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1 Einleitung

1.1 Einfithrung in das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom (PC) stellt mit etwa 25 % die hdufigste Krebsneuerkrankung
des Mannes dar, mit 12,3 % ist es die zweithdufigste Krebstodesursache bei
Minnern [1, 2]. Mehr als jeder 8. Mann erkrankt im Laufe seines Lebens an einem
PC. Als Tumor des fortgeschrittenen Lebensalters liegt das mediane
Erkrankungsalter bei 71 Jahren, rund 70% der Diagnosen werden nach dem 70.
Lebensjahr gestellt [2].

Ab dem 45. Lebensjahr sind Anamnese und Tastuntersuchung Teil der gesetzlichen
Fritherkennung. Der Marker PSA (Prostata-spezifisches Antigen) spielt eine Rolle
als Screening- und Verlaufsparameter, wird aber auch durch benigne Ursachen
beeinflusst [3]. Das PC verlduft meist initial symptomfrei, im weiteren Verlauf
konnen Symptome wie Harnverhalt, Himaturie oder Inkontinenz auftreten [4]. Bei
fortgeschrittenen Erkrankungen kommt es am haufigsten zu einer ossdren
Metastasierung, welche zu Riicken- und Beckenschmerzen oder pathologischen
Frakturen fiihren kann.

In tber 90% der Fille handelt es sich um Adenokarzinome. Das
histopathologische Grading wird nach Driisenmorphologie nach dem Gleason-
Score vergeben [5, 6]. In der Praxis finden dabei Scores zwischen 6 und 10
Anwendung und zeigen eine direkte Korrelation zum Tumorverhalten und
Krankheitsverlauf [7].

Die beiden bedeutendsten kurativen Therapieoptionen fiir lokal begrenzte
und lokal fortgeschrittene PC sind die perkutane Radiotherapie (RT) und die
operative Therapie [8]. Die RT wird intensitdtsmoduliert (IMRT) und bildgestiitzt
(IGRT) durchgefiihrt. Nach konventioneller Fraktionierung erfolgen flinf
Bestrahlungen pro Woche mit 1,8 - 2 Gy fiir sieben bis neun Wochen bis zu einer
Gesamtdosis von 74 - 80 Gy [9]. Dariiber hinaus etablieren sich zunehmend
hypofraktionierte Behandlungsschemata [10]. Die operative Therapie besteht aus
der radikalen Prostatektomie ggf. mit pelviner Lymphadenektomie. Resektion und

Strahlentherapie gelten als gleichwertig hinsichtlich der Tumorkontrolle, allerdings




zeigen sich flir die Bestrahlung langfristig geringere Nebenwirkungen bei
Kontinenz und Sexualfunktion [11, 12].

Bei mittlerem und hohem Risikoprofil soll (neo-)adjuvant eine
hormonablative Therapie mit Androgendeprivation erfolgen [3]. Fiir frithe und
niedrigmaligne PC kann die regelmiBige Uberwachung (,, Active Surveillance )
angeboten werden, daneben ist auch die Brachytherapie eine Behandlungsoption.
Bei weit fortgeschrittenem Tumorleiden ist ebenfalls ein kontrolliertes Zuwarten
bis zu einem Symptomauftritt (,, Watchful Waiting “) moglich [3].

In den letzten Jahrzehnten ist die Mortalitdt des PC riicklaufig, durch o.g.
Therapieoptionen kann in vielen Fille eine Kuration erreicht werden. Die relative

5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei 91% [2].

1.2 Fraktionierung

Nach dem zeitlichen Auftreten von Bestrahlungsfolgen konnen Gewebe in
frith- (stark proliferierende Gewebe) und spét-reagierend (z.B. Atemwege oder
Urothel) unterteilt werden. Aufgrund einer Erholung der Zellen von sublethalen
Strahlenschéden spielt die Fraktionierung der Gesamtdosis eine wichtige Rolle fiir
die biologische Wirkung [13]. Generell ist der Fraktionierungseffekt, d.h. die
Verringerung der Gewebereaktion durch Fraktionierung der Gesamtdosis in
frilh-reagierendem Gewebe gering und in spit-reagierendem Gewebe stark
ausgepragt [14, 15].

Die Fraktionierungsempfindlichkeit von Tumoren und Geweben kann durch
das linear-quadratische Modell (LQ-Modell nach Kellerer und Rossi) beschrieben
werden [16]. Zelliiberlebenskurven nach Exposition gegeniiber Strahlung zeigen im
Niedrigdosisbereich eine abgeflachte Schulter und im Hochdosisbereich einen
nahezu exponentiellen Verlauf. Diese Eigenschaft der Kurve wird durch zwei
Anteile des Zellschadens durch Bestrahlung erklért: einen o- und einen -Teil [17].
Der a-Teil spiegelt die Wirkung eines einzelnen Sekundirelektrons als
Bestrahlungsfolge und der resultierenden Doppelstrangbriiche (DSB) wider, die
Wabhrscheinlichkeit wéchst linear mit der Dosis D (aD). Der B-Teil steht fiir die

Interaktion zwischen zwei benachbarten DSB, die Wahrscheinlichkeit hierfiir steigt




mit dem Quadrat der Dosis D (BD?). Die Uberlebenswahrscheinlichkeit S einer

Zelle nach Bestrahlung mit einer Einzeldosis D kann durch die Formel

S = e—aD-BD?

angegeben werden.

Die Werte fiir o und B sind hierbei gewebsspezifisch und beschreiben die
Radiosensitivitit der Zellen. Der Quotient bildet den o/B-Wert. Dieser stellt die
Dosis dar, bei der beide Mechanismen einen gleich groflen Anteil an der
Zellschadigung haben und wird in Gray (Gy) angegeben. Gewebe mit einem hohen
o/B-Wert sind weniger reparaturfahig und weniger fraktionierungsempfindlich,
analog ist bei niedrigem o/B-Wert das Gewebe reparaturfahiger und
fraktionierungsempfindlicher [18]. Die meisten Tumoren besitzen als stark
proliferierende Gewebe einen hohen o/B-Wert.

Bei Erhohung der Dosis pro Fraktion gegeniiber der konventionellen
Fraktionierung von 1,8 bis 2 Gy pro Tag wird von einer Hypofraktionierung (HFX)
gesprochen [19]. Die HFX kann bei Tumoren mit niedrigem o/B-Wert einen Vorteil
fiir die Tumorkontrolle durch die Bestrahlung bedeuten und eine Verbreiterung des
therapeutischen Fensters ermdglich. Allerdings erhoht sich dadurch aber auch das
Risiko fiir dosislimitierende Nebenwirkungen des umliegenden Normalgewebes
(fir das PC vor allem Rektum und Blase). Dieses Risiko kann durch eine
verringerte Gesamtstrahlendosis reduziert werden. Fiir Tumoren mit hohen
o/B-Werten wiirde diese Reduktion der Gesamtdosis auch eine Reduktion der
Wahrscheinlichkeit des Therapieerfolgs bedeuten, sodass nur Patienten mit
Tumoren mit einem o/f-Wert, der niedriger als der des dosislimitierenden
Normalgewebes ist, potenziell von einer HFX profitieren wiirden [20]. Des
Weiteren kann die HFX eine verkiirzte Behandlungsdauer, sozio6konomische
Vorteile sowie einen hoheren Patientenkomfort bieten [21].

Fiir das PC als langsam wachsender Tumor wurde, aus klinischen Daten
abgeleitet, erstmals ein niedriger o/B-Wert von Brenner und Hall 1999 postuliert
[22]. Meta-Analysen vermuten einen o/pf-Wert fiir das PC um etwa 1,5 Gy [23].
Daraus ergibt sich die Rationale, dass bei der Behandlung von PC die HFX einen
Vorteil bietet. Mehrere randomisierte Phase-11I-Studien [24-27] zeigen eine
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Nicht-Unterlegenheit der HFX beim PC gegeniiber der konventionellen
Fraktionierung bei keiner oder nur geringer Zunahme der Toxizitét gastrointestinal
und urogenital. Bislang veroffentlichte Follow-Up-Studien nach 10 - 12 Jahren
bestétigen diese Ergebnisse [28-30].

Die statistischen Néherungen des o/p-Werts fiir das PC suggerieren auch
eine deutliche intertumorale Variabilitit mit einem Konfidenzintervall von
0,1-4Gy [31]. Auch der Einfluss des Zeit-Faktors durch die verkiirzte
Behandlungsdauer und dadurch eine Unterschitzung des a/B-Werts fiir das PC wird
diskutiert [32]. Aus dieser Variabilitdt ergibt sich, dass vermutlich nicht alle
Patienten von HFX im gleichen Mal3e profitieren. Zur Anpassung der Therapie fiir
HFX oder die konventionelle Fraktionierung miisste fiir Patienten die individuelle
Fraktionierungsempfindlichkeit pratherapeutisch bestimmt werden kénnen.

Die derzeitigen Kenntnisse iiber a/B-Werte von Tumoren stammen aus
mathematischen Modellierungen groB3er klinischer Studien und experimentell aus
Xenograft-Tumoren [33]. Aus dem Vergleich verschiedener
Fraktionierungsschemata von Patientenkollektiven kann durch mathematische
Modellierung ein a/B-Wert ermittelt werden [23, 25].

Vorarbeiten haben gezeigt, dass eine ausgeprigte Variabilitit der
Stahlenempfindlichkeit des PC zwischen verschiedenen Patienten besteht, die ex
vivo nachgewiesen werden kann [34]. Eine analoge Bestimmung der individuellen
Fraktionierungsempfindlichkeit wurde bislang noch nicht durchgefiihrt. Ob der fiir
die Bestimmung der individuellen Strahlenempfindlichkeit etablierte ex vivo Assay
auch die Bestimmung der Fraktionierungsempfindlichkeit eines individuellen
Tumors vor Beginn der Therapie ermdglicht ist bislang noch nicht untersucht

worden.

1.3 Der YH2AX-Assay

Ionisierende Strahlung 16st in der DNA Doppelstangbriiche (DSB) aus, die
unrepariert potenziell letal sind [35]. Am Ort eines DSB liegt das Histon H2AX in
phosphorylierter Form vor (= YH2AX) [36]. In der Folge binden weitere Proteine
am Ort des YH2AX und es entsteht ein ionizing radiation induced focus (IRIF) [37,




38]. Mit Hilfe eines Immunfluoreszenz-Assays kann dieser Focus sichtbar gemacht
werden. Dabei bildet ein yYH2AX-Focus einen DSB ab [38].

Die zellulire Antwort zur Beseitigung von DSB erfolgt in der Regel
innerhalb weniger Stunden. Dabei kann die Reparatur von DSB {iiber zwei
Reparaturmechanismen, das non homologous End-Joining (NHEJ) und die
homologe Rekombination (HR) erfolgen. Dabei ist das NHEJ die vorherrschende
Variante, hierbei wird ohne Notwendigkeit einer Matrize durch eine Proteinkaskade
der DSB wiederhergestellt. Die HR basiert auf der Reparatur entlang der
Schwesterchromatiden und ist daher weniger fehleranfillig.

Im Rahmen der Zellreparaturmechanismen werden DSB beseitigt und
YH2AX dephosphoryliert, sodass die Anzahl der Foci sinkt [39]. Residuelle Foci
reprasentieren damit unreparierte, potenziell letale DSB als Ausdruck der
Strahlenwirkung [35, 40].

Fiir eine zuverldssige Foci-Bestimmung miissen normoxische Bedingungen
sichergestellt sein [41, 42]. In Vorarbeiten mit dem YH2AX-Assay wurden hierfiir
Pimonidazol- und BrdU-Fiarbungen genutzt, um zu gewihrleisten, dass
ausschlieBlich ausreichend oxygenierte und proliferierende Gewebeabschnitte
ausgewertet werden. Des Weiteren konnen unabhingig von der Bestrahlung
Microfoci auftreten, die zu Ungenauigkeiten in der Auswertung fiihren konnen [43].
AuBerdem wurde eine Abhdngigkeit vom Zellzyklus gezeigt [44, 45] sowie eine
deutliche Uberexpression von Foci bei Zellen in Apoptose [46]. yYH2AX-Foci sind
nicht bestrahlungsspezifisch, verschiedene Noxen konnen zur Foci-Ausbildung
fiihren [47].

Der yYH2AX-Assay konnte in den vergangenen Jahren als sensitives
Verfahren zur Quantifizierung der Strahlenempfindlichkeit in vitro und ex vivo
etabliert werden. Menegakis et al. konnten 2015 erstmalig mit Hilfe des
YH2AX-Assays die Strahlensensitivitét ex vivo an einem weitreichenden Kollektiv
aus 25 Patienten und zehn verschiedenen Tumorentititen bestimmen [48, 49]. Die
nachgewiesenen Foci pro applizierte Dosis waren dabei konsistent gegeniiber der
erwarteten Strahlenwirkung mit einer hohen Anzahl fiir strahlensensitive und einer
niedrigen Anzahl fiir strahlenresistente Tumoren. Das PC zihlte hierbei zu den

intermediér sensiblen Tumoren [48]. In der Arbeit von Menegakis et al. zeigten sich




im Vergleich mehrerer Tumorentititen die hochsten intertumoralen Unterschiede
fiir das PC [49].

