Klinik und Poliklinik fur Strahlentherapie und Radiologische Onkologie
Klinikum rechts der Isar
Technische Universitat Munchen
(Direktor: Univ. - Prof. Dr. M. Molls)

Auswirkungen von Erythropoetin (ERYPO® 2000), p53 Inhibitor (pifithrin-alpha®)
und TNF-x Inhibitor (Remicade®) auf das ZNS unter Bestrahlung, sowie
immunhistochemische Untersuchungen im Hinblick auf DNA-
Doppelstrangbriiche der bestrahlten Regionen. Eine tierexperimentelle Studie.

Tobias Karl Blau

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat fur Medizin
der Technischen Universitat Munchen zur Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Medizin
genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.- Prof. Dr. D. Neumeier
Prifer der Dissertation:

1. Univ.- Prof. Dr. M. Molls
2. Priv.-Doz. Dr. H. C. -W. E. Geinitz

Die Dissertation wurde am 26.08.2009 bei der Technischen Universitat Munchen
eingereicht und durch die Fakultat fur Medizin am 27.01.2010 angenommen.



Meinen Eltern und GrolReltern

gewidmet.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1 1
2. WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND..........cooiiiiinerre e 2
2.1. lonisierende Strahlung und ihre Wirkung auf das Zentrale Nervensystem...2
2.2. Die Strahlenmyelopathie.........ccccooiimmmmm 5
2.3. Ansatze zur Pravention der Strahlenmyelopathie..........cccccoviimmmmnnnnnnneccnnn, 7
2.3 0. AlIGEMIEIN ..ttt e e 7
2 T o1 X TSR 7
2.3.2.1. p53 Inhibitor (Pifithrin-alpha®) ............cooooveeieceeeeeeeeeeee e, 9
122 TR T I\ L S 9
2.3.3.1. TNF- Inhibitor (ReEmICadE® )........cooveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 10
2.3.4. Erythropoetin und Epoetin alfa.............ccooiiiiiii e 11
2.4, Immunhistochemie...........cooiiiiiiiiiii e ——————— 12
P Bt B N | [0 T=T T o PP TP TOPPPI 12
2.4.2. Y-H2AX e e e e ee e e e aneneeeenes 13
3. EIGENER VERSUCHSAUFBAU. ..........iiiieeirr s ssss s ssn s s sanns 14
3.1. Zielvorstellungen ... ———————————— 14
3.2. Material und Methoden...........cccommmmmmii e ———— 14
3.2.1. VEISUCNSHIEIE ... 14
3.2. 1.1, THErNAIUNG e 14
3.2.2. Versuchsplan/Bestrahlungsplan/Gruppenbildung .............iiiiiiiiineeeeeeneee. 15
3.2.2.1. KONIIOI-GIrUPPEN ...t e e e e e e e e e e eeeeas 16
3.2.2.2. p53 Inhibitor(pifithrin-alpha®)-INJektion ............ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 16
3.2.2.3. TNF- Inhibitor (Remicade®)-INJektion .............ccceeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeneen, 16
3.2.2.4. Erythropoetin (ERYPO® 2000)-INjektON ............cccoeeueiieeeeeeeeeereeenereenn, 17
3.2.3. INGIKOSE ...ttt e e e e 18
3.2.4. Bestrahlungstechnik ... 18
3.2.5. Nachbeobachtungszeit.............coooiiii 20
3.2.5.1 Beobachtung und Untersuchung...............eeeeeiiiiiiiiiiii 20
3.2.5. 1.1, UNtErSUCNUNG ...cciiiiiiie ettt 20
3.2.5.1.2. CliNICAl SCOIE ....coiiiiiiiiieee e 21



Inhaltsverzeichnis

3.2.5.2. Euthanasiemethode ... 21
3.2.6. Praparation und Entnahme des cervikalen Ruckenmarks ...............cc........... 21
3.2.7. IMMUNNISTOCNEMIE ... 22
3.2.7.1. Immunhistochemie-Protokoll und Standardreagenzien .................cccc.ue..... 23
3.2.7.2. AuswertungsmethOode ........coooiiiiii e 24
3.2.8. StAtISHIK. oo e 25

4. ERGEBNISSE. ...........cc o s ann e e 25
4.1. Mortalitat in der Nachbeobachtungszeit ............cccovviiiiiiiiiiciii e, 25
4.1.1. Mortalitat der NarkOSE.........coiiiiiiiiiiiiii e 25
4.1.2. Mortalitat in der Nachbeobachtungszeit................cccviii s 26
4.2. Klinische Ergebnisse in der Nachbeobachtungszeit ............cccccommmrrrrnnnnnnnnn. 27
4.2.1. Klinische Beobachtung / Clinical Score.............ccccuuiiiiiiiiiii 27
4.3. Immunhistochemische Ergebnisse .........cccccciiiiiiiiiiniiicciiniiiseeeeeeeennneeee 32
4.3.1. Ubersicht der untersuchten Tiere............ccooveveeveeeeeeeeeeeeeeeee e 32
4.3.2. y-H2AX ErgebNISSE .....eeeieiiiiiiiiiieiiie et 32
4.3.3. Statistische Auswertung und Ergebnisse..............cccuviiiiiis 34

5. DISKUSSION ......coiiiieeiiriiiisnre s ss s s ssn e mn e e s e a s nnn e e e e n s anns 43
5.1. Einfluss der Methodik auf die Ergebnisse ...........ccooviiiiiiiiiiiiisieeneeeeeeee 43
B INGIKOSE ...ttt 43
5.1.2. BESrahlUNG ......cooiiiiiiiiiiee e 43
5.1.3. Beobachtung und Untersuchung in der Nachbeobachtungszeit.................... 43
5.1.4. Einbettung und Schnittfihrung des Ruckenmarks ..............ooooiiiiiiiiiiinnnee. 44
5.1.5. IMMUNNISTOCNEMIE ... 44
5.1.6. Auswertungsmethode .........ooooiiiiiiiii e 44
517 StAtISHIK. .ceee e e 45
5.2. Ergebnisse ... 45
5.2.1. Klinische ErgebnisSe ... 45
5.2.2. y-H2AX Ergebnisse: AllgEMEIN ...........uuuiiiiiiiiiiiiieiieii e 46
5.2.2.1 y-H2AX Ergebnisse: GrUPPeN ............uuuiiiiiiiiiiiiiieiee e 47

5.3. Diskussion im Bezug zur Strahlenmyelopathie...........cccooiiiiimnnrinnnnnnneeen, 48
6. ZUSAMMENFASSUNG ....... .o n e s 51
7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS........ccooeeectretrcresaesesesassesassessesesaesessesssssssssessssensnns 52



Inhaltsverzeichnis

8. LITERATURVERZEICHNIS ... sss s ssss s s anns 54
9. DANKSAGUNG ...t ss s s s s e s aanr e e e 61
10. LEBENSLAUF ..ot aas e s s ann s 62



1. Einleitung

1. Einleitung

Die Strahlentherapie hat sich in ihrer mittlerweile Uber hundertjahrigen Geschichte zu
einem unverzichtbaren Bestandteil der interdisziplinaren Tumortherapie entwickelt. Sie
basiert letztlich auf der Entdeckung der Rontgen-Strahlen durch Wilhelm Conrad
Rontgen im November 1895 [24, 69], der Entdeckung und Untersuchung der
Radioaktivitat durch Henri Becquerel im Jahre 1896 sowie den Arbeiten von Marie und
Pierre Curie, die 1898 das Radon und Polonium entdeckten und sich den Physik-
Nobelpreis 1903 mit Henri Becquerel teilten [16, 97]. Schon 1903 formulierte Dr.
Charles L. Leonard die Moglichkeit, Rontgenstrahlen als therapeutisches Mittel sowohl
in der Tumortherapie als auch in palliativen Ansatzen zu verwenden [52]. In den 1930er
Jahren folgten von Coutard und Hautant Beweise, dass die Strahlentherapie erfolgreich
bei Tumoren eingesetzt werden kann und weiterhin entwarf Coutard das erste
fraktionierte Bestrahlungsmodell [14, 15]. Patterson veroffentlichte 1936 Ergebnisse
uber die Behandlung von Tumoren mit Rontgenstrahlen [70].

Von diesen Grundlagen her entwickelte sich die Strahlentherapie im onkologischen
Therapiekonzept als lokoregionare Behandlungsmoglichkeit, erganzend zu
Tumorchirurgie und systemisch-medikamentoser Therapie (z.B. Chemotherapie und
endokrine Therapie). Sie konnte in randomisierten und epidemiologischen
Untersuchungen ihren Stellenwert bei kurativen und palliativen Ansatzen belegen.

Naturlich ist zu beachten, dass die eingeschrankte therapeutische Breite, aufgrund
von  dosisabhangigen  strahleninduzierten Nebenwirkungen,  zu mitunter
unbefriedigenden Ergebnissen bei unterschiedlichen Tumorentitaten oder -
lokalisationen fuhrt. Die Nebenwirkungen auf das umliegende, gesunde Gewebe stellen
letztendlich das limitierende Moment jeder Bestrahlungsplanung dar. Nebenwirkungen
gering zu halten bei dennoch mdglichst effektiver Tumorkontrolle ist eine der

Herausforderungen einer jeden multimodalen Tumortherapie.
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2. Wissenschaftlicher Hintergrund

2.1. lonisierende Strahlung und ihre Wirkung auf das Zentrale

Nervensystem

Grundsatzlich lasst sich sagen, dass ionisierende Strahlung zu einer
Energielbertragung auf das exponierte Gewebe fuhrt. Zwei Arten von ionisierender

Strahlung werden unterschieden: Teilchenstrahlung und Wellenstrahlung.

Die Teilchenstrahlung oder auch Korpuskularstrahlung wird weiter unterteilt in
geladene (x-Teilchen, Protonen, Elektronen) und ungeladene Teilchen (Neutronen).
Die geladenen Teilchen fuhren zu einer direkten lonisation indem sie durch ihr
elektrisches Feld Elektronen eines Atoms aus dessen Atomhiulle vertreiben und
dadurch ein geladenes (ionisiertes) Atom zurtcklassen. Die ungeladenen Teilchen
(Neutronen) ubertragen ihre Energie indem sie von dem entsprechenden Atomkern
aufgenommen werden und indirekt von dort ihre Energie in Form von Photonen oder

Kernteilchen weitergeben (indirekte lonisation) [37].

Die Wellenstrahlung ist eine elektromagnetische Strahlung in Form einer Welle und
wie der Name schon beinhaltet, eine Kopplung von elektrischen und magnetischen
Feldern, die sich in ihrer Frequenz unterscheiden und somit auch in ihrer Energie (UV-
Licht, Gammastrahlung, Rontgenstrahlung). Uber mehrere Effekte  und
Wechselwirkungen (Compton-Effekt, Paarerzeugung, Kernprozesse), die auch
abhangig von der jeweilig unterschiedlichen Energie der Strahlung sind, fuhrt die
Wellenstrahlung zu geladenen Teilchen und wird deswegen auch als indirekt
ionisierende Strahlung bezeichnet [37].

Wird ein Elektron lediglich auf eine, mit Bezug auf das Bohr-Atommodell, nachst
hohere Schale katapultiert, so wird das Atom angeregt. Wenn allerdings ein
Valenzelektron die Atomhulle ganzlich verlasst, stellt dies eine lonisation des Atoms dar
[37].
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Zur naheren Charakterisierung einer Strahlung wird die lonisationsdichte, d.h. die
Anzahl der lonisationsereignisse entlang des zurlckgelegten Weges der Strahlung,
angegeben. Diese wird Uber den mittleren Energieverlust (AE) entlang des Weges (AS)
des Primarstrahls ermittelt und ist Uber die Energieabgabe ein indirektes Mal} der
Anzahl erzeugter geladener Teilchen im Gewebe. Man spricht hier vom linearen
Energietransfer (LET), der in keV/um angegeben wird [37].

lonisierende Strahlung kann also durch ihre Energie, die sie in eine Materie einbringt,
diese erheblich beeinflussen, besonders wenn sie auf lebende Zellen trifft. Sie kann
direkt oder indirekt auf verschiedene Strukturen oder Targets wirken. Wird z.B. die DNA
direkt getroffen, kann dies zu unterschiedlichen Schaden wie z.B. Basenschaden,
Einzelstrangbrichen und Doppelstrangbrichen fuhren. Die Reparaturmechanismen der
DNA koénnen eine Vielzahl dieser Schaden wieder reparieren, doch kann es immer
wieder zu falschen Reparaturen kommen oder bei fehlender Reparatur zu Mutationen
oder dem Zelltod (Apoptose). Doch nicht nur die DNA kann als Ziel der Bestrahlung
angesehen werden, vielmehr stellen auch Membranen und Rezeptoren relevante Ziele
dar. Zellzyklusphasen kdonnen beschleunigt oder verlangsamt werden, Kontroll-Punkte
und Reparaturmechanismen kdnnen ausfallen und am Ende kann dies ebenso wie bei

der direkten DNA-Schadigung zu Mutationen und zum Zelltod fuhren.

