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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom (KRK)

Das kolorektale Karzinom gilt bei Ménnern nach Prostata- und Lungenkrebs als
dritthdufigste, bei Frauen nach dem Mammakarzinom als zweithdufigste Krebsneuerkrankung
in Deutschland (ROBERT-KOCH-INSTITUT UND GESELLSCHAFT DER EPIDEMIOLOGISCHEN
KREBSREGISTER IN DEUTSCHLAND E.V., 2013). In der Auswertung des deutschen
Krebsregisters werden unter KRK alle Formen von Dickdarm- und Analkrebs
zusammengefasst. Auf der krebsspezifischen Todesursachenstatistik befindet sich der Krebs
des Darmes bei Ménnern mit 11,4 % gleich hinter den am héufigsten zum Tode fiithrenden
bosartigen Neubildungen der Bronchien und der Lunge. Beim weiblichen Geschlecht gilt
Darmkrebs nach den karzinomatdsen Erkrankungen von Brust und Lunge als dritthdufigste
zum Tode flihrende Krebserkrankung innerhalb der Bundesrepublik Deutschland. Die
altersstandardisierten Erkrankungsraten zeigten sich zuletzt bei beiden Geschlechtern leicht
rickldaufig (ROBERT-KOCH-INSTITUT UND GESELLSCHAFT DER EPIDEMIOLOGISCHEN
KREBSREGISTER IN DEUTSCHLAND E.V., 2013). Basierend auf besserer Diagnostik,
Fritherkennung, Therapie und Aufklarung der Bevolkerung ist auch die Sterblichkeit in allen
Altersgruppen riickldufig. Innerhalb der letzten 10 Jahre ist die altersstandardisierte Mortalitat
in Deutschland um ca. 20 % gesunken. Trotz der positiven Entwicklung auf diesem Gebiet
lagen die Krebserkrankungen mit einem  Anteil von 45,8%  insgesamt
(geschlechterunspezifisch) in der Todesursachenstatistik Deutschlands weiterhin hinter den
kardiovaskuldren Erkrankungen mit 57 % an zweiter Stelle (STATISTISCHES BUNDESAMT,
2012).

Da Darmkrebs in vielen Fillen bis in ein spdtes Stadium hinein oft unbemerkt fiir die
Betroffenen bleibt und die Inzidenz des kolorektalen Karzinoms ab dem 50. Lebensjahr
deutlich ansteigt (BIRKNER et al., 2003), empfehlen und {ibernehmen die Krankenkassen ab
dem 50. Lebensjahr die jéhrliche digitale rektale Untersuchung, sowie die Durchfiihrung eines
Tests zum Nachweis okkulten Blutes im Stuhl, welches ein erster Hinweis fiir eine noch
unentdeckte und zu diesem Zeitpunkt noch symptomlose Erkrankung sein kann.

Mehrere Untersuchungen haben belegt, dass der immunhistochemische Nachweis okkulten
Blutes im Stuhl die Detektionsrate von Adenomen und Karzinomen erhoht (ALLISON et al.,

1996; FLITCROFT et al., 2012; RAGENEL et al., 2013; GARBORG et al., 2013).
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Ab dem 55. Lebensjahr besteht Anspruch auf eine vollstindige endoskopische Untersuchung
des Dickdarmes. Die Koloskopie besitzt von allen Malnahmen zur Fritherkennung des KRK
die hochste Sensitivitdt und Spezifitit und gilt daher als Goldstandard. So werden pro Jahr bis
zu zweimal mehr Darmkrebserkrankungen diagnostiziert, als noch zu Anfang der 80er Jahre
(DEUTSCHE KREBSHILFE E. V., 2009). Ein weiterer Ansatz ist der Nachweis Karzinom-
assoziierter DNS-Verdnderungen im Stuhl (IMPERIALE, 2012; IMPERIALE et al., 2014).
Bislang liegen allerdings keine Daten prospektiver Studien zum Einfluss dieser Art von
Testung auf die Inzidenz und Mortalitdt des KRKs vor. Natiirlich richten sich die Maflnahmen
und der Zeitpunkt der Vorsorge nach den Begleiterkrankungen und evtl. vorhandenen
genetischen Dispositionen. Zur Gruppe dieser genetischen Dispositionen gehdren die
familidre adenomatdse Polyposis, das hereditidre nichtpolypdse Kolonkarzinom-Syndrom
(HNPCC), auch als Lynch-Syndrom bezeichnet, und das kolorektale Karzinom in der
Familienanamnese. In ca. 10 % der Fille liegt eine genetische Disposition zu Grunde, bei
welcher typische Mikrosatelliteninstabilitdten auftreten und zu einer Mutation verschiedenster
DNA-Reparatur-Gene fithren konnen. Bei Verdacht auf das Vorliegen einer solchen
Veranlagung stehen familidre Screeninguntersuchungen zur Verfiigung. Auch langjdhrig
bestehende chronisch entziindliche Darmerkrankungen, insbesondere die Colitis ulcerosa mit
dem Nachweis von high-grade intraepithelialen Neoplasien, stellen ein erhdhtes Risiko fiir die
Entstehung von bosartigen Geschwiilsten des Darmes dar (GYDE et al., 1988; EKBOM et al.,
1990). Bei Risikopatienten sollte aus diesem Grunde jéhrlich eine hohe Koloskopie mit der
Entnahme von Stufenbiopsien erfolgen.

Aber nicht nur genetische Faktoren, auch andere Atiologien, z. B. Erniihrungsgewohnheiten,
wie ein hoher Fettanteil, ein reduzierter Ballaststoffanteil und fleischreiche Kost werden in
der Literatur schon seit geraumer Zeit als Einflussfaktoren auf die Darmkrebsentstehung

diskutiert (ALEKSANDROVA et al., 2013).

Wie im oberen Abschnitt bereits erwéhnt, gibt es keine zuverldssigen Frithsymptome, sodass
bei Diagnosestellung bereits ein fortgeschrittenes Stadium vorliegen kann. Als
Stadieneinteilung maligner Tumoren dient auch beim kolorektalen Karzinom die
TNM-Klassifikation. Hierbei steht ,, T* fiir das Ausmal} der Primartumorinfiltration, ,,N* fiir
das Fehlen bzw. Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen und ,,M* fiir evtl. bestehende
Fernmetastasen. Aus den Angaben des beim Staging ermittelten TNM-Stadiums kann eine
Stadieneinteilung nach der Union internationale contre le cancer (UICC) vorgenommen
werden, welche eine Aussage zur Prognose erlaubt und den weiteren Therapieverlauf

bestimmt. So zeigte eine Auswertung der GEKID Cancer Survival Working Group fiir den


http://de.wikipedia.org/wiki/Union_internationale_contre_le_cancer
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Zeitraum von 2002 bis 2006 eine relative, altersadaptierte 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR)
von 89,5% bei lokal begrenzten Stadien (ohne Lymphknotenmetastasen). Fiir lokal
fortgeschrittene Stadien (Lymphknotenmetastasen vorhanden) ergab sich eine 5-JUR von
65,4 %. Fiir metastasierte Stadien lag die 5-JUR bei 14,9 % (MAIJEK et al., 2012).

Die Dukes Klassifikation, ein 1932 durch den britischen Pathologen Cuthbert Dukes
eingefilhrtes FEinteilungsschema des kolorektalen Karzinoms nach Infiltrationstiefe,
Lymphknoten- und Fernmetastasierung, wird zunehmend von der Stadieneinteilung der UICC

abgeldst und ist in der folgenden Abb. 1 dargestellt.

(p) M
(P)MO P)M1
(P)NO (P)N1,2
PTIL2 () T3,4
l l v v
Stadium 1 Stadium 11 Stadium 111 Stadium 1V

Abb. 1:  Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms nach der UICC-Klassifikation (nach SIEWERT,
2007). (p): postoperative histopathologische Klassifikation, T: Primirtumorausdehnung,
N: Lymphknotenmetastasen, M: Fernmetastasierung.
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1.2 Therapieoptionen von Tumorerkrankungen am Beispiel des kolorektalen

Karzinoms

Unter Berticksichtigung der Lokalisation, der Histologie und der Ausdehnung der Neoplasie
sowie des Allgemeinzustandes des Patienten wird - wie bei anderen Tumorentititen auch -
zwischen einer Behandlung mit kurativer bzw. palliativer Zielsetzung unterschieden. Eine
Behandlung im Rahmen der kurativen Option strebt die vollstindige Heilung der
Tumorerkrankung an, sofern eine pratherapeutische Diagnostik - das sogenannte Staging -
eine realistische Heilungschance einrdumt. Im Rahmen der kurativen Zielsetzung
unterscheidet sich weiterhin der neoadjuvante vom adjuvanten Therapieansatz. Neoadjuvant
bedeutet in diesem Zusammenhang, dass dem operativen Eingriff z. B. eine Chemo- bzw.
Radiotherapie vorausgeht, um den primér nicht operablen Tumor zu verkleinern und somit ein
kuratives Vorgehen zu ermoéglichen. Die im Anschluss an die vollstindige operative
Entfernung der bdsartigen Neubildung angewandte ergéinzende Therapie zur Reduktion
eventueller Mikrometastasen und somit zur Verbesserung der Prognose wird als adjuvante
Therapie bezeichnet. Sowohl die neoadjuvante als auch die adjuvante systemische Radio-
und/oder Chemotherapie werden zur Stirkung der kurativen Zielstellung durchgefiihrt, um
das Risiko eines Lokalrezidivs und eventueller Fernmetastasen zu verringern, die 5-Jahres-
Uberlebensrate zu erhdhen bzw. eine organerhaltende chirurgische Intervention méglich zu
machen. Da beispielsweise im Falle eines Rektumkarzinoms wahlweise immer die
schonendere sphinktererhaltende Operationstechnik angestrebt wird, wird heute im klinischen
Alltag die neoadjuvante, d. h. prdoperative Therapie innerhalb der kurativen Zielsetzung
verfolgt. Die Indikation flir eine neoadjuvante Radio-/Radiochemotherapie des
Rektumkarzinoms ergibt sich dann, wenn aufgrund des erfolgten Stagings der Tumor ein
hohes Lokalrezidivrisiko bietet, oder nur fraglich die Resektion im Gesunden moglich ist. Im
Gegensatz dazu ist die Palliativbehandlung ausgerichtet auf die Linderung von Schmerzen
und die Beherrschung von anderen, durch die fortgeschrittene Erkrankung verursachten
Krankheitsbeschwerden. Im Falle des Kolonkarzinoms beschrankt sich die Palliativtherapie
z. B. auf das Anlegen einer Umgehungsanastomose bzw. eines Anus praeter naturalis,
gekoppelt mit einer schmerzlindernden Therapie nach dem Stufenschema der World Health
Organisation (WHO).

Voraussetzung fiir die Erlduterung der unterschiedlichen Therapieoptionen am Beispiel des
kolorektalen Karzinoms ist weiterhin dessen differenzierte Betrachtung in das Kolonkarzinom

und das Rektumkarzinom. Ausschlaggebend hierfiir ist die Lokalisation des Tumors im
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Verhiltnis zur Anokutanlinie. In Europa liegt die Grenzmarke bei einer Distanz von 16 cm
zwischen dem aboralen Tumorrand und der Anokutanlinie (FIELDING ef al., 1991). Bestimmt
wird dieser Abstand unter Verwendung eines starren Rektoskopes im Rahmen einer
Koloskopie. Beide Tumorentitdten haben vieles gemein, z. B. dass es sich in 90 % der Fille
histopathologisch um ein Adenokarzinom handelt. Adenokarzinome gehen aus
entdifferenzierten Driisen der Darmschleimhaut hervor. Lokalisiert ist diese Art von Tumor
zu ca. 50 % im Rektum, zu etwa 30 % im Sigma und zu 10 % im Coecum bzw. Colon
ascendens (HEROLD et al., 2010). Auch die fiir diese Arbeit verwendete HT29-Zelllinie

wurde aus einem humanen Adenokarzinom isoliert.

1.2.1 Radikal chirurgische Therapie

Zwar stellt die chirurgische Resektion die entscheidende Komponente in der Therapie des
kolorektalen Karzinoms dar und eine vollstindige Heilung, d. h. eine Kuration ist nur durch
die vollstindige Entfernung des tumortragenden Darmabschnittes mdoglich, aber seit der
Einfilhrung der beiden hochwirksamen Zytostatika Oxaliplatin und Irinotecan hat sich die
Prognose der von einem KRK betroffenen Patienten nachweislich deutlich verbessert. Wo
frither nur der palliative Weg beschritten werden konnte, ergeben sich nun seit geraumer Zeit
durch die Einfiihrung von Kombinations-Therapieregimen neue neoadjuvante sowie
adjuvante Moglichkeiten zur Therapie von Darm-Neoplasien. So ist es moglich geworden, im
Vorfeld der angestrebten Operation eine verbesserte Ausgangssituation fiir den Patienten zu
erzielen. Dies wird in diesem Zusammenhang auch als sogenanntes ,,Downstaging*
bezeichnet. Somit ist es realisierbar, einen zuvor aufgrund seiner Ausdehnung nicht
resektablen Tumor in einem solchen MaR} zu reduzieren, dass seine Entfernung in sano erzielt
werden kann. Das Ausmal3 der Resektion richtet sich nach der Lokalisation der Neoplasie im
Colon und dessen durch die Bluversorgung vorgegebenen Lymphabflussgebiet. Ebenfalls
konnte durch mehrere Studien gezeigt werden, dass sowohl Oxaliplatin als auch Irinotecan im
Anschluss an eine durchgefiihrte Therapie mit 5-Fluorouracil/Folinsdure die mediane
Uberlebenszeit verlidngert (SALTZ, 2000; GIACCHETTI et al., 2000; DOUILLARD et al., 2000;
KOHNE et al., 2003). Dies bedeutet also, dass eine additiv durchgefiihrte Radio- und/oder
Chemotherapie, innerhalb einer palliativen Ausgangssituation, das mediane Uberleben der
Patienten durch eine Verlangsamung der Tumorprogredienz verldngern kann.

Da alle in dieser Arbeit verwendeten Wirkstoffe in der Klinik ihren Einsatz beim

fortgeschrittenen, d. h. metastasierten KRK (mKRK) finden, soll weniger auf die
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operationstechnischen Verfahren, als vielmehr auf die chemo- und strahlentherapeutischen

Varianten eingegangen werden.

1.2.2 Radiotherapie

50 - 60 % aller Patienten, die an Krebs erkrankt sind, unterziehen sich im Verlauf ihrer
Erkrankung einer Strahlentherapie. Bei ca. 50 % der Betroffenen, die nach einem definierten
Zeitraum von 5 Jahren ohne Rezidiv oder Metastasen als geheilt gelten, ist die
Strahlentherapie alleinige Methode der Wahl, oder in Kombination mit anderen
Therapieverfahren ein Teil der Behandlung (DEUTSCHE KREBSHILFE E.V., 2009).

Die Radiotherapie wird zur Behandlung des Rektumkarzinoms — auch in Kombination mit
Chemotherapie — eingesetzt, da das Risiko eines Lokalrezidivs hoch ist. Beim Kolonkarzinom
findet die Bestrahlung nur in Ausnahmefillen Anwendung (Lymphabfluss- und
Tumorrandgebiet), da diese Art von Tumoren eher zur Metastasenbildung in anderen Organen
neigen und eine das Nachbargewebe schonende Anwendung der Bestrahlung durch die
Lokalisation des Kolons kaum moglich ist.

Ionisierende Strahlung kann an der Desoxyribonukleinsidure (Deoxyribonucleic acid, DNA)
eine Vielzahl von Verdnderungen verursachen. Basenschiden (Basenmodifikationen,
Basenverluste), DNA-Quervernetzungen, DNA-Protein-Vernetzungen, Verdnderungen von
Zuckermolekiilen, Briiche von Wasserstoftbriicken und Mehrfachereignisse, die sogenannten
bulky lesions konnen entstehen. Die DNA-Strangbriiche kdnnen weiter in Einzel- und
Doppelstrangbriiche unterschieden werden, deren Anzahl proportional zur Strahlendosis
zunimmt (SAUER, 2010). Diese durch ionisierende Strahlung hervorgerufenen
Strahlenschidden konnen einerseits iiber Kernsto3e und Ionisation erfolgen, indem fiir das
Zelliiberleben wesentliche Biomolekiile geschiddigt werden (direkte Strahlenwirkung).
Andererseits konnen Zellbestandteile aber auch iiber chemische Reaktionen mit Produkten der
Wasserradiolyse verdndert werden. Dabei zerféllt ein Wassermolekiil unter Abgabe eines
Bindungselektrons in ein reaktives Wasser-lon. Dieses zerféllt in ein Hydroxid-Ion und ein
freies hochtoxisches Wasserstoffradikal, welches dann iiber Radikalkettenreaktionen sekundér
Zellbestandteile schidigen kann. Da Biomolekiile einen sehr hohen Wasseranteil aufweisen,
werden sie besonders hidufig im Rahmen der indirekten Strahlenwirkung geschidigt (ERBAR,
1995).

Einen entscheidenden Einfluss auf die Strahlensensibilitit von Zellen hat der Zellzyklus. Am

empfindlichsten sind die Zellen in der M-Phase und der G:-Phase. Die grofite Resistenz
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gegeniiber Strahlung findet sich in S-Phase-Zellen. Handelt es sich um eine lange G1-Phase,
so sind die Zellen anfangs erneut strahlenresistent, werden aber zunehmend strahlensensibler
(HALL, 1994). Bereits 1921 wurde von Holthusen die Beobachtung gemacht, dass Sauerstoff
die Strahlenempfindlichkeit von Zellen erhoht. Bei Strahlen mit niedrigem linearem
Energietransfer (LET) wie Rontgen- oder Elektronenstrahlen sind gut oxygenierte Zellen im
Gegensatz zu hypoxischen Zellen um den Faktor 2 - 3 strahlensensibler. Dieser Effekt ist
darauf zuriickzufiihren, dass in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff die Peroxidbildung
begiinstigt wird (Sauerstoffeffekt). Dies fiihrt zu einer sekundédren Schddigung der DNA.

Diese Schiadigung kann wiederum zum Untergang der Zelle fiihren.

1.2.3 Radiomodulatoren und deren Entwicklung

Wie bereits unter Abschnitt 1.2.2 erwéhnt, ist nicht allein die Strahlendosis ausschlaggebende
Komponente fiir den Strahleneffekt. Ebenfalls entscheidend sind die Art der Strahlen und das
vorherrschende Milieu, welchem das Objekt der Strahlung ausgesetzt ist. Ein wichtiger
Gesichtspunkt dieser Arbeit war, dass der Effekt der Strahlung auf unterschiedliche Art durch
antineoplastisch wirksame Substanzen beeinflussbar ist. So kdnnen verschiedene Wirkstoffe
auf eine gleichzeitig durchgefiihrte Radiotherapie einen unabhingigen, additiven,
supraadditiven oder antagonistischen Effekt haben (BLEEHEN, 1973). Substanzen, die
simultan zur Bestrahlung Einsatz finden und so das Ausmal} der Strahlenwirkung herabsetzen,
werden als Radioprotektoren bezeichnet. Eingesetzt werden radioprotektive Substanzen zur
Reduktion strahleninduzierter Nebenwirkungen am Normalgewebe. Fiir diese Arbeit waren

Wirkstoffe, welche einen die Strahlenwirkung verstarkenden Effekt haben, von Bedeutung.

1.2.4 Chemotherapie

Grundsitzlich finden Chemotherapeutika Anwendung zur medikamentésen Behandlung von
Krebserkrankungen, aber auch von Infektionskrankheiten. Chemotherapeutika lassen sich
nach ihrem Mechanismus in zytotoxisch und zytostatisch wirksame Substanzen unterteilen.
Zytostatika hemmen die Zellproliferation und fiihren iiber diesen Mechanismus dazu, dass das
Tumorwachstum zum Erliegen kommt. Zytotoxisch wirksame Substanzen hingegen bewirken
iber das Absterben der Zellen eine Verminderung der Zellzahl und somit im besten Falle eine
Reduktion der Tumormasse. Das gewlinschte Ziel - der Zelltod - kann auf verschiedenen

Wegen erreicht werden. So lassen sich die Chemotherapeutika nach ihren unterschiedlichen
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Wirkungsweisen klassifizieren. Antineoplastisch wirksame Substanzen koénnen durch
Alkylierung, Platin-Bindungen, Interkalierung und Topoisomerase-Hemmung die DNA
schiadigen und somit schwerwiegende Auswirkungen auf den Zellstoffwechsel haben. Auch
eine Hemmung der Synthese von DNA-Bausteinen und die Einschleusung falscher Bausteine
konnen zum Untergang der Zellen fiihren. Ebenfalls zum Einsatz kommen sogenannte
»Spindelgifte” wie Vinca-Alkaloide oder Taxane, die durch Interferenzen mit den Mikrotubuli

der Mitosespindel die Zellproliferation hemmen.

Die Therapie metastasierter kolorektaler Karzinome hat sich in den vergangenen Jahren durch
den Einsatz von Oxaliplatin, Irinotecan und anderer Substanzen stark verdndert. Auch die
hormonelle Therapie, sowie die Verwendung monoklonaler Antikérper trugen zu groflen
Fortschritten auf diesem Gebiet bei. Sowohl 5-Fluorouracil (5-FU) als auch Oxaliplatin und
Irinotecan haben sich kombiniert in verschiedenen Therapieregimen und einzeln zur Therapie
des KRK etabliert und bewidhrt. Jedes dieser drei Chemotherapeutika ist einer anderen
Wirkstoffgruppe zugehorig und besitzt einen jeweils anderen Wirkmechanismus. Die
Entscheidung dariiber, welcher der Einzelwirkstoffe bzw. welches Wirkstoffregime
verwendet wird, ist individuell verschieden und von einer Vielzahl von Faktoren abhéngig.
Die S3-Leitlinien der deutschen Krebsgesellschaft geben einen Uberblick iiber die
verschiedenen Therapieempfehlungen. Nebenerkrankungen, das Alter und der aktuelle
korperliche Zustand des Patienten, das Tumorstadium und die Anzahl bereits durchlaufener
Therapieverfahren, d. h. ob es sich um eine first- bzw. second-line Therapie handelt, spielen
dabei eine entscheidende Rolle. Auch eventuell auftretende Nebenwirkungen beeinflussen die
Wahl des Therapieregimes in einem wichtigen Mal3e.

Wie bereits im Abschnitt zur radikalen chirurgischen Therapie beschrieben, spielt auch in
Bezug auf die optimale antineoplastische Behandlung eine entscheidende Rolle, ob es sich um
ein Kolon- oder Rektumkarzinom handelt.

Im Hinblick auf das KRK findet die Strahlentherapie nur zur Behandlung des
Rektumkarzinoms Anwendung, sodass sich diese Arbeit auch primir auf dieses bezieht.

Nach den aktuellen S3-Leitlinien der deutschen Krebsgesellschaft ist im UICC-Stadium II
und III (sieche Abb. 1) die neoadjuvante Radio- oder Radiochemotherapie indiziert. Standard
fiir die adjuvante Therapie des Rektumkarzinoms ist die kombinierte Radiochemotherapie.

In der simultanen Radiochemotherapie kommen sowohl Oxaliplatin, Irinotecan und 5-FU
einzeln und in Kombination zum FEinsatz. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss
dieser Wirkstoffe bzw. deren Kombination auf die zelluldre Strahlensensibilitit in vitro

getestet.
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1.2.4.1 5-Fluorouracil (5-FU)

Als sogenannter Pyrimidinantagonist ldsst sich das Zytostatikum 5-FU der Gruppe der
Antimetabolite zuordnen. Dieser gehoren weiterhin die Folsdureantagonisten (z. B.
Methotrexat) und die Purinantagonisten (z. B. Azathioprin) an. Gemeinsamkeit dieser
Wirkstoffgruppe ist, dass sie natiirlichen Metaboliten des Organismus in ihrer chemischen
Struktur dhnelt, aber aufgrund ihrer Affinitit zu Enzymen im Rahmen der Biosynthese von
Nukleinsduren deren Stoffwechselweg hemmt und somit zu einer Fehlfunktion bis hin zum
Absterben der Zelle fiihren kann. Die Wirkung der sogenannten Antimetabolite l4sst sich als
zyklusabhédngig und phasenspezifisch beschreiben, da sie ihre Wirkung hauptsichlich in der
S-Phase des Zellzyklus entfalten. Zu diesem Zeitpunkt besteht ein erhohter Bedarf an
Nukleinsduren zur DNA-Synthese. Im Falle von 5-FU ist dieser falschlicherweise
stattfindende Einbau in die RNA/DNA nur moglich, da das Zytostatikum Strukturéhnlichkeit
zu den Pyrimidinbasen Cytosin und Thymin (DNA-Nukleotide) beziehungsweise Uracil
(RNA-Nukleotid) besitzt. Die als Folge durch den fehlerhaften Einbau entstehende DNA ist
funktionsunfahig.

Dariiber hinaus greift 5-FU auch auf anderen Ebenen in die RNA- bzw. DNA-Synthese ein.
So hemmt 5-FU in vivo nach Umwandlung in seine aktive Form Fluordesoxyuridylat
(F-dUMP) die Thymidylat-Synthase irreversibel, mit der Folge, dass die Methylierung von
Deoxyuridyl-Sdure zu Thymidyl-Sdure unterbunden wird (PINEDO & PETERS, 1988) und
konsekutiv auch die DNA-Synthese und -reparatur gehemmt werden (SOTOS et al., 1994;
HEIDELBERGER et al., 1958; DOLLERY, 1991b). Dieser inhibitorische Effekt fiihrt dazu, dass
nicht mehr genug Pyrimidine fiir die DNA-Synthese bereitgestellt werden kénnen und ein

Fortbestehen bzw. die Proliferation der Zelle unmoglich wird.

