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Verwendete Abkiirzungen

Verwendete Abkiirzungen

®F-FDG ®F_Flourdesoxyglukose

BLI Biolumineszenz Imaging
CCD-Kamera charge-coupled-device-Kamera
cm Zentimeter

CT Computertomographie

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

g Gramm

FKS Fetales Kélberserum

HCL Salzsdure

HSC Human Signetringcell Carcinoma
L.p. intraperitoneal

keV Kiloelektronenvolt

MBq Megabequerel

mm Millimeter

MRT Magnetresonanztomographie
min Minute

PBS Phosphatpuffer

PET Positronenemissionstomographie
sec Sekunde

U/min Umdrehungen pro Minute



1. Einleitung

1. Einleitung

Tumorerkrankungen stellen nach Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems die
zweithdufigste Todesursache in Deutschland dar. Im Jahre 2006 traten alleine in
Europa 3,2 Millionen neue Fille von Krebserkrankungen auf und 1,7 Millionen
Menschen verstarben als Folge ihrer Krebserkrankung (Ferlay et al., 2007). Nach
Lungenkrebs, Brustkrebs und den kolorektalen Karzinomen stellt das Magenkarzinom
mit 900.000 Neuerkrankungen pro Jahr weltweit die vierthdufigste Tumorerkrankung
dar. Mit 700.000 Krebstoten jahrlich belegt das Magenkarzinom sogar Rang zwei in
der Mortalitétsstatistik (Parkin et al., 2005).

Seit dem Anfang der siebziger Jahre hat sich die Inzidenz des Magenkarzinoms in
Deutschland ebenso wie in anderen Industrienationen in etwa halbiert. Trotzdem
erkranken in Deutschland jahrlich circa 19.400 Menschen an einem Magenkarzinom,
davon 11.200 Ménner und 8200 Frauen. Mit diesen Zahlen stellt das Magenkarzinom
in Deutschland die filinfthdufigste Tumorerkrankung bei den Minnern und die
sechshiufigste bei den Frauen dar. Trotz riicklaufiger Neuerkrankungsraten gehort das
Magenkarzinom immer noch zu den héufigsten tumorbedingten Todesursachen. Die
derzeitige relative 5-Jahres-Uberlebensrate in Deutschland ist weiterhin schlecht und
betrigt bei Médnnern 27 %, bei Frauen 29 % (RKI, 2006).

Voraussetzungen fiir eine gute Prognose bei allen Tumorerkrankungen sind das friihe
Erkennen der Erkrankung sowie eine effektive Therapie. Beim Magenkarzinom sind
diese beiden Vorraussetzungen nur ungeniigend gegeben und fiir die schlechte
Prognose verantwortlich. Bei etwa der Hilfte aller Patienten befindet sich der Tumor
bei Diagnosestellung aufgrund von sehr uncharakteristischen Frithsymptomen bereits
in fortgeschrittenen Stadien, d.h. der Tumor hat bereits benachbarte Gewebe infiltriert
und ein kurativer Therapieansatz ist nicht mehr mdoglich. Erschwerend kommt hinzu,
dass sogar in friihen Stadien bereits eine lymphogene und hdmatogene Streuung
vorliegt (Lordick et al., 2005). Heutzutage werden Magenkarzinome durch Stadien
angepasste Therapieansidtze wie neoadjuvante Chemotherapie oder postoperative
Radiochemotherapie behandelt (Sendler et al., 2003).

Im Vergleich zu Brustkrebs oder den kolorektalen Karzinomen konnte {iber die letzten
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Jahrzehnte trotz zahlreicher Studien jedoch noch kein durchschlagendes adjuvantes
Therapiekonzept fiir die optimale Behandlung des Magenkarzinoms gefunden werden
(Lim et al., 2005). Selbst bei kurativem Therapieansatz und nach erfolgreicher Ro-
Resektion beobachtet man haufig das Auftreten von Lokalrezidiven (Lim et al., 2005).
Laut Bennet et al. (2005) betrdgt das Rezidivrisiko nach stadiengerechter Ro-Resektion
48%. D’Angelica et al. (2004) fanden bei 29% der wegen eines Rezidivs behandelten
Patienten eine Peritonealkarzinose. Nashimoto et al. (2007) stellten bei 32,5% der
wegen eines Rezidivs behandelter Patienten nach primér kurativer Ryp-Resektion eine
Peritonealkarzinose fest. Siewert et al. (2006) ermittelten nach Ry-Resektion und
neoadjuvanter Chemotherapie ein Rezidiv mit Peritonealkarzinose bei 34% der
Patienten.

Die Peritonealkarzinose stellt eine besonders schwerwiegende Form des Rezidivs dar.
Aus ihr folgt eine erhebliche Verschlechterung der Uberlebenswahrscheinlichkeit eines
Patienten. Sadeghi et al. (2000) fanden eine mittlere Uberlebensrate von 3,1 Monaten
bei Patienten mit durch Magenkarzinom bedingter Peritonealkarzinose. Eine manifeste
Peritonealkarzinose ist chirurgisch nicht mehr behandelbar. Somit besitzt das
Verhindern einer Peritonealkarzinose hdchste Prioritdt. Hierzu existieren mehrere
verschiedene Therapieansidtze. Neben konventionellen Ansidtzen wie Chemotherapie
und Radiotherapie stellen Immuntherapien eine vielversprechende Therapieoption der
Zukunft dar. So konnen laut Heiss et al. (2005) Patienten mit einer Peritonealkarzinose
und/oder malignem Aszites von einer Immuntherapie mit trifunktionalen Antikorpern
profitieren. Die therapeutische Effizienz von Immuntherapien kann durch die
Koppelung von Radionukliden an monoklonale Antikdrper noch erhoht werden
(Couturnier et al., 2005).

Viele dieser Therapieansitze sind jedoch nur im Frithstadium der peritonealen
Metastasierung wirksam und erfordern die Diagnosestellung zu einem mdoglichst
frithen Zeitpunkt. Die Bildgebung und damit das Auffinden einer Peritonealkarzinose
gestaltet sich jedoch als duBlert schwierig. Herkdmmliche bildgebende Verfahren wie
die Computertomographie, die Magnetresonanztomographie oder der Ultraschall

werden bei der Diagnostik eingesetzt, jedoch nur mit méBigem Erfolg. Die
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Computertomographie, die aktuell den Goldstandard fiir die praoperative Diagnose der
Peritonealkarzinose darstellt, besitzt je nach Studie eine diagnostische Sensitivitét
zwischen 17% und 91% (Suzuki et al., 2004). Sie erweist sich als abhingig von
Faktoren wie GroBle, Lokalisation und Morphologie des Tumors sowie dem
Vorhandensein von intraabdominellem Fett. Vor allem beim Vorliegen von Metastasen
im Bereich von wenigen Millimetern stoft die Bildgebung an ihre Grenzen. So lag die
von De Bree et al. (2004) ermittelte Sensitivitit bei der Detektion einer
Peritonealkarzinose mit Hilfe der Computertomographie fiir Tumorknoten <lcm nur
bei 9,1% bzw. 24,3%.

Die Positronenemissionstomographie stellt im Gegensatz zu den morphologischen
bildgebenden Verfahren wie MRT und CT ein funktionelles Verfahren dar. Das
Glukose-Analogon ISF-FDG, das als Tracer bei PET-Aufnahmen verwendet wird,
reichert sich in Tumorzellen an und erméglicht so deren Detektion. '*F-FDG wird bei
einer Vielzahl von Tumorerkrankungen eingesetzt und dient zum Staging und
Restaging der Erkrankung, zur Therapieplanung sowie zur Erfassung eines frithen
Therapieerfolges (Oriuchi et al., 2006). So konnte in mehreren Studien der zusétzliche
Nutzen von '‘F-FDG-PET-Aufnahmen auch in Hinblick auf die Detektion einer
Peritonealkarzinose ermittelt werden (Turlakow et al., 2003, Tanaka et al., 2002).
Drieskens et al. (2003) ermittelten eine klar hohere Spezifitit des '*F-FDG-PET
gegeniiber dem CT vor allem bei Patienten mit Rezidiven.

Biolumineszenz Imaging ist ein nicht-invasives bildgebendes Verfahren, das innerhalb
der letzten Dekade entwickelt wurde und im Tierversuch bereits in vielen Studien zum
Einsatz kommt (Sadikot et al., 2005). Das Verfahren basiert auf der Detektion von
Lichtemissionen, die von Zellen, die zuvor mit dem Gen fiir Luciferase transfiziert
wurden, nach der Zugabe des Substrats Luciferin produziert werden. Die
Lichtemissionen werden mit einer CCD-Kamera sichtbar gemacht. Mit Hilfe dieser
Methode gelingt es, die Ausbildung und Entwicklung von Tumorwachstum nicht-
invasiv zu verfolgen. Vor allem in experimentellen Longitudinalstudien kann die
Entwicklung einer Erkrankung visualisiert werden, ohne die Tiere zu bestimmten

Zeitpunkten zu obduzieren. Ebenso kann der Erfolg von neuartigen Therapiekonzepten
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mit dieser schnellen und kostenglinstigen Methode sehr anschaulich dargestellt werden
(Saur et al., 2005, Jenkins et al., 2003). So konnten Buchhorn et al. (2007) mit Hilfe
des Biolumineszenz Imaging die therapeutische Wirksamkeit eines an einen
monoklonalen Antikorper gekoppelten a-Emitters bei Peritonealkarzinose zeigen.

Aufgrund dieser Tatsachen wird es offensichtlich, dass die
Positronenemissionstomographie und das Biolumineszenz Imaging vielversprechende

Verfahren bei der Detektion einer Peritonealkarzinose im frithen Stadium darstellen.



2. Zielsetzung

2. Zielsetzung:

Ziel dieser Studie war die moglichst friihzeitige, nicht-invasive Darstellung der
Peritonealkarzinose im Mausmodell mittels Positronenemissionstomographie und
Biolumineszenz Imaging sowie der Vergleich der beiden Methoden in Hinblick auf
ihre Sensitivitit bei der Detektion von Lisionen in Abhingigkeit von ihrer Gréf3e und
Lokalisation.

Fir diese Studie wurden mit dem Gen fiir Firefly-Luciferase stabil transfizierte
Magenkarzinomzellen (HSC45-M2-luc) intraperitoneal injiziert und somit eine
Peritonealkarzinose erzeugt.

Es erfolgten Aufnahmen mit beiden bildgebenden Verfahren zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Tumorzellinokulation. Die erhaltenen Aufnahmen wurden von 3
unabhingigen Betrachtern mit den als Standard of Reference geltenden
Obduktionsergebnissen evaluiert.

So konnte die Sensitivitit beider Verfahren in Abhéngigkeit von Grofle und

Lokalisation der Tumorknoten ermittelt werden.

Im Rahmen dieser Studie wurden ebenfalls MRT-Aufnahmen durchgefiihrt und

beurteilt. Hierzu verweise ich auf die Doktorarbeit von Matthias Abenstein.
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3. Material und Methoden

3.1 Chemikalien und Medikamente
Augensalbe, Vidisic®
D-Luciferin (Na-Salz)

Dulbecco’s MEM

Ethanol 70%

Ether

FKS (fetales Kilberserum)
Genetecin 50 mg/ml

Ketavet (100 mg/ml Ketaminhydrochlorid)

NaCl-Losung, 0,9%

Penicillin/ Streptomycin

Rompun ( 2% Xylazinhydrochlorid)
Trypsin-EDTA

Fluor-18-Desoxyglucose

3.2 Gerite
Bildverstarker
CCD-Kamera (ORCALII, C4742-98)

Cell-Counter, CASY®

Dr. Mann Pharma, Berlin
Synchem, Kassel

C C Pro GmbH,
Neustadt Erlangen
Apotheke R. d. Isar
Chinosol, Seelze
Biochrom, Berlin

Gibco, U .K.

Pharmacia & Upjohn,

Erlangen

Delta-Phama, Pfullingen
Biochrom, Berlin

Bayer, Leverkusen

Biochrom, Berlin

Klinikum r. d. Isar

Hamamatsu, Herrsching
Hamamatsu, Herrsching

Schérfe, Reutlingen

10
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Darkbox, Typ 4, Model 2 Unit One Electronics,
Dénemark

Laminar-Flow-Arbeitsbank Heraeus, Osterode

Small Animal PET Scanner, MOSAIC Philips, Niederlande

3.3 Zelllinie

HSC45-M2  Zellen sind Magenkarzinomzellen vom  Siegelringtyp. Die
Karzinomzelllinie wurde 1993 aus Aszites und Pleuraerguss einer japanischen
Patientin, die an einem diffusem Magenkarzinom erkrankt war, isoliert und wird
seitdem in Kultur gehalten (Yanagihara et al., 1993). Die Zelllinie wurde
freundlicherweise von K. Yanagihara vom National Cancer Research Institute, Chuo-

ka, Tokyo fiir die Versuche zur Verfiigung gestellt.

3.3.1 Luciferase Transfizierung

Um mit den HSC45-M2 Zellen Biolumineszenz-Versuche durchfiihren zu konnen,
mussten diese zuvor stabil mit dem Gen fiir Firefly Luciferase transfiziert werden.
Dieses wurde freundlicherweise von D. Saur, II. Medizinische Klinik des Klinikums

rechts der Isar, Miinchen, {ibernommen.

3.3.1.1 Plasmid Konstruktion

Die kodierende Sequenz der Firefly Luciferase (fLuc) wurde durch Hind III und Xba I
Verdau aus pGL3-basic (Promega, Mannheim, Deutschland) herausgeschnitten. Es
wurden Blunt Enden erzeugt und die Sequenz wurde in die Blunt Xho I site des
Plasmids pcDNA3.1 (Invirtogen, Karlsruhe, Deutschland) ligiert. Die Integritdt der
geklonten Sequenz (pcDNA3.1-fluc) wurde durch automatisiertes DANN-

11
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Sequenzieren (GATC, Konstanz, Deutschland) mit Hilfe eines ABI Prism 377 DANN
Sequencer (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) bestatigt.

3.3.1.2 Stabile Transfizierung der HSC-Zellen

HSC45-M2 Zellen wurden unter Kontrolle des Zytomegalievirus Promoters stabil mit
dem Expressions Vektor pcDNA3.1-fluc transfiziert. Zu diesem Zweck wurden
konfluente Zellen mit 0,8 g pcDNA3.1-fluc, 20 ul Effectene und 6,4 ul Enhancer pro
Well entsprechend den Anweisungen des Herstellers (Qiagen, Hilden, Deutschland) in
6-Well-Platten inkubiert. HSC45-M2 Zellklone mit stabiler Fluc Expression wurden
durch Behandlung mit 800 ul/ml Geneticin selektiert.

Die Luciferase tranfizierten HSC45-M2 Zellen emittieren nach Zugabe von Luciferin
(Abb.1) und unter Verbrauch von Sauerstoff und ATP, Licht mit einer Wellenldnge

von 562 nm nach der Formel:

Luciferin + ATP + O, M_g2+> Oxyluciferin + AMP + PP;+ CO,+ Licht

OH

Abb. 1

HO

Strukturformel von D-Luciferin. Die molekulare Formel lautet C;;HsN>O3S,. Das
molekulare Gewicht betrdgt 280.325 g/mol

12
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3.3.2 Kultivierung der Zellen

Die HSC45-M2 Zellen wurden in Zellkulturflaschen (175 cm?), gefiillt mit 500 ml
Dulbeccos Modified Eagle Medium (D-MEM, 4,5 g/l Glucose), 50 ml FKS (fetales
Kaélberserum), 5 ml Penicillin (91 LE.)/ Streptomycin (91 mg/ml) und Geneticin bei
37° C, 5% CO; und 100% Luftfeuchtigkeit geziichtet. Der pH-abhéngige Indikator im
Néhrmedium zeigt durch Farbumschlag von rot nach gelb eine Anreicherung saurer

Stoffwechselprodukte an.

