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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Glioblastom: Theoretischer Hintergrund
1.1.1 Epidemiologie, Klassifikation, Atiopathogenese

Das Glioblastoma, auch Glioblastoma multiforme (GBM), ist ein Malignom des
zentralen Nervensystems. Unter den malignen hirneigenen Tumoren ist es mit einem
Anteil von etwa zwei Dritteln der haufigste [1, 2]. Die in den Vereinigten Staaten von
Amerika aus den Jahren 1975-2018 berechnete jahrliche Rate an Neuerkrankungen
pro 100.00 Einwohner betragt 2,99 [3]. Das GBM ist eine Erkrankung des hoheren
Lebensalters, Patienten sind bei Erkrankungsbeginn im Median 64 Jahre alt. Manner
sind mit einem Verhaltnis von 1,6:1 haufiger betroffen als Frauen, bei ethnisch der
kaukasischen Bevolkerung zugeordneten Einwohnern der USA war die Inzidenzrate
etwa doppelt so hoch wie im dunkelhdutigen Bevélkerungsanteil (3,45 vs.
1,67/100.000) [1].

Bisher untersuchte genetische- und Umweltfaktoren konnten nur mit einem kleinen Teil
der diagnostizierten Glioblastome urséchlich in Zusammenhang gebracht werden.
Darunter konnten insbesondere die Vorbelastung mit ionisierender Strahlung sowie
seltene hereditare Syndrome (u.a. Tuberdse Sklerose, Neurofibromatose Typ | und I,
Li-Fraumeni-Syndrom) als Risikofaktor identifiziert werden. Fur den weitaus grof3ten
Anteil der GBM fehlt nach wie vor der Nachweis von spezifischen Risikofaktoren,
sodass mehrheitlich von einem sporadischen Auftreten ausgegangen wird [4].

Zur Einteilung hirneigener Tumoren ist weltweit die WHO-Klassifikation der Tumoren
des zentralen Nervensystems gebrauchlich. Ausgehend von histologischen sowie
genotypischen Merkmalen, die als Marker fur Malignitat und Aggressivitat dienen,
erfolgt dabei die Einteilung in die vier Grade 1-4. Mit steigender Gradation korreliert
zunehmend malignes Wachstumsverhalten sowie eine entsprechend unglnstigere
Prognose. Das Glioblastom wird hierbei in die héchste Kategorie eingeordnet und
folglich als WHO-Grad 4 bezeichnet [5, 6].

Treibermutationen sind unter anderem Amplifikation des EGF-Rezeptor-Gens
(epidermal growth factor) und Deletion der Tumorsuppressorgene PTEN
(Phosphatase and Tensin homolog) und CDKN2A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor
2A) [7, 8].

Glioblastomzellen sind neuroepithelialer Herkunft und werden aufgrund ihrer
histopathologischen Eigenschaften als Tumoren des neuronalen Stltzgewebes, der
Glia, eingestuft [9]. Das mikroskopische Bild ist vielseitig, was zum Beinamen
~-multiforme® gefuihrt hat, und gekennzeichnet durch Kernatypien, Zellpleomorphismus,
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erhohte Mitoseaktivitat, Gefal3proliferationen und Nekrosen [7, 8]. Dabei werden die in
der Glia vorherrschenden Zellentypen, Astrozyten und Oligodendrozyten, sowie deren
Vorlaufer, neuronale Stammezellen, als mégliche Ursprungszellen diskutiert [10].

Neuere Erkenntnisse sprechen insbesondere den neuronalen Progenitorzellen eine
wichtige Rolle in der Tumorgenese zu, wobei sich die Mutation dabei auf die
Stammzellen selbst noch nicht auswirkt, sondern erst in deren Teilungsprodukten,
etwa astrozytischen oder oligodendritischen Tochterzellen, zur Entartung fuhrt [11].
Genetische Untersuchungen des gesunden Hirngewebes von GBM-Patienten konnten
Glioblastom-Treibermutationen bereits in sogenannten Astrozyten-ahnlichen
neuronalen Stammzellen der zentral gelegenen subventrikularen Zone des Gehirns
identifizieren. Die Mutationslast in diesen Zellen lag dabei weit unterhalb der
Entartungsschwelle. Im Maus-Modell konnte daraufhin die Migration dieser
Stammzellen in die Hirnperipherie gezeigt werden, die anschlielend dort zur
Entstehung hochgradig maligner Gliome fuhrte [12].

Letztendlich ist die Atiopathogenese von Glioblastomen nicht vollstandig entschlisselt,
die kausalen Treibermutationen und die klinische Manifestation als Malignom scheinen
jedoch raumlich und zeitlich nicht zwingend in Zusammenhang zu stehen.

1.1.2 Klinik und Diagnostik

Das Glioblastom wird klinisch apparent aufgrund seines raumfordernden Charakters.
Durch die rasche Progredienz kénnen die Symptome mitunter wie ein Schlaganfall
imponieren. Unspezifische Symptome wie Kopfschmerzen werden bei etwa der Halfte
der Patienten beobachtet, sind allerdings differentialdiagnostisch  nicht
aufschlussreich. Kognitive Einbuf3en und Personlichkeitsveranderungen werden vor
allem bei alteren Betroffenen haufig als dementielle Entwicklung fehlinterpretiert.

Spezifischer sind dagegen durch funktionell verdrangendes Wachstum bedingte fokal-
neurologische Symptome. Paresen, Pardsthesien oder Gesichtsfeldausfélle etwa
kénnen dabei bereits einen Anhalt fir die anatomische Lokalisation geben. Bei etwa
20-40% der Patienten geschient die Erstmanifestation der Erkrankung als
Krampfanfall, Ublicherweise fokal oder sekundar generalisiert [13].

Bei klinischem Verdacht wird die Diagnose durch Magnetresonanztomographie des
Schéadels mit und ohne Kontrastmittel gesichert. Die typische radiologische Darstellung
des GBM ist eine heterogene, infiltrative, ringformig Kontrastmittel anreichernde
Lasion mit zentral nekrotischen Anteilen sowie perifokalem Odem [13, 14]. Anatomisch
findet sich das Glioblastom vorwiegend im Bereich der Hemispharen des Grol3hirnes
sowie den Stammganglien, teilweise unter Uberschreitung der Mittellinie [15].
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1.1.3 Aktuelle Therapieansatze und Prognose

Die aktuell géangige Therapie enthalt zunachst, wenn mdoglich, die neurochirurgische
Tumorresektion unter Schonung von vitalem Hirngewebe mit anschlieRender Strahlen-
und Chemotherapie [16, 17]. Dabei ist aufgrund des infiltrativen Wachstumsmusters
von Glioblastomen und der erschwerten Abgrenzung zu gesundem neuronalem
Gewebe eine Resektion in toto allerdings unwahrscheinlich [18, 19]. Der Stellenwert
der adjuvanten Therapie ist entsprechend hoch [20].

Die Strahlentherapie wird beim Glioblastom perkutan durchgefiihrt und basiert auf der
Induktion von Einzel- und Doppelstrangbrichen in der Tumor-DNA. Diese
Strangbriiche werden nun durch Reparaturmechanismen wiederhergestellt. Falls dies
nicht gelingt, kann eine unmittelbare Apoptose der Tumorzelle die Folge sein. Im Falle
einer fehlerhaften Reparatur kénnen chromosomale Translokationen und genomische
Instabilitat die Folge sein, welche die weitere Tumorzellteilung behindern [21]. Beim
GBM betragt die Gesamtdosis 60 Gy, fraktioniert auf funf Einzeldosen von 2 Gy pro
Woche Uber insgesamt 6 Wochen [22, 23]. Dabei umfasst das
Bestrahlungszielvolumen den radiologischen Tumorherd sowie circa 2 cm des
umgebenden Hirngewebes [24]. Ein Problem der Bestrahlung stellt die Toxizitat dar:
Aufgrund der Kollateralschadigung des gesunden Hirngewebes kénnen schwere und
irreversible Nebenwirkungen bis hin zur Radionekrose auftreten, welche die
Gesamtdosis und die Ausdehnung des Strahlenfelds limitieren. Die haufigsten
Nebenwirkungen sind kognitive EinbuBen, vor allem bei Merk- und
Konzentrationsfahigkeit [22]. Die unerwiinschten Ereignisse stellen nicht nur fir eine
zusatzliche Belastung fur Patienten dar, sondern limitieren die Bestrahlung in ihrer
Gesamtdosis.

Unterschiedliche molekulare Mechanismen, darunter eine erhdhte Reparaturkapazitat
strahlungsinduzierter ~ Doppelstrangbriche, verleihen  Gliomen  gegenuber
ionisierender Strahlung priméar eine hohe Resistenz [23]. Deswegen kdnnten
Substanzen, die das Tumorgewebe etwa durch Unterbindung von DNA-
Reparaturmechanismen fir die Bestrahlung sensibilisieren, hier therapeutisch nutzbar
sein. Der Einsatz dieser sogenannten Radiosensitizer lasst auf ein verbessertes
Radiotherapieansprechen ohne zusétzliche Strahlenexposition hoffen. Experimentelle
In-vitro-Daten zeigen, dass eine Behinderung der DNA-Reparatur mit den PARP-
Inhibitoren (Poly-ADP-Ribose-Polymerase-Inhibitoren) ABT-888 (Veliparib) oder KU-
0059436 (Olaparib) das klonogene Wachstumspotential von GBM-Zellen nach
Bestrahlung herabsetzt [25, 26]. Aktuelle klinische Phase I-II-Studien grinden auf
diesem Ansatz der PARP-Inhibition [27].

Neben der Radiotherapie kann die Systemtherapie mit dem Alkylans Temozolomid
(TMZ) die Prognose bei GBM-Patienten verbessern. In der Mehrzahl der Falle zeigt
sich der Tumor jedoch therapieresistent gegeniber TMZ. Grund dafir ist die
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tumoreigene Reparatur von DNA-Alkylierungsschaden durch die O8-Methylguanin
DNA-Methyltransferase (MGMT), deren Aktivitat vom Methylierungsstatus des MGMT-
Promoters im Genom abhéngig ist [28]. Bei Minderung der Genexpression mittels
epigenetischer MGMT-Promotormethylierung ist der Uberlebensvorteil durch TMZ-
Chemotherapie groRRer, diese Patienten konnten neueren Studien zufolge auch von
der zuséatzlichen Gabe eines weiteren Alkylans, Lomustin, profitieren [29].

Gegenstand weiterer laufender Untersuchungen ist die Erhaltungstherapie nach
abgeschlossener Initialtherapie. Zielgerichtete Therapeutika basierend auf
molekularer Charakterisierung (z.B. Tyrosinkinase- oder PD-L1-Inhibitoren), Inhibition
der Tumorneovaskularisation (z.B. CXCL12/CXCR4-Inhibitoren) oder die Generierung
einer spezifischen Immunantwort durch Entwicklung einer Tumorvakzine sind
Gegenstand aktueller Forschung [30-32]. Wahrend mithilfe dieser sogenannten
Targeted Therapies in der Behandlung anderer Tumorentitdten grof3e Erfolge
verzeichnen werden konnten, liegen beim GBM derartige Daten bislang nicht vor [31,
33, 34].

Unbehandelt fuhrt die Erkrankung in der Regel innerhalb weniger Monate zum Tod
[35]. Die therapeutischen Mdoglichkeiten der operativen Resektion und adjuvanten
Radiochemotherapie (RCHT) kénnen das mediane Uberleben (Overall Survival, OS)
auf 14,6 Monate verlangern [17]. Ein prognostisch relevanter Faktor ist der
Methylierungsstatus des MGMT-Promotors (OS: 21,7 Monate methyliert vs. 12,7
Monate unmethyliert) [5, 36].

Insgesamt betrachtet ist die Prognose der Erkrankung weiterhin ungtinstig und der
wissenschaftliche Durchbruch in der Therapie von Glioblastoma multiforme bislang
nicht gelungen. Vielversprechend und noch nicht ausgeschdpft erscheint das Potential
eines tumorspezifischen Radiosensitizers.

1.2 Glutamatstoffwechsel im Glioblastom

Glutamat (Glu) ist im menschlichen Gehirn der bedeutendste exzitatorische
Neurotransmitter. Es ist als solcher an nahezu allen hoheren neurologischen
Prozessen beteiligt, beinahe alle Zellen des zentralen Nervensystems kdnnen durch
Glutamat erregt werden. Chemisch betrachtet handelt es sich um eine Aminosaure,
die ihre Wirkung tber verschiedene ionotrope und metabotrope Rezeptoren entfaltet
[37]. Die beiden im Folgenden beschriebenen Rezeptoren besitzen fir die vorliegende
Arbeit besondere Relevanz:

e NMDAR (N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor): Ligandengesteuerter lonenkanal,
zusammengesetzt aus sogenannten GIuN1 und GIluN2-Untereinheiten mit
multiplen Bindungsstellen fir Glutamat sowie eine Vielzahl von endogenen oder
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synthetischen Agonisten und Antagonisten (siehe Abb.1). Eine Aktivierung
bewirkt den Einstrom von Kationen, hauptséachlich Ca?* [37].

e AMPAR (a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionsaure-Rezeptor):
Ligandengesteuerter lonenkanal mit singularer Bindungsstelle fur Glutamat und
synthetische Agonisten und Antagonisten. Aktivierung bewirkt Einstrom von
Kationen, vor allem Na*. Je nach Konfiguration der GIuR1-GluR4
Untereinheiten ist der Rezeptor fiir Calcium mehr oder weniger permeabel [37].

Zink-Bindungsstelle

7n2+ Glutamat-Bindungsstelle

+ Glutamat, NMDA
- CPP, D-APS

Glycin-Bindungstelle / Polyamin-Bindungsstelle

+ Glycin M + Spermin
- Kynureninsdure, Xenon - Zn2+, Ifenprodil, Eliprodil

Ca2+ Na+

gnesium-Bir [} Kanal-Bindungsstelle
-Mg2+ - PCP, MK-801, Ketamin, Memantin

Abb. 1: NMDA-Rezeptor mit Bindungsstellen und ausgewahlten Agonisten (rot) und
Antagonisten (blau). Modifiziert nach Magnusson [38], Ghasemi [39] und Alam [40].

Wahrend der physiologische Glutamatstoffwechsel flr neuronale Zellen unverzichtbar
ist, hat Glu in erhéhten Konzentrationen auf diese eine apoptotische Wirkung. Grund
daftr ist der NMDAR-vermittelte Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration, diese
fuhrt zu dauerhafter Exzitation mit letztendlich zytotoxischem Effekt. Klinisch relevant
wird diese Exzitotoxizitat beispielsweise bei hypoxischen oder ischamischen
intrazerebralen Pathologien [37].

