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1. Einleitung

1.1 Tumorhypoxie

Hypoxie ist ein besonderes Charakteristikum maligner Gewebe. Als Folge einer
mangelhaften Blutversorgung ist Hypoxie in chronischer aber auch in
intermittierend auftretender, akuter Form haufig in Tumoren nachweisbar [1-3].
Hypoxische Areale bilden sich schon friih im Verlauf der Tumorgenese aus und
persistieren auch nach Vaskularisation des Tumorgewebes. Tumorhypoxie ist
ein entscheidender Faktor fiur die Resistenz des Tumors gegenuber
Strahlentherapie: Hypoxische Tumorzellen benétigen verglichen mit euoxischen
Zellen eine ca. dreifach hohere Strahlendosis, um in gleichartiger Weise
abgetotet zu werden [4]. Hypoxie beschleunigt zudem die Mutagenese der
Tumorzellen und férdert die maligne Progression [5-8]. Daher ist die
pharmakologische Sensibilisierung hypoxischer Zellen gegenuber
Strahlentherapie ein vielversprechendes therapeutisches Prinzip. Eine wichtige
Rolle spielen dabei auch die Vertreter der Gruppe der Nitroimidazole. Diese
reichern sich in hypoxischen Tumorarealen an und imitieren als
Elektronenakzeptoren die radiosensibilisierende Wirkung des Sauerstoffs [9].
Als Leitsubstanz der Nitroimidazole kann das Misonidazol angesehen werden,
fur das in klinischen Studien eine hypoxisch-radiosensibilisierende Wirkung
angenommen wurde [10, 11]. Die klinische Anwendung von Misonidazol wird
jedoch durch dessen neurotoxische Wirkung beschrankt, was als limitierender
Faktor fur das Erreichen der fir eine Radiosensibilisierung nétigen

Konzentrationen gilt [12].

1.2 Hypoxie und Radioresistenz

Eine definitive Radio- bzw. Radiochemotherapie ist die einzige Kkurative
Therapieoption bei lokal oder lokoregionér begrenzten und funktionell bzw.
anatomisch inoperablen soliden Tumoren. Sie spielt auch insbesondere unter

dem Gesichtspunkt des Organerhalts eine zentrale Rolle bei der Therapie



haufiger Tumorentitaten, wie lokal fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinomen
im Kopf-Hals-Bereich, bei inoperablen, lokal begrenzten nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen, Karzinomen des Oesophagus, beim Cervix-Karzinom
oder bei Analkarzinomen. Voraussetzung fur eine langfristige Heilung ist dabei
das Abtoten bzw. die Inaktivierung aller klonogenen Tumorzellen, die ansonsten
zu Lokalrezidiven oder potentiellen sekundaren Fernmetastasen heranwachsen

kdnnen.

Der radiogenen Tumorkontrolle liegen folgende zellulare Mechanismen
zugrunde:

1. Programmierter Zelltod: Zellularer Stress, entstanden nach ionisierender
Bestrahlung durch Schadigung der DNA, setzt eine Kaskade pro-apoptotischer
Regulationsproteine in Gang und fuhrt letztendlich zum Zelltod. Am Anfang
dieser Kette steht das Tumorsuppressor-Protein p53. Dieses Protein gilt als
einer der entscheidende Apoptoseinduktoren. Ebenso, wenn auch in weitaus
geringerem Ausmal3, kann eine durch Radiatio hervorgerufene Schadigung auf
Zellmembranebene dber membrangebundene Molekile wie zum Beispiel

Sphingomyelin zu apoptoseférdernden Signalen fuhren [13].

2. Nekroseinduktion: Im Gegensatz zur Apoptose kann die Nekrose sowohl
programmiert (Nekroptose) als auch als passiver Prozess ablaufen. Dabei
rupturiert die Plasmamembran, wobei die Freisetzung immunogen wirkender

zytoplasmatischer Molekile eine lokale Entziindungsreaktion auslost [14].

3. Mitotische Katastrophe: Nicht reparierte durch ionisierende Bestrahlung
verursachte DNA-Doppelstrangbriiche fihren wéahrend der Mitose zu
Chromosomenaberrationen. Dies verursacht die Bildung nonklonogener

Tochterzellen und mindet fur gewdhnlich in Nekrose [15, 16].

4. Seneszenz: Durch Radiatio verursachte DNA-Doppelstrangbriche im
Bereich der Chromosomenenden koénnen Ursache extrinsischer, das heil3t
Telomer-unabhangiger, Seneszenz sein [17]. Man nimmt an, dass &hnlich dem
programmierten Zelltod, das "Wachterprotein" p53 am Anfang einer Signalkette

steht, in deren Verlauf unter anderem Uber eine Inaktivierung von



zellzyklussteuernden Proteinkomplexen ein Arrest in der G1-Phase stattfindet
[18].

Das Ziel der Eradikation aller klonogenen Zellen ist in vielen Situationen durch
Dosiskompromisse aufgrund der begrenzten Toleranz des benachbarten
Lokalgewebes kompromittiert. Zudem wirken auch intrinsische
Resistenzmechanismen des Tumorgewebes diesem Ziel entgegen. Die
schlechte Sauerstoffversorgung maligner Gewebe stellt dabei einen ganz
zentralen und radiobiologisch gut charakterisierten Resistenzfaktor dar: Schon
seit mehr als einem halben Jahrhundert ist bekannt, dass die Effizienz einer
Strahlentherapie oder bestimmter DNA-schadigenden Chemotherapeutika von
einer adaquaten Sauerstoffkonzentration im Tumorgewebe abh&ngt und somit
akute oder chronische Hypoxie (pO, < 10 mmHg) direkt den Kklinischen

Therapieerfolg mindert [4, 19].

In verschiedenen zellfreien und zellularen in vitro Systemen konnte dabei direkt
gezeigt werden, dass Sauerstoff die Anzahl strahlungsinduzierter DNA-
Strangbriche erhdht. Sauerstoff-Verstarkungsfaktoren (oxygen enhancement
factor; OEF) von 2.8 bis 6.3 wurden beobachtet [20-23]. lonisierende Strahlung
schadigt zum geringeren Teil direkt und zum Uberwiegenden Teil indirekt Uber
homolytische Spaltung von Wasser in Hydroxylradikale (*OH) die DNA.
Hydroxylradikale bewirken die Bildung von DNA-Radikalen [24, 25]. Dabei
hangt die Uberfiihrung der DNA-Radikale in Strangbruchvorstufen von dem
Redoxstatus der Zelle ab. In euoxischen Zellen fordert O, die Bildung von DNA-
Strangbriichen. Ein reduktives Milieu hingegen (niedriger Sauerstoff-
Partialdruck, hoher Anteil von reduziertem Glutathion bezogen auf oxidiertes
Glutathion) in hypoxischen Zellen wirkt durch Wasserstoffiibertragung auf die
DNA-Radikale der Bildung der Strangbruch-Vorstufen entgegen [26-31].

Zum Teil beruht die erhéhte Radioresistenz hypoxischer Zellen aber wohl auch
auf indirekten Mechanismen: Ausgepragte Hypoxie fuhrt zur Reduktion der
Teilungsaktivitat und zur Arretierung hypoxischer Tumorzellen in der G1-Phase
des Zellzyklus. Als zusatzlicher Effekt wird auch eine Modifikation der Reparatur

von strahleninduzierten DNA-Schaden in hypoxischen Tumorzellen diskutiert



[32]. Allerdings sind hierbei je nach untersuchtem Tumorsystem divergente
Ergebnisse zur Qualitat der DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur durch die
beiden dafir verantwortlichen Mechanismen des Non-Homologous-Endjoining
(NHEJ) bzw. der Homologen Rekombination (HR) beschrieben [33, 34].
Zumindest ist belegt, dass ein reduzierter Redoxstatus unter Hypoxie die
Reparatur von strahleninduzierten, potentiell letalen DNA-Schaden verbessert

und so den Erfolg einer Strahlentherapie mindert [35].

Repetitive Hypoxie selektiert auf3erdem langfristig Zellklone mit erhohter
Stressresistenz gegentber Hypoxie und anderen Auslosern mitochondrialer
Apoptose wie ionisierende Strahlung [8, 36]. Als wichtiger Mediator der
Adaptation von Tumorzellen an ein limitiertes Sauerstoffangebot gilt dabei der
Hypoxie-induzierte Faktor (HIF), dessen O-regulierte a-Untereinheit unter
hypoxischen Bedingungen intrazellular akkumuliert und als Transkriptionsfaktor
wirkt [37, 38]. Dabei fungiert HIF unter anderem als Antagonist p53-gesteuerter
Apoptose, beispielsweise nach strahlungsinduzierter DNA-Schadigung, oder
wirkt nach Radiotherapie der Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
entgegen. Die Uberexpression von HIF in Tumorzellen korreliert Giberwiegend

mit aggressivem Wachstum und schlechter Prognose [39-45].

Messbare Sauerstoffeffekte treten bereits bei Sauerstoffpartialdriicken unter 25
mmHg auf. Eine steile Konzentrations-Wirkungs-Beziehung zwischen O,-
Konzentration und Zelltod ist aber insbesondere zwischen pO,-Werten von 10
bis 1 mmHg zu beobachten [46, 47]. Dies wurde zunachst in vitro und im
Tiermodell festgestellt. Durch die Entwicklung polarographischer Elektroden, die
in vivo-Messungen des Sauerstoffpartialdrucks im Gewebe von Tumorpatienten
ermoglichen, konnte bei einer ganzen Reihe von Erkrankungen diese steile
pO,-Wirkungs-Beziehung auch in prospektiven klinischen Studien bestatigt
werden. Die meisten dieser Studien wurden bei Patienten mit Cervix-
Karzinomen, Plattenepithel-Karzinomen des Kopf-Hals-Bereichs oder bei
Patienten mit Sarkomen durchgefuhrt, da diese Entitaten einer invasiven
Messung ohne allzu viel Aufwand zugéanglich sind. Insbesondere bei Cervix-

Karzinomen konnte durch eine ganze Reihe klinischer Studien die



Tumorhypoxie als wichtiger unabhangiger negativer Prognosefaktor identifiziert
werden [5, 48-51]. Gerade ausgepragt hypoxische Tumoren sind durch
besonders aggressive Verlaufe mit schlechter Prognose gekennzeichnet [48,
52-54]. Beispielsweise konnte durch Xenotransplantation menschlicher
Pankreas-Karzinomzellen in immunsupprimierte Mause beschleunigtes
Tumorwachstum sowie spontane Metastasierung in Zusammenhang mit

Hypoxie festgestellt werden [55].

1.3 Hypoxie als Ausgangspunkt verschiedener Behandlungsstrategien

In den letzten Jahrzehnten wurden deswegen mehrere Strategien verfolgt, um
die Oxygenierung von Tumorgewebe zu verbessern. Dazu gehdéren optimierte
Fraktionierung der Strahlendosis (das Absterben von Tumormasse zwischen
den Fraktionen erh6ht die Sauerstoffversorgung der Uberlebenden
Tumorzellen) [56], erhohte Sauerstoffpartialdricke in der Atemluft,
Durchblutungssteigerung durch vasoaktive Substanzen, Erhéhung des
Hamatokrits, oder erleichterte Freisetzung des Sauerstoffs aus dem
Hamoglobin [57]. Fur diese Hypoxie-modifizierenden Methoden konnte in einer
jungeren Metaanalyse eine Verbesserung beziglich der lokoregionaren
Tumorkontrolle sowie krankheitsspezifischem und Gesamtiberleben bei
Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich nachgewiesen werden [11]. Ein
weiterer Ansatzpunkt, die Prognose hypoxischer Tumorerkrankungen zu
verbessern, ist die Hemmung der HIF-1a-Aktivitat [58, 59]. Bis auf oben
genannte Metaanalyse fehlen jedoch fir diese Anséatze zur Verbesserung der
Tumoroxygenierung vor Radiotherapie weitere Wirksamkeitsnachweise aus
klinischen Studien. Daher gewinnt ein anderer Blickwinkel auf das Problem der
Tumorhypoxie zunehmend an Interesse: Hypoxie ist eine weitgehend exklusive
Eigenart von Tumorgewebe, wéahrend Normalgewebe unter physiologischen
Verhaltnissen gut oxygeniert ist. Dieser Umstand bote daher zumindest
theoretisch die Mdglichkeit die Tumorhypoxie als therapeutisches «Target» zu
nutzen [60].



Solche Therapieansatze versuchen, beispielsweise durch Induktion der
endogenen NO-Synthese [61, 62] oder mit bioreduktiven Pharmaka spezifisch
hypoxische Tumorzellen zu schadigen. So werden etwa Mitomycin C oder
Tirapazamin  in  die Zelle aufgenommen und bei niedrigen
Sauerstoffspannungen zu zytotoxischen Wirkstoffen reduziert [57]. Ahnlich
wirken Nitroimidazole, die sich wie die hypoxischen Zytotoxine in hypoxischen
Zellen anreichern, dort aber zusatzlich als Sauerstoff-Mimetika den

radiosensibilisierenden Sauerstoffeffekt imitieren.

1.4 Wirkungsweise der Nitroimidazole

Nitroimidazole mit ihrem prominentesten Vertreter Misonidazol wirken im
hypoxischen Gewebe als Sauerstoff-Mimetika, die als Elektronenakzeptoren,
den oben beschriebenen strahlensensibilisierenden Effekt von Sauerstoff
imitieren. Unter Hypoxie werden die Elektronen der Atmungskette auf
Nitroimidazole  Ubertragen und diese Substanzen zu reaktiven
Stickstoffverbindungen reduziert (Abbildung 1). Diese binden kovalent an
Makromolekile und reichern sich so im hypoxischen Gewebe intrazellular an
(Abbildung 2). Die Reaktivitat dieser Stickstoffverbindungen verhindert dabei die
Diffusion aus der Zelle, sodass extrazellulare Proteine nicht alkyliert werden
konnen [63]. Ist im Gewebe ausreichend Sauerstoff vorhanden, wird dieser
Mechanismus durch Reoxidation des Reduktionsprodukts in Schritt eins
(Abbildung 1) inhibiert.

P450
reductase
e e 2e” 2e
RNOQ?;RNOE‘ 3 RNO ~“3RNHOH —3=RNH;
0; O

Abbildung 1. Nitro-Reduktion von Nitroimidazolen (RNO2) durch Reduktase unter
hypoxischen und normoxischen Bedingungen (nach Nagasawa et al. [9]).
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Abbildung 2. Vorgeschlagener Mechanismus fur die Reaktion von Nitroimidazolen mit
zellularen Nukleophilen (Nu) (nach Nagasawa et al. [9]).

