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1 Einleitung

1.1 Das Osophaguskarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Athiologie

Maligne epitheliale Erkrankungen zahlen weltweit zu den Haupttodesursachen. Das
Osophaguskarzinom ist hierbei weltweit die sechsthiufigste zum Tode fithrende Krebser-
krankung [1, 2]. In Deutschland betrugt die Inzidenz im Jahr 2004 9,6 von 100.000 bei
der méannlichen und 2,5 von 100.000 bei der weiblichen Bevolkerung [3].

Die Inzidenz variiert weltweit sehr stark. Hochinzidenzgebiete sind beispielsweise Japan
und China. In der chinesischen Provinz Lixian erreicht die Inzidenz einen Wert von
130/100.000 [4]. Histologisch kommen im wesentlichen das Plattenepithelkarzinom und
das Adenokarzinom vor. Bei diesen beiden Haupttypen sind unterschiedliche Risiko-
faktoren bekannt. Wahrend fiir das Plattenepithelkarzinom vorwiegend exogene Noxen
wie Alkoholkonsum, Tabakkonsum, heifle Speisen und Getrdnke und bestimmte Nah-
rungsinhalte wie Nitrosamine genannt werden [5], basiert das Adenokarzinom auf einer
spezifischen Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz. Bei Patienten, die unter einer Reflu-
xerkrankung leiden, kommt es durch die stindige Reizung der Osophagusschleimhaut zu
einer chronischen Osophagitis, auf die die Schleimhaut mit einer intestinalen Metaplasie
reagiert (Barret-Osophagus) [6]. Auf dem Boden dieser Metaplasie entwickelt sich dann
das Adenokarzinom. Legergren et al. konnten 1999 in einer landesweiten Fallkontrollstudie
in Schweden eine starke Korrelation zwischen Refluxerkrankung und Adenokarzinom
nachweisen [7].

Waiéhrend die Inzidenz der Plattenepithelkarzinome weitgehend gleich bleibend ist, hat der
Anteil der Adenokarzinome in den USA, dem westlichen Europa und den skandinavischen
Léndern deutlich zugenommen. Besonders deutlich ist diese Tendenz in den USA zu beob-
achten. Um 1960 betrug der Anteil der Adenokarzinome unter den Osophaguskarzinomen
in den USA nur etwa zehn Prozent. Bis heute ist der Anteil der Adenokarzinome deutlich
gestiegen und macht jetzt die Mehrzahl der Osophaguskarzinome aus. Diese Zunahme
wird im Wesentlichen durch die grofle Verbreitung der gastroosophagealen Refluxerkran-
kung in den westlichen Industrielaindern zuriick gefiihrt. [8, 9, 10, 11, 12, 13] In Japan ist
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die Inzidenz des Adenokarzinoms dagegen stabil, somit ist das Plattenepithelkarzinom in
Japan noch deutlich haufiger. [14]

1.1.2 Lokalisation des Primartumors und Metastasierung

Fiir die Klassifikation der Tumorlokalisation wird der Osophagus in einen zervikalen und
einen intrathorakalen Abschnitt eingeteilt. Der intrathorakale Osophagus unterteilt sich
wiederum in ein oberes, mittleres und unteres Drittel. Das Plattenepithelkarzinom finden
sich im Wesentlichen im oberen und mittleren Drittel des intrathorakalen Osophagus
sowie im zervikalen Osophagus. Adenokarzinome sind vorwiegend im unteren Drittel des
Osophagus, ausgehend meist vom ésophagogastralen Ubergang, zu finden. [15, 16]

Bereits 1903 berichtete Sakata tiber das komplexe Lymphabflusssystem des Osophagus
[17]. Im Gegensatz zu anderen Abschnitten des Verdauungstraktes erfolgt der Lymph-
abfluss im Osophagus nicht segmental, sondern entlang von in der Tunica submucosa
longitudinal verlaufenden Lymphgefalen. Des Weiteren finden sich Lymphgefédfie im
Unterschied zu anderen gastrointestinalen Organen auch in der Tunica mucosa. Dies
ermoglicht schon in frithen Stadien eine massive Ausdehnung des Tumors intramural
in longitudinaler Richtung, vor allem nach proximal. 30 Prozent der Patienten mit auf
Mukosa und Submukosa begrenzten Tumoren und 70 Prozent der Patienten mit nicht
wandiiberschreitenden Tumoren weisen bei Diagnosestellung eine Lymphknotenmetasta-
sierung auf.[18, 19] Die regionalen Lymphknoten des zervikalen Osophagusabschnitts sind
im Wesentlichen zervikale Lymphknotengruppen (V. jugularis interna, Skalenuslymph-
knoten, obere und untere zervikale Lymphknoten, supraklavikulére Lymphknoten). Der
Lymphabfluss des intrathorakalen Osophagus erfolgt vorwiegend in peridsophageale,
mediastinale und subkarinire Lymphknoten. Fiir Tumore des gastroésophagealen Uber-
gangs ist eine Metastasierung in zoliakale und perigastrale Lymphknoten sowie in das
Ligamentum hepatoduodenale typisch. Eine Metastasierung in zo6liakale oder zervikale
Lymphknoten bei intrathorakal gelegenen Tumoren wird bereits als Fernmetastasierung
gewertet. [16] Der venose Abfluss der Speiserdhre erfolgt nach cranial hauptséchlich iber
die Venae azygos und hemiazygos in die Vena cava superior. Nach caudal erfolgt der
Abfluss tiber die Vena coronaria ventriculi in die Vena portae. Dementsprechend kommt
es bei proximalen Tumoren eher zu einer Lungenmetastasierung, bei distalen Tumoren
cher zu einer Lebermetastasierung [18, 19, 20].

1.1.3 Staging und Diagnostik

Das Ausmafl der Tumorerkrankung wird nach der TNM-Klassifikation der UICC eingeteilt.
Die Klassifikation beriicksichtigt die Invasion des Primartumors, die Metastasierung in
regionale Lymphknoten und die Fernmetastasierung. Hierbei wird nicht zwischen den
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verschiedenen histologischen Typen unterschieden. Man unterscheidet abhéngig von der
angewandten diagnostischen Methode verschiedene Einteilungen: das ¢TNM-System
basierend auf klinischen Daten, das rTNM-System fiir radiologische Befunde und das
pTNM-System fiir die pathologische Untersuchung. Hierbei ist das pTNM-Stadium das
relevanteste. Der Grad der Differenzierung des Karzinoms wird in vier Graden angegeben,
hierbei entspricht Grad eins einem hochdifferenzierten Karzinom und Grad vier einem
entdifferenzierten Karzinom.

Die Methode der Wahl zum Staging des Primartumors ist die transésophageale Endosono-
graphie. Hierbei konnen Tumorausdehnung und Infiltrationstiefe prazise beurteilt werden.
Des Weiteren konnen endoskopisch Schleimhautbiopsien zur histologischen Sicherung der
Diagnose entnommen werden. Das Staging beziiglich Lymphknoten und Fernmetasta-
sen erfolgt mittels thorako-abdomineller Computertomographie. Lokale Lymphknoten
konnen ebenfalls mittels Endosonographie beurteilt werden. Insbesondere bei der Suche
nach Fernmetastasen gewinnt das PET-CT in letzter Zeit immer mehr an Bedeutung.
(15, 21]

1.1.4 Therapie und Prognose

Osophaguskarzinome im UICC Stadium I-III kénnen primér kurativ angegangen werden.
Die operativen Standardverfahren sind die subtotale thorako-abdominelle Osophagekto-
mie, beziehungsweise die transhiatale Osophagusresektion. Hierbei wird der thorakale
Osophagus und das mediastinale lymphatische Gewebe en-bloc reseziert. Aufierdem
erfolgt eine abdominelle Lymphadenektomie, bei der unter anderem zoliakale und in
der kleinen Kurvatur gelegene Lymphknoten reseziert werden. Die Rekonstruktion der
Speisepassage erfolgt im Regelfall durch Magenhochzug und zervikale extrathorakale
Anastomose mit dem verbliebenen Osophagusstumpf. Alternativ kann auch ein Kolon-
oder Diinndarminterponat eingesetzt werden.[22] Aufgrund des schlechten Outcome,
insbesondere bei Tumoren im Stadium III, hat sich in letzter Zeit auch die kombinierte
Radiochemotherapie als Option fiir eine definitive Therapie etabliert. [23] Patienten
mit fortgeschrittener Erkrankung kénnen zum Downstaging priaoperativ neo-adjuvant
radiochemotherapiert werden. Karzinome im Stadium IV, also bei erfolgter Fernmetasta-
sierung, werden palliativ mit 5-Fluorouracil und Cis-Platin chemotherapiert. Die lokalen
Symptome wie Dysphagie konnen durch diverse lokale Therapiemethoden, beispielsweise
Bestrahlung oder Einsetzten von metallischen Stents, gemindert werden. [23]

Die Prognose des Osophaguskarzinoms wird im wesentlich vom Tumorstadium, und
hierbei insbesondere vom Ausmafl der nodalen Metastasierung bestimmt. Im Vergleich
von Patienten ohne nodale Metastasierung sinkt die Fiinfjahresiiberlebensrate bei Pa-
tienten mit drei oder mehr positiven Lymphknoten von 55 Prozent auf sieben Prozent.
Bei Patienten mit Fernmetastasen betrégt die Funfjahresiiberlebensrate ebenfalls et-
wa sieben Prozent [24]. Weitere mit schlechter Prognose einhergehende Faktoren sind
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unter Anderem Verlust von mehr als zwei Prozent Korpergewicht oder erhohtes CRP.
Nicht prognoserelevant sind dagegen Tumorlage (oberes, mittleres, unteres Drittel) oder
histologisches Grading [25].

