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Abstract (Deutsch)

Zielsetzung: In dieser Arbeit werden die radiobiologischen Effekte einer Behandlung von
FaDu-Tumoren mit Rontgen-Mikrostrahlen untersucht. Das Tumormodell steht stellvertretend
fiir die Tumorentitét der Plattenepithel-Karzinome des Kopf-Hals-Bereiches, welche aufgrund
ihrer schlechten Prognose noch immer eine gro3e therapeutische Herausforderung darstellen.
Eine Besonderheit der Versuchsreihe ist die Bestrahlung an einer kompakten Strahlenquelle,
welche die Erforschung der Rontgen-Mikrostrahltherapie (MRT) ohne die Verwendung von
groflen Synchrotronanlagen mdoglich macht. Diese experimentelle Form der Radiotherapie
zeichnet sich durch eine rdumliche Fraktionierung der Dosis in wenige Mikrometer breite
Strahlen aus und konnte mit einem hohen therapeutischen Index bereits grofles Potential in der

préaklinischen Behandlung von intrazerebralen Tumoren zeigen.

Methoden: Die Effekte der MRT wurden sowohl mit denjenigen einer homogenen Bestrahlung
verglichen als auch im Vergleich zu nicht bestrahlten Kontrolltumoren analysiert. Als
Tumormodell dienten heterotope FaDu-Tumoren in den Ohren von NMRI (nu/nu) Miusen. Der
erste Versuchsteil bestand aus einer in vivo Analyse der Tumorwachstumsverzégerung.
AnschlieBend wurden die Tumorzellen isoliert und mittels Koloniebildungstest (CFA) und
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) auf ihre Strahlensensibilitit sowie

Chromosomenaberration hin untersucht.

Ergebnisse: Es konnte gezeigt werden, dass es moglich ist Rontgen-Mikrostrahlen an der
kompakten Strahlenquelle MuCLS zu erzeugen und fiir in vivo Bestrahlungen bereitzustellen.
Mit dem gewihlten Set-up konnte fiir keinen der zwei Bestrahlungsmodi eine signifikante
Wachstumsverzogerung nachgewiesen werden. Auf zellulirer Ebene fand sich kein
signifikanter Hinweis auf eine erhdhte Strahlenresistenz nach einer MRT-Behandlung im
Vergleich zu einer homogenen Bestrahlung. Translokationen traten nach einer Bestrahlung
unabhingig von ihrer Art und Dosis hiufiger auf als in der Kontrollgruppe und konnten somit
als Marker fiir den zusitzlichen strahleninduzierten zytogenetischen Schaden angesehen

werden.

Fazit: Die Arbeit stellt einen wichtigen Schritt fiir die MRT-Forschung dar, da sie zeigen
konnte, dass es moglich ist, diese vielversprechende Bestrahlungstechnik unabhdngig von
grolen Synchrotronanlagen einzusetzen. Die vorliegenden Ergebnisse konnen als
Ausgangspunkt fiir zukiinftige Forschungskonzepte und impulsgebend fiir die weitere

Optimierung der MRT-Bestrahlungsparameter angesehen werden.



Abstract (English)

Objective: This thesis investigates the radiobiological effects of irradiating FaDu tumors with
X-ray microbeams. The chosen tumor model represents human squamous cell carcinomas of
the head and neck, a tumor entity which still poses a major therapeutic challenge due to its poor
prognosis. A novel aspect of this work is microbeam generation at a compact light source,
enabling microbeam irradiation therapy (MRT) research without access to big synchrotron
radiation facilities. This experimental form of radiotherapy is characterized by a spatial
fractionation of the dose into a few micrometers wide rays. With a high therapeutic index, it

already showed great potential in the pre-clinical treatment of intracerebral tumors.

Methods: The effects after MRT were compared to those of homogenous irradiations as well as
to non-irradiated control tumors. FaDu tumor cells inoculated into the ears of NMRI (nu/nu)
mice served as a heterotopic tumor model. The first part of the study consisted of an in vivo
analysis of tumor growth delay. The tumor cells were then isolated enabling further in vitro
investigation of their radio sensitivity and chromosomal aberrations using colony formation

assay (CFA) and fluorescence in situ hybridization (FISH) techniques.

Results: The study showed that it is not only possible to generate X-ray microbeams at a
compact light source such as the MuCLS but also to provide them for in vivo irradiations. With
the chosen set-up no significant growth retardation could be detected for neither of the two
irradiation modes. On a cellular level, there was no clear evidence of increased radiation
resistance after MRT treatment when compared to a homogeneous irradiation. In comparison
with the controls, translocations were observed with a higher frequency after irradiation,
regardless of type and dose, and could therefore be considered a measure of additional

radiation-induced cytogenetic damage.

Conclusion: This work represents an important step for MRT research as it could show that it
is possible to use this promising irradiation technique independently from large synchrotron
facilities. The results can be seen as a basis for future research concepts. They provide an

orientation for optimizing the irradiation set-up and MRT irradiation parameter.
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1 Einleitung

Die Rontgen-Mikrokanalbestrahlung (MRT) ist eine experimentelle Form der Radiotherapie,
welche eine rdumlich fraktionierte Dosisverteilung aufweist und in préklinischen Studien
bereits vielversprechende Ergebnisse erzielen konnte. Verschiedene Untersuchungen an
unterschiedlichen Tumormodellen konnten sowohl eine prézise Tumorkontrolle als auch ein
geringeres Nebenwirkungsprofil als unter konventionellen homogenen Bestrahlungen
feststellen. Im Fokus der Forschung stehen bis heute infantile Hirntumoren. Eine Ausweitung
des potentiellen Anwendungsgebietes auf weitere Tumorarten, die, dhnlich wie die zerebralen
Neoplasien, aufgrund ihrer Lagebeziehungen zu vitalen Strukturen schwierig zu therapieren
sind und eine schlechte Prognose haben, erscheint sinnvoll. In diese Kategorie fallen
beispielsweise Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches, wie das Hypopharynx-Karzinom. Obwohl
die Wirksamkeit der Rontgen-Mikrokanalbestrahlung schon in zahlreichen préklinischen
Studien gezeigt werden konnte, sind ihre strahlenbiologischen Eigenschaften noch nicht
ausreichend bekannt. Es lassen sich nur wenige Ergebnisse zu den zelluldren und molekularen
Mechanismen finden, welche der Wirkung der MRT zu Grunde liegen und sie von der
konventionellen homogenen Radiotherapie unterscheiden. Zudem wird diese neuartige
Bestrahlungsform bis zum heutigen Zeitpunkt hauptsidchlich an groBen Synchrotronanlagen
erzeugt, da diese in der Lage sind die notwendigen, quasi parallelen Rontgenstrahlen mit hohen

Dosisraten zu produzieren.

Im Rahmen meiner medizinischen Doktorarbeit wurde die Wirkung von Rontgen-
Mikrokanilen, welche an einer neuen kompakten Strahlenquelle erzeugt wurden, anhand eines
heterotopen Tumormodells von humanen Hypopharynx-Karzinomzellen in Nacktmiusen
untersucht. Vergleichend mit einer homogenen Rontgenbestrahlung, wurden sowohl das
Wachstumsverhalten nach der Therapie in vivo, als auch die anschlieBende Strahlensensibilitét
der Tumorzellen sowie chromosomale Verdnderungen in vitro analysiert. Ziel war es, die
qualitative Ubereinstimmung der an dieser innovativen Bestrahlungseinheit generierten MRT
mit den konventionellen Synchrotronbestrahlungen zu untersuchen. Dieser Vergleich sollte
einen Beitrag zum weiteren Verstdndnis dieser neuen Bestrahlungsform sowie zu ihrer
klinischen Implementierung leisten. Im Folgenden findet sich ein Uberblick iiber die
Epidemiologie sowie die aktuelle Therapie und Prognose von Kopf-Hals-Tumoren mit
besonderem Fokus auf dem Hypopharynx-Karzinom, sowie weiters eine Zusammenfassung des
aktuellen Wissensstands in Hinblick auf die Wirkungsweise von Rontgen-Mikrokanilen in

préklinischen Tumormodellen.



1.1 Kopf-Hals-Tumoren mit Fokus auf dem Hypopharynx-Karzinom

Krebserkrankungen zdhlen zu den héufigsten Todesursachen weltweit. Dabei haben sie in
einigen Landern mit hohem Human Development Index' die kardiovaskuldren Erkrankungen
als die fiihrende Ursache eines vorzeitigen Todes? iiberholt (Wild et al., 2020). Weltweit
verstarben 2018 insgesamt etwa 9,6 Millionen Menschen an ihrer Tumorerkrankung. Damit
war einer von sechs Todesfillen durch Krebs bedingt (WHO, 2018 und IARC, 2018).
Schitzungsweise erkranken einer von acht Ménnern und eine von zehn Frauen im Laufe ihres
Lebens an Krebs. Die Inzidenz von Tumorerkrankungen ist steigend: 2008 wurden weltweit
noch 12,7 Millionen neue Fille verzeichnet, wiahrend es 2012 schon 14,1 Millionen und 2018
bereits {iber 17 Millionen Félle waren (Stewart & Wild, 2014 und IARC, 2018). Es wird
geschitzt, dass im Jahr 2040 die Inzidenz von Tumorerkrankungen weltweit 27 Millionen
Neuerkrankungen pro Jahr iiberschreiten wird (Wild et al., 2020). Diese hohen Zahlen lassen
erkennen, dass zusitzlich zu den personlichen Schicksalen auch die gesellschaftlichen und
okonomischen Auswirkungen von Krebserkrankungen zunehmen. Die Kosten fiir
Patient*innen mit Tumorerkrankungen betragen weltweit jihrlich etwa 1,16 Billionen US-

Dollar (WHO, 2018 und Wild et al., 2020).

Obwohl es einige Krebsformen gibt, die, besonders wenn sie im Frithstadium entdeckt werden,
gut therapierbar sind, existieren noch immer Tumoren, welche eine sehr schlechte Prognose
aufweisen. Hierzu zdhlen unter anderen die Kopf-Hals-Tumoren und besonders auch das
Hypopharynx-Karzinom. Griinde hierfiir liegen vor allem in den Eigenschaften der Neoplasien
selbst, wie auch in ihren Lagebeziehungen zu vitalen Strukturen, welche den Erfolg der

Therapie einschrinken konnen.

Epidemiologie der Kopf-Hals-Tumoren mit Fokus auf dem Hypopharynx-Karzinom

Tumoren im Kopf-Hals Bereich gehen meist von den Plattenepithelzellen der Schleimhéute des
oberen Aerodigestivtraktes aus. Zu ihnen zdhlen Neoplasien der Mundhdhle, der Nase und
Nasennebenhohlen, des Kehlkopfes, sowie des Rachens. Letzteren ist auch das Hypopharynx-
Karzinom zuzuordnen (Wild et al., 2020 und Pfister et al., 2020). Weltweit liegen Kopf-Hals-
Tumoren an siebter Stelle sowohl der hidufigsten Tumorneuerkrankungen als auch der durch

Krebs herbeigefiihrten Todesfille. In der ménnlichen Bevolkerung stellen sie sogar die

' Der Human Development Index ist ein zusammenfassendes Mal} fiir die durchschnittliche Leistung in
Schliisseldimensionen der menschlichen Entwicklung: ein langes und gesundes Leben, Bildung und ein
angemessener Lebensstandard (Human Development Index, 0.D.).

2 Tod im Alter zwischen 30 und 69 Jahren



fiinfthdufigste Krebserkrankung dar. Das Verhiltnis der Inzidenz zwischen Ménnern und
Frauen betrigt etwa 3 : 1. Im Jahr 2018 gab es weltweit fast 900.000 neue Félle und iiber
450.000 Menschen verstarben an einem Kopf-Hals-Tumor. Das Hypopharynx-Karzinom zahlt
mit einem Anteil von etwa 10 % zu den eher selteneren Neoplasien des Kopf-Hals-Bereiches
(IARC, 2018 und Wild et al., 2020). Aus Daten der Weltgesundheitsorganisation (World Health
Organization, WHO) geht hervor, dass im Jahr 2018 weltweit 80.608 Menschen an einem
Hypopharynx-Karzinom erkrankten. Die Mortalitdt der Erkrankung ist hoch: weltweit
verstarben an ihren Folgen im selben Jahr fast 35.000 Menschen. Das mittlere Erkrankungsalter
liegt zwischen 63 und 66 Jahren. Es erkranken deutlich mehr Ménner als Frauen: das Verhéltnis
der geschlechterspezifischen Inzidenz liegt bei etwa 5 : 1 (IARC, 2018). Dies ldsst sich zum
Teil durch die Risikofaktoren der Erkrankung erkldren, zu denen besonders der Konsum von
Tabakwaren sowie von Alkohol zdhlt. Da diese Noxen den gesamten oberen Aerodigestivtrakt
betreffen, liegen hdufig sekundére Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches, der Lunge oder des
Osophagus vor. Einen weiteren Risikofaktor stellen chronische Infektionen mit humanen
Papillomaviren (HPV) dar. Weiters wird eine genetische Pridisposition fiir Kopf-Hals-
Tumoren vermutet, da zum Teil eine familidre Haufung an Féllen beobachtet werden konnte.
Auch eine schlechte Mundhygiene kann das Entstehen bestimmter Kopf-Hals-Tumoren
begiinstigen (Stewart & Wild, 2014, Wild et al., 2020, Zentrum fiir Krebsregistrierdaten, 2019
und Pfister et al., 2020).

Therapie und Prognose

Die Prognose des Hypopharynx-Karzinoms ist noch immer schlecht. Das liegt vor allem
einerseits an der anatomischen Lage der Tumoren, welche der Region zwischen der Spitze des
Kehldeckels (Epiglottis) und der Unterkante des laryngealen Ringknorpels (Cartilago
cridoidea) entspringen und somit eine enge Lagebeziehung zu vitalen Strukturen aufweisen,
welche fiir den natiirlichen Schluckakt und die Atmung verantwortlich sind. Andererseits wird
der Krankheitsverlauf dadurch beeinflusst, dass die Mehrheit der Tumoren erst in
fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert wird. Mehrere retrospektive Analysen aus
unterschiedlichen Landern zeigen, dass sich zwischen 66 % und 94 % der Hypopharynx-
Karzinome bei Erstdiagnose bereist im Stadium III oder IV nach der Stadieneinteilung des
American Joint Committee on Cancer (AJCC) und der Union for International Cancer Control

(UICC)? befinden (Gatta et al., 2015, Pracy et al., 2016, Sewnaik et al., 2005, Lefebvre et al.,

3 Ein Uberblick iiber die prognostische Einteilung der Tumorstadien nach AJCC/UICC findet sich im Anhang
(Tabelle A.2).



1996, Hall et al., 2008, Shah et al., 1976, Chen et al., 2008, Bova et al., 2005 und Edge et al.,
2010). Das Stadium der Krebserkrankung konnte, neben patient*innenspezifischen Faktoren,
wie Alter, dem Vorhandensein von Komorbiditidten und dem funktionellen Status der Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG)*, als einer der wichtigsten prognostischen Faktoren in
Bezug auf das Uberleben identifiziert werden (Kim et al., 2001 und Kuo et al., 2016). Die
allgemeine 5-Jahres-Uberlebensrate lag fiir lokalisierte Tumoren der Stadien I und II zwischen
40 % und 60 %. Fiir regionale Tumoren, beziechungsweise Tumoren des Stadiums I1I, wurden
Raten zwischen 19 % und 38 % gesehen. Bei bereits vorhanden Fernmetastasen, entsprechend
einem Stadium IV, sank der Anteil der nach 5 Jahren noch Lebenden auf nurmehr 4 — 17 %
(Pracy et al., 2016, Shah et al., 1976, Chen et al., 2008, Newman et al., 2015 und Gatta et al.,
2015). Retrospektive Studien zeigten weiterhin, dass das mittlere Uberleben von Patient*innen
mit Hypopharynx-Karzinom nur zwischen 25 und 44 Monaten lag (Lefebvre et al., 2012 und
Kim et al., 2001). Fiir Patient*innen mit Fernmetastasen betrug es weniger als zwolf Monate
(Takes et al., 2012) und fiir diejenigen, die weder eine kurative noch eine palliative Therapie
erhielten, nur ca. sechs (Sewnaik et al., 2005). Obwohl es innerhalb der letzten Jahrzehnte viele
technische Weiterentwicklungen sowohl innerhalb der Bildgebung als auch in den
verschiedenen onkologischen Therapiemodalitiiten gab, hat sich die 5-Jahres-Uberlebensrate
fiir Hypopharynx-Karzinom-Patient*innen seit den letzten drei Jahrzehnten nur wenig
verbessert. Seit 1999 stieg sie um nur etwa 5 — 9 Prozentpunkte (Gatta et al., 2015, Newman et

al., 2015 und Kuo et al., 2016).

Die Therapie des Hypopharynx-Karzinoms richtet sich nach den NCCN Guidelines Head and
Neck Cancers des National Comprehensive Cancer Network (NCCN) (Pfister et al., 2020). Sie
besteht aus drei Sédulen: der Chirurgie, der Radiotherapie sowie der Chemotherapie und
orientiert sich am Tumorstatus sowie dem klinischen Stadium der Erkrankung®, welche durch
das Staging vor Therapiebeginn festgelegt werden. Allgemein kann zwischen organerhaltenden
und nicht-organerhaltenden Therapieansidtzen unterschieden werden, wobei erstere das Ziel
verfolgen den Larynx und den Pharynx sowohl anatomisch als auch funktionell intakt zu lassen.
Fiir kleine, lokal begrenzte Tumoren kann hiufig ein monomodaler und organerhaltender

Therapieansatz verfolgt werden. Dies kann entweder eine definitive Radiotherapie oder eine

4 Der ECOG Performance Status ist ein weit verbreitetes Instrument, um den funktionellen Status von
Krebspatient*innen zu evaluieren und zu beschreiben, in welchem Maf} die Krankheit sie im Alltag einschrénkt
(ECOG Performance Status, 0.D.).

> Die Klassifizierung der Tumoren folgt der 8. Version der TNM-Klassifikation des AJCC von 2017, was fiir
tumor-node-metastasis steht und die GroBe beziehungsweise Ausdehnung des Tumors, das Vorhandensein und
die Verteilung von Lymphknotenmetastasen sowie das Vorliegen von Fernmetastasen evaluiert. Ein Uberblick
findet sich gemeinsam mit den prognostischen Tumorstadien im Anhang (Tabelle A.1).



offen chirurgische oder endoskopisch transorale Resektion des Tumors sein. Regional
fortgeschrittene Tumoren werden meist mit einer Kombination mehrerer Therapiemodalititen
behandelt. Betroffene Patient*innen kdnnen primér chirurgisch therapiert werden, wobei der
Larynx und der Pharynx entweder teilweise oder vollstindig entfernt werden, man spricht von
einer totalen oder partiellen Laryngektomie, bezichungsweise Pharyngektomie. Der
chirurgischen Resektion folgt in den meisten Féllen eine postoperative Radiotherapie.
Alternativ kdnnen auch nicht-chirurgische, potentiell organerhaltende Therapieansitze
bestehend aus einer Kombination von Radio- und Chemotherapie zum Einsatz kommen. Die
Behandlung besteht meist aus mehreren Zyklen einer Chemotherapie im Abstand von mehreren
Wochen, zwischen denen die Bestrahlungen stattfinden. Die richtige Auswahl der Therapie
gestaltet sich mitunter schwierig, da sie von vielen Faktoren abhéngig ist und sich bis jetzt in
klinischen Studien noch keine Therapieoption in Hinblick auf das Uberleben und die
Tumorkontrolle als den anderen iiberlegen zeigen konnte (Petersen et al., 2018, Pracy et al.,
2016, Kuo et al., 2016, Kim et al., 2001 und Lefebvre et al., 2012). Schitzungsweise kommen
25 % der Patient*innen mit Hyxpopharynx-Karzinom jedoch nicht fiir eine kurative Therapie
infrage. Eine Rolle spielen hierbei ihr Alter, die Ausdehnung des Tumors, Fernmetastasen,
Komorbidititen oder das Ablehnen einer operativen Therapie. Fiir sie gibt es, vorrangig zur
Linderung ihrer Symptome, die Moglichkeiten einer palliativen Chemotherapie, einer
palliativen Bestrahlung oder Mallnahmen der best supportive care (Pracy et al., 2016). Mehr
als die Hilfte der Patient*innen, die in kurativer Absicht behandelt werden, entwickelt nach
Abschluss der Therapie ein Tumorrezidiv, welches sich meist innerhalb von 1 — 1,5 Jahren nach
Abschluss der Therapie manifestiert (Pracy et al., 2016, Hall et al., 2008, Tsou et al., 2007 und
Kim et al.,, 2001). Das Voranschreiten der Erkrankung fiihrt dazu, dass im weiteren
Krankheitsverlauf etwa zwei Drittel dieser Patient*innen ebenfalls auf eine palliative Therapie

umgestellt werden miissen (Gourin & Terris, 2004).

Unabhiingig vom eingesetzten Therapieverfahren erleben Uberlebende Einschrinkungen in den
Bereichen der Kommunikation, der Erndhrung, des psychosozialen Lebens und der Sexualitit.
Die psychische Belastung, die durch die Erkrankung selbst und ihre Therapie entsteht, kann zu
einer depressiven Episode fiihren (Mahalingam & Spielmann, 2019 und Sewnaik & Battenberg
de Jong, 2019). Die Suizidrate liegt fiir Kopf-Hals-Tumor-Patient*innen bei mehr als dem
Dreifachen der Normalbevolkerung. Fiir Patient*innen mit der Diagnose eines Hypopharynx-
Karzinoms ist sie besonders stark erhoht und betrdgt fast das Zwolffache der Selbstmordrate
der Normalbevdlkerung. Die meisten Suizide passieren innerhalb der ersten fiinf Jahre nach

Diagnosestellung (Kam et al., 2015).



Seit Anfang der 1990er Jahre werden mit dem Ziel des Organerhalts vermehrt nicht-
chirurgische Therapien angewandt (Shah et al., 1976, Lefebvre et al., 1996, Petersen et al.,
2018, Hall et al., 2008, Kim et al., 2001, Newman et al., 2015, Tsou et al., 2007 und Kuo et al.,
2016). So werden mittlerweile etwa 73 % der Patient*innen mit lokal begrenzten Tumoren und
43 9% derer in fortgeschritteneren Krankheitsstadien bestrahlt. Der Einsatz einer
Radiochemotherapie liegt fiir Tumoren der frithen Stadien bei ca. 20 %. Bei fortgeschrittenen
Tumoren liegt er bei 38 % (Petersen et al., 2018). Ziel der nicht-chirurgischen Therapieansitze
ist es, den funktionellen Status und die Lebensqualitdt der Patient*innen zu verbessern ohne
das onkologische Ergebnis zu kompromittieren (El-Deiry et al., 2005). Hierbei gilt es,
besonders durch Erhalt des Kehlkopfes, die natiirliche Stimmbildung, sowie das normale
Atmen und Schlucken zu bewahren. Es konnte gezeigt werden, dass durch eine larynx-
erhaltende Therapie, bei dhnlicher Tumorkontrolle und vergleichbaren Uberlebensraten wie bei
einem primér operativen Eingriff, nach zehn Jahren fiir mehr als die Hilfte der Patient*innen,
die noch am Leben waren, der Kehlkopf erhalten werden konnte. Die krankheitsspezifischen
Uberlebensraten mit intaktem Kehlkopf betrugen nach fiinf und zehn Jahren jeweils 40,5 % und
27 % (Lefebvre et al., 2012). Die intensivierten Radio- und Chemotherapien bedingen jedoch
einen Anstieg der Toxizitdt und damit der Therapienebenwirkungen (Eerenstein et al., 2019
und Hawkins et al., 2017). Diese entstehen hdufig durch akute, subakute und chronische
Strahlenschidden des umliegenden Gewebes. Zu den strahlensensiblen Risikostrukturen zidhlen
hierbei neuronale Strukturen, wie das Gehirn, der Hirnstamm, das Riickenmark, die Cochlea,
die Bogenginge, das Chiasma opticum, die Hirnnerven, die Retina und der Plexus brachialis
sowie die Tranendriisen, die Cornea, die Schleimhiute des oberen Aerodigestivtraktes, die
Speicheldriisen, die Knochen der Schiadelbasis und der Mandibula, die Schlundmuskulatur und
der Larynx. Komplexe strahleninduzierte Gewebereaktionen beinhalten Mukositis und
Desquamation mit der Ausbildung von Odemen, Erythemen, Nekrosen und Ulzerationen (King
etal., 2016). Alle Betroffenen berichteten von Odynophagie und 96 % von Schmerzen, die auch
unabhéngig vom Schlucken persistierten (Wong et al., 2006). Durch die Bestrahlung kommt es
weiters zu einer Abnahme der Speichelproduktion mit erhohter Viskositét des Sekrets. Eine
permanente Xerostomie kann die Folge sein und Verdnderungen von Stimme und Geschmack
sowie Schwierigkeiten beim Kauen und Schlucken hervorrufen, sowie Fissuren, Ulzerationen
und Zahnprobleme, wie Karies und dentoalveoldre Infektionen begiinstigen (Epstein et al.,
2001 und Eisbruch et al., 2003). Das Zusammenspiel aus Mukositis und zéhem Speichel kann

eine Dysphagie hervorrufen und die Nahrungsaufnahme behindern, was die kiinstliche



Erndhrung iiber eine nasogastrale oder PEG-Sonde® notwendig machen kann (Sewnaik &
Battenberg de Jong, 2019). Ungefdhr 15 % der Hypopharynx-Karzinom-Patient*innen bleiben
von einer PEG-Sonde abhédngig (Pracy et al., 2016 und Eerenstein et al., 2019). Langzeitfolgen
konnen auBerdem Strikturen oder Stenosen und eine strahleninduzierte Neuropathie mit
muskuldren und nervalen Dysfunktionen sein (King et al., 2016). Eine weitere nicht zu
vernachldssigende Therapiefolge sind sekundidre Malignome im Bestrahlungsfeld. Diese
therapie-assoziierten =~ Zweittumoren  entstethen  durch  fehlerhafte =~ Reparaturen
strahleninduzierter subletaler DNA-Schéden, welche zu einer erhohten Rate an Mutationen und
einer neoplastischen Transformation der entsprechenden Zellen fiihren kdnnen (Santivasi &
Xia, 2014 und Behjati et al., 2016) Insgesamt 8 % aller sekundérer Tumoren konnten den
Langzeitfolgen einer Strahlentherapie zugeordnet werden (Berrington de Gonzalez et al., 2011).
Auch Tumorrezidive, welche beispielsweise durch eine Selektion strahlenresistenter
Tumorzellen begiinstigt werden kdnnen, stellen allgemein eine grole Herausforderung in der
Radiotherapie dar (Kuwahara et al., 2018). Fiir 74 % aller Kopf-Hals-Tumor-Patient*innen
wird mindestens einmal im Verlauf ihrer Therapie eine strahlentherapeutische Behandlung
empfohlen. Fiir Patient*innen mit Karzinomen des Hypopharynx und Larynx, sowie des Oro-
und Nasopharynx liegt diese Empfehlung sogar bei 100 % (Delaney et al.,, 2005).
Verbesserungen der Bestrahlungstechnik, sowohl in Hinblick auf ihre Nebenwirkungen als
auch beziiglich einer effektiven Tumorkontrolle, kimen also den meisten Patient*innen mit

Hypopharynx-Karzinom, und ebenfalls denjenigen mit anderen Kopf-Hals-Tumoren, zugute.

Ein Ansatz liegt in der prédziseren Applikation der ionisierenden Strahlen, welche die
volumetrischen Dosen, die den Larynx und den Pharynx, die Speicheldriisen, sowie weitere
Risikostrukturen erreichen, minimieren wiirde. Neben der bereits eingesetzten Partikeltherapie,
welche zur Bestrahlung Protonen oder Kohlenstoffionen nutzt und so die an das Normalgewebe
abgegebene Dosis noch weiter reduzieren und Risikostrukturen schiitzen kann, scheint auch die
in dieser Arbeit eingesetzte Rontgen-Mikrokanalbestrahlung in diesem Hinblick viel Potential

zu haben.
1.2 Rontgen-Mikrokanalbestrahlung

Die Rontgen-Mikrokanalbestrahlung, oder auch Rontgen-Mikrostrahl-Bestrahlungs-Therapie
(Microbeam Radiation Therapy, MRT), ist eine préklinische Weiterentwicklung der Therapie

mit Rontgenstrahlen, deren Entstehung auf Wilhelm Conrad Rontgens Beschreibungen aus dem

% Die perkutane endoskopische Gastrostomie (PEG) ermdglicht, durch einen Zugang von auBen iiber die
Bauchdecke in den Magen, eine kiinstliche Erndhrung direkt iiber den Gastrointestinaltrakt.



Jahr 1896 zuriickgeht. Die MRT basiert auf dem Konzept der rdumlichen Dosisfraktionierung
(spatially-fractioned radiotherapy, SFRT) und kniipft damit einerseits an die rdumlich-
fraktionierte Gittertherapie (spatially-fractioned grid therapy, GRID) an, welche erstmals 1999
durch Mohiuddin et al. beschrieben wurde und auf einer Idee von Alban Kohler (1909) beruhte.
Andererseits folgt sie dem Prinzip der stereotaktischen Radiochirurgie (stereotactic body
radiation therapy, SBRT), eine Methode, bei der eine hohe Einzeldosis hoch konform aus
unterschiedlichen Richtungen an das Zielvolumen abgegeben wird. Diese wird hauptsédchlich
als non-invasive Technik zur Ablation von intrakraniellen Lasionen eingesetzt (Leksell, 1983
und Sims et al., 1999). Die Intention dahinter ist es, den Dosis-Volumen-Effekt’ optimal
auszunutzen und, wie die konforme Radiotherapie (CRT), die ionisierenden Strahlen préizise an
das Tumorgewebe abzugeben und dabei die Dosis, welche das angrenzende Normalgewebe

erreicht, so gering wie mdglich zu halten (Lichter & Lawrence, 1995 und Fass, 1998).

In der Standardtherapie von Kopf-Hals-Tumoren kommen derzeit die Intensitét-
beziehungsweise Volumen-Intensitdt-modulierte Therapie (intensity modulated radiotherapy,
IMRT bzw. volumetric-modulated arc therapy, VMAT), sowie die 3D konforme Radiotherapie
(3DCRT) zum Einsatz, welche in zeitlich fraktionierten Bestrahlungspldnen Anwendung
finden. Die Therapiedauer liegt hier bei etwa sechs bis sieben Wochen (Pfister et al., 2020). Mit
der MRT konnte es moglich werden, eine weitere Therapiemodalitét in die Behandlung von
Kopf-Hals-Tumoren aufzunehmen, deren Vorteile zum einen in einer einmaligen Bestrahlung
mit hohen Dosen und zum Anderen in einer noch priziseren Dosisapplikation mit besserem
Nebenwirkungsprofil liegen wiirden. Schon Mohiuddin et al. (1999) konnten zeigen, dass
93,3 % der Kopf-Hals-Tumoren auf die von ihnen getestete Form der Radiotherapie
ansprachen, welche kleine ,,Bleistiftstrahlen® (pencil beams) mit einem 1 : 1-Verhéltnis von
bestrahltem und abgeschirmtem Gewebe im Bestrahlungsfeld nutzte, sodass das Gewebe

zwischen den eigentlichen Strahlengéingen nur etwa 25 — 30 % der applizierten Dosis erreichte.

Grundlagen der Ronten-Mikrokanalbestrahlung

Bei der Rontgen-Mikrostrahltherapie erreichen sehr hohe Einzeldosen innerhalb sehr schmaler
Strahlenkanile in festgelegten Abstinden das Zielvolumen. Die Entwicklung der Technik geht
auf Versuche in den 1950er Jahren zuriick, welche die Auswirkung kosmischer Strahlung auf

den menschlichen Organismus im Weltall untersuchen sollten. Hierbei zeigte sich, dass das

7 Der Dosis-Volumen-Effekt besagt, dass die von einem Gewebe tolerierte Dosis nicht nur von dessen Struktur
und der Radiosensitivitdt seiner Zellen abhéngig ist, sondern auch maBgeblich von dem Gewebevolumen
bestimmt wird, welches durch die ionisierenden Strahlen getroffen wird (Withers et al. 1988a). Die fiir die
Tumorkontrolle notwendige Dosis wird durch die Toxizitét im Normalgewebe limitiert.



Hirngewebe von Mausen Dosen von iiber 10.000 Gy, die mittels einem 25 pum schmalen Strahl
aus 22 MeV Deuteronen abgegeben wurden, tolerierte. Es zeigte sich, dass die Schwellendosis,
die einen Gewebeschaden ausloste, mehrere 100 Gy betrug. Sie lag damit erheblich hoher, als
fiir > 0.5 mm breite ionisierende Strahlen, welche in der konventionellen Strahlentherapie
eingesetzt werden (Zeman et al., 1959 und Curtis, 1963). Bis heute werden zur Erzeugung der
nur wenige Mikrometer messenden Strahlen grofle Synchrotronanlagen benétigt, da an ihnen
zum einen hoch brillante monochromatische Rontgenstrahlen iiber breite Energiebereiche
erzeugt sowie zum anderen extrem hohe Dosisraten erreicht werden konnen, welche fiir die
prézise Strahlkollimierung notwendig sind (Thomlinson et al., 2000 und De Felici et al., 2005).
Beides ist essenziell, um das Zielgewebe innerhalb Bruchteilen einer Sekunde mit hohen Dosen
bestrahlen zu kdnnen. Nur so ist es mdglich die Prézision der Mikrokanile selbst bei kleinsten
Bewegungen des zu bestrahlenden Organismus, die beispielsweise durch Atmung und
Herzschlag entstehen, aufrecht zu erhalten (Briauer-Krisch et al., 2003). Seit den 1990er Jahren
werden Studien zur MRT hauptsédchlich sowohl an der National Synchrotron Light Source des
Brookhaven National Laboratory in New York als auch an der Synchrotronquelle der European
Synchrotron Radiation Facility (ESRF) in Grenoble durchgefiihrt (Slatkin et al., 1992, Slatkin
et al., 1995, Laissue et al., 1998 und Bravin et al., 2015). 1994 wurde die Technik von Slatkin
et al. patentiert. Die durch Multilamellenkollimatoren erzeugten quasi-parallelen
mikroplanaren Strahlen sind charakteristischerweise zwischen 25 pm und 50 pm breit sowie
etwa 1 cm hoch und liegen in einem Abstand von etwa 200 um (50 — 400 um) zueinander. Zu
den die MRT definierenden Grofen zdhlen die Dosis innerhalb der Mikrokanile, die
sogenannte Peak-Dosis, welche mehrere Hektogray betragen kann, sowie die Dosis in den
dazwischen gelegenen Abschnitten, die sogenannte Valley-Dosis (Slatkin et al., 1995, Laissue
et al., 1999, Dilmanian et al., 2005 und Serduc et al., 2006). Diese wird je nach Abstand vom
Zentrum des Mikrokanals durch verschiedene gestreute Partikel ausgemacht. In erster Linie
entsteht sie durch Photonen aus dem Effekt der Compton-Streuung. Innerhalb der
Transitionszone, direkt lateral des eigentlichen Strahlengangs, welche durch einen steilen
Dosisabfall charakterisiert ist, wird die Dosis hauptsdchlich von Photoelektronen iibermittelt.
Die Valley-Dosis sollte eine bestimmte Schwelle nicht {iberschreiten, um eine effiziente
Gewebereparatur zu gewihrleisten (Brauer-Krisch et al., 2005 und Siegbahn et al., 2006). Noch
wichtiger als die absoluten Gréfen der Peak- und Valley-Dosen ist jedoch ihr Verhéltnis
zueinander, das sogenannte peak-to-valley dose ratio (PVDR), da mit ihm die GroBe des
strahleninduzierten Schadens korreliert (De Felici et al., 2005). Weiterhin einflussnehmend auf

die Strahlenwirkung im Gewebe ist die Steilheit des Dosisabfalls, beziechungsweise die Breite
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der Transitionszone zwischen Peak- und Valley-Dosis (Brduer-Krisch et al., 2003 und

Blattmann et al., 2005).

In mehreren préklinischen Studien konnte gezeigt werden, dass die besondere rdumlich
fraktionierte Dosisverteilung der Rontgen-Mikrostrahltherapie einen hohen therapeutischen
Index mit einer erstaunlichen Toleranz des Normalgewebes sowie einer addquaten
Tumorkontrolle aufweist (Dilmanian et al., 2005). Sie scheint damit grof3es Potential fiir eine
neue klinische Radiotherapiemethode zu bieten. Die genauen Mechanismen ihrer Wirkung im
Gewebe sind noch nicht vollstindig verstanden und bediirfen noch genauerer Erforschung. Der
aktuelle Wissensstand beziiglich der radiobiologischen Effekte der MRT ist im néchsten

Abschnitt zusammengefasst.

Gewebeschonende und tumorablative Effekte der Rontgen-Mikrokanalbestrahlung

Normales Gewebe tolerierte in priklinischen Versuchen MRT-Einzeldosen von mehreren
hundert bis tausend Gray. Die meisten Daten hierzu gibt es zu neuronalem Gewebe von Ratten
und Mausen (Slatkin et al., 1995, Laissue et al., 1998, Laissue et al., 1999 und Dilmanian et al.,
2002). Es konnte gezeigt werden, dass erst eine Dosis von 2.000 Gy in einer bestrahlten
Hemisphére von Rattengehirnen zu einem Zellkern- und Perikaryaverlust der Neurone und
Astrozyten flihrte. Nekrosen konnten bei einer Peak-Dosis von 10.000 Gy beobachtet werden
(Slatkin et al., 1995). Die Haut ist bei der Bestrahlung durch Rontgen-Mikrostrahlen aufgrund
der niedrigen Energie der Photonen und ihrer geringen Eindringtiefe extrem hohen Dosen
ausgesetzt. Es konnte jedoch festgestellt werden, dass auch sie eine dullerst hohe Toleranz
gegeniiber einer Bestrahlung mit Rontgen-Mikrokanédlen aufwies und erst Dosen von iiber
1.000 Gy kutane Nekrosen induzierten (Renier et al., 2002 und Zhong et al., 2003). Die
komplexen biologischen Mechanismen, die fiir die Wirkung von Rontgen-Mikrokanélen
verantwortlich sind und zu der erstaunlich hohen Toleranz von Organen und Geweben fiihren,
sind noch nicht ausreichend verstanden, hidngen jedoch von der besonderen Form ihrer
Dosisverteilung ab (De Felici et al., 2005). Histologische Analysen von mit MRT bestrahlten
Geweben zeigten ein Muster aus Streifen, welche den Strahlengéingen der Mikrokanéle
entsprachen und dem lokalisierten Absterben von Zellen in diesen Regionen zugeschrieben
werden konnten (Dilmanian et al., 2005 und Serduc et al., 2006). Diese Beobachtungen lassen
darauf schlieBen, dass die rdumlich fraktionierte Dosisverteilung zu einer konzentrierten
Zerstorung von Zellen im Bereich der Peak-Regionen fiihrt, wihrend die Schidden in den
Valley-Regionen subletal bleiben und die, in ihnen gelegenen Zellen, ihre Funktionalitdt und

ihre regeneratorischen Fahigkeiten behalten. Die Gewebeabschnitte zwischen den
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Strahlengéngen der Mikrokandle konnen demnach als Zell-Reservoir angesehen werden,
welches den Ausgangspunkt von Reparaturmechanismen darstellt (Smyth et al., 2016 und
Laissue et al., 2013). Es konnte gezeigt werden, dass der gewebeschonende Charakter der MRT
verloren ging, sobald der Abstand der Mikrostrahlen weniger als das Doppelte ihrer Breite
betrug (Dilmanian et al., 2002). Néherte sich die Valley-Dosis, welche maflgeblich durch die
Abstinde der Mikrostrahlen zueinander beeinflusst wird, der gewebespezifischen
Toleranzdosis gegeniiber konventionell applizierten Rontgenstrahlen an, verlor sich der Effekt
ebenfalls. Die Valley-Dosis scheint somit der ausschlaggebende Faktor fiir die Antwort des
Normalgewebes auf eine Bestrahlung mit Rontgen-Mikrostrahlen zu sein. Sie sollte nicht jene
Dosis iiberschreiten, welche das Gewebe, normalerweise, bei konventioneller Bestrahlung,
tolerieren wiirde (Laissue et al., 2013). Zusitzlich zu diesem typischen Dosis-Volumen-Effekt
lieBen einige Studien auf einen spezifischen biologischen Effekt der Mikrokanalbestrahlung
schlieBen. Wurde die, iiber die insgesamt bestrahlte Fldche, integrierte Dosis bei
Mikrokanalbestrahlung mit konventionell applizierten Dosen verglichen, so lag die vom
Normalgewebe tolerierte maximale Dosis bei der Bestrahlung mit Rontgen-Mikrokanédlen um
ein 4,2-faches hoher (Dilmanian et al., 2002). Ein hiufig beschriebener Aspekt dieses MRT-
spezifischen biologischen Effektes ist ihre Wirkung auf das Gefdlinetz. Besonders kapilldre
Gefidfle aber auch groflere Arterien zeigten eine schnelle Regeneration durch iiberlebende
klonogene Endothelzellen in den Valley-Regionen. Kleine Arterien tolerierten sogar durch
Mikrokstrahlen applizierte Dosen von bis zu 2.000 Gy ohne, dass es zu Okklusionen kam
(Dilmanian et al., 2003a, Dilmanian et al., 2005, Pena et al., 2003, Serduc et al., 2006 und Van
der Sanden et al., 2010). Der Transitionszone, welche zwischen Peak- und Valley-Regionen
gelegen ist, kommt hierbei eine wichtige Rolle zuteil. In Monte Carlo-Simulationen konnte ein
Dosisabfall von 80 % auf 20 % im Abstand von 9 um zum Mikrokanal gezeigt werden, eine
Strecke, die in der Groenordnung des Durchmessers einer Zelle und innerhalb der Reichweite
der Zellsignalisierung liegt. Es ist demnach vorstellbar, dass sowohl Vorlduferzellen als auch
bestimmte Botenstoffe, die Gewebsabschnitte erreichen, welche durch die Peak-Dosen im
direkten Strahlengang geschidigt wurden und zu deren Regeneration beitragen (Dilmanian et
al., 2006, Dilmanian et al., 2007 und Laissue et al., 2013). Dies kdme einem sogenannten
Bystander-Effekt gleich, einem Phidnomen, welches beschreibt, dass als Folge einer
Signaliibertragung von bestrahlten Zellen auch nicht direkt bestrahlte Zellen auf eine
Radiotherapie reagieren konnen (Heeran et al., 2019). Ahnlich wie das Kapillarnetz, zeigten
auch neuronales Gewebe und die Epidermis der Haut eine durch iiberlebende klonogene Zellen

vermittelte Regenerationsfahigkeit (Dilmanian et al., 2005 und Zhong et al., 2003).
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Neben der Wirkung von Rontgen-Mikrostrahlen auf normales Gewebe, wurde auch ihre
Effizienz in der Behandlung von Malignomen in mehreren praklinischen Studien untersucht. In
Tierversuchen konnten, besonders fiir intrakranielle Tumoren sowie auch fiir Mamma- und
Plattenepithel-Karzinome, sowohl palliative als auch kurative Effekte nachgewiesen werden.
Die meisten Studien bezogen sich auf das 9L-Gliosarkom bei Ratten und Méausen (Laissue et
al., 1998, Dilmanian et al., 2002, Dilmanian et al., 2003b, Serduc et al., 2006, Smilowitz et al.,
2006, Regnard et al., 2008, Serduc et al., 2008 Serduc et al., 2009 und Bouchet et al., 2010).
Weitere Studien untersuchten die Wirkung auf das F98-Gliom in Ratten (Bouchet et al., 2016a),
auf murine EMT6- und 67NR-Mamma-Karzinome (Dilmanian et al., 2003c und Crosbie et al.,
2010) sowie auf das, subkutan in Méuse implantierte, murine SCCVII-Plattenepithel-Karzinom
(Miura et al., 2006). Fiir alle Tumormodelle konnte, nach der Bestrahlung mit Rontgen-
Mikrokanilen, ein lingeres mittleres Uberleben der Versuchstiere beobachtet werden.
Beispielsweise iiberlebten Ratten mit 9L-Gliosarkomen nach einer MRT-Behandlung im
Vergleich zu unbestrahlten Kontrolltieren durchschnittlich bis zu 150 Tage langer (Laissue et
al., 1998 und Dilmanian et al., 2002). Eine MRT fiihrte {iberdies zu einem verlangsamten
Wachstum sowohl von 9L-Gliosarkomen in Ratten als auch von murinen Mamma-Karzinomen
(Laissue et al., 1998 und Crosbie et al., 2010). Ein GrofBteil, der mit Rontgen-Mikrokanélen
bestrahlten Neoplasien konnte sogar abladiert werden. Fiir die subkutan in Mause implantierten
EMT6-Mamma-Karzinome konnte mit Peak-Dosen zwischen 410 Gy und 650 Gy eine
Tumorablationsrate von etwa 50 — 60 % beobachtet werden (Dilmanian et al., 2003c). Eine
Peak-Dosis von 625 Gy fiihrte auch bei 50 % der bestrahlten 9L-Gliosarkomen von Ratten zu

einer lokalen Kontrolle (Smilowitz et al., 2006).

Zu den spezifischen toxischen Effekten der Rontgen-Mikrostrahlen auf Tumoren tragen nach
heutigem Wissen unterschiedliche Mechanismen bei. Zum einen konnte eine zytoreduktive
Wirkung gezeigt werden (Serduc et al., 2008). Bei 9L-Gliosarkomen in Ratten fiihrte die
rdumlich fraktionierte Bestrahlung beispielsweise zu einer hoheren Zelltodrate und einer
starkeren Aktivierung von Immunzellen als eine konventionelle Radiotherapie (Bouchet et al.,
2016b). Zum anderen konnte der tumorablative Effekt auf eine Schidigung und unzuléngliche
Reparatur der BlutgefdBle innerhalb des Tumors zurilickgefiihrt werden, welche eine
unzureichende Perfusion der Neoplasie und damit das konsekutive Absterben der Tumorzellen
zur Folge hitte (Dilmanian et al., 2002). Weiters wurde fiir rdumlich fraktioniert bestrahltes
neoplastisches Gewebes ein Phdnomen beobachtet, welches die inaddquate regeneratorische
Kapazitit der Tumoren nach Mikrokanbestrahlungen erkldren konnte und welches die

Forscher*innen als Waschmaschinen-Effekt bezeichneten: durch eine hohe migratorische
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Aktivitdt der Tumorzellen, hatten sich maximal bestrahlte Zellen aus den Peak-Regionen und
minimal bestrahlte Zellen aus den Valley-Regionen nach 24 Stunden vollstidndig durchmischt,
sodass das normalerweise nach einer Mikrokanalbestrahlung im Gewebe entstehende typische
Streifenmuster aufgelost war (Crosbie et al., 2010). Zusédtzlich konnten, genau wie fiir den
gewebeschonenden Effekt der MRT, auch fiir ihre antitumorale Wirkung Bystander-Effekte
beschrieben werden. Zu ihnen zdhlten unter anderem antitumorigene proteomische
Verdnderungen (Smith et al., 2013) und eine verdnderte Genexpression, die zu immun-
modulatorischen Prozessen und einer frithen inflammatorischen Reaktion fiithrten (Sprung et

al., 2012 und Bouchet et al., 2013).

Es konnte gezeigt werden, dass das Zusammenwirken des gewebeschonenden sowie des
tumorablativen Effektes der Rontgen-Mikrostrahl-Bestrahlungs-Therapie zu einem um
mindestens 2,5- bis 5-fach hoheren therapeutischen Index fiihrt, als ihn eine konventionelle
Rontgenbestrahlung aufweist (Dilmanian et al., 2002). In vitro Versuche, die das klonogene
Uberleben von EMT6,5ch-Zellen analysierten, lieBen darauf schlieBen, dass eine Mikrostrahl
Peak-Dosis von 112 Gy strahlenbiologisch einer homogen applizierten Dosis von etwa 5 Gy

entspricht (Ibahim et al., 2014).

