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1. Einleitung 

 

 

1.1.1 Hintergrund der Arbeit 

 

Die Tumorentstehung ist ein vielschichtiger und zum Teil lang andauernder Prozess. 

Genetische Veränderungen hervorgerufen durch ionisierende Strahlung, chemische 

Substanzen, genetische Prädisposition o.ä. inaktivieren Tumorsuppressorgene und mutieren 

Protoonkogene zu Onkogenen. Daraus resultiert eine Fehlregulation des Zellzyklus und des 

normalen Differenzierungsprogramms der Zellen, die zunächst zu unkontrollierter Teilung der 

betroffenen Zellen führt. Zur weiteren Ausbreitung eines malignen Tumors sind jedoch 

zusätzliche Veränderungen nötig. So können u.a. Mutationen in den Genen für 

Zelladhäsionsmoleküle dazu führen, dass der Primärtumor Tochtergeschwülste (Metastasen) 

in entfernten Organen bildet. Diese Metastasen bestimmen in vielen Fällen die Prognose der 

Patienten (Wollenberg et al., 1994).  

Seit einiger Zeit ist bekannt, dass auch der Primärtumor sein Umfeld in besonderer Weise 

verändern muss, um überleben zu können. Neben verschiedenen Mechanismen zum 

Unterlaufen einer Immunantwort gehört hierzu vor allem die Fähigkeit, sich durch neu 

aussprossende Blutgefäße zu versorgen (Folkman et al., 1990). Zu diesem Zweck produzieren 

Tumorzellen so genannte Wachstumsfaktoren, die das Gefäßwachstum stimulieren. Durch 

diese Stimulierung des Gefäßwachstums (Angiogenese) ist es einem Tumor erst möglich, eine 

Größe von mehr als wenigen Millimetern zu überschreiten. Ebenso ist eine ausreichende 

Versorgung mit Blutgefäßen in der Regel die Voraussetzung dafür, dass der Tumor über die 

Blutbahn metastasieren kann (Xerri et al., 1996). 

Beim gesunden Erwachsenen ist dagegen Angiogenese ein eher seltenes Phänomen. Neben 

zyklusbedingten Veränderungen im Endometrium und Ovar kommt es nur im Rahmen der 

Wundheilung zur Angiogenese. Eine pathologisch gesteigerte Angiogenese wird neben 

Tumorerkrankungen im Rahmen von chronisch entzündlichen Prozessen und 

Gefäßveränderungen bei Diabetikern beobachtet (Martin et al., 2003).  

Damit stellt die Hemmung der tumorzellinduzierten Angiogenese theoretisch einen gut 

geeigneten Angriffspunkt für eine rationale Tumortherapie dar. Die typischen 

Nebenwirkungen von Zytostatika, die zum reproduktiven Zelltod aller sich teilender Zellen 

führen, sind nicht zu erwarten. Ein weiterer entscheidender Vorteil von 

Angiogeneseinhibitoren gegenüber konventioneller Chemotherapie ist, dass bei einer 
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Behandlung auch bei mehrfacher Wiederholung im Tierversuch keine Resistenzentwicklung 

zu beobachten war (Boehm et al., 1997). Ein möglicher Grund dafür ist, dass diese Stoffe auf 

die normalen, nicht erkrankten Endothelzellen des Körpers wirken und nicht auf die genetisch 

instabileren und zur Resistenzentwicklung neigenden Tumorzellen. 

Für die klinische Anwendung von Angiogenese Inhibitoren besteht ein dringender Bedarf für 

Verfahren, die breit einsetzbar sind und den Effekt der Therapie auf die Tumorvaskularisation 

darstellen. 

  

1.1.2 Fragestellung 

 

Die Idee dieser Arbeit ist es, eine möglichst kostengünstige und überall durchführbare 

Methode zur schnellen Überprüfung einer Antiangiogenesetumortherapie zu entwickeln. Die 

grundlegende Hypothese war, dass sich das intratumorale Blutvolumen verringert, wenn eine 

Antiangiogenesetherapie wirksam ist. Das Blutvolumen kann mit der Markierung der 

Erythrozyten mit Technetium ohne großen methodischen Aufwand bestimmt werden. Somit  

ermöglicht dieses Untersuchungsverfahren, die Antiangiogenesetherapie eines Krebspatienten 

schnell, kostengünstig, spezifisch und nicht-invasiv durchzuführen.  

 

Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde ein einfaches Modell für die Beobachtung des 

Gefäßwachstums gewählt. Hierzu wurden Matrigele subcutan in Mäuse implantiert. Matrigel 

ist ein lösliches Basalmembranextrakt, in das Endothelzellen hineinwachsen können. Die 

bildliche Darstellbarkeit der im Matrigel induzierten Angiogenese wurde mit Hilfe von 

radioaktiv markierten Erythrozyten  mit Gammakameraaufnahmen untersucht. Die 

gefundenen Ergebnisse wurden sowohl mit mikroskopischen Methoden, durch Anfärbung der 

Endothelzellen mit spezifisch gegen auf der Oberfläche der Endothelzellen befindende 

Antigene gerichteten Antikörpern (CD31), als auch durch Bestimmung des Hb-Gehaltes in 

den Gelen überprüft. Des Weiteren wurde die Darstellbarkeit des antiangiogenetischen 

Effekts eines Inhibitors des Enzyms Cyclooxygenase (COX) untersucht. 
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2. Material und Methoden 
 

2.1  Chemikalien und Medikamente 

 

ABC-Reagenzien    Vector Laboratories/Camon, U.K. 

Aceton      Merck, Darmstadt 

AEC      Vector Laboratories/Camon, U.K. 

Aqua dest     Milli QUF Plus membrana Pure Bodenheim 

Augensalbe, Vidisic    Dr. Mann Pharma, Berlin 

Bovine Fibroblast Growth Factor basic R&D Systems Wiesbaden, Nordenstadt 

Entellan, Eindeckmedium   Merck, Darmstadt 

Eosin      Chroma- Gesellschaft, Köntgen/N. 

Eritrotec     Nycomed Amershan Sorin Saluggia, Italia 

Ether „Aether zur Narkose“   Chinosol, Seelze 

Formalin, 4% (Stammlösung 37%)  Merck, Darmstadt 

Glyceringelantine, Kaisers   Merck, Darmstadt 

Growth Factor Reduced Matrigel  BD, Bedlord, MA 

Hämalaun, Mayers    Hausapotheke rechts der Isar, München 

Hämatoxylin     Merck, Darmstadt 

Heparin     Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen 

Kältespray (Tetrafluorethan)   neoLab Migge, Heidelberg 

Matrigel-Matrix    BD, Bedlord, MA 

Methanol     Merck, Darmstadt 

NaCl- Lösung, 0,9%    Delta-Pharma, Pfullingen 

NS 398     Product Data Biomol Plymouth, USA 

“Silan” 3-(Triethoxysilyl)-propylamin Merck, Darmstadt 

Tissue-Tek O.C.T.Compound  Sakura Finotek, Niederlande 

Total Hemoglobin reagents   Sigma Diagnostics, Taufkirchen 

Wasserstoffperoxid 30%   Merck, Darmstadt 
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2.2 Geräte 

 

Aktivimeter CRC 15R    CAPINTEC 

Analysenwaage Sartorius, Typ LA 230S-OCE Sartorius, Göttingen 

Biofuge 22R      Heraeus Sepatech, Osterode 

Fotofilme Elite Chrome 100    Kodak, USA 

Fotokamera Minolta X 300s    Schorndorf, Germany 

Gammacounter TYP 1480 Wizard TM 3  Wallac, Finnland 

Gammakamera Vertex    ADAC/Philips, Niederlande  

Kryostat Microm, Typ HM 500   Microm, Walldorf 

KS-50-ID-Rüttler     Jahnke ∂ Kunkel IKA Labortechnik 

Laminar-Flow-Arbeitsbank    Heraeus Sepatech, Osterode 

Mäusewaage, Laboratory LC 1200S   Sartorius, Göttingen  

Mikro Dismembrator II    Braun, Melsungen 

Mikroskop Axiovert 10    Zeiss West Germany 

Okulare Achrostigmat 10x0,3/20x0,5/32x04            Zeiss West Germany                                                           

Photometer Uvikon 931    Kontron Instruments 

 

2.3 Lösungen 

 

2.3.1 Anästhesie 

 

Ketavet-Rompun Narkotikum 

 

82% physiologische NaCl-Lösung, 0,9% 

10% Ketavet (100 mg/ml Ketaminhydrochlorid) 

8% Rompun (2% Xylazinhydrochlorid) 

 

2.3.2 Allgemein 

 

2.3.2.1 Phosphatpuffer (PBS) 

 

NaCl (8g/l); KCl (0,2g/l); KH2PO4 (0,2g/l); Na2HPO4x12H2O (2,85g/l); ph = 7,2 
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2.3.2.2  Eritrotec  

 

Eritrotec wird zur Markierung von Roten-Blutkörperchen mit Tc99m verwendet. Die 

physiologische Halbwertszeit von Tc99m -markierten Erythrozyten beträgt ungefähr 4,5 h. 

 

Zusammensetzung: 

 

DTPA    24,0 mg 

SnCl x 2H20   3,6 mg 

Natriumacetat   22,0 mg 

Natriumchlorid  9,0 mg 

 

Das Eritrotecpulver wird im Kühlschrank  bei ca. 4 °C aufbewahrt. Kurz vor der Injektion 

wird es aus dem Kühlschrank genommen und mit 5 ml NaCl 0,9% aufgelöst. Nach 20 min 

Wartezeit werden 4 µl des Gemisches mit 996 µl NaCl 0,9% verdünnt und 100 µl aus dieser 

Verdünnung werden der Maus i.v. injiziert. 

 

2.4 Radionuklide 

 

2.4.1 Technetium 99m 

 

Technetium99m ist ein metastabiles, unter Emission von Gammastrahlung einer Energie von 

140 KeV in den Grundzustand (Technetium-99) übergehendes Isotop des Technetiums. Es 

entsteht durch radioaktiven Zerfall des Mutternuklids Molybdän 99  und besitzt eine 

physikalische Halbwertszeit von 6 Stunden und wird mit für die Gammakamera besonders 

geeignetem Energiespektrum nachgewiesen. 

Bei vielen in der klinischen Routine eingesetzten Isotopen handelt es sich um Zyklotron- bzw. 

um Reaktorprodukte, die für die jeweiligen Untersuchungen kommerziell erworben werden 

müssen. Deshalb müssen diese Untersuchungen im Vorfeld organisiert werden. Der 

Mo99/Tc99m-Generator ist so kompakt, dass in den einzelnen nuklearmedizinischen 

Abteilungen vor Ort die Tc99m-Produktion erfolgen kann. Auf Grund der höheren Flexibilität 

etwa bei Notfalluntersuchungen, der geringeren Strahlenexposition und der niedrigeren 

Kosten wurden die übrigen Isotope in der Routine durch Tc99m-markierte Radiopharmaka in 

vielen Fällen verdrängt. Somit ist es nachvollziehbar, dass Tc99m-Technetium das am meisten 
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verwendete Isotop in der nuklearmedizinischen Diagnostik darstellt. Es vereint in sich die 

Vorteile einer guten Verfügbarkeit (Generator vor Ort), bei gleichzeitig geringen Kosten. 

Sowie eine für die Gammakamera bestmögliche Bildqualität, aufgrund des Energieniveaus 

von γ = 140 keV. Zusätzlich weist es eine kurze physikalische Halbwertszeit von 6 h auf, 

welches eine geringe Strahlenexposition für den Patienten bedeutet. 

 

2.4.1.2  Mo99/ Tc99m-Generator 

 

Im Mo99/ Tc99m-Generator ist das Mo99 auf einer Aluminiumsäule fixiert. Das durch den  Mo99 

> Tc99m-Zerfall entstandene Pertechnetat (Tc99m
O4-) wird nicht an der Aluminiummatrix 

gebunden und kann mit physiologischer Kochsalzlösung eluiert werden. Nach einer 

Regenerationsphase von 24 h, in der aus dem verbliebenen Mo99 erneut Tc99m entsteht, kann 

der Vorgang wiederholt werden. Limitiert durch die HWZ des  Mo99 hat der  Mo99/ Tc99m-

Generator eine Gebrauchsdauer von ein bis zwei Wochen. 