1.1.5 Die Osophaguskarzinomzelllinien PT1590 und LN1590

Die Zelllinien PT1590 und LN1590 konnten aus Gewebeproben eines Patienten des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf etabliert werden [26]. Der Patient litt an
einem Adenokarzinom des distalen Osophagus, dass nach der TNM-Klassifikation der
UICC als pT1pNOMO Kklassifiziert wurde. Hierbei wurde die Zelllinie PT1590 aus dem
Primartumor gewonnen. Die Zelllinie LN1590 stammt aus einem makroskopisch und in der
pathologischen Routineférbung (Hamatoxillin-Eosin-Farbung) als tumorfrei klassifizierten
Lymphknoten. Jedoch konnten Mikrometastasen (etwa 3 positive Zellen pro 10° Zellen)
mit einer EP-CAM spezifischen immunhistochemischen Farbung mittels des Antikorpers
Ber-Ep4 nachgewiesen werden [26]. EP-CAM ist ein membranstédndiges Antigen, dass
von verschiedenen Karzinomen iiberexprimiert wird [27]. Nach mehreren Passagen in der
Zellkultur zeigte sich eine spontane Immortalitiat beider Zelllinien. Die Tumorgenitét
beider Zelllinien konnte durch subkutane Xenoimplantation in SCID-M&ause nachgewiesen
werden [28].

1.1.6 Stabile Transfektion von PT1590 und LN1590 mit GFP

Fiir das in-vivo Fluoreszenzimaging wurde eine stabile Transfektion der Zelllinien PT1590
und LN1590 mit enhanced Green Fluorescent Protein (eGFP) durchgefiihrt. Hierzu
wurden pEGFP-N1 Vektoren (Clontech, Palo Alto, CA, USA) verwendet. Das ver-
wendete Plasmid tragt das eGFP-Gen sowie eine Neomycinresistenz zur Selektion der
transfizierten Klone. Die Transfektion erfolgte durch Lipofektion mittels eines FuGe-
ne6 Transfektionskits (Roche). Die transfizierten Klone wurden dann mittels steigender
Neomycinkonzentration im Kulturmedium selektiert. Die Expression von eGFP wurde
mittels Fluoreszenzmikroskopie beurteilt. Fiir die Etablierung des Tiermodells wurde ein
Subklon von PT1590 selektiert, der sowohl eine starke Fluoreszenz als auch ein gutes
Wachstum in-vitro und in-vivo aufwies.

1.2 Metastasierungsmodelle

Die Metastasierung maligner Tumore und damit das Vorhandensein einer systemischen
Erkrankung ist nach wie vor die Haupttodesursache onkologischer Patienten. Eine bereits
erfolgte Metastasierung stellt also den wesentlichen limitierenden Faktor in der kurativen
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Behandlung der meisten malignen Tumore dar. Der hamatogenen Metastasierung maligner
Tumore liegt ein komplexer mehrstufiger Prozess zu Grunde. Zunachst 16sen sich einzelne
Tumorzellen oder Tumorzellcluster aus dem Zellverband des Priméartumors und dringen
in die Blutbahn oder Lymphgefafie ein (Intravasation). Im Gefafisystem widerstehen die
Tumorzellen physischem Stress, immunologischen Prozessen und Anoikisis, und werden
so in die Zielorgane beziehungsweise Lymphknoten verteilt (Dissemination). Letztendlich
kommt es im Zielorgan zu einer Durchwanderung der Gefawéande und Proliferation mit
Angiogenese, bis es zur Formation einer klinisch relevanten soliden Metastase kommt.
29, 30] Aufgrund der Komplexitéit des Metastasierungsprozesses sind ebenso komplexe
Modelle notwendig, um eine reprasentative Situation zu schaffen. Prinzipiell gibt es
zwei Gruppen von Tiermodellen: syngene Tumormodelle, bei denen murine Zellen in
Ratten oder Mausen eingesetzt werden, und Modelle mit xenotransplantierten humanen
Tumorzellen. Syngene Tumormodelle haben den Vorteil, dass der transplantierte Tumor in
einem Milieu der selben Spezies wéchst, was zu einer optimalen Tumor-Wirt-Interaktion
fithrt. Allerdings fehlt es den verwendeten Zelllinien und Tieren aufgrund starker Inzucht
meist an genetischer Variabilitdt. Aulerdem entsprechen viele kanzerogene Mutationen
und Expressionsmuster in Nagetieren nicht den humanen Gegebenheiten [31]. Xenotrans-
plantatmodelle haben diesen Nachteil nicht, allerdings ist der hier wachsende Tumor eine
Mischung aus humanen Tumorzellen und murinen Stromazellen, was unter Umstanden
zu einer verdnderten Tumor-Wirt-Interaktion fithrt und erhebliche Einfliisse auf Prozesse
wie beispielsweise die Angiogenese hat [32, 33]. AuBerdem erfordert der Einsatz von
korperfremden Transplantaten eine Immunsupression beim Empfangertier, was ebenfalls
erhebliche Einfliisse auf die Kanzerogenese hat und vor allem die Beurteilung der Rolle
des Immunsystems erschwert [34].

1.2.1 Experimentelle Metastasierungsmodelle

Als experimentelle Metastasierungsmodelle werden Modelle beschrieben, bei denen eine
Injektion von Tumorzellen direkt in das Gefédfisystem durchgefiithrt wird. Die am meisten
genutzte Methode ist hierbei die Injektion in die laterale Schwanzvene. Hierbei kommt
es vor allem zu Lungenmetastasen [30, 35]. Eine weitere weit verbreitete Technik ist
die Injektion in Pfortader oder Milz, was vor allem zu Lebermetastasen fiithrt [36].
Diese Metastasierung entweder in Lunge oder Leber ist dadurch zu erklaren, dass die
injizierten Tumorzellen im ersten Kapillarbett hdngen bleiben. Allerdings zeigen sich auch
spezifische Absiedelungen von Tumorzellen. So kommt es bei intrakardialer Injektion
zu Tumorzellembolisation in alle Organe, jedoch bilden sich nur im Knochen echte
Metastasen [37]. Wesentliche Vorteile der experimentellen Metastasierungsmodelle sind
die Kontrolle iiber die Anzahl der applizierten Zellen, die hohe Reproduzierbarkeit
gleicher Ergebnisse und das schnelle Wachstum der Metastasen. Ein potentieller Nachteil
konnte jedoch sein, dass die frithen Schritte der Metastasierungskaskade iibersprungen
werden [30]. Des Weiteren unterscheiden sich die Metastasen in vielen Féllen von den
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spontan entstandenen Metastasen und werden oft als viele disseminierte Primartumoren
charakterisiert [38].

1.2.2 Spontan metastasierende orthotope Tumormodelle

Ein wesentlicher Anwendungsbereich von Tiermodellen ist die Erprobung neuartiger
Therapien. Aus diesem Grund kann es von Vorteil sein, wenn ein Tumormodell so exakt
wie moglich die klinische Situation représentiert. Es hat sich gezeigt, dass Modelle in denen
Tumorzellen subkutan implantiert werden, die klinische Erkrankung nur sehr schlecht
wiedergeben, da das Milieu, in dem der Primértumor wéchst, nicht der Realitat entspricht.
Des Weiteren kommt es bei subkutaner Implantation selten zu einer Metastasierung [39].
Andere Arten der Modellierung von Metastasierung, wie die Injektion von Zellen direkt
in Blutgefafie oder Milz, iiberspringen wichtige Punkte der Metastasierungskaskade, wie
beispielsweise die Tumorzelldissemination. Orthotope Tumormodelle bieten betreffend
Morphologie und Wachstumscharakteristik des Priméartumors eine wesentlich bessere
Représentation der klinischen Tumorerkrankung unter Einbeziehung aller Schritte der
Metastasierung [40, 41]. Der Nachteil solcher Modelle ist, dass in den meisten Fallen
die orthotope Implantation technisch aufwendig ist und somit entsprechende Erfahrung
erfordert. Das Konzept der orthotopen Tumorimplantation ist nicht neu. Bereits 1977
implantierten Tan et al. murine Colonkarzinomzellen orthotop in das Kolon von Mausen,
was zu lokalem Tumorwachstum und Lebermetastasen fithrte [42].

Heute existieren zahlreiche orthotope Tiermodelle fiir verschiedene Tumortypen, in denen
unterschiedliche Techniken angewendet werden. Im Folgenden soll ein grober Uberblick
iiber die drei Haupttechniken gegeben werden.

Orthotope Injektion von Tumorzellsuspension:

Eine Tumorzellsuspension kann direkt in das Zielorgan injiziert werden. Dies wurde
zum Beispiel fiir das Colonkarzinom praktiziert, und fithrte zu ausgedehnter Metasta-
sierung [43]. McLemore et al. injizierten in ihrem Modell Tumorzellen intrabronchial
und erreichten auch mit dieser Methode gute Ergebnisse [44]. Durch Injektion von Tu-
morzellen wurden fiir diverse weitere Tumorentitdten Modelle entwickelt, beispielsweise
das Harnblasenkarzinom [45], Magenkarzinom [46], malignes Melanom [47] sowie das
Mundbodenkarzinom [48].

Surgical Orthotpic Implantation:

Eine Alternative zur Injektion von Tumorzellen direkt in das Zielorgan ist die Methode
der Surgical Orthotopic Implantation (SOI). Bei dieser Methode wird einem Versuchstier
zundchst eine Suspension von in Zellkultur geziichteten Tumorzellen subkutan injiziert.
Der entstehende subkutane Tumor wird dann explantiert und solide Tumorstiicke einem



1 FEinleitung 15

neuen Versuchstier direkt an das Zielorgan implantiert. Tiermodelle wurden fiir viele ver-
schiedene Tumorentitaten entwickelt. Es existieren diverse Modelle fiir das Colonkarzinom
49, 50, 51], Bronchialkarzinom [52, 53], Mammakarzinom [54] und das Prostatakarzinom
[55].

Direkte Xenotransplantation von intaktem Tumorgewebe:

Es konnten auch metastasierende Tiermodelle durch Xenotransplantation von intaktem
Tumorgewebe direkt aus dem Patienten etabliert werden. Dies gelang mit verschiede-
nen Tumorentitéiten, beispielsweise Mammakarzinom [56], Prostatakarzinom [57], Ko-
lonkarzinom [58], Ovarialkarzinom [59], Pankreaskarzinom [60], Magenkarzinom [61] und
Blasenkarzinom [62].

