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Probleme kann man niemals mit derselben Denkweise |6sen,

durch die sie entstanden sind.
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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die Krebserkrankung stellt in den hochindustrialisierten Landern nach den
Herzkreislauferkrankungen die zweithaufigste Todesursache dar. Allein in Deutschland
sterben jahrlich ca. 209.500 Menschen an Krebs und bei ca. 426.050 Menschen treten
Neuerkrankungen auf [1]. Die haufigsten Tumore sind in der Brustdriise der Frau und der
Prostata des Mannes zu finden. Bei Kindern tritt die Leukéamie als haufigste Krebserkrankung
in den Vordergrund [1]. Tumorerkrankungen kommen aulR3er beim Menschen auch bei allen
Haus- und Wildtieren vor. Die statistische Auswertung der Daten fir diese Lebewesen ist
schwieriger, da diese hauptsdchlich auf Operations- und Sektionsbefunden beruhen. Die
haufigsten Krebserkrankungen treten beim Hund auf, gefolgt von Pferd, Katze und Rind [2].

Derzeitige Therapiemdglichkeiten basieren vorwiegend auf operativen Eingriffen, aber auch
auf der Chemo-, Strahlen- und Immuntherapie, die jedoch oft mit unerwinschten
Nebenwirkungen und Symptomen wie Schmerz, Ubelkeit, Erbrechen und dem ,Fatigue"
Symptom (lahmende Miudigkeit und vollige Erschopfung) verbunden sind [3]. Der
Therapieerfolg hangt Gberwiegend davon ab, in welchem Stadium der Krebs erkannt wird. Je

friher diese Erkrankung diagnostiziert wird, desto héher sind die Heilungschancen.

Fur die  Krebsfriherkennung gibt es in  der Humanmedizin  spezielle
Vorsorgeuntersuchungen, die aber nur fir wenige Krebsarten existieren, wie beispielsweise
das Mammographie- Screening bei der Brustkrebsvorsorge. Die Diagnostik wird jedoch
durch die Empfindlichkeit der Geréate limitiert, so dass beispielsweise Tumore erst ab einer
bestimmten GroRRe und kleine Metastasen gar nicht detektiert werden kénnen. Zudem ist die
Réntgenmammographie auch mit einer Strahlenexposition fur die Patientinnen verbunden.
Fur die meisten Krebsarten wie beispielsweise dem Pankreaskarzinom, das zwar nur 3%
aller Krebserkrankungen ausmacht, aber fir 6,1% aller Krebstodesfélle verantwortlich ist,

gibt es derzeit keine diagnostischen Werkzeuge zur Fritherkennung [1].

Aufgrund der derzeit begrenzten diagnostischen und auch therapeutischen Moglichkeiten im
Bereich der Krebserkrankung und der dadurch bedingten, alarmierend hohen Todes- und
Erkrankungsrate, besteht dringender Bedarf den Fortschritt der onkologischen Forschung
weiter voran zu treiben. Die Aufklarung und das Verstandnis der Biologie des Tumors tragt
hierfir mafdgeblich zum Erfolg bei. Die Forschung konzentriert sich dabei aktuell auf die

Aufklarung der biologischen Mechanismen des Tumors wie beispielsweise
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Tumorgefalbildung, Apoptose, Zellproliferation, Metastasierung und Hormon- und
Geneinfluss. Die meisten dieser biologischen Verhaltensweisen sind in fast allen der Uber
200 verschiedenen Tumortypen zu finden [4]. Deutliche Fortschritte wurden in den letzten
Jahren in der Aufklarung der Tumorangiogenese gemacht. So beschrieb Folkman 1971,
dass das Tumorwachstum von der tumoralen Blutgefassbildung (Angiogenese) abhangig sei
und eine Blockierung der Angiogenese eine Therapiemdglichkeit zur Eindammung des
Tumorwachstums sein konnte [5]. Seit diesem Zeitpunkt wurde der Bereich der
Krebsforschung, der sich mit der intratumoralen Vaskularisation beschéftigt, stark stimuliert
und die Suche nach pro- und anti-angiogenen Molekiilen vorangetrieben [6]. Die Tatsache,
dass bis heute bereits 27 endogene Angiogeneseinhibitoren identifiziert worden sind und in
29 Staaten Angiogeneseinhibitoren fur den Menschen zugelassen sind, demonstriert den
erfolgreichen Entwicklungsprozess [4]. Die fortschreitende Aufklarung der komplexen
Vorgdnge der Tumorangiogenese hat sich ebenfalls auf die onkologische Diagnostik
ausgewirkt. Nicht-invasive Bildgebungsverfahren sind sowohl in der klinischen als auch
préklinischen Onkologie zur Tumordetektion oder Therapieverlaufskontrolle fest etabliert, so
dass technologische Verfahren wie MRT (Magnet Resonanz Tomographie), CT (Computer
Tomographie), PET (Positron Emmissions Tomographie) und Ultraschall auch schon in der
Routine diagnostisch zur tumoralen BlutgefaBbestimmung eingesetzt werden, um den
Blutfluss, das Blutvolumen und die GefaRpermeabilitat, oft unter dem Einsatz von
Kontrastmitteln, zu definieren [7]. Neben den klassischen Ansatzen in der bildgebenden
Diagnostik, die zur Darstellung morphologischer und funktioneller Verédnderungen dienen,
bietet das neuere Gebiet der molekularen Diagnostik die Mdglichkeit Veranderungen bereits
auf zellularer und molekularer Basis zu visualisieren. Dies ermdglicht, neben einer
sensitiveren und spezifischeren Diagnostik, auch eine sehr frihe Kontrolle des
Therapieeffektes und somit auch einen frihen und schnellen Wechsel der Therapie bei so
genannten Nonrespondern (nicht auf die Therapie ansprechende Patienten). Neben der
bereits klinisch etablierten PET besitzt die optische Bildgebung ein hohes Potential in naher
Zukunft als weitere molekulare Bildgebungstechnologie dem Menschen zur Verfligung zu
stehen. Die optische Bildgebung stellt eine der neuen hoffnungsvollen Technologien dar und
hat in den letzten Jahren deutlich an Bedeutung gewonnen, nicht zuletzt durch die

Mdglichkeit der Kopplung von tumorspezifischen Antikérpern an Fluoreszenzfarbstoffe [8].

Neben den modernen, diagnostischen Verfahren, tragen insbesondere histologische
Analysen zur Aufklarung der komplexen Vorgange der tumoralen Entwicklung bzw.
Angiogenense bei. Die pharmakologische Testung neuer Substanzen fur die
Tumordiagnostik und -therapie erfordert unter anderem eine histo-morphologische

Untersuchung der in der Studie verwendeten Tumore, so dass die Effizienz der verwendeten
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Substanz verifiziert und mit den histologischen Resultaten korreliert werden kann. Die
histologische Auswertung von Tumorgewebe nimmt in der Klinik ebenfalls einen hohen
Stellenwert ein. Deshalb sind verlassliche Resultate aus den histo-morphologischen
Untersuchungen sowohl fir den praklinischen als auch klinischen Bereich von groRRer
Bedeutung. Die Auswertungen basieren jedoch gewdhnlich auf qualitativen und semi-
guantitativen Verfahren. Methoden, die aussagekraftige, quantitative Daten intratumoraler
Strukturen liefern, wirden daher den Wert der Studie erheblich erhdhen. Dafir bieten sich
stereologische Methoden an, die auf robusten mathematischen, statistischen Daten beruhen
und quantitative Daten mikroskopischer dreidimensionaler Strukturen eines Objekts liefern,
die hauptséachlich auf der Analyse zweidimensionaler Schnitte beruhen. Diese Verfahren
bieten sich daher fur die Quantifizierung histomorphologischer Strukturen in Tumoren an.

Das Ziel dieser Arbeit besteht in der Testung und Etablierung von stereologischen Methoden
zur mikroskopischen Quantifizierung dreidimensionaler Strukturen von Tumoren. Hierfur wird
zunachst an Modellen die Isotropie und Anisotropie von Strukturen simuliert und deren
Bedeutung herausgearbeitet. Darauf aufbauend wird die Isotropie tumoraler Blutgefal3e
bezlglich stereologischer Methoden untersucht. Zusatzlich wird der Einfluss der
histologischen Aufarbeitung der Tumore auf deren Schrumpfung bzw. Deformation, die die
guantitative mikroskopische Analyse beeinflussen kénnte, untersucht. Daraufhin wird anhand
der tumoralen Blutgefal3quantifizierung die Reproduzierbarkeit der stereologischen Methode
und der klassischen MVD (microvessel density) Methode nach Weidner ermittelt und beide
Methoden miteinander verglichen. AbschlieRend werden histomorphologische Strukturen in
experimentellen Pankreaskarzinomen mittels stereologischer Methoden in vitro ausgewertet.
Diese Resultate werden mit davor erhobenen in vivo Daten, der Tumorsignalintensitat nach
Gabe von optischen Kontrastmittel, korreliert. Hierfir wurden tumortragende Mause in zwei
Gruppen eingeteilt, wobei die erste Gruppe mit dem unspezifischen Kontrastmittel TSC und
die zweite Gruppe mit dem gefaRRspezifischen Kontrastmittel AP39-TSC behandelt wurde.
Die Tumorsignalintensitaten werden mittels NIR (Nah-Infrarot) Laser ermittelt. Anschliel3end
werden die gesamte Tumorgefalange und die Volumina der nekrotischen und intakten
Tumorbereiche jedes Tumors mikroskopisch mittels stereologischer Methoden in vitro

guantifiziert. Die histologischen Resultate werden dann mit den in vivo Daten korreliert.
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2 LITERATURTEIL

2.1 Die Bedeutung der Maus in der onkologischen Forschung

Nach Ausfuihrungen von Kim [9] werden Mause seit 1894 in der onkologischen Forschung
verwendet. Bei diesen ersten Tumormodellen wurden Tumore der einen Maus auf ein
anderes Tier der selben Spezies transplantiert und anschlielend Therapiestudien
durchgefihrt. In den folgenden Jahren begann der Aufbau so genannter Inzucht-Stdmme. Es
wurden Mause fir die Zucht verwendet, die prédisponiert waren, spontan Tumore zu
entwickeln. Dadurch entstanden zahlreiche durch Inzucht erzeugte Stamme, so dass eine
grol3e Anzahl unterschiedlicher Tumortypen zur Verfigung stand, an denen das Wachstum

und die Eigenschaften des jeweiligen Tumors untersucht werden konnten [9].

Seit 1905 wurde bereits versucht, fremdes Gewebematerial auf Mause zu transplantieren.
Diese so genannten Xenotransplantate waren jedoch aufgrund der immunologischen
AbstoBungsreaktion der Maus nicht erfolgreich. Um eine Fremdtransplantation humaner
Tumore auf die Tiere zu ermdglichen, mussten zusatzliche Maflinahmen durchgefihrt
werden. Diese bestanden meist darin, das Immunsystem des Empfangertieres wie
beispielsweise durch Kortisongabe oder Thymektomie so stark zu schwachen, dass das
Xenotransplantat nicht abgestofRen werden konnte. Eine weitere Moglichkeit war, das fremde
Tumormaterial in neu geborene Méause zu transplantieren, die noch nicht tiber ein vollstandig
ausgebildetes Immunsystem verfligen. Trotz der Entwicklung neuer Techniken, die das
Immunsystem der Mause regulierten, war es nicht mdglich die immune AbstoRungsreaktion

vollstandig zu unterdriicken [10].

Im Jahre 1962 folgte dann eine der bedeutsamsten Entdeckungen der onkologischen
Mausmodelle. Die immundefiziente, haarlose Nacktmaus wurde entdeckt, die die
Eigenschaft besitzt, Tumortransplantate einer anderen Spezies nicht abzustofen. Dies
beruht auf dem fehlenden Thymus, den dadurch fehlenden T-Zellen und somit
ausbleibenden korpereigenen AbstoRungsreaktion in diesen Mausen, verursacht durch das
so genannte ,nu“ Gen. Das rezessive ,nu“ Gen wurde seit diesem Zeitpunkt in vielen

anderen Inzucht-Stammen von Mausen eingesetzt [9].

In den 80er Jahren (1983) wurden Mause mit so genannter severe combined immune
deficiency (SCID) entdeckt, die eine starkere Immundefizienz aufwiesen als die Nacktmause.
Diesen so genannten SCID Mausen fehlen neben den T-Zellen auch noch die B-Zellen. Auf
diese SCID Mause konnen Tumore einer anderen Spezies noch erfolgreicher ohne
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AbstoRRungsreaktion transplantiert werden. Zuséatzlich ist es sogar mdglich, so genannte
Hybridoma Zellen in SCID Mausen wachsen zu lassen. Hybridoma Zellen sind Zellen, die
durch die Fusion Antikorper-produzierender Zellen mit Tumorzellen entstanden sind und eine
kontinuierliche Antikérperproduktion ermdglichen. Diese ,scid“ Mutation wurde seitdem in
zahlreiche andere Mausstamme Ubertragen bzw. integriert und mit anderen genetischen

Defekten in einem Tier kombiniert [9-11].

Am Ende der 80er Jahre kam es durch die Entwicklung transgener Mause zu einem weiteren
Durchbruch in der onkologischen Tiermodellentwicklung. Transgene Mause entstehen durch
genetisch veranderte Embryonen. Hierfir wird ein Gen (z. B. ein Onkogen) oder eine
Kombination unterschiedlicher Gene in die sich entwickelnde Oozyste microinjiziert. Die
genetische Manipulation fiihrt dann zu der jeweiligen biologischen Veranderung in der Maus.
Beispielsweise fiihrt ein Onkogen oder das Aussschalten eines Tumorsuppressorgens zu der
Entwicklung eines Tumors, so dass in einem bestimmten Organ ein Tumor induziert werden
konnte und das initiale Tumorwachstum untersucht werden kann [9]. Der Vorteil des
definierten Genhaushalts birgt jedoch den Nachteil, dass sich die induzierten Tumore sehr
asynchron entwickeln. Daher werden diese Mausmodelle vorwiegend als Quelle fir
Tumorzellen verwendet, die dann in Wildtyp-Mause transplantiert werden kdnnen, in denen

sich die Tumore synchroner ausbilden [12].

Es existieren inzwischen unterschiedlichste Transplantationstechniken, durch die tumorales
Fremdgewebe auf die immundefiziente Maus Ubertragen werden kann. Neben der haufig
eingesetzten subkutanen Transplantation bzw. Inokulation von Tumorzellen insbesondere in
die seitliche Brustwand, auf den Ricken oder in die Inguinalgegend, existieren zahlreiche
orthotope  Transplantationstechniken. Hier seien genannt die intramuskulare,
intraperitoneale, intravenose, intrazerebrale, intrahepatische Methodik oder die Inokulation
von Tumorzellen unter die Nieren- oder Milzkapsel. Es soll nochmal erwahnt werden, dass
zu den heutigen Standardtechniken der Onkologie auch die bereits oben erwahnten
transgenen Tiermodelle gehéren, die durch molekularbiologische Methoden Tumore
entwickeln [10, 13].

Subkutanes/Orthotopes Modell: Eine subkutane (unter die Haut) Inokulation von Tumorzellen
in ein Mausmodell birgt den Vorteil, dass das Tumorwachstum beobachtet und die Gré3e per
Schieblehre bestimmt werden kann. Daflr wird gewohnlich die Breite und Lange
ausgemessen und die Tumorflache berechnet. Die antitumorale Effizienz eines Medikaments
kann somit anhand der TumorgréRe zu bestimmten Zeitpunkten definiert werden. Beim

orthotopen Modell werden die Tumorzellen in das Organ der Maus inokuliert, von dem die
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Tumorzellen urspringlich abstammen. Somit gewéhrt das orthotope im Gegensatz zum
subkutanen Modell nicht nur in héherem MalRe die natlrliche biologische Tumorumgebung,
sondern auch ein héheres Metastasierungspotential [12]. Es konnte beispielsweise in einer
Studie gezeigt werden, dass eine orthotope Inokulation von humanen pankreatischen
Tumorzellen in die Bauchspeicheldriise von immundefizienten Mausen, im Gegensatz zur
subkutanen Transplantation, zu einem extensiven lokalen Tumorwachstum fiihrt, das sich
invasiv in die benachbarten Organe ausbreiten kann [14]. Zusatzlich besitzt dieser orthotope
experimentelle  Tumor ein Metastasierungspotential, das bei den subkutanen
Pankreastumoren nicht zu beobachten war [14]. In einer anderen Studie wurde beschrieben,
dass bestimmte Prostata-Zelllinien im Gegensatz zur subkutanen Inokulation nur orthotop
implantiert zu einem Tumor herangewachsen sind [12]. Die Lokalisation der Xenografts kann
daher deren Sensibilitat auf ein Therapeutikum ebenfalls beeinflussen. Die orthotope
Tumorzellinokulation beinhaltet jedoch den Nachteil, dass den Tieren in der Regel ein
chirurgischer Eingriff, der mit einer Narkose vorgenommen werden muss, zugemutet wird.
Bei der subkutanen Inokulation wird das Versuchstier lediglich durch den Einstich der Nadel
in seinem Wohlbefinden kurzzeitig beeintrachtigt. Ein weiterer Nachteil des orthotopen
Modells ist, dass das Tumorwachstum nicht beobachtet und manuell ausgemessen werden
kann. Es wird daher eine groRRere Tierzahl benétigt, wenn die Tumorgrof3e zu
unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt werden soll, da die Enthahme der Tumore fir eine
manuelle Ausmessung unumganglich ist. Um der ex vivo Messung zu entgehen und um die
Tieranzahl zu reduzieren, sollten daher jungst eingefihrte Kleintierbildgebungstechnologien
wie Dbeispielsweise Ultraschall, Magnetresonanztomographie, Computertomographie,
Biolumineszenztechnologien zur Bestimmung der Tumorgréf3e orthotoper Tumore eingesetzt

werden.
2.2 Angiogenese

2.2.1 Physiologische Angiogenese

In der embryonalen Entwicklung werden in der so genannten Phase der Vaskulogenese
BlutgefaRe de novo aus endothelialen Vorlauferzellen (Angioblasten) gebildet. Durch die
Proliferation der Angioblasten wird ein primitives Netz aus GefalRen gebildet, so dass ein so
genannter primarer Kapillarplexus entsteht. Nach diesem Entwicklungsschritt wird die
weitere  BlutgefalRentwicklung von der Angiogenese (grch. BlutgefalRentstehung)
Ubernommen, bei der dieser Plexus durch Sprossungs- und Verastelungsprozesse

remodelliert wird, damit aus dem bereits existierenden Netz neue Blutgefal3e entstehen.
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In der adulten Phase sind Angiogeneseprozesse u.a. noch bei der physiologischen
Wundheilung und innerhalb des Ovarialzyklus zu finden. Die Angiogenese ist ein strikt
geordneter, regulierter Prozess, der auf den Bedarf des bestimmten Organs und Gewebes
genau abgestimmt ist [15]. Dieser umfasst nicht nur das Wachstum, sondern auch die
Regression von BlutgefaBen und wird auf molekularer und genetischer Ebene durch
komplexe Interaktionen reguliert [16], an denen viele verschiedene Wachstumsfaktoren und
Membran gebundene Molekile beteiligt sind. An der physiologischen Angiogenese sind
beispielsweise vaskuldre endothelspezifische Wachstumsfaktoren beteiligt, zu denen die
Mitglieder der VEGF- (vascluar endothelial growth factor), der Angiopoietin- und der Ephrin-
Familie gehoren [17]. Der erste charakterisierte und zu den wichtigsten gefaf3spezifischen
Wachstumsfaktoren gehorende ist der VEGF, der die Formation der unreifen BlutgefalRe
wahrend der Vaskulogenese oder der Angiogenese initiiert [17]. Dieser Faktor kann u. a. die
Endothelzellpermeabilitdit erhéhen und die Endothelzellproliferation stimulieren [15]. Das
ausbalancierte Zusammenspiel mehrerer Komponenten pro- und antiangiogener Substanzen
fuhrt zu einer kontrollierten, geordneten Blutgefal3neubildung, die aus einem bereits
vorhandenen Blutgefal3 durch Verastelungs- und Sprossungsprozesse hervorgeht. Bei der
Angiogenese wird beispielsweise zunadchst die Entfernung der muralen Zellen (Perizyten) an
der zukinftigen Verastelungsstelle des Gefal3es induziert, um eine Sprossung eines neuen
GefalRes zu ermdglichen. AnschlieRend werden die endotheliale Basalmembran und die
extrazellulare Matrix durch spezielle Proteasen ab- und umgebaut. Nach diesem
Regressionsprozess sorgen Stromazellen fur die Synthese neuer Matrixbestandteile, die
wiederum mit Hilfe von Wachstumsfaktoren die Migration und Proliferation der
Endothelzellen fordern. Dabei ordnen sich die Endothelzellen einschichtig aneinander, um
einen Tubulus zu formen, um den sich erneut Perizyten legen. Die Angiogenese schlief3t mit

dem Einfluss des Blutes in das entstandene Blutgefal3 ab [15].

Der hoch organisierte Angiogeneseprozess garantiert eine hierarchische Anordnung der
Gefale, so dass der Blutfluss stets von der Arteriole Uber die Kapillare zur Venole verlauft
(siehe Abbildung 1a). Alle BlutgefaRe der Mikrozirkulation zeichnen sich somit durch ein
gleiches Aufbauprinzip aus. Die Unterschiede liegen lediglich in der Spezialisierung des
jeweiligen MikroblutgefaBes, die von der Funktion des Organs abhangig ist [18]. Die
Kapillaren der Leber sind beispielsweise fenestriert (Lebersinusoide). Dadurch kann

insbesondere der Austausch von Giftstoffen gewahrleistet werden.

2.2.2 Pathologische Angiogenese (und deren Relevanz bei Tumoren)

Die pathologische Angiogenese kann insbesondere in Tumoren, aber auch in den

verschiedensten ischdmischen und entziindlichen Krankheitsprozessen (z.B. Atherosklerose,
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Diabetes) beobachtet werden [6]. Die tumorale Blutgefal3bildung gewann an Beutung als
Folckman 1971 feststellte, dass das Tumorwachstum angiogeneseabhangig sei [5]. Die
Tumorgenese beginnt zunachst mit einem Verlust der normalen Kontrolle der
Zellproliferation. Dabei werden die Tumorzellen durch Onkogene zur Proliferation angeregt
und Apoptoseprozesse gleichzeitig reduziert [4]. Die meist kugelférmig wachsenden Tumore
kénnen aber ohne eigene Blutversorgung nur einen Durchmesser von wenigen Millimetern
(ca. 1-2 mm) erreichen, da eine adaquate Na&hrstoff- und Sauerstoffversorgung durch
Diffusion tber diese Grol3e hinaus insbesondere fur die zentralen Bereiche nicht mehr
gewabhrleistet ist. In der pravaskularen Phase stellt der Primartumor kaum eine Gefahr fir
den Patienten dar, da dieser nur sehr langsam wachst und aufgrund des fehlenden
BlutgefalRsystems kaum Metastasierungsrisiko besteht, das die Metastasen leicht in andere
Korperregionen abschwemmen koénnte [19]. Stellt sich aber nach der pravaskularen Phase
die vaskulare Phase durch die Induktion der Angiogenese ein, dann weitet der Tumor seine
Zellpopulation rapide aus und besitzt ein hohes Metastasierungspotential [4, 19]. Diese
Tumorexpansion wird nicht nur durch die hinreichende Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung
gefordert, sondern auch durch Wachstumsfaktoren, die von proliferierenden Endothelzellen
abgegeben und stimuliert werden. Bei der pathologischen Angiogenese treten viele
Faktoren, die bei der physiologischen Angiogenese eine Rolle spielen, wieder auf. Der
BlutgefaRbildungsablauf verlauft jedoch unkontrolliert und die einzelnen Faktoren sind nicht
mehr aufeinander abgestimmt, so dass sich die Funktionsmechanismen dadurch verandern.
So ist beispielsweise der VEGF in den meisten humanen Tumoren uberreguliert und wird
auch von vielen Tumorzellen sezerniert [15]. Hauptursache fur den Wechsel von der
pravaskularen in die vaskuldre Phase ist eine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen
angiogenen Stimulatoren und Inhibitoren [19]. Diese pro- und antiangiogenen Molekile
kénnen von Tumor- oder physiologischem Gewebe stammen. Eine Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen den antiangiogenen und angiogenen Faktoren kann von den
verschiedensten Umstanden ausgeldst werden wie metabolischem Stress (z. B geringer pH-
Wert), mechanischem Stress (z. B. Druckentstehung durch proliferierende Zellen), Immun-
und Entziindungsreaktionen (z. B. in das Gewebe infiltrierende Entzindungszellen) und
genetischen Mutationen (z. B. Ausschaltung von Tumor unterdriickenden Genen, die die
Produktion der Angiogeneseregulatoren kontrollieren). Die umgebungsbedingten und
genetischen Mechanismen, die die Angiogenese und somit das Tumorwachstum
beeinflussen, sind sehr komplex und bis jetzt noch nicht vollst&ndig aufgeklart [6]. In einigen
Fallen ist das Wachstum und Proliferieren von Tumorzellen auch ohne Blutgefa3bildung

maoglich wie beispielsweise bei der Tumoraszites [19].



Literaturteil

Die Strukturen der Blutgefasse eines Tumors unterscheiden sich durch ihre Abnormaliltat
stark von normalen Gefaf3en. Sie sind unorganisiert, gewunden und teilweise dilatiert, wobei
sie ungleichmaRige Durchmesser, UberméaRige Verastelungen und Shunts aufweisen [6].
Auch existiert keine hierarchische Anordnung von Arteriole, Kapillare, Venole wie es bei der
normalen Angiogenese zu beobachten ist (Abbildung 1a, b) [18]. Es ist nicht voraussehbar in
welche Richtung die sich windenden GeféalRe wachsen, denn es ,kann sich von Tag zu Tag
andern“ [20].

Die tumorale GefalRwand ist im Gegensatz zur Wand normaler Gefél3e sehr heterogen
aufgebaut (Abbildung 2). Die GefalRinnenwédnde bestehen nicht aus homogenen
Endothelzellreihen sondern entweder nur aus Tumorzellen oder aus einem Mosaik von
Endothel- und Tumorzellen. Zusatzlich besitzen die Endothelzellen eine abnormale Form
und wachsen ubereinander oder in das Gefal3lumen hinein. Es fehlen teilweise die
Basalzellen und an den GefalRauBenwanden die kontraktilen Zellen (alpha-Aktin positive
Muskelzellen, Perizyten). Die Perizyten sind, wenn sie vorhanden sind, nur locker an die
Endothelzellen gelagert und in ihrer Funktion eingeschrankt. All diese Eigenschaften tragen
zu der hohen Permeabilitat der TumorblutgefaRe bei, die auf den zahlreichen Fenstern,
Vesikeln und transzellularen Lochern in der GefaBwand, den geweiteten interendothelialen
Verbindungen und der teilweise fehlenden Basalmembran beruht [6]. Die chaotische
Architektur fohrt zu einem heterogenen Blutfluss, durch den wiederum Hypoxie- und

Azidosezustéande ausgelost werden [21].

Die tumorale Blutgeféasshildung kann durch unterschiedliche Prozesse erfolgen. Ein Weg ist
die Entstehung durch die Sprossung neuer Blutgefale aus dem existierenden Gefalibett
heraus. Zusatzlich nehmen zirkulierende Endothelvorlauferzellen (Angioblasten), die aus
der GefalBwand oder dem mobilisierten Knochenmark stammen, eine unterstitzende
Funktion ein. Ein weiterer Weg ist die direkte Anlagerung von Tumorzellen an ein

existierendes Blutgefal3, so dass sie eine perivaskulare Manschette bilden [6].
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a b

Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Gefal3en a) normale Mikrovaskularisation,
die hierarchisch organisiert erscheint und Arteriolen, Kapillare (Capillary) und Venolen (Venule)
erkennen lasst (Vasa vasorum des carotiden Sinus der Ratte) und b) tumorale BlutgefaRe, die
unorganisiert sind und keine Gefalzzuordnung erméglichen (Xenograft eines humanen Tumors in der
Nacktmaus). Quelle: D. M Mc Donald und P. L Choyke, 2003 [22]

| Basalmembran |

Perizyt

Endothelzelle

| Tumorzelle

Abbildung 2: Skizze eines Quer- und Langsschnittes durch eine physiologische Kapillare (links) und
ein tumorales Blutgefal3 (rechts).

2.3 Klassische Quantifizierungsmethoden zur Charakterisierung

von malignen Tumoren

Auf der Suche nach Verfahren zur Bestimmung des Malignitatsgrades von Tumoren, um die
prognostische Aussagekraft flir Patienten zu erhéhen, werden vielféltige Verfahren sowohl in
vivo als auch ex vivo angewendet. Haufig eingesetzte Untersuchungen bei der Diagnostik
von Tumoren in vivo sind beispielsweise die Palpation des Gewebes, der Einsatz von
bildgebende Verfahren (z.B. Computertomograhie) und die Entnahme einer Biopsie des

erkrankten Gewebes. Die in vitro Untersuchungen werden anhand der Biopsie oder des
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operativ entfernten Gewebematerials (z.B. Primartumor, Metastasen, Lymphknoten)
durchgefiihrt und basieren hauptséachlich auf histologischen Analysen. Dabei wird u.a. der
Tumortyp, der Malignitatsgrad des Primartumors, der mitotische Index oder spezifische
Proliferationsmarker bestimmt [23]. Eine dominante Rolle nimmt sowohl in den in vivo als
auch in den in vitro Untersuchungen die Quantifizierung der Tumorgréf3e und der tumoralen

Blutgefalle ein.

2.3.1 Klassische makroskopische Quantifizierungsmethoden der
Tumorgrolie

Die Bestimmung des Tumorvolumens ist ein aussagekraftiges Charakteristikum fir die
Erfolgskontrolle einer onkologischen Behandlung und liefert fir die Prognose eines
Patienten wertvolle Informationen. Das ,College of American Pathologists“ hat in seiner
Stellungnahme 1999 die Tumorgréf3e aufgrund der publizierten, literarischen Beweiskraft als
einen der wichtigsten, klinisch wertvollsten Prognosefaktoren bei der Brustkrebserkrankung

eingeordnet [23].

Die Bestimmung der TumorgréRe in vivo spielt in der Klinik insbesondere bei der
Primartumordiagnostik und beim Therapiemonitoring eine groRe Rolle. Die TumorgréfZe kann
auf verschiedene Weise ermittelt werden, wobei die Methoden meist von der Lage der
Tumore abhangig sind. Hauttumore kénnen beispielsweise an der Korperoberflache mittels
Lineal bemessen werden. Brustkarzinome hingegen werden Uberwiegend durch
bildgebenden Technologien dargestellt wie beispielsweise die Réntgen-, MRI-, und
Ultraschalluntersuchung und anhand der Bilder bemessen. Die Tumorgré3en werden
klinisch aber auch in vitro definiert. Dabei basiert die GroRenbestimmung des chirurgisch
entnommenen Tumors Uberwiegend auf einfachen, manuellen Bemessungen. Jensen
beschreibt beispielsweise, dass eine gangige klinische Methode darin besteht, den Tumor
auf der Schnittoberflache zweidimensional zu bemessen [24]. Eine weitere Methode fur
Brustkrebspatientinnen wird von Ladekarl et. al beschrieben, bei der der grofite
Durchmesser eines frisch entnommenen Tumors als prognostischer Faktor angegeben wird.
Sie weisen in ihrer Arbeit darauf hin, dass der eindimensionale Parameter zwar leicht zu
bestimmen ist, aber abhangig von der Form des Tumors und nur schwer in Relation zur

dreidimensionalen tatsachlichen Tumorgré3e zu setzen ist [25].

Die Bestimmung der TumorgroBe zur Uberwachung des Tumorwachstums ist im
préaklinischen Bereich ebenfalls von hoher Bedeutung. In der Vorklinik wird die Gréf3e eines
experimentellen, subkutanen Tumors in vivo bestimmt, indem mittels Messschieber die

Lange und Breite bemessen wird [12]. Fur orthotope experimentelle Tumore hingegen bieten
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sich bildgebende Verfahren wie beispielsweise Ultraschall- oder CT-Technologien an, um
anhand des Bildes mittels computerunterstitzten Messwerkzeugen das Tumorvolumen oder
die —flache zu bestimmen [12]. Zur GréRenbestimmung in vitro wird das Gewicht des frisch
entnommenen Tumors per Waage ermittelt und manuell per Messschieber ausgemessen.
Dabei sollten stets drei Seiten zur Volumenbestimmung bemessen werden. Da sich ein
Tumor auch Uber sein Metastasierungspotential definiert, ist es notwendig, wenn Metastasen
vorliegen, diese auszuwerten. Eine Volumenbestimmung der sehr kleinen Gewebe wird aber
meist nicht durchgefiihrt, sondern eher auf Zahlungen der vorgefundenen Metastasen
beschrankt [26].

Die individuelle dreidimensionale Form des Tumorgewebes wird sowohl in der Klinik als auch
in der Praklinik abh&ngig von den eingesetzten in vivo und in vitro Verfahren unterschiedlich
stark berlcksichtigt. Die meisten erhobenen TumorgroRenparameter basieren auf
technischen Modellen und setzen eine konstante Tumorform voraus [25]. Dadurch kann das

ermittelte Tumorvolumen unterschiedlich stark vom tatsédchlichen Wert abweichen.

2.3.2 Klassische histologische Quantifizierungsmethoden  tumoraler

Blutgefasse

Folkman beschrieb 1971, dass das Tumorwachstum von der tumoralen Angiogenese
abhéangig sei und eine Blockierung der Angiogenese zur Einddmmung des Tumorwachstums
fuhren wirde [5]. Seit diesem Zeitpunkt ist der Grad der Durchblutung eines Tumors ein
wichtiges Kritierium fur den Erfolg einer onkologischen Behandlung und die Prognose eines
Patienten geworden. Daher hat sich die mikroskopische Bestimmung der Blutgefassdichte
eines Tumors in vitro sowohl im klinischen als auch praklinischen Bereich durchgesetzt. Die
am haufigsten eingesetzten Methoden beruhen jedoch auf qualitativen bzw. semi-

guantitativen Verfahren und werden im folgenden néher beschrieben.

2.3.2.1 MVD (microvessel density) Methode nach Weidner

Weidner et. al. entwickelten zur Bestimmung der Blutgefa3dichte die sogenannte MVD
Methode, die auf der Auswertung sogenannter hot spots beruht. Die technische
Durchfiihrung wurde von Weidner 1995 detailliert beschrieben [27]. Zun&chst wird ein
technisch gut angefertigter und fir den ganzen Tumor reprasentativ erscheinender,
histologischer  Schnitt ausgewahlt. Dieser wird mit einem Endothelzellmarker
immunhistochemisch gefarbt, so dass sich die Blutgefasse farblich vom Ubrigen Gewebe
absetzen. Bei geringer VergroRerung (40-100fach) wird der Schnitt mikroskopisch
abgefahren und die am starksten vaskularisiert erscheinende Stelle heraus gesucht. Solche

Regionen liegen meist im Randbereich des Tumors [27-32] und stellen den so genannten hot
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spot dar. Dieser wird bei einer 200fachen VergréRerung innerhalb eines Gesichtsfelds von
0,74 mmz2 analysiert. Laut Weidners Definition wird jede gefarbte Endothelzelle oder jeder
Endothelzellhaufen als ein Ereignis gezahlt, wenn diese von umliegenden Mikrogefalien,
Tumorzellen und anderen verbindenden Gewebeelementen klar abgegrenzt werden kdénnen.
Es werden auch dann alle Blutgefassereignisse einzeln gezahlt, wenn die Anschnitte von
scheinbar einem einzigen sich schlangelnden Gefald stammen, das an mehreren Stellen
angeschnitten worden ist. Das Lumen der Blutgefdsse und die Erythrozyten hingegen
definieren kein Gefal3. Das Resultat ist die microvessel density (MVD), die als hdchste
Blutgefassanzahl pro Flache innerhalb eines 0,74 mm? Gesichtsfeldes bei 200facher
VergrolRerung ausgedriickt wird.

In den ersten Untersuchungen haben Weidner et al. 1991 fir invasive Brustkarzinome eine
positive Korrelation zwischen der Blutgefassdichte, der so genannten microvessel density
(MVD), und dem Metastasierungsrisiko festgestellt [28]. Diese Erkenntnis basierte auf der
vorherigen Annahme, dass eine zunehmende Neoangiogenese die Moéglichkeit erhdht, dass
Metastasen in die Zirkulation gelangen. Zusatzlich zeigte er in einer weiteren Studie Uber
Brustkarzinome, dass sich mit diesem Verfahren die menschliche Uberlebens- und
Rezidivfreiheits-Rate prognostizieren laft [33]. Seither ist die MVD Methode (und deren
modifizierte Formen) zur Blutgefassdichtenbestimmung zu einer Standardmethode
geworden. Die Analyse des hot spots begrindet Weidner damit, dass die vaskulare Aktivitat
heterogen im Tumor vorzufinden ist und daher die microvessel density in der Region
bestimmt werden muss, die die hochste Blutgefassrate aufweist, da die Tumorzellen mit dem
hochsten angiogenen Potential die Quellen fur Metastasierungen darstellen [33]. Weiterhin
fuhrt Weidner aus [34], dass das Tumorwachstum stimuliert wird, wenn eine erhéhte Anzahl
von Mikrogefal3en vorliegt. Zuséatzlich stellte er die MVD als ein direktes MalR des vaskularen
Fensters vor, dass die Tumorzellen passieren missen, um in andere Kérperregionen
abschwimmen zu kénnen. Je groBer das Fenster ist, desto hdher ist auch die Anzahl der

zirkulierenden Tumorzellen.

Die Weidnerschen MVD Resultate werden in vielen Studien oft in modifizierter Form als
Mittelwert oder als Maximalwert von mehreren ausgezahlten hot spots angegeben [30, 35-
41]. Zudem entwickelten sich Methoden, die sich auf die Auswertung des hot spots
konzentrierten und an der MVD Methode orientierten wie beispielsweise die sogenannte
Chalkley Methode.
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2.3.2.2 Chalkley Methode

Die Chalkley Methode erfolgt inklusive der Auswahl des hotspots nach den Kriterien nach
Weidner (siehe Abschnitt 2.3.2.1). Die Blutgefassauszdhlung unterscheidet sich jedoch
dadurch, dass diese bei einer 250fachen VergréRerung und mit einem 25 Punktegitter (das
sogenannte Chalkley grid) mit einer Flache von 0,156 mmz2 durchgefihrt wird. Das Gitter wird
dergestalt auf den hot spot platziert, dass die hdchste Anzahl an Schnittpunkten zwischen
Gitterpunkten und Blutgefassen erreicht wird. Das Ergebnis stellt somit die hodchste
Schnittpunktanzahl dar. Die Chalkley Methode erlangte ihren Bekanntheitsgrad als Fox et al.
1994 eine positive Korrelation zwischen der Prognose fur Patienten mit invasiven
Brustkarzinomen und der Blutgeféssdichte ermittelten [42]. Fox et al. analysierten drei hot
spots und gaben deren Mittelwert [42-44] als Endergebnis an, wobei in anderen Studien, in
denen man die Chalkley Methode benutzte, die Ergebnisangabe abwich, indem die Summe
anstelle des Mittelwertes oder eine andere Anzahl der hotspots herangezogen wurde [45,
46]. Die Chalkley Auswertung wurde in einigen methodischen Vergleichsstudien der MVD
nach Weidner gegentber gestellt und erzielte aufgrund schnellerer und simplerer
Durchfiihrung bessere Bewertungen [43, 46, 47].

Vermeulen et al. [47] haben in ihrer Vergleichsstudie (2002), die die Methodik und die
Kriterien zur Evaluierung der Angiogenese-Quantifizierung in soliden humanen Tumoren
beschreibt, weitere, positive Kriterien fur die Chalkley Methode gegentiber der MVD Methode
angefuhrt. Dabei wurde die Chalkley Auswertung fiir die Voraussage der Uberlebensrate bei
Brustkrebs im Gegensatz zur MVD nach Weidner als eine geringer vom Betrachter
abhangige Methode beschrieben, da sich bei dieser die Entscheidung eribrigt, ob zwei
immunhistochemisch geférbte, sich unklar voneinander abgrenzende, benachbarte
Strukturen als ein oder zwei Blutgefasse bewertet werden sollen. Die Auswahl individueller
Blutgefasse innerhalb eines Zellhaufens entfallt bei der Chalkley Methode. Zusatzlich wiesen
Offersen et al 2003 darauf hin, dass die MVD eine Dichte und die Chalkley Methode eher

eine Flachenschatzung darstellt [48] .

2.3.2.3 Automatisierte digitalisierte Bildanalyseverfahren

Die digitalisierten Bildanalyseverfahren beruhen auf einer automatisierten bzw. semi-
automatisierten Erkennung gefarbter, sich farblich von den umliegenden Tumorgeweben
absetzenden, immunhistochemisch gefarbten TumorblutgefaBen. Hierfir wird der
Tumorschnitt zunéchst eingescannt [49-51]. Anhand des eingescannten Bildes missen dann
bestimmte Einstellungen an den Bildanalysesystemen vorgenommen werden, wie

beispielsweise die Korrektur des Hintergrunds oder die Optimierung der Schwellenwerte fr
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die unterschiedlichen Farbtone [49-52]. AnschlieRend werden hot spot Regionen [50, 52]
oder der komplette Tumorschnitt [49, 51] (Uberwiegend manuell) definiert, die dann
automatisch/semi-automatisch vom Bildanalysesystem ausgewertet werden. Als Ergebnis
wird beispielsweise die endotheliale Flache angegeben, die sich aus dem Verhéltnis
BlutgefaR gefarbte zu nicht gefarbten Pixeln errechnet [49], der prozentuale Anteil an
BlutgefaRprofilen im Verhéltnis zur Tumorschnittgesamtflache [50], die Anzahl von Profilen
pro Flache [50], die totale Flache der GefalRe pro Bild [51] oder die totale gefarbte Flache,
die auf einer Pixelanalyse aller gefarbten Strukturen beruht [43].

Fox et al. (1995) untersuchten ein automatisches Bildanalyseverfahren im Vergleich zur
MVD und der Chalkley Methode [43]. Dieses fand seine Einschrankung jedoch darin, dass
eine unterstitzende manuelle Markierung der GeféalRe notwendig war und das Programm die
immunhistochemisch gefarbten Endothelzellen nicht hinreichend erkennen konnte. Eine
ahnliche Studie fuhrten Erovic et al. (2005) durch, die die manuelle Auszahlung der hot spots
nach Weidner mit einer Computer-unterstiitzten Bildanalyse verglichen haben, wobei zwei
voneinander unabhangige Untersucher die MVD bestimmt haben und die Bildanalyse
zweimal durchgefihrt worden ist. Der hot spot wurde fiir die bildgebende Analyse subjektiv
ausgewahlt und dem System vorgegeben. Sie stellten fest, dass die automatische Zahlung
objektiver, zeitsparender und reproduzierbarer war, jedoch auch den Nachteil im Gegensatz
zum manuellen Auszadhlen hatte, dass das System nicht zwischen richtig positiv gefarbten
Endothelzellen und falsch positiv gefarbten anderen Zellarten oder Artefakten unterscheiden
konnte [52]. Chantrain et al. (2003) fuhrten ebenfalls einen Methodenvergleich durch. Sie
werteten zunachst einen histologischen Tumorschnitt mittels MVD Methode aus und
untersuchten anschlieBend den kompletten Schnitt mit einem automatischen
Bildanalyseverfahren. Sie kamen zum Ergebnis, dass die automatische Bildanalyse eine
geringere Inter-Untersucher-Variabilitdt aufwies und dem heterogenen Gewebeschnitt am
ehesten entsprach [49]. Die Schwiche der automatischen Abgrenzung zwischen
Endothelzellen und Artefakten wurde jedoch auch hier wieder kritisiert. Kim et al. (2003)
stieRen ebenfalls auf diese Problematik und stellten zusatzlich fest, dass eine weitere
Ungenauigkeit darin liegt, dass das System Mikrogefal3e, die dicht beeinander liegen, nicht
hinreichend auseinander halten kann und als eine Einheit zusammen fasst [50]. Srivastava
et al. [53] benutzten bereits 1988 in ihrer Studie ein Bildanalysesystem zur Auswertung der
Vaskularitat von Melanomen. Sie favorisierten wie auch Chantrain et. al [49] und Kim et al.
[50] nicht die Zahlung einzelner Profile sondern die Flachenauswertung angefarbter
endothelialer Bereiche. Dieses Resultat liefert laut deren Untersuchungen fur die
automatische Bildanalyse aussagekraftigere Werte und stellt daher die Vaskularisation
besser dar. Dass die Auswertungsqualitat von der Auflosung des Gerdtes abhangt,
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unterstrichen Ronan et al. (2005) in einer Studie, bei der sie einen 2700dpi und einen
4000dpi Schnittscanner miteinander verglichen, wobei das Gerat mit der héheren Auflésung
im Gegensatz zum 2700dpi Scanner auch kleinere GefaRe detektieren konnte [51]. Den
Nachteil des Zeitaufwandes und der hohen Kosten flihrten Hasan et al. (2002) an. Zusatzlich
bemangelten sie, dass die automatische Zahltechnik noch mit zu vielen Interaktionen
zwischen Untersucher und Einstellungen am Gerat einhergeht, so dass der hot spot dem
Gerat noch manuell vorgegeben werden muss und die heterogene Gefalimorphologie und
Farbeintensitat die Auswertung beeintrachtigen kdnnen. Positiv ist jedoch die groRere
Objektivitat, die diese Methode mit sich bringt. Dartiber hinaus bietet sie gegeniiber der MVD
nach Weidner zusatzliche morphometrische Parameter wie beispielsweise die Durchmesser
der GefalRe und die BlutgefalRslumenflache [54].

2.3.2.4 Problematik der hot spot Methoden

Es existieren zahlreiche Tumorstudien, die die MVD Methode nach Weidner, die Chalkley
Methode oder modifizierte Methoden dieser beiden Verfahren benutzt haben und eine
positive Korrelation zwischen der Prognose bzw. prognostischer Faktoren und der
BlutgefaRdichte ermitteln konnten [35, 36, 41, 44, 55-58]. Aber es gibt im Gegensatz dazu
viele andere Studien, die dies nicht bestatigen [29-31, 37-40, 45, 46, 59, 60]. Diese
Diskrepanz wurde fiur die MVD nach Weidner bereits 1999 im College of American
Pathologists Consensus Statement aufgegriffen, in dem verschiedene prognostische
Faktoren beziglich des Brustkrebs aufgrund ihrer publizierten Beweiskraft kategorisiert
worden sind [23]. Kategorie eins beinhaltet alle Faktoren, die auf ihre prognostische
Bedeutung hin geprtft worden sind und dem klinischen Patientenmanagement nitzlich sein
werden. Kategorie zwei weist Faktoren auf, die zwar biologisch und klinisch ausreichend
studiert worden sind, Uber die jedoch noch keine hinreichenden statistischen Studien
vorliegen. In Kategorie drei sind letztendlich alle anderen Faktoren zu finden, die nicht
ausreichend studiert worden sind, um einen prognostischen Wert darzustellen. Die MVD
wurde in die letzte Kategorie eingestuft [23], die Tumorgroe und der histologische
Tumorgrad hingegen in die erste Kategorie, obwohl Weidner selbst die microvessel density
als einen besseren prognostischen Wert als Tumorgrésse und Tumorgrad beschreibt [27]. In
dem Consensus Statement werden unter anderem als Variationsgriinde der MVD die
immunhistochemische Farbung, die Zahlmethode, die Angabe der Endergebnisse, die
Variation und Erfahrung zwischen verschiedenen Betrachtern, die biologische Variation und
die Definition eines positiven Resultats angeftihrt. Die Kategorieeinteilung verschiedener
prognostischer Faktoren erfolgte ebenfalls durch das College of American Pathologists fir
Kolorektale- und Prostatakarzinome [61], jedoch taucht die MVD auch hier weder in der

ersten noch in der zweiten Kategorie auf.
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Offersen et al. [48] haben 2003 Tumorstudien, in denen sowohl die Chalkley als auch die
Weidnersche Methode verwendet worden sind, auf deren gemeinsame Korrelation hin
untersucht. Obwohl die Methoden Uberwiegend miteinander korrelierten, variierte die
prognostische Bedeutung mit den verschiedenen Tumortypen (Prostata-, Lungen-, Brust-,
Blasenkarzinom) erheblich. Sie beschreiben, dass die Grinde hierfir in methodischen
Problematiken zu finden seien und daher beide Methoden fiir prognostische Aussagen zu
unzuverlassig sind. Das bedeutet, dass beispielsweise ein mit diesen Methoden ermittelter
hoher Vaskularisationsgrad eines Tumors nicht unbedingt mit einer schlechten Prognose
korrelierte. Zusatzlich wiesen sie darauf hin, dass die MVD eine Dichte und die Chalkley
Methode eher eine Flachenschatzung darstellt.

