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1. Einleitung:

1.1. Epidemiologie, Atiologie und Klinik des Mammakarzinoms:

In der Bundesrepublik Deutschland erkranken jedes Jahr ungefahr 57.000
Frauen an Brustkrebs [1], Weltweit sind es mehr als 1,5 Millionen [2]. Bei
seit 1980 steigender Inzidenz findet sich seit Mitte der 90er Jahre ein
steter Ruckgang der Mortalitéat. Dennoch betragt diese in Deutschland zur
Zeit circa 17.500 pro Jahr [1]. Weltweit geht man davon aus, dass mehr

als 410.000 Frauen jedes Jahr an Brustkrebs sterben.

Anhand dieser Zahlen wir deutlich, dass Brustkrebs eine sehr haufige
Erkrankung ist. In Deutschland ist sie die haufigste maligne
Krebserkrankung bei Frauen. Brustkrebs macht 27,8% aller malignen
Erkrankungen bei der Frau aus und zeigt ein sehr junges mittleres
Erkrankungsalter von nur 63 Jahren. Damit liegt es 6 Jahre unter dem

mittleren Erkrankungsalter fir andere bosartige Erkrankungen bei Frauen

[1].

Als einer der wenigen gesicherten Risikofaktoren fir die Entstehung eines
Mammakarzinoms gilt eine positive Familienanamnese, da bei 5-10% aller
Erkrankungen eine genetische Pradisposition zugrunde liegt [3]. Diese
Gefahr besteht besonders bei friihem Erkrankungsbeginn (<40 Jahre). Ein
groer Teil dieser hereditiren Mammakarzinome sind auf Mutationen im
BRCA-1 Gen zurtckzufihren, Trager dieser Mutation haben ein
Erkrankungsrisiko von tber 80% [4].

Als weitere Risikofaktoren gelten eine frihe Menarche (<12 Jahre), spate
Menopause (>55 Jahre), eine spate erste Schwangerschaft (>30 Jahre)
und kurze, beziehungsweise keine Stillzeiten. Ferner wird auch diskutiert,
ob die Einnahme von oralen Kontrazeptiva risikosteigernd wirkt [5]. Das
gleiche wird auch fir Adipositas und regelmafigen Alkoholkonsum in
Erwagung gezogen [6-7].

Im Gegensatz dazu scheint eine frihe Schwangerschaft vor dem 20.
Lebensjahr, sowie mehrere Geburten und lange Stillzeiten ebenso wie
das frihe Ausschalten der Ovarialfunktion vor der Erkrankung zu

schitzen. [3].
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Inwieweit die in diesem Absatz aufgezahlten Risikofaktoren als allgemein
gultig angesehen werden sollten, wird von verschiedenen Autoren sehr
unterschiedlich gesehen. Da eine erhohte Inzidenz in der wohlsituierten
weilen Bevolkerung der USA beobachtet wird, sind vor diesem
Hintergrund die oben erwahnten Faktoren auch als soziobkonomische

Faktoren zu sehen [8].

Das Mammakarzinom wird nach Stellung der Diagnose mit Hilfe der TNM-
Klassifikation in 5 Grade nach den Richtlinien der UICC (Union
International contre le Cancer) eingeteilt. Dabei wird das Stadium O als ein
Carcinoma in Situ beschrieben, Stadium | als kleiner Tumor <2cm,
Stadium Il als grof3er Tumor >2cm ohne Metastasen, Stadium Il ist ein
Tumor jeder GroRRe aber mit regionaren Lymphknoten-Metastasen und
Stadium 1V ist ein Tumor jeder Grol3e mit distalen Metastasen [8].

Bei Erstdiagnose der Krankheit befinden sich bereits bis zu 7% der Frauen
in dem Stadium IV, das heil3t, sie weisen bereits Fernmetastasen auf.
Durch die bis zu 20 Jahren dauernde Latenzzeit zwischen Therapie des
Primarius und dem manifest werden von klinisch relevanten Metastasen
entwickeln sich auch bei Patienten, die sich zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose in Stadium | befinden, noch in 5-25% der Falle
Fernmetastasen, in Stadium Il in 30-60% und in Stadium Il sogar in bis zu
80% der Falle [9]. Die lange Latenzzeit auch bei scheinbar erfolgreicher
Therapie des Primarius ist darauf zurlickzufiihren, dass sich Metastasen
ganz wesentlich von ihrem Primarius unterscheiden kénnen und somit
nicht zwangslaufig mit den gleichen Therapien zu behandeln sind. Dies
betrifft die Grol3e einer Metastase sowie Unterschiede auf genetischer
Ebene, die zu veranderten Stoffwechselprozessen fihren kénnen [10].
Bei Patienten mit einer metastasierten Erkrankung sind in 70% der Félle
auch im Knochen Metastasen zu finden. Ahnlich haufig betroffen sind nur
die Lunge und die Leber [8]. Insbesondere Knochenmetastasen fiihren bei
Patienten zu erheblicher Morbiditdt, da sie zum Einen die Statik des
Skeletts beeinflussen, sowie zum Anderen zu schwersten neurologischen
Ausfallen und zu stéarksten, haufig nicht ausreichend therapierbaren
Schmerzen fuhren kénnen [11].
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Aufgrund dieser hohen Metastasierungsrate mit der dadurch bedingten
hohen Mortalitat [12] sollte man die Erkrankung Brustkrebs als eine

systemische Erkrankung verstehen und behandeln [13].
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1.2. Entstehung von Metastasen:

Damit von einem Tumor Metastasen ausgehen kénnen, bedarf es vieler
einzelner Schritte. Zun&chst einmal muss ein Tumor sich selbst etablieren.
Um Uber eine gewisse GrofRe hinaus wachsen zu kénnen, muss ein
Tumor Anschluss an den Kreislauf des Wirtsorganismus bekommen [14].
In einem nachsten Schritt muss sich aus der dort gewachsenen
Population an Tumorzellen eine Subpopulation herausbilden, die alle
noétigen Fahigkeiten besitzt, um sich vom Primarius zu I6sen und um eine
entfernte Metastase zu bilden [15].

Die Tumorzelle muss, alleine oder im Verbund mit anderen, in der Lage
sein, das sie umgebende Gewebe zu durchwandern, um anschlie3end die
GefaBwand einer Kapillare zu penetrieren. Anschlielend muss sie die
GefaBwand verlassen, um mit dem Blutstrom als ,Tumorembolus® zu
einem anderen Organ zu gelangen [16]. Bis hierhin hat die Tumorzelle
aber erst den ersten Schritt zur Bildung einer Metastase getan. Nur circa
1% der Zellen, die in der Blutbahn zirkulieren, sind auch in der Lage, eine
Metastase zu bilden [16]. In einem anderen Ort als dem Ursprungsgewebe
angekommen, muss die Tumorzelle als erstes den Prozess, den sie zur
Intravasation durchgemacht hat, auf umgekehrtem Wege wieder
vollziehen, um das Gefal3system zu verlassen. Ein weiterer sehr
entscheidender Schritt ist nun, dass die Tumorzelle in der neuen
Umgebung in der Lage sein muss zu proliferieren. Hier zeigt sich, dass
nicht alle Zellen in jedem Gewebe Wachsen. Nur so ist es verstandlich,
warum verschiedene Tumoren unterschiedlich oft in unterschiedliche
Organe metastasieren [17]. Wenn die Tumorzelle beginnt zu proliferieren,
wird der neu entstehende Zellverband nun eine Mikrometastase, eine
nicht vaskularisierte Absiedlung eines malignen Tumors, bilden [18]. Wenn
es dieser Mikrometastase gelingt, sich gegen das Immunsystem zu
wehren, so stehen ihr verschiedene Entwicklungswege zur Verfigung. So
kann sie Anschluss an das Gefal3netz gewinnen und zu einer Klinisch
relevanten Metastase heranwachsen, sie kann aber auch uber Jahre
hinweg die selbe GroéRe behalten und sich durch sporadische

Zellteilungen am Leben erhalten, beziehungsweise sogar in eine GO-
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Phase wechseln, so dass es zu keinen Zellteilungen mehr kommt [19].
Woran es liegt, welchen Weg die Metastase einschlagt und zu welchem
spateren Zeitpunkt sie eventuell aus dem Zustand einer Mikrometastase in
einen vaskularisierten Zustand einer klinisch manifesten Metastase
Ubergeht, oder ob sie fur immer als ,schlafende Metastase“ [20] im
Knochen verbleibt, ist bis heute nicht abschlieRend geklart.

Es werden fiur den Zustand der ,schlafenden Metastase“ verschiedene
Ursachen diskutiert. So wird vermutet, dass nicht alle Zellen, die in der
Lage sind, Mikrometastasen zu bilden, auch fahig sind eine Angiogenese
zu induzieren [21-22]. Desweiteren wird an verschiedenen Stellen
beschrieben, dass eine Mikrometastase durch ihr Umfeld, sei es das
Immunsystem, das metabolische Umfeld oder einfach ein nicht passender
Gewebetyp, am weiteren Wachstum gehindert werden kann [23]. Andere
Autoren berichten, dass der Primarius, von dem die Metastase ausgeht
eine supprimierende Wirkung auf diese ausibt [24-27]. Diese soll vor
allem Uber Prostaglandine und Cytokine reguliert werden [24, 28] und fallt
nach der Resektion des Primarius weg.

