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1 Einleitung

Hormesis, Hyperradiosensitivitét, induzierte Radioresistenz und radioadaptive Antworten sind
bekannte Phdnomene, die allerdings noch kaum klinisch angewendet werden.

Bei Hormesis handelt es sich um einen stimulierenden oder nltzlichen Effekt, der beobachtet
wird, wenn ein biologisches System niedrigen Dosen eines Agens (hier: ionisierende
Strahlung) ausgesetzt wird, von dem man weil, dass es in signifikant hoheren Dosen toxisch
wirkt [109]. Einer initialen Stoérung der Homoostase durch ein Agens folgt eine z.T.
uberkompensierende Antwort als biologische Anpassung [25].

Schon 1898 wunderte sich Atkinson dartiber, dass bestrahlte Algen schneller wachsen, und
schrieb: ,,The longer my experiments continued, the more mysterious the whole subject
seemed.” [110].

Seit Davey 1919 die Lebensverlangerung des Kafers Tribolium confusum durch niedrige
Dosen beschrieben hat [38], mehren sich die Berichte (Uber strahlungsinduzierte
Langlebigkeit, Wachstums- und Fertilitatssteigerung, Senkung der Mutationsrate und der
Krebshdufigkeit sowie Uber eine Stimulation des Immunsystems [139, 161, 216].

Diese stimulierenden Effekte ionisierender Strahlung traten bei einer Dosis von 0,005-0,5Gy,
einer Dosisrate von <0,001-0,01Gy/d bei Lebenszeitexposition oder >0,05Gy/min bei
kurzzeitiger Exposition und einem Linearen Energie Transfer LET von <15-20keV/um auf
[131, 214, 216].

Hormesis wird als Ergebnis einer regulierenden Uberkorrektur auf niedrige Dosen eines sonst
schadlichen Agens gesehen [161] und auf diverse Mechanismen zurtickgefihrt. Unter
anderem vermutet man eine Steigerung der zellularen Abwehr durch Radikalfanger, eine
DNS-Reparatur-Beschleunigung durch eine veranderte Chromatinstruktur und die Induktion
bzw. Hemmung bestimmter Gene und Proteine, die nicht zuletzt wegen der Kreuzresistenz zu
anderen Agenzien an die Hitzeschock-Antwort erinnert, eine Zellzyklusverzdgerung, um Zeit
fir die DNS-Reparatur zu gewinnen, sowie die Einleitung der altruistischen Apoptose und
Stimulierung der gesunden Zellen [88, 109, 110, 111, 137, 138, 202, 214, 216].

Wahrend in den Anfangsjahren der Hormesisforschung der stimulierende Effekt ionisierender
Strahlung als grundsétzlich nitzlich und eine Art Wundermittel angepriesen worden ist,
werden viele Ergebnisse heute relativiert, darunter vor allem die vermutete Senkung der Zahl
maligner Erkrankungen durch Niedrigdosisbestrahlung [36, 74, 89, 111, 125, 222, 236, 237].



Das Konzept der Hyperradiosensitivitit (HRS) und induzierten Radioresistenz (IRR)
beschreibt das Phénomen, dass bestimmte Zellen (bakterielle, pflanzliche wie auch
menschliche) bei Dosen < 0,5Gy besonders empfindlich gegenuber ionisierender Strahlung
sind, wohingegen sie bei Dosen von 0,5-1Gy je nach Sauerstoffversorgung der Zellen [118]
besonders radioresistent sind [80, 116, 121, 150, 189].

Insgesamt wird angenommen, dass dieses System die Existenz eines induzierbaren
schutzenden Mechanismus (z.B. gesteigerte fehlerfreie Reparatur) reflektiert, der
wahrscheinlich durch ein gewisses DNS-Schadenslevel getriggert wird [97, 116, 121] und
zellzyklusabhangig ist [149]. Die HRS scheint hierbei v.a. in G,-Phase-Zellen ausgeprégt zu
sein, wohingegen G;- und S-Phase-Zellen radioresistenter sind [188]. Die HRS-Region der
Uberlebenskurve bei Bestrahlung spiegelt also die Reaktion der Zellen vor der Aktivierung
dieses Mechanismus wieder [186] und ist vermutlich durch eine gesteigerte apoptotische
Antwort bedingt, die Zellen mit nicht-letalen Mutationen entfernt [121].

Interessanterweise zeigen vor allem radioresistente Zellen eine hyperradiosensitive Reaktion
[78, 79, 95, 96, 97, 98, 185, 187, 215, 245], wobei die Beziehung zwischen IRR und
intrinsischer Radiosensitivitat der Zellen (zelleigener, innerer Strahlenempfindlichkeit) sehr
komplex ist [37].

Die Mechanismen der Hyperradiosensitivitdt und induzierten Radioresistenz sowie der
Hormesis sind wahrscheinlich mit denen eines weiteren Phdnomens der Bestrahlung mit
niedrigen Dosen, der adaptiven Antwort, verwandt [78, 79, 80, 94, 116, 121, 132, 184, 186,
197, 219].

Unter der adaptiven Antwort (adaptive response, AR) versteht man, dass Zellen durch die
Vorbehandlung mit einer niedrigen Dosis z.B. ionisierender Strahlung resistenter gegentiber
einer hoheren Dosis werden, die gewisse Zeit spater appliziert wird. Wéahrend Hormesis durch
eine Niedrig-Dosis-Strahlung alleine ausgeldst wird, benotigt die AR noch zusétzlich eine
héhere Dosis, um ihre Wirkung zu entfalten [69].

Die adaptive Antwort wurde zundchst fur alkylierende Substanzen beschrieben. So entdeckten
1977 Samson und Cairns fur Escherichia coli und 1980 Samson und Schwartz fiir Chinesische
Hamster Ovarzellen und humane Hautfibroblasten ein gesteigertes Zelluberleben und eine
gesenkte Mutationsrate nach Vorbehandlung, was sie durch eine induzierte, effizientere,
fehlerfrei arbeitende Reparatur, die eine de-novo-Proteinsynthese bendtigt, erklarten [164,
165].



Die radioadaptive Antwort fiel Olivieri et al. 1984 in menschlichen Lymphozyten auf, die
nach Vorbehandlung mit dem B-Strahler [*H]Thymidin weniger Chromatidaberrationen durch
eine Rontgenbestrahlung mit 1,5Gy zeigten [133].

Die AR wird fur gewdhnlich durch eine Vorbestrahlungsdosis ionisierender Strahlung im
Bereich von 0,005-0,5Gy induziert [6, 20, 176, 182, 237] und l&sst sich nicht durch eine
zweite Vorbestrahlung potenzieren [6, 40]. Auch die Dosisrate ist entscheidend [31, 158,
181]. Die AR braucht 4-6h zu ihrer Entfaltung [176, 177, 217, 228, 237], kann also erst nach
dieser Zeit vor der Wirkung einer groRen Folgedosis schitzen, und halt dann fur mindestens
drei Zellzyklen an [177]. Sie schitzt in dieser Zeit vor Chromosomenaberrationen,
Mutationen, neoplastischen Transformationen und dem Zelltod durch die Folgedosis [4, 228],
aber auch vor spontanen neoplastischen Transformationen v.a. genetisch instabiler Zellen
[147, 148].

Der Mechanismus der AR beinhaltet die Induktion von Proteinen [14, 160, 249] und Genen
[2, 142, 156], die in Signalkaskaden eingreifen [169, 210, 233] und eine fehlerfreie Reparatur
ermoglichen [4], und ist sowohl von genetischen Faktoren [7, 20, 171] als auch von
physiologischen Parametern [134] abhéngig, nicht jedoch davon, ob es sich um gesunde oder
Tumorzellen handelt [144]. Die AR konnte in verschiedenen Spezies, verschiedenen

Geweben, in vivo und in vitro nachgewiesen werden [23, 234].

Zumal nun weithin akzeptiert ist, dass niedrige Dosen ionisierender Strahlung andere Effekte
erzeugen konnen, als man von hohen Dosen ableiten konnte, ist es nicht verwunderlich, dass
man sich diese nicht nur weniger schadlichen, sondern sogar biopositiven Effekte in der
Medizin zu Nutzen machen mdchte.

Erste  Anwendungsmoglichkeiten finden sich in der Niedrigdosisbestrahlung gutartiger
Erkrankungen (ca. 0,5Gy/Fraktion bis zu einer Gesamtdosis von 6Gy) und in der Hyper- bzw.
Ultrafraktionierung der Radiotherapie (Applikation mehrerer kleinerer Dosen pro Tag).

Bei der Bestrahlung gutartiger Erkrankungen wie z.B. schmerzhafter degenerativer
Gelenkerkrankungen nitzt man den antiproliferativen, antientzindlichen und immun-
modulatorischen Effekt ionisierender Strahlung aus, die die Adhasion weiller Blutzellen an
aktivierte Endothelzellen und die Induktion der Stickstoffmonoxid-Synthetase in aktivierten
Makrophagen moduliert [211]. Der inhibitorische Effekt niedriger Strahlendosen auf die
INOS (induzierbare Stickstoffoxidsynthetase) scheint auf translationalen und posttrans-
lationalen Modifikationen zu beruhen, da keine reduzierte mRNS-Expression zu beobachten
war [60].



Eine Hyper- / Ultrafraktionierung soll die Hyperradiosensitivitdt mancher Zellen bei kleinen
Dosen ausnitzen, ist aber in ihrer Effektivitat umstritten [9, 13, 77, 80, 92, 201, 225].

