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1 Einleitung 6

1. Einleitung

Die Strahlentherapie stellt neben Chemotherapie, Operation und Immuntherapie eine
Saule der modernen onkologischen Therapie dar. Dabei kann sie mit kurativer oder
palliativer Zielsetzung und auch in bestimmten onkologischen Notfallsituationen ein-
gesetzt werden. Ziel der Strahlentherapie ist es also, Heilung oder zumindest eine
Verlangerung der Lebenszeit bei guter Lebensqualitat zu erreichen.

Eine adaquate und effektive Behandlung maligner Tumoren erfordert die Wahl einer
angemessen hohen Strahlendosis. Zugleich gilt es, unerwinschte Wirkungen so weit
wie mdglich zu vermeiden. Dabei muss einerseits die zur optimalen Therapie erfor-
derliche Gesamtdosis, andererseits die Schwellendosis kritischer Organe beachtet
werden. Durch eine sorgfaltige und zeitgemal konzipierte Bestrahlungsplanung und
mit Hilfe moderner Bestrahlungsgerate wird versucht, dem Rechnung zu tragen.
Trotzdem sind diese Mallnahmen nicht immer ausreichend, und Kompromisse zu-
gunsten des Normalgewebes gehen dann zu Lasten der Tumorkontrollwahrschein-
lichkeit.

Es ist daher winschenswert und erforderlich, das Spektrum der radioprotektiven
Maoglichkeiten noch zu erweitern. Das Potential dazu haben chemische Radiopro-
tektoren wie beispielsweise Amifostin. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei wei-
tere Substanzen auf mdgliche radioprotektive Eigenschaften, speziell bezogen auf
das Nierengewebe, hin untersucht: der hamatopoetische Wachstumsfaktor Erythro-
poietin und der TNF-a-Antikérper Infliximab. Beide Substanzen sind im klinischen

Alltag bereits etabliert, werden jedoch nicht zur Radioprotektion eingesetzt.

1.1. Strahlennephropathie

Die Strahlennephropathie stellt eine heutzutage relativ seltene, wenn auch schwer-
wiegende Komplikation der Therapie mit ionisierender Strahlung dar (Cohen 2003,
S. 486). Grinde daflir mdgen sein, dass die Schwellendosis der Niere inzwischen
bekannt ist und dass in einigen Fallen die Chemotherapie heute die bessere Thera-
piealternative darstellt (Duchesne 1997, S. 834). Verbesserten Schutz bietet zudem
eine genauere und effizientere Therapieplanung, die eine Reduktion sowohl der Ge-

samt- als auch der Fraktionsdosis ermdglicht. Weitere Malinahmen zur Protektion
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der Niere vor ionisierender Strahlung sind trotz allem winschenswert, besonders, da
eine wirkungsvolle Behandlung bestimmter Tumorleiden nur mit einer adaquaten
Strahlendosis zu erreichen ist, die nicht durch die niedrige Toleranz der Niere und

den daraus folgenden Komplikationen limitiert werden sollte.

1.1.1. Strahlentoleranz der Niere

In der Tat ist die Niere eines der strahlenempfindlichsten Organe des menschlichen
Korpers. Man geht heute davon aus, dass die Toleranzdosis der Niere (TD 5/5) bei
beidseitiger Bestrahlung mit Fraktionen von jeweils 2 Gy bei ca. 20 Gy liegt. Dabei
stltzt man sich auf die Untersuchungen von R. W. Luxton und P. B. Kunkler aus den
Funfziger und Sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts. In ihren Arbeiten beschaf-
tigten sie sich intensiv mit den klinischen Zeichen und Folgen des strahlenbedingten
Nierenversagens. An ihren Daten orientierten sich auch Emami et al. (Emami 1991,
S. 111); sie sehen die Toleranzdosis der Niere bei therapeutischer Bestrahlung des
ganzen Organs bei ca. 20 Gy (TD 5/5 bei 23 Gy, TD 50/5 bei 28 Gy).

Tabelle 1 zeigt die Toleranzdosen der Niere nach der Arbeit von Emami et al. Darge-
stellt sind die TD 5/5 und TD 50/5 der Niere, abhangig vom bestrahlten Organvolu-
men. Die TD 5/5 bezeichnet diejenige Strahlendosis, die mit einer Wahrscheinlichkeit
von bis zu 5 % innerhalb von funf Jahren eine klinische Nephritis hervorruft. Analog
dazu ist die TD 50/5 diejenige Strahlendosis, die mit einer Wahrscheinlichkeit von bis

zu 50 % innerhalb von funf Jahren eine klinische Nephritis verursacht.

Tabelle 1

Toleranzdosen der Niere in Gy, modifiziert nach Emami 1991

TD 5/5 TD 50/5
Bestrahltes Volumen 1/3 2/3 3/3 1/3 2/3 3/3 Endpunkt
Niere | 50 30 23 - 40 28

Niere I " " B " " » Klinische Nephritis

1.1.2. Klinisches Erscheinungsbild

Anfangs wurde das klinische Erscheinungsbild der durch Bestrahlung verursachten
Nierenschadigung noch als ,Strahlennephritis bezeichnet, was eine entzindliche

Genese der beobachtbaren Gewebsveranderungen impliziert. Mittlerweile ist man
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davon jedoch abgekommen und verwendet lieber den neutraleren Begriff der
.Strahlennephropathie®, da sich in histologischen Untersuchungen nur in geringem
Male Entzindungszeichen im eigentlichen Sinne finden lieRen (Glatstein 1977,
S. 940).

Die Strahlennephropathie kann zu akutem Nierenversagen und Dialysepflichtigkeit,
aullerdem zu maligner Hypertonie mit all ihren Folgen, im unglnstigsten Fall mit le-
talem Ausgang fuhren. Charakteristische Symptome sind neben Hypertonie die
Anamie, Polyurie, Isosthenurie, Proteinurie und Zylindrurie im Sinne einer Nephritis.
Betrifft die Strahlenexposition nur eine Niere, so kann es durch den sogenannten
Goldblatt-Mechanismus zu einer renalen Hypertonie kommen. Hierbei wird nach
Drosselung der Nierendurchblutung auf der betroffenen Seite reflektorisch vermehrt
Renin ausgeschuttet. Aus der Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Sys-
tems resultiert eine Erhdhung des systemischen Blutdrucks. Dies kann wiederum die
unbestrahlte Niere schadigen. Therapeutische Erfolge bei der Behandlung dieser
hyperrenindmischen Hypertonie wurden durch Nephrektomie des bestrahlten Organs
erzielt (Crummy 1965, S. 111).

Das Auftreten von Symptomen einer Nierenschadigung wurde nie schon wahrend
oder sofort nach der Bestrahlung beobachtet. Auch die so genannte akute Strahlen-
nephropathie mit in der Regel dramatischem Verlauf entwickelt sich mit einer Latenz
von 6 bis 12 Monaten nach Bestrahlung. Neuere tierexperimentelle Untersuchungen
weisen jedoch darauf hin, dass strahlenbedingte Schaden in der Niere tatsachlich
schon friher auftreten (Stevens 1991, S. 127), jedoch erst zu einem spateren Zeit-
punkt symptomatisch werden.

Nach Kunkler und Luxton lassen sich auf3er der akuten Strahlennephropathie noch
drei weitere klinische Formen von Folgeschaden nach bilateraler Nierenbestrahlung
unterscheiden, namlich die chronische Strahlennephropathie, die benigne Hypertonie
und die maligne Hypertonie (Kunkler 1952, S. 192, Luxton 1953, S. 221). Wahrend
die maligne Hypertonie 12 bis 18 Monate nach Bestrahlung in Erscheinung tritt, zei-
gen sich die chronische Strahlennephropathie und die benigne Hypertonie erst nach
Uber 18 Monaten. Dieser Zeitraum gilt wohl auch fur die bereits erwahnte hyperreni-

namische Hypertonie nach einseitiger Bestrahlung (Hulbert 1985, S. 153).
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1.1.3. Auftreten und Risikofaktoren

Luxton und Kunkler beobachteten die Strahlennephropathie bei Patienten nach ab-
domineller Bestrahlung bei Seminom und metastasiertem Ovarialkarzinom. Zur Ver-
hinderung der akuten TransplantatabstoRung wurden fruher die Nieren direkt be-
strahlt. Diese MalRnahme hat sich allerdings als ineffektiv erwiesen und spielt des-
halb heute keine Rolle mehr (Torrisi 1990, S. 1031).

Bedeutsam ist ein adaquater Schutz der Nieren heutzutage vor allem bei der Be-
handlung von Lymphomen mittels Grolifeldtechnik wie ,Extended Field“, beim Ein-
satz von Paraaortalfeldern, beispielsweise in der Therapie der Seminome, bei der

Behandlung des Pankreas-Karzinoms, sowie bei der Bestrahlung der Milz.

Besonders gefahrdet durch die Strahlennephropathie sind Patienten, deren Nieren
beispielsweise durch eine vorangegangene Chemotherapie bereits vorgeschadigt
sind. Dies kann der Fall sein bei Patienten, die im Zuge der Konditionierungsbe-
handlung vor Knochenmarkstransplantation sowohl Chemotherapie als auch Ganz-
korperbestrahlung (TBI) erhalten (Stewart 1995, S. 236). Auch die Therapie mit offe-
nen radioaktiven Stoffen erhoht das Risiko fur die Entwicklung einer Strahlennephro-
pathie, insbesondere dann, wenn sich die Radionuklide in der Niere anreichern, be-

vor sie ausgeschieden werden (Cohen 2001, S. 1102).

Zweitbestrahlungen sollten mdglichst vermieden werden. Ein Erholungseffekt ist
nach Erstbestrahlung nicht zu erwarten, vielmehr eine progrediente Funktionsver-
schlechterung. Selbst wenn nach der ersten Therapie keine klinischen Symptome
einer Strahlennephropathie festgestellt werden konnten und Strahlendosen unterhalb
der Toleranzschwelle angewandt wurden, so ist die Niere doch irreversibel vorge-
schadigt und wird auf erneute Bestrahlung mit geringerer Dosistoleranz und einer
weiteren Progredienz der Funktionsverschlechterung reagieren. Dies zeigten tierex-
perimentelle Studien an C3H-Mausen von Stewart et al. (Stewart 1989, S. 459).

1.1.4. Prophylaxe

Die beste Prophylaxe der Strahlennephropathie besteht sicherlich darin, die Niere
gar nicht erst ionisierender Strahlung auszusetzen. Individuell gefertigte Abdeckun-
gen der Nierenregion und moglichst exakte Einhaltung der Feldgrenzen tragen dabei

entscheidend zur Schonung der Nieren bei. Wie aus Tabelle 1 ersichtlich wird, ist
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auch die Bestrahlung eines mdglichst geringen Teilvolumens der Niere weniger be-
denklich als die Bestrahlung des gesamten Organs. Partielle Funktionsverluste kon-
nen dank der parallelen und multiplen Anlage von Tubulus- und GefalRsystem we-
nigstens zum Teil kompensiert werden.

Im Tierexperiment an der Ratte erwiesen sich die ACE-Hemmer Captopril und Ena-
lapril als effektiv zur Prophylaxe der Strahlennephropathie (Cohen 1994, S. 377).
Auch die Blockade der beiden Angiotensin |I-Rezeptoren vom Typ | und Il vermin-
derte bei Ratten die Verschlechterung der Nierenfunktion nach Bestrahlung (Moulder
2004, S. 313).
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1.2. Pathologie der bestrahlten Niere

Die Histologie der bestrahlten Niere zeigt charakteristische Veranderungen. Sie sind
abhangig vom zeitlichen Abstand zur Bestrahlung, sowie von der Strahlendosis und
konnen Hinweise auf die Ursachen des Funktionsverlustes der Niere geben. Im Zu-
sammenhang mit der Entwicklung der Strahlennephropathie sind besonders
Tubulusepithel und GefaRendothel von Bedeutung. Kennzeichnend flr die Strahlen-
nephropathie sind Zelluntergang, -proliferation und Fibrose durch gesteigerte
Fibroblastenaktivitat.

Histologische Untersuchungen wurden in der Vergangenheit bereits zahlreich und an
unterschiedlichen Saugetierspezies durchgeflhrt. Die Befunde gleichen sich in wei-
ten Teilen (Cohen 2003, S. 489). An Praparaten der menschlichen Niere wurden aus
naheliegenden Grunden vor allem spatere Veranderungen untersucht, zu Zeitpunk-
ten, zu denen das Nierenversagen bereits eingetreten war. Fir das vorliegende Pro-
jekt besonders von Interesse sind die Erkenntnisse aus Versuchen an Mausen.
Hierzu finden sich auch die meisten Daten.

Allgemein wird beobachtet, dass ionisierende Strahlung an den Nieren im frihen
Stadium der Nephropathie zunachst zu Glomerulosklerose, spater auch zu tubuloin-
terstitieller Fibrose fuhrt. Auffallig ist eine Permeabilitatssteigerung der glomerularen
Kapillaren (Sharma 1991, S. 478). Der subendotheliale Raum stellt sich vergroRert
dar, da sich das Kapillarendothel von der Basalmembran abhebt. Die Zellzahl des
sklerosierten Mesangiums ist meist vermindert. Gleichzeitig fibrosiert die mesangiale
Matrix. In einigen Endothelzellen fallen stark vergréRerte Zellkerne auf. Zuweilen fin-
den sich auch Mikrothrombosen. Das tubulare Interstitium zeigt fibrotische Verande-
rungen; es entwickelt sich zunachst eine verstarkte Proliferation der Tubulusepithel-
zellen. Im weiteren Verlauf reduziert sich jedoch die Zahl dieses Zelltyps, und die
Niere verliert an Masse (Otsuka 1990, S. 286).

Nicht nur die glomerularen, sondern in besonderem Malde auch die tubularen Veran-
derungen scheinen mit der Verschlechterung der Nierenfunktion nach Bestrahlung
zusammenzuhangen. Offensichtlich besteht eine enge Korrelation zwischen den
Schweregraden von tubularer Fibrose und renaler Funktionseinschrankung (Bohle
1990, S. 136). Strahlennephropathie wurde auch bei tubulointerstitieller Fibrose ge-
sehen, ohne dass bemerkenswerte glomerulare Schaden vorhanden waren (Robbins

2001, S. 486). Ferner lasst sich eine Proliferation der proximalen Tubuluszellen beo-
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bachten, die nach einseitiger Bestrahlung erstaunlicherweise auch in der kontralate-
ralen unbestrahlten Niere auftritt (Otsuka 1993, S. 249). Andere Studien wiederum
fanden im friihen Stadium Nekrosen der Tubuluszellen. Im spateren Verlauf verliert
die gesamte Niere an Masse (White 1976, S. 1140).

Es ist anzunehmen, dass sich die Strahlennephropathie an unterschiedlichen
Schauplatzen in der Niere abspielt. Sicherlich sind daran mehrere verschiedene
Zelltypen beteiligt, u. a. die Kapillarendothelzelle (Jaenke 1993, S. 398), die Mesan-
giumzelle und die Tubulusepithelzelle (Robbins 1994, S. 109). Die Vermittlung der
strahleninduzierten strukturellen und funktionellen Veranderungen ist heute noch
nicht vollstandig geklart. Hier scheinen unterschiedliche molekulare Mechanismen
und Mediatoren eine Rolle zu spielen. Fur die Pravention von strahleninduzierten
Schaden an der Niere, einem Normalgewebe, mogen sich genau hier Ansatzpunkte
finden lassen. Fur die beiden in dieser Arbeit verwendeten Substanzen, den Wachs-
tumsfaktor Erythropoietin und den TNF-a-Antikérper Infliximab existieren Hinweise

auf ein gewebeprotektives Potential im Zusammenhang mit Bestrahlung.
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1.3. Erythropoietin

Erythropoietin, auch Epo oder Epoetin genannt, ist ein hamatopoetischer Wachs-
tumsfaktor (Zytokin), der im menschlichen Kérper vor allem in den Fibroblasten des
peritubularen Interstitiums der Nierenrinde (Le Hir 1991, S. 569, Eckardt 1993,
S. 821), in geringerem Malde aber auch in den Hepatozyten der Leber gebildet wird.
Genauer handelt es sich bei dem Glykoproteinhormon um ein Polypeptid aus 165
Aminosauren mit einem Molekulargewicht zwischen 34 und 39 kDa und einem Koh-
lenhydratanteil von 40 %. Das entsprechende Gen besitzt 5 Exons und ist auf dem
Chromosom 7 lokalisiert (Petrides 1997, S. 881).

Die schon seit langem bekannte Aufgabe des Zytokins liegt in der Regulation der
Reifung und Proliferation von Erythrozyten-Vorlauferzellen, sogenannter BFU-E
(burst-forming-unit) und CFU-E (colony-forming-unit), im Knochenmark. Hypoxamie,
etwa bei Anamie oder arterieller Hypoxie, stellt den entscheidenden Reiz dar, der zur
vermehrten Ausschittung von Erythropoietin ins Plasma fihrt (Weiss 2000, S. 420).
Uber seine herausragende Stellung bei der Hdmatopoese hinaus besitzt Erythropoi-
etin jedoch auch ein hohes Potential zur Gewebeprotektion und Ubt seine Wirkung
nicht nur auf hamatopoetische Stammzellen, sondern auch auf zahlreiche nicht-ha-
matopoetische Zellen aus. Seit einigen Jahren laufen in der Forschung intensive
Bemuhungen, dem gewebeprotektiven Effekt des Erythropoietins weiter auf den
Grund zu gehen. Mogliche Einsatzgebiete des Zytokins erhofft man sich dabei nicht
nur in der strahlentherapeutischen Anwendung, sondern auch bei der Behandlung
zerebraler (Sirén 2000, S.4044) oder myokardialer Ischamien (Moon 2003,
S. 11612) oder zur Pravention des durch Cisplatin (Bagnis 2001, S. 932) oder Cyc-
losporin A (Lee 2005, S. 64) induzierten Nierenversagens.

Voraussetzung fur die hamatopoetische Wirkung von Erythropoietin ist die Auspra-
gung des Epo-Rezeptors auf der Oberflache der Erythrozyten-Progenitorzellen. Neu-
ere Versuche mit Derivaten von Erythropoietin, die nicht an den klassischen Epo-Re-
zeptor binden konnten, jedoch trotzdem gewebeprotektive Wirkung aufwiesen, las-
sen jedoch darauf schliel3en, dass die hamatopoetischen und die gewebeprotektiven
Effekte des Wachstumsfaktors Uber unterschiedliche Rezeptoren vermittelt werden
(Leist 2004, S. 239). In einer weiteren Arbeit von Brines et al. konnte gezeigt werden,

dass der Epo-Rezeptor seine gewebeprotektive Wirkung nach Ligandenbindung in
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Assoziation mit der ,common 3 receptor subunit” (BcR oder CD131) entfaltet. Deri-
vate von Erythropoietin, wie carbamyliertes Erythropoietin, binden also anscheinend
nur an den Epo-Rezeptor, wenn er mit BcR assoziiert ist.

Der Erythropoietin-Rezeptor wurde nicht nur in der menschlichen Niere, sondern
auch in der Niere von Ratte und Maus gefunden. Bei der Maus fand sich der Rezep-
tor zuerst auf den Epithelzellen des proximalen Tubulus (Westenfelder 1999, S. 818).
Spater wurde er auch auf der Oberflache von Podozyten entdeckt, ebenso auf den

Epithelzellen der distalen Tubuli und der Sammelrohre (Echigoya 2005, S. e23).
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1.4. TNF-a-Antikorper Infliximab

Infliximab ist ein monoklonaler IgG-Antikérper gegen Tumornekrosefaktor-a
(IgG1-Antikdrper cA2). Genauer handelt es sich dabei um ein chimares Protein mit
25-prozentigem Mausanteil. Die konstanten Regionen sind hierbei humanen, die va-
riablen Regionen murinen Ursprungs. In Kombination mit Methotrexat findet der
TNF-a-Antikorper in der Therapie der rheumatoiden Arthritis Verwendung. Weitere
Anwendungsgebiete liegen in der Behandlung der Spondylitis ankylosans, der Psori-
asisarthritis und des Morbus Crohn (Nash 2005, S. 205). Der Antikorper wendet sich
dabei gegen den Tumornekrosefaktor-a, der bei den genannten Erkrankungen we-
sentlich am Entziindungsgeschehen beteiligt ist. Um die Wirkung von Infliximab bes-
ser zu verstehen, mag es zunachst hilfreich sein, sein Antigen einer naheren Be-

trachtung zu unterziehen.