Nach etwa 6 Tagen war der gesamte Boden der Zellkulturflasche mit Zellen besetzt
(entspricht ca. 1x10’ Zellen). Diese Zellen wurden je nach Bedarf auf zwei bis
maximal acht neue Zellkulturflaschen aufgesplittet. Dazu wurde das alte Nahrmedium
abgesaugt. Die Zellen wurden darauthin mit 5 ml PBS gespiilt, um sie von
abgestorbenen Zellen und Zellbruchstiicken zu reinigen. Zum Ablosen der Zellen
wurde pro Zellkulturflasche 7 ml PBS-EDTA zugegeben und fiir 10 min im
Wiérmeschrank bei 37° C inkubiert. Wéihrend dieser Zeit wurden die neuen
Zellkulturflaschen vorbereitet und mit frischem Nadhrmedium, das zuvor auf 37° C
erwarmt wurde, gefiillt. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die noch haftenden
Zellen durch Beklopfen der Zellkulturflaschen vom Flaschenboden geldst,
anschliefend in sterile Zentrifugenrohrchen {iberfiihrt und fiir drei Minuten bei 1200
U/min zentrifugiert (Megafuge 1.0 Haereus). AnschlieBend wurde der PBS-EDTA
Uberstand abgesaugt, die Zellen mit Nihrmedium resuspendiert und auf die
vorbereiteten frischen Zellkulturflaschen verteilt. Zeigte das Nahrmedium schon vor
der normalen Passagezeit von etwa sechs Tagen durch den Farbumschlag von rot nach
gelb eine Anreicherung saurer Metabolite an, wurden die Zellen bereits zu einem
friiherem Zeitpunkt gesplittet oder das alte Medium wurde abgesaugt und durch

frisches ersetzt.

Wenn die Zellen Versuchstieren injiziert werden sollten, wurden sie anstatt mit dem
iiblichen Ndhrmedium mit reinem, FKS - freien D-MEM resuspendiert. Die fiir die in-

vivo Versuche bendtigte Bestimmung der Zellzahl wurde mit einem Zellzdhlgerét

13
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(CASY1, Schirfe Systems) durchgefiihrt. Daflir wurden die Zellsuspensionen auf
Werte zwischen 1:2000 und 1:5000 verdiinnt.

Alle Arbeiten an den Zellen wurden unter moglichst sterilen Bedingungen unter einer

LaminAir HN 2472 flow bank (Haereus) durchgefiihrt.

3.4 Versuchstiere und Tierhaltung

Fiir die Tierexperimente wurden weibliche NMRI Nacktméuse verwendet. Die Méuse
wurden aus pathogenfreier Zucht (Charles River, Frankreich) bezogen und besallen
beim Eintreffen ein Alter zwischen 5 und 7 Wochen. Die Versuche mit den Tieren

begannen frithestens zwei Wochen nach Einstallung der Tiere.

Die Nacktmduse zeichnen sich durch Thymushypoplasie und konsequenter
Immundefizienz aus. Dabei ist die humorale Immunitit reduziert und die zellulédre
Immunitét fehlt nahezu vollig. Aus diesem Grund sind diese Mause kaum in der Lage,
humane Tumore abzustofen und eigenen sich deshalb besonders gut zur erfolgreichen
Etablierung eines Tumormodells. Ein weiterer Vorteil der Nacktmiuse fiir unsere
Studie war, dass diese sich gegeniiber Fellmdusen wesentlich besser fiir
Biolumineszenz-Aufnahmen eignen. Bei Fellmdusen kommt es durch die Behaarung
zu einer starken Reduktion des Biolumineszenz—Signals, so dass diese vor den

Biolumineszenz-Aufnahmen rasiert werden miissen.

Die Maiuse wurden in Kifigen zu je 3-6 Tieren gehalten, in einem auf 26°C
temperierten Tierstall mit speziellem Lichtprogramm sowie 50-60% Luftfeuchtigkeit.
Als Futter wurde Madusestandardfutter Altromin 1314 verwendet, zum Trinken

erhielten die Méuse Leitungswasser nach Belieben.

Um eine Infektion der Méause zu vermeiden, wurde der Stall mit Einmalkitteln, -
handschuhen, -mundschutz, -fiiflingen und -OP-Hauben betreten. Alle Arbeitsflachen
wurden vor und nach Benutzung mit Ethanol desinfiziert. Die Kifige wurden im Mittel

alle 4 Tage ausgetauscht und gereinigt. Die Haltung der Tiere erfolgte nach Richtlinien

14
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des Tierschutzgesetzes. Die Versuche wurden mit der Genehmigung der Regierung

von Oberbayern Nr. AZ 2531-35/2006 und AZ 2531-52/2007 durchgefiihrt.

3.5 Tumormodell

Das Tiermodell sollte der klinischen Problemstellung der peritonealen
Tumorzelldissemination moglichst nahe kommen. Weiter sollte es gewéhrleisten, dass
sich eine Vielzahl von Lésionen unterschiedlicher Gréfe und Lokalisation in den
Maiusen entwickeln konne, um eine moglichst aussagekriftige Beurteilung der

bildgebenden Verfahren bzgl. ihrer Sensitivitét bei der Detektion zu ermdglichen.

3.5.1 Tumorzellinjektion

In Vorstudien hatte sich gezeigt, dass die intraperitoneale Injektion von 1x10” HSC45-
M2 Zellen bereits nach einigen Tagen zu teils ausgedehntem Tumor-Befall in
verschiedenen Bereichen der Bauchhohle fiihrte. Ausgehend von diesen Erkenntnissen

wurde diese Zellzahl fiir dieses Tumormodell iibernommen.

Die dafiir benétigten Zellen wurden aus mehreren Zellkulturflaschen abgeldst. Durch
dreimaliges Zentrifugieren der Zellen in FKS-freiem Medium wurden Zellbruchstiicke
und Reste von EDTA und FKS entfernt. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Zellzdhlers
(CASY, Schirfe Systems) gezdhlt und auf die jeweils zu injizierende Zellzahl
verdiinnt. Die Injektion erfolgte in reinem Zellkulturmedium (D-MEN), ohne weitere

Zuséatze.

Ziel der Injektion war es, eine moglichst homogene Verteilung der Zellen im
Bauchraum zu erreichen. Die Zellen wurden in 0,5 ml reinem Medium langsam in die
Peritonealhohle injiziert. Der Einstich erfolgte dabei auf der Linea alba, kaudal des
Nabels in einem Winkel zwischen 30° und 45°, um die Leber und andere Bauchorgane
nicht zu verletzen. Auf diese Art wurden 16 Nacktmiusen je 1x10” HSC45-M2 Zellen

intraperitoneal appliziert.

15
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3.5.2 Versuchsaufbau

Ziel der Studie war die Darstellung der Peritonealkarzinose mittels PET und
Biolumineszenz Imaging, sowie die Beurteilung der einzelnen Verfahren beziiglich
threr Sensitivitdt der Detektion von Tumorknoten, abhingig von deren Grofle und
Lokalisation. Als Standard of Reference fiir die Beurteilung wurde das

Obduktionsergebnis herangezogen.

Um eine Beurteilung dieser Fragestellung zu ermoglichen, musste das Tumormodell
gewihrleisten, dass sich moglichst viele, unterschiedlich grof3e und an verschiedenen
Lokalisationen befindliche Tumorzellabsiedelungen ausbilden konnten. Das wurde
durch die applizierte Zellzahl, durch die Injektionsweise sowie durch die Bildgebung

zu verschiedenen Zeitpunkten der Tumorgenese sichergestellt.

Die Zeitpunkte der Aufnahmen und der Sektion mussten so gewdhlt werden, dass
sowohl ein ausreichendes Wachstum der Tumore gewdhrleistet war als auch ein
moglichst enger zeitlicher Abstand zwischen Aufnahmen und Sektion eingehalten

werden konnte, um eine objektive Beurteilung der bildgebenden Verfahren zuzulassen.

Ausgehend von diesen Bedingungen wurden 16 Méuse in zwei Gruppen mit jeweils 8
Tieren aufgeteilt. Bei der ersten Gruppe erfolgten die Aufnahmen mit BLI und PET am
Tag 3 nach Tumorzellinokulation, die MRT Aufnahmen (siehe Doktorarbeit von
Matthias Abenstein) und die anschlieBend folgende Obduktion wurden am Tag 4
durchgefiihrt. Die Aufteilung der Aufnahmen auf zwei Tage verhinderte eine
moglicherweise zu hohe Belastung der Mdause durch die Narkose. Durch diesen
zeitlichen Versuchsaufbau war gewihrleistet, dass die als Standard of Reference
gewdhlte Obduktion in engstmoglichem zeitlichen Zusammenhang zur Bildgebung
stand, um eine objektive Beurteilung zu ermdglichen. Bei der zweiten Gruppe erfolgte
die Bildgebung an Tag 6 und 7 nach Tumorzellinokulation, die Obduktion fand
ebenfalls anschlieBend an die letzte Bildgebung statt. Durch diesen Versuchsaufbau
war garantiert, dass wir eine gro3e Anzahl an Tumorldsionen erhielten, die sich sowohl

in ihrer GroBe als auch in ihrer Lokalisation unterschieden.
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3.5.3 Anisthesie

Fiir die Aufnahmen mit den bildgebenden Verfahren Positronenemissionstomographie
und Biolumineszenz Imaging mussten die Méause narkotisiert werden. Hierzu wurde
ein Gemisch aus 8% Rompun® (2% Xylazinhydrochlorid), 10% Ketavet (100 mg/ml
Ketminhydrochlorid) und 82% physiologischer Kochsalzlosung verwendet. Pro
Narkose wurden bis zu 250 ul dieses Gemisches intraperitoneal injiziert. In
Einzelfillen mussten bei nachlassender Narkose kleine Mengen des Gemisches
nachgespritzt werden. Die Wirkung der Narkose trat nach einer bis drei Minuten ein
und hielt im Mittel fiir 25 Minuten an. Die Narkose war nicht antagonisierbar. Ein
rasches Auskiihlen der Nacktmiuse bei narkosebedingt reduziertem Stoffwechsel
wurde je nach bildgebendem Verfahren mit einer Warmekammer, einer Infrarotlampe
oder einem korperwarmen Warmekissen vermindert. Die Augensalbe Vidisic® wurde

zum Schutz der Augen vor Austrocknung wihrend der Narkose verwendet.

3.5.4 Totung

Die Totung der Tiere erfolgte nach Atemstillstand infolge der Betdubung mit CO;
durch Erdffnung des Brustkorbes und Durchtrennung der Aorta im Bereich des

Aortenbogens zum Entbluten der Organe.

Die Sektion erfolgte nach dem unter 3.6 beschriebenen Protokoll. Die toten Tiere

wurden ordnungsgemall und nach den Regeln des Strahlenschutzes entsorgt.

3.6 Obduktion als Standard of Reference

Um die bei der Bildgebung erhaltenden Ergebnisse beurteilen und bewerten zu
konnen, dienten die bei der Sektion der Méuse gefundenen Tumore als Standard of
Reference. Die Obduktion erfolgte bei beiden Gruppen jeweils unmittelbar nach dem

letzten bildgebenden Verfahren.
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3.6.1 Vorgehensweise bei der Obduktion

Die Méuse wurden wie unter 3.4.3 beschrieben getdtet. Nach der Durchtrennung der
Aorta und der daraus folgenden Entblutung der Organe wurde die Bauchdecke unter
vorsichtiger Priparation vom Peritoneum geldst. Die ventrale Seite des Peritoneums
wurde auf makroskopisch sichtbare Tumorinfiltration untersucht. AnschlieBend wurde
das Peritoneum durchtrennt und der gesamte Bauchraum nach Tumorldsionen
durchsucht. Ausgehend von der Leber wurden sidmtliche Organe des Bauchraums
freipripariert, mobilisiert und begutachtet. Jede makroskopisch sichtbare Tumorldsion

wurde dokumentiert, mit einer Digitalkamera festgehalten und vermessen.

3.6.2 Einteilung der Tumore nach Lokalisation und Grofe

Nach abgeschlossener Obduktion wurden die einzelnen Tumore entsprechend ihrer
GroBe in Gruppen eingeteilt. Als Bewertungskriterium wurde die maximale
Ausdehnung des Tumors in Millimeter herangezogen. Es entstanden 5 Gruppen:
Gruppe 1: Tumoren von 1 bis 2 mm, Gruppe 2: Tumoren von 2 bis 4 mm, Gruppe 3:
Tumoren von 4 bis 6 mm, Gruppe 4: Tumoren von 6 bis 8§ mm und Gruppe 5:

Tumoren > & mm.

Als weiteres Bewertungskriterium wurde das Volumen der Tumore entsprechend der

Formel Lange x Breite x Hohe x 0,5 berechnet.

AnschlieBend wurden die Tumore aller Mause organspezifischen Gruppen zugeordnet,
um den Vergleich in stark lageabhidngigen Verfahren, wie dem Biolumineszenz

Imaging zu ermdglichen.
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3.7 Biolumineszenz Imaging

Als erstes bildgebendes Verfahren wurde in dieser Studie das Biolumineszenz Imaging
beziiglich seiner Sensitivitit bei der Detektion von Tumorknoten im Bauchraum

beurteilt.

Biolumineszenz Imaging ist ein bildgebendes Verfahren, das auf der Detektion von
Lichtemissionen basiert und in der experimentellen Forschung immer grofere
Verwendung findet. Tumorzellen werden speziell mit dem Gen fiir Luciferase
transfiziert und konnen Versuchstieren inokuliert werden. Nach der Zugabe des
Substrates Luciferin produzieren selektiv diese transfizierten Zellen Lichtemissionen,
die mit Hilfe einer sehr sensitiven CCD-Kamera detektiert werden konnen. Somit
konnen zum Beispiel in Longitudinalstudien genaue Aussagen {iber die

Tumorentwicklung getroffen werden.

3.7.1 Versuchsaufbau und Vorbereitungen

Fiir die Biolumineszenz Aufnahmen wurde eine auf -70° C gekiihlte, digitale, schwarz-
weil CCD-Kamera (Hamamatsu ORCA 1I-ER) mit Bildverstdrker-Einheit
(Hamamatsu) verwendet. Diese hoch auflésende Kamera (1024 x 1024 Pixel) bietet
iiber das Spektrum von 350 nm bis 850 nm einen sehr hohen Quantenwirkungsgrad
von bis zu 72%, bei sehr geringem Hintergrundrauschen und ist damit fiir Firefly
Luciferase Bioluminszenz Imaging bestens geeignet. Die Kamera ist auf einer
Dunkelkammer angebracht, in die die zu untersuchenden Tiere auf einer zuvor
festgelegten Einschubhohe gelegt wurden. Die Dunkelkammer ist mit einer
verstellbaren Lichtquelle ausgestattet. Diese Anordnung ldsst Aufnahmen bei
gedimmten Licht zu. Die Kamera ermdglicht Aufnahmen mit verschiedenen
Belichtungszeiten, die je nach Versuch und Fragestellung variiert werden konnen. Bei
dem Bildverstdrker kann zwischen verschiedenen Verstiarkungsstufen (gain) gewéhlt
werden. Bei dieser Studie wurde fiir Aufnahmen mit gedimmten Licht eine

Verstarkung von 500, fiir Aufnahmen ohne externe Lichtquelle eine Verstiarkung von
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800 festgelegt. Zur Bildbearbeitung ist die Kamera mit einem Windows-(Microsoft)-
Rechner verbunden. Zur Bearbeitung und Auswertung der Aufnahmen wurde die

Simple PCI Software (Hamamatsu) verwendet.

Das fiir die Versuche benétigte D-Luciferin Natriumsalz (Synchem) wurde auf 15
mg/ml in sterilem Wasser gelost, filtersterilisiert, portioniert, eingefroren und bei -70°
C gelagert. Die je nach Versuch benotigte Menge wurde jeweils kurz vor dem Versuch
aufgetaut und auf Korpertemperatur erwarmt. Die aufgetaute D-Luciferin Lésung

wurde bis zur Verwendung lichtgeschiitzt gelagert.

3.7.2 Durchfiihrung der Aufnahmen

Um die Sensitivitit des Biolumineszenz Imaging bei der Detektion von Tumorknoten
beurteilen zu kénnen, wurden je nach Gruppe entweder an Tag 3 oder Tag 6 nach

Tumorzellinokulation Aufnahmen der Nacktmause durchgefiihrt.

Die Versuchstiere wurden dazu unter moglichst sterilen Bedingungen in den
Kameraraum gebracht. Fiir die Aufnahmen wurden die Méuse einzeln aus dem Kifig
entnommen. In eine Insulinspritze wurden 300 ul der D-Luciferin Lésung sowie 200
ul des Rompun-Ketamin-Gemisches aufgezogen und der Maus intraperitoneal injiziert.
Daraufhin wurde das Tier in eine Warmekammer gelegt um eine Auskiihlung wihrend
der Narkose zu verhindern. Neun Minuten nach Injektion wurde das Tier auf einem
Gelkissen gelagert und auf einer festgelegten Einschubhohe in festgelegter Position in
die Dunkelkammer gelegt. Zehn Minuten nach der Injektion des Narkose-Luciferin-
Gemisches wurde mit den Biolumineszenz Aufnahmen begonnen. Die Tiere wurden in
Riickenlage, sowie in rechter und linker Seitenlage aufgenommen. In jeder dieser
Positionen wurde zundchst eine Aufnahme bei gedimmtem Licht und mit einer

Belichtungszeit von 0,15 sec gemacht (Abb. 2).
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Abb. 2

Von links nach rechts: Photografische Aufnahmen einer Maus in linker und rechter

Seitenlage sowie in Riickenlage bei gedimmtem Licht und einer Belichtungszeit von
0,15 sec. Diese Aufnahmen dienten als Grundlage fiir die anschlieffende Uberlagerung

mit den eigentlichen Biolumineszenz Aufnahmen.
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Direkt im Anschluf3 an diese erste Aufnahme wurde das Licht in der Dunkelkammer
ausgeschaltet und Biolumineszenz Aufnahmen mit Belichtungszeiten von 2 sec und 10
sec durchgefiihrt. Bei diesen Aufnahmen wurde das Lichtsignal der transfizierten

Zellen detektiert.