1.2.4.2 Oxaliplatin (0OX)

Dieser Wirkstoff ist eine antineoplastisch wirksame Substanz, welche der dritten Generation
der Platinderivat-Gruppe zugehorig ist (MISSET et al., 2000). Oxaliplatin ist neben
5-Fluorouracil und Folinsdure Bestandteil des zur Therapie des kolorektalen Karzinoms
zugelassenen FOLFOX-Schemas. Gemein ist dieser neuen Gruppe von Platinderivaten, dass
deren Platin-Atom mit 1,2-Diaminocyclohexan und einer Oxalatgruppe komplexiert ist.
(EXTRA & MARTY et al., 1998). Der genaue Wirkmechanismus von Oxaliplatin ist noch nicht
restlos geklart. Es ist allerdings davon auszugehen, dass die bei der Biotransformation des

Wirkstoffs entstehenden Metaboliten mit der DNA der Zellen interagieren. Dieser Effekt hat
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Inter- und Intrastrangquervernetzungen der DNA zur Folge, welche zum Abbruch der DNA-
Synthese und somit zu einem zytotoxischen Effekt fithren. Oxaliplatin wird in vivo
weitgehend biotransformiert und zum Grofiteil iiber die Niere ausgeschieden. Nach
Beendigung der beim FOLFOX4-Schema (vgl. Kap. 1.2.5) verabreichten zweistiindigen
Infusion ist die Ausgangssubstanz nicht mehr im Plasma nachweisbar (GOLF, 2009).
Oxaliplatin ist zugelassen zur adjuvanten Therapie des fortgeschrittenen Kolorektalen
Karzinoms im UICC-Stadium III und zeigte sich in /n-vivo-Studien ebenfalls wirksam gegen

Magenkrebs-, Brustkrebs-, Nierenzellkarzinom- und Sarkomzellen (RAYMOND et al., 1998).

1.2.4.3 Irinotecan (IRI)

Diese Substanz stellt ein semisynthetisches Derivat von Camptothecin dar, eines in der
Pflanze Camptotheca acuminata vorkommenden Alkaloids. Durch die Anlagerung von
Irinotecan und seinen aktiven Metaboliten SN-38 an den Komplex aus Topoisomerase I und
DNA wird verhindert, dass zuvor entstandene DNA-Einzelstrangbriiche repariert werden
(LAMOND et al., 1996; OMURA et al., 1997). Dies wiederum fiihrt zu einem Arrest der Zellen
in der strahlensensiblen G2-Phase (TAMURA et al., 1997) und somit zur Apoptose der Zelle
(CHEN et al., 1999). Der aktive Metabolit SN-38 besitzt eine 1000-fach hohere inhibitorische

Wirkung auf die Topoisomerase I als Irinotecan (KAWATO et al., 1991).

1.2.5 Kombinierte Regime

Wo vor einigen Jahren noch einzelne Chemotherapeutika allein Anwendung fanden, gibt es
mittlerweile eine Vielzahl unterschiedlichster Therapieregime, die in Kombination die
Wirksamkeit bei verschiedensten Tumorentitdten im Vergleich zur Monotherapie erhéhen. So
werden im Falle des metastasierten KRK (mKRK) fluoropyrimidinbasierte
Kombinationsregime  mit  Oxaliplatin ~ und/oder  Irinotecan in  Form  der
Standardtherapieschemata FOLFOX 4 und FOLFIRI eingesetzt, wobei die Namensgebung
sich auf die jeweiligen Wirkstoffkombinationen bezieht: OX = Oxaliplatin, IRI = Irinotecan,
F = Fluorouracil, FOL = Folsédure. FOLFOX 4 gilt mittlerweile als Standard fiir die adjuvante
Chemotherapie bei Darmkrebs und findet neben FOLFIRI ebenfalls Anwendung in der
Palliativtherapie des mKRK. Tabellel und 2 geben einen Uberblick iiber die
Verabreichungsschemata beider Chemotherapeutikaregime. Nach der Verabreichung gelten

jeweils zwolf Tage als Erholungsphase bevor ein erneuter Zyklus beginnt.



Einleitung 11

Tab. 1: FOLFOX4-Verabreichungsschema.

Wirkstoff | Dosierung | Applikationsart Tag

Folinsdure | 200 mg/m? | Infusion (2h) | Tag1+2

5-Fluorouracil | 400 mg/m? i. v. (Bolus) Tag1+2

5-Fluorouracil | 600 mg/m? | Infusion (22h) | Tag1+2

Oxaliplatin 85 mg/m* | Infusion (2-(6) h) Tag 1

Tab. 2: FOLFIRI-Verabreichungsschema.

Wirkstoff | Dosierung | Applikationsart Tag

Folinsdure | 200 mg/m? | Infusion (2h) | Tag1+2

5-Fluorouracil | 400 mg/m? i. v. (Bolus) Tag 1+2

5-Fluorouracil | 600 mg/m? | Infusion (22h) | Tag1+2

Irinotecan 180 mg/m? | Infusion (1,5 h) Tag 1

Alle groen Phase-III-Studien der letzten Jahre zeigten eine Verbesserung der
Ansprechraten und des progressionsfreien Uberlebens unter der Verwendung der
Kombinationschemotherapie (5-FU + Oxaliplatin bzw. 5-FU + Irinotecan) im Vergleich zur
Monotherapie bestehend aus Fluoropyridin (DE GRAMONT ef al., 2000; KOHNE et al., 2005).
In zwei der drei groBen Irinotecan-basierten Behandlungsstudien stellte sich zudem ein
signifikanter Uberlebensvorteil unter der Kombinationschemotherapie gegeniiber der
flouropyridinbasierten Monotherapie heraus (DOUILLARD et al., 2000; SALTZ et al., 2000).
Wo frither bei Patienten im Stadium IV ausschlieBlich ein palliatives Therapieziel galt, ist
deutlich geworden, dass bei 25 % dieser Patienten mit synchron hepatisch metastasiertem

kolorektalem Karzinom ein kuratives Potential besteht.

Wie Dbereits unter Kap.1.2.3 Dbeschrieben, kann die simultane Gabe -eines
Chemotherapeutikums bzw. mehrerer Chemotherapeutika in Kombination, zusétzlich zu einer
Strahlentherapie, eine Verstirkung des zytotoxischen Effektes auf Tumorzellen zur Folge
haben. Dies aufgreifend, findet im Rahmen des kolorektalen Karzinoms die

Radiochemotherapie Anwendung beim Rektumkarzinom in den UICC-Stadien II und III. Die
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neoadjuvante als auch die adjuvante Radiochemotherapie sollen nach den aktuellen S3-
Leitlinien bislang ausschlieBlich eine Fluorouracil-gestiitzte Monochemotherapie enthalten.
Zur Behandlung des metastasierten Kolonkarzinoms haben sich bereits Kombinations-
Chemotherapieregime bestehend aus Oxaliplatin in Addition mit 5-FU bzw. Irinotecan
zuziiglich 5-FU klinisch etabliert, sodass nun auch ein Einsatz der beiden Chemotherapeutika
Oxaliplatin und Irinotecan kombiniert mit der leitliniengerechten Monochemotherapie
bestehend aus 5-FU als weiterer Zusatz zur Bestrahlung im Rahmen der Radiochemotherapie
des Rektumkarzinoms denkbar wire und zu diskutieren ist. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Arbeit die Wirkung von Oxaliplatin bzw. Irinotecan in Kombination mit

ionisierender Strahlung mit und ohne 5-FU-Einfluss préklinisch untersucht.
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1.3 Zielstellung dieser Arbeit

Bislang gilt im Falle des kolorektalen Karzinoms (KRK) UICC-Stadium II und III die
kombinierte Fluorouracil-gestiitzte Radiochemotherapie als Standard der adjuvanten
Behandlung. Kombinationschemotherapieregime ohne gleichzeitige Radiatio werden derzeit
erst im Falle eines metastasierten kolorektalen Karzinoms (mKRK) ab UICC-Stadium IV
angewandt. Im Falle des Kolonkarzinoms findet eine Bestrahlung nur in Ausnahmefaillen
statt. Die kombinierte Anwendung von Chemotherapeutika nach dem FOLFOX-, FOLFIRI-
sowie FOLFOXIRI-Schema erfolgt ausschlieBlich beim Vorliegen eines mKRK.

Ziel dieser Arbeit war es, mittels [n-vitro-Studien die Wirkung von Oxaliplatin bzw.
Irinotecan unter ionisierender Strahlung mit und ohne 5-FU auf zelluldrer Ebene zu
untersuchen. Anhand dieser Experimente wurden Aussagen zu ggf. signifikanten
Unterschieden des bereits in mehreren Studien beschriebenen strahlensensibilisierenden
Effektes von Oxaliplatin bzw. Irinotecan, jeweils +/- 5-FU, erwartet, um eine Aussage iiber
die Sinnhaftigkeit einer zukiinftigen kombinierten Chemotherapeutikaanwendung zzgl. zur
Radiatio machen zu konnen. Hierfiir wurde die Wirkung oben genannter Wirkstoffe einzeln
sowie als Kombinationswirkstoffregime Oxaliplatin + 5-FU bzw. Irinotecan + 5-FU auf die
Darmkrebszelllinie HT29 unabhingig und in Kombination mit Bestrahlungsdosen von 2 -
8 Gy untersucht. Zur Beurteilung des Wachstums der Tumorzellpopulation fanden
Wachstumsversuche Anwendung. Gleichzeitig wurde das klonogene Uberleben in
Koloniebildungstests untersucht. Zytotoxizitits- und Proliferationstests kamen ebenso zum
Einsatz wie immunhistochemische Untersuchungen zur Detektion von DNA-

Doppelstrangbriichen im Rahmen des y-H2AX-Testes.
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2 Material und Methoden

2.1 Arbeitstechniken in der Zellkultur

2.1.1 HT?29-Zellen

Die aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) in
Braunschweig stammenden und fiir die Versuche verwendeten HT29-Zellen (Abb. 2) besitzen
die Féahigkeit zum kontinuierlich adhdrenten, also der Matrix anhaftenden, Wachstum. Isoliert
wurde die HT29-Zelllinie 1964 von Fogh und Trempe aus dem Epithel eines kolorektalen
Adenokarzinoms (FOGH et al., 1980). Die Tumorzellen besitzen durch eine fehlende
Kontakthemmung die Eigenschaft, bei liangerer Kultivierung in mehreren Schichten als
Multilayer proliferieren zu kénnen. Aus diesem Grunde wurde fiir die experimentellen

Ansitze Zellen mit einer unter 80 %igen Konfluenz gewéhlt.

Abb. 2: Mikroskopische Darstellung der HT29-Zellen. Subkultivierung in T25-Kulturflaschen.
Kulturmedium entfernt, mit 3 ml PBS befeuchtet. 100x-Vergrolerung mit Phasenkontrast-
mikroskop.

2.1.2 Ausfrieren der Tumorzellen

Gelagert wurden die HT29-Zellen in der Tiefkiihltruhe bei -152°C. Konserviert wurden die
Tumorzellen in einem aus 70 % Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), 10 %
Dimethylsulfoxid (DMSO) und 20 % Fetal Bovine Serum (FBS) bestehenden Kryomedium.
Das verwendete DMSO als penetrierendes Gefrierschutzmittel verhindert dabei die
Kristallbildung des Mediums. Dieser kryoprotektive Effekt auf die Zellen beruht dabei auf der

vollstindigen Penetration von DMSO in die Zelle. Folglich kann die osmotische
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Zelldehydrierung verhindert werden. Zum Ausfrieren wurden die in Kryordhrchen
eingefrorenen Zellen ziigig im Wasserbad bei 37 °C erwérmt, unter der Sterilbank in ein
Falconrohrchen iiberfiihrt und schonend mit vorgewdrmtem FBS-enthaltendem
Kulturmedium verdiinnt. AnschlieBend wurden die HT29-Zellen bei 1250 rpm iiber 5 min
zentrifugiert. Der DMSO-haltige Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 10 ml
frischem FBS-haltigem Kulturmedium geldst. Es folgte die Einsaat in zwei Zellkulturflaschen
mit einer Wachstumsfldche von 25 cm?. Danach erfolgte die Inkubation der HT29-Zellen fiir
24 h im Begasungsbrutschrank bei einem CO;-Gehalt von 5 % und einer Temperatur von
37 °C, gefolgt von einem vollstindigen Mediumwechsel nach 24 h zur Entfernung

abgestorbener Zellen und des verbliebenen DMSO.

2.1.3 Tumorzellkultivierung

Zur Kultivierung der fiir sdmtliche Versuche der Arbeit genutzten HT29-Zellen fanden je
nach bendtigter Zellzahl Konzentrationen von 1x10° 0,5x10% 0,25x10° und
0,125 x 10° Zellen/25 cm? Kulturflaschen Anwendung. Inkubiert wurden die Zellen bei 37 °C
im Begasungsbrutschrank bei 5% CO; in DMEM, angereichert mit 10 % FBS sowie
1 % Penicillin/Streptomycin. Wie bereits zuvor erwéhnt, wurden alle experimentellen
Untersuchungen mit Zellen durchgefiihrt, die < 80 % konfluent waren. Vor Erreichen dieser
Zelldichte erfolgte die Passagierung. Dafiir wurde der Zellrasen einmalig mit 4 ml
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gespiilt. Nach kurzer Einwirkzeit von etwa 30 sec zur
Reinigung der Zellkultur wurde das PBS vorsichtig abgesaugt und anschlieend mit 2 ml
0,05 %igem Trypsin/EDTA fiir 5min im Begasungsbrutschrank bei 37 °C inkubiert.
Aufgrund der proteolytischen Wirkung des Trypsins, welches als Protease

im Verdauungstrakt vorkommt, losen sich die adhédrenten Zellen vom Flaschenboden und
liegen danach vereinzelt vor. Grund dafiir ist die Spaltung extrazelluldrer Proteine, die
Bestandteil von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen sind (POLAK-CHARCON & BEN-
SHAUL, 1979). EDTA (Ethylendiamintetraacetat) als Komplexbildner unterstiitzt die beiden
oben beschriebenen Prozesse durch die Eigenschaft, zweiwertige Kationen, wie Ca®*, binden
zu konnen. Gleichzeitig wirkt EDTA stabilisierend auf Membranproteine und hemmt
Adhisionsmolekiile reversibel. Nach erfolgter Inkubation mit Trypsin/EDTA wurde unter
Verwendung des Lichtmikroskops die erfolgreiche Ablosung der Zellen vom Flaschenboden
kontrolliert und anschlieBend die Reaktion mit 8 ml FBS-haltigem Medium zum Stillstand

gebracht. Zudem wurden die Zellen mehrmals durchmischt, mit dem Ziel noch
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zusammenheftende Zellen voneinander zu lésen. Es folgte die Uberfiihrung der
Zellsuspension in ein 50 ml-Falconrdhrchen und dessen fiinfminiitige Zentrifugation bei
1250 rpm und 24 °C. Nachfolgend wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt, das verbliebene
Zellpellet in 10 ml vorgewarmtem Medium geldst und zusétzlich mehrmals resuspendiert um
die Zellen zu vereinzeln. Im nichsten Schritt wurde die Zellzahl, wie unter Abschnitt 2.1.4
beschrieben, ermittelt. Entsprechend der gewéhlten, oben genannten Zelldichte erfolgte

anschliefend die Einsaat der Zellen in 5 ml Medium enthaltende T»s-Flaschen.

2.1.4 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mit Hilfe des Z2-Coulter-Counters der Firma Beckmann Coulter (Krefeld,
Deutschland) bestimmt. Zur Durchfiihrung wurde die jeweilige Zellsuspension gut
resuspendiert und im Anschluss 1:50 mit isotonischer Kochsalzlosung verdiinnt. In
Anlehnung an die Tumorzellgroe wurde die zu zéhlende Zell- bzw. Partikelgrofle am Gerit
manuell auf 8 - 30 uM eingestellt. Nach erfolgter Reinigung der Kapillare mit destilliertem
Wasser wurde das Coulter-Gefdll mit dem zu messenden Inhalt auf der dafiir vorgesehenen
Stelle des Gerites platziert und die Kapillare eingetaucht. Durch das Ansaugen passierten die
Zellen (elektrisch nicht leitende Teilchen) die Kapillar6ffnung. Auf zwei gegeniiberliegenden
Seiten dieser Offnung sind Elektroden befestigt. Durch die Widerstands- bzw.
Leitfahigkeitsdnderung im Bereich der Kapillar6ffnung bei Einstrom der Zellen kann so ein
Strom- oder Spannungsimpuls gemessen werden. Mit Hilfe der Frequenz dieser Anderung
kann die Zellzahl und unter Beriicksichtigung der Amplitude die Zellgrofle bestimmt werden.

Angegeben wurde die vom Z2-Coulter-Counter ermittelte Hochrechnung als Zellzahl pro ml.

2.2 Wirkstoffe

2.2.1 S5-Fluorouracil (5-FU)

5-Fluorouracil gehort zur Gruppe der Antimetabolite. Als sogenanntes Pyrimidinanalogon
wird es als ,,falsches Substrat” bei der Replikation in die RNA/DNA einer Zelle eingebaut.
Von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH in einer Braunflasche geliefert, wurde das
pulverformige Agens bei 2-8°C im Kiihlschrank gelagert. 5-FU besitzt ein
Molekulargewicht von 130,08 g/mol und die Summenformel C4H3FN>Oo.
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Abb. 3: Strukturformel von 5-Fluorouracil.

2.2.2  Oxaliplatin

Die verwendete zytostatisch wirkende Substanz Oxaliplatin (Abb. 3) wurde von der Firma
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland) in einer Braunflasche geliefert.
Dabei lag Oxaliplatin in Pulverform vor. Die Lagerung des dicht verschlossenen Behéltnisses
erfolgte nach Angaben des Herstellers im Kiihlschrank bei 2 - 8 °C. In Deutschland wird
Oxaliplatin unter den Handelsnamen Bendaplatin®, Croloxat®, Eloxatin®, Medoxa®, sowie
diverser anderer Generika vertrieben. Der antineoplastische Wirkstoff besitzt eine molekulare
Masse von 397,29 g/mol und die Summenformel CsHisN>O4Pt. Das Ansetzen der
Stammlosung (5 mM) erfolgte wie unter 2.2.4 beschrieben mit Aqua ad iniectabilia. Die
alliquotierte und im Tiefkiihlschrank gelagerte Stammlosung wurde kurz vor der
Wirkstoffzugabe je nach gewiinschter Konzentration mit Aqua ad iniectabilia verdiinnt (siehe

Tab. 3 und 4).

Abb. 4: Strukturformel von Oxaliplatin.

2.2.3 Irinotecan Monohydrochlorid (Irinotecan HCL)

Irinotecan ist ein Zytostatikum aus der Gruppe der Topoisomerase-I-Inhibitoren. Produziert
und geliefert wurde die pulverformige Substanz, als Irinotecan-Monohydrochlorid (Abb. 4)
mit der Summenformel C33H33N4O6-HCI, von der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH. Das
Molekulargewicht von Irinotecan HCL betrdgt 623,14 g/mol. Aufbewahrt wurde das weille
Plastikflischen entsprechend dem Sicherheitsdatenblatt des Herstellers bei 2 -8 °C im
Kiihlschrank.
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Abb. 5: Strukturformel von Irinotecan-Monohydrochlorid.

2.2.4 Ansetzen der Stammlésungen (SL) und der Verdiinnungsreihen

Alle drei verwendeten Wirkstoffe lagen in Pulverform vor. Zur Herstellung der 5 mM

Stammlosung wurde die entsprechende Menge an Wirkstoff abgewogen.

Oxaliplatin: 1 M =397,29 g/ml > 5 mM = 1,98 mg/ml
Irinotecan HCL: 1 M=623,14 g/ml > 5 mM = 3,12 mg/ml
5-FU: 1 M =130,08 g/ml = 5 mM = 0,65 mg/ml

AnschlieBend erfolgte die Losung des Pulvers mit Hilfe des Vortexers in vorher kurzeitig
erwarmtem Aqua ad iniectabilia (B. Braun Melsungen AG, Melsungen). Um Schaumbildung
zu vermeiden wurde hierfiir eine niedrige Geschwindigkeitsstufe gewdhlt. Erst nach
vollstindigem Aufldsen des Pulvers wurde die Stammlosung in Eppendorfgefdfle alliquotiert

und bei -18 °C im Gefrierschrank gelagert. Zur Durchfiihrung der Versuche wurde die
Stammlosung kurzzeitig im Wasserbad erwédrmt, vorsichtig geschwenkt und die
entsprechende  Wirkstoffmenge den Tumorzellen zugegeben. Zum Erhalt der
Wirkstoftkonzentrationen 20 uM, 10 uM, 5 uM und 2 uM wurde die 5 mM Stammldsung der
Wirkstoffzugabe vorausgehend mit Aqua ad iniectabilia verdiinnt. Die jeweiligen
Wirkstoffmengen wurden je Experiment mit Hilfe eines Verdiinnungskreuzes bestimmt

(Tab. 3 und 4).
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Tab. 3: Ubersicht der pipettierten Wirkstoffmengen je Konzentration fiir die Wachstumskurven,
bestimmt mittels Verdiinnungskreuz.

Pipettiertes Volumen pro ml
Finale Wirkstoffkonzentration im Kulturmedium
Ansatz (Verdiinnung der Stammlésung) fiir
die Wachstumskurve
2 uM 4 ul (SL 1:10)
5uM 10 pl (SL 1:10)
10 uyM 20 pul (SL 1:10)
20 uM 40 pl (SL 1:10)
50 uM 10 pl
100 uM 20 ul
200 uM 40 ul

Tab. 4: Ubersicht der pipettierten Wirkstoffmengen je Konzentration fiir die Koloniebildungstests, XXT-
Tests, BrdU-Tests und den y-H2AX-Test, bestimmt mittels Verdiinnungskreuz.

Finale Pipettiertes Volumen pro ml Kulturmedium (Verdiinnung der Stammlosung)
Wirkstoff- Kol bild XTT-T
konzentra- oloniebildungs- -Test X 3 :
T test (EZ4U) BrdU-Test v-H2AX-Test
20 uM 200 pl 80 ul 80 ul 40 pl
Oxaliplatin (SL 1:10) (SL 1:100) (SL 1:100) (SL 1:10)
20 uM 200 pl 80 ul 80 ul 40 pl
Irinotecan (SL 1:10) (SL 1:100) (SL 1:100) (SL 1:10)
20 pl 8 ul 8 ul 4 ul
2 pM5-FU (SL 1:10) (SL 1:100) (SL 1:100) (SL 1:10)
Endvolumen
(Wirkstoff + 5000 pl/T25- 200 ul/Well 200 u/Well | 1000 pl/Kammer
. Flasche
Medium)

2.3 Bestrahlung mittels Linearbeschleuniger

Zur Bestrahlung der Tumorzellen kam der Linearbeschleuniger Siemens Oncor Expression
(Healthcare Sector Siemens AG, Erlangen) zum Einsatz. Die HT29-Zellen befanden sich
wihrend der Bestrahlung in Zellkulturflaschen (Koloniebildungstest), Wellplatten

(Wachstumskurven, EZ4U-Zytotoxizitatstest, BrdU-Zellproliferationstest) oder auf

Objekttragern  (Immunhistochemische  Untersuchung). Fiir die Versuche wurden
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Strahlungsdosen von 0 Gy (Kontrolle), 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy und 8 Gy verwendet. Sie ergaben
sich durch eine unterschiedlich lange Bestrahlungsdauer. Die Dosisleistung lag bei
3,75 Gy/min.

Ein Linearbeschleuniger besteht aus einem Injektor, einem bei 3 GHz schwingenden
elektrischen Hochfrequenzfeld und einem aus wassergekiihltem Metall gebildeten
Bremsstrahltarget. Der Injektor erzeugt negativ geladene Elektronen, welche mit Hilfe des
elektrischen Hochfrequenzfeldes auf einer linearen Strecke beschleunigt werden. Am Ende
dieser Strecke werden die ultraschnellen Teilchen durch ihr Auftreffen auf das Wolframtarget
abrupt abgebremst. Dabei entstehen durch Energieumwandlungsprozesse Photonen (ultraharte
Rontgenstrahlung; SAUER, 1998) mit einer Energie von 6 MeV (feststehende
Maximalenergie). Durch ein aus Blei bestehendes Kollimatorsystem wurde das
Strahlenbiindel auf die gewiinschte Feldgrofe begrenzt, in der sich eine Plexiglasscheibe mit

den zu bestrahlenden Tumorzellen befand.

2.4 Wachstumskurven

2.4.1 Das Testprinzip

Die Durchfiihrung von Wachstumskurven diente der Beobachtung des Wachstums von
Zellpopulationen unter bestimmten Bedingungen. Der charakteristische Wachstumsverlauf
einer spezifischen Zelllinie kann unter nativen Bedingungen (Abschnitt 3.1.1), d. h. ohne die
Zugabe von Agenzien untersucht werden. Ebenso ist es moglich, einer Zellkultur nach ihrer
Subkultivierung verschiedene Substanzen zuzusetzen und unter diesem Einfluss deren

Wachstum zu analysieren.

2.4.2 Allgemeine Durchfiihrung

Fiir die Wachstumsversuche wurden Zellkulturen verwendet, deren Konfluenz bei weniger als
80 % lag. Nach dem Losen der Zellen vom Flaschenboden mittels Trypsin/EDTA wurde mit
Hilfe des Z2-Coulter-Counters die Zellzahl bestimmt (Abschnitt 2.1.4). Es folgte die Einsaat
der Tumorzellen in 24er Wellplatten, mit einer Fliche von 1,9 cm? je Well. Bei der nativen
Wachstumskurve ohne Wirkstoffzugabe fanden die Zelldichten 5 x 10%, 1 x 10* und 2 x 10*
Zellen/Well Anwendung. Die native Wachstumskurve umfasste sieben Zahltage. Pro Tag

wurden jeweils drei Wells je Zellzahl bestimmt. Fiir die Versuchsansidtze mit Wirkstoffzugabe
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wurden 1x 10* Zellen/Well eingesit, da sich diese Zelldichte im Vorfeld als vorteilhaft
erwiesen hatte. Inkubiert wurden die Zellen in 1 ml Medium (ggf. inklusive Wirkstoft).
Erfolgte eine Wirkstoffzugabe, so fand diese 24 h nach Einsaat statt.

