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1 Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Einleitung:

Die klinisch-experimentelle Arbeit beschiftigt sich mit der strahlentherapeutischen
Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren. Ziel der Studie ist zu untersuchen, ob es einen
Zusammenhang zwischen der ex vivo Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen in
Blutlymphozyten und dem Auftreten der Stirke der oralen Mukositis im Rahmen der
Strahlentherapie gibt. Dabei soll geklart werden, ob Patienten mit ungiinstiger ex-vivo

DSB-Reparatur ein erhohtes Risiko haben, eine ausgeprigtere orale Mukositis zu entwickeln.

Patienten und Methoden:

Bei 31 Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen wurden vor Beginn der therapeutischen
Bestrahlung Blutproben ex vivo mit Dosen von 10 mGy; 20 mGy; 40 mGy; 100 mGy und 500
mGy bestrahlt. 15 Patienten erhielten eine RT, 16 eine RCT. Die Anzahl der DSB in den
Blutlymphozyten der jeweiligen Patienten wurde anhand der y-H2AX-Foci Methode in
Blutlymphozyten nach jeweils 0,5h, 2,5h und 5h gemessen und so die Reparaturkinetik in
Form des Reparaturquotienten (=Anzahl Foci pro Zelle nach 5h / Anzahl Foci pro Zelle nach
0,5h) ermittelt. Die Patienten wurden in der anschlieBenden therapeutischen Bestrahlung mit
einer Gesamtdosis von 60-66 Gy (Einzeldosis 2 Gy) behandelt. Dabei wurden die
auftretenden Nebenwirkungen in Form von oraler Mukositis wochentlich anhand des WHO-
Scores dokumentiert. Der Reparaturquotient und der Grad der oralen Mukositis bildeten

damit die Grundlage fiir verschiedene statistische Analysen.

Ergebnisse:

Es zeigt sich ein mittlerer Reparaturquotient {iber die verschiedenen Bestrahlungsdosen von
0,61 (10mGy), 0,57 (20mGy), 0,5 (40mGy), 0,42 (100mGy) und 0,47 (500mGy). Die
Mukositis ldsst sich wie folgt angeben: 14 Patienten zeigen eine moderate Mukositis, 17
Patienten eine ausgeprigte Mukositis (Max.-Methode); 19 Patienten weisen eine moderate

Mukositis, 12 Patienten eine ausgepragte Mukositis aus (Median-Methode).

Der vermutete Zusammenhang ldsst sich statistisch signifikant am besten fiir die

Bestrahlungsdosis 500mGy ausweisen. Der T-Test auf Mittelwertgleichheit zeigt, dass der
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1 Zusammenfassung

Reparaturquotient bei Patienten mit moderater Mukositis giinstiger, bei Patienten mit
ausgeprigter Mukositis ungiinstiger ist [Gruppe moderate Mukositis: Mittelwert von 42,6%
(Max.-Methode) und 43,7% (Median-Methode.) vs. Gruppe mit ausgepragter Mukositis:
Mittelwert von 49,5% (Max.-Methode.) und 51,1% (Median-Methode)]. In beiden Féllen ist
eine statistische Signifikanz von p=0,061 (Max.-Methode) und p=0,047 (Median-Methode)
gegeben. Die nominale Zusammenhangsanalyse zeigt, dass ein mittelschwacher
Zusammenhang zwischen Reparaturquotient und Mukositis besteht. Der Kontingenz-
koeffizient liegt bei 0,385 und ist mit p=0,078 signifikant (Max.-Methode). Er weist den Wert
von 0,41 aus und ist mit p=0,06 signifikant (Median-Methode). Die ordinale
Zusammenhangsanalyse weist auf einen positiven mittleren Zusammenhang hin: Der
Korrelationskoeffizient nach Spearman liegt bei 0,272 mit einem Signifikanzniveau von
p=0,138 (Max.-Methode), bei 0,375 mit einem Signikanzniveau von p=0,038 (Median-
Methode).

Schlussfolgerung:

Die Evaluierung der ex-vivo DSB Reparatur durch die y-H2AX Methode in Blutlymphozyten
ist moglich und erlaubt die Ermittlung eines Reparaturquotienten pro Patienten und damit eine
Einstufung in die Gruppen giinstiger, mittlerer und ungiinstiger Reparaturquotient. Zudem
lasst sich die orale Mukositis anhand des WHO Score ermitteln. Die statistischen Analysen
weisen auf Zusammenhidnge zwischen dem Reparaturquotienten und dem Schweregrad der
auftretenden Mukositis hin. Dies muss jedoch in weiteren Studien weiter evaluiert werden,
ehe abschlieBende Aussagen moglich sind, ob sich die aufgezeigten ex-vivo Bluttests als
zuverldssiger Indikator fiir das Auftreten der oralen Mukositis im Verlauf der therapeutischen

Bestrahlung eignen.
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Repair of DNA doublestrand breaks in blood lymphocytes

at patients with head-neck tumors after ex-vivo radiation

Implications for medial treatment

Purpose:

This clinical and experimental study deals with the radiation treatment of head-neck tumors.
It examines if there is a correlation between ex-vivo repair of DNA doublestrand breaks in
blood lymphocytes and the degree of oral mucositis after in-vivo radiotherapy. The main
hypothesis to be tested is that patients with less favorable ex-vivo DNA repair capacity have a

higher risk to develop a more severe oral mucositis.

Material and methods:

Blood samples of 31 patients with head-neck carcinoma were irradiated with 10 mGy;
20 mGy; 40 mGy; 100 mGy and 500 mGy prior to in-vivo radiotherapy. 15 patients were
treated with radiotherapy (RT), 16 patients with a combined radio- and chemotherapy (RCT).
The number of DNA doublestrand breaks in blood lymphocytes was investigated with the
v-H2AX method after 0,5h, 2,5h and 5h to determine the repair kinetics by means of the
repair ratio (the no. of foci per cell after 5 hours divided by the no. of foci per cell after
0,5 hours). The patients received radiotherapy with a total dose of 60-66 Gy (single dose
2 Gy). The apparent degree of oral mucositis was documented weekly using the WHO-score.
For further analysis moderate mucositis (grade <2) was opposed to severe mucositis
(grade >3). The repair ratio and the degree of oral mucositis formed the basis for the various

statistic analyses to identify possible correlations.

Results:
Average repair ratios across the various radiation doses were 0,61 (10 mGy), 0,57 (20 mGy),

0,5 (40 mGy), 0,42 (100 mGy), and 0,47 (500 mGy). 14 patients developed a moderate
mucositis and 17 patients a severe mucositis. During the observation period the median
prevailing degree of mucositis was moderate in 19 patients and severe in 12 patients. Of all
examined ex vivo irradiation doses, the correlation between repair capacity and oral mucositis
was most significant in the 500 mGy samples. T-test for equality of the mean revealed the

repair ratio is more favorable for patients with moderate mucositis, and vice versa [moderate
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1 Zusammenfassung

mucositis: 42,6% (max.-method) and 43,7% (median-method) vs. severe mucositis: 49,5%
(max.-method) and 51,1% (median-method)]. Both cases are significant with p=0,061 (max.-
method) and p=0,047 (median-method).

Nominal correlation analysis revealed low to medium correlation between repair ratio and
mucositis: Contingency coeffienct was 0,385 with p=0,078 (max.-method) and 0,41 with
p=0,06 (median-method). Ordinal correlation analysis showed a positive medium correlation:

Correlation coeffienct after Spearman was 0,272 with p=0,138 (max.-method) and 0,375 with

p=0,038 (median-method).

Conclusion:

The y-H2AX method allows investigating ex-vivo DNA doublestrand breaks in blood
lymphocytes and enables to determine repair ratios for patients and separation of patients
along 3 groups: Patients with more favorable, medium, less favorable repair ratios. Analysis
of oral mucositis is possible via WHO-score. Statistical analyses show correlations between
the repair ratio and the degree of oral mucositis. The predictive power of this approach

remains to be tested in a larger study population.