In dieser Arbeit sollte der Effekt verschiedener adaptiver Vorbestrahlungsdosen (0,05-0,5Gy)
4h (Zeitabstand entsprechend der Literatur gewéhlt [176, 177, 217, 228]) vor der Ublichen
2Gy-Fraktion einer Radiatio auf das in-vitro-Modell eines Harnblasenkarzinoms untersucht
werden. Hierzu wurden HCV29-(normales Urothel) und RT4-(Harnblasenkarzinom) Zellen
bestrahlt und anhand der Ergebnisse eine Arbeitshypothese fur zukinftige, klinisch orientierte
Experimente abgeleitet. Die Verwendung adaptiver Dosen konnte — so lassen es die
Basisexperimente dieser Arbeit vermuten - vielleicht zu einem neuen Radiotherapiekonzept
fur das Harnblasenkarzinom flhren, das die Balance zwischen Tumorkontrolle und

Schadigung des normalen Gewebes optimieren konnte.



2 Fragestellungen

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden folgende Fragestellungen untersucht:

1. Welche Wirkungen haben adaptive Dosen von 0,05-0,5Gy auf RT4-Zellen
(Urothelkarzinomzellen)? Sind Effekte im Sinne einer adaptiven Antwort oder einer

Hyperradiosensitivitat nachweisbar?

2. Welche Wirkungen haben adaptive Dosen von 0,05-0,5Gy auf HCV29-Zellen
(normale Urothelzellen)? Sind Effekte im Sinne einer adaptiven Antwort oder einer

Hyperradiosensitivitat nachweisbar?

3. Besteht ein Unterschied zwischen den Effekten der adaptiven Dosen auf die beiden

Zelllinien und wie ist er geartet?

4, Lasst sich aus den Ergebnissen der Experimente die Idee fur ein neues
Therapiekonzept zur Urothelkarzinombestrahlung ableiten?



3 Material und Methoden

3.1 Material
3.1.1 Chemikalien

Essigsédure (Eisessig) 100% Merck, Darmstadt

Ethanol 96%, vergallt mit Ethylmethylketon Apotheke des Klinikums
Grol3hadern, Minchen

Fotales Kalberserum, auf Mykoplasmen und Viren GIBCO BRL Life Technologies,
getestet, hitzeinaktiviert Paisley, Schottland
Grams Kristallviolettlosung Merck, Darmstadt

Minimum Essential Medium (MEM), mit Earle’s Salzen, GIBCO BRL Life Technologies,
25mM Hydroxyethylpiperazinethansulfonsaure HEPES, Paisley, Schottland
ohne L-Glutamin, Cat. No. 32360-026

Natriumpyruvat, 100mM, Produktnummer S 8636 SIGMA - ALDRICH, Taufkirchen
PBS, Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, ohne GIBCO BRL Life Technologies,
Kalzium, Magnesium und Natriumbicarbonat, Paisley, Schottland

Cat. No. 14190-094

Penicillin-Streptomycin, 10* IU Penicillin/ml und GIBCO Invitrogen Corporation,
10* ug Streptomycin/ml, Cat. No. 15140-122 Paisley, Schottland

Rosewell Park Memorial Institute RPMI 1640 Medium,  GIBCO Invitrogen Corporation,
mit GLUTAMAX-I, Cat. No. 61870-010 Paisley, Schottland

Trypsin—-EDTA (Ethylendiamintetraessigséure) (10x), GIBCO BRL Life Technologies,
Cat. No. 35400-027 Paisley, Schottland



3.1.2 Gerate

Bestrahlungsgerét

Brutschrank

Dosimeter

Inverses Durchlicht-

mikroskop

Pipette

Pipette

Pipettomat

Sterile Werkbank

Warmeplatte

Plexiglaskammer,

mit warmem Wasser
durchflutet

Muller RT 250

Cytoperm 8080

Dosimentor

Telaval 31

Eppendorf Reference

200-1000ul

Eppendorf Research
20-200pl

pipetus-akku

Laminair

12800

Eigenkonstruktion

Philips, Hamburg

Heraeus, Hanau

Physikalisch-Technische
Werkstatten Pychlau, Freiburg

Zeiss, Jena

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Hirschmann, Eberstadt

Heraeus, Hanau

Medax, Kiel

Werkstatte des Klinikums

Grofthadern, Miinchen



3.1.3 Zubehor

Erlenmeyerkolben, verschiedene Grolien

Haemocytometer Deckglaser, 20x26mm

Multischalen Nunclon, 4 Kammern, rechteckig,
16cm?/Kammer, Kat. Nr. 176597

Pasteurpipetten aus Glas, ca. 150mm

Pipetten Costar Stripette, steril, 2, 5, 10, 25ml

Pipettenspitzen Eppendorf Standard gelb, 100yl

Pipettenspitzen Sarstedt blau, 1000yl

Pipettierbirne, 28ml

Zahlkammer Neubauer improved

Zellkulturflaschen mit Filterkappe Nunclon, steril,
25cm?, Kat. Nr. 136196

Zentrifugenrohrchen, steril, 11ml, Kat. Nr. 347759

Zentrifugenrohrchen, steril, 50ml, Kat. Nr. 373687

Brand, Wertheim

Assistent, Sondheim

NUNC, Wiesbaden

Brand, Wertheim

Corning Incorporated, New York

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Nirnbrecht

Merck, Darmstadt

Assistent, Sondheim

NUNC, Wiesbaden

NUNC, Wiesbhaden

NUNC, Wiesbhaden



3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

3.2.1.1 Verwendete Zellen

Die Versuche wurden an normalen menschlichen Urothelzellen ( HCV29 ) und menschlichen
Harnblasenkarzinomzellen ( RT4 ) durchgefihrt, die zwar nicht von demselben Patienten

stammen, dafir aber etablierte Zelllinien sind.

Die Stammzelle der RT4-Zelllinie leitet sich von einem T, , G;—Harnblasentumorrezidiv
eines mannlichen Patienten ab, der zwei Jahre zuvor bereits mit **®Au-Kigelchen (gold
grains) behandelt wurde. Als Kultur wurden die RT4-Zellen bereits 1967 etabliert [123].
Histologisch handelt es sich um ein differenziertes papillares Karzinom der Harnblase, das
sehr radioresistent ist [48, 155].

Abb.1: Originaltumorzellen des Patienten mit Harnblasenkarzinom [123]

RT4-Zellen bilden in Kultur kleine, kompakte, mehrschichtig wachsende Kolonien, die sich

in Kolonietests sehr gut auszahlen lassen.



Bei der HCV29-Kultur handelt es sich um transformiertes, aber nicht malignes Blasenepithel
ohne blasentumorspezifisches Antigen, das vor 1974 von einem Patienten mit Harnblasen-

karzinom entnommen wurde [8, 123].

In Kultur wachsen HCV29-Zellen in einem Monolayer, einem einschichtigen Zellrasen.

Insgesamt wurden die RT4— und HCV29-Zellen ausgewdhlt, da sie als ein Beispiel fur
korrespondierende Zelllinien ein gutes in—vitro—Modell flr einen fiktiven Patienten mit einem
Harnblasenkarzinom darstellen, bei dem sowohl gesunde als auch karzinomatds verénderte
Urothelzellen bestrahlt werden. Die Wirkung von adaptiven Bestrahlungsdosen 4h vor der
normalen 2Gy-Fraktion einer reguldren Strahlentherapie wurde mit der Wirkung alleiniger
2Gy-Fraktionen auf beide Zelllinien verglichen. Mit diesen Versuchen sollte untersucht
werden, ob sich daraus eventuell eine ldee fiir eine effektivere und zugleich das gesunde

Gewebe schonende Tumorbestrahlung ableiten lasst.

3.2.1.2 Kulturbedingungen

Sowohl die RT4- als auch die HCV29-Zellen wurden in sterilen Zellkulturflaschen aus
Polystyrol mit einer 25cm? grofRen Wachstumsflache angeziichtet. Jede Kulturflasche war mit
8ml Nahrlésung geflllt. Bei 37°C, ca. 5% CO,-Séttigung, ca. 95% Luftfeuchtigkeit und
einem pH von 7,4 erfolgte die Inkubation im Brutschrank.

Die Néhrlosung wurde, fur beide Zelllinien getrennt, aber nach dem gleichen Schema

zusammengesetzt:

87% RPMI 1640 Medium, mit GLUTAMAX-I

10% Fotales Kalberserum

1%  Natriumpyruvat, 100mM

1%  Minimum Essential Medium MEM (Eagle), mit Earle’s Salzen, 25mM HEPES, ohne
L—Glutamin

1%  Penicillin~Streptomycin, 10* 1U Penicillin/ml und 10* ug Streptomycin/ml

Diese Nahrlosung schaffte optimale Wachstumsbedingungen fir die Zellen und minimierte

das Risiko einer bakteriellen Infektion der Zellkultur.
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3.2.1.3 Umsetzen und Ausimpfen der Zellen

Zur Weiterzucht wurden die Zellen unter einer sterilen Werkbank ein- bis zweimal
wdchentlich in neue Flaschen mit frischer Nahrlosung umgesetzt. Hierbei wurde zunéchst die
alte Nahrlosung abpipettiert und verworfen. AnschlieRend wurde der Zellrasen in der Flasche
mit 5ml PBS gespult, welches dann wieder abgenommen und entsorgt wurde. Nun erfolgte
das enzymatische Ablésen der Zellen mit 2ml verdiinnter Trypsin-Lésung ( 10% Trypsin,
90% PBS ) bei 37°C auf der Warmeplatte fir 5min. Nach Zugabe von 3ml Nahrlésung
wurden die Zellen mit Hilfe einer Pipettierbirne vereinzelt. Aus der resultierenden
Zellsuspension wurde in Abhangigkeit von der gewinschten Zelldichte in der zu beimpfenden
Flasche ein Teil in die neue Kulturflasche pipettiert und anschliefend mit 8ml frischer

Né&hrlésung verdinnt. Danach wurde die Inkubation im Brutschrank fortgesetzt.

