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Einleitung

1. Bedeutung von Tumorerkrankungen

1.1 Grundlagen

Krebserkrankungen gehéren nach wie vor zu den haufigsten
Todesursachen in der Bundesrepublik Deutschland. Im Jahr 2003
verstarben in Deutschland laut einer Mitteilung des Statistischen
Bundesamtes 853.946 Menschen. Zwar entfiel davon mit 396.622
Todesfallen (46,4 %) der mit Abstand gréf3te Teil auf die Erkrankungen
des Kreislaufsystems, aber mit 214.788 Todesfallen (25,2 %) folgen die
bdsartigen Neubildungen sowohl bei Mannern als auch bei Frauen auf
dem zweiten Platz. Das bedeutet, dass jeder vierte Sterbefall in der
Bundesrepublik im Jahr 2003 auf eine Krebserkrankung zurickzufihren
war (alle Angaben laut Statistischem Bundesamt, Wiesbaden). Dies
entspricht in etwa der Bevolkerung einer Stadt wie Lubeck, Erfurt oder
Aachen. Das Statistische Bundesamt in Wiesbaden geht in seinem Bericht
,Krankheitskosten 2002“ davon aus, dass den Menschen allein in der
Bundesrepublik Deutschland im Jahr 2002 3.216.000 Lebensjahre in
Folge von Neubildungen verloren gingen. Hiervon entfallen nahezu gleich
viele Jahre auf Frauen und Manner (1.607.000 zu 1.609.000

Lebensjahre).

1.2 Risikofaktoren
Zwar lieBe sich die Inzidenz gewisser Krebserkrankungen durch die
Vermeidung beziehungsweise Beseitigung von Risikofaktoren senken. Als
Beispiele hierfir sind der Verzicht auf alle Arten des Tabakkonsums, zur
Reduktion der Neoplasmen des respiratorischen Systems, oder die
konsequente Eradikation bestehender Helikobakter pylori Infektionen, die
malf3geblich zur Entstehung von Magenkarzinomen beitragen (Marshall et
al.,2005), zu nennen. Bei anderen Risikofaktoren liegt die Exposition aber
bereits Jahrzehnte zuriick, den erhdhten Asbestkonzentrationen bei der
6



Verarbeitung von Dammestoffen in den sechziger und siebziger Jahren des
letzten Jahrhundert oder den hohen Strahlenbelastungen in den Anfangen
der Kernenergie und der Strahlendiagnostik werden heute noch etliche

Krebsneuerkrankungen zugeschrieben.

1.3 Altersstruktur

Dem grofdten Risikofaktor sind alle Menschen jedoch gleichermalRen
ausgesetzt: dem Altern. Krebs ist und bleibt eine Erkrankung, die altere
Menschen weitaus haufiger beféllt als jiungere. Das Risiko an einem
bosartigen Tumor zu erkranken, ist fur 80 jahrige Ménner in Deutschland
300 mal groRer, das gleichaltriger Frauen 200 mal gro3er als das Risiko
10 bis 15 jahriger gleichen Geschlechts (aus ,Entwicklung der
Uberlebensraten von Krebspatienten in Deutschland”, Robert Koch
Institut, 1999). Da die Bevdlkerung der Bundesrepublik im Schnitt in den
letzten Jahrzehnten durchschnittlich immer &lter geworden ist, was in
erster Linie auf die steigende mittlere Lebenserwartung und die
gesunkenen Geburtenraten zurtickzufuihren ist, ist zu erwarten, dass die

Bedeutung der Krebserkrankungen noch weiter zunehmen wird.

So lassen auch die Aufzeichnungen des Krebsregisters des Saarlandes

einen Anstieg der Inzidenz von bdsartigen Tumoren erkennen.

Dies bedeutet jedoch nicht, dass Krebs fir junge Menschen ohne
Bedeutung ist. Das Nephroblastom (Wilms Tumor), die akute
lymphatische Leuk&amie oder das Medulloblastom sind nur einige Beispiele
fur Tumoren, die in erster Linie oder ausschlieBlich Kinder und

Jugendliche befallen.

1.4 Krankheitskosten

Abgesehen von der personlichen Tragddie, die fiur die Erkrankten entsteht,
stellen die boOsartigen Neoplasien auch eine enorme Belastung flur die
Volkswirtschaft dar. Das Statistische Bundesamt beziffert die Kosten, die
durch Krebserkrankungen verursacht werden, fir das Jahr 2002 auf
14.700.000.000 Euro (laut ,Krankheitskosten 2002“ Statistisches



Bundesamt, Wiesbaden, Juli 2004). Das entspricht bei einer Bevolkerung

von circa 82,5 Millionen Einwohnern etwa 178 Euro pro Person und Jahr.

1.5 Therapiefortschritte

Nicht zuletzt aufgrund der hohen Aufwendungen in der Krebsforschung ist
es in den letzten Jahrzehnten gelungen, sowohl den prozentuellen Anteil
der Erkrankten, die geheilt werden kénnen, zu erhdhen (bei Frauen von
44% auf 49% und bei Mannern sogar von 25% auf 37% im Zeitraum von
1970 bis 1988 (aus ,Entwicklung der Uberlebensraten von Krebspatienten
in Deutschland®, Robert Koch Institut, Berlin, 1999)), als auch die globale
Mortalitat (Abb. 1, Datenbank des Robert Koch Instituts, www.rki.de,

5.6.2005) der Krebserkrankungen in der Bundesrepublik zu senken.

1.6 Pankreaskarzinom

Diese Fortschritte betreffen aber leider nicht alle Erkrankungen im
gleichen Male. Wahrend in der Behandlung der unterschiedlichen
Formen des Hodenkrebses, unter anderem durch die Einfihrung neuer
Chemotherapeutika (Huddart et al., 2005), die Mortalitat in den neunziger
Jahren mehr als halbiert werden konnte (von 0,9/100000 1990 auf
0,4/100000 2000), lieRen sich in der Behandlung des Pankreaskarzinoms
kaum Fortschritte erzielen, die eine signifikante Erh6hung der 5-Jahres-
Uberlebensrate erreichen kénnen. Sie liegt derzeit immer noch bei
insgesamt unter 5% fur alle Erkrankten und zwischen 20% und 25% fur
Patienten, bei denen eine komplette chirurgische Resektion gelingt (Loos
et al., 2009). Lediglich die mediane Uberlebenszeit konnte um wenige
Monate verlangert werden und liegt derzeit bei 12 Monaten (Ann et al.,
2005; Lockhart et al., 2005; Wray et al., 2005). Es verwundert also nicht,
dass die Mortalitat des Pankreaskarzinoms entgegen dem Trend aller
Krebserkrankungen zwischen 1990 und 2000 sogar gestiegen ist und
zwar bei beiden Geschlechtern (von 7,8/100000 auf 8,6/100000 bei
Frauen und von 12,2/100000 auf 12,5/100000 bei M&nnern).



Krebsmortalat in der Bundesrepublik Deutschland
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Abb.1.1 Krebsmortalitat in der Bundesrepublik Deutschland von 1990 bis
2000

Der einzige kurative Ansatz, der sich bei der Behandlung des
Pankreaskarzinoms bietet, ist nach wie vor die nur im frGhen Stadium
sinnvolle, chirurgische Resektion. Allerdings bietet auch diese meist sehr
ausgedehnte Operation, die fiur den Patienten mit erheblichen
Belastungen  verbunden ist und meist mit Chemo- oder
Radiochemotherapie kombiniert werden muss, nur Heilungschancen von
selten mehr als 20% (Abe et al., 2005; Delpero et al., 2004; Nagakawa et
al., 2004).

Es bleibt also festzustellen, dass die Therapie des Pankreaskarzinoms
eine der groRen Herausforderungen der Krebsforschung darstellt, die mit

den althergebrachten Methoden kaum zu bewaltigen scheint.



2. Tumorangiogenese

2.1 Grundlagen

Als einer der vielversprechendsten neuen Ansatze in der Tumorforschung
erscheint die Modulation der Angiogenese, denn das Wachstum neuer
Blutgefalie ist essentiell fir das Wachstum bdsartiger Tumore.

Ein Tumor kann nur die Fahigkeit erlangen, zu einer GrélRe
heranzuwachsen, die klinisch nachweisbar ist, zu metastasieren oder den
Organismus, in dem er wachst, zu téten, wenn es ihm gelingt, Anschluss
an dessen BlutgefalRe zu finden.

Die Tatsache, dass eine Zelle unter dem Einfluss von verschiedenen
Onkogenen und dem Versagen von Tumorsupressorgenen zu einer
Krebszelle mutiert, genlugt also noch nicht allein, um sich zu einer
lebensbedrohlichen Erkrankung zu entwickeln.

Erst wenn der Tumor in der Lage ist, seine eigenen Blutgefal3e zu bilden
und zu unterhalten, wird er fur den Menschen zur tédlichen Bedrohung.
Dieser Vorgang des Einwachsens neuer Blutgefalle  wird
Tumorangiogenese genannt (Hanahan et al., 2000). Tumoren, die nicht in
der Lage sind, Angiogenese herbeizufiihren, wachsen nicht Uber eine
Grol3e hinaus, in der sie gewdhnlich nur dann tberhaupt bemerkt werden,
wenn sie sich an sichtbaren Stellen wie der Haut oder der sichtbaren
Schleimhaute befinden (Achilles et al., 2001).

Die physiologische Angiogenese, wie sie im Wachstum trainierter
Muskulatur oder in der Wundheilung stattfindet, unterliegt strengen
Regulationsmechanismen (Hurdlicka, 1982; Hoppeler et al., 1988; Adair et
al., 1990).

Die Neubildung von BlutgefafRen ist ein sehr komplexer Vorgang, bei dem
unterschiedlichste Prozesse nebeneinander ablaufen. Dazu z&hlen: die
Proliferation von Gefal3endothel, der Abbau der eigenen Basalmembran,
das Einwachsen in die extrazellulare Matrix und das Ausbilden der
Rohrenform (Aussprunk et al., 1977; Klagsbrun et al.,1999).

Wenn die Regulationsmechanismen der Angiogenese versagen, wird sie
zum pathologischen Vorgang, der, wenn er lange genug anhalt, das
Fortschreiten unterschiedlichster Krankheiten férdern kann (Folkman et

al., 1992).
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2.2 Historisches

Bereits seit dem 19. Jahrhundert ist bekannt, dass Tumoren uber eine
bessere Gefallversorgung als das ubliche Gewebe verfigen (Warren,
1979). Dieses Phanomen wurde lange Zeit auf eine massive Dilatation der
vorbestehenden Gefal3e zurlckgefuhrt (Coman et al., 1946). Man ging
davon aus, dass es sich um einen Nebeneffekt handelt, der als Reaktion
auf Stoffwechselprodukte des Tumors und durch ausgeschwemmte
Anteile nekrotischen Tumorgewebes hervorgerufen wird. Es gab zwar
Mitte des 20. Jahrhundert erste Veroffentlichungen, in denen die Frage
der Gefal3neubildung behandelt wurde (lde et al., 1939; Algire et al., 1947;
Algire et al., 1945), aber die Diskussion, ob ein Tumor, der sich
gréfRenmafiig im Bereich von Zentimetern bewegt, in der Lage wére, sich
ausschlief3lich durch Diffusion zu erndhren, hielt noch einige Jahrzehnte
an (Day, 1964).

1971 entwickelte J. Folkman ein Modell, in dem die Angiogenese eine
entscheidende Rolle in der Tumorentwicklung spielte (Folkman, 1971). Er
ging von einem komplexen Wechselspiel aus, in dem der Tumor die
Endothelzellen zum Wachstum stimuliert, die dann wiederum durch die
neu gebildeten, den Tumor erndhrenden Gefalle diesem weiteres
Wachstum ermoglichen. Des Weiteren sah Folkman in diesem Vorgang
einen Ansatz flr zuklnftige Therapieoptionen. Die Basis dieser
Uberlegungen waren Experimente aus den friilhen sechziger Jahren, in
denen Folkman und Becker das Tumorwachstum in isoliert perfundierten
Organen untersucht hatten und sich herausstellte, dass das
Tumorwachstum ohne Vaskularisation streng begrenzt ist (Folkman et al.,
1963).

Diese damals wenig akzeptierten Erkenntnisse haben sich mittlerweile zu
einem der meist untersuchten Felder der Tumorbiologie entwickelt. Durch
neue Methoden, die sich in der Medizin er6ffnet haben, ist es mdglich
geworden, die Zusammenhénge immer genauer zu untersuchen und zu
verstehen. Aktuell ist es so, dass wochentlich etwa 40 Veroffentlichungen

erscheinen, die sich mit Angiogenese befassen.
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2.3 Studienergebnisse

In diesen Studien wurden viele Untersuchungen durchgefihrt, die zum
Verstandnis der Angiogenese im Zusammenhang mit Tumorwachstum
beitrugen. Beispiele hierfur sind:

- In zweidimensionalen Kulturen wachsen Tumoren, denen frisches
Nahrmedium zur Verfugung gestellt wird, unbegrenzt. Lasst man die
Kulturen jedoch in einem weichen Nahrmedium dreidimensional wachsen,
stol3en sie bei einem Durchmesser von wenigen Millimetern an eine
Grenze (Folkman et al., 1973).

- Einige Tumorarten bilden Symptome aus, die man heute der
Angiogenese zuschreibt, beispielsweise das Einsprossen von Gefalien in
die Augenvorderkammer beim Retinoblastom, einem Tumor des hinteren
Auges. Ein Teil der von Krebserkrankungen hervorgerufenen Symptome
wie die Hyperkoagulation, die iberméfige Produktion von Hormonen und
die Kachexie folgt der Gegenwart biologisch aktiver Peptide, die aus dem
vaskularisierten Tumor ausgeschwemmt werden. Daraus folgt, dass eine
fruhe antiangiogene Therapie diese Symptome bekampfen konnte
(Folkman, 2003).

- Bevor die Neovaskularisation beginnt oder wenn Kkeine
Neovaskularisation stattfindet, bewegt sich die Gréf3e eines Tumors im
Bereich weniger Kubikmillimeter. Dies bedeutet jedoch nicht, dass der
Tumor langsam wachst. Es gibt Studien, die belegen, dass sich der
Zellumsatz nicht wesentlich von dem grél3erer Tumore unterscheidet, der
Unterschied besteht darin, dass sich ein FlieRBgleichgewicht aus neu
gebildeten Zellen und apoptotischen Zellen bildet (Udagawa et al., 2000).

- Das Wachstum von Gehirntumoren in Nacktmdusen kann verhindert
oder signifikant verlangsamt werden, wenn ein inaktiver Mutant des
Rezeptors fur das Protein VEGF, welches essentiell fur das
GefaRwachstum ist, durch ein Retrovirus in die Zelle geschleust wird
(Millauer, 1994).

- Das Ausschalten des ras-Onkogens in Melanomen flhrte zu massiver
Apoptose der Endothelzellen in den Tumor innerhalb von sechs Stunden.
Das Absterben von Tumorzellen beginnt innerhalb weniger Tage und nach

zwolf Tagen waren die Tumore verschwunden (Chin, 1999).
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2.4 Angiogenetic Switch

Die Entartung einer Zelle zur Tumorzelle und der Beginn des
Gefallwachstums sind zwei unterschiedliche Vorgénge, die in der Regel
nicht zum selben Zeitpunkt eintreten. Einige Malignome, wie das
Zervixkarzinom der Frau, bilden bereits im prakanzerotischen Stadium der
Dysplasie neue Gefal3e (Silman, 1982). Viele andere Malignome hingegen
verbleiben langere Zeit in einem Zustand, in dem sie noch keine neuen
Gefalie ausbilden, bevor sie angiogen aktiv werden (Hanahan, 2002).
Welche molekularen Mechanismen diesen Wechsel zum angiogen aktiven
Tumor ermoglichen, ist und war Gegenstand zahlreicher Studien. Das
erste Protein, das als Baustein in diesem Mosaik entdeckt wurde, war der
basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) im Jahre 1982 (Shin, 1984).
Abnormal hohe bFGF Werte wurden im Urin von Krebspatienten sowie im
Liquor Cerebrospinalis von Patienten mit verschiedenen Gehirntumoren
gefunden (Li, 1994; Nguyen, 1994). Eine hohe Konzentration des bFGF
im Blut von Patienten mit Nierenzellkarzinomen gibt Anhalt auf eine
schlechte Prognose (Nanus et al., 1993). Es stimuliert die Zellteilung der
Endothelzellen und fordert deren Einwachsen in die Peripherie. Es ist bis
heute allerdings nicht vollstandig geklart, wie das bFGF aus den Zellen
gelangt, da es keine Sekretionssequenz auf seinem Genlokus tragt.
Aktuelle Arbeiten beschéftigen sich mit der Mdglichkeit, dass ein zweites
bFGF-bindendes Protein das bFGF im Huckepackverfahren aus der Zelle
hinaus beftrdert (Aigner et al., 2001; Czubayko et al., 1994; Sherif et al,
2001).
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Die folgende Tabelle fasst die bedeutendsten Promotoren der

Angiogenese zusammen.