1.4.1. Tumornekrosefaktor

Die Bezeichnung ,Tumornekrosefaktor rihrt her von der Fahigkeit dieses Zytokins,
in bestimmten Tumoren, beispielsweise Sarkomen, eine hamorrhagische Nekrose
hervorzurufen. Schon 1893 hatte Coley von der teilweise erfolgreichen Behandlung
maligner Tumoren beim Menschen durch wiederholte Injektion von kleinen Mengen
von Bakterienkulturen (,Streptococcus erysipelatis®) in den Tumor berichtet (Coley
1893, S. 487 ff). Bei Labortieren war das Phanomen der Tumorlyse zunachst nach
Gabe von ,bakteriellem Polysaccharid®, das spater als bakterielles Endotoxin
identifiziert wurde, beobachtet worden (Shear 1943, S. 95, Shear 1944, S. 474). Im
Jahre 1962 beschrieben O’Malley et al. die nekrotisierende Wirkung des Serums von
mit Serratia marcescens infizierten Mausen auf das auf andere Mause transplantierte
Sarkom 37 (O’Malley 1962, S. 1174). In vitro jedoch entfaltet bakterielles Endotoxin
keine zytotoxische Wirkung. Daraus schloss man, dass es indirekt zur Nekrose von
Tumorgewebe fuhren musste. Als entsprechenden Mediator, der auch in vitro wirkt,
fanden Carswell et al. 1975 den Tumornekrosefaktor im Serum von mit Bacillus
Calmette-Guérin (BCG) infizierten Mausen (Carswell 1975, S. 3668).

Die Hauptaufgabe des TNF liegt jedoch sicher nicht in der Lyse von Tumorzellen.

Vielmehr ist die Pathophysiologie dieses Zytokins auf3erst komplex, zumal es in zwei
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unterschiedlichen Formen existiert: TNF-a (auch Kachektin genannt) und TNF-3

(auch Lymphotoxin genannt). TNF-a wird von Monozyten, Makrophagen und einigen
anderen Zellen ausgeschuttet, wahrend TNF-B von Lymphozyten und ebenfalls von
einigen anderen Zellen freigesetzt wird. Die Aminosauresequenz des TNF-(3 ist ledig-
lich zu ca. 30 % identisch mit der von TNF-a (Pennica 1984, S. 728). Trotzdem zei-
gen beide Polypeptide ganz ahnliche Effekte: Sie wirken zytotoxisch auf Tumorzellli-
nien in vitro und induzieren eine hamorrhagische Nekrose in vivo (Pennica 1984,
S. 728; Gray 1984, S. 723). Sie binden als Trimere (Eck 1989, S. 17597; Eck 1991,
S. 2120) an dieselben Rezeptoren, wirken proinflammatorisch durch Aktivierung von
neutrophilen Granulozyten (Shalaby 1985, S. 2072) und antiviral durch Interaktion
mit Interferon-y (Wong 1986, S. 822).

Bisher konnten zwei TNF-Rezeptoren identifiziert und kloniert werden. Sie unter-
scheiden sich in ihrer Molekularmasse von 55 kDa (p55) bzw. 75 kDa (p75) und in
ihrer intrazellularen Domane. Die extrazellulare Domane, an welche das Zytokin bin-
det, ist zwischen beiden Rezeptoren zu 28 % homolog. Es ist anzunehmen, dass
sich auch die Signaltransduktionswege der Rezeptoren unterscheiden und dadurch
verschiedene Stoffwechselvorgange gesteuert werden. Dies erklart wenigstens zum
Teil die variablen Wirkungen des Tumornekrosefaktors. Die TNF-Rezeptoren
TNF-R1 (55 kD) und TNF-R2 (75 kD) gehoéren wie der Erythropoietin-Rezeptor zu

den Zytokin-Rezeptoren.

1.4.2. Tumornekrosefaktor-a

Das Polypeptid Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) wird vor allem von Makrophagen und
Monozyten ausgeschuttet (Vassalli 1992, S. 412), die durch bakterielle Lipopoly-
saccharide aktiviert wurden. Jedoch sind auch andere Zellarten zur Freisetzung des
Zytokins befahigt, so etwa T-Lymphozyten (Steffen 1988, S. 2622), Mastzellen (Gor-
don 1990, S. 274), segmentkernige Leukozyten nach Stimulation durch Lipopolysac-
charide oder Candida albicans (Dubravec 1990, S. 6759; Djeu 1990, S. 1408), Kera-
tinozyten nach Behandlung mit Endotoxin oder UV-Licht (Kéck 1990, S. 1610),
Astrozyten und Mikroglia (Sawada 1989, S. 394; Chung 1990, S. 3000), glatte Ge-
faBmuskelzellen (Warner 1989, S. 104) und verschiedene Tumorzellen wie das
Fibrosarkom der Maus (Rubin 1986, S. 1353), sowie epitheliale Tumorzelllinien beim
Menschen (Spriggs 1988, S. 457).
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TNF-a ist ein Zytokin mit einem fast schon unuberschaubaren Wirkungsspektrum
und ubiquitarem Vorkommen im Korper. Ferner besitzt es naturlich nicht nur zersto-
rerisches, sondern oft genug auch protektives Potential, etwa bei der Bekampfung
von Infektionen durch gramnegative Bakterien oder Mykobakterien. Allerdings ist es
auch mitverantwortlich fur die Ablaufe beim septischen Schock. Als Entzindungsme-
diator spielt es auBerdem eine wesentliche Rolle in der Pathogenese autoimmun
vermittelter Erkrankungen. Es nimmt Einfluss auf zahlreiche Stoffwechselvorgange,
hat hormonahnliche Wirkung, wenn es in groRerer Menge ausgeschuttet wird. Neben
Interleukin-1 gilt es als endogenes Pyrogen. Es hemmt die Gerinnung und beein-
trachtigt die Blutbildung (Pichler 2001, S. 540 f). Fibroblasten werden durch TNF zur
Proliferation angeregt (Piguet 1990, S. 104); dadurch scheint das Zytokin an der Ent-
stehung von Fibrosen mitbeteiligt zu sein. Weiter wurde TNF-a fur die Kachexie bei
Versuchstieren verantwortlich gemacht, weshalb es zuweilen auch als Kachektin be-
zeichnet wird (Beutler 1985, S. 553). Beim Menschen konnte dies jedoch nicht bes-
tatigt werden (Socher 1988, S. 598). Es ist anzunehmen, dass TNF-a erst im Zu-

sammenspiel mit vielen weiteren Faktoren wirksam wird.

1.4.3. Der TNF-a-Antikorper Infliximab in der klinischen Anwendung

Die Moglichkeit, den Tumornekrosefaktor-a zu inhibieren, hat zu beachtlichen Er-
folgen in der immunsuppressiven Therapie gefuhrt und findet deshalb immer weitere
Verbreitung. Fir die klinische Anwendung stehen neben dem chimeren IgG 1-Anti-
kérper Infliximab noch zahlreiche weitere Inhibitoren des Tumornekrosefaktors-a zur
Verfugung, beispielsweise der humane IgG 1-Antikdrper Adalimumab, das dimere
Fusionsprotein Etanercept mit zwei TNF-a-Rezeptoren, die an ein Fc-Antikorper-
fragment gekoppelt sind, sowie der l6sliche humane TNF-a-Rezeptor Onercept.
Haufige Anwendungsgebiete sind die rheumatoide Arthritis, die Psoriasis und der

Morbus Crohn, aber auch die Colitis ulcerosa und die Spondylitis ankylosans.

Bei einem Therapeutikum, das eine so hohe Effizienz besitzt wie die Inhibitoren des
Tumornekrosefaktors-a, sind fast zwangslaufig auch unerwiinschte Nebenwirkungen
zu erwarten. Von der immunsuppressiven Substanz Infliximab ist bekannt, dass sie
eine latente Tuberkulose reaktivieren kann (Gomez-Reino 2003, S. 2126). Deshalb

solite bei jedem Patienten vor einer Behandlung mit Infliximab eine Tbc ausge-
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schlossen werden. Unter Therapie mit Infliximab wurde neben vermehrten Infektio-
nen durch opportunistische Erreger auch die Exazerbation einer chronischen Hepati-
tis B und C gesehen. Immunsupression beglinstigt jedoch nicht nur Infektionen, son-
dern auch die Entstehung von Tumoren. Mdglicherweise spielt Infliximab auch bei
der erhdhten Inzidenz von Non-Hodgkin-Lymphomen bei Patienten mit rheumati-
scher Arthritis eine Rolle. Dies ist jedoch nicht ausreichend gesichert. Selten kann
sich unter Therapie mit dem TNF-a-Antikérper ein SLE-like-Syndrom entwickeln, dies
bei Patienten, bei denen zuvor kein systemischer Lupus erythematodes bekannt war
(De Bandt 2005, S. R546).

Eine besondere Organtoxizitat, die etwa bei Niereninsuffizienz eine Dosisanpassung
ndétig machen wirde, scheint im Ubrigen nicht zu bestehen. Die Verstoffwechselung

von Infliximab erfolgt im retikuloendothelialen System.
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1.5 Problemstellung

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, das Zytokin Erythropoietin und den TNF-a-
Antikdrper Infliximab im Tierversuch auf ihr mégliches Potential zur Radioprotektion
der Niere hin zu untersuchen.

Eine ausreichende Pravention von Strahlenschaden an der Niere nach abdomineller
Bestrahlung ist nach dem heutigen Stand der Forschung und Technik noch nicht ge-
geben.

Die Nierenfunktion von Patienten mit intraabdominellen oder primar systemischen
Tumoren wird nicht nur durch den Einsatz ionisierender Strahlung gefahrdet, sondern
in nicht unerheblichem Malde auch durch die zusatzlich notwendige Gabe von neph-
rotoxischen Chemotherapeutika. Gleichzeitig erfordert die Einhaltung der Schwellen-
dosis kritischer Organe wie der Niere zuweilen Kompromisse bei der Wahl des Ziel-
volumens. Dies kann sich nachteilig auf die Tumorkontrollwahrscheinlichkeit auswir-
ken.

Fir ein optimales therapeutisches Ergebnis ware also eine effektivere Protektion be-
sonders gefahrdeter Organe wunschenswert - bei zugleich ausreichend hoher

Strahlendosis.

Fur die vorliegende Arbeit ergeben sich folgende Fragestellungen:

1. Lasst sich in einem Beobachtungszeitraum von 50 Wochen nach Bestrahlung
eine Verschlechterung der Nierenfunktion bei den verwendeten Strahlendosen
von 6 Gy, 8 Gy und 10 Gy beobachten?

2. Welchen Einfluss hat bei einer tatsachlichen Verschlechterung der Nierenfunktion
nach Bestrahlung die Gabe von Erythropoietin bzw. Infliximab auf die Funktion

der rechten Niere von weiblichen C3H-Mausen?

3. Fallt die Verschlechterung der Nierenfunktion bei den medikamentds behandelten

Tieren im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe geringer aus?
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2. Material und Methoden

2.1. Aufbau des Experiments

Insgesamt wurden 72 Mause in das Experiment aufgenommen. Die Tiere wurden auf
vier Versuchsarme verteilt. Ein Versuchsarm diente als Kontrolle (KO), wahrend in
den drei Ubrigen Versuchsarmen den Tieren jeweils eine der beiden untersuchten
Substanzen, teilweise in unterschiedlicher Dosierung, verabreicht wurde. Innerhalb
jedes Versuchsarms wurden ferner Gruppen gebildet, die in einzeitiger Bestrahlung

unterschiedliche Strahlendosen erhielten, namlich 6 Gy, 8 Gy und 10 Gy.

Einzeitdosis Einzeitdosis Einzeitdosis
X
Kontrolle Epo 500 Epo 2000 TNF-a-Ak
500 U/kg s. c. 2000 U/kg s. c. 8 mg/kg . v.

18 hvor % 18 hvor % 18 hvor %
2hvort 2hvort 24 h nach %
24 h nach % 24 h nach % 120 h nach %

Blutentnahme
50 Wochen nach %

Abbildung 1

Aufbau des Experiments. Einteilung in die vier Versuchsarme Kontrolle, Epo 500,
Epo 2000 und TNF-a-Ak, jeweils mit Angabe der verabreichten Medikamentendosis
und Injektionsart, aullerdem zeitlicher Bezug der Injektionen zur Bestrahlung (%).

Verteilung der Strahlendosen auf die Versuchsarme. Die Bestrahlung erfolgte einzei-
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tig. Blutentnahme zum Zeitpunkt 50 Wochen nach Bestrahlung bei Kontrolle, Epo
500 und Epo 2000.

Tabelle 2

Einteilung der Versuchsgruppen mit Anzahl der eingeschlossenen Méause.

Versuchsarm Strahlendosis Summe
6 Gy 8 Gy 10 Gy

1: Kontrolle 7 8 5 20

2: Epo 500 6 6 7 19

3: Epo 2000 5 6 7 18

4: TNF-a-Ak 0 8 7 15

SUMME 18 28 26 72

Drei bis vier Tage nach einer ersten Nierenszintigraphie, in der die Ausgangswerte
der Nierenfunktion festgestellt wurden, erfolgte die einzeitige Bestrahlung der rechten
Niere jeder Maus. In der 20. Woche nach Bestrahlung wurde die erste Kontrollszinti-
graphie durchgefihrt. Weitere Szintigraphien zur Verlaufsbeobachtung folgten von
da an alle sechs Wochen. Die Nachbeobachtungszeit ab Bestrahlungstag betrug
insgesamt 50 Wochen (350 Tage).

Die Verabreichung der Pharmaka per Injektion fand abhangig von der zu untersu-
chenden Substanz zu bestimmten Zeitpunkten um den Tag der Bestrahlung herum
und an demselben statt. Genaue Zeitangaben folgen in den Einzeldarstellungen der

verschiedenen Versuchsarme.
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Tabelle 3

Fiir alle Versuchsarme gliltiger zeitlicher Ablauf.

1. Szintigraphie

1. Woche Bestrahlung
Injektion von Pharmaka

20. Woche 2. Szintigraphie
26. Woche 3. Szintigraphie
32. Woche 4. Szintigraphie
38. Woche 5. Szintigraphie
44. Woche 6. Szintigraphie
50. Woche 7. Szintigraphie

Versuchsarm 1: Kontrolle

Der Kontrollarm bestand aus 20 Mausen.
Es fand keine Injektion von Pharmaka statt.
Bei der Bestrahlung erhielten sieben Tiere eine Dosis von 6 Gy, acht Tiere eine Do-

sis von 8 Gy und funf Tiere eine Dosis von 10 Gy.

Versuchsarm 2: Epo 500

Behandelt wurden 19 Tiere.

Die Injektion von 500 U/kg KG Epoetin alpha (Janssen-Cilag, Neuss, Germany) er-
folgte subkutan in die Nackenfalte. Bei einem Korpergewicht von ca. 20 g erhielt je-
des Tier 10 U oder 5 pl der fertigen Losung.

Insgesamt fanden drei Injektionen zu folgenden Zeitpunkten statt:

* 18 h vor Bestrahlung
* 2 h vor Bestrahlung

* 24 h nach Bestrahlung



2 Material und Methoden 23

Bei der Bestrahlung erhielten sechs Tiere eine Dosis von 6 Gy, sechs Tiere eine Do-

sis von 8 Gy und sieben Tiere eine Dosis von 10 Gy.

Versuchsarm 3: Epo 2000

Behandelt wurden 18 Tiere.

Die Injektion von 2000 U/kg KG Epoetin alpha (Janssen-Cilag, Neuss, Germany) er-
folgte subkutan in die Nackenfalte. Bei einem Korpergewicht von ca. 20 g erhielt je-
des Tier 40 U oder 20 pl der fertigen Losung.

Insgesamt fanden drei Injektionen zu folgenden Zeitpunkten statt:

* 18 h vor Bestrahlung
* 2 h vor Bestrahlung

* 24 h nach Bestrahlung

Bei der Bestrahlung erhielten funf Tiere eine Dosis von 6 Gy, sechs Tiere eine Dosis

von 8 Gy und sieben Tiere eine Dosis von 10 Gy.

Versuchsarm 4: TNF-a-Ak

Behandelt wurden 15 Tiere.

Die Injektion von 8 mg/kg KG Infliximab erfolgte intravends in die Schwanzvene. Bei
einem Korpergewicht von ca. 20 g erhielt jedes Tier 0,16 mg in 200 ul der 12,5-fach
verdunnten Standardlésung (100 mg/10 ml).

Insgesamt fanden 3 Injektionen zu folgenden Zeitpunkten statt:

* 18 h vor Bestrahlung
* 24 h nach Bestrahlung
* 120 h nach Bestrahlung

Bei der Bestrahlung erhielten acht Tiere eine Dosis von 8 Gy und sieben Tiere eine

Dosis von 10 Gy.
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2.2. Tiere und Tierhaltung

Die Versuche erfolgten an weiblichen C3H/HeN Mausen (Charles River Laboratories,
Sulzfeld, Deutschland) im Alter von 68 - 72 Tagen. Zu Versuchsbeginn betrug das
durchschnittliche Kérpergewicht der Mause 20 g.

Die Haltung der Tiere erfolgte in Gruppen bis maximal 20 Tieren in Macrolonkafigen
auf entstaubter und entkeimter Weichholzstreu (Altromin Gesellschaft fur Tierernah-
rung mbH, Lage, Deutschland) im Tierstall des Instituts fur Experimentelle Onkologie
der Technischen Universitat Minchen im Klinikum rechts der Isar. Die Tiere erhielten
pelletiertes Futter (Altromin 1324, Altromin Gesellschaft flr Tiererndhrung mbH,
Lage, Deutschland) und reines Leitungswasser Uber eine Nippeltranke ad libitum.
Die Raumtemperatur betrug 21 - 24 °C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 —
60 %. Uber eine Zeitschaltautomatik erfolgte die Regelung eines Hell-Dunkel-Zyklus
von jeweils 12 Stunden. Die Tiere befanden sich die ganze Zeit Uber unter tierarztli-
cher Betreuung.

Eine Tierversuchsgenehmigung der Regierung von Oberbayern lag vor.

Abbildung 2
Tierhaltung. Macrolonkéfig mit pelletiertem Futter, Leitungswasser (iber Nippeltrénke,

Weichholzstreu und Unterschlupfméglichkeit aus Weichholz und Zellstoff.
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2.3. Injektionstechniken

Fur das vorliegende Projekt kamen drei verschiedene Injektionstechniken zur An-
wendung: die intravendse Injektion in die Schwanzvene, die intraperitoneale Injektion
und die subkutane Injektion in die Nackenfalte.

Fur die Nierenszintigraphie wurde im nuklearmedizinischen Labor *"Tc-DMSA intra-
vends in eine der beiden lateralen Schwanzvenen der Maus verabreicht. Nach einer
kurzen Inhalationsnarkose mittels Diethylether im Etherglas wurde das Tier auf ei-

nem kleinen Injektionstisch aus Plexiglas gelagert (Abbildung 3).

Abbildung 3

Aufbau zur intravendsen Injektion in die Schwanzvene am nuklearmedizinischen Ar-
beitsplatz. Injektionstisch aus Plexiglas, Glasgefals mit warmem Wasser zur Dilata-
tion der Schwanzvenen, Insulinspritze BD Micro-Fine 1 ml und Tupfer, Glasgefal3 zur
Inhalationsnarkose gefiillt mit Diethylether-getrénkten Papiertiichern, Bleiburg zur

Abschirmung von radioaktivem Material wie mit " Tc-DMSA aufgezogenen Spritzen.

Um eine leichte Dilatation der Venen zu erreichen, wurde der Schwanz des Tieres
zunachst einige Sekunden in warmes Wasser getaucht und anschlieend mit einem
Tupfer unter vorsichtigem Reiben abgetrocknet. An einem Ende der Platte des Injek-
tionstisches war eine durch einen Langsspalt zweigeteilte Wand angebracht. Der
Schwanz des Tieres wurde zur besseren Fixation durch diesen Spalt gefuhrt und zur
Injektion vorsichtig gespannt gehalten. Die Injektion in eine der beiden lateralen
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Schwanzvenen erfolgte sodann wie auf Abbildung 4 zu sehen mit einer Insulinspritze
(BD Micro-Fine 1 ml, K-40 Insulin, 29 G).

Abbildung 4
Intravendse Injektion des Radiopharmakons *"Tc-DMSA in eine der beiden lateralen
Schwanzvenen einer C3H-Maus. Die Lagerung der Maus erfolgte in Seitenlage. Eine

kurzzeitige Sedierung wurde durch Inhalationsnarkose mit Diethylether erreicht.

Die Injektion von Infliximab erfolgte ebenfalls intravends in die Schwanzvene. Die
Maus wurde dabei zur Narkose mit dem Kopf in einer mit Sauerstoff und Isofluran
gefluteten Kriechrohre gelagert. Die besagte Rdhre besaly aulRer den Anschlissen
fur Sauerstoff- und Isofluranzufuhr ein geschlossenes und ein offenes Ende. Das of-
fene Ende der Réhre wurde mit einem ublichen Gummihandschuh bezogen und da-
hinein eine kleine Offnung fiir den Kopf der Maus geschnitten. Die Tiere krochen da-
bei meist selbst weiter in die Réhre, wenn man die Mause mit der Schnauze in die
Offnung fihrte. Der Schwanz jedoch wurde vom Untersucher vorsichtig auRerhalb
gehalten, bis eine ausreichende Narkosetiefe erreicht war. Auf diese Weise waren
gleichzeitig eine kontinuierliche Narkose unter Spontanatmung und die Injektion in
die Schwanzvene maoglich.

