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Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der differenziellen Wirkung von Kohlen-
stoffionen (*°C) gegeniiber einer Photonenbestrahlung in vivo anhand von drei verschie-
denen Sublinien des syngenen Prostata- Adenokarzinoms (PCa) R3327 (AT1, HI und H) der
Ratte sowie die Identifizierung Tumor- assoziierter Einflussfaktoren auf die Strahlenreaktion.

Subkutane PCa- Tumore in Ratten wurden mit Photonen bzw. **C- lonen (75 keV/ um) unter
Verwendung aufsteigender Einzel- (1 Fx) bzw. Zweifachdosen (2 Fx) bestrahlt. Primarer
Endpunkt war die lokale Tumorkontrolle nach 300 Tagen. Basierend auf Dosis- Wirkungs-
kurven (DWKs) wurde mittels TCDs, (Dosis fur 50% Tumorkontrollwahrscheinlichkeit) die
relative biologische Wirksamkeit (RBW) von *2C- lonen berechnet. Zusétzlich wurden
Untersuchungen durchgefiihrt, um mogliche Kohlenstoffionen- spezifische Mechanismen der
Strahlenreaktion zu identifizieren. Hierzu wurden in vivo tumor-physiologische Verande-
rungen, strukturelle und funktionelle Bestrahlungseffekte auf histologischer Ebene, strahlen-
bedingte Einflisse auf die Genexpression sowie Tumorsubpopulationen mit Tumor- indu-
zierenden Eigenschaften untersucht.

Fiir *C- Bestrahlungen mit 1 Fx bzw. 2 Fx ergab sich eine RBW von 1,62 (H), 2,08 (HI) und
2,3 (AT1) bzw. 1,9 (H), 2,1 (HI) und 2,67 (AT1). Bestrahlungen mit isoeffektiven Dosen
zeigten fur Photonen und *2C- lonen unterschiedliche Kinetiken der strahleninduzierten
Effekte. Mittels Magnetresonanztomographie (MRT) und Histologie wurde im Vergleich zu
Photonen eine schnellere und starkere GefaRpermeabilisierung durch *2C- RT festgestellt.
Nach Bestrahlung wurden DNA- Reparaturmechanismen, Immunsystemkomponenten und
Migration induziert, dagegen die Zellzyklusprogression, Adhasion, Angiogenese und der
aerobe Stoffwechsel reprimiert. Insbesondere die zeitliche Induktion von Signalkaskaden,
Apoptose und Stressantworten zeigte sich abhéngig von der Strahimodalitat. In den HI- und
H-Sublinien wurden CD24'/CD45  Zellen als Tumor- induzierende Zellen (TICs) in vivo
identifiziert und alle drei Sublinien in vitro durch Zellkulturetablierung weiteren molekular-
biologischen Analysen zuganglich gemacht.

Schlussfolgernd ergibt sich, dass **C- RT besonders fiir undifferenzierte Tumore geeignet ist,
da die RBW fir den radioresistenten, anaplastischen AT1-Tumor am hdchsten war und sich
mit zunehmender Differenzierung verringerte. Ursache hierfir ist, dass die TCDso- Werte flr
12C. lonen weniger abhéngig vom Differenzierungsstatus sind, als bei Photonen- RT. **C-
lonen inaktivieren Tumorzellen und Normalgewebsanteile sowie Gefal3strukturen schneller
und effektiver als Photonen. Die strahleninduzierte Genregulation nach Photonen- und **C-
RT betrifft &hnliche Funktionen, aber der zeitliche Verlauf variiert besonders in DNA-
Reparaturmechanismen und Signalwegen des Zelliberlebens. Da CD24/CD45 - Zellen in
H- und HI-Tumoren als TICs identifiziert wurden, impliziert der unterschiedliche Einfluss von
12C. und Photonen- RT auf die CD24- Expression einen ersten Hinweis auf differenzielle
Effekte der beiden Strahlmodalitaten auf putative Prostatakrebsstammzellen.



Summary

The aim of this study is to characterize differential effects after carbon ion (**C) relative to
photon irradiations in vivo in three different sublines of the syngeneic rat prostate
adenocarcinoma (PCa) R3327 (AT1, HI, and H) as well as to identify tumor specific influence
factors of the radiation response.

Subcutaneous PCa tumor fragments in rats were irradiated with single (1 Fx) or split (2 Fx)
doses of photons or carbon ions (75 keV/ um), respectively. Primary endpoint was local
tumor control after 300 days. Based on dose-response curves, the TCDs,- values (dose at
50% tumor control probability) were used to calculate the relative biological effectiveness
(RBE) of carbon ions. Additionally, potential carbon ion specific irradiation effects were
studied. For this, in vivo tumor-physiological changes, structural and functional radiation-
induced effects of gene expression as well as tumor subpopulations with tumor-inducing
properties were investigated.

For '?C- irradiations with 1 Fx or 2 Fx, the RBEs were 1.62 (H), 2.08 (HI) and 2.3 (AT1) and
1.9 (H), 2.1 (HI) and 2.67 (AT1), respectively. Isoeffective irradiation with photons and **C-
ions showed different kinetics of the radiation response. Magnetic resonance imaging (MRI)
and histology showed a faster and stronger increase of tumor vessel permeability after **C-
irradiation compared to photons. After irradiation, DNA-repair mechanisms, immune system
components and migration were induced, in contrast cell cycle progression, adhesion,
angiogenesis, and the aerobic metabolism were downregulated. Especially, the kinetics of
signaling cascades, apoptosis and stress-response were dependent on irradiation modality.
In HI- and H-tumors CD24°/CD45" cells were identified as tumor inducing cells (TICs) in vivo.
All three sublines were established under cell culture conditions to enable further molecular
biological analyses.

In conclusion, **C- irradiation is especially effective for undifferentiated tumors, as the highest
RBE was found for the radioresistant anaplastic AT1-tumor which decreased with increasing
differentiation level. This is caused by the fact that TCDso- values for carbon ions are less
dependent on differentiation level as compared to photons. Carbon ions inactivated tumor
cells and normal tissue as well as vessel structures faster and more effectively than photons.
Radiation induced gene regulation affects similar functions for both radiation modalities,
however, temporal characteristics vary, especially for the induction of DNA-repair
mechanisms and survival signaling cascades. As CD24°/CD45 cells in H- and HI-tumors
were identified as TICs, the distinct effect of photon- and 2C- irradiation on CD24-
expression suggests a possible beam quality dependent differential impact on putative
prostate cancer stem cells.



1. Einleitung

1.1 Radiotherapie bei Prostatatumoren

Prostatakrebs ist bei Mannern mit 22% europaweit die haufigste Krebserkrankung, allein in
Deutschland gibt es jahrlich 71.000 Neuerkrankungen [1]. Insbesondere in industriell
entwickelten L&ndern wie Deutschland oder den USA ist die Inzidenzrate mit Gber 82 pro
100.000 Manner deutlich hther als weltweit (28/ 100.000 M&nner). Ursache hierflr ist v.a.
das verstarkte PSA- Screening in Deutschland gegeniber Entwicklungslandern, weshalb
zwar die Inzidenzraten, aber nicht die Mortalitatsraten stark variieren. Lediglich 6,5% weltweit
bzw. 10,5% deutschlandweit aller Krebserkrankten sterben an einem Prostatakarzinom. Die
5-Jahres-Pravalenz liegt in Deutschland bei 37,9%. Als 5- Jahres- Pravalenz wird dabei die
Zahl der zu einem bestimmten Zeitpunkt (hier 31.12.2008) lebenden Personen, die innerhalb
der letzten 5 Jahre (d.h. zwischen 2004 und 2008) neu an Prostatakrebs erkrankt sind,
bezeichnet [2].

Die Behandlungsmdéglichkeiten von Prostatakrebs bestehen, abhéngig vom Erkrankungs-
stadium, aus Radiotherapie (RT), Operation, Hormontherapie und Chemotherapie oder einer
Kombination dieser [3,4]. Aggressive Formen des Prostatakarzinoms bilden v.a.
Knochenmetastasen und zeichnen sich durch eine Verschiebung von einer Androgen-
Abhangigkeit zu einer Androgen-Unabhangigkeit aus [5]. Deshalb kann bei aggressiven
Formen meist keine anti-hormonelle Therapie eingesetzt werden[4].

Der Vergleich zwischen verschiedenen Patienten als auch innerhalb ein und desselben
Tumors zeigt, dass das Prostatakarzinom (PCa) ein sehr heterogenes System ist. Zur
Diagnose wird daher auch die morphologische Charakteristik der primar und der am
zweithaufigsten vorherrschenden Zellpopulation des Prostatakarzinoms genutzt. Dieser
diagnostische Wert wird als Gleason Score bezeichnet. Daruber hinaus ist die Expression
verschiedener Differenzierungsmarker (z.B. Androgenrezeptor [AR], Prostata-spezifisches
Antigen [PSA], Prostata-spezifisches Membranantigen [PSMA], Zytokeratine...) innerhalb
eines Tumors sehr heterogen [3]. Diese Heterogenitat kann zum Einen darauf zurtickgefihrt
werden, dass mit luminalen, basalen und neuroendokrinen Prostatazellen bereits eine hohe
intrinsische Variabilitat vorliegt. Andererseits entsteht zusatzlich zur genetischen Variabilitat
der Prostatakrebszellen aufgrund des Zusammenspiele mit dem Mikromilieu auch noch eine
phanotypische Variabilitat [5,6].

PCa- Patienten werden in Niedrig-, Mittel- und Hochrisiko- Gruppen eingeteilt [7]. Nach den
Leitlinien [8] werden alle Patienten mit einem Tumor = T3c (TNM- Klassifikation [9]) oder
Gleason Score zwischen 8-10 oder einem PSA-Wert > 20 ng/ ml in die Hochrisiko- Gruppe
eingestuft. Bei einem erheblicher Teil dieser Patienten wird die Prostata operativ entfernt
und / oder mit externer Photonen- Bestrahlung therapiert [7]. Die interne Bestrahlung durch
Implantation von sogenannten seeds (verkapselte Strahlungsquellen, Brachytherapie) wird
meist nur bei langsam wachsenden Tumoren durchgefihrt.



1.2 Bestrahlung mit Kohlenstoffionen (**C)

Eine Alternative zur konventionellen Strahlentherapie mit Photonen [10] stellt die
Bestrahlung mit lonen dar. lonen weisen im Vergleich zu Photonen eine durch ihre Energie
festgelegte Reichweite, verbunden mit einem ,invertiertem Tiefendosisprofil“, auf (Abb. 1).
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Abb. 1: Tiefendosisprofil fir Kohlenstoffionen [11]. Die Position des Tumors im spread-out Bragg-
peak, SOBP) ist eingezeichnet. Es wird als inverses Tiefendosisprofil bezeichnet, da die Dosis mit
zunehmender Eindringtiefe zunimmt. Der LET nimmt zum Ende der Reichweite der lonen stark zu.

Dieses Tiefendosisprofil zeigt fir einen mono-energetischen Strahl eine geringe Dosis im
Eingangsbereich (Plateau), die zum Ende der Reichweite stark ansteigt und nach dem
sogenannten ,Bragg-Peak® wieder abféllt. Das gesamte Tiefendosisprofil wird auch als
Bragg-Kurve bezeichnet. Durch Uberlagerung von lonen verschiedener Energien kann der
Bragg-Peak aufgeweitet werden und man erhélt einen sogenannten spread-out Bragg-Peak
(SOBP), mit dem die Bestrahlung des Tumors dann durchgefuhrt wird. Durch Anpassung der
longitudinalen und lateralen Ausdehnung des SOBPs kdnnen Tumore hochkonform unter
optimaler Schonung des umliegenden Normalgewebes bestrahlt werden.

Bereits vor Uber 30 Jahren wurden die ersten PCa- Patienten in den USA mit
Protonentherapie behandelt [12]. Die Bestrahlung mit Protonen ist eine Form der
lonentherapie mit niedrigem linearem Energietransfer (LET) und erlaubt eine geometrisch
aulBerst prazise Bestrahlung des Tumors bei gleichzeitiger sehr guter Schonung des
umliegenden Normalgewebes. Der Parameter LET beschreibt hierbei wie viel Energie die
Partikel pro Wergstrecke im Gewebe deponieren und wird in keV/ um angegeben.

Neben Protonen werden in der lonentherapie auch schwerere lonen, wie z.B.
Kohlenstoffionen  (**C®") eingesetzt. Kohlenstoffionen weisen ein vergleichbares
Tiefendosisprofil wie Protonen auf. Im Unterschied zu Protonen steigt der LET allerdings von



sehr geringen Werten im Plateau zu stark erhohten Werten am Ende der Reichweite an
(Abb. 1). Dieser Anstieg des LETs fuhrt bei gleicher Dosis (gemessen in Gray (Gy)) zu einer
Verstarkung der biologischen Wirkung. Da der LET v.a. im SOBP ansteigt, findet die
Wirkungsverstarkung v.a. im Tumor und weniger in den umliegenden Normalgeweben statt,
so dass man eine Verbesserung des Tumoransprechens erwartet [13].

Da die Wirkungsverstarkung neben physikalischen Parametern wie LET, Dosis oder
lonensorte auch von den genauen biologischen Eigenschaften des bestrahlten Tumor- und
Normalgewebes abhangt, wird zur Berechnung der Wirkungsverstarkung ein
biomathematisches Modell benétigt [14,15]. Ergebnis dieser Berechnung ist die sogenannte
relative biologische Wirksamkeit (RBW) der lonen in Relation zu einer konventionellen
Photonenbestrahlung. Diese Modelle missen in experimentellen und klinischen Studien
validiert werden. Dartber hinaus ist der klinische Vorteil von Schwerionen gegenuber
Photonen noch nachzuweisen. Wegen der starken Abhangigkeit von biologischen Faktoren,
kann ein solcher Vorteil von der Kombination von Tumortyp, Stadium und Art des
umliegenden Normalgewebes abhangen.

Schwerionenbestrahlungen wurden erstmals am Lawrence-Berkley-Laboratory (Kalifornien,
USA) durchgefihrt [16] und erfolgen seit 1994 in Japan [17,18] und seit 1997 auch in
Deutschland [19-21]. In Deutschland wurden die ersten Schwerionenbestrahlungen zunachst
am Helmholtz- Zentrum fir Schwerionenforschung (GSI, Darmstadt) vorgenommen [21] und
werden seit 2009 am Heidelberger lonenstrahl- Therapiezentrum (HIT) fortgefuhrt [19,20].
Inzwischen wurden weitere Anlagen in Betrieb genommen (z.B. Pavia, Gunma, Kyoto) und
einige weitere Anlagen befinden sich im Aufbau (Hyogo, Mailand [22,23]).

Klinische Studien in Japan und Deutschland haben bereits die Wirksamkeit und Sicherheit
der *C-RT fir verschiedene Tumorentititen nachgewiesen [19,24-27], besonders fiir
Schadelbasistumore sind herausragende lokale Kontrollraten bei gleichzeitig geringer
Toxizitat publiziert worden [20,28-30]. Allerdings fehlt derzeit die Bestatigung, dass *C- RT
der Protonentherapie uUberlegen ist [13,27]. Deshalb wurden bereits neue teilweise
randomisierte klinische Studien initiiert [31-37]. In Japan wurden bereits klinische Studien fir
die Etablierung eines Fraktionierungsschemas mit *?C- RT fiir Prostatatumore durchgefiihrt
[38].

Am HIT erfolgt die Berechnung der RBW mit Hilfe von Version | des ,Local Effect Models”
(LEM 1) [14]. Wahrend dieses Modell in den letzten Jahren basierend auf experimentellen
Daten weiterentwickelt wurde (LEM IlI- IV, [39,40]), wird in der klinischen Anwendung
weiterhin die Version | eingesetzt. Obwohl bereits einige Studien zur Validierung des LEM
durchgefuhrt wurden [39,41-44], sind hier weitere Anstrengungen erforderlich. Dies erfordert
neben der Auswertung Kklinischer Daten [41] insbesondere quantitative praklinische
Untersuchungen am Tiermodell [45].



1.3 Wirkung von Kohlenstoffionen in Tumoren

Generell kann ein therapeutischer Nutzen fir den Patienten nur angenommen werden, wenn
die RBW im Tumor hoher ist als im Normalgewebe. Neben der Untersuchung der
Strahlenwirkung in Normalgeweben [45-47] ist es daher sehr wichtig den Einfluss Tumor-
assoziierter Faktoren auf die RBW zu untersuchen.

Zurzeit liegen nur sehr wenige Daten zur RBW von Tumoren fiir **C- lonen vor. In einer
frihen Studie berechneten Tenforde et al. [48] RBW- Werte fir Rhabdomyosarkome nach
12 und 80 keV/ pm '?C- RT. Takahashi et al. [49] bestimmten eine RBW von 2,02 fiir
Einzeitbestrahlungen von 70 keV/ um in einem murinen ESO-2 Osophagustumor. Ein
grolerer Datensatz wurde von Koike et al. [50] fur ein murines NFSa Fibrosarkom Modell,
das mit bis zu 6 Fraktionen (Fx) bestrahlt wurde, publiziert. Die Autoren stellten eine starke
LET- Abhéangigkeit fest. Kdirzlich wurde von unserer Arbeitsgruppe die RBW des
anaplastischen murinen Prostatatumors R3327-AT1 [51] bei 75 keV/ um fur 1, 2 und 6 Fx
12C. RT publiziert [52]. Diese Daten zeigen ebenfalls eine starke Abhéngigkeit der RBW vom
LET sowie eine moderate Abhangigkeit von der Dosis pro Fraktion. Bei gleichem LET ergab
sich eine ahnliche Dosisabhangigkeit wie bei Koike et al. Dennoch ist es schwierig diese
Ergebnisse zu vergleichen, da verschiedene Tumorsysteme und unterschiedliche Endpunkte
verwendet wurden. Die ldentifikation des Einflusses tumorspezifischer Parameter auf die
RBW ist daher schwierig.

Neben der klinisch- phanomenologischen Ebene zeigen sich die Unterschiede zwischen
einer ?C- und Photonen- RT auch auf einer mikroskopisch-mechanistischen Ebene. Bei
allen Bestrahlungen beruht die Zerstérung der Tumorzellen hauptsachlich auf der
Entstehung von DNA- Doppelstrangbriichen, einerseits durch direkte lonisation der DNA und
andererseits durch Radikalbildung tber die lonisation von Wassermolekilen [53]. Bedingt
durch die fokussierte Energiedeposition von hoch-LET Bestrahlung (z.B. *?C) ist der
entstandene DNA- Schaden komplexer, raumlich geclustert und schwieriger zu reparieren
[54,55]. Dadurch verlangsamt sich die DNA- Reparatur und es kommt zu einer erhdhten
Zellinaktivierung, welche weniger abhangig vom p53-Status, dem Zellzyklusstatus und der
Oxygenierung ist, als bei Bestrahlung mit Photonen [56-59].

Darlber hinaus induziert Bestrahlung noch weitere sogenannte ,nicht- zielgerichtete" Effekte,
wie z.B. Mutationen, Chromosomenaberrationen, Regulation der Genexpression,
Immunreaktionen oder Bystander- Effekte [60]. Bisher wurden die immunregulatorischen
Effekte nach hoch-LET Bestrahlung kaum untersucht. Es wird aber angenommen, dass die
Regulierung von Immunkomponenten einen grof3en Einfluss auf die erhéhte Wirksamkeit von
hoch-LET Bestrahlung hat. Die Regulation der Genexpression nach '2C- RT ist aufRerst
komplex und kaum untersucht. Es konnte aber bereits ein Einfluss auf die Stressantwort und
die Zell- Zellkommunikation [61,62] sowie eine Induktion des NFkB- Sighalweges
nachgewiesen werden [63]. AuRerdem ist im Falle von soliden Tumoren nicht nur die



Inaktivierung der Tumorzellen von grof3er Bedeutung, sondern auch die Neovaskularisierung
nach Bestrahlung bzw. das Abtdten von Gefal3strukturen [64,65].

Da die Tumorreaktion nach Bestrahlung auch von intrinsischen Tumor- spezifischen
Eigenschaften bestimmt wird, ist eine Untersuchung der Abhangigkeit von '*C- RT auf diese
Faktoren von hoher Bedeutung. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit das gut
charakterisierte, spontan entstandene Dunning R3327 Prostatatumormodell fir die
Untersuchung von funktionellen und strukturellen Unterschieden nach Photonen- und *2C-
RT genutzt [66]. Dieses Prostatakarzinom besteht aus verschiedenen Sublinien, die von
wenig malignen, stark differenzierten und Androgen-abhangigen langsam wachsenden
Tumoren bis hin zu schnell proliferierenden, anaplastischen, stark malignen Tumoren
reichen. AuRerdem ergibt sich je nach Gefal3struktur ein unterschiedlicher Hypoxie-Status
sowie eine variable Neigung zur Metastasierung [67]. Damit decken die verschiedenen
Sublinien das gesamte Spektrum an Klinisch relevanten humanen Prostatakarzinomen ab.
Neben der unmittelbaren Bedeutung dieser Untersuchungen fir die Behandlung des
humanen Prostatakarzinoms, kann das Tumorsystem auch ganz allgemein als Modell fur die
Untersuchung der Strahlenreaktion von Tumoren nach einer *C- RT herangezogen werden.

Alle bisher etablierten Prostatakrebszelllinien wurden aus Metastasen von stark
fortgeschrittenen Prostatakrebspatienten isoliert und spiegeln aufgrund ihrer hohen
Proliferation und ihrer Histologie nicht das breite Spektrum an Heterogenitat wider [68,69].

Dagegen sind beim Dunning R3327 Modell alle Sublinien bereits intensiv genetisch,
biochemisch und histologisch charakterisiert [66]. Darliber hinaus liegen fur das System
Erfahrungen fir verschiedene radiotherapeutische und kombinierte Behandlungen vor
[11,52,70]. Dabei zeigte sich unter anderem, dass Metastasierung und Rezidivbildung nach
erfolgter Behandlung durch bestimmte bisher nicht nédher definierte Subpopulationen, die die
Therapie Uberleben, gepragt werden. Solche Subpopulationen kénnten Stammzelleigen-
schaften, wie z.B. Selbsterneuerungskapazitat, Tumor- induzierende Eigenschaften, keine
oder sehr geringe Proliferation, erhdohte Reparaturkapazitdt [71] und hochregulierte
Verteidigungsmechanismen [72] aufweisen. Allerdings ist bisher nicht klar, in welchem
Ausmall diese Eigenschaften den therapeutischen Nutzen einer Strahlentherapie
beeinflussen.



Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der differenziellen Wirkung von
Kohlenstoffionen gegenlber einer Photonenbestrahlung in vivo anhand von drei
verschiedenen Sublinien des syngenen Prostatakarzinoms R3327 der Ratte sowie die
Identifizierung von Tumor- assoziierten Einflussfaktoren auf die Strahlenreaktion. Dabei
gliedert sich die Arbeit in zwei Teile.

Im ersten Teil sollten zunachst erganzend zu den bereits vorliegenden Daten fir die
anaplastische Sublinie AT1 [11,52], zwei weitere differenzierte Sublinien (H und HI) des
gleichen Prostatakarzinoms hinsichtlich ihrer Strahlentoleranz nach *?C- und Photonen- RT
untersucht werden. Ziel war es anhand von Dosis-Wirkungskurven Kklinisch relevante
Parameter, wie die relative biologische Wirksamkeit (RBW) als Funktion der Dosis pro
Fraktion fur den Endpunkt lokale Tumorkontrolle nach 300 Tagen, zu bestimmen. Hierdurch
kann die Abhangigkeit der RBW von tumorspezifischen Eigenschaften, wie Volumen-
verdopplungszeit und Differenzierungsstatus, beurteilt werden. Diese Informationen sind von
hoher klinischer Relevanz, da sie Aufschluss dariber geben kdnnen, fir welche Tumortypen
und Differenzierungsstadien die ?C- RT besonders aussichtsreich ist.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten die zugrundeliegenden Mechanismen vergleichend fr
Photonen- und **C- RT genauer untersucht werden. Aufbauend auf den zuvor beschriebenen
Studien liegt der Fokus auf den folgenden vier Themenbereichen:

e Tumorphysiologische Ver&dnderungen in vivo mittels nicht- invasiver Techniken
(Ultraschall und MRT)

e Strukturelle und funktionelle Bestrahlungseffekte auf histologischer Ebene
(Proliferation, DNA- Reparatur, Gefaldveranderungen)

e Strahlenbedingte Einflisse auf die Genexpression

e |dentifikation von Tumorsubpopulationen mit Tumor- induzierenden Eigenschaften in
unbehandelten Tumoren als Voraussetzung fir eine spatere Untersuchung des
differenziellen Effekts von Photonen- und **C- RT auf die Inaktivierung von Tumor-
induzierenden Zellen (TICs) in vivo

Mit den durchgefuhrten Untersuchungen sollte die Strahlenreaktion der untersuchten
Tumorsublinien fir klinisch relevante Bedingungen charakterisiert und mdogliche Wirk-

mechanismen aufgezeigt werden.



2. Material und Methoden

2.1 Narkose und allgemeine Tierhaltungsbedingungen

Alle Tierversuche wurden im Zentralen Tierlabor (ZTL) des Deutschen Krebsforschungs-
zentrums (DKFZ, Heidelberg) gemaf den nationalen Tierschutzbestimmungen durchgefihrt.
Die aufgefiihrten Tierexperimente wurden vom Regierungsprasidium Karlsruhe genehmigt
(G 171/09, G 182/11, G 43/11).

Die Transplantation von Tumoren und alle weiteren chirurgischen Eingriffe, die i.v.
Applikation von Substanzen sowie die MRT-Untersuchungen wurden mit 2% Isofluran
(Baxter, Unterschleil3heim) Inhalationsnarkose und 2 I/ min Sauerstoff durchgefiihrt. Bei allen
Bestrahlungen und bei den Ultraschalluntersuchungen wurden die Tiere mit einem Gemisch
aus 2,5% Sevofluran (Abbott, Wiesbaden) und 2,4 |/ min Sauerstoff (Guttroff GmbH,
Wertheim-Reicholzheim) narkotisiert. Die Tierhaltung erfolgte in klimatisierten Kafigen (IVC-
Haltung) mit gesteuerter Lichtregulierung sowie Futter und Wasser ad libitum.

2.2 Das syngene Prostata-Adenokarzinom R3327

Aus einem 1961 spontan entstandenen Rattenprostata- Adenokarzinom (Dunning R3327)
konnten mehrere Sublinien etabliert werden, die sich hinsichtlich Volumenverdopplungszeit
(VDT), Metastasierungsneigung, Differenzierungsgrad sowie der hypoxischen Fraktion
unterscheiden [67].

Drei dieser Tumorsublinien wurden in der vorliegenden Arbeit eingesetzt. Tumore der
Sublinie AT1 sind charakterisiert durch ein sehr schnelles Wachstum (VDT: 5 Tage),
chronische Hypoxie, ein geringes Metastasierungspotenzial und einer undifferenzierten
anaplastischen Morphologie. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei der H-Sublinie um
einen stark differenzierten, langsam wachsenden (VDT: 20 Tage), euoxischen und nicht
metastasierenden Tumor. Der HI-Tumor ist zwischen dem H- und dem AT1-Tumor
einzuordnen. HI-Tumore sind moderat differenziert mit muzinbsen Prostatadriisen-
bestandteilen, weisen ein maRiges Wachstum (VDT: 10 Tage) und niedriges Metas-
tasierungspotenzial auf. AuRerdem kennzeichnet die HI-Sublinie eine akute Hypoxie, die
durch auRRere Bedingungen (z.B. Sauerstoffbeatmung des Tieres) beeinflussbar ist.

2.3 Transplantation von Dunning R3327-Tumoren

Fir jedes Experiment wurde auf einen kryopreservierten Stock der Originaltumore
zuriickgegriffen. Dies bedeutet, dass die Spendertumore nur durch Weitertransplantation in
vivo in Copenhagen- (COP) Ratten (Charles River USA, Wilmington, MA, USA) passagiert



wurden. Dabei wurde ein kryopreserviertes Tumorfragment in RPMI-Medium (Biochrom,
Berlin) aufgetaut und in der Flanke des Hinterbeines von méannlichen COP-Ratten (180 g,
8 Wochen alt) subkutan transplantiert. Mit einer Schere (FST, Heidelberg) wurde eine kleine
subkutane Tasche erdffnet und anschlieRend das Tumorfragment mit einer Pinzette (FST,
Heidelberg) tief in die Hauttasche gebracht. Der Schnitt wurde mit einer Wundklammer vom
Typ MikRon® Autoclip® 9 mm (Clay Adams, Sparks, MD, USA) verschlossen. Die
Wundklammer konnte nach 10 Tagen entfernt werden. Sobald in diesem Spendertier ein
ausreichend grof3er Tumor (2-3 cm Durchmesser) gewachsen war, wurde dieser entfernt und
in RPMI in ca. 2x2 mm grof3e Tumorfragmente zerteilt. Diese Spendertumorfragmente
wurden dann, wie oben beschrieben, auf die Experimenttiere transplantiert, so dass alle
Tumore eines Experiments aus demselben Spendertumor stammten. Als Kontrollen wurden
scheinbehandelte, d.h. nicht bestrahlte, Tumoren verwendet.

Angepasst an die Wachstumsgeschwindigkeit der Sublinien wurde die Gro3e der Tumore
einmal (H), zweimal (HI) oder dreimal (AT1) pro Woche mittels Messschieber oder
Lochschablone gemessen. Wenn die Tumore die festgelegte GroRe von 10 x 10 mm
(2 orthogonale Radien) Durchmesser erreicht hatten, erfolgte die Bestrahlung.

2.4 Ablauf der Bestrahlungsexperimente

Die im Nachfolgenden beschriebenen Bestrahlungsexperimente wurden an einem klinischen
Linearbeschleuniger (Siemens, Erlangen) am DKFZ und an der Kohlenstoffionenbestrah-
lungsanlage des Heidelberger lonenstrahl-Therapiezentrums (HIT) durchgefihrt. Im HIT
wurde ein eigens daflr eingerichteter Experimentalplatz (QS Platz) genutzt. Bei Erreichen
der festgelegten BehandlungsgroRe wurden die tumortragenden Tiere auf einer speziell
angefertigten Bestrahlungsapparatur einzeln immobilisiert (Abb. 2) und die Tumore mit
Einzeldosen (1 Fx) oder Zweifachdosen (2 Fx) bestrahilt.

Abb. 2: Immobilisation der Tiere auf einer speziell angefertigten Apparatur. Der Tumor am Bein
wird wahrend der Bestrahlung mit Leukosilk™ fixiert. Die Tumorpositionierung erfolgt mit Hilfe des
Fadenkreuzes, der auf der Apparatur aufgezeichneten Linien und der Raumlaser.



2.4.1 Photonenbestrahlung

Die Photonenbestrahlungen wurden mit einem 6 MV Linearbeschleuniger (Artiste, Siemens,
Erlangen) durchgefuhrt. Dabei wurden die Ratten einzeln in einer speziell angefertigten
Halterung gelagert und der Tumor relativ zu einem Fadenkreuz auf der Halterung fixiert
(Abb. 2). AnschlieRend wurde der Tumor mit Hilfe dieses Fadenkreuzes und der Raumlaser
im Isozentrum des Beschleunigers positioniert und die korrekte Lage des Tumors mittels
Lichtfeld verifiziert. Direkt vor dem Tumor befand sich ein 15 mm- und direkt hinter dem
Tumor ein 15 mm Polymethylmethacrylat- (PMMA) Bolus.

Mit Hilfe eines 12 mm Rundkollimators aus Wolfram wurde ein Feld mit 15 mm Durchmesser
(90% Isodosis) erzeugt, welches den kompletten Tumor abdeckte. Die Felder wurden
dosimetrisch mit Hilfe einer Pin Point- lonisationskammer kalibriert (TM31009, PTW,
Freiburg). Die Bestrahlung erfolgte mit einem horizontalen Strahl von hinten entlang der
Korperlangsachse des Tieres und einer Dosisleistung von 300 Monitoreinheiten pro Minute
(MU / min). Es wurden sowohl Einzeit- (1 Fx) als auch Zweifachbestrahlungen (2 Fx) an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen durchgefihrt.

2.4.2 Kohlenstoffionenbestrahlung

Die Kohlenstoffionenbestrahlung erfolgte am Experimentalplatz des HIT mit dem aktiven
Rasterscanningverfahren [73]. Die Positionierung des Tumors erfolgte in gleicher Weise, wie
bei den Photonenbestrahlungen (Kapitel 2.4.1). Da kein Lichtfeld zur Kontrolle der
Positionierung zur Verfiigung stand, wurde das Bestrahlungsfeld etwas grof3er als fur die
Photonenbestrahlung gewabhit.

Fir die Bestrahlung wurde ein physikalisch optimierter, homogen auf 20 mm aufgeweiteter
Bragg-Peak (Spread-out Bragg-Peak, SOBP) mit einer lateralen Feldgréf3e von 18 x 18 mm?
(90% Isodosis) verwendet. Der SOBP erstreckte sich von 41,5- 61,5 mm wasseraquivalenter
Tiefe. Um den Tumor in der Mitte des SOBP zu positionieren, befand sich direkt vor dem
Tumor ein 39,9 mm und direkt hinter dem Tumor ein 15 mm PMMA-Bolus. Daraus ergab
sich, dass die ersten 5 mm des SOBPs im proximalen und die letzten 5 mm im distalen
Bolus liegen. Der Dosis- gemittelte LET (dose- averaged LET) im Tumor betrug 75 keV / um
(64- 96 keV / um). Die Bestrahlung erfolgte wie bei den Photonenbestrahlungen, von hinten
entlang der Korperachse des Tieres.

Es fanden sowohl Einzeit- (1 Fx) als auch Zweifachbestrahlungen (2 Fx) an zwei aufeinan-
derfolgenden Tagen statt.



2.5 Nachbeobachtung bestrahlter Tumore (Follow-Up)

Nach der Bestrahlung der heterotopen Prostatakarzinome wurden die Tumorgréf3en zweimal
wadchentlich mit Hilfe einer Messschablone bestimmt und das Volumen berechnet (Kapitel
2.8.1). AuBerdem wurden Koérpergewicht, Verhalten der Tiere und eventuell auftretende
Nebenwirkungen wo6chentlich dokumentiert. Bei Erreichen der maximal zuldssigen
Tumorgrof3e oder bei Anzeichen weiterer Erkrankungen der Tiere wurden diese unverziglich
euthanasiert. Getttete Tiere wurden erdffnet und das Auftreten von makroskopisch
sichtbaren Tumoren/ Metastasen in Lunge, Intestinum und regionalen Lymphknoten
bewertet.

2.6 Endpunkte

Als priméarer Endpunkt fur die Bestrahlungen des R3327 Prostatakarzinoms wurde die lokale
Tumorkontrolle nach 300 Tagen Nachbeobachtungszeit definiert. Darunter versteht man
Tiere, die zum Zeitpunkt 300 Tage nach Bestrahlung tumorfrei waren und keine Anzeichen
eines Rezidivs aufwiesen.

Zur Bestimmung der Tumorkontrolle wurden Wachstumskurven (Tumorvolumen zu
bestimmten Zeitpunkten nach Bestrahlung; siehe Kapitel 2.8.1) erstellt.

Fir die zwei Sublinien AT1 und HlI, die sich im Wachstumsverhalten nach Bestrahlung sehr
ahnlich sind, wurde dieselbe Auswerte-Strategie zur Bestimmung der lokalen Kontrolle
verwendet. Bei beiden Sublinien konnte zeitabhéngig eine komplette Remission der
Tumormasse beobachtet werden. Sobald durch Abtasten des Tieres ein Rezidiv an der
Behandlungsstelle festgestellt werden konnte, wurde das entsprechende Tier als lokal nicht
kontrolliert eingestulft.

Zusatzlich wurden fur H- und HI-Tumore jeweils sekundéare Endpunkte verwendet. Da der HI-
Tumor und insbesondere dessen Rezidive deutlich langsamer wachsen als der AT1-Tumor
(Rezidive wurden 305 Tage nach RT beobachtet), wurde auch die lokale Kontrolle nach
320 Tagen Beobachtungszeit bestimmt, um die Robustheit des primaren Endpunktes zu
bestétigen. Fur die H-Sublinie musste bereits der primare Endpunkt angepasst werden, denn
die Mehrheit der Tumore zeigte eine Dosis- abhéngige Volumenverkleinerung bis zu einem
bestimmten Restvolumen (fibrotischer Knoten), der bis zum Ende der Nachbeobachtungszeit
konstant blieb. Diese Tumore wurden als lokal kontrolliert eingestuft. Die Charakterisierung
dieser fibrotischen Knoten mindete in einem sekundaren histologischen Endpunkt, definiert
als Abwesenheit von proliferierenden Tumorzellen auf mikroskopischem Level.

Bei Tumoren, die eine Volumenzunahme zeigten, wurde diese Uber mehrere Wochen
dokumentiert. Da die Wachstumsgeschwindigkeit des H-Tumors sehr langsam ist und sich
auch das Rezidivwachstum tber mehrere Monat hinziehen kann, wurde fur die Auswertung
das erste Auftreten des Rezidivs verwendet.



2.7 Durchgefiihrte Bestrahlungsexperimente

Fur die Erstellung kompletter Dosis-Wirkungskurven (DWKSs) von H- und HI-Tumoren wurden
die in Tab. 1 aufgefihrten Bestrahlungsexperimente durchgefihrt. Je nach Tumorsublinie
wurden mindestens 5 Kontrolltiere verwendet. Diesen Tieren wurde ebenso ein
Tumorfragment transplantiert. Jedoch wurde der entstandene Tumor nur scheinbehandelt,
d.h., die Kontrolltiere wurden zur Bestrahlungsanlage transportiert, narkotisiert, aber nicht
bestrahlt. Bei Erreichen der zuldssigen Tumorgroéf3e von > 25 mm wurden die Tiere getotet.

