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1. EINLEITUNG

1.1. EinfGhrung

In den industrialisierten Landern ist der groé3te Teil der Mortalitat und Morbiditat
auf die Atherosklerose und ihre Folgeerkrankungen wie myokardiale oder
cerebrale Infarzierungen oder Gangréan und Funktionsverlust von Extremitaten
zurtckzufiihren. Herz-Kreislauf-Erkrankungen nehmen mit ca. 50 Prozent laut
Angaben des Statistischen Bundesamtes den vordersten Platz in der
Sterblichkeitsstatistik in Deutschland ein. Im Rahmen der chirurgischen
Therapien der Gefaldstenosen und -verschlisse kommen dabei in Deutschland
jahrlich ca. 50.000 Bypass-Operationen zum Einsatz. Die Perkutane
Transluminale Angioplastie (PTA), die hingegen ein nicht-operatives
interventionelles Verfahren zur Rekanalisation von Gefal3engstellen ist, wird in
Deutschland zur Zeit ca. 160.000 mal jahrlich an Herzkranzarterien (als PTCA)
durchgefiihrt, in den USA mehr als 800.000 mal I, Diese Form der Therapie
stenosierter Gefal3e ist in ihrer urspriinglichen Form von Dotter und Judkins
(1964) ! durchgefiihrt worden und hat sich seither zunehmend weiterentwickelt
und etabliert. Jedoch kommt es in Abh&ngigkeit von der zu dilatierenden Arterie
(elastischer oder muskularer Typ) bzw. der Lokalisation (Zunahme der
Restenose nach peripher ), der Begleitmedikation oder sonst eines
Behandlungsparameters in 25-60% der Falle in einem Zeitraum bis zu einem
halben Jahr nach PTA zu Restenosen, die eine erneute Behandlung
erforderlich machen B4®. Neben der erheblichen Belastung fiir den Patienten
fordern diese reinterventionellen MalRnahmen einen enormen Kostenaufwand,
der nur schwer beziffert werden kann. Vorsichtige Schatzungen W. S.
Weintraubs gehen allein von jahrlich in den USA verursachten Kosten von 800
Millionen bis 2 Milliarden US Dollar aus®, andere Berechnungen sogar von
tiber 3.5 Milliarden Dollar pro Jahr ). Die Ersparnis, die eine Reduktion der
Restenoserate mit sich bringen wirde, ist somit offensichtlich. Es wird
angenommen, dass eine alleinige Senkung der Restenoserate von 33% auf

25% zu einer jahrlichen Kostenreduktion von 750 Millionen US Dollar in den
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USA filhren wiirde . Die in Deutschland mit ca. 3200 Euro angegebenen
Folgekosten einer Angioplastie lie3en sich bei einer 50%igen Reduktion der
Restenoserate auf ca. 1100 Euro senken. Die vorliegende Dissertation hat sich
zum Ziel gesetzt anhand eines in-vitro Modells ein Therapiekonzept zu

entwerfen, welches zur Reduzierung der Restenoserate beitragen mochte.

1.2. Definition der Restenose

.Restenose” (eigentlich: Rezidivstenose) beschreibt das pathophysiologische
Phanomen, dass das Lumen (durch interventionelle Mal3hahmen)
rekanalisierter atherosklerotisch veranderter Gefal3e dazu neigt sich erneut
einzuengen. Sie lasst sich also als eine iatrogene, rekurrente, arterielle
Obstruktion definieren.

Die in der Literatur vorzufindene Schwankungsbreite der Auftretenshaufigkeit
restenotischer Gefaldlasionen (25%-60%) ist nicht zuletzt auf die
unterschiedlichen Bezugspunkte im Rahmen untereinander abweichender
Definitionen zurtckzufiihren. Somit kann Restenose nach angiographischen,
klinischen oder histologischen Kriterien definiert werden. Angiographisch
signifikante Restenosen sind Lasionen mit >50% Stenose oder >30%
Lumenreduktion (ausgehend vom initialen postinterventionellen Befund) .
Andere Autoren definieren den restenotischen Prozess als eine
Lumeneinengung, die den mittleren GefaRdurchmesser um zwei
Standardabweichungen ubersteigt. Klinische Definitionen richten sich nach
limitierenden Ereignissen (sogenannten ,endpoints®) wie Exitus letalis, Re-
Intervention oder Bypass-OP, auftretender Angina pectoris Symptomatik (bei

koronarer Restenose) oder Infarzierungen.
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1.3. Die Pathophysiologie der Restenose

Die Entstehungsmechanismen der Restenose sind wegen ihrer multifaktoriellen
Atiologie auRerst komplex und weder in der Gewichtung ihrer einzelnen
Komponenten noch in ihren zeitlichen Ablaufen vollstandig geklart. In der
Vergangenheit dienten vornehmlich Tiermodelle der Erforschung der Ausbildung
von Restenosen. Die Arteria carotis der Ratte ist das wahrscheinlich meist
verwendete Tier-,Modell* (neben anderen Tiermodellen wie Hase, Schwein,
Hund). Die gefundenen Ergebnisse sind daher nur bedingt auf den Menschen
Ubertragbar. (Schon der GefalRwandaufbau ist bei der Ratte anders als beim
Menschen.) So mdgen die Ablaufe in einer experimentell gesetzten arteriellen
Lasion in der Halsschlagader der Ratte nicht exakt die Mechanismen der
Restenose nach Ballondilatation eines atherosklerotischen humanen Gefal3es
wiedergeben. Ebenso scheinen die zeitlichen Ablaufe, die zum ,multiwvave
Modell* ™! der Restenose gefiihrt haben (das Modell beschreibt das
wellenférmige Auftreten der zellularen Reaktionen auf einer arterielle Verletzung,
s. 1.3.1.bis 1.3.4.), sowie die Gewichtung der einzelnen ineinandergreifenden
und interagierenden Mechanismen beim Menschen beziiglich ihrer Dauer oder

der Reihenfolge des Auftretens zumindest teilweise anders zu sein.

Die Perkutane Transluminale Angioplastie (PTA) ist eine Technik zur
Rekanalisation eines durch eine atherosklerotische Lasion eingeengten Gefalies,
die durch die Aufdehnung der Gefalwand ein fokales Trauma induziert. Diese
diskrete Verletzung der Arterie initiiert die Entziindungs-, Reparations- und
Wundheilungsprozesse, welche die restenotische Lasion charakterisieren 1023,
Die Sequenz der Ereignisse, die letztendlich die Wiedereinengung des Gefalies
zur Folge hat, beginnt also mit einer mechanischen Schadigung, die sich in tiefen
Fissuren der Tunica intima und Teilen der Tunica media, einer Uberdehnung aller
Gefallwandschichten mit Kompression der Vasa vasorum der Tunica adventitia,
einer Plaguekompression mit moglicher Dissektion und Deendothelialisierung mit
Exposition der thrombogenen subendothelialen Schichten an Blutbestandteile

aussert.
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Abbildung 1: Arterienwand

Die Zeichnung verdeutlicht schematisch den
Aufbau einer Arterienwand im Querschnitt

1: Tunica adventitia
2: Tunica media

3: Tunica intima

4: Endothel

5: arterielles GefaRRlumen

Die sich anschliessenden Kaskaden und Phasen, die in einem Zeitraum von ca.
6 Monaten beim Menschen zur Restenose fihren, laufen zum Teil parallel und
beeinflussen sich wechselseitig *!. Sie sollen im Folgenden aber getrennt

voneinander vorgestellt werden:

1.3.1. Elastisches Recoil (akuter Lumenverlust)
Die Wanddehnung nach PTA kann eine luminale Querschnittszunahme von bis

zu 43% unmittelbar nach der Intervention erreichen. Ein frihes, von den
viskoelastischen Eigenschaften des GefalRes abhangiges passives elastisches
Zurickfallen der Gefal3wand (elastic recoil) nach PTA kann allerdings wiederum
innerhalb des ersten Tages einen Querschnittsverlust von 23% - 46% mit sich
fuhren.

Ein frihes elastisches Recoil hat méglicherweise auch eine Bedeutung fur sich
spater entwickelnde restenotische Prozesse. Die Einfihrung endoluminaler
Gefalistitzen aus feinen Metallstreben, sogenannter Stents, verhindert das

elastische Recoil *1,

A WN
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1.3.2. Murale Thrombusformation und -organisation
Die durch die Angioplastie freigelegten subendothelialen thrombogenen

GefalRwandschichten begtinstigen die Anlagerung und Aktivierung von
Blutplattchen (Degranulation mit Freisetzung von Cytokinen,
Entzindungsmediatoren, Mitogenen, vasoaktiven Substanzen etc.) mit
konsekutiver Thrombusformation schon innerhalb der ersten 10 Minuten nach
Ballondilatation . Wahrend die Bedeutung einer massiven
Thrombusformation nach PTA fir die Ausbildung der Restenose in den letzen
Jahren abgenommen hat, wird der prozessinitierenden Bedeutung der
Plattchen und der durch ihre lokale Formation hervorgerufenen lokalen
Blutflussveranderung in letzter Zeit mehr Aufmerksamkeit gewidmet™?. So
bewirkt die Deendothelialisierung und die Plattchenadhésion und —aggregation
eine Aktivierung und Invasion von Leukozyten (Monozyten, polymorphkernigen
Granulozyten, T-Lymphozyten), die ihrerseits wiederum eine Reihe an
Substanzen freisetzen (z.B. vasoaktive Substanzen, reaktive radikalische
Sauerstoffmetaboliten, proteolytische Enzyme, Wachstumsfaktoren, Zyto- und
Chemokine u.a.), welche zur Entstehung bzw. Progression von intimaler

Hyperplasie beitragen konnten 29,

1.3.3. Intimale Hyperplasie - die Rolle der glatten
GefalRmuskelzellen

Diese Phase (ca. 24h bis 3 Monate post PTA) ist charakterisiert durch eine
Proliferation glatter Muskelzellen der Tunica media, deren Migration in die
Tunica intima und deren dortige Replikation und Synthese von extrazellularer
Matrix (ECM).

Bei der Ratte findet die Replikation in der Tunica media innerhalb der ersten
zwei bis drei Tage nach PTA statt "%, Hanke et al. konnten bei ihrem
verwendeten Kaninchen-Modell fir die mediale Replikation einen Zeitraum von
21 Tagen und fur die intimale Replikation eine Zeitspanne von 7 Tagen

nachweisen %, Alle bisherigen Untersuchungen weisen insgesamt geschlossen
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darauf hin, dass die Proliferation der medialen SMCs einen verhaltnismalig
kurzen Zeitraum (unmittelbar postinterventionell) einnimmt. Mindestens 20%-
40% der medialen SMCs werden aktiviert und treten nach 24h bis 72h in den
Zellzyklus ein. Nur etwas mehr als die Halfte der in die Tunica media
auswandernden SMCs synthetisiert weiter DNA und durchlauft bis zu drei
weitere Teilungen ™). Eine weitere Eigenschaft, die das Migrationsverhalten der
glatten GefaBmuskelzellen von deren Proliferationsaktivitat abgrenzen lasst, ist
beispielsweise die Tatsache, dass ihre Migrationsfahigkeit unter Strahlendosen
oder Medikamentenspiegeln, welche die Zellteilung hemmen, unbeeinflusst
bleibt™?,

Neueste Untersuchungen kdnnen an einem Schweine-Tiermodell zwel
phanotypisch unterscheidbare Arten verschieden differenzierter glatter
GefalRmuskelzellen (einen epitheloiden Typ und einen rhomboiden Typ) mit
unterschiedlichem biologischen (insbesondere migratorischen) Verhalten
nachweisen, die unter dem Einfluss von Endothel oder Wachstumsfaktoren
(PDGF, FGF) im Gegensatz zu Beobachtungen bei der Ratte reversibel
ineinander tberfiihrt werden kénnen B2,

Fur menschliche SMCs wird ebenfalls eine bidirektionale Differenzierungs-
fahigkeit angenommen. Aktivierte glatte Gefal3muskelzellen erfahren demnach
einen ultrastrukturellen Wandel (basierend auf einer unterschiedlichen
Verteilung ihrer Actinfilamente und der Formation gré3erer Mengen rauhen
endoplasmatischen Retikulums (rER) und von Golgi-Apparaten,) so dass SMCs
eines kontraktilen Typs von solchen eines synthetisierenden Typs abgegrenzt
werden konnen. Zellen des kontraktilen Phanotyps antworten vermehrt auf
Mediatoren, die Vasodilatation oder Vasokonstriktion vermitteln (u.a. PGE,
Kathecholamine, PGI,, Leukotriene, NO), wohingegen Zellen des
synthetisierenden Typs zur Genexpression eine Reihe von
wachstumsregulierenden Molekilen und Cytokinen beféhigt sind,
entsprechende Wachstumsfaktor-Rezeptoren exprimieren und
Extrazellularmatrix (ECM) synthetisieren 16171,

Die proliferative Aktivitat einzelner glatter Muskelzellen scheint heterogen zu
sein 8. Ob diese Heterogenitat beim Menschen direkt mit dem teilweise
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veranderten Phanotyp der glatten Muskelzellen nach Stimulation durch
Verletzung zusammenhangt, eine spezielle Subpopulation vorliegt oder nur ein
allgemeiner Unterschied der generellen Eigenschaften der SMCs existiert,
muss noch geklart werden.

Rasmussen et al.™*" konnten in ihren Experimenten verschiedene Reaktionen
muskularer und elastischer peripherer Arterien auf den Verletzungsreiz eines
Ballonkatheters nachweisen. Ob dieser Unterschied in der individuellen
Lasionscharakteristik begriindet liegt oder in der Tatsache, dass es sich um
unterschiedliche Subpopulationen glatter GefalRmuskelzellen handelt (glatte
Muskelzellen in verschiedenen Arterien konnten verschiedenen
Subpopulationen angehoéren, da sie in der Embryogenese vom lokalen
individuellen Organparenchym stammen ), ist ebenfalls unbekannt.

Glatte Muskelzellen werden durch eine Vielzahl von Reizen stimuliert *%%. Die
alleinige mechanische Dehnung der SMCs wahrend der PTA ist ein solcher
Stimulus, ebenso die von geschadigten oder zerstérten SMCs freigesetzten
Substanzen, aber auch Signalstoffe aus einwandernden Entziindungszellen
(v.a. Makrophagen und neutrophilen Granulozyten), aus dem geschadigten
Endothel sowie von den degranulierenden Blutplattchen tragen dazu bei.

Der basische fibroblastische Wachstumsfaktor (bFGF) scheint bei der
Proliferation der SMCs in der Media eine Schlusselfunktion zu tbernehmen und
wird von Endothelzellen, Makrophagen sowie geschadigten SMCs selbst
gebildet (31 Als Stimulanz der intimalen Proliferation ist er wahrscheinlich von
untergeordneter Bedeutung.

Im Rahmen der Migration wird PDGF (einem Plattchen-Wachstumsfaktor) eine
herausragende Rolle zugesprochen *¥. PDGF, der ebenfalls von verletzten
oder aktivierten glatten Muskelzellen, Endothelzellen und Makrophagen
synthetisiert wird, ist auch an der intimalen Proliferation der SMCs beteiligt,
sowie auch basic fibroblast growth factor (B-FGF), insulin-like-growth-factor
(IGF), epidermal-growth-factor (EGF), transforming-growth-factor- (TGF-) und
andere Faktoren und Cytokine 2. Vor dem Hintergrund der von uns an glatten

aortalen Muskelzellen durchgefiihrten Experimente ist ferner interessant, dass
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einige Eicosanoide (u.a. Prostaglandine und Prostazykline) die Proliferation
glatter Muskelzellen beeinflussen 7.

TGF-B (transforming groth factor beta) ist maRgeblich an der
Transdifferenzierung der SMCs vom kontraktilen zum synthetisierenden Typ
beteiligt. Es konnte gezeigt werden, dass TGF-f die Kollagen- und
Fibronektinsynthese von SMCs positiv beeinflusst. TGF- scheint somit in der
Pathogenese des negativen vaskularen Remodelings (s.u.) nach PTA, das sich
in einer Konstriktion der Media aufgrund einer fibrosierenden Adventitia zeigt,
eine Schlisselstellung einzunehmen Y. Aktuelle Ergebnisse von
Untersuchungen an In-Stent-Lasionen legen auch die Beteiligung von TGF- an
der neointimalen L&asionsformation nahe.

Nach 14 Tagen sinkt die Proliferationsrate der SMCs wieder ab. Jede weitere
Durchmesserzunahme der Intima, die erst nach einem Zeitraum von 8-12
Wochen abgeschlossen ist, wird dann duch die von den SMCs produzierte
Extrazellularmatrix hervorgerufen . Zellulare Komponenten nehmen
schlussendlich nur einen kleinen Teil des neointimalen Volumens ein (nach

Untersuchungen von Schwartz und al. nur ca. 11% ).

1.3.4. Vaskulares Remodeling
Vaskulares Remodeling beschreibt eine reaktiv-kompensatorische

Umorganisation der Geometrie und Struktur eines Gefal3es. Es stellt einen
normalerweise adaptiven Prozess als Reaktion auf Langzeitverdnderungen der
Hamodynamik des Blutes dar. Eine Gefaliquerschnittszunahme definiert man
dabei als sogenanntes ,positives” Remodeling. Ebenso tragen die
remodelierenden Vorgange aber auch (als ,unvorteilhaftes”, sog. ,negatives”
Remodeling) zur Pathophysiologie vaskularer Erkrankungen und
zirkulatorischer Funktionsstérungen bei. Initiationssignale des vaskularen
Remodelings sind demnach vermutlich Veranderungen hamodynamischer
Bedingungen (wie Blutflussgeschwindigkeit, Gefallwanddehnung oder
Scherkréafte) und humorale Faktoren (wie Cytokine und vasoaktive

Subastanzen). Zellen (und deren Mediatoren und Botenstoffe) aller
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GefalRwandschichten scheinen am Prozess des vaskuldaren Remodeling
beteiligt zu sein (insbesondere adventitielle Myofibroblasten ?°), aber auch die
Extrazellularmatrix, die als vaskulares Bindegewebe das Gerust des Gefalies
darstellt und deren Gehalt und Zusammensetzung durch Matrix-
Metalloproteinasen reguliert wird, spielt eine entscheidende Rolle %!,

An atherosklerotischen Lasionen konnte gezeigt werden, dass positives
Remodeling eine Plagueausbildung von bis zu 40% des stenosierten Bereiches
zu kompensieren vermag. Minz et al. ¥ fanden in ihren Untersuchungen
heraus, dass 73% der Querschnittsabnahme restenotischer Lasionen durch
negatives vaskulares Remodeling erklart werden kann.

In einem Tiermodell wurde gezeigt, dass bestrahlte Gefal3e signifikant
gegeniber der Kontrolle dilatiert waren %, also einem positiven
Remodelingprozess unterworfen waren. Auch Ergebnisse humaner Intra-
Vaskularer Ultra-Schall-Untersuchungen (IVUS) berichten ein fehlendes
Schrumpfen des Durchmessers der membrana elastica externa 6 Monate post
radiatio in ballondilatierten Gefal3en.

Uber Terminationsfaktoren restenotischer Prozesse ist bisher relativ wenig
bekannt. Die Re-endothelialisierung mit ihrer NO-vermittelten SMC-Inhibition
und der Beendigung der Plattchenexposition an die subendotheliale Gefaldwand

sind jedenfalls nicht die einzigen Mechanismen .
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Abbildung 2: Schema der Pathogenese der Restenose

Perkutane Intervention

l

Veranderter
Blutfluss /

vaskulare
Verletzung
Mechanische Thrombus-
Dehnung formation
negatives Deendo- l
Remodeling thehali- Thrombus-
Sl organisation
elastisches
Recoil /
Aktivierung/Dedifferenzierung
— der vaskularen SMCs
Migration Replikation/

Proliferation

ECM-Synthese

.

Intimale Hyperplasie

N

Restenose

Das Schema zeigt die VerknUpfungen der an der Restenose mafgeblich
beteiligten Mechanismen.
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1.3.5. In-Stent Restenose
Seit einigen Jahren implantiert man mit Hilfe eines Ballonkatheters

endoluminale Gefal3stiitzen aus feinen Metallstreben (sogenannte Stents) um
dem Problem der Restenose zu begegnen. Nachdem ,das Stenten* anfanglich
besonderen Indikationen vorenthalten war *®!, sind immer mehr Zentren wegen
der positiven Studienergebnisse (z.B. BENESTENT-Studie %, STRess-Studie )
dazu tGbergegangen auch primar Stents zu implantieren. Der Einsatz koronarer
Stents z.B. hat die Inzidenz der Restenose bei Herzkranzarterien signifikant auf
bis zu 20%-50% gesenkt ). Inzwischen werden bei Weitem mehr Stent-
Implantationen (in bis zu 80% der Falle) als reine Angioplastien durchgefihrt.
Somit nimmt auch die In-Stent-Restenose einen dominierenden klinischen
Stellenwert ein.

Zur Pravention der friher haufig mit einiger Verzdégerung aufgetretenen
subakuten Stentthrombosen kommen heute routineméafig
Thrombozytenaggregationshemmer als Begleittherapie zum Einsatz.

Es konnte gezeigt werden, dass die Implantation eines Stents das elastische
Recoil und somit den akuten postinterventionellen Lumenverlust verhindert. Das
Hineinpressen der Metallstreben des Stents in die Gefal3wand mittels des
Ballonkatheters verursacht ein tiefes fokales Trauma in der Arterie, welches
wahrscheinlich durch die aufrechterhaltene Spannung der expandierten
Stentdrahte im Vergleich zur reinen Ballonangioplastie noch prolongiert ist.
Entsprechend wurde beobachtet, dass die zur neointimalen Formation fiihrende
zellulare Antwort bei einer Stentimplantation diejenige nach PTA noch
Ubersteigt. Moreno et al. kommen vor dem Hintergrund vorheriger postmortem-
studien zu dem Schluss, dass die Proliferation glatter GefaBmuskelzellen den
Hauptmechanismus fir In-Stent Restenose darstellt 91 Des Weiteren stellte
sich heraus, dass das eingebrachte Fremdmaterial im Rahmen einer
Fremdkoérperreaktion einen chronischen Entziindungsprozess in der
GefalRwand aufrecht erhalt, was sich unter anderem histologisch an der
Anreicherung von Makrophagen um die Stentstreben erkennen lasst 2939,
Die Implantation des Stents als eine relativ starre endoluminale Gefal3stitze

scheint das vaskuldre Remodeling, wie es sich bei Restenosen nach PTA
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darstellt, zu verhindern. Da negatives (= konstriktives) Remodeling auf einer der
Narbenbildung @hnlichen fibrotisch-inflammatorischen Veranderung der
Adventitia mit Akkumulation aktivierter Myofibroblasten zu beruhen scheint, ist
es interessant, dass in gestenteten Arterien im Tiermodell von Christen et al.
keine signifikanten adventitiellen Veranderungen ausmachbar waren B2,
Allerdings scheint das prainterventionelle Remodeling der atherosklerotischen
Gefaldlasion das Ausmali der sich spater entwickelnden In-Stent Restenose

zumindest teilweise zu pradisponieren.

1.4. MalRnahmen zur Pravention und
Therapie der Restenose

1.4.1. Rekanalisierende Verfahren — alternative angioplastische
Techniken

Wegen der hohen Restenoseraten nach PTA sind in der jingeren
Vergangenheit neben der Implantation von Stents (s. 1.3.5.) alternative
Methoden zur Behandlung vaskularer Engstellen entwickelt worden. Es wurden
dabei verschiedene Verfahren angewandt, die zum Ziel hatten Uberschissiges
Plaguematerial mechanisch aus der Arterienwand zu entfernen (sogenanntes
~.debulking“). Die angewendeten Techniken, u.a. Rotationsangioplastie (=
Hochfrequenzrotablation) oder direktionale Atherektomie ebenso wie perkutane
Thrombusaspiration oder Excimer-Laserangioplastie kbnnen nach Ergebnissen
neuerer Studien die Restenoserate im Vergleich zur PTA aber nicht langfristig

senken 334,
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1.4.2. Gentherapie
In der letzten Zeit ist auch einigen Anséatzen nachgegangen worden die

Restenosebildung lokal gentherapeutisch zu beeinflussen.

Gentherapie besteht in dem Transfer von Nukleinsauren in somatische Zellen
mit dem Effekt einer Korrektur genetischer Defekte oder der Uberexpression
von Proteinen mit therapeutischem Wert.

Mogliche Angriffspunkte (,targets”) stellten dabei im Rahmen der
Restenoseforschung z.B. die selektive Hemmung von Wachstumsfaktoren, die
unspezifische Inhibition der Proliferation und Migration glatter
Gefalmuskelzellen Uber den Zellzyklus oder die Stimulation der
Reendothelialisierung durch Induktion eines Endothel-Wachstumsfaktors dar.
Trotz einiger vielversprechender Ansatze auf diesem noch jungen
Forschungsgebiet bleiben Fragen offen (wie z.B. die Steuerung der
Genexpression des transferierten Gens bzw. die Steuerung des induzierten
Proteins, die geeignete Wahl eines Vektors oder die Entwicklung passender

Applikations-Syteme), die weiterer Grundlagenforschung bediirfen B

1.4.3. Pharmakotherapeutische Ansétze
Die Ausbildung einer restenotischen Gefaldveranderung ist ein komplexer

Prozess und der Vorgang dieser Lasionsbildung von der Interaktion einer Flle
unterschiedlichster beteiligter Strukturen, Zellen, Mediatoren und Mechanismen
abhangig. Vor dem Hintergrund, dass mit der Komplexitat der Erkrankung
ebenfalls die Zahl der Orte verschiedenster Angriffs- und
Interventionsmdglichkeiten steigt, verwundert es nicht, dass in den
vergangenen Jahren ein enormes Spektrum an moglichen pharmakologischen
Praventions- und Therapieansatzen erforscht worden ist. Nur wenige
Medikamente erwiesen sich allerdings in den bisherigen Studien und
Experimenten als effektiv. Die aul3erdem zum Teil sehr von einander
abweichenden Resultate der Untersuchungen an denselben Wirkstoffen sind

wahrscheinlich haufig auf die idealisierten Bedingungen der in-vitro Versuche,
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die bedingte Ubertragbarkeit von gewonnenen Aussagen aus Tiermodellen und
die Wahl verschiedenster klinischer Studiendesigns zuriickzufuhren.

Die wohl meist verwendeten Substanzgruppen sind 13538

> Antithrombotische Medikamente und Antikoagulantien
Zytostatika und Antiproliferativa

Immunsupressiva und Anti-Inflammatorische Substanzen
Antioxidantien

Lipidsenker

vV V V V V

Anti-Hypertensiva (inkl. ACE-Hemmer (=Angiotensin-Converting

Enzyme) und NO-Donatoren (=Stickstoffmonoxid-Donatoren))

> Calcium-Kanal-Blocker
> Antibiotika
> u.a.
1.5. Anthranilsaurederivate — Tranilast und

Meclofenaminsaure

Unter den im Zusammenhang mit Restenosepravention untersuchten
Medikamenten aus der Gruppe der antiproliferativen Substanzen nimmt das
Anthranilsdurederivat Tranilast eine besondere Stellung ein.

Tranilast (3,4-Dimethoxyphenylacrylsaure(2,Carboxyphenyl)amid), ein oral
applizierbares Antiallergikum, das urspringlich in Japan von Kissey
Pharmaceuticals entwickelt worden ist, hat bisher bei Patienten mit Asthma
bronchiale, allergischer Rhinitis und atopischer Dermatitis Anwendung
gefunden. Aber auch bei der Behandlung hypertropher Narben (sog. Keloide)

ist dieses Medikament schon erfolgreich zum klinischen Einsatz gekommen 7.
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Abbildung 3:Strukturformel von Anthranilsaure und Tranilast

O, OH
Abbildung 3a: Strukturformel von
Anthranilsdure (2-Amino-benzoeséure) NH,
CH30
CH30 CH=CH - CONH
HOOC

Abbildung 3b: Strukturformel von Tranilast, dem Saureamid aus 3,4-
Dimethoxyzimtséaure und der 2-Aminogruppe von Anthranilsaure (N(3,4-
dimethoxycinnamoyl)anthranilic acid),
(3,4-Dimethoxyphenylacrylsaure(2,Carboxyphenyl)amid)

Auf dem Gebiet der Restenoseforschung hat sich Tranilast in in-vitro
Experimenten als ein potenter Hemmer der Proliferation und Migration glatter
Gefal3muskelzellen erwiesen. Des Weiteren konnte eine Inhibition der
Kollagensynthese aktivierter vaskularer SMCs nachgewiesen werden 42, Die
Wirkungsmechanismen von Tranilast scheinen auf3erordentlich vielfaltig zu sein
(s.a.4.1.4.1.). In vielen Publikationen wird daher von einer ,multi-action drug*“
gesprochen. In einer grof3en Zahl unterschiedlicher Tiermodelle konnte das
Anthranilsaurederivat eindrucksvoll die Ausbildung einer neointimalen
Hyperplasie hemmen #34°!,

Eine Reihe kleiner klinischer Studien hat die Potenz dieses Medikamentes zur
Pravention der Restenose zeigen konnen “®*7l, Die PresTo-Studie allerdings,
die mit ca. 11.500 Patienten die grof3te bisherige internationale Restenose-
Studie Uberhaupt gewesen ist, konnte eine signifikante Senkung der

Restenoserate (unter Einnahme von 300mg und 450mg Tranilast zweimal
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taglich Gber einen Zeitraum von einem oder drei Monaten) unter dieser

Medikamentendosis nicht bestatigen 8.
Die insgesamt aber vielversprechenden Resultate von Tranilast bei der
Behandlung der Restenose geben Anlass ein anderes Fenamat (=

Anthranilsaurederivat) beziglich seiner Potenz zur Pravention der Restenose

zu untersuchen: Meclofenaminsaure.

Cl
Abbildung 4: Meclofenaminsaure H
(Meclomen®)
2-((2,6-Dichloro-3-Methylphenyl)amino)- i & ©
benzoesaure
Summenformel: C14H10Cl,NO>Na
Cl

Meclofenaminséure (=MFS) wird den nicht-steroidalen Antiphlogistika (= Non-

Steroidal Anti-Inflammatory Drug (NSAID)) zugerechnet und wirkt unter
anderem Uber eine Inhibition des Enzyms Cyclooxygenase (COX). Klinisch wird
es bei der Behandlung der Arthritis (osteo- und rheumatoide Arthritis), zur
Analgesie (leichten bis mittelschweren Schmerzes), bei Dysmenorrhoen und
Menorrhagien eingesetzt 1%,

Erste in vitro Versuche mit MFS im Zusammenhang mit der
Restenoseforschung lassen dessen hemmende Wirkung auf proliferierende

glatte humane aortale Muskelzellen erkennen 7.
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1.6. Strahlung zur Verhinderung der Restenose

Seit rund hundert Jahren werden in der Medizin Réntgenstrahlen und
Radioaktivitat auch zur Therapie benigner entziindlicher und hyperplastischer
Prozesse angewendet. Da es sich bei der Entwicklung der Restenose eines
Gefal3es ebenfalls um einen entziindlichen und insbesondere bei der In-Stent
Restenose um einen proliferativen Vorgang handelt, ist die Erforschung eines
Therapieansatzes mit elektromagnetischer oder korpuskularer Strahlung auf
diesem Gebiet gerechtfertigt.

Einige Studien der jungeren Vergangenheit haben bereits gezeigt, dass die
Einsetzbarkeit radioaktiver Strahlung zur Pravention der Restenose
erfolgversprechend zu sein scheint. Zur klinischen Anwendung sind dabei fast
ausschliesslich intravaskuléare Bestrahlungsverfahren gekommen. Zum einen
konnen Afterloading Techniken (= endovaskuléare Brachytherapie (EVBT))
verwendet werden, bei denen innerhalb eines kurzen Zeitraumes hohe
Aktivitaten zum Einsatz kommen, oder die Implantation radioaktiver Stents mit
niedrigerer Aktivitat. Bei der Frage nach den verwendeten Radionukliden
stehen momentan ebenfalls verschiedene Strahler zur Auswahl. Zum einen
erweisen sich hochenergetische Betastrahler als giinstig (*°Yttrium, **®Rhenium

oder **Phosphor) zum anderen niedrigenergetische Gammastrahler (**Iridium).

1.6.1. Radioaktivitat
Die radioaktiven Eigenschaften bestimmter Elemente sind Folge einer

energetischen Instabilitat inrer Atomkerne, die auf ein Missverhaltnis zwischen
Neutronen- und Protonenzahl zuriickzufiihren ist. Unter Radioaktivitat versteht
man also spontane Kernumwandlungsprozesse unter Aussendung von
elektromagnetischer Strahlungsenergie (z.B. y-Quant) oder Bewegungsenergie
der emittierten Teilchen zu denen z.B. Elektronen (B’-Strahlen) oder Helium?*-

Kerne (a-Strahlen) gehéren P,
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Die gebrauchliche Mal3einheit der Radioaktivitat ist das Becquerel (Bq). 1 Bq ist
dabei gleich der Aktivitat eines Radionuklids, in dem pro Sekunde ein Zerfall
stattfindet.

Die Zahl der Zerfalle pro Zeiteinheit ist eine charakteristische Grof3e fir eine

radioaktive Substanz. Das Zerfallsgesetz lautet:
Ne=Ney-e™

Dabei entspricht Ny der Zahl der zur Zeit t noch nicht zerfallenen radioaktiven
Atome, N der Anfangszahl der radioaktiven Atome und A der

Zerfallskonstanten.

Da die Zahl der Zerfélle pro Zeiteinheit der Anzahl der noch vorhandenen
radioaktiven Atome proportional ist, beschreibt die sog. Halbwertszeit (T, ) das
Intervall, in dem die anfangs vorhandene Aktivitat auf die Halfte abgesunken ist.
Zwischen der Zerfallskonstanten und der Halbwertszeit besteht folgende
Beziehung:

In2

T% .

A=

Im Rahmen der Experimente mit den haSMCs und °Y ist bei der
dosimetrischen Abschatzung der Bestrahlungsplanung als Dosisgrof3e die
Energiedosis (D) verwendet worden. Sie ist definiert als die im betreffenden

Gewebevolumen mit der Masse dm absorbierte Energie dW:

dw —— o Joule Ws
D= —dm Die Einheit ist das Gray (Gy)= g = g

Neben der Energiedosis spielt die Aquivalentdosis, die die biologische Wirkung
der verschiedenen Strahlenarten beriicksichtigt, eine entscheidende Rolle. Die
effektive Agivalentdosis berticksichtigt dartiber hinaus noch die verschiedene

Strahlenempfindlichkeit unterschiedlicher Gewebe !,
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1.6.2. Das Nuklid ®°Yttrium
Ovittrium ist ein radioaktives Element mit 51 Neutronen und 39 Protonen. Es

handelt sich dabei um einen reinen 3 -Strahler, was impliziert, dass bei dessen
Zerfall nur Elektronen emittiert werden. Diese besitzen eine maximale Energie
von Euax= 2,284 MeV (Mega Elektronen-Volt) und eine Durchschnittsenergie
von Eavc=0,935 MeV. Da die maximale Energie zum Beispiel nur einen kleinen
Endpunkt einer schwachen Hochenergiekomponente darstellen kann, ist es zur
naheren Charakterisierung der emittierten Strahlung sinnvoll das Spektrum des
Strahlers zu betrachten, welches bei verschiedenen Nukliden hohe
interindividuelle Unterschiede besitzen kann. Die Formen dieser Spektren sind

primar fir Variationen in der Gestalt der Tiefen-Dosisverteilung

mitverantwortlich. 0.8 T

Abbildung 5: Das B-Spektrum 0,61 e
von Lyttrium.

Auf der Abszisse sind die f- 0.4
Energien in MeV, auf der Ordinate j
die Anteile von g-Partikeln pro

MeV fiur eine nukleare

Desintegration aufgetragen. 021 ]

Dadurch ergibt sich fiir die 0 L 1
0 1 2 3

Elektronen eine maximale

Reichweite von Ryaxm20=11 mm in Wasser (das gilt allerdings nicht fiur die
durch die Wechselwirkung der Elektronen mit der Materie entstehende
Sekundarstrahlung). Diese Reichweite gilt auch fir Gewebe sowie Plastik. Die
durchschnittliche Reichweite wird fir Gewebe mit Ravgms=3,6mm
angegeben®.

Die Halbwertszeit von 90-Y betragt 2.67 Tage (ca. 64h), woraus sich folgende
Zerfallsgraphik ergibt:
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Abbildung 6: Zerfallsgraphik von 2Yttrium
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In der Abbildung ist der radioaktive Zerfall von *°Yttrium in Abhangigkeit von der
Zeit dargestellt.

