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I Einleitung 

Die Radiotherapie stellt neben der operativen Behandlung und Chemotherapie 

weiterhin eine der drei wichtigsten Therapieformen bei Krebserkrankungen dar. Etwa 

die Hälfte aller Patienten mit einem malignen Tumor erhalten im Verlauf ihrer 

Krankengeschichte eine Bestrahlung. Dabei reichen die Einsatzgebiete von 

präoperativer, alleiniger und postoperativer Bestrahlung über simultane oder 

sequenzielle Radiochemotherapie bis zu multimodalen Verfahren. 

In Kombination mit anderen Maßnahmen kann die Strahlentherapie ein Drittel der 

Heilungen für sich verbuchen. Dennoch gibt es nach wie vor eine Vielzahl an 

Malignomen, die aufgrund einer intrinsischen oder erworbenen Radioresistenz nur 

sehr schlecht oder gar nicht auf Bestrahlung ansprechen. Aus diesem Grund liegt 

das Bestreben seit langem darin, Verfahren zu entwickeln, welche die Effizienz der 

Strahlentherapie verbessern. Im Fokus der Bemühungen steht dabei zum einen die 

physikalische Herausforderung, möglichst hohe Dosen im Tumor bei größtmöglicher 

Schonung des umliegenden Gewebes zu erreichen, und zum anderen die 

Kombination von Bestrahlung mit anderen Therapien. Das Grundprinzip der 

kombinierten Therapiemodalitäten basiert dabei im Wesentlichen auf drei Konzepten: 

additive Anti-Tumor-Effekte, nicht-überlappende Nebenwirkungen und das räumliche 

Zusammenwirken (STEEL und PECKHAM 1979). 

Beispiele für in neuerer Zeit entwickelte Medikamente, die in Kombination mit 

Radiotherapie eingesetzt werden, sind hypoxische Tumorzellen sensibilisierende 

Substanzen, die sich derzeit noch in präklinischer Testung befinden (DAS et al. 

2004; DENNY 2004). Supportivtherapeutisch werden Radioprotektoren angewendet, 

wobei Amifostin (Ethyol®) der einzige Vertreter dieser Therapeutika ist, der klinisch 

bereits eingesetzt wird (Zytoprotektivum der Speicheldrüse; SAMUELS 2004). 

Ein relativ junges Therapieprinzip bei Tumorerkrankungen, das in den letzten Jahren 

Gegenstand zahlreicher Untersuchungen wurde, stellt die Beeinflussung bzw. 

Hemmung der Angiogenese in Tumoren dar. Die Neubildung von Gefäßen ist die 

Voraussetzung für die Entwicklung, das Wachstum und eine Metastasierung von 

Tumoren und somit für ein Voranschreiten des Krankheitsprozesses. Vor annähernd 

100 Jahren wurde die Blutgefäßneubildung im Zusammenhang mit Tumoren 
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erstmals erwähnt (GOLDMAN 1907). Bereits vor 60 Jahren wurde eine solche 

Gefäßneubildung bei Tumoren beobachtet (IDE et al. 1939; ALGIRE et al. 1945). Die 

Hypothese, dass Tumorzellen die Eigenschaft aufweisen, das Wachstum neuer 

Kapillaren hervorzurufen fand jedoch wenig Akzeptanz. Die Gefäßneubildung wurde 

lediglich als „Nebeneffekt“ von entzündlichen Vorgängen während des 

Tumorwachstums angesehen. FOLKMAN formulierte 1971 die Hypothese, dass 

solide Tumoren abhängig von angiogenen Vorgängen seien und dass Endothelzellen 

durch einen Faktor, der vom Tumor freigesetzt wird, zur Neubildung von Gefäßen 

angeregt würden. Eine Blockade dieses Faktors könne als möglicher therapeutischer 

Ansatz in der Krebstherapie dienen - das Konzept bezeichnete FOLKMAN als Anti-

Angiogenese. Erst mit der Entwicklung neuer zellulärer und molekularer 

Untersuchungsmethoden konnten weitere Erkenntnisse über die Mechanismen der 

Angiogenese, der Antiangiogenese und der daran beteiligten Faktoren gewonnen 

werden, wodurch die essentielle Rolle der Gefäßbildung bei der Tumorprogression 

nicht mehr angezweifelt wurde. Es folgte die intensive Suche nach sogenannten pro- 

und antiangiogenen Substanzen. 

Eine Angiogenese-Inhibition zielt auf die Hemmung der Neubildung von Kapillaren 

bzw. Gefäßen ab und greift dabei die Endothelzelle direkt an bzw. blockiert deren 

Interaktionen mit dem umgebenden Gewebe. Diese Zielzellen zeichnen sich 

verglichen mit Tumorzellen durch eine sehr geringe genetische Variabilität und 

Heterogenität aus. Darin begründet liegt die Hoffnung, Probleme der heutigen 

Tumortherapie wie die Resistenzentwicklung gegenüber Bestrahlung oder 

Chemotherapie umgehen zu können. 

Dennoch erscheint die Kombination von Radiotherapie mit Angiogenese-Inhibitoren 

auf den ersten Blick kontraproduktiv und eine additive Wirkung bei Kombination 

dieser beiden Therapieprinzipien paradox. Denn schon seit über 50 Jahren ist 

bekannt, dass die Verfügbarkeit von Sauerstoff unabdingbare Voraussetzung für die 

Wirksamkeit von Strahlentherapie darstellt und der Grad der Oxygenierung des 

Tumors vor und während der Bestrahlung ein wichtiger prädiktiver Faktor ist, 

während Hypoxie zu einer Strahlenresistenz führt (GRAY et al. 1953). Und gerade 

die Hemmung der Blutgefäßversorgung der Tumoren würde doch zum Abschneiden 

der Versorgung von Tumorzellen mit Nährstoffen und Sauerstoff führen. Neuere 

Studien konnten zeigen, dass antiangiogene Therapien zu einer „Normalisierung“ 
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des strukturell wie auch funktionell abnormalen Tumorgefäßnetzwerks führen und 

sogar gesteigerte Sauerstoffgehalte bei verschiedenen Tumoren gemessen werden 

(HANSEN-ALGENSTAEDT et al. 2000; LEE et al. 2000), was eine Kombination mit 

Radiotherapie sehr nahe legt. 

Durch eine alleinige Strahlentherapie werden vornehmlich die oxygenierten 

Tumorzellen eliminiert, während die hypoxischen, radioresistenten Zellen überleben. 

Sie beginnen, protektive Zytokine zu produzieren und eine zweite Welle der 

Angiogenese und Tumorzellproliferation sind die Folge. Bedingt durch den Angriff 

von Tumorzell- und Tumorstroma-Kompartiment, vermögen antiangiogene 

Substanzen genau an diesem Punkt den kodependenten Zyklus von 

Tumorwachstum und Angiogenese zu unterbrechen und so die Radioresistenz von 

Tumoren zu vermindern. Neuere präklinische und klinische Studien haben gezeigt, 

dass die Kombination mit antiangiogenen Substanzen den therapeutischen Effekt 

ionisierender Bestrahlung verbessern konnte. 

Der komplexe Mechanismus der Blutgefäßbildung bei malignen Tumorneubildungen 

lässt darauf schließen, dass kombiniert eingesetzte antiangiogen wirksame 

Therapeutika effektiver wirken. Dennoch ist trotz mittlerweile zahlreicher 

Untersuchungen bis heute unklar, welche Kombinationen den größten Effekt und die 

größte synergistische Aktivität erreichen bei gleichzeitig minimierter Toxizität. Es 

zeigt sich, dass die Angiogenese-Inhibition bei verschiedenen malignen 

Tumorneubildungen bezüglich der Art und Administration optimiert werden muss. 

 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von verschiedenen kombinierten 

Therapiekonzepten mit Angiogenese-Inhibitoren auf das Wachstumsverhalten von 

Tumoren unter komplexen in-vivo-Bedingungen an zwei humanen Xenograft-

Tumormodellen zu untersuchen. 

In vier Versuchsreihen wurden verschiedene Angiogenese-Inhibitoren einzeln sowie 

kombiniert eingesetzt bzw. kombiniert mit lokaler fraktionierter Bestrahlung getestet. 

Dabei kamen folgende gefäßwachstumshemmenden Substanzen zum Einsatz: 

Der endogene Angiogeneseinhibitor Endostatin, die kleinmolekularen Imidazol-

Derivate SU5416 und SU6668 sowie der peptidomimetische avß3-Integrin-Inhibitor 

S247. 
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Tab. 1: Übersicht der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuchsreihen 

Versuchs-
reihe 

Angiogenese-Inhibitor 1 Angiogenese-Inhibitor 2 Bestrahlung 

 A (PC3) VEGFR2-Tyrosinkinase-Inhibitor Endostatin -- 

 B (PC3) VEGFR2-Tyrosinkinase-Inhibitor PDGFR-ß-Tyrosinkinase-Inhibitor  5 x 2,5 Gy 

 C (PC3) avß3-Integrin-Inhibitor -- 5 x 2,5 Gy 

 D (A431) avß3-Integrin-Inhibitor -- 5 x 2,5 Gy 

 

Bei den beiden im Rahmen dieser Arbeit verwendeten subkutan wachsenden und 

damit ektopen Tumormodellen handelte es sich zum einen um das humane Prostata-

Karzinom PC3. Zudem wurde die Kombination der Bestrahlung und Integrin-

Inhibition an einem weiteren Tumormodell untersucht, dem humanen A431-

Epidermoid-Karzinom. Damit wurden zwei unterschiedliche Tumormodelle gewählt, 

die zudem deutliche Unterschiede hinsichtlich ihres (subkutanen) Wachstums-

verhaltens aufzeigten. So konnten im Rahmen dieser Arbeit weitere Erkenntnisse 

bzgl. antitumoraler Effekte dieser Behandlungskombination gewonnen werden. 

Zur Erfassung des therapeutischen Effektes wurde der Tumorwachstumsverlauf 

unter dem Einfluss der jeweils vorgenommenen Behandlung durch Messung der 

Tumorgrößen ermittelt. Begleitend wurden Tumoren aus den PC3-Behandlungs-

gruppen histologisch sowie immunhistochemisch hinsichtlich des Proliferations-

verhaltens der Tumorzellen bzw. der Gefäßversorgung untersucht. Bei den A431-

Tumoren wurde neben der Expression von phosphorylierter Akt (pAkt) die Apoptose 

immunhistochemisch dargestellt. Klinische und pathologische Veränderungen der 

Tiere wurden dokumentiert. 
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„Brückenbildung“ 

Aussprossen 

Rückbildung 

Angioblasten 
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Verästelungen    

VASKULOGENESE    ANGIOGENESE    

II Literaturübersicht 

1 Entstehung von Blutgefäßen - Angiogenese und 
Vaskulogenese 

Ursprünglich bezeichnete der Begriff Angiogenese den komplexen Vorgang der 

Gefäßneubildung durch Aussprossen aus bestehenden Blutgefäßen (CARMELIET u. 

COLLEN 2000; RISAU 1997). Neben der Sprossung gibt es noch weitere Formen 

der Angiogenese, die u.a. in der Lunge, im Herzen sowie in der Chorioallantois-

membran beschrieben wurden, wie die Intussuszeption (BURRI u. TAREK 1990; 

PATAN et al. 1992 u. 1993; RISAU 1997; VAN GRONINGEN et al. 1991). Hierbei 

werden bereits vorhandene Gefäße durch Einschnürung oder Kompartimentierung 

via luminal einwachsender Endothelzellpfeiler geteilt. 

Bei der Bildung von Gefäßen im adulten Organismus überwiegen angiogene 

Vorgänge, während in der frühen Phase der embryonalen Entwicklung zunächst die 

Vaskulogenese im Vordergrund steht. Dabei differenzieren sich extraembryonal im 

Dottersack aus mesenchymalen Blutinseln die Vorläuferzellen von Blutzellen 

(hämatopoetische Vorläuferzellen) und Endothelzellen (Angioblasten). Durch eine 

weitere Differenzierung dieser Vorläuferzellen kommt es zur Bildung von Blutgefäßen 

und zur Organisation in ein primäres, vaskuläres Netzwerk (RISAU u. FLAMME 

1995). Neuere Untersuchungen zeigen, dass eine Gefäßneubildung durch 

vaskulogenese-artige Prozesse auch im adulten Organismus stattfindet (SHI et al. 

1998; ASAHARA et al. 1999; LIN et al. 2000; LUTTUN et al. 2002). 

Abb. 1: Arten der Blutgefäßbildung (modifiziert aus CARMELIET u. COLLEN 2000, S. 388) 
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Angiogenese tritt neben der Embryonalentwicklung physiologisch auch im adulten 

Organismus im Rahmen hormonell gesteuerter zyklischer Veränderungen in den 

weiblichen Reproduktionsorganen (D`AMORE u. THOMPSON 1987) und bei einer 

Gravidität in der Milchdrüse auf (FINDLAY 1986; REDMER u. REYNOLDS 1996; 

DJONOV et al. 2001). Eine kontrollierte Neubildung von Blutgefäßen tritt bei 

regenerativen Prozessen wie der Wundheilung auf (CLARK et al. 1982; FOLKMAN 

u. SHING 1992). Im Gegensatz dazu kommt es bei einer Reihe von Erkrankungen, 

wie bei proliferativen Retinopathien oder der rheumatoiden Arthritis, zu einer 

überschießenden, unkontrollierten Blutgefäßbildung (FOLKMAN u. SHING 1992; 

PLENDL u. SINOWATZ 1999). Größte Bedeutung hat die Angiogenese als 

Komponente des progressiven Wachstums und der Metastasierung solider Tumoren 

(FOLKMAN 1971 u. 1995). Ein wachsender Tumor benötigt für die Sicherstellung 

seiner Versorgung mit Nährstoffen und Sauerstoff ein ausgedehntes kapilläres 

Netzwerk. Zusätzlich eröffnen die neu gebildeten Blutgefäße den Tumorzellen einen 

Weg, in den Kreislauf zu gelangen und somit in anderen Organen und Geweben 

Metastasen zu bilden. 

1.1 Morphologische Aspekte der Angiogenese 

Hauptschritte der Angiogenese sind die Migration, Proliferation und schließlich die 

Lumenbildung durch die Endothelzellen sowie Veränderungen, die in den 

periendothelialen Komponenten, also der Basalmembran, der extrazellulären Matrix 

und den Perizyten stattfinden (RISAU 1997). 

Durch einen angiogenen Stimulus aktivierte Endothelzellen verändern ihre 

Morphologie und bilden z.T. fingerförmige Ausläufer. Es kommt zum teilweisen Ab- 

bzw. Umbau der Basalmembran und der extrazellulären Matrix durch diverse 

proteolytische Enzyme, darunter Matrixmetalloproteinasen und Plasminogen-

Aktivatoren, die unter anderem von den Endothelzellen und Perizyten synthetisiert 

werden (FOLKMAN 1984; NICOSIA u. VILLASCHI 1999). Endothelzellen heften sich 

an diese Matrix mit Hilfe eigens exprimierter Adhäsionsmoleküle. Zu diesen gehören 

unter anderem die Integrine αvβ3 und αvβ5 (RUOSLAHTI u. REED 1994; BENJAMIN 

et al. 1999; ERDREICH-EPSTEIN et al. 2000). Diese Integrine binden einerseits an 

ihrer Rezeptorseite Proteine der Endothelzellmembran (EZM), die eine bestimmte 

Aminosäuresequenz aufweisen, und andererseits sequenzunabhängig die 
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Matrixmetalloproteinase-2 (MMP-2). Durch diese Assoziation wird nicht nur das 

„Remodelling“ der EZM erleichtert, sondern gleichzeitig auch die Migration der 

Endothelzelle ermöglicht (RAY u. STETLER STEVENSON 1994; BROOKS et al. 

1998; ELICEIRI u. CHERESH 1999). 

Zunächst gelangen die Endothelzellen durch die fragmentierte Basalmembran 

hindurch in das perivaskuläre Gewebe und wachsen in Richtung chemotaktischer 

Faktoren als Gefäßsprossen heran, die dann im Verlauf ein Lumen bilden. Im 

weiteren kommt es zu Verzweigungen, oftmals auch zur Ausbildung von 

Anastomosen („Schlingenbildung“). Von diesen Schlingen ausgehend migrieren dann 

wiederum Endothelzellen, so dass nach und nach ein Netz feiner, kapillarähnlicher 

Strukturen entsteht (FOLKMAN 1984; AMSELGRUBER et al. 1999). Die 

Basalmembran wird neu gebildet und nachdem sich die Perizyten während der 

Kapillarsprossung von den Endothelzellen gelöst haben werden schließlich wieder 

Perizyten rekrutiert, die ein umgebendes Stützgewebe formen (HAMMERSEN et al. 

1985; HIRSCHI u. D’AMORE 1996 u. 1997; RISAU 1997). Diese Stabilisierungs-

phase ist entscheidend für das Fortbestehen der neu gebildeten Gefäße, da unreife 

Gefäße bei Wegfall des angiogenen Stimulus schnell der Apoptose und Regression 

unterliegen können (BENJAMIN et al. 1999). Das Ergebnis ist ein dreidimensionales, 

funktionierendes Gefäßnetz. 

2 Tumorangiogenese 

Ein kompetentes, expandierendes, vaskuläres Versorgungsnetzwerk ist notwendige 

Voraussetzung für progressives Wachstum solider Tumoren, da maligne Zellen 

ebenso wie normales Gewebe Sauerstoff und Nährstoffe für Überleben und 

Wachstum benötigen (FOLKMAN 1971). 

Es können zwei Phasen unterschieden werden, die prävaskuläre und die vaskuläre 

Phase (PEPPER 1997). In der prävaskulären Phase besitzt der Tumor noch keine 

angiogenen Eigenschaften. Tumorzellen proliferieren Angiogenese-unabhängig und 

die Tumoren können lediglich bis zu einer kritischen Größe von einigen Tausend 

Zellen bzw. von ca. 2 bis 3 mm im Durchmesser wachsen (FOLKMAN 1995). Grund 

dafür ist dabei eine maximale Entfernung der Tumorzellen zu Kapillargefäßen von 
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ca. 100 bis 200 µm, die Sauerstoff und Nährstoffe durch passive Diffusion 

zurücklegen können, wodurch eine ausreichende Versorgung sichergestellt ist 

(FOLKMAN 1971). Ein in-situ-Tumor kann über Monate oder Jahre lokal begrenzt 

bleiben. Es herrscht ein Gleichgewicht zwischen der Anzahl proliferierender und 

apoptotischer Zellen (FOLKMAN 1995; HOLMGREN et al. 1995). Um über dieses 

durch passive Diffusion limitierte Stadium hinaus wachsen zu können, muss der 

wachsende Tumor neue Blutgefäße generieren (vaskuläre Phase). 

Tumorgefäße entwickeln sich überwiegend via Angiogenese und Intussuszeption aus 

den umliegenden, bereits bestehenden Gefäßen. Ergebnisse neuerer 

Untersuchungen lassen vermuten, dass dabei auch zirkulierende endotheliale 

Vorläuferzellen aus der Gefäßwand oder aus dem Knochenmark involviert sind 

(RAFII 2000). Zwischen der Angiogenese, wie sie bei physiologischen Prozessen 

auftritt und der Angiogenese, wie sie bei der Entwicklung von soliden Tumoren und 

auch bei anderen pathologischen Prozessen stattfindet, scheint große Ähnlichkeit zu 

bestehen (FOLKMAN 1984). Dennoch zeigen die im Verlaufe des Tumorwachstums 

neu gebildeten Gefäße in struktureller und funktioneller Hinsicht einige Besonder-

heiten. Beispielsweise erfolgt eine Stabilisierung der Tumorgefäße durch Rekon-

struktion einer Basalmembran sowie durch Anlagerung perivaskulärer Zellen nur 

unvollständig (BENJAMIN et al. 1999; CARMELIET u. JAIN 2000). Die exzessiv neu 

gebildeten Endothelzellen und abnormale perivaskuläre Zellen bilden folglich wenig 

differenzierte Tumorgefäße, die stark gewunden, von unregelmäßigem Durchmesser, 

dilatiert und durch Fenestrierung stark permeabel sind (DVORAK et al. 1995; 

CHANG et al. 2000; HASHIZUME et al. 2000). Verbunden hiermit ist ein zumeist 

chaotischer und variabler Blutfluss (BAISH u. JAIN 2000), der zu lokaler Hypoxie und 

Nekrose führt (HELMLINGER et al. 1997). Die Bildung der neuen permeablen 

Gefäße erlaubt neben dem weiteren Tumorwachstum auch das Eindringen von 

Tumorzellen in die systemische Zirkulation und eröffnet dem Tumor damit zusätzlich 

die Möglichkeit der hämatogenen Metastasierung (FOLKMAN 1995). 

2.1 Steuerung der Angiogenese 

Im Gegensatz zur streng regulierten physiologischen Gefäßbildung verläuft die 

pathologische Angiogenese während der Entwicklung solider Tumoren i.d.R. 

persistent und anhaltend. Krebszellen beginnen mit der Veranlassung der 
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Blutgefäßneubildung zu einem frühen Zeitpunkt der Tumorentstehung (FOLKMAN 

1995). Dieser Prozess wird durch Wachstumsfaktoren eng reguliert. Neben 

sogenannten „proangiogenen“ Faktoren, d.h. Faktoren, welche die Blutgefäß-

neubildung fördern, konnten in den letzten Jahren dank intensiver Forschung auf 

diesem Gebiet auch zahlreiche natürliche (endogene) „antiangiogen“ wirkende 

Faktoren identifiziert werden, die spezifisch die Proliferation von Gefäßendothelzellen 

und damit die Angiogenese hemmen. Diese Faktoren stehen bei der Gefäß-

homöostase in einem funktionellen Gleichgewicht (PEPPER 1997). 

Das „Umschalten“ von einem ruhenden Tumorzellverband (tumor dormancy) in einen 

Endothelzell-aktivierenden, wachsenden Tumor haben HANAHAN und FOLKMAN 

1996 als Angiogenic Switch bezeichnet. Dieser wird durch eine lokale Imbalance 

zwischen positiven und negativen Regulatoren der Angiogenese im Tumor 

eingeleitet; als Resultat der Bildung angiogener Faktoren bzw. der Niederregulierung 

antiangiogener Faktoren (FOLKMAN et al. 1989; BOUCK et al. 1996; SENGER et al. 

1996; PEPPER 1997). Die Ursache dafür, dass ein Tumorzellverband oftmals erst 

nach Monaten oder sogar Jahren plötzlich eine angiogene Aktivität entwickelt, ist 

noch weitgehend unklar. 

Als eine der Hauptursachen dieser Angiogenese-Induktion wird ein Absinken der 

Sauerstoffspannung (Hypoxie) durch ein Missverhältnis zwischen Tumormasse und 

Gefäßversorgung angesehen. Die in der Mikroumgebung von Tumoren oftmals 

herrschenden hypoxischen Bedingungen aktivieren Hypoxia-Inducible Factors (HIF-

1α, HIF-ß, HIF-2α), wobei HIF-1α die bedeutendste Rolle zugeschrieben wird, 

welcher wiederum die Hochregulierung von Genen bzw. verschiedenen angiogenen 

Faktoren unterstützt (SHWEIKI et al. 1995; DACHS et al. 1997; CARMELIET 1998; 

KUNG et al. 2000). Eine enge Verbindung scheint in diesem Zusammenhang zu dem 

als Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) bezeichneten Wachstumsfaktor zu 

bestehen (siehe auch Abb. 2, S. 14), der als einer der zentralen Faktoren bei der 

Tumorangiogenese betrachtet wird. 

Daneben gibt es eine ganze Reihe von Evidenzen, dass bestimmte Mutationen 

vermehrte Angiogenese bewirken. Charakteristisch ist dabei die Aktivierung von 

Onkogenen wie z.B. v-src oder ras, was eine erhöhte HIF-Aktivität und eine 

vermehrte Expression proangiogener Proteine wie VEGF zur Folge hat. Gleichzeitig 
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werden Gene inaktiviert (z.B. von Hippel-Lindau (VHL)-Tumor-Suppressor-Gen, p53-

Tumor-Suppressor-Gen) und Suppressor-Proteine wie Thrombospondin nieder-

reguliert, welche normalerweise die Bildung von angiogenen Faktoren kontrollieren 

bzw. unterdrücken (JIANG et al. 1997; GALE u. YANCOPOULOS 1999; RAK et al. 

2000; RAVI et al. 2000). 

Neben VEGF spielt eine Reihe von weiteren proangiogenen Faktoren eine Rolle, so 

z.B. der Fibroblast Growth Factor (FGF), Interleukin-8, Placenta Growth Factor 

(PlGF), Transforming Growth Factor (TGF), Growth Factor-ß (GF-ß), Tumor Growth 

Factor-ß (TGF-ß), Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α), Platelet Derived Growth Factor 

(PDGF), Pleiotrophin oder Cyclooxigenase-2, um nur einige Beispiele zu nennen 

(RELF et al. 1997; CARMELIET et al. 1998; FUKUMURA et al. 1998; DACHS et al. 

2000). 

3 Ionisierende Bestrahlung 

Ionisierende Strahlen gelten als effektive Behandlungsmethode bei einer Vielzahl 

von Tumoren. Rund die Hälfte aller Krebspatienten erfahren eine Bestrahlung im 

Verlauf ihrer Behandlung (OWEN et al. 1992). Dabei kommt weiterhin überwiegend 

die mittels Linearbeschleunigern oder 60Cobalt-Strahleneinheiten erzeugte hochener-

getische Photonenstrahlung zum Einsatz. 

3.1 60Co-Bestrahlung - Physikalische Grundlagen 

Wird Materie ionisierender Strahlung ausgesetzt, kann die aufgenommene Energie 

zu Anregungen und Ionisationen der Atome oder Moleküle in diesem biologischen 

Material führen. Im Falle einer Anregung wird ein Elektron eines Atoms oder 

Moleküls durch die Strahlung auf ein höheres Energieniveau gehoben. Bei einer 

Ionisation hat die Strahlung genügend Energie, um ein oder mehrere 

Orbitalelektronen aus einem Atom oder Molekül herauszuschlagen. 

Ionisierende Strahlung lässt sich in Photonenstrahlung (oder auch elektro-

magnetische Strahlen) und Teilchenstrahlung (Neutronen, Protonen, α-Teilchen, 

mittelschwere oder schwere Ionen) unterteilen (GEHRTSEN et al. 1993). Eine 

wichtige Eigenschaft dieser Strahlung ist die lokale Abgabe großer Mengen Energie. 
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60Co-γ-Strahlung gehört wie die Röntgenstrahlung zu der Photonenstrahlung. Der 

einzige Unterschied zwischen diesen Strahlenarten besteht in ihrer Herkunft. 

Röntgenstrahlen werden in einer Röntgenröhre erzeugt, in der Elektronen in einem 

elektrischen Feld auf hohe Geschwindigkeiten beschleunigt werden, um dann in 

fester Materie (meistens Wolfram) abrupt abgebremst zu werden. Dabei wird ein Teil 

der kinetischen Energie der Elektronen in Röntgenstrahlung umgewandelt, die sich 

aus der Bremsstrahlung und der charakteristischen Röntgenstrahlung zusammen-

setzt. γ-Strahlen entstehen ausschließlich bei Kernprozessen und werden von 

radioaktiven Isotopen ausgesendet. Die wichtigsten Kernumwandlungsarten bei 
60Cobalt sind ß-Umwandlungen, Emission von α-Teilchen und Kernspaltung. Es 

unterliegt einem ß-Zerfall mit einer Halbwertszeit von 5,27 Jahren. Dabei wandelt 

sich ein Neutron in ein Proton, ein Elektron und ein Antineutrino um. Elektron und 

Antineutrino werden emittiert, zurück bleibt ein angeregter 60Nickel-Kern, der sich 

sofort (<10-9 s) in einer Gamma-Kaskade von 1,17 MeV und 1,33 MeV in seinen 

Grundzustand verwandelt (MAYER-KUCKUCK 1984). Das Dosismaximum der über 

1 MeV Gammaquanten der 60Co-γ-Strahlung wird erst nach etwa 0,5 cm unter der 

Hautoberfläche erreicht. Mittlerweile lassen sich mit Linearbeschleunigern durch 

Bremsstrahlung noch sehr viel höhere Photonenenergien erzeugen, die ihr 

Dosismaximum noch tiefer haben (z.B. 25 MeV). 

Photonenstrahlung gehört wie die ungeladenen Neutronen zu den indirekt 

ionisierenden Strahlen, während alle geladenen Partikel Atome direkt ionisieren. Im 

Fall der 60Co-γ-Strahlung werden v.a. durch den Photoeffekt Elektronen aus den 

äußeren Schalen herausgelöst, die Bindungsenergien in der Größenordnung von 10 

eV haben und damit von MeV-Quanten leicht entfernt werden können. Diese 

Elektronen ionisieren dann sekundär weitere Atome. Anhand der Dichte der 

auftretenden Ionisationen lässt sich die Strahlung in dünn und dicht ionisierende 

Strahlung unterteilen. Die Photonenstrahlung gehört zu den dünn ionisierenden 

Strahlen, bei denen jedes Photon ein schnelles Sekundärelektron erzeugen kann, 

welches eine relativ geringe Anzahl an Ionisationen beim Durchgang durch einen 

Zellkern mittlerer Größe hinterlässt. Die Ionisationsorte liegen für dünn ionisierende 

Strahlung weiter und für dicht ionisierende Strahlung weniger weit auseinander. Das 

Maß für die Dichte der Ionisation ist der Lineare Energie Transfer (LET), der durch 

die Angabe der pro Wegstrecke absorbierten Energie charakterisiert ist und in 
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keV/µm angegeben wird. Für monoenergetische geladene Teilchen ist das ein fester 

Wert, während er für die indirekten Strahlenarten vom Ausmaß der sekundären 

Ionisation und deren Energieübertrag abhängt. Für 60Cobalt-γ-Strahlung schwankt er 

zwischen 0,3 und etwa 3 keV/µm, während er für 5 MeV α-Teilchen etwa 100 

keV/µm betragen kann (TUBIANA 1990). 

3.2 Radiobiologie 

Ionisationen spielen die entscheidende Rolle bei den durch ionisierende Strahlung 

ausgelösten biologisch relevanten Schäden.  

Man geht davon aus, dass Photonen-Strahlung bei Energien von größer als 124 eV 

ionisierend ist. Um die biologische Strahlenwirkung quantifizieren zu können, führte 

man den Begriff der Dosis ein. Sie ist ein Maß für die pro Masseneinheit absorbierte 

Energie und wird in Gray [Joule/kg] angegeben. In biologischen Systemen besteht 

jedoch das Problem, dass unterschiedliche Strahlenarten verschiedene biologische 

Auswirkungen bei gleicher Dosis haben. Um nun unterschiedliche Strahlenarten 

miteinander vergleichen zu können, wurde die Relative Biologische Wirksamkeit 

(RBW) eingeführt. Sie dient als Maß der Effektivität einer getesteten Strahlung im 

Vergleich mit einer Referenzstrahlung, üblicherweise 250 kV-Röntgen- oder 60Co-γ-

Strahlen. Generell steigt die RBW mit dem LET, allerdings nur bis zu einem 

Maximum bei etwa 100 keV/µm. Darüber hinaus wird mehr Energie deponiert als zur 

Zellabtötung notwendig ist („overkill“), wobei sie anschließend auf Werte unter 1 fällt 

(BARENDSEN et al. 1963; SKARSGARD et al. 1967). 

Der durch ionisierende Bestrahlung verursachte Zelltod beruht hauptsächlich auf der 

Schädigung der DNA der (Tumor-)Zellen und einem sich anschließenden 

getriggerten Zelltod durch Apoptose bzw. Nekrose. Das Ausmaß der Schädigung 

hängt von mehreren Faktoren ab. Am bedeutendsten erscheint dabei der 

Sauerstoffgehalt in den Zellen (LITTBRAND u. REVESZ 1969). Es wird 

angenommen, dass Sauerstoff zu einer deutlichen Verlängerung der Lebenszeit 

freier Radikale führt, die bei der Interaktion von Strahlen mit zellulärem H2O 

entstehen, und dadurch die Empfindlichkeit der Zellen gegenüber Bestrahlung stark 

erhöht (CHAPMAN et al. 1974). Freie Radikale interagieren mit der DNA, was zu 

deren Schädigung führt. 
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Mit der sog. „fraktionierten“ Bestrahlung wurde schon früh im 20. Jahrhundert ein 

Bestrahlungskonzept entwickelt, das genauso effektiv ist, verglichen mit der Gabe 

von hohen Einzeldosen jedoch weitaus besser toleriert wird und bis heute breite 

Anwendung findet. Die Bestrahlung wird dabei in geteilten, relativ geringen Dosen 

vorgenommen. In der Zeit zwischen den einzelnen Dosen werden dem gesunden 

Gewebe Reparatur- und Repopulationsvorgänge ermöglicht und es somit „geschont“. 

Gleichzeitig verstärkt ein anschließender Anstieg des Sauerstoffgehalts im Gewebe 

die darauf folgende Strahlenwirkung und Tumorzellen werden vermehrt in 

empfindlichen Phasen des Zellzyklus erfasst. Grund dafür ist, dass bei sublethal 

geschädigten Tumorzellen nach Bestrahlung Reparaturmechanismen einsetzen. 

Dabei folgen Phasen des Zellzyklus, in denen die Zellen unterschiedlich sensitiv 

gegenüber Strahlen reagieren. Radioresistent ist die S-Phase, während Zellen in der 

G2- bis M-Phase sensitiv gegenüber Strahlen reagieren (ELKIND u. SUTTON 1960; 

ELKIND et al. 1965; ELKIND 1988). 

3.2.1 Angiogene Stimulation nach Bestrahlung 

Seit Ende der achtziger Jahre wurde über die Bildung von Zytokinen, 

Wachstumsfaktoren und den Zellzyklus regulierenden Genen in Tumorzellen und 

Endothelzellen nach Bestrahlung berichtet (WITTE et al. 1989; HALLAHAN et al. 

1989; WOLOSCHAK et al. 1990). Dies ist als Teil einer umfassenden Antwort der 

Zellen auf die Stresseinwirkung zu sehen, bei der eine Vielzahl von Reaktionen 

ablaufen, in deren Verlauf es über Transkriptionsfaktoren zur vermehrten Expression 

dieser Faktoren kommt. Im Hinblick auf angiogene Vorgänge kommt es dabei durch 

die Aktivierung des Rezeptors des Epidermal Growth Factor (EGFR) zur Anregung 

des Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK)-Signalwegs (BOWERS et al. 2001), 

was mit einer gesteigerten Expression von Wachstumsfaktoren wie TGF-α, VEGF 

und FGF einhergeht (GORSKI et al. 1999). ABDOLLAHI et al. berichteten 2003 über 

die vermehrte Bildung von VEGF und FGF in Tumorzellen und VEGFR2 in 

Endothelzellen in vitro nach Bestrahlung (ABDOLLAHI et al. 2003a). 