Bei der indirekten Strahlenwirkung wird die Energie Uber eine Art Kettenreaktion an
das Zielmolekul weiter geleitet. Durch die Strahlung entstehen im wassrigen Milieu freie
Radikale, Atome mit freien Valenzelektronen, die sehr aktiv Reaktionen mit diversen
Zielmolekulen eingehen, und diese dadurch schadigen konnen. Ist Sauerstoff
anwesend, so bilden sich vornehmlich weniger reaktionsfreudige Radikale z.B.
Hydroxyl-Peroxyl-Radikale (HO2-Radikale), die allerdings eine langere Diffusionsstrecke
im Gewebe zurucklegen konnen und somit die Moglichkeit zur Schadigung relevanter
Ziele aufweisen [34].
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Betrachtet man die pathologischen Reaktionen, die sich nach der Bestrahlung des
ZNS abspielen, so kann man diese nach ihrem zeitlichen Verlauf in 3 Phasen, akute,
subakute und chronische Phase einteilen [91].

Bei der frihen (akuten) Gewebereaktion, die mit einer erhohten GefalRpermeabilitat
und Storung der Blut-Hirn-Schranke einhergeht, kommt es zu einer reversiblen
Odembildung, die sich klinisch mit Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen als
Ausdruck der Hirndrucksteigerung aufert. Sie tritt innerhalb von wenigen Tagen und
Wochen auf und spricht gut auf Kortikosteroide an [10, 89].

Die subakute Phase, bei der es innerhalb weniger Monate zu einer reversiblen
Demyelisierung der Axone kommt, manifestiert sich bei Hirnbestrahlung klinisch in
Form eines Somnolenzsyndroms und bei Ruckenmarksbestrahlung als Lhermitte-
Zeichen [88].

Die chronische Strahlenspatreaktion ist charakterisiert durch eine fortschreitende

Leukenzephalopathie sowie radiogen bedingte Koagulationsnekrosen in der weil3en
Substanz, die weitreichende Folgen fur den Patienten haben konnen [88].
Histopathologisch finden sich fibrinoide Nekrosen sowie stark hyalinisierte
GefalRwande.

Nach Ganzhirnbestrahlung kann es in einem Zeitraum von mehreren Jahren zu
neuropsychologischen Defiziten kommen [67] und bei Ruckenmarksbestrahlung
frihestens nach 5-6 Monaten [88] zu Paresen, Sensibilitdtsstorungen, Gangstérungen,
Inkontinenz und weiteren neurologischen Ausfallen [5]. Die Reaktion des Ruckenmarks

wird als Strahlenmyelopathie bezeichnet.



2. Wissenschaftlicher Hintergrund

2.2. Die Strahlenmyelopathie

Die Strahlenmyelopathie stellt eine die Lebensqualitat der Patienten
beeintrachtigende Nebenwirkung dar. Schatzungsweise betragt das Risiko fur eine
Strahlenmyelopathie ungefahr 1 % bei einer Gesamtdosis von 50 - 55 Gy in

konventioneller Fraktionierung von 1,8 - 2 Gy einmal taglich [7, 87, 100].

Zur Untersuchung der Strahleneffekte am ZNS wird oft die Strahlenmyelopathie als
Modell eingesetzt, da diese experimentell leichter zu erfassen ist [88]. Die
histopathologischen Strahlenreaktionen in Gehirn und Ruckenmark sind aufgrund von

weitgehend gleichem Parenchymaufbau nicht mafR3geblich unterschiedlich [88].

Die Schaden, die letztendlich zu einer Strahlenmyelopathie fuhren, sind recht
vielfaltig, was einleuchtet, da das ZNS aus unterschiedlichen Zelltypen aufgebaut ist. Es
wurde schon sehr fruh formuliert, dass Gefallendothelien die primaren Targets bei der
Entwicklung einer Strahlenmyelopathie darstellen [86]. Schadigungen des
GefaRendothels kénnen zu unterschiedlichen Veranderungen fiihren wie z.B. Odeme,
perivaskulare Fibrose, hyaline Degeneration, fibrinoide Nekrose oder Thrombose, um
nur einige zu nennen, die letztendlich in einer hamorrhagischen Nekrose oder Infarkt in
der weilden Substanz enden [88]. Des weiteren finden sich reaktiv veranderte Gliazellen
[106]. Ebenso spielen auch Oligodendrozyten, die am Aufbau und Erhalt der
Markscheiden der Axone beteiligt sind, eine Rolle bei der Pathogenese [9, 36].

Betrachtet man die Pathogenese naher, so muss man sich mit den Mechanismen
auseinander setzen, die zum Tod bzw. zum Verlust der Teilungsfahigkeit der einzelnen

Zelle fuhren.

Apoptose, der programmierte Zelltod, ist ein aktiver Prozess, den die Zelle aufgrund
von Schadigung oder physiologischen Signalen, wie sie in der Embryogenese
vorkommen, selbst durchfihrt. Tritt also eine strahlenvermittelte Schadigung ein, so
folgt eine Exprimierung spezifischer Gene, die wiederum die Aktivierung der Kaskade
spezieller Proteasen (Caspasen) auslost und am Ende dieser Kaskade steht der Tod
der Zelle. Generell wird ein extrinsischer und intrinsischer Weg der Auslosung

beschrieben [25, 101]. Der extrinsische Weg lauft uber Anlagerung spezieller Liganden
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(z.B.: Tumor-Nekrose-Faktor-«) an sogenannte ,Todesrezeptoren® der Zellen (z.B.

TNFR1, FAS-L, TRAIL). Daraufhin kommt es zur Aktivierung der Caspase 8, die
wiederum die Caspase 3 in Gang setzt. Caspase 3 sorgt fur viele Zellveranderungen,
die bei der Apoptose ablaufen. Der intrinsische Weg wird z.B. durch Schadigung der
DNA und anschlieBenden Anstieg des p53-Proteins in Gang gesetzt. Hier sind die
Gene der Bcl-2-Familie beteiligt. Cytochrom C wird aus den Mitochondrien freigesetzt,
dies fuhrt Uber die Caspase 9 letztendlich ebenfalls zur Caspase 3. Diese beiden Wege,
an denen noch andere Faktoren beteiligt sind, stehen miteinander in Verbindung.
Naheres dazu findet sich noch in den folgenden Kapiteln. Einen Uberblick zeigt
Abbildung 1.

Doch nicht jede bestrahlte, geschadigte Zelle setzt gleich die Apoptose in Gang.
Vielmehr kann es durch eine vorwiegend den Kern betreffende Schadigung (z.B. DNA-
Doppelstrangbriuche), nachdem die Reparaturmechanismen versagt haben, dazu
kommen, dass die Zelle keine weitere Mitose durchlauft und sich somit nicht langer
reproduziert. Dies wird als klonogener oder mitotischer Zelltod bezeichnet [35].

Apoptose
»Todesrezeptor” DNA-Schaden
! !
Pro-Caspase 8 p53
J  Bax
Caspase-8 Bid Cytochrom C
> (Mitochondrien)
!
!
Caspasen 3,6, 7
Caspasen 3,6, 7
!
!
Apoptose
Apoptose

Abbildung 1:Ubersicht iiber extrinsischen und intrinsischen Weg der Apoptose
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2.3. Ansatze zur Pravention der Strahlenmyelopathie

2.3.1. Aligemein

Zahlreiche Ansatze zur Protektion des Normalgewebes werden derzeit angewandt
und untersucht. Schon fur die Frihphase nach Bestrahlung gibt es zahlreiche
Strategien, die z.B. inhibierend in die Kaskade der Apoptose eingreifen sollen. Aber
auch fur die Latenzphase gibt es einige Strategien, wie vasoaktive Pharmaka oder
Ansatze zur Neovaskularisation. So vielseitig die einzelnen Aspekte der pathologischen
Ablaufe bei der Strahlenmyelopathie sind, so weitreichend sind auch die ldeen wie die

einzelnen Schritte zu beeinflussen sind.

2.3.2. p53

Das p53-Protein ist der nukleare Transkriptionsfaktor des Tumorsupressorgens TP53.
Dieses Gen wird auch aufgrund seiner wichtigen zellbiologischen Funktion als ,Wachter
des Genoms”® bezeichnet [49]. TP53 ist auf dem Chromosomort 17p13 lokalisiert. P53
besitzt nur eine kurze Halbwertszeit, ist im Zellkern lokalisiert, besteht aus 393

Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 53 kDa, daher auch der Name.

Kommt es zu einer Schadigung des Genoms, z.B. DNA-Doppelstrangbriiche durch
ionisierende Strahlung, wird p53 hochreguliert und ist an folgenden Mechanismen
beteiligt oder setzt sie in Gang.

. Arretierung des Zellzyklus vor der Mitose, damit mehr Zeit zur Reparatur
des DNA-Schadens besteht. Der Zellzyklusarrest geschieht durch Inhibierung
zyklinabhangiger Kinasen (cyklin-dependent-kinase), die die G1-S und G2-M
Checkpoints regulieren [30]. Kommt es in Folge von ionisierender Strahlung zu
DNA-Schaden, so wird ATM (ataxia telangiectasia-mutated gene) aktiviert.
ATM phosphoryliert p53 und inhibiert MDM2 (murine double minute gene) [45],
welches wiederum den Abbau von p53 fordert. P53 fuhrt zur einer verstarken
Expression bestimmter Gene wie z.B. p21. P21 inhibiert die zyklinabhangigen

Kinasen.

. DNA-Reparaturmechanismen werden mit Hilfe von p53 aktiviert. Im
Zellarest kommen Reparaturgene zum Einsatz, an deren Aktivierung p53
beteiligt ist. Gelingt die Reparatur der DNA wird das MDM2-Gen aktiviert,
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welches p53 inhibiert und den Abbau fordert, und die Zelle kann in die

Synthesephase ubergehen.

. Aktivierung der Apoptose, wenn der DNA-Schaden nicht behoben werden
konnte. P53 ist Teil des intrinsischen Weges der Apoptose und aktiviert pro-
apototische Gene der Bcl-2-Familie (z.B. Bax), dies fuhrt zur Freisetzung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien, zusatzlich werden anti-apoptotische Bcl-
2-Proteine unterdrickt [6, 41, 79, 105]. Siehe auch Abbildung 1.

Kommt es zum Funktionsverlust des p53-Proteins, z.B. aufgrund von Mutationen, so
kann dies zur Tumorentstehung beitragen. Die Zelle hat ihren ,Wachter der Genoms*
verloren und reproduziert sich, ohne ihre Zellzykluskontrolle durchzufihren und kann ihr
Programm der Apoptose im schlimmsten Fall nicht durchlaufen. Dies fordert die
chromosomale Instabilitat. In zahlreichen Tumorentitaten finden sich solche Mutationen,
z.B. Lungen-, Mamma-, Kolon- und Magenkarzinom, um nur einige zu nennen [42].
Fehlt den Tumorzellen p53, so kann dies auch in einer groReren Chemotherapie- und
Strahlenresistenz minden, wogegen das gesunde Gewebe voll funktionsfahig ist und
dadurch das limitierende Moment in der Behandlung darstellen kann.
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2.3.2.1. p53 Inhibitor (Pifithrin-alpha©)

Pifithrin-alpha (CisH1sBrN,OS, 367,30 g/mol) blockiert reversibel p53 und kann also
verhindern, dass die Zelle die Apotose durchlauft. In Tiermodellen hat man zeigen
konnen, dass die Tiere aufgrund dieses p53-Inhibitors vor letalen Dosen einer
Strahlentherapie geschutzt werden konnten [46].

Abbildung 2: pifithrin-alpha (aus [40])

Es bietet sich somit eventuell die Modglichkeit pifithrin-alpha® einzusetzen, um das
gesunde Gewebe wahrend der Therapie zu schitzen, und damit zahlreiche
Nebenwirkungen abzuschwachen. Die Frage inwieweit pifithrin-alpha® auf bestrahlte
Regionen des ZNS wirkt ist Teil dieser Studie.

2.3.3. TNF-x

Der Tumor-Nekrose-Faktor- ist ein Zytokin, das hauptsachlich von aktivierten

Makrophagen und Monozyten, mitunter auch von T- und B- Lymphozyten produziert
und sezerniert wird. Seine Funktionen und Wirkungen sind recht vielfaltig. So ist es an

Entzindungsreaktionen, Zellproliferation und Zelldifferenzierung beteiligt. TNF-oc kann
als sezerniertes l0sliches Protein (sTNF-o<) oder membrangebunden (MTNF-o)
vorliegen. Das Iosliche Protein (sTNF-x) wird aus dem membrangebundenen Protein
(mTNF-o), welches neben einem extrazellularen Anteil einen intrazellularen amino-

terminalen Anteil besitzt, gebildet [47]. Durch eine Metallprotease TACE (TNF-o
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converting enzyme) werden aus den 233 Aminosauren des mTNF-x (26 kDa) 157

Aminosauren fur das sTNF-« (17 kDa) herausgeschnitten.

Bakterielle oder virale Infektionen sowie Bestrahlung kdnnen zu einer Ausschuttung
von TNF-x fuhren. TNF-« bindet and die Tumornekrosefaktor-Rezeptoren TNFR-1 und
TNFR-2. TNFR-1 ist Teil der Gruppe der sogenannten ,Todes-Rezeptoren®, die als Tell
des extrinsischen Weges die Apoptose Uber eine Aktivierung der Initiatorcaspasen 8
und 10 und darauf folgend der Effektorcaspase 3 in Gang setzen konnen (vgl.
Abbildung 1).

