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1. Zusammenfassung/Summary

1.1. Zusammenfassung

Das Uberleben und die Proliferation von hdmatopoetischen Stammzellen (HCs) wird durch
die Bindung des Stammzellfaktors an seinen Rezeptor c-KIT reguliert. Die Migration der
HCs wird durch das Chemokin stromal cell-derived factor (SDF)-1 gesteuert. Die
Mobilisierung von c-KIT+ HCs flhrt zu einer Vaskulogenese im Tumor. Somit kdnnte

durch die Blockade von c-KIT das Tumorwachstum beeinflusst werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde 48 Balb/c-Mausen nach Ruckenhautkammerpraparation
CT26-GFP kolorektale Tumorzellen in die dorsale Rickenhautkammer implantiert und in
sechs Gruppen zu je acht Mausen eingeteilt. Die eine Gruppe wurde mit anti-c-KIT-
Antikorper an vier aufeinander folgenden Tagen behandelt. Eine weitere Gruppe wurde
ebenfalls mit anti-c-KIT-Antikorper behandelt, erhielt zusatzlich noch anti-SDF-1. Den
Tieren der Kontrollgruppe wurde ein isotyp-spezifischer Kontrollantikbrper verabreicht. Die
anderen drei Gruppen wurden nach dem gleichen Antikérperschema behandelt, erhielten
aber daruber hinaus eine 70%-ige Leberresektion. Angiogenese, Tumorwachstum,
Tumorzellprolifera-

tion und -apoptose wurden mit Hilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie, Histologie,

Immunhistochemie und Western Blot Analysen untersucht.

Die c-KIT Blockade verstarkte das Anwachsen der Tumorzellen signifikant im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Dieser Effekt wurde durch eine Stimulation der Tumorzellproliferation
und -invasion bewirkt, ohne dabei die Tumorvaskularisierung entscheidend zu
beeinflussen. Dartber hinaus fuhrte die c-KIT Blockade zu einer verstarkten VEGF und
CXCR4 Expression im wachsenden Tumor. Die Neutralisierung von anti-SDF-1
antagonisierte das durch anti-c-KIT vermittelte gesteigerte Tumorwachstum durch
Hemmung der Neovaskularisierung, Tumorzellproliferation und muskularen Infiltration. In
den Tumoren der Tiere nach 70%-iger Leberresektion flihrte die kombinierte anti-c-KIT
und anti-SDF-1 Applikation zu einer deutlichen Verringerung der Apoptose und

Proliferation.

Anhand der Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Knochenmarksuppression durch eine
anti-c-KIT Behandlung das Anwachsen kolorektaler Metastasen verstarkt, vermittelt durch
eine Interaktion mit dem SDF-1/CXCR-4 Signalweg.



1.2. Summary

Survival and proliferation of hematopoietic cells (HCs) are regulated by binding the stem
cell factor to its receptor c-KIT. The migration of HCs is directed by the chemokine stromal
cell-derived factor (SDF)-1. Mobilisation of c-KIT+ HCs contributes to angiogenesis in
tumors. Therefore, targeting migration of HCs provides a promising new strategy of anti-

tumor therapy.

After dorsal skinfold chamber preparation, forty-eight BALB/c mice were implantated
syngeneic green fluorescent protein-transfected CT26 colorectal cancer cells into the
chambers. The mice were separated in six groups (n=8). One of the groups was
pretreated with a monoclonal anti-c-KIT-antibody daily for 4 days. Another group was also
pretreated with the anti-c-KIT-antibody and, additionally, received a neutralizing anti-
SDF-1 antibody after tumor cell implantation. As control, one group was injected an
isotype-matched control antibody. The other three groups were accordingly treated with
the anti-bodies, but the animals were additionally hepatecomized. Angiogenesis, cytokine
expression, tumor cell proliferation, tumor growth and apoptosis were investigated using
intravital fluorescence microscopy, histology, immunohistochemistry and western blot

analysis.

Blockade of c-KIT significantly enhanced tumor cell engraftment compared to controls due
to stimulation of tumor cell proliferation and invasion, however, without markedly affecting
tumor vascularization. Besides, c-KIT blockade significantly increased VEGF and CXCR4
expression within the growing tumors. Neutralization of SDF-1 completely antagonized this
anti-c-KlIT-associated tumor growth by suppression of tumor neovascularization, inhibition
of tumor cell proliferation and muscular infiltration. The injection of anti-c-KIT and anti-
SDF-1 in the animals after 70% hepatectomy caused a reduction of apoptosis and

proliferation.

The study indicates that bone marrow suppression via anti-c-KIT pretreatment enhances
tumor cell engraftment of colorectal metastases due to interaction with the SDF-1/CXCR4

pathway which is involved in HC-mediated tumor angiogenesis.



2. Einleitung

2.1. Das kolorektale Karzinom

Das kolorektale Karzinom ist die vierthaufigste Krebserkrankung weltweit [1]. In den
Vereinigten Staaten ist das kolorektale Karzinom die zweithaufigste krebsbedingte
Todesursache bei Mannern im Alter von 40 bis 79 Jahren [75]. In dieser Studie konnte
basierend auf Daten der Amerikanischen Krebsgesellschaft eine abnehmende
Neuerkrankungsrate von 1998 bis 2003 bei Mannern und Frauen festgestellt werden. Die
Inzidenz sank in diesem Zeitraum bei beiden Geschlechtern um 2,1%. Diese Entwicklung
konnte auf verbesserte Vorsorgeuntersuchungen und Screeningverfahren zurtickgefuhrt
werden [75]. Trotz der optimierten Behandlungstechniken und Prophylaxe erkrankten im
Jahre 2004 insgesamt 279000 Menschen in den 25 EU-Staaten am kolorektalen Karzinom

(International Agency for Research on Cancer (IARC), Lyon, 2005).

Das kolorektale Karzinom, histologisch ein Adenokarzinom, ist fur 95% aller malignen

Kolontumore verantwortlich [69].

Der Altersgipfel der Neuerkrankungen liegt beim Mann bei 69 Jahren, bei der Frau bei 75
Jahren (Quelle Saarlandisches Krebsregister 2007), wobei zahlreiche Faktoren fir die
Entstehung eines kolorektalen Karzinoms verantwortlich sind. Neben der genetischen
Pradisposition z. B. familiare adenomatdse Polyposis oder hereditares nicht polypdses
kolorektale Karzinom, spielen Lebensgewohnheiten, wie die vermehrte Aufnahme
tierischer Fette und Alkohol, eine grof3e Rolle [71]. Auch die verminderte Zufuhr von
Ballaststoffen und wenig korperliche Aktivitat sind Faktoren, die das Erkrankungsrisiko

steigern [18].

2.2. Metastasierung des kolorektalen Karzinoms

Neben Lunge, Knochen und Gehirn metastasiert das kolorektale Karzinom bevorzugt in
die Leber [54]. Die Fernmetastasen, nicht der Primartumor, sind in den meisten Fallen die
Todesursache der Patienten [1; 51]. Bei 15-20% der Patienten mit kolorektalem Karzinom
ist dieses zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits in die Leber metastasiert [52],
wahrend die Halfte der Patienten im Laufe ihrer Krankheit Lebermetastasen bekommen
[133]. Doch nur bei 10-20% der Patienten mit hepatischen Metastasen ist eine kurative
Resektion mdglich [14]. Der GroRteil der Patienten kann auf Grund von multinodularen

Lasionen oder extrahepatischer Metastasierung nicht mehr kurativ behandelt werden. In
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der Vergangenheit wurden diese Patienten lediglich palliativ behandelt und hatten dadurch
nur eine mittlere Uberlebenszeit von 15 Monaten [3]. Allerdings fiihrt eine effektive
adjuvante Chemotherapie zum Downstaging der Metastasen, sodass der anfangs nicht
operable Patient einer Leberresektion zugefuhrt werden kann. BISMUTH et al. erreichten
in ihrer Studie an 53 anfangs nicht resektablen Patienten mit kolorektalem Karzinom nach
erfolgreicher neoadjuvanter Chemotherapie und anschlieRender Leberresektion eine
5-Jahrestiberlebensrate von 40%. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass die komplette
Resektion aller kolorektalen Metastasen fiir das Uberleben der Patienten wichtiger ist als

die Lokalisation und die Zahl der Metastasen [42].

2.3. Tumorvaskularisierung

Die Bildung neuer BlutgefalRe ist essentiell fur das Wachstum eines Tumors. Die
Entstehung neuer Gefalle im Tumorgewebe geht auf zwei Arten von Gefallneubildungen
zuruck, die Angiogenese und die Vaskulogenese. Die Angiogenese beschreibt die
Sprossung neuer Gefalle aus bereits vorhandenen Blutgefallen [22; 124; 132]. Unter
Vaskulogenese versteht man die de novo Bildung von Blutgefalien durch Rekrutierung
endothelialer Progenitorzellen (EPCs) wund endothelialer Zellen (ECs) [108].
Normalerweise befinden sich ECs im Ruhezustand [61]. Durch bestimmte Reize (z. B.
durch Hypoxie) werden die ECs zu einer Konversion angeregt, die eine Veranderung der
Zellform zur Folge hat. Diese Formanderung ermdglicht zum einen die Migration, zum
anderen geht sie mit einer erhdhten Sekretion proteolytischer Enzyme einher, die den
Abbau der Basalmembran und der Extrazellularmatrix bewirken [40; 61]. Dartber hinaus
wird die Sensitivitat fur angiogene Faktoren durch Modulation der Rezeptorexpression
erhoht. Dieser komplexe Vorgang, der die Umschaltung der endothelialen Zellen von der
Ruhephase in die proliferative Phase beschreibt, wird als ,angiogenic switch“ bezeichnet
[2; 61].

2.4. Endotheliale Progenitorzellen

EPCs gehoéren zu den hamatopoetischen Stammzellen, die sich sowohl im Knochenmark
als auch frei zirkulierend im peripheren Blut befinden [102]. Die zwei wesentlichen
Funktionen der EPCs ist die Reparatur verletzter GefalRe und die Vaskulogenese (siehe
Abbildung 1) [141]. Wahrend des Prozesses der Reendothelialisierung und der Neovas-
kularisierung differenzieren die EPCs im ischamischen oder verletzten Gewebe zu ECs.

Die Rekrutierung der EPCs aus dem Knochenmark ist Chemokin- und Wachstumsfaktor-



abhangig [26]. Die einzelnen Mechanismen der Mobilisierung und Differenzierung der

EPCs ist bis jetzt jedoch noch nicht vollstandig geklart [141].

endotheliale
Progenitorzellen

~ ~,

Reendothelialisierung Revaskularisierung
)
® L
L ]

Abbildung 1: Die endothelialen Progenitorzellen (EPCs)

Die EPCs sind notwendig zur Reendothelialisierung und Revaskularisierung von defekten Gefalien.
Abbildung nach [141].

Der vermehrte Sauerstoffbedarf eines Tumors bewirkt im Tumorgewebe eine erhohte
Rekrutierung von im Blut zirkulierenden EPCs [13; 94]. Zusatzlich werden vermehrt EPCs
aus dem Knochenmark mobilisiert und von dem Ruhemodus in den proliferativen Modus
uberfuhrt [67]. Das heilt die EPCs gehen in den Zellzyklus Uber. An der Regulation der
Proliferation, Mobilisierung und Migration von EPCs sind zahlreiche Faktoren beteiligt
(siehe Abbildung 2), unter anderem der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (vascular
endothelial growth factor (VEGF)), der von Stromazellen freigesetzte Faktor (stromal cell-
derived factor-1 (SDF-1)), der Granulozyten-stimulierende Faktor (granulocyte colony
stimulating factor (G-CSF)), die Matrix-Metalloprotease-9 (MMP-9) und der c-KIT Ligand
[68; 141].

2.5. Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1)

Chemokine sind eine Gruppe von Cytokinen, die verschiedene zellulare Funktionen
verandern und chemotaktisch auf andere Zellen wirken [59].

Das Chemokin stromal cell-derived factor-1 (SDF-1), nach neuerer Nomenklatur als
CXCL12 bezeichnet, gehdrt zur CXC-Gruppe der Chemokine. Es spielt eine grof3e Rolle
in der Pathophysiologie zahlreicher Vorgange z.B. der Angiogenese, der Migration der

Lymphozyten, der Wundheilung, des Tumorwachstums und der Metastasierung [16; 64;
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Abbildung 2: Die Funktionen der endothelialen Progenitorzellen.

Mechanismus des "homings" und der Differenzierung der EPCs. Die Rekrutierung und die Eingliederung der
EPCs in ischdamisches Gewebe erfolgt in einem mehrstufigen Prozess: Mobilisierung, Chemotaxis,
Adhasion, Migration, Gewebeinvasion und Differenzierung. Abbildung nach [141]; VEGF = vascular
endothelial growth factor, GCSF = granulocyte colony stimulating factor, SDF-1 = stromal cell-derived
factor -1.

103]. Das Chemokin SDF-1 wirkt chemotaktisch auf Leukozyten, hamatopoetische
Stammzellen und Endothelzellen [47; 60; 143]. SDF-1 bindet an den G-Protein
gekoppelten Rezeptor CXCR4, der auf zahlreichen Zellen exprimiert wird, unter anderem
auf T-Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen, Neutrophilen, endothelialen Zellen und
Hepatozyten [46; 125; 143]. Eine Hemmung von SDF-1 zum Beispiel bei
Mammakarzinomen zeigte ein signifikant vermindertes Tumorwachstum und eine deutlich
geringere Neovaskularisierung der Tumoren [110]. AuRerdem flihrte ein Fehlen von SDF-1
bei einer Blockade des SDF-1 Rezeptors CXCR-4 in Mausen zur fehlerhaften Ausbildung
gastrointestinaler Blutgefalde [136]. Eine Erhdhung von SDF-1 hingegen resultierte in einer
vermehrten, c-KIT-Ligand abhangigen Mobilisierung von EPCs und hamatopoetischen
Progenitorzellen (HPCs) aus dem Knochenmark in den Blutkreislauf [63; 68; 110]. Diese
Rekrutierung von EPCs wird als endokriner Effekt von SDF-1 bezeichnet. Zusatzlich

kann SDF-1 auch parakrin eine vermehrte Expression des Rezeptors CXCR-4 auf
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Karzinomzellen bewirken, was ebenfalls zu einer Stimulierung des Tumorwachstums
beitragt. [110].

2.6. c-KIT-Rezeptor und c-KIT-Ligand

Der c-KIT Rezeptor (c-KIT), ein 145 kDa transmembrandses Glycoprotein, ist essentiell flr
die Bildung von hamatopoetischen Zellen, endothelialen Zellen, lymphozytaren Zellen,
Melanozyten, Keimzellen, intestinalen Kajal-Zellen und Mastzellen [68]. Er gehort zu den
membranstandigen Rezeptortyrosinkinasen Typ lll. Er wird auch Stammzellfaktorrezeptor
oder CD117 genannt, und wurde als zellulares Homolog des viralen Onkogens v-KIT
charakterisiert [148]. Der Rezeptor wird unter anderem auf kardialen, hamatopoetischen,
epithelialen und endothelialen Stammzellen exprimiert [67; 68; 117; 111]. Im Knochenmark
wird der c-KIT-Rezeptor vermehrt auf den Progenitorzellen, den Vorstufen der
hamatopoetischen, endothelialen und lymphatischen Zellen ausgebildet [101]. Wahrend
der Entwicklung von der Progenitorzelle zur Endzelle wird die Expression des c-KIT-
Rezeptors heruntergeregelt [56; 117]. Nur die Mastzellen zeigen nach vollkommener

Ausreifung weiterhin eine sehr hohe c-KIT-Rezeptordichte.