FUr qualitativ gute szintigraphische Aufnahmen war es notwendig, die Mause madg-
lichst bewegungsarm in Rickenlage auf dem Detektor der Gammakamera zu fixie-
ren. Dies konnte durch eine Narkose mit einer intraperitoneal verabreichten Mi-

schung aus Ketamin, Rompun und Kochsalzlésung (10 ml Ketavet, 8 ml Rompun, 82
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ml NaCl) sehr zufriedenstellend erreicht werden. Zur Injektion wurden 1 ml Tubercu-
lin-Spritzen (Codan) mit Kanulen von 26 G Aullendurchmesser verwendet (BD Mic-
rolence 3, 26 G, 0,45 x 10 mm). Die Maus wurde dabei mit Daumen und Zeigefinger
in der Nackenfalte gehalten, gleichzeitig wurde der Schwanz zwischen kleinen Finger
und Ringfinger geklemmt (Abbildung 5). Durch diesen Griff wurde bei Supination der
haltenden Hand der Bauch des Tieres exponiert. Zu beachten war dabei eine leichte
Kopftieflage der Maus, durch die der Abdomeninhalt ein wenig nach kranial verlagert
wurde. Die Injektion erfolgte sodann rasch in den rechten unteren Quadranten des
Abdomens. Darmperforationen oder anderweitige Verletzungen von Baucheingewei-

den wurden nicht beobachtet.

Abbildung 5
Intraperitoneale Injektion von Narkotikum (Ketamin, Rompun, NaCl) zur Sedierung
vor der Lagerung auf dem Detektorfeld der Gammakamera. Die Maus wird an

Schwanzbasis und Nackenfalte gehalten. Injiziert wird in leichter Kopftieflage.

Der gleiche Griff wurde bei der subkutanen Injektion von Erythropoietin in die Na-
ckenfalte angewandt. Das Tier erhielt dabei jedoch die Mdglichkeit, sich weiterhin am
Gitter der Kafigabdeckung festzuhalten (Abbildung 6). Die Injektion erfolgte mit Hilfe
eine Mikroliterspritze (Hamilton 5 pl) zwischen Daumen und Zeigefinger der halten-
den Hand hindurch, dem Verlauf der Wirbelsaule folgend in das Subkutangewebe

der Nackenfalte.
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Abbildung 6
Subkutane Injektion in die Nackenfalte. Im Versuch wurde im Gegensatz zu der auf

dieser Abbildung gezeigten Tuberculin-Spritze (Codan) mit Microlence-Kanlile (26 G)
eine Mikroliterspritze (Hamilton, 5 ul) verwendet.
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2.4 Szintigraphie

2.4.1. Statische Nierenszintigraphie mit *"Tc-DMSA

In der konventionellen planaren Szintigraphie nimmt das Radionuklid *™Tc eine her-
ausragende Stellung ein. Seine kurze Halbwertszeit von ca. 6 h gewahrt einerseits
die Moglichkeit zur Beobachtung physiologischer Prozesse und halt andererseits die
Strahlenexposition auf einem akzeptablen Niveau. Uberdies ist es mit Hilfe eines
[®*Mo]/[*"Tc]-Mutter-Tochter-Nuklidgenerators leicht und schnell herzustellen (Schi-
cha 2003, S. 25). Im Generator ist [**Mo] auf einer Aluminiumoxidsaule fixiert. Beim
Zerfall des [**Mo] entsteht Pertechnetat ([*"Tc]TcO.), das leicht mit 0,9-prozentiger
Kochsalzlésung eluiert werden kann (Brandau 1999, S. 81). Die ®™Tc Pertechnetat-
I0sung aus dem Generator wird der DMSA-L6sung hinzugefugt. Nach 15 Minuten
Inkubationszeit steht das entstandene Gemisch zur Injektion bereit.

Die statische Nierenszintigraphie dient zur Beobachtung langsam verlaufender phy-
siologischer Prozesse und zur Beurteilung der Nierenmorphologie. Etwa 3 h nach
intravendser Injektion erreicht das *"Tc-DMSA seine maximale Konzentration in der
Nierenrinde. Etwa 50 % der radioaktiven Substanz befinden sich dann in der Niere,
ca. 20 % liegen im Plasma an Proteine gebunden vor, etwas weniger als 10 % in Le-
ber und Muskulatur. Dimercaptobernsteinsaure reichert sich vermutlich durch peritu-
bulare Reabsorption in den Zellen des proximalen Nierentubulus an (Mallinckrodt
2005). Die Kumulation ist von der Durchblutung der Nierenrinde in funktionierenden
Bereichen des Cortex renalis abhangig. Die renale Aufnahme von DMSA Kkorreliert
dabei mit dem Nierenvolumen (Kawamura 1984, S. 171). Auch die glomerulare Filt-
rationsrate und der relative effektive Plasmafluss korrelieren gut mit der Aufnahme
von DMSA in die Nierenrinde (Taylor 1986, S. 31).

Die Nierenfunktion wird mit der hier vorgestellten Methode nicht quantitativ bestimmt,
wie es bei einer Bestimmung der Nierenclearance der Fall ist. Es entsteht vielmehr
eine Momentaufnahme des funktionierenden Nierenparenchyms. Nach der Bestrah-
lung ausgefallenes Nierengewebe ist nicht mehr in der Lage, das an das Radionuklid
gekoppelte DMSA aufzunehmen. In Relation zu der ,gesunden” unbestrahlten Niere

kann so ein Funktionsverlust der bestrahlten Niere gezeigt werden.
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rechte Niere -

Abbildung 7

Anatomische Verhéltnisse auf dem Szintigramm der Maus ca. 5 Stunden nach Injek-
tion von *"Tc-DMSA. Etwa 50 % des Radiopharmakons befindet sich bereits 3
Stunden nach Injektion in den Nieren, weitere 20 % liegen an Plasmaproteine ge-
bunden vor, weniger als 10 % sind in Leber und Muskel gelangt. Nur ein geringer

Teil wird (ber die Nieren ausgeschieden und sammelt sich in der Harnblase.

Die statische Nierenszintigraphie mit einer tubular gespeicherten Substanz wie
DMSA hat gegenuber der Nierenfunktionsszintigraphie mit glomerular filtrierten Sub-
stanzen wie EDTA einige Vorteile. Die Untersuchung der Nierenfunktion ist auch
dann noch maoglich, wenn sie bereits starker eingeschrankt ist. Bei Mausen schwierig
durchzufihrende und belastende Blutentnahmen zur Bestimmung der Plasmaaktivi-
tatskonzentration sind nicht notwendig. Die Injektion des *"Tc-DMSA muss nicht
streng intravasal erfolgen. Auch bei teilweise paravasaler Injektion wird das statische
Bild, das erst Stunden spater aufgenommen wird, nicht wesentlich beeinflusst. Dies
ist von Bedeutung, da die Venenverhaltnisse nach wiederholten Injektionen durch die
Bildung von Granulomen verschlechtert werden. Durch die Narkose wahrend der
Tracerinjektion werden die Kreislaufverhaltnisse der Tiere in unterschiedlichem Male
beeinflusst. Dadurch kann auch die glomerulare Filtrationsrate verandert werden. Bei
der statischen Nierenszintigraphie spielt das jedoch eine untergeordnete Rolle.

Die statische Nierenszintigraphie mit *"Tc-DMSA stellte fur dieses Projekt folglich
eine praktikable Methode zur Bestimmung der seitengetrennten Nierenfunktion auch

bei wiederholten Messungen in langen Abstanden dar.
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a) b) c)

TNFa-Ak, 8 Gy
rechts  links

‘ ’ 2cm

2cm

50 Wochen nach Bestrahlung

Abbildung 8

C3H-Maus aus der Gruppe , TNF-a-AKk”,

a) 1. Szintigraphie zum Zeitpunkt 0 Wochen. Die rechte Niere zeigt mit 55 % Anteil
an der Gesamtfunktion beider Nieren eine leicht stédrkere Aktivitat als die linke Niere.
b) 7. Szintigraphie zum Zeitpunkt 50 Wochen nach Bestrahlung. Die bestrahlte
rechte Niere weist eine gewisse Restfunktion auf. Der Anteil an der Gesamtfunktion
beider Nieren betragt noch 24 %.

¢) Rechte und linke Niere nach Entnahme zum Zeitpunkt 50 Wochen nach Bestrah-
lung. Die linke Niere zeigt sich normal grol3 (ca. 1 cm x 0,5 cm), wéhrend die be-
strahlte rechte Niere einen erheblichen Parenchymverlust aufweist, wie es schon im

Szintigramm ersichtlich war.

2.4.2. Ablauf der szintigraphischen Untersuchung

Zur Bestimmung der Nierenfunktion wurde eine statische Nierenszintigraphie mit
®mTc-DMSA (Dimercaptosuccinat, TechneScan® DMSA Germany, Mallinckrodt Me-
dical BV, Petten, NL) durchgefiihrt. Dazu wurden jeder Maus 100 pl einer ®™Tc-
DMSA-L6sung mit einer Aktivitat von 100 MBg/ml unter kurzer Diethylether-Narkose
(Apotheke des Klinikums rechts der Isar) in die Schwanzvene injiziert. Die applizierte
Aktivitat pro Maus betrug somit 10 MBq.

Die Aufnahme an der Forte™ Gammakamera mit VXHR Kollimatoren (ADAC, heute
Philips Medical Systems) erfolgte funf Stunden nach Injektion. Bis dahin hatte sich

das *"Tc-DMSA deutlich in den Nieren und in geringem MaRe auch in der Leber
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angereichert. Zum Zwecke einer moglichst bewegungsfreien Lagerung wurden jeder
Maus 100 pl eines Narkotikums, bestehend aus 10 ml Ketavet® (100 mg/ml Ketamin,
Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen, Deutschland) und 8 ml Rompun® 2 % (20
mg/ml Xylazin, Bayer) in 82 ml physiologischer NaCl-Lésung (Isotonische Natrium-
chloridlésung 0,9 %, DeltaSelect), i. p. verabreicht. Nach Wirkungseintritt wurden die
Mause in Gruppen von bis zu zehn Tieren mittels eines Streifens Leukosilk-Klebe-
band vorsichtig in Ruckenlage auf dem Detektor fixiert (Abbildung 9). Durch die Ru-
ckenlage wurde die Distanz der retroperitoneal gelegenen Nieren zum Detektor op-
timiert. Wegen des in Narkose fehlenden Lidschlussreflexes wurden die Augen der
Mause zum Schutz der Cornea mit Augensalbe (Vidisic, Dr. Mann Pharma, Berlin)

versorgt.

a) b)

Abbildung 9

a) Ansicht der Forte™ Gammakamera mit neun auf dem unteren Detektor gelagerten
Mé&usen.

b) Detailansicht zur Lagerung der Méause auf dem Detektor der Forte™ Gammaka-
mera. Fixierung der Tiere unter Anéasthesie in Spontanatmung durch Leukosilk-Kle-
beband im Aufnahmefeld des Detektors (CENTER FIELD, Zoom 25,4). Auf diese
Weise konnte die Aufnahme von bis zu zehn Tieren gleichzeitig bewerkstelligt wer-

den.
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Die Aufnahmezeit unter dem Protokoll ,KS Knochen SPAET" betrug 300 Sekunden.

Abbildung 10 zeigt beispielhaft das Ergebnis einer szintigraphischen Aufnahme von

zehn Tieren. Das entstandene Szintigramm zeigt die Tiere aus der Sicht des Detek-
tors. Deshalb sind auf der Aufnahme oben und unten vertauscht. Die rechte Niere

wird auf dem Szintigramm links abgebildet und umgekehrt.

MAEUSE

EUECKEN I

Abbildung 10
Szintigramm von zehn Mé&usen. Die Aufnahme erfolgte in Riickenlage. Die linke
Seite auf der Abbildung entspricht der rechten Seite am Tier. Die Maus, die sich auf

der Abbildung links unten befindet, lag auf dem Detektor links oben.

%"Tc hat eine relativ kurze Halbwertszeit von 6,02 h. Nach erfolgter Aufnahme wur-
den die Mause deshalb noch drei Tage im Stall isoliert gehalten. Damit wurde die
zum Strahlenschutz geforderte Abklingzeit vom Zehnfachen der Halbwertszeit ein-

gehalten.

2.4.3. Auswertung der Szintigramme
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Die Auswertung der Szintigramme erfolgte nach Ubertragung auf das ADAC Pega-

sys Computersystem mit Hilfe des Programms ROI Analysis, Version 4.20. Dabei
wurde zunachst eine Region of Interest (ROI) Uber der rechten Niere definiert. Diese
wurde dann genau auf die linke Niere gespiegelt und zusatzlich auch in die Leber
gelegt. So war es mdglich, nach Subtraktion der Hintergrundaktivitat des Extrazellu-
larraums, reprasentiert durch die Leber, die annahernd reine Aktivitatsaufnahme des

Nierenparenchyms in Form von Total Counts, der Impulszahlen, zu ermitteln.

Abbildung 11

Regions of interest (ROIs) lber beiden Nieren und der Leber. Die Festlegung der
ROlIs erfolgte zunéchst lber der rechten Niere. Ausgehend von dieser sind alle drei
ROls gleich gro3 und erlauben so einen direkten Vergleich der jeweiligen Impuls-

zahlen. Die ROI tber der Leber dient der Hintergrundkorrektur.

Die Daten wurden in das Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft® Office Excel
2003 eingegeben. AnschlieRend konnte der Anteil der Nierenfunktion an der Funk-
tion beider Nieren errechnet werden, indem die Total Counts der rechten Niere zu

den Total Counts beider Nieren zusammen ins Verhaltnis gesetzt wurden.
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2.5. Bestrahlung

2.5.1. Ablauf der Bestrahlung

Die Bestrahlung der rechten Niere jeder Maus erfolgte einzeitig mit 70 kV Rdéntgen-
strahlen aus dem Weichstrahltherapiegerat RT 100 der Firma Philips. Nach Einlei-
tung der Inhalationsnarkose mit 1,5 — 2,0 % Isofluran (Forene, Abbot GmbH, Wies-
baden, Deutschland) und 0,5 I/min Sauerstoff wurde jedes Tier einzeln auf dem Be-
strahlungstisch in Bauchlage gelagert, wobei die Schnauze im offenen Ende des Be-
atmungsschlauches positioniert wurde. Eine weitere Fixierung der Tiere war nicht
notwendig. Die Narkose wurde wahrend der Bestrahlungszeit mit Isofluran und Sau-

erstoff in der oben erwahnten Dosierung fortgefuhrt.

Abbildung 12

Lagerung der Maus zur Bestrahlung unter Isofluran-Narkose. Der Abstand zwischen
Schnauzenspitze und rechtem Nierenhilus betrug 4,5 — 5 cm. Die Abbildung ist
nachgestellt und zeigt ein é&lteres Tier mit gré3erer Kbrperldnge als der der Tiere

zum Zeitpunkt der Bestrahlung.

Aus den szintigraphischen Grundaufnahmen hatte sich bei allen Tieren ein Abstand
zwischen Schnauzenspitze und rechtem Nierenhilus von 4,5 — 5 cm ergeben. Ent-
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sprechend wurden der Tubus und das Zentrum des Strahlenfeldes Uber dem rechten

Nierenhilus ausgerichtet.

Abbildung 13

Positionierung des Strahlerkopfes mit Tubus lber der rechten Niere der Maus. Zu-
sétzlich wurde noch eine Bleiabschirmung am Tubus befestigt, die (ber dem Riick-
grat der Maus zu liegen kam.

2.5.2. Bestrahlungsplanung

Zur Bestrahlung verwendeten wir ein 1,5 cm groRRes Einzelstehfeld (runder Tubus,
Durchmesser 1,5 cm) dorsal Uber der rechten Niere. Damit kam das Organ bei einer
GrolRe von 0,8 — 1,0 cm komplett im Strahlenfeld zu liegen. Der Fokus-Haut-Abstand
betrug 10 cm, die Energiedosisleistung 5,61 Gy/min. Laut Geratehandbuch des
RT 100 liegt die 10 %-lsodose 0,4 cm, die 5 %-lsodose 1,0 cm aulerhalb der Feld-
pforte. Ohne weitere MalRnahmen ware dadurch der mediale Anteil der linken Niere
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von 10 %, der restliche Teil von 5 % der Maximaldosis betroffen gewesen. Um die
linke Niere sicher aus dem Strahlenfeld herauszuhalten, installierten wir deshalb am
Tubus eine Bleiabschirmung, die bei der Bestrahlung mittig iber dem Ruckgrat der

Maus zu liegen kam (Abbildung 13).

2.5.3. Dosimetrie

Im Vorfeld der Bestrahlungen wurden die auf die Nierenoberflache wirkenden Strah-
lendosen mit Hilfe von Thermolumineszenzdosimetern ermittelt. Diese wurden bei
zuvor eingeschlaferten Mausen nach praparatorischer Darstellung der Nieren auf der
dorsalen Organoberflache fixiert. Anschliefend erfolgte die Bestrahlung wie oben
beschrieben.

Bei einer konstanten Gleichspannung von 70 kV wurde ein 1,25 mm Al-Filter einge-
setzt. Der Tubusdurchmesser betrug 1,5 cm. Ziel waren Einzeldosen von 6 Gy, 8 Gy
und 10 Gy im Bereich der Nierenrinde. Fur die unterschiedlichen Strahlendosen er-

gaben sich folgende Bestrahlungszeiten:

Tabelle 4

Bestrahlungszeiten pro Applikationsdosis.

Applikationsdosis Bestrahlungszeit
in Gy in min
6 1,07
8 1,43

10 1,79
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2.6. Blutentnahme

Zum Endpunkt der Untersuchung 50 Wochen nach Bestrahlung und nach der siebten
und letzten Szintigraphie wurde bei den Tieren der Kontrollgruppe und der mit
Erythropoietin behandelten Gruppen Blut enthommen. Untersucht werden sollten
Kreatinin, Harnstoff und Hamatokrit. Die Laboranalysen wurden durchgefuhrt von der
Vet Med Labor GmbH Ludwigsburg.

Um eine zur Analyse ausreichende Probenmenge zu erhalten, erfolgte die Blutent-
nahme kardial. Dazu wurden die Mause zunachst in einer mit Sauerstoff und Isoflu-
ran gefluteten Kammer narkotisiert. War eine ausreichende Narkosetiefe erreicht,
wurden sie aus der Kammer herausgenommen und auf dem Rucken gelagert. Die
Kanule zur Blutenthahme (Microlence) wurde unter dem Xiphoid in das Herz vorge-
schoben und anschlielRend Blut aspiriert (1 ml Tuberculin-Spritze, Codan), das dann
in mit EDTA praparierte Réhrchen des tiermedizinischen Labors umgefullt wurde.
Unmittelbar im Anschluss an die Blutentnahme wurden die noch narkotisierten Tiere

in der CO,-Kammer eingeschlafert.
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2.7. Auswertung der Rohdaten

Das Programm ,ROI-Analysis, Version 4.20“ der ADAC-Forte Gammakamera diente
zur Auswertung der Szintigramme und lieferte die Rohdaten in Form von Total
Counts (Impulszahlen) im Bereich der definierten Regions of Interest Uber beiden
Nieren und der Leber jeder Maus. Diese Daten wurden anschlieRend in das Tabel-
lenkalkulationsprogramm ,Microsoft® Office Excel 2003 eingegeben. Nach Subtrak-
tion der Impulszahl des Uber der Leber definierten Hintergrunds wurden die Total
Counts der rechten Niere zu der Summe der Total Counts beider Nieren ins Verhalt-
nis gesetzt. In gleicher Art und Weise wurde mit den Daten jeder Szintigraphie ver-
fahren, so dass sich eine entsprechende Verlaufsbeobachtung fur jedes einzelne
Tier ergab. Die so entstandenen Werte des Funktionsanteils der rechten Niere an der
Gesamtfunktion beider Nieren wurden in das Statistikprogramm ,SPSS 12.0 for Win-
dows"® Ubertragen, mit dessen Hilfe alle weiteren Berechnungen vollzogen wurden.

Die Verlaufsgrafiken wurden in Excel, alle anderen Diagramme in SPSS erstellt.
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2.8. Statistische Auswertung

Die Uberpriifung auf Normalverteilung der initialen Nierenfunktionswerte erfolgt durch
den Kolmogorov-Smirnov-Test und den Shapiro-Wilk-Test. Desweiteren wird die
Verteilung der initialen Nierenfunktionswerte durch Histogramme veranschaulicht.

In Box- und Whiskerdiagrammen werden die Ausgangswerte sowohl aller Tiere ge-
meinsam als auch aufgetrennt nach den einzelnen Gruppen zum Vergleich neben-
einander gestellt. Das Box- und Whiskerdiagramm zur Veranschaulichung der Wer-
teverteilung zeigt den Median, das erste und dritte Quartil und den groten (Maxi-
mum) und kleinsten Wert (Minimum). 50 Prozent aller Werte liegen demnach zwi-
schen erstem und drittem Quartil. Als Ausreil3er gelten Werte, die weiter als einein-
halb, aber nicht mehr als drei Kastenlangen aul3erhalb der Box liegen. Sie werden
mit einem Kreis kenntlich gemacht.

Der absolute mittlere Funktionsverlust der rechten Niere wird stets mit Standardab-
weichung angegeben, ebenso alle ubrigen Mittelwerte.