Wird das ZNS bestrahlt so kann es zu einer Bildung von TNF-x durch aktivierte
Mikroglia und Astrozyten kommen [13, 33, 60]. Zwei Stunden nach einer
Einzeitbestrahlung des Mittelhirns von Mausen mit einer Einzeldosis von 25 Gy stieg
der Spiegel der mRNA fur TNF-o« an, wobei der Peak nach 4 Stunden erreicht war und
nach 24 Stunden wieder zuruck ging [43]. Zusatzlich besitzt TNF-x einen zytotoxischen
Effekt auf Oligodendrocyten [60], der z.B. Uber Apoptose-Induktion vermittelt wird [1,
28, 39]. Ebenso kann TNF-x Schaden an Endothelzellen verursachen, die zu einer

erhohten Gefallpermeabilitadt und Proliferationshemmung dieser Zellen fuhren [90, 92,
94].

2.3.3.1. TNF- Inhibitor (Remicade®)

Infliximab, 149kDa, (Remicade® 100mg Pulver, Essex Pharma, Munchen) ist ein
chimarer monoklonaler 1gG1-anti-TNF-« Antikorper, der in der Klinik bei der
Behandlung von rheumatoider Arthritis, ankylosierender Spondylitis, Morbus Crohn,
Colitis ulcerosa und Psoriasis eingesetzt wird. Scallon et al. haben gezeigt, dass
Infliximab Uber die Bindung an sTNF-o und mTNF-o wirkt [26, 73, 85]. Die Serum-
Halbwertszeit betragt ungefahr 7-10 Tage, abhangig von der jeweiligen Konzentration
[64]. Beim Menschen werden ungefahr 5 mg/kg i.v. uber 2 Stunden eingesetzt.

Es soll untersucht werden, ob Infliximab einen Effekt auf das ZNS im Hinblick auf die

Entwicklung von strahleninduzierten Schaden hat.
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2.3.4. Erythropoetin und Epoetin alfa

Erythropoetin, EPO, ist ein Glykoprotein (34 kDa), das grundsatzlich der Gruppe der
hamatopoetischen Wachstumsfaktoren angehort, beim Feten in der Leber und beim
Erwachsenen zu 80-90 % in den peritubularen Fibroblasten der Niere, zu ca. 10-15 %
in der Leber und teilweise auch noch in anderen Geweben/Organen gebildet wird. Die
normale Plasmakonzentration betragt 10-25 U/L. Erythropoetin fordert Wachstum,
verhindert Apoptose und induziert die Differenzierung der Stammzellen erster Ordnung
zu Erythroblasten und weiter Uber Retikulozyten zu Erythrozyten [38, 48, 55]. EPO ist
der einzige Wachstumsfaktor, der aufgrund von Sauerstoffmangel (Hypoxie) gebildet

wird.

EPO mRNA kodiert ein Vorlauferprotein von 193 Aminosauren, aus dem in weiteren
Schritten Erythropoetin gebildet wird [63, 84]. Es bindet an einen spezifischen,
membranstandigen  Erythropoetinrezeptor (EPO-R), der zur Gruppe der
Zytokinrezeptoren gehort. Die Bindungsstelle fur EPO ist ein 66 kDa Protein. EPO und
EPO-R sind in zahlreichen nicht hamatologischen Geweben und Zellen wie z.B. Leber,
Uterus, ZNS, Endothelzellen und in Tumoren zu finden [21, 48, 50, 51]. Verschiedene
Gruppen haben gezeigt, dass EPO mRNA bei Ratten sowohl in Leber und Lunge als
auch in Milz, Hoden und Gehirn vorkommt [59, 96].

EPO mRNA hat man in Astrocyten als Antwort auf Sauerstoffmangel gefunden.
Generell wurden auch EPO-Rezeptoren im Gehirn nachgewiesen [8]. Somit ist
anzunehmen, dass die Moglichkeit besteht, dass EPO einen protektiven Effekt auf das
ZNS haben konnte, insbesondere im Hinblick auf Verhinderung der Apoptose
ischamisch geschadigter Zellen [62]. Es wurde gezeigt, dass Endothelzellen sowohl in
vivo als auch in vitro den EPO-Rezeptor exprimieren [2]. In zahlreichen Studien wurde
gezeigt, dass EPO durchaus einen neuroprotektiven Effekt in Tiermodellen
psychiatrischer Erkrankungen sowie in ersten klinischen, humanen Studien besitzt [8,
11, 17-20, 44, 83, 93].

Rekombiniertes, humanes Erythropoetin (rhEPO) wird bei Anamien (renale Anamie
oder bei Tumortherapie) eingesetzt. Es sind unterschiedliche Variationen auf dem Markt

verfligbar. Epoetin alfa (Erypo®), Epoetin beta (Neo Recormon®), Darbepoetin alfa
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(Aranesp®) und Epoetin delta (Dynepo®) [38]. Sie unterscheiden sich im Aufbau und in
den Halbwertszeiten. Die Standarddosis von Epoetin alfa bei Tumorpatienten betragt 15
U/kg Korpergewicht, dreimal pro Woche.

Inwieweit Epoetin alfa die Strahlenreaktion des ZNS beeinflusst, ist Teil dieser

tierexperimentellen Studie.

2.4. Immunhistochemie

2.4.1. Aligemein

In der Immunhistochemie werden Antikorper eingesetzt, um im Zytosol oder an der
Zellwand exponierte Antigene (Proteine, Enzyme, Rezeptoren) zu lokalisieren und
darzustellen. Jeder AntikGrper greift an ein bestimmtes Epitop (Sequenz von 5 - 10

Aminosauren), welche wiederum Teil der Antigene sind, an.

Man macht sich also immunologische Reaktionen zu nutze, um eine quantitative
Aussage uber die Beschaffenheit der Zelle zu machen, indem man einzelne

Bestandteile sichtbar macht.
Dafur stehen im wesentlichen zwei grundsatzliche Wege zur Verfugung.

Der altere Weg ist die direkte Methode. Hier werden die Antikorper mit einem
Makromolekll (Enzym, fluoreszierender Farbstoff) beladen, welches in dem Gewebe

nach der entsprechenden Immunreaktion nachgewiesen werden kann.

Bei der indirekten Methode werden nicht die Primarantikbrper mit einem
Makromolekul bestlckt, sondern es kommt ein SekundarantikOrper zum Einsatz, der
sich gegen den Primarantikorper richtet. Diesem Sekundarantikbrper kann nun
wiederum direkt das Makromolekll anhaften, oder aber er bindet mit einem Komplex,
an dem entsprechende Makromolekule oder Enzyme haften. Diese Komplexbindung
dient der Verstarkung des Nachweissignals.

Als Beispiel fur haufig verwendete indirekte Verfahren sind hier die PAP-Technik
(Peroxidase-anti-Peroxidase) sowie die APAAP-Technik (Alkalische-Phosphatase-anti-

alkalische-Phosphatase) zu nennen.
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2.4.2. y-H2AX

Die DNA aller eukaryoten Zellen, ausgenommen die mitochondriale DNA, befindet
sich im Zellkern. Aufgrund ihrer Lange (ca. 1,8 m pro Zelle beim Menschen) bildet sie
einen Komplex mit verschiedenen Proteinen aus, der wiederum als Chromatin
bezeichnet wird. Sie liegt somit stark kondensiert vor. Hierzu kommen Histonproteine
zum Einsatz, die zur Bildung von Nucleosomen beitragen [54]. Nucleosomen
bestimmen die Chromatinstruktur und werden als kleinste Untereinheit des Chromatins
angesehen [95]. Betrachtet man ein Nucleosom, so besteht dieses aus einem
Proteinkomplex von ca. 100 kDa, der aus je zwei Kopien von vier unterschiedlichen
Histonproteinen besteht. Um diese Histonproteine ist die DNA in zwei superhelikalen
Schleifen gewickelt. Diese einzelnen Nucleosomen sind mit einem kurzen Abschnitt
Verbindungs-DNA (,linker DNA®) miteinander verbunden [31, 57]. Durch ihre
Verpackung wird die DNA stark zusammengelagert. Dies kann eine Behinderung
notiger Stoffwechselvorgange (z.B. Replikation, Transkription und DNA-Reparatur) der
DNA zur Folge haben. Somit Iasst sich sagen, dass die Histone auch Einfluss auf die
eben erwahnten Vorgange nehmen. Die vier Histone, welche in einem Nucleosom
vorliegen, sind H2A, H2B, H3 und H4 [74].

Kommt es zu Stoffwechselvorgangen der DNA, so gibt es mehrere Moglichkeiten, die
Aufgabe der Replikations-, Transkriptions- und Reparaturproteine an der DNA zu
vereinfachen. Dazu muss lokal die Chromatinstruktur verandert werden. Dies geschieht
uber kovalente Veranderungen der einzelnen Histone (z.B. Acetylierung,
Deacetylierung, Phosphorylierung, ATP-bedingte  Strukturveranderungen oder
Austausch von Histonvarianten) [61, 103].

Kommt es zu DNA-Doppelstrangbrichen, z.B. im Rahmen von Bestrahlung, so findet
sich in ihrer Umgebung als Beispiel fur kovalente Veranderungen eine
Phosphorylierung des Histons H2AX an Serin 139. Diese an Serin 139 phosphorylierte
Form des H2AX wird in der Literatur als y-H2AX, mitunter als H2AXS139ph oder
phospho-H2AX, bezeichnet [22, 72, 76, 102]. Innerhalb weniger Minuten werden nach
der Entstehung eines DNA-Doppelstrangbruchs mehrere Tausend H2AX zu y-H2AX
phosphoryliert [72, 77, 78]. H2AX ist Bestandteil der H2A Population innerhalb des
Chromatins und macht ca. 10% davon aus [58]. Die Phosphorylierung scheint sich
radial um den Strangbruch auszubreiten [75]. y-H2AX bildet mit unterschiedlichen
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Proteinen, die den Reparaturproteinen angehdren oder den Zellzyklus als

Checkpointproteine regulieren, nachweisbare Komplexe [23, 72].

In dieser Arbeit sollen mit Hilfe der Immunhistochemie Uber einen Antikorper fur y-
H2AX etwaige DNA-Doppelstrangbriche dargestellt werden, und Aussagen Uber die

Folgen der Bestrahlung in den unterschiedlichen Gruppen gemacht werden.

3. Eigener Versuchsaufbau

3.1. Zielvorstellungen

Die Ziele bestehen darin, zu zeigen ob Erythropoetin, pifithirin-alpha® (p53 Inhibitor)
und Remicade® (TNF-x Inhibitor) eventuell eine radioprotektive Wirkung auf das
zentrale Nervensystem haben. Dazu wird im Mausmodell das cervikale Ruckenmark
bestrahlt und nach einer klinischen Nachbeobachtungszeit histologisch aufgearbeitet,
um mit Hilfe eines y-H2AX Antikorpers etwaige Doppelstrangbriche in der DNA

nachzuweisen.
3.2. Material und Methoden

3.2.1. Versuchstiere

In dem Experiment werden 101 weibliche, ca.12 Wochen alte C3H Mause (Charles
River Deutschland GmbH, Sulzfeld) verwendet. Das Gewicht liegt zwischen 22g und
25¢.

3.2.1.1. Tierhaltung

Die Mause werden unter Kkontrollierten Bedingungen in konventionellen
Makrolonkafigen (Makrolon Typ 4) im Tierstall der Abteilung fur Experimentelle
Onkologie des Klinikum rechts der Isar (Munchen, Deutschland) gehalten (ca. 20
Mause pro Kafig). Der Zugang zu Trinkwasser und dem regularen
Nagetieralleinfuttermittel (Altromin 1324, Altromin GmbH, Lage) ist fur die Tiere nach
belieben gesichert. Die Luftfeuchtigkeit liegt bei anndhrend 40 % (10 %),
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Raumtemperatur 23°C (£1°C). Ein kunstlicher Tag-Nacht-Rhythmus wird automatisch

zu je 12 Stunden geregelt.

Diese Einrichtung ist von der Regierung von Oberbayern anerkannt und ist mit den
staatlich festgelegten Standards und Vorschriften konform.

Die Regierung von Oberbayern hat dem experimentellen Protokoll unter dem
Aktenzeichen 209.1/211-2531-99/02 zugestimmt.

3.2.2. Versuchsplan/Bestrahlungsplan/Gruppenbildung

Die Tiere werden auf Kontroll-, p53 Inhibitor-, TNF-« Inhibitor- und Erythropoetin-
Gruppen verteilt und je nach Gruppe spezifisch behandelt. Fur die spatere
Immunhistochemie werden zusatzlich 2 ganzlich unbestrahlte und unbehandelte Tiere

verwendet (u1 und u2).

Die Bestrahlungsdosis wird bei allen Gruppen fraktioniert in Form von 2 Einzeldosen
appliziert, wobei zwischen den Bestrahlungsterminen 7 Tage liegen und einheitlich die
erste Strahlendosis bei allen Gruppen 17 Gy betragt (17 Gy + X Gy). Diese Angabe
bezieht sich auf die Hautoberflache. Basierend auf eigenen Messungen
(Thermoluminiszenzdosimetrie) am Mauskadaver werden 75-80% der Hautdosis im
Bereich des Ruckenmarks appliziert. Naheres zu den einzelnen Gruppen findet sich in
Tabelle 1. Man ging davon aus, dass die hochsten Dosen bei einem Teil der Tiere
klinisch manifeste Myelopathien verursachen konnen.