Fir das Ausimpfen der Zellen zu Versuchszwecken wurde die Zelldichte der wie oben
gewonnenen Suspension aus den vereinzelten Zellen mit Hilfe einer Neubauer—Z&hlkammer
bestimmt. Hierzu wurde der Mittelwert aus 2x5 Z&hlfeldern errechnet. Zur Herstellung der
Ausimpfsuspension wurden die Zellen dann mit frischer Nahrlésung auf 1x10* Zellen/ml
verdiinnt. Davon wurden pro Kammer je 20ul auf die Kontrollschalen bzw. je 30ul auf die zu
bestrahlenden Schalen pipettiert. Diese 200 bzw. 300 Zellen pro Kammer wurden gewahlt,
damit sich die entstehenden Kolonien in ihrem Wachstum nicht gegenseitig hemmen und gut
auszéhlbar sind. Zu jeder Kammer wurden noch 4ml Nahrlésung gegeben und die Schalen

anschlieRend im Brutschrank inkubiert.
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3.2.2 Bestrahlung und Dosimetrie

Die Bestrahlungen wurden an der Rontgentherapieanlage Miller RT 250 der Klinik und

Poliklinik flir Strahlentherapie und Radioonkologie des Universitatsklinikums GroRhadern,

Minchen, durchgefiihrt.

Die Vorbestrahlung mit 0,05; 0,1; 0,2 oder 0,5Gy adaptiver Dosis entspricht den (blichen

Versuchsbedingungen bei Experimenten zur adaptiven Antwort [20, 176, 182, 237] und fand

unter folgenden Bestrahlungsbedingungen statt:

Anodenspannung: 225kV

Stromstérke: SmA

Dosisleistung: 0,03Gy/min

Filter: 0,35mm Kupferfolie

Tubus: 10cm x 15¢cm x 40cm
Fokus-Oberflachen-Abstand FOA: 160cm
Strahlengang: vertikal, von oben nach unten

GleichméRigkeit der Feldausleuchtung: besser als 97,8%

Hierzu wurden immer vier Zellkulturschalen gleichzeitig entsprechend Abb.2 platziert und

anschlieBend mit der gewiinschten Dosis bestrahlt.

Tubus

Zellkulturplatte

Stabdosimeter

Abb.2: Versuchsaufbau fiir die Vorbestrahlung
12



Die Folgedosis von 2Gy (entspricht der Dosis einer Fraktion bei der Radiotherapie eines
Harnblasenkarzinoms) erhielten die Zellkulturschalen 4h nach der Vorbestrahlung
nacheinander unter dem Versuchsaufbau der AbDb.3. Der 4h-Abstand entspricht der
Zeitspanne, die eine adaptive Antwort zur Entwicklung braucht [176, 177, 217, 228, 237].

Stabdosimeter

Zellkulturplatte

Warmeplatte

Plexiglasaufsatz

Warmwasserzufuhr

Tubus

Abb.3: Versuchsaufbau fur die Hauptbestrahlung

Damit die Zellen wéhrend der Bestrahlung auch bei 37°C gehalten werden konnten, wurden
die Platten auf einer mit 37°C — warmen Wasser durchstromten Plexiglaskammer platziert.
Die Bestrahlungsbedingungen fiir diesen Versuchsaufbau lassen sich wie folgt

charakterisieren:

e Anodenspannung: 225kV

e Stromstérke: 15mA

e Dosisleistung: 1Gy/min

e Filter: 0,35mm Kupferfolie

e Tubus:10cm x 15cm x 40cm, wobei der handelsiibliche Abschluss des Tubusendes
durch einen Plexiglasaufsatz mit einer wasserdurchflossenen Wérmeplatte aus

Plexiglas ergénzt ist (Dicke der Wasserschicht: 1,5cm)
13



e Fokus-Oberflachen-Abstand FOA: 51,5cm
e Strahlengang: vertikal, von unten nach oben

e GleichmaRigkeit der Feldausleuchtung: besser als 97,8%

Die Dosimetrie fur alle Versuche wurde mit Hilfe der Abteilung Physik mittels lonisations-
und Thermoluminiszenzdosimetrie durchgefihrt und auf den jeweiligen Versuchsaufbau

abgestimmt.
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3.2.3 Experimenteller Ablauf

3.2.3.1 Versuchskomplexe

Da sowohl die Wirkung verschiedener adaptiver Dosen 4h vor einer Folgedosis von 2Gy auf
die Zellen untersucht als auch der Vergleich zweier Zelllinien (HCV29 und RT4)
durchgefiihrt werden sollte, mussten folgende Versuchskomplexe gebildet werden:

I Wirkung von folgenden adaptiven Dosen auf HCVV29-Zellen
1.1 0,05Gy Vorbestrahlung + 2Gy Folgedosis
1.2 0,1Gy Vorbestrahlung + 2Gy Folgedosis
1.3 0,2Gy Vorbestrahlung + 2Gy Folgedosis
1.4 0,5Gy Vorbestrahlung + 2Gy Folgedosis

] Wirkung von folgenden adaptiven Dosen auf RT4-Zellen
1.1  0,05Gy Vorbestrahlung + 2Gy Folgedosis
1.2 0,1Gy Vorbestrahlung + 2Gy Folgedosis
1.3 0,2Gy Vorbestrahlung + 2Gy Folgedosis
1.4  0,5Gy Vorbestrahlung + 2Gy Folgedosis

3.2.3.2 Untergruppen der Versuchskomplexe

Innerhalb jedes Versuchskomplexes (I1.1-1.4 und 11.1-11.4) mussten drei Untergruppen wie
folgt gebildet werden:

A Kontrollschalen
B Bestrahlte Schalen ohne Vorbestrahlung
C Bestrahlte Schalen mit VVorbestrahlung

Die Kontrollschalen ( Untergruppe A ) wurden, wie unter 3.2.1.3 beschrieben, mit je 200
Zellen pro Kammer beimpft und die Kolonien nach 10 Tagen ( gerechnet ab Ausimpftag )
gefarbt und gezahlt. Diese Schalen wurden nicht bestrahlt und dienten nur als Kontrolle fir
die Angehrate des jeweiligen Versuchsansatzes. Somit konnte bei der Auswertung das
Uberleben der Zellen der bestrahlten Schalen auf die Kontrolle bezogen und normiert werden.

Dadurch konnten eventuelle systematische Fehler eliminiert werden.

15



Die Schalen der Untergruppe B wurden mit 300 Zellen/Kammer beimpft und am néchsten
Tag mit 2Gy bestrahlt. Sie dienten als Vergleichsgruppe fir die Wirkung von 2Gy ohne
vorheriger adaptiver Bestrahlungsdosis. Um Versuchsgleichheit zu gewéhren, befanden sich
auch die Schalen der Untergruppe B auflerhalb des Brutschranks, wéhrend die Schalen der

Untergruppe C vorbestrahlt wurden.

Ebenfalls mit 300 Zellen/Kammer beimpft, wurden die Schalen der Untergruppe C zunéchst
mit einer adaptiven Dosis von 0,05; 0,1; 0,2 oder 0,5Gy und weiter nach vier Stunden
zusammen mit den Schalen der Untergruppe B mit 2Gy bestrahlt. Anhand dieser Schalen

sollte die Wirkung der verschiedenen adaptiven Dosen untersucht werden.

3.2.3.3 Versuchsablauf

Nach dem Ausimpfen der Zellen wurden alle Schalen (Untergruppe A, B und C) fur 24
Stunden im Brutschrank inkubiert. Daraufhin wurden die Schalen, die vorbestrahlt werden
sollten (Untergruppe C), mit der jeweiligen adaptiven Dosis bestrahlt. Nach weiteren vier
Stunden erhielten alle Schalen, die bestrahlt werden sollten (Untergruppe B und C), eine
Dosis von 2 Gy (entspricht der Dosis einer Bestrahlungsfraktion eines Patienten).
AnschlieBend wurden alle Schalen (Untergruppe A, B und C) fur weitere neun Tage im
Brutschrank inkubiert, danach gefarbt und schlieRlich die Kolonien gezahit.

Innerhalb jedes Versuchskomplexes wurden mindestens vier VVersuche mit jeweils mindestens

acht Parallelkammern pro Untergruppe durchgefiihrt.
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3.2.4 Fixieren und Farben der Zellkolonien

Zum Fixieren der Zellkolonien wurde die Nahrlésung von den Schalen abgenommen und
verworfen. Die Zellen wurden mit ca. 3ml Fixierlosung (33% Eisessig, 66% Ethanol) pro
Kammer flr 5min fixiert. Nach dem Verwerfen der Fixierlésung wurden die Zellen mit ca.
3ml verdinnter Kristallviolettlosung (20% Kristallviolett, 80% Wasser) pro Kammer fir
30min gefarbt. AnschlieBend wurde die Férbelésung verworfen und die Schalen noch

vorsichtig mit klarem Wasser nachgespult und zum Trocknen an der Luft aufgestellt.
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3.2.5 Auswertung und Statistik

Die Anzahl der Kolonien pro gefarbte Kammer wurde bei 2,5-facher VergréRerung unter dem
Mikroskop bestimmt. Die KoloniegroRe interessierte nur insoweit, dass ausschlie3lich die
Kolonien gezahlt wurden, die aus mindestens 50 Zellen bestanden. Koloniegroieneffekte, wie
sie Spadinger et al. beobachteten [204], wurden nicht registriert. Das auf die Kontrollschalen
normierte und in den statistischen Berechnungen verwendete Uberleben der bestrahlten

Kammern wurde mit Hilfe folgender Formel berechnet:

. AR

oL = RYw _ 300
RU (Ki+Kp+..+Kp)in

200

UL: normiertes Uberleben der bestrahlten Kammern
RUw: relatives Uberleben der bestrahlten Kammern

RUk: relatives Uberleben der Kontrollkammern

vv:  gezahlte Koloniezahl der bestrahlten Kammer

Kn:  gezdhlte Koloniezahl einer Kontrollkammer

n: Anzahl der Kontrollkammern des Versuchsansatzes

Zur Ermittlung der geeigneten Vorbestrahlungsdosis fir den Vorschlag eines Therapie-
konzeptes zur Optimierung der Harnblasenkarzinombestrahlung mussten die Mittelwerte der
vorbestrahlten Untergruppen auf die der nicht vorbestrahlten Untergruppen bezogen werden,
um den Fehler der Schwankungen zwischen den Versuchskomplexen zu eliminieren. Die

dazu noétigen Dosisvergleichsparameter (DVP) sind mit Hilfe folgender Formel zu errechnen:

Mittelwert des x — VVersuches mit VVorbestrahlung
Mittelwert des x — Versuches ohne Vorbestrahlung

- 1=DVP

X: Vorbestrahlungsdosis (0,05Gy; 0,1Gy; 0,2Gy; 0,5Gy)

Negative DVP bedeuten, dass durch die Vorbestrahlung weniger Kolonien uberlebt haben,

positive, dass mehr tiberlebt haben, im Vergleich zu einer alleinigen 2Gy-Bestrahlung.