Auch in der darauffolgenden Arbeit von De-Colle et al. konnte mit Hilfe des
YH2AX-Assays ex vivo beim Vergleich von PC von 21 Patienten eine erhebliche
Heterogenitit der Strahlenempfindlichkeit nachgewiesen werden mit Werten
zwischen 0,8 und 3,2 Foci/Gy [34]. Dabei wurde auch die intratumorale Variabilitét
des PC mit dem yH2AX-Assay untersucht. Diese zeigt sich gegeniiber der
intertumoralen Heterogenitit wesentlich geringer ausgeprégt, sodass eine klinische
Anwendung basierend auf Tumorbiopsien moglich erscheint.

Die Ergebnisse dieser Vorarbeiten sowie die einfache Anwendbarkeit und
vergleichsweise schnelle Auswertbarkeit des Assays machen den YH2AX-Assay zu
einer vielversprechenden Methode fiir die Bestimmung der intrinsischen
Radiosensitivitit fiir eine individualisierte Behandlung.

Vergleichbare Experimente zur Bestimmung der
Fraktionierungsempfindlichkeit des PC mit Hilfe des YH2AX-Assays ex vivo
wurden bislang noch nicht durchgefiihrt.

In vitro kann der Fraktionierungseffekt fiir Zellkulturen auch mit Hilfe von
Kolonie-Bildungs-Assays experimentell untersucht werden [50]. /n vivo ist keine
individuelle Bestimmung moglich, hier konnen lediglich posttherapeutisch
Patientengruppen, die in unterschiedlichen Fraktionierungen behandelt wurden,
verglichen werden, um Riickschliisse auf die Fraktionierungsempfindlichkeit zu
ziehen [25, 51]. Es besteht somit bislang keine klinisch einsetzbare Methode fiir die
Bestimmung der individuellen Fraktionierungsempfindlichkeit vor
Therapiedurchfiihrung. Die prinzipielle Machbarkeit eines solchen Tests durch den
YH2AX-Assay ist Gegenstand dieses Projekts.

Aus den dargestellten Sachverhalten leiten sich fiir die vorliegende Arbeit

folgende Zielstellungen ab:

1. Quantifizierung des Fraktionierungseffekts durch den YH2AX-Assay in
vitro und Darstellung unterschiedlicher Fraktionierungssensitivitdten zwischen

Zelllinien.




2. Quantifizierung des individuellen Fraktionierungseffekts ex vivo an PC-

Gewebe.

3. Evaluation einer potenziellen Nutzbarkeit des YH2AX-Assays fiir die
Bestimmung der individuellen Fraktionierungsempfindlichkeit prétherapeutisch

ex vivo.

Die Etablierung eines zuverldssigen Testsystems hétte klinische Relevanz fiir die
zielgerichtete, individuelle Therapie nach den spezifischen Tumoreigenschaften,

um die bestmogliche, personalisierte Behandlung zu erreichen.




2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien
Fiir die in vitro Experimente wurden vier Zelllinien verwendet, Dul45, PC3,
LNCaP und FaDu. Die ersten drei genannten sind PC-Zelllinien, FaDu hingegen ist

eine Zelllinie, die aus einem Kopf-Hals-Plattenzellkarzinom gewonnen wurde.

Dul45 war die weltweit erste PC-Zelllinie, die etabliert werden konnte [52].
Sie wurde im Jahre 1975 von K. R. Stone et al. (Duke University Medical Center,
Durham, USA) aus einer Hirnmetastase eines Prostata-Adenokarzinoms eines
69-jahrigen Patienten kultiviert [53]. Die Zelllinie gilt als schwach
Androgenrezeptor (AR)-positiv [54, 55], aber als nicht hormonsensitiv [56-58].

PC3 wurde 1979 von M. E. Kaighn et al. (Laboratory of Human
Carcinogenesis, National Cancer Institute, Bethesda, USA) aus einer
Knochenmetastase der Wirbelsdule eines 62-jahrigen Patienten etabliert [59]. PC3
gilt als nicht hormonsensitiv [57, 60] und zeigt ebenfalls eine geringe Expression
des AR [54]. Die Zelllinie zeigt auch Charakteristika von neuroendokrinen
Tumoren wie die Expression von Chromogranin A (CgA) und

neuronenspezifischer Enolase (NSE) [61, 62].

LNCaP wurde 1977 von J. S. Horoszewicz et al. (Roswell Park Memorial
Institute, New York, USA) aus einer supraklavikuldren Lymphknotenmetastase
eines Adenokarzinoms der Prostata eines 50-jdhrigen Patienten etabliert [63].
LNCaP exprimiert AR und PSA und zeigt ein stirkeres Wachstum unter
Androgenen [61, 63]. Aber auch unter Abwesenheit von Androgenen zeigt sich ein

Zellwachstum, sodass LNCaP nicht vollig Androgen-abhéngig ist [58].

FaDu ist eine Plattenzellkarzinom-Zelllinie, die 1972 aus einem
Hypopharynx-Karzinom von S. R. S. Rangan et al. (Johns Hopkins University
Center for Medical Research and Training, Baltimore, USA und S.S.K.M. Hospital,
Kalkutta, Indien) etabliert wurde [64]. Die Zelllinie ist in der Arbeitsgruppe gut
bekannt, gilt als moderat radiosensitiv und wurde als Referenz in die Experimente

eingeschlossen [65-67].




2.1.2 Inkubationsbedingungen

Die Inkubationsbedingungen lagen bei 37 °C, 4 % CO; und 21 % Oa.

Die Zellen wurden regelmifig bei Erreichen einer Konfluenz von etwa 90

% gesplittet. Die Kultivierung erfolgte in RPMI-Medium mit zusétzlich 10 % FBS.

Es wurde darauf geachtet, moglichst niedrige Passagierungszahlen fiir Experimente

zu benutzen (< 25). Einzig fir LNCaP lag die maximale Passagierungsanzahl

aufgrund der Ausstattung der Arbeitsgruppe und unzureichendem Anwachsen von

aufgetauten Zellen mit niedriger Passagierungszahl bei 35.

Ex vivo Gewebe wurde in DMEM inkubiert mit zuséatzlich FBS, Penicillin
Streptomycin, NEAA und HEPES-Puffer (Rezeptur siehe 2.1.5).

2.1.3 Antikorper

Antikorper Isotyp Klon Block Verdii Hersteller
nnung
Anti-Phospho- Maus IgGl, JBW BSA 1:1000  Merck KGaA,
Histon H2AX  monoklonal 301 Deutschland
Alexa Flour™  Ziege anti- BSA 1:400  Life Technologies
488 Tyramid  Maus IgG (Invitrogen), USA
Anti- Maus IgGl, NPI  PBS 1:50 Hypoxyprobe
Pimonidazol monoklonal 4.3.1 Inc., USA
1.3
Anti-BrdU Maus IgG1l, Bu PBS 1:50 BioRad, USA
monoklonal  20a
Tabelle 1: Antikorper
2.1.4 Chemikalien
Chemikalie Hersteller
ARK™ Kit Dako Deutschland GmbH,
Deutschland
ABC-Kit Vectastain, Vector
AEC-Kit Sigma Aldrich Co., USA
Agarose Sigma Aldrich Co., USA
BrdU SERVA Electrophoresis,
Deutschland




BSA Carl Roth GmbH & Co.KG,
Deutschland

Citronensdure-Monohydrat Merck KGaA, Deutschland

DAB Chromogen Dako Deutschland GmbH,
Deutschland

Dako Faramount Medium Dako Deutschland GmbH,
Deutschland

DAPI Sigma Aldrich Co., USA

DMEM Biochrom GmbH, Deutschland

DMSO Sigma Aldrich Co., USA

Ethanol SAV Liquid Production

FBS Biochrom GmbH, Deutschland

Fluoreszenz Mounting Medium Dako Deutschland GmbH,
Deutschland

Formaldehydldsung 4% SAV Liquid Production GmbH,
Deutschland

Héamatoxylin Sigma Aldrich, USA

H>O» Merck KGaA, Deutschland

HEPES-Puffer Biochrom GmbH, Deutschland

K2HPO4 Sigma Aldrich Co., USA

KCI Carl Roth GmbH & Co0.KG,
Deutschland

NaxHPO4 Sigma Aldrich Co., USA

NaCl VWR Chemicals International,
Belgien

Natriumpyruvat Biochrom GmbH, Deutschland

NEAA Biochrom GmbH, Deutschland

NiCl, Sigma Aldrich Co., USA

Penicillin/Streptomycin

Biochrom GmbH, Deutschland

Pimonidazol Natural Pharmacia International, USA
RPMI Life Technologies (Gibco), USA
Triton X100 Merck KGaA, Deutschland

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Sigma Aldrich Co., USA

Trypsin

Life Technologies (Gibco), USA

TSA SuperBoost™ Kit

Life Technologies (Invitrogen), USA

Xylol

AppliChem GmbH, Deutschland

Zitronensdure-Monohydrat

Sigma Aldrich Co., USA

Tabelle 2: Chemikalien




2.1.5 Medium und Losungen

Name Bestandteile Menge
RPMI + 10 % FBS (550 ml) RPMI-Medium 500 ml
FBS 50 ml
DMEM complete (587 ml) DMEM-Medium 500 ml
FBS 58 ml
HEPES-Puffer 11,6 ml
NEAA 5,8 ml
Natriumpyruvat 5,8 ml
Penicillin/Streptomycin 5,8 ml
DMEM complete + DMEM complete 587 ml
Pimonidazol/BrdU Pimonidazol 336,6 ul
BrdU 178,1 pl
PBS (11) NaCl 8g
Na;HPO4 x 2H,0 1,44 g
KCl 02¢g
K2HPO4 02¢g
Aqua dest. 11
Citratpuffer (1 1) 0,1 mol/l Tri-Natriumcitrat- 82 ml
Dihydrat
0,1 mol/l1 Citronensiure- 18 ml
Monohydrat
Aqua dest. 900 ml
BSA-Losung (10 ml) BSA 0,1g
PBS 10 ml
Agarose-Gel Agarose 1,5 %
DMEM 98,5 %
Héamatoxylin (1 1) Natriumiodat 0,2g
Kristallines Himatoxylin lg
Zitronensduremonohydrat lg
Chloralhydrat 50g
Aluminumkaliumsulfat- 50g
Dodecahydrat
Epitope Retrieval A (0,1M) Zitronensdauremonohydrat 21,0l gin 1
1 Aqua dest.
Epitope Retrieval B (0,1M) Tri-Natrium-Zitrat-Dihydrat 29,44 gin 1
1 Aqua dest.
Zitrat-Puffer Epitope Retrieval A (0,1M) 82 ml
Epitope Retrieval B (0,1M) 18 ml
Aqua dest. 900 ml

Tabelle 3: Medium und Lésungen




2.1.6 Laborutensilien

Utensil

Hersteller

Adhésionsobjekttrager SuperFrost

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

IHC-Objekttrager TOMO Adhesive
Glass Slides

Matsunami Glass Ind., Japan

HE-Objekttrager

R. Langenbrinck, Deutschland

Deckgliser

R. Langenbrinck, Deutschland

BD-Falcon T-25-Flaschen

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

BD-Falcon T-75-Flaschen

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Petrischalen klein/grof3

Greiner Bio-One International GmbH,
Osterreich
Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Falcon-Rohrchen 10 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Falcon-Rohrchen 50 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Kryotubes Greiner Bio-One International GmbH,
Osterreich

Eppendorftubes Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland

Filterkarten Cytospin Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Neubauer-Zahlkammer

NanoEnTek Inc., USA

Pipettenspitzen

Greiner Bio-One International GmbH,
Osterreich
Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Stripetten Costar 2/5/10/25/50 ml

Corning Inc., USA

Finbettkastchen

Engelbrecht GmbH, Deutschland

Skalpell

B. Braun Melsungen AG, Deutschland

Pinzette

Aesculap AG, Deutschland

Tabelle 4: Laborutensilien

2.1.7 Geriite

Gerit

Hersteller

Axio Imager Z1 Apotome Fluoreszenz
Mikroskop

Carl Zeiss AG, Deutschland

Axiovert 200 Floureszenzmikroskop

Carl Zeiss AG, Deutschland

AxioCamMRm Monochrome Digitalkamera

Carl Zeiss AG, Deutschland

Objektiv fiir Axiovert 200

Carl Zeiss AG, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop (40x, 1,6 Ol, Neofluar)

Lichtmikroskop Weilovert S

Hund, Deutschland

Inkubator HERA Cell 240

Thermo Fisher Scientific,
Deutschland




Nanozoomer

Hamamatsu, Japan

Zentrifuge 5804R und 5417R

Eppendorf, Deutschland

Sterilwerkbank

BDK Luft- und
Reinraumtechnik, Deutschland

Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr-Comfort

Liebherr, Deutschland

Gefrierschrank (-80 °C) Herafreezer

Heraeus, Deutschland

Cryo 1 Freezing Container

Nalgene, Thermo Fisher
Scientific, Deutschland

Pipettierhilfe Pipetboy Acu

Integra Biosciences,
Deutschland

Pipetten 10 pl, 100ul, 200ul, 1000ul

Eppendorf AG, Deutschland

Mikrotom

Carl Zeiss, Deutschland

LINAC 6 MV-Photonen

Elekta, Schweden

Tabelle 5: Geriite

2.1.8 Software

Name Hersteller

ZEN lite blue edition Version 2.5.75.0 Carl Zeiss AG, Deutschland

NDP.view2 Version 2.7.25

Hamamatsu Photonics, Japan

Imagel Version 1.54g

NIH, USA

GraphPad Prism Version 5.04

GraphPad Software, USA

Tabelle 6: Software

2.1.9 Berechnungen fiir Immunfloureszenzfirbungen

Die Herstellung des Gesamtvolumens der Losungen fiir die Farbungen erfolgte je

nach Anzahl n der zu farbenden Schnitte bzw. fiir in vitro fir die zu farbenden

Zell-Spots (zwei pro Objekttrager). Je Schnitt bzw. Spot wurde ein Volumen von

100 pl vorgesehen.