Diese hypoxische Anreicherung der Nitroimidazole wird zum einen flr
bildgebende Verfahren ausgeniitzt. Zum Beispiel wird der Tracer *°F-
Misonidazol routinemafRlig in der Positronen-Emissions-Tomographie zur
Darstellung hypoxischer Tumorareale verwendet [64]. Zum anderen lasst sich
Uber bifunktionelle Nitroimidazole der radiosensibilisierende Effekt mit einem
hypoxisch-zytotoxischen Effekt kombinieren [9]. Als mdgliche Ausloser dieser
hypoxischen Zellzytotoxizitat riicken dabei die reaktiven Reduktionsprodukte
der Nitroimidazole in den Fokus. Diese sind in der Lage an zellulare DNA zu
binden, interagieren jedoch auch mit weiteren intrazellularen Bestandteilen. Vor
allem 1-Methyl-2-Nitrosoimidazol (INO), das 2e -Reduktionsprodukt, fihrt unter
hypoxischen Bedingungen zu einem Verbrauch intrazellularer Thiole und damit
weiterfihrend zur Beeintrachtigung zellularer Proteinfunktionen. Unter anderem
davon betroffen ist der Elektrolyt-Stoffwechsel mit unphysiologischem Anstieg
der intrazellularen Kalziumkonzentration. Daneben findet die Bildung stabiler
Konjugate mit Glutathion statt und daraus resultierend ein vermehrter
Verbrauch des einflussreichen Antioxidans, von welchem erhghte Level
nachgewiesenermallen vor oxidativem Stress schitzen. In Versuchen mit CHO-
Zellen (Chinese Hamster Ovary) unter Hypoxie korrelierte der Glutathion-
Verbrauch mit der Zytotoxizitdt. Bei einem Glutathion-Level < 20% zur
Kontrollgruppe (aerobes Setting) setzte gar ein signifikantes Zellsterben ein.

Zudem konnten neben den oben beschriebenen Effekten elektromikroskopisch



der Apoptose entsprechende Veranderungen in der zellularen Morphologie
beobachtet werden [65-67].

Diese zellularen Veradnderungen fuhren letztlich zum Zelltod, jedoch konnte
bisher nicht endgultig geklart werden ob die alleinige Bindung an DNA durch
reduziertes Nitroimidazol oder daneben auch Interaktionen mit weiteren
intrazellularen Bestandteilen als primare Ursache fur das Sterben der Zellen

verantwortlich sind.

Auch unter aeroben Bedingungen sind Nitroradikalanionen in der Lage
zytotoxisch zu wirken. Im Falle von nitrosativem Stress kommt es in Gegenwart
von Superoxidanionen zur Bildung von hochreaktivem Peroxynitrit, welches
durch Reaktion mit aromatischen Aminosauren verschiedenster, unter anderem
fur den Zellstoffwechsel wichtiger Proteine, wie z. B. Enzyme der Atmungskette
und lonenkanéle, stark gewebeschadigend wirkt [65, 68]. Neben einer Vielzahl
anderer zellularer Effekte fihren Peroxinitritradikale tber DNA-Modifikationen
zu Einzel- und Doppelstrangbrichen, sowie zur Induktion von

Reparaturmechanismen und Apoptose [69].

1.5 Nitroimidazole und ihr Wirkungsnachweis in klinischen Studien

Vor mehr als 30 Jahren wurden fiir das bis dahin hauptsachlich als Antibiotikum
eingesetzte 5-Nitroimidazol Metronidazol in ersten klinischen Studien
radiosensibilisierende Effekte angenommen. Spater stellte sich heraus, dass 2-
Nitroimidazole wie Misonidazol mit ihrer hoheren Elektronenaffinitéat eine
effizientere Wirkung aufweisen [70]. In in vitro-Modellen lasst sich der
strahlensensibilisierende  Effekt leicht direkt nachweisen. So steigert
Misonidazol die Anzahl der strahleninduzierten Doppelstrangbriiche bzw. den
Zelltod von E. coli um Faktor 2 bzw. 2.6 [21]. Zwar erwies sich Misonidazol in
préaklinischen Studien als effektiver Radiosensitizer, jedoch wurden
dosislimitierende Nebeneffekte, allen voran eine Beeintrdchtigung des
peripheren Nervensystems, beobachtet [71]. Besser toleriert als Misonidazol

wird Etanidazol, ein Nitroimidazol der zweiten Generation, welches in bis zu



dreifach hoheren Dosen gegeben werden kann. In randomisierten Studien
konnte fir Etanidazol allerdings keine signifikante Effizienz als Radiosensitizer
nachgewiesen werden [72, 73]. Auch weitere, neuer entwickelte, weniger
neurotoxische Nitroimidazole zeigen in vitro durchaus vielversprechende
Ansatze. So wurde beispielsweise fir Doranidazol unter hypoxischen
Bedingungen nach Bestrahlung eine signifikante Reduktion des Zelliberlebens
bzw. ein erhdhtes Zellsterben kolorektaler Karzinomzellen beobachtet [74].
Ebenso konnten fur dieses Nitroimidazol erhdhte bestrahlungsinduzierte
Apoptoseraten in Maus-Lymphomzellen nachgewiesen werden [75]. Auch eine
gesteigerte lokale Tumorkontrolle von in M&ausen wachsenden Mamma-
Karzinomen konnte durch Behandlung mit Doranidazol unmittelbar vor
einfacher oder fraktionierter Bestrahlung festgestellt werden [76]. Der Einsatz
von Sanazol, einem Nitroimidazol der dritten Generation, fihrt in Kombination
mit ionisierender Bestrahlung zu einem signifikanten Anstieg der Apoptoserate
humaner Lymphomzellen. Ohne kombinierte Radiatio indes wird durch Sanazol
keine Apoptose induziert [77]. Ein weiterer Ansatz ist der Versuch, durch neu
konfigurierte Nitroimidazole gezielt membranstadndige Transportsysteme, wie
beispielsweise  Nukleosid- oder Glucose-Transporter, zur intrazellularen
Anreicherung der hypoxischen Radiosensitizer zu nutzen. Erste in-vitro-

Versuche zeigten dabei radiosensibilisierende Effekte [78, 79].

In klinischen Phase-3-Studien (Radiation Therapy Oncology Group (RTOG) und
Danish Association of Head and Neck Cancer (DAHANCA)) dagegen liel3 sich
ein hypoxisch-radiosensibilisierender Effekt der untersuchten Nitroimidazole
(Misonidazol, Nimorazol und oben erwéhntes Etanidazol) bei Kopf-Hals-,
Zervix- und Lungenkarzinomen zunachst nicht feststellen [10, 80-84]. Zwei
jungere Studien jedoch zeigten, dass eine mit Misonidazol kombinierte
Strahlentherapie das Einjahresuberleben von Patienten mit High-grade-
Astrozytomen  signifikant um 8% erhoht [85], und dass eine
Radiochemotherapie mit Nimorazol die lokoregiondre Tumorkontrolle und das
tumorabhangige Uberleben von Patienten mit Kehlkopf-Rachen-Tumoren
signifikant verbessert [86]. Radiochemotherapie mit Nimorazol zeigte ebenso

eine Verbesserung der Prognose bei Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen in



Verbindung mit einem erhdhten Plasmaspiegel von Osteopontin, einem
Glykoprotein, dessen Uberexpression als negativer Prognosefaktor gilt [87].
Eine jungere Metaanalyse konnte dagegen keine positiven Effekte von
Nitroimidazolen auf die Therapie von Zervixkarzinomen feststellen [388].
Dennoch wird zumindest Nimorazol als hypoxischer Radiosensitizer bei der
Therapie von Plattenepithelkarzinomen im HNO-Bereich in Danemark bereits
im Kklinischen Routineeinsatz verwendet [89]. Eine weitere randomisierte Phase-
3-Studie mit Doranidazol in Kombination mit intraoperativer Radiotherapie bei
nicht resektablen Pankreaskarzinomen ergab, bei unverandertem
Kurzzeitiiberleben, eine signifikante Erhéhung der 3-Jahres-Uberlebensrate
(Doranidazol-Gruppe vs. Placebo-Gruppe; 23% vs. 0%, p=0.0192) [90].

Daruiber hinaus werden weitere Wirkungen neuartiger Nitroimidazol-Derivate
wie die Hemmung tumordser Angiogenese, anti-metastasierende Effekte oder
der Einsatz in Kombination mit stereotaktischen Bestrahlungstechniken
diskutiert [89, 91].

1.6 Nitroimidazole und Toxizitat

Wie bereits erwahnt wurde, ist das Nebenwirkungsprofil der Nitroimidazole ein
entscheidender Aspekt im Hinblick auf die klinische Einsatzfahigkeit dieser
Substanzen. Vor allem das klinisch am ausfihrlichsten untersuchte 2-
Nitroimidazol Misonidazol zeigte sich, neben tolerablen Nebenwirkungen wie
gastrointestinale Stérungen mit Ubelkeit und Erbrechen oder leichtgradige
allergische Hautreaktionen, fiir eine signifikante Neurotoxizitat verantwortlich.
Periphere und zentrale Neuropathien bis hin  zu irreversiblen
Axondegenerationen sind beschrieben [92-97] und begrenzen den Einsatz der
Nitroimidazole als hypoxische Radiosensitizer und als Hypoxie-spezifische
Tracer in bildgebenden Verfahren. Patienten entwickelten im Verlauf unter der
Einnahme vom Misonidazol erste Symptome, wie leichte Parasthesien und
Taubheitsgeftihle in den distalen Extremitaten, spéter zeigte sich teilweise das
Vollbild einer peripheren sensiblen Polyneuropathie, einzeln auch in

Kombination mit einem akuten organischen Psychosyndrom. Unter hoheren
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Dosen wurden vereinzelt epileptische Anfalle beobachtet. Selten entwickelten
sich motorische Stérungen. Nicht immer waren die Symptome im Verlauf nach
Absetzen der Substanz komplett reversibel. Als entscheidend fur den Grad der
Auspragung der Polyneuropathie stellte sich dabei unter anderem die
Einnahmefrequenz des hypoxischen Radiosensitizers heraus. So entwickelten
Patienten mit taglichem Einnahmeschema deutlich starkere Symptome als
Patienten, die das Nitroimidazol maximal zweimal pro Woche einnahmen,
obwohl die Gesamtdosis und der Wirkspiegel im Serum in beiden Fallen
identisch waren [98-100]. In Nervenbiopsien bei Patienten mit einer durch
Misonidazol induzierten sensiblen Polyneuropathie konnten mikroskopisch
distale axonale Degenerationen mit segmentaler Demyelinisierung festgestellt
werden [101]. Zwar konnte durch Reduktion der Gesamtdosis von Misonidazol
(< 12 g/m?) ein vermindertes Auftreten peripherer Neuropathien unter den Wert
von 10% festgestellt werden, gleichzeitig erzielten Radiochemotherapien
verschiedener Tumorentitaten unter dieser Dosiseinschrankung aber auch

keinen nachweisbaren klinischen Benefit [12, 102-104].

Ein Ansatzpunkt zur Entwicklung brauchbarer Substanzen fir den klinischen
Einsatz ist die Anreicherung im Nervengewebe zu verringern. In Tierversuchen
konnte fir im Vergleich zu Misonidazol weniger lipophile 2-Nitroimidazole eine
verminderte Neurotoxizitat nachgewiesen werden [105-107]. Des Weiteren
wurden Versuche unternommen durch Entwicklung effektiverer Nitroimidazol-
Derivate und damit verbundener Dosisreduktion mégliche Nebenwirkungen zu
minimieren [108]. Doch wie bereits beschrieben (unter 1.5), zeigten sich trotz
teils vielversprechender Ansatze anhand von in-vitro-Modellen klinisch meist
nur geringe Erfolge [11]. Einzelne Nitroimidazole missen zukinftig in weiteren
klinischen Tests noch auf ihre radiosensibilisierende Wirkung bei tolerablem

Nebenwirkungsprofil hin gepruft werden.

1.7 Zielsetzung
Tumorhypoxie und schnelle maligne Tumorprogression bedingen sich

gegenseitig. Hypoxische Tumorareale zeichnen sich zudem durch eine héhere
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Resistenz gegenuber Strahlentherapie aus und sind daher potentiell eine der
Hauptursachen fur Lokalrezidive, obwohl die Tumorregion bis an die Grenze
der tolerablen Dosis behandelt wurde. Die Kombination von Radiotherapie mit
Substanzen, die selektiv hypoxische Zellen radiosensibilisieren und/oder
spezifisch auf hypoxische Zellen zytotoxisch wirken, ist daher ein

vielversprechendes Therapieprinzip.

Nitroimidazole sind Sauerstoff-Mimetika, die nachgewiesenerweise als
hypoxische Radiosensitizer die Hypoxie-vermittelte Radioresistenz aufheben
und sich als hypoxische Zellgifte in hypoxischen Zellen anreichern. Sie sind
deswegen ideale Substanzen fir eine zur Radiotherapie konkomitante
Chemotherapie. Die neurotoxischen Nebenwirkungen der derzeitig erprobten
Nitroimidazole erlauben jedoch kaum deren klinischen Einsatz in effektiven
Konzentrationen. In Zusammenarbeit mit Dr. Raid J. Abdel-Jalil, Vice Dean,
Faculty of Science, Hashemite University, Jordanien in Kooperation mit Herrn
Prof. Dr. Voelter, Interfakultares Institut fir Biochemie, Universitat Tubingen,
sind daher neuartige, bifunktionelle Nitroimidazol-Derivate entwickelt worden,
die in der vorliegenden Arbeit auf ihre hypoxisch-zytotoxischen und hypoxisch-

radiosensibilisierenden Eigenschaften in vitro getestet wurden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien
5 D-Glucose

Annexin-V-Fluos

CacCl, (Calciumchlorid)

CCCP

CM-H,DCFDA

Coomassie Blue

DMSO (Dimethyl Sulphoxide)
EDTA

Essigsaure

Ethanol

FA (Formaldehyd)

HEPES

Isopropanol

MgCl, (Magnesiumchlorid)
Methanol

Na,HPO, (Dinatriumhydrogenphosphat)
Natriumcitrat x 2 H,O

NaCl (Natriumchlorid)

NaOH (Natriumhydroxid)

KCI (Kaliumchlorid)

KH,PO, (Kaliumhydrogenphosphat)
Propidium lodid

TMRE

Triton-X 100

2.1.2 Medien und Lésungen

2.1.2.1 Zellkultur
PBS: 0,8 g/l NaCl
1,5 g/l Na,HPO4 x H,O

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Roche (Mannheim, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

MP Biomedicals (Eschwege, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Serva (Heidelberg, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
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0,2 g/l KCI
0,2 g/l KH,PO,

pH 7,4-7,6
RPMI 1640 (Nahrmedium) Gibco Life Technologies (Eggenstein, Deutschland)
Fetales Kéalberserum (FCS) Gibco Life Technologies (Eggenstein, Deutschland)
DMSO (fur Zellkultur) Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
0,05% Trypsin/EDTA Gibco Life Technologies (Eggenstein, Deutschland)
Trypanblau-Ldsung 0,4% Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
2.1.2.2 FACS
Nicoletti-Lésung: 0,1% NaCitrat
0,1% TritonX 100
10 pg/ml Propidium lodid
TMRE: 25 nM TMRE in Medium
Pl-Lésung: 10 pg/ml PI (Stock 1 mg/ml)
Annexin-V-FLUOS-
Bindungspuffer: 10 mM HEP
140 mM NaCl
5 mM CacCl,
FACS-Routine: FACS Flow BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
FACS Clean BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
FACS Rinse BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)

2.1.2.3 Koloniebildung
3,7% Formaldehyd
70% Ethanol

Coomassie-Farbelosung:

2.1.3 Nitroimidazol-Derivate

20% Methanol
7,5% Essigsaure
Aqua dest.