Der Ligand des c-KIT-Rezeptors ist der c-KIT Ligand (c-KIT-L), der auch als
Mastzellwachstumsfaktor (mast cell growth factor), steel factor oder Stammzellfaktor
(SCF) bezeichnet wird [5; 30; 72; 146; 151]. Es existieren zwei Formen des c-KIT-L, ein
membrangebundener c-KIT-L und ein geldster c-KIT-L. Solange der membrangebundene
c-KIT-L an seinen Rezeptor auf der Stromazelle gebunden ist, verweilen die Zellen im
Knochenmark im Ruhezustand [49; 67]. Ein Anstieg von SDF-1 oder angiogenen
Faktoren, wie VEGF, bewirkt eine erhohte MMP-9 Expression in hamatopoetischen
Stammzellen [68; 141]. MMP-9 spaltet proteolytisch die Bindung zwischen dem
membrangebunden c-KIT-L und seinem Rezeptor, so dass vermehrt geloster c-KIT-L
entsteht [67]. Der freigewordene c-KIT-L bindet dann seinerseits an Rezeptoren auf
hamatopoetischen Stammzellen. Diese hamatopoetischen Stammzellen werden nun zur

Teilung und erhdhter Rekrutierung angeregt.

Eine Blockade des c-KIT Rezeptors durch einen monoklonalen Antikdrper fihrt zu einer
Suppression der Hamatopoese auf Knochenmarksebene. Durch diese Proliferations-
hemmung der hamatopoetischen Zellen wird die Ausbildung endothelialer Gefallnetz-

werke vermindert [108]. Der monoklonale Antikorper (anti-c-KIT-Antikorper) richtet sich



gegen die c-KIT-L-Bindungsstelle und verhindert so die Rekrutierung und die Mobilisierung

endothelialer Progenitorzellen [15] (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Mobilisierung und Rekrutierung endothelialer, lymphatischer und hamatopoetischer
Stamm- und Progenitorzellen.

Eine Ischamie im Gewebe resultiert in einer Erhéhung angiogener Faktoren (z.B. VEGF und SDF-1), die die
Matrix-Metalloprotease (MMP-9) aktivieren. MMP-9 spaltet den gebundenen c-KIT-Liganden (mKitL) ab. Der
geloste c-KlIT-Ligand (sKitL) verstarkt die Proliferation der hamatopoetischen, lymphatischen und endo-
thelialen Progenitorzellen. Darlber hinaus fihrt diese c-KIT- abhangige Aktivierung zu einer verstarkten
Mobilisierung der Progenitorzellen in den Blutkreislauf, z.B. zirkulierende endotheliale Progenitorzellen, und
zum Homing der Zellen im ischdmischen Gewebe. Die so mobilisierten Progenitorzellen werden zur
Ausbildung neuer Gefalie verwendet, was als Vaskulogenese bezeichnet wird. Abbildung nach [121].

2.7. Ziel der Studie

Klinische und experimentelle Studien haben gezeigt, dass Chemokine die Angiogenese,
die Proliferation und die Apoptose von Tumorzellen regulieren. Daneben bestimmen sie
die Invasion und den organspezifischen Transport von Tumorzellen, was zur Ausbildung
von Metastasen fuhrt. DarUber hinaus wurde gezeigt, dass es durch eine anti-c-KIT-Gabe
zu einer Suppression des Knochenmarks kommt. Das hatte wiederum eine Reduktion der

Tumorangiogenese im kolorektalen Karzinom zur Folge [108].

Bisher liegen keine Studien vor, die untersucht haben, ob nach Leberresektion eine
Knochenmarksuppression und/oder eine anti-SDF-1 Gabe das Anwachsen kolorektaler
Karzinomzellen in extrahepatischem Gewebe hemmt. Daruber hinaus wurde der Effekt der
Knochenmarksuppression und einer anti-SDF-1 Applikation auf das Wachstum bereits

etablierter Metastasen bis jetzt noch nicht analysiert. In der vorliegenden Arbeit soll durch



die Verwendung eines etablierten Tiermodells fur kolorektale Metastasen untersucht
werden, welchen Einfluss eine Blockade von SDF-1 und eine Knochenmarksuppression
auf das Tumorwachstum von bereits etablierten Metastasen hat. Der Einfluss der
Leberresektion auf das Tumorwachstum unter anti-c-KIT Gabe und anti-SDF-1 wird

ebenfalls analysiert.



3. Material und Methodik

3.1. Versuchstiere

Die Tierversuche wurden mit Genehmigung des Veterindramtes Saar-Pfalz-Kreis
durchgefuhrt und entsprachen den Vorgaben des Tierschutzgesetztes.

Die Versuche wurden an Balb/c Mausen (Charles River Laboratories GmbH, Sulzfeld,
Deutschland) im Zeitraum von November 2005 bis April 2007 im Institut fir Klinisch-
Experimentelle Chirurgie, Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar durchgefuhrt.
Verwendet wurden 20-23 g schwere weibliche Balb/c Mause. Die Tiere wurden mit
Standardlaborfutter (Altromin 1324, Altromin GmbH, Lage, Deutschland) und freiem
Zugang zu Trinkwasser in Einzelkafigen gehalten. Durch eine konstante Raumtemperatur
von 22-24 °C, eine relative Luftfeuchtigkeit von 60-65% und einem geregelten 12 Stunden

Tag/Nacht Rhythmus wurden standardisierte Bedingungen gewahrleistet.

3.2. Modell der transparenten Rickenhautkammer

Zur Untersuchung des Tumorwachstums und der Angiogenese wurde das
Mikrozirkulationsmodell der Riickenhautkammer verwendet, das sich schon in zahlreichen
Studien bewahrt hat [79; 80; 83; 92; 96; 97]. Vorteil dieses Modells ist die Moglichkeit einer
kontinuierlichen und regelmaRigen Quantifizierung der Neovaskularisierung und des
Tumorwachstums unter Verwendung fluoreszenzmarkierter Tumorzellen Uber Tage bis
Wochen mit Hilfe der Intravitalmikroskopie.

Die Ruckenhautkammer besteht aus zwei Titanhalften (Gewicht 3,2 g), die mit Hilfe von
Schrauben und Muttern verbunden und mit Haltefaden an der Ruckenhaut der Maus
befestigt werden (siehe Abbildung 4). Das Beobachtungsfenster (15 mm Durchmesser)
wurde mit einem runden Deckglas und einem Sprengring verschlossen. Mit Hilfe der
Intravitalmikroskopie (IVM) konnten Veranderungen in dem Sichtfenster wahrend des
Versuches in regelmaligen Abstanden registriert und mit Hilfe eines

Computerprogrammes quantifiziert werden.
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Abbildung 4: Die Riickenhautkammer

Die Ruckenhautkammer besteht aus Titan. Das Beobachtungsfenster (15mm Durchmesser) ist mit einem
Sprengring und einem Deckglas wieder verschlieRbar [78].

3.3. Implantation der Ruckenhautkammer

Fir operative Eingriffe wurden die Tieren mit einer intraperitonealen Injektion von 90 mg/
kg Korpergewicht Ketaminhydrochlorid (Ketavet®, Pharmacia GmbH, Erlangen) und 20
mg/kg Korpergewicht Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2%, Bayer Vital GmbH, Leverkusen)

anasthesiert.

Das Fell der Rlckenhaut wurde mittels Elektrorasur (Elektra [I GH204, Aesculap,
Tuttlingen) und anschliellender Behandlung mit Enthaarungscreme (Plica med Creme,
Asid Bonz, Bdblingen) vollstandig entfernt und die freigelegte Haut unter lauwarmem

flieRendem Wasser gereinigt.

Auf Hohe des Schulter- und Huiftgelenkes wurde die Rickenhaut mittels Haltefaden unter
Gegenlicht so aufgespannt, dass die Hauptstammgefalle auf beiden Seiten der Hautfalte
deckungsgleich waren. Der hintere Teil der Kammerhalfte, der schon mit Schrauben und
Muttern versehen war, wurde mit Haltefaden am Rand der Hautfalte befestigt. Nach
Inzision der Haut konnten die Verbindungsschrauben nach vorne durchgefiuhrt werden.
Die Kammerhalften wurden dabei mdglichst mittig zwischen den beiden
HauptstammgefalRen positioniert, so dass diese durch die Schrauben nicht verletzt werden

konnten.
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Abbildung 5: Schematische Ubersicht der Gewebeschichten innerhalb der Kammerpréparation

Die doppelte Rickenhaut der Mause wird kreisrund bis auf den unteren Hautmuskel frei prapariert, dann
wird die Rickenhautkammer mit Schrauben und Nahten angebracht und das Beobachtungsfenster mit
einem Deckglas und einem Sprengring verschlossen.

Nach Fixation des hinteren Teils der Kammer mittels zweier Klemmen an den
Verbindungsschrauben wurde unter Gegenlicht das Beobachtungsfenster angezeichnet
und das Versuchstier anschlieflend in Seitenlage positioniert. Die oberen Hautschichten
(Cutis, Subcutis, Hautmuskel, Musculus retractor) wurden unter Zuhilfenahme eines
Operationsmikroskopes (Wild, Heerbrugg M650; Leitz, Schweiz) vorsichtig abprapariert
(siehe Abbildung 5) und die freigelegte Muskelschicht mit steriler 0,9 %iger NaCl-Lésung
mehrmals gespllt, so dass kleinere Blutungen gestillt und das freipraparierte Gewebe
ausreichend befeuchtet wurde. Nach Montage der vorderen Kammerhalfte wurde das
Beobachtungsfenster mittels eines runden Deckglases und eines Sprengrings luftdicht,
luftblasenfrei und steril verschlossen. Die Tiere wurden dann bis zum vollstandigen
Aufwachen vor einer Rotlichtlampe platziert, um eine Unterkihlung zu verhindern. Nach
Abschluss der Kammerpraparation konnte sich die Maus frei bewegen (siehe Abbildung
6).

12



Abbildung 6: Maus mit Riickenhautkammer

Balb/c Maus mit transparenter Riickenhautkammer nach Aufwachen aus der Narkose.

3.4. Partielle Leberresektion

Zwei Tage nach Implantation der Rickenhautkammer erfolgte bei den daflir vorgesehenen
Tieren (vgl. Studiendesign) eine 70%-ige Leberresektion (PHX). Dabei wurden drei
Leberlappen, der Lobus sinister hepatis lateralis, medialis und der Lobus dexter hepatis
medialis nach Ligaturlegung entfernt. Hierfur wurde unter Narkose nach Elektrorasur des
Abdomens, des distalen Thorax und der Flanke eine mediane Laparotomie entlang der
Linea alba durchgefiihrt. Das Xyphoid wurde freiprapariert und das Ligamentum falciforme
zwischen Lobus sinister hepatis medialis und Lobus dexter hepatis medialis entfernt
(siehe Abbildung 7).

1 - Magen

2 - Duodenum ascendens

3 - Jejunum

4 - Milz

5 - Lobus dexter hepatis lateralis
6 - Lobus dexter hepatis medialis
7 - Gallenblase

8 - Lobus sinister hepatis medialis

9 - Lobus sinister hepatis lateralis

Abbildung 7: Skizze des Abdomens der Maus
nach [65]
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Der Lobus sinister hepatis lateralis, medialis und der Lobus dexter hepatis medialis
wurden mittels einer Ligatur mit resorbierbarem Faden (Vicryl ® 5-0, Ethicon, Norderstedt,
Deutschland) abgebunden und anschlie3end hilusnah reseziert. Die Gallenblase durfte bei
der Resektion weder verletzt noch entfernt werden. AnschlieRend wurde mit 0,9 % NaCl
das Abdomen gespult, wovon 1 ml in der Bauchhdhle verblieb um eine Dehydrierung des
Tieres zu vermeiden. Der Bauchraum wurde abschlieRend mit einer fortlaufenden Naht
(Prolene ® 4-0, Ethicon, Norderstedt) verschlossen. Durchschnittlich wurde bei dieser

partiellen Leberresektion 0,49 + 0,06 g Lebergewebe entfernt.

3.5. Tumorimplantation in die Ruckenhautkammer

Die Tumorzellen wurden 48 h nach Praparation der Ruckenhautkammer in die Kammer
implantiert. Dabei wurden Adenokarzinomzellen des Kolons der Zelllinie CT-26.WT (ATCC
CRL-2638 ©, LGC Promochem GmbH, Wesel, Deutschland) verwendet. Die CT-26.WT
Zelllinie wurde als Monolayer in RPMI 1640 Medium kultiviert und diesem 2 mM L-
Glutamin (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland), 10%-iges
Kalberserum (FCS Gold, PAA Laboratories, GmbH, Coélbe, Deutschland), 100 U/mi
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin (PAA Laboratories GmbH) hinzugefiigt. Bei 37°C
wurden die Zellen bei einer Luftfeuchtigkeit von 90% und einem CO.-Gehalt von 5%
inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen mit CLONfectin (Clontech, Palo Alto, CA, USA)
entsprechend der Herstellungsanleitung [84] behandelt und so mit dem GFP-
Expressionsvektor pEGFEP-N1 transfiziert (Green Fluorescent Protein, pEGFEP-N1
Vektor von Clontech). Dadurch wurden die Tumorzellen fluoreszenzmarkiert und konnten
ohne zusatzliche Gabe von Fluoreszenzmarker mit dem Intravitalmikroskop sichtbar
gemacht werden. Fir die Experimente wurden nur Zellen aus den ersten drei Passagen
benutzt. Am Tag der Tumorzellimplantation wurden die adharenten CT26-GFP Zellen
durch Gabe von Trypsin (0,05% Trypsin und 0,02% EDTA, PAA Laboratories GmbH)
geldst und zweimal in Phosphat-gepuffertem Kochsalz (PBS, PAA Laboratories GmbH,
Osterreich) gewaschen.

Zur Implantation der Tumorzellen wurde das narkotisierte Tier auf einer Plastikbihne in
Seitenlage befestigt und sowohl der Sprengring als auch das Deckglas entfernt. Es
wurden 2 ul (entsprechen einer Anzahl von 1 x 10°) der in PBS geldsten Zellen in das
obere Drittel der Kammer implantiert und diese mit einem neuen Deckglas und
Sprengring schnellstmoglich  wieder verschlossen, um ein  Austrocknen oder

Verschmutzen der Kammer zu vermeiden. Direkt im Anschluss an die Tumorimplantation
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wurde zur Kontrolle der TumorgrolRe, -lage und -form eine Intravitalmikroskopie
durchgefuhrt. Der Tumor sollte nach Implantation rund und ohne Auslaufer und Streuung

sein.

3.6. Intravitale Fluorenszenzmikroskopie (IVM)

Die Methode der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie ist ein in vielen Studien etabliertes
Verfahren zur Analyse zahlreicher dynamischer Mechanismen, z.B. der Angiogenese, der
Mirkozirkulation, der Wundheilung und des Tumorwachstums [96]. Die Technik erlaubt
eine wiederholte Untersuchung der lebenden Versuchstiere uber den gesamten Zeitraum
des Versuches. Die anschlieBende quantitative Auswertung der Daten erfolgte

computergestutzt, standardisiert und off-line.