99 Méause
Dosis: Gruppen:
Fraktionierung Kontrolle P53 Inhibitor TNF-« Inhibitor Erythropoetin1 Erythropoetin2
n n n n n
17Gy + 11Gy | K17/11 5
17Gy + 13Gy | K17/13 6
17Gy + 15Gy K17/15 6 P17/15 8 T17/15 8 E1-15 8 E2-15 8
17Gy + 17Gy | K177 7
17Gy + 19Gy K17/19 6 P17/19 8 T17/19 8 E1-19 8 E2-19 8
17Gy + 21Gy | K17/21 5

Tabelle 1: Gruppenbildung und einzelne Bestrahlungsdosen
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3.2.2.1. Kontroll-Gruppen

Die Kontroll-Gruppen werden lediglich mit unterschiedlichen Strahlendosen behandelt,
erhalten aber keine zusatzliche Behandlung. Vgl.Tabelle 1.

3.2.2.2. p53 Inhibitor(pifithrin-alpha®)-Injektion

Jeweils 2 Stunden vor jeder Bestrahlung wird den Tieren der p53 Inhibitor (pifithrin-
alpha von A.G. Scientific, Inc., San Diego, USA) intraperitoneal injiziert.

Die Dosis betragt 2 mg/kg Korpergewicht. Das pifithrin-alpha®© Pulver wird in Aqua dest
mit einer Verdunnung von 5 ug/pl aufgeldst, so dass jede Maus 8 pl Flussigkeit injiziert
bekommt. Nach der Mittelwertbestimmung des durchschnittlichen Korpergewichtes der
Tiere (19,449 aufgerundet auf 20g) erhalt jedes Tier 40 pg pifithrin-alpha®.

Insgesamt werden also aufgrund der zweimaligen Bestrahlung 80 ug pifithrin-alpha®
gegeben.

3.2.2.3. TNF-x Inhibitor (Remicade®)-Injektion

Wir verwenden Infliximab (Remicade® 100mg Pulver, Essex Pharma, Miinchen).
Diese Trockensubstanz wird in Aqua dest gelost. Jedem Tier werden pro Injektion 0,16
mg (8 mg/kg) Infliximab verabreicht. Diese Dosis wurde schon in anderen
Mausmodellen verwendet [26, 27, 73] und soll TNF-« fur ca. 9-10 Tage inhibieren.

Tabelle 2 zeigt die einzelnen Injektionszeitpunkte.
Stammlosung (ST):
100mg (Infliximab) / 10ml (Aqua dest)
=>10mg/ml
Gebrauchslosung:
4ml (ST) / 46ml (Aqua dest) £ 40mg (Infliximab) / 50ml

= 0,16mg / 0,2ml

16



3. Eigener Versuchsaufbau

Zeitlicher Bezug von Injektionen und Bestrahlung:

i.p. Injektion Bestrahlung
| do 0,16mg/ Maus; 2 Stunden vor Bestrahlung 17 Gy
| d3 0,16 mg/Maus
| dé 0,16 mg/Maus
| d7 je nach Gruppe 15Gy oder 17Gy
| d10 0,16 mg/Maus
| d13 0,16 mg/Maus

Tabelle 2: TNF- « Inhibitor (Remicade® )-Injektion und Bestrahlung

3.2.2.4. Erythropoetin (ERYPO® 2000)-Injektion

Diese Gruppe besteht aus zwei Subgruppen, die sich durch die unterschiedlichen
Erythropoetin Dosen unterscheiden, und Erythropoetin 1 und Erythropoetin 2 genannt
werden. Die Erythropoetin 1 Tiere wurden mit 10 I.E. Erythropoein pro Injektion und die
Erythropoetin 2 Tiere mit 40 |.E. pro Injektion behandelt.

Wir verwenden ERYPO® 2000 I.E./ml (Epoetin alfa, Janssen-Cilag, Neuss), das
subkutan 24 Stunden vor der Bestrahlung, direkt 1 Stunde vor der Bestrahlung und 24
Stunden nach der Bestrahlung injiziert wird, siehe Tabelle 3.

Erythropoetin 1 Erythropoetin 2
24h vor 1. Bestrahlung |s.c.10i.E; 5u/Maus s.c.40 i.E; 20p/Maus
do s.c.10 i.E; 5u/Maus + 17Gy s.c.40 i.E; 20u/Maus + 17Gy
d1 s.c.10 i.E; 5y/Maus s.c.40 i.E; 20u/Maus
dé s.c.10 i.E; 5p/Maus s.c.40 i.E; 20p/Maus
d7 s.c.10i.E; 5p/Maus + XGy* s.c.40 i.E; 20u/Maus + XGy*
d8 s.c.10 i.E; 5p/Maus s.c.40 i.E; 20p/Maus

Tabelle 3: Erythropoetin Gruppen. Injektion und Bestrahlung.
* unterschiedliche Bestrahlungsdosen (15Gy oder 19Gy), je nach Gruppe.

17



3. Eigener Versuchsaufbau

3.2.3. Narkose

Die Tiere werden wahrend der Bestrahlung narkotisiert, dazu wird Isofluran (Forene®
250ml, Abbott, Ludwigshafen) verwendet. Mit Hilfe des Volker Kleintiernarkosegerats
wird diese Inhalationsnarkose durchgefuhrt. Die Mause atmen uUber ein spezielles
Mundstuck wahrend der Bestrahlung ein Isofluran-Sauerstoffgemisch ein. Zur
Einleitung der Narkose haben sich 5% lIsofluran zu 2,51 0, bewahrt. Bei erreichter
Narkosetiefe wird das Gemisch auf 1,5% Isofluran zu 0,41 0, reduziert und unter diesen
Bedingungen bestrahlt. Zur Ausleitung wird das Gemisch abgedreht.

3.2.4. Bestrahlungstechnik

Die Tiere werden auf dem Bauch liegend mit 70 kV Rontgenstrahlen mittels eines
Weichstrahltherapiegerats Phillips RT100 bestrahlt. Das Bestrahlungsfeld hat einen
Durchmesser von 1 cm und schlief3t den cervicothorakalen Bereich des Ruckenmarks
ein (Dosisleistung 6 Gy pro Minute, Fokus-Hautabstand 10 cm). Des weiteren wird eine
2 mm dicke Bleiplatte aufgelegt um am linken und rechten Rand des Rundtubus das
paravertebrale Gewebe zu schonen (siehe Abbildung 3 und Abbildung 4).

Far die unterschiedlichen Dosen, die sich auf das Maximum im Bereich der
Hautoberflache beziehen, ergeben sich somit die folgenden Bestrahlungszeiten.

Bestrahlungsdosis 70 kV
11 Gy 2,18 Minuten
13 Gy 2,58 Minuten
15 Gy 2,97 Minuten
17 Gy 3,32 Minuten
19 Gy 3,76 Minuten
21 Gy 4,15 Minuten

Tabelle 4: Bestrahlungsdosis und entsprechende Bestrahlungsdauer bei 70 kV
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Abbildung 3: Bestrahlungsaufbau mit Narkosegerdt

Abbildung 4: Maus wdhrend Bestrahlungssituation
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3.2.5. Nachbeobachtungszeit

Die Nachbeobachtungszeit erstreckt sich auf einen Zeitraum von 371 Tagen
(Mittelwert: 317, Min: 0, Max: 371) nach dem ersten Bestrahlungstag. Danach erfolgt

die Euthanasierung der Tiere zur weiteren immunhistochemischen Untersuchung.

3.2.5.1 Beobachtung und Untersuchung

Innerhalb des Nachbeobachtungszeitraums werden die Tiere regelmalig untersucht.
Die alleinige Beobachtung der Tiere erlaubt bereits Aussagen zum Fress- und
Trinkverhalten. AuRerdem kann man einen allgemeinen Status des naturlichen
Auftretens und Gehabes der Tiere ermitteln, sowie das &auflere Erscheinungsbild
beurteilen. Diese Beobachtungen flieRen in einen Clinical Score (vgl. Tabelle 5) ein, um

den Verlauf nach Bestrahlung zu dokumentieren.

Strahleninduzierte Myelopathien des cervikalen Ruckenmarks zeigen sich klinisch
nach einer gut definierbaren Latenzzeit von ca. 120 Tagen in Lahmungserscheinungen
der Vorderlaufe, die bis zur kompletten Parese rasch fortschreiten und irreversibel sind.
Dies ist zumindest in Rattenmodellen (Fischer 344) gut beschrieben [4, 99].

Um den ersten Punkt dieser eventuellen motorischen Ausfalle nicht zu verpassen,
werden die Tiere in den ersten 2 Monaten nach der zweiten Bestrahlung alle 4 Tage

einem Test unterzogen.

Im dritten Monat nach der zweiten Bestrahlung wird der Test alle 2 Tage durchgefuhrt.

3.2.5.1.1. Untersuchung

Die Tiere mussen eine 20 cm lange Strecke uber ein Gitter (obere Auflage des
Tierkafigs) laufen und im Anschluss daran werden sie ganz leicht am Schwanz in die
Hohe gehoben, aber nur so weit, dass sich die Tiere noch am Gitter festhalten konnen,

um zu beurteilen mit welcher Kraft sie dies tun.

Dieser einfache Test zeigt uns, ob die Tiere einerseits nach wie vor zu koordiniertem
Laufen fahig sind und andererseits wie es um ihre tonischen Fahigkeiten bestellt ist.
Ausfallerscheinungen in diesem Test kdnnen als Zeichen einer Myelopathie gedeutet

werden.
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3.2.5.1.2. Clinical Score

Der Clinical Score wurde unter Berucksichtigung des Nachbeobachtungszeitraums
und im Hinblick auf die zu erwartenden Nebenwirkungen der Bestrahlung erstellt. Nach

diesen Kriterien werden die Tiere untersucht.

Punkte 0 1 2 3 4
Fell / Haut 0.p.B. Verlust/Rotung
Fressverhalten normal Abnahme progredient
Koordination 0.p.B. gestort progredient
Parese 0.p.B. Monoparese Paraparese Tetraparese Plegie

Tabelle 5: Clinical Score zur Beurteilung der Tiere in der Nachbeobachtungszeit. (0.p.B. = ohne pathologischen Befund)

3.2.5.2. Euthanasiemethode

Die Tiere werden nach Ende des Nachbeobachtungszeitraums mit 2-3 mg

Pentobarbital-Natrium (Narcoren®, 160 mg/ml, Merial, Hallbergmoos) i.p. euthanasiert.

3.2.6. Praparation und Entnahme des cervikalen Riickenmarks

Nach der Euthanasie erfolgt die Entnahme der Wirbelsaule in toto. Zur besseren
Orientierung wird der Kopf an der Wirbelsaule belassen und kaudal im thorakalen
Bereich aullerhalb des cervikalen Bestrahlungsfeldes die Wirbelsaule abgesetzt und 24
Stunden in Formaldehyd (4%) fixiert.

Aus diesem Praparat wird in einem zweiten Schritt der bestrahlte cervikale Abschnitt
herausgeschnitten, wobei dieser in drei weitere Anschnitte unterteilt wird, um nicht nur
eine Ebene der bestrahlten Region zu erhalten. Zur Verdeutlichung siehe Abbildung 5.
Die schwarzen Linien zeigen die groben Absetzungsrander und die roten unterteilen die

unterschiedlichen Ebenen der endgultigen, spater in Paraffin eingebetteten Blocke.

Zur Entkalkung werden die erhaltenen Schnittblocke fur 16 Stunden in EDTA
eingelegt. Diese Blocke werden in Paraffin eingebettet.
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REX

Abbildung 5: grobe Orientierung der Schnittfﬁrung. Die schwarzen Linien zeige;‘z ie groben

Absetzungsrdndern, die roten die drei Ebenen der spdteren Blocke.

3.2.7. Immunhistochemie

Die Paraffinschnitte der Praparate werden mit einem Mikrotom (Microm HM 355 S,

Thermo Fisher Scientific Inc.) geschnitten (Schnittdicke: ca. 2-3 um).