Vermeulen et al. [62] hatten 1997 bereits die microvessel density anhand von
Brustkarzinomen ausgewertet und den Einfluss der Erfahrung des Untersuchers und der
mikroskopischen Feldgrosse betrachtet. Sie kamen damals zu der Schlussfolgerung, dass
die Auswahl des vaskularen hot spots der variable Faktor ist, der durch verschiedene
Untersucher und deren Grad der Ausbildung beeinflusst wird. Die Auszahlung eines
vordefinierten hot spots hingegen wies weniger Unstimmigkeiten auf. Die Auswertung in
einem durch die Vergrosserung bedingtem kleineren mikroskopischen Feld fiihrte nicht zu

einer Beeinflussung der prognostischen Aussage.

Hlatky et al. [63] setzten 2002 die MVD-Anwendung in Bezug zur antiangiogenen Therapie.
Sie kamen zu dem Ergebnis, dass, obwohl die MVD ein prognostischer Marker hinsichtlich
der Krankheitsstufe, des Metastasierungsrisikos und der Uberlebens- und Rezidivrate in
unbehandelten Tumoren sei, sie Kkein Indikator fur die therapeutische Effizienz
antiangiogener Substanzen und keine Richtlinie fir therapeutische Wege darstellt. Laut
Hlatky et al. variiert die MVD zwischen den verschiedensten Tumortypen und reflektiert nicht
die angiogene Aktivitat eines Tumors, sondern eher die interkapillare Distanz. Diese
interkapillare Distanz stellt aber nicht die metabolischen Anspriiche des Tumorgewebes dar,
wie es in normalen Geweben der Fall ware. Hlatky et al. begriinden diese Aussage damit,
dass zum einen die angiogenen Faktoren im Tumor unausgeglichen vorliegen und die
BlutgefaRe unkontrolliert wachsen. Zum anderen hangt die MVD nicht mit der tumoralen
Wachstumsrate zusammen. Das bedeutet, dass sich die MVD nicht erhohen muss, wenn die
Gesamtvaskularisation wahrend des Tumorwachstums zunimmt. Vartanian und Weidner
(1994) unterstreichen diese Aussage in ihrer Studie, bei der sie herausgefunden haben, dass
die MVD weder mit der Endothelzell- noch mit der Tumorzellproliferation zusammen hangt
[64]. Hlatky et al. beschreiben weiter, dass der geringere Sauerstoffverbrauch der

Tumorzellen und ihre Toleranz gegeniber hypoxischen Zust&dnden zu einer hoheren
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interkapillaren Distanz im Tumorgewebe im Gegensatz zu ihren normalen Pendant-Geweben
fuhren. Die Autoren unterstreichen, dass die MVD den antiangiogenen Therapieeffekt nicht
wiederspiegel kann, da sich die MVD wahrend des Prozesses zu stark andert. Zu Beginn der
Inhibition der BlutgefaRe nimmt die MVD ab, aber wenn im weiteren Tumorzellen eliminiert
werden, erhoht sich die MVD wieder [63].

Die hotspot Methoden sind zwar aufgrund ihrer unzuverlassigen, subjektiven Resultate bis
heute sehr umstritten und eignen sich nicht, den angiogenen Status der
Tumorvaskularisation zu erklaren, aber trotzdem werden die hot spot Methoden auch
heutzutage noch uberwiegend zur Bestimmung der BlutgefaRdichte eingesetzt. Dies liegt
zum einen daran, dass sich die Methoden durch ihre einfache und schnelle Durchfiihrung
auszeichnen und zum anderen fest in den Laboren etabliert sind. Zusatzlich wird die hot spot
Methodik bis heute publiziert und daher in Fachkreisen anerkannt.

2.4 Stereologische Methoden zur quantitativen Bestimmung

dreidimensionaler Strukturen

2.4.1 Historischer Hintergrund der Stereologie

Stereologie ist eine interdisziplindre Wissenschaft, die in den verschiedensten Bereichen wie
der Medizin, Biologie, Statistik, Mathematik, Materialwissenschaft, Mineralogie, Geologie,
Forst- und Landwirtschaft anzutreffen ist. Die mathematischen Wurzeln der Stereologie
reichen bis ins 17. Jahrhundert zurtick wie beispielsweise auf die mathematischen Prinzipien
von Delesse und Cavalieri [65]. Mouton (2005) berichtet, dass das Wort Stereologie (grch.:
Studium der Objekte in 3-D) 1961 durch den Biologen Prof. Hans Elias auf dem so
genannten Feldberg-Treffen in Deutschland entstand, bei dem Biologen, Geologen,
Ingenieure und Materialwissenschaftler zusammen kamen [66]. Bereits ein Jahr spater fand
daraufhin der erste offizielle Kongress der ,International society for stereology* statt. Mouton
beschreibt weiter, dass seit diesem Zeitpunkt die Stereologie rasante theoretische und
praktische Entwicklungsprozesse erfuhr [66]. Heutzutage wird von ,design-based*
Stereologie gesprochen, da die Methoden nicht mehr auf Modell-basierenden Annahmen
beruhen, sondern auf statistisch und mathematisch robusten Daten, die von speziellen

Probenziehungsverfahren gepragt sind [67].
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2.4.2 Stereologie in der Histologie

In der Histologie stellt die Stereologie ein wertvolles Instrument zur Quantifizierung
unterschiedlicher Gewebe dar. Die Stereologie ist ein Set einfacher und effizienter Methoden
zur Quantifizierung drei-dimensionaler mikroskopischer Strukturen, die hauptsachlich auf der
Auswertung zweidimensionaler Schnitte basieren [68]. Alle zweidimensionalen Bilder
beinhalten den Fakt, dass qualitative Informationen der dreidimensionalen Struktur verloren
gehen, quantitative Informationen bleiben dagegen erhalten, auch in veranderter Form. Die
folgenden Beispiele sollen a) den Verlust qualitativer Informationen und b) die Veranderung
guantitativer Informationen verdeutlichen. a) Ein histologischer Schnitt durch einen
Podozyten (Auslauferzelle) beispielsweise, der sich durch zahlreiche Fortsatze auszeichnet,
resultiert in vielen nicht miteinander verbundenen Profilen. Die dreidimensionale Form der
Zelle ist nicht mehr erkennbar und es kommt daher zu einem qualitativen
Informationsverlust. Quantitative Informationen liegen in Form der angeschnittenen Zelle
bzw. Zellfortsatze jedoch vor und erscheinen als zweidimensionale Profile auf dem Schnitt.
b) Ein weiteres Beispiel ist ein Schnitt durch eine Membran. Je nach dem in welchem Winkel
die Membran angeschnitten worden ist, stellt diese sich in einem histologischen Schnitt
unterschiedlich dar. Die Membran kann sich beispielsweise dicker darstellen als sie
tatsachlich ist, wenn sie schrag angeschnitten worden ist. Daher liegt die quantitative

Information, also die Membrandicke, im Schnitt verandert vor [69].

Die stereologischen Methoden nutzen also quantitative Informationen zur Auswertung, die
auf statistischen, mathematischen Prinzipien beruhen und fir die bestimmte Anforderungen
erfullt werden missen, um als ,unbiased” (frei von systematischen Fehlern) und ,efficient"
(effizient) deklariert werden zu kénnen. Das bedeutet, dass die erhobenen Werte nicht vom
wahren Wert systematisch abweichen sollten und die Variabilitat des Wertes bei einem
angebrachten Zeitaufwand gering sein sollte. Jede stereologische Methode ist mit speziellen
Erfordernissen verkniipft, die bereits bei der Auswahl der Proben und der Anfertigung der
Schnitte unterschiedlich sein kann [68]. Die stereologischen Ergebnisse stellen Schatzwerte
wie beispielsweise des Volumens, der Anzahl, der Lange oder der Oberflache dar, die

aufgrund der Methodendurchfiihrung durch ein hohes MaRR an Objektivitat ermittelt werden.

Obwohl die quantitative Auswertung mittels stereologischer Methoden exponentiell seit den
60er Jahren in der Literatur zugenommen hat, konnte sie sich in vielen Bereichen noch nicht
hinreichend durchsetzen. Als mdgliche Begrindung bietet Mouton [66] an, dass die
zuriickhaltende Akzeptanz der Stereologie auf dem schnellen Entwicklungsprozess dieser
Methoden basiert. Er fuhrt aus, dass die Vorteile wie Genauigkeit bzw. Fehlerfreiheit der
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neueren Methoden gegeniber alteren Methoden zu wenig beachtet und als zu radikal
angesehen werden. Als weiteren Grund nennt Mouton, dass viele wissenschaftliche
Veroffentlichungen existieren, die ein hohes Ansehen genieRRen, jedoch auf &lteren
morphometrischen Analysen beruhen. Weiterhin fihrt der Autor an, dass alleine schon das
Wort ,bias* fur Verwirrung sorgt, das oft als Befangenheit, Voreingenommenheit oder
Pradisposition verstanden wird. In der Stereologie bedeutet es jedoch, dass ein
systematischer Fehler in der Methode vorliegt, der Giberwiegend auf fehlerhaften Annahmen,
Modellen und inkorrekten ,Korrektur- Faktoren basiert. Folglich zielen die stereologischen
Methoden darauf ab, ,unbiased” Resultate zu ermitteln [66].

2.4.2.1 Richtigkeit und Prazision

Die Richtigkeit (frei von systematischen Fehlern) spiegelt den systematischen Unterschied
zwischen einem durchschnittlichen Schatzwert und dem wahren Wert wieder. Wenn der
Mittelwert mehrerer Werte einer Probe nahezu mit dem wahren Wert Ubereinstimmt, so ist
die Richtigkeit hoch (Abbildung 3 a + b). Dies sagt jedoch nichts Uber die Streuung der
einzelnen Werte einer Probe aus. Die Prazision (Genauigkeit) reflektiert die Unterschiede
zwischen den einzelnen Werten der Probe und gibt die Varianz zwischen den einzelnen
Werten an (Abbildung 3). Bei quantitativen Bildanalysen wird eine hohe Richtigkeit
angestrebt, die durch stereologische ,design-based” Techniken erreicht werden kann. Die

Prazision der Schatzwerte hangt von der Technik und dem Untersuchungsmaterial ab [70].

Hohe Niedrige

Prazision Prazision
a) b)

Hohe A
Richtigkeit ’
A
c) d)
Niedrige @ A)
Richtigkeit

Abbildung 3: Die Abbildung verdeutlicht die Bewertung von Richtigkeit und Prazision. Die obere
Reihe (a, b) weist im Gegensatz zur unteren Reihe (c, d) eine hohe Richtigkeit auf, da der Mittelwert
der Punkte (Probenwerte) das Zentrum der Zielscheibe (den wahren Wert) treffen wirden. Die linke
Reihe (a, c) weist im Gegensatz zur rechten Reihe (b, d) eine hohe Prazision auf, da die Punkte
(Probenwerte) (a, c) enger zusammen liegen. Quelle: modifiziert nach C. V. Howard und M. G. Reed,
1998 [67]
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2.4.2.2 Systematische Fehler nicht stereologischen Ursprungs

Systematische Fehler (,bias“) in morphometrischen Daten kénnen von nicht stereologischen
Quellen stammen. Gewebedeformationen oder Artefakte, die wéahrend der histologischen
Gewebebearbeitung oder des Féarbeprozesses entstanden sind, kénnen zu Fehlerquellen in
den erhobenen Daten beitragen. In der Stereologie gilt es, die nicht-stereologischen
Fehlerquellen zu identifizieren, zu eliminieren und zu minimieren. Beispielsweise kdnnen die
vorliegenden Originalproben die quantitativen Resultate beeinflussen, wenn das zu
untersuchende Probenmaterial von zwei verschiedenen Populationen abstammt [66]. Es
konnen zum Beispiel aber auch fehlerhafte Resultate vorliegen, wenn das Gewebe wahrend
des histologischen Bearbeitungsprozess geschrumpft ist. Die Problematik der
Gewebeschrumpfung bzw. -deformation in der quantitativen Mikroskopie soll im folgenden

naher erlautert werden.

2.4.2.2.1 Gewebeschrumpfung

Je hoher und heterogener die Schrumpfungen des Gewebematerials sind, desto eher wirkt
sich dies spater auf die histologischen, quantitativen Auswertungen aus wie beispielsweise in
einer zu hohen Dichtebestimmung bei starker Schrumpfung. Die Einflussfaktoren der
Gewebeschrumpfung sind zum einen in der morphologischen Beschaffenheit des Gewebes
und zum anderen in der histologischen Bearbeitung des Materials (z.B. Fixierung,
Dehydrierung, Einbettmethode) zu finden. Zusatzlich kann sich die technische Anfertigung
des Schnittes, die zu Gewebedeformationen fiihren kann, auf die quantitative Auswertung

auswirken.

Die Fixierung des Gewebes kann sich auf dessen Schrumpfung auswirken. Dabei h&ngt die
Schrumpfung des Gewebes insbesondere von der Art und dem pH- Wert der Fixierlésung,
jedoch weniger von der Zeitdauer ab. In einer Studie konnte beispielsweise anhand von
Lebergewebe des Meerschweinchens gezeigt werden, dass eine Formalinlésung mit einem
pH-Wert < 3 zu einer Gewebeschrumpfung fuihrt, so dass die mittlere nukledre Flache der
Zelle einen um 25% kleineren Wert vorweisen konnte als eine Formalinlésung mit dem pH-
Wert sieben [71].

Die Dehydrierungsschritte, die bei der Lufttrocknung und in Alkoholldsungen vorkommen,
sind als weitere Schrumfpungsfaktoren zu nennen. Die alkoholischen Dehydrierungsmittel
unterscheiden sich aufgrund ihrer Art und Konzentration voneinander, wobei insbesondere
die Art fur die Gewebeschrumpfung eine ausschlaggebende Rolle spielt. Baak et al. [71]
zeigten beispielsweisen, dass Azeton gegeniber Ethanol eine hdhere Dehydrierung des

Gewebes bewirkt, die insbesondere auf einer hdéheren Schrumpfung des Zytoplasmas
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beruht. Die unterschiedlichen Konzentrationen von Ethanol und Azeton, die in dieser Studie
anhand der mittleren nuklearen Flache der Leberzelle ebenfalls Uberprift worden sind,

haben aber bei dem Schrumpfungseffekt keine Rolle gespielt [71].

Die Art der Einbettung tragt auch zur Gewebeschrumpfung bei. Die in der Routine am
haufigsten eingesetzten Einbettmethoden sind die Paraffin- und Gefriertechnik. Die
Einbettung in Paraffin fihrt zu einer sehr hohen Gewebeschrumpfung (bis zu ca. 50% des
Volumens) und unvorhersehbarer Gewebedeformation [72, 73]. Ladekarl [74] zeigte in seiner
Studie beispielsweise, dass in Paraffin eingebettetes humanes Gehirngewebe mit einer
51%igen Schrumpfung der Gehirnrinde und 42%igen Schrumpfung der weiRen Substanz
einhergeht. Iwadare et al. [75] zeigten, dass die initiale Phase der Herstellung von
Paraffinschnitten hauptsachlich fir die Schrumpfung verantwortlich ist und zwar
insbesondere durch die Hitzeeinwirkung bei dem Schritt der Paraffininfiltration.
Gefrierschnitte (syn. Kryostatschnitt) besitzen im Gegensatz zu Paraffinschnitten den Vorteil
frei  von  Schrumpfungsartefakten durch Hitzedenaturierungen zu sein [72].
Dehydrierungsprozesse wirken aber auch auf den Kryostatschnitt ein, jedoch erst nach dem
Aufziehen des Gewebeschnitts auf den Objekttrager (Lufttrocknung, Alkoholreihe). Daher
wirkt sich die Gewebeschrumpfung, wenn Uberhaupt, nur sehr gering auf die Schnittflache
(x-, y-Achse) aus, jedoch erheblich auf die Hohe des Schnittes (z-Achse) [73]. Die
Gewebedeformation (x-, y-Achse) des Kryostatschnitts héngt also eher von den
Kompressionen wéahrend des Schneideprozesses ab, wobei die Starke der Deformation

durch das technischen Geschick beeinflusst werden kann [73].

Die Wichtigkeit systematische Fehler nicht stereologischen Ursprungs zu eliminieren, um
~=unbiased" Resultate zu erhalten, soll anhand eines Beispiels verdeutlicht werden. Bis in die
90er Jahre wurde allgemein die These vertreten, dass ab dem 50. Lebensjahr eines
Menschen ein Gehirnnervenzellrickgang bis ins hohe Alter zu verzeichnen ist, der fir die
verminderten motorischen und wahrnehmenden Fahigkeiten verantwortlich gemacht worden
ist. Seit dieser Erkenntnis ist hoher Forschungsaufwand betrieben worden, um die Fragen zu
klaren, warum und wie die Zellen zu Grunde gehen. Die Erkenntnis des
Gehirnnervenzellriickgangs basierte hauptsachlich auf Dichtenschatzungen inkompletter
Proben, die weder die Inhomogenitat des Gehirngewebes und die Veranderungen der
Neurone (Nervenzellen) selbst, noch deren umliegendes Gewebe hinreichend beachteten.
SchlieB3lich wurde die Fragestellung des Gehirnzellriickgangs mittels stereologischer ,design-
based" Methoden untersucht, die die Auswertung der Bezugsregion (reference space), also
das umliegende Gewebe der Neurone, mit eingeschlossen hatte. Es konnte festgestellt

werden, dass keine altersabhangigen Neuronenverluste vorlagen, sondern vielmehr eine
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Beziehung zwischen dem Alter und einer Gewebeschrumpfung wahrend des histologischen
Bearbeitungsprozess zu verzeichnen war, wobei dalteres Gehirngewebe geringerer
Schrumpfung wahrend der Paraffineinbettung unterlag als jingeres [66, 76]. Die Ergebnisse
der alteren These konnten damit widerlegt werden und unterlagen der so genannten

,reference trap’ (Bezugsregion-Falle) [76].

2.4.2.3 Systematische, einheitliche, zufallige Probenziehung

Es ist bei mikroskopischen Auswertungen aufgrund des enormen Zeitaufwands oftmals nicht
sinnvoll, Strukturen in einem kompletten Organ zu analysieren (wie beispielsweise im
gesamten Gehirn Billionen Nervenzellen auszuzahlen), so dass reprasentative Proben bzw.
Schnitte des Gewebes herangezogen werden muissen. Dabei sollte die Verteilung der
Strukturen beachtet werden. In biologischen Geweben ist eine heterogene Anordnung keine
Seltenheit und es kdnnte Stellen geben, wo die zu untersuchende bzw. zu zahlende Struktur
besonders dicht zusammen liegt bzw. zahlreicher als in anderen Regionen vorkommt. Wird
nur eine solche Stelle ausgewertet, kommt es zur Uberschatzung des Wertes. Die
auszuwertenden mikroskopischen Gesichtsfelder mussen also Stichproben darstellen, die
letztendlich ,unbiased” Schatzwerte liefern, die fur die Struktur im Gesamtgewebe
reprasentativ sind. Dafiir sollte die Auswahl der zu untersuchenden Proben zunachst
einheitlich zufallig (uniform random) sein, so dass erflillt ist, dass jede Probe die gleiche
Chance hat, ausgewahlt zu werden. Dieses Zufallsprinzip ist fir alle Stufen der
Probenziehung bei einem biologischen Experiment zu beachten, angefangen bei der Wahl
der Versuchstiere fir eine Studie bis hin zum mikroskopischen Gesichtsfeld. Zusatzlich sollte
die Gewebeprobe nicht nur einheitlich, zufallig ausgewahlt werden, sondern auch
systematisch (systematic), um den morphologischen Charakter des heterogenen Gewebes
hinreichend reflektieren zu konnen. Wahlt man von einem Gewebe namlich nicht
systematisch mehrere zufallige Proben, besteht die Gefahr dass einige dieser ausgewéhlten
Proben eng beieinander liegen bzw. von der selben Region stammen und somit kaum den

Informationsgehalt erhdhen [77].

Um dem systematischen, einheitlichen, zufalligen Probenziehungsprinzip (systematic
uniformly random (SUR) sampling) gerecht zu werden, kann ein Organ, wie beispielsweise
ein Tumor, zunachst in gleich dicke, parallele Scheiben (Intervalle) mit der Dicke T eingeteilt
werden. Um die Schnittebenen jedoch zufallig auf dem Tumor zu platzieren, muss der erste
Schnittpunkt zuféllig innerhalb des ersten Intervalls T gewahlt werden. Von diesem Schnitt
ausgehend, wird der Tumor in T-gleichgro3e Intervalle eingeteilt. AnschlieRend wird ein
systematisches Set von Scheiben mit gleich groRem Abstand zueinander gewahlt [78]
(Abbildung 4). Die Methode soll anhand eines histologischen Beispiels verdeutlicht werden:
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Bei einer Niere der Maus besteht die Mdglichkeit, das ganze Gewebe einzubetten und es
vollstandig aufzuschneiden. Betragt die Lange des Organs beispielsweise 1 cm und es
sollen 10 Schnitte angefertigt werden, so wird das Intervall T auf 1000 um festgelegt. Bei
einer Schnittdicke von 5 um, musste man folglich jeden 200sten Schnitt auswahlen. Um eine
einheitliche zufallige Position des ersten Schnittes zu gewahrleisten wird zuféllig eine Zahl
zwischen 0-99 gewahlt, die beispielsweise mittels Zufallszahlentabelle ermittelt werden kann

[77]. Von diesem Schnitt ausgehend wird dann jeder 200ste Schnitt aufgenommen.
Pttt
[ T

Abbildung 4: Die Skizze verdeutlicht das
L SUR Probenziehungsprinzip. Ein  Tumor
L \\ (rosa) ist systematisch in sechs, parallele
] Scheiben mit der Dicke T eingeteilt worden.
Mit Hilfe einer zu den Schnittebenen
orthogonal  verlaufenden  Achse kann
innerhalb der ersten Scheibe =zufallig ein
| Punkt (P) bestimmt werden , der die erste
- E Schnittebene festlegt (griin). Von diesem
Punkt wird der Intervallabstand (T) bzw. die
/ Scheibendicke bemessen, um die zweite
N T Schnittebene (grin) zu ermitteln usw.

2.4.2.4 Isotrope, einheitliche, zufallige Probenziehung

Einige stereologische Methoden treffen auf die Isotropie und Anisotropie von Strukturen.
Isotropie bedeutet, dass alle Richtungen gleichermalRen moglich sind wie beispielsweise auf
der Oberflache einer Kugel. Anisotropie dagegen bedeutet, dass alle Strukturen in eine
Hauptrichtung ausgerichtet sind wie bei Parallelen z. B. Muskelfasern. Vorraussetzung fur
die stereologische Langen- und Oberflachenbestimmung beispielsweise ist die Anfertigung
isotroper einheitlicher zufélliger (IUR, isotropic uniform random) Schnitte, wenn die zu
untersuchende Struktur selbst nicht isotrop ist. Der so genannte ,Orientator [79], der fur
grol3e Objekte, und der ,Isector” [80], der fur kleinere Objekte eingesetzt werden kann, sind
Methoden, um IUR Schnitte herzustellen. Sie sind weder zeit- noch kostenintensiv und

einfach durchfthrbar.

2.4.2.4.1 Orientator

Der Orientator kann in drei Schritte unterteilt werden [79, 81].

1.) Es wird einheitlich, zuféllig (uniform random) eine Scheibe des Untersuchungsobjekts
gewahlt und fur diese eine vertikale Richtung bestimmt, die stets identifizierbar sein
muss (Abbildung 5a).
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2.) Die Scheibe wird ,uniform random“ und mit willkirlicher Rotation auf eine einheitlich
unterteilte ® Uhr platziert, so dass jedoch die vertikale Achse senkrecht zur
Uhrebene gerichtet ist. Mittels Zufallstabelle wird eine Zahl zwischen 0 und 9
bestimmt. Die Scheibe wird dann senkrecht zur Ebene entlang der zufallig
festgelegten Richtung in zwei Teile geschnitten (Abbildung 5b).

3.) Eines der zwei Teile wird zufallig gewéhlt und mit der neu produzierten glatten Flache
»uniform random“ auf eine neue Ebene gelegt, die eine cosinus gewichtete 6 Uhr
darstellt. Die vertikale Achse des Sticks verlauft dabei durch die 0-0 Linie der Uhr.
AnschlieRend wird erneut eine Nummer zwischen 0 und 9 mittels Zufallstabelle
gewahlt. Das Objektstiick wird dann senkrecht zur Ebene entlang der zuféllig
bestimmten Richtung geschnitten. Die entstandene Schnittflache stellt eine isotrope

einheitliche zufallige Schnittebene durch das Ursprungsobjekt dar (Abbildung 5c).

Abbildung 5 Der Orientator
wird anhand einer Mohrriibe
als Objekt bildlich dargestellt.
Quelle: C. W. Howard und M.
G. Reed, 1998 [81]

2.4.2.4.2 l|sector

Der Isector beruht auf der praktischen Herstellung einer spharischen und somit isotropen
Form. Dafur wird das Untersuchungsobjekt in eine kugelférmige Form in Kunstharz
eingebettet. Nach dem Harteprozess des Einbettmediums wird die entstandene Kugel aus
der Form gel6st und auf einer Ebene beispielsweise auf dem Labortisch hin und her gerollt
bis die Lage des Objekts in der Kugel nicht mehr erkennbar bzw. nachvollziehbar ist.

AnschlieRend wird diese runde Probe erneut, jedoch diesmal in eine rechteckférmige Form,
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eingebettet. Das Objekt befindet sich nun in einer isotropen Orientierung und einheitliche,
zuféallige Schnitte durch den produzierten Block stellen IUR Schnitte durch das Objekt dar
[80, 81]

2.4.3 Stereologische Bestimmung des (Tumor-)Volumens nach dem Cavalieri
Prinzip

Die Bestimmung des Volumens nimmt innerhalb der Stereologie einen hohen Stellenwert
ein. Zum einen muss das Volumen bei bestimmten quantitativen Auswertungen mit
einbezogen werden, zum anderen ermdglicht die stereologische Methode das Volumen von

sehr komplexen Strukturen leicht zu ermitteln.

Die Rolle, die das Volumen bei quantitativen Auswertungen einnimmt, besteht darin, dass
bei bestimmten stereologischen Methoden Dichten von Strukturen bestimmt werden, um
daraus beispielsweise deren Lénge (z.B. Blutgefaf3lange), Anzahl (z.B. Neuronenanzahl)
oder Oberflache (z.B. Nierenoberflache) zu ermitteln. Diese Dichten stellen jedoch nur ein
Verhdltnis dar und lassen keine Aussagen uber die totale Anzahl, totale Lange oder totale
Oberflache zu. Um dies zu erreichen, missen die Dichten mit der BezugsgrofRe, dem totalen

Volumen, dem so genannten Referenzvolumen, multipliziert werden [82].

Der grof3e Vorteil der stereologischen Volumenbestimmung liegt darin, dass das Volumen
unabhangig von der Grol3e oder Komplexitat des Objektes leicht ermittelt werden kann. So
konnen beispielsweise sowohl Strukturen innerhalb eines Gewebes, wie z. B. mikroskopisch
sichtbare Lungenmetastasen [26], als auch die einzelnen Kompartimente eines Objektes,
wie z. B. die weille und graue Substanz des Gehirns [68], effizient und unkompliziert

ausgewertet werden.

Obwohl die Volumenbestimmung nach dem Cavalieri Prinzip ,unbiased” ist und effektive
Ergebnisse liefert, existieren nur wenige Studien Uber deren Anwendung zur Bestimmung
des Tumorvolumens [24, 25]. Bei grof3eren Tumoren ist es sogar moglich diese bereits nach
der Entnahme stereologisch auszuwerten [25]. Die makroskopische Auswertung des Tumors
besitzt den Vorteil, dass keine Schrumpfungseffekte durch die histologische Behandlung
auftreten. Bei der mikroskopischen Bewertung muissen die systematischen Fehler nicht

stereologischen Ursprungs beriicksichtigt werden (siehe Pkt. 2.4.2.2).
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Die praktischen und theoretischen Aspekte der
stereologischen Cavalieri Methode, die auf einem éalteren
Prinzip nach Bonaventura Francesco Cavalieri (Abbildung
6) beruht, der seine These in den Werken Geometria
indivisibilibus (1635) und Exercitationes Geometricae (1647)
verewigte [83], sollen im folgenden fiir die Histologie néher
erlautert werden. Voraussetzung ist fur die Benutzung und
die hohe Richtigkeit der Cavalieri Methode, dass die
Anforderungen der SUR Probenziehung erfiillt wird [69] | Abbildung 6: Bonaventura

_ _ _ Francesco Cavalieri (1598-
(siehe Abschnitt 2.4.2.3). Im Gegensatz zu bestimmten | 1647) Quelle: wikipedia [1]

stereologischen Methoden erfordert die Cavalieri Methode also keine IUR Schnitte (siehe
Abschnitt 2.4.2.4), das heif3t, dass die Schneiderichtung frei bestimmt werden kann [25]. Die
ausgewahlten SUR-Schnitte werden nacheinander ausgewertet, wobei die Oberflachen
herangezogen werden, die urspringlich in die selbe Richtung gewiesen haben. Das
Volumen (V) wird geschéatzt indem alle Flachen (A) summiert und mit dem Intervallabstand

zwischen den Schnitten T multipliziert werden [78, 84].
V=T Z A
i=1

Durch ein zuféallig auf die Gewebeschnitte platziertes Punktegitter, das hinreichende
Prazision liefert, koénnen diese ausgewertet werden. Die Kombination eines zuféllig
positionierten Punktegitters, das auf einen zufallig gewahlten Schnitt platziert wird, ist mit
einem zufallig platziertem 3D Punktegitter gleichzusetzen. Dies bedeutet, dass sich jeder
Punkt des Gitters einheitlich zufallig in x-, y- und z-Richtung innerhalb des 3D Raums
befindet [84]. Die Gitterpunkte sind kleine Kreuze, die alle die gleichen Abstande zueinander
aufweisen, wobei die konstante Flache (a), die durch einen Punkt (p) reprasentiert wird,
bekannt sein muss (Abbildung 7 b). Es wird eine Ecke des kleinen Kreuzes bestimmt,
beispielsweise die rechte obere Ecke, die stets als Z&hlort dienen soll. Liegt in dieser Ecke
das Gewebe, von dem das Volumen bestimmt werden soll, wird der Gitterpunkt gezahlt.
Liegt in der definierten Ecke nicht das zu untersuchende Gewebe, wird der Punkt nicht
gezahlt (Abbildung 7 a). Die gesamte Anzahl der Punkte (P) aller ausgezahlten Schnitte des
Objekts flieBen dann in die Berechnung mit ein. Die Formel stellt sich dadurch wie folgt dar
[69]:

V:T-%-ZP
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_|_
_|_
+

Ay

a) b)

Abbildung 7: Prinzip der Cavalieri Methode a) Um die Flache des gelben Gewebeanteils zu
bestimmen, werden alle Gitterpunkte gezahlt (rot), die in der rechten oberen Ecke gelbes Gewebe
vorweisen kénnen b) Der Abstand zwischen den Punkten des Zahlgitters (Ax, Ay) ist konstant, jeder
Punkt reprasentiert eine konstante Flache a (a/p, grau). Quelle: modifiziert nach C. V. Howard und M.
G. Reed, 1998 [77]

2.4.3.1 Coefficient of Error (CE)

Die Variabilitdt einer stereologischen Methode kann durch den totalen Koeffizienten der
Varianz (CVy) angegeben werden, der sich aus der biologischen Varianz (CVy;,) und dem
Fehlerkoeffizienten der stereologischen Methode (CEg) zusammensetzt. Allgemein gilt die
Analyse als hinreichend effizient, wenn der CEg Wert die Halfte des CVy,, Werts betragt [82].
Der CE Wert ist der relative Standardfehler des Mittelwertes (SEM, standard error of the
mean) geteilt durch den Mittelwert und stellt die Prézision der Schatzungsmethode dar (

CE = SEM / Mittelwert). Wenn n unabhangige Schatzungen derselben Verteilung
angefertigt worden sind, dann gilt: SEM =SD/x/ﬁ(SD= Standardabweichung). Fur nicht

unabhangige Schatzungen wie z. B fur individuelle Flachen einer Volumenschéatzung nach
Cavalieri stellt sich die Situation jedoch komplexer dar [70]. Die Schatzmethode des
Volumens nach Cavalieri ist eine effiziente Kombination von zwei Schatzungen, der Flache A

und des Volumens V.
A =(@/p)-P und V=t A
i=1

Fur die Erhebung beider Schatzwerte ist ein systematisches, einheitliches, zufalliges
Probenziehungsverfahren zu beachten, um die Formeln fir beide Werte zur Berechnung der
Schatzungsvarianz verwenden zu kdnnen. Die Effizienz der systematischen Probenziehung
hangt nicht davon ab um wie viel die Beobachtungen variieren, sondern wie sie variieren
[78]. Die erste Varianz ist die der Punktezahlung, wird Noise Effekt genannt und gibt an, um
wie viel die Schatzung sich verdndert hatte, wenn das Zahlgitter unterschiedlich auf dem

Objekt platziert worden ware. In die Formel des Noise Effekts flieRt die durchschnittliche
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Profilform der zu untersuchenden Struktur (b/\/g)mit ein, die anhand eines Diagramms

(Abbildung 8) abgelesen werden kann. Die zweite Varianz ist die der Summe der Flachen
und ist eine Funktion der Anzahl der Schnitte. Die totale Varianz beider miteinander
kombinierten Schatzmethoden ist somit die Summe beider Varianzen. Die Berechnung
erweist sich als kompliziert, da die Varianz der zweiten Schatzmethode nicht ohne die der
ersten berechnet werden kann. Fir die Berechnung des ,coefficient of error* (CE) wird die
totale Varianz und die Anzahl der gezahlten Punkte herangezogen [85].

Der CE der Volumenschatzung nach dem Cavalieri Prinzip kann vorausgesagt werden,
indem die Gesamtanzahl der gezahlten Punkte des Objekts bekannt ist. Zusatzlich muss die
Komplexitat der Form des Objekts eingeordnet werden, so dass das Nomogramm nach

Gundersen und Jensen [78] verwendet werden kann.

Sowohl theoretische Betrachtungen als auch praktische Erfahrungen haben gezeigt, dass
laut Howard und Reed [84] auch fur ein Objekt mit sehr komplexer Form maximal 200
Punkte (nicht pro Schnitt, sondern fir das Objekt insgesamt) anhand von 10-15 Schnitten
gezahlt werden muissen, um einen CE zwischen 5-10% oder laut Gundersen [68] sogar
unter 5% zu erhalten. Howard und Reed [84] fuhren weiter aus, dass fur Objekte, die eine
ellipsoidahnliche Form aufweisen, die Anzahl der auszuwertenden Schnitte und die Anzahl

der Punkte, die gezahlt werden missen, reduziert werden kann.
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Abbildung 8: Leicht modifiziertes Nomogramm nach Gundersen und Jensen (1987). Dieses kann
angewendet werden, wenn ein systematisches, isotrop orientiertes, zufallig positioniertes Zahlgitter fur
zwei dimensionale Profile verwendet wird. Das Nomogramm gibt an, wie viele Punkte gezéhlt werden
muRten (mittlere Skala), um einen bestimmten CE (coefficient of error) zu erreichen (rechte Saule).
Dafur wird zunachst vom Untersucher die Form bzw. Komplexitdt der Profile bestimmt, die als

(B/\/K) ausgedrickt wird (linke Saule) (B=totale Grenzlinienlange, A=totale Profilflache). Alle sechs
dargestellten Formen (linke Saule) weisen die gleiche totale Flache auf. Dann wird der angestrebte

CE Wert CE(P) bestimmt. CE(P) und (B/\/K) werden mit Hilfe einer geraden Linie verbunden und

durchqueren dabei die mittlere Anzeigelinie, die die Anzahl der zu zahlenden Punkte angibt. Die
orange, gestrichelte Linie gibt ein Beispiel an. Wenn die Komplexitat des zu untersuchenden Organs
bei 12 eingeordnet worden ist, und ein CE Wert von 5% angestrebt wird, so missen ca. 55 Ereignisse

(z. B. Profile) der zu untersuchende Struktur ausgezahlt werden. Quelle: H. J. Gundersen und E. B.
Jensen, 1987 [78]
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2.4.4 Stereologische Quantifizierungsmethoden tubularer Strukturen

(tumoraler Blutgefasse)

2.4.4.1 Zweidimensionale Profildichte

Die Stereologie stellt ein Set von Methoden zur Quantifizierung dreidimensionaler
mikroskopischer Strukturen dar. Dennoch gibt es viele Situationen fir die einfache, schnelle
und verlassliche Methoden zur Quantifizierung zweidimensionaler Strukturen bendtigt
werden. Auch fir diese Falle bietet die Stereologie Auswertungsmdglichkeiten [68].
Gundersen et al. [68] beschreiben hierfur u. a. die Ermittlung der Anzahl von Profilen pro
Flache. Das zu analysierende mikroskopische Feld wird mit einem so genannten ,unbiased
counting frame“, einem Zéhlrahmen, der frei von systematischen Fehlern ist [86], Uberlagert,
so dass an allen Randern eine ,guard zone" (Sicherheitszone) bleibt (Abbildung 9). Diese
Zone ist insbesondere bei irregularen Strukturen ndétig, um ein korrektes Zahlen
gewabhrleisten zu kénnen. Die Auszahlung erfolgt nach einer festen Zahiregel, die vorgibt,
dass alle Profile, die innerhalb des Zahlrahmens liegen oder die Einbezugslinie (grin in
Abbildung 9) beriihren oder Uberqueren, gezahlt werden; jedes Profil hingegen, das die
Ausschlusslinie (rot in Abbildung 9) berthrt oder Uberquert, wird nicht gezahlt. Wenn ein
Gewebe bzw. Organ vollstandig ausgewertet werden soll, sollte die Anzahl der zu zéhlenden
Ereignisse laut Gundersen [68] insgesamt zwischen 100 und 200 betragen unter der
Beachtung, dass genug mikroskopische Gesichtsfelder zur Auswertung vorliegen. Diese zu
analysierenden mikroskopischen Gesichtsfelder innerhalb eines Schnittes werden nicht
subjektiv vom Betrachter festgelegt, sondern werden durch ein systematisches Zufallsprinzip
vorgegeben [78]. Dabei liegen die Felder im gleichen Abstand systematisch voneinander
entfernt, deren Lage ist jedoch zuféllig (Abbildung 10). Auch bei den zweidimensionalen
stereologischen Auswertungen ist wieder zu beachten, dass repréasentative Proben bzw.
Schnitte eines Objekts auszuwerten (siehe SUR, IUR Schnitte; Abschnitt 2.4.2.3 und 2.4.2.4)
sind [78]. Die Formel, die zur Bestimmung der Anzahl der Profile pro Flache Q, verwendet

werden kann, lautet nach Gundersen et al.[68]:

> Q(prof)

Q= > A(sect)

Dabei steht Y Q(prof) fur die Summe der Anzahl der Profile und Y A(sect) fir die Summe der

Flachen der Zahlrahmen aller ausgewerteten Schnitte.
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beriihrt oder {berschreitet,
wird gezadhlt (dunkelblau).

Abbildung 9: Die Abbildung

Q zeigt eine Skizze eines

? ) Q Gesichtfeldes mit Profilen und
einem Zahlrahmen. Jedes

Profil innerhalb des

@) ' ' Zahlrahmens und jedes, das
@ Profile, die nicht innerhalb des
‘ Zahlrahmens  liegen, die

Ausschlusslinie (rot) bertihren

/7 O oder Uberschreiten werden

nicht gezahlt (hellblau).

U Quelle: modifiziert nach H. J.

die  Einbezugslinie  (grin)
D m G. Gundersen et al., 1988 [68]

Abbildung 10: Systematisch und zufallig verteilte Gesichtsfelder
(blau) innerhalb eines Schnittes (gelb) werden zur Auswertung
herangezogen

2.4.4.2 Dreidimensionale Blutgefa3lange

Die Ermittlung der Blutgefai3lange fiihrt zu wertvollen Informationen der Organversorgung
und zur Charakterisierung des Blutgefa3betts. Die Ermittlung der tumoralen Blutversorgung
beispielsweise kann die antiangiogene Wirksamkeit eines neuen, potentiellen
Therapeutikums charakterisieren oder die angiogene Aktivitdt bestimmter Tumortypen
differenzieren. Bei mikroskopischer Betrachtung dieser Blutgefal3strukturen im histologischen
Schnitt sind jedoch nicht die dreidimensionalen Formen sichtbar, sondern die
zweidimensionalen Profile der angeschnittenen BlutgeféalRe. Daher muss zur Ermittlung der
BlutgefaRlange zundchst die Blutgefa3profildichte (Q,), wie unter Abschnitt 2.4.4.1
beschrieben, ausgewertet werden, um dann die so genannte Langendichte (Ly) errechnen

zu konnen. Die Langendichte (Ly) kann nach der Formel von Nyengaard et al. [82] ermittelt

werden: L, =2-Q,. Die ermittelte Langendichte Ly der BlutgefdBe wird dann mit dem
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Bezugsvolumen V (siehe Abschnitt 2.4.3) verrechnet, um die totale Lange L der BlutgefaRe

zu erhalten. Die Lange L kann laut Gundersen et al. [68] mit folgender Formel ermittelt

werden:L=2-Q,-V.

Die Konstante 2 in den Formeln steht fur die Wahrscheinlichkeit mit der ein Blutgefal3 von
einer Ebene angeschnitten wird. Dies soll im folgenden naher erlautert werden. Zum einen
hangt das Anschneiden einer tubularen Struktur von dessen Verlaufsrichtung ab. Es wird
also eine tubulare Struktur, die gewunden verlauft, mit héherer Wahrscheinlichkeit von einer
Ebene angeschnitten als eine gerade (Abbildung 11) [81]. Zum anderen hangt die
dargestellte Profildichte auf dem Schnitt jedoch auch von der Orientierung der
Schnittrichtung ab (Abbildung 12), so dass ein Schnitt, der parallel zur Struktur verlauft keine
Profile aufweisen wird, ein schréag zur Struktur verlaufender Schnitt hingegen schon
(Abbildung 12). In diesem Zusammenhang wird klar, dass insbesondere die Profildichte
anisotrop ausgerichteter Strukturen im Gegensatz zu isotrop verlaufenden von der
Orientierung der Schnittebene abhangt. Daher mussen fir die Langenbestimmung IUR
Schnitte verwendet werden (siehe Abschnitt 2.4.2.4), wenn die Struktur selbst nicht isotrop
ist [81, 82].

2.4.4.3 Diffusionsradius

S4ugetierzellen bendtigen zum Uberleben Sauerstoff und Nahrstoffe. Da das Diffusionslimit
fur Sauerstoff im Gewebe laut Carmeliet et Jain [6] 100-200 pm betréagt, sind die Zellen
innerhalb dieses Radius um ein Blutgefass angeordnet.

Zur Zeit gibt es keine ,design-based” stereologischen Methoden, durch die der Diffusionsweg
zwischen Blutkapillaren und dem Gewebe ermittelt werden kann. Es ist anhand von
zweidimensionalen Schnitten nicht méglich, die kirzeste Strecke zwischen dem im Fokus
stehenden Gewebe und dem am néachsten gelegenen kapillaren Lumen zu erkennen.
Zusatzlich ist die Strecke abhangig von der dreidimensionalen Anordnung der Kapillaren, die
zudem oft heterogen im Gewebe verteilt liegen. Wenn jedoch angenommen wird, dass sich
eine zylindrische Diffusionszone um die Kapillaren befindet und der durchschnittliche Radius
des Zylinders diese widerspiegelt, kann sie leicht errechnet werden, ohne dass die

Heterogenitat der Kapillarverteilung dabei beriicksichtigt werden muss. Die Formel hierfir

1
Jr-L,

muss das Kriterium der Isotropie bzw. IUR Schnitte wieder beachtet werden.

lautet: r(diff ) = [82]. Da in dieser Formel die Langendichte (L,) verwendet wird,
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A) U B) V)
Q

Abbildung 11: Schematische Darstellung der méglichen Verlaufsrichtung einer tubuldaren Struktur zur
Ebene. Der gewundene Wurm (a) schneidet die Apfelscheibe mehrere Male im Gegensatz zum
gerade verlaufenden Wurm (b), der die Scheibe nur einmal schneidet. Die Dichte der Locher (Profile)
pro Apfelscheibe (Flache der Ebene), die der Wurm (a) verursacht hat, ist somit héher und héangt
wiederum mit der Lange des Wurms innerhalb eines dreidimensionalen Raumes zusammen. Quelle:
modifiziert nach C. W. Howard und M. G. Reed, 1998 [81]

A) o o o ®” ”

B) e o] o] c
- %

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Schnittrichtung zu anisotropen, tubularen Strukturen.
Die Wirmer sind anisotrop ausgerichtet und schneiden die Ebene der Apfelscheibe, die a) normal, b)
schrag und c) parallel zu der anisotropen Achse der Wirmer ausgerichtet ist. Die Abbildungen
verdeutlichen, dass die Dichte der entstehenden Locher durch die Apfelscheibenebene stark von der
Orientierung der Apfelscheibe abhéngt. Quelle: modifiziert nach C. W. Howard und M. G. Reed, 1998
[81]

2.5 Diagnostische Bildgebung

Der Grundstein der diagnostischen Bildgebung wurde 1895 mit der Erfindung der
Rontgenstrahlung gelegt. Seit diesem Zeitpunkt ist dieses Gebiet von starker
technologischer Weiterentwicklung gepragt. Neben den klassischen bildgebenden Verfahren
(z. B. Computertomographie, Ultraschall), die in der Klinik fest etabliert sind, stehen neuere
Verfahren wie z. B. die optische Bildgebung im praklinischen Bereich zur Verfigung. Die
kontinuierliche Weiterentwicklung der diagnostischen Bildgebung hat dazu beigetragen, dass
heutzutage sogar fur Kkleine Lebewesen (z.B. Ratte, Maus) alle diagnostischen
Bildgebungsverfahren zur Verfigung stehen. Zusatzlich ist die Entwicklung von
Kontrastmitteln stark stimuliert worden, um pathologisches Gewebe, insbesondere

neoplastische Veranderungen, besser abgrenzen zu kdnnen. Der Anspruch der heutzutage

34



Literaturteil

an die nichtinvasive Bildgebung gestellt wird, ist die frilhe und spezifische Erkennung
pathologischer Prozesse beispielsweise eines Tumor bevor dieser anhand seiner Grol3e

detektiert werden kann.

2.5.1 Klassische bildgebende Verfahren

Zu den klassischen bildgebenden Verfahren zéhlen zum einen das konventionelle Rontgen,
die Computer Tomographie (CT), die Magnet Resonanz Tomographie (MRT) und der
Ultraschall (US). Pathologische Prozesse werden hauptsachlich durch diese
Schnittbildgebungen anhand ihres morphologischen Erscheinungsbildes lokalisiert und
charakterisiert. Zum anderen gibt es die Positron Emmissions Tomographie (PET) und
Szintigraphie (Single Photon Emission Computed Tomographie, SPECT), durch die
Veranderungen auf zellularer und molekularer Ebene bildlich dargestellt werden kénnen. Um
die Abgrenzung des pathologischen Gewebes (z. B. Tumor) zu verbessern, stehen fir all
diese bildgebenden Verfahren Kontrastmittel zur Verfigung. Die klassischen diagnostischen
Technologien sollen im folgenden nur kurz erlautert werden, da sie nicht Bestandteil dieser
Arbeit sind.

Die Roéntgentechnologien zeichnen sich durch ihre hohe bildliche Auflésung aus, besitzen
jedoch den Nachteil der Strahlenbelastung fir den Patienten. Das konventionelle Réntgen
ermdglicht die Darstellung im zweidimensionalen (2D), die Computertomographie dagegen
im zwei- und dreidimensionalen (3D) Bild. Die Verfahren eignen sich besonders gut zur

anatomischen Darstellung von Knochen- und anderen Hartgeweben.

Die Magnet Resonanz Tomographie zeichnet sich durch hohe temporale und r&umliche
Auflésung aus und kann sowohl 2D als auch 3D Bilder liefern. Die Starke der MRT liegt in
der Visualisierung anatomischer Details und der ausgezeichneten Gewebedifferenzierung

insbesondere der Weichteilbereiche.

Die Ultraschalldiagnostik ist die am weitesten verbreitete bildgebende Technologie, da sie
preiswert, sicher und transportierbar ist. Sie liefert neben anatomischen, statischen Bildern
hoch aufgeldste Aufnahmen in Echtzeit. Derzeitige Doppler-Techniken liefern daher nicht nur
Informationen uber die Morphologie beispielsweise peri- und intratumoraler Gefal3e, sondern
auch Uber die Geschwindigkeit und Richtung des Blutflusses. Der US liefert sowohl 2D, als

auch 3D Aufnahmen.

Die PET und SPECT Verfahren zeichnen sich durch ihre hohe Empfindlichkeit aus, so dass

metabolische und molekulare Prozesse dargestellt werden kénnen. Sie weisen jedoch eine
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geringe raumliche Auflésung auf, so dass die Anatomie nur begrenzt dargestellt werden
kann. Eine der neuesten Entwicklungen auf diesem Gebiet kombiniert daher PET bzw.
SPECT mit der CT [7].