Tab. 1: Dosisgruppen und Tieranzahl fiir die Bestrahlungsexperimente zur Bestimmung von
Dosis-Wirkungskurven von Photonen und Kohlenstoffionen (**C). Es sind sowohl

Einzeitbestrahlungen (1 Fx) als auch Zweifachbestrahlungen (2 Fx) angegeben.

Experiment Dosis in Gy (Anzahl an Tieren pro Dosispunkt) Tierzahl
1 Faktion
H-Tumor
Photonen 30 (3), 34 (5), 37 (6), 40 (6), 43 (6), 46 (6), 50 (5), 54 (6), 52
58 (6), 62 (3)
2c 18 (6), 21 (6), 24 (8", 27 (7*), 30 (9"), 33 (7%) 43
HI-Tumor
Photonen 45 (4), 50 (8), 55 (6), 60 (7), 65 (7°), 70 (8~), 75 (7%) 47
2¢ 17 (3), 21 (6), 25 (6), 29 (7%), 33 (8%), 37 (6") 36
Kontrolltiere 8 unbestrahlte Tumore pro Experiment 32
2 Fraktionen
H-Tumor
Photonen 35 (5), 40 (5), 45 (5), 50 (6), 55 (5), 60 (5), 65 (5), 70 (5), 49
75 (5*), 80 (3)
¢ 16 (5), 20 (5), 24 (5), 28 (5), 32 (5), 36 (5%), 40 (5), 44 (5) 40
HI-Tumor
Photonen 55 (3), 60 (5), 65 (5), 70 (6%), 75 (6%), 80 (8%), 85 (6), 90 51
(7%), 95 (5%)
¢ 29 (3), 33 (6), 37 (6"), 41 (6), 45 (4) 25
Kontrolltiere 7 unbestrahlte Tumore pro Experiment 28
Gesamt 403

* 1 Tier wurde wegen eines Lymphddems am Hinterlauf vorzeitig aus dem Versuch genommen und

daher von der Analyse ausgeschlossen.

# 1 Tier starb nach Therapie aus unbekannter Ursache.

§ 2 Tiere mussten wegen einem Metastasierungsereignis vorzeitig aus der Studie genommen werden

und wurden deshalb von der Analyse ausgeschlossen.

' 2 Tiere wurden wegen eines Lymphddems am Hinterlauf vorzeitig aus dem Versuch genommen und

daher von der Analyse ausgeschlossen.

* 1 Tier musste wegen einem Metastasierungsereignis vorzeitig aus der Studie genommen werden

und wurde deshalb von der Analyse ausgeschlossen.

~ 2 Tiere starben nach Therapie aus unbekannter Ursache.




Die bestrahlten Tiere wurden randomisiert den verschiedenen Dosisgruppen zugewiesen. Da
die genauen Dosen fir die DWKs unbekannt waren, mussten mehrere Teilexperimente zur
Generierung kompletter DWKs durchgefiihrt werden. Um die Tierzahlen so gering wie
maoglich zu halten, wurden die mittleren Dosisgruppen zuerst bestrahlt und spéater, nach
erfolgter Abschatzung der DWKs, die oberen und unteren Gruppen ermittelt. Aus
logistischen Griinden fanden Photonen- und **C- Experimente teilweise zu unterschiedlichen
Zeitpunkten statt. Zusatzlich mussten einige Dosisgruppen aufgrund von Metastasen oder
spontan verstorbenen Tieren zu spateren Zeiten mit weiteren Tieren aufgefillt werden.

2.8 Quantifizierung der Strahlenreaktion

Die Quantifizierung der Strahlenreaktion erfolgte Uber Tumorvolumenmessungen im
zeitlichen Verlauf. Die daraus bestimmten Dosis-Wirkungskurven dienten zur RBW-
Berechnung von *C gegeniiber Photonen.

2.8.1 Wachstumskurven

Fiur die Bestimmung der Wachstumskurven nach Bestrahlung wurden zweimal wochentlich
die TumorgroRen gemessen. Aus diesen TumorgrofRen lieR sich das Tumorvolumen
berechnen. Fur AT1- und HI-Tumoren wurde das Volumen nach der Formel
V =4/3xzxr3 ermittelt. Der Radius r wurde als Mittelwert zweier orthogonaler

Tumorradien berechnet, die mit einer Messschablone bestimmt wurden. Da der H-Tumor ein
deutlich anderes Tumorwachstum aufwies, wurde die Berechnung des Volumens fir diese
Tumorlinie abgeéndert. Im Verlaufe der Nachbeobachtungszeit schrumpfte das
Tumorvolumen des H-Tumors zwar deutlich in der Hbéhe (c) auf 2-3 mm, aber die
Ausdehnung in Lange (a) und Breite (b) blieb dabei relativ gleich. Deshalb wirde eine
Berechnung nach obiger Formel zu einer extremen Uberschatzung des Tumorvolumens
fuhren. Aus diesem Grund wurde fur die Volumenberechnung des H-Tumors die Berechnung
eines Ellipsoids zu Grunde gelegt: V =4/3x zxaxbxc .

Da das Wachstumsverhalten von kontrollierten und unkontrollierten Tumoren signifikant
unterschiedlich ist, wurden getrennte Wachstumskurven fir lokal kontrollierte und
unkontrollierte Tumoren pro Dosisgruppe erstellt. Es werden Mittelwerte + SD (Standard-
abweichung) fur alle Tiere pro Dosisgruppe zum jeweiligen Zeitpunkt angegeben.



2.8.2 Dosis-Wirkungskurven

Fir jedes Bestrahlungsexperiment in Tab. 1 wurden Dosis-Wirkungskurven (DWKSs) fir den
Endpunkt ,lokale Tumorkontrolle nach 300 Tagen“ berechnet. Dazu wurde fir jede
Dosisgruppe eines Experiments mit Hilfe der Kaplan-Meier-Methode die aktuarische
Tumorkontrollrate nach 300 Tagen bestimmt [74]. Die aktuarische Analyse berlcksichtigt
unvollstandige Beobachtungen von Tieren, die auf Grund von Metastasen oder anderen
Ursachen vorzeitig verstarben oder getdtet werden mussten.

An Tumorkontrollraten eines Experiments wurde unter Verwendung der Methode der
.effektiven Stichprobengrée* [75] das logistische Dosis-Wirkungsmodell mit Hilfe eines
Maximum- Likelihood- Fit- Verfahrens unter Verwendung des Softwarepakets STATISTICA
[76] angepasst. Das logistische Dosis-Wirkungsmodell ist durch die folgende Funktion
gegeben:

ebo+b1D

bo+b,D

ID(D):He

Dabei sind by und b; die anzupassenden Fit- Parameter, aus denen sich die Dosis fur 50%
Tumorkontrollwahrscheinlichkeit berechnen lasst.

TCD,, :—%

1
Weitere technische Details zur Anpassung der Dosis-Wirkungskurven sind in Karger et al.
[52] sowie in der dort aufgeflihrten Literatur angegeben. Der Standardfehler von TCDsg-
Werten wurde mittels Fehlerfortpflanzung unter Beriicksichtigung der Korrelation von b, und
b, berechnet.

2.8.3 Relative Biologische Wirksamkeit (RBW)

Kohlenstoffionen zeigen auf Grund ihres hohen LETs eine gegeniiber Photonen erhéhte
relative biologische Wirksamkeit (RBW). Dies zeigt sich in einer Verschiebung der DWK fur
Kohlenstoffionen zu kleineren Dosen (Abb. 3). Quantitativ ist die RBW wie folgt definiert:

R BW — DPhotonen

Kohlenstoff |gleicher
Endpunkt

Wobei Dpnotonen die Photonen- und D yonenstort die - Kohlenstoff- Dosis ist, die zum gleichen
biologischen Effekt fuhrt. Als biologischer Effekt wird in dieser Arbeit die 50%-ige
Wabhrscheinlichkeit fiir eine lokale Kontrolle des Tumors verwendet, so dass sich die RBW
aus dem Verhéltnis der TCDs, von Photonen und **C ergibt.

90% Konfidenzintervalle (Cl) wurden mittels Fieller's Theorem berechnet [77].
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Abb. 3: Bestimmung der RBW mittels Dosis-Wirkungskurven. Dsg-Linien geben jeweils die Dosis
an, die appliziert werden muss, um 50% lokal kontrollierte Tumore zu erhalten.

2.8.4 Fraktionierungsverhalten

In der Radiotherapie wird die Fraktionierungsabhéangigkeit der Strahlentoleranz von Gewebe
durch den ao/B-Wert quantifiziert. Dieser Parameter leitet sich aus dem Linear-Quadratischen
Modell ab, welches fur die Beschreibung von Zelliiberlebenskurven entwickelt wurde [78],
aber auch fur die Umrechnung von Bestrahlungsdosen im Patienten verwendet werden kann
[79].

Aus dem Verhéltnis der a/B-Werte fir Tumore und das umliegende Normalgewebe kénnen
Riickschliisse gezogen werden, ob eine Anderung der Fraktionierungsstrategie wie z.B. eine
Hypofraktionierung sinnvoll ist [80]. Da wir in unserem Tumormodell sowohl einen Einfluss
von Tumorproliferation / Repopulation als auch Veranderungen in der hypoxischen Fraktion
bei unterschiedlicher Behandlungsdauer annehmen und den Grad des Einflusses nicht
bestimmen koénnen, handelt es sich lediglich, um effektive a/B-Werte, die das Fraktio-
nierungsverhalten unter unseren experimentellen Bedingungen beschreiben. Um realistische
quantitative effektive a/B-Werte zu berechnen, sind 6 Fx Experimente nétig, die Gber den
Rahmen dieser Dissertation hinausgehen.



2.9 Langsschnittexperimente fur funktionelle und strukturelle
Untersuchungen

Mit den in Kapitel 2.8 beschriebenen Methoden wurde die Strahlenreaktion zu einem festen
Zeitpunkt quantitativ beschrieben. Allerdings lassen diese Daten keine Rickschliisse Uber
den zeitlichen Verlauf und die zugrundeliegenden Mechanismen zu. Um dies genauer zu

untersuchen wurden weitere Experimente im L&ngsschnitt-Design durchgefiihrt.

Die Abb. 4 zeigt einen schematischen Ablauf des Experiments. Die Bestrahlung wurde wie

unter Kapitel 2.4.1 und 2.4.2 beschrieben durchgefihrt.

s.c. Tumor Bestrahlung: BrdU Injektion, Tumorpraparation in
Fragment Photonen / 12C 4 % PFA; Isopentan / flussig N,; nur flussig N,
Implantation  jspeffektive Dosis

Tag0 8h 18 h 72h 7d 14d 28d

Abb. 4: Durchfiihrungsschema der Langsschnittexperimente fir mechanistische Untersuchun-
gen. Tumore wurden isoeffektiv mit 100% lokalen Kontrolldosen 1 Fx Photonen- oder 2C.RT
bestrahlt, nach definierten Zeitpunkten nach Bestrahlung get6tet und das Tumorgewebe prapariert.
Weitere Einzelheiten siehe 2.9.3

2.9.1 Blutflussveranderungen nach Photonen- und *2C- RT mittels

Ultraschalluntersuchungen

Mit einem Mikro- Ultraschallsystem (VEVO770, VisualSonics, Toronto, Canada) wurden
Ultraschallmessungen einmal vor bzw. wochentlich bis 9 Monate nach Bestrahlung
durchgefuhrt. Der PowerDoppler-Ultraschall (Dopplerfrequenz 30 MHz) war mit einem RMV-
704 Ultraschallkopf ausgestattet.

Fir die beiden Sublinien H und HI wurden jeweils 2 verschiedene Dosen pro Strahlmodalitat
untersucht. Ziel war es sowohl 100% lokal kontrollierte als auch unkontrollierte Tumore zu
untersuchen. Die nach diesen Kriterien ausgewahlten Dosisgruppen sind in Tab. 2
dargestellt. Wahrend der Untersuchung wurden die Tiere mit 2% Isofluran (Baxter,
UnterschleiBheim) und 2 I/ min Sauerstoff narkotisiert. Die Lagerung der Tiere erfolgte auf
einem beheizten Untersuchungstisch. Die Tumore wurden wie in Abb. 5 dargestellt mit
Ultraschallgel bedeckt. AnschlieRend wurde der motorisierte Ultraschallkopf sagittal Gber den
Tumor gefuhrt und fortlaufend Bilder im PowerDoppler Modus mit einer Schichtdicke von
200 um akquiriert. Das komplette Tumorvolumen wurde gemessen und anschlief3end in
jedem aufgenommenen 2D-Bild eine ROI (,region of interest®, interessierende Region)
eingezeichnet, die das gesamte Tumorvolumen ohne Hautbereiche einschloss. Daraus



konnte ein 3D-Bild rekonstruiert werden. AnschlieRend wurde mit Hilfe der Vevo-Software
(VisualSonics, Toronto, Canada) das Tumorvolumen und der Blutfluss innerhalb des Tumors
errechnet. Der Blutfluss bestimmt sich aus dem prozentualen Anteil an gelben und roten
PowerDoppler positiven Farbpixeln am Tumorgesamtvolumen (3D-ROI-Volumen). Fur die
Farbpixelintensitat gibt es aber keine quantitative Entsprechung, es ist lediglich eine Aus-
sage uber einen vorhandenen Blutfluss (ja / nein Aussage) maoglich.

Tab. 2: Dosisgruppen bestrahlter H- und HI-Tumore fiir die Ultraschalluntersuchungen.

Tumor Photonen [Gy] Kohlenstoffionen [Gy]
unkontrolliert kontrolliert unkontrolliert kontrolliert
H-Tumor 30 50 18 33
HI-Tumor 45 70 21 33

Abb. 5: Positionierung des Tieres wahrend der Ultraschalluntersuchungen. Das Tier wird unter
Narkose auf einer Heizplatte befestigt und der robotergesteuerte Ultraschallkopf (gelber Pfeil) kann
das gesamte Tumorvolumen abtasten.

2.9.2 Bestimmung von Blutfluss und Perfusion mittels

Magnetresonanztomographie (MRT)

Bei Tumoren der Sublinie AT1 wurde sowohl ein Isodosenvergleich (gleiche physikalische
Dosis) als auch ein Isoeffektvergleich (Dosen, welche den gleichen biologischen Effekt
erzeugen) durchgefuhrt. Die Dosen fir Photonen und Kohlenstoffionen wurden der
Veroffentlichung Peschke et al. [11] enthommen und sind in Tab. 3 aufgefuhrt.

Tab. 3: Bestrahlungsdosen fir die MRT-Studie von AT1- Tumoren. Fir den Isodosenvergleich
wurden 37 Gy Photonen- oder 2C- RT benutzt. Gleichzeitig sind 37Gy 2C und 85 Gy Photonen
(kontrolliert) sowie 16 Gy **C und 37 Gy Photonen (unkontrolliert) isoeffektiv.

Photonen [Gy] Kohlenstoffionen [Gy]

unkontrolliert kontrolliert unkontrolliert kontrolliert

37 85 16 37




Es wurden 12 Tiere mit AT1-Tumoren rechts- und linksseitig transplantiert (siehe Kapitel
2.3) und bei einer Grof3e von 10x10 mm?2 die rechtsliegenden Tumore einmalig bestrahlt. Die
linksseitigen Tumore dienten jeweils als Kontrolle und blieben unbehandelt. Die
Bestrahlungen erfolgten jeweils wie unter Kapitel 2.4.1 bzw. 2.4.2 beschrieben.

Um den Einfluss der Bestrahlungsmodalitat auf die Tumorblutgefa3funktion zu verdeutlichen
und eine eventuelle Dosis- Abhangigkeit zu zeigen, wurden MRT-Untersuchungen zu
verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt. Alle 12 Tiere wurden jeweils 1 Tag vor Bestrah-
lung, 3 Tage nach, sowie 7, 14 und 21 Tage nach der Bestrahlung mit dem MRT untersucht.
Zusatzlich erfolgte dreimal pro Woche die TumorgroRenmessung mittels Schablone (wie
unter Kapitel 2.5 beschrieben). Die MRT-Messungen fanden an einem Klinischen 1,5 T MRT
(Symphony, Siemens, Erlangen) mit einer am DKFZ entwickelten Tierspule (zylindrische
Spule mit einem Innendurchmesser von 83 mm und einer Lange von 120 mm) statt.

Zur Bearbeitung der Fragestellung wurden folgende Sequenzen gemessen:

- Localizer (Positionierung der T2-Sequenz)

- T2- gewichtete Sequenz (TSE T2 tra) mit einer Turbo Spin echo-Sequenz (axiale
Positionierung des Feldes, TR: 3240 ms, TE: 81 ms, Pixelgrof3e 0,35 mm und einer
Schichtdicke von 1,5 mm)

- dynamisch Kontrast- verstarkte Sequenz (DCE, dynamic contrast enhanced, TR:
373 ms, TE: 1,67 ms, PixelgroRe 0,99 mm, Schichtdicke: 4,5 mm) durch den Bereich
des groften Tumordurchmessers (axiale Richtung) wahrend der
Kontrastmittelinjektion (0,1 mmol/kg Gd-DTPA (Magnevist®, Bayer Healthcare
Pharmaceuticals, Berlin) i.v. in die Schwanzvene)

- T1- gewichtete Sequenz nach Kontrastmittelgabe (SE T1 High SNR OS mit TR:
600 ms, TE: 14 ms, Pixelgrof3e 0,31 mm und einer Schichtdicke von 1,5 mm)

Die Kontrastmittelgabe erfolgt 20 s nach dem Starten der DCE-Sequenz und die Injektion
wurde Uber eine Zeitspanne von 10 s durchgefiihrt. Da beide Tumore fir DCE und T1 nach
Kontrastmittelgabe im gro3ten Durchmesser erfasst werden mussten, wurden teilweise
mehrere T2-gewichtete Sequenzen vorangestellt (schrdge T2), um die optimale Position
beider Tumore des Tieres innerhalb einer Messung zu gewahrleisten.

Die MRT-Daten wurden zum Einen zur Volumenbestimmung und zum Anderen zur
Bestimmung von Blutfluss bzw. Blutvolumen genutzt. Das Volumen (in ul) wurde mit Hilfe
des ,Medical Imaging Interaction Toolkit* (dkfz, Heidelberg) aus den T2-gewichteten Bildern
berechnet. Die DCE-Bilder wurden mit der Dynalab-Software (Mevis Research, Bremen)
ausgewertet. Dabei wurde von Hand eine ROI (region of interest) um den Tumorbereich
gezeichnet und von der Software die Werte fir die Amplitude A und die Austauschkonstante
kep berechnet. Die Berechnung von A und Ke, beruhen auf dem Brix et al. eingefiihrten Zwei-
Kompartiment-Modell [81,82]. Das Modell beruht darauf, dass injiziertes Kontrastmittel (hier
Magnevist®) gleichmaRig in beiden Kompartimenten verteilt wird (intravaskularer Raum und



interstitieller, d.h. extravaskularer Raum). Die Amplitude A ist dabei mit dem Blutvolumen
assoziiert und beschreibt die Akkumulation des Kontrastmittels innerhalb einer
vorgegebenen Zeit. Der Kkep-Wert hingegen charakterisiert die Austauschrate zwischen
intravaskularem Raum und Interstitium. Damit ist der ke,-Wert direkt von der Gefal3-
permeabilitat abhangig.

Zusatzlich zu den MRT-Untersuchungen wurde auch in dieser Studie Ultraschallunter-
suchungen vergleichbar zu den unter Kapitel 2.9.1 beschriebenen durchgefuhrt.
Ultraschalluntersuchungen wurden nur mit einem Tier pro Dosisgruppe einen Tag vor
Bestrahlung, sowie 2, 9, 16 und 23 Tage nach Bestrahlung durchgefihrt. Nach Abschluss
einer Zeitspanne von 23 Tagen nach Bestrahlung wurden die Tiere euthanasiert, die Tumore
prapariert und kryokonserviert bzw. in Paraffin eingebettet (siehe Kapitel 2.9.3).

2.9.3 Invivo Applikation von BrdU und anschlieRende Tumorpraparation

Aus den DWKs (Kapitel 2.8) kann fur jede Tumorsublinie, jede Strahlmodalitdt und jedes
Fraktionierungsschema eine isoeffektive Dosis z.B. bei 100% oder 50% lokaler Kontrolle
abgeleitet werden. Da fur konventionelle Photonentherapie bereits einige strahleninduzierte
Tumorreaktionen und ihre zeitliche Abfolge bekannt sind [83], geht es um den Vergleich von
Gemeinsamkeiten und Unterschieden in der Tumorreaktion nach Photonen- und *C-
Bestrahlung auf mechanistischer Ebene. Uber den zeitlichen Ablauf der Tumorschadigung
nach *C- Bestrahlung liegen kaum Daten vor. Um einen Vergleich vorzunehmen, wurden H-
und HI-Tumore isoeffektiv mit 100% lokalen Kontrolldosen mit Photonen- und **C bestrahlt
und danach zu definierten Zeitpunkten (8 h, 18 h, 72 h, 7 Tage, 14 Tage, 21 Tage und
28 Tage) die Tiere getdtet und das Tumorgewebe prapariert. Um 100% lokale Kontrolle zu
erreichen, wurden die H-Tumoren mit 33 Gy *?C bzw. 62 Gy Photonen und die HI-Tumore
mit 37 Gy **C oder 70 Gy Photonen bestrahlt.

Um die Proliferationsdynamik nach Bestrahlung qualitativ und quantitativ erfassen zu
kénnen, wurde 8 h vor der geplanten Tumorentnahme Bromdesoxyuridin (BrdU, 100 mg/ kg,
Sigma-Aldrich, Taufkirchen) i.p. appliziert. Das sezierte Tumorgewebe wurde mit einem
Skalpell in 3 Stiicke zerteilt. Ein Drittel wurde mit dem Kryoprotektiva Isopentan (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe), das zweite Drittel direkt in flissigem Stickstoff eingefroren. Das restliche
Gewebe wurde mit 4% Paraformaldehyd (AppliChem GmbH, Darmstadt), gepuffert in PBS
(Biochrom AG, Berlin), 24 h (AT1-, H-Tumor) bzw. 48 h (HI-Tumor) bei 4°C fixiert.
AnschlieBend wurde das Gewebe gelagert (-80°C / Stickstofftank) bzw. fur Paraffinein-
bettung weiterverarbeitet.



2.9.3.1 Histologische Weiterverarbeitung von Kryopréparaten

Das tiefgefrorene Gewebe wurde mit TissueTek® (Sakura, Alphen aan den Rijn,
Niederlande) auf einen Gewebetisch aufgefroren. Anschliel3end erfolgte die Prozessierung in
7 um dicke fortlaufende Kryostatschnitte mit Hilfe eines Kryotoms (Mikrom HM560, Thermo
Fisher Scientific, Dreieich). Nach mehreren 20 um dicken Trimschnitten wurde der 7 um
dicke Feinschnitt fortlaufend verwendet und jeweils ein Gewebeschnitt pro Adhasions-
Objekttrager (Paul Marienfeld GmbH, Lauda-Konigshofen) aufgezogen. Die Objekttrager
wurden abhéangig von der jeweiligen Farbung entweder nativ belassen oder mit einer
Methanol / Aceton- Fixierung (1 min Methanol + 2 min Aceton bei -20°C) bzw. einer Variante
dessen nur in Methanol oder Aceton fixiert. Danach erfolgte eine Lufttrocknung bei
Raumtemperatur (Raumtemp.) fir ca. 10 min und dann die weitere Lagerung der Schnitte bis
zur Farbung bei -20°C. Vor dem Farbebeginn wurden die jeweiligen Schnitte aufgetaut und
bei Raumtemp. 30 min luftgetrocknet und anschliel3end 5 min in PBS gewaschen.

2.9.3.2 Histologische Weiterverarbeitung von Paraformaldehyd- fixierten Geweben

Nach der Gewebefixierung in 4% Paraformaldehyd / PBS erfolgte eine Gewebeent-
wasserung in einer Einbettkasette (Carl Roth GmbH, Karlsruhe), die nach folgendem
Schema verlief:

- 3 X Inkubation in 70% Ethanol (vergallt) fur je 45 min (Raumtemp.)

- 3 X Inkubation in 95% Ethanol (vergallt) fur je 45 min (Raumtemp.)

- 3 x Inkubation in 100% Ethanol (vergéllt) fur je 45 min (Raumtemp.)

- 3 x Inkubation in 70% Ethanol (vergéllt) fur je 45 min (Raumtemp.)

- 3 x Inkubation in Xylol oder Roticlear (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) fur je 45 min auf
dem Schiittler (Raumtemp.)

- Uber Nacht in Xylol oder Roticlear schitteln lassen (Raumtemp.)

- in 1:1 (v/v) Xylol:Paraffin-Gemisch fur 1,5 h bei 58°C im Brutschrank

- 2 X Inkubation in Paraffin (Thermo Fisher Scientific, Dreieich) jeweils 1 h bei 58°C

- Einbetten der Gewebe in Paraffinbléckchen in Kautschukférmchen oder
Einbettkasetten

Es wurde darauf geachtet, dass die Beschriftung auch nach Erkalten des Paraffins deutlich
zu lesen war (Beschriftungszettel mit einbetten). Nach kurzem Abkuhlen des Paraffinblocks
auf der Kuhlplatte (Leica Microsystems, Wetzlar) wurde dieser fur mindestens 24 h bei -20°C
gelagert. AnschlieBend wurde der Block aus der Form entfernt und bei Raumtemperatur
gelagert.

Das Herstellen der Paraffinschnitte erfolgte mit dem Mikrotom Microm STS Section-Transfer-
System (Thermo Fisher Scientific, Dreieich). Dafur wurden die Paraffinblécke bei 4°C
vorgekuhlt (mindestens 1 h) und anschlieBend in das Mikrotom eingespannt. Das



Wasserbad wurde wahrend des gesamten Schneidens auf 40°C konstant gehalten. Das
Trimmen erfolgt mit 20 um dicken Schnitten. Der Feinschnitt hat 6 um Dicke. Nachdem sich
die Paraffinschnitte im Wasserbad gestreckt hatten, wurde jeweils ein Schnitt pro Objekt-
trager aufgezogen und anschlielend auf einer Warmeplatte fur 15-30 min (Medax Nagel
GmbH, Kiel) getrocknet. Danach wurden alle Schnitte bei 37°C im Warmeschrank (Heraeus
GmbH, Hanau) Uber Nacht restlos getrocknet und anschlieBend bei Raumtemperatur
gelagert.

Vor Farbebeginn wurden die Paraffinschnitte entparaffinisiert (2 Wechsel in Xylol oder
Roticlear fur je 10 min) und in einer absteigenden Alkoholreihe (je 2 Wechsel in 100%, 95%,
70% Ethanol fur je 2 min) restlos vom Paraffin befreit und rehydriert. Dann folgte ein
Waschschritt fir 10 min in Aqua dest.

2.9.3.3 Gewebeaufarbeitung fir RNA-Analysen

Die Tumorgewebestiicke wurden unter Kiihlung mit flissigem Stickstoff in einem Potter S mit
Teflon- Rihrwerk (B. Braun, Melsungen) so schnell wie mdglich zerkleinert und in
Homogenisierungspuffer des NucleoSpin® RNA L Kits (Macherey-Nagel, Diiren) aufge-
nommen. Es war zu beachten, dass dieser Vorgang nicht langer, als 30 s nachdem der
flissige Stickstoff verdampft war, dauerte, da sonst bereits die RNA-Degradation beginnt.
Die Zusammensetzung und Vorbereitung des Homogenisierungspuffers kann der Kit-
Beschreibung entnommen werden. Fir diese Art von Préparation kann nicht mehr als
120 mg Gewebe eingesetzt werden, deshalb musste das Gewicht in gefrorenem Zustand
bestimmt werden. Das zerkleinerte Gewebe im Homogenisierungspuffer, wurde danach mit
dem Potter auf 2.000 rpm und mit einer Hubzahl von 40 homogenisiert. Im weiteren Ablauf
wurde das Kit-Protokoll genauestens eingehalten und jeweils die Hochstmengen an Puffer
und die Zentrifugationszeit von 10 min verwendet.

2.9.4 Mikroskopische Farbungen
2.9.4.1 Morphologische Untersuchungen (Hamatoxylin / Eosin)

Fur morphologische Untersuchungen wurde eine Hamatoxylin / Eosin- Farbung durchge-
fuhrt. Hamatoxylin nach Mayer (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) und Eosin (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe) wurden nach dem Herstellerprotokoll verwendet. Die H&amatoxylin / Eosin-
Farbung wurde sowohl fir Kryoschnitte als auch fir Paraffinschnitte angewendet. Das
Standardprotokoll ist in Tab. 4 dargestellt.



Tab. 4: Standard Hamatoxylin / Eosin- Farbeprotokoll. Alle Schritte, die fiir Paraffinschnitte
durchgefiihrt werden, sind mit einem P und fiir Kryoschnitte mit einem K gekennzeichnet. Alle Schritte
werden bei Raumtemp. durchgefihrt.

Schritt Lésung Zeit Kryo / Paraffin
Lufttrocknen mindestens 30 min K
Waschen Aqua dest. 5 min K
Entparaffinisieren Roticlear* oder Xylol 2 x 10 min P
Entparaffinisieren 100% Ethanol 2 x3 min P
Rehydrierung 95% Ethanol 2 x 1 min P
Rehydrierung 70% Ethanol 2 x 1 min P
Farben Hamatoxylin* 5 min K; P
Waschen Agua dest. kurz (30 s) K; P
Blauen FlieBendes 10 min K; P

Leitungswasser
Farben Eosin* (1%) 4 min K; P
Waschen Aqua dest. kurz (30's) K; P
Entwassern 70% Ethanol 2 min K; P
Entwassern 95% Ethanol 2 min K; P
Entwassern 100% Ethanol 4 min K; P
Entwassern Roticlear oder Xylol 2 X5 min K; P
Eindeckeln Eukitt K; P
Trocknen Luft unter Abzug Uber Nacht K; P

* erworben von Carl Roth GmbH, Karlsruhe

*0. Kindler GmbH, Freiburg

2.9.4.2 Immunfluoreszenzmikroskopie

Die Mehrzahl der histologischen Untersuchungen wurde mit Immunfluoreszenzfarbungen
durchgefuhrt. Deshalb befindet sich nachfolgend ein Standardprotokoll (siehe Tab. 5) fur
eine Immunfluoreszenzfarbung, so dass spater nur auf eventuelle Anderungen eingegangen
wird.

Die Mikroskopie erfolgte fur alle Farbungen an einem Nikon Eclipse E600 (Nikon GmbH,
Dusseldorf) mit einem 350 nm (blau), 470-490 nm (grin) und einem 515-560 nm (rot)
Exzitationsfilter. Bilder wurden mit einer Nikon digital DS-U1 Kamera aufgenommen.

Die quantitative Auswertung der Bilder erfolgte mit folgender Software:
BrdU, yH2AX: AlphaView SA Version 3.4 (Proteinsimple, Santa Clara, CA, USA)
CD31, SMA: Cell F - Software Version 2011 (Olympus, Hamburg).
CD24: Plugin Cell Pixel Counter der Freeware ImageJ Version 1.47h
(Entwickler Wayne Rasband)



Tab. 5: Standard- Immunfluoreszenzfarbeprotokoll fiir Methanol / Aceton- fixierte Kryoschnitte.
Die Antikoérperverdinnung ist Antikbrperabhangig und wird deshalb in der spezifischen Farbung
angegeben, da diese z.T. sehr stark variieren kdnnen. Als Kontrollen dienten immer Schnitte, die
jeweils nur mit dem 1. Antikérper (AK) oder dem 2. Ak behandelt wurden, um die Hintergrundfarbung
zu bestimmen.

Schritt Losung Zeit Temperatur
Fixierte Schnitte Methanol*/ Aceton* 1 min/ 2 min -20°C
Lufttrocknen mindestens 30 min Raumtemp.
Waschen PBS“ 5 min Raumtemp.
Blockieren Fx Signhal Enhancer” 30 min Raumtemp.
Waschen PBS“ 5 min Raumtemp.
Blockieren DAKO Protein Block” 30 min Raumtemp.
Primar-Ak 1. Ak in 10% BSA / PBS Uber Nacht 4°C
Waschen PBS“ 3 x5 min Raumtemp., dunkel

Fluoreszenz- gekoppelter

Sekundar-Ak 2 AKin PBS 1h Raumtemp., dunkel
Waschen PBS“ 3 x5 min Raumtemp., dunkel
Zellkernfarbung DAPI° 3 min Raumtemp., dunkel
Waschen Agua dest. 5 min Raumtemp., dunkel
Eindeckeln Fluoromount-G~ Raumtemp., dunkel

* erworben von Carl Roth GmbH, Karlsruhe

“ erworben von Biochrom AG, Berlin
*DakoCytomation Glostrup, Ddnemark

° Invitrogen Molecular Probes, Eugene USA

~ Southern Biotech, Birmingham, Alabama, USA

2.9.4.3 Proliferationsnachweis mittels BrdU

Der BrdU- Nachweis wurde ausschlieBlich auf Methanol / Aceton- fixierten Kryoschnitten
durchgefuhrt. Die Freilegung antigener Epitope erfolgte nach dem Waschen in PBS mit
einem Natriumzitratpuffer mit folgender Zusammensetzung:

- 10 mM Natriumzitrat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

-ad 1| Aqua dest.

- pH6.0 mit 1 N HCI einstellen (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)

- 0,5 ml Tween 20 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) zugeben und mischen
Lagerung bei 4°C fir 6 Monate

Die Kryoschnitte wurden in einer Kivette mit Natriumzitratpuffer bei 95°C im Wasserbad fir
30 min inkubiert. Danach erfolgte eine Abkihlungsphase auf 37°C in 20 min unter dem
Abzug. Anschliel3end wurde mit dem Standardprotokoll (PBS-Waschschritt und Blockierung)
fortgesetzt. Als Primarantikdrper wurde ein Maus anti-BrdU Antikdrper (Roche Diagnostics,
Mannheim) mit PBS 1:800 verdinnt und fur 1 h inkubiert. Der Sekundarantikdrper war ein



Ziege anti-Maus AlexaFluor-555 gekoppelter Antikdrper (Molecular Probes, Eugene, OR,
USA), der 1:2000 in PBS eingesetzt und fur 30 min inkubiert wurde. AnschlieRend wurde mit
dem Standardprotokoll (siehe Tab. 5) fortgefahren.

2.9.4.4 Spezifische Farbung der Gefal3strukturen

Um GefalRveranderungen nach Photonen- und Kohlenstoffionenbestrahlung detaillierter
untersuchen zu kénnen, wurden drei verschiedene Antikdrper gegen spezifische
Komponenten des GefalRsystems verwendet. Es handelt sich hierbei um Farbungen von
Methanol / Aceton-fixierten Kryoschnitten, die dem Standardprotokoll (siehe Tab. 5)
entsprechen.

CD31 (Endothelzellen) und smooth muscle actin (Perizyten)

Zur Begutachtung der Gefalle wurde eine Doppelfarbung von CD31 (Marker fir
Endothelzellen) und glattmuskularem Aktin (smooth muscle actin (SMA)), einem Marker fur
Perizyten, durchgefiihrt. Nur reife Gefal3e weisen sowohl CD31 als auch SMA auf, in der
Reifung befindlichen GefalRen mangelt es an SMA. Die Farbung wurde nach dem in Tab. 5
dargestellten Standardprotokoll durchgefuhrt. Beide Primarantikbrper wurden gemeinsam
Uber Nacht bei 4°C auf dem Objekttrager in einer feuchten Kammer inkubiert. Als
Primarantikorper wurden der Maus anti-Ratte CD31 Antikoérper (Chemicon, Merck Millipore,
Billerica, Massachusetts, USA) 1:4000 und der Kaninchen anti-SMA Antikérper (Abcam,
Cambridge, UK) 1:800 in PBS mit 10% BSA (Carl Roth, Karlsruhe) verdinnt. Die beiden
Fluoreszenz- markierten Sekundarantikbrper wurden nacheinander fur jeweils 30 Minuten
bei Raumtemp. inkubiert. Es wurde mit dem Sekundéarantikdrper fir CD31, dem Ziege anti-
Maus AlexaFluor-555 (Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, USA) 1:3000 verdinnt in PBS,
begonnen. Dann erfolgte ein 3 x 5 minutiger Waschschritt in PBS, gefolgt von dem
Sekundarantikorper Esel anti-Kaninchen AlexaFluor-488 (Molecular Probes, Invitrogen,
Eugene, USA) 1:1500 in PBS verdinnt, um das SMA nachzuweisen. Die Zellkerne mit DAPI
blau angefarbt.

Kollagen 1V

Kollagen IV ist eines von 28 verschiedenen bekannten Kollagenen, welches v.a. in der
Basalmembran vorkommt. Die Farbung wurde nach dem Standardprotokoll (siehe Tab. 5) fur
Kryostatschnitte durchgefiihrt. Der Kaninchen anti-Kollagen IV Antikdrper (ab19808-100,
Abcam, Cambridge, UK) wurde in PBS mit 10% BSA 1:4000 verdinnt und tber Nacht bei
4°C inkubiert. Als Sekundarantikbrper wurde der Esel anti-Kaninchen AlexaFluor-488
(A21206, Invitrogen, Karlsruhe; 1:3000 verdinnt in PBS fur 30 min inkubiert) benutzt und die
Zellkerne mit DAPI angefarbt.



2.9.4.5 Nachweis von DNA- Doppelstrangbriichen mittels yH2AX

Der Nachweis von DNA- Doppelstrangbriichen erfolgte Uber eine yH2AX- Farbung. Es
wurden Kryoschnitte nach dem Standardprotokoll (siehe Tab. 5) mit dem Primarantikorper
Kaninchen anti-yH2AX (ab2893, Abcam, Cambridge, UK) 1:1000 verdunnt in PBS mit 10%
BSA Uber Nacht bei 4°C gefarbt. Zur Detektion wurde der Sekundarantikdrper Ziege anti-
Kaninchen AlexaFluor-555 (A21429, Invitrogen, Karlsruhe; 1:3000 verdinnt in PBS fur
30 min inkubiert) verwendet. Zellnuklei wurden mit DAPI angefarbt.