Aufgrund ihrer neuroepithelialen Abstammung haben Glioblastome eine Reihe
zellbiologischer Eigenschaften mit dem Nervengewebe gemeinsam. Darunter zahlt
das Exprimieren von glutamatergen NMDA- und AMPA-Rezeptoren, aul3erdem die
Sekretion von Glutamat in das umliegende Gewebe [20, 41, 42]. Dabei entzieht sich
das GBM den physiologischen Regelkreisen und sezerniert Glutamat in weitaus
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héheren Konzentrationen als im neuronalem Gewebe ublich [42]. In der Folge kommt
es zu vermehrter NMDA/AMPA-Rezeptoraktivierung sowohl an den Tumorzellen
selbst als auch in der unmittelbaren Tumorumgebung. Mittlerweile konnte gezeigt
werden, dass dadurch Tumorwachstum, -invasion sowie Strahlenresistenz begunstigt
werden:

e Die tumoreigene Glu-Sekretion fuhrt zu exzitotoxischer Glutamatkonzentration
in der Mikroumgebung. Dadurch kommt es zur Apoptose der angrenzenden
neuronalen Zellen und weitestgehend ungehinderten Tumorausbreitung. Die
Glutamatexkretion geht soweit, dass primdre Neuronen in gemeinsamem
Medium mit GBM-Zelllinien nicht kultiviert werden kdnnen und zugrunde gehen.
Die Zugabe des NMDAR-Antagonisten MK-801 (Dizocilpin) in die Zellkultur
kann dagegen die neurotoxische Wirkung der Gliomzellen komplett aufheben
[42].

e Glutamatbindung an speziellen Ca?*-durchlassigen AMPA-Rezeptoren, die von
Glioblastomzellen exprimiert werden, vermittelt iber die nachgeschaltete Serin-
Threonin-Proteinkinase Akt (Proteinkinase B) Tumorwachstum und -migration
[43]. Die Expression dieser AMPAR wird im GBM durch Bindung von Glutamat
am NMDA-Rezeptor gefordert [44]. Damit ist Glutamat Uber beide
Mechanismen am Tumorwachstum und -invasion beteiligt. Aufgrund der
verstarkten tumoreigenen Glutamatsekretion kommt es dabei zur Entwicklung
von auto- und parakrinen Stimulationsloops [43]. Aul3erdem erfolgt eine
Stimulation mdglicherweise zusatzlich Uber funktionelle NMDAR/AMPAR-
Synapsen zwischen Glioblastomen und neuronalem Gewebe, welche
niedriggradigere Gliome nicht ausbilden [41]. Experimentelle Ansatze zeigen,
dass die Zugabe von NMDA-Rezeptorantagonisten die Proliferation und
Invasion von GBM-Zelllinien einschranken kann [20, 44-46]. Weiterhin kann
nach Inhibition der Ca’*-permeablen AMPA-Rezeptoren die Apoptose der
Tumorzellen beobachtet werden [47].

e Die UUber Glutamatbindung am NMDA-Rezeptor vermittelte erhohte
intrazellulare Calciumkonzentration fuhrt zu einer verbesserten Reparatur von
Doppelstrangbrichen (DSB) in Glioblastomzellen [20]. Dieser Mechanismus
trdgt zur Resistenz gegenuber ionisierender Strahlung bei [23]. Versuche
zeigen, dass die Zugabe des NMDAR-Antagonisten Memantin in GBM-
Zelllinien die Anzahl der unreparierten DSB nach Bestrahlung erhéhten kann.
Auch das klonogene Wachstumspotenzial nach Strahlenexposition konnte mit
steigender Dosis zunehmend gehemmt werden [20].

Zusammenfassend sorgt die erhohte Glutamatkonzentration also fur Zelluntergang im
gesunden neuronalen Gewebe, wahrend an Gliomzellen das Wachstum stimuliert und
die Strahlenresistenz geférdert wird. In den beschriebenen in vitro-Experimenten
waren diese Mechanismen aul3erdem antagonisierbar. Als therapeutischer
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Ansatzpunkt erscheint der Glutamatstoffwechsel deswegen geeignet, wobei als
Zielstrukturen sowohl AMPA- als auch NMDA-Rezeptoren infrage kommen.

In vivo ist der Einsatz dieser Glutamatrezeptorantagonisten allerdings nicht
uneingeschrankt maoglich, da Glu als wichtigster exzitatorischer Neurotransmitter an
nahezu allen neurologischen Funktionen beteiligt ist und eine generalisierte
Rezeptorblockade zu dosislimitierenden Nebenwirkungen - Schlafrigkeit und
Halluzinationen bis hin zum Koma - fihrt [48, 49]. Der Einsatz von nichtkompetitiven
Antagonisten ist klinisch besser vertraglich, da diese ihre Wirkung vor allem an
pathologisch Uberaktiven Rezeptoren entfalten. Ein Beispiel hierfur ist das
Amantadinderivat Memantin, das in Deutschland eine Zulassung in der Behandlung
der Demenz vom Alzheimer-Typ hat und als NMDA-Rezeptorantagonist wirkt [49].

Memantin wirkt antiproliferativ und pro-apoptotisch auf Glioblastomzellen, die in vitro
durchschnittlich letale Dosis (LDso) betragt 26 + 11 uM [20]. In Kombination mit
Bestrahlung zeigt Memantin eine zusatzliche zytotoxische Wirkung. Signifikante
Minderungen des klonogenen Potenzials konnten in vitro bei einer Konzentration von
25 pM  festgestellt  werden. Der strahlungsinduzierte  Faktor  der
Zytotoxizitatssteigerung von 50 uM Memantin betragt 1,4 bei 2 Gy, sodass von einem
Radiosensitizer gesprochen werden kann [20]. Bei der Ubertragung dieser
Erkenntnisse in vivo sind allerdings Pharmakokinetik und Nebenwirkungen zu
beachten, die derartige Konzentrationen nicht zulassen. Im Mausmodell konnten
selbst unter Gabe der maximalen Akutdosierung von 5 mg/kg nur Memantinspiegel
von 1,0 uM im Serum gemessen werden. Die in der Behandlung der Demenz Ubliche
Tagesdosierung von 20 mg Memantin fihrt im Menschen zu Serumspiegeln von 0,32-
0,37 uM. Die Konzentration im Liquor liegt dabei stets geringfligig darunter [50].

Trotzdem kdnnen bereits therapeutische Memantinspiegel von 1-2 uM das Wachstum
von GBM in Mausen verlangsamen. Der Effekt wird dabei nicht auf die direkte
antiproliferative Wirkung des Medikaments zurlckgefihrt, sondern auf die
Wachstumseinschrankung durch Protektion umliegenden neuronalen Gewebes vor
glutamaterger Exzitotoxizitat [51]. Eine klinische Phase-I-Studie, in der Memantin (in
Kombination mit Temozolomid) erstmals an Glioblastompatienten angewendet wurde,
verzichtete daher auf dessen Eigenschaften als Radiosensitizer und beschrénkte die
Anwendung auf die tumorstatische Therapie nach abgeschlossener Radiatio, hierbei
konnte ergaben sich keine Sicherheitsbedenken [52]. Phase-II-Studien sind bisher
nicht erfolgt, einer weitere Phase-I-Studie zur Untersuchung der Uberlebensendpunkte
ist aktiv (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT01430351). In der klinischen Praxis konnte
sich Memantin bisher nicht durchsetzen [53]. Mutmalilich ist dies durch fehlende
hoherwertige klinische Studien bedingt.

Talampanel, ein nichtkompetitiver AMPAR-Antagonist und somit Inhibitor des
Glutamatstoffwechsels wurde bereits im Rahmen einer Phase-lI-Studie an
Glioblastompatienten gepruft. Dabei ergaben sich Hinweise auf einen
Uberlebensvorteil bei Einnahme unter simultaner RCHT [54]. Auch hier steht ein
Transfer in die klinische Anwendung aufgrund fehlender Phase-IlI-Daten aus [55].
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Der Glutamatstoffwechsel im Glioblastom stellt somit eine pathogenetischen Faktor
mit einer Reihe von maglichen therapeutischen Ansatzpunkten dar. Die Anforderungen
an ein optimales Praparat sind dabei vielfaltig: Idealerweise misste ein
nichtkompetitiver Antagonismus sowohl an NMDA- als auch AMPA-Rezeptor bei
gleichzeitig ausreichender Verfugbarkeit im Zielgewebe und guter Vertraglichkeit im
Hinblick auf Nebenwirkungen gegeben sein. Eine solche Substanz kdnnte dann auf
Tumorzellen antiproliferativ wirken, bei gleichzeitiger Protektion umliegenden
neuronalen Gewebes. Insbesondere in Kombination mit adjuvanter Radiotherapie
konnte sich daraus ein Uberlebensvorteil ergeben. Die Literatur einschlieRlich Phase-
[I-Studiendaten unterstitzt dieses Konzept, allerdings ist der Schritt in den klinischen
Alltag noch nicht erfolgt.

1.3 Xenon als Glutamatantagonist

Das chemische Element Xenon (Xe) ist ein nicht entflammbares, nicht explosives
Edelgas und unter Standardbedingungen farb- und geruchlos. In der natirlichen
Erdatmosphére kommt es in einer Konzentration von <0.0875 ppm (parts per million)
vor und kann in einem energieaufwendigen Verfahren aus dieser gewonnen werden,
entsprechend hoch sind die Herstellungskosten [56]. Im menschlichen zentralen
Nervensystem wirkt Xenon an glutamatergen Rezeptoren als Antagonist und kann
somit therapeutisch genutzt werden [57]. Eine Reihe besonderer pharmakologischer
Eigenschaften machen den Einsatz im medizinischen Bereich attraktiv:

e Xenon wird inhalativ Uber die Alveolen aufgenommen, aufgrund des Blut-Gas-
Verteilungskoeffizienten von 0,115 kommt es zu einer raschen Anflutung im
Organismus [58].

e Als lipophiles und nahezu inertes Edelgas unterliegt es keiner endogenen
Metabolisierung und verteilt sich zlgig in sémtlichen Geweben auch jenseits
der Blut-Hirn-Schranke ohne Einfluss von Transportmechanismen, First-Pass-
Effekt oder Endothelfunktion [59-61].

e Es sind bislang keine toxischen, allergenen, mutagenen oder kardiovaskularen
Nebenwirkungen bekannt, einzig eine Steigerung des cerebralen Blutflusses
[56, 60].

¢ Die Ausscheidung erfolgt letztendlich unverandert wieder tber die Alveolen,
unbeeinflusst von Leber- und Nierenfunktion [62].

Seine Wirkung entfaltet Xenon als Antagonist an zentralnervésen glutamatergen
NMDA-, AMPA-, und Kainat-Rezeptoren [57]. Wahrend die beiden letzteren
Rezeptoren erst seit kurzem mit Xenon in Zusammenhang gebracht werden, ist die
Wirkung als NMDAR-Inhibitor seit mehreren Jahrzehnten erforscht. Die Bindung wird
dabei an der Glycin-Bindungsstelle des Rezeptors vermutet (siehe Abb.1) und ist
nichtkompetitiv [40]. Die Wirkung steigert sich mit der alveolaren Konzentration, und
wird bei Konzentrationen unter 50% der Atemluft als euphorisierend, entspannend und
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schmerzlindernd beschrieben, ohne dabei die psychotomimetischen Nebenwirkungen
anderer NMDAR-Inhibitoren wie Ketamin zu induzieren [61, 63]. Ab etwa 50% treten
Bewusstseinseinschrankungen auf, und schlief3lich mit einer MACso (mittlere alveoléare
Konzentration) von 63-71% die Narkose [56]. Diese Wirkung wurde erstmals 1951
anasthesiologisch von Cullen und Gross fir einen operativen Eingriff genutzt [64].
Mittlerweile wurde in mehreren Landern der europaischen Union, unter anderem in
Deutschland, ,Xenon pro Anaesthesia“ als Arzneimittel zugelassen [65]. Aufgrund der
Pharmakodynamik und des Nebenwirkungsprofils gilt Xenon dabei insbesondere fir
kardiovaskulare Risikopatienten als nahezu ideales Anasthetikum [66].

Neben der anasthetischen Wirkung ist in den letzten Jahren ein neuroprotektiver Effekt
zunehmend in den Fokus gerickt. Vermittelt durch die Blockade glutamaterger
Rezeptoren kann Xenon neuronales Gewebe vor exzitotoxischem Stress durch
erhohte Glutamatkonzentrationen schitzen [61]. Hypoxisch-ischamische Hirnsch&den
kénnen deswegen im Tierversuch durch Xe vermindert werden [67]. Hinweise darauf,
dass der neuroprotektive Effekt therapeutisch nutzbar sein kdnnte, gibt es bislang
unter anderem fur Patienten mit Alzheimer-Krankheit, iberlebtem Herzstillstand, sowie
Neugeborenen-Asphyxie [68-70]. Fur letztere Indikation ist mittlerweile die EU-weite
Zulassung von Xenon unter Orphan-Drug-Status erfolgt. Klinische und préaklinische
Studien zeigen dabei, dass der neuroprotektive Effekt bei Asphyxie von einem raschen
Therapiebeginn sowie einer Dosis von 250 % alveolarer Konzentration abhangig zu
sein scheint [70]. Eine Phase-llI-Studie untersucht aktuell den Einfluss einer 50%-Xe-
Beatmung in Kombination mit intensivmedizinischer Hypothermiebehandlung auf das
funktionelle Outcome von Patienten mit wiederhergestelltem Spontankreislauf nach
Herzstillstand [71].

Zusammenfassend scheint Xenon nach aktuellem Forschungsstand also ein
Glutamatantagonist an sowohl NMDA- als auch AMPA-Rezeptoren mit hervorragender
Liquorgangigkeit zu sein. Das Nebenwirkungsprofil ist dabei in subanasthetischen
Konzentrationen bis etwa 50% der Atemluft gut tolerabel. Fir die adjuvante
Behandlung des Glioblastoma multiforme ist der Einsatz des Edelgases aus mehreren
Grunden vielversprechend. Denkbar ware, dass Xenon aufgrund der nichtkompetitiven
NMDA-Inhibition, &hnlich wie Memantin, an Glioblastomzellen einen radiosensitizing-
Effekt haben konnte. Andererseits kdonnte die Protektion gesunden neuronalen
Gewebes zu einer Abmilderung der neurotoxischen Bestrahlungsnebenwirkungen
fuhren. Diese Eigenschaften verliehen Xenon das Profil eines idealen Kandidaten zum
Einsatz parallel zur Hirnbestrahlung.

In der Forschung ist Xenon bislang gréf3tenteils als Narkosegas fuir andsthesiologische
Zwecke oder als Bildverstarker fiir radiologische Fragestellungen untersucht worden.
Eine Literaturrecherche bringt nur zwei Arbeiten hervor, in denen der direkte Effekt von
Xenon auf Tumorzellen beobachtet wurde. Eine In vitro-Arbeit konnte einen
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antimigrativen Effekt auf Mammakarzinomzellen zeigen, eine Forschungsreihe an
Mausen ermittelte keine Wachstumsinhibition von Hepatomen, wenn Xenon anstatt
COz2 zur Etablierung eines laparoskopischen Pneumoperitoneums verwendet wurde
[72, 73]. Eine Untersuchung der Kombination von Xe, ionisierender Strahlung und den
Zellen hirneigener Tumoren ist bislang nicht veréffentlicht worden. Entsprechend ist
aktuell auch noch keine wissenschaftliche Methode flr einen solchen experimentellen
Versuchsaufbau bekannt.

1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Diese Arbeit soll einen ersten Schritt in der Erforschung der Auswirkungen von Xenon
auf die strahlentherapeutische Behandlung von Hirntumorpatienten darstellen.