Zur Auswertung und graphischen Darstellung aller durchgefiihrten Versuche dieser Arbeit
wurde das Tabellenkalkulationsprogramm Excel (Microsoft, Redmond/Washington, USA)

verwendet. Die statistischen Berechnungen erfolgten mit Hilfe des Student’s t-Tests.

2.4.3 Wachstumskurven mit einmaliger Wirkstoffzugabe von 5-FU, Oxaliplatin

oder Irinotecan

Wie in den Vorversuchen der nativen Wachstumskurve ermittelt, wurde eine Zellzahl von
1 x 10* Zellen/Well in fiinf 24er-Wellplatten ausgesit. 5-FU, Oxaliplatin bzw. Irinotecan
wurden dabei jeweils in Konzentrationen von 0 pM (Kontrolle), 2 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM,
50 uM, 100 uM und 200 uM getestet und als Triplikat ausgezahlt. Fiir die Wachstumskurven
wurde eine Laufzeit von fiinf Zahltagen gewidhlt. Am Tag O erfolgte die Einsaat der
1 x 10* Zellen/Well nach Abtrypsinierung und Ermittlung der Zellzahl mittels Z2-Coulter-
Counter. Nach einer Inkubationszeit von 24 h (Tag0) wurde der Wirkstoff in der
entsprechenden Konzentration zugesetzt. Zuvor wurde die entsprechende Menge an Medium,
aquivalent der Wirkstoffmenge, die im Anschluss zugesetzt wurde, abgenommen. Nach der
Zugabe von 5-FU fand wihrend des gesamten Versuches kein Mediumwechsel statt. Der
Mediumwechsel beim Irinotecan-Ansatz erfolgte nach einer Inkubationszeit von 1,5 h, fiir
den Oxaliplatin-Ansatz 2 h nach Wirkstoffzugabe. Uber vier weitere Tage wurde dann die
Zellzahl bestimmt (siche Abb. 6). Die Zellzahlbestimmung erfolgte dabei wie unter Absatz
2.1.4 beschrieben.
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Abb. 6: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der Wachstumskurven mit den verwendeten
Wirkstoffen, sowie den Einsaat-, Zugabe- und Inkubationszeiten (Skizze in Anlehnung an
KJELLSTROM et al., 2005).

2.5 Koloniebildungstests (KBT)

2.5.1 Das Testprinzip

Mit Hilfe von Koloniebildungstests kann das klonogene Uberleben nach einem toxischen
Ereignis, z.B. nach  Chemotherapeutika-Gabe, = Bestrahlung  bzw.  anderen
wachstumshemmenden Faktoren bestimmt werden (PUCK & MARrcus, 1956). Dieser
Uberlebenstest gilt derzeit als methodischer Goldstandard fiir derartige In-vitro-

Untersuchungen in der Strahlenbiologie.

2.5.2 Allgemeine Durchfiihrung

Zur Auswertung der Tests zum klonogenen Uberleben ist die Berechnung der Plating
Efficiency bzw. Plattiereffizienz (PE) und der Uberlebensfraktion notwendig.

Die PE ergibt sich dabei aus der Anzahl der Zellen (Klone), die fdhig sind innerhalb eines
bestimmten Inkubationszeitraumes eine Kolonie zu bilden. Eine Kolonie ist mit dem blof3en
Auge sichtbar und muss aus mindestens 50 Zellen bestehen, um als solche gewertet zu

werden. Die PE ist ein MaB fiir das Zelliiberleben und wird wie folgt berechnet:
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Anzahl der gezdhlten Kolonien

- Anzahl der eingesditen Zellen pro Flasche

Mit Hilfe der PE lisst sich die Uberlebensfraktion fiir eine bestimmte Bestrahlungsdosis und

Wirkstoffkonzentration ermitteln.

PE mit Radiatio
PE ohne Radiatio

Uberlebensfraktion =

Daraus ergibt sich eine Uberlebensfraktion der Kontrolle von 1 oder 100 %.
Halblogarithmisch in einem Diagramm aufgetragen entsteht so eine Zelliiberlebenskurve, die

eine Dosis-Effekt-Beziehung darstellt.

Der allgemeine Aufbau der Koloniebildungstests ist nachfolgend in Abb. 7 dargestellt.

Einsaat von 1,5 x 10° Zellen in
T25-Zellkulturflaschen

Bestrahlung

v

{7 0 Gy (Kontrolle) AL 2,4,6,8G

Inkubationszeit von 14 Tagen I

7. Tag: vollstiindiger Mediumwechsel

14. Tag: Firben und Zihlen der
Zellkolonien (> 50 Zellen)

Abb.7: Allgemeiner Aufbau der Koloniebildungstests, die einzelnen Wirkstoffregime und deren
Zugabe- und Inkubationszeiten vernachliissigend.

Aus den Wachstumskurven hervorgegangen, wurden sowohl bei Oxaliplatin als auch bei
Irinotecan Konzentrationen in Hohe von 20 uM und 50 uM im Koloniebildungstest

untersucht. Die Entscheidung fiel auf eine 20 uM-Konzentration. Bei 5-FU wurde eine
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Konzentration von 2 pM sowie 5 uM getestet. Fiir alle nachfolgenden Koloniebildungstests
wurde die 2 puM-Konzentration préferiert, da ihre proliferationshemmende Wirkung nicht so
stark ausgepréigt war, dass durch eine zusitzliche Bestrahlung nur noch wenige bis gar keine

Zellen uberleben konnten.

2.5.3 Koloniebildungstests mit 5-FU-, Oxaliplatin- und Irinotecan-Zugabe

Fiir alle durchgefiihrten Koloniebildungstests wurden fiinf Wirkstoffregime verwendet, die
jeweils bei 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy und 8 Gy bestrahlt wurden und bei 0 Gy (Kontrolle) unbestrahlt
blieben (Abb. 8). Zusétzlich wurde jeweils ein Kontrollansatz ohne Wirkstoffzugabe
mitgefiihrt. Alle Ansédtze erfolgten als Duplikate.
Untersucht wurde der Einfluss folgender Wirkstoffe bzw. Wirkstoffkombinationen:

1) 20 uM Oxaliplatin + 2 uM 5-FU

2) 20 uM Oxaliplatin

3) 20 uM Irinotecan + 2 uM 5-FU

4) 20 puM Irinotecan

5) 2 uM 5-FU

Die einzelnen Wirkstoffregime sind in nachfolgender Abb. 8 aufgefiihrt.
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Abb. 8: Schematische Darstellung des Koloniebildungstest-Versuchsaufbaus mit den verwendeten
Wirkstoffregimen, dem Zeitpunkt von Einsaat, Bestrahlung, Mediumwechsel und Auswertung,
sowie Zugabe- und Inkubationszeiten (Skizze in Anlehnung an KJELLSTROM et al., 2005).

48 h vor der Bestrahlung erfolgte wie in Abb. 8 skizziert die Einsaat von 1,5 x 10* Zellen/Ts-
Flasche. Analog zur klinischen Anwendung erfolgte am Tag 2, 4 h vor der Bestrahlung die
Zugabe von Oxaliplatin, 3,5h vor der Bestrahlung die Irinotecan-Zugabe. Nach einer
Inkubationszeit von 2 h fiir Oxaliplatin und 1,5 h fiir Irinotecan wurde 2 h vor der Bestrahlung
das Medium vollstindig gewechselt und gleichzeitig 5-FU hinzugegeben. Erst an Tag 7
erfolgte ein kompletter Mediumwechsel. Die Fixierung und Férbung der gebildeten Kolonien
wurde an Tag 14 durchgefiihrt. Dafiir wurden die Kolonien mit 70 %igem, vergélltem Ethanol
fixiert, mit Kristallviolett gefarbt und anschlieBend am Mikroskop die Anzahl der gebildeten

Kolonien ausgezihlt.
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2.6 EZ4U-Test

2.6.1 Das Testprinzip

Mithilfe dieses Tests kann die Zytotoxizitdt einer Testsubstanz durch die metabolische
Aktivitit der verwendeten Zellen ermittelt werden. Das Testprinzip basiert darauf, dass
lebende Zellen die Eigenschaft besitzen, Tetrazoliumsalze in intensiv geférbte
Formazanderivate reduzieren zu kdnnen. Dies geschieht allerdings nur bei Zellen mit intakten
Mitochondrien. Bei toten Zellen mit inaktiven Mitochondrien ist das intrazelluldire Enzym
Succinat-Dehydrogenase nicht mehr funktionsfihig, welches fiir die Umwandlung der
Formazanderivate verantwortlich ist. In der Folge kommt es zu einer verminderten
Reduktionsrate der Testsubstanz und damit zur Abnahme der Absorption.

Beim EZ4U-Test (Biomedica Medizinprodukte GmbH KG, Wien) handelt es sich um einen
Tetrazoliumreduktionstest, der sich am klassischen MTT-Test orientiert. Anders als beim
MTT-Test ist das gebildete Formazan jedoch wasserloslich und zeitaufwendige

Zwischenschritte zum Losen des Substrates konnen vermieden werden.

2.6.2 Allgemeine Durchfiihrung

Angelehnt an die Koloniebildungstests wurden fiir die EZ4U-Tests ebenfalls flinf
Wirkstoffregime zuziiglich des Kontrollansatzes untersucht (Abb. 9):

1) 20 uM Oxaliplatin + 2 uM 5-FU

2) 20 uM Oxaliplatin

3) 20 uM Irinotecan + 2 uM 5-FU

4) 20 puM Irinotecan

5) 2 uM 5-FU
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Abb.9: Schematische Darstellung des EZ4U-Versuchsaufbaus mit den verwendeten Wirkstoffregimen,
dem Zeitpunkt von Einsaat, Bestrahlung, Mediumwechsel und Auswertung, sowie Zugabe- und
Inkubationszeiten (Skizze in Anlehnung an KJELLSTROM et al., 2005).

Nach der Zellzahlbestimmung erfolgte die FEinsaat von 1x 10* Zellen/Well in
96er-Wellplatten mit einem Endvolumen von 200 ul/Well. Wie aus Abb. 9 zu entnehmen,
erfolgten anschlieBende Wirkstoffzugaben und Mediumwechsel nach einem wirkstoff- und
ansatzspezifischen Zeitschema. Die Bestrahlung der Zellen schloss sich bei allen
Versuchsansédtzen 28 h nach der Einsaat an. Die Absorptionsmessungen zur Bestimmung der
metabolischen Aktivitdt erfolgten 1 h, 24 h bzw. 48 h nach dem Bestrahlungszeitpunkt. Die
Inkubationszeit nach Zugabe des testspezifischen Substrates (XTT), die zur erlduterten
Farbreaktion fiihrte, betrug jeweils 2,5 h. Wihrend dieser Zeitspanne inkubierten die Zellen
bei 37 °C im Begasungsbrutschrank. Die sich anschlieBende Absorptionsmessung mittels
ELISA-Reader erfolgte bei der Wellenldnge von 492 nm und einer Referenzwellenldnge von

620 nm.
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2.7 BrdU-Test

2.7.1 Das Testprinzip

Der BrdU-Test (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) ist ein kolorimetrischer In-vitro-
Zellproliferationstest. Dieser Test beruht darauf, dass wiahrend der DNA-Synthese (S-Phase
des Zellzyklus) statt der Pyrimidinbase Thymidin das Pyrimidinanalogon 5-Brom-2-
desoxyuridin (BrdU) in proliferierende Zellen eingebaut wird. Somit kann das
Proliferationsverhalten von Zellen in Kultur indirekt iiber ihre DNA-Synthese nachgewiesen
werden. Das inkorporierte BrdU wird mittels ELISA mit einem spezifischen Antikorper
immunologisch bestimmt. Je hoher der Grad der Zellschiddigung ist, desto niedriger ist die
Menge an inkorporiertem BrdU in der neu synthetisierten DNA.

Die Testdurchfiihrung erfolgte entsprechend der Anleitung des Herstellers.

2.7.2 Allgemeine Durchfiihrung

Analog den Koloniebildungstests wurden folgende Versuchsansétze durchgefiihrt (Abb. 10):
1) 20 uM Oxaliplatin + 2 uM 5-FU
2) 20 uM Oxaliplatin
3) 20 uM Irinotecan + 2 uM 5-FU
4) 20 puM Irinotecan
5) 2 uM 5-FU



Material & Methoden 29

Einsaat A B C D
v v v oy v
-24 h 0Oh 1h 2h 3h 4h 5h | 6h 7h 8h
1 1 1 1 1 1 1 I 1 1 1 [
I 1 1 1 1 1 I I 1 I 1 »
I Oxaliplatin- Mediumwechsel + : : :
| Zugabe 5-FU-Zugabe é | |
I S ‘ + !
I 1 T
| | I I
| Oxaliplatin- | I |
i Zugabe Mediumwechsel é i I i
) | . . | + | ]
| I I 2
| . . I ! =
I Irinotecan- Mediumwechsel + | I | 2
[ Zugabe 5-FU-Zugabe [ | S
g
S SRS
3 — R ey |
| L R
| . -
| Irinotecan- | | |
| Zugabe Mediumwechsel é | I |
b — — '
) | | | |
| | I I
| Mediumwechsel + | | |
i 5-FU-Zugabe é i | i
5) S

Abb. 10: Schematische Darstellung des BrdU-Versuchsaufbaus mit den verwendeten Wirkstoffregimen,
dem Zeitpunkt von Einsaat, Bestrahlung, Mediumwechsel, Zugabe der BrdU-Losung (A),
Fixierung der Zellen mittels FixDenat-Losung (B), Zugabe des BrdU-Antikorpers (C),
Waschung der Zellen + Substratzugabe (D) und Auswertung, sowie Zugabe- und
Inkubationszeiten (Skizze in Anlehnung an KJELLSTROM et al., 2005).

Nachdem die Zellzahl bestimmt wurde, erfolgte die Einsaat der Tumorzellen in eine
96er-Lochplatte. In Vorversuchen betrug die FEinsaatdichte der Zellen zunéchst
1 x 10° Zellen/Well. Da die Absorptionswerte sehr niedrig waren, wurden die Folgeversuche
mit 2 x 10° Zellen/Well durchgefiihrt. 24 h nach der Einsaat fanden die Wirkstoffzugaben und
Mediumwechsel nach dem in Abb. 10 dargestellten Zeitschema statt. Die BrdU-Losung
wurde 26 h nach der Einsaat, zum Zeitpunkt des Mediumwechsels hinzugegeben (A). Jeweils
1 h, 24 h und 48 h nach der Bestrahlung erfolgte die Fixierung der Zellen (B). 30 min nach
der Fixierung wurde jeweils der BrdU-Antikorper zugesetzt (C) und anschlieBend bei
Raumtemperatur fiir 90 min auf den Zellen belassen. Abschlielend erfolgten das Waschen
und die sich anschlieBende Substratzugabe (D). Eine ausreichende Farbentwicklung trat nach

30min ein und die Reaktion wurde mit 25pul Schwefelsdure abgestoppt.
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Die Absorptionsmessungen erfolgten mittels ELISA-Reader bei einer Wellenlinge von
450 nm und einer Referenzwellenléinge von 690 nm jeweils 1 h, 24 h bzw. 48 h nach der

Bestrahlung. Es erfolgte eine Achtfachbestimmung je Ansatz und Versuch.

2.8 y-H2AX-Test

2.8.1 Das Testprinzip

Durch Bestrahlung koénnen verschiedene Typen von DNA-Schiden, wie z. B. DNA-
Doppelstrangbriiche erzeugt werden. Dabei handelt es sich um Briiche zwischen der Bindung
des Zucker-Phosphat-Geriists und somit der Unterbrechung der Basenpaarung beider Stringe
der DNA-Doppelhelix. Sofern die Reparatur unterbleibt, kann dies zum Untergang der Zelle
fiihren. Bereits ein DNA-Doppelstrangbruch kann den Tod einer Zelle bewirken (OLIVE,
1998). Mit Hilfe des y-H2AX-Assays konnen die DNA-Doppelstrangbriiche sichtbar gemacht
werden. Zentrale Bedeutung fiir diesen Versuch besitzt das H2A-Histon, welches ein
universeller Bestandteil des Chromatins ist und ubiquitir im Genom als Variante H2AX
vorliegt. Der Versuch basiert auf der Detektion eines phosphorylierten Serin-Restes (Position
139) des H2AX-Histons (ROGAKOU et al, 1998), welcher nach Erkennen eines DNA-
Doppelstrangbruches durch die Zelle entsteht.

2.8.2 Allgemeine Durchfiihrung

Zur Einsaat der Zellen fanden Objekttriger mit einer kleinen Kammer Anwendung. Die
Einsaatdichte betrug 1 x 10* Zellen/ml. Das definitive Endvolumen der als Wachstumsfliche
dienenden Kammer lag bei 1ml. Nach einer Inkubationszeit von 48 h erfolgte die
Wirkstoffzugabe dem Zeitschema der Koloniebildungstests entsprechend (vgl. Abb. 8).
Ebenso fanden die identischen Wirkstoffregime und -konzentrationen Anwendung. Die
Bestrahlung schloss sich wie bei den KBTs der Wirkstoffzugabe am gleichen Tag an. Die
Fixierung der Zellen erfolgte nach unterschiedlicher Reparaturzeit, sowohl 60 min als auch
24h nach der Bestrahlung Nach dem AbgieBen des Mediums wurden dazu die
Plastikkammern zunédchst vorsichtig mit Hilfe eines Schiebers vom Objekttriger geldst.
AnschlieBend wurden die Zellen in einer Kiivette mit PBS gespiilt, mit 2 %iger

Formaldehydlésung in PBS fiir 15 min unter dem Abzug fixiert und im Anschluss mit PBS
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gewaschen. Alle weiteren Arbeitsschritte fanden im Dunkeln statt. Um die Kernmembranen
zur Vorbereitung auf die sich anschlieBenden Schritte zu permeabilisieren, wurden die Zellen
fiir 5 min auf Eis mit einer 0,2 %igen TritonX®-100-Losung in PBS und BSA behandelt.
AnschlieBend folgte die Blockierung mit 3 %igem BSA und die Zugabe des
Primérantikorpers (Tab. 5).

Tab. 5: Ubersicht der fiir den y-H2AX-Test verwendeten Antikorper zzgl. deren Verdiinnung.

Primérantikorper Sekundirantikorper
Anti-Phospho-Histone H2AX (Serl 39) Alexa Fluor 594® goat antimouse IgG
Verdiinnung 1:100 Verdiinnung 1:600
(PBS +1 % BSA + 0,5 % Tween) (PBS + 1 % BSA +0,5 % Tween)

Der Primédrantikdrper wurde vorsichtig auf Eis aufgetaut, auf den Objekttrager aufgetragen,
mit einem Plastik-Deckgldschen abgedeckt und fiir 1 h in einer feuchten Kammer auf den
Zellen belassen. Es schloss sich die dreimalige Waschung mit einer Losung bestehend aus
PBS, BSA (1 %) und Tween20 (0,5 %) an. Zeitgleich erfolgte die Vorbereitung des
Sekundérantikorpers (Tab. 5), der kurz anzentrifugiert und ebenfalls auf Eis aufgetaut wurde,
um ihn im nédchsten Schritt auf die Zellen auftragen zu konnen und die Objekttrager fiir 1 h in
einer feuchten Kammer zu belassen. Entfernt wurde der Sekundérantikorper durch
dreimaliges Waschen fiir je 15 min mit PBS und 0,5 %igem Tween20. Im letzten Schritt
wurden 15 pl DAPI/Antifade auf die Zellen pipettiert, der Objekttriger mit einem Deckglas
versehen und an den Réndern versiegelt, um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern.
AbschlieBend wurde der Objekttrager getrocknet und iiber Nacht bei 4 °C im Kiihlschrank
gelagert. Am Folgetag fand die mikroskopische Auswertung statt.

2.8.3 Testauswertung mittels Fluoreszenzmikroskopie

Die Auswertung der gefarbten Zellpréiparate erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops.
Im ersten Schritt wurden mit einem Olimmersionsobjektiv bei einer 400-fachen VergroBerung
die blauen Zellkerne aufgesucht, um im zweiten Schritt die rot leuchtenden ,,Foci* mit einer
1000-fachen VergroBerung einstellen zu konnen. Hierfiir wurden die in Tab. 6 aufgefiihrten

Filter genutzt.
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Tab. 6: Ubersicht der zur Fluoreszenzmikroskopie genutzten Filter.

Markierung Fluoreszenz | A Anregung [nm] | A Emission [nm]
Sekundirantikorper Alexa Fluor® 594 rot 590 617
DAPI/Antifade blau 358 461

Bei der Auswertung wurden pro Versuchsansatz die ,,Foci® von 50 Zellkernen ausgezihlt.

Hieraus wurde der jeweilige Mittelwert berechnet. Zur Fotodokumentation wurde zusitzlich

die Kamera Kappa DX 40 C genutzt.

2.9 Verwendete Materialien, Medien, Zusiitze und Geridte

Zellkulturmedien und Zusitze

Bezeichnung: Bezugsquelle:

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Biochrom AG seromed ®, Berlin
Foetal Bovine Serum (FBS) PAA Laboratories GmbH, Cdlbe
Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbH, Cdlbe

Subkultivierung und Zellzahlbestimmung

Bezeichnung: Bezugsquelle:

Phosphate buffered Saline (PBS) — Dulbecco Biochrom AG seromed ®, Berlin

Trypsin/EDTA (0,05 % und 0,25 %)

PAA Laboratories GmbH, Colbe

Isoton-Losung Beckmann Coulter GmbH, Krefeld
Verbrauchsmaterial
Bezeichnung: Bezugsquelle:

Falconréhrchen (15 ml und 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Kryoréhrchen Nalgene® Labware, VWR

International GmbH, Darmstadt
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Zellkulturflaschen (Ta2s)

Pipetten

Pipettenspitzen

Objekttrager mit Kammer (chamber slides),
LAB-TEK® II

Glas-Deckgldschen, 60 mm

Plastik-Deckgldschen, Thermanox®

PAA Laboratories GmbH, Colbe
Eppendorf GmbH, Hamburg
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Nalge Nunc Int., Naperville, USA

Menzel, Glasbearbeitungswerk GmbH &
Co. KG, Braunschweig

Nalge Int. NUNC Brand Products,
Rochester (NY), USA

TPP (Techno Plastic Products AG),

24er/96er Wellplatten

Trasadingen, Schweiz
Wirkstoffe
Bezeichnung: Bezugsquelle:

5-Fluorouracil
Irinotecan-Monohydrochlorid

Oxaliplatin

Geriite

Bezeichnung:

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Bezugsquelle:

Begasungsbrutschrank |
Begasungsbrutschrank 11

Sterilbank
Phasenkontrast-Mikroskope Eclipse

4er  Objektiv (Plan Fluor 4x/0.13 PhLDL)
10er Objektiv (Plan Fluor 4x/0.13 PhLLDL)

Coulter-Counter Z2
Tiefkihltruhe Ultra Flow

Zentrifuge I, Hettich Universal 16 R

Zapf Instruments, Sarstedt
Varolab® GmbH, Giesen

Zapf Instruments, Sarstedt
Nikon, Diisseldorf

Nikon, Diisseldorf

Nikon, Diisseldorf

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Sanyo, Ewald Innovationstechnik
GmbH, Bad Nenndorf

Andreas Hettich GmbH & Co KG,
Tuttlingen
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Zentrifuge II, Hettich Rotina 420 R

Eismaschine

Eisbad 1-6031
pH-Meter CG 841

Magnetriihrer variomag®

Waage I, sartorius BP 61 S

Waage II, sartorius BL 600
Fluoreszenzmikroskop
Digitalcamera

Irfan View

ELISA-Reader, anthos zenyth 340 r
Multichannelpipette I,

Eppendorf research 100
Multichannelpipette 11,

Eppendorf reseach pro

Phasenkontrastmikroskop Eclipse

Chemikalien und Losungen

Bezeichnung:

Andreas Hettich GmbH & Co KG,
Tuttlingen

Ziegra Eismaschinen GmbH,
Isernhagen

neolab®, Heidelberg

Schott AG, Hoftheim

Thermo Fisher Scientific Germany
Ltd. & Co. KG, Bonn

Sartorius AG, Gottingen

Sartorius AG, Gottingen

Nikon, Diisseldorf

Kappa DX 40C, Gleichen

© by irfan skiljan, 2010

anthos Microsysteme GmbH

Eppendorf GmbH, Hamburg

Eppendorf GmbH, Hamburg

Nikon, Diisseldorf

Bezugsquelle:

1 M Schwefelsdure

NaCl (137 mM)

KH>PO4 (2 mM)
Na;HPO4x2H>0 (10 mM)

KCI1 (2,7 mM)

Formaldehyd (2 %)

Bovines Serum Albumin (BSA)

Tween®20

Zentralapotheke,
Universitidtsmedizin Rostock
Mallinckrodt baker, Deventer,
Holland

Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt
Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
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Triton® X-100

Mab, Primérantikorper
(Anti-phospho-Histone H2A.X (Ser139))
Mab, Sekundérantikorper

(Alexa Fluor 594)

DAPI/Antifade (0,1 pg/ml)

Losungsmittel

Bezeichnung:

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim
Millipore GmbH, Schwalbach/Ts.

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

MP Biomedicals Germany GmbH,
Eschwege

Bezugsquelle:

Aqua ad iniectabilia

Fixierung und Fiarbung

Bezeichnung:

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Bezugsquelle:

Ethanol (70 %), vergéllt

Kristallviolett-Lésung (1 %)

Testkits

Bezeichnung:

Zentralapotheke,
Universitatsmedizin Rostock

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Bezugsquelle:

EZAU-Zellproliferations und
Zytotoxizitits-Testkit

Cell Proliferation ELISA-Immunoassey, BrdU

Biomedica Medizinprodukte GmbH & Co
KG, Wien
Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim
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3 Ergebnisse

3.1 Wachstum

Mittels Wachstumskurven kann das Wachstum verschiedener Zellpopulationen unter
bestimmten Bedingungen beobachtet und deren charakteristische Wachstumskinetik
dargestellt werden. Das Zellwachstum lésst sich 1. d. R. in vier Phasen gliedern, die Lag-,
Log-, Plateau- und Absterbephase. Auf diese wird im weiteren Verlauf anhand der

Darstellung der Versuchsergebnisse ausfiihrlich eingegangen.

