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1 Einleitung und Zielstellung

Eine der héufigsten Todesursachen bei Hund und Katze sind tumordse Erkrankungen

(KESSLER et al. 1996).

Auch beim Menschen stellen Malignome einen groen Anteil aller Erkrankungen dar. Jahrlich
erkranken ca. 0,4 % aller Menschen in der Europédischen Union neu an einem Tumor. Die
Tumorinzidenz wird 1995 mit ca. 50 %, die Mortalitdt mit ca. 22 % bei Frauen und ca. 25 % bei

Mainnern angegeben (ENCR 1990).

Die am héufigsten eingesetzte Therapieform bei Tumoren ist die chirurgische Resektion.
Allerdings ist sie als alleiniger Therapieansatz nur fiir gut abgegrenzte und noch nicht meta-
stasierte Tumoren geeignet, die aufgrund der anatomischen Lokalisation der Operation gut
zuginglich sind. Bei metastasierenden Tumoren und bei systemischen Erkrankungen (Leukidmie)
kann allein oder zusétzlich zur Operation die Chemotherapie eingesetzt werden. Dagegen ist bei
infiltrativ wachsenden soliden Tumoren und bei Malignomen in anatomisch schwer zuginglicher

Lage eine Strahlentherapie indiziert.

Zur Strahlentherapie werden Photonenstrahlen mit einer Energie von etwa 150 keV zur
Oberflichen- und Halbtiefentherapie sowie von 400 keV - 50 MeV (meist 4 — 35 MeV) zur
Tiefentherapie eingesetzt. Des Weiteren finden auch B—-Strahlen (50 MeV) sowie in Aus-
nahmeféllen beschleunigte Teilchen (Protonen, Neutronen) Anwendung (KESSLER 1999).
Hinsichtlich der Bestrahlungstechnik unterscheidet man die Brachy- und die Teletherapie.
Erstere ist eine Bestrahlung mit geschlossenen oder offenen Radionukliden, welche direkten
Kontakt zum Tumorgewebe erhalten. Bei der Teletherapie erfolgt die Bestrahlung extern mit
einem Abstand zwischen Strahlenquelle und Hautoberfliche (RUBE und KRIMMEL 1992,
SAUER 1996).

Trotz guter Eingrenzung des Bestrahlungsfeldes auf den Tumor werden im Rahmen einer
Strahlentherapie stets gesunde Gewebe mitbestrahlt. Diese befinden sich im Eintritts- bzw.
Austrittskanal des Strahls, im Sicherheitssaum um das Tumorvolumen oder innerhalb des
Tumorvolumens selbst. Die Strahlenbelastung dieser gesunden Strukturen kann zu

Nebenwirkungen fithren. Aufgrund des zeitlichen Verlaufes lassen sich akute und chronische



Strahlenfolgen unterscheiden. Die Abgrenzung erfolgt willkiirlich bei Tag 90 nach Beginn der
Radiotherapie (DORR und TROTT 2000).

Chronisch reagierende Normalgewebe zeigen im Gegensatz zu akut reagierenden
Normalgeweben und Tumoren einen ausgeprigten Fraktionierungseffekt, d. h. eine grof3e
Féahigkeit zur Erholung von so genannten subletalen Strahlenschdden. Deshalb ist zur
Verminderung von Spiteffekten eine Bestrahlung mit kleinen Dosen pro Fraktion giinstiger als
die Strahlenapplikation in Form einer Einzeldosis oder mit wenigen, groBlen Fraktionen
(HERRMANN und BAUMANN 1997, DORR und TROTT 2000). So besteht in der Strahlen-
therapie beim Menschen ein konventionelles Behandlungsprotokoll aus 30 — 35 Fraktionen von

2 Gy iiber 6 — 7 Wochen.

Beim Tier setzt jede Bestrahlung eine Immobilisation mittels Narkose voraus, da sonst die
exakte Eingrenzung des Bestrahlungsfeldes nicht mdglich ist. Mit jeder Narkose steigt jedoch
das Behandlungsrisiko. Daher wird in der Tiermedizin ein Mittelweg in der Anzahl an
Fraktionen angestrebt. Es werden Gesamtdosen von 40 - 50 Gy appliziert, wobei diese auf bis
zu 10 Fraktionen iiber einen Zeitraum von 3 - 4 Wochen verteilt werden (KASER-HOTZ et al.
1994). Die Strahlentherapie wird derzeit in der Veterindrmedizin als Behandlungsmodalitit fiir
Tiere in den USA und der Schweiz hdufig angewandt. In Deutschland geschieht dies zunehmend
hiufiger. Bestrahlt werden derzeit Plattenepithelkarzinome (EVANS et al. 1988, GILETTE et al.
1995) und Epuliden (LANGHAM et al. 1977, THRALL 1984), aber auch Melanome
(BATEMANN et al. 1994, BLACKWOOD et al. 1996) und Fibrosarkome (THRALL et al.
1981) an Pfote, Nase, Ohr und Maulhohle.

Auch hypophysidre Adenome und Adenokarzinome werden zunehmend radiotherapeuthisch
kontrolliert (DOW et al. 1990). Weitere strahlensensitive Tumoren sind das maligne Lymphom,
das Plasmazytom, das Sticker Sarkom, perianale Tumoren sowie Tumoren der Speicheldriise

(KESSLER 1999).

Bei der Strahlentherapie im Beckenbereich, d. h. bei Tumoren der Zervix uteri (KESSLER
1997), Prostata (TURREL et al. 1987), dem Rectum (TURREL et al. 1986) und der Harnblase
(COTARD et al. 1995) stellen Darm und Harnblase in Bezug auf Nebenwirkungen die
wichtigsten Normalgewebe dar. Nebenwirkungen an der Harnblase sind Thema der vorliegenden

Arbeit.



Die durch die Strahlentherapie hervorgerufenen Funktionsstorungen der Harnblase verlaufen in
mehreren Phasen. Akute Verdnderungen treten beim Menschen in den ersten 4 Wochen nach
Bestrahlungsbeginn auf und sind in der Regel reversibel. Spédte Verdnderungen manifestieren
sich nach Wochen bis Monaten und sind progressiv und irreversibel. Die Symptomatik der
Strahlenreaktion in der akuten und spéten Phase ist identisch. Die Patienten zeigen eine erhdhte
Miktionshaufigkeit, auch nachts, Dysurie und Pollakisurie. Die wesentliche Grundlage dieser

Symptomatik ist eine verminderte Blasenspeicherkapazitét.

Typische akute Strahlenreaktionen, etwa von Haut und Schleimhiuten beruhen auf einer
Zelldepletion infolge der strahlenbedingten Storung der Zellproduktion. Im Gegensatz dazu ist
an der Blase wihrend der akuten Reaktion jedoch kein Zellverlust erkennbar (DORR et al.
1992).

Hier miissen somit grundsétzlich andere pathogenetische Mechanismen zugrunde liegen. Zwei
alternative Hypothesen werden diskutiert, die beide auf einer Verdnderung im Prostaglandin-
stoffwechsel beruhen. Prostaglandine sind im Normalzustand ursdchlich an der Regulation des
Blasentonus beteiligt. So fiithren speziell Prostaglandine des E- und F-Types zu einer
Kontraktion der Blasenmuskulatur (ANDERSON und SJOERGREN 1982). Eine erhohte
Prostaglandin-freisetzung oder ein verdndertes Prostaglandinmuster in der Folge der Bestrahlung
konnten somit zu einer Tonuserhohung des M. detrusor fithren, welche sich in einer
Verminderung der Speicherkapazitit niederschlagen wiirde. Zum einen besteht die Moglichkeit
einer durch die Strahlung primir erhohten Prostaglandinsynthese, zum anderen die einer
primdren Stérung der urothelialen Barrierefunktion, die durch den Urothelkontakt mit Urin
sekundir zu einer Erhdhung der Prostaglandinsynthese bzw. -freisetzung fithren kann. Als
Quelle fiir die Prostaglandine kommen sowohl das Urothel als auch die Gefdllendothelien der
Blasenwand in Betracht. Die Beteiligung der Prostaglandine an der Strahlenreaktion der
Harnblase wurde bereits indirekt iiber die Beeinflussung der akuten Symptomatik durch
Prostaglandin-syntheseshemmung nachgewiesen (DORR et al. 1998, EHME 1998, WIEGEL et
al. 2000).

Eine erhohte urotheliale Prostaglandinfreisetzung wurde auch nach einer Vielzahl mechanischer
und chemischer Noxen beobachtet (GILMORE und VANE 1971). Fiir Endothelien sind Ver-
anderungen der Prostaglandinfreisetzung nach Bestrahlung in verschiedenen Untersuchungen

beschrieben worden (ELDOR et al. 1983, SINZINGER et al. 1986).



Ein wesentlicher Bestandteil der urothelialen Barriere sind Glykosaminoglykane, welche
normalerweise die Oberfliche der Urothelzellen vollstindig bedecken. Glykosaminoglykane
sind stark negativ geladene Molekiile. Diese Ladung fiihrt zur Anlagerung der bipolaren
Wassermolekiile und damit zur Ausbildung einer monomolekularen Wasserschicht. Diese
verhindert, dass der hyperosmolare Urin mit seinen zytotoxischen Bestandteilen in direkten
Kontakt zum Urothel kommt. Die Folge einer Stérung der Glykosaminoglykanschicht konnte
eine sekundir erhohte Prostaglandinsynthese sein, ohne dass zelluldre Schiden am Urothel

manifest werden.

Chronische funktionelle Storungen an der Harnblase als Strahlenfolge treten zeitlich deutlich vor
fibrotischen Verdnderungen, d. h. erhohter Kollagendisposition und verdnderter Kollagen-
zusammensetzung, auf. Letztere miissen als Sekundirfolge der Funktionsstérung, nicht als
primér strahleninduziert angesehen werden. Histologische Untersuchungen haben gezeigt, dass
Urotheldefekte (fokale Urothelverluste sowie fokales papillomatdses Urothelwachstum) an der
Spétreaktion beteiligt sind (KRAFT 1996). Es konnte ein Zusammenhang zwischen dem
Ausmal} der Funktionsminderung und der verdnderten Urothelfliche nachgewiesen werden.
Auch diese Urothelverdnderungen konnen mdglicherweise mit einer Stdrung der Glykosamino-

glykanschicht einhergehen (DORR et al. 1998, WIEGEL et al. 2000).

Neuere Analysen von DORR und BECK-BORNHOLDT (1999) ergaben, dass zwischen der
Reaktion in der akuten Phase und dem Risiko einer spiten Strahlenreaktion ein Zusammenhang

im Sinne einer konsekutiven Spétfolge besteht.

Als Hypothese fiir die vorliegende Arbeit wurde angenommen, dass sowohl die akuten als auch
die (friihen) chronischen Strahlenfolgen an der Harnblase durch eine Stérung der Glykos-
aminoglykanschicht ausgelost oder beeinflusst werden. Als Tiermodell wurde die Harnblase der
Maus verwendet. In diesem Modell kann die Speicherkapazitit — analog zum Menschen — gut im
zeitlichen Verlauf durch transurethrale Zystometrie erfasst werden (DORR und SCHULTZ-
HECTOR 1992, DORR 1995, DORR et al. 1998).

Das Ziel der Arbeit bestand somit darin, zu ermitteln,

1.) ob die lokale Applikation von GAG (Heparin bzw. PPS) zu einer Modifikation der
Strahleneffekte fiihrt;



2.) inwieweit durch diese lokale Applikation der GAG eine Modifikation der Strahlen-

effekte erreicht werden kann;

3.) ob eine Beeinflussung der Blasenfunktion in der akuten Phase und in der Spatphase

mdglich ist und

4.) ob eine mogliche Beeinflussung der Akutreaktion zu einer Modifikation der

Spatphase fiihrt.



2 Literatur

2.1 Inzidenz von Tumoren

2.1.1 Tumorinzidenz beim Kleintier

Tumoren sind eine der hiufigsten Todesursachen beim Kleintier (DORN 1976, KESSLER et al.
1996).

Beim Hund sind ca. 0,5 % aller malignen Erkrankungen Blasentumoren (OSBORNE et al. 1968,
STRATFUSS und DEAN 1975). Diese Tumoren, welche meist bosartig sind, liegen in der Regel
am Blasenhals oder am Trigonum (TEUNISSEN 1976, NICKEL 1999). Rund 60 % aller
bosartigen Blasentumoren sind epithelialer Herkunft; am hiufigsten ist das Ubergangszell-
karzinom, gefolgt von Plattenepithel- und Adenokarzinom (OSBORNE et al. 1968, BURNIE et
al. 1983) sowie undifferenzierte Karzinome. Sarkome machen weniger als 10% der Harnblasen-
tumoren aus. Es sind iiberwiegend Fibrosarkome, Leiomyosarkome und maligne Himangioepi-
theliome zu finden (KESSLER 1997). Bei der Katze werden auch maligne Lymphome
beschrieben (SCHWARZE et al. 1985). Bei jungen Hunden werden auch Rhabdomyosarkome
gefunden (KELLY 1973, STENGEL et al. 1997).

Katzen haben im allgemeinen selten Tumoren der Blase. Wenn an der Blase Tumoren auftreten,

dann sind diese ebenfalls meist epithelialen Ursprungs (HORZINEK 1997).

Tumoren der Prostata (meist Adenokarzinome) treten gehduft bei Hunden iiber 8 Jahren auf
(FREUDIGER et al. 1997). Ihre Inzidenz ist schwer abzuschédtzen, da nach BELL (1988)
mindestens 1/5 aller Félle klinisch nicht diagnostiziert werden. BARSANTI et al. (1987)

schitzen sie auf ca. 0,2 - 0,6% aller Tumoren.

Im Uterus des Hundes sind Tumoren selten und meist gutartig. Leiomyome machen einen Anteil
von 85-90% aus, wihrend ca. 10% Leiomyosarkome darstellen; sehr selten sind Adeno-
karzinome zu finden (WITHROW et al. 1986). Vaginale Tumoren treten bevorzugt bei nicht
kastrierten, dlteren Hiindinnen auf und sind zu 73% gutartig (THACHER et al. 1983). An der
Vagina der Katze werden vereinzelt Fibrome, Leiomyome und Lipome (STEIN et a. 1981,

WOLKE 1963), am Uterus hiufiger Adenokarzinome beobachtet (STEIN et al. 1982).



Von den intestinalen Tumoren sind beim Hund 40%, bei der Katze zwischen 10 und 15 % im
Colon und Rectum anzutreffen (KESSLER 1999). Beim Hund gibt es gehéuft Berichte iiber
kolorektale Polypen und kolorektale Adenokarzinome sowie iiber Lymphome (KESSLER 1999).
Bei der Katze sind im Rektum vermehrt Adenokarzinome und maligne Lymphome, aber auch

Mastzelltumoren zu finden (KESSLER 1999).

2.1.2 Tumorinzidenz beim Menschen

Nach einer Auswertung der ENCR (European Network of Cancer Registries) erkrankten 1990
706.900 (0,42 %)' Minner und 644.200 (0,36 %)' Frauen an Tumoren (exklusive aller
nichtmelanotischen Hauttumoren). Im gleichen Zeitraum starben 497.500 (0,30 %)’ Minner und

398.200 (0,22 %)' Frauen an den Folgen einer Tumorerkrankung (ENCR 1990).

Betrachtet man die Héufigkeit der befallenen Organe im Beckenbereich, so erscheint beim Mann
der Dickdarm mit 13 % an zweiter, diec Prostata mit 12 % an dritter und die Blase mit 7 % an
vierter Stelle. Bei der Frau steht der Dickdarm mit 15 % ebenfalls an zweiter Stelle, die

Gebédrmutter mit 5 % an vierter Stelle (ENCR 1990).

Die jéhrliche Anzahl bzw. Rate an Neuerkrankungen in Deutschland (ENCR 1990) betragt fiir
Tumoren der Harnblase 12 104 (£ 3,5/100 000 Personen), fiir Tumoren des Rektums 53 225
(& 15,5/100 000 Personen), fir Tumoren der Prostata 21 075 (£ 12,6/100 000 Personen), fiir
Tumoren der Zervix uteri 7 053 (2 4,0/100 000 Personen) und fiir Tumoren des Korpus uteri
8 242 (2 4,7/100 000 Personen).

! Die Zahl in Klammer gibt die Erkrankungshaufigkeit bezogen auf die ménnliche bzw. weibliche Gesamt-

bevolkerung in Europa an.



2.2 Aufbau und Funktion der Harnblase

2.2.1 Anatomie und Histologie der Harnblase

Die Harnblase liegt ventral vom Rektum und kranial des Os pubis. Sie ist bei der Maus in
geleertem Zustand stecknadelkopfgroB. Die Blase ist mit drei Bandern verankert: Die paarigen
Ligg. vesicale latt. zichen vom Beckenrand lateral an die Harnblase, das Lig. vesicale medianum

vom Nabel zur ventralen Blasenwand.

Die Harnblasenwand besteht aus drei Schichten (siehe Abb.1). Aullen wird sie von der Tunica
serosa (je nach topographischer Lage auch von der Adventitia) bedeckt. Ihr anliegend folgt die
Muskularis, die je nach Tierart eine unterschiedliche Anzahl von Muskellagen beinhaltet. Die
einzelnen Muskellagen sind quer zueinander angeordnet und greifen ineinander {iber. Einzelne
dieser Muskelziige bilden am Blasenhals den Leiosphinkter, im Gegensatz zu dem von der
Harnr6hrenmuskulatur gebildeten Rhabdosphinkter. Die Tunica submucosa ist stark ausgeprigt.
Zusammen mit der nach innen folgenden Lamina propria, die aus scherengitterartig
angeordnetem, elastischem Bindegewebe besteht, bildet sie die Verschiebeschicht fiir die

innerste Schicht, das Epithel der Tunica mucosa.

Dieses Epithel besitzt im gedehnten Zustand 2 — 3, bei Kontraktion der Blase bis zu 14
iibereinander geschichtete Zelllagen. Die superfiziale Zellschicht besitzt ein dreischichtiges
Plasmalemm, welches subplasmalemmal durch Filamentbiindel (Crustae) verstirkt wird

(LIEBICH 1993).

Die Innenauskleidung der Harnblase besteht aus Glykosaminoglykanen (PARSONS et al. 1980,
LILLY und PARSONS 1990). Am Aufbau der Glykosaminoglykanschicht sind u.a. Heparan-
sulfat, Chondroitinsulfat und Dermatansulfat (gebunden an Proteine oder ionisiert) beteiligt
(HURST et al. 1987, HURST 1994). Diese verhindern einerseits die Anhaftung von Bakterien
(PARSONS et al. 1980, PARSONS 1980, 1982) zum anderen auch die Anhaftung und
Penetration von Ionen und Proteinen (PARSONS 1986, 1994).
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Abbildung 1: Aufbau der Harnblasenwand

2.2.2 Regulation der Blasenfunktion

Die Innervation der Harnblasenmuskulatur geht von intramuralen Ganglien des vegetativen
Plexus aus. Die Schleimhaut ist zusitzlich sensibel innerviert. Neben der neuronalen
Komponente sind an der Regulation der Detrusorfunktion viele Mediatoren, u. a. auch
Prostaglandine, beteiligt. Letztere wirken {iiber spezielle Rezeptoren (ANDERSON und
SJOERGEN 1982).

GILMORE und VANE (1971) fanden bei Hunden nach Dehnung der Harnblase im Blut
vermehrt Prostaglandine und Katecholamine. Dies gilt speziell fiir PGE 2 und PGF (POGGESI
et al. 1980, ANDERSON und SJOERGEN 1982). Diese haben einen kontrahierenden Effekt auf

die Blasenmuskulatur.



2.3 Radiogene Effekte an der Harnblase

2.3.1 Nebenwirkungen nach Strahlentherapie beim Menschen

Die Strahlentherapie im Beckenbereich schliet regelmiaBig normale Gewebe ein. Hierbei ist
neben dem Darm die Harnblase von Bedeutung. Die Toleranz dieser Organe bestimmt die

maximale Dosis fiir den Tumor und somit die Heilungsaussichten.

RIES und LUDWIG (1968) teilten die Nebenwirkungen nach Bestrahlung der Harnblase in
objektive und subjektive Symptome ein. Blutspuren in der Wische, wiederholter blutiger Urin,
Druckdoleszens bei Betasten der Blasengegend sowie Stenosen der harnableitenden Wege gelten
als objektiv. Brennender Schmerz bei Miktion (Dysurie), hdufiger Harndrang und Wasserlassen
in kleinen Portionen (Pollakisurie), schneidender Schmerz mit Harndrang jedoch ohne Miktion
(Tenesmen) und dumpfer Dauerdruckschmerz in der Blasengegend werden als subjektive

Symptome erfasst.

Endoskopisch beobachteten RIES und LUDWIG (1968) nach Bestrahlung akut eine diffuse
hidmorrhagische Zystitis mit Nekrose der Schleimhaut und Fibrin-Schorf-Bildung iiber dem
Schleimhautdefekt. Die chronischen Verdnderungen, welche sich mehrere Wochen, Monate oder
Jahre nach der Bestrahlung manifestierten, wurden als bulloses Odem der Blasen-schleimhaut
sowie als Rigiditit oder Verdickung der Blasenwand mit Querfaltenbildung beschrieben.
Weiterhin wurden chronisch entziindliche Infiltrationen der submukosen und muskulédren
Wandschichten, Verdnderungen der Schleimhautgefdle, die sich subchronisch als
,Himbeerwirzchen (Kapillarektasien mit perivasalem Odem) und chronisch in Form von
Teleangieektasien mit evtl. punktférmigen submukdsen Blutaustritten dullerten, beschrieben. Als
weitere Spdtfolge war eine Blasenschrumpfung infolge Sklerose der Blasenwand, hédufig im

Zusammenhang mit einer Detrusorinsuffiziens, zu finden.

Zur Diagnose der ,radiogenen Zystitis* fiilhrten KUMPER und PENNIG (1970) Zysto- und
Urethroskopien sowie Zystometrien durch. Die Befunde der Zysto- und Urethroskopie
reflektierten nicht die Funktionsstérungen. Als zystometrischer Befund zeigte sich ein
Hypertonus der Blasenwand mit verringerter Blasenspeicherkapazitit und vermindertem
Miktionsdruck. Unter der Strahlentherapie verringerte sich die Blasenkapazitit um ca. 20 %, der

Miktionsdruck sank gegen Ende der Bestrahlung deutlich ab. Die Funktionswerte normalisierten
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sich bei 80 % aller Patienten bis zur erneuten Kontrolle nach 3 Monaten. Einige Patienten
erreichten die Normalwerte erst nach einem Jahr. Aufgrund der kurzen Nachbeobachtungszeit

von 1 Jahr wurde die chronische Strahlenreaktion nicht in ithrer Gesamtheit erfasst.

In neueren Untersuchungen (HANFMANN et al. 1998, DORR und HERRMANN 2000) konnte
die akute Reduktion des Miktionsvolumens bei Patienten unter Bestrahlung von Prostatatumoren
gezeigt werden: ab der 4. Bestrahlungswoche zeigte sich eine Abnahme auf 60 — 70% der

individuellen Ausgangswerte vor Bestrahlung.

BEHR et al. (1990) untersuchten Spétschdden nach Bestrahlung des Kollumkarzinoms. Sie
stellten fest, dass nach zwei Jahren alle Patienten inkontinent waren, wobei 60 % der Inkon-
tinenzen blasenbedingt, 40 % urethrabedingt waren. Bei zystometrischen Untersuchungen fand
sich bei allen Patienten ein erhdhter Tonus in Verbindung mit einer verminderten

Blasenspeicherkapazitit.