1.2.3 Bisherige Modelle fiir das Osophaguskarzinom

Es wurden in der Vergangenheit diverse Versuche unternommen, Tiermodelle fiir das
Osophaguskarzinom zu etablieren. Es existieren verschiedene Xenograft-Modelle fiir das
Plattenepithelkarzinom. Deng et al. erreichten durch subkutane Injektion von Tumorzellen
zwar ein lokales Tumorwachstum, aber keine Metastasierung [63]. Estensen et al. gelang
es, durch chemische Reizung des Epithels mittels oraler Applikation spezieller Reagenzien
in Goldhamstern verschiedene Karzinome im Bereich des oberen Verdauungstraktes zu
provozieren. Es entwickelten sich hierbei auch Plattenepithelkarzinome des Osophagus.
Auch hier zeigte sich keine Metastasierung [64]. Den Ansatz der orthotopen Implantation
verfolgten Hori et al. In ihrem Modell des cervicalen Plattenepithelkarzinoms konnten in
3 von 17 Versuchstieren metastatische Lymphknoten, jedoch keine Organmetastasierung
gefunden werden [65]. Fiir das distale Plattenepithelkarzinom konnte zwar ein lokales Tu-
morwachstum, jedoch keine Metastasierung erreicht werden [66]. Fiir das Adenokarzinom
gibt es verschiedene Anséitze durch operativ herbeigefiihrten gastro- beziehungsweise
duodenodsophagealen Reflux in Ratten ein Karzinom zu induzieren [67, 68]. Hierbei
zeigte sich zwar eine chronische Entziindungsreaktion der Schleimhaut mit intestinaler
Metaplasie und der Entwicklung von Adenokarzinomen, jedoch konnten auch hier keine
Metastasen beobachtet werden.

Insgesamt ist in der Literatur kein zuverlassig metastasierendes Modell des distalen
6sophagealen Adenokarzinoms beschrieben, das sowohl ein zuverldssiges Wachstum des
Primartumors als auch eine adédquate Metastasierung erzeugt.
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Abbildung 1.1: Die Biolumineszenz der Pazifikqualle ,,Aequorea victoria“. Quelle: http://
de.wikipedia.org/wiki/Aequorea_victoria

1.3 Fluoreszenbildgebung

1.3.1 Das Green Fluorescent Protein (GFP)

Das Green Fluorescent Protein wurde erstmals 1962 von Shimomura et al. aus der
Pazifikqualle Aequorea victoria (Abbildung 1.1) extrahiert [69]. In den Tentakeln dieser
Qualle liegt es in feinen Granula vor und wandelt durch Biolumineszenz eines Aquaevorins
entstandene Energie in griines Licht um. Das Absorbtionsmaximum des urspringlichen
GFP liegt hierbei bei 395 nm, sein Emmisionsmaximum bei 509 nm [70]. Prasher et al.
gelang 1992 die Aufkldrung der Struktur von GFP und die Klonierung [71]. Chalfie et al.
klonierten GFP in pro- und eukaryontische Zellen. Hierbei zeigte sich bei der Anregung
mit blauem Licht (395 bis 470 nm) in beiden Féllen eine griine Fluoreszenz. Das GFP
hat keine toxischen Effekte und scheint keine Verdnderungen des Zellstoffwechsels zu
verursachen [72]. Zur Funktion des GFP ist keine posttranslationale Modifikation durch


http://de.wikipedia.org/wiki/Aequorea_victoria
http://de.wikipedia.org/wiki/Aequorea_victoria

1 FEinleitung 17

spezielle Enzyme von Aequorea victoria notwendig. Unter diesen Voraussetzungen und
durch seine einfache Anwendung hat sich die Klonierung von GFP an zu untersuchende
Gene oder die Transfektion von Zellen zu einem wesentlichen Bestandteil biochemischer
und molekularbiologischer Forschung entwickelt [73].

Im Laufe der Zeit wurden verschiedene Varianten des urspriinglichen GFP durch Ami-
nosaureaustausch entwickelt. Cormack et al. entwickelten 1996 neue Varianten durch
zufilligen Austausch einzelner Basen und Selektion der Klone mit hoher Leuchtintensitit
mittels FACS [74]. Hierbei entstanden drei neue Varianten, jeweils mit unterschiedlichen
Absorbtionsspektren und mit insgesamt etwa 100-fach erhéhter Fluoreszenzintensitat im
Vergleich zum uspriinglichen GFP. Die in dieser Studie verwendete Variante GFPmut1
hat ein Absorbtionsmaximum bei 488 nm und ein Emissionsmaximum bei 511 nm.

1.3.2 GFP exprimierende Tumormodelle und in-vivo
Fluoreszenzimaging

Die Arbeitsgruppe um Robert M. Hoffman in San Diego nutzten 1997 als erste stabil
mit GFP transfizierte Zellen als Basis fiir ihre orthotopen Modelle. Hierdurch war es
erstmals moglich, Metastasierungsvorgange in-vivo mit einfachen Methoden zu visualisie-
ren [75, 76, 77]. Makroskopische Bilder konnen beispielsweise mittels Anregung durch
Licht und Aufnehmen des Bildes mit eine Kamera erstellt werden. Zur Darstellung
mikroskopischer Anatomie, beispielsweise einzelner disseminierter Tumorzellen kénnen
einfache Fluoreszenzmikroskope benutzt werden [53]. Ein wesentlicher limitierender Fak-
tor beim Fluoreszenzimaging generell ist die Absorption und Streuung des emittierten
Lichts im Gewebe. Insbesondere die Haut und die Behaarung fithren zu einer massiven
Streuung und damit Signalverlust. Um die Qualitit der Bilder zu verbessern kann ein
Imaging in Skin-Flap-Technik durchgefiihrt werden. Hierbei wird die Haut iiber der
zu untersuchenden Korperregion gefenstert und nach dem Imaging wieder verschlossen
[78].

In den folgenden Jahren wurden die Techniken zum in-vivo Imaging deutlich verfeinert.
Die Arbeitsgruppe nutzt beispielsweise transgene GFP-eprimierende Nacktméuse und
RFP-transfizierte Tumorzellen zur detailierten Darstellung von Tumor-Wirt-Interaktion
[79]. Hierdurch konnen beispielsweise die im Rahmen der Angiogenese im Primértumor
wachsenden murinen Gefée dargestellt werden [80]. Die Formation von Lebermetastasen
und die Rolle der Wirtszellen konnen visualisiert werden [36]. Sogar die Visualisierung von
Vorgéngen auf subzellularem Niveau kann mittels konfokaler Laserscanningmikroskopie
in Echtzeit dargestellt werden [81]. Werden orthotope Tumormodelle mit diesen Imaging-
techniken kombiniert ergeben sich breite Anwendungsmoglichkeiten, beispielsweise als
Modell fiir die Entwicklung neuer Chemotherapeutika [82, 83, 84, 78].
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1.4 Experimentelle Magnetresonanztomographie von
Kleintieren

Die Kleintierbildgebung mittels Magnetresonanztomographie hat eine lange Geschichte.
Bereits 1979 berichtete Bottomley von der Moglichkeit der in-vivo Diskriminierung
eines Tumors in der Ratte [85]. Er benutzte hierfiir ein eigens angefertigtes spezielles
Spektrometer mit einer Feldstarke von 0,7 Tesla. Bereits 1980 konnten Hansen et al
detaillierte anatomische Aufnahmen von Ratten anfertigen [86].

Heute spielt die experimentelle Kleintierbildgebung allgemein in der praklinischen For-
schung eine wesentliche Rolle. Sie kann beispielsweise der Darstellung von transplantierten
Stammzellen [87] sowie der Evaluation neuer Substanzen anhand von Krankheitsmo-
dellen [88] dienen und ist von grofier Bedeutung fir die onkologische Forschung mit
Tiermodellen [89]. Grundsatzlich stehen verschiedenste Modalitaten fir die Bildgebung
von Kleintieren zur Verfiigung. So gibt es im Grunde fiir jedes klinisch angewendete
bildgebende Verfahren ein entsprechendes Analog im Kleintierbereich. Es existieren dedi-
zierte CT-, MRT-, PET-, Fluoreszenzimaging- oder SPECT-Geriéte fiir Kleintiere. Auch
die Kombination der verschiedenen Modalitdten um funktionelle und morphologische
Bildgebung zu kombinieren ist moglich.

Von allen Methoden bietet die Kleintier-MRT sowohl morphologische Bildgebung bei
hohem Weichteilkontrast, als auch die Moglichkeit der funktionellen Bildgebung. Hierbei
besteht nicht die Notwendigkeit Kontrastmittel oder radioaktiv markierte Substanzen zu
spritzen. Wird im MRT Kontrastmittel verwendet, so sind die notwendigen zu applizie-
renden Mengen deutlich geringer als beispielsweise im CT [90].

Dedizierte Kleintier-MRT-Scanner arbeiten gewohnlich mit magnetischen Flussdichten
zwischen 4,7 Tesla bis 7 Tesla. Es gibt aber ein extrem breites Spektrum an magneti-
schen Flussdichten. In der Literatur findet sich die Verwendung von Gerédten mit einer
magnetischen Flussdichte von 2 Tesla [91] bis hin zu hochexperimentellen Geraten mit
Flussdichten von 17,6 Tesla [92]. Theoretisch ermoglichen hohere Flussdichten ein besseres
Signal-zu-Rausch-Verhaltnis (SNR). In praxi ist die Bildqualitédt aber nicht nur vom SNR,
sondern auch von anderen Faktoren wie beispielsweise dem Durchmesser der verwendeten
Spule abhéngig, so dass die Bildqualitéit nicht alleine durch eine Verstiarkung des By-Feldes
gesteigert werden kann [90]. Die Erhohung der magnetischen Flussdichte bewirkt zum
Beispiel eine Verminderung des T1-Kontrastes oder fiihrt zu erhohter Artefaktanfélligkeit
[93].