Ziel ist es dabei zunachst eine Methode zu etablieren, die es erlaubt Zellkulturen
gegentber Xenongas zu exponieren. An die Methodik werden dabei die folgenden
Anforderungen gestellt, sodass keines der etablierten Verfahren genutzt werden kann:

e Um (gleichbleibende Rahmenbedingungen zu schaffen, sollte die
Konzentration von Xenon in der Zellkulturatmosphare nachvollziehbar sein
und auBerdem in ihrer Dosis eine Ubertragung in vivo ermdglichen.

e Die Xenonexposition der Zellkulturen soll in unmittelbarem zeitlichem
Zusammenhang mit einer Behandlung durch ionisierende Strahlung stehen.
Die mogliche NMDA-Rezeptor-vermittelte Inhibition der Reparatur von
Doppelstrangbrichen ist in groReren zeitlichen Abstanden zur Radiatio nicht
sinnvoll, da DSB in Glioblastomzellen schon innerhalb weniger Stunden
nach Bestrahlung repariert werden kénnen [20].

e Die Xenonexposition der Zellkulturen darf kein Risiko fur eine Kontamination
der Zellkulturen mit Bakterien darstellen oder gegen generelle Grundregeln
im Umgang mit Zellkulturen verstoRRen.

e Aufgrund 6konomischer Gesichtspunkte soll der Xenonverbrauch moglichst
geringgehalten werden. Xenon ist in der Herstellung und im Einkauf teuer,
der Erwerb von Medical Grade Xenon fuir medizinische Zwecke ist mit einem
zusatzlichen Preisaufschlag verbunden. Fir die Verwendung an Zellkulturen
wird auf3erdem ein industriell hergestelltes Gasgemisch mit Anteilen anderer
Gase bendtigt. Die Kosten fur diese Mischung belaufen sich auf ca. 12 € pro
Liter (eigene Rechnung, AirLiquide GmbH). Langfristige Inkubation in
grofRvolumigen Laborbrutschrénken ist von daher nicht wirtschatftlich.

e Die Methodik muss wiederholt zuverlassig einsetzbar sein, um eine
moglichst grof3e Anzahl von Zellkulturen innerhalb kurzer Zeit ohne
massiven Einsatz von Verbrauchsmaterialien gegeniber einer
Gasmischung exponieren zu kénnen. Dabei sollte ein clonogenic assay in
funf Bestrahlungsstufen mit jeweils drei Zellkulturansatzen pro Stufe —
sogenannte triplets — in einer einzigen Runde durchfuhrbar sein
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Die Schwierigkeit besteht darin, das Verfahren zu validieren, denn zur Messung des
atmospharischen Xenongehalts direkt an der Zellkultur stehen keine Messgerate zur
Verfiigung — der Nachweis muss somit auf indirektem Wege erfolgen:

e Messungen des Verhaltens physikalisch vergleichbarer Gase unter ahnlichen
Bedingungen erlauben einen Riickschluss auf Bewegungen und Konzentration
von Xenon.

e Die Messung dosimetrischer Aberrationen bei Bestrahlung lasst auf das
Vorhandensein verénderter physikalischer Parameter durch veranderte
atmosphérische Zusammensetzung schliel3en.

In einem anschliel3enden Arbeitsschritt sollen unter Anwendung dieser Methodik erste
Versuche mit Xenongas und Radiatio an Glioblastom-Zellkulturen durchgefihrt
werden. Da Xenon einen Antagonismus am NMDA-Rezeptor zeigt, soll hierfur eine
GBM-Zelllinie, von der die Expression funktioneller NMDA-Rezeptoren vorbeschrieben
ist, genutzt werden. In drei unabhéngigen Experimenten soll diese dann mittels
clonogenic assay auf ihr klonogenes Wachstumspotenzial nach Bestrahlung und
Exposition gegenuber einer 50 %-Xenonatmosphéare untersucht werden. Dabei soll der
Einfluss von Xenon auch mit dem des NMDAR-Antagonisten Memantin verglichen
werden, sowie das Ergebnis der Kombination beider Agenzien. Da Xenon und
Memantin ihre inhibitorische Wirkung an zwei unterschiedlichen Bindungsstellen des
NMDA-Rezeptors entfalten (siehe Abb.1), sind hier Synergieeffekte denkbar.

Neben dem Gewinn erster Erkenntnisse Uber zellbiologische Auswirkungen der
Kombination von Bestrahlung und Xenonexposition auf Glioblastomzellen dient diese
Versuchsreine der Uberpriifung, ob die neu entwickelte Methodik zuverlassig
gemeinsam mit grundlegenden Methoden der strahlenbiologischen Forschung wie
dem klonogenen Uberlebensassay mit in vitro-Bestrahlung einsetzbar ist. Das Erzielen
konstanter, reproduzierbarer Ergebnisse mit spezifischen Abweichungen bei
Xenonzugabe sollte idealerweise als ein abschlieBendes Validierungskriterium der
Methodik gelten.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

FALCON™ Zellkulturflaschen, 25 cm? Kulturflache
Schréghals, Gasaustauschkappe mit 0,2 um Porenweite

FALCON™ Zellkulturflaschen, 75 cm? Kulturflache
Schréghals; Gasaustauschkappe mit 0,2 um Porenweite

FALCON™ 50 ml Réhrchen, konischer Boden,
Polypropylen

CELLSTAR™ 15 ml Rohrchen, konischer Boden,
Polypropylen

Serologische Pipetten, steril, 2-25 ml

Safe-Lock Tubes, 1,5 ml

epT.l.P.S.® Pipettenspitzen, 10ul-1000 ml

Nalgene™ Kryoroéhrchen, 1,8 ml

Beutel, Polyethylenfolie (PE-Folie), transparent

PMMA-Platten (Acrylglas), Schichtdicke 1 cm

Parafilm™ Verschlussfolie

2.1.2 Geréate

HERAsafe® mikrobiologische Sicherheitswerkbank

accu-jet® pro Pipettierhelfer

HERAcell™ 240i CO2z-Inkubator

Corning Inc
Corning, NY, US

Corning Inc
Corning, NY, US

Corning Inc
Corning, NY, US

Greiner Bio-One GmbH
Kremsmiunster, AT

SARSTEDT AG
Numbrecht, DE

Eppendorf AG
Hamburg, DE

Eppendorf AG
Hamburg, DE

Thermo Fisher Scientific Inc
Waltham, MA, US

FIPP Handelsmarken GmbH
Hamburg, DE

PTW-Freiburg GmbH
Freiburg im Breisgau, DE

Bemis Company Inc
Neenah, WI, US

Thermo Fisher Scientific Inc
Waltham, MA, US

BRAND GmbH
Wertheim, DE

Thermo Fisher Scientific Inc
Waltham, MA, US
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MyTemp™ H2200-H Warmeschrank

Neubauer-Zahlkammer

Research® plus Pipetten, 20 pl-1000 ml

DM IL LED Lichtmikroskop

5810R Zentrifuge

GOX 100 Sauerstoff-Messgerat,
GOEL 370 Sensor

CARBOCAP™ GM70 CO2-Messgerat,
GMP221 Sensorhandgriff

Synergy® Linearbeschleuniger

Semiflex 31010 lonisationskammer

UNIDOQSWebline Elektrometer

PMMA-Platten, 30x30 cm, Schichtdicke 1 cm

2.1.3 Substanzen

Gasmischung (l) 75 % Xe, 20 % Oz, 5% CO2
Fertigmischung in Druckflasche

Gasmischung (Il) 75 % N2, 20 % O2, 5 % CO:2
Fertigmischung in Druckflasche

Sauerstoff, mind. 99,5 %
Reingas in Druckflasche

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Katalog-Nr. FG 0445

HyClone™ fotales Kalberserum (FBS)
Katalog-Nr. SV 30160.03

Benchmark Scientific
Edison, NJ, US

BRAND GmbH
Wertheim, DE

Eppendorf AG
Hamburg, DE

Leica Microsystems GmbH
Wetzlar, DE

Eppendorf AG
Hamburg, DE

GMH Messtechnik GmbH
Regenstauf, DE

Vaisala Corporation
Vantaa, Fl

Elekta AB
Stockholm, SE

PTW-Freiburg GmbH
Freiburg im Breisgau, DE

PTW-Freiburg GmbH
Freiburg im Breisgau, DE

PTW-Freiburg GmbH
Freiburg im Breisgau, DE

Air Liquide Deutschlang GmbH
Krefeld, DE

Nippon Gases Belgium NV
Oevel, BE

Nippon Gases Deutschland GmbH
Dusseldorf, DE

Biochrom AG,
Berlin, DE

GE Healthcare
Chicago, IL, US
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ROTIPURAN® Methanol 299,9 %
Katalog-Nr. 4627.6

Trypsin, 2,5 % in PBS
Katalog-Nr. L 2133

EDTA, 299 %
Katalog-Nr. X 986.1

ROTIPURAN® Essigsaure 100 %
Katalog-Nr. 3738.5

Dimethylsulfoxid (DMSO) 299,5 %
Katalog-Nr. 4720.2

Kristallviolett, 1 g/l
Katalog-Nr. T 123.3

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, DE

Biochrom AG,
Berlin, DE

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, DE

Trypanblau 0,4 % LAsung Sigma-Aldrich Corporation

Katalog-Nr. T 8154 St. Louis, MO, US
Gibco™ Dulbecco’s PBS-Losung, steril (DPBS) Thermo Fisher Scientific Inc
Katalog-Nr. 14190144 Waltham, MA, US
DPBS-Pulver, 9,55 g/l Biochrom AG,
Katalog-Nr. L 182-50 Berlin, DE
Memantinhydrochlorid-Lésung 0,25 mg/mi Sigma-Aldrich Corporation
Katalog-Nr. M 9292 St. Louis, MO, US
2.1.4 Zelllinie

Fur die vorliegende Arbeit wurden humane Glioblastomzellen der Linie U87MG
verwendet. Es handelt sich um eine etablierte Zelllinie, die in mehr als 2000
wissenschaftlichen Publikationen untersucht worden ist und nachweislich einen
funktionellen NMDA-Rezeptor exprimiert [20]. Der Bezug erfolgte in kryokonservierter
Form U0Uber das Labor fur zellulare und molekulare Radioonkologie an der
medizinischen Fakultat Mannheim der Universitat Heidelberg.

2.2 Gasexpositionsmethode
2.2.1 Aufbau und Wirkprinzip

Die Methode zur Gasexposition der Zellkulturen wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit entwickelt und basiert auf der Installation einer spezifischen Gasatmosphare
unmittelbar an der Zellkultur. Dafir werden die Zellen in Kulturflaschen mit
Gasaustauschkappe (im Folgenden auch als Flask oder T25 bezeichnet) zunéchst in
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einen transparenten Beutel aus Polyethylenfolie (sogenannte Gaslunge) verbracht,
welcher dann innerhalb eines Behalters platziert wird.

Dieser Behélter wurde eigens hergestellt und besteht aus Acrylglasplatten von 1 cm
Dicke, die bei Auienabmessungen von 17 x 20 x 16 cm ein Innenvolumen von 3780
ml definieren. Die obere Platte ist zum Zwecke der Zuganglichkeit abnehmbar und
kann anschlieRend wieder verschlossen werden.

Ein Vinyl-Sauerstoffschlauch wird dem Behélter von extern zugefihrt und ins Innere
des Folienbeutels (Gaslunge) eingebracht. Das innere Schlauchende und die
Beutel6ffnung der Polyethylenfolie werden miteinander luftdicht verbunden und bilden
daraufhin ein zusammenhéngendes, von der Raumluft abgeschlossenes System.
Einzig der Zugang uber das andere Ende des Vinylschlauches erlaubt dabei
atmospharische Manipulationen im Inneren der Gaslunge.

Danach wird zun&chst durch Anlegen eines Soges am externen Schlauchende die Luft
aus dem System entfernt, bis sich die PE-Folie luftleer an die Zellkulturflaschen
angelegt hat. Das flexible Material sorgt dabei fur ein &ulRerst geringes
Residualvolumen. Die Luftdichtigkeit des Systems kann wahrenddessen uber eine
optische Kontrolle bestatigt werden, im Falle einer Leckage kann die Gaslunge nicht
vollstandig luftentleert werden. Die Vorbereitung endet mit dem Abklemmen des
auRReren Schlauchendes durch eine stumpfe Klemme.

Zellkulturen in T25 Flask

Raumluftatmosphdre

Luftleer anliegende Gaslunge

Abb.2: Vorbereitung der Gasexposition

Im nachsten Schritt wird Uber das externe Schlauchende eine Gasdruckflasche
angeschlossen. Nach Offnen der Klemme und des Auslassventils der Gasflasche
stromt diese entlang des Druckgefalles in die Gaslunge. Durch deren zunehmende
Ausdehnung wird die Raumluft im Acrylglasbehélter langsam verdrangt. Die optische
Kontrolle sichert die materialschonende graduelle Entfaltung der PE-Folie. Ein
zwischengeschalteter Druckminderer sorgt wahrend des Vorganges flur niedrige
Spitzendriicke im System.
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Gaszufluss

a

Raumluftausstrom

Abb.3: Ausdehnung der Gaslunge unter Gaszufluss.

Der Gaszufluss wird beendet, wenn die Gaslunge sich entfaltet hat und das Volumen
des Behalters an den Innenwanden anliegend vollstandig ausfillt. Das externe
Schlauchende und damit das gesamte System wird daraufhin mit der Klemme
verschlossen. Im Inneren der Gaslunge beginnt wahrenddessen die Diffusion der
Gase Uber die Mikroporen in der Deckelmembran der Zellkulturflaschen. Fur die Dauer
dieses Vorganges bleibt das System geschlossen.

__ Definiertes Volumen
Gasatmosphdire

Vollstindig befiillte Gaslunge

Abb.4: Abschluss des Vorgangs.

Nach dem Abschluss der Diffusion haben sich die Gasvolumina neu verteilt, und auf
beiden Seiten der Deckelmembran hat sich ein Aquilibrium mit gleichen
Gaskonzentrationen eingestellt. Die Aquilibriumkonzentration c(A) kann fir jedes
beteiligte Gas mit bekannter Initialkonzentration in der Zellkulturflasche c(Flask) und
in der zugefihrten Gasmischung c(Gasmischung) berechnet werden.
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2.2.2 Gaskonzentrationsberechnung

Fur die Berechnung von c(A) missen neben den initialen Gaskonzentrationen
folgende Volumina bekannt sein:

e Das Behaltervolumen V(Behalter)
e Das Innenvolumen einer T25-Zellkulturflasche V(T25)
e Das Materialvolumen einer T25-Zellkulturflasche V(Material)

Fur 15 Zellkulturflaschen im Behalter berechnen sich daraus die Gesamtvolumina:

e Das Gesamte am Gasaustausch beteiligte Volumen
V(Gesamt) = V(Behalter) — 15 = V(Material)
e Das Innenvolumen von 15 Flasks
V(Flasks) = 15 = V(T25)

e Das Volumen der vollstéandig entfalteten Gaslunge ohne Berticksichtigung des
Volumens der Flasks

V(Gaslunge) = V(Gesamt) — V(Flasks)

Zusammenfassend kann folgende Formel aufgestellt werden:

V(Flasks) * c(Flasks) + V(Gaslunge) * c(Gasmischung)

c(A) = V(Gesamt)

Diese Formel gilt unter Optimalbedingungen, das heil3t eine vollstandige Entleerung
jeglicher Luft aus der Gaslunge vor Anschluss der Druckflasche, und unter Gaszufluss
vollstandiger Entfaltung des Systems bis in alle Ecken des Acrylglasbehalters. Nicht
als eigenes Volumen bertcksichtigt wird auRerdem der verbleibende Raum im
gaszufihrenden Schlauch sowie das Medium innerhalb der Zellkulturflaschen
(sogenannter Totraum).

