Zwischenbericht für das Projekt DKS 2012.08
“Prevention of radiotherapy induced secondary tumors in retinoblastoma animal models”
Hintergrund: Therapieoptionen für Retinoblastompatienten inkl. der Strahlentherapie führen bei frühzeitiger Erkennung des Tumors zur Heilung, allerdings besteht aufgrund der durch die Therapie bedingten Nebenwirkungen ein bestimmtes Risiko für die Entwicklung von Normalgewebsschädigungen und auch von Sekundärtumoren, die nachhaltig die Lebensqualität der entsprechenden Patienten beinträchtigen können. Vor diesem Hintergrund ist es das Ziel unseres Projektes, Möglichkeiten der Prävention dieser Therapiebedingten Nebenwirkungen im Zusammenhang mit einer Strahlentherapie des Retinoblastoms zu erarbeiten.

Das Vorhaben gliedert sich in drei Teile:

Teilprojekt 1: Etablierung eines Xenograft-Retinoblastom-Nacktmausmodelles mittels intravitrealer Injektion von menschlichen Retinoblastom-Tumorzellen Y79 in immundefizierten Nacktmäusen.
Teilprojekt 2: Häufigkeit des strahlenbedingten Gewebeschadens und sekundärer maligner Tumore bei Rb+/- Mäusen mit und ohne Vorbehandlung mit dem Radioprotektor Phosphotyrosin (P-Tyr). In diesem Projektteil möchten wir überprüfen, inwiefern durch P-Tyr die Entwicklung von Normalgewebsschäden im Auge und insbesondere die Strahlentherapie-bedingte Induktion von Sekundärtumoren verhindert werden kann.
Teilprojekt 3: Radiotherapeutische Behandlung von Tumor-tragenden Nacktmäusen (Modell etabliert im Teilversuch 1), um die Tumoreinschmelzung mit und ohne Behandlung der Tiere mit dem Normalgewebe-spezifischen Radioprotektor P-Tyr zu untersuchen. Dieser Projektteil dient dem Nachweis, dass durch P-Tyr keine Beeinträchtigung des Erfolges der Strahlentherapie verursacht wird.
Vorläufige Resultate:
Teilprojekt 1:
Y79 Rb-/- Zellen wurden in immundefizierten Nacktmäusen intravitreal injiziert. Nach der Injektion der Rb-/- Zellen wurden im Laufe der Zeit (Woche 0, 3, 6, 9 und 12) die Häufigkeit der Bildung, die Wachstumsgeschwindigkeit und die Größe des sich nach der Injektion der Retinoblastom-Zellen bildenden Tumors im Auge untersucht. 
Der Tumor im Auge wurde durch Fundusphotografie, optische Kohärenztomografie (OCT) und Histologie charakterisiert. Präsenz von Metastasen wurde auch durch die histologische Untersuchung von inneren Organen (das Gehirn, die Lunge, das Herz und die Leber) untersucht. 
Die Daten des ersten Teilprojektes bei dem es, um die Etablierung eines Retinoblastom Xenograft Maus Modelles ging, sind bereits ausgewertet.
Basierend auf unseren Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass das Wachstum der Tumore im neu etablierten Retinoblastom-Nacktmausmodell, dem menschlicher Retinoblastome ähnlich ist und unser Modell gut geeignet ist für die Untersuchungen zum Wachstum und Entwicklung des Retinoblastoms und Einschätzung verschiedener Therapien für diese Erkrankung (Siehe Poster 1-3).

Die Resultate der in vivo Untersuchungen konnten gut mit den Resultaten der histologischen Untersuchungen korreliert werden (Siehe Poster 1-3). Somit können in vivo Untersuchungen nun für ein sehr genaues Monitoring der Therapieerfolge genutzt werden. Diese Daten sollten in Kürze zur Publikation eingereicht werden. 