2.9.4.6 Detektion selektiver Oberflachenmarker

Das Ziel, Tumorzellen vom Normalgewebsanteil der Tumore zu unterscheiden, fuhrte zu der
Fragestellung, ob im verwendeten Dunning R3327- System Uberhaupt typische Oberflachen-
marker flr Krebszellen vorhanden sind. Da insbhesondere fir die sehr heterogenen Prostata-
karzinome keine ausreichende Literatur Uber Oberflachenmarker vorhanden ist und einige
vielversprechende Kandidaten nicht spezifisch mit Rattengewebe reagieren, beschrankte
sich unsere erste Analyse auf die hier aufgefuhrten Oberflachenmarker: CD24, CD44, CDA45,
CD133, CD326 und die Zytokeratine 5/8 und 19.

Alle Farbungen wurden nur auf Kryostatschnitten durchgefuhrt. Grundlage hierfir war das
Standardprotokoll (Tab. 5).

CD24-PE (555428, BD-Pharmingen, San Jose, CA, USA), CD44-FITC (ab 27285, Abcam,
Cambridge, UK), CD133-PE (130080801, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach), CD326-FITC
(MCA1870FT, AbD Serotec, Ddusseldorf), Zytokeratin5/8 (sc-32328, Santa Cruz,
Heidelberg) und Zytokeratin 19 (251400, Abbiotec, San Diego, USA) wurden jeweils 1:50 in
PBS mit 3% BSA Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Als Sekundarantikorper fir Zytokeratin 19
wurde Esel anti-Kaninchen AlexaFluor-488 (1:3000 verdinnt in PBS fur 1 h) und fir alle
anderen oben aufgeflihrten Antikbrper Ziege anti-Maus AlexaFluor-555 (A21424, Invitrogen,
Karlsruhe; 1:4000 verdinnt in PBS fur 1 h inkubiert) verwendet. Zellnuklei wurden mit DAPI
angefarbt. Die Farbungen von CD24, CD44, CD133, CD326, Zytokeratin 5/ 8 und 19 wurden
nach dem Standardprotokoll (siehe Tab. 5) durchgefiihrt. Da diese Oberflachenmarker
schwierig zu detektieren sind, wurden folgende Fixierungstechniken verwendet: native
Schnitte, die direkt nach dem Schneiden gefarbt wurden, Methanol / Aceton- fixierte Schnitte
und 4% PFA in PBS fixierte Schnitte. Nach einem letzten Waschschritt wurden die gefarbten
Schnitte mit Fluormount-G (Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, USA) eingedeckelt.



Detektion von CD24" - Zellen im Zeitverlauf nach Bestrahlung von HI-Tumoren

Zusatzlich wurde ein mittlerweile verfigbarer Ratten-spezifischer CD24-PE Antikorper
(562104, BD, Heidelberg) fur die Detektion von CD24" - Zellen in Abhangigkeit von der Zeit
nach Bestrahlung genutzt. Die direkt-gekoppelte PE-Fluoreszenz war ausreichend, so dass
auf eine Sekundarantikdrperinkubation verzichtet werden konnte. Nach erfolgtem Blockieren
und Waschschritten wurden die Kryostatschnitte von HI-Tumoren (siehe Kapitel 2.9) mit
dem Primarantikorper CD24-PE (1:1000 in PBS/10% BSA, UN, 4°C) gefarbt und am
nachsten Tag mit DAPI (3 min, RT) gegengefarbt.

2.9.5 Molekularbiologische Methoden
2.9.5.1 RNA-Extraktion aus soliden Tumoren

Die Unterschiede nach Photonen- und Kohlenstoffionenbestrahlung von Prostatatumoren
wurden nicht nur auf Proteinebene (histologische Nachweise), sondern auch auf
Transkriptionsebene (MRNA-Expression) untersucht. Die Gewebeproben wurden aus dem in
Abb. 4 beschriebenem Langsschnittexperiment entnommen. Allerdings wurden nur
unbehandelte Kontrolltumore und die Zeitpunkte 8 h, 18 h, 72h und 14 Tage nach
Photonen- und *2C- RT (siehe Kapitel 2.9) fiir die Genexpressionsanalyse genutzt. Die RNA-
Extraktion erfolgte von im flissigen Stickstoff eingefrorenen und bei -80°C gelagerten
Tumorfragmenten. Wahrend der gesamten Prozedur wurde auf Eis gearbeitet, um eine
Degradierung der RNA zu verhindern. Die Gewebeaufarbeitung erfolgte nach den in Kapitel
2.9.3.3 beschriebenen Schritten.

Nach jedem Gewebe wurden alle Geréate inklusive Potter, Morser und Pistillen gereinigt, um
eine Kreuzkontamination der Proben zu verhindern. Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des
NucleoSpin® RNA L Kits (Macherey-Nagel, Diiren) bzw dem RNeasy Midi Kit (Qiagen,
Hilden) extrahiert. Das Herstellerprotokoll wurde strikt eingehalten. Es wurde jeweils fur alle
Gewebe mit 4.500 x g fur 10 min zentrifugiert.

Die RNA-Quantitat wurde mit dem NanoDrop® ND-1000 (Peglab Biotechnologie, Erlangen)
bestimmt. Die RNA-Qualitat wurde mit Hilfe des Agilent RNA 6000 Nano Kits (5067-1511,
Agilent, Waldbronn) untersucht. Die Analyse erfolgte, wie im Herstellerprotokoll angegeben,
mit dem Agilent Bioanalyzer 2100.

Falls eine Aufkonzentration der RNA notig war, wurde dieser Schritt mit einer SpeedVac
Christ® Zentrifuge (Vacuubrand, Wertheim) in low- retention Mikrozentrifugationsgefaen
(G. Kisker GbR, Steinfurt) durchgefihrt. Anschlielend wurde die RNA bei -20°C gelagert.



2.9.5.2 Genexpressionsanalysen

Die Genexpressionsanalyse diente dazu Verdnderungen auf Transkriptionsebene nach
Bestrahlung abh&angig von der Strahlmodalitat zu charakterisieren. Es wurden folgende
Komponenten verwendet (Agilent, Waldbronn): Whole Rat Genome Kit 4 x 44k (G4131F),
Microarray-Abdeckung (G2534-60011), Low Input Quick Amp Labeling Kit One-Color (5190-
2305), Genexpressionshybridisierungskit (5188-5242), RNA-Spike In Kit One-Color (5188-
5282), gebrauchsfertiger SSPE Waschpuffer (5188-5327), Stabilisierungs- und
Trocknungslésung (5185-5979).

Die Genexpressionsanalyse lief nach folgenden Schritten ab: Anfligen von Spike-Ins an die
isolierte Total-RNA, cDNA-Synthese, cRNA-Synthese und Amplifikation, cRNA-Aufreinigung,
Aufarbeitung der Hybridisierungsproben und Markierung mit Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 und
Cy5, 18 h- Hybridisierung, diverse Waschschritte, Scannen der Microarrays, Datenextraktion,
statistische Analyse der Daten und Pathway- Analyse. Im ersten Schritt musste der One-
Color Spike-In Mix mit den unter Kapitel 2.9.5.1 vorbereiteten RNA- Proben versetzt werden.
Dafur wurden zu 2 ul in Aqua dest. verdinnten Spike-Ins 200 ng RNA zugegeben. Diese
angesetzten RNA-Spike-In Proben wurden bei Bedarf fir 24 h bei -20°C gelagert. Die
Markierungsreaktion der isolierten RNA mit den Detektionsfluoreszenzfarbstoffen Cy3 und
Cy5 sowie den Spike-Ins beginnt mit dem Umschreiben der RNA in cDNA mit dem T7
Promotor Mix. Dabei wurden die Primer und das Template bei 65°C fur 10 min denaturiert
und anschlieend fur 5 min auf Eis inkubiert.

Der cDNA Master Mix bestand aus 5x Erststrangpuffer, 0,1 M DTT, 10 mM dNTP Mix und
dem AffinityScript RNase Block Mix. Damit erfolgte eine PCR- Reaktion fur 2 h bei 40°C und
eine Inaktivierung der Enzyme fir 15 min bei 70°C. Die cDNA wurde nun in eine cRNA mit
Hilfe des Transkriptionsmastermixes (bestehend aus: 5x Transkriptionspuffer, 0,1 M DTT,
NTP Mix, Cyanine-3-CTP und T7-Polymerase Enzymmix) umgeschrieben (2 h, 40°C).
Anschlieend wurde die Cy3-gekoppelte amplifizierte cRNA mit dem RNeasy Kit (Qiagen,
Hilden) aufgereinigt und in 30 pul RNase- freiem Wasser eluiert. Die Quantifizierung der
erhaltenen cRNA erfolgte mit dem NanoDrop® ND-1000 (Peglab Biotechnologie, Erlangen).
Die cRNA-Konzentration [ng / pl], das RNA- Absorptionsverhaltnis (260 nm/280 nm) und die
Cy3-Konzentration [pmol / pl] wurden bestimmt. Daraus ergab sich die spezifische Aktivitat
der Cy3-gefarbten cRNA. Die Berechnung erfolgte tGiber die nachfolgenden beiden Formein.

Konzentration (cRNA)x 30 ul Elutionsvolumen
1000

cRNA — Menge [ug] =

pmol] Konzentration (Cy3)

= x 1000
Hg

spezifische Aktivitat der Cy3 — gekoppelten cRNA = Konzentration (cRNA)



Die Ausbeute muss dabei Uber 1,65 ug cRNA und die spezifische Aktivitat Gber 6 pmol Cy3
pro ug cRNA liegen.

Danach erfolgte die Hybridisierung der Microarrays mit der cRNA. Die Cy3-gekoppelte
amplifizierte RNA wurde fir 30 min bei 60°C fragmentiert. Die fragmentierte RNA wurde mit
dem Hybridisierungspuffer versetzt und auf das Microarray pipettiert. Das Microarray wurde
in der zugehoérigen Kammer im Hybridisierungsofen fur 18 h bei 65°C inkubiert. Nach
erfolgreicher Hybridisierung wurden diverse Waschschritte mit Wash Buffer 1 und 2 durchge-
fuhrt. Das Einscannen und die Datenextraktion erfolgten mit dem Agilent Scanner und einer
Scan-Auflésung von 5 pum. Nach einer weiteren Software- gestitzten Qualitatskontrolle
konnten die Daten abschlieBend mit der Freeware SUMO-Software V1.60 (Statistical Utility
for Microarray and Omics data implementiert von Christian Schwager) analysiert werden.Die
Analyse der Daten wurde folgendermaf3en durchgefinhrt:

Alle nicht- kodierenden Sequenzen (Kontrollhybridisierungen, Negativ- und Positiv- sowie
Hintergrundkontrollen) und alle unbekannten Gene wurden aus der Analyse heraus-
genommen. Des Weiteren wurden alle Gene mit einer zu schwachen Signalintensitat
(Grenzwert 1x10°) verworfen, so dass fiir die Analyse 23.812 Gene (ibrig blieben.

Diese Gene wurden mit der Funktion ,,quantile normalisation* und ,virtual pool normalization*
normalisiert und anschlielend log2 transformiert.

Fur den Vergleich von H- und HI-Tumoren wurde ein gepaarter zweiseitiger Student's t-Test
verwendet. Eine einfaktorielle ANOVA-Varianzanalyse wurde fur den Vergleich von
unbestrahlten HI-Tumoren und den jeweiligen Zeitpunkten nach Photonen- und *2C- RT

durchgefihrt. Weiterhin wurden nur Gene mit bekannter Funktion in die Analyse einbezogen.



2.10 Charakterisierung von Tumorsubpopulationen

Verschiedene Tumorsubpopulationen wurden anhand ihres Ploidiestatus und Vorhanden-
seins bestimmter Oberflachenmarker durchflusszytometrisch und histologisch untersucht.
Die Untersuchung erfolgte an unbehandelten AT1-, H- und HI-Tumoren des R3327 Prostata-
tumorsystems.

2.10.1 Durchflusszytometrische Analysen

Die durchflusszytometrischen Zellzyklusanalysen wurden einzeln und in Kombination mit
verschiedenen Oberflachenmarkern durchgefuhrt, um eine Korrelation der Marker mit
einzelnen Zellzyklusphasen bzw. dem Ploidiegehalt zu erhalten. Die Analyse erfolgte
ausschlief3lich in Einzelzellsuspensionen, die aus kryokonserviertem, unbehandeltem Tumor-
material stammten.

2.10.1.1 Zellpraparation aus soliden Tumoren

Die Tumore wurden frisch aus unter CO,- Atmosphére getbteten Tieren prapariert und in
DMEM- Medium (Biochrom, Berlin) mit 2% BSA (Serva, Heidelberg) Gberfihrt. Mit Hilfe von
Einmalskalpellen (FST, Heidelberg) wurden sie in kleine ca. 1x1 mm grof3e Stiicke
geschnitten. AnschlieBend wurde das Gewebe in CO,- Independent Medium (Gibco / Life
technologies, Darmstadt) Uberfihrt und in MACS C-Tubes mittels MACS-Dissociator
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) zerkleinert. Danach wurde die Tumorsuspension
(20 ml) mit 4 ml Kollagenase IV + 25 ul DNase | (beides von Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
versetzt und im MACS Rotator (Miltenyi, Bergisch Gladbach) fur 2 h bei 37°C inkubiert. Dann
wurde durch Zugabe von 500 pl FCS (Biochrom, Berlin) die Reaktion abgestoppt und bei
1.600 rpm, 5 min bei 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 25 ml PBS gel6st und
anschlieend durch einen 40 um Filter filtriert (BD Biosciences, Heidelberg). Die so
erhaltenen Zellen konnten nun nachfolgend fur die FACS- Sortierung (siehe Kapitel 2.11.2),
Farbungen oder MACS-Anreicherung (siehe Kapitel 2.11.1) verwendet werden.

2.10.1.2 Zellzyklusbestimmung mit DAPI

Kryokonserviertes Material wurde aus dem flussigen Stickstoff entnommen und in einer
Petrischale aufgetaut. Die Tumorfragmente oder murines Prostatagewebe wurden mit
2,1%-iger Zitronensaure mit 0,5% Tween 20 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) tiberschichtet und
kleingeschnitten. AnschlieRend wurden die Zellen in einem Reaktionsgefal® fir 20 min bei
Raumtemp. geschittelt. 700 pl Zellsuspensionsiberstand wurden mit 2 pg / ml 4',6-Diamidin-
2-phenylindol (DAPI, PARTEC, Munster) in 4 ml Phosphatpuffer (7,1 g Na,HPO, auf 100 ml



ddH20, pH8,0) gefarbt. Nach 30 min Inkubationsdauer wurde der DNA-Gehalt und die
Zellzyklusverteilung an einem PAS Il Durchflusszytometer (PARTEC, Muinster) mit einer
100 W Quecksilberdampflampe gemessen. Es wurden die Filter KG1, BG38, UGL fir die
Anregung und GG435 als Abgrenzungsfilter sowie TK420 als dichroitischer Spiegel
verwendet. Die Zellzyklusanalyse wurde mittels Multicycle Software (Phoenix Flow Systems,
San Diego, CA, USA) durchgefuhrt. Es wurden jeweils 20.000 Zellen analysiert.

2.10.1.3 Antikorperfarbungen in soliden Tumoren (CD24, CD44, CD133, CD326,
ZK 5/8, ZK 19)

Multiparametrische Analysen von Zelloberflachenmarkern und Zytokeratinen wurden mit
kryokonserviertem, unbehandeltem Tumor- oder Prostatagewebe auf Eis durchgefihrt. Die
Einzelzellsuspensionen wurden tber Filtrierung der Fragmente durch ein Zellsieb mit 70 pm
PorengroRe (Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg) hergestellt. Die Zellen wurden mit 4 ml
Isolationspuffer (bestehend aus PBS (2,68 mM KCI; 136,89 mM NaCl; 1,47 mM KH,POy;
6,46 mM Na,HPO, x 2H,0), 2 mM EDTA (Titriplex Ill, Merck, Darmstadt) und 0,5% BSA
(Serva, Heidelberg) eingestellt auf pH7,2) versetzt. Das Protokoll ist aus Ehemann et al. [84],
entnommen.

Durch Phasenkontrastmikroskopie wurde die intakte Struktur des Zellkerns und der
Plasmamembran Uberprift. Damit sich die Zellen absetzen konnten, wurden sie 15 min auf
Eis gestellt. Aus der untersten Fraktion wurden nun 2100 pl Zellen mit jeweils 10 pl
Antikérperlésung fur mindestens 30 min inkubiert. Fir die direkte Zellmarkierung wurden
CD24-PE (555428, BD-Pharmingen, San Jose, CA, USA), CD44-FITC (ab 27285, Abcam,
Cambridge, UK), CD133-PE (130080801, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach), CD326-FITC
(MCA1870FT, AbD Serotec, Dusseldorf) Antikdrper verwendet. Eine indirekte Farbemethode
musste fur Zytokeratin 5/ 8 (sc-32328, Santa Cruz, Heidelberg) und Zytokeratin 19 (251400,
Abbiotec, San Diego, USA) verwendet werden. Sie wurden jeweils mit einem AlexaFluor-488
konjugierten Sekundar-Ak (Molecular Probes, Invitrogen, Eugene USA) nachgewiesen. Als
Isotypkontrolle und fiir die Abgrenzung von positiven und negativen Zellen wurden PE-IgG
und FITC-lgG (BD-Pharmingen, San Jose, USA) benutzt. Fir die simultane Aufzeichnung
des DNA-Gehaltes und der der Zellzyklusverteilung wurde zusatzlich noch eine DAPI-
Farbung durchgefiihrt. Vor der Messung wurde die Membranfarbung in einem Fluoreszenz-
mikroskop Uberpruft.

Es wurden jeweils 10.000 Zellen an einem Galaxy Pro Flow Durchflusszytometer (PARTEC,
Miinster) analysiert. Dabei wurde DAPI mit einer 100 W Quecksilberdampflampe, FITC und
PE mit einem Argon Laser angeregt. Die FITC und PE-Fluoreszenzen wurden logarithmisch,
DAPI hingegen linear gemessen. Die Datenanalyse multiparametrischer Messungen erfolgte
mit der Flowmax Software (PARTEC, Munster), die Zellzyklusanalyse mit der Multicycle
Software (Phoenix Flow Systems, San Diego, CA, USA). Auf die Benutzung von Enzymen



und Zentrifugationsschritten wurde wahrend der gesamten Préparation verzichtet, um die
Oberflachenstrukturen der Zellmembranen nicht zu beeinflussen. Fir jede Analyse wurden
drei unabhangige Experimente durchgefuhrt und Mittelwerte = SD dieser Triplikate
berechnet.

2.10.2 Zellkulturbedingungen

Fir die Standardzellkultur wurde RPMI 1640-Medium oder DMEM-Medium (beide Gibco /
Life Technologies, Darmstadt) verwendet. Die Zellen wurden jeweils 1:5 in Medium mit 10%
FCS (Biochrom, Berlin) und 10% Penicillin/ Streptomycin (Stammldsung: 10.000 U/ ml
Penicillin/ 10.000 ug/ ml Streptomycin (PAA, Coélbe)) passagiert. FUr die Passage wurden die
Zellen mit 5 ml Accutase (Invitrogen, Karlsruhe) und einem Zellschaber (SpectralLab,
Ontario, Kanada) aus der Zellkulturflasche abgelost. Anschlie3end wurden die Zellen mit
PBS (Biochrom, Berlin) gewaschen und bei 1.600 rpm, 5 min, 4°C zentrifugiert und wieder in
neue Zellkulturflaschen (Greiner, Nirtingen) ausgesét. Die Inkubation der Zellen erfolgt bei
37°C und 5% CO, mit gesattigter Luftfeuchte.

2.10.2.1 Kryokonservierung von Zelllinien

Die in der Zellkultur gewachsenen Zellen werden in RPMI 1640-Medium (Gibco / Life
Technologies, Darmstadt) mit 20% FCS (Biochrom, Berlin) und 10% DMSO (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen) kryokonserviert und dauerhaft in flissigem Stickstoff gelagert.

2.11 Tumorinduktionsanalyse mittels Limiting Dilution Assay (LDA)

Mit dem Ziel Tumor- induzierende Zellen zu identifizieren, wurde eine Tumorinduktions-
analyse mit dem sogenannten Limiting Dilution Assay (LDA) durchgefihrt. Dabei wurden
verschiedene Zellzahlen s.c. in Tiere appliziert und beobachtet, ob innerhalb von maximal
300 Tagen neue Tumore entstehen.



2.11.1 Anreicherung von CD24" - Zellen mittels MACS

Die Praparation der Zellen erfolgte wie in Kapitel 2.11.2 beschrieben. Die vereinzelten
Zellen wurden in CO,-Independent Medium (Gibco / Life Technologies, Darmstadt) mit 1%
BSA durch ein 40 uym Sieb gefiltert und anschlie3end zweimal mit 10 ml PBS /1% BSA
gewaschen (1.600 rpm, 5 min, 4°C). Die in 100 pl PBS /1% BSA resuspendierten Zellen
wurden mit CD24-PE (BD, Heidelberg, Katalognummer: 562104), 1:100 in PBS/ 1% BSA
verdunnt, fir 30 min auf Eis gefarbt. Damit die CD24" - Zellen durch magnetische Beads
angereichert werden konnten, mussten die Zellen im Verhéltnis 1:5 mit anti-PE Microbeads
(Miltenyi, Bergisch Gladbach) fur 30 min auf Eis gefarbt werden. MACS Microbeads sind
50 nm grofRe superparamagnetische Kolloid-Partikel, die mit einem hoch spezifischen
Antikorper gekoppelt sind (hier PE). Nach einem weiteren Waschschritt wurden die CD24" -
Zellen mit dem AutoMACS Pro (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) aufgereinigt.
AnschlieRend wurde die Erfolgsquote mittels FACS- Analyse bestimmt.

Fir die FACS- Analyse wurden die gefarbten Zellen erneut in 1 ml PBS /1% BSA ge-
waschen (1.600 rpm, 5 min, 4°C) und in 500 pl resuspendiert. Danach wurden die Zellen
gefiltert (PorengréfRe: 40 um) und in Polypropylen-ReaktionsgefaRe (352053, BD,
Heidelberg) wberfiihrt (Polystyrene Reaktionsgefal3e dirfen nicht verwendet werden). Die
Messung erfolgte am Cyan ADP MLE Durchflusszytometer (DakoCytomation, Glostrup,
Déanemark). Die Analyse Parameter wurden mittels Isotypkontrollen und ungeféarbten Zellen
eingestellt.

2.11.2 Zellsortierung aus soliden Tumoren mit dem FACS

Die Zellaufarbeitung erfolgte wie in Kapitel 2.10.1.1 beschrieben. Nach zwei weiteren
Waschschritten mit 1 ml PBS wurden je 100 pl Zellen (1x10°% mit 10 pl CD24-PE (562104,
BD, Heidelberg) und 10 ul CD45-APC (17-0461, eBioscience, San Diego, CA, USA) sowie
2 pl Propidiumjodid (1 mg / ml, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) fir 30 min im Dunkeln auf Eis
gefarbt. AnschlieRend wurde ein weiteres Mal mit 1 ml PBS gewaschen, die Zellen durch ein
40 um Sieb gefiltert und in PBS mit 1% BSA und Rock Y-27632-Inhibitor (10 uM, Tocris
Bioscience, Bristol, UK) gelost. Fur die FACS- Sortierung (FACS Aria, BD, Heidelberg)
wurden Polypropylen-Reaktionsgefaf3e (352063, BD, Heidelberg) verwendet. Es wurden
CD24'/CD45", CD24/CD45  sortiert. Die Analyse Parameter wurden mittels Isotypkontrollen,
einzelgefarbten Zellen und ungefarbten Zellen eingestellt. Die Sortierung dauerte abhangig
von der Ausgangsanzahl an CD24°/CD45 -Zellen zwischen 4 und 8 Stunden, solange
wurden die Zellen auf Eis gelagert. Nach erfolgreicher FACS- Sortierung wurden die Zellen
entweder in vitro kultiviert (siehe Kapitel 2.11.3) oder aber mit unterschiedlichen Zellzahlen
in Tiere injiziert (siehe Kapitel 2.11.4 und 2.11.5).



2.11.3 Etablierung von Tumorzelllinien in vitro

Da keine in vitro Kultivierung fur die drei Sublinien zur Verfigung steht, sollte eine
Etablierung der Zellkultur angestrebt werden. Dabei wurden zwei Ansatze verfolgt. Zum
Einen wurden die aus der MACS-Anreicherung (siehe Kapitel 2.11.1) bzw. FACS-
Sortierung (siehe Kapitel 2.11.2) gewonnen Zellen direkt in verschiedene Zellkulturflaschen
mit CO,-Independent Medium (Gibco / Life Technologies, Darmstadt) ausgesat. Es wurden
verschiedene Zellkulturflaschen (Greiner white-cap, red-cap, blue-cap und verschiedene
Primaria Flaschen fur Adhéasionszellkultur) fur die Initialzellkultur verwendet, um die
Ausbeute zu erhdhen. Zum Anderen wurden unbehandelte, frisch aus dem Tier praparierte
Tumore vereinzelt (siehe Kapitel 2.10.1.1) und in unterschiedliche Medien (RPMI 1640,
DMEM, COs-Independent Medium) ausgeséat. Die Zellen wurden je nach Konfluenz
passagiert (siehe Kapitel 2.10.2).

2.11.4 Etablierung von Tumorzelllinien in vivo

Die aus der MACS-Anreicherung (siehe Kapitel 2.11.1), FACS- Sortierung (siehe Kapitel
2.11.2) oder Zellkultur (siehe Kapitel 2.11.3) entnommenen Zellen wurden mit Trypanblau
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen) gefarbt und gezahlt (Neubauer-Zahlkammer). Die Zellen
wurden bei 1.600 rpm, 5 min bei 4°C zentrifugiert und in PBS (Volumen abhangig von der
Zellzahl) aufgenommen. Die Zellen wurden bis zur Injektion im Verhdaltnis 1:1 mit Matrigel
gemischt (BD, Cat. No. 356234) auf Eis gelagert. 100 pl der Matrigel- Zellsuspension wurden
mit einer 20 G Kantule (BD, Heidelberg) subkutan in die rechten und linken Oberschenkel von
mannlichen Copenhagen-Ratten injiziert. Die stabilisierende Matrigel- Matrix wurde innerhalb
einer Woche resorbiert.

2.11.5 Limiting Dilution Assay (LDA)

Ziel des LDA ist die Bestimmung der Tumor- induzierenden Aktivitat in Abhangigkeit von der
eingesetzten Lebendzellzahl. Damit kann ermittelt werden, wie viele Zellen nétig sind, um
einen Tumor im Tier zu etablieren. Das Injektionsverfahren ist in Kapitel 2.11.4 beschrieben.
Die Zellzahlen wurden mittels Trypanblaufarbung in einer Neubauer-Zahlkammer
(Kammerfaktor: 10.000) bestimmt und in seriellen Verdinnungsreihen fur die Injektionen
eingestellt. Die injizierten Zellzahlen sind abhangig von der Menge sortierter Zellen. Fir die
HI-Sublinie konnte eine Zellzahl von 10 bis 200.000 injiziert werden, flr den H-Tumor 10 bis
100.000 Zellen. Da der AT1 nur 0,5% CD24'/CD45 - Zellen enthielt, war die Ausbeute so
gering, dass nur Zellzahlen von 10 bis 1.000 Zellen injiziert werden konnten. Als Kontrolle
wurden Sortierungen von CD24/CD45" - Zellen mit einer Zellzahl bis 500.000 Zellen injiziert.



3. Ergebnisse

3.1 Wachstumskurven

3.1.1 R3327-H Tumore

Die Charakterisierung der Strahlenreaktion eines Tumors erfolgte Uber die volumetrische
Messung. Die Wachstumskurven zeigen hierbei die Volumen&nderungen des Tumors nach
Bestrahlung, bezogen auf das Ausgangsvolumen zum Bestrahlungszeitpunkt.
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Abb. 6: Reprasentative Wachstumskurven des H-Tumors fiir verschiedene Dosisgruppen nach
1 Fx Photonen in Abhangigkeit von der Zeit. Kontrolltumore sind unbehandelt. Das
Wachstumsverhalten wurde separat fir lokal kontrollierte (LC) und lokal unkontrollierte (nLC) Tumore
dargestellt. Die Wachstumskurven wurden auf das Ausgangsvolumen zum Bestrahlungszeitpunkt
(Tag 0) normiert. Die Symbole spiegeln die Mittelwert + SD wider.

Zur besseren Darstellung der Wachstumskurven nach 1 Fx Photonen sind in Abb. 6 nur
einige wenige Dosisgruppen dargestellt. Des Weiteren sollen sie den Volumenverlauf fir
nicht kontrollierte (nLC) und lokal kontrollierte (LC) Gruppen erklaren. Unbehandelte Tumore
(Kontrolle) erreichten innerhalb kiirzester Zeit das 5-fache ihres Ausgangsvolumens. In den
bestrahlten Gruppen war die Wachstumsverzdgerung Dosis- abhangig. Unabhangig vom
lokalen Kontrollstatus zeigte sich eine geringfligige Volumenzunahme innerhalb der ersten 3
Wochen nach Bestrahlung. Danach konnte eine Dosis- abhangige Volumenabnahme (43,
50, 58 Gy) oder aber eine weitere Volumenzunahme (30 Gy) beobachtet werden. Auch lokal
nicht kontrollierte Tumore (alle nLC- Gruppen) zeigten zunachst eine Volumenabnahme
bevor das Wachstum erneut einsetzte. Die lokal kontrollierten Tumore (alle LC- Gruppen)
schrumpften bis zu einem konstanten Volumen und zeigten innerhalb der Beobachtungszeit
keine erneute Volumenzunahme.



Fur den hoch differenzierten H-Tumor blieb in allen lokal kontrollierten Gruppen ein kleines
Restvolumen zurlick. Aus diesem Grund und wegen des langsamen Tumorwachstums
wurde die Beobachtungszeit auf 400 Tage erhdht. Dies hatte eine bessere Erkennung von
Rezidiven zur Folge, deren Wachstumsstatus zum Zeitpunkt 300 Tage nicht eindeutig zu
bestimmen war. Bei 30 Gy waren alle Tumore unkontrolliert, hingegen bei 58 Gy waren alle
Tumore kontrolliert. Grundsétzlich sind die Wachstumskurven fiir Photonen und *2C- lonen
sehr ahnlich. Allerdings scheint die Wachstumsverzégerung fiir **C- lonen noch langer zu
sein (Abb. 7). AuBerdem verhielten sich die Gruppen bzw. die Rezidivzeitpunkte in den **C-
bestrahlten Gruppen homogener, so dass sich kleinere Standardabweichungen ergaben.
SchlieRlich war die Volumenzunahme in den ersten Wochen nach *C- Bestrahlung nicht so

ausgepragt.
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Abb. 7: Reprasentative Wachstumskurven des H-Tumors fiir verschiedene Dosisgruppen nach
1Fx C- lonen in Abhéangigkeit von der Zeit. Kontrolltumore sind unbehandelt. Das
Wachstumsverhalten wurde separat fir lokal kontrollierte (LC) und lokal unkontrollierte (nLC) Tumore
dargestellt. Die Wachstumskurven wurden auf das Ausgangsvolumen zum Bestrahlungszeitpunkt
(Tag 0) normiert. Die Symbole spiegeln die Mittelwerte + SD wider.

Es wurden nur die Wachstumskurven fir Einzeitbestrahlungen (1 Fx) abgebildet, da die
Wachstumskurven fur Einzeit- und Zweifachbestrahlungen (2 Fx) vergleichbar sind.

Anhand der Rezidive in den unterschiedlichen Dosisgruppen lasst sich der Zeitpunkt des
erneuten Tumorwachstums nach Bestrahlung in Abh&ngigkeit von der Dosis untersuchen. In
Abb. 8 ist der Zeitpunkt der ersten detektierbaren Volumenzunahme gegen die Dosis
aufgetragen. Die Rezidivbildung zeigte eine deutliche Dosis- Abhangigkeit. Je hoher die
bestrahlte Dosis desto spater erfolgte das Tumorrezidiv. Dieses Verhalten ist unabhéangig
von der Strahlqualitéat. Fur die 2 Fx Experimente ist die Abhangigkeit nur schwach



ausgepragt, was vermutlich an den sehr hohen Bestrahlungsdosen und den entsprechend
wenigen beobachteten Rezidiven lag. Inzwischen wurden weitere Bestrahlungsdosen
(< 24 Gy fiir *C- lonen und < 50 Gy fiir Photonen) hinzugefiigt. Diese Experimente befinden
sich derzeit noch in der Nachbeobachtung, so dass zum jetzigen Zeitpunkt keine Aussage
Uber deren Rezidivzeitpunkte gemacht werden kann.
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Abb. 8: Zeitpunkt der Rezidive des H-Tumors in Abhangigkeit von der Bestrahlungsdosis. Es
wurde die erste detektierbare Volumenzunahme des Tumorrezidivs gemessen und pro Dosisgruppe
jeweils getrennt fur Photonen und 2C sowie Einzeit- oder Zweifachbestrahlung aufgetragen. Die
Symbole zeigen Mittelwert + SD.

3.1.2 R3327-HI Tumore

Auch fir den HI-Tumor wurden Wachstumskurven nach 1 und 2 Fx Photonen- bzw. *2C-
lonen erstellt. Der Verlauf der Kurven ist vergleichbar mit den Wachstumsverzégerungs-
kurven des H-Tumors (siehe Kapitel 3.1.1). Fiir eine bessere Ubersicht werden nur eine
unbehandelte Kontrolle, eine komplett unkontrollierte, eine komplett lokal kontrollierte
Dosisgruppe, sowie eine Dosisgruppe mit sowohl kontrollierten als auch unkontrollierten
Tieren gezeigt (Abb. 9 und Abb. 10). Die Wachstumskurven zeigen eine Volumenversechs-
fachung von unbehandelten HI-Kontrolltumoren innerhalb von 2 Wochen. Insgesamt sind die
Wachstumskurven von Photonen- und *?C- bestrahlten Tumore sehr ahnlich, auffallend ist
aber die langere Wachstumsverzégerung bei unkontrollierten Tumoren nach *?C- RT im
Vergleich zu isoeffektiven Photonendosen (z.B. 45 Gy Photonen vs. 17 Gy *2C). AuBerdem
konnten spat- auftretende Rezidive nach Photonen RT zwischen Tag 120 bis150 detektiert
werden (Abb. 9).



In der 65 Gy Photonengruppe (Abb. 9 rechte gelbe Kurve) und auch bei 29 Gy **C (Abb. 10
grine rechte Kurve) gab es jeweils ein Tier mit sehr langer Latenzzeit (d.h. Zeit, die bis zum

Auftreten eines Rezidivs vergeht).
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Abb. 9: Reprasentative Wachstumskurven des HI-Tumors fir verschiedene Dosisgruppen
nach 1Fx Photonen in Abhangigkeit von der Zeit. Kontrolltumore sind unbehandelt. Das
Wachstumsverhalten wurde separat fur lokal kontrollierte (LC) und lokal unkontrollierte (nLC) Tumore
dargestellt. Die Wachstumskurven wurden auf das Ausgangsvolumen zum Bestrahlungszeitpunkt
(Tag 0) normiert. Die Symbole spiegeln die Mittelwerte + SD wider.

Hingegen traten bei **C- bestrahlten Tumoren die Rezidive oft erst nach Tag 200 auf (Abb.
11). Allerdings ist in den 100% lokal kontrollierten Gruppen (75 Gy Photonen und 37 Gy *°C)
kein Unterschied zu finden, in beiden Fallen waren ab 50 Tagen keine Tumore mehr bis zum
Tag 300 detektierbar. Insgesamt liefen die Volumenveranderungen des HI nach Bestrahlung
deutlich schneller ab als bei H-Tumoren. In lokal kontrollierten HI-Tumoren war unabhéngig

von der Strahlqualitat kein palpierbarer Tumorrest mehr vorhanden.

Fur den HI-Tumor wurde eine Rezidivbildung als Volumenzunahme oder erstes
Wiederauftreten eines palpierbaren Tumors (bei vorher komplett verschwundenem Tumor)
definiert. Hierbei wurde eine klare Dosis- Abhéngigkeit der Rezidiventstehung fir **C-
bestrahlte HI-Tumore (1 Fx und 2 Fx) gefunden (Abb. 11). In den Experimenten mit
Photonen-Bestrahlung ergab sich keine Dosis- Abhangigkeit, tber einen weiten Dosisbereich
lagen die Rezidivzeitpunkte bei 50 bis 100 Tagen. Diese Beobachtung war unabhangig von

der Anzahl an Fraktionen.
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Abb. 10: Reprasentative Wachstumskurven des HI-Tumors fir verschiedene Dosisgruppen
nach 1Fx “C- lonen in Abhangigkeit von der Zeit. Kontroltumore sind unbehandelt. Das
Wachstumsverhalten wurde separat fur lokal kontrollierte (LC) und lokal unkontrollierte (nLC) Tumore
dargestellt. Die Wachstumskurven wurden auf das Ausgangsvolumen zum Bestrahlungszeitpunkt
(Tag 0) normiert. Die Symbole spiegeln die Mittelwerte + SD wider.
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Abb. 11: Zeitpunkt der Rezidive des HI-Tumors in Abhangigkeit von der Bestrahlungsdosis.
Die erste detektierbare Volumenzunahme oder Palpierbarkeit des Tumorrezidivs wurde gemessen
und pro Dosisgruppe jeweils getrennt fur Photonen und 2C sowie Einzeit- oder Zweifachbestrahlung
aufgetragen. Die Symbole zeigen Mittelwert + SD.



3.2 Dosis-Wirkungskurven

Basierend auf den Wachstumskurven wurde festgestellt, ob ein Tumor zum Zeitpunkt
300 Tage nach Bestrahlung lokal kontrolliert war oder nicht. An die pro Dosispunkt
bestimmten aktuarischen Tumorkontrollraten wurden anschlie3end Dosis-Wirkungskurven
(DWKs) angepasst. Diese beschreiben die Wahrscheinlichkeit einer lokalen Kontrolle des
Tumors in Abhangigkeit von der Dosis.

