induced into the alginate bead depots. Growing blood vessels could be detected with
contrast enhanced micro-ultrasound. A significant difference in vascularization of growth
factor containing and empty alginates could be quantified. Results were confirmed by a
positive correlation of ultrasound contrast signal intensity and histological blood vessel

density determined by using stereological tools.

Aim of the second experiment was to observe the angiogenic process within individual
alginate bead depots by micro-ultrasound. Similar to the first experiment growth factor
containing or empty depots were injected subcutaneously in immunodeficient mice. The
progressive vascularization of individual alginates was observed by micro-ultrasound. Early
after study start a significant difference could be detected between growth factor containing

and empty depots, which could be strongly confirmed by histology.

The third study was carried out based on the results of study one and two. The progressing
vascularization of growth factor containing and empty alginate bead depots was determined
with contrast enhanced micro-ultrasound. Immunocompetent mice were used. Results
showed no impact of immune status on ultrasound measurements of alginate bead depot

angiogenesis.

Finally, the established tumor surrogate angiogenesis model was used in a therapeutic
experiment for the first time. Growth factor containing alginate bead depots were injected
subcutaneously to immunocompetent mice. Mice were treated daily with Bevacizumab, an
antiangiogenic anti-VEGF monoclonal antibody or with Regorafenib, an antiangiogenic oral
multityrosine kinase inhibitor developed by Bayer Schering Pharma AG (BAY73-4506).
Control groups were made up and treated with vehicles of Bevacizumab or Regorafenib.

Micro-ultrasound measurements of individual alginate bead depot vascularization were
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conducted once weekly. Inhibition of angiogenesis due to treatment could be quantified in
vivo early after study start. Significant differences between vehicle and drug treated groups
were observed early. Correlation of micro-ultrasound and histological data showed a clear

correlation of blood vessel profile density and contrast signal intensity.

These results illustrate, that contrast enhanced micro-ultrasound is a fast, efficient and
minimally invasively method for the quantitation of antiangiogenic effects in the tumor

surrogate angiogenesis model.

The tumor surrogate angiogenesis model was established in its modified form as a gentle in

vivo model for a routinely testing of new antiangiogenic drugs.

The tumor surrogate angiogenesis model combined with contrast enhanced micro-ultrasound
has crucial advantages. First, the strong sensitivity regarding the in vivo quantitation of
angiogenesis allows a highly precise in vivo assessment of antiangiogenic drug effects
already at a very early phase after treatment start. Furthermore since this procedure can be
used in vivo several times on the same animal, one can significantly minimize the number of
study groups in the case of particular antiangiogenic questions, which, up to the present time,
can only be answered by using many study groups. Finally, a reduction of mouse burden is
given because the alginate bead depots are stable in their size during the whole experiment,

are not able to metastasize or to become necrotic as often visible by using malignant tumors.

The established tumor surrogate angiogenesis model in combination with contrast enhanced
micro-ultrasound is well suited for pharmacological characterizations of new antiangiogenic

drugs in biomedical research.
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9 TABELLARISCHER ANHANG