1.6.2. Biologische Strahlenwirkungen
Fur das Ausmal? biologischer Strahlenwirkungen bei gleicher Dosis ist die

Strahlenenergie und die Strahlenart von grof3er Bedeutung. Die Strahlenqualitat
kann in Form des linearen Energietransfers (LET) beschrieben werden, der die
Energielibertragung eines Teilchens bezogen auf seine Wegstrecke (in
keV/um) angibt. Der LET nimmt mit steigender Ladung und sinkender Energie
des Teilchens zu. Locker ionisierende Strahlen sind dabei z.B. 250keV-
Rontgenstrahlung oder p-Strahlen/Elektronen, dicht ionisierende Strahlen sind

z.B. Neutronen, Protonen und a-Strahlen.
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Um verschiedene Strahlenqualitaten vergleichen zu kénnen, ist der Begriff der
relativen biologischen Wirksamkeit (RBW) eingefuhrt worden:

Dosis der Vergleichsstrahlung

RBW= ;
Dosis der untersuchten Strahlung
Zur Ermittlung der RBW werden solche Strahlendosen der beiden zu
untersuchenden Strahlenqualitaten miteinander verglichen, die den

biologischen Effekt in gleicher Hohe hervorrufen BY,

1.6.2.1. Strahlenschaden an der DNA

Zwar ist der primare physikalische Absorptionsprozess der Strahlenenergie in
Hinblick auf die chemische Struktur des getroffenen Molekiils unspezifisch, fir
die folgenden Reaktionsablaufe (radikalchemische, inter- und intramolekulare
Prozesse) ist die Molekulstruktur aber mit entscheidend. Somit weisen

Strahlenschaden an der DNA auch folgende typische Veranderungen auf:

= Kettenbruch: Dabei kénnen eine oder beide Strange der
Polynukleotidstrange unterbrochen werden. Doppelstrangbriiche sind
zwar mafdgebend fiir eine eventuelle Zellabtdtung, Saugetierzellen

kénnen aber auch diesen schweren Strahlenschaden reparieren.
= Modifizierung oder Eliminierung der Nukleinsdurebasen:
Strahlenchemische Reaktionen kénnen so Veranderungen in der

Konformation und der Basensequenz der DNA zur Folge haben.

= Vernetzungen der DNA-Polynukleotidketten: Diese Veranderungen treten
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bei héheren Strahlendosen auf. Die moégliche Veranderung der
Chromosomen begiinstigt einen Schwester-Chromatid-Austausch (sister-

chromatide exchange).

Die DNA von Saugetierzellen unterliegt einem effektiven Schutz von regulierten
Reparationsmechanismen. Zumindest in einem Dosisbereich von bis zu etwa
2Gy wird der weitaus Uberwiegende Teil an DNA-Schaden repariert. In Dosis-
Wirkungs-Kurven, bei denen die Koloniebildungsfahigkeit (=klonogene Aktivitat)
von Zellen als MaR der Uberlebensrate halblogarithmisch gegen die Dosis
aufgetragen wird, zeigt die Graphik in diesen niedrigen Dosisbereichen als
Ausdruck von auf DNA-Reparatur beruhenden Erholungsphdnomenen

typischerweise eine Schulter (=Schulterkurve).

Der Vorgang der DNA-Synthese (= Replikation) scheint allgemein wesentlich
strahlenempfindlicher zu sein als die Neubildung von RNA (= Transkription).
Zellulare Strahlenschaden resultieren folglich zunéchst in einem reproduktiven,
spater in einem synthetisierenden Stillstand. Mit erhdhter Proliferation und
abnehmender Differenzierung steigt allgemein die Strahlenempfindlichkeit der
Zellen an®?. Wenn ein subletaler Schaden (z.B. chromosomale Aberrationen)
sich erst bei weiteren Zellzyklusdurchldufen in der Weise weiterentwickelt, dass
schliellich der Zelltod eintritt und die Zelle somit aber schon bei der initialen
Schadigung die Fahigkeit zur Koloniebildung verloren hat, bezeichnet man
diesen Vorgang als reproduktiven Zelltod (s.auch 2.3.3.). Im Gegensatz dazu
beschreibt der sogenannte Interphasetod einer Zelle, dass diese in derselben
Interphase (einer Zellzyklusphase, s. auch 1.6.2.2.), in der sie bestrahlt worden
ist, stirbt. Letzteres tritt aber meist nur nach Exposition héherer Dosen auf
(>10Gy).
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1.6.2.2. Zellzyklus und ionisierende Strahlung

Lebende Zellen durchlaufen einen Generationszyklus mit unterschiedlichen
Phasen. Der Zyklus lasst sich grob in eine Mitose- (=Teilungsphase) und eine
Intermitosephase einteilen, wobei die Intermitosephase noch weiter in eine G;-,

eine S-, und eine G,-Phase differenzierbar ist:

Abbildung 7: Schema des Zellzyklus-Phasenverlaufs

Weg der Tochterzelle

Das Schema skizziert die Abfolge der verschiedenen Phasen im
Generationszyklus einer Saugetierzelle.
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Wahrend der G;-Phase findet vor allem das Wachstum der Zellen und die
Enzymsynthese fir die Vorbereitung der DNA-Synthese statt. Der DNA-Gehalt
der Zelle bleibt jedoch konstant.

In der G,-Phase wird insbesondere durch Protein- und RNA-Synthese die
Mitosephase vorbereitet.

Im Laufe der S-Phase wird der DNA-Gehalt der Zelle verdoppelt, es wird also
eine Replikation des gesamten Genoms durchgefihrt.

Nach der Mitose hat jede Tochterzelle wieder den einfachen DNA-Gehalt in
Form des diploiden Ein-Chromatid-Chromosomensatzes.

Sich differenzierende Zellen, die nicht Teil der proliferierenden Fraktion sind,
kénnen aus der G;-Phase in die sog. Go-Phase Ubertreten, einen Zustand der

Teilungsruhe B3,

Abbildung 8: DNA-Gehalt wdhrend des Zellzyklus

4,50

4,00
3,50 -
£3,00 -

=
=250 +
<

&3 2,00 -

2
21,50 |
1,00 +

0,50 —

0,00
G1 S G2 M

Zyklusphasen

Die Abbildung verdeutlicht den wechselnden Gehalt an DNA einer Zelle
wahrend der verschiedenen Phasen des Generationszyklus. Ein DNA-Gehalt
von 2n, wie er in der G; Phase auftritt, entspricht dabei einem diploiden Ein-
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Chromatid-Chromosomensatz, ein DNA-Gehalt von 4n (in der G,-Phase)
demjenigen eines diploiden Zwei-Chromatid-Chromosomensatzes.

Bei der Proliferationskinetik einer Zellkultur ist die Zellpopulation in bezug auf
ihre Zyklusphasenverteilung zeitlich asynchron. Unter diesen optimalisierten
Bedingungen einer Zellkultur, bei der die Wachstumsfraktion der Zellen (dies
entspricht dem proliferierenden Anteil) maximal ist, verdoppelt sich die Zahl der
verwendeten haSMCs innerhalb der mittleren Generationszeit; die
Zellzahlzunahme ist, solange sie nicht durch Kontaktinhibition oder andere
limitierende Faktoren gehemmt wird, exponentiell. Fir die haSMCs lasst sich

somit eine Zellzykluslange von einem bis zu zwei Tagen ermitteln.

Generell kbnnen auf zellularer Ebene zwei verschiedene Phdnomene der
Strahlenwirkung unterschieden werden:

= die Mitoseverzdgerung und

= der Zelltod.

Mit zunehmender Strahlendosis entstehen in verstarktem Mal3e irreversible
Schaden, die zu anomalen Teilungsprozessen und Zytolyse fiihren. Der
Interphasetod tritt in der Regel erst bei Dosen von einigen 10Gy auf. Dabei wird
von der Zelle ein ,Selbstmordprogramm?® gestartet, bei dem zelleigene
Endonukleasen die DNA degradieren und fragmentieren — ein Vorgang, den
man auch als Apoptose bezeichnet und der dadurch charakterisiert ist, dass im
Gegensatz zur Strahlennekrose keine perizellulare Entziindungsreaktion im
Gewebsverband entsteht.

Bei dem Uberwiegenden Teil der bestrahlten Zellen wird nach Dosen unter
10Gy mindestens noch eine Zellteilung beobachtet. Die (bei abnehmender
Dosis zunehmend reversible) Abnahme der Mitoserate ist auf eine
Verlangerung des Generationszyklus zurtickzufihren, welcher wiederum in
einer unterschiedlichen Verzégerung einzelnener Zellzyklusphasen begriindet
ist. Es tritt eine Verlangerung der S- und der G;-Phase, vor allem aber ein G-
Phasenblock auf. Der G,-Block wird als eine Phase der Erholung angesehen,
bei der Zeit gewonnen wird Strahlenschaden vor der nachsten Mitose zu
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reparieren ¥, Der Generationszyklus einer Saugetierzelle verfuigt dabei tiber
sogenannte Restriktionpunkte oder,checkpoints”. Ist der checkpoint der G,/M-
Phase einer Zelle zum Zeitpunkt des Bestrahlungsbeginns bereits
uberschritten, tritt die Zelle unmittelbar in die Mitose ein. Bei einem weiteren
checkpoint des Zyklus, an dem es bei vorausgegangenen Schaden zu einem
G;-Phasenblock kommt, ist das Tumorsuppressorgen p53 maf3geblich beteiligt.
Aus den obigen Ausfiihrungen geht also hervor, dass die Zellzyklusphase, in
der sich eine Zelle zu Bestrahlungsbeginn befindet, von grofl3er Bedeutung fur
die Wirkung der Strahlung ist. An zyklussynchronisierten Zellpopulationen
konnte die unterschiedliche Empfindlichkeit von Saugetierzellen auf Strahlung
in Bezug auf ihre Generationszyklusphase untersucht werden. Es stellte sich
dabei heraus, dass die Uberlebensraten der Zellen besonders gering sind,
wenn die Bestrahlung wahrend der Mitosephase bzw. wahrend der friihen S-
Phase oder der G,-Phase vorgenommen wird. Erhdhte Strahlenresistenz
konnte hingegen in der spaten S- und der frihen G;-Phase beobachtet werden.
Interessanterweise wird die langste Mitoseverzogerung haufig bei den Zellen
beobachtet, die in der spaten S-Phase bestrahlt werden, wahrend die

Strahlenwirkung auf die Uberlebensraten in diesem Zyklusteil am geringsten ist
[55]

Nach reversibel strahleninduzierter Hemmung von Geweben in vivo kann es zu
einer Stimulation der Proliferation kommen, die die Wachstumsgeschwindigkeit
der Population vor der Bestrahlung noch ubersteigen kann. Die
Proliferationsstimulation ist dabei umso grof3er, je kleiner die
Wachstumsfraktion der Zellen vor der Bestrahlung gewesen ist. In diesem
Zusammenhang kommt den Zytokinen (v.a. Wachstumsfaktoren und

Interleukinen) eine besondere Bedeutung zu ®%.
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1.6.3. Einflussfaktoren auf die Wirkung ionisierender Strahlen
Neben der Strahlenqualitat und zelleigenen Parametern (wie

Reparationsvermégen und Zellzyklusphase) existieren auch zahlreiche
exogene Einflussfaktoren, welche die Wirkung ionisierender Strahlung auf
Zellen modifizieren. Diese sind zum einen physikalischer Art:

= Sauerstoffeffekt: Ausreichend oxygenierte Gewebe sind

strahlensensibler als hypoxische Gewebe.

= Hyperthermie-Effekt: Saugetierzellen reagieren bei Temperaturen

Uber 37°C deutlich strahlenempfindlicher.

= Dosisfraktionierung: Wird dieselbe Dosis in Intervallen verabreicht, so

wird sie von Zellen besser toleriert.

Zum anderen sind fur zahlreiche Substanzen teilweise
strahlenresistenzsteigernde, teilweise strahlensensibilisierende Effekte
beschrieben worden. Bei den sensibilisierenden Substanzen, die z.B. in der
Krebstherapie Anwendung finden, handelt es sich unter anderem um
Medikamente, die bereits ohne ionisierende Strahlen einen zytotoxischen
(und/oder zytostatischen) Effekt aufweisen. Andere Stoffe haben, wenn sie
allein appliziert werden, keinen (oder nur einen geringen) Effekt, kbnnen aber
eine erhebliche Verstarkung der Strahlenwirkung hervorrufen. Eine strenge
Definition des Begriffes Sensibilisierung umfasst nur die zuletzt genannte
Substanzgruppe, bzw. die Applikation von Substanzmengen, die allein ohne
nachweisbare Wirkung ist. Im Folgenden sollen in den Begriff Sensibilisierung
aber auch solche Stoffe miteinbezogen werden, die nur zu einem additiven oder

subadditiven Effekt in Kombination mit der Bestrahlung fiihren ¢,
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1.7. Versuchsstrategien

Den durchgefiihrten Experimenten liegt ein in-vitro Modell des
Restenosemechanismus zugrunde, welches den entstehenden proliferativen
Prozess in einer Arterienwand nach Perkutaner Transluminaler Angioplastie
bzw. Stentimplantation simulieren soll. Als Zellmodell fir die Zellkultur dienen
dabei humane aortale glatte Muskelzellen, eine Zellart, von der angenommen
wird, dass sie bei der Restenoseentwicklung (insbesondere nach
Stentimplantation) die vorherrschende Rolle einnimmit.

Die Versuche werden in einem Beobachtungszeitraum von 20 Tagen an
proliferierenden haSMCs durchgefihrt, die durch die Zugabe 20%igen fetalen

Kalberserums zum Nahrmedium stimuliert worden sind.

Mit diesem Modell soll einerseits die Situation nach Implantation eines
radioaktiven Stents niedriger Aktivitdt nachgeahmt werden, zum anderen wird
die Etablierung einer postinterventionellen Pharmakotherapie in Lang-Zeit-
Behandlung simuliert. Als dritte Mdglichkeit beschéatftigt sich die vorliegende
Arbeit mit einer Kombination aus Radio- und Pharmakotherapie.
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1.8 Fragestellungen

Die oben genannten Entstehungsmechanismen der Restenose und deren
Interventionsmoglichkeiten werfen vor dem Hintergrund des verwendeten
in-vitro Modells folgende Fragestellungen auf, denen diese Dissertation

nachgehen mdchte:

= Welche Wirkung hat Meclofenaminséaure in einer Lowdose Langzeit-
Behandlung auf die proliferative Aktivitat der verwendeten humanen
aortalen glatten Muskelzellen?

= Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Konzentration von MFS
und der klonogenen Aktivitat der haSMCs?

= Wird der Zellzyklus durch MFS Uber den Beobachtungszeitraum
hinweg verandert?

= Lassen sich zytoskeletale Veranderungen der Zellen

fluoreszenzmikroskopisch nachweisen?

= Kann *Yttrium das Wachstum der proliferierenden haSMCs im in-
vitro Modell hemmen?

= Wie beeinflusst °Y in den applizierten Dosen den Zellzyklus der
haSMCs?

= Zeigt sich eine Dosisabhangigkeit in Bezug auf die klonogene
Aktivitat der verwendeten glatten Muskelzellen?

= Gehen die Daten mit den in der Literatur beschriebenen Modellen
einher?

= Existiert eine wechselseitige Beeinflussung von *°Y und MFS in einer
simulierten Kombinationsbehandlung — existieren antagonistische,

additive oder tuberadditive Wirkungen?
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1. Materialien fur das Zellkultursystem

2.1.1. Zellen

Alle Versuche werden an humanen aortalen glatten Muskelzellen (haSMC)
durchgefuhrt, die in der 10. Passage von der Firma AMERICAN TYPE CULTURE
COLLECTION (ATCC, Rockville, MD, USA) bezogen wurden. Es werden fur alle
durchgefuhrten Versuche wegen der besseren Vergleichbarkeit und
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und der angestrebten Gleichheit der
Ausgangsbedingungen nur Zellen der 18. und 19. Passage dieses Stammes
verwendet.

Die Zellen lagern in Portionen zu ca. 1Mio. haSMCs als 17. Passage
eingefroren bei —192 °C in flissigen Stickstofftanks, bis sie fur jeden
Versuchsansatz neu aufgetaut und in (bei 37°C) vorgewarmtem Kulturmedium
resuspendiert werden. Das Einfriermedium besteht zu 20% aus FCS, 5%
DMSO (Di-methyl-sulfoxid) und Grundmedium (Waymouth und HAM's Nutrient
Mixture F-12 im Verhéltnis 1:1). Es werden fur alle Versuche ebenfalls nur
Zellen verwendet, die nach 12h eine Anwachsrate von > 80% aufweisen. Dabei
durchlaufen sie bis zur Verwendung in den Versuchen im Rahmen eines festen
Kultivierungsschemas mindestens zwei, héchstens aber drei Passagen. In
Vorversuchen wurde ein homogenes Wachstum Uber weitere acht bis zehn

Passagen beobachtet.

2.1.2. Kulturmedium

In Vorversuchen ist diejenige Zusammensetzung des Kulturmediums ermittelt
worden, bei der die haSMCs ihr homogenstes Wachstumsverhalten aufweisen.
Das jeweils frisch angesetzte Kulturmedium, das zur Erndhrung und

Neutralisation von Abfallprodukten der Zellen dient, ist fur alle Versuche in
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derselben Komposition beibehalten worden. Es besteht zu jeweils 40% aus
Waymouth- (Gisco BRL) und Nutrient Mixture F-12 Medium (Gisco BRL) und
zu 20% aus fetalem Kéalberserum (FCS, GiBco, INVITROGEN CORPORATION
Karlsruhe, Deutschland). Das FCS enthalt u.a. wachstums- und
proliferationsstimulierende Hormone sowie Vitamine. Der Nahrlésung wird des
Weiteren je 1% Streptomycin/Penicillin-Lésung (BiocHrRoOM KG Berlin; 10000 U /
10000 pg/ml) als Antibiotikum und 1% L-Glutamin (Gieco BRL) als essentieller

und schnell verbrauchender Aminosaure zugesetzt.

2.1.3. Trypsin

Das Enzym Trypsin dient der Ablésung der am Kulturfaschenboden adhérent
wachsenden Zellen. Trypsin (verwendet wurde Trypsin/EDTA-LOsung, GIBCO
BRL) fuhrt dabei zu einer Andauung der Adhasionsmolektile, die die Zellen
untereinander und mit dem Flaschenboden verankern. Um Schaden an den
Zellen zu vermeiden wird die Einwirkzeit des Trypsins moglichst kurz gewahlt
(2-4 Minuten), bevor es durch Zugabe von Kulturmedium verdinnt und
inaktiviert wird. Je dichter der Zellmonolayer und je &lter die Zellen desto

langere Trypsineinwirkzeiten sind notig.

2.1.4. Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Da auch Reste des nach dem Absaugen in der Kulturflasche verbliebenen
Mediums das frisch hinzu pipettierte Trypsin in seiner Wirkung beeintrachtigen
kénnen, wird die Zellkulturflasche vor der Zugabe des Enzyms mit 5ml PBS

(Gisco BRL) gewaschen 3.

2.1.5. Meclofenaminséure (MFS)

Meclofenaminsaure ist das Medikament aus der Gruppe der nicht-steroidalen
Antiphlogistka (NSAID), mit dem die Zellen des Zellkultursystems im Rahmen
der Simulation einer Pravention der Restenose behandelt werden.
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Fur die Experimente wird MFS als Pulver von SIGMA bezogen. Es wird eine
Lésung von MFS in H,O mit einer Konzentration von 10 mol/l angesetzt und
nach Passage durch einen 0,22um Mikroporen-Sterilfilter in Portionen zu ca.
500pl in Eppendorfréhrchen portioniert und bis zur Verwendung im Experiment

bei —20°C tiefgefroren.

2.1.6. Das Radionuklid *°Yttrium
Ovittrium ist das Radionuklid, mit dem die haSMCs in den

Restenoseexperimenten bestrahlt werden. Uber die SCHERING AG Berlin wird
dazu von Cis bio international pro Charge 980 MBq/Vial tragerfreies *°Y in
350ul 0,04M HCI bezogen. Unter ,tragerfrei“ versteht man eine Substanz, die
aussschlie3lich aus radioaktiven Atomen besteht. Es ist also nicht von einer
Beimengung inaktiver Isotope auszugehen.

Nach Bestimmung der Aktivitdt unmittelbar vor dem Experiment wird das
suspendierte Yttrium mit einem 0,22um Mikroporenfilter gereinigt und
entsprechend mit Kulturmedium verdiinnt, so dass eine Zugabe von 100ul zum
Kulturmedium einer Kulturflasche einer Applikation von 8Gy entspricht
(entsprechend 50yl fur 4Gy).

Unter Beriicksichtigung der Aktivitdtsabnahme mit der Halbwertszeit von %Y
(2,76d) ist es maglich die Dosis einer Charge an zwei aufeinanderfolgenden

Tagen zu applizieren.
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2.2. Methoden flr das Zellkultursystem

2.2.1. Kultivierung / Subkultiverung der haSMC

Alle Arbeitsschritte werden unter einer Laminar-Flow-Sterilbank durchgefuhrt,
die zuvor fur mindestens 30 min mit UV-Licht bestrahlt und deren Ablagen mit
70%igem Alkohol desinfiziert worden sind. Es werden flr entsprechende

Arbeitsschritte ausschlief3lich sterile Einmalpipetten verwendet.

Am ersten und vierten Tag nach Neuaussaat oder der letzten Passage der
Zellen (Tag der Aussaat bzw. Passage = Tag 0) wird ein Medienwechsel (MW)
vorgenommen und am 7. Tag wird eine Subkultivierung (= Passage)
durchgefuhrt um Zellkonfluenz zu vermeiden, da in einem solchen Falle die
Kapazitat des Mediums Uberschritten werden wirde und sich ferner die Zellen

durch Kontaktinhibition an der weiteren Vermehrung hindern.

Zur Routine-Passage werden jeweils 200.000 Zellen in 5ml Medium in eine
25cm? groRe Kulturflasche (Falcon, BD Heidelberg, Deutschland) ausgesat. Die
Zellkulturen werden in Brutschranken (Heraeus, Osterode, Deutschland) bei
37°C, einem CO,-Gehalt von 5% und einer Feuchtigkeit von >95% bebritet.
Zur Passage wird das Medium abgesaugt, die Zellkulturflasche mit 5ml PBS
gewaschen und 1ml Trypsin hinzu pipettiert. Nach 2-4 minutiger Inkubation bei
37°C (je nach Alter und Wachstumsdichte der Zellen) haben sich SMCs in der
Regel als Einzelzellsuspension vom Flaschenboden geldst, werden in 5 ml
Medium resuspendiert und ein Teilvolumen (in der Regel 100 pl) zur
Zellzahlbestimmung mittels einer elektronischen Zahlhilfe (Coulter Particle

Counter, Coulter®, USA) entnommen.
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2.3. Methoden der einzelnen Versuche

2.3.1. Proliferationskinetik (PK) der MFS-Dauerbehandlung

Eine PK wird angesetzt um die Vermehrungsgeschwindigkeit und die Hohe des
erreichten Plateaus (sie entspricht der maximal erreichten Zelldichte) der
behandelten haSMC-Kultur zu untersuchen.

Fur die Proliferationskinetik werden pro Kulturflasche (mit 25cm? Bodenflache)
an ,Tag —2“ 30.000 Zellen in 5 ml Kulturmedium ausgeséat und danach sofort
bei 37°C inkubiert. An Tag 0 wird dann die Ausgangszellzahl zur Kontrolle (d0)
bestimmt und ein Medienwechsel bei allen Flaschen vorgenommen, wobei bei
den Experimenten zur Dauerbehandlung mit MFS Uber eine Verdiinnungsreihe
Medikamentenkonzentrationen zu 10uM, 25uM, 50uM, 100uM und 200uM im
Kulturmedium fiir die verschiedenen Untersuchungsbedingungen angesetzt
werden.

An den Tagen 4, 8, 12, 16 und 20 erfolgt die Zellzahlbestimmung in den
Kulturflaschen. Dazu wird die Zellzahl einer Kulturflasche aus einer
Konzentrationsgruppe bestimmt und bei den jeweils verbleibenden
Kulturflaschen ein Medienwechsel vorgenommen (unter Beibehaltung der

jeweiligen Medikamentenkonzentrationen im Medium).

2.3.2. Proliferationskinetik (PK) der Versuche mit *°Yttrium

Analog zu den Versuchen zur Dauerbehandlung mit MFS wird der gleiche
Algorhithmus bis Tag 0 beibehalten. Sechs bis acht Stunden vor Zugabe des
%y (an Tag 0) wird ein Medienwechsel durchgefiihrt, wobei die einzelnen
Kulturflaschen entsprechend der geplanten Versuchsbedingungen Medien mit
den verschiedenen MFS-Konzentrationen erhalten. Aus dosimetrischen
Grinden (die kleinste von MIRDOSE zu berechnende Volumendosis bezieht sich

auf eine Kugel mit dem Durchmesser von 2,6 mm (s. 2.3.5.)) werden statt 5ml
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Medium 6,2ml hinzu pipettiert, so dass das Medium einen Quader der Dicke
von 2,6mm Uber dem Zellmonolayer bildet.

An Tag 4 wird ein Medienwechsel durchgefihrt, wobei nach Abpipettieren des
alten Mediums zweimal mit 7 ml PBS gewaschen wird um die verbleibende
Restaktivitat in zuriickgebliebenen Medienresten mit zu entfernen. Aus dem
gleichen Grund erfolgt (an Tag 8) ebenfalls noch ein Waschzwischenschritt

wahrend des Medienwechsels.

Die radioaktiven Kulturen werden in einem separaten Brutschrank inkubiert um
die Kontrollen nicht zu beeinflussen. Um die gegenseitige Beeinflussung der
radioaktiv strahlenden Kulturen wahrend der Inkubationszeit zu minimieren
werden sie in Portionen zu je vier Flaschen in 17mm Wanddicke messenden

Plexiglasbehéltnissen aufbewabhrt.

2.3.3. Kolonie-Bildungs-Assay (KoBi)

Ein Kolonie-Bildungs-Assay ist ein Mal? fur die sogenannte klonogene Aktivitat
der zu untersuchenden Zellen. Es lassen sich damit Aussagen uber die
Proliferationsfahigkeit von Zellen machen. Ein KoBi ist in Bezug auf das
veranderte Wachstumsverhalten von durch eine Noxe geschadigten Zellen ein
empfindlicherer Test als die Proliferationskinetik.

Fir alle Versuche werden an den Tagen 4, 12 und 20 KoBis angesetzt.

Dazu werden in jede Vertiefung einer 6-well-Platte (Multiwell TM, FALCON,
Becton Dickinson) je 500 Zellen in 2 ml Nahrmedium ausgesat und fur 10 Tage
inkubiert. Danach wird das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen
und anschlie3end fir je ca. 10 Minuten mit 3,7%iger Formaldehydlésung und
anschlieBend 70%igem Ethanol fixiert. Nach den Trocknen schlief3t sich dann
eine Farbung mit Coomassie an, um den Assay mikroskopisch auswerten zu
kénnen. Als eine Zellkolonie wird bei der Auswertung eine aus einer Zelle
hervorgegangene Ansammlung von 50 Zellenklonen definiert. Konglomerate
von weniger als 50 Zellen gelten als subletal geschadigt und werden nicht
gezahlt (s.a. 1.6.2.1.).
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Aus dem Quotienten der Zahl der Kolonien der Kontrolle (=K) und der Zahl
aller ausgesaten Zellen zu Beginn der Inkubation erhélt man die sog. ,plating
efficiency (PE)“, die dem Anteil an klonogenen Zellen ohne Behandlung
entspricht:

Zahl der Kolonien

Zahl der Zellen zu Beginn der Inkubation

Die plating efficiency kann als Bezugspunkt fur die Kolonienzahl der

behandelten Versuchsansatze dienen.

2.3.4. Migrations-Assay

Ein Migrations-Assay untersucht die Eigenschaft von Zellen sich gerichtet
bewegen zu kénnen. Bei dem Experiment wird das Durchwandern einer mit
8um Porendurchmesser perforierten Membran dargestelit.

Dazu werden Membraneinsétze (FALCON) mit einer Wachstumsflache von

0,31cm? verwendet, die in je eine Vertiefung einer 24-well Compound-Platte

(FALcoN, Beckton Dickinson) gehangt werden konnen.

Abbildung 9: Membraneinsatz des Migrations-Assays

Der Boden des Bechers ist mit einer Membran Uberzogen, die
Poren mit 8um Durchmesser besitzt. Der Unterboden, bzw. die *
Membran selbst hat einen Durchmesser von 1cm, der Becher g)

ist 1,7cm hoch.

Die Membraneinsatze werden mit je 500ul einer Zellsuspension befillt, die
310.000 Zellen/ml enthalt. In das Kompartiment unterhalb des
Membraneinsatzes (bzw. um den Einsatz herum) werden 800ul normales
Néahrmedium (20% FCS) oder PDGF-BB -angereichertes Medium (20ng/ml
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Endkonzentration) pipettiert. PDGF (Platelet-derived-growth-factor) ist einer der
starksten Migrationsstimulatoren fir haSMCs. Danach werden die 24-well-
Platten fur 4 Stunden im Brutschrank inkubiert. W&hrend dieser Zeit wandern
einige Zellen durch die Poren des Membraneinsatzes und heften sich an
dessen Aul3enseite an. Anschliel3end werden die Einsatze herausgenommen,
die Membraninnenseiten zweimal mit einem Q-Tip von den verbliebenen Zellen
befreit und mit PBS gewaschen und die an die Membranaul3enseite migrierten
Zellen durch je 10minutiges Fixieren in 3,7%igem Formaldehyd und 70%igem
Ethanol zur anschlieenden Coomassie- und Giemsa-Doppelfarbung
vorbereitet.

Zur mikroskopischen Auswertung des Assays werden die Membraneinsatze auf
das Quadratraster einer FUCHS-ROSENTHAL Zahlkammer gestellt und die mittlere

Zahl der pro mm? Membranflache migrierten Zellen bestimmt.

2.3.5. Zellzyklusanalyse und DNA-Gehalt

2.35.1. Grundlagen der Durchflusszytometrie

Im Rahmen der Restenoseexperimete werden an den behandelten haSMCs
durchflusszytometrische 2-Parameter-Messungen durchgefihrt um eventuelle
Auswirkungen der radioaktiven Strahlung des °°Y oder der MFS-Behandlung
bzw. ihrer Behandlungskombinationen auf den Zellzyklus aufzeigen zu kénnen.
Crissman et al. ¥ entwickelten 1975 die sogenannte Durchflusszytometrie
(FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting), eine Methode zur Analyse
physikalischer und molekularer Eigenschaften von Saugetierzellen, die sich die
Eigenschaften der Fluoreszenz zu Nutze macht. Fluoreszenz beschreibt das
Phanomen, dass bestimmte chemische Verbindungen, nachdem sie durch
Anregung (z.B. mittels eines Lasers) auf ein hoheres Energieniveau gehoben
worden sind, bei ihnrem Ubergang in den Grundzustand einen diskreten Teil des

Energieunterschiedes in Form von Licht aussenden, das gemessen werden
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kann. Zur Zellzyklusanalyse wird dabei einerseits die fluoreszierende Substanz
Propidiumjodid verwendet, die unspezifisch mit DNA interkaliert und mit der sich
der Gesamtgehalt an zellularer DNA darstellen l&sst und andererseits
fluoreszierende sekundare Antikérper gegen primére Antikérper, die an 5-
Bromdesoxyuridin (BrdU) binden, einer Substanz, die als Thymidinanalogon nur
in neusynthetisierte DNA eingebaut wird. Der Anti-BrdU-Antikdrper ist dabei ein
monoklonaler Maus-IgG-AK (BECTON DICKINSON, Franklin Lakes, NY, USA) und
der zweite AK ein monoklonaler Kaninchen-anti-Maus-lgG-AK (Fa. DAKO,

Hamburg, Germany), der mit Fluorescein-Isothiocyanat markiert ist.

2.3.5.2. Methodik der Durchflusszytometrie

Fir die FACS-Analyse werden pro Kulturflasche (mit 25cm? Bodenflache) an
»1ag—2" 100.000 Zellen in 5 ml Kulturmedium ausgeséat und danach sofort bei
37°C inkubiert.

Die zu untersuchenden Zellkulturen werden an dem jeweiligen Versuchstag
(Tag 4, 12 und 20) eine Stunde lang mit jeweils 10ul 20mM BrdU-L&sung im
Brutschrank inkubiert. Danach wird die Lésung abpipettiert, die Zellen
abtrypsiniert, resuspendiert und zweimal mit PBS bei 2009 flur drei Minuten
zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Der Bodensatz wird anschlieRend in
250ul 70%igem Ethanol resuspendiert und bei -20°C bis zur weiteren
Verarbeitung aufbewabhrt.

Vor der flusszytometrischen Messung werden die Zellen mit 3ml PBS
resuspendiert, mit 275g fur sechs Minuten zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Daraufhin folgt eine Inkubation mit 1ml RNAse (0,1 mg/ml) fur 10
Minuten im Wasserbad bei 37°C, ein erneuter Waschschritt mit PBS und eine
Zentrifugation fur 6 Minuten. Im Anschluss daran werden die haSMCs mit 1 ml
Pepsin (350 FIP-Units/ml) fir 10 Minuten in ein Wasserbad (37°C) und danach
zum Stoppen der enzymatischen Verdauung fur 5 Minuten bei 0°C auf Eis
gestellt. Nach erneutem Waschen mit PBS und Zentrifugation werden die Zellen
mit 1ml 2M HCI fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es schlie3en sich

zwei Waschschritte mit jeweiliger Zentrifugation an. Danach werden 200pl der
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ersten AK-Suspension auf die Proben pipettiert und diese bei Raumtemperatur
und Lichtabschluss fur 30 Minuten aufbewahrt. Als Negativkontrolle wird bei
einer Probe eine unspezifische Antikérperkontrolle verwendet. Spater erfolgt
wieder ein Waschschritt und eine Zentrifugation. Im Anschluss werden 200pl
der zweiten AK-Suspension unter gleichen Bedingungen auf die Proben
gegeben. Es schliel3t sich ein Waschschritt mit 500ul Propidiumjodid-Lésung
(10pg/ml) und Zentrifugation an. Als nachstes wird mit 200-500ul (abh&angig von
der Anzahl der Zellkerne) Propidiumjodid-RNAse unter Lichtabschluss fir 15
Minuten bei 4°C inkubiert.

Durch diese Schritte werden die Zellkerne isoliert, das in die DNA eingebaute
BrdU indirekt mit FITC (Fluorescein — Isothiocyanat) Kaninchen-Anti-Maus AK
markiert und die DNA durch Propidiumjodid angefarbt.

Die sich anschlieRende Messung erfolgt an einem FACSort-Gerét (Becton
Dickinson) mit dem Zellanalyseprogramm CELL-Quest 1.1.1.™, wobei 10*

Zellkerne mit einer Flussgeschwindigkeit von 150 Kerne/sec gemessen werden.

2.3.6. Dosisschatzung

Die Abschatzung der Gesamtdosis, der die Zellen in dem mit Y
angereicherten Kulturmedium exponiert sind, erfolgt mit Hilfe des Programms
MirDoOSE 3.1. . Das sogenannte MIRD Konzept (= Medical Internal Radiation
Dosimetry), welches den Berechnungen des Programms zugrunde liegt, ist
ursprunglich fur die Kalkulation von Organdosen entwickelt worden, so dass
einige Veranderungen zur Adaptation an die in vitro Bedingungen
vorgenommen werden massen. Somit wird im Folgenden angenommen, dass
die Zielvolumendosis, die auf den Zellmonolayer appliziert wird, 50% der
Eigendosis des tiberstehenden *°Yttrium-haltigen Kulturmediums entspricht.
Dies trifft weitgehend unter der Bedingung zu, dass eine homogene Verteilung
des Radionuklides im Kulturmedium vorliegt. Durch Verwendung
ungebundenen, tragerfreien *Yttriums ist nicht von einer Sedimentation des

Nuklids auszugehen und somit diese Annahme gerechtfertigt. Das Volumen des
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radioaktiv angereicherten Kulturmediums stellt ferner einen Quader der
Kantenlangen 2,67mm x 53mm x 47mm dar, so dass die den haSMCs wahrend
eines Zeitraums von von 4 Tagen applizierte Zielvolumendosis 0,74 Gy pro
MBq betragt. Fur die verwendeten Dosisgruppen von 4 und 8 Gy ergibt dies

entsprechend:

Tabelle 1: Umrechnung der Anfangsaktivitaten des 2V in der Suspension
des Kulturmediums nach dem MIRDose-Konzept

Aktivitat in MBq | Umgerechnet in Gy nach MIRDose | Gerundete Werte in Gy

55 4,07 4

11 8,14 8

Die Tabelle zeigt in der linken Spalte die Anfangsaktivitaten der einzelnen
Gruppen in Megabequerel, in der mittleren Spalte die nach dem MIRDose-
Konzept berechneten Dosiswerte (nach einer Bestrahlungszeit von 4 Tagen)
und in der rechten Spalte die gerundeten, in der Diskussion verwendeten

Dosiswerte.

2.3.7. Immunfluoreszenz-Farbungen

Immunfluoreszenz-Farbungen der mit MFS behandelten haSMCs mit AK gegen
Vimentin und a-Aktin werden angefertigt um eventuelle mikroskopische
Veranderungen des Cytoskeletts aufzuzeigen.