Die molekulare Bildgebung nimmt in der heutigen Kontrastmittelforschung einen hohen
Stellenwert ein. Die Tumorangiogenese beispielsweise ist in der Literatur mit all ihren
molekularen Interaktionen gut beschrieben und eignet sich nicht nur aus diesem Grunde als
spezifischer Angriffspunkt der Kontrastmittel fir die Tumordetektion mittels bildgebender
Technologien. Da die vaskularen Zielstrukturen sehr frih im Krankheitsprozess erscheinen
und leicht Uber den Blutstrom zu erreichen sind, konzentriert sich die Entwicklung
insbesondere auf diese friihzeitig erkennbaren Strukturen [7]. Die Entwicklung solcher
Kontrastmittel stellt fir die klassischen bildgebenden Verfahren eine grof3e Herausforderung
dar und kann nur schwer fur diese Technologien realisiert werden. Daher konzentriert sich
die Wissenschaft auf die modernere Forschungsebene der bildgebenden molekularen
Diagnostik wozu neben PET und SPECT u. a. auch die optische Bildgebung z&hilt.

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der molekularen Darstellung von BlutfgefaRen
experimenteller Tumore mittels optischer Bildgebung unter Verwendung neuer Kontrastmittel
und der Nah-Infrarot-Laser (NIR) Bildgebungstechnologie. Die optische Bildgebung wird

daher im folgenden naher erlautert.

2.5.2 Optische Technologien fiur die bildgebende Diagnostik

In den letzten Jahren haben optische Technologien an Bedeutung innerhalb der
diagnostischen Bildgebung aufgrund der Fahigkeit zellulare und molekulare Prozesse
nichtinvasiv darstellen zu kénnen, gewonnen. Dabei werden spezifische oder unspezifische
Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, die durch Laserlicht verschiedenster Wellenlangen
angeregt werden. Die Farbstoffe emittieren daraufhin Licht einer anderen Wellenlange, das

von einer Kamera aufgenommen und digital in ein Bild umgerechnet werden kann.

Das Gewebevolumen, in dem die Strahlung absorbiert wird, hangt stark von der Eindringtiefe
ab, die wiederum von der Wellenlange des Lasers und der Gewebebeschaffenheit abhangig
ist. Wellenlangen im Bereich des so genannten optischen Fensters (800 — 1100 nm) sind ein
bis zwei GroéfRenordnungen starker von der Streuung als von der Absorption betroffen, so
dass innerhalb dieser Wellenlangen lebendes Gewebe relativ wenig Licht absorbiert.
Dadurch kann Licht innerhalb dieses Wellenlangebereichs einige Zentimeter tief in das

Gewebe eindringen, bevor es durch Absorptionsprozesse ausgeldscht wird [87]. Daher bietet
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sich an, dass das Anregungs- und Emissionslicht des Fluorochroms innerhalb des nah-
infraroten (NIR) Bereichs (700-900 nm) liegen sollte [8].

Ein Nachteil der optischen Bildgebung ist in der schlechten bildlichen Auflésung zu finden, so
dass anatomisch-morphologische Strukturen nicht hinreichend differenziert werden kénnen.
Da Fluoreszenzsignale nur aus einigen Zentimetern Gewebetiefe detektiert werden kénnen,
eignet sich die optische Bildgebung auch eher fiir den klinischen Einsatz bei Krankheiten, die
sich nahe der Oberflaiche abspielen wie beispielsweise Hauttumoren oder
Gelenkentzindungen [88]. Es ist jedoch auch mdglich, Prozesse der inneren
Organoberflachen darzustellen z. B. bei der endoskopischen Untersuchung gastrointestinaler
Tumore [88]. Dennoch hat sich die optische Bildgebung in den letzten Jahren insbesondere
in der biomedizinischen Forschung als wesentlicher Bestandteil entwickelt, da das moderne
Verfahren vielfaltige Mdglichkeiten zur nicht-invasiven Visualisierung und Quantifizierung von
biologischen Prozessen auf zellularer und molekularer Ebene in lebenden Organismen bietet
[88]. Diese Technologie kann dadurch erheblich dazu beitragen, Krankheitsprozesse in
einem sehr frihen Stadium zu erkennen. Insbesondere bei Krebserkrankungen hangt der
Therapieerfolg Uberwiegend davon ab, in welchem Stadium der Krebs erkannt worden ist.
Ein weiterer Vorteil der optischen Bildgebung liegt darin, dass die verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe auch bei geringer Konzentration noch hinreichend detektiert werden
kénnen und keine ionisierende Strahlung verwendet wird, die den lebenden Organismus
belasten konnte, so dass das Verfahren mehrfach zur Anwendung kommen kann [89].
Zusatzlich handelt es sich bei der optischen Bildgebung um ein preiswertes und schnelles

Verfahren, dessen Handhabung unkompliziert ist [89].

In einigen klinischen Bereichen hat sich die optische Bildgebung bereits fest etabliert.
Fluoreszenzoptische Verfahren wie die retinale Angiographie mit dem Kontrastmittel
Indocyaningriin werden schon seit langem klinisch eingesetzt. Auch die Diagnose des
Harnblasenkarzinoms unter Verwendung eines Esters der 5-Aminolavulinsaure (Hervix®) hat

sich in der Klinik als Standard-Methode durchgesetzt.

Durch die fortlaufende Entwicklung neuartiger optischer Kontrastmittel in den letzten Jahren,
konnten einige Substanzen bereits erfolgreich im Tiermodell eingesetzt werden. Derzeit
existieren zwei nicht-invasive Technologien der optischen Bildgebung, die experimentell bei
Mausen eingesetzt werden, flr den klinischen Gebrauch jedoch noch nicht zur Verfiigung
stehen. Zum einen ist es die diffuse optische Tomographie (3D), zum anderen die
Fluoreszenz-Bildgebung (2D). Die letztere Methode erreicht Penetrationstiefen des Lichts bis

zu 5 cm und somit um die Halfte weniger als die diffuse Tomographie [90]. Fir die optische
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Mammographie konnten erstaunliche Erfolge in der Préaklinik zur Detektion tumoraler
angiogenetischer Strukturen mittels NIR-Laserlicht verbucht werden [91]. Aber auch in
klinischen Studien ist die optische Mammographie bereits vorgedrungen, die zur Zeit in
Kombination mit bestimmten Kontrastmitteln zur Tumordetektion néher untersucht wird [88].
Hierbei ist zu erwdhnen, dass die geringe Sensitivitat der Detektion von Tumorlasionen noch
Schwierigkeiten bereitet, so dass sich diese Technologie fir den klinischen Einsatz noch
nicht eignet. Die fortlaufende Entwicklung von Kontrastmitteln treibt die Optimierung dieser
Technologie jedoch rapide voran.

2.5.2.1 Kontrastmittel fur die optische bildgebende Diagnostik

2.5.2.1.1 Unspezifische Kontrastmittel

Unspezifische Kontrastmittel haben keine Spezifitdt fir bestimmte Zellen oder Molekiile,
erlauben  jedoch die nicht-invasive  Darstellung von  Permeabilitats-  oder
Perfusionsunterschieden verschiedener Gewebe [88]. Zu den bekanntesten, unspezifischen
Kontrastmitteln, die bereits in der Klinik standardm&Rig angewendet werden, z&ahlt zum einen
die 5-Aminolavulinsaure (5-ALA) und das Indocynaningrin (ICG).

Die 5-ALA stellt eine Vorlaufersubstanz der Hamsynthese dar, die in fast allen Zellen des
humanen Organismus ablauft und mit der Inkorporation von Eisen in die Substanz
Protoporphyrin IX (PplX) abgeschlossen wird. Die exogene Applikation von 5-ALA fuhrt zu
einer Stimulation der intrazellularen PplX Synthese, wobei in besonders hohem Malde
Tumorzellen im Gegensatz zu gesunden Zellen zur Produktion angeregt werden [89]. PpIX
besitzt die Eigenschaft Fluoreszenzsignale zu emittieren und kann daher zur Darstellung von
Tumoren eingesetzt werden [89]. Bei der Blasentumor-Diagnose hat sich die Fluoreszenz-
Zystoskopie unter Verwendung eines Hexyl-Esters der 5-ALA (Hexaminolevulinate 5-ALA,

Hexvix®) zu einem klinischen Standard-Verfahren entwickelt [92].

Das Indocyaningrin (ICG) gehort ebenfalls zu den unspezifischen fluoreszenzoptischen
Kontrastmitteln und wird seit langem Klinisch in der Augenheilkunde fir die retinale
Angiographie eingesetzt. Chorioretinale Erkrankungen wie vaskulare Funktionsstorungen,
Retinopathien und Neovaskularisationsprozesse (altersabhdngige Macular Degeneration)
kénnen somit dargestellt und diagnostiziert werden [93]. ICG besitzt die Eigenschatft, sich in
hypervaskularen und hochgradig permeablen angiogenetischen Blutgefal3gebieten
anzusammeln. Insbesondere in den Extravasalrdumen von Regionen, die eine dichte
Vaskularisation aufweisen, reichert sich das Kontrastmittel an [91]. ICG konnte sich als

tumorales Kontrastmittel jedoch nicht durchsetzen, da es schnell von der Leber
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aufgenommen wird, eine geringe Stabilitdt in wassrigen Losungen aufweist, sich stark an
Plasmaproteine bindet und nur Uber ein geringes Fluoreszenzpotential verfigt [94]. Es
wurden folglich Kontrastmittel entwickelt, die auf ICG Basis beruhen, aber dessen negative

Eigenschaften mdglichst reduziert bzw. eliminiert worden sind [90].

Der hohe Stellenwert der Zyanin-Farbstoff Familie ist in ihren glinstigen Anregungs- und
Emissionsspektren zu finden [91]. Ein photophysikalisch und pharmakologisch
charakterisiertes  ICG-Derivat  stellt  beispielsweise das so genannte SIDAG
(Indotricarbocyanine-diglucamin, Bayer Schering Pharma AG, Deutschland) dar, dass sich
unspezifisch im tumordsen Gebiet anreichert [90]. Die ICG basierenden Kontrastmittel des
Perfusionstyps kénnen erfolgreich fur die Tumorkontrastdarstellung verwendet werden; es ist
jedoch oft unklar, welche biologisch bedeutsamen Daten eines Tumors reflektiert werden.
Derzeit befindet sich das so genannte TSC (TSC, tetrasulfonated carbocyanine-maleimide,
Bayer Schering Pharma AG, Deutschland) in der klinischen Prifung fir die optische
Mammographie.

Diese Substanz (TSC) wird beziglich der Tumordarstellung mittels NIR-Laser induzierter

optischer Bildgebung im Rahmen dieser Doktorarbeit histologisch charakterisiert.

2.5.2.1.2 Spezifische Kontrastmittel

Spezifische fluoreszenzoptische Kontrastmittel besitzen die Eigenschaft, an bestimmte
zellulare oder molekulare Zielstrukturen zu binden, so dass spezifische biologische Prozesse
auf zellularer oder molekularer Ebene fluoreszenzoptisch dargestellt werden kénnen [88]. Sie
kénnen in zielgerichtete und aktivierbare Kontrastmittel eingeteilt werden. Ein zielgerichtetes
Kontrastmittel besteht aus einer Komponente (z. B. Antikorper, Protein, Peptid), die gegen
eine bestimmte Zielstruktur (z. B. Membran-, Matrixproteine) gerichtet ist und einer
signalgebenden Komponente (Fluoreszenzfarbstoff) [88]. Aktivierbare Kontrastmittel
dagegen bestehen aus einem Grundgeriist, an das mehrere Fluorochrome gebunden sind
und enthalten mehrere Schnittstellen fir bestimmte Enzyme [88]. Erst wenn es durch die
spezifische Enzymaktivitat zur Abspaltung bestimmter Abschnitte des Gerlsts kommt, wird
das Fluorochrom aktiviert. Diese Art von Kontrastmittel kann beispielsweise die Aktivitat von
Enzymen nicht-invasiv darstellen und neben der Lokalisierung auch die Visualisierung der
Funktion eines Molekiils erlauben [88]. Aktivierbare Kontrastmittel sind also im Gegensatz zu

zielgerichteten Kontrastmitteln erst nach Interaktion mit der Zielstruktur detektierbar [88].

Fur eine erfolgreiche molekulare Bildgebung muissen die Zielstrukturen nicht nur fir den zu

untersuchenden Prozess sehr spezifisch, sondern auch in ausreichend hoher Dichte
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vorhanden sein. Derzeit erfullen diese Anforderungen beispielsweise fiir die
Tumorangiogenese nur wenige Targets, wozu das viel versprechende Prostata-spezifische
Membranantigen (PSMA) und die extra Domane B des Fibronektins (ED-B) gehoéren. Im
Rahmen dieser Promotionsarbeit wird ein Antikbrper, der gegen ED-B gerichtet ist und mit
dem TSC gekoppelt wurde, der so genannte AP39-TSC Antikérper (praklinisches
Kontrastmittel, Bayer Schering Pharma AG, Deutschland) untersucht. Daher wird auf dieses

Target im folgenden néher eingegangen.

Fibronektine sind multifunktionale, dimerische Glykoproteine, die in der extrazellularen Matrix
lokalisiert sind oder im Plasma zirkulieren. Sie stellen adhasive Proteine dar, die von hoher
Bedeutung bei Adhasions-, Migrations-, Differenzierungs- und Proliferationsprozessen der
Zellen sind. Daher sind diese Makromolekile auch an der Wundheilung, am
Tumorwachstum und an der Angiogenese beteiligt [95]. Die Expression eines speziellen
Fibronektins, des ED-B-(extra Domane B)-Fibronektins, obliegt den Myofibroblasten,
Endothelzellen und Tumorzellen. Unter physiologischen Bedingungen tritt das Protein nur in
embryonalem Gewebe und in den Eierstdcken und der Gebarmutter adulter Gewebe auf.
Das Auftreten des ED-B Fibronektins ist sonst stets mit Geweberegenerations- oder
entzindlichen Prozessen assoziiert, wobei die Leberzirrhose und die Pankreatitis
(Bauchspeicheldrisenentzindung) Ausnahmen darstellen. Innerhalb tumords entarteter
Gewebe ist das ED-B Fibronektin sowohl perivaskular als auch im Stroma lokalisiert. Das

normale Gewebe, das den Tumor umgibt, exprimiert das Protein in der Regel nicht [95, 96].

Das Tumorangiogenese- und -wachstums assoziierte extrazellulare Matrixprotein ED-B
Fibronektin stellt daher eine Zielstruktur dar, die sich fur die molekulare Bildgebung solider
Tumore hervorragend eignet. Nicht nur die frlhe Tumor-Detektion kann durch das Antigen
ermdglicht werden, sondern auch die Verlaufskontrolle antiangiogener Krebstherapien, so

dass Voraussagen Uber den Erfolg getroffen werden kénnen [96].

ED-B Fibronektin zeichnet sich jedoch nicht nur durch seine hohe Selektivitdt aus, sondern
auch durch die Homologie in verschiedenen Spezies. Die vergleichbare Regulation und
Verteilung innerhalb muriner und humaner Gewebe fiihrt dazu, dass anhand eines
Mausmodells bereits Voraussagen fir den humanen Einsatz getroffen werden kénnen [95].
Die Eigenschaften des onkofetalen Antigens fiihrten zur Entwicklung monoklonaler
Antikorper, die gegen ED-B Fibronektin gerichtet sind. Das humane, direkt bindende L 19
Einzelketten-(single chain)-Antikorper Fragment (scFv) kristallisierte sich erfolgreich heraus
und ermoglicht die Ankopplung an diagnostische und therapeutische Substanzen, die somit
zum Target gelangen kdnnen [95]. Unterschiedliche rekombinierte und chemisch modifizierte
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Derivate des Einzelketten-Antikdrper Fragments L19(scFv) wurden von Berndorff et al. in
einer szintigraphischen Studie eingesetzt, um die Zielstruktur darzustellen. Dabei Uiberzeugte
der so genannte AP39 Antikdrper, der in hoher Konzentration schnell vom Tumorgewebe
aufgenommen, rapide aus dem Blut beseitigt und Uber die Niere ausgeschieden werden
kann. Diese Eigenschaften tragen zu einem hohen tumoralen Signal bei, das sich stark vom

umliegenden nicht-pathologisch veranderten Gewebe abgrenzen lasst. [96].
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3 MATERIAL und METHODEN

3.1 Chemische Substanzen und Verbrauchsmaterialien

In dem folgenden Teil ,Material und Methoden* werden chemische Substanzen und
Verbrauchsmaterialien verwendet, die in der Tabelle 11 im Anhang detailliert aufgefiihrt sind.

3.2 Bestimmung der Isotropie und Anisotropie von Strukturen

innerhalb eines Objektes

Im Rahmen dieser Doktorarbeit soll sowohl die BlutgefaRprofildichte als auch die
BlutgefaRlange anhand histologischer Schnitte mittels stereologischer Methoden quantifiziert
werden. Hierfir missten so genannte isotrope, einheitliche, zufallige IUR-Schnitte (siehe
Abschnitt 2.4.2.4) verwendet werden, es sei denn die tumoralen Blutgefal3e selbst verhalten
sich isotrop. Sollten also die BlutgeféaRe in einem experimentellen, unbehandelten Tumor
isotrop sein, dann kdnnen so genannte SUR-Schnitte (siehe Abschnitt 2.4.2.3) fir diese
Auswertungen verwendet werden. Im folgenden wird daher zunachst eine neue Methode
prasentiert, die im Rahmen dieser Promotionsarbeit etabliert wurde. Diese ermdglicht die
Untersuchung der Isotropie und Anisotropie von Strukturen in einem Objekt, um dann auf
dieser Basis die Blutgefaverlaufsrichtung innerhalb experimenteller Lungenkarzinome zu

ermitteln.

3.2.1 Anisotrope und isotrope Modelle

Zur Bestimmung der Anisotropie bzw. Isotropie von Strukturen innerhalb eines Objektes sind
ein homogenes, anisotropes Modell und zwei heterogene Modelle, von dem eines anisotrope
und das andere isotrope Strukturen aufweist, hergestellt und analysiert worden.
AnschlieRend sind innerhalb von drei Lungenkarzinomen die Blutgefal3e auf ihren isotropen
bzw. anisotropen Charakter hin untersucht worden. Die Herstellung und die Auswertung der

Modelle sowie der Tumore werden im folgenden erlautert.

3.2.1.1 Anisotropes homogenes Plastikblock Model

In das flache, kreisformige Ende eines 16,5 cm langen, zylindrischen Plastikblocks sind 22
parallele, homogen verteilte Lécher mit einem Durchmesser von 4 mm und einem Abstand
von 1lcm zueinander, gebohrt worden, so dass diese komplett durch den Block verlaufen und
somit am anderen flachen, kreisférmigen Ende des Plastikblocks wieder erscheinen
(Abbildung 13 a). Die Bohrlocher stellen anisotrope Strukturen innerhalb des Zylinders dar.
AnschlieRend wird der Block in drei 5,5 cm lange Stlicke gesagt, wobei die Schneideflachen
parallel zu den flachen, kreisformigen Flachen des Plastikzylinders verlaufen (Abbildung
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13 b). Danach werden alle drei Blocke nach einem einheitlichen, systematischen
Zufallsprinzip (SURS) (siehe Abschnitt 2.4.2.3) [78] in parallele Scheiben gesagt, wobei die
Schnittrichtung unterschiedlich ist. Der erste Block wird in x-, der zweite in y- und der dritte in
z-Richtung aufgeschnitten (Abbildung 13 c¢). Die x-, y- und z-Achsen stehen rechtwinkelig
zueinander und reprasentieren dadurch die drei méglichen Richtungen im dreidimensionalen
Raum, die am weitesten voneinander entfernt liegen. Um dem SURS gerecht zu werden wird
jeder Block unter Beachtung der Schnittrichtung theoretisch in durchschnittlich acht parallele
Scheiben mit einer Dicke von 0,7 cm eingeteilt. Innerhalb des ersten Intervalls wird ein Punkt
z zufallig gewahlt. Dieser Punkt lag fur den x-, y-, und z- Richtungs-Block bei 0,3 cm, 0,2 cm
und 0,2 cm. Der zufallig bestimmte Punkt eines Plastikblocks stellt den Schnittpunkt fur den
ersten Sageschnitt dar und von diesem ausgehend werden in einem Intervall von jeweils 0,7
cm die folgenden Schnittpunkte festgelegt. Die Frontflachen der entstehenden Scheiben
eines Plastikblocks (Abbildung 13 d) werden mit Hilfe eines Lineals ausgemessen und alle
Bohrprofile dieses einen Blocks werden manuell ausgezahlt. Alle kalkulierten Flachen und
Profile aller Scheiben des Blocks werden summiert und auf Profile pro 1 cm? berechnet. Es

entstehen drei Ergebnisse, die in Relation zueinander gesetzt werden sollen.
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Abbildung 13: Darstellung des anisotropen, homogenen Plastikblock Modells
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a)

Der Plastikblock wird von
anisotropen  Strukturen durch-
zogen, die durch 22 parallele,
homogen verteilte, durch den
ganzen Block fihrende
Bohrlocher dargestellt werden.

b)

Der Plastikblock wird in drei
gleich groRe Plastikzylinder
gesagt.

c)

Es werden von jedem
Plastikzylinder nach einem
systematischen, einheitlichen

Zufallsprinzip gleichmé&Rig dicke
Scheiben angefertigt, wobei fur
jeden Zylinder eine
unterschiedliche Schnittrichtung
X, y oder z verwendet wird.

d)

Einige Scheiben der drei Blocke
sind beispielhaft dargestellt. Aus
zwei Plastikblécken entstehen
Profile auf den Frontseiten, die
sich im Gegensatz zu den
Scheiben des dritten Blocks
ahneln. In den ersten beiden
Blocken sind weniger langliche
Profile enthalten als im quer
geschnittenen dritten Block.
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3.2.1.2 Anisotropes und isotropes heterogenes Nudel-Agar Model

Es werden gekochte und anschlieRend Toluidin blau gefarbte, leicht gewellte, chinesische
Nudeln heterogen in erhitzten (ca. 70°C), flissigen, 5%igen Agar (Agar, So-Bi-Gel, Bie &
Berntsen A/S, Cat: BBB10030-1000, Danemark) eingebettet, der sich in zwei rechteckigen
Plastikboxen (18 x 13 x 6¢cm) befindet. Die Nudeln in der ersten agargefillten Box werden
anisotrop ausgerichtet, indem sie langlich und annahernd parallel zueinander gelegt werden
(Abbildung 14 a) und im zweiten Block isotrop, indem unterschiedlich gro3e Knaule von
Nudeln in das Einbettmedium gebracht werden (Abbildung 14 b). Nachdem sich das
Agarmedium bei Raumtemperatur abgekihlt hat und sich dadurch dessen flissiger Zustand
in einen festen umgewandelt hat, konnen die Nudel-Agar Blocke dem Plastikbehéltnis

entnommen werden.

Abbildung 14: Darstellung des a) anisotropen, heterogenen Nudel-Agar Models und b) des isotropen,
heterogenen Nudel-Agar Model

Die im folgenden beschriebene Prozedur wird fur beide Modelle durchgefihrt. Der Block wird
mit Hilfe eines Lineals in 18 parallele Scheiben, die eine Dicke von 1 cm aufweisen, eingeteilt
und mit einem Messer geschnitten (Abbildung 15 a, b). Jeweils jede erste, zweite und dritte
Scheibe wird verwendet, um insgesamt drei Stapel aufzubauen (Abbildung 15 c-e). Dabei ist
unbedingt darauf zu achten, dass die Front- und Hinterseite der Scheiben, wie sie im
Originalblock vorgelegen haben, nicht vertauscht werden, so dass alle Frontalseiten in eine
Richtung im neu erbauten Stapel zeigen. Dann werden die drei Stapel mit einer sehr diinnen
Schicht erwarmten, flussigen Agars bestrichen, so dass nach dessen Abkihlung und
Hartung die einzelnen Scheiben zusammen gehalten werden. Es entstehen also durch die
beschriebene Prozedur drei reprasentative Proben aus einer heterogenen Originalprobe.
Ware das heterogene Objekt wie das homogene Plastikmodell einfach nur in drei Teile

geteilt worden, waren keine reprasentativen Proben entstanden (Abbildung 16).
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Der erste Stapel wird nun nach dem bekannten einheitlichen, systematischen Zufallsprinzip,
in x-, der zweite Stapel in y- und der dritte Stapel in z-Richtung aufgeschnitten (Abbildung 15
f-h). Die gewabhlte Intervallgréf3e liegt bei allen Stapeln bei 1 cm und daraus resultieren fir
die ersten beiden Probenblécke bzw. Stapel sechs Scheiben (Abbildung 15 f, g) und fir den
dritten Probenblock 13 Scheiben (Abbildung 15 h). Aus zwei Stapeln (Abbildung 16 g,h) sind
somit Scheiben produziert worden, die aus mehreren Anteilen zusammengesetzt sind
(Abbildung 17 a), aus einem Stapel (Abbildung 16 f) sind Scheiben hergestellt worden, die
komplett sind (Abbildung 17 b). AnschlieBend werden die Frontseiten aller Scheiben eines
Probenblocks einmalig analysiert bzw. fir die Zahlung der Nudelprofile verwendet. Dafur
wird fur die kompletten Scheiben des einen Stapels (Abbildung 16 f) ein passender
Zahlrahmen verwendet, der davor mittels Geodreieck und Folienstift auf durchsichtige Folie
gezeichnet worden ist (Abbildung 17 b). Dieser wird zuféllig auf die auszuwertende
Frontseite positioniert und die Nudelprofile werden nach einer strikten Z&hlregel, die an den
Zahlrahmen gebunden ist, ausgewertet (siehe Abschnitt 2.4.4.1). Zusatzlich wird jedes
gezahlte Nudelprofil durch einen Folienstift auf der Folie markiert, um Uber- oder
Unterzéahlungen zu vermeiden. Sowohl bei dem Stapel mit den kompletten Scheiben des
heterogenen anisotropen Nudel-Agarblocks als auch des heterogenen isotropen Nudel-
Agarblocks ist ein Zahlrahmen mit den Mafl3en 5 x 13 cm2 verwendet worden. AbschlieRend
werden alle Profilmarkierungen aller Scheiben eines Probenblocks addiert > Q(prof) und alle
analysierten Zahlrahmflachen summiert > P(frame). Die Summe der Zahlrahmen  P(frame)
wird mit der Zahlrahmengré3e multipliziert. Die Nudelprofildichte Q, wird nach folgender

Formel berechnet. Die Nudelprofilanzahl pro 1cm? wird aus dieser Formel ermittelt.

2_Q(prof)

Qu= > P(frame)-a( frame)
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=

x, d 2/

f) 9) h)

Abbildung 15: Skizze eines Gewebeblocks (gelb) mit einer heterogen verteilten Struktur (rosa) (a).
Der Block wird in 18 parallele Scheiben eingeteilt (b) und jede erste (1), jede zweite (2) und jede dritte
(3) Scheibe wird zum Aufbau eines Stapels verwendet. Die drei neu erstellten Blocke (c, d, e) stellen
reprasentative Proben des originalen Gewebes dar. Abbildungen 30 f, g, h stellen Skizzen der
Schneiderichtungen dar. Der erste Probenblock wird in x-Richtung (f), der zweite Probenblock in y-
Richtung (g) und der dritte Probenblock in z-Richtung (h) nach einem systematisch einheitlichen
Zufallsprinzip in parallele Scheiben geschnitten.

a)

Abbildung 16: Skizze eines Gewebeblocks (gelb) mit einer heterogen verteilten Struktur (rosa) (a).
Der Block wird in drei Stiicke geteilt (b,c,d), wobei alle drei unterschiedlich stark die Eigenschaften des
Originalblocks reprasentieren. Im ersten Stiick (b) ist die Struktur enthalten, im dritten Stiick (d) nicht.
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Die Auswertung der zusammengesetzten Scheiben (Abbildung 16 g, h) folgt der Zahlregel
nach Giger. Hierflr wird jedes Segment der Scheiben einzeln analysiert (Abbildung 17 a).
Die rechte Schnittkante reprasentiert die Einschlusslinie und die linke die Ausschlusslinie.
Das bedeutet, wenn ein Profil die Einschlusslinie Uberquert oder berlhrt oder zwischen den
beiden Linine liegt wird es gezahlt; berlhrt oder Uberquert es die Ausschlusslinie, wird es
nicht gezahlt. Auch hier werden die gezahlten Profile mit einem Folienstift markiert, indem
auf die Scheibenoberflache eine durchsichtige Folie gelegt wird. Die einzelnen Segmente
stellen die Auswertungsflachen dar, die in dieser Studie bei durchschnittlich 6 cmz2 fir den
einen Stapel (Abbildung 16 h) bzw. 13 cm? fir den anderen Stapel (Abbildung 16 g) liegen.
Alle gezahlten Profile aller Scheiben pro Stapel werden summiert (3Q(prof)) und alle
Auswertungsflachen addiert (3> a(segment)), so dass die Nudelprofildichte Q. nach folgender
Formel errechnet werden kann. Die Nudelprofildichte pro 1 cm?2 wird aus dieser Formel
ermittelt.

__2Q(prof)

Q= > a(segment)

Abbildung 17: Die Abbildung zeigt zwei Scheiben des
heterogenen, anisotropen Nudel-Agar Modells, a) eine
zusammengesetzte Scheibe, die nach der Gigerschen
Zahlregel (rote Ausschluss- und griine Einschlusslinie)
ausgewertet wird und b) eine komplette Scheibe, die
mittels ~ Zahlrahmen  (rote  Ausschluss-, griine
Einschlusslinie) ausgewertet wird. (Die Ausschluss-
und Einschlusslinien sind in beiden Bildern nachtraglich
eingefligt worden.)

a) b)

Es wird also aus den drei Probenblécken eines Nudel-Agar-Modells jeweils ein Ergebnis fir
die Nudelprofildichte/cm? ermittelt. Diese drei Ergebnisse werden in Relation zueinander
gesetzt, indem ermittelt wird, um wie viel sich diese Ergebnisse voneinander unterscheiden.
Dadurch kann die Wahrscheinlichkeit der Anisotropie bzw. Isotropie der Nudeln ermittelt

werden.
3.2.1.3 Untersuchung der Verlaufsrichtung (Isotropie/Anisotropie) der Tumorgefalle

3.2.1.3.1 Tumore

Es werden drei experimentelle Lungenkarzinome (humane Lungentumorzelllinie A549) von
der Abteilung Optical Imaging & New Modalities Research der Bayer Schering Pharma AG
direkt nach deren Enthahme aus der Nacktmaus zur Verfligung gestellt. Die Tumore werden

fur 24 Stunden in Zinklésung (10x Zinc Fixative, BD Biosciences Pharmingen, Cat: 552658,
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USA), in einem verschlieBbaren Glasbehaltnis bei Raumtemperatur fixiert und anschliel3end

bearbeitet.

3.2.1.3.2 Anfertigung der Tumorschnitte

Die Anfertigung der Tumorschnitte folgt den Prinzipien, die unter Punkt 3.2.1.2 fur die Nudel-
Agar Modelle bereits erlautert worden sind. Eine Ubersicht (iber die Anzahl der entstehenden

Proben ist in Tabelle 1 dargestellt.

Vibratomschnitte

Die Tumore werden einzeln in mit erwdrmtem (ca. 70°C), flissigem Agar (Agar, So-Bi-Gel,
Bie & Berntsen A/S, Cat: BBB10030-1000, Danemark) gefillte rechteckige Plasikformen
eingebettet. Nachdem sich der Agar bei Raumtemperatur abgekihlt und somit verfestigt hat,
werden die Agar-Tumorblocke von der Plastikform getrennt. Danach werden die Proben
mittels Vibratom (Vibratome 3000+, Vibratome, USA) in parallele, gleich dicke Scheiben
geschnitten, wobei die OriginalgroRe des Tumors bericksichtigt wird. Es resultieren aus dem
ersten Tumor Scheiben mit einer Dicke von 400 um, aus dem zweiten von 500 pum und aus
dem dritten von 250 um. Die im folgenden beschriebene Prozedur wird fur alle drei Tumore
durchgefiuhrt. Jeweils jede erste, zweite und dritte Scheibe wird unter Bertlicksichtigung ihrer
Schnittrichtung auf jeweils einen Stapel gelegt, so dass drei Stapel entstehen, die aus
Scheiben aufgebaut sind, deren Frontseiten in eine Richtung weisen (Tabelle 1). Im
Durchschnitt besteht jeder Stapel aus funf Scheiben, die wiederum in eine mit erwarmtem,
fluissigem Agar gefilllte, rechteckige Plastikeinbettform gebracht werden, so dass die
einzelnen Scheiben durch das sich verfestigende Medium zusammen gehalten werden
(Abbildung 18 a). Die drei hergestellten Stapelbldcke stellen reprasentative Proben des
heterogenen Originalgewebes dar, da sie dessen morphologischen Charakter widerspiegeln.
AnschlieRend wird die Tumorprobe von Uberflissigem Agarmaterial befreit, so dass das
Tumorgewebe nur von wenig Agar umgeben ist, aber noch hinreichend zusammengehalten

wird.

Es werden also pro Tumor jeweils drei reprasentative Tumorproben hergestellt.
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) Anzahl . ) Schnittsets
Tumor | Scheiben- . Schnittsets pro | Schnittsets fur
] reprasentativer als
Nr. dicke Probenblock Auswertung
Probenbldcke Ersatz

1 Probe: x- Richtung 2

1 400 pm 1 Probe: y- Richtung

1 Probe: z- Richtung

1 Probe: x- Richtung
2 500 pm 1 Probe: y- Richtung

1 Probe: z- Richtung

1 Probe: x- Richtung
3 250 pym 1 Probe: y- Richtung

e e e

W| W W W W W W w w
N[ N N[ N N N NN

1 Probe: z- Richtung 1

Tabelle 1: Ubersicht der resultierenden Proben aus den drei originalen Tumorgewebeproben.

Paraffineinbettung

Jeder so hergestellte Tumorgewebestapel wird in eine Standardplastikkassette (Medim uni-
safe, Hounissen, Cat: 10-0113-A, Danemark), die fir Paraffineinbettungen geeignet ist,
gelegt und mit einem synthetischen, pordésen Schaumgummi (Praparate-Schutzpolster, XT
Commerce, B9190195, Deutschland) fixiert, um eine Positionsanderung zu vermeiden
(Abbildung 18 b). Paraffin kann sowohl den Agar als auch das Schaumstoffmaterial
infiltrieren, so dass diese Materialien den Einbettprozess nicht behindern. Es gilt wieder,
dass eine Probe in x-, eine in y- und eine in z-Richtung aufgeschnitten werden soll, so dass
alle drei Proben unterschiedlich in der Einbettbox positioniert werden muissen. Der
Stapelblock wird so in die Plastikkassette gelegt, dass die Seite nach unten weist, die die
spatere Schnittflache darstellen soll. Letztendlich werden die Kassetten mit den Proben tber
Nacht in ein automatisches Paraffin-Einbettungs-System gebracht (Infiltrationssystem:
Citadel 1000, Shandon, USA; Einbettsystem: Leica EG1150C, Leica, Deutschland). Hierbei
werden die Tumorgewebe zunéachst in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 95%,
95%, 100% Ethanol) fur jeweils zwei Stunden pro Alkohollésung dehydriert. AnschlieRend
wird der Alkohol aus dem Gewebe mittels Xylol entfernt (zwei Stunden). Dann wird das
Gewebe fir zwei Stunden mit Paraffin (Histowax, Histolab, Danemark) bei einer Temperatur
von ca. 58°C infiltriert. Nachdem die Kassetten am nachsten Tag aus dem System geholt
worden sind, werden sie bei Raumtemperatur getrocknet, so dass das Einbettmedium harten

kann und die Paraffinproben aus der Kassette geldst werden kdnnen.
Paraffinschnitte
Alle neun Proben der drei Tumore werden anschlieBend in ein Paraffinschneidegerat (2050

supercut, Reichert-Jung, Deutschland) eingespannt und geschnitten, so dass nach dem
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bekannten einheitlichen, systematischen Zufallsprinzip (siehe Abschnitt 2.4.2.3) ein Set mit
durchschnittlich acht Schnitten pro Gewebeprobe entsteht. Hierfiir wird die Hohe der
eingebetteten Tumorproben mit Hilfe eines Lineals ausgemessen, um die GroRRe des
Intervalls zu ermitteln, das den Tumor in acht gleich dicke, parallele Scheiben einteilt.
Innerhalb des ersten Intervalls wird zuféllig ein Punkt gewdahlt. Dieser stellt die Schnittstelle
fur den ersten Schnitt dar. Ausgehend von diesem Punkt wird der Tumor in die ermittelten
Intervalle eingeteilt und das Ende eines jeden Intervalls stellt die neue Schnittstelle dar.
Zusatzlich werden zwei Serienschnitte von jedem Schnitt des ersten Sets angefertigt, so
dass zwei weitere Sets mit durchschnittlich acht Schnitten entstehen, die als Ersatzsets
dienen sollen (Tabelle 1). Die 3 pm dicken Paraffinschnitte werden unmittelbar nach der
Herstellung zunachst mit Hilfe eines Pinsels in ein Wasserbad (ca.40°C) gelegt, um dann
aus diesem mittels Pinsel auf Objekttrager (Superfrost, Menzel Glaser, Hounissen,
Danemark) aufgezogen zu werden. Die Schnitte werden tber Nacht bei Raumtemperatur
getrocknet. AnschlieRend werden sie in einer Plastikbox fiir histologische Schnitte bei -20°C

gelagert.

a) b) C) d)

N/
Stapel x\ )

Stapel y /

Stapel z

Abbildung 18: Die Abbildung stellt Abschnitte der Bearbeitung eines Tumorgewebes dar. a) Die
Vibratomschnitte werden in drei Stapel geteilt und mit Agar fixiert. b) Jede der drei Proben eines
Tumors wird in einer Plastikkassette mittels Schaumgummi (blau) zur Paraffineinbettung derart fixiert,
dass die bestimmte Schnittflache (x, y oder z-Richtung) direkt vorliegt. c-d) Beispiele von
immunhistochemisch (CD31) gefarbten, zusammengesetzten Tumorschnitten.

3.2.1.3.3 Immunhistochemische Farbung an Paraffinschnitten (CD31)

Die verwendeten Substanzen sind im Anhang in Tabelle 11 aufgefihrt. Zur
Entparaffinisierung werden die Schnitte zunachst durch eine absteigende Alkoholreihe (2 x 5
min. Xylol, 2 x 0,5 min. 100%iger Alkohol (Ethanol), 2 x 1 min. 96%iger, 2 x 1 min. 80%iger,
1 min. 70%iger, 1 min. 50%iger) und dann in VE- (vollstandig entsalzt) Wasser (1 min.)
gefuihrt. Die Antigendemaskierung (personliche Mitteilung von A.-L. Frisk und S. Bassow,
Bayer Schering Pharma AG Berlin) erfolgt durch eine Inkubation (10 min.) mit 0,1%iger
Trypsinlésung in einer feuchten Kammer (FK) bei 37°C. Alle weiteren Inkubationen erfolgen
bei Raumtemperatur (RT). Waschprozesse werden mit PBS (phosphate buffer saline)-Puffer

durchgefuhrt und folgen nach jedem Inkubationsschritt. Die Aktivitat der endogenen
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Peroxidase wird durch eine spezielle, Wasserstoffperoxid beinhaltende Lésung durch
10minltige Inkubation blockiert. Die Blockierung des endogenen Biotins folgt. Daflr wird
eine Avidin und eine Biotinldsung nacheinander fur je 20 min. aufgetragen. Die
unspezifischen Proteinbindungsstellen werden durch 10%iges Ziegenserum blockiert (30
min., FK, RT) und mit einem kurzen Eintauchen der Schnitte in den PBS-Puffer
abgeschlossen. AnschlieBend wird der Primarantikdrper, ein monoklonaler Ratte-anti-Maus
CD31 Antikorper (1:200) aufgetragen (80 min., FK, RT). Die Antikdrper werden stets in einer
speziellen Antikérperlésung verdinnt. Fir die erste Negativkontrolle wird anstelle des ersten
anti-CD31 Antikorpers nur das spezielle Antikdrperverdinnungsmittel auf einen Tumorschnitt
aufgetragen und fur die zweite Negativkontrolle biotinyliertes Immunglobulin 1IgG2 von der
Ratte (1:1000). Fur die Positivkontrolle wurde Herzgewebe von der Nacktmaus verwendet.
AnschlieRend folgt die Inkubation (30 min., FK, RT) des Sekundarantikdrpers (1:200), ein
biotinylierter polyklonaler Ziege-anti-Ratte Antikdrper. Die Schnitte werden dann mit
Streptavidin-Horseradish-Peroxidase inkubiert (30 min., FK, RT). Danach wird 3,3 Zoll-
Diaminobenzidin (DAB) LOosung auf die Schnitte aufgetragen. Es wird erst dann 5 min. lang
durch VE-Wasser und darauf folgenden Waschprozess entfernt, wenn augenscheinlich eine
Braunfarbung innerhalb der Tumorgewebe statt gefunden hat. Zur Orientierung dient hierflr
die Positiv- und Negativkontrolle. Die Inkubationszeit mit DAB richtet sich individuell nach
den Tumoren und liegt zwischen drei bis funf Minuten. An den Stellen der Endothelzellen, an
denen der erste Antikbrper gebunden hat und mit dem zweiten Antikorper und der
Streptavidin-Horseradish-Peroxidase einen Komplex gebildet hat, wird das DAB durch einen
Oxidationsprozess in ein unlosbares braunes Endprodukt umgewandelt, so dass die
Blutgefasse braun erscheinen. Die Gegenfarbung der Zellkerne wird mit Hamatoxylin
durchgefiuhrt (45 Sek.). Nachdem die Schnitte kurz in ein VE-Wasserbad eingetaucht worden
sind, werden sie fir 10 min unter flieBendes Leitungswasser gestellt. Die Schnitte werden
durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 96%, 100% Ethanol) geftihrt und
abschlielend mindestens fiir 2 min. in Xylol gestellt. Deckglaschen schlieRen mit Hilfe von

I6semittelhaltigem Eindeckmedium das Gewebe auf den Objekttragern ein.

3.2.1.3.4 Auswertung mittels stereologischer Werkzeuge

Stereologisches System: Das Mikroskop (Olympus BX 50, 50F-3, 5A03752, Japan) ist mit
einer mechanischen Objekttragerhalterbiihne ausgestattet, die mit einem Computer in
Verbindung steht, auf dem wiederum das stereologische Programm CAST (Cast version
2.1.6.1., Olympus, Danemark) lauft. Eine Kamera (3-CCD, Ky-F 55B, JVC, DP 70, Olympus,
Japan) ist mit dem Mikroskop verbunden und Ubertragt das mikroskopische Bild auf den
Computerbildschirm. Die manuell eingestellte VergroRerung des Mikroskops muss stets mit

der manuell eingegebenen VergréRerungsangabe im Programm Ubereinstimmen.
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Stereologische Auswertung. Das immunhistochemisch bearbeitete Set einer Tumorprobe
wird fUr die Auswertung mittels stereologischen Systems herangezogen (Abbildung 18 c-d
zeigt beispielhaft zusammengesetzte Tumorschnitte). Jeder Schnitt eines Tumorsets wird
einzeln ausgewertet. Das Tumorgewebe wird unter Verwendung einer 1,25x/00,4 Linse
(Olympus, Japan) mikroskopiert und bei einer VergroRerung von 43fach auf dem Bildschirm
wiedergegeben. Es wird manuell mittels eines stereologischen Programms eine grobe
Kontur um das Abbild des Tumorschnittes gezogen, um die zu analysierende Region zu
definieren. Mikroskop und stereologisches Programm werden nun auf die 20x/0,7 Linse
(Olympus, Japan) umgestellt, woraus eine VergroBerung des mikroskopischen
Tumorgewebes auf dem Computerbildschirm von 688fach resultiert. Diese Vergrof3erung
ermoglicht die Blutgefal3profile sicher identifizieren zu konnen. Die Z&hlrahmengrof3e wird
festgelegt, indem aus den zur Verfigung stehenden Zahlgittern der ,,counting frame” (dt.:
Zahlrahmen) ausgewahlt wird und in das sich 6ffnende Fenster die GrofRe eingegeben wird,
die sich an der durchschnittlichen Anzahl der Ereignisse (Blutgefal3profile) innerhalb des
Zahlrahmens orientiert, die mindestens bei drei liegen sollte. Fir diese stereologische
Auswertung ist fir alle auszuwertenden Tumore eine ZahlrahmengréfRe von 28500 pm?2
gewahlt worden. AnschlieRend wird tUber den Befehl ,,Meanderscan” der systematische
Abstand in x- und y- Richtung zwischen den einzelnen auszuwertenden Gesichtsfeldern
eingegeben. Die definierten Abstéande zwischen den auszuwertenden Feldern und die GroRRe
des Zahlrahmens werden fir alle Schnitte des Sets eines Tumors tUbernommen. Nur fir
jeden neu zu untersuchenden Tumor werden die Einstellungen gegebenenfalls ge&ndert und
an das Gewebe angepasst. Die Zahlung der Blutgefassprofile kann nach Beginn des
Meanderscans bei der eingestellten Vergrof3erung (688fach) durchgefuhrt werden. Das
Computerprogramm definiert und fahrt automatisch durch die mechanische Bihne zu den
auszuwertenden Feldern, auf die es stets den Zahlrahmen projiziert. Die mikroskopischen
Gesichtsfelder sind somit einheitlich gewahlt, systematisch voneinander entfernt und zufallig
vom System innerhalb der Tumorkontur platziert worden, so dass die Kriterien des SUR
Prinzips (siehe Abschnitt 2.4.2.3) [78] erfiillt werden. Die Auszahlung der Blutgefassprofile
folgt einer mit dem Zahlrahmen verbundenen strikten Zahlregel [68, 86], die vorgibt, dass
jedes Blutgefassprofil gezahlt wird, das innerhalb des Zahlrahmens liegt oder die
Einschlusslinie lberschreitet oder berthrt. Die Blutgefassprofile, die die Ausschlusslinie
bertihren oder Uberschreiten werden nicht gezahlt (siehe Abschnitt 2.4.4.1). Die Definition
eines Blutgefassprofils folgt der nach Weidner [27], die bereits im Abschnitt 2.3.2.1
aufgefiihrt worden ist. Die gezéahlten, positiv gefarbten Endothelzellprofile werden mit einem
Marker gekennzeichnet. Zusatzlich erfolgt eine Markierung der Ecken des Z&hlrahmens mit
einem Marker, wenn die Ecke Tumorgewebe schneidet. Die Beendigung der Auswertung
eines Gewebefeldes wird in das stereologische Programm eingegeben, durch das dann
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automatisch zum nachsten Feld gefahren wird. Alle beiden Marker werden einzeln pro
Schnittauswertung vom Programm summiert und abschlieBend fir alle Schnitte eines Sets
ermittelt. Die gesamte Profilanzahl sollte zwischen 100 und 200 liegen [68], um ,unbiased”

Resultate zu gewahrleisten.

Nach der Auszahlung eines Schnittsets wird die Blutgefassprofilanzahl pro Flache Q4 nach
folgender Formel berechnet (siehe auch Abschnitt 2.4.4.1), wobei Y Q(prof) fur die Summe
aller Blutgefal3profile steht und Y P(frame) fir die Summe aller Punkte, die gesetzt worden
sind, wenn Tumorgewebe die Ecke des Zahlrahmens getroffen hat. Die Flache des

Zahlrahmens a(frame) fliel3t ebenfalls in die Formel ein.

~ > Q(prof)
> P(frame)-a( frame)

Qx

AnschlieRend werden alle Blutgefassprofilresultate pro 1 mm2 errechnet.

3.3 Einfluss der histologischen Bearbeitung auf die Schrumpfung
von Gefrierschnitten (systematische Fehler nicht

stereologischen Ursprungs)

In den folgenden Untersuchungen werden Gefrierschnitte fir stereologische Auswertungen
(Dichte und Lange tumoraler Blutgefale, Tumorvolumina) herangezogen. Technische und
umgebungsbedingte (z. B. Lufttrocknung, Alkoholldsungen), histologische Einflisse
(systematische Fehler nicht stereologischen Ursprungs), die sich auf die Gefrierschnitte und
somit auch auf die Auswertungen niederschlagen konnen, sollen daher vorher Uberprift
werden (siehe Abschnitt 2.4.2.2 ). Hierfur wird zum einen das Kryotom technisch Uberpriift,
zum anderen wird die Deformation bzw. die Schrumpfung eines Tumorgewebeschnittes
untersucht, indem die Gewebeoberfache eines tiefgefrorenen Tumors im Einbettmedium mit
der Flache eines histologischen Schnitts verglichen wird. Der Vergleich der Flachen basiert
auf einer modifizierten Methode nach Dorph-Petersen et al. (2000), [73]. In ihrer Studie
beschreiben sie u. a. die Ermittlung der Flachendeformation.

3.3.1 Kalibrierung des Kryostats mittels einer Messuhr

Alle Gefrierschnitte dieser Studie sind mit dem HM560 Kryostat der Fa. Microm (HM 560,
Microm, Cat:956060, Deutschland) angefertigt worden, an dem die Schnittdicke eingestellt
werden kann. Der Vorschub des Gerétes, der mit dem Teilbereich verbunden ist, an dem die
Gefrierprobe eingespannt wird, muisste mit der eingegebenen Schnittdickeneinstellung

Ubereinstimmen.