3.2.1 Einzeitbestrahlungen (1 Fx)

Nachfolgend sind die DWKs flr einzeitbestrahlte H-, HI- und AT1-Tumore mit Photonen und
2C (Abb. 12) abgebildet. Die Ergebnisse der AT1-Sublinie dienen als Vergleichswert fiir
einen anaplastischen/undifferenzierten Tumor.

Fir den H- und HI-Tumor wurden zwei verschiedene Endpunkte zur Bestimmung der DWKs
gewahlt. In Anlehnung an die Ergebnisse des AT1 wurde lokale Tumorkontrolle nach
300 Tagen als primarer Endpunkt verwendet.

Die Photonen- DWKs fur den hoch differenzierten H-Tumor und den moderat differenzierten
HI-Tumor liegen wie erwartet bei héheren Dosen als die *C- DWKs, allerdings ist der
Abstand beider Kurven wesentlich geringer als beim anaplastischen AT1. Dabei hat sich die
Photonen- DWKs fiir den H-Tumor deutlich an die **C- DWKs angenéhert. Fiir den HI-Tumor
liegt die Photonen- DWKSs nur bei etwas kleineren Dosen, als die AT1- DWK.

Insgesamt verschieben sich die '*C- DWKs nur geringfiigig zu hoéheren Dosen mit
abnehmender Differenzierung (H — HI — AT1). In den Photonen- DWKSs ist dieser Verschie-
bungseffekt jedoch wesentlich ausgepragter. Dies bestétigt eine héhere Effektivitat der **C-
lonen fur alle drei Sublinien, die mit dem Entdifferenzierungsgrad des Tumors zunimmt.

Wie bereits in den Wachstumskurven veranschaulicht (Abb. 6 und Abb. 7), blieb nach
Bestrahlung von H-Tumoren ein Restvolumen zurtick, in dem eventuell wiederauftretende
Rezidive aufgrund der geringen Wachstumsgeschwindigkeit dieses Tumors nur sehr schwer
zu erkennen waren. Daher wurden die Restknoten nach 300 Tagen entnommen und
histologisch auf ihre Proliferationsfahigkeit untersucht. Mit diesem Parameter wurde der
zweite Endpunkt ,die Abwesenheit von proliferierenden Tumorzellen* definiert (Abb. 12). Es
zeigte sich, dass die DWKs fir diesen sekundaren Endpunkt zu héheren Dosen tendieren,
wobei die Verschiebung bei Photonen ausgepréagter war. Allerdings wurde auf Grundlage
des sekundaren Endpunktes der biologische Endpunkt 100% lokale Tumorkontrolle bei
keiner der mit Photonen und Kohlenstoffionen applizierten Strahlendosen erreicht.

Im Vergleich zu den generell sehr steilen **C- DWKs und den Photonen- DWKs des AT1 ist
die deutliche Abflachung der Photonen- DWKs fir HI- und insbesondere H-Tumore
besonders auffallend.
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Abb. 12: Dosis-Wirkungskurven nach 1 Fx Photonen oder 2C von H- (oben), HI- (Mitte) und
AT1-Tumor [52] (unten). Tumorkontrollwahrscheinlichkeiten sind in Abhangigkeit von der
Bestrahlungsdosis aufgetragen. Der Standardfehler des TCDso-Wertes ist eingezeichnet. Die
durchgezogenen Linien beziehen sich auf den Endpunkt lokale Kontrolle nach 300 Tagen Beobach-
tungszeit. Zusatzlich wurde ein zweiter Endpunkt (,Histo* fir den H-Tumor und ,320 d“ fur den HI-
Tumor) eingefuhrt (gestrichelte Linien, ungefiillte Symbole).



Der HI-Tumor zeigte normalerweise deutlich unterhalb der Beobachtungszeit von 300 Tagen
Rezidivbildung (Abb. 11), aber fur einzeitbestrahlte HI-Tumore konnten jeweils in der
héchsten Dosisgruppe fiir Photonen- (1 Rezidiv nach 305 d) und *?C- RT (2 Rezidive nach
320 d) Rezidive spater als 300 Tage nach Bestrahlung detektiert werden. Deshalb wurde die
Analyse auch fir den sekundéaren Endpunkt ,lokale Kontrolle nach 320 Tagen* durchgefihrt.

Es lasst sich feststellen, dass die Analyse der DWKs nach 320 Tagen, in denen jeweils ein
lokal kontrolliertes Tier in den hochsten Dosisgruppen zu einem unkontrollierten Tier
herabgestuft wird, kaum Einfluss auf den TCDso- Wert hat.

3.2.2 Zweifachbestrahlungen (2 Fx)

Neben den Einzeitbestrahlungen (Abb. 12) wurden auch Zweifachbestrahlungen (Abb. 13)
durchgefiuhrt. Der Verlauf aller 2 Fx DWKs ist mit den 1 FX DWKSs vergleichbar.

Wie erwartet, verschiebt sich die Gesamtdosis bei 2 Fx hin zu hoheren Dosen. Dabei erhdht
sich der TCDso-Wert fiir **C- bestrahlte AT1-Tumoren nur leicht, wahrend er fiir Photonen um
mehr als 10 Gy ansteigt. Dadurch wird der Abstand zwischen beiden DWKs flr 2 Fx groR3er.

Fur den H-Tumor haben die verwendeten Bestrahlungsdosen nur den oberen Teil der DWK
abgedeckt. Daher wurde ein weiteres Experiment mit zusétzlichen Dosispunkten im unteren
Bereich der DWK durchgefiihrt (35 bis 50 Gy fiir Photonen bzw. 16 und 20 Gy fiir *°C), das
sich allerdings noch in der Nachbeobachtungszeit befindet. Deswegen konnten an diese
Daten keine DWKs angepasst, sondern nur TCDsy- Werte abgeschatzt, werden. Die
Photonen-DWK fiir 2 Fx ist im Vergleich zu der **C- DWK deutlich starker zu htheren Dosen
hin verschoben, was wiederum auch fur den H-Tumor zu einer Vergréf3erung des Abstandes
der beiden Kurven und damit zu einer hoheren relativen biologischen Effektivitat fuhrt.

Auch fur 2 Fx-RT wurde der sekunddare Endpunkt ,histologische Abwesenheit von
proliferierenden Tumorzellen* untersucht. Wie bereits fiir 1 Fx ersichtlich (Abb. 12), fuhrt die
Einfuhrung dieses sekundaren Endpunktes zu einer Verschiebung der Datenpunkte zu
héheren Dosen (Abb. 13). Insgesamt andert sich das Verhéltnis von Photonen- zu **C-
DWKs nicht, da beide Kurven ungefahr um den gleichen Wert zu héheren Dosen hin
verschoben sind. Eine genaue Aussage wird aber erst nach Berechnung kompletter DWKs
mit Dosisgruppen, die 100% und 0% lokale Kontrolle enthalten, mdglich sein. Im Vergleich
zum AT1 missen deutlich geringere Photonendosen appliziert werden um den H-Tumor
lokal zu kontrollieren. Im Gegensatz dazu sind die *C- Dosen nur unwesentlich geringer.

Da die Beobachtungszeit der 2 Fx-RT fur HI-Tumore gerade erst beendet wurde, wurden aus
den experimentellen Daten noch keine kompletten DWKs berechnet, sondern nur der Wert
fur TCDs, abgeschatzt. Auch fur 2 Fx ist der Kurvenverlauf fir Photonen-RT deutlich flacher
als fir *C- RT. Beide Kurven sind unabhangig von der Strahlqualitat nach rechts zu héheren
Dosen hin verschoben, der Abstand ist vergleichbar zur 1 Fx-RT (Abb. 12).
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Abb. 13: Dosis-Wirkungskurven nach 2 Fx Photonen oder *C von H- (oben), HI- (Mitte) und

AT1-Tumor [52]

(unten).

Tumorkontrollwahrscheinlichkeiten sind

in Abhangigkeit von der

Bestrahlungsdosis aufgetragen. Der Standardfehler des TCDso-Wertes ist eingezeichnet (AT1). Die
durchgezogenen Linien beziehen sich auf den Endpunkt lokale Kontrolle nach 300 Tagen Beobach-
tungszeit. Zusatzlich wurde ein zweiter Endpunkt (,Histo" fur den H-Tumor) eingefuhrt (ungefillte
Symbole). Bisher wurden keine kompletten DWKs fir H- und HI-Tumor berechnet, da die
Beobachtungszeit noch nicht (H) bzw. erst kiirzlich beendet wurde (HI).



Da spater als 300 Tage keine Rezidive mehr detektiert wurden, gibt es fur die 2 Fx nur eine
Analyse mit dem priméaren Endpunkt.

3.3 Relative biologische Wirksamkeit (RBW) von Kohlenstoffionen

In Tab. 6 sind die aus den DWKs (Abb. 12, Abb. 13) erhaltenen TCDso- Werte eingetragen.

Nach Einzeitbestrahlung nimmt die RBW auf Grundlage des priméren Endpunktes ,lokale
Tumorkontrolle” mit abnehmendem Differenzierungsgrad (H > HI > AT1) von 1,62 + 0,11 auf
2,30 £ 0,08 zu. Die Ergebnisse zeigen auRerdem, dass die Erhéhung der RBW v.a. auf dem
starkeren Anstieg der TCDso-Werte fur Photonen mit zunehmender Differenzierung basiert.

Tab. 6: Ubersicht der TCDs-Werte und zugehorige RBW-Werte von H-, HI- und AT1-Tumoren
mit 1 Fx oder 2 Fx Photonen- und “C- RT. Die Werte stellen Mittelwerte + SEM dar. Fir 2 Fx
Experimente des H- und HI-Tumors wurden wegen noch laufender bzw. erst gerade abgeschlossener
Nachbeobachtungen nur Abschatzungen angegeben.

Endpunkt TCDso [GY] . RBW
Photonen Kohlenstoffionen
1 Fraktion
H-Tumor
LC (300 d) 38,2+1,8 236+1,1 1,62+0,11
Histo 48,3+2,8 26,8+1,0 1,80+0,13
HI-Tumor
LC (300 d) 62,4+3,2 30,0+1,1 2,08+0,13
LC (320 d) 63,9+3,9 31,6+1,6 2,03+0,16
AT1-Tumor 75,7+1,6 32,9+0,9 2,30+£0,08
2 Fraktionen
H-Tumor
LC (300 d) =52 =27 =1,9
Histo = 62 =30 =2,0
HI-Tumor
LC (300 d) =75 ~36 =2,1
AT1-Tumor 90,6 +2,3 43,7+2,3 2,67+0,15

Die Einfuhrung des sekundaren Endpunktes ,lokale Kontrolle nach 320 Tagen“ fir den HI-
Tumor lieferte keine nennenswerte Veranderung der RBW, da sich die TCDgy-Werte im
selben Verhaltnis leicht erhdhen. Im Gegensatz hierzu beeinflusst der sekundéare biologische
Endpunkt ,histologische Abwesenheit von proliferierenden Tumorzellen die RBW erheblich,




weil dadurch der TCDg,-Wert fur **C- RT nur um 3 Gy, aber fur Photonen- RT mehr als
10 Gy zunimmt.

Bei Aufteilung der applizierten Strahldosis in zwei Fraktionen im Abstand von 24 Stunden
ergab sich ein ahnliches Ergebnis. Hier waren die vorlaufigen RBW-Werte fur 2 Fx-bestrahlte
HI-Tumore nur unwesentlich héher als fir 1 Fx und damit nur geringfigig héher als der RBW
fur 2 Fx des H-Tumors. Dies ist kontrar zum AT1-Tumor, bei dem ein deutlicher Anstieg des
RBW von 1 Fx zu 2 Fx beobachtet wurde.

3.4 Fraktionierungsverhalten

Aus dem Vergleich der 1 Fx und 2 Fx Studien ergab sich eine Verschiebung der DWKs und
somit der TCDgo-Werte fir 2 Fx zu héheren Dosen hin. Diese Verschiebung war fir den AT1-
Tumor sehr stark ausgepragt und auch fur den HI-Tumor deutlich zu beobachten (Tab. 6).
Dagegen zeigen die vorlaufigen Daten fur den H-Tumor nur eine marginale Verschiebung

der Dosen zwischen 1 und 2 Fx Experimenten.

Die Erhdhung des RBWs mit zunehmender Fraktionenzahl ergibt sich durch eine starkere

Erhéhung der TCDso-Werte fiir Photonen als fiir **C- lonen bei 2 Fx.

Zur Berechnung zuverlassiger effektiver a/B-Werte mussen die Ergebnisse der 6 Fx

Experimente abgewartet werden.



3.5 Mechanistische Untersuchungen

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit den zugrundeliegenden Mechanismen nach
Kohlenstoffionentherapie. Aufbauend auf den zuvor beschriebenen Studien zur relativen
biologischen Wirksamkeit stehen die folgenden drei Themenbereiche im Fokus:

e Funktionelle und strukturelle Veréanderungen der TumorgeféaRversorgung nach
Bestrahlung

o Zeitlicher Verlauf der Inaktivierung von Tumorzellen und Normalgewebs-
anteilen nach Photonen- und **C- RT in differenzierten Experimentaltumoren

e Wirkungsweise von Photonen und *2C auf individuelle Tumor- induzierende
Subpopulationen

Die Untersuchungen erfolgten in Form von Zeitverlaufsstudien unter Einsatz von nicht-
invasiven bildgebenden Verfahren Uber histologische und durchflusszytometrische
Techniken bis hin zu molekularen Genexpressionsanalysen.

3.5.1 Bestimmung des Blutflusses mittels Ultraschall

Der Einfluss auf den funktionellen Parameter ,Blutfluss* sollte mit Hilfe des nicht- invasiven
Doppler-Ultraschalls untersucht werden.

33 Gy 12C vor RT

45 Gy Photonen
vor RT

Abb. 14: Repréasentative Bilder des Doppler-Ultraschalls aus einer Tumormittelschicht: Die
gelben und roten Pixel geben den detektierten Blutfluss wider. Im oberen Zeitverlauf ist ein mit 33 Gy
'2C- bestrahlter HI-Tumor (lokale Kontrolle) im Zeitverlauf zu sehen. Die blauen Linien in den Bildern
nach 72d und 78 d kennzeichnen das Tumorrestvolumen. Der untere Zeitverlauf zeigt einen mit
45 Gy Photonen-bestrahlten HI-Tumor (nicht kontrolliert) mit steter Volumen- und Blutflusszunahme.
Aurgrund dessen sind nur Bildausschnitte der Tumormittelschicht gezeigt und nicht der gesamte
Tumorquerschnitt. Die Ausschnitte entsprechen den Bildbereichen des oberen Zeitverlaufs, damit die
Volumenzu- oder -abnahme ersichtlich bleibt.



Die Abb. 14 zeigt beispielhaft Bilder des Doppler- Ultraschalls von der Tumormitte des Hl-
Tumors in Abhangigkeit von der Zeit. Fur 45 Gy Photonen war die Volumenzunahme mit der
Zeit deutlich erkennbar, jedoch fir 33 Gy **C (lokale Kontrolle) nahm das Tumorvolumen
kontinuierlich ab. Das Pixelvolumen, d.h. der Blutfluss, nahm in nicht kontrollierten Tumoren
immer weiter bis zu einem tumorcharakteristischen, stagnierenden Wert zu und blieb
anschliel3end konstant. AuR3erdem ist der hohe Blutfluss bedingt durch grof3kalibrige GefalRe
bzw. driisige Strukturen des HI-Tumors gut wiedergegeben. Ebenfalls war die Verteilung des
Blutflusses liber das gesamte Tumorvolumen zu erkennen. Hingegen war bei 33 Gy **C-
bestrahlten Tumoren der Blutfluss hauptséachlich oberflachlich konzentriert. Die
Volumenabnahme ging mit einer deutlichen Reduktion des Blutflusses in Abh&ngigkeit von

der Zeit nach Bestrahlung einher.

Durch das Einzeichnen einer ,ROI* (region of interest) in jede Schicht des gesamten
Tumorvolumens wurde das relative Pixelvolumen, das dem Blutflussvolumen entspricht,
bestimmt. Dieses ergibt sich aus der Anzahl an Pixeln bezogen auf das Gesamtvolumen.
Der Verlauf des Blutflussvolumens nach Photonen und *C- RT des H- (Abb. 15) und HI-
Tumors (Abb. 16) ist jeweils fur lokal kontrollierte (LC) und nicht kontrollierte (nLC) Tumore
dargestellt.
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Abb. 15: Blutflussvolumenanderungen des H-Tumors in Abhangigkeit von der Zeit nach 1 Fx
Photonen oder “C: Die Normierung erfolgte auf das Blutflussvolumen am Tag vor der Bestrahlung
(Tag 0). Die Doppler-Ultraschall-Messung wurde wochentlich bis zu einem Zeitpunkt von 330 Tagen
nach Bestrahlung durchgefuhrt. Die unbehandelte Kontrolle konnte wegen der raschen
Tumorvolumenzunahme nur Uber wenige Wochen verfolgt werden. Die Bestrahlungsgruppen wurden
in lokal kontrolliert (LC) und nicht kontrolliert (nLC) aufgeteilt. Die Werte stellen Mittelwerte + SEM fir
Gruppen von 3-5 Tieren dar.



In Abb. 15 zeigt sich, dass die unbehandelten H-Kontrolltumore zu Beginn an Blutfluss
zunahmen und dann bei weiterer Volumenzunahme ein konstantes Blutflussvolumen
aufwiesen, d.h. das Verhaltnis von Blutflussvolumen und Zunahme an Gesamttumorvolumen
blieb konstant. Auffallend ist ein Unterschied in der Anfangsphase nach Bestrahlung. Bei
beiden Photonen-RT Gruppen nahm das Blutflussvolumen direkt nach RT unabh&ngig vom
spateren lokalen Kontrollstatus ab. Im Gegensatz dazu stieg es bei beiden **C- RT Gruppen
an. Jedoch waren 70 Tage nach RT keine Unterschiede mehr zwischen den Gruppen zu
erkennen. Insgesamt lasst sich zu spateren Zeitpunkten keine klare Voraussage anhand des
Blutflussvolumens machen, ob ein Tumor kontrolliert oder unkontrolliert war. Allerdings
konnte im Falle der lokal kontrollierten *C- bestrahlten Tumore (rote Linie) ein Anstieg des
Blutflussvolumens, gleichbedeutend mit einer Neovaskularisierung, in den Tumorrest-
volumen beobachtet werden.
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Abb. 16: Blutflussvolumenanderungen des HI-Tumors in Abhangigkeit von der Zeit nach 1 Fx
Photonen oder “C: Die Normierung erfolgte auf das Blutflussvolumen am Tag vor der Bestrahlung
(Tag 0). Die Doppler-Ultraschall-Messung wurde wéchentlich bis zu einem Zeitpunkt von 330 Tagen
nach Bestrahlung durchgefiihrt. Die Bestrahlungsgruppen wurden in lokal kontrolliert (LC) und nicht
kontrolliert (nLC) aufgeteilt. Die Werte stellen Mittelwerte + SEM fiur Gruppen von 3-5 Tieren dar.

Die Ultraschalluntersuchungen wurden auch bei moderat differenzierten HI-Tumoren
durchgefuhrt (Abb. 16). Im Allgemeinen war eine starke Abnahme des Blutflusses nach
Bestrahlung erkennbar. Jedoch in spater nicht kontrollierten *2C- bestrahlten HI-Tumoren
zeigte sich unmittelbar nach Bestrahlung ein deutlicher und langanhaltender Anstieg des
Blutflusses. Fiir lokal kontrollierte °C- bestrahlte HI-Tumore kann keine klare Aussage (iber
kurzfristige Anderungen nach der Bestrahlung getroffen werden, da die individuellen



Unterschiede der Tiere in der Gruppe sehr groR waren. Nur die mit 21 Gy *?C- bestrahlte
Gruppe fiel durch einen erhohten Blutfluss zu Zeitpunkten > 100 Tage auf. Allerdings sind
Ruckschlisse auf den Kontrollstatus nicht zuverldassig mdoglich, da die Abweichungen
innerhalb der Gruppe sehr grofld waren und fir eine ebenfalls unkontrollierte Gruppe, die
45 Gy Photonengruppe nicht bestatigt werden konnten. Die lokal kontrollierten Gruppen
zeigten ab Tag 100 nach RT keinen detektierbaren Blutfluss mehr. Ein Problem war in
diesem Zusammenhang allerdings, dass sehr kleine Tumorreste kaum noch von der dartiber
liegenden Hautschicht abzugrenzen waren.

Die Ergebnisse zeigen, dass mit Hilfe der Ultraschalltechnik kein signifikanter Unterschied im
Blutflussvolumen zwischen kontrollierten oder unkontrollierten Tumoren detektiert werden
konnte. Obwohl kurz nach Bestrahlung ein differenzieller Unterschied im Blutfluss zwischen
Photonen- und *?C- RT vorhanden war, verliert sich dieser aber zu spéateren Zeitpunkten
wieder.

3.5.2 Untersuchung der Perfusion mittels MRT

Insbesondere wegen der Limitationen des Doppler-Ultraschalls, aber auch um einen
weiteren Parameter der GefalRverénderung, die Permeabilitéat, zu untersuchen, wurden
dynamisch Kontrast- verstarkende Magnetresonanztomographien (DCE-MRT) durchgefihrt.

Hierzu wurden am Beispiel der Sublinie AT1 sowohl isoeffektive Strahlendosen (16 Gy *2C
vs. 37 Gy Photonen und 37 Gy **C vs. 85 Gy Photonen) als auch identische physikalische
Strahlendosen (37 Gy **C und Photonen) vergleichend untersucht.

Nachfolgend sind die T2- gewichteten Bilder vor Kontrastmittelgabe (Abb. 17), die T1-
gewichteten Bilder nach Kontrastmittelgabe (Abb. 18) sowie die DCE-Bilder (Abb. 19) fiir ein
Zeitintervall von 21 Tagen dargestellt.

In den T2- gewichteten Bildern ist eine stetige Volumenzunahme bei unbehandelten
Kontrolltumoren gut erkennbar, wahrend bei bestrahlten Tumoren eine Verlangsamung bzw.
Stagnation des Wachstums zu beobachten war. Die helle Kontrastierung ist Kennzeichen
einer Odemisierung, wogegen die dunklen Bereiche fiir nekrotische Regionen
charakteristisch sind (Abb. 17). Im Zeitverlauf zeigte sich die Odemisierung kurz nach
Bestrahlung am Tag 3-7 fir 16 Gy **C, 37 Gy und 85 Gy Photonen sowie am Tag 7-14 fiir
37 Gy **C.
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Abb. 17: T2- gewichtete MR-Bilder des AT1-Tumors vor Kontrastmittelzugabe in Abhangigkeit
von der Zeit nach 1 Fx Photonen oder ““C: Es sind jeweils Isodosen- (37 Gy 2C und Photonen)
sowie Isoeffekt-Vergleiche (16 Gy 2C und 37 Gy Photonen bzw. 37 Gy 2C und 85 Gy Photonen)
dargestellt. Als interne Kontrollen wurden jeweils unbehandelte Tumore am linken Bein des Tieres
mitgefiihrt. Zur besseren Ubersicht sind fir 16 Gy 2C und 85 Gy Photonen nur die vergroéRerten
bestrahlten Tumore ohne die interne Kontrolle abgebildet.

Die nekrotischen Areale sind in den T1- gewichteten Bildern als dunkle Bereiche sichtbar
(Abb. 18). Hier waren sowohl die grof3er werdenden Zentralnekrosen in stetig wachsenden
unbehandelten Kontrolltumoren, als auch die fokalen Nekrosen in bestrahlten Tumoren zu
erkennen. Insgesamt konnte man deutlich sehen, dass fur 85 Gy Photonen und der
isoeffektiven Dosis von 37 Gy C 21d nach RT ausgepragte Nekroseareale schneller
entstanden. Allerdings wurden die Nekrosen in den *?C- Bilder von der KM-Anreicherung
(helle Bereiche) tiberlagert, da es sich um T1- gewichtete Bilder nach KM-Gabe handelte.
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Abb. 18: Ti1-gewichtete MR-Bilder des AT1-Tumors nach Kontrastmittelzugabe in
Abhangigkeit von der Zeit nach 1 Fx Photonen oder "“C: Es sind jeweils Isodosen- (37 Gy **C und
Photonen) sowie Isoeffekt-Vergleiche (16 Gy ?C und 37 Gy Photonen bzw. 37 Gy °C und 85 Gy
Photonen) dargestellt. Als interne Kontrollen wurden jeweils unbehandelte Tumore am linken Bein des
Tieres mitgefiihrt. Zur besseren Ubersicht sind fiir 16 Gy 2C und 85 Gy Photonen nur die
vergrol3erten bestrahlten Tumore ohne die interne Kontrolle abgebildet.

Zusétzlich zu dieser morphologischen Bildgebung wurde eine funktionelle Messung mittels
Kontrast- verstarkter MRT (DCE) durchgefuhrt (Abb. 19). Um die Unterschiede innerhalb der
DCE-Messung zu verdeutlichen wurde nur jeweils ein reprasentativer Zeitpunkt (Bild 400),
zur Veranschaulichung ausgewahlt. Unbehandelte Tumore waren kaum erkennbar, da sie
nur wenig KM akkumulieren. Zu spaten Zeitpunkten (Tag 21) war die Zentralnekrose
ebenfalls durch Fehlen einer KM- Anreicherung deutlich als dunkler Fleck zu erkennen. In
allen bestrahlten Tumoren war eine starke Erhdhung der KM- Anreicherung gegeniiber den
Kontrollen erkennbar. Beim Vergleich der unterschiedlichen Dosisgruppen fallt auf, dass *2C-
bestrahlte Tumore einen deutlicheren KM- Anstieg verzeichnen. Interessanterweise ergibt
der Vergleich der Grauwerte eine dquivalente KM- Anreicherung fiir 16 Gy **C und 85 Gy
Photonen. Zusétzlich war die Intensitat bei 37 Gy *C nochmals erhéht. Es zeigt sich somit
eine Dosis- Abhéangigkeit fir beide Strahlqualitdten mit einer deutlich starkeren KM-
Anreicherung fiir *?C- RT. Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese einer htheren Effektivitét
von Kohlenstoffionen und legen einen mdglichen unterschiedlichen Wirkmechanismus nahe.
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Abb. 19: Dynamisch Kontrast- verstarkte MRT (DCE-MRT) des AT1-Tumors nach Kontrast-
mittelgabe in Abhangigkeit von der Zeit nach 1 Fx Photonen oder C: Es sind jeweils Isodosen-
(37 Gy 2C und Photonen) sowie Isoeffekt-Vergleiche (16 Gy 2C und 37 Gy Photonen bzw. 37 Gy 2c
und 85 Gy Photonen) dargestellt. Als interne Kontrollen wurden jeweils unbehandelte Tumore am
linken Bein des Tieres mitgefihrt. Zur besseren Ubersicht sind fiir 16 Gy 2C und 85 Gy Photonen nur
die vergroRerten bestrahlten Tumore ohne die interne Kontrolle abgebildet. Aus der Serie von 512
Bildern ist hier das Bild 400 mit gleichen Kontrasten dargestellt um eine Vergleichbarkeit der Bilder zu
gewabhrleisten.

Mit den 512 DCE-Bildern konnte eine quantitative Analyse mittels pharmakokinetischer
Modelle berechnet werden. Die in Abb. 20 dargestellte Parameterkarte des Blutvolumens A
wurde nach dem Zwei-Kompartiment-Modell nach Brix [81] erstellt.

Die Parameterkarten offenbarten bereits qualitative Unterschiede zwischen Kontrolltumoren
und den verschiedenen isoeffektiven und isodosen Bestrahlungsgruppen. Bestrahlte Tumore
hatten ein hoheres Blutvolumen A als unbehandelte Kontrollen, die im Bereich der
Zentralnekrose kein KM anreicherten. Im zeitlichen Verlauf nahm A in allen Tumoren zu.

Eine erste vorlaufige Auswertung der A Parameterkarte ist in Abb. 21 dargestellt. Darin ist
ein Trend der Zunahme des Parameters A nach "C- RT erkennbar. Die ausgepragte
intertumorale Heterogenitat in dieser funktionellen Untersuchung verursachte extreme
Standardabweichungen innerhalb der Gruppen, weshalb erweiterte Analysen unter
Einbeziehung verbesserter pharmakokinetischer Modelle angestrebt werden sollten.
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Abb. 20: Parameterkarte A einer DCE-MRT des AT1-Tumors nach Kontrastmittelgabe in
Abhéangigkeit von der Zeit nach 1 Fx Photonen oder “C: Die Parameterkarten des Blutvolumens A
sind mit den T1- gewichteten Bildern Uberlagert. Der obere rechte Tumor ist jeweils bestrahlt,
hingegen der untere linke unbehandelt. Die rote Einfarbung spiegelt einen hohen A Parameter wider.
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Abb. 21: Bestimmung des Parameters A einer DCE-MRT des AT1-Tumors nach
Kontrastmittelgabe in Abhangigkeit von der Zeit nach 1 Fx Photonen oder **C: Der prozentuale
Unterschied in A im Gesamttumorvolumen im Vergleich zur Messung vor Bestrahlung (Tag 0) ist im
Zeitverlauf dargestellt. Die Punkte spiegeln Mittelwerte + SD von 3 Tieren pro Gruppe wider.

3.5.3 Strukturelle und funktionelle Untersuchungen auf histologischer Ebene
3.5.3.1 Strukturelle Veranderungen: Tumormorphologie

Die Charakterisierung der zellmorphologischen Veranderungen in den Tumoren nach
Bestrahlung erfolgte auf der Basis Hamatoxylin / Eosin (HE) gefarbter Schnitte. Hierbei
handelt es sich um eine Ubersichtsfarbung, die eine klare Unterscheidung von Zellkern-
reichen Arealen (blau), Blut (rot-orange), Bindegewebs- und stromalen Anteilen (rosa) sowie
umgrenzendem Haut und Muskelgewebe (rot mit Syncytien) ermdglicht. Nachfolgend sind
Ubersichten des H- (Abb. 22) und HI-Tumors (Abb. 23) nach Photonen- und **C- RT im
Zeitverlauf abgebildet. In beiden Fallen wurden jeweils Bestrahlungsdosen gewahlt, die zu
100% lokaler Kontrolle, d.h. zu einem kompletten Absterben des Tumors fuhrten, damit ein
Isoeffekt-Vergleich mit demselben Endpunkt moglich war. Allerdings war die Kinetik der
morphologischen Veranderungen zwischen beiden Strahlqualitdten unterschiedlich.

8 h nach Bestrahlung waren keine strukturellen Veranderungen sichtbar, alle Tumore sahen
wie unbestrahlte Kontrolltumore aus.

Allgemein zeigte sich eine deutlich schnellere Abfolge und starkere Ausprdgung der
morphologischen Anderungen nach **C- Bestrahlung im Vergleich zu Photonen. Bereits nach
18 h, starker jedoch nach 72 h kam es zu ausgepragten morphologischen Veranderungen im
H-Tumor (Abb. 22), erkennbar an der verstarkten Eosin-Farbung und zeitgleich zu einer
Abnahme der Tumorzellzahl. Nach 7 Tagen sind vorwiegend die strahlenresistenteren



Gefalistrukturen und die robusteren drisigen Strukturen des Normalgewebsanteils zurlick
geblieben. 14 bzw. 21 Tage nach 33 Gy *C- RT waren nahezu alle Tumorzellen abgebaut
und die Einwanderung von Fibroblasten abgeschlossen. Nur einige Gefal3strukturen waren
noch vorhanden. Nach 28 Tagen war eine erhdhte fibroblastische Aktivitat in Form eines
klassischen Fibroms auffallend, die sich bis zum Beobachtungsendzeitpunkt von 300 Tagen
nach RT kaum noch veranderte. Dieses Fibrom besteht aus sehr zellarmen Bindegewebe,
einer kollagenen Matrix mit wenigen Fibroblasten oder Fibrozyten mit charakteristischen
langgezogenen, spindelférmigen Zellkernen. Urspringliche Tumorstrukturen waren nicht
mehr zu erkennen.

Grundsatzlich war die gleiche Abfolge auch fir Tiere, die mit 62 Gy Photonen bestrahlt
wurden, gegeben, allerdings waren v.a. die stromalen Veranderungen deutlich schwécher
ausgepragt und die Gefalstrukturen auch nach 28 Tagen noch vorhanden. Der Zellverlust
im Tumor verlief ebenfalls langsamer und wurde erst ab 14 - 21 Tagen sichtbar. Nach
56 Tagen war auch nach Photonen-RT ein Fibrom, das dem nach "C- RT entspricht,
zurlckgeblieben.

Im Allgemeinen treffen alle obigen Aussagen auch fir die Zeitreihe nach Bestrahlung des HlI-
Tumors (Abb. 23) zu. Da der HI-Tumor von seiner Grundstruktur deutlich grofl3ere driusige
und zystische Strukturen mit muzinésem Prostatasekret besitzt, waren bereits zu frithen
Zeitpunkten nach RT grof3e zellleere Areale und zerrissene Bereiche aufzufinden. Zuséatzlich
zu einem per se hohen Flussigkeitsanteil, folgte eine Odemisierung nach Bestrahlung, die
wiederum zu einer Volumenzunahme und Aufschwemmung des Gewebes sowie zu
Problemen bei der Tumorpréaparation und Konservierung fuhrt. Deshalb war ab Tag 14
teilweise kaum noch eine Tumorstruktur, aber auch kein klassisches Fibrom, erkennbar. Der
Zellverlust fand im HI-Tumor deutlich schneller statt. Nach 30 Tagen war bei lokalen
Kontrolldosen das komplette Tumorvolumen resorbiert, so dass spatere Histozeitpunkte nicht
mdoglich waren. Auch in diesem Fall verlief die Zerstérung und Resorption der
Tumorbestandteile nach **C- schneller als nach Photonen-RT, die Unterschiede waren aber
nicht so stark ausgepragt wie im noch starker differenzierten H-Tumor mit seinen gréf3eren
stromalen ,Normalgewebsanteilen®.

Morphologische Anderungen im Stromaanteil

Da sowohl der H- als auch der HI-Tumor einen sehr hohen bzw. hohen Stromaanteil
besitzen, wird darauf im Folgenden naher eingegangen. In den 8 h Zeitpunkten waren keine
Veranderungen detektierbar. Bereits 18 h nach RT war in H-Tumoren eine Aufquellung der
Fibroblasten sowohl nach Photonen- als auch nach ?C- RT sichtbar (Abb. 21). Auch nach
72 h blieben die Fibroblasten stark vergroRert und die stromalen, eosinophileren Anteile
Uberwiegen im gesamten Tumorgewebe.
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Abb. 22: Strukturelle Veranderung in Tumoren der Sublinie H zu verschiedenen Zeitpunkten
nach 1 Fx Photonen- und ““C- Bestrahlung. GroRenmaRstab: 50 pm. Vergréerung: 100- fach.
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Abb. 23: Strukturelle Veranderung in Tumoren der Sublinie HI zu verschiedenen Zeitpunkten
nach 1 Fx Photonen- und ““C- Bestrahlung. GroRenmaRstab: 50 pm. Vergréerung: 100- fach.

Ab Tag 14 nach Photonen- bzw. 7 d nach **C- RT nahmen die Fibroblasten eine deutlich
grolere und langgezogene Struktur an. Zu spateren Zeitpunkten waren dann nur noch
Fibroblasten und Bindegewebsstrukturen vorhanden.



Insgesamt enthalt der HI-Tumor deutlich weniger stromale Anteile als der H-Tumor. Bis 72 h
nach Photonen- RT waren keine Veranderungen sichtbar. AnschlieRend war eine Zunahme
des Stromaanteils zu beobachten, der aber auch mit dem Absterben von Tumorzellen erklart
werden kann. Die Fibroblasten zeigen sich geringfiigig vergré3ert, waren aber bei weitem
nicht so ausgepragt und grof3 wie im H-Tumor. Ab Tag 14 waren auch im HI-Tumor nur noch
stromale Anteile vorhanden.

Kohlenstoffionen-bestrahlte HI-Tumore wiesen bereits nach 72 h vergréf3erte Fibroblasten
und einen erhohten stromalen Anteil auf, aber die strukturellen Veranderungen sind weit
weniger prominent, wie beim H-Tumor und laufen nur geringfiigig schneller ab, als nach
Photonen-RT.

Zusammenfassend waren die Unterschiede in der stromalen Reaktion zwischen Photonen-
und *2C- RT gering und nur der zeitliche Ablauf fir *2C geringfiigig erhéht. Viel auffalliger
waren die strukturellen Unterschiede zwischen den beiden Tumorsublinien.

3.5.3.2 Strukturelle Verdnderungen: Gefalmorphologie

H-Tumore

Weiterhin wurde CD31 / SMA in den Tumoren der Longitudinalstudie von H- und HI-Tumoren
(siehe Kapitel 2.9) detektiert. Die Abb. 24 zeigt charakteristische Fluoreszenzbilder von
Photonen- und *?C- bestrahlten H-Tumoren in Abh&ngigkeit von der Zeit. In den tiberlagerten
Bildern sind nahezu keine Perizyten sichtbar, ausgenommen die spateren Zeitpunkte nach
Photonen- RT, vorhanden sind. In *?C- bestrahlten Tumoren war bereits nach 18 h eine
deutliche Disruption der Gefal3struktur sichtbar, nur einzelne Endothelzellen in den GefalRen
waren CD31". Diese Disruptionen traten in vergleichbarem Ausmaf auch bei Photonen auf,
allerdings erst nach 7 oder teilweise 14 Tagen. Zu spateren Zeitpunkten (28 Tage) war nach
beiden Bestrahlungsarten Neovaskularisierung zu beobachten.