Als Trager dienen in 6-well-Platten eingebrachte Deckglaser mit 80.000 Zellen
pro well, die fir 4 Tage in 2 ml Medium oder 50uM MFS-enthaltenem Medium
inkubiert werden.

AnschlieRend wird das Medium abgesaugt, zweimal mit PBS gewaschen und
die Deckglaser werden mit den auf ihnen angewachsenen Zellen zehn Minuten
in Methanol bei -20°C fixiert. Nach folgenden zwei weiteren Waschschritten mit
PBS wird 8 ul der Losung des ersten Antikorpers (Maus-anti-a-Actin oder
Maus-anti-Vimentin) in 150ul PBS hinzugegeben und fur 30 Minuten bei 37°C
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inkubiert. AnschlieBend erfolgt wieder ein zweimaliges Waschen mit PBS und
Zugabe von 1pl des in 150l PBS gelosten 2. Antikorper (anti-Maus-Alexa 488)
und ebenfalls eine Inkubation fir 30 Min. Nach weiterem zweimaligen Waschen
mit PBS kdnnen die Deckgléaser auf einen mit einem Tropfen Vectashield
Mounting Medium + DAPI (Vector, Burlingame) versehenen Objekttrager

aufgebracht und fluoreszenzmikroskopisch beurteilt werden.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Ubersicht

3.1.1. Proliferationskinetik
Die Auswertung der Proliferationskinetik umfasst drei Ansétze mit insgesamt 54

Messreihen. Ein Ansatz (V;) entfallt dabei auf die Behandlung mit MFS in
Niedrigdosis-Konzentrationen (10-50uM), der zweite (V) auf die
Versuchsreihen mit 4Gy und 8Gy, 100uM und 200uM MFS und deren
Kombinationen mit MFS (50-200uM) und der dritte Ansatz (V3) auf die 2Gy-
Gruppen und deren Kombination mit MFS (50-200uM).

Pro Messreihe werden an jedem Messtag Dreifachbestimmungen der einzelnen
Versuchsbedingungen (inklusive Kontrolle) durchgeftihrt, sodass auf den
Ansatz V=12 Messreihen, auf den Ansatz V,=27 Messreihen und auf den
Ansatz V3=15 Messreihen fallen.

Die Mittelwerte der Zellzahlen an Tag 0 (zu Behandlungsbeginn) schwanken
dabei zwischen 42.933 (£2.370) bei V3 und 65.067 (x21.749), die Zellzahlen
der Kontrollwerte an Tag 20 zwischen 1.069.367 (£47.431) bei V3 und
1.822.875 (+117.896) bei Vs.

3.1.2. Koloniebildungsassays
Die Auswertung der Koloniebildungsassays setzt sich ebenfalls aus 3 Ansatzen

mit 15 Messreihen zusammen, sodass sie mit Bezug zur Proliferationskinetik
interpretiert werden kann. Jede der durch die PK untersuchten
Versuchsbedingungen wurde auch auf die klonogene Aktivitat hin untersucht.
Die klonogene Aktivitat der einzelnen Ansatze schwankt dabei zwischen 64,4
Kolonien der Kontrollen an Tag 4 bei Ansatz 3 und 79,5 Kolonien bei Ansatz 1.
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3.1.3. Zellzyklusanalyse
Die Daten zur Zellzyklusanalyse mittels Durchflusszytometer rekrutieren sich

aus 2 Ansatzen mit 48 Messreihen. Davon entfallen 18 Messreihen auf die
Experimente mit den verschiedenen Konzentrationen an MFS (OuM, 10uM,
25uM, 50uM,100uM, 200uM) und 30 Messreihen auf die 4Gy und 8Gy Gruppe
und deren Kombinationen mit MFS (50uM, 100puM, 200pM MFS).

3.1.4. Migrationsassays
Die Experimente zum gerichteten Bewegungsverhalten der FCS-stimulierten

SMCs setzen sich aus zwei Ansatzen mit Dreifachbestimmungen jeder
Versuchsbedingung zusammen, die jeweils Doppelmessungen darstellen. Sie
wurden als Ansatz 1 an Tag 4 fur OuM, 10uM, 25; und 50uM und als Ansatz 2
an Tag 4 fur 100uM und 200uM MFS, fur 2Gy, 4Gy und 8Gy, sowie fur
Kombinationen von 200puM MFS und 2Gy, 4Gy und 8Gy durchgefihrt.

Tabelle 2: Schwankungsbreite zwischen den Anséatzen

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3
Maximale 1325100 1822875 1069367
Zellzahl der Ko
an d20
Kolonien der 79,5 73,2 64,4
Kontrolle an d4
Zellzyklusanteile G1:74,86 G1:85,44 -
der Kontrolle an G,/M:11,62 G,/M: 9,14
d4 S:12,83 S: 4,92
Migrierte Zellen 78,2 118,5 -

der Kontrolle pro
mm?2 (+PDGF)
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die Messungen in den Versuchsreihen

Ansatz | Dosis in Gy Zellzahl PK KOBI FACS MIGR
/ Konz in pM Tag O

1 0/0 60533
0/10
0/25
0/50
2 0/100 65067
0/200
0/0

NSRRI NI VIR NI NI

4/0
4/50
4/100
4/200
8/0
8/50
8/100

S N N N N N N VN VR VR N N VRN

8/200
3 0/0 42933

SN«

2/0
2/50
2/100

AN NI NI VU N NI N N AR N NI N N N N N N N U NI
AN NI NI VU N NI N N AR N NI NI NI N N N N N N

2/200

Die Tabelle zeigt eine Ubersicht der durchgefiihrten Experimente sowie die
Zellzahlen der einzelnen Ansétze an Tag 0.
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3.2. Ergebnisse der Proliferationskinetik

3.2.1. PK der Einzelbehandlung mit MFS

Darstellung und Statistik

Waéhrend der Erstellung der Graphiken fur die Proliferationskinetik ist ein
rechnerisches Modell zur Erklarung des Wachstumsverhaltens der Zellen
entstanden, das ca. 99 Prozent der Beobachtungen einschlie3t. Demnach kann
das Wachstumsverhalten der Zellen nach Exposition (mit MFS und/oder -
Strahlen) in Form einer sigmoiden Kurve mit Wendepunkt und Plateau-Bildung

beschrieben werden, die folgender mathematischen Gesetzmaligkeit folgt:

C1-Co
y = Cot

Der Faktor ,c;“ fur ceiling wurde eingefiihrt, da die Kurvenverlaufe im Rahmen
der Pateaubildung nicht zwingend gegen eins (bzw. 100%) streben mussen,
sondern die Darstellung auch dem beobachteten Sattigungsverhalten bei
niedrigeren Prozentzahlen nach Exposition Rechnung tragen kann. Der Faktor
.1 charakterisiert die Stelle (bzw. den Zeitpunkt) des Wendepunkts der Kurven,
das heif3t den Umschlagspunkt vom beschleunigten zum gebremsten
Wachstum; die Variable ,b“ in der Formel besitzt einen stets zur Steigung im
Wendepunkt proportionalen Wert. Durch die Einfuhrung der Formel lassen sich
nun Werte fur beliebig kleine Zeitabschnitte zwischen den einzelnen Messtagen
rechnerisch ermitteln sowie die Kurvenverlaufe jenseits des zwanzigtagigen
Beobachtungszeitraums abschatzen.

Bis zu Tag 0 ist der Anzuchtsalgorhythmus fur alle Versuchsgruppen identisch
durchgefuhrt worden, was man in den minimalen Schwankungen der einzelnen
Versuchsreihen bis zu diesem Zeitpunkt bestétigt sieht. Im
Kurvenverlaufsmodell findet dies nur am Rande Berucksichtigung, obwohl der
Faktor ¢y als Konstante den auf die Maximalzellzahl bezogenen geometrischen
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Mittelwert darstellt. Vereinzelte Abweichungen der Wertedarstellung an Tag 0
kommen dadurch zustande, dass hierbei der Modellvorhersage bzw. dem
Kurvenverlaufsmodell nachgegeben worden ist.

Zur Prifung auf statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
verschiedenen Versuchsgruppen an den einzelnen Tagen ist der Tukey-
Kramer-Test eingesetzt worden. Dazu sind die Rohwerte zuvor logarithmiert
und als Relativwerte dargestellt worden, indem von ihnen der logarithmierte
Wert der Kontrollzellzahl subtrahiert worden ist (,,DifflLog-Werte®).

Die Irrtumswahrscheinlichkeit fir den Fehler 1. Art ist mit a=0,05 festgelegt
worden.
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Abbildung 10: Wachstumskurven der haSMCs unter verschiedenen
Konzentrationen mit MES
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Zellzahlen in Anteilen von der Kontrolle an Tag 20

Die Abbildung zeigt die Relativwerte der absoluten Wachstumszahlen der mit
verschiedenen Konzentrationen von MFS behandelten Zellen tber einen
Zeitraum von 20 Tagen. Obwohl sich die Kurvenverlaufe fur die Kontrolle des
ersten und derjenigen des zweiten Ansatzes kaum unterscheiden, sind sie
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beide als Bezugskurven fur die ihnen zugehérigen Versuchsreihen mit in die
Zeichnung aufgenommen worden. In allen Versuchsreihen mit Einzel- oder
Kombinationsbehandlung mit 200uM MFS konnten die Graphenverlaufe als
Gerade dargestellt werden (daher existieren die Parameter cq, T und b fur diese
Gruppe nicht).

Die Wachstumskurven geben fir Konzentrationen von OuM bis 100uM die
typische Form einer proliferierenden Zellpopulation wieder, die durch einen
steilen, also schnell wachsenden Anfangsteil gekennzeichnet ist, der in eine
Plateau-Phase mindet, in der das Zellwachstum in ein dynamisches
Gleichgewicht Gibergeht und die Netto-Zahlen um einen Endwert schwanken.
Dieses Gleichgewicht ist erreicht, wenn die Proliferation der Zellen durch
Kontaktinhibition gedrosselt ist, oder sich die Vermehrungskapazitat aufgrund
einwirkender Noxen erschopft. Diese Phasen fallen in der Proliferationskinetik
fur die Wachstumskurven der Kontrolle (OuM) und fur die Konzentrationen bis
100uM zeitlich in etwa zusammen. Die steile, stark proliferative Phase halt bis
Tag 8 an, durchlauft ein Ubergangsstadium mit abnehmender
Wachstumsgeschwindigkeit (bis Tag 12) und mindet bis Tag 20 tberall in
einen deutlich flacheren Kurvenverlauf.

Man erkennt ferner leicht, dass die erreichten Plateau-Zellzahlen mit
zunehmender Konzentration auf einem zunehmend niedrigeren Niveau liegen.
Entsprechend sind auch die Anstiegssteilheiten in der Anfangsphase mit
steigender Konzentration geringer. Eine Ausnahme bildet der (geometrische
Mittel-)Wert von 10uM an Tag 20, der denjenigen der Kontrollgruppe Ubersteigt.
In der Regel durchlaufen stimulierte Zellen nach dem Passagieren bzw.
Ausséaen eine Phase des verzdgerten und des verlangsamten Wachstums (sog.
.lag-Phase"), die mit dem ihnen ausgesetzten Stress bei der Passage und der
Adapatation an die neuen Kulturbedingungen erklart wird. Da die Zellen in
diesen Versuchen bereits an Tag —2 ausgeséat worden sind, haben sie diese
Phase zum Zeitpunkt der Zugabe von MFS zum Medium (an Tag 0) schon zum
groRten Teil durchlaufen und befinden sich im Ubergang zu einem maximal
stimulierten Zustand.

Bei der Kontrolle, bei 10uM und bei 25uM ist an Tag 12 ein leichter Einbruch
der Zellzahlen feststellbar, was mdglicherweise darauf zuriickzufthren ist, dass
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zu diesen Zeitpunkt schon tUber eine Million Zellen pro Kulturflasche vorhanden
sind, und diese noch sehr stark proliferieren. Das Kulturmedium, das zuvor an
Tag 8 gewechselt worden ist, kdnnte hierbei zum limitierenden Faktor geworden
sein und den Zellen nicht mehr gentigend Nahrstoffe zur Verfigung stellen bzw.
nicht in einem ausreichenden Malie die anfallenden Abfallstoffe abfangen und
aufnehmen.

Die mit 200puM behandelten Zellen zeigen keinerlei Zunahme der Zellzahl tber
den ganzen Beobachtungszeitraum hinweg. IThr Wachstumskurvenverlauf kann
durch eine einfache Gerade dargestellt werden. Das Nahrmedium der
Kulturflaschen, die mit 200uM MFS behandelte Zellen enthielten, liel3 anhand
des deutlich in den roten Bereich umschlagenden Indikators des Mediums die
Verschiebung in den basischen Bereich des Milieus erkennen. Die
Kontrollzellen hingegen farbten durch die Entstehung saurer
Stoffwechelmetaboliten aufgrund ihres regen Wachstumsverhaltens das

Medium hell gelb, was eine Verschiebung in den sauren Bereich anzeigt.

Aus den Mittelwerten der Kontroll-Zellzahlen der drei Anséatze von Tag 0
(56.178+11.692) und Tag 20 (1.405.781+383.178) lasst sich ableiten, dass die
Zellen mit Wachstumsraten von ca. 25-facher Zellzahlsteigerung sich in diesem
zwanzigtagigen Beobachtungszeitraum ungefahr 4 (2*=16-fach) bis 5 (2°=32-
fach) mal teilen. Daraus kann man im Mittel unter diesen Kulturbedingungen fir
haSMCs von einer Generationszeit, d.h. der Dauer fur einen Durchlauf des
Zellzyklus von 4-5 Tagen ausgehen. Drei bis vier Teilungen finden davon in den
ersten 4 Tagen statt (Wachstumsrate der Kontrolle d0-d4 ca. 10). Die Zellen
proliferieren also initial mit einer Generationszeit von 1 bis 1,3 Tagen. Sie
erreichen dann in der Phase des Wachstumsgleichgewichts auf dem Boden der
25cm? messenden Kulturflasche eine Dichte von ca. 56.231 Zellen pro cm2.
Zellen der 100uM Gruppe erreichen ihr Plateau schon bei 71% der
Plateauwerte der Kontrollzellen, die Messreihe der 200uM Experimente pendelt
um Werte von im Mittel ca. 51.400 Zellen pro Flasche.

Das Niveau der Wachstumsraten ist bei den Gruppen mit niedrigen
Konzentrationen (10uM und 25uM) gegen Ende der Kinetik noch relativ hoch.
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Somit besitzt die 10uM Gruppe flr die Wachstumsraten zwischen Tag 12 und
Tag 16 im Vergleich zu den anderen Gruppen den gréf3ten Wert. Das Gleiche
gilt fur das Beobachtungsintervall von d16-d20 fir die Konzentrationsgruppe
von 25uM, deren Wachstumsrate damit in diesem letzten Intervall diejenigen
der beiden vorangegangenen Intervalle dieser Gruppe damit noch

Uberschreitet.

Abbildung 11:Tag-zu-Tag Wachstumsraten der PK mit Meclofenaminsédure
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Abbildung 11: Das Balkendiagramm veranschaulicht die Tag-zu-Tag
Wachstumsraten der mit unterschiedlichen Konzentrationen an MFS
behandelten Messreihen. Die Zahlen Uber den Reihen entsprechen den auf die
zweite Dezimalstelle gerundeten Wachstumsraten der zugehérigen
Balkenwerte.

3.2.2. PK der Einzelbehandlung mit *Yttrium
In Vorversuchen wurde anhand von Doppelwertmessreihen mit dem

Radionuklid Yttrium das Dosisspektrum ausgemacht, welches deutliche
Effekte auf das Wachstumsverhalten der SMCs in Zellkultur zeigt ohne die
Zellen sofort ganzlich zu zerstéren. Fur die Hauptversuche der Arbeit sind dann
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Dosiswerte fur 2Gy, 4Gy und 8Gy kalkuliert worden. Im Gegensatz zur
Dauereinzelbehandlung mit Meclofenaminsaure, die dem Medium tber den
gesamten Beobachtungszeitraum der Kinetik hinzugefugt wird (und mit jedem
Medienwechsel zwischen den Beobachtungsintervallen neu angesetzt wird),
erfolgt die Zugabe des tragerfreien Yttriums an Tag O zu Beobachtungsbeginn
und wird mit dem Medienwechsel und unter zweimaligem Nachwaschen mit
PBS an Tag 4 wieder entfernt. In diesem Zeitraum werden also die Zellen den
entsprechend gewahlten Dosen (2-8Gy) exponiert. Die Aktivitat des Nuklids mit
der Halbwertszeit von 2,67 Tagen sinkt dabei auf 35,35% der Anfangsaktivitéat
von Tag 0 ab.

Abbildung 12: Aktivitatsabnahme von 2Yttrium in 4 Tagen
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Abbildung 12: Die Abbildung gibt die Abnahme der Aktivitat des Radionuklids
Oyttrium in der Suspension des Nahrmediums wahrend der viertagigen
Expositionszeit wieder.
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Die Exposition der Zellen mit radioaktiver Strahlung unterschiedlicher Dosen fur
eine Zeit von 4 Tagen zeigt eine géanzlich andere Charakteristik beztiglich der
Kinetik der Vermehrungshemmung als die Langzeitbehandlung mit MFS (s.

Abbildung 13). Bereits an Tag 4 lasst sich ein signifikanter Unterschied
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zwischen den Zellzahlen der unbehandelten Kontrollgruppe und den bestrahlten
Zellen ausmachen. Interessanterweise liegen die Zellzahlen der bestrahlten
Gruppen an Tag 4 unmittelbar beieinander. Die relativen Wachstumsraten, die
fur die drei untersuchten Dosen um den Wert 2 herum verstreut liegen (s.
Abbildung 13), lassen erkennen, dass sich die Zellen im Dosisspektrum
zwischen 2Gy und 8Gy wahrend der Exposition mit radioaktiver Strahlung in
dem Intervall von 4 Tagen einmal teilen. In den folgenden Beobachtungstagen
spaltet sich das Wachstumsverhalten der unterschiedlichen Dosisgruppen nach
Entfernen des suspensierten Radionuklides aus dem Medium aber sehr

deutlich auf:
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Abbildung 13: Proliferationskinetik der Einzelbehandlung mit 2Yttrium
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Abbildung 13: In der Graphik sind die relativen Zellzahlen gegen die Zeit
aufgetragen. Die betreffenden Dosen sind in dem Beobachtungsintervall von
Tag 0 bis Tag 4 appliziert worden.
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Die Populationskinetik der 2Gy Gruppe gibt einen typischen sigmoiden
Kurvenverlauf mit einem Wendepunkt bei Tag 12 wieder und reicht gegen Ende
des Beobachtungszeitraumes bis knapp an die Zellzahlen der Kontrollgruppe
heran. Dies zeigt eindeutig, dass sich die Zellen nach einer voriibergehenden
Wachstumshemmung wieder, zumindest partiell, von der Bestrahlung erholen.
Ob die Zellen dieselbe proliferative Potenz der Kontrollzellen wieder erreichen,
d.h. sich generell noch mit der gleichen Anzahl teilen kbnnen wie unbestrahlte
glatte Muskelzellen, denen physiologischerweise eine limitierte Anzahl von
Teilungen zugesprochen wird, ist aus dem Beobachtungszeitraum von 20
Tagen nicht beurteilbar. Jedenfalls sind die Tag-zu-Tag Wachstumsraten in der
2Gy Gruppe ab Tag 4 in jedem Intervall grof3er als alle korrespondierenden
Wachstumsraten der Kontrollgruppe (s. Abbildung 14)

relativer Anteil der Zellzahlen

Abbildung 14: Tag-zu-Tag Wachstumsraten der Einzelbehandlung mit 2Y
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Obwohl die Zellzahlen am Ende der Kinetik bei der 4Gy und der 8Gy Gruppe
nur 22% bzw. 12% der Kontrollzellzahlen erreichen, steigen die Zellzahlen
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dieser Dosisgruppen wahrend der gesamten Kinetik kontinuierlich an. Eine
Plateau-Bildung ist dabei noch nicht abzusehen, die Werte der Wachstumsraten
sind immer groRRer als 1. Aus dem Rechenmodell fur die Funktionsvorschrift der
Kurvenverlaufe lasst sich entnehmen, dass der Wendepunkt (charakterisiert
durch Parameter ,T) fur die Versuchsreihe mit 4Gy an Tag 35,1 liegen wiirde,
fur die Kinetik mit 8Gy bei 66,3 Tagen.

Die persistierende Abnahme der Wachstumsraten in der 2Gy Gruppe um Tag
16 lasst sich durch die einsetzende Kontaktinhibition erklaren, die bei der zu
diesem Zeitpunkt erreichten Zelldichte erfahrungsgemal auftritt. Es ist daher
ebenfalls wie bei der Kontrolle von einer beginnenden Plateau-Bildung in dieser

Dosis-Gruppe auszugehen.

3.2.3. PK der Kombinationsbehandlung von MFS und *Yttrium

3.2.3.1 Die Kombination von 2Gy und Meclofenaminséure (50-200uM)

In der Ubersicht der Kombinationsbehandlung von 2Gy mit Meclofenaminsaure
(s. Abb. 15) sind aus Grunden der (abschatzenden) Vergleichbarkeit die
korrespondierenden Konzentrationen und Dosen aus den Einzelbehandlungen
mit in die Graphik iGbernommen worden. In dieser Zusammenschau wird der
unterschiedliche Effekt von Strahlungsbehandlung und Langzeitexposition mit
MFS besonders deutlich. Die Kurvenformen der Einzelbehandlungen mit
Meclofenaminséure deuten auf eine Hemmung der Proliferationsrate hin, die

sich in langsameren initialen Anstiegen der Wachstumsraten mit Plateaubildung
auf niedrigerem Zellzahlniveau aussert, wohingegen Niedrigdosis-

Bestrahlungen von 2Gy aufgrund der sigmoiden Verformung der

Wachstumskurve auf einen Verzégerungstrend der Proliferation schliel3en
lassen, der sich in einer akzelerierten Vermehrungsrate im Anschluss an ein

wachstumsinhibiertes Intervall widerspiegelt.
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Abbildung 15: PK der Kombinationsbehandlung von 2Gy 2Y mit
MES
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Abbildung 15 : Die Graphik illustriert die Effekte einer Kombinationsbehandlung
von 2Gy %Y (appliziert in 4 Tagen) und einer Dauerbehandlung mit MFS (fiir
20 Tage mit Konzentrationen bis 200uM).
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Vor dem Hintergrund der unterschiedlichen Charakteristika der
Wachstumskinetiken bei der Einzelbehandlung (Strahlung vs. Medikament)
stellt die Kombinationsbehandlung eine besonders interessante Option dar. In
der 2Gy-Gruppe sind daflr, wie auch in der 4Gy und 8Gy Gruppe,
Kombinationen mit 50uM, 100uM und 200uM untersucht worden.

Die mit 2Gy und 50uM behandelten Zellen weisen Uber den
Beobachtungszeitraum von allen untersuchten Bedingungen die konstantesten
Wachstumsraten auf (zwischen 1,6 und 2), was sich in dem exponentiellen
Anstieg der Kurve aussert. Sie lauft damit quasi spiegelbildlich mit der Kurve
der 50uM Gruppe auseinander und néhert sich ihr ebenso gegen Ende der
Kinetik wieder an. Die 4-Tages-Wachstumsrate von 50uM nimmt hingegen bis
Tag 20 exponentiell von 7,5 auf 1,1 ab. Postuliert man fiir die
Kombinationsbehandlung einen streng additiven Effekt der beiden
Einzelbehandlungen, so miusste die Kurve von 2Gy,50uM einen Wendepunkt
aufweisen. Der Wert von T fur diese Versuchsbedingung liegt bei 16.98
Tagen. Eine Plateau-Bildung tritt entsprechenderweise bei 2Gy,50uM im
Beobachtungszeitraum nicht auf. Da diese aber bei der 2Gy-Gruppe ab Tag 16
deutlich wird, nahern sich diese beiden Kurven, die bis Tag 16 kontinuierlich
divergent waren, im letzten Beobachtungsintervall wieder an.

Die Zellen der Kombinationsgruppe aus 2Gy und 100uM zeigen zwar ein
gewisses Wachstumsverhalten, das sich in der gering, aber fast linear
ansteigenden Kurve zeigt; sie teilen sich netto allerdings in den zwanzig Tagen
nur zweimal (Wachstumsrate des d0-d20 Intervalls = 4,2). Ab Tag 8 nehmen
ihre Wachstumsraten leicht zu.

Die mit 2Gy und 200uM behandelten Zellen zeigen keinerlei Wachstum. Diese
Beobachtung ist erwartungsgemal3, da schon bei der MFS-Einzelbehandlung
mit 200puM keine Proliferation mehr feststellbar gewesen ist.

Bei einer Kombinationsbehandlung der haSMCs mit zwei hemmenden Agentien
liegt die Frage nahe, inwieweit sich diese in ihren Wirkungen erganzen, bzw. ob
es einen subadditiven, additiven oder Uberadditiven Effekt gibt. Da die beiden

Noxen vermutlicherweise an ganz unterschiedlichen Stellen in das
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Vermehrungsverhalten eingreifen, darf, obwohl es eher weniger wahrscheinlich
ist, die Moglichkeit einer antagonistischen Wirkung ebenfalls nicht

ausgeschlossen werden.

3.2.3.2 Die Kombination von 4Gy und Meclofenaminséure (50-200uM)

Eine Einzelbestrahlung der Zellen mit 4 Gy in 4 Tagen supprimiert das
Zellwachstum schon in derartiger Weise, dass die Endzellzahlen dieser Gruppe
an Tag 20 gerade ca. 20% der Zellzahlen der Kontrollgruppe ergeben. Dennoch
lassen sich zuséatzlich hemmende Effekte einer Kombinationsbehandlung mit
MFS aufzeigen. Gegen Ende der Kinetik spreizen sich die Kurven der
Kombinationsbehandlung auf. Dabei ist erkennbar, dass diese Aufteilung streng
konzentrationsabhéangig erfolgt, d.h. auch bei der Kombination die Zellzahl mit
steigender Konzentration abnimmt. Immerhin zeigt die
Kombinationsbehandlung mit 4Gy und 50uM ein, wenn auch geringes, aber
kontinuierliches Ansteigen der Zellzahlen, fur die 4Gy-Kombination mit 200uM
konnte (bei einem , T*=Wert von 10,03 Tagen) eine Plateaubildung im letzten
Abschnitt der Kinetik vorliegen und die 4Gy+200uM Kombination ist

kontinuierlich vollstdndig wachstumsinhibiert.
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Abbildung 16: Proliferationskinetik von
Behandlungskombinationen mit 4Gy und 0-200uM MES
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Abbildung 16: Die Abbildung gibt die Wachstumskurven der 4Gy+MFS-
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3.2.3.3 Die Kombination von 8Gy und Meclofenaminséure (50-200uM)

Die hochste Dosis der in inrem Kombinationseffekt mit MFS getesteten Dosen
ist die 8Gy Gruppe. Unter der Applikation dieser Dosis in Einzelbehandlung
vollziehen die Zellen im gesamten Beobachtungszeitraum im Durchschnitt nicht
einmal zwei Zellteilungen (Wachstumsrate d4-d20: ca. 3,5). Die erreichte
Zellzahl an Tag 20 ergibt ungefahr 12% von derjenigen der Kontrolle.
Dementsprechend haben eventuelle Kombinationseffekte nur eine sehr geringe

Auswirkung auf die absoluten Zellzahlen dieser Gruppe.

Bis auf den Endwert von 8Gy,100uM an Tag 20 und die Gruppe der 200uM
Einzel- und Kombinationsbehandlungen steigen die bestrahlten Zellen, wenn

auch ausserst gering, bis zum Ende der Kinetik an.

Zwar ist aus den Kurvenverlaufen ersichtlich, dass bei jeder
Versuchsbedingung, bei der im Nahrmedium eine bestimmte MFS-
Konzentration mit einer definierten Strahlendosis kombiniert worden ist, eine
starkere Hemmung des Zellwachstums erfolgt als bei der entsprechenden
Einzelbehandlung mit Medikament oder Strahler; jedoch fallt die Beurteilung
des Ausmal3es der Interaktion bzw. des Anteils, den jede Noxe bei der
Kombination an der Wachstumshemmung besitzt, anhand der blo3en

Kurvenverlaufe der Proliferationskinetik schwer.
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Abbildung 17: Proliferationskinetik von Behandlungskombinationen mit
8Gy und 0-200uM MFES
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Abbildung 17: Die Graphik illustriert die Einzel- und Kombinationseffekte auf die
Zellzahlen in einer Proliferationskinetik bei einer Behandlung mit 8Gy und OuM,
50uM, 100uM und 200uM MFS. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind nur die
Mittelwerte bzw. die errechneten Werte abgebildet.
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Zu den vier verwendeten MFS-Konzentrationen (,0uM*, 50uM, 100uM und
200uM) und den vier zum Einsatz gekommenen Strahlendosen (,0Gy*, 2Gy,
4Gy und 8Gy) sollen im Folgenden anhand von vier Bedingungen die
Wechselwirkungen untersucht werden. Abbildung 18 veranschaulicht dazu die
Vorgehensweise und den theoretischen Hintergrund. Sie bedient sich sog. Iso-
Kurven, analog der Hohenlinien auf einer Landkarte oder Druckkurven auf einer
Wetterkarte. Auf der Ordinate ist dazu die Dosis in Gray skaliert und auf der
Abszisse die MFS-Konzentration in uM, sodass Werte, die Ergebnisse von
Versuchsbedingungen mit nur einer Behandlungskomponente sind (die andere
besitzt den Wert Null), auf den Achsen liegen. Die Flache, die von den beiden
Achsen aufgespannt wird, beinhaltet nun die Punkte aller erdenklichen
Kombinationen, deren Teilkomponenten in Projektion auf die jewelige Achse
abgelesen werden kénnen. Die Werte dazu sind in dieser dreidimensionalen
Darstellung als Graustufen wiedergegeben, wobei weniger die absoluten Werte
als vielmehr Bereiche (annahernd) gleicher Werte durch gleiche Farbgebung
hervorgehoben werden sollen. Die vier durchgezogenen schwarzen Linien (Iso-
Kurven) verbinden nun Achsenabschnitte und verlaufen dabei durch
Messpunkte in der Diagrammflache. Alle Punkte (bzw.
Behandlungskombinationen) auf einer Iso-Linie hatten bei streng additiver

Wirkung der Einzelkomponenten denselben Wert.

Die vier eingezeichneten Iso-Linien sind zwischen folgenden Achsen-

Eckpunkten aufgespannt:

1.) 200uM, 0Gy © 0uM, 8Gy
2.) 100uM, 0Gy e 0uM, 8Gy
3.) 200pM, 0Gy €0uM, 4Gy
4.) 100puM, 0Gy © 0uM, 4Gy
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Abbildung 18: Dreidimensionales Iso-Diagramm zu den

Strahlungs/Medikament-Kombinationen
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Abbildung 18: Im Diagramm sind Bereiche gleicher Ergebniswerte durch gleiche
Grauschattierung wiedergegeben. Die Betrage der Komponenten einer
bestimmten Kombination kdnnen in Projektion auf die jeweilige Achse
abgelesen werden. Die durchgezogenen Linien entsprechen den Iso-Linien.

Die Untersuchung der Messwerte fir die untersuchten Kombinationen auf den
einzelnen Isokurven ergibt fir jede Kurve ein anderes Ergebnis. Fur Kurve 1
zeigt sich ein ein antagonistisches Verhalten, fur Kurve 2 ein synergistisches,
fur Kurve 3 ein additives (der Unterschied zwischen dem erwarteten Wert auf
der Kurve und dem Messwert (von 2Gy, 100uM) ist statistisch nicht signifikant)
und fur die vierte Kurve zeigt sich sogar eine Veranderung der
Kombinationseffekte mit dem Messtag (in der Abb. nicht dargestellt).
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3.3. Koloniebildungs-Assays

3.2.1. Vorbemerkungen

Die Interpretation der Koloniebildungsassays gestaltet sich schwieriger als
diejenige der Proliferationskinetik. Die klonogene Aktivitat ist als empfindlicher
Marker des Proliferationsverhaltens von Einzelzellen unter Kulturbedingungen
am besten in Zusammenhang mit vorliegenden Wachstumskurven beurteilbar.
Als Kolonie wird ein Zellkonglomerat definiert, das aus mehr als 50 Zellen
besteht. In der Regel liegen die Zellzahlen einer Kolonie bei weitem daruber.
Interessanterweise scheint die Gré3e einer Einzelkolonie eher bei Zellen
abzunehmen, die aus Zellkulturflaschen gewonnen werden, welche aufgrund
der sich entwickelnden hohen Zelldichten einer Kontaktinhibition unterworfen
sind, wohingegen bei den mit MFS oder Strahlung inhibierten Zellen zwar die
Zahl der Kolonien, weniger aber die Zellzahl pro gebildeter Kolonie

abzunehmen scheint.

Die Anzahl der Kolonien, die sich pro well aus den jeweils 500 ausgesaten
Einzelzellen innerhalb von 10 Tagen Inkubationszeit bildet, schwankt von im
Mittel 79,5 Kolonien bei den Kontrollen von Ansatz 1 an Tag 4 bis 64,4 Kolonien
bei Ansatz 3 (der Kontrollen, Tag 4). Die sich daraus ergebende ,Plating-
efficiency” (,PE"), die als Quotient aus der Anzahl ausgesater Zellen und der
gebildeten Kolonien ein Mal3 fur den Anteil der einzeln proliferierenden
Zellfraktion ist, schwankt somit zwischen 15,9% bei Ansatz 1 und 12,9% bei
Ansatz 3 . Die Kontrollen von Ansatz 2 an Tag 4 zeigten eine PE von 14,6%.
Die PE ist sowohl von der Art und dem Alter der Zellen als auch von den
Versuchsbedingungen (ausgesate Zelldichte, verwendetes Medium,

Inkubationszeit etc.) abhangig.
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Zur Stabilisierung der Varianzen der Messwerte sind die Daten zur statistischen

Auswertung nach der Formel

y=arcsin(MW(pKobi))"

transformiert worden, wobei ,pKobi* dem Quotienten aus der Anzahl der
Kolonien pro well und pro 500 ausgesater Zellen entspricht. Mittels des Tukey-
Kramer-Tests sind dann die interessierenden Werte hinsichtlich ihrer
Unterschiede auf Signifikanz untersucht worden, wobei die
Irrtumswahrscheinlichkeit fir den Fehler erster Art wiederum mit a=0,05

festgesetzt wurde.

Zu Tag 20 hin nimmt bei der Kontrolle nicht nur die Zahl der Zellen ab, die eine
Kolonie formen, sondern auch die absolute Anzahl der einzelnen gebildeten
Kolonien, was auf eine mit dem Alter der Zellkultur abnehmende klonogene
Aktivitat und eine durch Kontaktinhibition verursachte Wachstumshemmung
zurtckzufiihren ist. Bei Ansatz 2 und 3 sinken die Mittelwerte der gebildeten
Kolonien der Kontrollen bis Tag 20 auf 71 Prozent der Werte an Tag 4. Bei
Ansatz 1, bei dem die Low-Dose Konzentrationen von MFS an den SMCs
getestet worden sind, bilden sich mit im Mittel knapp 30 Kolonien an Tag 20 in
der Kontrollgruppe nur 37% der Anzahl an Kolonien dieser Gruppe im Vergleich
mit Tag 4. Das Auftreten dieses Phanomens, das bei der Zellgruppe dieses
Ansatzes auftritt, obwohl die Zellen aus derselben Charge und Passage
stammen wie diejenigen der Ubrigen Ansétze und exakt dem gleichen
Behandlungsalgorithmus unterzogen werden, hat zur Konsequenz, dass sich
trotz der Verwendung von Relativwerten, die das Problem der sich
unterscheidenden Kontrollzellzahlen eliminieren sollen, die Vergleichbarkeit
zum Beispiel der Low-Dose und der High-Dose-Werte mit MFS im gesamten
Beobachtungszeitraum als schwierig gestaltet. Verwendet man andererseits
Relativwerte, die sich jeweils auf die Kontrollzellzahlen an diesem Tag
beziehen, und die dann durchgéangig den Wert 100 (bzw. 1,00) annehmen, so

vernachlassigt man, dass sich Verschiebungen in den gebildeten Quotienten
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der dargestellten Werte durch einsetzende Kontaktinhibition der Kontrollzellen
(und eventuell der behandelten Gruppen) ergeben, einem Effekt, der von der
Inhibition durch die Behandlung mit MFS und/oder *°Y abgegrenzt werden
muss. Zwar tritt das Phanomen der verminderten klonogenen Aktivitat durch
Kontaktinhibition bei (durch Strahlung und/oder Medikament) geringer
inhibierten Zellen schneller und deutlicher auf, da diese in der Kulturflasche
schneller grof3ere Zelldichten erreichen, allerdings lasst es sich wegen der
Modulation durch die Zellgruppe und die Art der Kinetik selbst schlecht

quantifizieren.