54



Material und Methoden

Um die Vorschubsstrecke des Kryostats zu Uberprifen, wurde zunéchst die Schnittdicke auf
5 um am Gerét eingestellt. Anschlie3end wurde eine Messuhr mit der Unterstiitzung eines
Technikers der Firma Microm im Gerat angebracht, so dass diese den Vorschub bemessen
konnte. Die Messuhr konnte nur in dem Bereich, in der normalerweise die Gefrierprobe
eingespannt wird, befestigt werden. Daher wurde keine Gefrierprobe fir diese Untersuchung
in den Kryostat eingespannt. Nach der Einstellung der Messuhr durch den Techniker der
Firma Microm wurde der Vorschub nach 100, 200, 300, 400 und 500 Schnittbewegungen
des Kryostaten an der Messuhr abgelesen.

3.3.2 Bemessung der Flache des Tumorschnittes vor und nach dem Schneide-
und Farbeprozess

In der folgenden Untersuchung soll der Einfluss der technischen Herstellung und der
Farbung eines Gefrierschnitts eines tumoralen Gewebes untersucht werden. Dafir wird die
Flachendeformation des Tumorgewebeschnitts vor und nach dem Schneide- und

Farbeprozess ermittelt.

Ein aus der Nacktmaus stammender, experimenteller Mammatumor (humane
Brusttumorzelllinien MCF7) wurde von der onkologischen Abteilung der Bayer Schering
Pharma AG durch Herrn Dr. H. Hess-Stumpp zur Verfligung gestellt. Die Tumorprobe lag
tiefgefroren, eingebettet in Tissue tek (O.C.T. Compound, Cat: 041831008,Sakura,

Niederlande) vor und wurde bis zur Bearbeitung bei -80°C gelagert.

Der Probenblock wird in den Kryostat eingespannt und soweit getrimmt, bis ungefahr die
Mitte des Tumors erreicht ist und sich somit hinreichend Tumormaterial auf der
Schnittoberflache prasentiert. Es werden zusatzlich einige 5 um dicke Schnitte abgetragen,
um die geeignete Schneide- und Objekttemperatur auf das Material und die Schnittdicke
abzustimmen. Die Temperatur der Probe wird auf -15°C eingestellt, die der Schneideklinge
(Microtome blades, Type C35, Feather, Japan) auf -18°C. Dann folgt die Anfertigung von
insgesamt funf Gefrierschnitten aus dem mittleren Tumorbereich (keine Serienschnitte).
Bevor ein Kryostatschnitt angefertigt und auf einen raumtemperierten Objekttrager
aufgezogen wird, wird ein Lineal an den Gewebeblock gehalten und dies mittels
Digitalkamera (Nikon, Cool Pix 995) fotografiert (Abbildung 19 a). Die Gewebeschnitte
werden bei Raumtemperatur flr eine Stunde getrocknet. AnschlieRend werden die
Objekttrager auf eine dunkle Flache, in diesem Fall einen dunkelgriinen Labortisch, gelegt,
um die nativen Gewebe einschlielBlich dem daneben gelegten Lineal zu fotografieren
(Abbildung 19 b). Danach werden die Tumorschnitte gefarbt (siehe Abschnitt 3.3.2.1) und

anschlieend auf einen hellen Untergrund, auf ein weil3es Blatt Papier, neben ein Lineal
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gelegt, um davon ebenfalls Digitalfotos anzufertigen (Abbildung 19 c).

3.3.2.1 Hamalaun Farbung

Danach werden die funf Schnitte zunéchst fur 30 sek. in 4°C kaltem Aceton fixiert und dann
fir 2 min. mit HAmalaunlésung Uberzogen. Anschlieend werden die Schnitte zur Blauung
der Zellkerne fir 10 min. unter laufendes Leitungswasser platziert. AbschlieRend werden die
histologischen Gewebeschnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 96%,
100%) gefuhrt und fir mindestens 2 min. in Xylol gestellt. Das Eindecken erfolgt mit dem
Eindeckmedium Eukitt. Die verwendeten Substanzen sind im Anhang in Tabelle 11
aufgefihrt.

3.3.2.2 Stereologische Ausmessung der Schnittflache mittels Zahlgitter

Alle angefertigten Digitalfotos (der Oberflachen des Gefrierblocks, der Nativschnitte und der
gefarbten Schnitte) werden auf weil3es Papier ausgedruckt und einzeln und in zufélliger
Reihenfolge unter einer Stereolupe (Nikon 76449), die mit zwei Lichtquellen (Highlight 2000,
Olympus) ausgestattet ist, mittels Punktegitter, wie es bei der Cavalieri Methode angewendet
wird (siehe Abschnitt 2.4.3), ausgewertet. Hierflir wird ein schwarzes Gitter, das aus 1 mmz2
grol3en Kastchen besteht und auf einer durchsichtigen Folie abgebildet ist, zufallig auf das
Gewebefoto gelegt. Nur wenn die untere linke Ecke eines Kastchens mit der
Tumorgewebeabbildung gefullt ist, wird es gezahlt. AnschlieRend werden die gezahlten
Punkte summiert und mit der KastchengrofRe von 1 mmz2 multipliziert, um die Gesamtflache
zu ermitteln. Zusatzlich wird der Maf3stab des Fotos ermittelt, indem das abgebildete Lineal
mit einem Lineal ausgemessen wird, und mit der ausgewerteten Flache verrechnet, um das
Endergebnis fir die FlachengréfRe des Gewebes zu erhalten. Die ermittelten Resultate fir
die Gefrierblock-, Nativschnitt- und gefarbten Schittflachen werden miteinander verglichen,

um die Schrumpfung bzw. Deformation zwischen den einzelnen Schritten zu ermitteln.
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a) b) c)

Abbildung 19: Anhand des dritten Tumorschnitts des Mammatumors sind die fotografischen
Abbildungen beispielhaft dargestellt. Im ersten Bild(a) stellt sich der angeschnittene Tumor
eingespannt in der Kryostatvorrichtung dar. Im zweiten Bild (b) erscheint der bei Raumtemperatur
getrocknete, weilRliche Gewebeschnitt auf dem Objekttrager, im dritten Bild (c) liegt derselbe Schnitt
mit Hamalaun gefarbt vor.

3.4 Reproduzierbarkeit der Methode nach Weidner und der
Methode mittels stereologischer Werkzeuge und deren

Ubereinstimmung

In dieser Arbeit wurde die Reproduzierbarkeit von zwei Methoden Uberprift und zusatzlich
deren Ubereinstimmung. In diesem Zusammenhang sollen die Begriffe Reproduzierbarkeit
und Ubereinstimmung vorab definiert werden. Die Reproduzierbarkeit gibt die
Wiederholbarkeit einer Methode an. Wenn eine Methode unter den gleichen
Versuchsbedingungen wiederholt angewendet wird, sollten im Idealfall die gleichen
Ergebnisse erzielt werden. Daher wird bei wissenschaftlichen Methoden stets eine sehr hohe
Reproduzierbarkeit angestrebt. Die Ubereinstimmung von zwei Methoden beschreibt das
Mal3 an Vergleichbarkeit bzw. Gleichheit der Endergebnisse, die die jeweilige Methode
liefert. Sind die Endergebnisse beider Methoden identisch, so stimmen die Methoden
Uberein. Weichen die Endergebnisse jedoch stark voneinander ab, so ist die

Ubereinstimmung beider Methoden sehr gering.

Die Reproduzierbarkeit der Methode nach Weidner und der Methode mittels stereologischer
Werkzeuge soll durch die mikroskopische Auswertung tumoraler Blutgefalie
immunhistochemisch gefarbter Tumorgewebeschnitte von insgesamt elf experimentellen
Tumoren Uberpruft werden. Hierfir werden fur beide Methoden histologische
Tumorgewebeschnitte eines Tumors a) wiederholt ausgewertet (mehrfache Auszéhlung des
gleichen Schnittes (Weidner) bzw. des gleichen Schnittsets (Stereologie)) und b)
unterschiedliche Schnitte eines Tumors ausgewertet (einfache Auszahlung mehrerer

Schnitte (Weidner) bzw. Schnittsets (Stereologie)). Die Untersuchung der Ubereinstimmung
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beider Methoden wird anhand der erhobenen Resultate der wiederholten Auswertung (a)

vorgenommen.

Bei der Untersuchung der Reproduzierbarbeit der beiden Methoden wird beachtet, dass die
Reihenfolge der Auswertung der Schnitte bzw. Schnittsets aller elf Tumore zufallig gewesen
ist. Sowohl der zufallige Zeitabstand, der zwischen mehreren Tagen oder Wochen liegen
kann, als auch die zuféllige Reihenfolge der Schnitte bzw. Schnittsets dienen der
Uberprufung der Reproduzierbarkeit der Methode, um zu vermeiden, dass der Untersucher

von vorigen Ergebnissen des jeweiligen Tumors beeinflusst werden kann.
3.4.1 Versuchsvorbereitung

3.4.1.1 Tumore

Die onkologische Abteilung der Bayer Schering Pharma AG Berlin stellte durch Herrn Dr. H.
Hess-Stumpp zwei Lungenkarzinome der humanen Zelllinie A549 und drei epitheliale
Prostatakarzinome der humanen Zelllinie DU145 zur Verfligung, die bei -80°C gelagert
worden waren. Diese sind in eine rechteckige Plastikeinbettform (Peel-A-Way Embedding
Mold, Prod No. 27110, Ted Pella, Inc., Redding, USA) im Einbettmedium Tissue tek (O.C.T.
Compound, Cat: 041831008,Sakura, Niederlande) eingebettet und bei -70°C in Isopentan
(Isopentan, Fluka, Cat: 59075, Schweiz) tiefgefroren worden. Sechs unvollstandige
Mammakarzinome der humanen Zelllinie MDA-MB 435 wurden von dem radiologischen
Institut (Klinische Radiologie, Réntgendiagnostik) der Universitat Minster durch Herrn A.
Wall zur Verfugung gestellt. Diese tiefgefrorenen Tumore sind auf Trockeneis gelagert
zugesendet worden. Sie wurden nach Ankunft in die oben genannte Einbettform und das
Einbettmedium gebettet und mittels Isopentan tiefgefroren. Alle elf Tumore wurden bis zu
ihrer weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Alle Tumorproben sind urspringlich
experimentell in Nacktm&usen angeziichtet worden. Die genaue Bezeichnung der Tumore ist

im folgenden aufgelistet:

Lungenkarzinom A 549-1 Mammakarzinom MDA- MB 435-2
Lungenkarzinom A 549-2 Mammakarzinom MDA- MB 435-3
Prostatakarzinom 1-1, DU 145-1 Mammakarzinom MDA- MB 435-4
Prostatakarzinom 1-1, DU 145-2 Mammakarzinom MDA- MB 435-5
Prostatakarzinom 2-4, DU 145 Mammakarzinom MDA- MB 435-6

Mammakarzinom MDA- MB 435-1
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3.4.1.2 Gefrierschnitte

Die Anfertigung der Gefrierschnitte folgt einem einheitlichen, systematischen, zufélligen
Probenziehungsprinzip (siehe Abschnitt 2.4.2.3) [78]. Hierfiir wird die H6he der eingebetteten
Tumorproben mit Hilfe eines Lineals ausgemessen, um die Grof3e des Intervalls zu ermitteln,
das den Tumor in elf gleich dicke, parallele Scheiben einteilen wirde. Innerhalb des ersten
Intervalls wird zuféllig ein Punkt gewahlt. Dieser stellt die Schnittstelle flr den ersten Schnitt
dar. Ausgehend von diesem Punkt wird der Tumor in die ermittelten Intervalle eingeteilt und
das Ende eines jeden Intervalls stellt die neue Schnittstelle dar. Diese Prozedur wird dreimal
fur jeden Tumor wiederholt, so dass es insgesamt vier verschiedene Anfangsschnittpunkte
innerhalb des ersten Intervalls gibt, die alle verschiedene, aufeinander folgende
Schnittstellen mit sich bringen. (Es stehen somit vier Schnittsets pro Tumor fiir die weitere
Bearbeitung zur Verfiigung, wovon drei gefarbt werden und eins als Ersatzset dienen soll.)
Die Probe wird hierfir in den Kryostaten (HM 560, Microm, Cat: 956060, Deutschland)
eingespannt. Die Temperatur der Probe wird auf ca. -15°C eingestellt, die der
Schneideklinge (Microtome blades, Type C35, Feather, Japan) auf ca. -18°C. Die
Schnittdicke betragt 7 um. Mit Hilfe des auf der Anzeige erscheinenden Zahlers des
Kryostaten kdnnen die verschiedenen Schnittstellen leicht ermittelt werden. Bei Anfertigung
eines Gewebeschnitts wird von diesem stets ein zusatzlicher Serienschnitt angefertigt.
Dieser Serienschnitt soll als Ersatzschnitt dienen und wird mit dem vorigen Schnitt
zusammen auf einen beschrifteten Objekttrager (Silane-prep slides, Sigma-Aldrich, Cat:
S4651-72EA, Deutschland) aufgezogen und bei Raumtemperatur flr ca. eine Stunde
getrocknet. Jedes einzelne Set eines Tumors besteht durchschnittlich aus elf Objekttréagern
mit jeweils zwei Schnitten, wobei der zweite Schnitt auf dem Objekttrager nur als
Ersatzschnitt dienen soll. Falls der erste Schnitt beispielsweise aufgrund von
Beschadigungen oder Farbeartefakten nicht auswertbar sein sollte, wird der Ersatzschnitt
anstelle des ersten Schnitts zur Auswertung herangezogen. Die Schnitte werden in einer mit
Zellstoff ausgelegten und mit Alufolie umwickelten Objekttragerbox (Objekttrager-Behélter,
VWR International, Cat: 631-9141, Deutschland) bei -80°C gelagert.

3.4.1.3 Immunhistochemische Farbung von Gefrierschnitten mit Farbeautomat
(CD31)

Es werden drei Schnittsets pro Tumor mittels einer direkten immunhistochemischen Methode
gefarbt, das vierte Set dient als Ersatzset. (Die verwendeten Substanzen sind detailliert im
Anhang in Tabelle 11 aufgefuhrt.) Die Gefrierschnitte werden in Aceton (+4°C) fixiert (5 min.).
Sie werden flir wenige Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und das Gewebe wird mit

einem Fettstift umkreist. Der immunhistochemische Farbeprozess wird von einem
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Farbeautomaten Ubernommen, der nach folgendem Standardprotokoll arbeitet. Die
Waschschritte werden nach jedem Inkubationsschritt mittels TBS (tris buffered saline)
Pufferldsung vollzogen. Ein spezielles Blockierungsreagenz blockiert zunachst die endogene
Peroxidase (15 min.), dann wird das endogene Biotin durch zunadchst eine Avidin- dann
Biotinldsung geblockt, wobei die Inkubationszeit pro Losung 20 min. betragt. Die Antikorper
werden stets mit einer speziellen Antikorperldsung verdinnt. Die Gefrierschnitte werden fir
50 min. mit einem biotinylierten Ratte-anti-Maus CD31 Priméaranitkorper (1:1000, FK)
inkubiert. Pro Farbedurchgang sind eine Positiv- und zwei Negativkontrollen mitgefiihrt
worden. Fir die erste Negativkontrolle ist anstelle des anti- CD31 Antikorpers die reine
Antikorperlosung verwendet worden und fir die zweite Negativkontrolle biotinyliertes
Immunglobulin IgG2 von der Ratte (1:1000). Fur die Positivkontrolle ist Pankreasgewebe von
der Nacktmaus verwendet worden. AnschlieRend folgt eine 30 mindtige Inkubation mit
Extravidin-Peroxidase Konjugat. Die 3,3 Zoll-Diaminobenzidin (DAB) Ldsung wird fir drei
Minuten auf die Schnitte aufgetragen. Der Oxidationsprozess wird durch ein VE-Wasserbad
(5 min.) gestoppt auf das ein Waschgang folgt. Der weitere Farbevorgang wird nicht mehr
vom Autostainer durchgefiihrt, sondern manuell fortgesetzt. Die Gegenfarbung der Zellkerne
erfolgt mit Hamatoxilin (45 Sek.). Zur Entwicklung der Farbreaktion (Blauung) werden die
Schnitte fir 10 min. unter flieBendem Leitungswasser positioniert und anschlieend durch
eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 96%, 100%) gefuhrt. AbschlieRend werden
sie fur mindestens 2 min. in Xylol gestellt. Deckglaschen schlieRen mit Hilfe von

I6semittelhaltigem Eindeckmedium das Gewebe auf den Objekttragern ein.

3.4.2 Untersuchung der Reproduzierbarkeit der Methode nach Weidner

a) Bestimmung der MVD nach Weidner anhand drei verschiedener Schnitte eines
Tumors

In dieser Untersuchung werden alle elf Tumore ausgewertet, wobei insgesamt drei Schnitte

pro Tumor ausgewertet werden. Im folgenden wird die Auswertungsmethode fir einen

Tumorschnitt erklart.

Die Auswertung der MVD nach Weidner, die auf der Auszahlung eines hot spots basiert,
wird anlehnend an dessen Beschreibung durchgefiihrt (siehe Abschnitt 2.3.2.1) [27]. Fur die
hot spot Auswertung wird zunachst ein technisch hervorragender, qualitativ am besten und
fur den Tumor reprasentativ erscheinender Schnitt von allen immunhistochemisch
bearbeiteten Schnitten des Tumors ausgewahlt (Abbildung 20). Der Schnitt wird unter das
Mikroskop (Axioskop 40, Zeiss, Cat: 491902-9850-000, Deutschland) gelegt und bei zwei
kleinen VergroRerungen (4x10 und 10x10) meanderférmig durchfahren und betrachtet, um

die Stelle heraus zu suchen, die die héchste Durchblutung aufweist — den so genannten hot
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spot. Zur Orientierung dient die durch die immunhistochemische Farbung hervorgerufene
Braunfarbung der Gefal3e. Dieser hot spot wird bei einer Vergrol3erung von 20x10
eingestellt. Als Blutgefall zahlt jede angefarbte Endothelzelle und jeder angefarbte
Endothelzellhaufen, wenn dieser von anderen Endothelstrukturen deutlich getrennt liegt. Es
werden keine Erythrozyten oder GefaRlumina gezahlt. Um eine Uber- oder Unterzéhlung der
BlutgefaRanzahl zu vermeiden, werden die gezéahlten Blutgefal3profile markiert. Hierfur wird
das mikroskopische Bild vom Mikroskop durch eine Kamera (DXC-950P, 3CCD color video
camera, Sony, Japan) und einen daran gekoppelten Computer auf einen
Computerbildschirm Ubertragen. Zusatzlich wird das stereologische Computerprogramm
(stereoinvestigator, microbrightfield, USA ) fiir diese Analyse benutzt. Das auf dem Monitor
betrachtete mikroskopische Feld wird zunachst manuell mit einer Messlinie durch das
Computerprogramm bemessen. Das Gesichtsfeld stellt bei einer VergréRerung von 20x10
stets eine Gewebeflache von 0,443 mm?2 dar, so dass eine weitere an dieses Feld
angrenzende Flache innerhalb des hotspots ausgewertet werden muss, da nach Weidners
Kriterien mindestens eine Gewebeflache von 0,74 mm? ausgewertet werden muss (siehe
Abschnitt 2.3.2.1). Daher werden insgesamt 0,886 mmz2 innerhalb des hotspots ausgezahlt.
Jede gezahlte Struktur wird mit einem Marker markiert (siehe Abbildung 23 a) und die

Summe der gesetzten Marker wird vom Computerprogramm angegeben.

Nach einem Zeitabstand von mehreren Tagen oder Wochen wird ein zweiter gefarbter
Schnitt des Tumors nach den oben aufgefiihrten Kritierien herausgesucht und ausgewertet.
Nach einem weiteren Zeitabstand von mehreren Tagen oder Wochen wird ein dritter
gefarbter Schnitt des Tumors nach den oben aufgefiihrten Kritierien herausgesucht und
ausgewertet (Abbildung 20). Die Reihenfolge der Auswertung der insgesamt drei Schnitte
aller elf Tumore ist zuféllig gewesen. Sowohl der zufallige Zeitabstand als auch die zuféllige
Reihenfolge der Schnitte dienen der Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Methode, um
zu vermeiden, dass der Untersucher von vorigen Ergebnisse des jeweiligen Tumors
beeinflusst werden kann. Alle Schnitte werden nach ihrer Auswertung wieder in die
Schnittsets zurlickgelegt und die vollstandigen Sets stehen fir die nachfolgende

Untersuchung (3.4.2 b) zur Verfligung.
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Gefarbte Tumorschnitte eines Tumors

Tumorgewebe

1 hot spot/

1. Schnitt
1x Auswertung

| ] 2. Schnitt
{ L 1x Auswertung
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I

Abbildung 20: Die Skizze verdeutlicht die Auswahl der drei Schnitte zur Uberprifung der
Reproduzierbarkeit der Methode nach Weidner. Es werden aus allen immunhistochemisch
bearbeiteten Schnitten eines Tumors insgesamt drei reprdsentativ erscheinende Schnitte (rot)
gewahlt. Jeder dieser Schnitte wird einmal ausgewertet wobei jeweils ein hot spot (griin) ausgezahlt
wird.

3. Schnitt
1x Auswertung

G

b) Wiederholte Bestimmung der MVD eines Tumorschnittes nach den Kriterien von
Weidner

Fur die weitere Untersuchung der Reproduzierbarkeit der Methode nach Weidner werden
erneut alle elf Tumore ausgewertet, wobei nur ein Schnitt aus allen immunhistochemisch
bearbeiteten Schnitten eines Tumors nach den oben genannten Kriterien (siehe Abschnitt
3.4.2 a) ausgewahlt und ausgewertet wird (Abbildung 21). Die Auszahlung des Schnittes
unterscheidet sich darin, dass pro Schnitt drei hotspots ausgewahlt und ausgezahlt werden
(Abbildung 21), wobei jeder einzelne hot spot so ausgezadhlt wird wie es oben bereits
beschrieben worden ist (siehe Abschnitt 3.4.2 a). Nach mehreren Tagen oder Wochen wird
dieser Schnitt mit der gleichen Methode noch einmal ausgewertet. Die Reihenfolge der
nochmals auszuwertenden Tumorschnitte ist wieder zufallig, um auszuschlie3en, dass der
Untersucher von vorigen Ergebnissen des jeweiligen Tumors beeinflusst werden kann. Aus
den drei hotspots pro Schnitt wird der Mittel- und Maximalwert ermittelt. (Da nicht nur ein
hotspot pro Tumorschnitt ausgezahlt wird, sondern drei handelt es sich um eine leicht
modifizierte Methode nach Weidner, die heutzutage jedoch haufiger angewendet wird. Es

wird zur Vereinfachung im folgenden von der Methode nach Weidner gesprochen).

Gefarbte Tumorschnitte eines Tumors

|

|

I 1 || | I 1 ! | 1 Tumorgewebe 3 hot spots
1| |
| | | | /
'||| '||| —— | 1 schnit e
= |I 4 ! | 2x Auswertung o

Abbildung 21: Die Skizze verdeutlicht die Auswahl des einen Schnittes zur Uberpriifung der
Reproduzierbarkeit der Methode nach Weidner. Es wird aus allen immunhistochemisch bearbeiteten
Schnitten eines Tumors ein reprasentativ erscheinender Schnitt (rot) gewahlt. Dieser Schnitt wird
zweimal ausgewertet wobei jeweils drei hot spots (griin) ausgezahlt werden.
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c) Auswertung

Sowohl fur die Auswertung von drei Tumorschnitten (siehe Abschnitt 3.4.2 a) eines Tumors
als auch fur die Auswertung eines zweimal ausgewerteten Tumorschnitts desselben Tumors
(siehe Abschnitt 3.4.2 b) nach den Kriterien nach Weidner werden alle Ergebnisse der
Blutgefassdichte fir 1 mm2 Flache hochgerechnet. Die statistische Auswertung der
Reproduzierbarkeit der Weidnerschen Methodik erfolgt mittels Bland Altman Diagramm

(siehe Abschnitt 3.6.1).

3.4.3 Untersuchung zur Reproduzierbarkeit der Methode mittels

stereologischer Werkzeuge

Bestimmung der Blutgefa3profildichte mittels stereologischer Werkzeuge:

a) drei verschiedener Schnittsets eines Tumors

b) die wiederholte Bestimmung der Blutgefal3profildichte eines der drei Schnittsets

In dieser Untersuchung wird die Reproduzierbarkeit der Methode mittels stereologischer
Werkzeuge anhand der elf Tumore untersucht. Es werden insgesamt a) drei
immunhistochemisch bearbeitete Sets eines Tumors ausgewertet wobei b) ein Set davon
zweimal ausgewertet wird (Abbildung 22). Zwischen den einzelnen bzw. wiederholten
Auswertungen eines Tumorsets liegen mehrere Tage oder Wochen, da die Tumorsets aller

elf Tumore in zufélliger Reihenfolge ausgewertet worden sind.

Es ist anzumerken, dass vom Lungentumor A 549-1 und vom Mammatumor MDA-MB 435-1
nur zwei anti-CD31 gefarbte Sets zur Auswertung zur Verfigung standen. Die beiden
anderen Sets pro Tumor standen aufgrund technischer und immunhistochemischer Artefakte
nicht vollstandig zur Verfigung, so dass auf eine stereologische Analyse verzichtet worden
ist.

Gefarbte Tumorschnitte
1. Schnittset, 2. Schnittset, 3. Schnittset

1. Schnittset
2x Auswertung

2. Schnittset
1x Auswertung

3. Schnittset
1x Auswertung

=

e

i

L

T

{

Abbildung 22: Die Skizze verdeutlicht die Auswahl der Schnittsets zur Uberpriifung der
Reproduzierbarkeit der Methode mittels stereologischer Werkzeuge. Es werden alle drei
immunhistochemisch bearbeiteten Schnittsets gewahlt (rot). Jedes Schnittset wird einmal
ausgewertet. Eines der drei Schnittsets wird wiederholt ausgewertet (z.B. das erste Schnittset).

Stereologisches System:. Die histologischen Tumorschnitte werden mit Hilfe eines
stereologischen Systems ausgewertet. Das Mikroskop (Axioskop 40, Zeiss, Deutschland) ist

mit einer mechanischen Objekttragerhalterbiihne ausgestattet, die mit einem Computer in
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Verbindung steht, auf dem wiederum das stereologische Programm stereoinvestigator
(stereoinvestigator, microbrightfield, USA) lauft. Eine Kamera (DXC-950P, 3CCD Color
Videocamera, Sony, Japan) ist mit dem Mikroskop verbunden und Ubertragt das
mikroskopische Bild auf den Computerbildschirm. Die manuell eingestellte VergroRerung des
Mikroskops muss stets mit der manuell eingegebenen VergréRerungsangabe im Programm

Ubereinstimmen.

Stereologische Auswertung. In dieser Untersuchung sind alle drei Schnittsets der elf
Tumore ausgewertet worden, wobei ein Schnittset davon wiederholt ausgewertet worden ist

(Abbildung 22). Im folgenden wird die stereologische Auswertung fir ein Schnittset erklart.

Der erste Tumorschnitt eines Sets wird bei einer VergrofRerung von 4 x 10 unter das
Mikroskop gelegt und auf dem Bildschirm wiedergegeben. Die auszuwertende Region wird
festgelegt indem manuell eine Kontur um das Abbild des Tumorschnittes gezogen wird.
Hierfir wird der Befehl ,,Contour” im Programm eingegeben und zum Schliel3en der Kontur
,,Close Contour” eingegeben. AnschlieBend wird der systematische Abstand in z- und y-
Richtung zwischen den einzelnen Feldern, die innerhalb des Gewebeschnittes zu
analysieren sind, eingegeben, indem der Anzeigeknopf ,,Probes” aktiviert wird und der
Befehl ,,Preview SRS Layout” angewiesen werden kann. Es erscheint ein Fenster, in das die
angestrebte Anzahl der Probefelder eingegeben werden kann und das Programm berechnet
selbst die benttigten Abstdnde oder es kdnnen direkt die Abstande per Zahl vorgegeben
werden. Das Mikroskop und das Programm werden nun auf die VergroRerung 40x10
eingestellt. Die ZahlrahmengroRe wird festgelegt indem unter dem Anzeigeknopf ,,Probes”
die Auswahl ,,Define counting frame” ausgewahlt wird und in dem erscheinenden Fenster
die Breite und Hohe eingegeben werden kann. Die Grol3e orientiert sich an der
durchschnittlichen Anzahl der zu z&hlenden Ereignisse (BlutgefaRprofile) innerhalb des
Rahmens, die bei dieser Auswertung ca. zwischen vier und sechs lagen. Die definierten
Abstédnde zwischen den auszuwertenden Feldern und die Gr6éRe des Zahlrahmens werden
fur alle Schnitte des Sets eines Tumors tbernommen. Nur fur jeden neu zu untersuchenden
Tumor werden die Einstellungen wieder gedndert und auf die GrolRe der Gewebeflache
abgestimmt. Die Zahlung der Blutgefassprofile wird bei einer VergréRerung von 40x10

durchgefiihrt. Die Auswertung wird mit dem Befehl ,Fractionator

begonnen. Das
Computerprogramm definiert und fahrt automatisch durch die mechanische Bihne zu den
auszuwertenden Gewebefeldern, auf die es den Zahlrahmen projiziert (siehe Abbildung 23

b). Die mikroskopischen Gesichtsfelder sind somit durch das System einheitlich gewahlt

! Aufgrund technischer Einstellungen des Compuerprogramms ist der Befehl ,, Fractionator”
eingegeben worden, obwohl die Fractionator Methode an sich nicht zur Anwendung kommt!
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worden, liegen systematisch voneinander entfernt und sind zuféllig vom System innerhalb
der Tumorkontur platziert worden. Die Auszahlung der Blutgefassprofile folgt einer mit dem
Zahlrahmen verbundenen strikten Zahlregel [68, 86], die bereits unter Abschnitt 2.4.4.1 und
3.2.1.3.4 erklart worden ist. Die Definition eines Blutgefalprofiles folgt der nach Weidner
[27], die bereits unter Abschnitt 3.4.2 aufgeflhrt worden ist. Die gezahlten, braun gefarbten
Profile werden mit einem Marker gekennzeichnet und automatisch vom System
zusammengezahlt. Das System fahrt selbstdndig zum né&chsten Feld, wenn die rechte
Maustaste angeklickt wird. Nachdem alle Schnitte eines Tumors ausgewertet worden sind,
wird die Blutgefassprofilanzahl mit der Anzahl der ausgewerteten Z&hlrahmen, die im System
abgerufen werden konnen, verrechnet, um die Blutgeféssprofildichte pro 1 mm?2 ermitteln zu

kénnen. Die gezahlte Anzahl an Profilen sollte zwischen 100 und 200 liegen [68].

C) Auswertung

Berechnung der Blutgefal3profildichte:

Die Berechnung der Blutgefassprofildichte, ein zweidimensionales Resultat, basiert auf
stereologischer Schatzung der Anzahl der Profile pro Flache (siehe Abschnitt 2.4.4.1) [68].
Durchschnittlich elf histologische Tumorschnitte sind pro Tumorprobe ausgewertet worden.
Die gezahlten Blutgefassprofile fur alle Schnitte pro Tumor werden addiert und stellen die
totale Summe Q(prof) dar. Die Anzahl aller ausgewerteten Z&hlrahmen P(frame) wird mit der
Flache des Zahlrahmens a(frame) multipliziert, um die Gesamtflache zu ermitteln. Die

BlutgefaRprofile pro Flache Q, werden nach folgender Formel errechnet:

~ > Q(prof)
> P(frame)-a( frame)

Qx

Die Ergebnisse werden anschlieBend fir eine Flache von 1 mmz2 berechnet, um sie mit den

Weidnerschen Ergebnissen vergleichen zu kénnen.
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a) b)

Abbildung 23: a) Ein Gesichtsfeld von 0,44 mm2 eines immunhistochemisch (CD31) gefarbten
Mammakarzinoms bei einer 200fachen VergréRerung wird nach Weidner ausgewertet, indem jedes
Blutgefassprofil (braun) gezahlt und markiert (rot) wird. (Auf der Abbildung sind nicht alle Blutgefalle
markiert.) b) Auf eines der einheitlich, systematisch, zuféllig gewahlten Gesichtsfelder des
Mammakarzinoms wird bei einer 400fachen VergroRerung ein Zahlrahmen projiziert. Die griinen
Linien des Zahlrahmens stellen die Einschlusslinien dar, die roten die Ausschlusslinien. Es werden
hier sieben Blutgefassprofile (braun) gezahlt und markiert (rot). (Der Zahlrahmen (b) und die Marker
(a,b) sind nachgezeichnet worden, um diese deutlicher hervorzuheben.)

Die Reproduzierbarkeit der stereologischen Methodik wird statistisch mittels Bland Altman
Diagramm uberprift (siehe Abschnitt 3.6.1).

3.4.4 Ubereinstimmung der Ergebnisse der Auswertung nach Weidner und der

Auswertung mittels stereologischer Werkzeuge

Zur Uberprufung der Ubereinstimmung der Methode nach Weidner und der mittels
stereologischer Werkzeuge werden die ersten Ergebnisse der wiederholten Auswertung
eines Schnittes nach Weidner (Abbildung 21) und die ersten Ergebnisse der wiederholten
Auswertung eines Schnittsets mittels stereologischer Werkzeuge (Abbildung 22)
herangezogen und mittels Bland Altman Diagramm (siehe Abschnitt 3.6.1) Uberpruft.
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3.5 Quantifizierung histomorphologischer Strukturen in
experimentellen Tumoren mittels stereologischer Methoden in
vitro und deren Korrelation mit der in vivo
Tumorsignalintensitat nach Gabe von optischen

Kontrastmitteln

In dieser Untersuchung soll die Tumorsignalintensitat experimenteller, orthotoper
Pankreastumore der Nacktmaus unter Verwendung a) eines unspezifischen und b) eines
Tumorgefal3-spezifischen Kontrastmittels mittels optischer Bildgebung in vivo bestimmt
werden. Diese ermittelten Kontrastwerte sollen mit histomorphologischen Parametern des
Tumors korreliert werden. Fir die mikroskopische Quantifizierung der Vaskularisation, des
Gesamtvolumens und Volumens sowohl des intakten als auch nekrotischen Gewebeanteils

des Tumors werden stereologische Methoden verwendet.
3.5.1 Optische Bildgebung - in vivo Versuch

3.5.1.1 Tumorzellinokulation

Die Tumorzellen der humanen, pankreatischen, neuroendokrinen (NET)-Zellinie BON
stammen von vier verschiedenen Klonen (A2#22: BON-Angiopoietin-2 Klon 22, A2#6: BON-
Angiopoietin-2 Klon 6, M#23: BON-Mock Klon 23, M#22: BON-Mock Klon 22) ab, die die
Gastroenterologische Abteilung der Charite Berlin durch Herrn Dr. A. Scholz zur Verfigung
gestellt hat. Die A2#22 und A2#6 Klone besitzen die Eigenschaft einer Transfizierung der
Tumorzelllinie mit humanem Angiopoietin-2, die M#22 und M#23 Klone hingegen zeichnen
sich durch einen leeren Expressionsvektor (Kontrollen) aus. Die Tumorzellen sind durch die
genannte Einrichtung ins Pankreasgewebe von Nacktmausen inokuliert worden. Dabei
wurde nach der maodifizierten Methode von Alves et al [14] vorgegangen. Nachdem die Tiere
mit einer intraperitoneal injizierten Losung aus Ketavet (Ketavet 100mg/ml, Wirkstoff:
Ketaminhydrochlorid, Pfizer, Deutschland) in einer Dosierung von 100mg/kg Kérpergewicht
und Rompun (Rompun 2%, Wirkstoff: Xylazinhydrochlorid, Bayer Healthcare, Deutschland)
in einer Dosierung von 10mg/kg Korpergewicht narkotisiert worden sind, wurde die
Bauchdecke medial erdffnet und der Pankreaskopf aufgesucht. In diesen wurden mit Hilfe
einer Spritze 1,0x10° Tumorzellen, die in 10 pl PBS verdiinnt vorlagen, injiziert. AnschlieRend
wurde die Bauchwand wieder verschlossen. Die Nacktmause befinden sich wahrend der
Einschlaf- als auch Aufwachphase der Narkose in Tierkafigen, die in einem mobilen
temperierbaren Schrank (Modell 48-VS-1V, Sacanbur A/S, Déanemark) stehen, um
insbesondere die Erholungsphase der Versuchstiere zu unterstiitzen. Tiere bei denen
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wahrend der Tumorzellinokulation ein Austritt von Flussigkeit in die freie Bauchhohle oder
eine nicht adaquate Zunahme des Pankreasvolumens unter Injektion zu beobachten war,
wurden intraoperativ durch zervikale Dislokation getdtet, um eine peritoneale Aussaat der
Tumorzellen zu verhindern. Fir die im folgenden beschriebene Studie wurden insgesamt 39
tumortragende Nacktmause verwendet und in zwei Gruppen eingeteilt, da zwei
unterschiedliche Kontrastmittel in dieser Untersuchung angewendet werden. Es wurde bei
der Aufteilung der Mause in zwei Gruppen darauf geachtet, dass es zu einer gleichmafigen
Verteilung der Tiere mit Angiopoetin- und mit Leervektor-transfizierten Tumoren kam. Die
erste Gruppe bestand aus insgesamt 22 Versuchstieren wovon fiunf den A2#6, funf den
A2#22, sechs den M#22 und sechs den M#23 Klon trugen. Die zweite Gruppe beinhaltete
insgesamt 17 Mause von denen drei den A2#6, funf den A2#22, vier den M#22 und funf den
M#23 Klon trugen. Auf die unterschiedlichen Klone (A2#6, A2#22, M#22, M#23) wird in
dieser Untersuchung nicht ndher eingegangen, da diese fir die oben genannte Fragestellung
nicht relevant sind. Im folgenden wird von Gruppe 1 (n=22) und Gruppe 2 (n=17)

gesprochen.

3.5.1.2 Tumortragende Tiere

Die weiblichen, durchschnittlich 22g schweren Nacktmause stammen von der Zichtungslinie
NMRI nu/nu ab und werden wahrend der elfwdchigen Tumorwachstumsphase in, fur
immundefiziente M&ause, artgerechten Kafigsystemen in Gruppen gehalten. Es werden
maximal funf Tieren in einem Kafig (Eu Eurostandard Typ Ill, Cat. 1290 D, Abmessungen:
425 x 266 x 155 mm / 820 cm?, Tecniplast, Italien) zusammen gehalten. Jeder Kéfig ist mit
einer Filterhaube (Filterhaube, Cat. 1290 D - 400 SU, Tecniplast, Italien) ausgestattet, die
einen Filtervlies aus 100% Polyester aufweist, der eine 92%ige Rickhalterate von bis zu 8-
10 um kleinen Partikeln aus der Atmosphéare garantiert. Die Kéafige sind zusatzlich mit roten
Hauschen aus Polycarbonat (Maushaus, Cat. ACRE 010, Abmessungen: 117 x 117 x 64
(+35) mm, Tecniplast, Italien) ausgestattet. Jeder Kafig ist mit Einstreu (Lignocel, Cat. FS14,
Rettenmaier & S6hne GmbH und CoKG, Deutschland) ausgestattet. Die Mausegruppen
werden alle zwei Tage in neue Kafige, die mit neuer Einstreu und Hauschen ausgestattet
sind, umgesetzt. Alle Kafige sind in einem speziellen Schrank mit durchsichtigen Tiren
(Scantainer, Cat. C-110, Klasse EU10, Abmessung: 1420 x 640 x 1865 mm, Scanbur BK
A/S, Danemark) untergebracht, der eine kontinuierliche Luftwechselrate garantiert und mit
Zu- und Abluftfiltern ausgestattet ist, die 98,5% aller Partikel, die groRer als 0,3 pm sind,
zuriick halt.

In der Zeit der Tumorwachstumsphase wird mindestens zweimal wdchentlich sowohl die

TumorgroRe palpiert als auch das Korpergewicht erfasst. Der Allgemeinzustand der Tiere
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wird taglich Gberprift. Frisches Wasser und Futter (ssniff NM, 10 mm, Cat. V1244-0, ssniff
Spezialdiagten GmbH, Deutschland) steht den Tieren ad libitum zur Verfigung. Die
Ernahrung der Tiere wird zehn Tage vor der bildgebenden Untersuchung (Nahinfrarot
Bildgebung), also am 67. Tag nach der Tumorzellinokulation, auf eine manganarme
Spezialdiat (ssniff R/M-H, ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland) umgestellt, um

durch Porphyrine in der Standarddiat hervorgerufene Autofluoreszenzen zu vermeiden.

Elf Wochen nachdem die Tumorzellen inokuliert worden sind und sich daraus Tumore
gebildet haben, wird der zweitdgige Versuch der Bildgebung durchgefihrt. Hierflr wird den
Mausen zunachst Kontrastmittel intravends appliziert. Danach mussen die Tiere bis zur
Bildaufnahme, die 24 Stunden spater erfolgt, einzeln in Kafigen gehalten werden, die neben
der Einstreu und dem Ha&uschen zuséatzlich mit Zellstoffpapier ausgelegt sind, um die
Kontamination der Haut mit Fluoreszenzfarbstoff durch Kérperausscheidungen so niedrig wie
maoglich zu halten.

Das Tierversuchsvorhaben wurde als genehmigungspflichtiger Tierversuch beim Landesamt

fur Gesundheit und Soziales unter der Anzeigenummer A0136/01 registriert und genehmigt.

3.5.2 Kontrastmittel

In diesem Experiment werden zwei unterschiedliche Kontrastmittel verwendet. Zum einen
wird der Fluoreszenzfarbstoff TSC (tetrasulfonated corbocyanine dye), ein unspezifisches
sich im Tumor anreicherndes Kontrastmittel eingesetzt. Zum anderen wird das
tumorgefal3spezifische Kontrastmittel AP39-TSC, das aus an den Farbstoff TSC gekoppelten
spezifischen gegen ED (ExtraDomane)-B-Fibronektin gerichteten Antikérper besteht,
verwendet. Der Fluoreszenzfarbstoff TSC besitzt die Eigenschaft bei einer

Laserlichtwellenlange ca. 740 nm angeregt zu werden und bei ca. 802 nm zu fluoreszieren.
3.5.3 Nabhinfrarot (NIR)-Fluoreszenz-Bildgebung

3.5.3.1 NIR-Fluoreszenz-Laser-Imaging Gerat

Die optische Bildgebung erfolgt durch ein Nahinfrarot (NIR)-Fluoreszenz-lmaging Gerat
(engl.: imaging, dt.: Bildgebung), das speziell fur die Bayer Schering Pharma AG von der
Laser- und Medizin-Technologie GmbH Berlin gebaut worden ist. Das NIR-Laser System ist
in Abbildung 24 schematisch dargestellt. Dieses Geréat besteht aus einem lichtdichten,
schwarzen Gehéuse (100 cm x 60 cm x 40 cm), dessen innere Bodenflache mit einer
schwarzen Neopren-Matte ausgestattet ist. Zusatzlich befindet sich ein Objekttisch auf dem

Boden, der ebenfalls mit einer schwarzen Neopren-Matte ausgelegt ist. Die schwarzen
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Neopren-Matten dienen zur Vermeidung von Lichtreflexionen. Das lichtdichte Gehéause ist
zudem mit einem Laser und einer Kamera ausgestattet. Der cw-(engl.: continuous wave, dt.:
kontinuierliche Wellen) Diodenlaser (Typ Ceralas, 742nm/1,5 Watt, Seriennummer 0510-G,
Ceram Optec GmbH, Deutschland), der einen Nabhinfrarot-Laserlichtstrahl mit einer
Wellenldnge von 742 nm und einer maximalen Energie von 1,5 Watt produzieren kann, und
die Peltier-gegen-Luft gekihlte CCD-Kamera (Typ C4542-95-12ER, Fa. Hamamatsu,
Seriennummer 930275, Japan), die mit einem hochauflosenden Objektiv (Typ XNP 1.4/23-
0302 CM120, Fa. Schneider, Seriennummer: 27001109-0000-00, Deutschland) ausgestattet
ist, sind auf die Lageposition (den Objekttisch) gerichtet. Das elektrisch betriebene NIR-
Laserlicht wird Uber eine Glasfaser (Glasfaser, 5m, OZ Optics Ltd, Typ 613-831-0981,
Kanada) in das Innere des Gehduses geleitet. Es trifft, nachdem es zwei optische
Bandpassfilter (740£2,5 nm und 740£2,0 nm) passiert hat, auf den Organismus und regt den
sich im  Tumor  befindlichen Fluoreszenzfarbstoff  an. Die  entstehenden
Emissionswellenlangen werden durch zwei weitere optische Bandpassfilter (802,5+5,0 nm
und 801+3,0 nm) selektiert und durch die digitale CCD-Kamera detektiert. Durch ein
Kamerakabel, Uber einen Kamerakontroller wird das schwarz/weild Bild durch eine
Framegrabberkarte (Meteor 2 digital) an den Computer gesendet und durch eine Mess-

Software (Simple PCI, Compix) auf dem Bildschirm dargestellt.

70



Material und Methoden

Kamera
- Kamerakabel
Glasfaser / /
Optische NIR-Laser
) Kamera
[] Kontroller

12 - . . . . oooo
Bild 2
Objekttisch :

Monitor — |

:\——'T

|
Computer

Abbildung 24: Skizze des NIR-Fluoreszenz-Imaging Gerates, Quelle: modifiziert nach C. Perlitz et al.,
2005 [90]

3.5.3.2 Versuchsdurchfuhrung

Fur die bildgebende Untersuchung werden die Mause narkotisiert. Hierfir wird jede
Nacktmaus mit einer LOsung aus Ketavet (Ketavet 100mg/ml,  Wirkstoff:
Ketaminhydrochlorid, Pfizer, Deutschland) in einer Dosierung von 100mg/kg Korpergewicht
und Rompun (Rompun 2%, Wirkstoff: Xylazinhydrochlorid, Bayer Healthcare, Deutschland)
in einer Dosierung von 10mg/kg Korpergewicht narkotisiert. Dann erst wird das Tier in das
NIR-Fluoreszenz Imaging Gerat auf den Ricken auf den Objekttisch gelegt.

Nach Einstellung samtlicher Parameter der Apparatur und korrekter Positionierung des

narkotisierten Tieres im Bildausschnitt der Kamera werden zunéchst elf Wochen nach der
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Tumorzellinokulation Fluoreszenzaufnahmen vor Applikation des Farbstoffs gemacht. Diese
Leerwertaufnahmen werden standardmaRig bei viersekindiger Belichtungszeit und bei 1,0

Watt angefertigt. Danach erst erfolgt die Kontrastmittelinjektion.

Den Nacktmausen wird ein, in steril gefiltertem PBS-Puffer (phosphate buffered saline,
001M, pH7,4, Cat: P-3813, Sigma, Deutschland) verdinntes Kontrastmittel in die
Schwanzvene appliziert. Das Gesamtvolumen der Injektionsldsung wird auf 100 pl pro 10 g
des Korpergewichts abgestimmt. Jedem Tier der einen Gruppe (n=17) wird der
Fluoreszenzfarbstoff TSC, in einer Dosierung von 0,05 uM/kg Kdrpergewicht (KG) injiziert.
Den Mausen der anderen Gruppe (n=22) wird das Kontrastmittel AP39-TSC in einer
Dosierung von 0,05 pM/kg KG verabreicht.

Die optische Bildgebung erfolgt bei viersekindiger Belichtungszeit und 1,0 Watt 24 Stunden
nach intraventser Kontrastmittelapplikation, da nach dieser Zeit die hdchste
Substanzakkumulation im tumoralen Gewebe vorliegt. (Die Daten aus den
Voruntersuchungen bezuglich der Ermittlung dieser Zeitspanne werden in dieser Arbeit nicht
dargestellt.) Die Kontrasteffekte sind aufgrund ihres kinetischen Verhaltens und der
Elimination insbesondere in der Leber, Blase, Gebadrmutter und den Nieren der Mause
sichtbar. Aufgrund der lokalen Nahe der Tumorregion zur Leber war eine in vivo Aufnahme,
die das Tumorgewebe hinreichend von dem Nachbarorgan abgrenzt, nicht moglich. Daher
sind die narkotisierten Tiere durch zervikale Dislokation schmerzfrei getdtet worden. Die
Bauchdecke wurde eroffnet, so dass die Tumorregion freigelegt und eine in situ Messung
des Pankreastumors durchgefuhrt wurde (siehe Abbildung 33). Zusatzlich sind
Fotoaufnahmen des eroffneten Korpers durch eine Digitalkamera (Nikon, Cool Pix 995)

angefertigt worden (siehe Abbildung 33).

3.5.3.3 Auswertung

Die Kontrastwerte der einzelnen Tiere werden ermittelt und ermdglichen nicht nur einen

Vergleich zwischen den Tieren, sondern auch zwischen den beiden Gruppen.