Die Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien wurden fur jede Vorbestrahlungsdosis nach
der Formel A = DVPycv29 — DVPRrr4 berechnet. Je grolier diese Differenz A ist, desto grofier
ist der Unterschied der Wirkung der Vorbestrahlungsdosis auf die gesunden und die

karzinomattsen Urothelzellen, d.h. die gesunden Zellen werden besser geschont und die
18



Tumorzellen starker geschadigt. Die groRte Differenz miisste demnach die geeignetste VVorbe-
strahlungsdosis zur Optimierung der Balance zwischen Tumorkontrolle und Schadigung des

gesunden Gewebes kennzeichnen.

Die graphische Darstellung der Versuchsergebnisse erfolgte in Boxplots, Histogrammen und

einem Liniendiagramm.

Zur Bewertung der Ergebnisse wurde mit Hilfe des SPSS-Statistikprogrammes ein T-Test flr

unabhéngige Stichproben durchgefuhrt. Signifikant war ein Unterschied bei p < 0,05.
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4 Ergebnisse

4.1 Wirkung verschiedener Vorbestrahlungsdosen auf RT4-Zellen

4.1.1 Wirkung von 0,05Gy Vorbestrahlungsdosis

Bei diesem Versuch wurden RT4-Zellen nicht oder mit 0,05Gy vorbestrahlt, bevor sie 4h

spater eine Folgedosis von 2Gy erhielten. Aus jeweils 88 Einzelwerten fur das auf die

Kontrolle normierte Uberleben der beiden Untergruppen wurden Mittelwert, Standard-

abweichung, Median, 1. und 3. Quartil, Minimum und Maximum errechnet (vgl. Tab.1).

Vorbe- Anzahl der | Mittelwert | Standard- Minimum | 1.Quartil | Median | 3.Quartil | Maximum
strahlungs- | ausgewer- | des abweichung
dosis in Gy | teten normierten

Kammern | Uberlebens
0 88 0,4828 0,1698 0,1506 0,3545 {0,4969 |0,5814 |0,8944
0,05 88 0,4398 0,1653 0,0753 0,3087 [0,4596 |0,5631 |0,8551

Tab.1: Deskriptive statistische Parameter des 0,05Gy-Vorbestrahlungsversuches mit RT4-
Zellen

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgt in Boxplots (vgl. Abb.4).
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Abb.4: Vergleich der Wirkung von 0,05Gy Vorbestrahlungsdosis + 2Gy Folgedosis und 2Gy
Folgedosis alleine auf das Uberleben von RT4-Zellen
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Aus Tab.1 und Abb.4 ist ersichtlich, dass durch eine Vorbestrahlung mit 0,05Gy 4h vor der
Folgedosis von 2Gy nur 44,0% der RT4-Zellen (berlebten, wohingegen 48,3% der nur mit
2Gy bestrahlten Zellen Kolonien bilden konnten. Der Unterschied zwischen vorbestrahlten
und nicht vorbestrahlten RT4-Zellen ist mit p = 0,090 zwar noch nicht signifikant, lasst
allerdings die Tendenz zu einem niedrigeren Uberleben nach Vorbestrahlung mit 0,05Gy
erkennen.
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4.1.2 Wirkung von 0,1Gy Vorbestrahlungsdosis

Die Berechnung von Mittelwert, Standardabweichung, Median, 1. und 3. Quartil, Minimum

und Maximum fir das auf die Kontrolle normierte Uberleben von RT4-Zellen mit und ohne

0,1Gy Vorbestrahlung 4h vor der Folgedosis von 2Gy ergab die in Tab.2 aufgefihrten

Ergebnisse. Als Grundlage fir die Berechnung dienten die Werte von jeweils 64 Kammern.

Vorbe- Anzahl der | Mittelwert | Standard- Minimum | 1.Quartil | Median | 3.Quartil | Maximum
strahlungs- | ausgewer- |des abweichung
dosis in Gy | teten normierten

Kammern | Uberlebens
0 64 0,4277 0,1412 0,1446 0,3193 {0,4204 |0,5262 |0,8050
0,1 64 0,3783 |0,1280 0,1265 |0,2892 |0,3888 |0,4894 |0,5950

Tab.2: Deskriptive statistische Parameter des 0,1Gy-Vorbestrahlungsversuches mit RT4-
Zellen

In Abb.5 werden diese Ergebnisse in Form von Boxplots graphisch dargestelit.
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Abb.5: Vergleich der Wirkung von 0,1Gy Vorbestrahlungsdosis + 2Gy Folgedosis und 2Gy
Folgedosis alleine auf das Uberleben von RT4-Zellen
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Von den mit 0,1Gy vorbestrahlten RT4-Zellen Uberlebten 37,8%, die nur mit der 2Gy-
Fraktion bestrahlten Zellen zeigten ein Uberleben von 42,8%. Mit p = 0,040 ist das Uberleben
nach 0,1Gy Vorbestrahlung auf einem 95%-Signifikanzniveau signifikant niedriger als ohne
Vorbestrahlung. Das bedeutet, dass durch eine Vorbestrahlung mit 0,1Gy 4h vor der
Folgedosis von 2Gy mehr RT4-Urothelkarzinomzellen abget6tet werden kdnnen als durch

eine alleinige Bestrahlung mit 2Gy.
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4.1.3 Wirkung von 0,2Gy Vorbestrahlungsdosis

Die Auswertung der jeweils 32 Kammern des 0,2Gy-Vorbestrahlungsdosis-Versuches ergab

fur Mittelwert, Standardabweichung, Median, 1. und 3. Quartil, Minimum und Maximum des

auf die Kontrolle normierten Uberlebens die in Tab.3 angegebenen Werte. Bei diesem

Versuchsansatz wurden RT4-Urothelkarzinomzellen mit 0,2Gy oder 0Gy vorbestrahlt, bevor

sie 4h spéter eine Dosis von 2Gy erhielten.

Vorbe- Anzahl der | Mittelwert | Standard- Minimum | 1.Quartil | Median | 3.Quartil | Maximum
strahlungs- | ausgewer- |des abweichung
dosis in Gy | teten normierten

Kammern | Uberlebens
0 32 0,3136 0,0996 0,0827 0,2569 |0,3032 |0,3652 |0,6028
0,2 32 0,2635 0,0984 0,0973 0,2068 |0,2342 |0,3114 |0,5719

Tab.3: Deskriptive statistische Parameter des 0,2Gy-Vorbestrahlungsversuches mit RT4-
Zellen

In Form von Boxplots graphisch dargestellt, zeigt Abb.6 die Ergebnisse des 0,2Gy-RT4-

Versuches.
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Abb.6: Vergleich der Wirkung von 0,2Gy Vorbestrahlungsdosis + 2Gy Folgedosis und 2Gy
Folgedosis alleine auf das Uberleben von RT4-Zellen
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Durch eine Vorbestrahlung der RT4-Zellen mit 0,2Gy 4h vor der 2Gy-Folgedosis lie sich ein
verstarktes Absterben gegeniliber nicht vorbestrahlten Tumorzellen beobachten, was mit
p=0,047 auf einem 95%-Signifikanzniveau auch signifikant ist. Hierbei betrug das Uberleben
flr die vorbestrahlte Untergruppe 26,4%, fur die nicht vorbestrahlte 31,4%.
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4.1.4 Wirkung von 0,5Gy Vorbestrahlungsdosis

Als die Wirkung von 0,5Gy Vorbestrahlungsdosis 4h vor einer Folgedosis von 2Gy unter-

sucht werden sollte, wurden 32 Kammern nicht vorbestrahlt und ebenfalls 32 Kammern mit

0,5Gy vorbestrahlt. Die deskriptiven statistischen Werte fur diesen Versuch sind in Tab.4

aufgefiihrt.
Vorbe- Anzahl der | Mittelwert | Standard- Minimum | 1.Quartil | Median | 3.Quartil | Maximum
strahlungs- | ausgewer- | des abweichung
dosis in Gy | teten normierten

Kammern | Uberlebens
0 32 0,3324 |0,1164 0,1001 |0,2347 |0,3431 |0,4205 |0,5433
0,5 32 0,2599 |0,1228 0,0578 |0,1588 |0,2507 |0,3646 |0,4861

Tab.4: Deskriptive statistische Parameter des 0,5Gy-Vorbestrahlungsversuches mit RT4-
Zellen

Graphisch dargestellt ergibt sich das in Abb.7 wiedergegebene Bild.
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Abb.7: Vergleich der Wirkung von 0,5Gy Vorbestrahlungsdosis + 2Gy Folgedosis und 2Gy
Folgedosis alleine auf das Uberleben von RT4-Zellen