Zur Intravitalmikroskopie wurde ein modifiziertes Zeiss-Mikroskop (Axiotech, Carl Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) verwendet, das mit einer Videokamera (FK 6990B-1Q, COHU,
Prospective Measurements Inc., San Diego, CA, USA) ausgestattet war (siehe Abbildung
9). Das Mikroskop war sowohl mit einer Durchlicht- (Kaltlichtlampe, Osram GmbH,
Muanchen Deutschland) als auch mit einer Auflichteinrichtung (100-W HBO Quecksilber-
lampe) versehen. Um die GFP-transfizierten Zellen darstellen zu kdnnen, wurde ein
integrierter Filterblock mit einem Blaulichtfilter mit 450-490nm Exzitations- und mehr als

520nm Emissionswellenlange benutzt.

Verwendet wurden drei verschiedene Objektive mit folgenden VergréRerungen:

4x (UplanFl, Olympus, Japan, n.A. 0,13) fir Ubersichtsaufnahmen, 10x (Plan Neofluar,
Carl Zeiss, Jena, Deutschland, n. A. 0,30) und 20x (Wasserimmersion: Achroplan, Carl
Zeiss, Jena, Deutschland, n.A. 0,50) zur Untersuchung der Mikrozirkulation und des
Tumorwachstums. Mit dem 20x Wasserimmersionsobjektiv konnte eine 250-fache
VergroRerung auf einem 17 Zoll Bildschirm erzielt werden.

Die Bilder wurden Uber die Videokamera an einen Videorekorder (VO-5800 PS, Sony,
Muanchen Deutschland) weitergeleitet und auf Super-VHS-Videokasetten (Fuji Magnetics
GmbH, Kleve, Deutschland) gespeichert. Ein Videotimer (VTG 33; FOR-A Company Ltd.,
Japan) erlaubte eine Dokumentation der Tiernummer und des Untersuchungszeitpunktes.
Mit Hilfe eines zwischengeschaltenen Videomonitors (PVM 1444; Sony, Tokyo, Japan)

konnte die Untersuchung uber die gesamte Dauer beobachtet und Uberpruft werden.
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Monitor

Abbildung 8: intravitales Fluoreszenzmikroskop

Zur regelmafigen Untersuchung der Tiere wurden diese in Narkose mikroskopiert. Die Untersuchung wurde
mit dem Rekorder aufgezeichnet und konnte in Echtzeit Gber den Monitor verfolgt werden.

Zur Intravitalmikroskopie wurden die narkotisierten Tiere auf einer Plexiglasplatte so
befestigt, dass die Rickenhautkammer plan und waagrecht fixiert war.

Um die Tumorgrdlie bestimmen zu kdénnen, wurde mit dem 4x Objektiv eine Aufnahme
des gesamten Tumors gemacht. Mit dem 10x Objektiv wurden 12 Beobachtungsareale
(siehe Abbildung 9) aufgezeichnet, vier im Tumorzentrum (Feld A-C) und acht am
Tumorrand (Feld I-VIIl), bei denen pro Beobachtungsfeld 75% Tumor- und zu 25%
Normalgewebe zu sehen war. Dabei mussten auch alle migrierten Tumorzellen erfasst
werden, die sich auferhalb des Beobachtungsfeldes befanden. Mit dem 20x-
Wasserimmersionsobejktiv. wurden vier Zentrumsfelder (A-D) und 16 Randfelder
aufgenommen (siehe Abbildung 9). Von diesen 16 Randfeldern beinhalteten acht (Feld
1a-8a) nur die aulRerhalb des dichten Tumorzellrasens liegenden migrierten Zellen, wobei
die anderen acht Felder (Feld 1b-8b) am Tumorrand gelegen waren und nur

Tumorgewebe zeigten.
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Abbildung 9: Anordnung der Beobachtungsfelder fiir die intravitalmikroskopische Analyse

Die Tumore wurden in verschiedene Felder eingeteilt, und bei jedem Untersuchungszeitpunkt dasselbe Feld
analysiert (links 10x Objektiv, rechts 20x Wasserimmersionsobjektiv).

3.7. Auswertung der IVM

Die computerassistierte Auswertung der gewonnenen Daten aus der Intravitalmikroskopie
erfolgte mit der Bildanalysesoftware CAPIMAGE (Version 6.02, ZeintlSoftware
Engineering, Heidelberg, Deutschland).

Die GFP-transfizierten Tumorzellen erlaubten eine prazise Abgrenzung des Tumors von
dem umgebenden Gewebe.

Die Tumorflache (in [mm?]) wurde durch Umranden des Tumors in der 4x VergroRerung
zur Quantifizierung des Tumorwachstums bestimmt. In der 10x VergroRerung wurde der
Tumor in acht Kreissegmente unterteilt und einzeln im Randbereich die Tumorstreuung,
Zellmigration und Neoangiogenese untersucht (siehe Abbildung 9). In den Beobachtungs-
feldern I-VIlIl wurde der Abstand (in [um]) der migrierten Tumorzellen zum Tumorrand
gemessen. Hamatome bzw. petechiale Einblutungen, die sich durch erhdhte
GefalRpermeabilitat im Laufe des Tumorwachstums bei GefalRaussprossung entwickelten,
zeigten sich als schwarze, teils konfluierende Punkte. Falls ein Hdmatom vorhanden war,

wurde dies vermerkt (Hamatom vorhanden = 1; Hamatom nicht vorhanden = 0)

Mit dem 20x Wasserimmersionsobjektiv wurde in den Feldern 1b-8b (siehe Abbildung 9)
die Gefalidichte, der Gefalddurchmesser mit funf reprasentativen GefalRdurchmessern (in
[um]) und die GefaRdichte in ([cm/cm?]) bestimmt. Die Randfelder 1a-8a dienten zur

Analyse der migrierten Zellen.
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3.8. Histologie/Immunhistochemie

Zur histologischen Aufarbeitung wurden am Ende des Versuches die Tiere mit einer
Uberdosis an Pentobarbital-Natrium (Narcoren®, Merial GmbH, Halbergmoos, Deutsch-
land) getdtet und anschlief3end die Tumore aus der Rickhautkammer entnommen und in
zwei Teile geteilt. Die eine Halfte der Tumoren wurde in Formalin fixiert (IHC Zinc fixativ,
BD PharMingen BD Biosciences) und in Paraffin eingebettet. Die andere Tumorhalfte
wurde in flissigen Stickstoff eingefroren. Dann wurden die Tumore in Tissue Freezing
Medium (Jung) eingebettet und bei -80° aufbewahrt. Aus den in Formalin eingelegten und
in Paraffinblocken eingebetteten Tumorproben wurden 5 um dicke Schnitte angefertigt und
mit Hamatoxylin und Eosin nach der Standardmethode nach Mayer angefarbt. Anhand
dieser Schnitte wurden die Tumormorphologie und Infiltrationstiefe der Tumorzellen

bestimmt.

Als Proliferationsmarker diente das Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) und als
Apoptosemarker die gespaltene Caspase-3. Dazu wurden die Tumorteile in 3%-igem H-0,
und 2%-igem Ziegenserum inkubiert, um die endogene Peroxidase und die unspezifischen
Bindungsstellen zu blockieren. Als primarer Antikérper fir PCNA wurde monoklonaler
Maus-anti-Pan-PCNA-IgG  Antikérper (PC10 1:50; DakoCytomation, Hamburg
Deutschland) und fur Caspase-3 der polyklonaler Kaninchen-anti-Maus-Caspase-3-
Antikdrper (ASP 175, 1:50; Cell Signaling Technology, Frankfurt, Deutschland) verwen-
det. Als sekundarer Antikorper wurde Ziegen anti-Maus-IgG und IgG der Ziege, welches
gegen Kaninchen Immunglobulin gerichtet ist, verwendet. Dieser sekundare Antikorper
wurde mit Biotin gekoppelt und mit Streptavidin-Biotin-Komplex Peroxidase fixiert (1:200,
LSAB 2 System HRP, DakoCytomation). 3.3" Diaminobenzidine (DakoCytomation) wurden
als Farbstoff verwendet. Die Praparate wurden mit Hamalaun gegengefarbt.

Die in Tissue Freezing Medium (Jung) und bei -80°C kryokonservierte zweite Halfte der
Histologie-Probe wurde zur immunhistochemischen Darstellung des CXCR4-Rezeptors
verwendet. Dazu wurden Sum dicke Kryoschnitte angefertigt und fir 5 Sekunden in 4°C
Azeton und 10 Minuten in 4%igem Formaldehyd fixiert. Anschlielend erfolgte eine
Blockierung mit 2%igem Eselserum. Dann folgte eine Inkubation mit polyklonalen Ziegen-
anti-Maus-CXCR4 Antikorper (1:10, Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland). Als
Sekundarantikdrper wurde ein HRP-konjugierter Esel-anti-Ziegen-lgG-Antikdrper (1:500,
Amersham, Freiburg) verwendet. Als Farbstoff diente 3.3° Diaminobenzidine

(DakoCytomation), die Gegenfarbung erfolgte mit Hamalaun.
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Die Auswertung der histologischen Tumorschnitte erfolgte semiquantitativ mit Hilfe eines
Lichtmikroskops. Dabei wurde in 175-facher VergroRerung ein High Power Field von 7 cm
zu 8,5 cm auf dem Bildschirm festgelegt, und die Anzahl der angefarbten Zellen pro High
Power Field ausgezahlt. Es wurden pro histologischem Tumorschnitt 10 Felder

ausgewertet.

3.9. Studiendesign

Die Versuchstiere (n=48) wurden in insgesamt sechs Gruppen zu je acht Tieren

randomisiert (siehe Tabelle 1).

In allen Gruppen wurde zwei Tage vor Tumorimplantation die Rickenhautkammer
prapariert. Nach Implantation der 1x10° CT26-GFP Tumorzellen in die Kammer wurde die
erste Intravitalmikroskopie durchgefuhrt. Vier weitere folgten an Tag 5, 8, 11 und 14 Tage
nach Tumorimplantation. In drei Gruppen wurde eine 70%-ige Leberresektion
durchgefihrt.

Die nicht leberesezierten Tiere wurden in drei Gruppen, in die KON Gruppe, die a-c-KIT
Gruppe und die a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe eingeteilt. Den Tieren der Kontrollgruppe KON
wurde ein isotypspezifischer Kontrollantikorper (rat IgG, monoclonal 1gG, A95-1, Catalog
nr.. 553985, BD Biosciences Pharmingen) alle zwei Tage ab dem Tag der
Tumorzellimplantation verabreicht. Den Tieren der a-c-KIT Gruppe wurde ein c-KIT-
Antikdrper (rat anti-mouse anti- CD117 monoclonal antibody (c-KIT), PharMingen, ACK45,
Catalog nr.:.553867) an vier aufeinanderfolgenden Tage injiziert, beginnend vier Tage vor
Tumorimplantation. Die a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe wurde ebenfalls nach dem gleichen
Schema wie die a-c-KIT Gruppe mit anti-c-KIT-Antikorper vier Tage vorbehandelt. Ab Tag
der Tumorimplantation wurde dieser Gruppe zusatzlich der anti-SDF-1-IgG Antikorper
(monoclonal anti human/mouse CXCL12/SDF-1 antibody, R&D Systems MAB310) alle

zwei Tage injiziert.

Die leberresezierten Tiere wurden auch in drei Gruppen eingeteilt (PHX Gruppe, PHX/a-c-
KIT Gruppe, PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe) und nach dem gleichen Antikérper Schema
behandelt. Allerdings wurde bei allen Tieren dieser Gruppen eine 70%-ige Leberresektion

(PHX) am Tag der Tumorimplantation durchgefihrt.

Die Antikdrper wurden immer intraperitoneal injiziert. Dazu wurden pro Antikdrpergabe
jeweils 20 pg in 40 yl PBS gel6st (=1 mg/Kg KG).
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Die Dauer des in vivo-Versuches betrug 14 Tage ab dem Tag der Tumorimplantation und

wurde mit der Entnahme der histologischen Praparate beendet.

Tabelle 1: Tabelle der Versuchsgruppen

Angegeben ist das Schema der Antikorper-Applikation der jeweiligen Gruppen mit oder ohne Leberresektion

(PHX)
PHX Kontroll anti- anti- Antikorpergabe
-lgG c-KIT SDF-1
Gruppe
Kontroll-lgG: Tag 0 ,2 ,4 ,6 ,8 ,10, 12
KON } * ) } nach Tumorimplantation
anti-c-KIT: Tag -4, -3, -2, -1
a-c-KIT } } * } vor Tumorimplantation
anti-c-KIT: Tag -4, -3, -2, -1
a-c-KIT/a- N N vor Tumorimplantation und
SDF-1 ) ) anti-SDF-1: Tag 0,2 ,4 ,6 ,8 ,10, 12
nach Tumorimplantation
Kontroll-lgG: Tag 0,2 ,4 ,6 ,8 ,10, 12
PHX + + - - nach Tumorimplantation
PHX/a-c- anti-c-KIT: Tag -4, -3, -2, -1
KIT + - + - vor Tumorimplantation
anti-c-KIT: Tag -4, -3, -2, -1
PEI)'(I'IIG-C- N . N vor Tumorimplantation und
SDFa‘I- } anti-SDF-1: Tag 0,2 ,4 ,6 ,8 ,10, 12
B nach Tumorimplantation

KON Gruppe und PHX Gruppe

Den Tieren der KON und PHX Gruppe wurde der Kontrollantikorper intraperitoneal injiziert
(jeweils 20 ug in 40 yl PBS). Begonnen wurden die Injektionen am Tag der Tumor-
implantation in die Rlickenhautkammer. Sie erfolgten alle zwei Tage, so dass den Tieren
insgesamt sieben Injektionen verabreicht wurden. Insgesamt wurden die Tiere mit einer
Gesamtdosis von 7 mg/kg Korpergewicht (KG) Kontroll-lgG uUber den gesamten

Versuchszeitraum behandelt. Eine Intravitalmikroskopie wurde direkt am Tag der
Tumorimplantation, sowie an den Tagen 5, 8, 11 und 14 nach Tumorimplantation

durchgefiihrt (siehe Abbildung 10).