Tabelle 1: Angiogenese Faktoren und das Jahr ihrer Entdeckung aus Folkman Tumor

angiogenesis, 2003

Angiogenese Faktor Jahr
FGF beta 1984
FGF alpha 1984
Angiogenin 1985
Transforming growth factor alpha 1986
Transforming growth factor beta 1986
Tumor necrosis factor alpha 1987
Vascular endothelial growth factor (VEGF/VPF) 1983+1989
Platelet derived endothelial growth factor 1989
Granulocyte colony-stimulating factor 1991
Placental growth factor 1991
Interleukin-8 1992
Hepatocyte growth factor 1993
Proliferin 1994
Angiopoietin-1 1996
Leptin 1998

2.5 Metastasierung

Die Metastasierung ist ein Vorgang, der voraussetzt, dass eine Tumorzelle
sich aus dem soliden Tumor herauslost, Gber ein Gefald in die Peripherie
transportiert wird, dort im Gewebe hangen bleibt und schliel3lich anfangt
zu wachsen und Anschluss an das Gefal3system gewinnt. Es ist also fir
die erfolgreiche Metastasierung am Anfang und am Ende die Angiogenese
von Noten (Zetter, 1998; Nicolson, 1979). Es gibt Studien, die einen
Zusammenhang zwischen der Gefalidichte innerhalb des Tumors, der
Anzahl der ausgeschwemmten Tumorzellen und der Anzahl der
Lungenmetastasen zeigen (Liotta et al., 1976; Dvorak et al., 1988). bFGF
und VEGF konnen durch ihre enzymatischen Aktivitaten die
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Basalmembran fir die Tumorzellen durchlassig machen und so den Weg
fur die Metastasierung ebnen (Kalebic et al., 1983; Nagy et al., 1989). Die
Zellen beginnen nicht in jedem Fall mit dem Wachstum. Sie bleiben
mitunter jahrelang mikroskopisch klein. Eine haufige Spatkomplikation des
Mammakarzinoms ist das Wachstum von Fernmetastasen mehrere Jahre
nach Entfernung des Primarius. Was die versprengten Tumorzellen nach
so langer Zeit zum Wachstum anregt oder zur Neovaskularisation
befahigt, ist eine noch offene Frage der Krebsforschung. In jedem Fall
bietet die Antiangiogenese in der Frage der Bekampfung der
Metastasierung ebenso viele Erfolg versprechende Ansatze, wie in der
Behandlung des Primartumors.

3. Antiangiogenese

3.1 Bedeutung

Die auf den vorherigen Seiten dargelegten Forschungsergebnisse
vermitteln einen Eindruck des Anteils, den die Angiogenese am
Tumorwachstum hat. Es verwundert daher nicht, dass, seitdem diese
Zusammenhange immer genauer verstanden werden, grof3e
Anstrengungen unternommen werden, auf der Basis diesen Wissens
Therapieoptionen fir unterschiedliche Krebserkrankungen zu erlangen.
Uberall auf der Welt laufen Studien mit dem Ziel, Medikamente mit
antiangiogener Wirkungsweise zu entwickeln.

Der Her2/neu Rezeptor Antagonist Trastuzumab (Herceptin) ist ein
Beispiel fur ein Medikament, das in der Lage ist, das Uberleben von 25%
bis 30% der Mammakarzinom Patientinnen zu verbessern, und dessen
Wirkungsweise hauptsachlich auf Hemmung von Angiogenese Faktoren
(TGF-beta, angiopoetin und plasminogen aktivator inhibitor) beruht
(McNeil C, 1998).

Die Uberlegenheit der Trastuzumab beinhaltenden Therapien sind
inzwischen sehr sorgfaltig Gberprift worden und es ist inzwischen nahezu
unbestritten, dass die Einfihrung dieses Medikaments ein Meilenstein in

der Behandlung des Brustkrebses war (Emens, 2005).
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Die immunhistochemische Uberprifung des Her2/neu Rezeptorstatus und
die Ausrichtung der Therapie darauf, gehdrt mittlerweile zum absoluten
Standard der modernen Brustkrebstherapie.

Im Februar 2004 folgte dann die Zulassung des Rezeptorantagonisten
gegen VEGF Rezeptoren Bevacizumab (Avastin) in den Vereinigten
Staaten. Dieses Medikament ist in Kombination mit herkdmmlichen
Chemotherapeutika z.B. 5-Flourouracil oder Oxaliplatin in der Lage, das
Gesamtiuberleben und das progressionsfreie Intervall von Patienten mit
metastasierten kolorektalen Karzinomen signifikant zu verlangern
(Olszewski et al.,, 2005). Es laufen derzeit Studien, die auch in der
Behandlung des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms, des
Nierenzellkarzinoms  und diverser  anderer  solider  Tumore
vielversprechende Zwischenergebnisse erzielen konnten (Midgeley et al.,
2005).

3.2 Endogene Inhibitoren

Die Angiogenese unterliegt unter physiologischen Bedingungen in Vivo
einer Reihe von Kontrollmechanismen. Es wurden bisher 27 endogene
Inhibitoren (Tabelle 2), teils Proteine und teils kleinere Molekile,
identifiziert. Man kann sie grob in zwei Gruppen einteilen: Zum einen die,
die sich von der extrazellularer Matrix ableiten, zum anderen die, die
anderen Ursprungs sind. Auf die genaue Wirkungsweise aller 27
Inhibitoren kann an dieser Stelle nicht eingegangen werden, es wird zu
diesem Zweck auf die im Literaturanhang genannten Artikel verwiesen.
Ihre Aufgabe ist es, eine UberschielRende Aktivitat der Angiogenese, die ja
eine der Grundbedingungen fur die Entstehung klinisch relevanter Tumore
darstellt, zu verhindern. Mit dem Versagen der Angiogeneseinhibitoren ist
somit neben dem Auftreten der proangiogenetischen Wachstumsfaktoren
ein zweiter Mechanismus denkbar, der zum Angiogenetic Switch fihrt,
beziehungsweise zu ihm beitragt. lhrer Erforschung wird daher ebenfalls
hochste klinische Relevanz bei der Entwicklung kommender
Therapieoptionen beigemessen. So sind Endostatin und Angiostatin
bereits Gegenstand klinischer Phase Il/1ll Studien (Ziche et al., 2004).
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Mit der Entdeckung der endogenen Angiogeneseinhibitoren konnte ein
lange unerklartes Ré&tsel der Tumorforschung geldst werden. Es war
bekannt, dass bei Entfernung bestimmter Primartumore (z.B. Mamma Ca,
Kolon CA, Osteosarkome) ein rasantes Wachstum von Metastasen
einsetzen kann (Sugarbaker et al., 1977). Die Erkenntnis, dass der Tumor
selbst in der Lage ist, antiangiogene Stoffe freizusetzen, die das
Wachstum der Metastasen bremsen, konnte dieses Phanomen erklaren
(Rastinejad et al., 1989). Es gibt sogar beschriebene Falle, in denen ein
zweiter Tumor einen Tumor und dessen Metastasen suprimiert (Himmele
et al., 1986). Dies legte selbstverstandlich nahe, dass es nicht immer
ratsam ist, einen Primartumor so frih wie madglich zu entfernen,

insbesondere wenn Fernmetastasierung bekannt ist.

Tabelle 2: Endogene Angiogenese Inhibitoren (aus Nyberg P et al., 2005)
Angiogenese Inhibitor Matrix abgeleitet Jahr
Thrombospondin 1 Ja 1990
Plattchen Faktor 4 Nein 1990
Interferone Nein 1991
Prolaktin Fragment Nein 1991
Endorepellin Ja 1994
2-Methoxyestradiol Nein 1994
Interleukine Nein 1995
Anastellin Ja 1996
|6sliche FMS like Tyrosin Kinase | Nein 1996
Endostatin Ja 1997
Tumstatin Ja 1997
Angiostatin Nein 1997
Prothrombin Nein 1998
PEX Nein 1998
Endostatin like Fragment vom Typ Kollagen | Ja 1999
XV

Antithrombin 11l Spaltprodukte Nein 1999
PEDF Nein 1999
Troponin | Nein 1999
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Vasostatin Nein 1999
Thrombospondin 2 Ja 1999
Arresten Ja 2000
Canstatin Ja 2000
Fibulin 1D Ja 2002
Chondromodulin | Nein 2002
TIMP Nein 2002
Fibulin 5 Ja 2004

3.3 Wirkungsweisen
Folkman schlagt vor, die Angiogenese Inhibitoren in zwei Gruppen

einzuteilen, die indirekten und die direkten (Folkman et al., 2003).

3.3.1 Indirekte Inhibitoren

Die Stoffe, die gegen die Angiogenese wirken, indem sie einen Rezeptor
blockieren, ein Tumorprodukt blockieren oder die Expression eines
Faktors durch die Tumorzelle verhindern bzw. mindern, nennt man
indirekte Angiogenese Inhibitoren (Kerbel et al., 2002).

Bei den bisher zur Markteinfihrung gebrachten Medikamenten Avastatin
und Herceptin handelt es sich um Rezeptorantagonisten und somit um
indirekte Inhibitoren.

Der gro3e Nachteil der Rezeptorantagonisten ist, dass sie nur in der Lage
sind, einen oder wenige vom Tumor gebildeten Angiogenese Faktoren zu
blockieren. Induziert eine Tumorzelle die Angiogenese auf
unterschiedlichen Wegen, kénnen die anderen Faktoren im Verlauf an
Bedeutung gewinnen und der Tumor wird gegen das Medikament
resistent.

Es gibt aber auch Tumore, die ausschliel3lich oder hauptsachlich bFGF als
Angiogenese Faktor synthetisieren, z.B. der Riesen-Zell-Tumor des
Knochens oder das Angioblastom. Diese Tumore kann man uber Jahre
mit Interferon alpha therapieren, um das bFGF zu antagonisieren, ohne
dass es zur Resistenzentwicklung kommt (Marler et al., 2002; Niemela et
al., 2001).
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3.3.2 Direkte Inhibitoren

Die direkten Angiogenese Inhibitoren wirken, indem sie in der
Endothelzelle deren Teilung blockieren, ihr Wachstum hemmen oder den
Lebenszyklus der Zelle verkirzen. Man teilt die Angiogenese Inhibitoren in
drei unterschiedliche Gruppen (Folkman et al., 2003):

1. Einige synthetisch hergestellte Peptid Inhibitoren, z.B. Integrin
Antagonisten oder Inhibitoren von Metalloproteinasen,

2. Niedrig molekulare Verbindungen wie Thalidomid oder
Tetrahydrokortisol,

3. Endogene Inhibitoren, die in der Zelle die Reaktion auf ein weites
Spektrum von Angiogenese Promotoren unterdricken, z.B.
Angiostatin, Endostatin, PEX oder Interferon alpha.

Ein Vorteil direkter Angiogenese Inhibitoren ist, dass sie auf normale
Endothelzellen wirken. Diese Zellen haben eine wesentlich geringere
Neigung zu Mutationen als bereits entartete Krebszellen. Die Konsequenz
daraus ist, dass Tumoren keine Resistenzen gegen direkte Angiogenese

Inhibitoren entwickeln (Boehm et al., 2002).

3.3.3 Wirkstoffe mit unklarem Wirkmechanismus

Bei einigen Verbindungen wurde ein inhibierender Effekt zwar bereits
beschrieben, wie dieser zustande kommt, konnte allerdings noch nicht
hinreichend geklart werden.

Der in dieser Studie untersuchte Wirkstoff Cimetidin ist ein Medikament,
das in der Behandlung des Magenulkus seit langer Zeit eine Rolle spielt.
1979 stellten Armitage und Sidner fest, dass ebenfalls ein antiproliferativer

Effekt auf das Wachstum von Tumoren besteht (Armitage et al., 1979).

3.4 Ausblick

Die Zukunft wird zeigen, ob die derzeitigen Hoffnungen auf wirksame
Medikamente gegen verschiedene Tumoren mit antiangiogenem
Wirkmechanismus berechtigt sind. Es wird erwartet, dass die bereits
erreichten Erfolge erst ein Anfang sind. Die zur Marktreife gebrachten
Medikamente werden weiter untersucht, um ihre Anwendung auf andere

Tumorarten ausweiten zu kdnnen und die Wirksamkeit bei den bereits mit
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ihnen behandelten Erkrankungen durch neue Wirkstoffkombinationen oder
Therapieschemata zu optimieren (Midgeley et al., 2005; De Laurentis et
al., 2005).

Ein interessanter Ansatz, den es weiter zu untersuchen gilt, ist die
antiangiogene Therapie unter Zuhilfenahme des kérpereigenen
Immunsystems. Eine Mdglichkeit ist die Impfung gegen Epitope des VEGF
Rezeptors, um Antikorperbildung gegen diesen herbeizufiihren (Wada et
al., 2005).

Ein Problem bei all diesen Studien ist die schlechte Uberprifbarkeit im
Verlauf der Studie. Sofern es sich um tierexperimentelle Studien handelt,
ist es zumindest mdglich, nach Abschluss der Versuche durch
immunhistochemische Methoden die GefalRdichte zu bestimmen. Bei
klinischen Studien ist auch diese Mdoglichkeit nur gegeben, wenn der
Patient verstirbt und zuvor sein Einverstandnis zur Obduktion gegeben
hat.

Die Entwicklung moderner MRT gestitzter Methoden, die auf nicht
invasivem Wege, Uber die Kontrastmittelanflutung, Aufschluss Uber die
Tumordurchblutung geben, ermoglicht es, neue Erkenntnisse Uber die
Angiogenese im Verlauf und die Wirksamkeit antiangiogener Pharmaka zu

gewinnen.

4. MRT

4.1 Grundlagen

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist eine Untersuchungstechnik,
die in der Lage ist, Schnittbilder vom Inneren des menschlichen Koérpers
anzufertigen. Im Gegensatz zur Computertomographie, die hierzu
Rontgenstrahlung verwendet, werden die Bilder im MRT mit Hilfe von sehr
starken Magnetfeldern und elektromagnetischen Impulsen erzeugt.

Die Wasserstoffatomkerne des Kérpers stellen jeder einen magnetischen
Dipol dar, d.h. sie sind mit winzigen Stabmagneten vergleichbar.
Normalerweise liegen sie vollig ungeordnet im Raum. Setzt man sie einem
sehr starken Magnetfeld aus, werden sie in eine bestimmte Ausrichtung
gezwungen. Jedes Atom richtet sich nun parallel oder antiparallel zum

Magnetfeld aus. Hierbei wird die parallele Ausrichtung bevorzugt, da sie
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den energiearmeren Zustand darstellt, der quantitative Unterschied ist
allerdings nur sehr gering.
Die Wasserstoffatome, die sich sonst nur um die eigene Achse drehen,
drehen sich nun auch um die Achse des Magnetfeldes. Sie beschreiben
eine Bewegung, die man mit der
eines  angestolBenen  Kreisels
vergleichen kann. Strahlt man nun
einen elektromagnetischen Impuls
‘\\ ' T in der Resonanzfrequenz des
i Wasserstoffkerns
(Larmorfrequenz) ein, bewirkt dies

" zum einen, dass vermehrt

Abb.1.2 Prazessionsbewegung der ~ Protonen von der parallelen in die

Kerndrehachse (aus Wikipedia antiparallele Ausrichtung wechseln
http://de.wikipedia.org/wiki/Magnet _
resonanztomographie) und zum anderen, dass die

Protonen phasensynchron

schwingen. Die Kerne kehren in ihre Ausgangslage zurtick, wenn der
eingestrahlte Hochfrequenzimpuls endet, hierbei senden sie selbst einen
elektromagnetischen Impuls aus. Diesen Vorgang bezeichnet man als
Relaxation. Das von den Kernen ausgesendete Antwortsignal wird bei der
MRT von Spulen aufgefangen und zur Erzeugung des Bildes verwendet.