2.3 Validierung

Weil die Konzentration einiger Gase wie Xenon mit den verfigbaren Mitteln,
insbesondere innerhalb der Zellkulturflasche, nicht direkt gemessen werden kann,
muss unter Annahme eines vergleichbaren Verhaltens die Bewegung anderer Gase
innerhalb des Aufbaus der zuvor beschriebenen Gasexpostionsmethode kontrolliert
werden. Die erfolgte wahrend der Entwicklung der Methode in Versuchsaufbauten
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unter Verwendung des leichter entweichenden Sauerstoffs (fir Dichtigkeitsprifungen)
oder des Xenon-ahnlicheren Kohlendioxids (fiir Diffusionsprifungen) als Testgase.

2.3.1 Diffusion Uber die Mikroporenmembran

Die Mikroporen innerhalb der Teflon-Deckelmembran (Polytetraflourethen) der
Zellkulturflaschen werden vom Hersteller als gasdurchlassig mit einer Porenweite von
0,2 um (2 x 107 m) beschrieben, genauere Angaben zum zugehorigen
Diffusionsverhalten von Gasen konnten allerdings nicht genannt werden (Eigene
Anfrage; M. Gabler, Corning Inc, 2019). Die Dauer des Diffusionsvorgangs ist relevant,
weil erst nach ausreichender Diffusion tber die Membran ein Aquilibrium erreicht ist
und die in Abschnitt 2.2.2 beschriebene Formel geltend gemacht werden kann. Es
wurde also eine eigene Messung in einem experimentellen Aufbau durchgefuhrt.

Ein luftdichter Behalter wurde mit einem Gaszufluss ausgestattet und eine T25-
Zellkulturflasche mit Gasaustauschmembran im Inneren platziert. Der Messfluhler
eines Kohlendioxid-Messgerat (Vaisala GM70, Messbereich 0-5 % COz2, relative
Messungenauigkeit 1,5 % [74]) wurde Uber eine anderen, gasdicht versiegelten
Zugang in diese Flasche eingefiihrt. Somit wurde nur CO2, das Uber die Membran in
die T25 diffundiert war, von diesem erfasst. Nach Befullen des Behélters mit einer 5%
CO2-Gasmischung wurde der Zufluss abgeklemmt und der Anstieg der Kohlendioxid-
Konzentration hinter der Mikroporen-Membran tber 120 min dokumentiert. Daraufhin
wurde der Behdlter zur Raumluft hin gedffnet, sodass die CO:z2-angereicherte
Atmosphéare aus der Zellkulturflasche entsprechend dem Konzentrationsgefélle in die
Umgebung diffundierte. Der folgende Abfall der CO2-Konzentration wurde ebenfalls
aufgezeichnet. Die Daten wurden mit Microsoft Excel (Microsoft Corp, Redmond, WA,
US) graphisch dargestellt.

Abb. 5: Versuchsaufbau. Die obere T25-Zellkulturflasche im Bild ist mit dem Messfihler
ausgestattet, unten mittig das CO2-Messgerit.
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2.3.2 Dichtheitsprifung der Gaslunge

Die aus Polyethylenfolie bestehende Gaslunge muss zumindest Uber die Dauer der
Diffusion weitestgehende Luftdichtigkeit aufweisen, um ein Verféalschen der zuvor
berechneten Aquilibriumkonzentrationen durch den Eintritt umgebender Raumluft in
das geschlossene System zu vermeiden. Die Uberprifung der Gasdurchlassigkeit
erfolgte in einem experimentellen Aufbau, als Messgrol3e diente die Konzentration
elementaren Sauerstoffes.

Die Gasexposition wurde dafir wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben mithilfe der
Gaslunge durchgefihrt, allerdings anstelle der Zellkulturflaschen im Inneren ein
tragbares Sauerstoffmessgerat platziert (GOX 100, Messbereich 0-100 %, absolute
Messungenauigkeit 0,1 % Oz [75]). Die Befiilllung des Systems erfolgte daraufhin mit
einer 100 % O2-Gasmischung. Durch die transparente PE-Folie wurde die vom Geréat
gemessene Sauerstoffkonzentration Uber 60 min in regelmaligen Abstanden
abgelesen und gegen die Zeit aufgetragen. Die Datensammlung aus drei
unabhéngigen Wiederholungen des Experiments sowie eine Kurvenerstellung
erfolgten mit Microsoft Excel.

2.3.3 Dichtheitsprufung der verschlossenen Flaschen

Nach Abschluss von Gasexposition und Diffusionsvorgang sollte die neu
zusammengesetzte Atmosphare nicht unmittelbar aus den Zellkulturflaschen
diffundieren, um eine verlangerte Wirkdauer an den Zellen zu erméglichen. Da die
Gase allerdings nach Offnen der Gaslunge beginnen in die Raumluft zu diffundieren,
muss dafiur die Mikroporenmembran im Deckel der T25-Flasks ab diesem Zeitpunkt
verschlossen werden. Fur den gasdichten Verschluss wurden in dieser Arbeit eigens
angefertigte Verschlusskappen aus Polyvinylchlorid (PVC), die zusétzlich mit Parafilm-
Verschlussfolie Gberzogen wurden, eingesetzt. Um die Dichtigkeit dieser Methode
nachzuweisen, erfolgte eine experimentelle Prifung der Gasdurchlassigkeit Uber 24
Stunden.

Fir den Versuch wurde der Messfuhler des im Vorabschnitt beschriebenen
Sauerstoffmessgerats in eine T25-Zellkulturflasche eingebracht und der Sensor nach
auf3en hin luftdicht versiegelt. Das Messgeréat zeigte infolgedessen ausschliellich die
O2-Konzentration im Inneren der Zellkulturflasche an. Die Flasche wurde entdeckelt
und tber die Offnung mit einer reinen O2.Gasmischung befiillt, bis das Gerat eine
Sauerstoffkonzentration von 100 % anzeigte. Daraufhin wurde die Flasche mit dem
Deckel verschlossen und dessen Mikroporenmembran mit PVC-Kappe und
Verschlussfolie abgedichtet. Uber insgesamt 24 Stunden wurde danach in
regelmalligen Abstanden der Messwert der Sauerstoffkonzentration vom Gerat
abgelesen. Die Auswertung der Daten aus drei unabhangigen Wiederholungen sowie
die graphische Darstellung erfolgten in Microsoft Excel.
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2.3.4 Dosimetrie

Abschlie3end sollte untersucht werden, ob die Wechselwirkungen von ionisierender
Strahlung mit xenonhaltigen Gasgemischen zu einer Anderung der Strahlendosis im
Vergleich zur Raumluft fihren. Die Dosimetrie erfolgte mit einer lonisationskammer,
diese wurde durch einen seitlichen Zugang in eine T25-Zellkulturflasche eingefihrt.
Die Graphitaul3enschicht der Kammer wurde zuséatzlich zum Lumen der Flasche hin
mit einer Nitrilschicht gasdicht umhdlit.

Die mit der lonisationskammer ausgestattete sowie zwei weitere T25-Flasks wurden
mit 5ml Wasser zur Simulation eines Zellkulturmediums beflllt und eine
Xenonexposition mithilfe der in Abschnitt 2.2.1 beschriebenen Methode und einer
Gasmischung mit 75 % Xenonanteil durchgefihrt, um eine Atmosphare mit 50 %
Xenonanteil in den Flasks zu erreichen. Diese Zielkonzentration wurde im Hinblick auf
einen perspektivischen klinischen Einsatz gewahlt, da es sich um eine
subanéasthetische Konzentration handelt. Um ein Entweichen der Xenonatmosphare
zu verhindern, erfolgte der gasdichte Verschluss der Zellkulturflaschen wie in Kapitel
2.2.3.3 erlautert. Anschlieend wurde das Bestrahlungs-Setup wie unter 2.3.4
beschrieben und in den Abbildungen 6 und 7 gezeigt aufgebaut. Auf einer Seite des
Setups wurde die Zellkulturflasche mit Xenonatmosphare und lonisationskammer
platziert. Zur Berticksichtigung einer eventuellen verstarkten seitlichen Streustrahlung
durch xenonhaltige Nachbarflaschen wurde auf beiden Seiten davon jeweils eine
weitere T25-Flask mit Xenonatmosphére angefiigt. Das restliche Setup wurde mit 12
sogenannten Dummies, T25-Zellkulturflaschen befillt mit 5ml Wasser und Raumluft,
vervollstandigt.

Fur die anschlieRende Bestrahlung wurde ein Linearbeschleuniger (ELEKTA Synergy)
der Klinik fur Strahlentherapie und Radioonkologie, Universitatsmedizin Mannheim
verwendet. Das Gerat wurde auf die Abgabe von 180 Monitor Units (MU, entspricht
der vom Linearbeschleuniger bei Bestrahlung gemessenen Dosisleistung, Angabe in
cGy = 102 Gy) Photonenstrahlung mit 6 MeV in einem 32 x 32 cm Strahlenfeld
eingestellt. Die mittels Elektrometer in der lonisationskammer gemessene
Strahlendosis in Gray (Gy = J/kg) wurde in finf Bestrahlungsvorgdngen unter
invarianten Geréateeinstellungen aufgezeichnet. Daraufhin  wurden die drei
Zellkulturflaschen mit Xenonatmosphére aus dem Setup entnommen, gedffnet und die
Atmosphéare mit Raumluft ausgewaschen. Anschlieend wurden sie wieder auf dem
vorherigen Platz im Setup platziert, mit identischen Einstellungen (180 MU, 32 x 32 cm
Strahlenfeld) bestrahlt und die Strahlendosis in der lonisationskammer unter
Raumluftbedingungen in  fiunf weiteren Messungen aufgezeichnet. Die
aufgezeichneten Daten wurden in Microsoft Excel verarbeitet.

Im Anschluss wurden unter Beibehaltung der Raumluftatmosphéare die fur eine
effektive Dosis von 2 Gy im Zielvolumen (Zellkulturflasche) bendtigten MU mittels
stufenweiser Variation der Gerateeinstellungen gemessen.
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Abb. 6: Bestrahlungsansatz. Im Bild rechts der Mitte die Zellkulturflasche mit
einliegender lonisationskammer (rote Verschlusskappe), daneben zwei weitere Flasks
mit xenonhaltiger Atmosphare (blaue Verschlusskappen).

Abb. 7: lonisationskammer in der Zellkulturflasche, Detailansicht. Die
Graphitaufsenschicht der Ionisationskammer ist gasdicht umhiillt.

2.4 Zellkultur
2.4.1 Grundlagen

Der Bezug der Zelllinie erfolgte in krykonservierter Form in flissigem Stickstoff. Die
Zellen wurden im 37° C warmen Wasserbad aufgetaut und mit 4 ml Medium in T25-
Zellkulturflaschen gegeben. Als Medium diente DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) mit Zusatz von 10 % fetalem Kalberserum (FBS). Die Kultivierung erfolgte
anschlieBend im Inkubator bei 37° C, 95 % Luftfeuchtigkeit in mit 5 % CO:2
angereicherter Raumluft.

Das Wachstum der Zellen wurde regelméaRig lichtmikroskopisch kontrolliert und beim
Erreichen einer Konfluenz eine Passage durchgefihrt. Dazu wurde das Medium aus
der Flasche entfernt und die Zellen mit 3 ml Dulbecco’s PBS (DPBS) gewaschen. Nach
dem Waschen wurde das DPBS abpipettiert und die Zellen unter Zugabe von 1ml
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Trypsin/EDTA, Verhaltnis 1:3, fur 5 min im Brutschrank inkubiert, wodurch es zu einer
Ablosung der adharenten Zellen von der Kulturoberflache kommt. Nach
lichtmikroskopischer Kontrolle der vollstandigen Lésung (sog. Trypsinierung) wurden
die Zellen in 4 ml Medium resuspendiert. Von dieser Lésung wurden 4,5 ml verworfen,
der Rest mit 4,5 ml Medium wieder aufgefullt und in den Inkubator verbracht. Damit ist
rechnerische eine Verdinnung um den Faktor 10 erfolgt. Die Anzahl der Passagen
wurde dokumentiert und die Zellkultur nach spatestens 10-15 Passagen verworfen,
um Veranderungen am Geno- oder Phanotyp der Zellen vorzubeugen.

Gleichzeitig mit der ersten Passage erfolgte die Kryokonservierung von Zellen, die fur
spatere Versuche verwendet wurden. Dafur wurden die Zellen trypsiniert und
ausgezahlt (siehe Abschnitt 2.3.2). Anschlieend wurden die Zellen mit einem
Einfriermedium bestehend aus 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO), 20 % FBS und 70 %
DMEM suspendiert, wobei das Verhaltnis auf die Entstehung einer Losung mit 10°
Zellen/ml angepasst wurde. 1 ml (108 Zellen) dieser Lésung wurden daraufhin in ein
Kryorohrchen gegeben und zunéchst auf -80° C abgekuhlt, nach mindestens 4
Stunden erfolgte der Weitertransport in die flissige Stickstoffkiihlung.

2.4.2 Zahlung

Fur die Auszahlung wurden die Zellen anfangs wie in 2.2.2 beschrieben trypsiniert,
und anschlieRend in 9ml Medium resuspendiert. In einem Eppendorf-Tube wurden
daraufhin 10 pl dieser Suspension mit 10 ul Trypanblau vermischt und 10ul der
Mischung in eine Neubauer-Zahlkammer mit Deckglas Uberfuhrt. Es erfolgte die
Auszéhlung der vier Eckquadrate, wobei nur vitale Zellen erfasst wurden, und
anschlieend die Bildung des Mittelwertes aus den vier Z&hlungen. Multipliziert mit
dem Faktor 2 (Verdiinnung durch Trypanblau) und 10# (Volumen der Zahlkammer =
0,1 pl; 0,1 pl x 10% = 1 ml) ergibt sich daraus die Zellzahl pro ml. Beispielsweise ergibt
sich bei Auszéahlung von 156 Zellen in den 4 Eckquadranten:

156
2 * 2 % 10.000 = 780.000 Zellen/ml

2.4.3 Fixierung und Anfarbung

Die Fixierung wurde eingeleitet durch Abschitten des Mediums aus der
Zellkulturflasche und Waschen der Zellen mit 5 ml DPBS. Nach Absaugen des DPBS
erfolgte die Zugabe von 5 ml einer 3:1-Methanol/Essigsdure-Mischung. Nach 10-
mindtiger Lagerung war die Fixierung abgeschlossen und die Mischung wurde mit
Wasser ausgewaschen.

Im Anschluss daran konnten die Zellen angefarbt werden. Hierfir wurden 5ml einer
Kristallviolett-Losung (1 g/l) als Farbemittel auf die fixierten Zellen gegeben und. Nach
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10-minatiger Lagerung wurde das Kristallviolett mit Wasser ausgespult. Nachdem die
Zellen vollstandig getrocknet waren, konnte eine Koloniezahlung erfolgen.

2.4.4 Bestrahlung

Die Bestrahlung der Zellkulturen wurde an einem Linearbeschleuniger (LINAC) der
Klinik fir Strahlentherapie und Radioonkologie, Universitatsmedizin Mannheim,
durchgefiihrt. Der LINAC wurde auf die Abgabe von 181,2 Monitor Units (MU)
Photonenstrahlung mit einer Energie von 6 MV in einem 32 x 32 cm Strahlenfeld
eingestellt.