Diese Ergebnisse wurden bei drei Poster- Sessions und in Form eines Vortrages präsentiert:

1) Poster 1: „Etablierung eines neuen radiobiologisch nutzbaren Retinoblastom-Mausmodells durch intravitreale Injektion von menschlichen Y79-Retinoblastomzellen in die Augen von Nacktmäusen – Vergleich der in vivo Untersuchungen mittels SLO/OCT mit histologischen Analysen“.

Das Poster wurde auf dem Symposium für Klinische Strahlenbiologie & Exp. Strahlentherapie in Tübingen (27.02 - 01.03.2014) präsentiert.
2) Poster 2: “Establishment of a new retinoblastoma mouse model by intravitreal injection of human retinoblastoma Y79 cells into nude mice eyes – Comparison of SLO/OCT vs. histological follow up”.

Das Poster wurde auf der ARVO (Association for Research in Vision and Ophthalmology) Tagung 2014 in Orlando, USA (04.05 - 08.05.2014) präsentiert. 
- Herr Alexander Tschulakow hat einen travel-grant von der ARVO bekommen. 
- Zusätzlich wurde das Poster als eines der 5 besten in seinem Fachbereich ausgezeichnet. 
- Der Abstract wurde im Invest Ophthalmol Vis Sci publiziert (Invest Ophthalmol Vis Sci 2014;55: E-Abstract 3074).

3) Poster 3: “Establishment of a new retinoblastoma mouse model by intravitreal injection of human retinoblastoma Y79 cells into nude mice eyes – Comparison of SLO/OCT vs. histological follow up”.

Das Poster wurde auf der Jahrestagung und der Gesellschaft für Biologische Strahlenforschung (GBS) in Tübingen (29.09.2014 - 01.10.2014) präsentiert. 
4) Das Projekt wurde auf dem Clinical Research Day des Departments für Augenheilkunde Tübingen (10.04.2014) im Rahmen eines Vortrages „Etablierung eines neuen Tiermodells für das Retinoblastom“ präsentiert.

