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1 Einleitung 

Im Jahr 2020 gab es der International Agency for Research on Cancer zufolge weltweit 

rund 19,3 Millionen neue Krebserkrankungen (International Agency for Research on 

Cancer, 2020a). Dabei ist Brustkrebs bei den Frauen mit knapp 25 % die mit Abstand 

am häufigsten diagnostizierte Krebserkrankung (International Agency for Research on 

Cancer, 2020b). Dank intensiver medizinischer Forschung ist eine relative 5-Jahres-

Überlebensrate von 88 % für den Zeitraum 2017 bis 2018 bei europäischen Frauen zu 

verzeichnen (Zentrum für Krebsregisterdaten, 2018). Dennoch liegt aktuell die Mortalität 

der von Brustkrebs betroffenen Frauen bei etwa 30 % (International Agency for 

Research on Cancer, 2020a), dies verdeutlicht den Bedarf an alternativen 

Behandlungsmethoden für Brustkrebspatientinnen. Dabei öffnet die Immuntherapie für 

die Behandlung von Brustkrebs neue Türen (Simonian et al., 2021). Die Aufnahme der 

Wirkstoffe in den Brusttumor stellt allerdings noch eine Herausforderung dar, die es zu 

optimieren gilt. Davon abhängig ist dementsprechend die Effektivität der Behandlung. 

Die nachfolgende Arbeit soll Aufschluss darüber geben, wie eine solche Optimierung 

aussehen könnte. 

1.1 Brustkrebs 

Die weibliche Brust besteht aus viel exokrinem Drüsengewebe mit Ausführungsgängen 

und Fett, sowie lockerem Bindegewebe mit Arterien, Venen, Nerven und Lymphgefäßen 

(Jesinger, 2014). Im Gegensatz zu Krebs beschreibt d

lediglich den Zustand der Schwellung und unterscheidet nicht in gut- oder bösartig. 

prachlich verwendeter Begriff. Von Krebs spricht man, wenn 

sich Zellen durch Genommutationen unkontrolliert teilen und so vermehren können. 

Dadurch entstehen maligne Neoplasien, bösartige Neubildungen, mit aggressivem 

Wachstum und Ausbreitungstendenz. Ausgangspunkt der Brustkrebserkrankung kann 

jede Zelle des Brustgewebes sein. Am häufigsten ist jedoch das Epithel der 

Ausführungsgänge betroffen. Wenn Epithel den Ursprung darstellt, ist von einem 

Karzinom die Rede. Das Karzinom der Brust (lat. mamma) wird als Mammakarzinom 

bezeichnet. Die Karzinome können dabei invasiv infiltrierend, metastasierend oder nicht-

invasive Krebsvorstufen, sogenannte carcinoma in situ, sein (Miller, 2016). Es gibt 

mehrere Risikofaktoren, die die Entstehung von Brustkrebs begünstigen können. Neben 
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genetischen und hormonellen Ursachen werden auch Lifestyle Faktoren wie Rauchen, 

Alkohol und Übergewicht als mögliche Ursachen diskutiert (Rojas & Stuckey, 2016).  

Brustkrebs kann histologisch je nach Expression verschiedener Rezeptoren in mehrere 

Subtypen eingeteilt werden. Von Bedeutung für die Klassifizierung sind hierbei vor allem 

die Hormonrezeptoren von Estrogen und Progesteron sowie der human epidermal 

growth factor receptor 2  (Perou et al., 2000). Weist der Tumor keinen dieser Rezeptoren 

auf, spricht man vom dreifach-negativen Brustkrebst (engl. triple negative breast cancer, 

TNBC). Brusttumore können metastasieren. Dabei wandern Tumorzellen aus dem 

Primärtumor aus und bilden räumlich getrennt davon neue kleine Tumorherde in anderen 

Teilen des Körpers. Sie metastasieren hämatogen und lymphogen (Scully et al., 2012) 

und bilden neben Gehirn-, Lungen- und Lebermetastasen vorrangig 

Knochenmetastasen (Xiong et al., 2018).  

Grundsätzlich wird die Therapie aus den Säulen der Krebstherapie individuell 

zusammengestellt: operative Tumorresektion, Bestrahlung, neoadjuvante oder 

adjuvante Chemotherapie, endokrine Therapie und Antikörpertherapie (Interdisziplinäre 

S3-Leitlinie für die Früherkennung, Diagnostik, Therapie und Nachsorge des 

Mammakarzinoms, 2021). Jedoch bereitet die charakteristische Tumormikroumgebung 

(engl. tumormicroenvironment, TME) sowohl bei Chemo- als auch bei 

Immuntherapeutika Schwierigkeiten. Sie hat negativen Einfluss auf die Effektivität der 

Therapie und ist an der Entwicklung von Resistenzmechanismen beteiligt (Henke et al., 

2019). 

1.2 Tumormikroumgebung  

Die TME bezeichnet Tumorkomponenten, die die entarteten Tumorzellen umgeben. So 

sind Gefäßsystem, Bindegewebe und die extrazelluläre Matrix (EZM) Teil der TME, 

genauso wie Immunzellen, die in den Tumor infiltrieren (Henke et al., 2019). 

Bei Brustkrebs ist sowohl in der Brustdrüse als auch im Tumor-angrenzenden Stroma 

eine Versteifung festzustellen, da fibrilläres Kollagen verstärkt gebildet wird und mehr 

kollagene Quervernetzungen nachgewiesen werden können. Dieser Vorgang wird als 

Desmoplasie bezeichnet. Außerdem zeigt sich Tumor-angrenzend mit zunehmender 

Malignität eine Linearisierung der Kollagenfibrillen (Acerbi et al., 2015; Levental et al., 

2009).  Durch die Quervernetzung und die zunehmende Versteifung des Gewebes, 

welche sich vor allem sehr stark in der invasiven Front abzeichnet (Acerbi et al., 2015), 

können fokale Adhäsionen zwischen Tumorzellen und der EZM und schließlich auch die 

Tumorzellinvasion begünstigt werden (Levental et al., 2009). Diese Veränderungen in 
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der TME haben zur Folge, dass sich der Tumor vom Umgebungsgewebe abgrenzt und 

sich eine Barriere bildet, die Medikamente aber auch Sauerstoff und andere Metaboliten 

davon abhält in den Tumor zu diffundieren. Auch Immunzellen, werden durch diese 

starre Verkapselung abgelenkt und somit an der Invasion in den Tumor gestört. Durch 

die Diffusionsbarriere kommt es im Tumor zur Hypoxie und zum metabolischen Stress 

(Henke et al., 2019).  

Unter hypoxischen Bedingungen wird der hypoxia-inducible factor 1 stabilisiert (HIF-1). 

HIF-1 induziert unter anderem die Expression von vascular endothelial growth factor 

(VEGF), Matrix-Metallo-Proteasen (MMPs) und  (TGF- ) 

(Pezzuto & Carico, 2018; Selnø et al., 2020). MMPs bauen die EZM um und können das 

Fortschreiten des Tumorwachstums begünstigen, dabei können sie sowohl pro- als auch 

anti-angiogen wirken (Chang & Werb, 2001). Dafür spricht auch, dass bei Brustkrebs 

eine Überexpression von MMP-9 vor allem bei Tumoren mit Lymphknotenbefall und bei 

großen Tumoren zu beobachten ist (Thammineni et al., 2019). VEGF und TGF- sind im 

Brustkrebs ebenfalls überexprimiert (Linardou et al., 2012; Sun et al., 2018). Beide 

Wachstumsfaktoren wirken immunsuppressiv und unterdrücken die Funktion von 

cytotoxischen T-Zellen (Gavalas et al., 2012; Thomas & Massagué, 2005). Auch 

Makrophagen, die sich vorrangig in den invasiven Regionen ansammeln, können TGF-

sezernieren (Acerbi et al., 2015; Zhu et al., 2017). Außerdem bleiben negativ 

regulatorische CD8-positive T-Zellen durch TGF-

länger erhalten (Mishra et al., 2021). Unter Einfluss von VEGF A exprimieren aktivierte 

CD8-positive T-Zellen verstärkt inhibitorische Rezeptoren wie den programmed cell 

death receptor 1 (PD-1) (Voron et al., 2015). Außerdem zeigen Brusttumore eine höhere 

VEGF A-assoziierte Expression des entsprechenden Liganden programmed death 

ligand 1 (PD-L1) (Fujii et al., 2020). VEGF A wirkt aber nicht nur über inhibitorische 

Rezeptoren immunsuppresssiv, er kann auch direkt auf negativ regulierende T-Zellen 

Einfluss nehmen und diese zur verstärkten Proliferation anregen (Terme et al., 2013). 

Durch VEGF wird zudem das Auswandern von Immunzellen aus Blutgefäßen erschwert, 

indem die entzündungsbedingte Hochregulierung von endothelialen 

Adhäsionsmolekülen verhindert wird (Griffioen et al., 1996). 

Immunzellen, die in den Tumor infiltrieren haben einen positiven Einfluss auf die 

Therapie. Viele sogenannte Tumor-infiltrierende Lymphozyten (TILs), die sich vor allem 

im Stroma ansammeln, werden im Rahmen einer Chemotherapie bei Brustkrebs mit 

einem höheren Therapieansprechen in Verbindung gebracht und sind somit Indikator für 

eine hohe Überlebensrate (Adams et al., 2014; Denkert et al., 2010). Allerdings kann die 
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TILs-vermittelte und gegen den Tumor gerichtete Immunantwort eingeschränkt sein. Im 

Gegensatz zu im Blut zirkulierenden T-Zellen und T-Zell-Infiltraten, die keiner malignen 

Ursache entspringen, weisen TILs eine erhöhte Expression des immunsuppressiven 

PD-1 auf. Als Auslöser für diese Hochregulierung von PD-1 wird dabei die TME 

angesehen (Ahmadzadeh et al., 2009). 

Insgesamt ist die TME an vielerlei Mechanismen beteiligt, die den Tumor vor Zerstörung 

durch Immunsystem und Medikamenten schützen und ist damit von großer 

therapeutischer Bedeutung. 

1.3 EZM-Destabilisierung  

Eine Kombination von Chemotherapie und Destabilisierung der EZM hat sich bei 

Brustkrebs in Vorgängerarbeiten der Arbeitsgruppe bereits als gewinnbringend 

erwiesen. Das Ansprechen auf die Chemotherapie konnte durch Inhibierung der Lysyl-

Oxidase (LOX), welche kollagene Quervernetzungen in der EZM bewirkt, deutlich 

gesteigert und das Tumorwachstum im 4T1-Brustkrebsmodell reduziert werden. 

Allerdings führt die EZM Destabilisierung auch gleichzeitig zur verbesserten Sauerstoff- 

und Nährstoffversorgung des Tumors. Bei unterversorgten Tumoren kann sich die EZM-

Destabilisierung also auch positiv auf das Wachstum auswirken, was die Bedeutung der 

Kombinationstherapie hervorhebt (Rossow et al., 2018). Der LOX-Inhibitor beta-

Aminopropionitril löst in mehreren Tierversuchen schwere Nebenwirkungen wie 

Aortenaneurysmen aus (Barrow et al., 1974). Zur EZM-Destabilisierung wird in dieser 

Arbeit das Medikament Minoxidil eingesetzt, welches auch auf die Kollagensynthese 

wirkt und im nächsten Abschnitt genauer beschrieben wird. 

1.3.1 Minoxidil 

Minoxidil ist ein Medikament, welches bereits klinisch erprobt und untersucht ist. Schon 

in den 70er Jahren wurde es zur Behandlung von Bluthochdruck eingesetzt. Des 

Weiteren findet Minoxidil seit etwa 20 Jahren auch Gebrauch bei der Behandlung von 

androgenetischer Alopezie (Suchonwanit et al., 2019). Minoxidil und seine Effekte in der 

Tumortherapie werden immer weiter erforscht. Minoxidil wirkt inhibitorisch auf das Gen 

PLOD-2 (engl. procollagen-lysine 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2) (Du et al., 2017). 

PLOD-2 kodiert für die Lysyl-Hydroxylase 2, welche in Prokollagen Lysin-Reste im 

Bereich des terminalen Telopeptids hydroxyliert. Dadurch entstehen stabilere Bindungen 

bei der Quervernetzung von Kollagen. In hydroxylierter Form sind die Lysin-Reste zudem 
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geschützter vor einer möglichen Zersetzung durch MMPs und der Tumor wird insgesamt 

fester (Gilkes et al., 2013). Minoxidil hat keinen Einfluss auf die Gesamtzahl der 

Kollagenquervernetzungen. Allerdings bewirkt die Blockierung von PLOD-2 eine 

Verschiebung des Verhältnisses von Hydroxylysyl-Pyridinolinen hin zu nicht-

hydroxylierten Lysyl-Pyridinolinen. Nach Minoxidil-Behandlung werden signifikant 

weniger Hydroxylysyl-Pyridinoline, und dadurch weniger stabile kollagene 

Quervernetzungen beobachtet (Zuurmond et al., 2005).  

Bei Brusttumoren, sowie auch bei vielen anderen Tumoren, ist PLOD-2 im Vergleich zum 

entsprechenden gesunden Gewebe signifikant überexprimiert. Ein wesentlicher Faktor 

hierbei ist, dass durch die verstärkte Proliferation von Tumorzellen vermehrt Sauerstoff 

verbraucht wird und es im Tumor zur Hypoxie kommt. Durch HIF-1, beziehungsweise 

der sauerstoffabhängigen HIF-1 -Untereinheit wird beispielsweise die Expression von 

PLOD-2 etwa vierfach verstärkt. Diese Überexpression geht einher mit einer signifikant 

gesteigerten Mortalität. Außerdem fördert PLOD-2 die Invasion von Tumorzellen in 

gesundes Gewebe und die pulmonale sowie lymphogene Metastasierung. Deshalb ist 

die Expression von PLOD-2 bei Brustkrebs als wichtiger spezifischer Prognosefaktor zu 

werten. Auf das Wachstum des Primärtumors scheint PLOD-2 jedoch keinen Einfluss zu 

haben (Gilkes et al., 2013).  

1.4 Immuntherapeutika 

Immuntherapeutika wirken auf das Immunsystem und sind Sammelbegriff für 

verschiedene Behandlungsformen. Dabei gewinnen sogenannte Immun-Checkpoint-

Inhibitoren immer mehr an Bedeutung. Der Begriff Immun-Checkpoint beschreibt den 

Komplex aus Rezeptor und seinem entsprechenden Liganden, welcher die körpereigene 

Immunantwort reguliert. Dadurch wird das Gewebe während der Immunreaktion vor 

Beschädigungen bewahrt und zugleich die Eigentoleranz gefördert (Pardoll, 2012). Im 

Jahr 2018 erhielten James P. Allison und Tasuku Honjo für ihre Arbeiten an Immun-

Checkpoint-Inhibitoren den Nobelpreis. Sie entdeckten und etablierten die Anti-Tumor-

Therapie, bei der die negativ regulierenden Immun-Checkpoints cytotoxic T-lymphocyte-

associated protein 4 und PD-1 mit Antikörpern inhibiert werden (Guo, 2018). Tumore wie 

das Lungenzellkarzinom, das maligne Melanom, das Plattenepithelkarzinom der Haut 

und das Merkelzellkarzinom zeigen nicht nur hohe Ansprechraten auf die Behandlung 

mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren, sondern auch langfristig gute Erfolge. Die 

Monotherapie mit Immun-Checkpoint-Inhibitoren bei Brustkrebs ist hingegen weniger 

effektiv (Schardt, 2020). Mammakarzinome verfügen über nur wenige Neoantigene und 
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TILs und gelten somit als wenig immunogen (Simonian et al., 2021). Allerdings haben 

sich Immuntherapeutika, speziell die Inhibitoren des PD-1 Signalweges, in Kombination 

mit anderen Therapien vor allem bei TNBC als vorteilhaft erwiesen (Zhao & Huang, 

2020). 

1.4.1 Der PD-1 Signalweg  

PD-1 wirkt negativ regulatorisch auf das Immunsystem (Chemnitz et al., 2004; Latchman 

et al., 2001) und wird von aktivierten T- und B-Zellen verstärkt exprimiert (Agata et al., 

1996; Cheng et al., 2013; Yamazaki et al., 2002). Inaktiven humanen T-Zellen konnte 

hingegen keine Expression von PD-1 nachgewiesen werden (Cheng et al., 2013). Das 

PD-1-Protein lässt sich in eine zytoplasmatische, transmembrane und eine große 

extrazelluläre Domäne einteilen. Letztere kann in seiner Struktur den Immunglobulinen 

(Ig) zugeordnet werden und bildet die IgV-Domäne des Rezeptors (Ishida et al., 1992). 

