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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Begriffsbestimmung der Strahlenbiologie

Die Strahlenbiologie als Wissenschaft untersucht die Wirkung ionisierender
Strahlen auf biologische Systeme. Als Fach der Grundlagenforschung befaldt sie
sich auch mit der Anwendung ionisierender Strahlen in der Medizin. Die
klinische Strahlenbiologie ist hierbei zwar nicht mit der experimentellen
Strahlentherapie gleichzusetzen, ihre Berthrungspunkte sind jedoch vielfaltig und
die Ubergénge oft flieRRend. Die Erkenntnisse der klinischen Strahlenbiologie sind
Grundlage fur die Bearbeitung von Fragestellungen in der Strahlentherapie,
Nuklearmedizin und Rontgendiagnostik. Sie spielen aber auch eine Rolle bei
Fragen von Strahlenwirkungen auf’erhalb des medizinischen Bereichs, z.B.
Kernenergie, Akut- und Spéatfolgen von Kernexplosionen, Strahlenunfallen,
Strahlenschutz etc. Die biologischen Faktoren der Wirkung von ionisierenden
Strahlen sind vielféltig, interagieren miteinander und besitzen jeder fir sich eine
zeitliche Determinante. Daher ist eine urséchliche Trennung oft schwierig. Es ist
anzunehmen, daf3 noch nicht alle Faktoren der biologischen Wirkung von
ionisierenden Strahlen bekannt sind, da die beschreibenden mathematischen
Modelle nicht vollstandig die beobachteten Effekte wiedergeben kdnnen
(Herrmann & Baumann, 1997). Diese Faktoren sollen im Folgenden, soweit sie
bekannt sind, erklart werden.

1.2. Die Faktoren der biologischen Wirkung von Strahlen

Die verschiedenen Faktoren, die auf der biologischen Basis die Wirkung von
Strahlen bestimmen, sind von Withers 1974 als sogenannten ,R’Ss* der
Strahlentherapie erstmals zusammenfassend beschrieben worden. Diese Faktoren
beginnen im Englischen alle mit dem Buchstaben R. Es sind dies. Reparatur
(engl.: repair oder recovery), Repopulierung (repopulation), Reoxygenierung
(reoxygenation), Redistribution (redistribution oder reassortment), Rekruitment
(recruitment), Regression (regression), Metastasierung (reseeding) und die
intrinsische Strahlensensibilitét (radiosensitivity).
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1.2.1. Repar atur

lonisierende Strahlen kénnen mit allen Molekilen aus der eine Zelle besteht
interagieren. Diese Interaktion kann direkt oder indirekt erfolgen. Bel der
direkten Interaktion wird die Strahlenenergie direkt vom Molekll absorbiert. Bei
der indirekten Wirkung entstehen chemische Radikale die Uber Diffusion zum
Molekil gelangen und dort interagieren. Beide Interaktionsarten bewirken eine
chemische Verdnderung am Molekil. Diese Verdnderung kann das Molekdl in
seiner Funktion negativ beeinflussen, es also schadigen. Die im Sinne der
Strahlenbiologie wichtigste Interaktion findet mit dem Makromolekil DNA statt.
Es werden an der DNA hauptsachlich vier Arten von Schéden unterschieden:
Einzelstrangbriiche, Doppelstrangbriiche, Basenschdden und gehaufte L&sionen.
Da die DNA zur Zellreplikation und zum Zellliberleben notwendig ist, kdnnen
DNA-Schéden, die nicht adaquat repariert werden, kurz- oder langfristig zum
Zelltod fihren. Einzelstrangbriiche und Basenschédden werden durch Exzision
repariert. Doppelstrangbriiche kdnnen auf drei verschiedenen Wegen repariert
werden: homologe Rekombination (hierbel fungiert das Schwesterchromosom als
Matrize), nicht homologe Rekombination (Abbau der DNA bis zu einer Stelle,
die wieder eine Homologie aufweist) und direkte End-zu-End-Verbindung ohne
Sequenzverlust. Gehaufte L&sionen sind verschiedenartige Schaden in dichter
Nachbarschaft zueinander. Diese konnen auch repariert werden. Der
Mechanismus ist derzeit aber noch unbekannt (Herrmann & Baumann, 1997).
Tumor- und Normalgewebszellen sind beide in der Lage diese Schaden zu
reparieren. Der biologische Effekt einer Bestrahlung liegt darin, dal3
Doppelstrangbriiche zum Teil nicht oder falsch repariert werden. Dadurch ist es
madglich, dal3 wahrend der Lebensphase einer sich teillenden Zelle letae
Chromosomenaberrationen mit Verlust von Geninformation entstehen. Fir die
meisten letalen Chromosomenaberrationen sind zwei dicht beieinander liegende
Doppelstrangbriiche verantwortlich. Die Reparatur von Strahlenschaden kann
durch die Messung von Dosiswirkungskurven an Zellkulturen gemessen werden.
Die resultierenden Uberlebenskurven haben die charakteristische Form einer
Schulterkurve. Die Form der Kurve 183t sich mit einem mathematischen Modell
beschreiben, dem linear-quadratischen Modell (Kellerer & Rossi, 1972).

Effekt = ad + Rd?

Mit d wird die Dosis beschrieben, a und 3 beschreiben Proportionalitéts-
konstanten. Die lineare Komponente ad spiegelt die Anfangsneigung, die
quadratische Komponente 3d? die Kriimmung der Dosiswirkungskurve wieder.
Der molekulare Hintergrund dieser beiden Komponenten ist noch nicht bekannt
(Beck-Bornholdt, 1998).
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Es existiert aber eine Hypothese, die diese Mechanismen erklaren kénnte. Der
Schadenstyp der linearen Komponente wird durch ein einziges Schadensereignis
verursacht. Wird der Schaden nicht oder unvollsténdig repariert, ist er fur die
Zelle letal. Das Auftreten der Schaden ist proportional zur Dosis. Die
Wahrscheinlichkeit fir das Nicht- oder unvollsténdige Reparieren ist aber nicht
von der Dosis abhéngig. Damit ist der Effekt proportional zur Dosis:

Effekt = ad

Der Schadenstyp der quadratischen Komponente ist selbst nicht letal fur die
Zéelle, ein sogenannter subletaler Schaden. Die Wechselwirkung zweier subletaler
Schéden ist hingegen letal fur die Zelle. Das Auftreten der Schaden ist wiederum
proportional zur Dosis. Die Wahrscheinlichkeit fur die Nicht- oder unvollsténdige
Reparatur ist wiederum nicht von der Dosis abhangig. Bei dem Auftreten der
Schaden handelt es sich um gegenseitig unabhéngige Ereignisse, deren
Wahrscheinlichkeiten mathematisch gesehen multipliziert werden missen. Die
Wahrscheinlichkeit fur die Wechselwirkung zweier subletaler Schadensereignisse
ist demnach proportional zum Quadrat der Dosis.

Effekt = Rd?

Die Krimmung der ZellUberlebens- (Schulter-) kurve wird durch das Verhéltnis
a/f3 der beiden Komponenten bestimmt. Die beiden Komponenten spielen in
Geweben, die akut oder spéter auf Bestrahlung reagieren, eine unterschiedliche
Rolle. Dies wird durch den Quotienten a/f3 der beiden Komponenten angegeben.
Der Quotient wird in Gray (Gy) angegeben. Dieser liegt bel akut reagierenden
Geweben im Bereich von 7 bis 20 Gy (kleine Schulter/Krimmung), bei spat
reagierenden Geweben zwischen 1 und 6 Gy (grolRe Schulter/Krimmung),
(Thames & Hendry, 1987; Tubiana et al., 1990).

1.2.2. Repopulierung

Repopulierung bedeutet, dal3 sich die Zellen des Tumors wieder vermehren,
nachdem ein bestimmter prozentualer Anteil der Tumorzellen abgetttet worden
ist. Dieser Umstand wirkt sich negativ auf die Tumortherapie aus. Je mehr Zeit
ein Tumor zwischen den einzelnen Fraktionen hat, desto mehr kann er
repopulieren. Im Gesamtzusammenhang bedeutet eine Verléngerung der
Gesamtbehandlungszeit einen  Verlust an Dosiswirkung durch
Tumorzellrepopulierung. Ebenso repopuliert auch Normalgewebe, z.B. die Haui.
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In der Haut werden vor alem die tellungsfahigen Basalzellen durch die
Bestrahlung abgetttet. Mit einer gewissen Latenzzeit, die der Zellumsatzrate der
Haut entspricht, macht sich die Bestrahlung in Form eines Erythems und einer
Hautabschilferung bemerkbar. Dabei ist das Erythem nicht die direkte Folge der
Bestrahlung, sondern eine Art Entzindungsreaktion des Gewebes auf
abgestorbene Normalgewebszellen. In Anlehnung an die Ergebnisse von Pentland
et a. (1990), konnte diese Reaktion auf die Freisetzung von
Entziindungsmediatoren und die Aktivierung von Entzindungszellen durch
Zellschdden erklart werden. Frih reagierende Gewebe wie Haut- und
Schleimhaut und klonogene Tumorzellen kénnen im Anschlu3 an eine
Bestrahlung auch beschleunigt (akzeleriert) repopulieren (Hermens & Barendsen,
1969; Denekamp, 1973; Stephens et al., 1978; DOrr & Kummermehr, 1990). Spét
reagierende Gewebe repopulieren nur sehr langsam oder gar nicht. Eine
ausfihrliche Abhandlung zum Thema Repopulierung findet sich bel Willers
(1994).

