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1. Einleitung und Stand der Forschung

1.1. Epidemiologie und Therapie des Mammakarzinoms

Unter den haufigsten Krebserkrankungen, welche in den Gesellschaften
der westlichen Welt auftreten, nimmt der Brustkrebs eine besonders
herausgehobene Stellung ein. Brustkrebs ist bei Frauen zwischen 30 und
40 Jahren in den Vereinigten Staaten die haufigste Todesursache. Eine
von acht Frauen erkrankt an Brustkrebs. In den westlichen
Industriestaaten wird eine steigende Inzidenz beobachtet, die aktuell bei
100 Erkrankungen auf 100.000 Einwohner liegt. Das mediane
Erkrankungsalter in den Vereinigten Staaten von Amerika liegt bei 61
Jahren und die Altersgruppe zwischen 75 und 79 Jahren weist die hdchste
Inzidenz mit knapp 500 Féllen pro 100.000 Bewohner auf *. Der groRte
Teil der Diagnosen beruht hierbei auf einem von der Patientin bei der
Selbstuntersuchung entdeckten Knoten im Driisengewebe der Brust 2.
Aktuelle Statistiken zur erwarteten 5-Jahrestiberlebensrate beziffern diese
zwischenzeitlich bei der Diagnose in einem friihen Brustkrebsstadium mit
tiber 98% 3. Wenn alle Tumorstadien in die Berechnung Eingang finden,
reduziert sich diese jedoch auf 88% . Zu den bekannten Risikofaktoren
fur das Auftreten eines Mammakarzinoms zahlen bestimmte genetische
Mutationen wie BRCA1 und BRCA2 (Breast Cancer Susceptibility Gene
1/2) °, das Auftreten der Neoplasie bei direkten Verwandten °, frilhe

7

Menarche und spate Menopause sowie Nulliparitat ‘, Ubergewicht

(BMI>25) ® und der Einsatz von oralen Kontrazeptiva '. Der wichtigste

Risikofaktor bleibt aber weiterhin das Alter 2

. Die heute eingesetzten
Therapieschemata basieren in der Regel auf einer operativen Strategie °,
wobei bei friher Diagnosestellung heute eine brusterhaltene Operation
bevorzugt wird. Hierbei wurden bei deutlich besseren kosmetischen
Ergebnissen und sehr viel geringeren psychischen Belastungen fur die
Patientin ahnlich gute Langzeitergebnisse wie mit einer radikalen

Mastektomie erreicht '°. Nach einem chirurgischen Eingriff schlieBen sich
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haufig eine oder mehrere Chemotherapiezyklen sowie Strahlentherapien
an. Bei der Chemotherapie kommen Kombinationen verschiedener
Medikamente zum Einsatz, die tber unterschiedliche
Wirkungsmechanismen die Tumorzellen angreifen sollen *°. zZu den
eingesetzten Substanzen z&hlen unter anderem Cyclophosphamid,
Metothrexat, Fluoruracil, Doxorubicin und Paclitaxel. Des Weiteren wird
bei einem nachgewiesen positiven Ostrogenrezeptorstatus eine adjuvante
Hormonblockadetherapie mit Tamoxifen erfolgreich bei pra- und
postmenopausalen Patientinnen eingesetzt **. In jungster Zeit kommen
vermehrt Wirkstoffe aus der Gruppe der Aromataseinhibitoren (Al) bei
pramenopausalen Patientinnen zum Einsatz. Diese sollen weniger
Nebenwirkungen und ein langeres rezidivireies Intervall als die Therapie
mit Tamoxifen ermdglichen 2. Mit dem Wirkstoff Trastazumab (Herceptin),
einem humanisierten monoklonalem Antikérper gegen das HER/2neu
Oberflachenprotein der Tumorzellen kommt erstmals ein biologisches
Therapeutikum erfolgreich in der Therapie des metastasierten
Mammakarzinoms zum Einsatz . Die ersten verfigbaren
Studienergebnisse aus grof3en randomisierten Erhebungen suggerieren
eine verringerte Rezidivrate unter kombinierter Chemo- und

Trastazumabtherapie im Vergleich zur ausschlieRlichen Chemotherapie **
17

Eine grol3e Anzahl von anti-angiogenen Substanzen, Wirkstoffe welche
die Neubildung von Gefallen hemmen oder deren Reifungsprozess
beeintrachtigen, befindet sich momentan in der Erprobung, wobei einige
hiervon auch schon im Rahmen von klinischen Studien der Stufe 1l und Ill
bei Patientinnen mit fortgeschrittenen Stadien des Mammakarzinoms
eingesetzt wurden 8. Firr den direkt anti-angiogen wirksamen Vascular
endothelial growth factor (VEGF)-Antikorper Bevacizumab/AVASTIN liegt
inzwischen neben der Zulassung beim Lungen- und Kolonkarzinom auch
die Moglichkeit zur Kombinationstherapie mit Paclitaxel beim

Mammakarzinom vor *°.
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Auf die fur die hier vorgestellte Arbeit besonders bedeutende Gruppe der
Rezeptor-Thyrosinkinase-Inhibitoren (RTKI) wird in einem spateren
Abschnitt ausfihrlicher eingegangen, hier sei nur gesagt, dass sie an
einer fur die Proliferation der Zelle entscheidenden Stelle der
Signaltransduktion ihre Wirkung entfalten. Eine weitere Moglichkeit zur
therapeutischen Intervention bietet die Bestrahlung des
Operationsgebietes und der anhdngenden LymphgefalRe. Sie kommt statt
einer Operation zum Einsatz oder erganzt diese ahnlich wie die

vorgestellten medikamentdsen Wirkstoffe.

Bei den todlich verlaufenden Brustkrebserkrankungen verstirbt die
Mehrzahl der Frauen nicht an den Folgen des Priméartumors, sondern an
dessen Metastasen ?°. Trotz der Schwierigkeiten bei der Bezifferung und
der klaren zeitlichen Einordnung des Auftretens von Metastasen finden
sich in einem Grol3teil der Falle beim fortgeschrittenen Mammakarzinom
ossare Metastasen. Diese sind haufig sehr schmerzhaft, verandern die
biomechanischen Eigenschaften des Knochens bis hin zu pathologischen
Frakturen und sind die Ursache fur eine grof3en Anzahl von orthopadisch-

unfallchirurgischen Eingriffen %,

1.2. Knochenmetastasen beim Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist neben dem Prostatakarzinom die Tumorentitat,
welche am haufigsten zu einer metastatischen Absiedelung von
Tumorzellen in das Knochengewebe filhrt 2. Die haufig nur schwer zu
therapierenden Tumordisseminate konnen auch noch Jahre nach einer
anscheinend erfolgreichen Therapie des Primartumors auftreten. Die
hierflr entscheidenden Prozesse laufen weitestgehend im Verborgenen
ab und konnten bis zum heutigen Zeitpunkt nicht vollstandig geklart
werden. Bereits im Jahre 1889 beschrieb Stephen Paget in einer
Publikation im The Lancet das organspezifische Metastasierungsmuster
verschiedener Tumorarten. Er stellte die so genannte seed and soil

Theorie auf, welche die Abh&ngigkeit der metastasierten Tumorzelle
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(seed) vom empfangenen Gewebe (soil) postulierte 2. Einen fundamental
anderen Erklarungsversuch fiur das Metastasierungsmuster bestimmter
Tumorarten versuchte in den zwanziger Jahren des letzten Jahrhunderts
der amerikanische Pathologe James Ewing zu liefern. Er hielt einzig

24 Keiner der beiden

vaskulare Charakteristika fir entscheidend
Erklarungsansatze fur sich allein konnte alle Vorgange erklaren. Neben
der molekularbiologisch  untermauerten  Organpréferenz  einiger
Tumorformen spielen morphologische und funktionale
Gefalleigenschaften eine nicht zu unterschatzende Rolle bei der

Etablierung von Fernmetastasen.

Knochenmetastasen werden grundsatzlich in zwei Formen eingeteilt. Es
kobnnen die osteoblastischen von den osteolytischen Formen
unterschieden werden. Beide sind durch eine Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen Knochenauf- und Abbau charakterisiert, wobei
die osteolytische Form zu einem Nettoverlust von Knochenmasse mit den
entsprechenden Folgen fur Stabilitat und Funktion des Knochens fihrt.
Osteoblastische Knochenmetastasen zeigen zwar eine vermehrte
Synthese von Knochensubstanz, jedoch folgt diese nicht den
physiologischen Mustern der Knochenbildung und resultiert in mechanisch
wenig belastbaren Knochenregionen. Die Mehrzahl der
Knochenmetastasen beim Brustkrebs sind osteolytischer Natur, nur rund
15% zeigen ein osteoblastisches oder gemischt osteolytisch

osteoblastisches Wachstumsmuster 2°

. Die lokalen und systemischen
Auswirkungen einer Metastasierung in das Skelett beim Mammakarzinom
reichen von Knochenschmerzen, Hypercalcaemie, Nervenkompressionen

25 22

iiber Kachexie % bis zu pathologischen Frakturen ?2. Aus diesen

vielfaltigen Komplikationen resultiert eine erhebliche Anzahl operativer
Eingriffe mit einem entsprechenden volkswirtschaftlichen Schaden 2.
Untersuchungen an Patienten mit bekannter ossarer Metastasierung
wiesen in 50% der Falle pathologische Frakturen auf, wobei etwa 10% die

groRen Réhrenknochen betrafen 2.



1. Einleitung und Stand der Forschung

1.3. Knochenmetastasenmodelle

Eine Vielzahl unterschiedlicher Tiermodelle wurde zur Erforschung der
komplexen Ablaufe im Rahmen der Metastasierungsprozesse solider
Tumore in das Knochengewebe entwickelt. Grundsatzliche Anforderungen
an ein ideales Knochenmetastasenmodell am Tier wirden die konstante
Reproduktion der ortsspezifischen phanotypischen Alterationen, die im
Menschen auftreten, Uber die Speziengrenze hinaus sein. Dies wirde
reproduzierbare Bedingungen schaffen, welche jeweils die Prozesse der
lokalen Tumorinfiltration, Ausbreitung Uber das GefalRsystem sowie
Etablierung und Wachstum im Knochengewebe widerspiegeln. Die
bekannten Modelle erreichen diese Idealvorstellung in der Regel nur
teilweise und konnen nur Teilabschnitte der Metastasierungskaskade
darstellen. Die Ausbildung spontaner Knochenmetastasen ist im Tierreich
ein untypischer Vorgang, somit missen die meisten Knochenmetastasen
auf experimentellem Weg erzeugt werden. Zu den prinzipiellen Ansatzen
gehort die chemische Induktion ?°, die transgene Tumorinduktion *° sowie
der Einsatz humaner Xenograft-Modelle. Bei letzteren kénnen
unterschiedliche Wege zur Ausbildung von Knochenmetastasen fihren.
Es kann eine intracardiale Injektion in den linken Ventrikel erfolgen 3%,
humane Zellen kdnnen orthotop in den Knochen eingebracht werden, oder
es erfolgt eine lokale Applikation z. B. in das Brustdrisengewebe, oder die
Lunge, welche im Verlauf eventuell zu Knochenmetastasen fihrt. Als
limitierende Faktoren bei diesen Modellen werden die nicht sichere
Knochenmetastenausbildung nach intracardialer Injektion oder lokaler

Implantation am Ort des Primarius angesehen %,

Die Forschung an Hand von verschiedenen Xenograft-Mausmodellen in
Verbindung mit intravitalmikroskopischen Methoden zeigte ein
unterschiedliches Wachstumsverhalten und verschiedene Grade der
Tumorvaskularisation je nach Ort der Tumorimplantation. So zeigten sich
bei murinen Melanomzellen eine hodhere GefalRdichte und kleinere
Gefalldurchmesser nach Implantation in das Cranial Window als beim

33

Wachstum in der Ruckenhautkammer Solche organspezifische

Expressionsmuster zeigten sich auch auf molekularer Ebene. So konnte

5
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bei humanen Kolonkarzinomzellen eine vermehrte Expression von VEGF
mRNA beobachtet werden, wenn diese in der Leber wuchsen 3.
Ausschlie3lich nach orthotoper Implantation von humanen priméren
Gallenblasenkarzinomzellen konnte eine verminderte Angiogenese und
Wachstumshemmung von Tochtergeschwiulsten Gber die Expression von

% Des

endogenen anti-angiogenen Substanzen beobachtet werden
Weiteren zeigten auch vorbestehende Blutgefalie eine ortsspezifische und
organabhangige Reaktion auf externe Stimuli. Bei bestehender Blut-Hirn-
Schranke wurde eine signifikant hohere Menge an VEGF bendtigt, um

3% Zu den

eine mikrovaskulare Hyperpermeabilitat hervorzurufen
komplexen Interaktionen zwischen Primarius, umgebenden
Stromagewebe und versorgendem Gefal3bett hat es bereits umfangreiche
Studien an verschiedensten Xenograft-Modellen gegeben 37%°. Die
orthotopen Spezifika vorliegender ossérer Metastasen blieben den
vorhandenen Modellen bis jetzt meist weitgehend verborgen. Die
Moglichkeiten zur Ausbildung spontaner Knochenmetasten sind sehr
begrenzt und nach intracardialer Injektion kam es nur unter bestimmten
Voraussetzungen und beim Einsatz bestimmter Zelllinien zur Entwicklung

31 Die bestehenden Modelle beruhten auf einer

heterotopen Implantation (bone implant model) *', filhrten zu einer

ossarer Metastasen

Alteration  der  mechanischen  Eigenschaften des  Knochens

(Hohlschraubenmodell) ~ #?

oder fuhrten zu einer systemischen
Tumoraussaat ohne sichere Organspezifitat (intracardiale Zellinjektion).
Die eingesetzten Detektionsverfahren sahen keine kontinuierlichen in-vivo
Messungen vor (Histologie, pu-CT) oder litten unter einem reduzierten
raumlichen Auflésungsvermégen (Luciferaseaktivitat, PET, Whole Body
Imaging) **. Das hier eingesetzte Xenograft-Modell adressiert eine Reihe
der dargestellten Problemstellungen und ermdglicht eine kontinuierliche
in-vivo  Beobachtung der morphologischen und funktionellen
mirkrovaskularen Charakteristika einer orthotopen Knochenmetastase und
des versorgenden vaskularen Netzes in einem mechanisch voll belasteten

Knochen nicht invasiv vorzunehmen.
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1.4. Bedeutung der Mikrozirkulation fir das

Metastasenwachstum

Zum heutigen Zeitpunkt wird der Vorgang der Metastasierung als ein

mehrstufiger Prozess angesehen *

, welcher seinen Ausgangspunkt bei
der Selektionierung von geeigneten Zellen des Primartumors nimmt. Das
Auftreten genetischer Instabilitaten und die Entwicklung von Zellklonen,
welche die Potenz besitzen, sich aus dem primaren Zellverband zu losen
und Anschluss an die versorgenden Lymph- und BlutgefalR3e zu erlangen,
wird wabhrscheinlich entscheidend vom pathologischen metabolischen
Umfeld des primaren Tumorgewebes beeinflusst. Die begrenzte
Gewebediffusionsstrecke des Sauerstoffs von 100-200um limitiert das
lokale Tumorwachstum auf wenige mm3 *°. Diese Barriere kann nur tber
Angiogenese, die Bildung neuer BlutgefaRe aus vorbestehenden

GefaRen, Uberwunden werden “.