Die aufgenommenen Fluoreszenzbildsequenzen erlauben eine Diskriminierung des Tumors
vom umliegenden Normalgewebe (Kontrollgewebe), so dass ein Kontrastwert aus Ziel- und
Referenzregion errechnet werden kann, der beschreibt wie viel hdher der Wert der
Fluoreszenzintensitaten im Tumor im Vergleich zum Kontrollgewebe ist. Hierfur wird im Bild
die interessierende Tumorregion und eine im Leistenbereich liegende Kontrollgeweberegion

mittels PCI-Software (Compix Inc., Imaging Systems, Fa. Hamamatsu, Japan) bestimmt,
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manuell markiert und abgespeichert. AnschlieBend wird fir beide Bereiche die
Fluoreszenzintensitat mit Hilfe des NIR-XP Computerprogramms, das speziell von der
Abteilung Optical Imaging and New Modalities Research der Bayer Schering Pharma AG
Berlin daflir hergestellt worden ist, quantifiziert. Die Berechnung des Kontrastwerts beruht
auf der Formel:

Kontrastwert = (Fluoreszenzwert der Tumorregion/ Fluoreszenzwert der Kontrollregion)-1

3.5.4 Mikroskopische Quantifizierung intratumoraler Strukturen mittels
stereologischer Methoden - in vitro Versuch

3.5.4.1 Gewebekonservierung

Die Pankreastumore werden den Mausen unmittelbar nach der Bildgebung entnommen, per
Waage (Mettler PM4600, Delta Range, Schweiz) gewogen und durch ein elektronisches
Lineal (DigitCal, Tesa, Typ 05.30032, Schweiz) manuell dreiseitig (Hohe, Breite, Tiefe)
vermessen. Die Gewebe werden dann einzeln in mit dem Einbettmedium Tissue tek (O.C.T.
Compound, Cat: 041831008,  Sakura, Niederlande)  gefullten,  viereckigen
Plastikeinbettformen (Peel-A-Way Embedding Mold, Prod No. 27110, Ted Pella, Inc.,
Redding, USA) gebettet, so dass das Medium die Tumore vollstdndig umschlie3t, und bei
-70°C in Isopentan (Isopentan, Fluka, Cat: 59075, Schweiz) tiefgefroren. Die Lagerung
erfolgt in einem -80°C Gefrierschrank.

3.5.4.2 Gefrierschnitte

Die Anfertigung der Gefrierschnitte folgt einem systematisch, einheitlichen Zufallsprinzip
(siehe Abschnitt 2.4.2.3) [78]. Die Vorgehensweise bei Gefrierschnitten wurde bereits unter
Abschnitt 3.4.1.2 beschrieben. Die eingebetteten Tumorprobenblocke werden in ca. acht
gleich dicke, parallele Scheiben eingeteilt. Innerhalb des ersten Intervalls wird zuféllig ein
Punkt gewahlt. Dieser stellt die Schnittstelle fur den ersten Schnitt dar. Ausgehend von
diesem Punkt wird der Tumor in die ermittelten Intervalle eingeteilt und das Ende eines jeden
Intervalls stellt die neue Schnittstelle dar. Diese Prozedur wird noch einmal fir jeden Tumor
wiederholt, so dass es insgesamt zwei verschiedene Anfangsschnittpunkte innerhalb des
ersten Intervalls gibt, die verschiedene, aufeinander folgende Schnittstellen mit sich bringen.
Es entstehen dadurch zwei Schnittsets des Tumors, die der Auswertung dienen sollen
(Abbildung 25). Zur Anfertigung von Ersatzschnitten werden nach jedem Schnitt drei
(Serien)Schnitte angefertigt. Der erste Serienschnitt wird zusammen mit dem ersten zur
Auswertung dienenden Schnitt auf einen Objekttrager gezogen. Der zweite und der dritte
Serienschnitt liegen unmittelbar hintereinander, jedoch liegt der zweite Serienschnitt 20 pm

vom ersten Auswertungsschnitt entfernt. Der zweite und der dritte Serienschnitt werden
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zusammen auf einen Objekttrager gezogen, so dass sie insgesamt das Ersatzset fir das
auszuwertende Schnittset bilden. Fur die Anfertigung der 5 um dicken Kryostatschnitte wird
ein Kryostat (HM 560, Microm, Cat: 956060, Deutschland) verwendet. Die Temperatur der
Probe wird auf ca. -19°C eingestellt, die der Schneideklinge (Microtome blades , Type C35,
Feather, Japan) auf ca. -21°C. Das Gewebeschnittpaar wird auf einen beschrifteten
Objekttrager (Silane-prep slides, Sigma-Aldrich, Cat: S4651-72EA, Deutschland) aufgezogen
und bei Raumtemperatur fir ca. zwei Stunden getrocknet. Es entstehen also pro Tumor
insgesamt vier Schnittsets mit durchschnittlich sieben Objekttragern auf denen sich jeweils
zwei Gewebeschnitte befinden (Zwei Schnittsets davon dienen als Ersatzsets). Die Schnitte
werden in einer mit Zellstoff ausgelegten und mit Alufolie umwickelten Objekttragerbox
(Objekttrager-Behalter, VWR International, Cat: 631-9141, Deutschland) bei -80°C gelagert.

| | |
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Abbildung 25: Die Skizze zeigt die SUR Probenziehung der beiden Schnittsets. Der Tumor (rosa)
wird in acht Intervalle eingeteilt (graue gestrichelte Linien). Innerhalb des ersten Intervalls werden
zufallig zwei Punkte gewahlt. Diese stellen die Schnittstellen flr den ersten Schnitt des ersten
Schnittsets (rot) und den ersten Schnitt des zweiten Schnittsets (blau) dar. Ausgehend von diesen

Punkten wird der Tumor in die ermittelten Intervalle eingeteilt und das Ende eines jeden Intervalls
stellt die neue Schnittstelle dar.
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3.5.4.3 Immunhistochemische Farbung ohne Farbeautomat (CD 31)

Es wird ein Schnittset pro Tumor mittels indirekter immunhistochemischer Farbemethode
bearbeitet, um anhand dieser Schnitte die BlutgefaRe zu quantifizieren. Die Farbung wird
manuell nach einem Standardprotokoll durchgefiihrt. Die verwendeten Substanzen sind im
Anhang in Tabelle 11 aufgefuhrt.

Die Gefrierschnitte werden in Aceton (+4°C) fixiert (5 min.) Sie werden fir wenige Minuten
bei Raumtemperatur getrocknet und das Gewebe wird mit einem Fettstift umkreist. Die
Waschschritte erfolgen stets nach jedem Inkubationsschritt und werden mit einer PBS-
Pufferlosung vollzogen. Ein spezielles Blockierungsreagenz blockiert zunachst die endogene
Peroxidase (15 min.). AnschlieRend wird das endogene Biotin durch zunachst eine Avidin-

dann Biotinldsung geblockt, wobei die Inkubationszeit pro Lésung 20 min. betragt.

74



Material und Methoden

AnschlieBend werden unspezifische Proteinbindungsstellen durch eine 5%ige Kaninchen-
Serum Lo6sung blockiert (30 min.). Alle Antikorper werden stets mit einer speziellen
Antikdrperlésung verdinnt. Die Kryostatschnitte werden mit einem monoklonalen Ratte-anti-
Maus CD31 Antikérper (1:500) in einer feuchten Kammer zunachst fur 60 min. bei
Raumtemperatur, dann Uber Nacht bei +4°C und wieder fir 60 min. bei Raumtemperatur
inkubiert. Pro Farbedurchgang sind eine Positiv- und zwei Negativkontrollen mitgeflihrt
worden. Fur die erste Negativkontrolle ist anstelle des anti-CD31 AntikOrpers die reine
Antikorperlosung verwendet worden und fir die zweite Negativkontrolle biotinyliertes
Immunglobulin 1gG2 von der Ratte (IgG2 biotinyliert, BD Pharmingen, Cat: 553928,
Deutschland), das 1:1000 in der speziellen Antikdrperldsung verdinnt worden ist. Fur die
Positivkontrolle wurde Pankreasgewebe von der Nacktmaus verwendet. Anschlie3end erfolgt
die Inkubation (60 min., FK) mit dem Sekundé&rantikdrper, einem biotinylierten Kaninchen-
anti-Ratte Antikorper (1:1000) Dann werden die Schnitte fir 30 min. mit dem in PBS-Puffer
1:300 verdunnten Extravidin-Peroxidase Konjugat bedeckt. Die 3,3 Zoll-Diaminobenzidin
(DAB) Losung wird anschlieRend aufgetragen. Erst wenn augenscheinlich eine Braunfarbung
auf den Tumorschnittgeweben zu erkennen ist (in wenigen Fallen auch mikroskopisch), wird
die DAB-LOosung durch ein 5-minitiges VE-Wasserbad mit anschlieBendem PBS
Pufferwaschgang heruntergewaschen. Zur Orientierung dient hierfir auch die Positiv- und
Negativkontrolle. Die Inkubationszeit mit DAB wird individuell auf jeden Tumor abgestimmt
und liegt zwischen 2,5 min und 8 min. Die Blutgefasse erscheinen bei erfolgreicher Farbung
braun. Die Gegenfarbung der Zellkerne wird mit Hamatoxilin durchgefiihrt (45 Sek). Danach
werden die Schnitte fur 10 min. unter flieBendes Leitungswasser gestellt. Die Schnitte
werden durch eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 96%, 100%) gefihrt und
abschliel3end mindestens fur 2 min. in Xylol gestellt. Deckglaschen schlieRen mit Hilfe von

I6semittelhaltigem Eindeckmedium das Gewebe auf den Objekttragern ein.

3.5.4.4 Hamalaun-Eosin Farbung

Das zweite Auswertungsset eines Tumors wird einer Hamalaun-Eosin (HE) Farbung
unterzogen, die einem Standardprotokoll folgt. Anhand der HE geféarbten Schnitte sollen das
Tumorvolumen und insbesondere das Volumen der nekrotischen und intakten
Tumorgewebeanteile quantifiziert werden. Die verwendeten Substanzen sind im Anhang in
Tabelle 11 aufgefuihrt. Zunachst werden die Schnitte fir 30 Sek. in Aceton (+4°C) fixiert,
dann fur 1,5 min. mit Hamalaunlésung Uberzogen. Anschliel3end werden die Schnitte fur 10
min. unter flieRendem Leitungswasser platziert worauf eine 45-sekindige Inkubation mit
Eosinlésung folgt. Diese Lésung besteht aus Eosin Pulver und 60%igem Ethanol, die im
Verhdéltnis 4:1 verdinnt worden ist. Pro 100 ml dieser Losung wird 0,1 ml Eisessig

hinzugefiigt. AbschlieBend werden die histologischen Gewebeschnitte durch eine
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aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 96%, 100%) gefiihrt und fir mindestens 2 min.
in Xylol gestellt. Das Eindecken erfolgt wie bei der immunhistochemischen Farbung mit dem
Eindeckmedium Eukitt.

3.5.5 Stereologische Untersuchung

Es werden stereologisch sowohl die Vaskularisation als auch die Volumina des
Gesamttumors und der nekrotischen und vitalen Tumorgewebeanteile quantifiziert. Die
BlutgefaRlange, die nekrotischen und vitalen Tumorgewebevolumina werden mit Hilfe des
statistischen Computerprogramms Sigma Plot (Version 8.0) mit den jeweiligen

Kontrastwerten der optischen Bildgebung in Korrelation gesetzt.

Es wurden 37 von insgsamt 39 Tumoren mikroskopisch ausgewertet. Zwei experimentelle
Tumore (Gruppe 1), die mit dem gefa3spezifischen Kontrastmittel (AP39-TSC) behandelt
wurden, kdnnen aufgrund ihres mangelhaften morphologischen, histologischen Bildes nicht
bewertet und daher bei der Auswertung nicht bertcksichtigt werden. Somit werden nur 20
Tumore aus der Gruppe AP39-TSC beriicksichtigt.

Stereologisches System: Fur die folgenden Auswertungen wird das stereologische System
verwendet, das bereits unter Abschnitt 3.2.1.3.4 beschrieben worden ist.

3.5.5.1 Stereologische Bestimmung der Blutgefasslange und des Diffusionsradius

Das immunhistochemisch bearbeitete Set eines Tumors wird flr die stereologische
Auswertung herangezogen. Die Tumorsets werden in zufélliger Reihenfolge und ohne
Kenntnis der zugehotrigen Kontrastwerte der bildgebenden Analyse und deren
Klonabstammung ausgewertet, um die mikroskopische Auswertung unbeeinflusst
vornehmen zu kénnen. Auf einem Objekttrager befinden sich zwei gefarbte Serienschnitte,
von denen nur der erste zur Auswertung herangezogen wird, es sei denn dieser weist
Artefakte auf. Dann wird der Ersatzschnitt analysiert. Die stereologische Auswertung beruht
auf der BlutgefaRprofilzahlung wie sie im Abschnitt 3.2.1.3.4 bereits beschrieben worden ist.
Sie wird daher verkirzt dargestellt. Das Abbild der Tumorgeweberegion wird unter
Verwendung einer 1,25x/00,4 Linse (Olympus, Japan) (43fache Vergrof3erung) durch eine
grobe Kontur definiert (siehe Abbildung 26). Die Blutgefal3profile werden bei einer 688fachen
VergroRerung unter Verwendung einer 20x/0,7 Linse (Olympus, Japan) gezahlt. Die
ZahlrahmengréfRe von 28482 umz2 ist so gewahlt worden, dass mindestens durchschnittlich
drei BlutgefaRBprofile innerhalb des Rahmens vorzufinden sind. Anschlielend wird der
systematische Abstand in x- und y-Richtung zwischen den einzelnen, auszuwertenden

Gesichtsfeldern eingegeben. Das Computerprogramm fahrt durch die mechanische Bihne
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automatisch zu den auszuwertenden Feldern, auf die es stets den Zahlrahmen projiziert
(siehe Abbildung 27). Sollte ein auszuwertendes Gesichtsfeld kein Tumorgewebe zeigen,
sondern beispielsweise normales Pankreasgewebe, wird dieser Bereich natirlich nicht
ausgezahlt Die Auszahlung der Blutgefassprofile folgt einer mit dem Zahlrahmen
verbundenen strikten Zahlregel (siehe Abschnitt 2.4.4.1 und 3.2.1.3.4) [68, 86]. Die Definition
eines Blutgefassprofils folgt der nach Weidner [27], die bereits im Abschnitt 3.4.2 aufgeflhrt
worden ist. Die gezahlten, positiv gefarbten Endothelzellprofile werden mit einem Marker
gekennzeichnet. Zusatzlich erfolgt eine Markierung der Ecken des Zahlrahmens mit einem
zweiten Marker, wenn die Ecke intaktes Tumorgewebe schneidet und mit einem dritten
Marker, wenn die Ecke auf nekrotisches Gewebe trifft. Alle drei Marker werden einzeln pro
Schnittauswertung vom Programm summiert und abschlielend die Gesamtsumme fir alle
Schnitte eines Sets ermittelt. Dann wird fur jeden Tumor die Gesamtblutgeféasslange und der
Diffusionsradius errechnet. Die gesamte Profilanzahl sollte stets zwischen 100 und 200
liegen [68] (die Anzahl der Blutgefal3profile und der Z&hlrahmen-Eckmarker bei intaktem
Gewebe sind in Tabelle 13 im Anhang aufgefinhrt).

Abbildung 26: Eine Kontur (blau) wird um den
histologischen  Schnitt gezogen, um die
auszuwertende Region zu definieren.
(OriginalvergrofRerung 43x).
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Abbildung 27: Es sind zwei zu

A analysierende Gesichtsfelder (A,
]| O B) eines BON-Tumors abgebildet

A (OriginalvergroRerung  688fach;
CD31 Farbung) auf die jeweils
ein Zahlrahmen projiziert worden
ist. Alle gezahlten
BlutgefalZprofile  (braun) sind
A markiert  (oranges  Dreieck).
Zusatzlich werden die vier Ecken
des Zahlrahmens markiert, wenn
diese vitales  Tumorgewebe
(gelbes Rechteck) oder
nekrotisches (grines Rechteck)
schneiden. (Sowohl der
Zahlrahmen als auch die Marker
sind nachgezeichnet worden, um
diese deutlicher hervorzuheben.)

B)

3.5.5.2 Stereologische Bestimmung des gesamten, vitalen und nekrotischen

Tumorvolumens

Die Bestimmung des Schatzwertes des gesamten, nekrotischen und vitalen Tumorvolumens
basiert auf dem Cavalieri Prinzip. Hiefir werden die HE-gefarbten Sets der Tumore
verwendet, die in zufalliger Reihenfolge und ohne Kenntnis der jeweiligen Kontrastwerte der
bildgebenden Analyse und Klonabstammung ausgewéahlt werden, so dass die
stereologischen Resultate nicht beeinflusst werden kdnnen. Zunachst wird wieder die
auszuwertende Region definiert, indem manuell eine Kontur um das Abbild des
Tumorgewebes gezogen wird (Abbildung 26), mit Hilfe des stereologischen
Computerprogramms bei einer VergroRerung von 43fach unter der Verwendung einer 1,25x
Linse (Olympus, Japan) des Mikroskops. Fir die Auswertung wird eine 4x Linse (Olympus,
Japan) fur das Mikroskop verwendet, so dass das von dort aus Ubertragene Bild in einer
137fachen VergroRerung auf dem Bildschirm vorliegt. Die Bildschirmgro3e a(screen) bzw.
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das auszuwertende Abbild des Gesichtsfeldes auf dem Bildschirm betragt bei jeder
Auswertung 2892531,60 um2. Es wird unter den stereologischen Zahlwerkzeugen das
Punktegitter herausgesucht, das aus kleinen Kreuzen besteht und stets auf die
Auswertungsfelder projiziert wird (Abbildung 28). Der Abstand zwischen den Kreuzen in x-
und y-Richtung kann manuell eingegeben werden, so dass jeder Punkt des Gitters eine
konstante  Flache (a/p) reprasentiert. Diese Gittereinstellung wird fir alle
Tumorvolumenbestimmungen beibehalten, so dass (a/p) in diesem Auswertungsfall stets den
Wert 180783,20 um?2 besitzt. Auch bei dieser Auswertung gilt wieder die Faustregel, dass
zwischen 100 - 200 Ereignisse insgesamt - bezogen auf alle Schnitte eines Sets - ausgezahlt
werden sollten [68]. AnschlieRend folgt die Befehleingabe zum Meanderscan, so dass
zunéachst die gewlinschten Abstande zwischen den auszuwertenden Gesichtsfeldern in x-
und y-Richtung eingetragen werden kdénnen und dann die Analyse beginnen kann. Es wird
ein Marker gesetzt, wenn die rechte obere Ecke des Kreuzpunktes vitales Tumorgewebe
beinhaltet, ein anderer Marker, wenn diese Ecke nekrotisches Gewebe beinhaltet (Abbildung
28). Das System fahrt automatisch zum nachsten Auswertungsfeld, wenn der entsprechende
Befehl eingegeben wird. Sollte ein auszuwertendes Gesichtsfeld kein Tumorgewebe zeigen,
sondern beispielsweise normales Pankreasgewebe, wird dieser Bereich natrlich nicht
ausgezahlt (Abbildung 29). Die Anzahl beider Markierungen wird jeweils fur ein komplettes
Schnittset summiert. AbschlieRend werden die Volumina des gesamten Tumors und der
nekrotischen und vitalen Bereiche berechnet. Zusatzlich wird der Fehlerkoeffizient (CE)
mittels Formel manuell berechnet [68, 69, 78, 85, 97]. (Die Werte fur den pro Tier individuell
eingestellten Meanderscan, der ausgewerteten Schnittanzahl und der Intervallgrofie
zwischen den Schnitten kann der Tabelle 12 im Anhang entnommen werden.)

Abbildung 28: Auf ein

B Gesichtsfeld ist ein
Punktegitter (gelbe
A Kreuze) zufallig projiziert

worden. Es wird jeweils
ein Marker gesetzt, wenn
intaktes (A) und
nekrotisches (B) Gewebe
durch einen Punkt
geschnitten wird.
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Abbildung 29: Durch die Hamalaun
Eosin Farbung wird das Tumorgewebe
(A) und der Teil des umliegenden
Gewebes hervorgehoben. In diesem
Fall sind Pankreas (B) und Magen (C)
zu sehen.

3.5.5.3 Auswertung der Volumina

Anhand der gezahlten Marker fur nekrotisches und vitales Gewebe kann von diesen eine
prozentuale Angabe errechnet werden. Beide Marker summiert ergeben 100%, so dass bei
beispielsweise 30 gezéahlten Markern flr vitales Gewebe und bei 70 fiir nekrotisches zu 30%
intaktes Gewebe und zu 70% nekrotisches vorliegt. Das totale Gesamtvolumen des Tumors

kann durch folgende Formel ermittelt werden [68, 69, 85].

V (tumor) = Ldy)-t -(a/ p)- Y _P(tissue)

a(screen
V(tumor): totales Tumorvolumen
dxedy: Abstand zwischen den Auswertungsfeldern in x- und y-Richtung
a(screen): Bildschirmflache (des mikroskopischen Abbilds)
t: Abstand zwischen den einzelnen Schnitten
(a/p): die durch einen Gitterpunkt reprasentierte Flache
> P(tissue): Summe der Marker, die gesetzt wurden, wenn die Gitterpunkte Tumorgewebe

geschnitten haben
Das bestimmte prozentuale Resultat des vitalen bzw. nekrotischen Gewebes wird
verwendet, um es anhand des totalen Gesamtvolumens zu errechnen, so dass das totale

Volumen von intaktem und nekrotischem Gewebe angegeben werden konnte.

3.5.5.3.1 Berechnung des Fehlerkoeffizienten CE der einzelnen Tumorvolumina

Der Fehlerkoeffizient CE (coefficient of error) wird fir jedes stereologisch bestimmte
Tumorgesamtvolumen und jedes Volumen des vitalen Tumorgewebes einzeln fur jeden
Tumor berechnet. Die Prazision, angegeben durch den Fehlerkoeffizienten CE (siehe
Abschnitt 2.4.3.1), der Volumenschéatzung besteht aus zwei verschiedenen voneinander
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unabhangigen Faktoren a) dem Noise effect und b) der Varianz der Summe der Flachen
[85]. Der Fehlerkoeffizient wurde nach Kriterien von Gundersen et Jensen [78] und
Gundersen [78, 85, 97] sowie nach folgender Formel berechnet [78, 85, 97], die im

folgenden naher erlautert wird.

Fehlerkoeffizient CE

CE(V (tumor)) = Jtotalvar _ /Noise+Var(T a)
~ Y P(tumor) X P(tumor)

a) Noise Effect

Noise =0,0724 - (b//a)- \/n- > P(tumor)

Der Quotient (b/\/E) steht fur die durchschnittliche Profilform bzw. dessen Komplexitat,

wobei b fir die totale Grenzlinie und a fur die totale Profilflache steht. Der Wert kann mit
bloRem Auge in dem Nomogramm (siehe Abschnitt 2.4.3.1) nach Gundersen und Jensen
abgelesen werden [78]. In diesem Fall ist der Komplexitatswert 14 gewahlt worden. Die
Anzahl der ausgewerteten Schnitte n und die Gesamtanzahl der Schnittpunkte zwischen

Gitter und Gewebe pro Tumor > P(tumor) flieRen ebenfalls in den Noise effect Wert Noise ein.

b) Varianz der Summe der Flachen
3(A— Noise)-4B+C
240

Die gezahlte Anzahl der Marker (P;) eines histologischen Schnittes aus einem Set eines

Var(Xa)=

Tumors wird mit sich selbst multipliziert (P;*P;). Diese Formel wird fur jeden einzelnen Schnitt
angewendet. Die Summe aller Einzelergebnisse ergibt dann A und entspricht Y (PiP;). Der B-
Wert ergibt sich aus der Summe der Einzelergebnisse, die nach > (P;*P;.1) berechnet worden
sind und der C- Wert steht fir die Summe der Einzelergebnisse, die mit Hilfe der Formel

> (P*Pi.2) ermittelt werden konnten.

3.5.5.3.2 Berechnung des Fehlerkoeffizienten CE und des Variationskoeffizienten CV

fur die gesamte Studie

Die folgenden Berechnungen des Fehlerkoeffizienten CE fir die gesamte Studie, des
Variationskoeffizienten CV und des gesamten Variationskoeffizienten OCV (observed
coefficient of variation) bezieht sich ausschlieB3lich auf die Tumorvolumina des intakten

Gewebes aller Tumore.

81



Material und Methoden

Der CE Wert fiir die gesamte Studie errechnet sich nach folgender Formel:

CE,)* +(CE,)* +....(CE, )}
SR CNEICH RN

Jeder errechnete CE Wert pro Tumor wird quadriert. Diese Einzelergebnisse werden
anschlielend summiert und durch die Tumoranzahl (n=37) dividiert. Aus dem
Zwischenergebnis wird dann die Wurzel gezogen.

Der Variationskoeffizient CV (coefficient of variation) wird aus der Standardabweichung SD
der Summe aller Volumina aller Tumore geteilt durch deren Mittelwert (mean) errechnet.

SD
mean

CV =

Der quadrierte OCV (observed coefficient of variation) Wert wird aus der Summe des

quadrierten CV Resultats und des quadrierten CEgeami Ergebnisses gebildet.
OCV % =CV ? +(CE goouni |

Anschliel3end wird der Quotient z aus (CEgesam;)? und OCV2 gebildet und sollte laut Faustregel

zwischen 0,2 und 0,5 liegen [85].

(C E gesamt )2
OCv?

3.5.5.4 Auswertung der Blutgefasslange

Die BlutgefaRlange wird laut den Kriterien nach Gundersen [68, 81, 82], Nyengaard [68, 81,
82] und Howard & Reed [68, 81, 82] berechnet. In dieser Arbeit wird die gesamte Lange fir
die Blutgefalle errechnet, die sich innerhalb des intakten Tumorvolumenanteils befinden.
Hierfir errechnet sich die gesamte Blutgefasslange L aus dem Produkt der
BlutgefalRlangendichte L, und dem Referenzvolumen V(ref), das in diesem Fall das Volumen
des vitalen Tumorvolumens V(tumor) darstellt, das bereits mittels Cavalieri Methode ermittelt
worden ist (Abschnitt 3.5.5.2 und 3.5.5.3). Die Formeln zur Bestimmung der Blutgefa3lange

werden im folgenden detailliert ausgefuhrt. [68, 81, 82].

L =L, -V (tumor)
Die Berechnung der Langendichte L, erfolgt durch die Multiplikation der Zahl 2, einer
Konstanten, und des Q. Werts, die stereologische Schéatzung der Anzahl der Profile pro
Flache [68]. (Die Profildichtenberechnung bezlglich des Q. Werts wurde bereits unter
Abschnitt 3.4.3 erlautert.).

L, =2-Q,
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Die Formel stellt sich somit wie folgt dar:

. 2.Q(prof)-p
v D P(tumor) - a( frame)

>Q (profile):  Summe aller gezéhlten Blutgefassprofile aller Schnitte eines Tumorsets

p: Anzahl der ausgewerteten Ecken des Zahlrahmens (in diesem Fall sind es
vier Ecken, also p=4)

>'P (tumor): Summe aller gezahlten Marker, die gesetzt worden sind, wenn die
Zahlrahmenecken intaktes Tumorgewebe geschnitten haben

a (frame): Flache des verwendeten Zahlrahmens

Es ist zu beachten, dass bei dieser Dichtenbestimmung fir die Ermittlung der Blutgefa3lange
der Z&ahlrahmen an allen vier Ecken markiert worden ist. Jede Markierung steht somit fur %

der Zahlrahmenflache und flief3t in die Formel mit ein.

3.5.5.5 Auswertung des Diffusionsradius

Der Diffusionsradius r(diff) reflektiert den durchschnittlichen Abstand zwischen den einzelnen

Gefalzen und wird nach folgender Formel laut Nyengaad berechnet [82]:

r(diff ) = /Ll‘”

Die Langendichte L, bezieht sich auf die unter Abschnitt 3.5.5.4 ausgefiihrte Berechnung, so

dass sich der Diffusionsradius nur auf GefaRe konzentriert, die innerhalb des intakten

Tumorgewebes liegen.

3.5.5.6 Korrelation der Kontrastwerte und der stereologischen Resultate

Die Kontrastwerte der Gruppe 1 und 2 werden zunéchst miteinander verglichen.
AnschlieRend werden die stereologischen Parameter zwischen den beiden Gruppen
verglichen. Dann werden die Kontrastwerte der Gruppe 1 und der Gruppe 2 mit der
stereologisch ermittelten BlutgefaRlange, des Volumens der nekrotischen und intakten
Tumorgewebeanteile korreliert. Hierfir wird das Computerprogramm Sigma Stat 3.0 und

Sigma Plot 8.0 verwendet.

3.6 Statistik

3.6.1 Bland-Altman Diagramm

Das Bland-Altman Diagramm wird im Rahmen dieser Doktorarbeit hdufig angewendet und
wird daher detailliert beschrieben. Das Bland-Altman Diagramm ist ein Punktdiagramm und
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stellt den Vergleich zweier Messmethoden hinsichtlich ihrer Ubereinstimmung dar. In dieser
Arbeit wird angenommen, dass zwei unterschiedliche Messmethoden dasselbe messen. Um
deren Ubereinstimmung zu Uberpriifen, wird das Bland-Altman Diagramm angewendet.
Hierbei werden die Differenzen der beiden Messmethoden gegen den Mittelwert beider
Methoden aufgetragen. Da der wahre Wert unbekannt ist, stellt der Mittelwert beider
Methoden die beste Schatzung dar. Die Standardabweichung der Differenzen (s4¢) wird nach
folgender Formel berechnet, wobei d; d,...d, die jeweilige Differenz beider Messwerte
angibt, d den Mittelwert der gesamten Differenzwerte und n die Anzahl der Messungen.

:\/(dl—d)2+(d2—d)2...+(dn_d)2

diff

n-1

Wenn die Differenzen d einer Normalverteilung unterliegen, wirden 95% der Differenzen
zwischen d-1,96s und d+1,96s liegen. Diese Grenzen der Ubereinstimmung (,limits of
agreement” It. Bland und Altman) schlieBen somit einen bestimmten Bereich ein, der im

folgenden Schwankungsbereich genannt wird.

Wenn z. B. die steigenden mittleren Werte jedoch eine hohere Variabilitdt aufweisen, gilt die
Annahme der gleichen Variabilitdt nicht mehr. In diesem Fall bietet sich die Darstellung der
Originalwerte in dem Diagramm nicht an. Eine gangige Mdglichkeit die Werte trotzdem
darzustellen liegt darin die Originalwerte zu logarithmieren. Die Reproduzierbarkeit einer
Methode kann durch das Bland-Altman Diagramm ebenfalls dargestellt werden. Im Idealfall
musste die Differenz beider Messwerte stets Null ergeben [98]. Die Bland-Altman
Diagramme werden in dieser Arbeit mittels Computerprogramm Excel 2003 erstellt.

3.6.2 Boxplot

Der Boxplot stellt ein Diagramm dar, das die Daten graphisch zusammenfasst indem die
statistischen Werte repréasentiert werden. In dieser Doktorarbeit wurden Boxplots verwendet,
die mittels Computerprogramm SigmaPlot 8.0 erstellt worden sind und daher im folgenden
beschrieben werden. Der Bereich, in dem die mittleren 50% der Beobachtungen liegen, wird
durch eine Box hervorgehoben. Diese Box wird durch das sogenannte dritte und erste
Quartil (bzw. das 25ste und 75ste Perzentil) begrenzt. Eine Linie innerhalb der Box markiert
den Median. Bei einer schiefen Verteilung sind im Gegensatz zur symmetrischen Verteilung
die Abstande des ersten und des dritten Quartils vom Median verschieden [99]. Die Enden
der Fehlerbalken (engl.: error bars), die sich Uber- und unterhalb der Box befinden, geben
das 90ste und 10te Perzentil an. Die Punkte, die aul3erhalb dieses Bereichs liegen, werden
als ,Ausreil3er” (engl.: outlier) bezeichnet [3, 99]. In dieser Arbeit wurden die Boxplots stets

mit einem vertikalen Streudiagramm (engl.: scatter plot) kombiniert, so dass die einzelhen
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Werte zusatzlich dargestellt werden konnten. Die Streudiagramme wurden ebenfalls mittels

Computerprogramm SigmaPlot 8.0 erstellt .

3.6.3 t-Test

Im Zusammenhang mit den Daten, die in den Boxplots aufgetragen worden sind, wurde der
sogenannte t-Test angewendet. Dieser Test diente in dieser Arbeit dazu den Unterschied
zwischen zwei Gruppen von Daten zu ermitteln. Zur Berechnung wurde das
Computerprogramm SigmaPlot 8.0 verwendet. Der t-Test untersucht, ob sich die Mittelwerte
zweier Daten-Gruppen signifikant voneinander unterscheiden. Hierbei wird die Hypothese
getestet, die besagt, dass die Mittelwerte beider Daten-Gruppen gleich sind [5]. In dieser
Arbeit wird fur das Signifikanzniveau « der Wert 0,05 festgelegt. Dies bedeutet, dass ein

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen besteht, wenn p=<0,05 gilt.

3.6.4 Multiple lineare Regression

Die multiple lineare Regression wird in dieser Arbeit fur die Korrelation zwischen den
Kontrastwerten der optischen Bildgebung und den stereologischen Parametern verwendet.
Sowohl die graphischen Darstellungen als auch die statistischen Auswertungen beziiglich
der multiplen linearen Regression wurden mit den Computerprogrammen SigmaStat 3.0 und
SigmaPlot 8.0 erstellt. Bei der multiplen linearen Regression ist ein Set unabhangiger,
variabler Werte (x-Werte) bekannt. In diesem Fall sind es die stereologischen Daten. Fir die
moglichen Werte der abhangigen Variablen (y-Werte) wird eine Gauf3sche Normalverteilung
und eine konstante Varianz Uber die Regressionsebene angenommen. In dieser Arbeit
stellen die Kontrastwerte der optischen Bildgebung die abhangigen Variablen dar. In dieser
Arbeit wurden im Zusammenhang mit der graphischen Darstellung der multiplen linearen
Regression die statistischen Parameter a) Korrelationskoeffizient (r) und b) p-Wert (p)
angegeben und werden daher kurz erlautert. Der Korrelationskoeffizient (r) gibt an wie gut
das Regressionsmodell die Daten beschreibt und reicht von -1 bis 1. Wenn der Wert r, der
Zahl 0 entspricht, dann erlauben die Werte der unabhangigen Variablen keine Voraussage
Uber die abhéngige Variable. Betragt der r-Wert 1 (bzw. -1), dann kdnnen die abhé&ngigen
Variablen von den unabhangigen Variablen perfekt vorhergesagt werden. Der p-Wert gibt die
Wabhrscheinlichkeit der Assoziation zwischen den Variablen an. In dieser Arbeit wird fur das
Signifikanzniveau o der Wert 0,05 festgelegt. Dies bedeutet, dass eine Assoziation
zwischen den Variablen besteht und die unabhangigen Variablen die abhangigen Variablen
vorhersagen kénnen, wenn p<0,05 gilt [2]. Im folgenden wird von ,signifikanten Werten“

gesprochen, wenn p<0,05 ist.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Bestimmung der Isotropie und Anisotropie von Strukturen

innerhalb eines Objektes

4.1.1 Plastikblock- und Nudel-Agar-Modelle

Die Ergebnisse der Profildichten je x-, y- und z- Richtung der drei experimentellen Modelle
sind in Tabelle 2 aufgefuhrt. Zwei Profildichten (x-, y- Richtung) des anisotropen homogenen
Plastikblock Models weisen Resultate nahe null auf (0,087/cm2 und 0,117/cm?2) im Gegensatz
zu der dritten Profildichte (z-Richtung), die mit einem Wert von 4,630/cm?2 vierzig bzw. 53 mal
groler als die anderen beiden Profildichten ist. Zwei Schneiderichtungen weisen also eine
geringe Profildichte auf, eine dritte hingegen eine erheblich hdhere. Ein &hnliches Resultat
liefert das anisotrope heterogene Nudel-Agar-Model. Zwei Ergebnisse (y- und z- Richtung)
der drei Profildichten liefern Werte nahe des Zahlenwertes null (0,04/cm2 und 0,09/cm?), die
dritte Schnittrichtung (x-Richtung) hingegen einen elf bzw. finfmal so hohen Wert (0,42/cm2).
Im Gegensatz zu den anisotropen Modellen liefert das isotrope heterogene Nudel-Agar-
Model drei Werte fur die drei Richtungen, die enger zusammen liegen. Die hdchste ermittelte
Profildichte (x-Richtung: 1,00/cm?) ist im Gegensatz zu den zwei anderen (y-Richtung:
0,50/cm? ; z-Richtung: 0,82/cm?) nur 1,2- bzw. 2-fach hoher.

4.1.2 Tumorgefalle

Die Blutgefassprofile pro 1 mm?2 fiur die x-, y- und z-Richtungen der drei untersuchten
Lungenkarzinome sind in Tabelle 3 aufgefuhrt. Die Division des jeweils hochsten (Tumornr.
1: 119 Blutgefal3profile/mm?2, Tumornr. 2: 70 BlutgefalBprofile/mmz2, Tumornr. 3: 75
BlutgefaRprofile/mm?) und niedrigsten (Tumornr. 1: 93 Blutgefal3profile/mm?2, Tumornr. 2: 49
Blutgefaprofile/mmz2, Tumornr. 3: 51 Blutgefal3profile/mm?2) Resultats pro Tumor liefert fur
den ersten Tumor einen Wert von 1,3, fur den zweiten 1,3 und fir den dritten 1,5. Diese
Zahlenwerte deuten auf den geringen Unterschied zwischen den Werten hin und weisen auf
die Isotropie der TumorblutgefdlRe hin. (Diese eng beieinander liegenden Ergebnisse sind
mit den Ergebnissen des isotropen heterogenen Nudel-Agar Models vergleichbar.)
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Profile pro Flache Anisotropes Anisotropes Isotropes
(cm2) Plastikblock Model Nudel-Agar Model Nudel-Agar Model
x-Richtung 0,087 0,42 1,00
y-Richtung 0,117 0,04 0,50
z-Richtung 4,630 0,09 0,82

Tabelle 2: Die Resultate der Profildichten je x-, y- und z-Richtung der drei experimentellen Modelle
sind aufgefuihrt. Die anisotropen Modelle (Plastikblock Model und Nudel-Agar Model) weisen in zwei
Schneiderichtungen eine geringe Profildichte auf und in die dritte Schneiderichtung eine hdhere
Profildichte. Die Ergebnisse der drei Schneiderichtungen des isotropen Nudel-Agar Models dagegen
liegen eng zusammen.

Blutgefal3profile Lungenkarzinom

pro Flache (mm?) Nr. 1 Nr. 2 Nr. 3
X- Richtung 96 49 51
y-Richtung 119 70 75
z-Richtung 93 68 61

Tabelle 3: Die Resultate der Blutgefassprofildichten je x-, y- und z-Richtung der drei Lungentumore
(Nr.1, Nr.2, Nr. 3) sind aufgefuhrt. Die Ergebnisse der drei Schneiderichtungen liegen bei jedem
Tumor eng zusammen und weisen auf die Isotropie der tumoralen Blutgeféa3e hin.

4.2 Einfluss Fehler

Ursprungs: Einfluss der histologischen Bearbeitung auf die

systematischer nicht stereologischen

Schrumpfung des Schnittes

4.2.1 Kalibrierung des Kryostats mittels einer Messuhr

In Tabelle 4 sind die Resultate der errechneten und mittels geeichter Messuhr gemessenen
Strecke (um) aufgefuihrt. Die Ergebnisse zeigen, dass die errechnete Strecke (um), die der
Vorschub des Kryostats nach einer bestimmten Schnittanzahl erreicht haben sollte, nicht den
mittels Messuhr erhobenen Streckenwerten (gemessene Strecke, um) entspricht. Die
Differenz beider Streckenwerte zeigt, dass die errechneten Streckenwerte stets lber den
gemessenen Werten liegen. Durch den geometrischen Mittelwert kann daher eine mittlere
Verkirzung um 0,57% ermittelt werden, wobei die héchste Verkirzung nach 100 Schnitten
um 1,4% zu beobachten war. Die Messungen nach 200, 300, 400 und 500 Schnitten
hingegen wiesen alle Abweichungswerte unter 0,5% auf. Der errechnete Wert liegt stets
gering gradig uber dem mittels Messuhr gemessenen Ergebnis. Diese Untersuchung ist
einmal durchgefuhrt worden (n=1). Der Gerétefehler liegt somit durchschnittlich deutlich

unter 1%.
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Schnitt [errechnete| gemessene | Differenz |Verkirzung| Tabelle 4: Die Tabelle gibt die
Differenz und prozentuale
(Nr.) | Strecke |Strecke (um)]  (um) (%) Verkirzung ~ zwischen  der
100 500 493 7 1,40 errechneten und gemessenen
Strecke des Vorschubs des
200 1000 997 3 0,30 Kryostats an. Der geometrische
300 1500 1496 4 0,27 Mittelwert  gibt die  mittlere
Verki 0,57% an.
400 2000 1992 8 0,40 erkdirzuing um 5,577 an
500 2500 2488 12 0,48
geometrischer Mittelwert 0,57

4.2.2 Bemessung der Flache des Tumorschnittes vor und nach dem Schneide-

und Farbeprozess

4.2.2.1 Stereologische Ausmessung der Schnittflache mittels Zahlgitter

Aus der Summe der Anzahl der Gitterpunkte, unter Berlicksichtigung der Maf3stabe der
Abbildungen (siehe Anhang, Tabelle 14), und der ZahlgittergroRe werden die finf
Schnittflachen berechnet. Die Einzelergebnisse und daraus berechneten
Schrumpfungsfaktoren (%) sind in Tabelle 5 aufgefuhrt. Es kann fur die mittlere
Schrumpfung zwischen der Flache des im Kryostaten eingespannten Probenblocks und des
daraus produzierten Nativschnitts der fiinf Resultate ein Wert um 7,32% ermittelt werden.
Eine mittlere Schrumpfung um 2,33% konnte zwischen der Flache des Schnitts im
getrockneten, nativen und im gefarbten Zustand ermittelt werden. Somit liegt diese
Schrumpfung durchschnittlich niedriger als die davor ermittelte.

Tumor A (mm?) Schrumpfung der Mittlere Schrumpfung
einzelnen Flache um der Flache um (%)
Schnittnr. B N S vonBzuN|vonNzuS |vonBzuN |vonNzu$S
1 47,22 | 42,67 | 42,28 9,65 0,90
2 47,11 | 41,67 | 41,27 11,56 0,94 732 233
3 47,56 | 44,29 | 44,98 6,87 -1,56
(n=5) (n=5)
4 45,67 | 44,81 | 42,87 1,89 4,34
5 47,56 | 44,53 | 41,49 6,36 6,83

Tabelle 5: Die Tabelle zeigt die mittels Zahlgitter ausgewerteten Flachenwerte (A) der Abbildungen
des Gewebeblocks (B), des Nativschnitts (N) und des gefarbten Schnitts (S) und die daraus
resultierenden Schrumpfungen der einzelnen Flachen (%) und der mittleren Schrumpfung aller flnf
(n=5) Flachen (%),von dem Gewebeblock zum Nativschnitt (von B zu N) und vom Nativschnitt zum
gefarbten Schnitt (von N zu S).
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4.3 Reproduzierbarkeit der Methode nach Weidner und der
Methode mittels stereologischer Werkzeuge und deren

Ubereinstimmung

In den folgenden Tabellen sind stets die Tumornummern angegeben, die fur folgende

Tumortypen bzw. Tumorzelllinien stehen:

1: Lungenkarzinom A 549-1 7:  Mammakarzinom MDA- MB 435-2
2:  Lungenkarzinom A 549-2 8:  Mammakarzinom MDA- MB 435-3
3: Prostatakarzinom 1-1, DU 145-1 9:  Mammakarzinom MDA- MB 435-4
4: Prostatakarzinom 1-1, DU 145-2 10: Mammakarzinom MDA- MB 435-5
5:  Prostatakarzinom 2-4, DU 145 11: Mammakarzinom MDA- MB 435-6
6: Mammakarzinom MDA- MB 435-1

4.3.1 Reproduzierbarkeit der Methode nach Weidner und der Methode mittels
stereologischer Werkzeuge anhand wiederholter Auswertung derselben

Tumorschnitte

4.3.1.1 Ergebnisse der wiederholten Auswertung eines Tumorschnittes nach den
Kriterien von Weidner

Der Schnitt eines Tumors ist zweimal nach der modifizierten Methode nach Weidner
ausgewertet worden, indem stets drei hotspots ausgezahlt worden sind. Ein hotspot wurde
innerhalb einer Gesamtflache von 0,89 mm2 analysiert. Aus diesen drei Ergebnissen wurde
der Mittelwert, der im folgenden W3mean genannt wird, und der Maximalwert, der im
folgenden W3max genannt wird, ermittelt. Diese Endresultate wurden fir die microvessel
density pro 1 mm2 umgerechnet (Tabelle 6). Bei Betrachtung der Einzelergebnisse konnte
festgestellt werden, dass der erste ausgewahlte hotspot nicht immer die hoéchste
Blutgefassprofilanzahl aufwies, obwohl diese Region subjektiv als die am besten
durchblutete Region erschien. Sowohl bei der ersten als auch bei der zweiten
Schnittauswertung wiesen in sechs von elf Féllen der zweite oder sogar erst der dritte
hotspot die meisten Blutgefassprofile auf (Tabelle 6).

Die Mittelwerte und die Differenzen aus den beiden Endergebnissen der W3mean und der
W3max Resultate der wiederholten Auszahlung pro Tumor wurden ermittelt, um die
Reproduzierbarkeit zwischen den Ergebnissen mittels Bland Altman Diagramm (siehe
Abschnitt 3.6.1) zu untersuchen (Werte siehe Tabelle 15 im Anhang). Anhand der Graphen
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(Abbildung 30 a, c) ist festzustellen, dass je hoher die Endergebnisse waren, desto mehr
weichen die Werte der zweifachen Auswertung voneinander ab. Die Werte (W3mean und
W3max) werden daher logarithmiert und im Bland Altman Diagramm (Abbildung 30 b, d)
dargestellt. Der Mittelwert der Differenzen der W3mean Resultate ergibt -0,051, die
Standardabweichung +0,080. Der Schwankungsbereich der logarithmierten W3mean Werte
liegt somit bei -0,051+0,157. Der Mittelwert der Differenzen der W3max Ergebnisse lautet -
0,024, die Standardabweichung +0,081. Der Schwankungsbereich der logarithmierten
W3max Werte liegt folglich bei £0,160. Die gemittelten Differenzen missten bei perfekter
Reproduzierbarkeit O betragen, da die gleiche Methode benutzt worden ist. Bei der
erstgenannten W3mean Methode weicht der Wert mehr von 0 ab als bei der zweiten W3max
Methode.

Erste Auswertung nach Weidner Zweite Auswertung nach Weidner
Tumor hotspot Endresultat hotspot Endresultat
Nr. 0,89 mm? 1 mm?2 0,89 mm? 1 mm?2
1 2 3 | W3mean | W3max| 1 2 3 W3mean | W3max

1 47 | 49 | 59 58,3 66,6 63 78 65 77,5 88,0
2 82 | 82 | 39 76,4 92,5 78 62 79 82,4 89,2
3 150 | 167 | 122 165,2 188,5 | 157 | 197 | 207 2111 233,6
4 97 | 41 | 37 65,8 109,5 94 | 35 75 76,7 106,1
5 102 | 116 | 109 123,0 130,9 | 142 | 126 | 135 151,6 160,3
6 245 | 258 | 215 270,1 291,2 | 330 | 272 | 334 352,1 377,0
7 370 | 362 | 478 455,2 539,5 | 354 | 244 | 325 347,2 399,5
8 278 | 244 | 205 273,5 313,8 | 274 | 291 | 208 290,8 328,4
9 268 | 483 | 299 395,0 545,1 | 366 | 415 | 375 434,9 468,4
10 818 | 532 | 531 707,7 923,2 | 778 | 439 | 415 614,0 878,1
11 255 | 353 | 439 393,9 4955 | 529 | 479 | 437 543,6 597,1

Tabelle 6: Innerhalb eines Schnittes eines Tumors wurden drei hotspots jeweils innerhalb einer 0,89
mmz Flache nach den Prinzipien von Weidner (leicht modifiziert) ausgezahlit. Diese Auszahlung wurde
wiederholt. Sowohl die Einzelergebnisse fir beide Auswertungen als auch die daraus resultierenden
Mittel- (W3mean) und Maximalwerte (W3max) sind aufgeflihrt. Die Endresultate sind fir
Blutgefassanschnitte pro 1 mm? berechnet worden. Die grau unterlegten Tabellenabschnitte weisen
auf den Maximalwert der drei ausgezahlten hotspots (0,89 mmz?) hin. Es wird deutlich, dass nicht
immer der zuerst ausgezahlte hotspot die h6chste microvessel density (MVD) aufweist.