1.2.3. Reoxygenierung

Sauerstoff spielt eine wichtige Rolle in der zelluldren Strahlenempfindlichkeit.
Die Sauerstoffmolekile reagieren mit den durch Bestrahlung an der DNA
entstandenen Radikalen und fixieren die Strahlenschdden. Bel der Bestrahlung
von Tumoren hat die Sauerstoffversorgung der Tumoren eine enorme Bedeutung.
Die Wirkung der Bestrahlung nimmt in etwa um den Faktor 3 ab, wenn der
Tumor vollstandig anoxisch ist, im Gegensatz zu einem vollsténdig oxischen
Tumor. Die Sauerstoffversorgung eines Tumors ist direkt von seiner
Gefal3versorgung abhangig. Tumorzellen in direkter Nachbarschaft zu den
Gefal3en sind besser mit Sauerstoff versorgt, als die, die sich in welterer
Entfernung befinden (Diffusion). Gut oxygenierte Tumorzellen werden bevorzugt
durch die Bestrahlung abgetttet. Dadurch gelangt vermehrt Sauerstoff zu den
hypoxischen Zellen. Diese werden wiederum starker oxygeniert und durch die
néchste Bestrahlung ebenfalls abgetttet. Diese Reoxygenierung ist zeitabhangig.
Tumorblutgefél3e besitzen nicht die gleichen physiologischen Eigenschaften wie
normale Blutgefélde. Sie neigen eher zum Verschlul? durch Blutgerinnsel (Riede
et a., 1989; Hall, 1994). Dieser Umstand beeinfluldt ebenfalls die
Sauerstoffversorgung der Tumorzellen (Perfusion).
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1.2.4. Redistribution

In einem Tumor liegen die Tumorzellen in bestimmten Phasen des Zellzyklus
verteilt vor. Die strahlenempfindlichsten Phasen im Zellzyklus sind im
Allgemeinen die G,- und die M-Phase. Unter der Bestrahlung werden
vornehmlich die Zellen in der G- und M-Phase abgetttet. Die Ubrigen Zellen in
der G;- und S-Phase durchlaufen den Zellzyklus weiter bis zur G,-Phase. Hier
verharren die Zellen fur eine dosisabhangig lange Zeit (sogenannter G,-Block)
und setzen dann den Zellzyklus fort. Wahrend des G,-Blocks werden DNA-
Schéden repariert. Das sich Sammeln der Zellen in der G-Phase wird auch
Synchronisation genannt. Da die Zellen individuelle Schwankungen in der Dauer
ihres jeweiligen Zellzykluses aufweisen, kommt es nach einigen Durchldufen zur
Desynchronisation (Steel, 1977; Beck, 1978; Hall, 1994). Dies wird auch als
Redistribution bezeichnet. Dadurch steigt die Wahrscheinlichkeit, bei der
néchsten Bestrahlung wieder Zellen in den sensiblen Zellzyklusphasen zu treffen.

1.2.5. Rekruitment

In Tumoren befinden sich auch sogenannte Go-Zellen, die sich nicht am
Zellzyklus beteiligen. Unter einer Bestrahlung kénnen diese Zellen wieder in den
Zellzyklus eintreten. Dieser Wiedereintritt in den Zellzyklus wird Rekruitment
genannt. Es wird angenommen, dal3 das Rekruitment zur Repopulierung beitragen
konnte. Dies wirde bedeuten, dald es durch das Rekruitment zu einem
Dosiswirkungsverlust unter der Bestrahlung kommen konnte. Andererseits sind
Zellen im Zellzyklus (G,- und M-Phase) sensibler in Bezug auf eine Bestrahlung.
Damit konnte das Rekruitment zur Steigerung der Dosiswirkung beitragen. Die
Bestimmung des Rekruitment ist durch die Untersuchungen von Terry et a.
(1993) moglich geworden. Dabel wird die Tumor-DNA mit zwel verschiedenen
halogenierten Pyrimidinen markiert.

1.2.6. Regression

Regression bedeutet die Abnahme des Tumorvolumens unter und nach der
Bestrahlung. Dies geschieht hauptsachlich durch Abrdumung von nekrotischen
Zellen durch Makrophagen. Nach einer Bestrahlung kommt es zur Einwanderung
von Leukozyten in das Tumorgewebe. Jung et al. (1990) halten es fir moglich,
dal? sogar intakte Tumorzellen von der Resorption betroffen sind. Klinisch und
experimentell ist die Regression von Tumoren und Metastasen unter und nach der
Therapie prognostisch von Bedeutung (Sobel et al.,1976; Denekamp, 1977,
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Dische & Saunders, 1980; Bartelink, 1983; Bernier & Batani, 1986;
Macigjewski, 1987; Hong et al., 1992).

1.2.7. M etastasier ung

Metastasierung beschreibt die Ausbreitung des tumorésen Geschehens Uber den
lokalen Tumor hinaus an andere Orte des Organismus und somit einen
prognostisch unguinstigen Vorgang. So bedeutet Metastasierung auch eine
Einschrankung des Therapieeffektes einer rein lokalen Tumorbestrahlung. Die
genauen Mechanismen der Metastasierung sind noch nicht ganzlich geklart.
Durch die Ausdehnung des Tumorstagings auf das M-Stadium ist oft eine
umfangreichere Therapie, die meistens nur noch palliativ sein kann, notwendig. In
diesem Zusammenhang versprechen die Ergebnisse aus Studien mit sehr
aggressiven und teils myeloablativen Therapieregimen positive Impulse fur eine
Heilung von einer Tumorerkrankung.

1.2.8. Radiosensitivitat

Radiosensitivitdt bezeichnet die Empfindlichkeit eines Tumors auf eine
Bestrahlung. Sie ist genetisch determiniert. Sie ist z.B. hoch bei Hodgkin-
Lymphomen und niedrig bei Nierenzellkarzinomen (Ubersicht bei: Herold, 1997).
Im experimentellen Sinn gibt die SF, (surviving fraction 2 Gy) Auskunft Uber die
Radiosensitivitdt von Tumorzellen in vitro und bedeutet den Anteil (Fraktion)
Uberlebender (surviving) Tumorzellen nach Bestrahlung mit 2 Gy (Baumann et
a., 1993; Steel, 1993; Hall, 1994). Fir solide experimentelle und klinische
Tumoren gibt die TCDs, (total control dose in Gy), die Dosis, die benétigt wird,
um 50% der Tumoren lokal zu kontrollieren, einen Hinwels auf die
Radiosensitivitéat (Hall, 1994).

1.3. Klinische Strahlenbiologie

Die dargestellten Faktoren kdénnen in einem Tumor in vivo nicht unabhangig
voneinander betrachtet werden. Dennoch macht sich die Strahlentherapie die
Faktoren Reparatur und Repopulierung in verschiedenen Therapieprinzipien
zunutze. Die Wahl der Behandlung orientiert sich an der Tumorentitét (Art und
grading), dem Stadium (staging), dem Allgemeinzustand etc. Die
Standardtherapie umfal’t eine Gesamtbehandlungszeit von ca. sechs Wochen mit
einer einmaligen Fraktion von 1,8 bis 2 Gy pro Tag und funf Fraktionen pro
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Woche. Bei einer hyperfraktionierten Therapie wird die Anzahl der téglichen
Fraktionen erhoht, die Dosis pro Fraktion verringert. Konsekutiv erhoht sich die
Gesamtdosis. Die Gesamtbehandlungszeit bleibt gleich. Diese Therapie nutzt
den Umstand, dal3 spét reagierendes Normalgewebe im Vergleich zu Tumoren
durch die Reduzierung der Dosis pro Fraktion stéarker geschont wird. Bei der
Akzelerierung wird die Gesamtbehandlungszeit verkirzt, indem die Anzahl der
Fraktionen pro Tag erhoht wird, wobei die Dosis pro Fraktion gleich bleibt.
Durch diese Behandlung wird versucht, den negativen Einflu3 der
Tumorzellrepopulierung  auszugleichen. Im Vergleich zur Standardtherapie
verstarken sich die akuten Normalgewebsreaktionen, wobel der Umfang der
spaten Normalgewebsreaktionen gleich bleibt. Die Kombination aus
Akzelerierung und Hyperfraktionierung ist die akzelerierte Hyperfraktionierung.
Hierbei wird die Gesamtbehandlungszeit zur Vermeidung der Repopulierung
verkirzt. Die Dosis pro Fraktion wird vermindert, um die Rate an
Nebenwirkungen an spat reagierendem Gewebe gering zu halten. Dies wird
erreicht durch eine Erhéhung der Dosis pro Woche, wobel mehrere kleine Dosen
pro Tag appliziert werden. Die Hypofraktionierung wird hauptsachlich zur
palliativen Therapie eingesetzt. Es werden grof3ere Dosen pro Fraktion appliziert,
wobei Gesamtdosis und Gesamtbehandlungszeit verringert sind.