Die Gewebshypoxie und die
Akkumulation saurer Valenzen Iost die Sekretion pro-angiogener
Substanzen, insbesondere des Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF), aus *’ und filhrt somit zu einer Verschiebung des Gleichgewichts

zwischen pro- und anti-angiogenen Faktoren

. Dieser allgemein als
,angiogenic switch“ bezeichnete Vorgang wird nicht nur fir ein Wachstum
des Primarius als unerlasslich angesehen, sondern hat in gleicher Weise
Gultigkeit fiir ein Fortschreiten des Metastasenwachstums “°. Durch
intravitalmikroskopische  Langzeitbeobachtungen an verschiedenen
Tumorzelllinien im Cranial Window konnten die morphologischen und
funktionellen Charakteristika von Tumorgefal3en im Detail beschrieben
werden > 51 Die  morphologischen  Veranderungen  der
Endothelauskleidung sowie Besonderheiten der GefaRarchitektur wie
Kaliberschwankungen, ein pathologisches Aufzweigungsmuster mit dem
Auftreten von Trifurkationen und Loopbildungen verandern die
funktionellen GefalReigenschaften und tragen zum heterogenen
metabolischen Umfeld des Tumorgewebes bei °'. Neben der
Unterscheidung funktionell relevanter, weil perfundierter Gefal3e, zu nicht
perfundierten GefalRen spielt hier die mikrovaskulare Permeabilitat eine

entscheidende Rolle 2, wobei eine gesteigerte mikrovaskulare
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Permeabilitdt und Gefal3dilatation zu den ersten Schritten wahrend der
Angiogenese gehoren. Dies wird gefolgt vom Abbau der extrazellularen
Matrix und einer Proliferation des Endothels >3. All diese Charakteristika
andern sich stetig im Verlauf des Tumorwachstums, wobei Ruckschlisse
von rein morphologischen Verdnderungen auf funktionelle Zustande nicht
ohne weiteres méglich sind °!. Somit erklart sich die Notwendigkeit

kombinierter morphologischer und funktioneller Messungen in vivo.

Eine Vielzahl von systemischen Wachstumsfaktoren nimmt dber die
unterschiedlichsten Signalkaskaden Einfluss auf das mikrovaskulare
GefalRbett und die Tumorproliferationsrate, wobei dem Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) hierbei eine zentrale Rolle zukommt.

Zusammen mit seinen Rezeptoren (FIt-1/FRT/VEGFR-1 und flk-
1/KDR/VEGFR-2) steht VEGF im Mittelpunkt der Prozesse, die zur
Ausbildung eines pathologischen Gefal3netzes im neoplastischen Gewebe
fuhren. Diese Bedeutung konnte flr eine Reihe von unterschiedlichen

Entititen solider Tumoren gezeigt werden, z.B. Mammakarzinom >*

58, 59

Glioblastom °> ¢ Blasenkarzinom °’, Kolonkarzinom und andere

gastrointestinale Tumoren .

Eine erhohte Expression von VEGF
korrelierte beim Mammakarzinom mit einer erhdhten Gefalidichte, welche
hierbei als negativer prognostischer Faktor angesehen wurde °%. In vitro
Untersuchungen konnten eine Aufhebung der mitogenen VEGF-Wirkung
mittels neutralisierenden Rezeptorantikbrpern belegen, in vivo fuhrte eine
Inhibition von VEGF oder seiner Rezeptoren zu einer reduzierten

Angiogenese und einem verlangsamten Tumorwachstum °% %3,

In jungster Zeit ist ein weiterer Wachstumsfaktor auf Grund seiner
Bedeutung fur die Tumorangiogenese in den Fokus geriickt. Der Platelet
Derived Growth Factor (PDGF) und seine Rezeptoren, PDGFR-alpha und
PDGFR-beta konnten in einer Vielzahl von neoplastischen Geweben
nachgewiesen werden und scheinen durch autokrine

64 Aus einer

Stimulationsprozesse die Tumorprogression zu fordern
Expression auf neoangiogenen Tumorgefaf3en und der Rekrutierung von

Perizyten aus dem umgebenen Stromagewebe wurde eine Rolle des
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PDGF und seiner Rezeptoren bei der Ausreifung neu gebildeter Gefalde

5. € |n vivo Studien konnten bei einer Kombination aus

abgeleitet
konventioneller Chemotherapie und der Gabe von PDGF-Antagonisten
eine Erhdéhung des drug-uptake im Tumorgewebe zeigen. Diese Wirkung

wurde auf eine Verringerung des interstitiellen Drucks zuriickgefiihrt 7.

Wenn auch wiederholt belegt, so konnten die genauen Mechanismen
einer Beeinflussung des Metastasenwachstums solider Tumoren durch
chirurgische Interventionen bis heute nicht endgiltig geklart werden ©2.
Bereits 1994 konnte in einem murinen Xenograft-Modell gezeigt werden,
dass der Primarius eine anti-angiogene Substanz produzierte und
sezernierte, welche das Wachstum der Fernmetastase hemmte. Die
Entfernung des Primarius und Abfall der systemischen Spiegel der
isolierten Substanz Angiostatin fihrten zu einer Neovaskularisation und

8 Weitere Studien im

einem verstarktem Wachstum der Metastase
Tiermodell ® ™ und Beobachtungen an Patienten, die Lebermetastasen
eines kolorektalen Karzinoms aufwiesen *, lieferten zusatzliche Hinweise
fur die Bedeutung des Primarius fur die Wachstumsmoglichkeiten der
Metastasen. Die Arbeiten anderer Arbeitsgruppen und eigene
Untersuchungen konnten eine Verschiebung der Balance zwischen pro-
und anti-angiogenen Faktoren durch chirurgische Eingriffe zugunsten der

pro-angiogenen Substanzen aufzeigen °* "> 7

. In Verbindung mit der
allgemein anerkannten zentralen Bedeutung der Angiogenese fur ein
Fortschreiten des Tumorwachstums erlangt die Hypothese einer Induktion
des Metastasenwachstums durch die pro-angiogenen Auswirkungen

chirurgischer Interventionen weitergehende Plausibilitat *°.

Des Weiteren ist nicht bekannt, ob eine chirurgische Manipulation tber die
Ausschuittung angiogener und proliferationsférdern Wachstumsfaktoren zu
einer Beeinflussung der funktionellen GefaReigenschaften und des
Tumorwachstums fihrt. Diese aufgeworfenen Fragenkomplexe waren

Inhalt der hier vorgelegten tierexperimentellen in vivo Untersuchungen.
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1.5. Therapie mit Kleinmolekularen-Rezeptor-Thyrosinekinase-

Inhibitoren

Die  Rezeptor-Thyrosine-Kinasen bilden eine Unterklasse der
zellmembrangebundenen Wachstumsfaktoren mit Liganden gesteuerter
intrinsischer  Thyrosine-Kinase-Aktivitat. Sie nehmen regulatorische
Aufgaben im Rahmen der physiologischen Zellablaufe war und spielen
gleichzeitig eine entscheidende Rolle bei der Onkogenese. Uber die
Charakterisierung der Primarstruktur und die Aufklarung der biologischen
Wirkungsweise der Interaktion zwischen Rezeptor-Thyrosin-Kinasen und
deren Liganden konnten wertvolle Einblicke in Vorgange der
Signaltransduktion gewonnen werden, welche neue Madoglichkeiten zur

therapeutischen Intervention erdffneten.

Die Gruppe der kleinmolekularen Inhibitoren konkurriert mit dem ATP um
die Bindung an der Thyrosin-Kinase-Doméne des Rezeptors und fihrt zu
einer kompetitiven Hemmung derselben. Zu den ersten Substanzen dieser
Wirkstoffgruppe zahlt SU5416 (Sugen/Pfizer). Es konnte in klinischen
Testreihen eine anti-angiogene und proliferationshemmende Wirkung in
75, 76

vivo unter Beweis gestellt werden
Wirkspektrum auf den VEGF Rezeptor 2.

, jedoch beschrankt sich sein

Mit der Synthese von Sunitinib /SU11248 steht eine weitere Substanz aus
der Klasse der Rezeptor-Thyrosin-Kinase-Inhibitoren zur Verfigung .
Durch eine parallele Inhibition der Split-Kinase-Domane von VEGFR1-2,
PDGFR-alpha/beta, KIT und FLT-382 wird eine kombinierte anti-
proliferative und anti-angiogene Wirkung auf Tumorzellen erreicht. Die
Substanz  liegt in  oral verfugbarer  Darreichungsform  vor
((C22H27FN4.02C4HO5) (Molekilgewicht 532,57)) "® und konnte ihre
Wirksamkeit bereits in klinischen Studien der Stufe Il und Stufe Il gegen
verschiedene solide Tumoren wie das fortgeschrittene Nierenzellkarzinom
" Imatinib resistente Gastrointestinale-Stroma-Tumoren (GIST) #, nicht

resektable neuroendokrine Tumoren 81, das metastasierte
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Mammakarzinom ' und Akute Myeloische Leukdmien (AML) %% unter

Beweis stellen. In den vorliegenden Untersuchungen zur Hemmung von
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1. Einleitung und Stand der Forschung

Osteolysen und dem Wachstum von Mammakarzinomzellen im Knochen
zeigte sich eine signifikante Wachstumshemmung unter einer Dosis von

40mg/kg/Korpergewicht 52,

In den heute verfligbaren Studien zu Sunitinib wurde bei einer taglichen
Dosis von 50 mg eine Reihe von unerwinschten Arzneimittelwirkungen
beobachtet. Zu den haufigsten der Grade Il und IV zahlen Lymphopenie,
Hyperlipidamie, Neutropenie, Andamie und Mudigkeit. In seltenen Fallen
wurde die Therapie mit Sunitinib bei einer Verringerung der
linksventrikularen Ejektionsfraktion um mehr als 20% abgebrochen. Alle
Nebenwirkungen waren unter Therapieeinstellung reversibel und fiihrten

nur selten zu einem endgiiltigen Therapieabbruch °%,

1.6 Fragestellung und Hypothese

Beim metastasierten Mammakarzinoms treten besonders gehauft
Knochenmetastasen auf. Diese stellen einen erheblichen Teil der
Tumormasse dar und sind Ursache fir eine Vielzahl unterschiedlicher
Komplikationen. Fur die lokale Tumorausbreitung, eine weitere
metastatische Absiedelung sowie die Wirksamkeit medikamentdser
Therapien sind mikrovaskulare Gefalieigenschaften von entscheidender
Bedeutung. Das Zusammenspiel zwischen sequentiellen Verdnderungen
der funktionellen Gefal3charakteristika und dem lokalen Tumorwachstum
ist aktuell noch nicht ausreichend beschrieben. Welchen zeitlichen und
stadienabhangigen Schwankungen diese Einflisse unterliegen ist aktuell
noch nicht bekannt. Die ortsspezifischen morphologischen und
funktionellen mikrovaskularen Gefal3charakteristika, welche das lokale
Tumorwachstum im Knochen beeinflussen, sind mangels geeigneter
Tiermodelle bisher noch nicht ausreichend erforscht. Dartber hinaus gibt
es Anhaltspunkte fur eine Erhéhung pro-angiogener Wachstumsfaktoren
nach chirurgischen Interventionen. Inwieweit diese Erhéhung Einfluss auf
eine anti-angiogene Therapie hat, wurde am Modell des metastasierten

Mammakarzinoms noch nicht untersucht.

11



1. Einleitung und Stand der Forschung

Mit dem bereits vorgestellten und publizierten Femur Window in
Verbindung mit intravitalmikroskopischen Untersuchungstechniken ist eine
kontinuierliche nicht invasive Beobachtung des lokalen Tumorwachstums
und der morphologischen und funktionellen  mikrovaskularen
Gefal3parameter moglich. Mit dem kleinmolekularen Tyrosinkinaseinhibitor
Sunitinib liegt eine oral verfigbare Substanz mit kombinierter anti-
angiogener und anti-proliferativer Wirkung gegen solide Tumore vor. Die
kontinuierlich und nicht invasiv durchgefiihrten in vivo Untersuchungen
ermdglichen erstmals die Beschreibung der morphologischen und
funktionellen mikrovaskularen Gefal3eigenschaften am mechanisch voll
belasteten Knochen bei gleichzeitiger Quantifizierung des orthotopen
Tumorwachstums im Knochen unter kombiniert anti-angiogener und anti-

proliferativer Therapie.