Eine gute Alternative zu speziellen Kleintierscannern stellt die Verwendung von klinischen
MRT-Scannern dar. Betrachtet man nur die Technischen Daten wie Bjy-Flussdichte,
Gradientenstéarke oder Slew Rate sind diese Geréte den experimentellen Kleintierscannern
zwar zum Teil deutlich unterlegen. Es hat sich aber gezeigt, dass fiir rein morphologische
Darstellungen die Qualitat der Aufnahmen positiv mit der Flussdichte des By-Feldes



1 FEinleitung 19

korreliert [94]. Wolf et al. weisen in ihrer Arbeit ausdriicklich auch auf das Potenzial
einer klinischen MRT-Ausstattung bei 1,5T fiir die experimentelle Kleintierbildgebung
hin [95]. Hierbei wurde eine 4 ¢cm durchmessende Oberfléchenspule im single-loop Design
verwendet, die in der klinischen Routine beispielsweise fiir die Untersuchung der Orbita
angewendet wird. Eine weitere Qualitatsverbesserung bietet die Anwendung von speziell
angefertigten Kleintierspulen. So verwenden Ittrich et al in ihrer Studie eine speziell auf
die Grofe von Kleintieren angepasste Volumenspule (89)[96]. Peldschus et al gelangen mit
einer solchen Spule an einem klinischen 3 Tesla Gerét sogar die Darstellung von einzelnen
SPIO-markierten Stammzellen [97]. Die Verwendung speziell angepasster Empfangsspulen
ermoglicht also problemlos auch hohe Auflésungen bei akzeptablem SNR.

Ein weiterer Vorteil bei der Verwendung klinischer MRT-Ausriistung, wie beispielsweise
von normalerweise fiir Extremitaten verwendeten Volumenspulen, ist die Moglichkeit
mehrere Tiere pro Messung zu scannen. Die Auflosung ist hierbei ausreichend fiir eine
grobe anatomische Darstellung. Hierdurch lassen sich grofie Durchsatzraten erzielen,
wie sie zum Beispiel bei in-vivo Versuchen in der pharmakotherapeutischen Forschung
notwendig sind [98].

Zusammengefasst 1asst sich sagen, dass aktuell ein breites Spektrum an Bildgebungsverfah-
ren zum Einsatz in der préklinischen Forschung existiert. Die Magnetresonanztomographie
ist hierbei ein vielfach angewendetes Verfahren. Hierbei werden unter Anderem spezielle
Kleintier-MRT-Geréte benutzt. Die Bildgebung mit klinischem Equipment und eventuell
zusatzlichen Spezialspulen kann aber in vielen Fallen gleichwertige Ergebnisse liefern.

1.5 Zielsetzung und Studiendesign

In dieser Studie soll ein orthotopes Modell fiir das Adenokarzinom des Osophagus etabliert
werden. Des Weiteren sollen Fluoreszenzimaging und Magnetresonanztomographie in
Bezug auf Sensitivitat, Spezifitdt und Durchfiithrbarkeit evaluiert werden.

Hierzu wird eine Gruppe von 6 Versuchstieren nach der orthotopen Implantation regelmé-
Bigen follow-up Untersuchungen unterzogen. Die klinische Untersuchung und das in-vivo
Fluoreszenzimaging finden hierbei taglich statt, wihrend die Magnetresonanztomogra-
phie alle drei Tage durchgefiihrt wird. Die Beobachtungen enden, wenn der individuelle
Zustand der Tiere ein Weiterfithren des Versuchs aus tierethischen Griinden nicht mehr
zulésst. Dann werden die Versuchstiere einer Sektion unterzogen und die Grofle der
Primartumore sowie die Metastasierungsrate mittels Fluoreszenzbildgebung bestimmt.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Die humane eGFP exprimierende Adenokarzinomzelllinie GFP-PT1590 wurde wie oben
beschrieben durch Transfektion der urspriinglichen Zelllinie PT1590 generiert. Fiir die
Kultivierung der Zellen wurde ein Zellkulturmedium mit den bereits bei der Etablierung
der urspriinglichen Zelllinie PT1590 vorgeschlagenen Zusitzen verwendet [28]. Hier-
bei diente RPMI1640 Medium + Glutamax als Grundmedium. Tabelle 2.1 zeigt die
verwendeten Zusétze.

Samtliche Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Reinluft-
werkbank (Hera Safe, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland) und unter Verwendung
steriler Einmalmaterialien durchgefiihrt. Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte im In-
kubator (Hera Cell 240, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland) bei 37° C in einer
mit 5% CO2 angereicherten Atmosphére und bei gesittigter Luftfeuchtigkeit in 25 cm?
Zellkulturflaschen (Canted Neck, Polystyrene red, Sarstaedt). Alle zwei bis drei Tage
wurde das alte Zellkulturmedium mit Hilfe einer Vakuumpumpe (BioChem-VacuuCenter
BVC 21 NT, vacuubrand) und sterilen Pasteurpipetten abgesaugt und durch frisches
Medium ersetzt. Eine Passagierung der an der Zellkulturflasche adhérent wachsenden
Tumorzellen wurde bei Erreichen einer Konfluenz von 80 Prozent durchgefiihrt.

Hierzu wurden die konfluierend wachsenden Zellen nach Absaugen des alten Mediums mit
einer sterilen Pasteurpipette zunéichst fiir eine Minute mit Trypsin-EDTA-Losung 0,25%
(Invitrogen, Paisley, England) behandelt, um die an der Zellkulturflasche adharenten
Zellen zu 16sen. Nach einer Minute wurde die Trypsin-EDTA-Losung wieder abgesaugt.
Die Ablésung der Zellen wurde unter dem Phasenkontrastmikroskop (Aziovert 40 CFL,
Carl Zeiss, Jena) kontrolliert. Die gelosten Zellen wurden mittels einer sterilen Plastikein-
malpipette (BD Falcon, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) und einer Pipettierhilfe
(Pipet-aid, Drummond Scientific, Broomall, USA) in 5 ml Zellkulturmedium suspendiert.
1 ml dieser Suspension wurde dann in eine neue Zellkulturflasche tiberfithrt und mit
frischem Medium aufgefiillt.
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Tabelle 2.1: Verwendete Zusatze zum Zellkulturmedium RPMI1640

Zusatz Endkonzentration Hersteller
Fetales Kalberserum 10% Linaris, Wertheim-Bettingen,
Deutschland
Penicillin 10pg/ml Invitrogen, Paisley, England
Streptomycin 10pg/ml Invitrogen, Paisley, England
Gentamycin 0, lmg/ml Biochrome KG, Berlin, Deutschland
Transferrin 5nmol /ml Sigma-Aldrich, Minchen,
Deutschland
Insulin 10ng/ml Sigma-Aldrich, Miinchen,
Deutschland
Fibroblast Growth Factor 10ng/ml Pepro Tech, Rocky Hill, USA
Epidermal Growth Factor 10ng/ml Pepro Tech, Rocky Hill, USA

2.2 Vorbereitung der Zellen zur Injektion

Zum Herstellen einer zur subkutanen Injektion in die Versuchstiere geeigneten Zellsus-
pension wurden die in mehreren 75 ¢m? Zellkulturflaschen angeziichteten Zellen nach
Absaugen des Zellkulturmediums mit einer sterilen Pasteurpipette zunéchst fiir eine
Minute mit Trypsin-EDTA-L6sung inkubiert. Die von den Zellkulturflaschen gelésten
Zellen wurden dann in 10 ml phosphatgepufferter Kochsalzlosung (D-PBS, Invitrogen,
Paisley, England) suspendiert. Ein 50 pul Aliquot zur Bestimmung der Zellzahl wurde
entnommen. Die Zellen wurden zum Anfarben mit der gleichen Menge Trypanblau 0,5%
versetzt. Dies diente zur Unterscheidung von viablen und toten Tumorzellen. Unter
dem Phasenkontrastmikroskop wurde mittels einer Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl
bestimmt. Die Zellsuspension wurde dann bei 1500 RPM fiir 5 Minuten in einem 15
ml Zellkulturréhrchen (Cellstar, Greiner Bio-One) zentrifugiert (Rotina 35R, Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland), der Uberstand mit einer sterilen Pasteurpipette
abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml PBS-Puffer resuspendiert. Auf diese Weise wurden
die gewonnenen Zellen dreimal gewaschen. Nach dem letzten Abzentrifugieren wurde
das Zellpellet in einem nach der Zellzahl berechneten Volumen D-HANKS Medium
(Invitrogen, Paisley, England) suspendiert, um eine Konzentration von 25 x 10% Zellen /ml
zu erreichen. Die Zellsuspension wurde auf Eis gekiihlt und innerhalb von maximal 45
Minuten die subkutane Injektion durchgefiihrt.
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Tabelle 2.2: Grundansatz fiir intraperitoneale Injektionsnarkose

Substanz Menge Endkonzentration Dosis Hersteller
Esketamin 2,5% 5 ml 12,5 -4 125 k;’;fG Ketanest S, Pfizer, Berlin,
Deutschland
Xylazin 2% 0,8 ml 1,6 ™4 16 k;;fG Rompun, Bayer AG,
Leverkusen, Deutschland
NaCl 4,2 ml BBraun, Melsungen,
Deutschland
Gesamt 10 ml

2.3 Anasthesieverfahren

Zur Anésthesie der Versuchstiere wurden im Wesentlichen zwei Narkoseverfahren ange-
wendet:

Intraperitoniale Injektionsnarkose:

Fir die Operation der Versuchstiere sowie die Magnetresonanztomographie wurde eine
intraperitoneale Injektionsnarkose mit einem Ketamin/Xylazingemisch durchgefiihrt.
Hierzu wurde zunéchst eine Grundmischung entsprechend Tabelle 2.2 hergestellt. Zur
Narkotisierung wurde den Tieren intraperitoneal 0,1 ml/10g KG der Ketamin/Xylazin
Mischung injiziert. Nach fiinf Minuten war eine gute Narkosetiefe erreicht. Die Spon-
tanatmung der Tiere war hierbei unbeeintrachtigt.

Kurznarkose mit CO2:

Zur kurzzeitigen Immobilisation der Tiere, beispielsweise im Rahmen des Fluoreszenzima-
gings bei langerer Belichtungszeit, sowie fiir schmerzhafte Eingriffe wie Blutentnahmen
wurde eine Gasnarkose mit CO2 durchgefithrt. Hierzu wurden die Tiere bis zur Bewusstlo-
sigkeit in einem mit CO2/02 Gemisch (Verhéltnis 80:20) gefiillten Glasbehéltnis gehalten.
Hierdurch wurde eine Narkosedauer von 30 Sekunden erreicht.