 

2.4.2.3 Technetium-Radiopharmaka 

 

Das vom Generator eluierte Pertechnetat (Tc99m04-) kann direkt für die 

Schilddrüsenszintigraphie und für weniger häufig durchgeführte Untersuchungen verwendet 

werden. Für alle anderen Untersuchungen muss das Tc99m an entsprechende chemische 

Substanzen (Liganden) gekoppelt werden. Der Komplex aus Tc99m + Ligand bestimmt das 

jeweilige biokinetische Verhalten im Organismus. Die Herstellung solcher Tc99m-

Radiopharmaka erfolgt in den nuklearmedizinischen Kliniken oder Praxen mit Hilfe 

kommerziell verfügbarer Markierungsbestecke (Technetium-Kits). Hierbei handelt es sich um 

fertige Reagenziensätze (lyophilisierter Ligand, Zinn-(II)-Salze als Reduktionsmittel, 

Stickstoff als Schutzgas), in denen die Komplexierung von Tc99m (Generatoreluat) mit dem 

jeweiligem Liganden abläuft. Tc99m-Radiopharmaka stehen in einer nuklearmedizinischen 

Abteilung auch kurzfristig, z.B. für Notfalluntersuchungen  zur Verfügung. 
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2.5 Tierexperimente 

 

2.5.1 Versuchstiere und Haltung 

 

Zur Durchführung von Tierversuchen muss deren Unerlässlichkeit am Stand der 

wissenschaftlichen Erkenntnisse nachgewiesen sein (TierSchG, 1998). Die vorliegende Studie 

erfolgt vor dem Hintergrund der bis dato unbefriedigenden Therapieergebnissen 

metastasierender Krebsleiden. Zum anderen erfolgt die Evaluierung der Behandlungserfolge 

von Chemotherapien häufig erst nach wochen- oder monatelanger nebenwirkungsreicher 

Therapieschemata. Diese häufig sehr teuren Untersuchungsverfahren sind zudem nicht in 

allen Kliniken durchführbar, da die dafür nötigen Gerätschaften fehlen. Die 

Antiangiogenesetherapien eröffnen einen vielversprechenden Ansatz für die Behandlung von 

Neoplasien. Diese Therapie verspricht nebenwirkungsarm zu sein. Diese Versuche wurden 

durchgeführt, um die einfache und kostengünstige Art der Darstellung dieser neuen 

Krebstherapie zu belegen. Pathologische Prozesse im Wirbelorganismus führen zu komplexen 

Reaktionen, die in in-vitro- und Computer-Modellen nur fragmentarisch nachgeahmt werden 

können. Um die Versuchstierzahlen möglichst klein zu halten, müssen in der 

Versuchsplanung aktuelle Erkenntnisse aus in-vitro-Studien und aus ähnlich konzipierten 

Tierversuchen berücksichtigt werden. 

Weibliche balb cJ und weibliche C57BC/6 Mäuse, im Alter von 4-8 Wochen, wurden aus 

spezifiziert pathogenfreier Zucht (Charles River) bezogen und in Käfigen zu je 4-5 Tieren in 

einem Tierstall bei 26 °C und 50-60% Luftfeuchtigkeit gehalten und mit Mäusestandardfutter 

Altromin 1314 und Leitungswasser ad libitum versorgt. Die Einstallung der Tiere erfolgte 

mindestens 2 Wochen vor Versuchsbeginn. 

 

2.5.2 Anästhesie und Tötung 

 

Zur Anästhesie wurden den Tieren 100 µl der Rompun-Ketamin-Lösung intraperitoneal 

injiziert. Die Augensalbe Vidisic wurde während des Fehlens des Lidschlussreflexes auf der 

Kornea verteilt. Zur i.v.-Injektion des Eritrotecs bzw. des Tc99m-Erytrozyten-Gemisches 

genügte eine Kurznarkose mit Aether.  
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2.6 Angiogenese Modell 

 

2.6.1 Matrigel 

 

Matrigel-Matrix ist ein Basalmembranextrakt, das bei Raumtemperatur gelartig, bei 4 °C 

flüssig ist. Es setzt sich aus Laminin, Kollagen Typ 4, Entaktin, Heparan-Sulfat-Proteoglykan, 

Wachstumsfaktoren und Plasminogenaktivatoren zusammen. Das Matrigel wurde bei –20 °C 

aufbewahrt. Am Morgen des Vorversuchstages wurde das Gel auf 4 °C gekühlt und mit den 

jeweiligen Reagenzien gemischt (entweder 5 µl bFGF in 500 µl Matrigel oder kein 

Wachstumsfaktor und somit 500µl Gel). Danach wurde das Gel über Nacht im Kühlraum auf 

einen Rüttler (permanent 100 Umdrehungen pro min)  homogen vermischt. Je 500 µl des Gels 

wurden am nächsten Morgen in Injektionskanülen aufgezogen und jeweils subkutan in die 

Schulterregion der Mäuse injiziert. Nach 5, 10 und 15 Tagen wurden die Gele entnommen 

und die Gefäßneubildung untersucht. Diese Experimente wurden mit unbehandeltem und 

Wachstumsfaktor reduziertem Matrigel durchgeführt. In den folgenden Versuchsreihen wurde 

zusätzlich eine Antiangiogenesetherapie verabreicht, sodass nun entweder nur bFGF 5 µl oder 

zusätzlich noch 200 µl NS 398 pro 500 µl Matrigel injiziert wurde. Diesmal wurde das Gel 

jeweils links und rechts subkutan in die Schulterregion der Mäuse eingebracht. Der Ablauf 

blieb sonst unverändert. 
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Zusammensetzung: 

 

Parameter                                     unbehandeltes Gel                wachstumsfaktorreduziertes Gel 

 

bFGF (pg/ml)   0-0,1                                                      0-0,1 

EGF (ng/ml)                                        0,5-1,3                                                   ≤ 0,5 

IGF (ng/ml)                                         15,6                                                         5 

PDGF (pg/ml)                                     12                                                            ≤ 5 

NGF (ng/ml)                                       ≤  0,2                                                       ≤ 0,2                                           

TGF-beta (ng/ml)                                2,3                                                          1,7 

% Protein des Gels                              80                                                           83 

 

Tabelle 1: Übersicht über die verwendeten Matrigele 

 

2.7 Darstellungen der Angiogenese  

 

2.7.1 In-vivo-Gammakamera 

 

Unmittelbar vor der i.v.-Injektion des Eritrotec (Vorbereitung siehe oben) in eine der beiden 

lateralen Schwanzvenen der Maus wurde der Schwanz in 45 °C warmes Wasser getaucht und 

anschließend abgetrocknet. Die so dilatierte Vene wurde mittels 27G-Kanüle punktiert, und 

100 µl der Erytrotec Lösung injiziert. Nach einer Inkubationszeit von 20 min wurde die Maus 

getötet und das Blut aus der Maus mittels einer heparinbenetzten Kanüle gewonnen. Das Blut 

wurde bei 1400 Umdrehungen 10 min zentrifugiert und danach das Serum abpipettiert und 

verworfen. Nun konnten die, mit Eritrotec markierten, Erythrozyten mit Tc99m 500 Mbq 

versehen werden. Diese Mischung wurde durch Schwenken homogenisiert und erneut 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abpipettiert und die Radioaktivität gemessen. Dieser Wert 

war immer deutlich unter 10% der injizierten Dosis. Den markierten Erythrozyten wurde 0,5 

ml NaCl 0,9% zugesetzt und dieses Gemisch auf Injektionsspritzen, eine pro Maus, zu 

möglichst gleicher Aktivität verteilt. Diese Aktivität und die eines Standards wurden 

gemessen und notiert. Jeder Maus wurden nun die markierten Erythrozyten i.v.-injiziert. Nach 

einer Inkubationszeit von 20 min wurden Aufnahmen der Mäuse in Bauchlage- ventro-dorsal 

bei 140 keV von der Gammakamera gemacht (siehe Abbildung 12 im Anhang).  
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Die region of interest (ROI) wurde auf den Ort der Matrigele festgelegt und die mittlere Zahl 

der innerhalb der ROI registrierten Impulse gemessen. 

Die Aufnahmedauer betrug 20 min. Es wurde eine Bildmatrix von 256 x 256 Punkte bei 

einem Gesichtsfeld von 25,4 x 25,4 cm² verwendet. Die Mäuse waren während der Messung 

mittels Rompun/Ketamin narkotisiert. In späteren Versuchen wurden zusätzlich Aufnahmen 

der entnommenen Gele angefertigt (siehe Abbildung 13 im Anhang). 

 

2.7.2 Biodistribution 

 

Die Biodistribution, d.h. die Verteilung der Tc99m-markierten Erythrozyten in den Geweben 

der Versuchstiere, wurde nach der Gammakameraaufnahme durchgeführt. Die Tiere wurden 

getötet und möglichst rasch Matrigele, Muskel und Blut entnommen. Teile des Blutes wurden 

zentrifugiert und so Serum gewonnen. Matrigel, Muskel, Blut und Serum wurden in y-

Proberöhrchen überführt, deren Taragewicht vorher bestimmt worden war. Um 

Masseveränderungen aufgrund von Feuchtigkeitsverlust zuvorzukommen, wurde das Gewicht 

sämtlicher Gewebe sowie von Blut und Serum unverzüglich nach Entnahme mit einer 

Analysenwaage (Einteilung=0,0001g; Messfehler=0,0002g) bestimmt. Die 

Aktivitätsbestimmung erfolgte in einem Gammercounter (Wallac). Dazu wurden in den 

Organproben mit Tc99m 1 min lang die Zählraten bestimmt und in counts per minute (cpm) 

angegeben. Zur Auswertung wurden nur solche Zählraten herangezogen, die innerhalb des 

linearen Messbereichs des y-Counters (1.000--1.000.000 cpm) lagen. Die cpm-Werte der 

Proben wurden auf Prozent der injizierten Aktivität pro Gramm Gewebe normiert (% ID/g). 

Der 1 %-Referenz-Wert wurde wie folgt bestimmt: Die pro Tier injizierte Aktivität wurde ad 

100 ml in PBS verdünnt und je 1 ml davon im y-Counter gemessen (5-fach Bestimmung). 

 

2.7.3 Zytologie und Histologie 

 

2.7.3.1 Herstellung von Kryostat-Gewebeschnitten 

 

Die bei –70 °C gelagerten Matrigele wurden geteilt und auf den Objektteller des Kryostaten 

(Microm, Typ HN 500) mittels O.C.T. Compound (Tissue Tek) aufgefroren und bei –18 °C 

Schnitte von 5 µm angefertigt. Mit gereinigten und silanisierten Objektträgern wurden die 

Gefrierschnitte aufgenommen und bei –70 °C gelagert oder sofort weiterbearbeitet. 
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2.7.3.2 Immunhistochemie 

 

Mittels immunhistochemischem Verfahren sollte die Endothelzelldichte (CD31-positive 

Zellen) der Matrigele dargestellt werden. Die ABC-Methode beruht auf der Bildung eines 

irreversiblen Bindungskomplex zwischen Biotin und Avidin (Hsu et al., 1981). Zu diesem 

Zweck wird ein biotinylierter, gegen die Tierspezies des Primärantikörpers gerichteter 

Sekundärantikörper verwendet, an welchen, bei der Detektion spezifisch gebundenen 

Primärantikörpers ein makromolekularer Komplex aus Avidin und einer biotinylierten 

Peroxidase bindet. Die spezifische Farbreaktion beruht hierbei auf der Reaktion der 

Peroxidase mit dem Substrat Chromogen Aminoethylcarbazol (AEC), welches in der 

Färbelösung enthalten ist. Um die Morphologie besser beurteilen zu können wurde eine 

Kerngegenfärbung mit Hämalaun angewendet, die die Kerne blau darstellt. Biotinylierter 

Anti-Ratte-IgG wurde als Sekundärantikörper eingesetzt. Er war im Vectastain-Elite-ABC-Kit 

(Vevtor Laboratories, Bulingame, USA) enthalten. Als chromogenes Substrat wurde 3-

Amino-9-Ethylcarbazol (AEC-Farbsubstrat, Vector Laboratories, U.K.) verwendet. Da die 

Herstellerangaben nicht zum erwünschten Erfolg führten, wurde ein eigenes Protokoll erstellt. 