Diese Arbeit soll die mikrozirkulatorischen Charakteristika wahrend des
Tumorwachstums im Knochen unter anti-angiogener Therapie an Hand
eines orthotopen Mausmodells des metastasierten Mammakarzinoms
beleuchten. Es wird dberpraft ob es zu Veranderungen der
mikrovaskularen GefalRparameter und einer Wachstumshemmung der
orthotop implantierten Knochenmetastase durch Sunitinib kommt. Ferner
sollen die moglichen Einflisse einer chirurgischen Intervention auf die
mikrozirkulatorischen Gefal3eigenschaften und das Tumorwachstum unter

Sutent-Behandlung beschrieben werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Charakterisierung und Transfektion der Zelllinie

Ein beachtlicher Teil des Wissens zu den pathophysiologischen und
molekularbiologischen Eigenschaften des Brustkrebs basiert auf in vitro
und in vivo Untersuchungen an Brustkrebszelllinien. Diese
immortalisierten Zelllinien wachsen unter standardisierten Bedingungen
und dienen als sehr gut charakterisierte Werkzeuge zur Untersuchung des
Mammakarzinoms. Fur die hier prasentierten in vivo Studien wurde auf die
weit verbreitete und gut charakterisierte Zelllinie MCF-7 8 zuriickgegriffen.
Sie wurde urspriinglich aus Pleuraexsudat isoliert und auf Grund ihrer
pathologischen Eigenschaften als invasives duktales Mammakarzinom
eingeordnet. Ebenso zeigt sich eine Expression sowohl des
Ostrogenrezeptors, als auch des Progesteronrezeptors. Zudem kann ein

8 Dieses

Ostrogenabhangiges Wachstum nachgewiesen werden
Expressionsmuster fir Steroidhormonrezeptoren korrespondiert mit ca.
50-60% der Brustkrebserkrankungen der Frau. Die Bestimmung
epithelialer Oberflachenmarker wie dem E-cadherin und dem Desmoplakin
I/ll bestatigen das auf Kunststoff beobachtete Wachstumsmuster von
untereinander verbundenen Kolonien und die Einteilung als schwach
invasiv. wachsende Zellinie 5. Bei in vivo Studien zum
Metastasenwachstum in  Nacktmdusen zeigten sich  gemischt

osteoblastische und osteolytische Knochenneubildungen .

Die Transfektion wurde mittels eines pDsRed-Vektors (red fluorescence
protein, Cat-No.: 632429, Clontech Laboratories Inc., Mountain View,
USA) durchgefihrt. Der eingesetzte Vektor resultiert in der konstitutiven
Expression einer Variante des roten Fluoreszensproteins von Discosoma
sp. (Exzitationsmaximum = 557nm, Emmisionsmaximum = 579nm) in den
humanen Mammakarzinomzellen. Die Transfektion erfolgte mit der
Lipofectaminreagens (Lipofectamine 2000, Cat-No.: 11668-027 Clontech
Laboratories Inc., Mountain View, USA) laut Herstellerangaben. Uber die

co-transfizierte Geneicinresistenz des Vektors wurde anschlieRend eine
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2. Material und Methoden

Selektion der erfolgreich transfizierten Zellen mittels Geneticin (Invitrogen,
Paisley, UK) nach Herstellerangaben durchgefihrt.

Zur Erhéhung des Anteils fluoreszierender Zellen an der gesamten
Zellmasse kam eine fluoreszensaktivierte Zellsortierung (FACS) zum
Einsatz. Die variable Parameteranpassung des FACSAria (BD
Biosciences, San Jose, USA) erlaubte eine Selektion der Tumorzellen mit

dem héchsten Fluoreszensgrad (Grenzwert=95%) (Abb. 1).

Abbildung 1: MCF7 in Kultur
nach Transfektion von RFP
(pDsRed-Express) und FACS-
Sortierung im
fluoreszensmikroskopischen Bild
(VergroRerungsfaktor 10x).

2.2. MTT Proliferationsessay

Der MTT-Test ist ein farbmetrischer Zytotoxizitat-Test. Zellen werden in
vitro mit dem namensgebenden Farbstoff, einem gelben Tetrazoliumsalz,
behandelt, um ihre Lebensfahigkeit beziehungsweise den Anteil lebender
Zellen im Vergleich zu einer Kontrollprobe von Zellen zu messen. Der
Nachweis der Zellvitalitat mittels MTT-Test beruht auf der Reduktion des
gelben, wasserl6slichen Farbstoffs  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in ein blau-violettes, wasserunlésliches
Formazan. Diese partielle Reduktion von MTT durch Succinat erfolgt in
den Mitochondrien (mitochondrialer Komplex Il) in Abhangigkeit von dem
Enzym Succinat-Dehydrogenase. Die in vivo Wirkung verschiedener
Konzentrationen von Sunitinib auf die MCF7 Mammakarzinomzellen
wurden mit Hilfe eines MTT Proliferationsessays (TOX1, Sigma-Aldrich
Chemie Gmbh Minchen) unter standardisierten Bedingungen und nach

Herstellerangaben tberpriift (Abb. 8) %.
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2. Material und Methoden

2.3. Femur Window Operation

Die Implantation des aus Titan gefertigten zweiteiligen Knochenfensters
erfolgte nach folgendem Arbeitsschema. Zwolf Wochen alte weibliche
immunkompromittierte  (SCID) Mause (TaconicFarms Inc., Ejby,
Danemark), welche einen kombinierten B- und T-Zelldefekt aufwiesen,
erhielten eine intraperitoneale Injektion zur systemische Anasthesie aus
einer salinen Losung von Xylazin Hydrochlorid 10mg/kg KG (Rompun 2%,
Bayer AG, Leverkusen, Deutschland) und Ketanest-S 200mg/kg KG
(Pfizer Inc., New York, USA). Nach Uberpriifung einer ausreichend tiefen
Narkose durch Aufhebung des Cornealreflexes und Schutz der Augépfel
gegen Austrocknung mittels Bepanthen Augen und Nasensalbe (Bayer
AG, Leverkusen, Deutschland) wird der rechte Hinterlauf rasiert und
epilliert. Die im weiteren Verlauf beschriebenen Arbeitsschritte wurden alle
unter einem Stereomikroskop mit variablem Vergré3erungsfaktor (STEMI
2000, Carl Zeiss Lichtmikroskopie, Géttingen, Deutschland) durchgefihrt.
Die optimale Ausleuchtung des Operationsgebietes konnte durch den
Einsatz einer Kaltlichtquelle mit flexiblen Lichtwellenleitern (KL1500 LCD,
Carl Zeiss Lichtmikroskopie, Gottingen, Deutschland) gewahrleistet
werden. Nach sorgfaltiger Hautdesinfektion mit Cutasept G (Bode Chemie
Hamburg, Hamburg, Deutschland) erfolgte der Hautschnitt mittels eines
Einmalskalpells (Cutfix Figur 11, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland). Nach scharfer Praparation der Ansatzsehnen an der Crista
femoralis wurden diese am Ansatz vom Knochen getrennt. Die weitere
Praparation erfolgte grof3tenteils stumpf. Mit Hilfe einer akkubetriebenen
Hochgeschwindigkeitsfrdse (Fine Science Tools Inc., North Vancouver,
Canada) und eines Tonnenfrasers wurde die Crista femoralis abgefrast.
Nekrosenbildung durch Uberméssige thermische Belastungen konnten
erfolgreich durch ausgiebige Sptlung des Operationssitus mit 0,9% NaCl
Lésung (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) verhindert
werden. Die endgultige Abtragung der ossaren Strukturen bis zur
Eréffnung des Markraumes und die Schaffung einer planen Auflageflache
fur das Femur Window wurde unter Einsatz des Einmalskalpells erreicht.
Die Injektion der 1x10° RFP (red fluorescence protein) transfizierten
Mamma-CA Zellen geschah nach funfminttiger Zentrifugation bei 1400
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2. Material und Methoden

U/min und Pipetierung des Uberstandes durch intrameduléare Injektion
Uber eine 10pl Spritze (Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz) (Abb.
2). AnschlieBend wurde der Titanbugel unter dem Femur durchgefihrt
und die Gewindestifte in eine senkrechte Position gebracht. Das Oberteil
des Knochenfensters wurde mit einem 5mm im Durchmesser messenden
Deckglas verklebt und tber die Gewindestifte mit dem Buigel verbunden,
Messingmuttern der Grosse M1 (Erbert Modellbahntechnik, Heringen,
Deutschland) fixierten die Bauteile aneinander und am Knochen. Zur
weiteren Stabilisierung und Abdichtung des operierten Areals wurden die
FreirAume mit Stumpfaufbaumaterial (DMG Chemisch-Pharmazeutische
Fabrik GmbH, Hamburg, Deutschland) aufgefillt. AbschlieRend konnte die
Wunde durch Einzelknopfnaht mit nicht resorbierbarem Nahtmaterial
(ETHIBOND EXCEL 5-0, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland)
verschlossen werden (Abb. 3). Fir einen Zeitraum von mindestens 24
Stunden wurden die operierten Mause auf einer Warmematte zur

Verbesserung des postoperativen Verlaufes gehalten.

Abbildung 2: MCF7-RFP-Zellen
(VergroRerung 10x) nach
Implantation in das Femur
(Tag 0).

Abbildung 3: Fixation
des ,Femur Window* in
Sandwich-Technik am
Femur (A-B) und SCID-
Maus mit implantiertem
SFemur Window*

postoperativ (C) .
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2.4. Mastektomie

An Tag 5 erfolgte vor den intravitalmikroskopischen Messungen und unter
sterilen Kautelen eine chirurgische Mastektomie der rechten Mamma.
Hierfir wurde die Maus analog zum o. g. Schema in eine systemische
Anasthesie versetzt. Die narkotisierte Maus wurde auf der Warmematte
gelagert und der rechte Hemithorax rasiert und epiliert. Es folgte ein 2 cm
langer bogenformiger paramedianer Schnitt Uber der rechten Mamma
(Cutfix Figur 11, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) und
die scharfe Praparation und Exstirpation des Drisengewebes mit der
Praparierschere (Fine Science Tools Inc., North Vancouver, Canada).
Abschliel3end erfolgte der Wundverschluss durch Einzelknopfnaht mit
nicht resorbierbarem Nahtmaterial (ETHIBOND EXCEL 5-0, Ethicon
GmbH, Norderstedt, Deutschland).

2.5. Fluoreszenzmikroskopie und mikrovaskulare

GefalRparameter

Die umfangreichen fluoreszensmikroskopischen Untersuchungen wurden
an einem individuell angepassten Mikroskopiesystem erhoben, wobei ein
aufrechtes, teilmotorisiertes Axioplan 2 Mikroskop (Carl Zeiss, Gottingen,
Deutschland) in Verbindung mit der Software Axiovision Rel. 4.1 (Carl
Zeiss Jena GmbH, Jena Deutschland) und der digitalen 3-Chip-Kamera
Axiocam H (Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland) die Basis bildete.
Eine konstante Beobachtungssituation wurde durch eine individuell
angefertigte Halterung, welche die narkotisierte Maus auf der eingesetzten
Warmematte fixiert, gewahrleistet (Abb. 4). Nach i. v. Injektion von
Fluorescein-Isothiocyanid-Dextran (FITC Dextran, 2000 000 MW,
Exzitationsmaximum 494nm, Emmisionsmaximum 518nm,
MolecularProbes, Invitrogen Ltd., Paisley, UK) wurden mittels Epi-
illumination (FITC Filter: Exzitation 525-555nm, Emission 580-635nm)
Mehrkanalfluoreszensaufnahmen angefertigt, um das lokale
Tumorwachstum und die ossére Gefal3architektur zu analysieren. Fur die
Bestimmung der funktionellen Gefa3parameter erfolgte eine Detektion der
Signale durch eine intensified CCD Kamera (Hamamatsu C-0377-1,
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Hamamatsu Photonics Deutschland GmbH, Herrsching am Ammersee,
Deutschland) in drei verschiedenen Regionen an allen sieben Messtagen.
Die Signale wurden digital gespeichert, die Analyse erfolgte offline. Nach
der Digitalisierung der Bilder erfolgte die Analyse unter Verwendung von
Software des National Institutes of Health (NIH Image 1.62) auf einem
Macintosh Computer (Apple Power Mac Dual 500mHz G4 1GB SDRAM,
Apple, Cupertino, USA) (Abb. 4).

Abbildung 4: narkotisierte Maus
mit implantiertem Femur Window
wahrend der Messung in der
individuell angefertigten

Halterung (VergroéRerung 16x).

2.5.1. GefalRdurchmesser (D) und funktionelle GefaRdichte (VD)

Die funktionelle Gefal3dichte (VD) (Formel 1), definiert als summierte
Lange der GefalRe mit Plasmafluld pro Observationsflache, und der
durchschnittliche GefaRdurchmesser (D) der EinzelgefaRe (Formel 2)
wurde mittels einer Bildanalysesoftware (National Institutes of Health

Image 1.62) graphisch ermittelt > *°.

Funktionelle GefaRdichte VD (cm/cm?) = %5_, (17 6 . Ln) X

Mittlerer GefaRdurchmesser D (um) = %ijzl (% >, Dn) X

Dabei entspricht L der Lange des Einzelgefalies, D dem Durchmesser des
Einzelgefalles, A der Observationsflache, Z der Gesamtzahl der Gefale

und G der Anzahl der Observationsfelder.