Reagenz Zielgrofie Formel
Gesamtvolumen Vges =nx 100 pl

YH2AX-Antikdrper  Verdiinnung anti-yH2AX 1:1000
Volumen Antikorper Vak = Vges/ 1000
Volumen Block-Reagenz = Vges — Vak

VBlock

Stopp-Losung

Verdiinnung Stopp-Losung  1:11

Volumen Stopp-

Stammldsung Vsiopp

:Vges X (111)
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Volumen PBS Vpas

= Vges - VStopp

DAPI Verdiinnung DAPI 1:1000
Volumen DAPI Vpapi = Vges/ 1000
Volumen PBS Vpgs = Vyges - VparI
Tyramid Volumen 100X Tyramid =nx 1yl
Amplifikation Stammldsung
Volumen 100X H20»- =nx1pl
Losung
Volumen X Reaktionspuffer =n x 100 pl

Tabelle 7: Berechnungen fiir Inmunfloureszenzfirbungen

2.1.10 Berechnungen fiir Immunhistochemiefiirbungen

Reagenz Zielgrofie Formel
Gesamtvolumen V ges =nx 100 pl
BrdU-Antikorper und Anti-BrdU-Konzentration 262 pg/ml
ARK Antikorper-Verdiinnung 1:50
Volumen BrdU-Antikorper = Vges / 50
Vak
Volumen Biotinylierung = (262 ng/ml/
VBio 100pg/ml) X Vak
Volumen Block-Reagenz =~ = Viges /25
VBlock
Volumen PBS Vpgs = Vges — (Vak + VBio +
VBlock)
DAB-Chromogen Volumen DAB-Substrat =n/10
Vsub
Volumen DAB- 1 Tropfen je ml Vsup
Chromogen
Volumen Nickelchlorid 2,5 ulje ml Vs
Peroxidase Loschpuffer Konzentration H,O»- 30 %
Grundlosung
Volumen H>02 V202 = Vges / 100
Volumen PBS Vpgs = Vges — V202
Pimonidazol- Anti-Pimonidazol- 500 pg/ml
Antikorper Konzentration
Verdiinnung Anti- 1/100
Pimonidazol
Volumen Antikdrper Vak = Viges / 100
Volumen Block Serum Vs = = Viges - Vak
Volumen PBS 10 ml
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Biotinylierter Volumen Serum 150 pl

Antikorper ABC Kit Volumen 50 pl
Biotinylierungsantikorper

Vectastain ABC Elite Volumen PBS 5ml

Reagenz Volumen Reagenz A 100 pl
Volumen Reagenz B 100 pl

AEC-Kit Aqua dest. 4 ml
Acetat Puffer 2 Tropfen
AEC Chromogen 1 Tropfen
H202 3% 3 Tropfen

Tabelle 8: Berechnungen fiir Inmunhistochemiefirbungen

2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine Zellkultur

Zu Beginn der experimentellen Arbeit wurden die Zellen aus der Lagerung in
fliissigem Stickstoff bei -160 °C aufgetaut und in RPMI-Medium ausgesét. Die
Zellen wurden frithestens zwei Passagierungen nach Auftauen fiir Experimente

verwendet.

Zur Erhaltung wurden die Zellen beim Erreichen von Subkonfluenz
gesplittet. Nach Waschen mit PBS erfolgte die Ablosung der Zellen vom
Flaschenboden durch Inkubation mit Trypsin, Vermengung mit frischem Medium
und die Zentrifugation bei 1200 G und RT fiir fiinf Minuten. Das Zell-Pellet wurde
mit frischem Medium vermengt, die Gesamtzellzahl mit Hilfe von
Neubauer-Zahlkammern abgeschétzt und die Menge an Zellsuspension fiir 100 000

Zellen in einer T75-Flasche ausgesit.

2.2.2 Proliferation Assay

Fiir alle verwendeten Zelllinien wurden Proliferation Assays durchgefiihrt und
einmal wiederholt. Dafiir wurden in zehn T25-Flaschen jeweils 100 000 Zellen
ausgesit und nach 24 Stunden das Medium einmalig gewechselt. Nach der Aussaat
erfolgte in den darauffolgenden zehn (fiir Dul45, PC3 und FaDu) bzw. 14 Tagen
(fir LNCaP) im Abstand von 24 h jeweils eine Auszidhlung einer Flasche mittels

Zihlkammern und eine Beurteilung des Grades der Konfluenz. Aus den taglichen
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Zdhlungen wurde eine Wachstumskurve erstellt und eine Verdopplungszeit

ermittelt.

2.2.3 Berechnung Proliferation Assay

Aus den Ergebnissen des Proliferation Assay wurde mit folgenden Formeln fiir
exponentielles Wachstum die Verdopplungszeit tv errechnet. Aufgrund der
Begrenzung des Wachstums ab Erreichen der Subkonfluenz wurden hierbei nur die

ersten sechs Tage, fiir LNCaP die ersten zehn Tage beriicksichtigt.

y(t) = y(0) - e®V

y(0) stellt den Startwert der 100 000 ausgesdten Zellen dar, t die Zeit nach Aussaat
in Tagen und k die Wachstumskonstante. Daraus kann die Verdopplungszeit ty

errechnet werden.

2.2.4 Cytospin und Fixierung

Die Zellen wurden aus der Zellkulturflasche mit Hilfe von Trypsin gel6st und
gezdhlt. Die daraus errechnete Menge fiir 500 000 Zellen wurde mit PBS
gewaschen. Fiir die Zentrifugation mit dem Cyfospin wurden 125 pL der
Zellsuspension pro Spot entnommen, sodass jeweils ca. 62 500 Zellen auf einem
Spot vorhanden sind. Die Zentrifugation erfolgte fiir zwei Minuten bei 200 RPM in
RT. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 15 Minuten in 4-prozentigem Formalin
fixiert und entweder sofort gefédrbt oder bis zur Farbung bei 4 °C und Dunkelheit in
PBS aufbewahrt.

2.2.5 Ubersicht Versuchsablauf in vitro

Fiir die in vitro Bestrahlungsexperimente wurden jeweils 100 000 Zellen in
T25-Zellkulturflaschen ausgesit. Nach 24 Stunden Inkubation wurde das Medium
gewechselt, anschliefend wurden die Zellen weiter inkubiert, bis die Subkonfluenz
bei ca. 90 % erreicht war (Dul45, PC3 und FaDu drei Tage, LNCaP sieben Tage).

Die Inkubationsdauer basierte auf den Ergebnissen der zuvor durchgefiihrten

23 |



Proliferation Assays der Zelllinien. Anschlieend erfolgte die Bestrahlung der
Zellen innerhalb von 96 Stunden und weitere 24 Stunden Inkubation (siche Tabelle
9). Dann wurden die Zellen aus den Zellkulturflaschen geldst und mittels Cytospin
auf Objekttrager iibertragen und die Immunfluoreszenzfirbung fiir YH2AX
durchgefiihrt (siche Abbildung 1).

Aussaat

100.000 Zellen in . .
T25-Flaschen Fraktionierte Cytospin und

. Bestrahlung vyH2AX-Staining
RPMI-Medium

7 Ansitze

Abbildung 1: Ubersicht der Arbeitsschritte in vitro
Fiir die Bestrahlung von Du145, PC3, LNCaP und FaDu.

Alle bestrahlten Zellen erhielten dieselbe Gesamtdosis von 8 Gy. Allerdings
unterschieden sich die Fraktionierung und somit die Einzeldosen der Bestrahlungen
(siche Tabelle 9: Fraktionierte Bestrahlungsschemata in vitro). Fir die
Vergleichbarkeit des unreparierten DNA-Schadens nach Bestrahlung wurde
dieselbe Dauer von 24 Stunden zwischen der letzten Bestrahlung und dem
Abstoppen der Zellen angestrebt.

Eine Erfiillung beider Kriterien aus derselben Dauer zwischen erster und
letzter Bestrahlung und dem gleichméfigen Abstoppen nach 24 Stunden nach
Bestrahlung war fiir die einmalige Bestrahlug mit einer Einzeldosis von 8 Gy nicht
moglich. Daher wurde dieser Versuchsarm gedoppelt: Im Versuchsarm 1x 8 Gy |
wurden die Zellen nach 24 Stunden abgestoppt und damit 72 Stunden vor dem Ende
des Experiments. Bei 1x 8 Gy II wurde die Experimentdauer identisch mit den
anderen Gruppen gehalten, allerdings lag dadurch die Dauer zwischen der
Bestrahlung und dem Abstoppen bei 96 Stunden. Ebenso wurden fiir die zwei
unterschiedlichen Zeitpunkte des Abstoppens die unbestrahlte Kontrolle gedoppelt
(siche Tabelle 9).
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Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5
8 Uhr | 14Uhr | 8 Uhr | 14 Uhr | 8 Uhr | 14 Uhr | 8 Uhr | 14 Uhr | 14 Uhr
Ko. I - - - STOP
Ko. II = = - - - - - - STOP
8x 1 Gy 1 Gy 1 Gy 1 Gy 1 Gy 1 Gy 1 Gy 1 Gy 1 Gy STOP
4x 2 Gy - 2 Gy - 2 Gy - 2 Gy - 2 Gy STOP
2x 4 Gy - 4 Gy - - - - - 4Gy | STOP
1x8Gyl - 8 Gy - STOP
Ix8 Gy Il - 8 Gy - - - - - - STOP

Tabelle 9: Fraktionierte Bestrahlungsschemata in vitro
Applikation der Gesamtdosis von 8 Gy iiber 96 Stunden. Nach dem Abstoppen erfolgt unmittelbar die YH2AX-
Féarbung.

2.2.6 yH2AX-Firbung in vitro

Die yH2AX-Farbung erfolgte analog zum etablierten und publizierten Protokoll
[66, 69]. Fiir die Firbung wurden die Zellen zunédchst mit Triton X100
permeabilisiert und anschliefend BSA-Losung inkubiert. Darauthin wurden die
Zellen mit dem Primérantikérper gegen das phosphorylierte H2AX-Histon
bebriitet. Die anschlieBende EGFP-Floureszenzmarkierung erfolgte durch
Inkubation mit dem Sekunddrantikorper Alexa 488. Die Gegenfirbung der
Zellkerne wurde mit DAPI durchgefiihrt. AbschlieBend wurden die Slides mit
Fluoreszenz-Eindeckmedium konserviert und bis zur Untersuchung am Mikroskop
bei 4 °C und Dunkelheit gelagert. Die Zellen wurden zwischen den

Behandlungsschritten in PBS gewaschen.

2.2.7 Bildgebung am Floureszenzmikroskop in vitro

Fiir die Auswertung wurden die Schnitte an einem ZEISS Floureszenzmikroskop
in 40-facher VergroBBerung mit Hilfe der Software ZEN Blue beurteilt und Bilder
aufgenommen. Dabei wurden in Z-Richtung fiinf einzelne Bilder im Abstand von

0,5 um aufgenommen. Die Regions of Interest (ROI) wurden durch den
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Untersucher zufillig ausgewéhlt. Dabei wurden die Zellen nur unter Belichtung der
Zellkerne (DAPI, Anregungswellenldnge: 353 nm, Filter: 335 - 383 nm.
Emissionswellenldnge: 465 nm, Filter: 420 - 470 nm) aufgesucht und ausgewahlt.
Fir EGFP lag die Anregungswellenldnge bei 488 nm bei einem Filter von
450 -490 nm und die Emissionswellenlinge bei 509 nm mit Filter von
500 - 550 nm. Die fiinf Einzelbilder wurden mit Hilfe des Programms ZEN Blue zu
einer 2D-Projektion maximaler Intensitdt zusammengefiihrt. Es wurden Bilder
einer Zelllinie und eines Experiments immer am selben Tag und unter gleichen
Bedingungen aufgenommen. Die Belichtungszeit lag fiir DAPI bei 5 ms und fiir
EGFP bei 800 ms.