Alternative Strahlenquellen: Translation der MRT in die klinische Anwendung

Der bisherige Wissensstand deutet darauf hin, dass die Rontgen-Mikrokanalbestrahlung grof3es
Potenzial fiir den Einsatz als eine neue prizise Form der Radiotherapie mit hohen
Bestrahlungsdosen birgt. Fiir die Translation der Rontgen-Mikrokanalbestrahlung in die
klinische Radiotherapie sind noch ausfiihrlichere Daten zur Toxizitdt im normalen Gewebe, ein
besseres Verstindnis der zytoreduktiven Mechanismen sowie fundierte Angaben zur Tiefen-
Dosis-Verteilung und zu den Langzeiteffekten der neuartigen Bestrahlungsform nétig (Smyth
et al., 2016 und Wright, 2015). Hierfiir sind auch Versuche mit tiefer gelegenen Tumoren und
groBeren Versuchstieren von erheblicher Relevanz (Grotzer et al., 2015). Zusétzlich sollte die
Erforschung der Effektivitit von Rontgen-Mikrostrahlen auf weitere Tumorentititen
ausgeweitet werden, um mit einem Nachweis des potentiellen Nutzens der Technik fiir eine
grofle Anzahl von Krebspatient*innen die langwierige und kostenintensive Produktentwicklung
zu rechtfertigen (Wright, 2015). Technische Weiterentwicklungen, die eine hochkonforme bild-
gesteuerte Bestrahlung mit Mikrokanilen ermoglichen, wéren ebenfalls wichtige Schritte, um
die MRT als effektive klinische Malignomtherapie zu etablieren (Bouchet et al., 2010). Hierbei
ist es von wesentlichem Interesse die MRT-Forschung auBlerhalb der groflen

Synchrotronanlagen fiir einen groBeren wissenschaftlichen Kreis zugénglich zu machen. Dies
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kann durch alternative kompakte und kostengiinstigere Strahlenquellen gelingen, welche
Versuche in universitiren und industriellen Laboratorien ermdglichen und so den
Erkenntnisfortschritt vorantreiben wiirden. Fiir diese existieren bereits mehrere Konzepte und
Prototypen. An der University of North Carolina wurde beispielsweise eine kompakte Rontgen-
Mikrokanal-Bestrahlungseinheit basierend auf der Kohlenstoffnanoréhren-Technik (CNT)
entwickelt, an der bereits erfolgreich sowohl in vitro als auch in vivo Bestrahlungen
durchgefiihrt werden konnten (Schreiber & Chang, 2012, Hadsell et al., 2013 und Zhang et al.,
2014). Weiterhin wird an der Entwicklung alternativer Strahlenquellen geforscht, welche
einerseits konventionelle Rontgenrdhren einsetzen oder andererseits auf speziellen
Rontgenrdhren mit Linienfokus (/ine focus x-ray tube, LFXT) basieren (Bartzsch et al., 2016
und Bartzsch & Oelfke, 2017). Eine weitere, vielversprechende Alternative sind kompakte
Strahlenquellen (compact light source, CLS), welche Rontgenstrahlen durch inverse Compton-
Streuung (ICS) von niedrig-energetischen Laser-generierten Photonen an hoch-energetischen
Elektronen erzeugen. Solche CLS basieren entweder auf einem Linearbeschleuniger (LINAC)
oder auf einem Mini-Synchrotron mit Elektronenspeicherring. Sie haben, mit einem
Durchmesser von nur wenigen Metern, eine kleinere Grundfliche und sind weitaus
kostenglinstiger als groBe Synchrotronanlagen. Die erste kommerziell erhéltliche kompakte
Strahlenquelle ist die Lyncean CLS von Lyncean Technologies in Kalifornien, welche aus einem
Forschungsprojekt des National Accelerator Laboratory, am Stanford Linear Accelerator
Center (SLAC), und der Stanford University hervorging (Loewen, 2003, Achterhold et al., 2013
und Lyncean Technologies Inc., 2020). Am 29.10.2015 wurde eine solche Anlage erstmalig
unter dem Namen Munich Compact Light Source (MuCLS) an der Munich School of
BioEngineering (MSB) in Garching offiziell in Betrieb genommen. Sie ist Teil des Center for
Advanced Laser Applications (CALA), einem gemeinsamen Projekt der Ludwig-Maximilians-
Universitit (LMU) und der Technischen Universitdt Miinchen (TUM), und ermoglicht wichtige
biomedizinische Forschungsarbeit. Zu dieser zdhlen auch die Anfang 2017 durchgefiihrten
Rontgen-Mikrokanalbestrahlungen, welche Grundlage der vorliegenden medizinischen

Dissertation waren.
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2 Problemstellung

Bei der Untersuchung neuer onkologischer Therapiemethoden soll deren Erfolg mit demjenigen
schon bestehender Therapien verglichen werden. Zur Analyse des Therapieerfolgs zéhlt zum
einen die erreichte Tumorkontrolle, welche fiir die Heilung der Betroffenen essenziell ist. Zum
anderen spielen auch die durch die Therapie entstehenden Nebenwirkungen eine entscheidende
Rolle, da sie die Lebensqualitdt der Patient*innen deutlich einschrianken kdnnen. Besonders
Tumorentititen, deren Diagnose noch immer mit einer schlechten Prognose einhergeht,
bediirfen der Entwicklung neuer Therapieansétze. Hierzu zdhlen unter anderem die Kopf-Hals-
Tumoren, deren Therapie durch die komplexen Lagebeziehungen zu vitalen Strukturen in
dieser Region erschwert wird. Um eine experimentelle Therapiemethode, wie die hier
untersuchte Rontgen-Mikrokanalbestrahlung, aus der préklinischen Forschung in die klinische
Anwendung zu iiberflihren, ist es wichtig die biologischen Mechanismen, welche zu den
beobachteten Effekten fithren, zu identifizieren. Der préklinsischen radiobiologischen
Forschung stehen hierfiir sowohl gut etablierte zellkulturelle in vitro Methoden als auch in vivo
Tumormodelle zur Verfiigung, welche hdufig aus humanen Xenograft-Tumoren bestehen
(Burdach et al., 1993). Fiir den Vergleich der Effektivitdt unterschiedlicher Therapietechniken
ist es sinnvoll und {iblich eine Dosisabhdngigkeit, beispielsweise in Form einer Dosis-

Wirkungs-Kurve, zu dokumentieren (Denekamp, 1980).

In vivo bietet sich fiir die Analyse der durch die Bestrahlung erreichten Tumorregression das
Bestimmen einer Wachstumsverzégerung der Tumoren an. Hierbei werden die Tumoren
regelméBig vermessen, ihre Grofle dokumentiert und der zeitliche Unterschied bis zum
Erreichen einer vorher definierten ZielgroBe bestimmt. Vorteile dieser Technik sind ihre
einfache Umsetzung, die wenig an technischer Ausstattung voraussetzt, sowie die Mdglichkeit
eine groBe Variationsbreite von Wirkungen auf den Tumor aufzuzeichnen. Zu den
radiobiologischen Effekten, welche das Tumorwachstum verlangsamen, z&hlen einerseits
direkte strahleninduzierte Schiden der Tumorzellen, sowie der sogenannte Tumorbett-Effekt,
welcher auf stromale und vaskuldre Schiden zuriickzufiihren ist, die die Proliferation der

iiberlebenden Tumorzellen ebenfalls beeintrachtigen (Begg, 1980).

In vitro kann mithilfe von Zellkulturen besonders der durch die Bestrahlung entstandene
zytotoxische Effekt untersucht werden. Dieser entsteht einerseits durch die direkte Einwirkung
der Strahlen auf die DNA der Zellen, welche zu Doppelstrangbriichen (DSB) fiihrt.
Andererseits wird er durch die Bildung freier Radikale vermittelt, welche ebenfalls schadigend

auf die DNA einwirken (Santivasi & Xia, 2014). Die Wirkung ionisierender Strahlen auf
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zelluldrer Ebene kann auf unterschiedliche Arten analysiert werden. Die ermittelte relative
biologische Effektivitdt der untersuchten Therapie kann von den Beobachtungen, die in vivo
gemacht wurden, abweichen, da ausschlieBlich der direkte durch die Strahlung induzierte
Zellschaden, ohne die Einfliisse des Tumorbetts, beurteilt wird (Thomlinson & Craddock, 1967,
Begg, 1980 und Denekamp, 1980). Ein Mal3 der zytotoxischen Wirkung ionisierender Strahlen
ist das klonogene Zelliiberleben, welches mithilfe des Koloniebildungstests (colony formation
assay, CFA) evaluiert werden kann. Er erfasst die proliferative Kapazitit jeder einzelnen
bestrahlten Zelle, die auch als klonogenes Uberleben bezeichnet wird. Aus jeder Zelle mit
intakter proliferativer Kapazitit entwickeln sich Klone in Form von Zellkolonien. Eine Anzahl
von 50 Tochterzellen gilt hierbei als sicheres Indiz fiir die erhaltene Klonogenitdt der
Ursprungszelle. Die Behandlung einer Zellpopulation mit ionisierenden Strahlen, fiihrt dazu,
dass ein Teil der Zellen ihre Fihigkeit der Teilung verliert. Dies wird als klonogener Zelltod
verstanden und kann sowohl Folge der mitotischen Katastrophe als auch des programmierten
Zelltods sein. Die Grofe des Anteils an Zellen, welche ihre Teilung einstellen, ist dabei
abhingig von der applizierten Strahlendosis und kann als MaB fiir die Strahlensensibilitét der
Zellpopulation interpretiert werden. Fiithrt man Koloniezdhlungen fiir unterschiedlich hohe
applizierte Strahlendosen aus, lassen sich die Daten graphisch als Uberlebenskurve darstellen
(Puck & Marcus, 1955). Ein Vorteil des CFA ist es, dass er alle Formen des Zelltods erfasst.
Auch wird durch ihn ein strahleninduzierter transienter Wachstumsstop nicht als zytotoxischer
Effekt fehlinterpretiert. Diese Vorteile haben den CFA zum Goldstandard fiir die
Quantifizierung der Radisosensitivitit von Zellen in vitro werden lassen (Kahn et al., 2012).
Wichtige Parameter der Analyse stellen die Ausplattierungseftfizienz (plating efficiency, PE)
sowie die Fraktion der {iberlebenden Zellen (surviving fraction, SF) dar. Die PE bezeichnet den
prozentualen Anteil der ausgesdten Zellen, aus denen, innerhalb eines definierten Zeitraums,
eine sichtbare Kolonie entstanden ist. Ionisierende Strahlen fiihren zu einer Suppression der
Koloniebildung, was sich als reduzierte PE zeigt und ein Mal} fiir den strahleninduzierten
Schaden darstellt. Die SF ist, definitionsgemdl, das Verhéltnis von der Anzahl der nach einer
Bestrahlung tatséchlich ausgebildeten Kolonien zu der PE, die eine Zellpopulation ohne
Behandlung aufweist. Sie ldsst somit auf die Strahlensensibilitdt der untersuchten Zellen

schlieBen (Franken et al., 2006).

Ein weiteres, molekularbiologisches MaB fiir die zytotoxische Wirkung ionisierender Strahlen
sind chromosomale Verdnderungen der bestrahlten Zellen. Diese entstehen durch die
fehlerhafte Reparatur der strahleninduzierten DBS. Zu den hdufigen Reparaturfehlern z&hlen

neben Translokationen, Deletionen und Duplikationen (Allan & Travis, 2005 und Santivasi &
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Xia, 2014) auch azentrische Chromosomen (Wu et al., 1997). Verdnderungen dieser Art konnen
mithilfe der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) untersucht werden. Diese molekular-
zytogenetische Technik basiert darauf, spezielle Gensequenzen zu lokalisieren und sichtbar zu
machen und ermoglicht es, chromosomale Strukturen zu evaluieren. Eine gingige Methode ist
das Verwenden von Sonden, welche aus Nukleinsdure-Sequenzen bestehen, die mit
fluoreszierenden Molekiilen, sogenannten Fluorochromen, verkniipft sind. Diese binden direkt
an spezifische homologe DNA-Sequenzen und machen sie somit sichtbar. Um die dynamische
Reaktion zwischen dem zelluldren Erbgut und den entsprechenden Sonden zu ermdéglichen,
muss die DNA von Interphase- oder Metaphase-Chromosomen denaturiert als Einzelstrang
vorliegen. Denn in dieser Form kann die komplementire, ebenfalls einzelstringige Sonde mit
ihr ein stabiles doppelstrangiges Hybrid-Molekiil bilden. Die Technik geht auf eine 1980 von
Baumann et al. beschriebene Methode zuriick, welche seitdem vielfach weiterentwickelt wurde.
Es konnen beispielsweise mehrere vollstaindige Chromosomen auch zeitgleich visualisiert
werden. Die hierfiir eingesetzten Sonden werden als whole chromosomal painting probes
(WCP) bezeichnet und sind mit Fluorochromen unterschiedlicher Spektra markiert, sodass die
verschiedenen Chromosomen in unterschiedlichen Farben zur Darstellung kommen. DNA-
Abschnitte, welche nicht die Zielsequenz enthalten, konnen zusétzlich, mithilfe einer
sogenannten Gegenfarbung, visualisiert werden. Hierfiir eignen sich aromatische Diamidine,
wie 4’°,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI). Auch werden zusétzlich Agenzien eingesetzt,
welche die Intensitdt der Photonenemission der Fluorochrome verlingern konnen (antifade
agents). Eine FISH mit WCP macht es moglich sowohl numerische als auch strukturelle stabile
Aberrationen, wie Translokationen und Insertionen, mit hoher Sensitivitit und Spezifitét,
einfach und préizise zu quantifizieren. Dies kann fiir Toxizitdtsstudien, im Rahmen der
radiobiologischen Forschung, eingesetzt werden, um eine Beziehung zwischen der Applikation
von ionisierenden Strahlen und konsekutiven chromosomalen Aberrationen herzustellen. (Gray
etal., 1992, Swinger & Tucker, 1996, Ried et al., 1998, Levsky & Singer, 2003 und LakatoSova
& Holeckova, 2007). Die Effizienz des Detektierens von strukturellen Aberrationen nimmt zu,
bis 50 % des Genoms angefirbt sind. Translokationen sind ohne festes Muster iiber alle
Chromosomen verteilt, sodass es nicht explizit eine Rolle spielt, welche Chromosomen
markiert werden. Es erscheint jedoch sinnvoll, wenige grofle anstelle von vielen kleinen
Chromosomen zu untersuchen. Hierfiir eignen sich besonders die groleren Chromosomen eins

bis vier (Lucas et al. 1992 zitiert in Gray et al. 1992).

Im Rahmen meiner medizinischen Doktorarbeit habe ich die biologischen Effekte von Rontgen-

Mikrokanalstrahlen, welche an der kompakten Rontgenquelle MuCLS erzeugt wurden, sowohl
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in vivo als auch in vitro untersucht. Als Tumormodell dienten humane Hypopharynx-Karzinom
Zellen der Ziellinie FaDu, welche heterotop in den Ohren von Nacktméusen heranwuchsen. An
thnen wurde die radiobiologische Wirkung der Bestrahlung als Ganzes im Sinne einer
Wachstumsverzogerung evaluiert. Dies geschah sowohl im Vergleich zu unbehandelten
Tumoren als auch zu konventionell homogen bestrahlten Tumoren. Neben vaskuldren und
Bystander-Effekten wird auch ein direkter zytotoxischer Effekt fiir die biologische
Wirksamkeit der MRT verantwortlich gemacht. Fiir eine weiterreichende Analyse dieser
Wirkung, wurden die Tumorzellen, im Anschluss an die in vivo Studie, isoliert und zuriick in
die Zellkultur iiberfiihrt. Mittels Koloniebildungstests wurde das klonogene Zelliiberleben als
Mal fiir die Strahlensensibilitét der unterschiedlich bestrahlten FaDu-Tumorzellen verglichen.
Weiters wurde die Technik der Fluoreszenz in situ Hybridisierung eingesetzt, um den

zytogenetischen Schaden nach der Bestrahlung mit Rontgen-Mikrostrahlen zu quantifizieren.

Die Untersuchungen sollten einerseits dazu dienen, das potentielle klinische Einsatzgebiet der
Rontgen-Mikrostrahltechnik auf die Entitit der Kopf-Hals-Tumoren auszuweiten. Andererseits
bestand die Intention das Verstindnis der Wirkweise von Rontgen-Mikrostrahlen im Gewebe
zu erweitern. Hierbei lag ein besonderer Fokus auf der Rolle der zytotoxischen Wirkung und
auf ihrem Anteil an der biologischen Effektivitit der MRT. Uberdies sollte die erfolgreiche
Erzeugung dieser rdumlich fraktionierten Strahlung an einer kompakten Synchrotronquelle
dokumentiert werden, da sie einen wichtigen Schritt fiir die weitere Erforschung und zukiinftige

Translation der MRT darstellt.
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3 Material und Methodik
3.1 In vivo Studie

Die therapeutische Wirkung einer Bestrahlung mit Rontgen-Mikrokandlen wurde in vivo
anhand der Wachstumsverzogerung eines heterotopen Tumormodells aus Hypopharynx-
Karzinom Zellen in immundefizienten Nacktméusen untersucht. Verglichen wurde die MRT
hierbei zum einen mit einer konventionellen homogenen Bestrahlung sowie zum anderen mit
einer ,, Schein-Bestrahlung “, welche als Kontrolle diente. Der Vorteil der in vivo Studie
gegeniiber den, an der MuCLS bereits erfolgten, in vitro Studien lag unter anderem darin, dass
die Effekte der ionisierenden Strahlen nicht nur auf zelluldrer Ebene beobachtet wurden,
sondern ihre Auswirkungen auf den Tumor, als komplexe histologische Struktur mit einem
Stroma und GefédBnetz, untersucht werden konnten. Die Methode der Heterotransplantation von
humanen malignen Tumoren in thymusaplastische Méuse (“Nude”’) wurde, als Technik in der
onkologischen Forschung, erstmals 1969 durch Rygaard und Povlsen beschrieben. Ein
heterotopes Tumormodell bietet mehrere Vorteile. Einerseits konnen die Neoplasien bestrahlt
werden, ohne vitale Strukturen der Versuchstiere durch die ionisierenden Strahlen zu
gefdhrden. So werden die Auswirkungen der Behandlung auf den allgemeinen
Gesundheitszustand der Tiere moglichst klein gehalten. Andererseits sind sowohl die
Implantation als auch das Vermessen der Tumoren relativ einfach durchfiihrbar (Kahn et al.,

2012 und Rygaard & Povlsen, 1969).

Die Studie wurde durch die zustindige Stelle der Regierung von Oberbayern genehmigt
(Referenznummer 55.2.1.54-2532-62-2016, NTP-ID 00009166-1-7). Das Projekt entstand in
interdisziplindrer Zusammenarbeit mit Forschenden aus den Fachbereichen der Physik, der
Biologie und der Medizin. Es wurde durch die Forschungsgruppe Advanced Technologies in
Radiation Therapy (Klinik und Poliklinik fiir RadioOnkologie und Strahlentherapie, Klinikum
rechts der Isar, Miinchen) und am Lehrstuhl fiir biomedizinische Physik (Fakultét fiir Physik
TUM, Garching) betreut. Besonders eng fand die Zusammenarbeit mit Dr. Karin Burger
(Physik) und Annique Dombrowsky (Biologie), unter der Supervision von Prof. Dr. Thomas
Schmid, Prof. Dr. Jan Wilkens und Prof. Dr. Franz Pfeiffer, statt, welche auch fir das

Studiendesign verantwortlich waren.
3.1.1 Tumormodell

Fiir die Versuchsreihe wurden undifferenzierte humane Plattenepithel-Karzinom-Zellen des

Hypopharynx (FaDu) heterotop in die Ohren von NMRI (nu/nu) Miusen injiziert. Das Modell
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entspricht dem 2015 von Oppelt et al. beschriecbenen Tumormodell, welches fiir
radiobiologische Experimente mit Laser-basierten Partikelstrahlen eingesetzt wurde. Diese Art
der Bestrahlung weist, dhnlich wie die an der MuCLS erzeugte Rontgen-Mikrokanalstrahlung,
eine sehr geringe Eindringtiefe auf, weshalb die zu bestrahlenden Tumoren sehr oberfldchlich
gelegen sein miissen. Das beschriebene Konzept stellt eine Adaption eines Tumormodells im
Mausohr dar, welches 1965 durch Suit et al. dokumentiert wurde (Briichner et al., 2014).
Anhand histologischer Evaluationen der inokulierten Tumoren konnten die Forscher*innen
Kriterien fiir den Bestrahlungszeitpunkt festlegen, an denen sich auch die vorliegende Studie
orientierte. Zu ihnen zéhlten eine Mindestgro3e von 2 mm sowie eine Rotfarbung der Tumoren,
als Zeichen der einsetzenden Angiogenese (Oppelt et al., 2015). Das Modell konnte weiter
optimiert werden, indem die Tumorzellinjektion mit einer Suspension von Tumorzellen in
Matrigel, anstelle von Phosphat-gepufferter Salzlosung (Phosphate Buffered Saline, PBS),
durchgefiihrt wurde. Dies fiihrte zu einer hoheren und stabileren Erfolgsrate des

Tumorwachstums (Beyreuther et al., 2017).

Zelllinie FaDu

Die hier verwendete Zelllinie FaDu wurde erstmals 1972 durch Rangan beschrieben. Sie
entstammt einem Plattenepithel-Karzinom des Laryngopharynx Grad II eines 56 Jahre alten
Mannes, welches 1968 am Chittarangan Cancer Hospital in Kalkutta (Indien) diagnostiziert
wurde. Der Name FaDu leitet sich vom Namen des Indexpatienten ab. FaDu-Zellen sind
polygonale Epithelzellen, die in Kultur als Einzelschicht wachsen, aneuploid sind und eine

Population-Verdopplungszeit von etwa 50 Stunden aufweisen (Rangan, 1972).

Im Rahmen der Versuche dieser Arbeit wurden die FaDu-Zellen bei einer Temperatur von
37 °C, einem CO:-Gehalt von 5% und einem Sauerstoffgehalt von 18,8 % im Inkubator
(Thermo Scientific™ BBD 6220 CO2-Inkubator, Thermo Fisher Scientific, Fisher Scientific
GmbH, Schwerte, Deutschland) verwahrt. Das Zellmedium bestand aus Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) low glucose mit 1.000 mg Glukose /ml (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen, Deutschland). Diesem wurden 10 % fetales Kélberserum (Fetal Bovine
Serum, FCS; Lot: BCBR0718V) und jeweils 1% Sodium Pyruvat 100 mM, Penicillin-
Streptomycin (Pen/Strep) und L-Glutamin 200 mM (alle Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
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Miinchen, Deutschland) sowie HEPES (1 M)-Pufferlosung (Gibco™, Thermo Fisher Scientific,
Schwerte, Deutschland) hinzugefligt®.

NMRI (nu/nu) Miuse

Der fiir die Versuche der vorliegenden Arbeit verwendete Mausstamm NMRI (nu/nu) gehort
zu den thymusaplastischen Nacktmdusen. Die erste Maus dieser Art wurde von Flanagan 1966
am Virus Laboratory des Ruchill Hospital (Glasgow, Vereinigtes Konigreich) beschrieben. Die
Abkiirzung nu/nu steht fiir das homozygot verdnderte rezessive Gen ,, Nude “, was auf englisch
nackt bedeutet und ihren augenfilligen Phinotypen beschreibt (Flanagan, 1966). Die Mutation
konnte spiter als spontane loss-of-function-Mutation des Gens FoxN1 identifiziert werden. Das,
fiir die onkologische Forschung, wichtigste Merkmal der Nacktmduse ist eine Aplasie des
Thymus, welche mit einem defizienten Immunsystem einhergeht. Diese natiirliche
Immunsuppression der Tiere qualifiziert sie als Tumormodell fiir die onkologische Forschung
mit humanen Malignomzellen, da sie das erfolgreiche Engraftment der Tumoren ermoglicht

(Pantelorius, 1973 und Charles River Laboratories, o. D.).

Fiir die vorliegende Arbeit wurden 35 NMRI (nu/nu) Méuse von Charles River Laboratories
(Sulzfeld, Deutschland) verwendet. Alle Tiere waren weiblich und zu Versuchsbeginn
zwischen acht und zehn Wochen alt. Die Tierhaltung erfolgte am Klinikum rechts der Isar und
entsprach den Richtlinien der Klinik sowie dem deutschen Tierschutzgesetz und der EU-
Richtlinie 2010/63. Die Miause wurden bei 20 — 24 °C Raumtemperatur und 45 — 60 %
Luftfeuchtigkeit gehalten. Die Beleuchtung folgte einem zwo6lf Stunden Rhythmus. Das Futter
entsprach standardisiertem Labortierfutter und Wasser stand ad libitum zur Verfligung. Das
Versuchsvorhaben wurde durch die zustidndige Stelle der Regierung von Oberbayern genehmigt
(Referenznummer 55.2.1.54-2532-62-2016, NTP-ID 00009166-1-7). Um zusétzlich zu der
bereits vorhandenen Immunschwéche der Tiere eine weitere Immunsuppression zu erreichen
und den Erfolg des Tumor-Engraftments zu steigern, wurden diese vor Versuchsbeginn
ganzkorperbestrahlt. Die Behandlung fand zwei bis vier Tage vor der Injektion der Tumorzellen
mit 4 Gy (200 kVp, 15 mA, Aluminium Filter, 4 min 12 s) an der Bestrahlungsanlage Gulmay
RS225 (ehemals Gulmay Medical, jetzt Xstrahl Limited, Camberley, Vereinigtes Konigreich)

statt. Es wurden jeweils zehn Miuse in einem Kéfig, der nur Bewegungen in zwei Dimensionen

8 Alle genutzten Materialien werden in Klammern hinter dem entsprechenden Produkt im Text spezifiziert. Im

Anhang findet sich zusétzlich eine tabellarische Aufstellung aller verwendeten Materialien und Geréte
(Tabellen A.3 - A.7).



22

zulie}, gemeinsam behandelt. Im Anschluss erfolgte eine Antibiotikaprophylaxe mit einer
einmaligen subkutanen Gabe von 1 pl/g Korpergewicht (KG) Convenia (Zoetis Schweiz
GmbH, Ziirich, Schweiz) in einem Verhéltnis von 27 : 73 in 0,9 % Kochsalzlosung (NaCl) (B.
Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland), welche die Versuchstiere vor etwaigen
Infektionen schiitzten sollte. Zu diesem Zeitpunkt wurde auch das Ausgangsgewicht jeder Maus
bestimmt. Zur Unterscheidung der Versuchstiere bekamen diese Lochmarkierungen in das linke
Ohr, welche die jeweilige Maus als eine der Nummern eins bis flinf pro Kéfig identifizierten.
Diese wurden entweder am Tag der Ganzkorperbestrahlung oder, wenn moglich, zum spéteren
Zeitpunkt der Tumorzellinjektion durchgefiihrt, um das Trauma fiir die Tiere zu minimieren.
Zur Uberbriickung dienten dann Strichmarkierungen am Schwanz zur Identifizierung der
Maiuse, die mit einem Permanentmarker taglich aufgefrischt wurden. Auch beim Transport an
die MSB wurden, wenn zwei Méuse aus unterschiedlichen Kéafigen mit den gleichen Nummern
bestrahlt werden sollten, entsprechende Markierungen mit dem Permanentmarker am Schwanz

vorgenommen.

Zwei bis vier Tage nach der Ganzkorperbestrahlung wurden die Tumorzellen in das rechte Ohr
der Versuchstiere injiziert. Die Injektionen fanden an drei unterschiedlichen Tagen statt, um zu
gewihrleisten, dass nicht alle Tumoren zeitgleich die Kriterien fiir eine Bestrahlung an der
MuCLS erfiillen wiirden. Die FaDU-Zellen wurden in Form einer Suspension aus 10° Zellen in
50 ul Matrigel (#356237, Lot: 6137013; Corning Matrigel Basement Membrane Matrix,
Corning Inc., Tewksbury, MA, USA) appliziert. Fiir eine prazise Injektion wurde der Eingriff
in Anésthesie durchgefiihrt. Die Narkose bestand aus einer intraperitonealen Gabe einer
Kombination aus Medetomidin (0,50 mg /kg KG), Midazolam (5,0 mg /kg KG) und Fentanyl
(0,05 mg /kg KG) (MMF; aus eigener Herstellung am Klinikum rechts der Isar, Miinchen,
Deutschland), angepasst an das Korpergewicht der jeweiligen Maus. Zum Schutz vor
Austrocknung wurde Bepanthen® Augen- und Nasensalbe (Bayer Vital GmbH, Leverkusen,
Deutschland) auf die Augen der Méause aufgetragen. Um ein Auskiihlen zu verhindern, wurde
der Eingriff in dem Licht einer Infrarot-Lampe durchgefiihrt. Vor der Injektion wurde die
Tumorzelllosung mithilfe eines Vortexmischers (Digital Vortex-Genie 2, Scientific Industries,
Inc., Bohemia, New York, USA) erneut durchmischt. Im Mittel wurden 3 — 5l
Tumorzelllosung pro Maus, mittig in das rechte Ohr zwischen Knorpel und Haut eingebracht.
Hierzu wurde das Ohr mit einer flachen Pinzette (CK T2364 Edelstahl Pinzette, RS Components
GmbH, Gmiind, Osterreich) lings gefaltet, sodass die Losung in einem flachen Einstichwinkel
parallel zu den Gefédllen in das Gewebe eingespritzt werden konnte. Da die Ohren der Méuse

nur 200 — 300 um dick sind, ist dies schwierig und zum Teil waren mehrere Injektionsversuche
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notig. Um interpersonelle Unterschiede zwischen den Injektionen ausschlieBen zu konnen,
wurden diese ausnahmslos durch Marlon Stein (Technical Assistent, Klinik und Poliklinik fiir
RadioOnkologie und Strahlentherapie, Klinikum rechts der Isar, Miinchen, Deutschland)
durchgefiihrt. Nach erfolgreicher Injektion wurde die Narkose mit der subkutanen Gabe einer
Kombination aus Atipamezole (2,5 mg kg KG), Flumazenil (0,5 mg/ kg KG) und Naloxon
(1,2 mg/ kg KG) (AFN; aus eigener Herstellung am Klinikum rechts der Isar, Miinchen,

Deutschland), angepasst an das Korpergewicht des jeweiligen Versuchstieres, antagonisiert.

Das Tumorwachstum wurde regelméBig kontrolliert und sichtbare Tumoren ab einer
Mindestldnge von 0,5 mm alle zwei Tage vermessen. Die Messungen wurden manuell mithilfe
eines digitalen Messschiebers, mit einer Genauigkeit von 0,01 mm (DigiMax 29422, Wiha,
Buchs, Schweiz) durchgefiihrt. Das Tumormodell im Ohr machte es hierbei moglich die Grofe
der Tumoren dreidimensional zu bestimmen: gemessen wurden die Lénge, parallel zu den
Gefillen des Ohres, die Breite, senkrecht in derselben Ebene hierzu, sowie die Hohe des
Tumors, in der Richtung der Dicke des Ohres. Fiir den Zeitpunkt der Bestrahlung war die
Tumorfliche, welche als Produkt aus der Lange und der Breite definiert war, ausschlaggebend.
Thre GroBe wurde durch die technischen Voraussetzungen an der MuCLS vorgegeben: hier
stand ein rundes Bestrahlungsfeld mit einem Durchmesser von 2,3 mm zur Verfiigung, welches
zusétzlich, flir lingliche Tumoren nebeneinandergelegt, zu einer elliptischen Fliache von
1,5+2,8 « m mm? angepasst werden konnte. Fiir die Studie war es somit einerseits relevant
Tumoren mit einer dhnlichen Grofle, von etwa 2 mm « 1,5 mm zu bestrahlen. Andererseits
zdhlte die addquate Durchblutung des entsprechenden Tumors als zweites Kriterium fiir den
Einschluss in die Studie. Diese fiihrte zu einer sichtbaren Rotfdarbung und zeigte den Beginn
des exponentiellen Wachstums an. Zusitzlich zur Fldche der Tumoren wurde auch ihr Volumen
bestimmt, welches die entscheidende Grofie darstellte, nach der das Wachstum der Tumore,

nach der Bestrahlung, beurteilt wurde.
3.1.2 Tumorwachstumsverzogerung

Mittels der Analyse des Tumorwachstums sollte das Ausmaf des strahleninduzierten Schadens
und damit die biologische Effektivitit der eingesetzten radiotherapeutischen Modalitéten
evaluieret werden. Durch regelmifBiges Vermessen der Tumordimensionen, lie sich das
Wachstum dokumentieren und graphisch, in Abhéngigkeit von der Zeit, als Wachstumskurven
darstellen. Anhand dieser Daten wurden die Zeitrdume bestimmt, die unbehandelte sowie
behandelte Tumoren benétigen, um eine zuvor festgelegte GroBle zu erreichen. Die Differenz

beider Zeitspannen stellte die therapie-induzierte Verzogerung des Tumorwachstums dar.
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A. Rontgen-Mikrokanalbestrahlung

Sowohl die Bestrahlung mit Rontgen-Mikrokanilen als auch die konventionelle Bestrahlung
fanden an der MuCLS statt. Die dortige Erzeugung ionisierender Strahlen basiert, wie zuvor im
Rahmen der Einleitung (Kapitel 1.2.4) beschrieben, auf dem Konzept der inversen Compton-
Streuung. Die hierzu benétigten relativistischen Elektronen werden an der MuCLS mittels einer
Radiofrequenz-Photokatodenquelle erzeugt und in einem Linearbeschleuniger auf Energien
von 25 — 45 MeV gebracht. Anschlieend werden sie in einen Elektronenspeicherring mit
einem Umfang von etwa 4,6 m gespeist, wo sie mit verstirkten Pulsen eines Nd:YAG-Lasers
(A =1.046 nm) kollidieren. An diesem Interaktionspunkt, der nur etwa 50 pm + 50 um misst,
entstechen so Rontgenstrahlen mit einer Folgefrequenz von etwa 65 MHz. Das
Rontgenstrahlenbiindel wird auf einen Winkel von 4 mrad begrenzt und gelangt durch eine
Vakkumrohre an das Ziel, welches, je nach Versuchsaufbau, zwischen 3 m und 15 m entfernt
vom Interaktionspunkt, welcher der eigentlichen Rontgenquelle entspricht, liegt. Die Energie
der Rontgenstrahlen ist durch Verdnderung des Energieniveaus der Elektronen in einem
Bereich zwischen 15 keV und 35 keV frei regulierbar. Die Bandbreite betrdgt bei 25 keV etwa
4%. Die an der MuCLS erzeugten Rontgenstrahlen kdnnen demnach als quasi-
monochromatisch betrachtet werden. Der Photonenfluss des Mini-Synchrotrons lag wihrend
dieser Versuchsreihe zwischen 4,43 « 10° ph /s bei 15,3 keV und 1,78 « 10'° ph /s bei 35,0 keV
und konnte {iber mehrere Stunden stabil gehalten werden. Das entspricht einer Brillanz von
0,6 + 10'° ph /s /mm? /mrad? /0,1 % Bandbreite. Damit liegt die Leistung der MuCLS zwischen
denjenigen von herkdmmlichen Laborquellen und groBen Synchrotronanlagen. Die kompakte
Strahlenquelle ist mit ihrer Grundfldche von nur 3 m « 5 m jedoch viel kleiner als ein LINAC

oder konventionelle Teilchenbeschleuniger (Eggl et al., 2016 und Burger, 2017).

Fiir die in vivo Bestrahlungen dieser Arbeit wurden an der MuCLS, um eine bestmogliche
Dosisrate und einen mdglichst stabilen Photonenflusses zu erreichen, 25 keV Rontgenstrahlen
eingesetzt. Bei dieser Energie wurde ein Photonfluss von 1 « 10'° ph /s erreicht, die Bandbreite
der Strahlen lag bei 3,6 %. Der Versuchsautbau fiir die in vivo Bestrahlungen befand sich in
einem Abstand von ca. 3,7 m zum Interaktionspunkt. Zur Erzeugung der fiir die MRT
charakteristischen Dosisverteilung wurde ein Absorptionsgitter bestehend aus Silikon und Gold

als Kollimator eingesetzt (Burger, 2017).

Den Versuchen der vorliegenden Arbeit ging eine Pilotstudie mit demselben Tumormodell
voraus, um die Rahmenbedingungen, inklusive der verwendeten Bestrahlungsdosen, des
genauen Versuchsaufbaus und des Beobachtungszeitraums zu determinieren. Obwohl diese

nicht Teil meiner Dissertation war, mdchte ich sie, um ein logisches Gesamtbild zu vermitteln,
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einleitend einflieBen lassen. Detaillierte Beschreibungen der Pilotstudie finden sich in Burger,
2017 und Dombrowsky et al., 2020. Der erste Teil der Vorstudie fand an der Small Animal
Radiation Research Platform (SARRP, Xstrahl Limited, Camberley, Vereinigtes Konigreich)
statt. Hier wurden jeweils zwei tumortragende Méuse mit einer Dosis von 3 Gy oder 6 Gy
konventionell homogen bestrahlt. Zusitzlich dienten drei weitere tumortragende Tiere als
unbehandelte Kontrollen. Der Zeitpunkt der Bestrahlung war abhédngig vom
Wachstumsverhalten der Tumoren. Diese mussten etwa 1,8 mm + 2 mm grof3 sein und eine
sichtbare Durchblutung zeigen, um die Kriterien fiir die Bestrahlung zu erfiillen. Die
TumorgroBe richtete sich hierbei, um gleiche Voraussetzungen zu schaffen, nach dem oben
beschriebenen Aufbau an der MuCLS. Nach der Bestrahlung wurde die zunehmende
Tumorgrofe iiber 30 Tage dokumentiert und das Tumorwachstum zwischen den drei
Versuchsgruppen anhand von Wachstumskurven verglichen. Alle Kontroll-Tumoren erreichten
das Fiinfzehnfache ihres Ausgangsvolumens nach maximal zwdlf Tagen. Das entsprach einer
durchschnittlichen Tumorverdoppelungszeit von 2,76 + 0,4 Tagen. Die Bestrahlung mit 3 Gy
fiihrte bei einem der zwei entsprechend behandelten Tumoren zu einer Wachstumsverzégerung,
wihrend beide Tumoren, die mit 6 Gy bestrahlt worden waren, durch die Behandlung
kontrolliert wurden. Aus diesen Ergebnissen wurden die Strahlendosen fiir die Versuche an der
MuCLS abgeleitet und auf 3 Gy und 5 Gy festgelegt, da sie innerhalb des schmalen
Dosisbereiches liegen sollten, der zu einer Wachstumsverzdgerung, nicht aber zu einer Ablation

der Tumoren fiihrte.

Der zweite Teil der Vorstudie fand dann im Anschluss, als proof-of-principle-Studie, mit sieben
Versuchstieren an der MuCLS statt, wo eine rdumlich fraktionierte Bestrahlung mit einer
mittleren Dosis von 3 Gy beziehungsweise 5 Gy sowohl mit einer konventionell homogenen
Bestrahlung mit 3 Gy beziehungsweise 5 Gy als auch mit einer ,,Schein-Bestrahlung® als
Kontrolle verglichen werden sollte. Jeder Bestrahlungsmodalitét und -dosis wurde zufillig eine
Maus zugeteilt. Zwei zusétzliche Miuse waren Teil einer histologischen Analyse des Effektes
der Rontgen-Mikrostrahlen, mittels y-H2AX-Féarbung als Marker fiir DNA-
Doppelstrangbriiche. Die Bestrahlungskriterien glichen den weiter oben geschilderten
Kennzeichen der Tumoren, die auch fiir die vorliegende Studie verwendet wurden. Auch der
Versuchsaufbau entsprach demjenigen, der fiir das hier vorgestellte Dissertationsprojekt
wiederverwendet wurde. Er wird im Folgenden detailliert beschrieben. Alle Bestrahlungen des
Vorversuchs an der MuCLS schienen das Tumorwachstum im Vergleich zu der ,,schein-
behandelten* Kontrolle zu verlangsamen. Der Tumor der unbehandelten Maus erreichte in

diesem zweiten Teil der Pilotstudie das Fiinfzehnfache seines Ausgangsvolumens nach
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21 Tagen. Dieser Zeitraum verldngerte sich mit einer Steigerung der applizierten Dosis,
unabhingig von der Bestrahlungsmethode. Eine MRT mit 3 Gy verzogerte das Wachstum um
3,5 Tage, eine homogene Bestrahlung mit derselben Dosis um neun Tage. Nach einer rdumlich
fraktionierten Dosis von 5 Gy verldngerte sich der Wachstumszeitraum um 13,5 Tage und nach
einer homogenen Dosisapplikation von 5 Gy sogar um 16,5 Tage. Die histologische Studie
konnte Tumorzellknoten eingebettet in Matrigel gut abgegrenzt vom umliegenden Gewebe
nachweisen. Mittels der y-H2 AX-Féarbung konnten DNA-Doppelstrangbriiche in 50 pm breiten
Streifen, welche den Mikrokanélen entsprachen, visualisiert werden. Fiir beide Teile der
Vorstudien lag die Erfolgsrate der Tumorzellinjektion zwischen 77 % und 78 %. Im Rahmen
der Pilotstudie konnte demnach einerseits das beschriebene Tumormodell erfolgreich
ibernommen werden. Andererseits wurde gezeigt, dass eine Bestrahlung mit Rontgen-
Mikrokanidlen an der MuCLS durchfiihrbar ist und einen dhnlichen strahlenbiologischen Effekt
zu zeigen scheint, wie jene an den groflen Synchrotronanalgen (Burger, 2017 und Dombrowsky

et al., 2020).

Aufbauend auf diesen Erkenntnissen entstand die vorliegende Forschungsarbeit, welche, unter
anderem, diesen initial entstandenen Eindruck durch grofere Versuchsgruppen zu bestétigen
versuchen sollte. Die Bestrahlungen an der MuCLS fanden zwischen dem 26.01.2017 und dem
26.02.2017 statt. Die Versuchstiere mussten, fiir die Strahlenbehandlung, von der Tierhaltung
am Klinikum rechts der Isar an die MSB transportiert werden. Fiir den Transport standen
Transportkifige zur Verfligung. Den Zeitpunkt der Bestrahlung legten, wie zuvor beschrieben,
zwel Attribute der Tumoren fest: sie mussten eine Groéfle von etwa 2 mm * 1,5 mm und eine
Rotfarbung aufweisen. Das Vorgehen beim Vermessen der Tumoren wird im nachfolgenden
Abschnitt iiber die Dokumentation des Tumorwachstums beschrieben. Die Bestrahlung fand in
Andisthesie statt. Diese entsprach dem oben beschriebenen intraperitonealen Narkoseverfahren
mit MMF und wurde in einem Reinraum an der MSB verabreicht. Fiir die Lagerung der
Versuchstiere wihrend der Behandlung wurde eine, eigens im Rahmen der Vorstudie
entwickelte, Haltevorrichtung mit kontrollierbarer Temperatur verwendet. Sie wurde vor jedem
Positionieren einer Maus auf 32 — 33 °C vorgeheizt. Die Versuchstiere wurden in eine
Rechtsseitenlage gebracht, sodass das tumortragende Ohr nach unten durch einen Schlitz zu
einer Halterung gefiihrt werden konnte, wo es mittels Heftpflasterstreifen fixiert wurde. Hierbei
kam der Tumor zentral in einer runden Aussparung der Halterung zum Liegen. Hinter dem Ohr
wurde ein radiochromer Film angebracht, um die erfolgte Bestrahlung dokumentieren und
auswerten zu konnen. Nach der sorgfiltigen Lagerung wurde die Haltevorrichtung samt der zu

bestrahlenden Maus zuriick in den Versuchsaufbau integriert, wo sie durch einen beheizbaren
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Aluminiumblock konstant auf der Temperatur von 32 — 33 °C gehalten wurde, die nur in
wenigen Ausnahmen zwischen 31 °C und 34 °C schwankte. Mittels eines Sensors wurde die
Temperatur laufend liberwacht. Weitere Teile der Versuchsanordnung waren eine Blende zur
Prazision der Rontgenstrahlen, an der auch der demontierbare Kollimator zur Erzeugung der
Mikrostrahlen befestigt werden konnte sowie ein Szintillationszéhler, mithilfe dessen die
Intensitét der ionisierenden Strahlung tiberwacht werden konnte. Eine genaue Beschreibung der

Bestrahlungseinheit an der MuCLS findet sich bei Burger, 2017.

Mit Hilfe eines durch das fixierte Ohr fallenden Lichtstrahls und einer dahinter platzierten
Kamera, wurde der Tumor manuell zentral im Bestrahlungsfeld ausgerichtet und fotografisch
dokumentiert. Je nach TumorgroBe war es entweder moglich ihn mit einem runden
Bestrahlungsfeld mit einem Durchmesser von 2,3 mm einmalig zu bestrahlen oder, fiir grofere
Tumoren, das Bestrahlungsfeld durch eine sequentielle Bestrahlung elliptisch auf eine Grofie
von 1,5+28«nxmm? auszuweiten. Nach dieser intensiven Vorbereitung konnte die
Bestrahlung gestartet werden. Sie wurde hauptsidchlich durch Dr. Martin Dierolf und Benedikt
Giinther (beide Fakultét fiir Physik, TUM) durchgefiihrt.

Der Bestrahlungsmodus und die Dosis wurden jedem Versuchstier vorab zufillig zugewiesen.
Es existierten fiinf mogliche Behandlungen: zum einen die ,,Schein-Bestrahlung®, bei der die
Maiuse, wie beschrieben vorbereitet, jedoch keine Rontgenstrahlen erzeugt wurden. Zum
anderen entweder die konventionell homogene oder die raumlich fraktionierte Bestrahlung,
jeweils mit den, durch die Pilotstudie festgelegten, Dosen von 3 Gy oder 5 Gy. Fiir jede
Versuchsgruppe waren fiinf Mause vorgesehen. Um die statistische Relevanz zu gewéhrleisten,
sollte mit jeder Therapiemodalitéit und -dosis noch eine zusétzliche Maus behandelt werden. Da
nicht alle Miuse einen Tumor entwickelten und die Zuteilung zu den Gruppen zufillig geschah,
unterschieden sich die Gruppengréfien leicht voneinander. Die Kontrollgruppe zéhlte
letztendlich finf ‘schein-bestrahlte’ Méduse und eine unbestrahlte Maus, die nicht nach
Garching an die MSB transportiert wurde. Jeweils sechs Méause erhielten eine homogene Dosis
von 3 Gy beziehungsweise 5 Gy. Und jeweils sieben Versuchstiere erhielten eine Rontgen-
Mikrokanalbestrahlung. Diese bestand aus jeweils zehn 50 um breiten Mikrostrahlen mit einem
Mittenabstand von 350 um zueinander, welche ebenfalls eine mittlere Dosis von 3 Gy
beziehungsweise 5 Gy an das Zielvolumen abgaben. Hierbei betrugen die Peak-Dosen 21 Gy,
bei der integrierten Dosis von 3 Gy, und 35 Gy, bei der integrierten Dosis von 5 Gy. In beiden
Féllen lag die Valley-Dosis unter 200 mGy. Das PVDR, welches in einer separaten Arbeit
bestimmt wurde (Urban, 2017) lag dementsprechend tiber 200.
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Wihrend der gesamten Behandlung waren die Méuse videoiiberwacht. Die Abbildung 3.1 zeigt
die Positionierung der Versuchstiere in der Haltevorrichtung wéahrend den Bestrahlungen. Nach
Beendigung der Bestrahlung wurde das jeweilige Versuchstier aus der Halterung genommen
und zurlick in den Transportkéifig gelegt. Die Narkose wurde, wie zuvor in der
Versuchsvorbereitung, durch eine subkutane Gabe von AFN antagonisiert. Nach einer
Erholungsphase konnten die Méause zuriick ans Klinikum rechts der Isar gebracht werden, wo
sie fiir die restliche Beobachtungszeit unter Quarantidnebedingungen, bei einer Luftfeuchtigkeit
von 19 % und einer Raumtemperatur von 20 °C, gehalten, sowie die Tumore regelméBig

vermessen wurden.
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Abbildung 3.1 Positionierung der Miiuse und Tumoren im Versuchsaufbau an der MuCLS

Die Méuse wurden in Rechtsseitenlage in die Haltevorrichtung gelegt (a), sodass das tumortragende rechte Ohr
durch einen Schlitz nach unten vor die Offnung gefiihrt werden konnte. An dieser wurde zu Auswertungs- und
Dokumentationszwecken zusétzlich ein radiochromer Film angebracht (b).

B. Tumormessung und Volumenberechnung

Durch die Erkenntnisse der oben geschilderten Pilotstudie, konnte der Endpunkt fiir den hier
vorgenommenen Vergleich des Tumorwachstums auf das Fiinfzehnfache des
Ausgangsvolumens, zum Zeitpunkt der Bestrahlung, festgelegt werden. Weiters wurden
Abbruchkriterien fiir die Beobachtung definiert. Ma3 ein Tumor im Durchmesser mehr als
8 mm, oder litt eine Maus sichtbar unter der malignen Erkrankung, schied das bestroffene
Versichstier vorzeitig aus dem Versuch aus. Zur Berechnung des Tumorvolumens wurden die
Dimensionen der Tumoren alle zwei Tage gemessen. Die Messung erfolgte stets zu zweit. Mit
einer Pinzette (CK T2364 Edelstahl Pinzette, RS Components GmbH, Gmiind, Osterreich)
wurde das tumortragende Ohr der Maus gespannt und der Tumor manuell mit einem digitalen
Messschieber (DigiMax 29422, Wiha, Buchs, Schweiz), der eine Genauigkeit von 0,01 mm
aufwies, vermessen. Hierzu wurde zunéchst die groffte Ausdehnung, als Liange (L) bestimmt,
dann die zu ihr senkrecht ausgerichtete Breite (B) und zuletzt die Tumorh6he (H), deren

Richtung der Dicke des Ohres entsprach. Um den statistischen Fehler durch interpersonelle
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Messunterschiede so gering wie mdglich zu halten, wurden die Messungen fast ausschlieflich
von mir durchgefiihrt, wobei mich Annique Dombrowsky, Marlon Stein und Karin Burger
durch das Halten der Tiere und das Protokollieren unterstiitzten. In der Abbildung 3.2 ist die

Vermessung der Tumoren beispielhaft dargestellt.

Abbildung 3.2 Heranwachsende Tumoren in den Miuseohren

AD einer GroBe von etwa 1,5 « 2,0 mm? und dem Zeitpunkt einer adiquaten Durchblutung konnten die FaDu-
Tumoren bestrahlt werden (a). Das Tumorwachstum wurde alle zwei Tage kontrolliert und dokumentiert (b). Eine
Verfiinfzehnfachung des Ausgangsvolumens zum Zeitpunkt der Bestrahlung galt als Endpunkt fiir die Analyse der
Tumorwachstumsverzogerung.

Fiir eine moglichst genaue Aussage iiber die relative und absolute Tumormasse, wurde das
elliptische Volumen der Tumoren nach folgender Formel bestimmt (Tomayko & Reynolds,

1989):

Vs

V:E*L*B*H (3.1).

Das relative Volumen wurde als Verhiltnis des finalen Volumens am Tag Dx zum

Ursprungsvolumen am Tag der Bestrahlung Do angegeben:

Vyery = 22X (3.2).

Vpo

Wie oben bereits geschildert, waren fiir jede Behandlung, also die ,,Schein-Bestrahlung®, die
konventionell homogene Bestrahlung mit 3Gy und 5 Gy sowie die Rontgen-
Mikrokanalbestrahlung mit mittleren Dosen von 3 Gy und 5 Gy, jeweils fiinf Méuse
vorgesehen. Jedoch zeigten nur zwei der ,,schein-bestrahlten® Kontrolltiere ein ausreichendes
Tumorwachstum. Deshalb wurden im April 2017 neun weitere acht bis zehn Wochen alte
weibliche NMRI (nu/nu) Méuse (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschalnd) als
zweite, allerdings unbehandelte, Kontrollgruppe eingesetzt. Die Vorbereitung mittels
Ganzkorperbestrahlung und Tumorzellinjektion, die Haltung und Beobachtung sowie die

Vermessung der Tumoren entsprachen den oben geschilderten Abldaufen und Techniken. Somit
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dienten fiir die Bestimmung der therapie-induzierten Wachstumsverzogerung sowohl ,,schein-

bestrahlte Miuse als auch unbehandelte Méuse als Kontrollen.

Erreichte ein Tumor eine adidquate Grofle, wurde die entsprechende Maus mittels zervikaler
Dislokation getdtet, der Tumor reseziert und die Tumorzellen zuriick in die Zellkultur {iberfiihrt.
Die diesbeziiglich angewandte Methode wird weiter unten im Rahmen des in vitro Teils der
Studie noch ausfiihrlich beschrieben. Der durchschnittliche Zeitraum von der Injektion der
Tumorzellen in die Mauseohren bis zu ihrer Isolation und Riickfiihrung in Kultur betrug

51,5 Tage (SD =9.4).

C. Statistische Analyse: Wachstumsverzogerung und Wachstumskurven

Alle Daten beziiglich des Tumorwachstums wurden in Kalkulationstabellen in Numbers
(Version 6.1, Apple Inc. Cupertino, USA) gesammelt und zusammengefasst. Diese beinhalteten
neben den Daten der einzelnen Tumormessungen, sowohl die Zeitpunkte der Vorbereitung der
Mause mittels Ganzkorperbestrahlung, Markierung und Tumorzellinjektion als auch den Tag
die Dauer und die Art der Bestrahlung. So konnten die mittleren Zeitspannen bis zur
Ausbildung eines sichtbaren Tumors, bis zum Erreichen der Bestrahlungskriterien, sowie bis
zur Isolation der Tumorzellen insgesamt und auch die durchschnittliche Behandlungsdauer der

unterschiedlichen Gruppen mit ihren Standardabweichungen berechnet werden.