Die Tiere der PHX Gruppe wurden am Tag der Tumorimplantation zu 70% leberreseziert.
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Abbildung 10: Versuchsablauf der KON und PHX Gruppe

Der Kontroll-lgG-Antikorper wurde von Tag 0 bis Tag 12 alle zwei Tage verabreicht, die
Kammerpraparation erfolgte an Tag -2 und die Tumorimplantation an Tag 0. In der PHX Gruppe wurde an
Tag 0 zusatzlich noch eine 70% Leberresektion durchgefihrt. Intravitalmikroskopische Untersuchungen
erfolgten an den Tagen 0, 5, 8, 11 und 14.

a-c-KIT Gruppe und PHX/a-¢c-KIT Gruppe

Die Tiere der a-c-KIT und PHX/a-c-KIT Gruppe wurden Uber einen Zeitraum von vier
Tagen mit dem c-KIT-Antikérper vorbehandelt. Es wurde eine Gesamtmenge von 4 mg/kg
KG verabreicht (je 20 pg in 40 uyl PBS pro Tag). Zwei Tage nach Beginn der c-KIT
Antikorpergabe wurde die Ruckenhautkammer prapariert . 48 Stunden spater erfolgte die
Tumorimplantation in die Kammer und eine 70%-ige Leberresektion in der PHX/a-c-KIT
Gruppe. Die erste IVM wurde direkt nach Tumorimplantation durchgefuhrt, weitere folgten
an den Tagen 5, 8, 11 und 14 nach Tumorimplantation. Ab dem Tag der Tumor-

implantation erfolgte keine weitere Antikorpergabe (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Versuchsablauf der a-c-KIT Gruppe und der PHX/a-c-KIT Gruppe

anti-c-KIT wurde taglich von Tag -4 bis Tag -1 appliziert, die Kammerpraparation erfolgte an Tag -2 und die
Tumorimplantation an Tag 0. In der PHX/a-c-KIT Gruppe wurde an Tag 0 zusatzlich noch eine 70%
Leberresektion durchgefiihrt. Intravitalmikroskopische Untersuchungen erfolgten an den Tagen 0, 5, 8, 11
und 14.

a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe und PHX/a-c-KIT/a-SDFE-1 Gruppe

Den Tieren der a-c-KIT/a-SDF-1 und der PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe wurden zwei
Antikoérper verabreicht, der c-KIT Antikérper und der anti-SDF-1 Antikorper. Genauso wie
in der a-c-KIT Gruppe und in der PHX/a-c-KIT Gruppe wurden die Tiere mit dem c-KIT
Antikorper vier Tage vorbehandelt. Die Tiere der PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe wurden
70% leberreseziert. Ab dem Tag der Tumorimplantation wurden die Mause mit anti-SDF-1
weiterbehandelt. Der Antikdrper wurde alle zwei Tage intraperitoneal appliziert (je 20 ug in
40 yl PBS pro Tag). Den Tieren wurde somit insgesamt eine Gesamtdosis von 4 mg/kg
KG c-KIT Antikorper und eine Menge von 7mg/kg KG anti-SDF-1 verabreicht. Die
Intravitalmikroskopie wurde genauso wie in den anderen Gruppen an den Tagen O, 5, 8,
11 und 14 durchgeflhrt (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Versuchsablauf der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe und der PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe

Die anti-c-KIT Gabe erfolgte von Tag -4 bis Tag -1, die anti-SDF-1-Gabe von Tag 0 bis Tag 12 alle zwei
Tage, die Kammerimplantation wurde an Tag -2 und die Tumorimplantation an Tag 0 durchgefuhrt. In der
PHX/a-c-KIT/a-SDF-1  Gruppe erfolgte an Tag O zusétzlich noch eine 70% Leberresektion.
Intravitalmikroskopische Untersuchungen wurden an den Tag 0, 5, 8, 11 und 14 durchgefihrt.

3.10. Western Blot Analyse

Um die Proteinexpression im Tumor zu untersuchen, wurden zusatzliche Western Blot
Analysen durchgefuhrt. Dazu wurde 12 zusatzlichen Tieren CT26-GFP Zellen in die
Ruckenhautkammer implantiert und die Tiere in drei Gruppen zu je vier Tieren eingeteilt.
Die Tiere wurden wie die Tiere der KON, a-c-KIT und a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe behandelt
(siehe Studiendesign).

Zur Proteinextraktion und Western Blot Analyse von SDF-1 und VEGF wurde der Tumor
am funften Tag nach Tumorimplantation komplett aus der Kammer entfernt. Die
Gewebeproben wurden separat in Lyse Puffer (10 mM Tris pH 7,5, 10 mM NacCl, 0,1 mM
EDTA, 0,5% Triton-X 100, 0,02 mM NaNs 0,2 mM PMSF) und Protease Inhibitor in
Verdinnung 1:100 (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) homogenisiert, fur 30 Minuten auf
Eis inkubiert und bei 16000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde als reiner Proteinextrakt
gesammelt. Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Lowry Assays mit bovinem

Serumalbumin als Kontrolle bestimmt. Pro Linie wurden 30 pg Protein diskontinuierlich in
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Natriumdodecylsulfatpolyacrylamid Gel (10% SDS-PAGE) aufgetrennt und anschliel3end
auf eine Polyvinyldifluorid Membran aufgebracht (0,2 ym, BioRad, Muinchen,
Deutschland). Nachdem die unspezifischen Bindungsstellen blockiert wurden, wurden die
Membranen zwei Stunden mit einem polyklonalen anti-VEGF Antikorper des Kaninchens
(sc-152, 1:100, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland), einem polyklonalen
anti-Maus CXCR-4 Antikoérper des Kaninchens (ab2074, 1:200, Abcam Cambridge,
GrolRbritannien) und mit einem polyklonalen anti-Maus SDF-1 Antikérper des Kaninchens
(ab25117, 1:200 Abcam) inkubiert. Dieses Gemisch wurde anschlieBend mit dem
entsprechenden sekundaren Oxidasekonjugat-Antikdrper fur eineinhalb Stunden inkubiert
(1:5000, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland und R&D Systems
Wiesbaden, Deutschland). Zur Veranschaulichung der Protein Expression wurde ein
blaulichtsensitiver Autoradiographiefilm mit luminolverstarkter Chemilumineszenz (ECL,
Amersham) belichtet und auf den Membranen abgebildet (Hyperfilm ECL, Amersham). Die
Signale  wurden densitometrisch bestimmt (BioRad, Gel-Dokumentations-

system) und entsprechend der B-actin Expression normiert.

3.11. Statistische Auswertung

Die Daten sind als Mittelwert und Standardfehler (SEM) angegeben. Zur Analyse der
Daten wurde SigmaStat (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) verwendet. Nach Uberpriifung auf
Normalverteilung wurde zum Vergleich der Gruppen die eindimensionale Varianzanalyse
(ANOVA) benutzt. Dann wurde zwischen den einzelnen Gruppen mit dem post-hoc Test
unter Korrektur des alpha-Fehlers nach Bonferroni unterschieden. Ein p<0,05 wurde als

signifikant gewertet.
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4. Ergebnisse

4.1. Tumorwachstum unter Blockade von c¢-KIT und SDF-1

Der Allgemeinzustand aller Tiere wurde durch die Kammerpraparation und die
Tumorimplantation nicht beeintrachtigt. Alle Tiere zeigten eine komplikationslose
postoperative Erholung und tolerierten die intravitale Fluoreszenzmikroskopie wahrend der

14-tagigen Untersuchungsperiode ohne Schwierigkeiten.

Die CT26-GFP Zellen wuchsen in der Ruckenhautkammer zu 100% an. Die intravitale
Fluorenszenzmikroskopie zeigte ein progressives Tumorwachstum uber den 14-tagigen

Beobachtungszeitraum in allen Gruppen.

Aus den TumorgrofRen der einzelnen Kontrolltage (dO, d5, d8, d11, d14) wurde das
Tumorwachstum als Differenz aus der Tumorflache zu derjenigen an Tag 0 (in [mm?])
bestimmt (siehe Abbildung 13). Im Gruppenvergleich zeigte die a-c-KIT Gruppe ein
signifikant (p<0,05) starkeres Tumorwachstum als die KON Gruppe an Tag 5, 8 und 11.
An Tag 14 konnte kein signifikanter Unterschied mehr zwischen der a-c-KIT Gruppe (4,25
+ 0,58 mm?) und der KON Gruppe (3,03 + 0,26 mm?) erzielt werden. Das Tumorwachstum
der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe hingegen zeigte keinen signifikanten Unterschied zur KON
Gruppe. Der Vergleich der a-c-KIT Gruppe mit der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe ergab an allen
Untersuchungstagen signifikante Unterschiede (p<0,05). Bis Tag 14 waren die Tumoren
in der a-c-KIT Gruppe um 4,25 + 0,58 mm? gewachsen und in der a-c-KIT/a-SDF-1
Gruppe nur um 2,62 + 0,21 mm?2. Nach anti-c-KIT Gabe kam es zu einer signifikanten
Stimulation des Tumorwachstums und einem verstarkten Anwachsen der Tumorzellen im
Vergleich zur KON Gruppe. Dieser Effekt konnte durch die zusatzliche Applikation von
anti-SDF-1 komplett kompensiert werden, so dass eine Gabe beider Antikérper zu einem

ahnlichen Tumorwachstum fuhrte wie in der KON Gruppe.
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Abbildung 13: Verstarktes Tumorwachstum nach anti-c-KIT Applikation

Tumorwachstum der CT26-GFP Tumoren in der Riickenhautkammer. Reprasentative stereomikroskopische
Aufnahmen eines 14 Tage alten Tumors der KON Gruppe (Bild A: KON, Tag 14), der a-c-KIT Gruppe (Bild
B: a-c-KIT, Tag 14), und der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe (Bild C: a-c-KIT/a-SDF-1, Tag 14). Die quantitative
Analyse der TumorgréRe (Bild D) zeigt ein progressives Tumorwachstum in allen Gruppen Uber den
Untersuchungszeitraum. Nach anti-c-KIT Vorbehandlung, war das Tumorwachstum signifikant verstarkt im
Vergleich zur KON Gruppe. Die zusatzliche Neutralisierung von SDF-1 fuhrt wieder zu einer Aufhebung des
verstarkten Wachstums. Angaben: Mittelwert + SEM; #p<0,05 vs. a-c-KIT/a-SDF-1; *p<0,05 vs. KON; (KON
= weile Kreise, a-c-KIT = graue Dreiecke, a-c-KIT/a-SDF-1 = schwarze Quadrate).

4.2. Tumorangiogenese unter Blockade von c-KIT und SDF-1

Um die Bildung neuer BlutgefaRe zu quantifizieren wurde bei jeder Intravitalmikroskopie
die Tumorflache in funf Felder eingeteilt. Die Anzahl der Felder in denen Neoangiogenese
stattgefunden hatte, wurde dokumentiert. Bei den Kontrolltieren wurden neu gebildete
Gefalle an Tag 5 nach Tumorimplantation in 50 % der untersuchten Felder beobachtet
(siehe Abbildung 14). Bereits an Tag 8, wurde die Angiogenese nahezu in allen Feldern
registriert. Durch Gabe des anti-c-KIT-Antikorpers wurde die Angiogenese im Vergleich
zur KON Gruppe nicht verandert. Die Applikation beider Antikorper, anti-c-KIT und anti-
SDF-1, fUhrte zu einer signifikanten Verzégerung der Angiogenese, die an Tag 8 nur in
50% und an Tag 11 in ca. 70 % der Felder zu beobachten war (p<0.05).
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Abbildung 14: Verzégerte Neoangiogenese nach anti-c-KIT und anti-SDF-1 Applikation

Semiquantitative Analyse des Ausmalles der Angiogenese innerhalb von CT26-GFP Tumoren. Die Tiere
wurden nur mit anti-c-KIT oder zusatzlich auch noch mit anti-SDF-1 behandelt. Tiere, denen Kontroll-IgG
verabreicht wurde, dienten als KON Gruppe. In der KON und der a-c-KIT Gruppe zeigte sich in ca 50% der
untersuchten Felder 5 Tage nach Tumorimplantation eine Sprossung neuer GefalRe. Ab Tag 8 war nahezu
der gesamte Tumor in diesen beiden Gruppen neovaskularisiert. Die Kombination von anti-c-KIT und anti-
SDF-1 in der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe flihrte zu einer signifikanten Verzégerung der Angiogenese. Lediglich
50-70% der untersuchten Felder waren an Tag 8 bis Tag 11 neovaskularisiert. Innerhalb dieser Gruppe
konnte die Angiogenese in allen Feldern erst ab Tag 14 beobachtet werden. Angaben: Mittelwert + SEM,;
*p<0,05 vs. KON; #p<0,05 vs. a-c-KIT; (KON = weille Kreise, a-c-KIT = graue Dreiecke, a-c-KIT/a-SDF-1 =
schwarze Quadrate).

Die Dichte der GefaBe (in [cm/cm?]) wurde in allen untersuchten Feldern, sowohl am
Tumorrand als auch im Tumorzentrum, quantitativ analysiert. Das Gefalinetzwerk der
Tumoren besteht charakteristischer Weise aus irregular geformten und chaotisch
angeordneten Gefalien (Abbildung 15 A-B). Bei der GefalRdichte der Tumoren in der a-c-
KIT Gruppe konnte im Vergleich zur KON Gruppe kein Unterschied beobachtet werden.
Die zusatzliche Applikation von anti-SDF-1 fuhrte ab Tag 8 zu einer signifikanten
Verminderung der GefalRdichte innerhalb des Tumorzentrums im Vergleich zu den
anderen beiden Gruppen (Abbildung 15 D). Die quantitative Untersuchung der
GefalRdichte am Tumorrand zeigte vergleichbare Ergebnisse (Abbildung 15 C). Die
funktionellen GefalRdichten des Tumorrandes und des Tumorzentrums zeigten keinen
signifikanten Unterschied in den jeweiligen Gruppen. Die Gefalddichte am Tumorrand lag
an Tag 14 in der KON Gruppe bei 401,65 + 13,30 cm/cm? im Vergleich zur a-c-KlIT/a-
SDF-1 Gruppe mit 352,88 + 46,33 cm/cm?.
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Abbildung 15: GefaRdichte und GefaBRstruktur im Tumorrand und im Tumorzentrum

Fluoreszenzmikroskopische Bilder zeigen das Netzwerk der chaotisch arrangierten Gefalle im
Tumorzentrum der a-c-KIT Gruppe (Bild A: a-c-KIT, Tag 11) und der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe (Bild B: a-c-
KIT/a-SDF-1, Tag 11) an Tag 11 nach der Tumorzellimplantation. Die quantitative Analyse der funktionellen
GefaRdichte zeigte eine signifikante Inhibierung der Tumor-Neovaskularisierung im Tumorzentrum
(Abbildung D) in der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe, im Vergleich zur KON Gruppe. Die alleinige Behandlung mit
anti-c-KIT-Antikorper fihrte nicht zu einem signifikanten Einfluss auf das Ausmal’ der Neovaskularisierung.
Die quantitative Analyse der funktionellen Gefalddichte am Tumorrand (Abbildung C) zeigte eine signifikante
Inhibierung der Tumor-Neovaskularisierung in der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe, im Vergleich zur KON Gruppe
ab Tag 8. Die alleinige Behandlung mit anti-c-KIT -Antikorper flihrte nicht zu einem signifikanten Einfluss auf
das Ausmald der Neovaskularisierung. Angaben: Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. KON; #p<0,05 vs. a-c-KIT;
(KON = weilRe Kreise, a-c-KIT = graue Dreiecke, a-c-KIT/a-SDF-1 = schwarze Quadrate).