2 Einleitung

2. Einleitung

2.1 DNA-Schaden als Folge ionisierender Strahlung

Ionisierende Strahlung kann Zellen auf unterschiedliche Weise schidigen. Dabei schiadigt bei
der direkten Strahlenwirkung das freie Elektron selbst die DNA, wéhrend bei der indirekten
Strahlenwirkung zunéchst z.B. ein Wassermolekiil durch das freie Elektron zum reaktiven

Hydroxylradikal wird und dieses dann die DNA indirekt schadigt.

Abbildung 2.1: Direkte und indirekte Strahlenwirkung
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Quelle: Hall, E. (2000): Radiobiology for the Radiologist, S.13.

In der obigen Abbildung (2.1) wird die DNA schematisch dargestellt. Dabei steht der
Buchstabe A fiir Adenin, T fiir Thymin, G fiir Guanin, C fiir Cytosin sowie S fiir Zucker und
P fiir Phoshat. Der direkte und indirekte Strahleneffekt erzeugen an der DNA ein komplexes
Schadensmuster. Es ist anzunehmen, dass die DNA-Doppelstrangbriiche (DNA-DSB) die

Einzellldsion mit den weitreichendsten Folgen darstellen (Rothkamm et al., 2003).

Diese Schiden sind von besonderem Interesse, da die normale Funktion der DNA von der

Sequenz- und Strukturintegritit vieler Millionen Basenpaaren abhingig ist. Hier konnen
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2 Einleitung

Schéden zu dauerhaften Verdnderungen (Zelltod, Mutationen, Chromosomenaberration) und

damit letztendlich auch zur Krebsentstehung fiihren.

Je nach Dosis und Art der Strahlung treten folgende Schéden auf:

Fehler der Nukleotidstrukur: Unter Einwirkung von UV-Licht kommt es vermehrt

zur Bildung von Pyrimidindimeren.

Isolierte Basenfehler oder Basenverlust: Sie entstehen meist durch die Einwirkung

von endogenen Noxen.

Einzelstrangbriiche: Unterbrechung eines DNA-Stranges aufgrund einer chemisch

modifizierten Desoxyribose oder einer gespaltenen Phosphoesterbindung.

Doppelstrangbriiche: Unterbrechung beider DNA-Stringe, entweder dadurch

bedingt, dass zwei Einzelstrangbriiche nahe beieinander liegen, oder wenn die DNA

quer durchschlagen wird.

DNA-Vernetzung: Verbindungen zwischen der DNA und einem Protein oder der

beiden Doppelstringe untereinander (Cross links). Ursache hierfiir sind hohe

Strahlendosen.

Mehrfachschiden (Bulky Lesion): Hier treten die verschiedenen Formen der

moglichen Schiden in Kombination auf. Meist handelt es sich hierbei um irreparable

Schaden.

Abbildung 2.2: Ubersicht iiber die verschiedenen Schiden
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Quelle: Steel Gordon (2002): Basic Clinical Radiobiology, Abb. 8.3.



2 Einleitung

Die nachfolgende Tabelle (2.1) zeigt, welche Arten von Schiden in einer Zelle dosisabhéngig
auftreten. Pro 1 Gy entstehen ca. 4000 Basenschidden und 20-40 Doppelstrangbriiche. Dabei
haben Untersuchungen gezeigt, dass die Anzahl der Schédden, ab denen eine Zelle ihre
Apoptose einleitet, stark von der Art des Schadens abhéngig ist. So liegt die Anzahl der
Schiden pro Zelle bei einfachen DNA-Schiden bei ca. 10° - 10° Lisionen, wihrend bei
mehrfach geschédigten Stellen (komplexeren Schidden) weniger als 100 Lésionen ausreichen,
um die Apoptose einzuleiten (Ward et al., 1987). Damit gelten DSB schon in vergleichsweiser

geringer Anzahl als potentiell letal fiir eine Zelle.

Tabelle 2.1: Arten von Schiden in einer Zelle pro 1 Gy

Art des Schadens Anzahl
Basenschaden 2000-4000
Einzelstrangbriche 1000
Gehaufte Lasionen 150-300
Doppelstrangbriiche 20-40

Quelle: Thomas Herrmann (2006): Klinische Strahlenbiologie.

2.2 Erkennung von DNA-Schaden

Entstehen Schidden an der DNA, so muss die Zelle auf diesen Schaden reagieren, um ihre

genetische Integritdt zu bewahren.

Abbildung 2.3: Schematische Reaktion einer Zelle auf DNA Schéiden
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Quelle: Khanna K., Jackson S. (2001): DNA double-strand breaks.
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2 Einleitung

Wie in der Abbildung (2.3) gezeigt, konnen DSB durch unterschiedliche Mechanismen
entstehen. Zum Einen kann die Zelle von auBlen geschéddigt werden, zum Beispiel durch
ionisierende Strahlung. Zum Anderen konnen auch endogene Agenzien Schiden auslosen,
wie zum Beispiel oxidative Schéiden. Ist ein DSB entstanden, so wird in der Zelle ein Signal,
das den Schaden anzeigt, von einem Sensor erkannt. Das Signal kann dabei von dem DSB
selbst ausgehen. Diesen Sensor nennt man DNA-Schadenssensor. Ist nun der Schaden
erkannt, so wird eine ganze Reihe von Signal-Transduktionswegen freigeschaltet. Dabei
verstirken die sog. Transducer-Proteine das Schadenssignal und leiten es an die
entsprechenden Effektoren weiter. Dabei werden diese Transducer-Proteine iiber eine Reihe
von Phosphorylierungsvorgéngen aktiviert. Die entsprechend aktivierten Effektoren leiten nun
entweder die Unterbrechung des Zellzyklus, die Reparatur oder sogar die Apoptose dieser

Zelle ein.

2.3 DSB-Reparaturmechanismen

Nach dem Entstehen von DNA-Schidden erfolgen in der Zelle Reparaturmechanismen oder
gegebenenfalls die Einleitung der Apoptose. Bei der Reparatur von DSB wird grundsétzlich
zwischen der sog. nicht-homologen Endverkniipfung (non homologous endjoining, NHEJ)
und der homologen Endverkniipfung (homologous endjoining, HEJ) unterschieden. Beide
Mechanismen kommen bei hoheren Eukaryonten vor, werden jedoch unterschiedlich

eingesetzt.

2.3.1 Nicht homologe Endverknupfung
Das NHEJ findet vor allem in der GO und G1-Phase statt (Lee et al., 1997; Takata et al.,

1998). Durch diese Art der Reparatur konnen DNA-Enden wieder miteinander verbunden
werden, ohne daflir homologe Sequenzen zu benétigen. Dabei spielt die DNA-abhéngige
Proteinkinase eine entscheidende Rolle. Sie besteht aus der katalytischen Untereinheit DNA-

PKcs und dem sog. Ku Protein. Hier soll kurz beschrieben werden, wie die Reparatur durch

NHE]J erfolgt:

Der erste Schritt der Reparatur besteht in der Erkennung und Bindung des DSB durch das
Kernprotein Ku. Ku hat dabei eine sehr hohe Bindungsaffinitét fiir Doppelstrangenden (einem

3" oder 5° Ende) und ist unabhingig von der Sequenz. Dieses Protein besteht aus den

-11 -



2 Einleitung

Untereinheiten Ku 70 (69 kDa im Menschen) und Ku 80 (83 kDa im Menschen). Beide
Untereinheiten benétigt das Protein fiir seine Stabilitdt (Chen et al., 1996).