1.4. Konzeption der Experimente

Der Aufbau der Experimente dieser Dissertation leitet sich aus den Ergebnissen
(Abb. 1) und dem Ausblick einer anderen Dissertation ab (Kleineidam, 1990).
Dort wurde der Einfluld des Zeitintervalls zwischen zwei taglichen Fraktionen
einer Strahlenbehandlung auf Tumorparenchym, Tumorstroma und Haut
untersucht. Als Untersuchungsmodell fungierte das Rhabdomyosarkom R1H der
WAG/RIj-Albinoratte. Der Tumor wurde den Tieren subkutan implantiert und
nach dem Aufwachsen bestrahlt. Es wurde in funf experimentellen Gruppen das
Zeitintervall zwischen zwei taglichen Fraktionen zwischen einer, zwel, drei, funf
und sechs Stunden variiert. Die Gesamtdosen lagen zwischen 55 und 82,5 Gy. In
der Kontrollgruppe wurde taglich nur einmal bestrahlt, mit einer Gesamtdosis,
die ebenfalls zwischen 55 und 82,5 Gy betrug. Die Anzahl der Fraktionen betrug
somit im experimentellen Arm 60 und im konventionellen Arm 30. Die
Gesamtbehandlungszeit betrug in jeder Gruppe jewells sechs Wochen. Hieraus
resultierten 18 Gruppen im experimentellen Arm und acht Gruppen im
konventionellen Arm des Experimentes. Die beobachteten Parameter ergaben fir
ein Zeitintervall von 1 h zwischen den Fraktionen eine isoeffektive, fur 2 h eine
verminderte, fir 3 h wieder ein isoeffektive und fir ein Zeitintervall von 5 und 6 h
eine erhohte Strahlenwirkung im Vergleich zur Standardtherapie. Die
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Die Netto-Wachstumsverzdgerung pro Dosiseinheit ist
gegen die verschiedenen Zeitintervalle zwischen den
tdglichen Fraktionen aufgetragen. Ein Zeitintervall
von 0 Stunden bedeutet eine einzige Fraktion pro
Tag, also die Kontrolle.

Die MeBpunkte entstammen den Experimenten A ([J), B
(A) und C (Q ). Die am oberen Rand (l.c.) aufge-
tragenen Mefipunkte bezeichnen lokale Kontrollen,
denen eine ﬁnendliche Netto-Wachstumsverzdgerung
zugeordnet wird. Die durchgezogene Linie verbindet
die Mediane der normierten Netto-Wachstumsverzdge-
rung pro Dosiseinheit der verschiedenen Zeitinter-
valle.

Abbildung 1. Orginalabbildung und -text aus dem Ergebnissteil der Dissertation
von Kleineidam (1990). Dargestellt sind die Ergebnisse  der
Nettowachstumsverzdgerung (Ordinate) gegeniiber dem Zeitintervall in Stunden
(Abszisse). Die Daten der Tumoren, die vollstandig durch Bestrahlung abgetotet
wurden (lokal kontrolliert; LC) sind as unendliche Wachstumsverzogerung
dargestellt.
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Unterschiede der Ergebnisse zwischen den Behandlungsschemata mit kurzem und
langem Zeitintervall zwischen den Fraktionen kénnten durch Reparatur,
Reoxygenierung und/oder Zellzykluseffekte bedingt sein. Der Faktor Reparatur
subletaler Strahlenschdden erscheint als Ursache fir die verminderte
Strahlenwirkung im Bereich des kurzen Zeitintervalls plausibel, die erhohte
Strahlenwirkung beim langen Zeitintervall wird durch Reparatur nicht erklart.
Durch Reoxygenierung konnte die verstérkte Strahlenwirkung beim langen
Zeitintervall ebenfalls beeinflufdt sein. Als Nebenaspekt erscheint die Reparatur
subletaler Strahlenschaden des Gefé3parenchyms beim langen Zeitintervall, das
durch sein Intaktblelben zur Reoxygenierung indirekt beitragen wirde, von
Bedeutung. Es erscheint auch moglich, dal3 die Zellen bei der Applikation der
zweiten Fraktion im Behandlungsschema mit dem kurzen Zeitintervall auf Grund
ihrer Position im Zellzyklus strahlenresistenter sind, beim langen Zeitintervall
konnten die Zellen sich in einer empfindlicheren Zellzyklusphase befinden.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses von
Zellzykluseffekten auf das Ergebnis einer fraktionierten Bestrahlung. Um dies zu
bewerkstelligen, ist es notwendig den Einfluld aller anderen Faktoren auf das
Behandlungsergebnis so weit wie mdglich auszuschalten. Dies wird durch den
Vergleich zweier Bestrahlungsschemata erreicht, bel denen jewells zwel
Fraktionen am Tag Uber einen Zeitraum von 6 Wochen appliziert werden. Bei
dem ersten Schema wird, nach einem Vorschlag von Kleineidam (1990), mit der
ersten Fraktion 2/3 und mit der zweiten Fraktion 1/3 der Tagesdosis appliziert.
Beim zweiten Schema erfolgt die tégliche Dosierung umgekehrt, zunéachst wird
1/3 und dann 2/3 der Tagesdosis bestrahlt. Es wurde ein Interfraktionsintervall
von drel Stunden gewadhlt, da die Ergebnisse von Kleineidam (1990) darauf
hinweisen (Abb. 1), da3 sich in diesem Fale die verschiedenen
wirkungsverstarkenden und wirkungsabschwéchenden Effekte ausgleichen, so
da? zu erwarten ist, dal3 vorhandene Zellzykluseffekte sich bel diesem
Zeitintervall besonders stark auspragen.
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2. Material und Methoden

2.1. Ver suchsaufbau

Als Wirtssystem wurde die seit Jahren am hiesigen Institut verwendete
mannlichen WAG/RIj-Albinoraite eingesetzt. Die Tiere entstammten der
hauseigenen Zucht und weisen infolge von Inzucht eine hochgradige genetische
Gleichheit auf. Dies war 1978 von Burek durch Hauttransplantationsversuche
nachgewiesen worden. In der hier vorliegenden Arbeit wurden zunéchst 60
mannliche Tiere fir die Versuche mit den experimentellen Bestrahlungsschemata
verwendet. Zusatzlich wurde ein Nachfolgeexperiment durchgefihrt, in dem 32
Tiere eingesetzt wurden. Den mit einer Kombination aus Xylazin (0,5 mg/100g
Korpergewicht i.m.) und Ketaminhydrochlorid (4,4 mg / 100g Korpergewicht
I.m.) narkotisierten Tieren wurde der Tumor subkutan in die rechte Fanke
implantiert. Der Tumor wurde vorher in 1 mm® groRe Stiicke zerkleinert,
nachdem er moglichst weitgehend von nekrotischem Material befreit worden war.
Die Hautwunde wurde mit einer Klammer geschlossen. Innerhalb von 14 bis 21
Tagen entwickelt der Tumor sein Startdurchmesser von 5 mm (Abb. 2). Alle 92
transplantierten Tumoren wuchsen auf. Die Tiere wurden  bel einem
Tagesrhythmus von 12 h hell und 12 h dunkel gehalten. Die Erndhrung erfolgte
mit Pelletts (Firma Altromin, Lage) und Wasser ad libitum.