9.1 Chemische Substanzen und Verbrauchsmaterialien

Substanz/Material Produktname Katalog- Firma Land der
nummer Herstellung
Avidin/Biotin Biotin Blocking Reagent | X0590 |Dako Cytomation Deutschland
Calciumchlorid Calciumchilorid, 102379 | Merck Chemicals Deutschland
wasserfrei, gekornt
DAB Ldsung Liquid DAB Substrat- K3468 | Dako Cytomation Deutschland
Chromogen-System
Einbettmedium Tissue-Tek O.C.T. 4583 | Sakura Japan
Compound
Farbeautomat Dako Autostainer E172566 | Dako Cytomation Deutschland
Fibroblast Growth Factor Recombinant Human 233-FB |R&D Systems USA
FGF basic (146 aa), CF
Hamalaun Mayers 109249 | Merck Chemicals Deutschland
Hamalaunlésung
Isofluran Isofluran Deltaselect 0183006 | Actavis Deutschland
Isotone Kochsalzlésung Isotone Kochsalzlésung | 3710647 | B. Braun Deutschland
0,9%
Isotyp (Negativkontrolle) IgG2 biotinyliert 553928 | BD Biosciences USA
Pharmingen
Natrium-Alginatlésung Sodium-alginate solution | IE-1010 | Inotech Schweiz
PBS-Puffer Phosphate Buffered P-3813 | Sigma Aldrich Deutschland
Saline, 0,01M, pH7,4
Peroxidase Peroxidase Blocking S2001 | Dako Cytomation Deutschland
Blockierungsreagenz Reagent
Primarantikorper: Ratte- PECAM-1, purified anti 550274 | BD Biosciences USA
anti-Maus-CD31-Antikdrper | mouse CD31 Pharmingen
Sekundarantikoérper, Biotin polyclonal anti rat | 559286 | BD Biosciences USA
biotinylierter Ziege-anti- Ig Pharmingen
Ratte Antikérper
Streptavidin-Horseradish- | ExtrAvidin Peroxidase E-288C | Sigma Aldrich Deutschland
Peroxidase Conjugate
Ultraschallgel Aquasonic clear 03-50 | Parker Laboratories | USA
Ultraschallgerat VEVO 770 - VisualSonics Kanada
Ultraschallkontrastmittel MikroMarker non- VS- VisualSonics Kanada
targeted Contrast Agent | 11694
Ultraschall-Transducer RMV 710B - VisualSonics Kanada
Vascular Endothelial Recombinant Human 293-VE | R&D Systems USA
Growth Factor VEGF 165, CF
Xylol Xylol 808697 | Merck Chemicals Deutschland
Ziegenserum Normal Goat Serum S-1000 | Vector Laboratories | USA

Tabelle 20: Material- und Substanzliste
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9.2 Ergebnisse

9.2.1 Reproduzierbarkeit der sonographischen Messungen

AlgB-Depot-Volumen Erfahrungsgrad 0 Erfahrungsgrad 1 Erfahrungsgrad 2
Tag Messung AlgB-Depot 1 AlgB-Depot 2 AlgB-Depot 1 AlgB-Depot 2 AlgB-Depot 1 AlgB-Depot 2
1 58,65 65,11 61,85 70,12 58,42 65,00
1 2 58,11 65,70 62,18 71,54 58,59 68,96
3 58,87 69,17 63,11 71,48 56,87 67,64
4 64,76 70,87 63,14 70,06 58,76 66,96
2 5 59,60 68,99 63,11 70,49 59,51 67,30
6 63,23 68,93 63,12 70,83 59,39 67,70
7 59,35 69,22 63,31 70,84 58,30 67,97
3 8 62,21 70,33 63,40 71,45 58,75 67,79
9 60,96 69,83 63,20 71,81 58,65 67,94
10 60,31 69,98 66,59 73,45 59,35 66,12
4 11 58,01 69,47 63,06 70,87 58,95 67,06
12 60,52 68,75 64,56 71,50 57,79 68,00
13 58,35 65,81 63,13 73,43 59,28 67,51
5 14 60,82 69,42 63,20 71,58 58,85 67,33
15 59,37 67,60 62,32 72,65 58,42 69,12

Tabelle 21: Einzelwerte der Auswertung von AlgB-Depot-Volumina durch 3 Auswerter
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AlgB-Depot- KSI Erfahrungsgrad 0 Erfahrungsgrad 1 Erfahrungsgrad 2
Tag Messung AlgB-Depot 1 AlgB-Depot 2 AlgB-Depot 1 AlgB-Depot 2 AlgB-Depot 1 AlgB-Depot 2
1 66,02 77,03 70,33 102,71 68,81 97,25
1 2 68,90 87,69 75,58 106,43 66,04 92,70
3 67,64 83,32 71,30 98,61 63,58 103,66
4 67,47 79,38 71,90 104,45 66,91 100,62
2 5 67,58 75,37 72,55 91,84 66,86 104,53
6 69,12 79,50 71,25 99,75 66,61 94,88
7 67,99 79,88 73,73 93,28 67,54 104,92
3 8 67,24 85,50 72,30 100,83 66,59 100,48
9 71,39 87,99 73,31 96,94 66,07 102,30
10 68,39 79,98 72,10 100,96 67,38 92,80
4 11 68,79 86,44 72,08 98,81 65,86 95,99
12 69,44 84,96 72,50 99,07 66,38 95,90
13 66,95 85,36 72,93 90,45 66,88 98,46
5 14 69,00 68,71 72,52 91,70 68,64 97,21
15 69,34 87,05 70,80 106,72 68,09 99,76