2.5.2. Blutflussgeschwindigkeit (Vmean) und Blutflussrate (BFR)
Die  mikrovaskulare  Blutflussgeschwindigkeit  wird  Uber eine
Bildanalysesoftware (NIH Image 1.62) ausgewertet. Dabei wird die

Zeitdifferenz  gemessen, die ein  Erythrozytenkonglomerat im
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Gefalizentrum bendétigt, um eine definierte Strecke zurtickzulegen. Hierbei
werden zwei justierbare Balken Uber das Gefal3lumen projiziert und die
Zeitdifferenz, welche die markierten (Plasmafluss nach FITC Dextran
Injektion) Partikel zwischen den zwei Balken bendtigen, bestimmt. Die

Berechnung erfolgt nach folgender Gleichung (Formel 3):

Vmean (um/s) = éZ§=1( §=1VRicn)

Die durchschnittliche Blutflussrate, definiert als mittlerer Volumenfluss pro
Zeiteinheit im Einzelgefal3, wird rechnerisch aus GefaRdurchmesser und
maximaler Blutflussgeschwindigkeit in der GefaBmitte (VRBC) nach
untenstehender Formel ermittelt (Formel 4):

T wz VRBCn 2
a7 &n=1 D
4z a n’ n

G
Blutflussrate BFR (um®/s) = %Z

x=1

Dabei  entspricht D dem  GefalRdurchmesser, VRBC  der
Blutflussgeschwindigkeit im Gefal3zentrum, Z der Gesamtzahl der Gefal3e
und G der Anzahl der Observationsfelder. Der Korrekturfaktor a ist ein
experimentell ermittelter linearer Naherungswert, der bertcksichtigt, dass
die Blutflussgeschwindigkeit, bedingt durch die Reibung an der
GefaBwand und im Blut, vom Gefal3zentrum zum Gefalirand hin abnimmt
(s. Abb. 5). Das nichtlineare Stromungsprofil begriindet sich in der
abnehmenden Reibungsflache der Flussigkeitslamellen vom Gefal3rand
zum Gefaldzentrum (s. Abb. 6). Bei kleinen Gefalddurchmessern lasst sich
das Stromungsprofil linear approximieren. Dabei ist a=1,3 fur
GefalRdurchmesser <10 pum und 1,6 fur GefalRdurchmesser >15 um. Fur
Durchmesser zwischen 10 und 15 pm wird linear extrapoliert (a =1,3 +
((D-10)*0,3/5)) ™.
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N A=rR*
% D=IR | dA=dr*r*d¢
/
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A
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R
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0

Abbildung 5: A: Langsschnitt durch ein Gefald mit dem Durchmesser (D)
und Darstellung des Stromungsprofils. Die Lange der Pfeile illustriert die
Geschwindigkeit der Flussigkeitslamellen. B: Querschnitt durch ein Gefal3.
Das Stromungsprofil wird durch unterschiedliche Graustufen reprasentiert.
Der durchschnittliche Volumenfluss | (ml/s) errechnet sich durch
Summation der Einzelflachen dA (cm?) multipliziert mit der Stromstarke
am jeweiligen Ort r (Stromungsdichte j(r) (ml*s**cm™), wobei sich die
Einzelflache aus Multiplikation von Radiusdifferenz  dr  (cm),
Winkeldifferenz df (dimensionslos) an dem Punkt r (cm) des Gesamtradius
ergibt %,

A=7*D,*h
A,=*D,*h

fiir D,<D, gilt

Abbildung 6: Das Stromungsprofil einer Ro6hrenstrémung st
parabelférmig, bedingt durch die Zunahme der Reibungsflache (A) bei der
Entfernung vom Gefal3zentrum. Die Reibungsflache A zwischen zwei
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Flissigkeitslamellen ist abh&ngig von der Gefal3lange (h) und dem
Durchmesser des GefaRes (D) .

2.5.3. Gewebsperfusionsrate (TPR)

Die Gewebsperfusionsrate TPR, definiert als mittlerer Volumenfluss pro
Zeiteinheit und Flache, wurde rechnerisch aus GefalRdurchmesser und
maximaler  Blutflussgeschwindigkeit in der GefalBmitte (VRBC)
nachfolgender Formeln ermittelt (Formel 5).

2 1RBC

1 T
TPR(x) = 7 %% (5241 D X2

mean) X

Dabei entspricht D dem  GefalRdurchmesser, VRBC  der
Blutflussgeschwindigkeit im Gefal3zentrum, Z der Gesamtzahl der Gefal3e
und G der Anzahl der Observationsfelder. Der Korrekturfaktor a ist ein

experimentell ermittelter, linearer Naherungswert (s. 0.).

2.5.4. Mikrovaskulare Gefal3permeabilitat und Oberflachen-
Volumen-Verhaltnis

Die Permeabilitaitsmessung erfolgte nach i.v. Injektion von Fluorescein-
gebundenem bovinen Serum Albumin (FITC-BSA) (Exzitationsmaximum
494 nm, Emissionsmaximum 520 nm, MolecularProbes, Invitrogen Ltd.,
Paisley, UK). Nach Bolusinjektion (40mg/kg KG) wurde Uber einen
Zeitraum von 10 Minuten in 2 mindtigem Abstand die
Fluoreszenzintensitat ~ (Photomultiplier Tube, Hamamatsu Photonics
Deutschland GmbH, Herrsching am Ammersee, Deutschland) in dem
zuvor selektierten Areal mit einem 20x Objektiv (LD Achroplan 20x 0,4,
Carl Zeiss Lichtmikroskopie, Gottingen, Deutschland) gemessen. Die
Speicherung der Signale erfolgte gleichfalls digital (PowerLab/2sp, IP Lab
Spectrum for Mac, ADInstruments GmbH Messdatenerfassungssysteme,
Spechbach, Deutschland) und die Analyse offline *°°. Die Permeabilitat

(P) wird berechnet als

. — 14 1 Al 1
(Formel 6): P(cm/s)=(1 — HT)xEx (mxﬂ + E)

wobei | die durchschnittliche Intensitat des gesamten Bildausschnittes ist,

I0 die Intensitat, nachdem samtliche GefalRe sich mit dem Fluorochrom
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gefullt haben, und Ib die Hintergrundfluoreszenz. Der durchschnittliche
Hamatokrit wird entsprechend der Literatur ° als 19% angenommen. V ist
das Gefallvolumen, S die GefalRoberflache im Bildausschnitt. Die

Zeitkonstante fiir die Plasmaclearance (K) ist 9,1 x 10° s °.

Das Gefallvolumen (V) und die GefalRoberflache (S) der Gefal3e im
Beobachtungsfeld wurde aus den Bilddaten nach Fluoreszenzmarkierung

entsprechend folgender Formel berechnet (Formel 7).

2

Tyz
—J>n=1DL
SeiDiL

GefaRvolumen/GefaRoberflache (cm)= ———22
nYy%_,D L

nn
Dabei entspricht Z der Anzahl, L der L&dnge und D dem Durchmesser der
GefalRe im Gesichtsfeld.

2.6. Konfokalmikroskopie

Das inverse Konfokalmikroskop LSM 510 META (Carl Zeiss Jena GmbH,
Jena, Deutschland) gestattete Uber sein variables Laserspektrum und die
softwareseitig (LSM Software 3.0, Carl Zeiss Jena GmbH, Jena,
Deutschland) bestehende Moglichkeit zur dreidimensionalen
Rekonstruktion die Generierung von hochauflosenden Bildfolgen. Der
Einsatz von fluoreszenzmarkierten Plasmamarkern (FITC-Dextran)
bereitete den Weg zu parallelen Darstellungen der sich ausbreitenden
Tumormasse und der versorgenden Gefal3architektur (Abb. 7).

Abbildung 7: MCF-RFP-Zellen
(rot) und funktionelles Gefal3netz
nach Injektion von FITC-Dextran
(grin) an Tag 10 in der
konfokalmikroskopischen

Darstellung (VergroRerung 10x).
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2.7. Biometrische Planung

Die Messungen der morphologischen und der funktionellen
Gefal3parameter sowie der Tumorgréf3e wurden an sieben Messtagen (3,
5, 8, 10, 14, 20, 25) nach Implantation von 1x10° MCF7-pDsRed-Zellen in
das rechte femurale Knochenmark und das Femur Window durchgefuhrt.
Das Korpergewicht wurde jeweils bestimmt. An Tag 3 wurde die orale
kombiniert anti-angiogene und anti-proliferative Therapie bzw. die
Placebobehandlung begonnen. An Tag funf erfolgte eine chirurgische
Mastektomie der rechten Mamma. Alle chirurgischen Mafinahmen
erfolgten unter sterilen Kautelen. Die tierexperimentellen Prozeduren
wurden nach Genehmigung und unter Aufsicht durch die Behoérde fir
Soziales, Familie, Gesundheit und Verbraucherschutz, Hamburg
(Genehmigungsnummer 31/04) durchgefuhrt.
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2. Material und Methoden

2.8. Statistische Auswertung

In einem ersten Schritt erfolgte eine Identifikation von statistisch
signifikanten (p<0,05) Ausreil3ern entsprechend dem ,extreme studentized
deviate“ (ESD) . Diese waren nicht Teil der weiteren Auswertung. Uber
die Statistiksoftware SPSS (SPSS Inc., Chicago, USA) und nicht
parametrische Testverfahren (Mann-Whitney-U-Test) wurden die nicht
normalverteilten Datenséatze untersucht. Als statistisch signifikant wurden
Werte kleiner 0,05 flr p angesehen, diese finden sich mittels * markiert.
Fur p Werte kleiner 0,01 wurde eine Markierung mit ** gewahlt. Es werden
jeweils die Mittelwerte der einzelnen Messtage und der Standartfehler des
Mittelwerts (MEAN =SEM) aus beiden Untersuchungskollektiven einander
gegenubergestellt sowie die Verlaufe innerhalb der Gruppen

wiedergegeben.
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3. Ergebnisse

Es zeigt sich ein signifikant reduziertes Metastasenwachstum unter
Therapie mit Sunitinib. Im Gruppenvergleich fuihrt die Therapie zu einer
signifikant reduzierten funktionellen Gefal3dichte VD mit Vergré3erung des
mittleren Gefalldurchmessers D. Es kommt insbesondere zu einer
Verringerung der Anzahl kleiner Gefalle. Die funktionellen
mikrovaskularen Gefassparameter weisen eine nicht signifikante Zunahme
der mittleren Erythrozytengeschwindigkeit Vmean, eine signifikant erhdhte
Blutflussrate im Einzelgefal@ BFR und eine signifikant gesteigerte
Gewebeperfusionsrate TPR  unter  Sunitinibtherapie  auf.  Die
mikrovaskuldre Permeabilitait als MessgroRe zur Beschreibung der
Gefalldurchlassigkeit steigt unter Therapie temporér an und geht dann in
beiden Untersuchungsgruppen Uber den weiteren Messzeitraum
kontinuierlich zurick. Im Folgenden werden die Ergebnisse der
Messungen im Gruppenvergleich dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. MTT Proliferationsassay

Die in vitro Proliferationshemmung von Sunitinib gegen die eingesetzten
MCF-7 Zellen wurde mit unterschiedlichen Hemmstoffkonzentrationen
Uberprift. Bei einer Konzentration von 1000ng/ml stellt sich nach 24
stundiger Inkubationszeit eine zunehmende Wachstumshemmung ein. In
vivo werden systemische Konzentration von 100-1000ng/ml bei der hier
eigesetzten Dosis 40mg/kg/KG fiir 12 Stunden erreicht *".

--10ng/mL  --100ng/mL --1000ng/mL
1,5 1

1 1() n R T ,:/‘é"'""'ﬁ—-_;

0,5 1

0,0 . . T T .
Oh 24h 48h 72h  7Tage

Abbildung 8: Relative in vitro Proliferationshemmung von Sunitinib gegen
MCF-7 Zellen bei Konzentrationen von 10, 100 und 1000ng/ml.
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3. Ergebnisse

3.2. Korpergewicht

Ein desproportionierter Gewichtsverlust im Sinne einer Tumorkachexie
oder fortgesetzter Beeintrachtigung durch das Kammerimplantat wurde in
beiden Gruppen nicht beobachtet. Nach Implantation der Kammer kam es
initial zu einer Reduktion des Korpergewichts in beiden Gruppen von
17,149 in der Placebogruppe (n=10) sowie 17,38g in der Therapiegruppe
(n=8) an Tag 3, auf ein Minimum von 16,42g an Tag 8 in der
Placebogruppe und 16,509 in der Sutent-Gruppe an Tag 5. Hierauf folgten
jeweils  kontinuierliche Gewichtszunahmen bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums in beiden Gruppen. Lediglich am letzten
Untersuchungstag verzeichnete die Verumgruppe einen erneuten
Gewichtsabfall auf 17,83g. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen wurden nicht festgestellt.

OPlacebo mSutent

19 -
18 -
517 |
ol NI I
15:
3 5 8 10 14 20 25

Tag

Abbildung 9: Die Darstellung erfolgt als Mittelwert unter Darstellung des
+SEM (*=p< 0,05; **=p< 0,01).
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Tag 10 Tag 14 Tag 20 Tag 25

Abbildung 10: Licht- und fluoreszensmikroskopische Darstellung des orthotopen Tumorwachstums unter Placebotherapie.
Fluoreszensmikroskopische Darstellungen zeigen den Tumor (rot) und die versorgenden intraossaren Geféf3e (grin) nach Injektion von FITC-
Dextran (Vergrol3erungsfaktor=2,5x, Balken entspricht 500um). Im Vergleich zur Therapiegruppe zeigen sich ein verstarktes Tumorwachstum und
eine hohere Mikrovaskularisation des Beobachtungsfeldes. Die sich ausbreitende Tumormasse nimmt gegen Ende des Beobachtungszeitraums
nahezu die gesamte sichtbare Femurflache ein. Der Tumorprogress wird begleitet von der Einsprossung neoangiogener Gefale.
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Tag O Tag 3

Tag 10 Tag 14 Tag 20 Tag 25

Abbildung 11: Représentative Licht- und fluoreszensmikroskopische Darstellung des orthotopen Tumorwachstums unter Sunitinib Therapie. Die
fluoreszensmikroskopischen Darstellungen zeigen den Tumor (rot) und die versorgenden intraossaren Gefal3e (grin) nach Injektion von FITC-
Dextran. Vergrol3erungsfaktor=2,5x, Balken entspricht 500um. Es zeigt sich die lokale Tumoretablierung und die Ausbildung eines versorgenden
GefaRbettes. Uber den Beobachtungszeitraum zeigen einige Areale Tumorwachstum, wahrend parallel hierzu, an anderer Stelle eine Riickgang
auftritt.  Im  Vergleich zur Kontrollgruppe fallen ein geringeres Tumorwachstum und eine reduzierte GefalRdichte auf.
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3. Ergebnisse