Der Durchmesser der TumormikrogefalRe (in [um]) wurde sowohl am Tumorrand als auch
im Tumorzentrum bestimmt (siehe Abbildung 16). Pro Intravitalmikroskopie und pro Tier
wurden je 40 reprasentative Gefallidurchmesser am Tumorrand und 20 Durchmesser im
Tumorzentrum gemessen. Der Gruppenvergleich zeigte bezuglich des GefalRdurch-
messers am Tumorrand (siehe Abbildung 16 A) allerdings keine signifikanten Unter-
schiede. Der Durchmesser am Tumorrand betrug an Tag 5 in der KON Gruppe 12,42 +
0,53 ym. Wahrend des 14-tagigen Beobachtungszeitraums kam es zu einer leichten
Verbreiterung des Gefalddurchmessers in allen Gruppen bis Tag 11. Die Gefal’durch-
messer zeigten an Tag 14 im Tumorzentrum in der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe mit 12,89 +

0,67 uym eine weniger stark ausgepragte GefalRdilatation als die KON Gruppe mit 16,86 +
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1,10 um (siehe Abbidlung 16 B). Diese Beobachtung war signifikant fur die Gefalle im

Tumorzentrum im Vergleich zur KON und zur a-c-KIT Gruppe.
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Abbildung 16: GefaBdurchmesser am Tumorrand und im Tumorzentrum

Die quantitative Analyse der GefalRdurchmesser zeigte keine signfikanten Unterschiede am Tumorrand
(Abbildung A) der a-c-KIT Gruppe zur KON Gruppe oder zur a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum. Der GefaRdurchmesser im Tumorzentrum (Abbildung B) wies bis Tag 11 nach
Tumorimplantation ebenfalls keine signifikanten Unterschiede auf. Nur an Tag 14 zeigte die a-c-KIT/a-SDF-1
Gruppe einen signifikant geringeren GefalRdurchmesser im Tumorzentrum als die anderen beiden Gruppen.
Angaben: Mittelwert £+ SEM; *p<0,05 vs. KON; #p<0,05 vs. a-c-KIT; (KON = weilde Kreise, a-c-KIT = graue
Dreiecke, a-c-KIT/a-SDF-1 = schwarze Quadrate).

Als Maly fur die Gefalldurchlassigkeit wurde die Bildung petechialer Einblutungen ins
Gewebe und konfluierende Hamatome herangezogen. Eine Blutung im untersuchten
Tumorfeld in der 10x VergroRerung wurde mit dem Wert 1 dokumentiert. Falls keine
Blutung vorhanden war, wurde dies mit dem Wert O definiert. Die Werte der acht Felder
eines Tumors wurden addiert, diese Summe durch acht dividiert. Mikroblutungen konnten
in allen Tumoren nachgewiesen werden (siehe Abbildung 17). Am 5. Tag nach
Tumorimplantation wurden in den untersuchten Feldern am Tumorrand in der KON
Gruppe in ca. 6% Blutungen beobachtet, wohingegen in der a-c-KIT Gruppe bereits in
20% Blutungen vorhanden waren (siehe Abbildung 17 A). Zu diesem Zeitpunkt zeigten
sich in der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe zu 30% Blutungen in den untersuchten Feldern am
Tumorrand. Ab dem 8. Tag waren die Blutungen zu 15-20 % in der KON Gruppe, zu ca.
30% in der a-c-KIT Gruppe und zu 35-40% in der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe am Tumorrand
vorhanden. Bei Vergleich der drei Gruppen konnte auf Grund der hohen

Standardabweichungen keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden.
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Abbildung 17: Analyse petechialer Blutungen am Tumorrand und im Tumorzentrum

Die quantitative Analyse der petechialen Blutungen zeigte sowohl am Tumorrand (Abbildung A) als auch im
Tumorzentrum (Abbildung B) die gleiche Tendenz: Uber den gesamten Untersuchungszeitraum filhrte die
Applikation des c-KIT-Antikdrpers zu einer Zunahme der petechialen Blutungen im Vergleich zur KON
Gruppe. Diese Blutungen wurden durch die zusatzliche Gabe von anti-SDF-1 in der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe
weiter verstarkt. Allerdings konnte keine Signifikanz auf Grund der hohen Standardabweichungen im
Gruppenvergleich erreicht werden. Angaben: Mittelwert + SEM; (KON = weille Kreise, a-c-KIT = graue
Dreiecke, a-c-KIT/a-SDF-1 = schwarze Quadrate).

4.3. Tumorzell-Migration und -Infiltration unter c-KIT und SDF-1 Blockade

Die Migrationsdistanz der Tumorzellen in das gesunde Gewebe wurde vom Tumorrand
aus in pm gemessen. Die Anzahl der migrierten Zellen, die leicht an ihren

pseudopodienartigen Auslaufern erkannt werden konnte, wurde bestimmt.

Beginnend ab dem 5. Tag nach Tumorimplantation konnte in allen Tumoren eine
Migration bis zum Ende des Beobachtungszeitraums festgestellt werden (siehe Abbildung
18). Die Zahl der migrierten Tumorzellen lag zwischen 20 und 25 pro reprasentativem
Untersuchungsfeld wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums (siehe Abbildung 18
B). An Tag 14 nach Tumorimplantation waren in der a-c-KIT Gruppe 24,0 + 1,3 Zellen pro
Untersuchungsfeld migriert, in der KON Gruppe waren es 20,8 + 1,7 Zellen, und in der a-c-
KIT/a-SDF-1 Gruppe waren es zu diesem Zeitpunkt 21,2 + 1,3 Zellen. Der Abstand der
migrierten  Zellen vom  Tumorrand nahm kontinuierich mit dem  Tumor-
wachstum in allen drei Gruppen zu, zeigte aber keine signifikanten Unterschiede im
Gruppenvergleich (siehe Abbildung 18 A). An Tag 5 nach Tumorimplantation hatten die
Tumorzellen in der a-c-KIT Gruppe eine Strecke von 292 + 16 um zuruckgelegt, an Tag 14
bereits 439 + 32 um. In der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe waren es 309 + 51 ym an Tag 5 und
459 + 59 uym an Tag 14. Die Zellen der KON Gruppe migrierten in vergleichbarer Weise
(Tag 5: 276 + 16 ym; Tag 14: 422 + 22 ym).
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Abbildung 18: Migrationsweite und Anzahl der migrierten Tumorzellen

Die Tumorzellen migrierten vom Tumorrand aus kontinuierlich Gber den gesamten Untersuchungszeitraum
(Abbildung A, Migrationsweite). Allerdings konnte im Gruppenvergleich keine Signifkanz zwischen den
Gruppen dargestellt werden. Die Anzahl der migrierten Tumorzellen war am 5. Tag nach
Tumorzellimplantation in allen Gruppen relativ konstant geblieben (ber den gesamten
Untersuchungszeitraum, bei einer Zahl zwischen 20-25 Zellen pro Untersuchungsfeld (Abbildung B).
Angaben: Mittelwert + SEM; (KON = weilde Kreise, a-c-KIT = graue Dreiecke, a-c-KIT/a-SDF-1 = schwarze
Quadrate).

Die muskulare Infiltration wurde an Hand der Hamatoxylin-Eosin gefarbten Tumorschnitte
untersucht. Es zeigte sich ein solides Tumorwachstum in allen Gruppen. Die Zeichen
eines malignen Tumorwachstums, wie die Invasion der Tumorzellen in gesundes
Nachbargewebe konnte in jeder Gruppe nachgewiesen werden. Die quantitative Analyse
der Tumorzell-Invasion zeigte keine signifikant vergroferte Tumorzellinfiltration bis in die
Muskelschicht in der a-c-KIT Gruppe mit 70,72 £ 5,10% im Vergleich zur KON Gruppe mit
69,14 £ 8,02% (p<0,05). Im Gegensatz dazu zeigten die Tumoren der Tiere, die zusatzlich
mit anti-SDF-1 behandelt wurden, mit 17,50 £ 5,95% eine signifikante Reduktion der
muskularen Infiltration im Vergleich zur a-c-KIT Gruppe (siehe Abbildung 19 A, B, E).

4.4. Tumorzellproliferation und -apoptose unter c-KIT und SDF-1 Blockade

Der Anteil der PCNA-positiven Zellen wurde prozentual zur Gesamtzellzahl bestimmt. Die
Ergebnisse zeigen, dass die a-c-KIT Gruppe mit 60,8 + 0,8% (p<0,001) eine signifikant
héhere Proliferationsrate aufwies als die a-KON Gruppe mit 46,9 + 3,1 % (siehe Abbildung
19 C, F). Die zusatzliche Gabe von anti-SDF-1 in der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe fuhrte mit
35,4 + 1,9% zu signifikant weniger PCNA-positiven Zellen als in der KON und in der a-c-
KIT Gruppe (siehe Abbildung 19 D, F).
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Abbildung 19: Tumorinfiltration in die Muskulatur in der Hamatoxylin-Eosin-Farbung und die
Proliferationsrate der Tumorzellen dargestellt durch eine PCNA-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung der CT26-GFP Tumorzellen zeigte ein solides Tumorwachstum
14 Tage nach Tumorzellimplantation in der Rickenhautkammer. Die Abbildungen zeigen einen Durchbruch
des Tumors in die darunterliegende Muskulatur nach Behandlung mit anti-c-KIT-Antikérper in der a-c-KIT
Gruppe (Bild A: a-c-KIT) und keine Infiltration der Muskelschicht bei zusatzlicher Gabe von anti-SDF-1 in der
a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe (Bild B: a-c-KIT/a-SDF-1). Die quantitative Analyse der Tumorzellinvasion in die
Muskelschicht ist prozentual auf die Gesamtlange des Tumors angegeben (Abbildung E). Die Tiere der a-c-
KIT Gruppe zeigten keine signifikant verstarkte Infiltration der Muskelschicht im Vergleich zur KON Gruppe.
In der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe hingegen kam es zu einer deutlichen Reduktion der muskularen Infiltration.

Die PCNA-Farbung zeigt die proliferierenden Tumorzellen am 14. Tag nach Tumorimplantation in die
Ruckenhautkammer. Die Tiere, die mit anti-c-KIT behandelt wurden (Bild C: a-c-KIT) zeigten eine starkere
Anfarbung als die Tiere die sowohl mit anti-c-KIT als auch mit anti-SDF-1 (Bild D: a-c-KIT/a-SDF-1)
behandelt wurden. Die quantitative Analyse zeigte, dass die Vorbehandlung mit anti-c-KIT Antikorper die
Prolifieration der Tumorzellen signifikant im Vergleich zur KON Gruppe verstarkt (Abbildung F). Die
zusatzliche Gabe des anti-SDF-1 Antikdrpers flhrt zu einer deutlichen Verminderung der Proliferation im
Vergleich zur KON Gruppe und auch im Vergleich zur a-c-KIT Gruppe. Angaben: Mittelwert + SEM; *p<0,05
vs. KON; #p<0,05 vs. a-c-KIT.
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Die Caspase-3-Farbung markiert Zellen in Apoptose. Der Anteil der apoptotischen Zellen
wurde prozentual zur Gesamtzellzahl angegeben (siehe Abbildung 20). 14 Tage nach
Tumorzellimplantation war lediglich ein kleiner Anteil der gesamten Tumorzellen in den
Untersuchungsfeldern Caspase-3 positiv. Von der Gesamtzahl der Tumorzellen, die sich
auf 351,3 £ 5,2 Tumorzellen pro Untersuchungfeld belief, waren in der KON Gruppe nur
0,73 £ 0,13 Caspase-3 positiv. In der a-c-KIT Gruppe reduzierte sich die Anzahl der
apoptotischen Zellen. Bei der zusatzlichen Gabe von anti-SDF-1 kam es zu einer weiteren
Absenkung der Caspase-3-positiven Zellen auf pro Beobachtungsfeld in der a-c-KlIT/a-
SDF-1 Gruppe (p<0,05).
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Abbildung 20: Apoptoserate der Tumorzellen dargestellt durch eine Caspase-3-Farbung

Die quantitative Analyse zeigt den prozentualen Anteil der Tumorzellen die an Tag 14 durch den Marker
Caspase-3 angefarbt wurden und sich damit in Apoptose befinden. Die anti-c-KIT Antikérper Gabe fiihrte zu
einer Reduktion der apoptotischen Zellen, die allerdings nicht signifikant war. Die zusatzliche Gabe von anti-
SDF-1 zu anti-c-KIT in der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe flihrte zu einer weiteren Reduktion der Apoptoserate.
Diese war im Vergleich zur KON Gruppe signifikant. Angaben: Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. KON.

4.5. Western Blot Analyse

Am 5. Tag nach der Tumorimplantation, zeigten die Tumore der a-c-KIT Gruppe einen
signifikanten Anstieg der VEGF Expression im Vergleich zur KON Gruppe (p<0,05
Abbildung 21 A). Die zusatzliche Gabe von anti-SDF-1 in der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe
ergab ebenfalls eine vermehrte VEGF Expression, die signifikant im Vergleich zur KON
Gruppe war. Auch die CXCR4 Expression war am 5. Tag in der a-c-KIT Gruppe mit 4,70 +
0,19 OD/mm? signifikant hoher als in der KON Gruppe mit 2,74 + 0,17 OD/mm? (p<0,05
Abbildung 21 B). Die zusatzliche Blockade von SDF-1 fuhrte nicht zu einer weiteren

Verstarkung der CXCR4 Expression.
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Abbildung 21: Western Blot der VEGF und CXCR4 Expression in CT26-GFP Tumoren, fiinf Tage nach
Tumorzell-implantation

Die quantitative Analyse der VEGF Expression (Bild A) zeigt, dass die VEGF Expression nach anti-c-KIT
Vorbehandlung signifikant hoher ist, als in den Tieren der KON Gruppe. Eine zusatzliche Neutralisierung von
SDF-1 in der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe hatte keinen weiteren signifikanten Effekt auf die bereits erhdhte
VEGF Expression. Die quantitative Analyse der CXCR4 Expression (Bild B) zeigt, dass CXCR4 nach anti-c-
KIT Vorbehandlung signifikant hdher exprimiert war, als in der KON Gruppe. Eine zusatzliche Blockade von
SDF-1 in der a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe hatte keinen signifikanten Effekt auf die bereits erhohte CXCR4
Expression. Angaben: Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. KON.

4.6. Tumorwachstum nach Leberresektion unter Blockade von ¢c-KIT und SDF-1

Die Tumorzellen der CT26-GFP Zellreihe wuchsen in der Rickenhautkammer zu 100%
an. Bei allen Tieren konnte Uber den Untersuchungszeitraum eine konstante Zunahme der
TumorgrofRRe beobachtet werden. Die GrofRe der Tumoren wurde an den Tagen O, 5, 8, 11
und 14 bestimmt. Aus diesen Werten errechnete sich das Tumorwachstum als Differenz
aus der Tumorflache (siehe Abbildung 22) zu derjenigen an Tag 0 (in [mm?]). Die PHX/a-c-
KIT Gruppe wies nach anti-c-KIT Applikation das starkste Tumorwachstum auf. Die PHX
Gruppe zeigte eine GroRenzunahme von 2,76 + 0,19 mm?, die PHX/a-c-KIT Gruppe eine
GroRenzunahme von 3,63 + 0,33 mm?. Die PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe lag am Ende
des Untersuchungszeitraumes auf etwa vergleichbarem Niveau wie die PHX Gruppe mit

2,76 £ 0,179 mm? . Der Vergleich der Gruppen zeigte keinen signifikanten Unterschied.
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Abbildung 22: Tumorwachstum der Tumoren nach 70%-iger Leberresektion

Das Tumorwachstum der leberresezierten Tiere nach anti-c-KIT Applikation war ab dem 8. Tag nach
Tumorimplantation gesteigert im Vergleich zur PHX Gruppe. Die PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe zeigte am
8. Tag ebenfalls ein gesteigertes Tumorwachstum, ab dem 11. Tag lag das Wachstum aber auf dem Niveau
der KON Gruppe. Angaben: Mittelwert + SEM; (PHX = weille Kreise, PHX/a-c-KIT = graue Dreiecke, PHX/a-
c-KIT/a-SDF-1 = schwarze Quadrate).