Alle Untersuchungen werden mit einem indirekten Verfahren der Immunhistochemie
durchgefuhrt, wobei wir uns einheitlich fir das Peroxidase-anti-Peroxidase-Modell
entschieden. Wir verwenden dazu das ChemMate™ Detection Kit, Peroxidase/DAB,

Rabbit/Mouse der Firma DakoCytomation in der 3. Ausgabe und folgenden Antikdrper:

Phospho-Histone H2AX (Ser139) Antikérper der Firma Cell Signaling Technology® in
der Verdinnung 1:500.
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3.2.7.1. Immunhistochemie-Protokoll und Standardreagenzien

Nach einer langeren Testphase des Antikorpers, in der wir die jeweilig beste
Verdinnung und Mdglichkeiten der Variation des Immunhistochemieprotokolls

ausarbeiteten, hat sich folgendes Protokoll etabliert:

Protokoll-immunhistochemie

Entparaffinieren (absteigende Alkoholreihe)

7 Minuten kochen in Citrat-Puffer (ph 6,0); Dampfkochtopf

Waschen (Tris-Puffer)

30%iges H,0, (20ml H,0, : 80ml aqua dest), 20 Minuten

Waschen (Tris-Puffer)

Avidin, 15 Minuten

Waschen (Tris-Puffer)

Biotin, 15 Minuten

1. AK (1:500) gegen y-H2AX

Uber Nacht bei 4°C aufbewahren

Waschen (Tris-Puffer)

2. AK (aus Kit), 30 Min

Waschen (Tris-Puffer)

Komplexbildner (aus Kit), 30 Min

Waschen

Entwickeln mit DAB (aus Kit)

Gegenfarben mit Hamalaun

Eindecken mit wassrigem Medium (Glycergel, Fa. Dako)

Tabelle 6: Protokoll-Immunhistochemie
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Standardreagenzien

Citratpuffer:

2,1g Citronensaure-Monohydrat in 700ml aqua dest l16sen,
mit 5N NaOH auf ph 6 einstellen,
auffillen mit aqua dest auf 11

10x Tris-Puffer Stocklésung:

60,5g TRIS-Base und 90g NaCl in 700ml aqua dest l6sen,
mit 2N HCL auf ph 7,6 einstellen und mit aqua dest auf 1| auffiillen

Gebrauchsldsung 1:10 verdinnen mit aqua dest

Antikorperverdiinnungslésung:

ChemMate Antibody Diluent
Art.Nr. S2022, Dako

PBS-Puffer-Konzentrat:

200,0g NaCl, 5,0g KCl, 28,75g Na;HPO4 und 5,0gKH2PO4 in 1,0l aqua dest
I6sen und pH 7,4 mit HCL einstellen.

Gebrauchsldsung: 1:25 verdinnen mit aqua dest und
pH 7,4 mit HCL einstellen

Hamalaun:

Mayers Hamalaunlésung (Merck KGaA, Darmstadt)
Verdiinnen 1:1 mit aqua dest

EDTA (Entkalkung)

1000ml aqua dest, 34g Trisaminomethan,
100g C10H14N2Naz0g (Titriplex)

Tabelle 7: Standardreagenzien

3.2.7.2. Auswertungsmethode

Die fertigen Schnitte werden am Ende mikroskopisch (Olympus, BX51, Hamburg)

begutachtet und entsprechend den immunhistochemischen Anfarbungen ausgewertet.

Um die einzelnen Gruppen vergleichen zu kdnnen, wird ein rein deskriptives Verfahren

angewandt.
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3. Eigener Versuchsaufbau

Es wird jeweils eine Halfte des Ruckenmarksquerschnitts ausgewertet und
entsprechend den sichtbaren Anfarbungen mit 40facher VergroRerung in 10 high power
fields (HPF) ausgezahlt. Nur die Halfte des Ruckenmarksquerschnitts wurde gewahilt,
um auch die Schnitte zu verwenden, die aufgrund von Einbettungsartefakten nicht
vollstandig erhalten sind.

3.2.8. Statistik

Zur statistischen Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wird der
Wilcoxon Rangsummentest fur zwei unabhangige Stichproben (U-Test nach Wilcoxon,
Mann und Whitney) [80] in Verbindung mit Microsoft Excel verwendet. Das
Signifikanzniveau wird auf 0,05 festgelegt bei zweiseitiger Fragestellung. Damit werden

jeweils zwei unterschiedliche Gruppen miteinander verglichen.

4. Ergebnisse

4.1. Mortalitat in der Nachbeobachtungszeit

4.1.1. Mortalitat der Narkose

Die entscheidende Nebenwirkung der Narkose stellt eine zu tiefe Atemdepression dar,
die im schlimmsten Falle den Tod des Tieres nach sich zieht. Einige Tiere konnten wir
durch einfache Malnahmen, wie leichten Druck auf die Brust oder Zufuhr von
Sauerstoff wieder beleben.

Acht Tiere verloren wir durch besagte Atemdepression direkt nach oder wahrend der
Narkose (siehe Tabelle 8).

Maus-Nr.: Gruppe Tage nach 1.
Bestrahlung
1 Kontrolle 0
34 p53 Inhibitor 0
37 p53 Inhibitor 7
63 Erythropoetin 2 7
64 Erythropoetin 2 7
69 Erythropoetin 2 7
85 TNF-< Inhibitor 0
94 Erythropoetin 1 7

Tabelle 8: Narkose-Opfer
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4. Ergebnisse

4.1.2. Mortalitat in der Nachbeobachtungszeit

Wahrend der Nachbeobachtungszeit sind einige Tiere verstorben. Beginnend mit den
bereits im Kapitel 4.1.1. beschriebenen Narkose-Opfern, Uber die wahrscheinlich aus
Schwache verstorbenen Tiere, die aufgrund von unter den Tieren mitunter
herrschendem Kannibalismus nicht einer Sektion zugefuhrt werden konnten, bis zu
Tieren, die eine progrediente Klinik entwickelten und frihzeitig euthanasiert und
untersucht wurden (vgl. Kapitel.4.2.1.).

In Tabelle 9 sind alle Tiere aufgelistet, die vor dem Ende der Nachbeobachtungszeit
gestorben sind, einschliellich der Tiere, die durch die Narkose ums Leben kamen.
Wenn man die am Endpunkt von 371 Tagen euthanasierten Tiere mit einbezieht, ergibt
sich eine durchschnittliche Dauer der Nachbeobachtungszeit von 317 Tagen (Min: O

Tage; Max 371) bezogen auf den ersten Bestrahlungstag.

Maus-Nr. Gruppe Tage nach 1.Bestrahlung
1 Kontrolle 0
5 Kontrolle 220
11 Kontrolle 176
12 Kontrolle 182
15 Kontrolle 203
18 Kontrolle 318
24 p53 Inhibitor 203
29 p53 Inhibitor 351
31 p53 Inhibitor 105
33 p53 Inhibitor 362
34 p53 Inhibitor 0
37 p53 Inhibitor 7
40 Kontrolle 25
43 Kontrolle 355
53 Erythropoetin 1 304
63 Erythropoetin 2 7
64 Erythropoetin 2 7
69 Erythropoetin 2 7
80 TNF-x Inhibitor 13
85 TNF-« Inhibitor 0
92 Erythropoetin 1 42
94 Erythropoetin 1 7
95 Erythropoetin 1 356
96 Erythropoetin 1 353

Tabelle 9: Verstorbene Tiere in der Nachbeobachtungszeit (inklusive Narkose-Opfer)
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4. Ergebnisse

Insgesamt verloren wir vor Ablauf der Nachbeobachtungszeit 24 Tiere. Eine nahere

Betrachtung der unterschiedlichen Gruppen liefern Tabelle 10 und Tabelle 11. In

Tabelle 11 sind die Narkose-Opfer herausgenommen, da sie nicht in die endgultige

Nachbeobachtungszeit miteinbezogen werden konnen.

Gruppe Kontrolle p53 TNF Erythropoetin1 | Erythropoetin2 Gesamt
Inhibitor Inhibitor
Anzahl 35 16 16 16 16 929
Verluste 9 (25,7%) 5 (31,3%) 2 (12,5%) 5 (31,3%) 3 (18,8%) 24 (24,2%)
Tabelle 10: Verstorbene Tiere in den unterschiedlichen Gruppen (inklusive Narkose-Opfer)
Gruppe Kontrolle p53 TNF Erythropoetin1 | Erythropoetin2 Gesamt
Inhibitor Inhibitor
Anzahl 34 14 15 15 13 91
Verluste 8 (23,5%) 3(21,4%) 1(6,7%) 4 (26,7%) 0 (0%) 16 (17,6%)
Mittelwert 15,62% (+ 10,40%)

Tabelle 11: Verstorbene Tiere in den unterschiedlichen Gruppen (ohne Narkose-Opfer)

4.2. Klinische Ergebnisse in der Nachbeobachtungszeit

4.2.1. Klinische Beobachtung / Clinical Score

Im Nachbeobachtungszeitraum haben durchweg alle Tiere einen temporaren
Fellverlust sowie eine Rotung im Bereich des Bestrahlungsfeldes entwickelt. So konnte
man im Mittel 19 Tage (Max: 26 Tage; Min: 16) nach der ersten Bestrahlung in
samtlichen Gruppen eine beginnende Rotung der Haut sowie einsetzenden Fellverlust
im Bestrahlungsbereich beobachten. Dies entspricht einem Wert von 1 in dem
angewandten Clinical Score (vgl. Tabelle 5). Fellverlust und Rétung im Bereich des
Bestrahlungsfeldes waren reversibel. Im Mittel 53,7 Tage (Max: 70 Tage; Min: 39) nach
der ersten Bestrahlung begann das Fell in besagtem Bereich nachzuwachsen. Es
lassen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen

nachweisen.
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4. Ergebnisse

Das Fress- und Trinkverhalten der Tiere anderte sich im Nachbeobachtungszeitraum
nicht wesentlich, was auf eine geringe Schleimhautoxizitat im Pharynx/Osophagus
schlieRen lasst. Weitere Auffalligkeiten konnten im Nachbeobachtungszeitraum nicht

beobachtet werden. Lediglich zwei Tiere entwickelten Paresen.

Maus-Nr. 71 (E-2-19) entwickelte eine Paraparese der Hinterlaufe (Clinical Score: 2)
203 Tage nach der ersten Bestrahlung, bei gleich bleibendem Fress- und
Trinkverhalten. Die Paresen entwickelten sich aber innerhalb von 2 Tagen vollstandig
zuruck (Clinical Score: 0) und das Tier blieb den Rest des Nachbeobachtungszeitraums
unauffallig. Die nachfolgende Obduktion konnte keine Hinweise auf eine Myelopathie
oder etwaigen Tumor mit Ruckenmarkskompression bringen, so dass ein ischamisches

Ereignis mit restitutio ad integrum anzunehmen ist.

Des weiteren erweckte Maus-Nr. 5 (K17/19) unsere Aufmerksamkeit, da sie ebenfalls
217 Tage nach der ersten Bestrahlung Paresen (Clinical Score: 2) sowie Krampfanfalle
entwickelte, die allerdings nach zwei Tagen nicht reversibel waren. Sie wurde daraufhin
euthanasiert und obduziert, allerdings fanden sich hier auch keine Hinweise auf eine

Myelopathie, so dass hier ebenfalls ein ischamisches Ereignis anzunehmen ist.

Generell haben aber alle Tiere, mit Ausnahme der Haut- und Fellveranderungen des
ersten Beobachtungszeitraums die komplette Nachbeobachtungszeit bei einem Clinical
Score von 0 verbracht.

Tabelle 12 liefert einen Uberblick tber den Verlauf der Haut- und Fellveranderungen
aller in diesem Zeitraum lebenden Tiere. In Tabelle 13 sind die Mittelwerte und

Standardabweichungen der einzelnen Gruppen aufgelistet.
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4. Ergebnisse

Maus-Nr. Gruppe Beginn Clinical Score Besserung

(Tage nach 1. (Tage nach 1.

Bestrahlung) Bestrahlung)
2 K17/11 24 1 66
3 K17/11 22 1 58
4 K17/15 19 1 58
5 K17/19 23 1 66
6 K17/15 19 1 57
7 K17/13 19 1 66
8 K17/15 19 1 65
9 K17/17 19 1 54
10 K17/17 23 1 70
11 K17/17 20 1 47
12 K17/13 19 1 47
13 K17/15 25 1 65
14 K17/19 19 1 53
15 K17/13 23 1 70
16 K17/13 19 1 49
17 K17/17 26 1 50
18 K17/17 20 1 50
19 K17/17 19 1 59
20 K17/11 21 1 65
21 K17/17 19 1 43
22 K17/15 22 1 47
23 K17/15 24 1 70
24 K17/11 26 1 70
25 K17/11 20 1 47
26 P17/15 23 1 45
27 P17/15 24 1 50
28 P17/15 25 1 56
29 P17/15 23 1 48
30 P17/19 24 1 48
31 P17/19 25 1 66
32 P17/19 22 1 50
33 P17/19 25 1 62
35 P17/19 25 1 62
36 P17/19 23 1 49
38 P17/15 25 1 59
39 P17/15 24 1 60
40 K17/13 19 1 60
41 K17/21 25 1 55
42 K17/19 24 1 59
43 K17/21 22 1 67
44 K17/21 18 1 50
45 K17/19 19 1 43
46 K17/19 19 1 58
47 K17/21 25 1 45
48 K17/21 20 1 64
49 K17/19 24 1 45
50 P17/19 25 1 52
51 E-1-15 16 1 49
52 E-1-19 19 1 49
53 E-1-19 20 1 43
54 E-1-15 16 1 43
55 E-1-19 18 1 52
56 E-1-19 16 1 60
57 P17/15 25 1 60
58 E-1-19 19 1 67
59 E-1-15 16 1 49
60 E-2-15 23 1 44
61 E-2-15 23 1 44
62 E-2-19 22 1 45
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4. Ergebnisse