3.2.2. Koloniebildungsassays der Einzelbehandlung mit
Meclofenaminsaure

Abbildung 19: Relative klonogene Aktivitat der Low-Dose-MFES-Gruppen
im Verlauf der Zeit
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Die Abbildung stellt die Mittelwerte der KoBis der Low-Dose-MFS-Behandlung
in Bezug zur Kontrolle an Tag 4 als Relativwerte der Kontrolle an Tag 4 und in
Abhé&ngigkeit von der Zeit dar. Die Werte sind in dieser Darstellung durch eine
Exponentialfunktion miteinander verbunden.
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Die Darstellung in Abbildung 19 zeigt, dass die klonogene Aktivitat der
Kontrollgruppe kontinuierlich (in Absolutwerten von 79,5 Kolonien an Tag 4 auf
29,8 Kolonien an Tag 20) abfallt, wobei die Abnahme im Beobachtungsintervall
zwischen Tag 4 und Tag 12 weitaus starker ausféllt als diejenige zwischen Tag
12 und Tag 20. Die Kolonien der mit 10-50uM MFS behandelten Zellgruppen
zeigen dasselbe Verhalten. Die Kurven der Kontrolle, der 10uM und der 50uM
Gruppe verlaufen dabei fast parallel, wahrend die 25uM Gruppe durch ihren
relativen Anstieg der klonogenen Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle an Tag 12
einen etwas anderen Verlauf wahlit. Die Mittelwerte der 50uM Gruppe liegen als
einzige durchgangig niedriger als diejenigen der Kontrolle, die Unterschiede
sind dabei fir Tag 12 und Tag 20 statistisch signifikant.

Das anfanglich steile Abfallen der Koloniebildungsrate mit der Zeit, das in einen
flacheren Teil mindet, erinnert an die radioaktive Zerfallsgraphik (s. S. 29).
Analog zum Zerfallsgesetz lassen sich auch die Messwerte flr die Kobis der
MFS-Behandlung in guter N&herung durch eine Exponentialfunktion
beschreiben, wie dies in Abbildung 19 illustriert ist. Wie bei der Halbwertszeit
eines Nuklids kann dann rechnerisch die Zeit ermittelt werden, in der die
klonogene Aktivitat auf die Halfte ihres Ausgangswertes gesunken ist. Diese
betragt beispielsweise fiur die Kontrolle 10,6 Tage, fur die 50uM Gruppe 8,1
Tage. Dieser Werte sind jedoch, wie oben beschrieben, nicht nur eine Funktion
der MFS-Konzentration, sondern auch von dem Ausmalf3 der Kontaktinhibition

in der Kulturflasche und anderen Faktoren abhangig.
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Abbildung 20: Klonogene Aktivitadt der High-Dose-MFES-Gruppen im
Verlauf der Zeit in absoluten Zellzahlen
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Dargestellt sind die relativen Mittelwerte der Koloniebildungszahlen der beiden
hochsten Konzentrationen an MFS, die als Versuchsbedingungen gewahlt
wurden, 100uM und 200uM. Die Mel3punkte sind durch eine
Exponentialfunktion miteinander verbunden. Die 200uM-Fraktion bildet keine
Kolonien aus.

Unter Mediumkonzentrationen von 100uM MFES féllt die Koloniebildungsrate
zwischen Tag 4 und Tag 12 bedeutend schneller ab als dies bei der Kontrolle
feststellbar ist. Daher laufen die Abstande der Messwerte in diesem Zeitraum
auseinander, wahrend sie zwischen Tag 12 und Tag 20 nahezu parallel
verlaufen, d.h. in diesem Zeitraum der prozentuale Anteil an Kolonien in Bezug
auf die Kontrolle nur wenig abnimmt (50,6% an Tag 12 und 42,6% an Tag 20)
(s.a. Abbildung 19). Bemerkenswerterweise unterscheiden sich die ,Kobi-
Halbwertszeiten“ zwischen der Kontrolle und der 100uM Gruppe ebenfalls nur
unwesentlich. Diese Beobachtung ist vor allem unter der Berticksichtigung
interessant, dass das Medikament (im Gegensatz zur Strahlung) wahrend der
ganzen Kinetik in der jeweils angegebenen Konzentration im Nahrmedium auf

die Zellen gewirkt hat.
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Medikamentenkonzentrationen von 200uM MFS supprimieren die klonogene
Aktivitat der glatten Gefallmuskelzellen vollstéandig wahrend des gesamten

Beobachtungszeitraumes.

Abbildung 21: Klonogene Aktivitat der einzelnen MFS-Konzentrationen im
Verlauf der Zeit in Prozent von der Kontrolle.
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In Abbildung 21 sind die Mittelwerte der Koloniebildungsraten der
Einzelbehandlungen mit MFS in Prozent von der Kontrolle aufgetragen, die
jeweils als Bezugspunkt den Wert 100% erhalten hat. In dieser Darstellung
kristallisieren sich insbesondere Abweichungen von Parallelverlaufen zu den
Kontrollen heraus.

Mit Ausnahme des Mittelwertes der Koloniebildungsrate von 25uM MFS an Tag
12 fallen unter Zugabe von MFS in Konzentrationen von 10uM bis 100uM die
Zahlen der gebildeten Kolonien mit der Zeit auch relativ zur Kontrolle stetig ab
S. Abb. 21). Mit Ausnahme des o. g. Wertes ist die Fahigkeit der Zellen
Kolonien zu bilden umso geringer je hoher die Konzentration des
Medikamentes war, der sie ausgesetzt gewesen sind. Nur fir Tag 20 besteht
eine strenge Abhangigkeit der Koloniebildungsrate von der MFS-Konzentration.
Niedrigere MFS-Konzentrationen scheinen in der zweiten Halfte der Kinetik

deutlichere Effekte zu zeigen als in der ersten Halfte, wohingegen héhere
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Konzentrationen (100uM) initial, also zwischen Tag 4 und Tag 12, den grof3ten

hemmenden Effekt aufzeigen. Mit 200uM behandelte Zellen zeigen keine

klonogene Aktivitat.

3.2.3. Koloniebildungsassays der Einzelbehandlung mit *°Yttrium

Abbildung 22: Klonogene Aktivitat der Einzelbehandlung mit £2Yttrium im

Verlauf der Zeit in Prozent von der Kontrolle an Tag 4.
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Die Abbildung zeigt die Mittelwerte derjenigen Versuchsgruppen, die mit 2Gy,
4Gy und 8Gy *Yttrium in den ersten 4 Behandlungstagen bestrahlt worden
sind. Anhand der zum Ende der Kinetik ansteigenden Kobizahlen in allen
bestrahlten Versuchsgruppen lassen sich Erholungseffekte erkennen.
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Abbildung 23: Aufnahmen der bestrahlten Kobi-wells an Tag 12
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Ubereinander abgebildet sind je zwei wells einer Versuchsbedingung. Von links

nach rechts: Kontrolle, 2Gy, 4Gy, 8Gy. Die 2Gy-Gruppe ist zwar einem
separaten Ansatz zugehorig, die entsprechenden Kontrollzellzahlen sind aber
ahnlich. Die ,Flecken® in den abgebildeten wells sind SMC-Kolonien. Deutlich
erkennt man die mit zunehmend applizierter Dosis abnehmende klonogene
Aktivitat.

An Behandlungstag 4 unterscheiden sich alle bestrahlten Zellgruppen
signifikant hinsichtlich der gebildeten Kolonien in Bezug zur Kontrolle. Wahrend
bei der 8Gy-Gruppe zu diesem Zeitpunkt keine klonogene Aktivitat nachweisbar
ist, bildet von der 4Gy-Gruppe ein Anteil von 3,6% der Kontrolle und von der
2Gy Gruppe 15,3% (in Bezug auf die Kontrolle) Kolonien aus. Diese Werte
entsprechen der sogenannten ,surviving-fraction®, also der klonogenen Aktivitat
Zu einem bestimmten Zeitpunkt nach Strahlenexposition, welche in Prozent von
der klonogenen Aktivitat der Kontrolle angegeben wird.

Die Abnahme der Kobi-Zahlen der Kontrolle bis Tag 20 auf 71% der Werte von
Tag 4 ist ganzlich auf die Kontaktinhibition zurtckzufiihren, was aus der
Plateaubildung in den Wachstumskurven bzw. den Zellzahlen pro cm? ableitbar
ist. Die 2Gy-Gruppe steigt mit ihren Kobi-Zahlen von allen untersuchten
Gruppen bis Tag 20 am steilsten an und tUberragt gegen Ende der Kinetik mit
ihren mittleren Kobi-Zahlen sogar diejenigen der Kontrolle an Tag 20. Allerdings
ist die 2Gy Gruppe zu diesem Zeitpunkt noch nicht kontaktinhibiert, da sie,
obwohl sie in der Kinetik schon nahe an die Kontrollzellzahlen heranreichende
Werte liefert, noch keine Plateaubildung erreicht hat. Aus diesem Grunde ist es
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sinnvoll die surviving-fraction auf die maximale klonogene Aktivitat dieser Zellart
(i.e. Kontrolle an Tage 4) zu beziehen um den hemmenden Effekt der
Kontaktinhibition von den wachstumshemmenden Effekten der Bestrahlung
abzugrenzen. Sie nimmt fur 2Gy an Tag 20 dann ebenfalls einen Wert unter
100% ein (81,3%). Dies ist fur alle Werte der surviving-fraction in Tabelle 4

bertcksichtigt worden.

Tabelle 4: . Surviving fractions” der KoBis mit 2Gy, 4Gy und 8Gy

2Gy 4Gy 8Gy
Tag 4 23,8 3,6 0,0
Tag 12 62,6 20,7 0,4
Tag 20 81,0 36,8 11,2

Die Tabelle listet die surviving fractions der Dosisgruppen 2, 4 und 8Gy auf.
Der in der Literatur weniger gebrauchliche Ausdruck Koloniebildungs-
Hemmungsrate charakterisiert diesen Wert treffender (s. Text).

Die Erholungseffekte der 4Gy-Gruppe driicken sich in einem Anstieg der
Mittelwerte der Kolonienzahlen aus, die von 3,6 an Tag 4 auf 36% an Tag 20
ansteigen. Damit sind sowohl die Zahlen, als auch die Anstiege der Werte
geringer als diejenigen der 2Gy Gruppe. Allerdings steigen die Werte zwischen
Tag 4 und Tag 20 fast linear an, wahrend sie im zweiten Beobachtungsintervall
(Tag 12 bis Tag 20) bei der 2Gy Gruppe langsamer ansteigen als in der ersten.
Auch die mit 8Gy bestrahlten Zellen zeigen beziiglich ihrer klonogenen Aktivitat
Erholungseffekte. Die relative Zahl der Kolonien steigt von 0,4% an Tag 12 auf
11,2% an Tag 20 an, nachdem an Tag 4 keine klonogene Aktivitat
nachgewiesen werden konnte. Da hier offenbar einige Zellen die Bestrahlung
wahrend der ersten 4 Tage Uberlebt haben, diese aber voribergehend in ihrer
Vermehrungsaktivitat blockiert gewesen sind, ist es sinnvoller hier statt
»surviving fraction* von ,Koloniebildungshemmungsraten* zu sprechen. Der
Anstieg der klonogenen Aktivitat der 8Gy Gruppe an Tag 20 auf 11,2 Prozent
der maximalen KoBi-Rate der SMCs muss kritisch gesehen werden. Es wére
denkbar, dass sich dieser Wert aus einer sehr kleinen Fraktion

strahlenresistenterer Zellen ergibt, die sich zwischen Tag 4 (nach Wegfall der
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Strahlung) und Tag 20 bereits in der Zellkulturflasche (also vor der Aussat in die
Kobi-wells) weitervermehrt haben kdnnte. Wahrend der Aussat des Assays an
Tag 20 sind diese Zellen, die originar von wenigen Uberlebenden Zellen
stammen konnten, vereinzelt und verteilt worden und hétten ihrerseits in den
KoBi-wells Kolonien bilden kénnen, was zu einem zu héheren Werten
verschobenen Ergebnis gefuhrt hatte. Immerhin entspricht die Zunahme der

klonogenen Aktivitat zwischen Tag 12 und Tag 20 einem Faktor von 30.

Zu allen Beobachtungszeitpunkten wahrend der Kinetik, an denen
Koloniebildungsassays durchgefiihrt worden sind, lasst sich eine strikte
Abhangigkeit des hemmenden Effektes der Strahlung von der applizierten
Dosis erkennen, die trotz der einsetzenden Erholungseffekte bestehen bleibt.
Tragt man die aus den Koloniebildungsassays gewonnenen Uberlebensraten in
Prozent logarithmisch gegen die Dosen auf, denen die Zellen exponiert
gewesen sind, so ergibt sich fir Sdugetierzellen eine charakteristische
Schulterkurve, wie sie fur die vorliegenden Ergebnisse der Experimente mit
haSMCs und *°Yttrium in Abbildung 24 wiedergegeben ist:
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Abbildung 24: Schulterkurve der bestrahlten Kolonien von Tag 12
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In der Abbildung sind die prozentualen Uberlebensraten von Tag 12
logarithmisch gegen die applizierte Dosis aufgetragen.

Die in Abbildung 24 dargestellte Schulterkurve ist durch die Parameter Ag, Aq
und n charakterisiert. Die Werte von Ag und Aq werden geometrisch aus dem
Diagramm bestimmt und nehmen fir die in Abbildung aufgefihrte

Schulterkurve folgende Werte an:

Ao = 1Gy
und
Ag= 3,4Gy.

Die Werte Aq und Ao stehen mit dem Parameter n in Beziehung:

Ag=Aocinn
bzw.
n=e[ &)

Der anhand der Formel errechnete Wert von n = 29,96, der in Prozent
ausgedruckt 2996 ergibt, deckt sich mit dem geometrisch ermittelten Wert von
ca. 3000. Man erhalt den Wert von n geometrisch, indem man den linearen Teil
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der Schulterkurve durch eine Gerade so weit verlangert bis er die Ordinate
schneidet.

Der Wert von n wird als die Anzahl strahlenempfindlicher Bereiche in
Saugetierzellen bzw. in diesem Fall humanen aortalen glatten Muskelzellen
verstanden, die mindestens einmal getroffen werden missen, um die Zelle im
Wachstum zu inhibieren bzw. die Zelle unfahig macht, Kolonien aus 50 oder
mehr Zellen zu bilden. Aus den gewonnenen Daten lasst sich somit z.B.
ableiten, dass mindestens 30 Treffer auf strahlenempfindliche Bereiche einer
glatten humanen aortalen GefaRmuskelzelle in vitro nétig sind, um sie bis zur
Mitte der Kinetik daran zu hindern Kolonien (mit 50 oder mehr Zellen) zu bilden.
Die Variablen Aq und n charakterisieren zusammen die Breite der Schulter bzw.
des nicht-linearen Kurventeils. Die Schulter ist ein Maf3 fur die
Regenerationsfahigkeit und das Reparationsvermdgen der Zellen von
Strahlenschaden. Gabe es keine Schulter, ware n =1 und A4 =0.

Der Parameter A liegt mit dem Wert 1Gy in dem engen Dosisbereich von 0,75
bis 1,5Gy, der fur Saugetierzellen charakteristisch ist.

3.2.4. Koloniebildungsassays der Kombinationsbehandlung von
Meclofenaminsaure und *°Yttrium

Alle Experimente mit unterschiedlichen Einzel-Konzentrationen an
Meclofenaminsaure fihren, sofern klonogene Aktivitat vorhanden ist, zu einer

Verminderung der KoBi-Zahlen im zeitlichen Verlauf der Kinetik. Bei allen

Versuchsgruppen mit Bestrahlungs-Einzelbehandlung hingegen lassen sich

gegen Ende des Beobachtungszeitraumes steigende Koloniebildungsraten

nachweisen.
Die Kombinationseffekte von MFS+°Y sind fiir die gleichen Bedingungen

untersucht worden wie diejenigen, die fur die PK gewéahlt wurden.

Aus Abbildung 25 lasst sich entnehmen, dass die Zugabe von MFS in einer
Konzentration von 50uM zu einer Bestrahlung von 2Gy deren Erholungseffekt,

d.h. die Zunahme der klonogenen Aktivitdt zum Ende der Kinetik hin, deutlich
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abschwacht, was daran erkennbar ist, dass die Graphen von 2Gy und 2Gy,
50uM nicht parallel versetzt sind sondern auseinander laufen.

Aber auch schon an Tag 4 nach Behandlungsbeginn ist die klonogene Aktivitat
der Kombination aus 2Gy und 50uM um 39% geringer als diejenige der 2Gy-
Gruppe, wohingegen die MFS Einzelbehandlung mit 50uM die Kontroll-KoBis

nur um 13% unterschreitet.

Abbildung 25: Kombinationsbehandlung mit 2Gy und MES
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In der Graphik sind die Mittelwerte der gebildeten Kolonien der einzelnen

Behandlungsbedingungen in Prozent von der Kontrolle wiedergegeben.

Die Anzahl der Kolonien der 2Gy,100uM Gruppe, die an Tag 4 nur 29% der
2Gy-Gruppe ausmacht und damit einen um 57% hdéheren hemmenden Effekt
ausmacht als die 100uM Einzelbehandlung im Vergleich zur Kontrolle, bleibt bis
Tag 12 im Verhaltnis zur Kontrolle weitgehend konstant und steigt dann leicht
von 6% auf 16% an. Trotzdem halbiert sich die (Uberadditive) Effizienz des
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hemmenden Kombinationseffektes bis Tag 20 auf 17,79% wegen des

deutlichen Abfalls der Koloniebildungsrate der 100uM-Gruppe.

Die koloniebildenden 4Gy-Gruppen der Kombinationsbehandlungen (i.e.
4Gy,50uM, 4Gy,100uM) bestétigen, dass die Addition von MFS zu
strahlungsexponierten Zellen deren Erholungstendenz nach Bestrahlung
deutlich und dosisabhéngig abschwacht. In Abbildung 26 liegen die Werte der
auf die Kontrolle bezogenen klonogenen Aktivitaten an Tag 4 bei 4Gy,
4Gy+50uM und 4Gy+100uM dicht beieinander und laufen dann geradlinig und
konstant auseinander.

Obwohl die MFS-Einzelbehandlung konzentrationsabhangig wahrend des
Beobachtungsintervalls die Koloniebildungsfahigkeit in unterschiedlichem Mal3e
inhibiert, fallt auf, dass die 4Gy+MFS Gruppen die gleiche lineare Kurvenform
wie die 4Gy Einzelbehandlung behalten und sich nur in ihrer Anstiegssteilheit
unterscheiden, welche konzentrationsabhangig abnimmt.

Die Fahigkeit Kolonien zu bilden ist bei der 4Gy,100uM Gruppe an Tag 20
erloschen, bei der 4Gy,50uM Gruppe kommt es immerhin noch zwischen Tag 4

und Tag 20 zu einem Anstieg um das 13-fache (von 1,9% auf 25,6%).
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Abbildung 26: Kombinationsbehandlung mit 4Gy und MES
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Das Diagramm demonstriert den Einfluss von 50uM, 100uM und 200uM MFS
auf die klonogene Aktivitat von glatten aortalen Muskelzellen in
Einzelbehandlung und in Kombination mit einer Bestrahlung von 4Gy. Die
angegebenen Daten verstehen sich als Mittelwerte der gebildeten Kolonien und
sind in Prozent von der Kontrolle angegeben.

Der Anstieg der Koloniebildungsfahigkeit der Einzelbehandlung mit 8Gy von 0%
an Tag 4 auf 15,7% der Kontrolle an Tag 20 kann durch Konzentrationen von
50puM Meclofenaminsaure oder héher vollstandig wéhrend des gesamten 20-

tagigen Beobachtungszeitraums supprimiert werden.

Koloniebildungsassays sind zwar sehr sensitiv, jedoch wenig spezifisch. Auf
eine quantitative Analyse der Wechselwirkungen zwischen Medikament und
radioaktivem Strahler in Bezug auch die Modulation der klonogenen Aktivitét

soll daher nicht naher eingegangen werden.
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Abbildung 27 a-c: Zusammenstellung der Kobis fur jeden
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Abb. 27c: Kobis an Tag 20
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deren Kobiraten, zum anderen kdnnen uberlebende Zellen in den
Hochdosisgruppen, die nach Bestrahlungsende an Tag 4 in der
Zellkulturflasche proliferiert sind, nach dem Aussaen in die Kobiwells an Tag 20

zu verfalschten Uberhohten Werten fiuihren.
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3.4 Ergebnisse Migrationen

Wahrend der viersttindigen Inkubationszeit migrieren unter den gewahlten
Versuchsbedingungen an Tag 4 nach Beginn der Behandlung (bzw. an Tag 6
nach der letzen Passage) im Mittel ca. 60 haSMCs der unbehandelten
Kontrollgruppe pro mm2 Membranflache. Die Zellen heften sich an die
Unterseite der Membran und breiten sich dort aus, nachdem sie die 8um Pore
durchwandert haben. Als Differenzierungshilfe sind die Zellen nach Fixierung
zusatzlich zur Coomassie-Farbung noch nach Giemsa gefarbt worden um die

Zellkerne deutlicher hervorzuheben.

Abbildung 28: Migrierte Zellen mit Porenmembran auf dem Zahlraster der
Fuchs-Rosenthal Kammer
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Die Fotos zeigen je einen Ausschnitt der Porenmembran mit migrierten Zellen,
die auf einer Fuchs-Rosenthal Kammer liegt. Ein abgebildetes Quadrat hat eine
Kantenl&nge von 62,5um, sodass 16 Quadrate die Flache von 1 mm?
einnehmen.

Jede angefarbte Zelle in dem zuvor mit einem Q-Tip ausgeriebenen Areal wird
als migrierte Zelle gezahlt, da mikroskopisch nicht differenzierbar ist, auf
welcher Seite der Membran sich eine Zelle befindet und angenommen wird,
dass die Porenmembranoberseite vollstandig durch das Q-Tip von Zellen
gereinigt worden ist. Bei der Auswertung werden auch angefarbte Zellen
bertcksichtigt, die sich noch in den Poren befinden, d.h. einerseits durch den

Q-Tip nicht entfernt werden kdnnen, sich aber andererseits auch noch nicht an
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der Membranaussenseite ausgebreitet haben. Grol3flachig ausgebreitete
Zytoplasmafragmente ohne nachweisbaren Zellkern erschweren gerade bei

wenig migrierenden Zellen oft die eindeutige Zuordnung.

Analog zur statistischen Auswertung der Ubrigen Experimente werden auch bei
den Ergebnissen der Migrationsversuche die Werte zur Stabilisierung der
Varianzen transformiert (hier: logso-Transformation), danach die Mittelwerte
gebildet und die Teststatistik angewendet (hier: Tukey-Kramer-Test mit
Festsetzung von a auf 5% Irrtumswahrscheinlichkeit fir den Fehler 1. Art) und
die durch Rucktransformation erhaltenen (geometrischen Mittel-) Werte zur

graphischen Darstellung gebracht.

Abbildung 29: Migrierte Zellen der verschiedenen Bestrahlungsgruppen
unter PDGF-Stimulation
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Die Fotos zeigen Ausschnitte der Porenmembranen mit angefarbten, migrierten
Zellen. Links oben ist die Kontrolle abgebildet, rechts oben die mit 2Gy
behandelten Zellen, links unten die mit 4Gy bestrahlten Zellen und rechts unten
die 8Gy-Gruppe. Jedes Bild ist mit derselben VergréRerung aufgenommen
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worden. Deutlich erkennt man die dosisabhangige Reduktion der migrierten
Zellen und die unterschiedliche Ausbreitung unter der Membran.

Die Anreicherung des Mediumanteils mit PDGF (=platelet derived growth factor)
in einer Konzentration von 40ng/ml im unteren Kompartiment der
Versuchsanordnung, in dessen Richtung die Zellen die Membran migrieren
sollen, steigert die Zahl der Zellen, die die Poren passieren, um ca 100%.

Abbildung 30: Schema des Migrationsassays

Die rechts stehende Zeichnung verdeutlicht die

Anordnung der Kompartimente und die Lage der zu 1
durchwandernden Membran. Das Kompartiment ,1“

wird mit der Zellsuspension befllt und das MARRAEN
Kompartiment ,,2“ mit Medium und ggf. mit PDGF 2

angereichert.

Unabhé&ngig von Behandlungsqualitat (also der

Bestrahlung und/oder vom Zusatz des Medikamentes) oder
Behandlungsquantitat (Konzentration bzw. Dosis) migrieren also ca. doppelt so
viele Zellen die Porenengstellen, wenn tber der Membran ein PDGF-
Konzentrationsanstieg in Richtung auf das jenseits der Membran liegende
Kompartiment (,Komp. 2“ in Abb. 3) besteht (Anzahl der im geometrischen

Mittel migrierten Kontroll-Zellen in der PDGF-stimulierten Gruppe= ca. 95).

Die Migrationsversuche, die im Rahmen des Ansatzes 1 mit low-dose MFS
behandelten Zellen durchgefihrt wurden, liefern lediglich Kontrollzellzahlen von
ca. 40 migrierten Zellen pro mmz. Jedoch zeigt sich hierbei ebenso, dass PDGF
als Migrationsstimulanz die Anzahl der migrierenden Zellen verdoppelt.

Die Mittelwerte der durchgefuihrten Messreihen liefern fur die mit 20uM MFS
behandelten Zellen einen leichten (, statistisch jedoch nicht signifikanten)
Anstieg der ausgewanderten Zellen sowohl in der PDGF-stimulierten als auch
in der nicht stimulieren Gruppe im Vergleich zur Kontrolle und erniedrigte Werte
fur 25uM und 50uM, die sich ebenfalls aber nicht signifikant von der Kontrolle

unterscheiden.



92

Abbildung 31: Ergebnisiibersicht der Migrationsversuche
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In Abbildung 30 sind die verschiedenen Untersuchungsbedingungen (auf der X-
Achse) und die jeweiligen durch die Porenmembran migrierten Zellen in
absoluten Zahlen (auf der Y-Achse) wiedergegeben. Der entsprechende
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Mittelwert ist durch ein ,X“ gekenzeichnet, die Standardabweichungen sind
durch die von den Mittelwerten ausgehenden, parallel zur Y-Achse
verlaufenden Linien angegeben. Die Mittelwerte der
Untersuchungsbedingungen, die sich lediglich durch die Zugabe von PDGF
unterscheiden, sind aus Ubersichtsgriinden mit einer gestrichelten Linie
verbunden.

Tabelle 5: Ubersicht: Statistik der Migrationsversuche

Untersuchungs- Mittelwerte
bedingung

0,01 A 94.49
0,21 A B 90.41
200,01 A B C 53.71
0,0,0 B C 46.74
0,2,0 B C D 43.90
0,4,1 BC D 43.82
0,4,0 C D 33.40
0,8,1 C DE 26.88
200,2,1 C DE 25.47
200,0,0 DEF 21.18
200,2,0 EF G 14.59
200,4,1 EFG 12.58
0,8,0 F G 10.90
200,8,1 G 8.97
200,8,0 H 3.36
200,4,0 H 3.33

In der Tabelle sind in der linken Spalte die einzelnen
Untersuchungsbedingungen aufgelistet, rechts stehen die geometrischen
Mittelwerte. Untersuchungsbedingungen, die nicht durch den gleichen
Buchstaben mit einander verbunden sind, unterscheiden sich signifikant. Die
mit PDGF behandelten Zellen sind zusétzlich in fettgedruckten Schriftzeichen
markiert.

Betrachtet man zun&chst nur die Zellzahlen der bestrahlten, nicht aber mit
MFS-angereichertem Medium exponierten Zellen, so fallt auf, dass lediglich die
hochste gewdahlte Strahlendosis von 8Gy in der Untergruppe ohne PDGF-
Zusatz das Migrationsverhalten der Zellen im Vergleich zur Kontrolle signifikant
hemmt. Bei der Untergruppe mit PDGF-Zusatz sind zwar die 4Gy- und die 8Gy-
Gruppen von der Kontrolle verschieden, jedoch nicht untereinander.

Bei den mit 200uM MFS behandelten Zellen sind die zusatzlich mit 2Gy
bestrahlten Gruppen von der 200,0,0-Gruppe nicht signifikant verschieden,

hingegen aber die zusatzlich mit 4Gy und 8Gy bestrahlten Zellen. Diese
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Beobachtung ist hierbei unabhangig von dem Einsatz von PDGF als
Migrationsstimulanz.

Interessanterweise vermag der alleinige Zusatz von 200uM MFS in der PDGF-
stimulierten Untergruppe das Migrationsverhalten der Zellen nicht statistisch
signifikant zu hemmen, obwohl diese Konzentration das Wachstumsverhalten
vollstandig supprimiert (s. Proliferationskinetiken und Koloniebildungsassays).
Diese Feststellung ist aber auch auf die grof3e Streubreite der Werte
zurtckzufiihren — immerhin ist die Differenz fir die Mittelwerte von 95 in der
Kontrolle und 54 bei der 200,0,1-Gruppe deutlich. Fiur die nicht mit PDGF-
stimulierten Zellen ist der Unterschied zwischen der Kontrolle und der 200uM
MFS-Gruppe signifikant. Dies gilt auch fur alle anderen Wertepaare, die sich
nur in der Vorbehandlung mit MFS unterscheiden.

Fur die nicht mit PDGF-stimulierten und mit 4Gy bestrahlten Zellen hat die
Vorbehandlung mit 200uM-MFS den gro3ten hemmenden Effekt auf das Zell-
Wanderungsverhalten, bei den Untergruppen ohne PDGF sind es die 2Gy und
die 4Gy-Fraktionen.

Fur die intensivst behandelten Kombinationen (Level 200,4,0 oder 200,8,0)
kann angenommen werden, dass die Fahigkeit zur Migration ohne PDGF-
Zusatz praktisch erloschen ist.

Aufgrund der einzeitig festgesetzten Messung an Tag 4 werden die Zellen nicht

auf Erhohlungseffekte post radiatio untersucht.
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3.5. Durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse

3.5.1. Punktwolken-Diagramme

Abbildung 32a-c: FACS-Diagramme

Die Abbildungen zeigen Yo Il 94 Ko.005

drei FACS-Diagramme als ; Ra
Punktwolke. Es sind die o 23 g

Ergebnisse einer Kontrolle EN i .

(Abb. 1a), einer 200uM if 23 N :

Probe (Abb 1b) und einer ::’::,_9_ . il ﬁ ns :
8Gy,200uM Probe (Abb. o E
1c) dargestellt. Die % ] -

L S e e e A e
0 200 400 600 800 1000

Zellkerne sind anhand Propidium lodide

ihres Fluoreszenzmusters,

das sie nach Markierung < Meclo | d4 200uM .003
mit Propidium-lodid
(Abszisse) und einem ‘o

gegen einen Anti-BrdU
Antikorper gerichteten
Antikorper (Ordinate)

Anti-Brd% FITC
10
!

erhalten, in den 23
Diagrammen aufgetragen. - :
o
Die Punkte im Kastchen 0 200 400 600 800 1000
,R2“im ersten Diagramm Abb.: 32b  Propidium lodide

entsprechen Zellkernen der G;-Phase, die Kerne im ,R4" -Sektor werden der
S-Phase zugeordnet und der mit ,R3“ beschriftete Rahmen umschliel3t Nuklei
in der G,/M-Phase.

Es lasst sich anhand der Punktwolken eine deutliche Anreicherung in der

G./M-Phase in den dargestellten behandelten Zellproben erkennen. Die
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Punktwolken werden dabei weniger dicht, breiter und verschwommener. Ein
S-Phasen-Anteil ist bei der mit 8Gy und 200uM MFS behandelten Probe an

Tag 4 kaum
ausmachbar. Auch der
Gi-Phasenanteil ist bei
diesen Proben stark

reduziert.

Entsprechend der
statistischen Auswertung
der Gbrigen Experimente

werden auch bei den

d4_8Gy200uM_Ans3.011
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Ergebnissen der FACS-Analysen die Werte zur Stabilisierung der Varianzen

transformiert (hier: arcsin-Transformation), danach die Mittelwerte gebildet und

die Teststatistik angewendet (hier: Tukey-Kramer-Test mit Festsetzung von o

auf 5% Irrtumswahrscheinlichkeit fur den Fehler 1. Art) und die durch

Rucktransformation erhaltenen (geometrischen Mittel-) Werte zur graphischen

Darstellung gebracht.
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3.5.2. G,/M-Phase
Abbildung 33: G,/M-Phasenverteilung an Tag 4
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Abbildung 34: G,/M-Phasenverteilung an Tag 12
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Abbildung 35: G,/M-Phasenverteilung an Tag 20
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Abb. 33-35: In den Graphiken sind die prozentualen Verteilungen der einzelnen
Versuchsbedingungen an je einem Behandlungstag zur Darstellung gebracht
worden. Die geometrischen Mittelwerte sind dabei durch ein X"
gekennzeichnet, die 95%-Konfidenzintervalle sind durch die von den

Mittelwerten ausgehenden senkrechten Linien markiert.

Die einzelnen Anstiege oder Abfélle innerhalb einer bestimmten Behandlung
bzw. Behandlungskombination wahrend des Beobachtungszeitraumes
erreichen keine statistische Relevanz.

Die Experimente mit low-dose Konzentrationen an MFS (10uM, 25uM und
50uM) ergeben einen sehr geringen Anstieg der Kontrollzellenfraktion in der
G2/M-Phase, dem die behandelten Zellen folgen. Die gemessenen
Unterschiede der einzelnen low-dose-Gruppen zur Kontrolle erweisen sich
dabei als nicht signifikant.

Eine nahezu konstante G,/M-Phasendistribution im Verlauf der Zeit zeigen die
unbehandelten Zellen des zweiten Ansatzes, der die Hoch-
Konzentrationsfraktion der MFS-Behandlungen miteinschlief3t (i.e. 200uM und
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200uM). Von nahezu identischen Werten zwischen Kontrolle und 100puM-
Gruppe an Tag 4 spaltet sich die 100uM-Gruppe auf und erreicht an Tag 20
einen uber 50% hoheren Anteil an Zellen in der G,/M-Phase (vgl. Abbildungen
33-35). Diese Differenz liefert allerdings im Tukey-Kramer Test wegen der
groReren Wertestreuung einen nicht signifikanten Unterschied.

Ein Phasenblock im Ubergang zur Mitose-Phase macht sich allerdings sehr
deutlich bei der 200uM-Gruppe bemerkbar. Hier nimmt der prozentuale Anteil
an Zellen innerhalb dieser Gruppe in der G,/M-Phase zwar zu Tag 20 hin (in
nicht signifikanter Weise) ab, mit einer Abnahme von 40% auf 33% an Tag 20
ist die Fraktion dann aber immer noch fast 2,5 mal groR3er als diejenige der

Kontrolle an Tag 20.

Auch eine hohe Strahlenexposition scheint glatte humane aortale Muskelzellen
vermehrt in der G,/M-Phase zu arretieren und somit die Zellzykluspassage zu
verhindern, was sich in einem Anstieg des Prozentsatzes der (nicht
synchronisierten) Zellen in dieser Phase auf3ert. Dieser Anteil ist dabei umso
grof3er, je hoher die eingesetzte Dosis gewahlt wird. Im Vergleich zur 4Gy-
Gruppe erreicht allerdings nur die 8Gy-Gruppe an den Tagen 12 und 20 einen
signifikanten Unterschied zur Kontrolle.

Auch bei den Kombinationsbehandlungen mit MFS kann eine
Zusatzbestrahlung von 4Gy den G,/M-Phasenanteil im Vergleich zur MFS-
Einzelbehandlung nicht nennenswert erh6hen. Je hoher die einzelnen MFS-
Konzentrationen in den Behandlungsgruppen sind, umso geringer ist der
Kombinationseffekt in Hinblick auf die Phasenarretierung. Fur die
Kombinationen mit 200uM MFS erhélt man sogar durchgangig niedrigere

Mittelwerte fur den G,/M-Phasenanteil, wenn zusatzlich bestrahlt wurde (s.u.).

Bemerkenswert ist die Beobachtung, dass der G,/M-Anteil der bestrahlten
Zellen von Tag 4 bis Tag 20 leicht, aber kontinuierlich ansteigt, wohingegen bei
der Proliferationskinetik steigende Wachstumszahlen und bei den

Koloniebildungsassays eine gegen Tag 20 zunehmende klonogene Aktivitat auf
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Erholungsphanomene bzw. wiedereinsetzende und steigende Proliferation nach
Beendigung der Bestrahlung an Tag 4 schliel3en lassen.

Diese scheinbar nur schwer miteinander zu vereinbarenden Ergebnisse
konnten damit erklart werden, dass zwar der Teil der durch die Strahlung
arretierten Zellen weitgehend konstant bleibt, eine kleine Fraktion
strahlenresistenterer Zellen allerdings nach der Exposition ihre Proliferation
steigern kann und somit steigende PK- und KoBI-Werte liefert, jedoch
gegenuber den arretierten Zellen bei der Zellzyklus-Analyse nicht ins Gewicht
fallt.