2.4 Das orthotope Osophaguskarzinom-Mausmodell

Das Prinzip der Surgical Orthotopic Implantation basiert auf der chirurgischen Im-
plantation von soliden Tumorstiicken direkt an den Osophagus. Um diese Tumorstiicke
zu gewinnen, wurde zunédchst eine Suspension aus GFP-transfizierten PT1590 Zellen
Versuchstieren subkutan injiziert. Die subkutan gewachsenen Tumore wurden dann fiir
die eigentliche Implantation verwendet.
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Als Versuchstiere dienten 10 Wochen alte immundefiziente NMRI/nu Nacktméuse (Charles
River Deutschland). Die Tiere wurden in der zentralen Versuchstierhaltung des Universi-
tatsklinikums Hamburg-Eppendorf unter standardisierten Bedingungen und tierédrztlicher
Aufsicht gehalten. Fiir die Tierversuche lag ein durch die Behorde fiir Wissenschaft und
Gesundheit der Freien und Hansestadt Hamburg genehmigter Tierversuchsantrag vor.

2.4.1 Subkutane Injektion in NMRI/nu Mause

Von der wie oben beschrieben hergestellten Zellsuspension wurden mittels einer 27G
Subkutannadel (Sterican, BBraun, Melsungen, Deutschland) und einer 1ml Spritze (BD
Plastipak, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) 200 ul unter manueller Fixation der
Versuchstiere subkutan in die Flanke injiziert. Dies entspricht einer applizierten Dosis von
5 x 108 Zellen pro Tier. Das Wachstum der subkutanen Tumore wurde regelméBig sowohl
inspektorisch, als auch durch in-vivo Fluoreszenzimaging kontrolliert. Nach Erreichen
einer Grofle des subkutanen Tumors von etwa 1 cm? erfolgte die Explantation und
orthotope Implantation.

2.4.2 Explantation des subkutanen Tumors

Sobald die subkutan wachsenden Tumore eine Grofie von einem Kubikzentimeter erreich-
ten, wurde die Explantation vorgenommen. Hierfiir wurde bei narkotisiertem Versuchstier
nach Hautinzision der Tumor freiprapariert und entnommen. AnschlieBend erfolgte der
Wundverschluss mit 6.0 Vicryl Féaden (Ethicon, Norderstedt, Deutschland) in Einzelknopf-
technik. Der entnommene Tumor wurde in eine Petrischale (Nunclon Surface, Thermo
Fisher Scientific, Rochester, USA) mit PBS-Puffer iiberfithrt. Unter dem Fluoreszenzima-
ger wurden die explantierten Tumore geteilt und die wenig fluoreszierenden Anteile als
Nekrose identifiziert. Diese nekrotischen Anteile wurden verworfen und die viablen, gut
GFP exprimierenden Tumoranteile mit einem sterilen Skalpell in etwa ein Kubikmillime-
ter grofle Stiicke geteilt. Die Tumorstiicke wurden bis zur Implantation im unmittelbaren
Anschluss in PBS-Puffer aufbewahrt.

2.4.3 Surgical Orthotopic Implantation (SOIl)

Nach intraperitonealer Injektionsnarkose wie oben beschrieben wurde das zu operierende
Versuchstier in Riickenlage fixiert. Die Operation erfolgte als Schutz vor Hypothermie
auf einer beheizten Unterlage.

Unter dem Operationsmikroskop (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) bei sechsfacher Ver-
grofferung erfolgte zunéchst die quere Hautinzision von 0,8 cm Lange unterhalb des
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linken Rippenbogens. Nach scharfer Durchtrennung der Bauchmuskulatur und des Peri-
toneums wurde ein Mikrowundspreizer eingesetzt, um die Laparotomie offen zu halten.
Der Magen wurde an der groflen Kurvatur mit einer Pinzette gegriffen und hervorluxiert.
Sodann wurde der distale abdominelle Osophagus aufgesucht, stumpf aus dem umge-
benden Gewebe mobilisiert und angeschlungen. Nach der Préparation stand ein etwa
fiinf Millimeter langes Stiick distaler Osophagus zur Implantation der Tumorstiicke zur
Verfiigung. Die Serosa des Osophagus wurde scharf eréffnet, um ein besseres Einwachsen
des implantierten Tumors zu gewahrleisten. Unter zehnfacher Vergréferung wurden nun
insgesamt 4 der zuvor praparierten Tumorstiicke mit einem 8.0 Prolene Faden (Ethicon,
Norderstedt, Deutschland) am Osophagus fixiert. Die Instrumente wurden entfernt und
die Bauchdecke mit einem 6.0 Vicryl Faden mittels Einzelknopfnéhten verschlossen. Der
Operationssitus ist in Abbildung 2.1 dargestellt. Die postoperative Analgesie erfolgte mit
Metamizol 1 mg/ml (Novaminsulfon Tropfen, Ratiopharm, Ulm, Deutschland) per os
iiber das Trinkwasser.

2.5 Postoperatives Monitoring

2.5.1 Klinisches Monitoring

Die Versuchstiere wurden postoperativ taglich gewogen und inspiziert. Hierbei wur-
de insbesondere auch auf ausgepragte Tumorkachexie oder Verhaltensauffilligkeiten
geachtet.

2.5.2 In-vivo Fluoreszenzimaging

Fir das in-vivo Fluoreszenzimaging benutzten wir ein LT9MACIMSYS Makroimaging
System (Lightools Research, Encinitas, USA). Das System besteht aus einem Metall-
gehéuse, in dem das zu untersuchende Objekt und das Ausleuchtungssystem platziert
werden, und einer rdumlich und zeitlich hochauflésenden CCD-Kamera. Die Kameradaten
sind in Tabelle 2.3 dargestellt.

Tabelle 2.3: Technische Daten LTOIMACIMSYS

Auflosung: 136021036 pixel
Pixelgrofle: 6,456, 45um
Belichtungszeit: 40 ps bis 15 Minuten
Brennweite: 11 — 69mm
Emissionsfilter: 515nm
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Die Ausleuchtung des Objekts erfolgte mit einem Pan-a-see-ya Panoramic Imaging
System (Lightools Research, Encinitas, USA). Das System besteht aus einer Lichtquelle
mit einer Leistung von 300 Watt sowie einem fiberoptischen Ausleuchtungssystem mit
vier Emittern, die seitlich und oberhalb des Objekts positioniert werden. Zur Anregung
des GFP wurde ein Exzitationsfilter mit 470 nm Wellenldnge benutzt.

Die Versuchstiere wurden beginnend mit dem vierten Tag post operationem téglich
im Fluoreszenzimager untersucht. Hierfiir wurde standardméfig eine Belichtungszeit
von 350 ps gewéhlt. Aufgrund der kurzen Belichtungszeit war fiir die Bildgebung keine
Narkotisierung der Tiere notwendig, sondern eine manuelle Fixation ausreichend. Fir
die Untersuchung mit ldngerer Belichtungszeit wurde eine kurze Gasnarkose mit CO2
durchgefiihrt.

2.5.3 Magnetresonanztomographie

Die Versuchstiere wurden alle 3 Tage einer Magnetresonanztomographie unterzogen. Die
letzte Untersuchung fand an Tag 55 post operationem unmittelbar vor der Sektion der
Versuchstiere statt. Fiir die Untersuchung im Magnetresonanztomographen wurden die
Tiere mittels intraperitonealer Injektion von Ketamin/Xylazin narkotisiert. Hierbei ist
eine gute Narkosetiefe mit moglichst geringer Atemfrequenz notwendig, um Atemartefakte
bei der Magnetresonanztomographie zu vermeiden.

Als Magnetresonanztomograph wurde ein konventioneller klinischer Ganzkérperscanner
mit einer magnetischen Flussdichte von 3 Tesla benutzt. Das Standardgradientensystem
erreicht eine maximale Gradientenstérke von 30 mT /m. Zur Signalmessung wurde eine
spezielle Empfangsspule fiir Kleintiere mit einem Innendurchmesser von 40 mm (Phi-
lips Research, Hamburg, Deutschland) benutzt. Als Sendespule diente die geriteeigene
Korperspule. Um die Koérpertemperatur der Versuchstiere wahrend der Untersuchung
aufrecht zu erhalten, wurde das in der Kleintierspule eingebaute Heizsystem benutzt. So
konnte wahrend der gesamten Untersuchung eine konstante Korpertemperatur von 39° C
gewéhrleistet werden.

Zunachst wurden niedrig aufgeloste T1-gewichtete Gradientenechosequenzen in drei ortho-
gonal zueinander stehenden Ebenen als Ubersicht zur Planung der folgenden Messsequen-
zen akquiriert. Das MRT Protokoll bestand aus drei T2-gewichteten zweidimensionalen
Turbospinechosequenzen in transversaler, coronaler und saggitaler Orientierung. Die
spezifischen Sequenzparameter sind in Tabelle 2.4 angegeben.

Das Field-of-View wurde grof§ genug gewéahlt, so dass immer das komplette Tier abgebildet
war, um Einfaltungsartefakte zu vermeiden. Besonders in Phasenkodierrichtung wéhlten
wir ein moglichst kleines Field-of-View, um Untersuchungszeit zu sparen. Die Matrixgrofie
wurde passend zum Field-of-View so gewéhlt, dass eine konstante Auflésung von 200 x
200 pm in allen Orientierungen gewéhrleistet wurde. Die nach diesen Kriterien optimierten
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Tabelle 2.4: Parameter der verwendeten MRT-Sequenz

Parameter Wert
Repetitionszeit (TR) 2674ms
Echozeit (TE) 90ms
Echozugléange 10

Zahl der Anregungen 2

Parameter sind in Tabelle 2.5 dargestellt. Fiir alle drei Orientierungen wurden 14 Schichten
mit einer Schichtdicke von 800 pm benutzt. Die reine Scanzeit pro Tier betrug bei diesen
Sequenzparametern 10 Minuten und 42 Sekunden.