2.2.8 Auswertung der yH2AX-Foci
Das Ziel waren fiir die Auswertung jeder Bedingung und jeder Zelllinie mindestens
150 Zellen, in Einzelféllen konnte dies nicht erreicht werden. Zur Auswertung
wurden die Bilder gleichmiBig mit Hilfe des Programms ZEN Blue zur
Kontrasterhohung bearbeitet und manuell ausgezéhlt. Hierfiir wurden die Zellen
mit Hilfe des Programms /mage J auf den Bildern ausgewaihlt, markiert und die
GroBe und die Flache des Zellkerns bestimmt. Die Markierung der Zellkerne erfolgt
iiber eine Image-J-Macro, die iiber die Funktionen der
Wasserscheidentransformation, Liickenfiillung und Partikelerkennung die
Zellkerne erkennt, umrandet und die Kernfldche berechnet.

Die Anzahl der yYH2AX-Foci wurde manuell ausgezihlt und tabellarisch
festgehalten (siche Abbildung 2).
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Zellen Fliche in Foci
jum?
1 1092707 0
2 935,803 19
3 1606 619 0
4 924,784 1
50 um 5 985,32 5
6 1608.873 48
7 773,283 9
8 976,304 14
9 710,171 18
10 1267.07
11 445,165
12 147798 10
13 116403
== 14 1037.484 0
50 pm
15 984 837 1
16 796 467 4
17 1142.778 10
18 1010114 3
19 1015.427 5
20 2073 358 30
21 1899 639 0
22 2405.662 24
23 1938.762 14
M jun 24 1827.672 7

Abbildung 2: Auswertung der YH2AX-Foci in vitro

Am Beispiel fiir die Zelllinie PC3 und Bestrahlung mit 1x 8 Gy. A) DAPI-Aufnahme der Zellkerne. Am
Programm ZEN Blue kénnen selektiv nur einzelne Kanile gezeigt werden. B) Die Umrandung der Zellen
erfolgt am DAPI-Bild mittels automatischer Zellkernerkennung. Apoptotische, nur teilweise erfasste oder
iiberlagerte Zellen (*) werden manuell aus der Auswertung entfernt. C) Am Fusionsbild aus DAPI und EGFP
werden fiir die markierten Zellen die Foci ausgezéhlt. D) Die Foci-Anzahl wird mit der Flache der Zellen in
einer Tabelle festgehalten. Um die Zielanzahl von 150 Zellen zu erreichen, werden mehrere Ausschnitte der
Zellspots auf diese Weise ausgewertet.

Analog zur Normalisierung in vorausgegangenen Arbeiten [68, 70] wurde die
Anzahl der Foci mit der KerngroB3e in Relation gesetzt. Dafiir wurde die Anzahl der
gezdhlten Foci Nfoci mit dem Verhiltnis der GroBe des jeweiligen Kerns Area;
gegeniiber der durchschnittlichen Kerngrof3e der Zelllinie bzw. der ex vivo Zellen

Arean multipliziert.

. Area,, ]
cfoci = ( > -Nfoci

Area;
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Dariiber hinaus wurde die Foci-Anzahl der unbestrahlten Kontrolle (cfociogy)
abgezogen. Wenn diese Subtraktion ein negatives Ergebnis zur Folge hatte wurde
die Foci-Anzahl mit 0 angegeben. Daraus ergibt sich fiir die normalisierte Anzahl

der Foci nfoci:

Area,,

nfoci = ( ) -Nfoci— cfociyg,

Area;

Fiir die Priifung der statischen Signifikanz wurde die Bonferroni-Korrektur fiir die
multiplen Tests der ANOVA-Analyse genutzt. Dabei wurden p-Werte unter 0,05

als statistisch signifikant gewertet.

2.2.9 Exvivo Assay fiir Patientenmaterial
Fiir das Vorgehen mit Patientenmaterial und -daten lag eine positive Bewertung
durch die Ethikkommission vor (135/2019B02, 022/2016B01, 426/2013B01).

Das ex vivo Material wurde direkt aus dem Operationssaal in DMEM-
Medium erhalten und unmittelbar aufgearbeitet. Dafiir wurde das erhaltene Gewebe
in mehrere kleine, mdglichst diinne Stiicke zerteilt, welche dann auf Agarose-
beschichtete Petrischalen verteilt wurden. Die Petrischalen mit den Gewebestiicken
wurden anschlieBend mit DMEM aufgefiillt, sodass das Material vollstindig
bedeckt war. AnschlieBend wurde bei 37 °C inkubiert und 24 Stunden nach Erhalt
zum ersten Mal bestrahlt (siche Abbildung 3 sowie Tabelle 10).

Vier Stunden vor der ersten Bestrahlung wurde ein Mediumwechsel
durchgefiihrt zu DMEM + Pimonidazol/BrdU. Nach erfolgter Bestrahlung wurde
das Medium wieder zu DMEM gewechselt.

Fir die Fixierung wurden die Gewebestiicke aus den Petrischalen in
Einbettkdstchen gelegt und fiir mindestens 72 Stunden in 4-prozentigem Formalin
bei RT gelagert. AnschlieBend erfolgte die Einbettung in Paraffin. Aus dem
eingebetteten Material wurden mit Hilfe eines Mikrotoms Schnitte mit einer Dicke
vom 3 um angefertigt. Es wurden jeweils drei konsekutive Schnitte fiir je eine HE-,

IHC- und YH2AX-Férbung genutzt, sodass dieselben Zellen angeschnitten waren.
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Abbildung 3: Ubersicht Experiment ex vivo

A) Erhalt der Proben aus dem OP nach Prostatektomie. B) Zuschneiden und Verteilen auf die verschiedenen
Versuchsarme, Inkubation auf DMEM und Agar, vor Bestrahlung Mediumwechsel (DMEM +
BrdU/Pimonidazol, hier nicht gezeigt). C) Bestrahlung innerhalb von 48 h. D) Einbetten in Paraffin und drei
konsekutive Schnitte am Mikrotom. E) HE-Farbung eines der drei Schnitte. F) Bewertung durch einen
Pathologen bzgl. des Tumorgehalts der Schnitte. Bei positiver Tumorbewertung G) IHC-Féarbung auf BrdU
und Pimonidazol und H) yH2AX-Féarbung sowie anschlieBende Auswertung am Floureszenzmikroskop.
Abbildung erstellt auf BioRender.com

2.2.10 Ubersicht Versuchsablauf ex vivo

Fiir die Experimente mit ex vivo Prostata-Gewebeproben wurde ein dhnliches
Design im Vergleich zu den in vitro Experimenten gewdhlt. Als minimale Dauer
zwischen den einzelnen Bestrahlungen wurden sechs Stunden gewihlt. Analog zum
in vitro Ablauf wurden die Proben nach Erhalt fiir 24 Stunden inkubiert. Anders als
bei den in vitro Experimenten wurde der Zeitraum zwischen den einzelnen
Bestrahlungen fiir alle Bedingungen konstant bei sechs Stunden gehalten. Alle

Proben wurden sechs Stunden nach der letzten Bestrahlung abgestoppt und fixiert.
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Daraus ergeben sich unterschiedlich lange Behandlungszeiten (siche Tabelle 10).
Die unbestrahlte Kontrolle wurde zusammen mit dem lidngsten dauernden
Versuchsarm fixiert. Die Fixierung in Formalin erfolgte fiir mindestens 72 Stunden

und anschlieend die Einbettung in Paraffin.

Zeit nach

24 h 30h 36 h 42 h 48 h 54 h 60 h 66 h 72 h
Probenerhalt
Ko. - - - - - - - - STOP
8x 1 Gy 1Gy | 1Gy 1 Gy 1 Gy 1 Gy 1 Gy 1 Gy 1 Gy | STOP
4x 2 Gy 2Gy | 2Gy 2 Gy 2 Gy STOP
2x 4 Gy 4Gy | 4Gy | STOP
1x 8 Gy 8 Gy | STOP

Tabelle 10: Fraktionierte Bestrahlungsschemata ex vivo

Beginn der Bestrahlung nach Inkubation fiir 24 h einschlieBlich Mediumwechsel auf DMEM +
Pimonidazol/BrdU vier Stunden vor der ersten Bestrahlung. Applikation der Gesamtdosis von 8 Gy. Abstoppen
durch Fixierung in Formalin.

2.2.11 IHC-Firbung Gewebeschnitte

Die Fiarbung wurde entlang etablierter Protokolle durchgefiihrt [68]. Vor der
Féarbung erfolgte die Entparaffinierung mit Xylol und die Rehydratisierung mit
einer Ethanolreihe mit absteigender Konzentration. AnschlieBend erfolgte die
Antigendemaskierung durch Kochen in Citratpuffer. Zwischen den einzelnen
Schritten wurden die Schnitte in PBS gewaschen.

Fiir die BrdU-Firbung wurde zunichst das ARK™-Kit verwendet. In einem
ersten Schritt erfolgte die Applikation des im Kit enthaltenen Peroxidase-Block.
Der Anti-BrdU-Antikérper wurde zundchst mit dem Biotinylierungsreagenz
inkubiert, bevor das Block-Reagenz hinzugegeben wurde. Mit dieser vorbereiteten
Antikorperlosung wurden die Schnitte bei 37 °C inkubiert. Anschlie8end erfolgte
die Zugabe der im Kit enthaltenen Losung von Streptavidin/Peroxidase. Als letzter
Schritt der BrdU-Féarbung dann die Applikation des DAB-Chromogen.

Anschliefend wurde erneut die endogene Peroxidase-Aktivitdt durch
Applikation von H2O2-Losung geddmpft. Darauthin wurde fiir die Pimonidazol-
Féarbung das Vectastain ABC-Kit verwendet. Die Schnitte wurden zunédchst mit der
Block-Losung inkubiert. Ohne einen Waschschritt wurde dann der

Primérantikorper gegen Pimonidazol appliziert. Daraufhin erfolgte die Inkubation
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mit dem im Kit enthaltenen biotinylierten Sekundérantikdrper und anschlieSend mit
dem Vectastain Elite ABC-Reagenz. Fiir das Chromogen wurde das AEC-Kit von
Sigma Aldrich verwendet. Die drei im Kit enthaltenen Substanzen wurden
vermischt und mit den Schnitten inkubiert. AbschlieBend erfolgte die Applikation
von Hédmatoxylin und ein Spiilen in Leitungswasser. Die Schnitte wurden mit Hilfe

von Dako Faramount Abdeckmedium mit Abdeckgldsern bedeckt.

2.2.12 yH2AX-Fiirbung Gewebeschnitte
Die Schnitte wurden analog zu etablierten Protokollen gefdrbt [68]. Fiir die
Immunfluoreszenzfirbung der phosphorylierten H2AX-Histone wurde das
TSA-SuperBoost-Kit von Thermo Fisher verwendet. Wie bei der IHC-Férbung
beschrieben wurden die Schnitte zundchst entparaffiniert, rehydriert und die
Epitope desmaskiert.

Zu Beginn wurde die endogene Peroxidase-Aktivitit durch Applikation von
H>0, gedampft. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem im Kit enthaltenen
Block-Reagenz. Ohne Waschen wurde daraufhin der Primédrantikorper appliziert
und inkubiert. Darauthin wurden das im Kit enthaltenen HRP-konjugierten
Streptavidin hinzugegeben. Dann erfolgte die Tyramid-Markierung mit der
vorbereiteten TSA-Losung. Alle verwendeten Chemikalien sind im Kit enthalten.
Nach der Inkubation erfolgte ohne Waschen die Applikation der Stopp-Lésung und
Inkubation. Abschlieend wurde die Farbung mit DAPI zugegeben. Die Schnitte
wurden mit Hilfe von Dako Fluoreszenz Abdeckmedium mit Abdeckgldsern

bedeckt.

2.2.13 Bildgebung am Floureszenzmikroskop ex vivo

Analog zur Auswertung der in vitro Experimente (vgl. 2.2.8) wurden die Schnitte
am ZEISS Floureszenzmikroskop in 40-facher Vergroferung aufgenommen. Fiir
die ex vivo Schnitte wurden entlang der Z-Achse 17 Einzelbilder im Abstand von
0,25 pum aufgenommen. Die Belichtungszeiten lagen fiir DAPI
(Anregungswellenldnge 353 nm) bei 8 ms und fiir EGFP (Anregungswellenldnge
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488 nm) bei 200 ms. Auch hier erfolgte die digitale Zusammenfiihrung der Bilder

zu einer Maximum-Intensitit-Projektion.

2.2.14 Erhaltendes Patientenmaterial

Fiir die Untersuchung der Fraktionierungsempfindlichkeit durch den yH2AX-
Assay wurden Teile von Prostatektomiepraperaten mit verschiedenen
Fraktionierungsschemata bestrahlt. Es wurde Material von insgesamt zwolf
Patienten aufbereitet und behandelt. Nach der pathologischen Begutachtung liegen
fiinf Proben vor, bei denen in ausreichend vielen Versuchsarmen Tumorzellen
nachgewiesen werden konnten, sodass die Immunfluoreszenz-Férbung stattfinden
und die Auswertung erfolgen kann. Fiir Patient 7 konnte im Tumorstiick, das mit

4x 2 Gy bestrahlt wurde, kein Tumor nachgewiesen werden, sodass dieser Wert

fehlt.