Eine Mikrometastase befindet sich entweder in einer GO-Phase oder sie
wird durch ein Gleichgewicht zwischen Wachstums fordernden und
hemmenden Stoffen an der Proliferation gehindert [23]. Nicht
abschlieBend beantwortet ist die Frage, welche Vorkommnisse eine
Mikrometastase dazu bringen, plétzlich zu wachsen. Dieses Phanomen
wird noch bis zu mehr als 20 Jahre nach der ersten Therapie beobachtet,
auch wenn am Ende der Therapie keinerlei verbleibende Tumorzellen
mehr detektierbar waren und die Patienten als geheilt galten. Erst nach
einem rezidiv freien Intervall von 20 bis 25 Jahren nach erfolgreicher
Therapie des Primarius wurde keine erhdhte Mortalitat gegentber der nie
erkrankten Bevolkerung mehr festgestellt [23]. Eine Ursache fur die
Wiederkehr der Krankheit durch die Entstehung von Metastasen wird
immer wieder in der chirurgischen Therapie gesehen. So fallt, wie oben
beschrieben, die wachstumshemmende Wirkung des Primarius auf seine
Metastasen nach dessen Therapie weg, aber durch den chirurgischen
Eingriff und die darauf folgende Wundheilung werden auch

wachstumsfordernde Stoffe wie VEGF ausgeschittet. Diese Mediatoren
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sind fur die Wundheilung von No6ten, scheinen aber auch in der Lage zu
sein, eine Mikrometastase aus ihrem Gleichgewicht zu bringen und zur
Angiogenese anzuregen [29-31]. Hier zeigten andere Studien, dass
kleinere operative Eingriffe, zu einem geringeren Metastasenwachstum
fuhrten als dies bei grof3eren der Fall war [32].

Welcher dieser Mechanismen die entscheidendere Rolle spielt, ob ein
chirurgischer Eingriff fordert oder der Primarius seine Metastasen hemmt,
oder ob es zwei zusammenhé&ngende Mechanismen sind, ist bis heute

nicht abschlieRend beantwortet.
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1.3. Angiogenese:

Um die in Abschnitt ,1.2. Entstehung von Metastasen® beschriebenen
Vorgéange besser verstehen zu kdonnen, wird nachfolgend der Prozess der
Angiogenese naher erlautert. Unter Angiogenese versteht man die
Neuentstehung einer Blutversorgung ausgehend von bestehenden
Blutgefal3en. Dies geschieht zumeist von postkapillaren Venolen aus [33].
Die Angiogenese ist eine notwendige Bedingung, damit ein Tumor die
GroRRe von wenigen Kubikmillimetern Gberschreiten kann. Er muss mit
Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt werden und er muss die Mdglichkeit
haben, sich von anfallenden Stoffwechselprodukten zu befreien [34].
Damit ein Tumor eine Blutversorgung initiieren und Anschluss an den
Blutkreislauf eines Organismus finden kann, muss zunéchst der im
Folgenden beschriebene Prozess ablaufen.

Zunachst einmal wird das Endothel der bestehenden BlutgefaRe durch
Angiopoetin-2 destabilisiert. In gesunden Organismen geschieht dies
regelhaft zur Erneuerung der Blutgefalle. Wenn dies aber durch die
Tumorzellen induziert wird, fuhrt es zu einer Minderperfusion und damit zu
einer massiven Hypoxie in dem verbleibendem Tumorgewebe [35]. Da
eine Gewebshypoxie aber den starksten Reiz fur die Ausschittung von
VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor darstellt, reagiert das
Tumorgewebe mit der Ausschittung dieses Botenstoffs [36]. VEGF ist
eine Familie von mehreren verschiedenen Molekilen (VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E). Dabei ist VEGF-A das am besten
charakterisierte Mitglied dieser Familie und aus vielen Studien bekannt als
starker Angiogeneseinduktor sowohl in vivo als auch in vitro, weswegen
hier auch immer, wenn von VEGF gesprochen wird, VEGF-A gemeint ist
[33]. VEGF fihrt Gber die Bindung an einen Tyrosinkinaserezeptor an den
Endothelzellen zu dessen Dimerisierung, der dann Uber intrazellulare
Signalkaskaden zur Proliferation und erhéhter Permeabilitat des Endothels
fuhrt. Diese neuentstandenen Gefal3e bedurfen nun noch der
Stabilisierung, dies geschieht durch die Ausschittung von Angiopoetin-1,
dem Gegenspieler von Angiopoetin-2, durch die Tumorzellen [16]. Wenn

der Tumor jetzt weiter wachst, kommt es erneut zu einer Hypoxie, und so
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geht diese Kaskade von Neuem los, damit wieder neue BlutgefalRe
entstehen konnen. Doch auch im Fall der Neoangiogenese ist wenig
bekannt Uber den Einfluss des Primarius auf die funktionelle
Mikrozirkulation der Knochenmetastase. Ein genaues Verstandnis des
mikrovaskularen Umfelds einer Metastase ist jedoch dringend notwendig,
um  bestehende Therapien madglichst gut anzupassen und

selbstverstandlich auch um neue Therapien zu entwickeln.

Uber die Mikrozirkulation einer Knochenmetastase sind bis heute vor
allem Daten der morphologische Parameter bekannt [37]. Es gibt auch
Daten zu den funktionellen Parametern der Mikrozirkulation [38]. Diese
Daten zeigen, dass es einen deutlichen Unterschied zwischen Gefal3en
pathologischen und physiologischen Ursprungs gibt. So zeigen
Tumorgefal3e Anomalitaten in ihrer Organisation, Struktur und Funktion.
Man findet bei pathologischen GefalRen Kaliberspriinge, Loops und
Arterio-Vendse Shunts [37]. Dies fihrt zu unterschiedlichen und
unphysiologischen Stromungsgeschwindigkeiten bis hin zur Stase und
Stromumkehr in histologisch anscheinend funktionsfahigen Gefalen. So
kommt es zur Hypoxie in direkter Nachbarschaft von ausreichend
perfundiertem Gewebe [39]. Weiter lasst sich beobachten, dass
pathologische Gefal3e eine veranderte Permeabilitat zeigen, welche auf
eine veranderte GefalBwand sowie auf veranderte interstielle Dricke
zurlckzufihren ist. Von diesen Eigenschaften der Tumorgefal3e ist
bekannt, dass sie eine entscheidende Rolle fir den Erfolg oder Misserfolg
von neuen Therapien darstellen. Alle diese Parameter beeinflussen
namlich das sogenannte ,Drug-delivery®, die Fahigkeit eines Medikaments
auch an seinem Wirkungsort an zu gelangen [40]. Da alle diese Faktoren
aber noch nicht vor dem Hintergrund ihrer Abhangigkeit vom Primarius
untersucht wurden, wurden in dieser Arbeit vier Parameter bestimmt um
dies zu tun.

Es wurde die mittlere Blutflussgeschwindigkeit, Vmean, bestimmt. Dieser
Parameter ermoglicht es, die Geschwindigkeit des Blutflusses in den
beobachteten Gefalen zu messen, hierzu wurde auf den, im
Versuchsverlauf aufgenommen Filmen die Geschwindigkeit im

Einzelgefal? bestimmt. Gemeinsam mit der Blood Flow Rate, BFR, welche
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den Blutfluss pro Volumen und Zeit im Einzelgefal angibt, ist es moglich
zu beurteilen, ob und in welchem Umfang ein Gefald perfundiert ist. Mit
Hilfe der Tissue Perfusion Rate, TPR, lasst sich nun eine Aussage
dariiber machen, in wiefern der mit Hilfe der Vmean und der BFR
festgestellte Blutfluss eine Relevanz fur die Versorgung des Gewebes hat,
da die TPR den Blutfluss pro Flache und Zeit darstellt. Somit kann
kontrolliert werden, ob ein beobachteter Anstieg der BFR auch wirklich zu
einer ,echten“ Mehrdurchblutung des Gewebes fuhrt und es nicht durch
eine Abnahme der GefalRdichte bei groReren Gefalen gar zu einer
schlechteren Blutversorgung kommt. SchlieBlich wurde noch die
Permeabilitdt als Diffusionsgeschwindigkeit im Gewebe gemessen. Diese
ermdglicht es die Durchlassigkeit der GefaRwand fur Stoffe einer
bestimmten Molekulargréf3e (in dieser Studie das FITC-BSA, siehe unten)
zu beurteilen. Mit Hilfe dieser Parameter war es nun mdoglich,
Unterschiede in der Wachstumsdynamik einer Metastase in Abhangigkeit
von einem Primarius vor dem mikrovaskularen Hintergrund der Metastase

zu beurteilen.
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1.4. Intravitalmikroskopie:

Bevor die Intravitalmikroskopie entwickelt wurde, hatte man nicht viele
Moglichkeiten, einen Wachstumsprozess zu verfolgen. Man konnte durch
zu  verschiedenen Zeiten gewonnene  histologische  Schnitte
morphologische Veranderungen uber die Zeit beurteilen [41], oder
Tumorwachstum transkutan beobachten. Erst die Entwicklung der
Intravitalmikroskopie ~ mit  implantierbaren ~ Kammern, hat der
Tumorforschung ganz neue Mdglichkeiten erdffnet. So wurde es nun
mdglich, ein dynamisches Ereignis, wie zum Beispiel das Tumorwachstum
[42], aber auch die Wundheilung oder vaskulare Veranderungen durch
chronische Krankheiten auch als solches zu beobachten und dabei
gleichzeitig morphologische und funktionelle Gefal3parameter zu
bestimmen [43-44].

Uber die Jahrzehnte der Weiterentwicklung von intravitalmikroskopischen
Methoden hat sich an dem Grundprinzip wenig verandert. Es wird erstens
ein Gewebe bendtigt, das auf irgendeinem Weg dem Mikroskop
zuganglich gemacht wurde, wie in dieser Arbeit das Femur durch das
Femurwindow [42] oder in anderen Arbeiten das Subkutangewebe durch
die Ruckenhautkammer oder das Gehirn durch das Cranial Window [27,
45-46]. Zweitens wird ein Farbstoff bendtigt, der entweder den Tumor zum
fluoreszieren bringt oder die Gefal3e, drittens wird eine Mdglichkeit zum
Erfassen der Bilder bendtigt, zum Beispiel ein Mikroskop und eine
Kamera, und viertens missen geeignete Methoden zum Auswerten der
erhaltenen Daten vorhanden sein [47].