3.1.1 Wachstum unter nativen Bedingungen

Zur Untersuchung der charakteristischen Wachstumskinetik der HT29-Zellen wurden
zundchst native Wachstumskurven aufgenommen. Hierfiir wurden drei verschiedene
Einsaatdichten genutzt. Diese lagen bei 5x 10°Zellen/ml, 1 x 10* Zellen/ml und
2 x 10* Zellen/ml. In Abb. 11 sind die nativen Wachstumskurven der eingesiten Zellzahlen

dargestellt.

1.000.000

100.000 22

Zellzahl/ml

10.000 %
L

—o— 5x10°Zellen

4
= 1 x 10" Zellen

2x 10* Zellen

1.000

T
0 1 2 3 4 5

(=)}

Inkubationszeit nach der Einsaat [d]

Abb. 11: Wachstum der HT29-Zellen ohne Wirkstoffzugabe, bei unterschiedlichen Einsaatdichten ohne
Mediumwechsel. Dargestellt sind MW=SD (n = 3).
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Abb. 11 sind zwei der vier Wachstumsphasen zu entnehmen. Das Zellwachstum unterteilt
sich in vier charakteristische Phasen. Bei der ersten Phase handelt es sich um die sogenannte
Lag- oder Latenzphase. In jener ist nur eine &duflerst schwache Zellproliferation zu
verzeichnen, da sich die in neues Medium iiberfiihrten Zellen nach ihrer Trypsinierung erst an
die nun herrschenden Umgebungsbedingungen anpassen und erneut an die Matrix anheften
miissen, um sich anschlieend erneut teilen zu koénnen. Bei den HT29-Zellen war die Lag-
Phase sehr gering ausgeprigt (Abb. 11). Nur bei den Einsaatdichten von 5 x 10° sowie 1 x 10*
Zellen stellte sie sich bis Tag 1 dar. Im Anschluss an die Latenzphase traten die Tumorzellen
in die Log-Phase ein. Dies ist die Phase des exponentiellen Wachstums, d.h. die
Wachstumsrate, also die Zunahme der Zellmasse in einer bestimmten Zeit ist konstant. Fiir
jede der drei Einsaatdichten hielt die Log-Phase bis zum 6. Tag an. Nach einer gewissen Zeit
nimmt die Proliferation der Zellen charakteristischerweise wieder ab, bis die
Proliferationsrate der Sterberate entspricht. Dieser Zustand ist kennzeichnend fiir die
stationdre Phase bzw. Plateauphase, in der die Zellmasse konstant bleibt. Eingeleitet wird
diese durch die Anreicherung von toxischen Abfallprodukten, oder/und den Verbrauch
essentieller Néhrstoffe im Medium. Diese stationdre Phase kann man durch einen
Mediumwechsel im Versuchsablauf hinauszogern. Ubersteigt die Sterberate die
Wachstumsrate, so tritt die letzte der vier Phasen ein, die Absterbephase. Die absolute
Zellzahl nimmt ab, die Zellpopulation wird kleiner. Fiir die HT29-Zellen konnten diese
beiden charakteristischen letzten Phasen bei einer Versuchslaufzeit von sechs Zahltagen nicht
nachgewiesen werden.

Es sollte Beachtung finden, dass der Zellrasen nur sehr erschwert mittels 0,25 %
Trypsin/EDTA vom Flaschenboden zu 16sen war und dies mit steigender Proliferation

zunahm.

3.1.2 Wachstum unter Wirkstoff-Zugabe

Um den Einfluss der drei Wirkstoffe Oxaliplatin, Irinotecan sowie 5-FU auf das
Proliferationsverhalten der HT29-Zellen beurteilen zu konnen, wurden Wachstumskurven
unter Wirkstoffzugabe angefertigt. Im Vergleich mit der nativen Kontrolle konnte damit
beurteilt werden, in welchem Mal3e das Wachstum der Zellen durch den jeweiligen Wirkstoff
beeinflusst wurde. Die Zugabe der einzelnen Wirkstoffe erfolgte dabei einmalig jeweils 24 h
nach der Einsaat. In Anlehnung an das klinische Procedere wurden die Zellen jeweils

unterschiedlich lange mit dem jeweiligen Wirkstoff inkubiert.
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3.1.2.1 Wachstum bei einmaliger 5-Fluorouracil-Zugabe

Zur Untersuchung des Zellwachstums der HT29-Zellen in Abhéngigkeit von 5-FU wurden
ebenfalls sieben unterschiedliche Wirkstoffkonzentrationen zzgl. des Kontrollansatzes
gewidhlt. Die Beurteilung der spezifischen Wachstumskinetik erfolgte anhand der unter
Abb. 12 dargestellten Ergebnisse. Insgesamt wurden drei voneinander unabhéngige

Experimente durchgefiihrt.

1.000.000

—&— Kontrolle
—8—2uM
—&—5uM
—=— 10uM
——20uM
w —e—50uM
——100uM
ek b ——200uM

100.000

Zellen/ml

5-FU-Zugabe in E
7 verschiedenen y
Konzentrationen (24h) £33

H HHeH

10.000

Inkubationszeit nach Einsaat [d]

Abb. 12: Zellpopulation der HT29-Zellen bei einmaliger 5-FU-Zugabe 24 h nach der Einsaat ohne
anschlieBenden Mediumwechsel; Einsaatdichte: 1 x 10* Zellen/Well. Dargestellt sind berechnete
MW + SD (n=3). ** p < 0,01 zur Kontrolle (in der jeweiligen Farbe der entsprechenden
Wirkstoffkonzentration).
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Abb. 12 ist zu entnehmen, dass die Zellpopulation abhingig von der verwendeten
5-FU-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle kontinuierlich kleiner wurde. Am vierten Tag
schien sie sich fiir die hohen Wirkstoffkonzentrationen von 50 uM, 100 uM und 200 uM auf
einen konstanten Wert einzustellen. Bereits ab dem zweiten Tag nach der Einsaat konnte eine
signifikante Wachstumsverzogerung verzeichnet werden (p < 0,01), die mit fortschreitender

Inkubationszeit an Auspridgung und Signifikanz zunahm.

Uber die zugehdrigen Zellpopulationsverdopplungszeiten unter Zugabe von 5-FU gibt Tab. 7

eine Auflistung.

Tab. 7: Durch exponentielle Regressionsanalyse ermittelte Zellpopulationsverdopplungs-
und Absterbezeiten aus den Wachstumskurven der HT29-Zellen bei einmaliger 5-FU-Zugabe,
ohne Mediumwechsel. Die Einsaatdichte betrug 1 x 10* Zellen/ml; n. b. = nicht bestimmbar.

Zellpopulationsverdopplungszeiten [h] und Absterbezeiten [h] Mittelwerte [h]
(1. - 5. Tag)
0.-1.Tag |1.-2.Tag | 2.-3.Tag | 3.-4. Tag | 4.-5. Tag

Kontrolle 79,75 19,59 21,24 19,55 19,86 20,06
2uM 79,75 23,65 28,03 41,99 37,37 32,76
SuM 79,75 25,37 52,61 54,54 61,61 48,53
10pM 79,75 29,53 85,62 63,52 76,84 63,88
20uM 79,75 37,32 59,56 136,13 105,29 84,57
50uM 79,75 37,37 124,05 140,62 523,13 206,29

100uM 79,75 39,97 n. b. 95,44 521,49 n. b.
200nM 79,75 51,92 334,05 190,56 n. b. 315,28

Wie in Tab. 7 sichtbar, lag die durchschnittliche Verdopplungszeit der Kontrolle bei 20,06 h.
Die Zellpopulationsverdopplungszeit, von der Einsaat bis zum ersten Tag, lag mit 79,75 h
deutlich iiber dem sich durchschnittlich aus der nativen Wachstumskurve ergebenden
Mittelwert von 20,06 h. Dementsprechend war die Zellpopulationsverdopplungszeit (Tag O -
Tag 1) der HT29-Zellen innerhalb dieses Versuchsaufbaus um 58,7 h verldngert. Wie bereits
aus der Abb. 11 zu entnehmen, ist dieses verlingerte Wachstum mit der sogenannten Lag-
bzw. Latenzphase zu erkldren. Innerhalb dieser Zeitspanne miissen sich die Zellen zur

Vorbereitung auf eine Proliferation nach ihrer Abtrypsinierung erneut an die Matrix anheften.
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3.1.2.2 Wachstum bei einmaliger Oxaliplatin-Zugabe

Fir die Untersuchung der Proliferation von HT29-Zellen unter dem Einfluss der
antineoplastisch ~ wirksamen  Substanz  Oxaliplatin ~ wurden sieben verschiedene
Wirkstoffkonzentrationen zzgl. des Kontrollansatzes in insgesamt drei voneinander
unabhéngigen Versuchen getestet. Die Beurteilung der Wachstumskinetik erfolgte mit Hilfe
der in Abschnitt 3.1 beschriebenen charakteristischen Wachstumsphasen, anhand der in

Abb. 13 dargestellten Wachstumskurven.

In Anlehnung an das klinische Vorgehen zur Therapie des mKRK erfolgte 2 h nach der
Zugabe von Oxaliplatin ein vollstindiger Mediumwechsel, um ausschlieSlich die bis zu
diesem Zeitpunkt aufgetretene Wirkung des Zytostatikums zu erfassen.

Wie unter 2.3.1 beschrieben, unterliegt Oxaliplatin einer Biotransformation und ist in vivo
nach der Infusionsdauer von 2 h nicht mehr im Plasma nachweisbar. Um die /n vitro- den In-
vivo-Bedingungen anzupassen, wurden die HT29-Zellen in allen Experimenten dieser Arbeit

ebenfalls fiir 2 h Oxaliplatin ausgesetzt (siche Tab. 1).
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Abb. 13: Zellpopulation der HT29-Zellen bei einmaliger Oxaliplatin-Zugabe 24 h nach der Einsaat und
anschlieBendem Mediumwechsel 1,5 h nach Wirkstoffzugabe; Einsaatdichte: 1 x 10* Zellen/ml.
Dargestellt sind MW = SD (n=3). ** p < 0,01 zur Kontrolle, * p < 0,05 zur Kontrolle (in der
jeweiligen Farbe der entsprechenden Wirkstoffkonzentration).

In Abb. 13 ist eine Wirkung von Oxaliplatin auf das Wachstum der Zellen ab dem 2. Tag zu
beobachten. Die  Wirkung &duflerte sich in einer konzentrationsabhdngigen
Wachstumshemmung der HT29-Zellen, wobei mit steigender Dosis auch die hemmende
Wirkung verstirkt wurde. Ein signifikantes Ergebnis im Hinblick auf einen
wachstumshemmenden Effekt von Oxaliplatin lag bereits ab Tag 2 vor. Eine vollstindige
Stagnation des Wachstums unter Zugabe von Oxaliplatin konnte nicht verzeichnet werden.
Dieser Zustand galt fiir alle Konzentrationen an allen Zihltagen des Experiments, mit einer
Ausnahme. So konnte an Tag 5 unter Zugabe der geringsten Konzentration an Oxaliplatin
(2 uM) kein signifikantes Ergebnis in Bezug auf die Kontrolle nachgewiesen werden. Unter

Verwendung von 5 uM Oxaliplatin zeigte sich ein deutlicher Effekt gegentiber der Kontrolle.

Die Zellpopulationsverdopplungszeiten dienen als weitere gute Moglichkeit die
Wachstumskinetik einer Zellpopulation beurteilen zu kdnnen. Tab. 8 gibt einen Uberblick
iiber die Zellpopulationsverdopplungszeiten in Abhéngigkeit der verschiedenen

Inkubationszeiten.
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Tab. 8: Durch exponentielle Regressionsanalyse ermittelte Zellpopulationsverdopplungs- und
Absterbezeiten aus den Wachstumskurven der HT29-Zellen bei einmaliger Oxaliplatin-Zugabe,
mit vollstiindigem Mediumwechsel 2h nach Wirkstoffzugabe. Die Einsaatdichte betrug
1 x 10* Zellen/ml; n. b. = nicht bestimmbar.

Zellpopulationsverdopplungszeiten [h] und Absterbezeiten [h] Mz;te_lv;el;:g[)h |
0.-1.Tag | 1.-2.Tag | 2.-3. Tag | 3.-4. Tag | 4.-5.Tag
Kontrolle 140,03 17,84 18,57 21,38 23,75 20,39
2uM 140,03 19,19 19,06 24,24 20,25 20,68
5uM 140,03 20,29 25,71 21,96 20,21 22,04
10pM 140,03 20,82 34,70 22,85 19,82 24,55
20uM 140,03 27,94 27,22 31,62 19,52 26,58
50uM 140,03 29,34 40,97 33,27 67,65 42,81
100pM 140,03 44,73 45,44 132,77 82,89 76,46
200uM 140,03 55,25 65,34 125,93 n. b. n. b.
Bei  Betrachtung der errechneten  Zellpopulationsverdopplungszeiten war  ein

wachstumshemmender Effekt auf die HT29-Zellen unter dem Einfluss von Oxaliplatin
nachweisbar. Dieser war, wie aus Tab. 8 ersichtlich, konzentrationsabhidngig. Das stédrkste
Zellwachstum war fiir die Kontrolle und die Versuchsanséitze 50 uM, 100 uM und 200 uM
zwischen dem 1. und dem 2. Tag zu verzeichnen. Eine charakteristische Log-Phase konnte
somit nicht nachgewiesen werden. Auch fiir die Oxaliplatinkonzentrationen von 5 uM bis
20 uM lag das stirkste Wachstum der Zellpopulationen zwischen Tag4 -5. Eine
Plateauphase war demzufolge nur fiir eine Wirkstoffkonzentration von 200 uM Oxaliplatin zu

verzeichnen.

3.1.2.3 Wachstum bei einmaliger Irinotecan-Zugabe

Um die Wachstumskinetik der HT29-Zellen unter Einfluss des

DNA-Topoisomerase I-Hemmers Irinotecan zu untersuchen, wurden wie bei Oxaliplatin und
5-FU auch bei Irinotecan Konzentrationen zwischen 2 -200uM gewidhlt und drei
voneinander unabhingige Versuche durchgefiihrt. Die Tumorzellen wurden dem klinischen
FOLFIRI-Standardschema (sieche Tab. 2) entsprechend fiir 1,5 h mit Irinotecan inkubiert.
Danach erfolgte ein vollstindiger Mediumwechsel. Die Ergebnisse dieses Experiments sind in

der Abb. 14 dargestellt.
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Abb. 14: Zellpopulation der HT29-Zellen bei einmaliger Irinotecan-Zugabe 24 h nach der Einsaat und
anschlieBendem Mediumwechsel 1,5 h nach Wirkstoffzugabe; Einsaatdichte: 1 x 10* Zellen/ml.
Dargestellt sind MW + SD (n=3). ** p < 0,01 zur Kontrolle (in der jeweiligen Farbe der
entsprechenden Wirkstoffkonzentration).

Aus Abb. 14 wird deutlich, dass die Wachstumskurven der Kontrolle sowie der Irinotecan-
Konzentration von 2 uM und 5 uM bis zum filinften Zdhltag dhnlich verliefen. Ab einer
Wirkstoftkonzentration von 2 uM Irinotecan war mit Beginn des zweiten Zihltages eine
Wachstumshemmung zu verzeichnen.

Nach der Zugabe von Irinotecan kam es zu einer anndhernden Stagnation des Zellwachstums
bei einer Konzentration von 50 uM. Irinotecan-Konzentrationen von 100 uM bis 200 uM
fiihrten sogar zu einer abfallenden Zellzahl/ml. Unter Zugabe von 100 pM Irinotecan sank die
Zellzahl/ml um 22 % von Tag 1 auf Tag 2; bei einer Konzentration von 200 pM sogar um
29 % im Vergleich zum Vortag. Das bedeutet, die Summe der proliferierenden Tumorzellen

lag unterhalb des Wertes der absterbenden Zellen.

Auch hier wurden die Zellpopulationsverdopplungs- und Absterbezeiten berechnet, um die
Wachstumskinetik der Tumorzellen unter der Zugabe von Irinotecan besser beurteilen zu

konnen. Die Ergebnisse sind in Tab. 9 dargestellt.



Ergebnisse 44

Tab.9: Durch exponentielle Regressionsanalyse ermittelte Zellpopulationsverdopplungs- und
Absterbezeiten aus den Wachstumskurven der HT29-Zellen bei einmaliger Irinotecan-Zugabe,
mit vollstindigem Mediumwechsel 1,5 h nach Wirkstoffzugabe. Die Einsaatdichte betrug
1 x 10* Zellen/ml.

Zellpopulationsverdopplungszeiten [h] und Absterbezeiten [h] M(lite_lgve;t;g[)h]
0.-1.Tag | 1.-2.Tag | 2.-3. Tag | 3. -4. Tag | 4.-5. Tag

Kontrolle 34,72 27,47 26,68 17,12 19,69 22,74
2uM 34,72 35,46 23,18 16,85 20,20 23,92
S5uM 34,72 41,91 24,63 16,79 23,07 26,60
10uM 34,72 54,52 22,46 15,91 28,11 30,25
20uM 34,72 82,11 21,84 17,23 68,21 47,35
50uM 34,72 38,87 19,80 20,10 96,27 131,21
100pM 34,72 -67,96 24,70 22,51 138,75 29,50

200uM 34,72 -49,44 23,88 36,66 -660, 14 -162,26

Tab. 9 zeigt deutlich, dass die Zellpopulationsverdopplungszeit von der Einsaat bis zum
ersten Tag mit 34,72 h iiber dem sich fiir die native Wachstumskurve ergebenden Wert von
20,06 h lag. Somit war die Zellpopulationsverdopplungszeit (Tag 0 - Tag 1) der HT29-Zellen

innerhalb dieses Versuchsaufbaus um 13,66 h verldngert.

3.2 Klonogenes Uberleben

Mittels Koloniebildungstest kann die Empfindlichkeit von Zellen gegeniiber ionisierender
Strahlung untersucht werden. In der vorliegenden Arbeit diente dieses Testverfahren zudem
zur Charakterisierung der Strahlenwirkung auf die HT29-Zellen unter Einfluss der
antineoplastisch wirksamen Substanzen Oxaliplatin, Irinotecan und 5-FU einzeln sowie in
Kombination. In dieser Arbeit wurden fluoropyrimidinbasierende Kombinationsregime mit
Oxaliplatin bzw. Irinotecan untersucht, da diese bereits in der Erstlinientherapie des mKRK
erfolgreich angewendet werden, allerdings ausschlieBlich ohne den gleichzeitigen Einsatz

einer Strahlentherapie.

Bei den HT29-Zellen wurde das Zelliiberleben nach der Wirkstoffzugabe anhand der unter
Abb. 7 und Abb. 8 dargestellten Zeitschemata untersucht. Abb. 15 spiegelt das Zelliiberleben
der HT29-Zellen unter Einfluss von 20 uM Oxaliplatin und 20 uM Irinotecan im Vergleich
und in Abhéngigkeit der Bestrahlungsdosis in normierter Form wider. Diese Normierung der

Uberlebensfraktionen bei 0 Gy und die damit einhergehende Verschiebung der Kurve nach
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oben ist notwendig, um eine evtl. vorhandene Strahlensensibilisierung der Tumorzellen zu

erkennen.

0,1

Uberlebensfraktion

—&— Kontrolle
20 uM Oxaliplatin
20 uM Irinotecan
—%—2 uM 5-FU

0,01

0 2 4 6
Strahlungsdosis [Gy]

Abb. 15: Normierte Zelliiberlebenskurven der HT29-Zellen ohne Wirkstoffzugabe sowie unter Einfluss
von 5-FU (2h), Oxaliplatin (4 h) bzw. Irinotecan (3,5h) mit einem vollstindigen
Mediumwechsel 2 h vor der Bestrahlung. Normierte MW =+ SD (n =3). 5-FU: + p < 0,05 bzw.
++-p < 0,01 zur Kontrolle; Oxaliplatin: * p < 0,05 bzw. ** p < 0,01 zur Kontrolle; Irinotecan:
# p < 0,05 zur Kontrolle.

Zur besseren Ubersicht sind in Abb. 15 die Uberlebensfraktionen in Abhingigkeit von der
Strahlungsdosis fiir nur vier der sechs Versuchsansitze abgebildet (inkl. Kontrolle). Fiir die
entstandenen Zelliiberlebenskurven der HT29-Zellen zeigt sich ein typischer Kurvenverlauf.
Dies heif}t, die Zelliiberlebenskurve beginnt mit einer breiten Schulter, um dann in einen
linearen bzw. exponentiellen Teil {iberzugehen. Da bei niedriger Strahlendosis prozentual
weniger Strahlenschdden auftreten, gibt die Breite der Schulter Auskunft {iber die
Reparaturfdhigkeit der Zellen. Aus dem Diagramm wird eine starke Verminderung der
Koloniebildungsfihigkeit der Zellen bei hoheren Strahlendosen deutlich. Zudem geht aus der
Abbildung hervor, dass die Uberlebenskurven der Zellen unter Einfluss von Oxaliplatin bzw.
Irinotecan stirker abfalle, als die der Kontrolle. Die Uberlebensfraktion der Kontrolle nahm
von 1 (0 Gy) tiber 0,84 (2 Gy), 0,53 (4 Gy) und 0,24 (6 Gy) auf 0,089 unter der hochsten
Bestrahlungsdosis von 8 Gy ab. Dagegen nahmen die Uberlebensfraktionen des Oxaliplatin-

und Irinotecan-Ansatzes stirker ab. Fiir Oxaliplatin fiel die Uberlebensfraktion von 1 bei 0 Gy
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iiber 0,66 (2 Gy), 0,32 (4 Gy) und 0,09 (6 Gy) auf 0,03 bei 8 Gy. Die Uberlebensfraktion von
Irinotecan sank von 1 (0 Gy) auf 0,60 (2 Gy), 0,28 (4 Gy) und 0,10 (6 Gy) auf 0,02 bei einer
Bestrahlungsdosis von 8 Gy.

Durch den groBer werdenden Abstand zwischen den Uberlebenskurven der Kontrolle und den
Kurven der beiden mit Wirkstoff behandelten Zellen ist von einer strahlensensibilisierenden
Wirkung sowohl von 20 uM Oxaliplatin, als auch von 20 uM Irinotecan auszugehen. Dieser
Effekt war signifikant fiir alle Strahlendosen.

Ebenfalls zu erkennen war, dass bis zu einer Bestrahlungsdosis von 4 Gy die
Uberlebensfraktionen unter Irinotecan-Zugabe niedriger waren als die unter Oxaliplatin-
Zugabe. Bei 6 Gy kehrte sich dieser Effekt um und die Uberlebensfraktion der Zellen unter
Einfluss von Irinotecan lag mit 0,1052 um 0,0119 iiber jener Uberlebensfraktion nach
Oxaliplatin-Zugabe. Ein signifikanter Unterschied der beiden Versuchsansitze war jedoch fiir

keine der Bestrahlungsdosen zu erfassen.

In Abb. 16 ist das Zelliiberleben der HT29-Zellen unter Verwendung von Oxaliplatin + 5-FU
sowie Irinotecan + 5-FU im Vergleich dargestellt. Es handelt sich dabei um eine normierte

Darstellung.
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Abb. 16: Auf 1 normierte Zelliiberlebenskurve der HT29-Zellen bei der Zugabe von jeweils 20 pM
Oxaliplatin (4 h) + 2 uM 5-FU (2 h), sowie 20 uM Irinotecan (3,5h) + 2 uM 5-FU (2 h) mit
einem vollstindigen Mediumwechsel 2 h vor dem Bestrahlungszeitpunkt. Normierte MW + SD
(n = 3). Oxaliplatin + 5-FU : * p < 0,05 bzw. ** p < 0,01 zur Kontrolle. Irinotecan + 5-FU:
#p < 0,05 bzw. ## p < 0,01 zur Kontrolle.
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In Abb. 17 sind erneut zur besseren Ubersicht die Uberlebensfraktionen von nur drei der
durchgefiihrten sechs Versuchsansitze (inkl. Kontrolle) dargestellt. Dabei handelt es sich um
die Ansitze Kontrolle, Oxaliplatin + 5-FU und Irinotecan + 5-FU, welche normiert und in
Abhéngigkeit von der Strahlendosis aufgetragen wurden. Auch aus Abb. 17 ist der typische
Verlauf der Zelliiberlebenskurven ersichtlich, der sich im Bereich der niedrigen Strahlendosen
durch eine mehr oder weniger breite Schulter auszeichnet und im Bereich der hoheren Dosen
in einen exponentiellen Verlauf iibergeht. Das Uberleben der mit Wirkstoff behandelten
Zellen nahm deutlich stiarker ab als das der Kontrolle. Wie bereits Abb. 16 zu entnehmen,
nahm die Uberlebensfraktion der Kontrolle auf 0,089 unter der hochsten Bestrahlungsdosis
von 8 Gy ab.

Das Uberleben der mit einer Wirkstoffkombination von 20 pM Oxaliplatin + 2 uM 5-FU
behandelten Zellen fiel von 1 unter unbestrahlten Bedingungen auf 0,68 (2 Gy), 0,23 (4 Gy)
und 0,08 (6 Gy) auf nur noch 0,01 bei 8 Gy. Unter der Zugabe von 20 uM Irinotecan +
2 uM 5-FU nahm das Zelliiberleben stetig ab von 1 (0 Gy) iiber 0,63 (2 Gy), 0,25 (4 Gy) auf
0,05 (6 Gy). Bei einer Strahlendosis von 8 Gy waren keine Kolonien mehr zéhlbar und somit
kein Zelliiberleben mehr nachweisbar. Der grof3er werdende Abstand zwischen der Kontroll-
Uberlebenskurve und den Wirkstoff-Uberlebenskurven macht den strahlensensibilisierenden
Effekt unter Zugabe der Chemotherapeutikakombinationen deutlich. Fiir jede der
Strahlendosen handelte es sich dabei um eine signifikante Wirkung im Vergleich zur
Kontrolle.