26




Auch dieser Versuch l&sst erkennen, dass durch 0,5Gy Vorbestrahlung signifikant mehr
Zellen abgetotet wurden als durch die 2Gy-Folgedosis alleine, so ist auch das auf die
Kontrolle normierte Uberleben der vorbestrahlten Zellen mit 26,0% niedriger als das der nur
mit 2Gy bestrahlten Vergleichsgruppe, in der 33,2% der RT4-Zellen Kolonien bilden
konnten. Der p-Wert fur diesen Versuchsansatz betragt 0,018.
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4.2 Wirkung verschiedener Vorbestrahlungsdosen auf HCV29-
Zellen

4.2.1 Wirkung von 0,05Gy Vorbestrahlungsdosis

Nachdem in den vorhergehenden Versuchen die Wirkung verschiedener Vorbestrahlungs-

dosen auf RT4-Urothelkarzinomzellen untersucht worden war, interessierte nun die Wirkung

dieser Dosen auf normale HCV29-Urothelzellen. Wurden diese Zellen 4h nach einer

Vorbestrahlung mit 0Gy oder 0,05Gy mit 2Gy nachbestrahlt, so ergaben sich fir Mittelwert,

Standardabweichung, Median, 1. und 3. Quartil, Minimum und Maximum des auf die

Kontrolle normierten Uberlebens die in Tab.5 aufgefiihrten Ergebnisse. In die Berechnung

gingen fur die vorbestrahlte Untergruppe 73 Kammern und fir die nur mit 2Gy bestrahlte 76

Kammern ein.
Vorbe- Anzahl der | Mittelwert | Standard- Minimum | 1.Quartil | Median | 3.Quartil | Maximum
strahlungs- | ausgewer- | des abweichung
dosis in Gy | teten normierten

Kammern | Uberlebens
0 76 0,3351 0,1092 0,1082 0,2898 |0,3598 |0,4090 |0,5030
0,05 73 0,3797 0,1172 0,0917 0,3128 |0,4092 |0,4444 10,6361

Tab.5: Deskriptive statistische Parameter des 0,05Gy-Vorbestrahlungsversuches mit HCV29-
Zellen

Abb.8 auf der folgenden Seite stellt die Werte aus Tab.5 graphisch dar.
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Abb.8: Vergleich der Wirkung von 0,05Gy Vorbestrahlungsdosis + 2Gy Folgedosis und 2Gy
Folgedosis alleine auf das Uberleben von HCV29-Zellen

Wie aus Tab.5 und Abb.8 ersichtlich ist, tberlebten mehr HCV29-Kolonien, wenn sie mit
0,05Gy vorbestrahlt wurden (Uberleben mit Vorbestrahlung: 38,0%, Uberleben ohne
Vorbestrahlung: 33,5%). Diese Beobachtung wird auch durch einen p-Wert von 0,018
bestétigt. Dieser sagt aus, dass auf einem 95%-Signifikanzniveau signifikant mehr Zellen
Uberlebten, wenn sie mit 0,05Gy 4h vor der 2Gy-Dosis vorbestrahlt wurden.
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4.2.2 Wirkung von 0,1Gy Vorbestrahlungsdosis

Die Beobachtung der Wirkung von 0,1Gy bzw. 0Gy Vorbestrahlung 4h vor der 2Gy-Dosis

auf HCV29-Zellen flihrte zu den in Tab.6 angegebenen deskriptiven statistischen Werten. Flr

die Auswertung wurden jeweils 32 Kammern herangezogen.

Vorbe- Anzahl der | Mittelwert | Standard- Minimum | 1.Quartil | Median | 3.Quartil | Maximum
strahlungs- | ausgewer- | des abweichung
dosis in Gy | teten normierten

Kammern | Uberlebens
0 32 0,2871 0,0640 0,1658 |0,2279 |0,2913 |0,3390 |0,4024
0,1 32 0,2985 0,0552 0,2021 0,2566 |0,2911 |0,3443 |0,4366

Tab.6: Deskriptive statistische Parameter des 0,1Gy-Vorbestrahlungsversuches mit HCV29-
Zellen

In Form von Boxplots visualisiert ergeben die Werte aus Tab.6 folgende Darstellung.
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Abb.9: Vergleich der Wirkung von 0,1Gy Vorbestrahlungsdosis + 2Gy Folgedosis und 2Gy
Folgedosis alleine auf das Uberleben von HCV29-Zellen

Mit p = 0,446 besteht zwar kein signifikanter Unterschied zwischen der Bestrahlung von
HCV29-Zellen mit und ohne 0,1Gy Vorbestrahlung 4h vor der 2Gy-Folgedosis, dennoch ist
aus Abb.9 die Tendenz ersichtlich, dass die vorbestrahlten Zellen etwas mehr Kolonien bilden
konnten. Wéhrend 30,0% der vorbestrahlten Zellen tberlebten, bildeten nur 28,7% der nicht
vorbestrahlten Zellen Kolonien.
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4.2.3 Wirkung von 0,2Gy Vorbestrahlungsdosis

Die Auswertung der jeweils 32 Kammern des HCV29-0,2Gy-Versuches beziglich
Mittelwert, Standardabweichung, Median, 1. und 3. Quartil, Minimum und Maximum des auf
die Kontrolle normierten Uberlebens ist in Tab.7 wiedergegeben. Bei diesem Versuchsansatz
wurde die eine Untergruppe mit 0,2Gy und 4h spater mit 2Gy bestrahlt, die andere nur mit

2Gy.

Vorbe- Anzahl der | Mittelwert | Standard- Minimum | 1.Quartil | Median | 3.Quartil | Maximum
strahlungs- | ausgewer- |des abweichung
dosis in Gy | teten normierten

Kammern | Uberlebens
0 32 0,3365 0,0661 0,2332 0,2881 |0,3258 |0,3935 |0,4718
0,2 32 0,3288 |0,0736 0,2121 |0,2655 |0,3158 |0,3704 |0,5197

Tab.7: Deskriptive statistische Parameter des 0,2Gy-Vorbestrahlungsversuches mit HCV29-
Zellen

Die graphische Darstellung des HCV29-0,2Gy-Versuches erfolgt in Boxplots (vgl. Abb.10).
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Abb.10: Vergleich der Wirkung von 0,2Gy Vorbestrahlungsdosis + 2Gy Folgedosis und 2Gy
Folgedosis alleine auf das Uberleben von HCV29-Zellen

Wenn HCV29-Zellen zusatzlich zu den 2Gy noch 4h zuvor eine Dosis von 0,2Gy erhielten, so
uberlebten tendenziell weniger Kolonien (32,9%) als in der Vergleichsgruppe, die nur mit
2Gy bestrahlt wurde (33,7%). Dieser Unterschied ist allerdings mit p=0,658 nicht signifikant.
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4.2.4 Wirkung von 0,5Gy Vorbestrahlungsdosis

Zuletzt interessierte noch die Wirkung von 0,5Gy Vorbestrahlungsdosis auf 4h spater mit 2Gy

nachbestrahlte HCV29-Urothelzellen. Hierzu wurden 32 Kammern vorbestrahlt und ebenfalls

32 Kammern nicht vorbestrahlt. Die deskriptiven statistischen Parameter dieses Versuches
finden sich in Tab.8.

Vorbe- Anzahl der | Mittelwert | Standard- Minimum | 1.Quartil | Median | 3.Quartil | Maximum
strahlungs- | ausgewer- |des abweichung
dosis in Gy | teten normierten

Kammern | Uberlebens
0 32 0,3485 0,0600 0,2604 0,2929 |0,3452 |0,3913 |0,4966
0,5 32 0,3047 0,0593 0,1968 0,2514 {0,2953 |0,3540 |0,3995

Tab.8: Deskriptive statistische Parameter des 0,5Gy-Vorbestrahlungsversuches mit HCV29-
Zellen

Graphisch dargestellt ergeben die Werte des HCV29-0,5Gy-Versuches folgendes Bild (vgl.

Abb.11).
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Abb.11: Vergleich der Wirkung von 0,5Gy Vorbestrahlungsdosis + 2Gy Folgedosis und 2Gy
Folgedosis alleine auf das Uberleben von HCV29-Zellen
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Wurden HCV29-Zellen mit 0,5Gy 4h vor einer Folgedosis von 2Gy vorbestrahlt, so
Uberlebten auf einem 99%-Signifikanzniveau signifikant weniger Kolonien als ohne
Vorbestrahlung. Der p-Wert dieses Versuches ist 0,005. Das prozentuale Uberleben betrug
30,5% fur vorbestrahlte und 34,8% fiir nicht vorbestrahlte Zellen.
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4.3 Vergleich der Wirkung verschiedener VVorbestrahlungsdosen
auf RT4- und HCV29-Zellen

Im Weiteren sollte die Wirkung der 0,05Gy, 0,1Gy, 0,2Gy und 0,5Gy Vorbestrahlungsdosis
auf die HCV29- und RT4-Zellen verglichen werden. Abb.12 zeigt die Ergebnisse der RT4-
Versuche und Abb.13 die Werte der HCV29-Bestrahlungen in Form von Histogrammen. Die
Balkenhohe entspricht jeweils dem Mittelwert des auf die Kontrolle normierten Uberlebens.

0,6

0,5 1

04 -

0.3 Eohne Vorbestrahlung
7 O mit Vorbestrahlung

0,2 1

Mittelwert des normierten Uberlebens

0,1 1

0 : r r
0,05Gy 0,1Gy 0,2Gy 0,5Gy

Experiment

Abb.12: Mittelwerte des normierten Uberlebens von RT4-Zellen bei den verschiedenen
Vorbestrahlungsversuchen
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Abb.13: Mittelwerte des normierten Uberlebens von HCV29-Zellen bei den verschiedenen
Vorbestrahlungsversuchen

Aus der graphischen Gegenuberstellung in Abb.12 ist ersichtlich, dass durch alle Vorbe-
strahlungsdosen mehr RT4-Urothelkarzinomzellen abgetttet werden als nur durch die 2Gy-
Bestrahlung alleine.