Eine einheitliche und mdglichst genaue Beschreibung der Nebenwirkungen in der
Strahlentherapie ist von wesentlicher Bedeutung. Das Bewertungsschema von EORTC/RTOG
(European Organisation for Research and Treatment of Cancer/Radiation Therapy and Oncology

Group) teilt Strahlenreaktionen in 6 Schweregrade ein:

Grad 0: keine Verdnderung
Grad 1: geringe Symptome, keine Behandlung erforderlich

Grad 2: maBige” und “deutliche” Symptome, sprechen auf einfache Behandlungsmethoden
an, Lebensqualitét nicht beeintrachtigt

Grad 3: “starke” oder ausgeprigte” Symptome, wirken sich auf die Lebensqualitit deutlich
aus

Grad 4: alle lebensbedrohlichen Symptome, erfordern i. d. R. umfangreiche therapeutische
MafBnahmen

Grad 5: Tod infolge der Strahlenreaktion

Die entsprechende Symptomatik an der Harnblase ist in Tabelle 1 fiir akute und in Tabelle 2 fiir
chronische Verdnderungen zusammengefasst (SEEGENSCHMIEDT 1998).
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Tabelle 1: Akute Strahlenreaktion an der Harnblase: RTOG/EORTC-Systematik
(nach SEEGENSCHMIEDT 1998)

Grad 1 2 3 4
Symptome Polyurie Polyurie Polyurie Hématurie
(<1x/h) (>1x/h)
(Transfusion)
Dysurie Dysurie
Krampfe Kriampfe Ulzeration /
Narkotika Nekrose

Tabelle 2: Chronische Strahlenreaktion an der Harnblase: RTOG/EORTC- Systematik
(nach SEEGENSCHMIEDT 1998)

Grad 1 2 3 4
Symptome Mikro- Polyurie schwere Nekrose
hidmaturie >6x/d oder Polyurie
<1x/h >1x/h
intermittierende Héimorrhagign
Himaturie hiufige (Zystektomie
Himaturie notig)
generalisierte Blasen-
Teleangiektasien | Blasenkapazitit kontraktur
<100 - 150 ml Kapazitit
generalisierte <100 ml
Teleangiektasien

Fiir spate Strahlenfolgen wurde ein weiteres Dokumentationsschema in Form der LENT/SOMA-
Klassifizierung (Late Effects in Normal Tissues) entwickelt (RUBIN et al. 1995). Die Erfassung
und Dokumentation erfolgt in Form von subjektiven Empfindungen der Patienten (z. B.
Schmerz), objektiven Verdnderungen (Miktionsvolumen), Behandlung (= management) und
weitergehenden analytischen Ergebnissen (weitergehende Labor- und Blutuntersuchungen).

Durch die Verkniipfung der Einzelergebnisse kann eine Gesamtbewertung der Strahleneffekte

erfolgen. Fiir die Harnblase ist die Einteilung in Tab. 3 zusammengestellt.

Tabelle 3: LENT/SOMA-Bewertungssystem fiir spate Strahlenfolgen an der Harnblase
(nach SEEGENSCHMIEDT 1998)
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Grad 1 2 3 4

Subjektiv
Dysurie gelegentlich intermittierend persistierend therapieresistent
Frequenz Intervall: 3-4 h Intervall: 2-3 h Intervall: 1-2 h stiindlich

(Miktionshéufigkeit)

Héamaturie gelegentlich intermittierend persistierend therapieresistent
Inkontinenz < wochentlich < téglich < zweimal /d therapieresistent
Harnfluss evtl. schwach intermittierend evtl. Obstruktion Obstruktion

Objektiv
Héamaturie mikroskopisch intermitt. makrosk. persist. makrosk. hartnéckig
Endoskopie evtl. Atrophle 0. konﬂulereqde / A'troph%e Ulzerationen in Perforation

Teleangiktasie ohne | o. Teleangiketasie mit .
Muskulatur Fisteln
Blutung Blutung

Max. Volumen >300-400 crn? >200-300 cn? >100-200 e’ <100 cm®
Residualvolumen <25 cm? > 25-100 cm? > 100 cm? > 100 cm?

Management
Dysurie ohne Narkose ohne Narkose Narkose chirurg. Intervention
Frequenz Alkalisierung Spasmolytika Narkose Zystektomie

Héamaturie/ Tele- Eisentherapie evtl. Transfusionen o. Transfusion o. chirurg. Intervention

angiektasie Kauterisation Koagulation
Inkontinenz evtl. Schutz intermittierender Schutz SChUt.Z o Dauerkatheter

Katheterisieren
Harnfluss weniger als einmal am Dilatation,mehr als Dauerkatheter
Tag katheterisieren einmal am Tag . .
I chirurg. Intervention
katheterisieren

Analyse

Zystographie Bewertung der Schleimhautoberfliche

Volumetrische Analyse Bewertung der Blasenkapazitdt in ml

Kontrastradiographie Bewertung von Ulzerationen, Kapazitidt und Kontraktilitat
Ultraschall Bewertung der Wanddicke, des Hohlraumes u. der Fistelbildung
Elektromyographie Bewertung der Sphinkteraktivitét
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In allen Bewertungssystemen stehen Polyurie und Verdnderungen im Miktionsvolumen als
Ausdruck der Funktionsstdrung im Mittelpunkt. Die chronisch auftretenden Hadmaturien sind
bedingt durch die Fragilitit der teleangiektatisch verdnderten Gefifle. Haufig gesehene
bakterielle Infektionen sind als Folge einer Barrierestorung anzusehen (WIEGEL et al. 2000).

2.3.2 Tierexperimentelle Untersuchungen zu Strahlenfolgen an der

Harnblase

2.3.2.1 Quantitative Erfassung der Blasenfunktion

Strahlenbedingte Verdnderungen der Blasenfunktion betreffen im Wesentlichen die Speicher-
kapazitit. Die Erfassung kann grundsitzlich iiber die Miktionsfrequenz, das Miktionsvolumen
oder durch Ermittlung der Blasendruck-Blasenvolumen-Relation erfolgen. Im Folgenden soll
eine kurze Ubersicht iiber experimentelle Ansitze zur quantitativen Ermittlung der

Strahlenreaktion gegeben werden.

2.3.2.1.1  Miktionsfrequenz

STEWART et al. (1978) entwickelten ein System zur Erfassung von Miktionsfrequenz und
Miktionsvolumen bei der Maus. Die Tiere wurden einzeln in einem Kéfig mit Drahtboden
gehalten, unter welchem saugfiahiges Papier mit einer Geschwindigkeit von 15 cm/h
durchgezogen wurde. Ausgewertet wurde nach spezifischer Anfirbung die Anzahl und die
GroBe der Urintropfen. Uber eine Kalibrierkurve konnte so eine Aussage iiber das
Miktionsvolumen und die Miktionsfrequenz und deren Verdnderungen im zeitlichen Verlauf
nach Bestrahlung getroffen werden. Der Miktionsindex gibt die Anzahl der Miktionen pro
Stunde an. Durch Messung iiber jeweils 24 Stunden wurden auch die tageszeitlichen

Schwankungen der Blasenfunktion berticksichtigt.

Wihrend des spiten Morgens und am frilhen Nachmittag war die Miktionsfrequenz am
niedrigsten und das Blasenvolumen am groBten. Dagegen waren zwischen 0 und 3 Uhr die

Miktionsfrequenz am hochsten und das Blasenvolumen am kleinsten.

23.2.1.2  Zysto(tono)metrie
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Die Zystotonometrie besteht in der Erfassung des Blaseninnendruckes wéhrend der internen
Fiillung, d. h. der Druck-Volumen-Beziehung. Man unterscheidet eine invasive, chirurgische
und eine minimal invasive, transurethrale Methode. Bei der invasiven Zystotonometrie, die u. a.
bei Katzen durchgefiihrt wurde (MAGGI et al. 1986), wird ein Katheter in die Harnblasenwand
implantiert. Eine Beeinflussung der Blasenfunktion durch den Eingriff und den Katheter kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden. Zudem besteht die Gefahr einer bakteriellen Zystitis.

Langfristige longitudinale Untersuchungen sind mit dieser Methode nicht moglich.

Bei der transurethralen Zystotonometrie erfolgt durch einen iiber die Urethra in die Harnblase
eingefithrten Katheter die Fiillung unter standardisierten Bedingungen bei gleichzeitiger
Erfassung des Druckes. Diese Methode dient zur Messung der Blasenfunktion beim Menschen.
Beim Versuchstier ist eine Narkose zur Ruhigstellung unumgénglich. Tierexperimentell wurde
die Zystometrie fiir strahlenbiologische Untersuchungen erstmals von KINSELLA et al. (1988)
am Hund eingesetzt. Auch beim Kanichen (KOHLER et al. 1992) und der Ratte (VALE et al.
1993) fand diese Methode Anwendung.

LUNDBECK et al. (1989 a, 1989 b) adaptierten diec Methode zur Anwendung bei der Maus.
Diese Untersuchungen sind auf Grund der anatomischen Gegebenheiten nur bei weiblichen
Tieren moglich. Den narkotisierten Mausen wurde die Blase iiber einen Katheter entleert und
anschlieend mittels Infusionspumpe iiber einen neuen Katheter mit isotonischer Natrium-
chloridlosung gefiillt. Zur Erfassung des Blasendrucks diente ein Druckwandler, welcher die
Daten an einen Schreiber zur Dokumentation weitergab. Die Instillation erfolgte mit einer
Geschwindigkeit von 0,1 ml/min. Die Messung wurde beendet, sobald Natriumchloridlosung

neben dem Katheter aus der Harnrohre austrat.

DORR (1992) modifizierte dieses Modell. Die Anzahl der Messungen zur Ermittlung des
individuellen Kontrollwertes wurde auf mindestens drei erh6ht, um der natiirlichen Variation der
Messergebnisse Rechnung zu tragen. Die Messung wurde bei einem Blasendruck von max.
30 mm Hg beendet, um die Blasenwand nicht artifiziell zu {iberdehnen. Durch einen zuséitzlichen
Ablauf konnte die Infusionspumpe in Betrieb bleiben, so dass Schwankungen in der
Pumpleistung nach dem Einschalten vermieden wurden. Als Blasenkapazitit wurde das

Volumen bei 10 mm Hg dokumentiert (DORR und SCHULTZ-HECTOR 1992, DORR 1995).

Mégliche Einflussfaktoren auf die Ergebnisse der Zystometrie wurden von DORR (1992)

untersucht. Katheterdurchmesser von 0,6 - 0,8 mm haben keinen Einfluss auf das Ergebnis,
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dickere Katheter fiihren jedoch zu grofBeren Maximalvolumina vor dem Fliissigkeitsaustritt. Bei
Instillationsraten Kkleiner als 0,1 ml/min tritt Fliissigkeit unerkannt in die Urethra iiber, was zu
scheinbar erhohten Volumina fiihrt. Einen besonders groBen Einfluss auf das Harnblasen-
volumen hat die Tageszeit, zu der die Zystometrie ausgefiihrt wird. Zwischen 1 und 13 Uhr
treten nur minimale Schwankungen auf. Ab 13 Uhr steigt das Blasenvolumen deutlich an und
erreicht um 19 Uhr ein Maximum von bis zu 180 % gegeniiber den Werten zwischen 1 Uhr und

13 Uhr.

Der Alterseinfluss ist gering: zwischen 75 Tagen und 344 Tagen treten keine Verdnderungen der
Speicherkapazitit auf (DORR und KRAFT 1997, Dérr 1992). Ab einem Gewicht von 18 g
andert sich das Speichervolumen ebenfalls nicht mehr, wéihrend bei kleineren Tieren geringere
Werte gemessen wurden (DORR 1992). Die Korpertemperatur, die infolge der Anisthesie stark
absinken kann, hat keinen Einfluss auf die Harnblasenfunktion (DORR 1992). Auch der
Sexualzyklus beeinflusst die Speicherfunktion der Harnblase nicht (DORR 1992).

Verianderungen des Blasenvolumens (Entleeren und Fiillen) vor der zystometrischen Messung
fiihren zu groBen Fluktuationen der Speicherkapazitit (DORR 1992). Eine Entleerung der Blase
fiihrt nach 1,5 h bis 3,5 h zu einer Reduzierung des Volumens um bis zu 40 %. Dagegen fiihrt
eine Fiillung in einem Zeitraum von 40 min bis 2 h vor der Messung zu erhéhten Werten
(£ 145 %), falls die Tiere in Narkose bleiben und so die Blase nicht durch Miktion entleert wird.

Der Einfluss der Narkose auf die Messergebnisse ist unklar. Bei Untersuchungen am Menschen
fanden DOYLE und BRISCOE (1976), dass Halothan und Opioide zu einem erhéhten Detrusor-
druck filhren. Andere Anésthetika (z. B. Thiopental) bewirken eine Abnahme des Volumens.
MORIKAWA et al. (1989) stellten fest, dass bei Ratten und Hunden eine Reihe von Anésthetika,
u. a. Thiopental, zu einer Erhhung des Detrusordruckes fithren. Als Mechanismus nahmen sie
eine Beeinflussung der sakralen oder zentralen Nervenleitung bzw. der Mechanorezeptoren an.
Zur Narkose mit Pentobarbital, welche fiir die vorliegende Arbeit verwendet wurde, liegen keine
Daten vor. Ein moglicher Einfluss sollte sich jedoch gleichsinnig auf die Kontrollwerte vor
Bestrahlung wie auch auf die Verlaufswerte auswirken und somit die Ergebnisse (zur relativen

Verianderung der Blasenfunktion) nicht beeinflussen.

Den Einfluss von lonen, Osmolaritit und pH-Wert der Instillationsfliissigkeit auf die Ergebnisse
der Zystometrie untersuchten HOHLBRUGGER und LENTSCH (1985). Eine erhohte K'-

Konzentration, Hyperosmolaritit bzw. ein pH-Wert von 5 verringern die Blasenspeicher-
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kapazitat, wihrend Hypoosmolaritit, elektrolytfreie Medien und pH 8 zu einer Erh6hung fiihren.
Instillierte Medikamente konnen demnach unabhingig vom Wirkstoff durch Verdnderung von
Kaliumionen-Konzentration oder pH-Wert zu einer Modifikation der Blasenspeicherkapazitét

fithren.

2.3.2.2 Strahlenreaktion der Harnblase: Funktion

2.3.2.2.1 Einzeitbestrahlung

STEWART et al. (1978) untersuchten die funktionellen Strahlenfolgen an der Harnblase der
Maus anhand des Miktionsindex (sieche 2.2.2.1). Nach Einzeitbestrahlung mit 10 - 40 Gy
erfolgten die Messungen der Miktionsfrequenz ab dem 1. Monat monatlich bis zum 18. Monat.
Nach 18 Monaten wurde zusitzlich eine postmortale Zystometrie durch Instillation von Luft
durchgefiihrt, gefolgt von einer histologischen Untersuchung der Blase (STEWART et al. 1978).
Da die ersten Messungen erst einen Monat post radiationem erfolgten, konnte in diesen

Untersuchungen eine akute Blasenreaktion nicht beobachtet werden.

Einen Monat nach Bestrahlung war die Miktionsfrequenz gegeniiber dem Ausgangswert
unverdndert. Zwischen dem 5. und 8. Monat erhohte sich die Frequenz nach Dosen grof3er als
25 Gy. Zwischen dem 9. und 16. Monat zeigten auch mit 15 Gy bestrahlte Tiere eine deutliche
Erhohung des Miktionsindex. Niedrigere Dosen zeigten keine Wirkung. Den EDsy —Wert, d. h.
diejenige Dosis, bei der eine Reaktion bei der Hélfte der Tiere zu erwarten ist, ermittelten sie fiir
die Spétphase mit ca. 25 Gy. Postmortal konnte 18 Monate nach Bestrahlung eine deutliche
Verringerung der Blasenkapazitit gegentiber gleichaltrigen, unbestrahlten Kontrolltieren sowie

histologisch eine starke Fibrose nachgewiesen werden.

KINSELLA et al. (1988) fiihrten bei erwachsenen Hunden eine intraoperative Bestrahlung der
Blase (Trigonum vesicae, Collum vesicae, Ureteren, Urethra) mit Elektronen in einer Dosis von
20, 25, 30, 35 und 40 Gy durch. Sie nahmen Zystometrien ab einem Monat nach Bestrahlung
jedes halbe Jahr vor. Aullerdem entnahmen sie histologische Proben. In der akuten Phase fanden
keine Untersuchungen statt. Bis zu einem Zeitraum von 4 Jahren konnte keine
Blasenfunktionseinschrinkung gemessen werden. Die fehlende Reaktion ist auf die Bestrahlung
nur eines Teilvolumens der Blase zurlickzufiihren. Histologisch fanden sie Verringerungen der

Schleimhautdicke, Teleangiektasien und eine submukosale Fibrose in dosisabhidngigem Ausmal.
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Ab 20 Gy fiihrte die Fibrose der Lam. propria und eine chronische Entziindung im
Eintrittsbereich der Uretheren in die Blase zu Stenosen und damit zu Hydronephrosen ein Jahr

post radiationem.

Zystometrische Untersuchungen an der Ratte wurden von VALE et al. (1993) etabliert. Die
Tiere wurden nach Bestrahlung {iber eine Zeitspanne von zwei Monaten wochentlich, in der
darauffolgenden Zeit aller 3 Wochen zystometriert. Bei Tieren, die in Einzeitbestrahlung eine
Dosis >15 Gy erhalten hatten, wurde eine biphasische Reduktion der Blasenspeicherkapazitét
festgestellt. Die erste Phase war zwischen 4 und 6 Wochen, die zweite ab 10 - 12 Wochen nach
Bestrahlung nachzuweisen. Die Anzahl der Reagenten war dabei dosisabhingig. Fiir eine spéte

Reaktion war eine Schwellendosis von 10 Gy notig.

LUNDBECK et al. (1989) untersuchten an Mausen den Verlauf der Strahlenreaktion fiir die
akute und chronische Strahlenreaktion der Harnblase. Hierzu bestrahlten sie das kaudale Ab-
domen der Méuse mit einer Einzeldosis von 20 Gy. Einmalig vor Bestrahlung, sechsmal tiber
einen Zeitraum von 30 Tagen und anschlieBend aller 14 Tage bestimmten sie das Blasen-
volumen mittels Zystometrie. Innerhalb der ersten 28 Tage trat eine akute, reversible Blasen-
reaktion, ab dem 160. Tag die irreversible spéte Blasenreaktion, definiert als Verminderung der
Speicherkapazitit um mindestens 50 %, ein. Nach dem 300. Tag konnten sie keine weiteren

Veranderungen in der Speicherkapazitét erkennen.

Ahnliche Untersuchungen mit modifizierter Technik (DORR 1992) wurden von DORR und
SCHULTZ-HECTOR (1992) und DORR (1995) an der Maus durchgefiihrt. Nach dreimaliger
Vormessung wurden die Méuse mit 13, 16, 18, 20 oder 23 Gy auf das kaudale Abdomen
bestrahlt. Wahrend der ersten 30 Tage wurde aller 3 bis 5 Tage zystometriert. Ab dem 4. Tag
nach Bestrahlung traten die ersten Reagenten auf. Die kleinste Speicherkapazitit fand sich in
allen Dosisgruppen zwischen Tag 6 und 15. Die meisten Miuse zeigten zwischen Tag 20 und 30
wieder eine normale Speicherkapazitit. Im einzelen Tier dauerte die akute Strahlenreaktion
zwischen 3 und 9 Tage. Die EDs, ermittelten sie flir die akute Phase mit 18,3 Gy. In spiteren
Versuchen ermittelte DORR (1995) im selben Tiermodell eine EDsy von 18,2 Gy fiir die akute
Phase.

In weitergehenden Analysen (DORR und BECK-BORNHOLDT 1999) konnte ein zweiphasiger
Verlauf der akuten Reaktion nachgewiesen werden. Die akute Phase I, die sich von Tag 1 bis

Tag 15 p. irr. erstreckt, hat ihren Héhepunkt (Anzahl der meisten neuen Reagenten) um Tag 7.
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Die akute Phase II dauert von Tag 16 bis 30. Ihr Hohepunkt liegt bei Tag 23. Allerdings sind
beide Wellen nicht strikt voneinander zu trennen, Uberschneidungen kommen vor. Die EDsq der
akuten Phase I betrdgt in dieser Analyse 21,7 + 4,9 Gy, die der akuten Phase II 19,3 + 3,9 Gy.
Die EDsy der chronischen Phase betrug 18,5 + 3,4 Gy (DORR und BECK-BORNHOLDT
1999).

Fiir die chronische Phase konnten DORR und BENTZEN (1999) eine signifikante, nichtlineare
Abhingigkeit der Latenzzeit von der Dosis nachweisen. Bei einer Bestrahlungsdosis im Bereich
der EDs traten chronische Funktionsstérungen um den Tag 135 auf.

Es wurde sowohl von DORR und BECK-BORNHOLDT (1999) als auch von DORR und
BENTZEN (1999) ein positiver Zusammenhang zwischen der Reaktionshdufigkeit in der 1. und
der II. akuten Phase sowie zwischen der II. akuten Phase und der spédten Phase nachgewiesen.
Das Risiko einer positiven Reaktion in der akuten Phase II steigt bei positiver Reaktion in

Phase I, ebenso das Risiko fiir Spatfolgen bei positiver Reaktion in der akuten Phase II.

2.3.2.2.2  Fraktionierte Bestrahlung

Der Fraktionierungseffekt beschreibt den Anstieg isoeffektiver Dosen bei Aufteilung der
Gesamtdosis auf steigende Fraktionszahlen (DORR und TROTT 2000). Als quantitatives Mal3
dient der sogenannte o/p-Wert (THAMES et al. 1984, THAMES und HENDRY 1987). Ein
hoher o/pB-Wert spiegelt einen niedrigen Fraktionierungseffekt wider. Allgemein haben Akut-
reaktionen einen o/B-Wert > 6 Gy, chronische Strahlenfolgen von 1 — 5 Gy (DORR und TROTT
2000).

STEWART et al. (1984) untersuchten nach fraktionierter Bestrahlung (1 — 20 Fraktionen) mit
Dosen pro Fraktion von 2,5 — 10 Gy, appliziert iiber einen Zeitraum von 1 bis 2 Wochen, die
Spatreaktion der Harnblase bei der Maus. Sie fanden 10 — 14 Monate nach Bestrahlung eine
erhohte Miktionsfrequenz (s. 2.2.3.1.1) und eine dosisabhingige Reduktion der zystometrisch
bestimmten Blasenspeicherkapazitit. Es wurde ein nur geringer Fraktionierungseffekt gefunden.
Der mit Hilfe des linear-quadratischen Modells ermittelte a/B-Quotient lag zwischen 5 und

10 Gy.

KOHLER et al. (1992) bestrahlten 50 % des Blasenvolumens (kranial oder kaudal) oder die

gesamte Blase bei Kaninchen mit Gesamtdosen von 33, 36 und 39 Gy, tédglich fraktioniert iiber
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5 Tage. Die Erfassung der Blasenfunktion erfolgte longitudinal {iber Miktionsfrequenz und
Miktionsvolumen in Stoffwechselkédfigen. Tiere mit Ganzblasenbestrahlung (36, 39 Gy)
reagierten mit erhohter Miktionsfrequenz wihrend der gesamten Beobachtungszeit von
100 Wochen gegeniiber scheinbestrahlten Tieren. Tiere mit 50 % bestrahltem Blasenvolumen
reagierten erst ab 36 Gy (Bestrahlung kaudal) bzw. ab 39 Gy (kranial) mit einer leichten Er-
hohung der Miktionsfrequenz ca. 20 Wochen nach Bestrahlung. Da in diesen Untersuchungen
zum Volumeneffekt nur ein Fraktionierungsprotokoll verwendet wurde, sind Aussagen zum

Fraktionierungs-Effekt nicht zu treffen.

Ein ausfiihrliches Fraktionierungsexperiment (LUNDBECK et al. 1989a, 1989b) beinhaltet die
Bestrahlung von Miusen mit Einzeldosen von 5 bis 30 Gy oder fraktionierten Dosen (16 bis
60 Gy Gesamtdosis in 2 - 10 Fraktionen) iiber einen Zeitraum von 4 - 4,5 Tagen. Eine positive
Blasenreaktion war definiert als Verringerung des Blasenvolumens um 50 % im Vergleich zum
Median aller Tiere. Die Daten fiir die Spatphase wurden von BENTZEN et al. (1992) analysiert.
Mit steigender Fraktionszahl stieg fiir die chronische Reaktion der EDsp—Wert von 15 Gy
(1 Fraktion) auf 28 Gy (10 Fraktionen). Dies entspricht einem o/Bf-Quotienten von 5,8 Gy
(95 % Vertrauensbereich 3,6 - 8,8 Gy).

DORR und SCHULZ-HECTOR (1992) bestrahlten das kaudale Abdomen der Miuse nach drei-
maliger Zystometrie mit 1, 2, 3 ,5 oder 10 gleichgroBBen Fraktionen und in den Fraktionierungs-
armen mit steigenden Gesamtdosen. Fiir die Akutreaktion der Harnblase wurde der a/B-Quotient
mit 13,9 Gy (95 % Vertrauensbereich 8,4 - 24,6 Gy) ermittelt.

DORR und BENTZEN (1999) analysierten die Ergebnisse aus diesem Fraktionierungs-
experiment fiir die Spétphase. Es ergab sich ein o/B-Quotient von 4,4 Gy (95 % Vertrauens-
bereich 2,0 - 8,4 Gy).

2.3.2.3 Strahlenreaktion der Harnblase: Histologie

2.3.2.3.1  Akutphase

ANTONAKOPOULOS et al. (1982) fanden bei Ratten nach einer einmaligen Bestrahlung mit

20 Gy in licht- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen, dass bei der akuten Strahlen-
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reaktion sowohl die Muskularis als auch die Lam. propria verdickt und 6dematds waren.