Wenn alle oben genannten Bedingungen erfullt sind, ist die
Intravitalmikroskopie ein sehr potentes Instrument, um Einblicke in
physiologische und pathologische Prozesse im Korper, in Regionen, die
uns sonst nicht zuganglich sind, zu bekommen.

In der Beobachtung von Metastasen hat die Intravitalmikroskopie Vorteile
gegeniber herkdmmlichen Methoden, wie der Histologie, bei der nur
morphologische Untersuchungen ohne definitive Beurteilung der
Funktionalitdat moglich sind. Die bildgebenden Verfahren der Radiologie

bieten zwar auch Moglichkeiten der funktionellen Untersuchung, jedoch
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mit einer deutlich schlechteren Auflésung. Fir das Femurwindow gelten
die oben genannten Einschrankungen nicht, so war es erstmalig mdglich
das gleiche Gefal3bett einer Metastase, welches sich dynamisch tber die
Zeit verandert, zu verschiedenen Zeitpunkten gleichzeitig morphologisch
und funktionell mit einer Auflosung bis auf die zellulare Ebene zu

untersuchen.
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1.5. Ziele der Arbeit:

Wie man aus den vorherigen Abschnitten ersehen kann, besteht noch ein
grof3es Wissensdefizit in Bezug auf die Angiogenese und das Wachstum
von Knochenmetastasen in Abhangigkeit von deren Primarius. Wie auch
gezeigt wurde, ist dies aber durchaus von klinischer Relevanz, wenn man
sich die allein Inzidenzraten des Brustkrebses und die Haufigkeit osséarer
Filialisierung anschaut. Um das Gefallwachstum der Metastasen in
Abhangigkeit von deren Primarius besser zu charakterisieren wird in
dieser Arbeit ein murines Metastasenmodell eines Mammakarzinoms
sowie das Femurwindow zur intravitalmikroskopischen Beobachtung
genutzt. Eine Mausgruppe bekommt einen Primarius und eine Metastase
implantiert. Weiter sollen in einer zweiten Gruppe eventuelle
Veranderungen des funktionellen mikrovaskularen Umfeldes aufgezeigt
werden, die durch die Resektion des Primarius entstehen kodnnen.
Anschlie3end soll der Effekt der beobachteten Veranderungen in beiden
Gruppen in Hinsicht auf das GroRenwachstum der Metastasen beurteilt
werden, um damit die Relevanz der funktionellen mikrovaskularen
Parameter abschatzen zu koénnen. Die Hypothese der Arbeit ist: Der
Primarius hemmt das Wachstum seiner Knochenmetastasen durch eine

Beeinflussung der Angiogenese im Knochen.
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2.Material und Methoden

2.1. Versuchstiere:

Fur die Versuche wurden 12 Wochen alte SCID Mause (Fa.Taconic,
Danemark) verwendet. Diese Mause eigenen sich far ein
Metastasenmodell, bei dem speziesfremde Zellen verwendet werden,
besonders gut [48]. Bei den MCF-7- pDsRed- Zellen handelt es sich um
ein Xenotransplantat, wobei den Mausen menschliche Zellen injiziert
werden. Die SCID- Mause haben einen schweren B- und T-Zell
Immundefekt, wodurch sie nicht in der Lage sind, mit einer Immunantwort
auf die fremden Zellen zu reagieren, so dass es nicht zu einer
AbstoRungsreaktion kommt. Die Mause wurden im Alter von 8 Wochen
geliefert und dann 4 Wochen in der zentralen Tierhaltung des
Universitatsklinikums Eppendorf (Hamburg, Deutschland) bis zum
Erlangen der Geschlechtsreife gehalten. Die Tierhaltung erfolgte bei
konstanten Bedingungen in einem Plastikk&fig mit Espenholz-Einstreu bei
20°C und 55% Luftfeuchtigkeit. Ein 12 Stunden Tag-Nacht Rhythmus
wurde durch kinstliches Licht gewahrleistet, Futter und keimfreies Wasser
stand den Mausen ad libitum zur Verfigung. Ab dem Eintritt in den

Versuch wurden die Mause in separaten Kafigen gehalten.

Alle Prozeduren an den Versuchstieren waren im Einklang mit dem
deutschen Tierschutzgesetz und sind durch das Amt fir Gesundheit in

Hamburg mit der Tierversuchsnummer 31/04 genehmigt worden.
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2.2. Zelllinie:

Als Zelllinie wurde fur dieses Projekt die bereits gut charakterisierte
Mammakarzinom Linie MCF-7 gewahlt [49]. Diese wurde aus einem
malignen Pleuraerguss von einem ductalen Mammakarzinom gewonnen.
Sie bildet sowohl Rezptoren fiir Progesteron als auch fiir Ostrogen. In der
Maus bilden die MCF-7 Zellen osteoblastische Metastasen [50]. Die
Zelllinie erfullt alle bendtigten Anforderungen: sie wurde bereits haufig in
vitro als auch in vivo verwendet, sie ist mafig lokal invasiv wachsend [51]
und zeigt nur einen geringen Grad zur Metastasierung, was einen langen
Beobachtungszeitraum ermdéglicht [52]. Damit die Zellen in der
Floureszenzmikroskopie zu sehen sind, wurden sie mit dem
fluoreszierenden Protein pDsRed transfiziert. Dies geschah mittels pCMV-
DsRed-Express  Vektor  (Clonetech). Durch eine gleichzeitig
eingeschleuste  Geniticinresistenz  wurden die nicht erfolgreich
transfizierten Zellen aussortiert und mittels der Durchflusscytometrie noch
einmal die hellsten Zellen selektioniert (>95 Perzentile). Die jetzt in Kultur
gehaltenen MCF-7 pDsRed Zellen haben eine Exitation/Emission bei
557/579 nm und dadurch keine Uberlagerungen mit dem Farbstoff FITC,
welcher zum Messen der funktionellen und morphologischen Parameter

genutzt wurde (siehe Abbildung 1).

Abbildungl: Fluoreszenzmikroskopisches Bild in 10x Vergrol3erung von
pDsRed transfizierten MCF-7 Zellen.
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2.3. Fluorochrome:

Fur die in diesem Versuch durchgefuhrte Fluoreszenzmikroskopie wurde
das grune Fluorescein-Isothiocyanid, FITC, genutzt. Dieser Farbstoff hat
ein Exzitationsmaximum bei 494 nm und ein Emissionsmaximum bei 518
nm. Durch die Bindung des FITC an das Dextran (FITC-Dextran,
Molecular Probes, Invitrogen Ltd., Paisley, UK) bleibt der Farbstoff
uberwiegend intravasal und lasst unter dem Fluoreszenzmikroskop alle
GefalRe grun erscheinen. Durch die unterschiedlichen Exzitations- und
Emissionsmaxima von FITC und dem pDsRed, welches zum Anfarben der
Tumorzellen genutzt wurde, kam es bei den Messungen nicht zu
stérenden Uberlagerungen der beiden Farbstoffe.

Fir die Permeabilitittsmessungen wurde ebenfalls das grune
Fluoreszeinisothiocyanat verwendet. Bei diesen Messungen wurde aber
FITC-BSA genutzt. Hierbei ist das FITC an bovines Serum Albumin
gebunden (FITC-BSA, Molecular Probes, Invitrogen Ltd. Paisley, UK),
welches durch die kleinere MolekllgroRe auch aus dem GefalRbett

austreten kann.
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2.4. Versuchsablauf:

Es wurden zwei Mausgruppen miteinander verglichen. Beide Gruppen
erhielten an Tag 5 vor der Femurwindowimplantation eine Tumorinjektion
in das Mammary Fat Pad mit 2*10° MCF-7 pDsRed Zellen zur Etablierung
eines Primarius. Bei beiden Gruppen wurde funf Tage spater die
Implantation des Femurwindow mit 1*10° Zellen durchgefiihrt. Beide
Gruppen wurden an den Tagen 5, 8, 10, 14, 20 und 25 mit dem
Fluoreszenzmikroskop  hinsichtlich ~ ihrer ~ morphologischen  und
funktionellen GefalBparameter in Narkose gemessen. Die Gruppen
unterschieden sich lediglich durch die bei der Gruppe 2 durchgefihrte
Mastektomie mit Entfernung des Primarius an Tag 5 (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: Biometrische Planung.
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2.5. Mammainjektion:

Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass die Kombination aus SCID
Mausen und Mammakarzinom Zelllinien bei einer Injektion in das
Mammary Fad Pad immer zu einem Tumorwachstum fihrt [48-49]; auch in
eigenen Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass man durch Injektion
von MCF-7 Zellen in das Mammary Fad Pad ein konstant auftretendes,
sehr gleichmalRiges Tumorwachstums hervorruft (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Wachstumsverlauf der MCF-7 Zellen im Mammary Fad Pad
dargestellt als Mittelwerte + SEM.

Zur Durchfiihrung der Mammainjektion wurden die Mause, nachdem sie
gewogen wurden, mit 7,5mg Ketamin und 2,5 mg Xylazin /100g
Kdrpergewicht intraperitoneal in Narkose versetzt und die Augen mit
Bepanthen Augensalbe (Bayer, Leverkusen) vor Austrocknung geschitzt.
Anschlie3end wurde die rechte Brust rasiert und depiliert, um die Mamillen
erkennen zu kénnen. Es wurden dann 2*10° MCF-7 pDsRed in circa 100l
Medium aufgezogen und mit einer Spritze und einer 26G Nadel
submamillar injiziert. Wahrenddessen wurden die Mause durch
Warmematten warmgehalten. Auch die folgenden 24 Stunden nach der
Mammainjektion wurden die Mause im Kafig auf eine Warmematte

gesetzt.
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2.6. Femurwindow:

Das Femurwindow besteht aus 5 Teilen. Einem Haltebtigel (Abbildung 4:
B) der medial des Femurs entlang gefiihrt wird, umso spéater die lateral zu
fixierende Kammer (Abbildung 4: A und C) zu halten. Die Kammer selber
besteht aus einer Metallbuchse mit einem Innendurchmesser von 4mm.
Diese Offnung wird mit einem 5mm Deckglas als Sichtfenster
verschlossen und ermdglicht so spéater die intravitalmikroskopische
Beobachtung. Haltebtigel und Kammer werden mit zwei Muttern der
GroRRe M1 miteinander verschraubt, siehe Abbildung 4 und 5 [42].