Tabelle 22: Einzelwerte der Auswertung von AlgB-Depot-KSIs durch 3 Auswerter
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9.2.2 Experiment 1

AlgB-Depot-Volumen [mm?]
Ultraschall- Tag 0 | Tag3 | Tag 14 | Tag 21 | Tag 28 Ultraschall- Tag0 | Tag3 | Tag 14 | Tag 21 | Tag 28
Maus Nr. VEGF/FGF-enthaltende AlgB-Depots Maus Nr. VEGF/FGF-freie AlgB-Depots
1 87,19 | 100,82 62,71 1 114,25 | 88,63 110,45
2 70,16 | 87,25 71,12 2 126,34 | 84,50 87,44
3 89,58 | 140,22 125,26 3 107,36 | 83,36 78,74
4 97,03 | 116,30 114,42 4 84,82 | 90,86 82,52
5 101,16 | 130,57 133,36 5 96,09 | 54,07 57,21
6 100,95 | 142,99 139,40 6 101,11 | 85,97 105,30
7 90,17 | 100,31 102,65 7 100,83 | 85,33 93,07
8 79,03 | 92,29 92,98 8 160,99 | 86,71 89,15
9 71,26 | 80,11 107,22 9 80,68 | 67,98 76,89
10 82,84 | 131,54 126,37 10 90,94 | 38,28 36,97
11 108,27 | 110,36 | 114,61 11 94,50 | 87,45 | 93,97
12 78,11 | 48,27 | 61,67 12 83,97 | 83,37 | 88,96
13 69,63 | 54,52 | 73,56 13 72,49 | 93,68 | 90,86
14 88,55 | 104,91 | 95,93 14 115,53 | 103,82 | 105,27
15 90,20 | 85,83 | 103,48 15 97,83 | 75,37 | 80,56

Tabelle 23: Einzelwerte der AlgB-Depot-Volumina pro Gruppe und Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt
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AlgB-Depot-Kontrastsignalintensitit [Graustufen]

Ultraschall- Tag 3 Tag 14 Tag 21 Tag 28 Ultraschall- Tag3 | Tag14 | Tag21 | Tag 28
Maus Nr. VEGF/FGF-enthaltende AlgB-Depots Maus Nr. VEGF/FGF-freie AlgB-Depots

1 74,15 120,52 1 61,75 72,04
2 77,19 136,26 2 74,05 77,36
3 75,04 124,69 3 73,37 76,64
4 62,29 101,45 4 73,91 76,21
5 72,94 101,04 5 77,93 74,27
6 93,77 138,05 6 71,64 72,54
7 83,15 107,18 7 73,61 72,47
8 97,37 144,85 8 79,93 76,43
9 98,25 124,54 9 67,39 70,44
10 64,91 109,77 10 78,19 72,57
11 84,19 90,40 11 77,11 | 70,13
12 96,06 111,54 12 68,19 | 73,07
13 87,20 103,14 13 64,53 | 72,04
14 116,71 126,19 14 56,08 | 64,31
15 77,49 162,46 15 75,09 | 80,71

Tabelle 24: Einzelwerte der AlgB-Depot-Kontrastsignalintensitat pro Gruppe und Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt
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Tabelle 25: Einzelwerte der Blutgefalprofildichten pro Gruppe und Histologie-Untersuchungszeitpunkt
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9.2.3 Experiment 2