2.2. Tumorsystem

Als Tumorsystem wurde das Rhabdomyosarkom R1H verwendet. Dieser Tumor
ist 1962 in der Kiefermuskulatur einer WAG/RIj-Ratte entstanden, nachdem das
Tier 8 Monate zuvor bestrahlt worden war. Aus diesem Tumor wurde die
transplantierbare Tumorzellinie BA 1112 isoliert (Reinhold, 1965). Bis 1966
wurde der Tumor alternierend in vitro passagiert und in vivo transplantiert. Als
Ergebnis dieses Selektionsprozesses wurde das Rhabdomyosarkom R1 erhalten
(Barendsen & Broerse, 1969). Am hiesigen Institut wurde 1976 der R1-Tumor
eingefihrt und seit dem seriell transplantiert. In der Zwischenzeit hat sich der
DNA-Index spontan von 1,4 (Kal, 1973) auf 4,3 (Beck & Omniczynski, 1980)
erhoht. Diese neue Zellinie erhielt den Namen R1H [H = Hamburg] (Jung et al.,

1980 und 1981). Der DNA-Index ist mittlerweile wieder auf 3,6 gefallen. Fir den
verwendeten R1H - Tumor betrégt der Immunogenitétsindex nach Embelton 1
(Embelton, 1987). D.h., der Tumor ist gegeniber seinem Wirtstier nicht
spezifisch immunogen. Daher 183t sich ein Einflu des Immunsystems auf den
Tumor weitgehend ausschlief3en. Wahrend des Wachstums bildet der Tumor eine
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subkutaner Tumor

Abbildung 2: Fotographie einer Wag/Rij-Albinoratte. An der rechten Flanke und
am Rucken sind die Haare durch Rasur entfernt worden. Deuitlich ist der subkutan

liegende Tumor als Wélbung zu erkennen. Der Tumor hat sein Startvolumen
erreicht.
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Pseudokapsel. Der Tumor metastasiert von seinem Wachstumsort hauptséchlich
in die Lunge. Lymphknotenmetastasen werden selten beobachtet.

2.3. Ther apieschema und Bestrahlung

Die Tumoren wurden mit 200 kVp Rontgenstrahlen (0,5 mm Cu-Filter) einer
Rontgenrohre der Firma Seifert (Ahrensburg) bel einer Dosisleistung von 1,7 Gy
pro Minute bestrahlt (Abb. 3). Wéahrend der Bestrahlung befanden sich die Tiere
in einer Plexiglasrohre, die von Vogler (1986) entwickelt worden ist, mit einer
verschiebbaren Offnung fur den Tumor (Abb. 4 und 5). Trotz des weitgehend
eingeschrankten Bewegungsspielraums der Tiere war eine Verschiebung des
Tumors in der Horizontalen oder Vertikalen moglich. Daraus resultiert ein
Dosisfehler von + 4%. Die Grof3e des Bestrahlungsfeldes betrug 3,7 x 5 cm. Die
Tumoren wurden so im Strahlengang plaziert, dal3 die Bestrahlung tangential
erfolgte. Um die ungleichmaldige Dosisverteilung durch den Dosisabfall im
Gewebe zu kompensieren, wurden die Tiere abwechselnd von der linken oder
rechten Seite bestrahlt. Die Dosimetrie erfolgte Uber eine direkt angelegte
lonisationskammer und eine Monitoreinrichtung. Fur die Dauer der Bestrahlung
wurde die korrekte Lage der Tumoren mit einer Videoanlage Uberwacht. Die
Behandlung erstreckte sich Uber 6 Wochen, wobei am Wochenende keine
Bestrahlung erfolgte. Die erste Kontrollgruppe erhielt 75 Gy in 30 Fraktionen zu
einmalig 2,5 Gy pro Tag, die zweite Kontrollgruppe 90 Gy* in 30 Fraktionen zu
einmalig 3 Gy pro Tag. In den Versuchsgruppen wurden vier Dosisgruppen
gebildet: 67,5, 75, 82,5 und 90 Gy* (Tab. 1). In jeder Dosisgruppe wurde nach
zwei verschiedenen Schemata bestrahlt (Abb. 6). Die Gesamtdosen wurden der
klinischen Standardtherapie entsprechend an 30 Tagen appliziert. Es wurden zwel
Fraktionen pro Tag appliziert. Die taglichen Fraktionen wurden in einen 1/3- und
in einen 2/3-Anteil unterteilt. Diese Teilfraktionen wurden in einem konstanten
Zeitabstand von 3 Stunden appliziert, wobei entweder zuerst der 1/3-Anteil und
nach drei Stunden der 2/3-Anteil gegeben wurde. In einem zweiten parallelen
Versuchsarm wurde zuerst der 2/3-Anteil und dann der 1/3-Anteil appliziert. Da
die Teilfraktionen in aufsteigender und in absteigender Dosierung gegeben
wurden, wurden die Schemata mit "aufsteigend” und "absteigend” benannt. Das
aufsteigende Schema ist im folgenden mit einem aufrecht stehenden Dreieck und
das absteigende Schema mit einem auf dem Kopf stehenden Dreieck
gekennzeichnet. Das Standardschema st durch ein Quadrat gekennzeichnet (Abb.
6). Bel der Bestrahlung wurde stets die gleiche Reihenfolge der Tiere
beibehalten, um die Zeitintervalle zwischen den Fraktionen fir jedes Tier

1 Die Dosisgruppe mit 90 Gy wurde nachtraglich gebildet und nur auf den Parameter |okale Kontraolle hin
untersucht, da es sich am Ende der Hauptexperimente zeigte, dal3 dieser Parameter der ausagekréftigste
war. Daher fehlen im Ergebnistell dieser Dosisgruppe Daten zur GD, NGD und TBE.



Material und Methoden 13

Rontgenrohre

Ionisations- __—» Halterungsvor-
kammer .| ——_ richtung fiir

Plexiglasrohren

Abbildung 3: Die Tumoren wurden mit 200 kVp Rontgenstrahlen (0,5 mm Cu-
Filter) einer Rontgenréhre der Firma Seifert (Ahrensburg) bei einer Dosisleistung
von 1,7 Gy pro Minute bestrahlt. Die Abbildung zeigt die verwendete

Rontgenrdhre mit Tubus, lonisationskammer und den Haltevorrichtungen fir die
Plexiglasrohren.
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Plexiglasrohren
mit Versuchstieren

Ionisations-
-—
~ kammer

Abbildung 4: Versuchsaufbau. Wahrend der Bestrahlung befanden sich die Tiere
in Plexiglasréhren, die von Vogler (1986) entwickelt worden sind, mit einer
verschiebbaren Offnung fir den Tumor.
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Ionisations-
kammer

Plexiglasrohren
mit Bleimantel

pisationskammer
" 4

Abbildung 5: Versuchsaufbau aus der Nahe fotographiert.
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madglichst konstant zu halten. Bestrahlungsbeginn war jewells der Montag oder
der Mittwoch einer Woche. Bei der Durchfiihrung der Bestrahlung wurde aus
zwei Grunden auf eine Anasthesierung der Tiere verzichtet:

A) Die grof3e Anzahl von Fraktionen lief3 den Verlust eines Teils der Tiere durch
eine jedesmal durchgefiihrte Anasthesie beflrchten. Anésthesierungen sind auch
in der Klinik niemals frei von Risiken, und im Tierversuch ergeben sich bei der
Narkosetiberwachung und bel der Dosierung noch zusétzliche Probleme.

B) Eine Medikation kann die Strahlensensibilitdt von Normalgeweben und
Tumoren unkontrolliert verandern. Uber den EinfluR der Anasthesie auf die
Perfusion und die Temperatur eines Tumors liegen unterschiedliche Ergebnisse
vor. So ermittelten Johnson et al. (1976) eine 5 - 20%ige Perfusionsreduktion und
einen Temperaturabfall im Tumor (Sarkom S), wohingegen Zanelli et al. (1975)
Uber einen Anstieg der relativen Tumorperfusion um den Faktor 1,3 - 2,0 an
verschiedenen Tumorsystemen berichteten. Durch eine Perfusionsdnderung wird
auch die hypoxische Zellfraktion variiert. Shibamoto et al. (1987) zeigten, dai3
eine Anasthesie mit Natrium-Pentobarbital den hypoxischen Zellantell von 5%
auf 23% erhoht. AulRerdem ist eine Verdnderung der Gewebsradiosensitivitat
durch das Pharmakon oder durch seine Stoffwechselmetaboliten nicht
auszuschliefen. Ka und Gaiser (1980) wiesen einen  solchen
strahlensensibilisierenden Effekt auf das Intestinum der Ratte fir das
Inhalationsnarkotikum Enfluran nach. Eine systematische Untersuchung der
Effekte von Anéasthetika auf die Tumorperfusion wurde von Menke und Vaupel
(1988) durchgefihrt. Die Ergebnisse zeigen, dal eine Kontrolle der vielféltigen
Reaktionsmdglichkeiten des Organismus auf ein Pharmakon notwendig wére, um
weitgehend einheitliche V ersuchsbedingungen zu erhalten.