In diesem Zusammenhang ist ein weiterer Signalweg bekannt, der mit einer 

Hochregulation von VEGF einhergeht. Die Proteinkinase B, auch als AKT bezeich-

net, führt dabei nach Phosphorylierung (pAKT) zu einer Stabilisierung von HIF-1 

(MAXWELL et al. 1997; MAZURE et al. 1997; s. auch Abschnitt 2.1). Dieser Kaskade 
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nachgeschaltet wird pAkt in Endothelzellen nach Rezeptorstimulation durch 

Wachstumsfaktoren  hochreguliert (s. Abb. 2). Untersuchungen in jüngerer Zeit 

konnten zeigen, dass pAkt unabhängig von dieser durch Wachstumsfaktoren 

induzierten Hochregulierung nach Bestrahlung vermehrt gebildet wird (TAN u. 

HALLAHAN 2003; ABDOLLAHI et al. 2005). pAkt, das bekannt für die Vermittlung 

antiapoptotischen Schutzes ist (DATTA et al. 1997), führt dort zum Überleben der 

Zellen und zur Kapillarbildung (TAN et al. 2006). 

 

 

 

 
 

Abb. 2: Signalmechanismus im Zusammenhang mit der VEGF-induzierten Tumor-
angiogenese.                  
Sowohl das Überleben der Endothelzellen als auch der Vorgang der Neubildung 
von Gefäßen werden über die VEGF/VEGFR2-Aktivierung und die nach-
geschaltete Phosphatidyl-Inositol 3`-Kinase/Akt Signalkaskade induziert. VEGF wird 
durch Stressfaktoren, welche wie z.B. ionisierende Strahlung von außen einwirken, 
oder im Tumorgewebe vorherrschende Stressfaktoren wie z.B. Hypoxie hoch-
reguliert [Quelle: modifiziert aus WACHSBERGER 2003, S. 1959]. 

Die gesteigerte Tumorzellproliferation, welche sich oft nach Bestrahlung beobachten 

lässt, ist möglicherweise ebenso Folge der Angiogenese-Stimulation (KOUKOU-

RAKIS et al. 2001) wie auch der gesteigerten Proliferation des Tumorstammzell-

Kompartiments (HENDRY 1992). Wahrscheinlich ist, dass neben hypoxischen 

Bedingungen auch eine zytotoxisch wirkende Therapie wie die Bestrahlung zur 

Intensivierung von angiogenen Vorgängen führt, und damit wiederum selbst zu einer 

Resistenzentwicklung beiträgt.  
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4 Strategien der Angiogeneseinhibition 

Mögliche Ansatzpunkte für eine antiangiogene Therapie sind vielfältig und ergeben 

sich aus dem bereits zuvor geschilderten komplexen Geschehen der Tumor-

angiogenese (s. Abschnitt 2). Das Prinzip besteht darin, einzelne oder mehrere 

Schritte der Gefäßbildung zu blockieren, um so die Etablierung eines suffizienten 

Gefäßsystems im Tumor zu verhindern, bzw. einen bereits vaskularisierten Tumor 

von der Substratversorgung abzuschneiden. Wachstum und Metastasierung des 

Tumors würden inhibiert sein. Bis heute sind über 300 medikamentöse Hemmer der 

Angiogenese bekannt, wobei in letzter Zeit nicht nur endogene, sondern auch 

zahlreiche synthetische Substanzen identifiziert und entwickelt worden sind. Für eine 

Vielzahl von ihnen konnte gezeigt werden, dass sie Tumorwachstum verzögern. 

Nach den ersten viel versprechenden in-vitro-Versuchen und deren erfolgreicher 

Transfer zu zahlreichen in-vivo-Experimenten an Xenograft-Modellen wurde 1992 mit 

der Substanz TNP 470 der erste klinische Versuch am Menschen unternommen. 

Seitdem sind bis heute über 10 000 Krebspatienten im Rahmen von klinischen 

Studien mit Angiogenese-Inhibitoren behandelt worden. Mit dem VEGF-

neutralisierenden Antikörper Bevacizumab (Avastin™, Genentech) hat das erste 

antiangiogene Tumormedikament am 26. Februar 2004 durch die United States Food 

und Drug Administration (FDA) seine klinische Zulassung erhalten. 

Primär antiangiogen wirkende Substanzen greifen an unterschiedlichen Stellen der 

angiogenen Signalwege bzw. Strukturen an, die bei der Bildung von Gefäßen 

beteiligt sind an. Hinsichtlich ihres Wirkmechanismus können dabei Substanzen 

unterschieden werden, welche die Wirkung von Wachstumsfaktoren neutralisieren, 

proteolytische Enzyme, die Endothelzell-Matrix-Anheftung oder die Gefäßreifung 

inhibieren. Direkt an den Endothelzellen wirkende Wirkstoffe verhindern deren 

Migration, Proliferation oder Invasion oder bewirken Apoptose. Sekundär 

antiangiogene Substanzen bewirken verschiedenste Reaktionen, in deren Folge es 

auch zu einer Hemmung der angiogenen Mechanismen kommt. Hierzu werden z.B. 

die selektiven COX-2-Inhibitoren wie Celecoxib (Celebrex®) oder Antikörper gegen 

EGFR wie Tarceva, Iressa® oder Erbitux® gezählt. Die genauen antiangiogenen 

Wirkmechanismen wie z.B. bei dem ehemals als Beruhigungsmittel Contergan 

eingesetzten Wirkstoff Thalidomid sind häufig nicht bekannt. 



II Literaturübersicht 

 16

Tab. 2: Übersicht über einige der derzeit in Phasen klinischer Testung I bis III stehende
 antiangiogene Substanzen [Quellen: National Cancer Institute, Stand: August 2006;
 American Society of Clinical Oncology, Juni 2006; Penn State Cancer Institute,
 August 2005]. 

Mechanismus Substanz Wirkprinzip 

Cilengitide (EMD121974)  Kleinmolekularer avß3-/ 
avß5-Integrin-Antagonist Hemmung der 

Integrine 
ATN-161 Kleinmolekularer avß1-

Antagonist (Peptid) 
AE-941 (Neovastat™, GW786034); Aeterna, 
Sainte-Foy, QuébecProteinase-

Hemmung Marimastat (British Biotech; Annapolis, MD) 

Matrix-Metalloproteinase-
Inhibitoren 

Combretastatin A4 Phosphate  
Apoptose proliferieren-
der Endothelzellen 
(Tubulin-Bindung) 

Soy Isoflavone (Genistein; Sojaprotein-Isolat)  
2-Methoxyestradiol (2-ME; Panzem)  

Endostatin (EntreMed; Rockville, MD) Endogener 
Angiogenese-Inhibitor 

Direkte 
Hemmung der 
Endothelzellen 

TNP-470 (TAP Pharmaceuticals, Deerfield, 
IL) Endothelzellproliferation 

Bevacizumab (Avastin™; Genentech; San 
Francisco, CA)  

monoklonaler Antikörper 
gegen VEGF VEGF-Anta-

gonisten 
VEGF-Trap (Aventis, Strassburg, Frankreich) dimerer, löslicher 

VEGFR1/-2 
ZD6474  VEGFR-Antagonist Rezeptor-

Antagonisierung PTK787/ZK 222584 (Vatalanib) oraler VEGFR2-Inhibitor 

Dalteparin (Fragmin®) breite Hemmung 
von Wachstum-
faktoren Suramin  

Inhibitoren der Bindung 
von Wachstumsfaktoren 

Erlotinib (Tarceva™, Genentec) 
Gefitinib (Iressa®, AstraZeneca, London, GB) 

kleinmolekulare 
Antagonisten EGFR-Tyrosin-

kinase-
Inhibitoren Cetuximab (Erbitux®, ImClone, New York, 

NYS) monoklonaler Antikörper 

Celecoxib (Celebrex®) Cyclooxygenase-2-
Inhibitor 

Thalidomid (Celgene; Warren, NJ) 
Antiinflamma-
torische 
Substanzen 

CC-5013 (Lenalidomid; Thalidomid-Analog) 
Mechanismus unbekannt 

Verschiedene 
Mechanismen Interferon-α  

hemmt Produktion von 
bFGF, VEGF, Endothel-
zellproliferation 

Interleukin-12 hemmt 
Endothelzellproliferation 

Halofuginone Hydrobromide (Tempostatin™)  Unspezifische 
Mechanismen 

Squalamin hemmt Sodium-Hydro-
gen-Austauscher (NHE3) 
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Generell werden antiangiogene Substanzen entsprechend ihrer Wirkmechanismen in 

die „direkten“ und „indirekten“ Angiogenese-Inhibitoren unterteilt (FOLKMAN u. 

HLATKY 1998; KERBEL u. FOLKMAN 2002). Direkte Angiogenese-Inhibitoren 

wirken direkt auf die Endothelzellen der Gefäßkapillaren, die zum Tumorbett 

hinzugezogen werden. Im Gegensatz dazu interferieren indirekte Angiogenese-

Inhibitoren mit den angiogenen Kommunikations-Signalen zwischen den Tumorzell- 

und Endothelzell-Kompartimenten. Im folgenden werden die dabei möglichen 

Ansatzpunkte anhand der Blockade der VEGF-Signalkaskade exemplarisch erläutert 

und die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Wirkstoffe bzw. Prinzipien der 

Hemmung vorgestellt. 

4.1 Hemmung zentraler Wachstumsfaktoren 

Der Vaskuläre Endothelzell-Wachstumsfaktor wird als einer der zentralen 

Wachstumsfaktoren bei der physiologischen und auch der pathologischen 

Angiogenese gesehen und ist das mit Abstand am besten charakterisierte 

endothelspezifische Mitogen, das in nahezu allen Tumorarten und oft in erheblichen 

Mengen gebildet und sezerniert wird. 

Es existieren verschiedene VEGF-Isoformen, die durch alternatives Spleißen der m-

RNA aus einem einzigen Gen entstehen und durch Cystein-Brücken verbundene 

Dimere bilden (BREIER et al. 1997). Zur VEGF-Familie werden auch die verwandten 

plazentaren Wachstumsfaktoren PlGF-1 und PlGF-2 gezählt (CARMELIET 2003). Es 

sind drei hochaffine VEGF-Rezeptoren (VEGFR) bekannt: VEGFR1 (Flt-1) und 

VEGFR2, als Flk-1 bei der Maus bzw. KDR beim Menschen bezeichnet, und 

VEGFR3 (flt-4). Dabei handelt es sich um sogenannte Rezeptor-Tyrosinkinasen, d.h. 

um Transmembran-Proteine, deren zytosolischer Anteil eine Tyrosinkinase-Domäne 

und Tyrosin-Reste enthält und die extrazellulär aus Immunglobulin (Ig)-ähnlichen 

Domänen bestehen. Die Tyrosinkinase-Funktion wird durch Liganden-Bindung 

aktiviert. Die Rezeptoren dimerisieren und phosphorylieren sich gegenseitig an den 

Tyrosin-Resten. Die phosphorylierten Tyrosine setzen dann über die spezifische 

Assoziation mit SH2-Proteinen die Signaltransduktion in den Zellen bis hin zur 

Proliferation in Gang (FERRARA u. DAVIS-SMYTH 1997). VEGFR1 und VEGFR2 

werden beide fast ausschließlich in Endothelzellen exprimiert (DE VRIES et al. 1992; 

TERMAN et al. 1992; FERRARA 1999). Dadurch ist die endothelspezifische Wirkung 
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von VEGF gewährleistet, da VEGF in den verschiedensten Zelltypen exprimiert wird. 

In neueren Untersuchungen gelang der Nachweis von VEGFR2 (Flk-1) auch auf 

Tumorzellen bei unterschiedlichen Tumoren wie dem Melanom, Vulva- und 

Mammakarzinom oder dem (hormonunabhängigen) metastasierenden Prostata-

karzinom sowohl in vivo als auch im Tumorgewebe von Patienten (LACAL et al. 

2000; CHEN et al. 2004; AKAHANE et al. 2005). Neben seiner Funktion als 

Endothelzell-Wachstumsfaktor hat VEGF auch eine permeabilitätssteigernde 

Wirkung, weshalb er auch als Vascular Permeability Factor (VPF) bezeichnet wird 

(CONNOLLY 1991; FLAMME et al. 1995; FERRARA 1999). Außerdem ist er an der 

Entstehung bzw. am Erhalt der Fenestrierung von Endothelien beteiligt, wie sie z.B. 

in den Nierenglomerula und im Plexus choroideus anzutreffen sind (ESSER et al. 

1998). Die besondere Bedeutung von VEGF für die Blutgefäßentwicklung spiegelt 

sich zudem in der Tatsache wider, dass das VEGF-kodierende Gen das einzige 

bekannte autosomale Gen ist, dessen hemizygoter Status letal ist (FERRARA et al. 

1996). Ein erhöhter VEGF-Plasmaspiegel wird als prognostischer Marker diskutiert. 

So war VEGF bei Patienten mit metastasierendem Prostatakarzinom erhöht und 

korrelierte mit Gefäßdichten im Tumorgewebe (DUQUE et al. 1999; STEFANOU et 

al. 2004). 

Neben VEGF spielen auch der Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF) und Platelet 

Derived Growth Factor (PDGF) eine bedeutende Rolle bei der Gefäßentwicklung, 

zum Teil auch in Verbindung mit VEGF. Ihre Wirkung entfalten sie ebenfalls über 

Rezeptoren der Tyrosinkinase-Familie (RTKs). Von FGF sind mehr als 20 

verschiedene, strukturell verwandte Polypeptide bekannt, die sich durch ihre hohe 

Affinität zur Bindung an zelluläres Heparan-Sulfat-Proteoglykan auszeichnen. Bei 

den zwei zuerst entdeckten und in Bezug auf angiogenetische Abläufe 

bedeutendsten Mitgliedern der FGF-Familie handelt es sich um FGF-1 (auch „acidic“ 

FGF) und FGF-2 („basic“ FGF). FGF wirkt mitogen auf verschiedene Zellarten wie 

Gefäßendothelzellen und Fibroblasten (BIKFALVI et al. 1997), aber auch auf 

Tumorzellen. Zusammen mit seinen Rezeptoren wird er von einer Reihe humaner 

Tumorarten exprimiert, so u. a. beim Prostatakarzinom, Nierenzellkarzinom oder 

invasiven Brustkrebs, um nur drei Beispiele zu nennen (ADNANE et al. 1991; 

NAKAMOTO et al. 1992; SINGH et al. 1996; DE JONG et al. 1998). Entsprechend 

konnte PDGF bei zahlreichen humanen Tumoren nachgewiesen werden, so z.B. bei 
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Prostata-Malignomen, dem Mammakarzinom oder Karzinomen der Speiseröhre und 

des Magens (STORY et al. 1991; ANTONIADES et al. 1992; HERMANSON et al. 

1992; SEYMOUR et al. 1993; YOSHIDA et al. 1993). Bisher sind vier PDGF-

Polypeptid-ketten nachgewiesen, die fünf dimere PDGF-Isoformen bilden (HELDIN et 

al. 2002). Die Expression ihrer Rezeptoren wurde auf Gefäßendothelzellen und auf 

glatten Muskelzellen in den Stromata von Tumoren nachgewiesen. Wie VEGF 

konnte auch ein erhöhter PDGF-Spiegel im Blut mit höheren Gefäßdichten in 

Tumoren in Verbindung gebracht werden (ANAN et al. 1996). 

Verschiedene Zugänge zur therapeutischen Beeinflussung der VEGF-Signalkaskade 

sind untersucht worden: Der neutralisierende Antikörper Bevacizumab (Avastin™, 

Genentech) bindet und neutralisiert VEGF und verhindert so die Bindung an seinen 

Rezeptor (JAIN 2002). Diesem Konzept ähnlich handelt es sich bei der „VEGF-trap“ 

(Aventis, Strassburg, Frankreich) um einen dimeren löslichen Rezeptor, welcher aus 

Teilen der extrazellulären Domänen der VEGFR1 und -2 besteht (HUANG et al. 

2003). Anders als Avastin bindet VEGF-trap nicht nur VEGF, sondern auch sämtliche 

Mitglieder der VEGF-Familie inklusive PlGF. 

Um die Signalkaskade nach erfolgter VEGF-Rezeptor-Aktivierung zu unterbrechen, 

wurden zahlreiche Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitoren entwickelt, die Substanzen 

SU5416, SU6668, PTK787/ZK222584 sind nur wenige Beispiele. In mehreren 

murinen Tumormodellen konnte mit dem Wirkstoff SU5416, einem Inhibitor der 

VEGFR2-Tyrosinkinase (FONG et al. 1999), die Blutgefäßbildung reduziert sowie 

eine Verzögerung des Wachstums und der Metastasierung bewirkt werden 

(ANGELOV et al. 1999; FONG et al. 1999; VAJKOCZY et al. 1999). Für die Substanz 

SU6668, die ein breiteres Spektrum an RTK hemmt und dabei neben der Hemmung 

des FGFR und VEGFR2 eine hohe Aktivität gegen PDGFR-ß aufweist, wurde bei 

einer ganzen Reihe humaner Xenograft-Tumormodelle eine signifikante Hemmung 

des Tumorwachstums und der Gefäßbildung nachgewiesen, so u. a. beim 

Glioblastom, Melanom, Bronchial-, Kolon- und Ovarialkarzinom (SHAHEEN 1999; 

LAIRD et al. 2000 u. 2002). Es stellte sich dann heraus, dass SU5416 ein effektives 

Mittel bei der Behandlung angiogener Frühstadien darstellt, während SU6668 auch 

bei großen Tumoren mit einem ausgeprägten etablierten Gefäßnetz seine Wirkung 

erzielte (BERGERS et al. 2003; SAHARINEN u. ALITALO 2003). Die Behandlung mit 

einem anderen PDGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor, GlivecTM (STI 571), konnte das 
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intrakraniale Wachstum von Gliomen bei Mäusen hemmen, und zeigte damit 

Wirkung bei einer äußerst aggressiven und behandlungsresistenten Tumorart (KILIC 

et al. 2000). Kürzlich wurde mit SU11248 (Pfizer, New York, USA) ein oraler RTK-

Inhibitor entwickelt, der seine Antitumor- und antiangiogene Aktivität durch die 

Blockade des PDGFR, VEGFR, KIT und FLT3 entwickelt (ABRAMS et al. 2003). 

Neben diesen Rezeptorblockaden existieren weitere Mechanismen zur Unterbindung 

des VEGF-Signals: Aptamere sind DNA- oder RNA-Moleküle, welche in der Lage 

sind, Zielproteine zu binden und funktionell zu neutralisieren. Ein solches VEGF-

Aptamer befindet sich derzeit in klinischen Studien zur Lokalbehandlung der 

altersabhängigen Makuladegeneration (EYETECH STUDY GROUP 2003). Und 

schließlich wurde 2003 eine klinische Phase-II-Studie mit Angiozym, einem 

VEGFR1-Ribozym, welches die Proteinbiosynthese des VEGFR1 unterdrückt, 

erfolgreich abgeschlossen (WENG u. USMAN 2001). 

4.2 Endostatin 

Endostatin ist ein endogen vorkommendes, direkt antiangiogen wirkendes Protein 

und gehört zu den bekanntesten Vertretern der AI. Dabei handelt es sich um ein     

20 kDa großes C-terminales enzymatisches Spaltprodukt von Kollagen XVIII, 

welches erstmals aus dem Kulturüberstand von einer Maus-Hämangioendotheliom-

Zelllinie (EOMA) isoliert wurde (O’REILLY et al. 1997) und darauffolgend in Serum 

und Urin tumortragender Mäuse nachgewiesen werden konnte (SASAKI et al. 1998). 

Bei in-vivo-Versuchen hemmte rekombinant hergestelltes Endostatin die 

Angiogenese in der Chorioallantoismembran und führte bei verschiedenen 

Xenograft-Tumormodellen [u.a. Lewis-Lung-Karzinom, T241-Fibrosarkom, EOMA-

Hämangiom, Nierenzellkarzinom, Prostatakarzinom (hormonunabhängig)] zu einer 

Suppression des Tumorwachstums bis hin zur nahezu vollständigen Regression 

auch bei bereits fortgeschrittener Tumoren (BOEHM et al. 1997; O’REILLY et al. 

1997; DHANABAL et al. 1999). Interessanterweise berichteten BOEHM und Kollegen 

1997, dass wiederholte Behandlungszyklen jeweils zu einer nahezu vollständigen 

Regression der Tumoren führten, und es demnach zu keiner Resistenz-Entwicklung 

gegenüber Endostatin kam. Schließlich bildeten sich die Tumoren sogar dauerhaft 

zurück, auch nachdem die Behandlung endgültig eingestellt worden war. 
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SORENSEN et al. zeigten 2002 bei Untersuchungen an einem ektopen Gliosarkom-

Modell der Ratte, dass neben der Tumorgröße auch der Blutfluss im Tumorgewebe 

nach 10 Behandlungstagen um ca. die Hälfte reduziert war. Bei Untersuchungen an 

weiteren Tumormodellen bei Mäusen reduzierte Endostatin neben dem Tumor-

wachstum zudem deutlich das Auftreten von Metastasen (XIA et al. 2002; ZHANG et 

al. 2002). 

Mittlerweile sind eine ganze Reihe von Reaktionen nachgewiesen, über die 

Endostatin seine Wirkung entfaltet: so kommt es unter anderem zu einer Blockade 

des VEGFR2 (DIXELIUS et al. 2003) und zu einer Bindung an das Integrin α5β1 

(WICKSTROM et al. 2002) bzw. Glycopican-1 und -4 (KARUMANCHI et al. 2001), 

um nur zwei Beispiele zu nennen, mit der Folge einer Inhibiton von Endothelzell-

Migration und -Proliferation (YAMAGUCHI et al. 1999; BERGER et al. 2000). 

Daneben steigert es die Apoptoserate von Endothelzellen (DHANABAL et al. 1999; 

SIM et al. 2000). Trotz dieser Erkenntnisse waren die eigentlichen Wirkmechanismen 

bisher noch weitgehend unbekannt. Erst vor kurzem gelang es ABDOLLAHI und 

Kollegen, in diesem Zusammenhang ein äußerst komplexes Netzwerk von 

interagierenden Angiogenese-Signalen zu beschreiben (ABDOLLAHI et al. 2004a). 

Sie konnten zeigen, dass zahlreiche Schlüsselregulatoren der proangiogenen 

Signalkaskade direkt im Anschluss an eine Behandlung mit Endostatin 

niederreguliert werden. So lag zum Beispiel ein breites Spektrum von Genen wie Id-

1, Stat3, αv- und ß3-Integrine zusammenhängend, abhängig vom angiogenen Status 

der Zellen, hoch- bzw. niederreguliert vor. 

4.3 Hemmung von Integrinen 

Integrine sind heterodimere transmembranöse Rezeptor-Komplexe, die aus nicht-

kovalent gebundenen α- und β-Ketten bestehen und als Rezeptoren auf der 

Endothelzellmembran fungieren (RUOSLATHIE u. PIERSCHBACHER 1987). Bisher 

sind 18 α- und 8 β-Einheiten bekannt, die 24 verschiedene α-β-Heterodimere bilden, 

wodurch ihr Vorkommen und ihre Funktion jeweils definiert sind (IVASKA u. HEINO 

2000). Exprimiert auf Endothelzellen binden sie jeweils spezifisch an eine Reihe von 

Proteinen der extrazellulären Matrix, welche die Aminosäuresequenz Arginin, Glycin 

und Aspartat (RGD) aufweisen. 
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Bestimmte Integrine nehmen eine Schlüsselposition bei der Tumorangiogenese ein, 

indem sie Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen ermöglichen (HYNES 1992; 

BROOKS et al. 1994a u. 1994b; ELICEIRI u. CHERESH 1999). Das Integrin αvβ3 

interagiert mit einer Reihe von extrazellulären Matrix-Proteinen. Dies sind vor allem 

Vitronectin, Fibronectin, Fibrinogen, Thrombospondin, Osteopoetin, von Willebrand 

Faktor (BROOKS 1996; VARNER u. CHERESH 1996) und auch andere Proteine mit 

unterschiedlichen biologischen Funktionen wie dem FGF2 (RUSNATI et al. 1997) 

und der MMP-2 (BROOKS et al. 1996). Es konnte zudem gezeigt werden, dass αvβ3 

in Verbindung mit PDGF, Insulin und VEGF-Rezeptoren beteiligt ist an der 

Aktivierung von Signalwegen der Zellproliferation (GIANCOTTI et al. 1999; KUMAR 

et al. 2001) und die Apoptose von Endothelzellen verhindert (STROMBLAD et al. 

1996). Da das αvβ3-Integrin überwiegend auf aktivierten Endothelzellen exprimiert 

wird, wird weiterhin von geringen Nebenwirkungen der Integrin-Inhibitoren auf bereits 

bestehende „physiologische“ Gefäße ausgegangen (BROOKS et al. 1994b; 

STROMBLAD et al. 1996). 

Ein weiteres für die Angiogenese bedeutendes Integrin konnte in neueren 

Untersuchungen identifiziert werden - das Integrin αvß5. FRIEDLANDER et al. 

zeigten in Untersuchungen an der Cornea und der Chorioallantoismembran, dass 

durch Antagonisierung von αvß5 die VEGF-stimulierte Gefäßbildung gehemmt wird, 

während die Antagonisierung von αvß3 zu einer Hemmung der FGF2-stimulierten 

Angiogenese führt (FRIEDLANDER et al. 1995 u. 1996). 

Bislang ist eine Reihe von Antikörpern, synthetischen RGD-Peptiden und anderen 

Rezeptor-Antagonisten getestet worden, die gegen die Integrine αvß3 und αvß5 

gerichtet sind. In vitro verhinderte die Hemmung dieser Integrine die Tubenbildung 

(tube formation) von Gefäßendothelzellen in Matrigel-Assays (NICOSIA u. 

BONANNO 1991; BROOKS 1996; BAYLESS et al. 2000) und die FGF2- sowie die 

VEGF-induzierte Endothelzell-Proliferation (KUMAR et al. 2001). Die 

Antagonisierung führte in vivo zu einer verminderten Gefäßdichte und zur Hemmung 

des Wachstums bzw. zur Rückbildung von Tumoren (BROOKS et al. 1994a u. 

1994b; KUMAR et al. 2001; NEMETH et al. 2003). Außerdem reduzierte sie 

signifikant die Bildung von Metastasen bei einer ganzen Reihe von Tumormodellen 

(BUERKLE et al. 2000 u. 2002; REINMUTH et al. 2003). Durch eine Blockade von 

αvß3 und Glykoprotein IIb/IIIa, einem weiteren Mitglied der Integrin-Familie, wurden 
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neben der Zelladhäsion, Migration und Invasion in vitro die Metastasierung und das 

Tumorwachstum in vivo inhibiert (TRIKHA 2002). 

5 Kombinierte Therapiekonzepte - Derzeitiger Stand und 
Fragestellungen 

5.1 Kombination verschiedener Angiogenese-Inhibitoren 

Mit der Entdeckung einzelner Wirkstoffe oder der Erstellung kombinierter 

Behandlungs-Protokolle mit einer geringen Gesamt-Toxizität, die unterschiedliche 

angiogene Stimuli inhibieren, welche von einem Tumor und seiner Mikroumgebung 

gebildet werden, fand weltweit eine Entwicklung für die antiangiogene Therapie als 

viel versprechende neue Behandlungsform bei Krebserkrankungen statt. Bei 

verschiedenen Tumoren konnte die Beteiligung mehrerer Signalfaktoren bzw. -wege 

nachgewiesen werden (YOSHIJI et al. 1997; FIDLER 2001). Eine inkomplette 

Wirksamkeit oder ein Umgehen der Therapieantwort durch ein kompensatorisches 

Ankurbeln der nicht gehemmten Signalwege ist somit bei Blockade einzelner Schritte 

der Angiogenese vorstellbar. Zudem kann aufgrund der Natur indirekt wirkender 

Angiogenese-Inhibitoren, welche die Wirkung angiogener Kommunikationssignale 

unterbinden, angenommen werden, dass (genetisch instabile) Tumorzellen in der 

Lage sind, sich durch z.B. ein Umschalten auf andere Signalfaktoren der Therapie zu 

entziehen. 

Aufgrund der multifaktoriellen Mechanismen der Blutgefäßbildung bei malignen 

Tumorneubildungen erscheint es daher nahe liegend, dass durch Behandlungs-

protokolle, die unterschiedliche Mechanismen bei der Gefäßbildung hemmen, der 

Behandlungserfolg verbessert werden könnte. Bei den bereits in Abschnitt 4.1 

angesprochenen Untersuchungen an einem Pankreas-Inselzell-Karzinom-

Tumormodell (Maus) wurde gezeigt, dass eine gleichzeitige Blockade der VEGF- und 

PDGF-Rezeptoren durch SU5416 und SU6668 bei allen Tumorstadien größere 

antitumorale Effekte erzielt als die jeweils einzeln eingesetzten Substanzen 

(BERGERS et al. 2003; SAHARINEN u. ALITALO 2003). Entsprechende Ergebnisse 

ergaben sich auch bei Untersuchungen am C6-Gliom der Ratte (ERBER et al. 2004). 
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5.2 Kombination von Angiogenese-Inhibition und Bestrahlung 

Neben der Chirurgie und der Chemotherapie stellt die Strahlentherapie eine der drei 

großen Säulen der Krebstherapie dar. Dennoch gibt es nach wie vor eine Vielzahl an 

Malignomen, die aufgrund einer intrinsischen oder erworbenen Radioresistenz nur 

sehr schlecht oder nicht auf die Radiotherapie ansprechen (Weichselbaum 1986 u. 

1988). Aus diesem Grund ist es seit langem das Bestreben der Forschung, 

Verfahren zu entwickeln, welche das klinische Outcome der Strahlentherapie 

verbessern. Im Fokus der Bemühungen steht dabei zum einen die physikalische 

Herausforderung, möglichst hohe Dosen im Tumor bei größtmöglicher Schonung des 

umliegenden Gewebes zu erreichen, und zum anderen die Kombination von 

Bestrahlung mit anderen Therapieformen. 

Die Verfügbarkeit von Sauerstoff ist eine wichtige Determinante für die Wirksamkeit 

von Strahlentherapie. Durch die strahleninduzierte Bildung freier Radikale entfaltet 

die Radiotherapie ihre tumorizide Wirkung, und Hypoxie führt zu mehr 

Strahlenresistenz. Demzufolge scheint der kombinierte Einsatz von Radiotherapie 

mit Angiogenese-Inhibitoren auf den ersten Blick kontraproduktiv. Anders als 

normale Blutgefäße sind Tumorgefäße jedoch strukturell wie funktionell abnormal 

und minderwertig (JAIN 1994; siehe dazu auch Abschnitt 2). Bedingt durch die 

abnormal hohe Permeabilität der unreifen Gefäße herrscht in Tumoren ein hoher 

interstitieller Druck, welcher verstärkt durch die Kompression durch die Tumorzellen 

zu teilweisem Kollaps, vermindertem Druckgradienten und somit auch erniedrigten 

Blutfluss, schlechter Oxygenierung sowie saurem Milieu führt (EBERHARD et al. 

2000; KAKYLORIS et al. 2000). Neuere Studien lassen vermuten, dass 

antiangiogene Therapien zu einer „Normalisierung“ des Tumorgefäßnetzwerks 

führen. So wurde gezeigt, dass die Blockade von VEGF bzw. seines Rezeptors eine 

Reduktion der Gefäßdurchmesser und -permeabilität zur Folge hat (YUAN et al. 

1996; TSUZUKI et al. 2000; KADAMBI et al. 2001), wodurch konsekutiv auch der 

interstitielle Druck bei einigen Tumoren sank. Tatsächlich konnte eine gegen das 

VEGF-System gerichtete Therapie die Oxygenierung bei verschiedenen Tumoren 

steigern (HANSEN-ALGENSTAEDT et al. 2000; LEE et al. 2000; FENTON et al. 

2003). In der Literatur wird in letzter Zeit dem entgegen auch von erniedrigten 

(BRUNS et al. 2002; GONG et al. 2003; FENTON et al. 2004) oder gar 
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unveränderten Sauerstoffpartialdruck-Werten unter VEGF-Hemmung berichtet 

(KOZIN et al. 2001). 

Durch eine alleinige Strahlentherapie werden vornehmlich die oxygenierten 

Tumorzellen eliminiert, während die hypoxischen, radioresistenten Zellen überleben. 

Sie beginnen, protektive Zytokine zu produzieren und eine zweite Welle der 

Angiogenese und Tumorzellproliferation sind die Folge (s. Abschnitt Punkt 3.2.1). Die 

Erkenntnis, dass Bestrahlung dadurch selbst zur Strahlenresistenz führen kann, hat 

zu Versuchen veranlasst, mit der Kombination von antiangiogenen Substanzen diese 

Resistenz zu durchbrechen. TEICHER et al. waren vor zehn Jahren die ersten, die 

ein besseres Ansprechen auf eine Einzeldosis-Radiotherapie bei gleichzeitiger 

Therapie mit Angiogenese-Inhibitoren nachweisen konnten (TEICHER et al. 1995). 

Seitdem belegten zahlreiche weitere präklinische Studien, dass die Kombination von 

medikamentösen Hemmern der Angiogenese mit Radiotherapie die Tumorkontrolle 

verbessern kann, so z.B. Angiostatin, Endostatin und COX-2-Inhibitoren (MAUCERI 

et al. 1998; GRISCELLI et al. 2000; HANNA et al. 2000; KISHI et al. 2000; LEE et al. 

2000; JAIN et al. 2001). Bisher wurde dieses Behandlungskonzept insbesondere 

auch mit Hemmern des VEGF-Signalweges untersucht. Eine Blockade mit 

neutralisierenden Antikörpern vor der Bestrahlung führte zu ausgeprägten 

hemmenden Effekten auf das Wachstumsverhalten von Tumoren (GORSKI et. al 

1999; KOZIN et al. 2001; FENTON et al. 2004). Darüber hinaus wurde für 

verschiedene Tumorentitäten ein verbessertes Ansprechen auf Radiotherapie bei 

gleichzeitiger Behandlung mit Inhibitoren der Rezeptor-Tyrosinkinasen unter 

anderem von VEGF bzw. PDGF nachgewiesen (GENG et al. 2001; HESS et al. 

2001; GRIFFIN et al. 2002; NING et al. 2002; SCHUENEMAN et al. 2003; LU et al. 

2004). 

Ergebnisse einer ersten klinischen Testung (Phase I) der Kombination dieser beiden 

Therapie-Prinzipien (Angiostatin und Bestrahlung) wurden 2002 von DICKER et. al. 

veröffentlicht. Aktuell laufen mehrere klinische Studien mit Angiogenese-Inhibitoren, 

bzw. erste Testungen bei Tumorpatienten sind bereits abgeschlossen. 