Die Datenreihen der Tumordimensionen wurden anhand der vorausgehenden Behandlung des
Tumors in die fiinf experimentellen Kategorien gruppiert. Fiir jeden Tumor wurden
anschliefend mittels der Formeln 3.1 und 3.2 die absoluten und relativen Volumina (V und Vi)
fiir jeden einzelnen Messzeitpunkt berechnet. Da die Messungen nicht tdglich stattfanden,
sondern durchschnittlich in Abstdnden von zwei bis drei Tagen, wichen die Messzeitpunkte fiir
die Tumoren voneinander ab und konnten nicht direkt miteinander verglichen werden. Um
dennoch ein gruppenspezifisches durchschnittliches Wachstum beschreiben zu konnen, wurden
die Daten auf unterschiedliche Weise aufbereitet. Fiir die Tumoren der Kontrollgruppe wurde
von einem exponentiellen Wachstum ausgegangen. Deshalb wurde fiir jeden Tumor eine nicht

lineare Regression der Messdaten nach der Formel
f)=axeb** (3.3)

durchgefiihrt, um das Wachstum mathematisch darstellen zu konnen. Hierbei beschreibt x den
Messzeitpunkt und f(x) das relative Volumen zu diesem Zeitpunkt x. Die Regression fand mit
dem Statistikprogramm R (R Version 4.0.2, The R Foundation, Wien, Osterreich,

https://www.r-project.org/about.html) statt. Aus den tumorspezifischen Koeffizienten a und 8
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konnte dann ein gruppenspezifischer Mittelwert fiir beide berechnet werden. Mithilfe dieser
wurde anschlieBend eine durchschnittliche Gleichung fiir das mittlere Wachstumsverhalten der
gesamten Gruppe gebildet, bei der fiir beide Koeffizienten a und £ der Standardfehler mit
angegeben wurde. Aus der so entstanden Formel, fiir das durchschnittliche exponentielle
Wachstum der Kontrolltumoren, wurde die Referenzwachtumskurve angefertigt, gegen die das
Wachstum der bestrahlten Tumoren graphisch verglichen werden konnte. Zusétzlich wurde aus
den tumorspezifischen Wachstumskoeffizienten der Zeitpunkt des Erreichens des
Fiinfzehnfachen Volumens fiir jeden Tumor bestimmt. Der aus diesen Zeitpunkten gebildete
Mittelwert fiir die Kontrollgruppe (Tvisk) diente dann als Vergleichswert filir die Berechnung

der Wachstumsverzogerung durch die Bestrahlung.

Unter der Annahme, dass das Wachstumsverhalten nach einer Behandlung mit ionisierenden
Strahlen von einem exponentiellen Verlauf abweicht, konnte fiir die Daten der bestrahlten
Gruppen, im Gegensatz zur Kontrollgruppe, keine Regressionsanalyse durchgefiihrt werden.
Fiir sie wurde fiir jedes volle Vielfaches des relativen Tumorvolumens der entsprechende
Zeitpunkt durch lineare Interpolation bestimmt. Nun konnte fiir jede bestrahlte Versuchsgruppe
(X) der Zeitpunkt berechnet werden, zu dem die Tumoren durchschnittlich auf das
Fiinfzehnfache ihres Ausgangsvolumens herangewachsen waren (Tvisx). Diese mittlere Dauer
bis zum Erreichen des Endpunktes konnte anschlieend fiir jede Versuchsgruppe mit der
Kontrollgruppe verglichen werden. Die Differenz beider Werte stellte die

Wachstumsverzogerung (Tq) in Tagen dar:

Tq = Ty1sx — Tyask (3.4).

Die Unterschiede zwischen den gruppenspezifischen Werten fiir den Zeitpunkt des Erreichens
des Endvolumens (Tvis) der bestrahlten Gruppen und der Kontrollgruppe wurden mittels
individueller t-Tests fiir jede Gruppe in jamovi (The jamovi project 2020. jamovi Version 1.2,

https://www.jamovi.org) auf statistische Signifikanz hin liberpriift.
3.2 Invitro Studie

Um die biologischen Effekte der unterschiedlichen strahlentherapeutischen Behandlungen auf
zelluldrer Ebene zu untersuchen und zu vergleichen, wurden die zuvor in vivo bestrahlten
Tumorzellen isoliert und in Einzelzellsupension zuriick in die Zellkultur tiberfiihrt. Ziel war es
die Strahlensensibilitit der {iberlebenden Zellen im Rahmen eines Koloniebildungstests sowie
den zytotoxischen Effekt der Bestrahlungen anhand zytogenetischer Verdnderungen durch

Fluoreszenz in situ Hybridisierung zu evaluieren. Die Ergebnisse sollten die aus der Analyse
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der Wachstumsverzogerung gewonnenen Informationen erginzen. Dies geschah zum einem
vor dem Hintergrund, dass die strahleninduzierte Verlangsamung des Tumorwachstums nicht
nur auf einen direkten zytotoxischen Schaden der Tumorzellen, sondern auch auf den
sogenannten Tumorbett-Effekt zuriickzufithren ist, bei dem auch stromale und vaskulére
Veranderungen einen Einfluss auf die Proliferation der iiberlebenden Tumorzellen nehmen
(Begg, 1980). Die relative biologische Effektivitét in vivo kann sich folglich von derjenigen in
vitro unterscheiden. Zum anderen sollten auch Eigenschaften der bestrahlten Tumorzellen
untersucht werden, die einen potentiellen Einfluss auf Langzeitfolgen der
strahlentherapeutischen Behandlung haben. Die zeltkulturellen Experimente sollten hier
einerseits Aufschluss {iber die Strahlensensibilitit der Tumorzellen geben, welche
Auswirkungen auf den Therapieerfolg sowie das Rezidivrisiko hitte. Andererseits wurden
potentielle mutagene Verdnderungen untersucht, welche in Zusammenhang mit der
zytotoxischen Wirkung der Bestrahlung sowie mit einer potentiellen Karzinogenitit der
strahlentherapeutischen Methoden stehen konnen. Beides ist fiir die Einschéitzung des

langerfristigen Therapieerfolges von Bedeutung.
3.2.1 Isolierung und Kultivierung der FaDu Tumorzellen

Sobald die Wachstumsstudie fiir das entsprechende Versuchstier abgeschlossen war, also der
Tumor mindestens das Fiinfzehnfache seines Ausgangsvolumens erreicht hatte, konnten die
FaDu-Zellen isoliert werden. War dies der Fall, wurde die Maus durch zervikale Dislokation
getdtet und im Anschluss zur Desinfektion in Ethanol gebadet. Danach konnte sie auf die sterile
Werkbank (Thermo Scientific™ Herasafe™ KS biologische Sicherheitswerkbank, Thermo
Fisher Scientific, Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland) transferiert werden, wo im
ersten Schritt in einer Zellkulturschale (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Schweiz) das tumortragende Ohr mit einem Skalpell (Feather disposable scalpel No.22 steril,
Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan) vom restlichen Korper separiert und der Tumor
freigelegt wurde. In einer zweiten Zellkulturschale wurde der Tumor von der Haut und dem
umgebenden Bindegewebe gelost und das Tumorgewebe in etwa 1 mm? groBe Fragmente
zerkleinert. In dieser Phase mussten die Gewebestiicke stets mittels PBS (Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) benetzt
gehalten werden. War das Gewebe addquat aufbereitet, konnten ihm 3 ml Trypsin-EDTA-
Losung (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) zugefiigt werden. Die
Suspension wurde mithilfe einer Pipette gut gemischt und dann in ein GentleMaCS C Tube

(Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch Gladbach, Deutschland) iiberfiihrt. Mittels des
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GentleMaCS Dissociator (Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch Gladbach, Deutschland)
wurden die Tumorfragmente in zwei 37 Sekunden langen, durch eine zweiminiitige Pause
getrennten, Programmdurchldufen weiter aufgespalten und so in Einzelzellsuspension gebracht.
Dieser wurden dann unmittelbar 6 ml Medium, bestehend aus DMEM low glucose mit 10 %
FCS sowie je 1 % HEPES, L-Glutamin und Sodium Pyruvat, hinzugefiigt. AnschlieBend wurde
sie in einem 50 ml Reagenzrohrchen (Cellstar® Tubes, Greiner Bio One International GmbH,
Kremsmiinster, Osterreich) bei Raumtemperatur mit 300 g Beschleunigung fiir sieben Minuten
zentrifugiert (Heraeus Multifuge 3SR Plus Centrifuge, Thermo Fisher Scientific, Fisher
Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland). Der Uberstand wurde in eine T75-Zellkulturflasche
(Cellstar® cell culture flask, Greiner Bio One International GmbH, Kremsmiinster, Osterreich)
iiberfiihrt und das Pellet mit weiteren 6 ml Medium resuspendiert. Um potentiell noch
vorhandene andere grofere Zellen von den Tumorzellen zu trennen, wurde die Suspension
durch einen Cell Strainer mit 70 um weiten Poren (BD Falcon Cell Strainer, BD Bioscience,
Bedford, MA, USA) gefiltert und in ein neues Reagenzrohrchen iiberfiihrt, in dem sie erneut
und bei den gleichen Einstellungen wie zuvor zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde zum
vorherigen, in die T75-Zellkulturflasche, hinzugefiigt. Das Pellet konnte dann in insgesamt 5 ml
Medium resuspendiert und in eine T25-Zellkulturflasche iiberfiihrt werden. Die FaDu-Zellen
wurden danach dauerhaft mit 1 pl /ml Gentamycin (50 mg /ml; Gibco™, Thermo Fisher
Scientific, Schwerte, Deutschland) und fiir die ersten zehn Tage zusétzlich mit 10 pl /ml Fungin
(10 mg /mL; InvivoGen, Toulouse, Frankreich) kultiviert. Sie wurden bei einer Temperatur von
37 °C, einem CO?-Gehalt von 5% und einem Sauerstoffgehalt von 18,8 % unter sterilen
Bedingungen inkubiert. Zweimal in der Woche wurden die Zellen auf Koloniebildung
kontrolliert. Zu Beginn wurde, um eine ausreichende Zufuhr von Nahrstoffen zu gewéhrleisten,
frisches Medium hinzugegeben. Bei ersten sichtbaren Kolonien konnte dann ein Wechsel des
Mediums durchgefiihrt werden. Im Durchschnitt konnten die Zellen nach 34,0 Tagen
(SD =17,6) das erste Mal passagiert und im Folgenden in T75-Zellkulturflaschen kultiviert
werden. Das Splitt-Verhéltnis betrug anfénglich 1 : 2. Nach etwa einem Monat wuchsen die
FaDu-Zellen schneller und wurden dann in etwa zweimal pro Woche, bei Erreichen einer
Konfluenz von ca. 80 % passagiert. Das Splitt-Verhéltnis betrug hierbei zwischen 1 : 3 und
1 : 6, in Ausnahmen konnte es auch bei 1 : 2 oder 1 : 8 liegen. Zum Passagieren wurde zuerst
das Medium mittels Pipette entfernt und verworfen und die FaDu-Zellen danach zweimal mit
je 2 ml PBS gewaschen. Dann wurden sie, um ihre Adhédrenz am Flaschenboden aufzulosen,
mit 1,5 ml Trypsin-EDTA-L&sung bedeckt und fiir etwa 7 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach
Ablauf dieser Zeit wurde das Ablosen der Zellen durch Klopfen an die Zellkulturflasche
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unterstiitzt und am Mikroskop kontrolliert. Durch Hinzugeben von mindestens 2,5 ml Medium
wurde die Hydrolyse unterbrochen und nach sorgfiltigem Mischen eine bestimmte Menge der
Zellsuspension, je nach geplantem Splitt-Verhiltnis, in eine neue T75-Zellkulturflasche mit

10 ml vorbereitetem Medium tiberfiihrt.

Wachstumskurve

Um das Wachstum der FaDu-Zellen fiir die nachfolgenden Versuche zu charakterisieren,
wurden zu mehreren Zeitpunkten Wachstumskurven angefertigt. Dies ist eine einfache
Methode zur Analyse des Wachstumsverhaltens von klonalen Zellpopulationen, die darin
besteht die Zellen einer oder mehrerer Klone zu unterschiedlichen Zeitpunkten zu zéhlen. Tréagt
man die bestimmten Zellzahlen in einem Koordinatensystem gegen die Zeit auf, erhélt man die
Wachstumskurve, als graphische Darstellung der Zellproliferation. Diese entspricht einer
logarithmischen Vermehrung und erreicht, bedingt durch den begrenzten Platz des
Zellkulturgefdfes, nach einer bestimmten Zeit ein Plateau. Es ldsst sich, liber die Berechnung
der Verdopplungszeit der Klone, ebenfalls die Wachstumsrate bestimmen (Puck et al., 1956).

Diese ist fiir die Planung des zeitlichen Umfangs der in vitro Experimente von Bedeutung.

Zur Erstellung der Wachstumskurven wurden jeweils fiinf 6-Well-Zellkulturtestplatten (TPP
Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz) zum Auszdhlen an fiinf
aufeinanderfolgenden Tagen vorbereitet. Auf jeder Testplatte wurden drei Wells mit je 3 ml
einer Zellsuspension, mit bekannter Zellzahl (Nwk), welche zwischen 7,8+10* und
13 « 10* Zellen pro ml lag, befiillt. Zum Herstellen dieser Suspension mussten die FaDu-Zellen
einer Zellkulturflasche mittels Neubauer-Zahlkammer (Neubauer improved Zéhlkammer,
Marienfeld Superior, Marienfeld Superior, Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Konigshofen, Deutschland) gezdhlt werden. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die FaDu-
Zellen, wie fiir das Passagieren, in Suspension gebracht und dann in ein 15 ml Reagenzréhrchen
iiberfiihrt. Nach sorgfaltigem Mischen wurde ein kleiner Teil der Suspension in ein Well einer
96-Well-Zellkulturtestplatte (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz)
gegeben. Je 20 pl wurden anschlieBend in zwei weitere Wells der Testplatte itiberfithrt und im
Verhéltnis 1 : 1 mit Trypanblau gemischt. Die gefarbte Losung eines Wells wurde in eine Hélfte
der Neubauer-Zihlkammer pipettiert, sodass je vier Eckquadrate pro Well ausgezéhlt werden

konnten. Die Zellzahl pro ml (N) wurde anhand folgender Formel berechnet:

N =X x=x10* (3.5),
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wobei X die insgesamt, in den vier GroBquadraten, bestimmte Zellzahl bezeichnet. Fiir eine
Wachstumskurve wurden 50 ml Zellsuspension hergestellt. Zuerst wurden hierfiir 50 ml
Medium in ein Reagenzréhrchen gegeben. Das fiir die Zellsuspension bendtigte Volumen V

der zuvor gezéhlten Zellen N (in Zellen pro ml) berechnete sich wie folgt:

_ Nywg*50ml

14 . (3.6).

Aus den 50 ml des sich bereits im Reagenzrohrchen befindlichen Mediums wurde dieses
Volumen V entfernt und dann die gleiche Menge der vorbereiteten Zellen {iberfiihrt. Nach
sorgfiltigem Mischen wurden, mithilfe einer Multistep-Pipette (Multipette® Plus, Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland), je 3 ml Zellsuspension in jeweils drei Wells pro 6-Well-Testplatte
gegeben. Die Platten wurden bei einer Temperatur von 37 °C, einem CO?*-Gehalt von 5 % und
einem Sauerstoffgehalt von 18,8 % inkubiert. Nach jeweils 24 Stunden wurde die mittlere
Zellzahl aller drei Wells einer Testplatte bestimmt. Hierzu wurden flir jedes Well zwei

Neubauer-Zahlkammern gezédhlt und der Mittelwert gebildet, um die mittlere Zellzahl zum
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Abbildung 3.3 Wachstumskurven der FaDu-Zellen
Die Wachstumskurven wurden zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten und mit verschiedenen

Ausgangszellzahlen angefertigt, wobei N1 78.000 Zellen, N2 104.000 Zellen und N3 130.000
entsprach.
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entsprechenden Zeitraum zu erhalten. Nur die letzte 6-Well-Testplatte wurde mit einem

Abstand von 72 Stunden zur vorletzten, also nach insgesamt 168 Stunden, ausgezahlt.

Die bestimmten Zellzahlen wurden in Abhdngigkeit von der Zeit in ein Koordinatensystem
eingetragen. Die Abbildung 3.3 zeigt alle drei zu unterschiedlichen Zeitpunkten angefertigten
Wachstumskurven, wihrend die Abbildung 3.4 eine gemittelte Wachstumskurve der drei

Experimente abbildet. Die Verdopplungszeit (Tp) wurde mittels folgender Formel bestimmt:

_ n(2)
b= In(N¢)—In(Ng) xt (3 7)9

wobei N; die zum Zeitpunkt t bestimmte Zellzahl und Ny die ausgeséte Zellzahl (Nwk: zwischen
7,8+10* und 13+10%Zellen pro ml) bezeichnen. Die auf diese Weise bestimmte
Verdopplungszeit der FaDu-Zellen betrug im Mittel 46,43 Stunden (SD = 3,41) und entsprach
somit auch der von Rangan (1972) angegebenen Population-Verdopplungszeit von etwa

50 Stunden.
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Abbildung 3.4 Gemittelte Wachstumskurve der FaDu-Zellen

Die urspriinglichen Kurven aus der Abbildung 3.3 wurden jeweils auf eine Ausgangszellzahl von
No =100.000 transformiert und aus diesen dann die hier abgebildete durchschnittliche
Wachstumskurve berechnet.
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3.22 CFA

Im ersten Teil der in vitro Studie wurden die zuvor homogen sowie rdumlich fraktioniert
bestrahlten ~ Versuchsgruppen beziiglich ihrer  zelluliren  Uberlebensraten  nach
Testbestrahlungen mit mehreren Dosen mit der Kontrollgruppe verglichen. So sollte eine
Aussage iiber eine etwaig verdnderte Strahlensensibilitit nach einer vorausgehenden
Strahlenbehandlung getroffen werden. Von Interesse waren zudem Unterschiede zwischen der
homogen applizierten Dosis und der Behandlung mittels MRT, um den Nutzen dieser
préklinischen Bestrahlungsform in den Kontext bestehender Radiotherapiekonzepte einordnen

zu konnen.

A. Methode

Die fiir die Koloniebildungstests verwendeten Zellkonzentrationen wurden unter
Zusammenschau mehrerer Parameter festgelegt. Zum einen existieren Richtwerte in der
Literatur (Franken et al., 2006). Zum anderen dienten sowohl die zuvor ermittelte
Verdopplungszeit der FaDu-Zellen von etwa 46 Stunden als auch vorbereitende CFA-Versuche
mit unterschiedlichen Zellzahlen und Inkubationszeiten, welche gemeinsam mit Annique
Dombrowsky durchgefiihrt wurden, als Orientierung. Die Koloniebildungstests innerhalb
dieser Versuchsreihe wurden letztendlich mit sich verdoppelnden Zellkonzentrationen von
400 Zellen /ml bis 6.400 Zellen /ml durchgefiihrt, welche nach einer Inkubationszeit von
13 Tagen fixiert und gefarbt wurden. Das Ausséen der Zellen erfolgte auf je sechs 12-Well-
Zellkulturtestplatten (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz). Auf zwei der
Testplatten wurden die Zellen mit einer Konzentration von 400 Zellen /ml ausgesit. Auf den
anderen jeweils mit einer Konzentration von 800 Zellen /ml, 1.600 Zellen /ml, 3.200 Zellen /ml
oder 6.400 Zellen /ml. Zum Herstellen der Zellsuspensionen mit diesen festgelegten
Konzentrationen, wurde eine Verdiinnungsreihe angesetzt. Hierzu wurden fiinf 50 ml
Reagenzrohrchen vorbereitet, von denen eines mit 30 ml Medium und die anderen vier mit
jeweils 15ml Medium befiillt wurden. Im Anschluss wurde die Zellzahl N der zu
analysierenden Zellen, wie zuvor beschrieben, mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
Nun konnte das Volumen V berechnet werden, welches aus der Zellsuspension in das
Reagenzrohrchen mit 30 ml Medium iiberfiihrt werden musste, um die Suspension mit der

hochsten Konzentration von 6.400 Zellen /ml fir den CFA herzustellen.

Dazu wurde folgende Formel benutzt:

__ 6.400Zellen/ml+30ml
o N

%4

(3.8).
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Das errechnete Volumen V wurde zunichst aus den vorbereiteten 30 ml Medium des ersten
Reagenzrohrchens entfernt und dann das gleiche Volumen nach sorgfaltigem Mischen aus der
Zellsuspension in das Reagenzrohrchen iiberfiihrt. Fiir die Verdiinnungsreihe wurden die
iiberfithrten Zellen mit einer Pipette griindlich suspendiert und dann jeweils 15 ml in das
nachfolgende Reagenzrohrchen iiberfiihrt, sodass sich die Zellzahl in jedem Schritt halbierte,
bis im letzten Reagenzrohrchen 30 ml Zellsuspension mit einer Konzentration von
400 Zellen /ml entstanden. Mithilfe einer Multistep-Pipette wurden anschlieend je 1 ml der
jeweiligen Suspension in jedes Well einer mit der entsprechenden Konzentration beschrifteten
12-Well-Testplatte gegeben. Die Testplatten wurden 20 — 24 Stunden bei einer Temperatur von
37 °C, einem CO?-Gehalt von 5 % sowie einem Sauerstoffgehalt von 18,8 % inkubiert. Diese
Zeitspanne erlaubte es den FaDu-Zellen sich an den Boden der Testplatten anzuheften. Im
néchsten Schritt wurden die Zellen auf den Testplatten mit aufsteigenden Dosen bestrahlt: Als
Kontrolle fiir die Ausplattierungseffizienz diente jeweils eine Testplatte mit 400 Zellen /ml,
welche unbestrahlt blieb. Jeweils eine weitere Testplatte mit einer Konzentration von
400 Zellen /ml wurde mit 1 Gy bestrahlt. Testplatten mit einer Konzentration von
800 Zellen /ml erhielten eine Dosis von 2 Gy und solche mit einer Konzentration von
1.600 Zellen /ml eine Dosis von 4 Gy. Die Testplatten mit einer Konzentration von
3.200 Zellen /ml wurden mit 6 Gy bestrahlt und jene mit 6.400 Zellen /ml mit 8 Gy. Die
Bestrahlungen erfolgten bis Juli 2017 an der Bestrahlungsanlage Gulmay RS225 (damals
Gulmay Medical, jetzt Xstrahl Limited, Camberley, Vereinigtes Konigreich) des Klinikums
rechts der Isar (70 kV, 10 mA, Filter: Aluminium 3 mm, Bestrahlungsdauer fiir eine Dosis von
1 Gy: 61 s). Bedingt durch die Hygienevorschriften der Versuchstierhaltung konnten sie nicht
durch mich stattfinden und wurden groftenteils durch Theresa Urban und Fiona Hellmundt
durchgefiihrt. Der Neuaufbau des Zentrums fiir Préklinische Forschung (ZPF) als Teil des
Zentralinstituts flir Translationale Krebsforschung der Technischen Universitdit Miinchen
(TranslaTUM) fiihrte jedoch dazu, dass die Bestrahlungseinheit nach diesem Zeitpunkt fiir die
Versuchsreihe nicht mehr zugénglich war. Eine Alternative fand sich im Februar 2018 mit einer
neueren Generation des Rontgenbestrahlungsgerites Xstrahl RS225 (Xstrahl Limited,
Camberley, Vereinigtes Konigreich) am Helmholtz Zentrum Miinchen in Neuherberg (70 kV,
30 mA, Filter: Aluminium 3 mm, Bestrahlungsdauer fiir eine Dosis von 1 Gy: 91 s). Die
Dosimetrie an der neuen Bestrahlungseinheit erfolgte durch Dr. Stefan Bartzsch. Nachdem

diese erfolgreich abgeschlossen war, konnte die Versuchsreihe der CFA fortgefiihrt werden.

Nach einer Inkubationsdauer von 13 Tagen nach dem Ausplattieren der Zellen, wurde das

Wachstum aller Zellen der dem CFA zugehorigen Testplatten gestoppt und die Zellen fixiert.



39

Hierzu musste zuerst das Medium aus den Wells entfernt werden. Im Anschluss wurden die
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und dann fiir fiinf Minuten mit — 20 °C kaltem reinen
Methanol bedeckt. Nach entfernen des Methanols, mussten die Platten, bevor sie gefarbt
werden konnten, bei Raumluft getrocknet werden. Dann wurden die Zellen am Boden der
Testplatten fiir drei Minuten mit Kristallviolett 0,1 % (aus eigener Herstellung am Klinikum
rechts der Isar) bedeckt. Nach dem Entfernen der Farbelosung wurden die Platten vorsichtig
mit Leitungswasser gewaschen und anschlieBend wieder bei Raumluft getrocknet. Dieses
Protokoll wurde fiir alle erfolgreich zuriick in die Zellkultur iiberfiihrten Zelllinien jeweils
mindestens dreimal umgesetzt. Die Digitalisierung und Auswertung der Platten erfolgte mit
dem elektronischen Kolonie- und Sphiroidzéhler GelCount™ (Oxford Optronix Ldt.,

Abingdon, Vereinigtes Konigreich) und der dazugehorigen Software.

B. Statistische Analyse: Surviving fraction und Uberlebens-Dosis-Kurven

Die pro Well erkannte Anzahl an Kolonien wurde fiir jeden CFA aller analysierten Zelllinien in
einer eigenen Kalkulationstabelle in Numbers (Version 6.1, Apple Inc. Cupertino, USA)
dokumentiert. Fiir jede Dosis gab es, entsprechend der Anzahl an Wells pro Testplatte, jeweils
zwoOlf Werte, die die Anzahl der aus den ausgesiten Zellen entstandenen Kolonien abbildeten.
Wurde diese mit der initial ausgesdten Zellzahl ins Verhéltnis gesetzt, errechnete sich daraus

die Ausplattierungseffizienz jedes einzelnen Wells (PEx):

PE, = % %« 100 (3.9).

z

wobei Nk die gezdhlte Anzahl an Kolonie und N, die bekannte initial ausgesdte Anzahl an
Zellen darstellten. Fiir jeden CFA wurde die mittlere PE der unbestrahlten Zellkulturplatte als
Referenz-PE (PEo) bestimmt. AnschlieBend wurden die PE aller bestrahlten Wells (PEx, mit X
= Nummer des entsprechenden Wells) durch diese dividiert, um die Fraktion der iiberlebenden

Zellen fiir jedes Well zu berechnen (SFx, mit X = Nummer des entsprechenden Wells):

SF, =2Ex (3.10).

PEy

Per Definition betrug die SF fiir alle unbestrahlten Testplatten also 1,00. Innerhalb jeder
Versuchgruppe wurde fiir jede applizierte Bestrahlungsdosis eine mittlere SF aus den
entsprechenden SFx aller Koloniebildungstests der der Gruppe zugehorigen Zelllinien inklusive
ihrer Standardabweichung bestimmt. Die SF als Anteil derjenigen Zellen, welche nach der
Bestrahlung mit unterschiedlichen Dosen noch ihre Fahigkeit zur Reproduktion behalten hatten,
konnte somit zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen verglichen werden, um eine

etwaige Verdnderung der Strahlensensibilitdit zu erkennen. Um in die Analyse des
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Zelliiberlebens mit eingeschlossen zu werden, mussten die Koloniebildungstests mehrere
Kriterien erfiillen. Zum einen sollte die durchschnittlich pro Well ermittelte Koloniezahl
mindestens zehn betragen (Nx > 10). Weiterhin mussten fiir jede Testplatte mindestens die
Hilfte der Wells auswertebar sein (Nw > 50 %). SchlieBlich wurden Tests ausgeschlossen, bei
denen die SF nicht, wie zu erwarten, mit steigender Dosis und besonders im Vergleich zur
unbestrahlten Kontroll-Testplatte, abnahm, da dieses abweichende Verhalten auf duBere

Einfliisse oder Fehler bei der Aussaat zuriickgefiihrt werden musste.

Um das Zelliiberleben (S) zudem in Abhingigkeit von der Bestrahlungsdosis (D) graphisch in
Form von Uberlebenskurven abzubilden, wurde eine linear-quadratische Regression nach der

Formel
S(D) = e~(a=D+p+D?) (3.11)

durchgefiihrt und die Sensitivitétskoeffizienten a und £ fiir jede Versuchgruppe bestimmt.
Dabei steht  fiir den Dosiseffekt pro Gy und B fiir den Dosiseffekt pro Gy?. Die Regression
erfolgte in R (R Version 4.0.2, The R Foundation, Wien, Osterreich, https://www.r-
project.org/about.html) nach der Maximum-Likelihood-Methode. Die Unterschiede zwischen
den errechneten a- und f-Werten wurden anschlieend in R mittels ANOVA F-Test jeweils
zwischen der Kontrollgruppe und jeder bestrahlten Versuchsgruppe auf statistische Signifikanz
hin {iberpriift (Braselmann et al., 2015 und Braselmann, 2020). Fiir weitere statistische Tests
hinsichtlich der ermittelten Ausplattierungseffizienzen und Uberlebensfraktionen wurde
jamovi (The jamovi project 2020. jamovi Version 1.2., https://www.jamovi.org) verwendet. Die
gruppenspezifischen Mittelwerte der Ausplattierungseffizienz (PE) und des Anteils der
iiberlebenden, kolonienbildenden Zellen (SF) wurden mittels einfaktorieller Varianzanalysen
auf statistisch signifikante Unterschiede mit a < .05 iberpriift. Bei einem p <.05 wurden
weiterfiihrende  Post-hoc-Tests  durchgefiihrt, um  festzustellen, genau  welche

gruppenspezifischen Werte sich statistisch voneinander unterschieden.

Noch vor der eigentlichen statistischen Auswertung der Ergebnisse fand jedoch ein Vergleich
der beiden Teilanalysen, welche an den beiden unterschiedlichen Bestrahlungseinheiten
durchgefiihrt werden mussten, statt, um eine Vergleichbarkeit sicher zu stellen. Verglichen
wurden sowohl die gruppenspezifischen Ausplattierungseffizienzen als auch die SF. Hierdurch
sollten mehrere Aspekte beriicksichtigt werden: einerseits kann das lingerfristige Arbeiten mit
Zelllinien in Zellkultur genetische Verdnderungen der Zellen begiinstigen, was bespielsweise
auch Verdnderungen des Wachstumsverhaltens nach sich ziehen kann. In diesem Kontext

konnten eine erhohte Wachstumsrate sowie eine aggressivere Proliferation beobachtet werden
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(Torsvik et al., 2014). Sollte die zeitliche Verzogerung trotz dem vorherigen zeitnahen
Einfrieren der Zellen zu einem solchen Effekt gefiihrt haben, konnte die Vergleichbarkeit und
Reproduzierbarkeit der zweizeitig durchgefiihrten CFA beeintrachtigt worden sein.
Andererseits sollte ausgeschlossen werden, dass sich die an beiden Geriten erzeugte Strahlung
qualitativ unterschied, um valide Aussagen zur gruppenspezifischen Strahlensensibilitdt der

Zellen treffen zu konnen.
3.2.3 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Mittels der Technik der Fluoreszenz in situ Hybridisierung sollten die molekularbiologischen
Effekte der an der MuCLS generierten Rontgen-(Mikro)strahlen untersucht werden. Der
entstandene zytogenetische Schaden wurde anhand der Analyse von Insertionen,

Translokationen und azentrischen Chromosomen evaluiert.

A. Methode
In situ Hybridisierung

Das fiir diese Arbeit eingesetzte Protokoll entspricht den Hinweisen des Herstellers
MetaSystems Probes, von dem die verwendeten FISH-Sonden XCiting Chromosome Paints
(XCP) 2 - green und 4 - orange (MetaSystems Probes GmbH, Altlussheim, Deutschland)
stammen. Mit ihnen wurden die Chromosomen zwei, in griin, und vier, in orange, angefarbt.
Fir die Fluoreszenz in situ Hybridisierung mussten die entsprechenden FaDu-Zellen mit
0,02 pl /ml Medium Colcemid (KaryoMax® Colcemid 10 pg /ml, Gibco™, Thermo Fisher
Scientific, Schwerte, Deutschland) 19 Stunden lang in der Zelkulturflasche vorbehandelt
werden. Der Spindelinhibitor fithrte zu einem Mitosearrest in der Metaphase, welches eine
Voraussetzung flir das Hybridisieren mit den fluoreszierenden Sonden darstellte. Nach Ablauf
dieser Zeit wurden die auf diese Weise praparierten Zellen mittels Trypsin-EDTA-Losung aus
der Zellkulturflasche geldst und mit 10 ml Medium in ein 15 ml Reagenzrohrchen iiberfiihrt. In
diesem mussten sie bei Raumtemperatur und einer Beschleunigung von 100 g fiir 10 min
zentrifugiert werden. Der Uberstand wurde bis auf 0,5 ml abgenommen und verworfen. In dem
iibrig gebliebenen Medium wurde das Pellet resuspendiert. Die nachfolgende Zugabe von 6 ml
Kaliumchlorid 0,075 M (KCl) (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland)
erfolgte tropfenweise in staindiger Bewegung auf dem Vortexmischer. Die hypotone Losung
fiihrte zu einer osmotischen Lyse der Zellen und dazu, dass die in den Zellkernen enthaltenen
Chromosomen fiir die FISH verfligbar wurden. Die so entstandene Suspension musste flir

10 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert werden. Anschliefend wurde sie erneut bei
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Raumtemperatur und einer Beschleunigung von 100 g fiir 10 min zentrifugiert. Auch dieses
Mal konnte der Uberstand bis auf 0,5 ml abgenommen und verworfen werden. Das Pellet wurde
im zuriickbleibenden Medium resuspendiert. Im néchsten Schritt musste die Suspension mit
einem Fixiermitte] mehrfach gewaschen werden. Das entsprechende Fixativ wurde hierfiir
schon im Voraus aus hundertprozentiger Essigsédure und hundertprozentigem Ethanol, in einem
Verhéltnis von 1:3 hergestellt und musste fiir die Verwendung — 20 °C kalt sein. Der
Suspension wurden 5 ml dieses Fixativs tropfenweise, in stindiger Bewegung durch den
Vortexmischer, hinzugegeben. Die Mischung musste fiir 20 min auf Eis gestellt werden, bevor
sie mit einer Beschleunigung von 100 g fiir 10 min zentrifugiert werden konnte. Nachdem
dieser Waschschritt mindestens fiinfmal durchgefiihrt worden war, wurde der Uberstand nach
dem letzten Zentrifugieren komplett entfernt und das Pellet in wenig Fixativ resuspendiert. Die
so in der Metaphase fixierten Chromosomen konnten entweder direkt weiterverarbeitet oder

zundchst bei — 20 °C eingefroren werden.

Der nichste Schritt in der Vorbereitung der Chromosomen auf die Hybridisierung mit den
FISH-Sonden war das Auftropfen von jeweils zweimal 2 pul der Suspension auf mehrere
Objekttrager (Menzel™ Gléser, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland). Diese
wurden anschlieend lufttrocknen gelassen. Die zu verwendenden Objekttrager mussten zur
Vorbereitung fiinf Minuten lang mit lauwarmen Leitungswasser und im Anschluss ebenfalls fiir
fiinf Minuten mit destilliertem Wasser gespiilt werden. Uber Nacht wurden sie bei 4 °C in einer
Mischung aus Wasser mit 4 % Methanol gelagert. Auch auf den Objekttrigern konnten die
Chromosomen vor der folgenden Fiarbung entweder bei — 20 °C zwischengelagert oder sofort
weiterbehandelt werden. In jedem Fall wurden sie durch Annique Dombrowsky durch einen
Buchstabencode versehen, damit die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop durch mich spéater

verblindet geschehen konnte.

Das Farben erfolgte an zwei aufeinander folgenden Tagen. Es musste im Dunkeln stattfinden,
da die Sonden photosensibel sind. Die Chromosomen wurden lichtmikroskopisch auf dem
Objekttrager lokalisiert und der Bereich, in dem sie sich befanden, mit einem Permanentmarker
markiert. In diesen Bereich wurden die Sonden aufgebracht. Abhédngig von seiner Grof3e konnte
entweder eine Fliche von 20 mm - 20 mm oder von 24 mm « 32 mm, welches den mdglichen
Deckglasgroflen (Menzel™ Mikroskop-Deckgldschen, Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland) entsprach, benetzt werden. Fiir kleinere Bereiche wurden 6 ul der orange
leuchtenden und 14 pl der griin leuchtenden Sonden verwendet. Fiir groBBere jeweils 8 ul der
orangenen Sonden beziehungsweise 18 pl der griinen. Die Objekttrager wurden anschlieend

mit den entsprechenden Deckgldsern versehen, welche mittels elastischem Montagekleber
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(Fixogum, Marabu, Marabu GmbH & Co. KG, Tamm, Deutschland) an den Ridndern luftdicht
verschlossen wurden. So konnten sie zur Denaturierung der auf ihnen befindlichen DNA fiir
2 min auf eine 75 °C warme Heizplatte gelegt werden. Im Anschluss mussten sie iiber Nacht
bei 37 °C in einer Feuchtekammer inkubiert werden, um die Hybridisierung zwischen den

DNA-Einzelstrangen und den komplementidren Sonden zu ermoglichen.

Am néchsten Tag wurden die Objekttriger mit SSC-Puffer (20x SSC Buffer, Gibco™, Thermo
Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland), Tween®20 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland) und destilliertem Wasser gewaschen. Hierzu wurden das Fixogum und
die Deckgldser vorsichtig entfernt. Der erste Waschschritt erfolgte fiir 2 min in 0,4 < SSC-
Puffer bei 72 °C in einem Wasserbad. Die Temperatur wurde hierbei laufend mit einem
analogen Thermometer {iberwacht. Es folgte eine 30 s lange Behandlung in 2,0 x SSC-Puffer
mit 0,05 % Tween®20 bei Raumtemperatur. AbschlieBend wurden die Objekttriager kurz in
destilliertes Wasser getaucht und dann lufttrocknen gelassen. Das Gegenfarben der DNA,
welche nicht durch die Sonden gebunden wurde, erfolgte durch eine Applikation von etwa 10 pl
DAPI mit Antifade (Vectashield® HardSet™ Antifade Mounting Medium w/DAPI, Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). Nun konnten die Objekttrager wieder mit einem
Deckglas versehen werden, welches an den Randern mit durchsichtigem Nagellack fixiert
wurde. In diesem Zustand konnten sie bis zu sechs Monate bei — 20 °C gelagert und mithilfe
eines Fluoreszenzmikroskops ausgewertet werden. Fiir jede Ziellinie wurden mindestens drei
Farbungen a drei Objektrigern angefertigt. Die Fixierungen und Firbungen wurden in

Zusammenarbeit mit Annique Dombrowsky und Negar Mehrabi durchgefiihrt.

Mikroskopische Auswertung

Die mikroskopische Analyse der markierten Chromosomen erfolgte manuell mithilfe eines
Fluoreszenzmikroskops (4xio Vert.Al, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland). Fiir jede
Zelllinie sollten die Chromosomen von 500 Metaphase-Zellkernen beurteilt werden. Sichtbare
Zellkerne mussten mehrere Kriterien erfiillen, um in die Analyse eingeschlossen zu werden. Sie
sollten frei mit genligend Abstand zu benachbarten Gruppen von Chromosomen liegen und sich
mit diesen nicht tiberlappen. Die Gruppierungen der Chromosomen mussten als einem Zellkern
angehorig erkennbar sein. Dabei sollten die einzelnen Chromosomen zum einen zumindest so
nah beieinander liegen, dass die Gruppierung das Sichtfeld nicht {iberschritt. Zum anderen
sollten sie vereinzelt liegen und sich untereinander nicht iiberschneiden, um eindeutig
voneinander distinguiert werden zu konnen. Um als Zellkern gewertet zu werden mussten

auerdem mindestens 40 Chromosomen gruppiert beieinander liegen sowie zumindest jeweils
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ein Signal fiir beide Fluorochrome vorhanden sein. Chromosomen-Gruppierungen mit drei oder
mehr Kopien beider fluoreszenzmarkierter Chromosomen wurden von der Analyse
ausgeschlossen, da nicht sicher unterschieden werden konnte, ob es sich um einen polyploiden
Chromosomensatz oder aber um zwei oder mehr sich liberlagernde Zellkerne hielt. Ein weiteres
Einschlusskriterium stellte die addquate Intensitit des Fluoreszenzsignals dar, welche sich
deutlich vom Hintergrund und von denen mit DAPI gegengefirbten Chromosomen

unterscheiden lassen musste.

Die Auswertung selbst wurde in einer Ecke des Deckglases begonnen. Der Blick verlief dann
mianderférmig von oben nach unten und von einer Seite zur anderen. Diese Technik
erleichterte es, die Orientierung auf dem Objekttriger zu behalten und so das Risiko von
Mehrfachwertungen der Metaphase-Zellkerne zu minimieren. Fiir jede Gruppe von
Chromosomen wurden mehrere Merkmale untersucht und dokumentiert. Zuerst wurde die
Anzahl der Signale beider Fluorochrome bestimmt und Mono- und Trisomien der
Chromosomen zwei und vier (,, Mono griin*; ,,Mono orange*; , Tri griin*; ,, Tri orange*)
notiert. Dann wurden potentielle Translokationen mit Beteiligung der fluoreszenzmarkierten
Chromosomen untersucht, welche sich als Zweifarbigkeit der Chromosomen darstellte. Hier
bestand einerseits die Moglichkeit von Translokationen zwischen den Chromosomen zwei und
vier untereinander, die als Chromosomen mit griinen und orangenen Abschnitten sichtbar

‘

waren (,, T orange-griin “‘). Andererseits zeigten sich Chromosomen mit orangenen und blauen
(,, T blau-orange *) beziehungsweise griinen und blauen Abschnitten (,, T blau-griin “‘), welche
das Vorhandensein von Translokationen zwischen Chromosom zwei oder vier und einem
anderen, mit DAPI in blau gegengefdrbten, Chromosom anzeigten. Als nichstes wurde nach
Insertionen (,,/“) gesucht, welche sich durch einen andersfarbigen Abschnitt innerhalb eines
Chromosoms bemerkbar machten. Mdgliche Kombinationen waren hierbei einerseits ein
orangener Abschnitt in einem griinen Chromosom sowie ein orangener Abschnitt in einem
blauen Chromosom, welche fiir Insertionen von Sequenzen des Chromosoms vier in ein anderes
Chromosom sprachen. Andererseits waren griine Abschnitte in einem orangenen oder blauen
Chromosom denkbar, welche ihrerseits eine Insertion einer Sequenz des Chromosoms zwei in
ein anderes Chromosom anzeigten. Auch blaue Abschnitte in den fluoreszenzmarkierten
Chromosomen zwei und vier stellten eine Moglichkeit dar und standen fiir eine Insertion einer
fremden Sequenz in die farblich gekennzeichneten Chromosomen. Hiufige Aberrationen
stellten zudem azentrische Chromosomen dar. Gewertet wurden die am sichersten erkennbaren

und am hiufigsten dokumentierten. Dies waren azentrische Fragmente (AF), welche sowohl

einen orangenen als auch einen griinen Anteil aufwiesen. Mdglich waren ein Anteil von
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Chromosom zwei und einer von Chromosom vier (,,AF 10-1G*), sowie zwei Fragmente von
Chromosom zwei mit jeweils einem (,,AF 10-2G*) oder zwei Fragmenten von Chromosom

vier (, AF 20-2G*).

Zur Dokumentation aller dieser Merkmale wurde ein tabellarisches Protokoll (score sheet)
angefertigt’. Jede Zelllinie wurde auf einem eigenen Score Sheet dokumentiert. Fiir jeden
bewerteten Zellkern konnten hier, in einer eigenen Zeile, Striche in den Spalten gemacht
werden, welche den oben beschriebenen Kategorien zugeordnet waren. Es wurden
ausschlieBlich von mir mikroskopisch ausgewertete Obejekttriger in die Analyse
eingeschlossen, um den statistischen Fehler trotz genauer Beurteilungskriterien moglichst klein

zu halten.

B. Statistische Analyse

Fiir die statistische Auswertung wurden die manuell auf den Score Sheets erfassten Daten in
einer Kalkulationstabelle in Numbers (Version 6.1, Apple Inc. Cupertino, USA) fiir jede
codierte Zelllinie zusammengefasst. Im Anschluss wurden die Datenreihen mittels dem zuvor
von Annique Dombrowsky festgelegten Schliissel den richtigen Zelllinien und
Versuchsgruppen zugeordnet. Um alle Zelllinien untereinander vergleichbar zu machen, wurde

die Anzahl der chromosomalen Aberrationen jeweils anteilig fiir 100 Zellen berechnet.

Die statistische Analyse der so erstellten prozentualen Daten wurde mit jamovi (The jamovi
project 2020, jamovi Version 1.2, https://www.jamovi.org) durchgefiihrt. Sowohl aus der
Anzahl der verschiedenen Translokationen als auch aus derjenigen der unterschiedlichen
azentrischen Chromosomen wurde fiir jede Zelllinie die Summe der insgesamt beobachteten
Translokationen (,, 7 gesamt”) und azentrischen Fragmente (,,AF gesamt®) berechnet.
Zusitzlich wurden der jeweilige prozentuale Anteil jeder Auspragung der beiden Merkmale an
ihrer Gesamtsumme bestimmt. Fiir jede Kategorie (,, T blau-griin*; ,, T blau-orange*;
., I orange-griin*“; ,, T gesamt*; ,, T% blau-griin*; ,, T% blau-orange*; ,,T% orange-griin*“;
LAY LAF 10-1G*5 AF 10-2G*; ,AF 20-2G*; |, AF gesamt*; ,,AF% 10-1G*; ,,AF% 10-
2G*; ,,AF% 20-2G*; ,, Mono griin“; ,, Mono orange*; ,, Tri griin*; ,, Tri orange ) wurden ein
Gruppenmittelwert (MW) mit seiner Standardabweichung (SD) ermittelt. Alle Datenreihen
wurden mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests und des Levene-Tests auf Abweichungen von einer
angenommenen Normalverteilung beziehungsweise eine homogene Varianz iiberpriift, um

festzulegen mittels welcher Analyse die Ergebnisse auf ihre statistische Signifikanz hin

9 Zur leichteren Veranschaulichung der Auswertung, findet sich ein beispielhafter Ausschnitt eines solchen
Score Sheets im Anhang (Abbildung A.1).
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untersucht werden konnten. Es kamen sowohl einfaktorielle Varianzanalysen (ANOVA) als

auch individuelle t-Tests zum Einsatz.
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4 Ergebnisse
4.1 Tumorwachstumsverzogerung

Insgesamt konnten 27 Versuchstiere in die Analyse der Tumorwachstumsverzdgerung
eingeschlossen werden. Von den initial 44 Méusen entwickelten 36 einen Tumor, was einer
allgemeinen Erfolgsquote von 81,8 % entsprach. Innerhalb der ersten Gruppe von Méusen,
welche im Januar 2017 vorbereitet wurden, waren es zwei Mause, in welchen keine Tumoren
heranwuchsen. So lag die Quote hier sogar bei 94,3 % und damit weitaus hoher als in der
zweiten Gruppe, welche im April 2017 als zusétzliche Kontrollgruppe diente. Hier entwickelten
sich in nur drei der neun Versuchstiere Tumoren (33,3 %). Acht, der sich insgesamt
ausbildenden Tumoren, erreichten nicht das Fiinfzehnfache ihres Ausgangsvolumens, den
Endpunkt des Versuches, und mussten deshalb aus der Analyse ausgeschlossen werden. Zwei
von ihnen wurden als durch die Bestrahlung kontrolliert gewertet, da ihr finales Volumen
unterhalb ihres Ausgangsvolumens lag (Vi1 <1). Dies betraf jeweils einen Tumor beider
homogen bestrahlten Gruppen. Von den anderen Tumoren, welche nicht bis auf das
Zielvolumen heranwuchsen, gehorten fiinf zur Kontrollgruppe sowie einer zur 5 Gy MRT-
Gruppe. Weiters wurde ein Tumor fehlerhaft bestrahlt und musste deshalb ebenfalls aus der
Untersuchung ausgeschlossen werden. Die Kontrollgruppe bestand somit insgesamt aus vier
Maiusen, von denen jeweils zwei ,,schein-bestrahlt* beziehungsweise nicht bestrahlt wurden.
Weiters konnten fiir beide homogen bestrahlten Gruppen jeweils flinf, sowie fiir die 5 Gy MRT-
Gruppe sechs und fiir die 3 Gy MRT-Gruppe sieben Tumoren in die Analyse aufgenommen

werden. Die jeweiligen Gruppengrdfen sind in der Tabelle 4.1 zusammengefasst.

Tabelle 4.1 Anzahl der Tumoren die in die Analyse
der Wachstumsverzogerung eingeschlossen werden
konnten eingeschlossen werden konnten

Gruppe Tumore

Kontrolle 4
3 Gy homogen 5
3 Gy MRT 7
5 Gy homogen 5
5 Gy MRT 6
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Durchschnittlich dauerte es 14,53 Tage (SD=6,11), bis die Neoplasien nach der
Tumorzellinjektion das erste Mal vermessen werden konnten. Das durchschnittliche
Ausgangsvolumen lag bei 1,61 mm?® (SD = 0,36). Die Zeitdauer bis zum Erreichen der fiir die
Bestrahlung notwendigen GroBe und addquaten Durchblutung war sehr variabel. Im Mittel lag

der zeitliche Abstand zwischen der ersten Messung und dem Bestrahlungszeitpunkt bei

5,72 Tagen (SD = 7,18; Minimum = 0; Maximum = 32).