Abbildung 4: Technische
Zeichnung des
Femurwindows (GréR3en in
mm) [42]

Abbildung 5: Ein
AT 8 Explantiertes Femur A von
' Lateral B von Medial in dem
Femurwindow wie es sonst
in vivo (C) nicht zu sehen
ist.[42]
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2.7. Femurwindow Operation:

Zur Implantation des Femur-Windows wurden die Mause, nachdem sie
gewogen wurden, mit 7,5mg Ketamin und 2,5mg Xylazin/100g
Korpergewicht intraperitoneal in Narkose versetzt und die Augen mit
Bepanthen Augensalbe (Bayer, Leverkusen) vor Austrocknung geschitzt.
Anschliel3end wurden sie am rechten Hinterlauf rasiert und depiliert. Unter
einem Stereomikroskop wurde unter sterilen Bedingungen im Verlauf des
Femurs die Haut auf circa einem Zentimeter Lange erodffnet und vom
subkutanen Fettgewebe frei prapariert. Es folgte die Erdffnung der
Muskelfaszie. Weiter wurden die Muskeln stumpf vom Femur nach distal
und proximal abgeschoben, so dass man die gesamte Diaphyse des
Femurs einsehen konnte (Abbildung 6), ohne Muskeln durchgetrennt zu

haben.

Abbildung 6: Blick auf das praparierte Femur (1), links im Bild ist das
proximale Ende mit Sehnenansatz am Trochanter major zu erkennen (4).
3 markiert die ventralen Femurmuskeln, 2 die rasierte und depilierte Haut
der Maus.

Anschlielend wurde das Femur so fixiert, dass man mit Hilfe eines
Skalpells einen Teil der Knochenkortikalis so abschieben konnte, dass
eine ebene Flache entstand. AnschlieBend wurden die Tumorzellen
injiziert. Hierzu wurde seitlich des Femurs Gelitaschaum (Fa. Braun)
angelegt, um nicht gewollten Weichteilmetastasen vorzubeugen. Dann
wurde mit einer 10ul Hamilton-Glasspritze ein zuvor abzentrifugiertes
Pellet von 1*10° MCF-7 pDsRed Zellen aufgezogen und in den
spongiésen Knochen implantiert (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Man erkennt das proximale Femurende (1), dass durch den
Halteblgel (3) fixiert ist. Ober- und Unterhalb des Femurs sieht man den
Gelitaschaum (4), der zur Vermeidung von Weichteilmatastasen vor
Injektion der MCF-7 Zellen (5) eingebracht wurde und spéter wieder
entfernt wird.

Es wurden der Gelitaschaum und die Gbergelaufenen Zellen entfernt. Der
autoklavierte Haltebligel des Femurwindows wurde eingefiihrt, die sterile
Kammer aufgesetzt und mit Hilfe von Schrauben fixiert. Der Freiraum
neben dem Femur wurde mit Stumpfaufbaumaterial LuxaCore®-Dual
(DMG, Hamburg) gefillt. Die erhaltenen Muskeln lagerten sich wieder an
ihren urspringlichen Platz an, die Haut wurde mit einer chirurgischen Naht
verschlossen. Zur Dokumentation der erfolgreichen Zellimplantation wurde
die Maus an der frisch implantierten Kammer in eine Halterung
eingespannt (Abbildung 8) und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen

gemacht.
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Abbildung 8: Die Maus nach der Femurwindowoperation in der
Messhalterung eingespannt. Man erkennt den Unterschenkel der Maus
(1), die Messhalterung (2) und die darin befestigte Kammer (3), in deren
Mitte man das Femur mit von beiden Seiten angelagertem blauem Zement
sehen kann.

Wahrend der gesamten Operation und auch ihrer Vorbereitung wurde die
Maus zur Aufrechterhaltung ihrer Korpertemperatur auf Wéarmematten
gelagert, so auch mindestens 24 Stunden postoperativ.
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2.8. Primariusresektion:

In der Gruppe 2 wurde an Tag 5 nach Femurwindowimplantation der
etablierte Primarius im Mammary Fad Pad resiziert. Hierzu wurde die
Maus, nach dem alle Messungen der funktionellen und morphologischen
Parameter am flinften Tag durchgefihrt waren, erneut an der rechten
Brust depiliert und durch Palpation die Lage des Tumors bestimmt. Er
hatte nach 10 Tagen Wachstum circa ein Volumen von 2-4 mm3. Es wurde
unter sterilen Bedingungen parasternal ein ungefahr 0,5 cm langer Schnitt
angelegt, durch den man schnell den soliden, unter dem Stereomikroskop
gut abgrenzbaren Primartumor fand. Nach der Resektion wurde der
entfernte Tumor zur Kontrolle unter das Fluoreszenzmikroskop gelegt
(Abbildung 9). Die Wunde wurde mit einer sterilen chirurgischen Naht
verschlossen und die Maus auf eine Warmematte verbracht. Im Verlauf
des Versuchs wurde durch Palpation immer wieder kontrolliert ob sich
erneut ein Primarius aus eventuell verbliebenen Tumorzellen gebildet

hatte, dies war nie der Fall.

Abbildung 9: Entfernter Primarius (1) mit umliegendem Mammary Fad
Pad Gewebe (2), welches durch die Applikation von FITC-Dextran
wéahrend der Messungen noch grin leuchtet.
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2.9. Ablauf der Messungen:

Die Erhebung der funktionellen und morphologischen Gefal3parameter
sowie das Wiegen der Mause wurde an allen Messtagen (5, 8, 10, 14, 20
und 25, siehe Abbildung 2 Seite 20) und in beiden Mausgruppen nach
dem gleichen Protokoll vorgenommen.

Jede Maus wurde als erstes gewogen um dann gewichtsadaptiert mit
7,5mg Ketamin (Ketanest®, Parke-Davis/ Berlin, Deutschland) und 2,5 mg
Xylazin (Rompun® 2%, Bayer Vital/ Leverkusen, Deutschland) /100g
Kdrpergewicht intraperitoneal in Narkose versetzt zu werden. Die Augen
wurden mit Bepanthen® Augensalbe (Bayer/ Leverkusen, Deutschland)
vor Austrocknung geschutzt. Anschlielend wurde ein intravendser Zugang
an einer Schwanzvene gelegt, Uber den spater die Fluorochrome appliziert
werden konnten.

Die Maus wurde an der Kammer in eine Halterung eingespannt, um einen
senkrechten Blick auf das Sichtfenster des Femurwindows zu erméglichen
und die Atembewegungen der Maus auszuschalten, ohne jedoch die
eigentliche Atmung selber einzuschranken. Dann wurde die Maus auf
einer Warmematte unter ein Stereomikroskop (Stemi 2000, Zeiss,
Oberkochen) verbracht, unter dem das Sichtfeld des Femurwindows
gereinigt wurde. Danach wurde ein Lichtbild in 2,5x Vergrof3erung mit der
Kamera Axiocam H (Zeiss/ Oberkochen, Deutschland) aufgenommen. Als
nachstes wurde die Maus unter das Fluoreszenzmikroskop (Axioplan 2,
Zeiss/ Oberkochen, Deutschland) gelegt. Anschlieend wurde ihr der
erste Farbstoff, das grune Fluorescein-Isothiocyanid, FITC- Dextran
(Molecular Probes, Invitrogen Ltd., Paisley, UK) injiziert. Anschliel3end
wurde mit der Axiocam H Kamera eine Mehrkanalaufnahme in 2,5x
VergroRerung aufgenommen: Hierbei wurde mit dem ersten Kanal ein Bild
des durch einen Filter des Axioplan 2 Mikroskops zum Leuchten
angeregten FITC- Dextran gemacht und in einem zweiten Kanal mit einem
anderen Filter in gleicher Position ein Bild des Tumors aufgenommen, der
durch die mit pDsRed transfizierten Tumorzellen rot leuchtete. Mit Hilfe der
AxioVision Rel. 4.6. Bildbearbeitungssofteware (Zeiss, Oberkochen)

lieBen sich die Bilder zu einem Bild zusammen fugen. Anschliel3end
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wurden drei Schwarz-Weis Filme mit einer intensified CCD Kamera
(Hamamatsu) mit einem 20x long distance Objektiv (Zeiss, Oberkochen)
aufgenommen, an Hand derer spater die Analyse der funktionellen
Gefal3parameter durchgefihrt wurde. Die Filme wurden an drei definierten
Stellen aufgezeichnet. Als nachstes wurde an der gleichen Stelle, an der
der letzte Film aufgenommen wurde, noch eine Permeabilitatsmessung
durchgefuhrt. Dazu wurde der Maus noch einmal 40mg/kg Korpergewicht
FITC-BSA (Molecular Probes, Invitrogen Ltd., Paisley, UK) verabreicht,
wahrend die Fluoreszenzintensitat (Photomultiplier Tube, Hamamatsu,
housing Products for Research) gemessen wurde. Folgend wurde fur 10
Minuten alle 2 Minuten fir wenige Sekunden die Fluoreszenzintensitét
gemessen. Auch diese Daten wurden gespeichert und spater Offline

ausgewertet.
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2.10. Auswertunqg der erhobenen Parameter:

2.10.1. TumorgrdfRe von Metastase und Primarius:

Die Auswertung der im Laufe der Versuche gewonnen Daten erfolgte,
nach dem alle Versuche abgeschlossen waren. Aus den an jedem
Messtag angefertigten Mehrkanalaufnahmen in 2,5x Vergréf3erung wurde
jeweils die Flache des Tumors bestimmt. Hieraus konnte fir jede Gruppe
eine Tumorwachstumskurve Gber den gesamten Versuchszeitraum erstellt

werden.