AlaB-Denot-Volumen Imm?®1

Ultraschall- Taa 0 ‘ Taa 3 ‘ Taa 7 ‘Taq 14‘Taq 21 ‘Taq 28 Ultraschall- Taa 0‘ Taa 3 ‘ Taa 7 ‘Taq 14‘Taq 21 |Taq 28
Maus Nr. VEGF/FGF-enthaltende AlaB-Depots Maus Nr. VEGF/FGF-freie AlaB-Depots
1 86,57 | 84,38 | 72,69 | 70,01 | 7042 | 72,67 1 95.71] 53,79 | 51,54 | 56.40 | 52,78 | 54,13
2 93.08 | 96.60 | 96.19 {100.21| 93.43 | 95.53 2 86.87| 93.68 | 90.68 | 80.17 | 79.23 | 81.44
3 89.32 {102.12(101.79{112,10| 99.97 |102.36 3 75.09] 67.90 | 66.93 | 60.20 | 56.13 | 62.73
4 88.03 | 71.19 [101.91| 78.40 | 81.20 | 85.29 4 60.25| 77.55 | 65.78 | 69.25 | 68.05 | 68.82
5 72,98 | 62,32 | 52,31 | 60,12 | 63.76 5 78.92| 40.83 | 43,14 | 37.77 | 37.65
6 93.26 | 52.82 | 50,72 | 55.68 | 38.35 6 92.47199.34 | 81.89 | 8596 | 86.11
7 76.80 | 87,12 | 88,41 | 82,57 | 99,12 7 72,46| 61.11 | 61,04 | 53.67 | 52,21
8 75.81 | 63.02 | 60.65 | 70.43 | 67.56 8 84.54| 88.30 | 90.28 | 89.84 | 97.44
9 95,80 | 80.08 [110.02]|108.93 | 81.42 9 58.55| 61.90 | 58,28 | 57.68 | 58.64
10 83,31 | 71.53 | 74.04 | 67.41 10 87.22| 71.67 | 97.29 | 86.46 | 81.29
11 98.07 | 99.48 | 90,35 [100.53 11 77.03| 44,23 | 47.48 | 39.90
12 9185 | 73.55 | 75,20 | 78.91 12 78.53| 64.65 | 59.01 | 59.91
13 56.73 | 47,57 | 52,12 | 61.27 13 81.33/110.14/104.37]103.33
14 94.88 | 97.78 | 85.83 14 75.11[124.96[130.59| 133.99
15 86.69 | 69.88 | 65,29 15 72.79| 51.75 | 40,85
16 83.04 | 82,51 | 90,25 16 89.87101.13| 87.61
17 88.62 | 77.38 | 77,18 17 68.40| 72.22 | 66.64
18 4291 | 73.83 | 96.13 18 92.49| 88.31 | 85.58
19 101.241122.83 19 79.79] 89.63
20 83.61 | 82.83 20 89.37] 69.24

Tabelle 26: Einzelwerte der AlgB-Depot-Volumina pro Gruppe und Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt
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A IaB-DetTot-Kont-asisiamaﬂnlensilﬁLLG[austufem
Ultraschall- Taa3 | Taa7 | Taa14 | Taq 21 | Tag 28 Ultraschall- Taa 3 | Taa 7 ‘ Taa 14 ‘ Taa 21 | Taq 28
Maus Nr. VEGF/FGF-enthaltende AlgB-Depots Maus Nr. VEGF/FGF-freie AlaB-Depots
1 53,30 | 76.72 | 87.67 | 128,37 | 138.45 1 61.68 | 82,88 | 7040 | 70,10 | 82,63
2 8549 | 8596 | 119.25 | 145.26 | 166.32 2 80.24 | 66,65 | 6741 | 67.06 | 69.13
3 76.31 | 84,78 | 91.89 | 113.02 | 125.16 3 68.34 | 7905 | 7463 | 8741 | 77.56
4 69.24 | 90,94 | 118.73 | 133.83 4 85.07 | 71,85 | 8342 | 84,29 | 88.28
5 62,15 | 72,72 | 94,36 | 127.71 5 92,17 | 86,65 | 71.89 | 78.79
6 78,53 | 101.37 | 116.31 | 135,25 6 65.86 | 66,90 | 77.88 | 89.67
7 63.08 | 68,60 | 87,61 | 126,17 7 64.91 | 7416 | 80,92 | 72,25
8 8036 | 78,83 | 98,02 | 143.48 8 62.31 |1 66,33 | 81,57 | 8897
9 73.36 | 92,47 | 91.03 | 195.81 9 65.05 | 94,38 | 78,20 | 89.56
10 7863 | 83.10 | 81.65 10 79.03 1 83.87 | 65,14 | 76.34
11 7726 | 7950 | 90.57 11 7453 | 8275 | 84.15
12 83.00 | 96.05 | 107.33 12 68.18 | 77.71 | 74.89
13 71,68 | 67,29 | 85,11 13 70.72 | 57,06 | 71,00
14 8711 | 73.21 14 63.04 | 7368 | 61.67
15 83.13 | 128.92 15 62.51 | 67.59
16 78.36 | 133.73 16 77.19 | 94,01
17 93.01 | 93.91 17 79.1 | 87,10
18 83.46 | 161,52 18 78.44 | 45,86
19 82,37 19 64.72
20 99.57 20 70.15