Alter  Gleason- ISUP- T und N Histologie PSA-Wert (ng/ml)
Patient (Jahre) Score Gruppe Stadium
7 63 4+3 3 T3bNO  Adenokarzinom 34
9 55 4+4 5 T3aNO  Adenokarzinom 18
10 49 4+5 5 T3b NI  Adenokarzinom 5,2
11 67 4+3 3 T3b NI  Adenokarzinom 10
12 64 4+3 3 T2¢ NO  Adenokarzinom 9,5

Tabelle 11: Patientenkollektiv
Histologische und klinische Daten zu den fiinf Patienten, deren Material ausgewertet werden konnte. Fiir die
Patienten 1 bis 6 sowie Patient 8 lag kein oder nicht ausreichend Tumormaterial vor.
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3 Ergebnisse

3.1 Wachstumseigenschaften der Zelllinien
Vor der Durchfiihrung der Bestrahlungsexperimente in vitro wurden fiir alle
Zelllinien Proliferation Assays durchgefiihrt. Abbildung 4 zeigt eine Ubersicht

dieser Ergebnisse.

Fiir die Konfluenz sowie fiir die absolute Zellzahl zeigte sich liber den
gesamten Beobachtungszeitraum von zehn Tagen fiir die Zelllinien FaDu, Dul45
(siche Abbildung 4A, Abbildung 11 (Anhang)) und PC3 sowie 14 Tagen fiir
LNCaP ein Verlauf, der am ehesten einem sigmoidalen Wachstum entspricht. Die
Subkonfluenz wurde fiir die drei erstgenannten Zelllinien allesamt nach vier Tagen
erreicht, flir die langsamer wachsende Zellrethe LNCaP nach sieben Tagen. Im
Anschluss zeigte sich rasch das Erreichen der Konfluenz und Stagnation auf diesem
Level fiir den Rest der Beobachtungsdauer. Auch die absolut gezihlte Zellzahl
verhielt sich entsprechend einem sigmoidalen Wachstum mit zunéchst
exponentiellem Wachstum fiir sechs bis sieben Tage bzw. zehn Tage fiir LNCaP
und anschlieBend regredienten Wachstumsraten. Aufgrund dieser Ergebnisse
wurde fiir die Feststellung der Verdopplungszeit nur der Zeitabschnitt, wahrend
dessen ein ungebremsten Wachstum der Zellzahl beobachtet wurde, beriicksichtigt.
Fir FaDu, Dul45 und PC3 entspricht das sechs Tage, fiir LNCaP zehn Tage
(Abbildung 4B). Daraus konnte fiir FaDu eine Verdopplungszeit von 0,98 Tagen,
fiir Dul45 von 1,32 Tagen, fiir PC3 von 1,25 Tagen und fiir LNCaP von 2,06 Tagen
ermittelt werden. Der Unterschied der Verdopplungszeiten weist keine statistische

Signifikanz auf (p=0,39).
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Abbildung 4: Erreichen der Konfluenz in vitro entlang eines sigmoidalen Wachstums

A) Beispielhafte Darstellung fiir die Zelllinie Dul45. Die absolute Zellzahl (rechte Y-Achse, blau) zeigt
ebenso wie die Konfluenz (linke Y-Achse, griin) ein sigmoidales Wachstum. R square gibt den Fit fiir die
sigmoidale Wachstumskurve an. B) Ermittlung der Verdopplungszeit und exponentieller Fit eines
ausgewdhlten Zeitraums fiir FaDu, Dul45, PC3 und LNCaP. Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte aus

zwei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an.
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3.2 Auswirkung des Zeitpunkts des Versuchsendes auf die Anzahl
residueller Foci pro Nukleus

Die Versuchsbedingungen fiir die unbestrahlte Kontrolle sowie die

Einmalbestrahlung mit 8 Gy mit unterschiedlichen Stopp-Zeitpunkten wurden

gedoppelt. Abbildung 5 zeigt den Vergleich dieser beiden Versuchsarme fiir die

drei untersuchten PC-Zelllinien.
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Abbildung 5: Vergleich der Focianzahl zwischen Ko. I und II sowie 1x 8 Gy I und II

Fiir Dul45 sowie LNCaP zeigt sich zwischen den beiden Kontrollen sowie Einmalbestrahlungen mit 8 Gy kein
signifikanter Unterschied. Zwischen den beiden Bestrahlungen mit 8 Gy Einzeldosis ergibt sich fiir PC3 ein
deutlicher Unterschied mit hoherer Foci-Anzahl fiir die frither abgestoppten Nuklei.

Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte aus drei unabhingig durchgefiihrten Experimenten. Die Fehlerbalken
geben den Standardfehler an. Die Kennzeichnung ,,* steht fiir ein signifikantes Ergebnis (p<0,05), ,,ns* fiir ein
nicht signifikantes Ergebnis (p>0,05).
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Hierbei zeigte sich fiir alle Vergleiche der Kontrollgruppe kein signifikanter
Unterschied durch den Zeitpunkt des Abstoppens. Fiir die Einmalbestrahlung mit
8 Gy ergab sich fiir die Linien Dul45 und LNCaP ebenfalls kein signifikanter
Unterschied (Abbildung SA, C) durch die unterschiedliche Dauer zwischen
Bestrahlung und Abstoppen. Einzig fiir die Zelllinie PC3 zeigt sich ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Bedingungen (MW: 6,3 [SD: 9,2] vs. MW: 2,2
[SD: 4,9]; p<0,0001) (Abbildung 5B).

In der Folge wurde der Versuchsablauf fiir die ex vivo Experiment festgelegt.
Aufgrund begrenzter Ressourcen im Hinblick auf das Patientengewebe und wurden
hierfiir keine Versuchsarme gedoppelt. Es wurde sich fiir ein Abstoppen der
Kontrolle gemeinsam mit der am ldngsten dauernden Bestrahlung (8x 1 Gy)
gewihlt, entsprechend Ko. II im in vitro Versuch sowie fiir ein Abstoppen aller
bestrahlten Proben mit demselben Abstand zur letzten Bestrahlung (hier
entsprechend 1x 8 Gy I). Im Folgenden werden fiir die weiteren in vitro Ergebnisse
aufgrund der besseren Ubersicht die Ergebnisse von Ko. ITund 1x 8 Gy I dargestellt

und mit ,,Ko.“, respektive ,,1x 8 Gy* benannt.

3.3 Residuelle Foci nach Bestrahlung in vitro in unterschiedlichen

Fraktionierungen zeigen hohe Focizahlen bei geringer Fraktionierung

Abbildung 6 zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse in vitro fiir die fraktionierte
Bestrahlung der vier in die Experimente eingeschlossenen Zelllinien sowie
Beispielbilder der Zellen nach Immunfluoreszenzfarbung mit den blau dargestellten

Zellkernen nach DAPI-Farbung und den leuchtend griinen YH2AX-Foci.
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Abbildung 6: Induktion von Foci nach fraktionierter Bestrahlung fiir FaDu, Du145, PC3 und LNCaP
Fiir alle Experimente wurde die gleiche Gesamtdosis bei unterschiedlicher Fraktionierung verwendet.
A1-D1) Mittelwerte der normalisierten Anzahl der residuellen Foci. Normalisierung auf Fliche nach o.g.
Formel. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) sind mit * gekennzeichnet.

A2-D2) Beispielbilder der Floureszenzaufnahmen fiir die unterschiedlichen Fraktionierungen aus denen die
Foci ausgewertet wurden. Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte aus drei unabhéngig durchgefiihrten
Experimenten. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an.

Fiir die Kopf-Hals-Zelllinie FaDu zeigte sich bei gleicher Gesamtdosis (GD) von
8 Gy im Mittel eine hohere Anzahl an normalisierten residuellen Foci pro Zelle bei
Bestrahlungsschemata mit hoher Einzeldosis (ED) (Abbildung 6A: 1x 8 Gy:
2,33 Foci/Nukleus; 2x 4 Gy: 1,18 Foci/Nukleus). Fiir Bestrahlungsschemata mit
geringerer ED zeigten sich deutlich geringere Werte (4x 2 Gy: 0,73 Foci/Nukleus;
8x 1 Gy: 0,66 Foci/Nukleus). Die Unterschiede zwischen der Foci-Anzahl fiir
Bestrahlung mit 1x 8 Gy gegentiber den anderen Fraktionierungen sind statistisch
signifikant: 1x 8 Gy vs. 8x 1 Gy: p<0,0001; 1x 8 Gy vs. 4x 2 Gy: p<0,0001; 1x 8 Gy
vs. 2x 4 Gy: p<0,0001.

Die Anzahl der gesamt ausgezdhlten Zellkerne lag fiir die Kontrolle (Ko.)
bei 399, fiir 8x 1 Gy bei 384, fiir 4x 2 Gy bei 479, fiir 2x 4 Gy bei 405 und fiir
1x 8 Gy bei 473 Zellkernen (vgl. auch Abbildung 12A (Anhang)).

Die Zelllinie Dul45 zeigte ebenso eine hdohere Anzahl residueller
Foci/Nukleus mit hoherer ED, der hochste Wert zeigte sich flir das Schema mit
Ix 8 Gy, der niedrigste unter den bestrahlten Zellen fiir 8x 1 Gy (Abbildung 6B:
1x 8 Gy: 1,93 Foci/Nukleus; 8x 1 Gy: 0,81 Foci/Nukleus).

Eine Ausnahme hiervon bildete die Bestrahlung mit 2x 4 Gy, welche trotz
hoherer ED eine geringere Menge residueller Foci/Nukleus auswies als 4x 2 Gy.
(Abbildung 6B: 2x 4 Gy: 1,05 Foci/Nukleus; 4x 2 Gy: 1,68 Foci/Nukleus). Der
Unterschied fiir 1x 8 Gy gegeniiber 2x 4 Gy (p=0,0032) sowie gegeniiber 8x 1 Gy
(p<0,0001) zeigte sich statistisch signifikant, genauso wie 1x 8 Gy vs. 4x 2 Gy
(p=0,0028). Kein signifikanter Unterschied zeigte sich zwischen 4x 2 Gy und
2x 4 Gy (p=0,0942) oder 1x 8 Gy (p>0,9999).
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Die Anzahl der gesamt ausgezdhlten Zellkerne lag fiir Ko. bei 386, fiir
8x 1 Gy bei 490; fiir 4x 2 Gy bei 448; fiir 2x 4 Gy bei 464 und fiir 1x 8 Gy bei 452
(vgl. auch Abbildung 12B (Anhang)).

Die Ergebnisse der zweiten der drei PC-Zelllinien PC3 zeigten mit
derselben Ausnahme eine hohere Anzahl residueller Foci je Nukleus mit hoherer
Einzeldosis. So wurde fiir 1x 8 Gy die grofite Anzahl residueller Foci pro Zelle
ausgezihlt, gefolgt von 4x 2 Gy und 8x 1 Gy (Abbildung 6Fchler! Verweisquelle
konnte nicht gefunden werden.C: 1x 8 Gy: 3,83 Foci/Nukleus; 4x 2 Gy: 3,17
Foci/Nukleus; 8x 1 Gy: 2,06 Foci/Nukleus). Eine Abweichung von diesem Muster
zeigte sich fiir 2x 4 Gy mit dem zweitgeringsten Foci-Wert trotz der zweithdchsten

Einzeldosis (Abbildung 6C: 2x 4 Gy: 2,33 Foci/Nukleus).

Die Ergebnisse zwischen 1x 8 Gy gegeniiber 1x 8 Gy (p=0,0003) sowie
gegeniiber 2x 4 Gy (p=0,0085) zeigten statistische Signifikanz.

Die Anzahl der ausgezéhlten Zellen lag fiir 1x 8 Gy bei 434, fiir 2x 4 Gy bei
393, fiir 4x 2 Gy bei 482, fiir 8x 1 Gy bei 510 und fiir die Kontrolle bei 451 (vgl.
auch Abbildung 13C (Anhang)).

Als dritte Prostatazelllinie wurde LNCaP bestrahlt und ausgewertet. Diese
Zelllinie zeigte insgesamt eine niedrige Anzahl residueller Foci pro Nukleus. Die
hochsten Werte wurden auch hier fiir eine hohe Einzeldosis beobachtet (Abbildung
6D: 1x 8 Gy: 1,65 Foci/Nukleus; 2x 4 Gy: 1,49 Foci/Nukleus). Bei geringerer
Einzeldosis zeigten sich eine niedrigere Anzahl residueller Foci/Nukleus
(Abbildung 6D: 4x 2 Gy: 0,88 Foci/Nukleus; 8x 1 Gy: 1,06 Foci/Nukleus) ohne
statistische Signifikanz. Lediglich das Ergebnis von 1x 8 Gy vs. 4x 2 Gy zeigte
statisch Signifikanz (p=0,0277).