Zur Bestimmung der Gro3e des Primarius wurden die Mause nachdem sie
in Narkose versetzt waren am Rucken gefasst, so dass man den ventral
im Mammary Fad Pad wachsenden Tumor meist schon sehen, wenigstens
jedoch palpieren konnte. Es wurde die ungefdhre Ausdehnung palpiert
und anschlie3end transkutan mit einer Schieblehre der hart imponierende
Tumorkern zwei dimensional vermessen. Das Volumen wurde spéter nach

der Formel: Tumorvolumen=Lange x Breite? x T1/6 berechnet [25, 53-54].
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2.10.2. Blutflussgeschwindigkeit und Blutflussrate:

Aus den mit Hilfe von FITC-Dextran gewonnenen 10 Sekunden langen
Plasmamarkierungsfilmen wurden mit Hilfe eines Apple Computers (Apple
Power Mac Dual 500mHz G4 1GB SDRAM, Apple, Cupertino, USA) die
Gefalllange, der GefalRdurchmesser und die maximale
Blutflussgeschwindigkeit (VreC) bestimmt. Gefaldlange und
GefalRdurchmesser wurden am Computer gemessen.

Um die maximale Blutflussgeschwindigkeit Vrgc bestimmen zu kénnen,
wurde gemessen, wie lange ein Erythrozyt in der Gefal3mitte bendtigt, um
ein gerades Blutgefall zu passieren. Um daraus die maximale
Blutflussgeschwindigkeit ermitteln zu kénnen, muss in diesem Gefal} eine
laminare Strémung herrschen. Deswegen wurde die maximale
Blutflussgeschwindigkeit nur in geraden Gefal3en ohne Verzweigungen
bestimmt. Die mittlere Blutflussgeschwindigkeit (Vmean, FOrmel 1) sowie die
Blutflussrate (BFR, Formel 2), definiert als mittlerer Blutvolumenfluss pro
Zeit, wurden aus der maximalen Blutflussgeschwindigkeit Vrgc und dem

GefalRdurchmesser anhand der folgenden Formeln berechnet:

Formel 1:

G Z
Blutflussgeschwindigkeit V.. (cm/s) = éZ(Z\MJ

x=1 \_n=1

Formel 2:

3 1 [ 7 <5 Vieen (2
Blutflussrate BFR ( m /S)ZEZ EZ—Dn
x=1 n=1 (04 X

Dabei stellt G die Anzahl der Observationsfelder (Anzahl Filme), Vrgc die

maximale Blutflussgeschwindigkeit im GefalRzentrum, Z die Anzahl der
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GefalRe und D den GefalRdurchmesser da. Bei ¢ handelt es sich um einen
experimentell ermittelten linearen Korrekturfaktor, der berticksichtigt, dass
die Stromungsgeschwindigkeit von der GefalBmitte zum Gefalirand hin
abnimmt (Abbildung10) [55]. Bei kleinen GefalRdurchmessern lasst sich
das Stromungsprofil linear approximieren, daher qilt fir a = 1,6 bei
Gefallen mit einem Durchmesser >15um und a = 1,3 bei Gefal3en <
10pm. Bei Gefallen mit einem Durchmesser zwischen 10um und 15pum
wird « linear extrapoliert « = 1,3+((D-10)*0,3/5) [46, 56].

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Strébmung im linearen
Gefal3: Die Pfeillange stellt die Flussgeschwindigkeit dar. Es ist deutlich zu
erkennen, dass in der GefalBmitte eine hohere Flussgeschwindigkeit
herrscht als nah an der Gefal3wand.
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2.10.3. Gewebsperfusionsrate:

Die Gewebsperfusionsrate ist ein Parameter, der den Blutfluss pro Flache
und Zeit in einem definierten Areal angibt. Die Gewebsperfusionsrate
(tissue perfusion rate, TPR) wurde mit Hilfe untenstehender Formel
rechnerisch aus dem Gefal3durchmesser D und der maximalen
Blutflussgeschwindigkeit Vgrgc ermittelt (Formel 3) und ist definiert als
mittlerer Volumenfluss pro Zeiteinheit und Flache. Es gilt wieder wie oben:
Z ist die Gesamtzahl der GefaRe und G die Anzahl der beobachteten
Areale. Auch in dieser Formel wird wieder der Korrekturfaktor a bendtigt,

um das nicht lineare Stromungsprofil im Gefald auszugleichen [38, 56-57].

Formel 3:

G z
Gewebsperfusionsrate — TPR(x) = 1 Z A Z D? x 1 RBC, ...
G T \4A T o .
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2.10.4. Permeabilitat:

Die Permeabilitat wird Offline an einem Apple Computer (Apple Power
Mac Dual 500mHz G4 1GB SDRAM, Apple, Cupertino, USA) ausgewertet

und berechnet sich nach folgender Formel (Formel 4):

Formel 4:

Permeabilitit — P(x) = (L— HT) x wox| —=—x 2 4 1
s\ (lo—ty) at K

Hierbei wird der Hamatokrit (HT) wie in der Literatur beschrieben als 19%
angenommen [58], | stellt die durchschnittliche Intensitat des gesamten
Bildausschnittes dar, |y ist die Intensitat, bei der sich alle GefalRe mit dem
Fluorochrom gefullt haben und I, bildet die Hintergrundfluoreszenz ab, Al
stellt die Fluoreszenzzunahme Uber den Messzeitraum dar, At steht fir
diesen. K steht fur die Zeitkonstante der Plasmaclearance und ist mit
9,1*103 s angegeben [59-60]. V steht fur das Gefallvolumen und S fir die
GefalRoberflache in dem Observationsfeld. Das Verhéaltnis von
GefalRvolumen zu GefalRoberflache wird aus folgender Formel (Formel 5)
berechnet, dabei ist Z wie oben beschrieben die Anzahl der beobachteten
Gefalie in einem Observationsfeld, D gibt deren Durchmesser und L deren

Lange an [57].

Formel 5:
3o,
Gefalvolumen/GefalRoberflache (cm) = ————

7Y DL,
n=1
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2.11. Statistische Auswertung:

Alle Ergebnisse werden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts
(standard error of the mean; SEM) angegeben. Da es sich um nicht
normalverteilte Daten handelte, wurden nicht parametrische Tests zur
Auswertung verwendet. Die Werte wurden mit Hilfe einer
Statistiksofteware (SPSS Version 15.0, Chicago Illinois) mit dem Mann-
Whitney-U Test verglichen. Um Korrelationen zwischen den Parametern
zu testen, wurde der Spearman-Rank-Korrelation Test verwendet und die
gebildeten Gruppen wiederum mit dem Mann-Whitney-U Test verglichen.

Als statistische Signifikanzgrenze wurden P-Werte kleiner als 5% gewahlt.
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3. Ergebnisse:

3.1. Kdrpergewicht:

Die Anderung des Korpergewichts unterliegt in beiden Gruppen, 1 (WeiR)
und 2 (Schwarz), der gleichen Dynamik. So erkennt man in beiden
Kollektiven einen initialen Gewichtsverlust von rund 20% von Tag O auf
Tag 5 (Ab Tag 5 ist das Koérpergewicht in beiden Gruppen um das
zusatzliche Gewicht durch das Femurwindow bereinigt). Dieser
Gewichtsverlust schlagt bei der Gruppe 1, bei dieser Gruppe wurde der
Primarius bis zum Versuchende belassen, an Tag 20 verglichen mit dem
5. Tag wieder in eine signifikante Zunahme des Koérpergewichts um
(p=0,05); bei der Gruppe 2, hier wurde an Tag 5 eine Primariusresektion
durchgefthrt, findet sich der signifikante Gewichtsanstieg bereits am 14.
Tag wieder (p=0,047). Dies fuhrt dazu, dass an den Tagen 5, 8, 10 und 14

ein signifikanter Gewichtsunterschied nachzuweisen ist.
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Abbildung 11: Das Koérpergewicht, dargestellt als Mittelwerte £ SEM in
beiden Gruppen Uuber den gesamten Versuchszeitraum. Bei der
schwarzen Gruppe 2 wurde an Tag 5 der Primarius reseziert, bei der
weillen Gruppe 1 wurde dieser belassen (# = p <0,05 Gruppe 1 vs.
Gruppe 2).
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3.2. TumorgroRRe:

Die Werte der Tumorgrol3e werden aufgrund ihrer starken Abhé&ngigkeit
von der AusgangsgroéfRe des Tumors als auf den 5. Tag normalisierte
Daten dargestellt, so erreicht man eine noch bessere Vergleichbarkeit der
beiden Gruppen da die Werte in beiden Gruppen nun immer ein vielfaches
des Wertes von Tag 5 anzeigen. Die Tumorgrol3e der Metastase hat in
beiden Gruppen die gleiche Ausgangs-und Endgrof3e. Im Verlauf erkennt
man aber trotzdem einen Unterschied in der Wachstumsdynamik der
Metastase. So sieht man, dass die Metastase der Gruppe 1 bei weiterhin
vorhandenem Primarius ein zunachst verzégertes Wachstum gegentber
der Gruppe 2 zeigt. Dieser Unterschied wird dann aber durch ein
schnelleres Wachstum in der Gruppe 1 im letzten Drittel des
Beobachtungszeitraums wieder ausgeglichen, so dass die Metastasen in
beiden Gruppen am Ende des Studienzeitraums circa 6 fach groRRer sind
als an Tag 5 (p in beiden Gruppen < 0,001). Die Gréf3endifferenz hat an
Tag 10 (2 >50% Gro6R3er) eine Signifikanz von p=0,032 und an Tag 14 (2
>60% Gro6Rer) von p=0,002.
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Abbildung 12: Die TumorgroRe, dargestellt als auf den 5. Tag
normalisierte Mittelwerte £ SEM in beiden Gruppen uber den gesamten
Versuchszeitraum. Bei der schwarzen Gruppe 2 wurde an Tag 5 der
Primarius reseziert, bei der weil3en Gruppe 1 wurde dieser belassen (# = p
<0,05, Gruppe 1 vs. Gruppe 2).
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Das Tumorwachstum ist auch auf den an jedem Messtag aufgenommen
Mehrkanalbildern gut erkennbar. So sieht man am Tag der
Femurwindowimplantion noch im ganzen Markraum diffus verteilte Zellen.
Am 3. Tag erkennt man dann einen kleinen Tumorkern, der sich von dem
am 5. Tag nicht wesentlich unterscheidet, abgesehen von dem Merkmal,
dass man erste, in Richtung des Tumors gerichtete Gefal3e, erkennen
kann. An den Tagen 8, 10 und 14 erkennt man dann ein zunehmend
starkeres  Wachstum des Tumors, mit immer eindeutigerer
Gefalizeichnung. An den Tagen 20 und 25 fullt der Tumor haufig das
gesamte Sichtfeld des Femurwindows aus. Auch auf den
korrespondierenden Lichtbildern kann man das Tumorwachstum erahnen,
da der Knochendefekt, im Sinne einer osteoblastischen Metastase immer
zuerst Uber dem Tumorkern im Sinne eines osteoblastischen wachsenden

Tumors geschlossen wird (siehe Abbildung 13).

