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1 Einfiihrung

1.1 Vorwort

In Deutschland wurde fir das Jahr 2006 die Zahl der auftretenden
Krebsneuerkrankungen auf 426.800 geschatzt. Dabei entfallen
246.000 Erkrankungen auf Manner und rund 204.000 auf Frauen.
Im selben Jahr wurden 210.930 durch Krebserkrankungen
verursachte Todesfalle verzeichnet [40].

Als Therapiemdglichkeiten stehen Krebspatienten verschiedene
Verfahren wie Chirurgie, Strahlentherapie oder Chemotherapie
sowie entsprechende Kombinationen zur Verfligung. Zurzeit werden
in Deutschland ca. 60 % aller Tumorpatienten in kurativer oder
palliativer Absicht bestrahlt [32].

Die Strahlentherapie befasst sich mit der medizinischen Anwendung
ionisierender Strahlen zur Behandlung von gut- und bdsartigen
Erkrankungen allein oder in Kombination mit chirurgischen oder
chemotherapeutischen MaBnahmen. Das Ziel der Strahlentherapie
liegt darin, eine maximale Schadigung des Tumorgewebes, bei
gleichzeitiger, bestmdglicher Schonung des umliegenden gesunden
Gewebes, zu erreichen. Der Erfolg einer Strahlentherapie kann
anhand der Wirkung der Bestrahlung auf das Tumorgewebe, den
Schaden am Normalgewebe und der Schwere der Nebenwirkungen
gemessen werden.

Eine Optimierung der Strahlentherapie kann durch eine
interdisziplinare Tumorbehandlung erreicht werden. Die
Kombination aus Radiotherapie und Chirurgie ist z.B. bei
fortgeschrittenen Tumoren besonders effektiv. Ein weiteres
multimodales Behandlungskonzept ist der zusatzliche Einsatz von

chemotherapeutischen Interventionen. Dadurch kann die lokale



Tumorkontrolle erhdht und okkulte Fernmetastasen vernichtet
werden.

Eine weitere Mdglichkeit, die Effektivitat einer Strahlenbehandlung
von Krebspatienten zu steigern, besteht in technischen
Verbesserungen der Radiotherapie selbst, z.B. durch eine optimierte
Einstellung des Zielvolumens flr ionisierende Strahlung. Dies kann
mit Hilfe einer vorausgehenden medizinischen und physikalischen
Planung, einer vorherigen Simulation, durch computergesteuerte
Bestrahlungsprotokolle mit verschiedenen Strahlungsarten und
Bestrahlungsschemata, sowie durch technische Gerate, wie dem
Linearbeschleuniger, der Protonenbestrahlung, der stereotaktischen
und bildgesteuerten Strahlentherapie, der intensitdtsmodulierten
Radiotherapie und dem Cyberknife, erreicht werden [16].

Neben der technischen Optimierung der Bestrahlung besteht auch
die  Mdglichkeit, die  Strahlentherapie durch biologische
Modifikationen gezielt zu beeinflussen. Biologische Strahleneffekte
zeigen sich sowohl bei neoplastischem als auch bei normalem
Gewebe und sind von biochemischen und physiologischen Faktoren,
wie beispielsweise der Sauerstoffversorgung oder dem Zellzyklus, in
den Zellen abhangig [16, 32]. Es gibt verschiedene Mdglichkeiten
diese Faktoren zu beeinflussen. Dies kann zum einen Uber
chemische Agenzien, wie strahlensensibilisierende oder
radioprotektive Substanzen, erfolgen. Zum anderen kann dies durch
die Nutzung einer moéglichen biologischen Antwort der Zellen auf

ionisierende Strahlung, z.B. einer adaptive response [16, 32].

Der Harnblasentumor ist einer der haufigsten Tumore des Beckens
mit einer Neuerkrankungsrate von 250.000 Patienten/Jahr weltweit
[37]. In Deutschland erkranken jedes Jahr schatzungsweise 27.450
Menschen an einer Tumorerkrankung der Harnblase [40].
Harnblasenkarzinome machen damit etwa 3 % aller bdsartigen

Tumore aus und treten bei Mannern 3 Mal so haufig auf wie bei



Frauen. Erwachsene im 5. - 6. Lebensjahrzehnt sind am haufigsten
betroffen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt fur Manner mit 72
und far Frauen mit 74 Jahren vergleichsweise hoch [40]. Bei
bbésartigen Neubildungen der Harnblase handelt es sich fast immer
um Urothelkarzinome, die auch als maligne Tumore des
Ubergansgewebes der ableitenden Harnwege bezeichnet werden
und haufig multifokal vorkommen. Seltener sind Plattenepithel-
oder Adenokarzinome der Harnblase [71]. Die Prognose bei
Harnblasenkrebs variiert stark mit dem Grad der Ausbreitung der
Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnose. Die durchschnittliche 5 -
Jahres - Uberlebensrate liegt fir Frauen bei 70 % und fiir Manner
bei 76 %, wenn der Tumor in einem lokal begrenzten Stadium
entdeckt wird [40].

Die primare Therapie des Harnblasenkarzinoms besteht in der
chirurgischen Resektion des Tumors. Die weitere Therapie ergibt
sich in Abhangigkeit von der Stadieneinteilung und dem
Malignitatsgrad des Tumorgewebes.

Mégliche Behandlungsformen sind intravesikale oder systemische
Chemotherapie, radikale Zystektomie, praoperative oder kurative
Strahlentherapie mit dem Ziel der Organerhaltung. Das normale
Harnblasengewebe reagiert auf Bestrahlung sehr empfindlich.
Nebenwirkungen zeigen sich als Zystitis, Schrumpfung und
Ulzerationen des gesunden Harnblasengewebes. Das Tumorgewebe
selbst ist je nach Tumorart unterschiedlich strahlenresistent. Um
diese limitierenden Faktoren zu minimieren, werden verschiedene

Modulationsmadglichkeiten der Bestrahlung erforscht.

In dieser Arbeit soll anhand von in vitro Zellmodellen das Verhalten
von Tumor- und Normalgewebe der Harnblase untersucht werden.
Dabei liegt der Fokus auf der Frage, ob sich eventuell ergebende
gegenlaufige Effekte wie eine Erhéhung der Strahlenempfindlichkeit

des Tumorgewebes mit Hilfe des Radiosensitizer Photofrin II und



eine Erhdhung der Strahlenresistenz des gesunden Gewebes im
Sinne einer radioadaptiven Antwort kombinieren lassen.

Vor diesem Hintergrund wurden HCV29 - Zellen (normales Urothel)
und RT4 - Zellen (Harnblasenkarzinomzellen) mit Photofrin II
inkubiert und anschlieBend mit und ohne Vorbestrahlung (0,05 Gy)
der Ublichen Fraktionsdosis von 2 Gy ausgesetzt. Die Auswirkungen
auf das Zelliberleben wurden in Normalzellen und in Tumorzellen

gemessen und anschlieBend verglichen.

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit verfolgt den Zweck, neue
Mdéglichkeiten der Strahlentherapieforschung darzulegen, um dem
klinischen Ziel der maximalen Tumorkontrolle bei einer minimalen

Schadigung des gesunden Gewebes ndaher zu kommen.



1.2 Grundlagen der Strahlenbiologie

Die Strahlenbiologie befasst sich mit der Wirkung ionisierender
Strahlung auf biologische Objekte. Die klinische Strahlenbiologie
konzentriert sich auf die Betrachtung biologischer Effekte bei der

Applikation ionisierender Strahlung am Menschen.

Am Anfang der strahlenbiologischen Wirkungskette steht die
physikalische Wirkung ionisierender Strahlung. Unabhangig von der
Strahlenart kommt es im Anschluss daran zu einer direkten oder
indirekten Strahlenwirkung. Bei der direkten Strahlenwirkung
erfolgt die Energieabsorption des angeregten Teilchens direkt im
Biomolekdll, z.B. in der Erbsubstanz, der DNA. Bei der indirekten
Strahlenwirkung werden zundchst Radikale gebildet, welche Uber
sekundare Kettenreaktionen Schaden am biologischen Zielmolekil
erzeugen. Biologisch von besonderer Bedeutung ist in diesem
indirekten Prozess die Radiolyse des Wassers. Zunachst wird ein
Wassermolekil durch Energieabsorption in ein Elektron und ein
H,O" - Ion gespalten, dabei nimmt das Elektron Energie auf und
verlasst das Wassermolekil. Es folgen weitere Radikalbildungen
infolge der Abspaltung des H* - Ions [32].

Aus der Radiolyse des Wassers resultieren vor allem oxidierende
Hydroxyl — Radikale, reduzierende Wasserstoff - Radikale und
Elektronen mit Wasserhille (eaqu), sogenannte solvatisierte
Elektronen. Zusatzlich werden H; - Moleklle und Peroxide (H20>)
gebildet. Diese zeichnen sich ebenfalls durch eine groBe biologische
Wirksamkeit aus und verstarken somit die Strahlenwirkung. Bei
Anwesenheit von Sauerstoff entstehen bevorzugt Hydroxyl - und
Peroxyl — Radikale. Diese Radikale kénnen aufgrund ihrer geringen
Reaktionsfreudigkeit im Vergleich zu anderen Radikalen Uber eine
langere Strecke diffundieren und auf diese Weise Moleklle Uber

eine grdBere Distanz hinweg schadigen [16, 32].



Bei der Wirkung ionisierender Strahlung auf lebende Organismen
spielt sich eine komplexe Reaktionsfolge ab. Sie lasst sich auf einer
Zeitachse in unterschiedliche Phasen einteilen.

In der physikalischen Phase, die 107'® bis 107!° Sekunden dauert,

erfolgt die Ionisation und Anregung von Atomen und Molekllen. Die

anschlieBende chemische Phase von 102 bis 10°® Sekunden

umfasst die Reaktion der obigen Produkte mit der Umgebung, sowie

die Dissoziation und Bildung von Radikalen. In der biochemischen

Phase, 102 Sekunden, finden die Diffusion von Radikalen und die
chemischen Reaktionen mit Biomolekllen statt. Der biochemischen

Phase folgt die biologische Phase, welche wenige Sekunden bis

mehrere Jahre dauern kann und in der sich die chemischen
Veranderungen infolge der Strahlenwirkung auf zelluldrer Ebene
abspielen. Von besonderer Bedeutung sind dabei Schaden an der
Erbsubstanz, der DNA. Wenn die entstandenen DNA - Schaden
nicht repariert werden, kdnnen stochastische und deterministische
Schaden die Folge sein [16].

Die deterministischen Effekte entstehen durch Gewebe- und
Organschaden nach strahlenbedingtem (bermaBigem Zelltod. Die
Art und Schwere der Schadigung ist dabei strikt dosisabhangig,
wobei es unterhalb eines Schwellenwertes zu keinen Effekten
kommt. Zu den Auswirkungen der deterministischen Schaden
gehdéren alle akuten Strahlenwirkungen, z.B. das Hauterythem,
Haarausfall und teratogene Folgen.

Zu den stochastischen Effekten zahlt die Karzinogenese, die in
Uberlebenden Zellen durch Mutationen und Zelltransformationen
hervorgerufen wird. Die Strahlendosis hat dabei keine Auswirkung
auf die Schwere der Erkrankung, sondern nur auf die Haufigkeit des
Auftretens (Risiko).

Bei der Strahlentherapie kann es sowohl zu deterministischen als
auch zu stochastischen Strahlenschaden kommen. Insbesondere

wahrend der klinischen Phase ist mit moéglichen Frihreaktionen im
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bestrahlten Individuum zu rechnen, wie 2z.B. mit radiogener
Mukositis der Mundschleimhaut, aber auch mit Spatschaden wie
Lungenfibrose,  Strahlenmyelopathie @ und strahleninduzierten
Tumoren [16].