Der U-Test nach Mann und Whitney wird angewandt bei quantitativen Merkmalen
und ist damit zur Analyse der szintigraphischen Messergebnisse geeignet. Er gilt fir
unverbundene Stichproben bei unbekannter Verteilung, setzt also keine Normalver-
teilung voraus. In der vorliegenden Arbeit dient er dazu, signifikante Unterschiede in
der Abnahme der Nierenfunktion zum Endpunkt der Untersuchungen zwischen den
verschiedenen Gruppen zu detektieren.

Eine Abwandlung des U-Tests nach Mann und Whitney stellt der sogenannte H-Test
nach Kruskal und Wallis dar. Dieser Test wird fur den Vergleich von mehr als zwei
unabhangigen Stichproben verwendet, so beispielsweise beim Vergleich der Mittel-
werte der initialen Messungen.

Der Wilcoxon-Test zum nichtparametrischen Vergleich zweier abhangiger Stichpro-
ben wird verwandt, um signifikante Unterschiede in den zu verschiedenen Zeitpunk-
ten gemessenen Mittelwerten der Nierenfunktion einer Gruppe erkennen zu kdnnen.
Dies geschieht in dieser Arbeit, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse anhand
der Mittelwerte der Kontroligruppe zu den Zeitpunkten 0, 20 und 26 Wochen nach
Bestrahlung zu zeigen.

Unterschiede bei den Ergebnissen gelten als signifikant, wenn die Irrtumswahr-
scheinlichkeit p unterhalb der 5 %-Grenze liegt (p < 0,05). Ein solches Ergebnis wird
mit einem Sternchen (*) gekennzeichnet. Ein Ergebnis, bei dem die Irrtumswahr-

scheinlichkeit p unter 1 % (p < 0,01) betragt, heil’t sehr signifikant. Es wird mit zwei
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Sternchen (**) kenntlich gemacht. Drei Sternchen (***) bezeichnen ein hdchst signifi-
kantes Ergebnis mit einem p-Wert unter 1 %o (p < 0,001). Ein nicht signifikantes Er-
gebnis wird mit der Abkurzung ,ns“ versehen. Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit

Uber 5 % muss davon ausgegangen werden, dass der Unterschied zufallig zustande
gekommen ist.
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3. Ergebnisse

3.1. Ausgangssituation — Messergebnisse der initialen Nierenfunk-

tion

Die Funktion der rechten Niere wurde bei allen Tieren (n = 72) noch vor Beginn der
Bestrahlung und vor Beginn der Medikamenteninjektionen unter gleichen Bedingun-
gen ermittelt. Die Messwerte dienten als Ausgangsbefund, mit dem alle weiteren Er-
gebnisse verglichen werden konnten. Im Folgenden werden die Ergebnisse der ers-
ten szintigraphischen Nierenfunktionsbestimmung durch deskriptive Statistik darge-
stellt. Die Vergleichbarkeit der Gruppen und die Reproduzierbarkeit der Versuche

wird mit Hilfe der schlieRenden Statistik gezeigt.
3.1.1. Deskriptive Statistik zur initialen Nierenfunktion

Die deskriptive Statistik dient der Beschreibung der im Experiment gewonnenen Da-
ten. Zu diesem Zweck werden die Daten sowohl grafisch, als auch unter Zuhilfe-
nahme von statistischen Kennzahlen wie Mittelwert, Median, Minimum und Maximum
aufbereitet. Berticksichtigt wird dabei auch der Streubereich der Messergebnisse.

In der vorliegenden Untersuchung erwartete man einen Anteil der Funktion der
rechten Niere an der Gesamtfunktion beider Nieren von 50 %. Stellvertretend fur alle
Gruppen zeigt Abbildung 14 das vor Medikamentengabe und Bestrahlung angefer-
tigte Szintigramm von zehn Mausen der Gruppe TNF-a-Ak. Die rechte Niere hat bei
fast allen Tieren sichtlich etwas mehr Aktivitat aufgenommen als die linke Niere. Das

gleiche Bild ergab sich auch in den anderen Gruppen.
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Abbildung 14

Planares Szintigramm nach statischer Nierenszintigraphie mit *"Tc-DMSA. Darge-
stellt ist das initiale Szintigramm vor Bestrahlung und Medikamentengabe von zehn
Méusen der Gruppe TNF-a-Ak. Deutliche Aktivitdt zeigt sich in den Nieren, rechts
meist stérker als links, etwas schwéchere Aktivitat in der Leber. Teilweise sind die
Injektionsstellen am Schwanz der Tiere nach geringem paravasalem Austritt des

¥mTe-DMSA zu erkennen.

Tabelle 5 listet die Mittelwerte der Messergebnisse der initialen Szintigraphien ge-
trennt nach Substanzgruppen und in der Gesamtschau aller Tiere auf. Angegeben
sind weiterhin jeweils Standardabweichung (SD), Median, Minima und Maxima der
gemessenen Daten. Mit n wird die Anzahl der Mause in der jeweiligen Gruppe be-

zeichnet.
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Tabelle 5

Mittelwerte mit Standardabweichung, Medianen, Minima und Maxima der initialen

Messwerte zur Funktion der rechten Niere.

n Mittelwert SD Median Minimum Maximum
Kontrolle 20 0,5473 2% 0,5518 0,50 0,58
Epo 500 20 0,5424 4 % 0,5362 0,49 0,66
Epo 2000 19 0,5495 3% 0,5470 0,51 0,61
TNF-a-Ak 15 0,5426 3% 0,5410 0,49 0,58
Gesamt 74 0,5456 3% 0,5448 0,49 0,66

Der tatsachliche Anteil der rechten Niere an der Gesamtfunktion beider Nieren lag
also mit durchschnittlich 54 % Uber den theoretisch zu erwartenden 50 %. Der insge-
samt kleinste Wert wurde mit 49 %, der grofdte Wert mit 66 % ermittelt. Median und
arithmetisches Mittel liegen sowohl in den einzelnen Versuchsgruppen, als auch bei
Betrachtung aller Tiere sehr nah beieinander. Dies weist auf eine symmetrische

Verteilung der Werte, wie sie bei einer Normalverteilung vorkommt, hin.

3.1.1.1. Uberpriifung auf Normalverteilung: alle Tiere (n = 72)

Im Box- und Whisker-Diagramm wird die nahezu symmetrische Verteilung der Werte
grafisch veranschaulicht. Dargestellt sind neben dem Median auch erstes und drittes
Quartil. Die Whisker werden begrenzt von Werten, die bis zum eineinhalbfachen In-
terquartilsabstand von erstem bzw. drittem Quartil entfernt liegen. Mit einem Kreis
gekennzeichnet sind dartber hinaus Extremwerte, die mehr als eineinhalb, aber we-
niger als drei Kastenlangen aul3erhalb der Box zu liegen kommen, so geschehen bei
einem Messwert von 66 %, der einer Maus aus der Gruppe Epo 500 zugeordnet

werden kann.
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Initialer Funktionsanteil der rechten Niere

Abbildung 15
Box- und Whisker-Diagramm zur Werteverteilung aller Tiere (n = 72) bei der initialen

Messung der Funktion der rechten Niere.

Die nahezu symmetrische Verteilung der Messergebnisse, die im obigen Box- und
Whisker-Diagramm (Abbildung 15) zum Ausdruck kommt, wurde zu einer Normal-
verteilung der Werte passen. Weitere Uberpriifung ist jedoch angezeigt. Hierzu dient
einerseits die Darstellung der Werteverteilung im Histogramm, andererseits der Kol-

mogorov-Smirnov-Test flr eine Stichprobe.
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Initialer Funktionsanteil der rechten Niere

Abbildung 16
Histogramm mit eingezeichneter Normalverteilungskurve zur Darstellung der Werte-
verteilung aller Tiere (n = 72) bei der initialen Messung der Funktion der rechten

Niere.

Bei Betrachtung des Histogramms mit eingezeichneter Normalverteilungskurve ent-
steht der Eindruck einer moglicherweise hinreichenden Normalverteilung.

Der Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest flr eine Stichprobe erlaubt es, eine gege-
bene Verteilung auf Normalverteilung zu Uberprifen. Nach Lilliefors-Korrektur ergibt
sich eine Signifikanz von 0,20.

Bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,10, wie sie fir die Lilliefors-Korrektur des
Kolmogorov-Smirnov-Tests Ublich ist, besteht eine signifikante Abweichung von der
Normalverteilung. Mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p = 0,20 sind die Werte der

initialen Nierenfunktion demnach hinreichend normalverteilt.

3.1.1.2. Uberpriifung auf Normalverteilung: Einzelgruppen

Folgende Boxplots (Abbildung 17) zeigen den Funktionsanteil der rechten Niere an
der Gesamtfunktion beider Nieren, der bei der ersten Szintigraphie ermittelt wurde

aufgetrennt nach den einzelnen Versuchsgruppen.
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Abbildung 17
Box- und Whisker-Diagramme zur Werteverteilung bei der initialen Messung der

Funktion der rechten Niere getrennt nach Versuchsgruppen.

In allen Gruppen lagen die anfanglichen Nierenfunktionswerte deutlich oberhalb der
50 %-Marke. Mit Werten von 66 % (aus Epo 500) und 61 % (aus Epo 2000) liegen
die Daten zweier Tiere als Extremwerte mehr als eineinhalb Kastenlangen oberhalb
des dritten Quartils. Die Werteverteilung innerhalb der Gruppen ist asymmetrisch.
Dies lasst jedoch nicht den Schluss zu, dass hier keine Normalverteilung vorliegen
konnte. Je groRer die gewahlte Stichprobe ist, desto eher wird sich eine symmetri-

sche Werteverteilung ergeben. Dies gilt auch fur die Histogramme in Abbildung 18.
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Abbildung 18

Histogramme mit eingezeichneter Normalverteilungskurve zur Darstellung der Wer-

teverteilung bei der initialen Messung der Funktion der rechten Niere, getrennt nach

Versuchsgruppen.

a) Kontrolle
b) Epo 500
c) Epo 2000
d) TNF-a-Ak

Die Histogramme zur Haufigkeitsverteilung der Messergebnisse in den einzelnen
Gruppen lassen die Vermutung zu, dass die Werte einer Normalverteilung entstam-
men kdnnten. Dass die Verteilung der Werte schief erscheint, hangt mit den geringen
Fallzahlen in den einzelnen Gruppen zusammen.

Bei derart geringen Fallzahlen empfiehlt sich als Test auf Normalverteilung weniger
der Kolmogorov-Smirnov-Test, als vielmehr der Test nach Shapiro-Wilk. Die Ergeb-

nisse sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6

Ergebnisse des Tests auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk.

Gruppe n Signifikanz nach Shapiro-Wilk
Kontrolle 20 0,261
Epo 500 20 0,069
Epo 2000 19 0,269
TNF-a-Ak 15 0,658

Die Nullhypothese, dass es keinen Unterschied zwischen der Normalverteilung und
der Verteilung der empirischen Werte gabe, kann bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit
p < 0,05 nicht verworfen werden. Es ist also davon auszugehen, dass die Messer-

gebnisse Stichproben einer Normalverteilung darstellen.
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3.1.2. SchlieBende Statistik zur initialen Nierenfunktion

3.1.2.1. Vergleichbarkeit der Gruppen

Bereits vor Bestimmung der initialen Nierenfunktion in der ersten Szintigraphie wur-
den die Tiere ihren jeweiligen Gruppen zugeteilt. Die Einteilung geschah damit rein
zufallig und war nicht abhangig von den Ergebnissen der szintigraphischen Messun-
gen.

Mit Hilfe des H-Tests nach Kruskal und Wallis fur mehr als zwei unabhangige Stich-
proben lasst sich feststellen, ob sich die Mittelwerte der einzelnen Versuchsgruppen
signifikant voneinander unterscheiden.

Der H-Test nach Kruskal und Wallis ergibt eine Irrtumswahrscheinlichkeit p = 0,701.
Die Nullhypothese, dass alle Gruppen bezlglich ihres Mittelwerts bei der ersten

Szintigraphie gleich sind, muss also beibehalten werden.

3.1.2.2. Vermeidung von Messfehlern

Ein zufalliger Fehler ergibt sich einerseits durch die natlrliche Variabilitat der Nie-
renfunktion der Mause, andererseits aber auch bei der Durchfliihrung der Szintigra-
phie und bei der Auswertung der Bilddaten durch die manuelle Erstellung der Regi-
ons of Interest. Um diesen Fehler moglichst klein zu halten, wurden die Szintigra-
phien stets durch dieselbe Person durchgeflhrt, ebenso die Daten stets durch die-

selbe Person ausgewertet.

Der Wilcoxon-Test fur Paardifferenzen bei verbundenen Stichproben ergibt, dass
sich die Mittelwerte der mit einer Dosis von 6 Gy bestrahlten Kontrollgruppe zu den
Zeitpunkten 0, 20 und 26 Wochen nach Bestrahlung noch nicht signifikant unter-
scheiden (Tabelle 7).

Tabelle 7
Unterschiede bei den Mittelwerten der Kontrollgruppe zu den Zeitpunkten 0, 20 und
26 Wochen nach Bestrahlung.
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Wochen nach Irrtumswahrscheinlichkeit
Mittelwert £ SD
Bestrahlung p nach Wilcoxon-Test
0 54 +1%
20 53+3% 0,866
26 53+4 % 0,499

Zum Zeitpunkt der ersten Szintigraphie wurde eine mittlere Funktion der rechten
Niere + Standardabweichung von 54 + 1 % ermittelt. In der zweiten Szintigraphie
20 Wochen nach Bestrahlung ergaben sich 53 + 3 %. In der dritten Szintigraphie
26 Wochen nach Bestrahlung schlief3lich wurde ein Wert von 53 + 4 % gemessen.

Da sich also bei den Kontrollen, die mit einer Dosis von 6 Gy bestrahlt wurden, nach
20 und 26 Wochen hdchstens selten relevante Nierenfunktionsstorungen entwickelt
haben, kdnnen die entsprechenden Werte verwendet werden, um die Messgenauig-
keit der Methode zu ermitteln und ihre Reproduzierbarkeit zu zeigen.

Sieben Tiere aus der Kontrollgruppe kénnen in diese Uberlegungen miteinbezogen
werden. Betrachtet man die Werte jedes einzelnen Tieres, so betragt die durch-
schnittliche maximale Abweichung vom Ursprungswert 4,4 %. Alle Werte, die Uber
den Umfang der Messgenauigkeit hinausgehen, kdnnen deshalb prinzipiell in dieser
Untersuchung als relevante Verschlechterung der Nierenfunktion angesehen werden.
Da die Werte nach wiederholter Messung nur gering schwanken, ist auch die Repro-

duzierbarkeit der Messungen gegeben.
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3.2. Todesfalle

Todesfalle durch gastrointestinale Komplikationen nach Bestrahlung im Bereich des
Dunndarms konnten nicht vollkommen vermieden werden, traten bei den verwende-
ten Strahlendosen insgesamt aber nur in sehr geringem Mal3e auf. Bei den betroffe-
nen Tieren fanden sich bei der Sektion Briden und stenosierte Dinndarmschlingen
mit teils ausgepragter poststenotischer Dilatation.

Gastrointestinale Komplikationen mit Todesfolge entwickelten sich ausschliel3lich bei
Mausen, die mit 10 Gy bestrahlt worden waren, frihestens innerhalb 20 Wochen und
spatestens bis zur 38. Woche nach Bestrahlung. Insgesamt waren davon nur vier
Tiere Dbetroffen. Drei Mause starben bereits im Zeitraum zwischen 1. und
2. Szintigraphie (0 bis 20 Wochen nach Bestrahlung), ein Tier starb erst in der Zeit
von der 4. bis zur 5. Szintigraphie (32. bis 38. Woche nach Bestrahlung). Unter den
Mausen, die TNF-a-Antikdrper erhalten hatten, gab es keine Todesfalle. Dagegen
starben zwei Mause, die mit Erythropoietin in der Dosierung 2000 U/kg KG behandelt
worden waren. Tabelle 8 bietet nochmals eine Ubersicht Uber die Daten zu Todes-

fallen durch gastrointestinale Komplikationen nach Bestrahlung.

Tabelle 8

Todesfélle durch gastrointestinale Komplikationen.

Anzahl der gestorbenen Zeitraum des Todes in
Gruppe (n) . :

Tiere (Strahlendosis) Wochen nach Bestrahlung
Kontrolle (20) 1 (10 Gy) 0-20
Epo 500 (20) 2 (beide 10 Gy) 0—-20und 32 -38
Epo 2000 (19) 1 (10 Gy) 0-20

TNF-a-Ak (15) 0 -
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3.3. Zeitlicher Verlauf der Funktion der rechten Niere

Die regelmaRig durchgefuhrten Nierenszintigraphien ermoglichten es, gemall den
Messzeitpunkten Verlaufskurven zu erstellen. Die Mittelwerte der Funktion der rech-
ten Niere zu den verschiedenen Zeitpunkten sind in den folgenden Liniendiagram-
men als Messpunkte dargestellt. Die Verbindungslinien der Messpunkte dienen le-
diglich der Veranschaulichung des zeitlichen Verlaufs, stellen jedoch keine realen
Messwerte dar. Der Zeitpunkt O bezeichnet die 1. Szintigraphie vor Bestrahlung und
vor Medikamenteninjektion. Erstuntersuchung und Bestrahlung fielen stets in die
gleiche Woche. 20 Wochen nach Bestrahlung fand die 2. Szintigraphie statt. Im Ab-
stand von jeweils 6 Wochen folgten dann die weiteren Nachuntersuchungen. End-
punkt des Experiments war mit Durchfuhrung der letzten Kontrollszintigraphie zum
Zeitpunkt 50 Wochen nach Bestrahlung.

In Abbildung 19 werden die Verlaufe der verschiedenen Strahlendosisgruppen 6 Gy,
8 Gy und 10 Gy der Kontrollgruppe nebeneinander dargestellt. Die weiteren Dia-
gramme zeigen die Verlaufe aufgeteilt nach den unterschiedlichen Strahlendosis-
gruppen. Verglichen werden dabei jeweils die Kontroligruppe mit den Gruppen
,Ep0 500“ und ,Epo 2000“ bzw. die Kontrollgruppe mit der Gruppe , TNF-a-Ak".

Im Diagramm wurden alle Mittelwerte der initialen Funktion der rechten Niere mit
100 % angesetzt. Die Datenpunkte bezeichnen also jeweils den Mittelwert der Funk-
tion der rechten Niere zu den verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrahlung in Pro-
zent bezogen auf die initiale Messung. Werte tber 100 % bedeuten damit, dass zu
dem jeweiligen Zeitpunkt eine bessere Nierenfunktion gemessen wurde als bei der
ersten Szintigraphie. Werte unter 100 % zeigen hingegen eine schlechtere Nieren-

funktion verglichen mit dem Anfangswert.
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3.3.1. Kontrollgruppe — Vergleich nach applizierten Strahlendosen
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Abbildung 19
Zeitlicher Verlauf der Funktion der rechten Niere in der Kontrollgruppe, unterteilt

nach den applizierten Strahlendosen 6 Gy, 8 Gy und 10 Gy.

Die Tiere der Kontrollgruppe wurden lediglich der Bestrahlung mit den Dosen 6 Gy,
8 Gy und 10 Gy unterzogen. Unter der Voraussetzung, dass diese Strahlendosen
eine Verschlechterung der Nierenfunktion induzieren kdnnen, musste folglich eine
héhere Strahlendosis eine groRere Funktionsverschlechterung bewirken als eine
niedrigere Dosis. Betrachtet man jedoch die Verlaufe der Kontrollgruppe, aufgeteilt
nach Strahlendosen, so ergibt sich ein anderes Bild. Die Verlaufskurven zeigen zahl-
reiche Uberschneidungen. So entsteht insgesamt der Eindruck, dass es zwischen
den Verlaufen der drei Dosisgruppen keinen grof3en Unterschied gibt. Ein Trend hin
zur Funktionsverschlechterung kann jedoch bei allen drei Strahlendosen angenom-
men werden.

Vergleicht man mit Hilfe des Wilcoxon-Test fur verbundene Stichproben in jeder Do-
sisgruppe den Ausgangswert der Nierenfunktion mit dem gemessenen Wert zum
Endpunkt der Untersuchung 50 Wochen nach Bestrahlung, so ergibt sich fir die Do-
sis 6 Gy ein p-Wert von 0,028, fir die Dosis 8 Gy ein p-Wert von 0,123 und flr die

Dosis 10 Gy ein p-Wert von 0,109 bei zweiseitiger Signifikanz. Bei einer Irrtumswahr-
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scheinlichkeit von a = 0,10 ist davon auszugehen, dass bei allen Dosisgruppen zwar
eine gewisse Verschlechterung der Nierenfunktion stattgefunden hat, dieser Unter-

schied jedoch nur bei den mit 6 Gy bestrahlten Mausen signifikant ist.

Tabelle 9
Unterschiede im Mittelwert der Funktion der rechten Niere zwischen erster und

letzter Szintigraphie in der Kontrollgruppe getrennt nach applizierter Strahlendosis.