5) Aktuell ist es geplant unsere Resultate in Form eines Vortrages bei dem diesjährigen Novartis Research Day in Nürnberg am 05.12.2014 zu präsentieren.
Im Anhang sind die 3 Posters, der publizierte Abstract in Invest Ophthalmol Vis Sci, die Emails von der ARVO bezüglich des travel grant und der Posterauszeichnung und der Abstract des Manuskriptes in Vorbereitung.
Teilprojekt 2:
Für das zweite Teilprojekt, das sich mit der Frage befasst, ob P-Tyr bei einer Strahlentherapie von Rb+/- Mäusen protektiv wirkt, mussten zunächst die Versuchstiere in ausreichender Menge gezüchtet und genotypisiert werden.
Bei den von uns verwendeten Rb+/- Mäusen wurde eines der beiden Allele des Rb-Gens gezielt durch eine gerichtete Mutation inaktiviert. Mäuse bei denen beide Alle deaktiviert vorliegen sterben noch vor der Geburt (1[]
). Die Rb+/- Mäuse entwickeln von sich aus zwar kein spontanes Retinoblastom, dienen aber als Modell für Patienten mit Defekten im Rb Gen, die ein höheres Risiko haben ein Retinoblastom und Sekundärtumore nach einer Strahlentherapie zu entwickeln. 
Zwei Mauspaare dieser Rb+/- Mäuse wurden aus den USA (Charles River) eingeflogen. Nach einer Eingewöhnungszeit (ca. 1 Monat) konnte mit der Zucht begonnen werden. Jedes Jungtier musste genotypisiert werden, das heißt das DNA aus den Haarwurzeln der Tiere isoliert wurde und dann für jedes Tier 2 PCR-Reaktionen mit dieser DNA; eine mit Primern für das Wildtypallel und eine mit Primern für das mutierte Allel, durchgeführt wurden, um zu sehen welche Allele des Rb-Gens in den jeweiligen Mäusen vorliegen (Fig. 1). Wie erwartet hatte ungefähr die Hälfte der Jungtiere den gewünschten Genotyp.
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Fig.1: Ein Beispiel für das Resultat einer Genotypisierung, hier der Mäuse 1 bis 10, links die digitale Aufnahme des Gels mit den Resultaten der PCR-Reaktionen, rechts das entsprechende Polaroid.
In der oberen durch den roten Strich abgetrennten Hälfte werden die Resultate der PCR-Reaktionen mit den Primern für das mutierte Allel, in der unteren Hälfte die mit den Primern für das Wildtypallel gezeigt. Unter „L“ ist die DNA-Leiter (peqGOLD 50 bp (base pairs) peqlab (Erlangen, Germany)) abgebildet an der man die Größe des PCR-produktes ablesen kann. Die einzelnen Resultate der Reaktionen für die einzelnen Mäuse entsprechend nummeriert (1 bis 10). 
Die DNA der Mäuse 2, 4, 8, 10 hat sowohl mit den Primern des mutierten Allels (rot umrandet) als auch mit denen des Wildtypallels reagiert, das entsprechende Produkt ist deutlich als Bande bei ca.500 bp (rote Pfeile bei der Leiter) zu erkennen. Somit verfügen die entsprechenden Mäuse über beide Allele und haben den Genotyp "Rb+/-". Den Rb+/+ Mäusen fehlt das mutierte Allel und die entsprechende Reaktion bleibt aus. Für die Maus 3 (mit X gekennzeichnet) musste die Genotypisierung wiederholt werden, da hier auf Grund der nicht ausreichenden Qualität der isolierten DNA- beide PCR Reaktionen ausblieben.
Es sollten die Ergebnisse von P-Tyr-behandelten/unbehandelten Gruppen 1, 3, 6 und 9 Monate nach Bestrahlung verglichen werden (Fig. 2).
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Fig. 2: zeigt den Versuchsplan für das zweite Teilprojekt, Erläuterungen siehe Text.
Jeweils drei Tiere gleichen Alters wurden entsprechend in die P-Tyr- und drei in die Kontrollgruppe unterteilt. Somit mussten 6 Rb+/- Mäuse pro Untersuchungszeitpunkt und insgesamt 24 Tiere gezüchtet werden (siehe Tabelle 1). Die Tiere der P-Tyr Gruppe bekamen 16 Stunden vor jeder Bestrahlung eine P-Tyr Injektion (intraperitoneal mit 100mg/kg Körpergewicht). 
Die Bestrahlungen erfolgten an einem Linac-G (Pillips) (Fig. 3a). Für die Bestrahlung wurden die Tiere mit Isofluran betäubt und in die Halterungen (Fig. 3 b,c) gelegt. Der Körper der Mäuse wurde durch einen Bleiblock geschützt der lediglich das zu bestrahlende Gewebe, in unserem Fall den Augenbereich, frei ließ (Fig. 3d).

Alle Tiere einer Gruppe wurden gleichzeitig drei Mal pro Woche im Laufe von drei Wochen mit einer Dosis von 5 Gy bestrahlt (3X3X5). 
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Fig. 3: (a) Linearbeschleuniger Linac-G an dem die Bestrahlungen erfolgen, (b) Halterungen für die Mäuse, (c) Versuchsaufbau mit Rb+/- Mäusen in den Kammern, (d) schematischer

Versuchsaufbau.
Die Daten für die Gruppen 1, 3 und 6 Monate nach Behandlung wurden bereits erfasst. Die Daten der SLO/OCT Untersuchungen für diese Zeitpunkte sind bereits ausgewertet, die histologische Untersuchung läuft gerade. Ende November sollen nun die Daten für die Gruppen 9 Monate nach Bestrahlung gewonnen und anschließend analysiert werden (siehe Tabelle 1).
	Arbeitsplan/Fortschritt
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	Bestrahlungen
	
	
	