4.2 Historie

Pauli entwickelte 1923 als erster die Theorie, dass Atomkerne eine
Eigenrotation (Spin) sowie ein magnetisches Moment besitzen. Das
Grundprinzip der Magnetresonanz wurde hieraus 1946 unabhangig
voneinander von Bloch (Bloch, 1946) und Purcell (Purcell et al., 1946)
beschrieben. Das neue Prinzip erlangte schnell groRe Bedeutung in der
Chemie und Physik, da man mit seiner Hilfe spektroskopische
Strukturanalysen durchfuhren konnte.

1952 erhielten Bloch und Purcell fir diese Entdeckung gemeinsam den

Nobelpreis fir Physik.
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In den siebziger Jahren gelang es Lauterbur (Lauterbur, 1973) und
Damadian (Damadian et al., 1977), die Technik so weit fortzuentwickeln,
dass es gelang, Bilder des menschlichen Koérpers anzufertigen.

Daraufhin erlebte die MRT eine rasante Entwicklung. 1984 kamen die
ersten Kernspin-Tomographen fur die klinische Routine auf den Markt. Die
Untersuchungstechnik, die ohne ionisierende Strahlung auskommt und im
Gegensatz zu den Computer-Tomographen der frihen Generationen in
der Lage war, Schnittbilder in jeder beliebigen Ebene anzufertigen, wurde
zu einem unverzichtbaren Instrument des diagnostischen Spektrums. Und
die Entwicklung dauert noch an. Immer hohere Ortsauflésungen und neue
Techniken insbesondere dynamische Kontrastmitteluntersuchungen
erweitern die maoglichen Anwendungsgebiete stetig. 2003 wurden
Damadian und Lauterbur fur ihre bahnbrechenden Entwicklungen mit dem

Nobelpreis fur Medizin ausgezeichnet.

4.3 Kontrastmittel

Die diagnostischen Mdglichkeiten, die sich bei der Auswertung der
bildgebenden Verfahren ergeben, hangen entscheidend vom Kontrast der
untersuchten Strukturen zueinander ab. Mit steigendem Kontrast der
dargestellten Gewebe steigt die Genauigkeit der
Untersuchungsergebnisse. Fir die MRT werden dabei paramagnetische
oder superparamagnetische Substanzen verwendet, die die Relaxation
der Wasserstoffprotonen beeinflussen. Klinisch am haufigsten werden
Chelate der seltenen Erde Gadolinium eingesetzt, die die T1 Relaxation
stark verkirzen und in T1 gewichteten Sequenzen einen positiven

Kontrast erzeugen.

5. Die vorliegende Studie

Ziel der vorliegenden Studie war es, den 1979 erstmals beschriebenen
antiproliferativen Effekt (Armitage et al., 1979) des Cimetidins auf das
Tumorwachstum und die Rolle der Antiangiogenese hierbei, in einem
Tiermodell zu beobachten und die Frage zu beantworten, ob die

Therapieeffekte mit der MRT quantifiziert werden kénnen.
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Zu diesem Zweck wurden in immundefizienten Mausen
Pankreaskarzinome als Xenotransplantate erzeugt und diese einer 20-

tagigen Therapie mit Cimetidin oder Placebo unterzogen.

Wahrend der 20-tdgigen Untersuchungsphase wurden die Tiere
regelmalig kontrastmittelverstarkten dynamischen und hochauflésenden
MRT-Untersuchungen unterzogen, um das GroRRenwachstum und die

Durchblutung der Tumoren zu dokumentieren.
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Material und Methoden

1. Vorbereitung

1.1 Herkunft der Zellen

Bei den verwendeten Zellen handelt es sich um die Zelllinie BXxPC-3, die in
den 1980er Jahren von einer Arbeitsgruppe aus dem Roswell Park
Memorial Institute (Dr. T. M. Chu, Department of Diagnostic Immunology
Research und Biochemistry, Buffalo, NY, USA) isoliert, etabliert und
charakterisiert wurde. Sie wird kommerziell von der ATCC (American Type
Culture Collection Rockville, MD, USA) vertrieben. Sie entstammen aus
dem Tumor einer 61-jahrigen, weil3en Patientin, die 1980 in New York an
einem Pankreaskopfkarzinom erkrankte und innerhalb von sechs Monaten

daran verstarb.

1.2 Wachstumsbedingungen

Die Kultivierung erfolgte in 25 ml RPMI 1640 Zellkulturmedium (Gibco
BRL, Rockville, MD, USA), welches zu 10% hitzeinaktiviertes fotales
Kalberserum (FCS: Komplement-Inaktivierung bei 54°C fir 30 Minuten;
Gibco BRL, Rockville, MD, USA) und zu 1% Glutamin-Penicillin-
Streptomycin (GPS; Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA) enthielt. Das
Medium wurde zweimal wochentlich, spatestens jedoch jeden vierten Tag
gewechselt. Die Zellen wurden in einem mit 5% CO2 belufteten Inkubator
bei 37°C und wasserdampfgesattigter Atmosphére in 75 cm2
Zellkulturflaschen (BD Falcon Cell Culture Flasks, Franklin Lakes, NJ,
USA) kultiviert.

Zur Ernte und Subkultivierung von 90% konfluent bewachsenen Flaschen
wurden die Zellen mit 10 ml sterilem PBS Puffer (Dulbecco’s Phosphate
Bufferes Saline, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) gewaschen
und mit 5 ml 0,05% Trypsin/EDTA abgel6st. Die Reaktion wurde gestoppt
durch Resuspension von 10 ml RPMI /10% FCS / 1% GPS.
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1.3 Vorbereitung fur die Implantation

Fur die Tumorzellimplantation wurden Kulturen aus Rollkulturflaschen
verwendet, die nahezu 80% konfluente Zellen enthielten. Wie bereits
beschrieben, wurden die Rollkulturflaschen mit 20 ml PBS gewaschen, mit
15 ml 0,05% Trypsin/EDTA Losung geerntet und mit 35 ml RPMI / 10%
FCS / 1% GPS-Medium in einem 50 ml Zentrifugenréhrchen (BD
Falcon™, Conical Centrifuge Tubes, Franklin Lakes, NJ, USA)
resuspendiert, um eine Einzelsuspension zu erhalten. Zur weiteren 1:10
Verdinnung wurde 1 ml von der Zellsuspension in 9 ml RPMI / 10% FCS /
1% GPS-Medium gegeben. Aus dieser Zellsuspension wurde die Zellzahl
mittels  Partikelzahler (s. 1.4) bestimmt. Nach Ermittlung der
Gesamtzellzahl wurden die Zellen fur 10 Minuten mit 4000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in
serumfreiem RPMI 1640 so resuspendiert, dass die Konzentration der
Zellsuspension 20 x 10° Zellen/m| betrug. Bei einem Injektionsvolumen

von 200 pl pro Tier entspricht das einer Zellzahl von 4x10° pro Tier.

1.4 Zellzdhlung

Ein automatischer Partikelzéhler (Z1 Series Coulter Counter Cell and
Particle Counter, Beckman Coulter Inc., Miami, FL, USA) wurde zur
Bestimmung der Zellzahlen verwendet. Hierzu wurde aus einer
Zellsuspension 0,5 ml entnommen und mit 9,5 ml Isoton Il Diluent (Isoton
Il Azide-Free Balanced Elektrolyte Solution, Beckman Coulter Inc., Miami,
FL, USA) in einen Counter Becher gegeben.

Die Einstellungen wurden so gewahlt, dass Partikel mit einem
Durchmesser von mehr als 10,5 um (Volumen > 600 fl) erfasst wurden,
wahrend das Messvolumen 0,5 ml aus dem Counter Becher mit 10 ml
Inhalt  betrug (Ansaugapertur-Durchmesser: 100 pHm). Der
Zahlmechanismus beruht auf einer Anderung des elektrischen
Widerstandes beim Durchtritt nicht leitender Teilchen (z.B. Zellen) durch
zwei Elektroden. Hohe und Anzahl dieser Widerstandsdnderungen sind
proportional zur GréRe und Anzahl der Teilchen. Aus dem Ergebnis
errechnet sich die Konzentration der Zellsuspension wie folgt:

Zellen / ml = Zahlergebnis / 0,5 ml x 20
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Die Zahlung wurde dreimal wiederholt und der Mittelwert der errechneten

Konzentrationen als Endergebnis angenommen.

1.5 Haltungsbedingungen der Tiere

Samtliche an den Tieren vorgenommenen Eingriffe erfolgten unter
tierschutzrechtlichen  Aspekten, die  Studie wurde von der
Tierschutzkomission der Universitat Marburg genehmigt.

Die Tiere wurden im Tierstall der Nuklearmedizinischen Abteilung der
Universitatsklinik der Philipps Universitat Marburg unter
Standardbedingungen (26 ° Celsius Lufttemperatur, Licht von 8.00 — 18.00
Uhr, steriles Tierfutter und Wasser ad libitum) in Gruppen zu drei Tieren
pro Kafig gehalten. Es handelte sich um immundefiziente SCID-Mause
(Severe Combined Immuno Deficiency). Es wurden méannliche, 6 bis 8
Wochen alte Exemplare mit einem Gewicht von durchschnittlich 25 g (22g-
27g) verwendet. Am zweiten Tag nach der Lieferung wurden die Tiere auf
autoklavierte Kafige verteilt. Die Tiere lebten in einer abgesperrten,
klimatisierten und von Krankheitserregern freien Umgebung. Der Zutritt
zum Tierstall erfolgte durch eine Schleuse, in der sterile Bereichskleidung
mit Kittel, Uberschuhen, Mundschutz, Handschuhen und Haube angelegt
werden mussten. Manipulationen an den Tieren wurden ausschlief3lich
unter einer sterilen Umluft-Arbeitsbank vollzogen. Die Injektion an stets
sauberer Hautoberflache und eine prazise Tumormessung wurden
gewahrleistet, indem der Rucken der Tiere regelmaflig mit einem

elektrischen Rasierer rasiert wurde.

1.6 Tumorzell-Implantation

Die fur die Implantation vorgesehenen Tumorzellen wurden vorbereitet
und in der Konzentration 20 x 10° Zellen/ml mit sterilen Kaniilen (20 G 1
Y%, BD Microlance™, Franklin Lakes, NJ, USA) aufgezogen und
bereitgelegt.

Die Mause wurden in einer fur Kleintiere gefertigten Kammer mit Isofluran
narkotisiert (VetEQUIP inc, Pleasnton, CA, USA). Nun wurde die
narkotisierte Maus mit einem Alkoholtupfer gesaubert und erhielt eine

Injektion mit 0,2 ml (4x10° Zellen) der Tumorzellsuspension in der
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Mittellinie zwischen die Schulterblatter gespritzt. Es sollte ohne

Widerstand eine Quaddel entstehen und kein Blut nachlaufen.

1.7 Randomisierung

Fur den Beginn der Therapie sollte das Tumorvolumen zwischen 80 und
110 mm? innerhalb von 5 bis 16 Tagen erreicht werden. Es gab eine
Placebogruppe und zwei Therapiegruppen (10mg/kg KG und 100 mg/kg

KG), auf die die Tiere zugelost wurden.

1.8 Kontrastmittelzubereitung

2 ml Kontrastmittel (Magnevist, Schering, Berlin) zu 0,5 mmol
Gadopentetsaure pro ml wurden mit 8 ml 0,9 % NaCl Losung (B.Braun,
Melsungen) in eine 10 ml Spritze (Omnifix, B.Braun, Melsungen)
aufgezogen. Hiervon wurden 9 ml wieder verworfen und die Spritze mit
0,9 % NaCl Losung (B.Braun, Melsungen) aufgefillt, so dass am Ende

eine Kontrastmittelkonzentration von 0,01 mmol pro ml erzielt wurde.

1.9 MRT Planung

In der ersten Charge wurden fur die MRT Messungen der erste, der vierte,
der vierzehnte und der zwanzigste Tag nach Therapiebeginn gewahlt. Es
wurden jeweils ein Tier aus der Placebo Gruppe, ein Tier mit der
Dosierung 10 mg Cimetidin/kg KG und ein Tier mit der Dosierung 100 mg
Cimetidin/kg KG in eine Gruppe zusammengefasst und gemeinsam
untersucht. Die Therapiestarts waren der 30. Marz 2004 fir die erste
Gruppe und der 18. Juni 2004 fir die zweite Gruppe.

Der Therapiebeginn jeder Gruppe wurde so gewahlt, dass mdglichst nie
mehr als eine Gruppe pro Tag zur Messung anstand.

Es musste hierbei allerdings auch auf die Verflugbarkeit des Gerats und

der fur die Messung bendtigten Mitarbeiter Ricksicht genommen werden.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
Fr 26
Sa 27
So 28
Mo 29
Di 30 0
Mi 31 1| Messung 0
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Do 1 2 1| Messung 0
Fr 2 3 2 1 | Messung 0
Sa 3 4 3 2 1| Messung
So 4 5 | Messung 4 3 2
Mo 5 6 5 | Messung 4 3
Di 6 7 6 5 | Messung 4
Mi 7 8 7 6 5 | Messung
Do 8 9 8 7 6
Fr 9 10 9 8 7
Sa 10 11 10 9 8
So 11 12 11 10 9
Mo 12 13 12 11 10
Di 13 14 | Messung 13 12 11
Mi 14 15 14 | Messung 13 12
Do 15 16 15 14 | Messung 13
Fr 16 17 16 15 14 | Messung
Sa 17 18 17 16 15
So 18 19 18 17 16
Mo 19 20 | Messung 19 18 17
Di 20 21 20 | Messung 19 18
I 21 21 20 | Messung 19
Do 22 21 20 | Messung
Fr 23 21
Abb.2.1 Der Zeitplan fur die erste Messcharge.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5
Fr 18 0
Sa 19 1| Messung
So 20 2 0
Mo | 21 3 1| Messung 0
Di 22 4 2 1| Messung
Mi 23 5 3 2 0
Do 24 6 4 3 1| Messung
Fr 25 7 5 4 2
Sa | 26 8 6 5 3
So 27 9 7 6 4 0
Mo | 28 10 8 7 5 1| Messung
Di 29 11 9 8 6 2
Mi 30 12 10 9 7 3
Do 1 13 11 10 8 4
Fr 2 14 | Messung 12 11 9 5
Sa 3 15 13 12 10 6
So 4 16 14 | Messung 13 11 7
Mo 5 17 15 14 | Messung 12 8
Di 6 18 16 15 13 9
Mi 7 19 17 16 14 | Messung 10
Do 8 20 | Messung 18 17 15 11
Fr 9 21 19 18 16 12
Sa 10 22 20 | Messung 19 17 13
So 11 23 21 20 | Messung 18 14 | Messung
Mo | 12 24 22 21 19 15
Di 13 25 23 22 20 16
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Mi 14 26 24 23 21 | Messung 17
Do 15 27 25 24 22 18
Fr 16 28 26 25 23 19
Sa 17 29 27 26 24 20 | Messung
So 18 30 28 27 25 21
Mo | 19 31 29 28 26 22
Di 20 32 30 29 27 23
Mi 21 33 31 30 28 24
Do 22 34 32 31 29 25
Fr 23 35 | Messung 33 32 30 26
Sa 24 34 33 31 27
So 25 35 34 32 28
Mo 26 36 | Messung 35 33 29
Di 27 36 | Messung 34 30
Mi 28 35 31
Do 29 36 | Messung 32
Fr 30 33
Sa 31 34
So 1 35
Mo 2 36 | Messung

Abb. 2.2 Der Zeitplan fur die zweite Messcharge

1.10 Vorbereitung der Tiere zur Messung

Die Tiere wurden durch eine intraperitoneale Injektion von 0,25 ml einer
Losung bestehend aus 12 % Ketamin (Hostaket, Hoechst), 8 % Xylazin
(Rompun, Bayer) und 80 % 0,9 prozentiger NaCL Loésung (B.Braun,
Melsungen) narkotisiert.