An den PD-1 binden zwei Liganden: der programmed cell death ligand 1 und 2 (PD-L1 

und PD-L2). PD-L1 ist ähnlich wie PD-1 aufgebaut, beinhaltet allerdings sowohl eine 

extrazelluläre IgV- als auch eine IgC-Domäne (Latchman et al., 2001). PD-L1 und PD-L2 

werden von T-Zellen, antigenpräsentierenden Zellen und verschiedenen Geweben wie 

Plazenta, Milz und Thymus exprimiert (Freeman et al., 2000; Latchman et al., 2001; 

Yamazaki et al., 2002). Durch die Interaktion des T-Zell-Rezeptors (engl. t-cell receptor, 

TCR) mit dem major histocompatibility complex (MHC) und durch CD28-Ko-Stimulierung 

wird die T-Zelle aktiviert (Chen & Flies, 2013). Die aktivierte T-Zelle exprimiert PD-1 auf 

der Zelloberfläche und bindet seinen Liganden über die IgV-Domäne in einem 1:1 

Komplex (Latchman et al., 2001; Lin et al., 2008). An der zytoplasmatischen Domäne 

von PD-1 ist das immunoreceptor tyrosine-based switch motif zu finden, an welches die 

Phosphatase Src homology region 2 domain-containing phosphatase-2 (SHP-2) binden 

kann. Bei gebundenem Liganden kann PD-1 so über seine SHP-2 die T-Zell-Aktivierung 

blockieren (Chemnitz et al., 2004). Ohne CD28-Ko-Stimulierung werden die TCR-

vermittelten Signalwege und damit die Zytokinproduktion und T-Zell-Proliferation effektiv 

inhibiert (Freeman et al., 2000; Latchman et al., 2001). Dabei wird unter anderem die 

Hochregulierung von Interleukin-2 und des antiapoptotischen Gens Bcl-xL verhindert 

(Chemnitz et al., 2004) und der Phosphoinositid-3-Kinase/Proteinkinase-B (PKB) 

-Signalweg blockiert (Parry et al., 2005). Der Signalweg über PD-1/PD-L1 ist dabei 

effektiver als von PD-1/PD-L2 (Cheng et al., 2013; Latchman et al., 2001). Insgesamt 

kommt es zum verstärkten Arrest des Zell-Zyklus der PD-1-exprimierenden Immunzelle 

in der G0/G1-Phase und laut Latchman et al. nicht zur verstärkten Apoptose (Latchman 
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et al., 2001). Eine neuere Studie aus dem Jahr 2012 von Gibbons et al. zeigt allerdings, 

dass CD8-positive Zellen unter Einfluss von PD-1L doch vermehrt der Apoptose 

unterliegen. Die Erklärung hierfür ist die Blockierung der PKB, die zur Hochregulation 

des proapoptotischen Gens Bim führt (Gibbons et al., 2012). Außerdem wird die 

Apoptose auch durch den Zell-Zyklus Arrest in der G0/G1-Phase induziert (Liu et al., 

2020). Diesen Mechanismus nutzen Tumore aus, die auf ihrer Zelloberfläche ebenfalls 

PD-L1 exprimieren. Dazu zählen unter anderem das Melanom, das nicht-kleinzellige 

Lungenkarzinom, das Ovarialkarzinom, das Thymom und das Mammakarzinom (Patel 

& Kurzrock, 2015). Auf diesem Weg können sie sich durch die Interaktion mit PD-1 dem 

Immunsystem entziehen. Außerdem wird auch die Hochregulierung von PD-1 auf TILs 

intensiviert. TGF- 1 liegt in der TME verstärkt vor und bewirkt bei aktivierten T-Zellen 

über Smad3 die verstärkte Expression von PD-1 (Park et al., 2016). Der PD-1 Signalweg 

ist in der Abbildung 1 zum besseren Verständnis schematisch dargestellt. Im Vergleich 

zu gesundem Brustgewebe weisen Brusttumore insgesamt in 20 % und der TNBC sogar 

in 38 % der Fälle eine Hochregulation von PD-L1 auf. Dabei war die Expression von PD-

L1 mit einer hohen T-Zell-Infiltration und schlechten klinisch-pathologischen 

Prognosemarkern verbunden. Unabhängig davon, zeigte der TNBC aber besseres 

Metastasen-freies und gesamtspezifisches Überleben (Sabatier et al., 2015). Somit 

deutet die verstärkte Expression von PD-L1 bei Brusttumoren auf ein besseres klinisches 

Therapieergebnis hin (Uhercik et al., 2017). Im Gegensatz zu Brusttumoren wird dieses 

Ergebnis bei anderen PD-L1-exprimierenden Tumoren nicht beobachtet (Wang et al., 

2016). 

  



8

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des PD-1 Signalwegs. 
Die über die MHC/TCR-Interaktion aktivierte T-Zelle exprimiert PD-1 auf ihrer Zelloberfläche. Die Bindung von 
PD-L1 an PD-1 hemmt über die SHP-2 die T-Zell-Aktivierung und führt zum T-Zell-Arrest und zur Apoptose 
der T-Zelle. Durch Smad3 wird zudem die Hochregulierung von PD-1 vermittelt. Abbildung zusammengestellt 
aus: (Agata et al., 1996; Chemnitz et al., 2004; Chen & Flies, 2013; Gibbons et al., 2012; Latchman et al., 
2001; Park et al., 2016; Parry et al., 2005; Patel & Kurzrock, 2015). APZ: antigenpräsentierende Zelle; MHC: 
major histocompatibility complex; TCR: t-cell-rezeptor; PD-L1: programmed cell death ligand 1; PD-1: 
programmed cell death receptor1; SHP-2: Src homology region 2 domain-containing phosphatase-2; PI3K: 
Phosphoinositid-3-Kinase; PKB: Proteinkinase-B; (X): Blockierung.
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1.4.2 BMS-1166

Die Bristol-Myers Squibb (BMS) entwickelte die ersten niedermolekularen 

Verbindungen, die den PD-1/PD-L1- Signalweg inhibieren (Chupak et al., 2015; Chupak 

& Zheng, 2015; Guzik et al., 2017). Die BMS-Moleküle verhindern effektiv die PD-1/PD-

L1-Interaktion beim Menschen. BMS-1166 bindet an humanes PD-L1. Von großer 

Bedeutung ist dabei das aromatische Ringsystem. Es bildet sich ein Dimer aus zwei PD-

L1-Molekülen in dessen Mitte ein BMS-Molekül die PD-1-Bindestellen an den IgV-

Domänen von beiden PD-L1-Molekülen blockiert (Mejías & Guirola, 2019; Skalniak et 

al., 2017). Die Benzodioxin-Gruppe von BMS-1166 induziert dabei die Tyrosin-56-

Seitenkettenbewegung von PD-L1 und es bildet sich ein hydrophober Tunnel (Guzik et 

al., 2017), was in Abbildung 2 dargestellt ist. BMS-1166 inhibiert nicht nur 

membranständiges PD-L1 sondern auch lösliches PD-L1 im Blutserum und kann somit 

von wichtiger therapeutischer Bedeutung sein. Im Vergleich zu zugelassenen PD-1/PD-

L1-Antikörpern sind die BMS-Moleküle weniger effektiv. Die Wirkung von BMS-1166 ist

dosisabhängig. BMS-1166 kann jedoch in ausreichend hoher Konzentration verabreicht 

werden, da die Toxizität von BMS-1166 gering ist (Skalniak et al., 2017). Die 

niedermolekularen BMS-Moleküle haben gegenüber Antikörpern mehrere Vorteile: sie 

sind stabiler und günstiger in der Herstellung, penetrieren leichter ins Zielgewebe, 

können oral verabreicht werden und unerwünschte Immunreaktionen reduzieren (Zhan 

et al., 2016).

Abbildung 2: BMS-1166.
(a) Strukturformel von BMS-1166. Die Benzodioxin-Gruppe ist blau markiert (modifiziert nach (Chupak et al., 
2015)). BMS: Bristol-Myers Squibb. (b) Durch BMS-1166 hervorgerufene Dimerisierung zweier PD-L1-
Moleküle A und B. Das gelbe BMS-1166-Molekül ist hierbei verantwortlich für die Tyrosin-56-
Seitenkettenbewegung. Zum Vergleich ist ein graues BMS-8-Molekül abgebildet, welches keine 
Seitenkettenverschiebung bewirkt (modifiziert nach (Skalniak et al., 2017)). BMS: Bristol-Myers Squibb; 
PD-L1A/B: programmed cell death ligand 1 Molekül A/B; AY56: Tyrosin-56-Seitenkette des Moleküls PD-L1A.
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2 Aufgabestellung und Zielsetzung 

In dieser Arbeit soll die Wirkung des PLOD-2-Inhibitors Minoxidil in Kombination mit dem 

PD-L1-Inhibitor BMS-1166 auf Brustkrebs untersucht werden. Dazu werden Versuche 

im murinen AT3-Brustkrebsmodell durchgeführt. Es soll aufgezeigt werden, wie sich die 

Medikamente jeweils einzeln und dann in Kombination auf den Tumor auswirken. Der 

Arbeitsgruppe um Dr. E. Henke liegen bereits Daten zur Tumorgröße und -gewicht der 

unterschiedlichen Behandlungsgruppen vor, welche in Abbildung 3 dargestellt sind. 

Dabei ist ein signifikant geringeres Tumorgewicht bei den Tumoren der 

Kombinationstherapie im Vergleich zu den anderen Behandlungsgruppen festzustellen. 

Außerdem sind sie auch signifikant kleiner als die Kontrolltumore.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden histologische und immunhistologische Färbungen an 

fixierten murinen AT3-Tumorgewebeschnitten durchgeführt und anschließend anhand 

von Mikroskopaufnahmen quantitativ ausgewertet. Dabei ist von besonderem Interesse, 

welche Unterschiede sich bezüglich Nekrosen, Kollagenablagerungen, der 

Tumorzellproliferation, der Tumorvaskularisierung und der Infiltration mit Immunzellen 

abzeichnen. Die Arbeit soll Aufschluss darüber geben, ob durch Auflockerung der EZM 

mit Minoxidil eine verbesserte Penetration des Immuntherapeutikums in das 

Tumorzentrum, und damit eine Wirkungssteigerung, erreicht werden kann. Denn nur 

wenn das Medikament die Tumorzellen in ausreichender Dosis erreicht, kann es effektiv 

Abbildung 3: Aktueller Kenntnisstand der Arbeitsgruppe um Dr. E. Henke zum Einfluss der Medikamente 
Minoxidil, BMS-1166 und deren Kombination auf das Tumorwachstum. 
(a) zeitliche Entwicklung der Tumorgröße in mm³ nach Implantation der AT3-Tumorzellen. Der 
Behandlungsstart erfolgte an Tag 13 und endete an Tag 20. Die Tumorentnahme wurde an Tag 22 
durchgeführt; (b) Tumorgewicht in mg am Tag der Tumorentnahme (Tag 22). BMS: Bristol-Myers Squibb; 
(*): signifikanter Unterschied auf Basis eines Signifikanzniveaus von 5 % (Wahrscheinlichkeit (p) <0,05); 
(***): signifikanter Unterschied auf Basis eines Signifikanzniveaus von 5 % (Wahrscheinlichkeit (p) <0,001). 
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seine Wirkung entfalten. Kombinationstherapien haben sich gegenüber der 

Monotherapien mit Immuncheckpoint-Inhibitoren als vorteilhaft erwiesen (Keenan & 

Tolaney, 2020). Ein weiterer Vorteil einer funktionierenden Kombinationstherapie ist, 

dass aufgrund der höheren Effizienz keine Dosissteigerung zulasten der anderen 

Organe nötig ist. Dadurch treten weniger Nebenwirkungen auf und es stehen folglich 

weniger Behandlungsabbrüche in Aussicht (Nandigama et al., 2018). 
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3 Material und Methoden 

3.1 Verwendete Materialien  

3.1.1 Chemikalien 

Tabelle 1: verwendete Chemikalien und deren Hersteller 

Chemikalie Hersteller 

Natriumchlorid ROTH, Art.Nr. 3957.2 

Kaliumchlorid ROTH, Art.Nr. 6781.1 

Di-Natriumhydrogenphosphat AppliChem Panreac, Art.Nr. 131679.1211 

Kaliumdihydrogenphophat AppliChem, Art.Nr. A3620 

Citronensäure AppliChem, A1350,1000 

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat AppliChem, A1351,1000 

Nickelsulfat  Merck, Art.Nr. 1.06727.0100 

D-(+)-Glukose  AppliChem, A1422,0500 

Ammoniumchlorid Fluka, Art.Nr. 09700 

DAB Sigma-Aldrich, D5637 

Glukose-Oxidase Sigma-Aldrich, G2133 

Aluminiumsulfat-18-hydrat Sigma-Aldrich, Art.Nr. 11044 

Kernechtrot Merck, Art.Nr. 5189 

Hämatoxylin Chroma, Art.Nr. 50837 

Natriumjodat Merck, Art.Nr. 7412159 

Kaliumaluminiumsulfat AppliChem, A2811 

Chloralhydrat AppliChem, A4431 

Eosin Y AppliChem, A0822 

Wasserstoffperoxid 35 % ROTH, Art.Nr. 9683.3 

Normales Ziegenserum  

(engl. normal goat serum; NGS) 

Sigma-Aldrich, G9023 

Bovines Serumalbumin (BSA)  Sigma-Aldrich, A9647 

100 % Ethanol (EtOH)  Nordbrand, Sorte 642 (EtOH mind. 99%) 

96 % EtOH Nordbrand, Sorte 641 

Xylol redestilliert, 99,9% über die Uniklinik 

Würzburg bezogen 

Trizma Base (Tris) Sigma, T1503-1KG 

-Diamidin- -phenylindol 

dihydrochlorid (DAPI) 

Roche, Cat.Nr. 10236276001 
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Direct Red 80 Sigma-Aldrich, Art.Nr. 365548-5G 

Hämatoxylin nach Weigert Lösung A ROTH, Art.Nr. X906.1 

Hämatoxylin nach Weigert Lösung B ROTH, Art.Nr. X907.1 

DePex Serva, Cat.Nr. 18243.02 

3.1.2 Kits 

Tabelle 2: verwendete Kits mit Angabe des Herstellers 

Kit Hersteller 

ImmPRESS® - Horse Anti-Rabbit IgG 

Polymer Detection Kit, Peroxidase 

Vector Laboratories, MP-6401-15 

- 2,5 % Normal Horse Serum  

- Anti-Rabbit-Immunglobulin G  

3.1.3 Puffer und Lösungen 

Tabelle 3: Zusammensetzung der hergestellten Puffer und Lösungen 

Puffer/ Lösung Zusammensetzung 

10 mM Citratpuffer (pH 6) 18 ml 0,1M Citronensäure 

82 ml 0,1M Tri-Natriumcitrat  

900 ml Aquadest 

0,5 mM Tris-Puffer (pH 10) 60,57 g Trizma Base 

950 ml Aquadest  

2,3 ml 5 N Salzsäure, Einstellung pH 

Auffüllen auf 1L Gesamtvolumen mit 

Aquadest 

0,1 M Phosphat-Puffer (PB)  

(pH 7,4) 

4,9 g Kaliumdihydrogenphosphat  

23,3 g Di-Natriumhydrogenphosphat 

2 L Aquadest 

0,1 M Phosphat-gepufferte Salz-Lösung 

(engl. phosphate-buffered saline; PBS) 

(pH 7,4) 

40,03 g Natriumchlorid 

1 g Kaliumchlorid 

6,8 g Di-Natriumhydrogenphosphat 

1 g Kaliumdihydrogenphosphat 

5 L Aquadest  
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Mowiol + 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan 

(DABCO) 

0,6 g Glycerin 

2,4 g Mowiol 

6 ml Aquadest 

12 ml 0,2 M Tris-HCl 

25 mg/ml DABCO 

3 % Wasserstoffperoxidlösung 18 ml 35 % Wasserstoffperoxid 

192 ml Aquadest 

0,2 % BSA/PBS BSA gelöst in PBS 

1 % NGS/ 0,2 % BSA/PBS NGS gelöst in 0,2 % BSA/PBS 

5 % NGS/PBS NGS gelöst in PBS 

80 % EtOH technisches EtOH 96 % gelöst in 

Aquadest 

70 % EtOH technisches EtOH 96 % gelöst in 

Aquadest 

50 % EtOH technisches EtOH 96 % gelöst in 

Aquadest 

-Diamidin- -phenylindol 

dihydrochlorid 1:5000 

DAPI gelöst in PBS 

3.1.4 Färbelösungen  

Tabelle 4: Zusammensetzung der hergestellten Färbelösungen 

Färbelösung Zusammensetzung 

0,1 % Pikro-Siriusrot-Lösung 0,5 g Siriusrot (Direct Red 80) 

500 ml gesättigte Pikrinsäure-Lösung 

Hämatoxylin nach Weigert Lösung A : Lösung B im Verhältnis 1:1 

Diaminobenzidin (DAB)-

Entwicklungslösung 

67,5 ml PB-Puffer  

1,350 ml Nickelsulfat (13 mg/ml) 

1,350 ml Glucose (10%-ig) 