Die Anzahl der ausgewerteten Zellen lag fiir 1x 8 Gy bei 443 Zellen, fiir 2x
4 Gy bei 439, fiir 4x 2 Gy bei 477, fiir 8x 1 Gy bei 438 und fiir die Kontrolle bei
473 Zellen (vgl. auch Abbildung 13D (Anhang)).
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3.4 Residuelle Foci nach Bestrahlung von ex vivo Prostatagewebe in
unterschiedlichen Fraktionierungen zeigen hohe Focizahlen bei
geringer Fraktionierung

Analog zu den Experimenten in Zellkultur wurde das Prostatagewebe aus den

Prostatektomieprdaperaten mit der gleichen Gesamtdosis von 8 Gy in

unterschiedlichen Fraktionierungen bestahlt. Abbildung 7 zeigt beispielhaft fiir

Patient 7 und Patient 9 HE-, IHC- und Immunfluoreszenzbilder sowie die Anzahl

der normalisierten ausgezdhlten Foci/Nukleus. Fiir Patient 7 konnte aufgrund

fehlender Tumorzellen im mit 4x 2 Gy bestrahlten Gewebe hierfiir kein Datenpunkt

ermittelt werden.
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Abbildung 7: Ex vivo Ergebnisse fiir Pat. 7 und Pat. 9

A1l bis D1 zeigen Bilder und Graphen fiir Patient 7, A2 bis D2 zeigen Daten fiir Patient 9.

A) Beispielbilder fiir HE-geférbte Schnitte aus den PC-positiven Bereichen nach pathologischer Begutachtung.
B) Die anschlieSende IHC-Féarbung mit BrdU und Pimonidazol zeigt zum einen proliferierende Zellen an (BrdU
positiv, braun) und kann hypoxische Zellen detektieren (Pimonidazol-positiv, rot). Die Markierung in B1 zeigt
einen schwach Pimonidazol-positiven Bereich (*), der fiir die Auswertung nicht berticksichtigt wurde. C)
Beispielbilder fiir die yYH2AX-IF-Férbung. D) zeigt die normalisierte Anzahl der residuellen Foci fiir die
bestrahlten Proben. Fiir Patient 7 konnten im Gewebe fiir 4x 2 Gy keine Tumorzellen nachgewiesen werden,
daher fehlt dieser Wert (D1). Fehlerbalken zeigten den Standardfehler.
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Normalisierte
residuelle Foci pro Zelle

Fiir die ex vivo Experimente zeigt sich grundsétzlich ein kontinuierlicher Anstieg
der Anzahl der residuellen Foci/Nukleus mit verringerter Fraktionierung. Die
niedrigsten Werte lagen fiir die sehr stark fraktionierten Bestrahlungsschemata mit
8x 1 Gy vor (Pat. 7: 0,31 Foci/Nukleus; Pat. 9: 0,29 Foci/Nukleus; Pat. 10:
0,57 Foci/Nukleus; Pat. 11: 0,23 Foci/Nukleus; Pat. 12: 0,61 Foci/Nukleus). Fiir die
unfraktionierte Einmalbestrahlung ergaben sich die hochsten Foci-Werte mit
2,38 Foci/Nukleus fir Pat. 7, 2,92 Foci/Nukleus fiir Pat. 9, 2,3 Foci/Nukleus fiir
Pat. 10, 2,01 Foci/Nukleus fiir Pat. 11 und 4,36 Foci/Nukleus fiir Pat. 12.
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Abbildung 8: Normalisierte Foci-Anzahl fiir die Pat. 10, 11 und 12
Es zeigt sich eine steigende Anzahl der residuellen Foci mit sinkender Fraktionierung und hoherer Einzeldosis
bei Bestrahlung (vgl. auch Abbildung 6). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an.
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Patient Vergleichs- Differenz des  Signifikanz  Korrigiertes p

werte Mittelwerts

7 8x1 Gy vs. 2x4 Gy -0,372 ns

8x1 Gy vs. 1x8 Gy -2,03 *x 0,0021

2x4 Gy vs. 1x8 Gy -1,66 ok 0,0032
9 8x1 Gy vs. 4x2 Gy -0,0190 ns

8x1 Gy vs. 2x4 Gy -0,298 ns

8x1 Gy vs. 1x8 Gy -2,63 ok <0,0001

4x2 Gy vs. 2x4 Gy -0,279 ns

4x2 Gy vs. 1x8 Gy -2,61 oAk <0,0001

2x4 Gy vs. 1x8 Gy -2,33 otk <0,0001
10 8x1 Gy vs. 4x2 Gy -0,219 ns

8x1 Gy vs. 2x4 Gy -0,370 ns

8x1 Gy vs. 1x8 Gy -1,72 otk <0,0001

4x2 Gy vs. 2x4 Gy -0,151 ns

4x2 Gy vs. 1x8 Gy -1,50 otk 0,0006

2x4 Gy vs. 1x8 Gy -1,35 ok 0,0054
11 8x1 Gy vs. 4x2 Gy -0,134 ns

8x1 Gy vs. 2x4 Gy -0,399 ns

8x1 Gy vs. 1x8 Gy -1,79 otk 0,0001

4x2 Gy vs. 2x4 Gy -0,265 ns

4x2 Gy vs. 1x8 Gy -1,65 otk 0,0002

2x4 Gy vs. 1x8 Gy -1,39 ok 0,0020
12 8x1 Gy vs. 4x2 Gy -0,664 ns

8x1 Gy vs. 2x4 Gy -0,780 ns

8x1 Gy vs. 1x8 Gy -3,74 oK <0,0001

4x2 Gy vs. 2x4 Gy -0,116 ns

4x2 Gy vs. 1x8 Gy -3,08 otk <0,0001

2x4 Gy vs. 1x8 Gy -2,96 otk <0,0001

Tabelle 12: Ergebnisse der Signifikanzanalyse fiir die Bestrahlung ex vivo
Durchgefiihrt mittels ANOVA-Tests mit Bonferroni-Korrektur. Signifikante Abweichungen zwischen 1x 8 Gy
gegeniiber den anderen Fraktionierungen fiir alle Patienten.
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Fiir alle fiinf Patienten zeigt sich ein signifikanter Unterschied fiir die Werte nach
1x 8 Gy Bestrahlung gegeniiber allen anderen Testbedingungen (siche Tabelle 12).
Fiir alle anderen Versuchsarme zeigt sich jeweils der Unterschied auf keinem

signifikanten Niveau.

3.5 Lineare Regression der Focianzahl ex vivo

Die Datenpunkte wurden an eine lineare Regression angepasst und analysiert

(Abbildung 9).

Die lineare Regression fiir die Werte der residuellen YH2AX-Werte zeigt
unterschiedlich starke Steigungen der Foci-Zahlen nach geringerer Fraktionierung.
Die Steigungen bewegen sich zwischen 0,24 (Patient 10) bis maximal 0,52
(Patient 12). Die Anpassungsglite der linearen Regression ist fiir alle Patienten hoch
(Tabelle 13). Ein Vergleich der Steigungen zeigt keinen signifikanten Unterschied
zwischen den verschiedenen Patienten (p = 0,121 bzw. p = 0,086 fiir die vier

vollstindigen Datensitze).
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Abbildung 9: Lineare Regression der residuellen Foci ex vivo
Fiir die lineare Regression zeigt sich fiir Pat. 12 der steilste Anstieg der Focianzahl mit geringerer Fraktionierung,
gefolgt von Pat. 9 und 7. Pat 10 und 11 weisen eine anndhrend gleiche Steigung auf.

Fehlerhalken zeioen den Standardfehler.

Patient Lineare 95%- r? Sign. Abweichung
Regression  Konfidenzintervall von einer
(Steigung) Nulllinie?

7 0,30 -0,74 - 1,33 0,93 Nein (p=0,17)
9 0,39 0,01 -0,77 0,90 Ja (p=10,05)
10 0,24 0,07 -0,42 0,95 Ja(p=0,03)
11 0,26 0,09 -0,43 0,96 Ja (p=0,02)
12 0,52 0,09 - 0,95 0,93 Ja (p=0,03)

Tabelle 13: Lineare Regression ex vivo
Fiir die Patienten 9 bis 12 zeigt sich ein signifikanter Unterschied der Regression gegeniiber einer Nulllinie. Fiir
Patient 7 wird das Signifikanzlevel nicht erreicht, hier liegen allerdings auch nur drei Werte vor aufgrund des
fehlenden Datenpunkts fiir die Bestrahlung mit 4x 2 Gy.
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Steigung YH2AX

Eine Korrelation der Steigungen der linearen Regression der residuellen YH2AX-
Foci als Indikator der Fraktionierungsempfindlichkeit mit den vorliegenden
klinischen Daten konnte fiir den pridoperativ bestimmen PSA-Wert sowie das
Patientenalter durchgefiihrt werden (siche Abbildung 10). Fiir diese Parameter
zeigte sich keine Korrelation (PSA: p=0,95; 1?=0,01, Alter: p=0,67; r*=0,07).
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Abbildung 10: Steigung der YH2AX-Foci gegeniiber klinischen Daten
Es zeigt sich keine Korrelation der YH2AX-Steigung gegeniiber PSA-Wert und Alter.
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4 Diskussion

Die HFX stellt fiir die Therapie des PC eine Behandlungsoption mit immer grof3er
werdender Bedeutung dar, wenngleich aufgrund intertumoraler Variabilitit nicht
alle Patienten von der HFX profitieren wiirden [31, 32]. Unter der Grundhypothese,
dass der  yH2AX-Assay  geeignet ist, um  die  individuelle
Fraktionierungsempfindlichkeit zu bestimmen, war das Ziel des Projekts die
Evaluation des yH2AX-Assays als moglicher préitherapeutischer Marker der
tumorspezifischen Fraktionierungsempfindlichkeit. Solch eine Evaluation dieses
Assays wurde bislang noch nicht durchgefiihrt, hier stellt diese Arbeit ein Novum
dar. Im Rahmen der Experimente konnte mit dieser Methode ein signifikanter
Unterschied der Anzahl der residuellen Foci zwischen sehr grolen Abweichungen
der Fraktionierung fiir das PC in vitro und ex vivo gezeigt werden. Allerdings
konnte zwischen moderaten und geringen Unterschieden der Fraktionierung sowie
zwischen verschiedenen Patienten kein signifikanter Unterschied nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Hypothese insgesamt nur in geringem

MalfBe.

Als Vorlduferexperimente zur Festlegung des Studiendesigns wurde der
Assay zunidchst in vitro evaluiert. Neben den drei verwendeten PC-Zelllinien
Dul45, PC3 und LNCaP wurde die Kopf-Hals-Tumor-Zelllinie FaDu in die
Experimente eingeschlossen. Als Gesamtdosis der Bestrahlung wurde 8 Gy
festgelegt, eine Dosis, die in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe genutzt wurde [41, 48,
49, 68]. Diese Dosis wurde auf eine, zwei, vier oder acht Einzeldosen verteilt und
dadurch ein breites Spektrum zwischen extremer Hypofraktionierung bis hin zur
Hyperfraktionierung abgebildet. Alle Experimente in vitro wurden bei
Subkonfluenz der Zellkultur begonnen, um Effekte des Zellzyklus auf die yH2AX-
Expression zu minimieren [43, 69]. Die Proliferation Assays hatten hier fir die
Zelllinien FaDu, Dul45 und PC3 ein Zeitraum von 96 h und fiir LNCaP von 168 h
gezeigt (vgl. Abbildung 4, Anhang Abbildung 11). DSB, die nach 24 Stunden
noch bestehen gelten als residuell und potenziell letal [35, 40], daher wurde dieser

Zeitpunkt nach der letzten Bestrahlung als Abstopp-Punkt gewihlt.
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Aufgrund des Experimentdesigns mit unterschiedlich hdufigen
Bestrahlungen ergeben sich Unterschiede entweder in der Gesamtdauer des
Experiments oder dem Zeitraum zwischen der letzten Bestrahlung und dem
Abstoppen. Fiir den Sonderfall der Einmalbestrahlung mit 8 Gy wurde dieser
Versuchsarm gemeinsam mit dem Kontrollarm gedoppelt um einen Vergleich
zwischen einem Abstoppen nach 24 h gegeniiber derselben Gesamtversuchsdauer,
aber damit einem Abstoppen nach 96 h zu haben (vgl. Abbildung 5). Fiir alle
Zelllinien liegt zwischen den unbestrahlten Kontrollen kein Unterschied vor,
entsprechend konstanter Hintergrund-Foci, die zeit- und strahlenunabhéngig
vorliegen [43]. Diese Hintergrund-Foci wurden ebenfalls in Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe beobachtet [48, 49, 68] und zeigen groBe Unterschiede zwischen
Tumoren derselben Entitit [67, 70]. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die
etablierte Normalisierung mit Beriicksichtigung der individuellen Hintergrund-Foci
jeder Zelllinie bzw. jedes Tumors durchgefiihrt [42]. Fiir Dul45 und LNCaP zeigte
sich kein signifikanter Unterschied der Focizahlen nach Bestrahlung mit 1x 8 Gy.
Mehrere Vorarbeiten haben eine starke Foci-Induktion direkt nach Bestrahlung und
die anschlieBende Abnahme in Form eines exponentiellen Abfalls der Foci-Zahlen
als Folge der Zellreparaturmechanismen gezeigt [71-74] und das anschlieBende
Erreichen eines Plateaus einer konstanten Anzahl residueller Foci. Die Anzahl der
residuellen Foci fiir Dul45 und LNCaP, die nach 24 h und 96 h keine signifikanten
Unterschiede zeigen, passen hier zum postulierten Plateau der Vorarbeiten. Fiir die
Zelllinie PC3 zeigt sich allerdings ein Unterschied der Foci-Anzahl mit signifikant
niedrigeren Werten nach 96 h. Eine mutmalBliche Erkldrung hierfiir konnte eine
aullergewohnlich lang dauernde Reparaturzeit der Zelllinie tiber 24 h hinaus sein.
In den Ergebnissen des Proliferation Assays zeigte PC3 die geringste
Verdopplungszeit, eine mogliche Hypothese wire also auch die hochste
Repopulation der PC3-Zellen bis zum Abstoppen und damit Minderung des
Mittelwerts der residuellen Foci pro Zelle. Der Grund dieser Differenz fiir diese

Zelllinie bleibt aber ungeklart.