Zeitspannen bis zum Erreichen des Zielvolumens

Fiir die Tumoren der Kontrollgruppe, fiir die ein exponentielles Wachstum angenommen
wurde, ergab sich mittels Regressionsanalyse der Messdaten eine mittlere Zeit von 23,0 Tagen
(8D =4,68) bis sie das Fiinfzehnfache ihres Ausgangsvolumens erreicht hatten. Die vier
analysierten Tumoren wiesen ein eher heterogenes Wachstum auf. Zwei von ihnen benétigten
mit 27,27 Tagen beziehungsweise 26,44 Tagen dhnlich lang, bis sie den Endpunkt erreichten.
Die anderen beiden Tumoren wuchsen mit 20,90 Tagen und 17,40 Tagen deutlich schneller.
Abbildung 4.1 zeigt sowohl eine Gegeniiberstellung des Wachstums aller vier Tumoren, die als
Kontrollen dienten, als auch die Regressionskurve als ihr gruppenspezifisches

durchschnittliches Wachstumsverhalten.
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Abbildung 4.1 Tumorwachstumskurven der Kontrollgruppe

In (a) wird das spezifische Wachstum der vier Tumoren, die als Kontrollen dienten graphisch verglichen. Die
Regressionskurve ihres durchschnittlichen Wachstums ist in (b) dargestellt. Die durchschnittlichen Werte der
Koeffizienten (+SEM) betragen fir a=0,956 + 0,187 und fiir f=0,125+0,012. Die Kontrolltumoren
erreichten im Durchschnitt ihr fiinfzehnfaches Volumen nach 23,0 Tagen (SD = 4,68).
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Beide mit 3 Gy bestrahlten Versuchsgruppen zeigten ein dhnliches, nur minimal von dem der
Kontrollgruppe abweichendes, Wachstum. Die Tumoren, welche zuvor homogen mit 3 Gy
bestrahlt worden waren, benétigten durchschnittlich 24,16 Tage (SD = 7,88), um auf das
Zielvolumen heranzuwachsen. Fiir diejenigen Tumoren, an welche die gleiche Dosis mittels
Rontgen-Mikrokanélen abgegeben worden war, betrug diese Zeitspanne im Mittel 24,10 Tage
(8D = 6,68). Das Wachstumsverhalten war auch in diesen beiden Gruppen sehr variabel. Unter
den homogen mit 3 Gy bestrahlten Tumoren fanden sich zwei, die ihr Ausgangsvolumen sehr
schnell, nach 16,90 Tagen beziehungsweise 18,20 Tagen erreichten, wihrend ein dritter, mit
einer Wachstumsdauer von 20,91 Tagen, ein moderates Wachstum zeigte. Das Wachstum der

anderen zwei war mit 29,76 Tagen sowie 35,02 Tagen deutlich langsamer. Eine &hnliche

40 4

N - i -
1 2 3 4 5

Gruppe

Abbildung 4.2 Vergleich der Zeitpunkte des Erreichens des Zielvolumens (Tvis) aller
Gruppen

In den Boxplots sind jeweils der Median sowie die Quartilsabstéinde des Zeitpunktes Tvis fiir
jede Gruppe dargestellt. Aufgrund der recht hohen Streuung der Daten innerhalb der Gruppen
lagen die Mediane sowohl beider mit 3 Gy bestrahlter Gruppen (2) homogen und (3) MRT als
auch derjenige der 5 Gy MRT-Gruppe (5), im Gegensatz zu den im Text beschriebenen
Mittelwerten, knapp unterhalb desjenigen der Kontrollen (1): (1) 23,67 Tage, (2) 20,91 Tage, (3)
22,65 Tage und (5) 19,43 Tage. Auch diese Abweichungen zeigten sich allerdings statistisch
jeweils nicht signifikant, sodass fiir alle vier Gruppen ein sehr dhnliches Wachstum angenommen
werden konnte. Im Gegensatz hierzu lag der mediane Tvis der homogen mit 5 Gy bestrahlten
Tumoren (5) mit 36,23 Tagen deutlich oberhalb des fiir die Kontrollgruppe berechneten Wertes.
Dieser Unterschied néherte sich einem statistisch signifikanten Ergebnis an (p =.096), sodass
die Vermutung nahe liegt, dass eine an der MuCLS homogen applizierte Dosis von 5 Gy zu einer
Wachstumsverzogerung der FaDu-Tumoren gefiihrt haben kdnnte.

Verteilung zeigte sich auch in der 3 Gy MRT-Gruppe. Ein Tumor wies mit einer Dauer von
16,30 Tagen bis zum Erreichen des Zielvolumens ein sehr schnelles Wachstum auf. Vier
Tumoren wuchsen mit eher moderater Geschwindigkeit von durchschnittlich 22 Tagen (19,26;
20,35; 22,65; 24,41) und zwei deutlich langsamer mit 30,29 Tagen beziehungsweise

35,45 Tagen. Nach einer homogenen Bestrahlung mit 5 Gy konnte ein vergleichsweise
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langsameres Tumorwachstum beobachtet werden. Tumoren dieser Gruppe bendtigten im
Schnitt 32,51 Tage (SD = 8,88), um ihr Zielvolumen zu erreichen. Drei der Tumoren bendtigten

mit 36,23 Tagen, 37,62 Tagen beziehungsweise 42,15 Tagen besonders lang, wihrend zwei ein
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Abbildung 4.3 Wachstumskurven der unterschiedlich bestrahlten Tumore

Die mit 3 Gy bestrahlten Tumoren wiesen unabhéngig von der Bestrahlungsart (a) homogen und (b) MRT eine
dhnliche durchschnittliche Wachstumsdauer von 24,16 Tagen bzw. 24,10 Tagen bis zum Erreichen des
Zielvolumens auf. Auch die Streuung der Daten beider Gruppen dhnelte sich stark. Bei den mit 3 Gy homogen
bestrahlten Tumoren lag die Zeitspanne zwischen 16,90 Tagen (M3) und 35,02 Tagen (M4). Fiir die Tumoren,
welche die gleiche Dosis mittels MRT erhalten hatten, lag sie zwischen 16,30 Tagen (M6) und 35,45 Tagen
(M2). Hierbei entsprach die kiirzeste Zeitdauer beider Gruppen in etwa derjenigen, welche fiir die Kontrollen
beobachtet werden konnte, wohingegen die ldngsten Zeitspannen etwa 9 Tage oberhalb derjenigen der
Kontrollgruppe lagen. Im Gegensatz hierzu zeigte sich der Anstieg fast aller Wachstumskurven der mit 5 Gy
homogen bestrahlten Tumoren deutlich flacher. In der dieser Gruppe lag die Zeit, die die Tumoren bis zum
Erreichen ihres fiinfzehnfachen Ausgangsvolumens benétigten im Mittel bei 32,51 Tagen (c). Wobei der am
schnellsten wachsende Tumor dieses bereits nach 20,81 Tagen erreichte (MS5), der langsamste allerdings
42,15 Tage bendtigte (M4). Im Gegensatz hierzu fand sich in der 5 Gy MRT-Gruppe keine Verdnderung der
Kurvenanstiege (d). Tumoren dieser Gruppe benotigten zwischen 13,93 Tagen (M1) und 34,75 Tagen (M2) bis
sie den Endpunkt erreicht hatten. Thr Durschnitt lag bei 21,85 Tagen.
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moderateres Wachstum, mit einer Zeitspanne von durchschnittlich 23 Tagen (20,81; 25,75) bis
zum Erreichen ihres Endvolumens, zeigten. Uberraschenderweise zeigten die Tumoren der
5 Gy MRT-Gruppe ein deutlich schnelleres Wachstum. Fiir sie lag die Zeitspanne bis zum
Erreichen des Fiinfzehnfachen ihres Ausgangsvolumens unterhalb derjenigen der mit 3 Gy
bestrahlten Tumoren und betrug sogar weniger als die der Kontrollgruppe. Im Mittel dauerte es
21,85 Tage (SD = 7,6) bis sie den Endpunkt erreicht hatten. Drei der Tumoren zeigten mit einer
Zeitspanne von 13,93 Tagen, 17,06 Tagen beziehungsweise 18,06 Tagen ein sehr schnelles
Wachstum, wihrend zwei weitere in einer moderaten Geschwindigkeit {iber 20,80 Tage
beziehungsweise 26,48 Tage heranwuchsen. Nur ein Tumor wies mit einer Dauer von
34,75 Tagen bis zum Erreichen seines Zielvolumens ein verlangsamtes Wachstum auf. Die
Abbildung 4.2 vergleicht graphisch alle gruppenspezifischen Tvis-Werte inklusive ihrer
Streuung. Abbildung 4.3 stellt die Wachstumskurven der einzelnen Tumoren aller bestrahlten

Versuchsgruppen vergleichend gegeniiber.

Tumorwachstumsverzogerung

Aus der Differenz der Zeitrdume, die die bestrahlten Gruppen im Mittel brauchten, um das
Zielvolumen zu erreichen (Tvisx), und desjenigen der Kontrollgruppe (Tvisk) konnte fiir jede
Gruppe eine Verzogerung des Wachstums gegeniiber den unbestrahlten Tumoren (Tp)
berechnet werden (Formel 3.4). Fiir die homogen mit 3 Gy bestrahlten Tumoren lag diese bei
1,16 Tagen (SD=17,88). Die Tumoren, an die eine Dosis von 3 Gy mittels Rontgen-
Mikrostrahlen abgegeben worden war, erreichten das Fiinfzehnfache ihres Ausgangsvolumens
etwa 1,10 Tage (SD = 6,68) spiter als die Kontrollgruppe. Eine weitaus grolere Verzogerung,
mit durchschnittlich 9,51 Tagen (SD = 8,88), zeigten diejenigen Tumoren, die homogen mit
5 Gy bestrahlt worden waren. Unerwarteterweise erreichten die Tumoren, welche eine MRT
mit 5 Gy erhalten hatten, ihr Zielvolumen im Mittel 1,15 Tage (SD = 7,6) schneller als die
unbestrahlten Kontrollen. Fiir die Unterschiede der Tvis zwischen den bestrahlten Tumoren und
der Kontrollgruppe zeigten sich individuell durchgefiihrte t-Test nach Student jeweils nicht
signifikant (p >.05). Jedoch ndherte sich die Wachstumsverzogerung der 5 Gy homogen-
Gruppe im Vergleich mit den Kontrollen mit einem p-Wert von .096 einer statistischen
Signifikanz an. Die Unterschiede des mittleren Wachstumsverhaltens aller Gruppen
untereinander sind graphisch in Form von gruppenspezifischen Wachstumskurven

abschlieBend in Abbildung 4.4 zusammengefasst.
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Abbildung 4.4 Vergleich der mittleren Wachstumskurven aller Gruppen

[Blau — Kontrolle, Grau — 3 Gy homogen, Gelb — 3 Gy MRT, Griin — 5 Gy homogen, Rot— 5 Gy MRT]

Die blaue Kurve stellt das Wachstum der Kontrolltumoren nach der Formel V = « « e (6 %% dar, wobei
die mittleren Koeffizienten (+ SEM) bei a = 0,956 (+ 0,187) und § = 0,125 (+ 0,012) lagen. Sowohl die
Wachstumskurve beider mit 3 Gy bestrahlter Gruppen, grau = homogen und gelb = MRT, als auch
diejenige der Tumore, welche eine MRT mit 5 Gy erhalten hatten (rot) bilden ein der Kontrollgruppe
sehr dhnliches Wachstums ab. Die griine Kurve hingegen, welche das Wachstum derjenigen Tumoren
zeigt, welche mit 5 Gy homogen bestrahlt worden waren, weicht deutlich von allen anderen ab. Die
Zeitverzogerung im Vergleich zum Wachstum der Kontrollgruppe néherte sich mit einem mittels t-Test
ermittelten p-Wert von .096 einem statistisch signifikanten Ergebnis an.

Zusammenfassung

Fiir die Betrachtung der Wachstumsverzégerung konnten insgesamt 27 Tumoren analysiert
werden. Davon machten jeweils zwei ,,schein-bestrahlte® und zwei unbestrahlte Tumoren die
Kontrollgruppe aus, wihrend beide homogen bestrahlte Gruppen aus jeweils fiinf, sowie die
mittels MRT mit 3 Gy behandelte Gruppe aus sieben und die mittels MRT mit 5 Gy behandelte
Gruppe aus sechs Tumoren bestanden. Das Wachstum beider mit 3 Gy bestrahlten Gruppen
sowie das der raumlich fraktioniert mit 5 Gy bestrahlten Gruppe unterschieden sich nicht
wesentlich von demjenigen der Kontrollen. Die Kontrolltumoren erreichten nach
durchschnittlich 23,0 Tagen das Fiinfzehnfache ihres Ausgangsvolumens. Fiir diejenigen
Tumoren, welche homogen mit 3 Gy bestrahlt worden waren lag dieser Wert mit 24,16 Tagen

und fiir solche, welche dieselbe Dosis raumlich fraktioniert erhalten hatten mit 24,10 Tagen
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leicht oberhalb der Zeitspanne der Kontrollgruppe. Der Wert der Tumoren, welche eine MRT
mit 5 Gy erhalten hatten, betrug mit 21,85 Tagen, etwas weniger als diese. Fiir diese
unwesentlichen Abweichungen zeigten individuell durchgefiihrte t-Tests kein statistisch
signifikantes Ergebnis, sodass von einem dhnlichen Wachstumsverhalten aller vier genannten
Gruppen ausgegangen werden kann. Eine Wachstumsverzogerung konnte fiir die heterotopen
FaDu-Tumoren somit, nach einer Bestrahlung mit 3 Gy, unabhéngig von der Bestrahlungsart,
sowie nach einer rdumlich fraktionierten Bestrahlung mit 5 Gy, nicht beobachtet werden. Im
Vergleich hierzu wich das Wachstumsverhalten der mit 5 Gy homogen bestrahlten Tumoren
deutlich von demjenigen der Kontrollgruppe ab. Diese Tumoren erreichten ihr Zielvolumen
durchschnittlich 9,51 Tage spéter als die Kontrolltumoren. Der Zeitpunkt, an dem sich ihr
Ausgangvolumen verfiinfzehntfacht hatte, lag im Mittel bei 32,51 Tagen. Dieser Unterschied
ndherte sich mit einem, ebenfalls durch einen t-Test ermittelten, p-Wert von .096 einer

statistischen Signifikanz an.
4.2 Strahlensensibilitit: Klonogenes Uberleben nach Bestrahlung in vitro

Gruppengrofle und Anzahl der Koloniebildungstests

Das klonogene Zelliiberleben nach einer Bestrahlung konnte mithilfe des Koloniebildungstests
fiir insgesamt 25 Zelllinien untersucht werden. Das entspricht allen Tumorzelllinien, die nach
Abschluss der Analyse der Tumorwachstumsverzogerung erfolgreich isoliert werden konnten.
Fiir die Kontrollgruppe war es moglich drei Zellinien einzuschlieBen. Davon entsprang eine
einem zuvor ,schein-bestrahlten® Tumor und zwei jeweils unbestrahlten Tumoren. Die
Isolation blieb fiir Zellen aus drei der urspriinglich fiinf ,,schein-bestrahlten* Tumoren und fiir
solche aus einem der urspriinglich drei unbestrahlten Tumoren aufgrund einer geringen
TumorgroBe erfolglos. Von jeweils einem Tumor beider Untergruppen konnten initial
erfolgreich Zellen in die Kultur iiberfiihrt, jedoch nicht dauerhaft in vitro erhalten werden. In
beiden zuvor homogen bestrahlten Gruppen wurde jeweils ein Tumor durch die Behandlung
kontrolliert. Es war jedoch mdglich, fiir alle Tumoren, welche das Zielvolumen erreicht hatten,
erfolgreich Zellen zu isolieren und in vitro zu kultivieren. So konnten fiir beide jeweils fiinf
Zelllinien in die Analyse mittels Koloniebildungstest eingeschlossen werden. Auch aus den
sieben zuvor mit 5 Gy fraktioniert bestrahlten Tumoren konnten fiinf Zelllinien isoliert und
mittels CFA untersucht werden. Die anderen zwei Tumoren wuchsen nur auf eine geringe
GroBe heran und eine Isolation der Zellen blieb ohne Erfolg. Im Gegensatz hierzu gelang es,

aus allen Tumoren, welche eine Bestrahlung mit 3 Gy Rontgen-Mikrokanélen erhalten hatten,
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Zellen zu isolieren und in eine dauerhafte Zellkultur zu tiberfiihren. So konnten fiir diese

Gruppe sieben Zellinien in die CFA-Analyse eingeschlossen werden.

Von allen isolierten Zelllinien wurden insgesamt 124 Koloniebildungstests durchgefiihrt.
Davon wurden 70 an der Bestrahlungsanlage Gu/may RS225 (damals Gulmay Medical, jetzt
Xstrahl Limited, Camberley, Vereinigtes Konigreich) des Klinikums rechts der Isar (70 kV,
10 mA, Filter: Aluminium 3 mm, Bestrahlungsdauer fiir eine Dosis von 1 Gy: 61 s) bestrahlt,
welches der Einfachheit halber im Weiteren als ,, Gulmay” bezeichnet werden wird. Die
Bestrahlung der anderen 54 CFA fand am Rontgenbestrahlungsgerdt Xstrahl RS225 (Xstrahl
Limited, Camberley, Vereinigtes Konigreich) am Helmholtz Zentrum Miinchen in Neuherberg
(70 kV, 30 mA, Filter: Aluminium 3 mm, Bestrahlungsdauer fiir eine Dosis von 1 Gy: 91 s)
statt, auf das im Folgenden als ,, Xstrahl” Bezug genommen wird. Unter Berlicksichtigung des
Einschlusskriteriums, dass pro Well aller sechs Testplatten eines CFA durchschnittlich
mindestens zehn Kolonien (Nk>10) detektiert werden mussten, war es notig
37 Koloniebildungstests auszuschlieBen. Zusitzlichen konnten drei weitere Tests nicht mit in
die Auswertung eingeschlossen werden, da mindestens fiir eine Testplatte weniger als sechs
Wells (Nw < 50 %) auswertbar waren. Somit war es moglich fiir 84 der 124 durchgefiihrten
Koloniebildungstests (67,7 %) mit der Analyse des Zelliiberlebens zu beginnen und die PE
sowie die dosisabhingige SF zu bestimmen. Von ihnen wurde knapp iiber die Hélfte am

Klinikum rechts der Isar (N =44) durchgefiihrt, wihrend die anderen (N =40) spiter am

Tabelle 4.2 Anzahl der Zelllinien und
Koloniebildungstests die in die Analysen von PE
und SF eigeschlossen werden konnten.

Gruppe Zelllinien CFA
Kontrolle 3 6

3 Gy homogen 5 19

3 Gy MRT 7 24

5 Gy homogen 5 18

5 Gy MRT 5 17

Helmholtz Zentrum bestrahlt wurden. Fiir zwei Zelllinien der Kontrollgruppe sowie fiir eine
der 3 Gy MRT-Gruppe konnten nur am Helmholtz Zentrum bestrahlte Zellen analysiert
werden. Weiterhin war es fiir jeweils eine Zelllinie sowohl beider Versuchsgruppen, welche
mit 3 Gy bestrahlt worden waren, als auch solcher, die eine homogene Dosis von 5 Gy erhalten
hatten, sowie flir zwei Zelllinien der 5 Gy MRT-Gruppe ausschlieBlich moglich CFA, welche

am Klinikum rechts der Isar bestrahlt worden waren, in die Auswertung einzuschlieen. Die
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Berechnungen von PE und SF wurden somit fiir sechs Koloniebildungstests der
Kontrollgruppe, 19 CFA der mit 3 Gy homogen bestrahlten Zellen, 24 CFA der 3 Gy MRT-
Gruppe, 18 CFA der mit 5 Gy homogen bestrahlten Zellen sowie 17 CFA der 5 Gy MRT-
Gruppe durchgefiihrt. Im Schnitt wurden fiir jede Zelllinie 3,4 Koloniebildungstests in die
Analyse eingeschlossen (Min = 1, Max = 6). Die beschriebene Zusammensetzung der einzelnen

Gruppen ist in der Tabelle 4.2 zusammengefasst.

Der Vergleich der vorldufigen Ergebnisse beider CFA-Versuchsreihen zeigte allerdings
deutliche Abweichungen der gruppenspezifischen Mittelwerte von PE und SF. Dies machte es
unmoglich alle Daten direkt zu vergleichen und gemeinsam auszuwerten. Da der
Stichprobenumfang fiir beide Studienzeitrdume, mit 44 CFA in der ersten Versuchsreihe aus
dem Jahr 2017 und 40 CFA innerhalb der zweiten Versuchsreihe 2018, ungefiahr gleich war
und sich auch die GruppengroBBen in etwa entsprachen, wurden beide Datensidtze zunéchst
getrennt evaluiert und im Anschluss miteinander verglichen. Diese Untersuchung sollte zeigen,
ob sie in Hinblick auf das klonogene Uberleben, als Ausdruck der Strahlensensibilitit der

einzelnen Gruppen, dennoch dhnliche Aussagen zulieBen.
4.2.1 CFA-Versuchsreihe 2017

Ausplattierungseffizienz

Fir die durchschnittliche PE der Kontrollgruppe konnten fiir die 2017 durchgefiihrten
Koloniebildungstests zwei CFA ausgewertet werden, wihrend es fiir die mit 5 Gy homogen
bestrahlten Zellen neun und fiir alle anderen Gruppen elf waren. Die Ausplattierungseffizienz
der unbehandelten Testplatten lag fiir alle Versuchsgruppen zwischen 6 % und 11 %. Die,
unabhingig von der Bestrahlungsart, mit 5 Gy behandelten Tumorzellen zeigten hierbei
gegeniiber den nicht beziehungsweise ,,schein®-bestrahlten Kontrollzelllinien und jenen Zellen,
die mit 3 Gy bestrahlt worden waren, eine hohere PE. Fiir die Kontrollgruppe lag diese bei
6,50 % (SD = 5,22), fiir die Gruppe der Zellen, welche mit 3 Gy homogen bestrahlt worden
waren, bei 6,14 % (SD = 3,26) und fiir die 3 Gy MRT-Gruppe bei 6,95 % (SD = 3,02). Die mit
5 Gy homogen bestrahlten Zellen wiesen eine durchschnittliche PE von 8,15 % (SD = 5,52)
auf, wihrend die 5 Gy MRT-Gruppe mit 10,59% (SD=4,21) die hochste
Ausplattierungseffizienz zeigte. Die unterschiedlichen Gruppenmittelwerte der PE werden in
der Abbildung 4.5 graphisch verglichen. Zusdtzlich ist die Streuung der Daten der
Ausplattierungseffizienzen fiir jede Gruppe in der Abbildung 4.6 dargestellt. Denn die Varianz
der PE der verschiedenen Zelllinien innerhalb der einzelnen Gruppen war teilweise sehr hoch.

Fiir die Kontrollgruppe konnte nur eine Zelllinie in die Analyse eingeschlossen werden, die PE
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der einzelnen Wells schwankte dennoch zwischen < 1,00 % und 16,00 %. Auch die
Schwankungen der zelllinienspezifischen PE innerhalb der anderen Gruppen lagen in einem
dhnlichen Rahmen. Innerhalb der Zelllinien aus den Tumoren, welche zuvor homogen mit 3 Gy
bestrahlt worden waren, gab es eine mit einer niedrigen PE von 2,97 %, drei mit einer mittleren
PE von jeweils 5,15 %, 6,33 % und 6,70 % sowie eine weitere mit einer hoheren PE von
8,28 %. Eine dhnliche Verteilung wies auch die Ausplattierungseffizienz der Tumorzellen auf,
welche mittels Mikrostrahlen mit 3 Gy bestrahlt worden waren. Eine Zelllinie zeigte eine
niedrige PE von 2,56 %, wéhrend vier eine mittlere PE um 6,50 % (5,09 %, 6,57 %, 7,34 %
und 7,63 %) aufwiesen und eine weitere eine hohe PE mit 10,33 % zeigte. Vergleichsweise
fanden sich bei beiden zuvor mit 5 Gy bestrahlten Gruppen durchschnittlich hohere
Ausplattierungseffizienzen. Innerhalb der mit 5 Gy homogen bestrahlten Gruppe war die
Streuung der Daten allerdings besonders hoch. Hier fanden sich zwei Zellinien mit einer
niedrigen PE von 1,83 % und 4,34 % sowie eine mit einer mittleren PE von 6,00 %. Zwei
weitere wiesen mit 10,69 % und 12,13 % eine jeweils hohe PE auf. Innerhalb der 5 Gy MRT-
Gruppe konnten hingegen ausschlieBlich hohe Ausplattierungseffizienzen dokumentiert
werden. Drei Zelllinien hatten eine mittlere PE um 8,50 % (8,09 %, 8,61 % und 9,07 %),
wihrend zwei mit jeweils 13,84 % und 14,22 % die hochsten PE zeigten.
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Abbildung 4.5 Mittlere Ausplattierungseffizienzen aller Gruppen in der CFA-
Versuchsreihe 2017

Die PE der Kontrollgruppe (1) lag bei 6,50 %. Beide mit 3 Gy bestrahlten
Gruppen wiesen eine dhnliche PE auf: die der homogen bestrahlten Gruppe (2)
betrug 6,14 % und die der rdumlich fraktioniert bestrahlten Zellen (3) 6,95 %.
Die PE der Gruppe, welche homogen mit 5 Gy bestrahlt worden war (4) lag mit
8,15 % etwas hoher, unterschied sich allerdings nicht signifikant von denjenigen,
der zuvor genannten Gruppen. Die PE der 5 Gy MRT-Gruppe lag hingegen mit
10,59 % signifikant iiber den PE aller anderen Versuchsgruppen.
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Abbildung 4.6 Histogramme der PE fiir alle
Zelllinien im gruppeninternen Vergleich (CFA-
Versuchsreihe 2017)

In (a) sind die PE der einen fiir die Kontrollgruppe
analysierten Zelllinie (K1), deren Mittelwert bei
6,50 % lag, abgebildet. Die Verteilungen fiir die mit
3 Gy (niedrige Dosis ,,N*) bestrahlten Gruppen sind in
(b) homogen (Zelllinien HN1 — HNS) und (c) MRT
(Zelllinien MN1/2, MN4 —MN7) dargestellt. Thr
Durchschnitt entsprach, mit 6,14 % beziechungsweise
6,95 %, in etwa demjenigen der Kontrollen. Die
Verteilungen der PE beider mit 5 Gy bestrahlten
Gruppen (hohe Dosis ,,H*) sind in (d) homogen
(Zelllinien HH1 —HHS) und (e) MRT (Zelllinien
MH1 — MHS) zu sehen. Nur der Mittelwert der PE der
5 Gy MRT-Gruppe unterschied sich mit 10,59 %
statistisch signifikant von denjenigen der anderen
Gruppen.
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Fir die Datenreihen konnte, laut Shapiro-Wilk-Test und Levene-Test, weder eine
Normalverteilung (Shapiro-Wilk: W= 0.973; p <.001) noch eine Homogenitit der Varianzen
(Levene: F(4/519)=16.390; p<.001) angenommen werden. In einer einfaktoriellen
Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis zeigten sich die Unterschiede der gruppenspezifischen PE
statistisch signifikant (y*(4) = 76,84; p <.001). AnschlieBend durchgefiihrte paarweise
Vergleiche nach Dwass-Steel-Critchlow-Fligner konnten lediglich signifikante Unterschiede
zwischen den mittels einer MRT mit 5 Gy bestrahlten Zellen und allen anderen Versuchgruppen
feststellen (Kontrolle: W=4,76; p=.007; 3 Gy homogen: W =11,77; p <.001; 3 Gy MRT:
W=9,98; p<.001; 5 Gy homogen: W= 6,14; p <.001). Fiir die Unterschiede zwischen den PE

der anderen Gruppen konnte keine statistische Signifikanz gefunden werden (jeweils p > .05).

Uberlebensfraktion

Nach dem Berechnen der SF fiir alle aus der Versuchsreihe von 2017 vorerst eingeschlossenen
Koloniebildungstests, mussten weitere 25 CFA aus der Analyse ausgeschlossen werden, deren
Uberlebensfraktion nicht, wie zu erwarten, kontinuierlich mit steigender Dosis abnahm. In den
meisten Fillen tiberschritt die SF der 2 Gy Dosis Testplatten, diejenige, der mit 1 Gy bestrahlten
Platte, oder die SF der mit 1 Gy oder 2 Gy behandelten Testplatten lag oberhalb derjenigen der
unbestrahlten Kontroll-Testplatte. Es musste angenommen werden, dass dieser abweichende
Verlauf am wahrscheinlichsten auf Fehler in der Aussaat oder auf duflere Einfliisse durch den
Transport zuriickzufiihren war. Deshalb konnten diese abweichenden Datenreihen nicht in die

Analyse eingeschlossen werden.

Tabelle 4.3 Anzahl der Zelllinien und CFA die in die Analyse der Daten aus der
Versuchsreihe 2017 eingeschlossen werden konnten

Plattierungseffizienz Uberlebensfraktion
Gruppe Zellinien CFA Zelllinien CFA
Kontrolle 1 2 1 1
3 Gy homogen 5 11 3 6
3 Gy MRT 6 11 6 11
5 Gy homogen 5 9 4 6
5 Gy MRT 5 11 5 9

Anmerkung: Aufgrund eines abweichenden Verlaufs der dosisspezifischen SF, der
am wahrscheinlichsten auf Ungenauigkeiten wdihrend der Aussaat oder auf
duflere Einfliisse durch den Transport der Zellen zuriick zu fiihren war, mussten
von der Berechnung der mittleren SF der Gruppen weitere CFA ausgeschlossen
werden.
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Somit bestand die finale Stichprobengrofle der Analyse aus 33 Koloniebildungstests. Davon
gehorte nur einer zur Kontrollgruppe. Jeweils sechs bildeten beide homogen bestrahlten
Versuchsgruppen. Die Gruppen, welche eine MRT erhalten hatten, bestanden fiir die 3 Gy-
Dosis aus elf und fiir die 5 Gy-Dosis aus neun Koloniebildungstests. Die Gruppengrof3en
entsprachen einer durchschnittlichen Anzahl von 1,6 CFA pro eingeschlossener Zelllinie
(Min. = 1; Max. = 3). Diese lag somit unterhalb des urspriinglich geplanten Umfangs von drei
Koloniebildungstests pro in die Analyse aufgenommenen Zelllinie. Die jeweiligen

GruppengroBBen sind in der Tabelle 4.3 zusammengefasst.

08
& il
0 i
04 e
04

02
02

g
mbww-n§
|
|
| I
g
U‘&UM—A§

-
-
I

0.0 = =

00

(a) SF 1 Gy (b) SF 2 Gy

SF4G F
(c) 4 Gy ) SF 6 Gy
+ Abbildung 4.7 Vergleich der Uberlebensfraktionen

aller Gruppen je Testdosis (CFA-Versuchsreihe
0101 2017)

Gruppe
Fiir alle Testdosen, (a) 1 Gy, (b) 2 Gy, (¢) 4 Gy, (d)
i |i—| I
o m o o D I

6 Gy und (e) 8 Gy, lagen die SF der bestrahlten
SF8G
(e) !

03 +

0.10 4
02

0.05 1

o
msuwa%
o
msuwa%

++
I
)

0.0 e

0.00 4

Versuchsgruppen  unterhalb  derjenigen  der
Kontrollgruppe (1). Die SF der unterschiedlich
bestrahlten Gruppen untereinander unterschieden
sich weniger stark. Gruppe 2 — 3 Gy homogen,
Gruppe 3 — 3 Gy MRT, Gruppe 4 — 5 Gy homogen
und Gruppe 5 — 5 Gy MRT.

Do WwnN =




60

Fiir die Kontrollgruppe nahm die Uberlebensfraktion nach einer Bestrahlung mit 1 Gy auf 0,72
(SD = 0,20) ab und sank dann, mit Erhéhung der Dosis, auf 0,59 (SD = 0,10) fiir eine Testdosis
von 2 Gy, 0,29 (SD = 0,04) fiir 4 Gy, 0,13 (SD = 0,02) fiir 6 Gy und 0,12 (SD = 0,04) fiir eine
Dosis von 8 Gy. Die Uberlebensfraktionen aller zuvor bestrahlten Versuchsgruppen lagen,
unabhingig von Dosis und Bestrahlungsart, fiir alle Testdosen jeweils bis zu 20 Prozentpunkte
unterhalb denjenigen der Kontrollgruppe. Die Unterschiede innerhalb der SF zwischen den
bestrahlten Tumorzelllinien fielen geringer aus. Ein Vergleich der Uberlebensfraktionen ist fiir
jede Dosis in der Abbildung 4.7 gezeigt. Bei einer Testdosis von 1 Gy wies die zuvor mit 3 Gy
homogen bestrahlte Gruppe eine SF von 0,51 (SD = 0,18) auf, sowohl die zuvor mittels MRT
mit 3 Gy behandelte Gruppe als auch die homogen mittels 5 Gy bestrahlte Gruppe eine SF von

Tabelle 4.4 Teststatistiken der einfaktoriellen Varianzanalysen
beziiglich der unterschiedlichen Uberlebensfraktionen in der

Versuchsreihe 2017
Dosis Teststatistik p-Wert
1 Gy F(4,391) = 431 002**
2 Gy F(4,74.9) = 11.7 <.001"**
4 Gy 72(4)=19.4 <.001***
6 Gy 744) =132 01°
8 Gy 72(4)=404 <.001"*"

Anmerkung: Fiir den Vergleich der SF bei einer Dosis von 1 Gy wurde
eine ANOVA nach Fisher, fiir denjenigen bei einer Dosis von 2 Gy eine
ANOVA nach Welch durchgefiihrt. Die Testung auf statistische
Signifikanz erfolgte bei allen anderen Dosen durch eine einfaktorielle
Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis.

0,58 (beide SD = 0,20) und die mittels MRT mit 5 Gy behandelte Gruppe eine SF von 0,61
(SD = 0,21). Nach einer Applikation von 2 Gy fielen die Uberlebensfraktionen jeweils ab, auf
0,40 (SD = 0,13) fiir die homogen mit 3 Gy bestrahlten Zellen, auf jeweils 0,47 fiir die Zellen,
welche eine MRT mit 3 Gy erhalten hatten (SD =0,16) und fiir die homogen mit 5 Gy
bestrahlten Zellen (SD = 0,13) sowie auf 0,52 (SD = 0,17) fiir diejenigen Zellen, welche eine
MRT mit 5 Gy erhalten hatten. Eine Dosis von 4 Gy fiihrte fiir die 3 Gy homogen-Gruppe zu
einer SF von 0,23 (SD = 0,21), fiir die 3 Gy MRT-Gruppe zu einer SF von 0,20 (SD = 0,10),
fiir die 5 Gy homogen-Gruppe zu einer SF von 0,22 (SD = 0,01) und fiir die 5 Gy MRT-Gruppe
zu einer SF von 0,24 (SD = 0,12). Sie sank bei einer Testdosis von 6 Gy ab auf jeweils 0,11 fiir
sowohl mit 3 Gy homogen bestrahlte Zellen (SD =0,12) als auch fiir mit 5 Gy rdumlich
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fraktioniert bestrahlte Zellen (SD = 0,08), sowie auf 0,09 (SD = 0,07) fiir mit 3 Gy rdumlich
fraktioniert bestrahlte Zellen und auf 0,08 (SD = 0,04) fiir diejenigen Zellen, die homogen mit
5 Gy bestrahlt worden waren. Bei einer Testdosis von 8 Gy lag die SF fiir alle bestrahlten
Gruppen unter 0,1. Fiir die Gruppe der mit 3 Gy homogen bestrahlten Zellen betrug sie 0,03
(SD = 0,02), fiir die mit 5 Gy homogen bestrahlten 0,04 (SD = 0,03), fiir die 5 Gy MRT-Gruppe
0,05 (SD = 0,04) und fiir die 5 Gy MRT-Gruppe 0,06 (SD = 0,05).

Tabelle 4.5 Ubersicht iiber die statistisch signifikanten Ergebnisse

der Post-hoc-Analysen beziiglich der Unterschiede der SF zwischen
den Versuchsgruppen (CFA-Versuchsreihe 2017)

Dosis Gruppenvergleich p-Wert

1 Gy 1-2 031°
2-5 007**

2 Gy 1-2 <.001***
1-3 021°
1-4 .023*
2-3 002**
2-4 003**
2-5 <.001***

4 Gy 1-2 003**
1-3 .009**
1-4 012*

6 Gy 1-2 004**
1-3 017
1-4 <.001**

8 Gy 1-2 <.001***
1-3 <.001**
1-4 <.001***
1-5 <.001***
2-3 017*
2-5 001°*

Anmerkung: Fiir die Testdosen 1 Gy und 2 Gy wurden Post hoc Analysen nach Games-Howell
durchgefiihrt, fiir alle anderen Dosen paarweise Vergleiche nach Dwass-Steel-Critchlow-Fligner.

Hierbei zeigten dosisspezifisch durchgefiihrte einfaktorielle Varianzanalysen jeweils einen
signifikanten Unterschied zwischen der SF der Kontrollgruppe und denjenigen der bestrahlten

Versuchsgruppen fiir alle Testdosen. Die Tabelle 4.4 zeigt einen Uberblick iiber die
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Testergebnisse. Bei einer Dosis von 1 Gy zeigte sich in einer Post-hoc-Analyse nach Games-
Howell lediglich ein signifikantes Ergebnis fiir den Unterschied zwischen der Kontrollgruppe
und den mit 3 Gy homogen bestrahlten Zellen (p =.031). Nach einer Dosisapplikation von
sowohl 2 Gy, 4 Gy als auch 6 Gy konnte ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der
SF der Kontrollgruppe und denjenigen beider mit 3 Gy bestrahlter Gruppen sowie derjenigen
der mit 5 Gy homogen bestrahlten Gruppe gezeigt werden. Die Uberlebensfraktionen aller
bestrahlter Versuchsgruppen lagen nach einer Testdosis von 8 Gy signifikant unter derjenigen
der Kontrollgruppe. Zusétzliche signifikante Unterschiede fanden sich sowohl bei einer Dosis
von 1 Gy als auch bei den Testdosen 2 Gy und 8 Gy. Hier lag die SF der 5 Gy MRT-Gruppe
signifikant hoher als diejenige, der homogen mit 3 Gy bestrahlten Tumorzellen (1 Gy: p = .007;
2 Gy: p<.001; 8 Gy: W=5.417; p=.001). Auch die Uberlebensfraktionen der 3 Gy MRT-
Gruppe lagen fiir die Dosen 2 Gy und 8 Gy signifikant hoher als diejenigen der Zellen, die mit
3 Gy homogen bestrahlt worden waren (2 Gy: p=.002; 8 Gy: W=4.363; p=.017). Ein
weiterer statistisch signifikanter Unterschied fand sich zwischen den Uberlebensfraktionen
beider homogen bestrahlter Gruppen nach einer Testdosis von 2 Gy (p = .003). Auch in diesem
Fall war die SF der mit 5 Gy bestrahlten Tumorzellen signifikant hoher als diejenige der Zellen,
welche mit 3 Gy bestrahlt worden waren. Die Tabelle 4.5 fasst die signifikanten Ergebnisse der

Post-hoc-Analysen fiir alle Testdosen zusammen.

Zusitzlich zur dosisspezifischen Betrachtung der mittleren Uberlebensfraktionen aller
Versuchsgruppen wurde das dosisabhingige Zelliiberleben durch gruppenspezifische
Uberlebenskurven graphisch verdeutlicht. Die Regression der Daten erfolgte nach dem linear-
quadratischen Modell (s.h. Kapitel 3.2.2B, Formel 3.11). Fiir jede Versuchsgruppe sind die
Sensibilitdtskoeffizienten mit ihren entsprechenden Standardfehlern in der Tabelle 4.6
aufgefiihrt. Eine gemeinsame Darstellung aller Uberlebenskurven findet sich in der
Abbildung 4.8. Fiir die Uberlebenskurve der Kontrollgruppe fand sich ein a = 0,407 /Gy
(SEM = 0,056) sowie ein 8 = —0,015 /Gy? (SEM = 0,007) mit einem Streuparameter von 1,075.
In den homogen bestrahlten Gruppen wurde flir die mit 3 Gy bestrahlten Zellen ein
a=0,270 /Gy (SEM = 0,102) und ein 8 =0,011 /Gy?* (SEM = 0,012), sowie fiir die mit 5 Gy
bestrahlten Zellen ein a = 0,351 /Gy (SEM = 0,062) und ein B = 0,009 /Gy? (SEM = 0,008)
errechnet, mit Streuparametern von jeweils 5,307 beziehungsweise 2,605. Die Uberlebenskurve
der Gruppe, welche zuvor eine MRT mit 3 Gy erhalten hatte, zeigte ein a = 0,440 /Gy
(SEM = 0,054) und ein g =-0,011 /Gy? (SEM = 0,007), wobei der Streuparameter bei 2,659
lag. Fiir die 5 Gy MRT-Gruppe errechneten sich ein a = 0,328 /Gy (SEM = 0,051) und ein
B = 0,003 /Gy? (SEM = 0,006) sowie ein Streuparameter von 3,254,
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Mit Ausnahme der Gruppe, welche homogen mit 3 Gy bestrahlt worden war, unterschieden
sich die Uberlebenskurven aller bestrahlten Versuchsgruppen in den anschlieBend
durchgefiihrten paarweisen Vergleichen mittels ANOVA F-Test statistisch signifikant von
derjenigen der Kontrolle (3 Gy homogen: p > .05; 3 Gy MRT: F(61,2) = 3.606; p = .033; 5 Gy
homogen: F(36,2) =14.858; p<.001; 5 Gy MRT: F(51,2)=4.436; p=.017). Allerdings
néherte sich auch das Ergebnis fiir die 3 Gy homogen-Gruppe mit einem p-Wert von .068 einer

statistischen Signifikanz an.
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Abbildung 4.8 Dosisabhiingige Uberlebenskurven aller Gruppen im Vergleich
(CFA-Versuchsreihe 2017)

Die blaue Kurve zeigt die Referenzkurve der Kontrollgruppe. Die homogen mit
3 Gy bestrahlte Gruppe ist in grau dargestellt und die homogen mit 5 Gy bestrahlte
Gruppe in griin. Die gelbe Kurve bildet das dosisabhiingige Uberleben der
3 Gy MRT-Gruppe ab und die rote Kurve zeigt dieses fiir die mit 5 Gy MRT
behandelte Gruppe. Die Regression erfolgte nach dem linear-quadratischen Modell
mit der Formel S(D) = exp(-(aD + pD?)). Mit Ausnahme der Gruppe, welche
homogen mit 3 Gy bestrahlt worden war, unterschieden sich die Kurven der
bestrahlten Gruppen in einem ANOVA F-Test jeweils signifikant von der
Referenzkurve der Kontrolle.
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Zusammenfassung

Mit Ausnahme der 5 Gy MRT-Gruppe, wiesen alle Versuchsgruppen eine &hnliche
Ausplattierungseffizienz von etwa 6 — 8 % auf. Die PE der Zellen, welche eine MRT mit 5 Gy
erhalten hatten, war mit fast 11% signifikant hoher. Die Varianz der
Ausplattierungseffizienzen der einzelnen Zelllinien innerhalb der verschiedenen
Versuchsgruppen war in den meisten Fillen sehr hoch. In die Analyse des Zelliiberlebens
konnten letztendlich 33 Koloniebildungstests eingeschlossen werden. Die Uberlebenskurven
und Sensibilititskoeffizienten beider mittels MRT behandelter Gruppen, sowie der Zellen,
welche mit 5 Gy homogen bestrahlt worden waren, unterschieden sich signifikant von
derjenigen der Kontrollgruppe. Auch die Kurve der mit 3 Gy homogen bestrahlten Zellen
néherte sich mit einem p = .068 einem statistisch signifikanten Ergebnis an. Dies passt zu den
dosisspezifisch durchgefiihrten Vergleichen der Uberlebensfraktionen. Diese lagen fiir alle
bestrahlten Gruppen ab einer Dosis von 2 Gy signifikant unterhalb denjenigen der
Kontrollgruppe. Fiir die 5 Gy MRT-Gruppe war dieser Unterschied allerdings erst fiir die 8 Gy

Testdosis signifikant.

Tabelle 4.6 Sensibilititskoeffizienten a und [ fiir alle
Veruschsgruppen (CFA-Versuchsreihe 2017)

Gruppe Koeffizient SEM
Kontrolle a: 0,407 0,056
p:-0,015 0,007
3 Gy homogen a:0,270 0,102
p:0,011 0,012
3 Gy MRT a: 0,440 0,054
f:-0,011 0,007
5 Gy homogen a: 0,351 0,062
p:0,009 0,008
5 Gy MRT a:0,328 0,051
£:0,003 0,006
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4.2.2 CFA-Versuchsreihe 2018

Ausplattierungseffizienz

Fiir die zweite CFA-Versuchsreihe konnten zur Berechnung der PE fiir die Kontrollgruppe vier
Koloniebildungstests eingeschlossen werden. Fiir die homogen bestrahlten Gruppen waren es
fiir die Dosis von 3 Gy acht und fiir die 5 Gy-Dosis neun CFA. Die PE der 3 Gy MRT-Gruppe
wurde aus 13 Koloniebildungstests bestimmt und die der 5 Gy MRT-Gruppe aus sechs. Fiir alle

Versuchsgruppen lag die berechnete Ausplattierungseffizienz zwischen 6 % und 11 %. Dabei
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Abbildung 4.9 Mittlere Ausplattierungseffizienzen aller Gruppen in der CFA-
Versuchsreihe 2018

Innerhalb der 2018 durchgefiihrten CFA zeigte die Kontrollgruppe (1) mit

6,03 % die niedrigste Ausplattierungseffizienz aller Versuchsgruppen. Alle

zuvor bestrahlten Gruppen wiesen hohere PE auf, welche sich untereinander

jedoch nicht statistisch signifikant unterschieden. Fiir die mit 3 Gy homogen

bestrahlten Zellen (2) lag sie bei 9,62 %, fiir die 3 Gy MRT-Gruppe (3) bei

8,54 %, fiir die mit 5 Gy homogen bestrahlten Zellen (4) bei 10,45 % und fiir

die 5 Gy MRT-Gruppe bei 8,53 %.
lagen die PE aller zuvor bestrahlten Gruppen bis zu 4,5 Prozentpunkte iiber derjenigen der
Kontrolle. Diese zeigte eine PE von 6,03 % (SD = 6,22). Beide Versuchsgruppen, welche
mittels MRT behandelt worden waren, wiesen mit 8,54 % (SD =4,40) fiir die mit 3 Gy
bestrahlten Zellen und 8,53 % (SD = 4,30) fiir diejenigen, die mit 5 Gy bestrahlt worden waren,
eine sehr dhnliche PE auf. Die PE der mit 3 Gy homogen bestrahlten FaDu-Zellen lag bei
9,62 % (SD = 5,40) und diejenige der Zellen, welche eine homogene Bestrahlung mit 5 Gy
erhalten hatten, bei 10,45 % (SD = 6,68). Die Abbildung 4.9 stellt die gruppenspezifischen

mittleren Ausplattierungseffizienzen vergleichend gegeniiber. Zusétzlich ist die Streuung der
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Werte der PE jeder einzelnen Zelllinie fiir alle Gruppen in der Abbildung 4.10 dokumentiert.
Diese war innerhalb der verschiedenen Versuchsgruppen teilweise sehr ausgeprigt. Die
Kontrollgruppe setzte sich aus drei Zelllinien zusammen, von denen zwei eine eher niedrige PE
von 3,71 % und 5,88 % aufwiesen, wohingegen fiir die dritte eine deutlich héhere PE von

10,81 % beobachtet werden konnte. Ahnlich hohe Schwankungen wies die 3 Gy MRT-Gruppe
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A Abbildung 4.10 Histogramme der PE fiir alle
MN2 Zelllinien im gruppeninternen Vergleich (CFA-
Versuchsreihe 2018)

MN3 1 —A In (a) sind die PE der drei Kontrollzelllinien (K1 —K3),
deren Mittelwert bei 6,03 % lag, abgebildet. Die
MN4 T T T Verteilungen fiir beide MRT-Gruppen sind in (¢) 3 Gy
(niedrige Dosis ,,N“; Zelllinien MN2 — MN7), und (¢)

MNs._Jq-D'L 5 Gy (hohe Dosis ,,H“; Zelllinien MHI1/4 und 5)

dargestellt. Thr Durchschnitt betrug jeweils etwa 8,5 %.

MNG o I-UEE Die durchschnittliche PE beider homogen bestrahlter
Gruppen, (b) 3 Gy (niedrige Dosis ,,N*; Zelllinien
- |- — HNI — HN3 und HN5) und (d) 5 Gy (hohe Dosis ,,H:
v . . v . Zelllinien HH1 — HH4)) lagen mit 9,62 % und 10,45 %
0 5 10 15 20 jeweils noch hoher. Alle bestrahlten Gruppen
PE 0 Gy unterschieden sich statistisch signifikant von den

Kontrollen.

Zelllinie




67

auf. Innerhalb dieser gab es vier Zelllinien, deren PE mit jeweils 3,62 %, 5,90 %, 6,56 % und
7,58 % unter dem Gruppendurchschnitt lagen sowie zwei, die eine hdhere PE mit jeweils
9,46 % und 13,74 % aufwiesen. Die grofite Streuung der Daten konnte fiir die mit 5 Gy
homogen bestrahlten Zellen beobachtet werden. Hier lagen zwei Zelllinien mit einer PE von
jeweils 1,25 % und 6,67 % deutlich unterhalb des gruppenspezifischen Mittelwertes, wihrend
weitere zwei diesen mit jeweils 13,65 % und 16,07 % iiberschritten. Sowohl fiir die Zellen,
welche homogen mit 3 Gy bestrahlt worden waren, als auch fiir diejenigen der 5 Gy MRT-
Gruppe zeigten die einzelnen Ausplattierungseffizienzen eine homogenere Verteilung. Fiir die
rdaumlich fraktioniert behandelten Zellen konnten PE von 6,38 %, 8,94 % und 10,28 %
beobachtet werden. Die einzelnen PE der zuvor homogen mit 3 Gy bestrahlten Zellen lagen

noch ndher beieinander. Sie betrugen 8,44 %, 8,94 %, 9,65 % und 10,20 %.

Fiir die gesammelten Daten konnten weder eine Normaverteilung noch homogene Varianzen
angenommen werden (Shapiro-Wilk: W= 0.97; p <.001; Levene: F(4/475) =7.63; p <.001).
In einer einfaktoriellen Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis (y*(4) = 30,03; p <.001) und
anschlieBend  durchgefiihrten paarweisen Post-hoc-Vergleichen zeigten sich die
Ausplattierungseffizienzen aller bestrahlten Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe als
statistisch signifikant erhoht (3 Gy homogen: W= 6.50; p <.001; 3 Gy MRT: W =6.65;
p <.001; 5 Gy homogen: W=5.48; p=.001; 5 Gy MRT: W=5.99; p <.001). Untereinander
unterschieden sich die PE der zuvor bestrahlten Versuchsgruppen nicht signifikant (jeweils

p>.05).

Uberlebensfraktion

Aus der Analyse der dosisabhingigen Uberlebensfraktionen mussten innerhalb der 2018
erhobenen Daten weitere 14 CFA ausgeschlossen werden, deren SF nicht wie normalerweise
eine mit steigender Testdosis kontinuierliche Abnahme zeigte. Diese Abweichungen mussten
aller Wahrscheinlichkeit nach auf Ungenauigkeiten in der Aussaat oder auf duflere Einfliisse
wihrend dem Transport zuriickgefiihrt werden, weshalb die Daten nicht beriicksichtigt werden
konnten. Die finale Stichprobengrofle bestand also aus 26 Koloniebildungstests, von denen
jeweils zwei zur Kontrollgruppe sowie zur 5 Gy MRT-Gruppe zdhlten. Die homogen
bestrahlten Gruppen bestanden aus vier CFA fiir die 5 Gy-Dosis und sechs fiir die 3 Gy-Dosis.
Den groBten Umfang hatte mit zwolf Koloniebildungstests die 3 Gy MRT-Gruppe. Diese
GruppengroBBen entsprachen durchschnittlich 1,5 CFA pro eingeschlossener Zelllinie

(Min. = 1; Max. = 3). Sie lagen damit unterhalb des eigentlich geplanten Umfangs von drei
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Koloniebildungstests pro in die Analyse aufgenommenen Zelllinie. Die jeweiligen

GruppengroBBen sind in der Tabelle 4.7 zusammengefasst.

Tabelle 4.7 Anzahl der Zelllinien und CFA die in die Analyse der Daten aus der
Versuchsreihe 2018 eingeschlossen werden konnten

Plattierungseffizienz Uberlebensfraktion
Gruppe Zellinien CFA Zelllinien CFA
Kontrolle 3 4 2
3 Gy homogen 4 8 3
3 Gy MRT 6 13 6 12
5 Gy homogen 4 9 3 4
5 Gy MRT 3 6 2 2

Anmerkung: Aufgrund eines abweichenden Verlaufs der dosisspezifischen SF, der
am wahrscheinlichsten auf Ungenauigkeiten wdihrend der Aussaat oder auf
duflere Einfliisse durch den Transport der Zellen zuriick zu fiihren war, mussten
von der Berechnung der mittleren SF der Gruppen weitere CFA ausgeschlossen
werden.