2.4. Volumenmessung

Zur Bestimmung des Tumorvolumens wurden mit einer Schublehre zwei
senkrecht zueinander stehende Tumorachsen ausgemessen. Die Messung erfolgte
immer durch dieselbe Person, um Schwankungen bei der Kontusion des Tumors
mit der Schublehre zu vermeiden. Das Tumorvolumen lief3 sich nach der Formel
fur ein Rotationselipsoid berechnen:

V= (a-2d)*(b-2d)

wobei a und b die gemessenen Achsen mit a > b und d die Hautdicke darstellen.
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Bestrahlungsplan
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Abbildung 6: Bestrahlungsplan

Schema Gesamtdosis Dosis/ Anzahl der At 1/3-Fraktion 2/3-Fraktion

Fraktion Fraktionen ()
Standard 75 Gy 2,5Gy 30 0 - -
90 Gy 3Gy 30 0 - -
aufsteigend 62,5 Gy 2,25 Gy 60 3 0,7425 1,5075
& 75 Gy 2,5Gy 60 3 0,825 1,675
absteigend 82,5Gy 2,75 Gy 60 3 0,975 1,8425
90 Gy 3Gy 60 3 1,0 2,0

Tabelle 1. Bestrahlungsschemata. Die Werte der 1/3- und 2/3-Fraktionen sind
rein rechnerische Werte, die bel der Durchfihrung der Bestrahlung aus
Praktikabilitétsgrinden bis auf zwei Stellen hinter dem Komma gerundet wurden.
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Die Dicke der Haut betragt bei mannlichen Ratten je nach Alter und
Erndhrungszustand zwischen 1,3 und 1,7 mm. Als Naherung wurde fir alle Tiere
ein Wert von 1,5 mm angenommen. Die untere Grenze der Mel3barkeit war bei
Tumoren mit einem Achsendurchmesser von 5 mm erreicht. Kleinere Tumoren
waren noch tastbar, konnten jedoch nicht vermessen werden. Die Tumoren
wurden dann palpatorisch vermessen. Fir einen gut tastbaren Tumor wurde ein
Achsendurchmesser von 2 mm und fUr einen noch gerade eben tastbaren Tumor
ein Achsendurchmesser von 1 mm festgelegt. Die Messung erfolgte zweimal pro
Woche. Die Tumoren wurden zur Randomisierung ebenfalls zweimal pro Woche
vermessen. Dabei wurden Tumoren mit einer auf3eren Abmessung von > 8 x 8
mm in den Versuch einbezogen.

2.5. Nachbeobachtung

Die Tiere wurden tUber einen Zeitraum von mindestens 6 Monate nach Abschluld
der Bestrahlung zwei Ma wochentlich nachbeobachtet, da in anderen
Experimenten beobachtet wurde, da? noch weit nach Bestrahlungsende
Tumorrezidive auftreten konnen.

2.6. Wachstums-, Nettowachstumsver zéger ung und Tumor betteffekt

Zur Quantifizierung der Wirkung einer fraktionierten Bestrahlung auf das
Tumorwachstum dienten u.a. die Wachstums- (engl. = growth delay; GD), die
Nettowachstumsverzogerung (engl. = net growth delay; NGD) und der
Tumorbetteffekt (engl. = tumor bed effect; TBE) als Endpunkte. In dieser Arbeit
ist die GD definiert als zeitliche Differenz zwischen dem Zeitpunkt, an dem der
bestrahlte Tumor das Zehnfache seines Startvolumens (10 V) erreicht, und dem
Zeitpunkt, an dem er dieses Volumen als unbestrahlter Tumor erreichen wirde.
Die NGD st definiert als das Zeitintervall zwischen dem Zeitpunkt, an dem der
bestrahlte Tumor das Doppelte seines kleinsten Volumens (2 Vmn) nach
Behandlung erreicht, und dem Zeitpunkt, an dem der unbehandelte Tumor vor
Beginn der Behandlung das gleiche Volumen besitzt (Beck-Bornholdt et al.,
1987). Die Wachstumskurve eines Rezidives zeichnet sich im typischen Fall
dadurch aus, dal3 der wiederaufwachsende Tumor, nachdem er anndhernd sein
urspringliches Volumen wieder erreicht hat, deutlich langsamer an Volumen
zunimmt. Dieses Phdnomen wird als Tumorbetteffekt bezeichnet und ist darauf
zuriickzuftihren, dal3 bel der Bestrahlung neben dem Tumor auch das den Tumor
umgebende Normalgewebe geschéadigt wurde. Durch die Berechnung der NGD
wird der Einflu® des TBE auf das Ergebnis minimiert. Zum Vergleich dienten die
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Wachstumsdaten unbehandelter  Kontrolltumoren. Die Berechnung des
Tumorbetteffektes TBE wurde durch die Subtraktion der NGD von der GD
durchgeftihrt. Abbildung 7 verdeutlicht die gemessenen Parameter in graphischer
Form.

2.7. L okale Tumor kontrolle

Die Tumoren wurden als lokal kontrolliert betrachtet, wenn innerhalb eines
Zeitraumes von einem halben Jahr nach Ende der Strahlenbehandlung kein
Tumorrezidiv beobachtet werden konnte. Tiere, bei denen eine dauerhafte
Tumorregression eintrat, wurden nach Ende der Behandlung noch solange weiter
beobachtet, bis ihr altersbedingter, natirlicher Tod eintrat.

2.8. L okale Tumor kontrolldosis TCD3y

Die Auswertung der Ergebnisse der lokalen Tumorkontrolle erfolgte durch die
Berechnung der sogenannten TCDsz, (engl.: tumor control dose). Die TCDaz

beschreibt digjenige Dosis, die bendtigt wird, um 37% der Tumoren lokal zu
kontrollieren. Sie 183t sich aus den lokalen Tumorkontrollraten der einzelnen
Dosisgruppen unter Berticksichtigung der Gesamtdosis und des Tumorvolumens
zu Beginn der Bestrahlung berechnen. Die Auswertung basiert auf folgender
Uberlegung: Unter der Voraussetzung, daf? eine einzige Uberlebende Tumorzelle
ausreicht, um ein Tumorrezidiv zu verursachen (Hewitt, 1958; Steel & Adams,
1975) und unter der Annahme einer Poissonverteilung der Anzahl der
Uberlebenden Zellen nach Bestrahlung, ergibt sich die Wahrscheinlichkeit (p),
den Tumor lokal zu kontrollieren, zu:

(1) p=exp(-N)
oder:
(1) N=—In(p)

wobei N die durchschnittliche Anzahl der Uberlebenden Tumorzellen pro Tier am
Ende der Behandlung darstellt. Ist N = 1, so ist p = €* = 0,37 , entsprechend
einer lokalen Tumorkontrollrate von 37%. Bei der TCD3y, verbleibt also am Ende
der Behandlung im Durchschnitt eine Gberlebende Tumorzelle pro Tier. Unter der
Vorraussetzung, dal3 alle Fraktionen bel einer fraktionierten Bestrahlung
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Abbildung 7: Grafische Darstellung der Grundlagen fir die Berechnung der
Nettowachstumsverzdgerung NGD, der Wachstumsverzégerung GD und des
Tumorbetteffektes TBE.

— = Wachstumskurve des bestrahlen Tumors
--- = Wachstumskurve des unbestrahlten Tumors
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isoeffektiv sind, ergibt sich die allgemeine Formel fur die Inaktivierung von
Tumorzellen als Funktion der Dosis:

-D
(=)
o

() N=Noexp

wobei N die Zellzahl zu Beginn der Behandlung angibt, D der applizierten
Gesamtdosis entspricht und D, die Dosis angibt, die benétigt wird, um die

Anzahl der klonogenen Zellen auf €' (= 37%) ihres Ausgangswertes im
exponentiellen Abschnitt der ZellUberlebenskurve zu reduzieren. Setzt man in die
Gleichung fur die Dosis D die TCDsz €in, so gilt definitionsgemal3, da3 N = 1

ist. Bezieht man die TCDsz, auf Tumoren mit einem Startgewicht von 1 g, so ist
die Zellzahl beim R1H-Tumor zu Beginn der Behandiung N = 2,3 x 10° Zellen

(Jung et a., 1990). Esfolgt somit:

: —~TCD,,
(IV.) 1=2,3x10"exp (————)
D
0
oder:
(V.) _ ®
TCD =D xIn(2,3x10")

Auflésung der Gleichung I11. nach Do und Einsetzen in V. ergibt:

(VI.) 37 N,
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Ist Vo das Startvolumen des Tumors, so ist:

(VII.) _ 3
N0 2,3x10 xVO

da 1g Tumor ein Volumen von ca. 1 cn?® besitzt. Nach Einsetzen von I1. und VI1I.
inVI. ergibt sich:

In(2,3x10°)
TCD._=Dx

(VL) 23x105xV

0

In
—In(p)

Mit dieser Gleichung kann die TCDsn, aus dem Startvolumen V,, der

Gesamtdosis D und der lokalen Tumorkontrolle p, errechnet werden. Fir die
Berechnung der TCDsz, wurde die Maximum-Likelihood-Methode eingesetzt.