Abbildung 3 zeigt eine Gegeniiberstellung von Biolumoineszenz-Aufnahmen einer
Maus in Riickenlage, linker und rechter Seitenlage mit Belichtungszeiten von 2 und 10
sec. Man erkennt die Lichtemissionen der transfizierten Tumorzellen als weille
Flecken unterschiedlich starker Intensitit. Die unterschiedliche Intensitét ist bedingt
durch die drei verschiedenen Positionen der Maus, sowie durch Ausdehnung und Lage
der Tumore. Die Aufnahmen in der oberen Reihe sind mit einer Beichtungszeit von 2
sec durchgefiihrt, die der unteren Reihe mit 10 sec. Der Unterschied ist deutlich
sichtbar. Mit der langeren Belichtungszeit war es mdglich, selbst kleine Tumorknoten
zu detektieren. Aus diesen Griinden wurde fiir diese Studie eine Belichtungszeit von

10 sec als Standard festgesetzt.
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Abb. 3

Oben: Bioluminenszenzaufnahmen einer Maus mit einer Belichtungszeit von 2 sec.

Von links nach rechts: Riickenlage, Seitenlage rechts und Seitenlage links

Unten: Bioluminenszenzaufnahmen derselben Maus mit einer Belichtungszeit von 10

sec. Von links nach rechts: Riickenlage, Seitenlage rechts und Seitenlage links.

Bei einer Belichtungszeit von 10 sec konnten selbst kleine Tumorzellabsiedlungen

nachgewiesen werden.

Nach Beendigung der Aufnahmen wurden die Tiere in die Wiarmekammer gelegt, bis
sie sich vollstindig von der Narkose erholt hatten. Danach wurden sie in ihren Kifig

gesetzt und nach Beendigung des Versuchs wieder in ihren Stall gebracht.
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3.7.3 Bildbearbeitung

Nach Beendigung der Aufnahmen wurden die erhaltenen Bilder bearbeitet. Die
Bearbeitung der Aufnahmen tragt wesentlich zur Veranschaulichung des Tumorbefalls

bei.

Zur Bearbeitung wurden mit Hilfe der Hamamatsu Simple PCI Software die bei
gedimmtem Licht aufgenommenen Bilder mit der zugehdrigen Biolumineszenz
Aufnahme {iberlagert, so dass das Biolumineszenz Signal exakt lokalisiert auf dem
Korper der Maus sichtbar ist. Dadurch kénnen unter Beriicksichtigung der Aufnahmen
in verschiedenen Positionen dieser Maus bereits Aussagen liber den Tumorbefall
getroffen werden. Um die Lichtintensitdt besser zu veranschaulichen und damit auch
Informationen {iiber die vertikale Tumordicke, beziehungsweise iiber die Tumordichte
erhalten zu kénnen, wurden die Bilder mit Hilfe der Hamamatsu Simple PCI Software
in Pseudocolors umgewandelt (Abb. 4). Bereiche mit sehr hoher Lichtintensitét, also
sehr vielen Tumorzellen, werden rot dargestellt, Bereiche mit hoher Lichtintensitit
griin, und Bereiche mit geringer Lichtintensitit blau. Die Uberginge zwischen den

Farben sind flieBend, es wird das gesamte Farbspektrum von Rot nach Blau abgedeckt.
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Abb. 4

Uberlagerung des photographischen Bildes einer Maus (oben links) mit der
dazugehorigen Biolumineszenz-Aufnahme (oben rechts). Das entstandene Bild (unten
rechts) wird weiterverarbeitet und das Bioluminszenz-Signal je nach Intensitdt in

Pseudocolors umgewandelt (unten links).

25



3. Material und Methoden

3.7.4 Bildbeurteilung

In dieser Studie wurde ein Protokoll mit 10 sec Belichtungszeit und einer
Bildverstiarkung (gain) von 800 fiir simtliche Aufnahmen festgelegt. Die Aufnahmen
in Riickenlage, sowie in rechter und linker Seitenlage jeder Maus wurden sowohl im
unbearbeiteten als auch im bearbeiteten Zustand von 3 Betrachtern unabhingig
voneinander, ohne Kenntnis des Obduktionsergebnisses bewertet. Die von den
Betrachtern als eindeutige Tumorldsionen gewerteten Lokalisationen wurden als
potentiell positive Detektion vermerkt und spéter mit den Ergebnissen der Obduktion
verglichen. Durch den Vergleich des fotografisch festgehaltenen Situs sowie genauer
Dokumentation der Obduktion war es in allen Fillen moglich, den als positiv

gewerteten Lichtintensititen die entsprechenden Tumorknoten zuzuordnen.

3.7.5 Versuch der Quantifizierung

Um zusétzlich zur qualitativen Evaluierung der Detektionsmoglichkeit des
Biolumineszenz Imaging weitere Riickschliisse auf die Sensitivitidt und die Korrelation
zwischen Signalintensititen und den bei der Obduktion gefundenen Tumoren ziehen

zu konnen, wurden mehrere Versuche der Quantifizierung durchgefiihrt.

Dazu wurde die mittlere Lichtintensitit (,,mean grey level intensity”) des
Biolumineszenzsignals in ROIs (,,Region of Interest”) iiber den Méusen mit Hilfe der

Hamamatu Simple PCI Software gemessen.

Ziel dieses Auswertungsansatzes war die Priifung der Korrelation zwischen den beim
Biolumineszenz Imaging gemessenen Lichtintensititen und den bei der Obduktion
tatsdchlich gemessenen Tumorgroflen bzw. Tumorvolumen. Es ist hinreichend
bekannt, dass das gemessene Signal stark von der Lage des Tumors bzw. von den
dariiber liegenden, das Signal potenziell abschwichenden oder fast vollstindig
ausloschenden Geweben abhdngt (Blasberg, 2003). Werden Tumore von dichten
Organen wie z.B. der Leber verdeckt, fiihrt dies vor allem bei kleineren Tumorknoten

zur volligen Ausloschung des Signals.
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Deshalb wurden in dieser Studie zwei sehr typische, hédufig auftretende

Tumorlokalisationen ausgewihlt, die jeweils miteinander verglichen werden konnten.

Als erste hiufig auftretende Lokalisation wurde die Region um Pankreas und Magen
gewdhlt. Ein Tumor in dieser Region trat bei fast allen Méusen auf und konnte somit
aufgrund der sehr hohen Anzahl von Tumoren und der immer dhnlichen Lokalisation
und Tiefe im Bauchraum gut miteinander verglichen werden. Eine als Standard
festgelegte Region of Interest wurde so gewdhlt, dass diese ROI bei jeder Maus den
Tumor in der Pankreas-Magen-Region vollstindig einschloss. Form und Grofe der
ROI wurde gespeichert, um sicherzustellen, dass immer dieselbe ROI verwendet
wurde. Diese Standard-Pankreas-ROI wurde nun liber den Tumor jeder Maus gelegt
und die mittlere Lichtintensitit gemessen. AnschlieBend wurde eine exakt gleich grof3e
ROI in den Hintergrund des Bildes auflerhalb der Maus gelegt, um die mittlere

Lichtintensitdt des Hintergrundes zu messen (Abb. 5).

Abb. 5

Plazierung der Standard-ROl iiber dem Tumor in den unbearbeiteten Aufnahmen.
Plazierung einer weiteren, exakt gleich groffen ROI im Bildhintergrund der Aufnahme

zur Messung der Lichtintensitdt des Hintergrundes.
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Zur Auswertung wurde die mittlere Lichtintensitit des Hintergrundes von der mittleren
Lichtintensitdt des Tumors subtrahiert, um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. Diese
Ergebnisse wurden ins Verhiltnis zu den in der Obduktion gefundenen Tumorgréf3en

gesetzt.

Als zweite, hdufig auftretende Lokalisation wurden Tumorknoten im Bereich der

Diinn- und Dickdarmschlingen sowie am Mesenterium anhaftende Tumore gewihlt.

Identisch zum Vorgehen bei der Pankreas-ROI wurde eine Standard-ROI festgelegt,
die {iber jeden sich an oben beschriebenen Lokalisationen befindenden Tumor gelegt
wurde. Es wurde ebenfalls die mittlere Lichtintensitit gemessen, sowie eine exakt
gleich grofle ROI zur Ermittlung der mittleren Lichtintensitdt des Hintergrunds in den
Hintergrund des Bildes gelegt. Diese Ergebnisse wurden ebenfalls ins Verhiltnis zu

den in der Obduktion gefundenen Tumorgrofen gesetzt.

3.8 Positronen-Emissions-Tomographie

Als weiteres bildgebendes Verfahren wurde in dieser Studie die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) beziiglich ihrer Sensitivitét bei der Detektion von Tumorldsionen
im Bauchraum beurteilt. Durch die Verwendung von spezifischen, radioaktiv-
markierten Substanzen ermdglicht die PET die in-vivo Darstellung von

Stoffwechselvorgingen sowie biologischen Gewebeeigenschaften.

3.8.1 Prinzip der Positronen-Emissions Tomographie

Positronen entstehen beim radioaktiven B'-Zerfall von Atomkernen. Dabei handelt es
sich um den Zerfall eines Protons in ein Neutron, ein Positron und ein Neutrino. Nach
dem Zerfall kollidiert das Positron mit umliegenden Elektronen und verliert an
Geschwindigkeit. Nach Abgabe der kinetischen Energie vereinigt sich das Positron mit
einem Elektron. Die Ruhemasse beider Teilchen wird in Gammastrahlung

umgewandelt. Es entstehen zwei Photonen, die nach der Einstein'schen Beziehung
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E=mxc’ je 511 keV besitzen und die unter einem Winkel von fast genau 180°
ausgestrahlt werden. Diese Gammastrahlung wird bei der PET mit einem
Detektorringsystem, in dem jeweils zwei gegeniiber angeordnete Detektoren in
Koinzidenz geschaltet sind, nachgewiesen. Somit kann der Enstehungsort der beiden
Photonen bestimmt werden. Dies ist moglich, da die Gammaquanten nur dann
weiterverarbeitet werden, wenn sie zur exakt gleichen Zeit (zeitliche Koinzidenz) an
zwel genau entgegengesetzten Strahlungsdetektoren auftreffen (elektronische
Kollimation). Die Empfindlichkeit einer PET-Kamera ist etwa um den Faktor 100
hoher als die einer kollimierten Gamma-Kamera (Ostertag, 1989, Links, 1998).

3.8.2 '"*F-Fluordesoxyglukose

Als Positronenstrahler werden fiir die Markierung von Radiopharmazeutika
vorwiegend die kurzlebigen Nuklide ''C, *N, "0 sowie '*F verwendet. Das in der
PET-Tumordiagnostik weltweit am hiufigsten eingesetzte Radiopharmakon, das auch
in dieser Studie verwendet wurde, ist '*F-Fluordesoxyglucose. Die Markierung des
Zuckermolekiils Desoxyglucose erfolgt dabei mit dem Positronen-emittierenden

Radionuklid '*F, das eine Halbwertzeit von 109.8 Minuten aufweist (Czech, 2000).

Die Verteilung von '“F-FDG im Korper erlaubt Riickschliisse auf den
Glukosestoffwechsel verschiedener Gewebe. Bereits vor tiber 70 Jahren beschrieb
Warburg ansteigende Glycolyseraten im Vergleich zu gesundem Gewebe in
Abhéngigkeit vom Malignititsgrad des Tumors (Warburg, 1930). Warburgs Theorie
besagt, dass Tumorzellen Glucose auch unter aeroben Bedingungen anaerob zu Laktat
verstoffwechseln (“Warburg-Effekt”). Diese Besonderheit des Stoffwechsels von
Tumorzellen spielt heute eine groBe Rolle in der klinischen Diagnostik maligner

Tumore und ist Grundlage der Positronen-Emissionstomograhie.

Mit "*F-FDG ist es gelungen, ein radioaktives Glukose-Analogon fiir den Einsatz im

Rahmen der PET herzustellen. Somit ist eine regionale Quantifizierung der
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Glukoseutilisation in vivo und die Erfassung des Glukosestoffwechsels von

Tumorzellen moglich.

Das Glukoseanalogon '*F-FDG wird iiber das gleiche Transportsystem wie Glukose in
die Zelle aufgenommen und mittels des Enzyms Hexokinase zu FDG-6-Phosphat
phosphoryliert. Da FDG-6-Phosphat kein passendes Substrat fiir die Glukose-6-
Isomerase darstellt, ist der weitere Abbau von FDG-6-Phosphat blockiert und es kann
im Rahmen der Glykolyse oder Glykogensynthese nicht weiter verstoffwechselt
werden. Die einzige Mdglichkeit besteht in der Dephosphorylierung von FDG-6-
Phosphat in FDG, doch die Aktivitdt des hierfiir bendtigten Enzyms Glukose-6-
Phosphatase ist in den meisten Geweben bis auf Leber, Niere, Darm und Muskel sehr
gering (Fischmann et al., 1993, Hughes, 1996, Kuwabara, 1991). Zudem kann FDG-6-
Phosphat als stark polares Molekiil die Zellmembran nicht mehr penetrieren
(Fischmann et al., 1993) und bleibt folglich in der Zelle gefangen. Dieser Vorgang
wird als *metabolic trapping’ bezeichnet. Die Glucoseauftnahme von Tumorzellen ist
oft um mehr als das zehnfache gegeniiber dem Normalgewebe gesteigert. Diese
gesteigerte Aufnahme liegt einerseits an der erhohten Dichte und Aktivitdt der GLUT-
Transportproteinen (Wahl, 1996), andererseits an der gesteigerten Aktivitdt der
Hexokinase (Hughes, 1996). Dieser erhéhte Glucosestoffwechsel in Tumoren fiihrt zu
einer vermehrten Aufnahme und einem konsekutiven Trapping von '*F-FDG in
Tumorzellen im Vergleich zu normalen Zellen. Damit eignet sich '*F-FDG prinzipiell
zur Friithdiagnostik, Stadieneinteilung und Therapiekontrolle von malignen Tumoren

(Delbeke, 1999, Weber 1999).

3.8.3 Versuchsaufbau und Vorbereitungen

Die PET-Aufnahmen erfolgten mit dem Philips MOSAIC small animal PET scanner
(Abb. 6). Das System basiert auf 14456 GSO Kristallen mit den MafBien 2x2x10 mm®,
die in 52 Ringen mit jeweils 278 Kristallen angeordnet sind. Der Offnung des Ringes

betrdgt 19,7 cm, das axiale field of view 12 cm, das transverse field of view 12,8 cm.
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Das Koinzidenzfenster betrdgt 12 ns und das Standardenergiefenster liegt zwischen
410 und 665 keV. Die rdumliche Auflosung des PET-scanners betrdgt 2,5 mm. Fiir
weitere technische Daten wird auf die Verdffentlichung von Huisman et al. (2007)

verwiesen.

Das benétigte '*F-FDG erhielten wir aus dem hauseigenen Zyklotron des Klinikums

rechts der Isar.

Abb. 6

Photo des MOSAIC Small Animal Pet Scanner von Philips
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3.8.4 PET-Protokoll

Die PET- Aufnahmen erfolgten je nach Gruppe der Méuse entweder an Tag 3 oder an
Tag 6 nach Tumorzellinokulation. Die Maiuse wurden zur Durchfiihrung der

Aufnahmen in threm Kéfig in den Raum des PET-Scanners gebracht.

Jeder Maus wurden 13 MBq '*F-FDG intraperitoneal injiziert. AnschlieBend wurden
die Miuse wieder in ihre Kifige gesetzt. Aus dynamischen Vorversuchen war bekannt,
dass 3 Stunden nach Injektion des '*F-FDG aufgrund eines guten Tumor-Hintergrund-
Verhiltnisses der bestmdgliche Zeitpunkt fiir die Aufnahmen war. Dies ermdglichte

die beste Beurteilung der Bilder.