Nach der Bestrahlung der CFA mit 1 Gy unterschieden sich die Uberlebensfraktionen der
verschiedenen Versuchsgruppen nur wenig voneinander. Die Kontrollgruppe zeigte bei dieser
niedrigen Dosis eine SF von 0,69 (SD = 0,48), wihrend die homogen mit 3 Gy bestrahlten
Zellen mit 0,51 (SD=0,26) die niedrigste SF aufwiesen. Die Uberlebensfraktionen aller
anderen Gruppen lagen bei 0,63 (SD der mit 5 Gy bestrahlten Zellen jeweils 0,18; 3 Gy MRT:
SD = 0,25). Mit steigender Testdosis fanden sich deutlichere Abweichungen der SF zwischen
den Versuchsgruppen. Nach der Bestrahlung mit 2 Gy wies die Kontrollgruppe mit 0,61
(8D =0,26) noch immer die hochste SF auf. Es folgten die 5 Gy MRT-Gruppe mit 0,51
(SD =0,17), die 3 Gy MRT-Gruppe mit 0,45 (SD = 0,14), die Gruppe, welche eine homogene
Bestrahlung mit 5 Gy erhalten hatte mit 0,43 (SD = 0,15), sowie die zuvor homogen mit 3 Gy
bestrahlten Zellen, welche mit 0,33 (SD = 0,15), wie schon bei der Testdosis von 1 Gy, die
niedrigste SF aufwiesen. Auch fiir die hoheren Testdosen blieb deren SF die geringste. Bei 4 Gy
sank sie auf 0,12 (SD = 0,05), bei 6 Gy auf 0,03 (SD = 0,02) und nach einer Applikation von
8 Gy betrug sie nurmehr 0,01 (SD=0,01). Auch fiir die mit 5 Gy homogen bestrahlte
Versuchgruppe lieBen sich vergleichsweise niedrige SF feststellen. Mit steigender Testdosis
sank die Uberlebensfraktion auf 0,14 (SD = 0,06) bei 4 Gy, auf 0,04 (SD =0,02) bei 6 Gy,
sowie auf ebenfalls nurmehr 0,01 (SD = 0,01) nach einer Applikation von 8 Gy. Die hochsten
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Uberlebensfraktionen wies ab einer Testdosis von 4 Gy die 5 Gy MRT-Gruppe auf. Nach einer
Bestrahlung mit 4 Gy betrug sie noch 0,28 (SD = 0,17), nach 6 Gy noch 0,16 (SD = 0,14) und
nach 8 Gy 0,09 (SD = 0,09). Sowohl die SF der Gruppe, welche eine MRT mit 3 Gy erhalten
hatte, als auch diejenigen der Kontrolle, lagen zwischen den zuvor geschilderten Werten. Die
Kontrollgruppe zeigte mit 0,20 (SD = 0,09) nach 4 Gy, 0,07 (SD = 0,04) nach 6 Gy sowie 0,02
(SD=0,02) nach 8 Gy die zweithdchsten Uberlebensfraktionen. Wobei diejenigen der
3 Gy MRT-Gruppe mit 0,14 (SD = 0,10) nach 4 Gy, 0,04 (SD =0,07) nach 6 Gy und 0,02
(SD = 0,04) nach einer Dosisapplikation von 8 Gy knapp darunter lagen. In der Abbildung 4.11
sind die gruppenspezifischen Uberlebensfraktionen fiir jede Testdosis graphisch dargestellt. Sie
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verdeutlicht den im Vergleich zu allen anderen Versuchsgruppen langsameren Abfall der SF

der 5 Gy MRT-Gruppe.

In fiir jede Testdosis durchgefiihrten einfaktoriellen Varianzanalysen und anschlieBenden Post-
hoc-Tests zeigte sich, dass die SF beider homogen bestrahlter Gruppen bei den Testdosen von
2 Gy, 4 Gy und 6 Gy signifikant von derjenigen der Kontrollgruppe abwichen. Fiir die 8 Gy
Dosis war dieser Unterschied nicht mehr signifikant. Gleiches traf fiir die Testdosen von 4 Gy
und 6 Gy auch auf die Uberlebensfraktionen der 3 Gy MRT-Gruppe zu. Weitere signifikante
Unterschieden fanden sich fiir alle Testdosen > 2 Gy zwischen der 5 Gy MRT-Gruppe und den
anderen bestrahlten Versuchgruppen, nicht jedoch im Vergleich zur Kontrollgruppe. In den

Tabellen 4.8 und 4.9 sind diese Ergebnisse zusammengefasst.

Tabelle 4.8 Teststatistiken der einfaktoriellen Varianzanalysen
beziiglich der unterschiedlichen Uberlebensfraktionen der CFA-

Versuchsreihe 2018
Dosis Teststatistik p-Wert
1 Gy F(4,81.22) = 3.40 .013°
2 Gy F(4,76.66) = 13.24 <.001***
4 Gy F(4,78.63) = 9.53 <.001**"
6 Gy 272(4) = 40,46 <.001**
8 Gy 244)=16.84 002°*

Anmerkung: Fiir den Vergleich der SF bei den Testdosen 1 Gy, 2 Gy und 4 Gy
wurde eine ANOVA nach Welch durchgefiihrt. Die Testung auf statistische
Signifikanz erfolgte bei den héheren Dosen durch eine einfaktorielle
Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis.

Erginzend zur dosisspezifischen Betrachtung der Uberlebensfraktionen wurde das
Zelliiberleben in Abhdngigkeit von der Testdosis fiir alle Gruppen graphisch in Form von
Uberlebenskurven verdeutlicht. Diese wurden durch die Regression der gesammelten Daten
nach dem linear-quadratischen Modell (s.h. Kapitel 3.2.2B, Formel 3.11) fiir jede Gruppe
erstellt. Die Abbildung 4.12 zeigt alle Uberlebenskurven im Vergleich. Zusitzlich hierzu sind
die errechneten Sensibilititskoeffizienten aller Gruppen in der Tabelle 4.10 einander
gegeniibergestellt. Fiir die Uberlebenskurve der Kontrolle konnten ein a = 0,187 /Gy
(SEM = 0,099) sowie ein B = 0,045 /Gy? (SEM = 0,014), mit einem Streuparameter von 1,500
berechnet werden. In den homogen bestrahlten Gruppen fand sich fiir die niedrigere Dosis von

3 Gy ein a=0,519 /Gy (SEM = 0,055) sowie ein B = 0,006 /Gy? (SEM = 0,008), mit einem
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Streuparameter von 1,341, und fiir die hdhere Dosis von 5 Gy ein a = 0,418 /Gy (SEM = 0,040)
sowie ein B = 0,024 /Gy? (SEM = 0,006), mit einem Streuparameter von 0,684. Innerhalb der
mittels MRT behandelten Gruppen lieen sich deutlich hohere Streuparameter feststellen. Fiir
die 3 Gy Dosis lag dieser bei 6,110, bei einem a = 0,464 /Gy (SEM = 0,080) sowie einem
B = 0,003 /Gy? (SEM = 0,011). Fiir die 5 Gy Dosis betrug er 11,960, bei einem a = 0,367 /Gy
(SEM=0,216) und ebenfalls einem B = 0,003 /Gy> (SEM = 0,026). In Hinblick auf das
dosisabhdngige Zelliiberleben unterschieden sich beide homogen bestrahlten Gruppen in
individuell durchgefiihrten ANOVA F-Tests signifikant von der Kontrolle (3 Gy homogen:
F(36,2) =5.227; p=.010; 5 Gy homogen: F(26,2) = 6.054; p = .007).

Tabelle 4.9 Ubersicht iiber die statistisch signifikanten Ergebnisse der Post-
hoc-Analysen beziiglich der Unterschiede der Uberlebensfraktionen
zwischen den Versuchsgruppen (CFA-Versuchsreihe 2018)

Dosis Gruppenvergleich p-Wert

2 Gy 1-2 <.001***
1-4 .003**
2-3 <.001***
2-4 003**
2-5 <.001***

4 Gy 1-2 002**
1-3 034*
1-4 006**
2-5 <.001***
3-5 003**
4-5 001**

6 Gy 1-2 <.001***
1-3 <.001***
1-4 003**
2-5 <.001***
3-5 <.001***
4-5 015°

8 Gy 1-4 052
3-5 043*
4-5 051

Anmerkung: Fiir die Testdosen 2 Gy und 4 Gy wurden Post-hoc-Analysen nach Games-Howell
durchgefiihrt, fiir die anderen Dosen paarweise Vergleiche nach Dwass-Steel-Critchlow-
Fligner.
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Fiir die Uberlebenskurven beider mittels MRT behandelter Versuchsgruppen konnte hingegen
keine signifikante Abweichung von derjenigen der Kontrolle festgestellt werden (jeweils

p > .05).
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Abbildung 4.12 Dosisabhiingige Uberlebenskurven aller Gruppen im Vergleich
(CFA-Versuchsreihe 2018)

Die blaue Kurve zeigt die Referenzkurve der Kontrollgruppe. Die homogen mit
3 Gy bestrahlte Gruppe ist in grau dargestellt und die homogen mit 5 Gy bestrahlte
Gruppe in griin. Die gelbe Kurve bildet das dosisabhingige Uberleben der Zellen
der 3 Gy MRT-Gruppe ab und die rote Kurve zeigt dieses fiir die mit 5 Gy MRT
behandelten Zellen. Die Regression erfolgte nach dem linear-quadratischen
Modell mit der Formel S(D) = exp(-(aD + pD’)). Die Kurven beider homogen

bestrahlter Gruppen unterschieden sich in einem ANOVA F-Test jeweils
signifikant von der Referenzkurve der Kontrolle.

Zusammenfassung

Alle bestrahlten Versuchsgruppen wiesen mit 8,5 — 10,5% signifikant hohere
Ausplattierungseffizienzen als die Kontrolle auf. Die Varianz der zellinienspezifischen PE war
innerhalb der meisten Versuchsgruppen sehr hoch. In die Analyse des Zelliiberlebens konnten
letztendlich 26 Koloniebildungstests eingeschlossen werden. Die Uberlebenskurven und
Sensibilititskoeffizienten beider homogen bestrahlter Versuchsgruppen unterschieden sich

signifikant von derjenigen der Kontrollgruppe. Fiir die mittels MRT behandelten Gruppen
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konnte keine signifikante Abweichung beobachtet werden. Allerdings néherte sich der p-Wert
fiir den Vergleich der Uberlebenskurven der 5 Gy MRT-Gruppe und der Kontrolle mit p = .06
ebenfalls einem statistisch signifikanten Ergebnis an. Dies spiegelt sich auch innerhalb der
dosisspezifisch durchgefiihrten Vergleiche der Uberlebensfraktionen wider. Auch hier zeigten
sich, zumindest fiir die Testdosen 4 Gy und 6 Gy, statistisch signifikant niedrigere SF fiir beide
homogen bestrahlten Gruppen sowie fiir die 3 Gy MRT-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle.
Die Uberlebensfraktionen der 5 Gy MRT-Gruppe lagen allerdings ab einer Dosis von 4 Gy
deutlich oberhalb denjenigen aller anderen Gruppen. Dieser Unterschied zeigte sich jedoch als
statistisch nicht signifikant.

Tabelle 4.10 Sensibilititskoeffizienten a@ und S fiir alle
Versuchsgruppen (CFA-Versuchsreihe 2018)

Gruppe Koeffizient SEM
Kontrolle a: 0,187 0,099
p: 0,045 0,014
3 Gy homogen a:0,519 0,055
g : 0,006 0,008
3 Gy MRT a: 0,464 0,080
p:0,003 0,011
5 Gy homogen a:0,418 0,040
p:0,024 0,006
5 Gy MRT a: 0,367 0,216
£:0,003 0,026

4.2.3 Vergleich beider CFA-Versuchsreihen

Ausplattierungseffizienz

In beiden Versuchsreihen lagen die berechneten Ausplattierungseffizienzen aller Gruppen
zwischen 6 % und 11 %. Innerhalb der Koloniebildungstests von 2017 wich nur die 5 Gy MRT-
Gruppe in Hinblick auf die PE signifikant von allen anderen Gruppen ab. Diese lag mit 10,59 %
sowohl im Vergleich zur Kontrolle als auch im Vergleich zu allen anderen bestrahlten Gruppen
statistisch signifikant hoher. In der Versuchsreihe von 2018 hingegen lagen die PE aller zuvor

bestrahlten Gruppen statistisch signifikant iiber derjenigen der Kontrolle. Untereinander wiesen
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die vorbestrahlten Gruppen in Hinblick auf ihre PE, welche zwischen 8,5 % und 10,5 % lagen,

keine deutlichen Unterschiede auf.

Die Streuung der PE-Daten war fiir beide CFA-Versuchsreihen dhnlich hoch. Innerhalb der
Koloniebildungstests von 2017 schwankten sie zwischen etwa 2 % und 14 %, wobei die
homogen mit 5 Gy bestrahlte Gruppe die groBte Streubreite der zelllinienspezifischen PE
aufwies. Fiir die 5 Gy MRT-Gruppe zeigten sich einerseits die homogensten PE-Daten und
anererseits auch die hochste Ausplattierungseffizienz. Auch innerhalb der 2018 durchgefiihrten
CFA schwankte die PE zwischen etwa 1 % und 16 %. Auch hier besal die Gruppe der homogen
mit 5 Gy bestrahlten Zellen die groBte Streubreite. Die homogensten PE-Daten stammten 2018
zum einen aus der Gruppe von Zellen, welche mit 3 Gy homogen bestrahlt worden waren und

zum anderen, wie auch schon 2017, aus der 5 Gy MRT-Gruppe.
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Abbildung 4.13 Vergleich der gruppenspezifischen Ausplattierungseffizienzen beider CFA-Versuchsreihen

Abgebildet sind der gruppenspezifische Median und die Streuung der Daten im Sinne von
Interquartilenabstand (IQR) und Ausreiflerwerten, welche auBerhalb des 1,5-fachen des IQR liegen. Die PE
der Kontrollgruppe (1) zeigte einen Median von 5,25 % in der Versuchsreihe von 2017 (Gulmay (G) in blau)
sowie von 4,25 % innerhalb der Daten von 2018 (Xstrahl (X) in gelb). Fiir die mit 3 Gy homogen bestrahlten
Zellen (2) lag die mediane PE bei 5,38 % (G) beziechungsweise 9,25 % (X). Sie betrug 6,63 % (G) bzw. 7,75 %
(X) fiir die 3 Gy MRT-Gruppe (3). In der Gruppe der Tumorzellen, welche homogen mit 5 Gy bestrahlt worden
waren (4) lag die mediane PE 2017 bei 7,00 % (G) und 2018 bei 10,50 % (X). Die 5 Gy MRT-Gruppe zeigte
eine genau gegenteilige Verteilung der PE mit 10,50 % in der ersten (G) und 7,50 % in der zweiten CFA-
Versuchsreihe (X).

Verglich man die gruppenspezifischen Mittelwerte der PE beider Versuchsreihen miteinander,
so iliberstieg die PE der Koloniebildungstests aus dem Jahr 2018 diejenige der schon 2017
durchgefiihrten Tests fiir beide mit 3 Gy bestrahlten Gruppen sowie fiir die mit 5 Gy homogen

bestrahlten Zellen um durchschnittlich 2,45 Prozentpunkte. Innerhalb der 5 Gy MRT-Gruppe
zeigte sich ein umgekehrtes Bild, hier wiesen die 2017 durchgefiihrten CFA eine um
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2,42 Prozentpunkte hohere PE auf. In fiir jede Gruppe durchgefiihrten Mann-Whitney-U-Tests
ergaben sich fiir diese Unterschiede jeweils statistisch signifikante Ergebnisse (3 Gy homogen:
U(132/96) =3783; p<.001; 3Gy MRT: U(132/156)=8333; p=.005; 5 Gy homogen:
U(105/108) =4561; p =.014; 5 Gy MRT: U(131/72) = 3428; p = .001). Fiir die Kontrollgruppe
zeigten sich, mit 6,50 % im Jahr 2017 und 6,03 % im Jahr 2018, hingegen keine
unterschiedlichen Ausplattierungseffizienzen der beiden Teilanalysen (Mann-Whitney-U:
p > .05). Die Abbildung 4.13 vergleicht die medianen Ausplattierungseffizienzen beider CFA-

Versuchsreihen fiir alle Gruppen.

Uberlebensfraktion

In der 2017 durchgefiihrten CFA-Versuchsreihe zeigten sich flir die hoheren Testdosen

signifikant niedrigere Uberlebensfraktionen aller bestrahlter Versuchsgruppen im Vergleich zur
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Abbildung 4.14 Geridtespezifischer Vergleich der SF fiir die mit 1 Gy und 2 Gy bestrahlten Testplatten
beider CFA-Versuchsreihen

Nach einer Dosisapplikation von 1 Gy (a) waren die SF aller Versuchsgruppen an beiden Gerdten
vergleichbar. Bei einer Testdosis von 2 Gy (b) unterschieden sich diese fiir die Kontrollgruppe (1) und
beide mit 5 Gy bestrahlten Gruppen, (4) homogen und (5) MRT, sowie fiir die 3 Gy MRT-Gruppe (3)
ebenfalls nicht. Fiir die mit 3 Gy homogen bestrahlte Gruppe (2) lag die SF der 2 Gy-Testplatten, welche
am Gulmay (G) behandelt wurden, jedoch statistisch signifikant {iber derjenigen, der am Xstrahl (X)
bestrahlten Platten.
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Kontrolle. Untereinander unterschieden sich diese nur unwesentlich. In der Versuchsreihe von

2018 lagen die Uberlebensfraktionen beider mit 3 Gy bestrahlten Gruppen, sowie der mit 5 Gy
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Abbildung 4.15 Geriitespezifischer Vergleich der Uberlebensfraktionen der mit 4 Gy, 6 Gy und 8 Gy
bestrahlten Testplatten beider CFA-Versuchsreihen

Fiir die Testdosen, 4 Gy (a), 6 Gy (b) und 8 Gy (c), lagen sowohl die SF der Kontrollgruppe (1), als auch
diejenigen beider mit 3 Gy bestrahlter Gruppen, homogen (2) und MRT (3), sowie die der Zellen, welche
eine homogene Bestrahlung mit 5 Gy erhalten hatten (4), in der Versuchsreihe 2017 (G) jeweils signifikant
iiber der SF der 2018 durchgefiihrten CFA (X). Fiir die 5 Gy MRT-Gruppe konnte hingegen kein statistisch
signifikanter Unterschied der dosisabhdngigen SF zwischen beiden Versuchsreihen gefunden werden.
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homogen behandelten Gruppe ebenfalls zum Teil statistisch signifikant unterhalb derjenigen
der Kontrolle. Dieses Phianomen lieB sich allerdings nur fiir die Dosen 2 Gy, 4 Gy und 6 Gy,
nicht jedoch fiir die Testdosis von 8 Gy beobachten. Die 5 Gy MRT-Gruppe zeigte in der
zweiten Versuchsreihe {iberraschenderweise keine signifikante Abweichung von der Kontrolle,
schien jedoch einen deutlich verzogerten Abfall der dosisabhiingigen Uberlebensfraktion
aufzuweisen, welche fiir fast alle Testdosen deutlich oberhalb derjenigen aller anderen Gruppen

lag.

Wurden beide Versuchsreihen in Hinblick auf ihre Ergebnisse zur Strahlensensibilitidt der
Zellen verglichen, so schienen beide Bestrahlungsgerite, das Gulmay RS225 (damals Gulmay
Medical) des Klinikums rechts der Isar (G) und das Xstrahl RS225 am Helmholtz Zentrum
Miinchen in Neuherberg (X) (beide Xstrahl Limited, Camberley, Vereinigtes Konigreich), bei
den niedrigen applizierten Testdosen, zu #hnlichen Uberlebensfraktionen zu fiihren. Bei
steigender Dosis zeigten sich allerdings fiir alle Versuchsgrupen Unterschiede zwischen den SF
aus den beiden Versuchsreihen. Diese waren in fast jedem Fall statistisch signifikant. Eine
Ausnahme bildete hierbei die SF der 5 Gy MRT-Gruppe. Fiir sie ergaben sich in durchgefiihrten
t-Tests keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Uberlebensfraktionen der an
den verschiedenen Geréten durchgefiihrten CFA (jeweils p > .05). Die SF der am Gulmay

bestrahlten Koloniebildungstests lag fiir alle anderen Gruppen ab einer Dosis von 4 Gy

Tabelle 4.11 Uberblick iiber die statistisch signifikanten Unterschiede der Uberlebensfraktionen zwischen
den CFA welche am Gulmay beziehungsweise am Xstrahl durchgefithrt wurden fiir ausgewihlte
Versuchsgruppen

Dosis Kontrolle 3 Gy homogen 3 Gy MRT 5 Gy homogen
2 Gy 1(138.4) = 2.92
p>.5 p=.004"" p>.5 p>.5
4 Gy #H32.7)=4.08 U(72/72) = 1361.0 U(132/144) = 5838.5 N(72/48) = 602.0
p<.001"** p<.001**" p<.001*** p<.001"*"
6 Gy #{33.4)=5.76 (72/72) = 455.0 U(131/144) = 3634.5 L(72/48) = 561.0
p <.001** p<.001*** p<.001** p <.001**
8 Gy #13.1)=9.39 N72/72) = 559.0 U(130/144) = 2802.5 [N(72/48) = 194.5

p <.001*** p<.001*** p<.001°** p<.001°**



78

statistisch signifikant oberhalb derjenigen der am Xstrahl durchgefiihrten. In beiden Gruppen,
welche mit 3 Gy bestrahlt worden waren, zeigte sich bereits ab einer Testdosis von 2 Gy ein
signifikanter Unterschied der SF. In den Abbildungen4.14 und 4.15 sind diese
geritespezifischen Unterschiede fiir jede Testdosis graphisch verdeutlicht. AuBBerdem zeigt die
Tabelle 4.11 einen Uberblick iiber die statistisch signifikanten Unterschiede der

gruppenspezifischen SF beider Versuchsreihen.
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Abbildung 4.16 Gegeniiberstellung der Uberlebenskurven der Kontrollgruppe aus beiden CFA-Versuchsreihen

In der Versuchsreihe 2017 (a) berechnete sich fiir die Uberlebenskurve der Kontrolle ein a = 0,407 /Gy und

f=-0,015/Gy?. 2018 (b) fanden sich Sensibilititskoeffizienten von jeweils a = 0,187 /Gy und g= 0,045 /Gy>.

Der Unterschied ist in einem deutlich gekriimmten Verlauf, mit typischer ,,Schulter*, der aus den Daten von 2018
berechneten Kurve sichtbar.

Auch in Hinblick auf die Regressionskurven, welche das Zelliiberleben jeder Gruppe in
Abhéngigkeit von der Bestrahlungsdosis abbilden, liefen sich zwischen beiden CFA-
Versuchsreihen filir die meisten Gruppen deutliche Unterschiede feststellen. Diese waren fiir
die beiden mittels MRT behandelten Veruschsgruppen am geringsten. Fiir die 3 Gy MRT-
Gruppe lagen die Sensibilititskoeffizienten 2017 bei a = 0,440 /Gy und B =-0,011/Gy?,
wihrend sie 2018 fiir & = 0,464 /Gy und fiir f = 0,003 /Gy? betrugen. Fiir die 5 Gy MRT-
Gruppe konnte aus den Daten von 2017 ein a = 0,328 /Gy und ein B = 0,003 /Gy? sowie aus
den Daten von 2018 ein a = 0,367 /Gy und ebenfalls ein § = 0,003 /Gy? berechnet werden. Die
Kurven beider Gruppen waren durch einen insgesamt flachen und eher geraden Abfall der

Uberlebensfraktion ohne sichtbare ,,Schulter gekennzeichnet. In der Abbildung 4.17 sind die
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Abbildung 4.17 Gegeniiberstellung der Uberlebenskurven der mittels MRT bestrahlten Gruppen aus beiden
CFA-Versuchsreihen

Die aus den Daten beider Versuchsreihen berechneten Uberlebenskurven waren sich fiir die mittels MRT
behandelten Versuchsgruppen am dhnlichsten. Fiir die 3 Gy-Gruppe errechneten sich 2017 (a) ein
a=0,440 /Gy und ein p=-0,011/Gy? sowie 2018 (b) ein a= 0,464 /Gy und ein f= 0,003 /Gy> Die
Regressionskurven der 5 Gy-Gruppe wiesen 2017 (c) eina = 0,328 /Gy und ein g = 0,003 /Gy? auf, sowie 2018
(d) ein a = 0,367 /Gy und ebenfalls ein § = 0,003 /Gy? Alle hier dargestellten Kurven sind durch einen flachen
und eher geraden Abfall der Uberlebensfraktion gekennzeichnet.

Uberlebenskurven beider MRT-Gruppen einander gegeniibergestellt. Die Uberlebenskurven
der homogen bestrahlten Gruppen sowie der Kontrollen aus den beiden Versuchsreihen wichen
stairker voneinander ab. Die Regressionskurve der Kontrollgruppe zeigte 2017 mit
a=0,407 /Gy und B =-0,015/Gy? einen weitaus weniger steilen Abfall als diejenige von
2018, welche mit einem a = 0,187 /Gy sowie einen B = 0,045 /Gy? eine deutliche ,,Schulter*
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Abbildung 4.18 Gegeniiberstellung der Uberlebenskurven der homogen bestrahlten Gruppen aus beiden
CFA-Versuchsreihen

Fiir die Uberlebenskurven der mit 3 Gy homogen bestrahlten Zellen errechnete sich aus den Daten von 2017
(a) ein @ = 0,270 /Gy und ein = 0,011 /Gy?, sowie aus den Daten von 2018 (b) ein a = 0,519 /Gy sowie ein

f= 0,006 /Gy>. Ein dhnlicher Unterschied zeigte sich zwischen beiden Versuchsreihen auch fiir die mit 5 Gy
bestrahlten Zellen. Hier fand sich 2017 (c) ein a= 0,351 /Gy und ein = 0,009 /Gy, sowic 2018 ein
a = 0,418 /Gy und ein = 0,024 /Gy*. Graphisch verdeutlicht sich diese Abweichung fiir beide Gruppen in
einem steileren Abfall der Uberlebenskurven aus der Versuchsreihe 2018.

mit anschlieBend stirker abfallendem Verlauf aufwies. Beide Kurven werden graphisch in der
Abbildung 4.16 verglichen. Auch fiir beide Gruppen, deren Zellen homogen bestrahlt worden
waren, bestand dieser graphische Unterschied zwischen den Kurven beider Versuchsreihen.
2017 errechnete sich fiir die mit 3 Gy bestrahlten Zellen ein a=0,270/Gy und ein
B =0,011/Gy? sowie fiir die mit 5 Gy bestrahlten Zellen ein a=0,351/Gy und ein

B = 0,009 /Gy>. Beide Kurven weisen einen weniger steilen Verlauf als ihr Pendant aus der
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Versuchsreihe 2018 auf. Hier fand sich fiir die niedrigere Dosis von 3 Gy ein a = 0,519 /Gy
sowie ein B = 0,006 /Gy? und fiir die hohere Dosis von 5 Gy ein a = 0,418 /Gy sowie ein
B =0,024 /Gy>. In der Abbildung 4.18 findet sich eine graphische Gegeniiberstellung der

Uberlebenskurven beider CFA-Versuchsreihen fiir die homogen bestrahlten Versuchsgruppen.

Zusammenfassung

Trotz der Tatsache, dass beide Datensétze aus den 2017 beziehungsweise 2018 durchgefiihrten
Koloniebildungstests nicht direkt vergleichbar waren, lieBen sich aus der getrennten
Betrachtung beider Versuchsreihen und ihrem anschlieBenden Vergleich dennoch Schliisse
ziehen. Das klonogene Zelliiberleben nach der Bestrahlung mit mehreren Testdosen, war fiir
die beiden homogen bestrahlten Versuchsgruppen sowie fiir die 3 Gy MRT-Gruppe signifikant
niedriger als das der Kontrolle. Fiir die 5 Gy MRT-Gruppe zeigten sich die Ergebnisse beider
Versuchsreihen hingegen nicht kongruent. Innerhalb der mit dem Gul/may bestrahlten Tests
unterschied sich ihre SF nur fiir die 8 Gy Dosis von derjenigen der Kontrolle. Die am Xstrahl
bestrahlten CFA lieBen fiir die 5 Gy MRT-Gruppe, im Vergleich zu allen anderen
Versuchsgruppen, allerdings eine deutliche hohere SF ab einer Testdosis von 4 Gy feststellen.
Dieser Unterschied erwies sich jedoch als nicht signifikant. Auch der Vergleich der
Uberlebenskurven beider Versuchsreihen kam zu #hnlichen Ergebnissen. Die Kurven der mit
5 Gy homogen bestrahlten Zellen verliefen jeweils signifikant unterhalb der jeweiligen
Referenzkurve der Kontrollen. Auch die Uberlebenskurven der mit 3 Gy homogen bestrahlten
Zellen, lagen unter den Kontrollkurven, allerdings in der Versuchsreihe von 2017 mit einem
p =.068 statistisch nur anndherungsweise signifikant. Im Gegensatz hierzu wich fiir die
3 Gy MRT-Gruppe nur die 2017 erstellte Kurve von derjenigen der Kontrolle ab. Die grofiten
Unterschiede konnten wiederum fiir diejenigen Zellen, welche eine MRT mit 5 Gy erhalten
hatten, beobachtet werden. Thre Uberlebenskurve zeigte fiir die Daten, welche 2017 erhoben
wurden, einen signifikant von derjenigen der Kontrolle abweichenden Verlauf, bei dem sie fiir
die hoheren Testdosen unter dieser lag. Fiir die 2018 durchgefiihrten Koloniebildungstests,
verlief sie allerdings oberhalb der Referenzkurve. Mit einem p = .066 war diese Abweichung

nahezu statistisch signifikant.
4.3 Chromosomenaberrationen

Gruppengrofie und Anzahl der Metaphase Zellkerne

Fiir die Kontrollgruppe konnten insgesamt drei Zelllinien ausgewertet werden. Eine stammte

aus einem zuvor ,schein-bestrahlten Tumor, die anderen zwei aus jeweils unbestrahlten
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Tumoren. Um die relativ kleine Grofe der Gruppe zumindest teilweise zu kompensieren,
wurden statt 500 fiir jede der Zelllinien etwa 1000 Metaphase-Zellkerne analysiert (N1 = 1.000;
N2 =1.000; N3 = 978). Die anderen, zuvor in der in vivo Analyse der Wachstumsverzogerung
untersuchten Kontrolltumoren, mussten aus verschiedenen Griinden von der FISH-Analyse
ausgeschlossen werden. Jeweils drei der ,,schein-bestrahlten Tumoren waren zu klein und eine
Isolation der Zellen war nicht erfolgreich. Eine weitere Zelllinie der ,,schein-bestrahlten*
Tumoren konnte initial zwar erfolgreich isoliert werden, eine dauerhafte Zellkultur war jedoch
auch fiir sie nicht mdglich. Auch fiir jeweils eine Zelllinie aus den unbestrahlten Tumoren war
einerseits eine Isolation aufgrund des kleinen Tumorvolumens ohne Erfolg. Andererseits
konnten Zellen aus einer initial erfolgreichen Isolation nicht dauerhaft in Zellkultur erhalten
werden. Zusammenfassend konnten fiir die Kontrollgruppe also insgesamt drei der urspriinglich
neun Tumoren in die FISH-Analyse eingeschlossen werden. Fiir die Gruppe der Tumorzellen,
welche homogen mit 3 Gy bestrahlt worden waren, wurden insgesamt fiinf Zelllinien der
urspriinglich sechs Tumoren in die Auswertung mittels FISH eingeschlossen. Ein Tumor dieser
Bestrahlungsgruppe wurde durch die Strahlenbehandlung kontrolliert und fiel deshalb fiir alle
nachfolgenden Untersuchungen aus. Sieben Zelllinien bildeten die Gruppe von Tumorzellen,
welche zuvor eine MRT mit 3 Gy erhalten hatten. Das entsprach allen auf diese Art behandelten
Tumoren. Fiir die Gruppe von Zellen, welche homogen mit 5 Gy bestrahlt worden waren,
konnten vier Zelllinien analysiert werden. Einer der initial sechs Tumoren dieser Gruppe wurde
durch die vorausgehende Strahlenbehandlung kontrolliert und stand aus diesem Grund fiir keine
weiteren Untersuchungen zur Verfiigung. Die Zellen des zweiten nicht in die Analyse
einbezogenen Tumors konnten zwar erfolgreich isoliert und kultiviert werden, alle Versuche
einer in situ Hybridisierungen blieben allerdings erfolglos. Fiir die 5 Gy MRT-Gruppe konnten
ebenfalls vier Zelllinien in die FISH-Analyse eingeschlossen werden. Zwei der initial sieben
Tumoren dieser Gruppe blieben sehr klein und eine Isolation sowie Zellkultur der Tumorzellen
waren nicht erfolgreich. Die Farbungen einer weiteren erfolgreich kultivierten Zelllinie wurden
ausschlieBlich von Tim Setzkorn, einem Masterstudenten, im Rahmen seines Praktikums
ausgewertet. Sie wurde, um den statistischen Fehler durch eine inter rater variability moglichst

klein zu halten, ebenfalls von der Analyse ausgeschlossen.

Fiir die vier bestrahlten Versuchsgruppen sollten pro Zelllinie jeweils 500 Metaphase-Zellkerne
analysiert werden. Die tatsdchliche Anzahl der in die Analyse eingeschlossenen Zellkerne lag
fiir die Gruppe, welche homogen mit 3 Gy bestrahlt worden war bei 531,40 (SD = 89,80), fiir
die Gruppe, an die die gleiche Dosis mittels Mikrostrahlen abgegeben worden war, bei 465,29
(SD = 58,63), fiir die homogen mit 5 Gy bestrahlte Gruppe bei 496,25 (SD = 7,50) und fiir die
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Gruppe, die eine Dosis von 5 Gy durch Mikrostrahlen erhalten hatte, bei 491,75 (SD = 13,38).
Fiir die Kontrollgruppe wurden somit insgesamt 2.978 Zellkerne untersucht. Beide mit 3 Gy
bestrahlten Versuchsgruppen wiesen mit 2.657 analysierten Nuklei in der homogen bestrahlten
Gruppe und 3.257 in der MRT-Gruppe eine &hnliche GroBe auf. Die Gesamtzahl der
analysierten Zellkerne wich fiir beide mit 5 Gy behandelten Gruppen allerdings deutlich von
den anderen ab. In der homogen bestrahlten Gruppe wurden insgesamt 1.985, in der MRT-
Gruppe 1.967 Metaphase-Zellkerne untersucht. In der Tabelle 4.12 sind die finalen

GruppengroBBen zusammengefasst.

Tabelle 4.12 Anzahl der Zelllinien und Metaphase-
Zellkerne die in die FISH-Analyse eingeschlossen werden

konnten
Gruppe Zelllinien Metaphasen
Kontrolle 3 2978
3 Gy homogen 5 2657
3 Gy MRT 7 3257
5 Gy homogen -+ 1985
5 Gy MRT 4 1976

Um die untersuchten Merkmale zwischen den unterschiedlich groBen Gruppen vergleichen zu
konnen, wurde jeweils der Gruppenmittelwert anteilig fiir 100 analysierte Zellkerne bestimmt.
Unterschieden werden konnte zwischen den Chromosomen zwei und vier, welche griin
beziehungsweise orange fluoreszierten, sowie zwischen den anderen in blau mit DAPI
gegengefarbten Chromosomen, welche der Einfachheit halber im Folgenden als ,,weitere
Chromosomen® oder ,,andere Chromosmen® bezeichnet werden. Zu den untersuchten
Kategorien zdhlten die Anzahl der beobachteten Translokationen zwischen Chromosom zwei
und vier, die sich als orange-griine Chromosomen darstellten (;, T orange-griin ), sowie jeweils
die Anzahl an Translokationen zwischen Chromosom zwei oder vier und einem anderen
Chromosom, welche als orange-blaue oder griin-blaue Chromosomen sichtbar waren (,, T blau-
griin“und ,, T blau-orange *). Weiterhin wurden Insertionen (,,/*) dokumentiert. Eine weitere
Kategorie stellten azentrische Chromosomen dar. Eingeschlossen wurden die am héufigsten
dokumentierten, welche zum einen aus einem griinen und einem orangen Anteil bestanden
(,AF 10-1G*) sowie zum anderen aus zwei griinen und entweder einem oder zwei orangen
Anteilen (,,AF 10-2G*“ oder ,,AF 20-2G“). Zusétzlich wurden Monosomien und Trisomien

der Chromosomen zwei und vier (,,Mono griin®; , Mono orange®; , Trigriin“ und
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,, Iri orange ) analysiert. In der Abbildung 4.19 finden sich verschiedene beispielhafte unter

dem Fluoreszenzmikroskop beobachtete Verdnderungen.

(e) (H

Abbildung 4.19 Metaphase-Zellkerne der FaDu-Tumorzellen unter dem Fluoreszenzmikroskop

Es sind einerseits zum Vergleich die drei unterschiedlich ausgeprégten azentrsichen Chromosomen mit
Anteilen der Chromosomen zwei und vier abgebildet: (a) /O-2G in einem Zellkern der 5 Gy MRT-Gruppe,
(b) 20-2G aus der 3 Gy MRT-Gruppe und (c) zweimal /O-1G aus der 5 Gy homogen-Gruppe. Andererseits
finden sich in den Abbildungen sowohl eine Insertion von Fragmenten des Chromosoms vier in ein weiteres
Chromosom in einem Zellkern der Kontrollgruppe (d) als auch die verschiedenen Translokationsformen in

jeweils zwei Zellkernen der 5 Gy homogen-Gruppe: (e) T blau-orange und T orange-griin sowie (f) T griin-
blau.
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Translokationen

Auf 100 Metaphase-Zellkerne kamen in der Kontrollgruppe durchschnittlich
4,79 Translokationen (SD = 2,33). Davon waren 70,5 % (SD = 13,4) Translokationen zwischen
Chromosom zwei und einem weiteren Chromosom. Translokationen zwischen Chromosom
vier und einem weiteren Chromosom machten 26,7 % (SD = 14,2) aus und Translokationen
zwischen den Chromosomen zwei und vier 2,8 % (SD=4,9). In den bestrahlten
Versuchsgruppen konnten vergleichsweise mehr Translokationen beobachtet werden. Von
100analysierten Metaphase-Zellkernen wiesen nach einer Behandlung mit 3 Gy 14,91 Nuklei
(8D =9,92) der MRT-Gruppe und 11,02 Nuklei (SD = 7,59) der homogen bestrahlten Gruppe
Translokationen auf. In der Gruppe der rdumlich fraktioniert mit 5 Gy bestrahlten Tumorzellen
fanden sich in 8,15 von 100 Zellkernen (SD = 10,32) Translokationen. In der mit 5 Gy homogen
bestrahlten Gruppe waren es 8,86 (SD = 1,45). Der Vergleich der gruppenspezifischen Anzahl

15 {
‘ k Gruppe
1
10 2
I
l I | 3
4
5 1 I >
1
0 <
T gesamt

Abbildung 4.20 Gesamtanzahl der Translokationen pro 100 analysierten
Metaphase-Zellkernen

In der Kontrollgruppe (1) fanden sich insgesamt pro 100 Zellkernen
durchschnittlich 4,79 Translokationen. Alle bestrahlten Gruppen zeigten
einen hoheren Anteil an Zellkernen mit Translokationen. Fiir die mit 3 Gy
homogen bestrahlten Zellen (2) lag dieser bei 11,02, in der 3 Gy MRT-
Gruppe (3) bei 14,91, fiir die mit 5 Gy homogen bestrahlten Tumorzellen
(4) bei 8,86, sowie in der 5 Gy MRT-Gruppe (5) bei 8,15. Statistisch
signifikant war diese erhohte Anzahl translozierter
Chromosomenabschnitte sowohl fiir die Zellen, welche eine MRT mit 3 Gy
erhalten hatten (p =.037), als auch fiir diejenigen, welche homogen mit
5 Gy bestrahlt worden waren (p = .035).

an Translokationen ist in Abbildung 4.20 dargestellt. Fiir jede Gruppe wird auBerdem der
prozentuale Anteil der unterschiedlichen Translokationen in der Abbildung 4.21 verdeutlicht.

Fir die homogen bestrahlten Gruppen war, wie in der Kontrollgruppe, der Anteil an
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Translokationen zwischen Chromosom zwei und einem anderen Chromosom mit 74,9 %
(SD = 25,7) fiir die 3 Gy Gruppe und 70,0 % (SD = 21,1) fiir die 5 Gy Gruppe am hochsten. In
den mit RoOntgen-Mikrostrahlen behandelten Tumorzellen war das Verhéltnis der
Translokationen zwischen Chromosom zwei und einem weiteren, sowie zwischen Chromosom
vier und einem weiteren Chromosom ausgeglichener. In der 5 Gy-Gruppe besal3en beide einen
Anteil von etwa 47 % (T7% blau-griin: 46,6 %, SD =34,7 und 7% blau-orange: 46,7 %,
SD = 38,4). In der 3 Gy Gruppe waren 57,1 % (SD = 31,1) der Translokationen ,, blau-griin “,
sowie 40,8 % (SD =32,1) ,,blau-orange*. Den kleinsten Anteil machten, wie zu erwarten,
Translokationen zwischen den Chromosomen zwei und vier aus. Er lag in allen

Versuchsgruppen zwischen etwa 2 % und 15 %.

T% blau-grin T% blau-orange T% orange-grin
2,84 %
26,71 %
70,45 %
(a)
2,06 % 6,16 % 6,64 %
14,78 %
10,31 % 23,87 %
J 4083 % | | | 46,63 %
57,11 % 69.97 % 46,73 %
7491 %
(b) (c) (d) (e)

Abbildung 4.21 Prozentualer Anteil der verschiedenenTranslokationen fiir alle Versuchsgruppen

In der Kontrollgruppe (a), sowie in den homogen mit 3 Gy (b) und 5 Gy (d) bestrahlten Gruppen machten die
Translokationen zwischen Chromosom zwei und einem weiteren Chromosom (,, 7% blau-griin®) mehr als zwei
Drittel aller Translokationen aus, wéhrend ihr Anteil in den mittels Rontgen-Mikrokanidlen bestrahlten
Gruppen, (¢) 3 Gyund (e) 5 Gy, durchschnittlich nur etwa die Hilfte der gesamten Translokationen ausmachte.
Diese unterschiedliche Haufigkeitsverteilung der verschiedenen Translokationen zeigte sich in individuell
durchgefiihrten t-Tests jedoch als statistisch nicht signifikant (p > .05).
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Die Streuung der Anzahl an Translokationen war innerhalb aller Gruppen hoch. Sie war in der
5 Gy MRT-Gruppe besonders ausgeprigt. Fiir deren Datenpunkte konnte, im Gegensatz zu den
anderen Datenreihen, keine Normalverteilung angenommen werden (Shapiro-Wilk: W= 0.762;
p =.017). Dementsprechend wurden um die unterschiedliche Anzahl an Translokationen
innerhalb der bestrahlten Versuchsgruppen mit derjenigen der Kontrollgruppe auf statistische
Signifikanz zu iiberpriifen individuelle t-Tests durchgefiihrt. Eine signifikant hohere Anzahl an
Translokationen fand sich sowohl fiir Tumorzellen, welche eine MRT mit 3 Gy erhalten hatten,
als auch fiir solche, die mit 5 Gy homogen bestrahlt worden waren (3 Gy MRT: #(7.28) = 2.54;
p =.037;5 Gy homogen: #(5.00) = 2.88; p = .035). Fiir die hohere Frequenz an Translokationen
in Tumorzellen, welche homogen mit 3 Gy sowie rdumlich fraktioniert mit 5 Gy bestrahlt
worden waren, waren ein t-Test nach Student beziehungsweise ein Mann-Whitney-U-Test
jeweils nicht signifikant (p >.05). Auch zwischen den verschiedenen Bestrahlungsmodi
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich der beobachteten Haufigkeit von
Translokationen. Die unterschiedliche Haufigkeitsverteilung der Translokationen zwischen den
Chromosomen zwei oder vier und jeweils einem anderen Chromosom (;, T’ blau-griin“ und
,, I blau-orange“) innerhalb der Gruppen, welche eine MRT-Behandlung erhalten hatten,
zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls als statistisch nicht signifikant (jeweils
p > .05). Allerdings ergab ein t-Test flir den verschieden grof8en Anteil an Translokationen von
Chromosom zwei mit einem weiteren Chromosom fiir die 5 Gy MRT-Gruppe im Vergleich zu

ihrem homogen bestrahlten Pendant einen signifikanten Unterschied (#(6.00) = 2.48; p = .048).

Azentrische Chromosomen

In fast jedem analysierten Zellkern fanden sich, unabhédngig von der vorausgehenden
Tumorbehandlung, ein, zwei oder selten auch mehr azentrische Fragmente mit Anteilen der
Chromosomen zwei und vier. Deshalb wurde das Vorkommen dieses Merkmal als Anzahl pro
Nukleus ausgewertet. In jedem Zellkern der Kontrollgruppe fanden sich durchschnittlich
1,15 azentrische Fragmente (SD = 0,04). Fiir eine homogene Bestrahlung schien die Zahl mit
steigender Dosis zuzunehmen. Fiir die mit 3 Gy bestrahlte Gruppe konnten 1,21 (SD = 0,25)
und in der mit 5 Gy bestrahlten 1,28 (SD = 0,25) azentrische Chromosomen dokumentiert
werden. Dieser Zusammenhang ist in der Abbildung 4.22 graphisch verdeutlicht. Die
Unterschiede zwischen den Gruppen zeigten sich in durchgefiihrten t-Tests allerdings als
statistisch nicht signifikant (p > .05). Auch beide mittels MRT behandelte Gruppen zeigten eine
im Vergleich zur Kontrolle erhdhte Anzahl an azentrischen Chromosomen. Untereinander
unterschied sich deren Zahl allerdings weniger. Die mit 3 Gy bestrahlten Zellen wiesen im

Mittel 1,28 azentrische Chromosomen (SD = 0,12) auf, wéhrend fiir die mit 5 Gy bestrahlten
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Zellen durchschnittlich 1,26 (SD = 0,24) dokumentiert werden konnten. Dies lieB3, anders als
fir eine homogene Bestrahlung, keine Dosisabhidngigkeit dieser chromosomalen

Verdnderungen vermuten. In der Abbildung 4.23 wird dies auch graphisch deutlich.

O Azentrische Chromosomen 0

0 1 2 3 4 5
Homogene Dosis (Gy)

Abbildung 4.22 Anzahl der azentrischen Chromosomen in Abhdngigkeit von der
homogen applizierten Dosis

O Azentrische Chromosomen o
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Abbildung 4.23 Anzahl der azentrischen Chromosomen in Abhdngigkeit von der
mittels MRT applizierten Dosis

Die groere Anzahl an azentrischen Chromosomen zeigte sich in einem t-Test nach Welch
statistisch signifikant fiir die mit einer 3 Gy MRT bestrahlten Zellen (#(7.984)=2.734;
p = .026) nicht jedoch fiir diejenigen, die eine Dosis von 5 Gy erhalten hatten (p > 5). Zusétzlich
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zu den dosisabhdngigen Darstellungen der Anzahl azentrischer Chromosomen fiir jeden

Bestrahlungsmodus, stellt die Abbildung 4.24 diese fiir alle Gruppen gegentiber.
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Azentrische Chromosomen

Abbildung 4.24 Anzahl der azentrischen Chromosomen pro Zellkern
fiir alle Versuchsgruppen

Innerhalb der Kontrollgruppe (1) fanden sich im Mittel 1,15 azentrische
Chromosomen pro Zellkern. Die Anzahl azentrischer Fragmente lag in
den bestrahlten Gruppen etwas hoher. In der 3 Gy homogen-Gruppe (2)
lag sie bei 1,21, in der 3 Gy MRT-Gruppe (3) bei 1,28, in der
5 Gy homogen-Gruppe (4) bei ebenfalls 1,28 und in der 5 Gy MRT-
Gruppe bei 1,26. Diese Unterschiede waren jedoch in einer ANOVA
statistisch nicht signifikant (p > .05).

Die prozentuale Verteilung der verschiedenen azentrischen Chromosomen verschob sich
innerhalb aller bestrahlter Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe zu Gunsten der
Fragmente mit jeweils einem griinen und einem orangenen Anteil. Wahrend sie innerhalb der
Kontrolle bei etwa einem Drittel lagen, machten sie in den bestrahlten Zellen im Durchschnitt
mehr als die Hélfte aus. In den zuvor homogen bestrahlten Gruppen lag ihr Anteil bei 53,8 %
(SD = 26,2) fiir die mit 3 Gy behandelten Zellen, sowie bei 51,0 % (SD = 34,1) fiir diejenigen,
die eine Dosis von 5 Gy erhalten hatten. Tumorzellen, welche zuvor mit Rontgen-
Mikrostrahlen bestrahlt worden waren, zeigten bei einer Dosis von 3 Gy 55,6 % (SD = 16,0),
sowie bei einer Dosis von 5 Gy 48,3 % (SD = 28,5) azentrische Fragmente, die aus jeweils
einem Anteil beider markierter Chromosomen bestanden. Azentrische Chromosomen mit
jeweils zwei Anteilen der Chromosomen zwei und vier, welche in der Kontrollgruppe mehr als
die Hélfte ausmachten, stellten in den bestrahlten Versuchsgruppen dementsprechend einen
geringeren Anteil. Fiir die 3 Gy homogen-Gruppe lag dieser bei 32,1 % (SD = 16,5), fiir die
3 Gy MRT-Gruppe bei 31,2% (SD=17,8), fir die 5 Gy homogen-Gruppe bei 36,1 %
(SD =25,8) sowie fiir die 5 Gy MRT-Gruppe bei 42,2 % (SD=25,8). Der Anteil der
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azentrischen Chromosomen mit einem orangenen und zwei griinen Fragmenten lag in den
Versuchsgruppen, dhnlich wie in der Kontrollgruppe, zwischen 9,6 % und 14,1 %. Die
prozentuale Verteilung der azentrischen Chromosomen ist graphisch in der Abbildung 4.25

verdeutlicht.

O AF% 10-2G () AF% 20-2G  ©® AF% 10-1G

(b) (©) (d) (d)

Abbildung 4.25 Prozentualer Anteil der verschiedenen azentrischen Chromosomen fiir alle Gruppen

In der Kontrollgruppe (a) machten azentrische Fragmente mit jeweils zwei Anteilen der Chromosomen zwei
(griin) und vier (orange) (AF 20-2G) tiber die Hélfte der azentrischen Chromosomen aus. In den bestrahlten
Versuchsgruppen: (b) homogen 3 Gy, (¢) MRT 3 Gy, (d) homogen 5 Gy und (¢) MRT 5 Gy, stellten die
azentrischen Chromosomen mit jeweils einem Anteil beider Chromosomen (4F /0-1G) den grofiten Anteil. Ein
statistisch signifikantes Ergebnis ergab sich fiir die Erhohung der AF 10-1G innerhalb der 3 Gy MRT-Gruppe
(p =.012) sowie fiir den niedrigeren Anteil an AF 20-2G innerhalb beider mit 3 Gy bestrahlten Gruppen (3 Gy
homogen: p =.034; 3 Gy MRT: p =.012).