Direkter Effekt Indirekter Effekt
Energieabsorption Energieabsorption
im Biomolekdl in der ,Umgebung"
angeregte und angeregte und  __|
ionisierte Molekdle ionisierte Moleklile
/
intermolekulare
Umlagerung Energleleitung Umlagerung
1
Primarschaden -e—>toffwechsel diffusible Radikale—
intramolekulare Reaktion mit
biochemische Energieleitung Biomolekilen
Phase
(s-h) \ Bioradikal /

Sekundarreaktion

molekulare Veranderungen

Stoffwechsel Stoffwechse|

MUtation - Stoffwechsel

biologische \
Phase

4 submlkroskop Schaden
(min - a)

blochem Veranderungen

sichtbare Schaden

Stoffwechsel Stoffwechsel

Strahlenspatschaden = Zelltod
(Strahlenkrebs, Leukamie,
frihzeitiges Altern, etc.)

Tod des Organismus

Abbildung 1: Zeitlicher Verlauf der biologischen Strahlenwirkung [27]
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Um die Schaden im Normalgewebe zu minimieren, ist die
Fraktionierung der Bestrahlungsdosis ein bewahrtes
Therapiekonzept. Darunter wird die Aufteilung der Gesamtdosis auf
mehrere Einzeldosen verstanden. Der Grundgedanke verschiedener
Fraktionierungsplane ist die Verabreichung einer optimalen
Bestrahlungsdosis, um eine maximal positive  Antwort
(Tumorvernichtung) bei minimaler Toxizitdt (Schonung des
Normalgewebes) zu gewdhren. Dies wird durch den Umstand
ermoglicht, dass gesundes Gewebe oftmals subletale Schaden in
den Pausen zwischen zwei Bestrahlungssitzungen weitgehend
reparieren kann, wahrend das Tumorgewebe dazu meist weniger

effizient in der Lage ist [37].

Uberlebensrate

1,0
0,1
0,01
0,001
A B CDE
0,0001 .
Dosis (Gy)

Abbildung 2: Dosis - Effekt — Kurve nach fraktionierter Bestrahlung
(D1 - D4) einer Zellkultur. Kurve A entspricht der Uberlebenskurve nach
einer Einzeldosisbestrahlung, B -E den Uberlebenskurven nach

fraktionierter Bestrahlung [50]
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Die zeitliche Dosisverteilung kann als Standardfraktionierung,
Hypofraktionierung, Hyperfraktionierung oder akzelerierte
Hyperfraktionierung erfolgen. Dabei ist die Standardfraktionierung

das am haufigsten verwendete Bestrahlungsschema.

ED GD Anzahl / Tag | Anzahl / Woche
Standardfraktionierung 2 Gy 60 Gy 1 5
Hypofraktionierung 4 Gy 48 Gy 1 3
Hyperfraktionierung 1 Gy 60 Gy 2 10
akzelerierte 1,3Gy/
Fraktionierung 1,7 Gy 60 Gy 2 10

Tabelle 1: Beispiele fiir zeitliche Dosisverteilungen bei unterschiedlichen
Fraktionierungsarten. Einzeldosis (ED), Gesamtdosis (GD), Anzahl der

taglichen und wochentlichen Bestrahlungen [16]

Die Fraktionierung der therapeutischen Dosis ermdglicht eine
optimale Ausnutzung grundlegender physiologischer Mechanismen
des Gewebes als Reaktion auf die Strahlenwirkung, welche durch
die ,4 R’s" der Strahlenbiologie beschrieben werden [32].

Diese umfassen die Reparatur subletaler Strahlenschaden in den

Zellen, die Reoxygenierung der Zellen, die Redistribution

(Neuverteilung) der Zellen innerhalb des Zellzyklus und die

Repopulation (Regeneration) von Zellen im Gewebe.

Die Vorteile dieser strahlenbiologischen Effekte ergeben sich wie im
Folgenden beschrieben:

Durch die Verteilung der Gesamtdosis auf mehrere Einzeldosen wird
den Zellen immer wieder die Gelegenheit zur Reparatur subletaler
Strahlenschaden oder partiell letaler Schaden gegeben. Dies gilt im
niedrigen Dosisbereich und hier besonders fur Zellen des

Normalgewebes.
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; irreparable Schaden
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Bestrahlung
01 r Fraktionierte

Bestrahlung Gesundes Gewebe
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Bestrahlung

001 Geschwulst
|

relative Zahl lebender Zellen
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| 1

0 2 4 6 8
Strahlendosis (Gy)

Abbildung 3: Prinzip der Dosisfraktionierung [50]

Ein weiterer Vorteil der Fraktionierung liegt in der Reoxygenierung

der Tumorzellen. In Anwesenheit von Sauerstoff reagieren Zellen
aufgrund von biochemischen Prozessen empfindlicher auf
Strahlung. Da Tumorgewebe in der Regel schlechter als normales
Gewebe durchblutet ist, besitzen dessen Zellen einen geringeren
Sauerstoffgehalt. Das Ergebnis sind anoxische oder hypoxische
Tumorzellen, die somit strahlenunempfindlicher reagieren. Mit
zunehmender Anzahl von Fraktionen nimmt der Anteil gut mit
Sauerstoff versorgter Zellen durch die Schrumpfung des
Tumorgewebes zu, wodurch es wieder strahlenempfindlicher wird.
Dieser Reoxygenierungsprozess entsteht durch verschiedene
Mechanismen, z.B. durch Offnung temporér verschlossener GefiBe,
durch  Verbesserung der Mikrozirkulation bei sinkendem
Tumorgewebsdruck sowie durch Verringerung der

Interkapillardistanz bei Tumorschrumpfung.
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Abbildung 4: Prozess der Reoxygenierung [50]

Die Strahlenempfindlichkeit von Zellen verandert sich ebenfalls in
Abhangigkeit von ihrer Phase im Zellzyklus. Der Zellzyklus umfasst
die Teilungsphase (Mitose, M - Phase) und die Intermitosephase
(Vorbereitung auf die Zellteilung). Der Intermitosezyklus ist sehr
komplex. Er gliedert sich in die G; — Phase, die S — Phase (DNA
Synthese) und die G, - Phase. Zellen, die ruhen beziehungsweise
nicht proliferieren, bilden die Go — Phase. In der Mitose- und der
G2 - Phase sind die Zellen am strahlenempfindlichsten, in der S -
Phase und der Gp - Phase sind die Zellen am strahlenresistentesten
[50].
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Bei fraktionierter Bestrahlung werden vor allem Zellen in den
empfindlichen Zellzyklusphasen abgetétet, wahrend Zellen in
resistenteren Phasen eine héhere Uberlebenschance haben. Durch
diesen Effekt entsteht in einer sich asynchron teilenden
Zellpopulation nach einer Bestrahlung eine partielle Synchronisation
der Zellen hinsichtlich ihrer Zellzyklusverteilung. Im
Fraktionsintervall kommt es dann zu einer Neuverteilung der Zellen
auf alle Phasen des Zellzyklus. Dieses Phanomen wird als

Redistribution bezeichnet.

In den Bestrahlungspausen kann sich das bestrahlte Gewebe durch

Zellteilung wieder regenerieren. Die Repopulierung von Zellen ist

daher besonders bedeutsam flir das gesunde Gewebe, da hierdurch
Frihnebenwirkungen einer Strahlentherapie (deterministische

Schaden) verringert werden kénnen [16, 32].

Zusammenfassend ist Zellreparatur und Repopulierung besonders
fir die Schonung des Normalgewebes von Bedeutung, wahrend
durch Reoxygenierung und Redistribution hauptsachlich der

gewlinschte Strahlenschaden am Tumorgewebe verstarkt wird.
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1.3 Radiosensitizer in der Strahlentherapie -
Photofrin 11

Das Ziel der kurativen Strahlentherapie besteht in der
groBtmoglichen lokalen  Tumorvernichtung unter maximaler
Schonung von gesundem Gewebe. Die Wirksamkeit einer
Strahlentherapie kann durch Applikation von chemischen und
biologischen Substanzen verstarkt oder modifiziert werden.

Der therapeutische Nutzen solcher Modulatoren hangt von den
biologischen Eigenschaften der Tumorzellen und der umliegenden
Normalzellen ab. Zu berlcksichtigen sind dabei vor allem die
Sauerstoffversorgung und die Zellzyklusphasenverteilung. Diese
Faktoren kdénnen durch Chemikalien, die eine radioprotektive oder
strahlensensibilisierende Wirkung haben, sowie durch
chemotherapeutische Agenzien modifiziert werden [16, 80]. All
diese Optimierungsversuche zielen darauf hin, einen maximalen
Effekt am Tumorgewebe zu erreichen und dabei die Schaden am

Normalgewebe so gering wie moglich zu halten.

Die Photodynamische Therapie (PDT) ist eine Form der Behandlung,
die auf dem gleichzeitigen Einsatz von Licht, Sauerstoff und einem
Photosensitizer flr das jeweilige Zielgewebe basiert. Die PDT wird in
der kurativen Behandlung von Prakanzerosen und oberflachlichen
Tumoren sowie in der palliativen Tumortherapie angewendet [20].
Dabei wird zuerst eine photosensitive Substanz, welche sich
bevorzugt im Tumorgewebe anreichert, intravends appliziert.
AnschlieBend wird das neoplastische Gewebe mit einer Wellenlange,
die spezifisch von dem verwendeten Photosensitizer absorbiert
wird, behandelt [28]. Zu den meist verwendeten
Photosensibilisatoren gehdren die Porphyrine, die hauptsachlich in
Form von Hamatoporphyrinen und ihren Derivaten eingesetzt

werden. Porphyrine beinhalten einen Tetrapyrrolring und besitzen

17



ein Absorptionsspektrum im sichtbaren roten Wellenlangenbereich
von 600 - 800 nm [58].

Photofrin IT ist ein haufig verwendeter Photosensibilisator. Dabei
handelt es sich um ein heterogenes Gemisch, welches aus
Hamatoporphyrin gewonnen wird und sich selektiv im

Tumorgewebe anreichert [58].

Abbildung 5: Strukturformel von Dihdmatoporphyrinester (Photofrin II)
[Stepp 1993]

Aufgrund von guten Ergebnissen mit PhotofrinII in der
Photodynamischen Therapie und der Selektivitdt von Porphyrinen
fir Tumorgewebe wurde untersucht, ob sich diese auch als
Radiosensitizer eignen.

In den 50er Jahren konnten Schwartz et al. eine
radiosensitivierende Wirkung von Hamatoporphyrin — Derivaten

(HpD), einem metabolischen Produkt aus Hamatoporphyrin und
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einer Mischung aus Schwefel- und Essigsaure, auf Tumorzellen
nachweisen. AuBerdem zeigten sie die bevorzugte Anreicherung von
HpD im Tumorgewebe [Schwartz et al., 11].

Fir die purifizierte Form des HpD, das Photofrin II, konnte in
vergangenen Versuchen die Wirksamkeit als spezifisches und
selektives radiosensitivierendes Agens gezeigt werden [28, 51, 52,
53, 54, 55]. In in vivo Experimenten wurde demonstriert, dass
unter Anwendung von Photofrin II, zusatzlich zur Radiotherapie,
eine Erhéhung der Tumorverdopplungszeit erreicht werden konnte
und dass Photofrin II nicht nur ein aktiver, sondern auch ein

selektiver Radiosensitizer ist [51].

Um die Effizienz der strahlensensibilisierenden Wirkung von
Photofrin IT im Vergleich zu anderen Porphyrinen zu untersuchen,
wurden zusatzliche Versuche mit Photofrin II, Hamatoporphyrin,
Zn(II) - Phthalocyanin — Tetrasulfonat (ZnTPS), Chlorin es, Zn(II) -
Phthalocyanin (ZnPc), 5 - Aminolevulinsdure (5 - ALA) und
Protoporphyrin IX durchgefiihrt [55]. Die Ergebnisse belegen, dass
andere tetrapyrrolische Analoga von Porphyrinen, wie Chlorin eg
und Phthalocyanin, als strahlensensibilisierende Substanzen im
wesentlichen ineffektiv sind, obwohl sie sich alle in detektierbaren

Mengen in den experimentellen Tumoren angereichert hatten.