Etwa 10 Minuten vor Aufnahmebeginn wurde den Médusen 200 ul des Rompun-
Ketamin-Gemisches intraperitoneal injiziert. Wahrend der Narkose wurden die Tiere
mit einer Infrarot-Lampe vor Auskithlung geschiitzt. Da '*F-FDG iiber die Blase
ausgeschieden wird, wurde die Blase der Méuse nach dem Einsetzen der Narkose kurz
vor den Aufnahmen mit Hilfe eines Venenverweilkatheters (BD Vasculon™ Plus, 26
GA) katheterisiert. So konnte der noch in der Blase verbliebene Restharn abflieen.
Dieses Vorgehen verhinderte eine Fehlinterpretation der PET-Aufnahmen. Die
Fixierung der Maiuse erfolgte in Bauchlage auf einem diinnen Kissen mit
ausgestreckten Extremitdten, um etwaige Artefakte durch Bewegungen der Méuse zu
verhindern. Sobald die Aufnahmen beendet waren, wurden die Tiere auf ein

Wirmekissen gebettet und wieder in ihren Stall gesetzt.

Die Scanzeit betrug 15 Minuten, die Aufnahmen wurde mit Hilfe eines 3-
dimensionalen iterative reconstruction algorithm (3D—Ramla) rekonstruiert. Es wurden
4 Tterationen durchgefiihrt. Die Pixelgrofle betrug 1 mm x 1 mm x 1 mm in einer 128 x

128 x 120 Matrix, die rdumliche Auflosung lag bei ~2,5 mm.
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3.8.5 Bildbeurteilung

Ziel dieser Studie war die Beurteilung der Sensivitit der Detektion von Tumorldsionen
nach der intraperitonealen Injektion von 1x10’ HSC45-M2-Zellen. Die PET-
Aufnahmen wurden ebenfalls von drei Betrachtern unabhidngig voneinander und ohne
Kenntnis der Obduktionsergebnisse beurteilt. Jede Aufnahme wurde hinsichtlich
moglicher Tumorldsionen sorgfaltig begutachtet, um die diagnostische Genauigkeit
des FDG-PET mit der diagnotischen Genauigkeit der anderen bildgebenden Verfahren
zu vergleichen. Bei Ubereinstimmung der drei Betrachter bzgl. einer potentiell
positiven Lision wurde diese als positiv dokumentiert. Die erhaltenen Daten wurden
mit der Obduktion als Standard of Reference korreliert und als richtig positiv, falsch

positiv oder falsch negativ dokumentiert.

Abbildung 7 zeigt PET-Aufnahmen einer physiologischen '“F-FDG-Verteilung mit

dem in dieser Studie verwendeten PET-Protokoll.

Abb. 7

Exemplarische PET-Aufnahmen der physiologischen '*F-FDG-Verteilung in einer
gesunden Maus. Von links nach rechts: Koronare Ansicht, transversale Ansicht und
sagittale Ansicht. Man erkennt die fiir '*F-FDG typische Mehraufnahme des Tracers
in Herz (gelber Pfeil), braunem Fettgewebe (roter Pfeil) und Gehirn (griiner Pfeil).
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3.8.6 Quantitative Bildanalyse

Die quantitative Bildanalyse wurde mit Hilfe des Datenverarbeitungsprogrammes
AMIDE (Loening et al., 2003) durchgefiihrt. Regions of Interest wurden manuell iiber
die Tumor-Region gelegt, und sidmtliche Voxel, deren Wert iiber 40% des Maximums
innerhalb dieser ROI lagen, wurden fiir die Berechung verwendet (Abb. §). Um
interindividuelle Unterschiede in der 'F-FDG Biodistribution auszugleichen, wurde
eine weitere ROI in eine nicht-pathologische, tumorfreie Abdominalregion gelegt. Der
Uptake dieser Hintergrund-ROI wurde iiber die gesamte ROI gemittelt. Der '*F-FDG-
Tumor-Uptake wurde als das Verhéltnis der mittleren Aktivitit des Tumors geteilt

durch die mittlere Aktivitit der tumorfreien Abdominalregion angegeben.

Abb. 8

PET-Aufnahmen einer Maus. Von links nach rechts: Koronare Ansicht, sagittale
Ansicht und transversale Ansicht
Mit dem Datenverarbeitungsprogramm AMIDE wurde eine dreidimensionale ROI

(Kreis) iiber den Tumor gelegt und deren Tumoruptake bestimmt.
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3.9 Vergleich der Bildgebenden Verfahren BLI, PET und MRT

Ziel dieser Studie war die Ermittlung der Sensitivitit von Biolumineszenz Imaging und
PET bei der Detektion von Tumorknoten im Millimeterbereich im Bauchraum von
Mausen. Zeitgleich fanden im Rahmen dieser Studie zusédtzlich MRT-Aufnahmen an
den gleichen Miusen statt, so dass ein Vergleich aller drei bildgebenden Verfahren
moglich wurde. Zur Methodik und Vorgehensweise der MRT-Aufnahmen verweise

ich auf die Doktorarbeit von Matthias Abenstein.

Die bei der Obduktion gefundenen Tumore wurden entsprechend ihrer Lokalisation
aufgeschliisselt und mit der Auswertung aller 3 Verfahren verglichen. So konnte die
Sensitivitdt der einzelnen Verfahren in Abhéngigkeit der Lage der Tumore ermittelt
werden. Weiter wurden die Tumore, wie bereits in 3.6.2 beschrieben, entsprechend
threr Grof3e eingeteilt und wiederum mit den Ergebnissen der bildgebenden Verfahren
verglichen. So konnten zusitzlich Aussagen iiber die GrdéBenabhingigkeit bei der

Detektion getroffen werden.

3.10 Exemplarische Fusion von MRT- und PET Aufnahmen

Die computer-basierte Fusion der MRT- und PET-Aufnahmen wurde mit Hilfe freier
Software [ITK] realisiert. Die Implementierung wurde freundlicherweise vom
Lehrstuhl fiir Informatikanwendungen in der Medizin an der Technischen Universitét
Miinchen zur Verfiigung gestellt. Die automatische Registrierung basiert auf einem
Intensitits-basierten Ansatz, bei dem eine Ahnlichkeitsfunktion iiber die Eingabebilder
ausgewertet und optimiert wird. Dadurch wird eine bestmdgliche Uberlagerung der
beiden Modalititen errechnet.

Durch diese Uberlagerung war eine genaue Zuordnung der fokalen
Mehranreicherungen im FDG-PET zu anatomischen Strukturen im MRT moglich.
Diese Bildfusion wurde an den Aufnahmen von 2 Mausen durchgefiihrt (Hajnal et al.,

2001).
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4. Ergebnisse

4.1 Obduktionsergebnisse

16 NMRI Nacktmiusen wurden jeweils 1x10’ HSC45-M2 Zellen intraperitoneal
injiziert. Wie in Material und Methoden beschrieben, erfolgte die Obduktion der Tiere
je nach Gruppe entweder an Tag 4 oder an Tag 7 nach Tumorzellinokulation
unmittelbar anschlieBend an das letzte bildgebende Verfahren und diente als Standard
of Reference fiir die Beurteilung der bildgebenden Verfahren.

15 Tiere gingen in die Statistik der Beurteilung ein, da ein Tier kurz nach
Tumorzellinokulation verstarb. Bei allen Tieren konnte bei Obduktion die Ausbildung
einer Peritonealkarzinose beobachtet werden. Durch den Zeitpunkt der Obduktion war
gewdhrleistet, dass sich Tumorknoten in unterschiedlicher Lage und in
unterschiedlichen GrofB3en ausbildeten. Die Ausbildung der Peritonealkarzinose zeigte
bei allen Tieren ein dhnliches Muster mit typischer Organbeteiligung. So fand sich bei
jedem Tier eine parapankreatische Lésion und auch die Leber war iiberproportional
hiufig betroffen. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht aller bei der Obduktion gefundener

Tumorlésionen.
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Tabelle 1: Anzahl, Lokalisation, Abmessungen, Volumen der Ldisionen bei Obduktion

Anzahl Lokalisation Abmessung Volumen
in mm in mm’
8 Einstichstelle 1x1x0,5 — 3x3x2 0,3-9
2 Peritoneum 1,5d-2x1x5 1-1,8
Hohe Proc. Xiphoideus
7 Zwerchfell
Lig. Falciforme (6) 2x0,5%0,5 - 3x1x0,5 0,1-0,8
mit Leber verwachsen(1) 1,5d 1,8
13 Leber
Lobus caudatus (11) 2x1x0,5 - 3x2x1 0,5-3
Hilusregion (1) 2x2x1,5 3
Gallenblase (1) 1,5d 1,8
1 Magen 1d 0,5
Mageneingang, Cardiaregion
1 Duodenum 2x2x1,5 3
21 Jejunum 1d - 5x2x2 0,5-10
am Jejunum und d. Mesenterium
6 Colon 1d - 6x2x1 0,5-6
19 Pankreas
mit Magen u. Milz verbacken (13) 3x2x1 - 8x2x2 3-16
Duodenalschenkel d. Pankreas(4) 2x1x1 - 2x3x1 1-3
als Chip aufgelagert (2) 2x1x0,5 - 3x1,5%1 1-23
2 Uterus 1,5d - 3x2x1 1,8-3
2 Blase 1,5d - 4x2x1 1,8-4
82 Gesamt I1x1x0,5 - 8x2x2 0,3-16
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4.2 Sensitivitit der Detektion von BLI und PET in Abhiingigkeit der
Lage

Die Biolumineszenz Aufnahmen wurden je nach Gruppe entweder an Tag 3 oder an
Tag 6 nach Tumorzellinokulation durchgefiihrt. Fiir diese Studie wurde ein Protokoll
mit einer Belichtungszeit von 10 sec und einer Bildverstirkung (gain) von 800
festgelegt. Bei allen Méusen konnte die Entwicklung einer Peritonealkarzinose mit
Hilfe des Biolumineszenz Imaging beobachtet werden.

Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht iiber die Detektierbarkeit aller bei der Obduktion

gefundener Tumore, abhéingig von ihrer Lage, mit Hilfe des Biolumineszenz Imaging.
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Tabelle 2: Anzahl, Lokalisation, Abmessungen, Volumen der Ldisionen bei Obduktion

sowie Sensitivitdt der Detektion im BLI

Anzahl Lokalisation Abmessung Volumen Sensitivitit
in mm in mm’ im BLI
8 Einstichstelle 1x1x0,5 - 3x3x2 03-9 8/8 =100%
2 Peritoneum (Innenseite) 1,5d-2x1x0,5 1-1,8 2/2=100%
Hohe Proc. Xiphoideus
7 Zwerchfell
Lig. Falciforme (6) 2%0,5x%0,5 - 3x1x0,5 0,1-0,8 0/6 = 0%
mit Leber verwachsen(1) 1,5d 1,8 0/1=0%
13 Leber
Lobus caudatus (11) 2x1x0,5 - 3x2x1 0,5-3 1/11=9%
Hilusregion (1) 2x2x1,5 3 0/1=0%
Gallenblase (1) 1,5d 1,8 0/1=0%
1 Magen 1d 0,5 0/1=0%
Mageneingang, Cardiaregion
1 Duodenum 2x2x1,5 3 0/1=0%
21 Jejunum 1d - 5x2x2 0,5-10 10/21 =48%
am Jejunum und d. Mesenterium
6 Colon 1d - 6x2x1 0,5-6 2/6 =33%
19 Pankreas
mit Magen u. Milz verbacken (13) 3x2x1 - 8x2x2 3-16 10/13=77%
Duodenalschenkel d. Pankreas(4) 2x1x1 - 2x3x1 1-3 3/4="175%
als Chip aufgelagert (2) 2x1x0,5 - 3x1,5x1 1-23 2/2=100%
2 Uterus 1,5d - 3x2x1 1,8-3 2/2=100%
2 Blase 1,5d - 4x2x1 1,8-4 0/2=0%
82 Gesamt 1x1x0,5 - 8x2x2 0,3-16 40/82 =49%
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PET-Aufnahmen wurden je nach Gruppe entweder an Tag 3 oder an Tag 6 nach
Tumorzellinokulation durchgefiihrt. 14 Mause gingen in die Statistik der Beurteilung
ein, da sich die PET-Aufnahmen bei einer Maus als nicht auswertbar herausstellten.
Wie in Material und Methoden beschrieben, wurden die Aufnahmen von drei
Betrachtern unabhingig voneinander und ohne Kenntnis der Obduktion ausgewertet.
Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht der Detektierbarkeit aller bei der Obduktion gefundenen
Tumore mit Hilfe der PET, abhédngig von ihrer Lage.

40



4. Ergebnisse

Tabelle 3: Anzahl, Lokalisation, Abmessungen, Volumen der Ldisionen bei Obduktion

sowie Sensitivitdt der Detektion im PET

Anzahl Lokalisation Abmessung Volumen Sensitivitit
in mm in mm’ im PET
8 Einstichstelle 1x1x0,5 - 3x3x2 03-9 5/8=63%
2 Peritoneum (Innenseite) 1,5d-2x1x0,5 1-1,8 1/2=50%
Hohe Proc. Xiphoideus
7 Zwerchfell
Lig. Falciforme (6) 2%0,5x%0,5 - 3x1x0,5 0,1-0,8 0/6 =0%
mit Leber verwachsen(1) 1,5d 1,8 1/1=100%
13 Leber
Lobus caudatus (11) 2x1x0,5 - 3x2x1 0,5-3 10/11=91%
Hilusregion (1) 2x2x1,5 3 1/1 =100%
Gallenblase (1) 1,5d 1,8 0/1=0%
1 Magen 1d 0,5 1/1=100%
Mageneingang, Cardiaregion
1 Duodenum 2x2x1,5 3 1/1 =100%
19 Jejunum 1d - 5x2x2 0,5-10 16/19 =84%
am Jejunum und d. Mesenterium
5 Colon 1d - 6x2x1 0,5-6 4/5=80%
18 Pankreas
mit Magen u. Milz verbacken (12) 3x2x1 - 8x2x2 3-16 11/12=92%
Duodenalschenkel d. Pankreas(4) 2x1x1 - 2x3x1 1-3 2/4=50%
als Chip aufgelagert (2) 2x1x0,5 - 3x1,5x1 1-2,3 2/2=100%
2 Uterus 1,5d - 3x2x1 1,8-3 2/2=100%
2 Blase 1,5d - 4x2x1 1,8-4 12=50%
78 Gesamt 1x1x0,5 - 8x2x2 0,3-16 58/78 =74%
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Bei 8 Tieren zeigten sich bei Obduktion weillliche, solide, meist fldchige
Tumorzellansammlungen sowohl an der Innen- als auch an der AuBenseite des
Peritoneums 1im Bereich der FEinstichstelle der Tumorzellinokulation in
unterschiedlicher Ausdehnung. Der kleinste Tumor stellte mit einer Ausdehnung von
0,5mm x 0,5mm x 0,2mm einen sehr diinnen, eher flachigen Bewuchs mit
Tumorzellen dar, wihrend der groBBte Tumor mit der Ausdehnung von 3mm x 3mm x
2mm einen soliden Tumorknoten darstellte. Die Ausbildung dieser Tumorknoten
lassen sich dadurch erkldren, dass beim Zuriickzichen der Nadel bei der
Tumorzellinokulation Tumorzellen am Peritoneum haften blieben und sich dort schnell
zu einer soliden Tumorzellabsiedelung entwickeln konnten.

Alle diese Lisionen, die sich an der AuBlen- und Innenseite des Peritoneums im
Bereich der Einstichstelle der Tumorzellinokulation entwickelten, konnten im
Biolumineszenz Imaging detektiert werden. Aufgrund der sehr oberflachigen Lage
dieser Tumore und der dadurch bedingten nur minimalen Abschwéichung des
Biolumineszenz Signales war es moglich, selbst sehr kleine, flachige
Tumorzellablagerungen sicher zu detektieren und gut darzustellen.

In den PET-Aufnahmen konnten von diesen 8 Tumoren, die sich an der Aufen- und
Innenseite des Peritoneums im Bereich der Einstichstelle entwickelt hatten, 5 Tumore
sicher detektiert werden. Die kleinsten detektierten Tumore besalen Abmessungen von
Imm Durchmesser bei kugeliger Gestalt, die groBten detektierten Tumoren besaflen
eine Ausdehnung von 3mm x 3mm x 2mm. Die nichtdetektierten Tumore besallen
Abmessungen von Imm im Durchmesser, Imm x Imm x 0,5mm bzw. 2mm x Imm x
0,5mm.