0,05% Coomassie Blue

F-Misonidazol Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
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PRC N,N,N-Tris[2-(2-Nitro-1H-Imidazol-1-yl)Ethyl]JAmin

A-E-NI N-[2-(Aminooxy)Ethyl]-2-Nitroimidazol

F-B-NI N-{4-[(4-Fluorobenzyliden)Aminooxy]Butyl}-2-Nitroimidazol
F-P-NI N-{3-[(4-Fluorobenzylidene)Aminooxy]Propyl}-2-Nitroimidazol
2.1.4 Zelllinien

JCAM 1.6 Humane Jurkat Zelllinie, JCAM Bak-positiv, ATCC (Bethesda, USA)
T98G Humane Glioblastom Zelllinie, ATCC (Bethesda, USA)

2.1.5 Laborgerate

Begasungsbrutschrank HERAcell 240
Durchflusszytometer FACS Calibur
Linearbeschleuniger LINAC SL25 6 MV
Linearbeschleuniger LINAC 6 MV

Magnetrtihrer MR 3001
Mikroskop Wilovert S

Mixer Vortex-Genie 2
pH-Meter 761 Calimatic
Pipetboy acu

Pipette Research

Sterile Werkbank SterilGARD Il
Waage Préazisionswaage R510
Wasserbad Haake DC10-P21
Zahlkammer nach Neubauer
Zentrifuge Centrifuge 5417R
Zentrifuge Centrifuge 5804R
Zentrifuge Rotanta RPC

2.1.6 Verbrauchsmaterial

2/5/10/25/50 ml Pipetboy-Spitzen

6- / 96-Well Zellkultur-Platten

Heraeus-Kendro (Hanau, Deutschland)
BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
Philips (Hamburg, Deutschland)

Elekta (Stockholm, Schweden)

Heidolph (Schwabach, Deutschland)
Hund (Wetzlar, Deutschland)

Scientific Industries (New York, USA)
Knick (Berlin, Deutschland)

Integra Biosciences (Zizers, Schweiz)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Labotec (Dillenburg, Deutschland)

Kern (Balingen, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
NeolLab (Heidelberg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Hettich (Tuttlingen, Deutschland)

Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)
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50 / 250 ml Zellkulturflaschen

250 ml Zellkulturflaschen

10/ 20 ml Spritzen

1,5/ 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefalle
15 / 50 ml Zentrifugenrohrchen

1,8 ml Cryotubes

0,20 um Sterilfilter

5 ml Flow Cytometry Tubes

20 x 20 mm Deckgléaser

GasPak-EZ Beutelsysteme

Greiner Bio-One (Frickenhausen,
Deutschland)

Sarstedt (Numbrecht, Deutschland)
B.Braun (Melsungen, Deutschland)
Sarstedt (Numbrecht, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Sarstedt (Numbrecht, Deutschland)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland)
Marienfeld (Lauda-Kénigshofen,
Deutschland)

BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland)

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kultivierung der Zellen

Unter der sterilen Arbeitsbank wurden sowohl die Jurkat-Zelllinie JCAM 1.6, als
auch die Glioblastom-Zelllinie T98G unter Zusatz von 10% FCS in RPMI
Vollmedium kultiviert (Langzeit-Kulturmedium).

Die Inkubation beider Zelllinien fand im Brutschrank bei 37°C und 5% CO»-
Atmosphare statt.

Um optimale Wachstumsverhaltnisse zu erreichen, wurden die Jurkat-Zellen in
Abstdnden von 3-7 Tagen, je nach Wachstumsverhalten, im Verhéaltnis 1:10
verdinnt und neu ausplattiert. Die adharenten Glioblastom-Zellen wurden,
ebenfalls in Abh&ngigkeit ihres Wachstums, alle 3-7 Tage neu ausplattiert.
Dabei wurde der Zelliberstand abgesaugt, die Zellen mit sterilem PBS
0,05% Trypsin/EDTA behandelt.
Anschliel3end wurde zu den jetzt abgelosten Zellen 8 ml Medium gegeben und

gewaschen und 5 Minuten mit 2 ml
das Gemisch bei 1200 U/min fir 5 Minuten zentrifugiert. Nach Absaugen des

Uberstandes wurde das Pellet in frischem Medium aufgenommen und im

Verhaltnis 1:10 ausgesat.
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2.2.1.2 Auftauen der Zellen

Die Jurkat-Zelllinie sowie die Glioblastom-Zelllinie T98G wurden fur die
Langzeitlagerung in einer Anzahl von jeweils 3 x 10° Zellen in einem
Einfriermedium, bestehend aus RPMI-Kulturmedium mit 20% FCS und 10%
DMSO, in Cryotubes in flissigem Stickstoff aufbewahrt. Die Einfrierrohrchen
wurden nach Entnahme aus dem Stickstofftank zuerst mit der Hand erwarmt
und das Zellenmedium anschlieBend in 10 ml bei 37°C im Wasserbad
vorgewarmtes Medium Uberfuhrt. Nach 5-minitigem Zentrifugieren bei 1200
U/min wurde der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 10 ml frisches Medium,

unter grindlichem Durchmischen beim Pipettieren, aufgenommen.

2.2.1.3 Langzeitlagerung der Zellen
Auf entgegengesetztem Weg wurden pro Cryotube jeweils 3 x 10° Zellen in 1,5
ml Einfriermedium gelést. Vor der Lagerung im Stickstofftank wurden die

Einfrierréhrchen fur 24 Stunden in Isopropanol auf -80°C heruntergekuhilt.

2.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Mit der Neubauer-Zahlkammer wurde die Anzahl der Zellen pro Milliliter einer
bestimmten Zellsuspension ermittelt. Um zwischen vitalen und toten Zellen zu
unterscheiden, wurden die Zellen zunachst mit Trypanblau im Verhaltnis 1:10
verdunnt. Der bei intakten Zellen vorhandene Transport des proteingebundenen
Farbstoffes in den Extrazellularraum ist bei toten Zellen nicht mehr
funktionsfahig, weshalb diese, nach dem Farben, unter dem Mikroskop blau zur
Darstellung kommen. Nach Auflegen eines Deckglases wurde die Zahlkammer
mit der verdlinnten Zellsuspension befillt. AnschlieRend wurde unter dem
Mikroskop die Zellzahl in den vier Grol3quadranten des Kammersystems

bestimmt und die Anzahl pro Milliliter wie folgt berechnet:

Zellen Zellzahl
ml  Anzahlder Groflquadranten

x Verdimnungsfaktor x 10*
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Aus der Zellanzahl der vier Quadranten wurde anschlieend der Mittelwert
berechnet.

2.2.2 Behandlung der Zellen

2.2.2.1 Nitroimidazol-Derivate und Herstellung der Stammlésungen

An der Hashemite Universitat in Jordanien hat Herr Dr. Raid J. Abdel-Jalil in
Kooperation mit Herrn Prof. Dr. Voelter, Interfakultares Institut fir Biochemie,
Universitdt Tubingen, die in Tabelle 1 dargestellten neuen Nitroimidazol-
Derivate synthetisiert. Diese Derivate wurden bereits aufgereinigt in grof3en
Mengen unserer Abteilung zur Verfigung gestellt. Bei der Synthese der
Nitroimidazol-Derivate wurden unterschiedliche funktionelle Gruppen (Amino,
Fluorbenzol) Gber Aminooxy-Verbindungen (verknipft Gber Ethyl-, Propyl- bzw.
Butylketten) an die Nitroimidazol-Gruppe angehangt, um so bifunktionelle
Derivate mit unterschiedlicher Lipid-Ldslichkeit zu erhalten.

Tabelle 1. Summenformeln der neusynthetisierten Nitroimidazol-Derivate. A-E-NI: N-[2-
(Aminooxy)Ethyl]-2-Nitroimidazol, F-P-NI: N-{3-[(4-Fluorobenzyliden)Aminooxy]Propyl}-2-
Nitroimidazol, F-B-NI: N-{4-[(4-Fluorobenzyliden)Aminooxy]Butyl}-2-Nitroimidazol, PRC: N,N,N-
Tris[2-(2-Nitro-1H-Imidazol-1-yl)Ethyl]JAmine. Die Nitroimidazole sind jeweils mit Summenformel
und Molekulargewicht aufgefuhrt [109].

Nitroimidazol Summenformel Molekulargewicht
[mg/mmol]

A-E-NI CsHgN,O3 172,142

F-P-NI C13H13FN4O3 292,266

F-B-NI C14H15FN4O3 306,292

PRC Ci15H1gN1006 434,367

In einem weiteren Ansatz (Abbildung 3) wurden in Gegenwart von
Kaliumkarbonat (K,CO3) und Dimethylformamid (DMF) Uber ein tertidres Amin
drei Ethyl-Nitroimidazol-Gruppen bei 110°C Uber eine Reaktionszeit von 7
Stunden miteinander verknupft [109]. Dadurch wurde zum einen eine erhdhte

Elektronenakzeptorkapazitat erreicht, zum anderen entstand ein Molekdl,
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welches unter Hypoxie Makromolekile quervernetzten kann und somit verstarkt

zytotoxisch wirkt.
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(1): 2-Nitroimidazole; K.CO3 / DMF, Hitze

Abbildung 3. Synthese von N,N,N-Tris[2-(2-Nitro-1H-Imidazol-1-yl)Ethyl]JAmin (PRC). (1): in
Gegenwart von 2-Nitroimidazolen, Kaliumkarbonat (K.CO3) und Dimethylformamid (DMF) entsteht
bei einer Temperatur von 110°C aus Tris(2-Chloroethyl)Aminhydrochlorid das Nitroimidazol PRC
(modifiziert nach Langenbacher et al. [110]).

Die pulverformigen Nitroimidazol-Derivate lagerten bei +8°C im Kuhlschrank.
Zur Herstellung von Nitroimidazol-Stammlésungen wurden die Derivate jeweils
in einer Konzentration von 100 mM in DMSO gel6st. Dafur wurde die Einwaage

mit folgender Formel berechnet:

Einwaage [mg] = Konzentration [@] x Molekulargewicht [%] x Volumen|l]

Durch Aufwéarmen im Wasserbad bei 37°C und mit Hilfe eines Magnetrthrers
konnten die Nitroimidazole vollstandig in DMSO gelost werden. Die

Stammlésungen wurden zu aliquoten Teilen (1 ml) bei -20°C gelagert.
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2.2.2.2 Sterilfiltration der Nitroimidazole

Fur die jeweiligen Versuchsansatze wurden sowohl die Lymphom- als auch die
Glioblastomzellen im Vorfeld fur 24 oder 48 Stunden in Anwesenheit der
Nitroimidazole (in Konzentrationen von 0,1 uM bis 100 uM) kultiviert. Im ersten
Schritt wurden die Nitroimidazol-Stammlosungen (100 mM) mit frischem
Kulturmedium jeweils auf die entsprechende Konzentration verdinnt und als
nachstes, um das Risiko beeinflussender Mikroorganismen maoglichst gering zu
halten, sterilfiltriert. Dafiir wurde das Nitroimidazol-Medium-Gemisch in einer 10
ml Braun Injekt Spritze vorsichtig unter Druck durch einen Sterilfilter mit 0,20
pm  Porenweite (Millex®-FG) gepresst und in sterile 10 ml Rdhrchen

aufgenommen.

2.2.2.3 Schaffung eines anaeroben Milieus

Zur Schaffung eines anaeroben Milieus wurden die Zellen je nach Experiment
in Zellkulturplatten und Zellkulturflaschen luftdicht in GasPak-EZ-Beutelsysteme
eingeschlossen und fur mindestens 24 Stunden im Brutschrank bei 37°C und
5% COj-Atmosphéare inkubiert. Zur Kontrolle hypoxischer Verhaltnisse im
Beutel (0,1% O,) diente ein CO,-Indikatorstreifen, der per Farbumschlag ein

anaerobes Milieu bestétigte.

2.2.2.4 Bestrahlung der Zellen

Nach 24 oder 48 Stunden Kultivierungszeit im Brutschrank wurden die
behandelten Zellen mittels einem Linearbeschleuniger (LINAC, englisch LINear
ACcelerator) mit 6 MV Photonen bestrahlt (dies wurde mit einem Philips LINAC
SL25 oder einem Elekta LINAC durchgeflhrt).

Je nach Versuchsansatz wurden die Zellen in Kulturflaschen, bei anaeroben
Bedingungen in Kulturflaschen in Beutelsystemen, mit Energiedosen von 2, 4,
5 6, 8 oder 10 Gy bestrahlt. Zum Energieaufbau wurde eine die
Kdrperoberflache simulierende Bestrahlungsplatte (sogenanntes Phantom,
siehe auch Abbildung 4) Uber den Kulturflaschen positioniert. Mit Hilfe von
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Rotlichtsensoren konnte das Dosismaximum auf HOhe der Zellkulturen
ausgerichtet werden.

Bestrahlung

1 1 1 I
1 1 1 I
1 1 1 I
1 1 1 I
1 1 1 I
1 1 1 I
1 1 1 I
1 1 1 I
vy v v ¥

Phantom

. Zellkultur

- / == Rotlicht

Abbildung 4. Bestrahlung der Zellen (Schema). Je nach Versuchsansatz wurden die Zellkulturen
mit Dosen von 2 bis 10 Gy bestrahlt. Mittels eines Phantoms wurde das Umgebungsgewebe des
menschlichen Koérpers simuliert.

2.2.3 Kombinierte Behandlungsansatze

2.2.3.1 Sequenzielle Verdinnungsreihe

Bei diesem Experiment wurden Lymphomzellen in Ab- und Anwesenheit des
Nitroimidazol-Derivats PRC unter norm- und hypoxischen Bedingungen
kultiviert, mit 5 Gy bestrahlt und anschlieRend zur Bestimmung der niedrigsten
Zellzahl, aus der noch eine Kultur angezogen werden kann, sequentiell
verdunnt.