Tabelle 27: Einzelwerte der AlgB-Depot-Kontrastsignalintensitat pro Gruppe und Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt
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AlaB-Depot-BlutaefiaRorofildichte [Blut - - 1
Ultraschall- Taa 7 Taa 14 Taa 21 Taq 28 Ultraschall- Taa 7 ‘ Taa 14 ‘ Taa 21 | Taq 28
Maus Nr. VEGF/FGF-enthaltende AlgB-Depots Maus Nr. VEGF/FGF-freie AlaB-Depots
97.03 1 47.87
2 152,94 2 26.49
3 81.00 3 22,49
4 143.28 4 51.41
6 94,53 6 15,17
7 94,96 7 23,15
8 85.01 8 33.77
9 117.33 9 35,27
10 39.76 10 40.77
11 4297 11 42,13
12 58.52 12 22.68
13 27,30 13 14,34
14 18.70 14 5.73
15 53.03 15 17.80
16 101.72 16 41,35
17 33.45 17 39.09
18 120.97 18 8.25

Tabelle 28: Einzelwerte der Blutgefalprofildichten pro Gruppe und Histologie-Untersuchungszeitpunkt
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9.2.4 Experiment 3

AlaB-Denot-Volumen Imm?1
Ultraschall- Taa 0 ‘ Taa 3 ‘ Taa 7 ‘Taq 14‘Taq 21|Taq 28 Ultraschall- Taa 0 ‘ Taa 3 ‘ Taa 7 ‘Taq 14|Taq 21 ‘Taq 28
Maus Nr. VEGF/FGF-enthaltende AlaB-Depots Maus Nr. VEGF/FGF-freie AlaB-Depots
1 52,89 | 51,20 | 57,31 | 57,90 | 57,06 | 67.57 1 101.87| 84,11 | 99,00 | 76,77 | 76.48 | 76,63
2 112.45| 93.26 |164.27[106.51| 90.84 | 88.86 2 96.84 | 67.41 | 77.02 | 62.69 | 62.57 | 64.74
3 74.80 | 69.67 | 97,50 | 93,98 | 87.36 | 74.93 3 86.78 | 32,78 | 33.20 | 30.51 | 29,98 | 26.61
4 131.221119.49[138.69/121.36 | 124.67 | 123.66 4 102.33/100.34| 98.78 | 86.41 | 87.80 | 98.27
5 81.94 | 4194 | 53,01 | 52,93 | 52,33 | 45.81 5 114.371105.43| 96.49 | 96.49 | 98.20 |100.89
6 9411 | 87.47 [134.99| 91,98 | 90.05 | 86.98 6 79.09 | 68,35 | 89.10 | 62.63 | 61.95 | 69.09
7 118.421109.241112.54(103.51] 101,92 | 86.52 7 137.641122,731143.421113.15(114.90] 121,56
Tabelle 29: Einzelwerte der AlgB-Depot-Volumina pro Gruppe und Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt
AlaB-Denot- rastsianalintensitit [Graustufenl
Ultraschall- Taa 3 ‘ Taa7 | Tag 14 | Tag 21 | Taq 28 Ultraschall- Taa 3 | Taa 7 ‘ Taa 14 ‘ Taa 21 ‘ Tag 28
Maus Nr. VEGF/FGF-enthaltende AlaB-Depots Maus Nr. VEGF/FGF-freie AlaB-Depots
1 69,58 | 81,00 | 93,53 | 95,79 | 101.29 1 58.62 | 65.68 | 6749 | 62,87 | 65,65
2 8428 | 9296 | 157.56 | 153.21 | 131.37 2 76.15| 70.61 | 7471 | 73.32 | 71.89
3 75.73 | 119.22 | 179.74 | 112,46 | 166.32 3 91.79 1 105.48 | 77.46 | 80.64 | 115.99
4 82,17 | 89,42 | 99.34 | 113,70 | 152,38 4 70.88 | 66.84 | 71.70 | 74,70 | 72,04
5 9041 | 97.73 | 107.91 | 145.99 | 164.70 5 62.25 | 60.69 | 7163 | 63.90 | 60.98
6 67,10 | 92,13 | 167,16 | 116,04 | 184,12 6 77.69 | 76,55 | 7254 | 7942 | 71,20
7 72,06 | 122,70 | 141,94 | 139,09 | 139.71 7 63.60 | 70.00 | 69,31 | 71,52 | 70,68