65 E-2-15 23 1 48
66 E-2-19 22 1 44
67 E-2-15 23 1 49
68 E-2-15 23 1 50
70 E-2-19 19 1 50
71 E-2-19 20 1 43
72 E-2-19 22 1 60
73 E-2-15 23 1 61
74 E-2-15 17 1 61
75 E-2-15 23 1 43
76 T17/15 22 1 46
77 T17/19 20 1 46
78 T17/19 22 1 50
79 T17/15 21 1 54
81 T17/15 16 1 39
82 T17/19 16 1 42
83 T17/19 22 1 46
84 T17/19 21 1 54
86 T17/15 22 1 66
87 T17/19 22 1 66
88 T17/15 21 1 42
89 T17/15 16 1 50
90 E-1-15 16 1 56
9 E-1-19 16 1 56
92 E-1-15 17 1 50
93 E-1-15 16 1 48
95 E-1-19 16 1 62
96 E-1-15 23 1 62
97 E-1-15 18 1 48
98 T17/15 22 1 50
99 T17/15 22 1 54

Tabelle 12: Beginn und Besserung der Fell- bzw. Hautverdnderungen in Bezug auf den Clinical Score.
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4. Ergebnisse

Gruppe: Beginn Besserung
K17/11 Median (Max/Min) 22,6 (26/20) 61,2 (47/70)
Anzahl Tiere (n) 5 5
Standardabweichung +2.154 +8,084
K17/13 Median (Max/Min) 19,8 (23/19) 58,4(70/47)
Anzahl Tiere (n) 5 5
Standardabweichung +1,6 +9,09
K17/15 Median (Max/Min) 21,33 (25/19) 60,33 (70/47)
Anzahl Tiere (n) 6 6
Standardabweichung +2.49 +7.,43
K17/17 Median (Max/Min) 20,85 (26/19) 53,28 (70/43)
Anzahl Tiere (n) 7 7
Standardabweichung +2.47 +8,27
K17/19 Median (Max/Min) 21,33 (24/19) 54 (66/43)
Anzahl Tiere (n) 6 6
Standardabweichung +2.35 +8,04
K17/21 Median (Max/Min) 22 (25/18) 56,2 (67/45)
Anzahl Tiere (n) 5 5
Standardabweichung *2,75 +8,28
P17/15 Median (Max/Min) 24,14 (25/23) 54 (60/45)
Anzahl Tiere (n) 7 7
Standardabweichung +0,83 +5,78
P17/19 Median (Max/Min) 24,14 (25/23) 55,57 (66/48)
Anzahl Tiere (n) 7 7
Standardabweichung +1,12 +6,92
T17/15 Median (Max/Min) 20,25 (22/16) 50,12 (66/42)
Anzahl Tiere (n) 8 8
Standardabweichung +2.48 +7,81
T17/19 Median (Max/Min) 20,5 (22/16) 50,66 (66/42)
Anzahl Tiere (n) 6 6
Standardabweichung +2,14 +7,8
E1-15 Median (Max/Min) 17,25 (23/16) 50,62 (62/43)
Anzahl Tiere (n) 8 8
Standardabweichung +227 +5,42
E1-19 Median (Max/Min) 17,71 (20/19) 55,57 (67/43)
Anzahl Tiere (n) 7 7
Standardabweichung +1,57 +7,61
E2-15 Median (Max/Min) 22,25 (23/17) 50 (61/43)
Anzahl Tiere (n) 8 8
Standardabweichung +1,98 +6,78
E2-19 Median (Max/Min) 21 (22/19) 48,4 (60/43)
Anzahl Tiere (n) 5 5
Standardabweichung +1,26 +6,28

Tabelle 13: Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Gruppen
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4. Ergebnisse

4.3. Immunhistochemische Ergebnisse

4.3.1. Ubersicht der untersuchten Tiere

Die Immunhistochemie mit dem y-H2AX-Antikorper wurde nicht bei allen Tieren
durchgefuhrt, sondern beschrankte sich auf die Tiere, welche die Bestrahlungsdosen
17Gy/19Gy sowie 17Gy/21Gy erhalten hatten. Dies da man davon ausging, dass die
Wahrscheinlichkeit subklinische Schaden zu finden in den Gruppen mit hohen
Strahlendosen grolRer sein wurde. Aus jeder Gruppe wurden somit 5 Tiere
immunhistochemisch mit dem y-H2AX-Antikorper untersucht. Bei der Erythropoetin 2-
Gruppe gelangten aufgrund von verfruhtem Ableben nur 4 Tiere zur Untersuchung.
Weiterhin wurde das Ruckenmark von 2 ganzlich unbehandelten Tieren (u1 und u2)

untersucht.

4.3.2. y-H2AX Ergebnisse

Es hat sich gezeigt, dass das y-H2AX bei allen Tieren/Gruppen in unterschiedlichem
Malde spezifisch in den Endothelien der Gefalle exprimiert wird (siehe Abbildung 6 und
Abbildung 7). In den Gliazellen sowie den Neuronen lie3 es sich nicht nachweisen. Im
cervikalen Ruckenmark der beiden ganzlich unbehandelten Tiere lies es sich auch nicht
in den Endothelien nachweisen (siehe Abbildung 8).

Abbildung 6: y-H2AX-Anfdrbung der Gefdfsendothelien
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4. Ergebnisse

Abbildung 7:y-H2AX foci in angefdrbtem GefdfSendothel (Ausschnitt B aus A)

Abbildung 8: gdnzlich unbehandeltes Tier; keine y-H2AX-Expression
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4. Ergebnisse

Far die einzelnen Gruppen ergaben sich folgende Ergebnisse:

Maus-Nr Gruppe y-H2AX, GefaBwinde
42 K17/19 215
44 K17/21 45
46 K17/19 216
47 K17/21 95
48 K17/21 205
52 E-1-19 61
55 E-1-19 180
56 E-1-19 56
91 E-1-19 187
58 E-1-19 4
62 E-2-19 65
66 E-2-19 40
70 E-2-19 112
72 E-2-19 123
30 P17/19 15
32 P17/19 14
35 P17/19 27
36 P17/19 1
50 P17/19 8
78 T17/19 191
82 T17/19 124
83 T17/19 42
84 T17/19 98
87 T17/19 67
u1 unbehandelt 0
u2 unbehandelt 0

Tabelle 14: Auswertung Immunhistochemie

4.3.3. Statistische Auswertung und Ergebnisse

Wie schon in Kapitel 3.2.8. erwahnt, wurden die Daten mit dem U-Test nach
Wilcoxon, Mann und Whitney [80] ausgewertet. Er wurde gewahlt, weil die
Gruppengrof3e und damit die erhaltenen Stichprobenwerte relativ klein waren. Dieser
Test ist ein Rangsummentest fur zwei unabhangige Stichproben. Das Signifikanzniveau
wurde auf 0,05 festgelegt bei zweiseitiger Fragestellung. Die Nullhypothese lautete: es
besteht kein Unterschied zwischen den Gruppen. Zur Verdeutlichung und besseren
Ubersicht sind folgende Formeln wichtig, da deren Werte in den nachfolgenden
Tabellen auftauchen. Vergleicht man diese Werte, wird der kleinere der beiden gewahlt,
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4. Ergebnisse

um mit Hilfe von Tabelle 24 die Signifikanz zu bestimmen bzw. ob die Nullhypothese

angenommen oder verworfen werden kann.

m(m+1)
UA =mn+ - RA
2
Formel 1: Ua-Wert
n(n+1)
UB =mn + - RB
2

Formel 2:Up-Wert

Zuerst werden alle Gruppen mit der Kontroll-Gruppe verglichen, nachfolgend die

Gruppen untereinander.

Kontroll- und Erythropoetin1-Gruppe

Kontrolle (A): |

n= 5

Werte: 45 95 205 215 216

Erythropoetin1 (B) |

n= 5
Werte: 4 56 61 180 187
Rangzahl: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Stichproben-Wert: | 4 45 | 56 | 61 | 95 | 180 | 187 | 205 | 215 | 216
Stichprobe: B A B B A B B A A A
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4. Ergebnisse

Ra= 2 5 8 9 10 |=)| 34

Rg= 1 3 4 6 7 =] 21

Tabelle 15:Kontroll- und Erythropoetin 1-Gruppe, U-Test

Kontroll- und Erythropoetin2-Gruppe |

Kontroll (A): |
n= 5
Werte: 45 95 205 215 216
Erythropoetin2 (B) |
n= 4
Werte: 40 65 112 123
Rangzahl: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Stichproben-Wert: 40 45 65 95 112 | 123 | 205 | 215 | 216
Stichprobe: B A B A B B A A A
Ra= 2 4 7 8 9 |=]30
Rg= 1 3 5 6 =] 15
Up= 5 |
Ug= 15]

Tabelle 16: Kontroll- und Erythropoetin 2 Gruppe

Kontroll- und p53 Inhibitor-Gruppe |

Kontroll (A): |

n= 5

Werte: 45 95 205 215 216
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4. Ergebnisse

p53 Inhibitor (B) |
n=_5
Werte: 1 8 14 15 27
Rangzahl: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Stichproben-Wert: | 1 | 8 | 14 | 15 | 27 | 45 | 95 | 205 | 215 | 216
Stichprobe: B B B B B A A A A A
Ra= 6 | 7 | 8 | 9 |10 [=]40
Rp= 1 12| 3| 4|5 =|15
Un= 0 |
Ug= 25 |

Tabelle 17: Kontroll- und p53 Inhibitor-Gruppe; U-Test

Kontroll- und TNF« Inhibitor-Gruppe |

Kontroll (A): |

n= 5

Werte: 45 95 205 215 216

TNF«x Inhibitor (B) |

n= 5

Werte: 42 67 98 124 191
Rangzahl: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Stichproben-

Wert: 42 | 45 67 95 98 | 124 | 191 | 205 | 215 | 216
Stichprobe: B A B A B B B A A A

Ra= 2 4 8 9 10 [=]33

Re= 1 3 5 6 7 =22
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4. Ergebnisse

Tabelle 18: Kontroll- und TNF « Inhibitor-Gruppe; U-Test

TNF«Inhibitor- und Erythropoetin1-Gruppe |

TNF«Inhibitor (A) |

Werte: 42 67 98 124 191

Erythropoetin1 (B) |

n= 5
Werte: 4 56 61 180 187
Rangzahl: 1 2 3 4 5 |6]| 7 8 9 10
Stichproben-Wert: 4 42 | 56 | 61 67 98] 124 | 180 | 187 | 191
Stichprobe: B A B B A |A| A B B A
Ra= 2 5 | 6] 7 10 [=] 30
Rg= 1 3 4 8 9 =] 25
Un= 10 |
Ug= 15|

Tabelle 19: TNF « Inhibitor- und Erythropoetin 1-Gruppe; U-Test

TNF« Inhibitor- und Erythropoetin 2- Gruppe |

TNF«Inhibitor (A) |

n= 5

Werte: 42 67 98 124 191

Erythropoetin2 (B) |

n= 4
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4. Ergebnisse

Werte: 40 65 112 123
Rangzahl: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10
Stichproben-Wert: | 40 | 42 | 65 67 | 98 | 112 | 123 | 124 | 191
Stichprobe: B A B A A B B A A
Ra= 2 4 5 8 9 =| 28
Rg= 1 3 6 7 =117
UA= 7 |
Ug= 13]

Tabelle 20:TNF « Inhibitor- und Erythropoetin 2-Gruppe; U-Test

p53 Inhibitor- und Erythropoetin1-Gruppe |

p53 Inhibitor (A) |

Werte: 1 8 14 15 27

Erythropoetin1 (B) |

n= 5
Werte: 4 56 61 180 187
Rangzahl: 1 2 3 4 5 | 6 7 8 9 10
Stichproben-Wert: 1 4 8 14 | 15| 27 | 56 | 61 | 180 | 187
Stichprobe: A B A A Al A B B B B
Ra= 1 3 4 5 6 =119
Rg= 2 7 8 9 10 |=| 36

39



4. Ergebnisse

UA=

21|

UB=

4]

Tabelle 21: p53 Inhibitor- und Erythropoetin 1- Gruppe; U-Test

p53 Inhibitor- und Erythropoetin2-Gruppe |

p53 Inhibitor (A)

n= 5
Werte: 1 8 14 15 27
Erythropoetin2 (B) |
n= 4
Werte: 40 65 112 123
Rangzahl: 1 2 3 4 | 5] 6 7 8 9 10
Stichproben-Wert: 1 8 14 15 |27] 40 | 65 | 112 | 123
Stichprobe: A A A A |A| B B B B
Ra= 1 2 3 4 5 =] 15
Rg= 6 7 8 9 =] 30
Up= 20|
Ug= 0]

Tabelle 22: p53-Inhibitor- und Erythropoetin 2 -Gruppe; U-Test
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4. Ergebnisse

TNF < Inhibitor- und p53 Inhibitor-Gruppen |
TNF«Inhibitor (A) |
n=_5
Werte: 42 67 98 124 191
p53 Inhibitor (B) |
n=_5
Werte: 1 8 14 15 27
Rangzahl: 1 2 3 4 5 |6 7 8 9 10
Stichproben-
Wert: 1 8 | 14 | 15 | 27 |42 67 98 124 191
Stichprobe: A A A A A |B| B B B B
Ra= 1 2 3 | 4 5 =|15
Rg= 6| 7 8 9 10 | =40
Up= 25|
Ug= 0]

Tabelle 23: TNF « Inhibitor- und p53 Inhibitor-Gruppe; U-Test
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4. Ergebnisse