Zunachst wurden die Zellen der Jurkat-Lymphomreihe im Verhéltnis 1:10 mit
frischem Kulturmedium verdinnt und mit Hilfe der Neubauerzahlkammer die
Zellzahl pro Milliliter bestimmt.

Fir den Versuchsansatz unter Normoxie wurde mit frischem Medium eine
Zellsuspension der Konzentration 25 x 10* Zellen/ml, fiir den Hypoxie-Ansatz
eine Konzentration von 50 x 10* Zellen/ml hergestellt und je zwei 6-Well-

Zellkulturplatten mit 2 ml/Well der vorgesehenen Zellsuspension beladen. Drei
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Wells pro Platte wurden zusatzlich mit 2 yl der PRC-DMSO-Suspension (100
pMM) behandelt.

00|00
00|00
[eX°)}i(e)6)

Hypoxie-Beutelsystem

Abbildung 5. Schaffung eines anaeroben Milieus. Inkubation von Jurkatzellen unter Normoxie
(links) und Hypoxie im GasPak-EZ-Beutelsystem (0,1% O, rechts). Die rechte Spalte der 6-Well-
Platten zeigt jeweils den zusatzlich mit PRC (100 uM) behandelten Ansatz.

Zur Schaffung eines anaeroben Milieus (0,1% O,) wurden die Zellkulturplatten
des hypoxischen Ansatzes luftdicht in  GasPak-EZ-Beutelsysteme
eingeschlossen. Alle 6-Loch-Platten wurden fir 24 Stunden im Brutschrank
kultiviert (Abbildung 5). Anschliel3end wurden die fur die Radiatio vorgesehenen
Zellen mittels Linearbeschleuniger mit 5 Gy 6 MV Photonen bestrahilt.

Zur Herstellung der sequenziellen Verdinnungsreihen wurden nun im nachsten
Schritt die Zellzahlen pro Well bestimmt und jeweils der Mittelwert aus den
dreifachen Ansatzen pro Bedingung ermittelt. Dafiir wurden die unter Hypoxie
befindlichen Zellen aus den GasPak-EZ-Beutelsystemen herausgenommen.

Alle Zellen wurden dann nach folgendem Schema verdinnt:

e Normoxie: 1000 Zellen/ml

e Normoxie + PRC: 1000 Zellen/ml

e Normoxie + 5 Gy: 100 000 Zellen/ml

e Normoxie + PRC + 5 Gy: 100 000 Zellen/ml

e Hypoxie: 50 000 Zellen/ml
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e Hypoxie + PRC: 50 000 Zellen/ml
e Hypoxie + 5 Gy: 100 000 Zellen/ml
e Hypoxie + PRC + 5 Gy: 200 000 Zellen/ml

Jetzt wurden von diesen Verdinnungen jeweils in 6-facher Ausfihrung 200
pi/Well in 96-Well-Zellkulturplatten ausplattiert und in finf Verdtiinnungsschritten
je 1:5 mit Medium diluiert (Abbildung 6).

1 2 3 4 5

000000
Q00000
Q00000
Q00000
Q00000
OCOUD00

Abbildung 6. Sequenzielle Verdiinnung der Jurkat-Lymphomzellen. Zwischen 1000 Zellen/ml
(0 uM PRC, Normoxie, 0 Gy Radiatio) und 200000 Zellen (100 pM PRC, Hypoxie, 5 Gy Radiatio)
wurden schrittweise (1:5) zur Bestimmung des klonogenen Uberlebens verdinnt.

Die Zellen wurden fur 14 bis 21 Tage bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Dabei
wurde anhand des Medium-Farbumschlags von rot auf gelb, der Verbrauch an
Nahrstoffen und somit ein Zellwachstum registriert. AnschlieRend konnten dann
die niedrigsten Zellzahlen, bei denen noch eine Kultur angezogen werden

konnte, ermittelt werden.

2.2.3.2 Koloniebildungsassays
Mit Hilfe des Koloniebildungstests wurde das klonogene Uberleben von Zellen
der humanen Glioblastom-Zelllinie T98G ermittelt. Die Zellen wurden dabei in

Ab- und Anwesenheit des Nitroimidazol-Derivats PRC unter norm- und
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hypoxischen Bedingungen kultiviert und mit Dosen von bis zu 10 Gy bestrahlt.
Nach einer Inkubationszeit zwischen 14 bis 21 Tagen wurden dann die Zellen
bestimmt, die in der Lage waren, durch Zellteilung Kolonien von 50 oder mehr
Tochterzellen zu bilden.

Im ersten Schritt wurden zwischen 2 x 10 (Kontrolle, aerobe Bedingungen) und
maximal 3 x 10° (anaerobe Bedingungen, behandelt und mit 10 Gy bestrahlt)
Zellen in Abhéangigkeit ihrer vorgesehenen Behandlung in 50 bzw. 250 ml
Zellkulturflaschen ausgeséat und fur 24 Stunden im Brutschrank (37°C, 5% COy)
inkubiert.

AnschlieBend wurde fur die Chemotherapie das RPMI Vollmedium mit 10%
FCS durch 100 uM PRC-DMSO-Suspension ersetzt und die Zellkulturflaschen,
fur die hypoxische Bedingungen vorgesehen waren, in GasPak-EZ-
Beutelsysteme eingeschlossen.

Nach weiteren 48 Stunden Inkubationszeit im Brutschrank wurde nun ein Tell
der Zellen mit einem Linearbeschleuniger bestrahlt. Um vergleichbare Werte im
Bezug auf das klonogene Uberleben der Glioblastomzellen in Abhangigkeit
verschiedener durch ionisierende Strahlung verursachte Energiedosen zu
erhalten, wurden die Zellen mit 2, 4, 6, 8 und 10 Gy bestrahlt, sodass

schliel3lich folgende Bedingungen verglichen werden konnten:
Kontrollgruppe (Normoxie):

e Unbehandelte Zellen

e Zellen behandelt mit PRC (100 uM)

e Zellen bestrahlt (mit 2, 4, 6, 8 oder 10 Gy 6MV Photonen)

e Zellen behandelt mit PRC (100 uM) und bestrahlt (mit 2, 4, 6, 8 oder 10
Gy 6MV Photonen)

Anaerobe Gruppe ( 48 Stunden Hypoxie; 0,1% O,):

e Unbehandelte Zellen
e Zellen behandelt mit PRC (100 pM)
e Zellen bestrahlt (mit 2, 4, 6, 8 oder 10 Gy 6MV Photonen)
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e Zellen behandelt mit PRC (100 uM) und bestrahlt (mit 2, 4, 6, 8 oder 10
Gy 6MV Photonen)

Unmittelbar nach der Radiatio wurden die adhérenten Glioblastom-Zellen mit
sterilem PBS gewaschen und mit 0,05% Trypsin/EDTA vom Boden der
Zellkulturflaschen abgeldst (pro Zellkulturprobe 2 ml der Dissoziationslosung,
nach 10- bis 15-mindtiger Inkubation im Brutschrank Iosten sich die Zellen
deutlich sichtbar vom Flaschenboden). Das Zell-Medium-Gemisch wurde in
Zentrifugenrohrchen aufgenommen und bei 1200 U/min far 5 Minuten
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abpipettiert und verworfen, die
Zellen wurden je Probe in 10 ml frisches Medium aufgenommen.

Jetzt wurde mit Hilfe der Neubauerzéhlkammer von allen vorbereiteten Proben
die Zellzahl pro Milliliter bestimmt und die Zellen je nach Art der Behandlung in
unterschiedlicher Zelldichte (200 bis 4000 Zellen/Well) in 6-Well-Platten
ausgesat. Pro Ansatz wurden jeweils weitere drei bis vier Verdinnungsstufen
(jeweils 1:2) angesetzt.

Die 6-Well-Platten wurden im Brutschrank inkubiert und unter regelmafiger
mikroskopischer Kontrolle wurden die Zellen, in Abhangigkeit ihres
Wachstumsverhaltens und der Bildung von Kolonien, nach 10 bis 28 Tagen
abgestoppt. Als Abstoppen bezeichnet man das Fixieren und Farben der
Zellkolonien. Dafiir wurde unter dem Abzug der Uberstand in den Wells
abgesaugt, die Zellen fur 10 Minuten mit 3,7%iger Formaldehydlésung fixiert,
weitere 10 Minuten mit 70%igem Ethanol behandelt und die Wells mit
destilliertem Wasser gut ausgespult. AnschlieRend wurden die fixierten T98G-
Zellen fur 10 Minuten mit dem Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-
Blau (0,05%) angefarbt, danach wurde erneut mit Aqua dest. nachgesplilt.

Zur Auswertung der Koloniebildungstests wurden nach Fixation und Féarbung
unter dem Mikroskop alle Kolonien > 50 Zellen gezahlt. Aus dem Mittelwert der
gewachsenen Kolonien durch die Anzahl ausgesater Zellen wurde die plating
efficiency (PE) berechnet. Die spater im Diagramm dargestellte surviving
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fraction (SF) wurde, bezogen auf die surviving fraction der unbehandelten

Kontrolle mit einem Wert von 1, bestimmt.

Anzahl gezahlter Kolonien

. . PE) =
plating ef ficiency (PE) Anzahl ausgesater Zellen

Anzahl gezahlter Kolonien

. tion (SF) =
surviving fraction (SF) Anzahl ausgeséter Zellen x PEg,,

2.2.4. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie dient anhand quantitativer Vermessung und
molekularer Charakterisierung der Analyse von Zellen. Eine Form der
Durchflusszytometrie stellt dabei FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)
dar. Dabei werden in Suspension befindliche Zellen in einem
Durchflusszytometer von einer Injektionsnadel angesaugt und einzeln der Reihe
nach rechtwinklig an einer Lichtquelle, meist einem Argon-Laser (Wellenlange
488 nm), vorbeigefuhrt. An diesem Kreuzungspunkt von Laserstrahl und Zellen
kommt es zu einer Streuung des Anregungslichts, sowie, bei zuvor spezifischer
Farbung der Zellen, zur Anregung von Fluoreszenzen. Mittels
Photoelektronenvervielfacher (Photomultiplier) wird dieses gestreute Licht
detektiert, in elektrische Signale umgewandelt und anschlieend in digitaler
Form gespeichert. Die zum Laserstrahl in kleinem Winkel abgelenkte
Vorwartslichtstreuung (FSC = ,forward scatter®) dient dabei der Bestimmung der
ZellgréRe, die zum Laserstrahl rechtwinklige Seitwartslichtstreuung (SSC =
,Side scatter®) wird vor allem von der Granularitat und intrazellularen Struktur
bestimmt. Streusignale fluoreszierender Farbstoffe werden ebenfalls im rechten

Winkel zur Lichtquelle aufgefangen. Diese konnen mithilfe von
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Farbteilerspiegeln und Bandpassfiltern je nach Emissionsspektrum (FL1=
530/30 nm; FL2 = 585/42 nm; FL3 = >670 nm) optisch getrennt und ebenfalls
Uber Photomultiplier selektiv gemessen werden.

Zur Auswertung und Darstellung der digitalisierten Daten kommen unter
anderem eindimensionale Histogramme oder zweidimensionale Dot-Plots
(Punktwolkendarstellung) zur Anwendung. In einem Histogramm wird die
Fluoreszenzintensitat (x-Achse) gegen die Zahl der Zellen, die mit einer

bestimmten Intensitat gemessen wurden (y-Achse), aufgetragen.
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Abbildung 7. Histogramm mit Zellverteilung. Darstellung der Anzahl an Zellen (Count, y-Achse)
in Abhéngigkeit ihrer gemessenen Fluoreszenzintensitat (FL2, x-Achse). Entsprechend dem DNA-
Gehalt findet eine Verteilung in die Zellzyklusphasen subG1 (apoptotische Zellen mit geringster
Fluoreszenzintensitat), G1s, S (Chromatidenreplikation), G2, und hyperG (polyploide Zellen) statt.

Zwei beliebige Messparameter, beispielsweise Vorwarts- und
Seitwartslichtstreuung, werden in einem Dot-Plot auf der x- und y-Achse
anhand ihrer Lichtintensitat gegeneinander aufgetragen. Dabei steht jeder

Punkt fir ein gemessenes Ereignis. Unabhangige Messparameter zeigen dabei
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verschiedene Zellpopulationen, korrelierende Parameter eine Zellverteilung als

Diagonale an.
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Abbildung 8. Histogramme mit Dot-Plots. Darstellung der gemessenen Vorwartslichtstreuung
(FSC, x-Achse) und der Seitwartslichtstreuung (SSC, y-Achse). Die Zellen mit ahnlicher Zellgréle
(FSC) und Granularitdt (SSC) werden zusammengefasst (Gate 1, links). Darstellung von
Vorwartslichtstreuung (FSC, x-Achse) und Fluoreszenzintensitat (FL2, y-Achse)(rechts).

Die Arbeiten am Durchflusszytometer wurden an dem Gerat FACSCalibur
(Becton Dickinson) durchgefuhrt. Als Software wurde CellQuest Pro (BD
Biosciences) zur digitalen Darstellung des emittierenden Lichts und FCS-

Express (De Novo) zur Auswertung der Signale benutzt.

2.2.4.1 Apoptose und Zellzyklus (Nicoletti)

Der Einfluss der neuartigen Nitroimidazol-Derivate auf Zellzyklus und Apoptose
wurde durch Anfarben der Zellen mit Propidiumiodid (PI) nach Nicoletti [111]
mittels Durchflusszytometrie untersucht.

Sowohl Zellen der Jurkat- als auch der Glioblastom-Zelllinie wurden dazu in
einer Anzahl von ca. 10° Zellen je Zellkulturflasche unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen in Ab- und Anwesenheit des jeweiligen
Nitroimidazols in einer Konzentration von 100 puM fir 48 Stunden kultiviert. Die
T98G-Zellen wurden dann fir weitere 24 bzw. 48 Stunden aus der Hypoxie
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befreit und reoxygeniert. Im nachsten Schritt wurden die Zellen in FACS-
Rohrchen resuspendiert (die adharenten Glioblastomzellen mussten zuvor mit
2 ml 0,05% Trypsin/EDTA geldst werden), pelletiert (1800 U/min, 8 Minuten)
und der Uberstand verworfen. Jetzt wurden die Zellpellets in Nicoletti-Losung
(0,1% NaCitrat, 0,1% TritonX 100, 10 pg/ml Pl) aufgenommen und fur 60
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln angefarbt.

Pl, ein spezifischer Fluoreszenzfarbstoff, ist in der Lage, intrazelluléar in die DNA
zu interkalieren und die Zelle anzufarben. Da Pl im Normalfall nicht
membrangangig ist, kann es nur in Zellen mit gestdrter Barrierefunktion
gelangen. Dies trifft auf nekrotische oder sich in der spaten Apoptosephase
befindliche Zellen zu, was eine Lebend-Tot-Diskriminierung erlaubt. Um in
Abhangigkeit des DNA-Gehalts die Zyklusphase aller Zellen sichtbar zu
machen, wird mittels detergenter Bestandteile der Nicoletti-Losung (Triton-X
und hypotoner Puffer) eine Permeabilitait der Zellen mit intakter
Membranbarriere erreicht.