Unmittelbar nach der Injektion wurden die Tiere bis zum Eintreten der
vollstdndigen Bewusstlosigkeit nach circa 3 Minuten in einen
abgedunkelten Kafig verbracht.

Fur die Messung erfolgte die Fixierung der Tiere auf 4 cm breiten und 15
cm langen Pappstreifen mit Klebestreifen (Leukosilk 2,5cm, 3M) tber dem
Hals, dem Rumpf, der Schwanzwurzel sowie der Schwanzspitze. Als
Unterlage diente ein steriles Tuch.

Eine der beiden Schwanzvenen wurde mit einer 30G (0,3 mm) starken
Kanule (BD Medical Systems, Drogheda, Irland) punktiert.

Die Nadel wurde mit einem Klebestreifen fixiert und mit einem 60 cm
langen Verbindungsschlauch (PVCT6.0-60-P-FM; William Cook Europe,

Bjaeverskov, Ddnemark) verbunden, der mit Kontrastmittel geftllt war.
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Am Ende des Schlauches wurde eine 1ml Spritze (Plastipak; Becton

Dickinson, Madrid, Spanien) angeschlossen, die ebenfalls mit

Kontrastmittel befillt wurde.

Abb. 2.3 Narkotisierte und fur die MRT Messung vorbereitete Maus

2. Messungen

2.1 MRT-Kontrastmittel

Als Kontrastmittel wird Gadolinium-DTPA verwendet. Gadolinium ist eine
der so genannten seltenen Erden, wobei es sich um die historische
Bezeichnung einer Gruppe von 17 chemischen Elementen handelt. Der
Name ist allerdings denkbar unzutreffend, da seltene Erden reine Metalle
und keine Erden im Sinne der historischen Bezeichnung fur Oxide sind.
Zudem sind sie auch nicht selten. Einige von ihnen kommen viel haufiger
als beispielsweise Gold oder Silber vor.

Da ein Gadoliniumteilchen Uber sieben ungepaarte Elektronen verfugt,
gehort es zu den starksten paramagnetischen Substanzen. Jedes
Gadolinium-Atom stellt somit ein lokales Magnetfeld dar.

Die Fluktuationsfrequenzen dieser Magnetfelder stimmen mit der

Lamorfrequenz der Protonen Uberein. Dadurch werden vermehrt
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Ubergange der Protonen zwischen den Energieniveaus induziert und die
T1l Relaxationszeit wird verkirzt. Dies fuhrt zu einer gesteigerten

Signalintensitat in T1 gewichteten Bildern.

2.2 MRT

Die Bilder wurden mit einem 1,0 Tesla Scanner (Magnetom Expert,
Siemens, Erlangen, Deutschland) mit einer Anstiegszeit von 1200 p
Sekunden und 20 mT/m maximaler Gradienten Feldstarke erzeugt. Um
das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis zu steigern, benutzten wir eine extra
angefertigte Kleintierspule, wie in Vorarbeiten bereits beschrieben
(Heverhagen JT et al, 2004). Es handelte sich hierbei um eine
modifizierte Sattelspule mit einer Lange von 10 cm mit einem

Innendurchmesser von 4,2 cm.

2.3 Verwendete MRT Sequenzen

In drei Ebenen wurden Localizer Sequenzen angefertigt.

0,2 ml Kontrastmittelldosung entsprechend 0,02 mmol Gadopentetsaure
wurden in die Schwanzvene injiziert. Wahrend und nach der Injektion
wurde zur Analyse der Kontrastmittelanflutung ein schnelle Gradienten
Echo Sequenz (Flash 2D, TR: 150 ms; TE: 11 ms; FA 70°; FoV 80mm x
40mm; Matrix 64 x 128; 6 Schichten; Schichtdicke 3 mm; 30
Wiederholungen; Untersuchungszeit 30 x 12 sek = 6 min) angefertigt.

Die Injektion erfolgte nach der zweiten Messung.

Zur Analyse der Tumormorphologie, fur die MRT gestiutzte
Volumenberechnung und zum Vergleich mit der dynamischen
kontrastmittelverstarkten Messung fertigten wir im Anschluss eine DESS
Sequenz (3D double echo in steady state TR: 26,8 ms; TE: 9,0 ms; FA:
40° FoV: 80mm x 40mm; Matrix 256 x 128; 40 Schichten; Schichtdicke:

0,9 mm; 1 Messung; Untersuchungszeit 5min 30sek) an.
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Abb. 2.4: Siemens Somatom. Ein solches Modell wurde fiir die MRT

Untersuchungen verwendet.

2.4 Datensicherung
Die Datensatze wurden auf optischen Datentragern (DEC-S65MO 654MB;
Pioneer New Media Technologies INC, Long Beach, USA) gespeichert.

3. Auswertung

3.1 Software-Plattform

Fur die Auswertung der Daten wurde ILAB4 verwendet, eine Software
Plattform fur Forschung, Entwicklung und klinische Evaluation. Enthalten
sind Werkzeuge zur quantitativen Analyse von Anreicherungskurven,
pixelbasierten Falschfarbenanalyse verschiedener Parameter und zum
Vergleich von Datensatzen, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten
angefertigt wurden. Des Weiteren sind eine Bewegungskorrektur und ein
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Zwei-Kompartimenten-Modell zur Untersuchung der Gewebsperfusion
enthalten. Entwickelt wurde die Software im Rahmen des VICORA
Projekts (Virtual Institute for Computer Assisted Radiology www.vicora.de)
als Kooperation zwischen Mevis (Zentrum fir Medizinische
Diagnosesysteme und Visualisierung, Universitat Bremen) und der

Abteilung fir Strahlendiagnostik der Phillips Universitat Marburg.

3.2 Bildauswertung

Die am Kernspintomographen erzeugten Bilder wurden Uber ein lokales
Netzwerk auf eine externe Workstation im DICOM 3 Format Ubertragen.
Die dynamische Auswertung erfolgte mit Hilfe der

Bildverarbeitungsanwendung Dynavision (ILAB 4, Mevis, Bremen).

3.2.1 Dynamische Auswertung

3.2.1.1 Falschfarbenanalyse

Die Falschfarbenanalyse dient der besseren Ubersichtlichkeit der
gewonnenen Daten. Sie ermdglicht es die Ergebnisse der Ein- und
Auswaschphase fur jeden Pixel in einem einzigen Bild darzustellen. Dies
gelingt, indem der Washin helligkeitskodiert und der WashOut farbkodiert
wird. Schneller Washin wird heller dargestellt als langsamer, beim
Washout reicht das Spektrum von blau fur langsamen WashOut Uber grin
zu rot fir sehr schnellen WashOut. Diese Ubersicht ermdglicht es aus
dem sehr grol3en Pool gewonnener Daten diejenigen herauszufiltern, in
denen Veranderungen am deutlichsten zu Tage treten. Analog hierzu gilt,
dass es leichter fallt, die Regionen des Tumors, die am starksten
reagieren, zu identifizieren.

Das Analysemodul von Dynavision wird gestartet. Um gezielt den Tumor
untersuchen zu kdnnen, wird ein Messzeitpunkt gewdahlt, zu dem die
Kontrastmittelanflutung ihren HoOhepunkt erreicht hat, da in diesen
Messungen der Tumor am besten zu identifizieren ist. In den Tumor wird
eine ROI (Region of Interest) eingezeichnet. Der Viewer wird von Raw auf
Dynamics gestellt. Die Zeitpunkte Tla (Beginn der Einwaschphase =
Kontrastmittelapplikation), T2a  (Wechsel von Einwasch  zu

Auswaschphase = Signalpeak) und T3a (Ende der Auswaschphase =
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Ende der Messung) werden eingestellt. Der Schwellenwert (Threshold)
wird auf einen Wert eingestellt, der das Hintergrundrauschen minimiert.
Dieser Wert war in unserem Fall 225. Zuletzt werden die Verstarkungen
fur die Farb- und Intensitatswerte so gewahlt, dass eine gute Beurteilung
maoglich ist. Hierbei ist darauf zu achten, dass in allen Datensatzen die
gleichen Werte eingestellt sind, da sonst nur eine bedingte
Vergleichbarkeit besteht.

K2S3/1 PU Marburg, Radiologie |- Enhancement Curve
004 O MAGNETOM EXPERT

19880101 MR

11953

0

WashIn/Out

slice: 3
Res:0.625,0.625,3.300
RM/fi2d

20040420
171646.150
ROI Analysis
Cine M Loop All Settings Base-5 0

Pixel Analysis | Histogram
Export

Dataset 1

Abb. 25 Die  Bedienoberflache von  Dynavision  flr
Falschfarbenanalysen. (Links oben Falschfarbendarstellung eines
coronalen Schnittes durch eine Maus, links unten die voreingestellten
Parameter fir die Erstellung der graphischen Darstellung (rechts oben)
des Intensitatsverlaufes Uber die Zeit Gber eine ROI (nicht dargestellt).

Rechts unten befindet sich der Ergebnisteil fur die Analyse des Graphen.
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3.2.1.2 Quantitative Analyse

Fir die quantitative Analyse wird die Schicht aufgesucht, in der der Tumor
den grof3ten Durchmesser aufweist. In die Peripherie des Tumors wird die
zu analysierende Region als ROI markiert. Die zentrale Region des
Tumors wird bewusst ausgespart, da Voruntersuchungen ergeben hatten,
dass es sich vorwiegend um nekrotisches bzw. avaskulares Gewebe
handelt (Alfke H et al.,, 2004). Eine bessere Vergleichbarkeit der
Anflutungsverhdaltnisse und somit eine vereinfachte Erkennung von
Artefakten wird ermdglicht, indem in die Niere und in die gluteale
Muskulatur ebenfalls ROIs eingezeichnet werden.

Im Diagramm werden als Skalierung der X — Achse die Messungen (0-29)
und fur die Y- Achse Ratio gewahlt. Bei dieser Einstellung wird die relative
Verstarkung prozentual zum Referenzzeitpunkt angegeben.

Der Zeitraum vor der Kontrastmittelapplikation, in der Regel 0-1, wird zur
Festlegung der basalen Signalintensitdt mit Base-Start und Base-End
eingegrenzt.

Der eigentliche Auswertungszeitraum nach der Kontrastmittelapplikation
(1-29) wird mit Time Start und Time End eingegrenzt.

Die Zeitintervalle, die bis zum Zenit der Signalintensitat vergehen werden,
werden mit T1 und T2 eingegrenzt. T3 und T4 waren fur die von uns
durchgefiihrten Messungen ohne Belang.

Wenn all diese Parameter korrekt eingestellt sind, berechnet das
Programm die folgenden Werte:

-Time to peak (TTP): Die Anzahl der Messzeitpunkte, die von Time
Start bis zur hoéchsten Signalintensitat
vergehen.

-Slope 1: Die Steigung des Graphen zwischen T1 und

T2, also in wunserem Fall von der
Kontrastmittelapplikation bis zu deren hodchsten

Konzentration im untersuchten Gewebebezirk.

35



-Integral:

Die Flache zwischen dem Graphen und der
Baseline, welche gebildet wird aus der
durchschnittlichen  Signalintensitat zwischen
Base-Start und Base-End. Als Begrenzung auf

der X-Achse dienen Time-Start und Time-End.

-Mean Transit Time (MTT): Die mittlere Durchflusszeit des

Kontrastmittel. Berechnet wird der Schwerpunkt
des Integrals. Die vergangene Zeit bis zum
Schwerpunkt gibt die MTT an. Mal3geblich sind
wiederum Time- Start und Time-End.
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PU Marburg, Radio > |- Enhancement Curve
MAGNETOM EXP

ROI Analysis
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Raw Images
- ™ o - DeltaT

Curve Analysis Pixel Analysis | Histogram
Result muskel [tumor [niere Export
1

T
integral

Dataset 1

Demolser Login DICOM Crop Compare Model

o
_t.oooo [i£ Tz

| Curve Analysis Pixel Analysis | Histogram
1 muskel tumur niere

FITR 1.62 4.83
11.00 10.00

wotion Correction

Abb. 2.6 Ein Bildschirmfoto der Bedienoberflache von Dynavision. Unten

heraus  vergroBert die einzustellenden  Parameter mit der
Datenauswertung.
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Abb. 2.7 Zur Verdeutlichung der Anatomie eine hochaufgeloste DESS

Aufnahme nach Kontrastmittelapplikation aus derselben Untersuchung.
An der rechten Flanke ist der Tumor sehr gut abzugrenzen. (Pfeil)
Da Gadolinium in erster Linie tber die Nieren ausgeschieden wird, sind

diese auch besonders signalintensiv und somit gut zu erkennen. (Stern)
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Abb. 2.8 Ein etwas weiter ventral gewdahlter Schnitt, in dem die
Kontrastmittelanreicherung in der Blase (Pfeil) gut zu erkennen ist.
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1. Vor Kontrastmittelgabe

2.9 Exemplarische Auswahl von Bildern wahrend einer dynamischen Messserie. Man erkennt besonders gut an

der Niere (Pfeil), wie die Kontrastmittelanflutung zu einer deutlichen Zunahme der Signalintensitat fuhrt. Dieser
Effekt ist auch im Tumor erkennbar (Stern), dort ist die Kontrastmittelspeicherung jedoch sehr inhomogen und
fluktuierend. Nach dem initialen Anstieg der Signalstérke lasst die Intensitat wieder nach. Dieser als Outwash

bezeichnete Vorgang ist durch das wieder Absinken der Kontrastmittelkonzentration bedingt.
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3.2.2 Volumetrische Auswertung

Verwendet wurden drei unterschiedliche Methoden der
Tumorvolumenmessung, die miteinander verglichen wurden. Die erste
Methode basierte auf einer Auswertung der MRT-Bilder. Sie wurden mit
einer experimentellen Software basierend auf einer interaktiven
Wasserscheidentransformation ausgewertet. Den beiden anderen
Methoden lag eine manuelle Messung der Tumorausdehnungen

zugrunde.

3.2.2.1 MRT Volumetrie

Interaktive Wasserscheiden Transformation

Fur die volumetrische Auswertung der MRT Bilder wurde Gradient
Watershed App (Mevis Bremen) verwendet. Sie ist ein Bestandteil der
modularen Forschungs- und Entwicklungsplattform [LAB4, welche fur die
medizinische Visualisierung und Bildverarbeitung spezialisiert ist,
implementiert. Eine Basisversion dieser Plattform ist im Internet frei
verfugbar (www.mevislab.de: Homepage MeVisLab, v1.2, MeVis, Bremen,
Juli 2005).

Diese Anwendung arbeitet mit dem Prinzip der Wasserscheiden
Transformation. Die Grundidee dabei ist es, ein Bild als dreidimensionale
Landschaft zu interpretieren, um diese dann durch eine simulierte Flutung
unter Wasser zu setzen. Dann wird mit Hilfe der entstandenen und
berechneten Wasserscheiden und Auffangbecken eine topografische

Interpretation des Bildes bestimmt (Soille, 2003).

Grundlage der gradienten-basierten Wasserscheiden-Transformation ist
nun, die Hohe der Landschaft mit der Starke des lokalen Bildgradienten zu
assoziieren, die nachfolgende interaktive Wasserscheidentransformation
arbeitet vollstandig im dreidimensionalen (3D) Raum. Daher ist es
wesentlich, den Bildgradienten entlang aller drei Koordinatenachsen zu
bestimmen.