Fur die Auswertung der HCV29-Urothelzellen-Versuche ergibt sich aus Abb.13, dass durch
eine Vorbestrahlung mit 0,05Gy 4h vor der 2Gy-Dosis signifikant mehr gesunde Zellen
Uberleben als durch die 2Gy-Dosis alleine. Fir die 0,1Gy-Vorbestrahlungsdosis ist dieser
schonende Effekt in der Tendenz auch noch vorhanden. Bei 0,2Gy kehrt er sich tendenziell
um, so dass beim 0,5Gy-Vorbestrahlungsversuch auch die normalen HCV29-Urothelzellen

signifikant mehr geschéadigt werden als ohne Vorbestrahlung.

Ferner fallt auf, dass die Mittelwerte der nicht vorbestrahlten Untergruppen der Versuche bei
den RT4-Zellen stark und bei den HCV29-Zellen geringfugiger schwanken. Deshalb sind
auch die absoluten Zahlen der vorbestrahlten Untergruppen nicht direkt miteinander

vergleichbar.
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4.4 Ergebnisse der Ermittlung der geeigneten Vorbestrahlungs-
dosis fir die Idee eines neuen Therapiekonzeptes zur
Urothelkarzinombestrahlung

Da bei der Bestrahlung von Tumoren immer gesundes und krankes Gewebe einer Dosis
ausgesetzt wird, steht man stets vor der Schwierigkeit moglichst viel Tumorgewebe abzuttten
und dabei gleichzeitig moéglichst viel gesundes Gewebe zu schonen. Indem sich Unterschiede
der Wirkung adaptiver Dosen zwischen den normalen und Tumorzellen gezeigt hatten, sollte
ermittelt werden mit welcher VVorbestrahlungsdosis dieses Problem umgangen werden kénnte.
Hierzu mussten, wie unter 3.2.5 beschrieben, zunéchst die Mittelwerte der vorbestrahlten
Untergruppen auf die jeweils dazugehorigen Mittelwerte der nicht vorbestrahlten Unter-
gruppen bezogen werden, um den schon unter 4.3 erwéhnten Fehler durch die Schwankungen
der Versuche untereinander zu eliminieren. Die errechneten Dosisvergleichsparameter (DVP)

fur RT4-und HCV29-Zellen sowie ihre Differenzen A fir die vier Vorbestrahlungsdosen sind

in Tab.9 angegeben.

Vorbestrahlungsdosis DVPxcva29 DVPgr14 A
0,05Gy 0,132907 -0,089110 0,222017
0,1Gy 0,039949 -0,115443 0,155392
0,2Gy -0,023095 -0,159847 0,136752
0,5Gy -0,125469 -0,217976 0,092507

Tab.9: Dosisvergleichsparameter der beiden Zelllinien und ihre Differenzen A fur die vier
Vorbestrahlungsdosen

Die DVP-Werte sind in Abb.14 auf der nachsten Seite graphisch dargestellt.
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Abb.14: Dosisvergleichsparameter der beiden Zelllinien fir die vier Vorbestrahlungsdosen

Die DVP flr RT4-Zellen haben bei allen Vorbestrahlungsdosen negative Werte, da weniger
Kolonien (berlebten, wenn sie zusatzlich zu der 2Gy-Folgedosis noch 4h vorher eine
Vorbestrahlungsdosis erhalten hatten. Mit zunehmender Vorbestrahlungsdosis wird der Wert
des DVP immer negativer entsprechend des immer geringer werdenden Uberlebens der

Urothelkarzinomzellen.

Fur HCV29-Zellen ergeben sich andere Ergebnisse: Die DVP fir 0,05Gy und 0,1Gy
Vorbestrahlung zeigen positive Werte, d.h. es tiberlebten mehr Kolonien durch den schiitzen-
den Effekt dieser beiden niedrigen Vorbestrahlungsdosen. 0,2Gy und 0,5Gy Vorbestrahlung

filhrten zu einem niedrigeren Uberleben und damit zu negativen DVP.

Aus Tab.9 und Abb.14 ist ersichtlich, dass die Differenz A fur 0,05Gy Vorbestrahlungsdosis

am groBten ist und mit zunehmender Vorbestrahlungsdosis immer mehr abnimmt.
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5 Diskussion

Das Ziel jeder Strahlentherapie besteht darin, den Tumor moglichst effektiv abzutdten und
dabei das gesunde Gewebe bestmdglich zu schonen, um Nebenwirkungen zu vermeiden. Die
Ergebnisse obiger Experimente zur Wirkung adaptiver Dosen auf gesunde und Tumorzellen
ebnen den Weg zu diesem Ziel fur das Harnblasenkarzinom. Aussagen Uber eventuelle
ahnliche Effekte bei anderen Tumoren kénnen nicht gemacht werden, da in dieser Arbeit nur
die adaptive Antwort von HCV29- und RT4-Zellen untersucht worden ist. Um generalisieren
zu konnen oder auch Patienten von den Ergebnissen der AR-Versuche profitieren zu lassen,

sind noch weitere Studien nétig, die durch diese Arbeit einen Anstol} bekommen sollen.

Einige Voraussetzungen fir die erfolgreiche Umsetzung der Ergebnisse in eine klinische
Anwendung sollen im Folgenden angesprochen werden.

Die Versuche dieser Arbeit untersuchten RT4-Zellen stellvertretend fur alle verschiedenen
Harnblasenkarzinomzellen. Ob diese jedoch genauso reagieren ist noch nicht bewiesen, fur
den klinischen Erfolg aber vonnéten. Ferner muss noch Uberpruft werden, ob die
hochproliferative Urothelzelllinie HCV29 in vitro fir das ruhende Urothel in vivo
représentativ ist. Da eine Harnblasenwand nicht nur aus Urothel besteht sondern auch
mesenchymale Elemente enthélt, ist deren Reaktion mit einer adaptiven Antwort ebenfalls flr
den klinischen Nutzen der Anwendung adaptiver Dosen notwendig. In weiteren Versuchen
muss auch erst noch untersucht werden, ob der Unterschied zwischen gesunden und
Tumorzellen in der Reaktion auf adaptive Bestrahlungsdosen ein breites Phanomen darstellt
oder zumindest fir die Harnblase generell vorhanden ist. Bisher wurden nur Experimente in
vitro durchgefihrt. Der Beweis, dass die adaptive Antwort und Hyperradiosensitivitat auch in
vivo existieren und nachweisbar sind, muss erst noch erbracht werden, z.B. zun&chst mit Hilfe
von Tierexperimenten. Die Bedingungen einer fraktionierten Radiotherapie sind in vitro
schwer zu simulieren, da hierzu die Zellkulturen mit 60Gy tber 6 Wochen bestrahlt werden
mussten. Interessant fur die klinische Anwendung wére jedoch inwieweit sich der in den
Experimenten dieser Arbeit gefundene Effekt durch eine Fraktionierung vielleicht sogar noch
potenziert. Im Anschluss daran ware auch ein Vergleich mit einer akzelerierten
hyperfraktionierten Radiotherapie sowie die Kombination mit einer Chemotherapie
interessant.

Fur die Beantwortung all dieser Fragen ist es jedoch zum jetzigen Zeitpunkt noch zu frih.

Bisher konzentrierte sich die AR-Forschung v.a. auf die zelluldre und molekulare Ebene der
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Untersuchung des Effektes, so auch die Experimente dieser Arbeit, wenn auch die klinische

Anwendung nie aus den Augen verloren wurde.

Eine adaptive Antwort, d.h. ein gesteigertes Zelluberleben nach der 2Gy-Fraktion durch die
schutzende Wirkung einer niedrigen Vorbestrahlungsdosis konnte fir HCV29-Urothelzellen,

aber nicht fur RT4-Urothelkarzinomzellen gefunden werden.

HCV29-Zellen, die mit 0,05Gy vorbestrahlt worden waren, zeigten ein hoheres Uberleben als
nicht vorbestrahlte Zellen. Neben dieser Steigerung des Uberlebens [57, 86, 103, 122, 208,
248] werden in der Literatur noch andere Endpunkte der adaptiven Antwort beschrieben, die
z.T. koexistieren, aber auch teilweise nur einzeln auftreten. So induziert die VVorbestrahlungs-
dosis eine Verringerung der Chromosomenaberrationen wie Micronucleiformation
(Micronuclei sind Chromosomenbruchstiicke oder ganze Chromosomen auf3erhalb des
Hauptkernes, die in einer Membran eingeschlossen sind), Translokationen, Deletionen,
Dizentrische u.a. sowie des Schwesterchromatidaustausches [5, 32, 41, 57, 65, 67, 71, 82,
133, 151, 153, 174, 177, 182, 217, 218, 221, 231, 238, 241, 251] und der DNS-
Einzelstrangbriiche [100]. Hierbei ist aufféllig, dass zwar die Gesamtzahl der Aberrationen
gesenkt wird, flr manche Aberrationstypen aber auch Synergismen beobachtet werden [107],
die morphologischen Transformationen ansteigen [57] und dass die Zahl non-aberranter
Zellen hoher als das Uberleben ist, d.h. dass einige Zellen eventuell Trager eines letalen
Schadens sind, der sich nicht als chromosomale Aberration manifestiert [178]. Die Wirkung
auf die Einleitung der Apoptose liefert widerspriichliche Ergebnisse. Wéhrend die einen eine
gesteigerte Apoptoserate beobachten [22, 34, 35], ist sie bei anderen verringert [49, 63, 108,
169, 173, 220]. Ferner wird eine geringere Fehlbildungs- und Mutationsfrequenz [57, 84, 151,
154, 166, 213, 220, 252, 253, 254], die v.a. die einfachen Mutationen betrifft [213, 254], und
ein verzogertes Primartumor- und Metastasenwachstum [11, 12] beobachtet. Auflierdem findet
sich auch eine Senkung des initialen DNS-Schadens [54, 227] und der Inzidenz von

Gigantenzellen, die einen Marker fiir genetische Instabilitat darstellen [208].