Fiir die Bestrahlungsdosen fiir 2 Gy, 6 Gy und 8 Gy ergab sich fiir Irinotecan + 5-FU eine
niedrigere Uberlebensfraktion als fiir Oxaliplatin + 5-FU.

Bei der Bestrahlungsdosis von 2 Gy bestand ein Unterschied von 0,041, um den sich die
beiden Wirkstoffansidtze unterschieden. Die Zellen des Oxaliplatin-5-FU-Ansatzes hatten
hierbei mit 0,679 die hdhere Uberlebensfraktion. Fiir 6 Gy lag die Differenz bei 0,029, fiir
8 Gy ergab sich ein Differenzwert von 0,006. Ein signifikanter Unterschied zwischen den

beiden Wirkstoffansitzen lieB sich unter keiner der Strahlendosen ausmachen.

Zum besseren Vergleich aller Experimente sind nochmals die Plattiereffizienzen in Tab. 10
und das Zelliiberleben in Abb. 17 graphisch als Ubersicht aller Versuche zusammengefasst

dargestellt.
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Tab. 10: Plattiereffizienz der HT29-Zellen in Abhiingigkeit vom jeweiligen Wirkstoffregime und den
verschiedenen Bestrahlungsdosen (0 Gy - 8 Gy). Versuchsdauer 14 Tage (n = 3).
Bestrahlungsdosis [Gy]
Plattiereffizienz
[MW = SD in %] 0 Gy 2 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy
Kontrolle 48,92 £6,28 | 41,09+4,71 | 25,53+2,89 | 11,43+£3,43 | 428+0,93
20 pM Oxaliplatin 30,43+ 1,79 | 20,10+ 0,92 9,64 1,42 2,81+0,65 | 1,06+0,42
20 pM Irinotecan 35,23+4,95 | 21,05+9,97 9,78 £ 0,5 3,65+0,31 | 0,70+0,14
2 uM 5-FU 30,43 +3,63 | 21,55+3,22 9,16 £2.91 3,80+2,00 | 0,95+0,37
20 uM Oxaliplatin +
2 uM 5-FU 12,50+ 0,06 | 8,49+ 1,23 2,89+ 1,12 0,97 +0,33 | 0,08 +0,02
20 pM Irinotecan +
2 uM 5-FU 15,08 £5,3 9,45+2,38 3,75+£0,26 0,73 +0,19 | 0,00+ 0,00
120 B Kontrolle
020 pM Oxaliplatin
D020 pM Irinotecan
@2 uM 5-FU
100 W20 pM Oxaliplatin + 2 pM 5-FU
@20 uM Irinotecan + 2 uM 5-FU
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_ 25 +F
|
40 1 6 8
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0 4
0 2 4 6 8
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Abb. 17: Zelliiberleben aus allen durchgefiihrten Koloniebildungstests der HT29-Zellen mit den sechs
verschiedenen Versuchsansitzen normiert auf 100 % (= Kontrolle, 0 Gy, kein Wirkstoff); die
Standardabweichungen wurden aus drei unabhéngigen Experimenten bestimmt (n = 3).
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Aus der Tab. 10 wird ersichtlich, dass die PE fiir die Kontrolle (0 Gy) mit 48,92 % der
hochsten Koloniebildungsfahigkeit innerhalb des Experimentes entsprach. Das heilit, ohne
Einfluss von Bestrahlung und Wirkstoff waren von 1,5 x 10° eingesdten HT29-Zellen 48,92 %
fahig eine Kolonie (> 50 Zellen) zu bilden. Ein Wert von 12,5 % unter der kombinierten
Zugabe von 20 uM Oxaliplatin + 2 uM 5-FU stellte bei 0 Gy die niedrigste Plattiereffizienz
dar. Bis zu einer Strahlendosis von 4 Gy wiesen die Zellen unter Kombination von Oxaliplatin
+ 5-FU mit einem Wert von 2,9 % stets die geringste PE auf. Fiir die Oxaliplatin-5-FU-
Kombination ergab sich eine PE der Zellen von 12,5 % (0 Gy) und 8,5 % (2 Gy). Ab einer
Strahlendosis von 6 Gy, zeigte sich die niedrigste Plattieretfizienz von 0,73 % (6 Gy) und 0 %
(8 Gy) fiir die Wirkstoffkonzentration bestehend aus 20 uM Irinotecan + 2 uM 5-FU. Unter
Zugabe von Irinotecan + 5-FU waren unter der genutzten FEinsaatdichte bei einer
Strahlendosis von 8 Gy also keine Kolonien mehr nachweisbar. Im Gegensatz dazu lag die
Plattiereftfizienz der HT29-Zellen unter der Zugabe von 20 uM Oxaliplatin + 2 uM 5-FU fiir
6 Gy bei 9,7 % und fiir 8 Gy bei 0,78 %.

Tab. 10 zeigt auBBerdem, dass die Plattiereffizienz der Zellen unter der Zugabe von 20 uM
Irinotecan ab einer Strahlendosis von 6 Gy stets geringer war als die PE der Tumorzellen
unter der 20 uM Oxaliplatin-Zugabe. Im Rahmen aller getesteten Wirkstoffregime nahm die
PE mit steigender Strahlendosis ab. Bereits unter unbestrahlten Bedingungen war unter
Wirkstoffzugabe im Verhiltnis zu den ohne Wirkstoffzusatz behandelten Tumorzellen ein
signifikanter Effekt nachweisbar.

Aus Abb. 17 wird deutlich, dass die PE der HT29-Zellen mit steigender Strahlungsdosis
kontinuierlich abnahm. Dieser Effekt zeigte sich ebenfalls fiir die Tumorzellen die unbestrahlt
blieben und ausschlieBlich mit einem Einzelwirkstoff bzw. Wirkstoffregimen behandelt

wurden.



Ergebnisse 50

3.3 Metabolische Aktivitdit

Die Chemotherapeutika 5-FU, Oxaliplatin und Irinotecan einzeln bzw. in Kombination
hemmen iiber verschiedene Mechanismen in unterschiedlichem Male die Zellproliferation.
Werden Zellen ionisierender Strahlung ausgesetzt, hat dies ebenfalls einen Effekt auf deren
metabolische Aktivitidt. Mit Hilfe des EZ4U-Tests sollte dieser antineoplastische Effekt auf
die Darmkrebszellen durch die Ermittlung o. g. metabolischer Aktivitdt untersucht werden.
Der Zytotoxizititstest zielte auf mogliche Unterschiede zwischen den einzelnen
Wirkstoffregimen ab, sollte aber auch Ergebnisse dariiber liefern, ob sich signifikante
Unterschiede im Hinblick auf die metabolische Aktivitit der HT29-Zellen unter der
radiochemotherapeutischen Kombinationsbehandlung zeigen wiirden. Die Ergebnisse und
Unterschiede, die sich aus den verschiedenen Versuchsansitzen ergaben, sind je nach
Inkubationszeit von 1 h, 24 h und 48 h in den Abb. 18, 19 und 20 dargestellt.

Die mittels ELISA-Reader gemessene Extinktion aller Ansdtze wurde auf die Werte des
Kontrollansatzes (unbehandelte Zellen, 0 uM, 0 Gy; 100 %) normiert.

Die Ergebnisse 1 h nach dem Bestrahlungszeitpunkt sind in Abb. 18 dargestellt.

1 h nach Bestrahlung
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Abb. 18: Metabolische Aktivitit der HT29-Zellen bei 0 Gy und 6 Gy, fiinf verschiedene Wirkstoffregime
zzgl. der unbehandelten Kontrolle (100 %) im Vergleich. Einsaatdichte 1 x 10* Zellen/Well.
Darstellung von MW = SD (n =5). ** p < 0,01 zur Kontrolle (0 Gy).
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Eine Stunde nach dem Bestrahlungszeitpunkt lag die metabolische Aktivitdt der HT29-Zellen
unbestrahlt und unter alleiniger Zugabe von 5-FU hoher, als bei einer Bestrahlungsdosis von
6 Gy (Abb. 18). Dieser Effekt war ebenfalls beim Kontrollansatz, sowie unter der
Kombinationszugabe von Irinotecan + 5-FU zu verzeichnen. Wurden die Krebszellen alleine
mit Irinotecan bzw. Oxaliplatin behandelt und blieben gleichzeitig unbestrahlt, war die
metabolische Aktivitdit mit p < 0,01 signifikant niedriger, als die des unbestrahlten
Kontrollansatzes.

Unter alleiniger Irinotecan- bzw. Oxaliplatinzugabe war die Zellvitalitit bei 6 Gy gegeniiber
der Zellvitalitdt bei 0 Gy erhoht. Ein signifikanter Unterschied zwischen dem bestrahlten bzw.
unbestrahlten Ansatz liel} sich in diesem Zusammenhang jedoch nicht ausmachen. Signifikant
mit einem Wert von p < 0,01 waren ebenfalls die beiden unbestrahlten Kombinationsansitze
Irinotecan + 5-FU bzw. Oxaliplatin + 5-FU gegentiber der Kontrolle bei 0 Gy.

Ein deutlicher Effekt in Bezug auf die Zellvitalitit bei 6 Gy gegeniiber der Zellvitalitit bei
0 Gy lieB sich fiir keines der untersuchten Wirkstoffregime nachweisen.

Fiir die Kombination der beiden Wirkstoffe Oxaliplatin und Irinotecan mit 5-FU gegeniiber
der Behandlung mit Oxaliplatin bzw. Irinotecan als Monopréparat ergab sich ebenfalls kein
signifikanter Unterschied der metabolischen Aktivitit bei 0 Gy und 6 Gy. Ohne Bestrahlung
zeigte sich unter 5-FU-Zugabe die hochste Zellvitalitit. Die metabolische Aktivitit {iberschritt
die der Kontrolle um 3,63 %.

Nach einer Inkubationszeit von 24 h im Anschluss an den Bestrahlungszeitpunkt erfolgte

ebenfalls eine Analyse der metabolischen Aktivitit (Abb. 19).
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24 h nach Bestrahlung
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Abb. 19: Metabolische Aktivitit der HT29-Zellen bei 0 Gy und 6 Gy, fiinf verschiedene Wirkstoffregime
zzgl. der unbehandelten Kontrolle (100 %) im Vergleich. Einsaatdichte 1 x 10* Zellen/Well.
Darstellung von MW = SD (n =5). * p < 0,05 zur Kontrolle (0 Gy).

Aus der Abb. 19 geht hervor, dass sich fiir die HT29-Zellen 24 h nach der Bestrahlung die
groBBte metabolische Aktivitdt unter der Zugabe von 5-FU ergab. Dies galt sowohl fiir den
unbestrahlten, als auch den bestrahlten Versuchsansatz. Damit lag die metabolische Aktivitét
der Zellen 24 h nach der Radiatio unter der Zugabe von 5-FU mit einem Wert von 106 %
(0 Gy) iiber dem Kontrollwert, wie bereits bei der Messung 1 h nach der Bestrahlung
(Abb. 18). Die metabolische Aktivitidt der bestrahlten Zellen war fiir alle Versuchsansitze
(einschlieBlich der Kontrolle) jeweils niedriger als bei 0 Gy. Signifikante Resultate lieen sich
hinsichtlich der Versuchsbedingungen bei 0 Gy im Vergleich zu 6 Gy nicht nachweisen. Nur
den unbestrahlten Ansatz Oxaliplatin + 5-FU der Kontrolle bei 0 Gy gegeniiberstellend, zeigte
sich ein signifikanter Effekt (p < 0,05).

AbschlieBend wurde in einem letzten Versuchsansatz 48 h nach dem Zeitpunkt der
Bestrahlung eine Absorptionsmessung durchgefiihrt. Abb. 20 gibt einen Uberblick iiber die

Ergebnisse.
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48 h nach Bestrahlung
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Abb. 20: Metabolische Aktivitit der HT29-Zellen bei 0 Gy und 6 Gy, fiinf verschiedene Wirkstoffregime
zzgl. der unbehandelten Kontrolle (100 %) im Vergleich. Einsaatdichte 1 x 10* Zellen/Well.
Darstellung von MW + SD (n=35). * p < 0,05 zur Kontrolle (0 Gy); ** p < 0,01 zur Kontrolle
(0 Gy).

In Diagramm 20 wird deutlich, dass sich der Kontroll- und der 5-FU-Ansatz 48 h nach der
Bestrahlung erneut dhnelten (siehe auch Abb. 18 und Abb. 19). Bei beiden Wirkstoffregimen
war die metabolische Aktivitit der Krebszellen unter der Bestrahlungsdosis von 6 Gy hoher
als bei 0 Gy. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (0 uM, 0 Gy) waren signifikante
Unterschiede in der metabolischen Aktivitit der Zellen fiir die unbestrahlten Ansétze unter
Einfluss von Oxaliplatin (p <0,05) sowie Oxaliplatin + 5-FU (p <0,01) nachweisbar.
Signifikante Unterschiede der Zellviabilitit, 0 Gy und 6 Gy vergleichend, zeigten sich auch
hier nicht (vgl. Abb. 18 und 19). 48 h nach dem Bestrahlungszeitpunkt lag die metabolische
Aktivitdt bei 6 Gy, wie bereits in den o. g. Messungen (1 h und 24 h) berichtet, unter dem
Einfluss von 5-FU am hochsten; gefolgt von den Ansédtzen mit Irinotecan (92,6 %),

Oxaliplatin (76,0 %), Oxaliplatin + 5-FU (75,3 %) und Irinotecan + 5-FU (73,5 %)).

Abb. 21 zeigt nochmals zusammengefasst den direkten Vergleich der metabolischen Aktivitat

der Zellen bei Irinotecan- bzw. Oxaliplatinzugabe unter dem Einfluss ionisierender Strahlung.
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Abb. 21: Die metabolische Aktivitit der HT29-Zellen zu verschiedenen Inkubationszeiten nach der
Bestrahlung mit 6 Gy, fiir die Wirkstoffregime Oxaliplatin und Irinotecan. Die
Standardabweichungen wurden anhand von drei unabhéngigen Versuchen ermittelt.

Wie aus den vorangehenden Abbildungen 18 -20 ersichtlich ergab sich fiir keines der
untersuchten Wirkstoffregime ein signifikanter Effekt auf die metabolische Aktivitét, egal ob

die Krebszellen bestrahlt wurden oder unbestrahlt blieben.

Im Hinblick darauf, ob sich ein Unterschied in der Wirkung von Oxaliplatin vs. Irinotecan
jeweils in Kombination mit 5-FU unter einer Bestrahlungsdosis von 6 Gy auf die HT29-
Zellen ergab, zeigt das Diagramm 22 deutlich, dass zu keinem der drei Messzeitpunkte ein

signifikanter Effekt vorlag.
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Abb. 22: Die metabolische Aktivitit der HT29-Zellen zu verschiedenen Inkubationszeiten nach der
Bestrahlung mit 6 Gy, fiir die Wirkstoffregime Oxaliplatin + 5-FU und Irinotecan + 5-FU. Die
Standardabweichungen wurden anhand von drei unabhiingigen Versuchen ermittelt.

Nach den aktuellen S3-Leitlinien wird zur Therapie des KRK im UICC-Stadium II und III
zusitzlich zur Bestrahlung ausschlieBlich eine Fluorouracil-gestiitzte Monochemotherapie
angewandt. Im Hinblick auf die klinische Relevanz (siehe Kap. 1.3) sind in Abb. 23 nochmals
iibersichtlich die gemessenen metabolischen Aktivititen der bestrahlten Tumorzellen fiir die
drei Regime Oxaliplatin, 5-FU sowie Oxaliplatin + 5-FU aufgetragen. Dabei finden alle drei
Messzeitpunkte nach der Bestrahlung Beriicksichtigung (1 h, 24 h und 48 h).
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Abb. 23: Metabolische Aktivitit [%] der HT29-Zellen zu verschiedenen Inkubationszeiten nach der
Bestrahlung mit 6 Gy, fiir die Wirkstoffregime Oxaliplatin, 5-FU und Oxaliplatin + 5-FU. Die
Standardabweichungen wurden anhand von drei unabhingigen Versuchen ermittelt.

Aus Abb. 23 wird deutlich, dass es unter gleichzeitiger Bestrahlung der Zellen zwischen den
drei Wirkstoffregimen Oxaliplatin, 5-FU bzw. Oxaliplatin + 5-FU zu keinem der drei

Messzeitpunkte einen signifikanten Unterschied in Bezug auf die metabolische Aktivitit gab.

Angelehnt an Abb. 23 erfolgt nun nachfolgend in Abb. 24 der Vergleich zwischen Irinotecan,
5-FU und dem Kombinationsregime Irinotecan + 5-FU, ebenfalls nach den Inkubationszeiten

von 1 h, 24 h und 48 h und unter einer Bestrahlungsdosis von 6 Gy.
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Abb. 24: Metabolische Aktivitit [%] der HT29-Zellen zu verschiedenen Inkubationszeiten nach der
Bestrahlung mit 6 Gy, fiir die Wirkstoffregime 5-FU, Irinotecan und Irinotecan + 5-FU. Die
Standardabweichungen wurden anhand von drei unabhéingigen Versuchen ermittelt.

Wie bereits fiir die Wirkstoffregime in Abb. 23 beobachtet, zeigte sich im Vergleich von
Irinotecan, 5-FU bzw. Irinotecan + 5-FU ebenfalls zu keinem der drei Messzeitpunkte ein
signifikanter Effekt auf die metabolische Aktivitdit der HT29-Zellen unter Radiatio (siche
Abb. 24).



Ergebnisse 58

3.4 Zellproliferation

Als Verfahren zur Untersuchung der Proliferationsfahigkeit von HT29-Zellen unter Einfluss
der verschiedenen Wirkstoffregime und Bestrahlungsbedingungen, fand der BrdU-Test
Anwendung. Aus den folgenden Abb. 25-27 sind die Verhéltnisse zwischen den
Syntheseleistungen der Zellen unter den einzelnen Wirkstoffregimen bei 0 Gy bzw. 6 Gy zu
entnehmen. Die Proliferation wurde dabei anhand des BrdU-Einbaus in die HT29-Zellen
1 h (Abb. 25), 24 h (Abb. 26) und 48 h (Abb. 27) nach dem Bestrahlungszeitpunkt bestimmt,
da jeweils zu den o.g. Zeitpunkten die Proliferation der Zellen durch deren Fixierung

gestoppt wurde.

Zellfixierung 1 h nach Bestrahlung
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Abb. 25: BrdU-Einbau in die HT29-Zellen bei 0 Gy und 6 Gy, 1 h nach der Bestrahlung, fiinf
verschiedene Wirkstoffregime zzgl. der Kontrolle im Vergleich. BrdU-Einbauzeit 2,5 h.
Einsaatdichte 2 x 103 Zellen/Well. Normierung auf die Kontrolle (Zellen ohne Wirkstoff, 0 Gy)
=100 %. Darstellung von MW £ SD (n=3). * p <0,05, ** p < 0,01 zur Kontrolle (0 pM, 0 Gy);
# p < 0,05 zur Kontrolle (0 pM, 6 Gy).

Nach einer Inkubationszeit von 1 h war bei allen bestrahlten Ansétzen eine erhohte BrdU-
Einlagerung gegeniiber den unbestrahlten Zellen zu beobachten (Abb. 25). Die Differenz zum
jeweiligen unbestrahlten Ansatz reichte dabei von 3,9 % (20 puM Irinotecan) bis 11,45 %
(20 uM Oxaliplatin). Eine signifikante Erhéhung der BrdU-Inkorporation (im Vergleich zu

den unbestrahlten Ansdtzen) und eine damit einhergehende Zunahme der
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Proliferationskapazitit lieB sich jedoch nach der einstiindigen Inkubationszeit fiir keines der
Wirkstoffregime nachweisen.

In der Gegeniiberstellung von Kontrolle (0 uM, 0 Gy) und den Versuchsanséitzen unter
Wirkstoffzugabe zeigte sich fiir alle chemotherapeutisch behandelten Regime - mit Ausnahme
des 5-FU-Ansatzes - eine signifikante Proliferationsabnahme (p <0,1).

Bei 6 Gy konnte unter der Zugabe von Irinotecan, Oxaliplatin und Oxaliplatin + 5-FU eine
signifikante Reduktion des BrdU-Einbaus in die DNA der Tumorzellen gegeniiber den
bestrahlten Kontrollzellen (0 uM, 6 Gy) beobachtet werden (p < 0,05).

Signifikante Ergebnisse in Bezug auf die Zellproliferation bei 0 Gy vs. 6 Gy lieen sich nicht

nachweisen.

Einen Uberblick iiber die erfolgte BrdU-Inkorporation fiir die fiinf Wirkstoffregime zzgl. der
Kontrolle nach einer Inkubationszeit von 24 h gibt die Abb. 26.

Zellfixierung 24 h nach Bestrahlung
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Abb. 26: BrdU-Einbau in die HT29-Zellen bei 0 Gy und 6 Gy, 24 h nach der Bestrahlung, fiinf
verschiedene Wirkstoffregime zzgl. der Kontrolle im Vergleich. BrdU-Einbauzeit 2,5 h.
Einsaatdichte 2 x 103 Zellen/Well. Normierung auf die Kontrolle (Zellen ohne Wirkstoff, 0 Gy)
=100 %. Darstellung von MW =+ SD (n=4). * p < 0,05, ** p < 0,01 zur Kontrolle (0 pM, 0 Gy);
# p < 0,05 zur Kontrolle (0 pM, 6 Gy).
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Beginnend mit den unbestrahlten Versuchsansitze (Zellfixierung nach 24 h) war zu
beobachten, dass im Vergleich zur Kontrolle (0 uM, 0 Gy) alle Ansétze - bis auf das
Kombinationsregime Irinotecan + 5-FU - einen signifikanten Effekt zeigten (Abb. 26). Dabei
wiesen die Tumorzellen unter Zugabe von 5-FU eine erhohte BrdU-Inkorporation und somit
eine erhohte Proliferationskapazitit gegeniiber der Kontrolle auf. Unter Oxaliplatin,
Irinotecan und Oxaliplatin + 5-FU konnte ein verminderter BrdU-Einbau und damit eine
reduzierte Zellproliferation nachgewiesen werden.

Bei 6 Gy ergab sich eine signifikante Abnahme der Tumorzellproliferationsrate unter Zugabe
von Oxaliplatin allein bzw. in Kombination mit 5-FU (p < 0,05) gegeniiber dem bestrahlten,
wirkstoffunabhingigen Kontrollansatz.

Die bestrahlten mit den unbestrahlten Versuchsansitzen vergleichend, fand sich auch nach

einer Inkubationszeit von 24 h bei keinem der sechs Ansétze ein signifikantes Ergebnis.

Die folgende Abb. 27 gibt die mittels BrdU-Test gemessene Proliferationskapazitét [%] der
HT29-Zellen 48 h nach der Bestrahlung in Abhédngigkeit vom jeweiligen Versuchsansatz

wider.
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Abb. 27: BrdU-Einbau in die HT29-Zellen bei 0 Gy und 6 Gy, 48 h nach der Bestrahlung, mit fiinf
verschiedenen Wirkstoffregimen zzgl. der Kontrolle im Vergleich. BrdU-Einbauzeit 2,5 h.
Einsaatdichte 2 x 10° Zellen/Well. Normierung auf die Kontrolle (Zellen ohne Wirkstoff, 0 Gy)
100 %. Darstellung von MW = SD (n =4). ** p < 0,01 zur Kontrolle (0 Gy).



Ergebnisse 61

Auch nach 48 h war zu beobachten, dass unter unbestrahlten Bedingungen die Zugabe von
Oxaliplatin und Irinotecan allein bzw. jeweils + 5-FU in einen signifikant verringerten
BrdU-Einbau im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle (0 uM, 0 Gy) resultierte. Unter der
Behandlung mit Oxaliplatin sowie Irinotecan lie3 sich eine geringere BrdU-Inkorporation im
Vergleich zu deren jeweiligen Kombination mit 5-FU bei 0 Gy und bei 6 Gy nachweisen,
welche allerdings nicht signifikant war. Die HT29-Zellen, die mit 5-FU alleine behandelt
wurden, zeigten weder bei 0 Gy noch bei 6 Gy eine relevante Abnahme der Zellproliferation
gegeniiber des wirkstofffreien Kontrollansatzes. Auch lie sich bei keinem Wirkstoffregime

ein signifikanter Unterschied zwischen bestrahltem und unbestrahltem Ansatz nachweisen.

Wie bereits den Abb. 25 - 27 zu entnehmen, ergab sich kein signifikanter Unterschied fiir die
Zellproliferation der bestrahlen HT29-Zellen zu der unbestrahlten Vergleichsgruppe.
In Abb. 28 wird nochmals iibersichtlicher die Proliferationskapazitit der HT29-Zellen unter

Oxaliplatin- bzw. Irinotecan-Zugabe im zeitlichen Verlauf dargestellt.
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Abb. 28: BrdU-Einbau der HT29-Zellen zu verschiedenen Inkubationszeiten nach der Bestrahlung mit 6

Gy, fiir die Wirkstoffregime Oxaliplatin und Irinotecan. Die Standardabweichungen wurden
anhand von drei unabhéngigen Versuchen ermittelt.

Im Hinblick auf einen mdglichen Unterschied in der Wirkung von Oxaliplatin vs. Irinotecan

auf die bei 6 Gy bestrahlten HT29-Zellen zeigt das Diagramm 28, dass der BrdU-Einbau der
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mit Irinotecan inkubierten gegeniiber den mit Oxaliplatin behandelten Zellen (insbesondere
nach einer Inkubationszeit von 48 h) hoher war, ein signifikanter Effekt im Vergleich beider

Wirkstoffe allerdings nicht vorlag.
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Abb. 29: BrdU-Einbau der HT29-Zellen zu verschiedenen Inkubationszeiten nach der Bestrahlung mit
6 Gy, fiir die Wirkstoffregime Oxaliplatin + 5-FU und Irinotecan + 5-FU. Die
Standardabweichungen wurden anhand von drei unabhéingigen Versuchen ermittelt.