Abbildung 13: Tumorwachstum im Femurwindow im Verlauf von 25
Tagen: In der jeweils oberen Reihe sieht man das Lichtbild in 2,5facher
VergréRerung darunter immer das korrespondierende Mehrkanalbild des
gleichen Tages. Man erkennt sehr gut das Tumorwachstum der MCF-7
pDsRed Zellen (vermehrtes Rot) sowie das Zuwachsen des Knochens,
besonders im Bereich tber dem Tumor (osteoblastische Potenz der MCF-
7 pDsRed Zellen [50]).
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3.3. Primariuswachstum:

Das Grolienwachstum der an Tag 5 vor Femurwindowimplantation (0d) in
das Mammary Fad Pad injizierten MCF-7 pDsRed Zellen, zur Etablierung
eines Primarius, verlief nach der gleichen Dynamik, wie sie aus den
Vorversuchen erwartet wurde. Es finden sich keinerlei signifikante

Korrelationen mit anderen in dieser Studie erhobenen Messwerten.
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Abbildung 14: Primariuswachstum: Orthotopes Wachstum der MCF-7
Zellen im Mammary Fad Pad als Modell fir einen Primarius, dargestellt als
Mittelwerte £SEM.
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3.4. Blutflussgeschwindigkeit (Vmean):

Die mittlere Blutflussgeschwindigkeit Vmean in den GefalRen im
Observationsfeld zeigt zwischen den beiden Gruppen an Tag 25 einen
signifikanten Unterschied (Tag 25 p=0,004). Schaut man sich die Dynamik
der jeweiligen Gruppe an, so erkennt man, dass sich innerhalb der Gruppe
1 dber den ganzen Versuchszeitraum keinerlei  signifikante
Veranderungen zeigen, in der Gruppe 2, in der der Primarius an Tag 5
reseziert wurde steigt die Vmean im Verlauf von Tag 5 zu Tag 25
hingegen um mehr als 25% an (p=0,009). Des Weiteren zeigen die
Korrelationstests far beide Gruppen einen positiven
Korrelationskoeffizienten mit den Ergebnissen aus den Messungen der
Blutflussrate BFR (Gruppe 1=0,682 und Gruppe 2=0,320).
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Abbildung 15: Die Blutflussgeschwindigkeit Vmean, dargestellt als
Mittelwerte + SEM in beiden Gruppen Uuber den gesamten
Versuchszeitraum. Bei der schwarzen Gruppe 2 wurde an Tag 5 der
Primarius reseziert, bei der wei3en Gruppe 1 wurde dieser belassen (# = p
<0,05, Gruppe 1 vs. Gruppe 2).
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3.5. Blutflussrate (BFR):

Die Blutflussrate BFR zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen. Auch innerhalb der Gruppen lassen sich keine
signifikanten Verénderungen aufzeigen. Eine stark positive Korrelation
findet sich zwischen der Blutflussrate BFR und der Gewebsperfusionsrate
TPR (Gruppe 1=0,764 und Gruppe 2=0,771).
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Abbildung 16: Die Blutflussrate BFR, dargestellt als Mittelwerte £ SEM in
beiden Gruppen (Uber den gesamten Versuchszeitraum. Bei der
schwarzen Gruppe 2 wurde an Tag 5 der Primarius reseziert, bei der
weillen Gruppe 1 wurde dieser belassen (Es finden sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen).
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3.6. Gewebsperfusionsrate (TPR):

Die Gewebeperfusionsrate TPR zeigt an den Tagen 8 und 10 signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen (Tag 8 p=0,006 Tag 10
p=0,045). Man sieht, dass die Perfusionswerte in der Gruppe 1 zunéchst
abfallen, die Werte in der Gruppe 2 steigen zunachst an, beide Gruppen
nahern sich zum Ende des Versuchszeitraums wieder ihrem
Ausgangsniveau an. Diese Veranderungen sind statistisch jedoch nicht
signifikant. Die Gewebsperfusionsrate zeigt eine stark positive Korrelation

mit der Blutflussrate.
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Abbildung 17: Die Gewebsperfusionsrate TPR, dargestellt als Mittelwerte
+ SEM in beiden Gruppen uber den gesamten Versuchszeitraum. Bei der
schwarzen Gruppe 2 wurde an Tag 5 der Primarius reseziert, bei der
weilen Gruppe 1 wurde dieser belassen (# = p <0,05, Gruppe 1 vs.
Gruppe 2).
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3.7. Permeabilitat (P):

Die Permeabilitdt zeigt einen signifikanten Unterschied zwischen den
beiden Gruppen an Tag 20 (p<0,05), hier zeigt sich eine grol3ere
Permeabilitdt in der Gruppe 2. Dennoch zeigen die zwei Kurven sehr
ahnliche Verlaufe. Von Tag 5 aus steigt die Permeabilitat in beiden
Gruppen zunéchst an, um dann an Tag 8 ein Maximum erreicht zu haben.
Von diesem Moment an, sinkt die Permeabilitdt kontinuierlich, mit der
Ausnahme von Tag 20 in der Gruppe 2, um in beiden Versuchsgruppen

an Tag 25 signifikant geringer zu sein als der Peak an Tag 8 (p<0,01).
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Abbildung 18: Die Permeabilitat fir die Gruppen 1 und 2 dargestellt als
Mittelwerte + SEM Uber den gesamten Versuchszeitraum. Bei der
schwarzen Gruppe 2 wurde an Tag 5 der Primarius reseziert, bei der
weillen Gruppe 1 wurde dieser belassen (# = p <0,05, Gruppe 1 vs.
Gruppe 2).
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4. Diskussion der Ergebnisse:

Seit Jahrzehnten ist bekannt, dass die Fahigkeit eines Tumors zu
wachsen und zu metastasieren im Wesentlichen von der Fahigkeit des
Tumors abhangt, GefalBwachstum zu induzieren. Dies wurde zuerst von
Folkman 1971 beschrieben [61]. In dieser Arbeit berichtet er von einem
,2fumor angiogenesis factor® der fur die Entstehung neuer Gefalle zur
Versorgung des Tumors verantwortlich sei. Weiter stellt er in dieser Arbeit
die spater bestatigte These auf, dass ohne diesen Faktor und die damit
verbundene Neubildung von Gefal3en ein Tumor nicht Uber eine GroRRe
von einigen Millimetern hinaus wachsen kann [26]. Viele weitere Arbeiten
[62-63] der vergangenen Jahre haben dann nach und nach wichtige pro-
und antiangiogene Faktoren [64] aufgedeckt.

Als weithin gultiger Konsens gilt seit einigen Jahren, dass die
Angiogenese auf mehreren Wegen induziert werden kann. Entweder die
Tumorzellen verlieren ihr Gleichgewicht zur Herstellung von pro- und
antiangiogenen Faktoren zu Gunsten Ersterer [65], oder es werden im
Kreislauf zirkulierende endotheliale Stammzellen von Mikrometastasen
angezogen [66-67], um durch diese dann die Angiogenese beginnen zu
lassen [68]. Ein weiterer, eher seltener Fall, betrifft nur Tumormetastasen,
die sich direkt an kleinen terminalen Gefaf3en bilden und dort direkt
Anschluss an das bestehende mikrovaskulare Netz erhalten [35]. Diese
hier beschriebenen Prozesse, in dem der Tumor oder die Metastase aus
ihren nicht vaskularisierten Zustand heraus die Fahigkeit zur
Angiogeneseinduktion erreicht, wird auch als ,Angiogenetic Switch”
beschrieben [66, 69].

Im Rahmen der Erforschung dieses ,Angiogenetic Switch“ wurde an
verschiedenen Stellen immer wieder beschrieben, dass der Primarius
einen hemmenden Einfluss auf seine Metastasen hat [25-26, 70]. Als
Ursache hierfir wird unter anderem der Einfluss von endogenen
antiangiogenen Mediatoren, wie Angiostatin und Endostatin angenommen
[19, 53, 71]. Es wird auch immer wieder Uber eine Forderung des
Metastasenwachstums im Rahmen einer chirurgischen Therapie des

Primarius und dadurch bedingte vermehrte Expression von proangiogenen
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Mediatoren berichtet [19, 30-31, 71-72]. Vor diesem Hintergrund war es
mit dieser Arbeit erstmalig mdglich, mit dem in unserer Arbeitsgruppe
entwickeltem Femurwindow zu zeigen, wie sich das mikrovaskulare
Umfeld einer Knochenmetastase unter dem Einfluss eines Primarius im
Laufe von 25 Tagen verandert, dabei war gleichzeitig auch das
Grollenwachstum dieser Metastase zu beurteilen. Dadurch konnte die
Hypothese bestatigt werden, dass sich durch die Entfernung des
Primarius das mikrovaskulare Umfeld einer Knochenmetastase so
verandert, dass es zu einer veranderten Wachstumsdynamik der

Knochenmetastase kommt.

