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2 Einfihrung und Literaturtibersicht

2.1 Einleitung

Die Strahlentherapie ist eine medizinische Therapieform, die unter Einsatz
ionisierender Strahlung hauptséchlich der Bekampfung bdsartiger Neubildungen
dient. lhre Anfange liegen im frihen 20.Jahrhundert als sie vornehmlich auf
dermatologische und gynékologische Erkrankungen angewendet wurde. War ihre
Anwendung und Durchfihrung damals empirischer Natur, so brachten die
Erkenntnisse aus der strahlenbiologischen und physikalisch-technischen Forschung
sowie der Analyse klinischer Beobachtungsstudien in den folgenden Jahrzehnten
grof3e Fortschritte. Heute hat die Strahlentherapie neben der chirurgischen Therapie
und der Chemotherapie einen festen Platz in der Behandlung zahlreicher
onkologischer Erkrankungen. So werden mehr als die Haélfte aller Patienten mit
bdsartigen Tumoren bestrahlt, ob in kurativem oder palliativem Ansatz, als alleinige

Therapie oder in Kombination mit anderen Therapieformen.

Trotz verbesserter Kenntnisse bezlglich Dosierung und Applikation der Strahlung,
bleibt die Strahlentherapie neben ihrer winschenswerten Wirkung auf den Tumor
nicht ohne Nebenwirkungen auf umliegende Gewebe und Organe. So stellen unter
anderem die Nieren in der strahlentherapeutischen Behandlung von Tumorpatienten
ein dosislimitierendes Organ dar. Erhalt die Niere eine zu grof3e Dosis, kann es zu
einer Strahlennephropathie, d.h. zu einer strahleninduzierten Schadigung der Niere
kommen, die zu erheblichen Konsequenzen fir den Patienten fuhren kann. Bei einer
konventionellen fraktionierten Bestrahlung liegt die Schwellendosis fur die Niere sehr
niedrig. Die Toleranzdosis TD 5/5, also die Dosis bei der innerhalb von funf Jahren in
5 Prozent der behandelten Patienten Komplikationen auftreten, liegt fir die Niere mit
23 Gy deutlich niedriger als fur andere Organe, wie das Gehirn (ca. 45 Gy) oder die
Blase (ca. 65 Gy).

Ein Uberschreiten der Schwellendosis kann bei der Planung von intraabdominell
oder retroperitoneal gelegenen Tumoren Probleme bereiten. Auf der einen Seite
muss die auf den Tumor gerichtete Gesamtdosis hoch genug sein, um eine
ausreichend gute Tumorkontrollwahrscheinlichkeit gewdahrleisten zu kdnnen.
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Andererseits darf die auf das Nierengewebe applizierte Dosis nicht so hoch sein,
dass sie beim Patienten langfristige Schaden an der Niere hinterlasst, welche sich

als dialysepflichtige chronische Niereninsuffizienz manifestieren kénnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erfassung des nierenspezifischen
radioprotektiven Potentials von p-Tyrosin und AVE 7688 im Tiermodell.

P-Tyrosin hat sich in vorausgehenden experimentellen Studien als ein wirkungsvoller
normalgewebsspezifischer Radioprotektor erwiesen. Diese Untersuchungen ergaben,
dass p-Tyrosin in vitro die strahleninduzierte vorzeitige terminale Differenzierung von
humanen Fibroblasten signifikant hemmen kann (21). Diese vorzeitige
Ausdifferenzierung in adulte Fibrozyten mit hoher biosynthetischer Aktivitat ist ein
wichtiger pathogenetischer Schritt in der Entwicklung einer Strahlenfibrose. In vivo
Versuche an der Maus zeigten eine signifikant reduzierte fibrotische Kontraktur eines

bestrahlten Beines unter p-Tyrosin-Behandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe (43).

Fur AVE 7688 konnte in einer tierexperimentellen Studie ein antifiborogener Effekt an
COL4A3 -/- Mausen gezeigt werden. Diese Knockout-Mause weisen einen
Gendefekt auf, der sich a@hnlich dem Alportsyndrom beim Menschen als renale
Fibrose manifestiert. Gross et al. kommen zu dem Schluss, dass AVE 7688 als
wichtige therapeutische Option fiur die Behandlung chronisch fibrotischer
Erkrankungen der Niere dienen konnte (24).

Beide Substanzen haben in Versuchen friherer Arbeitsgruppen einen positiven
Effekt in der Pathogenese von fibrosierenden Prozessen gezeigt. Dies macht sie zu
attraktiven Kandidaten fir eine prophylaktische oder therapeutische Anwendung in

der Strahlennephropathie.
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2.2 Strahlen und ihre Wirkung

Die biologische Wirkung von ionisierenden Strahlen kommt durch lokale
Energietbertragung auf das bestrahlte Gewebe zustande. Die Bestrahlung eines
Gewebes fuhrt hierbei zu einer Abfolge von Prozessen, die sich einer physikalischen,

einer chemischen und einer biologischen Phase zuordnen lassen.

In der physikalischen Phase, die nur etwa 108 bis 10"? s andauert, kommt es durch
die Absorption von Strahlungsenergie im Gewebe zu einer Anregung oder zu einer
lonisation von Molekilen. Bei der Anregung wird ein Elektron auf eine hdhere
energetische Schale gehoben, bei der lonisation werden ein oder mehrere
Elektronen ausgestof3en, welche wiederum andere Molekille anregen oder ionisieren

konnen. Zusatzlich freiwerdende Schwingungsenergie wird in Warme umgewandelt.

Die chemische Phase dauert bis zu 10°s an, wobei man direkte von indirekten
Molekllschaden unterscheidet.

Der direkte Schaden wird durch den strahlungsbedingten Verlust von
Bindungselektronen in relevanten Biomolekllen wie z.B. der DNA hervorgerufen. Er
fuhrt zur Spaltung und zum Funktionsverlust des Biomolekiils.

Der indirekte Schaden kommt durch eine Reaktionskette zustande, die sich infolge
der Anregung und lonisation von Molekilen, besonders des Wassers, abspielt.
Angeregte und insbesondere ionisierte Molekile neigen zur Dissoziation, wodurch
aul3erst reaktionsfreudige freie Radikale entstehen. Diese fuhren zu Folgereaktionen
untereinander oder mit anderen zellularen Komponenten. Ist Sauerstoff in
ausreichender Menge vorhanden, wird der durch die Radikale verursachte Schaden
fixiert. Diese indirekte Form der Zellschadigung macht etwa zwei Drittel des
gesamten Strahlenschadens aus. Charakteristisch fur die chemische Phase ist der
Wettlauf zwischen neutralisierenden Reaktionen, etwa mit Sulfhydryl-Gruppen, die
freie Radikale inaktivieren kénnen, und fixierenden Reaktionen, die zu stabilen

chemischen Verédnderungen fuhren.

An die chemische Phase schlief3t sich die bis zu vielen Jahren andauernde

biologische Phase an. Sie ist durch enzymatische und zellregulatorische Prozesse
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gekennzeichnet, die sich infolge der vorausgehenden Molekulveranderungen
abspielen.

Ein Groldteil der Schaden an der zellularen DNA kann durch Reparaturenzyme
erfolgreich  repariert werden. Eine  Minderheit der Schaden, v.a.
DNA-Doppelstrangbriiche, koénnen jedoch nicht repariert werden und persistieren als
DNA-Mutationen. Sie konnen zur Apoptose der Zelle oder zur Entwicklung von

Tumoren fuhren.

Biologische Veranderungen in bestrahltem Gewebe konnen in frihe und in spate
Reaktionen unterteilt werden. Frihe Reaktionen, die nach Tagen bis Monaten
auftreten, aufern sich v.a. in schnell proliferierenden Geweben, z.B. als
Hautulzerationen, Entzindungen innerer Schleimhaute oder Schaden am
Knochenmark. Histologisch sind sie tGberwiegend gekennzeichnet durch den Verlust
von Stammzellen. Spate Reaktionen, die nach Monaten bis Jahren auftreten kénnen,
kommen eher in langsam proliferierenden Geweben wie Lunge, Niere, Leber und
Herzmuskel vor. Vorherrschendes Merkmal ist hier eine kompensatorische
Hyperproliferation der Zellen und eine mesenchymale Gewebsdifferenzierung, was

sich haufig als Fibrosierung des Organgewebes auliert.

2.3 Die Strahlennephropathie

2.3.1 Vorkommen

Die Niere ist zusammen mit der Lunge eines der Organe, das am sensibelsten auf
eine therapeutische Bestrahlung reagiert. Bestrahlt man die gesamte Niere mit einer
ausreichenden Dosis, stellt sich bei ihr ein Funktionsverlust ein, der nach und nach
zu einem Versagen der Niere fihren kann. Dies wurde erstmals im Jahre 1906
beschrieben (22).

Mitte des 20. Jahrhunderts stellte die Strahlennephropathie ein haufiges Problem bei
der Radiotherapie von Seminomen dar (46). Sie entwickelte sich bei 20 % der
Patienten, wobei beide Nieren komplett in das Bestrahlungsfeld eingeschlossen

waren. Durch die Definition einer Schwellendosis, den erfolgreicheren Einsatz von
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Chemotherapeutika und andere Weiterentwicklungen in der strahlentherapeutischen
Praxis ruckte die Strahlennephropathie zunachst wieder in den Hintergrund.

Erst der Einsatz der Ganzkoérperbestrahlung als Vorbereitung auf eine
Knochenmarkstransplantation hat die Strahlennephropathie Anfang der 1990er Jahre
wieder vermehrt in den Blickpunkt ricken lassen. Weltweit werden zur Zeit etwa
15.000 Knochenmarkstransplantationen pro Jahr durchgefiihrt (67). Die
Ganzkorperbestrahlung hat dabei die Funktion, einer Graft-versus-Host-Reaktion
entgegenzuwirken. Sie fihrt aber auch zu einer Nierenschéadigung, nicht zuletzt
aufgrund der haufigen Kombination mit anderen nephrotoxischen Agentien wie
Cyclosporin A. So schatzt man die Rate der Patienten, die 3 Monate nach einer
Knochenmarkstransplantation eine Niereninsuffizienz entwickeln auf 26% (34),
spatmanifestierende Nierenschaden beobachtet man in rund 20 % der Falle (13).
Auch die Radioisotopentherapie als relativ neue Krebstherapieform kann als
maoglicher Verursacher einer Strahlennephropathie in Frage kommen. Cohen et al.

beschreiben 8 Falle, die durch radioaktive Yttrium-Konjugate verursacht wurden (15).

2.3.2 Klinisches Erscheinungsbild

Die Strahlennephropathie kann sich in verschiedener Weise klinisch manifestieren.
Luxton und Kunkler beobachteten 54 Patienten mit Strahlennephropathie und teilten
sie nach klinischen und pathologischen Kriterien in vier Gruppen ein. (siehe Tabelle 1)
(51).

Spricht man von einer akuten Strahlennephropathie in Form einer Nephritis, handelt
es sich dabei nicht wirklich um ein akutes, wéhrend oder unmittelbar nach
Bestrahlung auftretendes Krankheitsbild. Vielmehr entwickelt sich die akute
Strahlennephritis nach einer Latenzzeit von 6-12 Monaten relativ plotzlich (44). Meist
prasentieren sich die betroffenen Patienten ziemlich akut mit Symptomen eines
Nierenversagens wie Hypertonie, Odeme, Dyspnoe, Ubelkeit, Kopfschmerzen und
Abgeschlagenheit. Laborchemisch lassen sich im Blut eine deutliche normochrome
normozytare Anamie und eventuell ein erhéhter Kreatinin- und Harnstoffspiegel
nachweisen. Im Urin kann man in vielen Féllen eine Mikrohamaturie, Proteinurie und
Zylindrurie finden. Die Prognose der akuten Strahlennephritis ist schwer beurteibar,
da entsprechende verlassliche statistische Untersuchungen fehlen. Sie scheint aber

von dem Ausmal’ der hypertensiven Komponente abzuhéangen.
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Die chronische Form der Strahlennephropathie kann sich sekundar aus der akuten
Form oder primér nach einer langeren indolenten Latenzzeit entwickeln. Die
klinischen Merkmale der chronischen Form unterscheiden sich im Wesentlichen nicht
von denen eines chronischen Nierenversagens anderer Ursache. Es lassen sich
haufig eine Proteinurie, Hypertonie, Azotdmie und Anamie nachweisen. Die
Prognose ist abhangig vom Auspragungsgrad des Nierenversagens, im Vergleich zur
akuten Strahlennephropathie jedoch gunstiger. Die Patienten Uberleben oft viele
Jahre ohne grof3e Einschrankung der Leistungsfahigkeit. Im Krankengut von Luxton
und Kunkler waren von 22 Patienten mit chronischer Strahlennephropathie nach 10
bis 14 Jahren noch 14 am Leben. Acht Patienten starben an chronischem
Nierenversagen (5).

Es werden auch wenige Falle beschrieben, in denen sich eine Maligne Hypertonie
noch Monate bis Jahre nach abdomineller Bestrahlung entwickelte (50; 71; 72).
Typisch fir eine Maligne Hypertonie sind ein stark erhéhter Blutdruck (diastolischer
Blutdruck > 130 mmHg), zusammen mit einem Papillenédem und retinalen Blutungen.
In schweren Féllen kdnnen neurologische Symptome wie starke Kopfschmerzen,
Erbrechen, Sehstérungen, voribergehende L&hmungserscheinungen, Krampfe
sowie Bewusstlosigkeit auftreten (40). Dabei muss zunachst kein Nierenversagen
vorliegen, in praterminalen Stadien beobachtet man es jedoch haufig (44).

Die sog. Benigne Hypertonie entwickelte sich bei 5 der 54 von Luxton und Kunkler
beobachteten Patienten. Sie &hnelt klinisch einer benignen essentiellen Hypertonie
mit einer Proteinurie unterschiedlicher Auspragung. Bei langerer Beobachtung stellte

sie sich aber aufgrund einer erhéhten Mortalitat als weniger gutartig dar (5).

Syndrom Latenzzeit

Akute Strahlennephropathie (-nephritis) | 6 — 12 Monate

Chronische Strahlennephropathie = 18 Monate
Maligne Hypertonie 12 - 18 Monate
Benigne Hypertonie = 18 Monate

Tabelle 1 Klinische Syndrome, die mit der Strahlen  nepbhritis assoziiert sind
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2.3.3 Histomorphologische Veranderungen

In den vergangenen Jahrzehnten gab es umfassende Untersuchungen zu den
histologischen  Veranderungen bestrahlter Nieren. Sowohl Material aus
Tierversuchen an Maus, Ratte, Hund, Schwein und Affe (23; 38; 52; 70; 76) als auch
bioptisch gewonnenes Material vom Menschen (38) wurden licht- wie
elektronenmikroskopisch untersucht.

Histologische Veranderungen bestrahlter Nieren lassen sich je nach ihrer funktionell-
anatomischen Lokalisation in glomerulare, vaskulére, tubulare und interstitielle
Erscheinungen einteilen. Unter den untersuchten Spezies gibt es sowohl
Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede bezuglich der Auspragung und dem
Verteilungsmuster der pathologischen Veranderungen. Im Folgenden soll nur auf die
Morphologie der Strahlennephropathie des Menschen und der Maus, die in dieser

Arbeit als Modellorganismus verwendet wurde, eingegangen werden.

2.3.3.1 Histomorphologie der Strahlennephropathie beim Menschen

In den meisten Proben, die von Menschen mit einer Strahlennephropathie stammen,
wurden komplexe Verdnderungen der Glomeruli, der Tubuli und der Gefal3e
beobachtet. Sehr charakteristisch sind dabei die Veranderungen an den Glomeruli,
die sich auch schon in frihen Stadien der Strahlennephropathie nachweisen lassen
(69). Dabei kommt es zu einer Verdickung der Glomeruluskapillaren, die durch ein
zellulares Odem der Endothelzellen sowie durch deren Ablosung von der
Basalmembran zustande kommt (38). Der Schaden am Endothel &ufRert sich
auBerdem in einer Thrombosierung der Glomeruluskapillaren und in einer
Verbreiterung des subendothelialen Raumes, der Ansammlungen von
elektronenmikroskopisch hellem Material enthalt (42). Daneben kommt es zu einer
Ausweitung des Mesangiumraumes, entweder mit einer Vermehrung oder mit einer
Verminderung der mesangialen Matrix, letzterer Prozess wird als Mesangiolyse
bezeichnet (69). All diese Verédnderungen kdnnen zu einer Lumeneinengung der
Glomeruluskapillaren mit nachfolgender narbiger Degeneration der Glomeruli, einer
sog. Glomerulosklerose fuhren.