0,150 ml Ammoniumchlorid (180 mg/ml) 

1,5 ml DAB (22,5 mg/ml) 

0,225 ml Glucose-Oxidase (1,2 mg/ml) 

0,1 % Kernechtrot-Lösung  

 

50 g Aluminiumsulfat-18-hydrat 

1 g Kernechtrot 

1 L Aquadest 
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Hämatoxylin nach Mayer 1 g/L Hämatoxylin 

0,2 g/L Natriumjodat 

50 g/L Kaliumaluminiumsulfat 

50 g/L Chloralhydrat 

1 g/L kristalline Citronensäure 

Eosin, 0,1 % wässrig 1 g/L Eosin in Aquadest 

3.1.5 Software 

Tabelle 5: verwendete Softwareprogramme und deren Hersteller 

Software Hersteller 

Word, Microsoft 365 Microsoft 

Excel, Microsoft 365 Microsoft 

Power Point, Microsoft 365 Microsoft 

Image J 1.53c Wayne Rasband, National Institutes of 

Health, USA 

Keyence BZ II Analyser Keyence 

Keyence BZ II Viewer Keyence 

NIS Elements, Imaging Software V.4.13 Nikon 

OriginPro 2021 OriginLab Corporation 

3.1.6 Geräte und Hilfsmittel 

Tabelle 6: verwendete Geräte und Hilfsmittel mit Angabe des Herstellers 

Gerät/Hilfsmittel  Hersteller 

Schüttler KL2 Edmund Bühler 

Mikrowelle Severin 

Kühlschrank KI18R02/01 Siemens 

Finnpipette® 100-1000 µl Thermo Electron Corporation 

Finnpipette® 10-100 µl Thermo Electron Corporation 

Finnpipette® 1-100 µl Thermo Electron Corporation 

Pipettenspitzen 200 µl Sarstedt 

Pipettenspitzen 20 µl Sarstedt 

Pipettenspitzen 100-1200 µl Ratiolab 

Magnetrührer Ikamag® RH Junke & Kunkel 
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Vortex Combi Spin FVL-2400N Boeco 

Zentrifuge Typ 1-14 Sigma 

PapPen Kisker Biotech GmbH & Co.KG 

SuperFrost Plus Objektträger R. Langenbrinck, Emmendingen 

Deckgläser 24 x 50 mm Menzel-Group 

Durchlichtmikroskop Prio Star Zeiss 

Konfokales Mikroskop Nikon Eclipse Ti-Al Nikon 

Keyence Mikroskop BZ-9000 Keyence 

3.2 Ethik- und Tierversuchsvotum 

Die zur Probengewinnung notwendigen Tierversuche wurden von der zuständigen 

Aufsichtsbehörde, der Regierung von Unterfranken, begutachtet und genehmigt. Das 

Aktenzeichen hierzu lautet AZ 55.2-2531.01-02/17. 

3.3 Versuchstiere 

Für die Experimente wurden C57BL/6J-Mäuse als Versuchstiere herangezogen. Mäuse 

zeigen mit 70% Übereinstimmung eine hohe Ähnlichkeit der Liganden PD-L1/ PD-L2 im 

Vergleich zu den humanen Äquivalenten (Freeman et al., 2000; Latchman et al., 2001). 

Alle 33 Mäuse waren weiblichen Geschlechts und gleichen Alters. Sie wurden in 

Gruppen von zwei bis drei Mäusen gehalten und der Zugang zu Wasser und Futter war 

ihnen frei möglich. Der Tag-Nacht-Rhythmus wurde künstlich mit einem 12-Stunden 

Hell-Dunkel-Zyklus simuliert. In die Mäuse wurden AT3-Tumorzellen implantiert. 

13 Tage nach der Implantation wurde mit der Behandlung gestartet. Zu diesem Zeitpunkt 

waren die Tumore vollständig ausgebildet und haben eine Größe von durchschnittlich 

50 mm3 erreicht. Die Behandlung wurde für sieben Tage bis Tag 20 fortgeführt. Die 

Tumorentnahme fand zwei Tage später an Tag 22 statt. Die 33 Mäuse wurden in vier 

Behandlungsgruppen unterteilt: acht Mäuse bekamen 15 mg/kg Minoxidil, neun Mäuse 

bekamen 20 mg/kg BMS-1166, acht Mäuse bekamen eine Kombination von beidem und 

acht Mäuse dienten als Kontrolltiere. Die Kontrollmäuse erhielten die Trägerlösung (engl. 

Carrier) ohne Wirkstoff. Die Medikamente und die Trägerlösungen wurden entsprechend 

vorbereitet und täglich intraperitoneal injiziert. Minoxidil wurde mit Ethanol zu einer 

20 mg/ml Lösung angesetzt und vor der Injektion mit PBS zehnfach verdünnt. BMS-1166 
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wurde bis 50 mg/ml in DMSO gelöst und zehnfach mit Polyethylenglycol-300 und 

Wasser verdünnt. Das Endvolumen der Injektionslösung bestand aus 10 % BMS-1166 

in DMSO gelöst, aus 30 % Polyethylenglycol-300 und die restlichen 60 % aus Wasser. 

3.4 Vorbereitung des Tumorgewebes 

Nach der Präparation der Tumore werden diese umgehend in eine 4 % 

Paraformaldehyd/ PBS-Fixierlösung gegeben. Dort verbleiben die Tumore zunächst für 

einige Stunden bei Raumtemperatur und anschließend bei 4 °C über Nacht auf dem 

Schüttler. Dadurch werden nekrotische Schäden verhindert, die durch die 

Gewebsentnahme und die dadurch entstehende Sauerstoffunterversorgung der Zellen 

entstehen würden (Lang, 2012). Um die verbliebene Luft in den Lungen zu entfernen, 

werden sie zusätzlich im Exsikkator entgast. Das Fixiermittel wird viermal je 30 Minuten 

mit PBS und anschließend einmal 30 Minuten mit 70 % EtOH ausgewaschen. In 70 % 

EtOH verbleiben die Gewebe bis zur Einbettung. Die Paraffineinbettung erfolgt im 

Einbettkarussell: zuerst wird das Gewebe mittels aufsteigender Alkoholreihe dehydriert, 

dann mit Xylol geklärt und anschließend erfolgt die Infiltration mit Paraffin. Der Vorgang 

ist in Tabelle 7 genauer dargestellt. Danach werden die Paraffinblöckchen gegossen und 

am Schlittenmikrotom in 5 µm dicke Schnitte geschnitten. Im Wasserbad werden sie 

gestreckt und dann auf den Objektträger gezogen. Die Schnitte werden über Nacht bei 

37 °C im Ofen getrocknet und sind dann für die Färbung fertig vorbereitet. 

Tabelle 7: Paraffineinbettung: Dehydrierung, Klärung und Paraffin-Infiltration 

Reagenz Zeit in Stunden 

70 % EtOH I 0,5 

70 % EtOH II 1 

80 % EtOH 3 

96 % EtOH 3 

100 % Isopropanol I 2 

100 % Isopropanol II 2 

100 % Isopropanol III 2 

Xylol I 2 

Xylol II 2 

Xylol III 2 

Paraffin I 4,5 

Paraffin II 4,5 
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3.5 Färbungen 

3.5.1 Histologische Färbungen 

3.5.1.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung  

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung (H.E.-Färbung) ist eine Standardfärbung und dient 

wegen Anfärbung von Zellenkern und Zytoplasma der Übersicht. Durch elektrostatische 

Wechselwirkungen färbt der basische Farbstoff Hämatoxylin die DNA im Zellkern und 

der saure Farbstoff Eosin das Zytoplasma (Lüllmann-Rauch & Asan, 2019).  

Die Tumorschnitte und die Lungenschnitte müssen zuerst entparaffinisiert werden. Dazu 

werden sie für je zehn Minuten in Xylol II und Xylol I gestellt. Anschließend erfolgt die 

Rehydrierung mit der absteigenden Alkoholreihe: je zwei Minuten werden die Schnitte in 

100 % EtOH II, 100 % EtOH I, 96 % EtOH, 80 % EtOH, 70 % EtOH, 50 % EtOH und 

danach in Aquadest gegeben. Dann werden sie zehn Minuten mit Hämatoxylin nach 

Mayer gefärbt. Nach kurzem Spülen in Aquadest werden die Schnitte zehn Minuten unter 

fließendem Leitungswasser gewässert. Wieder wird kurz mit Aquadest zwischengespült, 

bevor die Schnitte für zehn Minuten mit 0,1 % Eosin-Lösung gegengefärbt werden. 

Danach werden sie kurz in Aquadest getränkt und dann zwei Minuten in 96 % EtOH 

gegeben. Dehydriert wird mit der aufsteigenden Alkoholreihe. Dazu werden die Schnitte 

je fünf Minuten in 100 % EtOH I, 100 % EtOH II, Xylol I und Xylol II gestellt. Anschließend 

wird mit Depex eingedeckt.   

3.5.1.2 Pikro-Siriusrot-Färbung 

Die Pikro-Siriusrot-Färbung (PSR-Färbung) ist eine gängige Färbemethode zur 

Anfärbung von Kollagen. Die Färbung beruht auf dem Mechanismus der optischen 

Doppelbrechung. Kollagen und der Farbstoff Siriusrot besitzen anisotrope 

Eigenschaften. Durch parallele Anordnung zueinander wird dieser Effekt verstärkt und 

lässt das Kollagen in der Färbung hervortreten (Rittié, 2017). 

Die Entparaffinisierung und die Rehydrierung mittels absteigender Alkoholreihe erfolgt 

analog zum Vorgehen der H.E.-Färbung. Es wurden ebenfalls Tumore sowie Lungen 

gefärbt. Nach der Entparaffinisierung und Rehydrierung kommen die Schnitte für acht 

Minuten in Hämatoxylin nach Weigert. Nach kurzem Spülen in Aquadest werden sie 

vorsichtig zehn Minuten unter fließendem Leitungswasser gewässert, bevor sie wieder 

kurz in Aquadest getaucht werden und dann für eine Stunde mit 0,1 % Pikro-Siriusrot-

Lösung gefärbt werden. Danach kommen die Schnitte für dreimal zwei Minuten in 0,5 % 

Essigsäure I, II, III. Zur Dehydrierung folgt die Alkoholreihe: zwei Minuten bleiben die 
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Schnitte in 100 % EtOH I, und je fünf Minuten in 100 % EtOH II und III. Anschließend 

werden sie je zweieinhalb Minuten in Xylol I und II gestellt, bevor sie für fünf Minuten in 

Xylol III kommen. Zuletzt erfolgt das Eindecken mit DePex. 

3.5.2 Immunhistochemische Färbungen 

3.5.2.1 Antikörper 

Tabelle 8: verwendete Primärantikörper und Demaskierung der Diaminobenzidin-Färbungen 

Antikörper CD31 Ki67 

Hersteller Abcam (ab28364) Abcam (ab16667) 

Ursprung Rabbit Rabbit 

Verdünnung 1:50 1:100 

Demaskierung 0,5M Tris-Puffer (pH 10) 10mM Citrat-Puffer (pH 6) 

Entwicklungszeit 10 min 10 min 30 sec 

Markierung Endothelzellen Prolieferierende Zellen 

Tabelle 9: verwendete Antikörper und Demaskierung der Immunfluoreszenz Doppelfärbungen 

Primär-

antikörper 

Doppelfärbung Doppelfärbung 

CD31 F4/80 CD4 CD8 

Hersteller Abcam 

(ab28364) 

Abcam 

(ab16911) 

Sino Biological 

(50134-R766) 

Invitrogen (14-

0808-82) 

Ursprung Rabbit Rat Rabbit Rat 

Verdünnung 1:50 1:100 1:100 1:50 

Demaskierung 10mM Citrat-Puffer (pH 6) 10mM Citrat-Puffer (pH 6) 

Markierung Endothelzellen Makrophagen Immunzellen Immunzellen 

Tabelle 10: verwendete Sekundärantikörper der Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen 

Sekundär-

antikörper 
Cy3 Alexa-647 

Hersteller Jackson ImmunoResearch 

(111-165-003) 

Jackson ImmunoResearch 

(112-605-143) 

Ursprung Goat (Anti-Rabbit) Goat (Anti-Rat) 

Verdünnung 1:600 1:300 
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3.5.2.2 Prinzip 

Die Grundlage der Immunhistochemie (IHC) ist die Antigen-Antikörper-Reaktion, bei der 

der Antikörper an das passende Epitop im Gewebe bindet (Lang, 2012). Ein Epitop ist 

ein kleiner Abschnitt auf dem Antigen an welchen der Antikörper binden kann. Auf einem 

Antigen können mehrere Epitope vorkommen, diese können sowohl gleich als auch 

unterschiedlich sein (Bröker et al., 2019). Bei der Fixierung der biologischen Proben 

kommt es durch Bindung von Formaldehyd zu Veränderungen des Epitops und zu 

Vernetzungen im Gewebe. Um diese Bindungen wieder aufzulösen und um das Gewebe 

permeabler für den Antikörper zu machen, erfolgt eine Antigendemaskierung. Bevor die 

Antikörper zugegeben werden, muss jedoch eine Blockierung unspezifischer 

Bindungspartner erfolgen, weil Antikörper aufgrund ihrer hydrophoben und 

elektrostatischen Eigenschaften mit anderen Molekülen im Gewebe wechselwirken und 

so zu Hintergrundfärbungen führen können. Anschließend wird nach der indirekten 

Zwei-Schritt-Methode die Antigen-Antikörper-Reaktion eingeleitet. Der Primärantikörper 

bindet zunächst an ein Epitop und dann bindet der Sekundärantikörper an den 

Primärantikörper (Lang, 2012). Die Sekundärantikörper sind markiert mit Fluorochromen 

oder der Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase, HRP), wie es bei der 

Immunfluoreszenz-Färbung beziehungsweise der DAB-Färbung der Fall ist. Sie sind 

verantwortlich für die eigentliche Färbung (Magaki et al., 2019). 

Die folgenden IHC-Färbungen sind nach bereits etablierten Standard-Färbeprotokollen 

des Instituts für Anatomie und Zellbiologie der Universität Würzburg durchgeführt 

worden. Der schematische Ablauf ist in Abbildung 4 gezeigt. 

3.5.2.3 Diaminobenzidin-Färbung 

Tabelle 11: Entparaffinierung und Rehydrierung der IHC-Färbungen 

Reagenz Zeit in Minuten 

Xylol II 10 

Xylol I 10 

100 % EtOH II 5 

100 % EtOH I 5 

96 % EtOH 5 

80 % EtOH 5 

70 % EtOH 5 

Aquadest 5 
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Zur Entparaffinierung werden die Tumorschnitte jeweils für zehn Minuten in Xylol II und 

Xylol I gestellt. Rehydriert wird mit der absteigenden Alkoholreihe: für je fünf Minuten 

werden die Schnitte in 100 % EtOH II, 100 % EtOH I, 96 % EtOH, 80 % EtOH, 70 % 

EtOH und Aquadest gegeben. Die Entparaffinierung und Rehydrierung ist in Tabelle 11 

dargestellt. Danach erfolgt die Antigendemaskierung, welche sowohl basisch mit Tris-

Puffer als auch sauer mit Citratpuffer, je nach Antikörper und Gewebe, durchgeführt 

werden kann. Die jeweils gewählten Demaskierungen sind in Tabelle 8 aufgeführt. Für 

die Demaskierung werden die Schnitte in den Puffer gestellt und dann in die Mikrowelle 

gegeben, wo der Puffer insgesamt siebenmal im Abstand von 50 Sekunden für zehn 

Sekunden zum Kochen gebracht wird. Nach 30 Minuten Abkühlzeit bei Raumtemperatur 

wird der Puffer fünf Minuten fließend durch Aquadest ersetzt. Nun erfolgt der endogene 

Peroxidase-Block um unerwünschte Hintergrundfärbungen durch endogene 

Peroxidasen, wie sie zum Beispiel in Erythrozyten vorkommen, zu vermeiden. Der Block 

erfolgt hier kompetitiv durch Substratüberschuss (Lang, 2012). Dazu werden die Schnitte 

für zehn Minuten dunkel auf dem Schüttler in 3 % Wasserstoffperoxid-Lösung 

gewaschen. Anschließend werden sie zweimal zweieinhalb Minuten in Aquadest und 

dreimal fünf Minuten in PBS gewaschen. Die Objektträger werden nun nacheinander 

einzeln aus dem PBS genommen und vorsichtig getrocknet, dabei ist darauf zu achten, 

dass das Gewebe nicht austrocknet. Mit PapPen werden die Tumore umkreist, bevor 

2,5 % Normal Horse Serum aus dem Horse /Anti-Rabbit-Polymer-KIT zur Blockierung 

unspezifischer Bindungspartner auf die Schnitte pipettiert wird. Dieser Vorgang wird mit 

allen Objektträgern wiederholt. Dunkel und feucht gelagert beträgt die Einwirkzeit der 

Blocklösung zwei Stunden bei Raumtemperatur. Der Primärantikörper wird mit 0,2 % 

BSA/PBS verdünnt und auf je einen Tumorschnitt pro Objektträger pipettiert. Die jeweils 

gewählten Primärantikörper und ihre Verdünnung sind der Tabelle 8 zu entnehmen. Auf 

die Negativkontrolle daneben wird nur 0,2 % BSA/PBS gegeben. Die Schnitte werden 

über Nacht in einer feuchten Dunkelbox bei vier Grad Celsius gelagert.  