Die Versuchsreihen von Kulka etal. konnten reproduzierbar
belegen, dass bei Anwendung von Photofrin II als Radiosensitizer an
zwei Zelllinien das Zelliberleben von Tumorzellen signifikant
erniedrigt werden konnte [28]. Zeigen konnten sie dies an RT4 -
Zellen (Harnblasenkarzinom) und U373 MG - Zellen (Glioblastom),
welche in vivo als strahlenresistent bekannt sind [1, 19]. Dieser
strahlensensibilisierende Effekt  konnte an HT29 - Zellen

(Adenokarzinomzellen des Kolons) nicht beobachtet werden [28].
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Weiterhin konnten Schaffer et al. die Wirkung von Photofrin II als
selektive und strahlensensibilisierende Substanz in Osophagus -
Plattenepithelkarzinom - Zellen (OE21 - Zellen) belegen [57].
Dieser Effekt konnte jedoch nicht in Osophagus - Adenokarzinom -
Zellen (OE33 - Zellen) beobachtet werden [57].

Weitere Experimente in vivo konnten durch Applikation von
Photofrin I bei einer Radiotherapie nicht nur in humanen
Blasenkarzinomzellen (RT4), sondern auch an Lewis — Sarkomen

eine Verzbégerung des Tumorwachstums aufzeigen [51, 52, 54, 55].

Bei einer ersten klinischen Applikation von Photofrin II bei Patienten
mit Harnblasenkarzinom wurde in zwei Fallen eine Reduktion des
Tumorvolumens erzielt, wenn die Substanz 24 Stunden vor der
Bestrahlung verabreicht wurde [54]. Eine weitere Studie zur
klinischen Anwendbarkeit von Photofrin II zeigte, dass bei 4 von 12
Patienten mit unterschiedlichen Tumoren eine komplette Remission
auftrat und bei weiteren 4 Patienten eine Reduktion des
Tumorvolumens von 35 % - 45 % erreicht werden konnte.
Schwerwiegende Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet. Es
traten jedoch leichte Diarrhd, Ubelkeit und Hautreaktionen auf [59],
die als allgemeine Reaktionen auf die Strahlentherapie

zuruckzufihren sind.

Die Mechanismen, welche flr die strahlensensibilisierende Wirkung
von Photofrin II verantwortlich sind, konnten noch nicht
ausreichend geklart werden. Bisher gesammelte Daten unterstlitzen
die Hypothese, dass in die radiosensitivierende Wirkung von
Photofrin II Hydroxyl — Radikale, die als Primarprodukt bei der
Reaktion aus Réntgenstrahlen und Wasser entstehen, involviert sind
[32].
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Weiterhin kdnnten durch Beeintrachtigung der Reparaturprozesse
strahleninduzierte Zellschaden nicht mehr effektiv behoben werden
[51, 52, 53, 54, 55, 56, 58]. Zudem wird angenommen, dass die
oligomeren Porphyrinkomponenten, die in Photofrin II angereichert
sind, an dem Prozess der Strahlensensibilisierung beteiligt sind [51,
52, 53, 55, 56, 58].

Porphyrine werden bei einer Wellenlange zwischen 350 - 800 nm
aktiviert, wahrend ionisierende Strahlung eine Wellenldange
zwischen 6x107 bis 8x1073 nm erzeugt. Durch das unterschiedliche
Wellenlangenspektrum ist die strahlensensibilisierende Wirkung
durch eine direkte Interaktion zwischen Porphyrinen und der

Strahlung als eher unwahrscheinlich zu sehen.
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1.4 Wirkung der radioadaptiven Dosis

Die adaptive Antwort (adaptive response, AR) auf ionisierende
Strahlung wird durch die Vorbehandlung mit einer sehr niedrigen
Strahlendosis hervorgerufen. Sie zeigt sich in einer induzierten
verminderten Strahlenreaktion der Zellen im Vergleich zu den
schadlichen Effekten einer Hochdosisbestrahlung. Die AR bendétigt
zu einer Niedrigdosisbestrahlung immer noch zusatzlich eine héhere

Bestrahlungsdosis, um ihre Wirkung zu entfalten [22].

Die adaptive Antwort fur alkylierende Substanzen wurde zuerst
durch Samson und Cairns im Jahre 1977 fur Escherichia coli und
1980 von Samson und Schwartz fur Ovarzellen und
Hautfibroblasten des Chinesischen Hamsters beschrieben. Die
Beobachtungen ergaben ein gesteigertes Zelliberleben und eine
gesenkte Mutationsrate nach Vorbehandlung mit der untersuchten
Substanz. Alkylierende Substanzen induzieren eine effizientere
Form der DNA - Reparatur von Schaden [46, 47]. Olivieri et al.
bemerkten 1984, dass in humanen Lymphozyten nach
Vorbehandlung mit dem B - Strahler [3H] Thymidin nach
Bestrahlung weniger Chromosomenaberrationen nachweisbar waren

als ohne diese Vorbehandlung [35].

Experimentellen Beobachtungen zur Folge wird die adaptive Antwort
bei Vorbestrahlungsdosen von 0,005 Gy - 0,5 Gy induziert [2, 7,
48, 65, 69]. Dagegen kann durch eine zweite Vorbestrahlung im
selben Zellzyklus keine zusatzliche Steigerung der Schutzwirkung
erreicht werden [2, 18]. Die Dosisrate [13, 42, 68, 79] sowie die
Einhaltung der Zeitspanne von 4 - 6 Stunden sind flr die Entfaltung
der AR entscheidend [21, 65, 66, 69, 78]. Erst nach dieser Zeit tritt
der schitzende Effekt der AR gegenuber der Wirkung einer groBen

Folgedosis ein und persistiert fiUr mindestens drei Zellzyklen [66].
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Wahrend dieses Stadiums werden mit einer niedrigen Strahlendosis
vorbehandelte Zellen vor Chromosomenaberrationen, Mutationen,
neoplastischen Transformationen und dem Zelltod durch die
Folgedosis partiell geschitzt [17, 76, 77, 79].

Ein essentieller Mechanismus im Prozess der intrazellularen
adaptiven Antwort sind die Induktion oder Suppression
verschiedener Gene, wobei das Protein p53 eine zentrale Position
einnimmt. Dartber werden im Folgenden DNA - Reparatur
Prozesse, Stressantwort, Zellzykluskontrolle und Apoptose
kontrolliert [12, 36, 39, 41]. Weitere wichtige Vorgange sind die
Synthese von Proteinen [6, 44, 78, 87], wie beispielsweise
Proteinkinase C, p38 - mitogenaktivierte Proteinkinase (MAP), und
Phospholipase C, die in verschiedene Signaltransduktionsketten
[49, 73, 76, 82] involviert sind. Ferner ist die adaptive Antwort
auch von individuellen genetischen Faktoren abhangig [2, 3, 7, 63].
Eine adaptive Antwort konnte in invitro und in vivo
Untersuchungen bei verschiedenen Zelllinien und Spezies [9, 83]
unter Verwendung verschiedener Indikatoren fur zelluldare Schaden,
wie Zellletalitat, ¥Chromosomenaberrationen, Induktion von
Mutationen, Radiosensitivitat und DNA - Reparatur [10, 14, 23, 76,
85] dokumentiert werden [menschliche Lymphozyten
(Shadley/Wolff 1987; Cai/Liu 1990); Kaninchen Lymphozyten
(Cai/Liu 1990); kultivierte chinesische Hamsterzellen (V79 Zellen,
Ikushima 1987/1989); Maus Splenozyten (Wojcik 1991);
Knochenmarkszellen (Cai/Liu 1990); pflanzliche Zellen (Cortes
1990)].

Es konnte belegt werden, dass eine adaptive Antwort durch
verschiedene schadigende Agenzien, wie alkylierende Substanzen,
Hyperthermie, oxidativen Stress, Schwermetalle und ionisierende
Strahlung hervorgerufen werden kann [2, 15, 18, 48, 67, 72]. Die

adaptive Antwort zeigt eine groBe Variabilitdt zwischen
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verschiedenen Zelllinien [21, 25, 38, 76, 72] und es scheint, dass

sie in Tumorzellen nicht induziert werden kann [24, 25, 33].

Zusammenfassend konnte flUr ionisierende Strahlen beobachtet
werden, dass flur die Initialisierung einer adaptiven Antwort eine
bestimmte minimale Dosis bendétigt wird, die innerhalb eines
bestimmten Zeitfensters verabreicht werden muss [66].

Die adaptive Antwort ist zusatzlich von der Dosisrate [68], von
genetischen Faktoren [3, 79, 85] sowie den weiteren

experimentellen Bedingungen [7] abhangig.
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2 Fragestellung

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden folgende Fragestellungen

untersucht:

1. Welchen Effekt hat eine Kombination aus Inkubation mit
Photofrin II, Vorbestrahlung mit 0,05 Gy und anschlieBender
Hauptbestrahlung mit 2 Gy auf das Uberleben von RT4 -

Zellen (Harnblasenkarzinomzellen)?

2. Welche Auswirkungen hat die Kombination aus Inkubation
mit  Photofrin II, = Vorbestrahlung mit 0,05 Gy und
anschlieBender Hauptbestrahlung mit 2 Gy auf das

Uberleben von HCV29 - Zellen (normale Urothelzellen)?

3. Lasst sich anhand der Resultate ein Unterschied im
Zelliberleben zwischen den beiden verwendeten Zelllinien
nach gleicher kombinatorischer Behandlung erkennen? Wie

fallt dieser Unterschied aus?

4, Welche Schlussfolgerungen kédnnen aus den Ergebnissen der
Experimente gezogen werden? Kbnnen diese zur
Optimierung des Strahlentherapiekonzeptes des

Harnblasenkarzinoms herangezogen werden?
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3

Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

GIBCO Invitrogen Corporation, Paisley, Schottland:

Trypsin — EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline), ohne
Kalzium, Magnesium und Natriumbicarbonat

Fotales Kalberserum, auf Mykoplasmen wund Viren
getestet, hitzeinaktiviert

MEM (Minimum Essential Medium) mit Earle’s Salzen,
25 mM Hydroxyethylpiperazinethansulfonsaure HEPES
ohne L - Glutamin

RPMI 1640 Medium (Rosewell Park Memorial Institute)
GLUTAMAX -1

Penicillin = Streptomycin - Lésung: 104 IU Penicillin/ml

und 104 ug Streptomycin/ml

SIGMA-ALDRICH, Taufkirchen:

Natriumpyruvat 100 mM, Produkthnummer S8636

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany:

Cell Proliferation Reagent WST -1 -1

Axcan Pharma International BV, Sittard, Niederlande:
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3.1.2 Gerate

Philips, Hamburg:
e Rdntgen - Bestrahlungsgerat Muller RT 250

Heraeus; Hanau:
e (CO2 - Brutschrank Cytoperm 8080

e Sterile Werkbank Laminair

Physikalisch — Technische Werkstatten Pychlau, Freiburg:

e Dosimeter, Dosimentor

Zeiss, Jena:

e Inverses Durchlichtmikroskop, Telaval 31

Eppendorf, Hamburg:
e Pipette Eppendorf Reference 200 — 1000 pl
e Pipette Eppendorf Research 20 - 200 pl

Hirschmann, Eberstadt:

e Pipettomat pipetus akku

Medax, Kiel:
e Warmeplatte 12800

Physikwerkstatt der Klinik und Poliklinik flar Strahlentherapie,
Klinikum GroBhadern, Minchen:

e Eigenkonstruktion Plexiglaskammer (mit warmem Wasser

durchflutet) als Auflage flir 96 - well - plates wahrend

der Bestrahlung

27



3.1.3 Zubehor

Brand, Wertheim:

e Erlenmeyerkolben, verschiedene GrdBen

Assistent, Sondheim:
e Haemocytometer Deckglaser, 20x26 mm

e Zahlkammer Neubauer improved

NUNC, Wiesbaden:
e Multischalen Nunclon, 96 Kammern, rechteckig
e Zellkulturflaschen mit Filterkappe Nunclon, steril, 25 cm2
e Zentrifugenréhrchen, steril, 11 ml

e Zentrifugenréhrchen, steril, 50 ml

Brand, Wertheim:

e Pasteurpipetten aus Glas, ca. 150 mm

Corning Incorporated, New York:
e Pipetten Costar Stripette, steril, 2, 5, 10, 25 ml

Eppendorf, Hamburg:
e Pipettenspitzen Eppendorf Standard gelb, 100 pl

Sarstedt, Nurnbrecht:
e Pipettenspitzen Sarstedt blau, 1000 pl

Merck, Darmstadt:

e Pipettierbirne, 28 ml
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3.2 Methoden

3.2.1 Zelllinien und Zellkultur

3.2.1.1 Verwendete Zelllinien

Die Versuche wurden an gesunden Blasenepithelzellen (HCV29) und
an Harnblasenkarzinomzellen (RT4), welche etablierte menschliche

Zelllinien sind, durchgefihrt.