Aussagekräftige Ergebnisse stehen jedoch bisher noch aus. Aufgrund der bereits 

existierenden Zulassung von selektiven Cyclooxigenase-2-Inhibitoren bei anderen 

Indikationen kommt diese Substanzklasse dabei vermehrt zur Anwendung [Quellen: 

RTOG, NCI (Stand: Juli 2005)]. 
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5.3 Fragestellungen 

Trotz der inzwischen vorhandenen Datenmenge zur Thematik ist immer noch 

weitgehend unklar, welche Kombination von Angiogenese-Inhibitoren durch 

synergistische Effekte die effektivste ist bei gleichzeitig minimierter Toxizität. 

Diese Arbeit beschäftigte sich daher mit dem Konzept des kombinierten Einsatzes 

des „direkten“ Angiogenese-Inhibitors Endostatin und des „indirekt“ wirkenden 

VEGF-Rezeptor-2-Inhibitors SU5416. Die Effekte der kombiniert eingesetzten 

Wirkstoffe, die an unterschiedlichen Punkten der angiogenen Signalwege angreifen, 

wurden im Rahmen dieser Arbeit in vivo am PC3-Tumormodell untersucht. 

Des weiteren sollte hier untersucht werden, inwieweit die Blockade des VEGF- und 

PDGF-Rezeptors durch die Substanzen SU5416 und SU6668 die Therapieeffekte 

von ionisierender Bestrahlung auf solide PC3-Tumoren in vivo weiter steigern kann. 

Bekannt ist die Tatsache, dass die Integrin-abhängigen Signalwege ähnlich den 

durch Wachstumsfaktoren wie VEGF getriggerten sind, und dass sie miteinander 

gekoppelt sind. Daraus kann man schließen, dass der Integrin-Signalweg eine 

bedeutende Rolle bzgl. der Sensitivität der Endothelzellen gegenüber Bestrahlung 

spielt und eine ähnlich bedeutsame Rolle wie die VEGF-Inhibition einnimmt. 

Zielsetzung in einer weiteren Versuchsreihe war es daher, den Effekt eines kürzlich 

beschriebenen αv-Integrin-Antagonisten (S247; SHANNON et al. 2004) in 

Kombination mit Bestrahlung zu untersuchen. Diese Kombination wurde an den 

Modellen PC3-Prostatakarzinom und A431-Epidermoid-Karzinom in vivo untersucht. 
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III Material und Methoden 

1 Tumormodelle 

Als Tumormodell dienten zum einen ein PC3-Prostatakarzinom- und zum anderen 

ein A431-Epidermoid-Karzinom-Xenograft, welche durch die Arbeitsgruppe im 

subkutanen Modell auf der Nacktmaus etabliert wurden (Abb. 3). 

Bei den humanen Prostata-Adenokarzinomzellen handelt es sich um die Zelllinie 

PC3 (KAIGHN et al. 1979). Sie wurde aus einem Resektionspräparat eines 

hormonunabhängigen Primärtumors der Prostata eines 62-jährigen Patienten 

etabliert. Bei dem Mann hatten sich Knochenmetastasen ausgebildet. Sie wurde 

1992 in die Tumorbank des Deutschen Krebsforschungszentrums (DKFZ) 

aufgenommen. PC3 zeigt generell im subkutanen Modell ein relativ langsames 

Wachstum und erreichte bei den Untersuchungen dieser Arbeit nach 20 Tagen ein 

Tumorvolumen von ca. 100 - 150 mm3. Funktionell und histologisch ist er durch das 

Bild eines wenig differenzierten Adenokarzinoms charakterisiert. 

Die A431-Zelllinie wurde von einem epidermoiden Vulvakarzinom einer 85 Jahre 

alten Frau isoliert (GIARD et al. 1973) und ist seit 1994 über die Tumorbank des 

DKFZ zu beziehen. Es handelte sich um maligne entartete Keratinozyten. Im 

subkutanen Modell zeigte sie ein sehr schnelles Wachstum und erreichte bereits 

nach ca. 6 bis 7 Tagen ein entsprechendes Volumen von ca. 150 - 200 mm3. Histo-

logisch ist der Tumor durch das Bild eines epidermoiden Karzinoms charakterisiert. 

Beide Zelllinien sind bereits weltweit in zahlreichen in-vitro- und in-vivo- 

Untersuchungen verwendet worden (AWAD et al. 2001; LI et al. 2003; SANDERS et 

al. 2003; TEJEDA et al. 2003; CAPITOSTI et al. 2004; KUMAR et al. 2004). 
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a b 

 

Abb. 3: Aufsicht auf die am linken Oberschenkel der Nacktmäuse wachsenden Xenograft-
Tumoren PC3 am Tag 20 (a) und A431 am Tag 10 (b; Maße ca. 13x8 mm) nach 
Tumorzellimplantation (unbehandelt).          
Der A431-Tumor zeigte im Gegensatz zum PC3-Modell ein äußerst schnelles und 
aggressives Wachstum und erreichte ein Tumorvolumen von ca. 200 mm3 nach 
bereits 7 Tagen (Tag des Therapiebeginns). 

 

1.1 Langzeitlagerung und Kultivierung der Zellen 

Um dauerhaft über die Zelllinien verfügen zu können und dabei Alterungsprozessen 

vorzubeugen, wurden die Zellen in 10 %-igem Dimethylsulfoxid-(DMSO)-

Kryokonservierungsmedium (100 µl DMSO, 900 µl Kulturmedium; Sigma, München) 

tiefgefroren bei -80 °C gelagert. 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank (CO2-Inkubator; Heraeus, Hanau) 

bei 37 °C mit 5 % CO2-angereicherter Luft bei einer relativen Luftfeuchte von 95 % in 

T25- und T75-Kulturflaschen (Becton Dickinson, New Jersey, New York State). Bei 

dem verwendeten Nährmedium handelte es sich um Dulbecco’s Modifiziertes Eagle 

Medium (DMEM) mit 3,7 g/l NaHCO3, 1 g/l D-Glucose sowie 1,0289 g/l N-Acetyl-L-

Alanyl-L-Glutamin (Biochrom KG, Berlin), das mit 10 % (v/v) fetalem Kälberserum 

(FCS; Biochrom KG, Berlin) versetzt wurde. Auf den Zusatz von Antibiotika wurde 

verzichtet. Zur Anzüchtung wurden die tiefgefrorenen Zellen in den Kryo-Röhrchen 

(1,8 ml; Nalge Nunc International, New York, New York State) im 37 °C-Wasserbad 

(M20 Lauda; GenTech, New York) ca. 1 bis 2 Minuten aufgetaut, in vorgewärmtes 

DMEM-Kulturmedium aufgenommen und in Kulturflaschen 24 Stunden im 

Brutschrank inkubiert. Da die Erfahrung zeigte, dass ein Zentrifugieren die Zellen 
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mehr schädigte als die DMSO-Reste in der Kultur, wurde auf das Trennen von Zellen 

und Kryokonservierungsmedium verzichtet. Am nächsten Tag wurde der 

Kulturüberstand mit den toten Zellen abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt. 

Das Medium wurde anschließend zwei mal pro Woche gewechselt. Die Kontrolle des 

Zellwachstums erfolgte täglich am inversen Lichtmikroskop (Nikon Diaphot Type 114; 

Nikon, Tokyo, Japan). Bevor die adhärenten Zellen vollständige Konfluenz erreichten 

(ca. 90 %) und über den gesamten Flaschenboden zahlreiche Mitosefiguren 

erkennbar waren wurde die Kultur passagiert. 

1.2 Vorbereitung der Zellsuspensionen für die Tumorzellinokulation 

Für alle Versuche wurden Tumorzellen bis zur Kulturpassage sechs bis neun 

verwendet, um gut vergleichbare Tumoren zu erhalten. 

Die Aufarbeitung und Portionierung der angezüchteten Tumorzellen erfolgte 

unmittelbar vor der Verabreichung. Zunächst wurde die Gesamtzahl vorhandener 

vitaler Tumorzellen ermittelt. Die Kulturflaschen wurden dazu mit jeweils 1 - 2 ml 

Trypsin/EDTA-Lösung inkubiert (Trypsin 0,03 %; EDTA 0,04 %; Sigma, München), 

bis sich die Zellen von der Kulturflasche ablösten. Die Zellen wurden in 5 ml PBS 

aufgenommen und in einem Eppendorf-Glaszylinder gesammelt. Mit einer Neubauer 

Zählkammer wurde lichtmikroskopisch die Zelldichte bestimmt. Um nur die vitalen 

Zellen zu berücksichtigen wurde eine 10 µl-Zellsuspensionsprobe mit Trypanblau 

(0,2 %-ige Lösung) 1/2 verdünnt. Die vitalen, nicht angefärbten Zellen wurden 

gezählt. In der Regel betrug der Anteil der blau angefärbten, also nicht-vitalen Zellen 

ca. 10 - 15 %. Anschließend wurden jeweils 5 Millionen vitale Zellen in Suspension in 

15 ml-Zentrifugenröhrchen (Cellstar; Greiner, Frickenhausen) pipettiert und 5 

Minuten bei 1000 U/min zentrifugiert (Hermle-Zentrifuge, Gosheim). Der Überstand 

wurde abgenommen und daraufhin 50 µl PBS (Phosphate Buffered Saline, 1 x; 

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) zugegeben. Die Portionen mit jeweils ca. 5 

Millionen Zellen wurden bis zur Verabreichung abgedunkelt auf Eis gelagert. 
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2 Tierversuche 

2.1 Genehmigung der Tierversuche 

Sämtliche Tierexperimente waren durch das Regierungspräsidium Karlsruhe geprüft 

und genehmigt worden. 

2.2 Tiere und Tierhaltung 

Die Tierhaltung erfolgte nach den Richtlinien für Labortiere der Deutschen 

Regierung. Für die Untersuchungen wurden sieben Wochen alte weibliche Mäuse 

des Inzuchtstammes BALB/c nu/nu mit einem Körpergewicht von 17 - 19 g der Firma 

IFFA Crédo, Frankreich über Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) 

bezogen. Bei dieser Nacktmaus handelt es sich um einen thymusaplastischen und 

unbehaarten Albinostamm der Maus. Für diesen Stamm ist charakteristisch, dass 

das mutante Allel des nude-Locus (Symbol: nu) autosomal und rezessiv vererbt wird. 

Dieser Gendefekt trat bei einem Albino-Mausstamm 1961 in Glasgow infolge einer 

Spontanmutation auf. In den darauf folgenden Jahren stellte sich heraus, dass diese 

Tiere in hohem Maße für heterologe Transplantationen geeignet sind, da den 

homozygoten Tieren reife, funktionelle T-Lymphozyten fehlen (SPRENT 1974), 

wodurch nicht mit Komplikationen beim Wachsen von speziesfremden Tumorzellen 

im Körper zu rechnen ist. Allerdings ist durch die fehlende T-Lymphozyten-

Population eine sehr hohe Infektionsgefährdung für die Tiere bedingt, was besondere 

Haltungsbedingungen in möglichst keimarmer Umgebung erfordert (FORTMEYER 

1981; FORTMEYER u. BASTERT 1977). Die B-Zellen-Population der Lymphozyten 

ist bei diesen Mäusen vorhanden. 

Die Tiere wurden in mit Überdruck zwangsbelüfteten, sterilen Typ III 1290 

Filterkäfigen („Individually Ventilated Cages“, IVC-Haltungssystem der Firma Venti-

Rack, Heidelberg) im Zentralen Tierlabor des Krebsforschungszentrums in Gruppen 

zu maximal 6 Tieren je Käfig gehalten. Der Luftwechsel erfolgte 30-fach/Stunde. Der 

Raum war klimatisiert (22,5 °C, Luftwechsel von 500 l/min, Luftfeuchtigkeit 50 - 

60 %). Es bestand ein 12-stündig wechselnder Licht-Dunkel-Rhythmus. Zu Futter 

(Alleinfutter für Nacktmäuse, V1244-727 ssniff NM, 10 mm, steril; ssniff Spezialdiäten 
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GmbH, Soest) und Wasser aus Nippeltränken (Ehret, Emmendingen) hatten die 

Tiere freien Zugang. Als Einstreu wurde mehrfach entstaubtes und entkeimtes 

Weichholzgranulat (Altromin, Lage) verwendet. Einmal wöchentlich erfolgte die 

Umsetzung sämtlicher Tiere in saubere, sterilisierte Käfige mit frischer Einstreu. Das 

Umsetzen wurde wie auch alle weiteren Manipulationen an den Tieren unter einer 

Sicherheitswerkbank der Klasse 2 (BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbühl-

Genkingen) vorgenommen. Für die Dauer der Bestrahlung kamen die Tiere 

ausschließlich mit sterilen bzw. desinfizierten Materialien in Kontakt. 

Nach einer Eingewöhnungsphase von mindestens acht Tagen wurden die Tiere 

durch Metallohrmarken mit 3-stelligen Nummern gekennzeichnet und konnten so 

jederzeit eindeutig identifiziert werden. 

Der Allgemeinzustand der Tiere wurde im Versuchszeitraum täglich kontrolliert. Kam 

es im Verlauf der Untersuchungen zu Störungen des Befindens, deutlichem 

Gewichtsverlust (Körpermasse < 17,5 g) oder erreichten die Tumoren eine 

bestimmte Größe (maximal 1,8 cm im Durchmesser), wurden die Tiere nach 

Betäubung mit CO2 durch zervikale Dislokation getötet (in Anlehnung an die Kriterien 

zur vorzeitigen Tötung tumortragender Tiere der GV-SOLAS, 1999). 

2.3 Tumorzellinokulation 

Die Verabreichung der Tumorzellen wurde ohne Betäubung der Tiere durchgeführt. 

Dazu wurden die Mäuse von einer Person an Schwanz und Nacken fixiert. Eine 

zweite Person injizierte die Zellsuspension (50 µl) langsam subkutan am linken 

Oberschenkel über eine auf die Tuberkulinspritze (1 ml Dispomed®; Dispomed Witt 

oHG, Gelnhausen) aufgesetzte 27G¼-Kanüle (BD Microlance™ 3; Drogheda, Irland). 

Vor dem Hintergrund einer möglichst hohen Standardisierung erfolgten sämtliche 

Tumorzellinokulationen gegen 11 Uhr vormittags. 

Zum Zeitpunkt der Tumorzellgabe waren die Tiere ca. 10 Wochen alt und mit ca. 19 

bis 20 g annähernd ausgewachsen. 
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2.4 Messung der Tumorgröße 

Ab der zweiten Woche nach Tumorzellimplantation erfolgte die Messung der 

Tumordurchmesser drei mal wöchentlich mit einer Schieblehre in drei jeweils 

zueinander orthogonalen Raumachsen (Länge, Breite und Tiefe). Die Messungen 

wurden über den Versuchszeitraum von einer Person vorgenommen, um 

individuellen „Messeigenschaften“ Rechnung zu tragen. Sie erfolgten „blind“, also 

ohne Kenntnis der Zugehörigkeit zu den jeweiligen Therapie- bzw. Kontrollgruppen. 

Die ermittelten Werte der Tumormessungen wurden in Millimeter-Angaben in 

Messprotokolle eingetragen (Abb. 4). 

Abb. 4: Versuchsprotokoll zur Messung des subkutanen Tumorwachstums. 
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2.4.1 Berechnung der Tumorvolumina 

Die Tumorvolumina V der Versuchsreihe A wurden nach folgender Formel 

berechnet: V=0.5 x l x b x t [l=vertikaler, b=horizontaler, t=Tiefen-Durchmesser] 

Nachdem sich herausgestellt hatte, dass sich die ohne den gemessenen „Tiefen-

Durchmesser“ ermittelten Tumorvolumina nicht wesentlich von den mit den mit drei 

Durchmessern (l, b und t) ermittelten Werten unterschieden, wurden die Volumina V 

der Versuchsreihen B bis D nach folgender Formel berechnet:      

  V=0.5 x l x b²  [l=vertikaler, b=horizontaler Durchmesser] 

2.5 Behandlung mit Angiogenese-Inhibitoren 

Mit der Behandlung wurde bei einem Tumorvolumen von 75-200 mm3 begonnen. Der 

Tag des Behandlungsbeginns wurde als Tag 0 definiert. Die erste Applikation der 

Medikamente in den Versuchsreihen mit kombinierter Bestrahlung erfolgte stets 

sechs Stunden vor der angesetzten ersten Radiotherapie. Den Tieren der 

Kontrollgruppen und der ausschließlich mit Bestrahlung behandelten Gruppe wurde 

entsprechend dem Behandlungsschema der mit Angiogenese-Inhibitoren 

therapierten Gruppen PBS bzw. CMC verabreicht. Alle Substanzen wurden als 

körperwarme Suspensionen bzw. Lösungen subkutan verabreicht. 

2.5.1 SU6668 

SU6668 ist ein ATP-kompetitiver Inhibitor der PDGFR-ß-Kinase (Ki=0,008 µM). Des 

weiteren hemmt SU6668 die Tyrosinkinasen des VEGFR2 (Flk-1/KDR) mit einem Ki-

Wert von 2,1 µM und des FGFR-1 mit einem Ki-Wert von 1,2 µM, benötigt also dazu 

deutlich höhere Hemmkonzentrationen (LAIRD et al. 2000; REINMUTH et al. 2001; 

SUN et al. 1999). SU6668, (Z)-3-[2,4-dimethyl-5-(2-oxo-1,2-dihydro-indol-3-

ylidenemethyl)-1H-pyrrol-3-yl]-Propionsäure (Abb. 5) wurde 1999 von der Firma 

SUGEN Inc. (South San Francisco, Kalifornien) in fünf Schritten synthetisiert, 

ausgehend vom kommerziell erhältlichen 4-(2-Methoxycarbonyl-ethyl)-3,5-dimethyl-

1H-pyrrol-2-Carboxy-Säure-Benzyl-Ester (SUN et al. 1999). 
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Als Trägersubstanz diente eine ebenfalls von der Firma SUGEN zur Verfügung 

gestellte Carboxymethylcellulose (CMC)-Lösung (s. Tab. 3). Die Konzentration 

betrug 50 mg/ml. Vor der Applikation war jeweils ein sorgfältiges Aufschütteln der 

Suspension erforderlich. Die Lagerung des Pharmakons erfolgte lichtgeschützt bei 

+4 °C. Die Applikation erfolgte jeden zweiten Tag in einer Dosierung von 250 mg/kg 

über den gesamten Beobachtungszeitraum. 

2.5.2 SU5416 

SU5416 ist ein ATP-kompetitiver, selektiver Inhibitor der VEGFR2-Tyrosinkinase 

(Flk-1/KDR; Ki-Wert von ca. 160 nM). Daneben besitzt es eine geringere 

biochemische Aktivität auch gegen PDGFR-ß-Tyrosinkinase (Ki=320 nM) und 

minimal gegen FGFR-1 (Ki=19,5 µM) (FONG et al. 1999; VAJKOCZY et al. 1999). 

Der Angiogenese-Inhibitor SU4516 wurde von der Firma SUGEN (SUGEN Inc., 

South San Francisco, Kalifornien) entwickelt, und zwar durch Aldo-Kondensation des 

kommerziell erhältlichen 3,5-Dimethylpyrrol-2-Carboxyaldehyd mit Indolin-2-eins in 

Ethanol in der Gegenwart von Piperidin. Die chemische Bezeichnung lautet 3-[(2,4-

Dimethylpyrrol-5-yl)methylidenyl]-Indolin-2-eins (s. Abb. 5). 

Abb. 5: Chemische Strukturen der Tyrosinkinase-Inhibitoren SU6668 und SU5416 (aus 
LAIRD et al. 2000, S. 4154). 

 

Obwohl SU5416 nach erfolgter Applikation nur noch einige Stunden im Blut 

nachweisbar ist, besteht aufgrund der intrazellulären RTK-Blockade seine 

biologische Aktivität auch noch nach drei bis vier Tagen. Entsprechend erfolgte die 
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Gabe in präklinischen wie klinischen Studien zweimal wöchentlich, ein Schema, das 

auch bei der vorliegenden Arbeit Anwendung fand. Als Trägersubstanz diente 

ebenfalls die CMC-Lösung (Tab. 3). Die Konzentration betrug 20 mg/ml. Vor der 

Applikation war jeweils ein sorgfältiges Aufschütteln der Suspension erforderlich. Die 

Lagerung des Pharmakons erfolgte lichtgeschützt bei +4 °C. Die Applikation erfolgte 

zwei Mal wöchentlich in einer Dosierung von 100 mg/kg in 100 µl CMC über den 

gesamten Beobachtungszeitraum. 

Tab. 3: Zusammensetzung der CMC-Trägerlösung 

Bestandteil Konzentration 
% (w/v) 

Carboxymethylcellulose-Natrium 0.5 

NaCl 0.9 

Polysorbat-80 0.4 

Benzylalkohol 0.9 

Entionisiertes Wasser 100 ml 
 

2.5.3 Endostatin 

Bei dem in den Experimenten verwendeten Endostatin handelte es sich um lösliches, 

rekombinant hergestelltes Maus-Endostatin (Pichia Pastoris; Calbiochem, 

Schwalbach). Nach Erhalt der tiefgefrorenen und durch Citrat-Phosphat-Puffer bei 

einem pH von 6,2 gepufferten Substanz in 1 ml-Röhrchen (1 mg/ml) wurde sie 

aufgetaut, mit PBS auf die finale Konzentration von 150 µg/ml verdünnt und 

anschließend portioniert in 1,5 ml-Eppendorf-Gefäßen bei -80 °C aufbewahrt. Die für 

die Behandlungen jeweils erforderliche Menge konnte so unmittelbar vor 

Verabreichung aufgetaut werden. Ein häufiges Auftauen und erneutes Einfrieren der 

instabilen Substanz konnte dadurch vermieden werden. Die Substanz wurde zwei 

mal täglich in einer Dosierung von jeweils 0,375 mg/kg in 50 µl PBS für die Dauer 

von 15 Tagen subkutan verabreicht, was einer täglichen Gesamtdosierung von 0,75 

mg/kg Körpergewicht entsprach. 
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2.5.4 S247 

Bei dem Integrin-Inhibitor S247 (Pharmacia Corporation, St. Louis, Missouri)  handelt 

es sich um einen erst vor kurzem beschriebenen synthetischen peptidomimetischen 

hochpotenten und selektiven Antagonisten der αv-Integrinfamilie (REINMUTH et al. 

2003; SHANNON et al. 2004). Die Substanz wurde in einer Konzentration von 10 

mg/ml in PBS gelöst und bei +4 °C aufbewahrt. S247 wurde zwei mal täglich in einer 

Dosierung von 25 mg/kg (in jeweils 50 µl PBS) verabreicht. 
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2.6 Bestrahlung mit 60Co-Gammastrahlen 

An den Tieren der Bestrahlungs-Gruppen wurden die Bestrahlungen mit der Anlage 

Gammatron S (Siemens, Erlangen) des Krebsforschungszentrums durchgeführt. Die 

Tumoren wurden mit hochenergetischen Photonen der 60Co-Gammastrahlung jeweils 

an fünf aufeinander folgenden Tagen mit einer täglichen Dosis von 2,5 Gy bestrahlt, 

was einer Gesamtdosis von 12,5 Gy entsprach. Beginn war an Tag 0 der 

antiangiogenen Therapie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 6: 60Co-Bestrahlungs-Anlage Gammatron Siemens S mit den im Bestrahlungsfeld 
positionierten Mäusen.            
Die Feldgröße betrug nach einer Begrenzung des Primärstrahlbündels durch eine 
Satellitenblende aus Woodschem Metall 20,0 x 20,0 cm. Die Tiere bzw. Tumoren 
waren in einem Abstand von 70 cm zur Strahlenquelle positioniert. 
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Die Dosisverteilung über dem Feld schwankte filmdosimetrisch um maximal 5 %. Die 

exakte Bestrahlungsdauer wurde anhand der für die 60Cobalt-Quelle geltenden 

Dosisleistungstabelle ermittelt. Die sich monatlich ändernden Werte berücksichtigten 

dabei den natürlichen Zerfall und die dadurch bedingte Verringerung der 

Dosisleistung der Strahlenquelle. 

2.6.1 Fixierung der Tiere 

Für die Dauer der Bestrahlung wurden die Tiere mit einer für diese Behandlung 

entwickelten und in der Werkstatt des DKFZ hergestellten Fixierungs-Vorrichtung 

immobilisiert (DKFZ Heidelberg). Das Prozedere der Fixierung wurde von allen 

Tieren toleriert. Damit konnten die Tiere relativ schonend fixiert werden, ohne dass 

eine Sedierung notwendig war, was für die Tiere eine erhebliche Belastung bedeutet 

hätte. Plexiglasröhren mit einem Innendurchmesser von 2,5 cm und 10 cm Länge 

waren um ein zentrales Feld (20 x 20 cm) angebracht und ermöglichten eine 

Behandlung von bis zu 10 Tieren gleichzeitig. Das Bestrahlungsfeld wurde so 

eingestellt, dass ausschließlich die tumortragenden Beine im Bestrahlungsfeld 

positioniert waren, wodurch die Strahlenbelastung auf den Gesamtorganismus gering 

gehalten werden konnte (s. Abb. 7). 

Abb. 7: Fixierung der Tiere zur 
Bestrahlung. 

Die Tiere waren in den Plexiglas-
Röhren derart immobilisiert, dass 
eine lokale Bestrahlung der Tumoren 
durchgeführt werden konnte. Durch 
eine seitliche runde Öffnung in den 
Röhren wurde das tumortragende 
Bein zur Plattenmitte hin mit einem 
ca. 3 cm langen Streifen Leukosilk 
(Baiersdorf AG, Hamburg) fixiert. 
Entsprechend wurde der Schwanz 
außerhalb des Bestrahlungsfeldes 
befestigt. 
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2.7 Versuchsgruppen 

Die Tiere wurden randomisiert den Versuchsgruppen der jeweiligen Versuchsreihe 

zugeteilt und entsprechend auf neue Käfige verteilt. Es wurden maximal sechs 

Mäuse in einem Käfig gehalten. Tiere, bei denen kein Tumor sichtbar gewachsen 

war, wurden aussortiert. Tabelle 4 gibt eine Übersicht über die Gruppen der 

Versuchsreihen und die jeweils durchgeführten Behandlungen und Untersuchungen. 

Tab. 4: Übersicht über die Behandlungsgruppen/-protokolle 

Versuchs-
reihe 

Tierzahl 
(n) Gruppe/Behandlung Dauer 

der AI-Behandlung 

Kontrolle 
Endostatin 
SU5416 

A 
(PC3) 

8 
je Gruppe 

SU5416 + Endostatin 

Endostatin: 15 Tage 
SU5416: gesamter 
Beobachtungs- 
zeitraum 

Kontrolle 
SU5416 
SU6668 

8 
je Gruppe 

SU5416 + SU6668 
RT 
RT + SU5416 
RT + SU6668 

B 
(PC3) 

6 
je Gruppe 

RT + SU5416 + SU6668 

gesamter 
Beobachtungs- 

zeitraum 

20 Kontrolle 
15 RT 
8 S247 

C 
(PC3) 

8 RT + S247 

gesamter 
Beobachtungs-

zeitraum 

10 Kontrolle 
8 RT 
8 S247 

D 
(A431) 

8 RT + S247 

gesamter 
Beobachtungs-

zeitraum 

 
Erläuterung Tabelle 4: 

PC3: Untersuchungen am PC3-Tumormodel A431: Untersuchungen am A431-Tumormodell 
RT: fraktionierte Bestrahlung  
SU5416, SU6668, S247, Endostatin: verabreichte Angiogenese-Inhibitoren (s. Abschnitt 2.5) 



III Material und Methoden 

 40

2.8 Sektion und Probengewinnung 

Im Untersuchungszeitraum wurde zu den in der jeweiligen Versuchsreihe 

angegebenen Zeitpunkten aus jeder Gruppe ein Tier zunächst mit CO2 betäubt und 

anschließend durch zervikale Dislokation getötet. Das Tumorgewebe wurde zur 

weiteren histologischen bzw. immunhistochemischen Aufarbeitung entnommen. 

Dazu wurde der Tumor mit der darüber liegenden Haut sowie der Oberschenkel-

muskulatur zusammenhängend entfernt. Der Oberschenkelknochen wurde i.d.R. 

herausgelöst. Eine Tumorhälfte wurde für die immunhistochemische Aufarbeitung in 

flüssigem Stickstoff konserviert und bis zur endgültigen Aufarbeitung bei einer 

Temperatur von -80 °C aufbewahrt. Die zweite Hälfte wurde zur histologischen bzw. 

immunhistochemischen Aufarbeitung in einer 4 %-igen gepufferten Formaldehyd-

lösung (Merck, Darmstadt) über Nacht fixiert.  

Bei allen getöteten Tieren wurden Sektionen durchgeführt. Dabei konnten vereinzelt 

veränderte bzw. vergrößerte Lymphknoten festgestellt werden. Diese Tiere wurden 

zunächst als „Lymphknoten-positiv“ eingestuft. Die veränderten Lymphknoten sowie 

die Organe Lunge, Herz, Milz, Nieren und Leber der Lymphknoten-positiven Tiere 

wurden für die histologische Untersuchung auf Tumorzellinfiltration entnommen und 

asserviert. 

Die Ergebnisse der Sektionen wurden protokolliert. 

3 Gewebeaufarbeitung 

3.1 Paraffinhistologie 

Die Formalin-fixierten Gewebeproben wurden zwei Stunden in Wasser 

ausgewaschen und anschließend in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert 

(vollautomatisch, TISSUE-TEK®VIP; Miles Scientific, Etobicoke, Ontario, Canada). 

Die Entkalkung von Tumorgewebeproben, die mit kleinen Knochenanteilen des 

Femurs entnommen wurden, erfolgte zuvor durch Einstellen in 20 %-ige EDTA-

Lösung für 24 Stunden. 
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EDTA-Lösung 20 %-ig: 

• 200 g  Na-EDTA 
• 800 ml  Aqua dest., unter ständigem Rühren erhitzen, 
• ca. 50 ml NaOH (40 %) zugeben (bis pH 7,4) 
• add 1 l Aqua dest. 

 

Tab. 5: Protokoll Paraffineinbettung 

1. Isopropanol 70 % 2 x 25 min 

2. Isopropanol 80 %       25 min 

3. Isopropanol 90 %       25 min 

4. Isopropanol 96 % 2 x 25 min 

5. Isopropanol 100 % 2 x 20 min 

6. Xylol (Merck, Darmstadt) 2 x 20 min 

7. Paraffin (60 °C) 4 x 30 min 

10. Einblocken in Paraffin (60 °C) 
 

Der Paraffinblock wurde auf -20 °C abgekühlt. Mit dem Mikrotom (Modell 1140; 

Reichert-Jung, Wetzlar) wurden dann 2 µm dicke Schnitte angefertigt und zum 

Strecken direkt auf die Wasseroberfläche eines Paraffinstreckbades gegeben (37 °C; 

GFL, Burgwedel). Anschließend wurden sie mit einem Spatel auf Objektträger 

aufgezogen und 30 Minuten bei 60 °C getrocknet. Es folgte die Entparaffinierung der 

Schnitte nach folgendem Schema (Tab. 6). 

Tab. 6: Entparaffinierungsschema 

1. Xylol  2 x 5 min 

2. Ethanol 100 % 2 x 2 min 

3. Ethanol 96 %       2 min 

4. Ethanol 70 %       2 min 

5. Aqua dest.       1 min 
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3.2 Kryostat-Mikrotomie 

Bei dieser Methode wird die zum Schneiden des Gewebes notwendige Härtung 

durch Gefrieren der Präparate erzielt. Neben der schnellen Verarbeitung bei 

niedrigen Temperaturen liegt der Vorteil dieses Verfahrens in dem Verzicht auf 

vorherige Entwässerung und Einbettung und somit in der möglichst schonenden 

Gewebebehandlung unter Vermeidung von Schrumpfungsartefakten sowie vor allem 

in einer optimalen Antigenitätserhaltung als Voraussetzung für die Immunhisto-

chemie. 

Direkt vor dem Schneiden wurden die tiefgefrorenen Gewebestücke auf einen Metall-

Halter mit Wasser in gewünschter Position festgefroren. Zur Anpassung an eine für 

das Schneiden optimale Objekt-Temperatur von ca. -20 °C wurde das Gewebe ca.   

2 Stunden im Leica Kryostat CM 3050 S (Leica, Wetzlar) belassen. Es wurden dann    

4 μm dicke Schnitte angefertigt, auf Objektträger aufgezogen und luftgetrocknet. 

Danach wurden sie 10 Minuten in Aceton fixiert. 

3.2.1 Vorbehandlung der Objektträger („Silanisierung“) 

Zur ausreichenden Haftung der Schnitte wurden die Glasobjektträger Superfrost® 

(Menzel, Braunschweig) entsprechend dem in Tabelle 7 aufgeführten Schema 

entfettet, gereinigt und mit einer Silan-Lösung (APES; Sigma Aldrich, Steinheim) 

behandelt. 

Tab. 7: Schema Silanisierung 

1. Chloroform 100 %       10 min 

2. Isopropanol 100 %       10 min 

3. 5 ml 3-Aminopropyltriethoxy-Silan (Sigma, München) + 
245 ml Aceton       10 min 

4. Spülen in Aceton       10 min 

5. Spülen in Aqua dest. 3 x 10 min 

6. Trocknen im Trockenschrank bei 37 °C über Nacht 
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3.3 Histologische Färbemethoden 

3.3.1 Hematoxylin-Eosin-Färbung 

Zur histomorphologischen Beurteilung der Gewebe wurden HE-Präparate 

angefertigt. 

Die Färbung wurde nach dem in Tabelle 8 aufgeführten Schema durchgeführt. 

Tab. 8: Schema Hematoxylin-Eosinfärbung 

1. Schnitte in Hematoxylin nach Mayer (Chroma, Münster) 
einstellen       8 min 

2. Abspülen mit Aqua dest.       3 s 

3. Eosin 2 % (Chroma, Münster)         3 min 

4. zum Bläuen unter Leitungswasser abspülen     10 min 

5. Abspülen mit Aqua dest.       3 s 

6. Ethanol 76 %       1 x    
eintauchen 

7. Ethanol 96 %       1 min 

8. Ethanol 100 %       1 min 

9. Xylol 2 x 5 min 

10. Eindecken der Schnitte mit EukittTM (Xylol-gelöster Kleber; Electron 
Microscopy Sciences, München) 

 

3.3.2 PAS-Färbung 

Die Perjodsäure-Schiff-Reaktion (PAS) ist ein histochemisches Verfahren zur 

Darstellung von Glycogen, Cerebrosiden, Glycoproteinen und Mucoproteinen. Zur 

besseren Kontrastierung wird zusätzlich mit Hematoxylin nach Mayer gegengefärbt. 