Die tubularen, vaskularen wund interstitiellen Veradnderungen findet man
vorzugsweise in  Proben aus weiter fortgeschrittenen  Stadien  der

Strahlennephropathie. Keane et al. (42) beschreiben einen Fall, bei dem 11 Monate
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nach Bestrahlung in der Nierenbiopsie eine tubuldare Atrophie mit interstitieller
Fibrose aufgefallen war. Das Geféal3system betreffend lassen sich v.a. Schadigungen
im arteriellen Schenkel finden, die zu einer reduzierten Gefal3weite fihren. So zeigen
die gréReren Arterien durch Proliferation myointimaler Zellen eine Verdickung der
Intima, die kleinen Arterien und die Arteriolen kdnnen eine Hyperplasie der Tunica
media oder thrombotische Lasionen entwickeln (69).

2.3.3.2 Histomorphologie der Strahlennephropathie bei der Maus

Das Nierenparenchym der Maus zeigt nach Bestrahlung sehr &hnliche
Verdanderungen wie beim Menschen, was ihren Wert als geeignetes Versuchstier
unterstreicht. Aufgrund einer Vielzahl von experimentellen Studien an der Maus sind
die Zeitpunkte, zu denen sich die jeweiligen histiologischen Befunde manifestieren,
besser bekannt als beim Menschen (69). Im Vordergrund stehen auch bei der Maus
die glomeruldren Veranderungen im Sinne einer Glomerulosklerose (~10 Monate).
Weiterhin entwickelt sich bei ihr analog zum Menschen eine tubulare Atrophie und
eine interstitielle Fibrose (~6 Monate). Das Phanomen der Tubulolyse (~6 Wochen),
einer Auflésung von Tubuluszellen unter Zuriicklassung der nackten Basalmembran,
kann dagegen nur bei der Maus beobachtet werden (35). Die vaskuléren
Verdnderungen sind im Vergleich zum Menschen weniger ausgepragt.
Thrombotische Lasionen sind bei der Maus eher selten, chronische
Gefallverschlisse durch eine Intima- oder Mediahyperplasie werden gar nicht
berichtet.

2.3.4 Mediatoren und Mechanismen der Strahlennephro  pathie

An den pathophysiologischen Ablaufen, die eine Bestrahlung von Nierengewebe mit
sich  bringt, sind mehrere Zelltypen, v.a. glomeruldre Endothelzellen,
Mesangiumzellen und  Tubuluszellen beteiligt. Die Pathogenese der
Strahlennephropathie vollzieht sich nicht nur als reine strahleninduzierte Apoptose
oder Nekrose eines Teils der beteiligten Zellpopulationen. Es spielen auch die initial
Uberlebenden Zellen eine wichtige Rolle, die mit kompensatorischer Proliferation,

Ausschittung von Mediatoren und Aktivierung von Transkriptionsfaktoren in
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komplexer Weise reagieren. An dieser Stelle soll nur ein kurzer Uberblick tber die
wichtigsten Einflussfaktoren gegeben werden.

Ein wichtiges, frihes Ereignis in der Entwicklung der Strahlennephropathie ist die
Anlockung und Anheftung von neutrophilen Granulozyten an das Endothel der
Glomeruluskapillaren (33). Die Endothelzellen vermitteln dies durch die Abgabe von
chemotaktisch wirksamen Faktoren aus dem Lipoxygenasestoffwechsel und der
vermehrten Expression von Leukozyten-Adhasionsmolekilen wie E-Selectin und
ICAM-1 (68; 75). Die Granulozyten rufen eine entzindliche Reaktion an den
Glomeruluskapillaren hervor, was zu einer erhohten Permeabilitat mit Ubertritt von
Plasma und festen Blutbestandteilen in den subendothelialen bzw. mesangialen
Raum fuhrt. Dabei bildet sich ein perikapillares Odem mit Einengung des
Glomeruluskapillarlumens und Reduktion der GFR. Weiterhin wird vermutet, dass die
Permeabilitdtssteigerung auch Initiator flr eine Aktivierung und Proliferation der
Mesangiumzellen ist. Dies fihrt zu einer fortschreitenden Ausdehnung und
Sklerosierung des Mesangiumraumes, ein weiterer pathogenetischer Faktor der
Strahlennephropathie (33).

Eine zusatzliche Rolle spielt nach Oikawa et al. (66) das fibrinolytische System. Sie
zeigten im Tiermodell, dass nach Bestrahlung die glomerulare Konzentration von
PAI-1-mRNA erhéht ist, v.a. in den besonders stark von Mesangiolyse,
Glomerulosklerose und Kapillarthrombose betroffenen Arealen. PAI-1 wird sowohl
ein antifibrinolytischer, thrombogener als auch ein profibrotischer Effekt
zugeschrieben. Letzterer lasst sich aus einer Hemmung der plasminvermittelten
Matrixdegradation erklaren, was zu einer Akkumulation von fibroseinduzierender
extrazellularer Matrix fuhrt.

Datta et al. (16) konnten in glomeruléaren Lysaten, die aus bestrahlten Rattennieren in
einer spateren Phase der Strahlennephropathie stammten, eine erhohte TGF-R31-
Produktion nachweisen. TGF-R1 kann durch Angiotensin Il induziert werden und gilt
als fibrosefordernder Faktor, indem es durch die Aktivierung von Fibroblasten die
Synthese extrazellularer Matrix stimuliert und ihre Degradation durch Anderung des
Proteasen-Antiproteasen-Verhaltnisses inhibiert (37). TGF-31 ist nach einer Studie
von Cohen et al. (14) weniger in der Pathogenese der friheren Glomerulosklerose

als vielmehr in der spéater eintretenden tubulointerstitiellen Fibrose von Bedeutung.
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2.4 Bisherige pharmakologische radioprotektive Ansa tze

2.4.1 Klassische Radioprotektoren

Radioprotektoren lassen sich grob in zwei Gruppen einteilen: Radikalfanger
(Antioxidantien) und Zellantwortmodulatoren (17).

Unter den Radikalfangern gibt es nattrlich vorkommende zellulare Molekile, wie z.B.
Thiol-Verbindungen  (Cystein,  Cysteamin  und  Glutathion) oder die
Superoxiddismutase, welche experimentell in der Lage sind, die deletaren Effekte
einer radiogenen Radikalbildung abzumildern. Zu den synthetisch hergestellten
Verbindungen zahlt der Aminothiolalkohol Amifostin, ein Radikalfanger mit
besonderer klinischer Bedeutung. Er reichert sich in gesunden, tumorfreien Zellen in
bis zu 100-fach hoherer Konzentration als in Tumorzellen an. Dabei kann er die
radikalvermittelte toxische Wirkung auf die DNA gesunder Zellen verringern (8). Der
protektive Effekt von Amifostin erstreckt sich auch auf Schaden durch eine Reihe von
Chemotherapeutika, unter ihnen auch das fur seine Nephrotoxizitat lang bekannte
Cisplatin (9; 27). Uber die Hochregulation antioxidativer Enzyme koénnen auch
Corticosteroide radioprotektiv wirken (31).

Die Zellantwortmodulatoren beeinflussen die Reparatur von DNA-Schéaden bzw. die
Reaktion der Zelle auf die Schaden. Zu dieser Gruppe gehéren Eicosanoide (z.B.
Misoprostol), Immunmodulatoren (z.B. Glukan), Interleukine (z.B. Interleukin 1) und
Protease-Inhibitoren (z.B. Bowman-Birk-Proteinase-Inhibitor (BBI)). Verschiedene in
vitro und tierexperimentelle Studien belegen den radioprotektiven Effekt dieser
Substanzen (26; 43; 65).

2.4.2 Radioprotektoren der Strahlennephropathie

2.4.2.1 ACE-Hemmer

Friher wurde die Strahlennephropathie als unausweichliche, fortschreitende und
unbehandelbare Krankheit angesehen. Anfang der 1990er Jahre jedoch, konnte
gezeigt werden, dass die Strahlennephropathie im Tierexperiment mit Captopril,

einem thiolgruppentragenden Hemmer des Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE-
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Hemmer), behandelt werden kann (11). Neben dem therapeutischen Effekt belegten
darauffolgende Studien auch einen prophylaktischen, wenn die Medikation als
Dauereinnahme schon simultan zur Bestrahlung begonnen wurde (10; 57).
ACE-Hemmer finden heutzutage breite klinische Anwendung in der Therapie der
Hypertonie und der Herzinsuffizienz. Sie sind Analoga der C-terminalen Peptidkette
des Angiotensin | und blockieren das ACE reversibel durch Bindung an das aktive
Zentrum. Dadurch kommt es zur Unterdriickung der Synthese von Angiotensin Il mit
einer daraus folgenden blutdrucksenkenden Wirkung durch Verminderung der
Vasokonstriktion und reduzierter Aldosteronsynthese. Ein anderer Teil der
antihypertensiven Wirkung, der in letzter Zeit immer mehr an Beachtung gewinnt, ist
auf die Funktion des ACE als Kininase zuriickzuftihren. Kinine wie z.B. Bradykinin
und Kallidin kdénnen aus Endothelzellen die endogenen Vasodilatatoren
Stickstoffmonoxid (NO) und Prostacyclin (PGI2) freisetzen. Eine pharmakologische
Hemmung des ACE-vermittelten Abbaus dieser vasodilatatorisch wirkenden Kinine
bewirkt somit einen additiven blutdrucksenkenden Effekt. Erhéhter Blutdruck ist eine
wichtige Komponente im Bild der Strahlennephropathie, womit sich die Wirksamkeit
der ACE-Hemmer durch Inhibition der Angiotensin II-Synthese erklaren lasst (59).
Wahrscheinlich gibt es auch blutdruckunabhéngige radioprotektive
Wirkungsmechanismen der ACE-Hemmer, wie z.B. die antiproliferative Wirkung von
Captopril auf humane Mesangiumzellen durch Blockade der Angiotensin lI-
vermittelten Endothelinausschittung (3). Diese Vermutung wird auch von der
Tatsache unterstitzt, dass andere Antihypertensiva wie Hydrochlorthiazid oder
Verapamil trotz ihrer blutdrucksenkenden Wirkung keinen positiven Effekt auf die
Strahlennephropathie haben (10; 36). Weitere Studien konnten zeigen, dass auch
nicht-thiolgruppentragende ACE-Hemmer wie z.B. Enalapril praventiv wie
therapeutisch wirksam sind (36; 59), Das spricht daftir, dass fur die Effizienz von

Captopril die Thiolgruppe nicht von entscheidender Bedeutung ist.

2.4.2.2 Angiotensin Il - Rezeptorantagonisten

Die Unterdriickung der Angiotensin II-Synthese durch ACE-Hemmer lieferte eine
schlussige Erklarung fir ihre Wirksamkeit. Jedoch haben ACE-Hemmer pleiotrope
Effekte (Bradykinin-Erh6hung, antimitogene Aktivitat von Captopril). Dies flhrte dazu,
dass Moulder et al. (58; 59; 64) einen AT1-Rezeptorblocker im Tierversuch testeten,

um zu sehen, inwiefern der radioprotektive Effekt der ACE-Hemmer von der
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Angiotensin II-Synthesehemmung abhé&ngt. Fiur die Strahlennephropathie stellte sich
dabei heraus, dass die Blockade des AT1-Rezeptors (Angiotensin II-Rezeptor vom
Subtyp 1) allein ausreicht, um etwa denselben therapeutischen Effekt wie die
ACE-Hemmer zu erreichen. In Studien zur Vorbeugung der Strahlennephropathie
waren die AT1-Rezeptorblocker den ACE-Hemmern sogar deutlich tUberlegen (58;
64). Das deutet darauf hin, dass die beiden Substanzklassen in der Therapie der
Strahlennephropathie auf andere Weise wirken als in der Prophylaxe (56). Von einer
Blockade des AT2-Rezeptors, der eigentlich als Gegenspieler zum AT1-Rezeptor
angesehen wird, erwartete man eine Exazerbation des Krankheitsbildes. Moulder et
al. (61) fanden jedoch bei ihren Tierexperimenten zu einem AT2-Rezeptorblocker
(PD123319), dass er (gleichlaufige Effekte zum  AT1-Rezeptorblocker
(Blutdrucksenkung, Antidiurese und reduzierte Proteinurie) zeigte und eine
Kombination beider Rezeptorblocker einen gréReren Benefit hatte als die
Verabreichung der jeweiligen Einzelsubstanz.

2.5 Untersuchte Substanzen

2.5.1 P-Tyr (O-phospho-L-tyrosin)

P-Tyr ist eine modifizierte, von der aromatischen Aminosaure Tyrosin abgeleitete
Aminosaure, bei der die Hydroxylgruppe des Seitenketten-Phenyls phosphoryliert
wurde.

Rezeptortyrosinkinasen (RTK) sind zellulare Enzyme, welche die Phosphorylierung
von Tyrosinresten an Zellproteinen katalysieren. Dies spielt eine wichtige Rolle bei
der Regulation unterschiedlichster Prozesse in der Saugetierzelle wie Zellteilung,
Migration, Metabolismus, Proliferation und Differenzierung (73). Ein Beispiel fir eine
solche RTK ist der ,Epidermal Growth Factor Receptor* (EGFR). Er ist beim
gesunden Menschen fur das Zellwachstum zusténdig, in der Tumorgenese werden
ihm transformierende Eigenschaften zugeschrieben. Daneben gibt es den RTK
gegenuber antagonistisch wirkende Enzyme. Sie neutralisieren das Rezeptorsignal,
indem sie die Phosphatgruppe wieder abspalten (Protein Tyrosin Phosphatasen
(PTPasen)) (47).
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Mishra et al. zeigten, dass PTPasen durch exogen zugefiihrte Phosphotyrosine wie
dem p-Tyr aktiviert werden konnen (54). Bei humanen Mamma- und
Nierenkarzinomzellen kam es dadurch zur Hemmung des EGFR-vermittelten
Zellwachstums.

Neben diesen antiproliferativ-antikarzinogenen Eigenschaften fungiert p-Tyr aber
auch als normalgewebsspezifischer Radioprotektor, wie Dittmann et al. (20)
herausfanden. P53-Wildtyp-Zellen (d.h. Zellen, bei denen kein mutiertes p53 vorliegt),
wie sie fir Normalgewebe typisch sind, waren nach Vorbehandlung mit p-Tyrosin
strahlenresistenter als unbehandelte. Neuere Experimente von Dittmann et al. zum
molekularen Wirkmechanismus (18) lassen erkennen, dass p-Tyrosin mit der EGFR—
assoziierten Signaltransduktion interagiert. Dabei wird der EGFR verstarkt
autophosphoryliert und internalisiert. Nach einer Bestrahlung mit simultaner
p-Tyrosin Behandlung findet sich eine verstarkte Translokation des EGFR in den
Zellkern. Simultan kommt es zu einer Komplexbildung mit der DNA-abhangigen
Proteinkinase (DNA-PK), die eine essentielle Rolle im Rahmen der DNA-Reparatur
spielt. Die DNA-PK wird aktiviert, bindet vermehrt an die zellulare DNA und fuhrt zu
einer verbesserten DNA-Reparatur sowie einem langeren Uberleben der bestrahlten

Zellen

2.5.2 AVE 7688
AVE 7688 ist eine Substanz aus der Gruppe der Vasopeptidase-Inhibitoren (VPI).

Diese Substanzen sind in der Lage, zwei Enzyme simultan zu hemmen: sowohl das

Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) als auch die Neutrale Endopeptidase (NEP).