Am nächsten Tag wird die überschüssige Primärantikörper-Lösung zunächst sanft mit 

PBS abgespült und dann werden die Schnitte dreimal fünf Minuten in PBS auf dem 

Schüttler gewaschen. Nun werden die Objektträger etwas trockengetupft und der 

Sekundärantikörper, das Anti-Rabbit-Immunglobulin G aus dem Horse /Anti-Rabbit-

Polymer-KIT, wird auf die Tumore pipettiert. Die Inkubationszeit beträgt eine Stunde in 

der feuchten Dunkelbox bei Raumtemperatur. Im Anschluss werden die Schnitte dunkel 

auf dem Schüttler gewaschen: zweimal fünf Minuten in PBS und zweimal fünf Minuten 

in 0,1 M PB-Puffer (pH 7,4). Jetzt erfolgt die Färbereaktion mit DAB. Für die 
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Entwicklerlösung wird 67,5 ml 0,1 M PB-Puffer (pH 7,4) vorgelegt und nacheinander 

zuerst 1350 µl Nickelsulfat, 1350 µl 10 % Glukose, 150 µl Ammoniumchlorid, 1,5 ml DAB 

und zuletzt 225 µl Glukose-Oxidase dazu pipettiert. Die Tumorschnitte werden in die 

Entwicklerlösung gegeben, abgedunkelt und unter Kontrolle am DAB-Lichtmikroskop 

gefärbt. Die Glukose-Oxidase startet die Reaktion, indem sie die Glukose oxidiert. Das 

dabei anfallende Wasserstoffperoxid wird in einer Redoxreaktion von der, an den 

Sekundärantikörper gekoppelten, HRP zu Wasser umgesetzt. DAB dient hier als 

Reduktionsmittel, wird also selbst oxidiert und dadurch zu einem farbigen Produkt 

umgesetzt (Kuhlmann & Peschke, 1986). Die entsprechenden Entwicklungszeiten für 

den jeweiligen Antikörper sind in der Tabelle 8 dargestellt. Zum Abstoppen der Reaktion 

werden die Schnitte in PBS gestellt und dreimal fünf Minuten in PBS auf dem Schüttler 

gewaschen. Anschließend werden sie kurz in Aquadest getränkt und dann erfolgt die 

Gegenfärbung für drei Minuten in 0,1 % Kernechtrot. Dann werden die Schnitte zweimal 

kurz in Aquadest gewaschen, bevor sie zur Dehydrierung die aufsteigende Alkoholreihe 

durchlaufen. Dabei werden die Schnitte für je eine Minute in 70 % EtOH, 80 % EtOH und 

96 % EtOH und dann je drei Minuten in 100 % EtOH I und 100 % EtOH II gegeben. Jetzt 

werden die Schnitte noch je fünf Minuten in Xylol I und II gestellt und dann werden sie 

unter dem Abzug mit DePex eingedeckt. 

3.5.2.4 Immunfluoreszenz 

Im Rahmen dieser Arbeit werden Immunfluoreszenz (IF)-Doppelfärbungen durchgeführt. 

Die verschiedenen Primärantikörper dürfen dabei nicht aus der gleichen Spezies 

stammen, um eine eindeutige Zuordnung von Sekundär- und Primärantikörper zu 

generieren.  Die Sekundärantikörper sind mit unterschiedlichen Fluorochromen 

gekoppelt und binden an Primärantikörper der gleichen Spezies. Somit erhält man zwei 

eindeutige separate Signale. Vorteil davon ist die Möglichkeit der Beurteilbarkeit einer 

möglichen Lageabhängigkeit der angefärbten Strukturen.  

Der erste Tag der IF-Färbung ähnelt sehr stark dem ersten Tag der DAB-Färbung. Die 

Entparaffinierung, die Rehydrierung mittels absteigender Alkoholreihe, die 

Antigendemaskierung sowie das Waschen der Tumorschnitte in PBS erfolgen analog. 

Allerdings entfällt der Peroxidase-Block, die Blockierung der unspezifischen 

Bindungspartner erfolgt mit 5 % NGS/PBS und die Primärantikörper werden in 

1 %NGS/0,2 % BSA/PBS verdünnt und aufgetragen. Die Antikörper sowie die gewählten 

Demaskierungen sind in Tabelle 9 aufgeführt. 
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Am zweiten Tag werden die Primärantikörper zunächst sanft mit einer Pasteurpipette 

und PBS abgespült und anschließend in PBS dreimal fünf Minuten auf dem Schüttler 

gewaschen. Die Sekundärantikörper, welche der Tabelle 10 zu entnehmen sind, werden 

in sterilem PBS verdünnt und auf die Tumorschnitte pipettiert. Die Inkubationszeit beträgt 

bei Dunkelheit eine Stunde bei Raumtemperatur. Danach werden die Schnitte dunkel 

dreimal zwei Minuten auf dem Schüttler gewaschen. Jetzt erfolgt die Kernfärbung mit 

1:5000 in PBS verdünntem DAPI: dazu wird die DAPI-Lösung auf die Schnitte pipettiert 

und inkubiert dann bei Raumtemperatur zehn Minuten im Dunkeln. Anschließend 

werden die Schnitte fünfmal drei Minuten in PBS dunkel auf dem Schüttler gewaschen. 

Das Eindecken erfolgt hier mit einem Gemisch aus Mowiol und DABCO. Dazu werden 

die Objektträger einzeln nacheinander aus dem PBS geholt, kurz in Aquadest getränkt 

und vorsichtig trockengetupft, bevor Mowiol und DABCO auf die Schnitte pipettiert und 

das Deckglas platziert wird. Die eingedeckten Objektträger härten über Nacht im 

Kühlschrank bei vier Grad Celsius aus, auch die spätere Lagerung der Objektträger 

erfolgt entsprechend.  
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Abbildung 4: Flowchart zur Durchführung der DAB- und IF -Färbungen. 
Diese Standard-Färbeprotokolle entstammen dem Institut für Anatomie und Zellbiologie der Universität 
Würzburg, welche dort bereits etabliert sind. Viele Schritte stimmen bei der DAB- und der IF-Färbung überein 
(graue Kästen). DAPI: -Diamidin- -phenylindol- dihydrochlorid; DAB: Diaminobenzidin; IF: 
Immunfluoreszenz.
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3.6 Mikroskopie 

3.6.1 Keyence BZ-9000 

Das Keyence Microskope BZ-9000 wird für lichtmikroskopische Aufnahmen der H.E.- 

und PSR-gefärbten Tumore und Lungen, sowie der DAB-gefärbten Tumore 

herangezogen. Dabei wird die Einstellung Farbkamera gewählt und die Aufnahmen 

werden im Hellfeld-Modus durchgeführt. Von den H.E.-, PSR- und DAB-gefärbten 

Tumoren, wie auch von den H.E.-gefärbten Lungen, werden Übersichtsaufnahmen des 

gesamten Gewebes in zehnfacher Vergrößerung gemacht. Das Keyence Mikroskop 

macht dabei viele kleine Aufnahmen in zehnfacher Vergrößerung und setzt diese dann 

zu einer Übersichtsaufnahme in einer Auflösung von 1360 x 1024 Pixel zusammen. Bei 

den PSR-gefärbten Lungen werden lediglich Metastasen als Einzelaufnahmen in 

20-facher Vergrößerung abgelichtet. Die Auflösung der Bilder hierbei ist 2720 x 2048 

Pixel.   

3.6.2 Konfokales Mikroskop Nikon Eclipse Ti-Al 

Von den Tumoren der IF-Färbungen werden am konfokalen Mikroskop Nikon Eclipse 

Ti-Al hochauflösende Einzelbilder in 20-facher Vergrößerung gemacht. Von jedem 

Tumor werden vier bis fünf 2048 x 2048 Pixel große Aufnahmen in verschiedenen 

Bereichen des Tumors angefertigt. Es wird darauf geachtet, dass keine nekrotischen 

Bereiche und auch keine Randbereiche abgebildet werden. Mit Laser unterschiedlicher 

Wellenlänge werden die Fluorochrom-markierten Sekundärantikörper zum 

Fluoreszieren angeregt. Für die Aufnahmen werden vier verschiedene Laser benutzt. 

Der erste Laser mit einer Wellenlänge von 405 nm lässt DAPI fluoreszieren. Der zweite 

Laser mit der Wellenlänge von 488 nm bringt den Hintergrund, wie beispielsweise 

autofluoreszierenden Erythrozyten hervor. Der dritte und der vierte Laser mit den 

Wellenlängen von 561 nm und 647 nm machen die Sekundärantikörper Cy3 und 

Alexa 647 sichtbar. Eine Aufnahme besteht so aus vier verschiedenen Ebenen, die 

später im Bildverarbeitungsprogramm ImageJ 1.53c einzeln betrachtet werden können.  
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3.7 Bildverarbeitung und Auswertung  

Zur elektronischen Bildverarbeitung der lichtmikroskopischen Aufnahmen sowie der IF-

Aufnahmen wird das Bildverarbeitungsprogramm ImageJ 1.53c herangezogen. Zuvor 

wird bei den lichtmikroskopischen Aufnahmen durch Dr. E. Henke ein automatisierter 

Weißabgleich mit Photoshop CS5 V.12.0 durchgeführt. In ImageJ 1.53c ist es möglich 

eigene Makros, also eine bestimmte Abfolge von Befehlen, zu erstellen und diese für 

jedes Bild mit den gleichen Einstellungen anzuwenden. Die Informationen von ImageJ 

1.53c werden dann zur statistisch-quantitativen Auswertung in Excel Microsoft 365 und 

OriginPro 2021 übertragen. Auf Basis des festgelegten 5 %-Signifikanzniveaus werden 

die ermittelten Wahrscheinlichkeiten, auch als p-Werte bezeichnet, zur Beurteilung der 

statistischen Signifikanz herangezogen. Die Graphen werden mit OriginPro 2021 erstellt.  

Beim Vergleich der Brusttumore der unterschiedlichen Behandlungsgruppen wird 

angenommen, dass die Werte einer normalverteilten Grundgesamtheit entstammen. Die 

Ergebnisse werden auf unterschiedliche Varianz getestet, wobei bei gleicher Varianz ein 

unpaarer zweiseitiger T-Test durchgeführt wird. Bei signifikant unterschiedlicher Varianz 

wird der T-Test mit Welch-Korrektur durchgeführt. Im Gegensatz zur angenommenen 

Normalverteilung der primären Brusttumore, kann diese Annahme bei 

Lungenmetastasen nicht zutreffen. Der Grund dafür liegt in der multifaktoriell bedingten 

Entstehung und dem Wachstum von Metastasen. Denn nach Injektion der Tumorzellen 

wachsen Metastasen unterschiedlich schnell, da sie abhängig vom 

Primärtumorwachstum und der Auswanderung von Tumorzellen ins umliegende 

Gewebe und in die Gefäße sind. Zur Analyse der Metastasen wird deshalb ein 

unabhängiger Mann-Whitney-Test angewendet.  

3.7.1 Auswertung der H.E.-Färbung 

3.7.1.1 Tumore 

In ImageJ 1.53c wird zunächst der gesamte Tumor von Hand einmal umfahren und die 

markierte Fläche ausgemessen. Dann werden die nekrotischen Bereiche analog 

markiert und die gesamte Nekrose des Tumors durch ImageJ 1.53c ausgerechnet. 

Anhand der beiden Flächenwerte wird die prozentuale Nekrose der gesamten 

Tumorfläche berechnet. Dieser Vorgang wird für alle 33 Tumore wiederholt. 

Anschließend werden die Mittelwerte jeder Behandlungsgruppe ermittelt und der 

Standardfehler des Mittelwerts (engl. standard error oft the mean, SEM) errechnet. 
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3.7.1.2 Lungen 

Ähnlich zur vorherigen Auswertung wird der rechte und der linke Lungenflügel in ImageJ 

1.53c von Hand umfahren und die markierte Fläche ausgemessen. Dann wird jede 

Metastase einzeln analog markiert und die Fläche durch ImageJ 1.53c berechnet. Zuerst 

wird die Anzahl an Metastasen pro Lunge ermittelt und dann errechnet, wie viele 

Metastasen durchschnittlich pro mm² in der jeweiligen Lunge vorkommen. Dieser 

Vorgang wird für alle 17 Lungen wiederholt. Von beiden Berechnungen werden die 

Mittelwerte jeder Behandlungsgruppe ermittelt und der SEM errechnet. Danach erfolgt 

die Analyse der durchschnittlichen Größe der Metastasen. Dazu wird aus allen 

Flächenwerten der Metastasen in einer Behandlungsgruppe der Mittelwert gebildet und 

der SEM errechnet.  

3.7.2 Auswertung der PSR-Färbung 

3.7.2.1 Tumore 

Die Auswertung der 33 Tumore erfolgt mithilfe eines Makros in ImageJ 1.53c. Dazu wird 

nicht wie bisher die gesamte Tumorfläche von Hand umfahren, sondern die intakte 

Tumorfläche wird hier so gut es geht mit mehreren gleich großen Rechtecken erfasst, 

wobei die nekrotischen Bereiche ausgespart werden. Der Hintergrund ist, dass die 

Rechenleistung des Makros nicht mit der individuellen Tumorform kompatibel ist. Über 

jedes Rechteck im Tumor wird, nach automatisierter Kontrastverstärkung durch Dr. E. 

Henke mit Photoshop CS5 V.12.0, das Makro laufen gelassen. Durch das Makro wird 

der ausgewählte Bereich der lichtmikroskopischen Aufnahme in die drei Farbkanäle rot, 

grün und blau geteilt, um ein Schwarz-Weiß-Bild zu erzeugen. Im Schwarz-Weiß-Bild 

können die unterschiedlichen Bildpunkte sehr gut voneinander getrennt werden. In 

diesem Fall wird das rote Kollagennetzwerk der Farbaufnahme am besten im grünen 

Kanal dargestellt. Grüne Bildpunkte erscheinen weiß und rote Bildpunkte schwarz. Hier 

kann man einen Schwellenwert festlegen und dadurch unerwünschte Signale rausfiltern, 

sodass nur die intensivsten roten Signale ausgewertet werden. ImageJ 1.53c analysiert 

im Rahmen des Makros dann wie viele Äste des Kollagennetzwerks im ausgewählten 

Rechteck zu finden sind, was die durchschnittliche und was die maximale Astlänge ist. 

Alle Werte, deren maximale Astlänge kleiner als 20 µm ist werden in der Auswertung 

nicht berücksichtig. Es wird die Gesamtfläche des ausgewerteten Tumorgewebes 

berechnet, welche sich aus der Anzahl und Größe der gewählten Rechtecke ergibt. Dann 
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wird die Gesamtsumme und die Gesamtlänge der Äste pro mm² Tumor und Mittelwerte 

mit SEM errechnet. 

3.7.2.2 Lungen 

Die Einzelaufnahmen in 20-facher Vergrößerung von den PSR-gefärbten Lungen 

werden lediglich visuell ohne elektronische Hilfe ausgewertet. Hierzu werden die 

Kategorien Dichte und Färbeintensität des Kollagennetzwerks mit einer eigenen Skala 

bewertet. Die Skala geht dabei von null (sehr schwach), über eins (schwach) und zwei 

(mittel) bis drei (stark). Außerdem werden auffällige Besonderheiten der 17 Lungen in 

Form oder Lage notiert, um die Metastasen miteinander vergleichen zu können. 

3.7.3 Auswertung der DAB-Färbung mit CD31-Antikörper 

Um die Handhabung bei der DAB-Färbung der insgesamt 16 verschiedenen 

Objektträger mit 33 Tumoren zu vereinfachen, werden diese in zwei Gruppen à zehn 

Objektträger geteilt und separat in zwei verschiedenen Ansätzen gefärbt. Die Gruppen 

werden so gewählt, dass aus jeder Behandlungsgruppe zwei Tumorschnitte in beiden 

Färbeansätzen vertreten sind. Diese Tumore dienen zur späteren Beurteilung, ob die 

Werte aus den zwei Ansätzen miteinander vergleichbar sind. 