Das Protein Ku bildet dabei eine offene, ringférmige Struktur, die auf das DNA-Ende
geschoben werden kann. Dabei scheint die geschlossene Seite die DNA vor einer Degradation
zu schiitzen, wihrend die andere Seite wohl den Zugang zur DNA ermdéglicht. An diesen
DNA-Komplex erfolgt die Anlagerung von der katalytischen Untereinheit DNA-
Proteinkinase cs (DNA-PKcs). Sie gehort zur Familie der Phoshatidyl-Inositol-3-Kinasen
(PI3K). Diese Kinasen haben u.a. eine entscheidende Bedeutung in der Erkennung und
Beseitigung von DNA-Schédden, wie beispielsweise ATM (Ataxia telangiectasia mutated) und
ATR (Ataxia telangiectasia rad3 related protein) (Durocher und Jackson et al., 2001). Dieser
entstandene Komplex wird als DNA-PK bezeichnet (Smith und Jackson et al., 1999).
Nachdem die DNA-PKcs an die DNA gebunden hat, weist sie eine Serin/Threonin-
Kinaseaktivitit auf. Diese Aktivierung fiihrt sowohl zur Anndherung der DNA- Enden als
auch zur Phosphorylierung weiterer Proteine, die fiir den weiteren Reparaturvorgang von
Bedeutung sind. Ein Protein, welches so aktiviert wird, ist Artemis, das als Endonuklease

iiberschiissige DNA-Einzelstringe entfernt (Ma et al., 2002).

Abbildung 2.4: Nicht homologe Rekombination
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Quelle: Valerie, et. al. (2003).
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Zuletzt wird noch ein weiterer Komplex zum Verbinden der Doppelstriange aktiviert, der sog.
MRE11-Rad50-NBS1 Komplex. Dieser prozessiert die DNA-Enden sowohl durch seine
Aktivitdt als Exonuklease und Endonuklease als auch als Helicase und stabilisiert dariiber
hinaus zusammen mit Ku die End-zu End-Verbindung. (De Jager et al., 2001 ; Mc Elhinny et
al., 2000; Walker et al., 2001). Ku zieht nun den XRCC4/Ligase4-Komplex an, welcher

benotigt wird, um die gebrochenen Enden wieder zusammen zu fiigen (Nick et al., 2000).

2.3.2 Homologe Endverknupfung
Die homologe Endverkniipfung findet vor allem in der spédten S-und G2-Phase des Zellzyklus

statt, da dieser Reparaturmechanismus ein unbeschidigtes, homologes Chromatid oder
Chromosom als Matrize bendétigt. Dieser Mechanismus stellt zudem nicht nur einen
Reparaturmechanismus dar, sondern ermdglicht der Zelle auch einen Austausch von
genetischen Informationen zwischen den homologen Chromatiden. Eine wesentliche Rolle bei
dieser Art der Reparatur spielt die sog. Rad 52- Epistasisgruppe (Thompson und Schild et al.,
1999). Zu dieser Gruppe gehoren: Rad50, Rad 51, Rad 52, Rad 54, Rad 55, Rad 57, Rad 59
sowie MREI11 und XRS 2 bei Hefen (Wood et al., 2001), sowie beim Menschen statt XRS 2
NBSI.

Entsteht ein DNA-Schaden, so wird dieser durch die Sensoren wie oben beschrieben
detektiert. Zu diesen Sensoren zdhlen ATM und ATR (Abraham et al., 2001; Durocher et al.,
2001). Diese beiden Sensoren phosphorylieren nun H2AX.

H2AX aktiviert nun das sogenannte Breast Cancer Tumor Suppressor Protein (BRCA1).
BRCALI reguliert dabei die Aktivitit des Rad5S0/MRE11/NBS Komplexes, dessen Einheiten
unterschiedliche Aufgaben haben:

MREI11 schneidet zusammen mit einer Endonuklease die DNA aus und wandelt den Bruch in
ein 3" Ende um, damit daran nun anschlieend Rad51 binden kann. Nun erleichtert BRCA 2,
(aktiviert durch BRCAI1) die Bindung von Rad 51 auf den mit RPA bedeckten 3°
Einzelstrang. Dieses trimere RPA-Protein hat eine hohe Affinitit zur einzelstrdngigen DNA.
Es lagert sich nun an die einzelstringige DNA an und ermdglicht nun die Suche nach der
Matrizenvorlage. RPA wird anschlieBend, eingeleitet von Rad 52 und Rad 54, durch Rad 51

ersetzt.

-13 -



2 Einleitung

Rad 52 scheint dariiber hinaus den Strang vor exonukledrer Degradation zu schiitzen, und Rad
54 benutzt seine ATPase-Aktivitit, um den DNA-Doppelstrang abzuwickeln, was die
Reparatur erleichtert.

Das Nukleofilament Rad 51 besitzt fiir die Rekombination die besondere Féahigkeit, gebunden
an die einzelstringige DNA, die doppelstringige DNA abzutasten und nach Homologien zu

suchen. An diesem Prozess scheint neben Rad 51 auch Rad 55 und 57 beteiligt zu sein.

In einem nichsten Schritt wird nun ein Komplex gebildet aus dem 3'-Uberhang der Enden
und der neuen Matrizenvorlage. Auch fiir diesen Schritt benétigt man Rad 51. Nun muss
durch eine DNA-Polymerase ein komplementirer Strang gebildet und {iber den Bruch
synthetisiert werden. Diese Struktur wird ,holiday junction® genannt. Welche Faktoren

hierfiir notwendig sind ist Gegenstand von aktuellen Forschungen.

Abbildung 2.5: Homologe Rekombination

DNaA DsB DNA

DSB recognition and ¥ ATM. MRN compley, nucleases
resection

Rad51 and Brea2 loading *

on APA coated tails RPA  Broa2
— w “ﬂ@.‘ 4
g&;ﬁﬁg&nd Fadsd v Rads2 ™ page1, Radst
® 4 paralogs

Sister chromatid v " WAN, BLM, p53?
pairing Rads4
=\ &=

—— -
Non-crossing over,
Disengage and palr, \j
Gap-filling
ﬂ - T —}

Crossing over,
Holliday junction resolution
Gap-filling

Quelle: Valerie, et. al (2003).
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Im letzten Schritt muss der gebildete Komplex wieder dissoziieren, damit sich die
komplementiren Einzelstringe wieder zu einem intakten Doppelstrang paaren kdnnen. An
diesem Schritt sind spezielle Resolvasen beteiligt.
Es gibt nun 2 verschiedene Mdglichkeiten der Zusammenfiigung der beiden Stringe:

e Gene conversion: Es wird nur ein kleines Stiick von dem intakten zu dem

geschiadigten DNA- Molekiil tibertragen.

e Crossing over: Ein ganzer Teil des Chromosomens wird ausgetauscht.

Nun ligiert eine DNA-Ligase 1 die beiden Enden miteinander, und die Reparatur ist erfolgt.
Die obige Abbildung (2.5) zeigt noch einmal schematisch die Reparatur durch die HEJ.

2.3.3 Single-Strand Annealing (SSA)

Diese Art der Reparatur stellt eine Unterform der Homologen Rekombination dar. Sie lauft
beim Menschen ebenfalls {iber den MRE11/Rad50/NBS Komplex. Die SSA bendtigt zur
Reparatur von Doppelstrangbriichen zwar keine holiday junctions, aber kurze, homologe
DNA Bereiche. Dabei werden die einzelnen Strangenden zunichst durch Exonukleasen
abgebaut, und dann die beiden Stringe wieder zusammengefiigt. Dies flihrt zwangslaufig
natiirlich zum Verlust von DNA-Sequenzen, stellt also lediglich eine Notreparatur dar. Daraus
ist nun ersichtlich, dass die Lédnge des homologen Bereiches fiir die Effizienz der Reparatur

von zentraler Bedeutung ist (Sugawara et al., 2000).