Die Auszahlungen von CD31*- und SMA’- Zellen sind in Abb. 25 dargestellt. 8 h nach RT
nahm die Zahl an CD31"- Zellen deutlich ab (Abb. 25 A). Fur Photonen war nach 72 h und
fur *?C nach 7 Tagen ein Wiederanstieg an CD31 zu beobachten. Im spéteren Verlauf war fiir
Photonen und *2C eine gleichméRige Abnahme bis Tag 28 bzw. Tag 21 zu erkennen.
28 Tage nach *?C- RT nahm die Menge an CD31 erneut zu. Dieser spate Anstieg korreliert
auch mit einer Zunahme von SMA (Abb. 25 B). Insgesamt ist der SMA- Anteil klein und
verringert sich im Vergleich zur Kontrolle nur geringfugig. Auffallend ist der komplette SMA-
Verlust 72 h, 7 d und 21 d nach *2C- sowie 7 d und 14 d nach Photonen- RT. Der extreme
Anstieg 18 h nach '2C- RT lasst sich in diesem Zusammenhang nur schwer einordnen.

Der GefalRdurchmesser war in allen Bestrahlungsgruppen deutlich herabgesetzt gegeniber
der Kontrolle, allerdings waren keine signifikanten Unterschiede im Zeitverlauf detektierbar
(Abb. 26 B).
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Abb. 24: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von CD31/SMA doppelgefarbten H-Tumoren
nach 1Fx Photonen oder "“C. Die Endothelzellen wurden mit dem Oberflachenmarker CD31
angefarbt (rot). Die SMA- Farbung (grin) markiert die Perizyten ausgereifter Blutgefal3e. Die Zellkerne
wurden mit DAPI (blau) gegengefarbt. Grélienmalistab: 50 um. VergroRerung: 200- fach.
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Abb. 25: Quantifizierung von CD31"- (A) und SMA™-Zellen (B) in H-Tumoren nach 1 Fx
Photonen oder “C. Pro Zeitpunkt und Strahlqualitat (Photonen: blau; *C: rot) wurden je 3 Tumore (6
Bilder / Tumor) ausgewertet (Mittelwert + SEM). Dazu wurde die positive Flache pro Gesamtbildflache
mit Hilfe der Cell F-Software berechnet. Zeitpunkte ohne Balken zeigten keinerlei Farbung.

Die Anzahl an GefalRen nahm sofort nach Photonen- RT deutlich ab und erreichte nach
7 Tagen den Minimalwert (Abb. 26 A). Anschlieend nahm die Gefalidichte wieder
sukzessive zu, bis sie nach 56 Tagen nahezu das Ausgangsniveau vor RT erreicht hatte. In
12C- pestrahlten Tumoren ging die GefaRanzahl nur langsam zuriick, erreichte 7 Tage nach
RT einen neuen Hochstwert und pegelte sich anschlieBend bei 10- 15 Gefal3en pro
Bildausschnitt ein.
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Abb. 26: Bestimmung der GefaRdichte (A) und des GefalRdurchmessers (B) in H-Tumoren nach
1 Fx Photonen oder “C. Alle CD31*-GefaRe (CD31/SMA- Farbung) pro Bild wurden gezahlt (A) und
von diesen jeweils die GefalRdurchmesser (B) bestimmt. Es wurden pro Zeitpunkt und Strahlqualitat
(Photonen: blau; 2c: rot) je 3 Tumore (6 Bilder / Tumor) ausgewertet (Mittelwert £+ SEM).

In unbehandelten HI-Tumoren (Abb. 27 A) war mehr CD31 detektierbar als in den H-
Tumoren (Abb. 25 A). Jedoch wiesen diese HI-Tumore kein SMA" - Strukturen auf (Abb. 27
B).

Bereits 8 h nach RT war sowohl bei Photonen als auch bei **C die CD31-Menge auf ein
Viertel der Ausgangsmenge reduziert (Abb. 27 A). AnschlieBend stieg die Expression fur
18 h bzw. 72 h wieder leicht an, um dann nach 7 d das Niveau von 8 h erneut zu erreichen.
Fir >C- RT blieb der Anteil an CD31"- Zellen danach auf niedrigem Niveau relativ konstant.



In Tumoren, die mit Photonen- RT behandelt wurden, war 14 Tage nach RT ein Anstieg der
CD31- Menge zu verzeichnen, der deutlich tber der Menge in Kontrolltumoren lag. Nach 21
Tagen war dieser Anstieg bereits wieder reduziert. Letztendlich blieb der CD31- Anteil in
Photonen- bestrahlten Tumoren ab Tag 14 immer deutlich Uiber dem der **C- bestrahlten.

Hl-Tumore

Da die Menge an SMA" - Perizyten in HI-Tumoren sehr gering war, sind prazise Aussagen
schwierig (Abb. 27 B).
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Abb. 27: Quantifizierung von CD31"- (A) und SMA™-Zellen (B) in HI-Tumoren nach 1 Fx
Photonen oder “C. Pro Zeitpunkt und Strahlqualitat (Photonen: blau; *C: rot) wurden je 3 Tumore (6
Bilder / Tumor) ausgewertet (Mittelwert £ SEM). Dazu wurde die positive Flache pro Gesamtbildflache
mit Hilfe der Cell F-Software berechnet. Die Kontrolltumore zeigten keinerlei Farbung.



Der SMA- Anteil nahm sowohl in *?C- als auch in Photonen- bestrahlten Tumoren bis Tag 7
leicht zu, stagnierte dann und stieg fir 21 Tage nach **C- RT deutlich an. Im Fall von
Photonen- RT erreicht der SMA-Anteil mit 10% einen Hochstwert.

Auch fir den HI-Tumor wurde die Gefaldanzahl im zeitlichen Verlauf bestimmt (Abb. 28 A).
Nach einem Riickgang der GefaRdichte 8 h nach RT, erreichte sie fiir **C bereits nach 18 h
wieder das Ausgangsniveau.
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Abb. 28: Bestimmung der GefaRdichte (A) und des GefaRdurchmessers (B) in HI-Tumoren
nach 1 Fx Photonen oder “C. Alle CD31*-GefaRe (CD31/SMA- Farbung) pro Bild wurden gezahlt
(A) und von diesen jeweils die GefalRdurchmesser (B) bestimmt. Es wurden pro Zeitpunkt und
Strahlqualitit (Photonen: blau; **C: rot) je 3 Tumore (6 Bilder / Tumor) ausgewertet
(Mittelwert £ SEM).



Fur Photonen war nach 18 h der Tiefstwert erreicht. Anschlielend war die anféngliche
GefaRdichte nach 7 d wieder hergestellt. Danach war eine deutliche Reduktion fiir die **C-
Gruppe, jedoch ein Anstieg nach Photonen-RT zu beobachten.

Hinsichtlich des GefalRdurchmessers gab es keine deutlichen Unterschiede (Abb. 28 B). 8 h
nach RT war in beiden Gruppen eine Reduktion auf 8 um Durchmesser detektierbar. Danach
blieben sie konstant auf einem Wert von 10 um.

AT1-Tumore 21 Tage nach RT

Aus dem MRT- Langsschnittexperiment der AT1-Tumore (siehe Kapitel 3.5.2) war es
maoglich zum Zeitpunkt 21 d nach Bestrahlung, die Anzahl und den strukturellen Zustand der
Gefal3e mittels CD31 / SMA-Farbung zu begutachten (Abb. 29). In unbehandelten Tumoren
existieren nur wenige grol3e Gefal3e, in denen CD31 und SMA koexprimiert wurden. Die
Mehrheit der Gefal3e bestand aus kleinen Kapillaren mit CD31 aber ohne perizytare
Elemente (d.h. ohne SMA). Dabei war die Lokalisation der CD31" Endothelzellen, die die
GefaRe auskleiden und von SMA™ Perizyten umgeben sind, eindeutig zu erkennen.
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Abb. 29: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von CD31/SMA-doppelgefarbten AT1-
Tumoren 21d nach 1Fx Photonen oder “C. Die Endothelzellen wurden mit dem
Oberflachenmarker CD31 angefarbt (rot). Die SMA- Farbung (griin) markiert die Perizyten ausgereifter
BlutgefalRe. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefarbt. Gréllenmalistab: 50 um.
VergréRRerung: 200- fach

Nach 37 Gy Photonen- RT waren wenige Gefal3e Ubrig, die aber zumeist doppelt positiv
waren. Gleiches traf auch auf 85 Gy Photonen zu. Zusatzlich waren hier noch einige



CD31" / SMA™ GefaRe sichtbar. 37 Gy *?C- RT und 85 Gy Photonen- RT waren vergleichbar.
Hingegen waren nach 16 Gy *C- RT mehr GefaRstrukturen vorhanden sowie SMA®-
Bereiche ohne assoziierte CD31-Farbung.

Nach 37 Gy und 85 Gy Photonen- RT sowie 37 Gy *C- RT war die Anzahl an CD31"-
GefaRen halbiert. Hingegen 21 d nach einer 16 Gy **C- RT war sie auf Kontrollniveau (Abb.
30 links).

Der Anteil an SMA'- Zellen war in allen Gruppen, 37 Gy Photonen ausgenommen,
gegenuber der Kontrolle erhdht (Abb. 30 rechts). Der SMA- Anteil in 85 Gy Photonen-
bestrahlten Tumoren und 37 Gy "°C- bestrahlten Tumoren war vergleichbar.

Zusatzlich wurden die CD31*- GefaRe pro Bild ausgezahlt (Abb. 31 links). Die 16 Gy **C-
Gruppe hatte eine leicht erhdhte Gefalidichte verglichen zu den Kontrolltumoren. Alle
anderen Dosisgruppen wiesen eine geringere Anzahl an Gefallen auf. Eine Dosis-
Abhéangigkeit war nicht vorhanden.

Der GefalRdurchmesser war in allen Behandlungsgruppen mit dem der Kontrolltumore
vergleichbar (Abb. 31 rechts).
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Abb. 30: Ermittelter Anteil an CD31" (links) und SMA™ (rechts) - Zellen in AT1-Tumoren 21d
nach 1 Fx Bestrahlung. Die Bestrahlungsdosen erlauben einen Isodosen (37 Gy 12C vs. Photonen)
sowie einen Isoeffekt Vergleich (16 Gy 2C vs. 37 Gy Photonen; 37 Gy 12C vs. 85 Gy Photonen). Zur
Analyse wurde die Cell F-Software verwendet. Da der AT1-Tumor einen hypoxisch- nekrotischen
Zentralbereich hat, wurden nur die peripheren viablen Bereiche fir die Analyse verwendet. Die Balken
zeigen Mittelwerte + SEM. Pro Gruppe wurden jeweils 3 Tumore analysiert (mindestens 6 Bilder /
Tumor).
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Abb. 31: Bestimmung der GefaRdichte (links) und des GefaRdurchmessers (rechts) in AT1-
Tumoren 21 d nach 1 Fx Bestrahlung. Die Bestrahlungsdosen erlauben einen Isodosen (37 Gy **C
vs. Photonen) sowie einen Isoeffekt Vergleich (16 Gy **C vs. 37 Gy Photonen; 37 Gy **C vs. 85 Gy
Photonen). Alle CD31"-GefaRe (CD31/SMA- Farbung) pro Bild wurden gezahlt (links) und von diesen
jeweils die GefalRdurchmesser (rechts) bestimmt). Zur Analyse wurde die Cell F-Software verwendet.
Da der AT1-Tumor einen hypoxisch- nekrotischen Zentralbereich hat, wurden nur die peripheren
viablen Bereiche fiir die Analyse verwendet. Es wurden pro Zeitpunkt und Strahlqualitat je 3 Tumore
(mindestens 6 Bilder / Tumor) ausgewertet (Mittelwert + SEM).

Da fir die Funktionalitdt und den Reifegrad der Gefal3e nicht nur die Endothelzellen und die
Perizyten, sondern auch die Integritat der Basalmembran eine Rolle spielt, wurde diese mit
Hilfe der Kollagen IV- Farbung untersucht (Abb. 32). Die Beobachtungen nach Photonen
und *C- RT in H- und HI-Tumoren sind relativ vergleichbar, weshalb hier nur Bilder von **C-
bestrahlten HI-Tumoren représentativ abgebildet werden.

Unbehandelte HI-Tumoren sind gekennzeichnet durch sehr viele stark geféarbte intakte
Basallamina- Strukturen. In diesen war schon zu friihen Zeitpunkten nach RT (18 h bis 72 h)
eine starke Verdickung zu erkennen. Nach 7 Tagen zeigte die Verdickung bereits erste
pordse Bereiche und zu Zeitpunkten spater als 14 Tagen war eine komplette Disruption der
Basalmembran sichtbar.

Kontrolle Verdickung Disruption

Abb. 32: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Kollagen IV gefarbten HI-Tumoren nach
37 Gy '“C. Die Basalmembran von unbehandelten Kontrollen und bestrahlten HI-Tumoren wurden mit
dem Kollagen IV (grun) angefarbt. Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gegengefarbt.
GrolRenmalistab: 50 pm. Vergrol3erung: 200- fach.



3.5.3.3 Funktionelle Veranderungen: Proliferation (BrdU- Inkorporation)

Der proliferative Status von H- und HI-Tumoren wurde durch Einbau von BrdU in die DNA
und anschlieRendem immunhistochemischen Nachweis ermittelt. Um die Lokalisation der
BrdU’- Zellen im Zeitverlauf darzustellen, sind ausgewahlte Mikroskopie-Bilder des H-
Tumors in Abb. 33 abgebildet. Die starke Abnahme der Proliferation direkt nach RT und die
erneute Zunahme ab Tag 28 waren sowohl fiir Photonen als auch fiir **C charakteristisch.
Bei den verbliebenen proliferierenden Zellen zu spaten Zeitpunkten (> 21 Tage) handelte es

sich Uberwiegend um Endothelzellen und Fibroblasten.

Durch Auszahlen der BrdU*-Zellen in den mikroskopischen Aufnahmen wurde eine
guantitative Analyse der Proliferation in H- (Abb. 34) und HI-Tumor (Abb. 35) durchgefinhrt.
Bereits 8 h nach RT hat sich die Anzahl proliferativ aktiver Zellen in etwa halbiert. Fur **C-
bestrahlte H-Tumore hatte die Proliferation bereits nach 18 h einen Tiefpunkt erreicht, nach
72 h war ein Anstieg zu beobachten, der von einem dauerhaft sehr niedrigen Anteil an
BrdU’- Zellen ab 7 d nach RT abgelost wurde (Abb. 34). Im Gegensatz dazu wurde der
BrdU- Anteil zwar auch stark nach 72 h und 7 d fir Photonen- bestrahlte Tumore reduziert,
aber bereits nach 14 Tagen war ein deutlicher Wiederanstieg feststellbar, der bis zum Ende

der Beobachtungszeit von 56 d konstant blieb.

Der Zeitverlauf von BrdU*- Zellen bestatigte sich auch fur den HI-Tumor (Abb. 35). Allerdings
waren die Unterschiede zwischen **C- und Photonen- bestrahlten Tumoren marginal und die

Gruppen insgesamt homogener.
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Abb. 33: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von BrdU- gefarbten H-Tumoren nach 1 Fx
Photonen oder “C. Der Proliferationsmarker BrdU wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Bestrahlung nachgewiesen (rot). Eine positive Farbung ist durch Kolokalisation mit dem Zellkern (blau)
gekennzeichnet. GroRenmalstab: 50 um. VergréRerung: 200- fach.
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Abb. 34: Quantifizierung von BrdU*- Zellen in H- Tumoren nach 1 Fx Photonen oder °C. Alle
BrdU*- Zellen, die mit dem Zellkern (DAPI) kolokalisieren wurden gezéahlt. Es wurden pro Zeitpunkt
und Strahlqualitit (Photonen: blau; '“C:rot) je 3 Tumore (6 Bilder / Tumor) ausgewertet
(Mittelwertt SEM).
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Abb. 35: Quantifizierung von BrdU’- Zellen in HI- Tumoren nach 1 Fx Photonen oder C. Alle
BrdU*- Zellen, die mit dem Zellkern (DAPI) kolokalisieren wurden gezahlt. Es wurden pro Zeitpunkt
und Strahlqualitat (Photonen: blau; 2c: rot) je 3 Tumore (6 Bilder / Tumor) ausgewertet (Mittelwert+
SEM).



3.5.3.4 Funktionelle Veranderungen: Induktion von DNA- Doppelstrangbriichen

Die strahlenbedingte Induktion bzw. der zeitliche Verlauf der anschlielBenden Reparatur von
DNA- Doppelstrangbriichen nach RT wurde Uber die Detektion von yH2AX nachgewiesen.
Die histologische Untersuchung erfolgte an den Tumoren der Langsschnittstudie (siehe
Kapitel 2.9). Der zeitliche Verlauf der yH2AX- Expression war fur beide Tumorsublinien
identisch, weshalb nachfolgend nur die mikroskopischen Aufnahmen fir den H-Tumor
dargestellt sind (Abb. 36).

62 Gy Photonen 33 Gy 12¢

Abb. 36: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von yH2AX gefarbten H-Tumoren nach
1 Fx Photonen oder ““C. Die durch Bestrahlung induzierten DNA- Doppelstrangbriiche wurden mit
yH2AX zu verschiedenen Zeitpunkten markiert (rot). Eine positive Farbung ist durch Kolokalisation mit
dem Zellkern (blau) gekennzeichnet. GréRenmafistab: 50 um. VergroRerung: 200- fach.

In unbehandelten Kontrolltumoren konnte kein yH2AX detektiert werden. Ebenso war in

Photonen- und *C- bestrahlten Tumoren ab 7 Tagen nach Bestrahlung yH2AX nicht mehr



nachweisbar, weshalb auf die graphische Darstellung dieser Zeitpunkte verzichtet wurde
(Abb. 36, Abb. 37).

Unabhangig von der Strahlqualitdt wurde nach 8 h die maximale Anzahl positiver Zellen
gefunden. Die absolute Menge an strahleninduzierten yH2AX- Foci lag zumindest in

Photonen bestrahlten H-Tumoren héher als in Photonen bestrahlten HI-Tumoren (Abb. 37).

In **C -bestrahlten HI-Tumoren waren im Vergleich zu Photonen nach 8 h doppelt so viele
yH2AX- Foci sichtbar (Abb. 37 rechts). Nach 18 h war ein deutlicher Riickgang der Anzahl
YH2AX- positiver Zellen zu verzeichnen. Allerdings war die Abnahme nach Photonen- RT

stéarker als nach **C- RT, wo noch zahlreiche positive Signale detektiert werden konnten.

Nach 72 h waren nur noch wenige yH2AX- Foci auffindbar. In sehr seltenen Fallen lie3en
sich positive Zellen selbst noch nach 7 Tagen erfassen. Zu allen spateren Zeitpunkten waren

die Farbungen negativ (Abb. 37).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der immunhistologische Nachweis von yH2AX in
perkutan bestrahlten Transplantationstumoren tber einen Zeitraum von maximal 7 Tagen
maoglich ist. Dabei waren durch Kohlenstoffionen erzeugte yH2AX- Foci im Vergleich zu
Photonen nicht nur in einer gréReren Anzahl von Zellen zu detektieren, sondern auch tber

einen langeren Zeitraum nachweisbar.
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Abb. 37: Quantifizierung von yH2AX"- Zellen in H- (links) und HI- Tumoren (rechts) nach 1 Fx
Photonen oder “C. Alle yH2AX'- Zellen, die mit dem Zellkern (DAPI) kolokalisieren wurden gezahilt.
Es wurden pro Zeitpunkt und Strahlqualitat (Photonen: blau; 2c: rot) je 3 Tumore (6 Bilder / Tumor)
ausgewertet (Mittelwert £ SEM). Zeitpunkte ohne Balken zeigten keine Farbung.



3.5.3.5 Genexpressionsanalysen

Um weitere Hinweise auf differenzielle Mechanismen nach '?C- und Photonen- RT zu
erhalten, wurde eine Genexpressionsanalyse auf mMRNA- Ebene durchgefihrt. Die

Genfunktion sowie zugehorige Referenzen sind im Anhang tabellarisch aufgefuhrt (Tab. 16).

Unbehandelte Tumore

Insgesamt entsprachen 148 verschiedene Gene den vorgegebenen Diskriminierungskriterien
(p < 1 x10™) in unbehandelten Tumoren der Sublinie H und HI (Abb. 38), d.h. sie waren in
beiden Sublinien unterschiedlich reguliert. Aus diesen wurden alle unbekannten
Gensequenzen bzw. Gene mit unklarer Funktion ausgenommen. Von den verbleibenden 32
Genen wurden 19 Gene in HI-Tumoren sowie 13 Gene in H-Tumoren starker exprimiert
(Abb. 38).

Gene, die im HI-Tumor Uberexprimiert vorlagen, sind vorwiegend in folgenden Funktionen
involviert:  Zellwachstum, Syntheseprozesse, Zelladhasion, Migration und erhéhte
Tumorzellmotilitdt durch Reorganisation von Aktin. Besonders auffallend war auch die

deutlich héhere Expression des IGF-1 Rezeptors im Hormon-unabhangigen HI-Tumor.

Im H-Tumor waren v.a. Gene zur Steuerung metabolischer Aktivititen sowie Gene fur
Zelladhasionsprozesse Uberexprimiert. Im Vergleich zum HI-Tumor lieRen sich zusétzlich

hochregulierte Gene finden, die fir Komponenten des Immunsystems kodieren.

Bestrahlte HI-Tumore

Die differenzielle Genexpression nach Photonen- und **C- RT wurde an jeweils vier

Zeitpunkten nach Bestrahlung analysiert (Abb. 39).

Insgesamt waren 484 Gene mit einem p- Wert < 1 x 10 in mindestens einer der untersuch-
ten 9 Gruppen aufgrund von Bestrahlung reguliert. Die wichtigsten 147 Gene mit bekannter
Funktion sind nachfolgend dargestellt (Abb. 39).

Allgemein wurde nach Bestrahlung die Genexpression der DNA- Reparatur, des Zellzyklus-
arrest, von bestimmten Komponenten des Immunsystems (z.B. Zytokine, Caspasen), der
lonenkandle sowie die Erhdhung der Migration (z.B. durch Aktinfilament Reorganisation,
ICAM) hochreguliert.

Im Gegensatz dazu wurden v.a. Gene, die in der Zellzyklusprogression, im aeroben
Stoffwechsel sowie Angiogenese und Zelladhasion involviert sind oder fir bestimmte

Komponenten des Immunsystems (z.B. Mastzellproteasen) kodieren, herunterreguliert.



Zeitlicher Verlauf nach Bestrahlung

Die Dynamik der strahleninduzierten Genregulierung Uber die Zeit erwies sich als aul3erst
komplex. Fir die beiden Strahlqualitdten wurden nicht nur gegenléaufige Expressionsmuster
sondern auch Intensitatsverdnderungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten festgestellt.
Charakteristisch fur Photonen- und *?C- RT war eine Herunterregulierung von Genen des
Immunsystems kurz nach Bestrahlung, erst nach 14 Tagen erreichten oder tbertrafen diese
wieder Kontrollniveau. Zahlreiche Zellzyklus- und Metabolismus- regulierende Gene wurden
ebenfalls nur kurzzeitig nach RT herabreguliert. Nach 14 Tagen wurden sie dann erneut

niedrig exprimiert.

DNA- Reparatur induzierende Gene (Ccngl, Cdknla) waren 8 und 18 h nach Photonen- und
12C. RT stark hochreguliert und bereits nach 72 h wieder auf dem niedrigen Expressions-
niveau der Kontrollen. Im Gegensatz dazu waren die Reparatur reprimierenden Gene
(Ns5atp8, PCNA, Pttgl) 8 und 18 h nach Photonen und **C- RT stark herunterreguliert und

bereits nach 72 h wieder auf dem normalen Expressionsniveau der Kontrollen.

Epas 1 (HIF2a) wurde sowohl nach Photonen- als auch *?C- RT zu spaten Zeitpunkten (14 d)

stark hochreguliert.

8 h nach RT war unabhangig von der Strahlqualitat eine Expression von Stressantwort-
Genen und ATPasen sowie Natrium- Kalium- Pumpen beobachtbar. Allerdings war diese

Hochregulierung nach Photonen- stets pragnanter als nach *2C- RT.

Differenziell requlierte Gene

Einzelne wenige Gene zeigten unterschiedliche Regulierung nach Photonen- und **C- RT.
So wurde z.B. ein Rezeptor fur Wnt- Signalproteine (Fzd 9) 18 h nach Photonen- RT deutlich
héher exprimiert als nach **C- RT, wo eine gleichbleibend niedrige Expression detektierbar
war. 14 Tage nach RT war in beiden Gruppen eine deutliche Verringerung dieser
Genexpression sichtbar. Auch fur Caspase 3 wurde ein differenzieller zeitlicher Unterschied
festgestellt. Dieses Gen war bereits 8 h nach Photonen- aber erst 18 h nach *C- RT

hochreguliert.

Eine Reihe von Genen (Pcyt 2, Smarcd 3, Hes 6, Cd109, Bbc 3, Pias 3, Btg 2, Lig 4, Cgref 1,
Ephx 1, Ada, TNFR homolog 1, Trp53inpl, Fscn 2 und Gdfl5) war nach Photonen- RT nur
zum ersten Zeitpunkt (8 h) hochreguliert, im spéateren Zeitverlauf jedoch nicht mehr. Auch
Kohlenstoffionen induzierten eine frilhe Hochregulierung dieser Gene, allerdings blieb ihre
Expression Uber einen deutlich langeren Zeitraum erhalten. Erst nach 72 h waren diese

Gene dann wieder bei beiden Strahlmodalitaten auf vergleichbarem Level.



Das Myoc- Gen (kodiert fiir einen Leucin- Zipper) wurde nach Photonen- und 2C- RT
hochreguliert. Wahrend bei Photonen die Expression hoch blieb, wurde dieses Gen 72 h
nach "*C- RT deutlich herunterreguliert.

HI H Gen Funktion
Calponin-2 Aktivitat 1in Aktin-reichen Geweben
Dnahd Dyneinfilament
Ctps Phosphatidylcholinbiosynthese
Copg Golgi-Transport
Ipo7 Importin (Nukledrer Import)
Sdad1 Aktin Zytoskelett Organisation, Ribosomensynthese
Set hetaisoform Sehr viele Funktionen u.a. anti-apoptotisch
DOT1L H3 Methyltransferase, DNA-Reparatur
Tiam 1 Zelladhasion, Migration lber Rho-GTP
Tropomyosin alpha |Reorganisationvon Aktinfilamenten
SCAF 11 Alternatives Splicing, Zelltod
PERP P53-Effektorgen
Arc Zellmigration 7, Aktinfilamentpolymerisation
Krt 7 Intermediarfilament
Neto 2 Extravasation, Metastasierung, VEGF- Signalweg
Mtss 1 Metastasierung, Reorganisation von Aktinflament
Enpp2 Autotaxin, erhdht Tumorzellmotilitat
Nrg 1 Differenzierung von Epithel und Neuronen
Mdh 1 Zitratzyklus, Glukoneogenese
Casp 1 Immunreaktionen
Sumf 1 Metabolismus
Slc22a18 Tumorsuppressorgen
Abca 2 Regulator der Cholesterol und Phospholipid Synthese
Sdfr 1 Zelladhésion
Adam 10 Zelladhasion
C1galt1 c1 Chaperon fiir T-Antigen, Inmunsystem
Yc2 Detoxifikation
Sle16a11 Glukose- Transporter
Liprinbeta 2 Zelladhdsion, herunterreguliert von Androgenen
Mug 1 Komplementfaktor, Immunsystem
Pcdh 9 Zelladhésion
lgfir Insulin-like growth factor 1 Rezeptor

Abb. 38: Heatmap der Genexpressionsanalyse von unbehandelten HI- und H-Tumoren. Die
grunen Intensitaten zeigen eine mindestens 2- fache Herunterregulierung, die roten Intensitaten eine
mindestens 2- fache Hochregulierung der Gene an. Die Analyse erfolgte mit einem gepaarten
zweiseitigen Student’s T- test. Alle aufgelisteten Gene lieferten einen p- Wert < 1 x 10™.
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Abb. 39: Heatmap der Genexpressionsanalyse von 1 Fx Photonen oder 2C- bestrahlten HI-
Tumoren im Zeitverlauf. Die grinen Intensitdten zeigen eine mindestens 2-fache Herunter-
regulierung, die roten Intensitaten eine mindestens 2- fache Hochregulierung der Gene an. Die
Analyse erfolgte mit einer in 9 Gruppen eingeteilten einfaktoriellen Varianzanalyse ANOVA. Alle
aufgelisteten Gene lieferten einen p- Wert < 1 x 10™.



Fir die drei Gene Atpla2, Alas 2 und Hbb zeigte sich bei 8 h nach **C- RT eine deutliche
Erh6éhung der Expression und ab 18 h bis einschlieRlich 14 d nach RT eine starke
Runterregulierung. In den mit Photonen- bestrahlten Tumoren waren zwar auch Tendenzen
einer frihen Hochregulation zu erkennen, allerdings eher bei 18 h nach RT und die

Herunterregulierung erfolgte ebenso spater und war sehr viel schwacher ausgepragt.

Die Gene Tnfrsf 14, Card 11, Dnase 1/3, Scin, C2ta, MHC class Il Antigen, Nkrp 11 und
Cdh 17 wurden bei 8 und 18 h nach Photonen- RT deutlich weniger exprimiert als nach **C-
RT. Jedoch waren diese Gene dann auch bereits bei 72 h nach **C- RT deutlich eher und

starker hochreguliert als zu vergleichbaren Photonen- Zeitpunkten.

ICAM-1 wurde 8 und 18 h nach RT fur beide Strahlmodalitaten hochreguliert. Im Fall von
Photonen- RT war ICAM-1 72 h nach RT wieder auf Kontrollniveau. Nach *>C- RT blieb es

auch nach 72 h auf einem leicht erhdhten Niveau.

Ausschlielich durch Photonen- RT induzierte Gene

Ein anderes Verhalten zeigt das Proc- Gen, welches in die Blutkoagulation involviert ist.
Photonen induzierten eine friilhe Hochregulierung, die nach 18 h wieder abgeklungen war.

Dagegen gab es nach *2C- RT iiberhaupt keine Regulation.

Des Weiteren wurde 18 h nach Photonen-RT eine Hochregulierung der MAP- Kinase
festgestellt, die nach **C- RT fehlte.

Die Gene Mgst 3, Wfdc 2, Gabrp, Ica 1, Ptgs 1, Mmp 11, Krt 20 und Enpep unterlagen nach
12C-RT keiner Regulation, aber waren 8 und 18 h nach Photonen- RT deutlich

herunterreguliert.

Vorwiegend durch *C- RT induzierte Gene

12C- RT verursachte préaferentiell eine Aktivierung der Gene Tnfrsf 14, Card 11, Dnase 1/3,
Scin, C2ta, MHC class Il Antigen, Nkrp 11 und Cdh 17.



3.6 Charakterisierung von Tumorsubpopulationen

3.6.1 Analyse der drei Tumorsublinien (H, HI, AT1)

In den drei unbehandelten Sublinien des syngenen Dunning R3327- Prostatamodells wurden
zunachst individuelle Tumorsubpopulationen durch Bestimmung des DNA-Gehaltes in
Korrelation mit verschiedenen etablierten Zelloberflachenmarkern charakterisiert. Es wurden
sowohl durchflusszytometrische Messungen, als auch histologische Untersuchungen
durchgefihrt.

3.6.2 Untersuchung verschiedener Subpopulationen mittels FACS- Analyse

Der Ploidiestatus (DNA- Index), die Zellzyklusverteilung sowie die qualitative und quantitative
Expression von verschiedenen Oberflachenmarkern wurde mittels Durchflusszytometrie
bestimmt.

Tumorzellen zeichnen sich durch genomische Veranderungen und Zellzyklusderegulation
aus. Alle drei untersuchten Sublinien enthielten einen ahnlichen Anteil an diploiden Zellen,
jedoch variierte die Menge und Art an aneuploiden Zellen betrachtlich. Charakteristisch fir
die beiden gut differenzierten Sublinien H und HI war eine markante peridiploide Population
(zwischen 60- 80%) mit einem DNA- Index von 1,07. Zusatzlich existierte noch eine starker
aneuploide Zellart mit einem Ubereinstimmenden DNA- Index von 1,8 (Tab. 7, Abb. 40: 6%
in HI- und 11% in H-Tumoren).

Im Gegensatz dazu besald der anaplastische AT1-Tumor einen hohen Anteil (33%) einer
beinahe tetraploiden Zellfraktion mit einem DNA- Index von 1,8. Peridiploide Zellen waren
nicht vorhanden.

Normale murine Prostatazellen waren alle rein diploid und zeigten einen Proliferationsindex
(Anteil an proliferierenden Zellen) von 11,5%, was einer moderaten Zellteilungsrate
entspricht. Im Vergleich dazu hatten die stark proliferativ aktiven Zellen des AT1-Tumors
einen Proliferationsindex von 33% in aneuploiden und 27% in diploiden Zellen. H und HI-
Tumoren wiesen eine deutlich geringere proliferative Aktivitat auf (Tab. 7, Abb. 40).
Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse, dass die Tumordifferenzierung mit der
Heterogenitat in Prostatatumoren korreliert und das R3327-Modell mit den verschiedenen
Sublinien diese Heterogenitat widerspiegeln kann.



Tab. 7: Zellzyklusanalyse und DNA- Indices von Prostatagewebe und Prostatakrebssublinien

Diploid Aneuploid Aneuploid
Gewebe Ze”zyk'[;’/;phase” DI 1,0 DI 1,07 DI 1,8
[%] [%] [%0]
Gon 88,5+2,7 n.d. n.d.
S 3,8+0,6 n.d. n.d.
Prostata G,/M 7,8+2,2 n.d. n.d.
Proliferationsindex 11,5+238 n.d. n.d.
Gesamt 100,0 £ 0,0 n.d. n.d.
Gon 94,0+ 3,0 82,2+53 49,5+ 18,8
S 2,7+0,8 15,7+ 6,3 25,4 £22,7
R3327-H G,/M 33+33 21+18 1,6+1,8
Proliferationsindex 6,0+ 3,0 17,8 £ 5,3 27,0+ 22,6
Gesamt 33,5+31,3 59,1 + 32,7 7,340
Gon 28,3+ 37,5 86,3+ 6,3 14,8 + 33,2
S 42,3+ 11,8 9,1+54 45+ 10,1
R3327-HI G,/M 2,7+50 47+10 0,6+14
Proliferationsindex 13,5+ 23,3 13,8 £ 6,3 52+115
Gesamt 15,3+ 22,5 82,2 +£ 28,0 2,5+5,6
Gon 73,1+ 27 n.d. 66,6 + 1,2
S 6,6 +0,0 n.d. 20,7+0,6
R3327-AT G,/M 20,3+ 2,7 n.d. 125+2,.2
Proliferationsindex 26,9+27 n.d. 33,2+15
Gesamt 66,5 + 10,7 n.d. 33,5+ 10,7

Anmerkung: Zahlen sind aus den Zellzyklusverteilungen entnommen (Abb. 40) und als
Mittelwerte + SD von drei unabhangigen Experimenten dargestellt.

n.d.: nicht detektierbar
DI: DNA- Index
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Abb. 40: DNA- Indices und Zellzyklusverteilung fur eine Prostata aus der Ratte (A), R3327-H (B), -
HI (C) und -AT1 (D) Tumore: Die zwei differenzierten Tumorsublinien R3327-H und —HI sind durch
einen peridiploide Fraktion charakterisiert (DNA-Index 1,0; blau eingefarbt) und einer hoch
aneuploiden Zellfraktion (griin gefarbt) mit einem DNA- Index von 1,8. Die rot eingefarbte Population
reprasentiert die diploiden Zellen. Im Gegensatz dazu hat die anaplastische Sublinie AT1 eine diploide
Fraktion (rot) und nur eine aneuploide Fraktion mit einem DNA- Index von 1,8 (blaue Farbe).

Die Expression von mdglichen Zelloberflachenmarkern wurde zuerst als Machbarkeitsstudie
in Form einer Einzelparameter- Analyse durchgefihrt. Hierzu wurden in den Sublinien AT1,
H und HI sowie in muriner Prostata Zellpopulationen mit Expression von CD24, CD44,
CD133, CD326, Zytokeratin 5/8 und Zytokeratin 19 detektiert (Tab. 8). Der anaplastische
AT1-Tumor zeigte jeweils den hochsten Gehalt an allen untersuchten Oberflachenmarkern.
Jedoch traf dies nicht auf die zytoplasmatischen Zytokeratine zu. Der sehr gut differenzierte
H-Tumor zeigte ein vergleichbares Markerprofil zur murinen Prostata, allerdings mit einem
starken Gehalt an Zytokeratin 19. Unerwartet waren die sehr geringen Mengen an
Zytokeratinen in der murinen Prostata (Tab. 8).

Tab. 8: Einzelparameter FACS- Analyse von Oberflachenmarkern und Zytokeratinen. Die Zahlen
entsprechen Mittelwerten £ SD aus drei unabhéngigen Experimenten. Fir Zytokeratin 5/8 und 19 sind
nur Einzelmessungen vorhanden.

CD24" CD44" CD133" CD326" ZK5/8* ZK19*

[%] [%] [%] [%] (%] (%]

murine
3,0£0,8 48+6,3 10,5+ 7,9 9,3+6,6 0,7 1,4

Prostata
R3327-H 59+3,0 8,0+5,8 29+17 6,2+44 2,3 34,5
R3327-HI 8,5+8,1 20,3+146 | 6,6 7,3 11,1 +8,8 45 87,1
R3327-AT | 15,3+10.8 | 24,6 £13,4 | 16,9+ 8,7 20,5+99 1,0 77,7

Die weitere Charakterisierung der Subpopulationen erfolgte Uber die Detektion von doppelt
positiven Zellen (CD24'/CD44", CD133'/CD326%, CD24'/CD326", CD133'/CD44") in
Prostata und Tumoren (Tab. 9). Die kleinste Anzahl (0,7 +1,2) doppelt positiver
CD133%/CD44" Zellen wurde im H-Tumor gefunden. Wie in der Einzelparameter Analyse



hatte der AT1-Tumor mit 17,9% + 8,7 CD24'/CD44" und 9,9% + 7,1 CD24/CD326" den
hochsten Gehalt an doppelt positiven Zellen (Tab. 9).