Tabelle 2.5: MRT: Field-of-View und Matrixgrofie

Schichtorientierung Field-of-view Matrixgrofie

Coronal 80 mm x 40 mm 400 x 200 pixel
Saggital 80 mm x 40 mm 400 x 200 pixel
Axial 32 mm x 25,6 mm 160 x 128 pixel

Die Auswertung der MRT-Bilder erfolgte an der dem MRT-Scanner zugehorigen Work-
station durch einen erfahrenen und einen unerfahrenen Gutachter im Konsensusverfahren.
Hierbei wurden suspekte Léasionen als Tumor gewertet, wenn diese in der T2-gewichteten
Sequenz hyperintens erschienen und mindestens einen Millimeter Durchmesser aufwiesen.
Der maximale Tumordurchmesser und der minimale Abstand des Tumors zur Bauchwand
wurden zu jedem Untersuchungszeitpunkt gemessen.

2.6 Sektion der Versuchstiere und ex-vivo
Fluoreszenzimaging

Am Tag 55 post operationem erfolgte die Euthanasie und Sektion der Versuchstiere.
Fir die tierschutzgerechte Euthanasie wurde zunéchst eine CO2-Narkose durchgefiihrt.
Unter der Narkose erfolgte dann die zervikale Dislokation zur Totung der Versuchstiere.
Die Méause wurden in Riickenlage mit Nadeln auf einer Korkplatte fixiert. Wahrend
der Sektion wurden zwischen jedem Sektionsschritt Fluoreszenzaufnahmen angefertigt,
beginnend vor der Eroffnung der Haut. Bei der Sektion erfolgte zunéchst die Eroffnung
der Haut durch eine lange Inzision von der Symphyse bis zum Unterkiefer. Die Haut
wurde von Muskulatur und Peritoneum gelost und zur Seite geklappt. Danach wurde
das Peritoneum er6ffnet. Nach und nach wurden die parenchymatosen Oberbauchorgane,
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Osophagus, Magen, Priméirtumor sowie das gesamte Intestinum einzeln entnommen. Im
nachsten Schritt wurden coeliacale und mesenteriale Lymphknoten asserviert. Nach der
Entnahme der Bauchorgane wurden nach Absetzen der Musculi pectorales die axillaren
Lymphknoten beidseits entnommen. Danach erfolgte die Eréffnung des Thorax mittels
Sternotomie und abspreizen der Thoraxwénde nach lateral. Das Herz-Lungen-Paket,
sowie Osophagus und mediastinale Lymphknoten wurden entnommen.

Abschlielend wurden die entnommenen Organe und Lymphknoten einzeln im Fluores-
zenzimager untersucht. Hierbei wurden Belichtungszeiten von einer bis zehn Sekunden
gewahlt Die Asservation der Proben fiir weitere Untersuchungen erfolgte durch Schock-
frieren in flissigem Stickstoff und der anschliefenden Aufbewahrung bei —80° C.

2.7 Vergleich von MRT und Fluoreszenzimaging

Das durch Fluoreszenzbildgebung und Magnetresonanztomographie gewonnene Bild-
material wurde beziiglich Kontrast, Helligkeit und Farbe mit einem kommerziellen
Grafikbearbeitungsprogramm optimiert. In den MRT-Bildern wurde bei jeder Messung
der maximale Tumordurchmesser in coronaler Orientierung als Maf fiir die individuelle
Tumorlast bestimmt und hieraus Wachstumskurven generiert. Der minimale Abstand
des Tumors zur Bauchdecke wurde zum Zeitpunkt des ersten Auftretens eines sicheren
Fluoreszenzsignals im in-vivo Fluoreszenzimaging beurteilt.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung des orthotopen Tiermodells

Das Ziel der Studie war unter Anderem, ein orthotopes Tiermodell fiir das ésopha-
geale Adenokarzinom zu entwickeln. Durch die orthotope Implantation von subkutan
gewachsenen soliden Tumorstiicken direkt an den distalen abdominelen Osophagus konnte
eine sehr effektive Methode zur Xenotransplantation gefunden werden. Ein Versuchstier
verstarb an Tag 7 post operationem im Rahmen einer intraperitonealen Injektionsnarkose
wéhrend der MRT-Untersuchung und wurde aus der Auswertung ausgeschlossen. Bei allen
anderen operierten Versuchstieren zeigte sich ein sicheres Anwachsen des Tumors. Alle
implantieren Tumore befanden sich bei der Sektion am Ort der Implantation und zeigten
ein infiltratives Wachstum in die benachbarten Organe. So zeigte sich bei allen 5 Ver-
suchstieren eine Infiltration der Osophaguswand. Bei einem Tier wuchs der Tumor in die
Leber ein. Tabelle 3.1 stellt die unterschiedlichen Gewichte der gewachsenen Tumore zum
Zeitpunkt der Sektion nach 55 Tagen dar. Die Wachstumsgeschwindigkeit des orthotop
implantierten Tumors zeigt eine hohe Varianz zwischen den einzelnen Versuchstieren.

Die bei der Sektion gefundenen Metastasen sind ebenfalls in Tabelle 3.1 dargestellt. Die
Metastasierung des orthotop implantierten Osophagustumors findet in die Leber, in die
Lunge und in die regiondren Lymphknotenabflussgebiete (insbesondere coeliacal und
mediastinal) statt. Bei einem Versuchstier lief§ sich schon makroskopisch bei der Sektion
eine Lebermetastase erkennen, bei 3 weiteren Tieren konnten kleine, makroskopisch
nicht sichtbare Lebermetastasen mittels Fluoreszenzimaging der entnommenen Organe
nachgewiesen werden. Es zeigten sich also insgesamt in 80% der Versuchstiere eine
Lebermetastasierung, eine nodale Metastasierung konnte ebenfalls in 80% der Tiere
nachgewiesen werden.

3.2 Darstellung des Primartumors durch MRT und
Fluoreszenzimaging

Die engmaschige sequenzielle Untersuchung der 5 Versuchstiere mittels der alle 3 Tage
durchgefiihrten Magnetresonanztomographie und der téglichen in-vivo Fluoreszenzima-
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Tabelle 3.1: Sektionsbefund Tumorgewicht und Metastasierung. Die Tabelle zeigt die
bei der Sektion makroskopisch und durch Fluoreszenzimaging gefundenen Metastasen (+)

Maus Gewicht PT Leber Lunge LK coel. LK mediast. LK ax.

1 1,2¢g + - + - -
2 0,2g - - - - -
3 4,bg + + - + -
4 1,3g + - + - +
5 4,6g + - - - -

ging Untersuchung erlaubte eine Einschatzung der Sensitivitat beider Verfahren beziiglich
der Detektion des Priméartumors. Die Magnetresonanzbildgebung bietet durch die Mog-
lichkeit der freien Schichtwahl eine detaillierte anatomische Darstellung der implantierten
Tumore.

Abbildung 3.1 und Abbildung 3.2 zeigen exemplarisch einige Bilder einer MRT-Untersu-
chung von Maus 5 am zwolften Tag nach Operation. Der implantierte Tumor ist in beiden
Abbildungen als scharf begrenzte, in der T2-Wichtung hyperintense Struktur zu erkennen.
Die orthotope Lage des Tumors und die Lagebeziehung zu den benachbarten Organen
wird hierbei deutlich. Man sieht besonders in saggitaler Orientierung die im MRT durch
Bewegung auftretenden Ghosting-Artefakte in Richtung des Phasenkodiergradienten.
Diese resultieren aus den schnellen Atembewegungen der Versuchstiere. Die auftretenden
Artefakte erschweren die Beurteilung von Leber und Lunge erheblich, so dass kleine
Metastasen schwer oder gar nicht detektiert werden konnen. Ein MR-tomographischer
Nachweis des orthotop wachsenden Tumors gelang bei Maus 5 bereits ab dem vierten
postoperativen Tag. Allerdings ist im Allgemeinen die Beurteilung der Bilder so kurz
nach der Operation stark durch postoperative Entziindungsreaktion mit entsprechendem
Odem, das in den T2-gewichteten Sequenzen ebenfalls hyperintens erscheint, erschwert.
Eine sichere Tumordetektion war ab Tag 14 bei allen Versuchstieren moglich. Ein stetiges
Wachstum zeigte sich ab Tag 18, so dass es moglich war fiir jedes Tier individuelle
Wachstumskurven aufzunehmen. Diese sind in Abbildung 3.3 dargestellt.

Der Tumornachweis mittels in-vivo Fluoreszenzimaging gelang erstmals an Tag 21.
Abbildung 3.4 zeigt exemplarisch das erste Auftreten eines Fluoreszenzsignals bei Maus 3.
Abbildung 3.4 A zeigt die von ventral im Fluoreszenzimager aufgenommene Maus mit
einem median gelegenem schwachen abdominalen Fluoreszenzsignal. Im dazugehorigen
saggitalen T2-gewichteten MRT-Bild (Abb. 3.4 B) ldsst sich der Abstand des Tumors zur
ventralen Bauchwand mit 4,2 mm sicher bestimmen. Analog wurde bei allen Versuchstieren
verfahren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.2 dargestellt. Das erste Fluoreszenzsignal trat
jeweils bei einem Abstand des Tumors zur ventralen Bauchwand von 4,2 mm oder weniger
auf. Somit kann ein Wert von circa 4 mm als die maximale Eindringtiefe angenommen
werden. Bei tiefer liegenden Tumoren reicht die Intensitat der emittierten Fluoreszenz
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MR-tomographische Messung des Tumorprogress
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Abbildung 3.3: MR-tomographische Messung des Tumorprogress. Der maximale Tu-
mordurchmesser wurde zu jedem Untersuchungszeitpunkt an der MRT-Konsole bestimmt
und fiir jede Maus eine einzelne Wachstumskurve erstellt.

fiir eine Detektion durch das Gewebe hindurch nicht aus. Die Absorbtion der Strahlung
im Gewebe, und somit der Abstand des Tumors zur Bauchdecke, ist also der limitierende
Faktor bei der Fluoreszenzbildgebung. Ob ein Tumor im Fluoreszenzimaging sichtbar
ist, ist weitgehend unabhéngig von der Grofle der Tumore. Grofle tief liegende Tumore
konnen zum Teil schlechter detektiert werden als beispielsweise 1 mm durchmessende
subkutane Tumore.