4.7. Tumorangiogenese nach Leberresektion unter Blockade von c-KIT und SDF-1

Die Gabe des anti-c-KIT Antikdrpers flhrte zu keiner Veranderung der Neoangiogenese
im Vergleich zur PHX Gruppe (siehe Abbildung 23). Die zusatzliche Gabe von anti-SDF-1
hingegen senkte die Neoangiogenese von Tag 5 bis Tag 11 nach Tumorimplantation. Im
Vergleich der Gruppen zeigte sich kein signifikanter Unterschied. An Tag 5 nach
Tumorimplantation konnte in der PHX/a-c-KIT Gruppe in 5,3 + 0,8 der insgesamt acht
Felder Neoangiogenese nachgewiesen werden. Das sind 65,6% der Gesamttumorflache.
Zu diesem Zeitpunkt wurde Angiogenese in der PHX Gruppe in 54 = 0,8 Felder
beobachtet, was 67,2% der Tumorflache entspricht. In der PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe
zeigte sich eine weniger stark ausgepragte Neovaskularisierung mit 29 + 0,7

neovaskularisierten Feldern, was 35,9% der Gesamttumorflache ausmacht.

Die Gabe von anti-c-KIT und anti-SDF-1 fuhrte allerdings zu einer signifikanten Reduktion
der Gefaldichte im Tumorzentrum und am Tumorrand ab Tag 5 nach Tumorimplantation
im Vergleich zur PHX Gruppe (siehe Abbildung 24, Tabelle 2). Die alleinige Gabe von anti-
c-KIT fuhrte im Vergleich zur kombinierten Gabe beider Antikérper in der PHX/a-c-KlIT/a-
SDF-1 Gruppe zu einer verstarkten GefalRdichte am Tumorrand und im Tumorzentrum.
Der durchschnittliche Durchmesser der GefaRe am Tumorrand als auch im Tumorzentrum

ergab keine aussagekraftigen Unterschiede im Gruppenvergleich (siehe Tabelle 2).
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Die Auswertung petechialer Blutungen ergab bei den leberresezierten Tieren im Vergleich
der Gruppen auf Grund der groflen Standardabweichungen keinen signifikanten
Unterschied (siehe Abbildung 25).

Neoangiogenese (Felder [n])

do d5 d8 d11 d14

Abbildung 23: Neoangiogeneserate der leberresezierten Tiere

Die Neoangiogenese zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen der PHX Gruppe und der PHX/a-c-
KIT Gruppe. Die zusatzliche Gabe von anti-SDF-1 filhrte zu einer nicht signifikanten Reduktion der
Angiogenese zwischen dem 5. und 11. Tag nach Tumorimplantation im Vergleich zur PHX Gruppe.

Angaben: Mittelwert + SEM; (PHX Gruppe= weille Kreise, PHX/a-c-KIT Gruppe= graue Dreiecke, PHX/a-c-
KIT/a-SDF-1 Gruppe = schwarze Quadrate).
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Abbildung 24: GefaRdichte am Tumorrand und Tumorzentrum der leberresezierten Tiere

Die Gefaldichte konnte durch die Gabe von anti-c-KIT ab dem 5. Tag nach Tumorimplantation im Vergleich
zur PHX Gruppe gesenkt werden. Dieser Effekt war nicht signifikant. Die zusatzliche Gabe von anti-SDF-1
in der PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe verstarkte die Absenkung der Gefaldichte im Vergleich zur PHX
Gruppe ab Tag 5 signifikant. Angaben: Mittelwert + SEM; *p<0,05 vs. PHX; #p<0,05 PHX/a-c-KIT; (PHX =
weile Kreise, PHX/a-c-KIT = graue Dreiecke, PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 = schwarze Quadrate).
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Abbildung 25: Petechiale Blutungen bei den leberresezierten Tieren

Vor allem am Tumorrand (Abbildung A) ist zu erkennen, dass es im Vergleich zur PHX Gruppe in der
PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe zu einer Zunahme der petechialen Blutungen kam. Es konnten auf Grund der
hohen Standardabweichungen allerdings keine signfikanten Ergebnisse erzielt werden auch nicht im
Vergleich mit der PHX/a-c-KIT Gruppe oder bei Auswertung der petechialen Blutungen im Tumorzentrum
(Abbildung B). Angaben: Mittelwert + SEM; (PHX = weile Kreise, PHX/a-c-KIT = graue Dreiecke, PHX/a-c-
KIT/a-SDF-1 = schwarze Quadrate).

Tabelle 2: GefaRdurchmesser am Tumorrand und Tumorzentrum der leberresezierten Tiere
Die Angaben der GefalRdurchmesser sind in ym. Angaben: Mittelwerte £ SEM,; #5<0.05 vs. PHX/a-c-KIT.

'GefaBRdurchmesser Turmorrand

Zeitpunkt PHX PHX/a-c-KIT PHX/a-c-KIT/a-SDF-1
d5 12,69 £ 0,17 14,63 £ 1,48 12,00 + 0,17%

ds 14,39 £ 0,47 14,30 £ 1,46 13,77 £ 0,49

d11 14,32 £ 1,03 16,41 £ 0,80 15,59 + 0,92

d14 14,24 + 0,84 15,33+ 1,10 13,31+ 0,7
GefaBdurchmesser Tumorzentrum

Zeitpunkt PHX PHX/a-c-KIT PHX/a-c-KIT/a-SDF-1
d5 13,01 £ 0,29 15,73 £ 2,76 12,40 £ 0,84

ds 14,10 £ 0,71 14,01 £ 0,96 12,62 £ 0,39

d11 15,54 + 1,34 16,87 + 1,16 13,49 + 0,46

d14 14,77 £ 0,85 19,60 + 2,44 13,69 £ 0,78

4.8. Tumorzellmigration und - infiltration nach Leberresektion unter Blockade von c-
KIT und SDF-1

Um die Migration der Tumorzellen zu quantifizieren wurde die Migrationsdistanz und die

Anzahl der migrierten Tumorzellen erfasst (siehe Abbildung 26). Ein Gruppenvergleich
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erzielte keine signifikanten Unterschiede im Bezug auf die Migrationsweite und die Anzahl
der migrierten Zellen. Der Abstand der migrierten Zellen nahm im Verlauf des
Untersuchungszeitraumes in allen Gruppen konstant zu. An Tag 5 waren die Zellen in der
PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe 328,8 + 29,5 um migriert, in der PHX/a-c-KIT Gruppe 296,2
t 7,2 ym (vs. PHX Gruppe mit 290,5 + 16,5 um). Die Anzahl der migrierten Zellen
veranderte sich nach Tag 5 nicht mehr signifikant. In der PHX/a-c-KIT Gruppe waren an
Tag 5 21,9 £ 0,9 Zellen pro Beobachtungseinheit migriert, in der PHX Gruppe 18,2 + 2,2
Zellen. In der PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe waren es zu dem Zeitpunkt 19,9 + 1,1

migrierte Zellen.

Die Analyse der Tumorinfiltration zeigte, dass in der PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe die
Infiltration mit 19,7 £ 5,6 % von der Gesamttumorflache signifikant niedriger war als in der
PHX Gruppe mit 73,3 £ 3,5% und in der PHX/a-c-KIT Gruppe mit 59,9 + 4,1 %. Ein
Vergleich zwischen der PHX/a-c-KIT Gruppe und der PHX Gruppe fuhrte nicht zu einem
signifikanten Unterschied.
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Abbildung 26: Migrationsweite und Anzahl der migrierten Tumorzellen der leberresezierten Tiere

Der Vergleich der Migrationsdistanz (Abbildung A) und der Anzahl der migrierten Zellen (Abbildung B) ergab
keine signifikanten Unterschiede im Gruppenvergleich. Nach Behandlung mit dem anti-c-KIT-Antikérper
konnten in der PHX/a-c-KIT Gruppe etwas mehr migrierte Zellen nachgewiesen werden als in der PHX
Gruppe. Die zusatzliche Gabe von anti-SDF-1 fuhrte zu keinem veranderten Effekt auf die Migration.
Angaben: Mittelwert £+ SEM; (PHX = weilRe Kreise, PHX/a-c-KIT = graue Dreiecke, PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 =
schwarze Vierecke).
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4.9. Tumorzellproliferation und -apoptose nach Leberresektion unter Blockade von
c-KIT und SDF-1

Die Proliferation der Tumorzellen wurde durch die alleinige Gabe von anti-c-KIT-Antikdrper
im Vergleich zur PHX Gruppe nicht signifikant beeinflusst. (PHX/a-c-KIT Gruppe 76,7 + 1,6
% vs. PHX Gruppe 82,3 = 2,3 %). In der PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe lag die

Proliferationsrate mit 40,0 £ 3,3% signifikant niedriger als in den beiden anderen Gruppen.

Der prozentuale Anteil der apoptotischen Tumorzellen reduzierte sich nach anti-c-KIT
Applikation im Vergleich zur PHX Gruppe nicht signifikant (PHX/a-c-KIT Gruppe 12,1
4,5% vs. PHX Gruppe 17,4 £ 3,6%). Die zusatzliche Gabe von anti-SDF-1 fihrte in der
PHX/a-c-KIT/a-SDF-1 Gruppe mit 6,6 £ 3,2 % zu einer signifikanten Verminderung der
apoptotischen Zellen gegentber der PHX Gruppe.
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5. Diskussion

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass eine Knochenmarkdepression durch eine c-
KIT-Rezeptor Blockade zu einem signifikant gesteigerten Wachstum kolorektaler Tumore
fuhrt. Diese Verstarkung des Tumorwachstums beruhte auf einer signifikanten
Verringerung der Apoptoserate (siehe Abbildung 20) und einer signifikanten Steigerung
der Tumorzellproliferation (siehe Abbildung 19F) unter Knochenmarkdepression. Dabei
wurde die Tumorneovaskularisierung und die Migration von Tumorzellen nicht
entscheidend beeinflusst. Interessanterweise verminderte die zusatzliche Gabe von anti-
SDF-1 das durch die c-KIT-Blockade gesteigerte Tumorwachstum auf das Niveau der
KON Gruppe.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass das verstarkte Tumorwachstum, das unter
Knochenmarkdepression durch anti-c-KIT induziert wurde, abhangig vom SDF-1/CXCR4

Signalweg ist.

5.1. Das transparente Riickenhautkammer-Modell

Die Versuche wurden mit der transparenten Ruckenhautkammer durchgefuhrt. Es gibt nur
sehr wenige Modelle, die die Untersuchung der Angiogenese und Revaskularisierung im
dynamischen Verlauf erlauben. Aul3er dem Modell der transparenten Rickenhautkammer
existiert noch das Ohr der haarlosen Maus, mit dem eine intravitalmikroskopische
Untersuchung der GefalRe maoglich ist [11]. Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie war die
grundlegende Technik zur Untersuchung der Neovaskularisierung Uber einen langeren
Zeitraum an ein und dem selben Tier, so dass dynamische Verlaufe quantifiziert werden
konnten. Zur Intravitalmikroskopie mufiten beim Ruckenhautkammermodell die Tiere
jedoch narkotisiert werden, was Einfluss auf die mikrohdmodynamischen Parameter, wie
GefalRdurchmesser und Erythrozyten-FlieRgeschwindigkeit nehmen kdnnte [29; 74; 100].
Eine Narkose ist hingegen bei dem Modell ,Ohr der haarlosen Maus“ nicht nétig. Das
Modell ermdglicht zusatzlich einen wesentlich einfacheren Zugangsweg ohne

chirurgisches Trauma oder Operation.

Zur Untersuchung der Neovaskularisierung von Tumorzellen ist aber nur das
Mirkozirkulationsmodell der Riuckenhautkammer geeignet. Es ist ein standardisiertes
Verfahren, das eine kontinuierliche und regelmalige Quantifizierung der

Neovaskularisierung ermoglicht [97; 92; 96]. Das Modell ist etabliert fur die Verwendung
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mit Ratten [116], Hamstern [43, 88], Nackt- und SCID-Mausen (Severe Combined
Immunodeficiency) [92], sowie immunkompetenten Mausen [93]. Die Ruckenhautkammer
hat sich bereits zur Untersuchung der Angiogenese und der Neovaskularisierung in
verschiedenen Geweben bewahrt. Es wurden synthetische und biologische
Implantationsmaterialien in die Riuckenhautkammer implantiert [95; 98], zum Beispiel
Langerhans-Zellen [99], Milzgewebe [50], Ovarialfollikeln [144], Endometriumgewebe [89],
Tumoren [44], malignen Gliomen [142], Kolonkarzinomen [82; 93; 126] . Bei einem
langeren Untersuchungszeitraum (von > 3-4 Wochen) kommt es allerdings zur Er-
schlaffung und Verzerrung der aufgespannten Ruckenhaut in der Kammer [53]. Um dies
zu vermeiden, lag in dieser Arbeit die Implantationszeit der Rickenhautkammer bei 16

Tagen.

Es ist ein bekanntes Phanomen, dass das Einwachsen von kunstlich induzierten Tumoren
von der verwendeten Zelllinie abhangt und in direkter Korrelation zur Anzahl der
implantierten Tumorzellen steht [48]. In den Versuchen wurden ausschlieldlich CT26-GFP
Zellen implantiert, die bei Balb/c-Mausen sehr gute Ergebnisse zeigten. In anderen
Studien wurden CT26-GFP Zellen in einem Volumen von 1 x 10* bis 1 x 10° implantiert,
ohne zu Uberprufen ob mit diesem Volumen ein standardisiertes Tumorwachstum erreicht
wurde [135; 62; 138; 145;]. In dieser Arbeit konnte mit 1 x 10° Zellen ein isoliertes,

standardisiertes Tumorwachstum erzielt werden.

Die Losung, in der die Tumorzellen suspendiert wurden, ist ein weiterer wichtiger Faktor
des Tumorwachstums. Einige Autoren anderer Studien geben keine genaueren
Informationen, welche FlUssigkeit fur die Zellsuspension der implantierten Zellen
verwendet wurde [70; 138; 145]. In den meisten Studien wurde jedoch Hank's balanced
salt solution (HBSS) [62; 135] oder Phosphate buffered saline solution (PBS) [108]
verwendet, nur wenige injizierten suspendierte Zellen in Zellmedien [25]. In einer Studie
von KOLLMAR et al., konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen in einer neutralen
Suspension, wie PBS geldst werden sollten. Die Verwendung von Zellkulturmedien
maskieren die normalen Charakteristiken des Tumorwachstums, indem bereits sieben
Tage nach Tumorimplantation exzessive Tumormassen entstehen [84]. Aus diesen

Grinden wurden in der vorliegenden Studie die Tumorzellen in PBS gelost.