In ImageJ 1.53c werden die Übersichtsbilder nun mit einem Makro ausgewertet. Dabei 

wird das Bild wieder in seine drei Farbkanäle rot, grün und blau geteilt. Die dunkle 

intensive Färbung der angefärbten Vaskulatur kommt im roten Kanal am besten zur 

Geltung, weshalb dieser zur Auswertung herangezogen wird. Der Schwellenwert wird so 

festgelegt, dass unerwünschte Hintergrundsignale verschwinden. Deutlich zu kleine 

Signale werden zudem mit von ImageJ 1.53c vorinstallierten Filtern herausgerechnet 

und der Hintergrund damit weiter verbessert. Nachdem mit dem Makro nun das 

vorbereitete Schwarz-Weiß-Bild vorliegt, wird von Hand das intakte Tumorgewebe 

umfahren. Dabei werden Nekrosen und die Randverfärbungen sowie Falten im 

Tumorschnitt ausgespart. ImageJ 1.53c berechnet dann die markierte Fläche und den 

prozentualen Anteil der Vaskulatur an der Gesamtfläche. Es werden Mittelwerte mit SEM 

für jede Behandlungsgruppe berechnet. 

3.7.4 Auswertung der DAB-Färbung mit Ki67-Antikörper 

In ImageJ 1.53c wird zur Auswertung der 33 Tumore wieder mit einem Makro gearbeitet. 

Dieses Makro ähnelt stark dem Makro der CD31-Auswertung. Die Übersichtsaufnahme 
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wird in die drei Farbkanäle geteilt und der rote Kanal zur Auswertung herangezogen. Der 

Hintergrund wird auch durch Festlegung eines Schwellenwerts für die Signalintensität 

reduziert und mit Filtern aufgebessert. Zuvor werden jedoch rundliche Signale des 

Proliferationsmarkers, die im Zentrum Signal-frei sind, durch ImageJ 1.53c aufgefüllt. 

Dieser Schritt ist wichtig, damit sie bei der Auswertung vollumfänglich erfasst werden 

können. Dann wird wieder unter Aussparung von Nekrosen, Falten und 

Randverfärbungen das intakte Tumorgewebe von Hand markiert.  ImageJ 1.53c 

errechnet die markierte Fläche und die Anzahl der Ki67-positiven Zellen. Es werden die 

Ki67-positiven Zellen in Relation zur Tumorfläche gesetzt und Mittelwerte sowie SEM 

berechnet. 

3.7.5 Auswertung der IF-Färbung mit CD31- und F4/80-Antikörper 

Es werden insgesamt 17 Tumore ausgewertet. Die vier verschiedenen Bilder einer IF-

Aufnahme werden direkt in ImageJ 1.53c mithilfe eines Makros ausgewertet. Von den 

zwei Bildebenen der Sekundärantikörper Cy3 und A647 werden die Signale des 488 nm-

Hintergrundkanals abgezogen. Dadurch werden nur eindeutig positive Signale des 

entsprechenden Sekundärantikörpers für die Auswertung erfasst. Gearbeitet wird dann 

nur noch mit den bearbeiteten Bildern der Sekundärantikörper. Im Schwarz-Weiß-Bild 

der IF-Aufnahme erscheinen positive Signale weiß und der negative Hintergrund 

schwarz. Um die Signale für die Auswertung durch ImageJ 1.53c greifbar zu machen, 

werden die Farben umgekehrt. Für die nun positiven schwarzen Signale werden jeweils 

wieder Filter angewendet und je ein Schwellenwert festgelegt, der die eindeutigen 

Signale von unspezifischen Hintergrundsignalen abgrenzt. Dann wird von ImageJ 1.53c 

der prozentuale Anteil der CD31- und der F480-Signale an der Gesamtfläche des Bildes 

berechnet. Für jeden Tumor werden Mittelwerte berechnet. Daraus lässt sich wiederum 

der Mittelwert für die gesamte Behandlungsgruppe und den SEM errechnen. Zusätzlich 

wurde in der Tabelle notiert, wenn sich Auffälligkeiten in der Anordnung von 

Makrophagen zu Gefäßen zeigen. 

3.7.6 Auswertung der IF-Färbung mit CD4- und CD8-Antikörper 

Bei dieser Auswertung von insgesamt 25 Tumoren wird ähnlich zur vorigen Auswertung 

vorgegangen. Mit einem Makro werden wieder die Hintergrundsignale von den CD4- und 

CD8-Signalen abgezogen und die Farben umgekehrt sodass nun schwarze CD4- und 

CD8-positive Signale ausgewertet werden können. Der Hintergrund wird mit Filtern 
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aufgebessert. Mit ImageJ 1.53c werden nun alle Signale einer gewissen Größe gezählt, 

wodurch kleinere unspezifische Signale unberücksichtigt bleiben. Eindeutig positive 

Signale sind bei CD4 ab einer Pixelgöße von 300 Pixel² und bei CD8 ab 250 Pixel² am 

besten dargestellt. Die Auswertung mit der elektronischen Hilfe läuft unter visueller 

Kontrolle, sodass die Anzahl der positiven Zellen doppelt geprüft wird. Es wird die Anzahl 

der positiven CD4- und CD8-Zellen eines Tumors auf die Gesamtfläche des Bildes 

gerechnet. Für jede Behandlungsgruppe wird dann der Mittelewert sowie der SEM 

berechnet. 
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4 Ergebnisse 

Die murinen AT3-Brustkrebstumore und Lungen wurden gefärbt und mikroskopiert. Es 

waren acht bis neun Tumore, sowie drei bis fünf Lungen in jeder der vier 

Behandlungsgruppen Carrier (carrier tumors/ lungs, CT/ CL), Minoxidil (Minoxidil 

tumors/lungs, MT/ ML), BMS-1166 (BMS-1166 tumors/lungs, BT/ BL) und der 

Kombination von BMS-1166 und Minoxidil (BMS-1166 & Minoxidil tumors/ lungs, BMT/ 

BML) vertreten. Eine Übersicht dazu ist in der Tabelle 12 dargestellt. Die Carrier-

Behandlungsgruppe wurde nur mit der Trägerlösung ohne Wirkstoff behandelt. Sie 

diente der Kontrolle, weshalb die Gruppe als Kontrollgruppe bezeichnet wurde. 

Im Folgenden wurden die Effekte der Kombinationstherapie und der Monotherapien im 

Vergleich zur Kontrollgruppe analysiert. Als Grundlage für die histologische Analyse 

dienten die Mikroskopaufnahmen der Tumorschnitte. Zum Vergleich wurden die 

Mittelwerte mit SEM in positiver und negativer Richtung angegeben (Mittelwert ± SEM).  

Tabelle 12: Übersicht über die Anzahl von Tumoren und Lungen in den Behandlungsgruppen 

Behandlungsgruppe Anzahl Tumore Anzahl Lungen 

CT - Carrier  

(Kontrollgruppe) 
8 4 

MT - Minoxidil 8 3 

BT - BMS-1166 9 5 

BMT - BMS-1166 + Minoxidil 8 5 

Summe 33 17 
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4.1 Auswertung von Tumornekrosen anhand der H.E.-Färbung

Ziel bei der histologischen H.E.-Übersichtsfärbung der Brusttumore war es 

herauszufinden, wie viel nekrotisches Gewebe anteilig im Tumor vorkommt und wo die 

Nekrosen lokalisiert sind. Nekrotische Bereiche gab es in allen Behandlungsgruppen.

Diese Areale kennzeichneten sich durch eine aufgelockerte und lose Struktur innerhalb 

des dichten Tumorzellverbunds. Des Weiteren waren in den Nekrosen auch 

fragmentierte DNA-Bestandteile der untergegangenen Zellen zu erkennen, wodurch 

man sie gut von den intakten Tumorzellen mit großen Zellkernen abgrenzen konnte. Zum 

Teil waren auch Einblutungen zu finden. Die Nekrosen zeichneten sich oft im 
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Abbildung 5: H.E.-Färbung eines Minoxidil-behandelten Tumors.
(a) Übersichts-aufnahme des ganzen Tumors. Die nekrotischen 
Bereiche sind gelb markiert und ergeben 2,25 % der gesamten 
Tumorfläche. (b) Bildausschnitt aus (a). Die Nekrose ist gelb 
umrandet. Innerhalb der Nekrose sind fragmentierte 
Zellbestandteile enthalten und auch Einblutungen sind zu 
erkennen. Das noch intakte Tumorgewebe ist dagegen kompakt 
und besteht aus Tumorzellen mit großem Zellkern. Licht-
mikroskopische Aufnahme mit Keyence BZ-9000. 
H.E.: Hämatoxylin-Eosin, (N): Nekrose; (T): intaktes 
Tumorgewebe; ( Einblutung.

N

b
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Tumorzentrum aber auch in Randbereichen ab. In Abbildung 5 sind die Nekrosen zum 

besseren Verständnis hervorgehoben.  

Nach der quantitativen Auswertung aller 33 Tumore zeigte sich bezüglich der 

nekrotischen Areale im Vergleich zur Kontrollgruppe lediglich bei den BMS-1166-

behandelten Tumoren ein signifikanter Unterschied. Bei der Kontrollgruppe war auf die 

gesamte Tumorfläche gerechnet im Durchschnitt 1,93 ± 0,59 % der Fläche nekrotisches 

Gewebe. Im Gegensatz dazu stach die BT-Gruppe mit einer durchschnittlichen Nekrose 

von 22,31 ± 8,56 % der Tumorfläche hervor. Nach Welch-Korrektur waren die beiden 

Gruppen mit einem p-Wert von 4,46 % signifikant unterschiedlich. Dieser Unterschied ist 

in Abbildung 6 exemplarisch dargestellt. Trotz der großen Differenz dieser beiden 

Mittelwerte fiel der Unterschied nicht noch deutlicher aus, da es innerhalb der BT-Gruppe 

eine große Abweichung der einzelnen Nekrose-Werte zueinander gab. Die 

Standardabweichung betrug 25,68 %. Mit Mittelwerten von 3,99 ± 0,94 % Nekrose für 

die doppelt behandelte BMT-Gruppe und 2,18 ± 0,57 % Nekrose für die MT-Gruppe, 

waren beide Behandlungsgruppen im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant 

unterschiedlich. Allerdings lag die BMT-Gruppe mit einem p-Wert von 8,42 % nur knapp 

über dem festgelegten Signifikanzniveau von 5 %. Ähnliches zeigt sich beim Vergleich 

der BT- mit der BMT-Gruppe, welche sich nach Welch-Korrektur mit einem p-Wert von 

6,53 % ebenfalls knapp nicht signifikant unterschieden. In Abbildung 7 ist die statistische 

Auswertung übersichtlich dargestellt. Der BT2-Tumor-1 konnte aufgrund der hohen 

nekrotischen Anteile von 81,49 % und Falten im Bereich des intakten Gewebes für die 

späteren IHC-Auswertungen nicht berücksichtigt werden. 

Das meiste untergegangene Tumorgewebe konnte in der Gruppe der Immun-

Monotherapie mit BMS-1166 beobachtet werden. Die Tumore der Kombinationstherapie 

mit Minoxidil und BMS-1166 zeigten trotz fehlender statistischer Signifikanz tendenziell 

mehr Nekrose als die Kontrolle, aber weniger als die alleinige Behandlung mit dem 

Immuntherapeutikum. 
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Abbildung 7: Auswertung der prozentualen Nekrose der unterschiedlich behandelten Tumore. 
Angegeben sind die Mittelwerte mit SEM. Die MT- und BMT-Gruppe zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe 
keinen signifikanten Unterschied. Jedoch lag die BMT-Gruppe mit einem p-Wert von 8,42 % nur knapp über 
dem festgelegten Signifikanzniveau von 5%. Die Monotherapie mit BMS-1166 zeigte mit einem p-Wert von 
4,13 % einen signifikanten Unterschied verglichen mit der Kontrolle. Der deutliche Unterschied der beiden 
Mittelwerte wurde allerdings durch den hohen Standardfehler der BT-Gruppe relativiert. SEM: standard error 
of the mean; BMS: Bristol-Myers Squibb; MT: Minoxidil tumors; BT: BMS-1166 tumors; BMT: BMS-1166 & 
Minoxidil tumors; p: p-Wert; (*): Welch-Korrektur. 
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Abbildung 6: Vergleich der nekrotischen Bereiche in der H.E.-Färbung.
Signifikant mehr prozentuale Nekrose bei BMS-1166-behandelten Tumoren im Vergleich zu Tumoren der 
Kontrollgruppe.  (a) Übersichtsaufnahme eines Tumors der Kontrollgruppe. Die Nekrose ist schwarz markiert 
und spiegelt mit einem Anteil von 1,53 % der Tumorfläche etwa den Mittelwert der gesamten Kontrollgruppe 
wider. (b) Übersichtsaufnahme eines BMS-1166-behandelten Tumors. Die nekrotischen Bereiche sind 
schwarz markiert und auch dieser Tumor veranschaulicht mit 27,25 % Nekrose gut den Mittelwert der BT-
Gruppe. Lichtmikroskopische Aufnahmen mit Keyence BZ-9000. H.E.: Hämatoxylin-Eosin; CT: Carrier 
tumors; BT: BMS-1166 tumors; BMS: Bristol-Myers Squibb.
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4.2 Auswertung des kollagenen Netzwerks anhand der 

PSR-Färbung

a

b

Abbildung 8: PSR-Färbung eines Tumors der BMT-Gruppe. 
(a) Übersichtsaufnahme des gesamten Tumors. Die unterschiedlich dichte Verteilung von Kollagen ist hier 
gut zu erkennen. Im Tumorzentrum ist die Kollagenfärbung intensiver. (b) Bildausschnitt aus dem Inneren 
des Tumors. Das Kollagennetzwerk ist intensiv rot gefärbt und hebt sich vom Hintergrund ab. Die einzelnen 
Äste mit Abzweigungen sind gut zu erkennen. Der schwarze Pfeil markiert eine solche Abzweigung. 
Lichtmikroskopische Aufnahme mit Keyence BZ-9000. ( ) Abzweigung im Kollagennetzwerk. PSR: Pikro-
Siriusrot-Färbung. BMT: BMS-1166 & Minoxidil tumors; BMS: Bristol-Myers Squibb.
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Die PSR-Färbung wurde zur Analyse der kollagenen Ablagerungen im Tumor 

herangezogen. Dabei war von Interesse, ob mögliche Auswirkungen des Kollagen-

destabilisierenden Medikaments Minoxidil auf das kollagene Netzwerk beobachtet 

werden können. Wie die Abbildung 8 zeigt, ist Kollagen intensiv rot gefärbt, wodurch sich 

das kollagene Netzwerk mit seinen Ästen und Abzweigungen gut über den gesamten 

Tumor verfolgen und beurteilen lässt.  

Bei Betrachtung der insgesamt 33 Tumore war auffällig, dass manche Tumore intensiver 

rot angefärbt waren als andere. Diese Besonderheit war mehrheitlich in der doppelt 

behandelten BMT-Gruppe aber vereinzelt auch in den anderen Behandlungsgruppen zu 

beobachten. Ein solcher Vergleich ist in Abbildung 9 gezeigt. Außerdem konnte 

festgestellt werden, dass sich die meisten Kollagenablagerungen im Tumorzentrum 

abbildeten und weniger in Randbereichen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe war in der 

BMT-Gruppe ein signifikant größeres und dichteres Kollagennetzwerk zu verzeichnen. 

Sowohl die Anzahl der Äste im Netzwerk als auch deren Gesamtlänge waren signifikant 

größer. Nach Welch-Korrektur waren beide Parameter mit einem p-Wert von 1,59 % für 

die Anzahl und 3,95 % für die Gesamtlänge der Äste signifikant unterschiedlich zur 

Kontrolle. Ein exemplarischer Vergleich von zwei Tumoren aus der CT- und der BMT- 

Gruppe ist in Abbildung 9 dargestellt. Durchschnittlich waren es in der BMT- Gruppe 

574,41 ± 114,34 Äste mit einer Gesamtlänge von 305,60 ± 104,33 mm pro mm² 

Tumorfläche. Die Tumore der anderen drei Behandlungsgruppen haben weniger 

Kollagen abgelagert. Sie verfügten über ähnlich viele Äste pro mm² Tumorfläche: 211,62 

± 43,68 in der CT-Gruppe, 212,34 ± 50,98 in der BT-Gruppe und 216,61 ± 59,01 in der 

MT-Gruppe. Mit 23,00 ± 12,57 mm pro mm² Tumorfläche hatten Tumore der BT-Gruppe 

das insgesamt kürzeste kollagene Netzwerk. Die CT- und die MT-Gruppe wiesen hier 

Werte von 41,00 ± 23,31 mm und 45,01 ± 29,61 mm auf. Die Statistik zur Auswertung 

der PSR-Färbung ist in Abbildung 10 graphisch dargestellt. Von 33 Tumoren konnten 

wegen der schlechten Bildqualität eines Tumors (MT3-Tumor 1) nur 32 Tumore 

ausgewertet werden.  