Acht 30 x 30 cm-PMMA-Platten von 1 cm Dicke wurden auf dem Bestrahlungstisch
aufgebaut und die Zellen in T25-Zellkulturflaschen darauf entlang der Kanten platziert
(vgl. Abb. 6-8). Fur den Dosisaufbaueffekt wurden auf die Flaschen zwei weitere der
PMMA-Platten gelegt. Die vertikale Einstellung zur Gantry erfolgte tlber Bewegung des
Tisches bis die Deckelmembranen der Flaschen auf Hohe des Wandlasers lagen (100
cm Abstand zur Strahlenquelle, vgl. Abb. 8). Fir die horizontale Einstellung wurde die
Lichtmarkierung des Strahlenfelds geé6ffnet und der Plattenaufbau vollstandig in das
Lichtfeld geschoben.

Im klonogenen Uberlebensassays wurden die Zellen in Gruppen entsprechend der
effektiven Strahlendosis aufgeteilt. Fir eine Dosisstaffelung in 0, 2, 4, 6 und 8 Gy
wurden zunachst alle Gruppen im Setup platziert und anschliel3end die MU fraktioniert
nach dem in Tabelle 1 beschriebenen Schema abgegeben. Zwischen den Einzeldosen
wurden jeweils die Zellkulturflaschen mit bereits erreichter Zieldosis enthnommen, fir
die restliche Bestrahlung im Vorraum des Linearbeschleunigers gelagert und durch
Dummy-Flasks mit 5ml Wasserflllung ersetzt. Die unbestrahlte Kontrollgruppe wurde
ebenfalls im Setup aufgelegt, allerdings bereits vor der ersten Bestrahlung enthommen
und ersetzt. Dadurch soll eine moglichst identische Behandlung aller Dosisgruppen
garantiert werden.

(L1111

; ]_ laser

Abb. 8: Schematische Darstellung des Bestrahlungs-Setups abweichend mit einer
PMMA-Platte (Quelle: Klinik fiir Strahlentherapie und Radioonkologie,
Universitatsmedizin Mannheim)
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Tab.1: Fraktionierung bei gleichzeitiger Bestrahlung mehrerer Dosisgruppen

Zieldosis ‘ 0 Gy ‘ 2 Gy ‘ 4 Gy ‘ 6 Gy ‘ 8 Gy

MU-Abgabe

------- ‘ 181,2x1 ‘ 181,2x2 ‘ 181,2x 3 ‘ 181,2x 4

2.5 Klonogener Uberlebensassay
2.5.1 Gruppen und Zellzahlen

Ziel des im Folgenden beschriebenen Versuches ist die Untersuchung des klonogenen
Uberlebens von Glioblastomzellen der Linie U87MG nach Bestrahlung mit bis zu 8 Gy
unter Einfluss von Xenon und Memantin. Fir den Versuch wurden zunachst vier
Gruppen inklusive einer Kontrollgruppe festgelegt, die sich jeweils durch die Zugabe
von Xenon und/ oder Memantin unterscheiden. Das Experiment mit allen Gruppen
wurde daraufhin dreimal in voneinander unabhéangigen Wiederholungen durchgefihrt.
Tabelle 2 gibt einen Uberblick tiber die Gruppen:

Tab.2: Gruppen fiir klonogenen Uberlebensassay

A B C D (Kontrolle)
Xenon (+) (+) ) )
Memantin ) +) (+) )

Die Zellen wurden ca. 14-16 Stunden vor Bestrahlung wie in Abschnitt 2.3.2
beschrieben ausgezahlt und mit DMEM auf Lésungen von 104 und 103 Zellen/ml
verdunnt. Daraufhin wurden die Zellen nach dem in Tabelle 3 gezeigten Schema in
T25-Zellkulturflaschen ausgesat, wobei die Zellzahl pro Flasche mit steigender Dosis
erhoht wurde, um trotz des verminderten klonogenen Uberlebens unter zunehmender
Strahlendosis einen Zielwert von 0-200 Kolonien pro Flask zu erhalten. Von jeder
Dosisgruppe wurden dabei drei Flaschen angesetzt, sodass insgesamt pro Gruppe (A,
B, C, D) 15 Flaschen vorbereitet waren. Die Lagerung erfolgte anschlieRend tber
Nacht im COz-Inkubator bei 37° C und 5 % CO2 und erlaubte den Zellen die Adhasion
an die Kulturoberflache.

Tab.3: Zellzahlen pro Dosisgruppe

Dosis (Gy) ‘ 0 ‘ 2 ‘ 4 ‘ 6 ‘ 8

Zellzahl/Flask ‘ 1000 ‘ 1000 ‘ 2000 ‘ 5000 ‘ 10000
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2.5.2 Vorbereitung

60 min vor Bestrahlung wurden die vorbereiteten 15 Flasks einer Gruppe aus dem
Inkubator genommen und auf korrekte Adhasion der Zellen tberpruft. Daraufhin
erfolgte je nach Gruppe die Zugabe einer Einheitsdosis von 25 uM Memantin (Gruppen
B, C) oder destilliertem Wasser (ddH20) als Kontrolle (Gruppen A, D). Um eine
Konzentration von 25 uM zu erreichen, muss rechnerisch die Zugabe von 108 pl einer
0,25 mg/ml Memantinhydrochloridlésung pro Flask erfolgen:

Konzentration Memantinhydrochlorid-Losung c(L6sung) = 0,25 mg/ml
Zielkonzentration im Flask c(Flask) = 25 uM = 25*10% mol/l
Volumen Flask V=5ml

Molare Masse Memantinhydrochlorid M = 216 g/mol

c(Flask) * M %4
*
c(Lésung) 1000 ml

=108

Nach Zugabe von 108 ul Memantin bzw. ddH20 wurden die Flaschen erneut fur eine
Stunde im Inkubator gelagert, um nach der Manipulation einen CO2-
Konzentrationsanstieg auf 5 % in der Zellkulturflasche zu erlauben. Kurz vor der
Bestrahlung wurden die Zellen dem Brutschrank entnommen und mit den in Abschnitt
2.2.3.3 beschriebenen PVC-Kappen verschlossen. Dies diente der Vorbeugung eines
CO2-Partialdruckabfalls und nachfolgendem pH-Anstiegs im Medium wahrend des
Bestrahlungsvorganges. Im Anschluss wurden die Zellen in einer verschlossenen und
temperaturisolierten Transportbox zum LINAC uberfuhrt.

2.5.3 Bestrahlung und Gasexposition

In einem einzelnen Umlauf wurden alle 15 Zellkulturflaschen einer Gruppe (A, B, C,
oder D) gleichzeitig behandelt. Diese 15 Flaschen beinhalten dabei 5 Dosisgruppen
(0, 2, 4, 6, 8 Gy). Zunachst wurde das Bestrahlungs-Setup wie in 2.3.4 erlautert
aufgebaut. Die drei Flaschen der Dosisgruppe 0 Gy wurden danach aus dem Aufbau
entnommen und durch Dummy-Flasks ersetzt. Daraufhin folgte die erste Abgabe von
181,2 MU, anschlieend Entnahme und Ersatz der 2 Gy-Flaschen sowie eine weitere
Bestrahlung. Unter Fortfiihrung dieses fraktionierten Schemas mit zwischenzeitlichem
Flaschenaustausch wurden insgesamt 4 x 181,2 MU abgegeben. Die bereits
entnommenen Zellkulturflaschen lagerten in der Transportbox im Vorraum des LINAC.

Im Anschluss an die Bestrahlung erfolgte unmittelbar die Gasexposition aller 15 Flasks
mithilfe der in Kapitel 2.2.1 beschriebenen Methode. Die Reparatur der
Doppelstrangbriiche nach der Bestrahlung sollte nun durch Zugabe von Xenon als
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gasformigen Glutamatrezeptorantagonisten inhibiert werden. Fur die Xenonexposition
der 15 Flasks in den Gruppen A oder B wurde dabei eine Gasmischung (I) verwendet,
die aus 75 % Xenon, 20 % O2 sowie 5 % CO2 zusammengesetzt war, um eine
Atmosphéare mit 50 % Xenonanteil in den Flasks zu erreichen. Fir die 15 Flasks in den
Gruppen C oder D wurde als Kontrolle eine Gasmischung (ll) verwendet, die bei
gleichen Sauerstoff- und Kohlendioxidanteilen zu 75 % aus Stickstoff (N2) bestand. Die
Gasmischung Il entsprach somit der Zusammensetzung der Gasatmosphare im CO2-
Inkubationsschrank.

U87MG

A 4

Clonogenic Assay (15 Flasks)

A 4 A 4

Gruppe B, C Gruppe A, D
+ 108 ul + 108 pl
Memantin ddH,0

Bestrahlung

A 4 A A

Gruppe A, B Gruppe C, D

75 % Xenon 75 % N2
20 % 02 20 % 02
5% CO2 5% CO2

24 h Gasexposition

13 Tage Inkubation

A 4

Auszdhlung

Flussdiagramm 1: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. Pro Gruppe
werden 15 Flask bereitet, die dann geschlossen mit Memantin (Gruppen B, C) oder
destilliertem Wasser (Gruppen A, D) behandelt werden bevor die Bestrahlung
beginnt. Anschlieend werden die 15 Flasks je nach Gruppe mit Xenongasmischung
(Gruppen A, B) oder der Kontrollgasmischung (Gruppen C, D) behandelt.
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2.5.4 Anschlussvorgehen

Nach Installation der spezifischen Gasexpositionsatmosphare wurden die Zellen
zunachst fur 60 min innerhalb der Gaslunge belassen. In diesen Zeitraum konnten
Diffusionsvorgange Uber die Deckelmembranen der Zellkulturflaschen stattfinden. Die
Konzentrationen der beteiligten Gase nach vollstandiger Diffusion konnten mithilfe der
in Kapitel 2.2.2 beschriebenen Formel berechnet werden. Zur Sicherstellung optimaler
Bedingungen fur die Zellkultur wurde der gesamte Expositionsbehalter wahrend dieses
Vorgangs in einem Warmeschrank bei 37° C gelagert. Nach 60 min wurde die
Gaslunge gedffnet, die Zellkulturflaschen entnommen und deren Deckelmembranen
mit PVC-Kappen verschlossen. Fir zusatzliche gasundurchlassige Abdichtung wurde
Uber diese Kappen eine Parafilm-Verschlussfolie gespannt.

Dieser Verschluss wurde fir die darauffolgenden 23 Stunden belassen und die
Zellkulturflaschen wéahrenddessen im Warmeschrank bei 37° C gelagert. 24 Stunden
nach Beginn der Gasexposition wurde dann der gasdichte Verschluss der
Deckelmembranen geo6ffnet und die Atmosphare konnte Giber 30 min aus den Flaschen
diffundieren. Im Anschluss wurden die Zellen in den CO2-Inkubator gebracht und tber
13 Tage ohne weitere Manipulationen bei 37° C und Raumluft mit 5 % COo-
Beimischung kultiviert. Anschlielend, 14 Tage nach Bestrahlung, erfolgte dann die
Fixierung und Farbung wie in Abschnitt 2.3.3 beschrieben.

2.5.5 Auswertung und Datenanalyse

Fur die Auswertung wurden die Kolonien pro Zellkulturflasche ausgezahit. Als Kolonie
wurden dabei Ansammlungen von mehr als 50 Zellklonen gewertet. Die ermittelten
absoluten Zahlen kdnnen anschlie3end statistisch aufgearbeitet und analysiert
werden. Folgende Werte wurden daraus ermittelt:

e Plating Efficiency (PE): Prozentualer Anteil koloniebildender Zellen an allen
ausgesaten Zellen ohne Bestrahlung

B Anzahl Kolonien

~ Ausgesite Zellen i
e Surviving Fraction (SF): Anteil koloniebildender Zellen an allen ausgesaten und
bestrahlten Zellen, normalisiert auf die PE in der unbestrahlten Kontrollgruppe

B Anzahl Kolonien
~ Ausgesate Zellen * PE(D0)/100
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Diese Werte konnen mittels Linear-Quadratischem Modell (LQ-Modell) in
dosisabhéngige Uberlebenskurven eingepasst werden. Das LQ-Modell basiert auf
empirischen Beobachtungen, dass eine halblogarithmische Kurve des Zelliberlebens
unter steigender Strahlendosis durch ein Polynom zweiten Grades dargestellt werden
kann:

In[SF(D)] = —(a*D + S * D?)

D = Dosis [Gy], a = Zellspezifische Konstante [Gy1], § = Zellspezifische Konstante [GyZ]

Eine lineare und eine quadratische Komponente beschreiben den Kurvenverlauf, der
sich unter geringer Anfangsdosis zunachst linear und unter steigender Strahlendosis
zunehmend gekrimmt darstellt. Aus dieser Beobachtung lasst sich folgende Formel
fur das LQ-Modell ableiten:

SF(D) = e~(@D+8:D?)

Datensammlung und Berechnung von PE und SF erfolgten mittels Kalkulationstabelle
in Microsoft Excel. Fur die Anpassung der Uberlebenskurven im LQ-Modell wurde das
Programm Sigmaplot (Systat Software Inc, San Jose, CA, US) verwendet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Gasexposition
3.1.1 Materialverbrauch und Handhabung

Fur die Gasexposition von 15 Zellkulturflaschen einer Gruppe werden mit der Methode
circa 2,3 - 2,5 | der jeweils verwendeten Gasmischung verbraucht. Weitere
Verbrauchsmaterialien sind dariber hinaus ein PE-Folienbeutel und kleine Mengen
Abdichtungsmaterial.

Die Konstruktion der Komponenten fur die Methode konnte kostengtinstig mithilfe von
Materialien aus den Bestanden der Klinik fur Strahlentherapie und Radioonkologie am
Universitatsklinikum Mannheim erfolgen (Gesamtmaterialkosten <20,- €).

Unter Zugabe von 2,340 | Xenon-Gasmischung kann wie in Abschnitt 3.1.2 dargestellt
rechnerisch eine Konzentration von >50 % Xenon in 15 Zellkulturflaschen erreicht
werden. Bei einem Preis von 12,- € pro Liter (Eigene Rechnung, Air Liquide
Deutschland GmbH) entstehen somit fur die Exposition von 15 Zellkulturflaschen
gegenuber einer Gasmischung mit 75 % Xenongehalt ca. 28,- € Kosten, wenn die
geringen Betrage fur Verbrauchsmaterialien wie den PE-Folienbeutel nicht
beriicksichtigt werden. Ein klonogener Uberlebensassay mit 4 Gruppen und drei
unabhéangigen Wiederholungen kann entsprechend unter Anwendung von insgesamt
ca. 28 | dieser Gasmischung durchgefuhrt werden. Bei Anwendung einer Kontroll-
Gasmischung fur 2/4 der Gruppen wie in der vorliegenden Arbeit beschrieben sind es
nur ca. 14 1, die im Zusammenhang mit der Xenonexposition entstehenden
Gesamtkosten belaufen sich in diesem Fall auf ca. 170,- €.

In der Praxis liegt der Gasverbrauch nicht exakt bei diesem Wert, sondern kann sich
unter Bertcksichtigung einer nicht immer bestmdglichen Entfaltung der Gaslunge
sowie des Totraumes im Druckminderer und zufihrenden Schlauchsystem um ca.
100-200 ml erh6hen, entsprechend entstehen fir die experimentelle Xenonexposition
in dieser Arbeit Materialkosten von etwa 180-190,- €.