Die Ausprigung des Unterschieds der residuellen Foci zwischen niedrigen
und hohen Fraktionierungen kann ein Indikator dafiir sein, wie viel letaler

Zellschaden durch die Bestrahlung hervorgerufen wurde [75] und damit wie
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fraktionierungsempfindlich der jeweilige Tumor ist. Es zeigte sich insgesamt der
Trend von hoheren Focizahlen bei niedrigerer Fraktionierung. Fir alle vier
Zellreihen lag die Anzahl der residuellen Foci fiir die Bestrahlung mit 1x 8 Gy am
hochsten. Dem gegeniiber stehen flir drei von vier Zelllinien die niedrigsten
Focizahlen fiir 8x 1 Gy, eine Ausnahme zeigte sich fiir LNCaP mit der niedrigsten
Focizahl fiir 4x 2 Gy. Statistische Signifikanz erreichten diese Unterschiede nicht
in allen Fillen, so sind die Unterschiede beispielsweise fiir FaDu von 1x 8 Gy
gegenliber allen anderen Fraktionierungen signifikant, allerdings zeigte sich
zwischen 4x 2 Gy, 2x 4 Gy und 8x 1 Gy keine Signifikanz (vgl. Abbildung 6).
Letztlich kann hier also nur der Unterschied zwischen der Einzeldosis und den
fraktionierten Bestrahlungen nachgewiesen werden, zwischen moderater Hypo-,
Normo- und Hyperfraktionierung zeigte sich kein statistisch signifikanter
Unterschied. Fiir die PC-Zelllinien Dul45 und PC3 wurden signifikante
Unterschiede zwischen 1x 8 Gy und jeweils 2x 4 Gy und 8x 1 Gy nachgewiesen,
fiir die Zelllinie LNCaP lediglich zwischen 1x 8 Gy und 4x 2 Gy. Hier gelang also
der Nachweis eines Einflusses der Fraktionierung auf die Anzahl der residuellen
Foci, allerdings nur fiir groe Fraktionierungs-Unterschiede. Zwischen
beispielsweise hypofraktionierter Bestrahlung mit 2x 4 Gy gegeniiber
hyperfraktionierter Bestrahlung mit 8x 1 Gy konnte kein signifikanter Unterscheid
der Focianzahl nachgewiesen werden. Im Rahmen der Auswertung zeigte sich eine
hohe Variabilitidt der Foci-Zahlen. Fiir alle Versuchsbedingungen zeigten viele
Zellkerne keinerlei Foci. Dem gegeniiber stehen einige wenige Zellkerne mit sehr
hohen Foci-Zahlen (>50 Foci, vgl. Anhang Abbildung 12 und Abbildung 13).
Die Selektion der Zellkerne kann einen wesentlichen Einfluss auf die Focizahl

haben und sollte stets verblindet und zufillig erfolgen.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse in vitro ist ein Vergleich mit Daten
derselben Arbeitsgruppe moglich. In Vorarbeiten waren FaDu-Zellen auf residuelle
YH2AX-Foci untersucht worden [41, 48]. Hierbei wurden Einzeldosen und keine
fraktionierte Dosis appliziert, daher ist nur der direkte Vergleich fiir 1x 8 Gy
moglich. Die Autoren und Autorinnen weisen hier fiir die Anzahl der Foci im Mittel
1,7 Foci/Gy und 1,6 Foci/Gy aus und dementsprechend Werte fiir die Bestrahlung

mit 8 Gy um etwa 12 - 14 Foci pro Zellkern. In der hier vorliegenden Arbeit liegen
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die residuellen Foci im Vergleich deutlich niedriger mit 2,3 Foci/Nukleus im Mittel
fiir die Bestrahlung mit 8 Gy. Ein mdglicher Grund kdnnen subjektive Faktoren bei
der Auswertung des Assays sein, die zu groBlen untersucherabhingigen
Unterschieden fithren konnen [76]. Europaweite Vergleiche verschiedener Labore
zum YH2AX-Assay ergaben teilweise sehr starke Ergebnisdifferenzen zwischen
verschiedenen Einrichtungen und Untersuchenden [77-79]. Fiir die Arbeit mit
Zellen oder Patientenmaterial kommen mehrere Faktoren in Betracht, die die
individuellen Unterschiede erkliren konnen. Dazu zdhlen beispielsweise
Differenzen bei Material und Durchfiihrung der Farbungen, vor allem aber Faktoren
rund um die Bildaufnahme und Auszdhlung der Zellen. Mit Belichtungszeiten und
Kontrastnachbearbeitung der Bilder sowie Auszdhlung der Foci direkt am
Mikroskop, am Computermonitor oder am Ausdruck stehen fiir die Generierung
des visuell ausgewerteten Bildes mehrere mogliche Herangehensweisen zur
Auswahl. Die gezeigten Beispielbilder der o.g. Arbeiten [49, 68] zeigen
beispielsweise einen deutlich hoheren EGFP-Hintergrund auf3erhalb der Zellkerne
als die Bilder, die fiir diese Arbeit erzeugt und ausgewertet wurden, was zu einer
stairkeren Darstellung von Foci filhren und quantitative Unterschiede in der
Auswertung erkldren kann. Dartiber hinaus unterliegt auch die Auswahl der Zellen,
welche ausgewertet werden, teilweise subjektiven Kriterien, ebenso wie die
Interpretation von teilweise lberlappenden Foci. Auch die Identifikation und
Exklusion von Microfoci [43] oder Zellen mit Uberexpression von Foci aufgrund
Seneszenz oder Apoptose [46, 80] unterliegen untersucherabhingigen Kriterien.
Dartiber hinaus ist die Verblindung der Auswertung wichtig zum Ausschluss eines
Untersucher-Bias [45]. Nichtsdestotrotz kann der yYH2AX-Assay auch bei
verschiedenen Untersuchern und Untersucherinnen mit verschiedener absoluter
Foci-Anzahl die relativen Unterschiede zwischen hoher und niedriger Foci-
Induktion unterscheiden [77]. Ein Vergleich der absoluten Anzahl zwischen
mehreren Untersuchenden oder Arbeitsgruppen sollte aber aufgrund der o.g.
Faktoren differenziert betrachtet werden. So zeigen Marinescu et al. [81] nach
YH2AX-Assay und Auswertung nach Vorbild von Menegakis et al. [48] fiir 18
Prostata-Tumoren nach Einmalbestrahlung mit 4 Gy ein Median von 3,12

Foci/Nukleus. Fiir die Zelllinien Dul45 und LNCaP werden von van Oorschot et
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al. [82] 2,9 Foci bzw. 2,7 Foci/Nukleus nach Bestrahlung mit 2 Gy angegeben und

damit Werte einer vergleichsweise konservativeren Auswertung.

Zudem fallt fiir die in vitro Ergebnisse fiir die Zelllinien Dul45 und PC3
eine geringere Anzahl an Foci fiir die Bestrahlung mit 2x 4 Gy gegeniiber der
stairker fraktionierten Bestrahlung mit 4x 2 Gy auf. Wenngleich hier kein
signifikanter Unterschied besteht, ist dies ein Abweichen vom sonst beobachteten
Muster mit steigender Foci-Zahl bei hoherer Einzeldosis. Ein mutmaBlicher Grund
hierfiir konnte an der Versuchskonzeption liegen mit einem Einfluss der
unterschiedlichen Dauer zwischen den Bestrahlungen. Wéhrend fiir 4x 2 Gy alle
24 h mit 2 Gy bestrahlt wurde, lagen bei 2x 4 Gy zwischen den beiden Bestrahlung
72 Stunden. Wie beim Vergleich der unterschiedlichen Abstoppzeiten bei
8-Gy-Einzelbestrahlung konnte dies ein Hinweis fiir einen Einfluss des Zeitfaktors
auf die Foci-Zahlen sein. Bei fehlender Signifikanz der Unterschiede der
Focianzahl zwischen 2x 4 Gy und 4x 2 Gy fehlt dieser Beobachtung allerdings die

statistische Relevanz und bleibt daher von geringer Bedeutung.

Die Kopf-Hals-Zelllinie FaDu wird als moderat radiosensitiv beschrieben
[66, 83]. In den Vorarbeiten von Menegakis et al. wird ein Vergleich der
Foci-Anzahl nach Einzeldosis zwischen PC-Zellen aus Patientenmaterial und
FaDu-Xenograft-Zellen angestellt [48]. Dabei zeigen sich von den drei
untersuchten Prostatatumoren fiir zwei eine geringere und fiir einen eine hohere
Strahlenempfindlichkeit. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen ein dhnliches Bild.
Fiir die Einzelbestrahlung mit 8 Gy lagen die residuellen Foci pro Zelle fiir FaDu
bei 2,33 Foci/Nukleus, fiir die Prostatazelllinien Dul45 bei 1,93 Foci/Nukleus, PC3
bei 3,83 Foci/Nukleus und LNCaP bei 1,65 Foci/Nukleus. Damit liegen in vitro
zwei der drei Zelllinien unter der Strahlenempfindlichkeit der FaDu-Zellen, eine
dariiber. Damit zeigt sich ein kohidrentes Bild gegeniiber den Vorarbeiten,

wenngleich sich die absolute Foci-Anzahl unterscheidet.

Nach Durchfithrung der in vitro Experimente erfolgte die Bestimmung des
Versuchsdesigns ex vivo. Aufgrund des moglichen Einflusses eines

unterschiedlichen Zeitraumes zwischen den Bestrahlungen bzw. der letzten
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Bestrahlung und dem Abstoppen wurde dieser konstant festgelegt. Bei
unterschiedlicher Anzahl der Fraktionen ergibt sich daraus eine unterschiedlich
lange Experimentdauer. Um diese Differenz so gering wie mdoglich zu halten,
wurden die Zeitrdume ebenfalls moglichst gering gewéhlt. In den Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass keine signifikante Dynamik zwischen
den Foci-Zahlen 12 h und 24 h nach Bestrahlung besteht [48]. Die non-lineare
Regression der Daten suggeriert ein Erreichen des Plateaus mit konstant bleibenden
residuellen Foci nach sechs Stunden [48]. Daher wurde dieser Zeitraum zwischen
den Bestrahlungen sowie dem Abstoppen gewaihlt. Aus dem Studiendesign mit
einer Fraktionsanzahl von einer, zwei, vier und acht ergeben sich daraus
unterschiedliche Gesamtdauern zwischen sechs und 48 Stunden. Die variable
Gesamtdauer der verschiedenen Versuchsarme stellt einen moglichen Storfaktor fiir

die Experimente dar.

Fiir alle fiinf ex vivo untersuchten Tumore wurde eine unterschiedliche
Anzahl an residuellen Foci nach Bestrahlung in verschiedenen Fraktionierungen
beobachtet. Dabei zeigte sich fiir alle dasselbe Muster: eine hohere Anzahl
residueller Foci bei geringerer Fraktionierung mit einem Anstieg der Mittelwerte
von 8x 1 Gy zu 4x 2 Gy zu 2x 4 Gy und 1x 8 Gy (vgl. Abbildung 7 und Abbildung
8). Die Ergebnisse zeigten ex vivo einen signifikanten Unterschied einer extrem
hypofraktionierten Bestrahlung mit 1x 8 Gy gegeniiber moderat hypofraktionierter
bzw. sogar hyperfraktionierter Bestrahlung. Zwischen den Fraktionierungen mit
2x 4 Gy, 4x 2 Gy und 8x 1 Gy zeigten sich fiir alle Patienten tendenziell eine jeweils
hohere Anzahl der residuellen Foci bei hoherer Einzeldosis. Die Unterschiede
erreichten aber nicht das statistische Signifikanzniveau. Fiir den Nachweis
geringerer Unterschiede in der Fraktionierung konnte fiir den Assay auf Basis der

Daten dieser Arbeit keine ausreichende Sensitivitit nachgewiesen werden.