Die RT4 - Zellen sind eine etablierte Zellkulturlinie [30]. Sie leiten
sich von einem Rezidivtumor der Harnblase im klinischen Stadium
T2 ab und stammen von einem mannlichen Patienten, der bereits 2
Jahre zuvor mit 198 Gold - Kligelchen behandelt wurde.
Histologisch handelt es sich um ein differenziertes, papillares, sehr
strahlenresistentes Harnblasenkarzinom [19]. Die RT4 - Zellen
bilden in Kultur kleine, kompakte, mehrschichtig wachsende,

adharente Kolonien.

Abbildung 6: Originaltumorzellen des Harnblasenkarzinoms [30]
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Bei der HCV29 - Kultur handelt es sich um ein verandertes, nicht
maligne entartetes Blasenepithel ohne blasentumorspezifisches
Antigen. Es wurde einem Patienten mit Harnblasenkarzinom
entnommen [4, 30].

In Kultur wachsen die HCV29 - Zellen als adharenter einschichtiger

Zellrasen.

Die RT4 — und HCV29 - Zelllinien wurden ausgewahlt, weil sie ein
gutes Beispiel fur korrespondierende Zellen in einem in vitro Modell
darstellen. Dadurch kommt dieses dem realen Fall eines Patienten
mit Harnblasenkarzinom, bei dem sowohl tumords veranderte als

auch gesunde Urothelzellen bestrahlt werden, nahe.

Mit den folgenden Versuchen sollte analysiert werden, ob sich durch
die Kombination von Photofrin II mit einer adaptiven Strahlendosis
eine Therapieoption ergeben kbonnte, die eine effektivere
Tumorbestrahlung bei gleichzeitiger Schonung des gesunden

Gewebes erlaubt.

3.2.1.2 Kulturbedingungen

Die RT4 - und HCV29 - Zellen wurden in sterilen Zellkulturflaschen
angezlchtet. FUr optimale Wachstumsbedingungen wurden die
Kulturflaschen mit 18 ml Kulturmedium beflllt. Das Kulturmedium
wurde nach Bedarf frisch angesetzt und setzte sich flr beide

Zelllinien nach folgendem Schema zusammen:

87 % chemisch definiertes RPMI 1640 Medium mit Glutamax
10 % Fotales Kalberserum

1 % Natriumpyruvat, 100 mM
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1 % Minimum Essential Medium MEM (Eagle), mit Earle’ s Salzen,
25 mM HEPES, ohne L - Glutamin
1 % Penicillin-Streptomycin, 104 IU Penicillin/ml und 104 ug

Streptomycin/ml

Um das Infektionsrisiko der Zellkulturen mit Bakterien zu
reduzieren, wurde das Kulturmedium mit einer Antibiotika - Losung

versetzt.

Die Inkubation der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37°C, 5 %
CO2 - Sattigung und 95 % Luftfeuchtigkeit.

3.2.1.3 Versuchsansatz

Um die optimalen Wachstumsbedingungen flir die Weiterzucht der
Zelllinien aufrecht zu erhalten, wurden die Zellen ein bis zweimal

wdchentlich umgesetzt.

Unter einer sterilen Werkbank wurde zunachst das alte
Nahrmedium abgesaugt und verworfen. AnschlieBend erfolgte das
Spllen des Zellrasens mit 5 ml PBS Lésung, welche nach kurzem
Schwenken wieder abgenommen und entsorgt wurde. Zur
enzymatischen Ablésung der Zellen wurden 1,8 ml verdlnnter
Trypsin — Lésung (10 % Trypsin, 90 % PBS) auf die Zellen
gegeben. Wahrend der Einwirkzeit von 5 Minuten wurde die
Kulturflasche bei 37°C auf einer Warmeplatte aufbewahrt. Die
Zugabe von 8 ml Kulturmedium neutralisierte die chemische
Wirkung des Trypsins und die Zellen konnten durch vorsichtiges
Pipettieren vereinzelt werden.

Von dieser resultierenden Zellsuspension wurde ein Teil in eine

neue mit 18 ml Nahrmedium geflllte Kulturflasche gegeben. Das
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entnommene Zellsuspensionsvolumen richtete sich dabei nach der
gewlnschten Bewachsungsdichte in der zu beimpfenden
Kulturflasche.

Flr einen optimalen Wachstumsprozess erfolgte die Aufbewahrung

der Kulturflaschen weiterhin im Brutschrank.

Um die Umgebungsbedingungen fur die Zellen wahrend der Passage
weitgehend konstant zu halten, wurden alle verwendeten

Chemikalien vorher im Warmebad auf 37°C erhitzt.

Die Zellen wurden maximal 10 Mal passagiert, anschlieBend wurden

sie verworfen und eine neue Zellcharge aufgetaut.

Fir das Ansetzten eines Versuches wurde zuerst die Zellzahl
bestimmt. Dafir wurden 2 Tropfen der oben gewonnenen
Zellsuspension auf eine Neubauer - Zahlkammer gegeben. Im
Mikroskop wurden die Zellen in 2x4 Zahlfeldern ausgezahlt und der

Mittelwert errechnet.

In Vorversuchen hatte sich eine Zellzahl von 500 Zellen in 100 pl

Medium pro Kammer als optimale Zellkonzentration ergeben.

Die Kombinationsversuche wurden in 96 - well — plates (Schalen
mit je 96 Kammern) durchgefihrt.

Der auBere Rand der 96 - well — plates wurde mit 200 pl PBS pro
Kammer aufgeflllt, um eine homogene Wachstumsatmosphare zu
ermoglichen und Irritationen wahrend der spateren Messung zu
vermeiden. In die ubrigen Kammern wurden je 100 pl der

Versuchszellsuspension gegeben.
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Abbildung 7: Beschriftung und Verteilung der Versuchslésungen auf eine

96 - well - plate

Nach erfolgtem Ansatz wurden die Kulturschalen in einer
lichtgeschltzten feuchten Kammer flur 24 Stunden im Brutschrank

aufbewahrt.

Zusatzlich wurde parallel eine Standardschale mit nur einer
Zellsuspension angesetzt, um RUlckschlisse auf die logarithmische
Wachstumsphase der Zellen ziehen zu kdnnen. Dies dient der
Gewabhrleistung, dass die Messungen in einem Stadium erfolgen, in
dem sich die Zellen noch in der Wachstumsphase befinden. Die
Standardschale wurde zusammen mit den Versuchsschalen
inkubiert, damit die Zellen identischen Versuchsbedingungen

ausgesetzt waren.
Die statistische Auswertung der Versuchsdaten erfolgte mittels

eines zweiseitigen Students - t — Tests fur unabhangige

Stichproben.
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3.2.2 Verwendung der Photofrin II - Losung

Samtliche Arbeitsschritte sowie die anschlieBenden Experimente
wurden unter sterilen Bedingungen und vor direktem Licht

geschultzt durchgefihrt.

Photofrin II wurde als gefriergetrocknetes Porfimer bezogen. Vor
der Anwendung wurde das Pulver in 5%iger Glucoselésung auf eine
Konzentration von 2,5 mg/ml gel6st. Diese Stammlésung wurde
anschlieBend in 400 pl Portionen in Kryordhrchen abgeflllt und bei

-20°C bis zum Gebrauch gelagert.

FUr einen Versuchsansatz wurde ein Kryordhrchen aufgetaut und
mit 600 pl PBS auf eine Konzentration von 1000 pg/ml verdinnt.
Mit Hilfe dieser Ldsung wurde eine Verddnnungsreihe von
0,625 pg/ml bis 15 pg/ml erstellt. AnschlieBend wurden 100 pl von
jeder Verdlinnungsstufe entnommen und den Kammern, die bereits

100 ul Zellsuspension enthielten, zugegeben.
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Abbildung 8: Verteilungs- und Beschriftungsschema einer 96 — well -

plate nach Zugabe von Photofrin II

34



Dabei wurden Zellen in einer Reihe (je 6 Kammern) mit identischer
Photofrin II - Konzentration inkubiert. Die inkubierten Zellen
wurden dann fur weitere 24 Stunden in einer feuchten und

lichtgeschlitzten Kammer im Brutschrank aufbewahrt [53].
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3.2.3 Bestrahlung und Dosimetrie

Die Bestrahlungen wurden an der Réntgenanlage Mdaller RT 250 der
Klinik und Poliklinik flir Strahlentherapie und Radioonkologie des

Universitatsklinikums GroBhadern, Mlinchen, durchgeflhrt.

Die Durchfihrung der unterschiedlichen Bestrahlungen erfolgte

gemaB dem Versuchsaufbau von Schwarz et al. [61].

Alle Bestrahlungen wurden ohne Licht durchgeflhrt.

3.2.3.1 Versuchsaufbau zur Vorbestrahlung

Die Dosis von 0,05 Gy wurde gewahlt, weil sie in experimentellen
Versuchen an Blasenkarzinomzellen eine effektive adaptive Antwort

hervorrufen konnte [7, 61].

Es bestanden folgende Versuchsbedingungen:

e Anodenspannung: 225 kV

e Stromstarke: 5 mA

e Dosisleistung: 0,03 Gy/min

e Filter: 0,35 mm Kupferfolie

e Tubus: 10 cm x 15 m x 40 cm

e Fokus-Oberflachen-Abstand FOA: 160 cm

e Strahlengang: vertikal, von oben nach unten

e GleichmaBigkeit der Feldausleuchtung: besser als 97,8 %

Es wurden immer zwei Zellkulturschalen gleichzeitig, gemaB der
Abbildung 9, aufgestellt und anschlieBend mit 0,05 Gy bestrahlt.
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Tubus

Stabdosimeter
Zellkulturplatten

Abbildung 9: Versuchsaufbau zur Vorbestrahlung (zu Abbildungszwecken
hier mit Licht)

3.2.3.2 Versuchsaufbau zur Hauptbestrahlung

Die Hauptbestrahlung von 2 Gy, welche der Dosis einer
Bestrahlungsfraktion wahrend einer Radiotherapie bei einem
Harnblasenkarzinoms entspricht, erfolgte 4 Stunden nach der
Vorbestrahlung mit 0,05 Gy.

Da der Prozess der adaptiven Antwort eine Zeitspanne von
4 Stunden bendtigt [21, 65, 66, 69, 78], wurde dieser Zeitrahmen

zwischen der Vor- und Hauptbestrahlung eingehalten.