4.3.1.2 Ergebnisse der wiederholten Auswertung eines Schnittsets mittels
stereologischer Werkzeuge

Die Endergebnisse der zweifachen Auswertung der Blutgefassprofildichte pro 1 mm2 des

Sets eines Tumors mittels stereologischer Werkzeuge sind in Tabelle 7 aufgefuhrt. Im

folgenden wird vereinfacht von stereologischen Werten gesprochen. Die Reproduzierbarkeit

der Methode wird durch das Bland-Altman Diagramm (siehe Abschnitt 3.6.1) untersucht
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(Abbildung 30 e). (Die dafir errechneten Differenzen und Mittelwerte aus der ersten und
zweiten Auswertung sind in Tabelle 16 im Anhang aufgefiihrt). Es ist bei den stereologischen
Werten zu erkennen, dass je hoher die Ergebnisse der Blutgefassdichte sind, umso héher
variieren die Ergebnisse der zweifachen Auswertung. Im Vergleich zu den Resultaten nach
Weidner (W3mean, W3max) liegt die Variation jedoch deutlich niedriger. Daher wurden die
logarithmierten stereologischen Daten des Set 1 im Bland Altman Diagramm aufgetragen
(Abbildung 30 f). Der Mittelwert der Differenzen betrégt 0,009 und die Standardabweichung
+0,065. Der Schwankungsbereich liegt somit bei 0,009+0,127. Im Gegensatz zu den
Mittelwerten der Differenzen der W3mean und W3max Werte, weisen die Set 1 Resultate
eine hohere Anndhrung an den Nullpunkt auf, so dass die stereologischen Resultate eine
hohere Reproduzierbarkeit im Vergleich zu den Resultaten nach Weidner aufweisen.
Zusatzlich ist der Wert des Schwankungsbereichs der Weidnerschen Auswertungen
(W3mean: £0,157, W3max: +0,160) hdher als der der stereologischen Werte. Der Bereich in
dem die Werte durchschnittlich variieren ist somit fir die Set 1 Werte kleiner.

Zweifache Auswertung des stereologischen Sets 1| Tabelle 7: Die Blutgefassprofile/mm?
- der ersten und zweiten (kursiv)
Tumor Set 1 (Profile pro 1 mm?) stereologischen Auswertung des Set 1
Nr. 1. Auswertung 2. Auswertung der Tumore sind angegeben.
1 84,1 71,6
2 54,2 67,9
3 123,0 108,5
4 76,5 55,9
5 102,8 106,6
6 381,9 443,2
7 436,0 459,1
8 412,7 389,8
9 439,8 468,8
10 548,5 513,9
11 370,1 362,4
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Abbildung 30: Die Bland Altman Diagramme stellen die zweifachen Auswertungen nach Weidner
W3mean (a), W3max (c) und mittels stereologischer Werkzeuge Set 1 (e) dar. Die Reproduzierbarkeit
von W3mean (b), W3max (d) und Set 1 (f) wird anhand der logarithmierten Werte Uberpruft. In den
Graphen b, d, f sind der Mittelwert der Differenzen durch eine gestrichelte hellblaue Linie
gekennzeichnet. Der Schwankungsbereich der Werte ist durch dunkelblau gestrichelte Linien markiert.
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4.3.2 Ubereinstimmung der Ergebnisse der ersten Auswertung nach Weidner

und der ersten Auswertung mittels stereologischer Werkzeuge

Die Ergebnisse der ersten Auswertung der W3mean, W3max und stereologischen Set 1
Werte werden miteinander verglichen. Dafir werden die W3mean, W3max und
stereologischen Set 1 Werte der ersten Auswertung logarithmiert und anhand des Bland
Altman Diagramms (siehe Abschnitt 3.6.1) dargestellt (Abbildung 31). Die logarithmierten
W3mean Werte und stereologischen Set 1 Werte ergeben einen Mittelwert der Differenzen
von 0,008 und eine Standardabweichung von £0,120. Der Schwankungsbereich liegt somit
bei 0,008+0,235 (Abbildung 31 a). Die logarithmierten W3max Resultate und stereologischen
Set 1 Ergebnisse liefern einen Mittelwert der Differenzen von 0,080 und eine
Standardabweichung von #0,133. Der Schwankungsbereich ergibt folglich 0,080%0,260
(Abbildung 31 b). Anhand beider Graphen ist zu erkennen, dass die Weidnerschen
Ergebnisse (W3mean und W3max) nicht immer gro3er als die stereologischen Werte sind.
Zusatzlich weichen die W3max Werte starker von den stereologischen Set 1 Resultaten ab

als die W3mean Ergebnisse und variieren stéarker.
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Abbildung 31: Die ersten Auswertungsergebnisse der logarithmierten W3mean (a) und W3max (b)
Werte sind mit den ersten Auswertungsresultaten der logarithmierten stereologischen Set 1
Ergebnisse im Bland Altman Diagramm dargestellt. Die Mittelwerte der Differenzen sind durch eine
hellblau gestrichelte Linie dargestellt, die Schwankungsbreite der Werte durch dunkelblaue
gestrichelte Linien.
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4.3.3 Reproduzierbarkeit der Methode nach Weidner und der Methode mittels
stereologischer  Werkzeuge anhand mehrerer  Auswertungen

verschiedener Tumorschnitte

4.3.3.1 Ergebnisse der Auswertung drei verschiedener Schnitte eines Tumors nach
Weidner

Es sind drei Schnitte pro Tumor nach Weidner ausgewertet worden, wobei ein hotspot
innerhalb einer 0,89 mm? grof3en Flache ausgezahlt worden ist. Aus den drei Werten ist der
grote (Gw) und kleinste (Ky) Wert (grau hervorgehoben in Tabelle 8) in 1 mm2 umgerechnet
worden. Aus diesen Resultaten wurde der Mittelwert und die Differenz unter
Berticksichtigung der Auswertungsreihenfolge errechnet (Tabelle 8). Diese Auswertung wird
im folgenden W1 genannt. Die auf eine Flache von 1 mm?2 bezogenen grof3ten und kleinsten
Werte werden logarithmiert und im Bland Altman Diagramm dargestellt (Abbildung 32 a). Der
Mittelwert der Differenzen betrdgt 0,023 mit einer Standardabweichung von +0,214. Der
Schwankungsbereich liegt somit bei 0,023+0,419.

/Auswertung eines hotspots von jeweils drei Schnitten| Tabelle 8: Es sind drei Schnitte
- - - (1,2,3) pro Tumor ausgewertet
Tumor Schnitt Nr. Mittelwert Differenz | \yorden, wobei BlutgefaRprofile pro
0,89 mm2 1 mm?2 1 mm?2 0,89 mm?2 ausgezahlt worden sind.
Aus den drei Werten ist der grof3te
Nr. 1 2 3 Gw,Kw Gw,Kw (Gw) und kleinste (Ky) Wert (grau)
1 68 | 29 | 55 54.7 44.0 in 1 mm2 umgerechnet worden und
i i aus diesen wurde der Mittelwert und
2 113 | 103 | 88 113,4 28,2 die Differenz errechnet.
3 164 | 165 | 162 1845 3,4
4 92 | 133 | 82 121,3 57,6
5 148 | 168 | 112 158,0 63,2
6 528 | 459 | 314 475,2 2415
7 227 | 337 | 432 371,9 -231,4
8 253 | 283 | 286 304,2 -37,2
9 321|292 | 347 360,6 -62,1
10 270 | 413 | 297 385,4 -161,4
11 260 | 471 | 292 412,5 -238,1

4.3.3.2 Ergebnisse der Auswertung drei verschiedener Schnittsets eines Tumors

mittels stereologischer Werkzeuge

Die Einzelergebnisse der Auswertung drei verschiedener Schnittsets (Set 1, Set 2, Set 3)
eines Tumors mittels stereologischer Werkzeuge sind in Tabelle 9 aufgeflhrt. Vom

Lungentumor A 549-1 und vom Mammatumor MDA-MB 435-1 lagen nur zwei Sets zur
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Auswertung vor. Aus den vorliegenden Werten pro Tumor sind der grofdte (Gs) und der
kleinste (Ks) Wert gewahlt worden, um aus diesen die Differenzen, unter Bertlicksichtigung
der Reihenfolge der Ergebnisse, und den Mittelwert zu errechnen (Tabelle 9). Der grofite
(Gs) und der kleinste (Ks) Wert sind logarithmiert und im Bland Altman dargestellt worden
(Abbildung 32 b). Der Mittelwert der Differenzen ergibt bei den logarithmierten Werten -0,038

mit einer Standardabweichung von +0,084. Der Schwankungsbereich liegt somit bei £0,165.
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Stereologische Auswertung von drei Sets Tabelle 9: Es sind drei Sets
- > (Set 1, 2, 3) eines Tumors (von
Profile pro 1 mm Lungenkarzinom Nr.1,
Tumor Set Differenz|Mittelwertf Mammakarzinom Nr.6 nur zwei
Sets) mittels stereologischer
Nr. 1 2 3 Gs, Ks | Gs, Ks | werkzeuge fur die
1 84.1 100.6 . -16.5 923 Blutgefal3profildichte pro 1
i i i i mm? ausgewertet worden. Die
2 54,2 88,8 72,1 -34,5 71,5 Differenz und der Mittelwert
3 123,0 | 120,1 | 105,7 | 17,3 114,4 | sind aus dem groRten (Gs) und
! ! i ! i kleinsten (Ks) Wert der
4 76,5 69,8 83,3 -13,4 76,6 Ergebnisse pro Tumor gebildet
5 1028 | 86,7 | 1137 | -26,0 | 100,2 | “worden.
6 381,9 368,9 - 13,0 375,4
7 435,0 403,2 408,0 32,8 419,6
8 412,7 388,9 377,1 35,7 394,9
9 439,8 406,0 409,7 33,8 4229
10 548,5 630,5 600,1 -82,0 589,5
11 370,1 422,2 391,7 -52,1 396,1
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Abbildung 32: Der Bland Altman Graph (a) stellt die Ergebnisse der logarithmierten gréf3ten (Gy) und

kleinsten (Kw) Werte der hotspot Auszéhlung W1 nach Weidner dar.

Graph (b) zeigt die

logarithmierten gréf3ten (Gs) und kleinsten (Ks) der stereologischen (Set 1, 2, 3) Werte. Die hellblau
gestrichelte Linie stellt den Mittelwert der Differenzen dar, die dunkelblauen Linien die Grenzen des

Schwankungsbereichs.
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4.4 Quantifizierung histomorphologischer Strukturen in
experimentellen Tumoren mittels stereologischer Methoden
und deren Korrelation mit der Tumorsignalintensitat nach
Gabe von optischen Kontrastmitteln

Die Kontrastwerte der optischen Bildgebung der Gruppe 1 und 2 werden zunachst
miteinander  verglichen.  AnschlieBend werden die stereologischen Parameter
(Tumorvolumina, nekrotische und intakte Tumorvolumina, Blutgefasse, Diffusionsradien)
zwischen den beiden Gruppen verglichen. Dann werden die Kontrastwerte der Gruppe 1 und
der Gruppe 2 mit der stereologisch ermittelten Blutgefa3lange, des Volumens der

nekrotischen und intakten Tumorgewebeanteile korreliert.

4.4.1 Tumorsignalintensitdt nach intravendser Gabe von optischen

Kontrastmitteln

Nach der optischen Bildgebung wurden die Kontraste der Tumore anhand der entstandenen
Bilder mit Hilfe eines Bildanalyseprogramms ermittelt. Die Abbildung 33 stellt beispielhaft vier
behandelte Mause dar. Abbildung 33 a zeigt zwei Tiere aus der Gruppe 1, die das
spezifische Kontrastmittel AP39-TSC verabreicht bekommen haben, Abbildung 33 b, zwei
Mause aus der Gruppe 2, die das unspezifische Kontrastmittel TSC erhalten haben. Die
Abbildung 33 zeigt jeweils in der oberen Reihe makroskopische Digitalaufnahmen der
er6ffneten Bauchhdhle der Mause, so dass der experimentelle Pankreastumor sichtbar wird,
in der unteren Reihe die dazugehorigen laserinduzierten in situ Fluoreszenzbildaufnahmen.
Es ist bereits an den beispielhaften Bildern zu erkennen, dass die Signalintensitat des
Tumors nach Gabe des AP39-TSC deutlicher als nach Gabe des TSC Kontrastmittels ist.

Die Kontrastwerte des spezifischen Kontrastmittels AP39-TSC (Gruppe 1) liegen zwischen
2,06 und 10,46, wobei der Mittelwert (xStandardabweichung) bei 6,56+2,21 liegt. Die
Kontrastwerte des unspezifischen Kontrastmittels TSC (Gruppe 2) liegen zwischen 0,33 und
2,41; der Mittelwert (xStandardabweichung) betragt 1,21+0,56. Die Kontrastwerte der beiden
Gruppen sind in Abbildung 34 dargestellt. Der Graph weist einen signifikanten (p<0,01)
Unterschied zwischen den Kontrastwerten der beiden Gruppen auf. Die Kontraste der
Gruppe 1 sind im Gegensatz zu den Werten der Gruppe 2 signifikant hoher. In Tabelle 17 im
Anhang sind die einzelnen Tumorkontrastwerte der jeweiligen Gruppe aufgefiihrt. (Die
Mittelwerte und die jeweilige Standardabweichung der optischen Daten sind zur Ubersicht in
Tabelle 10 dargestellt.)
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a AP39-TSC b TSC

Maus 41 Maus 29 @'—EI—
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Abbildung 33: Obere Reihe: Eroffnete Bauchhdhlen (Maus 41, 29, 16, 5) mit sichtbaren
Pankreastumoren der NET Zelllinie BON (Pfeile). Untere Reihe: Dazugehtrige NIR-Laser induzierte
Fluoreszenz-Bildaufnahmen (Pfeile zeigen auf Tumorregion). Die Mause 41 und 29 sind mit dem

Kontrastmittel AP39-TSC (a, rot), die Mause 16 und 5 mit dem unspezifischen Kontrastmittel TSC (b,
grin) behandelt worden.
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Abbildung 34: Die Abbildung stellt die Kontrastwerte der Gruppe 1 (n=20) und 2 (n=17) dar. Die
Kontrastwerte beider Gruppen unterscheiden sich signifikant (p<0,01) voneinander.
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4.4.2 Quantifizierung pathomorphologischer Strukturen in experimentellen

Pankreastumoren mittels stereologischer Methoden

Es wurden insgesamt 20 Tumore der Tiergruppe 1, die mit dem spezifischen Kontrastmittel
AP39-TSC behandelt worden sind, und 17 Tumore der Tiergruppe 2, die mit dem
unspezifischen Kontrastmittel TSC behandelt worden sind, stereologisch ausgewertet.
Zunéachst wurden mittels Cavalieri Methode die Tumorvolumina und sowohl die vitalen als
auch nekrotischen Tumorregionen ermittelt. Anschlie@end wurden die BlutgefalRe
stereologisch quantifiziert. Alle stereologischen Daten sind zunachst zwischen der ersten
und der zweiten Gruppe verglichen worden. AnschlieRend wurden die stereologischen Daten

mit den Werten der optischen Bildgebung korreliert.

4.4.2.1 Volumen der Pankreastumore

Die Ergebnisse der stereologisch ermittelten Volumina der untersuchten experimentellen
Pankreastumore sind im Anhang in Tabelle 18 aufgefiihrt. In Abbildung 35 sind die
Tumorvolumina beider Tiergruppen graphisch dargestellt. Gruppe 1 (n=20) wurde mit dem
Kontrastmittel AP39-TSC und die Gruppe 2 (n=17) mit dem Kontrastmittel TSC behandelt.
Die GréRen der Tumore der Gruppe 1 liegen zwischen 170,25 und 1296,90 mm3, wobei der
Mittelwert (xStandardabweichung) dieser TumorgréRen bei 649,57+265,27 mm3 liegt. Die
TumorgroRen der Gruppe 2 liegen zwischen 7,84 und 1271,87 mm3 und der Mittelwert
(xStandardabweichung) der TSC behandelten Tumore betragt 635,14+351,52 mm3. Die
Mittelwerte der Tumorgrof3en beider Gruppen weichen nur gering voneinander ab und die
Volumina beider Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander. Die Tumore
haben sich somit beziglich ihrer Grof3e in beiden Gruppen &hnlich verhalten. (Die
Mittelwerte und die jeweilige Standardabweichung der stereologischen Parameter sind zur
Ubersicht in Tabelle 10 dargestellt.)
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Parameter Gruppe 1 (AP39-TSC) Gruppe 2 (TSC)
Mittelw.+St.abw. Mittelw.+St.abw.
Kontrast 6,56+2,21 1,21+0,56
Tumorvolumen (mm3) 649,57+265,27 635,14+351,52.
nekrotisches Tumorvolumen (mms3) 347,01+183,18 378,05+243,63
vitales Tumorvolumen (mm3) 302,56+103,25 257,08+126,56
Blutgefal3lange (m) 36,50+19,12 37,43+29,00
Diffusionsradius (um) 53,51+7,88 49,67+9,51

Tabelle 10: In der Tabelle sind fur die Gruppe 1 (AP39-TSC) und 2 (TSC) die Mittelwerte und
jeweiligen Standardabweichungen sowohl der Kontrastwerte der optischen Bildgebung als auch der
stereologischen Parameter dargestellt. Bei den stereologischen Parametern handelt es sich um das
Tumorvolumen, das nekrotische und vitale Tumorvolumen, die Blutgefallange und den
Diffusionsradius.
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Abbildung 35: Der Graph (Box Plot) zeigt die Gesamtvolumina der Tumore der Gruppe 1 (n=20) und
2 (n=17). Die Tumore der Gruppe 1 (rot) wurden mit dem Kontrastmittel AP39-TSC und die Tumore
der Gruppe 2 (griin) mit dem Kontrastmittel TSC behandelt.

4.4.2.2 Nekrotische und vitale Tumorvolumenanteile

Die TumorgrolRen haben sich zwischen den beiden Tiergruppen nicht signifikant

unterschieden (siehe Punkt 4.4.2.1). Wenn die nekrotischen oder intakten Tumoranteile mit
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den TumorgréfRen im Zusammenhang stehen, missten sich diese Gewebearten ebenfalls
ahnlich zwischen den beiden Gruppen verhalten. Gruppe 1 (n=20) wurde mit dem
Kontrastmittel AP39-TSC und die Gruppe 2 (h=17) mit dem Kontrastmittel TSC behandelt. In
Abbildung 36 sind daher die totalen Tumorvolumina (mm3) und die nekrotischen
Tumoranteile (%) der beiden Gruppe graphisch dargestellt. Es ist anhand des
Streudiagramms, das mittels Computerpropramm SigmaPlot 8.0 erstellt wurde, erkennbar,
dass je groRRer die Tumore sind, desto gro3er sind auch die nekrotischen Regionen innerhalb
des jeweiligen Tumors. In Abbildung 37 sind die nekrotischen Tumorvolumina der beiden
Gruppen nochmals separat mittels Boxplot dargestellt. Der t-Test zeigt, dass sich die
nekrotischen Areale der Tumore zwischen den Gruppen nicht signifikant voneinander
unterscheiden. Da die nekrotischen und die intakten Tumorregionen in einem logischen
Zusammenhang miteinander stehen, wird auf eine graphische Darstellung beziiglich der
intakten Gewebe verzichtet.

Die nekrotischen und vitalen Tumorvolumenanteile, die mittels stereologischer Cavalieri
Methodik ermittelt wurden, sind prozentual (%) und total (mms3) (ausgehend vom
Gesamtvolumen) in Tabelle 18 im Anhang aufgefihrt. Die Tumore der ersten Tiergruppe
(AP39-TSC) weisen Nekrosen zwischen 25,80 und 66,32% auf, der zweiten Gruppe
zwischen 19,38 und 71,63%. Das totale nekrotische Volumen liegt fur die Gruppe 1 zwischen
76,50 und 820,46 mm3, flr die Gruppe 2 zwischen 1,52 und 890,62 mm3. Fiur die Nekrosen
der mit AP39-TSC behandelten Gruppe ergibt sich ein Mittelwert (xStandardabweichung)
von 347,01+183,18 mm3, flr das intakte Gewebe ein Mittelwert (xStandardabweichung) von
302,56+103,25 mm3. Der Mittelwert der nekrotischen Areale der mit TSC behandelten
Gruppe liegt bei 378,05+243,63 mms3, der der intakten Bereiche bei 257,08+126,56 mm3.
(Die Mittelwerte und die jeweilige Standardabweichung der stereologischen Parameter sind

zur Ubersicht in Tabelle 10 dargestellt.)
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Abbildung 36: Im Graphen sind die totalen Tumorvolumina und deren nekrotische Anteile der Gruppe
1 (AP39-TSC, rot) und 2 (TSC, griin) gegeneinander aufgetragen. Je groRer die Tumore sind desto
gréRer ist auch deren nekrotischer Anteil.
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Abbildung 37: Im Graphen sind die nekrotischen totalenTumorvolumina der Gruppe 1 (n=20, AP39-
TSC) und Gruppe 2 (n=17, TSC) dargestellt.
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4.4.2.3 Fehlerkoeffizient CE und Variationskoeffizient CV flir das gesamte und vitale

Tumorvolumen

Die Fehlerkoeffizienten CE der einzelnen Tumore sind im Anhang in Tabelle 19 aufgefihrt.
(Die Werte, die zur Ermittlung des CEs gefihrt haben bzw. die Zahlungsergebnisse der
einzelnen Schnitte eines Tumors sind im Anhang in Tabelle 20 und Tabelle 21 aufgefihrt.)
Der minimale CE Wert des totalen Tumorvolumens liegt bei 0,012, der maximale bei 0,045.
Der Minimalwert des CE Werts des intakten Tumorvolumens lautet 0,020, der Maximalwert
0,055. Alle CE Werte des totalen Tumorvolumens liegen unter dem angestrebten Wert von
0,05 (5%). Fur das intakte Tumorvolumen gibt es nur zwei Ausnahmen, die diesen
angestrebten Wert Uberschreiten (Tumornr. 19 mit 0,055 und Nr. 36 mit 0,052).

Der Coefficient of variation CV liefert flr die Berechnungen des intakten Tumorgewebes
einen Wert von 0,409 und liegt deutlich Gber dem CE Wert 0,035 der gesamten Studie des
intakten Tumorvolumens. Der quadrierte observed coefficient of variation OCV?2 liegt somit
bei 0,168 und wird von dem Variationkoeffizienten bestimmt und nicht von dem CE Wert. Die
Division des quadrierten CE Wertes der Gesamtstudie und des OCV2 Resultates fiihrt zum
Ergebnis 0,007.

4.4.2.4 Blutgefasslange und Diffusionsradius

Neben den Tumorvolumina ist die Vaskularisation der Tumore beider Gruppen (AP39-TSC
und TSC) quantifiziert worden. Hierfir wurde fur jeden Tumor die Blutgefa3lange und der
Diffusionsradius ermittelt. Da sich die unterschiedlich groRen Nekroseareale, in denen keine
BlutgefalRe vorzufinden sind, der einzelnen Tumore unterschiedlich stark auf die Berechnung
der BlutgefaRBlange und des Diffusionsradius auswirken wirden, wurde bei der
BlutgefaRlangen- und Diffusionsradiusberechnung nur das Volumen des intakten
Tumorgewebes beriicksichtigt. Zunéchst wurde also die Blutgefasslangendichte L, innerhalb
des vitalen Tumorvolumens stereologisch bestimmt. Dann wurde die Blutgefal3lange L und
der Diffusionsradius r mittels stereologischer Methoden berechnet. Die einzelnen Ergebnisse

(L, r) fur jeden Tumor sind in Tabelle 22 im Anhang aufgefiihrt.

Da sich die intakten Tumorgewebeanteile in beiden Tiergruppen ahnlich verhalten haben,
soll nun Uberprift werden, ob sich die Vaskularisation der Tumore zwischen den Gruppen
unterschieden hat. Hierfir wurden die Resultate der Blutgefaf3langen (m) (Abbildung 38) und
der Diffusionsradien (um) (Abbildung 39) graphisch dargestellt. Die Tumore der ersten
Tiergruppe (AP39-TSC) weisen BlutgefaR3langen zwischen 8,13 und 86,43 m auf, der
zweiten Gruppe zwischen 1,27 und 123,53 m. Die Diffusionsradien liegen fir die Gruppe 1
zwischen 35,94 und 63,08 um, fur die Gruppe 2 zwischen 34,50 und 66,59 um. Fur die
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Blutgefalangen der mit AP39-TSC behandelten Gruppe ergibt sich ein Mittelwert
(xStandardabweichung) von 36,50+19,12 m, fur die Diffusionsradien ein Mittelwert von
53,51+7,88 um. Der Mittelwert (xStandardabweichung) der BlutgefaR3langen der mit TSC
behandelten Gruppe liegt bei 37,43£29,00 m, der der Diffusionsradien bei 49,67+9,51 um.
(Die Mittelwerte und die jeweilige Standardabweichung der stereologischen Parameter sind

zur Ubersicht in Tabelle 10 dargestellt.)

Die Blutgefalslangen und die Diffusionsradien der beiden unterschiedlich behandelten
Tumorgruppen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander. Die Vaskularisation der

Tumore ahnelt sich somit in beiden Gruppen.
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Abbildung 38: Der Graph zeigt die totale Blutgefal3lange (m) der Tumore der Gruppe 1 (n=20) und 2
(n=17). Die Tumore der Gruppe 1 (rot) wurden mit dem Kontrastmittel AP39-TSC und die Tumore der
Gruppe 2 (griin) mit dem Kontrastmittel TSC behandelt.
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Abbildung 39: Der Graph stellt die Diffusionsradien der ersten (n=20) und zweiten (n=17) Gruppe
dar. Die erste Tumorgruppe wurde mit dem Kontrastmittel AP39-TSC (rot) und die zweite mit TSC
(grtin) behandelt.

4.4.3 Korrelation zwischen den Kontrastwerten und den stereologischen

Werten

Die Kontrastwerte der optischen Bildgebung varriieren zwischen den beiden Tumorgruppen
(Gruppe 1 (n=20) und 2 (n=17)). Daher sollen diese Werte mit den stereologischen Daten
(vitales und nekrotisches Tumorvolumen, Blutgefa3lange) korreliert werden, um zu
Uberprufen, ob sich die beiden verwendeten Kontrastmittel (AP39-TSC und TSC) in

bestimmten tumoralen Regionen bevorzugt anreichern.

In Abbildung 40 a, c, e sind die Kontrastwerte des spezifischen Kontrastmittels AP39-TSC
mit den vitalen (a) und nekrotischen Tumorvolumina (c) und den Blutgefa3langen (e) jeweils
in einem Graphen dargestellt. Es konnte eine signifikante (p<0,01) positive Korrelation
(r=0,70) zwischen den laserinduzierten Tumorkontrastwerten des Kontrastmittels AP39-TSC
(Gruppe 1) und der vitalen Volumina (mm?3) der Tumore festgestellt werden (Abbildung 40 a),
jedoch nicht fur die nekrotischen Anteile (Abbildung 40 c). Zusatzlich korrelierte (r=0,58) die
Blutgefasslange (m) innerhalb des intakten Tumorgewebes signifikant (p<0,01) mit den

Kontrastwerten des spezifischen Kontrastmittels AP39-TSC (Abbildung 40 e). Je mehr
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vitales Tumorgewebe und BlutgefaRRe sich innerhalb des Tumors befinden, desto gré3er wird

der Tumorkontrastwert.

In Abbildung 40 b, d, f sind die Kontrastwerte des unspezifischen Kontrastmittels TSC mit
den stereologischen Parametern graphisch dargestellt (b: vitales Tumorvolumen, d:
nekrotisches Tumorvolumen, f:. Blutgefa3lange). Fur das Kontrastmittel TSC (Gruppe 2)
konnte keine Korrelation zwischen den Kontrastwerten und den vitalen Tumorvolumina
(mms3) ermittelt werden (Abbildung 40 b), sondern es bestand eine signifikante (P= 0,02)
Korrelation (r=0,58) zwischen den Kontrastwerten und den nekrotischen Tumorvolumina
(Abbildung 40 d). Die Blutgefalllange (m) innerhalb des intakten Tumorgewebes korrelierte
jedoch nicht mit den Kontrastwerten des unspezifischen Farbstoffs TSC (Abbildung 40 f). Je
mehr nekrotisches Gewebe innnerhalb des Tumors vorliegt, desto groRer wird auch der

Tumorkontrastwert.
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Abbildung 40: Die Abbildung stellt die Korrelation zwischen den Kontrastwerten des Kontrastmittels
AP39-TSC (rot, n=20)) und TSC (grin, n=17) und den stereologisch quantifizierten Parametern
(vitales und nekrotisches Tumorvolumen und BlutgefaB3lange) dar. Die Abbildungen (a) und (e) zeigen
die signifikante (p) Korrelation (r) zwischen den Kontrastwerten des spezifischen Kontrastmittels
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AP39-TSC und den vitalen Tumorvolumina (a) und den BlutgefaRlangen (e). Die Abbildung (c)
demonstriert, dass keine Korrelation zwischen den Kontrastwerten (AP39-TSC) und den nekrotischen
Tumorvolumina vorliegt. Im Gegensatz dazu zeigen die Abbildungen (b, d, f), dass die Kontrastwerte
des unspezifischen Kontrastmittels TSC nicht mit den vitalen Tumorvolumina (b) und den
BlutgefaZlangen (f) korrelieren, sondern mit den nekrotischen Tumorvolumina eine signifikante
Korrelation aufweisen (d). Um die signifikante Korrelation zwischen den unabhangigen
stereologischen Werten (x-Werte) und abhangigen Kontrastwerten (y-Werte) hervorzuheben, wurde in
die jeweiligen Graphen eine Regressionsgerade mit Konfidenzband eingefiigt (a, d, e).
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5 DISKUSSION

Die pharmakologische Charakterisierung, Wirkung und Effizienz onkologischer Therapeutika
und Diagnostika erfordern morphologische und pathologische Kenntnisse des jeweils
untersuchten Tumors. Hierfir werden in der Regel am entnommenen Tumorgewebe
(immun)histologische Untersuchungen durchgefilhrt. Die derzeitigen, histologischen
Analysen intratumoraler Strukturen beruhen jedoch eher auf qualitativen oder semi-
guantitativen Methoden. Die tumorale Angiogenese beispielsweise nimmt sowohl in der
Klinik als auch in der Forschung einen sehr hohen Stellenwert in der Onkologie ein, so dass
die Auswertung der tumoralen BlutgefaBe in diesem Bereich im Fokus steht. Daher
existieren fur die Analyse der Tumorvaskularisation mikroskopische Standardmethoden, die
hauptséchlich aus der Auswertungsmethode nach Weidner bestehen, der sogenannten
microvessel density (MVD), oder einer modifizierten Form (wie beispielsweise der Chalkley
Methode). Da quantitative Daten intratumoraler Strukturen die Aussagekraft biologischer
Effekte und den Wert der Studie stark erhéhen wiirden, wurden im Rahmen dieser Arbeit
stereologische Methoden, die auf fundierten mathematischen und statistischen Daten
beruhen, zur histologischen Analyse tumoraler Gewebe getestet und etabliert.

Im Zuge dessen wurden daher die herkdmmliche Methode nach Weidner und eine
stereologische Methode, die der Blutgefa3profildichtenermittiung dient, auf ihre
Reproduzierbarkeit Uberpruft und anschlieRend miteinander verglichen. Da die Durchfiihrung
der stereologischen Methode der BlutgefalRauswertung von dem Richtungsverlauf dieser
Strukturen abhangt, wurden die tumoralen BlutgefalRe zunachst auf ihre Anisotropie bzw.
Isotropie untersucht. Hierfir wurde erst an Modellen die Isotropie und Anisotropie von
Strukturen simuliert und deren Bedeutung herausgearbeitet. Dann wurde der
BlutgefaRverlauf fir experimentelle, unbehandelte Tumore analysiert. Bevor beide Methoden
(Weidner und Stereologie) untersucht worden sind, wurden zuséatzlich noch Fehlerquellen
nicht stereologischen Ursprungs analysiert. Hierbei wurde die histologische Aufarbeitung der
Tumore hinsichtlich der Schrumpfung bzw. Deformation bei Gefrierschnitten untersucht.
Anhand eines experimentellen Brusttumors wurde die Schrumpfung wéahrend des Schneide-

und Farbeprozesses ermittelt.

AbschlieRend wurde eine praklininsche, diagnostische Studie mit orthotopen
Pankreastumoren durchgefiihrt, die mit der Durchflihrung einer stereologischen Auswertung
endete. Hierflr wurden tumortragende Mause in zwei Gruppen eingeteilt, wobei die erste
Gruppe (n=20) mit dem gefaRspezifischen Kontrastmittel AP39-TSC und die zweite Gruppe
(n=17) mit dem unspezifischen Kontrastmittel TSC behandelt worden ist. Die
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Tumorkontrastwerte wurden mittels optischer Bildgebung bzw. NIR (Nah-Infrarot) Laserlicht
ermittelt. AnschlieBend wurden die gesamte Tumorgefal3lange, das Gesamtvolumen des
Tumors und die Volumina der nekrotischen und intakten Tumorbereiche des jeweiligen
Tumors mikroskopisch mittels stereologischer Methoden in vitro quantifiziert. Die
stereologischen Resultate wurden zunachst zwischen den Gruppen verglichen und dann mit

den in vivo Daten korreliert.

5.1 Die Bestimmung der Isotropie und Anisotropie von Strukturen

Der Richtungsverlauf von biologischen Strukturen kann durch die Isotropie (Strukturen
verlaufen gleichermal3en in alle Richtungen) oder Anisotropie (Strukturen verlaufen in eine
Hauptrichtung) charakterisiert werden. Die Kenntnis der Richtungsverlaufe ist bei
bestimmten stereologischen Methoden fir ,unbiased* Resultate von hoher Bedeutung wie z.
B. bei der Quantifizierung der Blutgefal3lange oder der Gehirnrindenoberflache. Bei der
stereologischen Langen- und Oberflachenschatzung gilt, wenn die zu untersuchende
Struktur nicht isotrop verlauft, miissen so genannte IUR-(isotropic uniform random) Schnitte
(siehe Abschnitt 2.4.2.4) angefertigt werden. Da der Verlauf von Strukturen innnerhalb
biologischer und insbesondere pathologischer oder behandelter Gewebe oft unbekannt ist,
werden in der Regel IUR-Schnitte angefertigt. Wenn die IUR-Schnitte jedoch nicht
angefertigt worden sind bzw. werden kénnen, z. B. durch technische Hindernisse, ist die
Isotropie der Struktur abzuklaren. (Denn wenn die zu analysierende Struktur isotrop ist, muss
das Gewebe nicht isotrop eingebettet werden.) Beispielsweise kann das chaotische
Wachstumsverhalten tumoraler Blutgefasse als isotrop deklariert werden; aber der
Richtungsverlauf der Blutgefal3e kann sich laut Jain [21] unter therapeutischen Malihahmen

durchaus andern.

In dieser Arbeit wird eine Aufarbeitungs- und Untersuchungstechnik prasentiert mit der die
Isotropie und Anisotropie von biologischen Strukturen ermittelt werden kann. Zunéchst wurde
die Analyse der Isotropie und Anisotropie von Strukturen anhand verschiedener
experimenteller Modelle dargestellt (homogenes Plasikblockmodell, homogenes und
heterogenes Nudel-Agar Modell). Dann wurde die Blutgefal3richtung innerhalb

unbehandelter, experimenteller Lungenkarzinome bestimmt.

Die wichtigsten Punkte fir die Ermittlung der Isotropie bzw. Anisotropie einer Struktur sollen
im folgenden kurz zusammengefasst werden. Das Untersuchungsobjekt wird aus drei
Richtungen, die am weitesten voneinander entfernt liegen und rechtwinklig aufeinander
treffen ( x-, y- und z- Achse) analysiert. Hierfir muss das Untersuchungsobjekt in drei

reprasentative Proben eingeteilt werden (Details siehe Punkt 3.2.). Die erste Probe wird in x-,
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die zweite in y- und die dritte in z-Richtung nach dem SURS (systematic uniform random
sampling) Prinzip (siehe Punkt 2.4.2.3) aufgeschnitten. Die Dichte der zu untersuchenden
Struktur wird dann fir alle drei Proben bzw. Richtungen bestimmt. Sollten fir alle drei Proben
ahnliche Ergebnisse der Strukturdichte resultieren, so ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass
sich die Struktur isotrop verhélt. Liegt die Struktur in einer der drei Richtungen besonders

dicht vor, dann ist die Struktur eher anisotrop.

Im folgenden soll auf die Ergebnisse fir die drei experimentellen Modelle und die drei

Lungenkarzinome néher eingegangen werden.

5.1.1 Anisotrope Modelle: Anisotropes homogenes Plastikblock-Modell und
anisotropes heterogenes Nudel-Agar-Modell

Das anisotrope Plastikblock-Modell und Nudel-Agar Modell unterscheiden sich hinsichtlich
der Verteilung ihrer Strukturen. Die anisotropen Bohrlécher sind homogen im Plastikblock
verteilt, die anisotropen Nudeln im Agarblock dagegen heterogen. Daher wurden
reprasentative Proben aus diesen beiden Modellen auf unterschiedlichem Wege hergestellt.
Das anisotrope, homogene Plasitkblock-Modell konnte einfach in drei Teile eingeteilt werden,
um drei reprasentative Proben zu erhalten. Das heterogene anisotrope Nudel-Agar Modell
dagegen musste erst in parallele Scheiben geschnitten werden, die dann so in drei Stapeln
neu angeordnet wurden, dass drei reprasentative Proben entstehen konnten (Details siehe
Punkt 3.2.1.2).

Die jeweils drei reprasentativen Proben der zwei anisotropen Modelle sind in drei
unterschiedliche Richtungen (x-, y- und z-Richtung) nach einem SURS Prinzip

aufgeschnitten worden.

Bei den Schneideprozessen musste stets auf eine ausreichende Dicke der Scheiben
geachtet werden, da beispielsweise jeder Schneide- bzw. Sageprozess am Plastikblock-
Modell zu einer MaterialeinbuBe von 1mm fohrte. Zudem musste die
Oberflachenbeschaffenheit der Scheiben beachtet werden, um UnregelmaRigkeiten und
andere Artefakte zu vermeiden. Diese Verdnderungen sind dann nadmlich an den Randern
der einzelnen Scheiben der zusammengesetzten Schnitte wieder zu finden und fir eine
Auswertung unbrauchbar. (Bei allen in dieser Arbeit verwendeten Modellen ist eine
Elimination der Randbereiche nicht nétig gewesen, da die Kanten klar abgegrenzt waren und

die Profile eindeutig identifiziert werden konnten.)
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Die Profildichte der Bohrlécher bzw. der Nudeln ist dann fir jede Probe ermittelt worden. Das
anisotrope homogene Plastikblockmodell und das anisotrope heterogene Nudel-Agar Modell
zeigten in einer Schnittrichtung im Gegensatz zu den anderen beiden Richtungen eine
hohere Profildichte. Fir das Plastikblock-Modell ergab sich eine 40 bzw. 53 mal, fir das
Nudel-Agar Modell eine 5 bzw. 11 mal héhere Profildichte fiir eine Richtung im Gegensatz zu
den anderen beiden Richtungen. Bei beiden Modellen wiesen die beiden anderen
Richtungen Ergebnisse nahe des Nullwerts auf. Die Strukturdichte dominiert also in einer
Richtung und weist darauf hin, dass der Strukturverlauf einer Hauptrichtung folgt, sich die
Struktur (Bohrlécher und Nudeln) also anisotrop verhalt.

Die Ergebnisse des anisotropen Nudel-Agar Modells beziehen sowohl die Richtung als auch
die Form der Strukturen mit ein. Die Nudeln weisen im Gegensatz zu den Bohrléchern des
Plastik-Block Modells kleine Wellen auf und weichen in ihrer parallelen Ausrichtung
geringgradig voneinander ab. Es entstehen somit mehr Anschnittstellen der Nudeln bzw.
Profile als wenn die Nudeln gerade und rechtwinkling zur Scheibenschnittebene verlaufen
und parallel zueinander ausgerichtet waren. Daher weichen die zwei niedrigeren
Profildichtenergebnisse (0,04 Nudeln/cm2; 0,09 Nudeln/cm2) geringgradig vom Nullwert ab.
Die Kriterien, fur das Erreichen des Nullwertes in zwei Richtungen, misste daher das
anisotrope Plastikblockmodell erfiillen, was jedoch nicht der Fall ist, da bei der Auswertung
der Bohrlochprofile kein Zahlrahmen verwendet worden ist. Die zwei niedrigeren Ergebnisse
fur das Plastikblockmodell (0,087 Bohrlocher/cm?, 0,117 Bohrlécher/cm?) liegen daher nahe
am Nullwert. In biologischem Material wird es kaum Strukturen geben, die sich wie die
Bohrlécher im Plastikblock verhalten, so dass stets Dichtenwerte zu erwarten sind, die tUber
dem Nullwert liegen. Wie hoch die Abweichung vom Nullwert ist, hangt von der Form und

dem Richtungsverlauf (zur Schnittebene) der Struktur ab.

Die in dieser Studie verwendeten anisotropen Modelle sind derart in représentative Proben
(Scheiben bzw. Stiicke) geschnitten worden, dass die Strukturen (Lécher des Plastikblocks,
Nudeln des Agarblocks) fast rechtwinkelig zur Schnittebene verliefen. Innerhalb biologischer
Gewebe ist dies nicht bestimmbar, da zum einen die Lokalisation der Strukturen und zum
anderen deren Lage zur Schnittebene unbekannt ist. Da sich die Lage der anisotropen
Strukturen zur Schnittebene auf die Dichtenergebnisse auswirken kann, wird dies im
folgenden diskutiert. (Die Lage isotroper Strukturen zur Schnittebene wirkt sich nicht auf die

Dichtenergebnisse aus.)

Weder ein senkrechter noch ein paralleler Verlauf der anisotropen Strukturen zur

Scheibenschnittebene wirkt sich auf die drei Endergebnisse der Profildichten (x-, y- und z-
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Richtung) aus. Folglich liegen die Winkel, die sich auf die Dichtenergebnisse auswirken,
zwischen dem 0° und 90° Winkel. Aufgrund der Dreidimensionalitdt des zu untersuchenden
Objekts bzw. Gewebes kénnen drei Winkel die Ergebnisse der Profildichten beeinflussen. Es
handelt sich dabei um die Winkel in den drei verschiedenen Ebenen, der x-y, y-z und der x-z
Ebene. Je hoher der Einfluss der drei Winkel ist, desto kleiner wird der Unterschied zwischen
den drei Dichtenwerten der x-, y- und z-Richtung. Der ungunstigste Fall lage daher vor, wenn
alle drei Ebenen einen 45° Winkel zur anisotropen Struktur aufweisen wirden. Dann namlich
lagen alle drei Ergebnisse der Dichtenbestimmung (x-, y-, z-Richtung) so eng beieinander,
dass eher eine Isotropie interpretiert werden wirde anstatt einer Anisotropie der Strukturen.
Anhand dieses Winkelproblems wird deutlich, dass es nétig ist, mehrere Objekte bzw.
Gewebe auf die Strukturrichtung hin zu analysieren.

5.1.2 Isotropes heterogenes Nudel-Agar-Modell

Das isotrope heterogene Nudel-Agar-Modell hat fur alle drei Schnittrichtungen (x-, y-, z-
Richtung) &hnliche Profildichten (1,00; 0,50; 0,82 Nudelprofile/cm?) geliefert. Die hdchste
Profildichte ist im Gegensatz zu den anderen beiden Ergebnissen nur 1,2 bzw. 2 mal grof3er.
Die Profildichte ist in allen drei Richtungen ungefahr gleichermal3en vorhanden, so dass
geschlussfolgert werden kann, dass die Struktur nicht anisotrop verlauft. Die Interpretation
dieses Ergebnisses ware, dass sich die Struktur mit hoher Wahrscheinlichkeit eher isotrop
als anisotrop verhalt.

Die Resultate der drei Profildichten des isotropen Nudel-Agar Modells beziehen die
unvorhersehbaren Richtungsverlaufe der Nudeln mit ein. Es sind Knaule von Nudeln in das
flussige Agarmedium gegeben worden, die bei der Aushartung an ihrem Platz fixiert wurden.
Es ist weder bekannt noch sichtbar gewesen, wie viele Nudeln in welche Richtung verliefen,
aber es bestand fir jede Nudel die Mdglichkeit, sich in jede Richtung auszubreiten. Die
Profildichten der drei Richtungen sind aber nicht (wie im Idealfall) identisch gewesen. Der
hochste Wert war um das Zweifache hoher als der kleinste Wert. Der Unterschied zwischen
den drei Profilwerten des isotropen Nudel-Agar Modells und somit die Verteilung der Nudeln
kann auf die Viskositat des Agars, die Erdanziehungskraft und die manuelle Bearbeitung des

Knauels zurtickgefuhrt werden.

5.1.3 Untersuchung der Verlaufsrichtung (Isotropie/Anisotropie) tumoraler

Blutgefalle

Die drei experimentellen Lungenkarzinome haben jeweils fir alle drei Schnittrichtungen
ahnliche Profildichtenergebnisse geliefert (siehe Seite 87, Tabelle 3). Die hochste

Gefalprofildichte war im Gegensatz zu der niedrigsten beim ersten und zweiten Tumor um
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1,3, beim dritten Tumor um 1,5 mal gréRer. Die Resultate der drei Lungenkarzinome lagen
alle nahe genug beieinander, um die hohe Wahrscheinlichkeit eines nicht anisotropen

Charakters belegen zu kénnen. Die Blutgefal3e verlaufen daher eher isotrop.

Die Blutgefassprofildichten innerhalb der Lungentumore waren nicht identisch fir alle drei
Richtungen. Innerhalb biologischer insbesondere pathologisch verénderter Gewebe werden
sich Strukturen, die von den unterschiedlichsten Faktoren beeinflusst werden, nicht perfekt
einheitlich in alle Richtungen verteilen. Daher werden biologische Gewebe aufgrund ihrer
morphologischen Eigenschaften keine perfekten isotropen und anisotropen Formen und
Richtungsverlaufe aufweisen und somit keine perfekten Profildichtenwerte fur die drei
untersuchten Richtungen X, y, z liefern kdnnen. Zusatzlich ist zu unterstreichen, dass die
Profildichten mittels stereologischer Werkzeuge ermittelt werden und daher Schatzwerte
darstellen.

5.2 Relevanz systematischer Fehler nicht stereologischen

Ursprungs in der histologischen Probenaufbereitung

5.2.1 Schrumpfung und Deformation der Gewebes

Die Schrumpfung und Deformation eines Gewebes wéahrend des histologischen
Bearbeitungsprozess kann sich auf die quantitative Analyse unterschiedlich stark auswirken.
Dieser Aspekt bleibt bei den histologischen Auswertungsmethoden in der Literatur (mit
Ausnahme der stereologischen Methoden) jedoch oft unbeachtet. Insbesondere bei
Vergleichsstudien ist es wichtig, die Gewebebearbeitung zu standardisieren, um
reproduzierbare Resultate zu erhalten. Ein in Paraffin eingebettetes und mittels
Gefriertechnik fixiertes Gewebe von der gleichen Art wird beispielsweise bei einer
Dichtenanalyse der gleichen Struktur keine vergleichbaren Ergebnisse liefern. Dies liegt
daran, dass die Gewebeschrumpfung in Paraffin, die hauptsachlich auf der Hitzeeinwirkung
beruht [72, 75], groRer ist als bei der Gefriertechnik und somit hohere Dichtenwerte der
Struktur liefern wiirde. Wird jedoch der Schrumpfungsfaktor der Gewebe bei der Berechnung
bertcksichtigt, werden die Resultate miteinander vergleichbarer. Es ist jedoch nicht nur das
Einbettmedium, das die histologischen Schnitte und die Vergleichbarkeit bestimmt, sondern
auch die technische Bearbeitung der Schnitte. Wahrend sich Paraffinschnitte durch die
Gewebeinfiltration mit Paraffin beim Schneideprozess stabil verhalten und relativ glatt auf
den Objekttrager aufgezogen werden konnen, erfordern die empfindlicheren Gefrierschnitten
mehr Vorsicht vor Gewebedeformationen durch physikalische Druckeinwirkungen und
Faltenbildungen bei dem Aufziehen auf den Objekttrager. Wenn sich der Gefrierschnitt

erstmal auf dem Objekttrdger fest angehaftet hat, sind Faltenbildungen und &hnliche

114



Diskussion

Artefakte nicht mehr zu korrigieren. Der Gewebeschnitt kann sich daher nicht mehr in x- oder
y- Richtung verandern [26, 100]. Die Schrumpfung in z-Richtung (Schnitthéhe) ist aber durch
Dehydrierungsprozesse noch moglich, da nur die unteren Gewebe- bzw. Zellanteile direkt
mit der Glasplatte verbunden sind. Die Schrumpfung in z-Richtung kann durch ein spezielles

dehydrierungsverhinderndes Verfahren vermieden werden (Details siehe [100]).

In der vorliegenden Arbeit wurden Kryostatschnitte verwendet, deren Qualitat Uberprift
wurde. Hierfir wurde zum einen der Vorschub des Kryostats mittels geeichter Messuhr
Uberprift, der fur die Schnittdicke verantwortlich ist. (Diese Untersuchung wurde aus
technischen Grinden ohne Gewebe- bzw. Schneidematerial durchgefiihrt.) Der konstante
Abstand zwischen den einzelnen Schnitten und somit auch die Schnittdicke ist bedeutsam
fur quantitative, histologische Methoden wie beispielsweise die stereologische
Volumenbestimmung. Zum anderen wurde der Einfluss des Schneide- und Farbeprozess auf
die Gefrierschnitte Uberpruft. Die dabei ermittelte Schrumpfung in x- und y-Richtung der
Kryostatschnitte beruhte dabei eher auf Deformationen, die durch technische und
physikalische Einfliisse hervorgerufen wurden. In dieser Arbeit wurde ein, im Einbettmedium
tiefgefrorener experimenteller Brusttumor in den Kryostat eingespannt und die Schrumpfung

bzw. Deformation des Schneide- und Farbeschritts untersucht.