In den folgenden Balkendiagrammen (Abb. 30 und 31) wurde die Zellproliferation [%] der
bestrahlten HT29-Zellen unter der Zugabe von Oxaliplatin +/- 5-FU (Abb. 30) bzw.
Irinotecan +/- 5-FU (Abb. 31) aufgetragen.
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Abb. 30: BrdU-Einbau der HT29-Zellen zu verschiedenen Inkubationszeiten nach der Bestrahlung mit

6 Gy, fiir die Wirkstoffregime 5-FU, Oxaliplatin und Oxaliplatin + 5-FU. Die
Standardabweichungen wurden anhand von drei unabhingigen Versuchen ermittelt. * p < 0,05
zu 5-FU, ** p < 0,01 zu 5-FU.

Abweichend zu den Ergebnissen der metabolischen Aktivitdt innerhalb der EZ4U-Tests

(Abb. 23), geht aus der Abb. 30 eine signifikante Minderung der Tumorzellproliferation unter
der Zugabe von Oxaliplatin (1 h: p < 0,05; 24 h: p < 0,01) sowie Oxaliplatin + 5-FU (1 h:
p<0,05; 24h:p<0,05) gegeniiber 5-FU als Einzelwirkstoff hervor. 48 h nach der

Bestrahlung lieB3 sich allerdings kein signifikanter Effekt der beiden o. g. Wirkstoffregime

gegeniiber der 5-FU-Einzelgabe mehr nachweisen.

In Abb. 31 zeigt sich unter der Strahlendosis von 6 Gy fiir Irinotecan (1 h: p < 0,05;
24 h: p<0,05) bzw. Irinotecan + 5-FU (1 h: p < 0,05; 24 h: p < 0,05) ebenfalls eine

signifikante Abnahme der Zellproliferation, gegeniiber der alleinigen Behandlung mit 5-FU

(1 h und 24 h). Nach einer Inkubationsdauer von 48 h blieb ein signifikanter Unterschied aus
(siehe dazu auch Abb. 30 — Zellproliferation unter Oxaliplatin +/- 5-FU vs. 5-FU, 48 h))
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Abb. 31: BrdU-Einbau der HT29-Zellen zu verschiedenen Inkubationszeiten nach der Bestrahlung mit
6 Gy, fiir die Wirkstoffregime 5-FU, Irinotecan wund Irinotecan + 5-FU. Die
Standardabweichungen wurden anhand von drei unabhiingigen Versuchen ermittelt. * p < 0,05
zu 5-FU, ** p < 0,01 zu 5-FU.

3.5 Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

Die Durchfiihrung des A-H2AX-Tests mit abschlieBender Ermittlung der Anzahl vorhandener
residualer Foci je HT29-Zelle verfolgte mehrere Ziele. Zum einen wurde dieses Testverfahren
gewihlt um zu untersuchen, ob im Hinblick auf die Anzahl der DNA-Doppelstrangbriiche ein
signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Wirkstoffregimen zu verzeichnen ist.
Gleichzeitig war von Interesse, ob es zu einer Beeintrachtigung der Reparaturkapazitit der
Zellen nach Schidigung durch ionisierende Strahlung (6 Gy) kommen und ob sich zwischen
den bestrahlten und unbestrahlten Ansdtzen ein mdglicher Unterschied ausmachen lassen
wiirde. Besondere Aufmerksamkeit richtete sich innerhalb dieser Arbeit darauf, ob sich
zwischen dem Oxaliplatin- und dem Irinotecan-Ansatz ein signifikanter Unterschied unter
Bestrahlungsbedingungen gegeniiber den Ergebnissen bei Verzicht auf die Radiatio zeigen

lieBe.

Die folgenden Abbildungen 32 und 33 stellen exemplarisch das fluoreszenzmikroskopische

Bild dar, das sich nach Prédparation der Zellen und Markierung der DNA-Doppelstrangbriiche
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mittels zweier monoklonaler Antikdrpern zeigte. Die zur Auswertung zu bestimmenden roten

Foci sind deutlich zu erkennen und in ihrer Anzahl direkt proportional zur Gesamtsumme der

auftretenden residualen DNA-Doppelstrangbriiche (SEDELNIKOVA et al., 2002).

Abb. 32: ,,Foci® in HT29-Zellen nach der Abb. 33: ,,Foci® in HT29-Zellen nach der
Bestrahlung mit 6 Gy und einer Reparaturzeit Bestrahlung mit 6 Gy und einer Reparaturzeit

von 1 h. 1000-fache Vergrofierung. Darstellung von 24 h. 1000-fache Vergriofierung. Darstellung der
der DNA-Doppelstrangbriiche als rote ,,Foci®. Zellkerne blau (DAPI-Fiarbung) und der DNA-

Doppelstrangbriiche als rote ,,Foci“.

Der Abb. 34 ist die mittlere Anzahl der Foci je HT29-Zelle zu entnehmen. Diese Anzahl ist

proportional zur Gesamtzahl der induzierten DNA-Doppelstrangbriiche je Zelle.
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Abb. 34: Mittlere Foci-Anzahl pro HT29-Zelle bei 0 Gy und 6 Gy in Abhéingigkeit fiinf verschiedener

Wirkstoffregime zzgl. der Kontrolle und einer Reparaturzeit von 24 h. Einsaatdichte
1,5 x 103 Zellen/ml. MW =+ SD (n = 3). ** p < 0,01.
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Aus Abb. 34 geht hervor, dass bei 0 Gy durchschnittlich 4,2 DNA-Doppelstrangbriiche pro
Zelle in den wirkstofffreien HT29-Zellen zu beobachten waren. Ebenfalls ist der Abb. 34 zu
entnehmen, dass 24 h nach dem Bestrahlungszeitpunkt die mittlere Anzahl der residualen
Foci pro Zelle unter Radiatio bei jedem der sechs Versuchsansidtze hoher war, als in den
Zellen des unbestrahlten Versuchsansatzes. Der grofite Unterschied in der Zahl der DNA-
Doppelstrangbriiche zwischen bestrahltem und unbestrahltem Ansatz zeigte sich fiir die ohne
Wirkstoff behandelten Zellen der Kontrolle. Die mittlere Anzahl der Foci/Zelle lag bei 0 Gy
mit 42 um 65% unter dem Ergebnis der mit 6 Gy bestrahlten HT29-Zellen mit
11,9 Foci/Zelle. Die zweitgrofite Differenz im Hinblick auf den Vergleich zwischen
Bestrahlung und Scheinbestrahlung, zeigte sich bei den Zellen des 5-FU-Versuchsaufbaus.
Bei einer Strahlendosis von 6 Gy lieBen sich nach der Fluoreszenzfirbung im Mittel
24,3 Foci/Zelle nachweisen. Ohne Bestrahlung lag die Zahl der Foci/Zelle mit 18,2 damit
35,1 % niedriger im Vergleich zum bestrahlten 5-FU-Ansatz.

An dritter Stelle folgte die Wirkstoffkombination Oxaliplatin + 5-FU mit gemittelt
27,5 Foci/Zelle (6 Gy) und 22,0 Foci/Zelle (0 Gy). Fiir diesen Vergleich ergab sich eine
Signifikanz von p < 0,01. Irinotecan zeigte, die Differenz der Foci-Anzahl pro Zelle
betreffend, den kleinsten Unterschied. Nach der Bestrahlung lieBen sich gemittelt
28,9 Foci/Zelle (6 Gy) bzw. 24,4 Foci/Zelle (0 Gy) detektieren. Dabei handelte es sich
ebenfalls um ein signifikantes Ergebnis (p <0,01).

Im Vergleich der DNA-Doppelstrangbriiche unter der Zugabe von Oxaliplatin und Irinotecan
jeweils allein bzw. unter Kombination mit 5-FU zeigt sich ein signifikanter Unterschied. Fiir
beide Kombinationsregime lag eine signifikant erhohte Anzahl an DNA-Doppelstrangbriichen
im Vergleich zur Einzelwirkstoffgabe vor (siehe Abb. 31, gepunktete und gestrichelte Linie).
Der Vergleich zu dem Ansatz mit einer einstiindigen Reparaturzeit konnte leider nicht
getroffen werden, da 1h nach der Bestrahlung mehr als 30 DNA-Doppelstrangbriiche zu

verzeichnen waren und somit eine sinnvolle Zéhlung dieser unmoglich war.

Zur besseren Ubersicht wurden nochmals die einzelnen Wirkstoffregime der jeweiligen

Kontrolle (0 Gy bzw. 6 Gy) in Abb. 35 gegeniibergestellt.
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Abb. 35: Mittlere Foci-Anzahl pro HT29-Zelle bei 0 Gy und 6 Gy. Fiinf verschiedene Wirkstoffregime
im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle (0 pM Wirkstoff). Reparaturzeit von 24 h. Einsaatdichte
1,5 x 10° Zellen/ml. MW + SD (n=3). ** p < 0,01 im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle
(0 Gy, 0 pM VWirkstoff). # p < 0,01 im Vergleich zur bestrahlten Kontrolle (6 Gy, 0 pM
Wirkstoff).

Unter unbestrahlten als auch bestrahlten Bedingungen ergab sich fiir die HT29-Zellen ein
hochsignifikanter Unterschied zwischen allen verwendeten Wirkstoffregimen im Vergleich
zur jeweiligen Kontrolle (O uM, 0Gy vs. 0 puM, 6 Gy). Die groite Anzahl an
DNA-Doppelstrangbriichen in den Darmkrebszellen liel sich unter der Behandlung mit den
kombinierten Wirkstoffregimen Irinotecan + 5-FU bzw. Oxaliplatin + 5-FU innerhalb der

jeweiligen Versuchsgruppe (+/- Radiatio) ausmachen.
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4 Diskussion

Im Fokus dieser Arbeit stand die Untersuchung der im klinischen Alltag bereits verwendeten
Chemotherapeutika Oxaliplatin und Irinotecan, jeweils einzeln und in Kombination mit
5-Fluorouracil, im Hinblick auf ihre zytotoxische Wirkung sowie einen evtl

strahlensensibilisierenden Effekt auf die Darmkrebszelllinie HT29.

4.1 Wachstum

4.1.1 Wachstum unter nativen Bedingungen

Das Wachstum der HT29-Zellen konnte durch die Aufnahme einer nativen Wachstumskurve
beurteilt werden. Die HT29-Zellen benétigten zur Verdopplung ihrer Zellpopulation im
Durchschnitt 21,06 h. Damit lag die Populationsverdopplungszeit der HT29-Zelllinie in etwa
im gleichen Bereich wie der von WARE et al. (2007) fiir die HT29-Zellen beschriebene Wert
von 24,5 h - 29,8 h. Die in der vorliegenden Arbeit bestimmte Populationsverdopplungszeit
der Tumorzellen lag jedoch unter dem durch die Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen
und Zellkulturen (DSMZ) angegebenen Wert von 40 - 60 h. Ursdchlich fiir die Differenzen
konnen Umgebungsbedingungen, wie z. B. die Zusammensetzung des verwendeten Mediums
und das genutzte FBS sein, welches je nach Charge ein unterschiedliches
Proliferationspotential ~ bedingen konnte. Ein  weiterer Einflussfaktor auf die
Zellpopulationsverdopplungszeit ist der vorherrschende CO»-Gehalt des Brutschrankes,
welcher das Zellwachstum durch eine Verdnderung des Medium-pH-Wertes wéhrend der
Inkubation beeinflussen kann (LINDL, 2002). Auch die Tatsache, ob es sich um eine friihe
oder fortgeschrittene Passage der HT29-Zellen handelt, kann das Wachstumsverhalten der
Zellen in verschiedene Richtungen beeinflussen. Aus diesem Grunde wurden fiir diese Arbeit
ausschlieflich  Zellen bis zur 30.Passage verwendet. Letztendlich ist die
Zellpopulationsverdopplungszeit abhidngig von der Dauer der einzelnen Zellzyklusphasen.
Diese unterscheiden sich sowohl von Spezies zu Spezies, als auch von

Individuum zu Individuum (ScHMITZ, 2007).

Die durch die nativen Wachstumsversuche erhaltenen Referenzwerte konnen nun mit den
jeweiligen Zellpopulationsverdopplungs- und Absterbezeiten unter Wirkstoffzugabe

verglichen und interpretiert werden.
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4.1.2 Wachstum bei einmaliger 5-FU-Zugabe

Im Rahmen der Wachstumsversuche unter 5-FU-Zugabe konnte fiir die HT29-Zellen eine
signifikante Hemmung ab der kleinsten verwendeten Wirkstoffkonzentration von 2 uM
(entsprechend 0,26016 ug/ml) ab Tag 2 nachgewiesen werden (sieche Abb. 13).

Ein zytotoxischer Effekt unter der Zugabe von 5-FU in einer Konzentration von 5 pM/l wurde
bereits fliir die humanen Darmkrebszelllinien HCT116 (K-ras-Wildtyp) und X3-HS83
beschrieben (EL-AWADY et al., 2010).

Im Gegensatz zu den HT29-Zellen hiesiger Arbeit ergab sich in den Untersuchungen von LEE
et al. (1990) kein signifikanter inhibitorischer Effekt auf das Wachstum der verwendeten
humanen Fibroblasten der Tenonschen Kapsel (Teil des Bandapparates der Augen) unter
5-FU-Zugabe vor dem 5. Zéhltag. Dabei wurden durch LEE et al. Wirkstoffkonzentrationen
von 0,0001 — 1000 pg/ml verwendet, wobei der inhibitorische Effekt auf das Wachstum ab
einer 5-FU-Konzentration von 1 pg/ml (ca. 7,7 uM, sieche Tab. 11, Anhang) nachweisbar war

(5. Zéhltag).

4.1.3 Wachstum bei einmaliger Oxaliplatin-Zugabe

Oxaliplatin konnte nachweislich das Wachstum der HT29-Zellen konzentrationsabhingig
verlangsamen. So war bereits ab einer Wirkstoffdosis von 2 uM des Platinderivates eine
signifikante Proliferationshemmung zu verzeichnen. In der vorliegenden Arbeit wurden
Wirkstoftkonzentrationen zwischen 2 uM und 200 uM verwendet. Bei 5 uM sowie 10 uM
war zwischen dem 2. - 4. Zéhltag eine konzentrationsabhéngige Hemmung, allerdings keine
vollstdndige Stagnation des HT29-Zellwachstums zu beobachten und entsprach damit den
Beobachtungen von WILLIAM-FALTAOS et al. (2007). Die Autoren untersuchten, ob die
Wirkung von Oxaliplatin auf die vier unterschiedlichen Tumorzelllinien HT29, MCF7S,
A49S und Hela zeitabhingig sei. Hierfiir wurden die Zellen fiir 72 h mit Oxaliplatin inkubiert,
danach erfolgte ein vollstindiger Mediumwechsel, an welchen sich eine weitere
Inkubationszeit von 24 h bzw. 72 h anschloss. Diese Postinkubationszeit wurde gewihlt, um
untersuchen zu konnen, ob die Wachstumshemmung als zellzyklusabhingig zu betrachten sei
und ob es den Zellen im Anschluss an den G2/M-Arrest gelingen wiirde den Zellzyklus
fortzusetzen oder in die Apoptose einzutreten. Unter der mittleren Oxaliplatindosis von
10 uM zeigte sich, dass die HT29-Zellen bei WILLIAM-FALTAOS et al. nach 72 h ihren

Zellzyklus fortsetzen konnten.
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In der Literatur wurden auch andere Ergebnisse beobachtet. Fiir HCT116-Zellen ergab sich
unter der Behandlung mit 4 uM bzw. 8 uM Oxaliplatin, dass die Tumorzellen einen bis zum
7. Tag andauernden Zellzyklusarrest durchmachen, bevor sie ein erneutes stabiles Wachstum
anschlieen (HAYWARD et al., 2004). Fiir eine Wirkstoffkonzentration von 8 uM zeigte sich
in der Arbeit von HAYWARD et al. zwischen dem 2. und 4. Tag nach der Behandlung mit
Oxaliplatin eine Abnahme der Zellzahl und somit eine vollstindige Stagnation des
Zellwachstums. Die abweichenden Untersuchungsergebnisse konnten zum einen darin
begriindet sein, dass in der vorliegenden Arbeit und den Untersuchungen von HAYWARD et al.
unterschiedliche Tumorzelllinien verwendet wurden; zum anderen unterschieden sich die
Inkubationszeiten mit Oxaliplatin. Die Inkubationszeit der HTC116-Zellen von
HAYWARD et al. betrug 24 h, wohingegen die Zellen hiesiger Arbeit nur 2 h mit Oxaliplatin

behandelt wurden.

Durch HAYWARD et al. wurden neben den HCT116-wt-Zellen (= Wildtyp) ebenfalls p53-,
BAX-und p21-negative HCT116-Zellen untersucht. BAX sowie p53 spielen eine wichtige
Rolle bei der Einleitung der Apoptose. p53 fungiert als Tumorsuppressor und sorgt als
»Waéchter des Genoms* dafiir, dass sich Zellen nur dann teilen, sofern deren Erbgut intakt ist.
Da dies bei Tumorzellen nicht der Fall ist, induziert p53 einen Zellzyklusarrest sowie die
Einleitung der Apoptose. So unterliegt die Expression des Apoptose-Regulator-Proteins BAX
der Induktion durch p53. BAX wiederum I6st iiber eine Signalkaskade Caspasen aus und fiihrt
so zum programmierten Zelltod (YU et al., 1999). Auch induziert p53 als Transkriptionsfaktor
die Produktion des Proteins p21, welches iiber eine Hemmung des D-Cyclin/CDK4/6- und
des Cyclin E/CDK2-Komplexes den Ubergang vom GO- in das G1-Stadium und somit den

weiteren Zellzyklus hemmt.

Diese Wirkung machten sich HAYWARD eral. fiir ihre Untersuchungen zu Nutze.
Zusammenfassend beobachteten die Autoren eine Minderung der Apoptoserate in BAX-
sowie p53-negativen Zellen. Als ursédchlich fiir diesen Effekt sahen HAYWARD et al. an, dass
Oxaliplatin zum einen p53 induziert und zum anderen p53-abhingig zur intrazelluldren

Akkumulation von BAX sowie p21 fiihrt.
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4.1.4 Wachstum bei einmaliger Irinotecan-Zugabe

Fiir die HT29-Zellen zeigte sich innerhalb dieser Arbeit unter der Zugabe des Topoisomerase-
Hemmers Irinotecan eine dosisabhidngige Reduktion der Zellzahl. So war eine
Wachstumshemmung ab einer Wirkstoffkonzentration von 2 uM Irinotecan mit Beginn des
2. Zahltages zu verzeichnen. Nach der Zugabe von 50 uM Irinotecan kam es zu einer
annidhernden Stagnation des Zellwachstums; Irinotecan-Konzentrationen von 100 uM bis
200 uM fiihrten zu einer abfallenden Zellzahl/ml.

Auch MANS et al. (1999) beschrieben in ihren Untersuchungen eine konzentrationsabhangige
Wachstumshemmung auf die humanen Darmkrebszelllinien HT29, SW620 und SNU-C4
unter der Zugabe von Irinotecan, obwohl die Tumorzellen fiir einen Zeitraum von 24 h mit
Irinotecan inkubiert wurden und die Analyse erst nach einem anschlieBenden Mediumwechsel

nach weiteren 48 h erfolgte.

4.2 Klonogenes Uberleben

Zur Charakterisierung des durch Bestrahlung verursachten Effektes auf die HT29-Zellen unter
gleichzeitiger Chemotherapeutikazugabe bzw. bei Verzicht auf eine solche, wurden
Koloniebildungstests mit verschiedenen Regimen durchgefiihrt. Die dafiir genutzten
Wirkstoffkonzentrationen lagen bei 2 uM (5-FU) und 20 uM (Oxaliplatin, Irinotecan). Die
verwendeten Strahlendosen betrugen 0, 2, 4, 6 und 8 Gy.

In der hier vorliegenden Arbeit zeigte sich im Rahmen der chemotherapeutisch unbehandelten
Kontrolle (0 uM) eine Abnahme des Zelliiberlebens mit zunehmender Strahlendosis. Die
Uberlebensfraktion der Kontrolle (0 uM) war von 100 % (0 Gy) iiber 84,1 % (2 Gy),
52,6 % (4 Gy) und 23,6 % (6 Gy) auf 8,9 % unter der hochsten Bestrahlungsdosis von 8 Gy
abfallend.

Die Plattiereffizienz der unbehandelten HT29-Zellen (0 Gy, 0 uM Wirkstoff) der hier
angefertigten Arbeit entsprach mit 48,92 % der hochsten Koloniebildungsfahigkeit innerhalb
des gesamten Experimentes. Dementsprechend waren ohne Einfluss von Bestrahlung und
Wirkstoff von 1,5 x 10° eingesiiten HT29-Zellen 48,92 % fihig, eine Kolonie (> 50 Zellen) zu
bilden. WARE et al. (2007) ermittelten in ihren Untersuchungen fiir die unbehandelte
Kontrolle eine PE von 26,2 - 48,3 % fiir die HT29-Zellen. Mit einer durchschnittlichem PE
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von 48,92 % (SD =+ 6,28 %) in dieser Arbeit konnten die Ergebnisse von WARE et al. damit
bestdtigt werden.

Die strahlendosisabhingige  Reduktion der Plattiereffizienz und somit der
Koloniebildungsfdhigkeit der chemotherapeutisch unbehandelten HT29-Zellen wurde
ebenfalls durch DUNNE et al. (2003) sowie FOLKVORD et al. (2008) beschrieben. Die
Uberlebensfraktion von 0,84 £ 0,03 der bei 2 Gy bestrahlten HT29-Zellen (0 pM) hiesiger
Arbeit lag zwischen den publizierten Uberlebensfraktionen von 0,88 + 0,02 (FOLKVORD et al.,
2008) und 0,72 £ 0,29 (DUNNE et al., 2003). Weiterhin wurde durch FOLKVORD et al. ein
Riickgang der Uberlebensfraktion auf 0,52 + 0,03 unter einer Bestrahlungsdosis von 5 Gy
nachgewiesen. Da in den aktuell hier durchgefiihrten Untersuchungen ausschlieBlich
Strahlendosen von 2, 4, 6 und 8 Gy Verwendung fanden, wurden zur Orientierung die
Uberlebensfraktionen unter einer Bestrahlungsdosis von 4 Gy (0,52 + 0,07) und 6 Gy
(0,23 £0,07) zum Vergleich herangezogen. Dabei war ersichtlich, dass innerhalb der
durchgefiihrten Untersuchungen in der hier vorliegenden Arbeit bereits bei der niedrigeren
Strahlendosis von 4 Gy das klonogene Uberleben der Zellen im gleichen MaBe gemindert
wurde, wie unter der Dosis 5 Gy bei FLATMARK et al. beschrieben. Die abweichenden
Ergebnisse konnten durch die unterschiedlich gewihlten Inkubationszeiten von 14 bzw.
12 Tagen nach dem vollstdndigen Mediumwechsel bedingt sein. In Anbetracht dessen, dass
die GroBe der Kolonien von Tag 12 zu Tag 14 besonders stark zunimmt, ist leicht erkldrbar,
weshalb im Versuchsansatz mit einer Inkubationszeit von zehn Tagen (FOLKVORD et al.,
2008) weniger Kolonien gezdhlt wurden. AusschlieBlich die ldnger inkubierten Ansitze
(14 Tage) erreichten die geforderte Anzahl von 50 Zellen, um in den hier vorgestellten

Untersuchungen als Kolonie zu gelten.

Neben den Ansétzen mit alleiniger Bestrahlung wurde, wie bereits oben aufgefiihrt, der Effekt
von 5-FU, Oxaliplatin, Irinotecan sowie deren Kombination (Oxaliplatin + 5-FU, Irinotecan +
5-FU) auf die Strahlensensibilitdt der HT29 Zellen untersucht. Fiir alle Wirkstoffregime
konnte ein zytotoxischer und ebenfalls ein strahlensensibilisierender Effekt nachgewiesen
werden (vgl. Tab. 11). Sowohl in den Versuchsansdtzen mit der Zugabe eines einzelnen
Wirkstoffes (5-FU, Oxaliplatin, Irinotecan), als auch in den Ansdtzen mit kombinierter
Wirkstoffzugabe (Oxaliplatin + 5-FU, Irinotecan + 5-FU), konnte bereits ab einer
Strahlungsdosis von 2 Gy eine strahlensensibilisierende Wirkung beobachtet werden.

So ergab sich unter 5-FU-Zugabe ein Abfall der Uberlebensfraktion iiber 100 % (0 Gy),
70,8 % (2 Gy), 30,1 % (4 Gy), 12,5% (6 Gy) auf 3,1 % (8 Gy). Eine dosisabhidngige
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Reduktion des Zelliiberlebens unter der Zugabe von 5-FU ohne gleichzeitige Bestrahlung
wurde durch EL-AWADY et al. (2010) bereits fiir die Darmkrebszelllinie HCT-116
beschrieben.

Auch zeigte sich ein signifikanter Effekt auf die Uberlebensfraktion der Tumorzellen unter
alleiniger Zugabe des Platinderivates Oxaliplatin ab einer Strahlendosis von 2 Gy. Fiir
Oxaliplatin fiel die Uberlebensfraktion von 100% bei 0Gy iiber 66,0 % (2 Gy),
31,7 % (4 Gy) und 9,2 % (6 Gy) auf 3,5 % bei 8 Gy ab.

Die Uberlebensfraktion unter der Behandlung mit Irinotecan sank von 100 % bei 0 Gy auf
59,7 % (2 Gy), 27,8 % (4 Gy) und 10,4 % (6 Gy) auf 2,0 % bei einer Bestrahlungsdosis von
8 Gy.