Ergänzend zur HE-Übersichtsfärbung wurden PAS-gefärbte Schnittpräparate der 

Tumoren und der Nieren angefertigt. Die Muzinbildung der Adenokarzinomzellen 

konnte mit der PAS-Reaktion dargestellt werden (Abb. 8). 
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Abb. 8: Die für Adenokarzinomzellen typischen PAS-positiven Reaktionen (schwarze 
Pfeile) sind im Zytoplasma der PC3-Tumorzellen zu sehen. 

 

Tab. 9: Protokoll PAS-Färbung 

1. Perjodsäurelösung 0,6 %-ig (nur 1 x verwendbar)       5 min 

2. Spülen mit Leitungswasser, dann mit Aqua dest.  

3. SCHIFFsches Reagenz (Chroma, Münster)     10 min 

4. Spülen in Sulfitwasser 3 x 2 min 

5. Gegenfärben mit Hematoxylin nach Mayer       2 min 

6. Spülen mit VE-Wasser       2 min 

7. Spülen mit HCl-Alkohol  

8. Wässerung mit fließendem Leitungswasser     15 min 

9. Entwässerung in aufsteigender Alkoholreihe (s. Tab 8)  

10. Eindecken der Schnitte mit EukittTM  

 

Sulfitwasser 

• 300 ml Aqua dest. 
• 15 ml 1 N HCl 
• 18 ml 10 %-ige wässrige Natriumdisulfit-Lösung (immer frisch zubereiten!) 

 

HCl-Alkohol (0,5 %) 

• 2 ml 25 % HCl 
• 98 ml 70 % Alkohol 
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3.4 Immunhistochemische Färbemethoden 

Mit Hilfe spezifischer, enzymgekoppelter Antikörper können die korrespondierenden 

antigenen Strukturen (Epitope) eines Gewebes nachgewiesen, identifiziert und 

gegebenenfalls quantifiziert werden.  

pAkt und Ki67 wurden anhand von Paraffin-, CD31 anhand von Gefrierpräparaten 

dargestellt. Für die Färbungen wurde die sogenannte indirekte Biotin-Streptavidin-

Amplified-Methode angewendet (B-SA; Testkit von Vector Laboratories, Burlingame, 

Kalifornien). Als Reagenz benötigt man einen Antigen-spezifischen Primärantikörper. 

Zudem ist ein Biotin-konjugierter Sekundärantikörper notwendig, der als „Brücke“ 

zwischen dem enzymgekoppelten Streptavidin und dem Primärantikörper fungiert. 

Über das Biotin des Sekundärantikörpers erfolgt die Bindung von Enzym-markiertem 

Streptavidin, wobei pro Sekundärantikörper mehrere Streptavidin-Enzym-Einheiten 

gebunden werden können. Das Enzym Peroxidase setzt ein Chromogen/Substrat 

um, welches an der Stelle des gesuchten Antigens präzipitiert und als Farbstoff 

(lichtmikroskopisch) sichtbar wird. Insgesamt kommt es zu einer zweifachen 

Amplifikation, was unter anderem die höhere Sensitivität dieser Methode im 

Vergleich zu anderen immunhistochemischen Färbemethoden bedingt.  

Eine Vorbehandlung der Präparate mit 0,3 %-igem H2O2 dient dabei zur Blockade 

der endogenen Peroxidase, die sich vor allem in Erythrozyten und Leukozyten 

befindet. Die Gegenfärbung wurde mit Hematoxylin nach Mayer durchgeführt. Nach 

Eindecken der Präparate wurden die Gewebeproben in lichtundurchlässigen 

Aufbewahrungsmappen im Kühlschrank bei 4 °C (Gefrierschnitte) bzw. Raumtempe-

ratur (Paraffinpräparate) aufbewahrt.  

 
Vorbereitung der Paraffinschnitte 

Die Gewebe-Schnitte (2 μm) wurden mit Xylol und Ethanol entparaffiniert (s. Tab. 6) 

und dann getrocknet. 

Vor der Bearbeitung wurden die Schnitte im Dampfdrucktopf in Citratpuffer (10 mM, 

pH 6,0) für 4 Minuten auf 120 °C erhitzt. Anschließend wurden sie im Puffer für ca. 
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20 Minuten abgekühlt, mit VE-Wasser 5 Minuten gespült. Dadurch werden die durch 

die Formalin-Fixierung in ihrer räumlichen Struktur veränderten Proteine renaturiert.  

Nach Lufttrocknung und Umrahmen mit einem Fettstift (PAP Pen; Dako Cytomations, 

Hamburg) erfolgte die Färbung der Schnitte in der feuchten Kammer gemäß dem 

nachfolgend aufgeführten Protokoll. 

Tab. 10: Färbe-Protokoll der indirekten Biotin-Streptavidin-Amplified (B-SA)-Methode 

1. Beschichten mit PBS; danach absaugen   

2. H2O2, 0,3 %-ig       10 min 

3. Spülen mit PBS-Tween          5 x 

4. PBS-Tween       20 min 

5. Spülen mit PBS  

6. Avidin D-Lösung (Blocking Kit; Vector Laboratories, Burlingame)    15 min 

7. Spülen mit PBS  

8. Biotin-Lösung (Blocking Kit; Vector Laboratories, Burlingame)       15 min 

9. Spülen mit PBS  

10. Primärantikörper, 100 µl, 1/25 in PBS-Tween, bei 37°C         2 h 

11. Spülen mit PBS   2 x 5 min 

12. 

Biotinylierter Sekundärantikörper 100 µl (bei RT) 
a) Ki67-Darstellung: goat anti-mouse-Ak, 1/125 in PBS-Tween 
b) CD31-Darstellung: goat anti-rat-Ak, 1/50 in PBS-Tween 
c) pAkt-Darstellung: anti-rabbit-Ak (Ser473) 

 
  a) 40 min 
  b) 30 min 
  c) 30 min 

13. Spülen mit PBS   3 x 5 min 

14. HRP (Horseradish-Peroxidase Streptavidin) in PBS, 1/200    
(bei RT)         1 h 

15. PBS, danach absaugen   2 x 5 min 

16. angesetzte Substratlösung dazugeben       10 min 

17. Abspülen mit PBS, danach mit VE-Wasser spülen  

18. Gegenfärben mit Hematoxylin nach Mayer ca. 40 s 

19. Spülen unter fließendem Leitungswasser (Bläuen) mind. 3 min

20. Eindecken der Schnitte mit Immun-Mount (Thermo Shandon, Dreieich) 
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AEC-Substratlösung (3-Amino-9-Ethylcarbazol 90 %; Sigma Aldrich, Steinheim): 

• 4 mg 3-Amino-Ethylcarbazol in 500 ml Dimethylformamid lösen 
• 2,1 ml 0,1 M Essigsäure mit 0,1 M Natriumacetat auf 10 ml auffüllen und 

mischen 
• 500 µl davon verwerfen und das gelöste Aminoethyl-Carbazol hinzugeben und 

mischen 
• die 10 ml Lösung filtrieren (Porenweite 0,45 µm, Schleicher und Schuell, 

Dassel), danach ist die Lösung klar und farblos 
• Lösung lichtgeschützt aufbewahren; direkt vor der Färbung mit 5 µl 30 %-igem 

H2O2 versetzen 
 

Substrat zur pAkt-Darstellung:  NovaRed™ Substrat (Cell Signaling Technology, 

            Beverly, Minnesota) 

 

PBS-Tween: 

• PBS mit 0,1 % (v/v) Tween 20 (Sigma Aldrich, Steinheim) supplementiert 
 
Citrat-Puffer: 

• 18 ml 0,1M Zitronensäure (Merck, Darmstadt) 
• 82 ml 0,1M Natriumcitrat (Merck, Darmstadt) 
• in 900 ml Aqua bidest. lösen, auf pH 6,0 einstellen 

 

3.4.1 Ki67-Färbung 

Das Ki67-Antigen wird bevorzugt in den Phasen G1, S, G2 und M des Zellzyklus im 

Zellkern exprimiert, nicht jedoch während der G0-Phase (KERNS et al. 1994). Es ist 

definiert durch seine Reaktivität mit dem monoklonalen Antikörper des Ki67-Klons. 

Als Primärantikörper wurde MIB-1 Maus-Antihuman Ki67-Antigen (Dako 

Cytomations, Hamburg) verwendet. Es handelt sich hierbei um einen monoklonalen 

Maus-Antikörper in Form von gereinigtem IgG, vom Subtyp IgG1. Als 

Sekundärantikörper wurde ein gegen Maus gerichteter Antikörper verwendet (Vector 

Laboratories, Burlingame; s. Tab. 10). 
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3.4.2 CD31-Färbung 

Für die Quantifizierung von Gefäßen in histologischen Tumorschnitten spielt die 

Detektion von endothelzellspezifischen Markermolekülen eine große Rolle. Es 

werden zwei Kategorien von endothelzellspezifischen Markermolekülen 

unterschieden: Die Panendothelzellmarker sind sowohl für ruhendes als auch für 

aktiviertes Endothel charakteristisch, während die Proliferationsmarker nur auf 

aktiviertem oder proliferierendem Endothel zu finden sind (HASAN et al. 2002). Die 

Panendothelzellmarker CD31 (PECAM-1), CD34 und von-Willebrand-Faktor (vWF) 

gehören zu den am besten untersuchten und am häufigsten verwendeten Markern in 

der Angiogeneseforschung (McDONALD u. CHOYKE 2003). 

In dieser Arbeit wurde als Primärantikörper der monoklonale Antikörper gegen das 

PECAM-1-Antigen (Santa Cruz, Kalifornien) verwendet. Es handelt sich hierbei um 

einen monoklonalen Ratte-Antikörper in Form von gereinigtem IgG vom Subtyp 

IgG2a. Dieser reagiert mit einem Glykoprotein 129/Sv der Maus-Endotheliom-

Zelllinie tEnd.1. PECAM-1 gehört der Immunglobulin-Gen-Superfamilie an. Es 

handelt sich um ein 130 kDa-Membranprotein und ist auf allen Endothelzellen und 

v.a. an deren interzellulären Verbindungen vorhanden. Ebenso wird es von 

Thrombozyten, neutrophilen Granulozyten, hämatopoetischen Stammzellen, Zellen 

der myeloischen Reihe und einer Subpopulation der Lymphozyten exprimiert 

(BERMAN et al. 1996, WATT et al. 1995). Entsprechend des bei dieser Färbung 

verwendeten Primärantikörpers wurde ein gegen Ratte gerichteter Sekundär-

antikörper (Vector Laboratories, Burlingame; s. Tab. 10) verwendet. 

3.4.3 Phosporylierte Akt (pAkt) 

Bei Akt (auch Proteinkinase B oder Rac) handelt es sich um eine Serin-Threonin-

Kinase mit doppelter Spezifität zu ihren Substraten Serin und Threonin. Sie wird u.a. 

durch Phosphorylierung am C-terminalen Ende an Ser473 aktiviert (pAKT). Als 

Primärantikörper zur Darstellung von pAkt diente ein monoklonaler rabbit anti-

phospho-Akt (Ser473) Antikörper (IHC Specific; Cell Signaling Technology, Beverly, 

Minnesota). Entsprechend wurde ein gegen Kaninchen gerichteter Sekundär-

antikörper (Cell Signaling Technology, Beverly; s. Tab. 10) verwendet. 
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3.4.4 Positiv-/Negativkontrollen 

Als Positivkontrollen für die CD31-Färbungen wurde die Gefäßdarstellung in Muskel- 

und umliegendem Gewebe kontrolliert. Als Positivkontrollen der pAkt-Färbungen 

dienten Karzinom-Präparate, die aktiviertes Akt aufwiesen. Als weitere Kontrollen 

dienten histologische Schnitte, welche ohne Primärantikörper, unter ansonsten 

gleichen Bedingungen, inkubiert wurden. 

3.5 TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase nick end labeling) 

Apoptose, der programmierte Zelltod, kann durch eine Vielzahl von Noxen sowie 

über mehrere Rezeptorkaskaden induziert werden. Alle Apoptose-Induktionswege 

münden jedoch in der gleichen Endstrecke, die sich morphologisch als Kondensation 

und Fragmentation des Zellkerns darstellt und biochemisch mit der Spaltung von 

Chromatin durch Ca2+-abhängige Endonukleasen einhergeht. Diese Chromatin-

Spaltung führt zunächst zu größeren (50 - 300 Kilobasen) und schließlich zu 

kleineren (180 - 200 Basenpaare) Fragmenten. Es können sowohl doppelsträngige 

nieder-molekulare DNA-Fragmente als auch Einzelstrangbrüche (nicks) in 

hochmolekularer DNA auftreten. TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase 

[TdT]-mediated deoxyuridinetriphosphat [dUTP] nick end-labeling) ist eine Technik 

zum Nachweis von Apoptosen in Gewebeschnitten. Dabei ermöglicht eine terminale 

Desoxynukleotidyltransferase die Markierung freier DNA-Strangbrüche mittels 

markierter dUTP-Moleküle. 

Die Vorbereitung der Paraffinschnitte erfolgte wie unter 3.4 beschrieben 

(Entparaffinieren, Erhitzen im Dampfdrucktopf und Spülen). Nach Lufttrocknung und 

Umrahmen mit einem Fettstift erfolgte die Färbung der Schnitte in der feuchten 

Kammer gemäß dem nachfolgend aufgeführten Protokoll. 
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Tab. 11: Protokoll der TUNEL-Färbung 

1. 
50 μl TUNEL Reaktionsmischung 
(45 µl TUNEL-Label und 5 µl TUNEL-Enzym; In Situ Cell 
Death Detection Kit; Roche Diagnostics, Mannheim) 

          1 h  
    (bei 37 °C, 
   im Dunkeln) 

2. Spülen mit PBS     3 x 5 min 

3. 
mit 50 μl Converter-POD bedecken (Anti-Fluoreszein 
Antikörper gekoppelt mit Horseradish-Peroxidase, zur 
Signalkonversation), Abdecken mit Parafilm 

        30 min 
   (bei 37 °C) 

4. Spülen mit PBS           3 x 

5. 100 μl angesetzte AEC-Substratlösung (s. unter 3.4) 
dazugeben 

        10 min 
 (bei 15–25 °C) 

6. Spülen mit PBS           3 x 

7. Gegenfärben mit Hematoxylin nach Mayer   ca. 40 s 

8. Spülen unter fließendem Leitungswasser (Bläuen) mind. 3 min 

9. Eindecken der Schnitte mit Immun-Mount  
 

Für Positivkontrollen wurden die Schnitte vor der Zugabe der TUNEL-

Reaktionsmischung für 10 Minuten bei 25 °C mit DNase I, grade I inkubiert (Roche 

Diagnostics, Mannheim; 100 U/ml in 50 mM Tris-HCl, pH 7,5 und 10 mM MgCl2,       

1 mg/ml BSA). Weitere Kontrollen wurden nur mit 50 µl TUNEL-Label (ohne 

terminale Transferase) bedeckt. 

4 Mikroskopische Beurteilung 

Für die histologischen bzw. immunhistochemischen Untersuchungen wurden 

folgende Mikroskope verwendet: 

• Nikon Diaphot, Type114, Inverses Mikroskop (Nikon, Tokyo, Japan) 
• Leica, DM-RB E (Leica, Wetzlar) 

Die Präparate wurden lichtmikroskopisch zunächst hinsichtlich ihrer Auswertbarkeit 

unter dem Mikroskop überprüft. Als nicht verwertbar wurden Präparate mit zuwenig 

Tumormasse, verblasster Färbung oder zu vielen Artefakten durch Faltenbildung 

oder Gewebequetschung angesprochen. Sämtliche Präparate wurden ohne Kenntnis 

ihrer Zugehörigkeit zu einer bestimmten Behandlungsgruppe ausgewertet. Die 

Auswahl der Zählfelder der quantitativen Untersuchungen (Abschnitte 4.3 und 4.4) 
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erfolgte zufällig und unter Ausschluss nekrotischer Areale. Die Ergebnisse wurden 

protokolliert. 

4.1 HE- und PAS-Präparate 

4.1.1 Organe und Lymphknoten 

Die Präparate der Lymphknoten und Organe (Lunge, Herz, Milz, Nieren und Leber) 

wurden histologisch auf Tumorzellinfiltrationen untersucht. 

4.1.2 Tumoren 

Die Tumorgewebe wurden qualitativ anhand der HE- und PAS-gefärbten Präparate 

nach folgenden Gesichtspunkten beurteilt: 

1. Sicherung der histologischen bzw. klinischen Diagnose sowie Beschreibung 

der vorherrschenden Strukturen 

2. PC3-Tumoren der Versuchsreihen A bis C: Ausprägung der nekrotischen 

Areale, Verminderung der Tumorzellen im Anschnitt, Zunahme von 

Bindegewebs-Strukturen, Auftreten von Apoptosen, Entzündungszellen und 

extravasal liegenden Erythrozyten. 

Die Ausprägung der in Punkt 2 aufgeführten Strukturen wurde mit 0 - 3 bewertet [0: 

unverändert; 1: geringgradig; 2: mäßig; 3: hochgradig]. Die Beurteilung ist in 

tabellarischer Form im Ergebnisteil aufgeführt. Repräsentative Ausschnitte dazu sind 

exemplarisch bei den verschiedenen Versuchsreihen abgebildet. 

4.2 Phosphorylierte Akt (pAkt) und TUNEL 

Die immunhistochemisch pAkt-gefärbten A431-Tumorpräparate wurden hinsichtlich 

des Vorkommens von pAkt-positiven Reaktionen in den Endothelzellen qualitativ 

untersucht. In den TUNEL-gefärbten Schnitten wurde das Vorkommen von TUNEL-

positiven Endothelzellen qualitativ bewertet. 
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4.3 CD31-Gefäßdarstellung 

Die Bestimmung der Gefäßdichte ist die am weitesten verbreitete Methode, die 

Gefäßversorgung in histologischen Präparaten von Tumoren zu analysieren 

(WEIDNER et al. 1991). Die Gefäßdichte drückt die Anzahl der Gefäße pro 

Tumorfläche (mm2) aus. Im englischen Sprachgebrauch wird meistens der Begriff 

Mikrogefäßdichte (microvessel density, MVD) verwendet, da Kapillaren, Venolen und 

Arteriolen mit Abstand den größten Teil der MVD eines Gewebes ausmachen. 

Soweit nicht ausdrücklich von „Lymphgefäßdichte“ (lymphatic microvessel density) 

gesprochen wird, handelt es sich bei der MVD um Blutgefäßdichten. Es gibt eine 

Vielzahl etablierter Verfahren, die immunhistochemisch hervorgehobenen Gefäße in 

einem Tumorschnitt zu quantifizieren. Für diese Untersuchungen wurde die manuelle 

quantitative Bestimmung verwendet. Dabei soll der Begriff „manuell“ ausdrücken, 

dass die Gefäßzählung nicht mit Hilfsmitteln wie dem Computer oder der Zähl-

schablone erfolgte (VERMEULEN et al. 1996). 

Die heute übliche manuelle Gefäßzählung geht auf WEIDNER und Kollegen zurück. 

Je Tumor wurden anhand CD31-gefärbter Schnittpräparate 10 Gesichtsfelder 

lichtmikroskopisch bei 200-facher Vergrößerung ausgezählt. Jede CD31-positiv 

(rötlich-braun) gefärbte Endothelzelle oder Endothelzell-Gruppe, die sichtbar durch 

immunhistochemisch nicht gefärbtes Tumorgewebe getrennt von angrenzenden 

Mikrogefäßen war, wurde als einzelnes, zählbares Mikrogefäß betrachtet. Das 

Gefäßlumen war zur Identifikation nicht notwendig (modifiziert nach WEIDNER et al. 

1991). 

4.4 Tumorzellproliferation 

Der Anteil der proliferierenden Tumorzellen wurde anhand Ki67-gefärbter 

Schnittpräparate der Tumorgewebe ermittelt. Dazu wurden lichtmikroskopisch 

mindestens 10 Gesichtsfelder bei 400-facher Vergrößerung ausgezählt und je 

Gesichtsfeld bis zu 250 Zellkerne erfasst. Die Anzahl der rot gefärbten Kerne wurde 

ermittelt. Dadurch bestand die Möglichkeit, eine Menge an Ki67-positiven Kernen zu 

erfassen und mit einer bestimmten Menge an Tumorzellkernen im Tumorgewebe ins 

Verhältnis zu setzen. Dies hat den Vorteil, dass der ermittelte Wert unabhängig von 
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dem jeweils im Gesichtsfeld des Mikroskops vorherrschenden Tumor-Stroma-

Verhältnis ist. Bei der Ki67-Färbung ist zu beachten, dass alle Phasen außer G0 

positiv reagieren und auch gering rot angefärbte Bereiche im Zellkern Zeichen für 

sich in Zellteilungsphasen befindliche Zellen darstellen. Daher wurde, unabhängig 

von der Intensität der Anfärbung, jeder rot gefärbte Zellkern als positiv betrachtet. 

5 Photodokumentation 

5.1 Makroskopie 

Zur Photo-Dokumentation des subkutanen Tumorwachstums und der 

Veränderungen von Lymphknoten bzw. Organen wurden Aufnahmen mit einer 

Digitalkamera (Nikon D70; Nikon, Tokyo, Japan) angefertigt. 

5.2 Histologie und Immunhistochemie 

Mit einer auf dem Mikroskop angebrachten Digitalkamera (Super Coolscan ED 4000; 

Nikon, Tokyo, Japan) und einem daran angeschlossenen PC wurden die 

lichtmikroskopischen Sehfelder auf einen Computermonitor übertragen und mit dem 

digitalen Bildanalysesystem Leica QWin (Leica) betrachtet. Bilder wurden in 100- bis 

400-facher Vergrößerung zur Dokumentation digital gespeichert. 

6 Statistische Bearbeitung und Darstellung der Ergebnisse 

Die gesamten für diese Arbeit ermittelten Daten wurden für die weitere Auswertung 

mit dem Auswertungsprogramm OriginTM (OriginLab Corporation, Northampton, 

Massachussets) erfasst. Die Berechnungen wurden mit dem Computer-Programm 

Statistica 5.0 durchgeführt (StatSoft, Hamburg). Für den Mittelwert-Vergleich nicht-

normalverteilter Variablen wurden der Wilcoxon Rang-Test (paarweiser Vergleich) 

oder der Kruskall-Wallis ANOVA (multipler Vergleich) mit anschließendem Tukey 

Test verwendet (Tumorgrößenmessungen). Für näherungsweise normalverteilte 

Variablen wurden einfaktorielle ANOVA-Varianzanalysen verwendet. Alle Analysen 

waren zweiseitig. In allen Fällen galt ein Ergebnis mit einer Überschreitungs-
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wahrscheinlichkeit von p < 0,05 als signifikant. Als Signifikanzniveau wurde 

durchgehend α = 0,05 verwendet. 

Um den Einfluss der durchgeführten Behandlungen auf das Tumorwachstum zu 

ermitteln, wurden zunächst die Tumorvolumina der verschiedenen Gruppen an 

festgelegten Messzeitpunkten mit nicht-parametrischen Rangtests miteinander 

verglichen. Zur graphischen Darstellung der Wachstumsverläufe (OriginTM) wurden 

gruppenweise die Mittelwerte und Standardfehler (MW ± SEM) der normierten 

Tumorvolumina an den verschiedenen Messzeitpunkten zusammengefasst und die 

Mittelwerte verbunden. 

Als zusätzliches Maß für eine Erfassung der Wachstumsverzögerung wurden für die 

einzelnen Tumoren Wachstumszeiten in Tagen (Tn) berechnet, welche diese bis zum 

Erreichen eines jeweils definierten n-fachen ihres Ausgangsvolumens am Tag des 

Behandlungsbeginns (Tag 0) benötigten. Dies erfolgte mit einer Näherung durch 

Berechnung einer quadratischen Regressionskurve zwischen den gemessenen 

Werten (sog. linear-quadratisches Modell). Für die statistischen Vergleiche wurden 

jeweils der Kruskall-Wallis ANOVA mit anschließendem Tukey Test verwendet. Die 

Ergebnisse wurden gruppenweise als Mittelwerte mit zugehörigem Standardfehler 

(MW ± SEM) in Balkendiagrammen dargestellt. 

Aus den in jeweils 10 Sehfeldern je Tumor ermittelten Anteilen Ki67-positiver 

Zellkerne wurden der arithmetrische Mittelwert und die Standardabweichung 

berechnet. Das arithmetrische Mittel wurde als Tumorzellproliferationsrate (Angabe 

in %) des Tumors zitiert. Entsprechend wurden aus in jeweils 10 Sehfeldern je Tumor 

ermittelten Werten CD31-positiver Endothelzellen bzw. Endothelzellgruppen der 

arithmetrische Mittelwert und die Standardabweichung berechnet. Das arithmetrische 

Mittel wurde als Mikrogefäßdichte (CD31+ / Sehfeld) des Tumors zitiert (BOSARI et 

al. 1992). Der statistische Vergleich erfolgte jeweils durch einfaktorielle Varianz-

analyse (ANOVA) und einem nachfolgenden post-hoc-Vergleich mit dem Fisher´s 

least-significant difference (LSD) - Test. Die Ergebnisse mit Angabe der Überschrei-

tungswahrscheinlichkeit sind in den einzelnen Versuchsreihen in Balkendiagrammen 

aufgeführt. 
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IV Ergebnisse 
 

In den Versuchsabschnitten wurde der Tag des Therapiebeginns jeweils als Tag 0 

definiert. Die Angaben der Zeitpunkte (z.B. Tag 10) sind als Tage nach Beginn der 

Behandlung zu verstehen. 

 

 

1 Kombinierte Therapie mit dem VEGF-Rezeptortyrosinkinase-
Inhibitor SU5416 und Endostatin (Versuchsreihe A) 

In diesem Teil der Experimente wurde der Einfluss einer Behandlung mit dem VEGF-

Rezeptor-2-Inhibitor SU5416, Endostatin sowie der kombinierten Behandlung mit 

SU5416 und Endostatin auf das Wachstumsverhalten von PC3-Tumoren untersucht. 

An Tag 10 und am Ende des Beobachtungszeitraums wurden Tumorgewebe zur 

histologischen bzw. immunhistochemischen Untersuchung entnommen. 

1.1 Tumorwachstum 

Der Vergleich der Tumorvolumina am Tag 41 (Endpunkt der Kontrollgruppe) ergab, 

dass die Tumorvolumina sämtlicher Behandlungsgruppen verglichen mit der 

Kontrollgruppe signifikant kleiner waren. Zudem wurden signifikant geringere 

Tumorvolumina bei der kombiniert behandelten Gruppe verglichen mit den 

Monotherapie-Gruppen ermittelt (p < 0,01). 

In Abbildung 9 sind die Tumorwachstumskurven der Gruppen dieser Versuchsreihe 

dargestellt. 
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Abb. 9:    Wachstumskurven der subkutan auf BALB/c nu/nu wachsenden PC3-Tumoren 
nach Behandlung mit Endostatin, SU5416 und kombiniert mit SU5416 und 
Endostatin (Gruppengröße jeweils n = 8).          
Die Datenpunkte repräsentieren jeweils das mittlere Tumorvolumen V normiert auf 
das Ausgangsvolumen V0 ± SEM. 

 

1.2 Wachstumsverzögerung 

Des weiteren wurde aus den Wachstumsdaten die Wachstumszeit T4 durch lineare 

Interpolation in Tagen berechnet, d.h. die Zeit, welche die Tumoren der jeweiligen 

Gruppe benötigten, um das vierfache des Ausgangsvolumens zu Beginn der 

Behandlung zu erreichen. Die Differenz von T4 der einzelnen Behandlungsgruppen 

zu T4 der Kontrollgruppe wurde als Wachstumsverzögerung angegeben. In 

Abbildung 10 sind die berechneten Wachstumszeiten, Wachstumsverzögerungen 

und Signifikanzniveaus des statistischen Vergleichs dargestellt. 
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Abb. 10:  Tumorwachstumszeiten T4 und Wachstumsverzögerungen innerhalb der PC3-
Behandlungsgruppen der Versuchsreihe A.         
Die Balken repräsentieren die Mittelwerte ± SEM. Statistisch signifikante 
Unterschiede sind durch folgende Symbole gekennzeichnet: * p < 0,01 vs. 
Kontrolle, § p < 0,05 vs. antiangiogene Monotherapien. Die Wachstumsverzögerung 
stellt die Differenz der Zeiten T4 (Mittelwerte) zwischen den Behandlungsgruppen 
und der Kontrollgruppe dar. 

 

Bei einem Tier der Kombinationsgruppe (SU5416 + Endostatin) kam es zu einer 

dauerhaften Rückbildung des Tumors. Insgesamt waren sieben der mit SU5416 

behandelten Tiere am Ende der Beobachtungszeit (Tag 59) hochgradig abgemagert. 
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1.3 Vergleichende Tumorhistologie 

Die Tumorgewebe wurden anhand von HE-Präparaten histologisch untersucht. Die 

Ergebnisse der qualitativen Untersuchung der am Tag 10 und am Ende der 

Beobachtungen entnommenen Tumorgewebe sind in den Tabellen 12 und 13 

aufgeführt. 

Tab. 12: Qualitative Untersuchung der PC3-Histologien (HE) der am Tag 10 entnommenen 
Tumorgewebe der Versuchsreihe A.          
Die Ausprägung folgender Strukturen wurde jeweils mit 0 (keine) bis 3 (hochgradig) 
bewertet: (a) Ausprägung nekrotischer Areale, (b) Zunahme der Bindegewebs-
Strukturen, (c) Verminderung der Tumorzellen, (d) Auftreten von Tumorzell-
Apoptosen (apoptotic bodies), (e) Entzündungszellen (EZ) und (f) extravasal 
liegender Erythrozyten. Nekrotische Areale blieben bei b bis f unberücksichtigt. 

Gruppe 
Nekrotische 

Areale 
(a) 

Binde-
gewebs-

zubildung (b) 

Tumorzell-
verminderung

(c)  

apoptotic 
bodies 

(d) 

EZ 
(e) 

extravasale 
Erythrozyten 

(f) 

Kontrolle 0 0 0 1 1 0 

SU5416 2 2 2 3 3 1 

Endostatin 2 1 1 2 2 0 

SU5416 + 
Endostatin 2 2 2 2 2 1 

 

Tab. 13: Qualitative Untersuchung der PC3-Histologien (HE) der am Beobachtungsende 
untersuchten Tumorgewebe der Versuchsreihe A.        
Die Bewertung erfolgte wie bereits zuvor in Tabelle 12 beschrieben wurde, wobei 
d - f wegen zahlreicher nekrotischer Bereiche in den Anschnitten nicht bewertet 
wurden (n.b.). 

Gruppe 
Nekrotische 

Areale 
(a) 

Binde-
gewebs-

zubildung (b) 

Tumorzell-
verminderung

(c)  

apoptotic 
bodies 

(d) 

EZ 
(e) 

extravasale 
Erythrozyten

(f) 

Kontrolle (Tag 41) 2 0 0 n.b. n.b. n.b. 

SU5416 (Tag 59) 2 3 3 n.b. n.b. n.b. 

Endostatin (Tag 59) 2 2 2 n.b. n.b. n.b. 

SU5416 + 
Endostatin (Tag 59) 3 3 3 n.b. n.b. n.b. 
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Verglichen mit dem Kontrolltumor zeigten die Tumoren der behandelten Tiere 

grundlegende Unterschiede. Abbildungen 11 und 12 zeigen exemplarisch 

repräsentative Ausschnitte der Tumorhistologien der Versuchsreihe. 

 

Abb. 11: Repräsentative histologische Ausschnitte der subkutan auf BALB/c nu/nu 
wachsenden PC3-Tumoren der Kontrollgruppe der Versuchsreihe A am Tag 10 
[(A,B) HE-Färbung].              
Es zeigen sich histologisch wenig differenzierte epitheliale Tumorzellen, deren 
Zellkerne hyperchromatisch gefärbt sind (Kernbasophilie). Die Zellen weisen ein 
stark kohäsives Wachstumsmuster auf. Auffallend ist die hohe Kern-Plasma-
Relation, der hochgradige Kernpolymorphismus, prominente Nukleolen sowie das 
überwiegend eosinophil gefärbte Zytoplasma. Eine hohe mitotische Aktivität ist 
anhand zahlreicher Mitosefiguren zu erkennen. Am Ende des Beobachtungs-
zeitraums (Tag 41, nicht abgebildet) waren neben entsprechenden Bereichen 
„intakten“ Tumorgewebes ausgeprägte Nekrosen zu sehen. 
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Abb. 12: Repräsentative histologische 
Ausschnitte der subkutan auf 
BALB/c nu/nu wachsenden PC3-
Tumoren der Behandlungsgruppen 
der Versuchsreihe A (HE-Färbung)  

      
      
      
      
      
          

Tag 10 (A - C): A und B zeigen Gewebe der Gruppe Endostatin. Die Zahl der Tumorzellen im 
Anschnitt ist deutlich reduziert. Zwischenzelluläre (Bindegewebs-) Strukturen mit 
Entzündungszellen und Fibrozyten sind zu sehen. C zeigt einen Ausschnitt der 
Kombinationsgruppe mit mehreren Gefäßanschnitten und zahlreichen Entzündungszellen im 
Gewebe. 
Tag 59 (D, E): Bei den am Ende des Beobachtungszeitraums untersuchten Tumorgeweben 
der Behandlungsgruppen fielen neben extensiven Nekrosen (E, linker und unterer 
Bildbereich, Gruppe SU5416) die dominierenden Bindegewebsstrukturen der Tumorstromata 
auf, insbesondere bei der mit SU5416 und kombiniert behandelten Gruppe (D). Tumorzellen 
waren hier nur noch vereinzelt bzw. in kleinen „Zellinseln“ angeordnet vorhanden. 

E 

80 µm      

A 

40 µm      

C 

20 µm      

D

20 µm      

B

20 µm      



IV Ergebnisse 

61 

1.4 Tumorzellproliferation 

Von den am Tag 10 entnommenen Tumoren wurden zur Darstellung der sich in 

Teilungsphasen befindenden Tumorzellen immunhistochemisch Ki67-gefärbte 

Gewebeschnitte angefertigt. Die Ergebnisse der quantitativen Analyse sind in 

Abbildung 13 dargestellt. 

Abb. 13: Quantitative Analyse der Ki67-Immunhistochemie der Gruppen der Versuchs-
reihe A am Tag 10.             
Die Balken repräsentieren die Mittelwerte der in den Zählfeldern ermittelten 
Proliferationsraten je Tumor (± SD). Statistisch signifikante Unterschiede sind durch 
folgende Symbole gekennzeichnet: * p < 0,01 vs. Kontrolle; ** p < 0,001 vs. 
Kontrolle; *** p < 0,05 vs. antiangiogene Monotherapien und p < 0,001 vs. 
Kontrolle. 
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Abbildung 14 zeigt exemplarisch repräsentative Ausschnitte der Ki67-

Immunhistochemie der Behandlungsgruppen. 