5.2.1.1 Kalibrierung des Kryostats mittels einer Messuhr

Bei der Anfertigung eines histologischen Schnittes wird der Gewebeblock im Mikrotom
zunédchst um eine bestimmte Strecke vorgeschoben (block advance), so dass die
Schneideklinge im rechten Winkel zur Blockflache die Gewebeprobe um die eingestellte
Dicke des Schnittes reduziert. Um die Eingabe der gewiinschten Schnittdicke mit dem
tatsachlichen Gewebevorschub zu Uberprifen, muss das Mikrotom kalibriert werden. Hierfur
gibt es verschiedene Vorgehensweisen. Bei der Methode von Dorph-Petersen et al. [73] wird
eine grof3e Anzahl von Schnitten angefertigt und die Gefrierblockhdhe vor und nach dem
Schneideprozess ausgemessen. Zunachst wird die Differenz aus der Blockhéhe vor und
nach dem Schneideprozess errechnet und dann durch die Schnittanzahl dividiert, um den
durchschnittlichen ,block advance* zu ermitteln. Diese Methode erwies sich fur die
vorliegende Arbeit als nicht praktikabel, da sie zum einen in einem platzlimitierten Mikrotom
statt fand und sich zum anderen der tiefgefrorene Gewebeblock nicht genau ausmessen liel3.
Selbst mit vorgekihlten Messinstrumenten kam es zu (wenn auch nur geringen)
Schmelzprozessen am Gewebeblock. Unter Vermeidung der Bertuhrung zwischen
Messinstrument und Gewebeblock kam es trotz mehrfacher Ausmessungen nur selten zu
reproduzierbaren Ergebnissen, so dass von dieser Methode flr Kryostatschnitte Abstand

genommen wurde.
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Eine andere Methode besteht laut Dorph-Petersen et al. [73] darin, eine groRe Anzahl von
Schnitten anzufertigen und diese Anzahl dann durch die Vorschubstrecke des Kryostats zu
teilen. Das in dieser Arbeit verwendete Gefrierschnittgerat bietet jedoch nicht die Mdglichkeit,
ein Messinstrument, das die Vorschubstrecke misst, zeitgleich mit einer Gefrierprobe
einzuspannen. Daher wurde in dieser Arbeit der Vorschub des Geratearms ohne
Gewebeprobe bestimmt. Es wurde anstelle eines Gewebeblocks eine geeichte Messuhr, die
die Vorschubsstrecke genau bemessen konnte, am sich bewegenden Geratearm befestigt.
Dabei konnte beobachtet werden, dass die ideale, errechnete Gerétevorschubsstrecke bei
den funf durchgefihrten Messungen (nach 100, 200, 300, 400 und 500 Schnitten) stets Uber
den, mittels geeichter Messuhr bestimmten, Vorschubwegen des Kryostats lag. Dies
bedeutet beispielsweise flr die stereologische Berechnung des Volumens mittels Cavalieri
Methode, dass das in die Formel einflie3ende, errechnete Intervall zwischen den Schnitten
hoher ist als der tatsachliche Abstand zwischen den Schnitten. (Das Intervall errechnet sich
durch die Multiplikation der Schnittdicke mit der Schnittanzahl.) Es werden somit mehr
Schnitte bendtigt, um den Tumor komplett aufzuschneiden als im Idealfall. Es kommt
dadurch zu einer Volumenlberschatzung. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Kryostat
liegt die mittlere Verkirzung der funf ermittelten Strecken bei 0,57%. Bei beispielsweise 500
Schnittbewegungen lag eine Verkirzung der Strecke um 0,48% vor. Das bedeutet, dass bei
500 Schnitten, die jeweils eine Dicke von 5 um aufweisen, ca. zwei Schnitte zuviel
angefertigt worden sind. Aufgrund der GréRRe der Tumore in dieser Studie werden sich zwei
Schnitte bzw. 10 upm kaum auf die stereologischen Endergebnisse auswirken, wie
beispielsweise bei den Volumenschatzungen der Pankreastumore, so dass diese minimale
Abweichung vernachlassigbar ist. Nach 200, 300 und 400 Schnittbewegungen konnte
ebenfalls nur eine geringe Verkirzung (<0,5%) beobachtet werden. Nach 100
Schnittbewegungen lag eine Verkirzung der Strecke um 1,4% vor, aber selbst dieser Wert
wirde sich nicht merklich auf die stereologischen Ergebnisse bzw. Volumenschatzungen
dieser Studie auswirken. Die mittlere Verkirzung der Strecken auf 99,43% befinden sich laut
Techniker des Geréateherstellers im Toleranzbereich, da der Fehler des Kryostatvorschubs
deutlich unter 1% liegt. Die Einstellung des Gerates liegt somit im sehr guten Bereich und

wirkt sich nicht auf die stereologischen Schatzwerte dieser Studie aus.

Die funf Strecken (nach 100, 200, 300, 400 und 500 Schnitten) sind mittels Messuhr einmal
ermittelt worden (n=1). Wiederholte Messungen sind im Rahmen dieser Arbeit nicht
durchgefuhrt worden, da zum einen die Vorbereitungen fur die Messungen und die

Messungen selbst von einem Fachmann der Geratefirma durchgefiihrt worden sind. Zum
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anderen war die weitere Untersuchung der Kalibrierung des Kryostats nicht Bestandteil

dieser Arbeit.

5.2.1.2 Bemessung der Flache des Tumorschnitts vor und nach dem Schneide- und
Farbeprozess

Die Qualitat der Kroystatschnitte hangt insbesondere von dem Schneideprozess und der
technischen Anfertigung ab. Diese Faktoren beeinflussen die Deformation des
Gefrierschnitts wie beispielsweise Stauchungen oder Faltenbildungen. Diese Veranderungen
der Flache des Schnitts werden als Schrumpfung in x- und y- Richtung bezeichnet. Diese
Schrumpfung ist in dieser Arbeit anhand eines experimentellen Brustkarzinoms untersucht
worden, indem die Gewebeflache vor und nach dem Schneideprozess ausgemessen wurde.
Der auf dem Objekttrager aufgezogene Gefrierschnitt ist durch anschliel3ende, histologische
Bearbeitungsprozesse weiteren Deformations- und Schrumpfungsfaktoren ausgesetzt. Ob
sich ein Farbeprozess auf die Schnittflache (x- und y- Richtung) ausgewirkt, wurde in einer
weiteren Untersuchung anhand der Schnitte der Brustkarzinome gezeigt. Die Schrumpfung
der Gefrierschnitthbhe (z-Achse) wurde nicht analysiert, da diese fir die stereologischen
Methoden, die in dieser Arbeit verwendet worden sind, nicht bedeutsam ist. Fir die
stereologische Volumenbestimmung, die mit den neuroendokrinen Pankreastumoren (NET
Zelllinie BON) durchgefiihrt wurde, muss die Hohe (z-Achse) des Schnitts nicht bekannt sein,
da die originale, am Gerat eingestellte Schnittdicke und das Intervall zwischen den Schnitten

bekannt ist.

Es konnte gezeigt werden, dass es zu einer Schrumpfung des Gewebeschnittes (x- und y-
Richtung) um durchschnittlich 7,32% (n=5) kam, wenn die Gewebeoberflache auf dem
angeschnittenen Gefrierprobenblock mit der Flache des auf den Objekttrager befindlichen
Tumorschnitts verglichen wurde. Die einzelnen Schrumpfungsfaktoren der finf Schnitte
lagen zwischen 1,89% und 11,56%. Diese Variationsbreite deutet darauf hin, dass die so
genannte Schrumpfung der Schnitte eher von der technischen Anfertigung als beispielsweise

von umgebungsbedingten Dehydratisierungsprozessen abhangt.

Als Ursache fur die ermittelten Schrumpfungswerte der Gefrierschnittflache kommen neben
den Kompressionskraften, die entstehen, wenn die Schneideklinge auf den Gewebeblock
trifft, noch weitere technische Faktoren hinzu. Die glatte Gewebeoberflache des dicken
Probenblocks kann bei der Anfertigung eines 5 pum dunnen Schnittes nicht beibehalten
werden. Der diinne Schnitt zieht sich zusammen und Wellen oder Faltelungen entstehen, die
u. a. auch von der Umgebungstemperatur und Gewebebeschaffenheit abhdngig sein

kénnen. Eine gewisse Streckung bzw. Glattung des Schnittes kann zwar durch den Einsatz
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eines Schnittstreckers oder eines Pinsels erreicht werden, ist jedoch aufgrund der
Empfindlichkeit des Kryostatschnitts gegenliber Zerreillungen nur begrenzt mdglich. Die
ZerreilBungsgefahr des Schnittes héngt nicht nur von der Dicke, sondern auch von dem
Gewebematerial ab. Stark nekrotische Tumore (z. B. die Pankreastumore (NET-Zelllinie
BON)) sind im Gegensatz zu Tumoren mit intaktem Gewebe (z. B. die Mammakarzinome
(MDA-MB Zelllinie)) schwieriger zu schneiden und zu glatten und zerreil3en leichter. Es ist
daher maoglich, dass dieser technische Schritt fir empfindlichere Gewebe (z. B. Nekrosen)
einen hdheren Deformations- bzw. Schrumpfungsfaktor birgt und starker zur Reduktion der
Gesamtflache des Schnitts beitragen wirde. Einen weiteren Deformationspunkt stellt das
Aufziehen des Kryostatschnitts auf den Objekttrager dar. Es werden dadurch nicht nur die
Deformationen des Schnitts fixiert, sondern es kann beim Aufziehprozess zu weiteren
Faltelungen kommen. Die Lage und Veranderung des Schnittes hangt von den
Adhéasionskraften zwischen Schnitt und Objekttrager ab und wie sie im Winkel aufeinander
treffen. Je steiler der Winkel desto eher kann es zu einem Zusammenziehen des Schnittes
kommen. Eine Korrektur ist nicht mehr méglich, sobald sich der Schnitt auf dem Objekttrager
befindet. Die Schnittdeformationen tragen daher zu einer Reduktion der Gesamtflache bei,
die unterschiedlich stark ausgepragt sein kann. Die technische Erfahrung kann die

genannten Faktoren reduzieren.

In dieser Arbeit wurde zusatzlich noch der Einfluss des Farbeprozesses auf die
Gewebeschnitte der Brustkarzinome uberpriuft. Die durchschnittiche Schrumpfung, die
eintreten kann, wenn der Schnitt fixiert und gefarbt wird, liegt bei den funf untersuchten
Schnitten durchschnittlich bei 2,33% und ist somit geringer als die, die zwischen dem
Gewebeblock und dem Nativschnitt ermittelt wurden. Die Schrumpfungsfaktoren der
einzelnen Schnitte bewegen sich jedoch zwischen -1,56 und 6,83 Prozent, so dass sich die
funf Werte stark voneinander unterscheiden und daher kritisch zu beleuchten sind. Die
grofite Schrumpfung erfahrt der Gefrierschnitt wahrend der Dehydrierungsschritte der
Lufttrocknung und der alkoholischen Einwirkung. Zu diesem Zeitpunkt befindet sich der
Schnitt jedoch schon auf dem Objekttrager, so dass die Schrumpfung entlang der x- und y-
Achse kaum mdglich ist. Die Farbeschritte dirften sich also nicht auf die Gewebeflache (x-,y-

Richtung) auswirken.

Die Variabilitat der Schrumpfungswerte der einzelnen Schnitte hangt daher eher mit der
Auswertungstechnik zusammen. Die fotografischen Abbildungen beinhalten einen kleinen
Schatten der Hamalaun gefarbten Gewebe, der bei der Auszahlung teilweise nicht eindeutig
identifizierbar und somit nicht komplett ausgeschlossen werden konnte. Dies konnte die

Erklarung flr den einen negativen Schrumpfungswert sein (Schnitthummer 3) bei dem
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Schattenteile mit einberechnet worden sind. Die Schnitte vier und finf des Brusttumors
weisen 4,3% und 6,8% Schrumpfung auf. Es ist moglich, dass in diesem Fall Gewebe als
Schatten identifiziert worden ist. Es ist natirlich auch umgekehrt daran zu denken, dass der
Nativschnitt nicht hinreichend auf dem griinen Untergrund abgrenzbar gewesen ist.
Zusatzlich sind die Resultate der Zahlgitterauszahlung nach dem Cavalieri Prinzip weiterhin

Schatzwerte, die geringgradig variieren durfen.

Es ist anzumerken, dass die Cavalieri Zahlmethode genauere Flachenergebnisse der
Gewebeschnitte liefert als wenn die Flachen per Lineal ausgemessen und berechnet worden
waren. Die Begrindung liegt darin, dass die eigentliche Form des Schnittes bei der Cavalieri
Methode berticksichtigt wird. Dies konnte in einer Studie bestatigt werden, deren Ergebnisse
in dieser Arbeit nicht gezeigt worden sind.

5.2.2 Qualitat der immunhistochemischen Farbung

Neben der Gewebeschrumpfung und —deformation, wirkt sich auch die Qualitat der
histologischen Farbung eines Gewebes unterschiedlich stark auf die quantitative Analyse
aus. Um zu vergleichbaren Ergebnissen der quantitativen Auswertungen zu gelangen, ist
eine kritische Uberpriifung des angewendeten Farbeprotokolls unter Beriicksichtigung der
Fragestellung und des zu untersuchenden Gewebes daher unumgéanglich. Da alle
histologischen Farbeprozeduren sowohl Vor- als auch Nachteile aufweisen, missen diese
vorsichtig gegeneinander abgewogen werden [101]. Neben der Wahl des Antikoérpers und
des Farbeprotokolls muss zusétzlich die Wahl des Einbettmediums, der Fixierlosung und die
technischen Mdglichkeiten der einzelnen Labore beachtet werden. Gefrierschnitte zeichnen
sich im Gegensatz zu Paraffinschnitten beispielsweise durch den besseren Erhalt der
Antigene im Gewebe aus, besitzen jedoch den Nachteil die Gewebemorphologie schlechter
zu erhalten. Weiterhin ist die Art, Beschaffenheit und Zusammensetzung des zu

analysierende Gewebes zu beriicksichtigen.

In dieser Studie ist der Endothelzellmarker CD31 fur die Darstellung tumoraler Blutgefasse
anhand von Gefrier- und Paraffinschnitten verwendet worden. Das Antigen CD31 ist auf der
ganzen Endothelzelloberflache nachzuweisen, jedoch nicht direkt im Zell-Zellkontaktbereich
[102]. Der anti-CD31 Antikorper stellt mit gleich hoher Intensitat sowohl kleine als auch grofR3e
BlutgefalRe in normalen und tumoralen Geweben dar [103, 104]. Der Nachteil, den der
spezifische Endothelzellmarker mit sich bringt, ist die unspezifische Anfarbung von
Entzindungszellen, die anhand ihrer Morphologie aber leicht von Endothelien differenziert

werden kénnen [54].
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Trotz der selben Antikérperwahl kénnen sich die Farbeergebnisse unterscheiden, da sich
Faktoren wie z. B. die Verdinnung der Antikorper, die Art der Gewebefixierung, der
Einbettung, des Waschpuffers und gegebenenfalls der Antigen-Demaskierung auf die
Resultate auswirken kénnen. Zusatzlich ist die Wahl des Antikorpers auch eine Frage der
Verfligbarkeit. Nicht alle Antikdrper sind fir alle Spezies gleichermalRen kommerziell
erhaltlich. Zudem ist es moglich, dass ein Antikorper fur eine Spezies oder ein Organ
erfolgreich eingesetzt worden ist, dieser Antikdrper jedoch fir eine andere Spezies bzw. ein
anderes Gewebe nicht die gleiche Qualitat erzielt. Kuzu et al. [103] stellten beispielsweise
fest, dass bei der BlutgefaR3farbung mittels anti-CD31 Antikérper von den Sinusoiden der
Leber und der Milz im Gegensatz zu allen anderen Organen schwachere Anfarbeintensitaten

zu beobachten waren.

In dieser Arbeit wurden zum einen Paraffinschnitte von in Zinklosung fixierten
Lungenkarzinomen untersucht. Die Antigendemaskierung wurde mit Trypsin durchgefuhrt,
was im Endergebnis zu einer kraftigen Farbung CD31 positiver endothelialer Strukturen
fuhrte. Zum anderen wurden Gefrierschnitte von verschiedenen Tumortypen erfolgreich
mittels direkter und indirekter Methode gefarbt. Da sich die BlutgefélRe innerhalb der intakten
Tumorbereiche befanden, blieb deren Morphologie trotz der Gefrierschnitttechnik gut

erhalten.

Bei der histologischen Quantifizierung von immunhistochemisch gefarbten tumoralen
BlutgefaRen missen weitere Kriterien bertcksichtigt werden. Zum einen sagt ein
immunhistochemisch gefarbtes tumorales Gefal3 eines histologischen Schnittes nichts
daruber aus, ob dieses Gefal3 auch tatsachlich am Blutfluss beteiligt gewesen ist [22]. Zum
anderen zeigten Kuzu et al. [103] mittels monoklonaler Antikérper in ihrer Studie die
Verteilung des von Willebrand Faktors, von CD31, CD34 und CD36 in normalen und
tumoralen humanen vaskularen Geweben. Sie konnten eine antigenetische Heterogenitét im
vaskularen Endothel feststellen. Tumore exprimieren unreguliert verschiedenste Substanzen
und somit auch die der Endothelzellmarkierung dienenden Antigene. Die farblich
dargestellten Gefalle missen daher nicht der tatsdchlichen Anzahl entsprechen. Diese
Problematik kann anhand von Studien Uber die Mosaikstruktur von tumoralen Blutgefassen
verdeutlicht werden. Chang et al. [105] untersuchten in einer Studie die Immunreaktivitéat von
Endothelzellen der BlutgefaRe von Xenografts humaner Kolonkarzinome u. a. gegeniber
dem Endothelzellmarker PECAM-1 (CD31). Sie konnten fir ca. 4% der totalen vaskularen
Oberflache der Karzinome keine Immunreaktivitdt fir den Endothelzellmarker CD31
beobachten. Diese negative Reaktion erklarten Chang et al. durch Tumorzellen, die sich
partiell anstelle der Endothelzellen im Gefalllumen befanden. Diese sogenannte
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Mosaikstruktur der BlutgefaRe ist auf die Abtragung oder unzureichende Proliferation der
Endothelzellen oder Migration der Tumorzellen zurlickzufihren. Tumorzellen kénnten jedoch
auch in die BlutgefaRwand eingewandert sein und Endothelzellen verdrangt haben. Chang et
al. hielten es auch fiir moglich, dass Endothelzellen den gebrauchlichen Endothelzellmarker

CD31 nicht hinreichend exprimieren kénnten [105].

Es ist also mdglich, dass in dieser Arbeit aufgrund der abnormalen Bedingungen innerhalb
eines Tumors mittels immunhistochemischer Farbung einige Endothelzellen nicht entdeckt

und somit nicht quantifiziert wurden.

5.3 Reproduzierbarkeit der Methode nach Weidner und der
Methode mittels stereologischer Werkzeuge und deren

Ubereinstimmung

5.3.1 Reproduzierbarkeit der Methode nach Weidner

Die Blutgefassdichtenbestimmung nach der MVD Methode nach Weidner beinhaltet den
bzw. die am starksten durchbluteten Bereiche (hot spots) des Tumors anhand eines
histologischen Schnittes, der reprasentativ fir den gesamten Tumor erscheinen soll,
herauszusuchen und auszuzahlen. Die microvessel density reflektiert somit die hochste

Blutgefaprofildichte flr den Tumor.

Zur Untersuchung der Reproduzierbarkeit der MVD nach Weidner wurden anhand elf
experimenteller Tumore zwei modifizierte Auswertungsmethoden (W3mean und W3max)
nach Weidner verwendet. Zum einen wurde der Mittelwert (W3mean) und zum anderen der
Maximalwert (W3max) aus drei hot spots eines histologischen Tumorschnitts zweimal
ermittelt. Es wurde festgestellt, dass weder die wiederholte Auswertung der W3max noch der
W3mean Werte eine Ubereinstimmung von 100% besaB. Der Mittelwert (der Differenzen)
der Ilg W3max Resultate wich jedoch mit 94,62% weniger vom 100% Wert ab als der Ig
W3mean Wert mit 112,5%. Die Ig W3max Werte stimmten somit durchschnittlich in h6herem
MalRe Uberein als die Ilg W3mean Werte. Der Schwankungsbereich von den Ig W3max
Resultaten erwies sich jedoch im Gegensatz zu den Ig W3mean Werten als gering gradig
hoher. Dies demonstriert die Schwankungsbreite (Grenzen der Ubereinstimmung), die fir die
lg W3max Werte zwischen 69,2% und 144,5%, fur die I|g W3mean Ergebnisse zwischen
69,7% und 143,5% lag. Bei beiden Methoden sind die Schwankungsbereiche aber sehr

hoch, da die Werte stark variieren.
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Die Ubereinstimmung der W3max (Maximalwert aus drei hot spots) ist im Gegensatz zu den
W3mean (Mittelwert aus drei hot spots) Werten durchschnittlich héher. Dies kénnte daran
liegen, dass bei wiederholter hotspot Auswahl innerhalb des selben Schnittes die
Wahrscheinlichkeit einen gleichen (oder @hnlichen) hot spot aus drei mdglichen hotspots
wieder auszuwahlen groRer gewesen ist, als drei gleiche hot spots. Die geringere
Schwankungsbreite der W3mean Werte im Gegensatz zu den W3max Werten ist damit zu
begriinden, dass der Mittelwert aus drei Ergebnissen stets dem wahren Wert naher kommt

als ein einzelner Wert.

Ein weiteres Ergebnis dieser hot spot Untersuchung ist, dass der erste gewéhlte hotspot
nicht immer der mit der hdchsten Blutgefassdichte war. In sechs von elf Fallen enthielten der
zweite oder der dritte hotspot hohere MVD-Werte als der erste. Es ist daher nicht
auszuschlieBen, dass es weitere Regionen innerhalb des Schnittes mit hoherer MVD geben
konnte. Die Moglichkeiten, die die Auswahl des hot spots und des Gesichtsfelds innerhalb
des hot spots beeinflussen kdnnten, sollen im folgenden erlautert werden.

Ein in hochstem MalRe angefarbter Bereich vermittelt den Eindruck einer besonders hohen
Vaskularisation, jedoch muss das nicht mit der héchsten Blutgeféassdichte einhergehen. Eine
erhdohte GefalRfarbung kann z. B. durch intensivere Farbgebung in bestimmten
Gewebebereichen vorgetauscht werden. Langs angeschnittene, durchgehende Blutgefasse
weisen ebenfalls eine hohe Anfarbung von Endothelzellen bzw. -haufen auf. Hierbei ist
hervorzuheben, dass die Blutgefassprofilanzahl eines langs angeschnittenen Blutgefalies im
Gegensatz zu mehreren quer angeschnittenen Regionen dieses GefalRes kleiner ist. Eine
weitere Schwierigkeit stellen unterschiedliche Tumortypen mit unterschiedlich starker
Vaskularisation dar. Wenn beispielsweise die GefaRverteilung eines Tumorgewebeschnitts
weitestgehend homogen in Erscheinung tritt, so sind die hot spot Regionen kaum
voneinander abgrenzbar. Dieser Aspekt kam in dieser Arbeit bei der Untersuchung der
Schnitte der sechs stark vaskularisierten Mammakarzinome zum Tragen, die sich im
Gegensatz zu den anderen Tumortypen durch eine scheinbar homogenere
BlutgefalRverteilung auszeichneten. Die Auswahl eines hot spots innerhalb eines stark
vaskularisierten Tumors stellte sich im Gegensatz zu einem schwach vaskularisierten
(Lungen-, Prostatakarzinom) schwieriger dar, da sich die hot spots optisch schwieriger
erfassen lieRen. Dies fuhrte dazu, dass je hoher die durchschnittlichen MVD-Werte waren
desto variabler waren auch die erhobenen (wiederholten) Einzelergebnisse fir den
betreffenden Tumor.
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Ein weiterer zu beachtender Aspekt bei der hot spot Auszahlung stellt die methodische
Vorgehensweise dar. Im ersten Schritt wird der hot spot in einer geringen VergréRerung
identifiziert und anschlieBend in einer 200fachen Vergréf3erung ausgezahlt. Das MVD-
Endergebnis hangt somit davon ab, in welchem Bereich der Untersucher innerhalb des
heterogenen hot spots ausgezahlt hat. Die Auswahl des gleichen hotspots muss somit nicht
automatisch zum selben Ergebnis fuhren, da es sehr unwahrscheinlich ist, die gleiche
Region innerhalb des hotspots zu analysieren. Die Reproduzierbarkeit der Methode nach
Weidner wird neben der subjektiven Auswahl des hot spots auch durch die subjektive
Auswahl der Region innerhalb des hot spots beeintrachtigt.

In der Literatur wird die Problematik der hot spot Auswahl ebenfalls beschrieben. Axelsson et
al. fihrten eine Studie durch, bei der zwei voneinander unabhangige Untersucher innerhalb
eines Tumorschnittes den am représentativsten erscheinenden hot spot auswahlen und
auszahlen sollten [31]. AnschlieRend sollten zwei weitere hot spots im Schnitt gesucht und
ausgezahlt werden. Bei beiden Untersuchern stellte der erste hot spot zu 37% bzw. zu 45%
nicht den mit der hochsten Blutgefasszahlung dar. Die Ursache dieser Resultate liegt laut
Axelsson et al. in der Heterogenitat des Tumorgewebes bzw. des Gewebeschnitts. Hansen
et al. [106] beschaftigten sich ebenfalls mit der hot spot Auswahl und stellten fest, dass die
Auszahlung innerhalb vordefinierter mikroskopischer Auswertungsfelder geringer variierte als
die Auswahl des hot spots selbst. Hansen et al. begrindeten ihre Beobachtungen damit,
dass oft mehrere hot spots innerhalb eines Tumorschnittes zu finden sind oder die GefalRe
relativ homogen verteilt liegen, so dass es schwer ist, hot spots zu identifizieren. Vermeulen
et al. [62] untersuchten in ihrer Studie den Einfluss der Erfahrung des Untersuchers auf die
hot spot Auswahl. Sie stellten fest, dass die hot spot Auswahl bei Untersuchern mit weniger
Erfahrung starker varriierte als bei erfahrenen Untersuchern. Die Ergebnisse der Auszahlung
eines vordefinierten hot spots hingegen variierten zwischen den einzelnen Untersuchern

weniger.

Es ist festzuhalten, dass auch wenn sich die Zahlung innerhalb eines definierten hot spots
reproduzieren lasst, die Auswahl des hot spots eine stark subjektiv gepragte Variable bleibt,
die bei der Methode nach Weidner nicht ausgeschlossen werden kann. Die in dieser Arbeit
untersuchte Reproduzierbarkeit der MVD nach Weidner anhand elf experimenteller Tumore
hat gezeigt, dass die subjektive Auswahl des hot spots und der auszuzahlenden Region

innerhalb des hot spots die Reproduzierbarkeit der Methode stark beeinflussen.

Aufgrund der 200fachen VergrofRerungsvorgabe laut der Methode nach Weidner konnten bei

den schwach vaskularisierten Lungen- und Prostatakarzinomen die hot spot Regionen
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leichter identifiziert und ausgezahlt werden als bei den starker durchbluteten
Brustkarzinomen. Daher wurde fiir jede Tumorauswertung das mikroskopische Bild auf einen
Bildschirm Ubertragen, um jede gezahlte Struktur mit Hilfe des stereologischen Programms
zu markieren, um eine Unter- und Uberschatzung zu vermeiden. Vermeulen et al [62]
behalfen sich ebenfalls mithilfe eines Gitterokulars, um die Zahlprozedur zu erleichtern,

indem sie Feld fur Feld ausgezahlt haben.

Die MVD-Auswertung in dieser Arbeit wurde nicht in einer anderen VergréRerung als 200x
durchgefiihrt, da Weidner einige Studien [27], die keine positive Korrelation zwischen
Prognose und der MVD finden konnten, aufgrund der Unterschreitung des mikroskopischen
Feldes von 0,74 mm?2 kritisierte. In der vorliegenden Arbeit ist das von Weidner vorgegebene
Feld nicht unterschritten worden, indem eine Feldgrof3e pro hot spot von 0,88 mm?2 analysiert
worden ist. Obwohl Vermeulen et al. [62] in ihrer Studie keine Beeintrachtigung fur die
prognostische Aussage bei verschiedenen GesichtsfeldgréfRen feststellten, beurteilten sie
eine hohere VergréRerung aufgrund der grél3eren Detailerkennung als vorteilhafter. Eine

geringe VergréfRerung wirde laut Vermeulen et al. stets mit Informationsverlust einhergehen.

Die von Weidner vorgegebene mikroskopische FeldgrofRe bzw. VergréfRerung ist also kritisch
zu betrachten, da der Detailverlust oder die Unlbersichtlichkeit sich auf die Endergebnisse

auswirken koénnen.

Bei der Methode nach Weidner flie3t neben der hot spot- und Gesichtsfeldauswahl auch
noch die subjektive Auswahl des Schnittes in das MVD Ergebnis mit ein. Es wird namlich nur
ein einziger Schnitt des heterogenen Tumors ausgewéhlt und die Wahrscheinlichkeit, dass
genau auf diesem Schnitt die héchste MVD anzutreffen ist, erscheint gering. Dieser Aspekt
kann durch die erhobenen Ergebnisse dieser Arbeit untermauert werden. Die Auszéhlung
eines einzelnen hot spots von drei verschiedenen Schnitten, die alle fir den Tumor
reprasentativ erschienen, zeigte eine hohe Variationsbreite. Die Heterogenitat des gesamten

Tumorgewebes wirkte sich auf die Ergebnisse aus.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die drei hot spots, die von drei
unterschiedlichen Schnitten eines Tumors ermittelt wurden, keine 100%ige Ubereinstimmung
aufwiesen. Der Mittelwert (der Differenzen) der jeweils drei (logarithmierten) Werte pro
Tumor entsprach einem Prozentwert von 105,44%, wobei der Schwankungsbereich
zwischen 38,1% und 262,4% lag. Die subjektive Schnittauswahl erhéht neben der hot spot-
und Gesichtsfeldauswahl die Variabilitdt der Ergebnisse erheblich, so dass eine zuverlassige
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Aussage Uber die GefaRdichte innerhalb eines Tumors mittels Weidnersche Methode nicht

mehr mdglich erscheint.

5.3.2 Reproduzierbarkeit der Methode mittels stereologischer Werkzeuge

In dieser Arbeit wurde von elf experimentellen Tumoren die Blutgefal3profildichte mittels
stereologischer Werkzeuge quantifiziert. Bei dieser Blutgefassdichtenbestimmung wurden im
Gegensatz zur Methode nach Weidner mehrere Schnitte des jeweiligen Tumors, die nach
einem einheitlichen, systematischen Zufallsprinzip ausgewahlt worden sind, untersucht. Zur
Uberprufung der Reproduzierbarkeit der BlutgefaRprofildichte wurde das jeweilige Schnittset
eines Tumors zweimal ausgewertet. Innerhalb eines jeden Schnitts des jeweiligen
Tumorschnittsets wurden mehrere Gesichtsfelder analysiert. Diese Auswertungsfelder
wurden ohne Einfluss des Untersuchers ausgewdéhlt, da sie vom stereologischen Gerét
vorgegeben worden sind. Das Gerat bewirkt eine zuféllige, aber systematische Verteilung
der Gesichtsfelder auf dem heterogenen Tumorgewebeschnitt. Bei der stereologischen
Untersuchung erfolgt also weder eine subjektive Auswahl der Schnitte, noch eine subjektive
Auswahl der auszuwertenden Gesichtsfelder.

Bei der wiederholten Auswertung der Schnitte ist es sehr unwahrscheinlich, dass die
gleichen Gesichtsfelder wieder ausgewertet werden, da diese zufallig vom stereologischen
System vorgegeben werden. Das Endergebnis der stereologischen Methode stellt aber einen
Schatzwert der durchschnittlichen Blutgefassprofildichte des Tumors dar, so dass die

Ubereinstimmung zweier Durchschnittswerte betrachtet wird.

Bei der Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der Methode mittels stereologischer Werkzeuge
fallt wie bei der Methode nach Weidner auf, dass je héher die Ergebnisse sind, diese desto
eher variieren, wobei bei der Methode nach Weidner die Variation héher liegt als bei den
stereologischen Werten. Dieser Punkt kann damit zusammenhéngen, dass die stark
durchbluteten Brusttumore zwar in ihrer Vaskularitét homogener erschienen, jedoch mehr
heterogene Blutgefal3profilformen aufweisen konnten als die weniger durchbluteten Tumore.
Ein langs angeschnittenes Profil kann beispielsweise groRer sein als wenn es quer

angeschnitten ware, jedoch wirden beide Profile nur als jeweils ein Ereignis gezahlt werden.

In dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass keine vollstandige (100%ige)
Ubereinstimmung der beiden wiederholten stereologischen Ergebnisse vorlag, aber der
Mittelwert (der Differenzen) der (logarithmierten) stereologischen Resultate mit 102,09% nur
gering vom 100% Wert abwich. Der Variations- bzw. Schwankungsbereich der

stereologischen Ergebnisse liegt zwischen 74,6% und 134%. Die stereologisch bestimmten
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BlutgefaRprofildichten weisen somit eine hohe Ubereinstimmung bzw. Reproduzierbarkeit
auf. Die geringe Abweichung der stereologischen Ergebnisse hangt damit zusammen, dass
es sich um durchschnittliche Schatzwerte handelt, die kaum identische Ergebnisse liefern
werden und daher in geringem MalRe voneinander abweichen dirfen. Die stereologischen

Werte variieren also minimal, sind reproduzierbar und daher aussagekraftig.

Stereologische Verfahren geben keine feste VergrofRerung vor. Vielmehr sollte die
mikroskopische VergroBerung stets auf die Bedurfnisse des Untersuchers eingestellt
werden, so dass gewahrleistet werden kann, dass alle Ereignisse sicher identifiziert und
gezahlt werden konnen. Die Vergrof3erung wird stets bei der Berechnung der Endresultate
bertcksichtigt. Sowohl die Mammakarzinome als auch die anderen beiden Tumortypen
(Lungen-, Prostatakarzinome) sind mit Hilfe stereologischer Werkzeuge in dieser Arbeit in
einer 400fachen VergrolRerung ausgewertet worden, um jedes Profil sicher zu identifizieren
und eine Ubersichtlichkeit bei der Auswertung einzelner Gesichtsfelder zu gewéhren.

Die Auswahl der Schnitte, die der Auswertung dienen, werden nach einem einheitlichen,
systematischen, zufalligen Probenziehungsprozess gewahlt, so dass der Untersucher auf die
Wahl der Schnitte keinen Einfluss ausibt. Jedes Schnittset soll insgesamt eine
reprasentative Probe des heterogenen Tumors darstellen. In dieser Studie sind basierend
auf diesem speziellen Probenziehungsverfahren drei Schnittsets (in zwei Fallen nur zwei) pro
Tumor zur Auswertung herangezogen worden, um den Einfluss auf die Ergebnisse zu
untersuchen, wenn anstelle des gewahlten Schnittsets ein anderes ausgewahlt worden ware.
(Das bedeutet, wenn der Anfangsschnittpunkt innerhalb des ersten Intervalls ein anderer
gewesen ware.) Zuséatzlich flie3t in diese Auswertung wieder die Auswahl der Gesichtsfelder,
die zu analysieren sind und vom Untersucher nicht beeinflusst werden kdénnen, mit ein. Es
sind jeweils zwei Schnittsets pro Tumor zur Blutgefa3profilbestimmung miteinander
verglichen worden. Dabei konnte ein Mittelwert (der Differenzen) der (logarithmierten) Werte
von 91,62% und eine Schwankungsbreite von 68,4% bis 146,2% festgestellt werden. Die
durchschnittlichen, stereologischen Schatzwerte sind aufgrund des
Probenziehungsverfahrens bestandig. Zusatzlich wird die Heterogenitat des biologischen
Gewebes durch das Probenziehungsverfahren in der Stereologie beriicksichtigt, so dass sich
dieser Faktor nicht fehlerhaft auf die Endergebnisse auswirken kann.

5.3.3 Ubereinstimmung der Methode nach Weidner und der Methode mittels

stereologischer Werkzeuge

Zur Uberprifung der Ubereinstimmung der modifizierten Methoden nach Weidner
(Maximalwert aus drei hot spots (W3max) und Mittelwerte aus drei hot spots (W3mean) und
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der Methode mittels stereologischer Werkzeuge wurden zum einen die Ergebnisse der
Reproduzierbarkeit beider Methoden miteinander verglichen. Zum anderen wurden jeweils
die ersten Ergebnisse der jeweiligen Auswertungen herangezogen und mittels Bland Altman

Analyse miteinander verglichen.

Die Blutgefa3profildichte mittels stereologischer Werkzeuge weist im Gegensatz zur MVD
Bestimmung nach der Methode nach Weidner eine hohere Reproduzierbarkeit auf. Dies
konnte in dieser Arbeit erstens durch den Mittelwert (der Differenzen) der Weidnerschen (Ig
W3mean: 112,46%, Ig W3max: 105,68%) und stereologischen Ergebnisse (102,09%)
gezeigt werden. Zweitens variierten die stereologischen Ergebnisse (74,6% - 134%) geringer
als die der beiden Weidnerschen Methoden (Ig W3max : 69,2% - 144,5%; |g W3mean:
69,7% - 143,5%).

Die bessere Reproduzierbarkeit der stereologischen Ergebnisse gegeniiber den
Weidnerschen wird nochmals deutlich, wenn der Aspekt der Schnittauswahl beachtet wird.
Bei der stereologischen BlutgefaRprofilauszahlung von jeweils zwei unterschiedlichen
Schnittsets konnte ein Mittelwert (der Differenzen) der (logarithmierten) Werte von 91,62%
und eine Schwankungsbreite von 68,4% bis 146,2% festgestellt werden. Bei der hot spot
Auszahlung von jeweils drei Tumorschnitten konnte dagegen ein Mittelwert (der Differenzen)
von 105,44% festgestellt werden, wobei der Schwankungsbereich zwischen 38,1% und
262,4% lag. Die stereologischen Resultate variierten deutlich geringer im Gegensatz zu der
MVD Methode. Die durchschnittlichen, stereologischen Schatzwerte sind aufgrund des
Probenziehungsverfahrens bzw. der Schnittauswahl bestdndiger als die subjektiv
beeinflussten Hochstwerte nach Weidner, die anhand eines einzelnen Schnittes ermittelt

werden.

Die stereologischen Werte variieren also in geringerem Maf3e als die Weidnerschen
Resultate, sind reproduzierbarer, aussagekraftiger und den MVD Ergebnissen zu

bevorzugen.

Die Weidnerschen Ergebnisse sollten die hochste Blutgefal3dichte fir den Tumor wider
spiegeln, die stereologischen Resultate hingegen den Durchschnittswert der Blutgefal3profile
des Tumors. Folglich mussten die nach Weidner erhobenen Resultate stets hoher als die
stereologischen Ergebnisse liegen. Dies konnte bei dem Methodenvergleich, der der
Uberprufung der Ubereinstimmung beider Methoden diente, jedoch nicht bestéatigt werden.
Die MVD Werte lagen teilweise unter den stereologisch ermittelten BlutgefaR3profilen. Der
Mittelwert (der Differenzen) der Weidnerschen Resultate I|g W3mean (Mittelwert aus drei hot
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spots) und der stereologischen Ergebnisse (Ig Setl) ergab einen Wert von 0,008. Der
Mittelwert der Differenzen der Ig W3 max und Ig Setl Resultate ergab dagegen ein Resultat
von 0,080. Die beiden Mittelwerte weisen zwar darauf hin, dass die Weidnerschen Resultate
durchschnittlich héher als die stereologischen lagen, die Verschiebung zugunsten der
Weidnerschen Resultate jedoch sehr gering ausféllt. Die Schwankungsbereiche lagen fiur die
lg W3mean und Ig Set 1 Werte zwischen 58,2% und 171,8%, fir die |g W3max und Ig Set 1
Ergebnisse zwischen 55,0% und 182,0%. Die Ubereinstimmung der Methoden nach Weidner
mit der stereologischen Methode scheint daher sehr gering zu sein. Dieses Ergebnis ist nach
Betrachtung der Reproduzierbarkeit beider Methoden zum einen damit zu begriinden, dass
die Weidnerschen Resultate eine hohere Variabilitéat aufweisen als die stereologischen. Die
Grinde liegen in der subjektiven Auswahl des Schnittes und des hot spots bei der
Weidnerschen Methode. Zusatzlich fuhrt die geringe VergréRerung, in der ausgewertet wird,
zum Detailverlust und somit zu einer Unterschatzung der MVD. Die W3max-Werte
(Maximalwert aus drei hot spots) wichen starker von den stereologisch erhobenen Daten ab,
als die W3mean-Werte (Mittelwert aus drei hot spots). Dieses Ergebnis lasst sich dadurch
erklaren, dass stereologische Werte stets einen durchschnittlichen Schatzwert als Resultat
abliefern und die W3max und W3mean Resultate zwar Hochstwerte der Blutgefal3dichte
wider spiegeln sollen, aber der Mittelwert aus drei hot spots einem Durchschnittswert naher

kommt als der Maximalwert aus drei hot spots.

Die Blutgefasse sind stets von einer Untersucherin (S. A. Miiller) ausgezahlt worden, so dass

die Inter-Untersucher Diskrepanz ausgeschlossen werden kann.

Die von Subjektivitdt gepragte und sich auf eine bestimmte Stelle des heterogenen Tumors
fokussierende  Methode nach  Weidner weist einen  hoéheren Grad an
Variabilitatsmoglichkeiten auf als die stark objektiv beeinflusste stereologisch angelehnte
Methode. Infolgedessen sind die stereologischen Schatzwerte nicht nur objektiver und

reproduzierbarer, sondern auch aussagekraftiger als die Ergebnisse nach Weidner.

Aufgrund der Reproduzierbarkeit sind im Rahmen dieser Arbeit stereologische Methoden zur
Quantifizierung tumoraler BlutgefdRe verwendet worden. Zuséatzlich bieten stereologische
Methoden im Gegensatz zu der Methode nach Weidner einen groReren
Anwendungsbereich. Die MVD wird oft von Untersuchern falschlicherweise fir die
Bestimmung des vaskularen Grades eines Tumors herangezogen, obwohl die MVD lediglich
als prognostischer Faktor dienen soll [63]. Hlatky et al. diskutierten diese Problematik und
hoben hervor, dass die MVD nicht fir die Effizienz oder als Leitfaden einer antiangiogenen
Therapie aussagekraftig sei. Sie verdeutlichten, dass sich die hot spot Methoden nur auf ein
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kleines Anwendungsspektrum der Prognose hinsichtlich der Krankheitsstufe, der
Metastasen, der Uberlebens- und Rezidivrate unbehandelter Tumore beziehen. Die
angiogene Aktivitat und Abhangigkeit des Tumors variiert mit jedem Tumortyp und wird
durch die MVD nicht reflektiert, da sie lediglich die interkapillare Distanz wider spiegelt.
Weiterhin variiert die MVD im Gegensatz zu proangiogenen Faktoren (z.B. VEGF) nicht und
kann mit diesen somit nicht korreliert werden. Es kdnnen zudem keine Rickschlisse auf die
Versorgung des Tumors geschlossen werden. Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass die MVD
nicht mit der Wachstumsrate des Tumors zusammenhangt, das heil3t bei schnell
wachsenden Tumoren nimmt zwar die Gesamtvaskularisation zu, jedoch muss die MVD
nicht zunehmen. Vartanian et. Weidner unterstreichen diese Aussage in ihrer Studie, bei der
sie herausgefunden haben, dass die MVD weder mit der Endothelzell- noch mit der
Tumorzellproliferation zusammen héngt [64]. Es ist zu betonen, dass das Kkleine
Anwendungsfenster der Prognose der MVD kritisch zu betrachten ist. Es existieren
zahlreiche Tumorstudien, die die Methode nach Weidner oder deren modifizierte Form wie
beispielsweise die Chalkley Methode oder digitalisierte Methoden benutzt haben und eine
positive Korrelation zwischen prognostischen Faktoren und der microvessel density ermitteln
konnten [35, 36, 41, 44, 55-58]. Jedoch gibt es wiederum viele andere Studien, die dies nicht
bestétigen [29-31, 37-40, 45, 46, 59, 60]. Diese Diskrepanz wurde fur die MVD nach Weidner
bereits 1999 im College of American Pathologists Consensus Statement aufgegriffen, in dem
prognostische Faktoren bezlglich des Brustkrebs aufgrund ihrer publizierten Beweiskraft

kategorisiert worden sind [23]. Die MVD wurde in die letzte Kategorie eingestuft.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die MVD Ergebnisse nach Weidner und
deren modifizierte Formen sehr umstritten sind. Auch wenn sie teilweise prognostisches
Potential aufweisen konnten, reichen sie nicht aus, um den funktionellen oder angiogenen

Status der Tumorvaskularisation zu erklaren.

5.4 Molekulare diagnostische Studie

Im Rahmen dieser Arbeit wurden tumortragende Mause mit zwei unterschiedlichen
Kontrastmitteln behandelt, von denen sich das eine spezifisch in den tumoralen Blutgefal3en
anlagert, das andere unspezifisch im Tumorgewebe anreichert. Nachdem sich die
Kontrastmittel in den Zielgeweben angereichert hatten, wurde die optische Bildgebung mit
einem Nabh-Infrarotlaser durchgefiihrt. Anschlielend wurden die Tumorkontrastwerte
ermittelt. Nach Entnahme der Tumore sind diese mittels stereologischer Methoden
mikroskopisch quantifiziert worden. Hierbei wurden die Volumina der Tumore, die Volumina
der intakten und nekrotischen Tumorbereiche, die BlutgefalZlangen und die Diffusionsradien

bestimmt. Nachdem die beiden Tier- bzw. Tumorgruppen anhand der stereologischen
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Parameter auf ihre Ahnlichkeit hin Gberprift worden sind, wurden die Tumorkontrastwerte

der optischen Bildgebung mit den stereologischen Werten korreliert.

5.4.1 Optische Bildgebung

In dieser Arbeit wurden experimentelle Pankreaskarzinome der NET Zelllinie BON mittels
optischer Bildgebung unter Verwendung von Kontrastmitteln dargestellt. Diese Tumorzellen
wurden aufgrund des hohen Aufklarungsbedarf bezlglich des
Bauchspeicheldriisenkarzinoms verwendet. Der Bauchspeicheldriisenkrebs macht zwar nur
3% aller Krebserkrankungen aus, ist aber fiir 6,1% aller Krebstodesfalle verantwortlich [107].
Die hohe Todesrate kann insbesondere durch die fehlenden diagnostischen und
therapeutischen Mdglichkeiten im Bereich der Bauchspeicheldriisenkrebserkrankung erklart
werden. Aufgrund der hohen Todesrate dieser agressiven Krebsform besteht daher
dringender Bedarf, den Fortschritt der Forschung in diesem speziellen Gebiet weiter voran

ZU treiben.

In dieser Arbeit wurden zwei Gruppen von Nacktmausen verwendet, die orthotop ein
exerimentelles Pankreaskarzinom trugen. Die erste Gruppe (n=20) wurde mit einem
gefal3spezifischen Kontrastmittel (AP39-TSC), die zweite (n=17) mit einem unspezifischen
Kontrastmittel (TSC) behandelt. Die Zielstruktur des AP39 Antikorpers stellt das ED-B-
Fibronektin dar, das hauptséchlich in tumoralen Blutgefaf3en vorkommt. Die optische
Bildgebung  mittels  Nah-Infrarot  Lasertechnologie wurde 24  Stunden nach
Substanzapplikation  durchgefuhrt, da zu diesem  Zeitpunkt die  hochste
Kontrastmittelakkumulation im Tumorgewebe herrscht. (Dieser Zeitpunkt wurde in einer
anderen Studie ermittelt und ist nicht Bestandteil dieser Arbeit.) Die Tumorsignalintensitaten

wurden durch ein Bildanalyseprogramm als Kontrastwerte ermittelt.