Die Bestrahlungsbedingungen flr diesen Versuchskomplex wurden

wie folgt gewahlt:
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e Anodenspannung: 225 kV

e Stromstarke: 15 mA

e Dosisleistung: 1 Gy/min

e Filter: 0,35 mm Kupferfolie

e Tubus: 10cm x 15cm x 40 cm, Tubusabschluss wurde
durch einen Aufsatz mit einer wasserdurchfluteten
Warmeplatte aus Plexiglas (Dicke der Wasserschicht:
1,5 cm) erganzt

e Fokus-Oberflachen-Abstand FOA: 51,5 cm

e Strahlengang: vertikal, von unten nach oben

e GleichmaBigkeit der Feldausleuchtung: besser als 97,8 %

Damit auch wahrend der Bestrahlung eine Temperatur von 37°C
aufrecht erhalten konnte, wurden die mit den Zellen bestlickten

Platten auf einer mit 37°C warmen Wasser durchstromten

Plexiglaskammer platziert.

Stabdosimeter
Warmeplatte

Tubus

Warmwasserzufuhr

Abbildung 10: Versuchsaufbau zur Hauptbestrahlung (hier mit Licht zu
Abbildungszwecken)
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Stabdosimeter

Zellkulturschale
Warmeplatte

Abbildung 11: Detailansicht des Versuchsaufbaus zur Hauptbestrahlung

Wahrend der Transportwege zwischen Labor und
Bestrahlungsanlage wurden die Zellschalen in einer Styroporbox
aufbewahrt, um die Umgebungsbedingungen mdéglichst stabil bei
37°C zu halten.

Die Dosimetrie fur alle Versuche wurde mit Hilfe der ,Abteilung

Physik® mittels Ionisations- und Thermoluminiszenzdosimetrie

durchgefuhrt und auf den jeweiligen Versuchsaufbau abgestimmt.
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3.2.4 Experimenteller Ablauf

3.24.1 Versuchskomplexe

Es wurde die Wirkung verschiedener Photofrin II — Konzentrationen
in Kombination mit einer adaptiven Dosis von 0,05 Gy 4 Stunden
vor einer Folgedosis von 2 Gy auf zwei Zelllinien (HCV29 und RT4)

untersucht. Daraus ergaben sich folgende Versuchskomplexe:

Wirkung unterschiedlicher  Photofrin II — Konzentrationen  auf
HCV29 - Zellen bei 0,05 Gy Vorbestrahlung und 2 Gy Folgedosis:

a) 0 pg/ml Photofrin II
b) 2,5 pug/ml Photofrin II
C) 5 pug/ml Photofrin II
d) 7,5 nug/ml Photofrin II
e) 10 pg/ml Photofrin II

Wirkung unterschiedlicher Photofrin II — Konzentrationen auf RT4 -

Zellen bei 0,05 Gy Vorbestrahlung und 2 Gy Folgedosis:

a) 0 pg/ml Photofrin II
b) 2,5 pug/ml Photofrin II
C) 5 pug/ml Photofrin II
d) 7,5 nug/ml Photofrin II
e) 10 pg/ml Photofrin II
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Pro Versuchskomplex wurden jeweils 4 Schalen mit 96 Kammern
nach dem oben beschriebenen Schema mit Zellsuspension und

Photofrin II beimpft, jedoch unterschiedlich bestrahlt:

e Schale A: keine Bestrahlung (Kontrollschale)

e Schale B: nur Vorbestrahlung (0,05 Gy)

e Schale C: nur Hauptbestrahlung (2 Gy)

e Schale D: Vorbestrahlung und nach 4h Hauptbestrahlung

3.2.4.2 Versuchsablauf

Die Experimente wurden in Kulturschalen mit je 96 Kammern
durchgefliihrt. RT4- und HCV29 - Zellen wurden in einer Dichte von
500 Zellen pro Kammer ausgesat. Nach einer Inkubationszeit von
24 Stunden im Brutschrank wurden pro Kammer 100 pyl einer
Photofrin II — Losung zugegeben, sodass eine Endkonzentration von
2,5 ug/ml, 5 ug/ml, 7,5 ug/ml bzw. 10 pg/ml Photofrin II jeweils
als 6fach Ansatz entstand.

Die so vorbehandelten Schalen wurden danach erneut fur
24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Am Bestrahlungstag wurden
zunachst die Schalen B und D mit einer Dosis von 0,05 Gy
vorbestrahlt. Vier Stunden danach erfolgte die Bestrahlung mit 2 Gy
(entsprechend der Dosis einer Bestrahlungsfraktion eines Patienten)
der Schalen C und D. Die Schale A wurde nicht bestrahlt, sie diente

als Kontrollschale.

Nach der Bestrahlung wurden die Schalen flr weitere 4 Tage im

Brutschrank inkubiert.
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Nach 4 Tagen wurde eine WST - 1 - Lésung zu der Zellsuspension
hinzugegeben und das Zelliberleben mittels eines ELISA Readers

ermittelt.
Die Versuche wurden mindestens viermal wiederholt, um eine

aussagekraftige Datenmenge zu erhalten. Damit stand ein Minimum

von 24 Einzeldaten fur die Auswertung zur Verfliigung.
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3.2.5 Analyse des Zelliiberlebens

Die Antwort der Zellen auf die Bestrahlung wurde durch die

Uberlebensrate der proliferierenden Zellen ermittelt.

Zunachst wurde das alte Medium mit Photofrin II aus allen
Kammern verworfen. AnschlieBend wurden pro Kammer 100 pl

Medium mit 10 % WST - 1 - Lésung hinzugegeben.

WST -1 (Tetrazolium Salz 4 -[3 - (4 - Iodophenyl) - 2(4 -
Nitrophenyl) - 2H - 5 - Tetrazolin] - 1,3 - Benzene Disulfonat) ist
ein Reagenz, mit dessen Hilfe proliferierende Zellen nachgewiesen
werden kdnnen. Es ermdglicht die nicht radioaktive
spektrophotometrische  Quantifizierung von  Zellproliferation,
Wachstum, Variabilitat und Chemosensitivitat fir Zellpopulationen

in 96 — well - plates.

NO> NO;
@ O
~N NAD' . NADH \©\ —H
! - T
N~/ EC-H EC N N
SOsNa \ ) . SO;Na
SO;Na SO;Na
WST-1 Formazan
(slightly red) (dark red)

Abbildung 12: Spaltung des Tetrazolium Salzes WST - 1 (hellrot) zu

Formazan (dunkelrot)
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Vitale, stoffwechselaktive Zellen sind in der Lage WST - 1 zu dem
wasserloslichen Farbstoff Formazan zu spalten. Dieser Vorgang wird
durch einen Farbwechsel sichtbar. Dabei korreliert die Menge des
entstandenen Farbstoffes mit der Anzahl der metabolisch aktiven
Zellen und kann spektrophotometrisch mit dem ELISA Reader bei
einer Wellenldange von 450 nm erfasst werden. Die optische Dichte
wurde sofort nach Beimpfung und 4 Stunden nach Inkubation mit

WST - 1 gemessen.
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3.2.6 Auswertung und Statistik

Flr die Auswertung wurden die Werte der optischen Dichte aus den
Messungen mit dem ELISA Reader zunachst in Tabellen
zusammengefasst. Insgesamt ergaben sich flr die HCV29 - Zellen
36 Einzelwerte und fir die RT4 - Zellen 24 Einzelwerte. Es wurden
nur Versuche in die Auswertung einbezogen, bei denen sich die
Zellen noch in der Wachstumsphase befanden. Dies wurde durch

die mitlaufende Standardplatte Uberprift und sichergestellt.

Um die Uberlebensdaten aus mehreren identischen Versuchen
zusammenfassen zu koénnen, musste die unterschiedliche
Anwachsrate der Zellen in den verschiedenen Versuchskomplexen
bertcksichtigt werden. Dazu wurde der Mittelwert der
unbehandelten und unbestrahlten Kontrolle eines
Versuchskomplexes mit einem Faktor (K) multipliziert, der diesen
Kontrollmittelwert gleich 1 (100 %) setzt. Mit diesem Faktor (K)
wurden anschlieBend alle Werte aus diesem Versuchkomplex

multipliziert.

Nach den Umrechnungen wurde die statistische Auswertung der
Ergebnisse mit Hilfe des zweiseitigen Students -t - Tests fir
unabhangige Stichproben durchgefihrt, wobei flir p < 0,05 ein
signifikanter Unterschied zwischen zwei Werten angenommen

wurde.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuche

Es wurden zwei grundlegende Vorversuche durchgefihrt, um eine

effektive Gestaltung der Folgeexperimente zu gewahrleisten.

Durch den ersten Vorversuch wurde die optimal einzusdende
Zellzahl pro Kammer ermittelt. Es zeigte sich, dass eine Einsaat von
500 Zellen pro Kammer am besten flr die geplanten
Versuchsreihen geeignet ist.

Der zweite Vorversuch prifte die Wirkung von unterschiedlichen
Photofrin IT — Konzentrationen zunachst im Konzentrationsbereich
von 0,625 ug/ml bis 15 pug/ml (siehe Abbildung 8). Unter
Berlicksichtigung der klinischen Anwendung von Photofrin II und
dessen Fahigkeit zur Akkumulation in den Zellen, zeigte sich ein
Untersuchungsspektrum von 2,5 uyg/ml bis 10 pg/ml  am

aussagekraftigsten.
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4.2 Wirkung von Photofrin II auf RT4 - Zellen

4.2.1 Inkubation mit Photofrin II ohne Bestrahlung

Es wurde beobachtet, dass eine Inkubation mit Photofrin II mit
steigender Konzentration eine toxische Auswirkung auf das
Zelluberleben der RT4 - Zellen hat. Dieser Einfluss st
konzentrationsabhangig und stellt sich im Bereich von 7,5 pg/ml bis
10 pg/ml signifikant toxisch dar. Bei einer Konzentration von
2,5 ug/ml wurde ein signifikant erhdhtes RT4 - ZellUberleben
beobachtet.

Mittelwert
i Varianz signifikant
Photofrin II Zelliiberleben liiberleb b 9

Zelliiberleben ei p = 0,05

(ug/ml) (normiert auf 1) P !

0 1,000 0,01

2,5 1,068 0,03 0.0043448+*

5 0,941 0,05 0.2244150
7,5 0,731 0,03 0,0000753*

10 0,681 0,01 6.0386E'**

Tabelle 2: Einfluss verschiedener Photofrin II — Konzentrationen auf das

Zelluberleben von RT4 - Zellen ohne Bestrahlung; *statistisch signifikant
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4.2.2 Inkubation mit Photofrin II und Vorbestrahlung

Nach Bestrahlung der mit Photofrin II inkubierten RT4 - Zellen mit
einer geringen Dosis von 0,05 Gy, resultiert fir Konzentrationen
zwischen 7,5 pg/ml und 10 pg/ml ein signifikant vermindertes
Zelliberleben im Vergleich zur Kontrolle. Fir eine Photofrin II -
Konzentration von 2,5 ug/ml prasentiert sich ein signifikant
gesteigertes Zelliberleben. Bei einer Konzentration von 5 ug/ml
zeigt sich tendenziell ein vermindertes Zelliberleben, wobei diese

Veranderung nicht signifikant ist.

Mittelwert

Photofrin II Zelliiberleben Varianz signifikant
(ug/ml) (normiert auf 1) Zelliiberleben bei p = 0,05
0 0,989 0,01
2,5 1,071 0,02 0.009101785*
5 0,924 0,07 0.262542843
7,5 0,717 0,02 0,000000006*
10 0,667 0,01 3.1728E"*

Tabelle 3: Einfluss verschiedener Photofrin II — Konzentrationen auf das

Zelliiberleben von RT4 - Zellen bei 0,05 Gy; *statistisch signifikant
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4.2.3 Inkubation mit Photofrin II und Hauptbestrahlung

Fir RT4 - Zellen, die mit Photofrin II inkubiert und mit einer Dosis
von 2 Gy bestrahlt wurden, konnte ein signifikant vermindertes
Zelliberleben fur die Konzentrationen 5 pg/ml, 7,5 ug/ml und

10 pg/ml im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden.