Die Färbeprozedur wurde bei Raumtemperatur durchgeführt. 

 

Protokoll: 

Primärantikörper:       CD31 (BD PharMingen) Ratte-Anti-Maus-AK 

                                    Rat IgG²a,k (BD PharMingen) als Kontrolle 

Sekundärantikörper:   Biotinilierter Anti-Ratten-AK aus Vectastatin Elite ABC-Kit 

Reagenzien:                H2O2-Gemisch: 50 µl 30 % H2O2+ 450 µl A.d.+2000 µl Methanol 

 

Durchführung: 

Die Kryoschnitte wurden getrocknet und danach für 10 min bei – 20 °C in Aceton fixiert. 

Hierauf folgte eine dreimalige Spülung mit PBS. 

Nun wurden die Schnitte für 20 min mit dem Blockingserum benetzt und wiederum 3x mit 

PBS gespült. Dann wurde für 1h mit dem Primärantikörper, in einer Verdünnung von 1:100, 

inkubiert. Wiederum wurde mit PBS dreimal gespült und danach die Schnitte 30 min mit dem 

Sekundärantikörper in einer Konzentration von 1:6000 zusammengebracht. Hierauf folgte 

eine Spülung mit 3x PBS. Nun wurde die endogene Peroxidase (H2O2) blockiert. Nach der 

dreimaligen Spülung mit PBS folgte die 30 min Behandlung mit dem ABC-Reagenz. Hierauf 

wurde nach der erneuten PBS-Spülung mit AEC für 15 min inkubiert. Nun wurde mit A.d. 
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gespült. Die Schnitte wurden dann 2 min in Hämatoxylin  getaucht und danach über 5 min in 

Leitungswasser gebläut. Nachdem die Schnitte getrocknet waren, wurden sie mit 

Glyceringelantine eingedeckt. 

 

2.7.3.3 Hämalaun/Eosin-Färbung 

 

Zum Vergleich wurde eine Standardfärbung durchgeführt. 

 

Durchführung: 

Die Schnitte wurden getrocknet, 10 min in Formalin fixiert und mit A.d. gespült. Hierauf 

folgte die 5 minütige Färbung mit Hämalaun (nach Mayer). Nun wurden die Schnitte in 

Leitungswasser gespült und für 10 min gebläut. Nach der Spülung mit A.d. wurden die 

Schnitte für 30 sek. in Eosin wässrig (1%) getaucht und wiederum mit A.d. gespült. Nachdem 

die Schnitte getrocknet waren wurden sie mit Glyceringelantine eingedeckt. 

 

2.7.4 Haemoglobinbestimmung mittels Total-Haemoglobin-Kit 

 

Zur quantitativen Haemoglobinbestimmung wurde die Oxidation des Haemoglobins zu 

Methaemoglobin in Anwesenheit von alkalischem Kalium-Eisenzyanid angewandt (Sigma). 

Methaemoglobin reagiert mit Kaliumzyanid zu Zyanmethaemoglobin. Dieses 

Reaktionsprodukt kann photometrisch bei einer Wellenlänge von 540 nm nachgewiesen 

werden und ist proportional zur Haemoglobinkonzentration. Anhand einer 

Kalibrierungskurve, die man von einer Zyanmethaemoglobin-Standardlösung erstellt, kann 

man direkt auf den Haemoglobingehalt einer Lösung schließen.  

Die Hälfte der bei –70 °C gefrorenen Matrigele wurde mit dem Skalpell in kleine Stücke 

zerkleinert. Nun wurde 1000 µl PBS hinzugefügt und das Gewebe 5 min im Mikro- 

Dismembrator so fein zerkleinert, dass eine homogene Flüssigkeit entstand. 200µl dieser 

Flüssigkeit wurden mit 2000 µl Drabkin Solution (Sigma Diagnostics) für 15 min bei 

Raumtemperatur inkubiert und dann wurde von 1000 µl dieses Gemisches bei 540 nm im 

Photometer (Uvikon 931 Kontron Instruments) die Extinktion gemessen. Anhand der 

Extinktion wurde auf den Gehalt des Haemoglobins geschlossen. 
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                                      Kalibrierungskurve 

 

Haemoglobingehalt   Zyanmethaemogloin   Drabkinsolution 
 
      4 g/dl                              664 µl                         2336 µl 

         3 g/dl                              500 µl                         2500 µl 

         2 g/dl                              332 µl                         2668 µl 

         1,5 g/dl                           250 µl                         2750 µl 

         1 g/dl                              160 µl                         2834 µ 

        l0,5 g/dl                           84 µl                           2916 µl 

 

Diagramm 1: Kalibrierungskurve, die mit einer Zyanmethaemoglobin Standardlösung erstellt wurde, 

sodass man direkt auf den Haemoglobingehalt einer Lösung schließen kann 

 

2.7.5 Fotografien 

 

Von den angefertigten immunhistochemischen Präparaten wurden jeweils von den Positiv- 

und Negativkontrollen und von den HE-Schnitten Fotos unter dem Mikroskop (Axiovert 10, 

Zeiss West Germany) in verschiedenen Vergrößerungen (10-, 20-, 32-fach) angefertigt. 
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3. Ergebnisse 

 
3.1 Zeitlicher Verlauf der Gefäßeinsprossung in die Matrigele 

 

Zuerst wurde der günstigste Zeitpunkt des Versuchstages herausgefunden. Jeweils drei 

weiblichen balb cJ Mäusen im Alter von 4-6 Wochen wurden 500 µl nicht vorbehandeltes 

Matrigel, drei anderen Mäusen Matrigel mit bFGF (5 µl pro 500 µl Matrigel)  injiziert. Am 

jeweiligen Versuchstag wurden die Mauserythrozyten mit Tc99m markiert und eine 

Gammakameraaufnahme der Maus durchgeführt. Im Anschluss daran wurden die Mäuse 

getötet, und Blut, Serum, Muskel und Gel gewonnen. Daraufhin wurde die pro Gramm 

Gewebe aufgenommene Aktivitätsmenge als Prozentsatz der eingesetzten Aktivität bestimmt 

(% ID/g). Außerdem wurden Gefrierschnitte der entnommenen Gele angefertigt und die 

Endothelzellen mit spezifischem CD31 Antikörper gefärbt, um die Gefäßdichte zu beurteilen.   

 

Fünf Tage nach der Matrigel Implantation zeigte sich die folgende Aktivitätsaufnahme in den 

Matrigelen: 

 

Tier-Nr Blut Muskel Serum Matrigel Matrigel+bFGF
1 58,29 0,6 1,92 0,47   
2 57,7 0,65 2,52 0,71   
3 64,98 0,62 2,07   0,54 
4 53,42 0,61 1,58   0,68 
5 63,49 0,6 1,95   0,73 

Mittelwert 59,57 0,69 2,01 0,59 0,65 
Standardabweichung 4,68 0,02 0,33 0,17 0,09 
 

 Tabelle 2: Ergebnisse der Organe mit Mittelwert und Standardabweichung  
(in % ID/g, n= 5, da bei einer Maus die Injektion der markierten Erythrozyten misslang) 

 

Repräsentative Schnitte der CD31 Färbungen der Matrigele sind in der Abbildung 1 und 2 im 

Anhang aufgeführt.  

 

Die niedrige Aktivitätskonzentration im Serum (2,01% ID/g) zeigt, dass die Markierung am 

Untersuchungszeitpunkt stabil war. Auch die Aktivitätskonzentration im Vollblut von etwa 

50% ID/g ist gut mit dem Blutvolumen der Maus von etwa 2 ml vereinbar. Man sah noch 

keinen signifikanten Unterschied zwischen Matrigel (0,59% ID/g) und mit Wachstumsfaktor 
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versetztem Matrigel (0,65% ID/g, siehe Tabelle 2). Auch in den immunhistologischen 

Präparaten zeigte sich eine vergleichbare Gefäßdichte. 

 

Am Tag 10 nach Matrigelimplantation zeigte sich eine deutliche Zunahme der 

Traceraufnahme im Matrigel. Sie betrug im Matrigel ohne bFGF 2,4% ID/g und mit bFGF 

2,9% ID/g. Auch die Immunhistochemie bestätigte eine deutliche Zunahme der Gefäßdichte 

(Abbildungen 3-4 im Anhang). Die Aktivitätsaufnahme der übrigen untersuchten 

Gewebeproben ist in Tabelle 3 zusammengestellt.  

 

Tier-Nr. Blut Muskel Serum Matrigel Matrigel+bFGF
1 53,42 0,72 2,56 2,56   
2 50,38 0,63 4,31 2,39   
3 52,81 0,61 3,07 2,38   
4 57,65 0,64 4,00   3,12 
5 57,75 0,81 2,58   2,65 
6 56,06 0,75 2,73   3,09 

Mittelwert 54,67 0,69 3,20 2,44 2,95 
Standardabweichung 2,950 0,07 0,76 0,97 0,26 
 

Tabelle 3:  Ergebnisse der Organe am Tag 10  mit Mittelwert und Standardabweichung  
(in % ID/g, n=6)  

 

Am Tag 15 fand sich keine weitere Zunahme der Aktivitätsaufnahme im Matrigel. Es 

bestanden auch weiterhin keine deutlichen Unterschiede zwischen bFGF behandelten und 

unbehandelten Matrigelen (siehe Tabelle 4). Auch die Immunhistochemie bestätigte keine 

weitere Zunahme der Gefäßdichte und zeigte keine deutlichen Unterschiede der 

Blutgefäßmenge zwischen den verschiedenen Matrigelgruppen (Abbildungen 6-7 im 

Anhang).  

 

Tier-Nr. Blut Muskel Serum Matrigel Matrigel+bFGF
1 65,25 0,68 3,37 2,50   
2 62,35 0,51 2,44 2,21   
3 58,34 0,62 2,30 2,39   
5 61,32 0,75 3,71   3,05 
6 54,05 0,66 3,38   2,80 

Mittelwert 60,26 0,64 3,04 2,36 2,92 
Standardabweichung 4,26 0,09 0,62 0,14 0,18 
 

Tabelle 4: Ergebnisse der Organe am Tag 15 mit Mittelwert und Standardabweichung  

(in % ID/g, n=5, bei einem Tier missglückte die Injektion der markierten Erythrozyten) 

 



 18

Der zeitliche Verlauf der Aktivitätsaufnahme in den Geweben ist in Diagramm 2 und 3 

dargestellt. 

 

Zeitlicher Verlauf der Aktivitätsaufnahme
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Diagramm 2: Zeitlicher Verlauf der Aktivitätsaufnahme von Muskel und Serum 
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Diagramm 3: Zeitlicher Verlauf der Aktivitätsaufnahme der Matrigele 

 

Um Unterschiede zwischen dem mit bFGF behandelten und unbehandelten Matrigel besser 

herauszuarbeiten, wurde in der nächsten Versuchsreihe wachstumsfaktorreduziertes Matrigel 

verwendet. Ferner wurden die nächsten Versuche nicht wie zuvor mit balb cJ Mäusen, 

sondern mit C57B16/J Mäusen durchgeführt, da bei diesem Mausstamm in anderen 

Experimenten eine ausgeprägtere Angiogenese als in balb cJ Mäusen beobachtet werden 

konnte. Weiter wurden für diese Experimente diesmal  Mäuse im Alter von 6-8 Wochen 

verwendet, da diese ein stärkeres Gefäßwachstum als jüngere Tiere aufweisen (Passaniti et al., 
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1992). Das Matrigel wurde analog zu den Vorversuchen bereitet – diesmal wurde jedoch das 

wachstumsfaktordepletierte Gel benutzt. Jeder Maus wurden in dieser Versuchsreihe zwei 

Gele, zum einen das wachstumsfaktordepletierte Gel alleine, zum anderen in Kombination mit 

bFGF, jeweils rechts und links in die Schulterregion verabreicht. Am Tag 10 wurden die 

Mauserythrozyten mit Eritrotec und Tc99m markiert und es wurde eine 

Gammakameraaufnahme der Maus und eine Biodistribution durchgeführt. Ferner wurde 

diesmal noch eine Gammakameraaufnahme der entnommenen Gele vorgenommen, da in der 

Ganzkörperaufnahme der Maus das Gel im Vergleich zum Herz oder zur Lunge zu wenig 

Blut und somit zu wenig Intensität besaß, um eine ROI festzulegen. Um diese Ergebnisse zu 

überprüfen, wurde eine Hb-Bestimmung der Gele unternommen und Matrigelgefrierschnitte 

mit spezifischen CD31 Antikörpern, mittels Immunhistologie, angefärbt. Des Weiteren wurde 

ein Vergleich der jeweiligen Einzelergebnisse des Gammacounters, der Gammakamera und 

der Hb-Werte gezogen und der Korrelationskoeffizient berechnet. 