Wochen nach p-Wert
Dosis (n) Mittelwert * SD
Bestrahlung (Wilcoxon-Test)
6 Gy (7) 0 0,54 £ 0,01
50 0,51 +£0,05 0,028 *
8 Gy (8) 0 0,54 £ 0,03
50 0,51 +£0,04 0,123 ns
10 Gy (3) 0 0,56 £ 0,01

50 0,49+ 0,04 0,109 ns
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3.3.2. Kontrollgruppe und die Gruppen ,Epo 500“ und ,,Epo 2000“ im

Vergleich
Im Folgenden werden fur jede Strahlendosis die zeitlichen Verlaufe der Nierenfunkti-

onswerte der Kontrollgruppe neben denen der Gruppen ,Epo 500 und ,Epo 2000°

grafisch dargestellt.

3.3.2.1. Applizierte Strahlendosis 6 Gy
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Abbildung 20
Zeitlicher Verlauf der Funktion der rechten Niere bei Kontrolle, Epo 500 und

Epo 2000 bei einer applizierten Strahlendosis von 6 Gy.

Im Diagramm ist zu erkennen, dass bei allen drei Gruppen eine gewisse Ver-
schlechterung der Nierenfunktion stattgefunden hat. Bei Tieren, die mit Erythropoietin
behandelt worden waren, fallt dieser Trend deutlicher aus, als bei der Kontrollgruppe.
Die hohere Erythropoietin-Dosis von 2000 U/kg KG bewirkt anscheinend auch eine
etwas starkere Verschlechterung der Nierenfunktion als die geringere Dosis von nur
500 U/kg KG.
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Um ein Mal} fur den tatsachlichen Unterschied zwischen den drei Gruppen zu erhal-
ten, wurde flr jedes Tier die Differenz zwischen dem Ergebnis der ersten Szintigra-
phie und dem Ergebnis der sechsten Szintigraphie ermittelt. Aus den einzelnen Diffe-
renzen wurde fur jede Gruppe der mittlere Funktionsverlust zum Zeitpunkt
50 Wochen nach Bestrahlung errechnet. Der U-Test nach Mann und Whitney gibt
Aufschluss dartber, ob ein signifikanter Unterschied im mittleren Funktionsverlust
zwischen der Kontrollgruppe und jeweils einer der beiden anderen Gruppen besteht.

Tabelle 10 zeigt fur jede Gruppe den Wert der initialen Nierenfunktion, den absoluten
mittleren Nierenfunktionsverlust mit Standardabweichung und den p-Wert gemaf U-
Test nach Mann und Whitney. Der relative mittlere Funktionsverlust ist neben dem

absoluten in Klammern angegeben.

Tabelle 10

Unterschied im absoluten mittleren Funktionsverlust der rechten Niere zwischen
Kontrollgruppe und Epo 500 bzw. Kontrollgruppe und Epo 2000 bei einer applizierten
Strahlendosis von 6 Gy.

Mittlerer Funkti-

Gruppe p-Wert
Initiale onsverlust
(n = Anzahl der (Mann-Whitney-
Nierenfunktion absolut * SD
Tiere) Test)
(relativ)
Kontrolle (7) 0,54 £ 0,01 0,04 £ 0,05 (7 %)
Epo 500 (6) 0,55+ 0,03 0,10 £ 0,07 (18 %) 0,018 *
Epo 2000 (5) 0,57 £ 0,04 0,12 £ 0,04 (21 %) 0,018 *

Der relative Verlust an Nierenfunktion liegt in der Kontrollgruppe bei 7 %, in der
Gruppe ,Epo 500“ bei 18 % und in der Gruppe ,Epo 2000“ bereits bei 21 % der ur-
sprunglichen Nierenfunktion. Bei einer Strahlendosis von 6 Gy ergab sich 50 Wochen
nach Bestrahlung fur die Gruppe ,Epo 500 gegenuber der Kontrollgruppe ein signifi-
kanter Unterschied (p = 0,018) im mittleren Funktionsverlust. Genauso sieht es flr
die Gruppe ,Epo 2000“ aus. Bei einem p-Wert von ebenfalls 0,018 ist auch der Un-
terschied zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe ,Epo 2000 signifikant.
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3.3.2.2. Applizierte Strahlendosis 8 Gy
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Abbildung 21
Zeitlicher Verlauf der Funktion der rechten Niere bei Kontrolle, Epo 500 und

Epo 2000 bei einer applizierten Strahlendosis von 8 Gy.

Das Diagramm zeigt ein ganz ahnliches Bild wie das der Verlaufe bei einer Strahlen-
dosis von 6 Gy. Wieder ist eine Tendenz zur Verschlechterung der Nierenfunktion bei
allen drei Gruppen zu erkennen. Wiederum hat sich die Nierenfunktion bei der mit
der hoéheren Erythropoietin-Dosis behandelten Gruppe deutlicher verschlechtert als
bei der Gruppe, die die geringere Dosis erhalten hatte. In Zahlen werden die Daten in

Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11

Unterschied im absoluten mittleren Funktionsverlust der rechten Niere zwischen

Kontrollgruppe und Epo 500 bzw. Kontrollgruppe und Epo 2000 bei einer applizierten
Strahlendosis von 8 Gy.

Mittlerer Funkti-

p-Wert
Initiale onsverlust
Gruppe (n) (Mann-Whitney-
Nierenfunktion absolut £ SD
Test)
(relativ)
Kontrolle (8) 0,54 +£ 0,03 0,04 £ 0,06 (7 %)
Epo 500 (6) 0,53 +0,02 0,10 £ 0,07 (19 %) 0,108 ns
Epo 2000 (6) 0,53 +0,02 0,14 £ 0,07 (26 %) 0,005 **

Vergleicht man die Kontrollgruppe mit der Gruppe ,Epo 500 auf einen signifikanten
Unterschied im mittleren Funktionsverlust nach 50 Wochen hin, so ergibt sich bei
einem p-Wert von 0,108 nach Mann und Whitney keine Signifikanz. Dagegen muss
die Nullhypothese bei einem Vergleich der Kontroligruppe und der Gruppe
,Ep0 2000“ verworfen werden (p = 0,005). Die relativen Verluste an Nierenfunktion
liegen diesmal bei 7 % fur die Kontrollgruppe, 19 % fur die Gruppe ,Epo 500“ und
26 % fur die Gruppe ,Epo 2000“.

Abbildung 22 zeigt charakteristische Szintigramme von mit 8 Gy bestrahlten Mausen
der Gruppen Kontrolle (a), Epo 500 (b) und Epo 2000 (c) zum Zeitpunkt 50 Wochen
nach Bestrahlung. Bei dem Tier der Kontrollgruppe (a) zeigt sich eine nur geringe
Abschwachung der Aktivitdtsaufnahme in der rechten Niere gegenuber der linken
Niere. Starker ist diese Aktivitatsabschwachung bei den mit Erythropoietin behan-
delten Tieren zu sehen. Dabei wiederum ist bei der mit 2000 U/kg behandelten Maus
(c) deutlich weniger funktionierendes Nierenparenchym vorhanden als bei dem mit
500 U/kg behandelten Tier (b). Insgesamt gesehen nehmen die rechten Nieren nun
eindeutig weniger *"Tc-DMSA auf als die linken Nieren. Dies war bei der initialen

Szintigraphie gerade andersherum, wie auf Abbildung 1 zu sehen ist.
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Abbildung 22

Planare Szintigramme nach statischer Nierenszintigraphie mit *"Tc-DMSA. Darge-

stellt sind charakteristische Szintigramme von mit 8 Gy bestrahlten M&usen aus den

Gruppen Kontrolle, Epo 500 und Epo 2000. Die Aufnahmen entstanden zum Zeit-

punkt 50 Wochen nach Bestrahlung.

a) Kontrolle: Geringe Aktivitdtsabschwédchung der rechten gegentliber der linken
Niere.

b) Epo 500: Im Vergleich zur Kontrollgruppe etwas starkere Aktivitdtsabschwéchung
in der rechten Niere.

¢) Epo 2000: Im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Gruppe Epo 500 starker Ver-

lust an funktionierendem Nierenparenchym.

3.3.2.3. Applizierte Strahlendosis 10 Gy
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Abbildung 23
Zeitlicher Verlauf der Funktion der rechten Niere bei Kontrolle, Epo 500 und

Epo 2000 bei einer applizierten Strahlendosis von 10 Gy.

Auch im Verlaufsdiagramm der mit 10 Gy bestrahlten Tiere findet sich das bereits
bekannte Muster, dass die mit Erythropoietin behandelten Gruppen eine deutlichere
Verschlechterung der Nierenfunktion aufweisen als die Kontrollgruppe. Besonders
auffallig weicht hier die Gruppe ,Epo 2000“ von der Kontroligruppe ab. Die statisti-
sche Analyse der Unterschiede in der mittleren Nierenfunktion der drei Gruppen fin-
det sich in Tabelle 12.

Tabelle 12

Unterschied im absoluten mittleren Funktionsverlust der rechten Niere zwischen
Kontrollgruppe und Epo 500 bzw. Kontrollgruppe und Epo 2000 bei einer applizierten
Strahlendosis von 10 Gy.
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Mittlerer Funkti-

p-Wert
Initiale onsverlust
Gruppe (n) (Mann-Whitney-
Nierenfunktion absolut * SD
Test)
(relativ)
Kontrolle (5) 0,56 £ 0,01 0,06 £ 0,03 (11 %)
Epo 500 (7) 0,55+ 0,06 0,10 £ 0,09 (18 %) 0,700 ns
Epo 2000 (7) 0,54 + 0,02 0,18 £ 0,15 (33 %) 0,393 ns

Kein signifikanter Unterschied fand sich zwischen der mit 10 Gy bestrahlten Kontroll-
gruppe und der zusatzlich mit Erythropoietin behandelten Gruppe ,Epo 500“ (p =
1,000). Im Falle der ebenfalls mit Erythropoietin behandelten Gruppe ,Epo 2000*
kann die Nullhypothese gegenuber der Kontrolle ebenfalls nicht verworfen werden (p
= 0,393). Ein relativer Verlust an Nierenfunktion von 11 % betraf die Kontrollgruppe
gegenuber einem Verlust von 18 % bei der Gruppe ,Epo 500“ und 33 % bei der
Gruppe ,Epo 2000¢.

Abbildung 24 zeigt charakteristische Szintigramme von mit 10 Gy bestrahlten Mau-
sen der Gruppen Kontrolle (a), Epo 500 (b) und Epo 2000 (c) zum Zeitpunkt
50 Wochen nach Bestrahlung. In der Kontrollgruppe (a) zeigt sich allenfalls eine ge-
ringe Abnahme der Aktivitatsaufnahme in der rechten Niere. Deutlicher wird dies in
den Gruppen Epo 500 (b) und Epo 2000 (c), wobei das mit 2000 U/kg behandelte
Tier auf der rechten Seite nur noch sehr wenig funktionierendes Nierenparenchym

besitzt.
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Abbildung 24

Planare Szintigramme nach statischer Nierenszintigraphie mit *"Tc-DMSA. Darge-

stellt sind charakteristische Szintigramme von mit 10 Gy bestrahlten Mdusen aus den

Gruppen Kontrolle, Epo 500 und Epo 2000. Die Aufnahmen entstanden zum Zeit-

punkt 50 Wochen nach Bestrahlung.

a) Kontrolle: Geringe Aktivitdtsabschwédchung der rechten gegeniiber der linken
Niere.

b) Epo 500: Im Vergleich zur Kontrollgruppe starke Aktivitdtsabschwéchung in der
rechten Niere.

c) Epo 2000: An der rechten Niere ist nur noch wenig funktionierendes Parenchym

vorhanden.

3.3.2.4. Ergebnisse der Blutentnahme bei Kontrollen, Epo 500 und Epo 2000

Nach der letzten Szintigraphie zum Zeitpunkt 50 Wochen nach Bestrahlung wurde
den Tieren der Kontrollgruppe und den mit Erythropoietin behandelten Mausen Blut
abgenommen. Aus labortechnischen Grunden, die mit der geringen Blutentnahme-
menge zusammenhingen, konnte nicht wie urspringlich vorgesehen bei jedem Tier
der Kreatinin-Wert bestimmt werden. Dies war leider nur bei den Mausen der Gruppe
,EPO0 2000 moglich. Im Folgenden werden deshalb zur Beurteilung der Nierenfunk-
tion der Harnstoff-Wert und zur Beurteilung einer eventuell langer andauernden

Erythropoietin-Wirkung der Hamatokrit-Wert dargestellt.

Tabelle 13

Ergebnisse der Blutanalyse in der Kontrollgruppe.
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Mittelwert SD
6 Gy
Harnstoff mg/dl 28,3 6,8
Hkt % 43,2 1,6
8 Gy
Harnstoff mg/dl 32,9 15,8
Hkt % 40,1 6,8
10 Gy
Harnstoff mg/dl 22,5 3,5
Hkt % 44,0 0
Tabelle 14
Ergebnisse der Blutanalyse in der Gruppe Epo 500.
Mittelwert SD
6 Gy
Harnstoff mg/dl 48,0 17,9
Hkt % 42,0 1,0
8 Gy
Harnstoff mg/dl 24,2 3,8
Hkt % 43,2 2,2
10 Gy
Harnstoff mg/dl 80,0 56,6
Hkt % 40,0 1,4
Tabelle 15

Ergebnisse der Blutanalyse in der Gruppe Epo 2000.
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n Mittelwert SD
6 Gy
Kreatinin mg/di 5 0,5 0,1
Harnstoff mg/dl 5 31,0 4,2
Hkt % 4 41,5 2,4
8 Gy
Kreatinin mg/dl 5 0,3 0,1
Harnstoff mg/dl 5 32,4 4,5
Hkt % 4 42,3 1,0
10 Gy
Kreatinin mg/di 5 0,4 0
Harnstoff mg/dl 5 28,4 2,7
Hkt % 4 38,8 5,0

Unabhangig von Strahlendosis oder verabreichter Substanz ergaben die Blutanaly-
sen keine auffalligen Abweichungen der Werte vom Normalbereich. Einzig der mitt-
lere Harnstoff-Wert der mit 10 Gy bestrahlten Mause aus der Gruppe ,Epo 500 be-
findet sich mit 80 mg/dl unerwartet weit auerhalb des Referenzbereiches. Dieser
Mittelwert ergab sich aus der Messung bei lediglich zwei Tieren. Das Minimum lag
bei 40 mg/dl, das Maximum bei 120 mg/dI.

50 Wochen nach Bestrahlung und Behandlung mit bzw. ohne Erythropoietin zeigten
sich keine auffalligen Harnstoff-Werte. Eine eventuell positive Korrelation zwischen
Harnstoff-Werten und Grad der Verschlechterung der Funktion der rechten Niere be-
stand nicht. Ebenso wenig gaben die Hamatokrit-Werte zum Zeitpunkt der letzten
Szintigraphie Anlass zu der Annahme, dass die Behandlung mit Erythropoietin eine
langer anhaltende Wirkung auf die Erythropoiese in Form einer Erhdhung des Ha-

matokrit zeitigen konnte.

3.3.2.5. Zusammenfassende Betrachtung: Kontrolle und Epo 500 bzw. Epo 2000
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Alle Diagramme und die zugehorigen Tabellen zeigen fur die mit Erythropoietin be-
handelten Gruppen eine Verschlechterung der Funktion der rechten Niere gegenuber
der Kontrollgruppe. Unter allen Strahlendosen, ausgenommen die Gruppe ,Epo 500¢,
die mit 10 Gy bestrahlt worden war, waren die absoluten mittleren Funktionsverluste
der mit Erythropoietin behandelten Gruppen mehr als doppelt so hoch wie die der
Kontrollgruppe. Eine hdhere Dosierung von Erythropoietin (2000 U/kg KG) erwies
sich als nachteiliger im Hinblick auf die Nierenfunktionsabnahme als die niedrigere
Dosis von lediglich 500 U/kg KG. Bei Verabreichung von 2000 U/kg KG Erythropoie-
tin ist der Unterschied zwischen Kontrollgruppe und der Gruppe ,Epo 2000“ unter der
Strahlendosis 6 Gy signifikant, unter einer Dosis von 8 Gy sogar sehr signifikant. Die
Abnahme der Nierenfunktion erscheint in allen Gruppen als mit zunehmendem Ab-
stand zum Bestrahlungszeitpunkt progredient und abhangig von der Strahlendosis.
Unterschiede im Grad der Nierenfunktionsverschlechterung, die mit der Hohe der
Strahlendosis zusammenhangen, zeigen sich diskret in der Kontrollgruppe, etwas
deutlicher noch in der Gruppe ,Epo 2000“. Erst eine Strahlendosis zwischen 8 und
10 Gy scheint jedoch eine relevante Verschlechterung der Nierenfunktion zu bewir-
ken.

Blutuntersuchungen zum Zeitpunkt 50 Wochen nach Bestrahlung ergaben weder
Hinweise auf eine verschlechterte Nierenfunktion, noch auf einen langer anhaltenden

Effekt des Erythropoietins auf die Hohe des Hamatokrits.
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3.3.3. Kontrollgruppe und die Gruppe ,,TNF-a-Ak“ im Vergleich

Analog zum Vergleich der mit Erythropoietin behandelten Gruppen mit der Kontroll-
gruppe wird im Folgenden der Verlauf der Nierenfunktion der mit dem TNF-a-Anti-
korper Infliximab behandelten Gruppe dem Verlauf der unbehandelten Kontroll-
gruppe gegenubergestellt. Dabei wird zwischen zwei Strahlendosen unterschieden:
8 Gy und 10 Gy. Die Dosierung von Infliximab war in beiden Gruppen gleich und be-
trug jeweils 8 mg/kg KG.

Fir jede Strahlendosis wird ein Diagramm gezeigt, das den Verlauf der mittleren
Funktion der rechten Niere zu den verschiedenen Zeitpunkten vor und nach Be-
strahlung angibt. In einem Diagramm wird dabei die Kurve der Kontrollgruppe zum

Vergleich neben der Kurve der Gruppe ,, TNF-a-Ak“ dargestellt.

3.3.3.1. Applizierte Strahlendosis 8 Gy
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Abbildung 25
Zeitlicher Verlauf der Funktion der rechten Niere bei Kontrolle und TNF-a-Ak bei ei-

ner applizierten Strahlendosis von 8 Gy.

Wahrend die Kontrollkurve uber die Zeit von 50 Wochen nach Bestrahlung nur ge-

ringfligig von der 100 %-Marke abweicht (zwischen 5 und 10 %), verschlechtert sich
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in der Gruppe , TNF-a-Ak® die Funktion der rechten Niere im gleichen Zeitraum um 35
bis 40 %. Diese Tendenz ist bereits zum Zeitpunkt 20 Wochen nach Bestrahlung zu
erkennen und bis zum Ende der Untersuchung progredient. Eine Erholung der Nie-

renfunktion setzt nicht ein.

Tabelle 16
Unterschied im absoluten mittleren Funktionsverlust der rechten Niere zwischen

Kontrollgruppe und TNF-a-Ak bei einer applizierten Strahlendosis von 8 Gy.

Mittlerer Funkti-

p-Wert
Initiale onsverlust
Gruppe (n) (Mann-Whitney-
Nierenfunktion absolut £ SD
Test)
(relativ)
Kontrolle (8) 0,54 +£ 0,03 0,04 £ 0,06 (7 %)
TNF-a-Ak (8) 0,55+ 0,03 0,21 £ 0,10 (38 %) 0,001 ***

Der relative Funktionsverlust der rechten Niere betrug in der mit 8 Gy bestrahlten
Kontrollgruppe 7 %, in der zusatzlich mit Infliximab behandelten Gruppe bereits
38 %. Bei einem p-Wert von 0,001 ist der Unterschied in der Funktionsabnahme zwi-

schen Kontrollgruppe und der Gruppe , TNF-a-Ak® hoch signifikant.

Abbildung 26 zeigt charakteristische Szintigramme von mit 8 Gy bestrahlten Mausen
der Gruppen Kontrolle (a) und TNF-a-Ak (b). Die Aufnahmen wurden zum Zeitpunkt
50 Wochen nach Bestrahlung angefertigt. Das funktionierende Nierenparenchym der
mit Infliximab behandelten Maus (b) ist stark zurlickgegangen. Vergleiche hierzu
auch die Szintigramme der mit 8 Gy bestrahlten Mause der Gruppen Epo 500 und
Epo 2000 in Abbildung 22. Dagegen stellt sich im Szintigramm der Maus aus der
Kontrollgruppe (a) nur eine geringe Aktivitatsabschwachung des Parenchyms der

rechten Niere dar.
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Abbildung 26

Planare Szintigramme nach statischer Nierenszintigraphie mit *"Tc-DMSA. Darge-
stellt sind charakteristische Szintigramme von mit 8 Gy bestrahlten Mausen aus den
Gruppen Kontrolle und TNF-a-Ak. Die Aufnahmen entstanden zum Zeitpunkt 50 Wo-
chen nach Bestrahlung.

a) Kontrolle: Geringe Aktivitdtsabschwédchung der rechten gegenliber der linken

Niere.
b) TNF-a-Ak: Im Vergleich zur Kontrolle stérkere Aktivitdtsabschwéchung in der

rechten Niere.
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3.3.3.2. Applizierte Strahlendosis 10 Gy
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Abbildung 27
Zeitlicher Verlauf der Funktion der rechten Niere bei Kontrolle und TNF-a-Ak bei ei-

ner applizierten Strahlendosis von 10 Gy.