Mittelwert
i Varianz signifikant
Photofrin II Zelliiberleben liiberleb b 9
Zelliiberleben ei p = 0,05
(ug/ml) (normiert auf 1) 4 !
0 0,911 0,01
2,5 0,978 0,04 0.11725211
5 0,816 0,04 0.04947688*
7,5 0,669 0,02 0,00000011%*
10 0,565 0,01 4.65461E %%

Tabelle 4: Einfluss verschiedener Photofrin II - Konzentrationen auf das
Zelliiberleben von RT4 - Zellen bei 2 Gy Bestrahlungsdosis; *statistisch

signifikant
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4.2.4 Inkubation mit Photofrin II und
Bestrahlungskombinationen

Die RT4 - Zellen wurden 4 Stunden vor der Hauptbestrahlung
(2 Gy) mit einer Bestrahlungsdosis von 0,05 Gy vorbehandelt. Bei
der Auswertung wurde ein signifikant vermindertes Zelllberleben
fur die Photofrin II - Konzentrationen von 5 pg/ml, 7,5 pg/ml und

10 pg/ml im Vergleich zur Kontrolle deutlich.

Mittelwert
i Varianz signifikant
Photofrin II Zelliiberleben liiberleb b 9
Zelliiberleben ei p = 0,05
(ug/ml) (normiert auf 1) 4 !
0 1,043 0,02
2,5 1,076 0,04 0.4725298748
5 0,935 0,05 0.0355682188*
7,5 0,763 0,03 0,0000000053*
10 0,687 0,01 1.6377E"%*

Tabelle 5: Einfluss verschiedener Photofrin II - Konzentrationen auf das
Zelliiberleben von RT4 - Zellen bei Bestrahlung mit 0,05 Gy + 2 Gy;

*statistisch signifikant
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Zusammenfassend ergibt sich aus diesen Beobachtungen, dass
Photofrin II seine strahlensensibilisierende Wirkung sowohl bei der
Hauptbestrahlung als auch bei Kombination der Hauptbestrahlung
mit einer adaptiven Dosis von 0,05 Gy beibehalt. Allerdings ist hier
die strahlensensibilisierende Wirkung von Photofrin II weniger

deutlich als bei alleiniger Applikation der Hauptbestrahlungsdosis.

RT4 —Zellen: Zusammenfassung

A
1,5 1
c 110 T
(]
0
Q9
©
e
E
(]
N 0,5_
- 0pg | ®2,5ug S5Hug | @ 7,549 10 pg
0,0 T T I >
0 Gy 0,05 Gy 2 Gy 0,05 Gy + 2 Gy

Bestrahlungsdosis

Diagramm 1: Zusammenfassung der Wirkung von unterschiedlichen
Photofrin II - Konzentrationen ohne Bestrahlung, bei 0,05 Gy, bei 2 Gy
und bei 0,05 Gy + 2 Gy; % Zelliiberleben der RT4 - Zellen signifikant

vermindert
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4.2.5 Einfluss der Vorbestrahlung auf das Zelliiberleben

Um den Einfluss der adaptiven Dosis zu ermitteln, wurden die Daten

der Zelliberlebensraten nach alleiniger Hauptbestrahlung mit den

Zelliberlebensraten nach Vor-

und Hauptbestrahlung verglichen.

Es stellte sich heraus, dass bei der Kombination von Vor- und

Hauptbestrahlung im Vergleich zur alleinigen Hauptbestrahlung ein

erhohtes Zelliiberleben der RT4 - Zellen zu beobachten war. Fir die

Photofrin II — Konzentrationen von 7,5 pug/ml und 10 pg/ml war das

Zelliberleben

strahlensensibilisierende Wirkung von

sogar signifikant erhdht.

Dabei wurde die
Photofrin II durch den

Einfluss der adaptiven Dosis nicht aufgehoben.

Mittelwert Mittelwert
i signifikant
Photofrin II Zelliiberleben Zelliiberleben 9
bei p = 0,05
(ug/ml) (2 Gy) (0,05 Gy + 2 Gy) p=S
0 0,911 1,043 0,000032*
2,5 0,987 1,076 0.096582
5 0,816 0,935 0.057591
7,5 0,669 0,763 0.043064*
10 0,565 0,687 0.000349*

Tabelle 6: Einfluss der Vorbestrahlung (0,05 Gy)

alleinigen Bestrahlung mit 2 Gy bei

Konzentrationen; *statistisch signifikant
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RT4 — Zellen: Vergleich zwischen
2 Gy und 0,05 Gy + 2 Gy

A
1,5
[ 2 6y
[] 0,05 Gy + 2 Gy
w
c 1,0
(]
2 w
3 %
E
©
N 0,5 -
0,0 T I | I -
Kontrolle 2,5 ug 5 ug 7,5 ug 10 pg

Photofrin II — Konzentration

Diagramm 2: Wirkung der alleinigen Hauptbestrahlung mit 2 Gy im
Vergleich zu der Wirkung von Vorbestrahlung (0,05 Gy) in Kombination
mit Folgebestrahlung (2 Gy): % Zelliiberleben der RT4 - Zellen statistisch

signifikant erhoht.
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4.3 Wirkung von Photofrin II auf HCV29 - Zellen

4.3.1 Inkubation mit Photofrin II ohne Bestrahlung

Die Inkubation der HCV29 - Zellen mit Photofrin II wirkt ab einer
Konzentration von 5 pg/ml signifikant toxisch auf die normalen
Urothelzellen. Bei einer Photofrin II - Konzentration von 2,5 pg/ml

liegt keine signifikante Verminderung des Zelliberlebens vor.

Mittelwert
i Varianz signifikant
Photofrin II Zelliiberleben liiberleb b 9

Zelliiberleben ei p = 0,05

(ug/ml) (normiert auf 1) P !

0 1,01 0,02

2,5 0,99 0,02 0.4289954

5 0,79 0,02 1.2797E1*

7,5 0,62 0,02 8.8339E %%

10 0,53 0,06 2.4056E 1+

Tabelle 7: Einfluss verschiedener Photofrin II - Konzentrationen auf das
Zelliiberleben von HCV29 - Zellen ohne Bestrahlung; *statistisch

signifikant
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4.3.2 Inkubation mit Photofrin II und Vorbestrahlung

Werden die HCV29 - Zellen mit Photofrin II inkubiert und
anschlieBend mit 0,05 Gy bestrahlt, so sinkt das Zellliberleben bei
einer Photofrin IT - Konzentration von 5 ug/ml bis 10 upg/ml
signifikant ab. Flr eine Photofrin II — Konzentration von 2,5 ug/ml

kann keine signifikante Abnahme des Zelliberlebens beobachtet

werden.
Mittelwert
Photofrin II Zelliiberleben Varianz signifikant
(ng/ml) (normiert auf 1) Zelliiberleben bei p < 0,05
0 1,04 0,03
2,5 1,00 0,01 0.119884
5 0,78 0,01 2.396E°*
7,5 0,60 0,02 1.962E %*
10 0,48 0,02 1.114€%%*

Tabelle 8: Einfluss verschiedener Photofrin II - Konzentrationen auf das
Zelliiberleben von HCV29 - Zellen bei 0,05 Gy; *statistisch signifikant
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4.3.3 Inkubation mit Photofrin II und Hauptbestrahlung

Bei einer Photofrin II - Konzentration von 2,5 ug/ml kann kein
signifikant vermindertes Zelliberleben nachgewiesen werden. Ab
einer Konzentration von 5 ug/ml wird eine toxische Wirkung

nachweislich signifikant.

Mittelwert Mittelwert fik
i signifikant
Photofrin II Zelliiberleben Zelliiberleben . 9 oo
ei p < 0,05

(ug/ml) (2 Gy) (0,05 Gy + 2 Gy) P

0 0,686 0,718 0,345

2,5 0,695 0,747 0,140

5 0,599 0,605 0,858

7,5 0,466 0,520 0,119

10 0,433 0,428 0,900

Tabelle 9: Einfluss verschiedener Photofrin II — Konzentrationen auf das
Zelliiberleben von HCV29 - Zellen bei 2 Gy Bestrahlungsdosis;

*statistisch signifikant
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4.3.4 Inkubation mit Photofrin II und
Bestrahlungskombinationen

Die Kombination aus Vor- und Hauptbestrahlung erh6éht bei einer

Photofrin II — Konzentration
Zelliberleben der HCV29 - Zellen.

von

2,5 pg/mi

tendenziell

Ab einer Konzentration

5 nug/ml wird das Zelliberleben jedoch signifikant vermindert.

das

von

Mittelwert
i Varianz signifikant
Photofrin II Zelliiberleben liiberleb b 9
Zelliiberleben ei p = 0,05
(ug/ml) (normiert auf 1) 4 !

0 0,718 0,04
2,5 0,747 0,03 0.41470388
5 0,605 0,02 0.00123342*
7,5 0,520 0,03 0,00000089*
10 0,428 0,02 1.028E*%*

Tabelle 10: Einfluss verschiedener Photofrin II - Konzentrationen auf
das Zelliiberleben von HCV29 - Zellen bei 0,05 Gy + 2 Gy; *statistisch

signifikant
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Zusammenfassend wirkt sich eine Photofrin II - Konzentration ab
5 nug/ml ohne Bestrahlung toxisch auf die Urothelzellen aus. Sowohl
bei der Hauptbestrahlung alleine, als auch bei der Kombination aus
Vor- und Hauptbestrahlung kann jedoch bei einer Konzentration

von 2,5 pg/ml eine tendenziell schitzende Wirkung beobachtet

werden.
HCV29 — Zellen: Zusammenfassung
A
1,5 1
c 1,01 =
(O]
Q0
o
)
0
E
o
N 0,5 -
®0ug | ®25ug |®5ug | ®7,5pug | 10pg
0,0 T T | >
0 Gy 0,05 Gy 2 Gy 0,05 Gy + 2 Gy

Bestrahlungsdosis

Diagramm 3: Zusammenfassung der Wirkung von unterschiedlichen
Photofrin II - Konzentrationen ohne Bestrahlung, bei 0,05 Gy, bei 2 Gy
alleine und bei 0,05 Gy + 2 Gy
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4.3.5 Einfluss der Vorbestrahlung auf das Zelliiberleben

Im direkten Vergleich der Wirkung der alleinigen Hauptbestrahlung

von 2 Gy und der Kombination aus Vorbestrahlung (0,05 Gy) und

Folgebestrahlung (2 Gy) auf HCV29 - Zellen zeigt sich tendenziell

ein erhdhtes Zelliberleben, welches aber nicht signifikant war.

Mittelwert Mittelwert
i signifikant
Photofrin II Zelliiberleben Zelliiberleben b 9
ei p = 0,05
(ug/ml) (2 Gy) (0,05 Gy + 2 Gy) p=S

0 0,686 0,718 0,345

2,5 0,695 0,747 0,140

5 0,599 0,605 0,858

7,5 0,466 0,520 0,119

10 0,433 0,428 0,900

Tabelle 11: Einfluss der Vorbestrahlung (0,05 Gy)
alleinigen Bestrahlung mit 2 Gy bei

Konzentrationen

im Vergleich zur

unterschiedlichen Photofrin II -

59



Zelluberleben

1,51

1,0

0,5

HCV29 — Zellen: Vergleich zwischen
2 Gy und 0,05 Gy + 2 Gy

[ 2ay

[[] 0,05 Gy + 2 Gy

0,0

Kontrolle 2,5 ug 5 ug 7,5 ug 10 pg

Photofrin II — Konzentration

Diagramm 4: Wirkung der alleinigen Hauptbestrahlung mit 2 Gy im

Vergleich zu der Wirkung von Vorbestrahlung (0,05 Gy) in Kombination

mit Folgebestrahlung (2 Gy)

60



5 Diskussion

Das Ziel dieser Doktorarbeit war es in in vitro Experimenten zu
uberprufen, ob die eigentlich gegenlaufigen Effekte des
Radiosensitizers Photofrin II in Kombination mit der adaptiven
Strahlenantwort eine Steigerung des Therapieerfolgs bewirken

konnten.