Es steht eine ganze Reihe von vollautomatischen Methoden der
Bildsegmentierung fur eine gewisse Anzahl an spezialisierten Aufgaben

(Atkins et al., 1998) zur Verfiigung. Jedoch existieren nur sehr wenige
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Systeme, die besonders bei der Bearbeitung von drei- und
vierdimensionalen Daten interaktiv kontrolliert und korrigiert werden
konnen. In der klinischen Anwendung sind die automatischen Methoden
haufig bei umfangreichen anatomischen und pathologischen Strukturen
und deren Varianten nicht zufriedenstellend.

Die Interaktive Wasserscheiden Transformation (IWT) ist eine neuartige
Methode zur effektiven Bearbeitung von  multidimensionalen
Graustufenbildern (Hahn et al., 2003). Sie basiert auf der Wasserscheiden
Transformation und einem erstmalig verwendeten Ordnungssystem.

Die IWT wurde bei verschiedenen medizinischen Aufnahmen erfolgreich
angewandt, wie z.B. bei Vermessungen und volumetrischen Bestimmung
neuroanatomischer Strukturen. Die Methode der IWT vereint automatische
und effiziente interaktive Kontrolle in einem Algorithmus und verhindert
weitestgehend eine Ubersegmentierung, welche ein typisches Problem

der herkdbmmlichen WT ist (Haris et al., 1998).

i
VOI Select/ Resample Segmentation / Volumetry | Report / Save

Edit | Navigate Layout

M 3| LUTC 025/0.5 &
M | & | A Apy QMH—’ Dl Gradi 5, Jasc Paink Shop Pro - Bid1_| [BEG /€ 1434

Abb. 2.10 Gradient Watershed . Der im spateren Verlauf zu

untersuchende Bildausschnitt wird im ersten Arbeitsschritt festgelegt.
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Nachdem der Datensatz eingelesen wurde, wird in allen drei Ebenen
(axial, sagital und koronar) eine Schicht aufgesucht, in der der Tumor in
seiner grofdten Ausdehnung abgrenzbar ist. Der zu segmentierende
Bereich des Tumors wird nun eingestellt. Hierbei ist darauf zu achten,
dass ein zu gro3 gewahlter Ausschnitt den Rechenaufwand und die
Notwendigkeit von Nachkorrekturen der Segmentierung erhoht. Ein zu
klein gewahlter Ausschnitt wiederum geht zu Lasten der Ubersichtlichkeit
des Ergebnisses.

Fur die eigentliche Segmentation wird das Menl Segmentation/Volumetry
gewahlt. Hier wird wieder ein Schnitt aus der Mitte des Tumors gewabhlt, in
dem dieser besonders gut abgrenzbar ist. Im néchsten Schritt wird der
Tumor mit einer Include Markierung versehen und die ihn umgebenden
Bezirke mit Exclude Markierungen. AnschlieBend wird in allen Schichten
kontrolliert, ob die markierten Bezirke mit dem Tumor Ubereinstimmen.
Gegebenenfalls werden markierte Bezirke, die nicht zum Tumor gehoren,
mit Exclude ausgeschlossen oder unmarkierte Tumorbezirke mit Include

gekennzeichnet. Das Ergebnis kann in ml abgelesen werden.
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(VOI Select/ Resample tion / Volumetry Report / Save

PU Marburg, Radiologie |[K5S0 A PU Marburg, Radiologie|
MAGNETOM EXPERT
MR

slice: 46 slice: 43

timepoint: 0 timepoint: 0

118,86,70,Grey, 1 118,70,86,Grey, 1
.352,0.352,0.352 MR Mode|[0.352,0.352,0.352
AUS/DE3D_COR acquisition: 20040802 |[MAUS/DE3D_COR

Abb. 2.11 Gradient Watershed. Wenn bei der Segmentierung nur der
signalintensive  Tumor  eingeschlossen wird, werden fur die
Volumenberechnung auch alle anderen Bildbezirke mit zu Grunde gelegt.
Der Tumor wird durch einen héndisch gesetzten Marker (griiner Punkt) fur

die Auswertung in allen drei Ebenen markiert.
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(. GradientWatershedapp

(VOI Select/ Resample| Segmentation / Volumetry Report / Save

PU Marburg, Radiologie [K5S0 A PU Marburg, Radiologie|
MAGNETOM EXPERT 004+ F MAGNETOM EXPERT
MR|19800101 MR
voxel: 10.9395 52.5113 46.5
value: 125

slice: 46 slice: 45
timepoint: 0 timepoint: 0
118,86,70,Grey, 1 118,70,86,Grey, 1
0.352,0.352,0.352 MR Mode|[0.352,0.352,0.352
MAUS/DE3D_COR

Control

Abb. 2.12 Der gleiche Datensatz wie in Abb. 2.10. Nachdem die
Tumorperipherie mit einigen wenigen Ausschluss (Exclude) Markierungen
versehen wurde (rote Markierungen), ist ausschlie3lich Tumorgewebe

segmentiert.

3.2.2.2 Mechanische Messung

Die Tumore werden mit einer elektronischen Schieblehre ausgemessen.
Es wird die gro3te (a) und die kleinste (b) Tumorausdehnung ermittelt.
Hierzu wird das Volumen zum einen mit der in den bisher zu diesem
Thema veroffentlichten Arbeiten verwendeten Formel V=a*b*b*0,52 und
zum zweiten mit der von uns entwickelten Formel V=4/3xTrx(a/2xb/2)%?

ermittelt.
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3.3. Statistische Auswertung

3.3.1 Reliabilitat

Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, wurden die Messungen der
TumorgréRe immer von demselben Untersucher mit demselben
Messgeréat durchgefihrt, welches an jedem Messtag neu kalibriert wurde.
Die PC-Auswertung der MRT Untersuchungen wurden ebenfalls immer
nur von derselben Person, die zuvor anhand von zwanzig

Probedatensétzen eingewiesen worden war, durchgefihrt.

3.3.2 Statistische Methodik
Die Daten werden illustriert als Mittelwert +/- eine Standardabweichung.
Unterschiede im Tumorwachstum werden zwischen den Cimetidin
therapierten Gruppen und der Kontrollgruppe wurden mit folgenden
statistischen Verfahren ausgewertet:

e Einfaktorielle ANOVA

e Scheffé Post Hoc Test
Die Normalverteilung der Daten war mit dem Shapiro Wilks Test Uberprift
worden. Unterschiede waren als signifikant erachtet worden ab einem p-
Wert von <0,05.
Zur Quantifizierung der Ubereinstimmung der unterschiedlichen Methoden
zur Tumorvolumenbestimmung (Mittelwert mit 95% Konfidenzinterval)
wurde ein scatter plot der Messungen gegen den Mittelwert der
Messungen jedes einzelnen Tieres erstellt. Zur Auswertung aller

statistischen Daten wurde SPSS 13.0 fur Windows verwendet.
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Ergebnisse

Es wurden insgesamt 27 Mause in die Untersuchung miteinbezogen. Die
Tumorimplantation war bei allen Tieren problemlos moglich. Vier Tiere
verstarben wéahrend der MRT Messung unter der Narkose, zwei Tiere
verstarben in der Nacht nach der Messung und zwei Tiere verstarben bei

weit fortgeschrittenem Tumorwachstum.

1. Volumetrie
Die Auswertung aller Messdaten mit dem Shapiro-Wilks Test ergab

normal verteilte Werte fur alle manuell und digital erhobenen Werte.

1.1 MRT-Volumetrie

MRT Volumetrie

0,9

0,8

07 e

0,6

0:5 /

0:3 /./

Tumorvolumen (ml)

/ —e— Placebo
—8—10
0,4 _— mg/kg

KG
100
mg/kg
KG

0,2 / S

0,1 -

0 T T T
0 5 10 15 20

Therapiedauer (d)

Abb. 3.1 GroRenzunahme der Tumore im Therapiezeitraum ermittelt mit
dem MRT
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Es wurden 72 MRT-Untersuchungen vorgenommen. In drei Fallen war
eine Auswertung wegen zu grol3er Bewegungsartefakte unmaoglich und in
einem Fall erfasste das FoV (Field of View) den Tumor nur unvollstandig.
Die Analyse dauerte fur jeden Datensatz ca. 10 Minuten. Die
Volumenmessung am ersten Tag nach Tumorimplantation zeigte
durchschnittliche Startvolumen, die bei 106 mm3 (Standardabweichung
SD=40 mm3) in der Placebogruppe, 123 mm?3 (SD=30 mm?) in der 10 mg
Cimetidin/kg Gruppe und 98 mm3 (SD=31 mm3) in der 100 mg Cimetidin
/kg lagen. Nach 20 Tagen Therapie war das durchschnittliche Volumen in
der Placebogruppe 811 mm?3 (SD=392 mm?), in der 10 mg/kg Gruppe 463
mm3 (SD=264 mm3) und in der 100 mg/kg Gruppe 248 mm?3 (SD=47 mms3).
Dies entspricht einer Wachstumsinhibition im Vergleich zur Placebogruppe
von 43 % in der 10 mg/kg Gruppe und 69% in der 100 mg/kg Gruppe nach
20 Therapietagen. Die einfaktorielle ANOVA fur die Differenz der
Messungen des 20. und des 1. Tages ergab einen p-Wert von 0,008
zwischen den Gruppen und somit Signifikanz. Der mit dem Scheffé post
hoc Test ermittelte p-Wert betrug nach 20 Tagen in der 10 mg/kg Gruppe
im Vergleich zur Placebo Gruppe 0,084, somit ist die gemessene Inhibition
nicht signifikant, in der 100 mg/kg Gruppe war der p-Wert jedoch mit 0,01
eindeutig im Signifikanzbereich von <0,05.

In der Messung nach 5 und 14 Tagen zeigten sich noch keine
signifikanten Inhibitionen, ein Trend zur Inhibition war allerdings

erkennbar.
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Tumorvolumina nach 20 Therapietagen

Abb. 3.2 Tumorvolumina nach 20 Therapietagen ermittelt mit dem MRT in
ml

1.2 Mechanische Volumetrie

Es wurden 73 mechanische Messungen durchgefuhrt, die alle
ausgewertet werden konnten.

1.2.1 Volumetrie mit (V=axb2x0,52)

Mechanische Volumetrie
V=ab2.0,52

% —e— Placebo
o
S
=
g ——10mg/kg
o KG
S
>
|_
100mg/kg
KG

0 5 10 15 20
Therapiedauer (d)

Abb. 3.3: GréRenzunahme der Tumore im Therapiezeitraum ermittelt mit
der Schieblehre und der Formel V=axb?x0,52
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Die Volumenmessung am ersten Tag nach Tumorimplantation zeigte
durchschnittliche Startvolumen, die bei 114 mm?3 (Standardabweichung
SD=17 mms3) in der Placebogruppe, 114 mm3 (SD=16 mm?) in der 10 mg
Cimetidin/kg Gruppe und 110 mm?3 (SD=19 mm?) in der 100 mg Cimetidin
/kg lagen. Nach 20 Tagen Therapie war das durchschnittliche Volumen in
der Placebogruppe 690 mm?3 (SD=311 mms3), in der 10 mg/kg Gruppe 413
mm? (SD=224 mm?) und in der 100 mg/kg Gruppe 230 mm?3 (SD=96 mm3).
Dies entspricht einer Wachstumsinhibition im  Vergleich  zur
Placebogruppe von 40 % in der 10 mg/kg Gruppe und 67% in der 100
mg/kg Gruppe nach 20 Therapietagen. Die einfaktorielle ANOVA fur die
Differenz der Messungen des 20. und des 1. Tages ergab einen p-Wert
zwischen den Gruppen von 0,006 und somit Signifikanz. Der mit dem
Scheffé post hoc Test ermittelte p-Wert betrug nach 20 Tagen in der 10
mg/kg Gruppe im Vergleich zur Placebo Gruppe 0,06, somit ist die
gemessene Inhibition nicht signifikant, in der 100 mg/kg Gruppe war der p-
Wert jedoch mit 0,009 eindeutig im Signifikanzbereich von <0,05.

In den Messungen nach 5 und 14 Tagen zeigten sich noch keine

signifikanten Inhibitionen.
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Tumorvolumina nach 20 Therapietagen
V=ab2.0,52
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Abb. 3.4: Tumorvolumina nach 20 Therapietagen in ml ermittelt mit der
Schieblehre und der Formel V=axb?x0,52
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1.2.2 Volumetrie mit (V=4/3xTTx(a/2xb/2)*?)

Mechanische Volumetrie
V=4/311 (a/2+b/2)32

0,9

0,8

0.7 /
0.6

E o5 / —e—Placebo
2 0,4 / _—
g ’ / —=—10mglkg
g 03 KG
S 100mg/k
£ 02 / g KG
|_ K

0,1 :

0,0 T T T

0 5 10 15 20

Therapiedauer (d)
Abb. 3.5 GrélRenzunahme der Tumore im Therapiezeitraum ermittelt mit

der Schieblehre und der Formel V=4/3xTTx(a/2xb/2)*"

Die Volumenmessung am ersten Tag nach Tumorimplantation zeigte
durchschnittliche Startvolumen, die bei 123 mm?3 (Standardabweichung
SD=23 mm?) in der Placebogruppe, 131 mm3 (SD= 23 mm?) in der 10 mg
Cimetidin/kg Gruppe und 125 mm3 (SD=28 mm3) in der 100 mg
Cimetidin/kg lagen Nach 20 Tagen Therapie war das durchschnittliche
Volumen in der Placebogruppe 804 mm?3 (SD=358 mm?3), in der 10 mg/kg
Gruppe 461 mm?3 (SD=225 mm3) und in der 100 mg/kg Gruppe 258 mm3
(SD=103 mm?3). Dies entspricht einer Wachstumsinhibition im Vergleich
zur Placebogruppe von 43 % in der 10 mg/kg Gruppe und 68% in der 100
mg/kg Gruppe nach 20 Therapietagen. Die einfaktorielle ANOVA fir die
Differenz der Messungen des 20. und des 1. Tages ergab einen p-Wert
von 0,006 zwischen den Gruppen und somit Signifikanz. Der mit dem
Scheffé post hoc Test ermittelte p-Wert betrug nach 20 Tagen in der 10
mg/kg Gruppe im Vergleich zur Placebogruppe 0,056 somit ist die
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gemessene Inhibition nicht signifikant, in der 100 mg/kg Gruppe war der p-

Wert jedoch mit 0,008 eindeutig im Signifikanzbereich von <0,05.

In der Messung nach 5 und 14 Tagen zeigten sich noch keine

signifikanten Inhibitionen.

Tumorvolumina nach 20 Therapietagen

= . . 3/2
0 V=4/3+Tr (al2+b/2)
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Abb. 3.6 Tumorvolumina in ml nach 20 Therapietagen, ermittelt mit der

Schieblehre und der Formel V=4/3xTTx(a/2xb/2)%?

1.3 Vergleich der Messmethoden

Die untenstehende Abbildung zeigt unsere statistische Aufarbeitung der
mechanischen Messungen gegen die MRT-Messung. Bei den kleinen
Tumoren zeigte sich in beiden Methoden eine gute Ubereinstimmung.
Wenn die Tumorvolumina 200 mm?3 Uberstiegen, beobachteten wir eine
zunehmende linear verlaufende Unterschatzung der mechanisch
ermittelten Tumorvolumina im Vergleich mit den im MRT separierten
Volumina, wenn die Formel (a?xbx0,52) verwendet wurde. In den
Berechnungen mit der Formel V=4/3xmx(a/2xb/2)*? korrelierten die

Ergebnisse bei kleinen und grol3en Tumoren ohne grol3e Abweichungen.
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Abb. 3.7 Vergleich der manuell ermittelten Messwerte gegen die
Ergebnisse der MRT-Messungen.