3.3. Tumorwachstum

Die GroRe der ossadren Tumormasse wurde an jedem Messtag
fluoreszensmikroskopisch bestimmt. In beiden Versuchsgruppen konnte
eine sichere Tumoretablierung beobachtet werden. Ausgehend von einer
Tumorflache von 0,21mm? in der Kontroligruppe (n=10) und respektive
0,16mm? in der Therapiegruppe (n=9) erfolgte eine GréRBenzunahme auf
1,06mm? (Kontrolle) und 0,34mm? (Therapie) bis Tag 25. Nach
Therapiebeginn (Tag 3) und chirurgischer Mastektomie (Tag 5) zeigte sich
ab Tag 8 an allen weiteren Messtagen mit Ausnahme von Tag 10 und
somit unter anti-angiogener Therapie eine signifikant reduzierte
GroRenzunahme. Ebenso erreichten die Tumoren der Therapiegruppe
insgesamt eine signifikant reduzierte maximale Grol3e im Vergleich zum
Kontrollkollektiv. In der graphischen Darstellung des nicht linearen Modells
zeigt sich die signifikant gesteigerte Tumorwachstumsgeschwindigkeit

ohne Therapie. Insbesondere ab Tag 8 kommt es zu einem akzelerierten

Wachstum.
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Abbildung 12: Die Darstellung erfolgt als Mittelwert unter Darstellung des
+SEM (*=p< 0,05; **=p< 0,01).
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3. Ergebnisse

3.4. Mikrovaskulare Gefal3permeabilitat

Die Gefal3permeabilitait gegenuber Albumin als Parameter zur
Beschreibung der Durchlassigkeit der Gefal3wand fur im Blut zirkulierende
Nahrstoffe und Therapeutika zeigte in der Kontrollgruppe (n=9) nach
einem kurzfristigen Anstieg zu Tag 8 einen signifikanten Abfall Gber den
Beobachtungszeitraum. Im Therapiekollektiv (n=8) stellte sich nach
Riickgang an Tag 5 (2,39 x 10°cm/s) und konsekutiver Mastektomie eine
Zunahme der mikrovaskularen Permeabilitat ein. Diese fiel im weiteren
Verlauf kontinuierlich ab, um an Tag 25 Werte unterhalb des
Ausgangsniveaus zu erreichen, welche sich nicht signifikant von denen
der Placebogruppe unterschieden. Der Abfall von Tag 8 (Therapie=4,88 x
10°cm/s) auf Tag 20/25 (Tag 20=1,39 x 10°cm/s; Tag 25= 1,13 x 10°
®m/s) in der Therapiegruppe stellte sich hierbei als statistisch
hochsignifikant bzw. signifikant heraus. Im Gruppenvergleich zeigen sich

signifikante Unterschiede an den Tagen 8 und 10.
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Abbildung 13: Die Darstellung erfolgt als Mittelwert £SEM (*=p< 0,05;
**=p< 0,01).
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3. Ergebnisse

3.5. Mittlere Erythrozytengeschwindigkeit (Vmean)

Die durchschnittliche Geschwindigkeit der korpuskularen Elemente im
Einzelgefall (Vmean) stieg im Verlauf des Messzeitraums in beiden
Gruppen signifikant an. An Tag 3 wurde in der Kontrollguppe (n=10) eine
Vmean von 150 pm/s und in der Therapiegruppe (n=9) von 267 pum/s
gemessen. Am Ende des Beobachtungszeitraums wurden in der
Kontrollgruppe 418um/s und im Therapiekollektiv 566 um/s gemessen. In
der Therapiegruppe zeigte sich ein statistisch nicht signifikanter Abfall
zwischen Tag 3 und 5. Nach Mastektomie kam es zu einer Zunahme der
mittleren Erythrozytengeschwindigkeit, wobei sich mit Ausnahme von Tag
14 statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Messtagen zeigten. In der Kontrollgruppe zeigte sich eine hochsignifikante
bzw. signifikante Zunahme der Durchflussgeschwindigkeit von Tag 3 zu

den spateren Messtagen.
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Abbildung 14: Die Darstellung erfolgt als Mittelwert unter Wiedergabe des
SEM (*=p< 0,05; **=p< 0,01).
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3. Ergebnisse

3.6. Blutflussrate (BFR)

In beiden Kollektiven lie3en sich signifikante Unterschiede zwischen den
frihen Messtagen vor Mastektomie und denen nach dieser aufzeigen,
wobei dies innerhalb der Therapiegruppe (n=9) deutlich ausgepréagter
erscheint. Es traten an Tag 3 signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen auf. Der durchschnittliche Blutvolumendurchfluss durch das
Einzelgefal? pro Zeiteinheit zeigte eine hodhere Durchflussrate in der
Therapiegruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=10), wobei die
Unterschiede ab Tag 10 (Therapie= 181866pm?/s; Placebo= 88800um?/s)
mit Ausnahme von Tag 14 (ber den weiteren Beobachtungszeitraum
signifikant waren (Tag 20: Therapie= 176888um?/s; Placebo= 76605 um?/s
Tag 25: Therapie= 183217 pm?/s; Placebo= 99275 pm?s). Dies korreliert
hochsignifikant (p<0,001) mit der erhthten Gewebeperfusionsrate TPR

und mittleren Erythrozytengeschwindigkeit Vmean.
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Abbildung 15: Die Darstellung erfolgt als Mittelwert unter Wiedergabe des

SEM (*=p< 0,05; **=p< 0,01).
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3. Ergebnisse

3.7. Gewebsperfusionsrate (TPR)

Die Gewebeperfusionsrate TPR beschreibt &hnlich wie die BFR einen
Blutvolumenstrom pro Zeiteinheit. Hierbei erfolgt der Bezug auf die Flache
und bildet somit ein Kollektiv mdglicherweise heterogener Blutgefal3e ab.
Hier zeigten sich in der Therapiegruppe (n=9) ein Abfall in den ersten
Tagen und ein Anstieg nach Mastektomie, gefolgt von einem erneuten
Abfall und letztendlich einem kontinuierlichen Anstieg bis Tag 25. Der
Anstieg von Tag 3, respektive 5 (Tag 3=103x10°ml/cm?s;
Tag 5=93x10°ml/cm?s) auf 25 (Therapie=185x10°ml/cm?s) stellt sich in
der Therapiegruppe als statistisch signifikant dar. In der Kontrollgruppe
(n=10) kommt es auch zu einem Anstieg nach Mastektomie. Allerdings
fielen an den spateren Messtagen abfallende Werte auf. Statistisch
signifikant ist der Anstieg auf Tag 8. Im Vergleich der beiden Gruppen

zeigten sich signifikante Unterschiede an Tag 3, 8 und 25.
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Abbildung 16: Die Darstellung erfolgt als Mittelwert unter Angabe des
SEM (*=p< 0,05; **=p< 0,01).
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3. Ergebnisse

3.8. Gefalddichte (VD) und GefalRanzahl

Die funktionelle GefaRRdichte als Malf3 fir die kumulative Gesamtlange der
GefalRe bezogen auf die Flache fallt unter Therapie zunachst bis zum Tag
8 ab, ohne dass signifikante Unterschiede auffallen. Im weiteren Verlauf
kommt es zu einer signifikanten Zunahme. Unter Placebogabe zeigen sich
relativ konstante Werte (Placebogruppe n=10 und Sutentgruppe n=9). Im
Gruppenvergleich kommt es jedoch zu einer signifikanten Reduktion der
Gefalllange unter Sutent-Therapie. Die Gesamtanzahl der Gefal3e zeigt in
beiden Gruppen signifikante Anderungen zwischen Tag 3 und 8. Dies fiihrt
im Gruppenvergleich zu signifikanten Unterschieden zwischen den

Kollektiven an Tag 8.
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Abbildung 17: Die Darstellung erfolgt als Mittelwert unter Wiedergabe des
SEM (*=p< 0,05; *=p< 0,01).

35



3. Ergebnisse

3.9. Gefalldurchmesser (D) und Durchmesserverteilung

Der mittlere  GefaBdurchmesser  zeigt im  Gruppenvergleich
(Placebogruppe n=10 und Sutentgruppe n=9) nach Beginn der Sutent-
Therapie signifikant gréRere Durchmesser unter anti-angiogener
Behandlung. Dies ist insbesondere von Tag 5 bis 10 akzentuiert, fallt aber
auch noch an Tag 20 auf. Zur weiteren Differenzierung dieser
morphologischen  Unterschiede flhrten wir eine Analyse der
Verteilungsmuster innerhalb der beiden Untersuchungskollektive durch.
Hier zeigte sich neben einer Zunahme von Gefallen mit einem
Durchmesser von 20-30um insbesondere der Verlust der kleinen GefalRe
mit einem Durchmesser unter 10um in der mit Sutent behandelten
Gruppe. In der Placebogruppe kam es zu einer signifikanten Zunahme
der kleinen GefalRe (Durchmesser 10um) wahrend des Tumorwachstums
Uber den Beobachtungszeitraum von 25 Tagen.
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Abbildung 18: Die Darstellung des mittleren GefalRdurchmessers (D)
erfolgt als Mittelwert unter Wiedergabe des SEM (*=p< 0,05; **=p< 0,01).
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3. Ergebnisse
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Abbildung 19: Zur Verdeutlichung der Darstellung werden lediglich die
Tage 3, 8 und 25 gezeigt. Es wird jeweils auf der x-Achse der
GefalRdurchmesser aufgetragen und auf der y-Achse die Anzahl der

Gefalie mit dem jeweiligen Durchmesser dokumentiert.

37



4. Diskussion der Ergebnisse

Fur die Prozesse der Metastasenausbildung, den Tumorprogress und das
drug delivery sind morphologische sowie funktionelle mikrovaskulare
Gefalleigenschaften von entscheidender Bedeutung. Es werden hier an
dem von unserer Arbeitsgruppe entwickelten Femur Window erstmalig
kontinuierliche in vivo Erhebungen der mikrovaskularen Permeabilitat, des
mittleren GefalRdurchmessers D, der funktionellen Gefalidichte VD, der
mittleren  Erythrozytengeschwindigkeit im Einzelgefall VRBC, der
Blutflussrate BFR und der Gewebeperfusionsrate TPR an einem
Xenograft-Knochenmetastasenmodell unter anti-angiogener Therapie
prasentiert.

Die in vivo Hemmversuche bestatigten bekannte Ergebnisse zur
Proliferationshemmung von Sutent in einer taglichen Dosis von
40mg/kg/KG nun auch fir die MCF7 Mammakarzinomzelllinie. Unter
kombiniert anti-angiogener und anti-proliferativer Therapie mit Sutent
erreicht die Therapiegruppe eine signifikant kleinere Tumorgesamtflache
am letzten Messtag. Im Unterschied zur Kontrollgruppe wird unter
Therapie temporar eine deutliche Zunahme der mikrovaskularen
Permeabilitit nach Mastektomie beobachtet. Beide Gruppen zeigen
jedoch im Verlauf eine signifikante Reduktion der mikrovaskularen
Permeabilitat gegenuber den Ausgangswerten. In beiden
Untersuchungskollektiven zeigt sich eine signifikante Erhohung der
mittleren Erythrozytengeschwindigkeit VRBC Uber den
Untersuchungszeitraum. Dabei treten statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen nicht auf. Die Blutflussrate im Einzelgefal3 BFR
zeigt nach Mastektomie signifikant hohere Werte in der Therapiegruppe,
wobei dies hochsignifikant mit der Gewebeperfusionsrate TPR korreliert.
Diese zeigt in der Sutent-Gruppe einen zweigipfeligen Verlauf mit Anstieg
nach erfolgter Mastektomie und konsekutivem Abfall, um schlief3lich zum
Ende des Untersuchungszeitraumes signifikant anzusteigen und ein im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant héheres Niveau zu erreichen.

Unter anti-angiogener Behandlung kommt es zu einer signifikanten
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4. Diskussion der Ergebnisse

Reduktion der Gesamtlange der perfundierten GefaRe (VD) sowie der
Gesamtanzahl der Gefal3e. Der mittlere GefalRdurchmesser steigt nach
Therapiebeginn signifikant an. Die Analyse der
Gefalldurchmesserverteilung zeigt im Vergleich mit der Kontrollgruppe
eine Reduktion der Anzahl kleiner Gefale und eine Verschiebung hin zu
GefalRen mit einem deutlich groReren Durchmesser unter kombiniert anti-

angiogener und anti-proliferativer Therapie.

Die systemische Ausbreitung eines lokalen Tumors ist als sequentieller
Prozess aufzufassen, welcher mit der Selektion eines Zellsubklons
beginnt, der zur lokalen Auslésung aus dem Zellverbund féhig ist. Diese
Zellen bendétigen dber die versorgenden BlutgefaRe Zugang zum
Systemkreislauf. Die zirkulierenden Tumorzellen missen schlie3lich das
vaskulare Bett wieder verlassen, um eine Fernmetastase ausbilden zu
konnen. Dieser Prozess wird im Bereich des Skeletts als Osteotropie
bezeichnet. Die komplexen Interaktionen zwischen Tumorzellen und dem
umgebenden Stromagewebe finden auf unterschiedlichen Wegen statt. So
kommt es zu direkten Zell-Zell-Kontakten an den Grenzflachen, es erfolgt
ein lokaler Austausch von Botenstoffen, und Uber die systemische
Sekretion von Wachstumsfaktoren erfolgt eine indirekte Beeinflussung des

Proliferationsverhaltens % %

. Die neu aufgetretenen Fernmetastasen
kénnen ihr anfangliches Wachstumspotential noch unter Mitversorgung
durch die vorbestehenden Gefal3e ausschopfen, jedoch benétigen sie auf
Grund der limitierten Sauerstoffdiffusionsstrecke im Gewebe ab einer
kritischen GroRBe von etwa 1mm?® den Anschluss an neo-angiogene

45, 101 Im

GefalRe, um ein weiteres Wachstum zu gewahrleisten
physiologischen Zustand kommt es nur selten zur angiogenen Neubildung
von GefalRen und nur als Folge einer Verschiebung des Gleichgewichts
zwischen pro- und anti-angiogenen Wachstumsfaktoren wie z. B. im
Rahmen der Wundheilung oder der embryonalen Entwicklung 3. Im Falle
der Tumorangiogenese beruht diese auf denselben Wirkprinzipien. Es
kommt zu einem Uberwiegen der pro-angiogenen Wachstumsfaktoren mit
konsekutiver GefalRneubildung. Diese Prozesse sind ortsspezifisch und
zeigen klare Unterschiede je nach Organlokalisation. Dies konnte sowohl

fur die morphologischen GefaReigenschaften 3, als auch fur die
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4. Diskussion der Ergebnisse