Die Kombinationsbehandlungen von Strahlung und 200uM MFS liegen
prozentual jeweils deutlich niedriger als diejenigen der korrespondierenden
MFS-Einzelbehandlungen. Moéglicherweise ist diese Beobachtung darauf
zuruckzufiihren, dass diese aggressive Behandlung die Zellzyklusprogression
augenblicklich inhibiert, ohne dass die Zellen bis zu dem ,check-point* des

G,/M-Phasen-Ubergangs voranschreiten kénnen.

3.5.3. G;-Phase

Ebenso wie in der G,/M-Phase laufen auch die Werte der Niedrig-
Konzentrationsbehandlungen von Tag 4 bis 20 sehr dicht zusammen und
gleichsinnig mit der Kontrolle. Die statistische Analyse ergibt fur diese Gruppe
(10uM, 25uM und 50uM) in Bezug zur Kontrolle keine signifikanten

Unterschiede.
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Abbildung 36: G;-Phasenverteilung an Tag 4
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Abbildung 37: G;-Phasenverteilung an Tag 12
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Abbildung 38: G;-Phasenverteilung an Tag 20
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Abb. 36-38: In den Graphiken sind die prozentualen Verteilungen der einzelnen
Versuchsbedingungen an je einem Behandlungstag zur Darstellung gebracht
worden. Die geometrischen Mittelwerte sind dabei durch ein X"
gekennzeichnet, die 95%-Konfidenzintervalle sind durch die von den

Mittelwerten ausgehenden senkrechten Linien markiert.

In Bezug zur G,/M-Phasenverteilung ergibt sich fur die Behandlungen mit
hohen MFS-Konzentrationen, der bestrahlten Zellen und deren Kombinationen
ein nahezu invertiertes Bild in der G;-Phase, da die S-Phasenanteile prozentual
wenig ins Gewicht fallen.

Die unbehandelten Zellen verweilen relativ konstant wahrend der drei Messtage
im Zeitraum von 20 Tagen zwischen 80% und 87% in der G;-Phase. Die
Phasenanteile der 100uM Gruppe, die an Tag 4 und 12 nahezu denen der
Kontrolle entsprechen, fallen zu Tag 20 hin leicht ab. Der Unterschied erweist
sich allerdings nicht als statistisch signifikant.

Deutlich hebt sich im Gegensatz dazu die mit 200uM behandelte Zellgruppe ab.
Nur etwa 58% der Zellen in den Messproben befinden sich an Tag 4 in der G;-

Phase. Dieser Anteil steigt zwar gegen Tag 20 noch leicht auf 64% an,
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insgesamt befinden sich aber um ein Drittel weniger Zellen in der G;-Phase als
bei der Kontrolle. Bezogen auf die Einzelbehandlungen mit MFS an den
einzelnen Messtagen lasst sich festhalten, dass zwar die 50uM-Proben
durchgéangig niedriger liegen als die Kontroll- und die 100puM-Werte, sich jedoch
nur die mit 200uM MFS behandelten Zellen in (statistisch) relevantem Mal3e in
ihrer G;-Phasendistribution von der Kontrolle unterscheiden.

Auch die bestrahlten Einzelbehandlungen mit 4Gy und 8Gy sind an spateren
Messtagen zu niedrigeren Werten verschoben als die Kontrolle. Einen
LAusreil3er” bildet der Wert der 4Gy-Fraktion an Tag 4, dessen Mittelwert
denjenigen der Kontrolle Ubersteigt. Sowohl die 4Gy- als auch die 8Gy-Gruppe
fallen zu Tag 20 hin weiter mit ihrem G;-Phasenanteil ab, sodass sie Werte von
80% (bei 4Gy) bzw. 74% (8Gy) erreichen. Ahnlich wie bei der MFS-Behandlung
zeigt jedoch nur die am hochsten eingesetzte Strahlendosis (8Gy) einen
statistisch relevanten Unterschied zur Kontrolle.

Die prozentualen Mittelwerte der G;-Phasenverteilung der
Kombinationsbehandlungen von 4Gy bzw. 8Gy mit 100uM unterscheiden sich
kaum von denen der jeweiligen Einzelbestrahlungen. Die Werte alternieren um
diejenigen der 4Gy und 8Gy-Gruppen. Die Kombinationen mit 4Gy bzw. 8Gy
und 200uM MFS hingegen grenzen sich wieder deutlicher ab. Sie ergeben
durchgéngig niedrigere G;-Anteile als die korrespondierenden
Einzelbestrahlungen. Von Tag 4 bis Tag 20 nehmen interessanterweise die
Differenzen zwischen den bestrahlten Zellgruppen und den zuséatzlich
bestrahlten 200uM-Gruppen ab, da sowohl der G;-Phasenanteil der bestrahlten
Gruppen abnimmt als auch der G;-Phasenanteil der 200uM-MFS+°°Y-Gruppen
zunimmt. Dies zeigt zum einen, dass die Kombinationsbehandlungen zu Beginn
am deutlichsten die Zellen aus der postmitotischen Wachstumsphase
verdrangen (was durch die nur bis Tag 4 applizierte Strahlung erklarbar ist),
zum anderen aber auch, dass eine Reduktion des G;-Phasenanteils der bis Tag
4 bestrahlen Zellen gegen Ende des Beobachtungszeitraums auftritt. An Tag 20
ist die Differenz bei den 4Gy, 200uM und den 8Gy,200uM-Proben zur Kontrolle

im Tukey-Kramer Test statistisch signifikant, wohingegen der Unterschied
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zwischen der 4Gy und der 4Gy,200uM-Gruppe bzw. der 8Gy und der
8Gy,200uM-Gruppe dieses Kriterium nicht erfillt.

3.5.4. S-Phase
Die Differenzen in der S-Phase sind fur die low-dose-MFS-Behandlungen in

Bezug zur Kontrolle nicht signifikant.

Der Wertebereich aller Messwerte der S-Phasendistribution in der high-dose-
MFS-Gruppe, den bestrahlten Zellen und den Kombinationsbehandlungen liegt
nur zwischen 0,25 und 5%. Sie weisen also minimale interindividuelle
Unterschiede auf und &ndern sich eher in Abhangigkeit von der Zeit als von der
Behandlungsart. Moglicherweise ist der ,Medium-Effekt" flr die geringen S-
Phasenwerte mitverantwortlich. Um das Protokoll aus Grinden der besseren
Vergleichbarkeit alteren Versuchsdesigns anzupassen sind Medienwechsel in
Intervallen von 4 Tagen durchgefiihrt worden. Mdglicherweise hat eine
Nahrstoffdeprivation des Mediums an den Versuchstagen 4, 12 und 20 mit dazu
gefuhrt, dass die Messwerte der S-Phasen gering ausgefallen sind. Auf3erdem
bewirkt die eingesetzte Kontaktinhibition bei schneller proliferierenden Zellen
zusatzlich neben dem erhohten Nahrstoffverbrauch eine Abnahme der

Wachstumsgeschwindigkeit bzw. des S-Phasenanteils.

Abbildung 39: Trianqulares Phasenverteilungs-Diagramm

G1
Das triangulare Flachendiagramm links zeigt die Messwerteverteilung als
Punktwolke an Tag 4, das Diagramm auf der rechten Seite diejenige an Tag 20.
Insgesamt sind die Werte relativ eng gestreut. Auffallig ist die allgemeine starke
Abnahme des S-Phasenanteils an Tag 20.
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3.6. Morphologie

Mit den unbehandelten und den mit MFS inkubierten glatten humanen aortalen
Muskelzellen sind Immunfluoreszenz-Farbungen an Tag 4 durchgefihrt
worden. Dabei sind zum einen Primar-Antikérper verwendet worden, die sich
gegen das fur glatte Muskelzellen typische zytoplasmatische Mikrofilament .-
Actin richten und des Weiteren anti-Vimentin-Antikdrper. Vimentin gehort zu
den Intermediarfilamenten und ist als Teil des zytoskelettalen Apparates fur
mesenchymale Zellen typisch.

Durch das erfolgreiche immunfluoreszenztechnische Anfarben der
unbehandelten Zellen ist der Nachweis erbracht, dass es sich bei den Zellen,
mit denen die Experimente durchgefiihrt worden sind, auch tatsachlich um
glatte Muskelzellen handelt. Ferner sind die mit MFS behandelten Zellen
ebenfalls angefarbt worden um eventuell vorhandene zyto-morphologische

Veréanderungen unter einer MFS-Behandlung identifizieren zu kénnen.

Abbildung 40: Immunfluoreszenz-Bilder der anti-a-Actin-Farbung

Die Fotos zeigen Immunfluoreszenz Aufnahmen der anti-a-Actin-Farbung. Links
ist ein Bild der Kontrolle und rechts ein Bild der mit 200uM MFS behandelten
Zellen wiedergegeben. Es lasst sich unter der breiten morphologischen
Variabilitdt der Zellen keine einheitliche Veranderung ausmachen, die die
Kontrolle von den mit 200uM behandelten Zellen unterscheiden lasst.
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Abbildung 41: Immunfluoreszenz-Bilder der anti-Vimentin-Farbung
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Abbildung 41 stellt die mit anti-Vimentin-Priméarantikorpern durchgefihrten
Immunfluoreszenz-Farbungen dar. Die Aufnahme links zeigt die Kontrolle zu
den rechts abgebildeten, mit 200uM MFS behandelten Zellen. Man erkennt
rechts u.a. deutlich die sich in die Peripherie ausstreckenden Zellauslaufer.
Aufgrund der geringeren Zelldichte kann sich die zentral liegende Zelle weit
ausbreiten. Einheitliche Unterschiede zwischen Kontrolle und Behandlung
bestehen nicht.

In den dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimenten konnte ebenfalls keine
definitive morphologische Unterscheidung zwischenden mit 2Gy und 4Gy
bestrahlten und unbestrahlten Zellen in der phasenkontrastmikroskopischen
Beurteilung gemacht werden. Insgesamt kann die Morphologie einer Kultur von
SMCs sehr heterogen sein. Vereinzelt oder diinn ausgesat liegende Zellen
breiten sich grof3flachig aus mit einer Vielzahl von ausgefranst erscheinenden
zytoplasmatischen Auslaufern. Auch die Kernmorphologie ist in Bezug auf die
Zahl der Kerne (ein- oder selten zweikernig), Lage des Nukleus oder der
Prominenz des Nukleolus nicht einheitlich. Vereinzelt lasst sich (eventuell bei
den mit 8Gy bestrahlten Zellen haufiger) eine perinukleare Zone ausmachen,
die in der Coomassie-Farbung als Aufhellung imponiert. Auch das ausgefranste
Aussehen der Zellen mit den bizarr konfigurierten Zellgrenzen scheint bei den
mit 8Gy bestrahlten Zellen haufiger vorzukommen. Mit zunehmender Zelldichte
richten sich die Zellkonglomerate zu parallelen Biindeln aus und nehmen ihre
spindelige Form an. Nach Erreichen vollstandiger Konfluenz kommt es zur

Ausbildung des typischen ,hill-and-valley” Musters, bei denen sich Bereiche
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dichter und Uberkreuzender Zelllagen mit Arealen streng geordneter und
weniger gedrangten Zellen abwechseln ¢/,
Nahrstoffmangel infolge verbrauchten Mediums lasst sich in diesem Stadium

gut an der akzentuierten Zeichnung der Zellgrenzen ausmachen.

Abbildung 42: Ausschnitte aus Kolonien von bestrahlten SMCs

Das linke obere Bild gibt einen Ausschnitt aus der Peripherie einer Kolonie der
Kontrolle wieder, das rechte obere Bild aus einer Kolonie von mit 4Gy
bestrahlten SMCs und das Foto in der unteren Reihe mit 8Gy bestrahlte Zellen.
Der Pfeil im rechten oberen Bild deutet auf eine sich teilende Zelle, die starker
angefarbt und abgerundet ist und in der Mitte eine Aufhellung zeigt. Die Pfeile
im unteren Bild sind auf Zellkerne gerichtet. Es handelt sich dabei um zwei
Tochterzellen, von denen diejenige im unteren Bildabschnitt zwei Kerne
aufweist und diejenige im oberen Bildabschnitt einen Nukleus. Die Mutterzelle
konnte sich in den 10 Tagen Inkubationszeit also nur einmal teilen. Durch die
unter dem Phasenkontrastmikroskop gewonnene Aufnahme lassen sich die
schollig-blasigen Elemente der Zelle und die zerfranst wirkenden Zellauslaufer
besonders gut hervorheben. Nicht bestrahlte Zellen weisen, wenn auch in
deutlich geringerer Auspragung, gleiche Merkmale auf.
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Analog der Bedingungen in Zellkultur stellt sich die Zellmorphologie einer aus
SMCs bestehenden Kolonie dar: Im Zentrum der Kolonie, in dem die Zellen
dicht und konfluent liegen, zeigen sich die SMCs spindelférmig und teilweise
streng parallel geordnet. Da ihre Dichte zur Peripherie hin ausdinnt, erscheinen
sie dort ungerichtet und maximal ausgebreitet:

Abbildung 43: SMC-Kolonien

Dargestellt sind unter dem Lichtmikroskop aufgenommene Zellkolonien an Tag
12. Links ist eine Kolonie der Kontrolle und rechts eine Kolonie der 4Gy Gruppe
abgebildet (der zu diesem Zeitpunkt hdchsten Dosis, bei der nennenswerte
klonogene Aktivitat vorhanden ist (d.h. >1Kolonie/well)).

Abbildung 43 stellt die Morphologie bestrahlter und unbestrahlter SMC-Kolonien
gegeniber. Die klonogene Aktivitat der hier gezeigten 4Gy Gruppe betragt zu
diesem Zeitpunkt gerade einmal 28% derjenigen der Kontrolle. Trotzdem
unterscheiden sich die Kolonien (wenn sie gebildet werden) nur wenig. Die
bestrahlte Kolonie weist zentral etwas weniger dicht gedréngte Einzelzellen auf
als die Kontrolle. AuRerdem befinden sich in der Peripherie dieser Kolonie,
(insbesondere am oberen und rechten Bildrand) Zellen verstreut, die deutlich
weiter ausgebreitet sind als die der Ubrigen. Die Flachenausmalie der beiden
dargestellten Kolonien sind praktisch gleich grof3, die Zellzahlen
schatzungsweise in der 4Gy Kolonie etwas geringer.
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4. DISKUSSION

4.1. Evaluation einer Therapie mit MFS zur
Restenoseprophylaxe

In der vorliegenden in-vitro Studie ist der inhibitorische Effekt von
Meclofenaminsaure (MFS) auf das Wachstumsverhalten, das
Migrationsverhalten, den Zellzyklus und die klonogene Aktivitdt von humanen
aortalen glatten Muskelzellen untersucht worden. Dabei sind zur Abschétzung
der Wirkung dieses Anthranilsaurederivates unterschiedliche Konzentrationen
des Medikamentes im Nahrmedium von 10uM bis 200uM Uber einen
Expositionszeitraum von je 20 Tagen gewahlt worden.

Aus den Ergebnissen geht hervor, dass MFS unter Zellkulturbedingungen das
Wachstum FCS-stimulierter haSMCs ab einer Mediumkonzentration von mehr
als 100uM signifikant hemmt und es bei einer Konzentration von 200uM MFS
zu einem vollstandigen Sistieren des Wachstumsverhaltens der glatten
GefalRmuskelzellen kommt.

Es schliel3t sich folglich bei der Betrachtung der Ergebnisse dieser in-vitro-
Experimente die Frage an, ob bzw. inwiefern nun Aussagen uber die klinisch-
therapeutische Anwendung von MFS in Bezug auf die Restenoseprophylaxe

madglich sind.

4.1.1. Bisheriger klinischer Einsatz von MFS
Das Anthranilsdurederivat Meclofenaminséure (Synonyme: Meclofen,

Meclomen®) gehdrt wie zum Beispiel Mefenaminsaure, Tolfenaminsaure oder
Flufenaminsaure als ein sogenanntes ,Fenamat" der Gruppe der peripheren
nicht-steroidalen antiphlogistischen Analgetika (NSAID) an. Indikationen fur die

Verordnung von Meclofenaminsaure sind:
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akute und chronische rheumatoide Arthritis und Osteoarthritis
leichte bis mittelschwere Schmerzen
primare Dysmenorrhoe

schwerer menstrueller Blutverlust

vV Vv ¥V V VY

Experimentell: Behandlung bei Sonnenbrand, Migraneprophylaxe und

bei Spannungskopfschmerz 9.

4.1.2.Pharmakokinetik, Nebenwirkungen und therapeutische Breite
von MFS - Beriicksichtigungen fur eine medikamentdse
Restenoseprophylaxe

Um aus den gewonnenen Daten in vitro Vermutungen Uber vergleichbare
Effekte von MFS an haSMCs in vivo treffen zu kdnnen, ist es zunachst sinnvoll
der Frage nachzugehen, wie man die Konzentration des Medikamentes, die in
vitro Effekte zeigt, am entsprechenden Wirkort bzw. im Serum erreichen kann.
Des Weiteren schliel3t sich die Frage an, ob und tUber welchen Zeitraum eine
solche Serumkonzentration von MFS aufrechterhalten werden kann, ohne dass
der therapeutische Nutzen der Behandlung durch eintretende Nebenwirkungen
oder toxische Medikamentenwirkungen limitiert wird.

Meclofenaminsaure ist eine gering wasserlosliche Substanz, deren pKa-Wert
3,76 betragt. Die Loslichkeit des Natrium-Salzes von MFS (Na-Meclofenamat)
betragt mindestens 15 ™9/,.. Der saure Charakter der Substanz erklart dessen
Akkumulation in Entziindungsgebieten. Es ist davon auszugehen, dass die
Stelle der Gefallwand, an der eine PTA durchgefihrt wird, ebenfalls einen
relativ niedrigen pH-Wert aufweist. Zum einen stellt die Atherosklerose an der
zu erweiternden Gefal3stenose einen inflammatorischen Prozess dar, zum
anderen wird durch die Hypoxie, die durch die Kompression der
GefalRwandschichten (und ggf. der vasa vasorum) im Rahmen der Dilatation

auftritt, ebenfalls ein lokales azidotisches Milieu hervorgerufen.
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MFS wird rasch und nahezu vollstandig resorbiert. Die maximale
Plasmakonzentration (Cmaxp) Wird 0,5 bis 2 Stunden nach oraler Applikation
erreicht*?!, Die Eliminationshalbwertszeit (T¥: ;) wird fiir eine Therapie bei
wiederholter oraler Dosierung mit 0,8 bis 2,1 Stunden angegeben. Es besteht
kein Anhalt fir eine Akkumulation von MFS im Plasma wéahrend einer
achtstiindlich wiederholten oralen Dosierung .

Koup et al. [3 fanden in einer kleinen Studie zur Pharmakokinetik von MFS bei
wiederholter, achtstindlicher oraler Gabe von 100mg Meclofenaminséure
maximale durchschnittliche Plasmakonzentrationen von Cyaxp= 4,8 pg/ml. Es
wird aufgrund der eintretenden unerwiinschten Arzneimittelwirkungen (s.
Tabelle 6) empfohlen eine tagliche orale Dosis von 400mg nicht weit zu
Ubersteigen. Da die maximalen Plasmakonzentrationen und das Ausmal} der
Absorption in Dosisbereichen von 25mg bis 400mg proportional zur
applizierten Menge an MFS sind 1%, ergibt sich fiir eine therapeutisch
vertretbare maximale orale Dosierung mit MFS bei 8 stiindlicher Gabe von
150mg (dies entspricht also 450mg/d) eine maximale Plasmakonzentration von
7,2 ug/ml, was 22,6umol/l entspricht (Molekulargewicht MFS= 318.1).

Tabelle 6: Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen von Meclofenaminséure

Organsysteme Symptome

Gastro-Intestinal-Trakt Diarrhoe und GIT-Hypermotilitdt, Nausea (mit und
ohne Erbrechen), abdominale Schmerzen,
Flatulenz, Stomatitis, peptische Ulzerationen.

Kardiovaskulares System | Odeme

ZNS Kopfschmerzen, Schwindel
Haut Ausschlag, Urtikaria, Juckreiz
Ohr Tinnitus

Tabelle 7: Dargestellt sind die Nebenwirkungen von Meclofenaminsaure, die mit

einer Inzidenz von >3% auftreten ",
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MFS wird ausgedehnt metabolisiert. Mindestens zehn Abbau-Metabolite sind
bekannt, von denen einer, ,Metabolit I (der 3-hydroxymethyl Metabolit von
MFS) eine Hemmung der Cyclooxygenase mit einer Aktivitat von ca. 20% der
MFS-Aktivitat hemmt. Trotz der lAngeren Eliminationshalbwertszeit des
Metaboliten | von 15 Stunden ist dessen Akkumulation bei repititiver Gabe in
Intervallen von 8 Stunden mit groRer Wahrscheinlichkeit ohne klinische

Relevanz 4% 75 761,

4.1.3. Applikationsmaglichkeiten - systemisch oder lokal?

4.1.3.1. Eignung von MFS zur systemischen Low-Dose-

Langzeittherapie oder als hochdosierte , Kurzchemotherapie* ?

Aus den in den Experimenten gewonnen Daten geht hervor, dass das
Wachstum der haSMCs ab einer Konzentration von 100uM MFS im
Nahrmedium Uber einen Zeitraum von 20 Tagen signifikant gehemmt werden
kann. Eine Konzentration von 200uM supprimiert das Wachstum vollstandig
und nachhaltig Gber den gesamten beobachteten Expositionszeitraum. Vor dem
Hintergrund der Pharmakokinetik und der empfohlenen oral applizierbaren
Dosen flr eine Langzeittherapie von MFS kénnte eine maximale
Plasmakonzentration von knapp 25uM erzielt werden (s. 4.1.2.). Dabei muss
bertcksichtigt werden, dass wegen der kurzen Halbwertszeit des
Medikamentes im Blut die maximale Plasmakonzentration nach jeder
Dosisgabe nur fir einen geringen Zeitraum erreicht wird und nicht ohne
weiteres mit der konstanten Nahrmediumkonzentration in Bezug auf ihre
Wirkung gleich gesetzt werden kann. Auch muss eine entsprechende
Plasmakonzentration nicht bedeuten, dass diese Medikamentenkonzentration
auch an der Stelle der GefaRwand erreicht wird, in der sich die glatten haSMCs
befinden. Ungeachtet dessen ist bei weitem noch nicht abzusehen, welches
Ausmal} einer Proliferationshemmung der SMCs tasachlich zu einer Inhibition

der Ausbildung einer restenotischen Lasion fluhrt.
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Diese Uberlegungen lassen eine erfolgreiche medikamentdse Behandlung der
vaskularen Restenose im Sinne einer systemischen Langzeittherapie mit MFS
fraglich erscheinen. Viele Autoren glauben, dass die enttduschenden
Ergebnisse der PrResTo-Studie ¥, die die Eignung einer systemischen
Restenoseprophylaxe mit Tranilast untersucht hat, auf diese mangelnden
Bertcksichtigungen zuriickzufuhren sind. Die vielversprechenden Versuche an
Tiermodellen sowie kleinere klinische Studien, die der Presto-Studie
vorausgegangen sind, haben in der Tat deutlich hohere Dosen des
Medikamentes verwendet.

Schoeber et al. ™ haben in ihren Arbeiten den Einfluss von MFS auf haSMCs
untersucht, wobei sie bei einem Beobachtungszeitraum von 20 Tagen den
Expositionszeitraum von MFS nur fur die ersten 4 Tage wéahlten. Im Vergleich
zur simulierten Dauertherapie zeigen sich dabei zum Beispiel fur die mit 200uM
behandelten Zellen deutliche Erholungseffekte sowohl bei der klonogenen
Aktivitat als auch bei den absoluten Zellzahlen der Proliferationskinetik. Der
Anteil der absoluten Zellzahlen der 200uM Gruppe ist aber nach 20 Tagen in
Bezug auf die Kontroll-Gruppe trotzdem noch sehr gering, sodass
angenommen werden kann, dass die Langzeit-Therapie (fir den beobachteten
Zeitraum von 3 Wochen) nicht wesentlich effektiver als die Kurzzeittherapie von
4 Tagen ist. Sollten diese Effekte auf eine COX-Hemmung zurlickzufiihren sein,
so liel3e sich dies (ebenso wie die Diskrepanz zwischen
Eliminationshalbwertszeit und Wirkungsdauer) durch die irreversible Inhibition
des Enzyms COX erklaren.

Zwar entwickelt sich die klinisch manifeste vaskulare Restenose uber einen
Zeitraum von ca. 6 Monaten, die prozessinitierenden und das spatere Ausmalf3
der Stenose determinierenden Reaktionen laufen aber vermutlich in den ersten
14 bis 21 Tagen ab (siehe auch 1.3.3.). Daher mag es moglich sein durch
initiale aggressive Suppression des ersten ,bursts“ der Phasen der
restenotischen Formation das Langzeitergebnis ebenfalls positiv zu
beeinflussen. Setzt man also eine kurze Behandlungsdauer voraus, so konnten
eventuell die applizierten Dosen ohne Auftreten weiterer unerwinschter

Medikamentenwirkungen in den fur die Restenoseprophylaxe relevant
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erscheinenden Bereich erhéht werden. Eine Begleittherapie zum Beispiel mit
Protonenpumpenhemmern zur Abschwachung des gastrointestinalen

Schleimhautschadens ware dabei Uberdenkenswert.

4.1.3.2. Lokale Medikamenten-Applikation — local drug delivery und
drug-eluting Stents

Bis heute existiert noch keine effiziente systemische medikamentése Therapie
zur Prophylaxe der vaskuldren Restenose. Trotz der auf3erst
vielversprechenden Ergebnisse vieler untersuchter Substanzen in vitro und in
kleineren Studien an Tieren und trotz der Entwicklung schlissiger Konzepte in
Hinblick auf den Eingriff dieser Medikamente in den pathophysiologischen
Ablauf dieses Krankheitsbhildes konnte bisher kein systemisch verabreichtes
Pharmakon beim Menschen die Restenoserate signifikant senken.

Da angenommen wird, dass diese enttauschenden Resultate maf3geblich auf
die unzureichend hohen Konzentrationen der eingesetzten Stoffe an der
bendtigten Stelle zurtickzufiihren sind, wurden in der letzten Zeit vermehrt
Anstrengungen unternommen Medikamente direkt an der katheterinterventionell
geschadigten Stelle zu applizieren. Somit kann die betreffende Substanz zum
richtigen Zeitpunkt (also zum Zeitpunkt der Intervention) an die richtigen Stelle
in ausreichender Dosis bei gleichzeitig minimaler systemischer Toxizitat

gebracht werden.

4.1.3.3. Lokale Medikamenten-Applikation

Extra- und perivaskulare Medikamentengabe
Perivaskulare Medikamentenapplikationen haben, obwohl sie das

tierexperimentelle Entwicklungsstadium bisher nicht Gberschritten haben,
interessante Einblicke in den Mechanismus der Medikamentendistribution
geben konnen 8. Fir die PTCA ware diese Art der Verabreichung tiber einen
intrapericardialen Zugang zumindest klinisch denkbar.
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Katheterbasierte Medikamentenapplikation
Im Rahmen einer perkutanen transluminalen Angioplastie wird Gber den

gelegten Katheter Kontrastmittel injiziert, der Dilatationsballon und ggf. der
Stent positioniert. Es liegt daher nahe, dass auch verschiedene
Katheterdesigns zur lokalen Medikamenteninstillation konzipiert worden sind,
(wie Doppel-Ballons, porése oder mikropordse Katheter ) ohne dass sie sich
im klinischen Einsatz als besonders erfolgreich gezeigt hatten. Die angegebene
Effizienz der lokalen Applikation (Retentionswerte) ist mit 0,001% bis 0,1% nach
24h 8% ynd 1-8% nach 14 Stunden ® vergleichsweise sehr gering. Neben
prozedualen Modifikationen (Reduktion des Gefalitraumas) kdonnte die
Entwicklung von Medikamentenvehikeln, die eine bessere Gewebspenetration
und -retention gewahrleisten, bzw. Medikamenteneigenschaften selbst
(Lipophilie, Grof3e, intrazellulare Bindung) dieses Applikationsverfahren

verbessern.

Medikamente-eluierende Stents
Eine persistierende lokale Retention und eine kontrollierte und suffiziente

Freisetzung eines Medikamentes ist am besten mittels einer Vorrichtung, die
sich dauerhaft am Ort der Gefal3dilatation befindet, moglich. Da Stents heute in
der Uberwiegenden Mehrzahl der Falle im Rahmen katheterinterventioneller
Eingriffe implantiert werden und sie einen am Ort der ehemaligen Intervention
verbleibenden Gegenstand darstellt, sind in der jungsten Vergangenheit Stents
entwickelt worden, die mit Medikamenten beschichtet sind und somit
gleichzeitig eine biologische und mechanische Restenoseprophylaxe bilden.
Seit langerem ist bekannt, dass das Metall der Stentstreben in der Gefallwand
eine Entziindung im Sinne einer Fremdkorperreaktion unterhalt, die die
Restenoseentwicklung begunstigen kann. Daraufhin sind (mit dusserst
variablen Ergebnissen) sog. ,Passivbeschichtungen® ¥? aus inerten und
korperverwandten Materialien entwickelt worden (Kohlenstoff, Gold,

Phosphorylcholin) um die Biokompatibilitat der Stents zu erhohen 31,
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In letzter Zeit haben Stents mit ,, Aktivbeschichtungen®, d.h. mit die
Neointimabildung unterdriickenden Substanzen beschichtete Stents, sehr
ermutigende Ergebnisse in kleineren klinischen Studien gezeigt *¥, die
vereinzelt Restenoseraten im einstelligen Prozentbereich aufweisen. Die
verwendeten Medikamente sind dabei:

» Paclitaxel (Chemotherapeutikum in der Krebstherapie)

» Actinomycin D (Chemotherapeutikum in der Krebstherapie)

» Sirolimus, Tacrolimus, Everolimus (immunsuppressive Makrolide zur

AbstoRungsprophylaxe nach Organtransplantation,

Entziindungshemmer)

» Dexamethason (entziindungshemmendes und antiproliferatives

Kortikosteroid)
Interssanterweise kann die Freisetzungskinetik des Medikamentes durch Wahl
verschiedener abdeckender Diffusionssperren aus Polymeren den speziellen
pharmakokinetischen und —dynamischen Eigenschaften der Substanz
angepasst werden, sodass eine kalkulierte Freisetzung auch des weniger
lipophilen Medikamentes Meclofenaminséure Uber einen Zeitraum von <15

Tagen bis >28 Tage gewahrleistet sein konnte 5%,

4.1.4. Subzellulare Wirkungsweisen von
Anthranilsaurederivaten — Bedeutung flr die Restenosetherapie

41.4.1. Die Wirkungsmechanismen von Tranilast

Unter den Anthranilsdurederivaten ist Tranilast mit Abstand diejenige Substanz,
die in Hinblick auf ihre mégliche Bedeutung fur die Restenosetherapie am
intensivsten bezuglich ihres molekularen Wirkmechanismus untersucht worden
ist.

Bevor die Potenz von Tranilast im Zusammenhang mit der Pravention
vaskuloproliferativer Prozesse erkannt wurde, galt es wegen seiner
membranstabilisierenden Wirkung auf Mastzellen als Antiallergikum und erwies
sich als potenter Inhibitor der Freisetzung von chemischen Mediatoren,

Cytokinen und reaktiven Sauerstoffmetaboliten ! . Da dieses
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Anthranilsaurederivat ferner eine supprimierende Wirkung auf die
Kollagensynthese in Granulationsgewebe hat, ist es auch zur Behandlung von
Keloiden und hypertrophen Narben zum Einsatz gekommen “%. Seine
Fahigkeiten, die Proliferation, Migration und Bindegewebssynthese glatter
Gefalimuskelzellen zu unterdriicken, haben es schlie3lich zu einem fir die

Restenosetherapie interessanten Pharmakon werden lassen #2,

Wegen seiner aul3erordentlich vielfaltig erscheinenden Wirkungsweisen ist
Tranilast oft als ,multi-action drug“ bezeichnet worden. Die subzellularen und
molekularen Mechanismen von Tranilast sind im Detail noch nicht vollstandig
geklart. Es wird aber vermutet, dass es wegen seines breiten Spektrums an
Effekten an einem (oder mehreren) zentralen Knotenpunkt(en) zellularer Aktivitat
ansetzt. Somit werden Wirkungen auf Rezeptor- und Postrezeptor-Ebene
(Inhibition von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und Serin-Threonin-Rezeptor-Kinasen
%)) ebenso wie genregulatorische Eigenschaften dieser Substanz postuliert.

Unter anderem konnten fur Tranilast folgende Effekte aufgezeigt werden:

Ward et al. ®® zeigten an einem Ratten-Tiermodell, dass Tranilast effektiv die
Expression von transforming-growth-factor-3 (TGF-B) und dessen

Rezeptoren auf transkriptionaler Ebene hemmt.

Des Weiteren liel3 sich an kultivierten humanen koronaren glatten Muskelzellen
ein PDGF-BB Rezeptor-Block und Inhibition einiger PDGF-BB-vermittelter Effekte
beobachten 7,

Ferner konnte nachgewiesen werden, dass Tranilast dosisabhangig Angiotensin-

[I-Effekte an humanen und Hasen- Arterien antagonisiert
[70]

Andere Untersuchungen ergaben aul3erdem, dass Tranilast die Freisetzung von
TGF-B, IL-1 und PGE; aus humanan Makrophagen

inhibiert. (™™

Ergebnisse von Nie et al. " lassen vermuten, dass Tranilast die PDGF-
induzierte DNA-Synthese durch Blockierung des PDGF-

vermittelten Ca*™-Einstroms hemmt.
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Weitere Forschungen fanden einen induktiven Effekt von Tranilast auf die

Tumorsupressorgene p53 und p21 [,

Jungste Forschungsergebnisse von Ward et al., die sich mit der Bedeutung von
Tranilast in Hinblick auf die Aktivierung des TGF- Sytems beschéftigen, heben
die zentrale Bedeutung von TGF-f in der Pathogenese der Restenose nach PTA
und der In-Stent-Restenose hervor ™ (siehe auch 1.3.3). Es wird dabei deutlich,
dass TGF-p vielen der oben genannten Effekte von Tranilastwirkungen vor- oder
nachgeschaltet ist. Uber das TGF-B Sytem als ein mdglicher Knotenpunkt der
Restenoseentwicklung konnte somit zum Beispiel die Wirkung von Tranilast auf
p21, Angiotensin-Il, PDGF oder FGF erkart werden 4],

4.1.4.2. Mechanismen und Effekte der Wirkung von

Meclofenaminsaure
Unter den Nicht-Steroidalen Anti-Inflammatorischen Medikamenten (NSAIDs)
gehdrt Meclofenaminséure zur Gruppe der Anthranilsaure-Derivate (s.a. 1.5. und
4.1.1.). Ihr bisheriger Kklinischer Einsatz beruhte daher auf den
entziindungshemmenden und analgetischen Eigenschaften dieser Substanz. Es
ist bekannt, dass MFS in den Arachidonsaurestoffwechsel eingreift und somit die
Bildung von Eicosanoiden (i.e. Prostacycline, Prostaglandine, Thromboxane,
Leucotriene) beeinflusst"®, einer auBerst vielfaltigen und heterogenen
Substanzgruppe (mit untereinander oft sogar antagonistischen Wirkungen), die
als ,lokale Hormone* eine Stellung zwischen klassischen Hormonen und
Transmittersubstanzen einnehmen.
Meclofenaminsaure ist ein Inhibitor der Enzyme Cyclooxygenase-1 (COX-1) und
COX-2" (sie entsprechen Teilfunktionen der Prostaglandin-H-Synthasen 1 und
2 . s. Abb.). Die Inhibition ist irreversibler Natur, was die Diskrepanz zwischen der
relativ kurzen Halbwertszeit (s. 4.1.2.) und der langen Wirkdauer erklart und
eventuell ebenfalls die geringen Unterschiede in einer simulierten Kurz- und
Langzeit-therapie (s. 4.1.3.1.). Die ICso-Werte fiir die COX-1- und COX —2-
Inhibition sind 1,5uM bzw. 9,7 uM. MFS besitzt dabei eine 15-fache Selektivitat

fiir die COX-2 8. Das Fenamat antagonisiert die Gewebeantwort auf bestimmte
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Prostaglandine (PGE,, PGFy), insbesondere PGE; mit sehr hoher Potenz, und
zeigt ebenfalls einen direkten inhibitorischen Effekt an PGE —Rezeptoren 89,
Aber MFS unterscheidet sich von andern NSAIDs auf3erdem dadurch, dass es
neben dem COX-Pfad auch den Lipooxygenase-Weg (LOX) der

Eicosanoidsynthesen hemmt:

Abbildung 44: Schema eines Auszugs des Arachidonsaure-Stoffwechsels
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Abbildung 44 : Wichtige Stationen des Arachidonsaurestoffwechsels
Arachidonsaure, eine Eicosatetraensaure (20C-Atome, 4-fach ungesattigt —C5,

C8, C11, C14))

COX = Cyclooxygenase
LOX = Lipooxygenase
5-/12-HETE = 5-/12-Hydroxy-eicosa-tetraen-saure

5-/12-HPETE = 5-/12-Hydro-peroxy-eicosa-tetraen-saure



120

Sowohl die 5-LOX als auch die 12-LOX-Aktivitaten werden von MFS gehemmt
% Das Anthranilsaurederivat beeinflusst die Gewebsreaktionen auf Leukotrien
C4 (LTC4) und Dy, supprimiert die Entstehung von 5-HETE (ICso= 46,8uM) und
LTB4 und interferiert mit Leukotrienrezeptoren und mdglicherweise post-
rezeptor Mechanismen 9094,

Schoeber at al.*® zeigen dartiber hinaus, dass MFS in einer Dosis von 200uM
(Uber einen Zeitraum von 4 Tagen) die Menge der exprimierten Proteine p44
und p42 senkt. Diese Proteine sind MAP-Kinasen (Mitogen Activated Protein
Kinases), intrazellulare Enzyme, die eine entscheidende Rolle in der

Vermittlung von Signalen dienen, welche die Zellproliferation steuern.