Bei den mit 10 Gy bestrahlten Tieren zeigt die Verlaufsgrafik, dass sich unter Be-
handlung mit dem TNF-a-Antikorper die Funktion der rechten Niere um etwas mehr
als 40 % verschlechtert hat. In der Kontrollgruppe ergab sich ebenfalls eine Ab-
nahme der Nierenfunktion, jedoch in erheblich geringerem Mal3e, namlich um etwas

mehr als 10 %.

Abbildung 28 zeigt charakteristische Szintigramme von mit 10 Gy bestrahlten Mau-
sen der Gruppen Kontrolle (a) und TNF-a-Ak (b). Die Aufnahmen wurden zum Zeit-
punkt 50 Wochen nach Bestrahlung angefertigt. Verglichen mit Abbildung 13 b) ist
bei dem mit 10 Gy bestrahlten Tier der Gruppe TNF-a-Ak in der rechten Niere noch
weniger funktionierendes Parenchym ubrig. Bei der ebenfalls mit 10 Gy bestrahlten
Maus der Kontrollgruppe zeigt sich nur eine geringe Aktivitatsabschwachung der

rechten gegenuber der linken Niere.
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Abbildung 28

Planare Szintigramme nach statischer Nierenszintigraphie mit *"Tc-DMSA. Darge-

stellt sind charakteristische Szintigramme von mit 10 Gy bestrahlten M&usen aus den

Gruppen Kontrolle und TNF-a-Ak. Die Aufnahmen entstanden zum Zeitpunkt 50 Wo-

chen nach Bestrahlung.

a) Kontrolle: Geringe Aktivitdtsabschwédchung der rechten gegenliber der linken
Niere.

b) TNF-a-Ak: An der rechten Niere ist nur noch wenig funktionierendes Parenchym
vorhanden. Vergleiche hierzu auch Abbildung 26 b) einer mit 8 Gy bestrahlten
Maus der Gruppe TNF-a-Ak.

Tabelle 17
Unterschied im absoluten mittleren Funktionsverlust der rechten Niere zwischen
Kontrollgruppe und TNF-a-Ak bei einer applizierten Strahlendosis von 10 Gy.

Mittlerer Funkti-

p-Wert
Initiale onsverlust
Gruppe (n) (Mann-Whitney-
Nierenfunktion absolut = SD
Test)
(relativ)
Kontrolle (5) 0,56 + 0,01 0,06 £ 0,03 (11 %)
TNF-a-Ak (7) 0,54 + 0,03 0,22 £ 0,08 (41 %) 0,024 *

Der relative Funktionsverlust der rechten Niere betrug in der Kontrollgruppe 11 %
gegenuber der Gruppe ,, TNF-a-Ak“ von 41 %. Der U-Test nach Mann und Whitney
ergab bei einem p-Wert von 0,024 einen signifikanten Unterschied in der Funktions-

abnahme zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe , TNF-a-Ak®.
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3.3.3.3. Zusammenfassende Betrachtung: Kontrolle und TNF-a-Ak

Sowohl in den Kontrollgruppen, als auch in den mit Infliximab behandelten Gruppen
verschlechterte sich nach Bestrahlung mit 8 bzw. 10 Gy die Nierenfunktion, dies je-
doch in unterschiedlichem Male. Die Bestrahlung unter Behandlung mit Infliximab
fuhrte offensichtlich zu einer deutlicheren Funktionseinbul3e der rechten Niere als die
Bestrahlung alleine. Der Unterschied im Funktionsverlust zwischen der Kontroll-
gruppe und der Gruppe ,, TNF-a-Ak“ nach Bestrahlung mit 10 Gy ist mit einem p-Wert
von 0,024 als signifikant, der Unterschied bei einer Strahlendosis von 8 Gy sogar als

hdchst signifikant anzusehen.
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3.4. Zusammenfassung der szintigraphischen Ergebnisse

Das folgende Balkendiagramm stellt die Ergebnisse der szintigraphischen Untersu-
chungen zusammenfassend dar. Auf der Abszisse finden sich die drei Strahlendosis-
Gruppen wieder. Jeder Balken steht dabei fur eine Substanzgruppe bzw. fir die
Kontrollgruppe. Die Hohe der Balken bezeichnet den Funktionsverlust der rechten

Niere nach 50 Wochen in Prozent.
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6 Gy 8 Gy 10 Gy
Strahlendosis in Gy

Abbildung 29
Funktionsverlust der rechten Niere zum Zeitpunkt 50 Wochen nach Bestrahlung, an-
gegeben in Prozent. Darstellung fiir jede Versuchsgruppe zu den applizierten Strah-

lendosen.

Sowohl die Behandlung mit Erythropoietin als auch die Behandlung mit dem TNF-a-
Antikdrper Infliximab hatte gegenuber der unbehandelten Kontrollgruppe eine Ver-
schlechterung der Nierenfunktion zur Folge. Diese Verschlechterung zeigt sich unter
allen drei, bei Infliximab unter beiden Strahlendosen. Die Gruppe, die eine hohere
Dosis von 2000 U/kg KG Erythropoietin erhalten hatte, zeigte eine starkere Abnahme
der Nierenfunktion als die Gruppe mit der niedrigeren Dosis von nur 500 U/kg KG
Erythropoietin. Die deutlichste Funktionsabnahme ergab sich jedoch nach Behand-
lung mit dem TNF-a-Antikorper Infliximab. Eine Abhangigkeit der Funktionsver-
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schlechterung von der Hohe der Strahlendosis wird besonders bei den Gruppen

,Ep0 2000 und ,TNF-a-Ak“ deutlich, zeigt sich jedoch auch in der Kontrollgruppe.
Hierbei scheint erst eine Strahlendosis zwischen 8 und 10 Gy eine Verschlechterung

der Nierenfunktion zu bewirken.
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4. Diskussion

4.1. Radioprotektion durch Erythropoietin

An weiblichen C3H-Mausen sollte im vorliegenden Projekt zunachst der Effekt von
Erythropoietin auf die Nieren hinsichtlich radioprotektiver Eigenschaften Uberprift
werden. Die Uberlegung, dass die Gabe von Erythropoietin den Nieren einen gewis-
sen Schutz vor ionisierender Strahlung vermitteln konnte, resultiert aus verschiede-
nen Vorarbeiten zum Thema Gewebeprotektion durch Erythropoietin.

Uber die Stimulation der Hamatopoese hinaus haben sich mittlerweile weitere Betati-
gungsfelder des Zytokins erschlossen. In verschiedenen experimentellen Studien
wurden gewebeprotektive Effekte von Erythropoietin gesehen. Bei vielen Untersu-
chungen im Zusammenhang mit Erythropoietin als gewebeprotektivem Agens spie-
len ischamische oder toxische Gewebeschadigungen etwa durch Chemotherapeutika
wie Cisplatin oder Cyclosporin eine Rolle. Postuliert wird eine Inhibition der Apoptose
durch den Wachstumsfaktor.

An einer klonalen murinen hdmatopoetischen Zelllinie mit Uberexpression des Epo-
Rezeptors (Epo-R) wurde in vitro eine erhdhte Resistenz gegeniber strahlenindu-
zierten Zellschaden beobachtet. Ein Einfluss von Erythropoietin auf den Zellzyklus in
Form einer Akkumulation der Zellen in der S-Phase konnte in dieser Untersuchung
nicht festgestellt werden (Santucci 1994, S. 508). Der Epo-Rezeptor konnte auch bei
Astrozyten und an den Endothelzellen von Kapillaren im Gehirn von Mensch, Maus
und Ratte nachgewiesen werden. Erythropoietin ist es damit moglich, die Blut-Hirn-
Schranke zu Uberqueren (Brines 2000, S. 10528). Nach zerebraler Ischamie zeigte
die Behandlung mit Erythropoietin in vitro und in vivo tatsachlich neuroprotektive Ef-
fekte. Diese werden Uber eine Hemmung der Apoptose von Neuronen vermittelt (Si-
rén 2001, S. 4049). Diese Befunde geben Anlass zu der Uberlegung, Erythropoietin
beispielsweise bei Patienten mit kleinzelligem Bronchialkarzinom einzusetzen, die
sich einer prophylaktischen Schadelbestrahlung unterziehen missen. Dabei soll den
nach Bestrahlung vorkommenden neurokognitiven Defiziten vorgebeugt werden
(Senzer 2002, S. 47). Bei radiochirurgischen Versuchen an Gehirnen von Ratten
verwendete die Arbeitsgruppe um Erbayraktar et al. carbamyliertes Erythropoietin
(CEPO), das keinerlei Wirkung auf das Knochenmark zeigt. Eventuelle unerwiinschte
Nebenwirkungen durch die Therapie mit dem Wachstumsfaktor in Form von throm-

boembolischen Ereignissen sollten so vermieden werden. Tatsachlich zeigte sich ein
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radioprotektiver Effekt von CEPO. Funktionelle Defizite, die kurz nach Bestrahlung

aufgetreten waren bildeten sich rasch zurick, histologisch wurde im Vergleich zur
Kontrollgruppe ein geringeres Ausmal an Nekrosebildung gefunden (Erbayraktar
2006, S. 77).

Auch im Myokard wurde der Epo Rezeptor entdeckt. Deshalb wurde der Effekt von
Erythropoietin auch im Zusammenhang mit ischamischen Myokardschaden unter-
sucht. In vitro wurde bei hypoxischen Kardiomyozyten eine geringere Apoptoserate
registriert, in vivo konnte bei Ratten der Verlust von Kardiomyozyten um etwa 50 %
reduziert werden (Calvillo 2003, S. 4804). Nach Ligatur einer der menschlichen LAD
entsprechenden Koronararterie bei Sprague-Dawley-Ratten und lediglich einmaliger
Gabe von 3000 U/kg Erythropoietin direkt nach der Operation konnte die Ausdeh-
nung des resultierenden Myokardinfarkts gegenuber unbehandelten Tieren stark
limitiert werden (Moon 2003, S. 11615). Auch bei Hautlasionen verbessert eine Be-
handlung mit Erythropoietin die Wundheilung, erhoht die Kapillardichte im verletzten

Hautareal und hemmt Entziindungsvorgange (Buemi 2002, S. 414).

4.1.1. Erythropoietin und die Protektion der Niere

Erythropoietin stimuliert in vitro dosisabhangig DNA-Synthese und Proliferation von
Zellen des Mesangiums, des proximalen Tubulus und des distalen Tubulus (Wes-
tenfelder 1999, S. 814). An der gesunden Niere in vivo kbnnen diese Effekte jedoch
nicht festgestellt werden. Offensichtlich wird der Wachstumsfaktor erst unter patholo-
gischen Bedingungen aktiv (Westenfelder 2002, S. 296).

Untersuchungen an ischamisch oder toxisch geschadigten Nieren konnten positive
Effekte einer Behandlung mit Erythropoietin zeigen. Die Erholungsrate nach akutem
Nierenversagen, verursacht durch das Chemotherapeutikum Cisplatin, ist signifikant
hoher als bei alleiniger Behandlung mit Cisplatin. Dies zeigten Versuche an Sprague-
Dawley-Ratten, bei denen renaler Blutfluss und glomerulare Filtrationsrate durch
Clearance-Untersuchungen bestimmt wurden. Lichtmikroskopie und Immunhisto-
chemie an mit PCNA (proliferating cell nuclear antigen) behandelten Nierenprapara-
ten gaben Hinweise auf eine erhohte Proliferationsrate der Tubuluszellen nach Sti-
mulation durch Erythropoietin (Bagnis 2001, S. 934).

Bei ischamisch bedingtem akutem Nierenversagen erwies sich der Einsatz des
Wachstumsfaktors in vitro und in vivo gleichermal3en als vorteilhaft. Verwendet wur-

den fir die In-vitro-Tests Kulturen aus humanen Zellen des proximalen Tubulus unter
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hypoxischen Bedingungen. Die Apoptoserate konnte durch Zugabe von Erythropoie-
tin signifikant vermindert werden, die mitotische Aktivitat der Zellen wurde hingegen
intensiviert. Im In-vivo-Versuch (Ischamie-Reperfusions-Modell) wiesen Ratten, die
eine ein- oder beidseitige Nierenischamie erlitten hatten und zugleich mit Erythropoi-
etin behandelt worden waren niedrigere Kreatininwerte auf als die Tiere der Kontroll-
gruppe, der der Wachstumsfaktor vorenthalten worden war (Vesey 2004, S. 350). In
einer weiteren Studie wurde im Ischamie-Reperfusions-Modell an Rattennieren eine
verminderte Aktivitat der Caspase-3 gefunden, gegenuber einer erhdhten Expression
von bcl-2 (Yang 2003, S. 1755). Auch eine Studie von Sharples et al., ebenfalls im
Ischamie-Reperfusions-Modell an der Ratte, fand eine verminderte Aktivitat der
Caspase-3, daruber hinaus aber auch der Caspase-8 und -9. Apoptosen wurden bei
mit 300 U/kg Erythropoietin behandelten Ratten seltener gesehen. Insgesamt waren
glomerulare und tubulare Dysfunktion in geringerem Ausmal® vorhanden als bei un-
behandelten Tieren (Sharples 2004, S. 2117). In einer Studie von Patel et al. wurden
mannliche C57BL/6J-Mause einem Ischamie-Reperfusions-Versuch unterzogen. Die
Gabe von Erythropoietin erfolgte einerseits als Vorbehandlung drei Tage praoperativ
mit einer Tagesdosis von 1000 U/kg KG, in einer anderen Gruppe am Tag der Ope-
ration mit einer Dosis von 1000 U/kg KG. Die Behandlung mit Erythropoietin hatte
eine signifikante Verminderung des renalen Schadens zur Folge. Die Vorbehandlung
mit Epo war letztlich wirkungsvoller als die einmalige Gabe am Operationstag (Patel
2004, S. 985).

4.1.2. Eignung von Erythropoietin als potentiell radioprotektives Agens

Zur Wahl von Erythropoietin als moglichem Agens zur Radioprotektion der Niere trug
wesentlich das gewebeprotektive Potential des Wachstumsfaktors bei. Dieses konnte
wie bereits erwahnt in zahlreichen experimentellen Studien gezeigt werden. Meist
war dabei die Schadigung der Nierenzellen bzw. des Nierengewebes ischamisch
oder toxisch, nicht jedoch durch ionisierende Strahlung bedingt. Die meisten Versu-
che wurden Uberdies an Ratten durchgefuhrt. Auch die Erkenntnis, dass der Erythro-
poietin-Rezeptor im Nierengewebe exprimiert wird, Iasst Erythropoietin zur potentiel-
len Pravention von strahleninduzierten Nierenschaden geeignet erscheinen.

Die bei der vorliegenden Arbeit verabreichte Dosis von 500 U/kg Kérpergewicht ori-
entierte sich an bereits vorhandenen experimentellen Studien zur Nierenschadigung

im Ischamie-Reperfusions-Modell. Ebenso wurde mit dem Zeitschema verfahren. Ein
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Tier-Modell, das Gabe von Erythropoietin und Nierenbestrahlung kombinierte, war

bis zum Beginn dieses Projekts noch nicht vorhanden. Der zeitliche Rahmen zur Ap-
plikation des Medikaments ist durch Patel et al. untersucht worden. Eine dreitagige
Vorbehandlung wurde dabei mit einer einmaligen Bolusgabe verglichen. Als vorteil-
hafter erwies sich indes die Vorbehandlung mit Erythropoietin. Es ist jedoch nicht
bekannt, ob bei Bestrahlung eine Vorbehandlung oder Nachbehandlung vergleich-
bare Ergebnisse bringen wirde. In Arbeiten zur Radioprotektion des Ruckenmarks
durch Wachstumsfaktoren war das fur dieses Projekt gewahlte Zeitschema jedenfalls
effektiv (Nieder 2005, S. 149).

Tabelle 18 zeigt In-vivo-Modelle zur Gewebeprotektion der Niere durch rekombinan-
tes humanes Erythropoietin. Angegeben sind das Modell der Gewebeschadigung,
die Tierspezies, der Zeitrahmen der Gabe von Erythropoietin, die Dosierung von

Erythropoietin mit der Art der Injektion und die Referenz der experimentellen Studie.

Tabelle 18

In-vivo-Modelle zur Gewebeprotektion der Niere durch rekombinantes humanes
Erythropoietin.

Modell Spezies Zeitrahmen Dosierung Referenz
Cisplatin-Toxi- Ratte 9 Tage, 1 x tagl. 100 U/kg i. p. Bagnis 2001
zitat Cisplatin: 1 x 6 mg/kg

Ischamie-Re-  Ratte 24 h vor OP 3000 U/kgi.v. Yang 2003
perfusion

Ischamie-Re-  Ratte Bolus am OP-Tag 5000 U/kgi. p. Vesey 2004
perfusion

Ischamie-Re-  Maus 3 Tage, 1 x tagl. bzw. 1000 U/kg s. c. Patel 2004
perfusion Bolus am OP-Tag

Ischamie-Re-  Ratte Bolus am OP-Tag 300 U/kgi. v. Sharples 2004
perfusion
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4.2. Radioprotektion durch den TNF-a-Antikorper Infliximab

Damit der TNF-a-Antikorper Infliximab als Radioprotektor zur Pravention der Strah-
lennephropathie eingesetzt werden kann, mussen folgende Voraussetzungen erfullt

sein:

1. Der Tumornekrosefaktor-a muss entscheidend zur Pathogenese der Strahlen-
nephropathie beitragen, etwa durch Schadigung von Endothelzellen oder Tubulu-
sepithelien.

2. Dazu mussen Zellen im Nierengewebe den Tumornekrosefaktor-a nach Bestrah-
lung exprimieren.

3. Damit der Tumornekrosefaktor-a wirken kann, missen auf den Zielzellen Rezep-

toren flr das Zytokin vorhanden sein.

4.2.1. Schadigung von Endothelzellen durch den Tumornekrosefaktor-a

Die Schadigung von Endothelzellen der Nierenkapillaren spielt in der Pathogenese
der Strahlennephropathie eine bedeutende Rolle. Ware es mdglich, die Schadigung
von Gefallendothel durch eine Blockade des Zytokins TNF-a zu vermindern, konnte
damit der Entwicklung einer schweren Strahlennephropathie vorgebeugt werden.
Dies wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des TNF-a-Antikdrpers Infliximab ver-
sucht.

Von TNF-a ist bekannt, dass es die Genexpression von Endothelzellen unter ande-
rem durch Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB fordert. Dies wird auch als
LAktivierung“ der Endothelzellen bezeichnet und stellt einen wichtigen Schritt in der
Entstehung von Entzindungsreaktionen dar. TNF-a fuhrt dabei zur Adhasion von
Leukozyten an das Endothel (Pohlman 1986, S. 4549) und wirkt prokoagulatorisch
(Bevilacqua 1986, S. 4534). Zudem wirkt das Zytokin ebenfalls durch Apoptosein-
duktion direkt zytotoxisch auf normale Endothelzellen in vitro (Robaye 1991, S. 452).
In bovinen Glomeruli induziert TNF-a abhangig von Einwirkungsdauer und Dosis die
Apoptose von Endothelzellen (MeRmer 1999, S. 2326).
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4.2.2. Expression des Tumornekrosefaktors-a in der Niere

Im Zuge einer autoimmun mediierten Glomerulonephritis wurde in der Niere vermehrt
TNF-mRNA gefunden (Boswell 1988, S. 3051). TNF-a gilt als wesentlicher Mediator
der Entziindungsvorgange bei Glomerulonephritiden. Immunkomplexbildung und
Komplementaktivierung fuhren zu seiner Freisetzung (Stahl 2001, S. 940). Dafur
verantwortlich sind eingewanderte Immunzellen wie Makrophagen, T-Lymphozyten
und neutrophile Granulozyten, aber auch die niereneigenen Mesangiumszellen
(Baud 1989, S. 1114). Mesangiumszellen sind am entziindlichen Geschehen in der
Niere klar beteiligt. Einerseits reagieren sie auf inflammatorische Reize wie die Kom-
plementaktivierung (Lovett 1987, S. 2477), andererseits setzen sie selbst Entzln-
dungsmediatoren frei, neben TNF auch Interleukin-1 (Lovett 1988, S. 118).

Die Rezeptoren fur den Tumornekrosefaktor TNFR1 und TNFR2 werden in der
gesunden Niere des Menschen von verschiedenen Zelltypen exprimiert (Al-Lamki
2001, S. 1505). Dabei wird TNFR1 auf dem Endothel der Glomeruli und in MalRen
auf den Endothelzellen der peritubularen Arteriolen und Kapillaren exprimiert. Dage-
gen wurde TNFR2 vorwiegend auf Epithelzellen der distalen und proximalen Tubuli,
praktisch gar nicht auf dem glomerularen Endothel gefunden. Fir die Entwicklung
einer autoimmun induzierten Glomerulonephritis ist insbesondere der TNFR2 von
Bedeutung. Er wird dann auch auf den Endothelzellen der Glomeruli und der postka-
pillaren Venolen exprimiert. Nephritis induziert also die Expression des TNFR2 auf
den Endothelzellen der Glomeruli (Vielhauer 2005, S. 1202).