2.4 Zusammenspiel der Reparaturmechanismen

Natiirlich lassen sich das NHEJ und das HEJ nicht komplett voneinander trennen. Die Zelle
benodtigt beide Arten der Reparatur zur Aufrechterhaltung ihrer genetischen Integritit.
Verschiedene Studien an Hamstern haben gezeigt, dass bei einem Defekt in einem der beiden
Reparaturwege die Zellen offenbar verstirkt den alternativen, intakten Weg beanspruchen
(Richardson et al., 2000; Allen et al., 2002). Dariiber hinaus gibt es verschiedene Faktoren,
die sowohl beim NHEJ, als auch bei dem HE eine wichtige Rolle spielen. Von besonderer
Bedeutung ist hier der MRE11/RADS50/NBS1-Komplex, welcher fiir beide Arten der

Reparatur benétigt wird.
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2.5 Genetische Syndrome aufgrund mutierter Checkpoint- und
Reparaturproteine

Fiir den Menschen ist ein funktionierendes System aus Checkpointaktivierung und DNA-
Reparatur von entscheidender Bedeutung. Defekte in diesem System konnen zu schweren
gesundheitlichen Konsequenzen fiihren. Es gibt eine Vielzahl von Erkrankungen, die aus
Defekten in Checkpoint- oder Reparaturproteinen hervorgehen. Patienten mit solchen
Syndromen haben alle einen geschiddigten Reparaturmechanismus und sind daher besonders
strahlensensibel. Dariiber hinaus weisen sie ein erhéhtes Krebsrisiko, T-Zell-Defekte und eine
chromosomale Instabilitdt auf. Im Folgenden werden die wichtigsten Erkrankungen aufgrund

defekter Reparaturvorgénge vorgestellt.

2.5.1 Ataxia-Telangiectasia (AT)

Das autosomal-rezessive Syndrom Ataxia-Telangiectasia ist auch unter dem Namen Louis-
Bar-Syndrom oder Boder-Sedgwick-Syndrom bekannt und gehort zum Formenkreis der
sogenannten Phakomatosen. Dabei handelt es sich um Fehlbildungen im Bereich der Haut und
des Nervensystems. Thm liegt ein Gendefekt im sog. ATM (Ataxia-telangiectasia mutated)
Gen zugrunde, wobei dieses Gen auf Chromosom 11q23 lokalisiert ist. Das ATM Gen spielt,
wie oben bereits erwéhnt, vor allem eine Rolle beim Erkennen und Weiterleiten von DSB

sowie bei der Checkpointaktivierung.

Die ersten Symptome treten meistens um das zweite bis dritte Lebensjahr auf. Diese Kinder
fallen vor allem durch eine Ataxie (Gang -und Standunsicherheit) auf, welche durch eine
Degeneration der Purkinje-Zellen im Kleinhirn bedingt ist. Desweiteren haben sie eine
Erweiterung der kleinen Blutgefdf3e (Telangiektasien) vor allem in der Bindehaut des Auges,
aber auch in der Gesichtshaut zur Folge. Hinzu kommen frithes Altern, Wachstums- und
Entwicklungsverzogerung sowie Immunschwiche und eine erhohte Strahlenempfindlichkeit.
In der Bevolkerung sind 0,5-1 % heterozygote Triger der Mutation.

Heterozygote haben Mutationen in Form von verkiirzten Proteinmolekiilen. Beit Homozygoten
konnen dagegen oft Rearrangierungen mit 14qll, 14932, 7q35, 7pl4, 2pll und 22qll
auftreten. Patienten, die an ATM erkrankt sind, weisen einen Defekt im G1/S-Checkpoint und
G2/M-Phase Checkpoint auf. Aufgrund der Vielfalt der Defekte wird vermutet, dass das

ATM-Gen in vielen anderen Bereichen der Zelle auch wichtige Funktionen {ibernimmt.
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In Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die DSB-Reparatur in AT-Zellen weniger
effizient ablduft (Blocher et al., 1991) und das ca. 10% der durch ionisierende Strahlung
induzierten DSB nach 24h und auch noch nach 72h unrepariert bleiben (Lobrich et al., 2000;
Foray et al., 1997). Diese verringerte Reparaturfihigkeit ist u.a. fiir das erhohte Leukdmie-
und Hodgkin-Lymphom-Risiko verantwortlich. Dartliber hinaus besteht ein etwa um den
Faktor 100 erhohtes Risiko, an Krebs zu erkranken. Die mittlere Lebenserwartung betriagt nur
20 Jahre.

2.5.2 Ataxia-Telangiectasia-Like-Disorder (ATLA)

Hierbei handelt es sich um ein seltenes Syndrom, dessen Symptome der AT #hnlich sind und
das auf eine Mutation im MRE11-Gen zuriickzufiihren ist. Das Gen ist auf Chromosom 1121
lokalisiert. Das MRE11-Gen bildet zusammen mit Rad50 und NBS einen fiir die Reparatur
wichtigen Komplex. Patienten, die an ATLA erkrankt sind, leiden wie AT-Patienten an einer
progressiven Degeneration des Kleinhirns (Taylor et al., 2004), weisen eine erhdhte Zahl an

chromosomalen Aberrationen in Lymphozyten und eine erhdhte Strahlenempfindlichkeit auf.

2.5.3 Nijmegen Breakage Syndrom (NBS)

Das NBS wurde zum ersten Mal 1981 beschrieben und ist eine sehr seltene, autosomal-
rezessiv vererbte Erkrankung. Sie wird durch eine Verdnderung im Nibrin-Gen (NBSI1)
bedingt (DIGWEED et al., 2004). Das NBS Protein wird direkt durch ATM phosphoryliert
und bildet zusammen mit Rad50 und MREI1 einen Komplex. Charakteristisch fiir dieses
Syndrom sind: Mikrocephalie, Wachstums- und Entwicklungsverzogerungen (bereits in der
Schwangerschaft), Inmundefekte sowie Fehlbildungen des Gesichtes und auch des Gehirns
(oft Balkenhypoplasie). Ein weiteres Charakteristikum ist auch hier das Auftreten von
bosartigen Erkrankungen, wie z. B. Lymphomen bereits im Kindesalter. Die wenigsten

Patienten erreichen das Erwachsenenalter.

2.5.4 Ligase 4-Syndrom
Bei diesem 1999 erstmals beschrieben Syndrom handelt es sich um einen Defekt der DNA
Ligase 4 (Riballo et al., 1999). Sie spielt eine zentrale Rolle bei der V(D) J-Rekombination.
Charakteristisch sind Wachstumsverzogerung, faziale Dystrophie und Mikrocephalie. Riballo
berichtete 1999 zum ersten Mal von einem Defekt der DNA Ligase IV bei einem 14 jdhrigen

Leukdmiepatienten. Dieser Patient war bis zu diesem Zeitpunkt vollig normal entwickelt und

-17 -



2 Einleitung

zeigte keinerlei Immundefekte. Auffillig war damals seine starke Reaktion auf eine erfolgte
Strahlentherapie. Zunédchst vermutete man einen Defekt im NBS Gen, konnte diesen jedoch
nicht nachweisen. Es wurden im Folgenden weitere Patienten identifiziert, die NBS-dhnliche
Symptome aufwiesen, aber keinen Defekt im NBS-Gen hatten. Bei diesen Patienten konnte
ein Defekt der DNA-Ligase IV nachgewiesen werden (O Driscoll et al., 2001). Dieser Defekt
geht mit einer verminderten = DNA-Reparaturfdhigkeit und einer erhohten
Strahlenempfindlichkeit einher (Badie et al., 1997; Riballo et al., 2001; O'Driscoll et al.,
2001; Rothkamm et al., 2001). Da man bei einem Defekt des DNA-Ligase 4-Gens eine
starkere Auspriagung an klinischen Pathologika erwartet hitte, konnte Riballo nun zeigen,
dass es sich bei den Mutationen entweder um ,,Missense“-Mutationen oder um kleine
Verkiirzungen handelt, wobei anscheinend eine Restfunktion der Ligase erhalten bleibt

(Riballo et al., 2001).