Die Uberpriifung der Unterschiede in der prozentualen Verteilung der verschiedenen
azentrischen Fragmente auf statistische Signifikanz geschah mittels individueller t-Tests, in

denen jede bestrahlte Gruppe mit der Kontrolle verglichen wurde. Der im Vergleich zur

Kontrollgruppe hohere Anteil an azentrischen Fragmenten mit je einem griinen und einem
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orangenen Anteil (AF 10-1G) zeigte sich ausschlieBlich fiir die 3 Gy MRT-Gruppe als
statistisch signifikant (#7.75) = 3,28; p = .012). Eine zusétzliche statistische Signifikanz fand
sich fiir den im Gegenzug im Vergleich zu den Kontrollen niedrigeren Anteil an azentrischen
Chromosomen mit jeweils zwei grilnen und zwei orangenen Anteilen (4F 20-2G) fiir beide
zuvor mit 3 Gy bestrahlten Gruppen (3 Gy homogen: #(4.40) =3.05; p =.034; 3 Gy MRT:
#6.69)=3.44; p=.012).

Aneuploidie

Fiir die abweichende Anzahl an Kopien von den Chromosomen zwei und vier schien es generell
s0, als ob sowohl Trisomien als auch Monosomien der beiden hédufiger in der Kontrollgruppe
und in den Zelllinien, welche eine Bestrahlung mit Rontgen-Mikrokanédlen erhalten hatten,
vorkamen als in den Gruppen, deren Tumorzellen homogen bestrahlt worden waren. Dies war
fiir die Trisomien deutlicher als fiir die Monosomien. Auf 100 analysierte Metaphase-Zellkerne
kamen in der Kontrollgruppe 1,91 Trisomien des Chromosoms vier (SD =0,88) sowie
2,11 Trisomien des Chromosoms zwei (SD =1,09). In den mittels Rontgen-Mikrokanilen
bestrahlten Zelllinien lag die Hiufigkeit einer Trisomie des Chromosoms vier bei 1,40
(SD =1,61) fiir die 3 Gy-Gruppe, sowie bei 1,45 (SD =1,30) fiir die 5 Gy-Gruppe. Eine
Trisomie des Chromosoms zwei kam in 1,92 (SD =2,17) von 100 Zellen, welche eine Dosis
von 3 Gy erhalten hatten und in 2,26 (SD = 1,41) von 100 Zellen, welche mit 5 Gy bestrahlt
worden waren, vor. In den homogen bestrahlten Zelllinien konnten diese Verdnderungen
weniger hdufig beobachtet werden. Nach einer applizierten Dosis von 3 Gy kamen auf
100 analysierte Metaphase-Zellkerne 0,94 (SD = 1,40) Trisomien des Chromosoms vier und
0,65 (SD = 0,86) Trisomien des Chromosoms zwei. Diese Frequenz betrug in den Tumorzellen,
welche eine Dosis von 5 Gy erhalten hatten, 0,40 (SD = 0,28) fiir Trisomien des Chromosoms
vier sowie 0,46 (SD =0,30) fiir Trisomien des Chromosoms zwei. Die unterschiedliche
Haufigkeit an beobachteten Trisomien ist in der Abbildung 4.26 graphisch dargestellt. Fiir sie
zeigte eine einfaktorielle Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis allerdings ein nicht signifikantes

Ergebnis (p > .05).

Die Anzahl an Monosomien des Chromosoms vier lag in allen Gruppen in etwa zwischen 2,4
und 4,4 pro 100 analysierten Metaphase-Zellkernen, wobei die niedrigsten Frequenzen in den
beiden homogen bestrahlten Gruppen gefunden werden konnten. Sie betrugen 2,37 (SD = 1,82)
fiir die mit 5 Gy behandelten Zellen und 3,04 (SD = 3,37) fiir die mit 3 Gy behandelten.
Innerhalb der Kontrollgruppe fand sich diese numerische Verédnderung in durchschnittlich 4,15

(8D =1,93) von 100 Zellen. Die 3 Gy MRT-Gruppe lag mit einer Anzahl von 3,11 (SD = 2,27)
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in der Nihe beider homogen bestrahlter Gruppen, wihrend die 5 Gy MRT-Gruppe mit 4,35
(SD =2,18) pro 100 Zellkernen die hochste Anzahl an Monosomien des Chromosoms vier
aufwies. Diese Verteilung war fiir Monosomien des Chromosoms zwei dhnlich ausgeprigt. Sie
kamen mit in etwa 1,4 — 3,5 pro 100 untersuchten Zellkernen etwas weniger haufig vor. Auch
hier wurden sie mit 1,42 (SD = 0,52) und 2,32 (SD = 2,37) am seltensten in den zuvor homogen
mit 5 Gy beziehungsweise 3 Gy bestrahlten Tumorzellen beobachtet. In der Kontrollgruppe lag
der Anteil von Zellen, in denen eine Monosomie des Chromosoms zwei gefunden werden
konnte, bei 2,98 (SD = 2,39) pro 100. Am hiufigsten konnte diese numerische Verdnderung in
beiden mittels MRT behandelten Gruppen dokumentiert werden. Sie lag bei 3,11 (SD = 3,24)
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Abbildung 4.26 Anzahl der Trisomien pro 100 analysierten Metaphase-Zellkernen

Sowohl die Trisomie von Chromosom zwei (a) als auch diejenige von Chromosom vier (b) konnten weniger
hiufig in den Zellen beobachtet werden, welche zuvor homogen bestrahlt worden waren ((2) 3 Gy, (4) 5 Gy).
In den mittels Rontgen-Mikrostrahlen behandelten Tumorzellen ((3) 3 Gy, (5) 5 Gy) wurde eine dhnliche
Anzahl wie in der Kontrollgruppe (1) gefunden.
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Abbildung 4.27 Anzahl der Monosomien pro 100 analysierten Metaphase-Zellkernen

Wenn auch nicht so deutlich wie bei der Verteilung der Trisomien, zeigte sich zum einen eine dhnliche Anzahl
von Monosomien der Chromosomen zwei (a) und vier (b) in den Tumorzellen, welche mittels Rontgen-
Mikrostrahlen behandelt worden waren ((3) 3 Gy, (5) 5 Gy) und der Kontrollgruppe (1). Zum anderen konnte
eine geringere Haufigkeit dieser Verdnderungen in den homogen bestrahlten Zelllinien ((2) 3 Gy, (4) 5 Gy)
beobachtet werden.
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fiir die 3 Gy-Gruppe, sowie bei 3,50 (SD = 2,42) fiir die 5 Gy-Gruppe. Auch diese Unterschiede
waren in einer einfaktoriellen Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis allerdings nicht signifikant

(p = .05). Die Héufigkeiten der Monosomien sind in der Abbildung 4.27 dargestellt.

Insertionen

Insertionen waren insgesamt selten und konnten lediglich in der Kontrollgruppe, sowie fiir
Tumorzellen, welche zuvor rdumlich fraktioniert mit 3 Gy oder homogen mit 5 Gy bestrahlt
worden waren, beobachtet werden. Fiir jeweils zwei der drei Zellinien in der Kontrollgruppe
konnten in drei der gewerteten Metaphase-Zellkerne Insertionen festgestellt werden. Dreimal
waren Fragmente des Chromosoms vier in weitere Chromosomen integriert. Zweimal fanden
sich blau markierte Fragmente und einmal ein griines Fragment von Chromosom zwei im
Chromosom vier. Das entsprach einer Frequenz von 0,20 (SD =0,18) Insertionen pro

100 analysierten Metaphase-Zellkernen. In der 3 Gy MRT-Gruppe wurden in zwei der

0.4 4 B
0.3 4
- 021 .
0.1
o _ I
2 3 4 5
Gruppe

Abbildung 4.28 Anzahl der Insertionen pro 100 analysierten Metaphase-Zellkernen

In der Kontrollgruppe (1) fand sich, mit 0,20 Insertionen pro 100 Zellkernen, die
hochste Frequenz an Insertionen. Innerhalb der 3 Gy MRT-Gruppe (3) betrug sie 0,09
und in der 5 Gy homogen-Gruppe (4) 0,05. Weder in der Gruppe von Zellen, welche
homogen mit 3 Gy bestrahlt worden waren (2), noch in der 5 Gy MRT-Gruppe
konnten Insertionen beobachtet werden. Diese Unterschiede zeigten sich statistisch
nicht signifikant (p > .05).

insgesamt sieben analysierten Zelllinien Insertionen gefunden. Die eine zeigte eine Insertion
eines orangenen Fragmentes von Chromosom vier in Chromosom zwei, die anderen jeweils
eine Insertion eines griinen Fragmentes von Chromosom zwei in entweder Chromosom vier
oder in ein weiteres Chromosom. Die Haufigkeit der Insertionen betrug fiir diese Gruppe somit
0,09 (SD =0,16) pro 100 analysierten Metaphase-Zellkernen. Von den vier in die Analyse

eingeschlossenen, zuvor homogen mit 5 Gy bestrahlten Zelllinien wies eine eine Insertion eines
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blau fluoreszierenden Fragmentes eines weiteren Chromosoms in Chromosom vier auf.
Folglich fanden sich hier 0,05 (SD =0,10) Insertionen pro 100 untersuchten Metaphase-
Zellkernen. Die Verteilung der Insertionen ist in der Abbildung 4.28 dargestellt. Fiir das
hiufigere Vorkommen von Insertionen in den nicht beziehungsweise ,,schein“-bestrahlten

Tumorzellen war eine Varianzanylse nach Kruskal-Wallis nicht signifikant (p > .05).

Zusammenfassung

Fiir jede experimentelle Gruppe wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie etwa 2.000 — 3.250
Metaphase-Zellkerne auf Chromosomenaberrationen hin untersucht. In den bestrahlten
Zelllinien konnten vergleichsweise mehr Translokationen beobachtet werden als in der
Kontrollgruppe. Dieser Unterschied war jeweils fiir die raumlich fraktioniert mit 3 Gy und die
homogen mit 5 Gy bestrahlten Tumorzellen signifikant. In Hinblick auf die absolute Frequenz
von azentrischen Chromosomen konnte kein Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den
mit ionisierenden Strahlen behandelten Gruppen festgestellt werden. Jedoch zeigte sich ein
unterschiedliches Verhiltnis der am hiufigsten beobachteten Konstellationen der azentrischen
Fragmente mit Anteilen aus den Chromosomen zwei und vier. Die verdnderte
Haufigkeitsverteilung war zum einen in Bezug auf einen hoheren Anteil an azentrischen
Chromosomen mit jeweils einem griinen und einem orangenen Fragment fiir die 3 Gy MRT-
Gruppe signifikant. Zum anderen zeigte sich ebenfalls in Hinblick auf den geringeren Anteil an
azentrischen Chromosomen mit jeweils zwei griinen und zwei orangenen Abschnitten fiir beide
mit 3 Gy bestrahlten Gruppen ein statistisch signifikantes Ergebnis. Zwischen den
unterschiedlichen Bestrahlungsmodi konnte in Hinblick auf die untersuchten chromosomalen

Verdnderungen kein signifikanter Unterschied beobachtet werden.
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S Diskussion
5.1 Tumorwachstumsverzogerung

Die Analyse des Tumorwachstums zeigte lediglich fiir die mit 5 Gy homogen bestrahlte
Versuchsgruppe eine Verzogerung des Wachstums um durchschnittlich etwa 9,5 Tage, welche
sich allerdings statistisch nicht als signifikant erwies (p = .096). Das Wachstum der Tumoren
aller anderen bestrahlten Gruppen unterschied sich mit einer Abweichung von jeweils etwa
einem Tag nur unwesentlich von demjenigen der Kontrollgruppe. Allerdings fiel auf, dass der
am langsamsten wachsende Kontrolltumor bis zum Erreichen des Endpunktes etwa 27,3 Tage
benotigte, wihrend es in jeder der bestrahlten Gruppen mindestens einen Tumor gab, dessen
Wachstumsperiode 30 Tage oder mehr betrug. Im Falle beider mit 3 Gy bestrahlten Gruppen
waren es jeweils zwei mit 29,8 Tagen und 35,0 Tagen fiir die homogen bestrahlten Tumoren
sowie mit 30,3 Tagen und 35,5 Tagen fiir solche, die eine MRT erhalten hatten. In der
5 Gy MRT-Gruppe fand sich ein Tumor, dessen Wachstumsdauer mit 34,8 Tagen ebenfalls
oberhalb von 30 Tagen lag. Unter den homogen mit 5 Gy bestrahlten Tumoren, die als einziges
auch ein durchschnittlich verzogertes Wachstum zu zeigen schienen, waren es mit 36,2 Tagen,
37,6 Tagen und 42,2 Tagen drei. Diese Beobachtung ldsst die Vermutung zu, dass sowohl die
Rontgen-Mikrokanile als auch die konventionelle Rontgenstrahlung, welche an der MuCLS
erzeugt wurden, zumindest bei einem Teil der Tumoren eine Wachstumsverzogerung
hervorrufen konnte. Somit stellt sich die Frage, welche Parameter Einfluss auf das
Tumorwachstum und die Wirksamkeit der Bestrahlung genommen haben und so zu diesem
heterogenen Ergebnis gefiihrt haben konnten. Vor diesem Hintergrund sollen im Folgenden
besonders die Aspekte des Tumor-Ohr-Modells und der Bestrahlungsparameter beleuchtet
werden. Auch Charakteristiken der Kopf-Hals-Tumoren selbst, sowie insbesondere der FaDu-
Tumorzellen werden thematisiert. Des Weiteren wird ein Vergleich mit Ergebnissen anderer

Studien an alternativen Strahlenquellen durchgefiihrt.

Tumormodell

Das fiir diese Studie verwendete Tumor-Ohr-Modell folgt, wie zuvor beschrieben, einer
Versuchsreihe mit Partikelstrahlung von Forschenden des Helmholtz-Zentrums und der
Technischen Universitét in Dresden (Briickner et al., 2014, Oppelt et al., 2015 und Beyreuther
et al., 2017). Innerhalb dieser konnten Parameter identifiziert werden, welche zu einem
moglichst stabilen und schnellen Tumorwachstum fiithrten. Hierzu zdhlten die Qualitdt der

Zellsuspension, die Injektion selber sowie der richtige Bestrahlungszeitpunkt. Es konnte
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ermittelt werden, dass pro Versuchstier idealerweise 20 — 30 pl Zellsuspension, bestehend aus
purem Matrigel, a 10° Zellen injiziert werden sollten. Eine geringere applizierte Zellzahl konnte
laut der Autor*innen zu einer initialen Wachstumsverlangsamung fiihren. Weiters wurde fiir
den optimalen Zeitpunkt der Bestrahlung ein Tumorvolumen von etwa 10 mm? bestimmt, was
einer Tumordimension von ca.3 mm - 2,5 mm entspricht. Der Grund hierfiir war das
beobachtete Wachstumsverhalten der FaDu-Zellen, welche sich bis zum Heranwachsen der
Raumforderung auf einen Durchmesser von 2,5 mm in Zellclustern entwickelten, die sich erst
im zeitlichen Verlauf zu einem soliden Tumor verbanden. Voraussetzung hierfiir war zusitzlich
der vollstindige Abbau des Matrigels, der eine gewisse Zeit in Anspruch nimmt. Auch anhand
von Versuchen mit anderen Tumorzellen in Méduseohren schien ein Tumorvolumen zwischen
5mm?® und 10 mm?® ein genereller Parameter fiir den Beginn der exponentiellen
Wachstumsphase zu sein (Beyreuther et al., 2017). Die Kombination mehrerer Umsténde der
fiir diese Arbeit durchgefiihrten Versuche lisst vermuten, dass zumindest ein Teil der FaDu-
Tumoren zu friih bestrahlt wurde. Dies konnte das heterogene Wachstum innerhalb der
unterschiedlichen Versuchsgruppen erkldren. Einen Aspekt stellt die TumorgroBe zum
Bestrahlungszeitpunkt dar. Das an der MuCLS zur Verfiigung stehende Bestrahlungsfeld
limitierte die Tumordimensionen auf 2,3 mm - 2,3 mm, bezichungsweise 1,5 « 2,8 «  mm?, was
dazu fiihrte, dass die meisten Tumoren bereits mit einer Grof3e von 2 mm « 1,5 mm bestrahlt
wurden. Diese GroBe entsprach einem mittleren Volumen von nur 1,61 mm?3. Weitere Aspekte
sind der Reifegrad sowie die Wachstumsphase der Tumoren zum Bestrahlungszeitpunkt. Jeder
Maus wurden nur etwa 3 — 5 ul einer Zellsuspesion bestehend aus 10° Zellen pro 50 pl injiziert,
was einer ungefihren Zellzahl von 10* Zellen pro Injektion entsprach. Der Grund hierfiir war
die Beobachtung aus Dresden, dass hohe Volumina zum Teil ein Abrutschen der
Tumorzellsuspension an die Ohrbasis bedingten, was die Bestrahlung erschwert
beziehungsweise sogar verhindert hitte. Diese, im Vergleich zu den Dresdener Studien, um den
Faktor zehn geringere Zellzahl konnte jedoch zu einer initialen Wachstumsverlangsamung
gefiihrt haben. Hierfiir spriache, dass die Tumoren in den Versuchen der Forscher*innen aus
Dresden zwei bis 20 Tage nach der Injektion sichtbar wurden und die durchschnittliche
Zeitspanne von der Injektion bis zur Bestrahlung 14,5 + 0,8 Tage betrug (Oppelt et al., 2015
und Beyreuther et al., 2017). Wohingegen es in dieser Arbeit zwischen drei und 28 Tagen
dauerte, ehe die Tumoren nach der Injektion sichtbar wurden und die Zeit zwischen dem
Injizieren und dem Bestrahlen der Tumorzellen bei durchschnittlich 19,6 + 7,0 Tagen lag. Zum
einen spricht die deutlich groBere Standardabweichung der vorliegenden Daten fiir ein

instabileres Tumormodell mit sehr heterogenem Wachstumsverhalten. Zum anderen erweckt
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die Tumorverdopplungszeit der Kontrollgruppe von etwa 5,8 Tagen, welche sowohl im
Vergleich zu den Dresdener Studien (TD = 2 — 4 Tage) als auch verglichen mit der Pilotstudie
fiir dieses Projekt (TD ~ 2,8 Tage) verldngert war, den Eindruck eines abweichenden
Wachstumsmusters der FaDu-Tumoren. Da das durchschnittliche Tumorvolumen zum
Zeitpunkt der Bestrahlung in dieser Studie um den Faktor sechs kleiner war als das innerhalb
der Versuche in Dresden und sich die Zeitspanne zwischen Injektion und Bestrahlung dennoch
um etwa fiinf Tage verléngert zeigte, kann davon ausgegangen werden, dass sich das initiale
Wachstum fiir einige Tumoren um mehr als zehn Tage verzdgert haben konnte. So ist es
moglich, dass einige der Neoplasien bereits im Stadium von Zellnestern eingebettet in Matrigel
bestrahlt wurden, in dem noch kein exponentielles Wachstum eines soliden Tumors vorlag. Es
ist vorstellbar, dass aus diesem Grund teilweise nur wenige bis keine Tumorzellen im
Strahlengang der Mikrokanile gelegen haben kdnnten. Dies hétte dazu gefiihrt, dass die Peak-
Dosis groftenteils an Bereiche abgegeben wurde, in denen sich nur Matrigel befand. Ein
antitumoraler Effekt durch einen direkten Zellschaden wére somit ausgeblieben
beziehungsweise zumindest stark abgeschwicht worden. Zudem konnte ein noch unfertiges
Tumorstroma ohne vollstindig ausgebildetes Gefdlinetz zur Folge gehabt haben, dass der
vaskuldre Effekt der MRT eventuell nicht zum Tragen kommen konnte. Diese bevorzugte
destruktive Wirkung der Rontgen-Mikrokanédle auf die vaskuldren Netze von Tumoren und
deren unzuldngliche Reparaturantwort konnte in mehreren Studien jedoch als wichtiger Faktor
fiir die tumorablative Wirkung der MRT beobachtet werden (Bouchet et al., 2010 und
Dilmanian et al., 2002). Dieses Phinomen hitte vermutlich einige jedoch nicht alle der
behandelten Tumoren betroffen. Zudem wurde zusétzlich zu der Wirkung auf die Gefdl3e auch
ein direkter zytoreduktiver Effekt der MRT beschrieben (Serduc et al., 2008), welcher auch auf
Tumorzellnester, beziechungsweise Tumorzellen vor Eintritt in die exponentielle
Wachstumsphase, einen Einfluss gehabt hitte. Diese Tatsachen konnten erkldren, warum in der
proof of principle-Studie, welche zuvor methodisch ident mit je einer Maus pro Versuchsgruppe
an der MuCLS durchgefiihrt wurde, fiir jede Bestrahlung eine Wachstumsverzogerung
beobachtet werden konnte (Dombrowsky et al., 2020). In dieser wuchs der Kontrolltumor mit
21 Tagen um zwei Tage schneller auf sein flinfzehnfaches Volumen heran als die Tumoren der
Kontrollgruppe in der vorliegen Analyse, welche durchschnittlich 23 Tage bendtigten.
Zwischen den mittels MRT mit 3 Gy bestrahlten Tumoren fand sich mit jeweils etwa 24 Tagen
kein Unterschied. Alle anderen Versuchsgruppen dieser Arbeit wichen allerdings deutlich von
den Tumoren der proof of principle-Studie ab. Deren Wachstum zeigte sich nach einer

homogenen Bestrahlung mit 3 Gy um 9 Tage verzdgert, nach einer 5 Gy MRT um 13,5 Tage
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und nach einer homogenen Bestrahlung mit 5 Gy um sogar 16,5 Tage. Vergleicht man diese
Daten allerdings mit den Tumoren dieser Studie, deren Wachstum sichtbar verlangsamt war,
sprich welche 30 Tage oder langer benotigten, um ihr fiinfzehnfaches Volumen zu erreichen,
so kdime man mit einer Verzogerung von jeweils etwa 9,5 Tagen fiir beide mit 3 Gy bestrahlten
Gruppen, sowie von 11,8 Tagen fiir die 5 Gy MRT-Gruppe und von 15,7 Tagen fiir die

5 Gy homogen-Gruppe zu einem dhnlichen Ergebnis.

Die eher geringe Stichprobenanzahl dieser Arbeit von vier bis sieben Tumoren pro Gruppe
bedingte, dass schon wenige Tumoren mit einem abweichenden Wachstumsverhalten zu einer
hohen Streuung der Daten fiihren konnten, welche ein statistisch signifikantes Ergebnis generell
unwahrscheinlicher macht. Die Heterogenitdt der Kontrollgruppe, welche sowohl ,,schein-
bestrahlte* als auch unbestrahlte Tumoren umfasste, diirfte hingegen keinen Einfluss auf das
Ergebnis gehabt haben, da Beyreuther et al. (2017) zeigen konnten, dass sich das
Tumorwachstum nach einer ,,Scheinbehandlung® nicht von demjenigen von unbehandelten
Kontrollen unterschied und sich die Prozedur der Bestrahlung somit nicht auf diese auswirkte.
Somit wire es interessant, die Versuche mit einem stabileren Tumormodell und einem gréBeren
Bestrahlungsfeld zu wiederholen, um die hier aufgestellte Hypothese, der initialen

Wachstumsverlangsamung und vorzeitigen Bestrahlung zu tiberpriifen.

Ein wichtiger Punkt, welcher das heterotope Tumor-Ohr-Modell in Nacktméusen von vielen
vorausgegangenen Studien zum tumorablativen Effekt von Rontgen-Mikrokanilen
unterscheidet, ist die Immundefizienz der Versuchstiere. In den meisten Versuchen zur MRT
wurden orthotope Tumormodelle der Ratte genutzt, welche im Gegensatz zu der
thymusaplastischen Nacktmaus eine intakte zellulire Immunantwort mit funktionellen T-
Lymphozyten aufweist. Bouchet et al. (2013) konnten zeigen, dass die frilhe Antwort eines mit
Rontgen-Mikrokanidlen bestrahlten Gewebes hauptsidchlich auf einer immunogenen und
inflammatorischen Reaktion beruhte, welche durch Wachstumsfaktoren, Zytokine und
Lymphokine reguliert wurde. Zusétzlich zu einer direkt zytotoxischen Wirkung schien eine
durch die ionisierenden Strahlen verdnderte Genexpression eine wichtige Rolle zu spielen,
welche in iiber der Hélfte der Félle zu einer Aktivierung von pro-inflammatorischen und
immunstimulierenden  Signalwegen  filhrte und eine vermehrte  Zellmigration,
Antigenprésentation und Zell-Zell-Kommunikation zur Folge hatte. Eine andere Studie, welche
die MRT mit einer Immunoprophylaxe mittels Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierendem Faktor (GMCSF) kombinierte, konnte beobachten, dass diese Stimulation des
Immunsystems zu einer hoheren Anzahl an Langzeitiiberlebenden unter den Versuchstieren

filhrte. Es wurde angenommen, dass diese Wirkung hauptsédchlich durch die y-Interferon-



99

Produktion von CD8+ T-Lymphozyten vermittelt wurde, welche zu einer Zerstdrung der nach
der Strahlentherapie persistierenden Tumorzellen gefiihrt haben konnte (Smilowitz et al.,
2016). Diese T-Zell-vermittelte immunogene Verstirkung des antitumoralen Effektes der MRT
kann in priklinischen Modellen mit heteroptopen humanen Tumorzellen nicht zum Tragen
kommen und konnte zu einer weniger starken Wirkung der Radiotherapie, besonders auch in
Hinblick auf das Langzeitiiberleben der Versuchstiere, fiihren. Dies wiirde den Vergleich mit
den vorausgegangenen Studien an orthotopen Tumoren erschweren. So filihrte eine Studie an
9L-Gliosarkomen, die in Nacktmiuse implantiert wurden, verglichen mit den an Ratten
durchgefiihrten Versuchen mit denselben Tumorzellen, zu einer deutlich geringeren
Verlingerung des medianen Uberlebens und zeigte keinen Hinweis auf einen himodynamisch
wirksamen vaskuldren Effekt der Rontgen-Mikrostrahlen (Serduc et al., 2008). Die
Autor*innen postulierten, dass diese unterschiedlichen Ergebnisse einerseits auf das spezielle
Immunsystem der Nacktmiuse zurlickzufiihren sein konnten und andererseits auf die Parameter
der Mikrokanalbestrahlung. Zu diesen zdhlen insbesondere die Peak- und Valley-Dosis, das
PVDR, sowie die Breite und die Abstidnde der Mikrostrahlen, die Grof3e des bestrahlten Areals
und die erreichte Dosisrate. Alle diese Konfigurationen kdnnten, neben den oben beschrieben
Unsicherheiten des Tumor-Ohr-Modells, auch in der vorliegenden Studie einen Einfluss auf
das Ausbleiben einer deutlichen Tumorwachstumsverzogerung nach der Bestrahlung mit

Rontgen-Mikrokanélen gehabt haben.

Bestrahlungsparameter

Die Rontgen-Mikrokanalbestrahlung an der MuCLS erfolgte mit 50 um breiten Mikrostrahlen,
die einen Mittenabstand von 350 pm aufwiesen. Zehn von ihnen bildeten ein rundes
Bestrahlungsareal mit einem Durchmesser von 2,3 mm, welches etwas grofer war als die
Tumoren, sodass diese einerseits vollstdndig bestrahlt werden konnten, andererseits jedoch
auch ein gewisser Anteil an gesundem Gewebe von den ionisierenden Strahlen getroffen wurde.
Mit einer Strahlenenergie von 25 keV und einer Dosisrate von 0,57 Gy /min wurden Peak-
Dosen von entweder 21 Gy oder 35 Gy appliziert, wobei die Valley-Dosis jeweils unter

200 mGy lag.

Die meisten dieser Bestrahlungsparameter unterschieden sich deutlich von jenen aus den zuvor
an groflen Synchrotronanlagen durchgefiihrten Studien. Den augenfilligsten Unterschied
stellen hierbei die applizierten Peak-Dosen dar, welche in den an Synchrotrons durchgefiihrten
Studien zum antitumorigenen Effekt der MRT bei mehreren Hektogray lagen. Ublicherweise

konnten Dosen zwischen 200 Gy und 500 Gy zu einer Verlangsamung des Tumorwachstums
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und einem verldngerten Uberleben der Versuchstiere fiihren (Dilmanian et al., 2002, Serduc et
al., 2008, Serduc et al., 2009, Bouchet et al., 2010, Crosbie et al., 2010, Bouchet et al., 2013
und Bouchet et al., 2016b). Es konnte gezeigt werden, dass die Hohe der Peak-Dosis, bei einer
konstant gehaltenen Valley-Dosis, sowohl die Tumorantwort als auch die Toxizitdt im
Normalgewebe deutlich beeinflusste (Serduc et al., 2009). Unter anderem wird hierbei der
direkte Zellschaden im Strahlengang, durch die Induktion von Apoptose, fiir den
antitumorigenen Effekt verantwortlich gemacht. Ibahim et al. (2014) konnten feststellen, dass
unterschiedliche Zelllinien in vitro jeweils charakteristische Dosis-Wirkungs-Profile
aufwiesen. Fiir EMT6,5ch-Zellen entsprach beispielsweise eine Peak-Dosis von 112 Gy,
welche mittels 25 pm breiten Mikrostrahlen im Abstand von 200 pm (PVDR ~ 75) appliziert
wurde, einer homogen applizierten Dosis von etwa 5,0 Gy. Zudem wurde ein vaskuldrer
Schaden der MRT, in immaturen und tumoralen GefaB3netzten, bisher bei Peak-Dosen von
> 150 Gy beschrieben (Griffin et al., 2012 und Bouchet et al., 2015). Die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit verwendeten Peak-Dosen waren wesentlich niedriger. Sie konnten
demnach zu gering gewesen zu sein, um einen wirksamen antitumorigenen Effekt durch direkte
Strahlenschidden zu induzieren. Auch die iiber die insgesamt bestrahlte Fliche integrierte
Gesamtdosis war mit 3 Gy beziehungsweise 5 Gy sehr gering. In einer Studie zum
gewebeschonenden Effekt der MRT konnte gezeigt werden, dass die vom normalen Gewebe
tolerierte integrierte Dosis im Vergleich zu einer konventionell homogen applizierten Dosis um
den Faktor 4,2 hoher lag (Dilmanian et al., 2002). Folgt man diesem Ergebnis, so konnte man
vermuten, dass die mittels MRT applizierten Gesamtdosen in der vorliegenden Arbeit viel
hoher hitten ausfallen konnen. Um einen mit den homogen applizierten Dosen von 3 Gy und
5 Gy vergleichbaren Effekt zu erzielen, hitten fiir die liber das Bestrahlungsfeld integrierten
MRT-Dosen vermutlich etwa 12 Gy und 20 Gy gewéhlt werden konnen. Einen weiteren
Aspekt, neben der Bestrahlungsdosis, stellt die Dosisverteilung dar. Die Breite der in dieser
Arbeit eingesetzten Strahlen entsprach in etwa derjenigen, welche auch in den meisten anderen
Versuchsreihen eingesetzt wurden. Diese lagen meist bei 25 pm (Dilmanian et al., 2002, Serduc
et al., 2008 und Crosbie et al., 2010) oder bei 50 um (Serduc et al., 2009, Bouchet et al., 2010,
Bouchet et al., 2013 und Bouchet et al., 2016b). Allerdings lieB sich durch einen Vergleich
dieser Studien in Hinblick auf die Relation von Breite und Abstand der Mikrostrahlen zusitzlich
vermuten, dass ein niedrigeres Verhéltnis von etwa 1 : 4 bessere Ergebnisse in Hinblick auf den
antitumorigenen Effekt zeigen konnte, als hohere. Dieses Verhiltnis war bei den Bestrahlungen
an der MuCLS mit 1 : 7 deutlich hoher und konnte einen durch die niedrigen Peak-Dosen

eventuell schon geringen antitumorigenen Effekt moglicherweise noch weiter abgeschwicht
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haben. Grund dieser abweichenden Relation von Mikrostrahlbreite und -abstand war der mit
350 um eher grofle Mittenabstand der an der MuCLS generierten Mikrostrahlen. Die meisten
vorausgehenden Studien mit Synchrotronstrahlung verwendeten Mikrostrahlen mit
Mittenabstinden von etwa 200 um (Serduc et al., 2008, Serduc et al., 2009, Bouchet et al.,
2010, Crosbie et al., 2010, Bouchet et al., 2013 und Bouchet et al., 2016b), seltener mit noch
geringeren Abstdnden von 100 um oder sogar 75 um (Dilmanian et al., 2002). Den Abstdnden
der Mikrokanile kommt jedoch eine besondere Bedeutung zu. Es konnte gezeigt werden, dass
thre GroBe proportional zum gewebeschonenden und umgekehrt proportional zum
antitumorigenen Effekt der MRT ist (Regnard et al., 2008). Dies kann unter anderem dadurch
erklirt werden, dass eine Verkleinerung der Abstdnde zwischen den Mikrokanélen die Valley-
Dosis erhoht und damit die Gewebetoxizitit steigert (Dilmanian et al., 2002). So ist es
vorstellbar, dass diese intensivere Hintergrundstrahlung die antitumorigene Wirkung zumindest
teilweise bedingt (Uyama et al., 2011). Die Valley-Dosis scheint also die kritische GroBe fiir
die Balance zwischen einer wirksamen Tumorkontrolle und einer ausreichenden
Gewebeschonung zu sein. Fiir schmale Abstinde < 100 um konnten Dilmanian et al. (2002)
eine Valley-Dosis von <19 Gy als tolerable Dosis festlegen, welche dennoch zu einem
deutlichen Uberlebensvorteil fiihrte. Die bei den Bestrahlungen an der MuCLS entstandene
Dosis in den Valley-Regionen lag im Vergleich hierzu bei <200 mGy, was zwar fiir eine gute
Toleranz im normalen Gewebe sprechen wiirde, fiir eine Tumorwachstumsverzogerung
allerdings zu gering gewesen sein konnte. Denn der Valley-Region wird auch in Hinblick auf
strahleninduzierte Bystander-Effekte eine grofe Bedeutung beigemessen. Diese konnten
ebenfalls einen wichtigen Beitrag zur antitumorigenen Wirkung der MRT leisten. Es wurde
vermutet, dass sie zu einer gestorten funktionellen Gewebeintegritdt und einer geringeren Zell-
Proliferationsrate in den zwischen den Strahlengidngen gelegenen Arealen beitragen. Nicht nur
die applizierte Gesamtdosis, sondern auch das Verhiltnis und die Art der riumlichen Aufteilung
der Dosisbereiche schienen fiir diesen Mechanismus eine wichtige Rolle zu spielen (Briuer-
Krisch et al., 2005 und Uyama et al., 2011). Es konnte gezeigt werden, dass ein geringes PVDR,
welches durch &dhnlich hohe Peak- und Valley-Dosen charakterisiert ist, einen starken
antitumorigenen Effekt aufwies, wohingegen grole PVDR eine gute Gewebetoleranz bedingten
(Briauer-Krisch et al.,, 2005). Die meisten Studien, welche eine deutliche
Wachstumsverzogerung der mittels MRT behandelten Tumoren oder ein verbessertes
Uberleben der Versuchtiere beobachten konnten, berichteten ein PVDR zwischen 10,5 und 33.
Das PVDR der Rontgen-Mikrostrahlung an der MuCLS lag hingegen bei etwa 200 und konnte

somit zu hoch fiir eine therapeutische Wirkung der MRT gewesen sein. Zusitzlich zum PVDR
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konnte auch der laterale Dosisabfall innerhalb der sogenannten Transitionszone als wichtiger
Faktor sowohl fiir die Gewebetoleranz als auch fiir die Tumorkontrolle der MRT identifiziert
werden. Dieser wird durch die Breite der Mikrokanéle und ihre Abstéinde zueinander sowie
durch die GroBe des Bestrahlungsfeldes bedingt (Siegbahn et al., 2006). Wie zuvor in der
Einleitung erwihnt, konnte eine Studie an der ESRF mit Mikrokanalstrahlung, welche eine
mittlere Energie von 120 keV aufwies, zeigen, dass die Dosis lateral des Peaks auf einer Strecke
von 9 um von 80 % auf 20 % abfiel, was ungefdhr der GroBenordnung einer Zelle entspricht.
Weitere 20 um weiter lateral wurden noch etwa 5 % der applizierten Peak-Dosis, in diesem Fall
15 Gy, an das Gewebe abgegeben und weitere 30 um von dort waren es noch 2 %. Die
Autor*innen stellten darauthin fest, dass dieser Dosisabfall auf einer Strecke geschah, welche
innerhalb des Umfangs der Zellsignalisierung lag. Sie vermuteten, dass die strahleninduzierten
Bystander-Effekte von Zellen ausgehen, die mit mindestens 5 — 10 Gy bestrahlt wurden und
sogar gegebenenfalls direkt von den mit mehreren Hektogray getroffenen Zellen im Zentrum
des Strahls ausgehen konnten (Dilmanian et al., 2007). Bedingt durch die niedrigere
Strahlenenergie von 25keV war die Transitionszone der an der MuCLS generierten
Mikrostrahlen im Vergleich hierzu mit insgesamt <20 pm viel schmaler und der Abfall der
Dosis dementsprechend viel steiler (Burger et al., 2017). Hierdurch kdnnte es zu einem hoheren
Uberleben von Tumorzellen auBerhalb der Mikrokanile und somit ebenfalls zu einem weitaus
schwécheren antitumorigenen Effekt gekommen sein. Eine zusitzliche Rolle konnten hierbei
auch die verwendeten FaDu-Zellen selber gespielt haben. Mothersill et al. (2011) konnten
feststellen, dass einige Zellen, welche entweder wenig strahlensensibel waren oder aber ein
mutiertes oder dysfunktionales p53 aufwiesen, keine Zelltod-induzierenden Bystander-Signale
aussendeten. Genetische Analysen von FaDu-Zellen zeigten ausschlieBlich mutiertes p53-
Protein, welches auf einer missens-Mutation des Codons 248 mit einer Transversion von G zu
T basierte. Die p53-RNA war um 50 % reduziert, da nur eines der zwei Allele transkribiert
wurde (Reiss et al., 1992). Somit stellt sich die Frage, ob ein Bystander-Effekt in diesem
préiklinischen Tumormodell, beziechungsweise in der klinischen Behandlung von Kopf-Hals-
Tumoren, genauso stark zum Tragen kommen konnte, wie in der Therapie anderer
Tumorentitdten. Einen letzten wichtigen Unterschied innerhalb der Bestrahlungsparameter
stellt die sehr geringe Dosisrate der an der MuCLS generierten Strahlung dar. Sie lag mit etwa
0,01 Gy /s deutlich unterhalb der Dosisraten, welche an grolen Synchrotronanlagen erreicht
werden konnen. Die meisten hier zitierten Studien berichteten Dosisraten zwischen mehreren
hundert und bis zu 16.000 Gy /s. Es wurde gezeigt, dass das Protrahieren einer festgelegten

Dosis durch niedrige Dosisraten zu einem Verlust der biologischen Effektivitdt fithren konnte.
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Dieses Phinomen fand in einer Zunahme des klonogenen Zelliiberlebens und einer Abnahme

der Gewebetoxizitit der Strahlung Ausdruck (Bedford & Mitchell, 1973).

Zusammenfassend konnten sich folglich mehrere Aspekte der Bestrahlungsparameter dieser
Arbeit negativ auf den antitumorigenen Effekt der an der MuCLS erzeugten Rontgen-
Mikrostrahlen ausgewirkt haben. Zundchst waren die gewéhlten Dosen vermutlich zu niedrig,
um einen Effekt zu erzielen, der sich mit dem der homogenen Bestrahlungen vergleichen lieB3e.
Weiters konnten zusdtzlich der steile laterale Dosisabfall im Gewebe sowie die niedrige
Dosisrate und auch der p53-Status der FaDu-Zellen zu einer weiteren Abschwéchung der
antitumorigenen Wirkung der Bestrahlung gefiihrt haben. Weitere Eigenschaften von Kopf-
Hals-Tumorzellen werden im Folgenden mit Hinblick auf die Herausforderungen in der

Radiotherapie néher beleuchtet.

Lokale Tumorkontrolle von Kopf-Hals-Tumoren durch Radiotherapie

Plattenepithel-Karzinome des Kopf-Hals-Bereiches (head and neck sqamous cell carcinomas,
HNSCC) weisen generell eine hohe genomische Instabilitidt auf. Durchschnittlich konnten
141 Verdnderungen der Genkopienanzahl und 62 chromosonale Aberrationen pro Tumor
beobachtet werden. Strukturelle Chromosomenaberrationen waren hdufig assoziiert mit /oss-
of-function-Mutationen von Tumorsuppressorgenen (Cancer Genome Atlas Network, 2015). Es
konnte gezeigt werden, dass die in der Forschung etablierten Zelllinien aus humanen HNSCC
viele der Genmutationen widerspiegeln, welche auch in menschlichen Kopf-Hals-Tumoren
hiufig beobachtet werden konnten. Somit diirften sie im Allgemeinen addquate Modelle fiir die
Therapie dieser Karzinome darstellen (Li et al., 2014). Zu den am haufigsten vorkommenden
genetischen ~ Verdnderungen zdhlten eine /loss-of-function-Mutation des  TP53-
Tumorsuppressorgens, welche zu einer ungehemmten Proliferation der betroffenen Zellen
fiihrte. Besipielsweise konnten Somers et al. (1992) in 13 der 13 von ihnen analysierten
HNSCC-Zelllinien, darunter auch FaDu-Zellen, Mutationen des p53-Gens nachweisen. Sieben
von ihnen entsprachen einer missens-Mutation mit Transversion der Base G zu T, von denen
funf die Codons 245 oder 248 betrafen. Die Autor*innen nahmen an, dass dieser Genlocus eine
kritische Stelle fiir in Tabakrauch beinhaltete Karzinogene darstellte. Auch Li et al. (2014)
fanden in 64,2 % der von ihnen analysierten humanen HNSCC und in 84,6 % der untersuchten
Zelllinien ein mutiertes TP53. Wie zuvor beschrieben konnte diese Voraussetzung durch einen
zumindest schwicheren Bystander-Effekt den antitumorigenen Effekt einer MRT auf Kopf-
Hals-Tumoren einschrinken. Eine weitere hdufig beobachtete genetische Verdnderung vieler

HNSCC stellte eine Uberexpression des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) dar,
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welche zum einen durch Genamplifikation und zum anderen durch die Aktivierung der
Transkription bedingt wurde. Zugrunde lagen verschiedene Genmutationen des EGFR-
Signalwegs, welche sowohl zur Tumorentstehung als auch zum weiteren Tumorwachstum
beitragen konnten. Es konnte gezeigt werden, dass diese unter Kopf-Hals-Tumoren verbreiteten
Mutationen eine Herausforderung in ihrer radiotherapeutischen Therapie darstellen konnen.
Wihrend der zeitlich fraktionierten Radiotherapie, welche derzeit das strahlentherapeutische
Standardverfahren fiir HNSCC darstellt, konnte ein verdndertes Wachstumsverhalten der
Malignome beobachtet werden, welches durch ein etwa drei Wochen nach Beginn der
Bestrahlung einsetzendes beschleunigtes Tumorwachstum gekennzeichnet wurde. Fiir den
zugrunde liegenden Mechanismus dieses sogenannten Zeitfaktors konnte hauptsichlich eine
Zunahme des Anteils an proliferierenden Tumorzellen verantwortlich gemacht werden.
Immunhistochemisch zeigte sich eine verstirkte Expression des EGFR. Diese akzelerierte
Proliferation konnte mit einer wiedereinsetzenden verbesserten Oxygenierung des Tumors,
etwa zwoOlf Tage nach Beginn der Radiotherapie, in Verbindung gebracht werden (Petersen et
al., 2003). Das Phidnomen fiihrte in der Praxis dazu, dass die fiir die weitere Tumorkontrolle
benoétigte Dosis mit der Zunahme der Behandlungsdauer anstieg (Baumann et al., 1994). Diese
Abnahme der biologischen Effektivitit konnte auf eine Reparatur subletaler Schidden wihrend
der prolongierten Behandlungszeit zuriickgefiihrt werden (Withers et al. 1988b). Petersen et al.
(2003) konnten zeigen, dass die initiale Zunahme an hypoxischen Bereichen der Tumoren auf
eine verminderte Durchblutung bei jedoch intaktem Gefdlnetzt beruhte. Eine MRT konnte
diesem Phénomen durch ihre antiangiogenen Effekte sowie auch durch die Mdglichkeit einer
einzeitigen Bestrahlung entgegenwirken und somit eine bessere Tumorkontrolle fiir Kopf-Hals-

Tumoren erreichen.

Auf zelluldrer Ebene konnten hypoxische Bedingungen ebenfalls mit einer erhdhten
Strahlenresistenz in Verbindung gebracht werden (Hall et al., 2003). Eine mdgliche Erklarung
wire der hypoxie-bedingte Ubergang der betroffenen Zellen in die GO-Phase des Zellzyklus, in
der diese strahlenresistenter wéren (Petersen et al., 2003). Zwei Faktoren konnten auch in der
Tumorwachstumsanalyse der vorliegenden Arbeit zu hypoxischen Verhéltnissen in den FaDu-
Tumoren gefiihrt haben. Einerseits wiirde eine noch nicht abgeschlossenen Neoangiogenese der
Tumoren zum Zeitpunkt der Bestrahlung zu einer instabileren Sauerstoffversorgung fiihren,
was wie oben beschrieben fiir einige Tumoren der Fall gewesen sein konnte. Andererseits
konnten auch die langen Bestrahlungszeiten, welche besonders fiir die Dosisapplikation mittels
Mikrokandlen  bendtigt  wurden, zu  einer  Kreislaufdepression = mit  einer

Sauerstoffminderversorgung gefiihrt haben. Diese hitte speziell die Akren und damit auch die
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tumortragenden Ohren der Versuchstiere betroffen. Da die Dauer der Bestrahlung mittels MRT
bis zu zehnmal mehr Zeit in Anspruch nehmen konnte als die Applikation der homogenen
Dosen, konnte eine hypoxie-bedingte Strahlenresistenz den Vergleich der Wirksamkeit beider
Bestrahlungsmethoden verzerrt haben. In Zusammenschau mit den oben bereits diskutierten
Effekten der gewdhlten Bestrahlungsparameter konnte besonders eine Erhohung der an der
MuCLS erreichbaren Dosisrate bessere Voraussetzungen fiir weitere in vivo Studien zum

antitumorigenen Effekt der MRT schaffen.

Trotz dem diskutierten Verbesserungspotenzial konnte mit dem hier durchgefiihrten
Experiment ein Set-up fiir weitere in vivo Bestrahlungen mit Rontgen-Mikrokanédlen an der
MuCLS etabliert werden. Dies stellt einen wichtigen Schritt fiir die unabhéngige Erforschung
dieser Technik und ihre Translation in den klinischen Anwendungsbereich dar. Im néchsten
Abschnitt werden die bisher innerhalb der MRT-Forschung erzielten Ergebnisse an anderen

alternativen Strahlenquellen beleuchtet.

MRT Studien an kompakten Strahlenquellen

Aktuell gibt es viele Projekte, welche an der Entwicklung von kompakten Strahlenquellen
arbeiten, um Alternativen zu den groflen Synchrotronanlagen zu schaffen. Besonders auf dem
Gebiet der auf dem Konzept der ICS basierenden CLS existieren international viele Projekte.
LINAC-basierte Konzepte beinhalten unter anderem die Tsinghua Thomson Scattering X-ray
Source am Accelerator Laboratory der Tsinghua University in Beijing (China) (Rui & Huang,
2018), das STAR-Projekt der Universitdt von Kalabrien (Italien) (Bacci et al., 2016) sowie die
CLS der High Energy Accelerator Research Organization (KEK) in Japan (Sakanaka et al.,
2015). Ein weiteres vielversprechendes Projekt, welches wie die MuCLS auf einem Mini-
Synchrotron basiert, ist das ThomX-Projekt an der Université Paris-Sud XI (Frankreich)
(Variola, 2011). Alle genannten kompakten Strahlenquellen befinden sich derzeit allerdings
noch im Aufbau. Der Zeitplan des ThomX-Projektes sah vor, die ersten Rontgenstrahlen Ende
2019 zu erzeugen (Dupraz & Amoudry, 2019). Dementsprechend liegen aktuell noch keine
Daten aus priklinischen Bestrahlungsstudien vor. Die Leistung der franzdsischen ICS-
Strahlenquelle entspriache allerdings in etwa derjenigen der MuCLS. Fiir eine stereotaktische
Bestrahlung wiirden eine Energie von etwa 80 keV, ein Photonenfluss von 3 « 10'2 Photonen /s
sowie eine maximale Dosisrate von ca. 48 mGy /s erwartet. Um eine Dosis zwischen 10 Gy
und 20 Gy zu applizieren, wiren also Bestrahlungszeiten von etwa 5 — 10 min notwendig

(Variola et al., 2014).
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An Bestrahlungseinheiten basierend auf Rontgenréhren konnten hingegen bereits erfolgreich
in vitro Versuche mit Pankreas-Zellen (Pancl) durchgefiihrt werden. Die hier erzeugten
Mikrostrahlen hatten eine Gréf3e von 50 um sowie einen Mittenabstand von 400 pm und lagen
damit in der Gréenordnung der an der MuCLS erzeugten Mikrokanile. An ihnen wurde eine
Dosisrate von 300 mGy /s erreicht, sodass es moglich war Peak-Dosen von 80 Gy in etwa
5,75 min zu applizieren. Immunhistochemisch konnte gezeigt werden, dass der entstehende
Zellschaden fast exakt dem Strahlenverlauf der Mikrokanile entsprach. Die Penumbra-Region
war mit einer Breite von 90 um allerdings groBer als bei vergleichend durchgefiihrten
Bestrahlungen mit dhnlicher Konfiguration an der ESRF (Bartzsch et al., 2016). Mittels Monte
Carlo-Simulationen konnten Bartzsch und Oelfke (2017) zeigen, dass eine Rontgenréhre mit
Linienfokus die Brillanz der Strahlung, im Vergleich zu der bis jetzt eingesetzten
konventionellen Rontgenrdhre, um mehr als zwei Groenordnungen steigern konnte. Das
Konzept einer solchen Rontgen-Mikrostrahlenquelle verspriche eine maximal erreichbare
Dosisrate von 180 Gy /s. Im Hinblick auf die fiir eine MRT moglichen Peak-Dosen wire diese
den ICS-Strahlenquellen also iiberlegen. Allerdings wiirden die mittels LFXT erzeugten
Mikrokandle noch immer eine héhere Divergenz mit einer Zunahme der Mittenabstdnde in
groflerer Distanz vom Kollimator aufweisen. In 20 cm Entfernung wiirde die Penumbra bis zu

4 % des Strahlenabstands betragen (Bartzsch & Oeltke, 2017).