 

 

Abb. 14: Repräsentative Ausschnitte immunhistochemisch Ki67-gefärbter Gewebe der 
subkutan auf BALB/c nu/nu wachsenden PC3-Tumoren der Gruppen der 
Versuchsreihe A am Tag 10. Zellkerne in Zellteilungsphasen sind rot gefärbt.        
A Kontrolltumor                
B SU5416                
C Endostatin                
D Endostatin + SU5416 

A 

20 µm      

B

20 µm      

C 

20 µm      

D

20 µm      



IV Ergebnisse 

63 

2 Therapie mit VEGFR2- und PDGFR-Tyrosinkinase-Inhibitoren 
und 60Co-Bestrahlung (Versuchsreihe B) 

In dieser Versuchsreihe wurde der Einfluss der Therapie mit dem VEGF-Rezeptor-2-

Inhibitor SU5416, dem PDGF-Rezeptor-ß-Inhibitor SU6668 bzw. der kombinierten 

Behandlung mit SU5416 und SU6668 alleine sowie jeweils in Kombination mit einer 

lokalen fraktionierten Strahlenbehandlung (Radiotherapie, RT) zu Beginn der 

antiangiogenen Therapie auf das Wachstumsverhalten von PC3-Tumoren 

untersucht. Für die histologischen bzw. immunhistochemischen Untersuchungen 

wurden an den Tagen 24 und 50 Tumoren aus jeder Gruppe entnommen. 

2.1 Tumorwachstum 

2.1.1 Vergleich der kombinierten Behandlung mit SU5416 und SU6668 

Abb. 15: Wachstumskurven der subkutan auf BALB/c nu/nu wachsenden PC3-Tumoren 
nach Behandlung mit SU5416, SU6668 und deren Kombination.      
Die Datenpunkte repräsentieren jeweils das mittlere Tumorvolumen V der 
Behandlungsgruppen normiert auf das Ausgangsvolumen V0  ± SEM. 
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Der Vergleich der Tumorvolumina am Tag 50 ergab, dass die Tumorvolumina 

sämtlicher Behandlungsgruppen verglichen mit der Kontrollgruppe signifikant kleiner 

waren (p < 0,05). Zudem wurden signifikant geringere Tumorvolumina bei der 

kombiniert behandelten Gruppe SU5416 + SU6668 verglichen mit den Monotherapie-

Gruppen (Gruppe SU5416 und Gruppe SU6668) ermittelt (p < 0,05). 

2.1.2 Vergleich der Behandlung mit SU5416 und 60CO-Bestrahlung 

Abb. 16: Wachstumskurven der subkutan auf BALB/c nu/nu wachsenden PC3-Tumoren 
nach Behandlung mit SU5416, Bestrahlung (RT) und deren Kombination.     
Die Datenpunkte repräsentieren jeweils das mittlere Tumorvolumen V der 
Behandlungsgruppen normiert auf das Ausgangsvolumen V0 ± SEM. 

Der Vergleich der Tumorvolumina am Tag 50 ergab, dass die Tumorvolumina 

sämtlicher Behandlungsgruppen (Gruppe SU5416, Gruppe RT und Gruppe SU5416 

+ RT) verglichen mit der Kontrollgruppe signifikant kleiner waren. Zudem wurden 

signifikant verringerte Tumorvolumina bei der kombiniert behandelten Gruppe 

verglichen mit den Monotherapie-Gruppen (Gruppe SU5416 und Gruppe RT) 

ermittelt (p < 0,05). 
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2.1.3 Vergleich der Behandlung mit SU6668 und 60CO-Bestrahlung 

 

Abb. 17:  Wachstumskurven der subkutan auf BALB/c nu/nu wachsenden PC3-Tumoren 
nach Behandlung mit SU6668, Bestrahlung (RT) und deren Kombination.     
Die Datenpunkte repräsentieren jeweils das mittlere Tumorvolumen V der 
Behandlungsgruppen normiert auf das Ausgangsvolumen V0  ± SEM. 

 

Der Vergleich der Tumorvolumina am Tag 50 ergab, dass sämtliche 

Behandlungsgruppen verglichen mit der Kontrollgruppe signifikant kleinere 

Tumorvolumina aufwiesen (p < 0,05). Zudem wurden signifikant geringere 

Tumorvolumina bei der kombiniert behandelten Gruppe RT + SU6668 verglichen mit 

den Monotherapie-Gruppen (Gruppe RT und Gruppe RT + SU6668) ermittelt 

(p < 0,05). 
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2.1.4 Vergleich der Behandlung mit SU6668, SU5416 und 60CO-Bestrahlung 

Abb. 18: Gesamtübersicht über die Wachstumskurven der subkutan auf BALB/c nu/nu 
wachsenden PC3-Tumoren nach Behandlung mit SU5416, SU6668, Bestrahlung 
(RT) und den verschiedenen Kombinationen.         
Die Datenpunkte repräsentieren jeweils das mittlere Tumorvolumen V der 
Behandlungsgruppen normiert auf das Ausgangsvolumen V0  ± SEM. 

Bei dem Vergleich der Tumorvolumina der dreifachkombinierten Behandlungsgruppe 

(SU5416 + SU6668 + RT) gegenüber sämtlichen anderen Gruppen am Tag 50 

wurden mit Ausnahme zu den antiangiogen einfachtherapierten Bestrahlungs-

Gruppen (RT + SU6668 und RT + SU5416) signifikant kleinere Tumorvolumina 

ermittelt (jeweils p < 0,05). 
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zusätzlicher Verabreichung von SU5416 gegenüber den ausschließlich mit SU6668 

und Bestrahlung behandelten Tieren (p > 0.9). 

2.2 Wachstumsverzögerung 

Des weiteren wurde aus den Wachstumsdaten die Wachstumszeit T5 durch lineare 

Interpolation in Tagen berechnete, d.h. die Zeit, welche die Tumoren der jeweiligen 

Gruppe benötigten, um das fünffache des Ausgangsvolumens zu Beginn der 

Behandlung zu erreichen (Abbildung 19). T2 (Abbildung 20) wurde zusätzlich zu T5 

berechnet, da einige der Tumoren aus den Behandlungsgruppen das fünffache ihres 

Ausgangsvolumens im Beobachtungszeitraum nicht erreichten. 

 

Abb. 19: Tumorwachstumszeiten T5 und Wachstumsverzögerungen innerhalb der PC3-
Behandlungsgruppen der Versuchsreihe B.         
Die Werte sind als Mittelwert ± SEM angegeben. Statistisch signifikante 
Unterschiede sind durch folgende Symbole gekennzeichnet: * p < 0.05 vs. 
Kontrolle, § p < 0.05 vs. Monotherapien, # p < 0.05 vs. Zweifachtherapien (außer RT 
+ SU6668). Die Wachstumsverzögerung stellt die Differenz der Zeiten T5 
(Mittelwerte) zwischen den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe dar.  
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Abb. 20: Tumorwachstumszeiten T2 und Wachstumsverzögerungen innerhalb der PC3-
Behandlungsgruppen der Versuchsreihe B.         
Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM. Statistisch signifikante 
Unterschiede sind durch folgende Symbole gekennzeichnet: * p < 0.05 vs. 
Kontrolle, § p < 0.05 vs. Monotherapien, # p < 0.05 vs. Zweifachtherapien (außer 
RT + SU6668). Die Wachstumsverzögerung stellt die Differenz der Zeiten T2 
(Mittelwerte) zwischen den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe dar. 

 

Die stärkste Verzögerung wurde bei der Kombination von SU6668 und Bestrahlung 

sowie bei der dreifachkombinierten Behandlung mit SU5416, SU6668 und 

Bestrahlung ermittelt. Bei einzelnen Tieren dieser Behandlungsgruppen kam es zu 

einem andauernden Sistieren des Tumorwachstums (RT + SU6668: n = 1) bzw. zu 

einer Rückbildung (jeweils n = 1) des Tumors. 
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2.3 Tumormakroskopie 

Abbildung 21 zeigt exemplarisch die Aufsicht auf die am linken Bein wachsenden 

Tumoren der Kontroll- und Behandlungsgruppen an den Tagen 0 und 50. 

Abb. 21:  Aufsicht auf die am linken Oberschenkel der Nacktmäuse wachsenden PC3-
Tumoren der Versuchsreihe B (exemplarisch):             
a Kontrolle (Tag 0)                
b Kontrolle (Tag 50)                
c SU5416 + SU6668 (Tag 50)               
d RT + SU5416 + SU6668 (Tag 50)           
Bei b ist distal eine beginnende Nekrose der Haut zu erkennen. Bei d ist eine 
Einblutung im Bereich des Tumors direkt unter die Haut zu sehen (dunkelrote bis 
schwarze Verfärbung). 

 

Alle mit SU5416 behandelten Tiere zeigten im Beobachtungszeitraum eine deutliche 

und zum Teil hochgradige Abmagerung. Aufgrund der starken Gewichtsabnahme    

(> 2,5 g) bzw. des schlechten Allgemeinzustandes der Tiere musste die 

Beobachtung der Gruppen SU5416 und SU5416 + SU6668 am Tag 54 beendet 

werden, also verglichen mit den anderen Behandlungsgruppen zu einem deutlich 

früheren Zeitpunkt (s. auch Abbildungen 15 - 18). 

b a c d 
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2.4 Vergleichende Tumorhistologie 

An den Tagen 0, 24 und 50 wurde aus jeder Gruppe Tumorgewebe entnommen und 

anhand HE-gefärbter histologischer Präparate lichtmikroskopisch untersucht. Die 

Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in den Tabellen 14 und 15 aufgeführt. 

 

Tab. 14: Qualitative Untersuchung der PC3-Histologien (HE) der zu Behandlungsbeginn 
(Tag 0, Kontrolltumor) und am Tag 24 entnommenen Tumorgewebe 
(Versuchsreihe B).              
Die Ausprägung folgender Strukturen wurde jeweils mit 0 (keine) bis 3 (hochgradig) 
bewertet: (a) Ausprägung nekrotischer Areale, (b) Zunahme der Bindegewebs-
Strukturen, (c) Verminderung der Tumorzellen, (d) Auftreten von Tumorzell-
Apoptosen (apoptotic bodies), (e) Entzündungszellen (EZ) und (f) extravasal 
liegender Erythrozyten. Nekrotische Areale blieben bei b bis f unberücksichtigt. 

Gruppe 
Nekrotische 

Areale 
(a) 

Binde-
gewebs-

zubildung (b) 

Tumorzell-
verminderung

(c)  

apoptotic 
bodies 

(d) 

EZ 
(e) 

extravasale 
Erythrozyten 

(f) 
Kontrolle 
(Tag 0) 0 0 0 1 0 0 

Kontrolle 
(Tag 24) 1 0 0 1 0 0 

SU5416 2 2 1 2 0 0 

SU6668 2 1 1 2 0 1 

SU5416 + 
SU6668 2 1 1 2 2 0 

RT 0 2 2 2 0 0 

RT + SU5416 0 3 3 2 2 1 

RT + SU6668 0 2 3 2 0 0 

RT + SU5416 + 
SU6668 0 3 3 2 1 0 

 

 

Bei allen kombiniert bestrahlten Tumoren fielen am Tag 24 insbesondere der 

fortgeschrittene Ersatz des Tumorgewebes durch Bindegewebe sowie die stark 

reduzierte Tumorzellzahl auf. 
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Tab. 15: Qualitative Untersuchung der PC3-Histologien (HE) der am Tag 50 entnommenen 
Tumorgewebe (Versuchsreihe B).           
Die Bewertung erfolgte wie bereits zuvor in Tabelle 14 beschrieben wurde. Von der 
Gruppe RT + SU6668 konnte kein Präparat beurteilt werden, da das Gewebe bei 
der Entnahme überwiegend nekrotisch war. 

Gruppe 
Nekrotische 

Areale 
(a) 

Binde-
gewebs-

zubildung (b) 

Tumorzell-
verminderung

(c)  

apoptotic 
bodies 

(d) 

EZ 
(e) 

extravasale 
Erythrozyten 

(f) 

Kontrolle 2 0 0 1 1 - 

SU5416 1 2 2 2 2 - 

SU6668 2 2 2 2 2 - 

SU5416 + 
SU6668 1 2 2 2 2 1 

RT 1 2 2 2 2 - 

RT + SU5416 2 3 3 2 2 1 

RT + SU6668 --------------- 

RT + SU5416 
+ SU6668 1 3 3 2 2 1 

 

Bei sämtlichen therapierten Tumoren fielen am Tag 50 die deutlich verminderten 

Tumorzellzahlen sowie die ausgeprägte Proliferation von Bindegewebe auf. 

Abbildung 22 zeigt exemplarisch Ausschnitte der histologisch untersuchten 

Tumorgewebe der Versuchsreihe. 

 

 

Abb. 22: Repräsentative histologische Ausschnitte der subkutan auf BALB/c nu/nu 
wachsenden PC3-Tumoren der Versuchsreihe B an den Tagen 24 (A-G) und 50 (H) 
[HE-Färbung (A, C-H); PAS-Färbung (B)].            
A - C zeigen Tumorgewebe der Kontrollgruppe. Bei A ist die Infiltration in umliegen-
des Muskelgewebe im Randbereich des Tumors dargestellt. Lediglich im Zentrum 
sind kleine nekrotische Bereiche mit Zellresten und Entzündungszellen zu sehen              
D: Gruppe SU5416 + SU6668             
E: Deutliche Bindegewebs-Strukturen und verringerte Anzahl an Tumorzellen sind 
im  Gewebe nach Bestrahlung zu erkennen (Gruppe RT)           
F: SU5416 + SU6668 + RT: Bindegewebs-Strukturen dominieren, Tumorzellen sind 
deutlich reduziert                
G: Im linken oberen Bildbereich liegen Erythrozyten außerhalb von Gefäßen im 
Gewebe (Pfeile, Gruppe SU6668)              
H: Gruppe RT + SU6668: das Tumorstroma überwiegt; Tumorzellen sind nur noch 
vereinzelt zu sehen. 
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2.5 Tumorzellproliferation 

Von Gewebeschnitten der am Tag 24 entnommenen Tumoren (je Gruppe ein Tumor) 

wurden zur Darstellung der sich in Teilungsphasen befindenden Tumorzellen 

immunhistochemische Ki67-Färbungen angefertigt. Die Ergebnisse der quantitativen 

Analyse sind in Abbildung 23 dargestellt. 

 

Abb. 23: Quantitative Analyse der Ki67-Immunhistochemie der PC3-Tumoren der 
Behandlungsgruppen am Tag 24 (Versuchsreihe B).        
Die Balken repräsentieren die Mittelwerte der in den Zählfeldern ermittelten 
Proliferationsraten je Tumor (± SD). Statistisch signifikante Unterschiede sind durch 
folgende Symbole gekennzeichnet: * p < 0,05 vs. Kontrolle, ** p < 0,05 vs. 
Monotherapien, *** p < 0,05 vs. Zweifachtherapien. 

 

Abbildung 24 zeigt exemplarisch repräsentative Ausschnitte der Ki67-

Immunhistochemie der Behandlungsgruppen. 
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A 

C D

B

 
Abb. 24: Repräsentative Ausschnitte immunhistochemisch Ki67-gefärbter Gewebe der 

subkutan auf BALB/c nu/nu wachsenden PC3-Tumoren der Versuchsreihe B am 
Tag 24.                
Zellkerne in Zellteilungsphasen sind rot gefärbt.                                  
A Kontrolle                
B SU5416 + SU6668               
C Bestrahlung (RT)               
D RT + SU5416 + SU6668 
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2.6 Darstellung der Tumorgefäße 

Anhand der immunhistochemischen CD31-Färbung von Schnittpräparaten der am 

Tag 24 entnommenen Tumoren wurden die Endothelzellen dargestellt. 

Die Ergebnisse der quantitativen Analyse sind in Abbildung 25 dargestellt. Mit 12 ± 2 

/HPF (High Power Field) fiel die stark verminderte Gefäßdichte im Gewebe der 

Dreifach-Kombination auf. 

Abbildung 26 zeigt vergleichend repräsentative Ausschnitte der CD31-gefärbten 

Tumorpräparate. 

 

Abb. 25: Ermittelte Gefäßdichten [Anzahl CD31-positiver Gefäße je Gesichtsfeld 
(CD31+/HPF, 200x)] der PC3-Tumoren der Versuchsreihe A am Tag 24. Je Gruppe 
wurde ein Tumorgewebe untersucht.          
Die Balken stellen die mittlere Gefäßdichte von 10 Zählfeldern dar (± SD). 
Statistisch signifikante Unterschiede sind durch folgende Symbole gekennzeichnet: 
* p < 0,05 vs. Kontrolle, ** p < 0,05 vs. Monotherapien, *** p < 0,05 vs. 
Zweifachtherapien. 
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Abb. 26: Repräsentative Ausschnitte immunhistochemisch CD31-gefärbter Gewebe der 

subkutan auf BALB/c nu/nu wachsenden PC3-Tumoren der Versuchsreihe B am 
Tag 24 (Gegenfärbung der Zellkerne mit Hematoxylin nach Mayer):         
A Kontrolle                   
B Bestrahlung (RT)               
C SU5416 + SU6668               
D RT + SU5416 + SU6668            
Bei der Dreifachkombination (D) fiel die stark reduzierte Anzahl an CD31-
exprimierenden, rotbraun gefärbten Gefäßendothelien auf.  
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3 Therapie mit dem avß3-Integrin-Inhibitor S247 und die 
Kombination mit 60Co-Bestrahlung (Versuchsreihe C) 

In dieser Versuchsreihe wurde der Einfluss der Therapie mit dem avß3 -Inhibitor S247 

alleine bzw. kombiniert mit einer lokalen fraktionierten Strahlenbehandlung (RT) zu 

Beginn der S247-Therapie auf das Wachstumsverhalten von Tumoren am PC3-

Xenograft-Modell untersucht. Im Anschluss daran wurde dieses Konzept an einem 

weiteren Tumormodell getestet, dem humanen Epidermoid-Karzinom A431 

(Versuchsreihe D). Am Tag 10 wurden Tumorgewebe zur histologischen bzw. 

immunhistochemischen Untersuchung entnommen. 

3.1 Tumorwachstum 

In Abbildung 27 sind die Tumorwachstumskurven der Gruppen dieser Versuchsreihe 

wiedergegeben. 

 

Abb. 27: Wachstumskurven der subkutan auf BALB/c nu/nu wachsenden PC3-Tumoren 
nach Behandlung mit S247, Bestrahlung (RT) und deren Kombination.       
Die Datenpunkte repräsentieren jeweils das mittlere Tumorvolumen V der 
Behandlungsgruppen normiert auf das Ausgangsvolumen V0 ± SEM. 
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Der Vergleich der Tumorvolumina am Tag 37 (Endpunkt der Kontrollgruppe) ergab, 

dass die Tumorvolumina sämtlicher Behandlungsgruppen verglichen mit der 

Kontrollgruppe signifikant verringert waren (p < 0,02). Zudem wurden signifikant 

geringere Tumorvolumina bei der kombiniert behandelten Gruppe verglichen mit den 

Monotherapie-Gruppen ermittelt (p < 0,05). 

3.2 Wachstumsverzögerung 

Des weiteren wurde aus den Wachstumsdaten die Wachstumszeit T2 durch lineare 

Interpolation in Tagen berechnete, d.h. die Zeit, welche die Tumoren der jeweiligen 

Gruppe benötigten, um das zweifache des Ausgangsvolumens zu Beginn der 

Behandlung zu erreichen. T2 wurde gewählt, da einige Tumoren aus den 

Behandlungsgruppen das vierfache ihres Ausgangsvolumens im Beobachtungs-

zeitraum nicht erreichten. 

 

 

Abb. 28: Tumorwachstumszeiten T2 und Wachstumsverzögerungen innerhalb der PC3-
Behandlungsgruppen der Versuchsreihe C.          
Die Werte sind als Mittelwert ± SEM angegeben. Statistisch signifikante 
Unterschiede sind durch folgende Symbole gekennzeichnet:* p < 0,05 vs. Kontrolle, 
§ p < 0,05 vs. Monotherapiegruppen. Die Wachstumsverzögerung stellt jeweils die 
Differenz der Zeit T2 zwischen den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe 
dar. 
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Bei insgesamt 3 Tieren der Kombinationsgruppe kam es zum anhaltenden 

Wachstumsstop (n = 2) oder sogar zu einer Rückbildung (n = 1) der Tumoren. 

 

3.3 Vergleichende Tumorhistologie 

Am Tag 10 nach Behandlungsbeginn wurde aus jeder Gruppe Tumorgewebe 

entnommen und anhand von HE-Präparaten histologisch untersucht. Die Ergebnisse 

der qualitativen Bewertung sind in Tabelle 16 aufgeführt. 

Tab. 16: Qualitative Untersuchung der PC3-Histologien (HE) der am Tag 10 entnommenen 
Tumorgewebe der Versuchsreihe C.          
Die Ausprägung folgender Strukturen wurde jeweils mit 0 (keine) bis 3 (hochgradig) 
bewertet: (a) Ausprägung nekrotischer Areale, (b) Zunahme der Bindegewebs-
Strukturen, (c) Verminderung der Tumorzellen, (d) Auftreten von Tumorzell-
Apoptosen (apoptotic bodies), (e) Entzündungszellen (EZ) und (f) extravasal 
liegender Erythrozyten. Nekrotische Areale blieben bei b bis f unberücksichtigt. 

Gruppe 
Nekrotische 

Areale 
(a) 

Bindegewebs-
zubildung (b) 

Tumorzell-
verminderung

(c)  

apoptotic 
bodies 

(d) 

EZ 
(e) 

extravasale 
Erythrozyten 

(f) 

Kontrolle 3 0 0 1 1 0 

S247 0 1 1 1 1 0 

RT 2 1 2 1 1 0 

RT + S247 2 2 2 3 1 0 
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3.4 Tumorzellproliferation 

Von den am Tag 10 entnommenen Tumoren wurden zur Darstellung der sich in 

Teilungsphasen befindenden Tumorzellen immunhistochemisch Ki67-gefärbte 

Gewebeschnitte angefertigt. Die Ergebnisse der quantitativen Analyse sind in 

Abbildung 29 dargestellt. 

 

 

Abb. 29: Quantitative Analyse der Ki67-Immunhistochemie der PC3-Tumoren der 
Behandlungsgruppen am Tag 10 (Versuchsreihe C).         
Die Balken repräsentieren die Mittelwerte der in den Zählfeldern ermittelten 
Proliferationsraten je Tumor (± SD) [* p < 0,05 vs. Kontrolle, ** p < 0,05 vs. Mono-
therapien]. 
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3.5 Darstellung der Tumorgefäße 

Anhand der immunhistochemischen CD31-Färbung von Schnittpräparaten der am 

Tag 10 entnommenen Tumoren wurden die Endothelzellen dargestellt. Aus jeder 

Gruppe wurde ein Tumorgewebe untersucht. Abbildung 30 zeigt die Ergebnisse der 

Gefäßauszählung im Balkendiagramm sowie die Signifikanzniveaus des statistischen 

Vergleichs. 

 

 

 

Abb. 30: Ermittelte Gefäßdichten [Anzahl CD31-positiver Gefäße je Gesichtsfeld 
(CD31+/HPF, 200x)] der PC3-Tumoren der mit S247 und Bestrahlung (RT) 
behandelten Gruppen am Tag 10.           
Die Balken stellen die Mittelwerte (± SD) dar. Statistisch signifikante Unterschiede 
sind durch folgende Symbole gekennzeichnet: * p < 0,05 vs. Kontrolle, ** p < 0,05 
vs. Monotherapien.               
Im Gewebe der Kombinationsgruppe fiel die geringe Gefäßdichte auf. 
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Abb. 9: Repräsentative Ausschnitte HE-gefärbter (A - C) bzw. immunhistochemisch Ki67-

gefärbter (D - F) Gewebeschnitte der subkutan auf BALB/c nu/nu wachsenden 
PC3-Tumoren der Versuchsreihe C am Tag 10 [Ki67-Färbung: Zellkerne in 
Zellteilungsphasen sind rot gefärbt].             
A, D  Kontrolle              
B, E  S247               
C, F  RT + S247     
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4 Therapie mit dem avß3-Integrin-Inhibitor S247 und die 
Kombination mit 60Co-Bestrahlung am A431-Tumormodell 
(Versuchsreihe D) 

Im Anschluss an die Untersuchungen am PC3-Tumormodell wurde der Einfluss der 

Therapie mit dem avß3-Inhibitor S247 alleine bzw. kombiniert mit einer lokalen 

fraktionierten Strahlenbehandlung, RT zu Beginn der S247-Therapie an einem 

weiteren Tumormodell getestet, dem humanen Epidermoid-Karzinom-Xenograft 

A431. Im Vergleich zum PC3-Tumor weist A431 zudem ein deutlich schnelleres 

subkutanes Wachstum auf. Am Tag 10 wurden Tumorgewebe zur immunhisto-

chemischen Darstellung von pAkt und Apoptose entnommen. 

4.1 Tumorwachstum 

In Abbildung 32 sind die Tumorwachstumskurven der Gruppen dargestellt. 

 

Abb. 32:  Wachstumskurven der subkutan auf BALB/c nu/nu wachsenden A431-Tumoren 
nach Behandlung mit S247, Bestrahlung (RT) und deren Kombination.      
Die Datenpunkte repräsentieren jeweils das mittlere Tumorvolumen V der Gruppen 
normiert auf das Ausgangsvolumen V0 ± SEM. 
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Der Vergleich der Tumorvolumina am Tag 11 (Endpunkt der Kontroll- bzw. RT-

Gruppe) ergab, dass die Tumorvolumina sämtlicher Behandlungsgruppen verglichen 

mit der Kontrollgruppe signifikant verringert waren (p < 0,02 für S247 und S247 + RT; 

p < 0,05 für RT). Bei der kombiniert behandelten Gruppe wurden signifikant kleinere 

Tumorvolumina mit p < 0,02 gegenüber der S247-Therapiegruppe bzw. mit p < 0,05 

gegenüber der Bestrahlungsgruppe ermittelt. 

4.2 Wachstumsverzögerung 

Des weiteren wurde aus den Wachstumsdaten die Wachstumszeit T2 durch lineare 

Interpolation in Tagen berechnete, d.h. die Zeit, welche die Tumoren der jeweiligen 

Gruppe benötigten, um das zweifache des Ausgangsvolumens zu Beginn der 

Behandlung zu erreichen. T2 wurde gewählt, da einige Tumoren aus den Behand-

lungsgruppen das vierfache ihres Ausgangsvolumens im Beobachtungszeitraum 

nicht erreichten. Durch den Vergleich dieser Zeiten konnten Wachstums-

verzögerungseffekte in den Behandlungsgruppen erfasst werden. 

 

Abb. 33: Tumorwachstumszeiten T2 und Wachstumsverzögerungen innerhalb der A431-
Behandlungsgruppen der Versuchsreihe D.          
Die Werte sind als Mittelwert ± SEM angegeben. Statistisch signifikante Unter-
schiede sind durch folgendes Symbol gekennzeichnet: * p < 0,05 vs. Kontrolle; 
§ p < 0,05 vs. Monotherapien. Die Wachstumsverzögerung stellt jeweils die Diffe-
renz der Zeit T2 zwischen den Behandlungsgruppen und der Kontrollgruppe dar. 

Wachstums-
verzögerung 
(in Tagen) 

-- 4,1 3,2 9,6 

Kontrolle S247 RT S247+RT
0

5

10

*§

*
* 

Ze
it 

T 2 (
in

 T
ag

en
)



IV Ergebnisse 

85 

Die Tumorwachstumsverzögerung durch die kombinierte Behandlung betrug 9,6 

Tage und belief sich damit auf das 2,3- bzw. 3-fache der bei den Monotherapien 

beobachteten. 

4.3 Detektion phosphorylierter Akt (pAkt) 

Bei in-vitro-Untersuchungen der Arbeitsgruppe wurde festgestellt, dass die 

bestrahlungsinduzierten Integrin-vermittelten Signalwege in humanen Endothelzellen 

u.a. über eine Hochregulierung von phosphoryliertem Akt ablaufen und dass eine 

Hemmung von Integrin-Signalen zu einer Reduzierung von pAkt führt (ABDOLLAHI 

et al. 2005). Bei den am Tag 10 aus den Gruppen entnommenen Tumorgeweben 

wurde daher anhand von Paraffinschnitten pAkt in den Endothelzellen immunhisto-

chemisch dargestellt und deren Anfärbung qualitativ untersucht. 

 

 

 

 

Abb. 34: Phospho-Akt (Ser473)-Immunhistochemie von 
Paraffinschnitten der subkutan auf BALB/c 
nu/nu wachsenden A431-Tumoren (Tag 10) der 
Gruppen Kontrolle (Ctrl), Bestrahlung (RT) und 
kombinierter Behandlung mit dem Integrin-
Antagonisten und Bestrahlung (RT + S247). 

Eine verstärkte positive Markierung der Endothelzellen 
ist in der Kontrolle und im bestrahltem Tumor zu sehen 
(schwarze Pfeile mit durchgehender Linie) während die 
Behandlung mit S247 zu einer reduzierten Phosphory-
lierung von pAkt führte (schwarze Pfeile mit unter-
brochenen Linien). * = Erythrozyten im Gefäßlumen. 
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4.4 TUNEL 

Die am Tag 10 entnommenen Tumoren (Abschnitt 4.3) wurden mit der TUNEL-

Methode anhand von Paraffin-Gewebeschnitten auf das Vorkommen apoptotischer 

Endothelzellen qualitativ untersucht (Abb. 35). 



IV Ergebnisse 

87 

Abb. 35: Darstellung apoptotischer Endothelzellen mittels TUNEL-Färbung an Paraffin-
schnitten der subkutan auf BALB/c nu/nu wachsenden A431-Tumoren (Tag 10) der 
Gruppen der Versuchsreihe D.           
Ctrl = Kontrolle          
S247 = Integrin-Inhibitor             
RT = Bestrahlung              
RT + S247 = kombinierte Behandlung mit S247 und Bestrahlung        
Im Gewebe der therapierten Gruppen traten vermehrt apoptotische Endothelzellen 
auf, wobei die größte Anzahl bei der Kombinationsgruppe auffiel. Schwarze 
Pfeilspitzen und Pfeile mit durchgezogener Linie zeigen auf TUNEL-positive 
apoptotische Endothel- und Tumorzellen (>); schwarze Pfeile mit unterbrochener 
Linie zeigen auf Tunel-negative Endothelzellen. Die linken Bilder zeigen 
Ausschnitte bei 100-facher Vergrößerung, die rechten Ausschnitte zeigen jeweils 
die markierten quadratischen Ausschnitte der Bilder links (400x); *=Erythrozyten in 
den Gefäßen. 

 

 

5 Auftreten spontaner Metastasierung der PC3-Tumoren 

Bei den in dieser Arbeit durchgeführten Sektionen wurden bei Tieren der PC3-

Versuchsreihen vereinzelt veränderte bzw. vergrößerte Lymphknoten in der Inguinal- 

bzw. Abdominal- und/oder Pelvinalregion festgestellt. Nach histologischer 

Bestätigung von Metastasen der Primärtumoren PC3 wurden die Tiere endgültig als 

Lymphknoten-positiv eingestuft (Kontrollgruppen: n = 6; Behandlungsgruppen:          

n = 16). Eine Metastasierung in Lunge, Leber, Milz und Nieren konnte bei keinem der 

Tiere festgestellt werden. Aufgrund des gewählten (subkutanen) Versuchsmodells 

und -aufbaus war die Untersuchung des Einflusses der Behandlungen auf die 

Metastasierung nicht Gegenstand dieser Arbeit und es soll und kann daher lediglich 

eine Tendenz angegeben werden (s. dazu auch Diskussion, Abschnitt 2.4). 

Unterschiede bzgl. des Vorkommens von Metastasen bei behandelten und 

unbehandelten Tieren fielen nicht auf. 
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Abb. 36: Metastasierung der PC3-Tumoren in Lymphknoten.                      
a Bauchsitus einer PC3-Tumor-tragenden Maus BALB/c nu/nu der Gruppe 
SU6668 der Versuchsreihe B (Tag 50): linker Ln. paraaortalis stark vergrößert (ca. 
8 x 7 mm; weiße gepunktete Linie); schwarze Pfeile weisen auf Nieren, weiße 
unterbrochene Linie kennzeichnet den Verlauf der Aorta.           
b Aufsicht im Bereich linke Flanke nach Entfernung der Hautschichten (Gruppe 
SU5416 + Endostatin; Tag 59): Lymphknoten des Lc. inguinale superficiale deutlich 
vergrößert (Durchmesser ca. 7 mm; weiße gepunktete Linie).          
c, d Lymphknoten-Histologie [HE-Färbung, 100x (c) bzw. 400x (d)] mit ausge-
prägter PC3-Tumorzellinfiltration (schwarze Pfeile). 
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V Diskussion 

1 Diskussion der Methodik 

1.1 Tier- und Tumormodelle 

1.1.1 Humanes Prostata- und Epidermoidkarzinom 

Das Prostatakarzinom ist der häufigste maligne Tumor des Mannes. Für diese 

Tumorerkrankung existieren durchaus effektive Behandlungsmethoden, voraus-

gesetzt sie wird in einem frühen, lokalen Stadium ihrer Entwicklung erkannt. Mit der 

Verbesserung der diagnostischen Techniken bzw. einem steigenden Vorsorge-

bewusstsein wächst die Zahl der Früherkennungen (STEELE et al. 2000). Dennoch 

ist das Prostatakarzinom weiterhin die zweithäufigste Todesursache bei an Krebs 

erkrankten Patienten (JEMAL et al. 2005). Insgesamt betrachtet sind die bisherigen 

Behandlungsmöglichkeiten trotz großer Fortschritte nicht zufriedenstellend, was die 

Suche nach effektiveren und zugleich schonenderen Behandlungskonzepten 

erfordert. 