Die Wirkung von Eicosanoiden ist sehr vielfaltig. Sie wirken in geringsten
Mengen auf den Blutdruck (PG), auf die Kontraktion glatter Muskulatur (PGE,
PGF), auf die Herzfrequenz und das Schmerzempfinden.

Als Medikamente zur Restenoseprophylaxe werden in den
Arachidonsaurestoffwechsel eingreifende Substanzen wie MFS interessant,
weil bekannt ist, dass manche Eicosanoide zytoprotektive Effekte (PGE-
Analoga) haben, die Thrombozytenaggregation beeinflussen (TXA,, PGl,
(=Prostazyklin)), Leukozytenfunktionen (Lipoxine) regulieren, allergische und
entztindliche Reaktionen (PG, LT) vermitteln und auf den programmierten

Zelltod (=Apoptose) und die Zellproliferation wirken.

4.1.43. Cyclooxygenasen und Restenose

Die Synthesen von Eicosanoiden sind, wie die meisten Stoffwechselprozesse,
Kaskaden von enzymvermittelten und —gesteuerten Reaktionen. Die Hemmung
der Enzyme beeinflusst daher die Synthese und damit die Wirkung der
Eicosanoide. Da die Restenose einen primar inflammatorischen
Wundheilungsprozess darstellt (s. 1.3.), interessieren unter den bekannten
Wirkungen von Meclofenaminséure insbesondere diejenigen, welche die
Enzyme hemmen, die Entziindungen, bzw. Wundheilungsprozesse und
Zellproliferation vermitteln. Deshalb sind im Folgenden die Cyclooxygenasen

gesondert hervorgehoben. Insbesondere die COX-2, fur die MFS im Vergleich
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zu COX-1 eine 15-fach héhere Selektivitat besitzt, wird, im Gegensatz zu COX-
1, durch Zytokine in Entziindungsgebieten als sog. ,proinflammatorisches
Notfallenzym*® induziert. Aul3erdem spielt COX-2 auch bei der Wundheilung eine
Rolle (bei bestehenden Magengeschwiren ist die Gabe von selektiven COX-2
Inhibitoren kontraindiziert, weil diese dann verzégert abheilen °?). Andererseits
ist die COX-2 Induktion aber auch mit Zelldifferenzierungen (im Knochenmark)
als auch mit neoplastischen Transformationen (also proliferativen Prozessen)
assoziiert und wird dartber hinaus in atherosklerotischen Plaques vermehrt
exprimiert 3,

Cyclooxygenase-Metaboliten regulieren die Funktion glatter GefalBmuskelzellen
und die Interaktionen zwischen dem Gefal3 und zirkulierenden Komponenten.
Sie beeinflussen die Kontraktilitat der SMCs, deren Wachstum und ihre
Chlolesterol-Aufnahme 4. Des Weiteren regulieren Prostaglandine, die durch
die COX gebildet werden, die Expression von Genen, die an Zellwachstum,
Migration und Apoptose der SMCs beteiligt sind. Es konnte dabei gezeigt
werden, dass TXA, und PGF,, eine Proliferation glatter Gefal3muskelzellen
uber die Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten Transmembranrezeptors
induzieren ®°. Papafili at al. ®® konnten nachweisen, dass Patienten mit einem
Allel fUr eine niedrigere Promotoraktivitat des COX-2 Gens nach Bypass-Op
eine signifikant geringere Konzentration an C-reaktivem Protein aufwiesen,
einem Entztndungsmarker, der bei der Risikoabschatzung kardiovaskularer
Erkrankungen hilfreich ist.

Insgesamt sind die (teils antagonistischen) Wirkungen der Eicosanoide aber so
komplex, dass eine Suppression der Ausbildung der Neointima durch alleinige
Blockade der COX unwahrscheinlich ist. So gibt es Anhaltspunkte, dass durch
COX-2 Inhibition das Gleichgewicht von PGI, und TXA; zugunsten des
thombogenen TXA, verschoben wird und COX-2-Inhibitoren kardiovaskulare
Ereignisse sogar fordern konnten 7). Auch die Produktion von Matrix-
Metalloproteinasen, die z.B. fur die Migration der SMCs in die Intima essentiell
sind, wird durch PGD, hemmend und durch PGE, férdernd beeinflusst ®3. Aus
den Betrachtungen und Experimenten geht allerdings hervor, dass MFS, als

eine in den Arachidonsaurestoffwechsel eingreifende Substanz an einem
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zentralen Regulationspunkt inflammatorischer und proliferativer Mechanismen
eingreift und dosisabhangig die Proliferation und Migration FCS-stimulierter

haSMCs in vitro zu hemmen vermag.

4.2. lonisierende Strahlung zur Pravention der
Restenose

4.2.1. Die Effekte ionisierender Strahlung auf glatte

Muskelzellen in vitro

Seit langerem ist bekannt, dass ionisierende Strahlung erfolgreich zur Therapie
maligner sowie benigner proliferativer Prozesse angewendet werden kann und
Entzindungsreaktionen eindammt (s. a. 1.6.). In der jingeren Vergangenheit ist
man daher dazu Gbergegangen diese Erkenntnis zur Rezidivprophylaxe
vaskularer Reokklusionen einzusetzen. Trotz eingehender und umfangreicher in
vitro- und Tierversuche und einer Reihe laufender und bereits abgeschlossener
klinischer Studien ist der exakte Mechanismus, durch den die gezeigten
ermutigenden Resultate erzielt werden konnten, noch nicht vollstandig geklart.
Dies mag sich als ein Unsicherheitsfaktor in den Versuchsplanungen sowie
Studiendesigns und den grof3en Spannweiten der zu beriicksichtigenden
Parameter und Einflussfaktoren (Nuklidwahl, Art und Dauer der Bestrahlung
etc.) niedergeschlagen haben.

Die Experimente in Zellkultur unter definierten Laborbedingungen bilden dabei
den ersten Schritt zur Exploration der Effekte ionisierender Strahlung auf

GefaRwandbestandteile.
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4.2.1.1. Zellzahlinhibition, klonogene Aktivitat

Wiskirchen et al. °® kultivierten humane aortale glatte Muskelzellen (19.
Passage) fur 30 Tage und inkubierten diese in den ersten 5 Tagen mit
verschiedenen Dosen des kombinierten B-y-Emmiters 188-Rhenium. Bis auf
das gewahlte Radionuklid und dem Bestrahlungs- und Medienwechsel-intervall
(5 vs. 4 Tage) entsprechen die Versuchsbedingungen der Prolifertionskinetik
denjenigen dieser Arbeit. Die Kontroll-Zellzahlen an Tag 20 pro 25cm?
Kulturflaschenboden sind mit denen dieser Experimente ebenfalls gut
vergleichbar (1.987.000 vs. 1.822.875 Zellen). Die 4Gy und die 8Gy-Gruppe
zeigt eine signifikant niedrigere Zellzahl im Vergleich zu der Kontrolle ab dem
ersten Beobachtungstag. Des Weiteren stehen die fehlende Plateaubildung der
4 Gy-Gruppe bzw. die kontinuierlich zunehmenden Zellzahlen der 8Gy-Gruppe
im Einklang mit den von uns gefundenen Ergebnissen. Trotzdem erreicht die
4Gy-Gruppe aufgrund eines sprunghaften Zellzahlanstiegs zwischen Tag 10
und 20 an Tag 30 immerhin ca. 45% der Kontrollzellzahlen, wohingegen in den
dieser Arbeit zugrunde liegenden Daten lediglich ca. 22% der 4Gy-Gruppe an
Tag 20 zu verzeichnen sind. Die Dimensionen der Zellzahlen der 8Gy-Gruppe
treffen wiederum diejenigen unserer Beobachtungen. Analog zu unseren
Ergebnissen steht auch die Aussage, dass die Erholungseffekte (gemessen
anhand der Tag-Zu-Tag-Wachstumsraten) im letzten Beobachtungsintervall fur
die mittleren gewéahlten Strahlendosen (2-6Gy) am starksten ausgepragt sind.
Die Zellen niedrigerer Bestrahlungsdosen unterliegen gegen Ende der Kinetik
der Kontaktinhibition, die Zellen der Hochdosisgruppen sind daueraft inhibiert.
Die von Wiskirchen et al. ebenfalls durchgefiihrten Koloniebildungsassays sind
beziglich der relativen Kolonienzahlen und deren Entwicklung im Verlauf des
Beobachtungszeitraums ebenfalls vergleichbar. Auch hier steigen die
Kolonienzahlen der 4Gy-Gruppe aufgrund der einsetzenden Erholung nach
Bestrahlungsende auf ca 30% der maximalen klonogenen Aktivitat dieser Zellen
an, wohingegen die 8Gy-Gruppe im einstelligen Prozentbereich verweilt.
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Der Einfluss von B-Strahlung auf glatte Gefal3muskelzellen in vitro ist ebenfalls
von Fareh et al. ' untersucht worden. Die Arbeitsgruppe kultivierte glatte
SMCs vom Schwein und verwendete *?P-markierte Oligonukleotide als
Strahlungsquelle in einem Dosisintervall zwischen 0,4 und 10Gy. In
Vorversuchen konnte kein Unterschied in der Strahlenempfindlichkeit zwischen
humanen und porcinen SMCs gefunden werden.

Aus ihren Ergebnissen ist zu entnehmen, dass eine Dosisapplikation von 4Gy
die Proliferationsrate der SMCs auf ca. 16-18% senkt. Dies korreliert wiederum
sehr gut mit unseren Beobachtungen, bei denen die 4Gy-Gruppe in der
Proliferationskinetik wahrend des Beobachtungszeitraums Werte zwischen 12%
und 22% annimmt (d4:18%, d8:12%, d12:14% d16:19% und d20:22%). Auch
die von ihnen untersuchte 8Gy-Gruppe, die mit einer Proliferation von ca. 10%
den Dosis-Antortkurven zu entnehmen ist, trifft unsere Beobachtungen relativ
genau (die 8Gy Gruppe zeigt zwischen Tag 8 und Tag 20 ein
Proliferationserhalten, das lediglich zwischen 9,6% und 12,5% der Kontrolle
schwankt). Die 2Gy-Gruppe unserer Versuchsreihen ist aufgrund ihres
massiven Erholungseffektes lediglich an Tag 8 (27,2% der Kontrolle) mit den

Daten von Fareh et al. vergleichbar.

In in-vitro-Versuchen von Rosen et al ® wurden 10% serum-stimulierte glatte
Muskelzellen aus der Tunica media der Aorta der Ratte verwendet und mit der
y-Strahlung von **'Cs bestrahlt (1,15 ®¥/min). Dies entspricht Dosisleistungen,
wie sie eher fur IVBTs typisch sind (1-5Gy/min).

Die Anzahl teilungsfahiger Zellen, die sie aus der klonogenen Aktivitat der
Zellen ableiteten, ist fiir 8Gy mit einer Fraktion von 10 aus den von ihnen
vergffentlichen Daten zu entnehmen, d. h., dass ca. eine von 100
koloniebildungsfahigen Zellen nach Bestrahlung ihre klonogene Aktivitat behalt.
Dies entsprache bei den Versuchsbedingungen der Koloniebildungsassays,
deren Ergebnisse dieser Arbeit zugrunde liegen einer Zahl von ca. 0,73
Kolonien (auf 500 ausgeséate Zellen). Die Anzahl der klonogenen Zellen steigt in
der 8Gy-Gruppe unserer Experimente von 0% an Tag 4 auf 11% an Tag 20 an.

Dies ist moglicherweise dadurch erkarbar, dass die in unseren Versuchen
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applizierte Dosis in 4 Tagen verabreicht wurde. Die geringere Dosisleistung
mag dabei dazu fuhren, dass subletale Strahlenschaden leichter repariert
werden konnen.

In den Untersuchungen von Rosen et al. wird ferner deutlich, dass Zellen
steigenden Alters (i.e. nach langerer Subkultivierungszeit und steigender
Anzahl von Passagen) nicht zuletzt wegen ihres abnehmenden
Proliferationsverhaltens auch zunehmend niedrigere Radiosensitivitaten
aufzeigen. Durch die strenge Beibehaltung des Aufarbeitungsalgorithmus fur
die Zellen und die ausschlief3liche Verwendung der Passagen 18 und 19 ist

dieses Problem umgangen worden.

Fischer-Dzoga et al. (1984) 1% untersuchten die Effekte ionisierender Strahlen
auf Zellen der GefaRwand sowohl anhand trypsinierter und resuspendierter
Einzelkulturen als auch an explantierten zusammenhangenden
Gewebsstuicken der unterschiedlichen vaskularen Zellarten.

Sie konnten anhand der Experimente mit den Einzelzellkulturen aus der Aorta
von Hasen zeigen, dass Bestrahlungen von 250 rad (= 2,5Gy) 250 kV
Rontgenstrahlung in einer Dosisleistung von 1,04 Gy/min nach 7 Tagen die
Zahlen der adventitiellen Zellen auf 33% senken, diejenigen der aus der Media
stammenden Zellen auf 16% und die intimalen Zellen auf unter 1% der
jeweiligen Kontrollen. Sie demonstrierten damit unterschiedliche
Strahlenempfindlichkeiten der einzelnen Zellarten der GefalRwand. Sollten die
adventitiellen Zellen am radioresistentesten sein und sollte die Rolle der
Adventitia eine bisher unterschatzte Rolle in der Ausbildung der Restenose
eingenommen haben, so waren auch vor dem Hintergrund, dass
Dosiskalkulationen momentan vornehmlich fiir eine Gewebstiefe von 1mm in
der Gefallwand vorgenommen werden und die Dosis nach peripher hin (in
Richtung der Adventitia) massiv abnimmt, eine neue, zu héheren Dosen
verschobene Dosisberechnung noétig (s. Diskussion 4.2.3.). Die im Vergleich mit
Ergebnissen anderer Autoren relativ hohen Strahlenempfindlichkeiten fiihren
Fischer-Dzoga et al. auf die Verwendung von Zellen unterschiedlicher Spezies,
auf die Abstammung der Zellen aus unterschiedlichen anatomischen Stellen

sowie auf das individuelle Versuchsdesign zuriick, welches aufgrund des
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geringen zeitlichen Abstands zwischen Zellisolierung und Bestrahlung zu dem
gesetzten Strahlenschaden das Trauma der Explantation bzw. die Vereinzelung
der Zellen noch hinzuaddiert. Somit wird bereits beim Einsatz von 2,5 Gy ein
komplettes Abflachen der Wachstumskurve berichtet sowie eine lineare
Abnahme der Zellzahlparameter mit steigender Dosis bis 1,5 Gy. Vergleichbare
Kulturen in der stationaren Phase wiesen hingegen eine héhere Radioresistenz

auf.

Gajdusek et al. Y verwendeten **'Cs y-Strahlung von 1.25 bis 20 Gy
(0,8Gy/min) und applizierten diese Dosen bei (seit 5 Tagen) 10% serum-
stimulierten aortalen SMCs der Ratte. Gemessen anhand von KoBis von 100
Zellen Zellgrol3e, die erst ausgesat und bereits 24 h danach bestrahlt worden
sind, ist die Uberlebensrate 0,5% bei 15Gy und 1% bei ca. 13Gy.

In diesem Modell wird das proliferationsstimulierende Serum erst simultan mit
der Bestrahlung zum Nahrmedium gegeben. Eine gesteigerte Radioresistenz
konnte somit dadurch erklart werden, dass die Zellen zum
Bestrahlungszeitpunkt noch nicht maximal stimuliert waren, sondern sich noch
in der Umstellungsphase (,lag-Phase*) befunden haben. Dieses Modell kommt
wahrscheinlich dem Prozedere der Bestrahlung nach Angioplastie naher als die
Bestrahlung maximal FCS-stimulierter (und damit radiosensitiverer) SMCs, da
das vaskulare Trauma und damit der proliferationsstimulierende Reiz wahrend
der Intervention ja auch erst unmittelbar vor der Applikation der Strahlung
gesetzt wird.

Mayberg et al. *%? fiihrten in vivo und in vitro Experimente zur
strahleninduzierten Inhibition der Proliferation glatter Muskelzellen durch.

Bei den in vivo Experimenten bestrahlten sie in variablen Intervallen vor oder
nach experimentellen Verletzungen der A. carotis von Ratten die Arterien mit 1-
10 Gy **¥'Cs (8 Gy/min) und bestimmten 20 Tage danach die
Durchschnittsflache der Carotiden. In den in vitro Versuchen wurden aortale
SMCs der Ratte, die sich in der stationaren (also wenig proliferierenden) Phase

befanden und in Intervallen von 0-4Tagen nach Bestrahlung (mit 5 Gy) mit
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Serum proliferationsstimuliert worden sind, Uber einen Zeitraum von 6 Tagen
hinsichtlich ihres einsetzenden Wachstumsverhaltens beobachtet.

Sowohl die Beobachtungen in vivo wie auch in vitro verdeutlichen, dass der
hemmende Effekt der Strahlung maximal ist, wenn diese in engem zeitlichen
Zusammenhang mit der arteriellen Verletzung (in vivo), bzw. mit der
wachstumsstimulierenden Serumzugabe zum Medium (in vitro) steht. Je hoher
die eingesetzte Dosis in vivo umso geringer fiel die NIH aus. Am effektivsten
schien der Einsatz der Strahlung 20 Minuten nach (10Gy) und 24h vor (1Gy)
Behandlung zu sein. In vitro wird die klonogene Aktivitat der Zellen dann am
meisten durch 5Gy y-Strahlung inhibiert, wenn diese in unmittelbarem
Zusammenhang mit der einsetzenden Serumstimulation gestanden hat (5Gy ->
Hemmung der KoBi Rate um 88%). Bestrahlung vor Einsetzen des
Proliferationsreizes (i.e. der Serumzugabe) hatte die geringste inhibitorische
Wirkung.

Brenner et al. (1996) % fithrten in vitro Experimente in Form von Zell-
Uberlebenskurven von Endothel- und glatten Muskelzellen und einem in vitro
Modell von humanen SMCs durch, bei dem sie die Repopulierungskinetik eines
(in Abhangigkeit von der eingesetzten Bestrahlung (0-20Gy Réntgentrahlung))
mechanisch von Zellen befreiten Streifens in einer Kulturschale mit SMCs
untersuchten. Zusammen mit klinischen Daten Uber die Entstehungszeitraume
vaskularer Restenosen entwarfen sie ein theoretisches Modell Uber die
Strahlenwirkung auf Gefal3e in vivo.

Ebenso wie Rosen et al. ® verzeichnen sie nach einer Bestrahlung von 8Gy
eine Uberlebensfraktion von 102. Des Weiteren vermochten Dosen gréRer als
4Gy die experimentelle in vitro Wunde nicht bis zur vollen Konfluenz in dem
Beobachtungszeitraum von 20 Tagen zu fullen.

Durch Extrapolation zeigten sie die Moglichkeit auf, dass zum Beispiel eine
Bestrahlung von 12 Gy die Ausbildung einer Restenose von 4 auf 22 Monate
hinausz6gern kdnnte, ohne sie jedoch wirklich aufzuhalten. Nach ihren
Berechnungen wéren dazu 12 Teilungen pro tberlebender SMC notwendig.
Da eine Dosis von grol3er als 20Gy, die erforderlich ware um alle SMCs in der

Gefal3wand zu toten, zu viele Nebenwirkungen héatte, wirden geringere Dosen
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lediglich die Zahl der zur Repopulierung fahigen Zellen senken und damit den
Restenoseprozess hemmen. Voraussetzung dafir ist, dass die Zellen nach
Bestrahlung ihre Teilungsfahigkeit uneingeschrénkt beibehalten kénnen und der
Stimulationsreiz zur Vermehrung aufrechterhalten bleibt.

Die Datenlage uUber Langzeitergebnisse nach therapeutischem Einsatz von
Strahlung zur Restenoseprophylaxe ist gering. Trotzdem liegt es nahe, dass,
wenn man den Restenoseprozess als einen inflammatorisch-reparativen
Prozess betrachtet, dieser in Abhangigkeit von der Starke der lokalen Reaktion,
der Reendothelialisierung etc. nach einer bestimmten Zeit zum Erliegen kommt
(das Maximum des klinischen Auftretens vaskularer Restenosen betragt 4-6
Monate, das Maximum der proliferativen Reaktion findet in den ersten 3-4
Wochen statt). Des Weiteren ist es unwahrscheinlich, dass subletal geschadigte
SMCs als nicht-maligne Saugetierzellen eine uneingeschrankte
Vermehrungskapazitat besitzen (sog. ,Hayflick-Limit* an Zellteilungen).

In einer Veréffentlichung jiingeren Datums bestimmen Brenner et al. (2001) %4
die klonogenen Uberlebensfraktionen humaner SMCs in vitro nach Bestrahlung
mit einer y-Quelle. Bei einer verwendeten Dosisleistung von 67Gy/h betragt die
Uberlebensfraktion nach Applikaion von 8Gy wiederum 107

Unter der Berucksichtigung der Repopulationskinetik fir unbestrahlte Zellen
und der Uberlebensfraktion von 2,110 bei mit 13 Gy y-Strahlen exponierten
Zellen in vitro, kalkulieren sie fur das bestrahlte Patientengut eine zeitliche
Verzdgerung der Restenosebildung von 6 Monaten auf 36 Monate nach
Angioplastie. Nach ihren Angaben stimmen diese Berechungen gut mit den
klinischen Daten der Scripps Studie Uberein, die 36 Monate nach Applikation
von 13 Gy y-Strahlung im Rahmen einer koronaren Intervention im Vergleich zu
den 6-Monats Resultaten einen deutichen Effektivitatsverlust verzeichnen soll.
Ergebnisse anderer praklinischer Studien lassen hingegen vermuten, dass eine
Strahlungsapplikation, die lediglich die erste Welle der Entztindungsantwort
supprimiert, einen durchaus vorteilhaften Langzeiteffekt aufweisen konnte #%%,
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42.1.2. Migration und ionisierende Strahlung

Der Mechanismus der Migration

Migrierende und sich aktiv bewegende Zellen zeigen an ihrer Vorderseite actin-
reiche Ausstilpungen (Lammelopodien), in denen Aktinfilamente einem rapiden
Umsatz unterliegen. Relativ stabile Aktin-Myosin-Komplexe finden sich sowohl
an der Rickseite und der Mitte der Zellen als auch in neugebildeten
Protrusionen. Myosin Il bildet diskrete Bindel von bipolaren Minifilamenten in
den Lamellopodien, die in Gro63e und Dichte in Richtung der Zellkérpergrenze
hin zunehmen und zusammen mit Aktin in diesen Grenzbindeln kolokalisiert
sind. Daher wird von Myosin Il angenommen, dass es eine grol3ere Rolle in der
Regulation von sowohl Zellgestalt als auch Richtung und Geschwindigkeit von
Zellmigration spielt. Der Mechanismus der Zellmigration unterliegt einer
Kontraktion von Biindeln aus Mikrofilamenten, die in einer sarkomer-artigen
Weise angeordnet sind und dem myosin-getriebenen Transport von
Zellkérperkomponenten entlang eines einheitlich polymerisierten Aktingerusts.
Wahrend der Migration entwickelt die Zelle zum Beispiel bei diesem gerichteten
Bewegungsprozess eine in Richtung der steigenden PDGF-Konzentration
polarisierte Gestalt mit Aufbau und Anpolymerisation zytoskeletaler Elemente
an der Front und Abbau bzw. Depolymerisation des Zytoskeletts an der

Heckregion 1%,

Migration und Proliferation
Nicht nur Zellvermehrung spielt in der Pathophysiologie der Restenose eine

bedeutende Rolle, sondern ebenfalls die Fahigkeit von Zellen in andere
GefalRwandschichten auszuwandern. Ob die SMCs der tunica media (oder ggf.
die postulierten Myofibroblasten der Adventitia) dabei erst in der Media
proliferieren und danach auswandern oder direkt in Richtung auf die Intima
wandern und erst dann dort die Neolntima ausbilden, ist nicht abschliel3end
geklart (s.a 1.3.3.1.). Ebenso ist die Beziehung zwischen Migration und
Proliferation in SMCs unklar. Die Initiation beider Prozesse wird allerdings
gemeinsam primar von einer Anzahl regulatorischer Polypeptide vermittelt wie
z.B. PDGF. Die sich anschlieRenden Signalwege sind ebenfalls teilweise

identisch. So fuhrt der Ras/MAP-Kinase Signhalweg nicht nur zur
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transkriptionalen Kontrolle der Zell-Proliferation und —differenzierung, sondern
beeinflusst auch direkt die Zellmigration 8!,

Ferner ist der Zellzyklus, den jede proliferierende Zelle durchwandert, ebenso
wie die Migrationsfahigkeit, an eine hohe Organisation des Zytoskeletts und
Zell-Zell- sowie Zell-ECM-Interaktionen gekoppelt. (Vor der Mitose rollen sich
zum Beispiel adharent-wachsende Zellen auf (eine Leistung des Zytoskeletts)
und verlieren die Adhasionskontakte zu ihren Nachbarzellen; ferner sind die
Mikrotubuli der Zellteilungsspindel Filamente des Cytoplasmas). Wéahrend des
Voranschreitens im Zellzyklus ist die Zunahme des Zellvolumens mit einem
Anstieg der Zellviskositat und damit einer Abnahme der Beweglichkeit
verbunden. Ob damit ein proliferationsinhibierender G,/M-Phasenblock, wie wir
ihn in unseren Versuchen beobachten konnten, auch indirekt die
Migrationsminderung der bestrahlten Zellen erklaren kann, ist ungewiss.
AulRerdem ist die PDGF-induzierte Migration maximal in der G;-Phase; des
Weiteren zeigte sich, dass sich 65-75% migrierender, nicht
zyklussynchronisierter Zellen in der Gi;-Phase befinden. Auch dies stitzt die
von Fukui et al. % vertretene These, dass Zellzyklus und Migration
zusammenhangen. Daruber hinaus konnte beobachtet werden, dass eine
Uberexpression von p21, welches eine Zellzyklusarretierung hervorruft, die
SMC-Migration hemmt (s.a. 4.2.1.3.).

Migration nach Bestrahlung in vitro
Die Aussagen, die aufgrund von in-vitro-Experimenten tber den Einfluss

ionisierender Strahlung auf das Migrationsverhalten glatter GefalBmuskelzellen
getroffen worden sind, divergieren sehr. Dies lasst sich mdglicherweise am
besten damit erklaren, dass sich die Versuchsanordnungen, mit denen die
gerichtete Motilitat der SMCs untersucht worden ist, ebenfalls sehr von
einander unterscheiden.

Die von Thorgeirsson et al. *° verwendete Methode basiert auf der sich an
eine Aussaat von SMC-Kolonien bekannten Oberflachenausmalies unter
Agarosegel anschliel3enden Migration dieser Zellen. Kulturmedium und
Agarosegel waren mit einer FCS-Konzentration von 10% versehen; der

Beobachtungszeitraum betrug 3-6 Tage.
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Eine Stimulation mit Blutseren, die Plattchenfaktoren enthalten, fihrte zu einer
wesentlich groReren Steigerung der Migrationsfahigkeit als die Zugabe von
Serum mit wenig Plachenfaktoren.

Es bestand allerdings kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des
Migrationsverhaltens zwischen den 12 Stunden nach Aussaat mit 1500 cGy
bestrahlten Kolonien und den Kontrollen, wohingegen das Wachstumsverhalten
(gemessen anhand der Inkorporation von *H-Thymidin) der bestrahlten Zellen
quasi zum Erliegen kam.

Die Zugabe von Cytochalasin B, Theophyllin und dbc-ADP fuhrte zu einem
dosisabhangigen inhibitorischen Effekt auf die gerichtete Motilitat der SMCs.
Fur Endothelzellen konnte beziiglich der Kombination von AMP und Theophyllin
ein synergistisch-inhibitorischer Effekt beobachtet werden.

Die Migrationskinetik ist eine ganz andere als diejenige, die dieser Arbeit
zugrunde liegt, und da keine Konzentrationsgradienten gemessen wurden, liegt
der Schwerpunkt der Stimuation bzw. Hemmung eher auf Chemokinesis als auf
Chemotaxis.

Einen anderen Versuchsaufbau zur Bestimmung der Migrationsfahigkeit von
Zellen stellt die Verwendung der sog. Boyden-Kammer dar, wie sie von Fareh
et al. M zur Untersuchung von (mit *P-beladenen Oligonukleotiden)
bestrahlten SMCs eingesetzt worden ist. Vergleichbar mit dem von uns
gewahlten Migrationsassay konnen Zellen durch eine mit Poren (8um
Durchmesser) durchsetzte Polykarbonatmembran zwischen zwei
Kompartimenten migrieren. Eine Applikation von 0,4Gy vermochte die Anzahl
der migrierten Zellen bereits auf 43% der Kontrolle senken. Des Weiteren
konnte eine Halbierung der migratorischen Aktivitat der SMCs bei einer
Dosissteigerung von 0,4Gy auf 1Gy gezeigt werden. Sie beschreiben damit
eine Inhibition der migratorischen Potenz in Dosisbereichen bei -Dosen, die
geringer sind als jene, welche die proliferativen Eigenschaften der SMCs
signifikant negativ beeinflussen. Diese Beobachungen lassen sich ebenfalls mit
den von uns gefundenen Ergebnissen schwer zur Deckung bringen. Wir fihrten
die Migrationsversuche an Tag 4 unmittelbar im Anschluss an die Entfernung

des Radioisotops aus dem Nahrmedium durch. Zu diesem Zeitpunkt
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schwanken die Zellzahlen der Proliferationskinetik der bestrahlten Gruppen
zwischen 16 und 18% der Kontrolle, die klonogene Aktivitét ist an Tag 4 (wenn
auch teilweise reversibel) auf 0% (8Gy) bzw. 4% (4Gy) und 24% (2Gy)
supprimiert. Die von uns beobachtete dosisabhéngige Inhibition der
migratorischen Aktivitat, die im Mittel fur 2Gy mit 77,1%, fur 4Gy mit 38,5% und
fur 8Gy mit 23,2% der Kontrolle (in der mit PDGF-stimulierten Gruppe)
angegeben werden kann, weist darauf hin, dass das gerichtete
Bewegungsverhalten der haSMCs zwar (in den von uns gewéhlten
Versuchsbedingungen) einem hemmenden Einflul3 durch B-Strahlung unterliegt,
dieser jedoch weitaus geringer ausfallt als die inhibitorischen Effekte der
Strahlung auf das Wachstumsverhalten der glatten Muskelzellen.

Eine weitere Moglichkeit die Migrationseigenschaften glatter Muskelzellen in
vitro zu untersuchen, welche den Bedingungen nach einem vaskularen Trauma
maoglicherweise noch etwas ndher kommt (jedoch schwerer zu quantifizieren
ist), besteht in der Setzung einer experimentellen ,in-vitro Wunde*, bei der
mittels eines Spatels oder Messers ein definiertes Areal in einer Monolayer-
Kultur oder in einem Gewebsstlck entfernt wird und man das Einwandern der
Zellen von den Randern dieser ,Wunde* beobachtet. Gotlieb et al. *°
untersuchten mit dieser Anordnung 20% FCS-stimulierte SMCs und ECs aus
der Schweine-Aorta und bestrahlten sie dazu eine Stunde vor der
experimentellen ,Verletzung* mit 1500 cGy **’Cs-y-Strahlung (in 16 Minuten,
was einer Dosisleistung von 56,25 Gy/h entspricht). Die Proliferation am Rande
der Wunde unbehandelter Kulturen blieb bei den bestrahlten Gruppen aus und
die Zahl migrierter SMCs war nach 44 Stunden in der bestrahlten Fraktion
signifikant niedriger. Im Gegensatz zu den ECs, die in einem geschlossenen
Zellverband wanderten, migrierten die SMCs einzeln und &hnelten damit dem
Migrationsverhalten von Fibroblasten.

Fischer-Dzoga et al. (1990) **" verwendeten Explantate aus der Media von
Hasen oder Ratten, welche nach 8-wéchiger Kultivierung spontan
wachstumsinhibierte Gewebsverbande in vitro mit einer komplexen
Extrazellularmatrix entwickelten. Eine experimentelle Wunde wurde duch

Abschabung eines Streifens definierter Breite in der Kultur erreicht. Die
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Bestrahlung erfolgte mit 15 bis 30Gy 250kV Rdntgenstrahlung in einer
Applikationsrate von 104cGy/min. Es konnte dabei gezeigt werden, dass
Bestrahlungen mit 15 Gy die migratorische Antwort auf den experimentellen
Verletzungsreiz erhohen und der Einsatz von 30Gy leicht inhibitorisch auf die
gerichtete Zellbeweglichkeit wirkt. Bezuglich der Proliferation lasst sich
festhalten, dass Dosen von 15 oder 30 Gy den Anteil tritium-markierten
Thymidineinbaus (ein Proliferations-Assay) von 57% auf 6% bzw. 4%
reduzierten. Die vollstandige Wiederbesiedelung der experimentell erzeugten,
zellfreien Licke, die in der Kontrollgruppe durch eingewanderte und dort
proliferierte Zellen zustande gekommen watr, ist in der bestrahlten Untergruppe
einzig und allein den imigrierten SMCs zuzuschreiben, die so auch eine

.Defektheilung” in vitro erreichten.

4.2.1.3. Zellzyklus und ionisierende Strahlung

Schon seit den 60er Jahren des 20 Jahrhunderts ist bekannt, dass die
Radiosensitivitat von Zellen mit der Zellzyklusphase variiert %, Das bedeutet
einerseits, dass Zellen, die sich bei einsetzender Bestrahlung in empfindlichen
Phasen (z.B. spate G, oder Mitose-Phase) befinden, schneller und bei
geringeren Dosen getdtet werden und andererseits, dass durch Strahlung
geschadigte Zellen im Zellzyklus bis zu den empfindlichen Phasenabschnitten
voranschreiten und dort verweilen bzw. sich synchronisieren (sog.
Phasenblock). In unseren Versuchen steigt der Anteil der sich in der G,M-
Phase befindenden Zellen mit steigender Dosis an (s.a. 1.6.2.2.).

Wiskirchen et al. °® verzeichnen ebenfalls eine Verschiebung des G,/M-
Phasen-Anteils der bestrahlten Zellen. Der Phasenblock auf3ert sich dabei fur
die 8Gy-Gruppe in einer Verdopplung des prozentualen Phasenanteils von 12
auf 24% an Tag 22, was kongruent mit unseren Beobachtungen an Tag 20 fur
diese Behandlungsbedingung ist.

Fareh et al. M berichten tiber ihre Versuche mit proliferierenden SMCs in
Zellkultur, dass B-Strahlung nur einen G;-, jedoch keinen signifikanten G,-Block

(post radiatio) induziert. Dies kdnnte moéglicherweise darauf zuriickzufihren
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sein, dass die Zellen vor Bestrahlung mediumdepriviert waren und somit alle in
der G;-Phase synchronisiert bestrahlt wurden.

Mayberg et al. !% beschreiben in ihren Arbeiten an kultivierten und bestrahlten
SMCs einen reversiblen Anstieg der zyklusregulierenden Proteine Tp53 (=p53)
und Cdknla (=p21). Eine p52-Akkumulation ist (u.a.) mit einem G- und einem
G2-Phasenblock assoziiert und p21 induziert (u.a.) einen G;-Arrest sowie den
Eintritt in die S-Phase.

Die Teilungsverzdgerungen, die sich nach Bestrahlung an Saugetierzellen
beobachten lassen, kdnnen als Komponenten einen G;-Arrest sowie S-
Phasenverzogerungen und G,-Blocke aufzeigen %", Aus Versuchen an
zyklussynchronisierten Zellen kann dabei als ,biologisch sinnvolle Faustregel”
abgeleitet werden, dass die nach Bestrahlung zu erwartende
Teilungsverzdgerung umso grof3er ist, je weiter die Zelle bereits in ihrem Zyklus
in Richtung auf die nachste Zellteilung vorangeschritten ist. Fur die
Phasenblockbildung nicht-synchronisierter Zellen bzw. die Zyklusprogression
nach Bestrahlung l&sst sich folgendes festhalten:

> Eine Verzdgerung der S-Phase findet sich typischerweise nach
Strahlungseinwirkung relativ hoher Dosen (>5Gy).