 

 

Tier-Nr. Blut Muskel Serum Matrigel Matrigel+bFGF
1 56,31 0,60 6,24 1,20 3,61 
2 53,30 0,73 6,07 1,85 4,39 
3 60,83 0,95 6,90 1,59 3,47 
5 60,09 0,74 5,57 2,16 3,82 
6 59,37 0,59 6,6 1,93 5,04 

Mittelwert 57,980 0,722 6,270 1,740 4,060 
Standardabweichung 3,120 0,146 0,510 0,360 0,640 
 

Tabelle 5: Ergebnisse der Organe mit Mittelwert und Standardabweichung  im Gammacounter 

gemessen (in % der injizierten Dosis pro Gramm, n=5, bei einer Maus missglückte die Injektion der 

markierten Erythrozyten) 

 

 

  Gel Gel+bFGF 

Mittelwert  9,828 23,278

Standartabweichung 4,921 6,272

 

Tabelle 6: Mittelwert und Standardabweichung der Gele unter der Gammakamera gemessen 

(in Counts) 
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Tabelle 7: Mittelwert und Standardabweichung der Hb-Werte (in g/dl) 
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  Matrigel Matrigel+bFGF

Mittelwert 0,044 0,286 

Standardabweichung 0,021 0,062 

Diagramm 5: 

Mittelwert und Standardabweichung der 

Matrigele im Gammacounter gemessen 

Diagramm 4: 
Mittelwert und Standardabweichung 

der einzelnen Organe im 

Gammacounter gemessen 
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Diagramm 6: 

Mittelwert und Standardabweichung 

der entnommenen Gele unter der 

Kamera gemessen 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                        

 

                                                       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diagramm 8: 
Korrelation zwischen den 

gemessenen Hb-Werten der 

Gele und den Ergebnissen 

des Gammacounters 

r² = 0,94 
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Diagramm 9: 

Korrelation zwischen den 

gemessenen Hb-Werten der 

Gele und den Ergebnissen 

der Gammakamera  

 r²= 0,867 
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Die Aktivitätskonzentration in den untersuchten Geweben ist in der Tabelle 5 

zusammengestellt. Zu erkennen ist, dass es durch die Zugabe von bFGF zu einer signifikanten 

Zunahme der Gefäßdichte im Matrigel gekommen ist. Im Gammacounter wurde für das mit 

bFGF versetzte Gel ein durchschnittlicher Wert von 4,06% ID/g, im Vergleich dazu wurde für 

das unbehandelte Gel ein Wert von 1,74% ID/g gemessen (p=0,0004). Dieser Unterschied 

wurde sowohl in dem Hb-Gehalt 0,286 g/dl im bFGF versetztem zu 0,044 g/dl im alleinigem 

Gel (p=0,00027), als auch in der Gammakameraaufnahme der extrahierten Gele 23,27 counts 

zu 9,82 counts (p=0,00066) deutlich (siehe Tabelle 5-7). Wenn man diese verschiedenen 

Blutgehaltsmessungen vergleicht, zeigte sich eine enge Korrelation (r2=0,94) sowohl 

zwischen dem Hb-Gehalt und der Aktivitätskonzentration der Gele, als auch zwischen den 

Gelen unter der Kamera und im Counter gemessen (r2= 0,89), sowie zwischen den 

Korrelation der Ergebnisse der  Kamera und der Hb-Werte
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gemessenen Hb-Werten und der gemessenen Werte unter der Kamera (r2=0,867, siehe 

Diagramm 8-10). Zur statistischen Analyse wurde der gepaarte t-test durchgeführt.  

Der Unterschied zwischen mit bFGF versetztem und unbehandeltem Gel, findet sich auch in 

der immunhistologischen Aufarbeitung wieder (Daten hier nicht gezeigt).  

 

Da nun ein deutlicher Unterschied zwischen den Gelen aufgezeigt werden konnte, wurde in 

den nächsten Versuchsreihen die Darstellbarkeit des Therapieerfolges der 

Antiangiogenesetherapie erprobt. Wie in der letzten Versuchsreihe wurden B57 Mäuse und 

das wachstumsfaktordepletierte Matrigel verwendet. Drei Mäusen wurde das pure, drei 

Mäusen die Matrigel-bFGF-Kombination und den letzten drei Mäusen Matrigel, bFGF und 

NS 398, ein selektiver COX-2-Hemmer in der Konzentration von 5µ Mol, verabreicht. Die 

jeweiligen Substanzen wurden homogen vermischt. Hierzu wurden am Abend zuvor die 

Bestandteile in einem Reagenzglas die ganze Nacht im Kühlraum auf einem Rüttler 

positioniert. Wiederum wurden eine Biodistribution, eine Hb-Bestimmung und eine 

Immunhistologie erstellt.  

 

 

 
 
 

Tier-Nr. 
 
 

Blut 
 
           

Muskel 
 
 

Serum 
 
 

Matrigel 
 
 

Matrigel+bFGF 
 
 

Matrigel+bFGF 
und COX-2 

Inhibitor 
1 55,45 0,70 0,22 1,16     
2 59,45 0,66 0,19 0,72     
3 61,23 0,70 0,31 1,04     
4 54,91 0,73 0,25   2,24   
5 50,57 0,79 0,05   3,56   
6 57,91 0,61 0,02   3,18   
8 50,13 0,74 0,05     0,57 
9 53,23 0,73 0,03     1,02 

Mittelwert 55,384 0,7 0,14 0,97 2,99 0,79 
SD   0,050 0,114 0,227 0,68 0,318 

 

Tabelle 9: Ergebnisse der Organe im Gammacounter gemessen mit Mittelwert und 

Standardabweichung  (in % der injizierten Dosis pro Gramm, n=8, bei einem Tier missglückte die 

Injektion der markierten Erythrozyten) 
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  ohne bFGF mit bFGF 
mit COX-2 
Hemmern 

Mittelwerte 0,057 0,290 0,045 

Standardabweichung 0,015 0,072 0,007 

 

Tabelle 10: Mittelwert und Standardabweichung der verschiedenen Gele der Hb-Bestimmung 

(in g/dl)  
 

 

 

 

 

                                                                                            

 

 

 

 

 

 

 

 

Diagramm 11: Mittelwert der einzelnen Organe mit Standardabweichung im Gammacounter gemessen  
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Diagramm 13:  

Mittelwert und Standardabweichung 

der einzelnen Gele der Hb-

Bestimmung 

 

 

Diagramm 14: 
Korrelation der Werte, 

erhoben aus dem Counter 
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Die Aktivitätsaufnahme in den Matrigelen, Blut, Muskel und Serum sind in der Tabelle 9 

zusammengestellt. Man erkennt, dass durch den COX-2-Inhibitor die Aktivitätsaufnahme des 

Matrigels signifikant reduziert wurde (p=0,029). Es zeigte sich  im alleinigen Matrigel ein 

Wert von 0,975 ID/g, im mit bFGF versetzten Gel ein Wert von 2,99% ID/g und im mit COX-

2-Inhibitor behandelten Gel ein Wert von 0,79% ID/g. Diese Reduktion des Blutgehaltes 

konnte auch in der Hb-Untersuchung bestätigt werden (0,057g/dl im alleinigen, 0,29g/dl im 

bFGF versetzten und 0,045g/dl im behandelten Gel, p=0,021, siehe Tabelle 9-10).  

Repräsentative Immunhistographieschnitte, die dieses Ergebniss bekräftigen, befinden sich im 

Anhang (Abbildung 8-11). 

Wenn man nun diese verschiedenen Methoden zur Blutgehaltmessung vergleicht, Hb-

Bestimmung sowie Gammacounter-Werte, zeigt sich eine gute Korrelation von r²=0,99 (siehe 

Diagramm 14).  
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Um diese Ergebnisse zu bestätigen wurden fünf Tieren jeweils rechts und links in die 

Schulterregion wachstumsfaktorreduziertes Matrigel mit bFGF und jeweils fünf Mäusen das 

selbe mit zusätzlichem COX-2-Hemmer subcutan injiziert. Nach 10 Tagen wurden eine 

Gammakameraaufnahme der Mäuse und der entnommenen Gele, ferner eine Biodistribution, 

eine Hb-Bestimmung und eine Immunhistologie vorgenommen.  

 

 
Tier-Nr. 
 

Blut 
 

Muskel 
 

Serum 
 

Matrigel+bFGF
 

Matrigel+bFGF+COX-
2-Inhibitor  

1 53,020 0,960 5,410 3,470 0,880 
2 47,100 1,260 5,090 2,440 0,730 
3 55,690 0,710 6,640 2,580 1,060 
4 59,820 0,54 4,010 3,170 0,980 
5 51,820 0,59 5,060 2,540 0,81 
6 66,490 0,530 3,330 2,680 0,890 
7 56,960 1,07 3,030 2,730 0,940 
8 53,920 0,750 3,260 3,090 0,940 
9 61,690 1,210 5,370 3,010 0,620 

10 57,680 0,350 4,010 2,630 0,880 
Mittelwert 56,420 0,790 4,520 2,830 0,87 
SD 5,460 0,31 1,170 0,330 0,12 

 

Tabelle 11: Aktivitätsaufnahme in den untersuchten Geweben: Einzelwert, Mittelwert und 

Standardabweichung (% ID/g, n=10) 

 

  

Gel +bFGF  
 
             

Gel+bFGF+ 
COX-2-
Inhibitor 

Mittelwert 16,561 6,632 

Standardabweichung 4,443 1,932 

 

Tabelle 12: Mittelwert und Standardabweichung der Gele, gemessen unter der Kamera (Counts) 

 

 

 

Tabelle 13: Mittelwert und Standardabweichung der einzelnen Gele der Hb-Bestimmung (g/dl) 

                                                                                                                                 

  

Gel +bFGF 
 
 

Gel + 
bFGF+COX-
2-Inhibitor 

Mittelwert 0,357 0,057 

Standardabweichung      0,082 0,024 
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Diagramm 15: 

Mittelwert und 

Standard-

abweichung der 

verschiedenen 

Organe im 

Gamacounter 

gemessen 
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Diagramm 16: 

Mittelwert und 

Standardabweichung der 

Matrigele im 

Gammacounter gemessen 

Diagramm 17: 

Mittelwert und 

Standardabweichung der Hb-

Werte 
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Diagramm 18: 

Korrelation der Ergebnisse 

der Kamera und des 

Counters 

r² = 0,877 

 
 
 
 
 
 
 
 

Diagramm 19: 

Korrelation der Ergebnisse 

des Counters und der Hb-

Bestimmung r² = 0,9328 

 

 

Diagramm 20: 

Korrelation der gemessenen 

Werte unter der Kamera und 

der Hb-Bestimmung 

r² = 0,965 
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Durch den COX-2-Inhibitor wurde wiederum die Aktivitätsaufnahme in die Matrigele 

signifikant reduziert (p=0,000000018). Es zeigten sich Werte von 2,83% ID/g bei den mit 

bFGF versetzten Gelen zu 0,87% ID/g bei den mit COX-2-Inhibitor behandelten Gelen. 