Abbildung 9 =zeigt einen exemplarischen Tumorknoten an der AuBenseite des
Peritoneums am Obduktionsitus sowie dessen Darstellung im Bioluminezenz Imaging

und PET.
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Abb. 9
Oben links: Obduktionssitus einer Maus mit eroffneter Bauchdecke. Die

Tumorzellabsiedelung an der Aufenseite des Peritoneums ist gut erkennbar (Pfeil).
Oben rechts: Biolumineszenz Aufnahme dieser Maus. Die hohe Lichtintensitdt des sehr
oberfldchigen Tumors ist gut sichtbar (Pfeil). Unten (von links nach rechts): PET-
Aufnahmen dieser Maus (koronare, sagittale und transversale Ansicht) . Der Tumor

stellt sich als starke, fokale FDG-Anreicherung dar (Kreis).
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Bei zwei Tieren wurde bei der Obduktion je eine Tumorldsion an der Innenseite des
Peritoneums auf der Hohe des Proc. Xiphoideus gefunden. Sie besallen eine
Abmessung von 1,5mm im Durchmesser bzw. 2mm x Imm x 0,5mm.

Mit Hilfe des Biolumineszenz Imaging konnten diese beiden Tumore detektiert
werden. Trotz der geringen Ausmalle waren die Lésionen gut darstellbar.

Im PET konnte einer (1,5mm Durchmesser) dieser zwei Tumoren dargestellt werden.

Im Bereich des Zwerchfells wurden bei Obduktion insgesamt 7 Tumorldsionen
entdeckt. Als typische Lokalisation im Bereich des Diaphragmas wurde bei 6 Tieren
eine streifenformige Tumorzellabsiedelung am Lig. Falciforme zwischen Diaphragma
und Leber in der GréBenordnung von 1,5mm x 0,5mm x 0,5mm gefunden. Eine
weitere Lision war mit der Leber verwachsen und besall einen Durchmesser von 1,5
mm.

Im Biolumineszenz Imaging konnte keiner der 7 Tumore detektiert werden. Die
geringe GroBe bzw. die kleinen Zellzahlen dieser Lisionen sowie vor allem die
Abschirmung des Biolumineszenz Signals durch die ventral des Tumors liegenden
Strukturen sind die Ursachen fiir die Nicht-Detektierbarkeit.

Im PET konnte eine von 7 Lésionen detektiert werden. Es handelte sich hierbei um die
groBte Lasion (1,8 mm?®). Lisionen, die sich am Lig. Falciforme gebildet hatten (n=6),
konnten nicht detektiert werden. Sdmtliche Tumore am Lig. Falciforme waren klein

und besaBen ein geringes Volumen (0,1mm” - 0,8 mm?°).

Im Bereich der Leber wurden insgesamt 13 Tumorknoten gefunden. Die typische
Lokalisation stellte der Lobus caudatus dar, auf dem bei 11 Tieren stippchenartige
Lésionen gefunden wurden. Die Lésionen besalen meist punktformige Gestalt mit 1-
2mm Durchmesser. In einem Fall konnte eine 3mm x 2mm x Imm grofle Metastase
festgestellt werden. Jeweils ein weiterer Tumor konnte im Bereich des Hilus bzw. an
der Gallenblase gefunden werden.

Im Biolumineszenz Imaging konnte von diesen 13 Tumoren nur ein Tumor detektiert

werden. Sdmtliche Tumore wurden durch den linken und den medialen Leberlappen
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verdeckt, was groBtenteils zur volligen Ausloschung des Biolumineszenz Signals
fiihrte. Der detektierbare Knoten besall eine Ausdehnung von 3mm x 1,5mm x Imm.
Im PET konnten von 13 Tumoren im Bereich der Leber 11 detektiert werden. Von den
11 Tumoren auf dem Lobus caudatus konnten 10 im PET detektiert werden. Da die
Leber verhédltnismidBig wenig FDG anreichert, lieBen sich auch kleine Tumore
darstellen. Der Tumor am Leberhilus (2mm x 2mm x 1,5mm) konnte detektiert
werden. Der Tumor an den Gallenblase (1,5mm Durchmesser) konnte nicht dargestellt
werden.

Abbildung 10 zeigt das typische Bild einer Lédsion am Lobus Caudatus sowie dessen
Darstellung im PET. Im Bioluminezenz Imaging war dieser Knoten aufgrund der

Ausléschung durch den linken Leberlappen nicht darstellbar.
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Abb. 10

Oben: Obduktionssitus einer Maus. Der linke Leberlappen wird mit einer Pinzette

angehoben, auf dem darunter liegenden Lobus Caudatus wird eine streifenformige

Metastase (Pfeil) in einer Grofse von 2mm x 0,5mm x 0,5mm sichtbar. Unten (von
links nach rechts): PET-Aufnahmen dieser Maus (koronare, sagittale und transversale
Ansicht): Der Tumor ist in den PET-Aufnahmen aufgrund des erhéhten FDG Uptake

gut zu erkennen (Kreis). Im BLI konnte diese Ldsion nicht detektiert werden.
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Im Bereich des Magens und des Duodenums wurde bei Obduktion jeweils eine Léision
entdeckt (Imm Durchmesser bzw. 2mm x 2mm x 1,5mm).

Mit dem Boluminezenz Imaging konnte weder der Tumor im Bereich der Kardia
(Imm Durchmesser) noch der Tumor am Duodenum (2mm x 2mm x 1,5mm)
detektiert werden.

Im PET konnte sowohl der Tumor an der Kardia als auch der Tumor am Duodenum

detektiert werden.

Im Bereich des Jejunum und dessen Mesenterium wurden bei Obduktion insgesamt 21
Tumorknoten bei 11 Miusen gefunden. Der Befall der einzelnen Maus lag hierbei
zwischen einer und vier Lasionen. Die Mehrzahl der Lésionen (n=15) stellte sich als
kugelférmiger Tumorknoten mit einem Durchmesser zwischen 1 und 1,5 mm dar, der
Rest der Lisionen (n=6) besal} langliche Form bis zu einer maximalen Abmessung von
Smm x 2mm x 2mm.

Im Biolumineszenz Imaging konnten von diesen 21 Tumorknoten 10 dargestellt
werden. Die Detektierbarkeit im Bereich des Jejunums erwies sich als sehr stark
lageabhidngig und bedingt groBenabhingig. So konnten Lésionen mit einem
Durchmesser von 1mm dargestellt werden, falls sie sehr oberfldchlich lagen. Lagen sie
jedoch tiefer in der Bauchhohle oder wurden von Darmschlingen verdeckt, konnten
selbst Knoten mit einer Abmessung von 4mm x 2,5mm x Imm nicht detektiert
werden.

Bei der Obduktion von Tieren, deren PET- Aufnahmen ausgewertet wurden (n=14),
wurden am Jejunum und dessen Mesenterium insgesamt 19 Tumore in einer Grofle
von Imm Durchmesser bis zu einer Ausdehnung von 5Smm x 2mm x 2mm gefunden.
Von diesen 19 Tumoren konnten 16 mittels PET detektiert werden. Die Tumore
stellten sich als fokale, runde Anreicherungen unterschiedlicher Gréfe im
Abdominalraum der Miuse dar. Die detektierten Tumore besallen eine Abmessung
zwischen 1mm Durchmesser und Smm x 2mm x 2mm. Die nichtdetektierten Tumore

mafen 1,5mm Durchmesser (n=1) bzw. 1mm Durchmesser (n=2).
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Abbildung 11 zeigt eine Gegeniiberstellung eines Tumors im Obduktionssitus sowie

im Biolumoneszenz Imaging als auch im PET.

Abb. 11

Oben links: Aufnahme des Obduktionssitus einer Maus. Die Darmschlingen wurden
zur Seite gelegt und ein kugelformiger Tumor im Mesenterium des Jejunums wird
dargestellt. Oben rechts: Biolumineszenzaufnahme des Tumors (Pfeil) im Bereich des
Jejunum. Unten (von links nach rechts): PET-Aufnahmen dieser Maus (koronare,
sagittale und transversale Ansicht):. Die Aufnahme zeigt eine intensive, fokale

Anreicherung von FDG in dem Tumorknoten der Abdominalregion (Kreis).
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Bei 6 Méusen wurde bei Obduktion eine Lasion am Kolon sowie dessen Mesenterium
gefunden. Ein Teil dieser Tumore (n=3) besall kugelige Gestalt mit einem
Durchmesser von 1-2mm, der andere Teil (n=3) besal} langliche Form zwischen 2mm
x Imm x Imm bis zu 6mm x 2mm x Imm.

Mittels des Bioluminezenz Imaging wurden 2 von 6 vorhandenen Tumorknoten
detektiert. Die Detektierbarkeit erwies sich ebenso wie im Bereich des Jejunums als
stark lageabhéingig und bedingt groBenabhingig. Die beiden detektierten Tumoren
hatten eine Abmessung von 2mm x Imm x Imm bzw. 6mm x 2mm x Imm.

Im PET konnten 4 von 5 Tumoren am Kolon detektiert werden. Die detektierten
Tumore hatten eine GroBe zwischen Imm im Durchmesser und 6mm x 2mm x Imm.

Der nichtdetektierte Tumor besall eine Grofie von 2mm x Imm x Imm.

Die am hédufigsten in diesem Modell auftretenden Tumoren wurden im Bereich des
Pankreas gefunden. Diese typische Lésion stellte sich als solide, schollige
Tumorzellansammlung auf dem Pankreas dar, die mit ihren Ausldufern die Milz sowie
die Pylorusregion des Magens infiltrierte. Tumoren in dieser Lokalisation wurden bei
13 Maiusen gefunden. Die Grof3e variierte von 3mm x 2mm x 1mm bis hin zu 8mm x
2mm x 2mm.

Bei vier Méusen wurden Tumorldsionen am Duodenalschenkel des Pankreas gefunden.
Die Abmessung dieser Tumore lag zwischen 2mm x Imm x Imm und 2mm x 3mm x
Imm.

Bei zwei Mdusen wurde jeweils eine Tumorzellauflagerung im medialen Teil des
Pankreas gefunden, deren Abmessung 3mm x 1,5mm x Imm bzw. 2mm x Imm x
0,5mm betrug. Insgesamt wurden bei der Obduktion im Bereich des Pankreas bei 15
Maiusen 19 Tumorldsionen gefunden.

Mittels Bioluminzenz Imaging konnten im Bereich des Pankreas 15 der 19
vorhandenen Tumore detektiert werden. Die sich in der fiir diese Studie typischen

Lokalisation zwischen Pankreas, Magen und Milz entwickelten Tumore konnten in 10
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von 13 Féllen detektiert werden. Sie besalen eine Abmessung von 3mm x 2mm x
Imm bis hin zu 8mm x 2mm x 2mm.

Abbildung 12 zeigt die typische Darstellung eines Pankreastumors im Biolumineszenz
Imaging und das entsprechende Obduktionsfoto. Der Tumor liegt kaudal der Leber.
Somit wird das Biolumineszenzsignal nur durch das ventral gelegene Peritoneum und

die Haut abgeschwiécht.

Abb. 12
Links: Aufnahmen des Obduktionssitus einer Maus. Der Pfeil markiert einen
Pankreastumor, der in dieser Lokalisation bei 13 Mdusen gefunden wurde. Rechts:
Biolumineszenz Aufnahme der gleichen Maus. Der Pankreastumor (mit Pfeil markiert)
liegt kaudal der Leber. Der Tumor ist daher in der Biolumineszenz Aufnahme gut zu

erkennen.
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In einem Fall der Nicht-Detektierbarkeit im Biolumineszenz Imaging wurde der
Tumor in seiner gesamten Ausdehnung vom vergréBerten linken Leberlappen

verdeckt, so dass das Biolumineszenz Signal vollstindig ausgeloscht wurde (Abb. 13).

.emiimﬁﬁ‘i"‘%f il

Abb. 13
Links: Obduktionssitus einer Maus. Das Peritoneum ist erdffnet. Samtliche Organe
sind in ihrer Lage belassen. Der Pankreastumor ist vollstindig von der Leber
verdeckt. Rechts: Obduktionssitus der Abdominalregion der gleichen Maus. Der linke
Leberlappen mit einer Pinzette angehoben und der Pankreastumor (mit Pfeil markiert)
wird sichtbar. In den Biolumineszenz Aufnahmen konnte dieser Tumor aufgrund der

volligen Ausloschung des Signals durch die Leber nicht detektiert werden.

51



4. Ergebnisse

Die anderen beiden Félle der Nicht-Detektierbarkeit ergeben sich durch die Tatsache,
dass sich am Pankreas jeweils zwei kleine, in nidchster Nihe liegende, aber noch klar
voneinander abgrenzbare Tumoren ausbildeten, die sich jedoch im Biolumineszenz

Imaging als eine einzige Lokalisation darstellten (Abb. 14).

Abb. 14
Links: Aufnahme des Obduktionssitus einer Maus. Rechts: die entsprechende
Bioluminenszenz Aufnahme. Bei der Obduktion wurden zwei kleine, sehr nahe
beieinander liegende Tumorknoten gefunden (mit Pfeilen markiert). In der

Biolumineszenz Aufnahme stellen sich beide Tumore als eine einzige Lokalisation dar.

Von 4 Tumoren, die am Duodenalschenkel des Pankreas gefunden wurden, konnten 3
detektiert werden. Beide im medialen Teil des Pankreas aufgelagerte Metastasen

konnten dargestellt werden.
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Mittels PET konnten von den 18 Tumoren, die bei Obduktion im Bereich des Pankreas
gefunden wurden, 15 detektiert werden.

11 der 12 Tumore, die an der fiir diese Studie typischen Lokalisation auf dem Pankreas
lagen und mit ihren Auslidufern die Pylorusregion des Magens und die Milz
infiltrierten, konnten detektiert werden. Eine Tumorldsion an dieser typischen
Lokalisation wurde als nichtdetektiert dokumentiert, da zwei nahe nebeneinander
liegende, aber noch sicher voneinander abgrenzbare Tumore sich im PET als eine
einzige intensive Anreicherung darstellten. Abbildung 15 zeigt das typische Bild der

FDG-Anreicherung im Pankreas-Tumor.

Abb. 15

PET-Aufnahmen einer Maus (von links nach rechts: koronare, sagittale und
transversale Ansicht): Der Tumor in der Pankreasregion prdsentiert sich als deutliche

fokale FDG-Anreicherung im linken Oberbauch.

Von den 4 Tumoren, die sich am Duodenalschenkel des Pankreas entwickelt hatten,
konnten 2 Tumore detektiert werden. Der eine Tumor besall eine Grole von 2mm x

Imm x Imm und stellte den einzigen Pankreastumor dieser Maus dar und war somit
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leicht zu detektieren. Der andere Tumor besall eine Abmessung von 2mm x 3mm x
Imm und konnte trotz Vorhandenensein eines weiteren Pankreastumors an typischer
Lokalisation als einzelne fokale Anreicherung detektiert werden.

Die zwei nichtdetektierten Tumorldsionen besallen Abmessungen von Imm
Durchmesser bzw. 1,5 mm Durchmesser und stellten sich jeweils zusammen mit einem
grofleren Pankreastumor an typischer Lokalisation als eine Anreicherung dar.

Die beiden Tumorzellabsiedelungen im medialen Teil des Pankreas (3mm x 1,5mm x

Imm bzw. 2mm x Imm x 0,5mm) konnten beide mittels PET dargestellt werden.

Bei zwei Méusen wurde bei Obduktion je eine Tumorldsion am Uterus entdeckt. Thre
Abmessung betrug 1,5mm im Durchmesser bzw. 3mm x 2mm x Imm.

Im Biolumineszenz Imaging konnten beide Tumore, die im Bereich des Uterus
gefunden wurden, detektiert werden.

Im PET konnten ebenfalls beide Tumore dargestellt werden.

Bei der Obduktion wurden bei zwei Méusen je eine Metastase im Bereich der Blase
gefunden. Diese besallen eine Ausdehnung von 1,5mm im Durchmesser bzw. 4mm x
2mm x Ilmm.

Im Biolumineszenz Imaging konnte keiner der 2 Tumoren im Bereich der Blase
dargestellt werden.

Im PET konnte eine (4mm x 2mm x 1mm) der beiden Lésionen im Bereich der Blase

detektiert werden.

Insgesamt wurde bei der Obduktion von 15 Miusen 82 Tumorlédsionen gefunden, die
als Standard of Reference bei der Beurteilung der Bildgebenden Verfahren verwendet
wurden.

Mit Hilfe des Biolumineszenz Imaging konnten 40 von 82 Tumoren dargestellt
werden, wobei die Detektion sehr stark lageabhéngig war. Tumore, die am Peritoneum

oder sehr oberfldchig lagen, wurden zu 100% detektiert. Lagen die Tumore jedoch
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tiefer in der Bauchhohle oder wurden von Organen wie der Leber oder von
Darmschlingen verdeckt, lieen sie sich nur schwer oder gar nicht darstellen.