Die Beurteilung der tatsédchlichen Tumorgréfie im Fluoreszenzimaging ist neben der
oben geschilderten Problematik der begrenzten Eindringtiefe auch durch die Lage des
Osophagustumors eingeschrinkt. In den meisten Féllen liegt der Tumor ganz oder zum
Teil hinter Magen und Leber. Die Problematik der Uberlagerung durch benachbarte
Organe wird in Abbildung 3.5 deutlich. Hier zeigt sich eine deutliche Diskrepanz zwischen
Inspektionsbefund und Fluoreszenzignal. Im Fluoreszenzsignal besteht eine deutliche
zentrale Aussparung, die sich in der Sektion und im MRT als Uberlagerung durch Magen
und Leber darstellt. Liegt der Tumor jedoch oberflachlich und wird nicht wesentlich von
umgebenden Organen iiberlagert, ergibt sich eine gute Korrelation der beiden Imaging-
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Abbildung 3.4: Erstes Fluoreszenzsignal Maus 3. Der Abstand des Tumors zur Bauch-
decke wurde an der MRT-Workstation gemessen. Der Tumor (1) ist als hyperintense
homogene Raumforderung ausgehend vom distalen Osophagus und in der kleinen Magen-
kurvatur gelegen erkennbar. Das Magenantrum (2) ist mit angeschnitten. Nach ventral
wird der Tumor von Leberparenchym (3) iiberdeckt.
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Tabelle 3.2: Erstes Auftreten von Fluoreszenzsignalen

Maus Tag Tumordurchmesser Abstand zur Bauchdecke

1 41 9,4 mm 2,4 mm
2 54 9,7 mm 4 mm
3 21 9,6 mm 4,2 mm
4 49 15 mm 3,2 mm
5 32 16 mm 1 mm

Modalitdten untereinander sowie mit der tatséchlichen Tumorgréfie und -lage. Abbildung
3.6 zeigt exemplarisch MRT, Fluoreszenzimaging und Sektionsbefund einer Maus.

3.3 Darstellung der Metastasierung durch MRT und
Fluoreszenzimaging

Beide in-vivo Imagingverfahren wurden beziiglich der Detektion von Metastasen un-
tersucht. Hierbei konnten in der Magnetresonanztomographie in-vivo keine Metastasen
nachgewiesen werden. Im in-vivo Fluoreszenzimaging gelang der Nachweis von Metastasen
durch offenes Imaging. Abbildung 3.7 A zeigt eine bei gedffneter Haut sichtbare Lymph-
knotenmetastase. Das Fluoreszenzsignal des Primértumors ist hier bei abpréaparierter
Haut deutlicher zu erkennen als bei transkutanem Imaging. Nach Entnahme der Organe
und der Lymphknotenpakete (Abbildung 3.7 C) lassen sich die Lymphknotenmetastasen
noch deutlicher erkennen. Aulerdem kommen zwei kleine, makroskopisch nicht sichbare
Lebermetastasen zur Darstellung. Auf den MRT-Bildern (Abbildung 3.7 B) sind weder
die Leber- noch die Lymphknotenmetastasen zu erkennen. Abbildung 3.8 zeigt eine
weitere, bereits makroskopisch sichtbare Lebermetastase. Auch diese war im MRT nicht
darstellbar.
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Abbildung 3.8: Lebermetastase makroskopisch und Fluoreszenzimaging. Die Abbil-
dung zeigt eine weitere groBe Lebermetastase. Diese ist sowohl makroskopisch (Abb. A) als
auch im Fluoreszenzbild (Abb. B) deutlich zu erkennen. Mit X markiert ist die Gallenblase
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4 Diskussion

4.1 Orthotopes Modell

Der Anteil der distalen Adenokarzinome des Osophagus hat in den letzten Jahren deutlich
zugenommen und betrigt heute in einigen Regionen fast 50% aller Osophaguskarzinome.
Aufgrund der fehlenden Frithsymptome des Osophaguskarzinoms und der damit einher-
gehenden spéten Diagnose findet sich in bis zu 70% der Félle bereits eine Metastasierung
[19, 18]. Diese bestimmt im Wesentlichen die Prognose [24]. Insofern ist es sinnvoll neue
gegen die Metastasierung gerichtete Therapien zu erforschen. Orthotope Tumormodelle
haben sich als auflerordentlich geeignet fiir die Evaluation von neuen therapeutischen
Strategien erwiesen, da solche Modelle die klinische Tumorerkrankung auch insbesondere
in Bezug auf die Metastasierung reprasentieren [99]. Modelle mit GFP markierten Tumo-
ren sind hierbei besonders niitzlich, da sie eine einfache Moglichkeit der Identifizierung
von Tumorzellen in-vivo als auch im histologischen Praparat ermdglichen [100, 83, 84, 78].
Solche Modelle sind fiir diverse Tumorentitaten bereits etabliert worden. Fiir das Ade-
nokarzinom des Osophagus gibt es bis jetzt kein metastasierendes orthotopes Modell.
Ziel dieser Studie war es deshalb ein orthotopes Tiermodell fiir das Adenokarzinom des
Osophagus zu etablieren. Hierfiir wurde eine GFP-transfizierte Adenokarzinomzelllinie
,GFP-PT1590“ verwendet.

Es zeigte sich bei allen operierten Versuchstieren ein orthotopes Wachstum des Pri-
méartumors. Hierbei kam es zum Einwachsen des Tumors in Nachbarorgane, bei allen
Tieren in Magen und Osophagus, zum Teil ins Duodenum und in die Leber. Gerade im
Hinblick auf die Anwendung neuer therapeutischer Strategien ist ein sicheres Wachstum
des Priméartumors wichtig. Eine detaillierte Untersuchung neuer zytotoxischer Chemothe-
rapien oder der Modulation des Tumorwachstums durch Antikorper erfordert eine prazise
Modellierung der Tumor-Wirt-Interaktion. Orthotope Modelle bieten hierfiir als einzige
die optimalen Bedingungen [41]. Bei subkutaner Implantation kommt es fast nie zu einer
spontanen Metastasierung [39]. Das veranderte Mikromilieu bei subkutan implantierten
Tumoren fiihrt aufflerdem zu deutlich anderem Wachstumsverhalten. Dies d&uflert sich etwa
durch massive Unterschiede betreffend die Ansprechrate von zu evaluierenden Therapien
im Vergleich zu orthotop implantierten Tumoren [101, 102]. Das neu etablierte orthotope
Modell bietet fiir solche Therapieversuche einen im natiirlichen Milieu wachsenden Pri-
mértumor, an dem Prozesse wie Tumorangiogenese oder Infiltration und Intravasation
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untersucht werden konnen. Dies ist der entscheidende Vorteil im Vergleich zu anderen
Metastasierungsmodellen. Der entscheidende Nachteil des orthotopen Modells ist der
technische und zeitliche Aufwand. Die Implantation erfordert ein hohes Mafl an operativen
Fertigkeiten, um eine niedrige perioperative Mortalitiat sowie konsistente Ergebnisse zu
gewéhrleisten.

Eine Metastasierung in die Leber konnte in 80 Prozent der Félle beobachtet werden. 20
Prozent der Versuchstiere zeigten Lungenmetastasen. Eine nodale Metastasierung fand
sich in 80 Prozent der Félle, im wesentlichen in coeliacale, mesenteriale und mediastinale
Lymphknoten. Insgesamt konnten ahnliche Metastasierungsraten bei vielen anderen ortho-
topen Modellen erreicht werden. Diese hohe Metastasierungsrate und das der klinischen
Erkrankung entsprechende Metastasierungsmuster, sowohl bei der lymphogenen als auch
der hamatogenen Metastasierung, ermdoglichen ebenfalls die Beurteilung von neuen anti-
metastatischen Therapien. Die intravasale Injektion von Tumorzellen bei experimentellen
Tumormodellen fithrt zwar zu einer sicheren und besser kontrollierbaren Metastasierung,
allerdings unterscheiden sich die entstehenden Metastasen zum Teil deutlich von spontan
entstandenen. Sie entsprechen vielmehr einzelnen kleinen disseminierten Priméartumoren
[38]. Eine noch héhere Metastasierungsrate konnte durch Selektion der metastatischen
Zellen erreicht werden. Dies kann durch Anlegen neuer Zellkulturen aus den Leber-
oder Lymphknotenmetastasen und anschlieender Implantation der gewonnenen Zelllinie
erfolgen. Auf diese Weise konnen nach mehrfacher Reimplantation Metastasierungsraten
von 100 Prozent erreicht werden [49]. Dies kénnte in Zukunft zur weiteren Optimierung
des Osophaguskarzinommodells durchgefithrt werden. Die statistische Aussagekraft iiber
Metastasierungsraten und Anwachsen des Priméartumors ist in dieser Studie aufgrund
der geringen Fallzahl von fiinf Tieren limitiert. Die Ergebnisse sollten in einer Studie mit
grofferen Fallzahlen verifiziert werden.

4.2 Magnetresonanztomographie und
Fluoreszenzimaging

Die Kleintierbildgebung ist mittlerweile zu einer wesentlichen Methode in der préklinischen
tierexperimentellen Forschung geworden. Sie bietet hohen Weichteilkontrast und hohe
Auflosung, was zu detaillierter anatomischer Darstellung fithrt. Des Weiteren besteht
die Moglichkeit von funktioneller Bildgebung [90]. Optische Fluoreszenzbildgebung ist
als Verfahren gut etabliert. Mit der Einfiihrung von GFP als Marker fiir Tumorzellen
in-vivo bietet sich eine einfache Mo6glichkeit Tumorzellen sowohl in-vivo als auch im
histologischen Préparat nachzuweisen. Die Vorteile dieses Verfahrens wurden hinlénglich
demonstriert [82].
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4.2.1 Darstellung des Primartumors

In dieser Studie konnten die orthotop wachsenden Primértumore in-vivo mittels Ma-
gnetresonanztomographie mit hoher Sensitivitit dargestellt werden. Ein Tumornachweis
gelang im Einzelfall schon am vierten postoperativen Tag. Ab Tag 14 nach OP konnte
in allen Tieren sicher ein orthotopes Wachstum diagnostiziert werden. Dies konnte im
Rahmen der Sektion verifiziert werden. Die ersten sichtbaren Signale im Fluoreszenz-
imaging traten erst an Tag 21 post operationem auf. Bekannte limitierende Faktoren
bei der in-vivo Fluoreszenzbildgebung sind die Absorbtion im Gewebe und die Streuung
des Lichts, die im wesentlichen an der Haut stattfindet [53]. Der Maximale Abstand
zur Bauchdecke, bei dem ein Fluoreszenzsignal noch detektiert werden konnte liegt in
diesem Versuch bei circa 4 mm. Die Lage des orthotopen Osophagustumors zum Teil
hinter Leber und Magen stellt ein weiteres Problem dar. Sie erschwert eine Beurteilung
der tatsadchlichen Tumorgrofie. Das MRT bietet die Moglichkeit der freien Schichtwahl,
beziehungsweise Darstellung in mehreren Raumebenen und gibt damit einen guten Ein-
druck der anatomischen Verhéltnisse, den das Fluoreszenzimaging nicht bieten kann.
Regelmaflige Messungen von Tumordurchmesser oder Tumorvolumen erméglichen das
Erstellen von individuellen Wachstumskurven. Dies ist essentiell bei der Evaluation neuer
Therapiestrategien. Unter guten Bedingungen, also einem Tumor der nicht durch Organe
verdeckt wird und nicht zu tief liegt, ergibt sich eine hohe Korrelation zwischen Fluo-
reszenzbildgebung, Magnetresonanztomographie und Sektionsbefund. Diese Korrelation
konnte bereits fiir ein orthotopes Pankreaskarzinommodell gezeigt werden [103].