Entsprechend fand sich eine Reduktion der Hb-Konzentration (p=0,00000034) von 0,357 g/dl 

zu 0,057g/dl. Die unterschiedliche Aktivitätsaufnahme in den behandelten und unbehandelten 

Matrigelen konnte auch in der Gammakameraaufnahmen der explantierten Gelen bestätigt 

werden (p=0,0000204), hier wurden 16,561 counts zu 6,632 counts gemessen (siehe Tabelle 

11-13). Der Vergleich der verschiedenen Blutgehaltmessungen ergab einen 

Korrelationskoeffizienten von r2=0,877, im Vergleich der unter der Kamera zu den im 

Counter gemessenen Werten (siehe Diagramm 18). Ein Korrelationskoeffizient von r2=0,93 

konnte beim Vergleich zwischen Hb-Gehalt und im Counter gemessener Werte erhoben 

werden. In der Gegenüberstellung der unter der Kamera und in der Hb-Messung gefundenen 

Werte, wurde ein Korrelationskoeffizient von r2=0,965 bestimmt (siehe Diagramm 19-20). 
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4. Diskussion 

 

Bedeutung der Angiogenese für das Tumorwachstum 

Angiogenese ist die wesentliche Voraussetzung für jede Tumorprogression, sei es Wachstum, 

Invasion oder Metastasierung. Neue Gefäße fördern das Wachstum durch Versorgung mit 

Nähr- und Sauerstoff und Entsorgung von Abbauprodukten. Die Endothelzellen sezernieren  

parakrin wichtige Wachstumsfaktoren für die Tumorzellen, darunter FGF-2 und den Insulin-

ähnlichen Wachstumsfaktor 1. Die neu entstandenen Gefäße erleichtern die Tumorinvasion, 

da die Endothelzellen verschiedene Enzyme freisetzen, wie die Matrix-Metalloproteinase 2 

(MMP-2), MMP-9 und den Urokinase ähnlichen Plasminogenaktivator, die das Matrixgewebe 

abbauen und dadurch die Ausbreitung der Tumorzellen in die Matrix und darüber hinaus 

ermöglichen. Die Gefäße schaffen außerdem die Basis für die Metastasierung, weil die 

zunehmende Endotheloberfläche den Tumorzellen mehr Gelegenheit bietet, die Zirkulation zu 

erreichen. Alle diese Zusammenhänge sind in soliden Tumoren, wie den Bronchial-, Mamma- 

und Kolonkarzinomen sowie den Melanomen, studiert worden. In diesen Fällen erlaubt die 

Dichte der Mikrogefäße eine Aussage über die biologische Aggressivität des Tumors und 

dadurch über Prognose, Metastasierungs- und Rezidivneigung.  

Im Gegensatz dazu, werden physiologischerweise im adulten Körper nur in bestimmten 

Fällen neue Blutgefäße benötigt. In den weiblichen Reproduktionsorganen kommt es im 

Rahmen hormonell gesteuerter Vorgänge zu zyklischen Veränderungen, die einer 

kontrollierten Neubildung von Blutgefäßen bedürfen. Weiterhin tritt diese Neubildung bei 

regenerativen Prozessen wie der Wundheilung auf. Überschießende, unkontrollierte 

Blutgefäßbildung findet man beispielsweise bei bestimmten Retinopathien und rheumatischen 

Erkrankungen (Plendl et al., 1999). Die Inhibierung der Angiogenese ist deshalb ein intensiv 

untersuchter neuer Ansatz für die Therapie von malignen Tumoren. Unter physiologischen 

Bedingungen hängt die Intensität der Angiogenese von dem Verhältnis fördernder und 

hemmender Modulatoren in unmittelbarer Umgebung der Gefäße ab. Eine Reihe biologisch 

aktiver Moleküle sind Voraussetzung für den Prozess der Angiogenese, darunter 

Angiogenesefaktoren, extrazelluläre Matrixproteine, Adhäsionsrezeptoren und proteolytische 

Enzyme. Angiogenesefaktoren sind Wachstumsfaktoren, sie bewirken Proliferation und 

Differenzierung der Gefäßendothelien. Genauer untersucht sind bereits der Gefäßendothel-

Wachstumsfaktor (VEGF), Plazenta-Wachstumsfaktor (PIGF), Fibroblasten-

Wachstumsfaktor 2 (FGF-2), Transformierender Wachstumsfaktor β (TGF-β), Hepatozyten-

Wachstumsfaktor (HGF), Tumor-Nekrose-Faktor α (TNF-α), Angiogenin, Interleukin-8 (IL-
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8) und Angiopoetin-1 und -2 (Ang-1 und Ang-2) (Favier, 2001; Krishnamocrthy et al., 2001; 

Badet, 1994; Ferrara, 2000). Ang-1 ist beteiligt an der Gefäßentwicklung und dem Umbau 

während der Vaskularisation. Ang-2 wirkt antagonistisch und destabilisiert die Gefäße. 

Anzutreffen ist Ang-2 vor allem in Geweben wie Ovar, Uterus und Plazenta, die 

vorübergehend oder periodisch wachsen und vaskularisiert werden, gefolgt von einer 

Regression. Die wichtigsten endogenen Angiogeneseinhibitoren sind Thrombospondin-1 

(TPS-1), Interferon α (IFN-α), Plättchenfaktor 4 (PF-4), Gewebsinhibitoren der 

Metalloproteinasen (TIMP), Angiostatin und Endostatin. 

Eine entscheidende Angiogenesesfaktorgruppe  ist die „Fibroblast Growth Factor Familie“ 

(FGF). Sie besteht aus neun strukturell verwandten heparin-bindenden Polypeptiden und vier 

Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (Nicosia, 1999). Zwei wichtige Vertreter sind FGF-1 (acidic 

FGF/aFGF) und FGF-2 (basic FGF/bFGF), die eine 55%ige Übereinstimmung in ihrer 

Sequenz aufweisen. Die ursprünglich aus dem bovinen Gehirn isolierten Faktoren wurden bis 

zur Entdeckung des VEGF als wichtigste Wachstumsfaktoren in der Angiogenese angesehen 

(Basilico, 1992). Sowohl FGF-1 wie auch FGF-2 stimulieren die Angiogenese in der 

Chorioallantoismembran und in der Cornea. FGF-1 ist ein Mitogen für makro- wie auch 

mikrovaskuläre Endothelzellen in vitro. FGF-2 wirkt ebenfalls mitogen auf Endothelzellen 

und veranlasst diese, in dreidimensionale Kollagenmatrizes einzuwandern, um gefäßähnliche, 

tubuläre Strukturen auszubilden  (Klagsbrun, 1991). Dieser Effekt kann durch Antikörper, die 

gegen FGF-2 gerichtet sind, reduziert werden (Saito et al., 1991). FGF-2 stimuliert 

Endothelzellen Kollagenasen und Plasminogenaktivatoren zu produzieren, die als Proteasen 

an der Degradation der Basalmembran beteiligt sind (Basilico, 1992). Endothelzellen selbst 

können FGF-1 und FGF-2 bilden  (Basilico, 1992; Moses et al., 1995). Über den genauen 

Mechanismus der Freisetzung besteht jedoch noch immer Unklarheit, da eine für die 

Sekretion benötigte Signalsequenz nicht gefunden wurde (Pepper et al., 1996). 

Möglicherweise wird FGF-2 durch Rupturen der Plasmamembran aus zytosolischen 

Speichern entlassen (Nicosia, 1999). FGF reagiert mit spezifischen Tyrosin-Kinase-

Rezeptoren, vor allem FGFR-1 (flg) und FGFR-2 (bek), bei der Bindung an diese Rezeptoren 

scheinen Heparin und heparinähnliche Moleküle eine modulierende Wirkung auszuüben 

(Basilico, 1992).  

Ein weiterer wichtiger Angiogenesefaktor stellt VEGF da (Asahara et al., 1995; Dellian et al., 

1996). Im Gegemnsatz zu bFGF, stimuliert VEGF spezifisch Endothelzellen (Mandriote and 

Pepper, 1997). VEGF hat eine sehr geringe Halbwertszeit und verschwindet schnell aus dem 

Serum. Die Effekte von bFGF und VEGF auf Endothelzellen, beschrieben von Goto et al., 
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1993, gehen von der Regulation der Zellproliferation über die Regulation der 

Metalloproteinase-Aktivatoren, bis zur Regulation der Integrin-Expression. Ferner wird die 

Zellpermiabilität und die Zell-Zellhaftung beeinflusst (Senger et al., 1996; Mandriota und 

Pepper 1997; Pepper et al., 1991; 1992; 1998; Dellian et al., 1996; Hippenstiel et al., 1998). 

BFGF aktiviert nicht nur in der Endothelzelle eine proliferierende Antwort, sondern auch in 

Stromalen- und Gewebefibroblasten (Berger et al., 1999; Ittman und Mansukhani, 1997). 

Dass bFGF ein potenter Aktivator der Angiogenese ist, wurde in verschiedenen 

Angiogenesemodellen in-vivo, z.B. in Hühnereiern (Ribatti et al., 1997), bei Ratten und 

Mäusen, in der Kornea von Mäusen (BenEzra et al. 1993; DeLisser et al., 1997) oder im 

Matrigelmodell bewiesen (Andrade et al., 1997; BenEzra et al., 1993; Passaniti et al., 1992). 

In vielen dieser Angiogenesemodellen wurde gezeigt, dass die Kombination von bFGF und 

VEGF zu einem synergetischen Effekt in der Angiogeneseantwort führt (Asahara et al., 1995; 

Goto et al., 1993, Pepper et al., 1992; 1998). Viele Tumore weisen hohe Level an bFGF und 

bFGF-Rezeptoren auf (Berger et al., 1999; Sumitomo et al., 1999). Zusätzlich konnte in 

vielen Tumoren eine vermehrte VEGF-Expression festgestellt werden, zudem herrscht eine 

starke Korrelation zwischen VFGF-Gehalt und Tumorprogression und Metastasierungsrate 

(Berger et al,, 1995; Brown et al., 1995; 1999). Bei ras- und src- abhängigen onkogenetischen 

Transformationen kommt es zu einer vermehrten VEGF-Ausschüttung (Charvat et al., 1999; 

Flemming et al., 1997; Shi und Ferrara 1999). Zusätzlich ist die VEGF-Konzentration von 

Stress, wie Hypoxie und Hypoglykämie, abhängig (Banai et al., 1994; Carmeliet et al., 1998). 

VEGF führt zu einer starken Permiabilitätserhöhung und ist hierbei sogar potenter als 

Histamin (Senger et al. 1996). Die Level von bFGF- und VEGF-Expression im Tumor spielen 

eine kritische Rolle in der Tumorexpansion, -invasion und Metastasierungsfähigkeit. 

Zusätzlich korreliert die Stärke der tumorinduzierten Angiogenese mit einer schlechten 

Prognose (Abdulrauf et al., 1998; Axelsson et al., 1995; Dosquet et al., 1997; Okita et al., 

1998; Volm et al., 1999). Es ist schwierig, die Rolle der einzelnen proangiogenetischen 

Zytokine im frühen Tumorwachstum einzuschätzen. Die angiogenetische Antwort scheint 

aber ein entscheidender Moment in der Umwandlung der zuerst moderat wachsenden 

transformierten Zelle zur aggressiv wachsenden Tumorzelle darzustellen (Folkman, 1992; 

Folkman und Hanahan, 1991). Somit ist die Interaktion der Angiogenesefaktoren mit dem 

umliegenden Gewebe ein wichtiges Ereignis zur Fortschreitung der malignen Erkrankung.  
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Antiangiogenese als neues Thearpieverfahren 

Mit verschiedenen Ansätzen ist es bereits gelungen die Angiogenese in malignen Tumoren zu 

unterdrücken. Die mit einem Neoplasma einhergehende Angiogenese benutzt physiologische 

Vorgänge, deren Hemmung nicht zu einer Resistenz führen sollte. Die neuen Gefäße 

versorgen hunderte von Tumorzellen, sodass die Unterdrückung der Angiogenese 

zytostatische Wirkungen potenzieren müsste. Hemmstoffe sind synthetischen oder 

semisynthetischen Ursprungs oder endogene, biologische Antagonisten der 

Angiogenesekaskade. Ein anderer Weg zielt spezifisch auf die molekularen Determinanten 

der neuen Gefäße und schädigt durch toxische Verbindungen an bestimmten Stellen den 

Gefäßbaum, damit eine Tumornekrose entsteht. 

Zahlreiche antiangiogenetische Substanzen befinden sich in der klinischen Prüfung. Die erste 

ist TNP-470, ein Fumagillin-Derivat, das die Proliferation der Endothelzellen und die von 

FGF-2 induzierte Migration hemmt, man vermutet durch Inhibition der Methionin-Amino-

Peptidase Typ 2. Thalidomid und speziell das in-vivo entstehende Epoxid werden im Sinne 

einer Antiangionese wirksam, weil sie den Weg des FGF-2 blockieren. Thalidomid wird 

gegenwärtig eingesetzt in der Behandlung fortgeschrittener solider Tumore (Dmoszynska et 

al., 2001; Gelati et al., 2003). Eine andere Verbindung stellt Suramin da, das mehrere 

Angiogenesefaktoren inhibiert. Ferner Heparinderivate, die ihre Antiangiogenesewirkung 

durch Binden und Blockieren von FGF-2 entfalten. 