2.6 Die Bedeutung von y-H2AX

In den vorangehenden Abschnitten wurden die verschiedenen Arten von
Reparaturmechanismen und die Auswirkungen von Defekten im Reparatursystem besprochen.
Nun soll gezeigt werden, wie mittels der y-H2AX-Methode DSB nachgewiesen werden
konnen. Dazu soll zunédchst die Funktion von Histonen an sich und im besonderem die Rolle

des Histons H2AX im Rahmen der Reparatur von DSB erlautert werden:

Die DNA liegt in eukaryonten Zellen in Form von Chromosomen im Zellkern vor. Dabei
enthdlt jedes Chromosom je einen langen, kontinuierlichen DNA-Doppelstrang. Die
Verpackung der DNA erfolgt mit sog. Chromatinproteinen, von denen besonders die
basischen Histone von besonderer Bedeutung sind. Da die DNA durch ihre Phosphate stark
negativ geladen ist, bestehen Histone aus vielen positiv geladenen Aminosduren, wie z.B.
Arginin, Lysin und Histidin. Man unterscheidet fiinf verschiedene Histonklassen: H1, H2a,
H2b, H3 und H4. Dabei wird der Komplex aus DNA und Histonen als Nukleosom bezeichnet.
Der Nukleosomenkern (sog. ,,core particle) wird dabei aus 4 Paaren der Histone H2a, H2b,
H3 und H4 gebildet, um den in 1,65 Windungen 146 Basenpaare an DNA gewickelt sind.
Jedes Nukleosom wird durch einen kurzen Abschnitt von sogenannter Verbindungs-DNA
(,,linker-DNA*), die mit dem Verbindungshiston (,,linker-Histon*) H1 komplexiert ist, mit
dem néchsten Nukleosom verkniipft (Hansen et al., 2002; Luger et al., 2003).
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Histone haben eine Funktion bei der Regulation relevanter Stoffwechselvorginge, wie DNA-
Replikation, -Transkription und -Reparatur. Um definierte Stoffwechselvorginge zu
gewdhrleisten, gibt es verschiedene Mechanismen, mit denen die Chromatinstruktur verdandert
werden kann. Dazu gehoren kovalente Verdnderungen der Histone, z.B. Acetylierung,
Methylierung, Phosphorylierung, ATP abhédngige Strukturverdnderungen sowie der Austausch
von Histonvarianten derselben Histonfamilie (Mersfelder und Parthun et al., 2006; West und
Bonner et al.,, 1980). Ermdglicht wird dies durch das Herausragen der jeweiligen

N-terminalen Enden der Histon-Oktomere.

Hier spielt die Phosphorylierung des Histons H2 eine wichtige Rolle. Dabei gibt es innerhalb
dieses Histons wiederum drei verschiedene Subfamilien: H2A1, H2A2, H2AZ und H2AX.
Eine wichtige kovalente Verdnderung stellt die Phosphorylierung des Histons H2AX an Serin
139 in der Umgebung von DNA-Doppelstrangbriichen dar. Diese phoshorylierte Form wird
als y-H2AX bezeichnet (Rogakou et al., 1998; Sedelnikova et al.; 2002). Dabei macht H2AX
ca. 10% der H2A Population aus und scheint innerhalb des Chromatins gleichmifig verteilt

zu sein (Mannironi et al., 1989).

Entsteht in der DNA ein Doppelstrangbruch, so werden innerhalb kurzer Zeit (wenige
Minuten), mehrere tausend H2AX- Histone zu y-H2AX phosphoryliert (Rogakou et al., 1998;
Pilch et al., 2003; Rothkamm und Lé&brich et al., 2003). Dabei scheint die Phosphorylierung
in unmittelbarer Umgebung des Strangbruches initiiert zu werden und sich dann bis zu
einigen Megabasen Entfernung vom eigentlichen Schaden auszubreiten (Rogakou et al.,
1999). Damit fiihrt die Phosphorylierung von mehreren H2AX Megabasen um einen
Doppelstrang herum zusammen mit den Reparaturproteinen und Checkpointproteinen zur
Bildung nachweisbarer Foci. Das Sichtbarmachen dieser Foci wird dabei im nédchsten

Abschnitt genauer erkléart werden.

Die Phosphorylierungsreaktion wird dabei durch ATM, ATR und DNA-PK vermittelt.
SchlieBlich aktiviert nun y-H2AX verschiedene Reparaturproteine, wie z.B. Rad 50, Rad 51
uns BRCAT1 (Furuta et al., 2003; Hyen et al., 2004). Hier scheint nun y-H2AX sowohl fiir die
Rekrutierung und korrekte Anordnung dieser Reparaturkomplexe im Bereich des Schadens
als auch fiir eine Ubermittlung der Lision an Checkpointproteine verantwortlich zu sein.
Dariiber hinaus wurde auch eine Funktion fiir die Fixierung der Bruchenden und die Lenkung

der Reparatur beschrieben (Fernandez-Capetillo et al., 2004).
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2.7 Quantifizierung von DNA-Doppelstrangbrichen

Es gibt verschiedene Methoden, DNA-Doppelstrangbriiche zu identifizieren und zu
quantifizieren. Zu diesen Methoden zdhlen der neutrale Comet Essay (Fairbairn et al., 1995),
die Pulsfeld-Gelelektrophorese (Whitaker et al., 1991) oder die TUNEL Methode (Hewitson
et al., 2006). Die Schwiche all dieser Methoden besteht darin, dass sie nicht sehr sensitiv bei
einer geringeren Anzahl von Doppelstrangbriichen pro Zelle sind. So gelingt zum Beispiel
mittels Coment Essay der DSB-Nachweis erst ab einer Dosis von ca. 4 Gy, was einer Anzahl

von ca. 160 DSB pro Zelle entspricht.

Rothkamm und Lobrich konnten 2003 zeigen, dass eine Quantifizierung der y-H2AX Foci
auch  mittels Immunfluoreszenz  moglich ist. Dabei kénnen DSB  durch
Fluoreszenzmarkierung des Histons H2AX sichtbar gemacht werden. Dazu bindet sich ein
primérer Antikorper zundchst an die freie Phosphatgruppe dieses Histons. AnschlieBend
bindet ein sekundirer Antikorper, welcher zusétzlich mit einem Fluorochrom gekoppelt ist, an
den priméren Antikorper und macht so den DSB sichtbar. Folgende Abbildung (2.6) soll dies

verdeutlichen:

Abbildung 2.6: Prinzip y-H2AX - Methode

éﬁ %? %  Fluorochrom
é )- Sekundarer AntikGrper
o 4 /\/ * Priméarer Antikorper
R. Phosphatgruppe am Histon

l

DNA

Quelle: Eigene Darstellung

Nach Bestrahlung mit ionisierender Photonenstrahlung oder Schwerionen korrelieren bei
dieser Methode die darstellbaren Foci sowohl mit der Anzahl als auch mit dem Ort der
erfolgten DSB (Jakob et al., 2003; Lobrich und Kiefer et al., 2006; Rothkamm und L&brich et
al., 2003).

Mit dieser Methode ist es moglich, bereits geringe Dosen von 0,1 mGy effektiv nachzuweisen
(Rothkamm und Ld&brich et al., 2003). Die folgende Abbildung (2.7) zeigt Blutlymphozyten,

in denen mittels der beschriebenen Methode die Foci sichtbar gemacht wurden. Dabei sind
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auf dem ersten Bild Zellen zu sehen, welche nicht bestrahlt wurden. Die weiteren Bilder
beschreiben den Verlauf der Reparatur nach der Bestrahlung. Hier sieht man deutlich, dass die

Anzahl der Foci pro Zelle mit zunehmender Reparaturzeit abnimmt.

Abbildung 2.7: Beispielhafte Darstellung der Foci in der Immunfluoreszenzmikroskopie

Reparaturzeit

Kontrolle /J /I

2.8 Kopf-Hals-Tumore

Quelle: Eigene Aufnahmen

Die bosartigen Tumore im Kopf-Hals-Bereich zdhlen weltweit zu den siebthdufigsten
Malignomerkrankungen. Meist handelt es sich hierbei um Plattenepithelkarzinome. Man
unterscheidet hierbei zwischen Karzinomen der Mundhohle, des Nasopharynx, des

Oropharynx, des Hyphopharynx und des Larynx.