Bis jetzt lie der Aufbau dieser auf Rontgenrdhren basierten Mikrostrahlenquellen nur in vitro
Studien zu. Die ersten Ergebnisse zu in vivo MRT-Bestrahlungen liegen von Experimenten an
der auf CNT-Feldemissionstechnologie basierenden kompakten Rontgen-Mikrokanal-
Bestrahlungseinheit der University of North Carolina vor. Yuan et al. (2015) konnten
erfolgreich eine Studie zur MRT von humanen Glioblastomen im Mausmodell durchfiihren.
Die Bestrahlungen erfolgten bildgesteuert, sodass die Rontgen-Mikrostrahlen prizise an das
Zielvolumen abgegeben werden konnten. Die eingesetzten Mikrokanédle waren mit 280 um
vergleichsweise breit und besaBlen einen Abstand von 900 pm zueinander. Das Verhéltnis
zwischen Breite und Abstand der Strahlen entsprach dem Verhétnis, welches fiir die meisten
Studien zum antitumorigenen Effekt an der ESRF eingesetzt wurde. Die applizierten Peak-
Dosen betrugen jeweils 48 Gy oder 72 Gy und es konnte ein mittleres PVDR von 15 erreicht
werden. Mit dieser Behandlung konnte sowohl ein signifikant verzogertes Tumorwachstum als
auch ein verlingertes Uberleben der Versuchstiere im Vergleich zu einer ,,schein-bestrahlten®
Versuchsgruppe beobachtet werden. Die mittlere Uberlebenszeit verlingerte sich durch die
niedrigere MRT-Dosis um etwa 11 Tage (31,4 %) und durch die hohere um etwa 17 Tage

(48,5 %). Dieses Ergebnis war vergleichbar mit dem Effekt einer homogenen Bestrahlung mit
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10 Gy. Gleichzeitig zu dieser antitumorigenen Wirkung, konnten die Autor*innen eine gute
Toleranz des normalen Hirngewebes gegeniiber der MRT beobachten. Der DNA-Schaden und
die Apoptoserate waren hier deutlich geringer als im Tumorgewebe. Aulerdem zeigte sich eine
gesteigerte Zellproliferation, die ebenfalls hoher war als in homogen bestrahltem Gewebe, was
als eine schnellere Geweberegeneration nach einer MRT gedeutet wurde. Die Studie konnte
weiters eine hohe migratorische Aktivitdt innerhalb des Tumogewebes beobachten, welche
durch eine Ausbreitung des y-H2AX-Signals zum Ausdruck kam und dem von Crosbie et al.
(2010) beschrieben Waschmaschinen-Effekt nach synchrotron-generierter MRT gleichkam. Es
lieB3 sich also feststellen, dass eine an einer kompakten CNT-basierten Strahlenquelle erzeugte
MRT é&hnliche Effekte auf sowohl neoplastisches als auch normales Gewebe zeigten konnte,
wie synchrotron-generierte Rontgen-Mikrokanile. Ahnlich wie an der auf ICS-basierenden
kompakten Strahlenquelle ist allerdings auch an der CNT-basierten Bestrahlungseinheit die
relativ geringe Dosisrate von 1,2 Gy /min der hauptsédchlich limitierende Faktor, um hohe
Dosen applizieren zu kénnen. Trotz der abweichenden Dosisverteilung mit deutlich breiteren
Mikrostrahlen und geringeren Peak-Dosen fanden sich allerdings Gemeinsamkeiten der
Studienparameter mit denen aus den Versuchen zum antitumorigenen Effekt an groflen
Synchrotronanlagen. Sowohl das Verhéltnis von Mikrostrahlbreite und - abstand mit etwa 1 : 3
als auch das PVDR mit 15 lagen in derselben GroBenordnung. Dies konnte dafiirsprechen, dass
diese Variablen besonders kritische Faktoren flir die Wirksamkeit der MRT darstellen. Eine
Anpassung dieser konnte vermutlich auch an der MuCLS zu vergleichbareren Ergebnissen

fihren.

Mit der MuCLS durchgefiihrte in vitro Experimente lieen bereits einen gewebeschonenden
Effekt der hier erzeugten Rontgen-Mikrostrahlen im Vergleich zu einer homogenen
Bestrahlung beobachten (Burger et al., 2017). Die vorliegende Arbeit untersuchte hieran
ankniipfend den antitumoralen Effekt in vivo. Die zum jetzigen Zeitpunkt noch limitierte
Anzahl priklinischer in vivo Experimente zur Rontgen-Mikrokanalbestrahlung an kompakten
Strahlenquellen verdeutlicht das grof3e Potenzial der MuCLS auf diesem Gebiet. Die in dieser
Arbeit entstandenden Ergebnisse zur Tumorkontrolle und zu zelluldren Verdnderungen

bedeuten einen wichtigen Schritt fiir die Translation der MRT.

Die grofften Limitierungen der auf ICS basierenden CLS stellen weiterhin die niedrige
Photonenenergie und Dosisrate sowie die geringe Feldgrofe dar. An der MuCLS wird bereits
intensiv an einer Optimierung dieser Faktoren gearbeitet. Anpassungen am Design des
Elektronenspeicherrings und der Elektroneneinspeisung konnten es moglich machen die

Energie der an der MuCLS generierten Rontgenstrahlen auf eine klinisch relevante Hohe von
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> 200 keV anzuheben und somit die Eindringtiefe der Strahlung zu steigern (Burger et al.,
2017). Zusétzliche Verbesserungen des Lasersystems konnten bei einer Energie von 35 keV
bereits zu einem gesteigerten Photonenfluss von maximal 5 « 10'° Photonen /s fiihren (Giinther
et al., 2020). Diese Entwicklungen haben zum Ziel die Dosisrate zu erhéhen und somit die
Bestrahlungsdauer kiinftig zu reduzieren (Eggl et al., 2016). Unter Strahlkollimation konnten
bei einer Energie von 25 keV bereits maximale Dosisraten von bis zu 5,3 Gy /min erreicht
werden. Es scheint somit moglich deutlich hohere Peak-Dosen von bis zu 100 Gy zu
applizieren. Fiir ein groBeres Bestrahlungsfeld mit einem Durchmesser von etwa 3,5 mm stiinde

aullerdem eine zweite Polykapillaroptik zur Verfligung (Burger et al., 2020).

Vor diesem Hintergrund erscheint es nicht nur méglich sondern auch sinnvoll weitere Studien
zur Wachstumsverzogerung von FaDu-Tumoren mit einem angepassten Studiendesign
durchzufiihren. Um sicher zu stellen, dass die Behandlung in einem Stadium stattfindet, indem
schon ein solider Tumor mit ausgebildetem GefdBnetz und einem exponentiellen Wachstum
besteht, sollten das Bestrahlungsfeld vergroBert und Tumoren erst ab einem Durchmesser von
3 mm bestrahlt werden. Weiters sollten auch die eingesetzten Dosen erhoht werden. Vorstellbar
wiren Peak-Dosen von > 100 Gy sowie integrierte Dosen um 20 Gy mit einem deutlich
niedrigeren PVDR. Zusidtzlich wire es interessant den Effekt des Verhéltnisses von
Mikrostrahlbreite und -abstand zu untersuchen. In der Folge wire es einerseits moglich zu
analysieren, ob der heterogene Effekt der Bestrahlungen in der vorliegenden Arbeit tatséchlich
mit der kleinen Grofle und einem deshalb unreifen GefilBnetz im Zusammenhang steht.
Andererseits konnte die Wirkung hoherer Peak-Dosen und ihre Vergleichbarkeit mit den
homogen applizierten Dosen von 3 Gy und 5 Gy untersucht werden. Mit diesen Daten wiirden
die bereits gesammelten Ergebnisse zum antitumoralen Effekt der an der MuCLS erzeugten

Rontgen-Mikrostrahlen auf Hypopharynx-Karzinomzellen sinnhaft ergéinzt werden.

Trotz der nicht signifikanten Daten aus der Wachstumsanalyse stellt der hier durchgefiihrte
Versuch einen wichtigen Schritt fiir die Implementierung der MRT an kompakten
Strahlenquellen dar. Es konnte gezeigt werden, dass die Erzeugung von Rontgen-Mikrostrahlen
an der MuCLS moglich und eine Tumorbestrahlung im Mausohr-Modell durchfiihrbar ist. In
der Folge konnen nun mit deutlich weniger Aufwand, als es fiir die Studien an groflen
Synchrotronanlagen der Fall ist, weitere Versuche zur Wirkung und den Vorteilen einer MRT
fiir verschiedene Tumorentititen an der MuCLS durchgefiihrt werden. Damit ist es moglich,
das Wissen liber diese Bestrahlungsart schnell zu erweitern, um einen zukiinftigen klinischen

Einsatz von Mikrokanilen zu ermdglichen.
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5.2 Strahlensensibilitit

Wihrend der Analyse des klonogenen Zelliiberlebens wurden signifikante Abweichungen
zwischen den 2017 und den 2018 erhobenen Daten festgestellt. Es zeigten sich fiir fast alle
Versuchsgruppen sowohl Unterschiede der berechneten Ausplattierungseffizienzen als auch
der dosisspezifischen Uberlebensfraktionen. Das klonogene Potential der Tumorzellen und ihre
Proliferation schienen in der Versuchsreihe von 2018 fiir beide mit 3 Gy bestrahlten Gruppen,
sowie fiir die Zellen, welche zuvor mit 5 Gy homogen bestrahlt worden waren, héher zu sein,
als in den 2017 durchgefiihrten CFA. Im Mittel unterschieden sich ihre
Ausplattierungseffizienzen zwischen beiden Datenreihen signifikant um 2,4 Prozentpunkte.
Fiir diejenigen Zellen, welche eine MRT mit 5 Gy erhalten hatten, zeigte sich hingegen genau
das Gegenteil. Ihre PE lag in den 2017 durchgefiihrten CFA mit ebenfalls 2,4 Prozentpunkten
signifikant hoher als in jenen, die 2018 nachgeholt wurden. Einzig die PE der Kontrollgruppe
zeigte sich fiir beide Teilversuche vergleichbar. Auch die gruppenspezifischen
Uberlebensfraktionen beider Versuchsreihen wichen ab einer Dosis von 4 Gy signifikant von
einander ab. Fiir alle Versuchsgruppen, mit Ausnahme der 5 Gy MRT-Gruppe, waren die
dosisspezifischen SF nach einer Bestrahlung mit dem Xstrahl niedriger als nach der
Bestrahlung mit dem Gu/may. Fiir diejenigen Zellen, welche eine MRT mit 5 Gy erhalten

hatten, zeigten sich allerdings #hnliche Uberlebensfraktionen fiir beide Versuchsreihen.

Trotz der nicht direkt vergleichbaren Datensédtze lieBen sich mehrere gemeinsame
Beobachtungen formulieren. Das Zelliiberleben beider homogen bestrahlter Gruppen war ab
einer Testdosis von 2 Gy signifikant niedriger als das der Kontrolle. Ab einer Dosis von 4 Gy
konnte dies auch fiir die 3 Gy MRT-Gruppe beobachtet werden. Innerhalb der Daten von 2018
lag die SF dieser Zellen nach der 8 Gy-Testdosis allerdings leicht, wenn auch nicht signifikant,
iiberhalb derjenigen der Kontrolle. Fiir die 5 Gy MRT-Gruppe zeigte sich hingegen kein
gemeinsamer Trend beider CFA-Versuchsreihen. Fiir die mit dem Gu/may bestrahlten Tests lag
ithre SF nur fiir die 8 Gy-Dosis signifikant unterhalb derjenigen der Kontrolle und unterschied
sich ansonsten nicht von ihr. Innerhalb der am Xstrahl bestrahlten CFA wies die 5 Gy MRT-
Gruppe ab einer Testdosis von 4 Gy eine deutlich hohere SF als alle anderen Versuchsgruppen
auf. Dieser Unterschied erwies sich jedoch als nicht signifikant. Zu einem dhnlichen Ergebnis
kam auch die Regressionsanalyse des Zelliiberlebens. Es konnte, im Vergleich zu den
Kontrollkurven, von niedrigeren dosisabhéingigen Uberlebensfraktionen fiir die beiden
homogen bestrahlten Gruppen ausgegangen werden. Der Verlauf der Uberlebenskurve der
3 Gy MRT-Gruppe lag fiir die Versuchsreihe 2017 ebenfalls unterhalb der Referenzkurve. Fiir

die Daten aus 2018 wich sie allerdings nicht von dieser ab. Die grofite Diskrepanz ergab sich
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wiederum fiir diejenigen Zellen, welche eine MRT mit 5 Gy erhalten hatten. Thre
Uberlebenskurve unterschied sich fiir die Daten, welche 2017 erhoben wurden, signifikant von
derjenigen der Kontrolle und lag bei den hoéheren Testdosen unter dieser. Fiir die 2018
durchgefiihrten Koloniebildungstests, verlief sie jedoch oberhalb der Referenzkurve. Mit einem

p = .066 war diese Abweichung nahezu statistisch signifikant.

Die, besonders die fiir die 5 Gy MRT-Gruppe, nicht stringenten Ergebnisse lassen eine sichere
Beantwortung der Frage nach einer verdnderten Strahlensensibilitit durch Rontgen-
Mikrokanalbestrahlungen nicht zu. Im Folgenden sollen mogliche Griinde fiir die
Unterschiedlichkeit der gesammelten Daten sowie auch fiir das, von allen anderen Gruppen,
abweichende Verhalten der mit einer 5 Gy MRT behandelten Zellen exploriert werden. Weiters
wird auch das hier dokumentierte Zelliiberleben der anderen Versuchsgruppen interpretiert und

in den wissenschaftlichen Kontext eingeordnet.

Unterschiede beider CFA Versuchsreihen

Die Tatsache, dass sich die erhobenen Daten der beiden CFA-Versuchsreihen signifikant
voneinander unterschieden, flihrte dazu, dass zwei Teilversuche mit einer jeweils geringen
Stichprobenzahl ausgewertet wurden. Am stirksten betroffen war hiervon die Kontrollgruppe,
von der fiir die Berechnungen von PE und SF nur jeweils eine Zelllinie fiir die erste
Versuchsreihe, sowie zwei fiir die zweite Versuchsreihe zur Verfiigung standen. In die
Auswertung zum Zelliiberleben konnten von diesen nur ein Koloniebildungstest fiir den
Teilversuch 2017 beziehungsweise zwei filir den Versuch 2018 eingeschlossen werden. Somit
erscheint es unwahrscheinlich, dass ihre Gruppenmittelwerte als reprdsentativ angesehen
werden konnen. Auch die 5 Gy MRT-Gruppe wies mit nur zwei CFA im Teilversuch 2018 eine
dhnlich kleine GroBe auf. Fiir das klonogene Uberleben aller anderen Versuchgruppen konnten
jeweils zwischen vier und zwolf CFA ausgewertet werden, die von drei bis sechs Zelllinien
stammten (Tabellen 4.3 und 4.7). Neben diesen kleinen GruppengroBien, die gemeinsam mit der
teilweise hohen Streuung der Daten das Vorliegen einer reprisentativen Stichprobe
unwahrscheinlicher machen, sind einige weitere Faktoren vorstellbar, welche den

abweichenden Beobachtungen des Zellwachstums zugrunde liegen konnten.

Die unterschiedlich hohen Ausplattierungseffizienzen miissen wahrscheinlich —auf
Verdnderungen der Proliferation der Tumorzellen selbst zuriickgefiihrt werden. Fiir beide
Versuchsreihen konnten Variablen gefunden werden, welche das Zellwachstum beeinflusst
haben konnten. Hierfliir kommt zum einen die fiir beide Teilversuche unterschiedlich hohe

Passagezahl infrage. Zum anderen ist es vorstellbar, dass duflere Faktoren wie ein wéahrend der
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ersten  Versuchsreihe notwendiger Fungin-Zusatz sowie die unterschiedlichen
Transportbedingungen beider Teilversuche, einen FEinfluss auf die Proliferation der

Tumorzellen gehabt haben kdnnten.

Trotz des zeitnahen Einfrierens aller isolierten Zelllinien, wiesen die Zellen, mit denen die
Koloniebildungstests 2017 und 2018 durchgefiihrt wurden, unterschiedlich viele Passagen auf.
Die Passagezahlen der 2017 konservierten Zellen lagen zwischen vier und zwdlf Passagen.
Nach der Wiederaufnahme der CFA im Januar 2018 verzogerte sich die eigentliche
Durchfiihrung der Tests allerdings um mehrere Wochen, da die Dosimetrie der neuen
Bestrahlungeinheit Xstrahl mehr Zeit in Anspruch nahm als zunédchst angenommen wurde.
Somit war die Passagezahl der FaDu-Tumorzellen, mit denen die Koloniebildungstests der
zweiten CFA-Versuchsreihe angesetzt wurden, zum Teil doppelt so hoch, als die der ersten.
Dies konnte insofern relevant sein, als dass die nach der in vivo Analyse des Tumorwachstums
isolierten FaDu-Zellen als potentiell in ihrem Geno- und Phénotyp verénderte Subklone
betrachtet werden miissen. Mit voranschreitender Dauer der in vitro Kultivierung kdnnten sich
innerhalb dieser Zellpopulationen Klone mit verdndertem Wachstumsverhalten durchgesetzt
haben. Gleichzeitig werden lédnger kultivierte Zellen ebenfalls anfilliger fiir eine zusétzliche
genetische Drift, welche ebenfalls eine Verdnderung der Zellproliferation bedingen kann.
Anhand von Glioblastomzellen konnte gezeigt werden, dass ldnger kultivierte Subklone eine
gesteigerte in vitro Proliferationsrate aufwiesen (Torsvik et al., 2014). Diese Beobachtung
wiirde zu den signifikant hoheren Ausplattierungseffizienzen der zweiten Versuchsreihe
passen, welche zumindest fiir beide mit 3 Gy bestrahlten Gruppen sowie flir die mit 5 Gy
homogen bestrahlten Zellen dokumentiert wurde. Nimmt man an, dass genotypische
Verdnderungen flir die vorbestrahlten Zellen, durch eine Selektion bestimmter Subklone,
wahrscheinlicher wiren als fiir die nicht bestrahlten Kontrollen, lie3e sich so deren fiir beide

Teilversuche vergleichbare PE erkléren.

Zusitzlich zu einer gesteigerten Proliferation der Zellen innerhalb der 2018 durchgefiihrten
CFA ist es denkbar, dass das Zellwachstum wihrend der Versuchsreihe 2017 gehemmt wurde.
Ein moglicher Faktor konnte hierbei der Einsatz von Fungin etwa fiinf Wochen nach der
Isolation der FaDu-Tumorzellen sein. Zu diesem Zeitpunkt wurde fiir jeweils eine
Zellkulturflasche zweier Zelllinien eine Kontamination mit Pilzen festgestellt, worauthin dem
verwendeten Zellmedium zeitweise wieder Fungin beigemischt wurde. Im zeitlichen Verlauf
fiel auf, dass die FaDu-Zellen eine verzdgerte Adhdrenz und ein langsameres Wachstum
aufwiesen. Auch schienen sich in dieser Zeit in den durchgefiihrten CFA weniger und kleinere

Kolonien auszubilden. Unter der Vermutung, dass das Antimykotikum diesen Effekt ausgelost
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haben konnte, wurde in der Folge beim Passagieren fiir jede Zelllinie immer jeweils eine
Zellkulturflasche mit sowie eine ohne Fungin-Zusatz vorbereitet. Alle Koloniebildungstests
wurden aus letzteren und ebenfalls mit zusétzlichem Zellmedium ohne das Fungizid angesetzt.
Fungin ist eine 16sliche Form des Antimykotikums Pimaricin, welches ein Monopréiparat
basierend auf dem Wirkstoff Natamycin ist. Das Reagenz wirkt gegen Hefen und
Schimmelpilze, indem es den lonenaustausch ihrer Zellmembran stort und kann sowohl zur
Priavention als auch zur Dekontamination eingesetzt werden (FunginTM Antifungal Reagent,
2020). Es konnte allerdings beobachtet werden, dass dieser Wirkstoff, sogar bei der fiir die
Zellkultur empfohlenen Dosierung, die Zellproliferation von humanen Fibroblasten und Zellen
aus der Amnionfliissigkeit hemmte (Butterworth, 1982). Auch auf Prostatakarzinomzellen
konnte eine antiproliferative Wirkung von Natamycin nachgewiesen werden, welche iiber eine
Hemmung der Basen-Exzisionsreparatur vermittelt wurde (Vasquez et al., 2020). Schon in
niedriger Konzentration zeigte Natamycin ebenfalls einen gravierenden zytotoxischen Effekt
auf Primérkulturen von equinen Kornealkeratinozyten. Zum einen konnten morphologische
Verdnderungen der Zellen beobachtet werden, welche abgerundet und kleiner erschienen und
sich aus der Zellkultur 16sten. Zum anderen waren sie in ihrer Proliferation gehemmt (Mathes
et al., 2010). Diese Beobachtungen an Zellen, welche ebenfalls epithelialen Typs sind, passen
gut zu den hier dokumentierten Auffilligkeiten der FaDu-Zellen nach der erneuten Zugabe des
Fungins. Trotz des Durchfiihrens der Koloniebildungstests ohne Fungin sollte nicht
ausgeschlossen werden, dass das in der Kultur eingesetzte Reagenz einen lingerfristigen Effekt
auf die Zellen ausgeiibt haben konnte. Diese Vermutung wiirde zu den voneinander
abweichenden Ausplattierungseffizienzen innerhalb der beiden CFA-Versuchsreihen passen.
So konnte sich die niedrigere PE innerhalb der 2017 durchgefiihrten CFA, welche zumindest
fiir beide homogen bestrahlte Gruppen sowie fiir die 3 Gy MRT-Gruppe beobachtet werden
konnte, moglicherweise durch eine Fungin-vermittelte Hemmung der Proliferation dieser

Zellen erkliren lassen.

Ein weiterer Unterschied beider CFA-Versuchsreihen lag in der unterschiedlich groflen Distanz
beider Bestrahlungsgerdte zum  Zellkulturlabor und den damit verbundenen
Transportbedingungen der Koloniebildungstests. Wéhrend das 2017 eingesetzte Gulmay Teil
des Labors am Klinikum rechts der Isar und in wenigen Minuten fuBldufig zu erreichen war,
mussten die Zellkulturflaschen fiir die Bestrahlungen am Xstrahl mit dem Auto transportiert
werden. Wihrend der Hin- und Riickfahrt befanden sich diese dabei in groflen Styroporboxen,
in die zusétzlich 37 °C warme Wiarmekissen gelegt wurden. Am Helmholtz Zentrum selbst

konnten sie wieder in einen portablen Brutschrank gestellt werden. Die Autofahrt nahm
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allerdings 30 — 50 min in Anspruch, sodass es denkbar ist, dass die Schwankungen von
Temperatur und Luftfeuchtigkeit sowie die unterschiedlichen Konzentrationen von Sauerstoff
und Kohlenstoffdioxid einen Einfluss auf die Zellen und ihr Wachstumsverhalten genommen
haben konnten. Sowohl die suboptimalen lebenserhaltenden Bedingungen als auch durch die
Transportbewegungen entstehende Scherspannungen kénnten die Zellen geschidigt und die
Zellviabilitdt gestort haben (Miller et al., 2017). Bei Temperaturen unter 37 °C konnte fiir
Zellen in vitro eine geringere Proliferationsrate mit einer bis zu doppelt so hohen
Verdopplungszeit, welche ebenfalls mit einem niedrigeren Mitoseindex einher ging,

dokumentiert werden (Watanabe & Okada, 1967).

Es scheint somit moglich, dass sowohl das in der Versuchsreihe 2017 eingesetzte Fungin als
auch die Transportbedingungen wéhrend der Versuche 2018 einen hemmenden Einfluss auf die
Proliferation der Zellen gehabt haben kdnnten. Nimmt man weiters an, dass dieser Einfluss in
etwa gleich grof3 war, wiirde dies zu den dhnlichen Ausplattierungseftzizienzen der Kontrollen
beider Teilversuche passen, welche beide mit etwa 6 % eher niedrig waren. Fiir die Gruppen
deren Ausplattierungseffizienz 2018 hoher lag als 2017 konnte vermutet werden, dass ihre
Proliferation in der ersten Versuchsreihe durch das Fungin gehemmt wurde, im zweiten
Versuch jedoch ein Subklon mit aggressiveren Wachstumsverhalten vorlag, was die negative
Einwirkung durch den Transport gegebenenfalls ausgleichen konnte. Dies wiirde auf beide
homogen bestrahlten Gruppen, sowie auf die 3 Gy MRT-Gruppe zutreffen. Die 5 Gy MRT-
Gruppe zeigte jedoch in der zweiten Versuchsreihe ein langsameres Wachstum als in der ersten.
Somit stellt sich einerseits die Frage, ob das Fungin die Zellproliferation innerhalb dieser
Gruppe nicht in dem AusmalB beeinflussen konnte, wie es fiir alle anderen Gruppen
wahrscheinlich der Fall war. Andererseits konnten die mit einer 5 Gy MRT behandelten Zellen
dem Scherstress oder den Temperaturschwankungen beim Transport gegeniiber sensibler
gewesen sein als die Zellen der anderen Gruppen. Da sie auch in Hinblick auf das Zelliiberleben
von den anderen bestrahlten Versuchsgruppen abwichen, werden mogliche Ursachen hierfiir

gemeinsam mit diesem im entsprechenden Abschnitt exploriert.

Die signifikanten Unterschiede der dosisspezifischen Uberlebensfraktionen sowie die
voneinander abweichenden Verliufe der Uberlebenskurven beider Versuchsreihen geben
Anlass zu der Vermutung, dass die an beiden Bestrahlungseinheiten erzeugten Rontgenstrahlen
eine unterschiedliche biologische Wirksamkeit gehabt haben konnten. Beide Strahlenquellen
stammten prinzipiell vom selben Hersteller. Die Bestrahlungsanlage Gulmay RS225 des
Klinikums rechts der Isar wurde damals von dem Unternehmen Gulmay Medical bezogen,

welches 2010 zu Xstrahl Limited wurde und die Radiotherapiesysteme weiter fertigte und
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vertrieb (BioSpace, 2010). Das Rontgenbestrahlungsgerit Xstrahl RS225 des Helmholtz
Zentrums Miinchen entstammte derselben Produktlinie dieses Nachfolgeunternehmens. Beide
Rontgenstrahlanlagen basieren auf einer 225 kV-Metall-Keramik-Rontgenrohre. Das Gulmay
weist eine maximale Anodenspannung von 220 kV auf und kann mit 1,0 — 25,0 mA betrieben
werden. Fiir das Xstrahl liegt die maximale Spannung bei 225 kV und die Stromstérke ldsst sich
zwischen 1,0 mA und 30,0 mA variieren. Beide Geréte beinhalten einen eingebauten 0,8 mm
starken Aufhértungsfilter aus Berilyum (Gulmay Medical Ltd., 0.D. und Stern, Z., 0.D.). Die
Einstellungen fiir die Bestrahlungen der Koloniebildungstests am Gulmay waren auf 70 kV,
10 mA und den Aluminiumfilter #3 mit einer Dicke von 3 mm festgelegt. Hierbei wurde eine
Dosisrate von etwa 0,984 Gy /min erreicht, sodass die Bestrahlungsdauer fiir eine Dosis von
1 Gy 61 s betrug. Auch das Xstrahl wurde mit 70 kV betrieben, allerdings mit einem héheren
Anodenstrom von 30 mA. Die urspriingliche Dosimetrie fand mit einem 1 mm starken
Aluminiumfilter statt mit dem eine Dosisrate von 1,091 Gy /min gemessen wurde und es also
55 s dauerte, um eine Dosis von 1 Gy zu applizieren. Nach den ersten Bestrahlungen der CFA
2018 mit dem 1 mm-Aluminiumfilter konnten auf den Testplatten mit 6.400 Zellen /ml, welche
eine Dosis von 8 Gy erhielten, fast keine Kolonien beobachtet werden. Es wurde vermutet, dass
die am Xstrahl erzeugten Rontgenstrahlen unter den festgelegten Einstellungen mehr Dosis als
berechnet applizierten oder zumindest einen groferen biologischen Effekt hatten. In der Folge
wurde eine neue Dosimetrie mit einem 3 mm starken Aluminiumfilter durchgefiihrt. Mit diesem
lag die Dosisrate nun bei 0,659 Gy /min, sodass es 91 s in Anspruch nahm, um 1 Gy zu
applizieren. Die mittlere Energie des Rontgenspektrums am Xstrahl verschob sich hierdurch
von 39,6 keV mit dem 1 mm-Filter zu 42,5 keV mit dem 3 mm-Filter. Fiir beide Bestrahlungen
ldsst sich ein vergleichbares initial erzeugtes Rontgenspektrum annehmen, da beide Geréte die
gleiche Rontgenrdhre nutzten, welche in beiden Fillen mit 70 kV betrieben wurde. Die Energie
der Strahlung ist hierbei direkt abhéngig von der Spitzenspannung und wird im Nachhinein
noch durch den in den Strahlengang eingesetzten Filter verdndert, welcher die minimale
Rontgenstrahlenergie limitiert (Nickoloff & Berman, 1993). Da sowohl die fest eingebauten
Berilyumfilter als auch die zusitzlichen Aluminiumfilter sich in Dicke und Material
entsprachen, sollten beide Bestrahlungen mit derselben durchschnittlichen Photonenenergie
durchgefiihrt worden sein. Die Stromstédrke, mit der die jeweiligen Rontgenrdhren betrieben
wurden, unterschied sich allerdings fiir beide Versuchsreihen. Diese beeinflusst die Intensitit
der erzeugten Strahlung. Diese Rontgendichte verhilt sich direkt proportional zu den
Milliamperesekunden und kann zusétzlich auch durch die Dicke des genutzten Filters verdandert

werden (Nickoloff & Berman, 1993 und Themes, 2016). Vor diesem Hintergrund muss davon
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ausgegangen werden, dass die Intensitdt der am Xstrahl mit 30 mA erzeugten Rontgenstrahlen
iiber derjenigen der am Gu/may mit nur 10 mA generierten Strahlen lag. Dies konnte den
steileren Abfall der Uberlebenskurven sowie die generell in der zweiten CFA-Versuchsreihe
beobachteten niedrigeren Uberlebensfraktionen bei den Testdosen >4 Gy fiir fast alle
Versuchsgruppen erkldren. Auffallend war allerdings, dass sich fiir die mittels MRT mit 5 Gy
bestrahlten Zellen in beiden Teilversuchen vergleichbare Uberlebensfraktionen feststellen
lieBen. Auch zeigten sich keine deutlichen Unterschiede im Kurvenverlauf fiir beide mittels
MRT behandelte Gruppen. Diese Beobachtung konnte darauf hinweisen, dass die vermutlich
hohere Rontgendichte, anders als fiir die homogen bestrahlten Zellen, einen geringeren Einfluss

auf diese Versuchsgruppen gehabt haben konnte.

Es ist schwierig bei diesen voneinander abweichenden Datensétzen, welche noch dazu zu
teilweise inkongruenten Aussagen zum Zelliiberleben fiihrten, denjenigen auszuwéhlen, der die
tatsdchlichen Auswirkungen einer MRT auf die Strahlensensibilitdit am wahrscheinlichsten
abbildet. Dennoch wird im Folgenden nédher auf das Zelliiberleben der Versuchsgruppen und
die von ihm abgeleitete Strahlensensibilitit eingegangen und eine mogliche Strahlenresistenz

nach einer MRT diskutiert.

Zelliiberleben und Strahlensensibilitéit

Aus keiner der beiden Versuchsreihen ergab sich ein expliziter Hinweis auf eine erhohte
Strahlenresistenz der Tumorzellen nach einer Behandlung mit Rontgen-Mikrokanilen. Jedoch
kénnten der flachere Verlauf ihrer Uberlebenskurven einerseits und die Abweichungen ihrer
SF sowohl von der Kontrolle als auch teilweise von ihren homogen bestrahlten Pendants eine
niedrigere Strahlensensibilitit suggerieren. Die Uberlebenskurve der 5 Gy MRT-Gruppe lag in
der Versuchsreihe von 2018 ab einer Dosis > 6 Gy oberhalb der Kurve der Kontrollen. Dieser
Unterschied im Kurvenverlauf ndherte sich mit einem p = .066 einer statistischen Sigifikanz an.
Weiters lag ihre Uberlebensfraktion fiir beide Teilversuche ab einer Dosis von 4 Gy teilweise
ebenfalls signifikant (Tabellen 4.5 und 4.9) oberhalb derjenigen der mit 5 Gy homogen
bestrahlten Zellen. Fiir die 3 Gy MRT-Gruppe konnten &hnliche wenn auch subtilere
Beobachtungen gemacht werden. Zum einen lag deren Uberlebenskurve in der Versuchsreihe
von 2018 fiir die Testdosis von 8 Gy ebenfalls oberhalb derjenigen der Kontrollgruppe. Zum
anderen zeigte sich auch fiir sie ab einer Dosis von 4 Gy eine hohere SF als fiir ihr homogen
bestrahltes Pendant. Obwohl sich nur ein Teil dieser Unterschiede als statistisch signifikant
erwies, konnten diese Ergebnisse dennoch auf eine verdnderte Strahlensensibilitdt der

Tumorzellen nach einer MRT hindeuten. Hierzu wiirde die Beobachtung passen, dass sich der
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Effekt der vermeintlich unterschiedlichen biologischen Effektivitit der Rontgenstrahlen beider
Bestrahlungseinheiten als einziges nicht auf die 5 Gy MRT-Gruppe ausgewirkt zu haben
scheint, deren Uberlebensfraktion in der zweiten Versuchsreihe sogar signifikant iiber
derjenigen der 2017 durchgefiihrten CFA lag. Eine erh6hte Strahlenreseistenz nach einer MRT
kann deshalb anhand der vorliegenden Daten trotz der Beschrinktheit an signifikanten

Ergebnissen nicht sicher ausgeschlossen werden.

Viele Plattenepithelkarzinome generell und auch speziell die Kopf-Hals-Tumorzelllinie FaDu
weisen eine lediglich moderate Strahlensensibilitét auf (Kasten-Pisula et al., 2009). Zusétzliche
Strahlenresistenzen sind héufig Teil einer adaptiven Antwort von mit ionisierenden Strahlen
getroffenen Zellen (induced radioresistance, IRR). Hierbei spielen verschiedene Prozesse eine
Rolle, zu denen DNA-Reparaturmechanismen, ein Zellzyklusarrest und die Autophagie zihlen
(Zhang et al., 2018). Weiterhin kann eine erhdhte Anzahl von Tumorstammzellen, welche durch
wiederholte Bestrahlungen im Rahmen einer zeitlich fraktionierten Radiotherapie begiinstigt
werden kann, zu einer groferen Kapazitit sowie gesteigerten Effektivitidt der Reparatur von
strahleninduzierten DNA-Schéden fiihren (Bao et al., 2006 und Sato et al., 2019). Es konnte
gezeigt werden, dass ebenfalls bereits nach einer einmaligen Applikation ionisierender Strahlen
eine sogenannte epitheliale-mesenchymale Transition der Tumorzellen auftreten und zu einer
erhohten Toleranz der Zellen gegeniiber diesen fiihren kann (Sato et al., 2019). Fiir die
Bestrahlung mit Rontgen-Mikrostrahlen sollte aufgrund ihrer besonderen inhomogenen
Dosisverteilung ein weiterer Aspekt bedacht werden. Der strahleninduzierte Schaden einer
MRT bleibt groftenteils auf die direkten Strahlengénge der Mikrokandle begrenzt. Weite
Bereiche der Valley-Region werden allerdings von Niedrigstrahlung (low-dose radiation,
LDR) getroffen. Diese ist fiir Rontgenstrahlung mit niedrigem Energietransfer definiert als
Dosis <2 Gy bei einer Dosisrate > 0,05 mGy /min. Es konnte gezeigt werden, dass LDR
sowohl im Normalgewebe als auch in bestimmten Tumorzellen eine moderate Strahlenresistenz
induzieren kann (Yu et al., 2013 und Das et al., 2015). Weiters wurde eine Assoziation der
durch Bestrahlung mit niedrigen Dosen hervorgerufenen Strahlenresistenz mit einer
gesteigerten Reparatur von DNA-Schéden gefunden (Enns et al., 2015). Es kommen also
mehrere Aspekte infrage, welche fiir die Moglichkeit einer IRR nach der Bestrahlung mit
Rontgen-Mikrokanélen sprechen konnten. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten geben keinen
expliziten Hinweis auf eine solche. Aufgrund der Diskrepanzen beider Datensdtze sollte sie
allerdings auch nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden. Besonders die auffélligen Verldufe
der Uberlebenskurven sowie auch die abweichenden Uberlebensdaten der 5 Gy MRT-Gruppe

miissen Anlass dazu geben, diese Problematik mit groeren GruppengréfSen und einheitlichen
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Bedingungen noch einmal zu untersuchen. Denn trotz der Aussicht auf eine einzeitige
Tumorbehandlung mit einer MRT sind strahleninduzierte Radioresistenzen fiir den weiteren
Krankheitsverlauf von groB3er Bedeutung. Durch sie kann das Entstehen lokaler Tumorrezidive

begiinstigt werden.

Derzeit erleiden mehr als die Hélfte aller Kopf-Hals-Tumor Patient*innen nach Abschluss der
Therapie ein Rezidiv. Von diesen betrifft wiederum etwa die Hélfte die Lokalisation des
Primértumors (Hall et al., 2008 und Pracy et al., 2016). Laut den NCCN Guidelines fiir Kopf-
Hals-Malignome konnen lokoregionale Rezidive und Residuen entweder primér operativ und
anschlieBend mit einer adjuvanten Radiotherapie, eventuell in Kombination mit einer
Chemotherapie, oder direkt radiochemotherapeutisch behandelt werden. Eine Re-Irradiatio
kann allerdings nur in Betracht gezogen werden, solange die Strahlenreserve des
Normalgewebes, welches auch kumulative Dosen nur bis zu einem bestimmten Schwellenwert
tolerieren kann, dieses noch zulisst (Pfister et al., 2020 und Sato et al., 2019). Das Uberleben
nach diesen sogenannten Salvage-Therapien ist noch immer schlecht und liegt zwischen nur
einigen Monaten und wenigen Jahren (Lefebvre et al., 2012). Ein denkbarer Ansatz der die
Tumorkontrolle verbessern und wahrscheinlich dennoch die Strahlenreserve grofer halten
konnte, wire der Einsatz einer Rontgen-Mikrokanalbestrahlung als zusétzlicher Boost nach
einer zeitlich fraktionierten konventionellen Radiotherapie. Bouchet et al. (2016a) konnten
feststellen, dass ein MRT-Boost bestehend aus zwei Bestrahlungen a 8 Gy, welcher nach einer
konventionellen Bestrahlung mit drei Fraktionen a 6 Gy appliziert wurde, im Vergleich zu
einem homogen applizierten Boost (ebenfalls 2 x 8 Gy) zu einem Uberlebensvorteil sowie einer
Tumorwachstumsverzdgerung von F98-Gliomen in Rattengehirnen fiihrte. Diese Kombination
aus zeitlicher und rdumlicher Fraktionierung der Bestrahlungsdosis konnte zusétzlich dem in
der Radiotherapie von Kopf-Hals-Tumoren beschriebenen Zeitfaktor entgegenwirken. Dieser
beschreibt das Phinomen, dass die zur Tumorkontrolle notwendige Dosis bei Zunahme der
Therapiedauer steigt (Baumann et al., 1994). Basierend auf dem fiir die Rontgen-
Mikrostrahltherapie dokumentierten besseren Nebenwirkungsprofil kann eine groBere
Strahlenreserve nach einer MRT vermutet werden. Thr Einsatz wiirde die Moglichkeit einer Re-
Irradiatio bei Tumorrezidiv wahrscheinlich verbessern. Hierfiir sollte allerdings eine
potenzielle MRT-bedingte negative Auswirkung auf die Strahlensensibilitidt sicher

ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend muss festgehalten werden, dass neben den uneinheitlichen Bedingungen
beider Versuchsreihen, besonders die geringe Grofle der Kontrollgruppe ein Problem bei der

Analyse und Interpretation der erhobenen Daten darstellte. Es erscheint sinnvoll die
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Untersuchungen zur Strahlensensibilitidt von FaDu-Zellen nach einer MRT zu wiederholen, um
so prizisere Aussagen iiber eine mogliche Strahlenresistenz treffen zu konnen. Hierzu sollte
versucht werden die Gruppengréf3en sowohl in Hinblick auf die Anzahl an Zelllinien als auch
auf die Zahl an durchgefiihrten Koloniebildungstests einheitlicher zu gestalten. Weiters ist es
vor dem Hintergrund der hier dokumentierten niedrigen PE vorstellbar, die CFA mit etwas
hoheren Zellkonzentrationen anzufertigen. Initial wurden fiir diese Arbeit probeweise CFA mit
Konzentrationen von 500 Zellen /ml, 1.000 Zellen /ml, 2.000 Zellen /ml, 4.000 Zellen /ml und
6.000 Zellen /ml jeweils fiir die Dosen von 1 — 8 Gy durchgefiihrt, bei denen eine PE von etwa
40 % beobachtet werden konnte. Ebenso sollte eine MRT mit hoheren Peak- und Valley-Dosen
vor der Uberlebensanalyse mittels CFA in Betracht gezogen werden. Der Vergleich mit
radiobiologisch dquivalenten homogenen Dosen (vgl. Kapitel 5.1) lieBe die potentielle
Uberlegenheit einer Réntgen-Mikrokanalbestrahlung in Hinblick auf Nebenwirkungen und
Langzeitfolgen der Therapie leichter beurteilen. Durch entsprechende Anpassungen des
Studiendesigns konnten dann prizisere Aussagen zum moglichen Einfluss der MRT auf die
Strahlensensibilitdt der Zellen gemacht und in den Kontext der Effekte bestehender
Radiotherapien eingeordnet werden. Diese Erkenntnisse erscheinen essenziell fiir die genaue
Beurteilung des Potenzials der MRT sowie ihre zukiinftige Implementierung in die klinische

Strahlentherapie.
5.3 Chromosomenaberrationen

Mittels FISH-Analyse konnten in allen bestrahlten Gruppen mehr Translokationen beobachtet
werden als in der Kontrollgruppe. Signifikant war dieser Unterschied sowohl fiir die
3 Gy MRT-Gruppe als auch fiir die homogen mit 5 Gy bestrahlten Zellen. Verglich man beide
Bestrahlungsmodi miteinander zeigten sich keine signifikanten Abweichungen. Azentrische
Chromosomen kamen in allen Versuchsgruppen ubiquitér in den Zellkernen vor. Unter einer
homogenen Bestrahlung schien es einen Zusammenhang einer zunehmenden Anzahl an
azentrischen Fragmenten mit steigender Dosis zu geben. Die Unterschiede zeigten sich
statistisch allerdings nicht signifikant. Die diesbeziiglichen Daten der mit einer MRT
behandelten Gruppen lielen die Vermutung eines Anzahl-Dosis Zusammenhangs nicht zu. Hier
zeigten sich fiir die Zellen, welche eine Dosis von 3 Gy erhalten hatten, die meisten
azentrischen Chromosomen. Dieser Unterschied fiel allerdings nur im Vergleich mit der
Kontrollgruppe statistisch signifikant aus. Eine weitere Abweichung von der Kontrolle zeigte
sich fir alle bestrahlten Gruppen beziiglich einer unterschiedlichen Gewichtung der

verschiedenen dokumentierten azentrischen Fragmente. Nach einer Bestrahlung, unabhéngig
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von der Art, zeigten sich mehr kleinere, nur aus jeweils einem Anteil beider markierter
Chromosomen bestehende AF, wihrend in der Kontrollgruppe die groBeren, welche jeweils
zweil Anteile beider Chromosomen aufwiesen iiberwogen. Dieser Unterschied war fiir beide mit
3 Gy bestrahlten Gruppen statistisch signifikant. Verglich man die Ergebnisse beider
Bestrahlungsmethoden, konnten keine signifikanten Differenzen festgestellt werden. Sowohl in
Bezug auf Insertionen als auch auf Verdnderungen der Chromosomenzahl wurden weder
Unterschiede zwischen den bestrahlten Gruppen und der Kontrolle noch zwischen den zwei

verschiedenen Bestrahlungsmodi gefunden.

An der MuCLS konnten bereits erfolgreich FISH-Analysen von in vitro bestrahlten nicht
malignen Ar-Zellen durchgefiihrt werden (Burger, 2017). Diese wurden, nach einer
Bestrahlung mit unterschiedlichen Dosen und einer entweder homogenen oder rdumlich
fraktionierten Dosisverteilung, auf das Vorhandensein dizentrischer Chromosomen und
zentrischer Ringchromosomen hin untersucht, um das Ausmal} des strahleninduzierten
zytogenetischen Schadens abzuschétzen. Es zeigte sich eine signifikant hohere Toxizitdt der
homogenen Bestrahlung im Vergleich zu einer MRT. Fiir die Rontgen-Mikrostrahlen konnte
eine relative biologische Wirksamkeit (RBW) von 0,18 errechnet werden. Diese Ergebnisse
deuteten auf ein besseres Nebenwirkungsprofil mit einem verminderten Risiko fiir
Sekundértumoren nach Mikrokanalbestrahlung hin. Mit der vorliegenden FISH-Analyse der
FaDu-Tumorzellen sollten diese bestehenden Beobachtungen zur reduzierten Toxizitdt der
MRT im Normalgewebe, um Erkenntnisse iiber den zytogenetischen Schaden im Zielgewebe
erginzt werden. Die verwendeten FaDu-Zellen stellen eine maligne transformierte Form
humaner Plattenepithelzellen dar, und weisen damit bereits chromosomale Verédnderungen auf,
welche zu den neoplastischen Eigenschaften der Zelllinie beitragen. Die Bestrahlung von
Tumorzellen ruft zusétzliche Chromosomenaberrationen hervor, welche fiir die zytotoxische
Wirkung der Radiotherapie verantwortlich gemacht werden. Die induzierten molekularen
Schiden weisen unterschiedliche Grade an Komplexitdt auf und beinhalten unter anderem
Lasionen der DNA-Basen, AP-Stellen!? und Einzelstrangbriiche. Die Klastogenese scheint
allerdings hauptséchlich durch Doppelstrangbriiche bedingt zu sein und wird mit fehlerhaften
Reparaturmechanismen der betroffenen Zellen in Zusammenhang gebracht (Loucas &
Cornforth, 2013 und Santivasi & Xia, 2014). Das Vorkommen dieser zusitzlichen
Verdnderungen kann somit einen Hinweis darauf geben, welchen Anteil der direkte

zytotoxische Effekt der Bestrahlung an der biologischen Wirksamkeit der MRT hat. Diese wird

10 Ap-Stellen sind Stellen innerhalb der DNA, welche weder eine Purin- noch eine Pyrimidinbase aufweisen
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iiberdies von vaskuldren und Bystander-Effekten bestimmt, von denen angenommen wird, dass
sie ebenfalls eine wichtige Rolle fiir die in vivo induzierte Wachstumsverzogerung der Tumoren
gespielt haben sollten. Da FaDu-Zellen aufgrund ihres neoplastischen Ursprungs schon
genetische Verdnderungen aufweisen, sollte fiir die Analyse des strahleninduzierten
zytogenetischen Schadens untersucht werden, welche Aberrationen in welchem Ausmal
zusitzlich in den bestrahlten Versuchsgruppen auftraten. Fiir das Entstehen solcher
Strahlenschidden konnten Studien einerseits eine Abhingigkeit von der applizierten Dosis
feststellen. Beispielsweise fiihrte eine Dosis von 1 Gy, welche durch y-Strahlung appliziert
wurde, zu schitzungsweise 850 Pyrimidin-Lisionen, 450 Purin-Lésionen, 1.000 DNA-
Einzelstrangbriichen und 20 — 40 DSB. Andererseits konnte eine unterschiedliche biologische
Effektivitit fiir verschiedene Strahlenqualititen beobachtet werden. Dieses Phinomen wurde
auf Unterschiede in der rdumlichen und zeitlichen Verteilung der Energiedeposition entlang der
entstechenden Spur an Ionisations- und Exzitationsereignissen zuriickgefiihrt. Mit ihr
verdnderten sich auch die Hiufigkeit und die Art der entstehenden strukturellen
Chromosomenaberrationen. Nicht nur die Distribution auf der Nanometerebende, sondern auch
diejenige auf der Mikrometerebene schien hierbei eine wichtige Rolle zu spielen (Hill, 2018).
Es ist denkbar, dass die Bestrahlung mit wenigen Mikrometer breiten Rontgenstrahlen aufgrund
dieser rdumlichen Fraktionierung ein unterschiedliches Muster an chromosomalen
Veranderungen aufweisen konnte, was moglicherweise in einer unterschiedlichen Effektivitét
einer MRT im Vergleich zu einer homogenen Bestrahlung Ausdruck findet. Vor diesem
Hintergrund scheint es bedeutsam die Art und Frequenz struktureller chromosomaler
Verdnderungen nach einer Bestrahlung mit Rontgen-Mikrostrahlen mit denjenigen nach einer
homogenen Bestrahlung mit derselben mittleren Dosis zu vergleichen. Der steile laterale
Dosisabfall auflerhalb der Peak-Regionen konnte als fiir die Wirksamkeit einer MRT kritische
Zone identifiziert werden (Siegbahn et al., 2006) und bildet einen wichtigen Unterschied zu
homogenen Dosisverteilungen. In Hinblick dessen werden im Folgenden die Ergebnisse zu den
numerischen und strukturellen Verdnderungen diskutiert, eine mogliche Dosisabhingigkeit

exploriert, sowie auch die eingesetzte Technik der FISH kritisch beleuchtet.

Numerische Aberrationen: Aneuploidie

Ein charakteristisches Merkmal von FaDu-Tumorzellen ist ihr aneuploider Chromosomensatz.
Sie konnen hypoploid bis hypertriploid sein und weisen im Mittel eine Chromosomenzahl von
64 auf (Rangan, 1972). Diese Eigenschaft ist allgemein unter Plattenepithelkarzinomen des

Kopf-Hals-Bereichs verbreitet. Fiir zehn weitere HNSCC-Zelllinien konnte mit
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66 — 68 Chromosomen eine dhnliche mittlere Chromosomenanzahl entsprechend einem
hyperdiploiden bis hypertriploiden Chromosomensatz dokumentiert werden. Die beobachtete
Aneuploiditéit fullte hierbei auf einer Amplifikation ganzer Chromosomen und wurde einem
hohen Risiko fiir zentromere Aberrationen zugeschrieben. Dieses wurde mit dem p53-Status
der Tumorzellen in Zusammenhang gebracht, welches in HPV-positiven HNSCC mutiert und
in HPV-negativen HNSCC vermindert vorkommt (Arenz et al., 2019). Es konnte weiters
gezeigt werden, dass die meisten HNSCC ausgedehnte strukturelle chromosomale Instabilitdten
mit heterogenen Kopienanzahlen der verschiedenen Chromosomen aufwiesen, was héufig zu
einer uneindeutigen Ploiditét der Zellen fiihrte. Auch schien die Auspragung der Aneuploiditdt
mit dem Tumorstadium zu korrelieren, wobei polysome Chromosomen hiufiger in Tumoren,
welche schon lymphogen metastasiert waren, gefunden werden konnten (Soder et al., 1995). In
der vorliegenden Arbeit wurde zwar nicht die Anzahl an Chromosomen fiir jeden gewerteten
Zellkern dokumentiert, jedoch konnen die in allen Versuchsgruppen regelméBig
vorkommenden Mono- und Trisomien der Chromosomen zwei und vier als Ausdruck dieser
Aneuploiditit angesehen werden. Der TNM-Status des Primértumors, dem die FaDu-Zellen
entstammen, ist nicht dokumentiert. Die von Rangan (1972) beschriebene klinische
Prisentation des Indexpatienten deutet allerdings auf ein fortgeschritteneres Krankheitsstadium
hin. Hierzu passt, dass die Kontrollgruppe in dieser Arbeit ebenfalls bereits Zellen mit
numerischen Aberrationen der Chromosomen zwei und vier aufwies. Auch strahleninduzierte
DNA-Schidden konnen Ursprung zentromerer Aberrationen sein und somit mit dem hiermit
verbundenen Entstehen aneuploider Zellkerne korrelieren (Maxwell et al., 2008). Anhand der
vorliegenden Daten beziiglich der Kopienanzahl der Chromosomen zwei und vier innerhalb der
verschiedenen Versuchsgruppen konnte allerdings fiir keine Bestrahlungsart oder -dosis auf
eine erhohte Aneuploidititsrate geschlossen werden. Sowohl die Kontrollen als auch die MRT-
Gruppen wiesen eine hohere Frequenz numerischer Aberrationen auf als die homogen
bestrahlten Zellen. Diese Unterschiede erwiesen sich statistisch allerdings als nicht signifikant.
So lieBen die Beobachtungen noch keinen Riickschluss auf den durch die unterschiedlichen

Bestrahlungsarten ausgeldsten genetischen Schaden zu.