Eine neue Klasse der Antiangiogenesetherapeutika sind COX-2-Inhibitoren (Jaime et al., 

1999; Williams et al., 2000; Kawamori et al., 1998; Nishimura et al., 1999; Pentland et al., 

1999). Cheng et al., 1998, zeigten, dass Prostaglandiene die Produktion von bFGF und VEGF 

stimulieren. Der antineoplastische Effekt von COX-2-Inhibitoren wurden in Studien gezeigt, 

in denen Tiere, die eine genetisch induzierte Präposition für die Entwicklung eines 

Darmkrebses hatten, verwendet wurden (Williams et al., 1999.) Ferner kam es, bei der 

Behandlung mit COX-2 Inhibitoren, zu einer signifikanten Reduzierung des Wachstums von 

Kolon-, Kopf-Hals- und Hauttumoren (Kawamori et al., 1998; Nishimura et al., 1999; 

Pentland et al., 1999.) Die Präsenz von COX-2 trägt außerdem zu einer Verschlechterung der 

Prognose von Lungen- und Kolonkrebs bei (Achiwa et al., 1999.) Tumorwachstum benötigt 

die Expansion von vaskulären Zellen. Anhand von in-vitro-Essays wurde gezeigt, dass COX-

2 die Angiogenese beeinflussen kann und die Behandlung mit COX-2-Hemmern die 

Angiogenese blockiert (Jones et al., 1999; Tsujii et al., 1998). Die Dichte der vaskulären 

Zellen bei in Mäusen injizierten Tumoren, als Marker für die tumorassozierte Angiogenese, 

war 30% geringer bei COX-2-/- Mäusen als bei Wildtyp Tieren. Fibroblasten von COX-2-/-
 
  



 34

Mäusen im Vergleich zu Wildtypfibroblasten produzierten weniger Proangiogenese-Faktoren, 

so z.B. 94% weniger VEGF. Wenn die Wildtypfibroblasten mit COX-2-Hemmern behandelt 

wurden, kam es zu einer 92% Reduktion der VEGF-Produktion. So konnte eine Verbindung 

zwischen COX-2 und VEGF-Produktion bewiesen werden  (Williams et al., 2000).  

 

Notwendigkeit für neue Verfahren, die Angiogenese nicht-invasiv darzustellen 

Um die Angiogenese-Inhibitoren in der klinischen Anwendung verwenden zu können, wird 

ein Verfahren benötigt, welches breit einsetzbar ist und den Effekt der Therapie auf die 

Tumorvaskularisation in-vivo darstellt. Es ist von großer klinischer Relevanz, die 

Angiogenese nicht-invasiv zu charakterisieren, um die Prognose der Patienten zu 

determinieren (Weidner et al., 1991), um eine passende Behandlungsform des jeweiligen 

Tumors zu finden und um die richtige Dosis in der Antiangiogenese-Behandlung zu wählen 

(Ellis et al., 1993).  

 

Blutvolumenbestimmung 

Wenn eine antiangiogenetische Therapie wirksam ist, müsste sich das intratumorale 

Blutvolumen verringern. Das Blutvolumen kann mit der Markierung der Erythrozyten mit 

Technetium ohne großen methodischen Aufwand bestimmt werden. Schon 1882 (Grehant et 

al., 1882) wurden erste Messungen des Blutvolumens durchgeführt, indem Haemoglobin mit 

Kohlenmonoxid als Träger markiert wurde, wobei durch die Ungenauigkeit der 

Harboxyhaemoglobinbestimmung die Ergebnisse sehr variabel waren. 1942 führten Hahn und 

Hevesy Messungen mit radioaktivem Eisen (FE59) durch, dabei wurden noch markierte 

Fremderythrozyten verwendet. 1967 wurde zuerst die jetzt noch gebräuchliche Methode der 

Tc99m Markierung von Fischer et al., 1967 erprobt. Heute wird diese Methode z.B. zur 

Blutungsquellsuche bei okkulten gastrointestinalen Blutungen eingesetzt. Diese Art der 

Blutvolumen-Bestimmung sollte in dieser Arbeit als nicht-invasive Methode zur Überprüfung 

einer antiangiogenetischen Therapie untersucht werden. 

 

Das Matrigel-Modell 

Hierzu verwendeten wir das Matrigel, welches ein etabliertes Tumormodell darstellt 

(Passaniti et al., 1992; Montrucchio et al. 1994; Klement et al., 2000). Es besteht aus 

Basalmembranen, die sich wiederum aus spezialisierten extrazellulären Matrizen 

zusammensetzen. Sie sind in der Dermal-Epidermalenjunktionszone von luminalen Epithelien 

wie Respirations- Urogenitaltrakt und exokrinen und endokrinen Drüsen zu finden. Eine 
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Matrigel-Matrix ist ein lösliches Basalmembranextrakt vom Engelbreth-Holm-Swarm-Tumor 

(Timple et al., 1979) bestehend aus Laminin, Kollagen 4, Entactin, Heparinsulfat, 

Wachstumsfaktoren, und Plasminogenaktivatoren (Kleinmann et al., 1986, 1982).  

 

In dieser Arbeit wurde das  Matrigel als Tumormodell verwendet, und die in-vivo 

Darstellbarkeit der Wirkung der Angiogenesetherapie wurde überprüft. Um die 

Gefäßeinsprießung verbildlichen zu können, wurde das Matrigel in Mäuse injiziert, sodass 

mauseigene Endothelzellen in diese Matrix hineinwachsen konnten. Der Unterschied von 

reinem Gel im Vergleich zu mit Angiogenese-Wachstumsfaktor vermengtem Gel wurde 

verifiziert und der günstigste Zeitpunkt zur Gelentnahme herausgefunden. Dazu wurde 

entweder das reine oder das mit bFGF vermengte Gel in die Schulterregion von Mäusen 

injiziert. Nach den Zeitpunkten von 5, 10 und 15 Tagen wurden jeweils die Versuche 

durchgeführt, die Mauserytrozyten wurden mit Tc99m markiert und das Blutvolumen wurde 

unter der Gammakamera evaluiert. Danach wurde eine Biodistributionsuntersuchung 

durchgeführt und die Radioaktivitätskonzentration im Vollblut, im Serum, der Muskulatur 

und im Matrigel mit Hilfe eines Gammacounters gemessen. Zur Überprüfung der gefundenen 

Ergebnisse wurde eine immunhistochemische Färbung des CD31 Antikörpers angefertigt, ein 

Oberflächenantigen spezifisch für Endothelzellen. Zusätzlich wurden die gefundenen 

Ergebnisse mit einer Hb-Bestimmung im Gel kontrolliert. 

 

Bei den hier durchgeführten Versuchen wurde zunächst die Matrigel-Matrix verwendet. Nach 

fünf Tagen durchdrangen kaum Gefäße das Gel, weder beim puren, noch beim mit 

Wachstumsfaktor zugesetzten Gel. Im Gammacounter wurde in beiden Gelen nur eine geringe 

Radioaktivität gemessen, in der immunhistologischen Färbung sah man nur am Rand des Gels 

eine zarte Gefäßantwort. Ein signifikanter Unterschied konnte nicht aufgezeigt werden (siehe 

Tabelle 2, Abbildung 1 und 2 im Anhang). Der Tag 10 wies ein stärkeres Gefäßwachstum auf. 

Einen signifikanten Unterschied in den beiden Versuchstiergruppen konnte jedoch auch zu 

diesem Zeitpunkt nicht demonstriert werden. Werte von 2,44% ID/g im reinen zu  2,95% ID/g 

im mit bFGF zugesetzten Gel wurden durchschnittlich ermittelt (siehe Tabelle 3). In der 

Immunhistologie erkennt man, dass zahlreiche Gefäße das Gel durchdrungen haben, jedoch 

konnte keine Divergenz der verschiedenen Gruppen aufgedeckt werden (siehe Abbildung 3-5 

im Anhang). Am Tag 15 kam es zu keiner weiteren Zunahme der Gefäßdichte innerhalb des 

Matrigels, es lies sich auch weiterhin kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den 

mit bFGF behandelten und unbehandelten Gelen aufzeigen. Die spezifische Markierung der 
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Erythrozyten und damit die Voraussetzung, das Blutvolumen bestimmen zu können, ist in 

allen Versuchsreihen gut gelungen. Dieses wird deutlich, wenn man die Blutwerte im 

Vergleich zum Serum und zum Muskel in allen Versuchen betrachtet. Auch wurde während 

des Markierungsprozesses im abpipettierten Serum eine Aktivität unter 10% der injizierten 

Dosis gemessen. Ferner blieben die Werte für Blut, Serum und Muskel in den einzelnen 

Versuchen nahezu identisch, was auf eine gute, stabile Nachweismethode hindeutet. Da dieser 

Versuchsaufbau jedoch nicht zum gewünschten Ergebnis beitrug, weil die Differenzen 

zwischen dem Kontrollgel und dem zur Gefäßeinsprießung angeregten Gel zu gering waren, 

wurde zum einen die Mausrasse gewechselt, zum anderen wurde das 

wachstumsfaktordepletierte Matrigel für die nächsten Versuchsreihen herangezogen. Es 

wurden anstelle der vorher verwendeten balb cJ Mäuse nun Black 6 Mäuse verwendet. Da 

nach 5 Tagen die Gefäßantwort nur spärlich ausfiel, und zwischen Tag 10 und 15 nicht mehr 

Gefäße die Gele durchdrangen, wurde der Tag 10 als der für diese Studie optimale 

Versuchstag festgelegt. Der sonstige Versuchaufbau blieb derselbe, zusätzlich wurden noch 

eine Gammakameraaufnahme der entnommenen Gele und eine Hb-Bestimmung durchgeführt. 

Nach den vorgenommenen Änderungen wurde in der nächsten Versuchsreihe am Tag 10 im 

nicht mit bFGF behandelten Gel eine durchschnittliche Aktivitätskonzentration von 1,7% 

ID/g, im Wachstumsfaktor zugesetzten Gel von 4,0% ID/g beobachtet. Unter der 

Gammakamera wurden Werte von 9,8 Counts/min zu 23,27 Counts/min in den entnommenen 

Gelen gemessen. Die Hb-Bestimmung ergab 0,04 g/dl zu 0,28 g/dl. Alle Messmethoden 

ergaben statistisch signifikante Unterschiede p < 0,05 in den verschiedenen Versuchsgruppen. 

Im Vergleich der verschiedenen Blutgehaltmessungen ergaben sich Korrelationskoeffizienten 

von r²=0,86, 0,94 und 0,89 (siehe Tabelle 5-7 und Diagramm 4-11). Es konnte somit gezeigt 

werden, dass in dem gewählten Angiogenesemodell bFGF zu einer deutlichen Steigerung des 

Blutvolumens führt, die mittels radioaktiv markierten Erythrozyten nachgewiesen werden 

kann.  

In den nächsten Experimenten wurde untersucht, ob mit diesem Verfahren auch der 

antiangiogenetische Effekt von COX-2-Inhibitoren dargestellt werden kann. Es zeigte sich, 

dass durch Zusatz eines spezifischen COX-2-Inhibitors zum bFGF behandelten Matrigel die 

Radioaktivitätskonzentration 10 Tage nach Implantation auf 0.79% ID/g reduziert wurde. 

Ohne Zusatz des COX-2-Inhibitors betrug die Aktivitätskonzentration im bFGF behandelten 

Matrigel 2,99 %ID/g, im Matrigel ohne bFGF 0,97% ID/g. In der Hb-Bestimmung wurden 

Werte von 0,057 g/dl, 0,29 g/dl und 0,045 g/dl aufgezeigt. Alle Ergebnisse ergaben 

signifikante Unterschiede (p < 0,05) (siehe Tabelle 9-10). Somit konnte die 
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antiangiogenetische Wirkung des COX-2-Inhibitors mit Hilfe von radioaktiv markierten 

Erythrozyten nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis konnte in einem weiteren Experiment 

mit einer größeren Anzahl von Versuchstieren gut reproduziert werden.  