Die Ubertragbarkeit von experimentellen Tumormodellen am Tier auf die Situation im
menschlichen Patienten wird kritisch diskutiert. Die CT26.WT Tumorzelllinie ist eine haufig

benutze Zelllinie und ist als Modell fir das kolorektale Karzinom etabliert [27; 70; 138;
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145], da sie ein zum Menschen vergleichbares Tumorwachstum mit Metastasierung
verursacht. Einige Studien berichten Uber die Mechanismen der Tumor-Stroma
Interaktionen [87], der Zell-Extrazellularmatrix Adhasion [91], der Fibronectin-a4, a5, av
und der B1-Integrin Anlagerung [55] an CT-26.WT Tumorzellen. Dartber hinaus existieren
Studien, die die Immunantwort einschlieRlich der Lymphozyteninfiltration und CD8+ Aktion
analysierten und weitere Ansatze einer anti-tumorésen Immuntherapie an der CT-26.WT
Zelllinie erarbeiteten [4; 24; 27; 70; 73; 120; 128; 145]. Da diese Zelllinie so ausgiebig
untersucht und analysiert wurde und es ein adaquates Modell ist, das dem kolorektalen
Karzinom des Menschen sehr ahnlich ist, wurde in der vorliegenden Studie die CT-26-

Zelllinie verwendet.

5.2. Chemokine und die Wirkung von SDF-1 auf Tumorzellen

Chemokine spielen eine wesentliche Rolle beim Homing von hamatopoetischen Zellen an
spezifische Organe [9] und neoplastischen Zellen [19]. Viele Chemokine binden an
mehrere verschiedene Rezeptoren. Ebenso kdonnen an einen Chemokinrezeptor eine
Vielzahl unterschiedlicher Chemokine binden [9]. SDF-1, in friherer Nomenklatur auch
CXCL12 genannt, ist jedoch der einzige Ligand des Rezeptors CXCR4 [9; 103]. Im
Gegensatz dazu bindet SDF-1 neben dem Rezeptor CXCR4 auch noch an den Rezeptor
CXCR?7 [20]. SDF-1 verursacht eine Aktivierung der Kalziummobilisierung, die Uber den
Rezeptor CXCR4 vermittelt wird. Darlberhinaus fuhrt die Bindung von SDF-1 zu einer
Aktivierung mehrerer mitogen-aktivierter Proteinkinase-Signalwege, beispielsweise der
extrazellulare signalregulierte Kinase (ERK-1/2), der Phosphatidylinositol 3-kinase (Pl 3-
kinase) und der Proteinkinase B (Akt) Signalwege. Diese Kinasen sind an, der
Zellmigration, der Proliferation, der Differenzierung und dem Zelliberleben beteiligt [137].
Es wird vermutet, dass CXCR4 die Fahigkeit hat, zwischen Tumorzellen und
Endothelzellen durch Aktivierung von Zellbewegung, Integrinfunktion und transendo-
thelialer Migration zu interagieren [32; 45]. An Hand einer nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomzelllinie konnten PHILLIPS et al. in vitro eine direkte Bewegung von
Tumorzellen als Reaktion auf einen chemotaktischen Gradienten von CXCL12-CXCR4
zeigen, die bei einer Konzentration von 10 ng/ml SDF-1 die héchste Anzahl von migrierten
Zellen erreichte [118]. In Ubereinstimmung mit anderen Studien konnten KOLLMAR et al.
mit in vitro Assays eine dosisabhangige Zunahme der Tumorzellmigration als Antwort auf
SDF-1 zeigen [17; 82; 107; 112]. In einigen Studien konnte nachgewiesen werden, dass

eine Uberexpression von CXCR4 auf Tumorzellen mit einem verstarkten Tumorwachstum

42



assoziiert war. Uberdies wies der Tumor ein wesentlich aggressiveres Wachstumsmuster
auf [32; 112; 113; 150]. Dartber hinaus konnte belegt werden, dass eine Blockade von
CXCR4 ein Tumorwachstum in vivo supprimiert [59; 149]. CXCR4 spielt also eine
wesentliche Rolle beim Prozess des Tumorwachstums und der Metastasierung, wobei die
genauen Ablaufe bis jetzt unklar sind. ORIMO et al. konnten in ihrer Studie eine
Inhibierung des Brustkrebswachstums in vivo durch die gezielte Blockade von SDF-1
zeigen [110]. Im Gegensatz dazu fiuhrte die Neutralisation von SDF-1 des nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinoms bei PHILLIPS et al. in vivo nicht zu einer Reduktion der

TumorgrofRe [118].

Die genauen Mechanismen, wie SDF-1 das Wachstum und die Etablierung von
Tumorzellen und Metastasen beeinflusst ist nach wie vor nicht vollstandig geklart. Es ist
bekannt, dass SDF-1 sowohl die Zellproliferation als auch die Zellapoptose beeinflusst.
TILTON et al. konnten =zeigen, dass SDF-1 die nukledre Translokation des
Transkriptionsaktivators ERK-2 und der AKT Kinase stimuliert [137]. Des weiteren konnte
nachgewiesen werden, dass SDF-1 mitogen Proteinkinasen,wie AKT aktiviert, ohne die
Fas-Ligand induzierte Apoptose zu beeinflussen [17]. Der SDF-1/CXCR4 Signalweg greift
so in das Wachstum von invasiven und mikrometastatischen Tumoren ein [149]. Dies
geschieht durch die Modulation der anti-apoptotischen AKT Kinase [10] und der Lipid-
Kinase PI-3 K [90]. Einige Studien kommen zu der Schlussfolgerung, dass die Pl 3-
Kinase-abhangige Aktivierung von AKT Kinase die Apoptose von Tumorzellen inhibiert
und das Uberleben der Zellen fordert [21; 33; 85]. Dartiber hinaus fiihrt die Aktivierung von
ERK-1/2 und AKT zu einer verstarkten Tumorzellproliferation und zu einer Modulation des
anti-apoptotischen Signalweges [12; 33]. KOLLMAR et al. konnten in vivo zeigen, dass
SDF-1 die Tumorzellproliferation stimuliert und den Zelltod durch Apoptose inhibiert [82].
Dieser Vorgang scheint die Ursache fur die beobachtete chemokinabhangige Stimulation

des Tumorwachstums zu sein.

Neoangiogenese in Tumoren entsteht durch das Ungleichgewicht zwischen der
Uberexpression pro-angiogener Faktoren und der Inhibierung anti-angiogener Faktoren.
Chemokine  bestehen aus vier konservierenden Cysteinmotiven in  der
Aminosauresequenz, die essentielle Disulfidbriicken zwischen den Cysteinen bilden [28].
Die Gruppe der CXC Chemokine koénnen je nach An- bzw. Abwesenheit des
Tripeptidmotives Glutamat-Leucin-Arginin (ELR) N-terminal des ersten Cystein in ELR™ -
oder ELR* - Chemokine eingeteilt werden [134]. ELR" - Chemokine einschliel3lich CXCL
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1-3 und CXCL 5-8 (z.B. MIP-2 und IL-8) sind potente Aktivatoren der Neoangiogenese
[134]. CXC Chemokine mit einem ELR - Motiv, wie z.B. CXCL4 sind hingegen
wirkungsvolle Inhibitoren der Angiogenese. SDF-1 gehort zwar nicht zur Gruppe der ERL*
- CXC Chemokine, ist aber trotzdem in die Modulation der Angiogenese durch Bindung an
seinen Rezeptor CXCR4 involviert [8; 129]. Der SDF-1/CXCR4 Signalweg ist ein
essentieller Bestandteil beim Prozess der Neoangiogenese, da Versuchstiere mit
defektem CXCR4 oder fehlerhaftem SDF-1 auf Grund groRer Defekte im vaskularen

System bereits perinatal versterben [136].

DARASH-YAHANA et al. demonstrierten an Hand des Prostata Karzinoms, dass eine
Uberexpression von CXCR4 im Tumor zu einer vergroRerten Anzahl an Blutzellen im
Tumor fuhrt [32]. Dies wurde auf eine verstarkte Sekretion von VEGF auf Grund der
Uberexpression von CXCR4 zurtickgeflhrt. Diese Ergebnisse werden durch die Tatsache
bestatigt werden, dass eine Neutralisation von CXCR4 die Neubildung von Gefallen
erfolgreich inhibiert [32; 59]. Es existieren weitere in vitro Studien, die eine CXCR4
provozierte Tumorzellmigration in Richtung SDF-1 belegen, welche von einer autokrinen
VEGF-Expression abhangig ist [8]. Interessanterweise scheint SDF-1 selbst die VEGF
Expression zu beeinflussen [17]. BRAND et al. zeigten unter Verwendung der Zelllinie
HT-29 des kolorektalen Karzinoms eine achtfache Hochregulation der mRNA Expression
von VEGF durch SDF-1. Zuséatzlich nimmt der VEGF Proteinlevel um das 5,8-fache zu.
Diese Ergebnisse wurden von YANG et al. in einer Studie mit einer Glioblastomzelllinie
bestatigt [147]. In vitro konnte die Korrelation der Expression von CXCR4 mit einem
malignen Phanotyp des Tumors und der Stimulation der VEGF-Produktion nachgewiesen
werden [86]. Auf Grund dieser Ergebnisse wurde ein synergistischer Effekt von VEGF und
SDF-1 auf die Tumorangiogenese vermutet. Durch die Hochregulation von CXCR4 auf
Endothelzellen wirkt VEGF synergistisch auf die SDF-1 vermittelte Migration und
Expansion der Endothelzellen. In vitro demonstrierten Carr et al. eine verstarkte
Sprossung von Gefalken durch exogenes SDF-1, selbst wenn keine zirkulierenden,
endothelialen Progenitorzellen im System vorhanden waren [23]. Parallel zu diesen
Ergebnissen beobachteten ORIMO et al., dass Karzinom-assoziierte Fibroblasten, die eine
grole Menge von SDF-1 in ihrem Sekret ausscheiden, die Angiogenese durch
Rekrutierung endothelialer Vorlauferzellen férdern [110]. Eine weitere Studie von
KOLLMAR et al. zeigte eine Beschleunigung, nicht aber eine Verstarkung der

Neoangiogenese durch SDF-1-Applikation [82]. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen
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steht eine Arbeit von PHILLIPS et al., welche keine Beeinflussung des Prozesses der
Tumorvaskularisierung durch eine SDF-1 Blockade aufzeigt [118]. In der vorliegenden
Arbeit wurde durch eine Blockade von SDF-1 und einer zusatzlichen Gabe des c-KIT-
Antikorpers die Bildung von Blutgefalen signifikant im Vergleich zur KON Gruppe
verlangsamt. Bezogen auf die Wirkung von SDF-1 lassen sich die Ergebnisse dieser
Studie mit den Versuchen von KOLLMAR et al. [82] in Einklang bringen.

5.3. Einfluss von EPCs und HCs auf die Angiogenese

Die vom Knochenmark abstammenden hamatopoetischen Stammzellen bilden
physiologische und pathologische Blutgefali-Formationen. Wahrend des Tumorwachstums
fuhrt die Freisetzung von Zytokinen und Chemokinen zu einer Rekrutierung von EPCs und
HCs, die ihrerseits in der Fruhphase der Gefalbildung unter anderem durch Stabilisierung
von Gefalten beteiligt sind. Dies wird als Vaskulogenese bezeichnet [6; 34; 94]. Obwohl
bekannt ist, dass endotheliale Zellen den c-KIT-Rezeptor, eine Rezeptor Tyrosinkinase flr
den Stammzellfaktor, exprimieren, ist die Rolle des SCF/c-KIT Signalweges bezlglich der
Angiogenese im Tumor und der Interaktion mit SDF-1 bis jetzt ungeklart [77; 7]. Reife
Endothelzellen produzieren auf gewisse Reize, z.B. Hypoxie zahlreiche Chemokine,
Zytokine, Matrix-Metalloproteasen und c-KIT und beschleunigen dadurch die Angiogenese
[31; 121]. Viele Studien weisen darauf hin, dass die vom Knochenmark abstammenden
EPCs an der Gefalineubildung im Tumor beteiligt sind [94; 105]. Zusatzlich zu diesem
proangiogenen Effekt, haben HCs die Fahigkeit, Tumorwachstum zu inhibieren (TU-
assoziierte Makrophagen inaktivieren neoplastische Zellen direkt [31]), zum Beispiel durch
Produktion von Inhibitoren der Angiogenese wie Thrombospondin-1 [39]. Da die HCs
bezlglich des Tumorwachstums zwei verschiedene Funktionen uUbernehmen, war es
unklar, ob eine Suppression der Migration der hamatopoetischen Zellen und der
epithelialen Zellen das Tumorwachstum inhibieren. Es konnte gezeigt werden, dass eine
verminderte Rekrutierung von Knochenmarkszellen die Tumorangiogenese in 1d1*/1d3/
mutierten Mausen blockiert. In einer Studie von OKAMATO et al., konnte gezeigt werden,
dass eine Knochenmarkdepression durch Blockade des c-KIT-Rezeptors eine
Leukozytopenie verursacht und damit die Angiogenese in Colon26 Tumoren inhibiert
[108]. Zusatzlich indizieren die HCs die Vaskulogenese, indem sie auf einem parakrinen
Signalweg die Freisetzung angiogener Faktoren verstarken und dadurch die Rekrutierung

und die Einwanderung der EPCs in das neue Gefal} fordern [58].
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Eine Studie von LYDEN et al. zeigt, dass in der fruhen Phase des Tumorwachstums,
abhangig vom Tumortyp, 50-90% der neuen Gefale in dem Tumorgewebe aus dem
Knochenmark abstammen [94]. Aktuelle Studien allerdings stellen diese These der
Vaskulogenese auf dem Boden knochenmarksabstammender Zellen in Frage und
postulieren, dass die Sprossung der Gefalde einen wesentlicheren Faktor an der
Blutgefallentstehung im Tumor hat [36; 57]. In einem Modell der syngenen
Knochenmarkstransplantation zeigte SHINDE PATIL et al., dass GFP-exprimierende c-KIT
+ Progenitorzellen, die vom Knochenmark abstammen von subkutan implantierten Lewis
Lungenkarzinomen rekrutiert werden, aber nicht direkt an der Mikrogefalstruktur
teilhaben. Daraus wurde gefolgert, dass selbst wenn die zirkulierenden HCs und EPCs zur
Tumorlokalisation wandern, sie selbst an der Tumor-Gefal3bildung nicht beteiligt sind
[132]. In einem Modell mit subkutan implantierten Prostatakarzinomzellen konnte Okamoto
et al. beobachten, dass es zu ein Akkumulation von HCs um die neuen Gefalle kommt,
allerdings konnten diese HCs nicht in den Tumorgefallen selbst nachgewiesen werden.
Deshalb wurde postuliert, dass die HCs nur eine stabilisierende und unterstlitzende Rolle

bei der Entstehung von Blutgefalien haben [108].

5.4. Einfluss der Knochenmarksuppression auf die Angiogenese

Frahere experimentelle Studien an Mausen zeigten, dass eine Depletion myeloider und
erythroider Zelllinien, einschlieBlich der HCs und EPCs aus dem Knochenmark durch eine
tagliche Injektion von 1mg ACK2 herbeigefiihrt werden kann [106; 123]. ACK2 ist ein
Antagonist des anti-c-KIT Antikorpers, der die c-KIT Funktion blockiert ohne zytotoxische
Nebeneffekte auf c-KIT+ Zellen auszulésen [106; 123]. Interessanterweise wuchsen B-
Zellen in dem von myeloiden und erythroiden Progenitorzellen befreiten Knochenmark der
mit ACK2 behandelten Tiere weiter, ohne dass polymorphkernige Zellen oder
Erythroblasten nachgewiesen werden konnten [106; 123]. Die Reduktionsrate der
kolonieformenden Zellen im Knochenmark ist von der Anzahl der anti-c-KIT Antikdrper
abhangig [106]. In der vorliegenden Arbeit wurde der anti-c-KIT Antikdrper in einer Dosis
von 1 mg/kg Korpergewicht verwendet, um eine Knochenmarksuppression Uber eine
Zeitspanne von vier Tagen zu induzieren. Dieser Zeitraum wurde gewahlt, um chirurgische
Komplikationen oder ein fruhzeitiges Versterben der Versuchstiere auf Grund einer

Immun-Inkompetenz durch Knochenmarksdepletion zu verhindern.