Strukturelle Aberrationen

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches weisen nicht nur in numerischer Hinsicht
sondern auch auf struktureller Ebene hoch komplexe Karyotypen auf. In vitro Analysen zeigten,
dass fast 60 % der untersuchten oro-hypopharyngealen Karzinome mehr als drei strukturelle
Anderungen aufwiesen. Dabei waren bestimmte Chromosomenabschnitte besonders hiufig von

Bruchstellen betroffen, welche oft zentromere und juxtazentromere Bande betrafen. Die unter
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den analysierten HNSCC am verbreitetsten Anomalien waren alle unbalanciert und basierten
meist auf dem Verlust genetischen Materials. In 97 % der Félle kam es zu einem teilweisen
oder kompletten Verlust des Chromosoms 3p. Auch das Chromosom vier war unter anderem
in liber der Hilfte der analysierten Tumoren von einer Unterreprasentation betroffen. Zu den
héufig beobachteten Verénderungen zéhlten weiters das Vorkommen der Isochromosome 8q,
5p und 3q sowie von Deletionen, welche in iiber 60 % der analysierten Tumoren bestimmte
Abschnitte der Chromosomen eins, drei, fiinf, neun, 13 und 18 betrafen. Weiters wurden hiufig
Translokationen ganzer Chromosomenarme dokumentiert. Es wird angenommen, dass diese
chromosomalen Aberrationen einen wichtigen Mechanismus fiir die genetische Instabilitdt von
Kopf-Hals-Tumoren darstellen (Jin et al., 1995 und Bockmiihl et al., 1996). Zu diesen
Erkenntnissen passt die Tatsache, dass auch die nicht bestrahlte Kontrollgruppe der

vorliegenden Arbeit mehrere strukturelle Verdnderungen auf chromosomaler Ebene aufwies.

Als Korrelat fiir den zusétzlichen zytogenetischen Schaden der bestrahlten Tumorzellen wurden
vor allem die Translokationen sowie azentrischen Fragmente mit der Beteiligung der
Chromosomen zwei und vier herangezogen. Diese kamen mit der fiir die FISH-Analyse
angewendeten WCP-Technik besonders gut zur Darstellung. Beide zdhlen mitunter zu den
vielfach nach einer Bestrahlung beobachteten chromosomalen Aberrationen. Translokationen
basieren dabei auf einfachen Austauschen nach einer fehlerhaften DSB-Reparatur, wohingegen
lineare azentrische Chromosomen durch ein Ausbleiben der Reparatur von DNA-Schiden

entstehen (Loucas & Conforth, 2013).

Translokationen

Viele Untersuchungen zur strahleninduzierten Klastogenese beruhen auf der Evaluation von
lymphozytiren Chromosomenaberrationen, welche als MaBl fiir den verursachten
zytogenetischen Schaden durch eine Bestrahlung gelten. Nach einer Bestrahlung von
Lymphozyten in vitro mit 3 Gy konnte beispielsweise ein Anstieg von einfachen
Translokationen um etwa 0,2 pro Zelle dokumentiert werden (Hille et al., 2010). Auch wurde
beobachtet, dass Translokationen an die Folgegenerationen iibertragen wurden, bei der
Zellteilung also nicht verloren gingen und ihre relative Anzahl somit auch nach mehreren
Zellteilungen konstant blieb (Hartel et al., 2018). Zu diesen Beobachtungen passt die in dieser
Arbeit beobachtete groflere Anzahl an Translokationen in allen bestrahlten Versuchsgruppen
im Vergleich mit der Kontrolle. Unbestrahlte FaDu-Tumorzellen wiesen durchschnittlich
0,05 Translokationen pro Zellkern auf. Diese Zahl erhdhte sich fiir beide mit 5 Gy bestrahlten
Gruppen auf etwa 0,09 sowie fiir die mit 3 Gy homogen bestrahlten Zellen auf 0,11 und fiir die
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3 Gy MRT-Gruppe auf etwa 0,15. Diese Beobachtung wiirde ihrerseits fiir einen zusétzlichen
strahleninduzierten zytogenetischen Schaden sprechen. Der Anstieg an beobachteten
Translokationen war jedoch deutlich geringer als derjenige, der fiir humane Lymphozyten
dokumentiert werden konnte. Hierfiir konnte eine unterschiedliche Strahlensensibilitit beider
Zelllinien ursichlich sein. Uberraschenderweise fiel der Zuwachs an Translokationen
gegeniiber der Kontrolle nicht fiir alle Gruppen statistisch signifikant aus. Dies konnte zum
einen an der kleineren Gruppengréfle der 5 Gy MRT-Gruppe sowie zum anderen an den
teilweise relativ grolen Fehlerbalken liegen. Die Ergebnisse beider Bestrahlungsmodi wichen
nicht statistisch signifikant voneinander ab. Somit kann, im Gegensatz zu den zuvor in vitro mit
nicht malignen Zellen erhobenen Daten, kein geringerer zytogenetischer Schaden im
Tumorgewebe nach einer MRT vermutet werden. Eine hohe Zytotoxizitdt im Tumor bei einer
gleichzeitig geringeren Auswirkung der ionisierenden Strahlen auf das Normalgewebe ist
hierbei eine wiinschenswerte Beobachtung. Sie deckt sich mit Ergebnissen aus MRT-Studien,
die am Synchrotron der ESRF durchgefiihrt wurden und fiir einen bis zu flinffach héheren
therapeutischen Index der Rontgen-Mikrostrahlen im Vergleich zu einer homogenen

Bestrahlung sprechen (Dilmanian et al., 2002 und Dilmanian et al., 2005).

Um eine noch prézisere Aussage beziiglich des strahleninduzierten zytogenetischen Schadens
machen zu kdnnen, sollten die dokumentierten Translokationen allerdings zusitzlich in klonale
und andere Translokationen unterteilt werden. Fiir erstere wird angenommen, dass sie im Zuge
der Karzinogenese entstanden sind und deshalb besonders hiufig fiir einen bestimmten Tumor
vorkommen. Alle anderen Translokationen kommen seltener vor und koénnen wéhrend der
Zellkultur als Folge der chromosomalen Instabilitét oder durch zytotoxische Wirkstoffe wie
beispielsweise ionisierende Strahlen entstehen (Arenz et al.,, 2019). Fiir eine solche
Unterscheidung konnte beispielsweise eine Multicolor-FISH zum Einsatz kommen, welche

mehr als zwei Chromosomen zur Darstellung bringt.

Azentrische Chromosomen

Chromosomen-Fragmente ohne Zentromer zdhlen zu den nicht wiedervereinigten
Doppelstrangbriichen, welche ungefdhr 5 % eines strahleninduzierten zytogenetischen
Schadens ausmachen (Loucas & Cornforth, 2013). Eine Evaluation von lymphozytiren
Chromosomenaberrationen, nach einer in vitro Bestrahlung mit 3 Gy, konnte einen Anstieg von
azentrischen und dizentrischen Chromosomen um etwa jeweils 0,4 pro analysierte Zelle
feststellen (Hille et al., 2010). Das Vorkommen beider chromosomaler Verdnderungen in

Lymphozyten konnte mit einem erh6hten Risiko an Krebs zu erkranken in Verbindung gebracht
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werden. Der Risikoquotient betrug jeweils etwa 1,7. Diese Erkenntnis wird fiir das sogenannte
Biomonitoring zum Abschitzen des Gesundheitsrisikos nach Exposition mit ionisierenden
Strahlen eingesetzt (Fucic et al., 2016). Es konnte allerdings gezeigt werden, dass diese
instabilen Aberrationen in der Mitose verloren gingen und nicht an die Folgegenerationen der
geschidigten Zellen weitergegeben wurden. Somit nahm ihre Anzahl im Verlauf der Zeit und
mit jeder Zellteilung ab (Hartel et al., 2018). Die Tatsache, dass auch die unbestrahlte
Kontrollgruppe dieser Studie eine nicht geringe Anzahl an azentrischen Chromosomen aufwies,
spricht dafiir, dass diese bereits Ausdruck der den FaDu-Tumorzellen inhdrenten

chromosomalen Instabilitét ist.

Generell sind azentrische Fragmente Chromosomenelemente ohne Zentromer und kdnnen den
inkompletten chromosomalen Elementen (ICE) zugerechnet werden. Diese konnen sowohl
durch spontane als auch durch klastogen-induzierte DBS entstehen, betreffen meist die
Chromosomenenden und stellen instabile Chromosomenaberrationen dar. An der Formation
der ICE konnen ein oder mehrere Chromosomen beteiligt sein. Neben den azentrischen
Chromosomen, welche auch als terminale Fragmente (TF) bezeichnet werden kdnnen, zdhlen
auch inkomplette zentrische und dizentrische Chromosomen (IC) zu den ICE. In vollstindigen
Metaphase-Zellkernen treten diese Verdnderungen immer in Paaren auf. Diese konnen
entweder aus einem IC und einem AF, aus zwei AF begleitet von einem dizentrischen oder
Ringchromosom, oder aus zwei IC in Begleitung von einem sogenannten zusammengesetzten
Fragment (compound fragment, CF) bestehen. Diese CF sind azentrische Chromosomen,
welche aus der Verbindung zweier TF entstehen. Treten azentrische Fragmente ohne die
zeitgleiche Entstehung von dizentrischen Chromosomen oder zentrischen Ringchromosomen
auf, werden sie als iiberschiissige AF bezeichnet. Diese konnen einerseits durch einen
kompletten Austausch von DNA-Sequenzen innerhalb desselben Chromosomenarmes
entstechen und entsprechen dann interstitiellen Fragment. Andererseits kdnnen auch ein
inkompletter Austausch oder ein terminaler DSB zu azentrischen und zusammengesetzten
azentrischen Fragmenten flihren (Bolzan, 2012). Die hier dokumentierten AF sollten aufgrund
ihrer Zusammensetzung aus Anteilen beider fluoreszenzmarkierter Chromosomen als CF
verstanden werden. Sie miissen grofBtenteils als Ausdruck spontaner DNA-Schédden und deren
inaddquaten Reparatur innerhalb der FaDu-Tumorzellen angesehen werden, da sie in grof3er
Zahl bereits fiir die Kontrollgruppe dokumentiert werden konnten. Fiir eine Abschétzung des
strahleninduzierten zytogenetischen Schadens miissten die spontan entstehenden azentrischen
Fragmente von denen durch die ionisierenden Strahlen entstandenen unterschieden werden.

Eine solche Abgrenzung erscheint mit der hier angewendeten Technik schwierig. Im Vergleich
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zur Kontrollgruppe deutete sich zwar fiir alle bestrahlten Gruppen eine hohere Anzahl an AF
pro Zelle an. Diese Unterschiede waren allerdings statistisch nicht signifikant und machten mit
einem durchschnittlichen Zuwachs von 0,1 pro Zelle nur einen kleinen Bruchteil der insgesamt
beobachteten AF aus. Dies konnte Ausdruck davon sein, dass die relative Anzahl der
strahleninduzierten AF zum Zeitpunkt der FISH aufgrund mehrerer abgelaufenen Mitosen
schon stark reduziert gewesen sein miisste. Die Zeitspanne, wiahrend der mit ionisierenden
Strahlen behandelte Zellen kultiviert werden, bevor eine Analyse des genetischen Schadens
durchgefiihrt wird, beeinflusst sowohl die Art als auch die H&ufigkeit der detektierbaren
Chromosomenaberrationen, da nicht alle an die Folgegenerationen weitergeben werden. Um
den genetischen Schaden nicht nur anhand von stabilen sondern auch instabilen chromosomalen
Veranderungen prizise bestimmen zu konnen, sollte die Analyse daher innerhalb der ersten
Zellteilung stattfinden (Jordan et al., 1999). Diese Punkte fiihrten dazu, dass die in dieser Arbeit
dokumentierten AF nicht fiir die Quantifizierung des strahleninduzierten zytogenetischen
Schaden eingesetzt werden konnten. Hinzu kommt, dass der Zuwachs an dokumentierten
azentrischen Chromosomen fiir beide Bestrahlungsarten in etwa gleich grof3 war. Auch das
verdnderte Verhiltnis von kleinen und groen AF im Vergleich zur Kontrolle hatten alle
bestrahlten Gruppen gemeinsam. Somit l4sst sich anhand dieser Analyse kein unterschiedlicher
zytogenetischer Effekt nach einer MRT im Vergleich zu einer homogenen Bestrahlung

erkennen.

Dosisabhingigkeit

Ein durch ionisierende Strahlung induzierter zytogenetischer Schaden héngt unter anderem mit
der Hohe der applizierten Dosis zusammen (Hill, 2018). In der zuvor zitierten FISH-Analyse
von in vitro an der MuCLS bestrahlten nicht malignen Ar-Zellen von Burger (2017) konnte
eine Dosisabhingigkeit fiir das Entstehen von dizentrischen Chromosomen und zentrischen
Ringchromosomen dokumentiert werden. Deren Anzahl nahm mit der Hohe der Dosis zu. Die
Beobachtung untermalt die direkte Abhangigkeit des induzierten zytogenetischen Schadens von
der applizierten Gesamtdosis. Eine solche Dosisabhéngig konnte in der vorliegenden Arbeit
weder fiir die Entstehung von Translokationen noch fiir das Vorkommen azentrischer
Fragmente beobachtet werden. Andeutungsweise nahm die fiir die homogen bestrahlten
Gruppen beobachtete Anzahl an AF mit steigender Dosis zu. Diese Unterschiede erwiesen sich
jedoch als statistisch nicht signifikant. Interessanterweise zeigte sich unabhédngig von der Art
der Bestrahlung fiir beide Gruppen, die die niedrigere Dosis von 3 Gy erhalten hatten, eine
stairkere Zunahme an Translokationen als fiir diejenigen Zellen, welche mit 5 Gy behandelt

worden waren. Allerdings lie3 sich weder fiir die MRT noch fiir die homogene Bestrahlung ein
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statistisch signifikanter Unterschied zwischen der 3 Gy- und der 5 Gy-Gruppe feststellen. Somit
konnte auch beziiglich der Anzahl an zusétzlichen Translokationen fiir keine der
Bestrahlungsarten ein Dosisbezug hergestellt werden. Diese Beobachtungen passen zu der fiir

FaDu-Zellen dokumentierten lediglich moderaten Strahlensensibilitét (vgl. Kapitel 5.2).

Technik

Synchrotron-basierte MRT-Studien nutzten besonders histologische und
immunohistochemische Farbemethoden, um die Effekte der Bestrahlung auf zelluldrer Ebene
zu visualisieren (Dilmanian et al., 2005, Serduc et al., 2006 und Crosbie et al., 2010). Eine
Evaluation des zytogenetischen Schadens anhand von y-H2AX-markierter DNA-
Doppelstrangbriiche findet sich beispielsweise bei Crosbie et al. (2010). Die Forschenden
konnten feststellen, dass die Anzahl an y-H2AX-positiven EMT-6.5-Tumorzellen nach einer
Bestrahlung mit Rontgen-Mikrokanélen bis zu 84 Stunden lang konstant blieb, wihrend sie sich
in normaler Haut halbierte. Fiir dieses Phinomen machten sie das Unvermogen des Tumors
eine addquate DNA-Reparatur zu unterhalten verantwortlich. Weiters vermuteten sie, dass eine
Vermischung von Zellen mit letalem Schaden und nur minimal bestrahlten Zellen innerhalb des
Tumorgewebes zu einer Zellkommunikation-vermittelten Steigerung des strahleninduzierten
Gesamtschadens filihrte. Dies machte sich in einer Abnahme der Proliferation der Tumorzellen
bemerkbar. Ein quantitativer Vergleich des zytogenetischen Schadens nach einer MRT mit
demjenigen nach einer konventionellen Bestrahlung findet sich in dieser Studie allerdings nicht.
Mit der Methode der y-H2AX-Fiarbung wurden zwar die entstandenen Doppelstrangbriiche als
Biomarker eines potentiell letalen chromosomalen Schadens visualisiert. Meines Wissens nach
gibt bis jetzt allerdings keine Analyse der entstehenden chromosomalen Aberrationen innerhalb
von mit Ronten-Mikrokanélen bestrahlten Tumorzellen. Fiir eine solche Evaluation eignet sich
unter anderem die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Technik der FISH, welche sowohl
instabile als auch stabile Chromosomenaberrationen zur Darstellung bringen kann. Mit ihr ist
es allerdings nicht moglich zwischen Zellen zu differenzieren, welche sich in unterschiedlichen
Zellzyklen befinden. Dies ist, wie zuvor beschrieben, deshalb relevant, da mit der Mitose
instabile strahleninduzierte Chromosomenaberrationen verloren gehen. Deren Frequenz hingt
also stark von den bereits stattgefunden Mitosen ab. Fiir eine solche Differenzierung miisste die
FISH beispielsweise mit der Methode der Harlequin-Farbung kombiniert werden, welche
Zellen in unterschiedlichen Teilungszyklen iiber eine Kultivierung mit 5-Bromo-2’ -
Deoxyuridin (BrdUrd) unterscheiden kann (Jordan et al., 1999). Ein weiterer Aspekt, den die

Methode der Fluoreszenz in situ Hybridisierung nicht erfasst, sind intra-chromosomale
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Austausche wie Inversionen, Deletionen und Duplikationen. Auch sind einige
strahleninduzierte Mutationen nicht grof3 genug, um durch FISH-Techniken visualisiert zu
werden (Hill, 2018). Obwohl eine Multicolor-FISH Translokationen deutlich darstellen kann,
eignet sie sich nicht zur prézisen Identifikation der genauen Abschnitte der beteiligten
Chromosomen und kann somit nur schwer zwischen klonalen und anderen Translokationen
unterscheiden (Arenz et al., 2019). Eine prézisere Abbildung der Gesamtheit der zytogentischen
Verdnderungen nach einer MRT konnte jedoch fiir die Einschitzung einer potentiellen
Selektion resistenterer Subklone von Bedeutung sein, welche wiederum eine wichtige Rolle fiir

Tumorresiduen und lokale Rezidive spielen konnten.

Auch fiir die Strahlensensibilitdt der jeweiligen Tumoren spielt die Auspridgung ihrer
genomoischen Instabilitét eine wichtige Rolle. Fiir HNSCC konnte festgestellt werden, dass
unter anderem der HPV-Status fiir das Ansprechen auf eine Bestrahlung verantwortlich ist.
Dabei weisen HPV-positive Tumoren eine erhohte Strahlensensitivitit auf, welche auf eine
fehlerhafte Zellzykluskontrolle mit G2-Arrest und eine unzuldngliche DNA-Reparatur mit
verbleibenden DSB zuriickgefiihrt werden konnte (Rieckmann et al., 2013). Fiir die
Unterschiede in der genetischen Instabilitdt von HNSCC werden zwei verschiedene Hauptwege
der Kanzerogenese verantwortlich gemacht. Wihrend fiir Tabak- und Alkohol-induzierte
Tumoren ein mehrstufiger Prozess bestehend aus kontinuierlichen DNA-Schiden und einem
Akkumulieren von Mutationen angenommen wird, macht man fiir die HPV-induzierten
Tumoren eine verminderte Expression der Onkogene E6 und E7 verantwortlich. Es konnte
beobachtet werden, dass die chromosomale Instabilitdt beider Tumorentitdten in Hinblick auf
strukturelle Aberrationen nicht jedoch beziiglich der Ploiditit der Tumoren besteht. Die
dokumentierten Unterschiede beziiglich der strukturellen Chromosomenaberrationen betrafen
das Vorkommen von Translokationen. Wéhrend die beobachtete Gesamtanzahl fiir beide
Tumor-Subgruppen bei etwa 11 Translokationen pro Zelle lag, unterschieden sich diese in
Bezug auf die hauptséchlich beteiligten Chromosomen. Hier zeigte sich fiir die untersuchten
HPV-negativen Zelllinien ein sehr heterogenes Bild, wahrend in HPV-positiven Zellinien das
Chromosom drei mit einem Anteil von 32 % an allen beobachteten Translokationen besonders
involviert war. Auch die Chromosomen zwei, vier und fiinf waren vergleichsweise hédufig
beteiligt (Arenz et al., 2019). Die Zelllinie FaDu ist HPV-negativ. Es konnte gezeigt werden,
dass FaDu-Tumoren fiinfmal schlechter auf eine Bestrahlung ansprachen als Tumoren aus
HPV-positiven HNSCC Zelllinien (Kranjc Brezar et al., 2020). Dieses schlechte Ansprechen
auf eine Radiotherapie macht einen wichtigen Aspekt der schlechten Prognose vieler Kopf-

Hals-Tumoren aus. Trotz eines dhnlichen Ausmalles des direkten zytotoxischen Effektes von
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MRT und homogener Bestrahlung, konnte die Behandlung mit Rontgen-Mikrostrahlen
dennoch zu einem verbesserten Therapieergebnis fiihren. Der fiir die rdumlich fraktionierte
Bestrahlung beobachtete charakteristische Effekt auf das tumorale Gefdfnetz fiihrt unter
anderem zu einer voriibergehend erhdhten Permeabilitit der geschidigten BlutgefdBle. Dies
konnte beispielsweise zu einer gezielten Applikation von Chemotherapeutika genutzt werden
und somit die Effektivitit der Kombinationstherapie steigern (Serduc et al., 2008, Bouchet et
al., 2010).

In Zusammenschau mit den Ergebnissen der CFA-Analyse wire es gegebenenfalls sinnvoll eine
weitere Versuchsreihe an der MuCLS mit einer strahlensensibleren Zelllinie anzuschlieBen. Fiir
eine solche wiren deutlichere Unterschiede hinsichtlich einer potentiell durch die Behandlung
erhohten Strahlenresistenz anzunehmen. Auch wére ein deutlicherer Anstieg der
Chromosomenaberrationen zu erwarten, welcher mit hoherer Wahrscheinlichkeit zu einem
signifikanten Ergebnis filhren kdnnte. Zudem konnte die Durchfiihrung einer Multicolor-FISH
mit dem Anférben von mehreren Chromosomen und dem Fokus auf der Dokumentation von
Translokationen hilfreich sein, welche bestenfalls innerhalb der ersten Mitose nach der
Bestrahlung durchgefiihrt werden sollte. Ein so angepasster Versuchsaufbau hitte das Potenzial
aussagekriftigere Ergebnisse beziiglich des strahleninduzierten zytogenetischen Schadens der
Tumorzellen zu ermdglichen. Er miisste allerdings losgeldst von einer vorausgehenden

Tumorwachstumsanalyse umgesetzt werden.
5.4 Synopse

Um eine experimentelle Technik wie die Rontgen-Mikrokanalbestrahlung in die klinische
Anwendung zu iiberfiihren, miissen ihre Effektivitit und ihre Kosteneffizienz gegeneinander
abgewogen werden (Nickoloff, 2015). Die vorliegende Arbeit, welche mit der MuCLS eine
innovative kompakte Synchrotronstrahlenquelle einsetzen konnte, leistet beziiglich der
zukiinftigen Praktikabilitit sowie der Therapiekosten einer MRT im klinischen Alltag einen
wichtigen Beitrag. Gemeinsam mit den vorausgegangenen proof of principle-Studien (Burger,
2017 und Dombrowsky et al., 2020) konnte gezeigt werden, dass es moglich ist an der MuCLS
wenige Mikrometer breite, prazise Mikro-Rontgenstrahlen zu erzeugen und diese sowohl fiir in
vitro als auch fiir in vivo Bestrahlungen bereitzustellen. Dies wird eine zukiinftige intensivere
Erforschung der bis jetzt noch préiklinischen MRT ermdoglichen und deren Translation in die
Klinik fordern. In Hinblick auf das Ausmall der Effektivitit der Rontgen-
Mikrokanalbestrahlung allgemein ist es wichtig verschiedene Anwendungsbereiche zu

definieren. Die meisten Studien zur MRT untersuchten deren Wirkung auf zerebrale Tumoren
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und konnten zeigen, dass diese erstaunlich gut auf die neue Therapieform ansprachen (Laissue
et al., 1998, Dilmanian et al., 2002, Dilmanian et al., 2003b, Serduc et al., 2006, Smilowitz et
al., 2006, Regnard et al., 2008, Serduc et al., 2008, Serduc et al., 2009, Bouchet et al., 2010 und
Bouchet et al., 2016a). In dieser Arbeit sollte mit der Zelllinie FaDu, stellvertretend fiir
Plattenepithel-Karzinome des Kopf-Hals-Bereiches, eine weitere Tumorentitit mit einer
ebenfalls schlechten Prognose und dhnlich komplizierten Lagebeziehungen als mogliches
Anwendungsgebiet der MRT erschlossen werden. Fiir die Evaluation der Effektivitdt neuer
Bestrahlungsformen ist es weiters wichtig einen Vergleich zu etablierten Radiotherapien
herzustellen. AuBBerdem gilt es die Mechanismen zu verstehen, die der Wirksamkeit zugrunde
liegen. Beide Aspekte fanden sich in den hier durchgefiihrten Versuchen wieder. Zum einen
fand der Vergleich mit einer homogenen Bestrahlung mit den jeweils gleichen mittleren Dosen
statt. Zum anderen wurden Chromosomenaberrationen als Korrelat fiir die biologische
Effektivitdt sowie das klonogene Zelliiberleben nach einer weiteren Bestrahlung als Hinweis
auf Verdnderungen der Strahlensensibilitit untersucht. Beide Merkmale dienen neben dem
besseren Verstidndnis der Wirkweise einer MRT auch der Einschitzung potentieller negativer
Effekte, zu denen die Selektion von strahlenresistenten Subklonen und das Risiko von Residuen

oder Rezidiven zahlen.

Aus der initial durchgefiihrten Analyse des Tumorwachstums lief3 sich der Schluss ziehen, dass
eine Anpassung der Bestrahlungsparameter fiir eine erfolgreichere Tumorkontrolle notwendig
sind. Besonderer Fokus sollte hierbei auf die Peak- und Valley-Dosen sowie auf das Verhéltnis
von Breite und Abstand der Mikrostrahlen gelegt werden. Zusétzlich zu einer weiteren Studie
zur Tumorkontrolle sollte ebenfalls iiberlegt werden, einen ldnger angelegten Versuch zur
Beurteilung des Uberlebens durchzufiihren. Das Uberleben nach einer Therapie ist fiir die
Betroffenen das relevanteste Ergebnis, noch vor der lokalen Tumorkontrolle (Nickoloff, 2015).
Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Lebensqualitéit der Patient*innen wéhrend und nach der
Therapie. Fiir diese spielt das Nebenwirkungsprofil einer Therapie eine grofle Rolle. Aspekte
potentieller Nebenwirkungen der MRT sollten in der hier durchgefiihrten Arbeit sowohl durch
die Ergebnisse der Koloniebildungstests als auch durch die Resultate der Fluoreszenz in situ
Hybridisierung charakterisiert werden. Beide gaben weder einen eindeutigen Hinweis auf eine
verdnderte Strahlensensibilitét noch auf Unterschiede in der genetischen Instabilitdt der Zellen,
welche mit Rontgen-Mikrokanilen behandelt worden waren. Allerdings préasentierten sich die
Ergebnisse der CFA als zu heterogen, um eine potentielle Strahlenresistenz ausschlieen zu
konnen. Da diese jedoch unter anderem den mdglichen Einsatz weiterer therapeutischer

MaBnahmen bei Tumorresiduen und -rezidiven bestimmt, stellt sie einen wichtigen Faktor fiir
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das langfristige Therapieergebnis dar. Es wire deshalb von Interesse eine weitere
Versuchsreihe mit groferer Stichprobenzahl und einheitlichem Versuchsaufbau durchzufiihren,
um potentielle Negativeffekte einer MRT definitiv ausschliefen zu kdnnen. Anhand der FISH
konnte ein dhnlich hoher Zuwachs an Translokationen und azentrischen Fragmenten fiir beide
Bestrahlungsmodi dokumentiert werden. Der auf diesem Wege analysierte direkte zytotoxische
Schaden gab somit ebenfalls keinen Hinweis auf einen Nachteil einer MRT gegeniiber einer
homogenen Bestrahlung. Allerdings scheint eine Ergénzung der Untersuchung durch eine
Multicolor-FISH, welche mehr als zwei Chromosomen einschlie3en und ihren Fokus besonders
auf Translokationen legen sollte, dennoch sinnvoll. Sie konnte zusétzlich die potentiell
unterschiedlichen Schidigungsmuster beider Dosisverteilungen analysieren und ein besseres

Verstindnis der strahlenbiologischen Wirkung einer MRT auf neoplastische Zellen schaffen.

Neben einem priziseren radiobiologischen Verstdndnis der MRT sind mehrere praktische
Aspekte notwendig, um die Technik auch klinisch an Patient*innen anwenden zu kdnnen.
Hierzu zdhlt die Entwicklung neuer Hard- und Software, wie beispielsweise ein
Positionierungssystem und eine Therapieplanungssoftware, die MRT Bilder inkorporieren
kann (Grotzer et al. 2015). Um klinische Versuche mit Rontgen-Mikrostrahlen sicher an
humanen Krebspatient*innen durchfithren zu konnen, sind laut einem Review von Wright
(2015) zusétzlich mehrere Anpassungen der Bestrahlungsparameter notwendig. Ein Problem
stellen die bis jetzt verwendeten Photonenenergien dar. Bisher wurden MRT-Studien mit
mittleren Photonenenergien zwischen 50 keV und 150 keV durchgefiihrt, um durch moglichst
wenige Streuungseffekte die Dosisverteilung im Gewebe so prédzise wie mdglich zu halten.
Monte Carlo-Simulationen von Dilmanian et al. (2005) sahen eine Strahlenenergie von 250 keV
als ein oberes Limit fiir die Erzeugung von Rontgen-Mikrostrahlen an. Die niedrige Energie
limitiert jedoch die Eindringtiefe der Strahlung und reicht nicht aus, um tiefer gelegene
Tumoren im Menschen zu erreichen. Die bis jetzt an der MuCLS fiir in vivo Bestrahlungen
eingesetzte Rontgenenergie liegt mit 25 keV sogar noch niedriger. Die aus ihr resultierende
oberflachliche Strahlendeponierung erforderte deshalb den Einsatz des Tumor-Ohr-Modells der
Maus. Hoher energetische Photonen hitten allerdings eine Anderung der Dosisverteilung mit
einem flacheren Dosisabfall und einer hoheren Valley-Dosis durch gesteigerte Streuungseffekte
zur Folge. Laut Wright (2015) wére ein moglicher Ansatz hohere Energien in Kombination mit
schmaleren Mikrostrahlen einzusetzen und so die Peak-Region, in welcher die
strahleninduzierten Schdden entstehen, schmal genug zu halten, um eine addquate Regeneration
des Gewebes dennoch zu ermoglichen. Auch die gewdhlte Strahlengeometrie spielt fiir eine

sichere Dosisapplikation im Menschen eine wichtige Rolle. In priklinischen Versuchen von
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Bréauer-Krisch et al. (2005) konnte die effektivste Tumorkontrolle durch eine co-planare
Bestrahlung mit ineinandergreifenden Rontgen-Mikrokanélen erzielt werden, welche im
Zielvolumen eine quasi homogene Dosisverteilung entstehen lie. Diese Technik wire im
klinischen Setting allerdings nicht sicher umsetzbar, da bereits kleinste Bewegungen des*der
Patienten*Patientin in der Grdéfenordnung eines Mikrostrahls zu einem Verlust des
antizipierten Strahlenmusters fiihren wiirden. Laut Wright (2015) konnte allein die
Repositionierung des*der Patienten*Patientin oder der Strahlenquelle, die fiir die Bestrahlung
aus mehreren Richtungen notig wére, schon zu grofBeren Abweichungen fiihren. Eine mogliche
Alternative zu der ineinandergreifenden Strahlengeometrie konnte jedoch eine cross-planare
Technik sein, bei der sich die Mikrostrahlen im Zielvolumen iiberschneiden und sich die Dosen
an den Schnittstellen addieren. So wiirde im Tumor zwar keine homogene Dosisverteilung
entstehen, jedoch wiirde sein GefiBBnetz durch die Dosisiiberlagerungen punktuell
unterbrochen. Eine resultierende Ischdmie konnte dann ebenfalls zu einer erfolgreichen

Ablation des Tumors fiihren.

Es ist klar erkennbar, dass die MRT-Forschung innerhalb der letzten Jahrzehnte bereits
immense Fortschritte erzielen konnte, welche sie zu einer vielversprechenden neuen Form der
Radiotherapie machen. Es steht allerdings ebenso au3er Frage, dass diese Technik in Hinblick
auf ihre Translation in den klinischen Anwendungsbereich noch ganz am Anfang steht. Die
Etablierung eines Versuchsaufbaus zur Erzeugung von Rontgen-Mikrostrahlen an der
kompakten Strahlenquelle MuCLS stellt fiir diesen Prozess einen essentiellen Schritt dar. Denn
das Set-up an der MuCLS erleichtert die Durchfiihrung zukiinftiger Versuche mit Rontgen-
Mikrostrahlen und wird es unter anderem ermdoglichen auch weitere Tumorentititen in die
Erforschung potentieller Anwendungsgebiete einzuschlieen. Hierfiir ist auch das in dieser
Arbeit erfolgreich umgesetzte Tumor-Ohr-Modell von entscheidender Bedeutung. Die
vorliegenden Daten bilden eine wichtige Grundlage fiir die weitere Versuchsoptimierung. Sie
konnen sowohl als Ansto3 flir weitere Studien zu einer mdglichst idealen Anpassung der
Bestrahlungsparameter als auch als Ausgangspunkt fiir eine intensivierte Evaluation der

radiobiologischen Effekte einer MRT verstanden werden.
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6 Zusammenfassung

Meine Dissertation widmete sich der préklinischen Erforschung einer moglichen
radiotherapeutischen Alternative in der Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren. Obwohl diese
Tumoren im Vergleich zu anderen Neoplasien eher selten sind, betreffen sie dennoch die
sichtbarsten Kdrperstellen und beeintrachtigen fundamentale Korperfunktionen. Thre Prognose
ist zudem trotz intensivster Therapieschemata noch immer sehr schlecht. Neben der allgemein
kurzen Uberlebenszeit nach der Diagnosenstellung ist hierbei auch die stark eingeschriinkte
Lebensqualitét der Betroffenen sowohl wihrend als auch nach den therapeutischen Maflnahmen
von besonderer Bedeutung. Es besteht noch viel Potential innerhalb der herausfordernden
Behandlung von Patient*innen mit Kopf-Hals-Tumoren. Das Ziel sollte es sein den
Therapieerfolg zu verbessern, ohne die Morbiditdt der Betroffenen zu erhdhen. Hierfiir miissen
die Toxizitdt und die Nebenwirkungen der Therapien auf ein Minimum reduziert werden. Um
dies zu erreichen muss eine zum Einsatz kommende Radiotherapie eine letale Dosis an den
Tumor applizieren und dabei gleichzeitig die Dosis, welche das umliegende Gewebe erreicht,
moglichst klein halten, um im Falle der Kopf-Hals-Tumoren lebenswichtige Strukturen zu
schonen. Ein vielversprechender Ansatz stellt die préklinische Technik der Rontgen-
Mikrokanalbestrahlung dar, welche seit den 1990er Jahren fast ausschliefllich an groBen
Synchrotronanlagen erforscht wird. Thr charakteristisches Merkmal ist eine rdumlich
fraktionierte, inhomogene Dosisverteilung im Zielvolumen. Diese entsteht durch die
Aufspaltung des Rontgenstrahls in mehrere parallele nur wenige Mikrometer breite
Rontgenstrahlen in festen Abstinden zueinander. Vorausgehende Studien, welche sich priméar
neuronalem Gewebe und zerebralen Tumoren von Ratten widmeten, konnten bereits zu
vielversprechenden Ergebnissen sowohl fiir die lokale Tumorkontrolle als auch fiir die Toleranz
des Normalgewebes fithren. Im Vergleich zu einer homogenen Bestrahlung wurde fiir die MRT
ein bis zu flinffach hoherer therapeutischer Index postuliert. Die Bestrahlungen der
vorliegenden Arbeit wurden im Gegensatz zu den bisherigen MRT-Studien an einer
innovativen kompakten Strahlenquelle durchgefiihrt, welche auf dem Prinzip der inversen
Comptonstreuung von Elektronen an Laserphotonen beruht. Sie sollte hierdurch einen
wichtigen Beitrag zur intensiveren Erforschung dieser rdumlich fraktionierten
Bestrahlungstechnik leisten, indem sie ihren Einsatz leichter zugénglich macht und ihn fiir
einen groBeren Kreis an Wissenschaftler*innen 6ffnet. Sie kann deshalb als essentieller Schritt
auf dem Weg der Translation der MRT in den klinischen Anwendungsbereich angesehen
werden. Die spezielle Fragestellung bezog sich auf den Vergleich der Effektivitdt von Rontgen-

Mikrostrahlen mit derjenigen einer konventionellen homogenen Bestrahlung hinsichtlich der
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lokalen Kontrolle von FaDu-Tumoren sowie ihrer direkten Zytotoxizitdt. Hierfiir wurde eine
dreiteilige Versuchsreihe konzipiert. In einem ersten Schritt wurde das Wachstum der Tumoren
in den Ohren von Nacktméiusen in vivo dokumentiert und beziiglich einer Verzogerung durch
die unterschiedlichen Bestrahlungen ausgewertet. Im Anschluss fand eine Isolation der
Tumorzellen statt, um sie in vitro mittels Koloniebildungstests und FISH-Analysen auf ihre
Strahlensensibilitit und ihren zytogenetischen Schaden hin zu evaluieren. Ziel war es das Set-
up an der MuCLS fiir in vivo Bestrahlungen mit Rontgen-Mikrokanélen zu etablieren und mit
den erhobenen Ergebnissen an die zuvor beschriebene therapeutische Wirksamkeit einer MRT

an groflen Teilchenbeschleunigern anzukniipfen.

Es konnte gezeigt werden, dass es moglich ist Rontgen-Mikrostrahlen an der MuCLS zu
erzeugen und diese fiir in vivo Bestrahlungen bereitzustellen. Hierfiir konnte ebenfalls
erfolgreich das Tumor-Ohr-Modell rezipiert werden. Eine Wachstumsverzdgerung deutete sich
allerdings nur fiir die homogen mit 5 Gy bestrahlten FaDu-Tumoren an. Das Ergebnis des in
vivo Teils der Arbeit kann als Ausgangspunkt fiir die Konzeption zukiinftiger MRT-Studien an
der MuCLS angesehen werden. Die Daten geben den AnstoB fiir mogliche Optimierungen des
Versuchsaufbaus und hier besonders der Bestrahlungsparameter. Ahnliches gilt auch fiir die
Ergebnisse der FISH-Analyse, welche bereits multiple Chromosomenaberrationen innerhalb
der Kontrollgruppe, als Korrelat der genomischen Instabilitit der FaDu-Tumorzellen, zur
Darstellung bringen konnte. Eine deutliche Abweichung zeigte sich fiir die bestrahlten Gruppen
ausschlieBlich fiir das Vorkommen von Translokationen. Diese traten unabhdngig von der
Bestrahlungsart und -dosis hdufiger auf als in den nicht bestrahlten Zellen und konnten somit
als MaB fiir den zusitzlichen strahleninduzierten zytogenetischen Schaden angesehen werden.
Um diesen genauer quantifizieren zu konnen, ist es denkbar in zukiinftigen Untersuchungen
mehrere Chromosomen anzufdrben und den Fokus der Untersuchung auf die Klassifikation der
Translokationen zu legen. Die Ergebnisse der Koloniebildungstests waren im Einklang mit der
Tatsache, dass FaDu-Zellen wie allgemein viele Plattenepithel-Karzinome des Kopf-Hals-
Bereiches eine lediglich moderate Strahlensensibilitdt aufweisen. Es konnte kein klarer Hinweis
auf eine erhohte Strahlenresistenz nach einer Behandlung mit Rontgen-Mikrostrahlen gefunden
werden. Allerdings lieB die Heterogenitét der Daten auch keinen sicheren Ausschluss zu. Eine
Wiederholung des Versuchs mit einer grofleren Stichprobenzahl und einem einheitlicheren
Aufbau wiirde das Verstindnis der zelluldren Verdnderungen nach einer MRT verbessern.

Diese Veridnderungen konnten von grofler Relevanz fiir das Langzeit-Therapieergebnis sein.

Insgesamt stellt diese Forschungsarbeit einen wichtigen Schritt fiir die MRT-Forschung dar, da

sie zeigen konnte, dass es moglich ist diese vielversprechende Bestrahlungstechnik unabhingig
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von groBlen Synchrotronanlagen einzusetzen. Dies spielt fiir eine zukiinftige klinische
Anwendung der Rontgen-Mikrostrahltechnik eine grofle Rolle. Die vorliegenden Ergebnisse
konnen hauptsdchlich als Ausgangspunkt fiir zukiinftige Forschungskonzepte und
impulsgebend fiir die weitere Optimierung der MRT-Bestrahlungsparameter angesehen
werden. Versuche mit weiteren Tumorentititen und hdheren Dosen sowie verschiedenen
Breite-Abstand-Verhiltnissen der Mikrostrahlen werden zukiinftig das strahlenbiologische

Verstiandnis der MRT-Technik erweitern konnen.
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Tabelle A.1
TMN-Klassifikation des Hypopharynx-Karzinoms des American Joint Committee on Cancer (AJCC)

T

TNM - Klassifikation

M

TX

Tis

T1

T2

T3

T4a

T4b

Primartumor kann nicht beurteilt
werden

Carcinoma in situ

Tumor limitiert auf eine der
hypopharyngealen Subregionen und/
oder <2 cm im grofiten Durchmesser

Tumorinvasion von mehr als einer
Subregion des Hypopharynx mit einer
Grofle von > 2 cm aber <4 ¢cm im
groften Durchmesser, ohne Fixierung
des Hemilarynx

Tumor > 4cm im grofiten Durchmesser,
oder Fixierung des Hemilarynx, oder
Ausdehnung auf die 6sophageale
Mukosa

Moderat fortgeschrittene lokale
Erkrankung: Tumor infiltriert die
Cartilago thyroideus/ cricoideus, den
Os hyoideus, die Schilddriise, die
Osophageale Muskulatur oder
prilaryngelae Muskeln bzw.
Subkutanes Fettgewebe

Sehr fortgeschrittene lokale
Erkrankung: Tumor infiltriert die
pravertebrale Faszie, ummauert die A.
carotis oder breitet sich ins
Mediastinum aus

NX

NO

N1

N2a

N2b

N2c

N3a

N3b

N
Regionale Lymphknoten (LK) kénnen ~ MO
nicht beurteilt werden
Keine regionalen Lymphknoten- MI

Metastasen

Metastase eines einzigen ipsilateralen
LK, <3 c¢m im groBten Durchmesser,
ENE(-)*

Metastase eines einzigen ipsilateralen
LK, > 3 c¢cm aber < 6 cm im grofiten
Durchmesser, ENE(-)* ODER
Metastase eines einzigen ipsilateralen
LK <3 c¢cm im grofiten Durchmesser,
ENE(+)*

Metastasen in mehreren ipsilateralen
LK, alle < 6 cm in groBten
Durchmesser, ENE(-)*

Metastase(n) in bilateralen oder
kontralateralen LK, < 6 cm im groBten
Durchmesser, ENE(-)*

LK-Metastase > 6 cm im grofiten
Durchmesser, ENE(-)

Metastase eines einzigen ipsilateralen
LK >3 cm und ENE(+) ODER
multiple ipsilaterale/kontralaterale/
bilaterale LK-Metastasen und ENE(+)*
ODER kontralaterale LK-Metastase
und ENE(+) SOWIE alle bereits
klinisch erkennbaren ENE(+)

Keine Fernmetastasen

Fernmetastase(n)

Anmerkung: Diese Aufstellung entstammt den NCCN Guidelines Version 1.2020 Head and Neck Cancers des
National Comprehensive Cancer Networks. Die originale Quelle dieser Informationen ist das AJCC Cancer

Staging Manual, 8. Auflage (2017) herausgegeben von Springer International Publishing.



Tabelle A.2
Prognostische Einteilung der Tumorstadien des

Hypopharynx-Karzinoms des American Joint Committee
on Cancer (4JCC)

Prognostische Tumorstadien

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium I Tl NO MO
Stadium II T2 NO MO
Stadium III T3 NO MO
Tl NI MO
T2 NI MO
T3 NI MO
Stadium IVA Tl N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a NO/ N1/ N2 MO
Stadium IVB T4b Jedes N MO
Jedes T N3 MO
Stadium IVC Jedes T Jedes N M1

Anmerkung: Diese Aufstellung entstammt den NCCN
Guidelines Version 1.2020 Head and Neck Cancers des
National Comprehensive Cancer Networks. Die originale
Quelle dieser Informationen ist das AJCC Cancer Staging
Manual, 8. Auflage (2017) herausgegeben von Springer
International Publishing.

il
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Abbildung A.1: Ausschnitt eines FISH Score Sheets
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Tabelle A.3
Tumormodell

Zelllinie/
Mausstamm

FaDu

NMRI (nu/nu)

Tabelle A .4
Gerdte

Art

Humanes Plattenepithel-Karzinom

des Hypopharynx;

Index-Patient:

56-jahrig méannlich (Kalkutta, Indien; 1968)

Nacktmaus,
weiblich, 8-10 Wochen

Herkunft

Prof. Dr. med. Baumann,

Klinik und Poliklinik fiir Strahlentherapie und
RadioOnkologie,

Medizinische Fakultit Carl Gustav Carus,
Technische Universitdt Dresden

Charles River Laboratories (Sulzfeld,
Deutschland)

Produkt

Hersteller

CK T2364 Edelstahl Pinzette

Corning® 100-1,000 unL. Lambda™ Pipettierer
Corning® Stripettor™ Ultra Pipettierhilfe
Digital Vortex-Genie 2

Eppendorf Research® Plus Pipette

Fluoreszenzmikroskop Axio Vert.Al

GentleMaCS Dissociator

Heraeus Multifuge 3SR Plus Centrifuge

Kolonie- und Sphiroidzéhler GelCount™
Messschieber DigiMax 29422

MuCLS
(~ Lyncean CLS)

Multipette® Plus Pipette

Neubauer improved Zihlkammer

PIPETMAN Classic P200 Pipettierer

Gulmay RS225

Thermo Scientific™ BBD 6220 CO.-Inkubator

Thermo Scientific™ Herasafe™ KS biologische
Sicherheitswerkbank

Xstrahl RS225

RS Components GmbH, Gmiind, Osterreich
Corning Inc., Tewksbury, MA, USA

Corning Inc., Tewksbury, MA, USA

Scientific Industries, Inc., Bohemia, New York, USA
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

Oxford Optronix Ldt., Abingdon, Vereinigtes Konigreich
Wiha, Buchs, Schweiz

Lyncean Technologies, Inc., Fremont, CA, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Marienfeld Superior, Marienfeld Superior, Paul
Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen,
Deutschland

Gilson Incorporated, Middleton, WI, USA

ehemals Gulmay Medical, jetzt Xstrahl Limited,
Camberley, Vereinigtes Konigreich

Thermo Fisher Scientific, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte, Deutschland

Xstrahl Limited, Camberley, Vereinigtes Konigreich
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Tabelle A.5
Reagenzien

Produkt

Hersteller

20x SSC Buffer

AFN
(Atipamezole + Flumazenil + Naloxon)

Bepanthen® Augen- und Nasensalbe
Convenia

Corning Matrigel Basement Membrane
Matrix; #356237, Lot: 61237013

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) low glucose

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Fetal Bovine Serum (Lot: BCBR0718V)
Fungin

Gentamycin

HEPES (1 M) Pufferlosung
Kaliumchlorid 0,075 M (KCl)
KaryoMax® Colcemid 10 pg/ ml
Kochsalzlosung (NaCl)

Kristallviolett 0,1 %

L-Glutamin 200 mM

MMF
(Medtomidin + Midazolam + Fentanyl)

Penicillin-Streptomycin
Sodium Pyruvat 100 mM
Trypsin EDTA Losung
Tween®20

Vectashield® HardSet™ Antifade
Mounting Medium w/DAPI

XCiting Chromosome Paints (XCP),
2 - green & 4 - orange

Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Klinikum rechts der Isar, Miinchen, Deutschland

Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland
Zoetis Schweiz GmbH, Ziirich, Schweiz

Corning Inc., Tewksbury, MA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
InvivoGen, Toulouse, Frankreich

Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Eigene Herstellung am Klinikum rechts der Isar
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Klinikum rechts der Isar, Miinchen, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

MetaSystems Probes GmbH, Altlussheim, Deutschland
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Tabelle A.6
Verbrauchsmaterial
Produkt Hersteller
BD Falcon Cell Strainer BD Bioscience, Bedford, MA, USA

Cellstar® cell culture flask
Cellstar® Serologische Pipetten

Cellstar® Tubes/ Polypropylen
Rohrchen

Combitips advanced®
Pipettenspitzen

ep.T.LLP.S® Pipettenspitzen
Fixogum
GentleMaCS C Tube

Menzel™ Mikroskop-
Deckglaschen

Objekttrager Menzel™ Gléser
Skalpell
Zellkulturschale

Zellkulturtestplatten

Greiner Bio One International GmbH, Kremsmiinster, Osterreich
Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster, Osterreich

Greiner Bio One International GmbH, Kremsmiinster, Osterreich

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, D
Marabu, Marabu GmbH & Co. KG, Tamm, Deutschland
Miltenyi Biotec B.V. & Co. KG, Bergisch Gladbach, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Feather disposable scalpel No.22 steril, Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan
TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz

TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz

Tabelle A.7
Software
Name Hersteller
GelCount™ software Oxford Optronix Ldt., Abingdon, Vereinigtes Konigreich
jamovi Version 1.2 The jamovi project 2020
Numbers Version 6.1 Apple Inc. Cupertino, USA

R Version 4.0.2 The R Foundation, Vienna, Austria
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