4.2.2 Darstellung der Metastasen

Beziiglich der Detektion von Metastasen in-vivo fehlt es sowohl dem Fluoreszenzimaging
als auch der Magnetresonanztomographie an Sensitivitat. Beim Fluoreszenzimaging ist
dies durch die im Verhéltnis zu Absorbtion und Streuung zu geringe Fluoreszenzintensitat
zu begriinden. Im MRT fithrt die Atembewegung des Zwerchfells und damit auch der
parenchymatosen Oberbauchorgane zu Phasenartefakten. Dies erschwert eine Beurtei-
lung der Leber sowie der Lunge erheblich. Im Rahmen der Sektion wurde ein offenes
Imaging durchgefiihrt. Hier zeigte sich das Fluoreszenzsignal der Primartumoren deutlich
intensiver und es waren einzelne Lymphknotenmetastasen sichtbar. Insgesamt bietet also
das offene Imaging, beziehungsweise die Skin-Flap-Technik, eine deutliche Verbesserung
der Bildqualitédt. Dies ist auf die fehlende Streuung des Lichts in der Haut zurtick zu
fithren, und wurde mehrfach vorbeschrieben [53]. Die Untersuchung der einzelnen ent-
nommenen Zielorgane mit langen Belichtungszeiten im Fluoreszenzimager zeigte mehrere,
zum Teil makroskopisch nicht sichtbare Leber- und Lungenmetastasen. Metastatische
Lymphknoten konnten mit dieser Methode ebenfalls hochspezifisch identifiziert werden.
Die Untersuchung der Organe im Rahmen der Sektion ist unkompliziert und bietet damit
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gerade in Studien mit vielen Versuchstieren eine sinnvolle Alternative zu konventionellen
Methoden, wie beispielsweise histologischer Untersuchung.

Fiir die Detektion von Mikrometastasen kénnen falls notig verschiedene auf der GFP-
Expression beruhende Techniken herangezogen werden. Mittels Fluoreszenzmikroskopie
konnen einzelne Tumorzellen in angefertigten Gefrierschnitten nachgewiesen werden. Des
Weiteren kann nach Homogenisation ganzer Organe und RNA-Extraktion ein hochspezi-
fischer und sensitiver Nachweis von GFP-RNA mittels RT-PCR erfolgen. In-vivo konnen
einzelne Tumorzellen beispielsweise mittels konfokaler Laserscanningmikroskopie darge-
stellt werden [81]. Die Benutzung von GFP-transfizierten Zelllinien fir das Tumormodell
ermoglicht also die Anwendung einer Reihe von Methoden zum Nachweis von Makro-
und Mikrometastasen.

4.2.3 Praktische Durchfiihrbarkeit

Vergleicht man in-vivo Fluoreszenzimaging und Magnetresonanztomographie beziiglich
der praktischen Durchfiihrbarkeit, so stellt sich das Fluoreszimaging als die kostengiins-
tigere, zeitlich weniger aufwandige und tierschonendere Methode heraus, da die Tiere
bei einer Routineuntersuchung im Fluoreszenzimager maximal einer dreifligsekiindigen
CO2-Narkose unterzogen werden. Die kurze Untersuchungszeit ermoglicht die regelmaflige
Untersuchung von grofien Tiermengen, beispielsweise im Rahmen von Therapieversu-
chen. Die Magnetresonanztomographie ist ein zeitaufwéndiges Verfahren, bei dem die
Tiere durch eine Narkose immobilisiert werden miissen. Selbst bei der Untersuchung von
mehreren Tieren gleichzeitig in einer Spule [98] ist der Zeitaufwand immer noch deutlich
hoher als beim Fluoreszenzimaging.

4.3 Verbesserungsmoglichkeiten

Eine Moglichkeit um die Sensitivitat der Fluoreszenzbildgebung zu erhéhen wére die
Verwendung fluoreszierender Proteine mit anderem Emissionsspektrum. Die groflere
Emissionswellenlénge von rotverschobenen Fluoreszenzproteinen, wie bespielsweise RFP,
fithrt zu reduzierter Absorption im Gewebe. Damit erhoht sich die Eindringtiefe bei der
in-vivo Untersuchung. Aulerdem konnte die Hintergrundstrahlung, die vor allem auf
der Fluoreszenz von Zellbestandteilen beruht und bei Wellenlangen zwischen 300 nm
und 600 nm auftritt, reduziert werden. Dies fithrt zu einem besseren Signal-zu-Rausch-
Verhaltnis [104]. Die auftretenden Atemartefakte im MRT konnten durch die Verwendung
von atemgetriggerten Sequenzen reduziert werden. Die zusitzliche Anwendung von T1-
gewichteten Sequenzen und die Verwendung von Kontrastmitteln konnte die Detektion
von Metastasen erheblich steigern. Aulerdem besteht die Moglichkeit tumorspezifische
Kontrastmittel in Form von antikérpergekoppelten SPIOs einzusetzen. Alle aufgefiithrten
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Anderungen am Untersuchungsprotokoll wiirden allerdings zu einer erheblich lingeren
Unterschungszeit fithren und sind damit fiir das Screening von groflien Tiermengen
ungeeignet.

4.4 Fazit

In dieser Studie konnte erstmals die erfolgreiche Etablierung eines orthotopen Tumormo-
dells fiir das humane Adenokarzinom des Osophagus gezeigt werden. Das Modell zeigt
sicheres Wachstum des Primértumors und hohe Metastasierungsraten. Um sichere Zahlen
zu erhalten, sollten allerdings noch Experimente mit grofSeren Tiergruppen erfolgen. Das
Tumormodell ist optimal geeignet fiir die Erprobung neuer Therapien. Die Verwendung
GFP-transfizierter Zellen ermoglicht die einfache Detektion von Tumorzellen durch ve-
schiedene Methoden sowohl in-vivo als auch ez-vivo. Die Magnetresonanztomographie
bietet exakte anatomische Darstellung und korreliert mit dem Fluoreszenzimaging. Durch
die Kombination beider Imagingverfahren wird eine optimale Analyse des orthotop
wachsenden und metastasierenden Tumors erreicht.
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A Zusammenfassung

Orthotope Tiermodelle eignen sich in besonderer Weise, um die klinische Tumorer-
krankung sowohl in Bezug auf Wachstum des Primartumors als auch in Bezug auf die
Metastasierung zu repréasentieren. Die Verwendung von GFP-transfizierten Zellen ermdog-
licht hierbei eine Tumorzelldetektion in-vivo und ex-vivo mittels Fluoreszenzbildgebung.
In dieser Studie sollen in-vivo Fluoreszenzimaging und Kleintier-MRT an einem orthoto-
pen Osophaguskarzinommodell fiir das Adenokarzinom etabliert und evaluiert werden.
Nach dem Anziichten von GFP-transfizierten humanen Osophaguskarzinomzellen in der
Zellkultur wurden diese zunachst in Nacktmausen subkutan injiziert und der subkutan
wachsende Tumor orthotop an den distalen abdominellen Osophagus implantiert. Nach
der Operation erfolgte fiir 55 Tage die tégliche Untersuchung durch in-vivo Fluoreszenzi-
maging und alle drei Tage die Untersuchung durch Magnetresonanztomographie. Nach
55 Tagen wurden die Tiere sakrifiziert und seziert. Die entnommenen Organe wurden
hierbei einzeln mittels Fluoreszenzbildgebung untersucht. Alle operierten Tiere zeigten
ein orthotopes Tumorwachstum. Hierbei bietet die Magnetresonanztomographie eine
ausgezeichnete anatomische Darstellung und die Moglichkeit zur akkuraten Messung des
Tumordurchmessers. Metastasen konnten im MRT artefaktbedingt nicht nachgewiesen
werden. Im in-vivo Fluoreszenzimaging ist die Darstellung des Primértumors durch die
Streuung und Absorbtion im Gewebe limitiert. Dies fithrt zu einer begrenzten Eindringtie-
fe. Die Uberlagerung des orthotopen Tumors durch Leber und Magen verhindert zum Teil
das Auftreten von Fluoreszenzsignalen. Von fiinf Tieren zeigten insgesamt vier Tiere eine
Metastasierung in Leber oder Lunge sowie vier Tiere eine Metastasierung in lokoregionare
Lymphknoten. Die Metastasen lielen sich ex-vivo durch die Untersuchung der einzelnen
Organe mittels Fluoreszenzimaging detektieren. In dieser Studie konnte erstmals die
Etablierung eines zuverldssig metastasierenden orthotopen Modells fiir das dsophageale
Adenokarzinom gezeigt werden. Dieses kann zum Beispiel im Rahmen von Therapiever-
suchen eingesetzt werden. Durch Kombination der beiden bildgebenden Verfahren wird
eine optimale Analyse des Tumorwachstums ermoglicht.
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