> Eine G,-Phasenarretierung findet sich nahezu in jeder eukaryonten Zelle
und tritt nach Applikation hoher sowie niedriger Dosen (auch <1Gy) auf.

> Ein Gi-Arrest wird nicht in allen Zellinien nach Bestrahlung gefunden (es
besteht eine Abhangigkeit zum p53-Status der Zell-Linie).

> Wahrend des G,-Phase Blocks nach der Exposition genotoxischer
Agentien scheinen die beschadigten Zellen DNA zu reparieren.

4.2.2. Die Radiobiologie endovaskularer Bestrahlung —
Beobachtungen aus Tiermodellen
Ebenso wie die Tatsache, dass Tierversuche nur bedingt die medizinischen

Gegebenheiten der klinischen Praxis wiederspiegeln konnen, geben

Laborversuche an glatten Muskelzellen in vitro nur schematisiert und idealisiert
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die Bedingungen wieder, die an einer in vivo bestrahlten Gefallwand
vorzufinden sind. Unser derzeitiges Verstandnis von den Prozessen, welche
eine endovaskulare Bestrahlung nach Angioplastie in einem
atherosklerotischen Gefald hervorruft, basiert hauptsachlich auf
tierexperimentellen Untersuchungen [s.a. 1.3.]. Die am haufigsten dabei
eingesetzten Spezies sind Schweine, Kaninchen und Ratten. Die
Modellhaftigkeit, deren mangelndes Bewusstsein oft zu unerwarteten
Ergebnissen in klinischen Studien fuhrt, wird zum Beispiel anhand des
Schweinemodells deutlich 2

» Manche Beobachtungen im Tiermodell kénnten auf die (sich vom Menschen
unterscheidende) immunologisch-allergische Disposition dieses speziellen
Tiermodells zuriickzufuhren sein.

» Das Tiermodell der balloninduzierten GefalRwandverletzung (des eventuell
hypercholesteramischen Tieres) ist nicht der Angioplastie an der Stelle des
zugrunde liegenden atherosklerotischen Prozesses beim Menschen
gleichzusetzen.

» Das primare Versagen radioaktiver Stents in klinischen Studien hangt mit
dem ,Rand-Effekt‘ zusammen und nicht mit gesteigerter NIH, wie sie im
Schweine-Tiermodell beobachtet werden konnte.

» Tiere weisen ein vom Menschen differierendes zeitliches Muster beziiglich
Heilungsprozessen auf, das mit ihrer unterschiedlichen Lebenserwartung
zusammenhangen mag. Allgemein benétigen menschliche Koronararterien ca.
6 Monate um nach Verletzung auszuheilen, wohingegen lliakalarterien vom
Schwein und Hasen nur ca. einen Monat bendtigen.

» Moglich ist auch, dass begleitende Anti-plattchentherapie beim Schwein (bei
gleichen Plasmaspiegeln) weniger effektiv die Thromboseentstehung
verhindern kann als beim Menschen.

» Das vorherrschende pathophysiologische Element scheint beim Menschen
bei der ISR eher die myofibroblastisch-zellulare Proliferation zu sein, beim

Schwein eher thrombose-getriggerte NIH.

Unterschiede, die naheliegenderweise auch zwischen den einzelnen Tierarten

selbst bestehen, haben dazu gefihrt, dass der Mechanismus der
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Strahlenwirkung bei der Restenose noch nicht abschlie3end geklart ist. Ebenso
herrscht daher noch keine definitive Einigung tUber das eigentliche Zielgewebe
(bzw. die Referenztiefe der Dosisangaben) oder die Langzeitwirkungen einer
Therapie (dosisabhangige reversible Inhibition bzw. Verzégerung vs.
Inaktivierung und Pravention der Restenose) sowie Uber das Dosisfenster, das
bei einem tolerablen Level an Komplikationen therapeutisch wiinschenswerte

Effekte zeigt.

Zusammenfassend kénnen aus den préklinischen Studien folgende
Beobachtungen Uber vaskulare Strahlenwirkungen nach PTA festgehalten
werden 31161

» Es wird mehrheitlich (bei Einsatz von Dosen >7Gy) eine verminderte
Zellproliferation in den GefaBwandschichten, eine verzogerte Re-
endothelialisierung und eine Supression der Neo-Intimaausbildung
beschrieben.

» Der Einsatz von Strahlung fuhrt in einigen Versuchen zu einem positiven
Remodeling der GefalBwand durch Hemmung der Fibrosierung der Adventitia
(s.a. 1.3.4).

» Vereinzelt wird ebenfalls eine Hemmung der Ausbildung von vasa-vasorum
als mitbeteiligter Mechanismus diskutiert .

> Uber strahleninduzierte Apoptose in der GefaRwand liegen kontrare

Meinungen vor.

GefalRbestrahlungen bringen maglicherweise auch einige Komplikationen mit

sich:
> Spate thrombotische GefaRokklusionen 1221241

> Einhergehend mit der Verhinderung der Ausbildung einer
Neointima inhibiert die Strahlung den Abheilungsprozess durch
verzogerte Re-Endothelialisation der Angioplastie-Stelle und der
Stent-Streben und fuhrt somit zu einer verlangerten Exposition
thrombogener Oberflachen fur Plattchen und Fibrin. Angepasste,
l.e. prolongierte Anti-Plattchen-Therapie (6-12 Monate) senkt das

Auftreten spater Thrombosen auf Kontroll-Niveau.
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> Beachtung sollte auch die Tatsache finden, dass radioaktive
Strahlung, v.a. in sehr hohen Dosen, die Ausbildung von
Aneurysmata oder Pseudoaneurysmata beginstigen kann.

> Sowohl bei der Verwendung radioaktiver Stents als auch bei der
katheterbasierten Radiotherapie konnten nach einiger Zeit
Stenosen am proximalen und distalen Ende der ehemals
bestrahlten Angioplastiestelle beobachtet werden. % Diese
.paradoxen Einengungen® werden als Rand-Effekt (,edge-effect,
oder ,candy-wrapper“-effect) bezeichnet.

> Intravaskulare Ultraschall-Untersuchungen 6 Monate nach
Bestrahlung haben vor kurzer Zeit Stent-Gefaldwand Separationen
identifizieren kénnen. Die klinische Bedeutung dieser

Beobachtungen ist noch unklar.

Tabelle 7: Praklinische Studien mit endovaskularer B-Strahlung

Arbeitsgruppe = Model Isotop Dosis / Resultat
Aktivitat
Waksmanet | Schwein = *Sr/Y 7-56Gy | abnehmende NIH von 7-
al. (1995) 114 VBT 56Gy 14Tage p.i.
Verin et al. Hase Py 6,12,18Gy | reduz. NIH bei 18Gy,
(1995) [11¢] IVBT kein Effekt bei 6 und
12Gy
Kollumetal. | Schwein | *°Y (und 18Gy reduz. NIH mit 18Gy,
(2001) 117 19215 keine Diff. zwischen.
VBT und y nach 14 Tagen
Kaluzaetal. | Schwein p 0-36Gy kein Effekt bei 7-9Gy:;
(2001) 1118 VBT reduz. NIH bei 14-26Gy
4 Wochen p.i.
Carteretal. | Schwein p 0,14- reduz. NIH (auf 37% bei
(1996) 119 Stent 23uCi 0,14uCi) in allen
Gruppen
Hehrlein et al. Hase %Stent 4 und red. NIH bei 13uCi nach

(1996) 120 13uCi 4 und12 Wochen
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Die Tabelle 7 listet auszugsweise einige tier-experimentelle Studien mit
endovaskularer #-Strahlung auf. Studien mit y-Strahlern zeigen bei
vergleichbarem Versuchsdesign ahnliche Ergebnisse.

Es findet sich somit der in der Strahlentherapie geltende Grundsatz bestétigt,

dass gleiche Dosen am gleichen Ort die gleichen biologische Wirkungen

erzielen — unabhéngiqg von der Strahlenart.

4.2.3. .From bench to bedside“ — Beriicksichtigungen bei der
Umsetzung von Erkenntnissen aus in-vitro Experimenten und
praklinischen Studien

Transponiert man das gewonnene Wissen aus Labor- und praklinischen
Experimenten auf die Praktikabilitét, die klinische Bedingungen fordern, so
ergeben sich eine Reihe neuer Fragestellungen. Beztiglich der endovaskularen
Strahlentherapie spielen dazu viele Faktoren eine Rolle wie zum Beispiel: die
Sicherheit der Anwendung (bzw. der ,benefit“ und die Nebenwirkungen fur den
Patienten), die Sicherheit flr das Personal, der apparative und logistische
Aufwand bzw. die Wirtschaftlichkeit der Behandlung, der Bestrahlungsmodus
und die gunstigste Wahl des Nuklides und seiner Eigenschaften, die Art und
Beschaffenheit der zu therapierenden L&asion und Arterie etc..

4.2.3.1. Die Wahl des Radionuklides

Momentan steht eine Reihe verschiedener Radio-Isotope fiir die EVST zur
Auswahl. Prinzipiell kommen beziglich der Strahlenqualitat - und/oder -
Strahler zum Einsatz. Der am haufigsten verwendete y-Strahler ist **Ir mit einer
Halbwertszeit von 74 Tagen und einer mittleren Teilchenenergie von 0,37 MeV.

Die gangigsten B-Strahler sind in Tabelle 8 zusammengefasst:
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Tabelle 8: Beta —Isotope zur endovaskularen Strahlentherapie

In der Restenose-Therapie verwendete p-lsotope

Isotop T E max. E miter | Benotigte | moment. verfugbare
[MeV] [MeV] Aktivitat |Applikationsart

Dy 28 a 2,28* 0,93 50 mCi | Katheter, nicht-zentriert
Py 64 h 2,28 0,93 50 mCi segmentierter Ballon
p 14 d 1,71 0,69 40 mCi helikaler Ballon
p 14 d 1,71 0,69 1-20 uCi |sostent

1%Re 90 h 1,08 0,38 300 mCi Liquid Ballon

1%Re 17 h 2,21 0,77 100 mCi Liquid Ballon

133%e 53d 0,36 0,11 2-5 mCi Gas Ballon

19°Rh la 3,54 0,18 30 mCi Gas Ballon

In der Tabelle sind die f-Emitter aufgelistet, die in klinischen Pilotstudien und
préaklinischen Versuchen zur endovaskularen Strahlentherapie eingesetzt
worden sind %,

Um eine ausreichende Gewebspenetration der 3-Strahlen gewahrleisten zu
konnen, werden Quellen hoher Energie und Aktivitat eingesetzt. Bei y-Strahlern
sind wegen der komplizierteren Abschirmungsmaf3nahmen nur Niedrig-
Aktivitats Quellen praktikabel.

Fir die gangigsten Betastrahler in der IVBT (P, *°Y, %®Re) ergaben
Messungen eine hohe Ubereinstimmung in Bezug auf die mittlere -Energie
und die erforderliche spezifische Aktivitat, die fir eine definierte Dosisleistung
erforderlich ist. Trotzdem gibt es in Hinblick auf klinische und/oder prozedurale
Aspekte Unterschiede, die je nach Fragestellung das eine oder andere Nuklid
bevorzugen lassen.

Ein Ballonkatheter mit einem flissigen B-Strahler wie z.B. aus einem Generator
eluiertes **®Re zentriert sich selbst, liegt der GefaBwand gleichmaRig an und
bewirkt eine homogene und berechenbare Strahlenexposition am dilatierten
Gefald in akzeptabler Zeit — obwohl nicht vergessen werden darf, dass die
Bestrahlungsdauer durch den vollstéandig unterbrochenen Blutfluss und somit
durch die Ischamietoleranz des Patienten limitiert ist. Andererseits sind
Sicherheitsaspekte beziiglich des Risikos einer méglichen Ballonruptur mit

nachfolgender Ausschwemmung des Nuklides in die Blutbahn zu
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berticksichtigen. Re-188 hat den Vorteil, dass es im Falle einer Verteilung im
Systemkreislauf renal eliminiert wird, wohingegen fiir *°Y eine ossare
Akkumulation angenommen werden muss. **®Re ist kein reiner p-Strahler,
sondern besitzt zusétzlich y-Strahlung mit einer Energie von 155keV in einer
Intensitat von 15%. Auf der einen Seite flhrt dies zu einer (wenn auch
geringen) zuséatzlichen Ganzkoérperbelastung des Patienten wahrend der
Exposition (flr das Personal im Katheterlabor ist der Strahlungsanteil relativ
unkompliziert abzuschirmen), andererseits sind tber den y-Anteil
Kontaminations- und Dosimetrie-Kontrollen moglich 2%,

Die Verwendung von Strontium/Yttrium wiederum erlaubt die Fabrikation
miniaturisierter, flexibler Festkorper-Strahlenquellen, die mit konventionellen
Angioplastieballons kompatibel sind und sich hervorragend zum Hoch-Dosis-
Afterloading in gewundenen GefalRen kleinen Kalibers wie Koronararterien
eignen. Eine Selbstzentrierung ist bei diesem soliden Strahler zwar nicht
gewabhrleistet, die Gefahr einer systemisch streuenden Kontamination
andererseits allerdings auch nicht gegeben.

B-Strahler mit kurzer Halbwertszeit wie **P oder *°Y kénnen bevorzugt bei
dauerhafter Einbringung des Nuklides mittels eines radioaktiven Stents zur
Anwendung kommen, Strahler mit [Angerer Halbwertszeit sind wegen des
zeitlich geringeren Aktivitatsabfalls bei der IVBT in der Handhabung
praktikabler. Dies ist der Grund, warum in der IVBT das Isotop 90-Yttrium mit
seinem Mutternuklid 90-Strontium gekoppelt eingesetzt wird. 90Sr besitzt eine
Halbwertszeit von t%2 = 28 Jahren, allerdings eine sehr geringe -
Strahlungsenergie (Enax=0,55MeV), welche von der Ummantelung unter
Erzeugung vernachlassigbar geringer Bremsstrahlung absorbiert wird. So wird
die winschenswert lange Halbwertszeit von 90-Strontium mit der hohen -

Energie von 90-Yttrium kombiniert.
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Tabelle 9: BETA- VS. GAMMA Strahlung

B
korpuskulare Strahlung (Elektronen)
Relativ hohe Energie pro Zerfall
(Dosisleistung pro GBg in 1 mm Abst.
fir z.B. °°Y= 161 Gy/min)

Geringe Reichweite und
Gewebepenetration, limitierte
Anwendung flr groRlumige Gefal3e
Weniger Exposition fur Personal und
umgebendes Gewebe, weniger

Abschirmung erforderlich

Kurze Verweildauer von B-Quellen mit
hoher Aktivitat bei IVBT (2-4 min)
Schwierigkeit einer homogenen

Dosisapplikation, Quellenzentrierung

notwendig

Y

elektromagnetische Strahlung

Relativ geringe Energie pro Zerfall
(Dosisleistung pro GBg in 1 mm
Abst. fur z.B. **Ir= 1,85 Gy/min)

Hohe Reichweite, guter Einsatz in
grol3en (peripheren) Gefalien

(>4mm)

Hohe Exposition auch fur das
Personal, aufwendige Abschirmung

erforderlich

Langere Expositionszeit erforderlich
(15-30 min) wegen niedrigen
Dosisabfalls in der GefalBwand

Homogene Dosisverteilung

gewabhrleistet

Die Tabelle stellt die klinisch relevanten Vor- und Nachteile der eingesetzen
verschiedenen Strahlungsqualitaten gegeniiber 122,

4.2.3.2.

Dosisfindung:

Die Wahl des glnstigsten Dosisbereichs

Die Angaben uber applizierte Einfachdosen (i.e. nicht-fraktionierte Dosen), die
in tierexperimentellen Modellen in einem Zeitraum bis zu 18 Monaten nach
Bestrahlung die Restenosebildung verhindern konnten, schwanken zwischen
4,5Gy und 56Gy (bzw. 8-40Gy *?*!). Die Dosen, die in klinischen Studien beim
Menschen eingesetzt werden, kdnnen grob mit 15-25Gy im Abstand von 1mm
in der Arterienwand angegeben werden (s.a. 4.2.4.). Empfehlungen der
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American Brachytherapy Society fir die Behandlung von Lasionen peripherer
Arterien beziffern eine Dosis von 12-18Gy %!, Diese breiten Dosisspektren und
die Diskrepanzen zwischen den tierexperimentellen und klinischen Studien sind
wahrscheinlich hauptsachlich auf unterschiedliche Behandlungsmethoden
zuruckzufiihren; zum Beispiel wurden viele Tiere von auf3en bestrahlt, so dass
eine homogene Dosisverteilung an der Arterie vorgelegen hat. Beim Menschen
werden die Strahlungsquellen meist in der Arterie plaziert, der Dosisabfall mit
der Entfernung von der Quelle ist dann enorm. Daraus ergibt sich ein weiteres
Problem, das die Vergleichbarkeit der effektiven Dosisangaben schwer
miteinander vergleichen lasst: Die unterschiedlichen Definitionen der
Bezugspunkte fur die Dosis. Einige Autoren definieren die Dosis an einer 2mm
von der Arterienmitte entfernten Stelle, andere definieren sie in einer Tiefe von
0,5mm oder 1mm in der Arterienwand oder im Abstand von der
Quellenoberflache. Liegt das Zielgewebe weiter in der Peripherie der
Arterienwand (Adventitia), so bewirken p-Strahlen wegen ihrer geringeren
Reichweite bzw. ihres rapiden Dosisabfalls im Gewebe dort einen geringeren
Effekt als y-Strahlen, wenn flr beide Strahlenarten die gleiche Dosis in 0,5mm
Tiefe angegeben worden ist. Ferner erhalt zum Beispiel beim Einsatz ein und
derselben B-Quelle die tunica intima als Bezugspunkt bis zu 60Gy, wéahrend an

die tunica adventitia weniger als 20Gy abgegeben werden 24,

Der Effekt gleicher Dosen von radioaktiven Stents und von Dosen der VBT wird
bei radioaktiven Stents weitaus geringer sein, da hierbei die Dosis Uber einen
weitaus langeren Zeitraum appliziert wird (die Dosisleistung ist somit viel
geringer) und somit zellulare Reparaturmechanismen wirkungsvoll arbeiten
kénnen. Equivalent-Stent-Dosen, die den gleichen biologischen Effekt wie eine
Einmalexposition hervorrufen, missten fur eine 10Gy Einfachdosis doppelt so

hoch sein, fiir eine 20Gy-Dosis sogar dreimal hoher 24,

Es ist offensichtlich, dass diejenigen Dosen, die in unserem in vitro Model ein
Sistieren der Zellproliferation bewirken, geringer sind als die in vivo
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erforderliche Strahlendosis zur Langzeitpravention der Restenose: Mogliche
Griunde daftr sind neben den o0.g.:

> Es proliferiert nur eine kleinere Fraktion von SMCs oder in geringerer
reproduktiver Aktivitat als die 20% FCS-stimulierten SMCs, was die SMCs im
Gefal} radioresistenter macht.

> Die Ballondilatation verursacht durch die Kompression ein lokales
hypoxisches Mileu, was die Radiosensitivitat der Zellen abnehmen lasst.

> Die Dosisabschatzung in vitro ist nicht exakt: Es konnte auch nach
zweimaligem Waschen mit PBS noch Aktivitat in den Zellkulturflaschen
nachgewiesen werden, die auch noch an Tag 8 nach wiederholtem Waschen
noch nicht den Werten vor Tag 0 entsprochen hat. In diesem Zusammenhang
sind auch andere Effekte, z.B. infolge einer Inkorporation des Radionuklides
von SMCs, nicht auszuschlie3en.

> Proliferierende Zellen sind radiosensitiver. In unserem Modell waren die
Zellen zum Zeitpunkt der Strahlenexposition schon maximal stimuliert, in der
klinischen Situation findet mit der Intervention erst die Initiation des Reizes ein,
auf den die bis dahin weitgehend unstimulierten SMCs nach einer

Umstellungsphase (lag-Phase) mit gesteigerter Proliferation antworten.

4.2.3.3. Das effektivste Timing

Die proliferierenden Zellen sind das Ziel des therapeutischen Einsatzes
ionisierender Strahlung im Rahmen der PTA. Die Proliferation der Zellen,
welche sie empfindlicher gegentber Strahlung macht, setzt nach dem
Verletzungsreiz, also nach der Intervenion, ein. Empfindliche Proliferations-
assays zeigen, dass dies schon innerhalb der ersten Stunde(n) nach
Gefal3dilatation der Fall ist (s.a.1.3.3.1.). Somit liegt nahe, dass der Einsatz
ionisierender Strahlung kurze Zeit nach der Intervention am effektivsten sein
misste. Mayberg et al. *°? konnten in Experimenten an der A. carotis der Ratte
nachweisen, dass Bestrahlung 20 min nach (fir 10Gy) und 24 Stunden vor (fur
1Gy) PTA die vorteilhaftesten Ergebnisse bringt. Aus Untersuchungen von
Waksman et al. 2" am Schweinemodell geht hervor, dass Bestrahlungen 2

Tage nach Intervention bei gleicher Dosis (7Gy) den Effekt gegeniber einer
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Bestrahlung unmittelbar nach Dilatation signifikant verbessert. Bei der IVBT
wird die Strahlenquelle tGber dieselbe Vorrichtung in das Gefal eingefuhrt, Uber
die unmittelbar zuvor die Aufdehnung erfolgte. Fir die Implantation eines
radioaktiven Stents gilt dies auch mit dem Unterschied, dass hierbei die
Strahlung protrahiert abgegeben wird und somit langer in die beginnende
proliferative Phase der Zellen fallt. Beim Einsatz externer, nicht-invasiver
Bestrahlung ware man in Bezug auf die Wahl des Bestrahlungszeitpunktes

unabhéangiger.

4.2.3.4. Die Wahl der Applikationsart

Viele der ersten Experimente an Tieren zum Einsatz von Strahlung bei der
Restenosetherapie sind mit externer Bestrahlung vorgenommen worden,
allerdings gibt es dazu keine groReren klinischen Studien. Externe Bestrahlung
hat den Vorteil der fehlenden Invasivitat, sodass das Intervall zwischen
Katheterintervention und Bestrahlung frei gewahlt werden kann. Des Weiteren
kann mittels externer Bestrahlung eine ganzlich homogene Dosisverteilung im
Zielvolumen gewahrleistet werden. Andererseits wird es (,auch mit modernen
Verfahren wie der ,Intensitatsmodulierten Strahlentherapie®) kaum realisierbar
sein die gewiinschte Strahlung so zu applizieren, dass dabei eine ausreichende
Ausspaarung des umliegenden Gewebes gewahrleistet ist. Das gilt
insbesondere fiir die Bestrahlung von Koronararterien 2% In der Peripherie
(zum Beispiel bei der Behandlung arterio-vendser Dialysezugange) ist externe

Bestrahlung schon eingesetzt worden 128,

Die Intravaskulare Brachytherapie (IVBT) umfasst eine Reihe unterschiedlich
designter katheterbasierter Applikationssysteme. Sie hat sich als das erste
effektive Werkzeug zur Pravention der In-Stent-Stenose etabliert. Es kommen
dabei B- und y-Nuklide in fester, flissiger oder (weniger) gasférmiger Form zum
Einsatz. Die Verweilzeiten der Nuklide im Gefal3 an der Lasionsstelle betragen

fur p-Strahler ca. 2-4 Minuten und fur y-Strahler ca. 13-30 Minuten.
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Eine weitere Moglichkeit die Nuklide moglichst nah an den Lasionsort zu
bringen besteht in der Verwendung radioaktiver Stents *%* % Da die
radioaktiven Stents im Korper verbleiben, werden hierbei Nuklide mit kurzer
Halbwertszeit eingesetzt. Die Aktivitat eines radioaktiven Stents kann (in
Abhangigkeit von der Halbwertszeit des Nuklides) bis zu mehreren tausendfach
geringer sein als diejenige einer Quelle zur IVBT, die die Dosis innerhalb von
Minuten emittieren muss. Nach dem erfolgversprechenden Einsatz radioaktiver
Stents in Tierversuchen sind erste klinische Studien dazu sehr unbefriedigend
verlaufen. Das Versagen der Stents wird dabei haupsachlich auf den
beobachteten ,Kanteneffekt“ oder ,candy-wrapper®-Effekt zuriickgefuhrt, der
sich in Stenosen an den Enden des Stents aul3ert. Ob die Kanteneffekte durch
selbst-expandierende Stents vermieden werden kdnnen, bei denen eine
Traumatisierung des Gefal3es jenseits der vom Stent emittierten, therapeutisch
wirksamen Strahlung ausgeschlossen ist, werden kinftige Untersuchungen

zeigen.

4.2.3.5. Die wirtschaftliche Effizienz einer endovaskularen

Strahlentherapie
Die eigentlichen Kosten des Krankheitshildes der vaskuléren Restenose sind
nicht zuletzt deshalb so schwer zu beziffern, weil sie sich aus direkten und
indirekten Kosten zusamensetzen. Direkte Kosten umfassen beispielsweise
zusatzliche Patientenvorstellungen beim Arzt, zusatzliche Medikationen, nicht-
invasive Untersuchungen, katheterinterventionelle Eingriffe (resp.
Revaskularisationen), Hospitalisierungen im Anschluss an die Intervention oder
infolge Infarzierungen oder angina pectoris. Indirekte Kosten schlieRen den
Arbeitsausfall des Patienten 0.4. mit ein (s.a. 1.1.) .
Cohen et al. *3% die sich bei ihren Berechnungen auf die GAMMA-1 Studie
beziehen, errechnen durch den Einsatz intrakoronarer Brachytherapie
Mehrkosten (im Vergleich zur konventionellen Therapie der Restenose) von
4100 US-Dollar. Diese Kostenangabe inkludiert die derzeitigen Materialkosten

fur eine Brachytherapie von 2500$ sowie die Amortisation der initialen Kosten,
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die fur die Aufristung der Katheterlaboratorien notwendig sind (25000% fur
einen Zeitraum von 5 Jahren). Des Weiteren erbrachte die Reduktion der
Restenoserate durch Brachytherapie in der GAMMA-1 Studie einen
Kostenausgleich von 2300$ im darauffolgenden Jahr. Die Autoren gehen davon
aus, dass mit moderneren Praktiken und Vorgehensweisen (i.e. Vermeidung
wiederholten ,Stentens" im Zeitraum der Brachytherapie, Wegfall des
Routineeinsatzes endovaskularen Ultraschalls, extendierte Anti-
Plattchentherapie) der Langzeit-Gewinn und—Nutzen die initialen 4100$ pro
Prozedur ganzlich kompensieren dirfte.

Die Materialkosten fir einen medikamenten-eluierenden Stent belaufen sich
schatzungsweise auf 2300 €. Im Gegensatz zur Brachytherapie, deren
Einsatzempfehlung nur bei revaskularisations-bedurftigen In-Stent-Restenosen
gegeben ist, kdnnten/mussten antiproliferativ beschichtete Stents alle
Stentimplantationen ersetzen. Somit erstellt S. Silber ™3 fiir Deutschland eine
Kalkulation, der zufolge der Einsatz der IVBT jahrlich 62,5 Mio. € und der
Einsatz von DES wegen des uneingeschrankten Einsatzes Kosten von

500 Mio. € verursachen wiirde.

4.2.4. Klinische Studien
In den vergangenen 6 Jahren hat es zur Evaluation der Effektivitat des

Einsatzes radioaktiver Strahlung zur Behandlung der Restenose uber vierzig

klinische Studien gegeben, an denen insgesamt tUber 6600 Patienten

teilgenommen haben 2. Die durchgefiihrten einzel- und multizentrischen

Studien bereiten aufgrund ihres zum Teil sehr unterschiedlichen Designs einige

Probleme bei der Vergleichbarkeit ihrer Ergebnisse. Dies ist hauptsachlich auf

folgende Punkte zuriickzufithren #24:

» Differenzen in der Definition der Restenose: sowohl klinisch als auch
angiographisch (s.a. 1.2.)

» Verschiedene Endpunkte: Bei Koronarinterventionen hauptsachlich sog.
MACEs (major adverse cardiac effects); diese schlie3en
Reintervention/-kanalisation, myokardiale Infarzierungen, angina

pectoris, Tod des Patienten mit ein.
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» Die Rekrutierung zum Teil sehr verschiedenen Patientengutes:

Unterschiede in Altersstruktur, Komorbiditaten und Risikofaktoren etc.

» Einschluss qualitativ und quantitativ differierender Lasionstypen:

In-Stent-Restenosen, De-novo-Stenosen, mehrfach-

GefalRerkrankungen, verschieden lange Restenosen

unterschiedlichen Lumenkalibers und andere.

» Die Verwendung einer Vielzahl unterschiedlicher Applikationssysteme.

» Keine einheitliche Begleitmedikation, z.B. in der sich anschliel3enden

medikamentdsen Anti-Plattchentherapie.

Im Folgenden sind einige Studien aufgefiihrt, die mit -Isotopen als

verwendeten Radionukliden durchgefiihrt wurden 3% 133.124.1211 'pie Stydien mit

1921 als y-Strahler zeigen die gleichen Ergebnisse ™32,

Tabelle 10: Klinische Studien mit IVBT unter Verwendung von B-lsotopen

Name

Beta-Cath

GENEVA

B-MED

BERT

BRIE

PREVENT

Design

744 Pat.,
de-novo-
Lasionen

181 Pat.,
de-novo

78 Pat.,
de-novo-
Lasionen

149 Pat.
de-novo

80 Pat.,
de-novo+
ISR
Lasionen

Appl.-System

Beta-Chath,
(radioaktive

Kette aus

Zylindern, nicht

zentriert)

Katheter,

zentrierter Draht

Beta- Cath-

System

Beta- Cath-

System

radioaktiver
Draht, spiral-
zentrierter Ballon

Isotop /
Dosis

Dsryy:
18-20Gy
in 2mm

90Y’
9,12,15,
18 Gy in
Imm

Ogrry:12,
14,16 Gy
in 2mm
14-18Gy
in 2 mm
32p: 16,
20, 24Gy
in 2mm

Resultat

Reduktion um 13%
(LAS*) bei Pat mit
PTA. Schlechte
Ergebn. bei Pat.
nach Stent-
Implantation

6-Monats-Resultate:
9 Gy—> 28% Rest.
12Gy—> 16% Rest.
15Gy-> 18% Rest.
18Gy—> 8% Rest.

Restenoserate (im
LAS*) 24%

Restenoserate (im
LAS*) 33,6%
Angiographische
Restenosereduktion
Post Rad. von 50%
auf 22% (LAS*)
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BETTER 83 Pat. p-Ballon 20 Gy 30% Restenoserate
de-novo de-novo nach 6 Monaten
BETA- 50 Pat., | Quellen- Py, 20,6  34% Restenose
WRIST ISR zentrierter Ballon | Gy in (LAS*) nach 6
Imm Monaten.
Ergebnisse ahnlich
der y-WRIST
START 244 Pat. | Beta-Chath Osr1y; Restenose-
mit ISR 18-23Gy | Reduktion in der
in 2mm bestrahlten Gruppe

von 45,2% auf
28%.(LAS*) Keine
spaten Thrombosen

INHIBIT 166 Pat., | Guidant-System, |*’P; 20Gy | Reduktion der

ISR zentrierter Ballon |in Imm Restenose von 52%
(Kontrolle) auf 26%
(LAS)
BRITE 27 Pat., Ballon %p: 20Gy | 7,7% (LAS¥)
ISR in 1mm Restenoseraten

Die Tabelle gibt klinische Studien wieder, bei denen *Sr/Y, %°Y oder *P zur
Therapie der vaskularen Restenose eingesetzt worden ist.

- *LAS= langstes analysiertes Segment (der Arterie). Aufgrund des auch bei der
IVBT autretenden Randeffekts kann es zu Restenosen im Gefal3 kommen,
obwohl die urspringliche Lasionsstelle frei ist. Daher bezieht sich hier die
Restenoserate auf das ganze Gefali.

- die Patientenangaben beziehen sich auf diejenigen, die IVBT erhalten haben.
Diejenigen, die der Kontrollgruppe zugerechnet worden sind, sind nicht
mitaufgefihrt.
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Tabelle 11: Klinische Studien mit radioaktiven Stents

Name Design Appl.-System | Isotop/ | Resultat
Dosis
IRIS 1A 32 Pat. Stent, 0,5-1uCi | *P; Kombiniertes

5Gy in | Resultat fur IRIS
1mm 1A und IRIS 1B:

IRIS 1B 25 Pat. Stent, 0,75- %2p; g- | Restenose in 40%
1,5UCi 11Gy in | der Félle
Imm
MILAN 122 Pat. Stent, 0,75- %p: 6- | >40% Restenose
12uCi 90Gy in | inf. Randeffekt.
Imm Trotz Inhibition
neointimaler

Hyperplasie bei
Stents > 3uCi

Tabelle 12 listet klinische Studien mit **P-beschichteten Stents zur
Restenosepravention auf 121124,

Die bis Ende des Jahres 2002 vertffentlichten 41 Studien zur IVBT teilen sich in
14 placebokontrollierte, randomisierte und 27 offene Studien: 22 bei
in-Stent-Restenose, zehn bei De-novo-Stenosen (oder Restenosen ohne Stent)
als striktes Einschlusskriterium und neun mit allen Stenosearten.

Insgesamt lagen die Restenoseraten im langsten analysierten Koronarsegment
in den Kontrollgruppen zwischen 45% und 100% und in den
Brachytherapiegruppen zwischen 7,7%und 53,5% 32,

Bei De-novo-Stenosen ist in Anbetracht der Effektivitat der antiproliferativ
beschichteten Stents jetzt nicht mehr mit einer wichtigen Rolle der
intrakoronaren Brachytherapie zu rechnen. Im Gegensatz hierzu stellt die
intrakoronare Brachytherapie momentan bei In-Stent-Restenosen die einzige

evidenzbasierte interventionelle Therapieform dar.
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4.3. Die kombinierte Radio-Chemotherapie als
mogliche Restenoseprophylaxe

4.3.1. Mechanismen einer kombinierten Radio-Chemotherapie
Seit langerer Zeit macht man sich bereits in der Onkologie die Tatsache

therapeutisch zunutze, dass eine Strahlenapplikation in zeitlicher Korrelation
(simultan, konsekutiv, alternierend) mit der Verabreichung bestimmter
Medikamente, die meist selbst zytotoxische Eigenschaften besitzen, die
Wirkung der Strahlen verstarkt (sog. Radio-Sensibilisierung, Radio-Sensitizing)
(s.a. 1.6.3.).

Radiosensibilisierung kann man dabei im engeren Sinne so verstehen, dass die
bei der Kombination entstehende Verstarkung des Strahleneffekts nicht (allein)
aus der direkten Zellabtotung durch das Zytostatikum resultiert. Dabei kdnnen
(abgesehen vom eigenen zytotoxischen Effekt der chemotherapeutischen
Substanz) andere wesentliche Effekte der Chemotherapeutika mit den
Strahleneffekten interagieren. Das betrifft zum Beispiel die Inhibition der

Reparatur des subletalen Strahlenschadens ™34,

Mechanismen, die der Interaktion zwischen Strahlung und
Chemotherapeutikum zugrunde liegen kénnen, sind beispelweise:
- direkte, zusatzliche Zellabtotung durch Chemotherapie
- Modifikation des Steilheitsgrades der Zelliberlebenskurve nach
Bestrahlung
- Hemmung der Reparatur des subletalen Strahlenschadens;
Hemmung der DNA- Reparatur
- Hemmung der Repopulierung

- Akkumulation von Zellen in strahlenempfindlichen Zellzyklusphasen

Als sehr strahlenempfindlich gelten die kurzen G,- und M-Phasen. Es existieren
experimentelle Hinweise darauf, dass in der G,-Phase mit Naherrticken an die
Mitose die Fahigkeit der Zellen den Strahlenschaden zu reparieren, abnimmt.
Fir Taxol konnte z.B. auch eine Verzdgerung in G,-Phase nachgewiesen

werden. Beobachtungen, die die Vermutung stiitzen, dass bestimmte Agentien
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gleiche zellulare Angriffspunkte besitzen wie sie bei Strahlenschaden
beschrieben werden, lassen diese Medikamente interessante
Kombinationspartner werden.

Ob in der Kombinationsbehandlung eine kontinuierliche Applikation der
Chemotherapie oder eine Gabe als Bolus vorteilhafter ist, ist Gegenstand

momentaner Diskussion 134,

4.3.2. KRChT und Restenose
Naturlich sollen die medikamentdse Behandlung und die Radioaktivitat auf das

selbe Zielvolumen der Gefaliwand wirken. Beziglich des Wirkorts gilt somit

Lldiotopie”.