Regulation und Expression von VEGF 3 gezeigt werden. Hieraus lasst
sich die Forderung nach Forschung an orthotopen Modellen ableiten. Die
Notwendigkeit zur Erhebung funktioneller Parameter, welche Uber die
Beschreibungs- und Interpretationsmoglichkeiten  morphologischer
Messwerte aus ex vivo Untersuchungen hinausgehen, ergeben sich aus
den Besonderheiten im Aufbau und in der Funktion eines
Tumorgefal3bettes. Hier treten sowohl mikrostrukturelle, als auch
ultrastrukturelle Verénderungen auf, welche Auswirkungen auf die
funktionellen Gefal3eigenschaften haben. Im Gegensatz zum dichotomen
Aufzweigungsmuster, welches physiologische Gefal3e zeigen, bilden sich
in  Tumoren Trifurkationen, trueloops, selffeedingloops und grof3e
Kaliberschwankungen aus °" '°2. Ein pathologisches Aufspaltungs- und
Verzweigungsmuster bedingt ein heterogenes StroOmungsmuster mit
starken Schwankungen der Blutflussgeschwindigkeit innerhalb eines
einzelnen  GefaRes bis hin zur temporaren Stase und
Flussrichtungsumkehr 3. Der veranderte Wandaufbau  von
Tumorgefal3en mit unregelmaliger perizytdrer Ummantelung, das Fehlen
kontraktiler Zellen und unregelméafllige Wanddicken lasst sich
lichtmikroskopisch nachweisen. Eine genauere Analyse des Wandaufbaus
und der endothelialen Auskleidung von Tumorgefalien zeigte eine
vermehrte Fenestrierung, das Fehlen einer funktionellen Basalmembran,
grofere inter-endotheliale Abstande und das Vorkommen von intravasalen
Endothelbriicken, welche teilweise fir die gestérte Permeabilitdt und das
chaotische Flussmuster von TumorgefaRen verantwortlich sein diirften %
104106 Neben diesen strukturellen Gegebenheiten fiihrt ein
fortschreitendes Tumorwachstum dber einen Anstieg des interstitiellen
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Drucks zu einem mechanischen Verschluss kleiner Gefale In

Verbindung mit den noch weit weniger verstandenen tumorspezifischen

Alterationen der LymphgefaBe % bilden diese Veranderungen die

Grundlage fiir eine reduzierte Blutflussrate in Tumoren *2

mikrovaskulare Permeabilitit °?, eine heterogene Versorgung mit

108

, eine erhohte
Nahrstoffen und ein hypoxisches metabolische Umfeld Rein
morphologische Messgrofien wie die histologische Bestimmung der

GefaRdichte, wie sie z. B. Uiber den Nachweis von von-Willebrand-Faktor
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4. Diskussion der Ergebnisse

erfolgen kann, sind fur sich allein genommen nur von beschranktem
Nutzen, um Ruckschlusse auf die Proliferationstendenz  und
Angiogeneseabhangigkeit eines Tumors zu ziehen. Sie spiegeln lediglich
ein  morphologisches Korrelat wider und vermdgen nicht, funktionell

relevante GefaRe, die zur Gewebeperfusion beitragen, zu identifizieren >
109

Die implantierten Mammakarzinomzellen zeigen Uber den Messzeitraum
eine signifikante GroélRenzunahme. Die Implantation als Zellpellet
definierter GrofRe fuhrt zur Ausbildung einzelner Zellkolonien, welche
bereits an Tag 3 eine durchschnittliche Flache von 0,25mm? als
zusammenhangende Tumormasse in der Kontrollgruppe ausmachten. Es
zeigt sich am Ende des Untersuchungszeitraums eine durchschnittliche
Flache von 1,1mm?. In der Therapiegruppe kommt es zu einem signifikant
reduzierten Tumorwachstum im Vergleich zur Kontrollgruppe, welches
nicht durch die chirurgische Intervention aufgehoben wird. Die Applikation
von Sunitinib ab Tag 3 zeigt in der statistischen Analyse (gemischt
lineares Modell) eine signifikant reduzierte Gréf3enzunahme (Abb.12). Es
kann eine deutlich reduzierte Wachstumstendenz von anfanglich 0,16mm?
an Tag 3 auf lediglich 0,34mm? an Tag 25 unter Therapie beobachtet
werden. Die bekannte kombiniert anti-proliferative und anti-angiogene
Wirkung des eingesetzten kleinmolekularen Thyrosinkinaseinhibitors
Sunitinib zeigt somit auch gegen die intraossar implantatierten MCF7
Mammakarzinomzellen diese Wirkung. Dieses untermauert die bereits
publizierten Ergebnisse zur in vivo Wachstumshemmung von ossar
wachsenden 435/HAL-Luc/ MDA-MB-435 Mammakarzinomzellen durch

Sutent &,

Die Auswirkungen der Tumorzellimplantation und der Sunitinib-Therapie
spiegeln sich auch im Durchmesserverteilungsmuster und der
GefalRgesamtanzahl der beiden Untersuchungsgruppen wieder. In der
Kontrollgruppe wird die wachsende Tumormasse von einer Zunahme der
Anzahl kleiner nutritiver GefaRe begleitet ohne das es zu einer
Veranderung der funktionellen GefaRdichte VD kommt. In der

Therapiegruppe bleibt die Zunahme kleiner Gefél3e aus, und es kommt
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parallel zum reduzierten Tumorwachstum zu einer deutlichen
Verschiebung hin zu Gefal3en mit einem gréReren mittleren Durchmesser
(Abb.19). Darlber hinaus kommt es bei den mit Sutent behandelten
Mausen zu einem Riuckgang der GefalRgesamtanzahl nach
Therapiebeginn. Dies fuhrt zu statistisch signifikanten Unterschieden an
Tag 8 (Abb. 17). Im Vergleich zur intravitalmikroskopischen Untersuchung
ohne Tumorzellimplantation, welche keine signifikanten Veranderungen
der funktionellen GefaRdichte und des mittleren Durchmessers zeigte,
fuhrt hier die Tumorzellimplantation zu einem vergrof3erten

GefaRdurchmesser .

Die mittlere Erythrozytengeschwindigkeit Vmean zeigt tber den gesamten
Untersuchungszeitraum eine Zunahme, wobei zwischen den Gruppen
keine signifikanten Unterschiede gefunden wurden. Bei der Analyse
innerhalb der Gruppen zeigt sowohl die Placebogruppe als auch das
Therapiekollektiv hochsignifikante Zunahmen zwischen Tag 3 und den
spateren Messtagen 20 und 25. Die Untersuchungen am ursprtinglichen
Femur Window Modell hatten hier ohne Tumorzellinjektion keine
signifikanten Veranderungen gezeigt ®°. Somit kénnen die beobachteten

Veranderungen als Folge des Tumorwachstums angesehen werden.

Diese Unterschiede bilden das funktionelle Korrelat zu den
morphologischen Veranderungen wahrend der Ausbildung eines
pathologischen Gefal3betts im Tumorgewebe. Im Vergleich zu friheren
Untersuchungen zur Implantation von soliden und hamatologischen
Tumoren in das cranial window fallt hier, nach orthotoper
Tumorzellimplantation in den Knochen, der kontinuierliche Anstieg der
Vmean auf. Fortschreitendes Tumorwachstum nach heterotoper
Implantation ging in mehreren friheren Studien jeweils mit einer
verringerten mittleren Erythrozytengeschwindigkeit Vmean einher °%°2,
Diese wurde teilweise von einem initialen Anstieg begleitet *°. Die bereits
aus friheren Untersuchungen bekannten organspezifischen
mikrovaskuléaren Unterschiede, welche sich nach Tumorzellimplantation in
verschiedene Gewebe ausbildeten, kdnnen somit nun auch fir das hier

vorgestellte Knochenmetastasenmodell nachvollzogen werden, und die
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beschriebenen organspezifischen Unterschiede untermauern die

Forderung zum Einsatz von ortsspezifischen Tiermodellen %,

Die Blutflussrate BFR, als Messgrof3e fur das Blutvolumen, welches ein
einzelnes Gefald pro Zeiteinheit durchflie3t, zeigt ab Tag 10 mit Ausnahme
von Tag 14 durchweg signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Untersuchungsgruppen. Bei der  Therapiegruppe ist nach
Therapieinitiation ein signifikanter Anstieg (Tag 3/ Tag 10 und Tag 5/ Tag
10) zu verzeichnen. Von diesem hohen Niveau sinkt die BFR bis zum Tag
14, um dann einen erneuten Anstieg zu verzeichnen. Hierbei werden
erneut signifikante Verdnderungen von Tag 10 auf 14 festgestellt. In der
Placebogruppe kommt es nach Mastektomie zu einem ahnlichen Verlauf.
Jedoch erscheinen die Effekte weniger ausgepragt zu sein. Nach dem
Hagen-Poisseuille’schen Gesetz hangt der Blutfluss von dem
GefalRdurchmesser (D), der Gefal3lange (l), der Blutviskositat (h) und der
Druckdifferenz Uber dem Gefal (DP) ab: Blutfluld = DP * p/8 * I/h * (D/2)4/l
%2 Dabei ist die Viskositat direkt abhangig von  der
Blutflussgeschwindigkeit und dem GefalRdurchmesser. Bei niedrigen
Blutflussgeschwindigkeiten erhoht sich die Blutviskositdt aufgrund der
Bildung von Erythrozytenaggregaten. In antagonistischer Weise fihrt die
Axialmigration bei kleineren GefalRdurchmessern (<300 pm) zu einer
Reduktion der Viskositat (Faraus-Linquist-Effekt). Dieser Effekt nimmt bei
kleinsten Gefal3en (<10 um), bedingt durch die Verformbarkeitsgrenze der

112 Dies verdeutlicht, dass die

Erythrozyten, wieder ab
Blutflussgeschwindigkeit (Vmean) und der Gefalldurchmesser (D) wichtige
Parameter zur Beurteilung des Blutflusses (BFR) darstellen. Bei nicht
signifikant  unterschiedlicher Vmean koénnten die signifikanten
Unterschiede der BFR zwischen den beiden Gruppen eine Folge des
Verlustes kleiner Gefal3e in der Therapiegruppe und der Zunahme eben
dieser in der Kontrollgruppe (Abb. 19) sein. Die beobachteten
Veranderungen des mittleren Gefalddurchmessers (Abb. 18) zeigen hier
eine zeitliche Parallelitdt zur Blutflussrate. Im Vergleich zu den publizierten
Daten des Femur Window Modells, welches keine signifikanten
Veranderungen der BFR aufwies, zeigt sich in der vorgestellten Studie

unter Tumorzellwachstum ein zwischenzeitlicher Anstieg. Hierauf folgt in
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der Kontrollgruppe ein Abfall an den spateren Messtagen. Unter Sunitinib-
Gabe féllt eine signifikant gesteigerte BFR an den spaten Messtagen auf.
Ruckschlisse auf das metabolische Umfeld und das drug delivery kénnen
anhand der vorliegenden Daten nur unter Bericksichtigung der
Veranderungen  der  mikrovaskularen  Permeabilitat und  der

Gewebeperfusionsrate TPR getroffen werden.

Veranderungen der mikrovaskularen Permeabilitat sind initiale Schritte der
Angiogenese und kénnen aus einer gesteigerten Freisetzung von pro-
angiogenen Wachstumsfaktur, insbesondere aus einer erhdohten VEGF

53

Sekretion, resultieren *°. Eine Steigerung der Permeabilitdt bildet die

Voraussetzung fur die Extravasation von Plasmaproteinen sowie die
Endothelzellwanderung und fiihrt zu einem gestorten ,drug delivery* 3.
Bei der Analyse der Verlaufe innerhalb der beiden Untersuchungsgruppen
zeigten sich nach einem initialen Abfall und erfolgter chirurgischer
Mastektomie deutlich erhdohte Werte im Therapiekollektiv, um im weiteren
Verlauf dann auf signifikant reduzierte Werte abzusinken. In der
Kontrollgruppe treten nach einem anfanglichen Ruckgang kurzfristig
moderat ansteigende Werte auf, um schlie3lich im weiteren Verlauf auf ein
signifikant  verringertes Niveau abzusinken. Diese temporéren
Veranderungen der mikrovaskuldren Permeabilitat kénnten aus der
Sunitinibgabe resultieren. Fur den PDGFR-3 wurde bereits mehrfach eine
Rolle in der Regulation des interstitiellen Druckgeflges postuliert. Pietras
et al. beschreiben eine relevante Reduktion des pathologisch erhdhten
interstitiellen Gewebedrucks durch selektive PDGFR Blockade **. Eine
Schlusselrolle fur die mechanische Stabilisation und die Regulation des
transvasalen Stoffaustauschs zwischen Gefal3 und Tumorgewebe wird
den Perizyten auf TumorgefaRen zugeschrieben ®*. In vorausgegangenen
Untersuchungen fuhrte eine Beeintrachtigung der Perizytenfunktion Uber
PDGFR-Blockade zu einer erhdohten endothelialen Apoptoserate unter
Chemotherapie **°. Der in der Therapiegruppe beobachtete Riickgang der
Gefalidichte an Tag 8 (Abb.17) mit gleichzeitig gesteigerter Permeabilitat
(Abb.13) und vergréRertem mittleren Gefalddurchmesser (Abb.18) kénnte
eine Folge der kombinierten Wirkung von Sutent auf die Perizyten und das