Kritische Werte von U fur den Test von Wilcoxon, Mann und Whitney, zweiseitiger

Test, o¢ = 0,05 (Ausschnitt nach [80]):

3
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1
1
1
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1
1
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N

Tabelle 24: Kritische Werte von U; zweiseitiger Test, x= 0,05

Ergebnis — Ubersicht:

Nullhypothese wird beibehalten (p-Wert) Nullhypothese wird auf dem 5%-Niveau
abgelehnt (p-Wert)
Kontroll- vs. Erythropoetin 1- Gruppe (0,15) Kontroll-/ p53 Inhibitor-Gruppe (0,05)
Kontroll- vs. Erythropoetin 2- Gruppe (0,25) p53 Inhibitor-/ Erythropoetin 2-Gruppe (0,05)
Kontroll- vs. TNFx Inhibitor-Gruppe (0,175) p53 Inhibitor-/TNF « Inhibitor-Gruppe (0,05)

TNF« Inhibitor- vs. Erythropoetin 1-Gruppe (0,25)

TNF« Inhibitor- vs. Erythropoetin 2-Gruppe (0,35)

p53 Inhibitor- vs. Erythropoetin 1-Gruppe (0,1)

Tabelle 25: : Ergebnis Ubersicht. U-Test; zweiseitiger Test; «= 0,05

Der einzige signifikante Unterschied zwischen den Gruppen findet sich in den
Konstellationen, in denen die p53 Inhibitor-Gruppe vertreten ist, wobei angenommen
wird, dass die nicht signifikanten Ergebnisse fur den Vergleich zwischen der p53
Inhibitor- und der Erythropoetin 1-Gruppe ein Artefakt darstellen kann (kleine Gruppen,
im Trend weniger Anfarbung in der p53 Inhibitor-Gruppe, also passend zu den anderen
Resultaten mit diesem Ansatz). Bei allen anderen ist die Nullhypothese anzunehmen.
Jedoch bleibt zu bedenken, dass die Gruppengrolden der einzelnen Gruppen ziemlich
gering sind und dadurch die statistische Power begrenzt ist. Man lauft also Gefahr

einen Fehler erster Art zu machen.

Die weitere Beurteilung der Ergebnisse erfolgt in Kapitel 5.2.2 der Diskussion.
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5. Diskussion

5. Diskussion

5.1. Einfluss der Methodik auf die Ergebnisse

5.1.1. Narkose

Generell Iasst sich sagen, dass die Isofluran-Narkose von den Tieren relativ gut
vertragen wurde; lediglich 8 Tiere sind wahrend oder unmittelbar nach der Narkose
wohl aufgrund einer zu tiefen Atemdepression verstorben. Dies entspricht ca. 8 % aller
bestrahlten Tiere. Es lasst sich sagen, dass diese Form der Narkose gut zu steuern ist
und die Tiere unter den relativ kurzen Bestrahlungszeiten wahrend der einzelnen
Sitzungen ideal narkotisiert waren, ohne dass sie danach einer langen
Beobachtungszeit bedurften, da sie wenige Minuten nach der Prozedur schon wieder
bei suffizienter Atmung und Bewusstsein im Kafig herumliefen.

5.1.2. Bestrahlung

Um unerwlnschten Toxizitaten in dem Rickenmark benachbarten Geweben

entgegen zu wirken, setzten wir eine das Bestrahlungsfeld limitierende Bleiplatte ein.

In der Nachbeobachtungszeit haben die Tiere auller den beschriebenen Fell- und
Hautverlusten, die unmittelbar auf die Bestrahlung zurtckzufuhren sind, keine
auffalligen Myelopathien oder Anderungen im Trink- und Fressverhalten entwickelt. Im
Rattenmodel sind diese Nebenwirkungen beschrieben worden [4, 66, 98].

5.1.3. Beobachtung und Untersuchung in der Nachbeobachtungszeit

Die Beobachtung, Untersuchung und Einordnung in einen Clinical Score stellen ein
Mittel dar, die eventuell beginnenden klinischen Veranderungen der Tiere rechtzeitig zu
erkennen und hinreichend zu dokumentieren. Die in dieser Studie durchgefuhrte
Untersuchung ist eine einfache Moglichkeit eventuelle Koordinationsstérungen,
Paresen oder Myelopathien zu erkennen. Naturlich fordert diese Untersuchung auch
eine gewisse Erfahrung des Untersuchers, denn man kann Gefahr laufen, eine einfache
stimmungsabhangige Tragheit der Tiere als pathologisch zu werten. Darum sollte der
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Test vergleichbar, nachvollziehbar und eindeutig sein, auch fur unterschiedliche
Untersucher, damit ein stringenter Verlauf wahrend der Nachbeobachtungszeit zu
dokumentieren ist. Nur geringe Auffalligkeiten lassen sich mit dem Test nicht sicher
nachweisen, dies wurde eine intensivere neurologische Untersuchung erfordern, doch

eine Progredienz des entsprechenden Befundes wurde erfasst werden.

5.1.4. Einbettung und Schnittfuhrung des Rickenmarks

Die Einbettung und korrekte Schnittfuhrung der Praparate haben naturlich einen
hohen Stellenwert in der spateren mikroskopischen Beurteilung. Man muss sich auch
vor Augen fuhren, dass ein bei der Praparation beschadigtes Ruckenmark im
schlechtesten Fall nicht zur Immunhistochemie verwendet werden kann, und damit sich
unweigerlich den spateren, weiterfuhrenden Untersuchungen entzieht. Die vorliegenden

Praparate konnten alle zur Auswertung verwendet werden.

5.1.5. Immunhistochemie

Das richtige Immunhistochemieprotokoll fur den jeweils verwendeten Antikorper zu
finden, stellte im Rahmen dieser Arbeit eine grof3e Herausforderung dar. Nicht jedes,
fur einen ausgewahlten Antikorper bereits bestehende Protokoll, funktioniert auch bei
dem hier zu untersuchendem Gewebe, so dass man sich erst einmal auf Testreihen
unterschiedlicher Protokolle einlassen muss, bevor man sich den eigentlichen
Untersuchungen widmen kann. Nach vielen frustranen Versuchen hat sich unser

Protokoll (vgl. Kapitel 3.2.7.1) als funktionstuchtig und reproduzierbar erwiesen.

5.1.6. Auswertungsmethode

Uber die Auswertungsmethode, die Auszahlung der spezifischen Anfarbungen in 10
HPF, lasst sich sagen, dass sie einen rein deskriptiven Charakter hat. Die Auszahlung
der Schnitte ist naturlich auch mit Fehlern behaftet, da sie abhangig von der
Konzentration und Erfahrung des Untersuchers ist, doch durch die mehrmalige
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Auszahlung an unterschiedlichen Tagen und der Bildung des Mittelwertes wurden

solche Fehlerquellen minimiert, so dass die Methode durchaus eine Aussage erlaubt.

5.1.7. Statistik

Der U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney wurde aufgrund der geringen Anzahl
der Stichproben zur statistischen Auswertung gewahlt. Die Power der Studie ist durch
die Gruppengrole beschrankt. Generell lauft man also Gefahr bei signifikant
erscheinenden Ergebnissen die Nullhypothese zu schnell zu verwerfen und damit einen
Fehler erster Art zu begehen. Fur nachfolgende Studien kann dies heif3en, eine grol3ere
Anzahl von Tieren der Immunhistochemie zuzufihren, um eine ausreichende Test-

Power zu erhalten.

5.2. Ergebnisse

5.2.1. Klinische Ergebnisse

Entgegen der Erwartung, dass einige Tiere nach einer gewissen Latenz
dosisabhangig Myelopathien entwickeln, wie es in vergleichbaren Ratten- und Maus-
Modellen der Fall war [4, 56, 66, 98], blieben nahezu alle Tiere wahrend der
Nachbeobachtungszeit neurologisch unauffallig. Lediglich zwei Tiere sind auffallig
geworden durch Paresen, die aber wohl auf ein ischamisches Ereignis zurtckzuflhren
sind, da die Obduktionen bezuglich Myelopathien oder etwaiger Tumoren mit
Ruckenmarkskompression ergebnislos blieben (vgl. Kapitel 4.2.1.). Lo et al. haben in
ihrer Arbeit beschrieben, dass Mause in 16% der Falle voribergehende neurologische
Ausfalle entwickeln, in der Mehrzahl jedoch permanente Rickenmarksschaden [56].
Aus dieser und fruheren Arbeiten lasst sich schliel3en, dass Mause wohl eine grolRere
Toleranz gegenuber den verwendeten Bestrahlungsdosen haben als Ratten. Allerdings
muss auch berucksichtigt werden, dass die Feldgrofe eine Rolle spielt und dass das
hier verwendete 1 cm Feld weniger Schaden verursacht als die bei Ratten
gebrauchlichen 2 cm (Volumeneffekt).

45



5. Diskussion

Bezug nehmend auf die in der Nachbeobachtungszeit verstorbenen Tiere ohne die
Narkose-Opfer liegt die Verlustquote im Durchschnitt in den einzelnen Gruppen bei
15,6% (vgl. Tabelle 11, Kapitel 4.1.2.). Insgesamt betrug die Verlustquote 26,4%. Es
lassen sich allerdings keine Aussagen daruber machen, ob eine Gruppe besonders
wenige Todesfalle aufwies und ob dies mit den untersuchten Substanzen korreliert, well

keine eindeutig therapieassoziierten, lebensbedrohliche Toxizitaten auftraten.

5.2.2. y-H2AX Ergebnisse: Allgemein

Die phosphorylierte Form des H2AX, y-H2AX, hat sich bei unseren
immunhistochemischen Untersuchungen ausschliellich in den GefalRendothelien des
Ruckenmarks gezeigt. Der Nachweis erfolgte in allen bestrahlten Gruppen, jedoch mit
unterschiedlicher Auspragung. Die hohere Strahlendosis (17 + 21 Gy) war im Vergleich
zu 17 + 19 Gy nicht mit einer hoheren Anfarbung verbunden. Die Tatsache, dass in der
Kontrollgruppe zwei unterschiedlich hohe Strahlendosen verwendet wurden, hat also
keinen Einfluss auf die Ergebnisse. Es konnte gezeigt werden, dass nach der
Bestrahlung noch nach einer Latenz von 371 Tagen y-H2AX nachgewiesen werden
kann und diese Farbung lasst, wie eingangs erwahnt, einen Ruckschluss auf
Doppelstrangbriche der DNA zu. Allerdings fand sich y-H2AX lediglich in den
Gefallendothelien, denen eine wichtige Rolle in der Entwicklung der
Strahlenmyelopathie eingeraumt wird (vgl. Kapitel 2.2.).

Betrachtet man die hier erhaltenen Ergebnissen so muss man sagen, dass eine
spezifische Anfarbung anzunehmen ist, da im Gewebe ganzlich unbehandelter Tiere
nach Untersuchung mit dem identischen Immunhistochemie-Protokoll keine Anfarbung
erfolgt ist. Allerdings muss man hier auch anmerken, dass lediglich zwei zusatzliche,

unbestrahlte Tiere untersucht wurden.

Es zeigte sich also eine auf die Gefallendothelien beschrankte Anfarbung, wahrend
Gliazellen und Neurone ungefarbt blieben. Dies lasst darauf schlieen, dass zum
untersuchten Zeitpunkt in diesen Zellen kein y-H2AX nachweisbar war. Ob es zu einem
anderen Zeitpunkt nachweisbar gewesen ware, lasst sich ruckblickend nicht ermitteln.
Wenn, wie vielfach in der Literatur berichtet, y-H2AX ein geeigneter Marker zum
Nachweis von Doppelstrangbrichen der DNA ist [75, 81, 82], liegen also in den
Gefallendothelien nach einer Latenz von 371 Tagen nach der ersten Bestrahlung noch
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Doppelstrangbriche vor, unabhangig ob mit pifithrin-alpha©, Remicade® oder
Erythropoetin ~ zusatzlich  behandelt ~wurde. Frihere  Untersuchungen in
unterschiedlichen Modellen waren zunachst auf wenige Stunden oder Tage und spater
auf die ersten Wochen nach Bestrahlung begrenzt [81, 82].

Interessant ware weiterhin zu untersuchen inwieweit y-H2AX im Riuckenmark zu
frihen Zeitpunkten nach Bestrahlung nachweisbar ist (longitudinale Studie) und wenn,
ob es lediglich auf die GefalRendothelien beschrankt bleibt oder auch in Neuronen und
Gliazellen zu finden ist. Als weitere Frage konnte untersucht werden, ob das Ausmal}
der Farbung mit der Schwere einer Strahlenmyelopathie korreliert. Hier bieten sich also
Moglichkeiten fur nachfolgende Arbeiten, bei denen allerdings noch hohere
Strahlendosen eingesetzt werden mussen. Fur unsere unterschiedlichen Gruppen

werden die Ergebnisse wie folgt bewertet.