Dieses als Methode der maximalen Mutmal3lichkeit bezeichnete Verfahren wird
zur Gewinnung brauchbarer Schétzfunktionen fir Parameter einer Verteilung
eingesetzt (Kreysig, 1972). Grundlage dieses Verfahrens ist folgende Uberlegung:
Versucht man einen bestimmten Datensatz mit einem Modell zu beschreiben,
welches eine bestimmte Anzahl von Parametern enthdlt, so werden einige
Kombinationen dieser Parameter die Stichproben sehr schlecht beschreiben,
namlich dann, wenn die sich ergebende Funktion offensichtlich wenig oder gar
nichts mit den Daten zu tun hat. Andere Kombinationen von Parametern knnen
die Daten recht gut beschreiben. Die Quantifizierung dieser willkirlichen
Einschdtzung der Gite einer Approximation geschient durch Umkehr der
Fragestellung: "Gegeben sei eine bestimmte Kombination von Parametern. Wie
grol3 ist die Wahrscheinlichkeit, genau die gemessenen Daten zu beobachten 7.
Die Wahrscheinlichkeit, die gemessenen Daten zu beobachten, wird so mit der
Wahrscheinlichkeit der Parameter bei gegebenen Daten identifiziert. Bei der
Maximum-Likelihood-M ethode werden nun die Parameter dahingehend optimiert,
dal3 eben diese Wahrscheinlichkeit maximal wird (Press et al., 1986). Anhand der
berechneten Werte ist darlber hinaus die Bestimmung des 95%-
Vertrauensbereiches moglich. Die Auswertung erfolgte  mit  einem
Computerprogramm von Herrn Prof. Dr. Beck-Bornholdi.
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3. Ergebnisse

3.1. L okale Heilungsr aten

In der Abbildung 8 ist die lokale Tumorkontrollrate in Prozent auf der Ordinate
gegen die Gesamtdosis in Gray auf der Abszisse aufgetragen. Das
Standardschema zeigt bei Gesamtdosen von 75 und 90 Gy eine deutliche
Dosiseffektbeziehung. Je hoher die Gesamtdosis, desto mehr lokale Heilungen
(local control = LC) treten auf. Das absteigende Schema zeigt im Dosisbereich
von 67,5 bis 90 Gy ebenfalls eine Dosiseffektbeziehung, die gegeniber dem
Standardschemas etwas nach rechts verschoben ist. Dasselbe gilt fir das
aufsteigende Schema. Die Unterschiede sind jedoch nicht signifikant und liegen
im Rahmen des V ertrauensbereichs bzw. des statistischen Melifehlers.

3.2. TCD 37%

In der Abbildung 9 ist die TCDsz, fUr die drei Behandlungsschemata aufgetragen.
Bei der Standardbehandlung werden 78 Gy (95%-V B: 64...87) bendtigt, um 37%
der Tumoren lokal zu kontrollieren. Demgegenuber sind hierfir beim
absteigenden Schema 85 Gy (77...97) und beim aufsteigenden Schema 92 Gy
(82...115) erforderlich. Die Standardbehandlung weist somit die niedrigste
TCDg37, auf. Die Unterschiede sind jedoch statistisch nicht signifikant.

3.3. Wachstumskurven der Tumoren

In den Abbildungen 10 bis 12 sind die relativen Tumorvolumina bel den
Gesamtdosen 67,5 his 825 Gy auf der Ordinate gegen die Zeit ab
Bestrahlungsbeginn in Tagen auf der Abszisse aufgetragen. Dargestellt ist jewells
derjenige Tumor, der die mediane Wachstumsverzogerung aufweist. Nach der
Implantation erfolgt ein steiler Anstieg des Tumorvolumens. In einem Zeitraum
von ungefdhr zwel Wochen nach dem Beginn der Bestrahlung geht der
Volumenzuwachs pro Zeit zuriick und beginnt nach einigen Tagen abzufallen.
Unter der Bestrahlung nimmt das Tumorvolumen weiter ab und erreicht erst nach
Ende der Bestrahlung sein Minimum. Das minimale Tumorvolumen wird in den
einzelnen Dosisgruppen zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Beginn der
Bestrahlung erreicht. Die Tumoren der experimentellen Dosisgruppe (auf- und
absteigendes Schema) mit 67,5 Gy erreichen etwa 7 Tage nach Ende der
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Abbildung 8: Aufgetragen ist die lokale Tumorkontrollrate in Prozent auf der

Ordinate gegen die Gesamtdosis in Gray auf der Abzisse. Dargestellt ist jeweils

die nichtlineare Regression (—) und der 95%-V ertrauensbereich. In den beiden
unteren Abbildungen ist die Kurve des Standardschemas aus der ersten

Abbildung zum Vergleich wiedergegeben (---).
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Abbildung 9: Aufgetragen ist die TCDspx, fUr die zwe experimentellen
Behandlungsschemata und das Standardbehandlungsschema. Dargestellt ist der
Medianwert und der 95%-V ertrauensbereich sowie die lineare Regression (---).
Die Berechnung der TCDs» und der Approximation erfolgte fur das
durchschnittliches Startvolumen von 0,356 cn’.
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Bestrahlung ihr niedrigstes Volumen und wachsen danach schnell wieder auf
(Abb. 10). Nach Bestrahlung mit 75 Gy setzt das Rezidivwachstum innerhalb von
10 und 14 Tagen nach Bestrahlungsende ein (Abb. 11). Nach 82,5 Gy dauert es
zwischen 24 und 35 Tagen, bis die Tumoren wieder aufwachsen (Abb. 12). Das
Wachstumsverhalten der Tumoren ist somit von der Dosis abhéngig. Die
Gruppen mit einer Gesamtdosis von 67,5 Gy zeigen en friheres
Rezidivwachstum, als das Standardschema mit 75 Gy und das Schema mit 82,5
Gy. Die experimentellen und das Standardschema mit je 75 Gy sind isoeffektiv.
Die medianen Volumenkurven bei den einzelnen Dosisgruppen erreichten ihr
grofites Volumen nach Bestrahlungsbeginn ungeféhr mit dem gleichen
Zeitabstand: 67,5 Gy und 75 Gy = 11 Tage, 82,5 Gy = 9 Tage. Die kleinsten
Volumina (Vmin) Nach Bestrahlungsbeginn wurden in den einzelnen Dosisgruppen
ebenfalls zu verschiedenen Zeitpunkten erreicht: 67,5 Gy = 46 Tage, 75 Gy = 51
Tage und 82,5 Gy = 60 Tage. Das kleinste erreichte Volumen nimmt auf3erdem
von 67,5 Gy uber 75 Gy bis 82,5 Gy ab.

3.4. Wachstums- , Nettowachstumsver zoger ung und Tumor betteffekt

In der Abbildung 13 ist die Wachstumsverzégerung (GD) in Tagen auf der
Ordinate gegen die Gesamtdosis in Gray auf der Abszisse aufgetragen. Die
Wachstumsverzégerung der einzelnen Schemata zeigt eine Dosis - Effekt -
Beziehung. Je hoher die Gesamtdosis, desto grofder die GD der Tumoren. Die
mediane GD der Dosisgruppe mit 67,5 Gy - aufsteigendes Schema betrégt 91
Tage (95%-V ertrauensbereich: 81...94), bei dem absteigendem Schema 88 Tage
(76...96). In der Dosisgruppe mit 75 Gy - aufsteigendes Schema betrégt die
mediane GD 120 Tage (94%-VB: 115...133; n=5), im absteigenden Schema 113
Tage (99...121) und im Standardschema 114 Tage (94%-VB: 109...133; n = 5).
In der Dosisgruppe mit 82,5 Gy - aufsteigendes Schema betragt die mediane GD
165 Tage (115...199). Im absteigende Schema mit 82,5 Gy betragt die mediane
GD 129 Tage (88%-VB: 123...146; n=4).