Das ACE vermittelt die Aktivierung von Angiotensin|l zu Angiotensin Il und die
Degradation von Kininen, v.a. dem Bradykinin (siehe Kapitel 2.4.2.1). AVE 7688
sollte hinsichtlich seiner ACE-blockierenden Eigenschaft die gleiche Wirkung haben

wie ein herkdmmlicher ACE-Hemmer (z.B. Captopril)

Die NEP ist eine endothelstdndige zinkhaltige Metallopeptidase, die
hauptverantwortlich fir den Abbau der Natriuretischen Peptide im Blut ist.
Gleichzeitig stellt sie einen weiteren enzymatischen Abbauweg fur Kinine dar (55).

Zu den Natriuretischen Peptiden gehéren das ANP (atriales natriuretisches Peptid),
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das BNP (brain natriuretisches Peptid) und das CNP (C-Typ natriuretisches Peptid).
Sie  werden physiologischerweise  bei  Hypervolamie  freigesetzt. Im
Herz-Kreislaufsystem bewirken ANP und BNP eine Vasodilatation, Vorlast- und
Blutdrucksenkung, CNP bewirkt eine stéarkere Vasodilatation im vendsen Schenkel
(49). Uber eine Hemmung der Renin- und Aldosteronsekretion und eine Erhéhung
der GFR steigern die Natriuretischen Peptide die Wasser- und Natriumausscheidung
in der Niere (48; 53; 84). In mehreren Arbeiten wurden den Natriuretischen Peptiden
antimitogene Wirkungen auf Mesangiumzellen nachgewiesen (2; 7; 39; 74). was sich
auch auf den Verlauf der Strahlennephropathie als mesangioproliferative Erkrankung
gunstig auswirken konnte. Eine Blockade der NEP durch AVE7688 flihrt also zu
einer héheren Konzentration von Bradykinin und Natriuretischen Peptiden im Blut,

was sich vasodilatativ, diuretisch und antiproliferativ auswirkt.
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3 Material und Methodik

3.1 Versuchstiere

3.1.1 Allgemeines

Fur den Versuch wurden weibliche C3H/N-Méause (Charles River Deutschland GmbH,
Sulzfeld) verwendet. Sie waren bei Beobachtungsbeginn 12 bis 14 Wochen alt und
ihr Korpergewicht betrug ungefahr 20g. Alle Untersuchungen wurden unter
Beachtung des deutschen Tierschutzgesetzes durchgefihrt, das Versuchsprotokoll
wurde von der zustandigen Behorde (Regierung von Oberbayern) unter dem
Aktenzeichen 209.1/211-2531-99/02 genehmigt.

3.1.2 Tierhaltung

Die Haltung der Tiere erfolgte in dafir vorgesehenen Raumlichkeiten der Abteilung
fur Experimentelle Onkologie des Klinikums Rechts der Isar, Munchen. Alle Tiere
waren in normierten Makrolonkafigen (Makrolon Typ 4) untergebracht. Die Kafige
waren mit Standardeinstreu fir Labortiere gefullt und beherbergten maximal 20 Tiere
pro Kafig. In den Stallungen herrschte eine Luftfeuchtigkeit von 40(x10)%, die
Raumtemperatur betrug 23(x1)°C. Die Beleuchtung erfolgte in einem automatisierten
Tag-Nacht-Rhythmus von 12 Stunden kinstlichem Licht zu 12 Stunden Dunkelheit.

3.1.3 Tierfltterung

Die Tiere hatten freien Zugang zu Trinkwasser und herkdmmlichem
Nagetieralleinfuttermittel ( Altromin 1324, Altromin GmbH, Lage, Deutschland).

Eine Ausnahme stellen die mit AVE 7688 behandelten Tiere dar, welche neben
freiem Trinkwasserzugang ein speziell angefertigtes Futtermittel erhielten, dass die
Wirksubstanz in einer Konzentration von 0,0125 % enthielt. Geht man von einer
taglichen Futteraufnahme von 5 % des Tierkdrpergewichts aus, ergibt sich bei dieser
prozentualen Arzneistoffeinmischung ins Futter eine der Studie von Gross et al.(24)

analoge Dosis von 25 mg/kg KG/d.
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3.2 Studiendesign

3.2.1 Zeitlicher Ablauf

Die Versuchstiere wurden im Alter von 12 bis 14 Wochen einer unfraktionierten
Einzeitnierenbestrahlung unterzogen (Ausnahme: unbestrahlte Kontrolltiere).
4(£2)Tage zuvor hatten sie eine erste Szintigraphiemessung
(-Ausgangsszintigraphie®, ,Woche 0%) bekommen. Die nachste Szintigraphie folgte
19 Wochen nach der Nierenbestrahlung (,Woche 19%). Die folgenden 4
Szintigraphien erfolgten jeweils im 6 Wochen-Abstand (,Woche 25“, ,Woche 31
~Woche 37" und ,Woche 43“). Zur besseren Bewadltigung des technischen und
organisatorischen Aufwands wurden die Startzeitpunkte der Untersuchungsgruppen

versetzt tber 6 Wochen gewahlt.

3.2.2 Gruppenaufteilung

Die Studie umfasste insgesamt 121 Tiere. Sie wurden in Kontrollgruppen (n=33),
p-Tyrosin-Gruppen (n=39) und AVE7688-Gruppen (n=49) aufgeteilt. Durch
verschiedene Bestrahlungsdosen von 8, 11,14 und 17 Gy sowie unbestrahlten
Tieren bildeten sich innerhalb dieser drei Gruppen weitere Subgruppen. Eine genaue

Aufstellung findet sich in Tabelle 2.
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Gruppe . Bestrahlungs- | Anzahl der
dosis (Gy) Tiere (n)

AMC keine 0 6
8 Gy Kontrolle keine 8 8
11 Gy Kontrolle keine 11 9
14 Gy Kontrolle keine 14 10
8 Gy p-Tyrosin p-Tyr 8 10
11 Gy p-Tyrosin p-Tyr 11 10
14 Gy p-Tyrosin p-Tyr 14 11
17 Gy p-Tyrosin p-Tyr 17 8
AVE only AVET7688 early 5
8 Gy AVE early AVET7688 early 8 8
11 Gy AVE early AVET7688 early 11 8
14 Gy AVE early AVET7688 early 14 9
11 Gy AVE late AVE7688 late 11 9
14 Gy AVE late AVE7688 late 14 10

Tabelle 2: Gruppeneinteilung

3.2.2.1 Kontrolltiere

Die Kontrolltiere erhielten keine pharmakologisch wirksame Substanz.

Sie erhielten Bestrahlungsdosen von 0 Gy (n=6), 8 Gy (n=8), 11 Gy (n=9) und
14 Gy (n=10).

Die unbestrahlten Tiere (0 Gy) werden als ,age-matched controls“(AMC) bezeichnet.
Sie dienen der Beobachtung der Nierenfunktion im Verlauf des natirlichen

Alterungsprozesses.

3.2.2.2 P-Tyr-Tiere

Die p-Tyr-Tiere erhielten Bestrahlungsdosen von 8 Gy (n=10),11 Gy (n=10),
14 Gy (n=11) und 17 Gy (n=8). Die Substanz wurde den Mausen zweimal vor der
Bestrahlung verabreicht. Dazu bekamen sie 0,14 mg p-Tyr gel6st in 0,2 ml isotoner

Kochsalzlosung jeweils einmal 18 Stunden und einmal eine Stunde vor der
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Nierenbestrahlung i.p. verabreicht. Bei einem durchschnittichen Gewicht von 20 g
pro Maus errechnet sich eine Dosis von 7 mg/kg KG.

3.2.2.3 AVE7688-Tiere

Die AVE7688-Tiere erhielten Bestrahlungsdosen von 0 Gy (n=5), 8 Gy (n=8),
11 Gy (n=17) und 14 Gy (n=19).

Die unbestrahlten Tiere (0 Gy) erhielten AVE7688 ab einem Lebensalter von 12 bis
14 Wochen, analog zu den bestrahlten Tieren. Sie bilden eine Gruppe, die im
Folgenden als ,AVE only" bezeichnet wird.

Die bestrahlten Tiere wurden beziglich des Zeitraums der Verabreichung von
AVE7688 in zwei Gruppen unterteilt:

Drei Gruppen erhielten AVE7688 lebenslanglich ab dem Tag der Nierenbestrahlung,
d.h. mit einem Lebensalter von 12 bis 14 Wochen. Sie werden im Folgenden als
LAVE early“-Gruppen bezeichnet. Diese Gruppen sollen die klinische Situation einer
nephroprotektiven Pharmakoprophylaxe simulieren.

Die anderen zwei Gruppen erhielt AVE7688 ab einem Lebensalter von 38 bis 40
Wochen, d.h. 26 Wochen nach der Nierenbestrahlung fur den Rest der
Nachbeobachtungszeit. Sie werden im Folgenden als ,AVE late“-Gruppen
bezeichnet. Diese Gruppen sollen die klinische Situation der Therapie einer bereits

manifesten Nierenfunktionsstdérung nach Strahlentherapie simulieren.
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3.3 Bestrahlung

Die Mause wurden zur Durchfihrung der Bestrahlung mit einem Isofluran/Sauerstoff-
Gemisch (3 ml Isofluran(Forene®)/min, 500 ml Sauerstoff/min) aus einem Kleintier-
Narkosegerat (Fa. Volker GmbH, Kaltenkirchen, Deutschland) narkotisiert. Die
Bestrahlung der Tiere erfolgte in Bauchlage als Einzelfeldbestrahlung. Als
Strahlungsquelle wurde ein Rontgen-Weichstrahlgerat (Philips RT 100) verwendet.
Das kreisformige Bestrahlungsfeld hatte einen Durchmesser von 15 mm und war
paravertebral auf die rechte Niere gerichtet (siehe Abbildung 2). Bei einer maximalen
Langsausdehnung einer gesunden Niere von 10 mm darf also von einem
Sicherheitssaum von ca. 2,5 mm ausgegangen werden. Um eine Uberlagerung mit
der linken Niere maoglichst gering zu halten wurde ein 2,0 mm dickes Bleischild Gber
dem medialen Teil des Bestrahlungsfeldes angebracht.

Abbildung 1: Nierenbestrahlung

d: Abstand von Schnauzenspitze zur rechten Niere ( siehe auch Abbildung 3)

Das tatsachliche Bestrahlungsfeld ist in Abbildung 2 dargestellt. Um die Position der
zu bestrahlenden rechten Niere genauer zu ermitteln, wurden die Bilder der
Ausgangsszintigraphie herangezogen. (siehe Abbildung 3) Darauf war zu erkennen,
dass der auf die Medianlinie projizierte Abstand d zwischen der Schnauzenspitze der
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Maus und dem rechten Nierenzentrum zwischen 4,5 und 4,9 cm lag. Mittels dieser

Information konnte eine moglichst genaue Positionierung des Zentrums des

Bestrahlungsfeldes auf das Zentrum der rechten Niere erreicht werden.

Abbildung 2: Bestrahlungsfeld

T2-gewichtete MR-Aufnahme einer Maus mit
schematischer Darstellung des Bestrahlungs-
feldes. Die weile Linie im Feld reprasentiert
die mediale Feldgrenze. Die schraffierte Flache
rechts von dieser Linie war durch ein
Bleischild abgedeckt. Die gepunktete Linie
zeigt die 10%-lsodosenline der fur die
kontralaterale Niere relevanten Streustrah-
lung ( die gestrichelte 5%-Isodosenlinie liegt
ausserhalb der Niere)

Abbildung 3: Ausgangsszintigraphie

Zur  genaueren Positionierung  des
Bestrahlungsfeldes wurden die Bilder der
Ausgangsszintigraphie vermessen:

¥ Schnauzenspitze
. Zentrum der rechten Niere

T

! . aufdie Medianlinie projizierter Ab-
stand d von Schnauzenspitze zu
rechter Niere
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Die Kathodenspannung des Bestrahlungsgerates wurde auf 70 kV eingestellt, der
Abstand der Strahlenquelle zur Oberflache des Versuchstiers betrug ungefahr 10 cm.
Bei einer Dosisdeposition von 6 Gy pro min ergaben sich definierte

Bestrahlungszeiten (siehe Tabelle 3).

Bestrahlungsdosis Bestrahlungszeit Kathodenspannung
8 Gy 1,43 min 70 kV
11 Gy 1,97 min 70 kV
14 Gy 2,51 min 70 kV
17 Gy 3,05 min 70 kV

Tabelle 3: Bestrahlungszeiten

Gemal3 der Bedienungsanleitung des RT100 befindet sich die 10%-lsodosenlinie
0,4 cm aufRerhalb des Bestrahlungsfeldes. Dadurch kommt es zu einer ungewollten
Exposition des medialen Anteils der linken Niere von ungefahr 10% der applizierten
Dosis. Die 5%-Isodosenlinie liegt 1 cm auflerhalb des Bestrahlungsfeldes. Die
restlichen Anteile der linken Niere sind dadurch etwa 5% der applizierten Dosis
ausgesetzt.

Die Bestrahlung erfolgte unfraktioniert zu Dosen a 8, 11, 14 und 17 Gy, sowohl bei
den medikamentds behandelten wie auch bei den Kontrolltieren. Diese
Bestrahlungsdosen wurden ausgewahlt aufgrund friherer Arbeiten anderer
Arbeitsgruppen (45; 79), wo sie relevante Langzeitschaden am bestrahlten Organ

hinterlieRen.
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3.4 Nierenszintigraphie

3.4.1 *"Technetium-Dimercaptosuccinat (  **™Tc-DMSA)

9MTechnetium-Dimercaptosuccinat  (**"Tc-DMSA) ist die Substanz, die zur
Erfassung der Nierenfunktion verwendet wurde. Sie ist ein Komplex aus
¥MTechnetium (*™Tc) und Dimercaptobernsteinsdaure (Dimercaptosuccinic acid,
DMSA).

9MTc ist ein metastabiles Isotop des Technetiums. Es befindet sich in einem
angeregten Zustand und zerféallt mit einer sehr kurzen Halbwertszeit von 6 Stunden,
wobei es unter Aussendung von Gammastrahlung in **Tc tibergeht. ®™Tc ist ein
haufig verwendetes Radionuklid in der nuklearmedizinischen Diagnostik. Die
Halbwertszeit im Stundenbereich gewahrleistet schon bei kleinen Nuklidmengen eine
hohe Signalintensitdt am Tag der Untersuchung. Die emittierte Gammastrahlung
lasst sich gut mit einer geeigneten Kamera messen.

Dimercaptobernsteinsaure (Dimercaptosuccinic acid, DMSA) ist eine organische
Dicarbonsaure mit zwei Thiolgruppen. Sie ist in der Lage mit Schwermetallatomen
Komplexe einzugehen. Diese Eigenschaft macht sie im Bereich der Toxikologie
interessant als mogliches Antidot bei Blei- und Arsenvergiftungen (1; 86). In der
Nuklearmedizin wird sie als *™Tc-DMSA-Komplex zur Nierenfunktionsdiagnostik

(statische Nierenszintigraphie) eingesetzt.

3.4.2 Statische Nierenszintigraphie in der klinisch ~ en Anwendung

Bei der statischen Nierenszintigraphie wird **"Tc-DMSA als Tracer verwendet. Nach
intravendser Injektion wird es v.a. in proximale Tubuluszellen aufgenommen und dort
gespeichert (25). Eine normale Nierenaufnahme mit der Gammakamera zeigt eine
homogene Aufnahme des Tracers in das Nierengewebe mit einer geringeren
Signalintensitat im Bereich des Kelchsystems. 2°"Tc-DMSA-Nierenszintigraphien
kdnnen eingesetzt werden, um anatomische Normvarianten (Hufeisennieren, ektope
Nieren, Doppelanlagen usw.) zu identifizieren. Gro6Rere parenchymattse
Schadigungen wie z.B. eine kortikale Vernarbung aufgrund eines refluxiven
Harnableitungssystems lassen sich als verminderter Uptake darstellen. Die
Abgrenzung zu anderen Differentialdiagnosen wie der akuten Pyelonephritis fallt

jedoch schwer.
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Mit einer statischen Nierenszintigraphie kann auch die seitengetrennte Funktion
beider Nieren bestimmt werden (Normwert flr eine Niere: 45-55%), was in
vorliegender Arbeit fir die Erfassung der radiogenen Funktionsveranderungen

ausgenutzt wurde.