Direkt nach dem Anfarben fand die FACS-Messung der Proben statt. Dabei
wurde die Vorwartslichtstreuung und die Fluoreszenz im FL2-Kanal
(Anregungswellenlange 488 nm, Emission bei 564-606 nm), die
Zellzyklusphasen im FL3-Kanal (Anregungswellenlange 488 nm, Emission bei
>670 nm) gemessen. Bei normaler Zellpopulation zeigt sich entsprechend dem
Anstieg des DNA-Gehalts der einzelnen Zellzyklusphasen ein typisches Bild im
Histogramm. Apoptotische Zellen bilden durch Fragmentierung des Zellkerns
und Abbau von DNA oder durch DNA-haltige Vesikelbildung den Bereich der
geringsten Fluoreszenzintensitat, die sog. subG1-Fraktion. Zellen der G1- und
G2-Phase bilden zwei Peaks, dazwischen liegen Zellen der S-Phase. Der
hyperG-Bereich wird schliel3lich aus Zellen mit hdherem DNA-Gehalt als in der
G2-Phase, also polyploiden Zellen, gebildet (siehe auch Abbildung 7).

Da PI kanzerogene Eigenschaften besitzt, war es wichtig wahrend der
Benutzung des Farbstoffes stets Nitrilhandschuhe zu tragen und die

Entsorgungsrichtlinien zu beachten.
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2.2.4.2 Messung des mitochondrialen Membranpotentials (TMRE)

TMRE (Tetramethylrhodaminethylester) ist ein lipophiler, positiv geladener
Fluoreszenzfarbstoff, der sich an der durch das mitochondriale
Membranpotential (Awm) negativ  geladenen Innenmembran intakter
Mitochondrien anreichert und diese anfarbt [112]. Kommt es zum
Zusammenbruch von Awwm, diffundiert der Farbstoff aus der mitochondrialen
Membran und der Zelle, dementsprechend sinkt die von TMRE emittierte
Fluoreszenzintensitat, was sich im Durchflusszytometer messen lasst.

Jeweils ca. 10° Glioblastomzellen wurden iiber 48 Stunden unter Hypoxie mit
dem Nitroimidazol-Derivat PRC (100 pM) versetzt, nach anschlie3end 24-
stindiger Reoxygenierungsphase trypsiniert, in FACS-R6hrchen tberfuhrt und
bei 1200 U/min fir 5 Minuten zentrifugiert. Nun wurde das Pellet in 300 pl 25
nM TMRE-Medium-Gemisch aufgenommen, fur 30 Minuten im Brutschrank bei
37°C inkubiert und anschlieBend am FACS-Gerdt gemessen. Die
Fluoreszenzintensitat wurde dabei wie nach PI-Farbung im FL2-Kanal erfasst
und im Histogramm dargestellt.

Als Positiv-Kontrolle diente CCCP (Carbonylcyanid-m-Chlorophenylhydrazon),
ein kunstlicher Entkoppler, der nach Zugabe zu den Zellproben (je 1 puM) zu
einer vollstandigen Depolarisation des Membranpotentials fihrte.

2.2.4.3 Annexin-V-/Propidiumiodid-Doppelfarbung von Glioblastomzellen

Das Anfarben der Zellen mit Annexin-V zur Quantifizierung apoptotischer Zellen
macht sich ein weiteres Charakteristikum in der Frihphase der Apoptose zu
nutzen. An der Plasmamembran findet dabei ein Zusammenbruch der Lipid-
Asymmetrie statt. Phosphatidylserin (PS), das in intakten Zellen standig durch
energieabhangige Prozesse auf das innere Membranblatt transloziert wird,
erscheint nun auf der Zelloberflache [113]. Annexin-V bindet Ca?*-abhangig mit
einer hohen Affinitdt von auf3en an dieses Phospholipid [114, 115]. Da jedoch
auch bei spatapoptotischen und nekrotischen Zellen durch Verlust ihrer
Membranintegritat der PS-Nachweis mit Annexin-V positiv ist, gilt es diese

Zellen durch Doppelfarbung mit Pl abzugrenzen. Dies ist mdglich, da PI nur in
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nekrotischen Zellen mit rupturierter Plasmamembran in die Zelle gelangen
kann.

Adharente T98G-Zellen wurden in einer Zellzahl von 10° in Kulturflaschen
ausgesat und nach Schema mit 100 uM PRC behandelt. Die fur 48 Stunden
unter Hypoxie gehaltenen Zellen wurden anschliel3end fir weitere 24 Stunden
reoxygeniert. Die Zellen wurden mit sterilem PBS gewaschen, trypsiniert und
zentrifugiert. Fur den néchsten Schritt mussten ein Inkubationspuffer sowie die

Annexin-V-Fluos-Markierungslosung hergestellt werden:

e Inkubationspuffer:
10 mM Hepes/NaOH (pH 7,4)
140 mM NaCl
5 mM CacCl,

e Markierungslésung:
1000 pl Inkubationspuffer
+ 20 pl Annexin-V-Fluos-Stammldsung
+ 10 pl PI-Stammlésung (Stock 1 mg/ml)

Je Probe wurde das Zellpellet jetzt in 100 ul Markierungslésung resuspendiert
und far 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Direkt vor der
anschlieBenden Zellmessung am FACS-Gerat wurde dann noch jeweils 0,4 pl
Inkubationspuffer hinzugegeben.

Fur die Analyse am Durchflusszytometer wurden die Bandpassfilter zur
Detektion der Emissionsspektren von Pl und Annexin entsprechend eingestellt
(FL1 (Annexin), FL3 (Pl)). Nach der Messung konnten die mit beiden
Farbstoffen angefarbten Zellen nun in Dot-Plots als Annexin-V- und Pl-negative,
Annexin-V-positive und Pl-negative apoptotische sowie Annexin-V- und PI-

positive (sekundar) nekrotische Zellen dargestellt und unterschieden werden.
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2.2.4.4 Messung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) mittels CM-H,DCFDA

Um das Ausmal} des zellularen oxidativen Stresses unter normoxischen und
hypoxischen Bedingungen nach Zugabe des Nitroimidazol-Derivats PRC
vergleichen zu  koénnen, diente 5-(und -6) -Chloromethyl-2’,7’-
Dichlorodihydrofluorescein-Diazetat (CM-H,-DCFDA) als Indikator
intrazellularer ROS-Bildung. Dieses Molekdl ist in der Lage passiv durch die
Zellmembran zu diffundieren und wird anschliel3end durch zelleigene Esterasen
zu nicht-fluoreszierendem CM-H,-DCF deazetyliert. In Gegenwart der reaktiven
Sauerstoffspezies Stickstoffmonoxid und Wasserstoffperoxid wird durch
Oxidation das stark fluoreszierende CM-DCF gebildet [116, 117].

Fir die Zellfarbung wurde CM-H,-DCFDA so in DMSO geldst, dass die
Endkonzentration 10 uM betrug. Weiter wurde eine Pufferlésung hergestellt:

¢ NaCl-Ringer-L6sung (pH 7.3):
125 mM NaCl
5 mM KCI
5 mM Glucose
32 mM Hepes

Erneut wurden Glioblastomzellen in einer Zellzahl von 10° in Kulturflaschen
ausgesat, nach Schema mit 100 uM PRC behandelt, fir 48 Stunden unter
Hypoxie inkubiert und anschlie3end fir weitere 24 Stunden reoxygeniert.

Als Nachstes wurden die Zellen mit sterilem PBS gewaschen, trypsiniert und
zentrifugiert (200 U/min, 5 Minuten), in die Pufferlésung resuspendiert und mit
10 uM CM-H,-DCFDA fir exakt 20 Minuten bei 37°C behandelt. Danach wurde
die Emissionsintensitat der Zellen am FACS-Gerat analysiert und anhand der
Fluoreszenz die intrazellulare ROS-Bildung nach unterschiedlicher

Behandlungsart verglichen.

2.2.5 Statistik
Die ermittelten Daten wurden statistisch ausgewertet. Dabei wurden von den

jeweils in mehrfacher Ausfihrung erfassten Versuchsergebnissen die
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Mittelwerte bestimmt. Mittels Einstichproben- und zweiseitigem t-Test wurde bei
Normalisierung der Daten auf die Kontrollwerte die Abweichung vom Sollwert
1.0 abgeschatzt. Unterschieden sich die Standardabweichungen zweier
Gruppen nicht, wurde der ungepaarte zweiseitige t-Test angewandt. Differierten
dagegen die Standardabweichungen signifikant wurde der korrigierte t-Test
nach Welch [118] verwendet. Um bei Mehrfachvergleichen die Mittelwerte der
Datensatze vergleichen zu konnen, wurde eine Varianzanalyse (ANOVA),
entweder als  Tukey-Kramer  Post-hoc-Test (Standardabweichungen
unterschieden sie nicht) oder als parameterfreier Kruskal-Wallis- und Dunn’s
Post-hoc-Test  (Standardabweichungen differierten)  durchgefuhrt.  Zur
Berechnung wurde die Software InStat (GraphPad Software, Inc., San Diego,
CA, USA) verwendet. Dabei wurden p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant

erachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Hypoxisch-zytotoxische Wirkung der Nitroimidazol-Derivate im
Vergleich

Die zytotoxische Potenz der verwendeten Nitroimidazol-Derivate wurde anhand
ihres Einflusses auf das zellulare Uberleben von Jurkat-Lymphomzellen
verglichen. Der Zelltod wurde als subG1-Population im Nicoletti-
Farbehistogramm in der Durchflusszytometrie definiert. Alle vier untersuchten
Nitroimidazole zeigten hierbei eine zytotoxische Wirkung auf hypoxische Zellen
(Abbildung 9). Im Vergleich zu den mit jeweils nur einer Nitroimidazol-Gruppe
ausgestatteten Derivaten (A-E-NI, F-P-NI und F-B-NI) stellte sich das tertiare
Amin PRC (N,N,N-Tris[2-(2-Nitro-1H-Imidazol-1-yl)Ethyl]JAmin) mit seinen drei
Ethyl-Nitroimidazol-Gruppen als hypoxisch-zytotoxisch am wirksamsten heraus
(Abbildung 9, B). Bei unter Normoxie kultivierten und behandelten
Lymphomzellen zeigte PRC ebenso wie A-E-NI und F-P-NI im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe keine zytotoxische Wirkung. Lediglich bei F-B-NI
fiel eine leicht erhéht messbare subG1-Population im Vergleich zur Kontrolle
auf. Basierend auf diesen Daten wurde PRC fur die weiterfihrenden
Untersuchungen ausgewahlt.
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Abbildung 9. Hypoxisch-zytotoxische Wirkung der neuartigen Nitroimidazol-Derivate. Jurkat-
Lymphomzellen wurden 48 Stunden unter normoxischen (schwarze Linien in A und weif3e Balken in
B) bzw. hypoxischen (0.1% O;) Bedingungen (rote Linien in A, schwarze Balken in B) in Ab-
(Kontrolle) und Anwesenheit von Nitroimidazolen (je 100 uM) kultiviert, danach mit Propidiumiodid
nach Nicoletti gefarbt  und anschlieend im Durchflusszytometer  analysiert.
A. Histogramme. Der Marker umspannt die subG1-Population bestehend aus den toten Zellen. B.
Mittelwerte der subG1l-Population (x SE, n = 4) in %; (A-E-NI: N-[2-(Aminooxy)Ethyl]-2-
Nitroimidazol F-P-NI: N-{3-[(4-Fluorobenzyliden)Aminooxy]Propyl}-2-Nitroimidazol, F-B-NI: N-{4-[(4-
Fluorobenzyliden)Aminooxy]Butyl}-2-Nitroimidazol, ©~PRC:  N,N,N-Tris[2-(2-Nitro-1H-Imidazol-1-
y)Ethyl]JAmin).

3.2 Hypoxisch-radiosensibilisierender Effekt von PRC

Um einen radiosensibilisierenden Effekt des Nitroimidazol-Derivats PRC unter
Hypoxie von einer rein hypoxisch-zytotoxischen Wirkung abzugrenzen, wurden
Lymphom-Zellen in einem ersten Experiment in Ab- und Anwesenheit des
Nitroimidazols unter norm- und hypoxischen Bedingungen Kkultiviert und
anschlieRend mit einer Dosis von 5 Gy am Linearbeschleuniger bestrahlt. Durch
seqguentielle Verdinnung wurden flr die unterschiedlichen Behandlungsstrange
jeweils die niedrigsten Zellzahlen bestimmt, aus denen noch eine Kultur

angezogen werden konnte (Abbildung 10).
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Abbildung 10. Hypoxisch-zytotoxische und hypoxisch-radiosensibilisierende Wirkung des
neuartigen Nitroimidazol-Derivats PRC. Jurkat-Lymphomzellen wurden 24 Stunden mit PRC (0
bzw. 100 pM) unter normoxischen bzw. hypoxischen Bedingungen kultiviert und anschlieRend
bestrahlt (5 Gy). Danach wurde die minimale Zellzahl (Mittelwerte + SE, n = 6) bestimmt, aus der
noch Kulturen gezogen werden konnten (PRC: N,N,N-Tris[2-(2-Nitro-1H-Imidazol-1-yl)Ethyl]JAmin).

Unter normoxischen Verhaltnissen bestatigte sich der fehlende zytotoxische
Einfluss von PRC. Unbehandelte und mit PRC behandelte Zellen dieser Gruppe
wiesen keine signifikante Differenz beziiglich des klonogenen Uberlebens auf.
Unter Sauerstoffmangel (0.1% O,) trat die bereits beobachtete und erwartete
hypoxisch-zytotoxische Wirkung durch das Nitroimidazol ein, die minimale
Zellzahl, aus der noch eine Kultur gezogen werden konnte, lag bei den
behandelten Lymphomzellen ca. 60-fach héher. Wurden die Zellen zuséatzlich
mit einer Dosis von 5 Gy bestrahlt, konnte eine deutliche hypoxisch-
radiosensibilisierende Wirkung von PRC festgestellt werden. Hierbei lag die
minimale Zellzahl fiir das klonogene Uberleben um etwa den Faktor 150 hoher
(Abbildung 10, Hypoxie/5 Gy).