Die Experimente dieser Arbeit wurden an HCV29 - Zellen und an
RT4 - Zellen durchgefihrt. Die HCV29 - Zellen reprasentieren
gesundes Urothel, welches als Ubergangsepithel ein
mehrschichtiges Deckgewebe der ableitenden Harnwege darstellt.
Die RT4 - Zellen vertreten die Harnblasentumorzellen. Diese
Zelllinien wurden fir die Analyse ausgewahlt, da die Wirkung der
adaptiven Antwort an diesen Zellen schon untersucht und belegt
wurde [61]. Allerdings sollte beachtet werden, dass die hier
verwendeten RT4 - Zellen stellvertretend flUr verschiedene Zellarten
des Harnblasenkarzinoms stehen, deren eventuelle Abweichungen

im Reaktionsverhalten nicht berlicksichtigt werden konnten.

Die hier angewendeten Methoden der Zellkultivierung und der
experimentellen Versuchsdurchfihrung wurden nach den im
strahlenbiologischen Labor etablierten Verfahren und mit auBerster

Sorgfalt durchgefihrt.

In dieser Arbeit wurden nur die Auswirkungen von Photofrin IT und
adaptiver Dosis auf HCV29 - und RT4 -Zellen untersucht. Daher
kdnnen keine Aussagen Uber eventuelle kombinatorische Effekte bei
anderen Tumorzelllinien oder unter Verwendung anderer
radioadaptiver Dosen sowie anderen Photofrin II — Konzentrationen

oder Inkubationsbedingungen gemacht werden.
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Auswirkungen auf die Zellen:
RT4 - Zellen

Der strahlensensibilisierende Effekt von Photofrin II auf RT4 -Zellen

konnte in allen Versuchsreihen nachgewiesen werden. Die
signifikant toxische/strahlensensibilisierende Wirkung stellte sich
bei Inkubation mit Photofrin II ohne Bestrahlung und mit
Vorbestrahlung bei einer Konzentration von 7,5 ug/ml ein. Bei der
alleinigen Hauptbestrahlung und bei der Kombination aus Vor - und
Hauptbestrahlung trat der strahlensensibilisierende Effekt bereits
bei einer Konzentration von 5 pg/ml ein.

Bei Betrachtung des Einflusses der adaptiven Dosis auf das
Zelliberleben der RT4 - Zellen, lieB sich eine adaptive Wirkung auf
die RT4 - Zellen nachweisen. Diese Auswirkung der adaptiven Dosis
ist sowohl ohne Applikation von Photofrin II als auch ab einer
Photofrin II — Konzentration von 7,5 ug/ml signifikant. Der
strahlensensibilisierende Effekt von Photofrin II konnte dennoch
beobachtet werden, allerdings war dieser durch die adaptive
Wirkung der Vorbestrahlung abgeschwacht. Ein Vorteil aus der
Kombination von Photofrin II mit der adaptiven Dosis auf RT4 -
Zellen ist demnach nicht feststellbar.

Die Versuche, die in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, konnten die
Untersuchungen von Schaffer et al. zur Wirkung von Photofrin II als
Radiosensitizer bestatigen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Schwarz et al. lieB sich in
den hier durchgefihrten Experimenten eine adaptive Antwort von
RT4 - Zellen nachweisen. Diese Diskrepanz koénnte auf die
unterschiedlichen Auswertungsmethoden zurlckgefuhrt werden.
Wshrend Schwarz et al. die Uberlebensrate anhand von
Koloniezahlungen bestimmten, wurde in dieser Arbeit eine
automatisierte Auswertung mittels des ELISA Readers durchgefihrt
[61].
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HCV29 - Zellen
Eine signifikante adaptive Antwort in HCV29 - Zellen konnte nicht

nachgewiesen werden, allerdings wurde eine Tendenz zur Erhéhung
des Zelliberlebens bei einer Bestrahlungskombination beobachtet.
Der toxische/strahlensensibilisierende Effekt von Photofrin II |asst
sich ohne Bestrahlung und bei den getesteten Bestrahlungsmodi ab
einer Konzentration von 5 pg/ml signifikant nachweise, jedoch nicht
fur eine Konzentration von 2,5 pug/ml.

Beim Vergleich des Zelliberlebens von HCV29 - Zellen nach
alleiniger Hauptbestrahlung und bei kombinierter Vor- und
Hauptbestrahlung zeigte sich in jedem Fall der toxische Einfluss von
Photofrin II ab einer Konzentration von 5 pg/ml. Eine nicht
signifikante Tendenz zur adaptiven Wirkung lieB sich auch in
Anwesenheit von Photofrin IT nachweisen.

Die Resultate von Schwarz et al. zur signifikanten Induktion einer
adaptiven Antwort in HCV29 - Zellen, welche sich Uber einen
protektiven Mechanismus in einem gesteigerten Zelliberleben
auBert, wurden in den vorliegenden Experimenten nicht bestatigt,

es zeigte sich aber ebenfalls eine entsprechende Tendenz [61].

Ubertragung auf den Organismus:

Der genaue Wirkmechanismus der adaptiven Antwort konnte, wie

auch der von Photofrin II, noch nicht vollstandig geklart werden.

Die Aufnahme von Photofrin II in Tumorzellen und Normalzellen
erfolgt nicht gleichmaBig. Die Photofrin II Aufnahme in gesunde
Zellen erfolgt gemaB der klinischen Applikationsdosis von
1,5 uyg/ml - 2,5 ug/ml, da gesunde Zellen keine erhéhte Aufnahme
und somit keine intrazellulare Photofrin II — Anreicherung zeigen.
Im Gegensatz dazu akkumuliert Photofrin II selektiv in Tumorzellen

[28, 51, 58] und es ist davon auszugehen, dass im Tumorgewebe
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eine  Photofrin II - Konzentration zwischen 5 ug/ml -10 pg/ml
in vivo erreicht werden kann [8, 20, 26, 55]. Dieser Effekt wurde in
in vivo Experimenten an Nacktmausen bestatigt [51, 55].

Photofrin II gehért zur Gruppe der Porphyrine, die selektiv wirken
und in niedrigen Konzentrationen in vivo keine messbare Toxizitat
aufweisen [29]. Die zelluldare Aufnahme, die intrazelluldre Verteilung
und die Retention von PhotofrinII in den Zellen sind von
mikrobiologischen Umgebungsbedingungen im Tumor abhangig.
Unter normalen Zellkulturbedingungen wird dieser Zustand nur
bedingt nachgeahmt. Da die Anreicherung von Photofrin II jedoch
durch ebensolche gewebephysiologischen Prozesse bedingt ist, wird
unter invitro Zellkulturbedingungen dieser Zustand der
Akkumulation durch Erhdhung der Photofrin II - Konzentration
simuliert.

Bei einer Photofrin II - Konzentration von 2,5 ug/ml in der Nicht -
Tumorzelllinie HCV29 kommt es weder zu einer toxischen noch zu
einer strahlensensitivierenden Wirkung. Bei einer Applikation dieser
Photofrin II — Konzentration in vivo erfolgt im Normalgewebe keine
Anreicherung des Photosensitizers. Im Gegensatz dazu ist davon
auszugehen, dass es bei einer Applikation von 2,5 ug/ml
Photofrin II im Organismus zu einer akkumulierten Dosis von
7,5 pg/ml im Tumorgewebe kommt. Dies fuhrt sowohl mit als auch
ohne adaptive Bestrahlung zu einer erhoéhten
Strahlenempfindlichkeit des Tumorgewebes, nicht jedoch des
Normalgewebes, da hier keine Photofrin II Anreicherung erfolgt.
Bezogen auf den Gesamtorganismus Ilasst sich somit eine
Wirkungssteigerung der Strahlentherapie durch Photofrin II
erwarten. Eine Kombination mit der adaptiven Vorbestrahlungsdosis
zum Schutz des Normalgewebes erscheint dagegen weniger

erfolgversprechend.
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Vorangehende Machbarkeitsstudien an Patienten haben gezeigt,
dass in Patienten bei Anwendung von PhotofrinII in einer
Konzentration von bis zu 2,5 ug/ml, keine strahlensensitivierende
Wirkung im Normalgewebe nachweisbar war. Die Nebenwirkungen
gingen nicht Uber die Ublichen Auswirkungen, wie leichte Diarrhd,
Ubelkeit und Hautreaktionen [54, 59], hinaus.

In verschiedenen in vitro und in vivo Untersuchungen konnte
eindeutig gezeigt werden, dass Photofrin II eine selektive und
radiosensitivierende Wirkung auf Harnblasentumorzellen hat [28,
51, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59]. Es ist davon auszugehen, dass an
den Wirkmechanismen, die zu diesen Effekten flhren sowohl
zytotoxische Moleklle wie Hydroxyl —Radikale als auch die Bindung
von Photofrin II an Proteine, welche an Reparaturprozessen
mitwirken und diese dadurch unterdriicken, beteiligt sind.

Eine genaue Darstellung des Funktionsmechanismus von
Photofrin IT ist zurzeit noch nicht moéglich, da es sich um eine
heterogene chemische Zusammensetzung mit zum Teil noch
unbekannten Komponenten handelt [8, 55]. Es gibt jedoch
Hinweise, dass die radiosensitivierende Wirkung von Photofrin II an
Tumorgewebe mit den oligomerischen Eigenschaften der Substanz
in Verbindung steht. Diese Eigenschaften bewirken eine starke
Aggregation des Radiosensitizers in biologischen Medien, was die
Entwicklung einer hoch hydrophoben Struktur zur Folge hat. Es ist
nachgewiesen, dass ein hdéherer Grad an Hydrophobie solcher
Oligomere zu einer Akkumulation im Tumorgewebe fuhrt [55].
Entsprechende Oligomere kénnen effektiv durch einige zytotoxische
Mediatoren wie Hydroxyl — Radikale erzeugt werden [26, 28, 32,
55]. Als Konsequenz wird eine groBe Zahl von Radikalen durch eine
Kettenreaktion mit Photofrin II zu Aggregaten geformt, wobei
Photofrin IT als Amplifikationsfaktor der Bestrahlung agiert. Dieser

Mechanismus wurde fur Gd - Tex bereits bestatigt [5, 86] und wird
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auch flir Photofrin II vermutet. Gestltzt wird diese Vermutung
durch Untersuchungen, die belegen, dass die radiosensitivierende
Wirkung von Photofrin II in Gegenwart von  Mannitol, einem
Hydroxyl — Radikal — Fanger, ausbleibt. Erhdhtes Zelliberleben
konnte bei zusatzlicher Gabe von Mannitol oder Histidin beobachtet
werden [62]. Dies unterstlitzt die Annahme, dass an dem
Wirkmechanismus von Photofrin II die Formation von Radikal -
Derivaten hoher Reaktivitat, wie beispielsweise Hydroxyl — Radikale
beteiligt ist [62]. Der zentrale Einfluss von Sauerstoff auf die
radiosensitivierende Wirkung von Photofrin II wurde ebenfalls
experimentell nachgewiesen. Wurde die Sauerstoffkonzentration
wahrend der Inkubationsphase von RT4 -Zellen mit Photofrin II auf
5% reduziert, war die radiosensitivierende Wirkung stark
vermindert. Dieser Effekt wurde ebenfalls flir Hypericin, einen
weiteren Radiosensitizer, nachgewiesen [60].

Zudem gibt es Hinweise auf den limitierenden Einfluss von
Photofrin II auf den Reparaturprozess von subletalen Zellschaden
nach ionisierender Strahlung. Dies kann in der Tumorkontrolle
hilfreich sein. Ionisierende Strahlung ruft zwei Arten von
Zellschaden hervor: letale und subletale Schaden. Der subletale
Schaden kann in einen letalen Ubergehen und somit zum Absterben
der Zelle fihren oder es werden Reparaturmechanismen stimuliert,
die das Zelliberleben ermdglichen. Photofrin II  reduziert
moglicherweise die Chance flr Reparaturprozesse in Kombination
mit ionisierender Strahlung [32, 56], was zu einer hoheren
Empfindlichkeit der Tumorzellen gegenlber ionisierender Strahlung
fuhrt.
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Der radiosensitivierende Effekt von Photofrin II wurde nur bei
radioresistenten Tumoren, wie Harnblasenkarzinomen und Lewis
Sarkomen [1, 19, 28] nachgewiesen, nicht aber bei radiosensitiven
Tumoren, wie dem Adenokarzinom des Osophagus [57]. In vivo
Untersuchungen zeigten dies an RT4 -, U373 - und HT29 - Zellen
[28].