Verléssliche Angaben zur Gesamtzahl bosartiger Kopf-Hals-Tumore gibt es nicht. Geschitzt
wird, dass in Deutschland pro Jahr etwa 50 von 100.000 Einwohnern an Krebs im Kopf-
Halsbereich erkranken (Deutsche Krebsgesellschaft, 2010). Die haufigste einzelne Krebsart
im Kopf-Halsbereich ist nach Angaben des Robert Koch-Instituts Kehlkopfkrebs. Jedes Jahr
sind in Deutschland rund 3.400 Ménner und 500 Frauen davon betroffen. Im Durchschnitt
sind die Patienten zum Zeitpunkt ihrer Erkrankung 68 Jahre alt. An bdsartigen Tumoren der
Mundhohle und des Rachens erkranken in Deutschland im Jahr etwa 7.900 Manner und 2.900
Frauen. Bei Minnern stehen diese Tumore damit hinsichtlich der Haufigkeit an siebter Stelle
aller Krebserkrankungen. Im Durchschnitt sind Ménner zum Zeitpunkt der Diagnose 66 Jahre

alt, Frauen 70 Jahre (Deutsche Krebsgesellschaft, 2010).

Die Stadieneinteilung dieser Tumore erfolgt anhand der TNM-Klassifikation, die im

Appendix dargestellt ist. Die prognostisch giinstigste Behandlungsmdglichkeit dieser Tumore
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stellt nach wie vor die operative Entfernung des Tumors dar, sowie je nach Schweregrad die
ein- oder beidseitige evtl. radikale Ausrdumung der Halslymphknoten (radikale oder
modifizierte Neck Dissection). Neben den oben genannten Kopf-Hals-Tumoren gibt es noch
das sog. CUP-Syndrom (“Cancer of Unknown Primary”), worunter lymphogene oder
hdmatogene Metastasen eines unbekannten Primédrtumors subsummiert werden. Dies kommt
bei ca. 2-5 % aller Krebspatienten vor. Bei Halslymphknotenmetastasen handelt es sich beim
Primirtumor (wie sich im weiteren Krankheitsverlauf haufig herausstellt) iiberwiegend um
einen Primirtumor in der Kopf-Hals-Region. Auch beim CUP-Syndrom besteht die
Standardtherapie in der cervikalen Lymphonodektomie, die typischerweise von der

adjuvanten Radio-oder Radiochemotherapie gefolgt wird (Bamberg und Molls, 2009).

2.9 Indikationen fir die adjuvante Radiatio/Radiochemotherapie

Gemidll den Leitlinien des US-amerikanischen National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) ist die postoperative Radiotherapie von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-
Region in Abhéngigkeit von der anatomischen Sub-Region ab dem Stadium pT2 pN+ ¢cMO
oder pT>2 pNO-3 in den meisten Fidllen zwingend indiziert. Die postoperative
Radiochemotherapie wird bei extrakapsuldrer Ausdehnung von Lymphknotenmetastasen,
inkompletter Tumorresektion zwingend sowie ab dem Stadium pT>2 pN2/3 optional
empfohlen. Bei Patienten mit CUP-Syndrom sollte sich nach Ausrdumung der Metastase eine
Radiotherapie anschlieBen. Hier hdngt die Indikation fiir eine Chemotherapie von der Grof3e

und Anzahl der Metastasen ab (NCCN, 2010).

Grof3e Studien haben gezeigt, dass Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen, die postoperativ ein
hohes lokoregiondres Rezidivrisiko aufweisen, von einer simultanen Radiochemotherapie,
welche auf Cisplatin basiert, profitieren. Hier zeigte sich, dass diese Therapie die
lokoregionire Kontroll- und tumorfreie Uberlebensrate verbessert. Dabei wird die
lokoregiondre Kontrolle um 10-20% im Vergleich zur alleinigen Radiotherapie verbessert.
Keinen signifikanten Unterschied konnte man allerdings im Auftreten der Fernmetastasen,
welche bei ca. 25-30% liegt, feststellen. (Fietkau et al., 2007).

Die Gesamtiiberlebensrate zeigte nur in einer Studie einen signifikanten Vorteil, die anderen
Studien konnten lediglich einen deutlichen Trend zugunsten der Radiochemotherapie
nachweisen (Fietkau et al., 2007). Im Tumorstadium III und IV hingegen ist die

Uberlebensrate unter einer kombinierten Therapie mit Cisplatin signifikant hoher (Bernier et
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al., 2004). Je nach Studientyp gibt es dabei verschiedene Therapiekonzepte. In der deutschen
Studie zum Beispiel erfolgt die Cisplatin-Gabe fraktioniert (20mg/m’ iiber 5 Tage) und
zusitzlich wird 5-FU (600 mg/m”) als Dauerinfusion appliziert. Allerdings konnten Studien
auch zeigen, dass die Nebenwirkungen wihrend der simultanen Radiotherapie signifikant
hoher sind als bei einer alleinigen Strahlentherapie. Die Rate liegt in der EORCT-Studie bei
44% versus 21%, Bachaud 21% versus 9% und in der deutschen Studie 20,8% versus 12,6%.
(Fietkau et al., 2007). Dies betrifft vor allem die Akutnebenwirkung in Form der oralen
Mukositis Grad IIT und IV. (Fietkau et al. 2007; Elting et al., 2007; Trotti et al., 2003;
Rosenthal et al., 2009). Daher muss bei diesen Patienten frithzeitig eine intensivierte

supportive Therapie eingeleitet werden.

2.10 Orale Mukositis

Ziel der strahlentherapeutischen Behandlung ist die maximale Tumorzellvernichtung mit
moglichst minimalen Nebenwirkungen unter Beibehaltung einer guten Lebensqualitit.
Natiirlich ist jedoch keine Therapie ohne Nebenwirkungen, und auch bei Patienten mit Kopf-
Hals-Karzinomen treten wéihrend der Bestrahlung hiufig akute Nebenwirkungen in Form von
akuten Schleimhautreaktionen (Mukositis) auf. Von akuten Nebenwirkungen spricht man
nach RTOG-Definition von Nebenwirkungen, die innerhalb der ersten 90 Tage nach
Bestrahlungsbeginn auftreten. Akute Nebenwirkungen konnen zu Therapieunterbrechungen
und im schlimmsten Fall dazu fiihren, das Erreichen eines kurativen Therapieziels zu
gefdhrden. Sie bestimmen maflgeblich die Compliance der Patienten. Hier stellt nach wie vor
die orale Mukositis die stirkste Form der Akutnebenwirkungen dar. Dabei ist die Mukositis
eine Konsequenz des Epithelschadens und Folge einer Reihe von komplexen molekularen und
zelluldren Ereignissen. Dabei wird die Pathobiologie der Mukositis nach Sonis in 5 Phasen
unterteilt: Aktivierung, die erste Reaktion auf den entstandenen Schaden, Meldung des
Schadens, Verstirkung, Ulzeration und Heilung. Dabei spielen oxygene Species, Bacterien,
Transduction, Transkription und funktionelle Mediatoren eine wichtige Rolle in einem sehr

dynamischen Prozess, in dem die epithelialen Stammezellen ein wichtiges Target darstellen.

Dabei scheinen Faktoren wie der growth factor und andere non growth-Faktoten wie FGF-20,
gastric peptide antrum protein und andere Faktoren eine wichtige Rolle zu spielen. Dabei ist
Ziel der zukiinftigen Therapie, diese komplexen Vorginge genau zu verstehen und wichtige

Targets auch therapeutisch einzusetzen. (Sonis, 2007).
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3. Material und Methoden

3.1.