Urotheliale Verdnderungen sind fiir die Akutphase nicht beschrieben.

FULLER et al. (1986) charakterisierten die Friihreaktion beim Kaninchen eine Woche nach der
letzten Bestrahlung mit Einzeldosen von 5 - 20 Gy bzw. nach der letzten Bestrahlung in einer
fraktionierten Serie mit 30 — 75 Gy in Fraktionen zu 1,5 — 20 Gy. Sie fanden ebenfalls Odeme
und eine hyperdmische Reaktionen der Submukosa und Muskularis. Im Urothel waren
Kernpolymorphie und Vakuolisierung zu beobachten, Verdnderungen der Zellzahlen sind nicht

beschrieben.

DORR et al. (1998) konnten wihrend der akuten Phase nach Einzelbestrahlung von Méiuse-
harnblasen mit 20 Gy ebenfalls keine Zelldepletion nachweisen. In weitergehenden
Untersuchungen wurden Expressionsinderungen von Uroplakin, einem Strukturmolekiil,
welches Bestandteil der Barriere ist, und von CK 18, einem Differenzierungsmarker
(ECKHARDT et al. 1997), sowie fiir CD 44, einem Zellkomunikationsmolekiil (NOACK und
DORR 1999), aufgezeigt. Dies weist auf eine strahleninduzierte Storung der Zellfunktion hin,
die an der akuten Reaktion beteiligt sein kann (WIEGEL et al. 2000, DORR et al. 1998).

2.3.2.3.2  Spatphase

ANTONAKOPOULOS et al. (1982) fanden ab 6 Monate nach Bestrahlung von
Rattenharnblasen erste Urothelverinderungen in der Spédtphase, welche aus fokalen
Hyperplasien der Basal-zellschicht, spéter der Intermedidrzellen, bestanden. Nach 20 Monaten
wiesen 59 % aller Tiere ein Ubergangszellkarzinom auf. In der Muskulatur traten nach einer
Latenzzeit von wenigen Monaten fokale Muskelzelldegenerationen bis hin zur Muskelnekrose
auf (ANTONAKOPOULOS et al. 1982). An Blutgefdfien waren sowohl im Endothel als auch an
den glatten Muskelfasern Verdnderungen zu erkennen. Monate nach Bestrahlung wurde zudem

eine Fibrose der Harnblasenwand gefunden.

FULLER et al. (1986) beschrieben bei Kaninchen 3 bis 6 Monate nach der Bestrahlung (Dosen
siche 2.3.2.3.1) einen erhohten Bindegewebsanteil in der Submukosa, in der GefiBwand und
zwischen den Muskelbiindeln. Auch konnten sie eine gesteigerte Anzahl von eitrigen fibrindsen

Entziindungen bei schwer gestortem Urothel feststellen.
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STEWART et al. (1980) untersuchten die Proliferationskinetik des Urothels in der Spétphase der
Strahlenreaktion nach 25 Gy (Einzeldosis). Zur Markierung DNA-synthetisierender Zellen im
Urothel und Endothel wurde radioaktiv markierte Thyminin-Desoxiribose ("H-TdR) zu ver-
schiedenen Zeiten nach Bestrahlung jeweils iiber 10 Tage in 8-Stunden-Abstinden i. p.
verabreicht. In der Folge wurden die Maiduse zur histologischen und autoradiographischen
Untersuchung der Blasen getotet. Bereits drei Monate nach Bestrahlung konnte ein Anstieg der
Proliferationsaktivitit im Urothel bei bestrahlten im Vergleich zu unbestrahlten Tieren
festgestellt werden. Zwischen sechs Monaten und 22 Monaten war die Umsatzzeit im Urothel
von ca. 1 Jahr auf 1 Monat verkiirzt. Im Gegensatz zu diesen spit einsetzenden Verdnderungen
nach Bestrahlung nimmt die Proliferation von Urothelzellen nach mechanischer (chirurgischer
Einschnitt) und chemischer Zerstorung (Cyclophosphamid) innerhalb von Tagen zu (STEWART
1986). Morphpologisch waren ab sechs Monaten keine spezialisierten Oberflichenzellen mehr

nachzuweisen. Diese wurden auch trotz einer Hyperplasie in der Intermedidrschicht nicht ersetzt.

Bei der Maus fanden KRAFT et al. (1996) ab dem 180. Tag nach Bestrahlung (19 bzw. 25 Gy
Einzeldosis) einen relativen Anstieg des Muskelvolumens. Die Expression des Wachstums-
faktors (TGF-B), gemessen durch densitometrische Bestimmung der immunhistochemischen
Farbreaktion, stieg zwischen Tag 180 und 360 progressiv an. Weiterhin fanden sie ab Tag 180
eine Zunahme des Verhiltnisses von Kollagen Typ I zu Typ III. Diese Verdnderungen

korrelierten jedoch beim Einzeltier nicht mit den chronischen Storungen der Speicherfunktion.

Im Gegensatz dazu konnten Verdanderungen am Urothel, wie fokale Urothelverluste und fokales
papillomatdses Urothelwachstum, in der Spétphase beobachtet werden, deren Ausmall beim
Einzeltier gut mit den Verdnderungen der Speicherkapazitit libereinstimmte (KRAFT 1996,
KRAFT et al. 1996). Ein Zusammenhang dieser urothelialen Veranderungen mit den Funktions-
storungen kann somit angenommen werden, wihrend dies fiir die anderen Verdnderungen

(Muskelmasse, Kollagen, TGF-f) nicht der Fall zu sein scheint.

2.4 Pathogenese der Strahlenfolgen an der Harnblase

2.4.1 AKkutreaktion

Die Pathogenese der akuten Strahlenreaktion der Harnblase ist derzeit nicht vollstindig geklart.

Sicher ist, dass eine Zelldepletion als Ursache fiir die akute Strahlenreaktion nicht in Frage
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kommt (DORR et al. 1998, ANTONAKOPOULOS et al. 1982, FULLER et al. 1986, WIEGEL
et al. 2000).

Prostaglandine (PG) sind physiologisch an der Steuerung des Blasentonus beteiligt (siche 2.2.2).
Eine Verdnderung im Ausmal} der PG-Freisetzung oder im PG-Muster kann zu einer Erh6hung
des Detrusor-Grundtonus und damit zu einer Verminderung der Speicherkapazitdt fiihren. Nach
Bestrahlung konnte eine erhdhte PG-Freisetzung (PGI,) aus Gefdflendothelien (ELDOR et al.
1983) sowie eine erhohte PG-Ausscheidung im Harn (SCHNEIDKRAUT et al. 1984)
nachgewiesen werden. Ob diese Prostaglandinverinderungen nach Bestrahlung primér
strahlenbedingt sind und wo deren Quelle liegt (Uro- bzw. Endothel), ist nicht geklart (WIEGEL
et al. 2000).

Eine Beeinflussung der akuten Strahlenreaktion in beiden akuten Reaktionswellen ist durch
Hemmung der PG-Synthese mittels Acetylsalicylsiure (lokal und systemisch) mdglich (DORR
et al. 1997, 1998, EHME 1998). Dies ist ein indirekter Nachweis fiir die Beteiligung der PG an

der Pathogenese der akuten Funktionsstorungen.

Moglich wire neben primir strahleninduzierten Effekten auch eine sekundér erhohte PG-
Synthese und Freisetzung infolge einer primiren Storung der Barrierefunktion des Urothels.
Dabei kann die die Urotheloberfliche bedeckende Glykosaminoglykanschicht als Zielstruktur
eine Rolle spielen (siehe 2.2.1). Ein Hinweis darauf ergibt sich aus Untersuchungen, bei denen
eine Zerstorung der Glykosaminoglykane durch lokale Applikation von Protaminsulfat beim
Menschen zu Symptomen fiihrte, die sowohl der akuten Strahlenreaktion als auch der soge-
nannten Interstitiellen Zystitis (IC) glichen. Die Interstitielle Zystitis ist eine Blasenerkrankung
mit erhohter Miktionsfrequenz (inklusive Nokturie), Schmerz, Pollakisurie und Dysurie bei
sterilem Harn (PARSONS et al. 1983), deren Ursache bislang nicht vollstindig geklart ist
(HOLM-BENTZEN und LOSE 1987). Da akute Strahlenreaktionen und IC eine identische
Symptomatik zeigen, konnen moglicherweise dhnliche Pathomechanismen zugrunde liegen.

Durch lokale Gabe von Heparin oder Pentosanpolysulfat (PPS) nach der Zerstdung der
Glykosaminoglykanschicht mittels Protamin (PARSONS 1979, 1986, 1988, PARSONS et al.
1994) konnte eine Verminderung der Symptome erzielt werden. Diese beruht auf einer
Anlagerung der exogenen Glykosaminoglykane ans Urothel und damit einer Restauration der

Glykosaminoglykanschicht.
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Ein weiterer Hinweis auf die Beteiligung der urothelialen Barriere an der akuten Strahlen-
reaktion ergibt sich aus der Tatsache, dass Patienten mit Interstitieller Zystitis eine niedrigere
Harnstoffkonzentration im Urin aufweisen als gesunde Probanden (PARSONS und HURST
1990). Dies beruht vermutlich auf einer stirkeren Resorption von Harnstoff in der Harnblase

(PARSONS et al. 1991), was ebenfalls durch eine Barrierefunktionsstérung bedingt sein kann.

Die Barrierefunktion kann indirekt durch Instillation von KCI-Ldsung (0,4 M) getestet werden.
Die Applikation fiihrt bei bestrahlten Patienten in 100 %, bei IC-Patienten bis 70 %, bei
gesunden Probanden aber nur in 4,5 % der Fille zu erhdhter Miktionsfrequenz, Pollakisurie und
Dysurie (PARSONS et al. 1994, PARSONS 1996, HOHLBRUGGER 1996). Diese Symptomatik
ist wahrscheinlich begriindet durch die vermehrte Penetration von K'-Ionen durch die gestdrte
Barriere und eine nachfolgende Depolarisation der Nervenzellen (HOHLBRUGGER 1996,
PARSONS et al. 1998).

PARSONS (1986) gelang es, bei 5 bestrahlten Patienten langfristig durch dreimalige orale Gabe
von 100 mg PPS pro Tag den Harndrang zu verringern und die Blutungen zu kontrollieren. Auch
bei Patienten mit IC hatte die Behandlung mit PPS eine positive Wirkung (PARSONS et al.
1983, 1993, PARSONS 1994, HOLM-BENTZEN et al. 1997, BARRINGTON und
STEPHENSON 1997).

Diese Ergebnisse wurden in weiteren Studien fiir die IC bestitigt (MULHOLLANDET al. 1990,
HWANG et al. 1997, JEPSEN 1998, FRITJIOFFSON et al. 1987). Auch die lokale und
systemische Applikation von Heparin wurde erfolgreich zur symptomischen Therapie der IC

angewandt (LOSE et al. 1985, PARSONS et al. 1994, 1997).

Ein direkter Nachweis der Barrierestorung durch Bestrahlung steht noch aus. Bisher gelang es
nicht, die Storung der Glykosaminoglykanschicht bei der Maus histologisch oder elektronen-
mikroskopisch darzustellen (ECKHARDT et al. 1997), was auf die geringe Ausdehnung dieser

Schicht und ggf. nur fokale Verdnderungen zuriickzufiihren sein mag.

Methoden zur Darstellung von Barrierestorungen an der Harnblase am groferen Versuchstier
(Kaninchen) bestehen in der Penetration von Trypanblaulosung (LEVIN et al. 1990) oder
Indigocarmin (MONSON et al. 1991). Derartige Untersuchungen an der Blase der Maus
(ECKHARDT et al. 1997) zeigten keine erhohten Farbstoffkonzentrationen (Indigocarmin) im

Gewebe nach Bestrahlung. Dies ist wahrscheinlich ebenfalls auf die geringe Masse der
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Blasenwand bzw. des Urothels bei der Maus und damit auf die mangelnde Sensibilitit des Tests

zuriickzufiihren.

2.4.2 Spatreaktion

Daten zur Pathogenese der Blasenfunktionsstérung in der Spétphase sind in der Literatur bisher
kaum zu finden. Untersuchungen von KRAFT (1996) sprechen dafiir, dass urotheliale
Verdanderungen auch in diesem Stadium fiir die Funktionseinschrinkung verantwortlich sind.
Das AusmaB von fokalen Urothelverlusten und fokalen papillomatésem Urothelwachstum

korreliert mit der Funktionsstérung.

2.5 Verwendete Medikamente

Ausgehend von der Hypothese, dass die Barrierestorung die mogliche Grundlage der
Funktionsstorung der Harnblase nach Bestrahlung darstellt, sollte in der vorliegenden Arbeit
durch Zufuhr exogener Glykosaminoglykane versucht werden, die Barriere zu restaurieren und

somit in ihrer Funktion zu erhalten.

2.5.1 Heparin

2.5.1.1 Struktur und Metabolismus

Heparin gehort zur Gruppe der Heteroglykane. Diese stellen eine Polysaccharidkette aus
Disacchariduntereinheiten dar, wovon ein Teil dieser Untereinheiten ein Aminozucker ist (Tab.
4). Heparin, Heparansulfat, Keratansulfat, Chondroitinsulfat und Hyaluronat sind die wichtigsten
Vertreter. Diese Molekiile haben aufgrund der unterschiedlichen Anzahl an Carboxylat- und
Sulfatgruppen (an mindestens einem Disaccharid) eine starke bis weniger starke negative

Ladung (STRYER 1996).

Tabelle 4: Glukos- und Galaktosaminoglykane im Vergleich

Aminozucker / Sduren Anzahl der -OSO3 und COO-
Gruppen pro Disaccharid
Heparin Glukosamin / Uronsdure
(D-Glukuronséure oder L-
Iduronsiure) ok
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Heparansulfat Glukosamin / Uronséure
(weniger L-Iduronséure als bei

Heparin) ok
Chondroitinsulfat Galaktosamin / Glukuronsdure *%
Hyaluronat Glukosamin / Glukuronsdure *

Heparin (s. Abb. 2) besteht aus Glukosamin und Uronsdure und ist die stdrkste organische Sdure
im Organismus. Es stellt ein Gemisch aus unterschiedlich langen Polysaccharidketten dar, so
dass keine einheitliche Dissoziationskonstante (px,) angegeben werden kann (WELLHORNER
1990). Durch Fraktionierung kann nieder- und hochmolekulares Heparin getrennt werden
(molare Masse < 6 kDa bzw. molare Masse < 30 kDa). Beide unterscheiden sich in ihrer

biologischen Aktivitét.

0SO 0SO
3 3
| I
0 _ 0 -
CO0 CO0
N\
No o 0 No O 457/
I v | AN /
HNR HNSO,
0S0
3

Abbildung 2: Strukturformel des Aminozucker/Séure-Geriistes von Heparin
(nach STRYER 1996)

An die Proteinbindungstelle (HN-R) (KJELLEN und LINDAHL 1991) kann ein Protein mit
Serin als endstidndige Aminosiure gebunden werden (LINDAHL et al. 1994) und sich somit ein
Proteoglykan bilden. So bedingt beispielsweise die Bindung von Antithrombin die antikoagula-
torische Wirkung des Heparins. Eine Glukosamin-3-O-Sulfatgruppe in dem antithrombin-
bindenden Pentasaccharid fiihrt die schwach bindende (low affinity) Form des Heparins in eine
stark bindende (high affinity) Form tiber (LINDAHL 1997). Die Anzahl und Lokalisation der
Sulfatgruppen reguliert somit die Aktivitit des Molekiils (WELLHONER 1990).

Heparin hat mit 95 % eine hohe Proteinbindung (RIETHROCK et al. 1994). Es hat ein
Verteilungsvolumen von 0,04 - 0,05 I/’kg (WELLHORNER 1990). Aus der Blutbahn wird es
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sehr rasch eleminiert, die biologische Halbwertzeit betrdgt 1 Stunde (FORTH et al. 1993). Es
wird im retikuloendothelialen System desulfatiert (RIETHROCK et al. 1994), in der Leber iiber
die Heparinase abgebaut und renal eleminiert. Bei direkter renaler Ausscheidung wird ein
Grofiteil reabsorbiert (FORTH et al. 1993), so dass nur bei sehr hohen Dosen Heparin
unverindert im Harn ausgeschieden wird (FULGRAFF und PALM 1992).

2.5.1.2 Wirkungen

Im Saugetierorganismus wird Heparin von Mastzellen produziert und in Granula gespeichert.
Bei Bedarf, z. B. im anaphylaktischen Schock oder bei Entziindungsreaktionen, kommt es zur

Degranulation und Heparinfreisetzung (LINDAHL 1997).

Die Primirwirkung von Heparin besteht im Rahmen der Blutgerinnung (siche Abb. 3) in einer
Verstirkung der Wirkung von o,-Globulin, welches den Faktor Xa inaktiviert. Desweiteren
bindet Heparin an Antithrombin III, wodurch Plastin, Ila, 1Xa, Xa, Xla und XIla inaktiviert
werden (WELLHORNER 1990).

Tabelle 5: Faktoren der Blutgerinnung

Faktor | Bezeichnung Faktor | Bezeichnung
I | Fibrinogen VIII | Antihdmophiles Globulin
II | Prothrombin IX | Christmas-Faktor
III | Gewebsthromboplastin X Stuart-Prower-Faktor
IV |Ca®"-Tonen XI  |Plasmathromboplasmin-Vorstufe
V | Akzeleratorglobulin XII  |Hageman-Faktor
VII | Proconvertin XII  |Fibrinstabilisierender Faktor

Auslosung der Blutgerinnung
durch Zerstérung von Gewebe
und Freisetzung von Gewebs-
thromboplastin

Auslosung der Blutgerinnung
durch Verletzung der Blut-
gefale:

Faktor XII —¢—> XlIla |<_ Antithrombin <¢— Heparin

|<_ Antithrombin <— Heparin

Faktor XI Xla |e— Antithrombin — Heparin
Faktor IX L [Xa Vila <X Faktor VII 7
+ Faktor VIII + Phosphorlipide
+ Phosphorlipide +Ca"™"
+ Ca++




Abbildung 3: Blutgerinnung und deren Beeinflussung durch Heparin nach KOLB und
SCHENK (1990)

Heparin verstirkt die Wirkung von a,-Globulin und bewirkt {iber Bindung an
Antithrombin die Inaktivierung verschiedener Blutgerinnungsfaktoren.
Weitere Wirkungen von Heparin bestehen darin, dass Fibrinogen nicht zu Fibrinmonomeren

umgebaut wird, dass weniger Fibrinpolymere entstehen konnen, dass die Aktivitit des
Faktors V gesenkt und die Thrombozytenkoagulation verhindert wird (WELLHORNER 1990).
Nieder- und hochmolekulares Heparin sind unterschiedlich effektiv. Niedermolekulares Heparin
wirkt bevorzugt auf die Inaktivierung des Faktors Xa und die Freisetzung von Plasminogen-
aktivator (Initierung der Fibrinolyse). Unfraktioniertes (vermehrt hochmolekulares) Heparin

bindet vermehrt Antithrombin und hindert die Thrombozytenaggregation.
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Therapeutisch wird Heparin zur Prophylaxe von thrombotischen Erkrankungen, bei vendsen und
arteriellen Thromboembolien sowie als Antikoagulanz bei Behandlungen und Operationen mit

extrakorperalem Kreislauf (Herz-Lungen-Maschine, Himodialyse) eingesetzt.

Zur vollstindigen Antikoagulation werden dem Menschen 5000 U als Bolus 1. v. und weitere
20000 bis 30000 U als Dauertropfinfusion verabreicht. Zur Thromboseprophylaxe werden
5000 U alle 12 Stunden s. c. gegeben. Dosierungen beim Kleintier richten sich derzeit nach den

Empfehlungen beim Menschen.

Eine andere fiir diese Arbeit relevante Funktion von Heparin besteht in der antiadhdrenten
Aktivitit, welche die Anheftung von Bakterien (PARSONS et al. 1980, LERSCH et al. 1996)
sowie die Anlagerung von Ionen (PARSONS et al. 1990, 1991) an der Urotheloberfldche

verhindert.

2.5.2 Pentosanpolysulfat

Pentosanpolysulfat (PPS) ist ein Heparinoid, das nicht natiirlich im Organismus vorkommt
(FORTH et al.1993). Es besteht aus Pentosen, hat Carboxyl- und O-Sulfatgruppen. Im
Unterschied zum Heparin befinden sich diese jedoch am zweiten (C;) und nicht am dritten (Cs;)
der C-Atome (Abb. 4). Pentosanpolysulfat hat 3 - 4 Sulfatgruppen pro Disaccharid. Es ist somit
ein stark negativ geladenes Molekiil. Im Gegensatz zu Heparin besitzt es keine Aminogruppe
(keine Proteinbindung) und keine Aminosulfatgruppe. Somit ist es eigentlich kein Glykos-

aminoglykan, wird aber der Einfachheit halber im Folgenden als Mitglied dieser Gruppe

angesprochen.
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Abbildung 4: Strukturformel von PPS

PPS wird therapeutisch bei akuten, subakuten bzw. chronischen arteriosklerotischen und

thrombotischen GefaBBerkrankungen sowie zur Thromboseprophylaxe eingesetzt.

Bei schweren akuten Zustinden werden beim Menschen 12-stiindlich 100 mg i. m./i. v. gegeben.
Die Dosis kann bis auf 300 mg pro Tag erhoht werden. Fiir maBig akute bis chronische Fille
werden dreimal wochentlich 100 mg gegeben. Dosierungsrichtlinien beim Tier zur
Gerinnungshemmeung gibt es nicht. Eine therapeutische Anwendung ist in diesem
Zusammenhang nicht bekannt. Jedoch wird beim Hund eine chondroprotektive Wirkung nach
viermaliger subkutaner Applikation von 3 mg/kg im Abstand von einer Woche bei degenerativen

Gelenkerkrankungen beschrieben (DENNY 1996).

3 Tiere, Material und Methoden

Die hier durchgefiihrten Versuche wurden vom Regierungsprasidium Dresden unter dem

Aktenzeichen 75-9185.81-1.8/95 genehmigt.

3.1 Versuchstiere

Es wurden weibliche Mause des Stammes C3H/Neu verwendet. Die Zucht erfolgte im

Experimentellen Zentrum der Medizinischen Fakultit Carl Gustav Carus der Technischen
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Universitdt Dresden. Die Tiere wurden unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen gehalten,

wobei auf MHV, Reo 3, TMEV, PVM, Sendai und MVM getestet wurde.

Die Haltung erfolgte in den Raumen der Arbeitsgruppe ,,Normalgewebs—Strahlenbiologie* im
Experimentellen Zentrum. Die Raumtemperatur lag zwischen 22 und 24 °C, die relative
Luftfeuchte bei ca. 60 %. Fiir einen definierten Hell-Dunkel-Rhythmus wurden die Fenster durch
Jalousien abgedunkelt. Die kiinstliche Beleuchtung wurde im 12-Stunden-Rhythmus iiber ein
Lichtprogramm mit einer Lichtperiode von 6.00 Uhr bis 18.00 Uhr gesteuert.

Die Tiere wurden in durchsichtigen Kunststoffkifigen der GroBe 3 (Makrolon®™, Fa. Tecniplast)
gehalten. Als Einstreu wurden Sdgespédne (ssniff-Bedding % Faser, Fa. ssniff Spezialdidten
GmbH) verwendet. Den Mausen stand pelletiertes Standard-Futter (sniff R/M-H, 10 mm
nitrosaminarm - Alleinfutter fiir Ratten und Maduse, Fa. ssniff Spezialdidten GmbH) sowie
chloriertes Trinkwasser aus Standard-Kunststoff-Trinkflaschen ad libitum zur Verfiigung. Es

wurden maximal 10 Tiere je Kéfig gehalten.

Zum Versuch wurden nur Tiere herangezogen, die ein Mindestalter von 10 Wochen und ein
Mindestgewicht von 20 g erreicht hatten. Die individuelle Kennzeichnung der Méuse erfolgte

vor Versuchsbeginn mittels Ohrmarkierung.