3.3 Vergleich der Zytotoxizitat unter Hypoxie von PRC und F-Misonidazol
Die Zytotoxizitat von PRC und F-Misonidazol unter Hypoxie wurde verglichen.
Mit in Zehnerpotenzen aufsteigenden Konzentrationen (0,1 uM bis 100 puM)

beider Nitroimidazol-Derivate wurden humane Jurkat-Lymphomzellen unter
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Normoxie sowie unter Hypoxie und anschlieBender Reoxygenierungsphase
inkubiert. Nach Farbung mit Propidiumiodid wurde im Durchflusszytometer
anschlieend die subG1-Fraktion (als Maf3 der sich in Apoptose befindenden
Zellpopulation) gemessen (Abbildung 11 A, B). Bei etwa 10% der Jurkat-Zellen
wurden bereits durch Hypoxie und Reoxygenierung Zelltod induziert, was als
Indiz fir die sensitive Reaktion der Zellen auf Sauerstoffmangel zu werten war.
Unter normoxischen Bedingungen konnte weder fir PRC noch fir F-
Misonidazol unter den gewahlten Hochstkonzentrationen (jeweils 100 uM) eine
signifikante  Steigerung der subG1-Population im Vergleich mit der
unbehandelten Kontrollzellpopulation beobachtet werden (Abbildung 11 C,
links). Im Gegensatz dazu war eine durch Hypoxie ausgeléste Zunahme
apoptotischer Zellen nach Behandlung mit beiden Nitroimidazolen in
unterschiedlichem Ausmall messbar (Abbildung 11 C, rechts). Ein signifikant
bestimmbarer hypoxisch-zytotoxischer Effekt war nach Behandlung mit PRC
bereits unter der Konzentration von 10 uM sichtbar. Ein vergleichbarer Effekt
zeigte sich unter F-Misonidazol erst ab einer Konzentration von 100 pM.
Anhand dieser Daten erscheint die zytotoxische Potenz von PRC unter Hypoxie
im direkten Vergleich mit F-Misonidazol etwas héher (Abbildung 11 D).
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Abbildung 11. Hypoxisch-zytotoxische Wirkung von F-Misonidazol (F-Miso) und PRC auf
Jurkat-Lymphomzellen im Vergleich. A, B. Die Lymphomzellen wurden fur 48 Stunden entweder
unter Normoxie (21% O;) oder Hypoxie (0.1% O) in Ab- oder Anwesenheit ansteigender
Konzentrationen von F-Miso (A) bzw. PRC (B) inkubiert, anschlieBend 24 Stunden normoxisch
weiterkultiviert (Reoxygenierung), permeabilisiert, und mit Propidiumiodid (Pl) angefarbt. Die
Histogramme zeigen die Fluoreszenzintensitdt von Pl im Durchflusszytometer gemessen nach
Hypoxie und Reoxygenierungsphase. Der Marker umfasst die toten Zellen der subGi- Population.
C. Durchschnittlicher Anteil (+ SE, n = 3) der durch die Behandlung abgetéteten Zellen (basale
Apoptoserate nicht bericksichtigt). D. Durchschnittliche hypoxische Zytotoxizitat der — 2-
Nitroimidazole (+ SE, n = 6 fur F-Miso und 9-15 fur PRC). ** und *** geben signifikante
Unterschiede von 1.0 an, Einstichproben- und zweiseitiger t-Test (p < 0.01 und entsprechend p <
0.001) (modifiziert nach Langenbacher et al. [110]).

38



3.4 Koloniebildung von T98G-Zellen nach Behandlung mit PRC

Um die Mechanismen der hypoxischen Zyto- und Radiotoxizitat von PRC
genauer zu untersuchen, wurde fur weitere Experimente die maligne
Glioblastom-Zelllinie T98G, welche sich durch eine hdéhere Resistenz gegen
Hypoxie auszeichnet, gewahlt.

Passend zu dieser Zelleigenschaft konnte nach 48-stindiger Inkubation unter
Hypoxie und anschlieBender Reoxygenierungsphase (24 Stunden) im
Gegensatz zu den zuvor verwendeten Jurkat-Lymphomzellen keine Zunahme
der subG1l-Population im Vergleich zur normoxischen Kontrollgruppe im
Durchflusszytometer gemessen werden. Wurden die Glioblastomzellen jedoch
mit PRC (100 pM) behandelt, war eine signifikant messbare hypoxisch-
zytotoxische Wirkung des Nitroimidazols auch in dieser Zelllinie nachweisbar.
Unter normalen Sauerstoffpartialdricken war auch hier keine zytotoxische
Wirkung von PRC auf T98G-Zellen feststellbar (Abbildung 12 A).

Um den Einfluss des Nitroimidazols auf das klonogene Uberleben zu
bestimmen, wurde die surviving fraction nach PRC-Behandlung (100 pM) bei
niedrigen Sauerstoff-Partialdricken (0.1% O, fir 48 Stunden) und anschlie3end
24-stundiger Reoxygenierung im Koloniebildungstest ermittelt. Hierfur wurden
die Zellen im Anschluss an die Behandlung sequentiell verdinnt und in
Nitroimidazol-freies Kulturmedium ausplattiert. Bei den unbehandelten T98G-
Zellen verminderte bereits Hypoxie und anschlieBende Reoxygenierung das
klonogene Uberleben um etwa 50% im Vergleich zur normoxischen
Kontrollgruppe (Abbildung 12 B und C).
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Abbildung 12. PRC wirkt auf T98G-Zellen hypoxisch-zytotoxisch. T98G-Zellen wurden in Ab-
(Kontrolle) und Anwesenheit von PRC (100 uM) unter Sauerstoff-Partialdriicken von 21%
(Normoxie) oder 0.1% (Hypoxie) fur 48 Stunden inkubiert und anschlieRend fur 24 Stunden
reoxygeniert. A. Zur Bestimmung des durch PRC induzierten Zelltods wurden die T98G-Zellen
permeabilisiert und mit DNA-spezifischem Propidiumiodid (PI) gefarbt. Das Histogramm zeigt den
durchschnittlichen Anteil (+ SE, n = 6-9) durch die Behandlung abgetdteter Zellen (subG1-
Population, basale Apoptoserate nicht berlicksichtigt). B. Im Koloniebildungs-Test wurden die
Zellen in Abwesenheit von PRC schrittweise verdinnt und in 6-Well-Platten ausgesat. Der
Bildausschnitt zeigt das Koloniewachstum nach weiteren 14 Tagen Kultivierung. Die Anzahl
ausgesater Zellen pro Well ist angegeben. C. Durchschnittliche surviving fraction (x SE, n = 13-27
von mindestens 3 unabhangigen Experimenten). * und ** geben entsprechend p < 0.05 bzw. p <
0.01 im Kruskal-Wallis-Test an (parameterfreie ANOVA) (modifiziert nach Langenbacher et al.
[110]).

Auch bei normoxischen Sauerstoffverhaltnissen zeigten die Nitroimidazol-
behandelten Glioblastomzellen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen
eine verminderte surviving fraction (SF = 0,80 + 0,14). PRC fihrte hier zu einer
signifikanten Reduzierung der Uberlebensfraktion um 20% und machte damit
eine normoxisch-zytotoxische Wirkung nachweisbar. Noch deutlicher zeigte
sich die PRC-vermittelte Zytotoxizitat aber unter Hypoxie. Unter verminderten
Sauerstoff-Partialdricken ergab sich bei behandelten T98G-Zellen eine

signifikante Abnahme des Zelliberlebens von etwa 90% (Abbildung 12).

3.5 Zellzyklusanalyse PRC-behandelter Glioblastomzellen

Untersucht wurde der Einfluss von PRC auf den Zellzyklus der
Glioblastomzellen. Dafir wurden die Zellen erneut fir jeweils 48 Stunden unter
Normoxie und Hypoxie behandelt. Die Zellen unter Hypoxie wurden
anschlieBend fir 24 Stunden reoxygeniert. Fur die Zellzyklusanalyse wurden

die Zellen dann mit Propidiumiodid (PI) nach Nicoletti angefarbt und
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durchflusszytometrisch anhand ihrer Fluoreszenzintensitaten in die einzelnen
Subpopulationen G, S, G,/M, subG1 und hyperG unterteilt.

Als Kontrollgruppe (Kontrolle in Abbildung 13 A) galten unbehandelte T98G-
Zellen, welche unter Normoxie inkubiert wurden. Diese befanden sich nach 48
Stunden zu etwa 70% in der Gi-Phase, der Anteil an Zellen der S- und G-
Phase betrug jeweils etwa 10%. Der Anteil apoptotischer Zellen (subG1) lag bei
ca. 5%.

Eine Behandlung mit 100 uM PRC unter Normoxie zeigte keinen Einfluss auf
die Zellverteilung nach 48 Stunden (Abbildung 13 B).

Unter Hypoxie stellten sich die unbehandelten Glioblastomzellen relativ
stressresistent dar mit nur leichten Verschiebungen im Zellzyklus. Wurden die
Zellen fur 48 Stunden unter Hypoxie mit dem Nitroimidazol-Derivat behandelt
und anschlie3end fir 24 Stunden reoxygeniert, verschob sich die Zellverteilung
der einzelnen Zyklusphasen jedoch deutlich (Abbildung 13 A und B).
Hinweisend auf einen durch PRC induzierten S- und G,/M-Arrest, stimulierte
PRC eine Verkleinerung der G;- und eine VergréRerung der S- und G2/M-
Population (Abbildung 13 B). Der Anteil apoptotischer Zellen der subG1-Phase
stieg um etwa 4% an, das heil3t ein zytotoxischer Effekt des Nitroimidazols
konnte nur in Verbindung mit Hypoxie beobachtet werden (durchschnittlicher
prozentualer Anteil in der unbehandelten Zellpopulation von 3,9 (£ 0,9, n = 6), in
der mit PRC-behandelter Zellpopulation von 7,7 (£ 1, n = 9)).

Auffallend unter hypoxischem Stress war zudem eine Abnahme von in der
hyperG-Phase befindlichen Zellen (htherer DNA-Gehalt als in der G2-Phase)
unter dem Einfluss des Nitroimidazols (durchschnittlicher prozentualer Anteil in
der unbehandelten Zellpopulation von 3,1 (+ 0,8, n = 6), in der mit PRC-
behandelten Zellpopulation von 0,5 (+ 0,1, n = 9)).
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Abbildung 13. PRC stimuliert unter hypoxischem Stress den Ubergang von der G;- in die S-
Phase und fuhrt zu einer Akkumulation in der G,-Phase des Zellzyklus. A. Die Histogramme
zeigen die DNA-spezifische Propidiumiodid-Fluoreszenz der unbehandelten (Kontrolle, links) und
der mit 100 uM PRC (PRC, rechts) behandelten T98G-Zellen, durchflusszytometrisch gemessen
unter normoxischen Bedingungen (schwarze Linie) und nach hypoxischem Stress (48 Stunden
Hypoxie / 24 Stunden Reoxygenierung, rote Linie). Gi-, und G»-Phase sind abgebildet. B.
Durchschnittlicher prozentualer Anteil (+ SE, n = 7-9) von unbehandelten (Kontrolle) und PRC-
behandelten Zellen in der G- (links), S- (Mitte) und G»-Phase (rechts). Wie unter A. wurden die
Zellen unter Normoxie (1. und 2. Balken) und nach hypoxischem Stress (48 Stunden Hypoxie / 24
Stunden Reoxygenierung, 3. und 4. Balken) gemessen. *** gibt einen p-Wert von < 0.001 in der
Varianzanalyse (ANOVA) an (modifiziert nach Langenbacher et al. [110]).

3.6 Apoptose-Assay, Annexin-V-/Propidiumiodid-Doppelfarbung

Um die zytotoxische Wirkung von PRC genauer zu charakterisieren, wurden
T98G-Zellen mit Annexin-V und Propidiumiodid (PI) doppelt angefarbt. Am
Durchflusszytometer konnte so zusatzlich zur Zellzyklusanalyse mit dem
Nicoletti-Protokoll (siehe Abbildung 13) eine Differenzierung zwischen
apoptotischen Zellen, bei denen es zum Verlust des asymmetrischen

Phospholipidaufbaus der Zellmembran kommt (Annexin-V bindet an
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Phospholipide die zu diesem Zeitpunkt an die &ul3ere Seite der
Plasmamembran translozieren), und den primar bzw. sekundar nekrotischen
Zellen, die sich zuséatzlich mit Pl anfarben lassen, stattfinden.

Unter Hypoxie und anschlie3ender Reoxygenierung war eine durch PRC (100
MM) verursachte starke Zunahme an Glioblastomzellen mit apoptotisch bzw.
durch  Zellnekrose  bedingter Phospholipid-Translokation an der
Plasmamembran messbar. In der FACS-Analyse war ein Anstieg Annexin-V-
positiver/Pl-negativer Zellen um etwa das 3-fache (von 9,8% auf etwa 30,4%)
nachweisbar. In geringerem Ausmal}, um etwa das Doppelte, stieg der
Zellenanteil mit intrazellularer Pl-Aufnahme im Zuge des Nekroseprozesses
(rechte Dot-Plots in Abbildung 14 A und Balkendiagramme in Abbildung 14 B).
Im normoxischen Setting war erneut kein Einfluss durch das Nitroimidazol auf
die T98G-Zellen nachweisbar, der Anteil Annexin-V- bzw. Pl-positiver Zellen
blieb unveréndert (linke Dot-Plots in Abbildung 14 A und Balkendiagramme in
Abbildung 14 B).
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Abbildung 14. PRC fuhrt bei T98G-Glioblastomzellen unter hypoxischem Stress zu einer
Phospholipid-Translokation an der Plasmamembran. A. Die Dot-Plots zeigen Zellen nach
Annexin-V-/Propidiumiodid (Pl)-Doppelfarbung. Annexin-V bindet an Phospholipide, die bereits
wahrend friher Apoptose an die AuRenseite der Plasmamembran translozieren. Pl detektiert
nekrotische Zellen. Dargestellt sind unbehandelte (Kontrolle, obere Plots) und mit 100 uM PRC
behandelte (PRC, untere Plots) T98G-Zellen, durchflusszytometrisch gemessen unter
normoxischen Bedingungen (links) und nach hypoxischem Stress (48 Stunden Hypoxie / 24
Stunden Reoxygenierung, rechts). In den Quadranten angegeben ist jeweils der prozentuale Anteil
von Annexin-V- und Pl-negativen Zellen (unten links), Annexin-V-positiven und Pl-negativen
apoptotischen Zellen (unten rechts) und Annexin-V- und PIl-positiven (sekundér) nekrotischen
Zellen (oben rechts). B. Durchschnittlicher prozentualer Anteil (+ SE, n = 12) von Annexin-V- (links)
und Pl-positiven  (rechts) unbehandelten (Kontrolle) und PRC-behandelten Zellen,
durchflusszytometrisch (wie unter A.) unter normoxischen Bedingungen (1. und 2. Balken) und
unter hypoxischem Stress (3. und 4. Balken) gemessen. *** gibt einen p-Wert < 0.001 in der
Varianzanalyse an (modifiziert nach Langenbacher et al. [110]).
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3.7 Einfluss von PRC auf das mitochondriale Membranpotential
Durchflusszytometrisch untersucht wurde das mitochondriale Membranpotential
Awm der Glioblastomzellen unter dem Einfluss von PRC (100 pM) unter
Normoxie und unter Hypoxie mit anschlieRender Reoxygenierung. Von
besonderem Interesse war dabei nicht nur der Effekt von hypoxischem Stress,
sondern auch in wieweit das Nitroimidazol-Derivat unter Hypoxie auf Awwm
einwirkt und somit eine Aufrechterhaltung der Zellfunktionen gestért wird bzw.
dies zum Absterben betroffener Zellen fuhrt.