Der Vorgang der Gasexposition kann von einer einzelnen Person bei geschatztem
zeitlichem Aufwand von 5 — 10 min abgewickelt werden. Im Anschluss daran ist das
geschlossene System ohne weitere Hilfsmittel mobil. Die Abmessungen erlauben die
Aufbewahrung im Warmeschrank in toto.

Trotz antibiotikafreiem Medium wurde im Zusammenhang mit der Gasexposition in
keiner der insgesamt 180 T25-Zellkulturflaschen eine Kontamination beobachtet. Die
Zellen zeigten in den Experimenten auch nach Anwendung der beschriebenen
Methode Vitalitat, mitotische Aktivitat und Wachstum entsprechend den Erwartungen
an eine Tumorzellkultur.
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3.1.2 Gaskonzentrationen

Die Gaskonzentrationen nach abgeschlossener Exposition c(A) wurden mithilfe der in
2.2.2 beschriebenen Formel berechnet. Zunéchst erfolgte die Bestimmung der
erforderlichen Volumina. Aufgrund der Konstruktion bekannt ist:

V(Behilter) = 3780 ml

Durch Verdrangungsmessungen in Wasser wurden festgelegt:

V(T25) =71 ml
V(Material) = 25 ml

Dadurch ergibt sich:

V(Flasks) = 1571 ml = 1065 ml
V(Gesamt) = 3780 ml — 375 ml = 3405 ml
V(Gaslunge) = 3405 ml — 1065 ml = 2340 ml

Die Gaskonzentrationen der Gasmischungen c(Gasmischung) sind far (1) und (I1) in
Tabelle 4 dargestellt. Die initialen Gaskonzentrationen in der Zellkulturflaschen bei
verschlossenem Transport aus dem CO:z-Inkubator sind als c(Flask) aufgefihrt.

Tab. 4: Gaskonzentrationen vor Exposition

c(Gasmischungl)  c(GasmischungIl) c(Flask)
Xenon 75 % 0% ~0%
CO2 5% 5% ~5%
02 20 % 20 % ~20%
N2 0% 75 % ~75%

Nach Einsetzen aller Variablen in die Formel

V(Flasks) * c(Flasks) + V(Gaslunge) * c(Gasmischung)

c(A) = V(Gesamt)
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ergibt sich fir c(A) in Abhangigkeit von der verwendeten Gasmischung:

Tab.5: Gaskonzentrationen nach Exposition

Gasmischung (1) Gasmischung (II)
Xenon ~ 51,54 % ~0%
CO2 ~5% ~5%
02 ~20% ~20%
N2 ~ 23,46 % ~75%

Rechnerisch kann also, bei Verwendung von Gasmischung (1) fur die Gasexposition,
innerhalb der Zellkulturflaschen eine Xenonkonzentration von >50 % erreicht werden.
Bei der Verwendung von Gasmischung (Il) als Kontrolle andert sich dagegen die
Zusammensetzung der Atmosphare nicht relevant.

3.2 Validierung
3.2.1 Diffusion Uber die Mikroporenmembran

Abbildung 9 zeigt die erhobenen Messwerte fir die Kohlendioxidkonzentration
innerhalb der Zellkulturflasche im zeitlichen Verlauf unter den in Abschnitt 2.3.1
beschriebenen Bedingungen. Der Startwert lag bei 0,158 % - entsprechend einem
normalen atmospharischen CO2-Anteil im Innenraumbereich [76]. Nach einer
Diffusionsdauer von 60 min wurde eine CO2-Konzentration von 3,249 % gemessen.
Die folgenden 60 min schwankten die Messwerte zwischen 3,20 und 3,30 %, nach
insgesamt 120 min lag der Wert bei 3,284 %. Abbildung 10 stellt die minttlich erhobene
relative Anderung der CO2-Konzentration im Vergleich zum Vorwert dar. Positive
Werte bedeuten dabei eine Einwartsdiffusion, negative eine Auswartsdiffusion.
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Abb. 9: Messwerte der COz-Konzentration im Inneren der Zellkulturflasche im zeitlichen
Verlauf. Diftusion in Flaskbeschreibt den Verlauf nach Installation einer 5 %-CO2-
Atmosphare auf der anderen Seite der Mikroporenmembran. Die Werte fiir Diffusion aus
Flask stellen den Abfall der erreichten CO2-Konzentration tiber die Membran dar.
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Abb. 10: Relative Differenz der Messwerte fiir Diffusion in Flaskzum Vorwert. Ab etwa
t=60 min kommt es netto zu keiner relevanten Gasverschiebung iiber die Membran.

Wie in Abbildung 10 dargestellt halt sich die Anzahl positiver und negative Werte ab
etwa t = 45 min die Waage. Unter Einbeziehung der relativen Ungenauigkeit der
Messtechnik von 1,5 % kommt es 45 min nach Gasexposition damit zu keiner weiteren
relevanten CO2-Konzentrationsanderung.
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3.2.2 Dichtheitsprifung der Gaslunge

Abbildung 11 stellt die Messwerte der Sauerstoffkonzentration in der mit 100 % O2
beflllten Gaslunge Uber 60 min dar. Die Messbedingungen sind in Kapitel 2.3.2
beschrieben. Als Startwert wurden 100 %, gemessen, nach 60 min konnte im Mittel
noch eine O2-Konzentration von 96.8 % festgestellt werden.

100 .O._._Gv_._e._._e,_.,o._,_e,_._O‘.,_O..._OA_,_O._._O.A_,_O.....O_A..O.._ O -0 0--0--0--0--0
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0 T T T T 1
0 12 24 36 48 60

t(min)

Abb. 11: Mittelwert der Sauerstoffkonzentration innerhalb der Gaslunge iiber 60 min.
Die Fehlerindikatoren markieren die doppelte Standartabweichung aus drei
unabhangigen Messungen.

Eine lineare Regressionsgerade kann den Kurvenverlauf naherungsweise
beschreiben, aus dem Steigungswert lasst sich ein durchschnittlicher Abfall der
Gaskonzentration innerhalb der Gaslunge von ca. 0,0533 % pro Minute ablesen, das
entspricht ca. 0,0667 % des Partialdruckgefalles zur Raumluft. Diese entspricht den
erwarteten Verlusten innerhalb der Toleranz (< 5 %/h)
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3.2.3 Dichtheitsprufung der verschlossenen Flaschen

Abbildung 12 zeigt den Messwertverlauf der Sauerstoffkonzentration innerhalb der wie
im Abschnitt 2.3.3 beschrieben mit 100 % O2 befillten und anschlielend mittels PVC-
Kappen und Verschlussfolie abgedichteten T25-Flasks. Der Startwert lag bei 100 %,
nach 24 Stunden konnte im Mittel noch eine O2-Konzentration von 93.13 %, 95 % KiI
[92,71; 93.55 %] gemessen werden. Der Konzentrationsverlauf kann durch eine
lineare Regressionsanalyse angenahert werden. Aus der Steigung der Geraden lasst
sich ablesen, dass die O2-Konzentration in den verschlossenen Flasks pro Stunde um
ca. 0,3 % abfallt. Unter Berlcksichtigung einer Konzentration von ~ 20 % Oz in der
umgebenden Raumluft kann dieser Messwert auch als stiindlicher Abfall um etwa
0,375 % des Konzentrations- bzw. Partialdruckgefélles interpretiert werden. Diese
entspricht den erwarteten Verlusten innerhalb der Toleranz (< 0,5 %/h)
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Abb. 12: Mittelwert der Sauerstoffkonzentration innerhalb der verschlossenen Flaschen
tiber 24 Stunden. Die Fehlerindikatoren entsprechen der doppelten
Standardabweichung aus drei unabhéngigen Versuchswiederholungen.
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3.2.4 Dosimetrie

Die Strahlendosis innerhalb der Zellkulturflasche bei gerateseitiger Abgabe von 180
MU und Verwendung des in Kapitel 2.3.4 beschriebenen Bestrahlungs-Setups wurde
in funf aufeinanderfolgenden Messungen ermittelt. Als Messbedingungen wurde ein
Luftdruck von 1016 hPa bei einer Temperatur von 25° C gemessen. Die Ergebnisse
sind fur Xenonatmosphare und Raumluftatmosphére in Tabelle 6 dargestellt, die
Einheit mGy entspricht 102 Gy.

Tab. 6: Effektive Strahlendosis in der Zellkulturflasche bei Bestrahlung einer
Xenonatmosphare im Vergleich zu einer Raumluftatmosphare.

Xenonatmosphare Raumluftatmosphare
Dosis (Mittelwert) 2022 mGy 1993 mGy
Standardabweichung 0,707 mGy 1,225 mGy
Varianz 0,5 mGy 1,5 mGy
95% Konfidenzintervall [2020,6; 2023.4 mGy] [1990,5; 1995,4 mGy]

Der Xenongehalt in der Atmosphére fihrt damit zu einer Erh6éhung der Strahlendosis
um 29 mGy [95 % KI 25,2; 32,9 mGy] im Vergleich zur Raumluft. Die Messwerte
zeigten eine geringe Varianz im Bereich weniger mGy und insgesamt im Student’s t-
Test (ungepaart, zweiseitig) eine hochsignifikante Abweichung (p < 0,0001) der
Strahlendosis abhangig von der atmospharischen Zusammensetzung.

In den weiteren Probemessungen unter Raumluftatmosphére ergab sich fur eine
effektive Strahlendosis von 2 Gy im Zielvolumen unter Verwendung dieses Setups die
gerateseitige Einstellung auf 181,2 MU.
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3.3 Klonogener Uberlebensassay
3.3.1 Plating Efficiency

Die berechneten Werte fir die Plating Efficiency (PE) sind als Mittelwert aus den drei
unabhéangigen Experimenten fur die Gruppen A — D in Abbildung 13 graphisch
dargestellt.

12

10
OA (Xe)
] / OB (Xe + Mem)
PEin% 8 p
AC (Mem)
OD (Kontrolle)

Abb. 13: Mittelwert der Plating Efficiency in den Gruppen A-D im Vergleich. Die
Fehlerbalken markieren das 95%-Konfidenzintervall von zwei Standardabweichungen.

Die hochste Plating Efficiency wurde in der Kontrollgruppe mit 8,80 %; 95 % KI [7,60,
10,0 %] beobachtet. Die PE der mit Xenon behandelten Zellen (8,28 %; 95 % Kl [9,31,
7,25 %)) ist vergleichbar mit der PE unter Memantinzugabe (8,25 %; 95 % KI [10,14,
6,35 %]). Die niedrigsten Werte zeigten sich in der mit beiden Substanzen behandelten
Gruppe mit einer PE von 7,82 %; 95 % KI [7,08, 8,56 %]. Statistisch signifikante
Abweichungen zwischen den Gruppen konnten im Student’s-t-Test (ungepaart,
zweiseitig) nicht festgestellt werden (A: p = 0,3262, B: p = 0,0728, C: p = 0,4463).
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3.3.2 Surviving Fraction

Die berechneten Werte fur die Surviving Fraction sind als Mittelwert aus drei
unabhangigen Experimenten fur die Gruppen A - D in Tabelle 7 dargestellt. Die SF der
unbestrahlten Kontrollgruppe SFpo nimmt hierbei immer den Wert 1 an.

Tab. 7: Mittelwert der Surviving Fraction in den Gruppen A - D in Abhéngigkeit von der
Strahlendosis. In Klammern ist das 95 %-Konfidenzintervall von zwei
Standardabweichungen angegeben. (*) = p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle.
Berechnung mittels ungepaartem, zweiseitigen Student’s t-Test unter Annahme gleicher

Varianz.
A (Xe) B (Xe + Mem) C (Mem) D (Kontrolle)
0 Gy 0,924 [0,883; 1,01] 0,889 [0,856; 0,923] 0,936 [0,851;1,029] 1,000 [1,000; 1,000]
2 Gy 0,411 [0,354; 0,478] 0,298* [0,260; 0,341] 0,457 [0,376; 0,556] 0,504 [0,470; 0,540]
4 Gy 0,250* [0,236; 0,266] 0,178*[0,164; 0,193] 0,275[0,219; 0,345] 0,318 [0,308; 0,329]
6 Gy 0,102* [0,089; 0,116] 0,094* [0,083; 0,106] 0,152[0,118;0,196] 0,179 [0,168; 0,192]
8 Gy 0,046* [0,043; 0,050] 0,039* [0,035; 0,043] 0,078 [0,064; 0,095] 0,093 [0,081; 0,107]

Signifikante Unterschiede der Surviving Fraction im Vergleich zur Kontrolle zeigten
sich fir die Kombination von Xenonexposition und Memantinzugabe in allen = 2 Gy
bestrahlten Dosisgruppen. Die SF in der Gruppe B bei einer Dosis von 8 Gy betragt
ca. 41 % des Wertes fur die SF in der Kontrollgruppe. Xenonexposition ohne
Memantinzugabe flihrte bei Einzeldosen = 4 Gy zu einer signifikanten Minderung der
Surviving Fraction. Memantin allein reduzierte die SF gegentber der Kontrollgruppe
ebenfalls, allerdings konnte dabei keine statistische Signifikanz festgestellt werden.

Fur die xenonbehandelte Gruppe A sowie die mit Xenon und Memantin behandelte
Gruppe B konnte auf3erdem bei einer Dosis von 8 Gy eine signifikante Minderung der
Surviving Fraction im Vergleich zu der mit Memantin allein behandelten Gruppe C
gezeigt werden (p = 0,045 bzw. p = 0,025).

Bei einer Dosis von 2 Gy war die SF der Gruppe B zudem gegeniiber der Gruppe A
signifikant vermindert (p = 0,024). Ansonsten ergaben sich zwischen den Gruppen A
und B keine signifikanten Differenzen.
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3.3.3 Linear-Quadratisches Modell

Fur das Linear-Quadratische Modell wurde die Surviving Fraction der Gruppen A - D
in einer Variante auf die SFpo = 1 normalisiert (Abbildung 14), in der anderen auf die
Surviving Fraction der jeweiligen unbestrahlten Dosisgruppe (SFao-po) = 1 (Abbildung
15). Die linear-quadratischen Kurven wurden daraufhin durch das Programm
Sigmaplot berechnet und eingefigt.
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Abb. 14: LQ-Modell des Mittelwerts der dosisabhdngigen SF in den Gruppen A - D in
halblogarithmischer Darstellung, normalisiert auf SFpo. Die Fehlerbalken markieren das
95 % Konfidenzintervall von zwei Standardabweichungen.
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Abb. 15: LQ-Modell des Mittelwerts der dosisabhdngigen SF in den Gruppen A - D in
halblogarithmischer Darstellung, normalisiert auf SFao-po = 1. Die Fehlerbalken
markieren das 95 %-Konfidenzintervall von zwei Standardabweichungen.
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Aus den linear-quadratischen Kurven, die vom Programm berechnet werden, lassen
sich die a und B-Werte bestimmen. Diese beschreiben die intrinsische zellspezifische
Reaktion auf die Bestrahlung abhangig von der Dosis. Wahrend der a-Wert einen
linearen Kurvenverlauf (Ublicherweise im Bereich geringerer Dosen) beschreibt, dient
der B-Wert der Darstellung eines gekrimmten Graphen (eher im Hochdosisbereich).
Aus den im LQ-Modell berechneten Kurven in Abbildung 15 wurden also Uber die
Gleichung

SF(D) = e~(@D+6+D?)

mithilfe von Sigmaplot die Werte fur a und B in den Gruppen A — D bestimmt. Diese
sind mit der entsprechenden a/B-Ratio in Tabelle 8 dargestellt.

