
In-vivo Tierversuchsersatzmodell zur 
präklinischen Tumordiagnostik: PET-MR 
im Hühnerembryo

Zielsetzung

Tierstudien zur Evaluierung neuer Tumortracer sind aufgrund
gesetzlicher Vorschriften sehr aufwendig und können nur mit
erheblicher zeitlicher Verzögerung umgesetzt werden. Ziel war es,
ein in-vivo Ersatzmodell zu etablieren, welches mit den gängigen
Tiermodellen für die Tumorbildgebung (Maus/Ratte) vergleichbar ist
und ohne tierschutzrechtliche Auflagen in der Kleintier-PET-MRT
eingesetzt werden kann.
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Material und Methoden

Rattentumorzellen (9L) und humane Tumorzellen (U87) wurden
entweder auf die extra-embryotische Chorion-Allantois-Membran
(CAM) oder in das sich entwickelnde Mesencephalon von
Hühnerembryonen implantiert (Abb. 1). An Bruttag 19 wurden über
einen Zugang auf der CAM Aminosäuretracer (18F-FET oder 18F-Phe,
je ca. 15 MBq) und MR-Kontrastmittel (KM; 30 µl Dotarem) unter
Inhalationsnarkose für PET- und MR-Bildgebung injiziert (Abb. 2). Im
Anschluss wurden Autoradiographien (AR) und Histologien
(Zellkerne; saures Gliafaserprotein GFAP) der Gewebsschnitte
angefertigt (Abb. 3). Zusätzlich wurde die Integrität der
Bluthirnschranke durch Auswertung von Evansblau-Extravasation
untersucht.
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Ergebnisse

Es wurden sowohl auf der CAM als auch im Gehirn solide durchblutete
Tumore erzeugt, die im PET, MR und in der AR darstellbar waren. Durch
Narkose konnten statische und dynamische Aufnahmen (Abb. 4) ohne
Bewegungsartefakte erzielt werden. Die Hirntumoren der
Hühnerembryonen scheinen eine mit Rattenhirntumoren vergleichbare
Kinetik zu haben und besitzen teils eine Bluthirnschrankenstörung mit KM-
und Evansblauanreicherung sowie eine Aktivierung von Astrozyten im
Randbereich des Tumors.

Diskussion

Die Methodik und die Tumorbildgebung der Hühnerembryonen sind mit
Ratten- und Mausmodellen vergleichbar und für die PET-MRT Hybrid-
Bildgebung im Tierscanner als auch für Humanscanner mit entsprechender
Auflösung geeignet. Durch Wegfall einer Genehmigung, vergleichsweise
hohem Umsatz sowie platzsparender Unterbringung können
Nagerversuche effektiv vorbereitet, ersetzt oder ergänzt werden. Die
Technik der Implantation ist einfach und mit dem gleichem Equipment wie
für Nager durchführbar. Das Hühnerembryonen-Modell ist ein für diesen
Zweck geeignetes in-vivo Ersatzmodell, mit welchem neue Tracer schnell
und ethisch vertretbar getestet werden können.
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Abb. 1: A. Die Injektion der Tumorzellen erfolgte an Bruttag 4 in das Mesencephalon. An Bruttag 19
wurde das Hirn entnommen, der Tumor fand sich uni- oder bilateral im Tectum opticum. B. Zwischen
Bruttag 8 und 11 wurden 1-2 Mio. Tumorzellen in 40 µl (1:2 Matrigel) auf die angekratze CAM in einen
Silikonring pipettiert. Bis Bruttag 19 entwickelte sich in 80% der Fälle ein mit Gefäßen durchzogener
solider Tumor auf der CAM.
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Abb. 3: Histologie und Bildgebung einen U87 Tumors an Bruttag 19. A. Zellkernfärbung (DAPI). B. Darstellung
der Bluthirnschrankenstörung mittels Evansblau-Extravasation. C. 18F-FET-Autoradiographie 50 min nach
Injektion. D. Die GFAP-Färbung zeigt eine Astrozytose (grüner Pfeil) in den Bereichen, an denen der Tumor
Kontakt zum normalen Hirngewebe hat. E. Summenbild der FET-PET 10-50 min nach Injektion; das Gehirn ist
weiß umrandet, das blaue Fadenkreuz markiert den Tumorbereich. F-H. MRT mit verschiedenen
Gewichtungen: T2, T1-MPRAGE mit sowie ohne Kontrastmittel; das blaue Fadenkreuz markiert den
Tumorbereich. Das KM zeigt eine ringförmige Anreicherung im Tumor.
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Abb. 4: 18F-Phe-PET und Zeitaktivitätskurven aus unterschiedlichen Geweben. Im Gegensatz zu 18F-FET
reichert dieser Tracer hauptsächlich im Gehirn an.

A B

C Abb. 2: A. Die MRT-Messungen erfolgten in einer
Plexiglasröhre mit angepasster Spule. Die Narkose wurde
zuvor mit 5% Isofluran eingeleitet; zur Aufrechterhaltung
wurde ein Tuch mit der Menge Isofluran benetzt, die zu
einem Gemisch von 2% in der Plexiglasröhre verdampft.
B. Während der PET-Messungen am Kleintier-PET wurde
eine Temperatur von ca. 37-38°C gehalten, die
Isoflurannarkose erfolgte wie beim Nager mit 5%
Einleitung und 2% Aufrechterhaltung, angeschlossen an
die Plexiglasröhre. C. Die Injektion von Tracer, KM und
Evansblau erfolgte über einen Zugang auf der CAM.