3.2 Versuchsdurchfiihrung

3.2.1 Narkose

Fiir jede Zystometrie sowie zur Bestrahlung wurden die Tiere mittels Pentobarbital
immobilisiert. Dazu wurde die handelsiibliche Pentobarbital-Natrium-Losung (Narcoren®,
Fa. Rhone Merieux, jetzt Merial) im Verhiltnis von 1+18 mit isotonischer Kochsalzlosung
(0,9% NaCl-Losung, Fa. Delta Pharma) verdiinnt. Die Ruhigstellung war ca. 5 Minuten nach
intraperitonealer Injektion in einer Dosis von ca. 60 mg/kg (entspricht ca. 0,25 ml /Maus)

eingetreten.
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3.2.2 Bestrahlung

3.2.2.1 Bestrahlungsanlage

Die Bestrahlungen wurden mit einer Vollschutz-Rontgenanlage Typ Isovolt 320/13 der
Fa. Seifert & Co. KG durchgefiihrt (Abb. 5). Die verwendete Rontgenréhrenspannung betrug
200 kV, der Rohrenstrom 20 mA. Die Filterung der Strahlung erfolgte iiber ein Berylliumfenster

sowie iiber eine 0,6 mm dicke Kupfer- und 0,1 mm dicke Aluminiumschicht.

Der Fokus-Haut-Abstand im vertikalen Strahlengang betrug 42 cm. Bei den beschriebenen
Anlagenparametern ergab sich an der Harnblase eine Dosisleistung von 0,82 Gy/min. Je nach
gewlinschter Dosis wurde die Bestrahlungszeit an einem Zeitvorwahlgerdt adjustiert. Nach
Ablauf der eingestellten Bestrahlungszeit schaltete sich die Bestrahlungsanlage automatisch ab.
Grundlage fiir diese Vorgehensweise war ein detailierter und regelméfig wiederholter Nachweis
der Konstanz der Dosisleistung durch die Medizinphysiker der Klinik und Poliklinik fiir

Strahlentherapie und Radioonkologie.
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Abbildung 5: Bestrahlungsanlage
In der Mitte ist die Rontgenrdhre (R) zu sehen, unter der sich im Zentralstrahl die
Kollimatorplatte (K), sowie die Zuleitung (Z) zur Ionisationskammer befinden. Es
handelt sich um eine Vollschutzkammer, deren Tiir zur fotografischen Darstellung
geodffnet wurde.

3.2.2.2 Deosimetrie

Eine Prifung der Dosisleistung der Anlage erfolgte vor jeder Bestrahlungssitzung. Die
Dosimetrie erfolgte mit einer lonisationskammer (Typ M 23323, Physikalisch-Technische
Werkstitten Dr. Pychlau GmbH), deren Kammervolumen 0,1 cm’ betrug. Diese wurde in
blasenadéquater Position im Zentralstrahl unter der Bestrahlungsplatte platziert (siche unten) und
war iber einen Gummischlauch an ein Dosimeter (Typ Dosimeter SN 4, Physikalisch-
Technische Werkstétten Dr. Pychlau GmbH) angeschlossen. Vor jeder Messung erfolgte eine

Kalibrierung mittels einer *°Sr-Kontroll-Vorrichtung entsprechend den Angaben des Herstellers.

3.2.2.3 Bestrahlung

Die Harnblasen der narkotisierten Mause wurden mittels eines transurethral eingefiihrten
Venenverweilkatheters ohne Trokar (Neoflon®”, Durchmesser 0,6 mm, Fa. Ohmeda GmbH)
durch sanften Druck auf das untere Abdomen geleert. Dadurch wurden Variationen in der
anatomischen Lage minimiert. AnschlieBend wurden die Méuse (max. 8 pro Bestrahlungsgang)
auf einer Kunststoffplatte (33 cm x 29 cm x 1 cm) an Schwanz und Hintergliedmalen mit
Klebeband so fixiert, dass der gut tastbare Kranialrand des Os pubis auf der kaudalen
Begrenzung des Bestrahlungsfeldes (markiert durch eine Linie auf der Platte) lag. AnschlieBend
wurde der Diinndarm mit Hilfe eines ebenfalls aus Klebeband zurechtgeschnittenen Bauchgurtes

nach kranial und damit aus dem Bestrahlungsfeld herausverlagert (,,Kummerbund-Technik*,

Abb. 6).
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Abbildung 6: Fixation der Méuse zur Bestrahlung
Die Méause wurden in Riickenlage so positioniert, dass der kraniale Beckenrand auf
der kaudalen Linie des Bestrahlungsfeldes (F) zu liegen kam. Anschlieend wurde
das Darmkonvolut mittels Bauchgurt (B) nach kranial aus dem Bestrah-lungsfeld
herausverlagert.

Die Platte mit den narkotisierten und fixierten Méusen wurde durch entsprechende Fiihrungen im
Zentralstrahl positioniert. Uber den Miusen lag - wie in Abb. 5 dargestellt - zur Abschir-mung
der Tierkdrper eine Kollimatorplatte (33 cm x 28 cm x 1,1 cm) aus bleidquivalentem Material
(MCP-96, HEK Medizintechnik). Die Fenster in dieser Platte dienten der Definition der
Bestrahlungsfelder von 18 cm x 1 cm. In diese Fenster waren oben genannte Filter aus Kupfer
und Aluminium eingepasst (s. Abb. 7). Somit konnte parallel bei bis zu 8 Tieren ein Bereich von
10 mm kranial des kranialen Randes des Os pubis bestrahlt werden. Durch regelméBig
wiederholte Rontgenkontrollaufnahmen mit Kontrastmittel wurde die sichere Lage der

(entleerten) Blase in diesem Bestrahlungsfeld bestétigt.
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Abbildung 7: Kollimatorplatte
In die Kollimatorplatte sind die Bestrahlungsfenster mit dem Filter (F) aus
Aluminium und Kupfer eingearbeitet.

3.2.3 Zysto(tono)metrie

Die transurethrale Zystotonometrie (s. Abb. 8) hat sich als minimal invasive Methode zur
Bestimmung der Blasenfunktion bei der Maus bewdhrt (LUNDBECK et al. 1989a, 1989b,
DORR 1992a, 1992b). Hierbei wird die Blase iiber einen Harnrohrenkatheter gefiillt und der
jeweilige intravesikale Druck aufgezeichnet. So kann die Druck-Volumen-Relation definiert

werden.

Zur Zystometrie wurde den narkotisierten Tieren die Harnblase iiber einen transurethral
eingefiihrten Venenverweilkatheter ohne Trokar (Neoflon®, Durchmesser 6 mm, Fa. Ohmeda)
durch sanften digitalen Druck auf das untere Abdomen entleert. Daraufhin wurde ein
gleichartiger Katheter, welcher mit 0,9 %iger Natriumchloridlosung (Fa. Delta Pharma) gefiillt
war, in die Harnrohre eingefiihrt. Dieser war iiber ein NaCl-gefiilltes, druckresistentes
Schlauchsystem (Fa. Ohmeda GmbH) mittels Dreiwegehdhnen (Connecta TH®, Fa. Ohmeda) mit
einer Infusionspumpe auf der einen Seite (Perfuser VII, E bzw. F, Fa. Braun-Melsungen AG)
sowie mit einem Druckwandler (SCX LCD 0 - 100 mm Hg, Fa. Sensym) auf der anderen Seite
verbunden. Auflerhalb der Messung konnte bei laufender Pumpe Natriumchloridldsung in einen
Ablaufschlauch geleitet werden. Dadurch konnten UnregelméBigkeiten in der Instillationsrate
beim Einschalten der Pumpe vermieden werden. Der Druckwandler zeigte den intravesikalen
Druck einerseits als digitales Signal an und leitete ihn andererseits als Analogsignal an einen
Schreiber (Flachschreiber C 250 E, Fa. Linseis GmbH) weiter. Dort wurde die Druck-Volumen-

Kurve dokumentiert.

35




Abbildung 8: Zystotonometrie-Messplatz
Oben im Bild ist die Infusionspumpe (P), rechts im Bild der Druckwandler (W) mit
Schreiber (S), unten im Bild das Schlauchsystem mit 3-Wege-Hahnsystem (D) und
eingefithrtem Katheter (K) in der Harnrohre zu sehen. Der Ablauf (A) ist nur
schwer zwischen Pumpe und Schreiber zu erkennen.

Kleine Druckschwankungen im Abdomen der Maus (Atmung, kleine reflektorische Bewegung-
en) wurden iiber ein definiertes Luftvolumen von 0,5 cm® im Schlauchsystem direkt vor dem

Druckwandler abgepuffert.

Die Blasenfiillung wurde stets bei Erreichen eines Druckes von 20 - 25 mm Hg abgebrochen, um
einer Beeinflussung der Harnblasenfunktion durch Blasenwandiiberdehnung vorzubeugen. Zur
Beurteilung der Speicherfunktion wurde das Volumen bei einem intravesikalen Druck von
10 mm Hg (V10) herangezogen. Zu beachten ist, dass durch Dehnung der Infusionsspritze und
der Hahne sowie durch Kompression der Luftsdule vor dem Druckwandler ein Druckverlust von
ca.10 ul/10 mm Hg auftritt (,,intrasystemisches Volumen*). Dieses muss bei der Berechnung der
wahren Werte fiir V10 von den Messwerten subtrahiert werden (DORR 1995). Alle Messungen
fanden zwischen 7.00 Uhr und 13.00 Uhr statt, um Einfliisse des Tagesrhythmus auszuschlieBen.

3.2.4 Medikamente und Applikation

3.24.1 Heparin

Zu den vorliegenden Versuchen wurde das Priparat Heparin 5000 U/ml © (Fa. Seromed,
Biochrom KG) verwendet. Das Produkt ist ein Gemisch aus nieder- und hochmolekularem
Heparin. Zur Herstellung einer Heparinlosung mit einer Aktivitét von 5000 U/ml wurden 200 mg
Pulver (entspricht 25000 U) in 6 ml fassende Glasflischchen gegeben und in 5 ml Aqua ad
injectionem (Serum-Werk Bernburg AG) gelost. Fiir die Herstellung einer Heparinldsung mit
einer Aktivitdt von 3000 U/ml wurden 3 ml dieser Ausgangslésung mit weiteren 2 ml Aqua ad

injectionem verdiinnt.
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Da gelostes Heparin nur iiber kurze Zeit stabil ist, wurden je 0,5 ml der Gebrauchslosung in
kleinen Kunststoffrohrchen (Cryo Tubes ”Nunc”, Fa. Intermed) bei -20 °C tiefgefroren und nach
Bedarf bei Zimmertemperatur aufgetaut. Die Heparinlosung wurde vor Applikation auf

Zimmertemperatur erwirmt.

3.2.4.2 Pentosanpolysulfat (PPS)

Als Priparat wurde Pentosanpolysulfat SP 54° (Fa. bene Arzneimittel GmbH) verwendet. Eine
Ampulle a 1 ml enthédlt 100 mg PPS-Natrium. Fiir eine Konzentration von 76,9 mg/ml wurde
eine Ampulle mit 0,3 ml, fiir 50 mg/ml mit 1 ml Natriumchlorid-Losung (0,9 %) verdiinnt. Die
entsprechenden Losungen wurden fiir jede Applikation frisch angesetzt. Die Mischung erfolgte

in kleinen Kunststoffrohrchen (Cryo Tubes Nunc”, Fa. Intermed).

3.2.4.3 Applikation

Die Instillation der Medikamente wurde nach vorangegangener Entleerung der Harnblase mittels
Katheter (Neoflon®, Durchmesser 6 mm, Fa. Ohmeda) vorgenommen. Das Medikament wurde
in eine 1 ml-Spritze (Omnifix®, Fa. Braun) mit aufgesetztem Katheter aufgezogen und nach
transurethraler Einfiihrung des Katheters langsam (ca. 0,1 ml/min) in die Harnblase instilliert.
Das applizierte Volumen betrug ca. 0,1 ml. Bei strahlenbedingt reduziertem Blasenvolumen

erfolgte die Fiillung, bis Fliissigkeit neben dem Katheter austrat.

3.3 Experimente

3.3.1 Scheinbestrahlung (Versuch S1)

Um den Einfluss der Manipulation der Tiere zur Bestrahlung auf die Blasenfunktion zu
definieren, wurde eine Gruppe von 10 Tieren scheinbestrahlt (Narkose, Blasenentleerung,
Fixierung), ohne dass eine Strahlendosis appliziert wurde. Die Zystometrien erfolgten analog zur

bestrahlten Kontrollgruppe (s. 3.3.2).

3.3.2 Alleinige Bestrahlung (Versuch K1)

Die Tiere der Kontrollgruppe wurden nur bestrahlt. In diesem Versuch sollte der Einfluss der
lokalen Bestrahlung der Harnblase auf die Organfunktion quantifiziert werden. Es erfolgte eine

dreimalige Vormessung in einem Zeitraum von max. 14 Tagen vor der Bestrahlung und einem
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mindestens zweitdgigen Abstand zwischen den einzelnen Vormessungen um den Ausgangswert
fiir das individuelle Blasenvolumen zu ermitteln.

Nach der Bestrahlung am Tag 0 wurden alle Tiere zweimal pro Woche iiber 30 Tage
zystometriert, im spédteren Verlauf einmal pro Monat bis maximal Tag 380. Sicher positive Tiere
in der chronischen Phase wurden aus dem Versuch genommen.

Die Bestrahlung erfolgte mit jeweils 10 Tieren in 5 Dosisgruppen mit 13, 16, 18, 20 bzw. 23 Gy

als Einzeitbestrahlung.

3.3.3 Placebogruppen (Versuch B1/01 und B1/02)

In Versuch B1/01 erfolgte eine Bestrahlung mit 20 Gy. In den ersten 32 Tagen erfolgte die
Zystometrie dreimal pro Woche. Bei positiver Strahlenreaktion (Verminderung des
Blasenvolumens um mindestens 50 % des Kontrollvolumens in der ersten bzw. zweiten akuten
Phase) erfolgte die intravesikale Applikation von NaCl-Losung (0,9 %) als Placebo. An den
beiden auf diese Behandlung folgenden Tagen wurde erneut zystometriert, dann wieder dreimal
wochentlich. Ab Tag 32 bis Tag 340 wurde auch bei diesen Tieren einmal je Monat die
Blasenfunktion gemessen. Bei allen Tieren erfolgte eine Messung des Korpergewichtes bei jeder

Zystometrie. Die Tierzahlen sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

In einer weiteren Placebogruppe (B1/02) wurden die mit gestaffelten Dosen (15 -24 Gy)
bestrahlten Tiere jeden zweiten Tag zystometriert. Von Tag 13 — Tag 30 erfolgte eine tigliche
intravesikale Behandlung mit 0,9 % iger NaCl-16sung. Nach Tag 30 bis Tag 340 wurden die
Tiere einmal im Monat zystometriert. Bei allen Tieren wurde die Zystometrie von einer Messung

des Korpergewichtes begleitet.

3.3.4 Alleinige Heparinbehandlung (Versuch H1)

Eine weitere Gruppe von 20 Tieren wurde ohne Bestrahlung nach dreimaliger Zystometrie mit
Heparin behandelt und im Abstand von 12 h bis 72 h nach Behandlung erneut zystometriert, um
den Einfluss der Glykosaminoglykan-Applikation auf die Funktion der gesunden Harnblase zu

ermitteln.
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3.3.5 Wirksamkeitsuntersuchungen in der akuten Phase (Versuch B1/1 -
B1/3)

Ziel dieses Versuches war die quantitative Erfassung der Modifikation einer manifesten
Strahlenreaktion durch intravesikale Gabe von Heparin (B1/1 und B1/2) bzw. PPS (B1/3)
wihrend der akuten Reaktion. Eine Ubersicht gibt Tabelle 6.

In diesen Versuchen erfolgte eine viermalige Zystometrie vor Bestrahlung. Die Bestrahlung
bestand aus der Applikation einer Einzeldosis von 20 Gy am Tag 0. Ab Tag 3 wurden alle Tiere
jeden zweiten Tag zystometriert. Die Tiere der ersten Untergruppe (15 Tiere) wurden behandelt,
sobald in den ersten 15 Tagen nach der Bestrahlung das Blasenvolumen um mindestens 50 %
des individuellen Ausgangswertes gesunken war. Bei den Tieren der zweiten Untergruppe (15
Tiere) wurde die Reaktion in den ersten 15 Tagen dokumentiert, sie blieben aber unbehandelt.
Die Behandlung erfolgte hier ab dem 16. Tag bis zum Tag 32 bei Diagnose einer positiven
Strahlenreaktion. In diesem Zeitraum wurde eine positive Strahlenreaktion in der ersten

Untergruppe nur dokumentiert.

Am Folgetag der Instillationsbehandlung wurden die Tiere erneut zystometriert. War das
Blasenvolumen wiederum kleiner als 50 % des Kontrollwertes, so wurde erneut behandelt. Es
erfolgten maximal 3 Behandlungen an 3 aufeinanderfolgenden Tagen. Weitere Zystometrien

wurden 48 und 72 h nach der letzten Instillation vorgenommen.

Nach Ablauf von 32 Tagen wurden diese Versuchstiere zur Erfassung der Spitreaktion einmal je
Monat bis Tag 340 zystometrisch untersucht. Bei jeder Zystometrie wurde das Korpergewicht

der Versuchstiere festgehalten.

Tabelle 6: Ubersicht iiber die Wirksamkeitsuntersuchungen (B1/1 — B1/3), zusammen mit den
zugehorigen Placebo-Versuchen B1/01, B1/02 und H1.

Versuch Strahlen- | Wirkstoff Konzentration Behandlungszeitraum Tierzahl
Dosis (Gy)

B1/01" 20 NaCl- 0,9 % Tag 0—15 15

Losung
20 NaCl- 0,9% Tag 16 — 30 15

Losung

B1/02" 20 NaCl- 0,9% Tag 13 — 30 20
Losung (taglich)
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HI' 0 Heparin 5000 U/ml einmalig 20

B1/1 20 Heparin 5000 U/ml Tag 1-15 15
20 Heparin 5000 U/ml Tag 16 — 30 15

B1/2 20 Heparin 3000 U/ml Tag 1-15 15
20 Heparin 3000 U/ml Tag 16 — 30 15

B 173 20 PPS 76,9 mg/ml Tag 115 15
20 PPS 76,9 mg/ml Tag 16 — 30 15

" aufler bei Versuch B1/02 und H1 erfolgte die Behandlung stets bei positiver Strahlenreaktion

3.3.6 Behandlungsversuche in der akuten Phase (Versuch B2)

In dieser Versuchsreihe sollte anhand einer vollstindigen Dosis-Effekt-Kurve (DEK) untersucht
werden, in welchem Male sich die isoeffektive Dosis fiir eine positive Strahlenreaktion in der
akuten Phase II durch Heparin bzw. PPS verdndert und wie sich dies auf die Auspridgung der
chronischen Strahlenreaktion auswirkt. Zur Behandlung wurde Heparin in einer Konzentration
von 5000 U/ml (B2/1) bzw. 3000 U/ml (B2/2) oder PPS, 50 mg/ml (B2/3), verwendet
(Tabelle 7).

Fiir jeden Behandlungsarm wurden 40 Tiere am Tag 0 mit gestaffelten Dosen (je 8 Tiere mit 15,
17, 19, 21 und 24 Gy) bestrahlt. Vor Bestrahlung wurden die Tiere dreimal, ab Tag 3 bis Tag 14
zweimal pro Woche, ab Tag 14 bis Tag 32 jeden zweiten Tag zystometriert. Von Tag 14 bis
Tag 32 wurden die Tiere bei Diagnose einer positiven Strahlenreaktion behandelt und am
Folgetag erneut zystometriert. Wurde kein Anstieg des individuellen Blasenvolumens auf mehr
als 50 % des Ausgangswertes verzeichnet, d. h. war noch immer eine positive Reaktion
vorhanden, so erfolgte eine erneute Behandlung mit erneuter Folgemessung. Maximal wurde an
5 aufeinanderfolgenden Tagen behandelt. Tiere, deren Blasenvolumen nach Behandlung anstieg,
wurden entsprechend des 2-Tage-Rhythmus weiter zystometriert. Tiere, die auch nach 5
Behandlungen noch eine positive Blasenreaktion zeigten, wurden ebenso wieder dem 2-Tage-

Rhythmus unterzogen.
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Bei jeder erneuten Diagnose einer positiven Strahlenreaktion wurde bei den Tieren, die
urspriinglich angesprochen hatten, nochmals behandelt. Nach Ablauf der akuten Phase II (ab
Tag 32) wurden die Tiere bis maximal Tag 340 einmal je Monat zystometriert.

Auch bei diesen Versuchen wurde bei jeder Zystometrie das Korpergewicht gemessen.

Tabelle 7: Behandlungsversuche in der akuten Phase II (Versuch B2)

Versuch | Behandlungs- | Wirkstoff | Konzentration Dosis [Gy] Tierzahl
zeitraum
B 2/1 Tag 14 —32 ™| Heparin 5000 U/ml 15,17,19,21,24 40
B 2/2 Tag 14 —32*| Heparin 3000 U/ml 15,17,19,21,24 40
B 2/3 Tag 14-32%| PPS 50 mg/ml 15,17,19,21,24 40

*die Behandlung erfolgte nur bei Diagnose einer positiven Reaktion

3.3.7 Prophylaxeversuche in der akuten Phase (Versuch B3)

Ziel dieser Versuche war es, durch prophylaktische Behandlung mit zwei unterschiedlichen
Dosierungen von Heparin zwischen Tag 13 und Tag 30 eine positive Strahlenreaktion in diesem
Zeitraum zu verhindern und die Auswirkungen auf die spédte Reaktion zu analysieren. Zu diesem
Zweck wurden je 40 Tiere zur Erstellung einer Dosis-Effekt-Kurve am Tag 0 mit Einzeldosen

von 15, 17, 19, 21 und 24 Gy bestrahlt (Tabelle 8).

Die Tiere wurden vor Bestrahlung dreimal, ab Tag 3 iiber 30 Tage zweimal pro Woche, nach
dem 30. Tag bis maximal zum 340. Tag post radiationem einmal pro Monat zystometriert. Von
Tag 13 bis Tag 30 wurden alle Tiere, unabhéngig vom Blasenvolumen, intravesikal mit Heparin
behandelt. Die Konzentration betrug 5000 U/ml (B3/1) oder 3000 U/ml (B3/2).

Bei jeder Zystometrie wurden die Tiere gewogen. Als Kontrollversuch diente B1/02 (Tab. 6).

Tabelle 8: Prophylaxeversuche (Versuch B3)

Versuch Behandlungs- Wirkstoff Konzentration Strahlendosis in Gy Tierzahl
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zeitraum

B3/ | 12813-30 | yorarin 5000 U/ml|  15,17,19,21,24 40
(tidglich)

B3 | Ta813-30 | yenarin 3000 U/ml|  15,17,19.21,24 40
(tiglich)

3.3.8 Applikation von Glykosaminoglykanen in der chronischen Phase

(Versuch B4)

Ziel dieser Versuche war es zu iiberpriifen, ob eine Beeinflussung der Strahlenreaktion in der
chronischen Phase mittels Glykosaminoglykaninstillation moglich ist. Die Behandlung erfolgte
beim Auftreten einer positiven Strahlenreaktion (V10 < 50 % des Kontrollvolumens) bzw. gegen
Ende der Latenzperiode, d. h. bei Verminderung des individuellen Harnvolumens auf 75%.
Dazu wurden am Tag 0 120 Tiere mit 20 Gy bestrahlt .

Wiéhrend der ersten 32 Tage nach Bestrahlung wurden die Tiere zweimal pro Woche
zystometriert. Ab dem 32. Tag erfolgte alle zwei Wochen eine Zystometrie. Ab diesem
Zeitpunkt wurden die Tiere bei einer Reduktion des individuellen Blasenvolumens um 50 %
(B4/0 - 3) bzw. 25 % (B4/4 - 7) behandelt; instilliert wurde NaCl 0,9 % (Placebogruppe,
Versuch B4/0, B4/4), Heparin 5000 U/ml (B4/1, B4/5), Heparin 3000 U/ml (B4/2, B4/6) oder
PPS 50 mg/ml (B4/3, B4/7). Die Protokolle sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Nach der Behandlung wurden im Abstand von 24, 48 und 72 h Zystometrien durchgefiihrt. Bei
einer weiter bestehendem oder erneuten Reduktion des Blasenvolumens unter den definierten
Wert wurde erneut behandelt. Diejenigen Tiere, die auch nach flinftigiger Behandlung keine
Restauration des Blasenvolumens zeigten, wurden aus dem Versuch genommen. Die

Zystometrien wurden auch hier von einer Erfassung des Korpergewichtes begleitet.

Tabelle 9: Behandlungsversuche in der chronischen Phase (Versuch B4)

Versuch | Tierzahl | Strahlen- | Behandlungszeit- | Behandlung Wirkstoff Konzentration
dosis in raum bei
Gy
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B4/0 15 20 Tag > 32 Vio<50 % Natriumchloridlosg. 0,9 %
B4/1 15 20 Tag > 32 Vi0<50% Heparin 5000 U/ml
B4/2 15 20 Tag > 32 Vio<50 % Heparin 3000 U/ml
B4/3 15 20 Tag > 32 Vi0<50% PPS 50 mg/ml
B4/4 15 20 Tag > 32 Vio<75 % Natriumchloridlosg. 0,9 %
B4/5 15 20 Tag > 32 Vi< 75 % Heparin 5000 U/ml
B4/6 15 20 Tag > 32 Vio<75 % Heparin 3000 U/ml
B4/7 15 20 Tag > 32 Vi< 75 % PPS 50 mg/ml

3.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Excel (Microsoft® Excel 97 SR-1) und

dem Statistical Analysis System (SAS, SAS Institute INC., Version 6.11).