Mit Hilfe der PET konnten insgesamt 58 von 78 Tumorlédsionen detektiert werden.

Bei der Beurteilung der PET-Bilder entstanden 7 falsch positive Befunde. Alle falsch
positiven Befunde entstanden durch fokale Anreicherungen im Bauchraum der Miuse,
die von den Betrachtern als Tumorldsion eingestuft wurden. Diese fokalen

Anreicherungen stellten sich bei der Obduktion als tumorfrei heraus.
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4.3 Sensitivitit der Detektion von BLI und PET in Abhiingigkeit der
Grof3e

Die bei der Obduktion gefundenen Lésionen wurden entsprechend ihrer Grof3e in 5
Gruppen eingeteilt.

Tabelle 4 zeigt eine Ubersicht iiber die Sensitivitit des BLI und des PET in
Abhéngigkeit der Grofle der Lisionen.

Tabelle 4: Abmessung, Anzahl der bei Obduktion gefundener Tumorldsionen, sowie

Sensitivitit von BLI und PET

Abmessung der Anzahl bei

Lision Obduktion Sensitivitit PET Sensitivitit BLI
1-2mm 50 29/47 =61% 20/50 = 40%
2-4mm 18 16/18 =89% 8/18 =44%
4-6mm 7 6/6 = 100% 6/7=86%
6-8mm 3 3/3 =100% 3/3 =100%
8-10mm 4 4/4 =100% 3/4=175%
Gesamt 82 58/78 =74% 40/82 =49%
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Mit Hilfe des Biolumineszenz Imaging konnten 20 von 50 Lésionen im Bereich von 1-
2mm detektiert werden. Im Bereich von 2-4mm konnten 8 von 18 Lasionen dargestellt
werden, im Bereich von 4-6mm 6 von 7 Léasionen, im Bereich von 6-8mm 3 von 3
Léasionen und im Bereich grofler 8mm konnten 3 von 4 Lasionen dargestellt werden.
Diese Verteilung zeigt, dass die GroBe der Lésion nicht allein ausschlaggebend fiir
eine erfolgreiche Detektion ist. Vielmehr bestimmt die Lage der Lision, ob sie mit
dem BLI detektiert werden kann. So ldsst sich erkldren, dass bereits eine Vielzahl von
kleinen Lidsionen im Bereich von 1-2mm dargestellt werden konnte, wenn sie
oberfldchlich lagen. Andererseits konnte auch eine grofere Lédsion (8mm) im
Biolumineszenz Imaging nicht detektiert werden.

Mit Hilfe des PET konnten 29 von 47 Lésionen im Bereich von 1-2mm detektiert
werden. Im Bereich von 2-4mm konnten 16 von 18 Lisionen dargestellt werden, im
Bereich von 4-6mm 6 von 6 Lisionen, im Bereich von 6-8mm 3 von 3 Léasionen und
im Bereich groer 8 mm konnten 4 von 4 Lisionen dargestellt werden.Diese

Verteilung zeigt, dass die Detektion im PET groBenabhingig, aber lageunabhingig ist.

4.4 Versuch der Quantifizierung des BLI

Neben der qualitativen Beurteilung der Detektionsmoglichkeit des Biolumineszenz
Imaging wurde mit verschiedenen Ansitzen versucht, die Ergebnisse der Aufnahmen
quantitativ zu erfassen.

Ziel dieses Auswertungsansatzes war die Priifung einer Korrelation zwischen den beim
Biolumineszenz Imaging gemessenen Lichtintensititen und den bei der Obduktion
tatsdchlich gemessenen Tumorgréf3en bzw. Tumorvolumen.

Es wurden Tumore im Bereich des Pankreas und Tumore im Bereich der Diinn- und
Dickdarmschlingen gewéhlt.

Abbildung 16 =zeigt die graphische Darstellung der Korrelation zwischen den
gemessenen Signalintensitdten und den tatsdchlichen Tumorvolumina fiir Tumore im

Bereich des Pankreas.
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Abb. 16
Graphische Darstellung der Beziehung zwischen der mittleren Lichtintensitdt (mean

grey level intensity) und dem Volumen der Pankreastumoren.

Auf der Abszisse ist das Volumen der einzelnen Tumorknoten aufgetragen, auf der
Ordinate die mittlere Lichtintensitdt (mean grey level intensity).
Es ergibt sich kein Zusammenhang zwischen der gemessenen Signalintensitdt und den

tatséchlichen Volumina der Tumoren. R? betrégt 0,1153.

Neben Tumoren des Pankreas wurden auch Tumore im Bereich der Diinn- und
Dickdarmschlingen auf eine Korrelation zwischen Lichtintensitdt und Tumorvolumen
untersucht.

Abbildung 17 =zeigt die graphische Darstellung der Korrelation zwischen den
gemessenen Signalintensitdten und den tatsdchlichen Tumorvolumina fiir Tumore im

Bereich der Diinn- und Dickdarmschlingen.
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Abb. 17
Graphische Darstellung der Beziehung zwischen der mittleren Lichtintensitdt (mean

grey level intensity) und dem Volumen der Tumoren im Bereich des Diinn- und

Dickdarms

Es ergibt sich eine geringe Korrelation zwischen den gemessenen Lichtintensitdten und

den tatsichlichen Volumina der Tumore. R? betrigt 0,2439.

4.5 Quantitative Auswertung der PET

Die mittlere tumor-to-background-ratio der 59 detektierten Tumore lag bei 2,02 (1,07
— 4,58). Die mittlere tumor-to-background-ratio der falsch positiven Tumore lag bei

1,54 (1,2 - 2,17).
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4.6 Vergleich der bildgebenden Verfahren BLI, PET und MRT

Nach der Auswertung der MRT-Aufnahmen (Doktorarbeit von Matthias Abenstein)
wurden diese Ergebnisse mit den Ergebnissen des BLI und der PET verglichen. Um
eine aussagekréfigte Beurteilung zu den Stirken und Schwéchen jedes Verfahrens zu
ermOglichen, wurde der Vergleich sowohl lage- als auch grofenabhingig

durchgefiihrt.

4.6.1 Lokalisationsbezogene Auswertung

Abbildung 4.14 zeigt eine Ubersicht aller gefundenen Tumore, eingeteilt nach ihrer

Lage sowie die Detektierbarkeit der drei bildgebenden Verfahren BLI, PET und MRT.
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Tabelle 5: Anzahl, Lokalisation und Volumen der bei Obduktion gefundenen

Tumorldsionen, sowie die Sensitivitdt bei ihrer Detektion von PET, BLI und MRT.

n Lokalisation Volumen range Sensitivitit PET Sensitivitit BLI Sensitivitit MRT
in mm’

8 Einstichstelle 0,3-9 5/8 =63% 8/8 =100% 3/8=38%
2 Peritoneum (Innenseite) 1-1,8 1/2 =50% 2/2 =100% 0/2=0%

7 Zwerchfell 0,1-1,8 1/7 =14% 0/7=0% 0/6 = 0%
13 Leber 0,5-3 11/13 =85% 1/13 =8% 0/12 = 0%
1 Magen 0,5 1/1 =100% 0/1=0% 0/1=0%

1 Duodenum 3 1/1 =100% 0/1=0% 0/1=0%
21  Jejunum 0,5-10 16/19 = 84% 10/21 =48% 5/20 =25%
6 Colon 0,5-6 4/5 =80% 2/6 =33% 2/5 =40%
19  Pankreas 1-18 15/18 =83% 15/19 =79% 5/17=29%
2 Uterus 1,8-3 2/2 =100% 2/2=100% 1/2 =50%
2 Blase 1,8-4 1/2 =50% 0/2 = 0% 1/2 =50%
82  Gesamt 0,1 -18 58/78 =74% 40/82 =49% 17/76 = 22%
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4.6.2 Grofienbezogene Auswertung

Tabelle 6 zeigt eine Ubersicht der gefundenen Tumore in Abhingigkeit ihrer
Abmessung sowie die Sensitivitét der drei bildgebenden Verfahren BLI, PET und
MRT.

Tabelle 6: Abmessung und Anzahl der bei der Obduktion gefundenen Ldsionen, sowie

die Sensitivitdt bei ihrer Detektion mit PET, BLI und MRT.

Abmessung Anzahl bei Sensitivitit Sensitivitit Sensitivitit

der Lision Obduktion PET BLI MRT
1-2mm 50 29/47=61% 20/50 =40% 2/47 =4%
2-4mm 18 16/18 = 89% 8/18 =44% 4/16 =25%
4-6mm 7 6/6 =100% 6/7=286% 6/7=286%
6-8mm 3 3/3=100% 3/3=100% 2/3=67%
8-10mm 4 4/4 =100% 3/4="75% 3/3=100%
Gesamt 82 58/78 =74% 40/82 =49% 17/76 =22%
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4.7 Exemplarische Gegeniiberstellung von PET, BLI und MRT

Die Abbildungen 18 — 21 zeigen jeweils die Gegeniiberstellung des Obduktionssitus
mit Tumoren unterschiedlicher GroBe und die entsprechenden Aufnahmen der 3
bildgebenden Verfahren. Abbildung 18 zeigt eine Tumorzellabsiedelung in Bereich
des Jejunums mit Imm Durchmesser. Die Lésion konnte weder im BLI, noch im PET
oder MRT detektiert werden. Die Lédsion war zu klein und zu tief im Bauchraum
gelegen um ein detektierbares Signal im BLI zu erzeugen. Auch im PET erwies sich
die FDG-Anreicherung in diesem Fall als zu gering, um die Lésion zu detektieren. Im

MRT konnten Lasionen mit dieser Abmessung nicht dargestellt werden.
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Abb. 18

Gegentiiberstellung des Obduktionssitus und der einzelnen bildgebenden Verfahren.
Oben links: Obduktionssitus: Tumorldsion im Bereich des Jejunums (Pfeil, Imm
Durchmesser). Oben rechts: BLI- Aufnahme dieser Maus. Die Lésion war zu klein und
zu tief im Bauchraum gelegen, um ein sichtbares Signal zu erzeugen. Unten links:
PET-Aufnahme dieser Maus. Die Ldsion ist nicht eindeutig als fokale
Mehranreicherung im Bauchraum der Maus zu erkennen. Unten rechts: MRT-

Aufnahme dieser Maus. Ldsionen in dieser Grofie konnten nicht detektiert werden.
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Abb. 19 zeigt eine Gegeniiberstellung der 3 Modalititen bei einer 2mm groflen
Tumorlasion des Pankreas. Sowohl im BLI als auch im PET konnte die Lision sicher
detektiert werden. Im MRT stellt sich die Detektion von Lésionen mit diesen

Abmessungen als schwierig dar und gelang in diesem Falle nicht.

Abb. 19

Gegentiiberstellung des Obduktionssitus und der einzelnen bildgebenden Verfahren.
Oben links: Obduktionssitus: Tumorldsion im Bereich des Pankreas (mit Pfeil
gekennzeichnet, 2mm ). Oben rechts: BLI- Aufnahme dieser Maus. Die Ldsion stellt
sich als deutliches Signal dar. Unten links: PET-Aufnahme dieser Maus. Die Ldsion ist
eindeutig als fokale Mehranreicherung zu erkennen. Unten rechts: MRT-Aufnahme

dieser Maus. Die Ldsion konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden.
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Abb. 20 zeigt einen Tumor der GroBenordnung 4-6mm. Die im Bereich des Colon
gelegene Tumorzellabsiedelung konnte durch PET und BLI nachgewiesen werden.
Léasionen in dieser Grofle konnten im BLI und vor allem im PET sicher nachgewiesen

werden. Der Nachweis mittels MRT gelang nicht in allen Fallen.

Abb. 20

Gegentiiberstellung des Obduktionssitus und der einzelnen bildgebenden Verfahren.
Oben links: Obduktionssitus: Tumorldsion im Bereich des Colons (mit Pfeil
gekennzeichnet, 6mm ). Oben rechts: BLI- Aufnahme dieser Maus. Die Ldsion stellt
sich als deutliches Signal dar. Unten links: PET-Aufnahme dieser Maus. Die Ldsion ist
eindeutig als fokale Mehranreicherung zu erkennen. Unten rechts: MRT-Aufnahme

dieser Maus. Die Ldsion konnte nicht eindeutig nachgewiesen werden.
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Abbildung 21 zeigt einen 8mm groflen Tumor am Pankreas. Lésionen in dieser

GroBenordnung konnten mit allen 3 Modalitédten sicher detektiert werden.

Abb. 21

Gegentiiberstellung des Obduktionssitus und der einzelnen bildgebenden Verfahren.
Oben links: Obduktionssitus: Tumorldsion im Bereich des Pankreas (mit Pfeil
gekennzeichnet, 8mm ). Oben rechts: BLI- Aufnahme dieser Maus. Die Ldision ist als
deutliches Signal erkennbar. Unten links: PET-Aufnahme dieser Maus. Die Ldsion ist
eindeutig als fokale Mehranreicherung zu erkennen. Unten rechts: MRT-Aufnahme

dieser Maus. Der Pfeil markiert die Ldsion.
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4.8 Fusion von PET- und MRT-Aufnahmen

Die erhaltenen PET- und MRT-Aufnahmen wurden wie in 3.11 beschrieben
iiberlagert.

Die Abbildungen 22 - 23 zeigen 2 Beispiele der iiberlagerten Aufnahmen.

Abbildung 22 zeigt einen Tumor im Bereich des Jejunums. Abbildung 23 zeigt die
Aufnahme des in dieser Studie typischen Tumors des Pankreas und Magens. Die
fokale Mehranreicherung des 'F-FDG im Bereich der Magenvorderwand und des
Pankreas ist deutlich erkennbar. Dank der fusionierten MRT-Aufnahme erhdlt man
exakte anatomische Informationen, die eine genaue Lokalisation des Tumors

ermoglichen.

Abb.22
Transversale Ansicht von fusionierten PET- und MRT-Aufnahmen. Die fokale

Mehranreicherung im PET stellt einen Tumor im Bereich des Jejunums dar. Aufgrund
der fusionierten MRT-Aufnahme ist eine exakte Zuordnung zu anatomischen

Strukturen moglich.
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Abb. 23
Transversale Ansicht der fusionierten PET- und MRT-Aufnahmen. Die fokale

Mehranreicherung im PET stellt einen Tumor im Bereich des Pankreas dar. Aufgrund
der fusionierten MRT-Aufnahme ist auch hier eine exakte Zuordnung zu anatomischen

Strukturen moglich.
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5. Diskussion

Die nicht-invasive Darstellung einer Peritonealkarzinose stellt heutzutage immer noch
eine grole Herausforderung dar. Das Auftreten einer manifesten Peritonealkarzinose
verschlechert die Prognose eines Patienten drastisch. Daher ist eine frithstmdgliche
Detektion einer Peritonealkarzinose von entscheidender Bedeutung.

Ziel dieser Studie war die Beurteilung der bildgebenden Verfahren Positronen-
Emissions-Tomographie (PET), Biolumineszenz Imaging (BLI)  und
Magnetresonanztherapie (MRT) in Hinblick auf ihre Sensitivitdt bei der Detektion
einer frithen Peritonealkarzinose im Mausmodell.

Die Bildgebung fiir Kleintiere, wie z.B. Mduse, hat sich in den letzten Jahren rasant
entwickelt. Neben der stindigen Verbesserung von préaklinischen Verfahren wie dem
Biolumineszenz Imaging wurde auch eine grole Anzahl von CT-, MRT- und PET-
Scannern speziell fiir die Verwendung bei Kleintieren konstruiert, die in einer Vielzahl
von Studien zum Einsatz kommen (Koo et al., 2007) und wichtige Erkenntnisse zum

Verstdndnis von Tumorerkrankungen beitragen.