Wahrend HCV29-Zellen eine adaptive Antwort nur fir 0,05Gy und 0,1Gy und nicht fur
0,2Gy und 0,5Gy Vorbestrahlungsdosis zeigten, werden vergleichbare Effekte auch durch
0,005-0,5Gy [20, 42, 176, 182, 237, 247] oder sogar 1,5Gy [5] als adaptive Dosis erzielt. In
der Literatur ist auch eine Dosisratenabhéngigkeit der adaptiven Antwort beschrieben, so soll
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nur eine hohe Dosis mit niedriger Dosisrate und eine niedrige Dosis mit hoher Dosisrate eine
AR induzieren [158, 181].

Einige Autoren finden eine Abhéangigkeit der Wirkung der niedrigen Strahlendosis von der
Zellzyklusphase, in der sie appliziert wird [218]. Eine adaptive Antwort sei nur durch eine
Vorbestrahlung in der G;-Phase des Zellzyklus, nicht aber durch eine in der Go-Phase,
auslosbar [103, 177, 221], aulRerdem sei die adaptive Dosis in G; effektiver als in S [93] und
eine AR auch nur dann ausldsbar, wenn die Folgedosis in der G,- oder S-Phase und nicht in
der Gi-Phase gegeben wird [85, 159]. Die Ergebnisse der Versuche zur Zellzyklus-
abhangigkeit sind aber widerspruchlich [176], einige Autoren schlielen eine Zellzyklus-
abhangigkeit aus [24, 57, 117, 184]. Ahnlich gegensatzliche Meinungen gibt es auch dartiber,
ob die niedrige Dosis eine Zellzyklusprogressionsveranderung hervorrufen kann, die an der
adaptiven Antwort beteiligt ist, [17, 30, 59, 76, 103, 108, 152, 162, 193, 235] oder nicht [57,
143, 163, 221, 224, 235].

Bei den HCV29- und RT4-Versuchen betrug der zeitliche Abstand zwischen Vorbestrahlung
und Folgedosis 4h wie ihn auch andere Autoren als optimal empfinden [17, 63, 71]. Andere
Experimente decken eine induzierte Radioresistenz bzw. eine adaptive Antwort auch schon
nach 30min-1h [49, 72, 80, 174] oder aber erst nach mindestens 5h [93, 154, 248, 249] auf.
Der induzierte schiitzende Effekt verschwindet nach 6-12h [93, 174, 221, 248] bzw. drei
Zellzyklen [24], wobei nicht klar ist, ob durch ein zeitabhangiges Verschwinden oder durch
Verdinnung [237]. Die Dauer des AR-Effektes scheint abhangig von der Vorbestrahlungs-
dosis zu sein [41, 228] und die adaptive Antwort nach 48h bzw. drei Zellzyklen wieder
induzierbar [24, 49, 174]. Auf eine Synchronisation der Zellen wurde verzichtet, da sich die

Zellen im Korper auch nicht in der gleichen Zellzyklusphase befinden.

Ferner zeigt die adaptive Antwort auf ionisierende Strahlung auch Kreuzresistenz mit anderen
DNS-schédigenden Agenzien wie Hyperthermie [34], UV-Strahlung [67, 228, 230],
Wasserstoffperoxyd [33, 56, 100, 116, 168, 228, 241] und Etoposid, 1,3-Bis(2-chlorethyl)-1-
nitrosourea BCNU, N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin MNNG, Bleomycin, Mitomycin C,
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat TPA, Cisplatin und Maleic Hydrazide MH [29, 52, 56,
67, 82, 168, 180, 228, 230, 238, 240, 241].
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Ob die adaptive Antwort auch durch Hoch-LET-Strahlung (LET = Linearer Energie Transfer)
wie Protonen, Neutronen oder Alphateilchen ausgel6st werden kann, ist umstritten, da als
Induktionsschaden Einzelstrangbriiche angenommen werden, die vor allem durch Niedrig-
LET-Strahlung induziert werden. Hoch-LET-Strahlung hingegen erzeugt v.a. multiple
Schéden, die irreparabel und damit letal sind. [AR: 57, 79, 116, 121, 122; keine AR: 19, 42,
65, 66, 70, 85, 99, 117, 120, 242].

Der Mechanismus aller durch niedrige Dosen ionisierender Strahlung ausgeldsten Effekte ist
heute auch nur in Ansétzen aufgeklart.

Verworfen worden ist bisher nur die Theorie von der Existenz radiosensitiver
Subpopulationen, die durch niedrige Dosen abgetotet werden und eine radioresistente
Population hinterlassen, die sich bei hoheren Dosen besser vermehren kann [190, 191, 192].
Unwahrscheinlich ist diese Vorstellung unter anderem deshalb, weil das Uberleben einer
Subpopulation >100% und ein kleiner Teil einer Population ca. 50mal empfindlicher als der
Rest sein musste [80, 96, 117, 121, 193, 224, 244].

Der vermutete Mechanismus der Niedrigdosisantworten umfasst das Zusammenwirken
diverser Signalkaskaden, Transkriptionsfaktoren, Gene, Proteine, Reparatursysteme, DNS-
Konformationsédnderungen und eventuell sogar parakriner Faktoren.

Das im Folgenden angefiihrte Modell wurde aus der Zusammenfassung diverser Literatur-
stellen entwickelt, die z.T. widersprichliche Ergebnisse liefern.

Durch die niedrige Vorbestrahlungsdosis entstehen im Zellkern verschiedene Schaden
(Basenschéden, Addukte, DNS-Quervernetzungen und v.a. Einzelstrangbriiche) [113, 196]
und DNS-Konformationséanderungen [172, 205], die neben Radikalen, cCAMP-Level-, pH- und
Membran-Veranderungen die anschlieBenden Signalkaskaden triggern [39, 47, 75, 119, 136,
193, 195]. Via Protein-Tyrosin-Kinase (PTK) kommt es zur Aktivierung weiterer
Proteinkinasen, darunter der Proteinkinase C (PK-C) [57, 114, 215], und des Ras-Systems,
was letztendlich zu einer veranderten Genexpression und mRNS-Synthese fuhrt [66, 146,
206]. Gesteigert abgelesen werden die Protoonkogene c-myc, c-fos, c-jun und c-Ha-ras [142],
die Transkriptionsfaktoren AP-1 [15], Nf-kB [141], Crebl und Spl [57], das early growth
response 1 Gen (EGR1), Bcl-2, das die Apoptose inhibiert, die Gene fir den epidermal
growth factor receptor EGFR (Erb-B) [83], der wiederum extracellular signal-regulated kinase
(ERK 1/2) aktiviert und somit zur Zellproliferation fiihrt [208], das replication proteine A
[105], fir Rbl und H4-Histone [242], fur Cyclin A und B [124], PBP 74 und andere
Hitzeschockprotein-(HSP)-70-assoziierte Proteine [64, 135], HSP25, 28 und 72 [102], fur p21
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[127], 14-3-3 zeta, GADD153, die Mangansuperoxiddismutase (MnSOD) [55], H.-Antigen,
DNS-Ligase, DNS-Polymerase o, Kollagenase, Interleukin 1, Tumornekrosefaktor TNF-a
[103], platlet derived growth factor PDGF und fibroblast growth factor FGF, sowie fir die X-
ray induced proteins XIP 1, 2, 4, 5, 6, 9, 10, 12 [14] und TP53 [59, 169, 173, 202, 220].
Vermindert exprimiert wird das Gen 8.6 sowie die Gene fir DIR1 (downregulated by ionizing
radiation) [156], B- und y-Aktin, Topoisomerase | und Il [57, 199] und Ornithindecarboxylase
[157, 243]. Die XIP greifen in Zellwachstum, DNS-Metabolismus und Rekombination
(XIP5=humanes Wachstumshormon, XIP9=c-fps/c-fes), Metastasierung (XIP6=t-PA,
XIP12=Angiogenesefaktor), die zelluldare Verteidigung (XIP1=Cyt P450), DNS-Reparatur
und Zelltod-Induktion ein [16]. Das TP53-Protein wird auch durch HSP70
(PBP74/Mortalin/Grp75) [160] stimuliert und induziert selbst wiederum BAX, MCL1, BCL
X, MDM-2, CDKN1A (p21/WAF1/CIP1) [1, 59] und gadd45 [57] und Uber diese das
proliferating cell nuclear antigen PCNA [17], das sowohl in die Regulation von DNS-
Reparatur als auch von Zellzyklusverzégerung, Apoptose und Wachstum eingreift [2, 18,
206]. Die DNS-Reparatur arbeitet unter anderem auch durch eine Hemmung der
Thymidinkinase und damit einer verzogerten DNS-Neusynthese, effektiver und fehlerfrei [43,
45, 46, 112]. Oberhalb eines gewissen Schadenslevels wird die immer anwesende N-
Reparatur (non-triggered) durch die T-Reparatur (triggered) noch erganzt [26, 27]. Dies wird
auch dadurch untermauert, dass die Angehrate von mit niedrigen Dosen bestrahlten Kulturen
hoher ist als von unbestrahlten, also die stets nétige Reparaturleistung noch verbessert ist [28,
200]. Insgesamt wird die von der SOS-Reparatur unabhangige [62] Exzisions-, Einzel- und
Doppelstrangbruchreparatur angekurbelt [70, 78, 91, 101, 104, 198, 212, 239, 252, 253] unter
Einbeziehung von Proteinen, die spezifisch an bestrahlte DNS binden, einer induzierten DNS-
Konformationsédnderung zur Reparaturerleichterung [10] sowie der Poly-ADP-Ribose-
Polymerase [223], der Adenosindiphosphatribosyltransferase und der Ribonukleotidreduktase
[209]. AuRerdem kommt es zu einer gesteigerten Entgiftung von Radikalen Uber die
Superoxiddismutase, Glutathionreduktase, -peroxidase und -S-Transferase sowie die Katalase
und die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase [21, 44, 61, 90, 100, 140, 246, 250]. Verstarkt
wird das ganze System durch Ca®* [72], das durch cADP-Ribose aus intrazelluldren Speichern
freigesetzt wird und via Calmodulin-Kinasen und die PK-C wieder einen Einfluss auf die
Genexpression hat [152, 232]. AuRerdem wirkt es noch auf die gap junctions, die an der
interzellularen Kommunikation beteiligt sind [72, 81, 130]. Hierbei wird die durch die
niedrige Vorbestrahlungsdosis in der einen Zelle ausgeldste Kaskade auch in anderen Zellen
eingeleitet [30] und zwar durch FGF, TNFa [103] und noch unbekannte (bertragbare
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Faktoren des sogenannten Bystandereffektes. Dieser besagt, dass die Effekte ionisierender
Strahlen alleine durch das Medium bestrahlter Zellen in unbestrahlten Zellen ausgeldst
werden konnen [73, 106, 128, 170, 175]. Die Beobachtung, dass die adaptive Antwort auch in
reparaturdefizienten Arten ausgelost werden kann, lasst die Beteiligung der Entfernung
reparaturblockierender Faktoren oder einen anderen Stimulierungsweg als bei der
gewohnlichen DNS-Schadensantwort vermuten [50, 51].