2. Dynamische Messungen

Die Auswertung der Bilder mit Dynavision erfolgte zunachst als
Falschfarbenanalyse der Ein- und Auswaschphase. Die
Kontrastmittelanreicherung im Tumor in den unterschiedlichen Gruppen
wurde als farb- und helligkeitskodiertes Bild miteinander verglichen. Hierzu
wurden jeweils Untersuchungen ausgewahlt, bei denen sich die
Kontrastmittelapplikation  besonders gut vornehmen lieR. Die
unterschiedliche Durchblutung innerhalb des Tumors lasst sich durch die

unterschiedliche Farb- und Helligkeitsverteilung deutlich zeigen.
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Abb. 3.8 Farbkodierte Pixelanalyse. Oben 100mg/kg Cimetidin. Unten

Placebo. Die Aufnahmen entstanden nach 20 Tagen Therapie.
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Die quantitative Auswertung der dynamischen Messungen stellte, bei
sehr kleinen Fallzahlen (n = 49 Messungen insgesamt; 2-9 Messungen /
Gruppe*Messzeitpunkt) und sehr groRen Standardabweichungen, ein
grof3es Problem dar. Die Ergebnisse sind fur die einzelnen Parameter im

Weiteren aufgelistet:

2.1 Slope 1
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Abb. 3.9 Die Mittelwerte der Slope 1 Messungen

Die Mittelwerte nach der Messung am ersten Therapietag liegen sehr eng
beieinander (10,34 -10,77). Im weiteren Verlauf nehmen die Messkurven
einen uneinheitlichen Verlauf. In der Endpunktsmessung nach 20 Tagen
ist der Mittelwert in der 10 mg/kg Gruppe nahezu konstant geblieben
(10,34 nach Tag 1, 9,83 nach Tag 20). In der 100 mg/kg Gruppe und in
der Placebogruppe fallen die Mittelwerte ab (Placebo Tag 1 10,77, Tag 20
7,22; 100 mg/kg Tag 1 10,68, Tag 20 7,00).
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2.2 time to peak
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Abb. 3.10 Die Mittelwerte der Time to peak Analyse

In der TTP, der Anzahl der Messintervalle bis zur grof3ten Signalintensitat,
sollten besser perfundierte Areale schnellere Kontrastmittelanflutungen
zeigen und somit friiher den Signalpeak erreichen. Es zeigen sich bereits
in der 1 Tages-Messung groRe Schwankungen der Messwerte (7-27) mit
entsprechend grol3en Standardabweichungen (3,35-6,68) und grol3e
Unterschiede der Mittelwerte der Gruppen (10,8 - 16,2). Die Messwerte
aller Gruppen fallen zundchst ab, um danach wieder anzusteigen.

Insgesamt ist die erwartete Tendenz nicht erkennbar.
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2.3 Integral
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Abb. 3.11 Die Mittelwerte der Integral-Analyse

Das Integral stellt die Flache unter der Kurve der Signalintensitat dar. Die
Mittelwerte zeigen sich in der ersten Messung eng beieinander (zwischen
1570 und 1719). Am 20. Therapietag liegen sie in allen Gruppen unterhalb
des Ausgangswertes jedoch ist in der Reihenfolge, wie in der Grafik
ersichtlich, keine Beziehung zur Therapie bzw. Therapiedosierung
erkennbar. Am 14. Therapietag waren die Werte der Placebo- und der 10
mg/kg KG Gruppe beide im gleichen MalRRe gefallen (1038 in der
Placebogruppe, 1071 in der 10 mg/kg KG Gruppe) und steigen bis zur 20
Tages Messung wieder an. In der 100 mg/kg KG Gruppe fallen die Werte
nach der 14 Tages Messung weiter ab (von 1501 auf 1033). Innerhalb der
einzelnen Messgruppen sind die Werte ebenfalls sehr unterschiedlich mit
gro3en Standardabweichungen (zwischen 149 und 699). Es ist keine
Tendenz bei der Interpretation der Messwerte erkennbar.

58



2.4 mean transit time
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Abb. 3.12 Die Mittelwerte der mean transit time Analyse

Die MTT entspricht der Flache unter der Kurve bis zu dem Messpunkt mit
maximaler Signalintensitat. Die Aussagekraft relativiert sich dadurch, dass
sie nur fur Einkompartmentgewebe uneingeschrankt angewendet werden
kann.

Hier zeigten sich keine nennenswerten Verdnderungen zwischen den
Gruppen Uber die Zeit. Alle gemessenen Werte liegen in einem Korridor
ohne nennenswerte Steigung zwischen 13,39 und 15,74. Eine Tendenz
der Mittelwerte zwischen den Gruppen ist nicht erkennbar. Die
Standardabweichungen liegen im Bereich zwischen 0,09 und 0,85.

Insgesamt zeigten die ausgewerteten dynamischen Parameter bei teils

starker Streuung keine klaren Tendenzen. Daher wurde auf die

Anwendung schlieender, statistischer Verfahren verzichtet.
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Diskussion

Das Pankreaskarzinom stellt derzeit trotz aller Bemihungen noch immer
eine grofRe Herausforderung fur die moderne Medizin mit sehr schlechten
Uberlebenszeiten fiur die betroffenen Patienten dar. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate fiir alle Patienten betragt in Europa und den USA trotz der
intensiven Erforschung moglicher Therapieoptionen nur 4 bis 5%
(American Cancer Society, 2008; Robert-Koch-Institut, 1999; Sahani et al.,
2008). Den einzigen potentiell kurativen Ansatz stellt nach wie vor die
radikale chirurgische Resektion (Wilett et al., 2007; Brunner et al., 2007)
dar. Doch auch dieses Verfahren, das aufgrund der relativ langen
Symptomfreiheit oder —armut der Erkrankung nur fiur etwa 15% der
Patienten infrage kommt, bringt nur hochstens 30% der Operierten ein
rezidivfreies Leben (Benzoni et al.,, 2007). In den internationalen
Bestrebungen die Friherkennung und das Therapiemonitoring dieser und
anderer Krebserkrankungen zu optimieren, spielt die Darstellung der
Mikrozirkulation im Tumor eine immer grof3ere Rolle (de Bazelaire et al.,
2010; Taylor et al., 1999).

Die Entwicklung neuer und Verbesserung bestehender Verfahren und
Programme zur Friherkennung, Diagnostik, Therapie und Rehabilitation
von Krebserkrankungen wird nach wie vor weltweit mit gro3em Aufwand
betrieben (Sauer, 1999; Katalinic et al., 2007; Tachezy et al., 2007,
Schachter et al., 2007, Piao, 2008). Die Ergebnisse, die im
Zusammenhang mit diesen Studien erzielt werden, sind jedoch nicht
immer eindeutig oder gar widersprichlich (Fasola et al., 2007; Sauer,
1999; Mahdevia et al., 2003). Es besteht weitgehende Einigkeit dartber,
dass auch in Zukunft ein Ziel der Bestrebungen die weitere Verbesserung
geeigneter Instrumente zur Diagnostik sein muss. Hierbei sind vor allem
die Bildgebung und die Labordiagnostik die Fokusse des Interesses
(Harris et al., 2007; Zhangh et al.,, 2007; Yu et al., 2007), so konnte
Planche erhebliche Fortschritte in der Behandlung des Mammakarzinoms

im vergangenen Jahrzehnt durch die Weiterentwicklung auf dem Gebiet
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des MRT, Ultraschalls und der Nuklearmedizin beschreiben (Planche et
al., 2004).

Die Beurteilung von Tumoren in den bildgebenden Verfahren ist nicht
mehr allein auf eine zuverldssigere morphologische Darstellung
ausgerichtet. Wahrend friher die wissenschaftlichen Bestrebungen sich in
erster Linie auf die alleinige Erkennung von Neoplasien und Messung ihrer
Ausmalie konzentrierten, rtckt in den letzten Jahren auch immer mehr die
Beurteilung der Mikrozirkulation im Tumorbinnenraum in den Vordergrund
des wissenschaftlichen Interesses. Die Gruppe um Tezelmann konnte
beispielsweise die Uberlegenheit der dynamischen MRT gegenuber der
rein morphologischen und ihre zusatzliche diagnostische Wertigkeit bei
insgesamt nicht schlissigen Untersuchungsergebnissen fur das
Schilddriisenkarzinom zeigen (Tezelman et al., 2007). Es konnte gezeigt
werden, dass die Tumorvaskularisation, die direkte Rickschlisse auf die
Vitalitat erlaubt, besser geeignet ist, um Therapieeffekte zu quantifizieren,
als die blo3e Betrachtung der TumorgrofRenentwicklung (Barett et al.,
2007; Miller et al., 2005). So befasste sich ein Workshop des National
Cancer Institute der USA im Jahr 2006 mit der Messung hypoxischer
Areale in Tumoren als aufkommendem Fokus der
Forschungsbemiihungen, da sie Rickschlisse auf die Vaskularisation und
auf das Therapieansprechen erlauben (Tatum et al., 2006).

Ziel der durchgefiihrten tierexperimentellen Studie war es, die Entwicklung
des Tumorvolumens unter Therapie mit Cimetidin im Verlauf genauer zu
messen und gleichzeitig die Veranderung der Tumordurchblutung mit
Software gestitzten Auswertung der Kontrastmittelanflutung (durch die
Auswertung des Signalanstiegs in den dynamischen Sequenzen) zu
untersuchen. Bei Cimetidin handelt es sich um einen Wirkstoff, dessen
klassisches Anwendungsgebiet die Therapie des gastrischen Ulkus ist
bzw. war (Bardhan et al., 1980; Blackwood et al., 1976). Erstmalig wurde
1979 von Armitage und Sidner ein antiproliferativer Effekt auf das
Wachstum von Tumoren durch Cimetidin beschrieben. Im Laufe der Jahre
konnte dieser Effekt an verschiedenen Tumoren bestatigt werden, wie z.B.
das Ovarialkarzinom (Kikuchi et al., 1985), das Nierenzellkarzinom

(Marshall et al., 1987), das maligne Melanom (Harland et al., 1989), das
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Kolonkarzinom (Adams et al., 1994; Matsumoto et al., 1995), das
Glioblastom (Lefranc et al., 2006) und Speicheldrisentumore (Fukuda et
al., 2007). Dieser Effekt wird auf eine Inhibition der Angiogenese durch
das Cimetidin zurtckgefuhrt (Chihara et al., 2009; Natori et al., 2005),
wobei die Studienlage hier uneinheitlich und teils kontrovers ist (Sartippour
et al., 2003).

Wir verwendeten fir die vorliegende Arbeit ausschlief3lich ein subkutanes
Tumormodell auf dem Ricken der Maus. In anderen Studien wurden
intrapankreatische (Kleespies et al., 2005), intrapertioneale (Mantell et al.,
2006) oder intraventse (Bruell et al., 2005) Tumormodelle verwendet. Es
ist bekannt (Fogh et al., 1977; Bruns et al., 1999), dass sich diese
Modelle, z.B. was das Metastasierungsverhalten des Pankreaskarzinoms
betrifft, sehr viel mehr wie das Pankreaskarzinom des Menschen
verhalten. Dies wird in der Literatur (Tsuzuki et al., 2001; Fidler, 2002) auf
die Unterschiede der subkutanen Binnenstruktur im Vergleich zur
intraperitonealen pankreatischen Umgebung zurtickgefuhrt. Unterschiede
gibt es auch im Wachstumsverhalten. Die subkutanen Modelle wachsen
langsamer und sind weniger gut vaskularisiert als orthotope Tumore
(Tsuzuki et al, 2001; Bruns et al, 1999). Die gut zugangliche
Tumorposition am Rucken der Tiere war allerdings fiur unsere
Kalipermessungen der Tumore, die als vergleichende Methode zur MRT-
Volumetrie im Studiendesign vorgesehen war, notwendig. Eine orthotope
Implantation der Tumore kam fir unsere Studie daher nicht in Frage.
Zukunftige Studien koénnten jedoch eine MRT-Volumenmessung auch fir
intraperitoneale Modelle etablieren. Erste Studien konnten bereits den
maoglichen Stellenwert der dynamischen MRT-Messung in der Kklinischen
Diagnostik des Pankreaskarzinoms zeigen (Birchard et al., 2005; Elsayes
et al., 2006).

Ein weiterer entscheidender Punkt bei der Planung der Versuche war die
Auswahl der verwendeten Zelllinie. Die verwendete Tumorzelllinie BXxPC-3
ist ein in tierexperimentellen Studien zum humanen Pankreaskarzinom
sehr haufig verwendetes Tumormodell (Salnikov et al., 2009; Larbouret et

al., 2007; Mohammad et al., 2006; Surlcu et al., 2004). BxPC-3 Tumore
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haben ein besseres Ansprechen auf antiangiogene Wirkstoffe gezeigt als
andere Zelllinien z.B. AsPC-1. Kisker zeigte, dass die Implantation von
BxPC-3 als Sekundartumor das Wachstum gewisser Primartumore zu
unterdriicken vermag (Kisker et al., 2001). Diese Beobachtung wurde als
Hinweis auf die Bildung von Inhibitoren des Tumorwachstums durch den
Tumor selbst gedeutet. Gestutzt wird dies durch die Tatsache das BxPC-3
im Vergleich mit anderen Zelllinien in vitro erheblich schneller wachst als
in vivo, wahrend AsPC-1 in vitro und in vivo etwa gleich schnell wéachst
(Celik et al., 2005). Die Auswahl von BxPC-3 flr diese Studie erfolgte mit
der Vorstellung, dass durch die bessere Inhibition im Vergleich mit
anderen erhaltlichen Tumoren die Perfusionsdnderungen im MRT
deutlicher darzustellen ware. Der sicherlich interessante Vergleich mit
einem aggressiv wachsenden und zur frihen Metastasierung neigenden
Tumor wie AsPC-1 ware ein lohnenswerter zusatzlicher Ansatz gewesen,
der jedoch aufgrund der begrenzten Kapazitaten der vorliegenden Studie
nicht umzusetzen war.

Neben den dynamischen MRT-Untersuchungen war das zweite
wesentliche Ziel der Studie die Volumetrie insbesondere der Vergleich der
Methoden. Daten oder Studien Uber die &auf3ere Form der in Frage
kommenden xenograften Tumore lagen nicht vor. Die Zuverlassigkeit der
Formeln ist aber ganz entscheidend von der auf3eren Form der Tumore
abhangig. In den bisherigen Studien im Tiermodell mit manueller Messung
wurde Uberwiegend die von ellipsoiden Tumoren ausgehende Formel
(V=0,52xaxb?) verwendet.

Die Therapiesubstanz wurde den Tieren durch eine tagliche subkutane
Injektion in die Ruckenhaut der M&use in Distanz zum Tumor verabreicht.
Die Injektion erfolgte abwechselnd auf der rechten und der linken Seite.
Die Cimetidin-Zufuhr erfolgte also als taglicher, systemischer Bolus. In
anderen Arbeiten am Mausmodell mit antiangiogenen Substanzen, wie
z.B. von der Arbeitsgruppe um Schmidt in einer Studie zum Glioblastom
(Schmidt NO et al., 2004), wurde der Wirkstoff intratumoral verabreicht.
Die vorliegende Arbeit sollte jedoch bewusst eine systemische und keine
lokale Tumortherapie Gberwachen, obwohl mit der intratumoralen Injektion

hohere Wirkstoffspiegel zu erzielen gewesen waren. Wir starteten die
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Therapie bei einem gemessenen Tumorvolumen von 0,1 ml. Die Arbeit
von Achilles zeigte, dass ein Tumor nur dann diese Grol3e erreichen kann,
wenn er ein eigenes System der Gefallversorgung entwickelt hat, an
deren weiterem Wachstum die Therapie ansetzen sollte (Achilles et al.,
2001).

Eine Vielzahl von Methoden zur Untersuchung der Angiogenese und
Volumetrie im Tumormausmodellen wie z.B. endoskopischer Ultraschall
(Kraaij et al.,, 2002), Ruckenhautkammer (Hardee et al., 2007),
abdominelle Fensterung (Tsuzuki et al., 2001) oder PET (Cai et al., 2006)
sind Dbereits verwendet worden. Wir entschlossen uns neben der
Kernspintomografie eine manuelle Messung der Tumorausdehnung
durchzufiihren, da diese immer noch die am haufigsten angewandte
Methode der repetitiven Tumorvolumetrie in Tierversuchen ist und trotz
der theoretischen und praktischen Probleme als Goldstandard anzusehen
ist.