3.4.3 Durchfiihrung der Nierenszintigraphie im Tierv ~ ersuch

3.4.3.1 ¥™Tc-DMSA-Herstellung

Die **"Tc-DMSA-Lésung wurde am Morgen des jeweiligen Aufnahmetages in der
Nuklearmedizinischen Klinik hergestellt. Dabei wurde ein Radionuklidgenerator
verwendet, der *Mo als Mutternuklid enthalt und *™Tc in Form des *™Tc-
Pertechnetat (*™TcO4) in wassriger Losung abgeben kann. Von dieser Losung
wurde ein Volumen, das 500 MBq entspricht, abgemessen und in eine Ampulle eines
DMSA-Kits (TechneScan® DMSA, Mallinckrodt Medical BV, Petten, Niederlande,
DRN 4341) gegeben und mit einer isotonen Natriumchloridlésung ad funf ml
gemischt. Somit ergab sich in diesem Gemisch eine Konzentration von 100 MBq pro
ml. Nach einer Inkubationszeit von 15 min stand die *°"Tc-DMSA-Lésung zur

Injektion bereit.

3.4.3.2 ¥™Tc-DMSA-Applikation

34321 Anasthesie

Zur Narkose wurden die Mause in einen glasernen Standzylinder mit etwa 15 cm
Durchmesser gesetzt. In diesem befanden sich einige mit Ether (Diethylether,
(C2oHs)20, Merck KGaA, Darmstadt) getrankte Zellstofflagen. Nach Inhalation der
Etherdampfe wurden die Tiere innerhalb von 10 bis 15 Sekunden bewusstlos und
konnten fur die nachfolgende Injektion aus dem Glasbehalter entnommen werden,
wobei die volle anasthesierende Wirkung nur fur etwa 10 Sekunden anhielt.
Weiterhin wurden 1-2 Lagen ethergetrankter Zellstoff in ein offenes 20ml
Szintillationsflaschchen gegeben. Diese Etherquelle wurde im Bedarfsfall zur
langeren Aufrechterhaltung der Narkose vor der Schnauze des Tieres platziert (siehe
Abbildung 4).
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3.4.3.2.2 Injektion

Die % ™Tc-DMSA-Losung wurde hinter einer mit Plexiglas gefensterten
Bleiabschirmung auf 1ml-Insulinspritzen (BD Micro-Fine+; Becton, Dickinson and
Company, Franklin Lakes, New Jersey, USA) aufgezogen. Jede Maus erhielt pro
Szintigraphie 10MBq (entspricht 100 pl) der ®™Tc-DMSA-L6sung lber eine laterale
Schwanzvene injiziert. Dies entspricht 4 Units auf der Insulinspritze, die auf 40 Units
a 25 pl skaliert ist. Um eine bessere Venenfillung zu erreichen, wurde der Schwanz
der anasthesierten Maus kurz vor der Injektion fir 1-2 Sekunden in etwa 35°C
warmes Wasser getaucht. Dieser Schritt lies eine prézisere und schnellere Injektion
zu, was einer kirzeren Narkosedauer der Maus zugute kam. Im Bedarfsfall wurde
hierfir noch zusatzlich die Schwanzvene wurzelnah durch eine Assistenzperson
gestaut. Nach Abklingen der Narkose wurden die Tiere in einem Ruheraum innerhalb
des Strahlenschutzbereichs bis zur Durchfiihrung der Nierenszintigraphieaufnahme

verwahrt.

A
-

'%én&nstauu ng ~ %mTc.DMSA-Lésung

Abbildung 4: **"Tc-DMSA-Injektion

Die Injektion der M Tc-DMSA- Losung in die Schwanzvene erfolgte unter Z  uhilfenahme einer
Assistenzperson. Im Bedarfsfall unterhielt sie die Narkose mittels einer Etherquelle und sorgte
fur eine Venenstauung an der Schwanzwurzel.
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3.4.3.3 Nierenszintigraphie-Aufnahme

3.43.3.1 Durchfiihrung
Nach einer Wartezeit von 4,5(+0,5) Stunden, die fir eine gute *"Tc-DMSA-

Anreicherung notig ist, wurden die Nierenszintigramme angefertigt. Um eine gute
Signalqualitdt ohne Bewegungsartefakte zu erreichen, war fur die Dauer der
Aufnahme (ca. 15 min incl. Vorbereitung) eine Narkose notwendig. Diese erfolgte als
Standardnarkose mittels einer intraperitoneal (i.p.) injizierten Narkosel6sung
(Xylazin/Ketamin-Gemisch, siehe Abbildung 5). Diese Narkoseform garantierte eine
ausreichende Narkosedauer (ca. 30 min) und -—tiefe. Nach einsetzender
Narkosewirkung wurde wegen des fehlenden Lidschlusses eine Augengel (Vidisic”,

Dr. Mann Pharma, Berlin) auf die Korneae der Tiere gegeben.

8% Rompun -
(enthalt 2% Xylazinhydrochlorid;
Fa. Bayer, Leverkusen)

10% Ketavet -

(enthalt 100 mg/ml Ketamin;
Fa. Pharmacia GmbH,
Karlsruhe)

82% isotone
Kochsalzlésung

(enthalt 0,9% Natriumchlorid;
Fa. B.Braun, Melsungen)

Abbildung 5: Injektionsnarkose

links: i.p. Injektion der Narkosel6sung

rechts: Zusammensetzung der Narkosel6sung

Die Szintigramme wurden in Form einer FUnf-Minuten-Summationsaufnahme an
einer Gammakamera (Philips FORTEL Doppelkopfkamera; siehe Abbildung 6, links)
erstellt. Als Kollimator wurde ein VXHR (Vertex High Resolution)-Kollimator
verwendet. Die Tiere wurden in Riuckenlage auf der Detektorplatte platziert und mit
einem weil3en Fixierpflaster fur die Dauer der Aufnahme fixiert (siehe Abbildung 6
rechts). In dieser Technik konnten bis zu 10 Tiere gleichzeitig untersucht werden.
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Das war fiir eine moglichst genaue Einhaltung des Intervalls zwischen **"Tc-DMSA-
Injektion und Szintigramm von Bedeutung. Die Programmeinstellungen an der
Gammakamera entsprechen denen einer statischen Knochenszintigraphie und sind

in Tabelle 4 wiedergegeben.

Abbildung 6: Durchfihrung der Nierenszintigraphie
links: Philips FORTE O Doppelkopfkamera
rechts: Positionierung der Tiere in Rickenlage auf der unteren Detektorplatte

Procedure 1D KS Knochen Spaet
Matrix Size 256x256

Time 300 sec.

Collimator VXHR

Detector Mask Center 25,4 Square
Energy 140 keV

Tabelle 4: Einstellungen and der Gammakamera
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3.4.3.3.2 Auswertung

Die Quantifizierung der Szintigramme erfolgte mittels einer Region-of-Interest (ROI)-
Analyse durch das ADAC Multiple Region Programm Pegasys-X. Eine ROI ist eine
von einer Linie umrandete Flache. Alle Gammaquanten (=Counts), die innerhalb
einer bestimmten Zeit auf diese Flache treffen, werden registriert und der
entsprechenden ROI als dimensionsloser Wert zugewiesen.

Zur besseren Darstellung wurden die Anzahl der Counts (auf die Detektorplatte

treffende Photonen) farbkodiert wiedergegeben (siehe Abbildung 7).

Abbildung 7: Szintigraphieaufnahme
Links: Wiedergabe im Thermal-Bildmodus

Rechts: Wiedergabe im farbkodierten Blue/Red/Yello  w-Bildmodus

Zuerst wurde eine ROI, die Uber der Projektion der rechten Nierenflache liegt,
eingezeichnet (ROI_R). Die Rahmen dieser ROl wurde dann kopiert, gespiegelt und
Uber die Projektion der linken Niere gelegt (ROI_L). Durch Verschieben und Rotation
der neuen ROI wurde versucht eine mdglichst exakte Uberlagerung mit der linken
Niere zu erreichen. Zur Messung eines Hintergrundwerts wurde diese ROI dann
dupliziert und Gber die Projektion des Mediastinums gelegt (ROI_H).
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Abbildung 8: Bestimmung der Regions-of-Interest

Schritt 1: Freihandiges Einzeichnen der ROI_R
Schritt 2: Spiegeln, Verschieben und Rotieren der ROI_R ergibt die ROI_L
Schritt 3: Verschiebung der ROI_L auf das Mediasti  num ergibt die ROI_H

Zur Quantifizierung der relativen Nierenfunktion rechts (bestrahlte Niere bzw.
Placebo) wurde eine Formel verwendet (siehe Abbildung 9). Dabei werden unter

Beriicksichtigung des Hintergrundwertes die Counts der ROI_R ins Verhaltnis zur
Anzahl der Counts beider Nieren gesetzt.

(ROI_R — ROI_H)
Nierenfunktion rechts =

[%]
(ROI_R — ROI_H) + (ROI_L — ROI_H)

Abbildung 9: Formel fur die relative Nierenfunktion
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3.5 Statistische Datenanalyse

Die aus der ROI-Analyse gewonnenen Daten wurden in das
Datenverarbeitungsprogramm EXCEL fur Windows eingegeben. Nach Exportieren in
das Programmsystem SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) flr
Windows (Version 12.0) erfolgte die statistische Auswertung.

Alle Daten wurden zunachst deskriptiv analysiert und auf fehlerhafte Eingaben,
Extremwerte und Ausreil3er untersucht. Fur quantitative Merkmale wurden
Mittelwerte, Standardabweichungen, Minimal- und Maximalwerte sowie der Median
angegeben.

Die Prifung quantitativ stetiger Merkmale auf Normalverteilung erfolgte mit dem
Lilliefors-Test.

Um Unterschiede quantitativer Grof3en zwischen zwei abh&ngigen Stichproben zu
prufen wurde als nicht parametrisches Verfahren der Wilcoxon-Vorzeichenrangtest
verwendet.

Fur die Analyse von Longitudinaldaten wurden lineare gemischte Modelle berechnet.
Dieser Modellansatz erlaubt, als Vorteil gegentiber dem herkbmmlichen linearen
Modell, die Berilcksichtigung zufélliger individuenspezifischer Effekte und
Autokorrelationen die bei Longitudinaldaten eine erhebliche Rolle fir die Schatzung
von Kovariableneinfliissen spielen. Bei diesen Modellen wird davon ausgegangen,
dass wiederholte Messungen innerhalb der Individuen korreliert sind, wohingegen die
Beobachtungen zwischen verschiedenen Individuen als unabhangig betrachtet
werden. Die Korrelation innerhalb der Individuen kann Uber die Annahme einer
Korrelationsstruktur, je nach Datenlage und Fragestellung, praspezifiziert werden.
Bei Longitudinaldaten stehen hier insbesondere so genannte ,autoregressive” (AR)
Prozesse im Fordergrund, welche auch bei den Analysen in dieser Arbeit verwendet
wurden.

Fur die Analyse von Uberlebenszeiten wurden Kaplan-Meier-Schatzungen fir die
Uberlebensraten berechnet und als Treppenfunktionen dargestellt (Kaplan-Meier-
Kurven). Vergleiche von Ereigniszeiten zwischen den einzelnen Versuchsgruppen

wurden mit Hilfe des Wilcoxon-Gehan—Test vorgenommen.
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4  Ergebnisse

4.1 Mortalitat

Am Ende der Nachbeobachtungszeit von 43 Wochen waren einige Tiere verstorben.
Fuhrende Ursache hierfir waren radiogene Nebenwirkungen am Darm. Obduktionen
an den verstorbenen Tieren ergaben haufig das makroskopische Bild eines
mechanischen lleus. Dabei war die Stenose entweder durch eine Schrumpfung des
Dunndarmsegments selbst bedingt oder von aul3en durch peritoneale Bridenbildung
mit konsekutiver Einklemmung.

Abbildung 10 zeigt die Abnahme der Gesamtzahl der Versuchstiere Uber die Zeit.
Nach 43 Wochen waren 45 der 121 Tiere verstorben, was einer Gesamtmortalitat

von 37,2% entspricht.

125

100

75—

Anzahl der Versuchstiere

254

0 T T T T T T
0 19 25 31 37 43

Zeitpunkt in Wochen

Abbildung 10: Versuchstierzahl

Der starkste Einflussfaktor auf die Mortalitat war die applizierte Stahlendosis,
unabhangig von der medikamentdsen Behandlung.
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Uber den Beobachtungszeitraum von 43 Wochen betrug sie fiir alle unbestrahlten
Tiere (n=11) 0% (0/11). Fiur alle mit 8 Gy (n=26) bestrahlten Tiere betrug sie
ebenfalls 0% (0/26).

Mittels einer sterbetafelbasierten paarweisen Uberlebensanalyse wurden die 11, 14
und 17 Gy Gruppen auf Unterschiede zur 8 Gy Gruppe untersucht. Fur das Kollektiv
der 11 Gy Tiere (n=36) betrug die Mortalitat 27,8% (10/36; p<0,004), fir das Kollektiv
der 14 Gy Tiere (n=40) 67,5% (27/40; p<0,001) und fir das der 17 Gy Tiere (ny=8)
100% (8/8; p<0,001).

Es sei darauf hingewiesen, dass die Medikation als Kofaktor nicht zu gleichen Teilen
auf alle Bestrahlungsgruppen verteilt war.

10 Bestrahlungsdosis
' in Gy
— O

— 11

0,8 14
— 17

0,6

0,4

Kummuliertes Uberleben

0,2

0,0 —

I I I I I I
1 2 3 4 5 6

Szintigraphie

Abbildung 11: Uberlebensfunktion nach applizierter Strahlendosis

Fur die Medikation als EinflussgréRe wurde auf die gleiche Weise eine
sterbetafelbasierte paarweise Uberlebensanalyse mit  Wilcoxon-Gehan-
Signifikanztestung durchgefiihrt. Bei den Tieren ohne Medikation ergab sich eine
Mortalitdt Gber den Beobachtungszeitraum von 27,3% (9/33). Im Vergleich hierzu
zeigten die p-Tyrosin-Tiere (Mortalitat: 29,0% (9/31); p=0,684) und die
AVE 7688-Tiere aus den beiden AVE early und AVE late-Gruppen (Mortalitat: 38,8%
(19/49); p=0,189) keinen signifikanten Unterschied.



Ergebnisse 33

Auf die ungleiche Verteilung der unterschiedlichen Bestrahlungsdosen auf die
Medikationsgruppen sei auch hier hingewiesen.