In der Abbildung 14 ist die Nettowachstumsverzogerung in Tagen auf der
Ordinate gegen die Dosis in Gray auf der Abszisse aufgetragen. Bei der NGD der
einzelnen Schemata zeigt sich eine Dosis - Effekt - Beziehung. Je héher die
Gesamtdosis, desto grofRer die NGD und desto mehr lokale Kontrollen der
Tumoren. Die mediane NGD der Dosisgruppe mit 67,5 Gy - aufsteigendes
Schema betragt 61 Tage (95%-VB: 55...64), beim absteigenden Schema 59 Tage
(57...64). In der Dosisgruppe mit 75 Gy - aufsteigendes Schema betrégt die
mediane NGD 65 Tage (94%-VB: 64...97; n=5), im absteigenden Schema 72
Tage (66...81) und im Standardschema 68,5 Tage (88%-VB: 65...77; n = 4). In
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Abbildung 10: Mediane Wachstumskurven der Tumoren aus der experimentellen
Dosisgruppe mit 67,5 Gy Gesamtdosis (auf- und absteigendes Schema). Auf der
Ordinate ist logarithmisch das relative Tumorvolumen, auf der Abszisse die Zeit
vor und nach Bestrahlungsbeginn aufgetragen.
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Abbildung 11: Mediane Wachstumskurven der Tumoren aus der experimentellen
Dosisgruppe (auf- und absteigendes Schema) sowie des Standardschemas mit
jewells 75 Gy Gesamtdosis. Auf der Ordinate ist logarithmisch das relative
Tumorvolumen, auf der Abszisse die Zeit vor und nach Bestrahlungsbeginn
aufgetragen.
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Abbildung 12: Mediane Wachstumskurven der Tumoren aus der experimentellen
Dosisgruppe mit 82,5 Gy Gesamtdosis (auf- und absteigendes Schema). Auf der
Ordinate ist logarithmisch das relative Tumorvolumen, auf der Abszisse die Zeit
vor und nach Bestrahlungsbeginn aufgetragen.
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Abbildung 13: Vergleich der Wachstumsverzdgerungen der einzelnen Schemata
in Bezug auf die Gesamtdosis. Die Wachstumsverzégerung (GD) in Tagen auf
der Ordinate ist gegen die Gesamtdosis in Gray auf der Abszisse aufgetragen.
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der Dosisgruppe mit 82,5 Gy - aufsteigendes Schema betrégt die mediane NGD
91,5 Tage (72...128), fur das absteigende Schema mit 82,5 Gy 80 Tage (88%-
VB:68...88; n = 4).

In der Abbildung 15 ist der Tumorbetteffekt in Tagen auf der Ordinate gegen die
Dosis in Gray auf der Abszisse aufgetragen. Bei dem TBE der einzelnen
Schemata zeigt sich wiederum eine Dosis - Effekt - Beziehung. Je hoher die
Gesamtdosis, desto grof3er der TBE. Der mediane TBE der Dosisgruppe mit 67,5
Gy - aufsteigendes Schema betréagt 30 Tage (17...34), beim absteigenden Schema
29 Tage (20...32). In der Dosisgruppe mit 75 Gy - aufsteigendes Schema betragt
der mediane TBE 52 Tage (94%-VB: 36...56; n=5), im absteigenden Schema 39
Tage (27...48) und im Standardschema 47 Tage (88%-VB: 41...56; n = 4). In der
Dosisgruppe mit 82,5 Gy - aufsteigendes Schema betragt der mediane TBE 68
Tage (40...95). Im absteigende Schema mit 82,5 Gy betragt der mediane TBE 55
Tage (88%-VB: 40...61; n = 4).
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Abbildung 14: Vergleich der Nettowachstumsverzogerungen der einzelnen
Schemata in Bezug auf die Gesamtdosis. Die Nettowachstumsverzégerung
(NGD) in Tagen auf der Ordinate ist gegen die Gesamtdosis in Gy auf der
Abszisse aufgetragen.
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Abbildung 15: Vergleich des Tumorbetteffektes der einzelnen Schemata in
Bezug auf die Gesamtdosis. Der Tumorbetteffekt (TBE) in Tagen auf der
Ordinate ist gegen die Gesamtdosis in Gray auf der Abszisse aufgetragen.
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4. Diskussion von M aterial und M ethoden

4.1. Streuung der Startvolumina

|dealerweise wird ein Tumor dann in den Versuch genommen, wenn seine beiden
auReren Achsen jeweils 8 mm betragen. Diesen Achsendurchmesser haben die
Tumoren nicht immer dann, wenn sie auch in den Versuch genommen werden
sollen. Beispielsweise kann ein Tumor diese Achsendurchmesser am Freitag
erreichen. Versuchsbeginn ist aber jewells Montag und Mittwochs. Daher mul3
bis Montag abgewartet werden. Dann aber ist der Tumor schon wieder vier Tage
gewachsen. Aus diesem Grund streuen die Startvolumina der einzelnen Schemata
um einen Median. Da jede Anderung der kleinen Achse mit dem Quadrat in das
Volumen eingeht, streuen die Startvolumina stark. Abbildung 16 zeigt die
Streuung der Startvolumina.

4.2. Abhéangigkeit der Wachstums-, Nettowachstumsver zéger ung und
des Tumor betteffektes vom Startvolumen

Es liegt die Vermutung nahe, dal3 grof3e Tumoren strahlenresistenter sind als
kleine, da ein grélRerer Tumor einen htheren Anteill an hypoxischen Zellen
besitzen konnte. Fir ein undifferenziertes Adenokarzinom auf WAG/RIj-Ratten
wurde gezeigt, dal3 die Wachstumsverzogerung von der GrofRe des Tumors
abhdangen kann (Ka & van Berkel, 1988). Zur Klérung der Frage, ob
madglicherweise die GrolRe des Tumors einen Einfluld auf das Therapieergebnis
hat, wurde in den Abbildungen 17 bis 19 das Startvolumen V, in cm® auf der
Abszisse gegen die GD, die NGD und den TBE in Tagen auf der Ordinate
aufgetragen. Die lineare Regression weicht kaum von Null ab, woraus ersichtlich
ist, dai3 die GD, die NGD und der TBE nicht vom Startvolumen abhangig sind.
Damit sind die Reaktionen von kleineren und grofReren Tumoren auf die
Bestrahlung vergleichbar.
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Abbildung 16: Streuung der Startvolumina. Die Zahlen auf der Abszisse
bezeichnen die verschiedenen experimentellen und Standarddosisgruppen (Siehe
Tabelle 2).

Versuchsgruppen
Schema 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
auf 675Gy 75Gy 825Gy 900Gy
ab 675Gy 75Gy 825Gy 90Gy
Standard 75Gy 90 Gy

Tabelle 2: Legende fir Abbildung 16.
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Abbildung 17: Streuung der Startvolumina in Bezug auf die GD. Die lineare
Regression weicht kaum von Null ab, (p = 0,63), 95%-V ertrauensbereich ( --- ).



Diskussion der Ergebnisse 37

[HEN

a1

o
I

100 -

Nettowachstumsverzdgerung (d)
o)

gl
o
|

Startvolumen V,, (cm?®)

Abbildung 18: Streuung der Startvolumina in Bezug auf die NGD. Die lineare
Regression weicht kaum von Null ab (p = 0,67), 95%-V ertrauensbereich ( --- ).
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Abbildung 19: Streuung der Startvolumina in Bezug auf den TBE. Die lineare
Regression weicht kaum von Null ab (p = 0,25), 95%-V ertrauensbereich ( ---)
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5. Diskussion der Ergebnisse

5.1. TCDsm

Aus der Berechnung der TCDsr, ergibt sich, dal3 die beiden experimentellen
Schemata im Rahmen des statistischen Meldfehlers isoeffektiv sind. Diese
Ergebnisse zeigen, dal} Zellzykluseffekte nicht in dem Malde zumtragen
gekommen sind, denn sonst wirden sich Unterschiede zwischen den
experimentellen Schemata zeigen.

5.2. L okale Heilungsr aten

Die Ergebnisse der lokalen Heilungsraten bestdtigen die der Netto-
Wachstumsverzogerung. Eine Ausnahme bietet hier das aufsteigende Schema mit
einer Gesamtdosis von 82,5 Gy. Hier finden sich keine lokalen Hellungsraten. Ob
dieses Ergebnis durch Zellzykluseffekte verursacht worden ist, ist im Rahmen der
statistischen Schwankungen fraglich, da sich in den niedrigeren Dosisgruppen
zumindest ein leichter Unterschied hétte zeigen miissen. Die Ergebnisse sollten
aber Uberpruft werden.

5.3. Wachstumskurven der Tumore

Die verschiedenen Zeitpunkte fur das Erreichen von Vi, kénnen durch die
unterschiedliche Zahl abgetGteter Tumorzellen erklart werden. Je mehr Dosis
appliziert wird, desto mehr Zellen werden abgetétet und desto mehr Zellen
missen von Makrophagen abgeraumt werden. Unter der Annahme konstanter
Resorptionsraten fur abgestorbene Zellen dauert die Resorptionsphase nach
Bestrahlungsende bei grofderen Dosen langer, entsprechend wird Vi, Spéter
erreicht. Nach der Behandlung bleiben unterschiedlich viele klonogene Zellen
ubrig, die wieder aufwachsen kénnen. Bei kleineren Dosen ist die entsprechende
Zellzahl gréf3er und der Tumor rezidiviert friher (Jung et al., 1990). Die deutliche
Abflachung der Volumenkurve des Tumorrezidivs bei einer Gesamtdosis von
82,5 Gy wird durch den sogenannten Tumor-Bett-Effekt verursacht. Die den
Tumor versorgenden Gefél3e werden bel zunehmend hdheren Dosen geschéadigt
und damit in ihrer Funktion eingeschrankt (Zywietz, 1990). Der Tumor wird
schlechter mit Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt. Solange diese Gefélde
geschadigt sind, wirkt sich dieser Umstand negativ auf das Tumorwachstum aus.
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Nachdem sich die Gefalle erholt oder neu gebildet haben, steigt die
Tumorwachstumskurve wieder steil an.