Wie bereits im Literaturteil beschrieben wurde, konnte bei metastasierenden 

(hormonunabhängigen) Prostatakarzinomen von Patienten wie auch bei der für diese 

Untersuchungen verwendeten Zelllinie PC3 die Expression verschiedener 

angiogener Wachstumsfaktoren wie dem VEGF, PDGF und FGF nachgewiesen 

werden. Zudem scheint es, dass die Aggressivität von Tumoren mit der Bildung 

dieser Wachstumsfaktoren zusammenhängt. Die Kombination von Bestrahlung bei 

gleichzeitiger Integrin-Blockade wurde an einem weiteren und im Vergleich zu PC3 

(subkutan) deutlich schneller wachsenden Modell getestet, dem humanen A431-

Epidermoidkarzinom. Dabei handelt es sich um entartete Keratinozyten eines Vulva-

Malignoms. Plattenepithelkarzinome (auch Epidermoid-Karzinome) stellen eine der 

häufigsten Tumorarten des Integuments dar. Dieser Tumor bleibt zunächst lokalisiert, 

am Ort seiner Entstehung und entwickelt i.d.R. erst in einem späteren Stadium die 

Tendenz zu metastasieren. Daher stellt sich eine zum Prostatakarzinom 

vergleichbare Problematik dar, die im übrigen eine Vielzahl von Tumorerkrankungen 
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charakterisiert. Bei verschiedenen Epidermoidkarzinomen (der Vulva) wie auch bei 

der Tumorzelllinie A431 ist ebenfalls die Bildung von VEGF sowie seines Rezeptors 

(VEGFR-2) nachgewiesen (s. auch Literaturteil Abschnitt 4.1). Die Tumormodelle 

stellten daher geeignete Tumorarten für die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten 

Behandlungsstrategien dar. 

1.1.2 Xenograft-Tumormodell 

Zahlreiche Arbeitsgruppen haben präklinische in-vivo-Modelle etabliert, die 

Aussagen über den Einfluss von Wirkstoffen oder neuen Substanzen auf das 

Wachstum von Tumoren erlauben. So stellen immundefiziente Mäuse wie SCID, 

SCID beige oder Nacktmäuse attraktive Modelle für die Untersuchung des 

Wachstums- und Metastasierungsverhalten von humanen Tumorzellen in vivo dar 

(GAROFALO et al. 1993; MITCHELL et al. 1997). Diese Tiere sind in hohem Maße 

für heterologe Transplantationen geeignet, da bei ihnen nicht mit Komplikationen 

beim Wachsen von speziesfremden Tumorzellen im Körper zu rechnen ist. 

Seit 1971 von der ersten erfolgreichen Transplantation eines humanen 

Kolonkarzinoms in die Nacktmaus berichtet wurde (POVLSEN u. RYGAARD 1971), 

konnten verschiedenste humane Tumoren erfolgreich übertragen und in Serien-

passagen überführt werden (SORDAT et al. 1977; GIOVANELLA et al. 1978). Auch 

in Zellkultur wachsende Tumorzelllinien führten in der Nacktmaus zur Ausbildung 

solider Tumoren (GIOVANELLA et al. 1972). Als präklinische Testmodelle 

ermöglichen sie seither Untersuchungen zum Wachstumsverhalten und zur Wirkung 

unterschiedlichster Substanzen auf diese etablierten Tumoren. Die Verwendung 

eines Inzuchtstammes mit genetisch und mikrobiologisch standardisierten Tieren 

(hier: Balb/c nu/nu) führt neben den einheitlichen Umwelt- bzw. Haltungsfaktoren zu 

weitestgehend standardisierten Versuchsbedingungen, welche die Voraussetzung für 

aussagekräftige Ergebnisse von Tierversuchen darstellen. 
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1.1.2.1 Subkutanes Tumormodell 
Seit Tumor-Xenograft-Modelle etabliert sind besteht die Diskussion über geeignete 

Implantationsarten der Tumorzellen. Mittlerweile liegen zahlreiche Erkenntnisse über 

Vor- und Nachteile von verschiedenen Applikationsorten der Tumoren vor. Eine 

große Rolle spielt dabei die jeweilige Fragestellung für die durchzuführenden 

Untersuchungen, da das Wachstum und die Entwicklung von implantierten 

Tumorzellen oder -gewebe durch deren Mikroumgebung beeinflusst wird. 

Die subkutane Implantation humaner Tumorxenografts stellt ein kliniknahes Modell 

zur Testung neuer antitumoral wirksamer Substanzen dar. So konnte gezeigt 

werden, dass zwischen dem subkutan wachsenden Xenotransplantat und dem 

Spendertumor beim Vergleich der Histologien (REVAZOVA et al. 1992), der 

Expression von Tumormarkern (RANDT 1984), der Pharmakokinetik (KUBOTA et al. 

1993) und der Chemosensibilität (DUPLAN 1984; BERGER et al. 1992) 

Übereinstimmungen bestehen. 

Ein Vorteil der subkutanen Implantation liegt darin, dass sie relativ schonend und 

einfach vorgenommen werden kann. Die Tumorzellen wurden bei diesen 

Untersuchungen den durch eine zweite Person fixierten Tieren injiziert. Auf eine 

Narkose, die eine erhebliche Belastung für die Tiere dargestellt hätte, konnte 

verzichtet werden. 

1.2 Behandlung der Tiere 

In dieser Arbeit sollte der Effekt der verschiedenen Behandlungsschemata auf das 

Wachstumsverhalten von soliden Tumoren mit bereits etabliertem Gefäßnetz 

untersucht werden. Mit der Behandlung wurde daher zu einem Zeitpunkt begonnen, 

zu dem die an den Hinterbeinen gewachsenen Tumoren gut messbar waren und 

Volumina zwischen 75 bis 200 mm3 erreicht hatten. 

1.2.1 Behandlung mit Angiogenese-Inhibitoren 

Die subkutane Verabreichung der Medikamente stellt eine gewisse Belastung für die 

Tiere dar, insbesondere bei Behandlung mit mehreren Substanzen bzw. bei 

Verabreichung zweimal täglich. Daher wurde besonderer Wert gelegt auf, dass die 

Medikamente auf Körpertemperatur vorgewärmt verabreicht wurden und durch 
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entsprechende Konzentration der Wirkstoff-Lösungen und -Suspensionen tägliche 

Volumengaben von 100 μl nicht überschritten wurden (GV-SOLAS 1999). Zugleich 

ermöglicht diese Verabreichungsart eine sichere und zeitlich exakte Dosierung der 

Wirkstoffe. Die erste Gabe der Substanzen erfolgte jeweils ca. sechs Stunden vor 

der ersten Bestrahlung. 

1.2.2 Bestrahlung der Tiere 

Die lokale Bestrahlung der Tumoren wurde in Anlehnung an die beim Menschen 

häufig durchgeführten Gaben von relativ geringen täglichen Einzeldosen (hier        

2,5 Gy) fraktioniert an fünf (Wochen-)Tagen in Folge vorgenommen. Durch dieses 

Bestrahlungsschema wurde ein vorübergehender Rückgang oder vorübergehendes 

Sistieren (PC3-Tumoren) oder zumindest eine Verzögerung des Tumorwachstums 

(A431-Tumoren) bei den ausschließlich bestrahlten Tieren erreicht. 

1.3 Ermittlung der Tumorvolumina 

Wichtige Kriterien in der Krebstherapie sind Wachstum und Metastasierung der 

Tumoren. Zahlreiche Versuchsansätze für die Untersuchung der therapeutischen 

Effizienz neuer Substanzen und deren Einfluss auf Tumorwachstum und -regression 

in verschiedenen Tumormodellen beruhen auf der Messung des Tumorvolumens. 

Dies kann am subkutan wachsenden Tumor mit Schieblehren oder Mess-

Schablonen einfach durchgeführt werden, und das Wachstum des Tumors lässt sich 

direkt verfolgen. 

Die Quantifizierung der Tumorwachstumsverläufe erfolgte in dieser Arbeit durch 

Messungen der Tumordurchmesser mit einer Schieblehre in jeweils zueinander 

orthogonalen Raumachsen. Die Messung der Tumordurchmesser stellt in 

zahlreichen Arbeitsgruppen weltweit eine gängige Methode zur Messung der 

Tumorgrößen bzw. -volumina dar. A priori ist keineswegs klar, dass eine solche 

Messung zu validen Tumorvolumina führt. DEBUS 1992 konnte jedoch durch einen 

eingehenden Vergleich mit computertomographischen Messungen zeigen, dass der 

Fehler der Schieblehrenmessung kleiner als 10 % ist und damit unter der 

biologischen Schwankungsbreite der einzelnen Wachstumsgruppen liegt. Ferner 

ergab sich, dass die Tumorform für die Schätzung des Volumens keine wesentliche 
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Rolle spielt. Es kann aber ebenso unter Annahme einer Kugelform aus dem 

Mittelwert von Breite und Länge valide berechnet werden. FEIN bestätigte 1992 

diese Aussagen durch Vergleich mit B-Bild Ultraschalluntersuchungen. Fein 

errechnete zum Beispiel, dass der größte Beitrag zum Fehler der Schieblehren-

messung bei Untersuchungen an der Ratte aus der Nichtberücksichtigung der 

Hautdicke resultiert, was zu einer Unterschätzung der Wachstumszeiten führt 

(STEEL 1977). Aufgrund der dünneren Hautschichten der Maus kann hier jedoch 

davon ausgegangen werden, dass dieser Fehler im murinen System die Ergebnisse 

deutlich geringer beeinflusst. Das Tumorvolumen wurde unter Annahme eines 

kugelähnlichen Körpers durch die Rotationsellipsoid-Methode angenähert, wobei der 

Korrekturfaktor 0,5 verwendet wurde. Häufig verwendet wird auch z.B. π/6, abgeleitet 

von der Volumen-Berechnung eines Ellipsoids mit V= πd3/6, was ca. einem Wert von 

0,52 entspricht und damit annähernd identisch ist mit dem in dieser Arbeit 

verwendeten Korrekturfaktor. 

Bei der Vermessung der zu Behandlungsbeginn relativ kleinen Tumoren spielt die 

Messungenauigkeit noch eine größere Rolle, während sie mit zunehmender 

Tumorgröße für die Berechnung des Tumorvolumens nur noch einen geringen 

Einfluss auf den berechneten Wert hat (WEISS et al. 1990). Die Tumordicke („Tiefe“) 

wurde bei Berechnungen der Tumorvolumina zunächst berücksichtigt. Dabei wurde 

der Wert der mittleren Beindicke der Tiere vom gemessenen Wert abgezogen. Es 

zeigte sich jedoch, dass es durch z.T. erhebliche Schwankungen u.a. durch 

unterschiedliche Beindurchmesser der Tiere zu Verfälschungen der tatsächlichen 

Tumordurchmesser kam. Mit einer Annäherung über das Quadrat des gemessenen 

Breite-Wertes konnte dieser Fehler verringert werden. 

1.4 Untersuchung von Tumorgewebe im Versuchszeitraum 

Eine gezielte Betrachtung weniger oder einzelner Aspekte wie z.B. der direkte 

Einfluss auf die Tumor- oder Endothelzellen bzw. Tumorgefäße oder zelluläre 

Interaktionen unter dem Einfluss einer oder gar mehrerer zeitgleich verabreichter 

Wirkstoffe oder Behandlungsmodalitäten ist unter komplexen in-vivo-Bedingungen 

besonders schwierig. Die histologische Untersuchung des Tumors bedingt die 

Tötung des Tieres und eine „longitudinale“, kontinuierliche Beobachtung des selben 

Tumors ist nicht möglich. Darin begründet lag zugleich die insgesamt geringe Anzahl 
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der Tumorentnahmen in den verschiedenen Teilversuchen dieser Arbeit. Die 

erhaltene Gewebeprobe lieferte somit einen „statischen“ Eindruck zu dem jeweiligen 

Zeitpunkt im Versuchszeitraum. Eine hier nicht praktikable Alternative würde die 

Gewinnung von Gewebeproben des Tumors darstellen. Die heterogenen Gewebe- 

und Gefäßstrukturen des Tumors selbst machen es dann jedoch erforderlich, 

mehrfache Probeexzisionen zu entnehmen. Bleibt das Tier über den 

Versuchszeitraum am Leben, so sind nur wenige Biopsien möglich, und es ist 

wiederum nicht vorhersehbar, ob diese z.B. aus gut oder schlecht vaskularisierten 

Bereichen des Tumors stammen. Zudem wird dabei das Gewebe traumatisiert und 

eine Beeinflussung, gerade im Hinblick auf nachfolgende Untersuchungen, kann 

angenommen werden. 

Unter Berücksichtigung dieser Aspekte wurden die Ergebnisse der begleitend 

durchgeführten Gewebeuntersuchungen im Zusammenhang mit den durchgeführten 

Behandlungen und den dabei beobachteten Effekten auf das Wachstum 

herangezogen und interpretiert. Die erste Entnahme wurde jeweils zu einem relativ 

frühen Zeitpunkt im Behandlungszeitraum durchgeführt, d.h. bevor bzw. als erste 

Größenunterschiede zwischen den Behandlungsgruppen deutlich wurden und bevor 

Nekrosen im Gewebe auch der unbehandelten Tumoren zu erwarten waren, was 

eine gruppenspezifische Interpretation erschwert. 

1.4.1 Bedeutung der Mikrogefäßdichte in Tumoren 

Mit der Bestimmung der Gefäßdichte (MVD) in histologischen Präparaten von 

Tumoren konnten zahlreiche Erkenntnisse über die Rolle der Angiogenese beim 

Tumorwachstum und der Metastasierung gewonnen werden (WEIDNER et al. 1991). 

Bei diesem Verfahren werden die Gefäße mit verschiedenen immunhistochemischen 

Färbetechniken (z.B. Anti-Faktor-VIII; Anti-CD31, Anti-CD34, etc.) dargestellt und 

unter dem Mikroskop ausgezählt. Seit der ersten Gefäßdichtebestimmung in 

Hirntumoren von BREM und Kollegen (BREM et al. 1972) sind nahezu alle häufigen 

humanen Tumoren mit dieser Methode untersucht worden (HLATKY et al. 2002). Der 

Nachweis eines Zusammenhanges zwischen der Gefäßdichte in den gefäßreichsten 

Tumorarealen, den vaskulären Hotspots, und dem Metastasierungsrisiko führte zu 

einem starken Interesse an dieser Methode. Die Gefäßdichte wurde in Karzinomen 

des Magens und Rektums, der Speiseröhre, Prostata, Lunge und Zervix sowie in 
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einigen anderen Tumoren als prognostischer Marker identifiziert (SACLARIDES et al. 

1994; YAMAZAKI et al. 1994; DRAY et al. 1995). Allerdings gibt es auch Autoren, die 

dieses nicht bestätigen (ABULAFIA et al. 1999; BOSTWICK et al. 2000; LEEK 2001; 

MORETO 2001; PAPAMICHAEL 2001). Außerdem wurde die Mikrogefäßdichte mit 

der Expression angiogener Zytokine, wie z.B. der Thymidin Phosphorylase, dem 

bFGF und VEGF positiv korreliert (LI et al. 1994; TOI et al. 1994 und 1995). 

In der experimentellen Onkologie wird die MVD vor allem untersucht, um das 

Ergebnis einer Therapie zu beurteilen, die auf eine Zerstörung bestehender Gefäße 

(antivaskuläre Therapie) oder auf eine Blockade der Gefäßneubildung 

(antiangiogene Therapie) abzielt (HLATKY et al. 2002). Dabei stellt die Gefäßdichte 

ein indirektes Maß für die interkapillare Distanz dar. Es wird davon ausgegangen, 

dass bei einer erfolgreichen antiangiogenen Therapie die MVD sinkt, da bei einer 

Blockade der Gefäßneubildung das Tumorzellkompartment noch weiter wachsen 

kann, bis die interkapillare Distanz so groß wird, dass die Versorgung mit Sauerstoff 

und Nährstoffen durch die bestehenden Gefäße nicht mehr ausreicht. Bei einer 

antivaskulären Therapie kann die MVD je nachdem, ob Gefäß- und 

Tumorkompartiment synchron oder asynchron untergehen, wachsen, steigen oder 

bei verringerter Tumormasse gleich bleiben. Entsprechend berichten zahlreiche 

Arbeitsgruppen über z.T. widersprüchliche Ergebnisse nach bzw. während 

antiangiogener Therapien in vivo. Trotz dieses Umstandes wird in der 

experimentellen Praxis allerdings nur eine Verringerung der MVD als Therapieerfolg 

gewertet (HLATKY et al. 2002). 

Insbesondere im Rahmen von Untersuchungen zur antiangiogenen Tumortherapie 

muss berücksichtigt werden, dass auf die komplexen dynamischen Mechanismen 

während der Tumorangiogenese Einfluss genommen wird. Ein direkter Schluss von 

der Mikrogefäßdichte auf den funktionellen Status der Gefäße im zeitlichen Verlauf 

ist daher mit Vorsicht zu betrachten (EBERHARD et al. 2000). Zahlreiche 

Arbeitsgruppen berichteten in diesem Zusammenhang über eine positive Korrelation 

der Tumorperfusion mit der MVD (KIESSLING et al. 2003; FAN et al. 2005; ZENK et 

al. 2005), wobei in der Literatur auch hier widersprüchliche Aussagen zu finden sind 

(KAN et al. 2005; LI et al. 2005; MILLER et al. 2006). 
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2 Diskussion der Ergebnisse 

2.1 Das Konzept des kombinierten Einsatzes eines direkten und eines 
indirekten Angiogenese-Inhibitors 

Es wird davon ausgegangen, dass eine antiangiogene Therapie, die zeitgleich an 

verschiedenen Stellen die durch den Tumor und dessen Mikroumgebung 

provozierten angiogenen Signalkette(n) unterbricht, effektiver wirken kann als eine 

Therapie, die nur an einer Stelle angreift. Demzufolge liegt es nahe, dass 

Kombinationstherapien mit verschiedenen Angriffspunkten effektiver sind als 

Monotherapien. Trotz intensiver Forschung auf dem Gebiet ist aber in weiten Teilen 

noch unklar, welche Substanzen dabei das höchste Maß an Synergismus entfalten. 

Man geht davon aus, dass Tumoren in der Lage sind, die inhibitorischen Effekte von 

indirekten Angiogenese-Inhibitoren durch einen Wechsel zu einem anderen 

proangiogenen Faktor (z.B. von VEGF zu bFGF) umgehen zu können. Tatsächlich 

zeigten in-vitro- wie auch in-vivo-Arbeiten ein wechselndes Muster bei der 

Expression von angiogenen Faktoren im Laufe der Tumorprogression (YOSHIJI et al. 

1997; FIDLER 2001). Aufgrund dieser gegebenen Möglichkeit von Tumoren, den 

durch eine spezifische indirekte antiangiogene Substanz blockierten Signalweg zu 

umgehen, liegt eine gezielte Kombination mit Inhibitoren der redundanten 

Signalwege nahe (KERBEL und FOLKMAN 2002). Im Gegensatz dazu wird 

angenommen, dass das Risiko einer Resistenzausbildung gegenüber direkten 

Angiogenese-Inhibitoren geringer ist, da diese an den genetisch stabilen 

Endothelzellen direkt angreifen und ein Umgehen einer Hemmung, wie es etwa die 

Tumorzellen durch Mutationen erreichen, unwahrscheinlich ist. Zudem wirken direkte 

Angiogenese-Inhibitoren an dem Ort, an dem verschiedenste angiogene 

Stimulationssignale eingehen und hemmen dadurch ein breiteres Spektrum 

proangiogener Stimuli. Wie bereits im Literaturteil (Abschnitt 4.2) beschrieben wurde, 

konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass eine Behandlung mit 

Endostatin die Antwort von Endothelzellen auf zahlreiche angiogene Proteine wie 

bFGF, VEGF, IL-8, PDGF und Integrin-vermittelte Stimulation verhindert und dass 

Tumoren im Mausmodell auch bei wiederholt vorgenommenen Behandlungszyklen 

mit Endostatin keine Resistenz ausbildeten. Was wiederum nicht bedeutet, dass ein 
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Wirkungsverlust dieser Substanzen niemals zu erwarten wäre. Erst kürzlich wurde 

über epigenetische Wirkmechanismen berichtet, die letztlich zu einem verringertem 

Ansprechen auf direkte Angiogenese-Inhibitoren führten, insbesondere bei deren 

Einsatz als Monotherapeutikum (KERBEL et al. 2001). Unter der Annahme, dass es 

sich dabei jedoch weniger um durch Mutationen bedingte als um adaptive 

Wirkungsverluste handelte, ließe sich dann nach Aussetzen der Behandlung für eine 

gewisse Zeit wiederum ein erneutes Ansprechen auf die Substanz beobachten 

(BROWDER et al. 2002). 

Abb. 37: Wirkmechanismus direkter und indirekter Angiogenese-Inhibitoren (modifiziert nach 
Kerbel und Folkman, S. 728).                
Direkte Angiogenese-Inhibitoren wirken direkt auf Endothelzellen der 
Gefäßkapillaren, die zum Tumorbett hinzugezogen werden, und verhindern deren 
Antwort auf unterschiedlichste proangiogene Stimuli. Im Gegensatz zu den direkten 
interferieren indirekte Angiogenese-Inhibitoren mit den angiogenen Kommuni-
kationssignalen zwischen den Tumorzell- und Endothelzell-Kompartimenten. 

 

In seinen ersten beiden Phase I Studien hat Endostatin als Monotherapeutikum 

messbare antiangiogene Aktivität gezeigt (EDER et al. 2002). Wie mit Positronen-

Emissions-Tomographie-Untersuchungen (PET) nachgewiesen wurde, nahmen mit 

steigender Dosierung Blutfluss im Tumor wie auch Metabolismus ab. Acht Wochen 

nach Therapiestart gewonnene Tumorbiopsien zeigten einen signifikanten Anstieg 

von Tumorzell- und Endothelzell-Apoptose-Raten (HERBST et al. 2002a). Man 

vermutet, dass die Kombination mit anderen Angiogenese-Inhibitoren oder 

Chemotherapeutika die Effektivität von Endostatin weiter verbessern würde 

(HERBST et al. 2002b; THOMAS et al. 2003). 
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In einer Versuchsreihe wurde das Konzept der Kombination des „direkten“ 

Angiogenese-Inhibitors Endostatin mit einem synthetischen ATP-kompetitiven 

Inhibitor der Flk-1/KDR/VEGFR2-Tyrosinkinase als Beispiel eines indirekten 

Angiogenese-Inhibitors (SU5416) auf mögliche synergistische Effekte am PC3-

Prostatakarzinom-Tumormodell in vivo untersucht. 

2.1.1 Einfluss der Behandlung mit Endostatin bei Blockade der VEGF-Rezeptor-

Tyrosinkinase 

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die bimodale Therapie einer direkten und 

indirekten Angiogenese-Inhibition starke antitumorale Wirkung in vivo entfaltet. Der 

Vergleich der Tumorvolumina am Ende der Beobachtungszeit der Kontrollgruppe 

ergab, dass sowohl die Behandlung mit Endostatin und SU5416 allein wie auch die 

kombinierte Behandlung bei dem hier verwendeten Xenograftmodell zu einem 

signifikant kleineren Tumorvolumen verglichen mit den Kontrolltumoren führte. Die 

Kombination von Endostatin mit SU5416 verringerte das Tumorwachstum weiter und 

verglichen mit den jeweiligen Einzeltherapien signifikant. Die Wachstums-

verzögerung, die anhand der Zeit gemessen wurde, welche die Tumoren benötigten, 

um das vierfache ihres Ausgangsvolumens zu erreichen, betrug mit 22,1 Tagen das 

2,8-fache der ausschließlich mit Endostatin bzw. das 4,8-fache der ausschließlich mit 

SU5416 therapierten Gruppe. Bemerkenswert ist dabei, dass die Verabreichung von 

SU5416 und zusätzliche Gabe von Endostatin über lediglich 15 Tage zu einer 

derartigen Wachstumsverzögerung führte, bei der die Tumoren das fünffache ihres 

Ausgangsvolumens bis zum Ende der Beobachtungszeit von 60 Tagen im 

Durchschnitt nicht erreichten und sich ein Tumor sogar dauerhaft zurückbildete.  

Unter physiologischen Bedingungen erscheint das Verhältnis von VEGF und 

Endostatin eng reguliert, während es bei entzündlichen und malignen 

Krankheitsprozessen aus dem Gleichgewicht gerät (NAGASHIMA et al. 2000; ASAI 

et al. 2002). Bei Patienten mit hepatozellulärem (DHAR et al. 2002) bzw. 

Nierenzellkarzinom (FELDMAN et al. 2002) konnten erhöhte Endostatin-Spiegel 

gemessen werden, welche mit den Spiegeln von zirkulierendem VEGF korrelierten. 

Daher wird angenommen, dass die Aggressivität des Tumors mit der Bildung von 

endogenem Endostatin bei Tumorpatienten einhergeht. Ferner fand man, dass 

metastasierende Tumoren mit erhöhten VEGF-Spiegeln und einem Ungleichgewicht 
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zwischen proangiogenen Zytokinen und Endostatin assoziiert sind (MIYASHITA et al. 

2003). Entsprechend wird davon ausgegangen, dass die antitumoralen Effekte von 

exogen verabreichtem Endostatin zumindest teilweise über eine Niederregulierung 

der VEGF-Expression im Tumor vermittelt werden (HAJITOU et al. 2002). Mit Hilfe 

von Gen-Expressionsanalysen an humanen Endothelzellen (HDMVEC) in vitro 

konnten Mitglieder der Arbeitsgruppe Abdollahi et al. kürzlich zeigen, dass zahlreiche 

Schlüsselregulatoren der proangiogenen Signalkaskade direkt im Anschluss an eine 

Behandlung mit Endostatin niederreguliert werden (ABDOLLAHI et al. 2004a). Dies 

beinhaltete auch mehrere Gene der VEGF-Signalkette, wie z.B. Thrombin-

Rezeptoren und HIF-1α. Durch die Fähigkeit von Endostatin, die VEGF-upstream 

und -downstream Signale nieder zu regulieren, könnte sich der hier gezeigte 

funktionelle Synergismus mit VEGF-Rezeptor-Inhibitoren wie SU5416 erklären. Die 

Ergebnisse unterstützen des weiteren die Annahme, dass Endostatin in der Lage ist, 

die nach der VEGF-Signal-Blockade hochregulierten alternativen angiogenen 

Mechanismen zu supprimieren. Obwohl die durch Endostatin vermittelten 

molekularen Mechanismen nicht vollständig bekannt sind, die letztlich zu einer 

Hemmung des Tumorwachstums führen, konnte gezeigt werden, dass Endostatin die 

Stimulation von Endothelzellen durch diverse proangiogene Stimuli verhindert, indem 

es intrazelluläre Signale antagonisiert. Das dadurch bedingte breitere Spektrum der 

Hemmung könnte, gerade wenn man die bei verschiedenen Tumoren 

nachgewiesene Heterogenität bezüglich der komplexen Mechanismen der 

Gefäßbildung betrachtet, die stärkere Wirkung des kombinierten Einsatzes erklären. 

Bei der histologischen Untersuchung von Tumorgeweben am Tag 10 nach 

Therapiestart konnten starke Veränderungen bei sämtlichen Geweben der 

Behandlungsgruppen im Vergleich zum Kontrolltumorgewebe festgestellt werden. 

Die Ursache dafür liegt am ehesten in der hemmenden Wirkung der Substanzen auf 

die Gefäßversorgung der Tumoren, was dann zu einer schlechteren Blutversorgung 

und dadurch bedingt zu einer vermehrten Metabolitenanreicherung und mangelnden 

Versorgung mit Nährstoffen in den Tumoren führte. Die Veränderungen wie die 

signifikant verringerten Proliferationsraten der Tumorzellen, die zahlreichen 

nekrotischen Areale und Zelluntergänge und die bereits zu diesem frühen Zeitpunkt 

deutliche Zunahme von Bindegewebs-Strukturen in den Tumorstromata könnten als 

Folge dieser Mangelversorgung gesehen werden. Einen weiteren Hinweis, dass die 
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Behandlungen wahrscheinlich zu Defekten an den Gefäßen geführt haben, geben 

Erythrozyten, die außerhalb von Gefäßen im Gewebe der Endostatin- und 

Kombinationsgruppe lagen. Es fiel zudem auf, dass die Proliferationsraten der 

Tumorzellen bei der Kombinationsgruppe mit 19,7 % auffallend stark erniedrigt war. 

Dies könnte ebenso mit dem zuvor erläuterten breiteren hemmenden Spektrum auf 

die Gefäßversorgung der kombinierten Therapie erklärt werden, welches bereits früh 

größere antiangiogene bzw. antitumorale Effekte erzielen konnte, und im folgenden 

eine messbar geringere Größenzunahme als bei den einfach therapierten Gruppen 

zuließ. Bei Betrachten der Wachstumskurven werden Unterschiede diesbezüglich ab 

ca. Tag 20 ersichtlich. Dass es weiter bis zum Ende zu starken antiangiogenen bzw. 

antitumoralen Effekten durch die jeweiligen Behandlungen gekommen sein musste, 

die dennoch weitere Größenzunahmen der Tumoren zuließen, lassen die am Ende 

des Untersuchungszeitraums untersuchten Gewebe vermuten. Diese wiesen ein Bild 

auf, bei dem das Tumorstroma überwog bei gleichzeitig starker, bei der 

Kombinationsgruppe bis hin zu fast vollständiger Verdrängung der Tumorzellen. 

Die beschriebenen Ergebnisse korrelieren gut mit denen weiterer Untersuchungen 

von Abdollahi et al.: Auch in vitro zeigte die Kombination von Endostatin mit SU5416 

hinsichtlich Endothelzell-Proliferation, klonogenem Überleben, Migrationsverhalten 

und Röhrenformation (Tubenbildung) der Endothelzellen sowie Apoptose-Induktion 

größere Effekte als die jeweilige Therapie allein (ABDOLLAHI et al. 2003b). 

Schließlich zeigten SU5416 und Endostatin wachstumsverzögernde und zytotoxische 

Wirkung auch an PC3- und Humanes Glioblastom U87-Tumorzellkulturen, wobei 

auch hier die Kombinationstherapie größere Effekte entfaltete (ABDOLLAHI et al. 

2003b). Es muss jedoch betont werden, dass diese Effekte deutlich geringer 

ausfielen verglichen mit den Effekten auf die Endothelzellen. Die Ergebnisse legen 

dennoch die Vermutung nahe, dass auch in der hier vorliegenden Studie die 

insgesamt beobachteten antitumoralen Effekte nicht ausschließlich durch eine 

Hemmung der Gefäßbildung und eine letztlich dadurch bedingte mangelnde 

Versorgung des Gewebes mit Nährstoffen bedingt waren, sondern möglicherweise 

auch durch eine direkte Wirkung auf die Tumorzellen selbst verursacht wurden. 

Tatsächlich konnte mittlerweile, wie schon zuvor erwähnt, die Expression des VEGF-

Rezeptors bei Prostatakarzinomen nachgewiesen werden, nicht jedoch bei PC3-

Zellen (s. auch Abschnitt 1.1.1). Der Mechanismus, über den Endostatin seine 
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Wirkung an den Tumorzellen erzielt, ist nicht bekannt. Demzufolge bedarf es der 

weiteren Abklärung, um herauszufinden, wie diese Wirkstoffe ihre in-vitro-Aktivität 

gegen Tumorzellen entfalten. 

Neben dem in dieser Arbeit verwendeten Modell des PC3 Prostata-Karzinoms 

wurden die Substanzen außerdem auch anhand des U87-Glioblastoms evaluiert 

(ABDOLLAHI et al. 2003b). Das Glioblastom wurde als Beispiel für einen äußerst 

aggressiven Tumor gewählt, welcher sich zudem weitgehend resistent gegen 

bisherige verfügbare Behandlungsverfahren zeigt. Weniger als 10 % der Patienten 

erreichen eine Überlebenszeit von einem Jahr. Beachtlich ist daher, dass die 

kombinierte Behandlung mit SU5416 und Endostatin zu einer verstärkten Hemmung 

des Tumorwachstums bei dieser äußerst schnell wachsenden Tumorart ab Tag 12 

verglichen mit den einzeln eingesetzten Substanzen führte. Um die Blutperfusion der 

Tumoren zu analysieren, fand zudem das nicht-invasive Verfahren der 

intermittierenden, bolus-kontrastverstärkten Sonographie Anwendung. Sowohl in der 

Endostatin- als auch in der SU5416-Behandlungsgruppe ließ sich eine im Vergleich 

zur Kontrollgruppe deutliche Reduktion der Blutperfusion zehn Tage nach dem Start 

der antiangiogenen Therapie nachweisen, während die Kombination von Endostatin 

und SU5416 die Perfusion weiter verringerte als eines der Medikamente allein. 

Schließlich gelang es, die Angiogenese unter dem Einfluss dieses Behandlungs-

konzepts direkt am lebenden Tier durch Intravitalmikroskopie an einem neuartigen 

kraniellen Fenster-Modell zu studieren: Nach der Implantation eines nicht-

kleinzelligen Bronchialkarzinoms (A549) in einer Vertiefung der Kalotte von SCID-

Mäusen konnte anhand eines intra-ossären Tumorfensters gezeigt werden, dass die 

antiangiogenen Effekte bei der Behandlung mit Endostatin und SU5416 signifikant 

stärker ausgeprägt waren als bei der jeweiligen Monotherapie, wie anhand der 

Reduktion der funktionellen Gefäßdichte deutlich wurde (ABDOLLAHI et al. 2003b). 

Zusammen mit diesen Ergebnissen können die hier beobachteten Tumorwachstums-

Verzögerungen, bis hin zur Tumorkontrolle bei der Kombinationsgruppe, zumindest 

teilweise durch eine Hemmung der Angiogenese erklärt werden. 

Zusammenfassend legen die vorliegenden Ergebnisse nahe, dass sich durch die 

Kombination von Angiogenese-Inhibitoren mit unterschiedlichen Angriffspunkten 

tatsächlich eine größere Wirksamkeit erzielen lässt. Die Gültigkeit dieses Prinzips 

wurde bereits für die Kombination von Endostatin mit Angiostatin (BERGERS et al. 
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1999) und Endostatin mit Chemotherapeutika (TE VELDE et al. 2002) gezeigt. 

Demgegenüber wurde durch eine kombinierte Rezeptorblockade von VEGF und 

EGF mit Blockern der Rezeptor-Tyrosinkinasen derselben Familie keine gesteigerte 

Antitumor-Akitivität erreicht. Erst die Kombination von VEGFR- bzw. EGFR-Blockade 

mit Gemzitabin führte zu supra-additiven Effekten (BAKER et al. 2002). 
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2.2 Das Konzept des kombinierten Einsatzes von Bestrahlung und 
Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibition 

Wie bereits im Literaturteil (Abschnitt 5.1) dargestellt wurde, ist die Effizienz einer 

kombinierten Hemmung der VEGF- bzw. PDGF-Rezeptoren bei unterschiedlichen 

Tumormodellen bereits nachgewiesen. Eine Versuchsreihe befasste sich mit der 

Frage, inwieweit diese gesteigerte Wirkung einer kombinierten Hemmung durch die 

Substanzen SU5416 und SU6668 bei zusätzlich durchgeführter lokaler Bestrahlung 

die Therapieeffekte bei soliden Tumoren weiter steigern können.  