Belegt wird die Beteiligung all der oben genannten Faktoren entweder direkt durch den
Nachweis der jeweiligen mRNS oder Proteine oder indirekt durch diverse Inhibitoren. So
hemmt Cycloheximid die Proteinsynthese, die v.a. an der zweiten Hélfte der AR-Induktion
beteiligt ist [56, 68, 76, 116, 241, 249], 3-Aminobenzamid die Poly-ADP-Ribose-Polymerase,
deren verzweigte Polymere an Histonschwanze binden [87, 115, 121, 182, 224], 5,6-dichloro-
1-B-d-ribofuranosylbenzimidazol DRFB die RNS-Synthese [63] und Actinomycin D die
Transkription [68]. Die Beteiligung der DNS-Polymerase o an der adaptiven Antwort kann
durch ihren Inhibitor Arabinofuranosidcytosin [93], die der Proteinphosphatase 2A durch
Okadainsaure [49], die von Ca®* durch 8-(N,N-diethylamin)octyl-3,4,5-trimethoxybenzoat
TMB-8 und Ethylenglycol-bis(3-aminoethylether)N,N,N’,N’-tetraessigsaure EGTA [233], die
der ADP-Ribose-Cyclase durch Anti-CD38-Antikorper [231], die der p38MAPK (mitogen
activated protein kinase) durch SB203580 [183] und die der PK-C, die nach ihrer Aktivierung
an die Zellmembran bindet [183], durch tissue polypeptide antigen TPA, Staurosporin,
Calphostin C und H7 gezeigt werden [68, 168, 232].
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Abb.15: Schematische Darstellung der Zusammenfassung der vermuteten Mechanismen der
adaptiven Antwort [erweitert nach 206, 210]
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Der oben genannte Mechanismus der induzierten Radioresistenz wird erst oberhalb einer
gewissen Schadensschwelle ausgeldst [26], die eventuell genauso wie die Mdglichkeit der
AR-Entwicklung, die auch nicht alle Zellen zeigen [3, 7, 20, 54, 58, 85, 129, 143, 159, 167,
169, 171, 179, 226, 229], genetisch determiniert ist. Ferner wird bei Lymphozyten fiir das
Fehlen der adaptiven Antwort noch eine Altersabhdngigkeit [53, 217] und transiente
physiologische Parameter [134] und fur eine schlechte Reproduzierbarkeit eine Zellzyklus-
abhangigkeit [203] verantwortlich gemacht. Unterhalb der Schwellendosis wird oft eine
Hyperradiosensitivitat gefunden, die v.a. radioresistente Zelllinien zeigen [78, 79, 95, 96, 97,
98, 185, 187, 215, 245]. So konnte auch die gesteigerte Zellabtétung der radioresistenten
RT4-Zellen nach Vorbestrahlung mit 0,05-0,5Gy Ausdruck dieses HRS-Phé&nomens sein.
Eine andere Erklarung ware, dass eine derart radioresistente Zelllinie ihre Reparatur bereits

maximal induziert hat und zu keiner weiteren Adaptation in der Lage ist [145].

Obwohl ein moglicher klinischer Nutzen auf der Hand liegt [126, 194], sind die Ergebnisse all
dieser Niedrigdosisexperimente nur selten daftr genutzt worden, Ideen fiir eine verbesserte
Strahlentherapie zu entwickeln. So kann auch nach intensiver Literaturrecherche keine
Veroffentlichung gefunden werden, die wie diese Arbeit die Wirkung niedriger Dosen auf
gesunde und Tumorzellen eines Organs (hier der Blase) vergleicht. Zumal der Unterschied A
der Wirkung auf normale und Tumorzellen bei 0,05Gy Vorbestrahlung am gréfiten ist, sollte
es gelingen, einen Blasentumor effektiver abzutoten und das gesunde Gewebe dabei
signifikant mehr zu schonen, wenn man den Patienten 4h vor jeder 2Gy-Fraktion der Radio-
therapie mit 0,05Gy bestrahlt. Diese Ergebnisse missen allerdings zunédchst noch im Tier-

modell bestatigt werden.
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6 Ausblick

In Zukunft sollten weitere Experimente mit adaptiven Dosen durchgefiihrt werden, um so
vielleicht die in dieser Arbeit gefundenen Grundlagen in die klinische Anwendung zu
bringen. Nach Bestatigung der Ergebnisse im Tiermodell kénnten im Rahmen von Studien
dann auch Patienten von der Anwendung adaptiver Dosen profitieren.

Zu erwarten ware auch, dass der Effekt der adaptiven Dosen nach mehreren
Bestrahlungsfraktionen noch starker ausgepréagt ist. Aber auch dies muss erst noch in weiteren
Experimenten berprift werden.

So besteht die Maoglichkeit, dass Harnblasenkarzinome besonders effektiv und tumorselektiv
bestrahlt werden koénnten. Durch die Anwendung kleiner adaptiver Dosen vor jeder der
ublichen Fraktionen konnten gesundes Gewebe geschont und somit Nebenwirkungen

reduziert werden bei gleicher oder sogar effektiverer Abtotung der Tumorzellen.
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7 Zusammenfassung

Die Herausforderung jeder modernen Strahlentherapie besteht darin, bei maximaler Tumor-

schadigung minimale Nebenwirkungen im gesunden Gewebe zu erzeugen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit machen deutlich, dass HCV29-Urothelzellen bei sehr niedrigen
Vorbestrahlungsdosen eine radioadaptive Antwort, d.h. ein gesteigertes Zelliiberleben, zeigen,
wohingegen RT4-Urothelkarzinomzellen eher hyperradiosensitiv auf die adaptive Dosis
reagieren. Dies gibt Anlass zu vermuten, dass in Zukunft die Anwendung adaptiver Dosen
(0,05-0,1Gy) vor den ublichen Fraktionsdosen den Erfolg einer Blasenkarzinombestrahlung

und vielleicht auch anderer Tumorbestrahlungen maximieren konnte.

Die Fragestellungen dieser Arbeit konnten dahingehend beantwortet werden, dass:

1. RT4-Zellen fir 0,05-0,5Gy Vorbestrahlungsdosis vor der 2Gy-Folgedosis ein
niedrigeres Uberleben zeigen als ohne Vorbestrahlung und somit im Sinne einer

Hyperradiosensitivitat reagieren.

2. HCV29-Zellen fiir 0,05Gy und 0,1Gy Vorbestrahlungsdosis ein héheres Uberleben als
die nicht vorbestrahlten Kontrollen, also eine adaptive Antwort, zeigen und fir 0,2Gy

und 0,5Gy Vorbestrahlungsdosis mit einem geringeren Uberleben reagieren.

3. HCV29- und RT4-Zellen gleichsinnige Antworten auf 0,2Gy und 0,5Gy
Vorbestrahlung zeigen, auf 0,05Gy und 0,1Gy adaptive Dosis aber sehr verschieden
reagieren, namlich mit einem héheren Uberleben bei HCV29- und einem niedrigeren
bei RT4-Zellen.

4. sich aus den Ergebnissen die Idee eines neuen Therapiekonzeptes zur Urothel-
karzinombestrahlung ableiten l&sst, ein Urothelkarzinom 4h vor der 2Gy-Fraktion mit
0,05Gy vorzubestrahlen, um das gesunde Gewebe zu schonen und den Tumor

besonders effektiv zu schadigen.

Insgesamt sollen die Experimente dieser Doktorarbeit, die als erste die Wirkung adaptiver
Strahlendosen auf gesunde und Tumorzellen eines Organs (hier der Blase) vergleichen, der
AnstoR zu weiteren klinisch orientierten Untersuchungen zu adaptiven Dosen sein. Der

geschichtliche und begriffsdefinierende Uberblick sowie die Zusammenfassung der
47



vermuteten Mechanismen sollen die Einordnung der Forschungsergebnisse und das Design
weiterer Experimente ermdglichen. Letztendlich bestiinde so die Madglichkeit, die

vielversprechenden Ergebnisse dieser Arbeit zu bestatigen und weiter auszubauen.
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