5.4. Wachstums-, Nettowachstumsver zéger ung und Tumor betteffekt

Die Ergebnisse der GD, NGD und TBE zeigen, dal3 bei der Aufspaltung der
taglichen Dosis in zwe Fraktionen der Therapieerfolg nicht von der
Standardtherapie abweicht. Die Applikation einer aufgeteilten Fraktion mit
einem konstanten Zeitintervall von 3 h spielt keine entscheidende Rolle. Somit
ergibt sich aus diesem Experiment, dal3 die experimentellen Schemata isoeffektiv
im Rahmen des statistischen Mel3fehlers in Bezug auf das Standardschema sind.
Dies bedeutet, dal3 die verwendeten experimentellen Bestrahlungsschemata
keinen potenzierenden Effekt auf die Dosiswirkung hatten, der durch eine erhthte
GD, NGD oder TBE sichtbar wére. Die Ergebnisse zeigen aber auch, dal3 es zu
keinem Dosiswirkungsverlust in Bezug auf das Standardschema gekommen ist,
da die Bestrahlungsschemata untereinander isoeffektiv sind. Also miissen in den
experimentellen Bestrahlungsschemata strahlenbiologische Mechanismen zum
tragen gekommen sein, die das Zeitintervall in Bezug auf den Dosisverlust
kompensiert haben. Zellzykluseffekte konnen nicht ausgeschlossen werden. Die
Ergebnisse von Willers et al. (1997) zeigen, dal3 auch kleinste Unterschiede, die
mef3technisch nicht erfal3bar sind, sichim Verlauf einer fraktionierten Bestrahlung
potenzieren kénnen.

Der EinfluR der Reparatur auf das Uberleben von Tumorzellen 143t sich aus den
vorhandenen Ergebnissen nur schwer abschétzen. Allerdings ist zu vermuten, dal3
in einem Zeitintervall von nur 3 Stunden zwischen den Fraktionen
Strahlenschaden repariert wurden, denn die experimentellen
Bestrahlungsschemata sind genauso effektiv wie das Standardschema. Nach dem
Reparaturmodell (Haynes, 1966; Alper, 1979; Goodhead, 1982; Dikomey &
Franzke, 1986) hat die Reparatur von subletalen Strahlenschéaden im Bereich, in
dem keine Séttigung der Reparaturenzyme vorliegt, einen exponentiellen Verlauf.

In Bezug auf die Reoxygenierung sollte eine Verlangerung des Zeitintervalls auf
drei Stunden einen geringeren Einflul3 haben, als die Verénderung von einer
Einzeldosis zu einer zweimal taglichen Behandlung mit einem Zeitintervall von
drei Stunden. Eine Kompensation der Reparatur der subletalen Strahlenschaden
durch eine Strahlensensibilisierung infolge einer verbesserte Sauerstoffversorgung
in den Tumorzellen mifte also in diesem Zeitintervall auftreten, wenn man
voraussetzt, dal3 sowohl Tumorzellen als auch Endothelzellen der Tumorgefalie
einen dhnlich schnellen Reparaturmechanismus besitzen und die Reoxygenierung
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von der Schonung der Gefal3e abhangt. Die Annahme, dal3 Reoxygenierung in
grofRerem Umfange unter der Therapie stattfande, beruht auf der Beobachtung des
Tumorbetteffektes nach fraktionierter Bestrahlung (Becker, 1988). Aus der
Schonung der Normalgewebe, zu denen auch die Endothelzellen der Gefalie
gehoren, schlof3 man auf eine erhdhte Reoxygenierung, die sich jedoch im Tumor
nicht nachweisen |&l3t. Eine durch die Wachstumsgeschwindigkeit des Rezidives
lange nach Behandlungsende beurteilte Endothelschonung durch eine Erhéhung
der Anzahl der Fraktionen 183t einen gewissen Ruckschlul3 auf den Grad der
Reoxygenierung wahrend der Behandlung zu. Der Grad der Reoxygenierung der
Tumore in diesem Experiment &3t sich nur schwer abschétzen, da das Ausmal}
der Reoxygenierung bei experimentellen tierischen Tumoren stark schwanken
kann. Ebenso ist die zeitliche Dimension der Reoxygenierung nur ungenau
feststellbar, da sie auch von Tumorsystem zu Tumorsystem schwankt (Rockwell
et al., 1985).

Die Ergebnisse von Willers et al. (1997) zeigen erst bei htheren Dosen pro
Fraktion einen deutlichen Zellzykluseffekt. Somit stellt sich im Zusammenhang
mit den gewdahiten Dosen dieser Arbeit die Frage, ob Zellzykluseffekte bel diesen
hier verwendeten Dosen noch nicht beobachtet werden konnten. Der Hinweis von
Willers et a. (1997) in Bezug auf die Potenzierung kleinster nicht mef3barer
Unterschiede im Verlauf einer Bestrahlung mufl3 auch in Bezug auf
Zellzykluseffekte berlicksichtigt werden.

Im Rahmen der Mef3fehler konnte kein nennenswerter Unterschied zwischen den
beiden untersuchten Bestrahlungsschemata gefunden werden. Wenn
Zellzykluseffekte eine wesentliche Rolle spielen wirden, dann hétte sich dies in
einem deutlichen Unterschied zwischen den Ergebnissen der beiden
Behandlungen niederschlagen sollen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
weisen somit darauf hin, dal3 Zellzykluseffekte bel einer sechswochigen
fraktionierten Bestrahlung unter ambienten Bedingungen bei diesem Tumormodell
eine untergeordnete Rolle spielen. Der von Kleineidam (1990) beobachtete
Einflud des Zeitintervalls zwischen den Bestrahlungen auf das Therapieergebnis
scheint primér durch die Reoxygenierung bedingt zu sein.
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6. Zusammenfassung

Zur Optimierung einer Strahlentherapie von Tumoren wurde u.a. versucht, die
unterschiedliche Strahlensensibilitdét von Tumorzellen in den verschiedenen
Phasen des Zellzyklus zu nutzen. Diese Dissertation untersucht die Fragestellung,
ob die Ergebnisse einer anderen Dissertation (Kleineidam, 1990) durch
Zellzykluseffekte zu erklaren sind. Zu diesem Zweck wurde en
Bestrahlungskonzept  erstellt, das den Umstand bertcksichtigt, dal3
Zellzykluseffekte sowohl dosis- as auch zeitabhangig sind. Es wurde die
Wachstumstendenz von subkutanen Tumoren unter und nach externer
Bestrahlung untersucht. Als Gesamtdosen im experimentellen Teil wurden 67,5,
75, 82,5, und in einem Nachfolgeexperiment 90 Gy gewahlt. Die Gesamtdosen
im Standardteil betrugen 75 und 90 Gy. Die tagliche Dosis pro Fraktion im
experimentellen Tell wurde in einen 1/3- und einen 2/3-Anteil aufgeteilt. Die
unterschiedlichen Anteile wurden in einem konstanten Zeitabstand von 3 Stunden
appliziert. In dem einen Versuchsarm wurde zuerst der kleinere Anteil, drei
Stunden spéter der grofRere Anteil appliziert. In einem zweiten Versuchsarm
wurde umgekehrt vorgegangen. I|m Standardversuchsteil wurde téglich nur einmal
mit einer Fraktion bestrahlt. Durch die unterschiedliche GrofRenverteilung der
aufgeteilten Fraktionen bei konstantem Zeitintervall wurde versucht, die
Dosisabhangigkeit der Zellzykluseffekte zu nutzen. Die Ergebnisse der subkutan
wachsenden Tumore zeigen im Hinblick auf die untersuchten Parameter
Wachstumsverzégerung (GD), Nettowachstums-verzogerung (NGD), lokale
Tumorkontrolldosis 37% (TCDs), Tumorbetteffekt (TBE) und lokale
Tumorkontrolle (LC) keine signifikanten Unterschiede durch die angewandten
experimentellen Bestrahlungsschemata im Hinblick auf en
Standardbestrahlungsschema.  Unter Berticksichtigung anderer Ergebnisse
(Willers et al., 1997) Ia3t sich vermuten, dal3 in den gewéhlten Dosisbereichen
Zellzykluseffekte noch nicht zu beobachten sind oder das Zeitintervall
kompensieren. Als weiterer Mechanismus fir die Erklérung der Ergebnisse von
Kleineidamm (1990) kommt die Reoxygenierung in Betracht, die weiter
untersucht werden sollte.
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