Zusammenfassend zeigte sich bei Kombinationstherapie mit dem Immuntherapeutikum 

BMS-1166 und dem PLOD-2-Inhibitor das größte und dichteste Kollagennetzwerk aller 

Behandlungsgruppen, welches sich vor allem im Tumorinneren zu bündeln schien. 
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Abbildung 13: Vergleich des kollagenen Netzwerks in der PSR-Färbung. 
PSR-gefärbte Tumore aus den Gruppen (a) CT und (b) BMT. Der Unterschied in der Färbeintensität 
kommt hier gut zur Geltung und ist stellvertretend für die gesamte CT- und BMT-Gruppe. Die BMT-Gruppe 
hat ein signifikant größeres Kollagennetzwerk als die Kontrolle. Auffällig bei beiden dargestellten Tumoren 
ist die Kollagenfärbung im Tumorzentrum, welche im Vergleich zur Umgebung deutlich intensiver ausfällt. 
Lichtmikroskopische Übersichtsaufnahmen mit Keyence BZ-9000. PSR: Pikro-Siriusrot-Färbung; CT: 
Carrier tumors; BMT: BMS-1166 & Minoxidil tumors; BMS: Bristol-Myers Squibb.
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Abbildung 10: Auswertung des Kollagennetzwerks der unterschiedlich behandelten Tumore. 
Angegeben sind die Mittelwerte mit SEM. Tumore der BMT-Gruppe hatten das größte und dichteste 
Kollagennetzwerk. (a) Vergleich der Anzahl an Ästen im kollagenen Netzwerk. Signifikanter Unterschied 
der BMT-Gruppe zur CT-Gruppe mit einem p-Wert von 1,03 % bei angenommener gleicher Varianz und 
festgelegtem Signifikanzniveau von 5 %. Die MT- und BT-Gruppe zeigen im Vergleich zur 
Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied. (b) Vergleich der Gesamtlänge der kollagenen Äste 
im Tumor. Signifikanter Unterschied der BMT-Gruppe zur CT-Gruppe mit einem p-Wert von 2,67 % bei 
angenommener gleicher Varianz und festgelegtem Signifikanzniveau von 5 %. Die MT- und BT-Gruppe 
zeigen im Vergleich zur Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied. SEM: standard error oft he 
mean; BMS: Bristol-Myers Squibb; CT: Carrier tumors; MT: Minoxidil tumors; BT: BMS-1166 tumors; 
BMT: BMS-1166 & Minoxidil tumors; p: p-Wert.
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4.3 Auswertung der Tumorvaskularisierung mit                             

Anti-CD31-Antikörper 

Die Vaskularisierung der unterschiedlich behandelten Tumore wurde anhand der 

IHC-Färbung mit dem Anti-CD31-Antikörper (s. Tabelle 8) beurteilt. Das 

Oberflächenprotein CD31 konzentriert sich vor allem zwischen Endothelzellen, wodurch 

bei der Färbung Gefäße sichtbar gemacht werden konnten. In Abbildung 11 ist die 

angefärbte Vaskulatur gut zu erkennen.

Zur Vereinfachung der Handhabung bei der Färbung der 33 Tumore wurde eine Methode 

etabliert, die es ermöglicht zwei separat gefärbte Probensätze zu vergleichen. Dazu 

wurden die Tumore aller Behandlungsgruppen in zwei gleich große Sätze aufgeteilt, die 

dann nacheinander, demselben Protokoll folgend, gefärbt wurden. Jeweils zwei Tumore 

aus jeder Behandlungsgruppe wurden in beiden Sätzen gefärbt, um Abweichungen 

zwischen den Färbeansätzen quantifizieren zu können. Dabei ergab sich bei den doppelt 

gefärbten Tumoren, die zur Kontrolle der Vergleichbarkeit dienten, im direkten Vergleich 

eine Übereinstimmung von 97,23 % und eine Standardabweichung von 9,76 %. Diese

a                                      b
Abbildung 11: DAB-Färbung mit Anti-CD31-Antikörper eines Tumors der BMT-Gruppe.
(a) Bildausschnitt aus der Übersichtsaufnahme. Die braun-schwarz gefärbten Gefäße sind im 5 µm dicken 

Tumorschnitt entweder längs (schwarze Pfeile) oder quer (rote Pfeile) angeschnitten. (b) 
Übersichtsaufnahme des gesamten Tumors. Im Rahmen der DAB-Färbung ist eine dunkle Randverfärbung 
zu beobachten, welche hier gut zu erkennen ist und bei fast allen Tumoren vorkommt. Lichtmikroskopische 
Aufnahmen mit Keyence BZ-9000. DAB: Diaminobenzidin; BMT: BMS-1166 & Minoxidil tumors; BMS: 
Bristol-Myers Squibb.
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geringe Abweichung wurde als vertretbar angenommen und machte eine 

Gesamtauswertung aller CD31-gefärbten Tumore möglich. Dabei floss für die doppelt 

gefärbten Tumore der jeweilige Mittelwert in die Auswertung ein. Eine 

Gegenüberstellung eines Tumors, der in beiden Färbeansätzen gefärbt wurde, ist in 

Abbildung 12 gezeigt.

a

b

Abbildung 12: Gegenüberstellung zweier separat gefärbten Tumorschnitte des gleichen Tumors.
DAB-Färbungen mit Anti-CD31-Antikörper. Dieser Minoxidil-behandelte Tumor wurde bei beiden 
Färbeansätzen mitgefärbt, um in der Auswertung die Vergleichbarkeit der zwei Proben beurteilen zu 
können. (a) Tumor aus der ersten DAB-Färbung. Unter Aussparung von Nekrose, Falten und 
Randverfärbungen wies dieser Tumor einen Anteil von 3,32 % an CD31-positiver Tumorfläche auf. (b) 
Tumor aus der zweiten DAB-Färbung. Unter Aussparung von Nekrose, Falten und Randverfärbungen wies 
dieser Tumor einen Anteil von 3,14 % an CD31-positiver Tumorfläche auf. Der direkte Vergleich dieser 
beiden Werte ergab 105,73 %. Insgesamt lag der direkte Vergleich aller doppelt gefärbten Tumore bei 
97,23 % und die Standardabweichung bei 9,76 %. Durch diese gute Übereinstimmung konnten die Tumore 
der beiden Färbeansätze gemeinsam ausgewertet werden. Lichtmikroskopische Aufnahmen mit Keyence 
BZ-9000. DAB: Diaminobenzidin; MT: Minoxidil tumors.



41

In dieser Auswertung können keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Die 

Mittelwerte der prozentualen Gefäßdichte am intakten Tumorgewebe betrugen bei allen 

vier Behandlungsgruppen zwischen drei und vier Prozent. Mit 3,96 ± 0,41 % CD31-

positiver Tumorfläche wies die Kontrollgruppe die größte Gefäßdichte auf. Das Mittelfeld 

bildeten die BT-Gruppe mit 3,48 ± 0,25 % und die MT-Gruppe mit 3,14 ± 0,21 % CD31-

positiver Tumorfläche. Die geringste Gefäßdichte besaß die BMT-Gruppe mit 

3,04 ± 0,32 % CD31-positiver Tumorfläche. Eine übersichtliche Darstellung dieser 

Auswertung ist der Abbildung 13 zu entnehmen.

Die Kontrolltumore hatten gegenüber den anderen Behandlungsgruppen tendenziell 

eine höhere Gefäßdichte. Es konnte hier allerdings nicht mit statistischer Sicherheit 

nachgewiesen werden, dass durch Behandlung mit Minoxidil, BMS-1166 oder deren 

Kombination wirklich eine Verringerung der Gefäßdichte erzielt wurde.
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Abbildung 13: Auswertung der prozentualen Anteile an CD31-positiver Fläche am intakten Tumorgewebe.
Angegeben sind die Mittelwerte mit SEM. Mit Mittelwerten von 3-4 % verfügten alle Behandlungsgruppen 
über eine ähnliche Gefäßdichte. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte keine der Behandlungsgruppen MT, 
BT und BMT einen signifikanten Unterschied. SEM: standard error of the mean; MT: Minoxidil tumors; BT: 
BMS-1166 tumors; BMT: BMS-1166 & Minoxidil tumors; BMS: Bristol-Myers Squibb.
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4.4 Auswertung der Zellteilungsaktivität mit Anti-Ki67-Antikörper

Um die Zellteilungsaktivität der Tumore zu untersuchen, wurde der Proliferationsmarker 

Ki67 mit dem Anti-Ki67-Antikörper (s. Tabelle 8) durch eine IHC-Färbung sichtbar 

gemacht. Die Färbung ist in Abbildung 14 dargestellt. Auch hier wurde analog zur vorigen 

Färbung versucht die Handhabung durch zwei separate Färbeansätze zu vereinfachen. 

Im Gegensatz zur Gefäßfärbung waren die Werte bei der Ki67-Färbung jedoch nicht 

vergleichbar. Sie weichten zu stark und unregelmäßig in beide Richtungen voneinander 

ab. Ein weiterer Versuch zur Vereinfachung der Handhabung wurde nicht unternommen. 

Abbildung 14: DAB-Färbung mit Anti-Ki67-Antikörper 
eines BMS-1166- und Minoxidil-behandelten Tumors.
(a) Übersichts-aufnahme des ganzen Tumors. (b) 
Bildausschnitt aus der Übersichtsaufnahme. Ki67-
positive Zellen erscheinen in der DAB-Färbung braun-
schwarz (schwarze Pfeile) wohingegen Ki67-negative 
Zellen durch die Kernechtrotfärbung nur rosa sind (rote 
Pfeile). Licht-mikroskopische Aufnahme mit Keyence 
BZ-9000. DAB: Diaminobenzidin; BMT: BMS-1166 & 
Minoxidil tumors; BMS: Bristol-Myers Squibb.
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Alle 16 Objektträger mit insgesamt 33 Tumoren wurden in einem Färbetrog gefärbt und 

dann zusammen ausgewertet.  

Nach der quantitativen Auswertung zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe ein 

signifikanter Unterschied nur bei der Minoxidil-Monotherapie. In der CT-Gruppe waren 

durchschnittlich 679,08 ± 118,79 Ki67-positive Zellen pro mm² Tumorfläche zu finden. 

Im Gegensatz dazu war bei der MT-Gruppe ein geringerer Mittelwert von 320,75 ± 62,12 

Ki67-positiven Zellen pro mm² Tumorfläche zu verzeichnen. Die beiden Gruppen waren 

mit einem p-Wert von 1,82 % signifikant unterschiedlich. Ein exemplarischer Vergleich 

von zwei Tumoren aus der CT- und der MT- Gruppe ist in Abbildung 15 dargestellt. In 

der BT-Gruppe wurden 734,62 ± 74,45 und in der BMT-Gruppe 558,95 ± 118,02 Ki67-

positive Zellen pro mm² Tumorfläche registriert. Im Vergleich zur Kontrolle konnten 

CT
MT

a                                         b
Abbildung 15: Vergleich der Zellteilungsaktivität in der DAB-Färbung mit Anti-Ki67-Antikörper.
Signifikant weniger Ki67-positive Zellen bei Minoxidil-behandelten Tumoren im Vergleich zu Tumoren der 
Kontrollgruppe. (a) Kontrolltumor: insgesamt wurden 596,03 K67-positive Zellen pro Quadratmillimeter 
Tumorfläche registriert. (b) Minoxidil-behandelter Tumor: insgesamt wurden 246,84 Ki67-positive Zellen pro 
Quadratmillimeter Tumorfläche registriert. Beide Tumore spiegeln in etwa den Mittelwert der gesamten 
jeweiligen Behandlungsgruppe wider. Lichtmikroskopische Aufnahmen mit Keyence BZ-9000. ( ) 
vergrößerter Bildausschnitt. DAB: Diaminobenzidin.
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sowohl bei der BT- als auch bei der BMT-Gruppe keine signifikanten Unterschiede 

festgestellt werden. 

Zusammengefasst zeigte sich in Minoxidil-behandelten Tumoren die geringste 

Zellteilungsaktivität. Ausgehend von der Kontrolle konnte die Reduzierung der 

Zellteilungsaktivität bei Minoxidil-Behandlung mit statistischer Sicherheit nachgewiesen 

werden. 
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Abbildung 16: Auswertung der Anzahl an Ki67-positiven Zellen pro mm² Tumorfläche.
Angegeben sind die Mittelwerte mit SEM. Die Monotherapie mit Minoxidil wies mit einem p-Wert von 1,82 % 
eine signifikant geringere Zellteilungsaktivität verglichen mit der Kontrolle auf. Die BT- und BMT-Gruppe 
zeigten keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe. SEM: standard error of the mean; BMS: 
Bristol-Myers Squibb; BT: BMS-166 tumors; BMT: BMS-1166 & Minoxidil tumors; p: p-Wert.
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4.5 Auswertung der Makrophagendichte mit Anti-F4/80-Antikörper   

Anhand der IF-Färbung mit den Antikörpern Anti-F4/80 und Anti-CD31 wurde die 

Situation bezüglich der Infiltration mit Makrophagen beurteilt. In der IF-Aufnahme flossen 

die Informationen des Makrophagenmarkers F4/80 und des Endothelzellmarkers CD31 

zusammen. Dabei konnte eine mögliche Lageabhängigkeit voneinander beurteilt 

werden.   

Von 17 gefärbten Tumoren wurden lediglich 16 Tumore bei der Auswertung 

berücksichtigt. Ein Tumor (MT3-Tumor 1) konnte wegen massiven Aufkommens von 

Fettzellen nicht ausgewertet werden. An der ausgewerteten Tumorfläche der 

Kontrollgruppe waren im Durchschnitt 2,01 ± 0,26 % der Fläche CD31-positiv und 

3,38 ± 1,66 % der Fläche F4/80-positiv. Im Vergleich dazu weichte in dieser Auswertung 

lediglich ein Wert signifikant ab. In der BMT-Gruppe wurde mit 2,88 ± 0,17 % signifikant 

mehr CD31-positive Fläche registriert. Der Anteil der F4/80-positiven Fläche an der 

ausgewerteten Tumorfläche ähnelte mit einem Mittelwert von 3,53 ± 1,33 % aber dem 

der Kontrollgruppe. Verglichen mit der Kontrolle wurden bei den Monotherapien keine 

signifikanten Unterschiede beobachtet. Die BT-Gruppe zeigte durchschnittlich 

1,75 ± 0,20 % CD31-positive und 3,55 ± 0,99 % F4/80-positive Flächen. Bei der MT-

Gruppe machten die CD31-positiven Flächen einen Anteil von 1,05 ± 0,53 % und die 

F4/80-positiven Flächen einen Anteil von 1,16 ± 0,21 % aus. Eine graphische 

Gegenüberstellung aller Werte ist in Abbildung 17 gezeigt. 

Ein signifikanter Einfluss der unterschiedlichen Behandlungen auf die 

Makrophagendichte und die Verteilung von Makrophagen im Tumor konnte in keiner 

Behandlungsgruppe festgestellt werden. 

Allerdings ist in der BMT-Gruppe eine besondere Aufnahme gelungen. In Abbildung 18 

ist eine Aufnahme gezeigt, bei der eine invasive Zone getroffen wurde. Dies ist an den 

noch intakten Anschnitten der Milchdrüsen-Ausführungsgänge zu erkennen. Hier 

sammeln sich im Vergleich zur restlichen Tumorfläche überdurchschnittlich viele 

Makrophagen. Zum Vergleich ist eine Aufnahme eines BMS-1166- und Minoxidil-

behandelten Tumors in Abbildung 19 gezeigt, die keine Anzeichen einer invasiven 

Tumorregion aufweist. 
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Abbildung 17: Auswertung der CD31- und F4/80-positiven Flächen an der ausgewerteten Tumorfläche.
Angegeben sind die Mittelwerte mit SEM. Signifikante Unterschiede in der Makrophagendichte konnten 
keine festgestellt werden. Einzig die BMT-Gruppe zeigte bezüglich des Anteils an CD31-positiver Fläche 
mit einem p-Wert von 3,24 % einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. SEM: standard error of the 
mean; MT: Minoxidil tumors; BT: BMS-1166 tumors; BMT: BMS-1166 & Minoxidil tumors; BMS: Bristol-
Myers Squibb p: p-Wert.
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Abbildung 18: Invasive Tumorregion in IF-Färbung mit Anti-CD31- und Anti-F4/80-Antikörper.
Hohes Aufkommen von Makrophagen in invasiver Tumorregion eines BMS-1166- und Minoxidil-
behandelten Tumors. (a) zeigt die bearbeitete Aufnahme mit überlagernden Signalen abzüglich der 
Hintergrundsignale und herausgefilterten unspezifischen Nebensignalen. Sie ist in folgende Kanäle 
aufgetrennt: (b) Cy3-Kanal 561,0 nm und (c) Alexa647-Kanal 647 nm. Dabei sind die Signale von DAPI blau, 
von Anti-CD31 rot und von Anti-F4/80 grün. In (b) sind die Ausführungsgänge der Milchdrüsen markiert. In 
(c) ist die große Ansammlung von F4/80-positiven Makrophagen in diesem Bereich zu sehen. ( ): Drüsen-
Ausführungsgänge. Konfokale Mikroskopaufnahme mit Nikon Eclipse Ti-Al. BMT: BMS-1166 & Minoxidil 
tumors; BMS: Bristol-Myers Squibb; DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenylindol.
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Abbildung 19: IF-Färbung eines Tumors der BMT-Gruppe mit Anti-CD31- und Anti-F4/80-Antikörper.
(a) zeigt die bearbeitete Aufnahme mit überlagernden Signalen abzüglich der Hintergrundsignale und 
herausgefilterten unspezifischen Nebensignalen. Sie ist in folgende Kanäle aufgetrennt: (b) Cy3-Kanal 
561,0 nm und (c) Alexa647-Kanal 647 nm. Dabei sind die Signale von DAPI blau, von Anti-CD31 rot und 
von Anti-F4/80 grün. Konfokale Mikroskopaufnahme mit Nikon Eclipse Ti-Al. BMT: BMS-1166 & Minoxidil 
tumors; BMS: Bristol-Myers Squibb; DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenylindol.
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4.6 Auswertung der Anzahl an CD4- und CD8-positiven Zellen  

In einer weiteren IF-Färbung mit den Antikörpern Anti-CD4 und Anti-CD8 konnten 

Rückschlüsse auf die Infiltration und auch auf das Verhältnis von CD4- zu CD8-positiven 

Immunzellen gezogen werden. CD4- und CD8-positive Zellen sind Teil des adaptiven 

Immunsystems und erkennen Antigene, welche über MHC-II beziehungsweise MHC-I 

präsentiert werden. CD8-positive Zellen fungieren dabei als cytotoxische T-Zellen 

(Bröker et al., 2019).  