5.1 Versuchsaufbau

Um die Sensitivitit der drei bildgebenden Verfahren zur Erfassung einer
Peritonealkarzinose zu beurteilen, wurden 16 Nacktmiusen jeweils 1x10” HSC45-M2-
luc Zellen inokuliert. In Vorversuchen sowie in der Arbeit von Buchhorn et al. (2007)
hatte sich gezeigt, dass die intraperitoneale Inokulation von 1x10’ HSC45-M2-luc
Zellen in Nacktmdusen bereits nach einigen Tagen zu einer manifesten
Peritonealkarzinose flihrt und im Biolumineszenz Imaging sicher dargestellt werden
kann. Das Versuchsprotokoll wurde so gewéhlt, dass die bildgebenden Verfahren
moglichst aussagekriftig miteinander verglichen werden konnten. Es wurden zwei
unterschiedliche Gruppen von Madusen gebildet, die sich durch den Zeitpunkt der
Bildgebung und der Obduktion unterschieden. Dadurch wurde gewéhrleistet, dass sich
Tumorknoten unterschiedlicher Gréf3e ausbildeten. Weiter wurden alle Aufnahmen

und die Obduktion in moglichst engem zeitlichen Abstand durchgefiihrt. Es musste
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jedoch beachtet werden, dass sich die wiederholten Narkosen, die fiir die Aufnahmen
notig waren, nicht zu einer potentiell letalen Belastung fiir die Mause entwickelten. Da
wihrend der Narkose der Stoffwechsel der Maus sehr reduziert ist, besteht zudem eine
grofle Gefahr der Auskiihlung. Diese stellt sich im Falle der Nacktmaus durch das
Fehlen eines schiitzenden Felles noch gravierender dar. Das Versterben einer Maus
wiéhrend einer Aufnahme hédtte den Verlust von wichtigen Daten bedeutet. Diese
Uberlegungen fiihrten dazu, die Aufnahmen mit PET, BLI und MRT sowie die
anschlieBende Obduktion an zwei aufeinander folgenden Tagen durchzufiihren. Dies

geschah je nach Gruppe entweder an Tag 3 und Tag 4 oder an Tag 6 und 7.

5.2 Obduktionsergebnisse

Bei allen Tieren konnte bei der Obduktion die Ausbildung einer Peritonealkarzinose
beobachtet werden. Das Konzept, durch unterschiedliche Obduktionszeitpunkte eine
Vielzahl von Tumorknoten unterschiedlicher GroBle vorzufinden, erwies sich als
richtig. Es konnten sowohl kleine Tumorknoten mit einem Durchmesser von Imm
gefunden werden als auch groflere Tumorzellabsiedelungen mit Abmessungen bis zu
8mm x 2mm x 2mm. Das Auffinden von insgesamt 81 Lasionen in unterschiedlichen
Lokalisationen und mit unterschiedlicher Grof3e liel eine umfassende Beurteilung der
bildgebenden Verfahren zu. Der Befall durch die Magenkarzinomzellen zeigte bei
allen Tieren ein dhnliches Muster. So war die Region um Pankreas und Magen am
hdufigsten betroffen. Desweiteren fand sich eine Vielzahl von meist kleinen
Tumorknoten im Abdominalbereich der Maiuse, die am Jejunum oder dessen
Mesenterium anhafteten. Der Lobus caudatus der Leber und das Zwerchfell waren
ebenfalls liberproportial hiufig befallen. Aszitesbildung erfolgte aufgrund des relativ
kurzen Metastasierungszeitraumes von maximal 7 Tagen bei keiner Maus. Die bei der
Obduktion erhaltenen Ergebnisse bestétigen die bevorzugten Lokalisationen der HSC-
M2-luc Zellen, wie sie in fritheren Studien unserer Arbeitsgruppe beschrieben wurden

(Huber, 2003).
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5.3 Biolumineszenz Imaging

Ein bildgebendes Verfahren, welches grole Anwendung bei Kleintieren findet, ist das
Biolumineszenz Imaging. Dessen Effektivitdt bei der Detektion und beim Monitoring
eines Therapie-Effekts in Tumormodellen ist in vielen Studien belegt (Edinger et al.,
1999, Rehemtulla et al., 2000, Jenkins et al., 2003, Buchhorn et al., 2007).

In dieser Studie verwendeten wir Magenkarzinomzellen der Linie HSC45-M2-luc, die
stabil mit einem Gen, das fiir das Enzym Firefly Luciferase codiert, transfiziert
wurden. Die Firefly Luciferase ist ein Enzym der Feuerfliege (Photinus pyralis), das in
Gegenwart des Substrates Luciferin unter dem Verbrauch von Sauerstoff und ATP
Licht in einer Wellenldnge von 562 nm produziert (Hastings, 1996). Dieses Licht wird
von einer hochsensiblen charge-coupled-device (CCD) - Kamera erfasst. Aufgrund
seines auBerordentlich hohen Wirkungsgrades bei der Freisetzung von Licht stellt die
Firefly Luciferase das meistverwendeste Enzym im Biolumineszenz Imaging dar
(Contag et al., 2002). Es eignet sich sehr gut fiir Aufnahmen zur Beurteilung sowohl
von Tumorwachstum als auch Tumorregression.

Des weiteren ist das Biolumineszenz Imaging auch ein sehr sensitives Verfahren bei
der Detektion von Metastasenbildung, da in kurzer Zeit Aufnahmen der gesamten
Maus aus verschiedenen Perspektiven durchgefiihrt werden koénnen und so die
Tumorverteilung im gesamten Organismus beurteilt werden kann. So wurde das BLI
bereits in mehreren Studien zum Auffinden von Metastasen und zur Darstellung von

Metastasierungswegen erfolgreich verwendet (Dickson et al., 2007, Saur et al., 2005).

Die maximale Intensitit der Lichtabgabe der in dieser Studie verwendeten
transfizierten Zellen tritt zwischen der zehnten und zwanzigsten Minute nach
Luciferin-Injektion auf. Danach nimmt die Lichtabgabe langsam ab. Deshalb wurden
die Tiere 9 Minuten nach Injektion des Luciferins in die Dunkelkammer der Kamera
gelegt und ab der zehnten Minute nach Injektion wurden die Aufnahmen durchgefiihrt.
Es wurden Aufnahmen von ventral sowie von links und rechts lateral vorgenommen.
So war es mdoglich, einen guten Uberblick iiber die Tumorverteilung im gesamten

Korper der Maus zu erhalten. Aufnahmen aus einer einzigen Perspektive hitten
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moglicherweise Tumorknoten unerkannt gelassen, die in einer anderen Perspektive gut
sichtbar gewesen wéren.

Fiir unsere Studie wurde eine Belichtungszeit von 10 sec ausgewihlt. Diese
Belichtungszeit hatte sich bei Vorversuchen als geeignet erwiesen. Durch diese
gewdhlte Belichtungszeit konnte die Narkosezeit fiir die Méuse kurz gehalten werden.
Dies war bei der Vielzahl von Aufnahme-bedingten Narkosen innerhalb des engen

Zeitraumes sehr wichtig.

5.3.1 Lokalisationsabhiingige Detektion

Bei diesem Auswertungsansatz sollte untersucht werden, inwiefern die Sensitivitét des
BLI von der Lokalisation der Tumorknoten abhidngig ist. Hierzu wurden sdmtliche
Tumoren nach ihrer Lokalisation eingeteilt.

Alle Tumore, die sich am Peritoneum der Miuse befanden (n=10), konnten sehr gut
dargestellt werden. Dies ist durch die oberflichige Lage der Tumore gut zu erkléren.
Das Biolumineszenz Imaging ist ein Verfahren, das durch die physikalische
Eigenschaften des Lichts limitiert ist, insbesondere durch Streuung und Absorption.
Beide Phinomene haben Auswirkung auf die Schirfe der Aufnahmen und die Tiefe
der Lichtpenetration (Lewis et al., 2002). Je tiefer sich eine Lichtquelle in einem
Organismus befindet, desto gréBer ist die Streuung des Lichtes bis es die Kamera
erreicht und desto ungenauer erscheint das Signal bezogen auf die genaue Lokalisation
der Lichtquelle. Ebenso kommt es auf dem Weg durch das Gewebe zur Oberfldche zu
einem erheblichen Verlust an Photonenintensitit durch Absorption. So erscheinen
Tumore, also Lichtquellen, die oberflachlich im Organismus liegen, gréfer und heller
als Tumore, die z.B. tief in der Bauchhohle liegen (Weissleder, 2001).

Ausgehend von diesen physikalischen Gegebenheiten ldsst sich die 100%-ige
Detektion von Tumoren am Peritoneum gut erkldren. Aufgrund der oberflachigen Lage
mufl das Lichtsignal nur eine minimale Distanz durch das Gewebe der Maus
zuriicklegen, ehe es von der Kamera erfasst wird. Durch den geringen Verlust an
Intensitit erscheint das Signal dieser Tumore als sehr intensiv. Selbst kleinste Tumoren

(0,5mm x 0,5mm x 0,2mm) konnten so im BLI sehr gut dargestellt werden.
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Im Bereich des Zwerchfells konnte keiner der 7 Tumore mit dem BLI detektiert
werden. Die geringe Grofle bzw. die kleinen Zellzahlen dieser Lésionen sowie vor
allem die Abschirmung des Biolumineszenzsignals durch die ventral des Tumors
liegenden Strukturen sind die Ursachen fiir die Nicht-Detektierbarkeit.

Von den 13 bei der Obduktion gefundenen Tumorknoten im Bereich der Leber konnte
nur ein Tumorknoten detektiert werden. Sdmtliche Knoten befanden sich am Lobus
caudatus sowie in der Ndhe des Leberhilus und wurden von linken bzw. medialen
Leberlappen verdeckt. Das Biolumineszenzsignal wurde dadurch vollstindig
absorbiert. Gut durchblutete Organ wie die Leber enthalten viel Himoglobin, welches
das Biolumineszenzsignal sehr stark absorbiert. Daraus resultiert bei gut durchbluteten
Organen eine Abschwichung des Signales um etwa den Faktor 10 pro Zentimeter
Gewebe-Tiefe (Koo et al., 2007).

Die Sensitivitit des Biolumineszenz Imaging in der Bauchhohle erwies sich wie
erwartet als stark lageabhdngig. Kleine Tumorknoten mit einem Durchmesser von
Imm (entspricht etwa 1,2x10° Zellen) konnten sehr gut sichtbar gemacht werden, falls
sie nahe an der Oberfliche lagen. Lagen sie jedoch tiefer in der Bauchhohle oder
wurden von Darmschlingen verdeckt, waren sie im BLI nicht erkennbar. Insgesamt
konnten in unserer Studie 10 von 21 Tumorknoten im Bereich des Jejunums und 2 von
6 Tumorknoten im Bereich des Colons detektiert werden.

Studien berichten, dass Tumorknoten mit nur 1x10° Zellen in der Bauchhéhle (Edinger
et al., 1999) sowie nach 1.p. Inokulation (El Hiali et al., 2002) nachgewiesen konnten.
Dieses zeigt, dass die minimal nachweisbare Zellzahl stark vom jeweiligen
experimentellen Setup abhédngt. Die Sensitivitidt der Detektion wird sowohl durch die
technischen Daten des verwendeten Kamera-Systems als auch durch die
Kameraeinstellungen beeinflusst. Desweiteren spielt die Belichtungszeit eine
wesentliche Rolle bei der Frage der minimal nachweisbaren Zellzahl. So sind
Belichtungszeiten von 4 Minuten (EI Hiali et al., 2002) oder 5 Minuten (Edinger et al.,
1999) notwendig, um solch kleine Zellzahlen nachweisen zu kdnnen.

Im Bereich des Pankreas konnten 15 von 19 Tumoren detektiert werden. Dieses gute

Ergebnis ldsst sich wiederum durch die Lage der Tumore gut erkldren. Der GroBteil
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der Tumore wurde nur von Peritoneum und Haut verdeckt, so dass das
Biolumineszenzsignal nur minimal abgeschwicht und fast vollstdndig von der Kamera
erfasst wurde. Hinzu kommt, dass die an diesen Lokalisationen entstandenen Tumoren
meist relativ gro3 waren, und somit ein intensives Signal produzierten.

Die Tabelle 4 veranschaulicht sehr gut den erkldrten Sachverhalt der Absorption durch
stark pigmentierte, himoglobinhaltige Organe wie die Leber. Aufgrund der volligen
Absorption des Signals in der Leber waren selbst gro3e Tumore im BLI nicht sichtbar.

Insgesamt erwies sich die Detektion im BLI als stark lageabhéngig.

5.3.2 Groflenabhingige Detektion

In diesem Auswertungsansatz sollte untersucht werden, inwiefern die
Detektionssensitivitit des BLI abhingig von der Gro3e der Tumorknoten ist. Hierzu
wurden sidmtliche Tumoren nach ihrer GréB3e eingeteilt.

Die Tabelle 4 zeigt das Ergebnis dieser Auswertung. Diese Tabelle ldsst eine
GroBenabhédngigkeit als wahrscheinlich erscheinen. Je grofler ein Tumorknoten ist,
desto intensiver stellt sich sein Lichtsignal dar und desto leichter ist er detektierbar.
Zieht man allerdings die Ergebnisse der lokalisationsabhéngigen Auswertung hinzu, so
wird klar, dass die Lage des Tumorknoten innerhalb des Organismus entscheidender
als seine Grofe ist. Selbst ein groBer Tumor im Bereich des Pankreas wird durch stark

pigmentierte Organe wie die Leber vollstindig ausgeloscht.

5.3.3 Korrelation zwischen Tumorvolumen und Biolumineszenz
Signal

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass eine enge Korrelation zwischen dem Gewicht
von Tumorknoten und dem erfassten Biolumineszenz Signal besteht (Jenkins et al.,
2003). Auch wurde eine Korrelation zwischen der injizierten Zellzahl und dem
erfassten Biolumineszenz Signal beobachtet ( El Hiali et al., 2002).

Ausgehend von diesen Berichten trugen wir das Volumen von Pankreastumoren gegen

das entsprechende Biolumineszenz Signal auf. Es zeigte sich, dass in unserem Falle
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keine Korrelation zwischen dem Volumen und dem Biolumineszenz Signal besteht. Es
gibt mehrere mogliche Erkldarungen fiir dieses Ergebnis. Bei der Studie von Jenkins et
al. (2003) handelte es sich um ein Modell mit subkutan implantierten Tumoren, die
sich in Hinblick auf Wachstum und Grof3e sehr dhnlich waren. In unserer Studie wurde
durch  eine intraperitoneale Injektion von  Magenkarzinomzellen eine
Peritonealkarzinose erzeugt, was eine grof3ere Heterogenitéit in Form und Ausbreitung
der Tumoren bedingt. Obwohl die Tumoren in unserer Studie alle der gleichen
Lokalisation entstammten, besallen sie sehr unterschiedliche Gestalt und unterschieden
sich mitunter betrachtlich in ihrer Ausdehnung. Manche Tumore besallen eine sehr
langgezogene Form von lateral nach medial, was ein entsprechend intensives Signal
erzeugte. Andere Tumoren mit gleichem Volumen besallen ihre groBite Ausdehnung
von ventral nach dorsal, was zu einem geringeren Signal fiihrte, da groBBe Teile dieser
Tumore tiefer im Gewebe lagen. Insgesamt gab es in diesem Auswertungsansatz zu
viele Variablen, um eine gute Korrelation zwischen Tumorvolumen und Signal zu
erzielen.

Die gleichen Fakten treffen auch auf die Relation zwischen Biolumineszenz Signal

und Volumen bei Tumoren der Adominalregion zu.

5.3.4 Wertung

Insgesamt konnten mit Hilfe des Biolumineszenz Imaging 40 von 82 Tumorldsionen
detektiert werden, was einer Overall-Sensitivitdt von 49% entspricht.

Aufgrund der kurzen Belichtungszeiten von einigen Sekunden bis max. wenigen
Minuten kénnen in kurzer Zeit viele Aufnahmen durchgefiihrt werden (Dickson et al.,
2007). Des Weiteren ist das Verfahren auferordentlich kostengiinstig. Hierhin liegen
entscheidende Vorteile der Methode gegeniiber CT, MRT oder PET.

In Studien an subkutanen Tumormodellen zeigte sich eine hohe Sensitivitidt des
Biolumineszenz Imaging (Jenkins et al., 2003). Unsere Ergebnisse bestdtigen, dass das

Biolumineszenz Imaging ein iiberaus sensitives Verfahren bei der Beurteilung einer
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Peritonealkarzinose ist und selbst sehr kleine Tumorknoten (0,5mm x 0,5mm x 0,2
mm) sehr gut dargestellt werden kdnnen, wenn sie oberfldchlich liegen.

Ein Nachteil des Biolumineszenz Imaging stellt das Fehlen von anatomischen
Informationen dar. Diese Tatsache macht es manchmal schwierig, Lichtsignale ihrem
exakten Herkunftsort zuzuordnen. Durch Aufnahmen aus verschiedenen Perspektiven
kann dieser Nachteil teilweise kompensiert werden.

Die Abschwichung und Streuung des Biolumineszenzsignals v.a. bei tiefer gelegenen
Tumoren ist der bedeutendste limitierende Faktor. Die Signalintensitdt ist
tiefenabhéngig (Levin, 2005) und macht es schwieriger, tiefer gelegene Tumorknoten
sicher darzustellen.