Gemessen wurde dabei die von Tetramethylrhodaminethylester (TMRE)
emittierte Fluoreszenzintensitat der vorbehandelten und mit dem Farbstoff
angefarbten T98G-Zellen. Bei der FACS-Analyse wurde die zu untersuchende
Zellpopulation im Dot-Plot anhand der Seitwartslichtstreuung (SSC,
intrazellulare Struktur) und Vorwartslichtstreuung (FCS, Zellgro3e) mittels
"Gating" ausgewahlt (Abbildung 15 A).

Unter normalen Sauerstoffpartialdriicken konnte kein Unterschied zwischen
unbehandelten und mit PRC (100 uM) behandelten Zellen beobachtet werden.
Bei beiden Gruppen lag der Anteil von Zellen mit zusammengebrochenem
Membranpotential bei knapp 14%. Setzte man die T98G-Zellen fur 48 Stunden
hypoxischem Stress aus, konnte nach weiteren 24 Stunden Reoxygenierung
schon ein Anstieg dieser Zellpopulation auf 25,4% gemessen werden. Wurden
die Zellen zusatzlich unter Hypoxie mit 100 uM PRC behandelt, zeigte sich ein
beschleunigter Zusammenbruch des Awm. Die Zellen mit niedrigem
mitochondrialem Membranpotential lagen hier bei 44,8% und damit um fast
20% hoher als bei den unbehandelten, der Hypoxie ausgesetzten Zellen
(Abbildung 15 B und C, links). Zudem wurde eine durch PRC verursachte
signifikante Erhohung von Awwm der unter Hypoxie und Reoxygenierung
Uberlebenden Zellen beobachtet. Dies fuhrt zu der Annahme eines Awwm-
hyperpolarisierenden Effekts durch PRC unter Sauerstoffmangel und

Reoxygenierung (Abbildung 15 C, rechts).
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Abbildung 15. PRC beschleunigt bei T98G-Glioblastomzellen die durch Hypoxie und
Reoxygenierung induzierte  Hyperpolarisation und den Zusammenbruch des
mitochondrialen Membranpotentials (AWM). A. Dot-Plots und B. Histogramme zeigen die
Vorwartslichtstreuung (Forward scatter) und die TMRE-Fluoreszenz entsprechend als MaRe fiir
ZellgroRe und AWM an. Unbehandelte (Kontrolle A, oben und B, links) sowie mit 100 uM PRC
behandelte (PRC A, unten und B, rechts) Zellen wurden durchflusszytometrisch unter
normoxischen Bedingungen (A, links und schwarze Linien in B) und nach hypoxischem Stress (48
Stunden Hypoxie / 24 Stunden Reoxygenierung; A, rechts und B, rote Linien) gemessen.
Zellpopulationen mit zusammengebrochenem AWM werden in A und B entsprechend durch Gate
bzw. Marker angezeigt. C. Durchschnittlich prozentualer Anteil unbehandelter (Kontrolle) und PRC-
behandelter Zellen mit zusammengebrochenem AWM (C, links) und durchschnittlicher TMRE-
Fluoreszenzintensitat der Zellpopulationen mit hohem AWM (C, rechts) (+ SE, n = 21 - 23)
gemessen (wie in A, B) unter normoxischen Bedingungen (links) und nach hypoxischem Stress (48
Stunden Hypoxie / 24 Stunden Reoxygenierung, rechts). *** gibt einen p-Wert von < 0.001 in der
Varianzanalyse an (modifiziert nach Langenbacher et al. [110]).
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3.8. Bildung reaktiver Sauerstoffspezies unter PRC

Hyperpolarisation des mitochondrialen Membranpotentials steht in engem
Zusammenhang mit der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Mittels
dem als Indikator intrazellularer ROS-Bildung fungierenden Farbstoff CM-Ho-
DCFDA wurde durchflusszytometrisch oxidativer Stress der Glioblastomzellen
nach Behandlung mit PRC (100 puM) unter normoxischen und hypoxischen

Bedingungen erfasst und verglichen.

A Normoxie C
] <
10 — IéORrgroﬂe = S g0, [ |Kontrolle
) = EP BPRC -
75 -
= 8 T 907
© T o
N 504 M1 =] @ 40
() Q_U)
N o O
251 o000 0 -+
GJ |
P
%0 10' 102 10°  10* 2 o ; :
- - Normoxie Hypoxie/
B Hypoxie/Reoxygenierung| D Reoxygenierung
£8F
NS g 800 [ ]Kontrolle ***
% O£ B PRC
g S E i 6001
O Ls= -
N < = 2L 400+
@) ‘_:“;‘ -
S 2 S 2004
0 1 2 3 4 03d
10 10 10 10 10 NS @ o
= 1 g 5
CM-Hz-DCFDA-F!UoreszenZ E, E (%)) Normoxie Hypox|e/.
[rel. Einheiten] 58 8 Reoxygenierung

Abbildung 16. PRC fihrt zu einer Zunahme der durch Hypoxie und Reoxygenierung
induzierten Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). A., B. Die Histogramme zeigen die
Fluoreszenz von 5-(und 6)-chloromethyl-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein-Diazetat Acetylester (CM-
H>-DCFDA) als MaR der intrazellularen ROS-Bildung. A. Unbehandelte (Kontrolle, schwarze Linie)
und mit 100 pM PRC (schwarze Linie) behandelte T98G-Zellen wurden unter normoxischen
Bedingungen und in B. nach hypoxischem Stress (48 Stunden Hypoxie und 6 Stunden
Reoxygenierung) durchflusszytometrisch gemessen. Der Marker (M1) umfasst die Zellpopulation
mit erhdhter ROS-Bildung. C., D. Durchschnittlicher Anteil von Zellen mit hoher ROS-Bildung und in
D. durchschnittliche Fluoreszenzintensitat von CM-H,-DCFDA (+ SE, n = 6). Wie in A., B. unter
Normoxie (1. und 2. Balken) und nach hypoxischen Stress (48 Stunden Hypoxie und 6 Stunden
Reoxygenierung, 3. und 4. Balken) durchflusszytometrisch gemessen. *** gibt einen p-Wert von <
0.001 in der Varianzanalyse an (modifiziert nach Langenbacher et al. [110]).
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Die Behandlung der Glioblastomzellen mit dem Nitroimidazol unter Hypoxie und
Reoxygenierung ergab dabei im Vergleich mit den unbehandelten Kontrollen
keine nachweisbare Zunahme des Zellenanteils mit hoher ROS-Bildung
(Abbildung 16 C). Allerdings war das Ausmall der Bildung reaktiver
Sauerspezies in dieser Zellpopulation unter Zugabe des Nitroimidazols
signifikant hoher messbar (Abbildung 16 D). Unter normoxischen Verhéaltnissen

war kein Einfluss von PRC auf die intrazellulare ROS-Bildung nachweisbar.

3.9. Radiosensibilisierender Effekt von PRC unter Hypoxie

Hierfur wurde der Einfluss von PRC auf das klonogene Uberleben hypoxischer
Jurkat-Lymphomzellen und T98G-Glioblastomzellen nach ionisierender
Bestrahlung ermittelt.

Ein erwarteter radiosensibilisierender Effekt von Sauerstoff konnte nach
Bestrahlung der Jurkat-Zellen nicht nachgewiesen werden. Dies kann dadurch
erklart werden, dass die durch Hypoxie und anschlieRender Reoxygenierung
bedingte Abnahme des klonogenen Zelliiberlebens (Abbildung 17 A, 1. und 3.
Balken) den in Bezug auf ionisierende Bestrahlung zu erwartende protektiven
Effekt unter  Hypoxie vermutlich bei weitem Ubertraf. Die Bestrahlung
hypoxischer und anschlieRend reoxygenierter Lymphomzellen mit einer Dosis
von 5 Gy fuhrte nichtsdestotrotz zu einer weiteren signifikanten Abnahme des
klonogenen Uberlebens (Abbildung 17 A, 3. und 5. Balken). Nach Behandlung
der Zellen mit dem Nitroimidazol konnte sowohl bei den unbestrahlten, als auch
bei den zusatzlich bestrahlten Jurkat-Zellen unter Hypoxie mit
Reoxygenierungsphase eine signifikante Reduktion der surviving fraction
festgestellt werden (Abbildung 17 A, 4. und 6. Balken), was zum einen den
hypoxisch-zytotoxischen Effekt des Nitroimidazol-Derivats bestatigte, zum
anderen aber auch zuséatzlich einen hypoxisch-radiosensibilisierenden Effekt
von PRC nachweisbar machte. Unter normoxischen Bedingungen ohne
Radiatio war, wie zu erwarten, erneut kein Einfluss von PRC auf das klonogene
Uberleben feststellbar (Abbildung 17 A, 1. und 2. Balken).
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Abbildung 17. Radiosensibilisierender Effekt von PRC unter Hypoxie. A. Durchschnittliche
surviving fraction (+ SE, n = 6) von unbehandelten (Kontrolle) und mit 100 pM PRC behandelten
und fir 48 Stunden unter Normoxie oder Hypoxie inkubierten Jurkatzellen ohne oder nach
ionisierender Bestrahlung mit einer Dosis von 5 Gy. * gibt einen p-Wert von < 0.05 an, Welch-
korrigierter T-Test und ** gibt einen p-Wert von < 0.01 an, Kruskal-Wallis-Test (nicht-parametrische
Varianzanalyse). B. Durchschnittliche surviving fraction (+ SE, n = 24-130) von unbehandelten
(Kontrolle bzw. Hypoxie, schwarze Kurven) und mit 100 uM behandelten (PRC, Hypoxie + PRC,
rote Kurven) T98G-Glioblastomzellen nach Bestrahlung mit den angegebenen Bestrahlungsdosen
(in Gy, x-Achse) unter Normoxie (Kreise) und Hypoxie (Dreiecke). Die surviving fraction wurde
mittels Koloniebildungstest bestimmt. Die durchschnittliche plating efficiency der Kontrollen
(Normoxie, 0 Gy, 0 uM PRC) ergab dabei jeweils 0.19 + 0.08, n = 6 (Jurkatzellen) und 0.25 + 0.01,
n = 130 (T98G). * und *** geben signifikante Unterschiede (p < 0.05 bzw. p < 0.001) zwischen der
Kontroll- (Normoxie) und der Hypoxie-Gruppe (Hypoxie) an (Kruskal-Wallis Test, nicht-
parametrischer ANOVA) (madifiziert nach Langenbacher et al. [110]).

Die im Vergleich zu der Lymphomzelllinie gegentber Hypoxie resistenteren
Glioblastomzellen T98G wurden mit Dosen von 2 Gy bis 10 Gy bestrahlt.
Wurden die Zellen unter Hypoxie kultiviert und bestrahlt, zeigten sie sich
beziiglich des klonogenen Uberlebens dementsprechend deutlich resistenter
als die unter Normoxie inkubierten Kontrollen. Nach Behandlung mit PRC (100
uM) unter Hypoxie und anschlieRender Reoxygenierung konnte zusatzlich zu
der hypoxisch-zytotoxischen Wirkung auch ein radiosensibilisierender Effekt
des Nitroimidazols nachgewiesen werden (Abbildung 17 B, rote und schwarze
Dreiecke). Die Effektivitat der ionisierenden Bestrahlung wurde um eine
enhancement ratio (ER) von 2.2 (ERgpy) und 2.5 (ERsge) verstarkt. Die
enhancement ratio wurde von den jeweiligen Bestrahlungsdosen abgeleitet,
welche in An- und Abwesenheit des Nitroimidazols bendtigt wurden, um das

dementsprechende Zelliberleben auf 80% bzw. 50% zu senken. Dieser
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radiosensibilisierende Effekt von PRC war unter Normoxie nicht nachweisbar,
ebenso konnte unter normalen Sauerstoffpartialdricken keine zytotoxische
Wirkung auf die Glioblastomzellen beobachtet werden, was eine in diesen
Versuchen kaum messbare geringe bzw. gar keine Toxizitat unter Normoxie
vermuten lasst (Abbildung 17 B, weil3e Kreise der Kontrollgruppen (schwarze
Linie) und der mit PRC behandelten Zellen (rote Linie)). Anhand Abbildung 17 B
lasst sich der hypoxisch-zytotoxische sowie der hypoxisch-
radiosensibilisierende Effekt von PRC in der Behandlung hypoxieresistenter

und hypoxiesensitiver Tumorzellen darstellen.
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4. Diskussion

4.1. Neuartige Nitroimidazol-Derivate im Vergleich

Die fur Nitroimidazole bekannte selektive zellschadigende Wirkung in
hypoxischen Arealen wurde anhand der neu synthetisierten 2-Nitroimidazole A-
E-NI, F-P-NI, F-B-NI und PRC untersucht und verglichen. Wie angenommen,
konnte dabei fur alle vier Derivate eine hypoxisch-zytotoxische Wirkung in
Bezug auf das zellulare Uberleben von Jurkat-Lymphomzellen nachgewiesen
werden. Unter normoxischen Sauerstoffverhaltnissen wurde dabei keine
signifikante Zytotoxizitat nachgewiesen. Die grof3te zellschddigende Potenz
unter Hypoxie konnte beim tertidren Nitroimidazol PRC beobachtet werden.
Bereits nach 48 h Inkubation erhéhte PRC den Anteil toter Zellpopulation um
ca. 60% zur Kontrollgruppe. Eine mogliche Ursache der Uberlegenheit im
Vergleich zu den drei konkurrierenden Nitroimidazolen konnte in der Struktur
des Derivats liegen. Durch seine drei Ethyl-Nitroimidazol-Gruppen weist PRC
eine hohere Elektronenakzeptorkapazitat auf [9] (siehe Abbildung 1) und kann
dadurch aufRerst reaktive Stickstoffverbindungen entstehen lassen. Zudem
bewirkt die Quervernetzung intrazellularer nukleophiler Makromolekile durch
reaktive Bindung an die drei Ethyl-Nitroimidazol-Gruppen unter Hypoxie eine
verstarkte Anreicherung im Gewebe [63] und lasst auch dadurch eine erhéhte

Zytotoxizitat vermuten.