Tab. 9: Multiparametrische FACS- Analyse von Oberflachenmarkern. Die Zahlen entsprechen
Mittelwerten £ SD aus drei unabhangigen Experimenten. Fir mit * markierte Werte sind nur
Einzelmessungen vorhanden.

CD247/CD44" | CD133"/CD326" | CD24'/CD326" | CD133"/CD44"
[%0] [%0] [%0] [%0]
normale
3,5+4,7 8475 3,4* 8,1*
Prostata
R3327-H 3,8+2,6 29+23 1,2+1,3 0,7+1,2
R3327-HI 58+9.2 6,5+94 1,5+1,0 29+0,1
R3327-AT 17,9+ 8,7 152+11,4 99+7,1 9,9+10,5
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Abb. 41: Multiparametrische Analyse des differenzierten Dunning R3327-H Tumors markiert mit
CD326-FITC, CD133-PE und DAPI. (A) ZellgréRe und Granularitat; (B) DNA-Gehalt mit aneuploiden
Zellen mit einem DNA- Index von 1,07 und 1,8; (C) Histogramm fiir die CD326-FITC Expression; (D)
Histogramm fiir die CD133-PE Expression; (E) Dot Plot Analyse des DNA-Gehalts gegen CD326-
FITC, der Pfeil markiert Gy;1;-Phase der aneuploiden Zellpopulation mit einer geringen Expression von
CD326-FITC; die diploide Zellfraktion ist negativ; (F) Dot Plot Analyse des DNA-Gehalts gegen
CD133-PE, der Pfeil markiert Gg;-Phase der aneuploiden Zellpopulation mit einer geringen
Expression von CD133-PE; die diploide Zellfraktion ist unmarkiert; (G) Dot Plot Analyse von CD326-
FITC gegen CD133-PE fur die Detektion von CD133-PE (QB1) oder CD326-FITC (QB4)
einzelpositiven Zellen sowie CD326°/CD133" Zellen (QB2).



Zusatzlich wurde untersucht in welcher Zellzyklusphase sich die Oberflachenmarker-
positiven Zellen befinden und ob eine Korrelation zur aneuploiden Population besteht.
Exemplarisch ist diese Analyse fiur die Marker CD133 und CD326 in AT1, H und HI unten
stehend aufgefuhrt (Abb. 41 bis Abb. 43). Die Pfeile markieren jeweils die positiven Zellen,
die aus der aneuploiden Subpopulation hervorgehen. Die Anzahl an CD133"- oder CD326"-
Zellen war im H- sehr gering (Abb. 41), hoher im HI- (Abb. 42) und im AT1-Tumor am
hochsten (Abb. 43). Fur den AT1-Tumor war eindeutig zu erkennen, dass fast alle Marker®-
Zellen aus der aneuploiden und nicht aus der diploiden Subpopulation stammten. Diese
Ergebnisse zeigen damit eine starkere Expression von putativen Stammzellmarkern in
Subpopulationen mit hdherem Ploidiegrad. Die hdchste Expression wurde bei einem DNA-
Index von 1.8 erreicht. Alle untersuchten Oberflachenmarker wurden vermehrt in der Ggj;-
Phase und nur wenige in der G,/M-Phase der aneuploiden Zellen exprimiert.

Folglich konnte gezeigt werden, dass die drei untersuchten Tumorlinien eindeutig in ihrem
Ploidiestatus differieren. Jeder Tumor hat ein charakteristisches Oberflachenmarkerprofil,
welches mit den Zellzyklusphasen und der Menge an genomischen Veranderungen

korreliert.
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Abb. 42: Multiparametrische Analyse des differenzierten Dunning R3327-HI Tumors markiert mit
CD326-FITC, CD133-PE und DAPI. (A) ZellgréRe und Granularitat; (B) DNA-Gehalt mit aneuploiden
Zellen mit einem DNA- Index von 1,07 und 1,8; (C) Histogramm fir die CD326-FITC Expression; (D)
Histogramm fir die CD133-PE Expression; (E) Dot Plot Analyse des DNA-Gehalts gegen CD326-
FITC, der Pfeil markiert die Gg,-Phase, rechts davon liegen Zellen in der S-Phase und der G,/M-
Phase, der aneuploiden Zellpopulation mit einer moderaten Expression von CD326-FITC; die diploide
Zellfraktion ist negativ; (F) Dot Plot Analyse des DNA-Gehalts gegen CD133-PE, der Pfeil markiert
Go;1-Phase der aneuploiden Zellpopulation mit einer geringen Expression von CD133-PE; die diploide
Zellfraktion ist unmarkiert; (G) Dot Plot Analyse von CD326-FITC gegen CD133-PE fiir die Detektion
von CD133-PE (QB1) oder CD326-FITC (QB4) einzelpositiven Zellen sowie CD326°/CD133" Zellen

(QB2).
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Abb. 43: Multiparametrische Analyse des differenzierten Dunning R3327-AT1 Tumors markiert
mit CD326-FITC, CD133-PE und DAPI. (A) ZellgroBe und Granularitat; (B) DNA-Gehalt mit
aneuploiden Zellen mit einem DNA- Index von 1,8; (C) Histogramm fir die CD326-FITC Expression;
(D) Histogramm fiir die CD133-PE Expression; (E) Dot Plot Analyse des DNA-Gehalts gegen CD326-
FITC, die Pfeile markieren Ggy;-Phase und G,/M-Phase der aneuploiden Zellpopulation mit einer
starken Expression von CD326-FITC; die diploide Zellfraktion ist negativ; (F) Dot Plot Analyse des
DNA-Gehalts gegen CD133-PE, die Pfeile markieren Gg;-Phase und G,/M-Phase der aneuploiden
Zellpopulation mit einer starken Expression von CD133-PE; die diploide Zellfraktion ist unmarkiert; (G)
Dot Plot Analyse von CD326-FITC gegen CD133-PE fir die Detektion von CD133-PE (QB1) oder
CD326-FITC (QB4) einzelpositiven Zellen sowie CD326°/CD133" Zellen (QB2).

3.6.3 Mikroskopische Untersuchung verschiedener Subpopulationen

Um die rdumliche Verteilung von Zellen mit definierten Oberflachenmarkern in den drei
Tumorsublinien zu erhalten, wurden parallel zu den FACS- Analysen mit denselben
Antikérpern histologische Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Reprasentative Bilder
sind in Abb. 44 dargestellt. Da sich herausstellte, dass die Ergebnisse sehr stark von der
Fixierungsmethode des Gewebes abhingen, wurden verschiedene Fixative mit einbezogen.
Die Ergebnisse sind in Tab. 10 zusammengefasst. Mit Ausnahme von Zytokeratin-19 wurden
die besten Farbeergebnisse mit Methanol/ Azeton- fixierten Schnitten erzielt. Aul3er CD133
in normaler muriner Prostata konnten alle Oberflachenmarker in den untersuchten Geweben
mit Hilfe der verschiedenen Fixierungstechniken angefarbt werden (Tab. 10). Generell sind
Intermediarfilamente wie die Zytokeratine leichter anzufarben und damit unabhéangiger von
der Fixierungsmethode als die fragilen kleinen Epitope der Oberflachenmolekiile.



Tab. 10: Einfluss der Gewebefixierung auf die Immunfluoreszenzfarbung von Oberflachen-

markern
Fixierung CD24 CD44 | CD133 | CD326 | ZK5/8 | ZK 19
nativ + + - + ++ +
normale 4% PFA/PBS * * * * ++ *
Prostata
Methanol/Azeton - - * * ++ -
nativ + + - - ++ .
R3327-H 4% PFA/PBS + + + + ++ +++
Methanol/Azeton - +++ - - +4+ +
nativ ++ - - - +++ +4++
R3327-HI 4% PFA/PBS * + - - 4+ +
Methanol/Azeton - + + - +++ -
nativ - + - - - F++
R3327-AT | 4% PFA/PBS ++ + + + + +++
Methanol/Azeton + +++ + + - -
*: wegen zu hohem Hintergrund keine eindeutige Aussage moglich
- keine solide Farbung unter diesen Farbebedingungen in diesem bestimmten Gewebe
sichtbar
+: markiert eine solide sichtbare und wiederholbare Farbung

(+): nur Einzelzellen angefarbt
mehrere untereinander verbundene positive Zellen
(+++): die Mehrheit der Zellen war positiv

(++):

A C
100 um

Abb. 44: Immunfluoreszenzdarstellung von Zytokeratinen und Oberflachenmarkern (rot) in den
drei Sublinien des Dunning R3327 Prostatakrebsmodells. (A) ZK 5/8 in nativen (luftgetrockneten) H-
Tumoren; (B) CD44 in 4% PFA/ PBS fixierten HI-Tumoren; (C) CD133 in Methanol/ Azeton fixierten
HI-Tumoren; (D) CD326 in nativen (luftgetrockneten) HI-Tumoren. Zellkerne wurden mit DAPI (blau)
angefarbt. VergrolRerung 200-fach. GréRenmafistab: 100 pum.




3.6.4 Etablierung von Tumorsublinien in vitro

Um die Ausbeute fir zukinftige Zellsortierungen zu erhéhen und um die drei Tumorsublinien
weiteren in vitro Test zuganglich zu machen, sollten alle drei Linien in der Zellkultur etabliert
werden. Die Tab. 11 zeigt eine Zusammenfassung der durchgefihrten
Etablierungsversuche.

Es wurden die folgenden drei Versuchsansatze gewahlt:

e Gesamttumorverdau und unmittelbare Ubertragung in die Zellkultur

e Gesamttumorverdau mit anschlieRender Anreicherung von CD24" - Zellen
mittels MACS- Microbeads

o Gesamttumorverdau mit anschlielender FACS- Sortierung nach
CD24"/CD45 - Zellen

Da das R3327- Prostatakarzinom epithelialen Ursprungs ist, wurde der epitheliale
Oberflachenmarker CD24 fur die Positivselektion verwendet. Die Grundiiberlegung CD45" -
Zellen zu eliminieren bestand darin, dass z.B. Fibroblasten, die die Etablierung primarer
Zelllinien erheblich storen, diesen Oberflachenmarker ebenfalls tragen konnten.

Tab. 11: Zellkultur-Etablierungsansatze fiir die drei PCa-Tumorlinien AT1, HI, H.

Ausgangsmaterial Zellkultur etabliert?
AT1 HI H
Nein (abgestorben nach 5
Gesamttumorverdau Ja Ja
Passagen)
MACS- Anreicherung
. Ja Ja Ja
CD24
FACS- Sortierung ] o ) ]
. ) Ja Nein (Kontamination) Nein (kein Wachstum)
CD24°/CD45

Voruntersuchungen ergaben eine Zellvitalitat nach MACS- bzw. FACS- Prozedur von 80 -
85%.

Fur die AT1-Sublinie war die Etablierung einer Zellkultur mit allen 3 Varianten erfolgreich
(Tab. 11).

Fur die Sublinie HI konnte bisher nur mit den CD24- angereicherten MACS- Zellen eine
Zellkultur etabliert werden. Im Falle des H-Tumors konnten sowohl aus dem
Gesamtzellverdau, als auch aus der MACS- Anreicherung Zellen gewonnen werden, die in
vitro passagierbar waren. Allerdings sahen die etablierten Zelllinien morphologisch
unterschiedlich aus (Abb. 45), so dass eine weitere Charakterisierung nach bewiesener
Tumorinduktion (in vivo) notwendig ist.




Ergebnisse 85

Wahrend die AT1- Zelllinie eine typisch epitheliale Morphologie aufwies, bestand die HI-
Zelllinie aus wesentlich kleineren kubischen Zellen, die einen ausgedehnten Zellverband
eingingen. Die H- Zelllinie war dagegen durch extrem groRRe flachige Zellen mit wenig

kontrastarmem Zytoplasma gekennzeichnet.

AT1 HI H

Abb. 45: Lichtmikroskopische Aufnahme von AT1-, H- und HI-Zellen in vitro. GréBenmaRstab:
100 um. VergréRerung: 100-fach.

Der Erfolg der MACS- Anreicherung wurde durch den Vergleich von FACS- Analysen der
CD24%/CD45" - Zellen vor und nach MACS- Anreicherung bestatigt (Tab. 12). Besonders fur
den H und den AT1-Tumor brachte die Anreicherung gute Ergebnisse. Allerdings war die
Ausgangsanzahl an CD24" - Zellen im AT1-Tumor zu gering (< 1%), so dass eine MACS-
Anreicherung lediglich zur Erhéhung der Zellzahl fur eine anschlieRende FACS- Sortierung
zukiinftig verwendet werden sollte. Trotz einer leichten Erhéhung der CD45" - Zellen im H-
Tumor war die Anreicherung auf 75% CD24" - Zellen sehr erfolgreich. Beim HI-Tumor flhrte
die MACS-Prozedur zwar zu einer Verringerung der Zahl an CD24" - Zellen, gleichzeitig
reduzierte sich aber auch die Anzahl an unerwiinschten CD45" - Zellen.

Nach einer 4- wochigen Passage, der aus der MACS- Anreicherung etablierten Zelllinien,
wurde eine erneute FACS- Analyse durchgefihrt. Fir die H-Zellkultur ergab sich ein Wert
von 88% CD24" - Zellen (vergleichbar zum Zustand nach der MACS- Anreicherung, siehe
Tab. 12). Im Vergleich hierzu hatte die AT1-Zellkultur weiterhin nur einen geringen Anteil an
CD24" - Zellen (ca. 6%). Im Gegensatz dazu waren nach 4- wochiger Zellkultur ca. 80% der
HI-Zellen CD24".

Tab. 12: FACS- Analyse der drei Tumorsublinien vor und nach erfolgter CD24 MACS-
Anreicherung

Zellen [%] AT1 (vor / nach) HI (vor / nach) H (vor / nach)
CD24" 0,03/17 64 /50 28/75
CD45" 95/34 32/10 7,8/15

CD24*/CD45 0/14 50/ 37 26 /47




Nach erfolgreicher Etablierung der Zellkulturen in vitro, stellte sich die Frage der in vivo

Tumorinduktionsfahigkeit. Es wurden alle vorhandenen Zellkulturen (Tab. 11) subkutan mit

Matrigel in die Oberschenkel von COP-Ratten injiziert. Die Nachbeobachtungszeit lauft bei

den meisten Versuchen noch, deshalb hier nur ein kurzer Uberblick:

Gesamttumorverdau:

AT1: 150.000 - 800.000 Zellen injiziert
H: 80.000 — 1.500.000 Zellen injiziert

MACS- Anreicherung:

AT1: 10-200.000 Zellen injiziert
(abgeschlossen)

HI: 1 -2 Mio. Zellen injiziert

H: 1 Mio. Zellen injiziert

CD24'/CD45 FACS- SORT:

AT1: 3.000 - 375.000 Zellen injiziert

CD24°/CD45 FACS- SORT:

AT1: 1.000 - 450.000 Zellen injiziert
H: 1.000 — 100.000 Zellen injiziert

— bis zum Tag 111 kein Tumor
— bis zum Tag 102 kein Tumor

— nach 190 Tagen kein Tumor

— bis zum Tag 83 kein Tumor
— bis zum Tag 83 kein Tumor

— bis zum Tag 102 kein Tumor

— nach 103 Tagen (1 Tumor, 450.000 Zellen)
— bis zum Tag 157 kein Tumor

Anhand dessen zeigte sich bis zum gegenwaértigen Zeitpunkt keine Tumorinduktionsfahigkeit

von Tumorzellen aus den etablierten Kulturen. Die Beobachtungszeit wird mindestens bis

200 Tage ausgedehnt werden, um mogliche spat wachsende Tumore zu detektieren.

Zusatzlich wurden aus den MACS- Anreicherungen fur die Zellkultur (siehe Tab. 12) auch

direkt angereicherte Zellen aller drei Sublinien s.c. in den Oberschenkel von COP-Ratten

injiziert. Die Zellen standen allerdings weitere 8 h auf Eis, so dass ihre Tumor- induzierende

Kapazitat wahrscheinlich reduziert war. Nach 300 Tagen Beobachtungszeit konnten fur AT1

und H-Sublinie keine Tumore gefunden werden. Im Falle des HI-Tumors sind bei zwei von

funf Injektionen Tumore entstanden, so dass eine Tumor- induzierende Kapazitat eindeutig

nachgewiesen wurde.



3.6.5 Bestimmung der Tumorinduktionsraten (LDA)

Um den Einfluss von Bestrahlung auf die Tumor- induzierenden Zellen (TICs) zu
untersuchen, galt es zunachst Tumorzellen mit klonogener Fahigkeit zu identifizieren. Da im
Dunning Prostatatumormodell unter in vivo Bedingungen TICs bisher nicht charakterisiert
sind, entschieden wir uns aufgrund der Voruntersuchungen (siehe Kapitel 3.6.4) fir eine
FACS- Sortierung von CD24"/CD45 - Zellen aus den drei Sublinien AT1, HI und H (Methode
beschrieben in Kapitel 2.11).

Die Tumorinduktionsanalyse (Limiting Dilution assay, LDA) fiur den AT1 und H-Tumor sind in

Tab. 13 zusammengefasst.

Tab. 13: FACS- SORT von CD24°/CD45 - Zellen zur Bestimmung der Tumorinduktionsraten fiir
den AT1 und H-Tumor. Limiting Dilution assay (LDA) wurde mit 10 - 1.000 Zellen (AT1) bzw. 10 -
50.000 Zellen (H) subkutan in den Oberschenkel von COP-Ratten durchgefiihrt. Angegeben ist die
Anzahl an gewachsenen Tumoren / Anzahl an Injektionen (Spots) pro Zellzahl

Sortierung Injizie;\t%Zellen Spots Injiziert: Zellen Spots
CD24"/CD45 10 0/4 10 0/4
100 0/8 100 1/8
1.000 0/8 1.000 0/8
10.000 3/8
50.000 2/4

t0Tage | Mo set T

Fiur den AT1-Tumor wurden 10, 100 und 1.000 CD24°/CD45 - Zellen s.c. in den Ober-
schenkel des Tiers injiziert. Da die Ausgangsmenge an CD247/CD45 - Zellen im AT1-Tumor
mit 0,5% sehr gering war, war es nicht moglich héhere Zellzahlen zu sortieren. Bis zum
jetzigen Zeitpunkt konnte keine Tumorinduktion fir AT1-Tumore beobachtet werden.

Womadglich sind langere Nachbeobachtungszeiten nétig, bis ein palpierbarer Tumor entsteht.

Im Falle des H-Tumors wurden in der FACS- Analyse CD24°, CD24"™ (intermediar gefarbt)
und CD24" (stark positiv) — Zellen detektiert. Es wurden nur stark positive CD24" - Zellen
sortiert. Dadurch erhalt man lediglich 14% CD24"/CD45 - Zellen im Ausgangstumor anstatt
60% fiir die Gesamt- CD24 - Population (CD24* und CD24%™) im H-Tumor. Aus einem




Ausgangstumor war deshalb bisher nur die Gewinnung von relativ geringen CD24"/CDA45" -

Mengen (Injektionen bis 50.000 Zellen) mdglich.

Seit Tag 142 post Injektion waren zwei H-Tumore (10.000 bzw. 50.000 Zellen injiziert) und
seit Tag 167 vier weitere Tumore (100, 10.000; 50.000 Zellen) palpierbar, allerdings zeigen

alle ein sehr langsames Wachstum.

Zusatzlich wurde eine Negativpopulation mit CD24/CD45" - Zellen (1.000, 10.000, 100.000
Zellen) des AT1- und des H-Tumors injiziert. Zum derzeitigen Zeitpunkt (180 Tage post

Injektion) konnten keine Tumore detektiert werden.

Es wurden auch weitere Sortierungen nach CD45/Thyl - Zellen vorgenommen, die zu einer
deutlich héheren Ausbeute fuhrten. Da bereits 56% der Zellen im H-Tumor (und 14% im
AT1-Tumor) CD45/Thyl - Zellen waren, konnten Uber 2 Mio. Zellen sortiert werden. Es
wurden pro Tumorlinie 1.000, 10.000, 100.000 und 500.000 CD45/ Thyl - Zellen injiziert,

aber auch nach 300 Tagen Beobachtungszeit konnten keine Tumore beobachtet werden.

Im HI-Tumor wurden ebenfalls CD24" und CD24%™ - Zellen detektiert. Nur die stark positiven
CD24" - Zellen (10% des HI-Tumors) wurden sortiert, mit Zellzahlen von 10 - 200.000 injiziert
und fir 297 Tage nachbeobachtet (Tab. 14). In diesem Experiment konnte eine klare
Abhangigkeit von injizierter CD24°/CD45 - Zellzahl und der Tumorinduktionsrate

nachgewiesen werden.

Tab. 14: FACS- SORT von CD24'/CD45 - Zellen zur Bestimmung der Tumorinduktionsraten fiir
den HI-Tumor. Limiting Dilution assay (LDA) wurde mit 10 - 200.000 Zellen subkutan in den
Oberschenkel von COP-Ratten durchgefiihrt. Angegeben ist die Anzahl an gewachsenen Tumoren /
Anzahl an Injektionen (Spots) pro Zellzahl, die daraus berechnete Tumorinduktionsrate und die
Induktionszeit, bestimmt als die Zeit eines erstmalig auftretenden palpierbaren Tumors post Injektion.
Die Nachbeobachtungszeit betrug 297 Tage. Die Werte sind Mittelwerte + SD.

Injizierte Zellen | Tumorwachstum Tumorinduktion [%] Induktionszeit [Tage]
10 0/4 0 -
100 3/8 37,5 84 + 26
1.000 718 87,5 71+23
10.000 6/8 75 73+£22
100.000 4/4 100 85+13
200.000 414 100 63 + 20




Nur 100 Zellen waren ausreichend um Tumorwachstum zu induzieren. Je mehr Zellen
injiziert wurden, desto hoher war die Wahrscheinlichkeit einer Tumorinduktion. Ab einer
Zellzahl von 100.000 lag die Tumorinduktionsrate bei 100%. In der Regel war die Zeit bis
zum ersten Auftreten der Tumore unabhangig von der injizierten Zellzahl. Lediglich nach
Injektion von 200.000 Zellen war die Latenzzeit etwas verkirzt. Bei der kleinsten
eingesetzten Zellzahl (10 Zellen) konnten keine Tumore innerhalb von 300 Tagen detektiert

werden.

Schlussfolgernd ergibt sich eine hohe Tumorinduktionsrate fir CD24*/CD45 - Zellen des HI-
Tumors, da bereits 100 Zellen in der Lage waren einen kompletten Tumor zu generieren
(Abb. 46).

Ein CD24'/CD45 - sortierter HI-Tumor der in vivo angewachsen war, wurde erneut einer
FACS- Analyse unterzogen (Tab. 15). Er wies weiterhin einen hohen Anteil an CD24" -
Zellen vergleichbar zum Zeitpunkt nach dem Sortieren auf, aber die Anzahl an CD45" -
Zellen war deutlich erhoht. Diese CD45"- Zellen kdénnten ein immunogenes Infiltrat
darstellen, so dass ein gewisser Anteil an CD45" - Zellen in vivo immer vorhanden sein wird
(syngenes Modell). In der Zellkultur (etabliert aus der MACS- Anreicherung) sowie direkt
nach dem SORT waren alle CD45" - Zellen eliminiert.

Tab. 15: Analyse des HI-Tumors vor und nach erfolgter CD24'/CD45 - FACS- Sortierung sowie
eines subkutan gewachsenen CD24'/CD45 Tumors aus dieser Sortierung. Es sind lediglich die
CD24" d.h. stark positiven Zellen angegeben, da diese auch fiir den FACS- SORT verwendet wurden.

Zeitpunkt Vor SORT [%] Nach SORT [%] In vivo [%]
CD24*Man 10 84 80
CD45" 4 0 12

Die Morphologie von urspringlichen HI-Tumoren, die zur Sortierung benutzt wurden,
entspricht der Morphologie in vivo gewachsener CD24"/CD45 - Tumore (Abb. 46). In beiden
Tumoren waren sowohl die flr den HI-Tumor typischen cribriformen Zellen sowie stromale
Bereiche und Gefal3strukturen sichtbar. Zusatzlich waren auch die rotgefarbten Mucin

sezernierenden drusigen Strukturen zu erkennen.

Von den CD24"/CD45 - induzierten HI-Tumoren (Tab. 14) wurden Fragmente in vivo, nach
der fur Bestrahlungsexperimente Ublichen Methode (siehe Kapitel 2.3), weitertransplantiert.
Alle Sekundéartumore aus diesen Fragmenten zeigten Wachstum und hétten nach 4 Wochen

die gewlinschte Bestrahlungsgrofie erreicht.



90 Ergebnisse

HI-Tumor HI-Tumor sortiert

Abb. 46: HE-Farbung eines unbehandelten Donor HI-Tumors und des in vivo gewachsenen
CD24"/CD45 sortierten HI-Tumors. GréRenmaRstab: 50 pm. VergréRerung: 100- fach.

3.6.6 Einfluss der Bestrahlung auf die CD24- Expression in HI-Tumoren

Um den Einfluss von konventioneller Photonen- RT und hoch-LET Kohlenstoffionen-
bestrahlung auf die Anzahl Tumor- induzierender Zellen genauer zu prifen, wurde am
Beispiel der HI-Sublinie eine qualitative und quantitative Analyse auf histologischer Ebene
durchgefuhrt. Als Marker fir Zellen mit Tumor- initiierender Eigenschaft wurde aufgrund der
vorausgegangenen Studien (siehe Kapitel 3.6.5) ein monoklonaler Antikérper gegen CD24
der Ratte eingesetzt. Das histologische Material wurde aus der Longitudinalstudie
entnommen (siehe Kapitel 2.9).

Die immunhistologischen Ergebnisse zeigen eine hochspezifische Farbung von Oberflachen-
strukturen (Abb. 47) sowie eindeutige zeitliche Unterschiede im CD24- Expressionsmuster
zwischen Photonen und *?C- RT.

Die Quantifizierung der CD24" - Expression (Abb. 48) ergab fir unbehandelte HI-Tumore
einen Anteil von ca. 10%. Nach Photonen- RT war die Anzahl CD24" - Zellen zun&chst stark
reduziert (ca. 3% nach 8 h), 18 h nach Therapie konnte ein extremer Anstieg (ca. 25%)
verzeichnet werden, der auch nach 72 h in einer vergleichbaren GrdélRenordnung lag.
Gleichzeitig nahm zu diesem Zeitpunkt die Intensitéat der Farbung etwas starker zu. Parallel
zu den deutlichen morphologischen Verénderungen im Tumor ab Tag 7, kam es auch zu
einem stetigen Abfall der CD24- Expression. In den nekrotischen bzw. apoptotischen
Arealen war CD24 nicht detektierbar (Abb. 47). Hingegen befand sich unter den
uberlebenden Restzellen ein hoher Anteil an CD24" - Zellen. 28 d nach Bestrahlung war die
CD24- Expression auf 10% abgesunken (Abb. 48).
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Abb. 47: Zeitliche Dynamik der CD24- Expression in HI-Tumoren nach 1 Fx Photonen oder e,
Nachweis des Oberflachenmarkers CD24 (rot) zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrahlung. Die
Zellkerne wurden mit DAPI (blau) angefarbt. GréRenmalistab: 50 um. Vergréf3erung: 200- fach.
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Abb. 48: Quantifizierung von CD24" - Zellen des HI-Tumors nach 1 Fx Photonen oder “C. Es
wurden pro Zeitpunkt und Strahlqualitat (Photonen: blau; **C: rot) je 3 Tumore (6 Bilder / Tumor)
ausgewertet (Mittelwert + SEM). Dazu wurde die positive Flache pro Gesamtbildflache mit Hilfe der
ImageJ-Software berechnet.

Auch '*C- bestrahlte Tumore zeigten eine erhéhte Menge (ca. 35%) an CD24" - Zellen, die
aber im Vergleich zu Photonen bereits 8 h nach Bestrahlung auftrat und bis 72 h konstant
auf diesem hohen Niveau blieb. Anschlielend konnte eine kontinuierliche Abnahme
verzeichnet werden. Am Tag 21 nach '“C- RT lieRen sich nur noch sehr wenige CD24" -

Zellen (ca. 3%) unter den intakten Zellen detektieren.

Auffallend war der duRRerst starke Anstieg des Oberflachenmarkers CD24 8 h nach *C- RT.
Im Gegensatz dazu war nach Photonen- RT die Menge an CD24 zu diesem Zeitpunkt am
geringsten. Insgesamt sank die Expression von CD24 nach **C- RT wieder schneller ab,
besonders ab Tag 14 nach RT war ein signifikanter Unterschied zwischen beiden
Strahimodalitaten festzustellen. Schlussendlich konnte gezeigt werden, dass die Expression

des putativen Stammzellmarkers CD24 in HI-Tumoren durch Bestrahlung reguliert wird.



4. Diskussion

Im Vergleich zu Photonenbestrahlungen hat Kohlenstoffionen- RT (**C- RT) aufgrund ihrer
physikalischen Eigenschaften und ihrer erhdhten relativen biologischen Wirksamkeit (RBW)
das Potenzial eine bessere Heilungsrate bei gleicher oder geringerer Normalgewebstoxizitat
zu erreichen [10,13]. In dieser Arbeit wurden praklinische Untersuchungen zur
Wirkungsweise von Kohlenstoffionen in drei verschiedenen Sublinien des syngenen
Prostatakarzinoms R3327 in der Ratte durchgefiihrt. Ziel war die ldentifizierung von

méglichen differenziellen Wirkmechanismen der **C- RT und Photonen- RT.

4.1 Dosis-Wirkung und RBW

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Durchfiihrung von systematischen und quantitativen
Untersuchungen der Reaktion von experimentellen Tumoren auf eine Bestrahlung mit
Kohlenstoffionen. Im Mittelpunkt standen dabei Fragen zur RBW und zu mdglichen zugrunde
liegenden Mechanismen einer *C- RT im Vergleich zu einer Photonenbestrahlung. Zur
Beantwortung dieser Fragestellung wurden als Erweiterung friherer Studien [11,52]
zunachst Dosis-Wirkungsexperimente an zwei experimentellen Tumorsublinien (R3327-H
und -HI) durchgefuhrt, die sich im histologischen Differenzierungsgrad unterscheiden. Ziel
war es, klinisch relevante Parameter, wie die RBW als Funktion der Dosis pro Fraktion fur
den Endpunkt der lokalen Kontrolle zu bestimmen. Aus zeitlichen und logistischen Griinden
war eine Aufteilung der Bestrahlungen in mehrere Teilexperimente notwendig. Ein hieraus
resultierender systematischer Fehler kann jedoch ausgeschlossen werden, da das
Tumorsystem bereits seit Jahren in unserer Arbeitsgruppe eingesetzt und standig mittels
sorgfaltiger Qualitatskontrollen hinsichtlich seiner biologischen Stabilitat tberwacht wird.

Die Ergebnisse kdnnen mit friheren Untersuchungen [11,52] an der chronisch hypoxischen
Sublinie R3327-AT1 des gleichen Tumormodells verglichen werden und bestatigen die
Hypothese, nach der eine Abhangigkeit der TCDs-Werte und der RBW-Werte von der
Tumorsublinie erwartet wird. Darlber hinaus zeigen die Studien eine klare Korrelation
zwischen Tumormorphologie und Strahlwirkung, wobei die RBW mit abnehmender
Tumordifferenzierung zunimmt. Die Anderung der RBW resultiert dabei Uberwiegend aus
einer Verdnderung der Photonen- Toleranzdosen. So zeigte eine groRer werdende
Tumordifferenzierung nach Photonen- RT eine deutliche Erniedrigung der TCDso- Werte,
wahrend die TCDs,- Werte nach >C- RT kaum sanken. Diese Resultate bestétigen frihere
Experimente, in denen gezeigt werden konnte, dass hoch- LET Bestrahlung (z.B. mit *°C)
weniger abhangig von biologischen Faktoren ist als die Strahlenreaktion nach Photonen- RT
[56,85-87].

So zeigten Takahashi et al. [85] mit Hilfe der Zelllinien NMT-1 (WT p53) und NMT-1R
(mutiertes p53) in vitro, dass der p53-Status die Effektivitat von Photon- RT beeinflusst.
Mutationen in p53 fiihrten zu héherer Radioresistenz gegeniiber Photonen, wahrend die **C-



Strahlenwirkung unabhéngig vom p53 Status war. Dadurch ergibt sich fur p53 mutierte
Tumore eine hthere RBW. Shibata et al. [86] zeigten, dass die Art und Komplexitat des
DNA- Schadens den Reparaturweg und die Reparaturkinetik beeinflussen. Da 2C- RT
komplexere DNA- Schaden ausldsen als Photonen [88,89] und der G2-Arrest nach **C- RT
ebenfalls verlangert ist [90,91], werden die unterschiedlichen Reparaturmechanismen
zwischen Photonen- und *C- RT als Hauptgrund fiir die differenziellen Strahlenantwort
angenommen.

Neben diesen intrinsischen Resistenzfaktoren spielen auch epigenetische Aspekte eine
wichtige Rolle. Der Sauerstoffgehalt eines Gewebes hat wesentlichen Einfluss auf die
Empfindlichkeit von Zellen gegentber ionisierender Strahlung. Unter aeroben Bedingungen
werden die durch Strahlung erzeugten Radikale oxidiert, wodurch der molekulare Schaden
stabilisiert und die Reparatur erschwert werden kann. Diese Abhangigkeit spiegelt sich wider
im sogenannten Sauerstoffverstarkungseffekt (Oxygen Enhancement Ratio, OER), einer
Grolie, die beschreibt, wie viel mehr Dosis sauerstoffarmen (hypoxischen) Zellen zugefihrt
werden muss, um die gleiche Strahlenreaktion, wie bei optimal mit Sauerstoff versorgten
Zellen zu erzielen [92]. Experimentell wurde gezeigt, dass der OER einen Wert bis etwa drei
annehmen kann. Untersuchungen an Zellkulturen deuten auf eine klare Abhéangigkeit des
OER vom LET hin, weshalb die Hoffnung besteht, mittels schwerer lonen wie z.B.
Kohlenstoff oder Sauerstoff, hypoxische Tumore mit groRerer Wahrscheinlichkeit lokal
kontrollieren zu kénnen [56,87].

Diese Beispiele belegen, dass es Tumor- assoziierte Faktoren gibt, die wesentlich zur
Radioresistenz gegeniber Photonen beitragen koénnen und die moglicherweise bei
Anwendung einer **C- RT einen geringeren Einfluss besitzen. Umgekehrt ergibt sich daraus,
dass Tumore, die bereits nach Photonen- RT hohe Sensitivitat aufweisen, aufgrund geringer
RBW- Werte, nicht von einer *2C- RT profitieren werden.

Auch die erhobenen RBW- Werte zwischen 1,6 und 2,1 (1 Fx) bzw. 1,9 und 2,1 (2 Fx) stehen
im Einklang mit bereits veroffentlichten Daten [93-95]. So liegen RBW- Werte (Endpunkt:
10% klonogenes Uberleben) fiir verschiedene Tumorzelllinien in vitro zwischen 2,0 und 3,0
(dose-averaged LET: 77 keV/pum) [94]. Matsui et al. [93] fanden in vitro in Pankreas-
karzinom- Zelllinien eine RBW zwischen 1,83 und 2,46 (Endpunkt: 10% klonogenes
Uberleben, dose-averaged LET: 80 keV/ um).

Wahrend bei AT1-Tumoren die maximale Latenzzeit bis zum Auftreten von Rezidiven unter
180 Tagen lag [52], entwickelten sich einige Rezidive der Sublinie HI bis kurz vor Ende der
Nachbeobachtungszeit von 300 Tagen bzw. noch spéater (ein Rezidiv bei 305 bzw. zwei
Rezidive bei 320 Tagen). Um die Robustheit der TCDso-Werte des HI-Tumors zu bestéatigen,
wurde eine zweite Analyse fur den Endpunkt ,320 d“ durchgefiihrt. Allerdings fihrte dies nur
zu einer geringfugigen Erhéhung des TCDsp-Wertes und daraus resultierend nur zu einer
insignifikanten Ver&nderung der RBW. Daher kdonnen die RBW-Werte fur den primaren
»300 d“ Endpunkt als verlasslich angesehen werden.



Im Gegensatz zu den lokal kontrollierten AT1- und HI-Tumoren, welche komplett resorbiert
wurden, sind bei lokal kontrollierten H-Tumoren kleine Gewebereste zurtickgeblieben. Durch
das sehr langsame Wachstum dieses Tumors waren spate Rezidive schwierig zu
detektieren. Insbesondere zeigte sich keine eindeutige Volumenzunahme innerhalb des
Beobachtungszeitraumes. Deshalb wurde ein sekundérer Endpunkt ,histologische
Tumorkontrolle” eingefiihrt. Hieraus ergab sich zwar eine leichte Erhéhung der RBW, aber
die Werte blieben weiterhin unterhalb derer des HI-Tumors. Auch diese Verschiebung
resultierte aus einer starkeren Erhéhung des TCDso-Wertes fiir Photonen als fiir 12C- lonen.
Grundsatzlich konnte dieses Ph&nomen durch eine kleine Subpopulation von Zellen erklart
werden, die resistent gegenilber Photonen-, nicht aber gegeniiber '°C-RT ist. Eine
Bestétigung dieser Hypothese wére ein weiteres Beispiel fur die geringere Abhangigkeit der
12C. RT von der Heterogenitat des Tumors im Vergleich zur Photonenbestrahlung.

Da bereits bekannt ist, dass die Anzahl klonogener Stammzellen (CSC) vor Therapiebeginn
ein Kriterium fir die Ausbildung von Radioresistenz ist [96,97], konnte ein effektiveres
Abtéten von CSCs durch *C- RT vermutet werden. Fiir Brustkrebs [98] und Glioblastome
[71] konnte bereits gezeigt werden, dass die jeweiligen CSCs durch verstarkte Aktivierung
von DNA- Reparaturmechanismen deutlich radioresistenter sind. Auch wurde bereits eine
Studie von Cui et al. [99] veréffentlicht, die den Einfluss von *2C- und Photonen- RT auf
putative Kolonkrebsstammzellen untersucht. Die Autoren schlossen aus ihren Ergebnissen,
dass Photonen- RT hauptsachlich nicht- stammzelldhnliche Zellen abtétet, wohingegen **C-
RT nicht- stammzelldhnliche Zellen als auch CSCs in gleichem Mal3e zerstort. Diese
geringere Radioresistenz von CSCs gegeniiber **C- RT wiirde implizieren, dass *C- RT eine
vielversprechende Mdglichkeit ist, um die Radioresistenz von Stammzellen zu umgehen.