Die Biolumineszenz Imaging stellt somit eine sehr schnelle, kostengiinstige Methode
zur in-vivo Darstellung der Peritonealkarzinose dar, die jedoch aktuell nur im
Tierversuch zur Anwendung kommt und nur bei oberflachlich gelegenen Tumoren

eine hohe Sensitivitit bestitzt.

5.4 Positronen-Emissions-Tomographie

Der FEinsatz der Positronen-Emissions-Tomographie in der tierexperimentellen
Forschung war im vorangehenden Jahrzehnt aufgrund der begrenzten rdumlichen
Auflosung der Scanner fast ausschlieflich bei grofBeren Tieren moglich. In den letzten
Jahren konnte jedoch durch neue Detektor-Systeme die raumliche Auflosung so weit
verbessert werden, dass die Positronen-Emissions-Tomographie heutzutage auch in
einer Vielzahl von Kleintier-Studien zum Finsatz kommt und mittlerweile eines der
wichtigsten bildgebenden Verfahren im Feld des small-animal-in-vivo-imaging
darstellt (Chatziioannou, 2002). So wurden mit Hilfe des Kleintier-PET bereits
Therapieerfolge in verschiedenen Tumormodellen dargestellt (Dorow et al. 2006, Su et
al., 2006).

Der von uns bei den PET-Aufnahmen verwendete Tracer '*F-FDG ist in der Onkologie
weit verbreitet und findet groe Verwendung sowohl im klinischen PET-Einsatz am
Menschen als auch in experimentellen Tumormodellen. Er reichert sich aufgrund der

gesteigerten Glukose-Aufnahme und des erhohten Glukose-Stoffwechsels in
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Tumorzellen an (Griffin et al., 2004). Die Verwendung von '*F-FDG und des small-
animal-scanners MOSAIC von Philips eignete sich sehr gut fiir diese Studie (Huisman
et al., 2007).

Die Positronen-Emissions-Tomographie besitzt eine sehr hohe Sensitivitdt, und ist in
der Lage, picomolare Mengen eines Tracers zu detektieren und zu quantifizieren. Dies
ist unabhédngig von der Gewebetiefe (Lyons, 2005). So wurde das PET bereits zur
Metastasensuche von Ewing-Tumoren (Franzius et al., 2006) oder zur frithen
Detektion von Metastasen eines Rhabdomyosarkoms (Nanni et al., 2007) beniitzt.

In dieser Studie wurde den Miusen 13 MBq '*F-FDG intraperitoneal injiziert. Die
intraperitoneale Injektion wurde der intravendsen vorgezogen, da der geringe
Durchmesser der murinen Schwanzvene hiufig eine teilsweise paravenodse Injektion
bedingt. Dies fithrt unweigerlich zu einer erheblichen Varianz der applizierten
Tracermenge. Eine Studie beschreibt vergleichbare Aktivitdtskonzentrationen nach i.p.
und i.v. Injektionen (Fueger et al., 2006). Die Aufnahmen wurden 3 Stunden nach
Injektion  durchgefiihrt. Dieser  Zeitpunkt lie aufgrund der geringen
Hintergrundanreicherung eine gute Beurteilung der Aufnahmen zu.

So konnte bei allen Maiusen mit Hilfe des PET die Entwicklung -einer
Peritonealkarzinose beobachtet werden. Wir beobachteten aullerdem die bekannte,

hohe Aufnahme von '*F-FDG in Herz, Muskel und braunem Fettgewebe.

5.4.1 Lage- und groflenabhiingige Auswertung

Von den 10 Tumoren, die am Peritoneum gefunden wurden, konnten 6 detektiert
werden. Die nicht-detektierten Tumoren besaflen eine geringe Abmessung (Imm x
Imm x 0,5mm bzw. 2mm x Imm x 0,5mm) und stellten sich nicht als fokale,
eindeutige FDG-Mehranreicherung dar. Gleiches gilt fiir die nichtdetektierten Tumore
am Zwerchfell. Auch sie konnten aufgrund der zu geringen GroBe im PET nicht

eindeutig dargestellt werden.
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Die hohe Sensitivitdt bei den teilweise auch kleinen Tumoren der Leber (11 von 13
Tumoren detektiert) ldsst sich durch die sehr geringe Hintergrundaktivitidt des
Lebergewebes erkldren, die fiir einen sehr guten Kontrast sorgte.

Im Abdominalbereich konnten sowohl im Bereich des Jejumums (16 von 19 Tumoren
detektiert) als auch im Bereich des Colons (4 von 5 Tumoren detektiert) gute
Ergebnisse erzielt werden. Auch kleine Tumoren mit einem Durchmesser von 1mm
konnten hier detektiert werden. Allerdings kam es in dieser Region auch zu 7 falsch
positiven Befunden. Insbesondere in der Intraabdominalregion konnten wir diese teils
fokale Anreicherung von "*F-FDG in nicht-pathologischem Gewebe beobachten, was
zu den falsch positiven Resultaten fiihrte. Die Tumoren am Pankreas lieBen sich
aufgrund ihrer GroBe gut detektieren (15 von 18 Tumoren detektiert). Beim
Vorhandensein von zwei Tumoren, die nur Imm voneinander entfernt lagen, wurden
diese in den PET-Aufnahmen aufgrund der begrenzten rdumlichen Auflosung als eine
Tumorlokalisation dargestellt (Levin, 2005).

Der in dieser Studie verwendete Tracer '“F-FDG ist ein Glukose-Analogon. Die
Aufnahme in die menschliche Zelle erfolgt auf dem gleichen Weg wie Glukose und ist
abhéngig von der Anzahl der aktiven Glukose-Transporter auf der Zell-Membran.
Diese Glukose-Transporter kommen nicht nur in Tumorzellen vor, sondern in
ebenfalls hohem MaBe in Gehirn, Herz und braunem Fettgewebe (Deroose et al.,
2007). Dieses Phdanomen konnten auch wir in unseren PET-Aufnahmen bestétigen. Die
Anreicherung von FDG in nicht-pathologischen Geweben erschwert die Detektion von
Tumorknoten und fiihrt zu falsch-positiven sowie falsch-negativen Befunden. Dies
fordert die weitere Evaluation von neuen Tracern wie z.B. dem 3’-['*F]Flour-3’-
deoxythymidine (FLT).

F-18-FLT dient als Marker der zelluldren Proliferation und wurde 1998 erstmals in der
Positronenemissionstomographie eingesetzt. Shields et al. (1998) beobachteten damals
sowohl im Tierversuch als auch an einem Patienten mit einem nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom die spezifische Aufnahme von F-18-FLT in den Tumor und das
Knochenmark. Mittlerweile ist F-18-FLT als zuverldssiger Marker der

Tumorzellproliferation etabliert und erweist sich z.B. bei der Bildgebung von
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Sarkomen dem '*F-FDG iiberlegen (Buck et al., 2008). Mehrere Studien beschreiben
zudem F-18-FLT als friihzeitigen Parameter zur Erfassung von Tumorregression nach
Therapie (Waldherr et al., 2005), der sensitiver sei als BE_FDG (Barthel et al., 2003,
Leyton et al., 2005).

Diese neuen Ansdtze versprechen eine spezifischere Darstellung vom
Proliferationsverhalten und Tumorstoffwechsel in-vivo (Abbey et al. 2006).

Nach Abschluss unserer Studie erschienen Studien iliber das optimale Handling von
Miusen bei '*F-FDG-PET-Aufnahmen. Das Ziel dieser dort beschriebenen Methoden
ist, die Aufnahme in nicht pathologischen Gewebe moglichst gering zu halten und eine
moglichst hohe Aufnahme im Tumor zu gewéhrleisten (Fueger et al., 2006). Diese
Studie zeigt, dass nach derzeitigem Stand der Wissenschaft den Tieren in der Nacht
vor den Aufnahmen die Aufnahme von Nahrung verwehrt werden sollte. Weiter
sollten sie vor und nach der '"®F-FDG-Injektion gewirmt werden, um eine moglichst
geringe Aufnahme von ""F-FDG in den Skelettmuskel und in das braune Fettgewebe,
das sich v.a. im Nackenbereich der Tiere befindet, zu bewirken. Die Tiere sollten
zwischen '®F-FDG-Injektion und PET-Aufnahmen nach Mbglichkeit narkotisiert
bleiben, um eine hohe '*F-FDG-Aufnahme in die Skelettmuskulatur durch Bewegung
der Miuse zu verhindern.

Der Entzug von Nahrung wéhrend der Nacht vor den Aufnahmen ist aus
tierschutzrechtlichen Griinden durchaus bedenklich. Die wiederholten Narkosen im
Rahmen der Studie stellten bereits eine hohe Belastung fiir die Tiere dar, die wir nicht
noch durch den nichtlichen Futterentzug verstirken wollten. Ebenso hétte eine
mehrstiindige Narkose zwischen Injektion des '*F-FDG und PET-Aufnahme eine
unverhdltnissméssige Belastung flir die Nacktmiuse dargestellt, die aufgrund des
fehlenden Fells stark durch Auskiihlung gefdhrdet sind.

Aus diesen Griinden wurde in unserer Studie den Médusen das Futter nicht entzogen,
und sie befanden sich wihrend des 3-stindigen Zeitfensters zwischen '‘F-FDG-
Injektion und Aufnahme nicht in Narkose und durften sich in threm Stall frei bewegen.
Die daraus resultierende Mehraufnahme von '"*F-FDG in das braune Fettgewebe und in

die Skelettmuskulatur wirkte sich jedoch bei unserer Studie nicht nachteilig aus, da wir
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intraabdominelle Tumoren beurteilten und somit unsere Beurteilung nicht von
Hintergrundanreicherungen in Skelettmuskulatur und Nacken erschwert wurde.

Die Auswertung der lage- und groBenabhdngigen Detektion zeigte, dass sich bei
steigenden Tumorvolumina die Sensitivitdt erhohte. So konnten zwar bereits im
Bereich von 1-2 mm Tumore zu 61% (29/47) nachgewiesen werden, ab einer Grofie
von 2-4 mm lag die Sensitivitdt schon bei 89% (16/18) und bei Tumoren >4mm bei
100%. Dies liegt im Einklang mit der Studie von Kondo et al. (2004), die bessere
Ergebnisse des '*F-FDG-PET fiir Lasionen iiber 4 mm beschrieben.

5.4.2 Wertung

Insgesamt konnte die PET 58 von 78 Metastasen detektieren und erzielte so eine
Overall-Sensitivitit von 74%.

Die Positronen-Emissions-Tomographie bestdtigte sich in unserer Studie als
hochsensitives Verfahren bei der Detektion von Tumorzellabsiedelungen nach
intraperitonealer Injektion von Magenkarzinomzellen. Sie konnte eine deutlich héhere
Sensitivitdt als das Biolumineszenz Imaging erzielen. Dies lag v.a. an der
lageunabhingigen Detektierbarkeit des PET. Selbst kleine Tumorknoten konnten zu
61% detektiert werden.

Das Fehlen von anatomischen Landmarks kann die Zuordnung von fokalen
Mehranreicherungen zu Organen erschweren.

Die teils unspezifische Anreicherung des '*F-FDG fiihrte zu falsch positiven

Ergebnissen und fordert die Suche nach neuen Tracern.

5.5 Limitationen der Studie

Eine Limitation dieser Studie stellt das Fehlen eines histologischen Standards dar,
sodass kleinste Tumorzellabsiedelungen, die makroskopisch nicht identifiziert wurden,
in der Studie nicht beriicksichtigt wurden. Jedoch konnten Metastasen im Millimeter-
Bereich, der Schwerpunkt dieser Studie, bei der Obduktion und makroskopischen

Inspektion sicher entdeckt werden.
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Eine Verldngerung der Belichtungszeit im Biolumineszenz Imaging konnte zu einer
Steigerung der Sensitivitdt bei tiefer gelegenen Tumoren fiihren. Dagegen sprach
jedoch die sehr hohe Narkosebelastung der Tiere durch die Aufnahmen mit drei

bildgebenden Verfahren.

5.6 Multimodality Imaging

Das optimale bildgebende Verfahren verfiigt iiber bestmogliche rdumliche Auflosung,
hochste Sensitivitidt und hochste Spezifitidt. Des weiteren sollte es nicht-invasiv und in
die Klinik tibertragbar sein (Rudin et al., 2005). Ein all diese Anforderungen
erfiilllende Verfahren existiert nicht. Aber durch Kombination von verschiedenen
Verfahren kann eine nahezu optimale Bildgebung erreicht werden. Die Kombination
von PET, BLI und MRT, wie in dieser Studie, stellt eine hochauflésende,
anatomiegetreue Bildgebung fiir das Verstindnis von funktionalen Prozessen zur
Verfiigung. Auch die Verwendung von speziellen small-animal-CTs als
morphologische Bildgebung bietet sich in diesem Zuge an.

Das Konzept in dieser Studie stellt einen vielversprechenden Ansatz fiir zukiinftige
Tumormodelle dar und kann zur Beurteilung der Wirksamkeit von neuartigen
Therapiekonzepten verwendet werden. Tumorwachstum sowie Regression nach

verschiedenen Therapieschemata kdnnten so besser beurteilt werden.
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6. Zusammenfassung

Nicht-invasive Darstellung der Peritonealkarzinose im Mausmodell mittels PET und
Biolumineszenz Imaging sowie Bewertung der beiden Methoden hinsichtlich ihrer

Sensitivitat

Die Darstellung einer Peritonealkarzinose stellt aufgrund der geringen
GroBenverhdltnisse noch immer eine grole Herausforderung dar. Ziel dieser Studie
war die moglichst friihzeitige, nicht-invasive Darstellung der Peritonealkarzinose im
Mausmodell mittels Positronenemissionstomographie und Biolumineszenz Imaging
sowie der Vergleich der beiden Methoden in Hinblick auf ihre Sensitivitdt bei der
Detektion von Lésionen in Abhédngigkeit von ihrer Gréfe und Lokalisation. Es wurde
ein Mausmodell entwickelt, das durch die Verwendung der mit dem Luciferase-Gen
transfizierten Magenkrazinomzell-Linie HSC-45-M2-luc einen Vergleich der
Sensitivitit der PET und des BLI ermdglichte.

Humane Magenkarzinomzellen (HSC45-M2), stabil mit dem Gen fiir Firefly
Luciferase transfiziert (HSC45-M2-luc), wurden Nacktméusen intraperitoneal
appliziert (1x10” HSC45-M2-luc-Zellen pro Maus). PET- und Biolumineszenz
Imaging-Aufnahmen erfolgten entweder an Tag 3 und 4 oder an Tag 6 und 7 nach
Zellinokulation. Die bei der anschlieBenden Autopsie gefundenen Tumorknoten
dienten als Referenz fiir die Bewertung der Bildgebung. Die PET-Aufnahmen
erfolgten mit einem small animal PET scanner (Philips) mit einer rdumlichen
Auflésung von 2,5 mm, 3 h nach der intraperitonealen Injektion von 13 MBq '*F-FDG
pro Maus. Die Darstellung der Biolumineszenz erfolgte mittels einer CCD-Kamera mit
Bildverstirker, 10 min nach der i.p. Injektion von 300 pl Luciferin. Die Auswertung
erfolgte sowohl groflen- als auch lageabhéngig.

Mit Hilfe des BLI konnten 40 von 82 Tumoren dargestellt werden, was einer
Sensitivitdt von 49% entspricht. Die Sensitivitdt erwies sich als stark lageabhdngig. So

konnten alle oberfldchlich gelegenen Knoten selbst bei einer Gréfle von nur 1-2mm
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sehr gut dargestellt werden, wéahrend deutlich groBere, tief in der Bauchhohle liegende
Tumoren nicht darstellbar waren.

Mittels PET konnten 58 von 78 Lisionen dargestellt werden, was einer Sensitivitdt von
74% entspricht. Lasionen mit einer Grofle von 1-2mm konnten bereits in iiber 60% der
Fille detektiert werden, Tumorknoten in der Grofle zwischen 2-4mm waren zu 89%
detektierbar, Tumorknoten > 4mm zu 100% detektierbar. Die Detektion zeigte sich als
lageunabhéngig.

Biolumineszenz Imaging ist in der Lage, oberfldchlich gelegene Tumoren sehr friih
und zuverldssig darzustellen. Die Darstellung tiefer liegender Tumoren ist dagegen
schwierig. PET stellte die sensitivste Methode in dieser Studie dar und erweist sich als
eine sehr vielversprechende Methode auch im Mausmodell. Eine Kombination der
beiden bildgebenden Verfahren stellt einen vielversprechenden experimentellen

Ansatz zur Beurteilung von Tumorwachstum und Tumorausbreitung dar.
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