4.2. Hypoxische Zytotoxizitat von PRC im Vergleich mit F-Misonidazol

Diese Mechanismen kénnten auch fir die im nachsten Schritt nachgewiesene
Uberlegenheit von PRC gegeniiber Misonidazol (F-Misonidazol, Sigma-Aldrich)
verantwortlich sein. Nach Bestimmung der minimalen Anzahl von
Lymphomzellen, aus der sich noch Zellkulturen entwickelten, konnte eine
leichte Uberlegenheit von PRC gegeniiber F-Misonidazol im Bezug auf die
hypoxisch-zytotoxische Potenz festgestellt werden. Ein signifikanter hypoxisch-
zytotoxischer Effekt konnte durchflusszytometrisch bei einer Behandlung mit F-
Misonidazol erst bei einer Konzentration von 100 uM, bei PRC bereits bei einer

Konzentration von 10 uM beobachtet werden. Dies kbnnte ein weiteres Indiz flr
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eine erhohte Zellschadigung durch die bereits beschriebene Mdglichkeit einer
starkeren Fahigkeit der Quervernetzung von intrazellularen Makromolekulen
durch das tertidre Nitroimidazol PRC sein. Denn auch F-Misonidazol verfugt im
Vergleich nur Uber eine Nitroimidazol-Gruppe. Was PRC als Hypoxie-
spezifisches Zytotoxin zudem interessant macht, ist die Beobachtung, dass
auch bei der hypoxieresistenten Glioblastomzellreihe T98G eine deutliche
Abnahme des zellularen Uberlebens nach Behandlung mit dem Nitroimidazol
unter Hypoxie und anschlieBender Reoxygenierung nachweisbar war. Eine
eindeutig hypoxieabhéangige Zytotoxizitat von PRC konnte also nachgewiesen
werden. Eine zytotoxische Wirkung konnte bei unter Normoxie kultivierten und
mit 100 uM PRC behandelten Jurkat-Lymphomzellen in dieser Arbeit jedoch
nicht nachgewiesen werden. Dies ware allerdings zu erwarten gewesen, da
nach initialer Reduktion von Nitroimidazole Nitroradikalanionen entstehen,
welche in Gegenwart von Superoxidanionen zur Bildung von reaktivem
Peroxynitrit fhren. Durch Eingriffe in intrazellulare Stoffwechselprozesse weist
dieses Anion eine zytotoxische Wirkung auf [65, 68]. Mdglicherweise war die
Nitroimidazol-Konzentration ~ zu  gering  gewabhlt, um  ausreichend
gewebeschadigendes Peroxynitrit zu bilden, bzw. war in dem gut oxygenierten
Gewebe zu wenig oxidativer Stress und damit zu wenig Bildung von ROS
vorhanden. Zwar konnte in der FACS-Analyse der unter Normoxie mit 100 uM
PRC behandelten Glioblastomzellen keine Zunahme der apoptotischen subG1-
Fraktion gemessen werden, in der Bestimmung der surviving fraction im
Koloniebildungstest nach selbigem Behandlungsschema konnte jedoch im
Vergleich eine durch das Nitroimidazol verursachte signifikante Reduktion der
Uberlebensfraktion um 20 % festgestellt werden. In Zusammenschau dieser
Daten ist von einer selektiven, im Vergleich mit F-Misonidazol ausgepragteren,
hypoxisch-zytotoxischen Wirkung von PRC auch auf gegen Hypoxie resistente
Tumorzellen auszugehen. Gleichzeitig besteht wohl nur eine geringe, mit F-
Misonidazol vergleichbare Toxizitdt in normoxischem Zellgewebe. Diese
Feststellungen flihren zu der Annahme, dass PRC im Vergleich mit F-
Misonidazol ein Uberlegenes Zytotoxin in hypoxischem Tumorgewebe darstellt
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bei insgesamt geringen zellschadigenden Auswirkungen auf normoxisches

Zellgewebe.

4.3. Einfluss von PRC auf den Zellzyklus von Glioblastomzellen

In der Zellzyklusanalyse (FACS) konnte ein durch PRC (100 pM) induzierter
G./M-Arrest unter Hypoxie nachgewiesen werden. Es ist anzunehmen, dass
dieser Zellzyklusarrest unter anderem die Folge von vermehrtem oxidativem
Stress darstellt. Reaktive Reduktionsprodukte des Nitroimidazols fihren zu
Interaktionen mit intrazellularen Bestandteilen, zum Beispiel kénnen Konjugate
mit dem wichtigen Antioxidans Glutathion entstehen, welches dann vermehrt
verbraucht wird und nicht mehr in der Lage ist vor freier Radikalbildung zu
schitzen [66]. ROS-Bildung findet vor allem in der mitochondrialen
Atmungskette statt [119, 120] und wird vermutlich unter anderem uber das
mitochondriale Membranpotential (AWM) reguliert. Dabei wird angenommen,
dass ein hohes AWM die Bildung von ROS begunstigt, wahrend ein erniedrigtes
AWM dem entgegenzuwirken scheint [121]. Nach Inkubation unter Hypoxie und
anschlielBender Reoxygenierungsphase wurde durch den Einfluss von PRC
mittels durchflusszytometrischer Bestimmung der Fluoreszenzintensitat nach
TMRE-Farbung zum einen eine deutliche Zunahme an Glioblastomzellen mit
zusammengebrochenem mitochondrialem Membranpotential festgestellt. Dies
lasst sich mit der hypoxisch-zytotoxischen Wirkung des Nitroimidazols und
dementsprechend eines im Rahmen der Apoptose ablaufenden Prozesses
werten [122]. Unter Normoxie zeigte PRC keinen Einfluss auf AWM. Zum
anderen konnte bei den T98G-Zellen, welche eine Hypoxie- und
Nitroimidazolbehandlung Uberlebten, sogar eine Erhohung des mitochondrialen
Membranpotentials belegt werden, was einen AWM-hyperpolarisierenden Effekt
von PRC unter Hypoxie vermuten lasst. Die intrazellulare ROS-Bildung in
T98G-Zellen  wurde mit  dem Indikator-Farbstoff ~ CM-H,-DCFDA
durchflusszytometrisch  bestimmt. Dabei war nach Behandlung der
Glioblastomzellen mit dem Nitroimidazol unter Hypoxie und Reoxygenierung

der Zellenanteil mit hoher ROS-Bildung im Vergleich mit den unbehandelten
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Kontrollen nahezu unverandert. Die Menge reaktiver Sauerspezies in dieser
Zellpopulation war jedoch unter Zugabe des Nitroimidazols signifikant hoher,
was sich mdglicherweise durch die Hyperpolarisation von AWM erklaren lasst.
Allerdings wurden in dieser Arbeit weiterfihrende Regulatoren der ROS-
Bildung, wie beispielsweise die mitochondriale Ca®*-Konzentration oder der
Einfluss durch Stickstoffmonoxid, nicht bertcksichtigt. Im Zuge der Apoptose
liel3 sich also unter Hypoxie ein PRC-induzierter Zusammenbruch von AWM bei
einem Grol3teil der Glioblastomzellen nachweil3en, passend hierzu stieg auch
die Anzahl an Glioblastomzellen mit apoptotisch bzw. durch Zellnekrose
bedingter Phospholipid-Translokation an der Plasmamembran nach Anfarben
der Zellen mit Annexin-V. Dies belegt erneut den hypoxisch-zytotoxischen
Effekt des Nitroimidazols. Zusammengefasst ist anhand dieser Daten davon
auszugehen, dass PRC bei hypoxischen T98G-Zellen durch Beeinflussung
mitochondrialer Funktionen reaktiven Sauerstoff-Stress und damit verbundene
DNS-Schaden, Zellzyklusarrest und bei irreparabler Zellschadigung intrinsische

Apoptose auslost.

4.4. Hypoxisch-radiosensibilisierende Wirkung von PRC

Ein zu der zytotoxischen Wirkung additiver radiosensibilisierender Effekt von
PRC unter Hypoxie konnte in einem ersten Schritt anhand behandelter und mit
5 Gy bestrahlter Jurkat-Lymphomzellen nachgewiesen werden. Es ist bekannt
dass Hypoxie in Tumorgewebe die Wirkung einer Strahlentherapie abschwacht
[1, 43, 55, 123]. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit bei den T98G Zellen
Glioblastomzellen gezeigt werden. Nitroimidazole wirken als Sauerstoff-
Mimetika der hypoxischen Radioresistenz entgegen. In T98G-Zellen war bei
einer Konzentration von 100 puM PRC im klonogenen Uberleben eine
Verstarkung der ionisierenden Strahlenwirkung um eine enhancement ratio
(ER) von 2.2 (ERgo%) und 2.5 (ERs5ge) messbar. Fir andere Nitroimidazole, wie
beispielsweise Sanazol, Nimorazol und KU-2285 (jeweils in einer Konzentration
von 500 pM) wurden ERSjgy VONn 1.4 - 1.8 beschrieben [124]. In einer weiteren

Arbeit konnten ERSgg, VONn 2.2 fur Etanidazol und ERSggy, Von 1.3 fur Nimorazol
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(jeweils 1 mM) festgestellt werden [125]. Es kann zwar kein direkter Vergleich
zwischen diesen verschiedenen Nitroimidazol-Derivaten gezogen werden, da in
den jeweiligen Untersuchungen Parameter wie Stoffkonzentration und
Bestrahlungsdosis, sowie verwendete Zelllinien divergieren. Trotzdem kann bei
einer im Vergleich 5- bis 10-fach geringeren Konzentration von PRC (100 pM)
ein radiosensibilisierender Effekt &hnlicher Grdéllenordnung angenommen

werden.
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5. Schlussfolgerung und Ausblick

Basierend auf den in vitro Daten der vorliegenden Arbeit, zeichnet sich das
neuartige 2-Nitroimidazol PRC (N,N,N-Tris[2-(2-Nitro-1H-Imidazol-1-
yhEthyl]Amin) als aussichtsreich fur die Radiotherapie hypoxischer Tumoren in
vivo aus. Aufgrund seiner molekularen Struktur kann es zudem als Leitsubstanz
in der Entwicklung zukunftiger Nitroimidazol-Derivate mit optimierten
molekularbiologischen Eigenschaften eingesetzt werden. Ein ausgepragter
hypoxisch-zytotoxischer und hypoxisch-radiosensibilisierender Effekt in der
Jurkat-Lymphom- sowie der T89G-Glioblastom-Zelllinie wurde nachgewiesen.
Zudem konnte belegt werden, dass PRC unter Hypoxie mitochondrialen
Stress, Zellzyklusarrest und intrinsische Apoptose auslost. Ausblickend gilt es
allerdings, spezifische molekulare Wirkmechanismen des Nitroimidazol-Derivats
aufzudecken, Zielmolekile zu finden und somit eine mogliche Tumor-
spezifische Toxizitat zu ermitteln. Weiterfihrend stellt sich zudem die Frage, ob
sich die zytotoxischen und radiosensibilisierenden Eigenschaften unter Hypoxie
auch in vivo bestatigen lassen und welche pharmakokinetischen Eigenschaften
zu bericksichtigen sind, nicht zuletzt auch beziglich den Nebenwirkungen,

allen voran die fur Nitroimidazole vielfach beschriebene Neurotoxizitét.
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6. Zusammenfassung

Tumorhypoxie stellt sowohl in chronischer als auch in intermittierend
auftretender akuter Form ein erhebliches Problem in der Behandlung maligner
Gewebe durch Strahlentherapie dar, da vor allem der fur eine wirksame
Bestrahlung wichtige radiosensibilisierende Effekt von Sauerstoff nicht zum
Tragen kommt. Eine Strategie, diesem Umstand entgegenzuwirken, ist die
Entwicklung von Substanzen wie Nitroimidazole, welche in hypoxischem
Tumorgewebe akkumulieren und als Sauerstoff-Mimetika, zusétzlich aber auch
als Zytotoxine wirken konnen. Bis auf wenige Ausnahmen erfullen bisher
erprobte Substanzen dieser Gruppe nicht die Anforderungen an ein fir den
klinischen Routineeinsatz geeignetes Radiochemotherapeutikum. Dies ist vor
allem einem dosislimitierenden neurotoxischen Nebenwirkungsprofil bzw. dem
fehlenden Nachweis einer ausreichenden klinischen Wirksamkeit geschuldet.
Daher sollten in der vorliegenden Arbeit, neuartige, bifunktionelle Nitroimidazol-
Derivate  hinsichtlich  ihrer  hypoxisch-zytotoxischen und  hypoxisch-
radiosensibilisierenden Eigenschaften in einer hypoxiesensitiven Lymphom-
und einer hypoxieresistenten Glioblastom-Zelllinie ndher charakterisiert werden.
In einem ersten Schritt konnte mittels Durchflusszytometrie unter vier
neuartigen Nitroimidazol-Derivaten das tertiare Amin PRC (N,N,N-Tris[2-(2-
Nitro-1H-Imidazol-1-yl)Ethyl]Amin) als potentestes Zytotoxin unter Hypoxie
ausgemacht werden. Auch im Vergleich mit der Nitroimidazol-Leitsubstanz F-
Misonidazol zeigte PRC bereits in 10-fach geringerer Konzentration eine
signifikante hypoxisch-zytotoxische Wirkung, ohne dass sich eine begleitend
erhohte Toxizitat in normoxischem Zellgewebe beobachten lief3. Insgesamt
konnte ein selektiver zytotoxischer Effekt auf hypoxische Zellen nachgewiesen
werden, ein additiver hypoxisch-radiosensibilisierender Effekt von PRC liel3 sich
zudem anhand von Koloniebildungstests sowohl in der Lymphom- als auch in
der Glioblastom-Zelllinie belegen. Bei den letztgenannten hypoxieresistenten
Zellen wurde dabei eine Verstarkung der ionisierenden Strahlenwirkung um
eine enhancement ratio (ER) von 2.2 (ERgoy%) bzw. 2.5 (ERsoy) registriert.
Ursachlich fur die hypoxisch-zytotoxische sowie -radiosensibilisierende Potenz

scheint die molekulare Struktur von PRC mit drei Ethyl-Nitroimidazol-Gruppen
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und dadurch bedingter hoher Elektronenakzeptorkapazitat zu sein. Anhand der
hier erhobenen Daten ist neben einer verstarkten Anreicherung in hypoxischen
Geweben und der Sauerstoff-imitierenden Funktion, von einer PRC-induzierten
Beeinflussung mitochondrialer Funktionen (Interaktionen reaktiver
Nitroimidazol-Reduktionsprodukte mit intrazellularen Bestandteilen)
auszugehen. In der Durchflusszytometrie konnte dabei nachgewiesen werden,
dass PRC exklusiv unter Hypoxie mitochondrialen Stress, einen G,/M-Zyklus-
Arrest und intrinsische Apoptose auslost.

Diese Daten weisen PRC als vielversprechendes neues 2-Nitroimidazol aus,

das fur die Radiotherapie hypoxischer Tumoren in vivo geeignet erscheint.
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