Der Verlauf des Kdorpergewichts der Mause zeigt in beiden Gruppen, dass
die Mause von Tag O auf Tag 5 zunadchst einmal rund 20% ihres
Ausgangsgewichts verlieren (siehe Abbildung 11, Seite 35). Dieser
Gewichtsverlust ist auf die Belastung durch die Implantation des
Femurwindows und die damit verbundene 60-minitige Narkose
zuruckzufiihren. Ein ahnlich drastischer Gewichtsverlust ist so schon in
der Literatur fur operative Eingriffe bei Mausen mit Implantation von
Kammern zur intravitalmikroskopischen Beobachtung beschrieben
worden (Ruckenhautkammer, Verlust von 15% des Koérpergewichts [73]).
Der Gewichtsverlust hat in beiden Gruppen an Tag finf sein Maximum
erreicht. Auch wenn die Mause bereits an Tag 1 nach der
Femurwindowimplantation wieder physiologische Bewegungsmuster
zeigen und den operierten rechten Hinterlauf mitbenutzen, ist noch von
einer geringen Beeintrachtigung auszugehen. Ab dem 8. Tag steigt dann
in beiden Gruppen das durchschnittliche Korpergewicht wieder an. Dies
geschieht allerdings in der Gruppe 2 etwas langsamer, so dass die an Tag
5, 8, 10 und 14 vorhandenen signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen durch die schnellere Zunahme in der Gruppe 1 an den letzten
zwei Messtagen des Versuchszeitraums nicht mehr nachzuweisen sind.
Dieser Unterschied ist am ehesten durch die zweite Operation in der
Gruppe 2 zu erklaren, der an Tag 5 stattfindet und die Mause dieser
Gruppe noch einmal zusatzlich belastet. Hinsichtlich auf das

Metastasenwachstum und die Verdnderung der mikrovaskuléren



Lennart Viezens 4. Diskussion 45

Parameter sollte man dem Korpergewicht keine allzu groRe Bedeutung
beimessen, vielmehr zeigt die gute Gewichtszunahme ab dem 8. Tag,
dass die Mause mit der implantierten Kammer, wenn sie sich daran
gewohnt haben, sehr gut zurechtkommen. Sie sind nahezu nicht
beeintrachtigt.

Das Wachstum des Primarius (Siehe Abbildung 14 Seite 38) zeigt in
beiden Gruppen eine 100% Anwachsrate und hat an Tag 5 des
Versuchszeitraums in beiden Gruppen ein Volumen von circa 2 mm3. In
der Literatur wird als Grenzgrol3e fir eine eigene GefalRversorgung eines
Tumors bereits ein Volumen von 1-2 mm3 beschrieben [26, 34, 74] in einer
Arbeit von Roberts [75] wird sogar davon berichtet, dass schon wenige
hundert Tumorzellen ausreichten um eine Neoangiogenese zu induzieren.
Daher ist davon auszugehen, dass der 5 Tage vor Implantation des
Femurwindows ins Mammary Fad Pad injizierte Tumor als Model fir
einen Primarius auch spatestens ab dem 3. Tag eine eigene
Gefallversorgung hat und somit auch einen systemischen Einfluss in den
Versuchstieren ausubt.

Das Wachstum der Metastase unterliegt, wie schon im Ergebnisteil dieser
Arbeit auf Seite 36 beschrieben in beiden Gruppen einer unterschiedlichen
Dynamik. In der Gruppe 1, der Gruppe, in der der Primarius bis zum
Versuchsende gewachsen ist, beobachtet man im Vergleich zur Gruppe 2
ein deutlich verzégertes Wachstum der Knochenmetastase (Siehe
Abbildung 12 Seite 36). In der Literatur werden zwei verschiedene
Moglichkeiten hierfur beschrieben. Zum einen wird nach einer
chirurgischen Intervention, zum Beispiel der Resektion des Primarius, ein
vermehrtes Wachstum von im Koérper verbliebenen Tumorzellen durch
eine gesteigerte Ausschittung von proangiogenen Faktoren wie VEGF
berichtet [30-31, 76]. Zum anderen wird eine Hemmung des
Metastasenwachstums durch den Primarius diskutiert [24, 26-27, 77],
welche bei dieser Studie in der Gruppe 2 ab Tag 5 durch die Resektion
des Primarius aufgehoben war. Andere Studien unserer Arbeitsgruppe
zeigten, dass ein operativer Eingriff ohne die Resektion eines Primarius
keinen Einfluss auf das GroRenwachstum einer Knochenmetastase hat

[78]. Diese Ergebnisse untermauern die These, dass der Grund fur das
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beschleunigte Wachstum der Knochenmetastase in der nicht mehr
vorhandenen Wachstumshemmung durch die Resektion des Primarius in
der Gruppe 2 zu finden ist.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es einen deutlichen
Unterschied in der Wachstumsdynamik einer Metastase in Abhangigkeit
vom Primarius und dessen chirurgischer Therapie gibt. Mit Hilfe der
eingesetzten Methode wurde Uber die Bestimmung der Tumorgrolde
deutlich, dass es nach Resektion des Primarius zu einem beschleunigten

Wachstum seiner Knochenmetastasen kommt.

Betrachtet man die in dieser Studie erhobenen funktionellen
Gefal3parameter, so stellt man fest, dass bereits geringe Veranderungen
zwischen den beiden Gruppen zu erheblichen Unterschieden in der

Wachstumsdynamik der Knochenmetastase fuhrten.

Die Permeabilitat (siehe Abbildung 18 Seite 42) zeigt im Vergleich der
beiden Gruppen 1 und 2 lediglich an Tag 20 einen signifikanten
Unterschied. An diesem Tag ist die Permeabilitat in der Gruppe 2 deutlich
groBer als in der Gruppe 1. Der Verlauf unterliegt bei beiden Gruppen
jedoch jeweils der gleichen Dynamik. So kann bei der Permeabilitat
zunachst einmal ein Anstieg von Tag 5 zu Tag 8 gezeigt werden, dieser
hangt moglicher Weise, wie in der Literatur beschrieben mit der erhéhten
Permeabilitdt von neu entstehenden Tumorgefallen zusammen [38, 59,
79]. In intravitalmikroskopischen Studien, in denen keine Tumorzellen
eingebracht wurden, konnte man anfangs eine Abnahme der Permeabilitat
beobachten [38]. Ab dem 8.Tag sieht man dann in beiden Gruppen eine
kontinuierliche Abnahme, mit der Oben genannten Ausnahme, der
Permeabilitdt, bis sie am 25. Tag in beiden Gruppen deutlich unter den
Ausgangswert von Tag 8 gefallen ist (fur beide Gruppen p<0,01). Fur
diese Abnahme der Permeabilitat gibt es zwei Erklarungen. Zum einen
werden die Tumorgefal3e immer reifer und gleichen sich damit in ihrer
Qualitat den nicht pathologischen Gefaflen an [80]. Zum anderen wird fur
feste Tumoren immer wieder ein erhdhter interstitieller Druck beschrieben,
so auch fur Mammakarzinome [81-83], der die Extravasation von Stoffen

verhindert und damit die funktionelle Permeabilitdt herabsetzt. Der Grund
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hierflr ist nicht endgultig geklart, es wird ein vermehrtes Leck der
Tumorgefal3e in Verbindung mit einem gestértem Lymphabfluss und eine
interstitielle Fibrose angenommen [82]. Fir den signifikanten Unterschied
an Tag 20 lasst sich nur schwer eine Erklarung finden. Ursache fur die
signifikant geringere Permeabilitat in der Gruppe 1 kénnte ein extrem
erhohter interstitieller Druck im Knochen in dieser Gruppe sein. Dieser
konnte durch die starke Volumenzunahme der Metastase entstehen, sie
zeigt von Tag 14 zu Tag 20 eine GroRenzunahme von mehr als 70%. Man
kann aber dennoch konstatieren, dass die Permeabilitat in beiden
Gruppen einen gleichgerichteten Verlauf nimmt. Zunéchst einmal steigt sie
in beiden Gruppen gering an, um dann im Versuchsverlauf in beiden
Gruppen unter das Ausgangsniveau zu fallen.

Die mittlere Blutflussgeschwindigkeit Vmean (siehe Abbildung 15 Seite 39)
zeigt wie bereits oben erwéahnt einen signifikanten Unterschied zwischen
den Gruppen an Tag 25. Hier zeigt sich bei genauerer Betrachtung der
Daten, dass sich die Vmean in der Gruppe 1 Uber den gesamten Zeitraum
nicht signifikant veréndert, in der Gruppe 2 zeigt sich jedoch ein
signifikanter Anstieg von mehr als 25% von Tag 5 zu Tag 25. Dieser
Anstieg lasst sich Uber die weiter entwickelte Metastase erklaren. Die
Metastase in dieser Gruppe steht nicht mehr unter dem Einfluss des
Primarius und wachst bereits friiher als die in der Gruppe 1, sie zeigt somit
ein weiter entwickeltes Gefal3bett, und damit einhergehend finden sich
reifere GefalRe. Den in Gruppe 2 zu sehenden Anstieg kbnnte man daher
wahrscheinlich auch in der Gruppe 1 beobachten, nur war der
Beobachtungszeitraum dazu nicht lang genug. Die zum Ende des
Versuchszeitraums ansteigenden Flussgeschwindigkeiten lassen sich also
Uber die allmahlich eintretende Reifung der beobachteten Tumorgefal3e
erklaren [84-85]. Auch in anderen Arbeiten wurde gezeigt, das mit
Fortschreiten des Versuchs auch die Blutflussgeschwindigkeiten
zunehmen [86-87].