Tab. 8: Ermittelte a- und 3-Werte sowie a/B-Ratio in den Gruppen A - D im Vergleich.

A (Xe) B (Xe + Mem) C (Mem) D (Kontrolle)
a (Gy'1) 0,3257 0,4119 0,3063 0,2806
B (Gy?) -0,0057 0,0051 0,0004 0,0010
a/B (Gy) -57.14 80.76 765.75 280.60
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4 DISKUSSION

4.1 Methodische Qualitat

Zur Etablierung der Methodik musste gezeigt werden, dass die an sie gestellten
spezifischen Anforderungen erfullt werden. In der vorliegenden Arbeit war die
Hauptzielsetzung die Xenonexposition von Zellkulturen, weitere Anforderungen
werden in Kapitel 1.4 beschrieben. Im Folgenden wird deren Erfullung mithilfe der
zuvor prasentierten Ergebnisse diskutiert.

4.1.1 Materialbedingte Handhabung

Die Methode zur Xenonexposition von Zellkulturen ist wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben
leicht zu bedienen und bindet geringe personelle Ressourcen. Die Methode erfillt die
Anforderungen der Zellkultur dahingehend, dass eine Gasexposition vitaler Zellen
problemlos mdglich ist und anschlieRend weiterhin ein koloniebildendes Wachstum
maglich ist, ohne dass eine erhthte Kontaminationsrate auftritt.

Das mobile Design erlaubt den Transport bis an den LINAC und somit die
Gasexposition von bis zu 15 Zellkulturflaschen unmittelbar vor oder nach Bestrahlung,
insgesamt konnen beide Arbeitsschritte zusammen innerhalb von ca. 15-20 min
abgeschlossen werden. Die Gasexposition kann somit in zeitich engem
Zusammenhang zur Bestrahlung erfolgen. Da DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) in der
Zelllinie UB7MG schon innerhalb weniger Stunden nach Bestrahlung um mehr als die
Halfte zuriickgegangen sind, erscheint eine friihzeitige Gasexposition im Hinblick auf
maximale Wirksamkeit der DSB-Reparaturinhibition sinnvoll [77, 78].

Im Rahmen der wiederholten Anwendung der Methode war die in Abschnitt 2.2.1
beschriebene Entfaltung der Gaslunge innerhalb des geschlossenen Behalters durch
zufalligen Faltenwurf der PE-Folie und ausgesparte Ecken nicht akribisch genau
reproduzierbar. Durch optische Kontrollen wurden diese Variationen als minimale
Abweichungen ohne relevante Auswirkung auf Gasvolumina und -konzentrationen
beurteilt, es handelt sich jedoch zusammenfassend um eine materialbedingte
Schwache der exakten Reproduzierbarkeit. Einen Ansatzpunkt zur Verbesserung stellt
hier die Anwendung eines grol3eren Gesamtvolumens dar, was wiederum mit der
Zielsetzung der Wirtschaftlichkeit konkurriert.

4.1.2 Wirtschaftlichkeit

Die Methode erlaubt den wirtschaftlichen Einsatz von Xenon an der Zellkultur. Die
Kostenaufstellung unter 3.1.2 ergibt einen Einsatz von 14 Litern Xenon flr den
klonogenen Assay, somit ist der Materialaufwand beim Gasverbrauch im Vergleich zu
Alternativmethoden deutlich reduziert (s. Abschnitt 4.1.5).
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4.1.3 Validitat
4.1.3.1 Gaskonzentrationen

Die Validierung der Methode erfolgte zunéchst Uber Gasbewegungsmessungen, die
das Verhalten von problemlos messbaren Tracer-Gasen in den Teilschritten des
Expositions- und anschlieRenden Lagerungsvorganges demonstrierten. Unter der
Voraussetzung gleicher Bedingungen sowie Berucksichtigung der unterschiedlichen,
wenngleich moglichst kongruenten, physikalischen Parameter koénnen diese
Ergebnisse auf das Verhalten von anderen Gasen tbertragen werden [79, 80].

Gemall dem ersten Fick'schen Gesetz ist die Diffusionsrate abhangig von
Konzentrationsgradient sowie dem Diffusionskoeffizienten. Nach der Chapman-
Enskog-Theorie ist der Diffusionskoeffizient bei der Diffusion eines Gases in das
andere bei gleichen Temperatur- und Druckbedingungen umgekehrt proportional zu
folgenden Werten [81]:

e Wurzel der Summe der molaren Massen M beider beteiligter Gase

e Quadrat des mittleren Kollisionsdurchmessers o beider beteiligter
Gasmischungen

e Kollisionsintegral Q, proportional zum Verhaltnis des Lennard-Jones-Potentials
zur Boltzmann-Konstante €/ks

Tab. 9: Physikalische Parameter fiir die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Gase
nach Cussler, 2009 [81]

Xe CO2 02 Raumluft
M [g/mol] 131,1 44,01 31,99 28,95
¢ [A=1010m] 4,047 3,941 3,467 3,711
e/ks [K] 231,0 195,2 106,7 78,6

Xenon ist also bei deutlich gréRerer molarer Masse in den Gré3en o und €/ks mit dem
Molekil CO:2 vergleichbar. Die Mikroporen mit einem Durchmesser von 2 x 1077 m
konnen von Xenon mit o = 4,047 x 10° m problemlos durchquert werden. Als
Naherungswert fur die Diffusion von Xenon Uber die mikroporose Membran der
Zellkulturflaschen in eine Raumluftatmosphare wurden daher die Messwerte der COz2-
Konzentrationsanderung (in Kapitel 3.1.3 dargestellt) als ausreichend beurteilt und ein
ahnliches Verhalten angenommen. Publikationen aus dem Bereich der Geochemie
beschreiben eine umgekehrte Variante, hierbei wird die Bewegung von CO2 mithilfe
eines radioaktiven Xenon-Tracers verfolgt [82, 83]. Die Verbreitung des Verfahrens
impliziert eine Vergleichbarkeit der Gase in ihrem Diffusionsverhalten.
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Gemal} der Chapman-Enskog-Theorie wird die Diffusionsgeschwindigkeit fir Xenon
mit den vorliegenden CO2-Daten jedoch geringfugig unterschétzt, da das Edelgas in
allen relevanten Parametern héhere Werte aufweist (vgl. Tabelle 9). Da die CO2-
Diffusion nach ca. 45 min abgeschlossen war, wurde fir die Versuche an der Zellkultur
die Xenonexposition um ein Drittel verlangert und die Inkubationsdauer in der
Gaslunge auf 60 min festgelegt. Nach diesem Zeitraum wird die in Kapitel 2.2.2
gezeigte Formel fir c(A) geltend gemacht, nach den Berechnungen aus Abschnitt
3.1.2 kann damit eine Konzentration von 51,54 % Xenon an der Zellkultur erreicht
werden.

Neben dem ausreichenden Diffusionszeitraum ist Voraussetzung fir die Gultigkeit der
Formel fur c(A) auch eine optimale Entfaltung der Gaslunge innerhalb des Behlters.
Da letztere geringen Schwankungen unterliegt (vgl. Abschnitt 4.1.1) ist die
rechnerische Xe-Konzentration tber der Zielkonzentration von 50 % gewahlt worden.
Mithilfe der Formel berechnet sich, dass fir eine Konzentration von >50 % Xe in den
Flasks das Volumen der Gaslunge V(Gaslunge) um bis zu 210 ml verkleinert sein
kann. In der Praxis kann deswegen trotz methodisch bedingter Schwankungen und
Verluste von einem Erreichen der Zielkonzentration ausgegangen werden.

Um die berechneten Werte fiir c(A) weiterzuverwenden, muss weiterhin der Nachweis
erfolgen, dass die fir Xenonexposition verwendeten Materialien eine ausreichende
Dichtigkeit aufweisen. Diese wird durch folgende physikalische Vorgange beeinflusst
[84]:

e Diffusion in die umgebende Raumluft durch Offnungen mit Durchmesser > A
(A = mittlere freie Weglange der Atome im gasformigen Zustand), Diffusionsrate
abhéangig von Konzentrationsgradienten und Diffusionskoeffizienten [84].

e Effusion durch das Molekulargitter des Festkorpers oder Mikrodffnungen mit
einem Durchmesser < A, Effusionsrate nach Graham’schen Effusionsgesetz
proportional zur Quadratwurzel der molaren Masse [84].

Es muss bei der Verwendung der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Methodik
von beiden Vorgadngen ausgegangen werden. Bei der Gasexposition Gber 60 min
sowie wéahrend der Lagerung der verschlossenen Zellkulturflaschen Gber 23 Stunden
finden Diffusion und Effusion in die umgebende Raumluft statt, eine absolute
Dichtigkeit ist physikalisch nie gegeben [85].

Die entsprechenden Messungen wurden wie in Kapitel 2.3.2 und 2.3.3 beschrieben
mit Sauerstoff durchgefiihrt. Die Methode der Dichtheitsprifung mithilfe eines
kleineren und leichter messbaren Tracer-Gases ist aus der industriellen Anwendung
bekannt und etabliert [79]. Flur Oz berechnet sich im Vergleich zu Xenon mithilfe der in
Tabelle 9 aufgefiihrten Werte ein deutlich héherer Diffusionskoeffizient, beim Vergleich
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der molaren Massen kann aul3erdem von einer vergleichsweise héheren Effusionsrate
ausgegangen werden.

Die Annahme eines ahnlichen Verhaltens der beiden Gase wurde deswegen
dahingehend erweitert, dass ein Abfall der Sauerstoffkonzentration aufgrund der
besseren Diffusion und Effusion sogar starker ausfallt als der eines gréReren Gases
wie Xenon. Im Umkehrschluss unterschéatzt also das relative Absinken der
Sauerstoffkonzentration mit  zunehmender  Expositionsdauer die relative
Xenonkonzentration.

Die Ergebnisse der Dichtheitsprifung von Gaslunge und Zellkulturflaschen fur
Sauerstoff kénnen also auf gréRere, schwerere und dichtere Gase wie Xenon oder
CO2 (Acoz2= 4,0 x 101 m unter Standardbedingungen) tibertragen werden und stellen
einen Mindestwert der Dichtigkeit dar [85]. In der Praxis kommt es bei der
Xenonexposition unter Berticksichtigung der Ergebnisse aus den Kapiteln 3.2.2 sowie
3.2.3 in konservativer Annahme einer gleichen Effusionsrate von Xenon und O2 also
zu folgenden Werten:

Rechnerische Xenonkonzentration bei Exposition wie in 2.2.1 beschrieben  >50,0 %

Relativer Konzentrationsverlust wahrend 60 min Exposition: <4,0 %
Relativer Konzentrationsverlust wahrend 23 h Lagerung: <8,6 %
Mindestwert fir die Xenonkonzentration an der Zellkultur Gber 24 h 43,7 %

Die Dichtheitsprufung zeigt auch, dass Uber 24 Stunden ein nahezu gleichbleibender
Xenoneinfluss gegeben ist, sowie dass die von der Zellkultur benotigte CO2-
Konzentration von 5 % Uber diesen Zeitraum weitestgehend stabil bleibt. Ein Abfall des
COeq-Partialdruckes héatte eine pH-Verschiebung im Medium zur Folge, deren
Auswirkungen auf den Metabolismus der U87MG-Zellen das Wachstum beeinflussen
kann [86]. Nach Ausschluss eines relevanten CO2 Abfalls erfolgte ein Verschluss der
Zellkulturflaschen Gber 24 h, um eine Gasexposition Uber den gesamten Zeitraum der
Reparatur strahlungsinduzierter Doppelstrangbriiche zu erméglichen [77].

4.1.3.2 Dosimetrie

Die Dosimetrie einer Xenonatmosphére im Vergleich zur Raumluftatmosphére zeigte
einen dosisverstarkenden Effekt des Edelgases, wie in der Literatur bereits postuliert
und unter ungleichen Bedingungen quantifiziert [87]. Grundlage ist die vermehrte
Photoionisation unter Strahlungseinfluss an schweren Atomen wie Xenon [87, 88].
Bekannt und nutzbar gemacht wird dieser Effekt auch bei der Verwendung von Xenon
als Fullgas fir lonisationskammern: Im Vergleich zu raumluftgeftliten Modellen erhdht
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sich dabei die Nachweiswahrscheinlichkeit ionisierender Strahlung [89]. Dieser
Zusammenhang lasst sich Gber physikalische Parameter erklaren.

Gasformiges Xenon ist im Vergleich zur Erdatmosphare unter Standardbedingungen
ca. 4,5-mal dichter (5,897 vs. 1,292 kg/m?3), und der Abstand zwischen den Atomen
liegt bei 1000 hPa Druck mit einer mittleren freien Weglange von Axe = 3,6 x 108 m
unter dem in Luft (ALutt = 6,7 x 108 m) [85, 90]. Die Xenon-Atome sind auRerdem groRRer
als die Molekile der Raumluft (vgl. Tabelle 9). Bei der Verwendung von Photonen zur
Bestrahlung einer xenonreichen Atmosphare hat dieser Umstand den Effekt, dass sich
die Wechselwirkungswahrscheinlichkeit erhoht: Ein Xenon-Atom stellt ein grofl3eres
Ziel (Target) fur die ankommenden Photonen dar, aufgrund der erhéhten Dichte liegen
die Atome in einer Xenonatmosphare zudem naher zusammen und bilden ein
grolReres Gesamt-Target. Folge der Photon-Atom-Wechselwirkungen sind Streuung,
Anregung und lonisation [91].

Bei der in dieser Arbeit durchgefiihrten Dosimetrie zeigte sich abhangig von Xenon-
oder Raumluftbedingungen ein signifikanter Unterschied der Messwerte. Da zwischen
den Messungen bis auf den Atmosphéarenwechsel keine Verdnderungen am
Messaufbau oder -umfeld erfolgten, ist die Dosisdifferenz von ca. 30 mGy nur durch
das Vorhandensein einer dichteren Atmosphare zu erklaren. Mit diesem Versuch
konnte damit ein qualitativer Nachweis des Vorhandenseins von Xenon in den
Zellkulturflaschen erbracht werden. Da die Exposition der Flaschen gegentber dem
Edelgas zuvor mithilfe der in dieser Arbeit beschriebenen Methode erfolgt war, konnte
somit gezeigt werden, dass diese sich zum Aufbau einer Xenonatmosphére eignet und
damit ihre Hauptanforderung erfallt.

Insgesamt wurden die Ergebnisse der in diesem Abschnitt erlauterten Versuche als
ausreichend gewertet, um die Methodik als valide zu erklaren und an Zellkulturen
anzuwenden. Da Raumluft menschlichem Weichteilgewebe nahezu dosisaquivalent
ist, muss aufgrund der Messwerte von einer potenziellen Verstarkung der biologischen
Dosis durch Xenon im Gewebe ausgegangen werden [89]. Im Hinblick auf mégliche In
vivo-Folgeversuche wurde deswegen die Xenonexposition erst nach Bestrahlung
angeschlossen. Ohnehin hatte die Bestrahlung einer Xenonatmosphére aufgrund
dosimetrischer Alterationen einen physikalisch bedingten Effekt auf das Zelltiberleben,
wohingegen hier die Wirkung auf Rezeptorebene im Vordergrund stehen soll [87].