Die Beurteilung des Ansprechens auf nichtchirurgische Therapien
bdsartiger Tumore wie Radiatio, Chemotherapie oder nuklearmedizinische
Therapien ist eine der Herausforderungen, der sich die moderne
Radiologie immer wieder stellen muss (Bhattacharyya et al., 2008; Rockall
et al., 2007; Flaherty et al., 2008). Im konventionellen Rontgenbild steht
hierzu lediglich die einfache Bestimmung des Durchmessers sichtbarer
Tumore im zweidimensionalen Bild zur Verfligung. Ein Verfahren, das in
der Medizingeschichte sicherlich friher einmal einen gewissen Stellenwert
hatte, heute aufgrund der Vielzahl besserer Methoden jedoch héchstens
noch im Einzelfall Anwendung findet. Ultraschalluntersuchungen sind
differenzierter zu betrachten. lhnen sind nur bestimmte Korperregionen
wie beispielsweise Leber oder Brust zuganglich, zwar hat es auch hier
durch die Einfuhrung neuer Verfahren in den letzten Jahren und
Jahrzehnten wie der endoskopischen Sonografie (Strohm et al., 1984; von
Lilienfeld-Toal et al., 1985) oder der Sonografie mit Kontrastmitteln
(Gramiak et al., 1969; Schlief et al., 1996) und der stetigen Verfeinerung
der Technik Verbesserung gegeben, doch bleibt das Einsatzfeld der
Methode nach wie vor beschrénkt. Die sichere Durchfihrung und

Beurteilung ist auch bei guten Bedingungen nur durch einen erfahrenen
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Sonografeur moglich und fur die zuverlassige Verlaufskontrolle sollte
dieser nicht wechseln. Nichtsdestotrotz ist dies eine Methode, die in ihrem
Indikationsspektrum eine Orientierung Uber die Therapietendenz geben
kann (Schafer et al., 1996). Die anhaltenden Forschungsaktivitaten auf
dem Gebiet der Ultraschallvolumetrie, z.B. auch im Bereich der
kardiologischen Sonografie (Lino et al., 2007), kbnnten das Spektrum in
Zukunft weiter festigen oder noch erweitern.
Anerkanntermalf3en sind es jedoch die Schnittbildverfahren CT und MRT,
die zur radiologischen Beurteilung des Therapieerfolges am besten
geeignet sind. Sie bieten die sicherste Abgrenzung des Tumors vom nicht
erkrankten Gewebe in allen Korperregionen und erlauben somit die
zuverlassigste Einschatzung des Wachstumsverhaltens.
Bestrebungen  die  Vergleichbarkeit von  Studien, die das
Wachstumsverhalten von Tumoren untersuchen, zu verbessern, reichen
bis in die 60er Jahre des 20. Jahrhunderts zuriick (Gehan et al., 1990;
Zubrod et al., 1960). Im Jahr 1979 veroffentlichte die WHO Kriterien zur
standardisierten Kategorisierung, die fir lange Zeit allgemeine Gliltigkeit
behielten.
Diese Kriterien basierten auf zwei senkrecht aufeinander stehenden
Durchmessern, deren Produkt im zeitlichen Verlauf betrachtet und in vier
Kategorien eingeteilt wurde:
¢+ Complete Response (CR): Nach der Therapie ist der Tumor nicht
mehr nachweisbar,
+ Partial Response (PR): Das Produkt der Durchmesser hat sich um
mindestens 50% reduziert,
+ Stable disease (SD): Das Produkt bewegt sich zwischen 50%
Reduktion und 25% Progression,
¢+ Progressive disease (PD): Das Produkt hat um mehr als 25%

Zugenommen.

Die dreidimensionale Analyse des Tumorvolumens war zum
Veroffentlichungszeitpunkt technisch noch keine praktikable Alternative
und fand daher keinen Eingang in die Kriterien. Mit zunehmender

Verbreitung der Schnittbildgebung wurde dies immer mehr zum
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Schwachpunkt. Verschiedene Probleme der WHO-Kriterien, wie z.B. die
Frage, ob einzelne L&sionen oder die gesamte Tumorlast als
Untersuchungsobjekt verwendet wird, fuhrte im Laufe der Jahre zu
verschiedenen Interpretationen und mehreren Modifikationen, so dass die
Vereinheitlichung unterschiedlicher Studienergebnisse mit der Zeit wieder
relativiert wurde. Im Jahr 2000 wurden dann neue Kiriterien als
Kooperation der European Organization for Research and Treatment of
Cancer (EORTC), des National Cancer Institute (NCI) der USA und des
National Cancer Institutes Kanadas festgelegt. Diese neuen Kriterien
wurden Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST)
(Therasse et al., 2000) genannt. Die neuen Kriterien sollten sich so wenig
wie notig von der alten WHO-Einteilung unterscheiden, um eine
Vergleichbarkeit mit alteren Studien weiterhin zu gewahrleisten. Zu
diesem Zweck sollte die urspringliche Einteilung des Krankheitsverlaufs
mit ihren vier Kategorien beibehalten werden. Die wesentliche Neuerung
bestand darin, dass nicht mehr zwei Durchmesser, sondern nur noch der
langste Durchmesser fur die Verlaufskontrolle zu Grunde gelegt wurde.
Die Auswertung von 14 Studien mit insgesamt fast 600 Patienten, die fur
die neuen Kriterien gemacht wurden, zeigte, dass diese Verédnderung
maoglich ist, aber eine Anpassung der Kriterien der Kategorisierung
notwendig machte (James et al., 1999). Der Schwellenwert fur die partial
response (PR) wurde von -50% auf -20% und der fur die progressive
disease von +25% auf +20% ge&ndert. Die genannten Klassifikationen
sind jedoch zur Beschreibung der von uns untersuchten Tumore nicht
geeignet. Der von uns beobachtete Therapieeffekt bewegte sich zwar im
Bereich einer mathematisch signifikanten Wachstumsinhibition, das
Tumorwachstum betrug aber in den MRT-Messungen in der hoch
dosierten Therapiegruppe noch mehr als +200%.

Die genaueste und somit verlasslichste Methode der Volumenmessung
als Indikator des Therapieansprechens ist aber die dreidimensionale
Volumenmessung. Die kontinuierlich steigende Verfugbarkeit von MRT
und CT in Forschung und Klinik I&sst diese Methode immer weiter in den

Vordergrund treten.
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Die folgende Abbildung veranschaulicht ein Beispiel, in dem in einer 2-
dimensionalen Darstellung eine tatsédchliche Regression des
Tumorvolumens um ca. 50 % in den WHO- und Recist-Kriterien nicht
abgebildet wird. Der wahre Therapieeffekt ist nur in der Messung des
Tumorvolumens zuverlassig abgebildet. Es sind aber auch Szenarien
madglich, in denen die manuellen Messmethoden, wie in unserer Studie im
Vergleich zur MR-Volumetrie geschehen, das Tumorvolumen
unterschatzen und es somit ebenfalls zu einer Fehleinschatzung des

Therapieerfolges kommt.
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Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Ergebnisse der
Volumenermittlung mit 2- und 3-dimensionalen Methoden miteinander zu
vergleichen.

Hierzu wurden die manuellen Methoden mit Kalipermessung und

Volumenberechnung mit der Formel (V=a2xbx0,52) und unserer
modifizierten Formel (V=4/3xTTx(a/2xb/2)*? mit der Volumenberechnung

aus 3D-MRT-Satzen verglichen. Eine Auswertung mit den WHO- und
RECIST-Kriterien fand nicht statt.

Die von uns gefundenen Volumendifferenzen bei groRen Tumoren
stimmen mit denen einer vergleichbaren Studie (Cornelissen et al., 2005)
Uberein. In der Studie von Cornelissen werden allerdings nur nicht
therapierte Tumore des Kolonkarzinoms HT29 untersucht. Wir kamen also
zu  vergleichbaren  Ergebnissen bei etwas unterschiedlichem
Studiendesign. Die mechanische Messung geht von einer ellipsoiden
Form aus, so dass annahernd ellipsoid wachsende Modelle besser mit
dieser Methode zu untersuchen sind. Diese Methode wurde in mehreren
vergleichbaren Studien verwendet (z.B O Reilly et al., 1998; Kisker et al.,
2001). Die personliche Erfahrung hat jedoch gezeigt, dass die Tumorform
mit zunehmendem Wachstum immer mehr von diesem Ideal abweicht.
Dies wird durch den Vergleich der Messmethoden miteinander auch
indirekt bestatigt (gute Ubereinstimmung in den ersten Messungen,
schlechtere spater).

Die Untersuchung des Wachstums erfolgte an einer Placebo-Gruppe
sowie zwei Therapie-Gruppen unterschiedlicher Cimetidin-Konzentration
(10mg/kg KG und 100mg/kg KG). Es zeigte sich durchweg in allen
Messmethoden eine deutliche lineare Dosis-Wirkungsbeziehung. In der
vorhergehenden Untersuchung von Sirirci et al., die dieselben Zelllinien
verwendete, wurde lediglich mit 100 mg/kg KG therapiert. Die Inhibition in
den Messungen nach 20 Tagen zeigte in unserer und in der Sururcu
Studie eine gute Ubereinstimmung (66% zu 67% Inhibition). Auch in der
Arbeit von Tomita et al.,, 2003, die einen wachstumshemmenden Effekt
von Cimetidin auf xenografte humane Kolontumore in Mausen zeigen
konnten, wurde eine Dosis- Wirkungsbeziehung nicht untersucht. Tomita

konnte eine Inhibition von 52 % nach 26 Tagen zeigen. Die Ergebnisse
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sind allerdings nicht vergleichbar, da hier die Kolonkarzinomzelllinie Colon
38 anstatt unserer Pankreaskarzinomzellen BxPC3 verwendet wurde. Die
Dosis war mit 200mg/kg KG Cimetidin doppelt so hoch wie in der
vorliegenden Studie.

Im Gegensatz zu den mit 100 mg/kg KG therapierten Tumoren konnte bei
den mit 10 mg/kg KG therapierten keine mathematisch signifikante
Inhibition nachgewiesen werden. Eine Tendenz war jedoch erkennbar, so
dass bei  hdheren Fallzahlen  eventuell eine  signifikante
Wachstumsinhibition nachweisbar sein kdnnte. Dies ware durch eine
nachfolgende Studie mit gré3erer Fallzahl zu klaren.

Obwonhl die proliferationshemmende Wirkung von Cimetidin auf einige
Tumore bereits seit 1979 bekannt ist (Armitage et al., 1979), und auch in
jungerer Vergangenheit zahlreiche Studien diesen Effekt untersucht haben
(z.B. Sdrucu et al., 2005; Fujikava et al., 2007; Fukuda et al., 2007), war
dies unseres Wissens nach die erste Studie, die das Wachstumsverhalten
der Tumore mit wiederholten MRT-Untersuchungen tberwachte und die
Ergebnisse mit denen der manuellen Messung verglich. In unserer Studie
beobachteten wir eine gute Ubereinstimmung der unterschiedlichen
Ergebnisse miteinander bei kleinen Volumina. Bei Tumorvolumina Uber
200 mm3 zeigte sich eine linear verlaufende Unterschatzung der
mechanisch ermittelten Tumorvolumina im Vergleich mit den im MRT
separierten Volumina, wenn die Formel (a?xbx0,52) verwendet wurde.
Dieser Trend zeigte sich ebenfalls in der Studie von Cornelissen et al.,
2005. Wir entwickelten eine eigene Formel (V=4/3xTTx(a/2xb/2)*?, mit der
diese bei groRen Tumoren beobachteten Unterschiede zwischen den
errechneten Volumina nicht mehr in diesem Mal3e vorkamen. Die
Herleitung der Formel findet sich im Anhang dieser Arbeit. Unsere Formel
zeigte auch eine bessere Ubereinstimmung, wenn alle Ergebnisse in den

Vergleich miteinbezogen wurden.

Neben der Messung der Volumenentwicklung war das zweite Ziel der
vorliegenden Arbeit die Untersuchung der Gefal3dichte im Tumor durch

softwarebasierte Auswertung dynamischer MRT-Sequenzen.
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Ein verbessertes Monitoring der Effektivitat von Tumortherapie, das nicht-
invasiv Veradnderungen aufzeigen kann und sich dabei nicht auf die
Regression der Tumorgro3e oder die Bildung intratumoraler
Nekrosebezirke bezieht, ist die indirekte Uberprifung der GefaRdichte auf
Basis von dynamischen kontrastmittelverstarkten Kernspintomografie-
Sequenzen. Die Kernspintomografie bedient sich hier der besonderen
Eigenschaften von Tumorgefaf3en. Sie weisen im Vergleich mit Gefal3en
in gesundem Gewebe einen verédnderten Blutfluss, andere Gefal3dichte
und Kaliber sowie eine erhéhte Wandpermeabilitat auf. Dynamische MRT-
Sequenzen mit nicht zellgdngigen Kontrastmitteln sind geeignet diese
Unterschiede darzustellen, wie beispielweise die Arbeitsgruppe um Taylor
zeigen konnte (Taylor et al., 1999). Als Alternative wurde in anderen
Studien die Vaskularisation im MRT ohne den Einsatz von Kontrastmitteln
gemessen. Fur diese ,Arterial Spin Labeling“ genannte Technik (Detre et
al., 1992) wird der arterielle Zustrom in das zu messende Areal direkt
gemessen. Hierzu wird das im Blut enthaltene Wasser als endogenes
Kontrastmittel in T1-Sequenzen verwendet. Dieses Verfahren verwendete
z.B. Tempel-Brami zur nicht-invasiven Messung der Perfusion und
Angiogenese in Ovarien von Ratten (Tempel-Brami et al., 2002; Tempel,
1999).

Eine Korrelation zwischen dynamischen MRT-Sequenzen und Histologie
in Bezug auf tumorspezifische Eigenschaften konnte bisher bereits unter
anderem fur Hirntumore (Roberts et al., 2001), Lungentumore (Schaefer et
al., 2006), Brustkrebs (Nagashima et al.,, 2006), Leberzellkarzinome
(Wang et al., 2005) und Prostata-Karzinome (Villers et al., 2006) gezeigt
werden. Dieses Verfahren bedient gleich eine Reihe von Forderungen zur
Verbesserung von Forschung und Therapie, die in den letzten Jahren laut
geworden sind. Insbesondere da ein nicht unerheblicher Teil der
Krebsforschung der letzten Jahre eben die Unterdrickung der
GefalRneubildung von Tumoren als vielversprechenden Ansatzpunkt
entdeckt hat (Petersen et al., 2007), muissen entsprechende
Verlaufskontrollen etabliert werden. Die Mdglichkeit repetitive Messungen
durchzufihren und so einen Uberblick (ber Veranderungen der

GefalRdichte im Verlauf zu erlangen, ist ein ganz elementarer Vorteil, da
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sie zusatzliche Informationen zur Dynamik der Tumorentwicklung liefern
kann. Die Methode der immunhistochemischen Untersuchung liefert zwar
noch genauere Ergebnisse, eignet sich aber naturgemafd nur als
Endpunktsanalyse und wird somit der Dynamik der untersuchten
Methoden, die oftmals multimodalen Ansatzen folgen, nicht ausreichend
gerecht. Die moéglichen Anwendungsgebiete erstrecken sich jedoch auch
uber wissenschaftliche Ansétze hinaus auf den klinischen Alltag. Die
Medizin ist heute noch mehr als in der Vergangenheit wirtschaftlichen
Zwangen unterworfen (Statistisches Bundesamt 2002). Eine schnelle und
effektive Qualitatskontrolle der in der Regel sehr teuren antiangiogenen
Therapien bietet die Option, bei Therapieversagern frihzeitig abzubrechen
oder auf einen anderen Ansatz zu wechseln. Dies ermdglicht es,
erhebliche Kosten fur das Gesundheitswesen und unter Umstanden den
einzelnen Patienten, die keinen therapeutischen Benefit bringen, zu
vermeiden. Darlber hinaus profitiert der Patient, indem ihm mogliche
Nebenwirkungen einer erfolglosen Therapie durch das schnelle Ende der
Medikamentenapplikation erspart bleiben.