4.2.3. Expression von TNF-a in Tumorzellen und Normalgeweben nach Be-

strahlung

In bestimmten humanen Sarkom-Zelllinien fanden Hallahan et al. nach Bestrahlung
erhdohte Konzentrationen von TNF-a und TNF-a-mRNA (Hallahan 1989, S. 10105).
Genauso konnte bei humanen Leukamiezellen aus dem Knochenmark und Monozy-
ten aus dem peripheren Blut eine vermehrte Produktion von TNF-a-mRNA und dem
entsprechenden Protein TNF-a festgestellt werden (Sherman 2001, S. 1795). lonisie-
rende Strahlung kann offensichtlich die Expression von Tumornekrosefaktor-a in-
duzieren. Sowohl ionisierende Strahlung, als auch TNF-a fir sich alleine sind in der
Lage Tumorzellen zu schadigen. Aus der Interaktion beider ergibt sich eine additive

Wirkung. Es ist daher anzunehmen, dass die Strahlenwirkung auch auf einer ver-
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mehrten Ausschuttung zytotoxischer Zytokine wie TNF-a beruht — ein interessanter
Aspekt fiir die onkologische Therapie. Tatsachlich fiihrte dies zu Uberlegungen, TNF-
a in Kombination mit Bestrahlung in der Tumortherapie einzusetzen. Allerdings ist
TNF-a wegen unerwiunschter Wirkungen, die bei adaquat hoher Dosierung auftreten,
fur die systemische Gabe eher ungeeignet. Deshalb wurde ein gentherapeutischer
Ansatz mit einem adenoviralen Vektor entwickelt. Ein durch ionisierende Strahlung
aktivierbarer Promotor soll dabei fir die Transkription des TNF-a-Gens sorgen
(Weichselbaum 2002, S. 667).

Nicht nur bei Tumorzellen, sondern auch in Normalgeweben wurde nach Bestrahlung
vermehrt TNF-a-mRNA gefunden. Gut untersucht ist in dieser Hinsicht das Lungen-
gewebe. Rlbe et al. fanden einen biphasischen Anstieg der mRNA-Expression von
TNF-a. Bereits 1 h nach Bestrahlung konnte ein erster Anstieg festgestellt werden,
der dann wieder zuriickging, um anschlieRend in der pneumonitischen Phase erneut
und in noch gréRerem Ausmal mit einem Peak acht Wochen nach Bestrahlung auf-
zutreten (Ribe 2004, S. 445).

4.2.4. TNF-a als Radiosensitizer

Es existieren Beispiele fur einen radiosensibilisierenden Effekt von TNF-a. Hallahan
et al. konnten dies an epithelialen und mesenchymalen Tumorzelllinien beobachten
(Hallahan 1989, S. 10105). Eine weitere experimentelle Studie ergab, dass mit dem
HI-Virus infizierte T-Zellen strahlenempfindlicher sind als nicht infizierte Zellen. Die
Strahlensensibilitat Iasst sich durch Vorbehandlung der infizierten Zellen mit TNF-a
noch steigern (Wong 1991, S. 4373).

Eissner et al. stellten bei in vitro Untersuchungen an humanen Endothelzellen aus
der Nabelvene fest, dass Bestrahlung mit einer Dosis von 4 Gy zur Apoptose der
Zellen fuhrte. Dieser Effekt wurde durch Behandlung mit bakteriellem Endotoxin
(LPS) noch verstarkt. TNF-a ist daran offensichtlich beteiligt. Dies konnte durch
gleichzeitige Gabe von Antikérpern gegen TNF-a gezeigt werden, denn dabei wurde
die gleiche niedrigere Apoptoserate erreicht wie durch alleinige Bestrahlung. LPS
bzw. TNF-a wirken offensichtlich als Radiosensitizer. Allerdings wurde die strahlen-
induzierte Apoptose durch Gabe von TNF-a-Antikdrpern allein weder verstarkt noch
vermindert (Eissner 1995, S. 4186).

In der hier vorliegenden Untersuchung zeigte sich jedoch in der Gruppe, die neben

der Bestrahlung mit dem TNF-a-Antikdrper Infliximab behandelt worden war, eine
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erstaunlich ausgepragte Verschlechterung der Nierenfunktion im Vergleich zur unbe-
handelten Kontrollgruppe, aber auch im Vergleich zu den mit Erythropoietin behan-
delten Gruppen. In der In-vitro-Untersuchung von Eissner et al. wurde TNF-a erst in
Anwesenheit von LPS exprimiert. Bestrahlung alleine reichte dazu nicht aus. Da-
durch konnte der TNF-a-Antikorper auch nur bei Kombination von Bestrahlung und
Gabe von LPS wirken, nicht jedoch bei alleiniger Bestrahlung. Bei den Versuchen flr
die vorliegende Arbeit wurde kein LPS eingesetzt. Der hier durch die Kombination
von Bestrahlung und TNF-a-Antikdrper verursachte Schaden ist demnach wohl nicht
allein auf apoptotische Vorgange im Endothel der Nierengefal’e zurickzuflhren.
Vielmehr sind im In-vivo-Versuch erwartungsgemaly die Verhaltnisse komplexer.
Einige weitere Strukturen des Nierengewebes sind sicherlich mitbetroffen, so zum

Beispiel das Tubulusepithel.

Aus der Betrachtung der Literatur ergibt sich zusammenfassend Folgendes:

1. TNF-a kann Endothelzellen schadigen.

2. TNF-a wird im Nierengewebe exprimiert, so gesehen bei der autoimmun mediier-
ten Glomerulonephritis.

3. Auf Endothelzellen und Tubuluszellen des Nierengewebes finden sich Rezepto-
ren fur den Tumornekrosefaktor-a.

4. TNF-a kann radiosensibilisierend wirken, unter anderem bei Endothelzellen.

5. Die Expression von TNF-a kann in Tumorzellen und Normalgeweben durch Be-
strahlung induziert werden. Offen bleibt in diesem Zusammenhang, ob TNF-a
nach Bestrahlung auch in der Niere exprimiert wird, wie es beispielsweise im

Lungengewebe der Fall ist.

Diese Uberlegungen fiihren zu der Annahme, dass eine Behandlung mit einem Inhi-
bitor des Tumornekrosefaktors-a wie Infliximab zur Pravention der Strahlennephro-

pathie erfolgversprechend sein konnte.
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4.3. Entwicklung der Nierenfunktion nach Bestrahlung

Die einzeitige Bestrahlung der rechten Niere erfolgte mit den geringen bis mafig ho-
hen Strahlendosen von 6 Gy, 8 Gy und 10 Gy. In der Nierenszintigraphie 50 Wochen
nach Bestrahlung zeigte sich bei den Tieren der Kontrollgruppe eine beobachtbare,
jedoch lediglich geringgradige Verschlechterung der Nierenfunktion im Vergleich zu
den Ausgangswerten. Zu dem gleichen Ergebnis fuhrten Untersuchungen von Ste-
wart et al. zu Folgebestrahlungen. Hierbei wurden beide Nieren von C3H-Mausen
initial einzeitig mit Strahlendosen von 6 bis 12 Gy behandelt. Dadurch wurde im glei-
chen Nachbeobachtungszeitraum wie in der vorliegenden Arbeit ebenfalls nur eine
milde Verschlechterung der Nierenfunktion verursacht (Stewart 1988, S. 406).

Bei der Verwendung hoherer Strahlendosen ist eine deutlichere Verschlechterung
der Nierenfunktion zu erwarten. Tatsachlich gezeigt wurde dies ebenfalls durch Ste-
wart et al. in mehreren Untersuchungen zu den Auswirkungen von Bestrahlung auf
die Nierenfunktion. Bei fraktionierter Bestrahlung wurden Gesamtdosen von bis zu
50 Gy erreicht. In der Nachbeobachtung zeigte sich bei unbestrahlten Tieren keine
signifikante Veranderung der Nierenfunktion mit steigendem Lebensalter. Das Aus-
mald der Verschlechterung der Nierenfunktion bei den bestrahlten Tieren erwies sich
als abhangig von der Strahlendosis. Bei hoheren Strahlendosen traten die Nieren-
schaden bereits zu einem friheren Zeitpunkt auf als bei niedrigeren Dosen (Stewart
2001, S. 954).

Auch bei Bestrahlung mit nur einer Fraktion entwickelte sich bei Dosen ab 10 Gy
eine Verschlechterung der Nierenfunktion ab einem Zeitpunkt von etwa 20 Wochen
nach Bestrahlung, die mit steigender Dosis deutlicher ausfiel (Stewart 1990, S. 536).
Die folgende Grafik aus einer Arbeit von Stewart et al. (Abbildung 30) zu Folgebe-
strahlungen zeigt diese Entwicklung eines radiogen verursachten Nierenschadens
bei Mausen, deren Nieren beidseitig lediglich mit Einzeldosen von 8, 12, 14 und

16 Gy bestrahlt worden waren. Der Endpunkt lag bei 36 Wochen nach Bestrahlung.
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Abgebildet ist die Entwicklung einer Nierenschddigung ohne Vorbestrahlung (0 Gy)
und nach Behandlung mit unterschiedlichen Einzeldosen (X entspricht 8, 12, 14 und
16 Gy) bis zu einem Endpunkt bei 36 Wochen. Der schraffierte Bereich zeigt die tiber
den gesamten Beobachtungszeitraum konstant bleibende Nierenfunktion unbehan-

delter Mduse (modifiziert nach Stewart et al. 1990).

Einzeldosen von 10 bis 20 Gy fuhrten auch bei Bestrahlung der Gbrigen Niere von
einseitig nephrektomierten Ratten zu einer dosisabhangigen, progredienten Ver-
schlechterung der Nierenfunktion, gemessen unter anderem an einer Verminderung
der glomerularen Filtrationsrate (Robbins 2001, S. 483). Abbildung 31 zeigt eine do-
sisabhangige Verminderung der glomerularen Filtrationsrate, die mit wachsendem
zeitlichem Abstand zur Bestrahlung noch ausgepragter wird. Der Endpunkt dieser

Untersuchung lag bei 24 Wochen nach Bestrahlung.
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Die Grafik zeigt bezogen auf die Wochen nach Bestrahlung die Verdnderungen der
glomeruléren Filtrationsrate (ml/min pro 100 g Kérpergewicht) der Restniere von ein-

seitig nephrektomierten Ratten (modifiziert nach Robbins, 2001).
unbestrahit (), 10 cy (), 15 6y (A), 20 cy M)

Beispiele fur eine zeit- und dosisabhangige Verschlechterung der Nierenfunktion
nach Bestrahlung finden sich in der Literatur in groRer Zahl und bei unterschiedlichen
Spezies. Dies lasst vermuten, dass die fur die Strahlennephropathie verantwortlichen

Mechanismen bei verschiedenen Spezies in ahnlicher Art und Weise ablaufen.
4.3.1. Vorschadigung der Niere bereits bei geringen Strahlendosen

Geringe Einzeldosen unter 10 Gy verursachen zunachst nur eine schwer detektier-
bare und damit sehr geringe Strahlenreaktion der Niere. Dass jedoch auch durch
solch kleine Dosen folgenreiche Schaden gesetzt werden, wird bei erneuter Be-
strahlung der vorbehandelten Niere deutlich. Selbst wenn lange Zeitraume zwischen

erster und zweiter Bestrahlung liegen und die erste Strahlenbehandlung keine er-
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kennbare Verschlechterung der Nierenfunktion verursacht hat, fuhrt die Folgebe-
strahlung zu einer verminderten Strahlentoleranz (Stewart 1994, S. 176).

In der vorliegenden Untersuchung war nach der geringen Verschlechterung der Nie-
renfunktion durch die verwendeten Strahlendosen in der Kontrollgruppe die Reaktion
auf Bestrahlung in Kombination mit der Gabe von Erythropoietin bzw. Infliximab
umso beeindruckender. Weder Erythropoietin, noch Infliximab allein gelten derzeit

als nephrotoxisch.
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4.4. Einfluss von Erythropoietin auf die Nierenfunktion nach einzei-

tiger Bestrahlung

Die Gabe von Erythropoietin erfolgte an zwei Tagen um den Bestrahlungszeitpunkt
herum. Dabei wurden zwei unterschiedliche Dosierungen eingesetzt: 500 U/kg KG
und 2000 U/kg KG. Bestrahlt wurde einzeitig mit den bereits bekannten Dosen von
6 Gy, 8 Gy und 10 Gy. Im Vergleich zur Kontrollgruppe ergab sich ebenfalls eine zeit-
und strahlendosisabhangige Verschlechterung der Nierenfunktion. Diese war bei den
mit Erythropoietin behandelten Tieren noch ausgepragter festzustellen als bei den
unbehandelten Kontrolltieren. Zudem zeigte sich, dass die hdéhere Dosierung des
Erythropoietin von 2000 U/kg KG die Nierenfunktion deutlicher beeintrachtigte als die
kleinere Dosis von 500 U/kg KG. Zum Endpunkt der Untersuchungen 50 Wochen
nach Bestrahlung war der Unterschied im Grad der Funktionsverschlechterung zwi-
schen Kontrollen und medikamentdés behandelten Tieren am groten. Ein Fort-
schreiten der Entwicklung ware bei weiterer Beobachtung sicherlich zu erwarten ge-
wesen.

Die Blutuntersuchungen zum Endpunkt der Studie zeigten keine pathologischen

Werte fur Harnstoff oder Hamatokrit.

In der vorliegenden Untersuchung konnte flir den Wachstumsfaktor Erythropoietin
kein radioprotektiver Effekt festgestellt werden. Ganz im Gegenteil scheint Erythro-
poietin vielmehr die Empfindlichkeit des Nierengewebes gegenuber ionisierender
Strahlung erhéht zu haben. Dieser Effekt war dabei abhangig von der verabreichten
Dosis des Wachstumsfaktors. Auch wenn hier nicht wie in vorangegangenen Studien
an ischamisch oder toxisch geschadigten Nieren ein positiver Effekt von Erythropoie-
tin gezeigt werden konnte, so scheint das Zytokin auch bei lediglich kurzzeitiger Ap-
plikation Einfluss auf die Spattoxizitat ionisierender Strahlung zu nehmen. Wie der
Vergleich mit den Ergebnissen der Kontrollgruppe zeigt, kann die Verschlechterung
der Funktion der rechten Niere nicht ausschlie3lich den relativ geringen Strahlendo-

sen von 6, 8 und 10 Gy angelastet werden.

4.4.1. Thrombogenes Potential von Erythropoietin

Eine mogliche Erklarung fir die Verschlechterung der Nierenfunktion unter Bestrah-

lung in Kombination mit der Gabe von Erythropoietin ware die Bildung von Thrombo-
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sen bei erhohtem Hamatokrit und damit erhdhter Viskositat des Blutes. Eine Meta-
Analyse von 57 randomisierten kontrollierten Studien ergab ein erhdhtes Risiko fur
thromboembolische Ereignisse bei Patienten, die mit Epoetin oder Darbepoetin be-
handelt worden waren (Bohlius 2006, S. 709). Das relative Risiko eines thromboem-
bolischen Ereignisses war verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe in der
behandelten Gruppe um 67 % erhoht (RR = 1,67, 95 % Kl = 1,35 bis 2,06). In den
hier analysierten Studien wurde die Wirkung von Epoetin und Darbepoetin mit
Transfusion roter Blutzellen mit der Wirkung der Transfusion roter Blutzellen allein
bei der Behandlung von Anamie bei Krebspatienten mit oder ohne antineoplastischer
Therapie untersucht. Eine prospektive Multicenter-Studie zur Haufigkeit und Risiko-
faktoren der vendésen Thrombembolie bei ambulanten Krebspatienten, die mindes-
tens eine Zyklus Chemotherapie erhalten hatten, identifizierte Erythropoietin als Risi-
kofaktor fur vendése Thrombembolien (Khorana 2005, S. 2826). Eine weitere retro-
spektive Fall-Kontroll-Studie untersuchte 147 Patientinnen mit einem lokalisierten
Karzinom der Cervix uteri oder der Vagina, die mit kombinierter Chemo- und Radio-
therapie behandelt worden waren, auf das Auftreten einer symptomatischen Venen-
thrombose. Auch hier war die Gabe von Erythropoietin mit einem erhéhten Risiko fur
die Entwicklung von Venenthrombosen verbunden (Wun 2003, S. 1517). Allerdings
existieren auch zahlreiche Studien, in denen durch die Verabreichung von Erythro-
poietin keine erhohte Rate an thromboembolischen Ereignissen festgestellt werden
konnte. Im Gegenteil: Erythropoietin kann durch eine Erhdhung des Hamoglobin-
spiegels bei anamischen Krebspatienten wesentlich zur Verbesserung der Lebens-
qualitat beitragen. In der Studie von Wun et al. konnte auch keine Assoziation zwi-
schen dem Thromboserisiko und dem mittleren bzw. maximalen Hamoglobinwert
gefunden werden (Wun 2003, S. 1519). Eine mogliche thrombogene Aktivitat, mogli-
cherweise vermittelt Uber eine Aktivierung von Endothelzellen, kann dem Erythropoi-
etin jedenfalls nicht ganz abgesprochen werden (Stohlawetz 2000, S. 2987).

Gegen eine Verschlechterung der Funktion der rechten Niere nach Behandlung mit
Erythropoietin durch thromboembolische Ereignisse spricht in der vorliegenden Un-
tersuchung die kurze Behandlungsdauer mit dem Wachstumsfaktor, die kaum solch
dramatische Folgen erwarten lassen wiirde. Der Effekt von Erythropoietin auf die
Blutviskositat ware dabei vorubergehend und nur kurzfristig. Die Verschlechterung
der Nierenfunktion schritt jedoch die gesamte Beobachtungszeit Gber fort, wobei der
Unterschied zwischen Kontrollgruppe und den mit Erythropoietin behandelten Grup-

pen stetig groRer wurde. 20 bis 40 Wochen nach Bestrahlung von Mausenieren tre-
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ten prothrombotische Veranderungen wie ein erhdhter Gehalt der Glomeruli an Von-
Willebrand-Faktor auf, 4 bis 40 Wochen nach Bestrahlung auch eine erniedrigte
glomerulare Aktivitat von ADPase, einem Hemmstoff der Platichenaktivierung. Auch
zeigte sich dabei eine vermehrte Zahl von Glomeruli mit Ablagerungen von Fibrino-
gen und Fibrin. Diese Veranderung sind aber im Gegensatz zur Strahlennephro-
pathie anscheinend weder abhangig von der Strahlendosis noch von der Fraktionie-
rung der Bestrahlung. Der Stellenwert von thrombotischen Veranderungen in der

Entwicklung der Strahlennephropathie ist also noch unklar (Stewart 2001, S. 956).

4.4.2. Mitogene Aktivitat von Erythropoietin

Eine weitere Erklarung fir den negativen Effekt der Erythropoietin-Gabe auf die
Funktion der bestrahlten Mauseniere liegt in der mitogenen Wirkung des Wachs-
tumsfaktors auf Endothel- und Tubuluszellen. Anagnostou et al. fanden bei Kulturen
von humanen Endothelzellen der Vena umbilicalis und von bovinen Endothelzellen
von Nebennierenkapillaren nach Gabe von rekombinantem humanem Erythropoietin
eine dosisabhangige Proliferation (Anagnostou 1990, S. 5979). Proximale Tubulus-
zellen der Maus proliferierten bei einer In-vitro-Studie von Westenfelder et al. nach
Gabe von Epo ebenfalls dosisabhangig (Westenfelder 1999, S. 818). Diese Zellen
spielen bei der Entstehung der Strahlennephropathie eine herausragende Rolle.
Dass das Kapillarendothel von ionisierender Strahlung in besonderem Male betrof-
fen wird, konnten beispielsweise Jaenke et al. bei einer Untersuchung an Schweinen
zeigen, bei denen beide Nieren einzeitig mit einer Dosis von 9,8 Gy bestrahlt worden
waren. Bereits sechs Wochen nach Bestrahlung fanden sich im Lichtmikroskop akti-
vierte Kapillarendothelzellen mit aufgedunsenen Kernen und aufgequollenem Zy-
toplasma (Jaenke 1993, S. 398). Veranderungen am Endothel der kleinen Nieren-
gefalle treten also schon relativ frih nach Bestrahlung auf. Dies gilt auch fur Reakti-
onen des Tubulusepithels (Cohen 2003, S. 490).