Dieser IF-Doppelfärbung gingen mehrere Versuche einer Dreifachfärbung mit 

zusätzlicher Anti-CD31-Antikörper zur Anfärbung der Gefäße voraus. Es gelang jedoch 

nicht die Signale aller drei Antikörper eindeutig hervorzubringen. Aus diesem Grund 

wurde auf die Dreifachfärbung verzichtet und der finale Versuch nur mit Anti-CD4- und 

Anti-CD8-Antikörper durchgeführt. Daher war keine Aussage zu einer möglichen 

Lagebeziehung von Gefäßen und Immunzellen zu machen. 

Bei der Auswertung der 25 gefärbten Tumore war festzustellen, dass grundsätzlich in 

allen Behandlungsgruppen mehr CD4-positive als CD8-positive T-Zellen vorkamen. Ein 

signifikanter Unterschied zeigte sich beim Vergleich mit der Kontrollgruppe lediglich bei 

der MT-Gruppe in der Anzahl an CD8-positiven Zellen. Die Kontrollgruppe besaß im 

Durchschnitt 37,16 ± 9,67 CD8-positive Zellen pro mm² Tumorfläche. Im Vergleich dazu 

waren es in der MT-Gruppe durchschnittlich 11,93 ± 4,18 CD8-positive Zellen pro mm² 

Tumorfläche. Dies stellte mit einem p-Wert von 3,77 % einen signifikanten Unterschied 

dar. Bezüglich der CD4-positiven Zellen zeigten die Mittelwerte von 79,58 ± 21,38 für die 

MT-Gruppe und 108,97 ± 21,05 für die Kontrolle aber keine signifikante Abweichung. 

Zur Veranschaulichung ist anschließend jeweils eine Ausschnittsaufnahme eines 

Tumors aus der Kontrollgruppe und der MT-Gruppe dargestellt. Die Abbildung 20 zeigt 

dabei die Kontrollgruppe und die Abbildung 21 die MT-Gruppe. Die BT- und die BMT-

Gruppe hatten ähnlich viele CD8-positive Zellen vorzuweisen wie die Kontrollgruppe. In 

der BT-Gruppe waren es durchschnittlich 38,23 ± 13,60 CD8-positive Zellen und in der 

BMT-Gruppe durchschnittlich 37,34 ± 6,32 CD8-positive Zellen. Mit 82,74 ± 23,91 CD4-

positiven Zellen bewegte sich die BT-Gruppe, sowie auch die BMT-Gruppe mit 

89,67 ± 14,67 CD4-positiven Zellen im Mittelfeld. Eine übersichtliche Darstellung dieser 

Auswertung ist in Abbildung 22 gezeigt. 
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Die Behandlungen mit Minoxidil, BMS-1166 und deren Kombination hatten keinen 

Einfluss auf die Anzahl an CD4-positiven T-Helferzellen. Eine signifikante Reduzierung 

der Anzahl an CD8-positiven cytotoxischen T-Zellen wurde durch die Monotherapie mit 

Minoxidil beobachtet.   

Abbildung 20: Verteilung von CD4- und CD8-positiven Zellen in einem Kontrolltumor.
(a) zeigt die bearbeitete Aufnahme mit überlagernden Signalen abzüglich der Hintergrundsignale und 
herausgefilterten unspezifischen Nebensignalen. Sie ist in folgende Kanäle aufgetrennt: (b) Cy3-Kanal 
561,0 nm und (c) Alexa647-Kanal 647 nm. Dabei sind die Signale von DAPI blau, von Anti-CD4 rot und von 
Anti-CD8 grün. Konfokale Mikroskopaufnahme mit Nikon Eclipse Ti-Al. DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenylindol.

cb

a

CD4 CD8
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b c
Abbildung 21: Verteilung von CD4- und CD8-positiven Zellen in einem Minoxidil-behandeltem Tumor.
(a) zeigt die bearbeitete Aufnahme mit überlagernden Signalen abzüglich der Hintergrundsignale und 
herausgefilterten unspezifischen Nebensignalen. Sie ist in folgende Kanäle aufgetrennt: (b) Cy3-Kanal 
561,0 nm und (c) Alexa647-Kanal 647 nm. Dabei sind die Signale von DAPI blau, von Anti-CD4 rot und von 
Anti-CD8 grün. Konfokale Mikroskopaufnahme mit Nikon Eclipse Ti-Al. DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenylindol.

a

CD4 CD8
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Abbildung 22: Auswertung der Anzahl an CD4- und CD8-positiven Zellen an der ausgewerteten 
Tumorfläche.
Angegeben sind die Mittelwerte mit SEM. Insgesamt wurden in jeder Behandlungsgruppe weniger CD8-
positive Zellen als CD4-positive Zellen registriert. Die BT- und BMT-Gruppe zeigten im Vergleich zur 
Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede. In der MT-Gruppe waren mit einem p-Wert von 3,77 %
signifikant weniger CD8-positiven Zellen als in der Kontrolle vorhanden. SEM: standard error of the 
mean; MT: Minoxidil tumors; BT: BMS-1166 tumors; BMT: BMS-1166 & Minoxidil tumors; BMS: Bristol-
Myers Squibb p: p-Wert.
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4.7 Auswertung von Lungenmetastasen 

Eine quantitative Auswertung der Metastasen in den insgesamt 17 Lungen der 

unterschiedlichen Behandlungsgruppen wurde durch die H.E.-Übersichtsfärbung 

ermöglicht. Es war festzustellen, dass in jeder Behandlungsgruppe Metastasen 

vorkamen. Sie waren im gesamten Lungenparenchym anzufinden, vor allem aber um 

die Bronchien und Bronchiolen. Signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe konnten 

allerdings nicht ausgemacht werden. Die Kontrollgruppe hatte mit 0,39 ± 0,17 im 

Durchschnitt die meisten Metastasen pro Quadratmillimeter Lungenfläche. Die 

Behandlungsgruppen ML und BL bewegten sich in ihrer durchschnittlichen Anzahl an 

Metastasen pro mm² Lungenfläche auf ähnlichem Niveau. Die ML-Gruppe  

wies einen Wert von 0,28 ± 0,18 und die BL-Gruppe einen Wert von 0,28 ± 0,13 auf. In 

der BML-Gruppe kamen mit 0,06 ± 0,02 Metastasen pro mm2 Lungenfläche 

durchschnittlich die wenigsten Metastasen vor. In Abbildung 23 a ist die Auswertung 

dazu graphisch gezeigt. 

Von Interesse war nicht nur die Anzahl, sondern auch die Größe der Lungenmetastasen. 

Dazu wurden die absoluten Größen der einzelnen Metastasen bestimmt und analysiert. 

In Abbildung 23 b sind die einzelnen Werte jeder Behandlungsgruppe gegeneinander 

aufgetragen. In der Kontrollgruppe besaßen die Metastasen eine durchschnittliche 

Größe von 0,02 ± 0,00 mm². Im Vergleich dazu waren die Metastasen der BML-Gruppe 

mit einer mittleren Größe von 0,11 ± 0,04 mm² und die Metastasen der ML-Gruppe mit 

durchschnittlich 0,22 ± 0,15 mm² signifikant größer. Dabei betrug der p-Wert für die BML-

Gruppe 4,45 % und für die ML-Gruppe 2,65 %. Die Metastasen der BL-Gruppe ähnelten 

in ihrer Größe mit einem Mittelwert von 0,03 ± 0,01 mm² denen der Kontrollgruppe.  
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Abbildung 23: Statistische Auswertung der Lungenmetastasen. 
(a) Vergleich der Anzahl an Lungenmetastasen pro Quadratmillimeter Lungenfläche in den 
unterschiedlichen Behandlungsgruppen. (b) Vergleich der absoluten Größe von Metastasen in den 
unterschiedlichen Behandlungsgruppen. Die Säulen zeigen die Mittelwerte jeder Behandlungsgruppe. In 
(b) sind zusätzlich die einzelnen Messwerte im Säulendiagramm dargestellt. Die Fehlerbalken sind in 
positiver Richtung dargestellt und geben den SEM an. Die Metastasen der Kombinationstherapie sind 
zwar tendenziell weniger, dafür aber signifikant größer. Dabei ist das Signifikanzniveau auf 5 % festgelegt 
und die gleiche Varianz wird angenommen. SEM: standard error of the mean; ML: Minoxidil lungs; BL: 
BMS-1166 lungs; BML: BMS-1166 & Minoxidil lungs; BMS: Bristol-Myers Squibb.
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Die Kombinationsbehandlung mit BMS-1166 und Minoxidil hatte Auswirkungen auf

Lungenmetastasen. Hier fanden sich im Vergleich zur Kontrolle zwar tendenziell 

weniger, dafür aber größere Metastasen in den Lungen. Die Abbildung 24 zeigt diese 

Beobachtung exemplarisch. Minoxidil hatte dabei nicht nur in Kombination, sondern 

auch als Monotherapie Einfluss auf die Größe der Lungenmetastasen.

a

b BML

CL

Abbildung 2449: H.E.-gefärbte Lungenflügel der Behandlungsgruppen (a) CL und (b) BML.
Die Metastasen sind mit schwarzen Pfeilen markiert. Der Größenunterschied der Metastastasen zwischen 
den beiden Behandlungsgruppen ist deutlich zu erkennen. In (a) sind ein Zehntel mehr Metastasen als in (b) 
zu finden. Licht-mikroskopische Übersichtsaufnahmen mit Keyence BZ-9000. ( ): Metastase. 
H.E.: Hämatoxylin-Eosin; CL: Carrier lungs; BML: BMS-1166 & Minoxidil lungs; BMS: Bristol-Myers Squibb.
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Eine Aussage über den Aufbau der Metastasen sollte bei der Auswertung der PSR-

gefärbten Lungen getroffen werden. Allerdings zeigten die Metastasen innerhalb 

derselben Behandlungsgruppe eine sehr hohe Heterogenität. Dies erschwerte die 

Vergleichbarkeit und die Klassifizierung und verhinderte eine repräsentative 

Auswertung. Am Beispiel der Kontrollgruppe wird die Heterogenität der 

Lungenmetastasen in Abbildung 25 aufgezeigt. 

Abbildung 25: Lungenmetastasen der 
Kontrollgruppe in der PSR-Färbung. 
Hohe Heterogenität der Lungen-
metastasen in der Kontrollgruppe. Die 
Metastasen unterscheiden sich in Größe, 
Form, Aufbau und Dichte. Licht-
mikroskopische Aufnahme mit Keyence 
BZ-9000. PSR: Pikro-Siriusrot.
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5 Diskussion 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der Kombinationstherapie von BMS-1166 

und Minoxidil auf Brustkrebs untersucht. Ziel der Arbeit war es herauszufinden, ob 

synergistische Effekte beobachtet werden können, die eine Optimierung der 

Brustkrebstherapie ermöglichen. Die Analyse erfolgte anhand von Mikroskopaufnahmen 

der histologisch und immunhistologisch gefärbten Tumore und Lungen aus  

vier unterschiedlichen Behandlungsgruppen: Minoxidil, BMS-1166, BMS-1166 mit 

Minoxidil in Kombination und eine, lediglich mit der Trägerlösung behandelte, 

Kontrollgruppe.  

Die hier vorgestellten histologischen und immunhistologischen Analysen sollten weitere 

Analysen der Arbeitsgruppe um Dr. E. Henke zum gleichen Medikamentenspektrum 

ergänzen. Unter anderem wurden bereits Auswirkungen dieser 

Medikamentenkombination mittels einfacherer Tumorbetrachtung oder 

fluoreszenzaktivierter Zellanalysen in der Durchflusszytometrie untersucht. Die 

vorgestellten Ergebnisse sind somit als Teilergebnisse des Gesamtprojekts zur 

Kombination von Inhibition der Kollagensynthese durch PLOD-2-Blockade und 

Inhibierung des PD-1/PD-L1 Checkpoints zu interpretieren. 

Die Kombinationstherapie zeigte in den Brusttumoren ein ausgeprägtes kollagenes 

Netzwerk. Diese doppelt-behandelten Tumore wiesen tendenziell mehr Nekrosen als die 

Kontrolltumore auf, aber bezüglich der Infiltration mit Immunzellen waren hier keine 

Unterschiede zu vermerken. Des Weiteren wurden in den Lungen der 

Kombinationstherapie die größten Metastasen gefunden. 

 

Die Behandlung mit dem Immuntherapeutikum BMS-1166, welches den PD-1/PD-L1-

Signalweg inhibiert, lässt eine erhöhte Tumornekrose durch eine größere Anzahl an 

aktivierten T-Zellen erwarten. Der PD-1/PD-L1-Signalweg ist in Abbildung 1 schematisch 

dargestellt. Er ist verantwortlich für die Hemmung der T-Zell-Aktivierung und führt dazu, 

dass T-Zellen im Arrest verharren und verstärkt dem programmierten Zelltod zugeführt 

werden (Chemnitz et al., 2004; Gibbons et al., 2012; Latchman et al., 2001). Durch den 

Wegfall des PD-1/PD-L1-vermittelten immunsuppressiven Effekts sollten folglich die 

Tumorzellen effektiver bekämpft werden können und in einer verstärkten Tumornekrose 

resultieren. Dieser Erwartung entsprechen die Ergebnisse der H.E.-Auswertung. 

Zunächst ist aber wichtig festzustellen, dass in den Kontrolltumoren kaum Nekrosen 

nachgewiesen werden konnten. Diese Feststellung ist wichtig, denn eine hohe 
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prozentuale Nekrose des Tumors allein kann auch durch einen gesteigerten, hohen 

Verbrauch an Sauerstoff und Metaboliten im Rahmen des Stoffwechsels der 

Tumorzellen zustande kommen und somit Indiz für ein aggressives Tumorwachstum 

sein (Karsch-Bluman et al., 2019). So kann aber davon ausgegangen werden, dass AT3-

Brusttumore wenig aggressiv wachsen oder zumindest so gut versorgt sind, dass es zu 

keiner akuten Unterversorgung der Tumorzellen kommt, die eine Nekrose zur Folge 

hätte. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass BMS-1166-behandelte Tumore 

signifikant mehr nekrotisches Gewebe aufweisen als Tumore der Kontrollgruppe. Dies 

kann als Anzeichen dafür gesehen werden, dass die Behandlung anschlägt und die 

erhöhten Werte der prozentualen Nekrose auf das Immuntherapeutikum zurückzuführen 

sind. Dafür spricht auch, dass Gefäßdichte und Zellteilungsaktivität in den Tumoren der 

Kontroll- und BT-Gruppe ähnlich waren. Dies lässt vermuten, dass die nekrotischen 

Areale nicht Ursache einer akuten generellen Unterversorgung darstellen, sondern als 

Reaktion auf die Behandlung mit BMS-1166 zu werten sind. 

Allerdings ist in der BT-Gruppe eine breite Streuung der Einzelergebnisse zu 

verzeichnen (Standardabweichung 25,68 %). Somit können hier mit der Monotherapie 

zwar gute, jedoch keine konstanten Erfolge bezüglich der induzierten Nekrosen 

verzeichnet werden. Bei der kombinierten Gabe von BMS-1166 und Minoxidil sind die 

Ergebnisse einheitlicher, aber die nekrotischen Tumoranteile auch insgesamt kleiner. 