 

Die Arbeitsgruppen um Passaniti et al., 1992; Montrucchio et al. 1994; und Klement et al., 

2000, stellten im Gegensatz zu den hier aufgeführten Ergebnissen keine Gefäßeinsprießung 

im nicht mit Wachstumsfaktoren behandelten Matrigel fest. Bei Passaniti könnte die Ursache 

darin liegen, dass diese Arbeitsgruppe nicht wie in dieser Studie balb cJ Mäuse benutzte, 

sondern C57BI und als Injektionsort die Peritoneallinienregion gewählt wurde. Die Gruppe 

fand heraus, dass dies die günstigste Lokalisation wäre. Diese Lokalisation war bei der 

Fragestellung in dieser Arbeit jedoch nicht möglich, da dann, bei den Ganzkörperaufnahmen 

der Mäuse unter der Gammakamera, die Nieren the region of interest, also den Ort des Gels, 

überstrahlt hätten. Zusätzlich beschreibt diese Gruppe, dass das Alter der Maus eine 

entscheidende Rolle in der Angiogeneseantwort darstellen würde. Vielleicht liegt auch hier 

der Unterschied in der Gefäßantwort, Passaniti fand heraus, dass es zu einer stärkeren 

Gefäßeinsprießung kommen würde, je älter die Tiere wären. Klement hingegen benutzte auch 

balb cJ Mäuse und injizierte das Gel in die Flanken der Mäuse, was keine hinreichende 

Begründung für die unterschiedlich erhobenen Ergebnisse darstellt. Des Weiteren beschreibt 

Passaniti, dass die angiogenetische Reaktion am Tag 1-2 beginnt, am Tag 3-4 ein Plateau 

erreicht und dieses bis zum achten Tag beibehalten würde. Montrucchio stellte am Tag 6 die 

höchste Gefäßintensität fest. Die Unterschiede im zeitlichen Verlauf der Gefäßeinsprossung in 

das Matrigel sind somit wahrscheinlich auf Unterschiede in der Konzentration von 

Wachstumsfaktoren im Gel und Unterschiede zwischen verschiedenen Mausstämmen bedingt. 

Diese Erklärung erscheint deshalb am wahrscheinlichsten, da in einem Wachstumsfaktor 

depletierten Gel ein deutlich niedrigeres Blutvolumen als in einem nicht wachstumsfaktor 

depletierten Gel gefunden wurde. Jedoch kam es auch in dieser Gelart zu einer geringfügigen 

Gefäßeinsprossung. Dieses ist möglicherweise durch entzündliche Reaktionen bedingt. 

Dormond et al., 2001, benutzte auch Wachstumsfaktor depletiertes Gel und beschreibt keine 

Gefäßeinsprießung 5 Tage nach Implantation. Von dieser Arbeitsgruppe wurden jedoch 

immunsupprimierte nu/nu Swiss Mäuse untersucht und die Gele bereits 5 Tage nach 

Implantation untersucht. Unter dem Lichtmikroskop konnten besonders bei den balb cJ aber 

auch bei den Black 6 Mäusen Immunzellen entdeckt werden, die um das Gel herum 

anzutreffen waren. Diese entzündliche Reaktion könnte für die Gefäßantwort mit 

verantwortlich sein. Dormond verwendete wie in dieser Arbeit zur Angiogenesehemmung  
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NS 398 und fand wie in dieser Arbeit eine Inhibition der durch bFGF angeregten 

Gefäßeinsprießung.  

 

Williams et al., 2000, beschreibt, dass das Tumorwachstum von LLC-Tumoren gesenkt wird, 

wenn man diese mit einem selektiven COX-2-Hemmer behandeln würde. Die 

Vaskularisierung würde um 30% geringer ausfallen, als bei unbehandelten Geschwüren, 

jedoch trete dieses Phänomen nicht bei der Behandlung mit einem selektiven-COX-1-

Hemmer und nur im geringeren Maß bei einem unspezifischen COX-Hemmer auf. Viele 

weitere Arbeitsgruppen beschreiben den antiangiogenetischen Effekt dieser Stoffgruppe 

(Masferrer et al., 1999; Douglas et al., 2002; Jaime et al. ,1999). In den hier durchgeführten 

Versuchen konnte festgestellt werden, dass die Gefäßdichte bei mit COX-2-Hemmern 

therapierten Mäusen in etwa vergleichbar mit den Matrigelen ohne bFGF ist. Das spiegelt sich 

sowohl in der Gammakameraaufnahme, in dem Gammacounter, in der Hb-Bestimmung als 

auch in der Immunhistologie wieder. Daraus kann man schließen, dass der selektive COX-2-

Hemmer die Angiogenetische-Wirkung des bFGFs unterdrückt.  

 

Bestimmung der Gefäßdichte 

Zur Bestimmung der Gefäßdichte wurden verschiedene Ansätze verwendet. Passaniti benutzte 

zur Evaluierung der Gefäßmenge auch eine Hb-Bestimmung mit dem Drabkin-Kitt, wobei er 

auf vergleichbare Werte wie in dieser Studie kommt. Das Problem der Aufbereitung der Gele 

stellt die Homogenisierung da. Eine zu starke Trübung der Flüssigkeit verfälscht die Werte, 

da die Ergebnisse einer photometrischen Bestimmung zugrunde liegen. Die anderen 

Arbeitsgruppen (Dormond et al., 2001; Montrucchio et al., 1994; Passaniti et al., 1992; Jerry 

et al., 2001) haben histologische oder biochemische Nachweismethoden angewandt, wie 

Blutgefäßzählung durch Antikörperdarstellung gegen den van-Willebrand-Faktor oder gegen 

den VEGF-Rezeptor und haben keine in-vivo Blutvolumenbestimmung durchgeführt. Die 

histologische Aufarbeitung der Tumore oder Gele ist die am häufigsten verwendete Methode, 

um den intratumoralen Blutgefäßgehalt zu evaluieren (Wieder et al., 1992; Vermeulen et al., 

1996). Studien konnten eine direkte Korrelation zwischen Gefäßgehalt und 

Patientenmortalität aufzeigen (Weidner et al., 1991; Hillen et al., 1997; Borre et al., 1998; 

Straume et al., 1999; Sun et al,. 1999). Das Problem der Objektivität ist hierbei jedoch nicht 

von der Hand zu weisen, mehrere unabhängige Untersucher sind notwendig und häufig 

kommt es zu einer großen Varianz in den Ergebnissen. Die so genannten hot spots werden 

verschieden festgelegt und somit ist ein direkter Vergleich zwischen den einzelnen 
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Untersuchungsergebnissen häufig nicht möglich (Wild et al., 2000). Somit verwundert es 

nicht, dass es wiederum Studien gibt, die keine Korrelation zwischen dem Gefäßgehalt des 

Tumors und dem Patientenüberleben feststellen konnten (MacLennan and Bostwick 1995; 

Hawke et al., 1998; Hirakawa et al., 1999; Kawauchi et al., 1999; Obermair et al., 1999). Um 

eine größere Objektivität zu erlangen, wurde eine computergesteuerte Determination der 

Gefäße erstellt (Kirchner et al., 1996; Parson-Wingerter et al., 1998; Wild et al., 2000). 

Hierbei ist jedoch zum einen das Problem aufgetreten, dass ellipsoide Gefäße nicht als Gefäße 

identifiziert wurden, andere Gefäße unberücksichtigt blieben, da sie eine große Heterogenität 

der Endothelzellmarker aufgewiesen haben (Maniotis et al., 1999). Man müsste somit, um 

eine exakte Bestimmung der Gefäßmenge zu bekommen, verschiedenste Endothelzellmarker 

verwenden. Zum anderen wurde gezeigt, dass die höchste Fehlerquelle nicht in der Deutung 

des Betrachters, sondern in der großen Heterogenität der Tumore liegt und somit in den 

verschiedenen Schichten eine große Varianz der Gefäßintensität anzutreffen sei (Marson et 

al., 1999). Man müsste zahlreiche Schichten des Tumors untersuchen, um auf  repräsentative 

Werte zu kommen. Für die Therapiekontrolle liegt eine weitere Problematik dieser Methoden 

darin, dass die Tumore immer aus dem Organismus entfernt werden müssen und man somit 

nicht im lebenden Organismus auf die Gefäßdichte schließen kann. Für die Fragestellung, ob 

eine Antiangiogenesetherapie effektiv ist, ist diese Art von Untersuchung deshalb nur 

eingeschränkt einsetzbar. 

 

Andere Techniken zur Bestimmung der Effektivität einer Antiangiogenesetherapie 

Lee et al., 2000, maß den intratumoralen Blutfluss von Endometriumkarzinomen mit einer 

Dopplersonographie-Methode. Er verglich den kleinsten Resistanzindex mit dem VEGF-

Gehalt und den histologischen Blutgehalt der Tumore und findet eine Korrelation zwischen 

Dopplersonographiebefund, VEGF und Blutgefäßmenge. Anders Emoto et al., 1997, der den 

Dopplersonographiebefund von Ovarialkarzinomen mit der Gefäßgehaltmenge in-vitro 

verglich und keine Korrelation aufzeigen kann. 

 So kommt man zu dem Schluss, dass dieser diagnostische Ansatz zwar eine präoperative 

Aussage erlaubt, diese wohl aber von der Art des Tumors abhängt und somit nicht als 

generelle Methode anwendbar ist. Weitere Studien beschäftigten sich mit dem Thema, den 

Blutgehalt des Tumors aufzuzeigen. In den meisten Untersuchungen wurden in der 

Magnetresonanztomographie (MRT) verschiedene Kontrast-Mittel verabreicht und 

mikrovaskuläre Parameter im Laufe des first pass oder im Laufe des steady state (Brasch et 

al., 1997; Taylor et al., 1999; Dennie et al., 1998) bestimmt. Die funktionelle vaskuläre 



 40

Volumenfraktion des Tumors ist heute ein anerkannter Marker der Angiogenese (Jain et al., 

1997; Jain et al., 1988). Wessleder et al., 2000, untersuchte verschiedene Verbindungen, um 

das ideale Kontrastmittel mit dem idealen Molekulargewicht für die Bestimmung des 

intratumoralen Blutvolumens herauszufinden. Nach diesen Ergebnissen soll das 

Kontrastmittel ein Molekulargewicht von mehr als 120 kD aufweisen. Kleinere Substanzen 

würden das Gefäßbett zu rasch verlassen, sodass falsche Werte für die vaskuläre 

Volumenfraktion des Tumors gemessen werden würden. Auch Lewin et al., 1999, fanden, 

dass mit dem niedermolekularen Kontrastmittel Gadolinium DTPA das Blutvolumen 

inkorrekt bestimmt wird. Dieses Kontrastmittel tritt, insbesondere bei malignen Tumoren, 

sehr rasch in den Extravaskularraum über. Somit lässt sich anhand der 

Kontrastmittelaufnahme nur schwer zwischen erhöhtem intratumoralen Blutvolumen und 

erhöhter Gefaßpermeabilität differenzieren. (Dennie et al., 1998).  

Kim et al., 2002, prüfte die Blutvolumenfraktionsmessungen in der MRT und stellte fest, dass 

die physiologischen Parameter des vaskulären Wasseraustausches und des Blutflusses die 

Messungen der Blutvolumenfraktion im Tumor beeinflussen können und dass viele Studien 

diesen Effekt nicht berücksichtigt haben. Die Arbeitsgruppe postuliert, dass die genauesten 

Messungen mit Fluß-insensitiven Sequenzen in Kombination mit Pulssequenzparametern zu 

erreichen wären. Somit wird deutlich, dass die Evaluierung der Blutvolumenfraktion im 

Tumor mit Hilfe der MRT komplex ist und dass viele Faktoren das Messergebnis beeinflussen 

können. Der Vorteil der Erythrozytenmarkierung zur Blutvolumenbestimmung liegt auf der 

Hand, da diese den Intravasalraum nicht verlassen und somit, wie in dieser Arbeit gezeigt,  

zuverlässig das relative Blutvolumen eines Gewebes bestimmt werden kann. 