Es zeigte sich, dass bis zu einer Bestrahlungsdosis von 4 Gy die Uberlebensfraktionen unter
Irinotecan-Zugabe niedriger waren als die unter Oxaliplatin-Zugabe. Bei 6 Gy kehrte sich
dieser Effekt um und die Uberlebensfraktion der Zellen unter Einfluss von Irinotecan lag mit
10,52 um 1,19 iiber jener Uberlebensfraktion nach Oxaliplatin-Zugabe.

Zusammenfassend konnte fiir jedes der drei verwendeten Einzelchemotherapeutika ein
strahlensensibilisierender Effekt nachgewiesen werden. Ein signifikanter Unterschied der drei

Versuchsansitze untereinander war jedoch fiir keine der Bestrahlungsdosen zu erfassen.

Ein strahlensensibilisierender Effekt kann verschiedene Ursachen haben. Er kann damit in
Verbindung stehen, dass Chemotherapeutika unter anderem die Fahigkeit besitzen
Tumorzellen in strahlensensibleren Zellzyklusphasen verweilen zu lassen und die Zellen
somit empfindlicher fiir die Induktion von Strahlenschidden zu machen (SEIWERT et al., 2007).
Dass die Strahlenempfindlichkeit der Zellen abhidngig von der vorherrschenden
Zellzyklusphase ist, ist allgemein bekannt (TERASIMA AND TOLMACH, 1963; DEWEY et al.,
1972; OKAYASU et al., 1988;). So zeigte sich z. B. unter der Zugabe von Oxaliplatin fiir
Darmkrebszellen des Typs HCT116 ein unmittelbarer Arrest der Zellen in der Gl-Phase,
gefolgt von einer Anhdufung der Zellen in der G2/M-Phase (ARANGO et al., 2004; VOLAND
et al.,20006).

Die Ergebnisse der Untersuchung von KJELLSTROM ef al. lieBen erstmalig vermuten, dass
Oxaliplatin ein besserer Radiosensitizer sein konnte als 5-FU. So beschrieben KJELLSTROM
etal. (2005), dass die Erginzung der Chemotherapie mit Oxaliplatin bzw. 5-FU in
Kombination mit ionisierender Strahlung jeweils zu einer Abnahme des Zelliiberlebens

filhrte. Zur Ermittlung des strahlensensibilisierenden Effektes der genutzten SI1-
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Darmkrebszellen wurde hierfiir die Zelliiberlebensfraktion bei 0 Gy zundchst normiert.
KJELLSTROM et al. beobachteten, dass Oxaliplatin einen stirkeren radiopotenzierenden Effekt
auf die S1-Tumorzelllinie hatte als 5-FU (ebenfalls als Monochemotherapeutikum genutzt).
Diese Beobachtung unterscheidet sich von den Ergebnissen dieser Arbeit. In den
durchgefiihrten Experimenten zum klonogenen Uberleben (vgl. Abb. 15) zeigte sich kein
signifikanter Unterschied in Bezug auf die Strahlensensibilisierung zwischen den mit

Oxaliplatin- und 5-FU-behandelten Zellen.

Der durch 5-FU-Zugabe verursachte inhibitorische Effekt auf das Uberleben der bestrahlten
HT29-Zellen wurde durch die Kombination mit Oxaliplatin verstirkt. So kam es zu einem
Absinken der Uberlebensfraktion unter der Zugabe des kombinierten Wirkstoffregimes
(Oxaliplatin + 5-FU) bei gleichzeitiger Bestrahlung um 4,37 % (2 Gy), 23,0 % (4 Gy),
38,9 % (6 Gy) und 80,6 % unter der hochsten Strahlendosis von 8 Gy (sieche Abb. 38,
Anhang).

Der deutliche zytotoxische Effekt, der unter der kombinierten Zugabe von Irinotecan und
5-FU zu beobachten war (GRIVICICH et al., 2005), ist vergleichbar mit der nachgewiesenen
verminderten Koloniebildungsfahigkeit der HT29-Zellen dieser Arbeit.

Eine Behandlung der HT29-Zellen mit dem Kombinationsregime Irinotecan + 5-FU im
Vergleich zu den jeweiligen Wirkstoffen allein (sieche Abb. 37 + 39, Anhang) hatte ein
signifikantes Absinken der Uberlebensfraktion von 100% (0 Gy) auf 62,7 % (2 Gy),
24,9 % (4 Gy) und 4,9 % (6 Gy) zur Folge. Wobei unter einer Behandlung der HT29-Zellen
mit Irinotecan + 5-FU zzgl. einer simultanen Bestrahlung mit 8 Gy keine Kolonien mehr
nachgewiesen werden. Ahnliche Ergebnisse zeigten die Untersuchungen von GRIVICICH et al.
(2005). Die Autoren begriindeten die verminderte Koloniebildungsfahigkeit damit, dass es
unter der Wirkstoffgabe von Irinotecan, gefolgt von 5-FU, zu einem Zusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotentials kommt. Dieser Effekt wiederum aktiviert die Initiator-
Caspase-9 und die Effektor-Caspase-3, welche die Apoptose einleiten. Bereits im Vorfeld
zeigten diverse Untersuchungen, dass eine Abnahme des Membranpotentials der
Mitochondrien die Einleitung der Apoptose durch eine Freisetzung von Cytochrom C und
eine Aktivierung der Effektor-Caspase-3 kennzeichnet (MARCHETTI et al., 1996; HEERDT et
al., 1998; SLEE et al., 1999).

Insgesamt konnten die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit einen signifikanten

zytotoxischen und strahlensensibilisierenden Effekt der verwendeten Wirkstoffkombination
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im Vergleich zu den Einzelregimen belegen. Es war jedoch kein signifikanter
Wirkunterschied im Vergleich zwischen Oxaliplatin und Irinotecan bzw. dieser beiden

Wirkstoffe in Kombination mit 5-FU zzgl. einer Bestrahlung nachweisbar.

4.3 Metabolische Aktivitit

Die metabolische Aktivitit der HT29-Zellen wurde in fiinf Wirkstoffregimen zzgl. der
Kontrolle, Strahlendosen von 0 Gy sowie 6 Gy und insgesamt drei verschiedenen
Inkubationszeiten getestet.

Die Auswertung der nach 1h, 24 h und 48 h gemessenen unbestrahlten Versuchsansitze
zeigte im Vergleich zu den Tumorzellen des Kontrollansatzes (0 Gy, 0 uM) im Hinblick auf
die Einzelanwendung der Wirkstoffe eine signifikante Minderung der metabolischen Aktivitét
der HT29-Zellen von 18 % (1 h; p < 0,01) und 13 % (48 h; p <0,05) durch Oxaliplatin, und
16 % (1 h; p < 0,05) unter Irinotecan-Zugabe. Dieser Effekt wurde ebenfalls fiir Rat-1-Zellen
(Fibroblasten) beschrieben, flir welche unter Irinotecan eine signifikante Reduktion der
Viabilitdt ab einer Wirkstoffdosierung von 50 uM beobachtet wurde (AKAGI et al., 2008).
Fiir die alleinige Anwendung von 5-FU zeigte sich nach keiner der drei Messzeitpunkte ein
signifikanter zytotoxischer Effekt gegeniiber der unbestrahlten Kontrolle (0 Gy, 0 uM). Ganz
im Gegenteil, die metabolische Aktivitidt der HT29-Zellen war unter der 5-FU-Zugabe sowohl
fiir den unbestrahlten, als auch fiir den bestrahlten Ansatz nach 1h und nach 24 h erhoht

gegeniiber der Aktivitit der Kontrolle.

Fir die humanen Darmkrebszelllinien HCT-8 sowie HCT-116 wurde eine Reduktion der
Zellviabilitdt unter der Gabe von Oxaliplatin bzw. 5-FU nach einer Inkubationszeit von 72 h
beschrieben (ZHOU et al., 2009). Dabei untersuchten die Autoren in ihrer Arbeit den Einfluss
von Oxaliplatin und 5-FU auf die Expression verschiedener microRNAs der HCT-8- und
HCT-116-Zellen und somit den Effekt auf die Genregulation dieser Darmkrebszellen. Es
wurde eine signifikante Downregulation von sechs moglicherweise als Onkogen agierenden
microRNAs (miR-197, miR-191, miR-92a, miR-93, miR-222, miR-1826) beider
Tumorzelllinien unter Einfluss von Oxaliplatin bzw. 5-FU und eine ggf. darauf

zuriickzufiihrende Minderung der metabolischen Tumorzellaktivitit beobachtet.
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Wie bereits oben erwéhnt zeigte sich die metabolische Aktivitit der HT29-Zellen in der hier
vorliegenden Arbeit nach 1h und 24 h erhoht gegeniiber der metabolischen Aktivitét der
Kontrolle unter 5-FU-Zugabe. In der Literatur wurden fiir S1-Darmkrebszellen auch andere
Ergebnisse beobachtet, wonach sich die Zellviabilitdt mit steigender Wirkstoftkonzentration
von 5-FU bzw. Oxaliplatin abnehmend zeigte (KJELLSTROM et al., 2005). Weiterhin ergab
sich in den Untersuchungen von KJELLSTROM et al., dass nach einer Inkubationszeit von 24 h
die zum Erreichen derselben Zytotoxizitatstirke benotigte 5-FU-Konzentration ca. 6- bis
14-fach niedriger war als bei einer Inkubationsdauer der S1-Zellen fiir 1 h. Die Autoren
verwendeten fiir ihre Versuche bei einer Inkubationszeit von 24 h Wirkstoffkonzentrationen
von 0-10pg/ml 5-FU. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Wirkstoftkonzentrationen von 0 - 200 uM 5-FU, entsprechend 0 - 0,26 mg/ml (siehe Tab. 11,
Anhang) lagen deutlich tiber den durch KJELLSTROM ef al. genutzten Konzentrationen.
Weiterhin erfolgte im Gegensatz zu KJELLSTROM et al. kein Mediumwechsel wéhrend der

fiinftdgigen Inkubationsdauer.

Fiir die Kombinationsregime stellte sich eine signifikante Minderung der metabolischen
Aktivitdt der Tumorzellen sowohl unter der Zugabe von Oxaliplatin + 5-FU (1 h: p <0,01;
24h: p<0,05; 48h: p<0,01), als auch unter Verwendung von Irinotecan + 5-FU
(1 h: p<0,01) im Vergleich zur Kontrolle (0 Gy, 0 uM) heraus. Dahingegen zeigte sich fiir
die unbestrahlten Versuchsanséitze im Vergleich der Einzelwirkstoffregime (Oxaliplatin oder
Irinotecan) und deren jeweiliger Kombination mit 5-FU kein signifikanter Effekt auf die
metabolische Aktivitit.

Fiir die Versuchsansitze Oxaliplatin, Irinotecan und Oxaliplatin + 5-FU zzgl. Radiatio
iiberstieg die metabolische Aktivitit der bei 6 Gy bestrahlten HT29-Zellen 1 h nach der
Radiatio die metabolische Tumorzellaktivitit des unbestrahlten Vergleichsansatzes (0 Gy,
+ Wirkstoff) um 4,06 % (20 uM Oxaliplatin), 2,37 % (20 uM Irinotecan) und 1,90 %
(20 uM Oxaliplatin + 2 uM 5-FU). Dieser Effekt erscheint auf den ersten Blick
ungewoOhnlich, konnte allerdings durch die Tumorzellschidigung wéhrend der Bestrahlung
erklart werden, in deren Folge eine Stoffwechselaktivierung der HT29-
Zellen in Betracht kommt.

Weiterhin blieb auch ein signifikanter Effekt auf die metabolische Aktivitdt im Vergleich
zwischen den Zellen der Ansitze 5-FU bei 0 Gy und bei 6 Gy aus. Auch fiir Oxaliplatin bzw.

Irinotecan ergab sich kein zuséatzlicher signifikanter Wirkeffekt unter Strahlenwirkung.
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Fir keine der drei Inkubationszeiten konnte ein signifikanter Unterschied in der
metabolischen Aktivitdt zwischen den nur mit Oxaliplatin behandelten Zellen gegeniiber den
mit Irinotecan inkubierten Zellen ausgemacht werden (jeweils unter Verzicht auf Radiatio).
Auch die zusitzliche Kombination beider Wirkstoffe mit 5-FU fiihrte zu keinem deutlichen
Effekt (ohne Radiatio). Ebenfalls war keine signifikante Differenz der metabolischen
Aktivitdt durch eine zusitzliche Strahlenwirkung auf den Oxaliplatin- verglichen mit dem

Irinotecan-Ansatz mit und ohne 5-FU nachweisbar.

KJELLSTROM et al. (2005) beschrieben einen deutlichen synergistischen zytotoxischen Effekt
von Oxaliplatin + 5-FU in Kombination im Vergleich zu Oxaliplatin allein auf die
S1-Tumorzelllinie. Auch zeigten friihere Studien in vivo und in vitro fir die
Darmkrebszelllinie PC/AA/C1 und die tumorigenen MDCK-Nierenepithelzellen einen
deutlichen synergistischen Effekt auf das Uberleben sofern Oxaliplatin mit 5-FU kombiniert
wurde (FISCHEL et al., 1998), (RAYMOND et al., 1997). Es wird angenommen, dass Oxaliplatin
den Komplex aus dem aktiven 5-FU-Metaboliten 5-Fluordesoxiuridinmonophosphat
(F-dUMP) und der Thymidylat-Synthase stabilisieren und den Einbau von 5-FU in die RNA
beeinflussen konnte. Ein Mechanismus von F-dUMP ist es, an die Thymidylat-Synthase zu
binden und diese nachfolgend zu hemmen. Dies fiihrt letztlich dazu, dass die DNA-Synthese

und somit die Zellteilung inhibiert werden (FISCHEL ef al., 1998).

Ein signifikanter zytotoxischer Effekt unter der Kombination von Oxaliplatin + 5-FU im
Vergleich zu Oxaliplatin als Monochemotherapeutikum lie sich, wie weiter oben
beschrieben, in der hier vorliegenden Arbeit nicht nachweisen.

Dies konnte durch die Versuchsergebnisse erkldrt werden, die fiir 5-FU in Kombination mit
Cisplatin in der Literatur erhoben wurden. So untersuchten ESAKI et al. (1992) den Einfluss
von 5-FU auf Cisplatin-induzierte DNA-Verdnderungen und die damit einhergehende
Zytotoxizitit des Platinderivats. ESAKI et al. beschrieben eine Verstirkung des zytotoxischen
Effektes von Cisplatin auf die HST-1-Plattenepithelkarzinomzelllinie, sofern die Tumorzellen
initial mit 5-FU inkubiert und Cisplatin erst im Anschluss hinzugegeben wurde. Betrug das
Intervall zwischen den Wirkstoffzugaben 24 h, stellte sich der maximale zytotoxische Effekt
ein. Im Gegensatz dazu wurde die Zytotoxizitit von Cisplatin vermindert, sofern das
Platinderivat zeitlich vor 5-FU zugesetzt wurde. Diese Beobachtungen von ESAKI et al. lielen
darauf schlieBen, dass 5-FU die Reparatur der durch Cisplatin verursachten DNA-

Verianderungen beeinflusst und so die Zytotoxizitit von Cisplatin vermindert haben konnte.
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Da in der hier vorliegenden Arbeit die 5-FU-Behandlung erst nach der Oxaliplatin-Zugabe
erfolgte (siche Abb. 9, Material und Methoden), konnte oben beschriebener Effekt bei der
strukturellen und funktionellen Ahnlichkeit von Cisplatin und Oxaliplatin durchaus als
ursdchlich fiir den fehlenden signifikanten zytotoxischen Effekt auf die HT29-Zellen unter

dem Kombinationsregime Oxaliplatin + 5-FU angenommen werden.

4.4 Zellproliferation

Die BrdU-Einlagerung der unbestrahlten Zellen war unter der Zugabe von Oxaliplatin bzw.
Irinotecan als Monotherapie gegeniiber dem BrdU-Einbau der wirkstofffreien Kontrolle zu
jedem der drei Messzeitpunkte signifikant erniedrigt (p < 0,01). Ursache konnte, wie bereits
unter Kap. 4.2 beschrieben, ein G1-Arrest der mit Oxaliplatin behandelten Zellen sein. Dies
wiirde zu einem Absinken des prozentuellen Anteils der Zellen, die sich in der S-Phase
befinden flihren. Folglich stiinden in der Synthesephase weniger Zellen zum Einbau von
BrdU zur Verfiigung, sodass sich die Proliferationsfahigkeit reduzieren wiirde.

Unter Oxaliplatin zeigte sich in der Literatur auch flir andere Zellen, wie z.B. die
Ovarialkarzinomzelllinie A2780 und die Zelllinien ADDP sowie LoVo-Li eine Akkumulation
in einer bestimmten Zellzyklusphase. Die A2780-Zellen arretierten in der G2/M- und die
ADDP- bzw. LoVo-Li-Zellen in der G1-Phase (NOORDHUIS et al., 2008).

Auch LI et al. (2007) konnten einen inhibitorischen Effekt von Oxaliplatin auf die
Proliferation der LoVo-Zelllinie ab einer Wirkstoffkonzentration von 2,5 uM nachweisen. Als
ursdchlich diskutierten LI et al. eine mogliche Hemmung korpereigener Enzyme aus der
Gruppe der Poly(ADP-ribose)-Polymerasen (PARP), welche an der DNA-Reparatur beteiligt
sind. Die Hauptwirkung dieser Proteinfamilie besteht darin, mittels Katalyse der ADP-
Ribosylierung von Chromatinproteinen, DNA-Reparaturmechanismen zu initiieren. Die
Hemmung des Enzyms PARP-1 z. B. fiihrt dazu, dass Briiche in einzelstrangiger DNA nur
noch mittels homologer Rekombination behoben werden kénnen. Da in Krebszellen haufig
die homologen Rekombinationsmechanismen defekt sind, sterben Tumorzellen durch eine
Hemmung von PARP-1 ab. Mittels Westernblot-Analyse konnten LI et al. eine
dosisabhingige Steigerung der PARP-Spaltung nach der Zugabe von Oxaliplatin in den

LoVo-Zellen nachweisen.
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Unter Einfluss von 5-FU blieb ein deutlicher Effekt auf die Proliferation der unbestrahlten
Zellen gegeniiber der Kontrolle (0 uM, 0 Gy) aus. Doch es ist zu erwdhnen, dass die
Proliferationsrate der HT29-Zellen unter 5-FU-Zugabe, gegeniiber der des Kontrollansatzes,
zu jedem Messzeitpunkt erhoht war. Dieser Effekt zeigte sich bereits fiir die Zellviabilitét
innerhalb des in Kap. 3.3 ausgewerteten EZ4U-Tests. Auch dhnelt sich der Verlauf der
Differenz zwischen den Kontrollzellen (0 uM, 0 Gy) und der mit 5-FU inkubierten Zellen
(0 Gy) beider Testverfahren. Eine Proliferationsdifferenz zwischen der Kontrolle (0 uM,
0 Gy) und den HT29-Zellen unter 5-FU-Zugabe bei 0 Gy zeigte sich bereits nach einer
Zeitspanne von 1 h. Der groBite Unterschied lieB sich in beiden Testverfahren nach einer
Messzeit von 24 h nachweisen und entwickelte sich zwischen den Messungen 24 h und 48 h

nach der Bestrahlung regredient.

Im Vergleich der unbestrahlten Kombinationsregime mit der unbestrahlten Kontrolle zeigte
sich eine signifikante Minderung der Zellproliferation unter Oxaliplatin + 5-FU (1 h + 48 h:
p <0,01; 24 h: p <0,05) und Irinotecan + 5-FU (1 h + 48 h: p <0,01). Auch dieses Ergebnis

spricht fiir eine deutliche Zellschddigung unter der Zugabe der Wirkstoffkombinationen.

Zwischen bestrahlten und unbestrahlten Versuchsansidtzen ergab sich keine deutliche
Differenz hinsichtlich ihrer BrdU-Inkorporation. Wie bereits unter Kap. 4.2 beschrieben,
konnen Zellen durch Oxaliplatin in einen G1-Arrest arretiert werden. Dieser nachgewiesene
zytotoxische Effekt konnte in den Versuchen der vorliegenden Arbeit unter der Zugabe von
Oxaliplatin fiir die HT29-Zellen ebenfalls dargestellt werden. Innerhalb aller Versuchsansétze
(0Gy/6 Gy, Messung 1 h/24h/48 h nach der Bestrahlung) zeigte sich, dass unter der
Zugabe von Oxaliplatin der grof3te inhibitorische Effekt auf die Zellproliferation im Vergleich
zu den anderen verwendeten Wirkstoffregimen auftrat. Diese Beobachtung deckte sich
innerhalb dieser Arbeit mit den Resultaten der Wachstumsversuche in der Aussage, dass
Oxaliplatin in vitro einen stirkeren inhibitorischen Effekt auf die HT29-Zellen zu haben
scheint als Irinotecan bzw. 5-FU.

Der fiir 5-FU in den Wachstumsversuchen (siehe Kap. 3.1.2.1) nachgewiesene zytotoxische

Effekt lieB sich innerhalb dieses Zellproliferationstests nicht nachvollziehen.
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4.5 Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

Es gibt eine Vielzahl moglicher Folgeschdden aufgrund der Einwirkung von Bestrahlung und
Zytostatika an einer Zelle. DNA-Schiden, wie Einzel- und Doppelstrangbriiche,
Basenausfille, Protein- sowie intramolekulare Vernetzungen und Mehrfachereignisse, die
sogenannten bulky lesions, konnen beobachtet werden. Auch die entstehenden Schéden an der
Zell- bzw. Kernmembran und Verdnderungen der Zellorganellen, die einen gestorten Protein-
und Kohlenhydratstoffwechsel zur Folge haben, konnen das Auftreten von Mutationen oder
den Tod einer Zelle bedingen. Im y-H2AX-Assay lag das Hauptaugenmerk auf den
entstandenen DNA-Doppelstrangbriichen, die mit Hilfe der Immunhistochemie sichtbar
gemacht werden konnten. Im Zentrum dieser Untersuchungen stand die Histonvariante
H2AX, welche im Rahmen der strahleninduzierten Reparaturmechanismen phosphoryliert
wird. Fiir die Phosphorylierung ist vor allem die Proteinkinase ATM (ataxia telangiectasia
mutated) verantwortlich. Aber auch die Proteinkinase des Typs ATR (ataxia telangiectasia
RAD3-related) und andere DNA-PKs (DNA-Proteinkinasen) sind an dem Prozess beteiligt
(AN AND HUANG et al., 2010). Interessanterweise ging aus Untersuchungen hervor, dass
zwischen der Anzahl der DNA-Doppelstrangbriiche und den wunter dem
Fluoreszenzmikroskop sichtbaren y-H2AX-Foci eine Korrelation von 1:1 besteht
(SEDELNIKOVA et al., 2002), sodass sich anhand dieses Testverfahrens die zytotoxischen
Effekte unter Strahleneinwirkung als auch unter Chemotherapeutikazugabe gut nachweisen

lassen.

Die Fixierung der HT29-Zellen erfolgte 1 h nach dem Bestrahlungszeitpunkt. Diese
Zeitspanne wurde gewidhlt, um die maximale Anzahl an Doppelstrangbriichen erfassen zu
konnen. Die Grundlage dieser Uberlegung fuBte auf der Beobachtung, dass die
Phosphorylierung von H2AX zu y-H2AX nach ca. 30 min ihr Maximum erreicht, sich danach
eine kurze Plateauphase von ca. 1 h anschlieBt und es danach zu einer Abnahme von y-H2AX
kommt (MAH AND EL-OSTA et al., 2010). Da die Reparatur allerdings erst nach ca. 24 h
abgeschlossen ist, wurde ein weiterer Versuchsansatz mit der Fixierung der Zellen 24 h nach
der Bestrahlung durchgefiihrt. Dieser von MAH AND EL-OSTA im Jahre 2010 beschriebene
Effekt konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden. Jene Zellen, deren Fixierung bereits 1 h
nach der Bestrahlung erfolgte, zeigten mehr als 30 Foci/Zelle, sodass ein Auszdhlen

unmoglich war (sieche Abb. 32). Nach einer Reparaturzeit von 24 h hatte sich die Zahl der
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DNA-Doppelstrangbriiche der HT29-Zellen deutlich reduziert (siche Abb. 33), sodass eine

Detektion dieser durchgefiihrt werden konnte.

Wie der Abb. 34 zu entnehmen, zeigte sich, dass die Anzahl der DNA-Doppelstrangbriiche in
den HT29-Zellkernen unter Wirkstoffzugabe stieg. Dies war sowohl unter der Kombination
mit  Bestrahlung als auch bei der alleinigen Zugabe der einzelnen
Wirkstoffe/Wirkstoffkombinationen zu beobachten. Die Analyse der y-H2AX-Foci zeigte
nach vollstindigem Abschluss der Reparaturzeit (24 h), dass, wie zu erwarten, bei allen
Versuchsansétzen, die mit einer Dosis von 6 Gy bestrahlt wurden, eine hohere Anzahl an Foci
pro Zelle vorlag, als in den unbestrahlten Vergleichsansidtzen. Der grofite prozentuale
Unterschied zwischen der Anzahl der detektierten DNA-Doppelstrangbriiche ergab sich dabei
fiir den Kontrollansatz. Dessen mittlere Anzahl an Foci/Zelle lag bei 0 Gy mit 4,2 um 65 %
unter dem Ergebnis der mit 6 Gy bestrahlten HT29-Zellen mit 11,9 Foci/Zelle (vgl. Abb. 34).
Unter der Zugabe von 5-FU, Oxaliplatin + 5-FU, Irinotecan + 5-FU, Oxaliplatin bzw.
Irinotecan wurden entsprechend Zunahmen von 25 %, 20 %, 16 %, 0,5 % und 0,4 % ermittelt.
Allerdings ergab sich eine Signifikanz der Ergebnisse gegentiber der jeweiligen unbestrahlten
Kontrolle (Wirkstoffzugabe, 0 Gy) nur bei dem 5-FU-Regime und den kombinierten Zugaben
von Irinotecan + 5-FU, sowie Oxaliplatin + 5-FU. Auch konnten bereits ohne
Wirkstoffzugabe und beim Verzicht auf Bestrahlung pro HT29-Zelle durchschnittlich vier
v-H2AX-Foci verzeichnet werden (sieche Kap. 3.5). Dies scheint auf den ersten Blick
ungewOhnlich, doch diese DNA-Doppelstrangbriiche konnen als Folge physiologischer
Prozesse (Rekombination), ATM-Autoaktivierung und der konstitutiven Erbgutschidigung

durch die Tumormaschinerie beschrieben werden (BARTKOVA et al., 2005).