Chemikalien

LSM 1077 Lymphocyte Seperation Medium

PAA Laboratories GmbH , Pasching Austria

RPMI 1640 Medium w 2,0 g/l NaHCo3

Brochrom AG Berlin

PBS-Puffer pH 7,2- 7,4

Universitatapotheke

NS (Goat Serum )

PAA Laboratories GmbH

Methanol Rotipuran > 99,9% p.a. ACS, ISO

Carl Roth GmbH und CoKG , Karlsruhe

Aceton Ph. EUR 5.1 / USP 28 Acetonium
benzolfrei

Hedinger Stuttgart

3.2.

Antikorper

Priméarantikdrper

Anti-phosphohiston H2AX (Ser 139)

JBC 1367868 Upstate Temecula

Clone JBW 301 (mouse monoclonal Ig G1)

Sekundarantikorper

Alexa Fluor 488

Molekular Probes Eugene Oregon
Invitrogen A11001(56262A) USA

Goat anti-mouse Ig G (H + L) 2mg/ml invitrogen

3.3.

Materialien

NH4-Heparin-Rdhrchen 9mi

Sarstedt

Monovette-Kanlle Nr2

Sarstedt

Nunclon Tm delta Surface

Roskilde Danemark

Petrischalen 145/20mm

Greiner bio-one GmbH Kremsmiinster

Serologische Pipette 5ml, 10ml, 25ml Sarstedt
Glass-Pasteur Pipette 150mm VWR international
Falcons Roéhre 15ml 120 mal 17mm PP Sarstedt
Eppendorf A 4-62 Zentrifuge

Objekttrager Roth
Fluoreszenzmikroskop E 600 Nikon

34.

Einschlusskriterien

Fiir die Studie wurden Patienten mit resezierten Kopf-Hals-Karzinomen mit der Indikation

zur kurativen, adjuvanten Radiotherapie mit einer Dosis von 60-66 Gy (Einzeldosis 2 Gy
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taglich, 5 Fraktionen wdochentlich) ausgewihlt. Bei zwei Patienten wurde die therapeutische
Bestrahlung nicht zu Ende gefiihrt. Diese Patienten wurden nur mit 18 und 15 Gy bestrahlt.
Beginn der Erfassung dieser Patienten in die Studie war im Januar 2007 und die Erfassung

endete im September 2008.

Tabelle 3.1: Ubersicht iiber Patientencharakteristika

Alle Patienten | Radiotherapie | Radiochemotherapie
Patientencharakteristika und Diagnose
(n=31) (n=16) (n=15)
Mittelwert 58 57 59
Alter Standardabweichung 8 8 8
Spreizung 44-71 44-71 50-67
Geschlecht Minnlich 27 (87) 14 (88) 13 87)
(Anzahl /in %) | Weiblich 4(13) 2(12) 2(13)
Mundhdhle 6(19) 3(19) 3(20)
Primartumor Oropharynx 16 (52) 9 (56) 7 (46)
(Anzahl / in %) | Hypopharynx /Larynx 8 (26) 4(25) 4(27)
Unbekannt (CUP) 13) 0 1(7)
TO 1(3) 0 1.(6)
Tumorstadium | T! 10 (32) 6 (37.5) 4(27)
(Anzahl/in %) | T2 9(29) 4(25) 5(33)
T3 8 (26) 6 (37.5) 2(13)
T4 3(10) 0 3(20)
NO 7(23) 7 (44) 0
Lymphknoten- | N! 6(19) 4(25) 2(13)
stadium N2a 4(13) 3(19) 1 (6)
(Anzahl /in %) | N2b 10 (32) 1 (6) 9 (60)
N2c 4(13) 1 (6) 3(20)
N3 0 0 0
Stadium I 1(3) 1(6) 0
Stadium II 2(6) 2(12) 0
I .
&gzcahls/t?f};f)n Stadium ITI 9(29) 8(50) 16)
Stadium IVa 19(61) 5(31) 14(93)
Stadium IVb/c 0 0 0
100 0 0 0
Karnofsky
Index 90 11 (35) 6 (37.5) 5(33)
(%) 80 14 (45) 5(31) 9 (60)
70 6 (19) 5(31) 1 (6)

Quelle: Eigene Darstellung.
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Es wurden 31 Patienten mit resezierten Kopf-Hals-Karzinomen aufgenommen.
Einschlusskriterium war ein Alter zwischen 18-80 Jahren und ein Karnofsky Index von
mindestens 60%. Die Patienten hatten ein Durchschnittsalter von 58 Jahren, wobeli es sich um
27 minnliche und 4 weibliche Patienten handelte. Bei den Tumoren handelte es sich um
Tumore der Mundhdhle (n=6 Patienten), des Oropharynx (n=16), Hypopharynx-und Larynx
(n=8), und bei einer Patientin lag ein CUP-Syndrom vor. Bei 15 Patienten bestand die
Indikation fiir eine kombinierte Radio-Chemotherapie. Da der Nodalstatus bei der Indikation
der Chemotherapie eine wichtige Rolle spielt, sind diese Gruppen der Patienten RT und RCT
beziiglich des Nodalstatus nicht balanciert. AuBlerdem ist zu erwihnen, dass bei 2 Patienten
wegen der starken Nebenwirkungen die Gesamtdosis nicht gegeben werden konnte und dass

bei 3 Patienten die Chemotherapie unvollstindig war.

Um potentielle interindividuelle Unterschiede beziiglich des Gesamtbestrahlungsvolumens zu
vermeiden, wurden bei jedem Patienten die 80%-Isodosen Linie bestimmt. Die
Bestrahlungsfelder zeigten nur geringe interindividuelle Unterschiede, so dass ein Vergleich

der Patienten beziiglich der Nebenwirkung in Form der oralen Mukositis mdglich wurde.

Die teilnehmenden Patienten erkldrten sich in der Studie zu einer Blutentnahme von ca. 72 ml
Blut vor ihrer ersten Bestrahlung bereit und willigten dariiber hinaus in einen wochentlichen
Kontrollbesuch zur Erhebung ihrer Nebenwirkungen (Mukositis) im Rahmen der

Strahlentherapie ein.

3.5. Bestrahlung der Blutproben ex vivo mit 10, 20, 40, 100 und 500 mGy

Der Nachweis mittels -H2AX wurde in dieser Arbeit iiber die Bestimmung der DSB in
Blutlymphozyten gefiihrt. Zunidchst wurde jedem Patienten vor der Erstbestrahlung 72 ml
Blut entnommen. Um einen Temperaturverlust der Blutproben zu verhindern, wurde zur
Blutentnahme ein Wéarmegetfal mit 37 Grad Celsius warmen Wasser mitgefiihrt. Im Labor
wurden jetzt je 3 ml Blut in je 6 ml RPMI Nidhrmedium (aus dem Wérmeschrank bei 37 Grad
Celsius) gegeben. Fiir jede mit einer definierten Dosis zu bestrahlende Probe wurden je 3ml
heparinisiertes Vollblut entnommen. Diese wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (0,5; 2,5
und 5 Stunden) aufbereitet. AuBerdem wurden 3 verdiinnte Blutproben als Kontrollproben
mitgefiihrt, die nicht bestrahlt wurden. Zunichst wurden diese in einem Wirmegefdll in das
Institut fiir Biophysik gebracht, um mit den unterschiedlichen Dosen von 10, 20, 40, 100 und
500 mGy bestrahlt zu werden.