Ein moglicher Grund hierfiir kann eine zu niedrige Anzahl der ausgezéhlten
Zellen fiir einen statistischen Nachweis der eher gering ausgepréigten Unterschiede
bei hoherer Fraktionierung sein. Wie auch in vitro zeigten sich fiir alle
Auswertungen sehr hohe Unterschiede zwischen den Focizahlen der Zellen.

Aufgrund der hohen Variabilitit der Foci-Werte zwischen einzelnen Zellen, die
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dieselbe Bestrahlung erfahren haben, ergibt sich erst mit hoher Anzahl ausgezahlter

Zellen ein zuverlédssiger Datenpunkt.

Die GroBe des Einflusses der unterschiedlichen Gesamtversuchsdauer ex
vivo kann aus diesen Experimenten nicht geklart werden. Neben der o.g. Vorarbeit
von Menegakis et al. [48] konnte fiir ex vivo PC-Gewebe auch eine Reparaturzeit
von acht Stunden gezeigt werden [84]. Falls nach sechs Stunden die Reparatur ex
vivo noch nicht abgeschlossen ist, konnten falsch-hohe Focizahlen fiir 1x 8 Gy eine
Folge sein. Auch in der klinischen Strahlentherapie des PC gilt die Therapiedauer
als Faktor fiir den Therapieerfolg [85, 86]. Ursdchlich hierfiir wird die Repopulation

durch Krebs-Stammzellen wihrend des Therapiezeitraums gesehen [87, 88].

Fiir die ex vivo Ergebnisse zeigten die mit 2x 4 Gy bestrahlten Zellen bei
allen Patienten eine hohere Anzahl normalisierter Foci als die mit 4x 2 Gy oder
8x 1 Gy bestrahlten Zellen. Auch hier besteht fiir diese Unterschiede keine
Signifikanz, im direkten Vergleich mit den in vitro Ergebnissen konnte dies als
leichter Hinweis dafiir gesehen werden, dass die erniedrigte Anzahl in vitro
tatsdchlich durch das Studiendesign mit langer Pause zwischen den beiden

Bestrahlungen verursacht ist.

Fiir die ex vivo Daten kann ebenfalls der Vergleich zu Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe gezogen werden [48, 49, 68]. Als direkter Vergleich sind die Foci-
Zahlen zwischen 1x 8 Gy in dieser Arbeit mit 1x 8 Gy in der Arbeit von De-Colle
et al. moglich [68]. Fiir die ex vivo Bestrahlung wurden hierbei im Wesentlichen
Ergebnisse zwischen 0,8 und 2,2 Foci/Gy erhoben. Entsprechend wiren fiir 8 Gy
Foci-Werte zwischen ca. 6,5 und 17,5 zu erwarten. In der vorliegenden Arbeit
zeigten sich fiir die 8-Gy-Einmaldosis zwischen 2,0 und 4,4 Foci/Zellkern. Damit
weicht die Foci-Anzahl weniger stark ab als in vitro, zeigt aber dennoch eine
deutlich niedrigere Anzahl. Wie bei der Betrachtung der in vifro Ergebnisse
diskutiert sind Unterschiede in der Durchfiihrung von Farbung, Bildaufnahme und
Auswertung mogliche Griinde hierfiir. Eine Mdglichkeit dieser Variabilitdt und
Subjektivitit der Foci-Zahlen zu begegnen ist die Automatisierung des Férbe- und
Auswertungsprozesses. In den vergangenen Jahren wurden mehrere Programme

und Algorithmen zur Bestimmung der Foci-Zahlen entwickelt [76, 89-92]. Diese
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Entwicklungen sind eine notwendige Grundlage fiir einen moglichen breiten
klinischen Einsatz, da eine manuelle Auszdhlung neben den untersucherabhéngigen

Faktoren der Auswertung auch duB3erst zeit- und arbeitsaufwindig ist [92].

Fiir die Ubertragung des Assays in einen klinischen, pritherapeutischen
Alltag  wire die zuverléssige Darstellung der individuellen
Fraktionierungsempfindlichkeit notwendig. Die Modellierung der Daten entlang
einer linearen Regression zeigt fiir die vier Patienten, fiir die ein vollstindiger
Datensatz vorliegt, zwar eine signifikante Abweichung von einer Nulllinie,
allerdings keine signifikanten Unterschiede der Patienten untereinander (vgl.
Abbildung 9). Beim kleinen Kollektiv von vier vollstdndigen Datensétzen ist zwar
eine zufdllig geringe Verteilungsbreite der Fraktionierungseigenschaften denkbar,
allerdings kann dies auch als Hinweis einer mangelnden Fahigkeit, die individuelle
Fraktionierungsempflindlichkeit ausreichend darzustellen gewertet werden. Die
geringe Stichprobengrofie aus lediglich fiinf Patienten, wobei ein Datensatz durch
das Fehlen eines Datenpunkts unvollstindig ist, schrinkt hier die Aussagekraft
dieser Arbeit ein. Insgesamt wurde Gewebe nach Prostatektomie von zwolf
Patienten aufgearbeitet, bestrahlt und von einem erfahrenen Pathologen bewertet.
In fiinf hiervon war kein Tumor nachweisbar, in zwei weiteren nur fiir Tumorzellen
im Gewebe von max. zwei der fiinf Versuchsbedingungen. Durch diese Limitierung
aufgrund der Materialgewinnung wird hier auch eine Bedingung fiir die
zuverldssige Etablierung des Assays fiir den klinischen Alltag ersichtlich. Das
Patientengewebe, pritherapeutisch in Form von Biopsien, muss zuverldssig die

tumorhaltigen Lasionen widerspiegeln.

Fiir die Angabe der Fraktionierungsempfindlichkeit hat sich radiobiologisch
der o/B-Wert durchgesetzt [10, 20]. Die yH2AX-Foci stellen einen
Surrogatparameter fiir den zelluldren Bestrahlungsschaden dar [35, 47], wenngleich
Vorarbeiten auch den Zusammenhang zwischen klonogenem Zelliiberleben und
YH2AX-Foci zeigen konnten [41, 65, 73, 82]. Im Falle einer erfolgreichen
individuellen Quantifizierung der Fraktionierungsempfindlichkeit durch den
yH2AX-Assay wire auch eine Ubersetzung in den individuellen o/B-Werts

winschenswert.
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Marinescu et al. konnten mit 18 PC-Proben einen signifikant hoheren
PSA-Wert fiir eine Gruppe der radiosensitiven Prostatakarzinome mit hoher Anzahl
an residuellen yH2AX-Foci nachweisen, kein Unterschied wurde fiir das
Patientenalter gezeigt [81]. Gegeniiber den ermittelten Steigungen der
Regressionen zeigte sich in der vorliegenden Arbeit keine Korrelation fiir klinische
Parameter wie den préoperativen PSA-Wert oder das Patientenalter (vgl.

Abbildung 10).

In der Gesamtschau unterstiitzt die vorliegende Arbeit die Hypothese, dass
der yYH2AX-Assay fiir eine mogliche préitherapeutische Bestimmung der
individuellen Fraktionierungsempfindlichkeit fiir das Prostatakarzinom geeignet
ist, nur gering. Zwar konnten signifikante Unterschiede bei starken
Fraktionierungsunterschieden gezeigt werden, eine ausreichende Sensitivitit der
Methode, um geringere Fraktionierungsunterschiede und individuelle
Fraktionierungsempfindlichkeitsunterschiede =~ aufzuzeigen  konnte  nicht
nachgewiesen werden. Mogliche weiterfiihrende Arbeiten sollten eine hohere
Anzahl ausgezéhlter Zellkerne, moglichst in standardisierter und automatisierter
Technik beinhalten, sowie ein groBeres Patientenkollektiv und perspektivisch die

ex vivo Arbeit an Prostata-Biopsiematerial.
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5 Zusammenfassung

Prostatakarzinome gelten als fraktionierungsempfindliche Tumoren, das heil3t die
Wirkung der Strahlentherapie gegen den Tumor steigt im Durchschnitt bei
Hypofraktionierung, also einer hoheren Einzeldosis als bei der konventionellen
Fraktionierung. Mehrere Studien konnten in den letzten Jahren Vorteile der
Hypofraktionierung zeigen, sodass diese Behandlungsform unter bestimmten
Rahmenbedingungen Einzug in nationale und internationale Leitlinien gefunden
hat. Allerdings birgt die Hypofraktionierung auch ein erhohtes Risiko einer
dosislimitierenden Toxizitit des umliegenden Normalgewebes. Vorarbeiten
suggerieren eine deutliche Variabilitdt der Fraktionierungsempfindlichkeit fiir das
Prostatakarzinom, sodass nicht alle Patienten von einer Hypofraktionierung

profitieren wiirden.

Der ex vivo YH2AX-Assay ist ein etabliertes Verfahren zur Evaluation der
zelluldren Radiosensitivitit. Die prinzipielle Machbarkeit einer Etablierung des
Assays auch fiir die Bestimmung der individuellen Fraktionierungsempfindlichkeit

ist Gegenstand dieser Arbeit.

Dafiir wurden Tumorzellen mit derselben Gesamtdosis von 8 Gy in
unterschiedlicher Fraktionierung von 1, 2, 4 oder 8 Fraktionen behandelt. Der
YH2AX-Assay in vitro an den drei Prostatazelllinien Dul45, PC3 und LNCaP sowie
der Kopf-Hals-Tumorzelllinie FaDu und ex vivo am Prostatakarzinomen von fiinf

Patienten angewendet und ausgewertet.

Hierbei zeigte sich sowohl in vitro als auch ex vivo eine erhohte Anzahl
residueller Foci bei geringerer Fraktionierung mit der maximalen Foci-Zahl fiir
Bestrahlung in Einzeldosis. Die Ergebnisse erreichten in der Regel nur fiir den
Vergleich zwischen sehr deutlichen Fraktionierungsunterschieden statistische
Signifikanz. Fiir die vorliegenden Patienten konnte keine signifikante individuelle
Fraktionierungsempfindlichkeit bestimmt werden. Dieses Ergebnis sind in den
Kontext der geringen Stichprobengrofle zu setzen. Des Weiteren wurde an den
Ergebnissen die Untersucherabhingigkeit des Assays flir absolute Foci-Zahlen

deutlich.

56



Insgesamt konnte eine ausreichende Sensitivitit der Methode, um statistisch
signifikant Unterschiede der Fraktionierungsempfindlichkeit aufzuzeigen nicht
nachgewiesen werden. Damit unterstiitzt die vorliegende Arbeit die Hypothese,
dass der YH2AX-Assay fiir eine mogliche priatherapeutische Bestimmung der
individuellen Fraktionierungsempfindlichkeit flir das Prostatakarzinom geeignet

ist, nur geringgradig.
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6 Anhang
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Abbildung 11: Ergebnisse des Proliferation Assays fiir FaDu, PC3 und LNCaP

Die absolute Zellzahl (rechte Y-Achse, blau) zeigt ebenso wie die Konfluenz (linke Y-Achse, griin) ein
sigmoidales Wachstum. R square gibt den Fit fir die sigmoidale Wachstumskurve an.

Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte aus zwei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Fehlerbalken
geben den Standardfehler an.
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Abbildung 12: Absolute Foci-Zahlen vor Normalisierung sowie Darstellung der Einzelwerte zur Veranschaulichung der Streubreite der

normalisierten Anzahl residueller Foci fiir FaDu und Du145

Folgende Werte sind aufgrund der Anpassung der Y-Achse zur iibersichtlicheren Darstellung nicht abgebildet: Fiir FaDu: 2x 4 Gy: 35,1; 1x 8 Gy:
28,02; 29,69; 45,99; 47,77; 53,06. Fiir Dul45 1x 8 Gy: 30,57; 38,29; 40,12; 41,93; 51,3.
Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte aus drei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an.
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Abbildung 13: Absolute Foci-Zahlen vor Normalisierung sowie Darstellung der Einzelwerte zur Veranschaulichung der Streubreite
der normalisierten Anzahl residueller Foci fiir PC3 und LNCaP

Folgende Werte sind aufgrund der Anpassung der Y-Achse zur iibersichtlicheren Darstellung nicht abgebildet: Fiir PC3: 2x 4 Gy: 35,1; 1x
8 Gy: 28,02; 29,69; 45,99; 47,77, 53,06.

Die Ergebnisse zeigen die Mittelwerte aus drei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an.
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Abbildung 14: Absolute Focizahlen ex vivo

Auch fiir diese Patienten zeigt sich eine steigende Anzahl der residuellen Foci mit sinkender Fraktionierung und héherer Einzeldosis
bei Bestrahlung. Die einzige Ausnahme hierfiir stellt Pat .12 dar, hier lag eine leicht geringe Anzahl an Foci fiir 2x 4 Gy als fiir 4x 2
Gy vor. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an.
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