3.4.1 Mittelwertberechnung

Aus den Vormessungen der einzelnen Individuen wurde jeweils der arithmetische Mittelwert
von V10 als individueller Kontrollwert berechnet. Die Berechnung der Gruppenmittelwerte fiir

die Gewichtskurven erfolgte aus den Einzelwerten.

3.4.2 T-test

Zur Analyse der Wirksamkeit der Behandlung (siehe 3.3.1 bis 3.3.6) wurde der abhidngige sowie
der unabhiingige Students T-test herangezogen (SAS 1990b, SCHUMER et al. 1990,
GOGOLOK et al. 1990). So wurde gepriift, ob die Behandlung zu einer signifikanten
Verianderung des Blasenvolumens an den darauf folgenden Tagen 1 — 5 gefiihrt hat und ob ein

Unterschied zwischen Versuchs- und Placebogruppe besteht.

Verwendet wurde die Prozedur TTEST von SAS (1990b), wobei p-Werte < 0,05 als signifikanter

Unterschied zwischen beiden Behandlungsgruppen gewertet wurden.

43



3.4.3 Probit-Analyse und Vergleich von Dosis-Effekt-Kurven

Bei den Versuchen B2 und B3 (siehe 3.3.4, 3.3.5) wurden mit Hilfe der Probitanalyse Dosis-
Effekt-Kurven (DEK) auf der Basis der relativen Haufigkeit positiv reagierender Tiere in den
einzelnen Dosisgruppen errechnet (PROC PROBIT: SAS 1990a; SCHUMER et al. 1990,
GOGOLOK et al. 1990). Es wurde eine logarithmische Verteilung zugrunde gelegt (Logit-
Analyse). Zur Beschreibung einer DEK eignet sich der EDso-Wert (Dosis, bei der bei 50 % aller
Tiere eine Reduktion des Blasenvolumens V10 um > 50 % zu erwarten ist), seine

Standardabweichung ¢ und der 95 %-Vertrauensbereich.

Der Vergleich von DEK der Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe (siche 4.) erfolgte mittels
Maximum-Likelihood-Chi-Square-Test unter Annahme einer logarithmischen Verteilung ohne

Vorgabe eines Schwellenwertes (SCHUMER et al. 1990, GOGOLOK et al. 1990).

Desweiteren wurden fiir den Versuch B3 multivariante Analysen durchgefiihrt (SAS PROC
GLM: SAS 1990c), um Einfliisse der Quellenparameter Dosis und Reaktion in der akuten Phase
I und II auf die Latenzzeiten bzw. das Risiko fiir eine spéate Reaktion zu ermitteln (Proc GLM:

SAS 1990c; SCHUMER et al. 1990, GOGOLOK et al. 1990).

3.5 Histologische Untersuchungen

Bei einigen Tieren mit schlechtem Allgemeinzustand wurde nach Euthanasie eine Sektion
vorgenommen. Bei auffilligen Nierenverdnderungen wurden die Nieren entnommen und in
Formalin (neutral gepuffert, 4 %) fiir mindestens 24 h fixiert. AnschlieBend wurden sie in
Paraffin eingebettet und 3 pum dicke Schnitte angefertigt. Nach Hématoxilin-Eosin-(HE-)-
Féarbung gemal Standardprotokoll erfolgte die Begutachtung.

Bei einigen Tieren, die trotz Behandlung in der spiten Phase keine Restauration des
Blasenvolumens aufwiesen, wurde die Blase histologisch untersucht. Zur Fixierung wurden die
Blasen der unmittelbar zuvor euthanasierten Tiere entleert, mit 0,1 ml Formalin (neutral
gepuffert, 4 %) aufgefiillt, abgebunden, entnommen und fiir mindestens 24 h in Formalin
verbracht. Nach Paraffineinbettung wurden Schnitte (3 um) angefertigt und standardisiert mittels
Héamatoxilin-Eosin gefdrbt. Bei den entnommen Organen erfolgte eine patho-histologische

Untersuchung. Weitere Untersuchungen wurden nicht vorgenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der Speicherfunktion der Harnblase

Mit Hilfe der Zystotonometrie kann die Speicherfunktion der Harnblase quantitativ erfasst
werden. Der intravesikale Druck wird in Relation zum intravesikalen Volumen aufgezeichnet.
Eine unter standardisierten Bedingungen (siche 3.2.3) erstellte Druck-Volumen-Kurve eines

unbehandelten Kontrolltieres ist in Abbildung 9 schematisch dargestellt.

30
< "intrasystemisches Volumen"

20f—F-——

intravesikaler Druck [mm Hg]

instilliertes Volumen [ul]
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Abbildung 9: Druck-Volumen-Kurve der Harnblase einer unbehandelten Maus unter trans-
urethraler Fiillung mit Natriumchloridlosung mit einer Rate von 0,1 ml/min um
10.00 Uhr
V10 (20) ist das maximale Blasenvolumen bei einem Druck von 10 (20) mm Hg.
ps ist der Druck, bei dem sich der Steigungswinkel der Druck-Volumen-Kurve
andert. Zu beachten ist, dass von den V10- und V20-Werten noch jeweils das
intrasystemische Volumen abgezogen werden muss (siche 3.2.3).

Eine derartige Druck-Volumen-Kurve besteht aus zwei Abschnitten, die durch ihre unter-
schiedliche Steilheit gekennzeichnet sind. Der erste, flache Abschnitt charakterisiert die passive,
nahezu isotonische Dehnung der Harnblasenwand. Bei weiterer Fiillung steigt der Druck im
Verhéltnis zum Volumen steil an (zweiter Abschnitt der Kurve). Ist die maximale Kapazitét
tiberschritten, so tritt Natriumchloridlosung am intravesikalen Katheter an der Urethra aus. Dies

fiihrt zu einem steilen Druckabfall, der in Abb. 8 nicht gezeigt ist.

Das Volumen bei 10 mm Hg (V10) wird zur Charakterisierung der Speicherkapazitit herange-
zogen. Dabei muss der Druckverlust innerhalb der Messanordnung, bedingt durch Kompression
der Luftsdule vor dem Druckwandler, Dehnung der Infusionsspritze und der Hihne,
beriicksichtigt werden. Dieses ,,intrasystemische Volumen* betrdgt ca. 10 ul/10 mm Hg und wird

von den gemessenen Werten abgezogen.

4.2 Strahlenreaktion der Harnblase

Bei einer Bestrahlung mit 0 Gy (Scheinbestrahlung, Versuch S1) konnte keine signifikante
Verringerung der Blasenkapazitit beobachtet werden. Schwankungen der Speicherkapazitét
zwischen den einzelnen Tagen nach Scheinbestrahlung entsprachen den Schwankungen der

Blasenvolumina vor Scheinbestrahlung.

Die Strahlenreaktion der Harnblase duflert sich in einer Verringerung der Blasenspeicher-
kapazitit. Dabei verkiirzt sich die Speicherphase der Fiillung (Abb. 10), was sich in einer
Verkiirzung des initialen flachen Schenkels der Druck-Volumen-Kurve manifestiert. Da der
zweite Kurventeil von der Strahlenreaktion unbeeinflusst bleibt (DORR und SCHULTZ-
HECTOR 1992), kann V10 als Ma8 fiir diese Verédnderung herangezogen werden.
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46

p [mm Hg]
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

e

V10
*************** vor Bestr.




V 10 [ul]

Abbildung 10: Druck-Volumen-Kurve der Harnblase nach Bestrahlung
Zum Vergleich ist die Kontrollkurve dargestellt. Die Speicherphase ist deutlich
reduziert, wihrend der zweite Kurvenabschnitt unverindert bleibt.

4.2.1 Zeitlicher Verlauf

Zur Erfassung des zeitlichen Verlaufes und der Dosisabhingigkeit der Strahlenreaktion wurde
ein Versuch mit alleiniger Bestrahlung durchgefiihrt (Versuch K1). Die Tiere wurden mit

steigenden Dosen (13 bis 23 Gy) am Tag 0 bestrahlt und regelmiBig zystometriert (siche 3.3.1).

In Abbildung 11 sind fiir die einzelnen Dosen die Tagesmittelwerte fiir V10 relativ zum

Ausgangsvolumen dargestellt.

In der akuten Phase sind, auBBer bei 20 Gy, ein Abfallen, Wiederansteigen und erneutes Abfallen
der Blasenvolumenkurve zu erkennen. Darin spiegelt sich grob der zweiphasige Verlauf (API
und APII) wider. Bei 20 Gy ldsst sich dagegen eine kontinuierliche Abnahme des
Blasenvolumens iiber die Gesamtzeit der akuten Phase feststellen. In der Spatphase sind bei
allen 5 Dosispunkten Einbriiche in der Kurve im dhnlichen Zeitraum zu registrieren. So sind
vermehrt Reagenten um die Tage 150, 250 und nach 300 zu finden. Anstiege in der Spitphase

sind dadurch zu erkléren, dass reagierende Tiere dem Versuch entnommen wurden.
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Abbildung 11: Zeitlicher Verlauf der Verdnderung im Blasenvolumen bei Bestrahlung mit
unterschiedlichen Einzeldosen
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Dargestellt sind die relativen V10-Mittelwerte fiir die einzelnen Dosisgruppen.
Jeder Dosispunkt war mit 10 Tieren besetzt; die Fehlerbalken reprédsentieren den
Standardfehler.

Definiert wurde die akute Phase der Strahlenreaktion von Tag 1 — 30; spitere Reaktionen
wurden der spaten Phase zugerechnet. Um den zeitlichen Verlauf der akuten Reaktion weiter zu
charakterisieren, wurde die H&ufigkeit von Neudiagnosen analysiert. In Abbildung 12 ist die
Anzahl der neuen Reagenten gegen die Tage nach Bestrahlung aufgetragen. Diese folgt einem
biphasischem Verlauf mit einem Tiefpunkt am Tag 17 und je einem Maximum an den Tagen 7

und 23 — 26.
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Abbildung 12: Anzahl neuer Reagenten nach Bestrahlung
Die Abbildung ldsst eine Verteilung der Reagenten in 2 Wellen erkennen. Der
Hohepunkt der ersten Welle liegt um den Tag 7, der der zweiten Welle zwischen
Tag 23 und 26. Ein Tiefpunkt ist am Tag 17 erkennbar.

Eine Log-likelihood-Analyse ergibt fiir den vorliegenden Datensatz keine signifikante Trennung
in zwei Wellen (EHME 1998). Die detaillierte Analyse eines umfangreicheren Datensatzes
(DORR und BECK-BORNHOLDT 1999) ergab eine signifikante Auftrennung in eine erste und
eine zweite akute Welle mit Trennung am Tag 15/16. Diese Ergebnisse und die entsprechende

Einteilung werden weitergehenden Analysen zugrunde gelegt.

Die Latenzzeiten fiir die akute Reaktion sind in beiden Phasen unabhingig von der Dosis: Die
mittlere Latenzzeit fiir die akute Phase I liegt bei 7 Tagen, die der akuten Phase II zwischen 23

und 26 Tagen. Die Varianzanalyse ergibt p = 0,33 fiir Phase I und p = 0,14 fiir Phase II. Aus
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diesem Grund wurden fiir die Darstellung der neuen Reagenten im zeitlichen Verlauf (Abb. 11)
alle Dosisgruppen zusammengefasst. Auch die Latenzzeit fiir die Spétphase ist im vorliegenden

Datensatz nicht signifikant abhidngig von der Dosis (p = 0,156).

4.2.2 Dosisabhingigkeit der Reaktion

Als positive Reaktion wird die Reduktion des Blasenvolumens um 50 % gegeniiber dem
Ausgangsvolumen definiert. Die Dosisabhéngigkeit der Reaktion wird getrennt fiir alle
Reaktionsphasen, d. h. fiir die erste und zweite akute Welle sowie fiir die Spitphase, analysiert.

Die entsprechenden Dosis-Effekt-Kurven sind in Abbildung 13 dargestellt.

Die EDsp-Werte liegen bei 21,1 Gy (o = 3,7) fiir die erste akute Welle (Tag 1 — 15), bei 19,5 Gy
(o = 3,7) fiir die zweite akute Welle (Tag 16 — 30) und bei 16,2 Gy (o = 5,3) fiir die Spétphase.
Die dazugehorigen p-Werte fiir die Abhédngigkeit der Reaktion von der Dosis, welche mittels
Probit-Analyse ermittelt wurden, betragen 0,01; 0,004 und 0,003.
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Abbildung 13: Dosis-Effekt-Kurven fiir die 1. und 2. Welle der akuten Blasenreaktion sowie fiir
die Spétphase
Eine positive Strahlenreaktion ist definiert als eine Verringerung des individu-
ellen Blasenvolumens um 50 %. Dieses Diagramm zeigt die Haufigkeit dieses
Effektes in Abhidngigkeit von der Dosis. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung der EDso-Werte.

Die Anzahl der im Versuch verbleibenden Tiere reduziert sich in der Spatphase um diejenigen,

die eine sichere positive Reaktion zeigten oder die aus anderen Griinden ausgeschieden sind.
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Letztere bestanden im vorliegenden Versuch aus Verdnderungen am Genitaltrakt (Tumoren,
Ovarialzysten) bei einem Tier nach Bestrahlung mit 20 Gy. Die Zahl der im Versuch
verbleibenden Tiere ldsst sich aus der Uberlebenskurve im zeitlichen Verlauf entnehmen

(Abb. 14).
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Abbildung 14: Uberlebenskurven
Alle Dosispunkte wurden anfinglich (Tag 0) mit 10 Tieren besetzt. Bei den
hoheren Dosen war die Abnahme der Tierzahl groBer als bei den niedrigeren
Dosen.

4.2.3 Zusammenhang zwischen den einzelnen Phasen der Strahlenreaktion
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Abbildung 15 : Relative Anzahl an Reagenten in den entsprechenden Phasen (bei 26 Reagenten in
der akuten Phase)
Die Séulen reprisentieren die relative Anzahl an Reagenten in den entspechenden
Phasen. Die ersten 3 geben die Anzahl der Reagenten der Akutphase wieder, die
Sdulen 4, 5 und 7 fassen die akute Phase und die Spétphase zusammen. Die vorletzte
Sdule gibt die Anzahl der nur in der Spitphase reagierenden Tiere wieder.
Auffillig ist, dass die Gruppe der Tiere mit den meisten Reagenten in der Spatphase
diejenigen darstellt, die die Reagenten in der akuten Phase II enthalt.

Die Anzahl der Reagenten betrug fiir die akute Reaktion insgesamt 26 (Abb. 15). Zehn Tiere
zeigten sowohl in der ersten als auch in der zweiten Welle eine positive Strahlenreaktion,
wéhrend nur in der ersten Phase 3 Tiere und nur in der zweiten Phase 13 Tiere reagierten. Die
Varianzanalyse ergab mit einem p von 0,148 keinen signifikanten Einfluss einer positiven
Reaktion in der 1. Welle auf die Wahrscheinlichkeit eines positiven Strahleneffektes in der 2.

Welle.

Betrachtet man die Anzahl der Reagenten in der Spitphase, so sind in der Gruppe der Tiere, die
sowohl in der zweiten akuten Phase als auch in der Spitphase reagierten, mit 22 die meisten
Tiere zu finden, gefolgt von denen, welche in allen Phasen eine positive Reaktion zeigten.
Demgegeniiber reagierten nur 6 in der ersten Phase und in der Spitphase. AusschlieBlich in der

Spétphase wurden 5 Tiere als Reagenten registriert.

Die Varianzanalyse ergab, dass die Reaktion in der akuten Phase I keinen Einfluss auf die

Spétphase hat. Zwischen akuter Phase II und Spétreaktion zeigt sich ein Trend (p = 0,075).

4.2.4 Nebenwirkungen und Gewichtsverlauf

Eine Storung des Allgemeinbefindens kann bei der Maus am verdnderten Verhalten
(Korperhaltung, Verweigerung der Futteraufnahme, Sozialverhalten) festgestellt werden. Das
Verhalten der Tiere in der akuten Phase wie auch in der Spitphase lieB keine derartige
Beeintriachtigung erkennen. Der Gewichtsverlauf wurde als objektivierbarer Parameter fiir den
Allgemeinzustand der Tiere analysiert. Als Kontrolle wurde der Gewichtsverlauf unbestrahlter,
gleichaltriger Tiere herangezogen. In Abbildung 16 sind diese Verldufe in Abhéngigkeit von der
Zeit nach Bestrahlung dargestellt. Als Ausgangsgewicht wurde das Durchschnittsgewicht vor

Bestrahlung verwendet.
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Gewicht [g]

Gewicht [g]

40

Bei den niedrigen Dosisbereichen (13 - 18 Gy) ist wihrend der akuten Phase nur eine geringe
Schwankung des Gewichtes zu registrieren, wihrend bei 20 und 23 Gy das Gewicht in diesem
Zeitraum erst einmal abnimmt. Insgesamt ist das Gewicht am Tag nach der ersten Messung
(Stress) niedriger als am Tag zuvor. In der chronischen Phase ist dann ein starkes Variieren des
Gewichtes mit wechselnder Ab- und Zunahme zu sehen. Anzumerken ist, dass vor allem in der
akuten Phase die Mittelwerte wesentlich durch nicht reagierende Tiere beeinflusst werden (auller
bei den Dosen von 20 und 23 Gy), da die Reaktion beim einzelnen Tier nur 3 — 6 Tage andauert
(DORR et al. 1992, 1998). Zu beachten ist weiterhin, dass alle sicher positiven Tiere
(Blasenkapazitdt unter 50%) in der chronischen Phase aus dem Versuch genommen wurden und
somit nicht mehr im Tagesmittelwert erfasst sind. Dies erklért die starke Variation der Werte in

der chronischen Phase.

Das Gewicht der bestrahlten Tiere unterlag den gleichen Schwankungen wie bei den
Kontrolltieren. Eine signifikante Abhdngigkeit des Gewichtes von der Behandlung bzw. der
Dosis war in keinem Fall zu erkennen. In der chronischen Phase zeigten die Méuse insgesamt

eine Gewichtszunahme.
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Abbildung 16: Gewichtsverlauf von Tag —9 bis 380 bei Bestrahlung mit 13 bis 23 Gy
Jeder Dosispunkt wurde bei Versuchsbeginn mit 10 Tieren besetzt. Die Daten-
punkte stellen den Tagesmittelwert in der jeweiligen Dosisgruppe dar. Zu
beachten ist die Abnahme der Tierzahl im Verlauf des Versuches (siche 4.2.2), die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.

4.3 Placebogruppe (Versuch B1/01 und B1/02)

Die Behandlung mit 0,9 %iger Natriumchloridlosung wurde als Kontrolle fiir die mit Heparin
und PPS behandelten Tiere durchgefiihrt. In B1/01 erfolgte eine Bestrahlung mit 20 Gy, gefolgt
von Zystometrien in zweitdgigen Abstinden. Bei Auftreten einer positiven Strahlenreaktion in
der akuten Phase I wurden 15, in der akuten Phase II 13 Tiere behandelt. Die Zahl der

anschlieBend durchgefiihrten Zystometrien ist in Tabelle 10 zusammengefasst.

Tabelle 10: Anzahl der behandelten Tiere B1/01

Zeit nach Bestrahlung API AP II

24 h 15 13
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48 h 4 6

72 h 2 3

Die starke Reduktion der Tiere im Verlauf der Nachbeobachtung ist auf ein aufgetretenes

Narkoseproblem zuriickzufiihren.

Die Ergebnisse dieses Versuches sind in Abb. 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Blasenkapazititsdnderung nach Natriumchloridanwendung (0,9 %) in der

akuten Phase I und II

Die Séulen reprisentieren die Mittelwerte mit ihrer Standardabweichung. Die
Blasenkapazititsdnderungen sind alle signifikant (p < 0,05) gegeniiber den
Werten vor Instillation. Wihrend nach 24 h noch in beiden Phasen eine
geringgradige Verbesserung der Blasenkapazitit registriert werden kann, ist nach
48 h in beiden akuten Phasen eine Verringerung zu erkennen. Nach 72 h war die
Anzahl der Tiere sehr gering.

Nach 24 h resultiert die Instillation von NaCl in einer signifikanten Zunahme der Blasen-
kapazitit um 15 pl (AP I) bzw. 11 ul (AP II). Dies entspricht 14 (AP I) bzw. 12 (AP II)
Prozentpunkten. Demgegeniiber ist nach 48 h das Volumen gegeniiber dem Wert vor Instillation
weiter reduziert. Nach 72 h ist der Wert fiir die akute Phase II deutlich erhoht. Allerdings ist hier

die geringe Zahl auswertbarer Messungen zu berticksichtigen.

In einem weiteren Versuch (B1/02) wurden 30 Tiere mit gestaffelten Dosen (15 — 24 Gy)
bestrahlt. Die Zystometrien erfolgten in zweitdgigen Abstdnden. Von Tag 13 — 30 wurden die
Tiere zusétzlich mit NaCl behandelt. Die EDso-Werte betrugen in der akuten Phase 21,2
+ 4,9 Gy, in der akuten Phase II 17,3 £ 4,8 Gy und in der Spétphase 16,2 £ 5,9 Gy. Sie weichen

damit nicht signifikant von denen der unbehandelten Tiere ab.
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4.4 Behandlung unbestrahlter Tiere mit Heparin (Versuch H1)

Es wurden 10 Tiere iiber 5 Tage tdglich im Abstand von 24 h mit Heparin behandelt und alle
24 h zystometriert.

Die Behandlung fiihrte zu keiner signifikanten Verdnderung der Blasenkapazitit. Es wurden
Schwankungen der Blasenspeicherkapazitit &hnlich der Variationen vor Behandlung fest-

gestellt.

4.5 Wirksamkeit der Glykosaminoglykanbehandlung in der akuten Phase

Bei diesen Versuchen (B1/1 — 4) wurden je 40 Tiere mit 20 Gy bestrahlt. Die Tiere wurden nach
Bestrahlung in zweitdgigen Abstinden zystometriert. Die Haélfte der Tiere wurde bei Auftreten
einer positiven Strahlenreaktion in der akuten Phase I, die andere Hélfte in der akuten Phase II
zur Behandlung vorgesehen. Die Behandlung bestand in der intravesikalen Applikation von
Natriumchloridlésung (0,9 %ig), Heparin (3000 U/ml bzw. 5000 U/ml) oder PPS (76,9 mg/ml).
Im Abstand von 24, 48 und 72 Stunden nach dieser Instillation wurden die Tiere erneut

zystometriert, um Verdnderungen der Blasenkapazitdt zu erfassen.

4.5.1 Heparinbehandlung

Heparin wurde in Konzentrationen von 5000 U/ml bzw. 3000 U/ml getestet. Die Anzahl der
nach der Behandlung durchgefiihrten Zystometrien gibt Tabelle 11 wieder.
Tabelle 11: Anzahl der behandelten Tiere B1/1 und B 1/2

AP 1 APII
Heparin 24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
B1/1 5000 U/ml 5 5 5 7 6 6
B1/2 3000 U/ml 15 15 14 11 11 10

4.5.1.1 Heparin 5000 U/ml

Im ersten Versuch wurde Heparin in einer Dosierung von 5000 U/ml herangezogen. Hier
zeigten sich in der akuten Phase I 5, in der akuten Phase II 7 Reagenten. Die Ergebnisse dieses

Versuches sind in Abb. 18 dargestellt.
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Abbildung 18: Blasenkapazititsdnderung nach Heparinanwendung (5000 U/ml) in der akuten
Phase [ und II
Die Siulen reprisentieren die relative Blasenkapazititsidnderung mit Standard-
abweichung (* p < 0,050; ** p < 0,010). Nach 48 h ist in beiden akuten Phasen
eine deutliche Erh6hung der Blasenkapazitit zu registrieren. Zusétzlich ist in der
akuten Phase II schon nach 24 h sowie noch nach 72 h eine deutliche
Blasenkapazititszunahme zu verzeichnen.

In der akuten Phase I ist 24 Stunden nach Behandlung keine signifikante Verdnderung des
Blasenvolumens festzustellen. Demgegeniiber ist nach 48 Stunden eine Zunahme um 30 % zu
verzeichnen, nach 72 h liegt wiederum keine signifikante Verdnderung vor. In der akuten
Phase II ist dagegen stets eine Zunahme des Blasenvolumens zu erkennen. Diese betrigt 25 %

nach 24 und 72 h bzw. 52 % nach 48 h.