5.4.1.1 Kontrastschwankungen

Die Laser-induzierten Fluoreszenz-Abbildungen der tumortragenden Mause nach
Kontrastmittelapplikation fihren zu einer Darstellung der experimentellen Tumore. Die
Nager, die mit dem unspezifischen Kontrastmittel TSC behandelt worden sind, weisen im
Gegensatz zu den Mausen, in die das spezifische Kontrastmittel AP39-TSC appliziert
worden ist, stets einen geringeren Tumorkontrastwert auf. Es ist jedoch innerhalb beider
Gruppen eine Variabilitat der Kontrastwerte zwischen den einzelnen Tiere zu vermerken und
eine heterogene, unterschiedlich stark ausgepragte Grauabstufung innerhalb einer jeden
Tumorabbildung. Diese Unterschiede zwischen den Versuchstieren und innerhalb eines
Tumors kénnen auf technische, praktische und biologische Besonderheiten zuriickgefihrt

werden.
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In den Abbildungen der Versuchstiere treten nach Kontrastmittelapplikation einige Organe
wie die Leber, die Blase, die Nieren, die Harnleiter und die Gebarmutter durch Helligkeit
hervor. Der hepatobilidre und renale Kreislauf tragen zur Kontrastmittelentfernung aus dem
Kdrper bei. Die daran beteiligten Organe sind daher mit fluoreszierenden Stoffen
angereichert und senden Signale aus. Zunachst sind Aufnahmen im Lasersystem von den
Tieren bei geschlossener Korperhohle in vivo angefertigt worden, nachdem sich die
Kontrastmittelsubstanzen hinreichend angereichert haben. Es stellte sich jedoch schnell
heraus, dass die Leber derart stark fluoreszierte, dass der sich im Pankreas befindliche
Tumor auf der Kamera-Abbildung nicht hinreichend von der Leber abgrenzbar war. Um die
Tumorregion anhand der Abbildung genau identifizieren zu kénnen, musste die Kérperhéhle
des Tieres eroffnet werden, um den Tumor so vorlagern zu kdnnen, dass er sich von der
Leber abgrenzen liel3. Die Kontrollregion wurde so gewahlt, dass sie moglichst nicht von den

Fluoreszenzsignalen der anderen Organe beeinflusst wurde.

Zum Ausschluf3 von Artefakten durch Reflexionen wurden die Tiere fur die Bildaufnahme
zum einen auf eine dunkle, matte Gummiunterlage gelegt und anschlieend in einer dunklen,
schwarzen Kammer platziert, die mit einer Kamera und dem Laser ausgestattet war. Die
Lichtreflexion der Umgebung konnte somit von Anfang an ausgeschlossen werden. Zur
Vermeidung mdoglicher Reflexionen durch feuchte Organe, die durch die Erdffnung der
Korperhohle in Erscheinung treten konnten, wurde auf die Positionierung des Tieres
geachtet. Gegebenenfalls musste die Oberflache zusatzlich durch einen sterilen Gaze-

Tupfer leicht abgetupft werden.

Die Fluoreszenzschwankungen innerhalb der Tumorregionen kénnen zum einen auf die
heterogene Verteilung des Kontrastmittels innerhalb des entarteten Gewebes
zurlickzuftihren sein. Zum anderen stellt sich die dreidimensionale Anreicherung im Tumor
nur zweidimensional im Bild dar, so dass sich die Ubereinander liegenden Gewebeschichten
unterschiedlich stark beeinflussen kénnen. Die dreidimensionale Kontrastmittelanreicherung

wird also in einem zweidimensionalem Bild reflektiert.

Der Zeitpunkt der Bildaufnahme spielt fur die Starke des Fluoreszenzsignals eine
wesentliche Rolle. Die hochste Anreicherung des Fluoreszenzfarbstoffs wurde nach 24
Stunden bestimmt. Der 24 Stunden Zeitpunkt wurde in Vorversuchen (nicht Bestandteil
dieser Arbeit) unter Berlicksichtigung dieses Krankheitsbildes ermittelt. Zusatzlich wurde die
applizierte Kontrastmittelsubstanz genau auf das Gewicht jeder einzelnen Maus abgestimmt,
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so dass die verabreichte Kontrastmittelkonzentration pro Korpergewicht konstant gewesen

ist.

Die Heterogenitat der Kontrastwerte des spezifischen (AP39-TSC) und unspezifischen (TSC)
Kontrastmittels innerhalb der Tiergruppen und des jeweiligen Tumors kann auf einer
heterogenen Verteilung des jeweiligen Kontrastmittels beruhen, die von der biologischen
Eigenschaft des Zielorgans oder der Zielstruktur abh&ngt. Die Zielstruktur des spezifischen
Kontrastmittels AP39-TSC stellt das ED-B-Fibronektin dar, das insbesondere in angiogenen
Bereichen vorzufinden ist. Das unspezifische Kontrastmittel TSC dagegen ist nicht spezifisch
gegen ein bestimmtes target gerichtet, fihrt jedoch ebenfalls zu heterogenen Kontrastwerten
innerhalb der Tiergruppe und des jeweiligen Tumors. Um abzuklaren, ob intratumorale
Strukturen fir die Heterogenitat der Kontrastwerte beider Kontrastmittel verantwortlich sind,
wurden die experimentellen Pankreastumore mikroskopisch bzw. histologisch quantifiziert.
Hierfir wurden stereologische Methoden verwendet. Da die Zielstruktur ED-B-Fibronektin
des AP39-TSC Kontrastmittels insbesondere im angiogenen Bereich vorkommt, wurden die
TumorblutgefaRe histologisch quantifiziert. Zusatzlich wurden die intakten Bereiche des
Tumors quantifiziert, da diese Regionen vaskularisiert sind. Neben den intakten wurden auch
die nekrotischen Bereiche des Tumors quantifiziert, um insbesondere fir das TSC eine
Aussage zu erhalten, ob es sich eher in vitalen oder untergegangenen Geweberegionen
anreichert. Die Kontrastschwankungen innerhalb der Gruppen (AP39-TSC und TSC)

konnten dann mit den intratumoralen histologischen Strukturen korreliert werden.

5.4.2 Quantifizierung mikroskopischer Strukturen und deren Korrelation mit

den Kontrastwerten der optischen Bildgebung

Die Korrelation der Kontrastwerte der optischen Bildgebung und der intratumoralen
Stukturen fihrten zu den folgenden Ergebnissen. Es konnte eine signifikante Korrelation
zwischen dem Kontrastwert des spezifischen Kontrastmittels AP39-TSC sowohl mit der
BlutgefaRlange als auch mit dem intakten Tumorvolumen festgestellt werden. Die Korrelation
zwischen Kontrast und Blutgefal3lange lasst darauf schliessen, dass sich das Kontrastmittel
AP39-TSC in den BlutgefalRen angereichert hat und das angestrebte, molekulare target (ED-
B-Fibronektin) erreicht hat. Da sich die Blutgefafl3e innerhalb der intakten Tumorbereiche
befinden, korrelieren die Kontrastwerte ebenfalls mit den vitalen Geweberegionen des
jeweiligen Tumors. Zuséatzlich konnte keine Korrelation zwischen dem Kontrastwert des
AP39-TSC und den nekrotischen Tumorregionen beobachtet werden. Dies unterstreicht
nochmals die spezifische Anlagerung des AP39-TSC innerhalb der vitalen Tumorregionen
bzw. der Blutgefal3e. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass sich das Kontrastmittel AP39-
TSC spezifisch an ED-B Fibronektin und somit innerhalb tumoraler Blutgefaf3e anreichert, so
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dass das laserinduzierte Fluoreszenzsignal des Tumors mit der Vaskularisation des Tumors
zusammenhangt. Da tumorale Blutgefal3e stets heterogen im Gewebe vorliegen, wird sich
folglich auch das Kontrastmittel heterogen im Tumor anreichern. Dadurch wiirden sich die
Kontrastschwankungen innerhalb der Gruppen bzw. des Tumors erklaren lassen. Eine
starker vaskularisierte Region wird also eine hdhere Konzentration an Kontrastmittel AP39-
TSC vorweisen als eine geringer durchblutete bzw. sollte sich in Nekrosen kein
Kontrastmittel anreichern. Die Kontrastwertschwankungen zwischen den einzelnen Tieren
innerhalb der Gruppe, die mit dem spezifischen Kontrastmittel behandelt worden sind,
kénnen auf die individuelle, unterschiedlich stark ausgepragte, heterogene Durchblutung der

jeweiligen Tumore zurtickgefuhrt werden.

Im Gegensatz zum spezifischen Kontrastmittel AP39-TSC konnte fur das unspezifische
Kontrastmittel TSC eine signifikante Korrelation zwischen dem Kontrastwert und den
nekrotischen Tumorvolumina festgestellt werden. Es konnte jedoch keine Korrelation
zwischen diesen Kontrastwerten und der Blutgefal3lange sowie dem intakten Tumorareal
beobachtet werden. Dieses Ergebnis spricht dafir, dass die gemessenen
Fluoreszenzsignale im Tumor durch eine unspezifische Anreicherung in nekrotischen
Anteilen herriihren. Das Fluoreszenzsignal verstarkt sich also, je hoher der Anteil an
untergegangenem Gewebe ist. Die Anreicherung innerhalb intakter und angiogener
Tumorbereiche ist zwar nicht vollstandig auszuschlieRen, ist aber viel geringer als in
nekrotischen Regionen. Die Nekrosen sind bei jedem Tumor der Gruppe unterschiedlich
stark und individuell ausgepragt. Die mikroskopischen Beobachtungen dieser Studie zeigten,
dass die Pankreastumore neben einem schmalen intakten Tumorrand, eine heterogene
Verteilung der nekrotischen Bereiche im Tumor aufwiesen. Das morphologische
Erscheinungsbild bestand sehr oft aus vielen intakten Gewebeinseln unterschiedlichster
GroRe, die heterogen innerhalb  nekrotischer = Tumorregionen lagen. Die
Kontrastwertschwankungen innerhalb der Tumore und der Gruppe sind also auf die

nekrotischen Bereiche dieser Pankreastumore zurtickzuftihren.

Anhand der erhobenen stereologischen Daten zur Ermittlung der Blutgefa3lange konnte der
durchschnittliche Diffusionsradius errechnet werden. Diese Gréf3e spiegelt die Entfernung
wider, die durchschnittlich zwischen zwei Blutgefaf3en existiert. In der vorliegenden Arbeit
liegt der ermittelte Diffusionsradius fir alle Pankreastumore zwischen 34,50 um und 66,59
pum. Der Diffusionsradius reflektiert die Dichte der Blutgefaf3e innerhalb des intakten

Gewebes in den experimentellen Tumoren.
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Um die Kontrastwerte der beiden Tiergruppen (AP39-TSC und TSC) mit den stereologischen
Resultaten korrelieren zu kénnen, mussten die Tumore beider Gruppen auf ihre Ahnlichkeit
hin Uberprift werden. Daflr wurden folgende stereologische Parameter zwischen den
Tiergruppen mittels Boxplots miteinander verglichen: a) das Tumorvolumen, b) das
nekrotische Tumorvolumen, d) die BlutgefaRlange und e) der Diffusionsradius. In der Tabelle
10 sind zur Ubersicht die Mittelwerte und deren jeweilige Standardabweichung dieser
stereologischen Parameter und des intakten Tumorvolumens dargestellt. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den stereologischen Parametern der AP39-TSC und
TSC behandelten Tiergruppen ermittelt werden. Zusatzlich wurde der Zusammenhang
zwischen der GroRRe der Nekrose und des Tumors mittels graphischer Darstellung
verdeutlicht. Je grof3er der Tumor war, desto groRer war auch der jeweilige nekrotische
Tumoranteil. Die Tumore der beiden Gruppen ahnelten sich somit sehr stark und konnten fir
einen Vergleich beziglich der Kontrastwerte der optischen Bildgebung herangezogen

werden.

Es ist anzumerken, dass die Kontrastmittelstudie anhand von Mausen durchgefiihrt worden
ist. Die Gewebevolumen dieser Versuchstiere sind nicht mit den menschlichen Volumina
vergleichbar, so dass die Emissionssignale, die in dieser Studie erreicht worden sind, sich im
menschlichen Gewebe aufgrund der anatomischen Gegebenheiten unterscheiden werden.
Die hohe Eindringtiefe des Laserlichts, die bei den kleinen Tierorganen erreicht worden ist,
wird beim Menschen nicht ausreichen, tiefer liegende Tumore hinreichend detektieren und
darstellen zu konnen. Die optische Bildgebung ist daher limitiert, oberflachliche
Krankheitsbilder bzw. Gewebe zu identifizieren. Dafir ist eine unterstitzende
Kontrastmittelgabe ndétig, durch die eine deutlichere und aussagekraftigere bildgebende

Darstellung auf molekularer Ebene mdglich wird.

5.4.3 Tierschutz

Trotz groRer Fortschritte bei der Entwicklung von Erganzungsmethoden ist es bisher nicht
moglich, auf den Einsatz von Versuchstieren ganzlich zu verzichten, ohne den
biomedizinischen Fortschritt zu gefahrden. Nach sehr genauem Abwagen des
wissenschaftlichen Nutzens des Tierversuchs in Anbetracht des Wohlbefindens und des
Lebens der Versuchstiere und unter Beachtung der tierschutzrelevanten Gesetze, ist ein
Tierversuch stets mit hohem Verantwortungsbewusstsein dem Lebewesen gegeniuber
durchzufiihren. Im Zusammenhang mit Tierversuchen sollte auch stets das 3R-Konzept
(replacement, reduction, refinement) nach Russel und Brunch (1959) beachtet werden. Dies
besagt u. a., dass stets angestrebt werden soll, einen Tierversuch, wenn mdglich durch

Alternativmethoden zu ersetzen, die Tierversuchszahlen zu reduzieren und Tierversuche
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kontinuierlich zu verbessern. Beim letzten Punkt soll insbesondere das Wohlbefinden der

Tiere in héchstem Maf3e Bertcksichtigung finden.

Die Kleintierbildgebung liefert hinsichtlich der genannten Aspekte tierschutzrelevante
Beitrage. Denn die Kleintierbildgebungs-Verfahren stellen nicht nur eine schonende und
nicht-invasive Untersuchungsmethode der Versuchstiere dar, sondern erméglichen auch die
Mehrfachanwendung an den selben Tieren Uber langere Zeitraume. Aufgrund dieser
Eigenschaften kann die Anzahl bendgtigter Versuchstiere signifikant reduziert werden [108].
Dies bedeutet beispielsweise, dass ein Wirkstoff, dessen Effekt zu unterschiedlichen
Zeitpunkten ausgewertet werden soll, anhand nur einer Versuchstiergruppe untersucht
werden kann. Eine solche Effektanalyse wirde Ublicherweise ohne die Kleintierbildgebung
nur anhand labordiagnostischer Verfahren durchgefihrt werden. Dies bringt die Tétung der
Tiere nach jedem Versuchsabschnitt mit sich, so dass mehrere Versuchstiergruppen
eingesetzt werden mussten. Durch die Kleintierbildgebung werden jedoch nicht nur
Versuchstiere eingespart, sondern auch die Qualitat der Datenerhebung deutlich verbessert,
da der Wirkstoffeffekt oder der Krankheitsverlauf an einem Lebewesen kontinuierlich
beobachtet werden kann und auch die Zeitpunkte flexibler gestaltet werden kénnen [108].
Das NIR-Laser Bildgebungssystem, das in dieser Arbeit verwendet worden ist, wird

erfolgreich in der Préklinik in der Kleintierbildgebung eingesetzt.

Nach der Tétung der Tiere sollten die labordiagnostischen in vitro Untersuchungen, die fir
den jeweiligen Versuch sinnvoll angewendet werden konnen, im héchsten Male
ausgeschopft werden, um den Wert, die Aussagekraft und die Qualitat des Tierversuchs zu
steigern. Die histologische Auswertung der im Fokus der Untersuchung stehenden Gewebe
steuert einen hohen Beitrag zur Versuchsauswertung bei und kann die in vivo Daten wertvoll
erganzen oder sogar charakterisieren. Daher ist es umso wichtiger, aussagekraftige,
objektive und verlassliche quantitative histologische Daten zu erhalten. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass stereologische Methoden diesen Anspriichen gerecht werden
und in der Histologie zur Quantifizierung von Gewebe bestens geeignet sind, um den

Informationsgehalt zu optimieren.

Neben diesen Aspekten findet sich das 3R Konzept in dieser Arbeit auch in anderen
Bereichen wieder.

In dieser Arbeit sind insgesamt 15 experimentelle Tumore verwendet und analysiert worden

(Isotropie Untersuchungsmethoden n=3, Methodenvergleich n=11, Schrumpfungsstudie
n=1), die zum einen aus Restbestanden abgeschlossener Versuche der Bayer Schering
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Pharma AG und zum anderen aus einem Versuch der radiologischen Abteilung der
Universitat Mlnster stammten. Die Fragestellungen dieser Arbeit konnten mit diesen
Geweben hinreichend beantwortet werden. Es mussten somit keine Versuchstiere verwendet
werden, um neue Tumore anzuzichten und restliches Gewebematerial konnte noch sinnvoll

verwendet werden.

Die Studie, in der experimentelle, neuroendokrine Tumore der NET Zelllinie BON verwendet
worden sind, verlief in Kooperation mit der Gastroenterologischen Abteilung der Charite. Fur
diese Studie konnten ebenfalls Versuchstiere eingespart werden, indem ein geplanter
Versuch mit Nacktmausen ausgebaut worden ist, so dass die Korrelation von bildgebenden
Daten mit stereologischen Daten ein Zusatzprojekt innerhalb dieses Versuches darstellte.
Dies erforderte zwar zusatzliche, organisatorische Mal3nahmen und einen sowohl zeitlichen
als auch arbeitstechnischen Mehraufwand, lohnte sich aber hinsichtlich des Aspekts, keine
zuséatzliche Studie mit neuen Versuchstieren durchfiihren zu missen. Es konnten jedoch
nicht nur Versuchstiere eingespart werden, sondern die stereologische Analyse hat zur
weiteren Charakterisierung der Tumore beigetragen und lieferte aussagekraftige Daten, die
auch fur andere Fragestellungen im Rahmen des gesamten Versuchs verwendet werden
konnten. Das allgemeine Befinden und der Zustand der Nacktmause wurde regelmafig
Uberprift. Die mit Filtern ausgestatteten Kafige und die keimarme Tierhaltungsanlage
wurden den Anforderungen der T-Zelldefizienten Nager gerecht. Die Beriihrung zwischen
Maus und Mensch fand zusatzlich nur unter bestimmten hygienischen Bedingungen (Kittel,
Handschuhe etc.) statt, um die Gesundheit der Tiere nicht zu gefdhrden. Das Wohlbefinden
der Tiere wurde durch mdglichst lange Gruppenhaltung, die bis zur Kontrastmittelgabe erfillt
werden konnte und durch die Kafigausstattung mit roten Plasitkhduschen unterstiitzt. Die

Kafigsauberung und die Futter- und Wasserversorgung erfolgte regelmafig.

Die Pankreastumore sind den Nacktmausen orthotop in die Bauchspeicheldriise implantiert
worden, so dass daflr eine Operation mit Er6ffnung der Bauchhéhle unumganglich gewesen
ist. Dieser Eingriff bedeutet fiir das Tier Stress, Schmerz und Belastung zum einen durch die
Narkose und zum anderen durch den Wundheilungsprozess. Eine Inokulation von
Krebszellen unter die Haut (subkutan) hatte durch manuelle Fixation und einen Nadeleinstich
weniger Stress und Schmerzen bei dem Tier verursacht und die Uberpriifung des
Tumorwachstums ware leichter gewesen als bei Tumoren, die sich in der Koérperhdhle
befinden. Alves et al. [14] konnte jedoch in einer Studie zeigen, dass eine orthotope
Inokulation von humanen pankreatischen Tumorzellen in die Bauchspeicheldriise von
immundefizienten M&ausen im Gegensatz zur subkutanen Transplantation zu einem

extensiven lokalen Tumorwachstum fihrt, das sich invasiv in die benachbarten Organe
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ausbreiten kann [14]. Zusatzlich besitzt dieser orthotope experimentelle Tumor ein
Metastasierungspotential, das bei den subkutanen Pankreastumoren nicht zu beobachten
war [14]. Da ein Aspekt des Gesamtversuchs auf das Metastasierungspotential abzielte
(nicht Bestandteil dieser Arbeit), wurde die erfolgversprechendere orthotope Inokulation
gegenuber der subkutanen bevorzugt. Jedoch hat auch der Aspekt der Kontrastmittelstudie
zur orthotopen Inokulation beigetragen. Da onkologische Versuche oft darauf abzielen,
diagnostische oder therapeutische Verfahren zu entwickeln, die spater am Menschen
angewendet werden sollen, erweist es sich als vorteilhaft, wenn der experimentelle Tumor
den menschlichen Pankreastumor so gut wie mdglich in seinem Verhalten und seiner
Lokalisation imitiert. Ein weiterer Vorteil der orthotopen Inokulation von pankreatischen
Tumorzellen liegt darin, dass diese innerhalb der Bauchspeicheldrise ihre eigentlichen bzw.
urspriinglichen Bedingungen wieder finden. Die Inokulationslokalitat kann sich zusatzlich
auch auf die Tumorgefalie auswirken, was in einer Studie von di Tomaso et al. [109] gezeigt
werden konnte. Diese beschreibt fiir orthotope Kolonkarzinome, dass die Mosaikstruktur der
BlutgefalRe fur orthotope Kolonkarzinom Xenografts zu ca. 92% mit einer undetektierten
CD31/CD105 Expression erklart werden konnte, bei Kolonkarzinomen, die ektop implantiert
worden waren, konnte hingegen festgestellt werden, dass zu 30% Offnungen im Endothel
bzw. das Fehlen von Endothelzellen die Ursache der immunhistochemisch negativ
reagierenden Stellen waren. Insgesamt waren ca. 11% der BlutgefalRe der orthotopen
Tumore und 24% der ektopen Tumore von diesen Expressionsdefekten betroffen [109]. Da
in dieser Arbeit die tumoralen Blutgefal3e histologisch ausgewertet worden sind, erwies sich
die orthotope Lage der Tumore im Gegensatz zur subkutanen Lokalisation als

aussagekraftiger.
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6 SCHLUSSFOLGERUNG

Die quantitative Mikroskopie unter Verwendung stereologischer Methoden liefert
aussagekraftige, objektive und reproduzierbare Resultate dreidimensionaler tumoraler
Strukturen. Sie bietet daher neue Mdglichkeiten zur pharmakologischen Charakterisierung
diagnostischer und therapeutischer Substanzen in der Onkologie. Die sterelogischen
Methoden ermdoglichen eine vielfaltige, quantitative, histologische Analyse der jeweiligen
Tumore und steigern dadurch den Informationsgehalt und den Wert der Studie. Dies fiihrt zu
einer Einsparung von Versuchstieren, da aus einer Studie bereits hochwertige Daten
erhoben werden konnen. Weitere Tierversuche konnen somit reduziert werden oder

wegfallen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurden stereologische Methoden zur mikroskopischen Quantifizierung

dreidimensionaler Strukturen von Tumoren getestet und etabliert.

Hierfir wurde zunéchst der Richtungsverlauf tumoraler Blutgefa3e untersucht. Es konnte
festgestellt werden, dass experimentelle, unbehandelte Tumore ein isotropes BlutgefaRnetz
besitzen. Dies bedeutete fur die stereologische Untersuchung dieser tumoralen Blutgefalle,
dass auf die Anfertigung sogenannter isotropic uniform random Schnitte verzichtet werden

konnte.

Anschliessend wurde der Einfluss der histologischen Aufarbeitung der Tumore auf deren
Schrumpfung bzw. Deformation, die die quantitative mikroskopische Analyse in dieser Arbeit
beeinflussen kdnnte, untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass die Deformation der
Gefrierschnittflache hauptsachlich auf mechanischen, technischen und praktischen
Einflissen beruhte. Die Schrumpfungsprozesse der Tumorgefrierschnitte wirkten sich jedoch
nur minimal auf die stereologischen Ergebnisse in dieser Arbeit aus, so dass diese in ihrer
Aussagekraft nicht beeintrachtigt wurden.

Dann wurde anhand der tumoralen Blutgefaf3quantifizierung die Reproduzierbarkeit der
stereologischen Methode und der klassischen MVD (microvessel density) Methode nach
Weidner ermittelt und beide Methoden miteinander verglichen. Die stereologische Methode

lieferte deutlich reproduzierbarere Ergebnisse.

AbschlieBend wurden histomorphologische Strukturen (intaktes und nekrotisches
Tumorvolumen, tumorale BlutgefaRlange) in experimentellen Pankreaskarzinomen mittels
stereologischer Methoden in vitro ausgewertet. Diese Resultate wurden mit vorher
erhobenen in vivo Daten korreliert. Hierfir wurden tumortragende Mause in zwei Gruppen
eingeteilt, wobei die erste Gruppe mit dem unspezifischen Kontrastmittel TSC und die zweite
Gruppe mit dem gefal3spezifischen Kontrastmittel AP39-TSC behandelt wurde. Die
Tumorsignalintensitaten wurden mittels NIR (Nah-Infrarot) Laser ermittelt. Anschlie3end
wurden die gesamte Tumorgefa3lange und die Volumina der nekrotischen und intakten
Tumorbereiche jedes Tumors mikroskopisch mittels stereologischer Methoden in vitro
guantifiziert. Die histologischen Resultate wurden dann mit den in vivo Daten korreliert. Die
Laser-induzierte Fluoreszenzsignalintensitat war starker nach der AP39-TSC- (9
Tumorkontrast 6,5) als nach der TSC-Kontrastmittelgabe (@ Tumorkontrast 1,1). Es konnte

fur das spezifische Kontrastmittel (AP39-TSC) eine siginifikante, positive Korrelation
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zwischen den Tumorkontrastwerten und den stereologischen Werten des intakten
Tumorvolumens und der Blutgefa3lange ermittelt werden. Es bestand aber keine Korrelation
zwischen den nekrotischen Tumorregionen und diesen Kontrastwerten. Die Kontrastwerte
des unspezifischen Kontrastmittels (TSC) korrelierten weder mit den intakten Tumorvolumina
noch mit den tumoralen Blutgefalllangen. Es konnte jedoch eine signifikante, positive
Korrelation zwischen den unspezifischen Kontrastwerten und den nekrotischen
Tumorvolumina festgestellt werden. Es konnte somit nachgewiesen werden, dass sich das
Kontrastmittel AP39-TSC spezifisch in den tumoralen Blutgefalien anreicherte, das
Kontrastmittel TSC dagegen nicht. Das unspezifische TSC reicherte sich bevorzugt in den

nekrotischen Bereichen der Tumore an.

Die quantitative Mikroskopie unter der Verwendung stereologischer Methoden bietet
aussagekraftige, objektive und reproduzierbare Daten Uber dreidimensionale tumorale
Strukturen und bietet daher neue Moglichkeiten zur pharmakologischen Charakterisierung
diagnostischer und therapeutischer Substanzen.
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8 SUMMARY

Testing and establishment of stereological methods for the histomorphological

quantitation of structures of experimental tumors

In this doctoral thesis, stereological methods were testet and established for the microscopic

guantitation of three-dimensional tumoral structures.

First, the orientation of tumoral blood vessels was analyzed. The result was that
experimental, untreated tumors have isotropic blood vessels. That means for the
stereological investigations that so called isotropic uniform random sections do not have to

be produced.

Second, the deformation and shrinkage of histological cryostat sections of tumors during the
histological process were proofed, because these factors can contribute to systematic errors
in stereological results. The deformation and shrinkage of the sections were mainly based on
mechanical, technical and practical manipulation. However, the deformation and shrinkage of
the tumor sections were so little, that they will not influence the significance of the
stereological results in this study.

Third, the reproducibility of a stereological method was proofed and compared to a classical
method. Therefore tumoral blood vessels were quantified by using stereological tools and by
using the classical microvessel density (MVD) method of Weidner. The stereological method

provided more objective and reproducible results compared to the MVD method.

Finally, histomorphological structures (intact and necrotic tumor volume, tumoral blood
vessel length) of experimental pancreatic carcinoma were analyzed via stereological
methods. Those results were compared to in vivo data, which were established before. For
the in vivo study, the human pancreatic NET-cell line BON was implanted orthotopically into
immune deficient mice. The specific NIR-dye was intravenously administered to the first
group of tumor bearing rodents (n=22), the unspecific NIR-dye to the second group (n=17).
The laser induced fluorescence signal intensity was stronger after application of the specific
NIR-dye (& tumor contrast 6.5) compared to the unspecific dye (& tumor contrast 1.1). For
the specific NIR-dye a significant correlation between the tumor signal intensity and both the
total volume of vital tissue and the total blood vessel length of each tumor could be
demonstrated. No correlation between the tumor signal intensity of the specific dye and the
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volume of necrotic tumor masses was found. In contrast, a significant correlation between
the tumor signal intensity induced by the unspecific dye and the volume of necrotic tumor
masses was detected. These tumor fluorescence intensities did neither correlate with the
volume of vital tumor tissue nor with the total blood vessel length. This study demonstrated
that the contrast agent AP39-TSC accumulated specifically within the tumoral blood vessels.

In contrast, the unspecific TSC accumulated mainly in the necrotic tumor regions.

Quantitative microscopy using stereological methods provides meaningful and objective
estimations of three-dimensional structures and offers new possibilities for the
pharmacological characterization of diagnostic and therapeutic substances in different
indications.
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10 ANHANG

Material und Methoden

Anhang

Substanz/Material | Produktname Katalognr. Firma Land der
Herstellung
Alkohol Ethanol 1.00983.2500 | Merck Deutschland
i R : . Dako-
Antikorperldsung antibodydiluent S2022 Cytomation Deutschland
Biotin Dako-
Avidin/Biotin Blockierungsreagenz, | X0590 : Deutschland
Cytomation
Lsg. 1und 2
Azeton Aceton 8002 J.T.Baker Niederlande
R Liquid DAB Substrat- Dako-
DAB Ldsung Chromogen-System K3468 Cytomation Deutschland
. . . Fluka
Eindeckmedium Eukitt 03989 BioChemica Deutschland
Eosin Pulver Eosin Y cerified E4382 Sigma Deutschland
Extravidin- -
Peroxidase- Eé:@?:;g;e«on'u at E2886 Sigma Deutschland
Konjugat Iug
Farbeautomat DakoAutostainer E172566 Dako- . Deutschland
Cytomation
. . Dako- N
Fettstift DakoCytomation Pen | S2002 Cytomation Danemark
Hamalaun ngers ) 1.09249.0500 | Merck Deutschland
Hamalaunlésung
Isotyp C BD
(Negativ)kontrolle IgG2 biotinyliert 553928 Pharmingen Deutschland
Kaninchen- Normal Rabbit Serum | NSO1L Calbiochem | USA
Serum
i phosphate buffered i .
PBS-Puffer saline, 001M, pH 7,4 P-3813 Sigma Deutschland
Peroxidase Peroxidase Dako-
Blockierungs- . S2001 . Deutschland
Blockierungsreagenz Cyotmation
reagenz
Primarantikorper, Pecam-1. purified BD
Ratte-anti-Maus anti mouéeF)CD31 550274 Biosciences | USA
CD31 Antikorper Pharmingen
Primarantikorper,
biotinylierter Ratte- BP .
. Pecam-1 553371 Biosciences | USA
anti-Maus CD31 .
o Pharmingen
Antikdrper
Sekundar-
antikrper, Biotin polyclonal anti BD
biotinylierter rat | poly 559286 Biosciences | USA
Ziege-anti-Ratte 9 Pharmingen

Antikorper
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Anhang

Substanz/Material | Produktname Katalognr. Firma Land der
Herstellung

Sekundar- Jackson

Antikdrper, Biotin-SP-conjugated Immuno-

biotinylierter AffiniPure Rabbit 312-065-008 Research USA

Kaninchen-anti- Anti-Rat IgG Laboratories

Ratte Antikorper

Streptavidin- Eltc::espet?;cll?gﬁ- BD

Horseradish- . 550946 Biosciences | USA

Peroxidase Perox_ldase Pharmingen

Pre-diluted
TBS Puffer wash buffer, 10x S$3006 Dako- | potschland
' Cytomation
Toluidin ToIU|d|_ana_1u 1.15930 Merck Deutschland
O Certistain
: . Zymed
Trypsin Trypsin-Konzentrat 00-3008 Laboratories USA
Xylol Xylol 8.08697.100 | Merck Deutschland
Vector-
Ziegenserum Normal Goat Serum | S-1000 Laboratories | USA

Inc.

Tabelle 11: Material- und Substanzliste
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Anhang

Stereologische Bestimmung des Tumorvolumens und des umliegenden Gewebes

KM Tumor Intervall Schnitt dx-dy
Nr. (um) (n) (Um?)
7 2200 6 9000000
3 2000 6 9000000
1 750 8 16000000
9 1600 6 9000000
11 1500 6 9000000
15 890 8 20250000
17 1600 8 16000000
19 2175 6 25000000
14 1450 8 16000000
26 1870 6 16000000

AP39-TSC 28 1730 6 16000000
37 1430 6 16000000
31 1830 6 16000000
34 1330 6 9000000
29 1680 7 16000000
41 2100 6 9000000
46 1480 7 9000000
39 2500 5 9000000
38 2700 5 9000000
42 1700 6 9000000
6 2100 6 9000000
13 960 6 9000000
5 1700 6 9000000
2 1900 6 9000000
12 1900 6 9000000
22 375 7 3240000
21 2000 7 25000000
16 1500 7 25000000

TsC 25 1050 8 20250000
36 300 8 3240000
30 1530 6 9000000
33 1260 7 25000000
27 1280 8 20250000
32 600 10 9000000
40 1700 6 9000000
44 1335 8 9000000
45 2220 6 9000000

Tabelle 12: Die Tabelle stellt Werte fiur die Berechnung des Tumorvolumens dar. Fur jeden
Pankreastumor (Tumornr.) ist der Abstand zwischen den einzelnen Schnitten (um), die Anzahl (n) der
Schnitte und Abstand zwischen den Auswertungsfeldern (dx-dy) angegeben. (Zur besseren Ubersicht
sind in der Tabelle die Kontrastmittel (KM) aufgefiihrt mit denen die Tiere bzw. Tumore behandelt

worden sind.)
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Anhang

Berechnung der Blutgefalilange

KM Tumornr. Q P

3 186 212
11 78 189
7 72 247
1 80 259
9 94 190
15 116 250
17 143 453
19 85 221
14 128 302
AP39-TSC 26 97 337
28 136 439
37 70 243
31 157 445
34 137 425
29 137 481
42 151 267
38 132 287
46 219 423
39 105 203
41 100 162
2 310 425
5 114 193
13 109 203
6 121 218
12 74 184
22 157 350
21 137 300
16 196 457
TsC 25 206 578
36 259 287
32 84 311
30 180 395
33 o7 303
27 154 464
45 178 187
44 69 270
40 83 117

Tabelle 13: Die Tabelle stellt die gezahlten Blutgefaprofile (Q) dar und die Anzahl der Marker (P), die
gesetzt worden sind, wenn die Zahlrahmenecke intaktes Tumorgewebe geschnitten hat. Beide Werte
flieRBen in die Berechnung der Langendichte L, fir die erste Auswertung aller Pankreastumore mit ein.
(Zur besseren Ubersicht sind in der Tabelle die Kontrastmittel (KM) aufgefiihrt mit denen die Tiere
bzw. Tumore behandelt worden sind.)
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Anhang

Ergebnisteil

Einfluss der technischen Bearbeitung auf die Schrumpfung des Schnittes
Bemessung der Flache des Tumorschnittes vor und nach dem Schneide- und Farbeprozess

Tabelle 14: Um die Oberflachen des
Probenblocks (B), des Nativschnitts (N) und
T-x P Tx 1 P | 1:x P de§ gefarpten Schnitt_s (S) aufd"en Abbildungen
Schnittnr. mittels Zahlgitter ermitteln zu kdnnen, mussten
(cm) | (Nr.) | (cm) {(Nr.)|(cm)| (Nr.) | der MaRstab der Abbildungen (1:x) und die
18 | 153 | 15 | 96 | 2.8 | 137 gezéhlten Gitterpunkte (P) in die Berechnung

einflielen.
15 106 | 1,8 |135]| 1,9 | 149
1,5 107 | 1,7 |128| 1,7 | 130
1,7 132 11,65]12211,95| 163
1,5 107 | 16 |114]1,85] 142

Tumor B N S

(620 BN [OV] |\ 0 § o)

Reproduzierbarkeit der Methode nach Weidner und der Methode mittels
stereologischer Werkzeuge

Ergebnisse der wiederholten Auswertung eines Tumorschnittes nach den Kriterien von
Weidner

Tumor|Arithmetischer Mittelwert der Endresultate|Differenz der Endresultate] Tabelle 15: Der
Nr. der 1. und 2. Auswertung der 1. und 2. Auswertung| arithmetische Mit-
W3mean W3max W3mean W3max tgilf\:‘veergnz:: d g éer
1 67,9 773 19,2 21,4 ersten und zweiten
2 79,4 90,9 -6,0 34 Endergebnisse der
3 188,1 211,1 -45,9 -45,1 W3mean- und
4 71,3 107,8 -10,9 3,4 W3max-Werte
5 137,3 145,6 -28,6 -29,3 (Blutgefassanschni
6 311,1 334,1 -82,0 -85,8 tte pro 1 mm?) sind
7 401,2 469,5 108,0 140,0 | aufgefuhrt — und
8 282,2 321,1 17,3 14,7 g‘grﬁ“ f”rAltm‘gﬁ
9 415,0 506,8 -39,9 76,7 Darstellung.
10 660,8 900,7 93,7 45,1
11 468,8 546,3 -149,7 -101,6

Ergebnisse der wiederholten Auswertung eines Schnittsets mittels stereologischer Werkzeuge

Zweifache Auswertung des stereologischen Sets 1] Tabelle 16: Der Mittelwert und die Differenz
Tumor Mittelwert Differenz wurde fur jeden Tumor aus den Werten der
ersten und zweiten Auswertun
Nr. 1 mm? 1 mm? (Blutgefassprofile pro 1 mm2) fur die Blang
1 77,9 12,5 Alman Darstellung errechnet.
2 61,0 -13,6
3 115,8 14,5
4 66,2 20,6
5 104,7 -3,8
6 412,6 -61,3
7 4475 -23,1
8 401,3 22,9
9 454,3 -28,9
10 531,2 34,6
11 366,3 7,6
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Quantifizierung pathomorphologischer Strukturen

tumoren mittels stereologischer Methoden

in experimentellen Pankreas-

a) Gruppe 1
KM Mausnr. Tumorkontrast

7 6,00

3 5,30

1 2,06

9 3,36

11 4,70

15 3,77

17 7,16

19 5,09

14 8,96

AP39-TSC 6 623
28 7,49

37 7,09

31 4,86

34 6,51

29 7,87
41 10,46

46 7,89

39 7,48
38 10,07

42 8,77

Mittelw.£St.abw. 6,56+2,21
b) Gruppe 2
KM Mausnr. Tumorkontrast

6 1,14

13 1,46

5 1,78

2 1,87

12 2,41

22 0,72

21 1,18

16 0,87

TsC 25 1,36
36 0,33

30 0,76

33 0,48

27 0,96

32 0,75

40 1,79

44 1,64

45 1,09

Mittelw.+St.abw. 1,21+0,56

Tabelle 17: Tabelle a zeigt die Tumorkontrastwerte des spezifischen Kontrastmittels (KM) AP39-TSC,
Tabelle b die des unspezifischen KM TSC. In beiden Tabellen sind die Mittelwerte (Mittelw.) und die
Standardabweichungen (Stabw.) der Kontrastwerte aufgefihrt.
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KM Tumor relatives Volumen (%) totales Volumen (mm3)
Gruppe Nr. Nekrose Vital Tumor Nekrose Vital
7 63,26 36,74 1296,90 820,46 476,44
3 62,03 37,97 799,87 496,12 303,75
1 44,93 55,07 170,25 76,50 93,75
9 54,98 45,02 469,80 258,30 211,50
11 54,64 45,36 472,50 258,19 214,31
15 48,97 51,03 273,72 134,04 139,67
17 57,54 42,46 806,40 464,00 342,40
19 66,32 33,68 968,55 642,30 326,25
14 51,82 48,18 598,85 310,30 288,55
AP39- 26 5521 44.79 609,62 336,60 273.02
TSC 28 41,98 58,02 679,89 285,45 394,44
37 41,99 58,01 401,83 168,74 233,09
31 59,91 40,09 794,22 475,80 318,42
34 25,80 74,20 327,68 84,54 243,14
29 55,63 44,37 776,16 431,76 344,40
41 49,16 50,84 980,44 481,95 498,49
46 55,22 44,78 574,42 317,18 257,24
39 45,11 54,89 632,81 285,47 347,34
38 40,08 59,92 750,26 300,71 449,55
42 51,34 48,66 607,22 311,74 295,48
6 60,18 39,82 904,84 544,56 360,28
13 62,35 37,65 446,04 278,10 167,94
5 71,63 28,37 886,44 634,95 251,49
2 64,32 35,68 865,69 556,82 308,87
12 65,05 34,95 681,86 443,53 238,33
22 24,86 75,14 13,44 3,34 10,10
21 70,02 29,98 1271,87 890,62 381,25
16 53,54 46,46 696,09 372,66 323,44
TsC 25 49,57 50,43 616,61 305,65 310,96
36 19,38 80,62 7,84 1,52 6,32
30 46,36 53,64 568,01 263,35 304,66
33 44,16 55,84 454,78 200,81 253,97
27 49,76 50,24 664,20 330,48 333,72
32 29,69 70,31 98,89 29,36 69,52
40 67,34 32,66 893,14 601,48 291,66
44 56,80 43,20 684,85 388,99 295,87
45 55,69 44,31 1042,71 580,67 462,04

Tabelle 18: In der Tabelle sind die stereologisch ermittelten Volumina der Gruppe 1 (AP39-TSC) und
der Gruppe 2 (TSC) aufgefuhrt. Zum einen wird das totale Volumen des gesamten Tumors und der
nekrotischen und intakten Bereiche fur jeden Tumor aufgefiihrt. Zum anderen wird das relative
Volumen der nekrotischen und intakten Tumorbereiche des jeweiligen Tumors prozentual angegeben.
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Anhang

Fehlerkoeffizient CE und Variationskoeffizient CV fur das gesamte und vitale Tumorvolumen

Die Gesamtsumme der Auszahlungen pro Tumorschnitt erhdlt man aus der Summe der intakten und
nekrotischen Zahlungen. In dieser Studie wurde die Gesamtsumme pro Schnitt pro Tumor benétigt,
um den CE Wert fir das Gesamtvolumen des Tumors zu bestimmen. Zuséatzlich wird die
Gesamtpunktzahl zur Berechnung des Gesamtvolumens des Tumors benétigt.

KM Tumornr. Fehlerkoeffizient CE
Nr. totales Volumen intaktes Volumen
7 0,013 0,023
3 0,015 0,026
1 0,033 0,050
9 0,029 0,033
11 0,025 0,034
15 0,028 0,046
17 0,017 0,032
19 0,027 0,055
14 0,020 0,033
AP39-TSC 26 0,024 0,040
28 0,021 0,029
37 0,025 0,036
31 0,020 0,037
34 0,022 0,025
29 0,030 0,042
41 0,013 0,020
46 0,015 0,024
39 0,029 0,032
38 0,021 0,024
42 0,015 0,024
6 0,014 0,023
13 0,015 0,024
5 0,013 0,026
2 0,013 0,025
12 0,018 0,033
22 0,035 0,044
21 0,020 0,050
16 0,024 0,042
TsC 25 0,019 0,031
36 0,045 0,052
30 0,016 0,023
33 0,030 0,046
27 0,022 0,037
32 0,026 0,033
40 0,026 0,035
44 0,012 0,022
45 0,014 0,026

Tabelle 19: Die Fehlerkoeffizienten CE der einzelnen Tumore der beiden Gruppen (AP39-TSC und
TSC) sind fur das totale Tumorvolumen und fir das intakte Tumorvolumen aufgefihrt.
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Anhang

KM [Tumor| Anzahl der Punktzahlungen fir intaktes Tumorgewebe pro Schnitt |Summe
Gruppe| Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 intakt
7 53 70 93 69 78 22 385
3 36 52 74 65 38 5 270
1 0 17 33 16 28 11 8 12 125
9 48 54 34 16 48 35 235
11 51 67 53 41 4 38 254
15 10 11 25 26 20 20 9 3 124
17 12 22 41 60 34 32 13 0 214
19 3 25 17 25 20 6 96
14 10 42 46 35 33 21 8 4 199
AP39-T726 | 28 | 52 | a4t 19 6 | o 146
TSC 28 38 62 57 47 21 3 228
37 22 33 47 40 21 0 163
31 11 51 39 44 22 7 174
34 28 92 77 81 42 5 325
29 1 22 45 70 21 45 1 205
41 43 61 109 108 64 37 422
46 2 44 78 76 65 41 3 309
39 12 76 89 68 2 247
38 34 72 96 75 19 296
42 30 52 47 73 65 42 309
6 16 57 79 82 56 15 305
13 24 47 65 91 70 14 311
5 40 62 65 54 34 8 263
2 15 52 78 62 59 23 289
12 15 34 39 36 43 56 223
22 1 25 35 20 22 21 9 133
21 9 27 16 36 18 16 0 122
16 20 21 27 22 17 18 13 138
TSC ["25 112 T 40 29 38 40 [ 47 [ 28 ] 0 234
36 2 4 13 23 21 16 16 9 104
30 56 66 63 62 70 37 354
33 19 23 15 24 23 24 1 129
27 43 35 46 22 25 18 5 12 206
32 9 19 25 26 29 28 21 23 19 7 206
40 73 34 77 79 23 19 305
44 37 58 104 96 51 35 3 10 394
45 21 35 126 99 57 32 370

Tabelle 20: Die Tabelle stellt die Einzelergebnisse der Schnitte pro Tumor beider Gruppen (AP39-
TSC und TSC) dar. Die Summe der gezahlten Punkte fir das intakte Gewebe setzt sich aus den
Ergebnissen der einzelnen ausgezéhlten Tumorgewebeschnitte zusammen. Die insgesamt
ausgewertete Schnittanzahl pro Tumor liegt zwischen 5-10 Schnitten. Die Einzelergebnisse werden
zur Ermittlung des CE (coefficient of error) bendétigt und fir die Bestimmung des Tumorvolumens des
intakten Gewebes.
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Anhang

KM |Tumorj Anzahl der Punktzahlungen fur nekrotisches Tumorgewebe pro Schnitt| Summe
Gruppe| Nr. 1 2 3 4 5 6 7 819 | 10 [Nekrose
7 19 74 162 208 152 48 663
3 32 92 116 115 78 8 441
1 0 21 19 21 22 7 8 |4 102
9 75 54 28 9 74 47 287
11 54 86 79 50 4 33 306
15 4 8 17 31 23 15 15 | 6 119
17 24 46 52 50 59 42 17 |0 290
19 0 22 53 73 31 10 189
14 31 44 46 47 28 16 0 2 214
AP39- ™56 7 36 47 52 38 0 180
TSC 28 32 36 39 39 18 1 165
37 10 35 33 31 9 0 118
31 7 47 84 72 43 7 260
34 5 27 30 33 17 1 113
29 1 62 66 42 28 58 0 257
41 9 59 63 103 127 47 408
46 12 58 67 94 75 62 13 381
39 8 85 58 50 2 203
38 19 41 79 56 3 198
42 14 59 81 82 63 27 326
6 61 106 113 116 58 7 461
13 24 137 135 117 82 20 515
5 60 118 179 155 128 24 664
2 65 117 132 120 72 15 521
12 3 51 80 95 109 77 415
22 0 6 6 16 9 3 4 44
21 33 36 51 64 66 29 6 285
16 7 28 36 37 32 12 7 159
TSC 725 16 31 42 40 52 34 | 15 Jo 230
36 0 1 7 2 5 6 4 0 25
30 44 60 69 80 42 11 306
33 10 17 16 26 23 9 1 102
27 12 31 42 51 37 27 0 |4 204
32 8 13 9 19 14 12 8 211 1 87
40 164 82 119 142 88 34 629
44 55 79 94 88 99 67 35 |1 518
45 37 69 102 118 97 42 465

Tabelle 21: Die Tabelle stellt die Einzelergebnisse der Schnitte pro Tumor beider Gruppen (AP39-
TSC und TSC) dar. Die Summe der gezahlten Punkte fiir das nekrotische Gewebe setzt sich aus den
Ergebnissen der einzelnen ausgezéhlten Tumorgewebeschnitte zusammen. Die insgesamt
ausgewertete Schnittanzahl pro Tumor liegt zwischen 5-10 Schnitten. Die Punktanzahl wird zur
Berechnung des nekrotischen Tumorvolumens bendétigt.
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Anhang

KM Maus BlutgefalRe innerhalb des vitalen Tumorgewebes
Gruppe Nr. Lange L (m) Diffusionsradius r (um)

3 74,85 35,94

11 24,84 52,40

7 39,01 62,35

1 8,13 60,57

9 29,39 47,86

15 18,20 49,42

17 30,36 59,92

19 35,24 54,28

14 34,35 51,71

AP39-TSC 26 22,07 62,75
28 34,32 60,48

37 18,86 62,72

31 31,55 56,68

34 22,01 59,29

29 27,55 63,08

42 46,94 44,76

38 58,08 49,64

46 37,41 46,79

39 50,46 46,81

41 86,43 42,85

2 63,28 39,42

5 41,72 43,80

13 25,33 45,94

6 56,17 45,19

12 26,92 53,08

22 1,27 50,26

21 48,90 49,82

16 38,96 51,40

TSC 25 31,13 56,39
36 1,60 35,44

32 5,27 64,77

30 39,00 49,87

33 22,84 59,50

27 31,11 58,43

45 123,53 34,50

44 21,24 66,59

40 58,11 39,97

Tabelle 22: Die Tabelle zeigt die stereologisch ermittelte, Blutgefa3lange L und den Diffusionsradius
der GefalRe r innerhalb des vitalen Tumorvolumens fir jeden der pankreatischen Tumore beider
Gruppen (AP39-TSC und TSC).
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