5.2.2.1 y-H2AX Ergebnisse: Gruppen

Grundsatzlich ist in jeder Gruppe mehr oder weniger ausgepragt y-H2AX
nachgewiesen worden. Zunachst einmal wurden alle Gruppen mit der Kontroll-Gruppe
verglichen, danach die Gruppen untereinander. Hatten also pifithrin-alpha®, Remicade®
oder Erythropoetin einen Effekt auf die Nachweisbarkeit von DNA-Doppelstrangbriuchen
am Ende der Nachbeobachtungszeit? Wie in Kapitel 4.3.3 ersichtlich, ergaben sich fur
die TNF-o Inhibitor- und die Erythropoetin-Gruppen keine statistisch signifikanten
Unterschiede zur Kontroll-Gruppe. Lediglich die p53 Inhibitor-Gruppe zeigte signifikante
Unterschiede gegenuber der Kontroll-Gruppe. Die Anzahl der y-H2AX Anfarbungen war
geringer. Es gab also weniger DNA-Doppelstrangbriche als in der Kontroll-Gruppe.
Zwischen den TNF-« Inhibitor- und den Erythropoetin-Gruppen bestanden ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede. Im Vergleich mit der p53 Inhibitor-Gruppe zeigte sich
ein ahnliches signifikantes Ergebnis wie im Bezug zur Kontroll-Gruppe. Lediglich der
Vergleich zwischen p53 Inhibitor und Erythropoetin-1 Gruppe erbrachte kein
signifikantes Ergebnis, wobei dieser ,Ausreiler” eventuell als Artefakt angesehen
werden kann (kleine Fallzahlen), und letztendlich ein Trend zu deutlich weniger DNA-

Doppelstrangbruchen in der p53 Inhibitor-Gruppe zu finden ist.
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Die Ergebnisse erlauben zwei Schlussfolgerungen, wobei wie bereits betont die
statistische Power aufgrund der Todesfalle und letztendlich geringen GruppengrofRe
begrenzt ist.

1. Der TNF-« Inhibitor (Remicade®) sowie die unterschiedlichen Dosen
Erythropoetin (Epoetin-alfa) fuhren verglichen mit einer Kontrollgruppe langfristig
nicht zu signifikanten Unterschieden in der Prasenz von DNA-
Doppelstrangbrichen in den GefalRendothelien des Ruckenmarks der Maus.

2. Der p53 Inhibitor (pifithrin—alpha®) fuhrt im Vergleich zur Kontroll-Gruppe
und den anderen Gruppen zu einer signifikant geringeren Anzahl an DNA-
Doppelstrangbrichen in den Gefallendothelien.

5.3. Diskussion im Bezug zur Strahlenmyelopathie

In der vorliegenden Arbeit hat sich also gezeigt, dass die Tiere im gesamten
Nachbeobachtungszeitraum keine klinisch auffalligen Myelopathien entwickelten,
unabhangig ob sie mit pifithrin-alpha®, Remicade® oder Erythropoetin behandelt
wurden. Die immunhistochemischen Untersuchungen zeigten, dass die mit Hilfe eines
Antikorpers, der gegen y-H2AX gerichtet ist, detektierten DNA-Doppelstrangbriche
ausschlieBlich, wenn auch in unterschiedlichem Umfang, in den GefalRendothelien zu
finden sind. Dies ist insofern interessant, als den GefalRendothelien eine wichtige Rolle
in der Entwicklung einer Strahlenmyelopathie eingeraumt wird [88]. So kommt es schon
in frthen Phasen nach Bestrahlung in den Endothelzellen zu einer Sphingomyelinase-
vermittelten Ceramidfreisetzung, die zur Apoptose fuhrt [53, 71]. Bei Gehirnen von
Ratten zeigte sich eine reduzierte Anzahl von Blutgefallen und Endothelzellen schon
vor der Entwicklung von Nekrosen nach Bestrahlung mit 22,5 Gy oder 25 Gy [12]. Die
GefalRendothelien sind als Angriffspunkt bei der Pravention der Strahlenmyelopathie
bereits = Gegenstand  experimenteller ~ Untersuchungen. Es  wurden z.B.
Wachstumsfaktoren wie platelet-derived growth factor (PDGF) und vascular endothelial
growth factor (VEGF) untersucht [4, 65]. Der Nachweis der DNA-Doppelstrangbriche
konnte auch ein Hinweis darauf sein, dass selbst nach einer langen Latenzzeit die initial
entstandenen Schaden in der DNA der Endothelzellen nicht vollstandig repariert
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worden sind. Dagegen war in den Ubrigen Zellen des ZNS kein y-H2AX nachweisbar,

was auf abgeschlossene Reparaturmechanismen deutet.

Zusatzlich ergab sich, dass in der mit dem p53 Inhibitor behandelten Gruppe
signifikant weniger y-H2AX Anfarbung zu finden war als in den ubrigen Gruppen. Dies
konnte fur einen protektiven Effekt eines p53 Inhibitors sprechen, wie er schon von
Komarov et al. diskutiert wurde [46]. Der p53 Inhibitor (pifithrin-alpha®) scheint generell
therapeutische Moglichkeiten bei Prozessen zu bieten, die durch p53-vermittelte
Apoptose entstehen. Bei M. Alzheimer scheint er das Neuronensterben zu reduzieren,
so wie er bei ischamisch bedingter Apoptose in Gehirn, Herz und Niere protektiv wirken
soll [29]. In Tumorzellen ist p53 oftmals herunterreguliert oder liegt in mutierter Form

vor, so dass ein p53 Inhibitor bei diesen entarteten Zellen keinen Effekt erzielt.

Der TNF-o Inhibitor (Remicade®) sowie Erythropoetin zeigten im Bezug auf die
Hautreaktionen im Strahlenfeld sowie auf die Prasenz der durch y-H2AX detektierten
DNA-Doppelstrangbriche im Ruckenmark in unseren Untersuchungen keine
signifikanten  Unterschiede zur Kontroll-Gruppe. Damit ist dennoch nicht
auszuschliefen, dass TNF-o« Inhibitoren einen Effekt auf die durch hohere
Strahlendosen induzierte Strahlenmyelopathie haben konnen. Bei der Bestrahlung der
Niere wurden durchaus Effekte gesehen [68], allerdings dahingehend, dass sich die
Nierenfunktion bei mit Remicade® behandelten Mausen verschlechterte. Wilson et al.
haben gezeigt, dass ein TNF-x Inhibitor in der frihen Phase nach Bestrahlung protektiv
auf die Blut-Hirnschranke wirken kann [104]. Dieser scheinbare Widerspruch
verdeutlicht, wie wichtig es ist, die Effekte in unterschiedlichen Modellen mit
unterschiedlichen Endpunkten und Nachbeobachtungszeiten zu untersuchen um
geeignete Szenarien fur weiterfuhrende klinische Studien zu finden.

Studien mit Erythropoetin zeigten, dass sich bei der Bestrahlung der Niere im
Mausmodell die Nierenfunktion eher verschlechterte [3]. Hassouna et al. haben gezeigt,
dass Erythropoetin im Zusammenhang mit einer Strahlentherapie das Wachstum von
Gliomzellen fordert und deswegen bei der Therapie von Hirntumorpatienten nicht
eingesetzt werden sollte [32]. Vergleichbare Daten existieren aus klinischen Studien bei
der Strahlentherapie von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Halsregion. Andere
Wachstumsfaktoren, z.B. keratinocyte growth factor und epidermal growth factor,
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werden zur Zeit in ahnlichen Patientenkollektiven untersucht, da erste Daten auf eine

Reduktion akuter Nebenwirkungen der Strahlentherapie hindeuten.
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6. Zusammenfassung

Die Grenzen der Strahlentherapie im Rahmen einer zielgerichteten Tumortherapie
werden oftmals von den Nebenwirkungen in unterschiedlichen, in die Strahlenfelder
gezwungenermallen miteinbezogenen, Normalgeweben definiert. Werden Anteile des
zentralen Nervensystems bestrahlt, so konnen die dosisabhangigen Nebenwirkungen
einigen Patienten noch Jahre spater erhebliche Probleme bereiten. Aufbauend auf dem
tierexperimentellen Modell der Strahlenmyelopathie wurde in dieser Studie
Erythropoetin, Remicade® und pifithrin-alpha® in Kombination mit fraktionierter
Bestrahlung (2 Einzeldosen) eingesetzt, um eventuelle Effekte auf den klinischen
Verlauf der Tiere Uber einen Nachbeobachtungszeitraum von maximal 371 Tagen zu
ermitteln. Anschliefend wurden die bestrahlten Regionen des Ruckenmarks mit Hilfe
eines  Antikorpers gegen y-H2AX auf etwaige DNA-Doppelstrangbriche

immunhistochemisch untersucht.

Im Verlauf der klinischen Nachbeobachtungszeit zeigten die Tiere bis auf Haut- und
Fellveranderungen des direkten Bestrahlungsfeldes keine relevanten neurologischen
Auffalligkeiten, die auf etwaige Myelopathien hatten schlieBen lassen. In den
nachfolgenden immunhistochemischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass y-
H2AX ausschlieBlich in den GefalRendothelien der bestrahlten Region im Ruckenmark
nachzuweisen war, wogegen in Neuronen und Gliazellen keine Anfarbung
nachzuweisen war. Demgegenlber zeigten ganzlich unbehandelte Tiere keinerlei

Expression.

Die p53 Inhibitor-Gruppe wies im Vergleich mit der Kontroll-Gruppe signifikant weniger
v-H2AX in den Gefallendothelien auf. Die anderen Gruppen zeigten keine signifikanten
Unterschiede zur Kontroll-Gruppe. Dies wirft die Frage auf, ob der p53 Inhibitor einen
protektiven Effekt auf die Gefallendothelien haben kdnnte, da nach einer Latenz von
371 Tagen deutlich weniger DNA-Doppelstrangbriche nachzuweisen waren. Diese
Hypothese zu verifizieren sollte Teil nachfolgender Studien sein, die ebenfalls
untersuchen mussen inwieweit y-H2AX zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der

Bestrahlung exprimiert wird.
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7. Abklirzungsverzeichnis

APAAP-Technik

Alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase-Technik

ATM

ataxia teleangiectasia mutated gene

ATP Adenosin-Triphosphat
Bcl-2 B-cell-Lymphoma 2, Protein
Bzw. beziehungsweise

C1oH14N>Na,Og

Ethylendiamintetraacetatnatriumsalz

C16H1gBeroS

1-(4-Methylphenyl)-2-(4,5,6,7-tetrahydro-2-imino-3(2H)-benzothiazolyl)ethanone

hydrobromide
ca. circa
d.h. Das heift
DNA Desoxyribonukleinsaure
E1-15 Erythropoetin 1-Gruppe 17Gy/15Gy
E1-19 Erythropoetin 1-Gruppe 17Gy/19Gy
E2-15 Erythropoetin 2-Gruppe 17Gy/15Gy
E2-19 Erythropoetin 2-Gruppe 17Gy/19Gy
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EPO Erythropoetin
EPO-R Erythropoetin-Rezeptor
FAS-L Fas ligand
g Gramm
g/mol Gramm pro Mol
G1-Phase Gap1-phase
G2-Phase Gap2-phase
Gy Gray
HCI Salzsaure, Chlorwasserstoffsdure
HO,-Radikale Hydroxyl-Peroxyl-Radikale
HPF High Power Fields
i.E. Internationale Einheiten
i.p. intraperitoneal
i.v. intravends
Inc. incorporated
K17/11 Kontroll-Gruppe 17Gy/11Gy
K17/13 Kontroll-Gruppe 17Gy/13Gy
K17/15 Kontroll-Gruppe 17Gy/15Gy
K17/19 Kontroll-Gruppe 17Gy/19Gy
K17/21 Kontroll-Gruppe 17Gy/21Gy
KCI Kaliumchlorid
kDa Kilo Dalton
keV/um Kilo Elektronenvolt pro Mikrometer
KH,PO, Kaliumhydrogenphosphat
kV Kilovolt
LET Linearer Energietransfer
Max Maximum
MDM2 murine double minute gene
mg/kg Milligramm pro Kilogramm
Min Minimum
ml Milliliter
mRNA Mitochondriale Ribonukleinséure
mMTNF-o Membranstandiger TNF-«
N Stoffmenge
Na,HPO, Dinatriumhydrogenphosphat
NaCl Natriumchlorid
NaOH Natriumhydroxid
0.p.B Ohne pathologischen Befund
p-Wert Signifikanzniveau
P17/15 P53 Inhibitor-Gruppe 17Gy/15Gy
P17/19 P53 Inhibitor-Gruppe 17Gy/19Gy
PAP-Technik Peroxidase-anti-Peroxidase-Technik
PBS phosphate buffered saline
PDGF Plateled derived growth factor
rhEPO Rekombinantes humanes Erythropoetin
s.C. subcutan
ST Stammldsung
STNF-o Sezernierter TNF-o
T17/15 TNF-« Inhibitor-Gruppe 17Gy/15Gy
T17/19 TNF- Inhibitor-Gruppe 17Gy/19Gy
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TACE TNF-o converting enzyme
TNF-o Tumornekrosefaktor alpha
TNFR1 Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1
TNFR2 Tumornekrosefaktor-Rezeptor 2
TRAIL Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis Inducing Ligand
U/kg Unit/Kilogramm

ui Unbehandelt 1

u2 Unbehandelt 2

UV-Licht Ultraviolettes Licht

vgl. vergleiche

z.B. Zum Beispiel

ZNS Zentralnervensystem

wl Mikroliter

Tabelle 26: Abkiirzungsverzeichnis
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