Minoxidil scheint also den Nekrose-induzierenden Effekt von BMS-1166 

abzuschwächen. Jedoch hebt sich auch die BMT-Gruppe von der Kontrollgruppe ab. Der 

Unterschied ist hier mit 8,42 % Wahrscheinlichkeit zwar knapp nicht signifikant, zeigt 

aber eine klare Tendenz, die mit einer größeren Stichprobe eventuell bestätigt werden 

könnte.  

Eine mögliche Ursache für diesen verminderten Effekt des Immuntherapeutikums in der 

Kombinationstherapie mit Minoxidil könnte das eindeutig größte und dichteste kollagene 

Netzwerk der Tumore sein. Die Netze aus Kollagen ziehen sich durch das ganze 

Tumorgewebe und zeigen sich bei vielen Tumoren verstärkt im Zentrum. Die zentrale 

Kollagenansammlung ist bei mehreren Tumoren zu beobachten und stellt keine 

Besonderheit der BMT-Gruppe dar. Das große kollagene Netzwerk und die 

Fibrotisierung erschwert die Penetration der Medikamente ins Tumorzentrum und könnte 

das verminderte Ansprechen auf das Immuntherapeutikum erklären. Durch solche 

Fibrosen sind Rezidive, Metastasierung und ein tödlicher Ausgang der Erkrankung 

wahrscheinlicher (Hasebe et al., 2002). Die alleinige EZM-Destabilisierung mit Minoxidil 

zeigt diesen Effekt nicht. Es muss also davon ausgegangen werden, dass durch die 
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Kombination mit dem Immuntherapeutikum diese Veränderung in der TME 

hervorgerufen wird.  

Jedoch gilt es bei der Auswertung der PSR-Färbung zu beachten, dass es sich zwar um 

eine etablierte aber nicht ganz spezifische histologische Kollagenfärbung handelt. Eine 

eindeutige Darstellung des kollagenen Netzwerks ist nur mit der linearen 

Polarisationsmikroskopie zu generieren und auszuwerten (Rittié, 2017). Der Zugang zu 

einem solchen Mikroskop war nicht gegeben. Dass es Unterschiede zwischen den 

Tumoren der Kombinationstherapie und den Tumoren der anderen Behandlungsgruppe 

gibt, ist allerdings auch ohne Polarisationsmikroskopie deutlich zu erkennen. Um diese 

Besonderheit der kollagenen Strukturen in Tumoren der Kombinationstherapie näher zu 

untersuchen, ist es empfehlenswert die Tumore noch einmal intensiver mittels linearer 

Polarisationsmikroskopie zu betrachten. 

Vorausgehende Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Dr. E. Henke zeigen, dass die 

Tumore der Kombinationstherapie eindeutig die kleinsten und leichtesten sind. Dies darf 

bei der Einschätzung der Wirksamkeit der Kombinationstherapie nicht außer Acht 

gelassen werden. Bezüglich des Wachstums scheint es also einen synergistischen 

Effekt der Kombination aus Immuntherapeutikum und PLOD-2-Inhibitior zu geben. Der 

makroskopisch festgestellte positive Einfluss der Kombinationstherapie auf die 

Brusttumore sollte mikroskopisch begründet werden können. Die besondere Auffälligkeit 

im kollagenen Netzwerk der mit BMS-1166- und Minoxidil-behandelten Tumore scheint 

also mit dem geringeren Wachstum der BMT-Gruppe in Zusammenhang zu stehen. Die 

EZM-Versteifung kann, abhängig vom Tumor, sowohl in einer erhöhten als auch einer 

reduzierten Tumorzellprolieferation und daraus folgend in einem verstärkten 

beziehungsweise reduzierten Tumorwachstum resultieren.  (Rossow et al., 2018). Die 

AT3-Brusttumore reagieren hier offenbar als Folge einer Diffusionsbarriere für 

Nährstoffe sowie Sauerstoff unabhängig von der Gefäßdichte mit einem verringerten 

Wachstum. Allerdings kann diese Hypothese nicht mit der Auswertung der 

Prolieferationsaktivität bestätigt werden. Es konnte kein signifikanter Unterschied 

zwischen der BMT-Gruppe und der Kontrollgruppe ausgemacht werden. Des Weiteren 

zeigte die MT-Gruppe die geringste Zellteilungsaktivität, obwohl diese Tumore eindeutig 

die größten und schwersten waren. Um herauszufinden was zu diesen gegensätzlichen 

Ergebnissen führte, empfiehlt es sich die Färbung mit dem Proliferationsmarker Ki67 zu 

wiederholen und neu auszuwerten.  

Die Infiltration der Tumore mit Immunzellen wurde anhand von IF-Färbungen unter dem 

konfokalen Mikroskop ausgewertet. Bei diesen Auswertungen und Ergebnissen 
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Färbungen ist jedoch zu beachten, dass diese nur durch Tumorausschnitte von 

insgesamt wenigen Tumoren zustande gekommen sind. Aufgrund der langen 

Aufnahmezeiten am konfokalen Mikroskop wurden weniger Tumore als bei den anderen 

Färbungen gefärbt und ausgewertet. Mit dem konfokalen Mikroskop sind 

Übersichtsaufnahmen nur schwer realisierbar, deshalb wurden diese Tumore nur 

anhand von zufällig gewählten Ausschnitten ausgewertet. Eine für den gesamten Tumor 

repräsentativ quantitative Auswertung ist deshalb nicht möglich. Die Ergebnisse sind 

folglich vielmehr als zwar stichprobenartige, aber auch objektive Einblicke in den Tumor 

zu verstehen, die Tendenzen wiedergeben. Signifikante Unterschiede zwischen den 

unterschiedlichen Behandlungsgruppen sollten aber dennoch auffallen. Wobei hier 

Vorsicht geboten ist, denn bei der Auswertung des CD31-Antikörpers im Rahmen der 

DAB- beziehungsweise IF-Färbung wurden unterschiedliche Ergebnisse notiert. In 

diesem Fall gilt die Tumorgesamtauswertung als aussagekräftige Basis und die IF-

Auswertung als modulierender Einblick. Für zukünftige Versuche ist es jedoch 

empfehlenswert den ganzen Tumor auch bei IF-Färbungen auszuwerten. So könnte 

zukünftig eine deutliche Verbesserung von quantitativen Analysen erzielt werden. Eine 

dafür geeignete Methode gilt es in nachfolgenden Arbeiten zu etablieren. Dann ist auch 

die Beurteilung einer möglichen Lageabhängigkeit der angefärbten Strukturen bei IF-

Färbungen etwas aussagekräftiger. Allerdings bleibt weiter zu beachten, dass es sich 

bei den Proben um 5 µm dünne Gewebsschnitte handelt und die Lage nur in zwei 

Dimensionen beurteilt werden kann. An einer Möglichkeit der dreidimensionalen 

Darstellung von dickeren IF-gefärbten Tumorproben wird derzeit unter anderem in der 

Arbeitsgruppe um Dr. E. Henke geforscht. 

Makrophagen spielen eine entscheidende Rolle in der TME. Sie können durch 

Chemotaxis das Tumorwachstum und die Metastasierung fördern, weshalb sie mit einer 

schlechten Prognose assoziiert sind (Pollard, 2008; Qiu et al., 2018). In einer 

Mikroskopaufnahme wurde eine invasive Tumorfront abgebildet. Hier konnte eine sehr 

hohe Dichte an Makrophagen beobachtet werden, die die tumorprogressive Rolle dieser 

Zellen stützen könnte.  

Bei der Auswertung der Makrophagendichte konnten keine signifikanten Unterschiede 

festgestellt werden. Tendenziell wiesen die Minoxidil-behandelten Tumore die wenigsten 

Makrophagen pro Fläche auf. Entsprechend dem starken Wachstum dieser Tumore und 

der tumorfördernden Rolle der Makrophagen wurden hier eher viele Makrophagen 

erwartet. Des Weiteren wurde in den schnell wachsenden Minoxidil-behandelten 

Tumoren signifikant weniger cytotoxische CD8-positive T-Zellen als in der 
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Kontrollgruppe beobachtet. Das Immunsystem schafft es mit weniger cytotoxischen 

Zellen vermutlich nicht den Tumor in seiner Ausbreitung effektiv zu bekämpfen, was das 

große Wachstum dieser Tumore erklären könnte. Außerdem können Makrophagen 

CD8-positive cytotoxische T-Zellen in ihrer Funktion und deren Proliferation hemmen 

(Ruffell et al., 2014). Um eindeutige Rückschlüsse aus den Ergebnissen ziehen zu 

können, ist deshalb die Auswertung des kompletten Tumors sehr zu empfehlen. 

Die Infiltration von CD4- und CD8-positiven T-Zellen ist von besonderem Interesse für 

die Beurteilung der Wirksamkeit des eingesetzten Immuntherapeutikums BMS-1166. 

Viele CD4- und CD8-positive T-Zellen im TNBC machen das Überleben 

wahrscheinlicher. Allerdings werden bei einem hohen Anteil an CD8-positiven 

cytotoxischen T-Zellen die immunsuppressiven Immun-Checkpoint-Moleküle PD-1 und 

PD-L1 verstärkt exprimiert (Oshi et al., 2020). Durch die PD-L1-Inhibition mit BMS-1166 

soll die immunsuppressive Wirkung des PD-1/PD-L1-Signalwegs verhindert werden, 

weshalb in den mit BMS-1166-behandelten Tumoren eine höhere Anzahl an T-Zellen zu 

erwarten ist. Diese Erwartung kann durch die vorliegenden Ergebnisse jedoch nicht 

bestätigen werden. Die BT-Gruppe, sowie auch die BMT-Gruppe liegen in ihrer Anzahl 

an CD4- und CD8-positiven Zellen auf ähnlichem Niveau mit der Kontrollgruppe. Dass 

das Immuntherapeutikum keine Auswirkungen auf die Anzahl der Immunzellen zeigt ist 

schwer vorstellbar. Eine mögliche Erklärung hierfür wären die stichprobenartigen 

Ausschnittsaufnahmen, die unabhängig des Aufnahmeorts miteinander verglichen 

wurden. So sind CD4- und CD8-positive T-Zellen am Tumorrand häufiger als im 

Tumorzentrum (Wang et al., 2017). Eine Tumorgesamtauswertung ist hier von großer 

Bedeutung, um die Auswirkungen der Immuntherapie auf die Immunzellen genau zu 

untersuchen und dabei auch Aussagen zur Lokalisation dieser Zellen treffen können. 

Dies verdeutlicht die Wichtigkeit der Etablierung einer Methode zur Aufnahme von IF-

gefärbten Tumoren als Ganzes. 

Lungenmetastasen kommen in jeder Behandlungsgruppe vor. Tendenziell wiesen die 

doppelt behandelten Tumore der BMT-Gruppe die wenigsten Lungenmetastasen auf. 

Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte jedoch nicht ausgemacht werden. 

Trotzdem lässt diese Beobachtung vermuten, dass der Brusttumor nicht nur im lokalen 

Wachstum, sondern auch in seiner Ausbreitung in die Lunge gehemmt wird. Die 

Metastasen, die es schaffen sich in der Lunge festzusetzen, sind hingegen signifikant 

größer als in der Kontrollgruppe. Minoxidil scheint hierbei einen starken Einfluss zu 

haben, denn in der ML-Gruppe konnten noch größere Metastasen festgestellt werden. 
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Für die Metastasierung ist zum einen die Auswanderung der Tumorzellen des 

Primärtumors ins Gefäßsystem aber auch die Festsetzung der Tumorzellen in das 

Lungenparenchym von Bedeutung. Hierfür kommen der Tumorvaskularisierung und 

auch den Makrophagen für die Intra- sowie Extravasation wichtige Schlüsselrollen zu 

(Qian et al., 2009). Die Tumorvaskularisierung und auch die Makrophagendichte im 

Primärtumor unterschieden sich in diesem Versuch jedoch nicht signifikant. 

Hinzukommt, dass keine Auffälligkeiten im Aufbau der Metastasen festgestellt werden 

konnten. Diese waren sehr heterogen und scheinen dabei keinem Muster zu folgen. Es 

kann somit nicht mit Sicherheit gesagt werden, woher das große Wachstum der 

Lungenmetastassen in Zusammenhang mit Minoxidil herrühren könnte. Außerdem ist 

die Metastasierung ist ein komplexer Vorgang und besteht aus vielen unterschiedlichen 

Komponenten (Scully et al., 2012).  

 

Alles in Allem zeigt die Kombinationstherapie aus Minoxidil und BMS-1166 

vielversprechende Ansätze bei der Behandlung von AT3-Brusttumoren. Im Rahmen 

dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Immuntherapie anschlägt und in 

Kombination mit dem PLOD2-Inhibitor zu einer Veränderung im kollagenen Netzwerk 

führt. Die starken Kollagenablagerungen in dieser Behandlungsgruppe werden als 

Ursache für das geringe Tumorwachstum angesehen und sind als Erfolg zu verzeichnen. 

Jedoch sollten zur weiteren Abklärung, auch bezüglich der Situation der Infiltration mit 

Immunzellen, weitere Untersuchungen folgen. 
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6 Zusammenfassung 

In dieser Arbeit wurden die histologischen und immunhistologischen Auswirkungen der 

Kombination aus Inhibition des PD-1/PD-1L-Checkpoints und PLOD-2-Blockade 

untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass die Immuntherapie anschlägt und dabei 

als Monotherapie die stärksten Tumornekrosen induzierte. Das Ansprechen auf die 

Immuntherapie mit BMS-1166 war jedoch sehr unterschiedlich. In der Kombination mit 

dem PLOD-2-Inhibitor Minoxidil wurden hingegen einheitlichere, aber auch geringere 

Nekroseanteile festgestellt. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass die 

Kombinationsbehandlung die stärkste Auswirkung auf das Tumorwachstum hatte. So 

waren diese Tumore die kleinsten und leichtesten, was in Zusammenhang mit dem 

ausgeprägten kollagenen Netzwerk dieser Gruppe stehen könnte. Die Kombination 

zeigte keine Auswirkung auf die Tumorvaskularisierung und die Zellteilungsaktivität, 

sowie auch keine Auffälligkeiten bezüglich der Infiltration mit Immunzellen. 

Lungenmetastasen kamen in allen Behandlungsgruppen vor. Bei der 

Kombinationsbehandlung waren jedoch die durchschnittlich größten Lungenmetastasen 

festzustellen. 

In dieser Arbeit konnte keine klare signifikante Verbesserung der Brustkrebstherapie 

durch die Kombination von Inhibition der Kollagensynthese durch PLOD-2-Blockade und 

Inhibierung des PD-1/PD-1L-Checkpoints aufgezeigt werden. Das kollagene Netzwerk 

war auffällig und sollte genauer untersucht werden. Es lohnt sich weiter an 

Kombinationen aus Immuntherapeutikum und EZM-Destabilisierung zu arbeiten. Die 

TME muss dabei weiterhin Ansatzpunkt der Forschung bleiben, um eine erleichterte 

Penetration der Medikamente in den Tumor zu erzielen. Hier ist der Austausch des 

Medikaments zur EZM-Destabilisierung empfehlenswert. Die LOX-Inhibierung hat sich 

bereits in Kombination mit Chemotherapie als vorteilhaft erwiesen (Rossow et al., 2018) 

und sollte nachfolgend in einem ähnlichen Versuchsaufbau mit dem 

Immuntherapeutikum BMS-1166 ausprobiert werden.  
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Appendix 

I Abkürzungsverzeichnis 

BMS Bristol-Myers Squibb 

BMT/ BML BMS-1166 & Minoxidil tumors/ lungs 

BSA Bovines Serumalbumin 

BT/ BL BMS-1166 tumors/lungs 

CT/ CL carrier tumors/ lungs 

DAB Diaminobenzidin 

DABCO Mowiol + 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan 

DAPI -Diamidin- -phenylindol dihydrochlorid 

EtOH Ethanol 

EZM extrazelluläre Matrix 

H.E. Hämatoxylin-Eosin 

HIF-1 hypoxia-inducible factor 1 

HRP horseradish peroxidase 

IF Immunfluoreszenz 

Ig Immunglobulin 

IHC Immunhistochemie 

LOX Lysyl-Oxidase 

MHC major histocompatibility complex 

MMPs Matrix-Metallo-Proteasen 

MT/ ML Minoxidil tumors/lungs 

NGS normal goat serum 

PB Phosphat-Puffer 

PBS phosphate-buffered saline 

PD-1 programmed cell death receptor 1 

PD-L1/ PD-L2 programmed death ligand 1/2 

PKB Proteinkinase-B 

PLOD-2 procollagen-lysine 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2 

PSR Pikro-Siriusrot 

SEM standard error oft the mean 

SHP-2 Src homology region 2 domain-containing phosphatase-2 

TCR t-cell receptor 

TGF-   

TILs Tumor-infiltrierende Lymphozyten 

TME tumormicroenvironment 

TNBC triple negative breast cancer 

Tris Trizma Base  

VEGF vascular endothelial growth factor 
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