Bei der Analyse der pixelbasierten Falschfarben- und Helligkeitsanalyse
lieBen sich in einigen Fallen deutliche Veranderungen der Perfusion unter
der Therapie im Vergleich zu den nicht therapierten Tieren beobachten.
Die quantitative Analyse des Verlaufs der Signalstarke, im Einzelnen die
der im Ergebnisteil beschriebenen Parameter, konnte jedoch keine
konklusiven Ergebnisse liefern.

Fur den Parameter Slope 1, der die Steigung der Messkurve bis zum
hochsten Punkt darstellt, wurde erwartet, dass die Werte am ersten
Therapietag dicht beieinander liegen. Dies liel3 sich in der ersten Messung
auch tatsachlich zeigen. Im Verlauf der Therapie sollte die Gefalidichte in
der Placebogruppe gréRere Werte annehmen, als in den Gruppen mit
antiangiogene Therapie. Da eine hohere Gefal3dichte, bei vergleichbarem
Durchmesser der Kapillaren, eine verbesserte Perfusion bedeutet, war
demzufolge eine raschere Anreicherung des Kontrastmittels im
Tumorgewebe in der Placebogruppe zu erwarten. Die
Wandbeschaffenheit der TumorgefdlRe, die ja im Vergleich zu

physiologischen Gefallen ,undichter” fir groRere Molekile sind, fuhrt
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ebenfalls zu einer starkeren und schnelleren Anreicherung von
Kontrastmittel im Tumorgewebe. Die Auswertung der Messwerte der
vorliegenden Studie konnte leider keine derartigen Ergebnisse zeigen. Die
Werte konnten darauf hindeuten, dass die Steigung generell mit
wachsendem Tumor eher flacher wird. Die Erklarung hierftr kénnte in dem
Umstand liegen, dass die Blutversorgung eines Tumors nicht mit einem
gesunden Organ zu vergleichen ist. Die pathologisch ,undichten“ Gefalle
erhbhen den Gewebedruck im Tumor, dies erschwert eine ausreichende
Perfusion bei steigendem Volumen zusehends, es kommt zu zentralen
Nekrosezonen, die im MRT kaum Kontrastmittel aufnehmen. Die ROIls
wurden allerdings in die peripheren Regionen des Tumors gelegt, um bei
ungleichgrofRen Tumoren diese Einflisse zu minimieren.

In der TTP, der Anzahl der Messintervalle bis zur gro3ten Signalintensitat,
sollten besser perfundierte Areale schnellere Kontrastmittelanflutungen
zeigen und somit friher den Signalpeak erreichen. Aus den gewonnenen
Werten lassen sich keine klaren Tendenzen ableiten. Die TTP ist jedoch
ein Wert der besonders storanféllig ist, da bei noch ansteigender oder
bereits wieder absteigender Kurve Ausrei3er haufig sind, die einen Peak
vortauschen kdnnen.

Der Parameter Integral beschreibt die Flache unter der Messkurve. Wir
erwarteten, dass dieser Wert bei den nicht therapierten Mausen grol3ere
Werte annimmt als bei den therapierten. Die Flache unter der Kurve sollte
mit dem Kontrastmitteleinstrom in den Tumor korrelieren, der unter
Therapie bei niedrigerer Gefalidichte und somit geringerer Durchblutung
ebenfalls geringer erwartet wurde als bei den nicht therapierten. In den
erzielten Messergebnissen lasst sich keine Tendenz erkennen.

Die MTT ist die Flache unter der Kurve bis zu dem Messzeitpunkt mit der
grofdten Signalintensitat. Hier verliefen die Messkurven in einem schmalen
Korridor eng beieinander, ohne sich wesentlich im Laufe der Therapie zu
verandern. Auch mit diesem Parameter konnte kein Therapieeffekt
dargestellt werden.

Insgesamt konnten die erwarteten Therapieeffekte mit keinem der
dynamischen Parameter dargestellt werden. Die Grinde kdnnten darin

begrindet liegen, dass sich die bei der Planung veranschlagten
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GruppengrofR3en als zu Kklein erwiesen. Die sichere intravasale Bolus-
Applikation des Kontrastmittels fuhrte zu technischen Problemen und bei
den Messungen im Therapieverlauf kam es vermehrt zu
Schwanznekrosen, was die Punktion einer Schwanzvene zusatzlich
erschwerte. Wahrend die unerkannte Fehlpunktion bereits in der Studie
von Alfke (Alfke et al., Rofo, 2004) vorgekommen waren, handelte es sich
bei der Schwanznekrose um ein bisher nicht bekanntes Problem.
Unserem Wissen nach ist dies auch in der Literatur noch nicht

beschrieben.

Diese Studie verfolgte folgende Ziele:

1. Die Anderungen der GefaRdichte xenografter Pankreaskarzinome
in Méausen unter Therapie mit Cimetidin durch funktionelles MRT
darzustellen und zu quantifizieren. Die durchgefuhrten
Untersuchungen konnten leider keine verwertbaren Ergebnisse
liefern. Das entscheidende Hemmnis bei der Datengewinnung war
die unsichere Bolusapplikation des Gadoliniums. Ein mdoglicher
Losungsansatz ware eine Wiederholung der Studie mit grol3eren

Tieren, denen sich ein zuverlassiger vendser Zugang legen lasst.

2. Der Vergleich der Volumenbestimmung der Tumore mit manueller
Messung und anschlieBender Volumenberechnung mit zwei
verschiedenen Formeln mit der softwaregestitzten
Volumenermittlung aus 3-dimensionalen MRT-Bildern. Unabhangig
von der verwendeten Methode konnte eine Inhibition nach 20
Tagen gezeigt werden, die in der 100 mg/kg jeweils statistisch
signifikant war. Es zeigte sich eine bessere Korrelation der aus den
MRT-Sequenzen ermittelten Volumina mit unserer neu entwickelten

Formel als mit der althergebrachten.

Die Forschungen auf dem groRen Gebiet der Antiangiogenese, die an
vielen unterschiedlichen Punkten der Gefalineubildung mit einer grof3en
Anzahl von Substanzklassen zur Heilung einer ganzen Reihe

verschiedener Tumorerkrankungen anzusetzen versucht, lassen fir die
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Zukunft auf wirksame Verbesserungen in der Therapie hoffen. Unsere
Studie konnte einen Teil dazu beitragen, den lange bekannten Effekt von
Cimetidin auf Pankreastumore genauer quantitativ zu beschreiben. Eine
indirekte Untersuchung der Gefalidichte war mit unserer Methode nur in
Einzelfallen in der semiquantitativen Analyse moglich, hier muissten
nachfolgende Studien mit geeigneteren Methoden ansetzen.

Die Durchfiihrung von MRT-Untersuchungen zur Uberwachung von
Tumortherapien wird wegen des den konkurrierenden Methoden
gegenuber oftmals hdheren Informationsgehalts und der immer weiter
steigenden Verfugbarkeit der Scanner im ambulanten und stationaren
Bereich weiter an Bedeutung gewinnen. Die Etablierung von geeigneten
Untersuchungsverfahren, wie dem in dieser Studie angewandten, tragt
somit zur Verbesserung einer wichtigen Saule in der Versorgung
Krebskranker bei. Auch wenn im Vergleich zu fruher die reine
Ausdehnung von Tumoren nicht mehr der einzige und mitunter auch nicht
mehr der primare Zielpunkt in der Auswertung bildgebender
Untersuchungen ist, wird die Volumenbestimmung auf absehbare Zeit ein
wichtiges diagnostisches Instrument bleiben. Auch fiir die Planung von
Organteilresektionen, z.B. in Leber oder Lunge, hat sich die 3D-Volumetrie
als hilfreiches Instrument erwiesen. So konnte Chun eine Erweiterung der
Indikation fur kurative Therapien bei hepatisch metastasierten kolorektalen
Karzinomen durch eine  Weiterentwicklung im  multimodalen
Therapiekonzept in den letzten zehn Jahren zeigen. Die praoperative CT-
Volumetrie ist ein wichtiger Bestandteil dieser Verbesserung (Chun et al.,
2007).

Fur die adjuvante Chemotherapie des Pankreaskarzinoms ist derzeit die
Monotherapie mit Gemcitabine der Standard, sie wird derzeit noch von
den Fachgesellschaften empfohlen, z.B. in der aktuellen Leitlinie der
AWMF (Seufferlein et al., 2009), ihre Daseinsberechtigung wird auch in
der Ubersichtsarbeit von Wisinski bestatigt (Wisinski et al., 2007).
Gemcitabine ist ein Pyrimidinanalogon, das, in die DNS eingebaut, den
Zellzyklus zwischen der G1- und S-Phase stoppt und so die Apoptose

auslost (Lullmann et al., 2006). Es hat somit keinen unmittelbaren Einfluss
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auf die Neubildung von TumorgefalRen. Erste Studien zeigen jedoch
Verbesserungen in der Uberlebenszeit, wenn eine Kombitherapie mit
einem Angiogenesehemmer verwendet wird. Die Studien mit dem EGFR
Antagonisten Erlotinib (Tarceva®) sind inzwischen soweit fortgeschritten,
dass Erlotinib/Gemcitabine als Kombination fir die First-Line-Therapie von
der US-Amerikanischen Zulassungsbehorde zugelassen wurde
(Senderowicz et al., 2007) und auch in der deutschen S3 AWMF-Leitlinie
fur die palliative Chemotherapie mittlerweile als moégliche Alternative zur
Gemcitabine Monotherapie erwahnt wird.

Die anhaltenden Forschungsaktivitaten, nicht zuletzt auf dem Gebiet der
Kernspintomografie und Antiangiogenese, lassen in Zukunft weitere
Verbesserungen in der Therapie des in dieser Studie untersuchten
Pankreaskarzinoms und auch anderer Tumorerkrankungen erwarten und

erhoffen.
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Zusammenfassung

Trotz weltweiter wissenschaftlicher Bestrebungen hat sich die schlechte
Uberlebensrate des Pankreaskarzinoms bisher nicht wesentlich
verbessern lassen kénnen. Erfolge in der Tumordiagnostik konnten in den
letzten Jahren durch neue bildgebende Verfahren der Volumetrie,
insbesondere der dreidimensionalen, sowie der dynamischen Bildgebung
beispielsweise zur Darstellung der Durchblutung von Tumoren erzielt
werden. Die Visualisierung der Durchblutung und Gefal3dichte ist
deswegen ein interessanter Ansatz, da die Angiogenesehemmung ein
neues therapeutisches Paradigma in der Tumortherapie darstellt und
Therapieansprechen hier mit den gangigen morphometrischen Kriterien
nur sehr eingeschréankt dargestellt werden kann.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den seit langem bekannten anti-
angiogenen Effekt des Histamin-Antagonisten Cimetidin, auf ein subkutan
in  immundefizienten  SCID-Mausen implantiertes  menschliches
Pankreaskarzinommodell (BXPC-3) mittels dynamischer MRT und MRT-
Volumetrie zu untersuchen.

Immundefizienten SCID Mausen wurde zwischen den Schulterblattern
subkutan ein humanes Pankreaskarzinommodell implantiert. Die Tiere
wurde in drei Gruppen (Placebo, 10mg Cimetidin/kg und 100 mg
Cimetidin/kg) randomisiert und  wiederholten  mechanischen
(Kalipermessungen der TumorgréfRe) und MR-basierten Messungen
unterzogen. Die MRTs erfolgten in einer speziell entwickelten
Kleintierspule. Ziel der dynamischen MRT-Untersuchung war es, die
Mikrozirkulation im Tumor, d.h. die Perfusion und Perfusionsverteilung im
Rahmen quantitativer Auswertung von Anreicherungskurven und
pixelbasierter Falschfarbendarstellung zu untersuchen. Hierzu wurde eine
neu entwickelte Software-Plattform verwendet. Die MRT Volumetrie
erfolgte mit einem Tool, das auf einer interaktiven Wasserscheiden

Transformation beruht, einer neuartigen Methode zur effektiven
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Bearbeitung multidimensionaler Graustufenbilder. Diese Ergebnisse
wurden zuséatzlich mit einer manuellen Tumormessung verglichen. Fir die
manuelle Messung verwendeten wir eine etablierte sowie eine selbst
entwickelte Formel. Wir modifizierten die bestehende Formel so, dass
langliche Tumore nicht mehr im bisherigen Ausmald in ihrem Volumen
unterschatzt werden.

Insgesamt wurden 27 Tiere untersucht, die Therapie- bzw.
Untersuchungsdauer betrug 20 Tage. Es wurden 72 MRT
Untersuchungen durchgefuhrt. Die Softwareanalyse der Daten dauerte pro
Datensatz ca. 15 Minuten. Es konnte mit allen drei verwendeten Methoden
der Volumenbestimmung gezeigt werden, dass ein dosisabhangiger
Therapie-Effekt im Sinne einer Wachstumsinhibition besteht. Es konnte im
Gegensatz zu vorhergehenden Studien anhand zweier unterschiedlicher
Therapiegruppen eine lineare Dosis-Wirkungsbeziehung nachgewiesen
werden. Die Wachstumsinhibition wurde im Vergleich zu vorhergehenden
Studien erstmals mittels einer MRT-Untersuchung Uberwacht. Die
Methoden korrelierten gut miteinander, jedoch stimmten die mittels der 3-
D-Volumetrie ermittelten Werte besser mit der von uns entwickelten
Formel als mit der etablierten Uberein, wenn die Tumore grol3er als
200mm?3 wurden. Die dynamischen MRT-Untersuchungen konnten in der
pixelbasierten Falschfarbenanalyse qualitative Veranderungen aufzeigen,
die wir auf eine veranderte Durchblutung als Folge der Therapie
zuruckfuhrten, es konnten also aus den Bildern indirekte Riickschlisse auf
die Gewebedurchblutung und somit auf die Gefal3dichte gezogen werden.
Die quantitative Auswertung der Anreicherungskurven lieferte bei kleinen
GruppengrofR3en keine konklusiven Ergebnisse.

Mit  der  durchgefihrten  Arbeit konnte ein  nicht-invasives
Therapiemonitoring mit Hilfe einer neuen Software-Plattform etabliert
werden. Eine solche Plattform stellt ein wertvolles Werkzeug einer exakten
Diagnostik und Therapieiiberwachung auch fir nicht oberflachliche
Tumoren dar. Aus Klinischer Perspektive lieRen sich mit solchen
Methoden frihzeitige antiangiontse Effekte nachweisen und ggf. ein

wirtschatftlicherer Einsatz sehr kostspieligerer Therapien erzielen.
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Anhang

1. Stereometrische Formel zur Volumenbestimmung eines Tumors

Bei einer elliptischen Sphare mit den drei unterschiedlichen Durchmesser

a, b, und c gilt ndherungsweise:

Da wir stereometrisch auf 3D hochrechnen, haben wir als
AusgangsgrofRen die beiden Durchmesser a und b. wobei b als der

kleinere Durchmesser gewahlt wird.

Es zeigt sich, dass die obige Formel sehr gut bei runden Kugelgeometrien
arbeitet, sprich das gemessene und errechnete Volumen entspricht
annahernd dem wahren Volumen. Haben die Tumoren aber langliche
Geometrien, dann unterschatzt obige Formel das wahre Volumen.

Um dieses zu umgehen, kann obige Formel unter speziellen Annahmen
modifiziert werden.

Wenn a und b gleich sind dann gilt:
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Wenn unter reellen Bedingungen gearbeitet wird, ist a gré3er b. Auch hier
zeigt sich, dass obige stereometrische Fromel sehr gut arbeitet. Bei
kugelférmigen Volumen entsprechen die Ergebnisse der ersten Formel
(V=n/6a2b). Bei langlichen Geometrien werden die Volumen grol3er

ausgerechnet, was dem realen Werten besser entspricht.
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