1,0 Medikation
— keine
= n-Tyrosin
= AVE 7688
0,94 I
c
[}
3
= 0,8
[}
o
D
%
[0}
=
20,74
>
IS
S
X

0,6

0,5+

I I I I I I
1 2 3 4 5 6
Szintigraphie

Abbildung 12: Uberlebensfunktion nach Medikation
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Bestrahlungsdosis 11 Gy Bestrahlungsdosis 14 Gy
1,0 Medikation 1,0 Medikation
keine — keine
0,9- I — = p-Tyrosin 0,9 == p-Tyrosin
< 0,8 E— < 0,8
Ke] RS
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€ 0,7 S 0.7
7] 7]
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Abbildung 13: Uberleben der Kontrolltiere und p-Tyr osin-Tiere im Vergleich
( bei der Bestrahlungsdosis von 8 Gy Uberlebten al  le Tiere den Beobachtungszeitraum)

links: bei der Bestrahlungsdosis von 11 Gy
rechts: bei der Bestrahlungsdosis von 14 Gy

4.2 Nierenszintigraphiewerte

4.2.1 Beurteilung des Therapieerfolges

Zur Beurteilung des Therapieerfolges wurden Nierenszintigraphien angefertigt, die
funktionelle Vergleiche von bestrahlten Nieren mit unbestrahlten Nieren, sowie
bestrahlter Nieren untereinander erméglichen. Eine Bestrahlung wurde stets an der
rechten Niere durchgeflhrt, die linke Niere blieb unbestrahlt. Damit fiel im Normalfall
wéahrend der Nachbeobachtungszeit der Anteil der bestrahlten rechten Niere an der
Gesamtnierenfunktion ab. Eine erfolgreiche medikamenttse Therapie misste somit
zu einem geringeren Abfallen der Nierenfunktion rechts, d.h. hoheren
Szintigraphiewerten der rechten Niere fihren. Ein Vergleich dieser Werte mit denen
der jeweiligen Gruppe ohne Medikation jedoch gleicher Dosis erlaubt eine

Beurteilung des medikamentdsen Therapieerfolges.
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4.2.2 Ausgangswerte

Die Ausgangswerte wurden in der 1. Szintigraphie (Woche 0), d.h. 4(£2)Tage vor der
Bestrahlung ermittelt. Sie sind als relative Werte der Nierenfunktion rechts zur
Gesamtfunktion angegeben (in Prozent). Der Mittelwert betrug hierbei 53,8% bei
einer Standardabweichung von 3,1%. Der kleinste Wert betrug 45,7%, der gréfite
Wert 61,2%. Fur den Ausgangswert konnte die Normalverteilungsannahme nach
dem Lilliefors-Test, beibehalten werden (siehe auch Abbildung 14)

25—
20

A

10— —

Haufigkeit

n=121
O‘f 1

0,4500 0,5000 0,5500 0,6000
Ausgangswert 1. Szintigraphie

Abbildung 14: Normalverteilungsdiagramm der Nierens zintigraphieausgangswerte

x-Achse: relative Nierenfunktion rechts; y-Achse: A nzahl der Tiere

4.2.3 Einschlusskriterien

Fur das vorliegende Versuchsmodell war es von Bedeutung, dass alle Versuchstiere
zwei normal entwickelte Nieren besitzen. Bei keinem der Tiere sollte eine
Nierenfehlbildung wie z.B. eine Doppelniere, Hufeisenniere, ektope oder
hypo-/hyperplastische Niere vorliegen. Fir den Ausgangswert der rechten Niere
wurde gefordert, dass er mindestens 1/3, jedoch hdchstens 2/3 der Gesamtfunktion

beider Nieren ausmacht. Diese Kriterien waren bei allen Versuchstieren erfllt.
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4.2.4 Verlaufswerte

Nach der Messung des Ausgangswertes wurde die relative Funktion der rechten
Niere (RNR) erstmals wieder 19 Wochen nach Bestrahlung gemessen, danach

erfolgten 4 Messungen alle 6 Wochen.

4.2.4.1 Kontrollgruppen

424.1.1 Deskriptive Statistik

Die Gruppengrol3e lag in den Kontrollgruppen zu Beobachtungsbeginn zwischen 6
und 10 Tieren. Zum jeweiligen Szintigraphiezeitpunkt wurde aus den RNR-Werten
die

Standardabweichung (s), Minima und Maxima berechnet. Diese Werte sind in

der vorhandenen Individuen einer Gruppe der Mittelwert, Median,

Tabelle 5 wiedergegeben.

1. Szinti- 2. Szinti- 3. Szinti- 4. Szinti- 5. Szinti- 6. Szinti-

Gruppe graphie graphie graphie graphie graphie graphie
(Woche 0) | (Woche 19) | (Woche 25) | (Woche 31) | (Woche 37) | (Woche 43)
n 6 6 6 6 6 6
Mittelwert 53,28% 53,61% 51,76% 54,97% 53,29% 51,77%
0 Gy Median 52,60% 53,86% 51,80% 54,63% 52,15% 52,21%
Kontrolle s 4.87% 1,31% 1,84% 1,58% 3,95% 1,69%
Minimum 48,27% 51,94% 48,85% 53,27% 48,96% 49,72%
Maximum 60,98% 55,52% 54,52% 56,95% 58,71% 53,38%
n 8 8 8 8 8 8
Mittelwert 52,16% 52,71% 49,02% 47,37% 47,19% 44,64%
8 Gy Median 51,25% 51,95% 48,83% 46,92% 46,82% 44,83%
Kontrolle s 3,43% 2,29% 2,92% 2,38% 3,00% 3,31%
Minimum 49,39% 50,70% 45,43% 43,91% 42,98% 39,04%
Maximum 59,86% 57,57% 54,07% 51,40% 51,18% 47,97%
n 9 9 9 8 7 7
Mittelwert 53,05% 47,81% 45,93% 37,77% 36,81% 35,23%
11 Gy Median 51,76% 49,09% 48,84% 44,08% 40,62% 38,95%
Kontrolle s 2,45% 4,72% 10,20% 14,45% 11,79% 11,35%
Minimum 50,71% 39,32% 19,67% 14,31% 11,02% 10,54%
Maximum 57,43% 52,46% 54,14% 50,00% 45,90% 43,10%
n 10 7 6 5 3 3
Mittelwert 53,80% 47,94% 42,38% 44,10% 40,39% 38,81%
14 Gy Median 53,58% 47,90% 42,34% 46,25% 43,33% 38,59%
Kontrolle s 1,73% 3,56% 9,98% 5,70% 7,43% 8,24%
Minimum 51,27% 43,35% 25,81% 33,98% 31,94% 30,68%
Maximum 56,75% 54,20% 54,75% 47,61% 45,90% 47,16%

Tabelle 5: Lage- und StreuungsmalRe der Kontrollgrup

pen




Ergebnisse 37

Eine graphische Darstellung der Verteilung und des Verlaufs der RNR-Werte liefert
Abbildung 15. Das Boxplot-Diagramm enthalt sechs Cluster entsprechend der sechs
Szintigraphiezeitpunkte mit jeweils 4 Boxplots, deren Farbcodierung die

unterschiedlichen Bestrahlungsdosen widerspiegeln

0,7 KOI’]tI’O”gI’uppen Bestrahlungsdosis in Gy:
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Abbildung 15: Kontrollgruppen - Boxplot-Diagramm

Es zeigt den Verlauf der RNR fir jede der vier Kont rollgruppen von der
Ausgangsszintigraphie (1) bis zur letzten Nachbeoba  chtungsszintigraphie.
Kreise markieren Ausrei3er, Sterne markieren Extrem  werte.

42412 Induktive Statistik

Zunachst wurde untersucht, ob es in den Kontrollgruppen nach Bestrahlung zu einer
signifikanten Abnahme der RNR kam. Dazu wurden getrennt nach Bestrahlungsdosis
die Abweichungen der Werte der Nachbeobachtungsszintigraphien von den
Ausgangsszintigraphien ermittelt. Diese Differenzen wurden mittels Wilcoxon-
Vorzeichenrangtest fur verbundene Stichproben auf Signifikanz Uberprift
(siehe Tabelle 6):

In der unbestrahlten Kontrollgruppe (0 Gy) fanden sich erwartungsgemafd keine
signifikanten Veranderungen der RNR im Verlauf der Nachbeobachtungszeit. Die
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8 Gy Gruppe zeigte von der 31.Woche an signifikante Abnahmen der
Ausgangs-RNR (-4,79% nach 31 Wochen, -4,97% nach 37 Wochen, -7,52% nach 43
Wochen). Bei der 11 Gy Gruppe war dies schon nach 19 Wochen der Fall (-5,24%
nach 19 Wochen, -7,12% nach 25 Wochen, -15,28% nach 31 Wochen, -16,24%
nach 37 Wochen, -17,82% nach 43 Wochen). Die 14 Gy Gruppe zeigte in der ersten
Nachbeobachtungsszintigraphie nach 19 Wochen eine signifikante Abweichung nach
unten (-5,86%). Im weiteren Verlauf setzte sich dies jedoch nicht fort, was vermutlich
an der dosisbedingten Mortalitat der Versuchstiere mit konsekutiver Dezimierung des

Stichprobenumfanges von 10 auf 3 liegt.

2. Szintigraphie | 3. Szintigraphie | 4. Szintigraphie | 5. Szintigraphie | 6. Szintigraphie
(19 Wochen) (25 Wochen) (31 Wochen) (37 Wochen) (43 Wochen)
Kontrollgruppen - - - - -
1. Szintigraphie | 1. Szintigraphie | 1. Szintigraphie | 1. Szintigraphie | 1. Szintigraphie

(0 Wochen) (0 Wochen) (0 Wochen) (0 Wochen) (0 Wochen)
0Gy |+ 0,688n=6)| | 0,563(n=6) | t+ 0,563(n=6) 1 1,000(n=6) | | 1,000(n=6)
Signifikanzen 8 Gy t+ 0,641(n=8) | | 0,148(n=8) | | 0,023(n=8) | | 0,039(n=8) | | 0,008(n=8)
(p-Wert) 11Gy | | 0,008(n=9) | | 0,008(n=9) | | 0,008(n=8) | | 0,016(n=7)| | 0,016(n=7)
14 Gy | | 0,016(n=7)| | 0,094(n=6) | | 0,063(n=5)| | 0,250(n=3) | | 0,250(n=3)

Tabelle 6: Statistik des Wilcoxon-Vorzeichenrangtes  ts fur die Kontrollgruppen

Angegeben sind die p-Werte auf 3 Dez. gerundet sow ie der Stichprobenumfang n.
Fett markiert sind auf einem Signifikanzniveau von 5% (p<0,05) signifikante Werte.
Die Pfeilrichtung symboalisiert die Abweichung der RNR nach oben( 1) bzw. unten( |).

4.2.4.1.3 Zusammenfassung

Die unbestrahlte 0 Gy Kontrollgruppe zeigte im Zeitverlauf keine relevanten
Schwankungen des Aktivitatsverhaltnisses der rechten Niere zur linken Niere.

Die bestrahlten Kontrollgruppen zeigten ein dosis- und zeitabhangiges
Anderungsverhalten der RNR.

So war der RNR-Median bei den Nachbeobachtungsszintigraphien in Gberwiegender
Mehrheit kleiner gegentiber dem vorhergehenden Wert.

Mit steigender Dosis wurde die Abnahme in der RNR tendentiell starker, wobei die
Dosissteigerung von 11 auf 14 Gy die RNR keine groRe Anderung mehr hervorrief.
Ein Problem stellt die mit der Bestrahlungsdosis ansteigende Mortalitdt dar. Sie
reduzierte den Stichprobenumfang in der 14 Gy-Gruppe im Zeitverlauf auf nur drei

Versuchstiere.
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4.2.4.2 P-Tyrosin-Gruppen

424.2.1 Deskriptive Statistik

Die Gruppengrol3e lag in den p-Tyrosin-Gruppen bei Beobachtungsbeginn zwischen
8 und 11 Tieren. Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen (s), Minima und
Maxima sind aus Tabelle 7 ersichtlich. In der 17 Gy p-Tyrosin-Gruppe war im
bei
Nachbeobachtungsszintigraphie nur noch ein, ab der zweiten gar kein Versuchstier

Zusammenhang mit der hohen dosisbedingten Toxizitat der ersten

mehr am Leben.

1. Szinti- 2. Szinti- 3. Szinti- 4. Szinti- 5. Szinti- 6. Szinti-

Gruppe graphie graphie graphie graphie graphie graphie
(Woche 0) | (Woche 19) | (Woche 25) | (Woche 31) | (Woche 37) | (Woche 43)
n 10 10 10 10 10 10
Mittelwert 53,50% 52,53% 50,75% 48,78% 48,71% 46,35%
8 Gy Median 52,19% 52,39% 51,37% 48,59% 48,32% 47,58%
p-Tyrosin s 3,55% 2,22% 4,04% 4,31% 7,23% 7,87%
Minimum 49,81% 49,71% 42,64% 40,88% 36,67% 29,54%
Maximum 59,13% 56,69% 56,89% 57,48% 63,57% 59,67%
n 10 10 9 9 8 8
Mittelwert 52,86% 48,31% 45,43% 41,01% 36,99% 34,45%
11 Gy Median 52,60% 48,00% 47,08% 43,67% 41,54% 39,12%
p-Tyrosin s 3,43% 3,89% 4,94% 11,44% 11,23% 12,89%
Minimum 47,46% 40,99% 37,83% 21,54% 16,53% 9,50%
Maximum 58,12% 54,18% 52,55% 53,15% 47,68% 48,93%
n 11 6 4 4 4 4
Mittelwert 53,08% 49,35% 44,73% 43,59% 43,88% 42,75%
14 Gy Median 53,45% 50,15% 46,58% 45,77% 46,09% 43,04%
p-Tyrosin s 3,02% 2,95% 5,49% 5,81% 7,44% 5,65%
Minimum 48,49% 43,66% 36,92% 35,24% 33,47% 35,61%
Maximum 57,40% 51,91% 48,82% 47,61% 49,86% 49,33%
n 8 1 0 0 0 0
Mittelwert 52,62% (46,71%)
17 Gy Median 52,70% (46,71%)
p-Tyrosin s 3,48%
Minimum 45,72% 46,71%
Maximum 57,02% 46,71%

Tabelle 7: Lage- und Streuungsmalle der p-Tyrosin-Gr  uppen

Die graphische Darstellung der RNR-Werte fiir die p-Tyrosin-Gruppen findet sich als
Boxplot-Diagramm in Abbildung 16. Fur die 17 Gy p-Tyrosin-Gruppe sind ab der
dritten Szintigraphie keine Boxplots mehr angegeben, da aufgrund der hohen

Toxizitat der 17 Gy-Dosis die Versuchstierzahl n=0 betrug.
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Abbildung 16: p-Tyrosin-Gruppen - Boxplot-Diagramm

Es zeigt den Verlauf der RNR fir jede der vier p-Ty rosin-Gruppen.
Kreise markieren AusreilRer, Sterne markieren Extrem  werte.

424272 Induktive Statistik

Die Uberprifung mittels Wilcoxon-Vorzeichenrangtest auf Signifikanz der Abnahmen
der RNR im Vergleich zum Ausgangswert ergab ein inhomogenes Bild (siehe Tabelle
8).

Die 17 Gy-Gruppe entzog sich der statistischen Analyse aufgrund der hohen und friih
auftretenden Mortalitdt komplett.

In der 8Gy und der 11 Gy-Gruppe waren schon nach der zweiten
Nachbeobachtungsszintigraphie deutlich signifikante RNR-Abnahmen messbar.

Die 14 Gy-Gruppe hingegen lieferte keine signifikanten Abnahmen der RNR. Bei
dem reduzierten Stichprobenumfang von 6 bzw. 4 Tieren ist eine radioprotektive

Wirkung des p-Tyrosins in dieser Bestrahlungsgruppe statistisch nicht sicher.



Ergebnisse

41

p-Tyrosin-Gruppen

2. Szintigraphie
(19 Wochen)

1. Szintigraphie

3. Szintigraphie
(25 Wochen)

1. Szintigraphie

4. Szintigraphie
(31 Wochen)

1. Szintigraphie

5. Szintigraphie
(37 Wochen)

1. Szintigraphie

6. Szintigraphie
(43 Wochen)

1. Szintigraphie

(0 Wochen) (0 Wochen) (0 Wochen) (0 Wochen) (0 Wochen)
8Gy | | 0,232(n=10) | | 0,027(n=10) | | 0,002(n=10) | | 0,049(n=10) | | 0,006(n=10)
Signifikanzen | 11 Gy | | 0,006(n=10) | | 0,004(n= 9) | | 0,004(n=9) | | 0,008(n= 8) | | 0,008(n= 8)
(p-Wert) 14Gy | | 0,438(n=6) | | 0,250(n= 4) | | 0,125(n= 4) | | 0,250(n= 4) | | 0,250(n= 4)
177Gy | | - (=1 - (n=0) - (n=0) - (n=0) - (n=0)

Tabelle 8: Statistik des Wilcoxon-Vorzeichenrangtes  ts fur die p-Tyrosin-Gruppen
Angegeben sind die p-Werte auf 3 Dez. gerundet sow
Fett markiert sind auf einem Signifikanzniveau von
Die Pfeilrichtung symbolisiert die Abweichung der

ie der Stichprobenumfang n.
5% (p<0,05) signifikante Werte.
RNR nach oben( 1) bzw. unten( |).