Der nachste funktionelle Gefal3parameter ist die Blutflussrate BFR (siehe
Abbildung 16 Seite 40). Dieser Parameter zeigt keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. Und auch die einzelnen Messwerte

innerhalb der Gruppen miteinander verglichen, lassen keine signifikanten
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Unterschiede erkennen. Dadurch ergibt sich das bei gleich bleibender
Blutflussrate und steigender Blutflussgeschwindigkeit in der Gruppen 2
zum Ende des Versuchszeitraums, die Anzahl an Gefal3en kleinen
Durchmessers zu genommen haben muss.

Betrachtet man die Gewebsperfusionsrate TPR (siehe Abbildung 17 Seite
41), so erkennt man hier zunéchst eine Abnahme in der Gruppe 1, jener
Gruppe in der der Primarius bis zum Ende des Versuchszeitraums
verblieb. Dieser Abfall der Tissue Perfusion Rate ist auf einen Mangel an
Gefallen im Vergleich zum Wachstum der Metastase zuriick zu fuhren,
dies fuhrt zu einem im Vergleich zur Gruppe 2 zu einem langsameren
Wachstum der Metastase. In der Gruppe 2, hier wurde der Primarius an
Tag 5 des Versuchszeitraums reseziert, zeigt sich eine Zunahme der
Gewebsperfusionsrate, in dieser Gruppe steigt die TPR von Tag 5 zu Tag
8 an, die Knochenmetastase in dieser Gruppe ist zu diesem Zeitpunkt
deutlich groRBer als in der Gruppe 1. Ein Grund fur die bessere
Gewebeperfusion in der Gruppe 2 konnte die ab Tag 5 entfallende
Hemmung durch den Primarius sein [25].

Die Ursache fir die unterschiedlichen Wachstumsgeschwindigkeiten der
Knochenmetastasen in den beiden Gruppen vor dem Hintergrund der
unterschiedlichen Gewebsperfusionsraten konnte die quantitativ bessere
Versorgung des Metastasengewebes in der Gruppe 2 mit Blut und damit
mit Sauerstoff und Nahrstoffen sein. Als weitere Erklarung fir die
differente GréRenzunahme kénnte man die unterschiedliche Versorgung
der Metastasen mit antiapoptotischen Stoffen sehen [88]. Das diese
Effekte nur temporér sind kénnte zeigen, dass ein Primarius nur bis zu
einer gewissen Grof3e der von ihm induzierten Metastasen in der Lage ist,
deren Wachstum zu supprimieren, da auch die Metastasen in der Lage
sind, pro- und antiangiogene Faktoren zu bilden.

AbschlieBend kann man feststellen, dass mit dieser Arbeit erstmalig
gezeigt wurde, dass Metastasenwachstum im Knochen von dem Primarius
und dessen (chirurgischer) Therapie beeinflusst wird. Es zeigte sich, dass
das Wachstum einer Metastase zunachst einmal von einem Primarius
supprimiert wird. Ferner konnte gezeigt werden, dass die Resektion des

Primarius das Wachstum von dessen Metastasen Uber Veranderungen
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des mikrovaskularen Umfelds zumindest temporar fordert. Es konnte auch
gezeigt werden, dass die recht markanten Unterschiede im
GroRenwachstum der Metastase mit nur kleinen aber dennoch gut
erklarbaren Unterschieden in der mikrovaskularen Umgebung der
Metastase einhergehen. Ob das mikrovaskulare Umfeld der einzige Grund
fur das unterschiedliche Wachstum der Metastasen darstellt, oder ob es
auch noch andere Mechanismen gibt, wie zum Beispiel die Aktivitat von
metastasis suppressor genes, kurz MSG, in Abhangigkeit von einem
Primarius oder ob noch andere parakrine Mechanismen eine Rolle spielen
muss in weiteren Studien geklart werden [89].

Diese Arbeit zeigt, dass das Femurwindow eine sehr zuverlassige
Methode darstellt, sowohl pathologische als auch physiologische
Vorgéange in dem sonst kaum zuganglichen Knochen tber einen langen
Zeitraum bis hin zu vielen Monaten zu beobachten. Dennoch muss man
erwdhnen, dass auch dieses Modell seine Schwéchen hat. So ist die
beobachtete Metastase nicht durch pathologische Aussaht von
Tumorzellen entstanden, sondern durch direkte Injektion von malignen
Zellen in den Knochen, wodurch der normale Metastasierungsprozess in
diesem Modell nicht berlcksichtigt werden konnte. Auch ist der zuvor
durch Injektion entstandene Primarius lediglich ein Modell eines malignen
Primartumors. Es konnte aber dennoch das Ziel der Arbeit erreicht und
gezeigt werden, dass der Primarius einen Einfluss auf die Mikrozirkulation
von Knochenmetastasen hat. Weiter konnte gezeigt werden, dass die
beobachteten Veranderungen in dem mikrovaskuldren Umfeld der
Metastase mit einer veranderten Wachstumsdynamik der Metastase
einher gehen. Als Erkenntnis fir die Klinik sollte aus dieser Arbeit
entnommen werden, dass die chirurgische Therapie eines Primarius
zusatzlich einer interdisziplinaren Zusammenarbeit bedarf, die ein
multimodales Therapiekonzept umsetzt, in dem die wegfallende
Hemmung des Primarius bereits perioperativ durch eine friih einsetzende
Strahlen- oder Chemotherapie ersetzt wird. Insbesondere vor dem
Hintergrund der Abhangigkeit des Metastasenwachstums von der
Tumorperfusion sollte vermehrt der Einsatz von Angiogeneseinhibitoren

erforscht werden. Das hierbei die Einhaltung eines kurzen Zeitfensters
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zwischen Operation und Therapiebeginn von grofRer Bedeutung ist, wird
durch die Ergebnisse dieser Arbeit deutlich. Das Wachstum von
Knochenmetastasen scheint nur bis zu einer gewissen Grol3e der
Metastasen durch den Primarius beeinflusst zu sein. Um mit einer
zytostatischen oder antiangiogenen Therapie beginnen zu kénnen muss
aber zunachst die Wundheillung weit genug fortgeschritten sein, da es
sonst zu Wundheilungsstorungen kommen kodnnte. Daraus folgt, dass
auch fur Tumoroperationen minimalinvasive Techniken von grofRem Vorteil
sein konnten um eine frihzeitige adjuvante Therapie zu ermdglichen.
Weiter sollte man hinterfragen, ob die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse
mit anderen  Zelllinien aus unterschiedlichen  Tumorentitaten
reproduzierbar sind. Das ein Primarius auch beim Menschen einen
Einfluss auf seine Metastasen ausibt konnte bereits gezeigt werden [90],
hieraus kann man schlieen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit auf den
Menschen Ubertragbar sind. Deswegen sollte man diesen Zugangsweg
zur Erforschung des Knochens und zu einem besseren Verstandnis der
Mikrozirkulation in weiteren Studien nutzen. Hierzu wére es insbesondere
bei der Erforschung von malignen Erkrankungen winschenswert, einen
deutlich langeren Versuchszeitraum zu wahlen, um auch spéate Einflisse
von verschiedenen Therapien beurteilen zu koénnen, sowie grol3ere
Versuchstiergruppen nutzen um die interindividuellen Unterschiede weiter
in den Hintergrund zu ricken und auch kleine gruppenspezifische

Unterschiede Aufzeigen zu kénnen.
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5. Zusammenfassung:

Brustkrebs ist die haufigste maligne Erkrankung bei Frauen weltweit. Trotz
der immensen Bedeutung der Metastasenentstehung fur die Prognose der
Patienten ist bis heute wenig Uber die Pathophysiologie der Angiogenese
von Metastasen, besonders von Knochenmetastasen, bekannt.

Um einen Einblick in die Wachstumsdynamik von ossaren Metastasen und
dessen vaskularem Hintergrund unter dem Einfluss einer chirurgischen
Therapie des Primarius zu bekommen, wurde in dieser Arbeit ein murines
Metastasenmodell verwendet. Eine humane Mammakarzinom-Zelllinie
wurde als Xenotransplantat in die Versuchstiere implantiert und mit
intravitalmikroskopischen Methoden Uber einen Zeitraum von 25 Tagen
beobachtet. In der einen Versuchstiergruppe wurde der Primarius an Tag
5 des Messzeitraums reseziert, in der zweiten Gruppe wurde dieser bis
zum Ende der Studie belassen.

Es zeigte sich, dass die Knochenmetastasen, die bis zum Ende des
Versuchszeitraums unter dem Einfluss eines Primarius standen, ein
signifikant verzogertes Wachstum gegeniber den Metastasen in der
Gruppe, bei welcher der Primarius an Tag 5 reseziert wurde, zeigten.
Diese Veranderungen im Wachstumsverhalten der Metastasen gingen mit
einer signifikant erh6hten Gewebsperfusionsrate einher.

Als Ursache fur die gefundenen Unterschiede wird eine Hemmung der
Angiogenese mit einer daraus resultierenden Minderperfusion der
Metastase durch die Anwesenheit des Primarius angenommen. Hierdurch
kommt es zu einem verzogerten Metastasenwachstum im Knochen. Aus
diesen Ergebnissen lasst sich fur die Klinik schlieBen, dass
Tumorpatienten von einer perioperativen antiangiogenen Therapie
profitieren kdnnten.

Das in dieser Arbeit genutzte Modell zur Untersuchung der Interaktion von
Primarius und Metastase und deren Abhéangigkeit von der
mikrovaskularen Umgebung sollte in weiteren Arbeiten verwendet werden,
um zu zeigen, dass die erzielten Ergebnisse auch fir andere
Tumorzelllinien gelten. Hierbei waren gré3ere Versuchstierzahlen und ein

langerer Studienzeitraum winschenswert.
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