2.2.1 Einfluss einer Blockade der VEGF- und PDGF-Rezeptor-Tyrosinkinasen und 

deren Kombination mit Bestrahlung 

Bei dieser Versuchsreihe zeigte die Kontrollgruppe einen Wachstumsverlauf, bei 

dem die Tumoren das zwei- bzw. fünffache des Tumorvolumens zu Beginn der 

Behandlung nach 17 bzw. 37 Tagen erreichten. Die jeweils mit SU5416 oder SU6668 

durchgeführten Monotherapien (wie auch sämtliche anderen Behandlungen in dieser 

Versuchsreihe) führten zu signifikant kleineren Tumorvolumina am Tag 50 der 

Beobachtungen. Bei den kombiniert mit SU5416 und SU6668 behandelten Gruppen 

waren diese antitumoralen Effekte gegenüber den jeweils einfach-behandelten 

Gruppen weiter verstärkt. Die Wachstumsverzögerung betrug hier, gemessen als 

Zeit bis zur Volumenverdopplung, 28 Tage. Bis zum Ende der Beobachtungen in 

dieser Gruppe (Tag 54) hatten sie das 5-fache ihres Ausgangsvolumens nicht 

erreicht. Die stärkeren antitumoralen Effekte der Kombination von SU5416 und 

SU6668 bestehen demnach trotz ihrer teilweise identischen Wirkmechanismen, 

wobei erstgenannte Substanz, wie in Abschnitt 2.1.1 bereits beschrieben, spezifisch 

VEGFR-2 inhibiert, während SU6668 mit dem Angriff an den Rezeptoren von PDGF, 

FGF und VEGF ein breiteres Spektrum aufweist. 

Zieht man zunächst die wichtigen Rollen von VEGF, FGF und PDGF sowie ihrer 

korrespondierenden Rezeptoren bei der Angiogenese in Betracht, sollte man für 

einen Inhibitor mit entsprechend breitem Spektrum wie SU6668 eine höhere 

Effektivität annehmen als durch eine alleinige Blockade der VEGF-Signal-

Transduktion (GRIFFIN et al. 2002; NING et al. 2002). Tatsächlich fällt bei 
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Betrachten der Wachstumskurven der hier verwendeten, relativ langsam subkutan 

wachsenden PC3-Tumoren auf, dass sie bei der ausschließlich mit SU5416 

behandelten Gruppe im Vergleich zur ausschließlich mit SU6668 behandelten 

Gruppe zunächst ähnlich verlaufen (bis ca. Tag 30) und die 

Wachstumsverzögerungen bis zur Volumenverdopplung mit 14 bzw. 15 Tagen 

annähernd gleich groß sind. Während im späteren Verlauf (bis zum Erreichen des 

fünffachen des Anfangsvolumens) die mit SU6668 behandelten Tumoren ein deutlich 

langsameres Wachstum aufweisen und die Wachstumsverzögerung mit 42 Tagen 

verglichen mit der ausschließlich VEGF-inhibierten Gruppe das 3,8-fache beträgt. 

Bedeutend dabei erscheint der weitere Angriffspunkt von SU6668 an Perizyten, der 

durch die Blockade ihrer PDGF-Rezeptoren vermittelt wird. Es zeigte sich, dass bei 

Blockade von PDGFR die Anlagerung von Perizyten an die Gefäße inhibiert und die 

Gefäßdichte vermindert waren (BERGERS et al. 2003; ERBER et al. 2004). In 

diesen Erkenntnissen wird die Begründung für die größere Effektivität von SU6668 

gegen Tumoren im fortgeschrittenen Stadium und mit bereits etabliertem 

Gefäßnetzwerk gesehen. Während die ausschließliche Hemmung von VEGF seine 

größte Wirkung bei Tumoren in Frühstadium entfaltete und weitgehend wirkungslos 

bei Spätstadien war (s. auch Literaturübersicht, Abschnitt 4.1 und 5.1). Damit könnte 

auch hier angenommen werden, dass SU6668 aufgrund der zusätzlichen Wirkung 

auf Perizyten insbesondere bei den größeren Tumorstadien mit weiter entwickelten 

Gefäßen besser wirkte verglichen mit SU5416. Bei weiteren Untersuchungen der 

Arbeitsgruppe am Modell des äußerst schnell wachsenden Glioblastoms U87 

konnten keine entsprechend gesteigerten Effekte beobachtet werden (ABDOLLAHI 

et al., in Revision). 

Bei den bereits im Literaturteil dargestellten Untersuchungen am Pankreas-Inselzell-

Karzinom-Tumormodell (Maus) sowie beim C6-Gliom der Ratte konnte gezeigt 

werden, dass die Effizienz der Kombination beider Substanzen (SU5416 und 

SU6668) in allen Tumorstadien signifikant größer war als die jeweilige Monotherapie 

(ERBER et al. 2004). Demzufolge könnten die beiden Angiogenese-Inhibitoren durch 

ihren Angriff an zwei verschiedenen Zellpopulationen der Neovaskulatur sich 

ergänzende, komplementäre Effekte entfalten und auch bei diesen Untersuchungen 

letztlich zu einer stärkeren Hemmung des Tumorwachstums geführt haben. Zieht 

man die Ergebnisse von in-vitro-Versuchen der Arbeitsgruppe ABDOLLAHI und 
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Kollegen heran, fand sich aber auch für die Endothelzellen allein ein deutlich 

besseres Ansprechen auf die Kombination dieser beiden RTK-Inhibitoren verglichen 

mit den jeweils einzeln eingesetzten Substanzen (ABDOLLAHI et al., in Revision). 

Diese Ergebnisse könnten zu erklären sein durch eine nur inkomplette Blockade des 

VEGF-Signals durch SU6668, welche erst durch die Kombination mit SU5416 

vervollständigt wird. Gleichzeitig muss man in der „downstream“-Signalkaskade, d.h. 

welche der durch SU5416 blockierten RTK nachgeschaltet ist, einen Bypass-

Mechanismus annehmen, welcher durch SU6668 blockiert wird. Unterstützt wird 

diese Vermutung durch die Beobachtung, dass nach alleiniger Hemmung von 

VEGFR-2 vermehrt Perizyten um Tumorgefäße rekrutiert wurden (ERBER et al. 

2004). Zudem konnte dabei die vermehrte Expression des „endothelzell-

schützenden“ Faktors Angiopoietin-1 in den Perizyten nachgewiesen werden, womit 

angenommen werden kann, dass Perizyten neben der durch ihre Anlagerung an 

Endothelzellen bedingten Stabilisierung auch durch die Bildung von Signalstoffen, 

die das Überleben von Endothelzellen sichern, zum Bestehen der Gefäße beitragen. 

Bei der histologischen Untersuchung von Tumorgeweben am Tag 24 und am 

Beobachtungsende konnten deutliche Veränderungen bei sämtlichen Geweben der 

mit Angiogenese-Inhibitoren behandelten Gruppen im Vergleich zum Kontroll-

tumorgewebe festgestellt werden, was darauf hinweist, dass es zu starken 

antiangiogenen bzw. antitumoralen Effekte durch die jeweiligen Behandlungen 

gekommen sein muss. Die Ursache dafür liegt aufgrund der bisher vorliegenden 

Erkenntnisse hinsichtlich der Wirkweise der Substanzen am ehesten in der 

hemmenden Wirkung der Substanzen auf die Gefäßversorgung der Tumoren, was 

dann zu einer schlechteren Blutversorgung und dadurch bedingt zu einer 

Mangelversorgung mit Nährstoffen der Tumoren führte. Die Veränderungen wie die 

signifikant verringerten Proliferationsraten der Tumorzellen, die zahlreichen 

nekrotischen Areale und Zelluntergänge und die bereits deutliche Zunahme von 

Bindegewebs-Strukturen in den Tumorstromata könnten als Folge dieser 

Mangelversorgung gesehen werden. Tatsächlich war die Anzahl der Gefäße in allen 

mit Angiogenese-Inhibitoren behandelten Tumoren signifikant erniedrigt. Einen 

weiteren Hinweis, dass die Behandlungen sehr wahrscheinlich auch zu Defekten an 

den Gefäßen geführt haben, geben Erythrozyten, die außerhalb von Gefäßen im 

Gewebe der mit Angiogenese-Inhibitoren behandelten Gruppen lagen. 
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Ein weiterer interessanter Aspekt ergibt sich aus Ergebnissen von in-vitro- 

Untersuchungen: beide RTK-Inhibitoren zeigten eine wachstumsverzögernde und 

zytotoxische Wirkung auch an PC3- und U87-Tumorzellkulturen, wobei auch hier 

wiederum die Kombinationstherapie größere Effekte entfaltete als die einzeln 

eingesetzten Substanzen (ABDOLLAHI et al., in Revision). Die Wirkung von SU6668 

lässt sich durch die Tatsache erklären, dass viele solide Tumoren inklusive des 

Prostatakarzinoms und Glioblastoms PDGF sowie seinen korrespondierenden 

Rezeptor als Teil eines autokrinen Stimulationsmechanismus exprimieren 

(TAKEUCHI et al. 2004). Unklar ist jedoch, wie schon im vorausgegangenen 

Abschnitt dargestellt wurde, wie SU5416 seine in-vitro-Aktivität gegen diese 

Tumorzellen entfaltet. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass auch in der 

hier vorliegenden Studie die insgesamt beobachteten antitumoralen Effekte durch die 

Behandlungen mit Angiogenese-Inhibitoren nicht ausschließlich durch eine 

Hemmung der Gefäßbildung und eine letztlich dadurch bedingte mangelnde 

Versorgung des Gewebes mit Nährstoffen bedingt waren, sondern möglicherweise 

auch durch eine direkte Wirkung der Angiogenese-Inhibitoren auf die Tumorzellen. 

Alles in allem ist die gesteigerte antitumorale Aktivität einer Kombination von SU5416 

und SU6668 wahrscheinlich Ausdruck mehrerer sich ergänzender Mechanismen, 

welche die Tumorzellen selbst, das Endothelzellkompartiment und auch die 

Interaktion zwischen Endothel und Perizyten betreffen. 

Dabei lassen sich die zuvor in diesem Punkt aufgeführten Überlegungen auch auf die 

Beobachtungen der zusätzlich bestrahlten Tumoren übertragen. Die RTK-Inhibition 

war in der Lage, die Antitumoraktivität der fraktionierten Bestrahlung in einer relativ 

geringen Gesamtdosis deutlich zu steigern. Eine zusätzlich durchgeführte 

Bestrahlung führte zu einem signifikant größeren wachstumshemmenden Effekt 

verglichen mit den entsprechenden ausschließlich mit SU5416 bzw. SU6668 

therapierten Gruppen. Und ähnlich wie bei den zuvor beschriebenen Beobachtungen 

der ausschließlich mit den RTK-Inhibitoren behandelten Gruppen fiel auf, dass beide 

TK-Inhibitoren das Wachstum zunächst ähnlich stark hemmten und die SU6668-

Bestrahlungskombination in der späteren Beobachtungszeit effektiver wirkte. 

Ähnliche Effekte zeigten sich bei den bereits zuvor erwähnten Untersuchungen am 

Tumormodell U87 (ABDOLLAHI et al., in Revision). Auch in in-vitro-Untersuchungen 

hatte die zusätzlich zur Hemmung des VEGFR-2 bzw. PDGFR durchgeführte 
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Bestrahlung bei Endothelzellen (HUVEC) eine deutlich größere Verminderung der 

Proliferation, Migration, Tubenbildung und des klonogenen Überlebens zur Folge 

(ABDOLLAHI et al. 2003a). 

Es ist bekannt, dass eine Bestrahlung die Produktion von Wachstumsfaktoren durch 

Tumorzellen sowie die Expression der korrespondierenden Rezeptoren der 

Endothelzellen induzierten. Zudem ergaben neuere Untersuchungen, dass darauf 

folgend die Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-Signaltransduktion aktiviert wird, 

welche anti-apoptotisch wirkt und dies wiederum zum Überleben der Endothelzellen 

führt (GERBER et al. 1998; EDWARDS et al. 2002; BISCHOF et al. 2004; BROWN 

et al. 2004; s. dazu auch nachfolgenden Abschnitt). Während dies zunächst nur für 

die Aktivierung des VEGFR-2 nachgewiesen wurde, weiß man heute, dass auch 

andere Rezeptor-Tyrosinkinasen der EGFR-Familie zu einer Phosphorylierung von 

Akt führen und somit anti-apoptotisch wirken (CONTESSA et al. 2002). Erst kürzlich 

konnte die Radiosensibilisierung durch SU6668 der Unterbrechung dieses 

Überlebens-Signals zugeschrieben werden (LU et al. 2004). Gleichzeitig fand man 

aber auch, dass diese Blockade nur inkompletter Natur ist, was dafür spricht, dass 

die verbliebene Akt-Phosphorylierung Folge einer anderen, nicht durch SU6668 

affektierten Rezeptorstimulation ist, oder dass die VEGF-Blockade durch SU6668, 

wie bereits erörtert, insuffizient ist. Die hier vorliegenden Ergebnisse mit dem 

ausgeprägtesten wachstumshemmenden Potential bis hin zur Tumorkontrolle schon 

bei einer Kombination von Radiotherapie mit SU6668 sind diesbezüglich 

bemerkenswert. Die Effekte dieser Kombination waren derart stark ausgeprägt, dass 

die Tumoren im Beobachtungszeitraum (99 Tage) im Schnitt lediglich das zweifache 

ihres Volumens zu Beginn der Behandlungen erreichten und bei zwei Tieren eine 

Tumorkontrolle bzw. Rückbildung beobachtet wurde. Durch die zusätzliche 

Verabreichung des selektiven VEGFR2-Hemmers konnte die zuvor am U87-

Tumormodell erzielte größere Hemmung des Tumorwachstums (ABDOLLAHI et al., 

in Revision) bei diesen Untersuchungen nicht beobachtet werden. Berücksichtigt 

werden muss dabei, dass es sich bei dem U87-Glioblastom um einen anderen und 

zudem deutlich schneller wachsenden Tumor handelt, und die Behandlungskonzepte 

zu Verzögerungen des Tumorwachstums führten, nicht jedoch zu einer 

Tumorkontrolle, wie sie zum Teil bei dem hier verwendeten PC3-Modell bei 

kombinierter Bestrahlung beobachtet wurde. Die bei PC3 ausgebliebene größere 
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Wachstumshemmung durch die Dreifachkombination könnte somit mit der bereits 

hochwirksamen SU6668-Bestrahlungskombination erklärt werden. Das Ergebnis 

lässt noch eine weitere  Vermutung zu: Die Hemmung des VEGF könnte bei dieser 

Tumorart eine geringere Rolle spielen. Unabhängig von diesem Signalweg könnten 

weitere angiogene Mechanismen bedeutend sein. In diesem Zusammenhang muss 

auch bedacht werden, dass die Behandlung mit SU5416 bei diesen Untersuchungen 

stark belastend für die Tiere schien, was nicht zuletzt die Effekte auf die Tumoren 

beeinflusst haben könnte (siehe dazu Abschnitt 2.5). 

Insgesamt gehen die Ergebnisse der Untersuchung der Tumorgewebe im 

Versuchszeitraum konform mit der beobachteten Wachstumshemmung und damit 

letztlich antitumoralen Wirkung der angewendeten Behandlungskonzepte. Am 

stärksten waren die strukturellen Veränderungen bei den kombiniert mit 

Angiogenese-Inhibitoren und ionisierender Bestrahlung behandelten Tieren. Am Tag 

50 war nur noch eine geringe Anzahl an Tumorzellen in den Anschnitten zu sehen. 

Es fiel zudem auf, dass das Tumorgewebe der RT+SU6668-Gruppe bei der 

Entnahme am Tag 50 weitgehend nekrotisch war, wodurch sich eine histologische 

Untersuchung erübrigte. Zieht man die Ergebnisse der immunhistochemischen 

Bestimmung der Gefäßdichten und der Proliferationsraten der Tumorzellen der 

Behandlungsgruppen am Tag 24 heran, und damit bevor Unterschiede im Wachstum 

zwischen den antiangiogen therapierten Bestrahlungsgruppen deutlich wurden, fiel 

bei dem dreifachbehandelten Tier die verglichen mit den anderen Gruppen sehr stark 

reduzierte Gefäßdichte neben der geringsten Proliferationsrate der Tumorzellen auf. 

Daher könnte angenommen werden, dass die Dreifach-Kombination durchaus 

verstärkte Effekte hervorgerufen hat, die jedoch nicht zu messbaren 

Größenunterschieden führte. 

Zusammenfassend lässt sich schlussfolgern, dass die Ergebnisse der Versuchsreihe 

das kürzlich vorgestellte Konzept eines Synergismus der kombinierten VEGF- und 

PDGF-Rezeptorblockade unterstützen. Auch die zuvor beschriebenen Überlegungen 

bezüglich einer „insuffizienten“ Hemmung der Angiogenese durch SU6668 werden 

bekräftigt. Es wird jedoch auch ersichtlich, dass dieses kombinierte 

Behandlungskonzept, selbst bei relativ hohen Dosierungen der Angiogenese-

Inhibitoren, nicht zu einer Tumorkontrolle führt, zumindest nicht bei dem hier 

verwendeten PC3- und dem weiteren von der Arbeitsgruppe verwendeten U87-
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Tumor. Die Vermutung liegt daher nahe, dass viele spontane Tumoren des 

Menschen dadurch nicht effektiv therapiert werden können. Dem entgegen konnte 

gezeigt werden, dass sich die günstigen Effekte einer Kombination von 

Radiotherapie bei gleichzeitiger Rezeptor-Tyrosinkinase-Blockade deutlich steigern 

lassen. Diese Ergebnisse stehen somit im Einklang mit der bereits mehrfach 

nachgewiesenen Radiosensibilisierung durch einzelne RTK-Inhibitoren (GORSKI et 

al. 1999; GRIFFIN et al. 2002; NING et al. 2002; LU et al. 2004). Dabei erzielte die 

Substanz SU6668, die ein breiteres Spektrum an Tyrosinkinasen hemmt, bereits eine 

starke Wachstumshemmung bis hin zur Tumorkontrolle. Eine weitere Steigerung der 

Hemmung des Tumorwachstums durch die zusätzliche Verabreichung von SU5416 

konnte bei dem hier verwendeten Tumor nicht beobachtet werden. 
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2.3 Das Konzept des kombinierten Einsatzes von Bestrahlung und einer 
avß3-Integrin-Blockade 

Bekannt ist mittlerweile, dass die integrin-abhängigen Signalwege ähnlich denen 

sind, welche durch Wachstumsfaktoren wie VEGF getriggert werden, und dass sie 

miteinander gekoppelt sind. Daraus kann man folgern, dass der Integrin-Signalweg 

eine bedeutende Rolle bzgl. der Sensitivität der Endothelzellen gegenüber 

Bestrahlung spielen könnte (siehe dazu Abschnitt 2.2). Zielsetzung von zwei 

weiteren Versuchsreihen war es daher, den Effekt eines kürzlich beschriebenen 

synthetischen kleinmolekularen Peptid-Antagonisten von αv-Integrinen (S247), 

kombiniert mit Bestrahlung eingesetzt, auf das Wachstum von soliden Tumoren in 

vivo zu untersuchen. Diese Kombination wurde am Prostatakarzinom PC3 sowie an 

einem weiteren Tumor-Xenograft untersucht, dem humanen Epidermoid-Karzinom 

A431. 

2.3.1 Einfluss einer lokalen Bestrahlung bei gleichzeitiger Integrin-Blockade auf 

Tumoren 

Die Daten der PC3-Versuchsreihe zeigen, dass sowohl die Bestrahlung als auch die 

Behandlung mit S247 zu deutlichen antiangiogenen bzw. antitumoralen Effekten 

führten. Die Behandlungen führten dabei zu signifikant kleineren Tumoren. Des 

weiteren konnte eine deutlich verstärkte Hemmung bei dem kombinierten Einsatz 

des Angiogenese-Inhibitors und der Radiotherapie gegenüber den jeweiligen 

Monotherapiegruppen ermittelt werden. Die Wachstumsverzögerung war derart 

ausgeprägt, dass die Tumoren im Schnitt das zweifache ihres Anfangsvolumens im 

Versuchszeitraum (54 Tage) nicht erreichten und bei 3 Tieren eine Rückbildung bzw. 

andauernde Hemmung des Wachstums beobachtet werden konnten. Die Tumor-

Histologien zeigten bereits früh (Tag 10) deutliche Veränderungen, die bei der 

Kombinationsgruppe am ausgeprägtesten erschienen, wo insbesondere die weiter 

(signifikant) verringerte Tumorgefäßzahl und Tumorzellproliferation auffielen. Diese 

Hinweise auf eine verstärkte antitumorale Wirkung bei kombinierter Behandlung 

zeichnen sich beim Betrachten der Wachstumskurven bereits in der ersten Hälfte des  

Behandlungszeitraums durch geringere Tumorvolumina ab. 
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Nachdem diese Kombination am PC3-Modell deutliche Effekte gezeigt hat, wurde sie 

an einem weiteren Tumormodell getestet, dem humanen A431-Xenograft. Dieser 

Tumor weist im Vergleich zu PC3 ein wesentlich schnelleres subkutanes Wachstum 

auf, wodurch die mit 11 (Kontroll-) bzw. 13 (Therapiegruppen) Tagen kurzen 

Beobachtungszeiträume bedingt waren. Wie bei den Untersuchungen am PC3-

Modell führte die Kombination auch bei A431 zu signifikant kleineren Tumorvolumina 

verglichen mit den jeweils einfach-therapierten Gruppen. Mit einer Wachstums-

verzögerung von 9,6 Tagen (Volumen-Verdopplungszeit) wurde eine verstärkte 

Hemmung bei dem kombinierten Einsatz des Angiogenese-Inhibitors und der 

Radiotherapie gegenüber den jeweiligen Monotherapiegruppen ermittelt (4,1 Tage 

für Gruppe S247 bzw. 3,2 Tage für Gruppe RT). Keine der Behandlungen führte zu 

einem wie bei dem PC3-Modell beobachteten Sistieren des Wachstums. Im Hinblick 

auf das aggressive Wachstumsverhalten dieses Tumors sind die beobachteten 

antitumoralen Effekte insbesondere der Kombination jedoch beachtlich. 

Die Antagonisierung von Integrinen hat sich mittlerweile als erfolgreiche Strategie mit 

antitumoraler Wirkung bei unterschiedlichen Krebsmodellen herausgestellt (HOOD et 

al. 2002; REINMUTH et al. 2003; STOELTZING et al. 2003; TRIKHA et al. 2002; 

BUERKLE et al. 2002). Auch bei diesen Untersuchungen konnte durch die alleinige 

Integrin-Hemmung ein bemerkenswert langsameres Wachstum beobachtet werden, 

wenngleich sie nicht annähernd zu einer Tumorkontrolle führte.  

Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass Integrine wie avß3, avß5 und a5ß1 bei der 

Gefäßbildung und dem Wachstum von Tumoren eine Schlüsselrolle einnehmen 

(HOOD et al. 2002; LIVANT et al. 2000; SEFTOR et al. 1998; REINMUTH et al. 

2003). Jedoch besteht Unklarheit über die durch Integrine vermittelten Mechanismen 

im Rahmen angiogener Signalwege. Inzwischen bekräftigen teilweise wider-

sprüchliche Aussagen die Annahme, dass in Verbindung mit Integrinen weitaus 

komplexere Signalkaskaden und Interaktionen existieren als zunächst angenommen 

wurde (BRAKEBUSCH et al. 2002; CARMELIET 2002; REYNOLDS et al. 2002; 

SHEPPARD 2002). Bekannt ist, dass Integrin-abhängige Signalwege ähnlich denen 

sind, welche durch Wachstumsfaktoren getriggert werden, und dass diese zudem 

eng miteinander gekoppelt sind. So ist zum Beispiel das Integrin αvß3 

physiologischerweise mit der Expression von VEGFR2 assoziiert und führt zu einer 

Verstärkung der VEGF-Signalwirkung. Des weiteren kooperieren die Integrin-
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vermittelte Aktivierung und deren nachfolgend ablaufende Signalketten an der 

Zelloberfläche mit VEGFR2 und unterhalten die Proliferation, Migration sowie 

Überlebenssignale in Endothelzellen (Abb. 38; HYNES 2002; RUOSLAHTIE 2002). 

Zudem haben Untersuchungen zur Integrin-Blockade gezeigt, dass die bFGF-

vermittelte Angiogenese von dem Integrin αvß3 abhängt (RUOSLAHTIE 2002). Bei 

zuvor durchgeführten in-vitro-Untersuchungen der Arbeitsgruppe wie auch bei 

anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass S247 zu deutlichen Effekten 

an Endothelzellen führt, wie etwa zu einer starken Hemmung der Proliferation und 

Migration bzw. erhöhten Apoptose (REINMUTH et al. 2003; ABDOLLAHI et al. 2005). 

Somit könnte aufgrund theoretischer Überlegungen die Mechanismen von Integrin 

und dessen Antagonist betreffend, sowie aufgrund der Befunde der Arbeitsgruppe 

bzw. der Literatur argumentiert werden, dass der wachstumsverzögernde Effekt 

tatsächlich durch die Hemmung der Angiogenese bedingt war. 

Die Ergebnisse lassen weiter vermuten, dass es durch die kombinierte Behandlung 

mit dem Integrin-Hemmer und ionisierender Bestrahlung und somit den Angriff 

sowohl auf die Tumorvaskulatur als auch auf die Tumorzellen zu deutlich 

synergistischen Effekten gekommen sein muss. Entsprechende Beobachtungen 

konnten auch bei einem weiteren Tumormodell, dem humanen Glioblastom (U87) 

gemacht werden, bei dem es sich um einen ähnlich schnell wachsenden Tumor wie 

A431 handelt, und bei dem ab Tag 6 eine Verzögerung des Wachstums gegenüber 

der einfach-therapierten Gruppen ersichtlich wurde (ABDOLLAHI et al. 2005). 

In diesem Zusammenhang sind auch die Erkenntnisse von Interesse, dass wie 

bereits im Abschnitt zuvor geschildert wurde, Bestrahlung zur Bildung von VEGF und 

bFGF in Tumorzellen sowie zu einer Hochregulation von VEGFR2 in Endothelien 

führt. Darauf folgend kommt es zur Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-

Kinase/Akt-Signaltransduktion, welcher eine Schlüsselposition bei der Verhinderung 

der Apoptose dieser Zellen zugesprochen wird. Eine Signalkette, die mittlerweile 

auch für andere Rezeptor-Tyrosinkinasen der EGFR-Familie nachgewiesen wurde, 

deren Aktivierung eine Phosphorylierung von Akt nach sich zieht und somit anti-

apoptotisch wirkt. 
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In Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass nach Bestrahlung 

die Expression von αvß3 in humanen Endothelzellen induziert wird (ABDOLLAHI et 

al. 2005). Es konnte zudem nachgewiesen werden, dass die strahleninduzierten 

Integrin-vermittelten Signalwege unter anderem ebenfalls über eine Hochregulierung 

der phosphorylierten Akt (auch pAkt) ablaufen und dass eine Hemmung mit einem 

Integrin-Inhibitor zu einer Reduzierung von pAkt in Endothelzellen führt (Abb. 38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 38: Schema der strahleninduzierten Survival-Signalkette (aus ABDOLLAHI et al. 2005). 
Bestrahlung führt zur vermehrten Bildung von VEGF in Tumorzellen und gleichzeitig 
zur Hochregulation von VEGF-Rezeptor-2 und αvß3-Integrinen an Endothelien.    
Die Aktivierung des nachgeschalteten Signalwegs führt dann zur Bildung des anti-
apoptotischen Akt-Proteins. Dadurch ist eine verstärkte Resistenz der Endothel-
zellen gegenüber Bestrahlung bedingt, welche wiederum durch S247 verhindert 
werden kann. 

 

Des weiteren konnte gezeigt werden, dass die pro-apoptotischen Effekte einer 

Bestrahlung auf Endothelzellen unter in-vitro-Bedingungen durch die Anwesenheit 

von VEGF und bFGF unterdrückt werden (PARIS et al. 2001; ABDOLLAHI et al. 

2003a; SCHUENEMANN et al. 2003; BISCHOF et al. 2004). Daher liegt die 

Annahme nahe, dass hohe lokale Konzentrationen von VEGF und bFGF in der 

Mikroumgebung von Tumoren zu einer vermehrten Resistenz gegenüber der 

Strahlenwirkung beitragen könnten, indem sie hochspezifische radioprotektive 

Effekte an VEGFR2- und αvß3-Integrin-positiven Endothelzellen des Tumors 
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induzieren. Wie im Abschnitt zuvor diskutiert wurde könnte demnach angenommen 

werden, dass zum einen durch ein Behandlungskonzept, bei dem Radiotherapie mit 

einem Wirkstoff kombiniert eingesetzt wird, der bFGF, VEGF oder deren Rezeptoren 

(VEGFR2) blockiert, selektiv die pro-apoptotischen Effekte der Bestrahlung gegen 

aktivierte Endothelzellen gehemmt werden. Oder aber wie hier demonstriert ist, 

durch die Kombination von Radiotherapie mit einem αvß3-Integrin-Hemmer (Abb. 38). 

Diesen Vermutungen folgend, dass es unter Integrin-Inhibition zu einer Reduzierung 

von pAkt und dadurch bedingt zu einer gesteigerten Apoptose der Endothelzellen 

kommt, wurden A431-Tumorgewebe immunhistochemisch auf das Vorkommen von 

pAkt in den Endothelzellen untersucht (Tag 10). Tatsächlich war pAkt in den 

Endothelzellen der mit S247 behandelten Tumorgewebe erniedrigt. Entsprechend 

wurde auch eine gesteigerte Apoptose der Endothelzellen ermittelt. 

Dem entgegen wird davon ausgegangen, dass die Integrin-Hemmung keine Effekte 

auf andere, sich teilende nicht-entartete Zellarten hat und somit mit nur geringen 

oder keinen Nebeneffekten gerechnet werden kann. Hieraus lässt sich schließen, 

dass die Hemmung der durch VEGF oder Integrin-vermittelten Überlebenssignalkette 

die Radioresistenz von Endothelzellen reduzieren könnte und dadurch bedingt die 

antitumoralen Effekte einer Bestrahlung verstärkt (HUBER et al. 2005). 

Wie bereits im Literaturteil 4.2 beschrieben wurde, konnte im Zusammenhang mit 

dieser sich gegenseitig beeinflussenden Signalwirkung ein äußerst komplexes 

Netzwerk von interagierenden Angiogenese-Signalen beschrieben werden 

(ABDOLLAHI et al. 2004a). Ein breites Spektrum von Genen wie Id-1, Stat3, αv - und 

ß3 -Integrine lagen gleichzeitig, abhängig vom angiogenen Status der Zellen, hoch- 

bzw. niederreguliert vor. Es konnte außerdem gezeigt werden, dass Integrine und 

proangiogene Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel Id-1oder Stat3 in den Stunden 

nach ionisierender Bestrahlung in Endothelzellen hochreguliert werden (ABDOLLAHI 

et al. 2003c). Zusammen mit den Daten bezüglich der Ko-Regulation und 

Kommunikation von Ids, stats und Integrinen (GIANCOTTI u. RUOSLAHTIE 1999; 

LYDEN et al. 1999; HOOD et al. 2002) legen diese Erkenntnisse nahe, dass die 

Hemmung der Integrin-Signalkaskade durch S247 zu einer breiteren Nieder-

regulierung von angiogenen und Überlebens-Faktoren führt, die notwendig ist, um 
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die unerwünschten proangiogenen Nebeneffekte zu unterbinden, die durch eine 

Bestrahlung induziert werden. 

Neben der Betrachtung dieser involvierten Signalmechanismen ergaben andere 

Untersuchungen, dass nach der Behandlung mit einem zyklischen RGD-Peptid 

radioaktiv markierte Antikörper verstärkt in das Tumorgewebe eindringen konnten 

und somit auch vermehrt im Zielgewebe wirken konnten. Diese Erkenntnisse 

implizieren, dass Integrin-Inhibition kombiniert eingesetzt mit Radiotherapie oder 

Chemotherapie erfolgreich sein könnte (DE NARDO et al. 2000; BURKE et al. 2002). 

Jedoch bedarf es noch der Abklärung, inwieweit Integrin-Antagonisten auf die 

Endothelpermeabilität, Perfusion oder auf die interstitiellen Druckverhältnisse im 

Tumorgewebe Einfluss nehmen. 

Schließlich ergibt sich noch ein weiterer Aspekt daraus, dass eine starke Expression 

von Integrinen wie avß3 als Charakteristikum bei einer Reihe von invasiven 

Tumorarten wie dem Gliom, malignen Melanom, Prostata- und Brustkrebs 

beschrieben wurde, und wodurch, zumindest zum Teil bedingt, die Malignität dieser 

Tumoren angenommen wird (WEIDNER et al. 1991; BROOKS et al. 1994; SEFTOR 

et al. 1998; HOOD et al. 2002). Diese Erkenntnisse legen wiederum die Vermutung 

nahe, dass auch die bei diesen Versuchen insgesamt beobachteten antitumoralen 

Effekte durch die Integrin-Hemmung nicht ausschließlich durch eine Hemmung der 

Gefäßbildung und eine letztlich dadurch bedingte mangelnde Versorgung des 

Gewebes mit Nährstoffen bedingt waren, sondern möglicherweise auch durch eine 

direkte Wirkung auf die Tumorzellen. Zur Klärung dessen bedarf es weiterer 

Untersuchungen wie zum Beispiel die Untersuchung der Integrin-Expression bei den 

hier verwendeten Tumorzelllinien. 

Insgesamt betrachtet berechtigen die Ergebnisse unter Heranziehen des zuvor 

erläuterten zu der Annahme, dass die Kombination einer Integrin-Inhibition zur 

Strahlentherapie ein wirkungsvolles Behandlungskonzept bei der Behandlung von 

Tumorerkrankungen darstellen könnte und dass unter Integrin-Inhibition etwa die 

Bestrahlungsdosen, die nötig sind, um eine Tumorkontrolle zu erreichen, gesenkt 

werden könnten. 
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2.4 Auftreten spontaner Metastasen der PC3-Tumoren 

Tumorzellen haben eine Reihe von Barrieren zu überwinden, um erfolgreich 

Tochtergeschwülste in Entfernung vom Primärtumor zu etablieren: nach einem 

Zugang zum Gefäßsystem und erfolgreichem Entgehen der Immunabwehr bei 

hämatogener Streuung müssen letztlich Voraussetzungen für das Wachstum im 

Zielorgan geschaffen werden (NICOLSON 1988; WEIDNER et al. 1991). 