Tabelle 30: Einzelwerte der AlgB-Depot-Kontrastsignalintensitat pro Gruppe und Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt
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AlaB-Debnot-BlutaefaRorofildichte
Maus Nr. VEGF/FGF- Maus Nr. VEGF/FGF-freie
1 60.14 1 15.70
2 140,16 2 29,29
3 300.64 3 87.72
4 152.34 4 21,52
5 365.62 5 11.65
6 286.30 6 18.78
7 230.49 7 14,00

Tabelle 31: Einzelwerte der Blutgefal3profildichten pro Gruppe am Versuchsende
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9.2.5 Experiment 4

AlgB-Depot-Kontrastsignalintensitat [Graustufen]

il Tag7 | Tag14 | Tag21 | Tag 28 Un tmmm Tag7 | Tag14 | Tag21 | Tag 28
Maus Nr. Gruppe 1 - Bevacizumab 5mg/kg Maus Nr. Gruppe 2 - Vehikel 1
65,23 | 75,85 93,93 141,79 1 55,80 | 108,72 | 119,53 | 121,74
2 58,10 | 62,19 80,07 124,93 2 74,56 | 119,45 | 136,11 139,00
3 66,11 87,63 114,47 | 118,79 3 58,84 | 92,39 159,34 | 169,09
4 56,14 | 82,14 103,78 | 172,62 4 62,50 | 151,66 | 157,93 | 168,21
5 61,86 | 70,13 90,98 93,88 5 56,69 | 86,41 197,94 | 272,28
6 61,32 | 68,72 127,43 | 132,61 6 74,00 | 78,84 90,54 107,43
7 56,04 | 78,58 111,35 | 175,25 7 71,09 | 98,30 169,03 | 179,35
8 60,32 | 64,35 75,64 113,63 8 77,74 | 198,85 | 200,90 | 208,78
9 65,75 | 73,70 84,75 - 9 67,54 | 78,40 106,48 | 114,02
10 63,35 | 65,89 106,57 | 154,23 10 60,56 | 109,56 | 140,45 | 166,53
Maus Nr. Gruppe 3 - BAY73-4506 10mg/kg Maus Nr. Gruppe 4 - Vehikel 2
67,28 | 74,09 86,60 100,73 1 63,74 | 181,37 | 141,04 | 143,89
2 58,20 | 69,30 78,00 84,60 2 65,06 | 98,57 116,55 | 127,96
3 53,00 | 64,35 81,01 95,26 3 61,17 - - -
4 56,63 | 77,82 152,93 | 102,53 4 71,25 | 75,61 85,61 155,77
5 60,46 | 70,50 73,72 98,95 5 62,90 | 204,92 | 210,07 | 214,80
6 56,85 | 69,46 80,63 92,46 6 67,10 | 150,98 | 200,74 | 191,21
7 59,66 | 59,51 61,92 66,12 7 59,32 | 82,04 118,20 | 121,00
8 59,47 | 68,67 107,77 | 110,83 8 53,46 | 83,14 181,49 | 191,89
9 64,36 | 96,88 112,24 | 114,20 9 60,22 | 99,97 127,41 137,09
10 56,54 | 81,98 - - 10 64,62 | 86,56 109,53 | 146,62

Tabelle 32: Einzelwerte der AlgB-Depot-Kontrastsignalintensitat pro Gruppe und Ultraschall-Untersuchungszeitpunkt
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Tabelle 33: Einzelwerte der Blutgefal3profildichten pro Gruppe am Versuchsende
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