4.1.4 Reliabilitat

Die Ergebnisse aus dem klonogenen Uberlebensassay zeigen tiber insgesamt drei
Wiederholungen reproduzierbare signifikante Abweichungen fir die xenonexponierten
Gruppen im Vergleich zur Kontrolle (vgl. Tabelle 7). Als wachstumsinhibierender
Einfluss auf die Zellkultur kommt allein die Xenoneinwirkung infrage, da die
Handhabung zwischen den Gruppen ansonsten nicht variiert wurde. Die
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Reproduzierbarkeit dieser Beobachtungen in unabhangigen Wiederholungen beweist
die Reliabilitat der Methode. Die Methodik erflllt damit zuverlassig die in sie gesetzten
Erwartungen und kann infolge des erfolgreichen praktischen Einsatzes als etabliert
gelten.

4.1.5 Alternativmethoden

Der Einfluss von Xenon auf Zellkulturen wurde bereits in einer Reihe von Publikationen
untersucht. Das methodische Vorgehen fur die Exposition in diesen Arbeiten ist mit
dem in der vorliegenden Arbeit beschriebenen zumeist nicht vergleichbar, da mit
geringeren Xenonkonzentrationen, Uberdruckbedingungen oder deutlich geringerem
Expositionsvolumen ohne Kapazitaten fur T25-Zellkulturflaschen in ausreichender
Quantitat gearbeitet wurde [92-94].

Die Literatur beschreibt nur eine Methodik, welche die Xenonexposition unter
vergleichbaren Bedingungen erlaubt [72, 95-97]. Die Zellkulturen werden daftr
zunéchst innerhalb eines &hnlichen Expositionsbehélters platziert. Unter dauerhaftem
Gaseinstrom wird dann die urspriingliche Raumluftatmosphére im Behélter tber ein
Auslassventil ausgewaschen, und beim Erreichen von 5% CO2 am Auslassventil der
Gaszufluss abgeschlossen. Vorteil dieser Methode ist zunéchst die Mdglichkeit der
Verifizierung des vollstandigen Luftaustausches Uber die CO2-Messung, der
Gasverbrauch ist allerdings deutlich hoéher, da auch Teile der zugegebenen
Gasmischung den Behalter wieder verlassen. Der Vorgang kann als kontinuierliche
Verdunnungsspiulung (sogenanntes Continual-Dilution- bzw. Sweep-Through-
Purging) bezeichnet werden, und ist aus der chemischen Industrie als Verfahren der
Inertisierung bekannt. Eine Formel kann dabei die bendtigte Menge an Gasmischung
Qt aus dem Volumen des Behdlters V sowie der erwunschten Anfangs- und
Endkonzentration des urspringlichen Gasgemischs C1 bzw. C> berechnen [98]:

v, ¢
= —x|n—
Qt=g*Inz

Der Faktor k gibt die Effizienz der Gasvermischung an, bei einer perfekten
Durchmischung gilt k = 1, in der Praxis liegen die Werte eher zwischen 0,2-0,8 [98].
Unter Annahme einer idealen Mischung wird demzufolge fur den Austausch von 99 %
der Atmosphére eines Volumens wie dem zuvor beschriebenen Behélter ein
mindestens 4,6-fach gro3eres Gasvolumen bendétigt.

Die Aufwendungen liegen im Vergleich zu der in dieser Arbeit beschriebenen Methode
also wenigstens 4,6-mal hoher. Im Falle einer nicht idealen Gasvermischung ist dieser
Betrag nochmals durch Division mit dem Faktor k zu korrigieren. Von daher ist diese
Methode aus wirtschaftlichen Gesichtspunkten fir die Verwendung mit kleinvolumigen
Zellkulturtragern wie Lochplatten eher geeignet als fiir die Xenonexposition der
grofReren, zusatzlich initial raumluftgefuliten T25-Flasks.
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4.2 NMDA-Rezeptorantagonisten im Uberlebensassay
4.2.1 Eigentoxizitat

Eine Verminderung der Plating Efficiency unter Exposition der Zellen gegeniber
Xenon oder Memantin zunachst ohne zusatzliche Einwirkung ionisierender Strahlung
kann Hinweise auf Eigentoxizitat der zugesetzten Substanz geben. Die Ergebnisse
aus Kapitel 3.2.1 zeigen, dass die alleinige Zugabe von Xenon (Gruppe A) oder
Memantin (Gruppe C) die PE um den Faktor 0,94 reduzieren kann. Die PE der mit
Xenon und Memantin behandelten Zellen (Gruppe B) wurde sogar um den Faktor 0,89
verringert. Im Vergleich zur Kontrolle ist dieser Effekt allerdings nicht statistisch
signifikant. Eine Eigentoxizitat von Xenon ohne additionalen Einfluss ionisierender
Strahlen kann also allenfalls vermutet werden. Der Nachweis einer dosisabhéngigen
Memantin-Eigentoxizitat auf U87MG-Zellen wurde bereits publiziert [20].

4.2.2 Strahlensensibilisierung

Diese Arbeit zeigt erstmals Hinweise auf eine Strahlenensibilisierung von
Glioblastomzellen durch Xenon:

Die Surviving Fraction war in allen mit Xenon behandelten Gruppen im Vergleich zur
Kontrollgruppe vermindert, mit Ausnahme der Gruppe A2 (Xe, 2 Gy) war die
Abweichung in samtlichen Dosisgruppen = 2 Gy statistisch signifikant. Die Ergebnisse
zeigen ein vermindertes klonogenes Wachstum von GBM-Zellen nach Bestrahlung als
Folge der Xenonexposition und unterstitzen damit die Theorie einer
Radiosensibilisierung der Tumorzellen durch das Edelgas. Memantinzugabe konnte
diesen Effekt verstarken, wahrend Memantin allein die Surviving Fraction nur innerhalb
eines statistisch nicht-signifikanten Bereiches reduzieren konnte.

Bei der Analyse der linear-quadratischen Gleichungen werden in der Literatur héhere
a- und B-Werte als Hinweis auf erhdohte Radiosensitivitat gewertet [99]. Fur die
vorliegenden Daten erscheint der Vergleich der B-Parameter aufgrund der geringen
Auspragung der quadratischen Komponente in der Uberlebenskurve nicht sinnvoll, in
Gruppe A berechnet sich infolge eins statistischen Artefakts sogar ein negativer 3-Wert
[99]. Diese Beobachtung eines grof3tenteils linearen Kurvenverlaufs bis zu einer
Gesamtdosis von 8 Gy deckt sich mit aus der Literatur verfigbaren dosisabhéngigen
Uberlebenskurven der Zelllinie US7MG [78, 100-103].

Der Vergleich der a/B-Ratio, in der strahlenbiologischen Forschung als Parameter der
Sensibilitat des Gewebes gegenuber den Effekten einer Bestrahlungsfraktionierung
genutzt, ist bei den sehr geringen B-Werten ebenfalls eingeschrankt [99]. Die
Fraktionierungsempfindlichkeit ist in allen Gruppen grundsatzlich hoch, die teilweise

a7



Diskussion

massiven Schwankungen der a/B-Ratio als statistisches Artefakt aus Veranderungen
der dritten Nachkommastelle des p-Wertes zu werten.

Die Werte fir a zeigen dagegen deutliche Abweichungen zwischen den Gruppen,
sodass bei Vernachlassigung der p-Werte ein hdherer a-Wert als Nachweis der
Radiosensibilisierung betrachtet werden. Der grof3te Wert flr a und damit die starkste
Sensibilisierung findet sich in der mit Xenon und Memantin behandelten Gruppe B, es
ergeben sich aul3erdem in Hinblick auf Gruppen A und C Hinweise auf eine
maoglicherweise synergistische Wirkung beider Substanzen. Diese Beobachtung sttitzt
eine Hypothese des voneinander unabhangigen Antagonismus beider Substanzen am
NMDA-Rezeptor aufgrund der unterschiedlichen Bindungsstellen (vgl. Abbildung 1).

Die Ergebnisse zeigen zudem, dass bei den verwendeten Dosierungen der
wachstumsinhibierende Effekt von Xenon dem des Memantins deutlich Gberlegen ist.
Dabei wird bei einer Konzentration von 25 pM Memantin der in vivo erreichbare
Wirkstoffspiegel deutlich Uberschritten, wéahrend Xenon in der verwendeten
Konzentration von 50 % inhalativ zugefiihrt werden kann [50, 104].

Urséachlich fur diese Observation kdnnten neben dem postulierten Mechanismus der
Wachstumsinhibition tUber den NMDAR-Antagonismus auch physikalische oder
chemische Effekte des Xenongases an der Zellkultur sein. Der Ausschluss eines
unbekannten zytotoxischen Effekts, etwa aufgrund der erhdéhten atmospharischen
Dichte, kann mit letzter Sicherheit nicht erfolgen, letztendlich spricht aber das Fehlen
einer signifikant verringerten Plating Efficiency im Vergleich zur Kontrolle oder zu der
mit Memantin allein behandelten Gruppe C dagegen.

4.3 Fazit

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte Methodik erlaubt die sichere und
reproduzierbare Xenonexposition von Zellkulturen in der gewlinschten Konzentration.
Im Vergleich mit den etablierten Methoden aus der Literatur bietet dieses Verfahren
6konomische Vorteile durch deutlich geringeren Gasverbrauch sowie die Mdglichkeit
der Anwendung ohne parallelen Einsatz von Messtechnik.

Die in dieser Pilotstudie festgestellten Unterschiede im klonogenen Zelliiberleben nach
Bestrahlung kénnen urséchlich auf die Xenonexposition zurtickgefuhrt werden und
zeigen erstmals eine Strahlensensibilisierung von U87MG-Glioblastomzellen durch
Xenon, die durch Memantinzugabe noch verstarkt werden kann. Wahrend in der
Literatur bereits fur mehrere Substanzen oder zellbiologische Manipulationen eine in
vitro Bestrahlungssensibilisierung von GBM-Zellen nachgewiesen werden konnte,
kann Xenon insbesondere aufgrund seiner klinischen Zulassung, seiner ausgepragten
Liquorgangigkeit und des gunstigen neuroprotektiven Nebenwirkungsprofils als ein
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aussichtsreicher Kandidat fur einen mdglichen in vivo Radiosensitizer mit weitgehend
unerforschtem Potential gelten [20, 101-103, 105].

Die beobachtete Strahlungsempfindlichkeitszunahme durch Xenonexposition der hier
verwendeten U87MG-Zellen muss dafir zunachst in klonogenen Uberlebensassays
mit anderen GBM-Zelllinien reproduziert werden. Die Arbeitshypothese der
zugrundeliegenden NMDA-Rezeptorinhibition kénnte durch Falsifikation anhand einer
nicht-NMDAR-exprimierenden Zelllinie untermauert werden.

Da bei der Arbeit mit Zellkulturen in vitro beobachtete Substanzeffekte haufig nicht
uneingeschrankt in vivo abgebildet werden konnen, ist die Arbeit mit
Glioblastomkulturen insgesamt nur als erster Schritt zu einer endgtiltigen und validen
Aussage Uber das radiosensibilisierende Potential von Xenon zu werten [106]. Die in
dieser Arbeit verwendete Konzentration von 50% kann dabei Uber inhalative
Applikation problemlos in den murinen oder humanen Organismus Ubertragen werden,
ohne dass mit toxischen Begleiterscheinungen gerechnet werden muss [104, 107].

Perspektivisch stellt die Behandlung von Patienten mit bis zu 50% Xenon parallel zur
Bestrahlung also keine Hirde dar. Die Nutzung eines radiosensibilisierenden Effekts
des Edelgases in der radioonkologischen Behandlung des Glioblastoma multiforme
kénnte die notwendige Gesamtstrahlendosis bei gleicher Wirksamkeit reduzieren und
damit auch Nebenwirkungen wie neurologischen Stérungen oder Radionekrosen
vorbeugen [108]. Alternativ ist unter Beibehaltung der Dosis eine verbesserte
antitumorale Effektivitat der Behandlung ohne vermehrte strahleninduzierte
Nebenwirkungen denkbar.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Glioblastoma multiforme als haufigster maligner hirneigener Tumor ist trotz
laufender Forschungsbemihungen und Therapieverbesserungen nach wie vor mit
einer aul3ert unginstigen Prognose verbunden. Als pathogenetisch relevanter Faktor
der Erkrankung konnte gezeigt werden, dass die UbermafRige glutamatvermittelte
Aktivierung der Rezeptorionenkandle NMDAR und AMPAR mit dem Absterben
gesunden neuronalen Gewebes sowie einer Tumorwachstumsanregung verbunden
ist. Fur Glutamatantagonisten wie das Amantadin-Derivat Memantin konnte eine
inhibitorische Wirkung auf das Tumorwachstum bei gleichzeitiger Neuroprotektion
bereits nachgewiesen werden, auRerdem kann das Medikament die Tumorzellen
gegenuber radioaktiver Strahlung sensibilisieren. Einen ahnlichen Wirkmechanismus
auf die glutamatergen NMDA- und AMPA-Rezeptoren zeigt das Edelgas Xenon, eine
Untersuchung auf dessen zellbiologische Wirkung im radioonkologischen Kontext ist
allerdings bislang noch nicht erfolgt.

In der vorliegenden Arbeit sollte eine kostengiinstige Methode zur Xenonexposition
bestrahlter Glioblastomzellen etabliert und eingesetzt werden, um die Auswirkungen
des Edelgases auf die Tumorbiologie von GBM-Zellen zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurde eine Methodik entwickelt, die Uber eine aufblasbare Hulle die
Exposition von Zellkulturflaschen gegeniuber einer spezifischen xenonhaltigen
Gasmischung erlaubt. Versuche konnten nachweisen, dass das Verfahren funktioniert,
ausreichende Dichtigkeit fur den notwendigen Diffusionszeitraum gewéabhrleistet, sowie
dass eine Xenonexposition der Zellen tber 24 Stunden mithilfe der entwickelten
Techniken ma@glich ist. Der Xenonverbrauch konnte dabei auf ein Minimum reduziert
werden. Damit wurden die Anforderungen an die Methode als erfullt betrachtet.

Anschliel3end wurde die Glioblastomzelllinie U87MG in einem klonogenen Assay auf
den Effekt der Kombination von Bestrahlung und Xenonexposition auf das
Zelliberleben untersucht. Fur die Exposition konnte dabei die zuvor entwickelte
Methode eingesetzt werden. Es ergab sich eine reproduzierbare signifikante
Minderung des Zelluberlebens mit zunehmender Strahlendosis in den
xenonbehandelten Gruppen. Die Zugabe von Memantin konnte den Effekt verstarken.

Hiermit wurde erstmals der Nachweis einer Strahlensensibilisierung von GBM-Zellen
durch Xenon erbracht. Damit ergeben sich erste Hinweise auf das Potential des
klinischen Einsatzes von Xenon an Glioblastompatienten. Allerdings sind in vitro-
Folgeversuche erforderlich, um den Xenoneinfluss auf das klonogenen Uberleben
anderer Zelllinien zu untersuchen. Die Exposition kann dabei sicher und kostengtinstig
mithilfe der in dieser Arbeit etablierten Methode erfolgen.
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