TumorgefaRendothel sein. Uber die Destabilisierung des Perizytenmantels
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kénnten die Endothelzellen auf die VEGFR blockierende Komponente von
Sutent starker reagieren. Als Resultat eines reduzierten interstitiellen
Drucks wurden bereits vormals vergro3erte GefalRdurchmesser, wie sie
hier an insbesondere an Tag 8 auftreten, beschrieben (Abb. 18) **°. Die
weiteren Beobachtungen in der Therapiegruppe zeigen nach dem
Maximalwert an Tag 8 einen kontinuierlichen signifikanten Abfall. Im
Gruppenvergleich zeigen sich an den spateren Untersuchungstagen
reduzierte Werte unter Therapie, jedoch ohne dass signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen auftreten. Der Verlust kleiner
GefalRe mit einem Durchmesser unter 20pum und das Ausbleiben einer
Zunahme der kleinsten Gefal3e mit Durchmessern um 10um in der
Therapiegruppe zeigt einen zeitlichen Zusammenhang mit dem Rickgang
der mikrovaskularen Permeabilitdt ab Tag 8 im Therapiekollektiv. Hieraus
lassen sich die effektive Hemmung der tumorinduzierten Neoangiogenese
sowie eine temporar akzentuierte Beeinflussung der mikrovaskularen
Permeabilitdt durch Sutent ableiten. Im Femur window Modell geht die
mikrovaskuldre Permeabilitit nach einem Anstieg an den ersten
Messtagen im weiteren Verlauf auf signifikant reduzierte Werte zuriick 2°.
Im Vergleich zu den hier vorgelegten Daten nach Tumorzellimplantation
fallen die deutlich unterschiedlichen Niveaus auf, mit einer Erhéhung um
mehrere Potenzen beim Knochenmetastasenmodell. Diese Unterschiede
lassen sich auf die Tumorzellimplantation zurtckfihren und bestatigen die
Ergebnisse verschiedener Voruntersuchungen zum Wachstum solider und
hamatologischer Tumoren ** **. Ohne Tumorzellimplantation kam es zu
einem signifikanten RiUckgang der Permeabilitat, welche schlie3lich in
einer Plateauphase mindete. In der Kontrollgruppe wird die zunehmende
Tumormasse von einer relativ konstant abnehmenden mikrovaskularen
Permeabilitdt begleitet (Abb. 13). Unter Therapie mit Sunitinib kommt es
nach einem deutlichen Anstieg zu einer signifikanten Reduktion. An den
gleichen Messtagen treten morphologische Veranderungen der
GefaRarchitektur auf. Die nicht signifikante Reduktion der Gefal3lange
wird begleitet von einer signifikanten Zunahme des mittleren
GefalRdurchmessers (Tag 3 zu Tag 8) und einer Abnahme der

Gefallgesamtanzahl (Abb. 17) unter Sunitinibtherapie. Im weiteren Verlauf
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nimmt die mikrovaskuldre Permeabilitat gegeniber Albumin wieder ab.
Zeitgleich kommt es zu einer signifikanten Zunahme der funktionellen
GefalRdichte, einer Abnahme des mittleren GefalRdurchmessers und einer
Steigerung der Gewebsperfusion TPR. Die Therapie fuhrt somit zu
kombinierten Veranderungen der Gefal3morphologie und funktionellen
Gefalieigenschaften. Die weiteren moglichen Vergleichsmodelle wie das
Cranial Window zeigten, neben grundsatzlich geringeren
Permeabilitdtsniveaus, bei einer sich vergrol3ernden Tumorflache
reduzierte mikrovaskulare Permeabilititswerte. Hier treten jedoch
grundlegende anatomische Unterschiede in den Vordergrund °'. Das
Vorhandensein einer funktionellen Blut-Hirn-Schranke und die sinusoidale
Konfiguration der intraossaren GefalRe erklaren das unterschiedliche
Permeabilitdtsniveau. Organabhéngige Unterschiede des
Permeabilititsniveaus  wurden  bereits nach Implantation von
Mammakarzinomzellen in das Cranial Window und das Mammary Fat Pad
beobachtet *°. Nach Tumorzellimplantation und unter Placebotherapie
kommt es, analog zu den bereits angefuhrten Vergleichsmodellen, zu
einem Ruckgang der Permeabilitat bei zunehmender TumorgrofRe. Der
zeitliche Ablauf scheint jedoch im Knochen deutlich beschleunigt zu sein
(Abb. 13). Neben einer aus der Tumorimplantation resultierenden
gesteigerten mikrovaskularen Permeabilitdt konnen wir zeigen, dass eine
zunehmende TumorgrofRe von einer ricklaufigen Gefal3permeabilitat
begleitet wird. Ebenso kénnen wir zeigen, dass es unter der Gabe einer
kombiniert anti-angiogen und anti-proliferativ wirkenden Substanz zu einer
temporéaren Steigerung kommt. Dies wird von einer zeitweisen
VergréRerung des mittleren GefaRdurchmessers und einer gesteigerten
Blutflussrate begleitet.

Die durchgefuihrten Untersuchungen lassen jedoch nur indirekte Aussagen
Uber eine Verbesserung des drug deliverys zu. Neben den funktionellen
GefalR3parametern, welche die Iokale Situation im Einzelgefa
beschreiben, Vmean und BFR steht uns die Gewebeperfusionsrate TPR
als Messwerte zur Verfigung. Hieriber kann ein Volumenstrom, der eine
Flache definierter GrolRe durchstromt, quantifiziert werden. Zur

Berechnung der TPR werden mehrere experimentell bestimmte Faktoren
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herangezogen. Neben der GefaRanzahl und der Vmean geht auch der
Gefalldurchmesser in die Berechnung ein, wobei letzterer als Quadrat
einbezogen wird. Hierlber erfolgt eine Verbindung der morphologischen
mit den funktionellen GefalReigenschaften zur Beschreibung der
Versorgung eines Tumorareals. Diese resultiert hier in einer gesteigerten
Gewebeperfusionsrate TPR an den spaten Untersuchungstagen bei
gleichzeitig reduziertem Tumorwachstum unter Sunitinib Therapie. Diese
an sich widerspriuchlichen Beobachtungen resultieren jedoch aus einer
deutlichen Verschiebung des Gefal3durchmesserverteilungsmusters hin zu
GefalRen mit einem gréReren Durchmesser. In diesen treten parallel zur
gesteigerten TPR an den spateren Messtagen hohe
Flussgeschwindigkeiten auf (Abb. 14). Die beobachteten hohen
Flussgeschwindigkeiten werden jedoch in zunehmend gréReren Gefalien
gemessen. Dies wird durch die veradnderte Durchmesserverteilung
illustriert (Abb.19). Der Verlust kleiner nutritiver GefalRe begleitet das
reduzierte Tumorzellwachstum in der Therapiegruppe. Die Reduktion
kleiner Gefal3e fuhrt zu einer Verschiebung des Verhaltnisses zwischen
Gefalloberflache und GefalRvolumen. Mit der Verringerung kleiner Gefalle
kommt es deshalb somit potentiell zu einer Beeintrachtigung des
Stoffaustausches zwischen GefalRbett und Gewebe trotz gesteigerter
Perfusion (Abb. 16 und 19). Bei einer verringerten Anzahl kleiner Gefal3e
nimmt die Distanz zwischen den einzelnen Gefalien zu und auf Grund der
begrenzten Sauerstoffdiffusionstrecke kann von minderversorgten Arealen
im Gewebe ausgegangen werden. In den fluoreszensmikroskopischen
Darstellungen fallt unter Therapie der lokale Rickgang von Tumorflache
auf, wahrend andere Bereiche noch eine Groélienzunahme aufweisen
(Abb.11).

Die intravitalmikroskopischen Techniken erméglichen im Gegensatz zur
histologischen Aufarbeitung eine Unterscheidung von perfundierten und
nicht perfundierten Gefal3arealen. Die Erweiterung um funktionelle
Parameter liefert ein umfassenderes Bild der mikrovaskularen
Verhaltnisse, welche die Interaktionen zwischen Host-Organismus und
Tumor  bestimmen. Die  beschriebenen  Veranderungen  der

Durchmesserverteilung und Verschiebung des mittleren
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GefalRdurchmessers hin zu grolBeren Werten koénnen trotz einer
reduzierten Gesamtzahl der GefafRe im Beobachtungsfeld die erhohte
Gewebsperfusion in  der  Therapiegruppe zum  Ende  des
Beobachtungszeitraums erklaren. Diese anti-angiogene Wirkung der
Therapie fuhrt in Kombination mit der bereits beschriebenen direkt anti-
proliferativen Wirkung zur signifikant reduzierten Tumorausbreitung im

Knochen.

Ohne das Vorliegen von metabolischen Parametern wie pO, und dem
interstitiellen ph-Wert kann Uber eine Veranderung des metabolischen
Umfelds jedoch nur spekuliert werden. Dass diese bedeutenden Einfluss
auf Tumorausbreitung und Malignitditsgrad nehmen, wurde schon
mehrfach  beschrieben. In  hypoxischen Arealen zeigten sich
Chemotherapeutika und die Strahlentherapie als weniger wirksam **°,
Eine Homogenisierung des Blutflusses konnte das drug delivery
verbessern und ein normoxisches Umfeld wirde die Strahlenwirkung
verstarken. Neben den schlechteren Wirkprofilen im hypoxischen Zustand
gibt es Anhaltspunkte fir eine vermehrte Selektion besonderer
Tumorzellsubklone, welche sich durch eine vermehrte Resistenz
gegenuber Sauerstoffmangel, der Fahigkeit zur Proliferation unter
Hypoxie, zunehmender genetischer Aberration und Apoptoseresistenz

auszeichnen 7

. Es konnte jedoch schon gezeigt werden, dass nicht
selektive Thyrosinkinaseinhibitoren Uber Eingriffe am PDGFRB zu einer
Veranderung des drug delivery fiuhren. So belegte die
Kombinationstherapie eines PDGF-Antagonisten mit Chemotherapeutika

ein verbessertes drug uptake °®" 8

Das in der Therapiegruppe
eingesetzte Sunitinib blockiert neben anderen Thyrosinkinaserezeptoren
auch die PDGF-Rezeptoren "’. Durch die modulatorischen Eingriffe in das
vaskulare Versorgungsmuster der Knochenmetastase durch das anti-
angiogene Therapeutikum konnte eine Verdnderung der Belieferung des
Tumorgewebes mit Néahrstoffen und Sauerstoff erreicht werden. Hierbei
hat sich fur diese modulatorischen Eingriffe in bisherigen Studien eine
deutliche zeitliche Abhangigkeit gezeigt. Eine kombinierte VEGFR2
Blockade und Strahlentherapie fuhrte nur innerhalb eines klar umgrenzten

Zeitraums zu synergistischen Effekten ''°. Dieser anti-angiogene Effekt
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der Therapie liefert Anhaltspunkte um tber eine Kombinationsbehandlung
von Sunitinib mit klassischen Chemotherapeutika und Bestrahlungen bei
Mammakarzinommetastasen nachzudenken. Uber den Einsatz anti-
angiogener Hemmstoffe kénnte das metabolische Umfeld harmonisiert
und die Selektion besonders maligner Subklone eventuell verhindert
werden. Die hier vorgestellten morphologischen mikrovaskularen
Parameter (Durchmesser und Gefalddichte) deuten nicht auf eine
mdgliche ,Normalisierung“ der TumorgeféafRe im Sinne der Verschiebung
hin zu physiologischen Gefal3charakteristika hin (Abb. 17 und 18). Jedoch
zeigen die funktionellen GefalReigenschaften eine erhdhte Blutfluss- und
Gewebeperfusionsrate unter Sunitinibtherapie (Abb. 15 und 16). Wie
bereits beschrieben kommt es Uber die PDGFR-Blockade zu einer
Reduktion der peryzitaren GefadBummantelung und einer erhdhten
Endothelapoptoserate. Die unter der Therapie Uberlebenden Gefal3e
fuhren jedoch Uber die signifikante Zunahme der Blutflussgeschwindigkeit
in den zunehmend gréReren Gefalien zu einer gesteigerte Perfusionsrate
im Einzelgefal3 sowie im Gewebe. Unter Sunitinibtherapie kommt es somit
nicht zur Ausbildung eines typischen Tumorgefal3bettes mit chaotischen
Flussmustern in stark gewundenen, wenig organisierten heterogenen
Tumorgefal3en. Die einzelnen Gefal3e weisen einen weniger verzweigten
Verlauf auf (Abb. 11). Czabanka et al. konnten in einer
intravitalmikroskopischen Studie des Glioms eine gleichbleibende hohe
Gewebeaufnahme des Chemotherapeutikums Doxorubicin bei signifikant
reduzierter funktioneller GefalRdichte unter Sutent-Therapie beobachten
120 Dies resultierte ebenso, wie in der hier vorgelegten Arbeit, aus einer
deutlich gesteigerten Blutflussrate. Somit untermauern die hier
vorgelegten Daten sowohl den zeitlichen Ablauf, als auch die gesteigerte
Tumorperfusion bei reduziertem Tumorwachstum unter Sutent-Therapie

und beschreiben diese Ablaufe erstmals im Knochen.

Wie bereits ausgefihrt, kdnnen chirurgische Eingriffe zu einer Erhéhung
der systemischen Spiegel von pro-angiogenen Wachstumsfaktoren fiihren
und hiertber Einfluss auf das Wachstumsverhalten von Tumoren nehmen.
In beiden Untersuchungsgruppen erfolgte an Tag 5 eine chirurgische

Mastektomie, welche zu einer zuséatzlichen Ausschittung von
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gefal3proliferativ. wirksamen Wachstumsfaktoren gefiihrt haben konnte.
Die Tumorwachstumskurve (Abb. 12) weist in beiden
Untersuchungskollektiven eine hodhere Steigung ab dem ersten
Untersuchungstag nach der Mastektomie (Tag 8) auf. In der
Placebogruppe erscheint ist dieser Anstieg deutlicher ausgepréagt zu sein.
Im Vergleich der Tumorgrof3en zeigen sich an Tag 8 erstmals signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen (Abb. 12). Die Ausschittung von
VEGEF fiihrt in vivo zu einer gesteigerten mikrovaskularen Permeabilitat *2*.
Beide Gruppen weisen von Tag 3 auf Tag 5 einen Abfall der Permeabilitat
fur Albumin auf (Abb. 13). Hierauf folgt jeweils ein nicht signifikanter
Anstieg zu Tag 8 nach der chirurgischen Intervention an Tag 5. Somit
scheint es beim Knochenmetastasenmodell nicht zu einer chirurgisch
induzierten Permeabilitdtssteigerung durch die Mastektomie zu kommen.
Eine mdgliche Ursache hierfir kbnnte ein nicht adaquates Trauma sein.
Verschiedene vorausgegangene Arbeiten hatten keine Beschleunigung
der Neo-angiogenese oder des Tumorwachstums nach kleineren

122123 Ebenso konnte eine auf dem

chirurgischen Eingriffen gezeigt
Tumorzellwachstum beruhende erhohte mikrovaskuléare
Permeabilitdtssteigerung, wie sie im Vergleich zum Femur Window Modell
besteht, dazu fihren, dass eine zusatzliche Ausschittung pro-angiogener
Wachstumsfaktoren nicht zu einer zusatzlichen Permeabilitatssteigerung
fihrt 3. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Therapie mit Sutent
trotz eines zusatzlichen chirurgischen Traumas und der zu erwartenden
Erhbhung pro-angiogener Wachstumsfaktoren das Wachstum einer

Knochenmetastase signifikant reduziert.