Wie der Abb. 34 ebenfalls zu entnehmen ist, zeigte sich zwischen bestrahlten und
unbestrahlten Tumorzellen, die mit Oxaliplatin behandelt wurden, kein signifikanter
Unterschied in der Anzahl der DNA-Doppelstrangbriiche. Ahnlich dazu stellte sich das
Ergebnis der mit Irinotecan inkubierten Zellen bei 0 Gy sowie 6 Gy dar, in dem sich ebenfalls
kein signifikanter Effekt feststellen lieB3. Dies bestdtigen die Ergebnisse der Koloniebildungs-,
EZ4U- und BrdU-Tests dieser Arbeit, in welchen sich ebenfalls keine Signifikanz nachweisen

lieB (siehe Kap. 3.2, 3.3 und 3.4).

Auch in der Arbeit von ALTMEYER et al., 2010 war die Anzahl der y-H2AX-Foci und somit

die Anzahl der DNA-Doppelstrangbriiche in den SK-Hepl-Tumorzellen unter der
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Kombination von Bestrahlung und Oxaliplatin signifikant erhdht gegeniiber der alleinigen
Bestrahlung (vgl. Abb. 35). Fiir die durch ALTMEYER et al. mit Oxaliplatin behandelten Zellen
zeigte sich die Anzahl der DNA-Doppelstrangbriiche durch eine zusétzliche Bestrahlung nicht
signifikant verdndert gegentiber der alleinigen Monochemotherapie. Dies entspricht ebenfalls

den Resultaten der verwendeten HT29-Zellen dieser Arbeit.

Nicht zuletzt ist das manuelle Auszéhlen der ,,Foci® durch die dreidimensionale Anordnung
im Zellkern erschwert. Um diese subjektive Fehlerquelle zu umgehen, ist genaues Arbeiten
unabdingbar. Zur Bestitigung der Ergebnisse des y-H2AX-Tests wire die Anwendung
weiterer Verfahren sinnvoll. In Betracht kime die sogenannte pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE). Diese Untersuchung basiert auf einer DNA-GroBenverdnderung beim Vorliegen von
DNA-Doppelstrangbriichen. Zur Durchfiihrung dieser Methode werden allerdings neben
Bestrahlungsdosen von {iiber 5 Gy hohe Temperaturen bendtigt, die wiederum DNA-
Doppelstrangbriiche zur Folge haben kdnnen (KINNER et. al., 2008).
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5 Zusammenfassung

Bislang finden Oxaliplatin und Irinotecan in Kombination mit 5-Fluorouracil (5-FU)
Anwendung zur Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms. Die gleichzeitige
Anwendung der Kombinationschemotherapieregime mit einer Strahlentherapie wird dabei
nach aktuellen S3-Leitlinien nicht empfohlen. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, anhand
der Darmkrebszelllinie HT29 die Wirkung von Oxaliplatin bzw. Irinotecan unter
ionisierender Strahlung allein und in der jeweiligen Kombination mit 5-FU zu untersuchen
und ggf. einen mdglichen Unterschied in deren Wirkung erfassen zu konnen. Hierzu fanden
mehrere [n-vitro-Methoden Anwendung, deren FErgebnisse eine Aussage iiber das
Wachstumsverhalten, die Koloniebildungs- und Proliferationsfahigkeit sowie die
metabolische Aktivitdt geben sollten. Ein besonderes Augenmerk galt dem Auftreten eines
moglichen strahlensensibilisierenden Effektes. In den folgenden Abschnitten werden die

Resultate dieser Arbeit zusammengefasst:

» Anhand der Wachstumsversuche konnte eine signifikante Wachstumshemmung der
HT29-Zellen unter Einfluss von Oxaliplatin, Irinotecan sowie 5-FU ab einer

Wirkstoftkonzentration von jeweils 2 uM gezeigt werden.

* In den Koloniebildungstests konnte ein strahlensensibilisierender Effekt auf die
Darmkrebszellen durch 5-FU, Oxaliplatin +/- 5-FU und Irinotecan +/- 5-FU
nachgewiesen werden. Weiterhin zeigte sich bei 8 Gy, unter der Verwendung von
Oxaliplatin + 5-FU im Vergleich zur alleinigen Anwendung von 5-FU, eine

signifikante Verstidrkung des strahlensensibilisierenden Effektes.

» Unter Radiatio fiihrten innerhalb der EZ4U-Tests weder die Einzelwirkstoffe, noch
deren Kombinationen zu einem signifikanten Effekt auf die metabolische Aktivitit im

Vergleich zur Kontrolle (6 Gy, 0 uM Wirkstoff).

*  Wurden die HT29-Zellen zusitzlich zur Bestrahlung mit Oxaliplatin, Irinotecan sowie
Oxaliplatin + 5-FU behandelt, zeigte sich im BrdU-Test eine signifikante Abnahme
der Zellproliferation gegeniiber der Kontrolle (6 Gy, 0 uM Wirkstoff). Oxaliplatin +/-
5-FU bzw. Irinotecan +/- 5-FU fiihrten zu einer signifikanten Reduktion der

Zellproliferation, verglichen mit der 5-FU-Einzelgabe unter ionisierender Strahlung.
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Die Anzahl der DNA-Doppelstrangbriiche zeigte sich unter Bestrahlungsbedingungen
innerhalb des y-H2AX-Assays gegeniiber der Kontrolle (6 Gy, 0 uM WirkstofY)
signifikant erhoht fiir alle fiinf Wirkstoffregime. Wurde 5-FU mit Oxaliplatin bzw.
Irinotecan kombiniert, lie sich ebenfalls eine signifikante Steigerung der y-H2AX-

Foci-Anzahl nachweisen.

Im Hinblick auf die klinische Relevanz lie3 sich gegeniiber der alleinigen Gabe von
5-FU sowohl fiir Oxaliplatin + 5-FU als auch fiir Irinotecan + 5-FU in drei der vier
Bestrahlung beinhaltenden [In-vitro-Methoden ein signifikanter Effekt auf die
Darmkrebszellen nachweisen (Koloniebildungs-, BrdU- und y-H2AX-Test - siche
Tab. 14, Anhang).

Die Gegeniiberstellung von Oxaliplatin +/- 5-FU und Irinotecan +/- 5-FU, unter
simultaner Bestrahlung, ergab fiir die HT29-Zelllinie in keinem der angewandten

Testverfahren einen signifikanten Unterschied (siehe Tab. 12 und 13, Anhang).

In Zusammenschau der Ergebnisse kann die simultane Anwendung von Oxaliplatin
bzw. Irinotecan zusétzlich zur etablierten 5-FU-gestiitzten Monoradiochemotherapie

durchaus fiir weitere klinische Studien empfohlen werden.



Ausblick 85

6 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zusammenfassend zeigt sich zur kurativen als auch palliativen
Therapie des Rektumkarzinoms eine Ergdnzung der Chemotherapie um Oxaliplatin bzw.
Irinotecan  zur etablierten  5-FU-gestiitzten = Monochemotherapie  zusétzlich  zur
Strahlentherapie als aussichtsreich und kann durchaus fiir weitere klinische Studien
empfohlen werden. Mehrere Phase-II1-Studien befassen sich aktuell mit der Integration neuer
Substanzen in die Standardbehandlung mit 5-FU. Dazu zéhlen die CAO/ARO/AIO-04-Studie
in Deutschland, die europaweite PETACC-6-Studie sowie die in den USA angelaufenen
NSAPB-R04- und E5204-Intergroup-Studien.

Auch erscheint es fiir weitere vorklinische und klinische Studien sinnvoll, die
Strahlentherapie und die in dieser Arbeit verwendeten Wirkstoffregime um zusitzliche

Substanzen zu ergénzen.

Mehrere Phase-II-Studien zum Aspekt einer optimierten systemischen bereits prdoperativ
gegebenen Chemotherapie unter der Kombination von 5-FU oder Capecitabin mit Irinotecan
und Oxaliplatin zeigten eine teilweise hohe Rate an pathologischen Komplettremissionen bei
nur geringgradiger Steigerung der symptomatischen Toxizitdt (RODEL AND SAUER, 2007).

Hauptziel der bereits geschlossenen internationalen Phase-III-Studie PETACC-6 ist es, eine
Verbesserung des krankheitsfreien Uberlebens unter zusitzlicher Gabe von Oxaliplatin zu
Capecitabin bei an Enddarmkrebs erkrankten Patienten im UICC-Stadium II und III
nachzuweisen. In der Therapie des KRK spielen monoklonale Antikorper eine zunehmende
Rolle, sodass im Ausblick die hier durchgefiihrten in-vitro-Untersuchungen um diese ergianzt

werden konnten.

Der monoklonale Antikdrper Bevacizumab, welcher den vom Tumor gebildeten
proangiogenen Wachstumsfaktor VEGF bindet und somit iiber eine Vielzahl von
Mechanismen antiproliferativ wirkt (BALUK et al., 2005), (MABUCHI et al., 2008), wurde in
Kombination mit 5-FU (mit und ohne Irinotecan) in Deutschland zur Erstlinientherapie des
mKRK zugelassen. Somit wédren die innerhalb dieser Arbeit durchgefiihrten in-vitro-

Untersuchungen erginzt um Bevacizumab als Angiogenesehemmer zu iiberdenken.
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Auch eine Erweiterung der fiir die hiesige Arbeit genutzten Chemotherapeutika um
sogenannte EGF-Rezeptor-Antikdrper wie Cetuximab oder Panitumumab wire im Hinblick
auf eine Verbesserung des antiproliferativen Effektes unter zeitgleicher Radiatio der HT29-
Zellen oder anderer Tumorzellen anzustreben. Zwar gibt es derzeit keine Phase-11I-Studie, die
eine Behandlung des mKRK mit einer Kombination aus FOLFOX und Cetuximab in der
Erstlinientherapie stiitzt, allerdings ist Cetuximab auch in Kombination mit Oxaliplatin bei
Patienten mit einem Wildtyp-KRAS exprimierendem Tumor innerhalb der Erstlinientherapie

zugelassen.

Fiir das Infusionale 5-FU/(Folinsdure)-Regime in Kombination mit Mitomycin C ergab sich
in einer Phase-III-Studie eine synergistische Wirkung beider Wirkstoffe bei Patienten mit
einem KRK oder Magenkarzinom. Ansprechrate und progessionsfreies Uberleben waren
signifikant fiir die Mitomycin-Kombination iiberlegen (ROSS ef al., 1997). Identische 5-FU-
beinhaltende Radiochemotherapieregime dieser Arbeit konnten somit in weiterfiihrenden
Experimenten um Mitomycin C ergénzt werden, um mogliche signifikante Unterschiede des
strahlensensibilisierenden und antiproliferativen Effektes von 5-FU alleine und in
Kombination mit Oxaliplatin bzw. Irinotecan auf die HT29-Zellen erkennen und weiter

untersuchen zu koénnen.

Die Bestrahlung der Tumorzellen betreffend konnten die zeitlichen Abfolgen und die Anzahl
der Bestrahlungen innerhalb der Versuche variiert werden, um einen moglichen Einfluss
dieser Faktoren auf die Ergebnisse untersuchen zu konnen. Weiterhin konnte die
Einsaatdichte der HT29-Zellen bei den Koloniebildungstests v. a. innerhalb der Versuche mit
den hohen Strahlendosen von 6 bzw. 8 Gy gesteigert werden, um die Koloniezahl zu erh6hen

und damit die Validitit zu verbessern.
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7 Thesen

Oxaliplatin und Irinotecan finden in Kombination mit 5-Fluorouracil (5-FU) Anwendung
zur Therapie des metastasierten kolorektalen Karzinoms. Ein gleichzeitiger Einsatz der
0. g. Kombinationschemotherapieregime zzgl. zu einer Strahlentherapie wird dabei
bislang nach aktuellen S3-Leitlinien nicht empfohlen. Ausschlieflich das
Pyrimidinanalogon 5-FU wird in Kombination mit ionisierender Strahlung zur adjuvanten

Therapie des Rektumkarzinoms angewandt.

Mittels verschiedener zellbiologischer In-vitro-Methoden wurde die Wirkung von
Irinotecan vs. Oxaliplatin jeweils als Monotherapie sowie in Kombination mit 5-FU unter

dem Einfluss ionisierender Strahlung an kolorektalen HT29-Tumorzellen untersucht.

Im Mittelpunkt des Interesses stand dabei, ob sich signifikante Unterschiede des bereits in
mehreren Studien beschriebenen strahlensensibilisierenden Effektes von Oxaliplatin bzw.
Irinotecan jeweils +/- 5-FU ergeben, um eine Aussage iiber die Sinnhaftigkeit einer
zukiinftigen kombinierten Chemotherapeutikaanwendung zzgl. zur Radiatio machen zu

konnen.

Das Wachstum der HT29-Zellen wurde unter der Zugabe von 5-FU, Oxaliplatin und

Irinotecan jeweils ab einer Wirkstoftkonzentration von 2 uM signifikant gehemmt.

Durch die kombinierte Behandlung der HT29-Zellen mit den Chemotherapeutika und
ionisierender Strahlung konnte anhand einer verminderten Koloniebildungsfahigkeit ein
strahlensensibilisierender Effekt auf die Darmkrebszellen durch 5-FU, Oxaliplatin +/-
5-FU und Irinotecan +/- 5-FU nachgewiesen werden. Bei 8 Gy ergab sich unter
Oxaliplatin + 5-FU im Vergleich zur alleinigen Anwendung von 5-FU eine signifikante

Verstiarkung des strahlensensibilisierenden Effektes.

Wurden die HT29-Zellen zusitzlich zur Bestrahlung mit Oxaliplatin, Irinotecan sowie
Oxaliplatin + 5-FU behandelt, zeigte sich eine signifikante Abnahme der Zellproliferation
gegentiber der Kontrolle (6 Gy, 0 uM Wirkstof¥).
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Die Anzahl der DNA-Doppelstrangbriiche war fiir alle fiinf Wirkstoffregime signifikant
erhoht gegeniiber der bestrahlten Kontrolle (6 Gy, 0 uM Wirkstoff). Wurde 5-FU mit
Oxaliplatin bzw. Irinotecan kombiniert, lie} sich ebenfalls eine signifikante Steigerung

der y-H2AX-Foci-Anzahl nachweisen.

Gegendtiber der alleinigen Gabe von 5-FU lief3 sich im Hinblick auf die klinische Relevanz
zusammenfassend flir Oxaliplatin + 5-FU und Irinotecan + 5-FU in jeweils drei der vier
Bestrahlung beinhaltenden [In-vitro-Methoden ein signifikanter Effekt auf die
Darmkrebszellen nachweisen (Koloniebildungs-, BrdU- und y-H2AX-Test).

Die Gegeniiberstellung von Oxaliplatin +/- 5-FU und Irinotecan +/- 5-FU unter simultaner
Bestrahlung ergab flir die HT29-Zelllinie in keinem der angewandten Testverfahren einen

signifikanten Unterschied.

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse dieser Arbeit fiir die Ergédnzung der kurativen
als auch palliativen Radiochemotherapie des kolorektalen Karzinoms. So kann die
simultane Anwendung von Oxaliplatin bzw. Irinotecan zusitzlich zur etablierten
5-FU-gestlitzten Monoradiochemotherapie durchaus fiir weitere klinische Studien

empfohlen werden.
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Ubersicht der fiir den y-H2AX-Test verwendeten Antikdrper zzgl. deren
Verdiinnung

Ubersicht der zur Fluoreszenzmikroskopie genutzten Filter

Durch exponentielle Regressionsanalyse ermittelte Zellpopulationsverdopplungs-
und Absterbezeiten der HT29-Zellen bei einmaliger 5-FU-Zugabe

Durch exponentielle Regressionsanalyse ermittelte Zellpopulationsverdopplungs-
und Absterbezeiten der HT29-Zellen bei einmaliger Oxaliplatin-Zugabe

Durch exponentielle Regressionsanalyse ermittelte Zellpopulationsverdopplungs-
und Absterbezeiten der HT29-Zellen bei einmaliger Irinotecan-Zugabe
Plattiereffizienz der HT29-Zellen

Umrechnung Wirkstoffkonzentrationen von 5-FU in uM und mg/ml
Gegeniiberstellung von Oxaliplatin und Irinotecan sowie Oxaliplatin + 5-FU und
Irinotecan + 5-FU unter Radiatio in allen Bestrahlung beinhaltenden Testverfahren
hinsichtlich eines signifikanten Unterschiedes in der Wirkung

Ubersicht iiber signifikante Unterschiede von Oxaliplatin + 5-FU bzw. Irinotecan +
5-FU im Vergleich zu 5-FU alleine unter Auffiihrung aller Bestrahlung

beinhaltenden Testverfahren
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Stadieneinteilung des Kolorektalen Karzinoms nach UICC-Klassifikation
Mikroskopische Darstellung der HT29-Zellen

Strukturformel von 5-Fluorouracil

Strukturformel von Oxaliplatin

Strukturformel von Irinotecan-Monohydrochlorid

Time Schedule zur Durchfiihrung der Wachstumsversuche

Schematische Darstellung des Koloniebildungstests

Time Schedule zur Durchfiihrung der Koloniebildungstests

Time Schedule zur Durchfiihrung des XTT-Tests (EZ4U)

: Time Schedule zur Durchfithrung des indirekten Zellproliferationstests (BrdU)
: Wachstum der HT29-Zellen unter nativen Bedingungen

: Wachstum der HT29-Zellen unter einmaliger 5-Fluorouracil-Zugabe

: Wachstum der HT29-Zellen unter einmaliger Oxaliplatin-Zugabe

: Wachstum der HT29-Zellen unter einmaliger Irinotecan-Zugabe

: Normierte Zelliiberlebenskurven der HT29-Zellen unter jeweiliger Zugabe von

5-FU, Oxaliplatin bzw. Irinotecan zzgl. der Kontrolle

Normierte Zelliiberlebenskurven der HT29-Zellen unter jeweiliger Zugabe von
Oxaliplatin + 5-FU bzw. Irinotecan + 5-FU zzgl. der Kontrolle

Plattiereffizienz aller durchgefiihrten Koloniebildungstests der HT29-Zellen
Metabolische Aktivitit der HT29-Zellen bei einer Inkubationszeit von 1 h
Metabolische Aktivitit der HT29-Zellen bei einer Inkubationszeit von 24 h
Metabolische Aktivitit der HT29-Zellen bei einer Inkubationszeit von 48 h
Metabolische Aktivitit der HT29-Zellen unter Oxaliplatin- und Irinotecanzugabe
im Vergleich (1 h, 24 h und 48 h)

Metabolische Aktivitdt der HT29-Zellen unter Zugabe von Oxaliplatin + 5-FU und
Irinotecan + 5-FU im Vergleich (1 h, 24 h und 48 h)

Metabolische Aktivitit der HT29-Zellen unter Zugabe von 5-FU, Oxaliplatin und
Oxaliplatin + 5-FU im Vergleich unter einer Strahlendosis von 6 Gy
Metabolische Aktivitdt der HT29-Zellen unter Zugabe von 5-FU, Irinotecan und
Irinotecan + 5-FU im Vergleich unter einer Strahlendosis von 6 Gy

BrdU-Einbau in HT29-Zellen bei einer Reparaturzeit von 1 h

BrdU-Einbau in HT29-Zellen bei einer Reparaturzeit von 24 h
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39:

BrdU-Einbau in HT29-Zellen bei einer Reparaturzeit von 48 h

BrdU-Einbau in HT29-Zellen unter Oxaliplatin- und Irinotecanzugabe im
Vergleich (1 h, 24 h und 48 h)

BrdU-Einbau in HT29-Zellen unter Zugabe von Oxaliplatin + 5-FU bzw. Irinotecan
+ 5-FU im Vergleich (1 h, 24 h und 48 h)

BrdU-Einbau in HT29-Zellen unter Zugabe von 5-FU, Oxaliplatin und Oxaliplatin
+ 5-FU im Vergleich unter einer Strahlendosis von 6 Gy

BrdU-Einbau in HT29-Zellen unter Zugabe von 5-FU, Irinotecan und Irinotecan +
5-FU im Vergleich unter einer Strahlendosis von 6 Gy

»Foci® in HT29-Zellen nach der Radiatio (6 Gy) und einer Reparaturzeit von 1 h
»Foci® in HT29-Zellen nach der Radiatio (6 Gy) und einer Reparaturzeit von 24 h
Anzahl der DNA-Doppelstrangbriiche in HT29-Zellen bei 0 Gy und 6 Gy in
Abhingigkeit von fiinf Wirkstoffregimen zzgl. der Kontrolle

Anzahl der DNA-Doppelstrangbriiche in HT29-Zellen bei 0 Gy und 6 Gy mit
Gegeniiberstellung der Wirkstoffregime zur jeweiligen Kontrolle

Normierte Zelliiberlebenskurven der HT29-Zellen unter jeweiliger Zugabe von
Oxaliplatin bzw. Oxaliplatin + 5-FU zzgl. der Kontrolle

Normierte Zelliiberlebenskurven der HT29-Zellen unter jeweiliger Zugabe von
Irinotecan bzw. Irinotecan + 5-FU zzgl. der Kontrolle

Normierte Zelliiberlebenskurven der HT29-Zellen unter jeweiliger Zugabe von
5-FU bzw. Oxaliplatin + 5-FU zzgl. der Kontrolle

Normierte Zelliiberlebenskurven der HT29-Zellen unter jeweiliger Zugabe von

5-FU bzw. Irinotecan + 5-FU zzgl. der Kontrolle
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Abb. 36: Auf 1 normierte Zelliiberlebenskurve der HT29-Zellen unter Zugabe von 20 pM Oxaliplatin
bzw. 20 pM Oxaliplatin + 2pM S5-FU zzgl. der Kontrolle; mit einem vollstindigen
Mediumwechsel 2 h vor dem Bestrahlungszeitpunkt. Normierte MW = SD (n=3). p < 0,05 =

* zu Oxaliplatin.
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Abb. 37: Auf 1 normierte Zelliiberlebenskurve der HT29-Zellen unter Zugabe von 20 uM Irinotecan
bzw. 20 pM Irinotecan + 2 pM 5-FU zzgl. der Kontrolle; mit einem vollstindigen
Mediumwechsel 2 h vor dem Bestrahlungszeitpunkt. Normierte MW = SD (n=3). p < 0,05 =
* zu Oxaliplatin ; p < 0,01 = ** zu Oxaliplatin.
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Abb. 38: Auf 1 normierte Zelliiberlebenskurve der HT29-Zellen unter Zugabe von 2 pM 5-FU bzw.
20 pM Oxaliplatin + 2 uM 5-FU zzgl. der Kontrolle; mit einem vollstindigen Mediumwechsel
2 h vor dem Bestrahlungszeitpunkt. Normierte MW + SD (n = 3). p < 0,05 = * zu 5-FU.
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Abb. 39: Auf 1 normierte Zelliiberlebenskurve der HT29-Zellen unter Zugabe von 2 uM 5-FU bzw.
20 pM Irinotecan + 2 pM 5-FU zzgl. der Kontrolle; mit einem vollstindigen Mediumwechsel
2 h vor dem Bestrahlungszeitpunkt. Normierte MW =+ SD (n = 3).



Tab. 11: Wirkstoffkonzentrationen von 5-FU in pM und mg/ml.

Wirkstoffkonzentration
von 5-FU in pM

Wirkstoffkonzentration
von 5-FU in pg/ml

2 0,26016

5 0,6504
10 1,3008
20 2,6016
50 6,504
100 13,008
200 26,016

Tab. 12: Vergleich der Ergebnisse aus den untersuchten Wirkstoffregimen unter Einfluss
von Bestrahlung.
Oxaliplatin Oxaliplatin + 5-Fluorouracil
Wirkstoff- é vs. Vs.
regime mit Irinotecan Irinotecan + 5-Fluorouracil
Koloniebildungstest | Kein signifikanter Unterschied Kein signifikanter Unterschied
EZAU-Test Kein signifikanter Unterschied Kein signifikanter Unterschied
BrdU-Test Kein signifikanter Unterschied Kein signifikanter Unterschied
v-H2AX-Test Kein signifikanter Unterschied Kein signifikanter Unterschied




Tab. 13: Vergleich der Ergebnisse aus den untersuchten Wirkstoffregimen Oxaliplatin + 5-FU bzw.

Irinotecan + 5-FU mit 5-FU als Monochemotherapeutikum unter Radiatio.

Wirkstoff- Oxaliplatin + 5-Fluorouracil Irinotecan + 5-Fluorouracil
regime mit Vvs. Vvs.
5-Fluorouracil 5-Fluorouracil
Koloniebildungstest PE signifikant erniedrigt: PE signifikant erniedrigt:
Plattiereffizienz FOLFOX < 5-FU (2, 4, 6, 8 Gy) FOLFIRI < 5-FU (2, 4, 6, 8 Gy)
Koloniebildungstest Iégilggg(ﬁliarslt_gan t%dggt): Kein signifikanter Unterschied
Uberlebensfraktion Y
EZAU-Test Kein signifikanter Unterschied Kein signifikanter Unterschied
Zellproliferation signifikant Zellproliferation signifikant
BrdU-Test erniedrigt: erniedrigt:
FOLFOX < 5-FU (1 h, 24 h) FOLFIRI < 5-FU(1 h, 24 h)
Do eﬁ tI; zih{)fgé}g I;IiAI_liﬁkant Anzahl der DNA-Doppelstrangbriiche
v-H2AX-Test pp irhéh ¢ & signifikant erhdht

FOLFOX > 5-FU

FOLFIRI > 5-FU
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