In der Arbeit von OKAMOTO et al. verursacht eine Knochenmarksuppression durch

Vorbehandlung mit ACK2 Uber einen Zeitraum von vier Tagen vor der subkutanen
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Implantation der Kolon-Tumorzellen eine Leukopenie, die zehn Tage nach der letzten
ACK2 Injektion immer noch nachweisbar war [108]. Dartber hinaus war unter dieser
Behandlung das Tumorwachstum und die Aussprossung von Tumorgefal’en bei
OKAMOTO et al. in den ersten 5-7 Tagen leicht reduziert. Allerdings kam es zu einem
schnellen Wiedereinsetzen des Tumorwachstum sobald die Zahl der zirkulierenden HCs
im peripheren Blut spater wieder anstieg [108]. Die Autoren kamen deshalb zu der
Schlussfolgerung, dass die HCs in das Tumorgewebe migrieren und dort die Initiierung der

Tumorneovaskularisierung verursachen.

In der vorliegenden Studie wurde allerdings nicht ACK2 sondern ACK45 als anti-c-KIT
Antikérper verwendet. Den Tieren wurde 1 mg/kg Koérpergewicht ACK45 flr vier Tage
peritoneal injiziert. OKAMOTO et al. verwendete in seiner Arbeit eine wesentlich héhere
Dosierung von 1 mg ACK2 taglich fur vier Tage intravenos [108]. Der monoklonale
Antikorper ACK45 soll nach NISHIKAWA et al. in der Wirkung analog zu ACK2 sein [104].
SCHMIDT-OTT et al. zeigte in einem in vitro Versuch von embryonalem Nierengewebe
dass die Applikation von ACK45 in einer Dosierung von 50 ug/ml zu einem verminderten
Wachstum von Glomeruli fuhrt, und damit den c-KIT Rezeptor blockiert [131]. In einer
Arbeit von LI et al. wurde ACK45 als monoklonaler Antikdrper in einem in vitro Versuch an
Pankreasgewebe verwendet [94]. Dabei zeigte sich im Westernblot ein Anstieg der c-KIT
Phosphorylierung nach Blockade mit ACK45. Es verminderte sich die Anzahl der
apoptotischen Zellen und es kam zu einer vermehrten Differenzierung der Inselzellen.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass ACK45 ahnliche regeneratorische Effekte auf
die B-Zelldifferenzierung und das Uberleben der Zellen im Pankreas hervorruft wie der c-
KIT Ligand selbst und dieser Antikorper unter Umstanden nicht die Wirkung von c-KIT im
Pankreasgewebe antagonisiert. In der hier vorliegenden Arbeit kam es unter Blockade mit
ACK45 zu einer Verstarkung des Tumorwachstums und der Tumorzellproliferation im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Tumorvaskularisierung, die Gefalldichte und die
Tumorinfiltration waren nahezu unverandert im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Daruberhinaus kam es zu einer Verminderung der Apoptoserate. Der Anstieg der VEGF
Expression nach ACK45 Applikation sowie die Hochregulation von CXCR4 im Westernblot
sprechen ebenfalls flir eine Aktivierung des c-KIT Rezeptors durch diesen monoklonalen
Antikérper. Diese Ergebnisse bestatigen die Beobachtung von LI et al., und deuten darauf
hin, dass der monoklonale Antikorper ACK45 nicht die Funktion des c-KIT Rezeptors
blockiert.
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Es wurde bereits nachgewiesen, dass der Stammzellfaktor-Rezeptor c-KIT essentiell fur
die Entstehung von Blutzellen, Melanozyten, ,Germ“-Zellen, Mastzellen und intestinale
Zellen von Cajal Typ ist [68]. Daruber hinaus weist ein Grof3teil der Tumorzellen, vor allem
die Tumoren der Neuralleiste, der Mamma, der Lunge, der Prostata und des kolorektalen
Karzinoms, eine aberrante c-KIT Expression auf [140]. Hauptsachlich gastrointestinale
Stromatumore (GIST) exprimieren den c-KIT-Rezeptor auf der Zelloberflache. Darlber
hinaus weisen sie eine Mutation des KIT auf, welche eine Uberschiellenden Aktivierung
des KIT-Signalweges bedingt, die zu einer unkontrollierten Tumorzellproliferation und
einer Abschwachung der Tumorzellapoptose fuhrt [37; 66]. Imatinib, ein selektiver Inhibitor
von Protein-Tyrosinkinasen, einschlieBlich KIT, stellt derzeit ein Medikament zur
Behandlung von Patienten mit GIST-Tumoren, abhangig vom Mitose-Index des GIST
Tumors dar. Imatinib induziert einen Stillstand der Tumorzellproliferation und verursacht
apoptotischen Zelltod. In etablieten MCA26 Tumoren konnten PAN et al. zeigten, dass
eine Injektion von ACK2 die Tumor induzierte Immuntoleranz deutlich reduziert [114].
Darliber hinaus konnten sie nachweisen, dass eine anti-c-KIT Therapie mit ACK2 ein
tumorspezifische T-Zell Unempfindlichkeit hervorruft und die Entwicklung T- regulierenden
Zellen (Treg) verhindern kann. In Kombination mit einer immunmodulierenden Therapie
mit Interleukin-12 (IL-12) und 4-1BB (transmembranes Glykoprotein, das der TNF Familie
angehort) Aktivierung, verbesserte die Behandlung mit anti-c-KIT Antikdrper signifikant die
Langzeit-Uberlebensrate der MCA26 Tumor tragenden Mause [114]. In der vorliegenden
Studie waren ungefahr 8% der benutzten CT-26.WT-Zellen c-KIT Rezeptor positiv.
Deshalb ist ein direkter inhibitorischer Effekt der Tumorzellproliferation auf Grund der anti-

c-KIT Behandlung nicht zu erwarten.

5.5. Einfluss von anti-c-KIT und anti-SDF-1 auf das Tumorwachstum

Die Rekrutierung von HCs und EPC wird hauptsachlich durch SDF-1 und seinen Rezeptor
CXCR4 vermittelt [38; 63], da HCs und EPCs entlang eines ,chemotaktischen”
Grandienten zu den hoheren Konzentrationen von SDF-1 migrieren [19; 76; 115].
KAMINSKI et al. zeigten, dass nahezu 100% der c-KIT+ Zellen aus dem Knochenmark
und dem peripheren Blut positiv flir CXCR4 sind [76]. In der vorliegenden Studie konnte
nachgewiesen werden, dass eine Neutralisierung von SDF-1 nach einer Vorbehandlung
mit anti-c-KIT Antikorper zu einer signifikanten Reduktion der Neovaskularisierung fuhrt,
wahrscheinlich verursacht durch eine Inhibierung der HC und EPC Rekrutierung in den

Tumoren. Zusatzlich fluhrt die Kombination einer Vorbehandlung mit anti-c-KIT und einer
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anti-SDF-1 Applikation zu einer verstarkten Tumorzellproliferation und einer Steigerung
der Invasion von Tumorzellen. Diese Effekte bewirken zusammen nach einer
Neutralisation von SDF-1 eine Aufhebung der stimulierenden Effekte auf das Tumorzell-
Engraftment, die durch die Knochenmarksuppression verursacht wurde. Ferner fuhrt die
Behandlung mit anti-c-KIT und anti-SDF-1 zu einer Inhibierung der lokalen und der B-

Lymphopoese- assoziierten Angiogenese.

Wie von KAMINSKI et al. beschrieben ist die Anwesenheit von aktivem chemotaktischem
SDF-1 und endothelialen Entzindungsaktivatoren wie TNF-a notwendig, damit c-KIT+
Zellen funktionelle, relevante Interaktionen mit Endothel und postkapillaren Venolen bilden
kénnen [76]. Eine Blockade von ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) und CXCR-4
|0st die Adhasion von c-KIT+ Zellen, die an vaskulares Endothel gebunden sind trotz einer
Applikation von SDF-1 und TNF- a auf. Dartuber hinaus, konnte an Hand eines Cremaster-
Muskel- Mikorzirkulationsmodell, eine signifikante Reduktion der Stammzelladhasion
nachgewiesen werden, solange eNOS nicht anwesend war bzw. systemisches NOS
inhibiert wurde [76]. Eine Verstarkung der CXCR-4 Expression fuhrt zu einer Stimulation
von SDF-1 und TNF-a [76]. Diese Faktoren antivieren das Endothel und fuhren zu einer
relevanten Stammzellen Einwanderung [76]. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
lassen vermuten, dass die Verstarkung von CXCR-4- und VEGF-Expression innerhalb des
Tumors einen kompensatorisch aktivierten Signalweg nach anti-c-KIT Behandlung
darstellt. Die Neutralisierung von SDF-1 inhibiert Interaktionen von c-KIT+ Zellen innerhalb
der Tumorgefal’e, und als Konsequenz daraus, fuhrt dies zu einer Inhibierung der

Tumorneovaskularisierung.

5.6. Auswirkungen der Leberresektion auf das Tumorwachstum

In der vorliegenden Arbeit wurde die Tumorzellimplantation simultan zur Leberresektion
durchgefihrt. Dieses Verfahren ist in der Literatur vielfach etabliert [35; 41; 119; 122; 130;
139]. Es stellt ein vom Ablauf her genaues Korrelat zur Situation in-vivo dar, bei der die
Sprossung der Tumorzellen in das extrahepatische Gewebe wahrend der Leberresektion
stattfindet. Bereits etablierte extrahepatische Metastasen kdnnen vor Leberresektion durch
CT, MRT oder PET diagnostiziert und reseziert werden. Deshalb ist es von geringer
klinischer Relevanz den Einfluss einer Leberresektion auf bereits etablierte Metastasen zu
untersuchen, so dass in dieser Arbeit das Wachstum noch nicht etablierter Metastasen
zum Zeitpunkt der Leberresektion unter Blockade des c-KIT-Rezeptors und anti-SDF-1

Applikation untersucht wurde.
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Die leberresezierten Tiere zeigen ein vergleichbares Ergebnis wie die nicht
leberresezierten Tiere. In einer Studie von KOLLMAR et al., konnte gezeigt werden, dass
es nach Leberresektion neben der parenchymatosen Regeneration auch zu einer
Stimulation des Tumorwachstums in der verbleibenden Leber kommt [81; 41]. DarlUber
hinaus existieren Studien, die einen Zusammenhang zwischen chirurgischem Stress und
Zunahme des Wachstums von Tumormetastasen vermuten [139]. Andere behaupten,
dass eine Leberresektion das Wachstum extrahepatischer Metastasen beschleunigt [130;
139].

Im Gegensatz dazu berichten andere Studien von einer Regression extrehepatisch
implantierter Tumorzellen nach partieller Leberresektion [109; 119]. DE JONG et al.
zeigten in einem Modell mit Kolonkarzinomzellen, dass eine gro3e Leberresektion in der
Ratte das metastatische Wachstum in der verbleibenden Leber verstarkt, nicht aber an
Lasionen im subkapsularen oder retroperitonealen Raum [35]. Der Einfluss der
Leberresektion auf das Tumorwachstum scheint abhangig von der Lokalisation der
Metastase zu sein. In einer tierexperimentellen Studie konnte gezeigt werden, dass die
Starke der Tumorwachstumsstimulation abhangig vom Volumen des resezierten
Lebergewebes ist [127]. Eine 30%-ige Leberresektion fuhrte lediglich zu einem leichten
jedoch nicht signifikanten stimulierenden Effekt auf das extrahepatische Tumorwachstum.
Eine 70%-ige Resektion der Leber fihrte hingegen zu einem exzessiv beschleunigten
Wachstum subkutan implantierter Metastasen des Kolonkarzinoms. Die Ursache fur
diesen unterschiedlichen Effekt von groRer und kleiner Leberresektion ist nach wie vor
unklar. RUPERTUS et al. konnten zeigen, dass durch eine 70% Hepatektomie die
Neovaskularisierung signifikant verstarkt wird, was mit einer signifikant erhohten
Gefaldichte einher ging. Eine andere Studie von DRIXLER et al. zeigte, dass ein durch
Leberresektion induziertes Tumorwachstum in der verbleibenden Leber durch anti-
angiogene Therapie verhindert werden kann [41]. In der vorliegenden Arbeit wurde eine
grol3e Leberresektion in einigen Gruppen gewahlt, um eine moglichst starke Stimulation
des extrahepatischen Tumorwachstums zu erreichen. Mit Antikdrpern wurde nun versucht
diese Wachstumssteigerung signifikant herunter zu regulieren. Ein direkter Vergleich der
leberresezierten Tiere mit den nicht leberresezierten Tieren war im Laufe dieses
Versuches nicht mdglich. Dies ware nur durch eine Laparatomie an nicht leberresezierten
Tieren moglich gewesen, um den Einfluss des chirurgischen Stresses auf das

Tumorwachstum als EinflussgréfRe auszuschalten.

50



Das Verhalten der extrahepatischen Metastasen nach Leberresektion war in allen
bestimmten Parametern vergleichbar mit den nicht leberresezierten Tieren. Die alleinige
Gabe des c-KIT-Antikdrpers in Kombination mit Leberresektion flhrte zu einem
gesteigerten Tumorwachstum. Wurde allerdings zur Knochenmarkdepression zusatzlich
SDF-1 blockiert, ging das Tumorwachstum wieder auf das Niveau der KON Gruppe
zurtck. Auch nach Leberresektion senkte die Applikation von anti-c-KIT und anti-SDF-1
Antikérper die Angiogenese und die GefalRdichte des Tumors. Ebenfalls kam es zu einer
verminderten Infiltrationstiefe der Tumorzellen in die Muskulatur nach anti-c-KIT und anti-
SDF-1 Applikation. Auch die Proliferations-und Apoptoserate sank nach Behandlung mit
beiden Antikdrpern unter das Niveau der Kontroll- und a-c-KIT Gruppe mit Leberresektion.
Daraus lalt sich schlieRen, dass die Leberresektion und die dadurch ausgeschitteten
Wachstumsfaktoren den Einfluss auf das Wachstums des Tumors nach anti-c-KIT und

anti-SDF-1 Gabe nicht verandern.

5.7. Schlussfolgerung

Eine Knochenmarksuppression durch anti-c-KIT Vorbehandlung kann das Tumorzell-
Engraftment in kolorektalen Tumoren signifikant verstarken. Durch anti-SDF-1 Behandlung
neutralisiert sich dieses verstarkte Tumorwachstum wiederum vor allem durch Inhibierung
der Neovaskularisierung. Der Einfluss von anti-c-KIT und anti-SDF-1 in Kombination sollte
weiter untersucht werden, um deren genaue Wirkung auf das Wachstum kolorektaler

Metastasen besser zu verstehen und dies therapeutisch nutzen zu konnen.
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