Zur Beurteilung, ob sich unter p-Tyrosin-Gabe ein Therapieerfolg einstellt, wurde
eine Varianzanalyse mit Kovariablenbertcksichtigung durchgefthrt. Mit diesem
Ansatz ist es moglich, mehrere Versuchsgruppen miteinander zu vergleichen und zu
untersuchen, ob sich diese Fallgruppen in den Durchschnittswerten einzelner
Variablen voneinander unterscheiden. Als abhangige Variable wurde der
Szintigraphiewert [Szintigraphie] gewahlt, als Faktor die Gruppe und als Kovariate
die Zeit. Das dabei verwendete linear gemischte Modell zur Analyse wiederholter
Messungen ergab folgende Ergebnisse (Tabelle 9; die 17 Gy p-Tyrosin-Gruppe
wurde in Ermangelung einer Kontrollgruppe weggelassen):

Die Zeit als Kovariate hatte einen signifikanten (p<0,001) Einfluss auf den
Szintigraphiewert in allen drei Bestrahlungsgruppen. Demnach betragt fur die
die durchschnittliche
Abnahme pro Woche 0,12% (8 Gy-Gruppe) bis 0,40% (11 Gy-Gruppe).

Der

Szintigraphiewerte der Nachbeobachtungsszintigraphien

Vergleich der 8,11und 14 Gy p-Tyrosin-Gruppen mit ihren jeweiligen
Kontrollgruppen als Referenz liefert hingegen keine signifikanten Unterschiede des
RNR-Verlaufs. Fur die 8 Gy p-Tyrosin-Gruppe ergab sich bei der Varianzanalyse
kein signifikanter Unterschied in der RNR im Vergleich zur 8 Gy Kontrollgruppe
(+1,4%, p=0,439). Gleiches gilt fur die 11 Gy p-Tyrosin-Gruppe (+0,4%, p=0,891)
und die 14 Gy p-Tyrosin-Gruppe (+0,9%, p=0,586). Somit konnte fur den Verlauf der
Nierenszintigraphiewerte kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den

p-Tyrosin medizierten und den Kontrollgruppen nachgewiesen werden.
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Schatzung von festen Effekten P

Ergebnisse

Konfidenzintervall 95%
Bestrahlungsdosis in Gy Parameter Schatzung | Signifikanz | Untergrenze | Obergrenze
8 Konstanter Term ,5147009 ,000 ,4842793 ,5451225
Zeit -,0012138 ,000 -,0017970 -,0006305
p-Tyrosin-Gruppe ,0139481 ,439 -,0233114 ,0512076
Kontrollgruppe (S . . .
11 Konstanter Term ,5254025 ,000 4726894 ,5781156
Zeit -,0039916 ,000 -,0052667 -,0027166
p-Tyrosin-Gruppe ,0041515 ,891 -,0578521 ,0661551
Kontrollgruppe 0?2 . . .
14 Konstanter Term 56275326 ,000 ,4996540 5554111
Zeit -,0028068 ,000 -,0036572 -,0019563
p-Tyrosin-Gruppe ,0091230 ,586 -,0249009 ,0431469
Kontrollgruppe oa

a. Dieser redundante Parameter wird auf null gesetzt.

b. Abh&ngige Variable: Szintigraphie .

Tabelle 9: Varianzanalyse der p-Tyrosin-Gruppen

4.2.4.2.3 Zusammenfassung

Die p-Tyrosin-Tiere wurden mit vier verschiedenen Dosisstufen bestrahlt, wobei die
8 Gy und die 11 Gy-Gruppe signifikante Abnahmen zum Ausgangswert zeigten. Fir
die beiden Gruppen mit 14 und 17 Gy konnte kein signifikanter Riickgang gezeigt
werden. Dies liegt jedoch wahrscheinlich an der mortalitatsbedingten Reduzierung
der Fallzahl in diesen Gruppen.

Die Varianzanalyse mit Kovariablenberiicksichtigung konnte fir keine der
p-Tyrosin-Gruppen einen signifikanten Unterschied auf die RNR im Vergleich mit der
jeweiligen Kontrollgruppe feststellen. Das bedeutet, dass p-Tyrosin in diesem
Tiermodell die Aktivitat der bestrahlten Nieren nicht nachweisbar positiv oder negativ

beeinflusst.
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4.2.4.3 AVE 7688-Gruppen

42431 Deskriptive Statistik

Die Gruppengro3e lag in den AVE 7688 - Gruppen zwischen 5 und 10 Tieren.
Mittelwerte, Mediane, Standardabweichungen (s), Minima und Maxima sind aus
Tabelle 10 ersichtlich. Auch bei den AVE 7688 - Gruppen trat in den 14 Gy Gruppen
eine hohe Mortalitdt auf, sodass am Ende des Beobachtungszeitraumes nur noch 4
(AVE early) bzw. 2 (AVE late) Versuchstiere auswertbar waren.

Die RNR-Werte fir die AVE 7688-Gruppen sind als Boxplot-Diagramme in Abbildung
17 graphisch dargestellt.
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1. Szinti- 2. Szinti- 3. Szinti- 4. Szinti- 5. Szinti- 6. Szinti-
Gruppe graphie graphie graphie graphie graphie graphie
(Woche 0) | (Woche 19) | (Woche 25) | (Woche 31) | (Woche 37) | (Woche 43)
n 5 5 5 5 5 5
Mittelwert 55,65% 51,22% 52,65% 53,23% 51,18% 50,57%
0 Gy Median 54,63% 51,82% 52,88% 52,56% 51,22% 49,53%
AVE 7688 s 3,28% 1,44% 2,77% 1,94% 2,56% 2,20%
Minimum 52,43% 48,72% 49,62% 51,72% 47,94% 48,41%
Maximum 59,43% 52,32% 56,50% 56,63% 54,44% 53,28%
n 8 8 8 8 8 8
Mittelwert 53,30% 46,60% 45,22% 46,25% 47,43% 45,30%
AV?E%% Median 53,92% 46,94% 45,77% 45,76% 48,64% 47,10%
carly s 3,28% 5,23% 5,77% 5,08% 5,92% 6,44%
Minimum 48,64% 37,02% 36,59% 40,49% 39,20% 35,73%
Maximum 57,84% 52,62% 53,09% 53,53% 56,64% 53,56%
n 8 8 8 7 7 7
Mittelwert 55,64% 43,49% 40,21% 40,44% 41,08% 39,29%
A \}é $g88 Median 55,12% 48,01% 45,16% 42,61% 44,86% 40,63%
carly s. ' 3,09% 8,71% 8,93% 9,51% 10,69% 9,58%
Minimum 52,19% 31,05% 27,37% 26,93% 27,44% 27,36%
Maximum 61,17% 51,08% 48,28% 52,18% 53,82% 52,23%
n 9 4 4 4 4 4
Mittelwert 55,49% 49,01% 49,88% 48,14% 48,38% 47,81%
14 Gy Median 56,47% 47,49% 49,88% 46,98% 47,69% 47,39%
AVEa;SSS S 3,09% 4,93% 2,99% 4,91% 4,86% 4,24%
Minimum 48,01% 45,32% 46,31% 43,80% 43,24% 43,22%
Maximum 58,48% 55,75% 53,44% 54,80% 54,90% 53,21%
n 9 8 7 6 6 4
Mittelwert 54,94% 50,19% 46,09% 40,62% 39,55% 44,82%
A \}é %’88 Median 55,08% 50,94% 46,92% 45,38% 45,67% 44,95%
late S 1,92% 2,92% 7,14% 13,39% 14,29% 4,47%
Minimum 50,84% 43,27% 31,93% 13,80% 11,18% 39,25%
Maximum 57,60% 52,47% 55,72% 50,24% 49,26% 50,15%
n 10 5 4 2 2 2
Mittelwert 54,35% 46,20% 39,78% 39,65% 37,76% 33,43%
14 Gy Median 54,04% 47,17% 39,41% 39,65% 37,76% 33,43%
AVFatLGSS S 2,22% 3,46% 8,46% 12,01% 10,65% 12,88%
Minimum 51,98% 41,30% 30,68% 31,16% 30,23% 24,32%
Maximum 57,77% 50,09% 49,63% 48,14% 45,29% 42,54%
Tabelle 10: Lage- und Streuungsmalle der AVE 7688-Gr uppen
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42432 Induktive Statistik

Zum Vergleich der Nachbeobachtungswerte mit den Ausgangswerten wurde wieder

der Wilcoxon-Vorzeichenrangtest verwendet (siehe Tabelle 11).

In der O Gy AVE early - Gruppe konnte erwartungsgemald keine signifikante
Abnahme der RNR gemessen werden (RNR 19 Wochen: 51,2% (-4,5%, p=0,063);
RNR 25 Wochen: 52,7% (-3,0%, p=0,188); RNR 31 Wochen: 53,2% (-2,5%,
p=0,483); RNR 37 Wochen: 51,2% (-4,5%, p=0,063); RNR 43 Wochen: 50,6%
(-5,1%, p=0,063)).

Die 8 Gy AVE early — Gruppe zeigte in 4 von 5 Nachbeobachtungsszintigraphien
signifikant kleinere Werte im Vergleich zum Ausgangswert (RNR 19 Wochen: 46,6%
(-6,7%, p=0,016); RNR 25 Wochen: 45,2% (-8,1%, p=0,016); RNR 31 Wochen:
46,3% (-7,0%, p=0,039); RNR 43 Wochen: 45,3% (-8,0%, p=0,023)).

Die 11 Gy AVE early - Gruppe zeigte in allen Nachbeobachtungsszintigraphien
signifikante ~ Abnahmen (RNR 19 Wochen: 43,5% (-12,1%, p=0,008);
RNR 25 Wochen: 40,2% (-15,4%, p=0,008); RNR 31 Wochen: 40,4% (-15,2%,
p=0,016); RNR 37 Wochen: 41,1% (-14,5%, p=0,016); RNR 43 Wochen: 39,3%
(-16,3%, p=0,016)).

Die 14 Gy AVE early - Gruppe lieferte keine signifikanten Abnahmen der RNR
(RNR 19 Wochen: 49,0% (-5,5%, p=0,250); RNR 25 Wochen: 49,9% (-5,1%,
p=0,125); RNR 31 Wochen: 48,1% (-7,4%, p=0,125); RNR 37 Wochen: 48,4%
(-7,1%, p=0,125); RNR 43 Wochen: 47,8% (-7,7%, p=0,125)).

Die beiden AVE late — Gruppen verhalten sich &hnlich wie die entsprechenden
AVE early — Gruppen. Der Stichprobenumfang der 14 Gy AVE late — Gruppe (n=2)
wurde gegen Ende der Beobachtungszeit sehr klein. Eine zuverlassige statistische

Aussage Uber diese Gruppe lasst sich daher nicht treffen.
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2. Szintigraphie | 3. Szintigraphie | 4. Szintigraphie | 5. Szintigraphie | 6. Szintigraphie
(19 Wochen) (25 Wochen) (31 Wochen) (37 Wochen) (43 Wochen)
AVE 7688-Gruppen - - - - -
1. Szintigraphie | 1. Szintigraphie | 1. Szintigraphie | 1. Szintigraphie | 1. Szintigraphie
(0 Wochen) (0 Wochen) (0 Wochen) (0 Wochen) (0 Wochen)
, 0Gy AVEearly] | 0,063(n=5)| | 0,188(n=5) | | 0,438(n=5)| | 0,063(n=5)| | 0,063(n=5)
o
= 8 Gy AVE early] | 0,016(n=8) | | 0,016(n=8) | | 0,039(n=8) | | 0,055(n=8) | | 0,023(n=8)
g =| 11 Gy AVE early] | 0,008(n=8) | | 0,008(n=8) | | 0,016(n=7) | | 0,016(n=7) | | 0,016(n=7)
g % 14 Gy AVE early] | 0,250(n=4) | | 0,125(n=4) | | 0,125(n=4) | | 0,125(n=4) | | 0,125(n=4)
S | 116yAvERe| | 0008(n=8)| | 0031(n=7)| | 0,031(n=6)| | 0,031(n=6) | | 0,125(n=4)
@ 14 Gy AVE late|] | 0,063(n=5) | | 0,125(n=4) | | 0,500(n=2) | | 0,500(n=2) | | 0,500(n=2)

Tabelle 11: Statistik des Wilcoxon-Vorzeichenrangte  sts fur die AVE 7688-Gruppen

Angegeben sind die p-Werte auf 3 Dez. gerundet sow
Fett markiert sind auf einem Signifikanzniveau von
Die Pfeilrichtung symboalisiert die Abweichung der

ie der Stichprobenumfang n.
5% (p<0,05) signifikante Werte.
RNR nach oben( 1) bzw. unten( |).

Zur Beurteilung eines moglichen Therapieerfolgs von AVE 7688 wurde wieder eine
Varianzanalyse nach dem bereits fir p-Tyr verwendeten Schema durchgefuhrt. Die
Ergebnisse der vier AVE early und der zwei AVE late — Gruppen sind aus Tabelle 12

ersichtlich und im Folgenden zusammengefasst.

Bei den unbestrahlten Tieren ergab die Varianzanalyse, dass die Gabe von
AVE 7688 alleine keinen signifikanten Einfluf3 auf das Verhaltnis der Funktion rechter
zu linker Niere und damit auch der RNR hat (RNR: -0,6%, p=0,437).

In allen bestrahlten AVE 7688-Gruppen (8, 11, 14 Gy) zeigte die Zeit als Kovariate
einen signifikanten Einfluss (p<0,001) auf den Szintigraphiewert im Sinne einer
RNR (zwischen -0,17%/Woche
und -0,39%/Woche in der 14 Gy AVE late-Gruppe).
Fur die 8 und 11 Gy AVE early - Gruppen sowie fur die beiden AVE late — Gruppen

Abnahme der in der 8 Gy AVE early-Gruppe

zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zu den korrespondierenden
Kontrollgruppen.

Nur fir die 14 Gy AVE early — Gruppe konnte die Varianzanalyse einen signifikanten
Vorteil gegeniiber der unmedizierten Kontrollgruppe nachweisen (RNR +3,9%,
p=0,031, Konfidenzintervall [0,00397; 0,07394]).
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Schatzung von festen Effekten P
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Konfidenzintervall 95%

Bestrahlungsdosis in Gy Parameter Schéatzung | Signifikanz | Untergrenze | Obergrenze

0 Konstanter Term 5457403 ,000 5284860 5629945
AVE 7688 -,0062303 437 -,0227581 ,0102975
Kontrollgruppe 0?2 . . .

8 Konstanter Term ,56288904 ,000 ,5013957 5563852
Zeit -,0017413 ,000 -,0023939 -,0010887
AVE 7688 early -,0058434 712 -,0384684 ,0267816
Kontrollgruppe (s . . .

11 Konstanter Term ,5318666 ,000 ,4785644 ,5851689
Zeit -,0042662 ,000 -,0056164 -,0029161
AVE 7688 early ,0193206 ,540 -,0452067 ,0838479
Kontrollgruppe (S . . .

14 Konstanter Term ,5256942 ,000 4977255 ,5536629
Zeit -,0027221 ,000 -,0036047 -,0018395
AVE 7688 early ,0389562 ,031 ,0039688 ,0739436
Kontrollgruppe oa

a. Dieser redundante Parameter wird auf null gesetzt.

b. Abh&ngige Variable: Szintigraphie .

Tabelle 12: Varianzanalyse der AVE 7688 early-Grupp en

Schatzung von festen Effekten P

Konfidenzintervall 95%

Bestrahlungsdosis in Gy Parameter Schatzung | Signifikanz | Untergrenze | Obergrenze

11 Konstanter Term 5207624 ,000 4671322 ,5743926
Zeit -,0037747 ,000 -,0051509 -,0023984
AVE 7688 late ,0316668 321 -,0332815 ,0966150
Kontrollgruppe 0?2 . . .