Der Einsatz einer niedrig dosierten Strahlendosis kann eine adaptive
Antwort im Sinne einer Schutzwirkung induzieren, was besonders in
Nicht — Tumorzellen nachgewiesen wurde [24, 25, 33, 61, 64]. Eine
fehlende adaptive Antwort kénnte sich dadurch erklaren lassen,
dass die Vorbestrahlung nicht in der richtigen Zellzyklusphase
erfolgte. Eine Wirkung der niedrigen Strahlendosis wurde z.B. in
Abhangigkeit von Bestrahlungszeitpunkt und aktueller
Zellzyklusphase beschrieben [45, 66]. Wurden die Zellen in der Gy -
Phase vorbestrahlt und erfolgte die Hauptbestrahlung anschlieBend
in der G- oder S -Phase, so \verlangerten sich diese
Zellzyklusabschnitte und ein adaptiver Strahleneffekt konnte
nachgewiesen werden. Eine AR nach Vorbestrahlung von Zellen in
der Go — Phase blieb aus [45, 66].

Wie viele verschiedene Experimente zeigen, gibt es zudem eine
hohe Variabilitat hinsichtlich der Induzierbarkeit und dem Ausmal
einer adaptiven Antwort zwischen den  Zelllinien von
unterschiedlichen Spendern [64, 70].

Es wird vermutet, dass in Abhangigkeit von der Zellzyklusphase
auch verschiedene Proteine [44, 87] und Gene [12, 39] in den
Mechanismus der adaptiven Antwort involviert sind. Eine zentrale
Rolle bei der Entfaltung der adaptiven Antwort spielt das p53 -
Protein [12, 49, 72], sowie die Induktion der DNA - Reparatur und

die Stressantwort.
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Abbildung 13: Illustration der adaptiven Antwort (AR) bei geringer
Bestrahlungsdosis (low-dose radiation; LDR) oder Chemikalien geringer
Konzentration (low-dose chemicals; LDch) und bei Hochdosisbestrahlung
(high-dose radiation; HDR) oder Chemikalien hoher Konzentration (high-

dose radiation; HDch) und die moéglichen Mechanismen [10]

Die Schutzwirkung, die bei Applikation einer geringen
Vorbestrahlungsdosis ausgelést wird, kann darin begriindet liegen,
dass eine Aktivierung des Tumorsuppressorgens TP53 stattfindet.
Okazaki et al. untersuchten  den Effekt einer niedrigen
Vorbestrahlungsdosis vor der Hochdosisbestrahlung auf dem Level
des Apoptosevorgangs und der Expression von TP53 - Genen an
Maussplenozyten. In TP53 positiven Mausen war nach einer
Bestrahlung mit Vor- und Hauptdosis die TP53 - Expression
gesteigert und die Anzahl apoptotischer Zellen signifikant geringer
als in TP53 Mausen, die nur einer Hauptdosis von 2 Gy ausgesetzt
waren. Das Fazit dieser Experimente ist, dass TP53 eine wichtige
Rolle in der radioadaptiven Antwort spielt, indem bestrahlte Zellen
durch Aktivierung intrazellularer Reparatursysteme vor der
Apoptose geschltzt werden [34]. Auch andere Arbeiten verweisen

auf die wichtige Rolle des p53 - Proteins sowohl bei der Kontrolle
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des Zellzyklus als auch bei der DNA - Reparatur vermittelt Uber
intrazellulare Signaltransduktionswege [49, 74, 75].

In mehreren Experimenten konnte ein protektiver Effekt als Antwort
auf Applikation von Oxidantien in subletalen Dosen demonstriert
werden. Dazu gehdéren Wasserstoffperoxid — Moleklile und
Superoxid — Radikale. Zellen haben gegenlber oxidativem Stress
zwei Abwehrmechanismen: Pravention der Schadensentstehung
und Reparatur der Schaden. Zum einen sind Antioxidantien, wie
Superoxid — Dismutasen, Peroxidasen und Katalasen, direkt in die
Pravention oxidativer Zellschaden involviert. Zum anderen erfolgt
der Einsatz von Reparaturenzymen, wie DNA - Nukleasen und
Glycosylasen [15]. Cortes et al. belegten, dass niedrige nicht
toxische Dosen von Wasserstoffperoxid — Molekillen einen Schutz
gegen strahleninduzierte Chromosomenschaden an menschlichen
Go - Lymphozyten bieten [13]. Wasserstoff — Radikale, Hydroxyl -
Radikale und Wasserstoffperoxid — Radikale kédnnen mit der DNA
auf verschiedenen Wegen reagieren. Obwohl die DNA ein wichtiges
biologisches Ziel flur reaktiven Sauerstoff ist, reagieren
Wasserstoff — Radikale alleine kaum mit der DNA. Erst mit Hilfe der
Superoxid — Dismutase kommt es zu einer Reaktion bei der

Wasserstoffperoxid entsteht [31].

Bei der Kombination der Wirkmechanismen von adaptiver Antwort
und Photofrin II fallt auf, dass die Wirkung von Photofrin II von
zytotoxischen Molekllen wie Hydroxyl- oder Peroxid — Radikalen
abhangig ist. Bei der adaptiven Antwort konnte hingegen durch
Versuche mit Superoxid — Dismutase (SOD) gezeigt werden, dass
die adaptive Antwort unabhangig von Superoxid Radikalen ist [84].
Folglich kénnten die beiden Modulatoren ohne gegenseitige

Einschrankung die Zellfunktionen beeinflussen.
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Die Verwendung von Photofrin II gehért bei der Photodynamischen
Therapie bereits zum Standardverfahren. Da die Wirkung dieser
Substanz auch im Zusammenhang mit ionisierender Strahlung
verifiziert wurde, ware es empfehlenswert, weitere klinische Studien
zu diesem Radiosensitizer durchzufiihren. Die adaptive Dosis gehort
noch nicht zu den klinischen Verfahren, daher waren auf diesem
Gebiet nicht nur weitere in vitro, sondern auch in vivo Versuche im
Rahmen von klinischen Studien durchzuflihren. Es liegen bereits

in vivo Versuche an Mausen vor [81].

Der Gedanke einer Kombination dieser beiden Effekte mit
Modulation von verschiedenen Parametern wie Inkubationsdauer
von Photofrin II, Veranderungen der Vorbestrahlungsdosis oder des
Zeitintervalls zwischen Vor- und Hauptbestrahlung enthalt Potential

und sollte weiter verfolgt werden.

Zusammenfassend kann die Aussage getroffen werden, dass sowohl
die Anwendung von Photofrin II als auch die adaptive Antwort nach
Vorbestrahlung zwei Ansatzpunkte darstellen, die, jeder fur sich,
zur Effizienzsteigerung der Strahlentherapie beitragen kdénnten. Die
Kombination aus diesen beiden zeigte in den in vitro Versuchen
jedoch weder eine signifikante Effektsteigerung bei der Bestrahlung
von Harnblasentumorzellen noch eine signifikante Reduktion der

Strahlenwirkung an gesunden Zellen.
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6 Zusammenfassung

Die Strahlentherapie ist ein etabliertes Verfahren bei der
Behandlung von lokalen Tumoren. Je héher die Gesamtdosis der
Strahlentherapie ist, desto wahrscheinlicher ist es, eine
Tumorvernichtung zu erreichen. Dabei wird jedoch immer auch
umgebendes gesundes Gewebe mit hohen Strahlendosen belastet.
Die Toleranz des Normalgewebes stellt somit den limitierenden

Faktor bei der applizierbaren Strahlendosis dar.

Das Ziel dieser Arbeit war es, zwei in der experimentellen und
klinischen Strahlentherapie bekannte Effekte zu kombinieren, um
herauszufinden, ob dies eventuell zu einer Therapieoptimierung
fihren koénnte. Dazu wurde der Radiosensitizer Photofrin II als
chemischer Modulator mit der adaptiven Antwort als biologischer
Effekt kombiniert. Im idealen Fall kdnnte so eine Optimierung der
Strahlentherapie sowohl durch eine gesteigerte Strahlenwirkung an
Primartumoren, als auch durch eine bessere Schonung des
Normalgewebes erreicht werden. Dadurch kbénnte sich die

Uberlebenschancen tumorkranker Patienten verbessern [16].

Die Fragestellungen dieser Arbeit kénnen wie folgt beantwortet

werden:

1. Durch die Kombination aus dem chemischen Modulator
Photofrin IT und dem biologischen Effekt der adaptiven Antwort
konnte ab einer Photofrin II - Konzentration von 5 ug/ml ein
signifikant vermindertes Zelliberleben von RT4 - Zellen
(Harnblasenkarzinomzellen) beobachtet werden. Jedoch war
das Zelluberleben im Vergleich zu einer alleinigen
Applikationsdosis von 2 Gy bei 5 pg/ml tendenziell und ab

einer Applikationsdosis von 7,5 pg/ml signifikant héher.
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Die Anwendung von Photofrin II und der adaptiven Dosis auf
HCV29 - Zellen (gesundes Urothel) zeigte keine signifikante
Erhohung des Zelliberlebens, es st allerdings eine
entsprechende Tendenz zu erkennen. Ebenfalls fallt auf, dass
bei einer Photofrin II - Konzentration von 2,5 ug/ml im
Vergleich zur Bestrahlung ohne Photofrin II ein tendenziell
erhdohtes Zelliberleben von HCV29 - Zellen festzustellen war.

Jedoch ist dieser Effekt auch bei den RT4 - Zellen erkennbar.

RT4 - Zellen: Die kombinatorische Behandlung von RT4 -
Zellen fuhrte zu einem verminderten Zelliberleben. Im
Vergleich zur Uberlebensrate von Zellen, die nur mit einer
Dosis von 2 Gy behandelt wurden, fiel dieser Unterschied im
Zelliberleben jedoch geringer aus.

HCV29 - Zellen: Die kombinatorische Behandlung von HCV29 -
Zellen flhrte zu einem erhdhten ZelliUberleben, zeigte aber
keinen signifikanten Unterschied zum Zelllberleben der Zellen,

die nur mit 2 Gy bestrahlt wurden.

Die Ergebnisse zeigen, dass unter Verwendung beider
Modulatoren, das Zelliberleben von Harnblasentumorzellen
signifikant vermindert werden kann. Allerdings ist kein
eindeutiger Vorteil aus dieser Kombination ersichtlich.

Das Zelliberleben der Blasenepithelzellen zeigt bei
kombinatorischer Behandlung eine Tendenz zu einem
gesteigerten ZellUberleben, aber auch hier ist kein klarer

Nutzen aus der kombinatorischen Anwendung erkennbar.



Das Fazit dieser Arbeit ist, dass der alleinige Einsatz von
Photofrin II als Radiosensitizer mit anschlieBender fraktionierter
Bestrahlung ein erhdhtes Zellsterben von RT4 - Zellen bewirkt.
Daher kénnte es, Ubertragen auf den klinischen Einsatz, in der
Behandlung von Harnblasenkarzinomen zuklnftig ein wichtiges
therapeutisches Konzept darstellen.

Die Anwendung einer adaptiven Dosis in vitro zum Schutz von
Normalzellen, hier Blasenepithelzellen, zeigte im Ansatz eine
vielversprechende Tendenz. Es miusste weiter gepruft werden, ob
durch die adaptive Antwort auch bei klinischer Anwendung eine

protektive Wirkung auf Normalgewebe erreicht werden kdnnte.
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