Es wurde eine Korrelation zwischen RBW und histologischer Differenzierung gefunden.
Allerdings muss berlcksichtigt werden, dass das untersuchte Tumorsystem sich nicht nur im
Differenzierungsstatus, sondern auch in funktionellen Parametern, wie der Wachstumsrate,
Oxygenierung, Ploidiegrad und Metastasierungsneigung unterscheidet [100]. Diese sind
jedoch nicht komplett unabhéangige Faktoren, da sie an die Entwicklung von einem gut
differenzierten zu einem undifferenzierten Tumor gekoppelt sind.

Zusammenfassend, konnte unabhangig von der bekannten LET- und Dosis- Abhangigkeit
der RBW [48,50], gezeigt werden, dass die RBW zusatzlich von Tumor- spezifischen
Faktoren, wie dem Differenzierungsstatus abh&ngt. In Bezug auf die klinische Situation
impliziert dies einen Vorteil fiir die Bestrahlung mit **C- lonen besonders fiir radioresistente
Tumore, wie die anaplastische Sublinie AT1. Die drei untersuchten Sublinien dienten hierbei
als Beispiel fur die klinisch beobachtete Heterogenitat von Prostatakarzinomen, die auch fir
12C. RT derzeit im Fokus steht [38,101], genauso wie als generelles System, um die
Abhéangigkeit der Tumorantwort von Tumor- spezifischen Faktoren zu untersuchen.



4.2 Wachstumsverhalten und Rezidivbildung

Das Wachstumsverhalten nach Einzeit- und Zweifachbestrahlungen war fur alle Tumor-
sublinien vergleichbar. Weiterhin zeigte sich, dass die Latenzzeit bis zur Rezidivbildung in H-
Tumoren fur alle Strahlmodalitdten und Fraktionierungsschemata Dosis- abhangig war, d.h.
je hoher die Bestrahlungsdosis desto spater trat die Rezidivbildung ein.

Fir den HI-Tumor waren die Latenzzeiten des Rezidivs nach '*C- RT deutlich langer als
nach Photonen- RT. Insgesamt laufen die Volumenreaktionen des moderat differenzierten
HI-Tumors deutlich schneller ab als bei dem hoch differenzierten H-Tumor. Fur die
bestrahlten HI-Tumore ergab sich eine klare Dosis- Abhangigkeit der Rezidivzeitpunkte fur
die '*C- RT, aber nicht fir Photonen- RT. Insgesamt entwickelte sich das Rezidiv nach
Photonenbestrahlung immer zwischen 50 und 100 Tagen nach Therapie. Dies wurde sowohl
bei 1 Fx als auch 2 Fx beobachtet. Eine mdgliche Erklarung fir dieses Phanomen waren
Sublinien- spezifische Tumorsubpopulationen mit unterschiedlicher Strahlenresistenz [96].
Diese Subpopulationen im HI-Tumor kénnten durch genetische oder epigenetische Faktoren
hohere Dosen besser uberleben, z.B. in hypoxischen Nischen, oder sie entwickeln
zusatzliche Eigenschaften, die ihre Tumorinduktionsfahigkeit unabhangig von der
Uberlebenden Zahl an CSCs macht. Um welche Eigenschaften es sich dabei handeln
kénnte, ist derzeit nicht bekannt. Die Beobachtung, dass °C-lonen hinsichtlich der
Latenzzeit bei Rezidiventstehung eine Dosis- Abhangigkeit zeigen, lasst auf eine geringere
Strahlenempfindlichkeit gegentiber hoch- LET, oder aber auch auf eine Veranderung der
intrinsischen protektiven Eigenschaften der Subpopulationen schlie3en. Diese Hypothesen
sollten in zukinftigen Studien untersucht werden. Momentan gilt es als nicht bewiesen, dass
stammzellahnliche Subpopulationen, die nach Bestrahlung oder Chemotherapie zu einer
Rezidivbildung fuhren, identisch mit den Tumor- induzierenden Stammzellen sind, die zur
Entstehung des Primartumors gefuhrt haben [96].

AulRerdem wurde deutlich, dass in den meisten Fallen, aber v.a. fir den HI-Tumor und den
histologischen Endpunkt des H-Tumors eine flachere Photonen- DWK im Vergleich zu den
12C. DWKs erreicht wurde. Dies spricht wiederum dafiir, dass eine komplette Inaktivierung
aller Tumorzellen mit Photonen schwieriger ist und fiir eine sichere lokale Kontrolle, deutlich
hohere physikalische Strahlendosen erforderlich sind.

4.3 Fraktionierungsverhalten

Bei Zweifachbestrahlungen verschieben sich die TCDso-Werte nach oben, aber insgesamt
steigen hier die Toleranzdosen fiir Photonen- RT ebenfalls deutlich mehr an als fur 2C- RT,
so dass sich fur 2 Fx ein Anstieg der RBW gegeniber 1 Fx ergibt. Allerdings war der Anstieg
der RBW von 1 zu 2 Fx nur beim AT1-Tumor stark ausgepragt [11,52]. Dies zeigt, dass
offensichtlich auch das Fraktionierungsverhalten vom Differenzierungsstatus des Tumors
abhéangig ist.



Das einzige praklinische Experiment zur Bestimmung von RBWSs unter fraktionierter
Bestrahlung wurde mit dem NFSa Fibrosarkommodell auf M&usen durchgefuhrt [50]. Aus
dieser Studie ergibt sich ein klarer Zusammenhang von RBW und LET. Fir den untersuchten
Tumor liegt dieser bei einem LET zwischen 14 und 20 keV/ um bei 1,4 und ist unabhé&ngig
von der Anzahl der Fraktionen, wahrend die RBW bei 44 und 74 keV/ pum von 1,8 auf 2,3
bzw. von 2,4 auf 3,0 ansteigt, wenn die Zahl der Fraktionen von 1 auf 4 erhdht wird.
Interessanterweise bewirken héhere Fraktionierungen keinen weiteren Anstieg der RBW. Die
RBW fir Einzeldosen von 2,4 bei 74 keV/ um steht im Einklang mit den Ergebnissen der
vorliegenden Studie, allerdings zeigen die Daten unter Zweifachbestrahlung einen deutlich
kleineren Anstieg der RBW, was sich moéglicherweise mit den unterschiedlichen Endpunkten
der Studie erklaren lasst. Wahrend Koike et al. [50] Isoeffektivitat und damit die RBW auf der
Basis von Tumor- Wachstumsverzégerung nach subtherapeutischen Dosen definiert,
basieren unsere Ergebnisse auf lokaler Tumorkontrolle (TCDso) mit klinisch relevanten
therapeutischen Dosen. Dies wirft die Frage auf, ob RBWSs, gemessen auf der Grundlage
niedriger Strahlendosen, vergleichbar sind mit den in der Regel deutlich hoheren
Strahlendosen fir RBWs aus einem Tumorkontrollexperiment.

4.4 Mechanistische Untersuchungen zur Strahlenwirkung von
Photonen- und *?C- RT

Neben den Studien zur relativen biologischen Wirksamkeit von Kohlenstoffionen wurden
auch zugrundeliegende Mechanismen genauer untersucht. Im Mittelpunkt standen dabei die
folgenden drei Themenbereiche: (a) funktionelle und strukturelle Veranderungen der
Tumorgefaldversorgung nach Bestrahlung, (b) der zeitliche Verlauf der Inaktivierung von
Tumorzellen und Normalgewebsanteilen in differenzierten Experimentaltumoren und (c) die
Wirkeffekte von Photonen- und '?C-RT auf individuelle Tumor- induzierende Sub-
populationen.

4.4.1 Vaskulare Effekte

Das vaskulare Endothel ist vielfaltig und multifunktional. Seine Rolle als selektive
Permeabilitatsbarriere, die metabolischen Eigenschaften wie z.B. Regulation des Blutflusses,
Regulation von Immunreaktionen und Entzindungsprozessen sowie Koagulation und
Fibrinolyse sind von entscheidender Bedeutung [102]. Nach Bestrahlung sind histologische
Veranderungen in der Gefalstruktur und insbesondere in den Endothelzellen &uRerst
auffallend. Das Tumorgefal3system ist durch eine chaotische Gefal3architektur und einen
erhohten interstitiellen Druck gekennzeichnet. Dies wiederum fuhrt zu einem Sauerstoff-
mangel und einer extrazellularen Azidose. Die Formierung von neuen Blutgefal3strukturen ist



gekennzeichnet durch das Entstehen von neuen Kapillaren, verworrenen
Gefal3verzweigungen und verdrehten Gefallen [102]. Gleichzeitig treten kurzzeitig
verschlossene GefalRe (shunts), verdickte undichte Basalmembranen, Einblutungen sowie
fehlende Perizyten- Ummantelung auf. Lose verbundene Endothelzellen und Perizyten sowie
ein Anstieg an vesikularen Organellen im Zytoplasma kennzeichnen diesen
hyperpermeablen Phanotyp, so dass intravaskulare FlUssigkeiten und Plasmaproteine
austreten.

Aus zahlreichen Studien geht hervor, dass die Gefallversorgung von Tumoren die
Strahlenantwort beeinflusst. Dabei inaktivieren ionisierende Strahlen nicht nur Tumorzellen,
sondern besitzen auch antivaskulare Eigenschaften sowohl in vitro als auch in vivo.
Besonders ausgepragt ist dieses Phanomen bei Anwendung hoher Einzeldosen [64,65,103-
105]. AulRerdem spielen Gefalie bei der Reoxygenierung unter fraktionierter Bestrahlung und
zur Uberwindung von strahleninduzierter Hypoxie eine wichtige Rolle [83]. Die GefaRstruktur
ist auch bei der Bildung neuer Tumorrezidive nach abgeschlossener Bestrahlung sowie fur
metastatische Prozesse wichtig. Letztendlich ist im Falle einer Kombinationstherapie die
Gefalireaktion bedeutsam fir die Applikation von Medikamenten. Aus diesen Griinden
wurden die vaskuldaren Effekte nach Photonen- und '?C- RT sowohl funktionell mittels
Ultraschall und Magnetresonanztomographie (MRT), als auch histologisch im Zeitverlauf
untersucht.

4.4.2 Funktionelle Untersuchungen

Der nicht- invasive Power- Doppler Ultraschall war fir die Darstellung des Volumens im
zeitlichen Verlauf geeignet. Allerdings konnte eine Korrelation des Blutflusses nach
Bestrahlung mit einer Dosis- Abhangigkeit nicht gezeigt werden, da Mikrogefalde mit einem
Durchmesser von weniger als 40 um mit dieser Methode nicht detektiert werden kénnen
[106]. Dagegen war im Falle von lokal kontrollierten *°C- bestrahlten Tumoren ein Anstieg
des Blutflussvolumens im Tumorrestvolumen zu beobachten, was als ein beginnender
Prozess einer erneuten Vaskularisierung ab dem Tag 150 nach RT gedeutet werden kann
[105]. Diese Neoangiogenese tragt aber nicht zur Rezidivbildung bei, sondern wie spater
histologisch gezeigt werden konnte, handelt es sich hierbei um eine GefalZneubildung
innerhalb der Normalgewebsstrukturen des zurtickbleibenden Fibroms nach Bestrahlung von
hochdifferenzierten Tumoren. Im Vergleich hierzu war bei den moderat differenzierten HlI-
Tumoren spater als 100 Tage nach RT kein Blutfluss und anschlieBend auch kein
Tumorrestvolumen mehr detektierbar.

Bis 30 Tage nach Bestrahlung konnte ein differenzieller Unterschied zwischen **C- und
Photonen- RT erfasst werden, der sich aber zu spateren Zeitpunkten verliert. Grundsatzlich
waren Blutflussveranderungen im zeitlichen Verlauf nach **C- Bestrahlung friiher messbar,
weshalb auf unterschiedliche Mechanismen der GefaRinaktivierung nach *2C- und Photonen-



RT geschlossen werden kann. Bewertend lasst sich sagen, dass der Doppler-Ultraschall in
diesen Tumorsystemen zwar einen einfachen und schnellen Uberblick von Blutfluss-
veranderungen nach Therapie ermdglicht, aber nicht in der Lage ist, die Gesamtheit der
vaskularen Effekte zu erfassen.

Zum besseren Verstandnis der Wirkmechanismen wurde unter Einbeziehung weiterer
funktioneller Parameter eine MRT- Studie durchgefihrt.

Hiermit konnte in T1- und T2- gewichteten Bildern sowohl die Odemisierung als auch die
Entstehung nekrotischer Bereiche nach Bestrahlung sowie die Wachstumsnekrosen in
groRen unbehandelten AT1-Tumoren nachgewiesen werden. Diese Odemisierung fiihrt zu
einer weiteren Erhohung des interstitiellen Drucks resultierend aus hyperpermeablen
BlutgefaRen und schlechtem Lymphabfluss [107]. Fur die isoeffektiven Dosen 85 Gy
Photonen und 37 Gy **C (lokale Kontrolle) war die Odemisierung und die Nekrosen schneller
detektierbar und nach 21 Tagen starker vorhanden, als in den isoeffektiven Dosen ohne
lokale Kontrolle. Daraus lasst sich auf eine Dosis- Abhangigkeit der Effekte schliel3en.

Fur eine prazisere Untersuchung der GefaRRfunktion wurde eine dynamische Kontrast-
verstarkte Magnetresonanztomographie (DCE-MRT) mit dem Kontrastmittel (KM) Magnevist®
durchgefiihrt. Da Magnevist® ein kleines Molekiil (ca. 500 Dalton) ist, kénnen selbst kleine
Permeabilitatsanderungen sichtbar gemacht werden. In allen Bestrahlungsgruppen reicherte
sich das KM deutlich starker als in den unbehandelten Tumoren an. Bei einem Vergleich der
Grauwerte zeigte sich eine Aquivalenz der 16 Gy C- und der 85 Gy Photonen- RT.
Weiterhin war die Intensitat der Grauwerte, d.h. der KM- Anreicherung, bei 37 Gy **C
nochmals erhoht. Diese Beobachtungen zeigen eine eindeutige Dosis- Abhéngigkeit und
zusatzlich stutzen sie die Hypothese einer hoheren Effektivitat der Kohlenstoffionen die
Gefalie zu permeabilisieren.

Um genauere Hinweise auf einen differenziellen Wirkmechanismus zwischen Photonen und
12C. RT zu erhalten, reicht diese rein deskriptive Beschreibung der MRT-Bilder nicht aus.
Darum wurde der pharmakokinetische Parameter A, der aquivalent zum Blutvolumen ist,
nach dem Brix- Modell [81] analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass A in allen bestrahlten
Tumoren gegentber unbestrahlten Kontrollen leicht anstieg. Allerdings war dieser Anstieg
nicht signifikant und Dosis- unabhangig. Da dies nicht die deskriptive Beschreibung der
DCE-MRT Bilder mit klarem Dosis- abhéngigen KM- Anstieg nach RT [106,108],
insbesondere nach **C- RT, widerspiegelt, wird derzeit an einer Méglichkeit der quantitativen
Analyse mit dem neueren pharmakokinetischen Zwei- Kompartimenten- Modell nach Brix
[109,110] gearbeitet.

Einer der Hauptunterschiede zwischen beiden Modellen ist, dass die arterielle Inputfunktion
im Brix- Modell von 2004 dazu genutzt wird, einen Fit an den tatsachlich in der Arterie
gemessenen KM- Kinetik durchzufuihren, wohingegen im Brix- Modell von 1991 [81] feste
Fit- Parameter vorgegeben sind. Zusatzlich wird im ersten Brix- Modell [81] lediglich der KM-



Austausch zwischen den Kompartimenten Blutplasma und peripheres Gewebe
bertcksichtigt. Im erweiterten Brix- Modell [109] wird die KM- Konzentration eines jeden
Kompartiments mit seinem Volumen multipliziert. Dadurch ist es mdglich Volumen-
anderungen innerhalb der Kompartimente stéarker zu bericksichtigen. Zwick et al. konnten
bereits zeigen, dass das erweiterte Brix- Modell mit arterieller Inputfunktion alteren Modellen
vorzuziehen ist [111,112].

AuBRerdem koénnen mit dem Modell weitere wichtige Parameter, wie das relative
Blutflussvolumen, das relative Blutvolumen und das interstitielle Volumen berechnen werden.
Da die Odemisierung nach Bestrahlung zu einer Volumenanderung der Kompartimente fuhrt,
erhoffen wir uns hiermit eine genauere und zuverlassigere Auswertung, auch um eventuelle
Dosis- Abhéangigkeiten aufzuzeigen.

In diesem Zusammenhang beobachteten Lin et al. [113] in TRAMP-C1 PCa-Tumoren
sowohl einen starken KM- Anstieg als auch eine Erhéhung des Permeabilititsparameters
K"™" nach 15 Gy 1 Fx RT. Dies korreliert mit unseren Beobachtungen.

4.4.3 Histologische Untersuchungen

Die beiden Tumorsublinien R3327-H und -HI unterscheiden sich auf struktureller Ebene im
Wesentlichen durch unterschiedlich grof3e Anteile von normalen Gewebestrukturen und
durch den Reifezustand ihrer vaskularen Elemente. Unbehandelte HI-Tumore besitzen etwa
doppelt so viele GefaRe wie H-Tumore, allerdings sind in den meisten dieser Gefalie keine
Perizyten (SMA) nachweisbar, d.h. der HI-Tumor ist, die vaskulare Versorgung betreffend,
deutlich weniger differenziert als der H-Tumor [67,114]. Im H-Tumor war dagegen die Halfte
aller GefalRe CD31" / SMA".

Einer der ersten Strahlenreaktionen ist die Induktion des yH2AX- Kernproteins, das als
Kennzeichen einer ablaufenden DNA- Doppelstrangbruchreparatur herangezogen wird. In
beiden Tumoren war nach 8 h das Maximum an DNA-DSBs erreicht und die Signale waren
bis 72 h mit abnehmender Anzahl verfolgbar. Dabei zeigten nach **C- Bestrahlung nicht nur
mehr Zellen yH2AX" - Foci, sie waren auch langer detektierbar.

Jakob et al. [54] konnten bereits zeigen, dass Schwerionen (in diesem Fall Bismut lonen)
mehr residuelle yH2AX- Foci in humanen Fibroblasten induzieren als Photonen. Aul3erdem
sind die durch hoch- LET entstehenden DNA- Schéden geclustert und damit wesentlich
komplexer und schwerer zu reparieren. Die Reparaturkinetik von DNA- Doppelstrangbriichen
in HSF-1 Zellen in vitro nach **C- RT ist verlangsamt gegeniiber Photonen- RT [86].

Die eingesetzten hohen Strahlendosen flihrten unabhéngig von der Strahlqualitéat zu einer
deutlichen Inaktivierung von proliferierenden Tumorzellen unmittelbar nach RT (8 h).
Zuruckbleibende proliferierende Zellen waren vorwiegend Endothelzellen und Fibroblasten.
Der Ruckgang der Proliferation war in H-Tumoren wesentlich starker ausgepréagt als in HI-



Tumoren, einerseits weil der H-Tumor selbst schon einen geringen Anteil teilungsaktiver
Zellen aufweist und andererseits, weil ein deutlich héherer Anteil an proliferierenden
Restzellen insbesondere nach Photonen (> 14 Tage) vorhanden war. Die Hauptursache
hierfir ist wohl der hohere stromale Anteil des H- gegeniiber des HI-Tumors.

Zusatzlich zur Tumorzellinaktivierung war eine starke Auftreibung der geféaf3standigen
Basalmembranen auffallend, die zu einer Reduzierung der Gefal3durchmesser in allen
Bestrahlungsgruppen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle fiihrte. Diese Veranderungen
wurden begleitet von partiellen bis hin zu kompletten Disruptionen vaskularer Elemente.
Auch hier ergab sich ein auffallender zeitlicher Unterschied zwischen Photonen und *2C-
lonen bei Anwendung von isoeffektiven Dosen. Bereits 18 h nach '?C- RT wiesen die
Uberwiegende Mehrheit der GefaRe Schadigungen auf, unabhangig vom Reifezustand der
vaskularen Elemente. Vergleichbare GefaRveranderungen waren nach Photonenbestrahlung
frihestens 7 bis 14 Tagen sichtbar. Als histologisches Korrelat stitzen diese Ergebnisse die
erhobenen Befunde der Ultraschall- und MRT-Untersuchungen.

Die histologischen Untersuchungen zeigen, dass Bestrahlung vorwiegend unreife Gefal3e
schadigt. Vaskulare Elemente mit perizytarer Ausstattung sind deutlich radioresistenter und
reagieren aufgrund ihres geringen Anteils an teilungsaktiven Endothelzellen, zumindest nach
Photonen- RT mit entsprechender zeitlicher Verzogerung. Aul3erdem sind Kleinere
Strahlendosen in der Lage, sowohl protektive als auch angiogene Prozesse zu induzieren
[115]. Fur hohe Einzeldosen wurde dies bisher nicht gezeigt [107].

Fur die Neovaskularisierung und die damit verbundene Zunahme der Blutgefaf3dichte ist die
Proliferation der Endothelzellen essentiell [108,113,116]. Der histologische Befund, dass zu
spaten Zeitpunkten nach RT sowohl Endothelzellproliferation als auch GefalZneubildung zu
beobachten war, bestatigt friihere Studien, die solche Effekte ebenfalls nach Anwendung von
hohen Photonendosen nachgewiesen haben [117].

Bereits 14 Tage nach *?C- RT bzw. 28 Tage nach Photonen- RT wurden kleinvolumige
Anteile aus zellarmen Bindegewebsstrukturen mit langgezogenen Fibroblasten aber ohne
sichtbare Tumorstrukturen vorgefunden, die als klassisches Fibrom bezeichnet werden
kénnen. Wie bereits in der Literatur beschrieben, konnte gleichzeitig eine Neubildung von
versorgenden GefaRstrukturen mit SMA™ umgebenden perizytaren Zellstrukturen beobachtet
werden [105,107]. Weiteres Kennzeichen dieser Neovaskularisierung ist eine erneute
Zunahme teilungsaktiver Zellen zu diesen spaten Zeitpunkten. Im weniger gut differenzierten
HI-Tumor ist diese Fibromausbildung nicht vorhanden, da das komplette abgestorbene
Tumormaterial innerhalb von 30 Tagen resorbiert wurde. Der stromale Anteil ist im HI-Tumor
deutlich schwéacher, jedoch der muzindse Anteil wesentlich starker ausgepragt als im H-
Tumor. Dies beglnstigt wahrscheinlich die schnelle Resorption.

Interessanterweise konnte in den Fibroblasten des H-Tumors bereits 18 h nach RT eine
Aufquellung, nach 72 h eine weitere starke VergrofRerung und ab Tag 14 nach Photonen



bzw. 7 Tage nach '?C- RT eine deutliche Verlangerung der Zellstruktur beobachtet werden.
Auffallend sind diese Veranderungen nur in den stromalen Anteilen des H-Tumors, im HI-
Tumor waren sie teilweise auch abgeschwacht vorhanden. Allerdings konnte nur ein sehr
geringer zeitlicher Unterschied zwischen **C- und Photonen- RT detektiert werden. Daraus
ergibt sich ein geringer Einfluss der Strahlmodalitat auf die stromale Antwort, aber ein
wesentlicher Unterschied zwischen Tumoren mit verschiedenen Differenzierungsgraden.
Diese Beobachtungen sind mit den beobachteten vaskularen Effekten konsistent.

Aus den histologischen Untersuchungen lasst sich zusammenfassend sagen, dass beide
Strahlqualitaten unter Isoeffektbedingungen in teilungsaktiven Tumorzellen und in vaskularen
Elementen zwar vergleichbare strukturelle und funktionelle Veranderungen verursachen, die
zeitliche Abfolge aber nach 'C-RT beschleunigt ist. Dieser differenzielle zeitliche
Strahleneffekt beruht in erster Linie auf unterschiedlichen Wirkmechanismen von Photonen
und **C- lonen auf ruhende, teilungsinaktive Zellen.

4.4.4 Genexpressionsanalysen

In der Genexpressionsanalyse ergaben sich bereits zwischen den beiden unbehandelten
Tumorsublinien H und HI stark unterschiedlich regulierte Gene. Im HI-Tumor waren v.a.
Gene mit folgender Funktion uberexprimiert: Zellwachstum, Syntheseprozesse, Zell-
adhasion, Migration und erhéhte Tumorzellmotilitdt Gber Aktin Reorganisation. Besonders
auffallend ist auch die deutlich starkere Expression des IGF-1 Rezeptors im HI-Tumor. Die
Beobachtungen stehen im Einklang mit den bereits bekannten Eigenschaften der beiden
Sublinien [67,118,119]. Aufgrund seiner Androgen- Unabhangigkeit laufen im HI-Tumor
regulative Signalkaskaden tber IGF1-R ab, welches zusatzlich eine grofe Rolle in der HIF-
1a regulierten Hypoxie spielt [120]. Die hdhere Wachstumsrate des HI-Tumors bedingt eine
starkere Expression von Genen der Syntheseprozesse und des Zellwachstums [67,114].

Im H-Tumor sind v.a. Gene Uberexprimiert, welche die metabolischen Aktivitaten
beeinflussen sowie die Zelladhasion verstarken. Es konnte bereits gezeigt werden, dass in
der PCa- Progression E-Cadherin und Vimentin vermindert vorkommen [121,122]. Zuséatzlich
sind auch einige Immunsystemkomponenten im H- gegentiber dem HI-Tumor hochreguliert.
Rubenstein et al. [123] untersuchten bereits die Unterschiede in vivo in T- Zellkomponenten
der verschiedenen R3327- Sublinien und fanden eine Veranderung der Quotienten von T-
Helferzellen zu T- Suppressorzellen in Abhangigkeit von der Tumorwachstumsgeschwindig-
keit.

Da die Fragestellung der differenziellen Genexpression nach Photonen- und *?C- RT im
Vordergrund stand und die beiden Bestrahlungsmodalitdten unterschiedliche Kinetiken
aufweisen, wurden Analysen an jeweils vier Zeitpunkten nach HI- Tumorbestrahlung
durchgefihrt.



Im Allgemeinen fand sich nach Bestrahlung, unabhangig von der Strahimodalitat, eine
Hochregulierung von Genen des DNA- Reparatursystems, der Zellzyklussteuerung, von
bestimmten Komponenten des Immunsystems (z.B. Zytokine), des Zellabbaus (z.B.
Caspasen), der lonenkanéle sowie die Erh6éhung von Migrationsmolekilen (z.B. durch
Aktinfilament- Reorganisation, ICAM). Im Gegensatz dazu wurden v.a. Gene, die in der
Zellzyklusprogression, im aeroben Stoffwechsel sowie Angiogenese und Zelladhasion
involviert sind oder bestimmte Komponenten des Immunsystems (z.B. Mastzellproteasen),
herunterreguliert. Diese Ergebnisse korrelieren mit den in der Histologie gesehenen
Befunden der DNA- Reparatur und der Reduktion der proliferativ aktiven Zellen sowie der
Auflésung / Reorganisation der Zellstruktur.

Die Dynamik der strahleninduzierten Genregulierung Uber die Zeit erwies sich als auferst
komplex. Fir die beiden Strahlqualitaten wurden nicht nur verschiedene Expressionsmuster
sondern auch Intensitatsveranderungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten festgestellt.
Charakteristisch fiir Photonen- und '°C- RT war eine Herunterregulierung von Genen des
Immunsystems kurz nach Bestrahlung, die erst nach 14 Tagen das Kontrollniveau wieder
erreichten oder Ubertrafen. Zahlreiche Zellzyklus- und Metabolismus-regulierende Gene
wurden ebenfalls kurz nach RT herunterreguliert, hatten jedoch 72 h nach RT wieder
Kontrollniveau. Die kurzfristige Herunterregulation steht vermutlich im Zusammenhang mit
der Induktion von DNA- Schaden und dem ersten Zellsterben sowie dem Eintreten des
Zellzyklusarrests [62]. Die anschlieRende Reaktion lasst auf die Induktion einer Stress-
antwort schliel3en.

DNA- Reparatur induzierende Gene waren zu friihen Zeitpunkten nach Photonen und **C-
RT (8 h und 18 h) stark hochreguliert. Gleichzeitig waren die DNA- Reparatur reprimierenden
Gene zu diesen Zeitpunkten stark herunterreguliert. Bereits nach 72 h befanden sich alle
Reparatur assoziierten Gene wieder auf dem normalen Expressionsniveau der Kontrollen.

8 h nach RT war unabhangig von der Strahlqualitdt eine starkere Expression von
Stressantwort- Genen und ATPasen sowie Natrium- Kalium- Pumpen beobachtbar. Diese
Hochregulation war nach Photonen- RT pragnanter als nach **C- RT. Die Regulation von
Natrium- Kalium- Pumpen kénnte v.a. durch die Odemisierung induziert sein [107].

Es wurden einige Gene gefunden, die vorwiegend nach *2C- RT, aber nicht durch Photonen-
RT, aktiviert werden. Die Funktionen dieser Gene sind: Immunregulation [124,125],
Lymphozytenaktivierung [126], T- Zellaktivierung, NFkB- Ausschittung [127,128], Zell-
adhasion [129] und Apoptoseinduktion [130]. FiUr die drei Gene Atpla2, Alas 2 und Hbb
zeigte sich 8 h nach *C- RT eine deutliche Erhdhung der Expression und ab 18 h bis
einschlielich 14 Tage nach RT eine starke Herabregulierung. Hbb kodiert fur die
Hamoglobin B- Untereinheit [131] und Alas 2 ist an der Hambiosynthese beteiligt [132], so
dass sie essentiell fur die O,- Versorgung sind. Dagegen kodiert Atpla2 fur eine Natrium-
Kalium- Pumpe [133].



AuBerdem gab es Gene, die ausschlieBlich nach Photonen- RT reguliert waren. Dazu
gehdren ein Proteaseinhibitor, der das Tumorwachstum stimuliert [134] sowie die
Prostaglandinsynthase, die in der PCa- Proliferation involviert ist [135]. Das Gleiche trifft
auch auf Zytokeratin 20, MMP 11 und Aminopeptidase A zu. Alle drei Proteine sind essentiell
fur Angiogenese, Metastasierung, Invasion und PCa- Progression [135-137]. Die Menge an
zirkulierendem Prostaglandin E korreliert zusatzlich noch mit der zunehmenden Aggressivitat
der Tumorsublinien im R3327-Model [123].

Der Rezeptor fur Wnt- Signalproteine (Fzd 9) und die MAP-Kinase waren 18 h nach
Photonen- RT deutlich héher exprimiert als nach ?C- RT, wo eine gleichbleibend niedrige
Expression detektierbar war. Der Wnt-Signalweg kontrolliert v.a. die Proliferation und
Erhaltung von epithelialen Progenitorzellen in der Prostata [138]. Zusatzlich erhoht der
Wnt / B-Catenin Sighalweg auch die Radioprotektion von Normalgeweben (z.B. Mucosa) und
Tumorzellen [139]. Die MAP-Kinase steuert Uber VEGF- Expression eine Angiogenese-
induktion [140].

Die starke Hochregulierung von Caspase 3 bereits 8 h nach Photonen, aber erst 18 h nach
12C. RT, impliziert einen unterschiedlichen Zeitverlauf der Apoptosereaktion zwischen beiden
Strahimodalitaten [141]. Mukherjee et al. [142] zeigten, dass yH2AX auch wahrend der
DNA-Fragmentierung in apoptotischen Zellen von der DNA-PK (Proteinkinase)
phosphoryliert wird, so dass yH2AX in bestimmten Fallen auch als ,Apoptosemarker” einge-
setzt werden kann. Auffallend war in den yH2AX- Farbungen nach Bestrahlung von HI-
Tumoren ein deutlich héherer Anteil an yH2AX- Foci 18 h nach C- RT verglichen zu
Photonen- RT sowie eine bis 7 Tage nach RT andauernde yH2AX- Expression in **C-
bestrahlten H-Tumoren, die nach Photonen-RT zu diesen spaten Zeitpunkten nicht mehr
detektierbar war. Man konnte vermuten, dass dieser besonders hohe Anteil an yH2AX- Foci
18 h nach *2C- RT ebenfalls ein Hinweis auf verstarkte Apoptose zu diesem Zeitpunkt sein
kann. Photonen- RT wiirde im Vergleich zu '?C- RT zu frihen Zeitpunkten zu weniger
Apoptose filhren und in '?C- RT wiirde die Apoptoseinduktion langer anhalten. Diese
Interpretation der histologischen yH2AX- Farbung wurde mit dem Expressionsmuster der
Caspase 3 ubereinstimmen.

Eine Reihe von Genen war 8 h nach Photonen- RT hochreguliert, aber bereits 18 h danach
nicht mehr. Auch *?C- RT regulierte diese Gene friih hoch, allerdings blieb ihre Expression
Uber einen langeren Zeitraum erhalten bis bei spaten Zeitpunkten keine Unterschiede mehr
detektierbar waren. Diese Gene sind involviert in: der Reduktion von metabolischem Stress
durch vermehrte Phospholipidbiosynthese [143], EMT- Aktivierung [144,145], Inhibierung
des TGF-B Signalweges [146], p53- abhéngige Apoptose [147,148], p53- unabhangige
Apoptoseaktivierung [149], Aktivierung von DNA- DSB- Reparatur [150], Zelladhasion [151],
Chemoresistenz Uber Aktivierung der Cholesterol-Biosynthese [152], Erhéhung der PCa-



Invasion und Metastasierung [153], Verstarkung der Epithelzell- Lymphozyten- Adhasion
[154], Aktivierung von VEGF und HIF1a in PCa Uber GDF-15 [155].

Besonders die in unserer Analyse ausgepragte starke Herunterregulierung von Signalwegen
nach *?C- RT, welche z.B. mit PI3K / Akt assoziiert sind, wurden auch schon in vitro in A549
Zellen nachgewiesen [156].

ICAM-1 wurde 8 und 18 h nach RT hochreguliert und bei Photonen ab 72 h wieder
herunterreguliert auf das Level der Kontrollen. Nach **C- RT blieb es auch nach 72 h auf
einem leicht erhdhten Niveau. ICAM-1 ist bekannt als positiver Regulator fur RT- induzierte
Invasion und Migration in Gliomen [157].

Kamlah et al. [158] fanden in vitro einen Anstieg der ,Stem cell factor - Expression (Kitl)
nach Photonen- RT aber nicht nach **C. Unsere Ergebnisse zeigen jedoch einen leichten
Anstieg 8 bis 18 h sowohl nach Photonen- als auch nach **C- RT im Vergleich zu den
Kontrollen.

AulR3er dem direkten Abtéten von Tumorzellen durch DNA- Schaden, scheint zusatzlich die
Schadigung der Tumorumgebung und insbesondere der Endothelzellen essentiell nach RT
zu sein [62,103,105]. Die Endothelzellen synthetisieren 20-mal mehr Sphingomyelinase als
andere Zellen und schiitzen dadurch Tumorzellen vor Apoptose. Dies ist bisher nur bei
niedrigen Strahlendosen beobachtet worden, sollte aber auch fir hohere Dosen, bei denen
die Endothelzellen intakt bleiben, relevant sein [103].

Maalouf et al. [159] untersuchten zwei p53-mutierte HNSCC- Linien (radiosensitive SCC61
und radioresistente SQ20B) in vitro nach Bestrahlung mit **C und Photonen. SCC61- Zellen
reagierten mit einer p53-unabhangigen Apoptoseinduktion nach RT. Hingegen zeigten
SQ20B- Zellen einen verlangerten G,/M- Arrest und Anzeichen eines Absterbens nach der
Induktion einer mitotischen Katastrophe nach *C- RT. AusschlieRlich bei SQ20B- Zellen gab
es eine Subpopulation, die auch 10 Tage nach Hochdosisbestrahlung unabhangig von der
Strahlart proliferierte. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass neben der Strahimodalitat v.a.
die individuelle genetische Ausstattung und damit die intrinsische Radioresistenz die
Tumorreaktionen nach RT bestimmen.

Unsere Ergebnisse bestétigen teilweise frihere in vitro Studien, welche die Genregulation
nach Photonen- und **C- RT untersucht haben [63,160,161]. Sowohl die NFkB- Aktivierung,
als auch die p53- Inhibierung und der langer anhaltende Zellzyklusarrest nach **C- RT wurde
in vitro nachgewiesen [63,160]. Allerdings war zu frihen Zeitpunkten nach Photonen- und
12C. RT (Isoeffektvergleich) im HI-Tumor eine Herunterregulation des Apoptoseinhibitors
Survivin  (Birc5) mit anschlieRender verstarkter Expression vorzufinden. In vitro
Untersuchungen von Gong et al. [161] beschreiben jedoch eine deutlich starkere Expression
von Survivin nach *C- RT, nutzen hierbei aber einen Isodosenvergleich.

Yashiro et al. [162] untersuchten in vivo die Regulation von DNA- Reparaturgenen nach
Photonen- und '*C- RT. Besonders einige Spindelapparatkomponenten sowie DNA-



Checkpoint Proteine waren nach Photonen- RT deutlich schwécher exprimiert als nach *2C-
RT. Dies stimmt vollkommen mit unseren Beobachtungen in bestrahlten HI-Tumoren
Uberein. Zuséatzlich zeigten Yasiro et al. [162] eine signifikant hthere Expression von PCNA
nach Photonen- RT, eine Beobachtung, die sich im HI-Tumor nicht bestatigen liel3.

Der von Imadome et al. [61] in vivo nach *C- RT gezeigte verstarkte Zellzyklusarrest, die
erhdohte ICAML1- Expression sowie die p21- Regulation, ebenso wie die induzierte
Stressantwort entsprechen der Genregulation im dem hier untersuchten Prostatatumor der
Sublinie HI. Zusétzlich haben Imadome et al. [61] noch weitere differenziell regulierte Gene
gefunden, die aber ebenfalls den Funktionen Metabolismus, Zellkommunikation und
Zellzyklus zugeordnet werden koénnen.