14 Konstanter Term ,5460340 ,000 5134902 5785777
Zeit -,0038940 ,000 -,0049280 -,0028601
AVE 7688 late -,0139867 ,495 -,0556341 ,0276607
Kontrollgruppe o2

a. Dieser redundante Parameter wird auf null gesetzt.

b. Abh&ngige Variable: Szintigraphie .

Tabelle 13: Varianzanalyse der AVE 7688 late-Gruppe n
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4.2.4.3.3 Zusammenfassung

Die unbestrahlte 0 Gy AVE 7688 - Gruppe zeigte keine relevanten Schwankungen
des Aktivitatsverhaltnisses der rechten Niere zur linken Niere.

Fur die 8 Gy und die 11 Gy AVE early — Gruppe konnte in der Mehrzahl der
Nachbeobachtungsszintigraphien eine signifikante Abnahme zum Ausgangswert
ermittelt werden. Der Vergleich zu den jeweiligen ausschliel3lich bestrahlten
Kontrollgruppen zeigte keine signifikanten Abweichungen.

Fur die 11 Gy und die 14 Gy AVE late — Gruppe zeigte die Varianzanalyse ebenfalls
keinen signifikanten Unterschied zur jeweiligen Vergleichsgruppe

In der 14 Gy AVE early — Gruppe konnten keine signifikanten Abnahmen zur
Ausgangsfunktion gemessen werden.

Die durchgefuhrte Varianzanalyse spricht bei einer Bestrahlungsdosis von 14 Gy fur
eine gewissen AVE 7688 vermittelten postitiven Effekt. Es zeigte sich eine signifikant
hohere RNR gegenuber der unmedizierten Kontroligruppe (RNR der
14 Gy AVE early — Gruppe: +3,9%, p=0,031). Dies bedeutet also, dass bei einer
Bestrahlungsdosis von 14 Gy die frihe Gabe von AVE 7688 zu statistisch messbar

hoheren Szintigraphiewerten fir die bestrahlten Nieren fuhrt.
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5 Diskussion

Der Schwerpunkt dieser Arbeit war die praklinische Prufung des radioprotektiven
Potentials von p-Tyrosin  und AVE 7688 in der Beeinflussung einer
Strahlennephropathie. Vorhergehende in vitro und in vivo — Studien haben Hinweise
ergeben, dass diese Substanzen einen ginstigen Einfluss auf fibrosierende
Krankheitsprozesse nehmen konnen. Deshalb sollten p-Tyrosin und AVE 7688 in

dem hier verwendeten Modell zur Strahlennephropathie gepruft werden.

Die Strahlennephropathie beim Menschen spielt eine Rolle bei der Bestrahlung
abdomineller Tumoren und bei Ganzkorperbestrahlungen, wie man sie vor
Knochenmarktransplantationen, die immer haufiger werden, anwendet (30). Jahrlich
erhalten in Deutschland ca. 2500 Patienten eine Knochenmarktransplantation
(weltweit ca. 20.000/Jahr), davon ca. 650 Patienten mit vorhergehender
Ganzkorperbestrahlung. Von diesen tragen wiederum rund 30 % langfristig eine

Stoérung der Nierenfunktion davon (28; 29).

Als Modell fur die Strahlennephropathie diente uns die unilaterale Nierenbestrahlung
von C3H-Mausen mit darauffolgender regelmafliger Kontrolle der Nierenfunktion
durch " Tc-DMSA-Szintigraphien.

P-Tyrosin hatte in unserem Modell keinen positiven Einfluss auf den Erhalt der
Nierenfunktion nach Bestrahlung. Die Substanz wurde zweimal vor der Bestrahlung
in einer Dosierung von 7 mg pro kg Kdrpergewicht appliziert.

Bei den 8Gy und 11Gy p-Tyrosin-Gruppen betrug bei der letzten
Nachbeobachtungsszintigraphie die Gruppengrél3e noch 10 bzw. 8 Tiere, was als
ausreichender Stichprobenumfang fiur eine sinnvolle statistische Auswertung
angesehen werden darf. Man kann also mit hinreichender Sicherheit sagen, dass
p-Tyrosin in einer Dosierung von 7mg pro kg Korpergewicht bei den von uns
verwendeten Bestrahlungsdosen keinen statistisch nachweisbaren Effekt auf die
Nierenfunktion hat. Mit wunseren Untersuchungen lasst sich jedoch nicht

ausschliessen, dass p-Tyrosin in einer anderen Dosierung oder einem anderen
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Verabreichungsschema eine Wirkung entfalten kann. Die 14 Gy p-Tyrosin-Gruppe
hatte schon bei der 2. Nachbeobachtungsszintigraphie nur noch eine Gruppengréfie
von 4 Tieren. Daher fallt die Beurteilung schwer, warum kein Unterschied zwischen
der 14 Gy p-Tyrosin-Gruppe und der 14 Gy Kontrollgruppe festzustellen war. Ob
dieser durch die geringe Gruppengrol3e oder einen fehlenden Effekt des p-Tyrosins
begruindet ist, bleibt damit offen. Da in den beiden p-Tyrosin-Gruppen mit niedrigerer
Bestrahlungsdosis bei groBerem Stichprobenumfang die p-Tyrosin-Medikation
ebenfalls keine Wirkung zeigte, kann man zumindest vermuten, dass p-Tyrosin auch
bei einer Bestrahlungsdosis von 14 Gy unwirksam ist.

Hinsichtlich der Bestrahlungsfolgen am Darm ergibt sich fir p-Tyrosin kein
signifikanter Uberlebensvorteil gegeniiber den Kontrollgruppen, wie Abbildung 13

zeigt.

Unsere Ergebnisse stehen damit im Widerspruch zu anderen Studien, die sich mit
p-Tyrosin bzw. dem Bowman-Birk-Proteinase-Inhibitor (BBI) befasst haben.
P-Tyrosin zeigte in einer in vitro — Studie ein signifikant hodheres klonogenes
Uberleben humaner Fibroblasten nach Bestrahlung (20). Der Bowman-Birk-
Proteinase-Inhibitor, dessen wirksamer Bestandteil das p-Tyrosin ist (19), hemmt in
einem in vitro — Bestrahlungsmodell mit humanen Fibroblasten die Differenzierung
von Vorlauferfibroblasten in postmitotische Fibrozyten (21). Diese Fibrozyten bilden
sehr viel kollagene Matrix und kdnnen damit moéglicherweise an der Entwicklung
einer Strahlenfibrose beteiligt sein. Dieser radioprotektive Effekt konnte auch in vivo
an einem sog. ,leg contracture assay‘ nachgewiesen werden (43). Eine
strahleninduzierte fibrotische Beinverkirzung von C3H-Mausen konnte dabei durch
BBI auf etwa die Halfte reduziert werden. Warum sich diese Ergebnisse nicht durch
unser Modell bestatigen lassen, kann nur vermutet werden. Mdglicherweise spielt die
unterschiedliche Textur des Zielgewebes dabei eine Rolle. Die von Dittmann et al.
(43) hervorgerufene Strahlenfibrose betraf bindegewebige Strukturen, unser Modell
untersucht die Wirkungen an der Niere, welche vorwiegend aus parenchymattsem
Organgewebe bestent.

Wenngleich nicht Schwerpunkt dieser Arbeit, ware es denkbar gewesen, dass der
radioprotektive Effekt von p-Tyrosin in unserem Versuchsmodell auch an einer
Verringerung der letalen chronischen Bestrahlungsfolgen am Darm nachweisbar

gewesen ware. Es ergab sich jedoch kein signifikanter Vorteil der p-Tyrosin-Tiere
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hinsichtlich der Darmtoxizitat. Die auf Zellebene beobachteten Effekte lassen sich
wahrscheinlich nicht so leicht auf die Strahlenenteropathie ubertragen. Ihre
Pathogenese ist komplexer und bei ihr spielen neben einer Kollagenvermehrung
weitere Faktoren, wie eine zunehmende Zellverarmung und eine obliterative

Vaskulopathie des Darmwandgewebes eine Rolle (83).

Der Vergleich der Versuchsgruppen, die mit dem Vasopeptidaseinhibitor AVE 7688
behandelt wurden, mit den bestrahlten Kontrollgruppen fiel je nach

Bestrahlungsdosis uneinheitlich aus.

Die 0 Gy AVE-Gruppe zeigte keine statistisch signifikanten Veranderungen der RNR
im Verlauf der Beobachtungszeit. Dies steht im Einklang mit der Situation, die man
physiologischerweise erwarten wuirde. Ein Einfluss der Substanz auf die
Nierenszintigraphieergebnisse ist zwar prinzipiell denkbar. Dieser wirde sich aber an

beiden Nieren gleichermalRen manifestieren und somit die RNR konstant bleiben.

Die AVE early — Tiere zeigten bei der hochsten Strahlendosis von 14 Gy eine
signifikant hohere RNR im Vergleich zur Kontrollgruppe (+3,9%, p=0,031). Man muss
bei der Einschatzung dieses Ergebnisses jedoch beachten, dass am Ende der
Nachbeobachtungszeit nur noch vier 14 Gy AVE early — Tiere vorhanden waren.
Bei niedrigeren Strahlendosen von 8 Gy und 11 Gy hatte AVE 7688 keinen
nephroprotektiven Effekt bei hinreichender Versuchstierzahl von 8 bzw. 7 Tieren.
Weshalb AVE 7688 nur bei 14 Gy wirkt, ist unklar. Mdglicherweise tritt bei den
niedrigeren Strahlendosen eine kompensatorische Hypertrophie in den Arealen der
Niere ein, die aufgrund des Dosisabfalls zur Tiefe hin niedrigere Strahlendosen
erhielten. Unsere Dosisangaben beziehen sich auf die dem Bestrahlungsgerat
zugewandte Oberflache des Organes. Da der Dosisabfall bei 70 kV sehr steil ist, ist
die Dosis, die die Unterseite der Niere erreicht, geringer. Dieses Areal konnte durch
Regenerationsprozesse  langerfristig  Einschrankungen  der  Nierenfunktion
kompensieren. Nimmt man an, dass diese Regenerationsprozesse tatséchlich
existieren, ist unser Modell eventuell nur bis zum Einsetzen derselben valide. Sind
die positiven Effekte von AVE 7688 dabei nicht allzu grof3, kénnten sie von der
Regeneration des Gewebes UuUberdeckt werden. Damit lieRe sich auch die
Wirksamkeit von AVE 7688 bezlglich der RNR bei der hochsten Strahlendosis
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erklaren. Wenn 14 Gy ausreichen, um auch die Unterseite der Niere so stark zu
schadigen, dass kaum noch Regenerationsprozesse stattfinden, ware die
Regeneration als Stérprozess weitgehend ausgeschlossen. Das wirde erklaren,
warum bei 14 Gy wieder diskrete protektive Effekte gemessen werden kénnen. Man
misste AVE 7688 in einem Modell testen, dass solche Storeffekte weitgehend
ausschliesst. Es ware also eine Bestrahlungsmethode mit weitgehend homogener
Dosisverteilung im Zielorgan notwendig, wie es z.B. bei der homogenen bilateralen

Bestrahlung, wie sie die Arbeitsgruppe von Stewart (77) einsetzte, der Fall ist.

Die Auswertung der AVE late — Tiere ergab keine signifikante Veranderung der
RNR-Werte. Sowohl bei 11 Gy als auch bei 14 Gy zeigte die medikamenttse
Intervention ab der 26. Woche nach Bestrahlung keinen protektiven Effekt mehr.
Eine Gruppengrof3e von nur 2 Tieren in der 14 Gy AVE late - Gruppe ist fur eine
sinnvolle statistische Berechnung nicht ausreichend.

Die AVE 7688 — Behandlung wurde eine Woche nach der
2. Nachbeobachtungsszintigraphie begonnen. Betrachtet man die Kontrollgruppen,
sieht man, dass der Riuckgang der RNR zum  Zeitpunkt der
2. Nachbeobachtungsszintigraphie schon einen relativ groBen Anteil am
Gesamtriickgang der RNR bis zur 5. Nachbeobachtungsszintigraphie hat
(11 Gy Kontrollgruppe: 40,0 % des Gesamtriickgangs, 14 Gy Kontrollgruppe: 76,2 %
des Gesamtrickgangs). Nimmt man einen irreversiblen Funktionsverlust an,
bedeutet dies fur die 14 Gy AVE late — Gruppe, dass zum Zeitpunkt der Intervention
nur noch ca. ein Viertel der insgesamt zerstérten Nierenfunktion zu retten ist. Hier
ware ein friherer Interventionszeitpunkt sinnvoll. Wirde man die Medikation 6
Wochen friher beginnen lage der theoretisch zu rettende Anteil der RNR noch bei ca.
61 %. Fir die 11 Gy AVE late — Gruppe ist der gewahlte Interventionszeitpunkt
wiederum gunstig, da noch ca. 60 % des Gesamt-RNR-Riickgangs ausstehen.

Der richtige Interventionszeitpunkt fir eine therapeutische AVE 7688 — Gabe muss

maoglicherweise von der applizierten Dosis abhangig gemacht werden.

Der Vasopeptidaseinhibitor AVE 7688 wirkt einerseits wie ein ACE-Hemmer,
andererseits als NEP-Inhibitor.

Die Wirksamkeit der ACE-Hemmer in der Prophylaxe und Therapie der
Strahlennephropathie ist durch zahlreiche experimentelle Studien belegt (10; 60; 62;
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63). Die wichtigste Funktion der ACE-Hemmer scheint dabei die Inhibition der
Angiotensin Il — Produktion zu sein. AT Il wirkt als renales Zytokin, welches an
unterschiedlichen Zellentitaten der Niere rezeptorvermittelte
Signaltransduktionswege aktiviert, die eine vermehrte Proliferation und Synthese von
extrazellularer Matrix vermitteln (85). Aufgrund seiner zweiten Funktion als
Hemmstoff der NEP scheint AVE 7688 ein noch groReres renoprotektives Potenzial
als ein ACE-Hemmer zu besitzen (4; 24; 80). Die Versuche von Gross et al. an
Knock-out-Méausen, die eine renale Fibrose ahnlich dem Alport-Syndrom beim
Menschen entwickeln, ergaben fir AVE 7688 einen nephroprotektiven Effekt, der vor
allem auf die antifibrotische und antiinflammatorische Wirkung von AVE 7688
zuruckgefuhrt wurde (24). Entzindung und Fibrose, beides Hauptakteure in der
Pathogenese der Strahlennephropathie, sind mogliche Angriffspunkte von AVE 7688
in unserem Versuchsmodell. Eine nephroprotektive Wirkung von AVE 7688 im
vorliegenden Versuchsmodell, wie sie aufgrund der teilweise besseren

Szintigraphieergebnisse vermutet werden darf, kdnnte hierdurch erklart werden.

Die Betrachtung der Kontrollgruppen erlaubt einige Rickschlisse auf die Methodik
dieser Arbeit.

Im Versuchstierkollektiv befanden sich sechs Tiere, die weder eine Bestrahlung noch
eine medikamentése Therapie erhalten hatten. Physiologischerweise ist von einer
seitengleichen Alterung beider Nieren auszugehen und damit auch von einem
konstanten Seitenverhaltnis der gespeicherten Aktivitdt in der statischen
Nierenszintigraphie.  Tatsachlich  zeigten  diese  Tiere in  samtlichen
Nachbeobachtungsszintigraphien  keine  signifikanten =~ Schwankungen  des
Aktivitatsverhaltnisses der rechten zur linken Niere. Damit darf von einer guten
Replizierbarkeit und Reliabilitdt der szintigraphischen Messmethode ausgegangen
werden.