In Bezug auf die Anzahl der Heilungen (Blasenvolumen nach Behandlung gréBer als 50 % des

Kontrollwertes vor Bestrahlung), findet sich in der akuten Phase II eine groBBere Anzahl als in
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der akuten Phase I. Die grof3te Heilungsquote lag mit 45 % der behandelten Tiere bei 48 h. Nach
72 h sinkt die Heilungsquote wieder auf 30 % ab (Abb.19) .
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Abbildung 19: Heilungsquoten bei Behandlung mit Heparin 5000 U/ml in der akuten Phase I
und II
Die Sdulen nach Behandlung représentieren die Heilungsquote, d. h. die relative
Anzahl an Tieren, die eine Blasenkapazitit groBer als 50 % des Ausgangs-
volumens erreichen. Nach 24 h konnte in Phase I keine Heilung erreicht werden.
Zum Vergleich die Heilungsquoten der Placebogruppe: nach 24 h ca. 14 % in API
bzw. 12 % in APII und nach 48 h 0 %. Dagegen ist nach 48 h die Heilungsquote
gegeniiber NaCl deutlich erhoht.

Heilungsquote in %

48h 72h

Vergleicht man die Wirkung der Behandlung mit Heparin mit der Placebowirkung, so zeigt sich
nach 48 Stunden in beiden Phasen ein signifikanter Unterschied. Nach 24 h konnte nur in
Phase II ein signifikanter Anstieg des Blasenvolumens erreicht werden, nach 72 h war die

Wirkung von Heparin nicht signifikant von der Placebogruppe verschieden.

Fiir die Heilungen ist in der akuten Phase I nach 24 Stunden die Heparinwirkung signifikant
schlechter (60 %, p = 0,0004), wahrend in der akuten Phase II nach 48 Stunden eine
Verbesserung um 45 % eintritt (p = 0,0004).

Bei den mit Heparin in einer Konzentration von 5000 U/ml behandelten Tieren wurden hiufig

(ca. 50 %) Nebenwirkungen (Exsikkose und blasse Schleimhiute) beobachtet. Bei den getoteten
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Tieren ergab die Sektion intraperitoneale Blutungen. Deshalb wurde in einem zweiten Versuch
die Dosis auf 3000 U/ml herabgesetzt. Die starke Reduzierung der Tierzahl auf 50 % war auf
eine durch Klebsiella hdmolytica verursachte Nephritis (histologische und bakteriologische

Untersuchungen) zuriickzufiihren.

4.5.1.2 Heparin 3000 U/ml

Die Ergebnisse der Behandlung mit Heparin in einer Konzentration von 3000 U/ml (B1/2) sind
in Abb. 20 illustriert. In der akuten Phase I wurde durchweg eine Erh6hung (27 — 15 %) des
Blasenvolumens im Vergleich zum pritherapeutischen Volumen erreicht. In der akuten Phase II

ist dies nur nach 48 Stunden (12 %) der Fall, nach 72 Stunden liegt ein Trend vor (7%).

Beim Vergleich der mit Heparin behandelten Tiere mit der Placebogruppe findet sich nach
24 Stunden weder in der akuten Phase I noch in der akuten Phase II eine signifikante
Blasenkapazititszunahme. Dagegen ist die Heparinwirkung nach 48 Stunden sowohl in der

akuten Phase I (20 %) als auch in der akuten Phase II (12 %) signifikant besser.
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Abbildung 20: Blasenkapazititsdinderung nach Heparininstillation (3000 U/ml) in der akuten
Phase [ und II (* p < 0,050, ** p <0,010)
Die Sédulen représentieren die relative Blasenkapazititsverdnderung, bezogen auf
das Volumen direkt vor Heparininstillation, mit Standardabweichung. Sowohl 24,
48 als auch 72 h nach Instillation ist eine Erhohung des Blasenvolumens zu sehen.
Nach 48 h ist diese in beiden Phasen, nach 72 h nur in der akuten Phase I
gegeniiber der NaCl-Behandlung signifikant.
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Betrachtet man nun die Heilungsquote, so sind sowohl in Phase I als auch in Phase II nach 24 h

mit 27 % die meisten Heilungen zu verzeichnen (Abb. 21) .
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Abbildung 21: Heilungsquote bei Behandlung mit Heparin 3000 U/ml
Die Sdulen reprisentieren die Heilungsquote. Zum Vergleich die Ergebnisse der
Placebogruppe mit Heilungsquoten nach 24 h von 14 % in APl bzw. 12 % in
APII und 0 % nach 48 h. Die Heilungsquote ist stets positiv, wenn auch nach 24
h deutlich hoher als nach 48 h.

Vergleicht man die relative Anzahl geheilter Tiere, so ist nach 24 Stunden in der akuten Phase I
eine signifikant schlechtere Wirkung des Heparin (p = 0,0072) festzustellen. Nach 72 Stunden
ist in der akuten Phase II die Wirkung der Heparinbehandlung dagegen signifikant besser
(p =0,0001) als bei NaCl-Behandlung. Es konnten 10 % mehr Tiere als nach Placebobehandlung

als geheilt eingestuft werden.
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Abbildung 22: Gewichtsverlauf wiahrend der akuten Phase unter der Behandlung mit
Heparin 3000 U/ml
Das horizontale Band beschreibt den Mittelwert samt Standardabweichung vor
Bestrahlung. Im Kurvenverlauf sind nur kleine Schwankungen zu erkennen.
Lediglich um Tag 15 wird einmalig das mittlere Gewicht kurzzeitig
unterschritten.

Die Gewichtskurve, welche ein recht empfindliches Maf} fiir Befindlichkeitsstorungen bei der

Maus darstellt, ldsst {iber den gesamten Beobachtungszeitraum keine nennenwerten

Schwankungen erkennen (s. Abb. 22).

4.5.2 Behandlung mit Pentosanpolysulfat (PPS)

Die Behandlungen mit nachfolgender Zystometrie wurden auch in diesem Versuch getrennt in
den zwei akuten Phasen vorgenommen. Die Anzahl der im Versuch verwendeten Tiere ist aus

Tabelle 12 zu entnehmen.

Tabelle 12: Anzahl der behandelten Tiere B1/3

Zeit nach Bestrahlung AP 1 AP I
24 h 14 10
48 h 13 9
72 h 12 9

In diesem Versuch wurde sowohl in der akuten Phase I als auch in der akuten Phase II

unmittelbar nach 24, 48 und 72 Stunden je eine signifikante Erhohung des Blasenvolumens (um

ca. 40 %) gegeniiber den prétherapeutischen Messungen erreicht.

Die Ergebnisse dieses Versuches sind in Abb. 23 zusammengefasst.
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Abbildung 23: Blasenkapazititsinderung nach PPS-Anwendung (76,9 mg/ml) in der akuten
Phase Tund IT (* p <0,050, ** p<0,010)
Die Séulen repriasentieren die relative Blasenkapazititszunahme mit Standard-
abweichung. Sowohl nach 24, 48 als auch nach 72 h ist eine deutliche Blasen-
kapazitidtszunahme in beiden Phasen zu erkennen.

Im Vergleich der PPS-Behandlung mit der Placebobehandlung ergibt sich nach 24 Stunden in

der akuten Phase II (41 %) eine signifikant bessere Wirkung. Nach 48 Stunden gilt dies fiir beide

akute Phasen (43 %). Nach 72 Stunden ist der Unterschied nur in der akuten Phase I signifikant.
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Abbildung 24: Heilungsquote bei PPS-Behandlung
Die Sdulen reprisentieren die Heilungsquote. Zum Vergleich die Ergebnisse der
Placebogruppe mit Heilungsquoten von: 14% in API bzw. 12 % in APII nach
24 h und 0 % nach 48 h. In allen Phasen lésst sich jederzeit nach Behandlung eine
Heilungsquote > 50 % erkennen.

Auch bei der Betrachtung der Heilungen (Abb. 24) ldsst sich diese Tendenz erkennen. Die

Heilungsquote in der akuten Phase I lag stets tiber 50 %, in der akuten Phase II bei iiber 80 %.

In Bezug auf den Heilungserfolg lisst sich nach 24 Stunden in der akuten Phase II ein

signifikanter Unterschied (p = 0,0165) feststellen. Es erfolgt hier durch PPS-Behandlung eine

Erhohung der Heilungsquote um 89 %. Nach 48 Stunden ist dieser Unterschied sowohl in der

akuten Phase I als auch in der akuten Phase II signifikant. In der akuten Phase I kommt es zu

einer Anhebung der Heilungsquote um 62 % (p = 0,0011), in der akuten Phase II um 80 %
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(p = 0,0002). Nach 72 Stunden ist ein signifikanter Unterschied nur in der akuten Phase I zu
beobachten: Es konnten 67 % mehr Tiere geheilt werden (p = 0,0022).

Nebenwirkungen der PPS-Behandlung &uBlerten sich in einer teils tempordren Exsikkose
(Hauttugorabnahme) fiir ca. 3 Tage bei fast allen Tieren. Bei 25 % (stark exsikkotische Tiere),

die getdtet wurden, wurden intraperitoneale Blutungen festgestellt.
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Abbildung 25: Gewichtsverlauf wihrend der akuten Phase unter der Behandlung mit
PPS 76,9 mg/ml
Das horizontale Band beschreibt den Mittelwert ( = SD) vor Bestrahlung.

Im Gewichtsverlauf selbst sind nur kleine Schwankungen zu erkennen (Abb.25). Dies ist auf den
Anteil der erkrankten Tiere in der Gesamtpopulation pro Tag zuriickzufiihren. Gewichts-

abnahmen einzelner Tiere lassen jedoch auf ein deutlich gestortes Allgemeinbefinden schlieBBen.

4.5.3 Vergleiche zwischen Placebo-, Heparin- und PPS-behandelten Tieren

In der akuten Phase I zeigen sowohl PPS als auch Heparin in einer Konzentration von 3000 U/ml
nach 24 h eine signifikant bessere Wirkung als Heparin 5000 U/ml. Ein Unterschied zwischen
Heparin 3000 U/ml und PPS konnte nicht festgestellt werden. Auch nach 48 Stunden zeigt
Heparin keine dem PPS {iberlegene Wirkung.

Nach 24 Stunden in der akuten Phase II ist PPS signifikant wirksamer als Heparin in der
niedrigen Dosierung, jedoch nicht signifikant wirksamer als Heparin in der hohen Dosierung.

Allerdings ist der Unterschied zwischen beiden Heparinkonzentrationen nicht signifikant.
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Ein signifikanter Unterschied besteht nach 48 Stunden bei Heparin in einer Konzentration von

5000 U/ml gegeniiber einer Konzentration von 3000 U/ml (p = 0,0323). Die hohere

Konzentration fiihrt zu einer gréferen Blasenkapazititszunahme. Auch PPS ist zu diesem

Zeitpunkt signifikant wirksamer als Heparin 3000 U/ml. Zwischen Heparin 5000 U/ml und PPS

besteht kein signifikanter Unterschied.

Tabelle 13: Vergleich der Blasenkapazitats-
dnderung in der akuten Phase I
nach 48 h

Heparin und PPS-Behandlung im
Vergleich zur NaCl-Anwendung

Tabelle 14: Vergleich der Blasenkapazitits-
dnderung in der akuten Phase I1
nach 48 h
Heparin und PPS-Behandlung im
Vergleich zur NaCl-Anwendung

Heparin | Heparin PPS Heparin |Heparin | PPS
3000 U/ml | 5000 U/ml 76,9 mg/ml 3000 U/ml | 5000 U/ml | 76,9 mg/ml
NaCl > > > NaCl > >> >>

Insgesamt kann festgestellt werden, dass eine Behandlung mit Glykosaminoglykanen bessere
Resultate im Hinblick der Restaurierung der Speicherkapazitit liefert als die Behandlung mit
Natriumchlorid. Durch Natriumchloridinstillation kann die Speicherkapazitit der Blase stets nur
kurzfristig erhoht werden (Tab. 13 und 14). Bei Applikation von Glykosaminoglykanen
hingegen hélt dieser Effekt ldnger an. Hierbei scheint PPS am wirksamsten, wenn auch mit den
meisten Nebenwirkungen behaftet zu sein. Heparin in einer Konzentration von 5000 U/ml

scheint wirksamer als Heparin in der niedrigeren Konzentration von 3000 U/ml.

4.6 Chronische Strahlenreaktion nach Behandlung der Strahlenreaktion in

der akuten Phase 11

Die Tiere dieses Versuches wurden einmalig mit gestaffelten Dosen (15, 17, 19, 21 und 24 Gy)
bestrahlt. In den ersten 14 Tagen wurden die Tiere zweimal wochentlich zystometriert, von Tag
16 bis Tag 32 alle zwei Tage. Wurde in der zweiten akuten Phase eine positive Strahlenreaktion
registriert (V10 < 50 % des individuellen Kontrollvolumens), so wurden die Tiere intravesikal
mit PPS oder Heparin behandelt. An den beiden auf die Behandlung folgenden Tagen wurde
erneut zystometriert. Zeigte sich bei dieser Folgemessung oder spiter wiederum eine positive

Strahlenreaktion, wurde die Behandlung samt Folgemessungen wiederholt. Nach Beendigung
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der akuten Phase II wurden die Tiere bis Tag 340, dem Ende des Beobachtungszeitraumes,
einmal im Monat zystometriert.

Die Latenzzeit fiir die spédte Reaktion erstreckte sich hierbei liber einen Zeitraum von Tag 116
bis Tag 318, mit einer Haufung um Tag 215 bis 290. Ein einzelnes Tier reagierte schon am Tag

65, zwei weitere erst am Tag 318.

4.6.1 Wirksamkeit der Glykosaminoglykanbehandlung in der akuten
Phase 11

Der Erfolg der Instillation von 5000 U/ml Heparin nach Eintreten der Strahlenreaktion in der
akuten Phase II ist in Abb. 25 illustriert.

Die Behandlung fiihrt zu einer deutlichen Zunahme des Blasenvolumens. Auffallend ist, dass die
Zunahme am zweiten Tag grofer ist als am ersten Tag. Im Vergleich gegeniiber einer Placebo-
behandlung mit Natriumchloridlosung ist die Wirkung an beiden Tagen statistisch signifikant.

Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Wirksamkeitsuntersuchungen (siehe 4.3.1.2).

Eine intravesikale Behandlung mit Heparin in einer Konzentration von 3000 U/ml fiihrt
ebenfalls sowohl am ersten als auch am zweiten Tag nach Behandlung zu einer deutlichen Zu-
nahme der Blasenkapazitit. Alle Anderungen der Blasenspeicherkapazitit sind gegeniiber
placebobehandelten Tieren statistisch signifikant (siche Abb. 26/27).
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Abbildung 26: Absolute Blasenkapazitatsanderung nach Behandlung mit Heparin (5000 und
3000 U/ml) sowie PPS (50mg/ml) in der akuten Phase I1
Die Sidulen reprisentieren die Blasenkapazititszunahme mit ihrer Standardab-
weichung. Die Irrtumswahrscheinlichkeit gegeniiber den Werten vor Behandlung
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betrug weniger als 0,0001.

Auffillig ist, dass auch bei NaCl-Behandlung nach 24 h die Blasenkapazitit an-
steigt, wenn auch nicht so stark wie bei den Behandlungen mit Glykosamino-
glykanen. Dagegen nimmt die Blasenkapazitit nach 48 h nur noch bei den mit
Glykosaminoglykanen behandelten Tieren zu.
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Abbildung 27: Relative Blasenkapazititsdanderung nach Behandlung mit Heparin (5000 und
3000 U/ml) sowie PPS (50mg/ml) in der akuten Phase I1
Die Saulen représentieren die relative Blasenkapazititszunahme mit Standardab-
weichung. Die Irrtumswahrscheinlichkeit gegeniiber den Werten vor Behandlung
betrug weniger als 0,0001.

Auch durch die intravesikale PPS-Behandlung steigt das Blasenvolumen signifikant. Die
Anderung der Blasenspeicherkapazitit ist ebenfalls statistisch signifikant gegeniiber der

Kontrollgruppe (siehe Abb.26).

4.6.2 Dosis-Effekt-Beziehung fiir die akute Strahlenreaktion

Die EDsy —Werte fiir die erste akute Phase betrugen 21,6 + 3,4 Gy, 21,2 £ 3,3 Gy und 18,7
4,1 Gy fiir die Versuche mit Instillation von Heparin 5000 U/ml, 3000 U/ml bzw. PPS. Die
Werte sind nicht signifikant verschieden vom Kontrollversuch mit 21,2 + 3,7 Gy (siehe 3.3.2).

In diesen Versuchen betrugen die EDsy —Werte fiir die akute Phase 11 17,1 + 3,2 Gy, 20,6 £
6,5 Gy und 17,8 = 3,8 Gy fiir Tiere, bei denen eine Instillation mit Heparin 5000 U/ml,
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3000 U/ml bzw. PPS nach Auftreten einer Reaktion durchgefiihrt wurde. Auch hier zeigt sich

kein signifikanter Unterschied zum Kontrollversuch mit EDsy = 19,5 £ 3,7.

Tabelle 15: EDso-Werte in den akuten Phasen I und II nach Heparin- und PPS-Behandlung in der

akuten Phase II
EDsp-Werte [Gy]
AP 1 APII
Kontrollversuch 21,1 £3,7 19,5 £3.,7
Heparin 5000 U/ml 21,6 £34 17,1 +£3,2
Heparin 3000 U/ml 21,2+33 20,6 £ 6,5
PPS 50 mg/ml 18,7 +4,1 17,8 £3,8

In der akuten Phase II waren ca. 25 % der Tiere voriibergehend exsikkotisch. Bis auf 4 Tiere
erholten sich alle wieder. Von letzteren Tieren wurde nach Euthanasie eine Sektion
durchgefiihrt, welche bei einem Tier eine Nephritis auf bakterieller Ursache erkennen lie§3.
Intraperitoneale Blutungen wurden bei 3 Tieren gefunden.

Es konnten in keiner Versuchsgruppe wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes weitere

klinisch sichtbare Verdnderungen festgestellt werden.

Im Behandlungszeitraum ldsst sich in keiner Behandlungsgruppe eine deutliche Schwankung des
Korpergewichts erkennen. Eine altersbedingte Zunahme des Korpergewichtes zwischen Tag 30

und Tag 200 war zu registrieren.

4.6.3 Dosis-Effekt-Beziehung fiir die chronische Strahlenreaktion

Bei Heparinbehandlung (5000 U/ml) ist gegeniiber dem Kontrollversuch in der Spétphase eine
Erh6hung des EDso-Wertes um 7,4 Gy von 16,2 + 5,3 auf 23,6 = 5,9 Gy festzustellen (Abb. 28).
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Dieser Anstieg ist statistisch signifikant (p = 0,011). Dies entspricht einem Dosismodifikations-

faktor’ (DMF) von 1,5 durch die Behandlung in der akuten Phase II.
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Abbildung 28: Dosis-Effekt-Kurven der Spitphase fiir Bestrahlung mit gestaffelten Dosen und
Instillation von Heparin 5000, 3000 U/ml und PPS 50 mg/ml im Vergleich zu der
Kontrollgruppe
Wiéhrend sich die PPS-Kurve und die der Kontrollgruppe nahezu decken, sind die
Heparinkurven deutlich nach rechts verschoben. AuBlerdem ist bei Heparin in
einer Konzentration von 3000 U/ml der Kurvenverlauf steiler.

Bei Behandlung mit Heparin in einer Konzentration von 3000 U/ml ist die DEK gegeniiber
Natriumchlorid ebenfalls deutlich nach rechts verschoben. Der EDso-Wert betriagt 20,5 = 1,2 Gy
(p=0,0051) (s. Abb.28). Der Dosismodifikationsfaktor liegt in diesem Versuch bei 1,3.

Fiir PPS ist in der Spatphase keine signifikante (p = 0,867) Erhohung des EDso-Wertes mit 16,7
+4.,9 Gy, d. h. keine verringerte Reaktionshaufigkeit, zu erkennen (s. Abb.28).

? Der Dosismodifikationsfaktor gibt das Verhiltnis der EDs, mit Glykosaminoglykan-Behandlung zur EDs,

ohne Behandlung an.
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4.7 Prophylaktische Glykosaminoglykanbehandlung wiahrend der akuten
Phase 11

Die Tiere dieses Versuches wurden einmalig mit gestaffelten Dosen (15, 17, 19, 21 und 24 Gy)
bestrahlt. Die Méuse wurden in zweitdgigen Abstinden zystometriert. Zwischen Tag 13 und
Tag 30 wurden sie zusitzlich, unabhingig vom Blasenvolumen, téglich mit einer Heparinlosung
von 3000 U/ml bzw. 5000 U/ml intravesikal behandelt. Nach Ablauf der akuten Phase wurden

die Tiere einmal pro Monat zystometriert.

In dieser Versuchsreihe wurde fiir die akute Phase I und Il sowie fiir die Spatphase je eine Dosis-

Effekt-Kurve erstellt. Die Ergebnisse dieses Versuches sind in Abb. 29 dargestellt.

8

Heparin 5000 U/mi
Heparin 5000 U/ml
Heparin 3000 U/ml
A Heparin 3000 U/ml
NaCl 0,9 %
¢ NaCl 0,9 %

Reaktionshaufigkeit [%]

Reaktionshaufigkeit [%]
B 8 83 8 8 &3 &8 8

Desis[G] Dosis [Gy]
Abbildung 29: Dosis-Effekt-Kurven bei prophylaktischer Behandlung mit Heparin 5000 und
3000 U/ml im Vergleich mit NaCl 0,9 % in der akuten Phase II (A) und in der
Spétphase (B)
Sowohl in der akuten Phase II als auch in der Spétphase kommt es bei den mit
Heparin behandelten Tieren zu einer deutlichen Rechtsverschiebung der Dosis-
Effekt-Kurven. Die Kurven flachen in ithrem Verlauf ab.

Es konnte durch die prophylaktische Behandlung in der akuten Phase II sowohl die Anzahl der
Reagenten in der akuten Phase II als auch in der chronischen Phase deutlich reduziert werden.
Dies driickt sich statistisch in den erhohten EDsp-Werten von 42,7 £ 17,1 Gy bzw. 43,5 +
12,6 Gy (Heparin 5000 U/ml und Heparin 3000 U/ml) in der akuten Phase II und von 44,1 +
12,9 Gy bzw. 31,5 £ 8,9 Gy in der Spétphase aus, welche signifikant von denen der Kontrolltiere

abweichen (Tabelle 16). So konnte fiir Heparin in einer Konzentration von 5000 U/ml ein
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Gewicht [g]

Dosismodifikationsfaktor von 2,5 fiir die akuten Phase II und von 2,7 fiir die Spatphase ermittelt

werden. Der Dosismodifikationsfaktor sank bei einer Heparinkonzentration von 3000 U/ml in

der Spitphase auf 1,9. Die grof3e Fehlerbreite der EDsp-Werte der akuten Phase I und der Spét-

phase beruht auf der geringen Anzahl von Reagenten.

Tabelle 16: EDso—Werte bei prophylaktischer Behandlung

Die p-Werte geben die Irrtumswahrscheinlichkeit gegeniiber den Werten der
Kontrollgruppe an. Damit weichen die Werte der akuten Phase I nicht, dagegen aber
die der akuten Phase II und der Spétphase deutlich von der der Kontrolltiere ab. Die
Behandlung setzte erst in der akuten Phase II ein.

EDs,—Wert Pap1-Wert EDso—Wert Papi-Wert EDso—Wert Psp—WeI't
[Gy] [Gy] [Gy]
Akute Phase I Akute Phase 11 Spétphase
Kontrollversuch |21,2+4.9 - 17,3+4,8 - 16,2+5,9 -
Heparin 5000 U/ml | 20,5 £ 6,1 |p>0,05 42,7+17,1 |0,0026 44,1 + 12,9 10,0007
Heparin 3000 U/ml | 17,8 +3,2 |p > 0,05 43,5+ 12,6 [0,0099 31,5+8,9 [0,0046

40

35 A

30 -

25 4

20 4

Fiur die Tiere dieses Versuches ist der Gewichtsverlauf in den

folgenden Abbildungen

dargestellt. Eine Strahlendosisabhéngigkeit wurde nicht gefunden. Die Daten werden deshalb fiir

alle Dosisgruppen zusammengefasst (siche Abb. 29).
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Abbildung 30: Gewichtsverldufe wéahrend der akuten und chronischen Phase bei prophylak-
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tischer Behandlung in der akuten Phase II
Das Band gibt das mittlere Gewicht der Tiergruppe vor Behandlung an.