Leider ist in diesen publizierten in vivo Studien keine Information zur eingesetzten
Strahlendosis zu finden. Zu vermuten ist, dass die gewahlten Dosen isoeffektiven
Bedingungen entsprechen, wobei der dazu gehérende biologische Endpunkt nicht definiert
wurde. Deshalb ist ein genauer Vergleich mit unseren Ergebnissen nicht moglich.

4.5 Charakterisierung von Tumor- induzierenden Zellen

Da lokale Rezidive und Metastasenbildung vor allem auf dem Uberleben einzelner
Tumorzellen mit der Eigenschaft einen neuen Tumor zu induzieren [6,96,163], den
sogenannten TICs (Tumor- induzierende Zellen), beruhen, sollte auch der Einfluss der
Bestrahlung auf diese TICs untersucht werden.

In Prostatakarzinomen sind derzeit mehrere verschiedene Subpopulationen mit mdglichen
Tumor- induzierenden Eigenschaften beschrieben. Dabei erfolgte die Isolation dieser TICs
Uber FACS- Sortierung von Oberflichenmarkern in den vorhandenen schnell wachsenden
und aus Metastasen etablierten Prostatakrebszelllinien DU145 [164], LNCaP [165] und PC3
[166]. Da die Relevanz dieser Ergebnisse aufgrund der Limitation der drei Systeme
fragwdirdig ist, spielen andere Systeme, wie z.B. die murinen transgenen Modelle TRAMP
und Pten, eine bedeutende Rolle in der Prostata- Stammzellforschung. Durch die
genetischen Veranderungen durchlaufen die Mause die komplette Tumorprogression von
einer prostatisch intraepithelialen Neoplasie (PIN) bis hin zu einem metastasierenden
invasiven Adenokarzinom [167]. Die drei Zelllinien DU145, LNCaP und PC3 wurden nicht
aus priméaren Prostatakarzinomen, sondern aus Metastasen mit niedrigem Differenzierungs-
grad, isoliert [168]. Bisher sind keine Oberflaichenmarker bekannt, die in mehreren PCa-
Modellen zuverlassig TICs sortieren kbnnen [167,169]. Momentan gibt es eine anhaltende
Diskussion darlber, ob es in der normalen Prostata eine distinkte Stammzellpopulation gibt,
oder ob sowohl luminale als auch basale Stammzellen existieren [5,6]. Daraus wirde sich
wiederum ableiten, dass auch Prostatakrebs mehrere verschiedene Stammzellpopulation
hatte.



4.5.1 Tumorsubpopulationen

Fur das R3327- Tumormodell wurden bisher keine Untersuchungen zu TICs durchgefihrt.
Deshalb wurde zunéachst versucht individuelle Tumorsubpopulationen in den Sublinien AT1,
H und HI durch etablierte Oberflachenmarker zu charakterisieren.

Eine Machbarkeitsstudie sollte zeigen, dass die verwendeten kreuzreaktiven humanen
Antikérper jeweils distinkte Tumorsubpopulationen in unserem syngenen Rattenprostata-
karzinom markieren und wie diese mit dem Zellzyklus korrelieren.

Die durchflusszytometrische Analyse des DNA- Index und der Zellzyklusverteilung ergaben
Ploidie- Eigenschaften, die fir jede Sublinie charakteristisch ist. Die zwei besser
differenzierten Sublinien H und HI beinhalten eine peridiploide Population mit einem DNA-
Index von 1,07 und eine hdher aneuploide Fraktion mit einem Ubereinstimmenden DNA-
Index von 1,8. Zumindest fur den H-Tumor wurden bereits &hnliche Eigenschaften publiziert
[170]. Der anaplastische AT1-Tumor besitzt eine vergleichbare nahezu tetraploide
Subpopulation mit einem DNA- Index von 1,8, allerdings fehlen weitere aneuploide
Populationen. Diese Ergebnisse bestéatigen frihere Studien [171] und sind aufRerdem in
Einklang mit chromosomalen Analysen des AT1, in denen eine durchschnittliche
Chromosomenanzahl von 84 (variiert von 77-85) gefunden wurde [172]. Zusatzlich bleibt zu
beachten, dass von den drei untersuchten Sublinien nur der AT1 als Zelllinie in vitro etabliert
ist und nachfolgendes Passagieren der Zellen in vitro zu einem Verlust der aneuploiden
Zellen fuhrte [170].

Die in dieser Arbeit ermittelten Daten bestatigen frihere Resultate, die zeigten, dass
chromosomale Veranderungen mit Dedifferenzierung von Tumorzellen und schnellerem
Tumorwachstum sowie verstarkter Metastasierungsneigung assoziiert sind [173]. Durch die
sehr schnelle Wachstumsrate des AT1 entsteht eine Volumen- abhangige chronische
Hypoxie im Zentralbereich des Tumors aufgrund von fehlenden reifen Gefalen [174]. Es gibt
bereits Nachweise, dass eine niedrige Sauerstoffversorgung die treibende Kraft fir
genomische Aberrationen, Genamplifikation sowie Polyploidie und genomische Instabilitat in
soliden Tumoren ist [175]. Besonders unter chronisch hypoxischen Bedingungen entstehen
neue genetische Varianten, die unter sonst letalen Konditionen Uberleben kdénnen. Dies
reprasentiert einen moglichen Mechanismus fiir charakteristische Anderungen, die mit
Tumorprogression in Prostatatumoren assoziiert ist [176]. Um die verschiedenen
Subpopulationen in den drei Sublinien ndher zu charakterisieren, wurde untersucht, ob
Oberflachenmarker zu diesem Zweck eingesetzt werden kénnen. Das spétere Ziel dieser
Arbeiten war die ldentifizierung von Tumor-initierenden Zellen. Es wurden die Marker CD24,
CD44, CD133 und CD326 (EpCam) benutzt [164,165,177-181]. Um keine Membran-
strukturen zu zerstdren, wurden die Zellaufarbeitungsschritte komplett ohne enzymatische
Verdauungs- und Zentrifugationsschritte durchgefuhrt. Die drei Sublinien enthielten
heterogene Subpopulationen, die sich in ihrer Proliferationsrate und der Expression der
Oberflachenmarker unterschieden.



Zusatzlich wurde noch eine Doppelfarbung der Marker angeschlossen. Wenn man die
doppelt negativen Zellen ausschlief3t, erhalt man 12 mogliche Kombinationen der vier
Marker. Fur jede dieser Kombinationen konnten positive Zellen in muriner Prostata und in
den drei Tumorsublinien detektiert werden. In allen Fallen korrelierte die erh6hte Menge an
positiven Zellen mit einer Dedifferenzierung und einer Zunahme an Aneuploidie. Zusatzlich
zeigte sich, dass die positiven Zellen hauptsachlich aus der Gg;-Phase der aneuploiden
Subpopulation stammten.

Parallel hierzu wurde die zellulare Lokalisation der Oberflachenmarker unter Verwendung
verschiedener Fixierungsmethoden in allen drei Sublinien und der murinen Prostata
nachgewiesen.

4.5.2 Zellkulturetablierung

Neben der Identifizierung von individuellen Tumorsubpopulationen mittels Oberflachen-
marker wurde auch die in vitro Etablierung der drei Sublinien verfolgt. Da mittlerweile Ratten-
spezifische CD24 und CD45 Antikorper kommerziell erhaltlich waren, wurde fir die weitere
TIC- Charakterisierung und Zellkulturetablierung auf diese Antikérper zuriickgegriffen.

Die grofite Limitation bei der in vitro Kultivierung einer priméren Prostatakrebszelllinie ist zum
Einen das starke Wachstum des normalen Prostatagewebes, bestehend aus epithelialen und
mesenchymalen Zellen im Vergleich zu den primaren TICs und zum Anderen die wirklichen
TICs zu isolieren und nicht die differenzierteren Vorlauferzellen mit begrenztem Selbst-
erneuerungspotenzial [68,120].

Die meisten Studien untersuchten deshalb bereits etablierte Krebszelllinien, die aber nicht
aus primaren PCa isoliert wurden und deren Langzeitkultur woméglich genetische
Veranderungen und andere Oberflachenmarkerprofile induzierten.

Im Verlauf der Arbeit ist es gelungen durch CD24 MACS - Anreicherung AT1-, H- und HI-
Zelllinien zu etablieren. Die Morphologie der drei Zelllinien unterscheidet sich deutlich
voneinander. Die AT1- Zelllinie weist eine typisch epitheliale Morphologie auf, wahrend die
HI- Zelllinie aus wesentlich kleineren kubischen Zellen besteht, die einen ausgedehnten
Zellverband eingehen. Im Gegensatz hierzu sind die Zellen der H- Zelllinie extrem grof3 und
flachig mit wenig kontrastarmem Zytoplasma.

Durch erneute FACS- Messungen nach 4-wdchiger in vitro Passage, bestatigte sich der
weiterhin hohe Anteil an CD24" - Zellen, der vergleichbar zum Zeitpunkt der erstmaligen
Inkulturnahme war. Daraus lasst sich schlieRen, dass zumindest in dieser Kurzzeitkultur
keine Veranderungen dieses Oberflachenmarkerprofils eintraten. Beachtenswert war, dass
nach der MACS - Anreicherung und in den etablierten Zelllinien, jeweils die Menge an
CD24" - Zellen mit dem Differenzierungsgrad zunahm (AT1 < HI < H). Dies ist kontrar zu den



aus der Vorstudie gefundenen Ergebnissen [100]. Moéglicherweise beruht der Unterschied
auf der Tatsache, dass fiur die Vorstudie ausschlieBlich humane kreuzreaktive Antikorper
benutzt wurden, wohingegen fir die Zellkulturetablierung kommerziell- getestete Ratten-
spezifische Antikorper eingesetzt werden konnten. Deshalb sind die Ergebnisse der
Zellkulturetablierung und Anreicherung der TICs sowie den LDAs im Zweifelsfall
glaubwirdiger als die Ergebnisse der Vorstudie.

45.3 LDA

Die etablierten Zellkulturen wurden auf ihre in vivo Tumorinduktionsfahigkeit untersucht. Die
Beobachtungszeit lauft derzeit noch und liegt zwischen 100 und 190 Tagen. Leider sind
bisher keine Tumore angewachsen, so dass die Tumorinduzierbarkeit dieser Zelllinien
momentan bezweifelt werden muss. Die Injektionen erfolgten subkutan mit Matrigel und
sollten moglicherweise besser orthotop in die murine Prostata erfolgen [96]. Allerdings sind
die Ursprungssublinien bisher auch subkutan problemlos gewachsen. Es ist jedoch mdglich,
dass die Einzelzellen fir ihre Etablierung auf eine intakte Prostataumgebung angewiesen
sind [72].

Um die TICs in den Sublinien AT1, HI und H zu identifizieren wurden CD45  / Thyl - Zellen
sowie CD24'/CD45 - Zellen mittels FACS sortiert und verschiedene Zellzahlen subkutan in
den Oberschenkel von Ratten injiziert. Nach CD45 / Thyl - Injektion ist in keinem Fall ein
Tumor entstanden (maximal 500.000 injizierte Zellen, 300 Tage Beobachtungszeit), so dass
diese Subpopulation keine Tumor- induzierenden Eigenschaften hat. Im Gegensatz dazu
waren CD24'/CD45 - Zellen in der Lage Tumore zu induzieren. Fur die AT1- und die H-
Sublinien befinden sich diese CD24°/CD45 - LDAs noch in der Nachbeobachtungszeit bei
145 bzw. 180 Tagen.

Da die Ausgangszellzahl an CD24" - Zellen im AT1-Tumor auBerst gering war (0,5%),
konnten lediglich bis zu 1.000 Zellen injiziert werden. Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnte
keine Tumorinduktion nachgewiesen werden. Aufgrund der geringen Zellzahl kdnnte ein
spateres Anwachsen von Tumoren vermutet werden, allerdings ist es wahrscheinlicher das
CD24" - Zellen im AT1-Tumor keine TIC- Subpopulation darstellen. Dagegen konnte in den
anderen beiden langsam wachsenden Sublinien H und HI jeweils bei gleich niedrigen
Zellzahlen zu vergleichbaren Zeitpunkten Tumorwachstum detektiert werden.

Nach 180 Tagen Beobachtungszeit konnten aus CD24"/CD45 - Zellen der H-Sublinie sechs
Tumore generiert werden. Hier lag die kleinste erfolgreich eingesetzte Zellzahl bei
100 Zellen. Inzwischen sind palpierbare Tumore vorhanden, die aber ein fur den H-Tumor
charakteristisches sehr langsames Wachstum zeigen, so dass bisher noch keine
histologische Untersuchung durchgefiihrt werden konnte. Fur eine genaue Bestimmung der
Tumorinduktionsraten muss die angestrebte Beobachtungszeit von 300 Tagen abgewartet



werden. Allerdings ist bereits zum jetzigen Zeitpunkt feststellbar, dass CD24*/CD45 - Zellen
des H-Tumors offensichtlich Tumore induzieren kénnen. Der Nachweis, dass es sich dabei
histologisch um den Donor H-Tumor handelt, steht aber noch aus.

Am erfolgreichsten hat der LDA fur die HI-Sublinie funktioniert. Die langste Nachbeo-
bachtungszeit betrug 297 Tage, wobei der spateste Tumor an Tag 110 palpierbar war.
Lediglich eine Verdinnung auf 10 Zellen pro Injektion war nicht in der Lage einen Tumor zu
induzieren, wobei bei solch geringen Zellzahlen nicht ausgeschlossen werden kann, dass
eine geringere Zellzahl injiziert wurde. 100 CD24'/CD45 - Zellen des HI-Tumors waren mit
einer Wahrscheinlichkeit von 37,5% in der Lage Tumore =zu induzieren. Diese
Tumorinduktionsrate steigerte sich zunehmend und erreichte bei 100.000 Zellen 100%.
Abgesehen von einer leicht verklrzten Tumorindunktionszeit fur 200.000 injizierte Zellen,
schien sie, unabhéangig von der applizierten Zellzahl, um 80 Tage zu schwanken. Dabei war
die Variabilitat zwischen den Tieren gréRer als zwischen den Zellzahlen (10% - 10°).

Schlussfolgernd zeigen diese Ergebnisse, dass CD24*/CD45 - Zellen des HI-Tumors hoch
potente TICs enthalten, da bereits 100 Zellen ausreichen, um einen schnell wachsenden Hl-
Tumor zu generieren, der auch histologisch dem Donor HI-Tumor vor Sortierung entspricht.
Die aus der Sortierung hervorgegangen in vivo HI-Tumoren zeigten alle typischen Strukturen
des Donor- HI mit seinen cribriformen Zellen, den stromalen Bereichen und Gefal3en sowie
die muzindsen Drisenstrukturen. Es konnte auch bereits eine erfolgreiche Retransplantation
eines solchen Tumors mittels Fragmenten (Methode der Transplantation fir die
Bestrahlungsexperimente, siehe 2.3) durchgefihrt werden.

Eine erneute FACS- Untersuchung von in vivo gewachsenen HI-Tumoren nach CD24"/
CD45" - Sortierung zeigte einen weiterhin hohen Gehalt an CD24" - Zellen (80%, vergleichbar
zum Zeitpunkt der Zellinjektion) und einen von 0 auf 12% angestiegenen CD45"- Gehalt.
Diese CD45" - Zellen stellen wahrscheinlich ein immunogenes Infiltrat und eingewanderte
Fibroblasten dar [182], so dass in der in vivo Situation immer mit einem gewissen Anteil an
CD45"- Zellen gerechnet werden muss.

Die Injektion von CD24/CDA45 - sortierten Zellen fuhrte bei H und HI-Tumoren zu keiner
Tumorinduktion, allerdings war bei der AT1- Zelllinie (die aus CD24/CDA45" - sortierten Zellen
etabliert wurde) bei hohen Zellzahlen (450.000) Tumorwachstum detektierbar. Dies ist ein
weiterer Hinweis, dass die TICs in H und HI-Tumoren in der CD24" - Subpopulation, die des
AT1-Tumors aber in der CD24 - Subpopulation zu suchen sind. Zusatzlich ist dies ein
Beweis dafir, dass auch Einzelzellsuspensionen des AT1 Tumore bilden kdnnen, so dass
ein methodischer Fehler, der zum nicht- Anwachsen der AT1- Zellen flhrt, ausgeschlossen
werden kann.

Fir die Bestatigung dieser Ergebnisse sind zukinftig LDAs mit unsortierten Gesamttumoren
geplant, um die intrinsische Tumorinduktionsrate der drei Tumorsublinien zu bestimmen.
Zusétzlich ist die vorherige MACS- Anreicherung und anschlieBende CD24%/CD45 -



Sortierung des AT1-Tumors geplant, um hdhere Zellzahlen fur die Injektion zu erreichen.
Zukunftig sollen diese Vorarbeiten dafir genutzt werden, HI-Tumore in vivo zu bestrahlen,
um anschlieRend den Einfluss der zwei Strahlqualitaten auf TICs Gber LDA zu quantifizieren.

4.6 Der Einfluss von Bestrahlung auf die CD24- Expression in HI-

Tumoren

TICs spielen eine wesentliche Rolle bei der Entwicklung von Radioresistenzen [69,96], well
z.B. eine Aktivierung der DNA- Checkpoints oder eine erhohte Vaskularisierung durch die
vermehrte VEGF-Expression stattfindet [69].

Da wir CD24*/CD45 - Zellen des HI-Tumors als putative TICs identifiziert haben, wurde in
einem ersten Schritt der Einfluss der Photonen- und **C- RT innerhalb der Longitudinalstudie
histologisch untersucht.

In der mikroskopischen Analyse haben unbehandelte HI-Tumore etwa 10% CD24" - Zellen,
dies liegt deutlich unter den FACS- Messungen. Dies liegt zum Einen an den
unterschiedlichen Praparationsmethoden fir FACS und Mikroskopie und zum Anderen an
der Auswertung der Mikroskopiebilder. Fir die Analyse wurde die Anzahl positiver Zellen pro
Gesamtbildflache berechnet. Besonders im HI-Tumor, mit seinen vielen drisigen Strukturen,
ergeben sich pro Bildflache immer wieder gro3e zellfreie Bereiche, so dass hier leicht eine
Unterschatzung der Zahl an CD24" - Zellen mdglich ist. Da ein Vergleich zwischen Photonen-
und *?C- RT aber nur innerhalb dieser Methode stattfindet, kann dieser systematische Fehler
vernachlassigt werden. Die mikroskopische Analyse konnte die Lokalisation des
Oberflachenmarkers hauptséchlich auf der Zelloberflache und nicht im Nukleus bestatigen.

Interessanterweise war der zeitliche Verlauf der CD24- Expression nach Photonen- und *2C-
RT deutlich unterschiedlich. 8 h nach Photonen- RT war die Anzahl an CD24" - Zellen auf
3% reduziert, dagegen in *C- RT behandelten Tumoren auf (iber 35% stark erhoht. An-
schlieRend erhdhten sich die Mengen fir Photonen- bzw. reduzierten sich fr 12C-RT, so
dass sich zwischen 18 h und 7 Tage ein einheitliches Muster fir beide Bestrahlungen ergab
(20-25% positive Zellen). Insgesamt nimmt die CD24- Expression nach dem initialen Anstieg
nach Bestrahlung ab. Ab 14 Tagen war eine deutlich schnellere Abnahme fiir 2C- im
Vergleich zu Photonen- RT zu beobachten. Fir Photonen- RT stabilisierte sich die CD24-
Menge auf Kontrollniveau, fiir **C- RT deutlich unterhalb.

Diese Beobachtung fihrt zur Hypothese einer unterschiedlichen Beeinflussung von TICs
durch Photonen- und **C- RT. Zumindest konnte gezeigt werden, dass die CD24" - Expres-
sion zeitlich und auch in der absoluten Anzahl an positiven Zellen nach beiden
Strahlmodalitaten stark variierte. Ob dies auch einen Einfluss auf die Tumor- induzierenden
Eigenschaften hat, soll in zukunftigen Experimenten untersucht werden. Damit ist die



Analyse der CD24- Expression ein erster Anhaltspunkt fir einen differenziellen Effekt auf
TICs nach Photonen- und Kohlenstoffionenbestrahlung.

Masunaga et al. [183,184] zeigten bereits in vivo, dass 12C- RT effektiver ruhende Zellen
abtotet als konventionelle Photonen- RT. Da Stammzellen auch zu den ruhenden Zellen
gerechnet werden, scheint dies ein weiterer Hinweis auf einen differenziellen Effekt zwischen
Photonen- und *C- RT auf Stammzellen zu sein.

In vitro Studien wiesen bereits nach, dass Photonen- RT in der Lage ist CD44" CSCs in
Dul145 und LNCaP zu inaktivieren, diese Zellen hatten aber ein besseres Langzeittiberleben
und héhere Wiederanwachsraten als die Gesamttumorpopulation [185]. AuRerdem konnte
gezeigt werden, dass Photonen- RT Stammzell- Eigenschaften wie z.B. Sphéarenbildungs-
kapazitdt oder Sox2- und Oct3/4- Expression in nicht- Stammzellpopulationen erhéhen
[186,187]. Diese Ergebnisse waren womdglich eine Erklarung fur das beobachtete starke
Ansteigen der CD24- Expression direkt nach RT. Ob diese in vitro Ergebnisse auf die in vivo
Situation Ubertragbar sind, muss jedoch erst in zukiinftigen Studien nachweisen werden.



5. Ausblick

Die vorliegende Arbeit leistet einen wichtigen Beitrag zur Erweiterung der préklinischen
Datenbasis zur Strahlentoleranz von Tumoren mit bekanntem Differenzierungsstatus in der
Kohlenstoffionentherapie. Diese Datenbasis wird in der Zukunft durch weitere Fraktio-
nierungsschemata (z.B. 6 Fx) sowie durch Untersuchungen an Normalgeweben ergéanzt. Die
in dieser Arbeit erarbeiteten Daten sollen tiefgreifender analysiert werden und direkt in Form
von RBW und a/B- Werten in die Bestrahlungsplanung von klinischen Studien einfliel3en.

Die mechanistischen Untersuchungen zur spezifischen Wirkung von Kohlenstoffionen
mussen weiter vertieft werden. Deshalb sollen die funktionellen und nicht- invasiven MRT-
und Ultraschalluntersuchungen mit isoeffektiven und gleichen physikalischen Dosen fir alle
drei Sublinien des Prostatatumors (AT1, H und HI) nach Photonen- und **C- RT, unterstiitzt
durch histologische Untersuchungen, vergleichend durchgefiihrt werden. Die quantitative
Analyse der MRT- Daten soll dabei durch eine Auswertung mit einem verbesserten
pharmakokinetischen Modell eine starkere Aussagekraft erhalten.

Durch die Erweiterung der Genexpressionsanalysen auf die Sublinien AT1, H und HI kénnen
generelle Mechanismen der Regulation der Genexpression nach *C- RT entziffert und fiir
weiterfihrende molekularbiologische Untersuchungen eingesetzt werden.

Zukunftige Arbeiten sollen auf die direkte Untersuchung der Strahlenreaktion von Tumor-
induzierenden Zellen (TICs) fokussiert sein, da eine verbesserte Inaktivierung von TICs
durch **C- RT im Vergleich zu Photonenbestrahlung angenommen wird. Dafiir ist eine
weiterfihrende Charakterisierung der TICs in den verschiedenen Sublinien erforderlich.
Beispielsweise sollen in vivo Tumore der HI- Sublinie mit unterschiedlichen Photonen- und
12C. Dosen bestrahlt werden und anschlieBend zu einem definierten Zeitpunkt nach RT (z.B.
nach 14 Tagen), die bereits identifizierten CD24"/CD45 - TICs mit der FACS sortiert und ihre
Tumor- induzierende Eigenschaft nach RT mittels LDA nachgewiesen werden. Mit einer
solchen Dosis- abhéngigen Quantifizierung der TICs konnten DWKs auf der Basis von
Tumorstammzellen erstellt werden, so dass die maoglichen Unterschiede in der
Strahlempfindlichkeit von TICs gegeniiber **C- und Photonen-RT sichtbar gemacht werden

koénnen.
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Anhang

Tab. 16: Ubersicht iiber die Gene aus der Genexpressionsanalyse und deren Funktion.
Aufgelistet sind Gene, die im HI-Tumor Uberexprimiert (rot) oder herunterreguliert (griin) werden sowie
einer differenziellen Regulation nach 2c- gegentiber Photonen- RT unterliegen (fett). ? Funktion
nicht eindeutig geklart, 1+ Erh6hung, | Erniedrigung

Gen Genfunktion
Abca 2 Regulator der Cholesterol- und Phopholipidsynthese [188]
Acat 2 Cholesterolmetabolismus [189]
Ada Adenosin Deaminase [154]
Adam 10 Zelladhasion [190]
Agtrla Angiotensin Il Rezeptor [191]
Alas 2 Hambiosynthese [132]
Alpha-tubulin 8 Mikrotubulibestandteil [192]
Arc Zellmigration 1%, Aktinfilamentpolymerisation [193,194]
Arvcf Protein- Protein Interaktion [195,196]
Ataxin 1 Reprimiert Notch Signalweg [197]
Atpla2 Natrium- Kalium- Pumpe, ATPase [133]
Atpé6vild V-Typ Protonen- ATPase [198]
Aurkb Mitoseregulator, wenn inhibiert, dann Radiosensitivitat in PCa [199]
B4galtl Oligossacharidsynthese, erhoht Invasivitat [200]
Bbc 3 PUMA, Apoptoseregulator [147]
Birc 5 Survivin, Apoptoseinhibitor, Proliferation 1, Invasion 1 [201]
Btg 2 Korepressor fiir Androgenrezeptortranskription, {, EMT 4* [145,202]
Bub 1 Mitose 1, Spindelcheckpoint [203,204]
Clgaltlcl Chaperon fir T-Antigen, Immunsystemkomponente [205]
C2ta Reguliert MHC Il Transkription [125]
Calponin-2 Aktivitat 1 in Aktin-reichen Geweben [206,207]
Card 11 T-Zellaktivierung iiber TCR, NFkB- Aktivierung [127]
Casp 1 Immunsystem, Interleukinausschiittung [208]
Casp 3 Immunsystem, aktiviert Caspase 6, 7, 9 [141]
Ccng1 G,/M- Arrest vor DNA- Reparatur [209]




Cd 109 Reguliert TGFB1R J,, Marker fiir Prostatabasalzellen [146,210]
Cdc 20 Anaphase Promoting Complex, Bub1- Interaktion, Prognose | [211]
Cdca 2 Zellzyklus 1, Apoptose , [212]

Cdh 17 Cadherin 17, Zelladhasion [129]

Cdk 5 Zellzyklusarrest, Differenzierung, Apoptose, STAT- Aktivierung [213]
Cdknila P21, p53- Interaktion, Zellzyklusarrest, DNA- Reparatur [214]
Cenpf Centromerprotein F, Zellzyklusprogression [215]

Ces?2 Detoxifizierung, iber p53 reguliert [216]

Cgrefl Von p53 induziert, Zell- Zell- Interaktion [151]

Cks 2 Cyclin-abhangige Kinase, Krebsprogression 1 [217]

Cnih 2 Zell- Zell- Interaktion [218]

Col23al Kollagen, Zell- Zell- Interaktion, Metastassen *, Rezidive 1 [219]
Copbl Golgitransport [220]

Copg Golgitransport [221]

Cox6b2 Cytochrom c Oxidase, Elektronentransportkette [222]

Ctps Purinstoffwechsel, Phosphatidylcholin-Biosynthese [223,224]
Dgat 2 Fettsduresynthese [225]

Dhfr Dihydrofolatreduktase, Purinbiosynthese [226]

Disc large protein P-dlg Zell- Zellkontakt [227]

Dmd Dystrophin, Zellkontakt tGber F-Aktin [228]

Dnah8 Dyneinfilament [229]

Dnase 1/3 Blockiert Aktinpolymerisation, Apoptose 4 [130]

Dnmt 1 Methyliert hemimethylierte DNA [230]

DOTIL H3- Methyltransferase, DNA- Reparatur [231]

E2f8 Transkriptionsfaktor, in Angiogenese invloviert [232]

Ect 2 Austauschfaktor fir Rho- GTPasen, Zellzyklus 1 [233]

Enpep Aminopeptidase A, Angiogenese, Metastasierung [136]

Enpp2 Autotaxin, erhoht Tumorzellmotilitat [234]

Epas1 HIF2a, Transkriptionsfaktor VEGF 1 [235]

Ephx1 Epoxidhydrolase, Cholesterolbiosynthese, Differenzierung [152]




Fdps

Farnesylpyrophosphatsynthase, Metabolismus [236]

Fgd 1 Rho- GTPase Faktor, extrazellulare Matrix Reorganisation [237]
Foxm 1 Transkriptionsfaktor, Zellzyklus 1%, PCa- Progression [238]

Fscn 2 Aktinbindung, Invasion 4%, Metastasierung 1 [153]

Fzd 9 Whnt- Signalweg Rezeptor, Zelladhasion [239]

Gabrp GABA-Rezeptor, Marker fiir gestreuten Brustkrebs [240]

Gdf 15 Zytokin der TGFB- Familie [155]

Gip Stimuliert Insulinsekretion [241]

Gpld 1 Hydrolisiert GPI-Anker, Zellmigration [242]

Gria 3 Glutamatrezeptor, Blockierung inhibiert PCa- Wachstum [243]
Hbb Hamoglobin B- Untereinheit; O,- Versorgung [131]

Hebp 1 Ham- bindendes Protein [244]

Hes 6 Transkriptionsfaktor, Zelldifferenzierung, Proliferation 4 [245]
Hmgb 2 Knockdown macht Zellen radiosensitiver [246]

Hspa 2 Chaperon, Tumoriberleben 1, Proliferation 1 [247]

lcal ER- Golgi- Transport [248]

Ilcam 1 Zelladhdsion, Migration 1 [157]

lgflr Insulin- like growth factor 1 Rezeptor, PI3K- Signalweg [249]
Impdh 1 Guaninbiosynthese, Tumorwachstum? [250]

Ipo7 Importin (Nukledrer Import), negativ reguliert von p53 [251]
Itgav Integrin, Rezeptor fiir Fibronektin, MMP-2..., Angiogenese I [252]
Kcnk 4 Kaliumkanal [253]

Kif 22 Spindelformierung, Mitose [254]

Kif 4 Kernspindelapparat, Tumorbildung bei Knockdown [255]

Kif 19a Spindelformierung, Mitose [256]

Kifc 1 Motorprotein Kernspindelapparat [257]

Kindlin 1 Zelladhasion, aktiviert Integrine [258]

Kitl Proliferation, Stammzellerhaltung, Metastasierung 1> [259]
Kntc 2 Kernspindelapparat, Zellzyklus [260]

Kpna 2

Nukledrer Protein Import, als Biomarker im Gesprach [261]




Krt 20 Intermediarfilament, Struktur von Epithel, rar in PCa [262]

Krt 7 Intermediarfilament [263]

Len 7 Zelladhasion, Angiogenese [264]

Lig4d DNA- Ligase , NHEJ [150]

Limk 2 Kinase in Zellzyklus, Migration, regulieren Rho-GTPase [265]
Liprin beta 2 Zelladhasion, runter reguliert von Adrogenen [266]

Map3k6 Signaltransduktion, aktiviert JNK, VEGF 4, Angiogenese 1 [140]
Mapk8ip Signaltransduktion, inhibiert JINK [267]

Mcpt 1 Mastzellprotease, Degradierung extrazelluldrer Matirx [268]
Mcpt 2 Mastzellprotease, Angiogenese, Mastzellreifung [269]

Mcpt 8 Mastzellprotease, Angiogenese, Mastzellreifung [269]

Mdh 1 Zitratzyklus, Glukoneogenese [270]

Melk Zellzyklusregulation, Apoptose, maligne PCa 1 [271]

Mgst 3 Gluthation- S- Transferase, Funktion nicht naher bekannt [272]
MHC class Il Immunantwort [124]

Mki 67 Zellproliferation [273]

Mmp 11 Tumorprogression, Invasion [137]

Mphosph 1 Motorprotein, Kernspindelapparat [274]

Mtap 6 Mikrotubulistabilisierung, Spindelapparat [275]

Mtss 1 Metastasierung, Aktin Reorganisation [276]

Mug 1 Komplementfaktor, Immunsystem [277]

Mxd 3 Antagonist zu Myc, genaue Funktion unklar [278]

Myoc Leucin-Zipper, Ursache fiir Glaucom [279]

Nat 1 Detoxifikation, Hochregulation fihrt zu 1 Krebsiiberleben [280]
Neto 2 Extravasation, Metastasierung, VEGF- Signalweg [281]

Nkrp1f Aktiviert NK- Zellen, regt Proliferation von T- Zellen an [128]
Nnt ROS Detoxifikation, Glukosemetabolismus, Zitratsaurezyklus [282]
Nrg 1 Differenzierung von Epithel und Neuronen [283]

Ns5atp9 PCNA- assoziierter Faktor, Proliferation, DNA- Reparatur [284]
Olfm1 Mit Gria3 assoziiert, Glutamatrezeptor [285]




Pacs 1 Trans- Golgi- Netzwerk, Homdostase, Apoptose [286]

Panx 1 Gap Junctions, Aktin Reorganisation [287]

Pcdh 9 Zelladhédsion, Protocadherin 9 [288]

Pcna DNA- Replikation 1, DNA- Reparatur (DDR) [289]

Pcyt 2 Phospholipid- Biosynthese [143]

Pdlim 2 Zelladhasion, Migration [290]

PERP P53- Effektorgen [291]

Pi5k U.a. in Degradation von extrazellularer Matrix involviert [292]

Pias 3 Ubiquitinligase, inhibiert STAT3 Signalweg, Apoptose 1* [149]

Pitpnm 3 Phosphatidylcholin- Transporter, Metastasierung? [293]

Plat Spaltet Plasminogen in Plasmin, Invasion * [294]

PIk 1 APC-Komplex, Zellzyklus 1, phosphoryliert Kif 20, Bub 1, FOXM1;
hochreguliert in Hormon-unabhangigen PCa [295]

Pmm 1 Mannose- Biosynthese, Krebs-Assoziation unbekannt [296]

Prim 1 DNA Primase, DNA- Replikation [297]

Prkcz PI3K- Signalweg, aktiviert AKT, Zellmotilitat 1 [298]

Proc Serinprotease in Blutkoagulation, nicht Krebs-assoziiert [299]

Ptgs 1 Prostaglandin- Synthase, Proliferation, PCa- Progression [135]

Ptk 2 Migration, Adhésion, Proliferation, Apoptose, PI3K/AKT * [300]

Ptpn 14 Lymphangiogenese, Zelladhéasion, reguliert TGFB [301]

Pttg 1 P53- Signalweg, Apoptose, DNA- Reparatur > [302]

Racgap 1 Rho-GTPase, Zellwachstum, Differenzierung [303]

Ruvbl 1 Apoptose, DNA- Reparatur, DNA- Helikase [304]

SCAF 11 Alternatives Splicing, Zelltod [305]

Scin Aktinfilament- Stabilisierung, Zytoskelett- Organisation [306]

Sdadl Aktin Zytoskelett- Organisation Ribosomenbiosynthese [307]

Sdfr 1 Zelladhédsion [308]

Set beta isoform

Multitasking u.a. anti- apoptotisch [309]

Shmt 1 Serin- und Glycinbiosynthese, Proliferation? [310]
Slc16all Glukose- Transporter [311]
Slc22a18 Tumorsuppressor- Gen [312]




Slc5a6 Natrium-, Biotin- und Lipoat- Transport [313]

Smarcd 3 Aktiviert EMT Giber Wnt- Signalweg [144]

SOLT Centrosomen, Mitose [314]

Spag 5 Mikrotubuli-Kinetochor-Assoziation [315]

Spbc 24 Stabilsierendes Kinetochorprotein [316]

Src Multitasking, Adh&sion, STAT3- Signalweg, EGFR 1 [317]
Srd5al Umwandlung von Testosteron in 5-a-Dihydrotestosteron [318]
Ssb Stabilisiert pra-miRNA [319]

Stmn 1 Proliferation 1*, Metastasierung I, Migration 1, EMT [320]
Sumf 1 Metabolismus [321]

Tacr 2 Aktiviert PI Ca** second messenger System [322]

T-DSP 11 Dephosphoryliert v.a. ERK1/2 [323]

Tef-4 Proliferation |, Apoptose 1 [324]

Tff 3 Fordert Migration epithelialer Zellen [325]

Tgfbr 1 TGFB1- Rezeptor, Zellzyklusarrest [326]

Tiam 1 Zelladhasion, Migration Gber Rho-GTP [327]

TNF receptor homolog 1

Inhibiert TRAIL- gekoppelte Apoptose [328]

Tnfrsf 14 CD270, Lymphozyten- Aktivierung [126]

Tnfrsf 6 CD95, Rezeptor fiir Fas-Ligand, Caspase 8 Aktivierung [329]

Top2a PCa Proliferation 1, Topoisomerase Il, Doppelstrangbriiche [330]
Tpm 1 Bindet Aktin, Zytoskelett- Stabilisierung, Target von miR-21 [331]
Tpx 2 Spindelfaserbindung, Proliferation 1, phosphoryliert Aurora-A [332]

Tropomyosin alpha

Aktinfilament Reorganisation, Zytoskelett- Stabilisierung [333]

Trp53inpl Apoptose 1, Proliferation {,, bei ROS p53- Regulation [148]
Ttk Proteinkinase, Mitose, verstarkt AURKB Aktivitat [334]

Ube 2c Anaphase Promoting Complex, Ubiquitinligase [335]

Ubeldcl Ubiquitin-aktivierendes Enzym, aktiviert UFM1 und SUMO2 [336]
Wfdc 2 HE4; Breitband- Proteaseinhibitor [134,337]

Wig 1 p53-Zielgen, wachstumsinhibitorisches Zinkfingerprotein [338]
Yc2 Detoxifikation [339]
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