	

	mit vorheriger P-Tyr Behandlung
	Gruppe1
	Gruppe2
	Gruppe3
	Gruppe4

	
	Maus 1
	Maus 7
	Maus 13
	Maus 19

	
	Maus 2
	Maus 8
	Maus 14
	Maus 20

	
	Maus 3
	Maus 9
	Maus 15
	Maus 21

	
	Maus 4
	Maus 10
	Maus 16
	Maus 22

	
	Maus 5
	Maus 11
	Maus 17
	Maus 23

	
	Maus 6
	Maus 12
	Maus 18
	Maus 24

	Woche 1
	3x5Gy
	3x5Gy
	3x5Gy
	3x5Gy

	Woche 2
	3x5Gy
	3x5Gy
	3x5Gy
	3x5Gy

	Woche 3
	3x5Gy
	3x5Gy
	3x5Gy
	3x5Gy

	
	
	
	
	

	alle Bestrahlungen sind erfolgreich abgeschlossen
	
	

	 
	 
	 
	 
	 

	Untersuchungen
	
	
	
	

	
	Monate nach Bestrahlung
	

	bereits erledigt
	1 Monat 
	3 Monate 
	6 Monate 
	9 Monate

	in Bearbeitung
	Maus 1
	Maus 7
	Maus 13
	Maus 19

	stehen noch aus
	Maus 2
	Maus 8
	Maus 14
	Maus 20

	
	Maus 3
	Maus 9
	Maus 15
	Maus 21

	
	Maus 4
	Maus 10
	Maus 16
	Maus 22

	
	Maus 5
	Maus 11
	Maus 17
	Maus 23

	
	Maus 6
	Maus 12
	Maus 18
	Maus 24

	SLO/OCT
	 
	 
	 
	 

	Histologie:
	
	
	
	

	Auge
	 
	 
	 
	 

	Schädel
	 
	 
	 
	 

	Gehirn
	 
	 
	 
	 

	Hautprobe
	 
	 
	 
	 

	Herz
	 
	 
	 
	 

	Lunge
	 
	 
	 
	 

	Leber
	 
	 
	 
	 

	Milz
	 
	 
	 
	 

	Niere
	 
	 
	 
	 


Tabelle 1: zeigt den Arbeitsplan und den Fortschritt des zweiten Teilprojektes, Erläuterungen siehe Text.
Die erste feststellbare Reaktion auf die Bestrahlung war eine Veränderung des Fells im bestrahlungsnahen Bereich (Kopf) von schwarz zu grau/weiß (Fig.4). Bei allen nicht mit P-Tyr behandelten Tieren erfolgte diese Reaktion  ca. 5 Wochen nach der Behandlung. Dieses ist bei den mit P-Tyr behandelten Tieren später (7/8 Wochen nach Behandlung), weniger ausgeprägt und bei einem Tier bis jetzt gar nicht erfolgt (Fig. 4). Fell und Hautveränderungen sind bekannte Begleiterscheinungen nach Bestrahlungs- und Radiotherapeutischen Versuchen (
 ADDIN EN.CITE 
[2]
). Weitere Nebenwirkungen wie Gewichtsabnahme oder die Trübung der Linsen, die häufig beobachtet und beschrieben wurden (
 ADDIN EN.CITE 
[3]
,
 ADDIN EN.CITE 
[4,5]
),konnten bis jetzt noch nicht beobachtet werden.
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Fig. 4: Rb+/- Mäuse mit und ohne P-Tyr Behandlung 3 und 6 Monate nach der Bestrahlung.
Eine weitere wichtige Frage unserer Untersuchung war, ob die Retina, die ein bestrahlungsempfindliches Gewebe darstellt (6[]
,7[]
) durch die P-Tyr Behandlung vor Strahlenschäden geschützt werden kann. Bei den vorläufigen in vivo (OCT) und histologischen Untersuchungen konnten wir zeigen, dass die Dicke der Retina der P-Tyr behandelten und unbehandelten Tiere sich 1 Monat nach Bestrahlung nicht unterscheidet. 3 und 6 Monate nach Bestrahlung allerdings konnten wir eine signifikante Abnahme der Dicke der Retina messen, was eine degenerative Veränderung zeigt, bei den unbehandelten Tieren (265,2 ± 16,3 µm 3 Monate und 260,9 ± 18,6 µm 6 Monate nach Bestrahlung) im Vergleich zu den P-Tyr behandelten Tieren (269,6 ± 12,1 µm nach 3 Monaten (p Wert des T-Tests 0,045) und 271,1±18,5 µm 6 Monate nach Bestrahlung (p Wert des T-Tests 0,0007) feststellen (Fig. 5). 
[image: image5.png]retinathicknessin pm