Eine interessante Methode, die Angiogenese darzustellen, verwendete die Arbeitsgruppe um 

Klement. Sie führte eine FITC-Dextran-Fluoreszenzmarkierung durch, um so auf die 

Durchblutung des Tumors zu schließen. Dextran ist jedoch auch perivaskulär anzutreffen, da 

es bei Änderungen der Permeabilität den Intravasalraum verlässt und es so zu 

Ungenauigkeiten der Meßmethode kommen kann. Um diesen Fehler einzudämmen, könnte 

man eine Doppel-Fluoreszenz-Technik anwenden. Diese Technik verbindet den in-vivo-

Marker Rhodamine 6G, der mit grünem Licht die Mitochondrien der Leukozyten und 

Thrombozyten anfärbt und den Farbstoff FITC-Dextran, der mit blauem Licht verbunden 

wird, um Plasma zu markieren. Beide fluoreszierende Stoffe können, bei Verwendung von 

umschaltbaren Filtern, zusammen benutzt werden. Diese Doppel-Fluoreszenz-Technik erlaubt 

gleichermaßen die Beobachtung von Gefäßdurchmesser und Blutfluss in ein und demselben 

Gefäßsegment. Diese in-vivo-Fluoreszenzmikroskopie ist jedoch eine sehr aufwendige 
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Untersuchungsmethode und kann vor allem nur bei oberflächlich gelegenen Tumoren 

eingesetzt werden.  

Im Gegensatz dazu, ist die in dieser Arbeit verwendete Methode der Markierung von 

Erythrozyten mit Technetium 99m ein weltweit bei anderen Indikationen eingesetztes 

Verfahren. Der Blutgehalt der verschiedenen Gele und somit auch der antiangiogenetische 

Therapieerfolg konnte mit der genannten Technik in dieser Arbeit aufgezeigt werden. Die 

verwendete Messmethode ist schon lange etabliert, nahezu in jedem Krankenhaus 

durchführbar und kostengünstig (Yu et al., 1999; Raan et al., 1999; Hambye et al., 1997; 

Fischer et al., 1967; Orth et al., 2001). Die Markierung ist sehr stabil und auch nach längeren 

Wartezeiten durchzuführen. Da in dieser Darstellungsweise die Erythrozyten den Blutgehalt 

anzeigen sind keine Übertritte in den Extravasalraum zu befürchten, wie sie häufig bei MR-

Kontrastmittel mit der first pass Technik beschrieben wurden. Die Untersuchung hat für den 

Patienten kaum Nebenwirkungen und ist für das medizinische Personal einfach in der 

Handhabung. 

Ein weiteres nuklearmedizinisches Verfahren zur Blutvolumenbestimmung ist die Markierung 

von Erythrozyten mit 15O-Kohlenmonoxid und der Messung mit Hilfe der Positronen-

Emissions-Tomographie (PET). Dieses Verfahren ermöglicht eine Quantifizierung des 

Blutvolumens in Schnittbildern (Wilson et al., 1992). 15O-Kohlenmonoxid ist jedoch als 

kurzlebiges radioaktives Gas nur an wenigen PET-Zentren verfügbar.  

 

Limitationen dieser Arbeit 

Im Vergleich zum Herzen, Milz und den Nieren war das Blutvolumen innerhalb des Matrigels 

zu gering, um es bei Mäusen mit einer klinisch eingesetzten Gammakamera in-vivo zu 

bestimmen. Dies ist jedoch sicher durch die geringe Größe der implantierten Matrigele und 

die begrenzte Auflösung der eingesetzten Gammakamera bedingt. Weitere Untersuchungen 

müssen zeigen, ob bei Patienten Tumoren mit ausreichendem Kontrast dargestellt werden 

können, um verlässliche Messungen von Veränderungen des Blutvolumens unter Therapie mit 

Angiogeneseinhibitoren durchführen zu können.  
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5. Zusammenfassung 
 

Ziel: In dieser Arbeit wurde untersucht, ob szintigraphische Untersuchungen mit radioaktiv 

markierten autologen Erythrozyten dazu eingesetzt werden können, die Gefäßneubildung im 

Rahmen der Angiogenese darzustellen und den Effekt einer antiangiogenetischen Therapie 

nachzuweisen.  

Methodik: Als Angiogenese Modell wurde die Gefäßeinsprossung in subkutan bei Mäusen 

implantiertes Matrigel eingesetzt. Die Mauserythrozyten wurden mit Technetium99m-

Diethylenetriaminopentacetat (Tc99m-DTPA) in-vivo markiert. Die Aktivitätsmenge im  

Matrigel wurde 30 Minuten nach Injektion der radioaktiv markierten Erythrozyten mit Hilfe 

einer Gammakamera sowie eines Gammacounters bestimmt. Diese Messungen wurden mit 

der Haemoglobinkonzentration im Matrigel sowie der immunhistochemisch bestimmten 

Gefäßdichte korreliert. Es wurde auch der zeitliche Verlauf der Gefäßeinsprossung in das 

Matrigel sowie der Einfluss des Angiogenese stimulierenden Wachstumsfaktor "basic 

fibroblast growth factor" (bFGF) bestimmt. Des Weiteren wurde die Darstellbarkeit des 

antiangionetischen Effekts eines Cyclooxigenase Typ 2 (COX-2) Inhibitors untersucht. 

Hierzu wurde den Mäusen mit Wachstumsfaktor versetztes Matrigel in Kombination mit dem 

selektiven COX-2-Inhibitor NS 398 injiziert. 

Ergebnisse: Zehn Tage nach Implantation des mit bFGF behandelten Matrigels zeigte sich 

sowohl in der Immunhistochemie als auch anhand der Haemoglobinbestimmung die 

maximale Gefäßeinsprossung. Die Haemoglobinkonzentration im bFGF behandelten Gel war 

zu diesem Zeitpunkt 0,286±0,062 g/dl gegenüber nur 0.044±0,021 g/dl ohne bFGF 

Behandlung (p<0,05). Die Aktivitätsmenge im Matrigel war eng mit der 

Haemoglobinkonzentration korreliert. Der Korrelationskoeffizient für die Korrelation 

zwischen der Haemoglobinkonzentration und der Aktivitätskonzentration war r2=0,94 für die 

Messungen mit dem Gammacounter und r2=0,86 für die Messung mit der Gammakamera. 

Durch Behandlung mit dem COX-2 Inhibitor NS 398 wurde die Haemoglobinkonzentration, 

im bFGF behandelten Matrigel signifiant reduziert (0.057±0,024 g/dl vs. 0,290±0,072 g/dl). 

Auch die Aktivitätskonzentration im Matrigel nahm signifikant von 2,83±0,33% ID/g auf 

0,87±0,12% ID/g ab.  

Schlussfolgerung: Diese Untersuchungen zeigen, dass mit radioaktiv markierten Erythrozyten 

der Einfluss von pro- und anti-angiogenetischen Faktoren auf die Gefäßneubildung dargestellt 

werden kann. Szintigraphische Untersuchungen mit radioaktiv markierten Erythrozyten sind 

kostengünstig und klinisch für andere Indikationen seit Jahren etabliert. Die Ergebnisse dieser 
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Arbeit sind deshalb viel versprechend für die Anwendung dieser Methodik für 

Untersuchungen der tumorinduzierten Angiogenese in klinischen Studien. 
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7. Anhang 
 
 

 
 
1. Immunhistologie, CD31-Färbung. Hier sieht man das Matrigel am Tag 5 ohne bFGF-
Zusatz. Man erkennt, dass nur im Randbereich einige Gefäße zu sehen sind.  
 
 

 
 
2. Immunhistologie CD31-Färbung. Auch im Matrigel mit bFGF-Zusatz sieht man am fünften 
Tag nur am Rand des Matrigels einige Gefäße. Es ist kein Unterschied zwischen mit bFGF 
versetztem und alleinigem Gel aufzuzeigen. 
 

 
 
3. Immunhistologie CD31-Färbung. Hier ist das Matrigel ohne bFGF-Zusatz am Tag 10 
abgebildet. Im Randbereich des Gels sieht man eine deutliche Gefäßantwort.  
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4. Immunhistologie CD31-Färbung. Hier ist das alleinige Matrigel am zehnten Tag im 
Gelzentrum dargestellt. Man erkennt, dass einige Gefäße auch bis in die Mitte des Gels 
vorgedrungen sind. Im Vergleich zu Tag 5 sieht man am zehnten Tag eine deutliche Zunahme 
der Gefäßantwort. 
 
 
 
 

 
 
 
5. Immunhistologie CD31-Färbung. Hier ist das Matrigel mit bFGF-Zusatz am Tag 10 
abgebildet. Auch hier sieht man eine Gefäßantwort im Randbereich, die sich in die Mitte des 
Gels fortsetzt. Man erkennt jedoch keinen Unterschied zwischen dem mit bFGF versetzten 
und dem alleinigen Gel. 
 
 

 
 
6. Immunhistologie CD31-Färbung. Hier ist das  alleinige Gel am Tag 15 dargestellt. Man 
erkennt in der Gelmitte Gefäße, die das Gel durchsetzen. 
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7. Immunhistologie CD31-Färbung. Hier ist das Matrigel mit bFGF-Zusatz am Tag 15 
abgebildet. Auch hier sieht man, dass einige Gefäße das Gel durchsetzt haben. Im Vergleich 
zum alleinigen Gel sieht man hier eine diskret verstärkte Gefäßantwort.  
 
 
 

 
 
8. Immunhistologie CD31-Färbung.  
 
 

 
 
9. Immunhistologie CD31-Färbung. In den Abbildungen 8 und 9 sieht man depletiertes 
Matrigel am Tag 10, welches mit bFGF versetzt wurde. In beiden Darstellungen sieht man 
eine starke Gefäßantwort, welche das gesamte Gel durchsetzt. Im Vergleich zur Matrigel-
Matrix ist in dem depletierten Gel eine deutliche Zunahme der Gefäßmenge zu beobachten. 
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10. Immunhistologie CD31-Färbung.  
 
 

 
 
11. Immunhistologie CD31-Färbung. In den Abbildungen 10 und 11 ist jeweils das depletierte 
Matrigel am Tag 10, welches mit bFGF und einem selektiven COX-2-Hemmer (NS 398) 
versetzt wurde, dargestellt. In der Abbildung 10 erkennt man den Randbereich des Gels. Nur 
eine diskrete Anzahl von Gefäßen ist erkennbar. In der Abbildung 11 ist das Gelzentrum 
dargestellt; auch hier sieht man nur vereinzelt eine Gefäßantwort. Wenn man nun die mit 
bFGF versetzten mit denen mit zusätzlich NS 398 versetzten Gelen vergleicht, sieht man eine 
deutliche Reduzierung der Gefäßantwort. 
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12. Hier sieht man die Mäuse unter der Gammakamera. Die Erythrozyten wurden mit Tc99m 
markiert.  
 
 

 
 
13. Hier erkennt man die entnommenen Matrigele unter der Gammakamera. Die Erythrozyten 
wurden mit Tc99m

 markiert und die counts der einzelnen Gele in Bezug zu einem Standard 
gemessen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 68

8. Abkürzungsverzeichnis: 

 
aFGF      acidic Fibroblast Growth Factor 

Ang-1      Angiopoetin-1 

Ang-2      Angiopoetin-2 

bFGF      basic Fibroblast Growth Factor 

CD31                                                            endothelspezifisches Oberflächenantigen 

COX-1      Cyclooxigenase-1 

COX-2      Cyclooxigenase-2 

FGF 1                             acidic Fibroblast Growth Factor 

FGF 2      basic Fibroblast Growth Factor 

FGFR      Fibroblast Growth Factor Rezeptor 

h      Stunde 

Hb      Hämoglbin 

HGF      Hepatozyten Wachstumsfaktor 

HWZ      Halbwertszeit 

IL      Interleukin 

IFN-α      Interferon α 

i.v.      intra venös 

Kev      Kiloelektronenvolt 

MMP      Matrix-Metalloproteinase 

MRT      Magnetresonanztomographie 

Mo      Molybdän 

NSAR      Nichtsteroidale Antirheumatika 

PBS      Phosphat Buffered Salin (Phosphatpuffer) 

PET      Positronenemmissionstomographie 

PF 4      Plättchenfaktor 4 

PIGF      Plazenta Wachstumsfaktor 

Ru      Ruthenium 

Tc99m      Technetium 99m 

TGF-β      Transformierender Wachstumsfaktor-β 

TNF-α      Tumornekrose Fakor α 

TPS      Thrombospondin 

VEGF      Gefäßendothel Wachstumsfaktor 
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