Die 8 Gy Kontrollgruppe zeigte ab der 31. Woche signifikante Abnahmen der RNR.
Bei der 11 Gy Kontrollgruppe war die Abnahme der Nierenfunktion insgesamt starker
und schon ab der 19. Woche feststellbar. Im Durchschnitt war der Prozentwert der
RNR in der 11 Gy Gruppe um 15,6% geringer als in der 8 Gy Gruppe. Die
14 Gy Kontrollgruppe zeigt lediglich in der ersten Nachbeobachtungsszintigraphie
nach 19 Wochen einen signifikant kleineren Wert der RNR in Bezug auf den

Ausgangswert. Die folgenden Szintigraphien ergaben keinen signifikanten Riickgang
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der RNR, wobei zu vermuten ist, dass dies an der starken Dezimierung der
Versuchstierzahl liegt. Der nierenschadigende Effekt der Bestrahlung ist somit
eindeutig aus dem Verlauf der Werte fur die relative Nierenfunktion der rechten Niere
(RNR) ersichtlich.

Eine frihere Studie, die unser Versuchsmodell etabliert hatte, verwendete hohere
Bestrahlungsdosen von 10, 12, 15 und 17 Gy (6). Bei einem Vergleich der
Szintigraphiewerte fur die Kontrolltiere beider Studien im gemeinsamen Intervall
zwischen 11 und 14 Gy fallt auf, dass die Abnahme der RNR in der Studie von Cai
insgesamt deutlich hoher ausfallt (siehe Abbildung 18). Da die gleichen Methoden
und die gleichen Versuchstiere angewandt wurden, ist der Grund hierfar
wahrscheinlich das Vorgehen des Untersuchers bei der Auswertung der
Szintigraphiebilder. Es scheint fur das verwendete Versuchsmodell wohl unabdingbar
zu sein, dass die Auswertung der Szintigraphien immer von demselben Untersucher
vorgenommen wird, wie es in der vorliegenden Studie auch der Fall war.

In der Studie von Cai kann beim Vergleich der verschiedenen Bestrahlungsdosen
von 12 bis 17 Gy keine statistisch signifikanten Unterschiede im Effekt auf die
Nierenfunktion gefunden werden. Als Begrindung wird zun&chst einmal eine zu stark
reduzierte Versuchstierzahl vermutet. Es finden sich in dieser Versuchsreihe schon
bei der 2. Kontrollszintigraphie nur noch vier bis sechs Tiere pro Gruppe, bei der 5.
Kontrollszintigraphie nur noch zwei bis drei Tiere. Unsere Untersuchungen konnten
auf eine grofRere Versuchstierzahl zuriickgreifen, bei der 2. Kontrollszintigraphie auf
sechs bis acht Tiere pro Gruppe, bei der 5. Kontrollszintigraphie noch auf drei bis
sieben Tiere. Vor allem aus dem Vergleich der 8 Gy Kontrolltiere mit den
11 Gy Kontrolltieren lasst sich aus der vorliegenden Arbeit eine Dosis-
Wirkungsbeziehung der Nierenbestrahlung ableiten (siehe Abbildung 15)

In der Studie von Cai wird auch noch eine andere Erklarung fir die geringen
Unterschiede zwischen den vier Gruppen vermutet. Im Dosis-Effekt-Diagramm soll
das Intervall zwischen 10 und 17 Gy schon den asymptotisch verlaufenden Schenkel
der gedachten Dosis-Effekt-Kurve beinhalten (siehe Abbildung 18). Der Wendepunkt
dieser Kurve lage dann etwa bei 7 bis 8 Gy. Diese Hypothese lasst sich durch unsere
Ergebnisse nicht stitzen, wobei jedoch das Problem der niedrigen Interrater-

Reliabilitdt beachtet werden muss.
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Dosis-Effekt-Diagramm (25 Wochen)
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Abbildung 18: Dosis-Effekt-Diagramm der 2. Nachbeob  achtungsszintigraphie

Die Bestrahlung der rechten Niere wurde als Einzeitbestrahlung Uber ein dorsales
Stehfeld durchgefihrt.

Bei dieser Technik ist auch das umgebende Gewebe wie das Intestinum einem
hohen Dosisanteil ausgesetzt ist. Dadurch kam es zu einer Stenosebildung einzelner
Darmabschnitte, was mit einer hohen Letalitdt der Versuchstiere verbunden war.
Besonders bei den Versuchsgruppen mit einer hoheren Dosis von 14 Gy und 17 Gy
hatte dies negativen Einfluss auf die Verwertbarkeit und Aussagekraft der
statistischen Auswertung. Tangentiale laterale Bestrahlungsfelder, wie sie Stewart et
al. (77; 78) verwendet haben, weisen eine geringere intestinale Toxizitat auf, da
weniger Darmanteile mitbestrahlt werden. In deren Modell erfolgte jedoch eine
Strahlentherapie beider Nieren. Fur unser Modell der unilateralen Nierenbestrahlung
ist jedoch ein laterales Bestrahlungsfeld nicht geeignet, da die kontralaterale Niere
starker mitbestrahlt werden wirde als bei einem ventralen Strahlenfeld.

Wir wahlten in unserem Modell eine Einzeitbestrahlung, da diese eine sichere

Dosisablage innerhalb kurzer Zeit gewaéhrleistet. Eine zukinftige Verwendung des
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beschriebenen Nierenmodells sollte jedoch eine Fraktionierung der Gesamtdosis auf
z.B. funf Einzeldosen beinhalten. Damit liesse sich die Darmtoxizitat verringern und

damit die Grésse der einzelnen Versuchsgruppen gunstig beeinflussen.

Zur Verlaufsbeurteilung der Nierenfunktion nach Bestrahlung wurde eine Serie
statischer %™Tc-DMSA-Szintigraphien angefertigt. Die **"Tc-DMSA-Szintigraphie
ermdglicht die seitengetrennte Beurteilung der Aufnahme des Radionuklids in den
Nierenkortex, genauer gesagt in die dort befindlichen proximalen Nierentubuluszellen.
Mehrere Studien belegen eine sehr enge Korrelation von *™Tc-DMSA-
Szintigraphiewerten mit der glomerularen Filtrationsrate (32; 41; 82) sowie mit dem
renalen Plasmafluss (41). Beide sind anerkannte Parameter zur Einschatzung der
Nierenfunktion und letztlich des radiogenen Funktionsverlustes einer Niere.

Eine genauere Messung der Nierenfunktion ware durch Bestimmung der
glomerularen Filtrationsrate prinzipiell moéglich gewesen. Hierzu hatte man die
Kreatininclearance durch Messung der Kreatininkonzentraton im Blut und im Urin
bestimmen koénnen. Dieses Verfahren kann jedoch keine Aussage uber die
seitengetrennte Nierenfunktion geben, wie es fur unser Modell notwendig ist.

Der Vergleich der seitengetrennten Nierenfunktion erfolgte als ROI-Analyse. Mit ihrer
Hilfe wurde als Verlaufsparameter die relative Nierenfunktion der rechten Niere an
der gesamten Nierenfunktion bestimmt. Die Bestimmung der relativen Nierenfunktion
bietet in unserem Modell gewisse Vorteile. Aufgrund des geringen
Injektionsvolumens von nur 100 pl variieren die verabreichten Mengen an
9MTc.DMSA von Szintigraphie zu Szintigraphie leicht. Die Bestimmung relativer
Nierenszintigraphiewerte ist dabei jedoch weitgehend unabhangig von der absoluten

Injektionsmenge an *™Tc-DMSA.



58 Diskussion

Schlussfolgerung

An einem Mausmodell konnte der Nierenfunktionsverlust nach Einzeitbestrahlung mit
verschiedenen Dosisstufen dargestellt werden. Mit Hilfe der ZielgréRe, der
szintigraphisch gemessenen relativen Nierenfunktion der bestrahlten Niere, konnte
das Potenzial zweier radio- bzw. nephroprotektiv wirksamer Substanzen uberprift
werden.

Der Effekt der Nierenbestrahlung konnte an der Abnahme der relativen
Nierenfunktion Uber die Nachbeobachtungszeit eindeutig nachgewiesen werden. Bei
einer Dosis von 8 Gy war der Effekt gering, bei den héheren Dosen von 11 Gy und
14 Gy konnte ein deutlicher Riuckgang der relativen Nierenfunktion gemessen
werden.

Mit dem verwendeten Bestrahlungsverfahren waren Nebenwirkungen am Darm
verbunden, die zu einem hohen Verlust an Versuchstieren in den einzelnen Gruppen,
vor allem den 14 Gy — Gruppen, gefihrt haben. Die z.T. geringen Tierzahlen haben
die statistische Auswertung erschwert. Fir einige Behandlungsgruppen bleibt es
unklar, ob sie tatsachlich keine Wirkung haben oder ob der Stichprobenumfang zu
klein wurde, um signifikante Ergebnisse zu erhalten.

Fur p-Tyrosin lie3 sich in unserem Versuchsmodell kein radioprotektiver Effekt auf
die Funktion der Niere nachweisen. Ebenso konnte keine protektive Wirkung auf den
Darm festgestellt werden. Die Mortalitat, die man als groben Indikator fur die
radiogene Schéadigung des Darmes heranziehen kann, war bei den p-Tyrosin-Tieren
unverandert.

AVE 7688 zeigte lediglich bei der Bestrahlungsdosis von 14 Gy und bei frihzeitiger
Gabe einen positiven Effekt auf den Erhalt der Nierenfunktion. Bei niedrigeren
Bestrahlungsdosen lieR sich keine  Wirkung nachweisen, woflr eine
kompensatorische Hypertrophie der am geringsten bestrahlten Areale verantwortlich
sein konnte. Die spate Gabe von AVE 7688 hatte keinen Einfluss auf die
Nierenfunktion, was unter anderem an dem relativ spaten Interventionszeitpunkt (26

Wochen nach Bestrahlung) liegen konnte.



Diskussion 59

Ausblick

Der Vasopeptidaseinhibitor AVE 7688 befindet sich zur Zeit in einer Phase lIb/lll-
Studie (RAVEL-1) als Antihypertensivum und in einer Phase II-Studie zur
Behandlung der diabetischen Nephropathie (81). Fiur ACE-Hemmer, die dem
AVE 7688 pharmakologisch eng verwandt sind, ist schon seit lAngerem bekannt,
dass sie im Tierversuch eine effektive Behandlungsmethode fir die
Strahlennephropathie darstellen (12; 57; 60). Im Jahr 2008 erschien eine klinische
Studie, die den ACE-Hemmer Captopril erstmals an einem grbReren
Patientenkollektiv auf seine Wirksamkeit in der Strahlennephropathie nach
Ganzkorperbestrahlung prifte (12). Sie ergab hinsichtlich der Abmilderung der
chronischen Nierenschadigung fiir Captopril einen positiven Trend. Die Wirksamkeit
der ACE-Hemmer sowie der Fortschritt in der klinischen Prifung des AVE 7688,
machen die Erweiterung seines Indikationsspektrums auf die Strahlennephropathie
umso interessanter. Hierzu mussten zundchst weitere Untersuchungen in
Tiermodellen  mit gréRerer  Versuchstierzahl und  nebenwirkungsarmerer
Bestrahlungstechnik unternommen werden. Eine bilaterale Nierenbestrahlung bzw.
eine Ganzkoérperbestrahlung wirden dabei ein realistischeres Modell fir die klinische
Situation bieten, wobei auch die Vorgange hinsichtlich der Pharmakodynamik
und -kinetik des AVE 7688 besser berlicksichtigt waren.

Die modifizierte Aminosaure p-Tyrosin wurde in den letzten Jahren durch
verschiedene experimentelle Studien als radioprotektive Substanz identifiziert (18;
20). In unserem Modell war keine radioprotektive Wirkung des p-Tyrosin auf Niere
oder Darm messbar. P-Tyrosin ist eine interessante Substanz fur die Erforschung der
Strahlenreaktion und ihrer molekularen Mechanismen, wenngleich sie vom klinischen
Einsatz noch weit entfernt zu sein scheint.

Freilich muss man die Chancen der medikamentésen Normalgewebsschonung im
Kontext mit anderen Entwicklungen, die dasselbe Ziel verfolgen, betrachten. Hier
waren technische Weiterentwicklungen zu nennen, wie die intensitdtsmodulierte
Radiotherapie, die eine bessere Schonung des Normalgewebes erlaubt. Weiterhin
gibt es bei der Knochenmarkstransplantation fur bestimmte Leukdmieformen bereits
dosisreduzierte  Konditionierungsschemata, die mit weniger Strahlendosis
auskommen (28). Angesichts dieser Neuerungen muss man mdoglicherweise den
Beitrag, den eine medikamentbése Normalgewebsschonung zur Verbesserung der
Strahlentherapie leisten kann, neu bewerten.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund: Durch eine externe Strahlentherapie, wie z. B. eine Ganzkdrper-

bestrahlung im Rahmen einer Knochenmarktransplantation, kann es abhangig von
der Dosis zu einem chronischen Funktionsverlust der Niere kommen, der als
Strahlennephropathie bezeichnet wird. Fir einige Substanzen, wie z.B.
ACE-Hemmer, gibt es bereits Erkenntnisse, dass sie diese Folgeerscheinung der
Bestrahlung positiv beeinflussen kdnnen.

In dieser Untersuchung sollte an einem Mausmodell anhand von regelméafiigen
Verlaufsmessungen der Nierenfunktion die pharmakologische Beeinflussbarkeit der
Strahlennephropathie durch den ACE-/NEP-Inhibitor AVE 7688 und die

radioprotektiv wirksame Aminosaure p-Tyrosin gepruft werden.

Methoden: Nach Einzeitbestrahlung der rechten Niere in Dosen von 8 bis 17 Gy
wurden Uber insgesamt 43 Wochen statische Nierenszintigraphien angefertigt und
der Nierenfunktionsverlust der medikamentds behandelten Tiere mit ihren

Kontrollgruppen ohne Medikation verglichen.

Ergebnisse:  P-Tyrosin hat in unseren Untersuchungen keine radioprotektive
Wirkung auf das bestrahlte Nierengewebe gezeigt. Fir AVE 7688 konnte bei einer
Bestrahlungsdosis von 14 Gy und dauerhafter Gabe der Substanz ab dem Zeitpunkt
der Bestrahlung eine leichte protektive Wirkung auf die Nierenfunktion nachgewiesen
werden. Durch die Bestrahlung trat unabhangig von der Medikation eine hohe
dosisabhangige Letalitat auf, die aufgrund verringerter Fallzahlen die statistischen

Aussagemaglichkeiten der erhobenen Daten deutlich schmaélerte.

Schlussfolgerung: _ Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass AVE 7688, ahnlich

den ACE-Hemmern, einen positiven Effekt auf den Verlauf einer strahlungsbedingten
Niereninsuffizienz nehmen kann, wie man es dem AVE 7688 bereits von Modellen
mit Niereninsuffizienz anderer Ursache her zuschreibt. Zur Bestétigung dieser
Vermutung waren jedoch  weitere Versuche mit einer optimierten

Bestrahlungsmethode und grél3erer Fallzahl notwendig.
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7/ Summary

Background: Total body irradiation in the scope of bone marrow transplantation

regimens or external beam radiotherapy can cause dose-dependent chronic renal
failure known as radiation nephropathy. Studies have been completed on substances
that lessen the extent of renal damage, in particular ACE inhibitors.

In this study we investigated the potential of pharmacologically influencing the extent
of renal damage. ACE-/NEP-Inhibitor AVE 7688 and the radioprotective amino acid
p-tyrosine were tested by serial kidney function measurement in a mouse model of

radiation nephropathy.

Methods: C3H-mice were treated with single dose radiation of 8 to 17 Gy to the right
kidney. Renal function was evaluated by static renal scintigraphy over a period of 43

weeks and was compared to control animals not receiving AVE 7688 or p-tyrosine.

Results: P-tyrosine showed no radioprotective effect on irradiated kidney tissue in
our study. AVE 7688 given constantly after irradiation performed at a dose of 14 Gy a
slight beneficial effect on kidney function. Radiation on its own caused a high dose-
dependent lethality, independent of medication, which led to considerable limitations
on the statistical power of our results.

Conclusion:  Our results indicate slightly improved kidney function after kidney
irradiation if concurrent treatment with AVE 7688 is initiated. This effect is similar to
the well-known effect of ACE inhibitors and corresponds to studies where AVE 7688
proved to be beneficial for renal failure due to other causes. Further investigations
with improved radiotherapy technique and a larger sample size will be needed

however to prove our promising results.
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