300
290
280
2
2
251
2
2
2
210
200

2y
283

S8 8

*x

*

LImonth ptyr  Lmonth +ptyr  3months -ptyr  3months <ptyr 6 months ptyr 6 months ~ptyr





Fig.5: P-Tyr Resultate der in vivo OCT-Messungen der Retinadicke der Rb+/- Mäuse mit und ohne P-Tyr Vorbehandlung 1, 3 und 6 Monate nach der Bestrahlung. Ein T-test der Resultate für P-Tyr behandelten/unbehandelten Tiere wurde durchgeführt, * für p<0,05, ** für p<0,001.
Auch bei der histologischen Auswertung der entsprechenden Retinaschnitte konnten wir bei den P-Tyr behandelten und unbehandelten Tieren 1 Monat nach Bestrahlung keinen Unterschied finden. Bei den Tieren 3 und 6 Monate nach Bestrahlung konnten wir allerdings auch bei der histologischen Analyse Unterschiede zwischen den behandelten und unbehandelten Tieren feststellen.

So war die durchschnittliche Anzahl der Photorezeptorkernschichten in der äußeren Körnerschicht der Retina bei den unbehandelten Tieren signifikant reduziert, was auf einen Verlust von Photorezeptoren deutet. So konnten wir in den Retinas der unbehandelten Tiere durchschnittlich 8 ± 0,9 Photorezeptorkernschichten 3 Monate und 8,7 ± 1.2 Photorezeptorkernschichten 6 Monate nach Bestrahlung finden, im Vergleich zu den P-Tyr behandelten Tieren bei denen wir (9,3 ± 1 Photorezeptorkernschichten 3 Monate (p Wert des T-Tests p<0,0001) und 9,7 ± 0,9 Photorezeptorkernschichten 6 Monate nach Bestrahlung (p Wert des T-Tests 0,001) finden konnten(Fig. 6).
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Fig. 6: Resultate der Auszählung der durchschnittlichen Anzahl der Photorezeptor-kernschichten in der äußeren Körnerschicht der Retina  der Rb+/- Mäuse mit und ohne P-Tyr Vorbehandlung 1, 3 und 6 Monate nach der Bestrahlung. Ein T-test der Resultate für P-Tyr behandelten/unbehandelten Tiere wurde durchgeführt, * für p<0,05; ** für p<0,001; *** für p<0,0001).
Die vorläufigen Resultate lassen bereits eine schützende Wirkung von P-Tyr auf bestrahltes Gewebe erkennen, da die degenerativen Retinaveränderungen in den nicht mit P-Tyr behandelten Tieren 3 und 6 Monate nach Bestrahlung deutlich stärker ausgeprägt sind, sich aber nicht in den mit P-Tyr behandelten Tieren nachweisen lassen.

Auch bei diesen Untersuchungen konnten wir eine gute Korrelation der in vivo OCT-Analyse und der histologischen Untersuchung zeigen.

Es bleibt die Resultate der Analysen für die Gruppen 9 Monate nach Bestrahlung abzuwarten. Vor allem in Anbetracht der Tatsache, dass wir bis zum jetzigen Zeitpunkt noch keine induzierten Tumore beobachtet konnten, erwarten wir, dass diese in dieser Gruppe auftreten werden.
Teilprojekt 3: mit diesem Teil wird demnächst begonnen.
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