Eine prophylaktische Behandlung lédnger als 4 Tage zeigte deutliche Nebenwirkungen in Form
von Exsikkose und intraperitonealen Blutungen, die bei 11 von 36 Tieren eine Euthanasie
verlangten. Auch bei einer Dosisreduzierung auf 3000 U/ml sind nach viertdgiger Behandlung
deutliche Nebenwirkungen zu verzeichnen. Exsikkose und intraperitoneale Blutungen machten

eine Euthanasie bei 6 von 38 Tieren nétig.

Bei beiden Versuchen ldsst sich im Behandlungszeitraum keine deutliche Schwankung des
Gewichtes erkennen. Eine Zunahme des Korpergewichtes war zwischen Tag 30 und Tag 200 zu

registrieren.

4.8 Behandlungsversuche in der chronischen Phase

Die Tiere dieser Versuche wurden einmalig mit 20 Gy bestrahlt. In den akuten Phasen wurden
die Tiere zweimal pro Woche zystometriert. Um festzustellen, ob eine Verringerung der
Blasenkapazitit in der Spétphase auf weniger als 75 % bzw. 50 % vorlag, wurden sie im
Anschluss in zweiwdchigen Abstinden gemessen. Im Fall einer entsprechenden Reduktion
wurde intravesikal entweder Natriumchloridlosung (Placebogruppe), Heparin oder Pentosan-
polysulfat appliziert. An den darauffolgenden 3 Tagen wurden die Tiere zystometriert. War das
Blasenvolumen iiber 50 % bzw. 75 % des individuellen Ausgangswertes, so wurden die Tiere
wieder in 14-tdgigem Rhythmus gemessen und bei erneuter Verschlechterung bis zu siebenmal
wiederholt behandelt. Bei gleichbleibenden Werten oder weiterer Verschlechterung wurden die

Tiere nach diesen 7 Behandlungstagen aus dem Versuch genommen.

4.8.1 Glykosaminoglykaninstillation bei Reduktion des Blasenvolumens
um 25 %

Die Ergebnisse aus diesen Versuchen sind in Tabelle 17 zusammengefasst und in Abb. 31

illustriert.
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Tabelle 17: Absolute und relative (bezogen auf den Wert prae instillationem) Blasenkapazitits-
dnderung nach Instillation von NaCl, Heparin und PPS in der Spétphase
Die Zahl in Klammern in der 2., 3. und 4. Spalte gibt den p-Wert fiir den Vergleich
mit der Blasenkapazititsdnderung bei NaCl-Anwendung an.

Substanz (Tierzahl) Blasenkapazitit nach
24 h | 48 h | 72 h
absolut [ul] (p gegeniiber NaCl)
NaCl (11) 23,1 £11,0 17,8+ 11,6 184+11,0
Heparin 5000 U/ml 20,2+ 7,3 (0,828) 29,8+ 8,4 (0,409) |34,1+ 6,5 (0,231)
a4
Heparin 3000 U/ml 36,0+ 8,9 (0,371) (24,5+ 9,0 (0,651) |26,5+ 8,5 (0,587)
a2
PPS 50 mg/ml (14) 33,3+ 8,3 (0,460) 31,0+ 9,3 (0,381) [43,3+12,6 (0,146)
relativ [%] (p gegeniiber NaCl)
NaCl 37,5+17,2 29,6 £ 17,1 31,7+ 17,8
Heparin 5000 U/ml 25,3 +£10,3 (0,547) |38,5+ 11,1 (0,667) |44,2+ 8,4 (0,533)
Heparin 3000 U/ml 50,8+ 13,8 (0,554) [35,0+ 13,3 (0,806) {39,3 + 13,8 (0,737)
PPS 50 mg/ml 41,4+ 11,0 (0,852) [36,6 = 11,2 (0,737) |53,9+16,1 (0,363)

Bei den mit Natriumchlorid behandelten Tieren besteht fiir das absolute Blasenvolumen ein
Trend fiir einen Anstieg am ersten Tag nach Behandlung (23,1 + 11,0 ul, p = 0,0525). Fiir die
relative Anderung der Blasenkapazitit ist dies mit 37,5 + 17,2 % (p = 0,0458) signifikant. An
den Tagen 2 und 3 wurde eine geringere Erhohung der Blasenspeicherkapazitit registriert.

Durch Heparinbehandlung (5000 U/ml) wird an allen 3 Tagen eine signifikante (p < 0,01)
Erhohung der Blasenspeicherkapazitit im Vergleich zu pritherapeutischen Werten erreicht.
Beim Vergleich mit natriumchloridbehandelten Tieren konnte jedoch keine Signifikanz
festgestellt werden.

An allen 3 Tagen ist eine signifikante (p < 0,01) Blasenvolumenzunahme nach Behandlung mit
Heparin (3000 U/ml) zu erkennen. Dabei scheint am ersten Tag nach Behandlung die Wirkung
am grofiten zu sein. Verglichen mit der durch NaCl hervorgerufenen Blasenkapazititssteigerung
ist diese jedoch an keinem der 3 Tage signifikant.

Obwohl bei den mit PPS-Lésung (50 mg/ml) behandelten Tieren an allen 3 Tagen eine
signifikante Steigerung (p < 0,001) des Blasenvolumens gegeniiber préitherapeutischen Werten
zu erkennen ist, ist auch hier keine signifikante Abweichung zu den natriumchloridbehandelten
Tieren vorhanden.

In allen Behandlungsgruppen finden sich 14 Tage nach Behandlung Blasenvolumina, die den
Ausgangswerten vor NaCl- bzw. Glykosaminoglykanbehandlung entsprechen. Eine bleibende
Wirkung der Applikation wird somit nicht erreicht.
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Abbildung 31: Absolute (A) und relative (B) Blasenkapazititsinderung nach Behandlung in der
Spétphase bei einer Reduktion des Blasenvolumens um 25 %
Die Sdulen représentieren die Blasenkapazititszunahme in pl bzw. % mit ihrer
Standardabweichung. Die Irrtumswahrscheinlichkeit gegeniiber den Werten vor
Behandlung ist stets < 0,01. Es ist bei jeder Behandlung sowohl 24, 48 als auch
72 h danach eine Erhohung der Blasenspeicherkapazitit zu erkennen. Gegeniiber
der NaCl-Behandlung ist keine signifikante Erhohung der Blasenspeichen-
kapazitit festzustellen.

In Abbildung 31 ist die Erhohung der Blasenspeicherkapazitit 24, 48 und 72 h nach Behandlung
mit Natriumchlorid, Heparin 3000 U/ml sowie 5000 U/ml und PPS (50mg/ml) graphisch
dargestellt.

4.8.2 Behandlung bei einer chronischen Reduktion des Blasenvolumens

um 50 %

Nach Behandlung mit Natriumchlorid steigt am ersten Tag das Blasenvolumen signifikant um
239+ 7.9 ul (p=0,016) bzw. um 23,1 + 11,0 % (p = 0,0467) an. Am zweiten und dritten Tag ist

keine signifikante Wirkung nachzuweisen.

Die Ergebnisse sind in Abb. 32 graphisch dargestellt. Tab. 18 fasst die Werte zusammen.
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Abbildung 32: Absolute (A) und relative (B) Blasenkapazititsdanderung nach Behandlung in der
Spétphase bei einer Reduktion des Blasenvolumens um 50 %
Die Séulen reprisentieren die Blasenkapazititszunahme in pl bzw. % mit ihrer
Standardabweichung. Die Irrtumswahrscheinlichkeit gegeniiber den Werten vor
Behandlung ist stets < 0,01. Sowohl 24, 48 als auch 72 h nach jeder Behandlung
ist eine Erhohung der Blasenvolumina zu sehen, bei NaCl-Anwendung ist diese
allerdings nach 48 und 72 h niedriger als bei Heparin- oder PPS-Instillation. Eine
Signifikanz gegeniiber NaCl (*) ist jedoch nur bei Heparin 5000 U/ml
feststellbar.

Tabelle 18: Absolute und relative (bezogen auf den Wert prae instillationem) Blasenkapazitits-
anderung nach Instillation von NaCl, Heparin und PPS in der Spétphase
Die Zahl in Klammern in der 2., 3. und 4. Spalte gibt den p-Wert fiir den Vergleich
mit der Blasenkapazititsdnderung bei NaCl-Anwendung an.

Substanz (Tierzahl) Blasenkapazitit nach
24 h | 48 h | 72 h
absolut [ul] (p gegeniiber NaCl)
NaCl (9) 239+ 7.8 2,2+ 16,8 2,2+ 25,0
Heparin 5000 U/ml (8) 46,7+ 11,2 (0,110) |54,7 +12,3 (0,023) | 76,4 + 18,0 (0,029)
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Heparin 3000 U/ml
10

35,7+ 11,7 (0,409)

37,1+ 9,9 (0,095)

41,0+ 11,5 (0,186)

PPS 50 mg/ml (12)

38,1+ 10,9 (0,300)

39,1+ 11,5 (0,090)

479+ 9,0 (0,116)

relativ [%] (p gegeniiber NaCl)

NaCl 32,8+ 13,9 52+21,9 10,2 + 33,9

Heparin 5000 U/ml 533+ 11,6 (0,273) |66,5 14,6 (0,034) 93,7 24,1 (0,062)
Heparin 3000 U/ml 492 +17,5 (0,468) |52,2+ 153 (0,097) |55,5+ 16,0 (0,251)
PPS 50 mg/ml 49,9 + 16,1 (0,429) [52,5+ 17,0 (0,106) | 57,9 + 12,0 (0,215)

Durch Heparinbehandlung (5000 U/ml) wird eine signifikante Erhohung der Blasenspeicher-
kapazitit erzielt. Im Vergleich mit den Ergebnissen der natriumchloridbehandelten Gruppe
ergibt sich am 2. Behandlungstag eine signifikante Verbesserung der Blasenspeicherkapazitit fiir
die absoluten wie auch fiir die relativen Werte (p = 0,0229 bzw. 0,0344). Am 3. Behandlungstag
ist die Anderung in dieser Gruppe bezogen auf die absoluten Werte ebenso signifikant mit
p = 0,0287, wihrend sie bezogen auf die relative Anderung mit p = 0,0624 nur noch einen Trend

darstellt.

Da nach Tag 200 behandelte Reagenten regelmifig in ihrer Blasenkapazitit wieder absanken,
wurden in einer weiteren Analyse alle Tiere, die erst nach Tag 200 behandelt wurden, nicht
berticksichtigt. Die Ergebnisse hierzu sind in Abb. 31 integriert. Eine signifikante Erhdhung des
Blasenvolumens ist nun an allen 3 Tagen nach Behandlung sowohl bei den absoluten als auch
bei den relativen Werten zu verzeichnen (p zwischen 0,005 und 0,0455).

Auch fiir die Behandlung mit 3000 U/ml Heparin ist eine signifikante, progressive Zunahme des
Blasenvolumens zu erkennen. Im Vergleich zu den natriumchloridbehandelten Tieren ldsst sich
jedoch an keinem der drei Tage eine signifikante Blasenkapazititsverdnderung feststellen.
Auch beim Ausschluss aller ab Tag 200 gewonnen Werte sind keine signifikanten Unterschiede
zu placebobehandelten Tieren vorhanden.

Bei Behandlung mit PPS (50 mg/ml) lie sich an allen Tagen nach Behandlung eine signi-
fikante Erhohung der Blasenspeicherkapazitit gegeniiber dem Wert vor Behandlung erkennen.
Vergleicht man diese Ergebnisse mit denen der natriumchloridbehandelten Tiere (p-Werte siehe

Tab. 17), so ist keine signifikante Abweichung zu finden.
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5 Diskussion

5.1 Einleitung

Ein limitierender Faktor in der Strahlentherapie im Beckenbereich sind Nebenwirkungen an der
Harnblase. Strahlenfolgen an diesem Organ treten als akute und spdte Funktionsstorungen auf.
Die akute Reaktion ist im Gegensatz zur Spétreaktion reversibel und manifestiert sich bei der
Maus nach Einzeitbestrahlung innerhalb der ersten 30 Tage. Sie &uBlert sich, wie auch die
chronische Reaktion, in Polyurie, Dysurie, Nokturie sowie Strangurie, bedingt durch eine
Einschrinkung der Speicherkapazitit. Eine Beeinflussung konnte die Lebensqualitit deutlich

erhohen. In der Tiermedizin betrifft dies u. a. die Belastung der Besitzer durch das héufige
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Miktionsverlangen der Tiere. Jedoch ist auch eine erhohte Infektionsanfilligkeit durch die
Strahlenreaktion zu bedenken. Eine effektive Intervention setzt jedoch genaue Kenntnisse der
pathogenetischen Ablédufe, die letztendlich zum klinischen Bild fiihren, voraus. Diese sind
derzeit aber weder fiir die akute noch fiir die chronische Strahlenreaktion im Detail bekannt. Es
existieren experimentelle Hinweise, dass sowohl Prostaglandine als auch Glykosaminoglykane
an der Pathogenese der akuten Funktionsstorungen beteiligt sind. Eine Zelldepletion wird nicht
gefunden. In experimentellen Untersuchungen ist durch systemische Applikation von
Acetylsalicylsiure (ASS) eine Beeinflussung der akuten Reaktion mdglich (DORR et al. 1997,
1998, WIEGEL et al. 2000). Eine Beteiligung von Glykosaminoglykanen ergibt sich auch aus
der erfolgreichen Behandlung mit PPS (per os) nach Beckenbestrahlung (PARSONS 1986). Eine
sekundidre Beteiligung von Prostaglandinen nach einer primédren Beeintrichtigung der

Glykosaminoglykanschicht als Bestandteil der urothelialen Barriere ist moglich.

Die vorliegenden Untersuchungen dienen der Pathogenesefindung der spédten Reaktion iiber
Beeinflussung dieser durch lokale Applikation von Glykosaminoglykanen zu verschiedenen

Zeitpunkten und der darauf folgenden Kapazitdtsinderung der Harnblase.

5.2 Experimentelles Modell

5.2.1 Zystometrie

Die vorliegenden Untersuchungen zu funktionellen Strahlenfolgen an der Harnblase wurden
mittels transurethraler Zystotonometrie durchgefiihrt. Diese minimal invasive Methode
ermoglicht eine zuverldssige und prizise Beurteilung der Blasenspeicherkapazitit. Von
besonderer Bedeutung ist die Moglichkeit zur Erfassung von Verdnderungen im zeitlichen

Verlauf durch wiederholte Messungen am gleichen Tier.

Wihrend jeder Zystometrie wird eine Druck-Volumen-Kurve erstellt, die stets aus zwei
Abschnitten besteht. Der erste flache Abschnitt, welcher nach Bestrahlung verkiirzt ist, sich aber
in seiner Steilheit nicht dndert, charakterisiert die nahezu isotonische Fiillung der Harnblase.
Auch der zweite, steile Abschnitt der Kurve bleibt in seiner Steigung von der Bestrahlung
unbeeinflusst. Deshalb ldsst sich die Verkiirzung des Anfangteils der Kurve durch das Volumen
bei einem bestimmten Druck gut quantifizieren. In der vorliegenden Arbeit wurde V10 (V bei

10 mm Hg) zur Definition der Harnblasenfunktion gewéhlt. Als positive Strahlenreaktion wurde

77



eine Verringerung des individuellen Blasenvolumens um mindestens 50% des V10-Mittelwertes
vor Bestrahlung definiert. In frilheren Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass eine
Reduktion in diesem Ausmall die Schwankungsbreite zwischen den Messungen iibersteigt und
eindeutig auf die Bestrahlung zuriickgefiihrt werden kann (DORR 1992, DORR und SCHULTZ-
HEKTOR 1992).

5.2.2 Zeitlicher Verlauf der Strahlenreaktion

Die vorliegenden Ergebnisse zum zeitlichen Verlauf der Strahlenreaktion decken sich im
Wesentlichen mit fritheren Untersuchungen an diesem Tiermodell. Die Strahlenreaktion lasst
sich in eine akute und eine chronische Phase einteilen. Untersuchungen von LUNDBECK et al.
(1989, 1989), DORR und SCHULTZ-HECTOR (1992), DORR (1995) und von DORR und
BECK-BORNHOLDT (1999) grenzen die akute Phase auf 30 Tage nach Bestrahlung ein, da
nach 30 Tagen keine neuen Reagenten registriert wurden. Bei den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Versuchen traten vereinzelt Reagenten bis Tag 32 auf. Mdglicherweise zeigten

diese schon am Tag 30 eine Reaktion.

Nach neueren Untersuchungen von DORR und BECK-BORNHOLDT (1999) besteht die akute
Phase aus zwei Wellen. Eine solche Aufteilung lie sich im vorliegenden Versuch mit
ausschlieBlich bestrahlten Tieren ebenfalls erkennen, ist jedoch nicht signifikant (p > 0,05). Dies
ist auf die geringe Zahl an Reagenten (26) zuriickzufiihren. Deshalb wird in der weiteren

Analyse auf die Ergebnisse von DORR und BECK-BORNHOLDT (1999) zuriickgegriffen.

Die chronische Phase schliefit sich nach einer dosisabhdngigen Latenz an die akute Phase an
und ist im Gegensatz zur akuten, reversiblen Blasenreaktion durch ihren progressiven Verlauf
gekennzeichnet. Wiahrend LUNDBECK et al. (1983) noch bis Tag 401 neue Reagenten in der
chronischen Phase ermittelten, wurden im Rahmen dieser Arbeit nur bis Tag 281 neue
Reagenten registriert. Bei Untersuchungen von DORR und KRAFT (1997) wurden letzte
Reagenten am Tag 250 identifiziert. Die vorliegendem Daten zur Latenzzeit passen sich in die

Ergebnisse einer detaillierten Latenzanalyse von DORR und BENTZEN (1999) ein.

5.2.3 Dosisabhingigkeit

Fiir die beiden Wellen der akuten Blasenreaktion war die Anzahl an Reagenten dosisabhingig.

So ergab sich fiir die erste akute Phase ein EDso-Wert von 21,1 + 3,7 Gy fiir die zweite akute
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Phase von 19,5 + 3,7 Gy. Dies entspricht den Ergebnissen von DORR und BECK-
BORNHOLDT (1999) mit EDsp-Werten von 21,7 + 4,1 Gy und 19,3 £ 3,9 Gy.

Die Latenzzeiten fiir die akute Phase I und II zeigten keine Abhéngigkeit von der applizierten
Dosis. Reagiert ein Tier in der akuten Phase I, so ist die Wahrscheinlichkeit, in der akuten
Phase II zu reagieren, gegeniiber einem Nichtreagenten in Phase I erhoht. Dasselbe gilt fiir eine
Reaktion in der chronischen Phase, wenn das betreffende Tier in der akuten Phase II reagiert hat.

Diese Resultate decken sich mit den Ergebnissen von DORR und BECK-BORNHOLDT (1999).

Fiir die spéte Strahlenreaktion wurde ebenfalls eine klare Dosisabhéngigkeit festgestellt. Der
EDs—Wert fiir die spate Strahlenreaktion wurde mit 16,2 £ 5,3 Gy ermittelt. Dieses Ergebnis
deckt sich mit Untersuchungen von DORR und BECK-BORNHOLDT (1999) mit 18,7 + 2,4 Gy.
STEWART et al. (1978) ermittelten mittels Messung der Miktionsfrequenz einen EDs—Wert
von 20 Gy. LUNDBECK et al. (1989) bestimmten bei einem Beobachtungszeitraum von
300 Tagen den EDsp—Wert der Spétphase mit 10 = 2 Gy. Zu beachten ist bei diesem Vergleich
aber zum einen, dass in diesen Untersuchungen nur eine Kontrollmessung vorlag und dass zum
anderen die Tageszeit der Messung nicht beriicksichtigt wurde. AuBerdem konnten Unterschiede
in der Strahlenempfindlichkeit der einzelen Méusestimme vorliegen. Ergebnisse der Lundbeck-
Daten ergaben bei detailierter Analyse von Bentzen, dass der EDs—Wert der Spéatphase bei
15 Gy (einem Diagramm entnommen) liegt und eine signifikante nicht lineare Abhéngigkeit der

Latenzzeit der Spétphase von der Dosis besteht.

Die Latenzzeit der chronischen Phase ist dosisabhéngig. Je grofler die applizierte Dosis, desto
kleiner ist die Latenz. Diese Ergebnisse decken sich ebenfalls mit Untersuchungen von DORR

und BENTZEN (1999).

5.3 Uberlegungen zur Pathogenese der akuten Strahlenreaktion

In friiheren Untersuchungen konnten im kleinen Rahmen die akuten Strahlenreaktion der Harn-
blase Zelldepletionen nicht nachgewiesen werden (DORR et al.1998). Untersuchungen von
DORR et al. (1997, 1998) zeigen, dass Prostaglandine an der Pathogenese der akuten Strahlen-
reaktion beteiligt sind. Sowohl in der akuten Phase I als auch in der akuten Phase II konnte eine
signifikante Erhohung der Blasenspeicherkapazitit 24 Stunden nach intravesikaler Gabe eines

Prostaglandinsynthesehemmers (Acetylsalicylsdure) nachgewiesen werden. Allerdings wurde
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kein Effekt von ldnger als 48 bzw. 72 Stunden erzielt. Auch konnte in diesen Untersuchungen
nicht geklédrt werden, ob die erhohte Prostaglandinsynthese primér oder aber sekundér, z. B. nach

einer Barrierestorung der Urothels mit folgender Gewebsirritation durch Urinkontakt, auftritt.

Ein wesentlicher Bestandteil der urothelialen Barriere sind Glykosaminoglykane auf der
Oberflache der superfiziellen Urothelzellen, die durch ihre negative Ladung zur Ausbildung
einer monomolekularen Wasserschicht flihren. Diese verhindert den direkten Kontakt des

hyperosmolaren Harns mit dem Urothel.

Hinweise, dass eine Storung der Barriere an der Pathogenese der akuten Strahlenfolgen an der
Harnblase beteiligt ist, ergeben sich aus mehreren Untersuchungen. PARSONS (1986) konnte
durch orale Gabe von PPS, einem Glykosaminoglykan, bei fiinf Patienten die akute
Strahlenreaktion vermindern. Dies konnte auf eine Restauration der Glykosaminoglykanschicht
zuriickzufithren sein. In spéteren Versuchen (PARSONS et al. 1998) wurde bei freiwilligen
Probanden die Glykosaminoglykanschicht auf chemischem Weg (Protaminsulfat) zerstort. Dies
fiihrte zu Symptomen &hnlich der akuten Strahlenreaktion oder der interstitiellen Zystitis, welche
nach topischer Gabe von Heparin wieder aufgehoben werden konnten. Dies wird auf die
Restauration der Glykosaminoglykanschicht zuriickgefiihrt.

Untersuchungen von ECKHARDT et al. (1997, 1998) konnten im Tiermodell nach Bestrahlung
systematische Verdnderungen der Proteinexpression im Urothel nachweisen. Diese deuten auf

eine urotheliale Funktionstorung hin, die auch die Barrierefunktion betreffen kann.

Ein direkter Nachweis der Storung der Glykosaminoglykanschicht gestaltet sich schwierig. Auch
in der elektronenmikroskopischen Untersuchung ist die Darstellung der sehr diinnen Lage von
Glykosaminoglykanen auf der Plasmamenbran schwierig; fokale Storungen der Glykosamino-
glykanschicht konnen iibersehen werden (ECKHARDT et al. 1998). Zum Nachweis mittels
Farbstoffpenetration ist die Menge penetrierten Farbstoffes aufgrund der geringen Grofe der
Blase nicht ausreichend genug, um mittels Photometer registriert werden zu konnen
(ECKHARDT et al. 1998). Eine Moglichkeit, Defekte der Glukosaminoglykanschicht bei der

Maus direkt darstellen zu konnen, fehlt somit bis heute.

Zum indirekten Nachweis einer Storung der Glykosaminoglykanschicht wurde in der
vorliegenden Arbeit die Wirkung einer lokalen intravesikalen Behandlung mit Glykosamino-
glykanen (Heparin, PPS) getestet. Als Applikationsform erschien die intravesikale Gabe

geeignet, da hier eine direkte Interaktion mit dem Urothel ohne storende metabolische Einfliisse
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moglich ist. Die Konzentration der Glykosaminoglykane wurde auf Grund mangelnder
Vorkenntnisse an der Anwendung bei thrombotischen Erkrankungen orientiert. Da es in einem
Vorversuch mit Pentosanpolysulfat (100 mg/ml) zu toxischen Nebenerscheinungen (Blutungen,
plotzliche Todesfille ohne nachgewiesene Ursache) kam (DORR und NOACK, persénliche
Mitteilung), wurde die Dosis auf 76,9 mg/ml reduziert.