Angiogenese scheint dabei sowohl zu Beginn als auch am Ende dieser Kaskade 

beteiligt zu sein. Wie bereits zuvor beschrieben wurde (Literaturübersicht Abschnitt 4, 

Diskussion Abschnitte 1.4.1 und 2.3), konnte bei einer ganzen Reihe an invasiven 

Krebsarten beim Menschen das Metastasierungsrisiko und damit der Malignitätsgrad 

mit dem Grad der Neovaskularisierung des Primärtumors, der Expression von 

Integrinen oder von Wachstumsfaktoren wie z.B. VEGF, PDGF und FGF korreliert 

werden. Und zahlreiche Untersuchungen berichten mittlerweile von einer Hemmung 

der Ausbildung von Metastasen unter antiangiogener Therapie, wie etwa bei 

Verwendung von Integrin-, VEGF-Inhibitoren oder Endostatin (ANGELOV et al. 1999; 

FONG et al. 1999; VAJKOCZY et al. 1999; BUERKLE et al. 2000 u. 2002; TRIKHA 

2002; XIA et al. 2002; ZHANG et al. 2002; REINMUTH et al. 2003). 

Viele humane Tumorzellen, wie auch der PC3-Tumor in diesen Untersuchungen, 

führen nach subkutaner Injektion zu einer spontanen Metastasierung. Ein Einfluss 

durch die vorgenommenen Behandlungen ist nach dem zuvor Dargestellten auch bei 

diesen Versuchen denkbar. Es muss jedoch berücksichtigt werden, dass im 

subkutanen Modell oftmals nur vereinzelte Metastasen ausgebildet werden 

(GAR0FALO et al. 1993), was auch bei dem hier verwendeten PC3-Xenograft 

beobachtet werden konnte. Lediglich bei 6 von insgesamt 32 Tieren der 

Kontrollgruppen wurden am Ende der Beobachtungszeiträume, die zwischen 37 und 

58 Tagen betrugen, Metastasen festgestellt. Oftmals ist, wie auch hier, durch das 

aggressive Wachstum dieser Tumoren in Übereinstimmung mit dem Tierschutz-

gesetz ein Versuchsende bedingt, bevor eine erhöhte Metastasierungsrate durch 

eine Verlängerung der Studie erreicht wird. Für Untersuchungen von Effekten auf 

eine Metastasierung sind derartige Modelle daher generell weniger geeignet. 

Die operative Entfernung des Primärtumors stellt in diesem Zusammenhang 

mittlerweile eine weit verbreitete und etablierte Methode dar, um die Versuchsdauer 
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von in-vivo-Studien zu verlängern. Dabei muss beachtet werden, dass die 

Entfernung des Primärtumors das Wachstum von Metastasen begünstigen kann 

(HOLMGREN et al. 1995) und das Wachstum von (zirkulierenden) Mikrometastasen 

durch die Bildung antiangiogener Stoffen wie z.B. Angiostatin oder Endostatin durch 

den Primärtumor selbst unterdrückt wird (SCKELL et al. 1998; GUBA et al. 2001). 

Die hier ausschließlich in den Inguinal- und Paraaortallymphknoten festgestellten 

Metastasen legen des weiteren die Vermutung nahe, dass es sich um eine 

lymphogene Metastasierung der subkutan wachsenden Primärtumoren in die 

regionären Lymphknoten handelt. Diese Beobachtungen gehen konform mit 

Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen am subkutanen PC3-Modell (LIN et al. 2005). 

Im weiteren Verlauf Ihrer Untersuchungen isolierten LIN et al. Zellen aus den 

Lymphknotenmetastasen der subkutan gewachsenen PC3-Tumoren. Diese PC3-

Sublinie führte nach erneuter subkutaner Implantation bei 80 % der verwendeten 

Mäuse zur Ausbildung von Lymphknotenmetastasen. 

In der Literatur gibt es keine Hinweise, dass die im Rahmen dieser Untersuchungen 

angewendeten Substanzen über eine Wirkung auf Lymphgefäße die Metastasierung 

von Tumoren beeinflussen. Im Zusammenhang mit der lymphogenen Metastasierung 

konnten LIN et al. 2005 neben zahlreichen anderen Arbeitsgruppen in den letzten 

Jahren Mitglieder der VEGF-Familie identifizieren, die mittlerweile als 

Schlüsselfaktoren angesehen werden. VEGF-C stimuliert die Bildung von 

Lymphgefäßen und das Wachstum und die Migration lymphatischer Endothelzellen 

über die Bindung an seinen Rezeptor VEGFR-3 (KARKKAINEN u. ALITALO 2002). 

Es zeigte sich, dass VEGF-C und -D bei einigen soliden Tumoren die lymphogene 

Metastasierung über eine Induktion der tumorassoziierten Bildung von 

Lymphgefäßen unterstützen (KARKKAINEN u. PETROVA 2000; ERIKSSON u. 

ALITALO 2002; STACKER et al. 2002). Während eine Unterbrechung dieses 

Signalwegs die lymphogene Metastasierung und Bildung von Lymphgefäßen 

hemmte (KARPANEN u. ALITALO 2001; STACKER et al. 2001; LIN et al. 2005). 

Alternativ zu den bisher aufgeführten subkutanen Modellen existiert noch eine Reihe 

weiterer Metastasierungsmodelle, von denen die orthotope Applikation von 

Tumorzellen bzw. -gewebe noch erwähnt werden soll. Hierbei werden die Zellen in 

das Organ implantiert, aus dem sie ursprünglich stammten. Vorteile dieser Methode 
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werden darin gesehen, dass davon ausgegangen wird, dass die Versorgung mit 

Sauerstoff und Nährstoffen sowie die Anordnung der Zellen zueinander im 

Ursprungsorgan des Tumors besser den Bedürfnissen der entarteten Zellen 

entspricht (FIDLER 1990). Untersuchungen konnten zeigen, dass das Metasta-

sierungsverhalten orthotoper Tumoren weitgehend dem des Patienten entspricht, 

von dem sie stammen (KIGUCHI et al. 1998). Damit bietet es anderen Modellen 

gegenüber, die zumeist nur Teilaspekte dieses Vorganges beleuchten, einen klaren 

Vorteil (KUBOTA 1994). 

Unter Berücksichtigung der aufgeführten Aspekte kann die Tendenz angegeben 

werden, dass Unterschiede bzgl. des Auftretens von Metastasen am Ende der jewei-

ligen Beobachtungszeiträume bei behandelten und unbehandelten Tieren nicht 

festgestellt wurden. Eine weitere Bewertung soll und kann bei dem gewählten 

Versuchsaufbau nicht erfolgen (s. dazu Ergebnisse Abschnitt 5). 

2.5 Nebenwirkungen bei der Behandlung mit Angiogenese-Inhibitoren 

Bisheriges Ziel der konventionellen Krebstherapie war die Krebszelle selbst. Dieser 

reduktionistische Ansatz wird seit kurzem in Frage gestellt, als man begann, die 

Bedeutung der im Tumor integrierten Normalzellen zu beachten (HANAHAN u. 

WEINBERG 2000). Der Einsatz von Chemo- oder Strahlentherapie führt bei den 

Patienten oft zu schweren Nebenwirkungen, da auch normale, gesunde Zellen in 

Mitleidenschaft gezogen werden. Zielzelle der antiangiogenen Therapie ist dem 

entgegen die proliferierende Endothelzelle im wachsenden Blutgefäß. Endothelzellen 

in etablierten Gefäßen erneuern sich im Schnitt mit einem Turnover von ca. 1000 

Tagen. Proliferierende Endothelzellen während der Tumorangiogenese haben 

dagegen einen Teilungszyklus von wenigen Tagen (HOBSON u. DENEKAMP 1984; 

JAFFE 1987; DENEKAMP 1993). Da man davon ausgeht, dass sich Angiogenese 

physiologisch nur während der Embryonalentwicklung und im weiblichen 

Menstruationszyklus abspielt (D`AMORE u. THOMPSON 1987; FOLKMAN u. SHING 

1992), wäre theoretisch kaum mit Nebenwirkungen zu rechnen. Tatsächlich fällt bei 

sämtlichen hier zitierten Studien auf, dass generell von keinen oder aber nur von 

geringen erkennbaren Nebenwirkungen bei der Anwendung der Angiogenese-

Inhibitoren berichtet wird. Dennoch sind die Erkenntnisse bezüglich der Folgen 
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gerade auch einer Langzeitbehandlung mit Hemmern der Angiogenese noch 

weitgehend unbekannt. 

Denkbar wäre, dass es unter antiangiogener Therapie zu Wundheilungs-

verzögerungen (BREM u. FOLKMAN 1993) und Fertilitätsstörungen kommt 

(FERRARA et al. 1998). Besondere Vorsicht ist während der Blutgefäßbildung im 

Embryo geboten. Thalidomid, ehemals als Beruhigungsmittel unter dem Namen 

„Contergan“ bekannt, hat sich mittlerweile als ein potenter Inhibitor der Angiogenese 

erwiesen. Die bei Einnahme in der Schwangerschaft eingetretenen Schäden der 

Feten waren wahrscheinlich die Folge einer Hemmung der Gefäßbildung (D'AMATO 

et al. 1994). Die weitere Anwendung von selektiven Cyclooxygenase-2-Inhibitoren 

wie Rofecoxib (Vioxx®) und Celecoxib (Celebrex®) als antiangiogenes 

Tumormedikament ist aufgrund der unklaren Nebenwirkungen wie z.B. erhöhter 

Infarktraten fraglich. 

2.5.1 Nebenwirkungen bei der Behandlung mit SU5416 

Die Behandlung mit der Substanz SU5416 erschien für einige Tiere äußerst 

belastend zu sein, was sich in einer deutlichen Gewichtsabnahme im Verlauf der 

Versuche äußerte. Ähnliche Beobachtungen machten BERGERS et al. 2003 bei 

ihren Untersuchungen und berichteten ebenfalls von einer durch die hohen 

Gewichtsabnahmen bedingten früheren Beendigung der Versuche der mit SU5416 

behandelten Tieren nach ca. vier Wochen, bei subkutaner Verabreichung und 

gleicher Dosierung der Substanz (bzw. mit der Hälfte der Dosis bei kombinierter 

Behandlung). Dem entgegen berichteten zuvor LAIRD et al. 2002, dass sie keine 

oder nur geringe Nebenwirkungen bei oraler Gabe einer wöchentlichen Dosierung 

von 175 mg/kg und damit annähernd der hier eingesetzten wöchentlichen Dosierung 

(200mg/kg) entsprach, feststellen konnten, wobei der mit ca. 15 Tagen deutlich 

kürzere Behandlungszeitraum verglichen mit diesen Untersuchungen berücksichtigt 

werden muss. In bis vor kurzem laufenden klinischen Studien I und II wurde von 

verschiedenen Nebenwirkungen bei der Behandlung mit SU5416 berichtet, 

insbesondere von Thrombembolien, Kopfschmerzen oder Müdigkeit (KUENEN et al. 

2003; HEYMACH et al. 2004; O`FARRELL et al. 2004; PETERSON et al. 2004; 

ZANGARI et al. 2004; COONEY et al. 2005). 
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3 Klinische Relevanz und Ausblick 

In der Praxis rekrutiert sich nach wie vor die Mehrzahl der etablierten 

Therapieschemata aus den drei klassischen Standbeinen der Onkologie: Chirurgie, 

Chemotherapie und Strahlentherapie. Die chirurgische Intervention stellt 

grundsätzlich eine hochselektive Maßnahme dar, doch es bestehen häufig Grenzen 

durch die Invasivität des Eingriffs. Zudem entziehen sich mikroskopische und kleine 

Tumoren oder Metastasen, die sich mittels Routinediagnostik nicht darstellen lassen, 

der Anwendbarkeit dieser Methode. Chemotherapie und Strahlentherapie hingegen 

stellen nicht invasive Verfahren dar, die zudem gegen nicht sichtbare Läsionen 

wirksam sind. Der Nachteil besteht in einer nicht ausreichenden Selektivität, weshalb 

zum Teil gravierende Nebenwirkungen in Kauf genommen werden müssen bzw. die 

verhindern, dass effektive und damit ausreichend hohe Dosierungen verabreicht 

werden können. 

In den vergangenen Jahrzehnten hat sich das Wissen über Ursachen und 

molekulare Grundlagen der Tumorentstehung drastisch erhöht. Im Bestreben, nicht 

invasive, gegen Mikrometastasen ebenfalls aktive, und dennoch selektive 

Medikamente zur Verfügung zu haben, wurden insbesondere seit den 80er Jahren 

zielgerichtet wirkende Medikamente entwickelt, die sich zunächst gegen die 

malignen Zellen selbst richteten. Schon früh wurde der Gedanke geäußert, dass 

tumorversorgende Gefäße geeignetere Ziele darstellen könnten als die Tumorzellen 

selbst. Denn die insbesondere im größeren Tumor herrschenden abnormalen 

Perfusionsverhältnisse oder der erhöhte interstitielle Druck stellen eine weitere 

Barriere für Moleküle dar, die bis zur Tumorzelle vordringen müssen, um ihre 

Wirkung entfalten zu können (JAIN 1994).  

Gerade die Nachteile, die oftmals den Behandlungserfolg anderer Therapieformen 

mindern oder unterdrücken, erscheinen bei den gegen die Tumorgefäße gerichteten 

Substanzen gering oder gar nichtig. Die Zielzelle ist problemlos zugänglich. Auch 

Metastasen, die sich einer kurativen chirurgischen Therapie entziehen, oder 

Krankheiten wie die akute und chronische Leukämie sowie das Myelodysplastische 

Syndrom sind ebenfalls von der Angiogenese abhängig und somit einer 

antiangiogenen Therapie zugänglich (FIDLER u. ELLIS 1994; FOLKMAN 1990; 

AGUAYO et al. 2000). Des weiteren sind die Zielstrukturen auf Tumorgefäßen vielen 
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unterschiedlichen Tumorarten gemeinsam. Es besteht ein Potenzierungseffekt, da 

zahlreiche Tumorzellen von einem einzelnen Gefäß versorgt werden. Wahrscheinlich 

ist auch weiterhin, dass selektive angiosuppressive Medikamente eine niedrige 

Toxizität beinhalten (siehe auch Abschnitt 2.5). Die Gefahr einer Resistenz-

entwicklung wird bei der therapeutischen Antiangiogenese generell als gering 

eingeschätzt (s. auch Abschnitt 2.1). 

So verwundert es nicht, dass sich das Feld der Angiogeneseforschung zu einer der 

am schnellsten entwickelnden biomedizinischen Disziplin entfaltet hat. Die 

molekularen Mechanismen der angiogenen Kaskade konnten in den vergangenen 

Jahren detailliert entschlüsselt werden. Eine Vielzahl von Therapiestrategien, die auf 

diesen Erkenntnissen basieren, wurden und werden in präklinischen wie auch 

klinischen Studien getestet. 

Häufiger Kritikpunkt ist, dass eine antiangiogene Therapie für sehr lange Zeit, 

mitunter sogar lebenslang, durchgeführt werden müsste, da sich die Tumoren im 

frühen Stadium auch durch Diffusion ernähren können. Die alleinige antiangiogene 

Therapie kann vom theoretischen Aspekt her eine chronische Therapieform 

darstellen. Und obgleich sich zur Zeit zahlreiche Substanzen in klinischen Prüfungen 

befinden, um ihren Effekt als Monotherapeutikum zu evaluieren, so ist schon jetzt 

abzusehen, dass sie wahrscheinlich eher den Effekt bisheriger Therapien steigern 

können. Sowohl die Kombination mit Chemo- als auch mit Strahlentherapie 

verbesserte in experimentellen Studien deutlich den therapeutischen Effekt (KAKEJI 

u. TEICHER 1997; GORSKI et al. 1998; MAUCERI et al. 1998; MILAS et al. 1999; 

HANNA et al. 2000; HUBER et al. 2005). Aber auch die Kombination verschiedener 

Hemmstoffe der Angiogenese geht mit einer gesteigerten Wirkung einher (BREM et 

al. 1993; BERGERS et al. 2003). Sowohl aus theoretischer als auch aus 

experimentell-praktischer Sicht stellen kombinierte antiangiogene Therapiekonzepte 

daher in vielerlei Hinsicht eine neue, attraktive und viel versprechende Form zur 

Behandlung von Krebsleiden dar. 

Anhand der im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten, zusammen mit 

Ergebnissen weiterer Untersuchungen der Arbeitsgruppe, scheint das 

Behandlungskonzept bestehend aus dem direkt auf Endothelzellen wirkenden 

Angiogenese-Inhibitor Endostatin mit einem indirekt wirksamen antiangiogenen 
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Wirkstoff, welcher spezifisch den VEGF-Signalweg bei der Gefäßentwicklung hemmt, 

deutlich synergistisch und dadurch effektiver zu wirken. Andererseits muss man bei 

dem gegebenen extrem komplexen Netzwerk des Genexpressions-Musters allein im 

Zusammenhang mit der Regulation der Angiogenese (ABDOLLAHI et al. 2004a) 

sicher auch andere intrazelluläre Signalwege bei der Suche nach einer optimierten 

multimodalen Strategie in Betracht ziehen. 

Viel versprechend erscheint des weiteren, Angiogenese-Inhibition kombiniert mit 

Bestrahlung einzusetzen. Es konnte gezeigt werden, dass eine fraktionierte 

Bestrahlung einer relativ geringen Gesamtdosis und somit auch geringerer 

Nebenwirkungen in der Lage war, die Antitumoraktivität von RTK-Inhibitoren deutlich 

zu steigern, wobei die Inhibition mehrerer Wachstumsfaktoren eine größere 

antitumorale Wirkung erzielte verglichen mit der alleinigen Blockade des VEGF-

Signalwegs. Die Ergebnisse der Untersuchungen des kombinierten Konzepts der 

Integrin-Blockade mit ionisierender Bestrahlung berechtigen zu der Annahme, dass 

eine Integrin-Blockade durch kleinmolekulare peptidomimetische Agentien 

zusammen mit Bestrahlung angewendet ein effizientes Therapiekonzept darstellen 

könnte. 

Die Wirksamkeit der im Rahmen dieser präklinisch experimentellen Arbeit 

angewendeten kombinierten Behandlungskonzepte wird letztlich in klinischen 

Studien zu evaluieren sein. 
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VI Zusammenfassung 

Angiogenese, die Bildung neuer Blutgefäße aus bereits existierenden Gefäßen, stellt 

die Voraussetzung für das Wachstum und die Metastasierung solider Tumoren dar. 

Aufgrund der komplexen Gegebenheiten bei der Blutgefäßbildung erscheint es nahe 

liegend, dass durch eine antiangiogene Therapie, die gleichzeitig an verschiedenen 

Stellen der angiogenen Signalketten angreift, die therapeutische Effizienz gesteigert 

werden kann. Die Erkenntnis, dass eine Bestrahlung selbst zu einer Intensivierung 

angiogener Folgereaktionen und damit zur Strahlenresistenz beitragen kann, 

begründet gleichermaßen die Hoffnung, dass durch Unterbrechung dieser 

Mechanismen die Radioresistenz von Tumoren verringert werden könnte. 

Unter Berücksichtigung dieser Aspekte wurden im Rahmen dieser Arbeit die 

Einflüsse von drei verschiedenen kombinierten Behandlungskonzepten mit 

Angiogenese-Inhibitoren (AI) auf das Wachstumsverhalten von soliden Tumoren an 

zwei subkutanen (ektopen) humanen Xenograft-Tumormodellen auf Nacktmäusen 

untersucht. 

Die Tumorzellen wurden nach in-vitro-Anzüchtung als Suspension subkutan am 

linken Oberschenkel der Tiere verabreicht. Tumortragende Tiere wurden 

randomisiert den Versuchsgruppen zugeteilt. Mit der Behandlung wurde bei 

gemessenen Tumorvolumina von 75 - 200 mm³ begonnen. Endostatin wurde 

14 Tage lang, alle weiteren Substanzen jeweils bis zum Ende der Beobachtungen 

subkutan verabreicht. Die Tiere der Kontrollgruppen wurden entsprechend mit den 

Trägerlösungen, jeweils ohne Wirkstoff, behandelt. Die Bestrahlung der Tiere der 

Bestrahlungsgruppen erfolgte lokal mit einer 60Cobalt-Strahlenquelle (Siemens 

Gammatron S). Zur Berechnung der Tumorvolumina wurden Länge, Breite und Höhe 

der Tumoren gemessen. Ergänzend zur Messung der Tumorgrößen wurden aus 

jeder Gruppe Tumorgewebe im jeweiligen Versuchszeitraum histologisch bzw. 

immunhistochemisch untersucht. 

Zunächst wurde der Einfluss der kombinierten Behandlung mit Endostatin, einem 

direkten AI, und einem selektiven VEGFR2-Inhibitor (SU5416), einem sogenannten 



VI Zusammenfassung 

 124

indirekten AI, am PC3-Prostatakarzinom-Xenograft untersucht. Es konnte gezeigt 

werden, dass die bimodale Therapie verglichen mit den jeweils einzeln eingesetzten 

Substanzen zu einer deutlichen verstärkten Hemmung des Tumorwachstums bis hin 

zur dauerhaften Rückbildung führte. Bei der histologischen Untersuchung waren 

bereits zu einem frühen Zeitpunkt (Tag 10 der Behandlungen) starke Veränderungen 

bei den Tumorgeweben der Behandlungsgruppen ersichtlich. Die Ergebnisse 

berechtigen zu der Annahme, dass die therapeutische Effizienz einer Behandlung mit 

der bereits als Monotherapeutikum in klinischer Testung befindlichen Substanz 

Endostatin durch Gabe eines weiteren AI, der, wie hier verwendet, die Signalkette 

des Wachstumsfaktors VEGF blockiert, deutlich gesteigert werden könnte. 

Des weiteren beschäftigte sich diese Arbeit mit der Frage, inwieweit eine 

gleichzeitige Blockade mehrerer Wachstumsfaktoren durch die Wirkstoffe SU5416 

und SU6668, einem RTK-Inhibitor von PDGF, bFGF und VEGF die Therapieeffekte 

von ionisierender Bestrahlung bei PC3-Tumoren weiter steigern kann. Die zuvor 

bereits bei unterschiedlichen in-vivo-Modellen nachgewiesenen stärkeren 

antiangiogenen und antitumoralen Effekte durch den kombinierten Einsatz der 

Substanzen SU5416 und SU6668 zeigten sich auch bei diesen Untersuchungen. 

Des weiteren konnte gezeigt werden, dass sich die günstigen Effekte einer 

Kombination von Radiotherapie bei gleichzeitiger Rezeptor-Tyrosinkinase-Blockade 

deutlich steigern lassen und die Ergebnisse somit im Einklang mit der bereits 

nachgewiesenen Radiosensibilisierung durch einzelne RTK-Inhibitoren stehen. Dabei 

erzielte die Hemmung eines breiteren Spektrums an Tyrosinkinasen (durch SU6668) 

bereits die stärkste Wachstumshemmung bis hin zur Tumorkontrolle bei einzelnen 

Tieren, bei der die Tumoren im Beobachtungszeitraum im Mittel lediglich das 

zweifache ihres Anfangsvolumens erreichten. Interessanterweise ergab die Analyse 

der Gefäßdichte und Tumorzellproliferation der Tumorgewebe, dass die 

antiangiogenen und antitumoralen Effekte durch die Dreifachbehandlung weiter 

verstärkt wurden. 

Eine weitere Zielsetzung dieser Arbeit bestand in der Untersuchung von Effekten 

einer zusätzlich zur Bestrahlung vorgenommenen Integrin-Hemmung durch den 

kleinmolekularen Antagonisten der αv-Integrine, S247, auf das Tumorwachstum. 

Diese Kombination wurde am PC3-Tumormodell und anschließend an einem 
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weiteren Tumor-Xenograft untersucht, dem Epidermoid-Karzinom A431. Es zeigte 

sich bei beiden Modellen, dass der kombinierte Einsatz des Angiogenese-Inhibitors 

und Radiotherapie die Hemmung des Tumorwachstums gegenüber den jeweiligen 

Monotherapien deutlich verstärkte. Die Wachstumsverzögerung bei PC3 war derart 

ausgeprägt, dass die Tumoren im Schnitt das zweifache ihres Anfangsvolumens im 

Versuchszeitraum nicht erreichten und vereinzelt eine Rückbildung bzw. 

Tumorkontrolle beobachtet wurde. Bei den PC3-Tumorhistologien waren die 

Tumorgefäßzahl und Tumorzellproliferation bei der Kombinationsgruppe signifikant 

weiter verringert. Anhand der Untersuchung von A431-Tumorgeweben konnte 

gezeigt werden, dass die Behandlung mit S247 zu einer reduzierten 

Phosphorylierung von Akt und einer gesteigerten Endothelzell-Apoptose führte, 

insbesondere bei den bestrahlten Tumoren. Somit hatte die antiangiogene Therapie 

mit S247 kombiniert mit lokaler, niedrig dosierter fraktionierter Bestrahlung einen 

bemerkenswerten Erfolg auf Wachstum des PC3 wie auch auf den sehr schnell 

wachsenden Tumor A431. 

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten kombinierten Behandlungsprotokolle 

stellen somit aussichtsreiche Konzepte für einen klinischen Einsatz bei der 

Behandlung von Tumorerkrankungen dar. 
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VII Summary 

Angiogenesis, the formation of new vessels from pre-existing vessels, represents the 

precondition for growth and metastasizing of solid tumors. Regarding the complex 

mechanisms of angiogenesis it seems quite obvious that treatment concepts 

simultaneously affecting different locations of angiogenic signaling may enhance 

therapeutical efficacy. Radiation itself contributes to an increase of angiogenic effects 

and therefore promotes radioresistance. Likewise there exists justified hope that 

interrupting these mechanisms may decrease radioresistance of tumors. 

Regarding these aspects the effects of three different combined treatment concepts 

including angiogenesis inhibitors have been studied in the course of this thesis. In 

this context, two different solid xenograft tumor models subcutanously growing in 

nude mice were used. 

After propagating in vitro, tumor cells were resuspended and injected subcutanously 

into the left hind limb of the animals. Tumor bearing mice were randomized into 

therapy groups. Treatment was started when tumors had reached volumes between 

75 and 200 mm³. All substances were administered subcutanously; Endostatin for 14 

days, all other substances until the end of observation. Animals from control groups 

were given carriers only (without active agents) following exactly the schedule of the 

treated groups. Local radiation was applied by a Siemens Gamatron S (60Cobalt). To 

calculate tumor volumes, length, width and depth of the tumors were determined 

three times weekly by direct measurement with calipers. Accordingly tumors of each 

group were taken for histological and immunohistochemical examination during the 

period of investigation.  

Initially, the combined effect of the “direct” angiogenesis inhibitor endostatin with the 

“indirect” anti-angiogenic compound SU5416 (selective VEGFR2 RTK-inhibitor) was 

investigated on the PC3 xenograft. The combination of SU5416 and low-dose 

endostatin reduced tumor growth more effectively in combination in contrast to their 

single application respectively. In some animals tumor regression was induced. 

Additionally, early histology and immuno-histochemistry of PC3 tumors showed major 
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changes in tissues from treated groups. Summarizing, present data suggest that 

combining endostatin with other antiangiogenic compounds blocking specific 

pathways, especially the VEGF pathway, may achieve markedly increased 

therapeutic effectiveness. 

In addition, the concept of inhibiting several growth factors at a time was examined 

on the PC3 xenograft, using the VEGFR2 inhibitor SU5416 and SU6668, an inhibitor 

of PDGFR, bFGF and VEGF. Also, the concomitant therapeutical effects of 

radiotherapy were tested. It could be shown that the recently proposed concept of 

inhibiting both, VEGF and PDGF, resulted in enhanced antiangiogenic and 

antitumoral effects. Radiation markedly increased tumor growth delay in all kinase 

inhibitor groups, ongoing with pre-existing results of radiosensitizing by inhibitors of 

receptor tyrosine kinases. Interestingly, the combination of radiotherapy with the 

broad spectrum RTK inhibitor SU6668 alone already induced tumor control and 

tumors did not reach two-fold of their initial tumor volume. A further increased 

effectiveness due to additional SU5416 treatment could not be detected within the 

experimental design. Data on CD31 vascular counts as well as the tumor proliferation 

(Ki67 staining) demonstrate that the triple combination had the highest 

antiangiogenic and antitumor activity among the schedules tested. 

Moreover, this thesis investigated the effects of combination of radiation with 

concurrent administration of S247, a small molecular antagonist of the αv-integrins, 

on the growth of solid tumors. This combination was examined on both the human 

prostate carcinoma PC3 and the human epidermoid carcinoma A431. In both models 

it could be demonstrated that the combination of radiation and S247 administration 

induced significant delays in tumor growth in contrast to that produced by either 

therapy alone. During PC3 test series, tumors of the combination group did not reach 

a two-fold of their initial tumor volume during the period of investigation and in some 

animals tumor control or regression was mediated. Accordingly, immuno-

histochemistry of PC3 tumors showed significantly reduced number of vessels and 

proliferating tumor cells in the combination group. In A431 tumors, treatment with 

S247 in particular in the irradiated group, resulted in an increased endothelial cell 

apoptosis and reduced phosphorylation of Akt. Consequently antiangiogenic therapy 

with S247 combined with local low-dose fractionated irradiation produced an 
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remarkable inhibitory effect on the growth of PC3 as well as on the fast growing A431 

tumor. 

Therefore the combined protocols of treatment investigated in the course of this 

thesis represent promising concepts for local cancer therapy in the future. 
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VIII. Abkürzungsverzeichnis 

A431  Epidermoidkarzinom-Tumorzelllinie (human) 
AI  Angiogenese-Inhibitor 
Abb.  Abbildung 
add  in der Rezeptur: füge hinzu! 
Aqua dest.  destilliertes Wasser (Aqua destillata) 
Aqua bidest.  zweifach-destilliertes Wasser (Aqua bidestillata) 
Aqua ad inj.  Wasser zu Injektionszwecken (Aqua ad injectabilia) 
ATP  Adenosintriphosphat 
BALB/c nu/nu Maus-Inzuchtstamm 
BSA  Bovines Serum Albumin 
bzw.  beziehungsweise 
ca.  circa 
chem.  chemisch 
CMC  Carboxymethyl-Cellulose 
d  Durchmesser 
DFCC  Dana-Farber Cancer Center 
DNA  Desoxyribonucleinsäure 
DKFZ   Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg 
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMSO  Dimethylsulfoxid (Kryoschutzstoff) 
E  Energie 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat (Chelatbildner) 
EGF  Endothelial Growth Factor 
EGFR  Endothelial Growth Factor Receptor 
em  elektromagnetisch 
engl.  englisch 
et al.  „et alii“ (und andere [Autoren]; bei Literaturzitaten) 
Fa.   Firma 
FCS   Fetales Kälberserum 
FGF  Fibroblast Growth Factor 
FGFR  Fibroblast Growth Factor Receptor 
Flk-1  Fetal liver kinase-1 (Vascular Endothelial Growth Factor  
  Receptor-2) 
Flt-1  Fetal liver transferase-1 (VEGFR-1) 
G2-Phase  Phase des Zellteilungszyklus  
GP  Glykoprotein 
HDMEC   Human Dermal Microvascular Endothelial Cells 
HE  Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
HIF  Hypoxia Inducible Factor 
HRP  Horseradish Peroxidase  
Hrsg.  Herausgeber (bei Literaturzitaten) 
HUVEC  Human Umbilical Vein Endothelial Cells 
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Ig  Immunglobulin 
Inc.  Incorporation 
i.d.R.  in der Regel 
i.v.   intra venös 
KDR  Flk-1 bzw. VEGFR-1 beim Menschen 
KGW   Körpergewicht 
Ki –Wert  Dissoziationskonstante für Substrat/Inhibitor-Rezeptor- 
  indungen (kompetitive Hemmung) 
KIT  Stammzellwachstumsfaktor-Rezeptor 
LET  Linearer Energietransfer 
M  -molar, mol/l (Stoffmengenkonzentration) 
M-Phase  Phase des Zellteilungszyklus 
m-RNA  messenger-RNA 
MAPK  mitogen-aktivierte Proteinkinase 
med.vet.   veterinärmedizinisch 
mind.  mindestens 
n  Umfang/Anzahl der Beobachtungen, auch z.B. der Tiere in den 
  Gruppen 
N  -normal  
NCI  National Cancer Institute 
PAS  Periodsäure-Schiff-Reaktion 
PBS  Phosphate Buffered Saline (Phosphat-gepufferte Kochsalz-

lösung) 
PC  Personal Computer 
PC3  Prostatakarzinom-Tumorzelllinie (human) 
PDGF  Plateled Derived Growth Factor 
PDGF-R  Plateled Derived Growth Factor Receptor 
pH  potentia Hydrogenii; negativer Logarithmus der Wasserstoff-

ionenkonzentration  
POD  Peroxidase 
p.o.  per os 
RBW  Relative Biologische Wirksamkeit 
RNA  Ribonucleinsäure 
RT  Radiotherapie/Bestrahlung 
RTK  Rezeptortyrosinkinase 
RTOG  Radiation Therapy Oncology Group 
S-Phase  Phase des Zellteilungszyklus 
S.  Seite 
s.  siehe 
s.o.  siehe oben 
SCID  severe combined immunodeficiency 
SD  Standardabweichung 
SEM  Standardfehler 
sog.  sogenannt(e/es/-er) 
Tab.  Tabelle 
TBS  Tris Buffered Saline (Tris-gepufferte Kochsalzlösung) 
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TGF  Tumor Growth Factor 
TNF  Tumor Nekrose Factor 
Tris  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Puffersubstanz) 
U  [engl.] units [Einheit(en)] 
u.a.  unter anderem 
USA  United States of America 
v.a.  vor allem 
V  Volumen 
υ  Frequenz 
VE-Wasser  vollentsalztes Wasser  
VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor 
VEGFR  Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 
v/v  „volume per volume“, Volumen pro Volumen (Volumengehalt,
  meist in Prozent) 
w/v  „weight per volume“, Masse pro Volumen (Massenkonzentration,
  meist in Prozent) 
z.B.  zum Beispiel 
%  Prozent 
 
Konstanten und Einheiten 
 
°C  Grad Celsius 
cm  Centimeter 
cm²   Quadratcentimeter 
Da  Dalton 
eV  Elektronenvolt 
g  Gramm 
Gy  Gray 
h  Plancksches Wirkungsquantum 
Hz  Hertz 
IE  Internationale Einheit(en) 
kg  Kilogramm 
l  Liter 
M  Mol 
m  Meter 
min  Minute(n) 
π  (kleines Pi): Ludolfsche Zahl (Konstante, die das Verhältnis von 

Umfang zu Durchmesser eines Kreises angibt; π =3,14159) 
V   Volt 
 
Präfixe für Einheiten 
 
k  Kilo 
c  Centi 
M  Mega 
m  Milli 
μ  Mikro 
n  Nano 
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