Prinzipiell sind bei einer kombinierten Radio-Chemotherapie (kRChT) im
Hinblick auf das Zeitschema verschiedene Therapiemodi als

Behandlungsoptionen denkbar:

Simultane (idiotope) kombinierte Radio-Chemotherapie:

> Dies entspricht der Therapieform, die bei den durchgefuhrten in-vitro
Experimenten simuliert worden ist. Gleichzeitig mit Bestrahlungsbeginn
setzt dabei die Applikation des Medikamentes ein. Ubertragt man das
Modell auf in-vivo Bedingungen, d.h. versucht man die Experimente in
ein klinisches Behandlungsszenario umzusetzten, so entspréache dieses
Vorgehen der Implantation eines radioaktiven Stents bei unmittelbar
postinterventionellem Einsatz der systemischen (d.h. oral applizierten)
Meclofenaminsédurebehandlung (bis 25uM). Unter Berlcksichtigung des
in diesem speziellen Falle eingesetzten p'-Strahlers mit der
Halbwertszeit von T%2=64 Stunden wirde die Chemotherapie die
Strahlungsdauer des Stents bei Weitem Uberdauern.
Als eine weitere Form der simultanen kRChT wére ein medikamenten-
eluierender Stent denkbar, der zuséatzlich radioaktiv beschichtet ist (sog.
»Hybrid-Stent”). Inwieweit die Entwicklung eines solchen Stents, der
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auch lokale Gewebskonzentrationen von 200uM MFS erreichen kann,

allerdings technisch realisierbar ist, bleibt abzuwarten.

Sequentielle (idiotope) kombinierte Radio-Chemotherapie:
»  Auf der anderen Seite ist es natirlich auch denkbar die
Bestrahlung und die Pharmako-chemo-therapie
hintereinanderzuschalten. Dabei ergeben sich mehrere Moglichkeiten
verschiedener Kombinationen — auch in Bezug auf den Zeitpunkt der
PTA, sofern diese nicht akut als Notfall vorgenommen werden muss.
Es ist zum Beispiel moglich die medikamentdse Behandlung nach der
Bestrahlung zu beginnen, wie es bei Einsatz einer Endovaskularen
Brachytherapie (EVBT) statt der Verwendung eines radioaktiven Stents
denkbar wére. Ebenfalls kdnnte die Implantation eines Medikamenten-
eluierenden Stents nach erfolgreicher EVBT diskutiert werden. In
diesem Fall konsolidiert also die ,Chemotherapie* mit MFS die Effekte
der Radiotherapie. Auf der anderen Seite besteht die weitere
Maglichkeit die medikamentdse Therapie der perkutanen Intervention
zeitlich vorgeschaltet zu beginnen, vor dem Hintergrund, dass die
Zellen im interessierenden Zielvolumen prainterventionell fur die
wahrend des Eingriffs applizierte Radioaktivitat vorsensibilisiert werden.
Es ist dabei aber zu beachten, dass die glatten GefalRmuskelzellen der
tunica media des betreffenden Arterienteilstiicks noch nicht den durch
die Intervention hervorgerufenen Proliferationsreizen unterliegen und es
ware somit denkbar, dass sie weniger empfanglich fir die
Medikamentenwirkung sind. Hinzu kommt, dass mdglicherweise erst
die fokale Traumatisierung der Arterienwand bei deren Aufdehnung
dazu fuhrt, dass das Medikament aus dem Blutstrom den glatten

Media-Muskelzellen in ausreichendem Mal3e zugéanglich ist.

Sindermann et al. *® demonstrieren in einem rein pharmakologischen Konzept
die synergistischen antiproliferativen Effekte einer Kombinationsbehandlung
von Cyclosporin A (83-415nM) und Paclitaxel (10-20nM) auf SMCs in vitro. Es

zeigt sich dabei fur die Kombination ein hoch-supra-additiver Effekt mit
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signifikantem Rickgang der Zellzahl. Aul3erdem wird ein Arrest am G,/M-
Ubergang im Zellzyklus beschrieben. Die Autoren erwéagen bei der klinischen
Umsetzung der Beobachtungen ebenfalls eine Kombination aus systemischer
Applikation und lokaler Medikamentenfreisetzung.

Aus einem case-report kann entnommen werden, dass Hyperthermie als ein
physikalischer Einflussfaktor bzw. Kombinationspartner die Strahlenwirkung bei
der Anwendung der endovaskularen Brachytherapie verstarken kann 3¢, So
konnte externe Ultraschall-Hyperthermie erfolgreich bei einem Patienten mit
restenosierter vena cephalica nach PTA und endovaskularer Bestrahlung
mittels **Iridium (12Gy, Hoch-Dosisleistung afterloading) angewandt werden.

Eine tierexperimentelle Bestatigung fur den erfolgreichen Einsatz eines
radiosensibilisierenden Medikaments im Rahmen einer Bestrahlung nach
GefaRverletzung liefern Fortunato et al. **"), die mittels Gen-Therapie bei
Hasen ein Enzym (Cytosin-Desaminase) in die Arteria carotis communis
einbrachten, welches ein danach (1h vor bis 4 h nach Bestrahlung) appliziertes
nicht-toxisches Agens (5-Fluorocytosin) in ein radiosensibilisierendes
Medikament (5-Fluorouracil) umwandelt. Es ergaben sich beztiglich der SMC-
Proliferation deutliche Vorteile einer Kombinationsbehandlung verglichen mit
den Ergebnissen, die eine alleinige Bestrahlung (5Gy, extene Applikation)
erbrachte.

4.3.3.Uberlegungen zur Bedeutung von MFS als Radiosensitizer

Friihere Untersuchungen % sowie die Ergebnisse der aktuellen Experimente
dieser Arbeit ergeben, dass Meclofenaminsdure konzentrationsabhangig einen
G./M-Phasen-Block in den entsprechend behandelten Zellen hervorruft. Eine
Synchronisation in der G,/M-Phase, die besonders radiosensitiv ist, macht MFS
Zzu einem interessanten Agens beziglich der Untersuchung auf Radiosensitivitat
(s.a. 4.3.1.). Des Weiteren ist MFS als ein anti-inflammatorisches Medikament

bekannt, das in den Arachidonsaurestoffwechsel eingreift und unter anderem
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als Cyclooxygenase-Inhibitor (mit COX-Il Praferenz) und Leukotrien-Antagonist
ein sehr potenter Inhibitor des Prostaglandin- und Leukotriensyntheseweges ist
(s.a.4.1.4.2).

Einige Untersuchungen jingeren Datums decken die Eigenschaft selektiver
COX-II Inhibitoren in vitro und in vivo auf, den Strahleneffekt auf Tumorzellen zu
verstarken 141 Die beiden am besten auf Strahlenempfindlichkeitserhthung
untersuchten COX-II Inhibitoren sind SC-236 und NS-398 und fiur eine Reihe
anderer COX-II Inhibitoren wie Sulindac, Indomethacin und Ibuprofen sind
selbst proliferationshemmende Wirkungen auf Tumorzellen beschrieben. Die
Mechanismen, die dazu fuhren, dass diese Medikamente die Strahleneffekte
verstarken, sind noch nicht in allen Einzelheiten geklart. Raju et al. 3!
untersuchten eine Fibrosarcomzelllinie in vitro und verwendeten SC-236-
Konzentrationen von 10uM und 50uM. Koloniebildungs-Assays ergaben
daraufhin eine signifikant erhéhte Tumor-Zell-Strahlensensitivitat (Steigerung
um den Faktor 1.5). Sie beobachteten dabei, dass der verwendete COX-II
Inhibitor, obwohl er selbst Apoptose induziert (bzw. PGE; als COX-II Produkt
den Zelltod durch Apoptose hemmt), keinen Einfluss auf eine eventuelle
strahleninduzierte Apoptose besitzt. Es konnte ferner ein G,/M-Phasenblock
nachgewiesen werden und eine Anstieg der flr die Passage der checkpoints
am G,/M-Ubergang notwendigen Cykline A und B. Ein weiterer
Erklarungsversuch kann darin bestehen, dass (erwartungsgemal3) auch das
zellulére Level an PGE; sank. Da PGE; sowie andere PG auch als
Radioprotektiva fungieren kénnen, kann auch tber diesen Weg die erhéhte
Strahlenempfindlichkeit der Zellen erklart werden.

Andere in vitro Untersuchungen *% ergaben, dass der Sensitizing-Effekt von
Ibuprofen unter aziden Bedingungen ansteigt (mdglicherweise aufgrund der
besseren Ldslichkeit wegen des geringen pKa-Wertes von Ibuprofen). Diese
Beobachtung ist vor dem Hintergrund interessant, dass fiir die SMCs in der
GefalRwand nach PTA ebenfalls ein saures Milieu angenommen werden muss.
Zum einen infolge der bei der Intervention durch Kompression auftretenden

Hypoxie und ferner spéater im Rahmen der entziindlichen Reaktion.
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In vivo Versuche mit SC-236 an Hinterbein-Sarkomen von Mausen ergaben,
dass der COX-Inhibitor (Dosis: 6 Yg.q)) den TCDso-Wert (Bestrahlungsdosis,
die 50% Heilungsrate bewirkt) von 39,2Gy auf 20,9Gy senkt, was also einem
Sensitizing- bzw Verstarkungs-Faktor von 1,87 entspricht XY, Dies deckt sich
gut mit den Sensitizing-Werten von NS-398 auf COX-II-exprimierende
Tumorzellen, die (konzentrationsabhéangig von 150uM-400uM) zwischen 1,2
und 1,9 bzw. 1,8 liegen ™%, Neben der bereits beschriebenen Abnahme des
PGE;-Levels und dem fehlenden Effekt von SC-236 auf strahleninduzierte
Apoptose entdeckten Kishi et al. **Y als wahrscheinlichen Teilmechanismus fiir
die radiosensibilisierenden Eigenschaften des Medikaments die hemmende
Wirkung des COX-Inhibitors auf die Neoangiogenese. Bemerkenswerterweise
wird fur die Reduktion der Ausbildung einer neointimalen Hyperplasie nach
endovaskularer Bestrahlung aul3er einem antiproliferativen Effekt auch ein anti-
angiogenetischer Mechanismus diskutiert ™", was ebenfalls Anlass zur
Erforschung von NSAID-Effekten in Kombination mit ionisierender Strahlung auf
die vaskulare Restenose in vivo geben konnte.

Es soll an dieser Stelle nicht unerwahnt bleiben, dass sicherlich deutliche
Unterschiede zwischen malignen Prozessen und neointimalen Hyperplasien
existieren (das gleiche qilt fur proliferierende glatte Muskelzellen und Kulturen
von Karzinom-Zelllinien). Allerdings teilen sich diese Phanomene auch
essentielle Gemeinsamkeiten bezuglich ihrer molekularen Signalwege, ihrer

Entstehung und Progression 4% 143,

Im Zusammenhang mit ionisierender Strahlung ist Meclofenaminsaure aufgrund
ihrer anti-inflammatorischen Wirkung untersucht worden. Experimente an Affen,
deren Speiserdohre und Blase mit 20Gy bestrahlt worden waren, ergaben eine
effektive Reduzierung bzw. Pravention der strahleninduzierten Zystitis bzw.
Oesophagitis unter oraler MFS-Gabe (5-20 ™¥/yg.q) 44,

In einer kleinen klinischen Studie, in der lediglich 25 Patienten eingeschlossen
waren, wurde ein potentiell radioprotektiver Effekt nach einer oralen
Verabreichung von MFS auf Rektum, Blase und Osophagus untersucht . Die
initialen Nebenwirkungen der Bestrahlung haben dabei unter MFS-Gabe

zugenommen (und maoglicherweise mit typischen Nebenwirkungen von MFS
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wie Nausea interferiert). 12 Monate nach Bestrahlung gaben die mit MFS
behandelten Patienten allerdings mehrheitlich weniger Nebenwirkungen
beziglich des Gastrointestinaltraktes und der Harnblase an.

Tierversuche an UV-bestrahlten Nacktmausen ergaben 10 Monate nach
Bestrahlungsbeginn und oraler MFS-Behandlung eine um ein Drittel geringere
Tumorzahl in den MFS-behandelten Mausen im Vergleich zur Kontrolle 14¢.
Den inhibitorischen Effekt auf Tumor-bildung und Wachstum fitlhren Ambrus et
al. auf folgende Ursachen zurtick: Verminderte lokale Immunsuppression (durch
Inhibition des strahleninduzierten PGE; in der Haut und anderer
immunsuppressiver Agentien), auf Verminderung der Entziindungsreaktion
(durch Inhibition der Leukotrien und Prostaglandin Synthese und ihrem ,tumor-
promotor —Effekt“) oder auf Kombination der beiden.

Ob man aufgrund dieser Beobachtungen sogar von radio-protektiven Effekten
von MFS ! ausgehen kann, ist nicht bewiesen. Die Verminderung der
Nebenwirkungen akuter Strahlenbelastung ist sehr wahrscheinlich auf die
entztindungshemmenden Eigenschaften von MFS und nicht auf aktiven
Zellschutz zurtickzufihren. Die Erklarungsversuche zur hemmenden Wirkung
auf die strahleninduzierte Tumorbildung (bzw. das —wachstum ™*®) decken sich
ebenfalls mit den Erkenntissen bezuglich der MFS-Wirkung auf

strahleninduzierte Tumorschaden 1381,

Bei der allgemeinen Beschreibung des quantitativen Effekts einer
Kombinationsbehandlung mit Strahlen und zytostatischen bzw.
proliferationsinhibierenden Substanzen kdnnen antagonistische, subadditive,
additive und uberadditive Kombinationswirkungen voneinander abgegrenzt
werden. Dazu werden Dosis-Effekt-Kurven der beiden Modalitaten (i.e. Dosis-
Effekt-Kurve der Strahlenwirkung und Konzentrations-Effekt-Kurve des
Proliferationshemmers) separat erstellt und mit dem Effekt der
Kombinationsbehandlung verglichen %34,

Fur die Kombinationsbehandlungen sind an den entsprechenden
Untersuchungstagen die Sensitizing-Effekte der einzelnen

Versuchsbedingungen untersucht worden.
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Teilweise andert sich der Sensitizing-Effekt Uber den Beobachtungszeitraum
hinweg. Neben mechanistischen Grinden kdnnten dieser Beobachtung auch
prozeduale Faktoren zugrunde liegen. So ist die entsprechende Strahlendosis
innerhalb der ersten vier Tage des 20-tagigen Beobachtungszeitraumes
appliziert worden, wohingegen die MFS-Behandlung von Tag 0 bis Tag 20
durchgéangig und konstant gewesen ist. Allein bei den Versuchen an Tag 4 (und
somit bei allen Migrationsversuchen) ist die Bestrahlungsdauer sowie der
Expositionszeitraum fur MFS gleich. Es ist davon auszugehen, dass andere
simulierte Therapiemodi wie MFS-Gabe in variablen Intervallen vor Bestrahlung
oder kontinuierliche MFS-Applikation unter fraktionierter Bestrahlung auch
andere Kombinationseffekte ergeben.

Wir haben den von uns eingefuhrten Sensitizing-Faktor so gewéhlt, dass er den
Wert 0 annimmt, wenn ein rein additiver Effekt in der Kombinationsbehandlung
vorgelegen hat. Somit lassen sich sub-additive Effekte als Minus-Werte und
synergistische Ergebnisse Ubersichtlich als positiv-Werte darstellen. In der
Literatur wird ein rein additiver Effekt haufig als 1 definiert. Der Faktor 1,5, der
nach unserer Definition den Wert 0,5 annimmt, wirde dann bedeuten, dass die
kombinierte Radio-Chemotherapie zum Beispiel die Zellzahlen der
Bestrahlungsgruppe in der Proliferationskinetik auf die Halfte des Wertes senkt,
der sich rein rechnerisch aus einer strengen Addition der prozentualen
Zellzahlminderungen der MFS- und der Bestrahlungseinzelbehandlung ergeben
wirde.

Eine weitere, verbreitete Moglichkeit den Sensibilisierungseffekt zu beschreiben
ist die Einfihrung des ,enhancement factors*, der sich anbietet, wenn man
Studien mit vielen unterschiedlichen, fein abgestuften Strahlungsdosen
durchgefuhrt hat und der hemmende Effekt der Chemo-Einzel-therapie nicht
beriicksichtigt wird. Der enhancemet factor ist dabei der Quotient aus der Dosis
der Einzelbestrahlung und der erforderlichen Dosis unter
Kombinationsbehandlung, die den gleichen Effekt (zum Beispiel auf das
Tumorwachstum) erzielen 44,

Die Ergebnisse der Proliferationskinetik machen deutlich, dass der
Kombinationseffekt umso grol3er ist je kleiner die Dosis gewahlt wurde bzw.
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dass mit steigender Dosis der Strahleneffekt dominiert. Sinn einer Kombination
ist es bekanntlich, die Strahlendosis méglichst gering zu wahlen bzw. durch die
geeignete Wahl eines medikamenttsen (oder physikalischen)
Kombinationspartners die Dosis- bzw. Medikamentenmengen so abgleichen
und wahlen zu kénnen, dass jede (Menge) fur sich bei einem Minimum an
Nebenwirkungen ein Maximum an therapeutisch wiinschenswerter Effektivitat
zeigt. Durch die Anreicherung des Nahrmediums mit 100uM MFS werden damit
Zellzahlen gegen Ende der Kinetik der 2Gy Gruppe erreicht, die denen einer

Strahlungseinzelbehandlung entsprechen, welche zwischen 4Gy und 8Gy liegt.
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5 SCHLUSSFOLGERUNGEN UND
AUSBLICK

In der vorliegenden Arbeit kann anhand von in-vitro Experimenten gezeigt werden,
dass das Agens Meclofenaminsdure und die ionisierende Strahlung des
Radionuklids *°Yttrium das Wachstums- und Migrationsverhalten von humanen
aortalen glatten Muskelzellen konzentrations- und dosisabhangig inhibiert und dass
deren Kombination Moglichkeiten bieten konnte in entsprechenden Verhaltnissen
ein optimales Wirkungsprofil bei minimierten Nebenwirkungen zu erstellen. Sich
anschlieRende in-vivo Versuche werden zeigen, ob sich diese Komponenten oder
deren Kombination zur Restenosepravention einsetzen lassen kdnnen. Momentan
ist die Anwendung radioaktiver Strahlung zur Restenoseprophylaxe in der
experimentellen Phase und kdnnte InStent-Restenosen vorbehalten werden. Die
erfolgreich erprobte Anwendung lokaler Medikamentenapplikationen kdnnte bei
allen de-novo-Lasionen eingesetzt werden. Abgesehen von der Begleitmedikation
existiert noch keine wirksame und anerkannte Kombinationstherapie.

Es ist wichtig anzumerken, dass die direkte Ubertragbarkeit quantitativer Aspekte
dieser in-vitro Arbeit in in-vivo-, d.h. klinische Bedingungen mit VVorbehalten zu sehen
ist. Jedoch illustrieren die Experimente im Rahmen des vorliegenden Modells
zumindest qualitativ die Konsequenzen einer strahlungs- und/oder medikamenten-
induzierten Inhibition von glatten aortalen Muskelzellen, deren gesteigerte
reproduktive, synthetisierende und migratorische Aktivitat eine essentielle Funktion
im Zusammenspiel der komplexen Ablaufe einnimmt, welche die Ausbildung einer
rezidivstenotischen Lasion nach katheter-interventioneller oder chirurgischer
Gefalirekanalisation bewirken. Somit mag ein gewonnenes besseres Verstandnis
von den Grundlagen der Komponenten der biologischen und pathophysiologischen
Zusammenhange dieses Prozesses und seiner Beeinflussbarkeit dazu beitragen
sich anschlieRenden Fragestellungen gezielter widmen zu kénnen und
Tierexperimente sowie klinische Studien zu Therapieevaluationen detaillierter und

kontrollierter (und damit sicherer, effizienter und wirtschaftlicher) planen zu kénnen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Ausbildung vaskularer Rezidivstenosen stellt die ,Achillesferse”
katheterinterventioneller rekanalisierender Therapien dar. Es existiert heute
noch keine definitive Prophylaxe der sog. Restenose, obwohl der Einsatz der
intravaskularen Brachytherapie und erste Erfahrungen mit medikamenten-
eluierenden Stents ermutigende Ergebnisse zeigen. In der vorliegenden
Dissertation soll die Wirkung des nicht-steroidalen Antiphlogistikums
Meclofenaminsaure, des p-Emitters *°Yttrium und deren Kombinationen auf
humane aortale glatte Muskelzellen in vitro untersucht werden, welche eine
Schlusselstellung in der Entwicklung und Progression der Restenose
einnehmen.

Die Effekte des Medikaments und des Radionuklides auf die glatten
Muskelzellen werden anhand von Proliferationskinetiken, Migrations-Assays,
Zellzyklusanalysen, Koloniebildungs-Assays und Immunfluoreszenz- bzw.
Phasenkontrastmikroskopien evaluiert.

Meclofenaminsaure (OpM bis 200uM) und *°Yttrium (untersuchter Dosisbereich:
0-8Gy) hemmen konzentrationsabhangig die Zellvermehrung in der
Proliferationskinetik, die klonogene Aktivitat und die Migration durch eine
Porenmembran. Durchflusszytometrische Zellzyklusanalysen kénnen bei
beiden Agentien einen G,/M-Phasenblock nachweisen. Bei Dosen bis 8Gy
lassen sich Erholungseffekte feststellen, der Einsatz einer Dauerbehandlung mit
200uM MFS hemmt das Wachstum der Zellen ganzlich. Morphologisch
erscheinen maximal bestrahlte Zellen verbreitert und zerfranster. Die
Kombinationseffekte stellen sich mitunter fir niedrigere Strahlendosen (2Gy)
und mittlere Meclofenaminsaure-Konzentrationen (50-100uM) synergistisch dar.
Zur systemischen Einzeltherapie scheint MFS wegen der bendtigten
Konzentrationen und der zu erwartenden Nebenwirkungen ungeeignet; der zu
erprobende Einsatz im Rahmen lokaler Medikamentenapplikationen ist
tiberdenkenswert. Die Schlussfolgerung, ob der Einsatz von *°Yttrium, der das
Wachstum der glatten Muskelzellen in den ersten drei Wochen nach

Bestrahlung sehr effektiv hemmt, beziglich der Restenoseprophylaxe ebenfalls
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gunstige Langzeitergebnisse erwarten lasst, muss wegen der beobachteten
Erholungseffekte weiteren Untersuchungen vorbehalten sein.

Die im Modell simulierte Kombinationstherapie aus Bestrahlung und
proliferationsinhibierendem Medikament stellt eine interessante Therapieoption
dar, die eine Optimierung der therapeutisch wiinschenswerten Wirkungen bei

Minimierung der Nebenwirkungen zulassen kénnte.



TABELLENANHANG

PK mit MFS (10uM-50pM)

Kontrolle 10uM 25uM 50uM
do Ansatz | 52.800 52.800 52.800 52.800
Ansatz Il 64.800 64.800 64.800 64.800
Ansatz Il 64.000 64.000 64.000 64.000
d4 Ansatz | 568.800 592.200 561.600 504.000
Ansatz Il 519.000 456.000 486.000 411.000
Ansatz Il 566.400 552.600 523.800 450.000
ds Ansatz | 1.177.200 903.000 871.200 798.600
Ansatz || 1.051.200 945.000 934.200 741.000
Ansaiz Il 1.011.600 1.002.000 833.400 695.400
di2 Ansatz | 1.272.600 1.119.000 1.023.000 919.200
Ansatz Il 1.197.000 1.056.000 1.057.800 1.007.400
Ansatz Ill 1.099.000 1.122.800 922.600 891.800
di6 | Ansatz| 1.353.100 1.302.000 1.067.500 991.200
Ansatz |l 1.309.000 1.305.500 1.166.900 1.009.400
Ansaiz lll 1.225.700 1.216.600 1.067.500 1.018.500
d20 Ansatz | 1.413.300 1.389.500 1.321.200 1.161.000
Ansatz Il 1.243.200 1.361.500 1.334.200 1.106.000
Ansatz Il 1.318.800 1.387.400 1.137.500 945.000
Proliferationskinetik mit 2Gy und MFS
2Gy, 2Gy, 2Gy,
Kontrolle 2Gy 50uM 100uM 200uM
do Ansatz | 41.068 41.068 41.068 41.068 41.068
Ansatz || 42.132 42.132 42.132 42.132 42.132
Ansatz Il 45.600 45.600 45.600 45.600 45.600
d4 Ansatz | | 413.000 73.600 74.668 69.067 29.200
Ansatz Il | 357.665 79.468 78.933 66.867 31.200
Ansatz lll | 372.665 58.400 68.066 62.333 31.600
ds8 Ansatz | 683.200 220.800 140.267 85.333 25.867
Ansatz Il 794.132 185.333 99.733 91.733 26.400
Ansatz Ill | 778.335 | 206.933 | 159.467 | 142.800 24.800
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di2 Ansatz | 958.531 470.333 253.200 123.000 28.532
Ansatz Il 984.798 463.202 267.335 112.665 32.000
Ansatz Il 921.200 520.000 277.000 30.400
d1e6 Ansatz | 982.200 829.335 145.000 26.400
Ansatz Il | 1.082.000 | 794.335 475.000 130.433 31.200
Ansatz Ill | 1.045.000 | 855.000 492.000 149.333 31.600
d20 Ansatz | | 1.062.133 | 1.060.500 172.665 30.400
Ansatz Il | 1.120.000 | 1.026.100 | 745.000 187.667 28.800
Ansatz Ill | 1.025.969 799.367 182.335 26.400

Proliferationskinetik mit MES (100uM, 200uM), 4G

y und Kombinationen

4Gy 4Gy 4Gy
Kontrolle | 100uM 200puM | 4Gy OuM 50uM 100uM 200uM
do Ansatz | 90.133 90.133 90.133 90.133 90.133 90.133 90.133
Ansatz Il 53.867 53.867 53.867 53.867 53.867 53.867 53.867
Ansatz Il 51.200 51.200 51.200 51.200 51.200 51.200 51.200
d4 Ansatz | 884.532 | 496.800 50.133| 118.933 106.668 44.533
Ansatz Il 816.400 | 494.333 59.466 | 169.667| 158.400| 159.200 47.200
Ansatz Il 584.800 | 383.000 34.400| 124.433| 131.200 78.930 36.532
ds Ansatz | |1.588.000| 944.176 60.266 | 199.433| 215.400| 188.533 46.667
Ansatz Il [ 1.495.200 | 843.333 45.333| 209.000| 186.000| 164.000 33.800
Ansatz Ill | 1.333.200| 710.667 56.433 | 142.000| 124.555| 155.344 38.667
di2 Ansatz | | 1.824.000 | 1.318.333 43.200 258.123 | 250.133 35.622
Ansatz Il [ 1.709.328 | 1.021.133 49.332| 271.200| 224.500| 249.668 45.600
Ansatz Il | 1.668.531 | 1.110.269 55.465| 218.335| 192.000| 128.665 49.566
die Ansatz | | 1.848.400 | 1.299.740 53.867 | 375.655| 302.467 | 286.500 49.528
Ansatz Il |1.708.467 | 1.156.667 49.600| 327.467| 288.000| 267.733 35.200
Ansatz Ill | 1.736.454 33.216| 302.333| 256.733| 210.667
d20 Ansatz | | 1.914.269 | 1.427.000 40.268 | 427.163| 398.648 | 272.500 46.566
Ansatz Il [1.689.800 | 1.179.335 45.332| 406.666 | 304.255| 267.665 37.068
Ansatz Il | 1.864.555 | 1.266.775 53.455| 385.622| 333.455| 234.333 40.566




Proliferationskinetik mit 8Gy und Kombinationen

Kontrolle | 8Gy OuM | 8Gy 50uM 8Gy 100uM 8Gy 200uM
do Ansatz | 90.133 90.133 90.133 90.133 90.133
Ansatz Il 53.867 53.867 53.867 53.867 53.867
Ansatz Il 51.200 51.200 51.200 51.200 51.200
d4 Ansatz | 884.532 | 114.400 89.600 74.933 38.133
Ansatz Il 816.400 | 142.264 117.864 117.333 26.667
Ansatz Il 584.800 | 123.200 86.335 93.200 35.200
ds Ansatz| | 1.588.000 | 134.667 127.733 126.133 44.000
Ansatz Il | 1.495.200 | 152.667 143.200 137.067 42.000
Ansatz Ill | 1.333.200 | 139.453 129.433 115.433 40.326
di2 Ansatz | |1.824.000| 185.344 152.600 143.665 30.599
Ansatz Il [1.709.328 | 160.532 165.332 181.600 47.468
Ansatz Ill | 1.668.531 | 196.467 169.453 146.533 35.644
d16 Ansatz | |1.848.400| 227.344 210.512 224.531 47.566
Ansatz Il |1.708.467| 211.733 173.333 163.200 42.400
Ansatz Ill | 1.736.454 | 168.433 169.875 164.555 43.566
d20 Ansatz | |1.914.269 | 246.788 215.645 210.000 39.455
Ansatz Il |1.689.800 | 221.000 188.665 164.000 34.668
Ansatz Il | 1.864.555| 213.455 176.488 156.000 41.453
Kobis mit MES (10uM-50uM)
Ko 10uM 25uM 50uM
Ansatz | Il 1] I Il 1 | Il 1 | Il 1
d4 80 67 77 93 83 | 68 79 84 59 93 65 63
95 70 76 106 87 | 69 76 80 64 82 68 56
83 77 75 105 80 | 69 65 65 69 71 71 59
99 69 74 100 78 | 55 69 73 66 82 73 52
97 77 75 920 80 | 56 72 81 70 85 69 58
90 70 80 113 85 | 63 71 77 64 71 66 61
di2 37 45 43 32 47 37 32 33
42 32 39 38 45 39 35 30
38 38 40 36 49 38 39 30
40 22 46 29 40 40 35 22
44 34 37 38 42 36 32 18
37 35 42 30 39 41 41 26
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8Gy,200uM

8Gy,100uM

0

0

8Gy,50uM

0

0

0
0
0
0
0
0

0

8

8Gy

0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0

2

11

11

8

0

0
0
0
0

1
2
0
1
1
0

9
6

Ko

87 |59 |66

79 |73|64| O
104 |61 | 66

78 |66 |72

77 |62 |77
85 | 73|68

57146 |77

5151|611

53|50 |59

50|46 |57

46|49 |66

60| 50 | 57

45 |48 |54 | 8

53 |55[49/10 |10 |5

51 |54 |55
49 149159

46 |52(63|10 12 |5

47 | 53|58 12

Kobis mit 8Gy und Kombinationen

d4

di2

d20
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FACS mit MFS-Einzelbehandlung

G2/M

Ko |

10uM

25uM

50Gy

Ko Il

100pM | 200uM

d4

11,79

10,51

12,76

10,3

8,15

9,6

44,34

11,66

11,59

10,07

12,68

11,77

9,83

38,14

11,42

9,9

12,01

12,58

8,49

9,06

33,85

di2

13,16

14,45

13,49

13,36

9,97

12

36,15

14,92

14,24

14,85

13,66

13

15,13

29,86

12,05

12,52

12,49

13,33

10,56

10,79

27,65

d20

17,25

17,53

15,73

16,72

12,96

13,93

33,63

15,6

16,92

16,48

16,8

10,65

15,44

31,51

10,71

15,17

30,67

Gl

Kol | 10uM

25uM

50Gy

Ko Il

100puM

200uM

d4

74,74 | 73,09

71,22

75,41

89,92

87,29 | 46

,87

72,26 | 69,3

71,4

67,5

80,23

83,41 | 56

,65

77,57 | 77,16

73,62

69,56

81,7

83,91 | 62

12

di2

81,73 | 80,92

82,02

82,44

88,49

86,07 | 55

,94

79,96 | 80,07

80,83

81,25

84,8

83,96 | 61

,58

83,3 | 83,83

83,82

83,03

88,13

88,28 | 65

,46

d20

73,86 | 75,13

77,49

76,77

84,87

85,14 | 59

31

76,8 | 75,72

75,1

76,57

86,96

83,04

62,5

87,76

83,77 | 64

,93

Ko |

10uM

25uM

50Gy

Ko Il

100puM

200uM

d4

12,62

14,34

15,59

13,37

1,48

2,61

0,51

15,58

18,75

18,05

19,02

7,14

5,82

2,34

10,29

12,42

13,77

16,3

9,57

6,55

2,12

d12

1,16

2,03

1,88

1,56

0,51

0,23

0,68

1,48

2,26

1,68

2,01

0,25

0,51

4,56

1,15

1,31

1,43

0,99

0,75

0,34

2,48

d20

0,83

1,14

1,02

0,73

0,26

0,22

0,68

1,35

1,28

1,37

1,26

0,54

0,31

3,91

0,4

0,15

0,93




FACS mit Kombinationsbehandlungen

G2/ 4Gy, 4Gy, 4Gy, 8Gy, 8Gy, 8Gy,
M Ko 4Gy | 50uM | 100uM | 200pM | 8Gy | 50uM |100uM | 200uM
dd | I | 8,15 8,15 14,7 | 14,28 | 40,75 | 21,99 | 23,03 | 16,8 | 32,26
Il 11,77 | 14,93 | 16,66 | 16,01 | 29,62 | 15,64 | 19,86 | 19,7 | 34,61

| 8,49 | 10,28 | 12,69 | 13,22 | 34,17 | 13,91 | 15,19 | 13,73 | 34,18
di2| I | 9,97 | 14,87 | 1517 | 16,6 | 23,37 | 21,29 | 22,99 | 20,29 | 23,87
Il 13 18,69 | 18,25 | 17,66 | 30,56 | 18,96 | 18,38 | 18,47 | 26,77

I 10,56 | 15,48 | 18,48 | 15,86 | 31,15 | 25,96 | 21,86 | 27,77 | 28,68
d20| | | 12,96 | 15,97 | 19,15 | 18,54 | 23,59 | 26,54 | 25,48 | 22,48 | 21,02
Il | 10,65 | 14,82 | 15,01 | 18,22 | 32,02 | 19,47 | 19,78 | 15,69 | 24,88

I 10,71 | 22,2 17,98 | 30,35 27 1955 | 32,1
4Gy, | 4Gy, | 4Gy, 8Gy, | 8Gy, | 8Gy,

Gl Ko 4Gy | 50puM | 100uM |[200pM | 8Gy | 50puM |100uM | 200uM
d4 | | | 89,92 | 89,89 | 83,48 | 84,01 | 48,7 | 74,67 | 74,76 78 63,39
Il | 80,23 | 83,16 | 80,97 | 81,45 | 63,05 | 82,01 | 77,73 | 77,15 | 51,35

I 81,7 | 87,26 | 84,34 | 83,3 61,8 | 83,12 | 81,54 | 83,13 | 60,82
di2| | | 88,49 | 75,64 | 77,4 | 80,21 | 63,06 | 74,28 | 73,18 | 74,91 | 68,13
| 84,8 | 76,01 | 75,33 | 78,53 | 62,98 | 76,98 | 78,54 | 78,04 | 66,05

1] 88,13 | 79,04 | 78,57 | 81,74 | 61,46 | 72,02 74 67,87 | 70,12
d20| | | 84,87 | 79,66 | 76,24 | 78,04 | 74,06 | 70,13 | 71,06 | 72,71 | 75,96
Il | 86,96 | 81,86 | 81,73 | 78,42 | 61,52 | 74,82 | 74,84 | 80,09 | 69,81

Il 87,76 | 75,2 80,2 66,6 | 71,11 75,02 | 65,12
4Gy, 4Gy, 4Gy, 8Gy, 8Gy, 8Gy,

S Ko 4Gy | 50uM | 100uM | 200puM | 8Gy | 50uM | 100uM | 200uM
dd | I | 1,48 1,48 0,47 0,36 0,64 0,27 0,42 0,63 0,55
| 7,14 1,01 0,98 1,17 5,15 0,93 1,07 0,96 0,81

1| 9,57 1,86 1,82 2,4 2,62 2,14 2,59 2,51 2,5
di2| I | 0,51 7,04 4,4 1,51 5,5 1,34 0,62 0,63 1,04
II| 0,25 3,98 3,87 2,04 2,14 2,31 2,25 1,64 2,05

I 0,75 3,72 191 1,89 1,79 1,95 1,67 2,22 0,88
d20| I | 0,26 2,49 3,14 2,76 0,87 0,63 0,79 1,17 0,88
II| 0,54 2,72 2,56 1,78 4,78 1,9 2,45 2 2,78

| 04 2,55 1,55 2,94 1,65 1,88 1,46

168
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Migrationen
mit 100 200 2Gy,200 | 4Gy,200 | 8Gy,200
PDGF | Ko pM pM 2Gy | 4Gy | 8Gy UM UM UM
I 144 108 68 98 70 38 34 16 12
I 150 114 74 116 56 20 30 22 10
Il 102 94 52 94 34 32 24 12 16
Il 114 106 64 76 40 22 28 4 8
1 96 79 42 84 44 26 18 12 4
1 105 86 34 80 30 27 22 18 8
ohne 100 200 2Gy,200 | 4Gy,200 | 8Gy,200
PDGF | Ko UM UM 2Gy | 4Gy | 8Gy UM UM UM
I 68 58 40 44 36 10 12 6 4
I 78 46 16 58 28 12 28 2 2
Il 52 50 24 50 34 6 20 2 0
Il 54 38 34 46 41 20 10 4 12
1 44 42 12 32 29 8 14 2 6
1 65 59 14 38 34 14 10 6 4
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