5.4 Beeinflussung der Blasenfunktion durch die Eigenschaften der

instillierten Losung

Bereits 1985 stellten HOHLBRUGGER und LENTSCH fest, dass Hyperosmolaritit, eine
erhohte K'-Konzentration sowie ein pH von 5 das Blasenspeichervolumen verringern, wihrend
Hypo-osmolaritit, elektrolytfreie Medien und ein pH von 8 das Speichervolumen erhéhen. In der
vorliegenden Arbeit lag der pH-Wert der instillierten Fliissigkeiten im neutralen bis schwach
sauren Bereich (pH 7 — 6,5), die Losungen waren normosmolar. Zudem waren die Losungen
kaliumfrei. Ein Einfluss der Losungen selbst auf die Blasenfunktion ist hier somit nicht zu

erwarten.

5.5 Beeinflussung der akuten Strahlenreaktion

5.5.1 Natriumchloridinstillation

Die intravesikale Instillation von Natriumchloridldsung in einer Konzentration von 0,9 % fiihrt
in der akuten Phase in beiden Wellen nach 24 h zur Erh6hung der Blasenspeicherkapazitit um
ca. 11 %. Nach 48 h und 72 h ist die Blasenkapazitit jedoch gegeniiber dem Wert vor der
Instillation erniedrigt. Der Grund fiir die kurzzeitige Erhohung des Blasenvolumens ist
unbekannt. Moglich wére ein ,, Trainingseffekt der Blasenwand durch die iatrogene Dehnung.
Eine Instillation in der chronischen Phase bewirkt ebenfalls nach 24 h einen Anstieg des
Blasenvolumens, was ebenfalls einen Dehnungseffekt darstellen kann. Auch hier nimmt nach 48

und 72 h die Blasenkapazitdt wieder deutlich ab, sinkt allerdings nicht unter den Ausgangswert.

5.5.2 Glykosaminoglykaninstillation

Berichte zur Wirksamkeit einer lokalen Glykosaminoglykan-Applikation im Rahmen der

Strahlenreaktion der Harnblase liegen in der Literatur nicht vor. In der vorliegenden Arbeit
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fiihrte die intravesikale Behandlung mit Heparinlosung in einer Konzentration von 5000 U/ml
bzw. 3000 U/ml beim Vorliegen einer manifesten akuten Strahlenreaktion in beiden Wellen nach
48 Stunden zu einer signifikanten Erhohung der Blasenspeicherkapazitit. Nach 24 Stun-den ist
in der 2. Welle eine signifikante Erhohung nur bei 5000 U/ml und nur gegeniiber unbehandelten

Tieren, jedoch nicht gegeniiber natriumchloridbehandelten Tieren festzustellen.

Bei Verwendung des synthetischen Glykosaminoglykans PPS in einer Konzentration von
76,9 mg/ml war nach 24 Stunden in der akuten Phase II und nach 48 Stunden sowohl in Phase |

als auch in Phase II eine signifikante Erhohung der Blasenspeicherkapazitdt zu beobachten.

Im Vergleich der Glykosaminoglykane untereinander ist die grofte Wirkung durch PPS zu
verzeichnen: iiber einen Zeitraum von 48 Stunden wird eine Erhohung von 35 — 45 %
beobachtet. Dies gilt fiir beide akute Wellen. Heparin bewirkt dagegen nur in einer
Konzentration von 5000 U/ml eine Verbesserung der Blasenfunktion nach 48 h, die 30 - 50 %
betrdgt. Bei Heparin in einer Konzentration von 3000 U/ml betrdgt diese Erhéhung nur 12 —
20 %. Wihrend die Blasenkapazititserhohung bei PPS auch nach 72 h unverdndert anhilt,

nimmt sie bei Heparinbehandlung in diesem Zeitraum bereits wieder ab.

5.5.3 Schlussfolgerungen zur Pathogenese der akuten Strahlenreaktion der

Harnblase

Die Glykosaminoglykanschicht stellt die oberfldchlichste Struktur der urothelialen Barriere dar.
Die vorliegenden Versuche hatten zum Ziel, die Beteiligung der Glykosaminoglykanschicht an
der akuten Strahlenreaktion der Harnblase indirekt nachzuweisen. Extern zugefiihrte
Glykosaminoglykane sollten zur Restauration der Glykosaminoglykanschicht eingesetzt werden.
Ausgangspunkt fiir diesen Versuch war die Behebung einer Barrierestérung nach Zerstérung der
Glykosaminoglykanschicht durch PARSONS et al. (1988) nach Protaminsulfat-Applikation.
Eine Wirksamkeit der Glykosaminoglykaninstillation nach Bestrahlung kann somit als positiver

Nachweis der Barrierestorung betrachtet werden.

Da durch lokal zugefiihrte Glykosaminoglykane die hochsten Konzentrationen unmittelbar an
der Glykosaminoglykanschicht zu erwarten sind, bot sich eine intravesikale Instillation iiber

einen Harnkatheter an. Somit konnte die gesamte Urotheloberflache benetzt werden.
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In den vorliegenden Versuchen wurde die maximale Wirksamkeit der Glykosaminoglykan-
instillation erst nach 48 h beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass die Barrierestorung den
Blasentonus nur indirekt beeinflusst. Moglicherweise wird sekundéir der Prostaglandinspiegel
erhoht, was in der Konsequenz zu Funktionsstorungen fiihrt. Hinweise hierauf ergeben sich aus
der Modifikation der akuten Strahlenreaktion durch ASS (DORR et al. 1997, 1998, EHME
1998).

Die bevorzugte Wirksamkeit der Glykosaminoglykane in der zweiten akuten Welle deutet an,
dass mdglicherweise in der ersten akuten Welle auch eine direkte strahleninduzierte

Prostaglandinfreisetzung aus Uro- oder Endothel beteiligt ist.

5.6 Beeinflussung der chronischen Strahlenreaktion

Der vorliegenden Arbeit vergleichbare Untersuchungen zur Beeinflussung der chronischen

Strahlenreaktion durch Glykosaminoglykanapplikation aus der Literatur sind nicht bekannt.

5.6.1 Beeinflussung der Spitreaktion durch Behandlung der manifesten

akuten Reaktion in Phase 11

Verdffentlichungen von DORR und BECK-BORNHOLDT (1999) und DORR und BENTZEN
(1999) weisen darauf hin, dass die akute Reaktion in der Phase II fiir die Entwicklung einer
Spétreaktion von besonderer Bedeutung ist. Sollte dies zutreffen, so miisste durch eine
Verringerung der Akutreaktion in Phase II, beispielsweise durch intravesikale Behandlung mit
Glykosaminoglykanen, eine verringerte Reaktionshiufigkeit in der Spéatphase bewirkt werden.
Dies konnte in der vorliegende Arbeit bestdtigt werden. Die Behandlung der akuten Reaktion in
Phase II fiihrt zu einer signifikanten Rechtsverschiebung der DEK, was durch die Erhohung der
EDso-Werte fiir die Spitphase quantitativ illustriert wird (Abb. 28).

Die groBte  Anhebung des EDsp-Wertes ist durch  Heparin 5000 U/ml
(Dosismodifikationsfaktor: 1,55) zu erreichen. Ein signifikanter Unterschied zu Heparin 3000
U/ml (Dosis-modifikationsfaktor: 1,3) besteht jedoch nicht. Im Gegensatz dazu steigt zwar bei
PPS-Behandlung in der akuten Phase II die Blasenkapazitit sofort an, aber  die
Reaktionshaufigkeit in der Spétphase kann nicht gesenkt werden. Moglicherweise kann PPS im

Gegensatz zu Heparin die Barriere nicht mit der gleichen Wirksamkeit restaurieren.
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5.6.2 Auswirkungen der prophylaktischen Behandlung in der akuten
Phase II auf die Spatphase

Eine prophylaktische Behandlung wihrend der gesamten akuten Phase II, d. h. von Tag 13 — 30,
unabhingig von einer manifesten Strahlenreaktion, fiihrt in der Spétphase zu einem signifikanten
Anstieg der EDsp-Werte. Die DMF‘s betragen 2,7 fiir Heparin in einer Konzentration von
5000 U/ml und 1,9 fiir Heparin in einer Konzentration von 3000 U/ml. Zwischen den beiden
Konzentrationen des Heparins besteht hinsichtlich der Wirksamkeit kein signifikanter

Unterschied.

Durch dieses Ergebnis wurde somit der Nachweis fiir die starke konsekutive Komponente der

spaten Strahlenfolgen an der Harnblase erbracht.

5.6.3 Behandlung der chronischen Strahlenreaktion

Am ersten Tag nach der Behandlung konnte sowohl durch Natriumchlorid als auch durch
Glykosaminoglykaninstillation gegeniiber unbehandelten Tieren eine signifikante Erh6éhung
(p < 0,05) der Blasenspeicherkapazitit erreicht werden. Dies ist mit einem ,,Trainingseffekt®
infolge der Dehnung zu erkldren. An den Folgetagen ist nach Natriumchloridinstillation bei einer
Blasenkapazitit < 50 % keine signifikante Blasenkapazititserhohung gegeniiber dem
Ausgangswert zu erkennen. War die Blasenkapazitit erst um 25 % gesunken, so konnte auch am
2. und 3. Tag noch eine Erhohung des Blasenvolumens registriert werden, welche jedoch
niedriger als am 1. Tag war. Nach intravesikaler Gabe von Glykosaminoglykanen ist sowohl bei
Behandlung bei einem Blasenvolumen von 50 % als auch von 75 % des Ausgangsvolumens, eine
signifikante Erhohung der Speicherkapazitit an allen 3 Tagen gegeniiber dem Ausgangswert vor
Instillation zu registrieren. Vergleicht man jedoch die durch Glykosaminoglykane
hervorgerufene ~ Erh6hung  der  Blasenspeicherkapazitit ~ mit  derjenigen  durch
Natriumchloridldsung, so ldsst sich nur bei Heparin in einer Konzentration von 5000 U/ml ein
signifikanter Unterschied nachweisen. Am zweiten und dritten Tag nach Instillation ldsst sich bei
einer Blasenkapazitit < 50 % eine signifikante Zunahme erkennen. Eine ldnger anhaltende

Verbesserung der Blasenspeicher-kapazitit konnte nicht erreicht werden.
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5.6.4 Pathogenese der Spatreaktion

Die Pathogenese der funktionellen Spétfolgen der Harnblase ist bisher nicht geklart.
Histologische Untersuchungen (KRAFT 1996, KRAFT et al. 1996) zeigen eine Beteiligung des
Urothels: Neben fokaler Hyperplasie liegen Bereiche mit signifikanter Zelldepletion vor. Diese
korrelieren im einzelnen Tier mit den Funktionsstérungen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass ein wesentlicher Einflussfaktor der
Spatreaktion bereits im Rahmen der Akutreaktion, bevorzugt in der Phase II, liegt. Ein plausibler
Mechanismus ist, dass durch die Barrierestorung infolge Glykosaminoglykanverdnderungen
Zellverdnderungen, moglicherweise ausgeldost durch Urinkontakt, induziert werden. Diese
manifestieren sich in der akuten Phase selbst in Verdnderungen der Proteinexpression
(ECKHARDT 1997). Offensichtlich wirken diese Verdnderungen aber erst nach einer relativ
langen Latenzzeit zytoletal, was zu den oben genannten Zelldepletionen und regenerativen
Hyperproliferationen fiihrt. Es ist anzunehmen, dass akut sowohl primér als auch sekundir nach
Glykosaminoglykan- und damit Barrierestorung eine erhohte Prostaglandinsynthese bzw.-
anderung des PG-Musters vorliegt, was zu der Funktionseinschrankung der Harnblase fiihrt.
Eine funktionelle Storung der Glykosaminoglykanschicht scheint auch in der Spitphase zu
existieren, da Instillationen von Glykosaminoglykanen in dieser Zeit kurzfristig zur Erh6hung
der Speicherkapazitdt fithren. Jedoch sind diese Storungen im Gegensatz zur Akutphase durch
Instillation von Glykosaminoglykanen nur kurzfristig und nur in hohen Konzentrationen zu

beheben.

Aufgrund der gezeigten Nebenwirkungen (Exsikkose, intraperitoneale Blutungen) muss mit
einer Resorption des Arzneimittels beim Einsatz an der Blase mit gestorter Barriere gerechnet
werden. Die Bestimmung der Blutgerinnung nach Applikation konnte iiber die Art und den

Umfang der Resorption Aufschluss geben.

5.7 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine Stérung der urothelialen
Glykosaminoglykanschicht im Sinne einer Barrierestérung an der Pathogenese der akuten und
auch der spiten Strahlenreaktion beteiligt ist. Durch intravesikale Applikation von Glykos-

aminoglykanen konnen beide Reaktionsphasen signifikant moduliert werden.
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Allerdings ist diese Modulation mit deutlichen Nebenwirkungen verbunden, so dass fiir einen
eventuellen Finsatz in der Radioonkologie nach anderen Glykosaminoglykanen (z. B. Hyalu-
ronsdure oder Chondrotinsulfat) gesucht werden muss. Auch birgt die intravesikale Applikation
nicht unerhebliche Risiken, so dass bei Priifung dieser Stoffe besonderes Augenmerk einer evtl.
systemischen Applikation gewidmet werden sollte. Eine systemische Applikation erscheint
aufgrund positiver Erfolge von PARSONS (1986) und LOSE et al. (1985) durchaus denkbar,

auch wenn die Gefahr von Blutgerinnungstérungen (speziell bei Heparin und PPS) besteht.

Auch eine systematische Aufkldrung der intra- und interzelluliren Verdnderungen im Gewebe
der Blasenwand, die sich nach Bestrahlung in Anderungen der Proteinexpression und
letztendlich auch in einer Stérung der Glykosaminoglykanschicht duflern, kann ein gezieltes

Eingreifen ermoglichen.

Zusammenfassend konnte die vorliegende Arbeit die Abklarung der pathogenen Grundlagen der
Strahlenreaktion der Harnblase vorantreiben. Auch ein Nachweis der konsekutiven Spitfolgen
wurde erbracht. Gezielte therapeutische Implikationen ergeben sich jedoch aus den genannten

Griinden derzeit nicht.
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6 Zusammenfassung

Beeinflussung der chronischen Strahlenreaktion der Harnblase (Maus) durch intravesikale
Applikation von Glykosaminoglykanen

Doreen Krumsdorf

Klinik und Poliklinik fiir Kleintiere der Veterindrmedizinischen Fakultit der Universitit
Leipzig

und der Klinik und Poliklinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie der Medizinischen

Fakultat Carl Gustav Carus der Technischen Universitit Dresden
Dezember 2002
88 Seiten, 32 Abbildungen, 18 Tabellen, 130 Literaturangaben, Anhang

Die Bestrahlung von Tumoren im Beckenbereich fithren regelmiBig zu Nebenwirkungen an der
Harnblase. Vor allem chronische Komplikationen sind ein dosislimitierender Faktor der
Strahlentherapie. Grundlage fiir eine gezielte Behandlung der Strahlenreaktion der Harnblase
sind detaillierte Kenntnisse der Pathogenese der Strahlenreaktion.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Modifikation der akuten und spdten Harnblasenreaktion
durch Instillation von Glykosaminoglykanen zu untersuchen. Als Tiermodell wurden Méiuse
verwendet. Die Quantifizierung der Blasenfunktion erfolgte mittels transurethraler
Zystotonometrie. Hierzu wurde die Blase mittels einer Infusionspumpe (Rate 0,1 ml/min) iiber
einen Katheter (0,6 mm AuBendurchmesser) mit Natriumchloridlosung gefiillt und die sich
ergebenden Druck-Volumen-Kurven dokumentiert. Das Blasenvolumen bei einem Druck von
10 mm Hg wurde als MaB fiir die Blasenfunktion herangezogen. Durch wiederholte Messungen
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beim einzelnen Tier konnte die individuelle Reaktion auf die Bestrahlung und auf die
Glykosaminoglykanbehandlung im zeitlichen Verlauf dargestellt werden.

Die Bestrahlung erfolgte als Einzeitbestrahlung. Zur Erfassung der Strahlenreaktion nach
alleiniger Bestrahlung wurden die Tiere mit gestaffelten Dosen von 13 bis 23 Gy bestrahlt. Fiir
die Glykosaminoglykanwirksamkeitsuntersuchungen bei Gabe in der akuten Phase sowie in der
Spatphase wurde eine Einzeitbestahlung mit 20 Gy gewdhlt. In einem weiteren Versuchsarm
wurde die Auswirkung einer intravesikalen Applikation von Glykosaminoglykanen in der
Akutphase bei positiver Reaktion bzw. prophylaktisch in einem Zeitraum von 13 — 30 Tagen
nach Bestrahlung mit gestaffelten Dosen zwischen 15 und 24 Gy getestet, um vollstindige DEK
Zu gewinnen.

Als positive Strahlenreaktion wurde eine Reduktion der Blasenspeicherkapazitit auf > 50 % des
individuellen Ausgangsvolumens definiert. Die Strahlenreaktion in der akuten Phase verlduft in
zwei Wellen. Die erste akute Phase dauert von Tag 1 - 15, die zweite von Tag 16 - 30. Die
Hohepunkte beider Wellen liegen um die Tage 7 und 24. Die mittlere Latenzzeit fiir die
Spétphase betrdgt ca. 180 Tage. Die EDsp-Werte (Dosis, bei der bei 50 % der Tiere eine
Strahlenreaktion erwartet wird) betragen fiir die akute Phase 1 21,1 £ 3,7 Gy, fiir die akute
Phase I 19,5 + 3,7 Gy und fiir die Spétphase 16,2 + 5,3 Gy.

Durch intravesikale Applikation von Glykosaminoglykanen konnte die Strahlenreaktion der
Harnblase gemindert werden. Bei Verwendung von Heparin (5000 U/ml, 3000 U/ml) und
Pentosanpolysulfat (76,9 mg/ml) konnte nach 48 Stunden in den beiden akuten Phasen eine
signifikante Zunahme der Blasenspeicherkapazitit gegeniiber der Applikation von
Natriumchloridlésung erreicht werden. Bei Heparin in einer Konzentration von 5000 U/ml und
PPS war dies auch nach 24 Stunden in der akuten Phase II zu beobachten.

Die intravesikale Behandlung manifester Strahlenfolgen in der akuten Phase II fiihrt zu einer
reduzierten Reaktionshédufigkeit in der Spitphase. Bei Heparin in einer Konzentration von
3000 U/ml wurde die EDs, der Spétphase auf 20,5 + 1,2 Gy (DMF 1,3), bei einer Konzentration
von 5000 U/ml auf 23,6 £ 5,9 Gy (DMF 1,5) erhoht. PPS brachte keine Erhohung des EDsy-
Wertes fiir die Spétphase. Die prophylaktische Applikation mit Heparin im Zeitraum der zweiten
akuten Phase fiihrte zu einer signifikanten Erniedrigung der Reaktionshdufigkeit in dieser Phase,
was sich in dem erhohten EDsp-Werten von 42,7 + 17,1 Gy (bei 5000 U/ml, DMF 2.5) und
43,5+ 12,6 Gy (bei 3000 U/ml, DMF 2,7) zeigte. Durch diese prophylaktische Gabe konnte auch
in der Spétphase eine signifikante Erhohung der EDsp-Werte auf 44,1 + 12,9 Gy (DMF 2,7) bei
5000 U/ml bzw. 31,5 £ 8,9 Gy (DMF 1,9) bei 3000 U/ml erreicht werden.

Die direkte Beeinflussung der Spétreaktion durch Glykosaminoglykangabe in dieser Phase ist
ebenfalls moglich, jedoch hat nur Heparin in einer Konzentration von 5000 U/ml eine signifikant
bessere Wirkung als NaCl. Ein anhaltender Erfolg stellte sich nicht ein.

Die Wirksamkeit von Glykosaminoglykanen kann auf einer Restauration der urothelialen
Barriere durch lokale Glykosaminoglykanapplikation beruhen. Es konnte indirekt nachgewiesen
werden, dass eine Storung der Glykosaminoglykanschicht an der Pathogenese der akuten
Strahlenreaktion beteiligt ist.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die intravesikale Applikation von Glykosamino-
glykanen in der akuten Phase sowohl therapeutisch (bei Reaktion) als auch prophylaktisch zu
einer Verringerung der Reaktionshéufigkeit in der Spétphase flihrt. Es konnte belegt werden,
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dass durch die Beeinflussung der Reaktion in der akuten Phase II die Reaktions-
wahrscheinlichkeit in der Spitphase modifiziert wird. Das Vorhandensein einer ausgeprigten
konsekutiven Komponente (consequential late effect) konnte dadurch bestétigt werden.

7 Summary

Modification of late radiation sequels in mouse urinary bladder by intravesical
administration of glycosaminoglycans

Doreen Krumsdorf

Department of Small Animal Medicine; Veterinary Faculty; University of Leipzig

and Department of Radiation Therapy and Radiation Onkology; Medical Faculty Carl
Gustav Carus, University of Dresden

December 2002
88 pages, 32 figures, 18 tables, 130 references, appendix

Radiation treatment of pelvic malignancies frequently induce side effects in the urinary bladder.
Chronic complications in particular represent a dose-limiting factor of radiotherapy. Basis for
specific modulation of urinary bladder radiation effects is detailed knowledge of the
pathogenesis of the radiation response.

Aim of the present study was to demonstrate modification of acute and late radiation reactions in
the urinary bladder by instillation of glycosaminoglycans (GAG). In a mouse model bladder
function was assessed quantitatively by transurethral cystometry. For this, the bladder was filled
with saline by an infusion pump at a rate of 0.1 ml/min via a catheter with an outer diameter of
0.6 mm and the resulting pressure-volume-curves were recorded. The bladder volume at a
pressure of 10 mm Hg was used as a measure of bladder function. Repeated measurements in
individual animals allowed for longitudinal identification of the response to irradiation and
glycosaminoglycan administration.

Single dose irradiation was performed under anaesthesia. In order to assess the radiation
response alone, graded doses of 13 to 23 Gy were applied. In contrast, GAG-effects after
administration in the acute or chronic phase were studied after a dose of 20 Gy. In a further
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experiment, effects of intravesical application of GAG during the acute phase at manifestation of
a positive radiation response, or in a prophylactic approach between days 13 and 30 after
irradiation were taken. Graded doses between 15 Gy and 24 Gy were applied in order to generate
full dose effect curves.

A positive radiation response was defined as a reduction in bladder capacity to < 50% of the
individual pre-irradiation volume. The acute response occurs in two waves, between days 1 - 15
and 16 - 30, respectively. Maximum reactions are observed on days 7 and 24. The mean latency
for late effects is about day 180. The EDsp-values, i. e. the doses after which a positive response
is expected in 50 % of the animals, are 21.1 + 3.7 Gy for acute phase I, 19.5 + 3.7 Gy for acute
phase Il and 16.2 + 5.3 Gy for late effects.

Intravesical administration of glycosaminoglycans resulted in a reduction of the radiation
response. Heparin (5000 or 3000 U/ml) or pentosanpolysulfate (PPS, 76,9 mg/ml) resulted in a
significant increase in bladder capacity 48 h after instillation in both acute waves as compared to
NaCl application. With heparin in a concentration of 5000 U/ml and PPS a similar effect was
seen after 24 h in acute phase II.

Intravesical heparin treatment of manifest radiation effects in acute phase II resulted in a reduced
incidence of late effects. Heparin in a concentration of 3000 U/ml and 5000 U/ml yielded an
EDs for late reactions of 20,5 + 1.2 Gy (DMF 1.3) and 23.6 £ 5.9 Gy (DMA 1.5), respectively.
PPS did not change the EDs, of the late reaktion. Prophylactic heparin administration during the
time of acute Phase II resulted in a significant reduction of bladder side effects in this phase,
with an EDsy 0of 42,7 £ 17,1 Gy (DMF 2,5) with 5000 U/ml and 43,5 £+ 12,6 Gy (DMF 2,7) with
3000 U/dml. This treatment protocol also resulted in a significant increase of EDso-values for the
late response to 44.1 = 12.9 Gy (DMF 2.7) and 5000 U/ml and 31.5 = 8.9 Gy (DMF 1.9) with
3000 U/ml.

Moreover, a direct modification of late effects by GAG administration in this phase is observed.
However, a significant effect, which was reversible, was seen only with heparin in a
concentration of 5000 U/ml.

The efficacy of local GAG administration may be based on restoration of the urothelial GAG
barrier. This is indirect evidence that an impairment of the GAG layer of the urothelium is
involved in the pathogenesis of the acute bladder response to radiation.

Moreover, GAG instillation in the acute phase, therapeutically at a positive response as well as
prophylactically results in a reduced probability for late reactions. This illustrates a substantial
consecutive component (consequential late effect) of chronic radiation sequels in the urinary
bladder.
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