Zellen in Proliferation reagieren sensibler auf ionisierende Strahlung als Zellen, die
sich gerade in einer Ruhephase des Zellzyklus befinden. Als besonders strahlen-
empfindlich gelten dabei Zellen in der G2-Phase und wahrend der Mitose. Danach
nimmt die Empfindlichkeit in der folgenden Reihenfolge ab: Zellen in der G1-Phase,
der frihen S-Phase und schlie8lich in der spaten S-Phase (Sinclair 1966, S. 473).
Werden Endothelzellen und Tubuluszellen der Nieren durch Behandlung mit Erythro-

poietin zur Proliferation angeregt, so mag daraus eine erhdhte Strahlenempfindlich-
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keit resultieren. Befinden sich die Zellen also nach Stimulation durch den Wachs-
tumsfaktor in grofRerer Zahl als ohne mitogenen Reiz in der Phase der Zellteilung
oder in einer anderen radiosensitiven Phase des Zellzyklus, so wirde bei gleichzeiti-
ger Bestrahlung deren Wirkung potentiert. Ergebnis ware ein fruher und groRerer
Gewebsschaden. Genauere Untersuchungen auf Zellebene zum Einfluss von
Erythropoietin auf den Zellzyklus unter der Einwirkung ionisierender Strahlung waren

zur weiteren Klarung des Sachverhalts wiinschenswert.

4.4.3. Konsequenzen fir die klinische Anwendung von Erythropoietin in

Kombination mit Strahlentherapie

In der Klinik findet Erythropoietin im Zusammenhang mit Bestrahlung Anwendung bei
Krebspatienten zur Behandlung von Anamien. Die Beseitigung der Anamie verbes-
sert laut einiger Studien die Lebensqualitat der Patienten. Es gibt Hinweise, dass
Erythropoietin auch eine verstarkte Oxygenierung von Tumorgewebe bewirkt, was
wiederum dessen Strahlensensibilitat ernoht.

In letzter Zeit finden sich aber auch Anhaltspunkte daflr, dass Krebspatienten, die
zusatzlich mit Erythropoietin behandelt worden waren, ein schlechteres Gesamt-
Uberleben aufweisen als unbehandelte Patienten. In einer randomisierten Placebo-
kontrollierten Phase-lll-Studie zur Strahlentherapie an Patienten mit Kopf-Hals-Tu-
moren zeigte sich ein schlechteres locoregional progressionsfreies Uberleben der mit
Epoetin-B behandelten Gruppe (Henke 2003, S. 1257). Eine weitere Erkenntnis lasst
es ratsam erscheinen, Vorsicht im Umgang mit Erythropoietin bei der Behandlung
von Krebspatienten walten zu lassen. Erythropoietin kann Uber seinen Rezeptor zu-
mindest in vitro zahlreiche Tumoren zu verstarktem Wachstum anregen (Yasuda
2003, S. 1026). Eine randomisierte, doppelblinde, Placebo-kontrollierte Studie sollte
bei Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom den Einfluss eines durch die
Gabe von Erythropoietin normalisierten Hamoglobinspiegels auf das Uberleben un-
tersuchen. Erythropoietin wurde in diesem Rahmen neben der Chemotherapie verab-
reicht. Weil sich jedoch in der mit Erythropoietin behandelten Gruppe eine hdhere
Mortalitat zeigte, wurde die Studie vorzeitig abgebrochen (Leyland-Jones 2003,
S. 459). Eine weitere Erklarungsmoglichkeit fur die erhdohte Mortalitat der Krebspati-
enten ware auch das vermehrte Auftreten von thromboembolischen Ereignissen wie

beispielsweise Lungenembolien (Bohlius 2006, S. 711).
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Es ist also immer noch fraglich, welche Rolle Erythropoietin in der begleitenden Be-

handlung von Krebspatienten wirklich spielt. In der vorliegenden experimentellen
Untersuchung jedenfalls konnte kein radioprotektiver Effekt des Wachstumsfaktors
gezeigt werden. Dagegen wurde der Schaden durch ionisierende Strahlung an
Normalgewebe sogar verstarkt. Sorgfalt und Umsicht ist in jedem Fall im Umgang mit
der Substanz im klinischen Alltag gefragt. Unter Umstanden muss bei der Behand-
lung von Anamien dann auch auf Alternativen wie der Transfusion roter Blutzellen

zurlckgegriffen werden.
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4.5. Einfluss von Infliximab auf die Nierenfunktion nach einzeitiger

Bestrahlung

Am Tag vor, einen und flinf Tage nach der Bestrahlung erhielten einige Tiere den
TNF-a-Antikorper Infliximab in der Dosis 8 mg/kg KG. Bestrahlt wurde in einer Sit-
zung mit 8 Gy und 10 Gy im dorsalen Stehfeld.

Unter beiden Strahlendosen entwickelte sich eine mit wachsendem Abstand zum
Bestrahlungszeitpunkt progrediente Verschlechterung der Nierenfunktion, die
50 Wochen nach Bestrahlung maximal ausgepragt war. Im Vergleich zur Kontroll-
gruppe ergab sich zum Endpunkt der Untersuchungen ein signifikanter Unterschied
im Grad der Nierenfunktion unter beiden Strahlendosen (p = 0,001 bei 8 Gy und p =
0,024 bei 10 Gy nach Mann und Whitney). Dabei war die Nierenfunktion bei den mit

Infliximab behandelten Tieren also signifikant starker vermindert als in der Kontroll-

gruppe.

Auch fur den TNF-a-Antikorper Infliximab konnte damit in dieser Untersuchung kein
positiver Effekt im Hinblick auf die Entwicklung einer Strahlennephropathie festge-
stellt werden. Vielmehr scheint die Gabe des Antikorpers zu einer noch ausgepragte-
ren, progredienten Verschlechterung der Nierenfunktion nach Bestrahlung gefuhrt zu
haben. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass der TNF-a-Antikérper hier als Radio-

sensitizer gewirkt hat.

4.5.1. TNF-a als Radioprotektor und deletarer Effekt von TNF-a-Antikor-

pern

In der Literatur wird tatsachlich auch dem Tumornekrosefaktor ein radioprotektiver
Effekt zugeschrieben. Laut Urbaschek et al. kann die Letalitat von C3H-Mausen nach
Ganzkoérperbestrahlung durch die Gabe von Tumornekrosefaktor von einer LD 75/30
(Strahlendosis, die 75 % der Mause innerhalb von 30 Tagen totet) auf eine LD 40/30
gesenkt werden (Urbaschek 1987, S. 181).

Negative Auswirkungen der Gabe von TNF-a-Antikdrpern zeigten sich auch in einer
Studie von Neta et al. Dabei wurden CD2F1-Mause einer Ganzkérperbestrahlung
unterzogen und erhielten 20 Stunden vor oder eine Stunde nach Bestrahlung den
TNF-a-Antikérper ,TN3 19.12¢. Daraufhin sank die Uberlebensrate gegentiber der mit
Kochsalzlésung behandelten Kontrollgruppe (Neta 1991, S.1178). Der
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Tumornekrosefaktor scheint also auch fur die Erholung von radiogen verursachten
Organschaden von Bedeutung zu sein. Wird TNF ausgeschaltet, so wirken
moglicherweise andere Zytokine ohne radioprotektive Eigenschaften wie zum
Beispiel TGF-B oder IL-6 als Radiosensitizer (Neta 1991, S. 1180).

Im Gegensatz zu der Arbeit von Neta et al. wurde in dem vorliegenden Projekt freilich
keine Ganzkorperbestrahlung durchgefiihrt, die eine massive Schadigung des blut-
bildenden Knochenmarks zur Folge gehabt hatte. Trotzdem ware es durchaus denk-
bar, dass im Nierengewebe der Mause ganz ahnliche Vorgange ablaufen wie im
Knochenmark. Es ist anzunehmen, dass die Bestrahlung auch im Nierengewebe zu
einer erhohten Expression von TNF-a-mRNA und zu einer vermehrten Ausschuttung
des Genproduktes TNF-a fuhrt. Wird die radioprotektive Wirkung des Zytokins inhi-
biert, resultiert nach Neta et al. eine erhéhte Strahlenempfindlichkeit des Gewebes.
Unter der Voraussetzung, dass TNF-a unter den Umstanden der vorliegenden Unter-
suchung als Radioprotektor gewirkt hatte, wirden diese Uberlegungen eine Erkla-

rung fur die erndchternden Ergebnisse dieser Arbeit liefern.

4.5.2. Immunreaktion durch transmembranales TNF-a

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit basiert auf den Ergebnissen von Scallon et al.
Der IgG1-Isotyp des monoklonalen TNF-a-Antikorpers cA2, eben Infliximab, bindet in
vitro an transmembranales TNF-a auf der Zelloberflache von T-Zellen und
Makrophagen. Uber antikdrpervermittelte Zytotoxizitat (antibody dependent cellular
cytotoxicity, ADCC) und Komplementbindung werden diese TNF-a-positiven Zellen
effektiv zerstort (Scallon 1995, S. 254). Flhrt also Bestrahlung von kritischen Zellen
des Nierengewebes zur Expression von transmembranalem TNF-a, so konnte dar-
aus nach Bindung von Infliximab eine fur die Zellen tédliche Immunreaktion resultie-
ren, die sich, wie in der vorliegenden Untersuchung geschehen, nur auf die Niere als
strahlenexponiertes Gewebe beschranken wirde. Epithelzellen der Nierentubuli
exprimieren in vitro nach Stimulation durch LPS oder IL-1a auf ihrer Zelloberflache
tatsachlich TNF-a, sie sezernieren es auch, sowohl in vitro, als auch in vivo bei C3H-
Mausen, die mit LPS behandelt wurden (Jevnikar 1991, S. 207). Fraglich ist jedoch
einerseits, ob auch ionisierende Strahlung einen Stimulus zur Expression von memb-
ranstandigem TNF-a darstellt, andererseits, ob die mogliche Immunreaktion zu einer

progressiven Nierenfunktionsverschlechterung fuhren wirde, wie sie bei den flr
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diese Arbeit durchgefuhrten Versuchen zu sehen war. Die Behandlungszeit mit dem

Zytokin war relativ kurz. Die folgende Immunreaktion mag selbstlimitierend ablaufen.

4.5.3. Konsequenzen fiir die Strahlentherapie bei Patienten unter Be-

handlung mit Infliximab

Letztlich ist noch nicht vollkommen klar, welchen Einfluss der Tumornekrosefaktor-a
auf die Vorgange im komplexen Gefuge von Strahlenschaden und Reparaturmecha-
nismen ausubt. Ist seine Rolle in der des Radioprotektors oder doch eher in der des
Radiosensitizers zu sehen? Abhangig von den jeweiligen Bedingungen, vom Zu-
sammenspiel mit anderen Zytokinen etwa, scheint er beide Rollen auszufillen. Diese
Bedingungen mussen jedoch noch geklart werden. Ein besonderes Augenmerk muss
deshalb auf Patienten gerichtet werden, die unter laufender Behandlung mit Inflixi-
mab einer Strahlentherapie unterzogen werden sollen. Die vorliegende Untersu-
chung bezieht sich naturlich lediglich auf die Niere. Leider konnte hier keinerlei radi-
oprotektive Wirkung des TNF-a-Inhibitors festgestellt werden, sondern vielmehr eine
deutliche Verschlechterung der Nierenfunktion. Die deletare Wirkung der Substanz in
Kombination mit ionisierender Strahlung blieb dabei auf das Nierengewebe be-
schrankt.

Im klinischen Alltag findet der TNF-a-Antikorper Infliximab in immer starkerem Male
Anwendung, nicht nur bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen, sondern
auch in der Krebstherapie. Immer haufiger werden deshalb Strahlentherapeuten mit
entsprechend vorbehandelten Patienten konfrontiert sein. Mit wachsender Erfahrung
im Umgang mit den offensichtlich recht potenten TNF-a-Inhibitoren werden sich

moglicherweise auch immer mehr unerwinschte Wirkungen der Therapie zeigen.
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4.6. Methodenkritik

4.6.1. Verlaufsbeobachtung

Die Analyse von Verlaufskurven wirft statistische Probleme auf. Der Vergleich zu je-
dem einzelnen Messzeitpunkt liefert im Grunde keine vollig korrekten Ergebnisse. Als
KenngroflRe zur Analyse dient im vorliegenden Fall der am Endpunkt der Untersu-
chungen gemessene Wert zur Funktion der rechten Niere. Er ist als Maximalwert
zum zuvor bestimmten Endzeitpunkt bei wie erwartet kontinuierlich ansteigenden
Kurven gut verwertbar. Moglich ware jedoch auch der Vergleich der Flachen unter

den einzelnen Kurven, um diese in ihrem Gesamtverlauf besser zu erfassen.

4.6.2. Fallzahl

Bei kleinen Fallzahlen nehmen Ausreil3er besonders grof3en Einfluss auf das Endre-
sultat. Durch Todesfalle bei den mit 10 Gy bestrahlten Tieren verkleinerten sich die
Gruppen noch zusatzlich. In der Verlaufsbeobachtung nimmt dadurch die

Ungenauigkeit der Ergebnisse zum Endpunkt der Untersuchungen hin zu.

4.6.3. Bestrahlung

Todesfalle traten lediglich bei mit 10 Gy bestrahlten Tieren auf. Diese waren vermut-
lich durch gastrointestinale Komplikationen bedingt. Gleichzeitig waren die Verande-
rungen der Nierenfunktion bei Tieren, die mit niedrigeren Strahlendosen behandelt
worden waren nur sehr diskret. Eine mit der hier angewandten szintigraphischen
Methode deutlich detektierbare Verschlechterung der Nierenfunktion ist erst ab Do-
sen zwischen 8 und 10 Gy zu erwarten.

Winschenswert ware in diesem Zusammenhang folglich die Bestrahlung der Niere
mit Dosen von mindestens 8 Gy, jedoch ohne eine Steigerung der Mortalitat durch
gastrointestinale Komplikationen in Bereichen hoherer Strahlendosen.

Dieses Ziel ist nicht ganz problemlos zu erreichen, ohne das Setting des Experi-
ments grundlegend zu verandern. Die hier angewandte Methode basiert auf der sta-
tischen Nierenszintigraphie und darauf, dass die Funktion der geschadigten Niere zu
der Gesamtfunktion beider Nieren ins Verhaltnis gesetzt wird. Dies macht die Mes-

sung unabhangig von schwankenden GroRen wie etwa der Aktivitat des *"Tc-DMSA-
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Praparates, der verabreichten Substanzmenge bei paravasaler Injektion, der
Zeitdauer zwischen Injektion und Aufnahme, sowie der Harnausscheidungsrate des
Versuchstieres. Voraussetzung ist jedoch, dass nur eine Niere bestrahlt und gescha-
digt wird.

Die Bestrahlung einer Niere lie3 sich durch den dorsoanterioren Strahlengang und
zusatzliche Abschirmung der anderen Niere realisieren. Eine Affektion des Intesti-
nums konnte dabei jedoch nicht ganz verhindert werden.

Liao et al. bestrahlten beide Nieren zugleich tangential von lateral. Sie konstruierten
spezielle Kafige, bei denen das Abdomen der Maus durch eine Offnung im Kéfigbo-
den aus dem Strahlenfeld herausfiel (Liao 1994, S. 291). Zur Beurteilung der Nie-
renfunktion untersuchten sie aus der Schwanzvene gewonnene Blutproben auf
Harnstoff und Hamatokrit.

Stewart et al. bestrahlten ebenfalls beide Nieren zugleich Uber zwei laterale, tangen-
tiale Felder. Die Nierenfunktion wurde Uber die indirekte Clearance von °'CrEDTA
bestimmt. Dazu wurden nach einmaliger intraperitonealer Injektion der radioaktiven
Substanz Blutproben aus dem Retroorbitalplexus der Mause genommen und die Ab-
nahme der Plasmakonzentration von 'CrEDTA gemessen.

Eleganter als meist schwierig zu bewerkstelligende und flr die Tiere belastende
Blutentnahmen ist sicher die in dieser Arbeit verwendete szintigraphische Methode
zur Bestimmung der Nierenfunktion, die jedoch bei beidseitiger Nierenbestrahlung

nicht mehr sinnvoll anwendbar ist.
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4.7. Fazit und Ausblick

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass Bestrahlung in Kombination mit der Gabe
von Erythropoietin bzw. des TNF-a-Inhibitors Infliximab an der Niere eine irreversible
und progrediente Schadigung hervorruft, die sich als ausgepragter erwies als unter
alleiniger Bestrahlung. Die Verschlechterung der Nierenfunktion fiel unter Behand-
lung mit Infliximab deutlicher aus als bei Verabreichung von Erythropoietin. Das Re-
sultat Uberrascht insofern, als den beiden Wachstumsfaktoren bisher vor allem ge-
webeprotektive Eigenschaften zugeschrieben worden waren.

Die Mechanismen, die zu diesen Ergebnissen flhrten, wurden in diesem Projekt
nicht untersucht. Sie sind bis heute noch nicht geklart. Bereits seit Jahrzehnten be-
kannt und in groRer Fulle vorhanden sind Untersuchungen zu histologischen Befun-
den der Strahlennephropathie. Dagegen existieren viele widersprichliche Angaben
zu den beteiligten Botenstoffen. Bei besserem Verstandnis der Vorgange bei Be-
strahlung der Niere auf Proteinebene konnten potentiell radioprotektive Substanzen
gezielter ausgewahlt werden. Vorteilhaft dabei ist, dass die Entwicklung der Strah-
lennephropathie bei unterschiedlichen Spezies in weitgehend derselben Art und
Weise abzulaufen scheint.

Im Falle des Wachstumsfaktors Erythropoietin bieten sich Untersuchungen sowohl
zur thrombogenen Aktivitat als auch zum Einfluss der Substanz auf den Zellzyklus
an. Im Rahmen der Strahlennephropathie wurden bei Tierversuchen Mikrothrombo-
sen der Nierenkapillaren nachgewiesen. Treten diese unter Behandlung mit Erythro-
poietin vermehrt auf? Es konnte gezeigt werden, dass Erythropoietin zu Zellprolifera-
tion fuhrt. Gibt es einen Zusammenhang zwischen dieser Proliferation und einer er-
hohten Strahlenempfindlichkeit der Zellen?

Den TNF-a-Antikérper Infliximab betreffend sind Fortschritte moglicherweise durch
weitere immunhistochemische Untersuchungen zu verschiedenen Zeitpunkten nach
Bestrahlung zu erwarten. Widerspriche gibt es hier besonders bei der Bewertung
der Rolle des Tumornekrosefaktors a. Einerseits wurde ein radioprotektiver Effekt
des Zytokins gefunden, andererseits jedoch auch eine radiosensibilisierende Wir-
kung. Wichtig zu klaren ware die Frage, ob TNF-a nach Bestrahlung im Nierenge-
webe vermehrt exprimiert wird.

Weitere Antworten finden sich vermutlich in der aulierst komplexen und bisher nur

unzureichend geklarten Pathogenese der Strahlennephropathie.
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5. Zusammenfassung

Die niedrige Strahlentoleranz der Niere fuhrt bei der Planung und adaquaten Durch-
fuhrung abdomineller Bestrahlungen zu Problemen. Mit einer Latenz von einigen
Monaten droht die Entwicklung der sogenannten Strahlennephropathie mit allen Zei-
chen der Niereninsuffizienz bis hin zur Dialysepflichtigkeit.

Eine Pravention der Strahlennephropathie durch chemische Radioprotektoren stellt
eine interessante Option dar, ist jedoch noch nicht ausreichend erforscht. In der vor-
liegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob mit Hilfe von Erythropoietin bzw. Infli-
ximab eine Verbesserung der Nierenfunktion erreicht bzw. einer Niereninsuffizienz

vorgebeugt werden konnte.

Weibliche C3H-Mause wurden einer einzeitigen Bestrahlung der rechten Niere mit
Strahlendosen von 6, 8 und 10 Gy unterzogen. Um den Bestrahlungzeitpunkt herum
wurde den Tieren Erythropoietin in zwei unterschiedlichen Dosen bzw. Infliximab
verabreicht. Eine Kontrollgruppe wurde lediglich bestrahlt. Die Bestimmung der Nie-
renfunktion erfolgte durch statische Nierenszintigraphie mit *"Tc-DMSA. Die Nach-
beobachtungszeit betrug ab Bestrahlung insgesamt 50 Wochen. Bei den mit Erythro-
poietin behandelten Tieren wurde zum Endpunkt der Untersuchung zusatzlich eine
Blutentnahme mit Bestimmung von Kreatinin, Harnstoff und Hamatokrit durchgeftihrt.
Im Vergleich zur Kontrollgruppe fiel die Verschlechterung der Nierenfunktion bei den
mit Erythropoietin bzw. Infliximab behandelten Tieren deutlicher aus. Je hdher die
gewahlte Strahlendosis und je groRer der zeitliche Abstand zur Bestrahlung, desto
geringer wurde der Anteil der rechten Niere an der Gesamtfunktion beider Nieren.
Die hohere Dosis von Erythropoietin bewirkte zudem eine starkere Abnahme der Nie-
renfunktion als die niedrigere Dosis. Bei den mit Infliximab behandelten Tieren war

die Niereninsuffizienz schliellich am starksten ausgepragt.

Ein radioprotektiver Effekt konnte hier weder fur Erythropoietin, noch fur Infliximab
gezeigt werden. Den Hinweisen auf deletéare Wirkungen auf die Nierenfunktion unter
Bestrahlung sollte wegen mdglicher Konsequenzen flir die Patientenbehandlung

weiter nachgegangen werden.
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