Die mdoglichen Nutzen der gefalimodulatorischen Effekte einer anti-
angiogenen Therapie in Kombination mit klassischer Chemotherapie oder
Strahlentherapie auf das Mammakarzinom koénnten Teil eines
Folgeprojektes sein. Bei der hier beobachteten reduzierten funktionellen
GefalRdichte VD bei erhohter Perfusionsrate unter Sutent-Therapie kann
davon ausgegangen werden, dass die eingesetzte Therapie die
Ausbildung eines Tumorgefallbettes mit den o. b. morphologischen und

funktionellen Verédnderungen teilweise verhindern kann.
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Bestehende Limitationen und mogliche Fehlerquellen des verwendeten
Modells sollen nun beleuchtet und diskutiert werden. Die grundsétzliche
Auswahl der Zelllinien ist zu hinterfragen. Sie entstammen einem
Pleuraexsudat und sind moglicherweise nicht mit den flr
Knochenmetastasen  typischen  genetischen  Alterationen und
Expressionsmuster von Oberflachenproteinen ausgestattet. Jedoch wurde
mit den MCF7-Zellen eine der weitverbreitesten und bestcharakterisierten
Mammakarzinomzelllinien, die aktuell zur Verfigung stehen, eingesetzt
124 |m vorliegenden Projekt war es das Ziel, grundsétzliche Vorgénge im
Zusammenspiel zwischen mikrovaskularen Strukturen und orthotopem
Knochenmetastasenwachstum  zu beschreiben. Spezifika  des
Mammakarzinoms waren hingegen nicht Ziel der Studie. Die gewahlte
Applikationsform der Tumorzellen mit direkter intraossérer Injektion
spiegelt den physiologischen Metastasierungsablauf nicht wider. Die
Phase der systemischen Zirkulation sich aus dem Primarverbund geltster
Tumorzellen wird nicht abgebildet. Jedoch ist nicht die umfassende
Darstellung der Metastasierungskaskade Ziel der vorgelegten Arbeit,
sondern die Beschreibung der ortsspezifischen Charakteristika der
Interaktion zwischen Tumorzellen und dem versorgenden GefaRbett im
Knochen. Die eingesetzten intravitalmikroskopischen Techniken ergeben
ein detailreiches und hochauflosendes Bild des intraossaren
Metastasenwachtums und der versorgenden Gefal3e (Abb. 2, 7, 10 und
11). Sie liefern jedoch nur ein zweidimensionales Bild mit begrenzter
Eindringtiefe eines komplexen dreidimensionalen Geschehens. Die
mdgliche Erweiterung um konfokalmikroskopische Verfahren (Abb. 7) und
Mehrphotonenmikroskopie konnte eventuell hier teilweise Abhilfe
schaffen. Uber eine groRere Eindringtiefe und die Uberlagerungsfreie
Darstellung einzelner Untersuchungsebenen sollte eine bessere raumliche
Auflésung moglich sein. Die vorgestellten zeitlichen Abfolgen der
Veranderungen der morphologischen und funktionellen mikrovaskuléren
Parameter machen deutlich, welche Problemstellungen im Rahmen einer
zeitlich gesteuerten Medikamentenapplikation zu beachten sind. Die
funktionellen Alterationen und, resultierend daraus, die lokalen

metabolischen Verhaltnisse andern sich innerhalb kurzer Zeit unter dem
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4. Diskussion der Ergebnisse

Einfluss einer proliferierenden Knochenmetastase. Die Administration von
Therapeutika oder die Bestrahlung nach einem standardisierten Schema
kénnte unter nicht Beachtung der individuellen und stadienabhéngigen
Gegebenheiten zu einem nicht optimalen therapeutischen Ergebnis fliihren
125 Somit ergibt sich die Forderung nach weiteren intensiven Studien im
Rahmen von Tiermodellen. Die unterschiedlichen Einflussgrof3en und
deren Interaktion sollten betrachtet werden und der sequentiellen
Prozesse der Tumorentwicklung eingehender beschrieben werden. Mit
dem Femur Window und den vorgestellten Ergebnissen einer sicheren
Etablierung der orthotopen Knochenmetastase sind in Verbindung mit
vorhandenen intravitalmikroskopischen Untersuchungstechniken die
Voraussetzungen gegeben, um in zukinftigen Studien eine Vielzahl von
Fragestellungen zum Tumorwachstum im Knochen und den versorgenden

Gefale zu bearbeiten.
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5. Zusammenfassung

Trotz der stetigen Fortschritte bei der Therapie des Mammakarzinoms
stellt die Behandlung ossarer Fernmetastasen weiterhin eine grol3e
Herausforderung dar. Neben operativen, chemotherapeutischen und
strahlentherapeutischen Behandlungsoptionen ricken zunehmend anti-
angiogene Therapieansatze in den Fokus der aktuellen Forschung. Im
Rahmen der hier vorgelegten Arbeit wird ein orthotopes Mausmodell des
ossar metastasierten Mammakarzinoms etabliert und die Auswirkungen
eines kleinmolekularen Angiogeneseinhibitors auf das
Metastasenwachstum und die mikrovaskularen Gefal3eigenschaften an
Hand von intravitalmikroskopischen Untersuchungstechniken beschrieben.
Bei 12 Wochen alten immundefizienten (SCID) Méausen wird das bereits
etablierte Femur Window und eine fluoreszensmarkierte
Brustkrebszelllinie (RFP-MCF7) in den Knochen ko-implantiert. Nach
Etablierung des Tumors im Knochen wird eine kombiniert anti-angiogen
und anti-proliferativ wirkende Therapie (Sutent, Sunitinib) an 9 Mausen
initiiert, bei der Kontrollgruppe (n=10) wird lediglich die Tragersubstanz
appliziert. Nach 48 stundiger Therapie erfolgt eine chirurgische
Mastektomie an Tag 5. Mittels intravitalmikroskopischer
Untersuchungstechniken wird das Metastasenwachstum quantifiziert und
morphologische sowie funktionelle GefaRparameter Uber 25 Tagen
beschrieben. Es zeigt sich ein signifikant reduziertes
Metastasenwachstum unter Therapie. Behandlung mit Sutent fuhrt zu
einer signifikant reduzierten funktionellen GefalRdichte VD mit
VergréRerung des mittleren Gefal3durchmessers D und einer Reduktion
der Anzahl kleiner Gefale. Die funktionellen mikrovaskularen
Gefassparameter weisen eine nicht signifikante Zunahme der mittleren
Erythrozytengeschwindigkeit Vmean, eine signifikant erhéhte Blutflussrate
im Einzelgefald BFR und eine signifikant gesteigerte
Gewebeperfusionsrate TPR unter Therapeutikagabe auf. Die
mikrovaskuldre Permeabilitait als MessgroRe zur Beschreibung der
Gefalldurchlassigkeit steigt unter Therapie temporar an und geht dann in
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5. Zusammenfassung

beiden Untersuchungsgruppen Uber den weiteren Messzeitraum
kontinuierlich zurick. Somit wirkt Sunitinib proliferationshemmend auf die
eingesetzten Tumorzellen und entwickelt eine anti-angiogene Wirkung auf

kleine unreife GefalRe im Knochen.

Erstmals konnten tber 25 Tage in vivo die Auswirkungen einer kombiniert
anti-angiogen und anti-proliferativ. - wirkenden Therapie auf das
Tumorzellwachstum und die mikrovaskularen Gefal3eigenschaften im
Knochen beschrieben werden. Trotz einer gesteigerten Tumorperfusion
kommt es zu einem reduzierten Tumorwachstum. Die morphologischen
Veranderungen, welche die Ausbildung eines Tumorgefalibettes
charakterisieren, kénnen durch Sunitinib begrenzt werden, wobei der
zeitliche Ablauf wahrend der Ausbildung eines pathologischen
Gefallbettes unter Placebotherapie innerhalb des Knochens schneller als
in anderen Geweben abzulaufen scheint. Hieraus konnten sich
Konsequenzen sowohl flr organspezifische, als auch fir zeitlich

individualisierte therapeutische Strategien ergeben.

Mit dem vorliegenden Modell sind in Verbindung mit etablierten
intravitalmikroskopischen Techniken die Voraussetzungen geschaffen, um
in der Zukunft eine Vielzahl von Mono- und Kombinationstherapien in vivo

am Modell des metastasierten Mammakarzinoms zu untersuchen.
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12. Anhang

12. Anhang

12.1 Ergebnistabelle Placebogruppe

Placebo

Tag 3 5 8 10 14 20 25

Mausgewicht (g) 17,1 16,6 16,4 16,5 17,3 18,1 18,5*
+/-05(n9) +/-06(n9) +/-0,6(n10) +/-0,5(n10) +/-0,6(n8) +/- 0,8 (N9) +/- 0,7 (n9)

Tumorgroéie (mmz) 0,21 0,29 0,38 0,62* 0,85** 0,82** 1,06**
+-0,04(n9) +-0,07 (n10) +-0,09 (n10) +-0,17 (N10) +-0,25(n9) +/-0,20 (n9) +/- 0,23 (n9)

Durchmesser (um) 19,4 17,0 17,4 15,6* 18,1 14,8* 14,6
+-15(Mn9) +-11(nl0) +-1,6(nl0) +-1,4(nl0) +-1,0(n9) +-11(nl0) +-1,7 (n9)

Vessel density (cm/cm?) 95,4 106,3 120,4 114,2 112,5 117,3 135,4
+-11,8(n9) +/-183(nl0) +-16,7(n10) +-153(nl0) +-13,9(n9) +/-13,8(nl0) +/-20,0 (n9)

BlutfluBgeschwindigkeit (um/s) 1501  262,3*  3014*  3672%  322,0%  3523%  4184*
+/- 24,3 (n8) +/- 42,3 (n10) +/- 40,4 (n10) +/-61,1(n10) +/-45,0(n9) +/-54,7(n10) +/- 84,3 (n9)

BFR (x10* um?s) 471 7,21 8,61 8,88 9,68* 7,66 9,93
+-0,75(n8) +/- 0,67 (n10) +-1,82(n10) +- 1,99 (n10) +-1,58(n9) +/- 1,84 (n10) +/- 3,83 (n9)

TPR ()(lO’5 ml/cm2s) 61,4 83,6 118,1* 93,2 122,1 118,0 101,7
+- 8,83 (n9) +/- 15,29 (n10) +/- 24,23 (N10) +/- 12,05 (n10) +/- 21,16 (n9) +/- 31,47 (n10) +/- 20,37 (n9)

Permeabilitat (xlO'6 cm/s) 2,38 1,22* 1,84 1,4* 1,48* 1,15* 1,25**
+/- 0,27 (n6) +/-0,05(n4) +/-0,20(n9) +/-0,12(n9) +/- 0,24 (n8) +/- 0,30 (n9) +/- 0,17 (n7)

* signifikant far p < 0,05
** signifikant fur p < 0,01
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12. Anhang

12.2 Ergebnistabelle Therapiegruppe

Sutent

Tag 3 5 8 10 14 20 25
Mausgewicht (g) 17,4 16,5 16,8 16,7 17,4 18,0 17,8
+-08(n8) +-09(n8) +-09(n8) +-1,0(n7) +-08(n8) +-08(n8)  +-1,0(n6)
TumorgréfRe (mMm2) 0,16 0,16 0,17 0,21 0,26* 0,30* 0,34*
+/-0,03(n9) +/-0,02(n8) +/-0,02(n8) +/-0,02(n7) +/-0,04(n8) +/-0,06(n8) +/- 0,08 (n8)
Durchmesser (um) 20,8 25,8 34,0* 23,3 22,2 19,6 19,7
+-25(n9)  +-35(n8)  +-6,7(n8)  +-2,2(n7)  +-2,4(n8) +-1,6(n8)  +-1,0(n9)
Vessel density (cm/cm?) 77,3 60,1 57,2 80,1 76,5 79,1 85,8
+-68(n9)  +-7,1(n8)  +-61(n8) +-162(n7) +-40(n8) +-9,1(n8)  +-56(n9)
BlutfluBgeschwindigkeit (um/s) 268,6 218,6 319,6 402,1* 346 511,0% 566,4**
+/-42,3(n9) +/-39,6(n8) +/-80,7(n8) +/-30,4(n7) +/-733(n8) +/-66,7(n8) +/-66,4(n9)
BFR (x104 um3/s) 10,20 9,33 27,61 18,19* 9,42 17,69 18,32*
+/-1,21(n9) +-2,33(n8) +/-9,96 (N8) +/-3,31(n7) +/-1,87(n8) +/-509(n8) +/- 3,04 (n9)
TPR (x10-5 ml/cm3s) 103,1 93,8 152,0 2445 134,9 1945 185,4*
+-11,57(n9) +/- 19,09 (n8) +/- 54,18 (N8) +/- 96,80 (n7) +/- 35,43 (n8) +/- 68,08 (n8) +/- 30,05 (N9)
Permeabilitat (x10-6 cm/s) 2,91 2,39 4,88 2,82 2,31 1,39 0,79*
+/-0,70 (n7)  +-0,52(n7) +/-1,04(n8) +/-0,65(n7) +/-0,42(n8) +/-0,12(n7) +/- 0,19 (n5)

* signifikant fir p < 0,05
** signifikant fir p < 0,01
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