-26 -



3 Material und Methoden

Abbildung 3.1: Aufbau der Rontgenrdohre

Dosimetrie|

Position des Austrittsfensters

Boden bis Mitte Austrittsfenster: 43 cm
rechte Wand bis Mitte Austrittsfenster: 267 cm
linke Wand bis MMitte Austrittsfenster: 269 cm
Eiickwand bis Mitte Austrittsfenster: ca 45 cm
Aufbau:
Alblech wird mitiz gelegt,
Vorderkarte Blech = Vorderkate Holzs
Holzplatte mit 30cm x 30 cm AhaBlech, 2 mm, Auflage fitr Proben
Lochin der Mitte um &Alu-
EBlech zu halten
= 5 amvon @ Mittelpunkt Strhb
5%-6% weniger Diosis Anstrittsfanster
40 cm
(I LS T IS ST IS SIS SIS, /
Pappe, ale Triger filr die .
Alu-Avfhitungsbleche @,
(wird rnur hei Bedarf
eitgesetzt)
Mittelpurkt der Dosisverteibing
]

Vorderkants Blach,

Mezsungen itn Dosismazimum der Verteilung @

Betrieb der Rontgenrdlre: 90 kV, 25 mA

Aufban HHO-Studie HMWO-Studie
Diosis 14 mm Alu+Pappe | 6 mm Al + Pappe
10 mGy 3 gec
20 mGy 10 zec
A0 mGy 19 zec
100 mGy 47 sec
200 mGy 59 sec

In der Angabe zur Dicke dez Aluminiumfilters sind die 2 mm Alu Tragerplatte enthalten
== suf Hihe von 40 cm liegt die 2 mm &luminium-Probentrégerplatte und auf der Holzplatte
der Rest. (14 mm = 12mm unten + 2 mm oben, Grund: die Hihe der Proben ist immer gleich)

Feinstrulsturrohre worn Typ PW2184/00 (Philips) it Wolframanode und Beryllinm-Auvsrittsfenste
Bestimmung der Dosisleistung mittels des PTW Dosimeters M4 und einer
Weichstrahlionisationskarmmer.

Quelle: Eigene Darstellung
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3.6. Isolierung und Aufbereitung mittels y-H2AX -Methode

Die bestrahlten Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme bei einer Temperatur von 37

Grad Celsius im Wérmeschrank inkubiert. Nach 0,5; 2,5 und 5 Stunden wurden jeweils

Proben aus dem Brutschrank entnommen und als 0,5; 2,5 und 5h-Punkt aufbereitet. Die

Autbereitung der Blutproben erstreckte sich {iber die Dauer von 2 Tagen. Es wurde dabei wie

folgt vorgegangen:
1. Tag

1. Lymphozytentrennung

a)

b)

d)

g)
h)

Zu Beginn erfolgte die Lymphozytenisolierung. Dazu wurden Falcons mit je 6 ml
Lymphozyten-Trennmedium bereits vorbereitet und kurz anzentrifugiert. Nun wurde
vorsichtig, damit eine Trennschicht entstand, 6 ml Blut auf das Trennmedium
aufgetragen. Im Falcon befand sich somit das Blut in der oberen, das Trennmedium in

der unteren Schicht.
Die Proben wurden dann fiir 25 Minuten bei 1200g ohne Bremse zentrifugiert.

Zwischenzeitlich wurden Deckglidser in einer Petrischale ausgesetzt, mit 1%iger
Gelatine bedeckt und bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten mit geschlossenem Deckel
inkubiert. Nach 30 Minuten wurde die Gelatine abgesaugt, und die Deckgldser wurden

bei gedffnetem Deckel zum Trocknen gebracht.

Nach dem Zentrifugieren konnten die Lymphozyten aus dem oberen Drittel des
Falcons mit einer Glaskiivette und einem Ballon entnommen werden, wo sie als helle
Ringstruktur sichtbar waren. Der abgenommene Zellrasen wurde nun in einen
sauberen Falcon gegeben und je 5 ml PBS hinzugefiigt. Danach wurde der Falcon

Smal iiber Kopf durchmischt.
AnschlieBend wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 300g (Programm3) zentrifugiert.

Nach dem Zentrifugieren entstand am Boden ein Pellet, das nach dem Verwerfen des
Uberstandes kurz aufgeratscht und erneut mit 5Sml PBS gewaschen und schlieBlich
Smal iiber Kopf durchmischt wurde.

Nun wurden die Proben bei 200g (Programm4) fiir 10 Minuten zentrifugiert.

Die getrockneten Deckglidser wurden dann in eine bereits vorbereitete Petrischale
ausgesetzt, wobei jede Probe (Kontrolle, 10, 20, 40, 100 und 500 mGy) 2 Deckgliser
erhielt.
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i) Im Anschluss an das Zentrifugieren wurde erneut der Uberstand verworfen und das
Pellet aufgeratscht. Das Pellet wurde nun mit 170ul PBS gewaschen und 2mal

resuspendiert.

2. Aufbringen der Lymphozyten auf die Deckgliser

7) Nun erfolgte das Auftragen der Lymphozyten auf die Deckglidser. Hierzu wurden pro
Deckglas 100 pl des Mediums aufgetragen.

k) Anschlieend erfolgte die Inkubation der Proben fiir 6 Minuten bei Raumtemperatur.

3. Fixierung in Methanol

1) Danach erfolgte die Fixierung mit Methanol. Dazu wurden die Deckglédser einzeln aus
der Petrischale entnommen, abgetropft und fiir 30 Minuten in — 20 Grad Celsius kaltes

Methanol inkubiert.

4. Permeabilisierung mit Aceton

m) Nach 30 Minuten erfolgte die Permeabilisierung mit Aceton. Dazu wurden die Proben
aus dem Methanol genommen, abgetropft und fiir I Minute in -20 Grad kaltes Aceton

gegeben.

5. Waschen mit PBS/ 1%iges NS

n) Die Proben wurden danach abgetropft und in 6-Well-Platten mit je 4ml
PBS/1%igesNS pro Deckglas gegeben und fiir 10 Minuten auf dem Wippletisch bei
20 rpm gewaschen.

0) Danach erfolgte das Absaugen des PBS/NS nach 10 Minuten und die Erneuerung von
4ml PBS/NS pro Well, und es folgte ein erneuter Waschvorgang bei 20 rpm fiir
10 Minuten.

6. Blocken mit Normalserum (1% in PBS)

p) Nach Ablauf dieser 10 Minuten wurden die Proben nun geblockt. Dazu wurde das
PBS/NS abgesaugt und wieder erneuert. Die Proben inkubierten nun fiir 30 Minuten

bei Raumtemperatur.

7. Aufbringen des Primérantikorpers

q) Jetzt erfolgte die Inkubation mit dem Primédrantikdrper. Dazu wurden die Proben aus
den 6-Well-Platten entnommen, abgetropft und in vorbereitete Petrischalen mit

feuchter Kammer gegeben, wobei jeder Wert 2 Deckgldser besal.
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Der Primédrantikorper wurde nun in einer Verdiinnung mit PBS/NS von 1:800 zu je 40
ul je Deckglas aufgetragen. Der Antikorper wurde dabei vor dem Auftragen bei
13.000 rpm 1 Minute anzentrifugiert.

Die Deckglidser inkubierten nun in dieser feuchten Kammer iiber Nacht im

Kiihlschrank

2. Tag:

Die Proben wurden vor der Weiterbearbeitung ca. 1-2 Stunden vorher aus dem Kiihlschrank

genommen, um bei der Aufbereitung Raumtemperatur zu haben.

1.Waschen der Deckgliser in PBS/NS

a) Die Proben wurden aus der feuchten Kammer entnommen, abgetropft und in mit

jeweils 4ml PBS/NS vorbereiteten 6-Well-Platten gegeben. Anschlieend wurden sie
fiir 10 Minuten bei 20 rpm auf den Wippletisch gewaschen.

b) Im Anschluss wurde das PBS/NS abgesaugt und erneuert und dann erneut fiir 10

Minuten gewaschen. Dieser Vorgang wiederholte sich danach noch einmal.

2. Aufbringen des Sekundirantikorpers

c) AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem Sekundirantikérper. Da der Antikorper

lichtempfindlich ist, wurden die folgenden Schritte in einem dunkeln Raum
durchgefiihrt. Zunidchst wurde der Antikdrper mit PBS/NS in einem Verhéltnis von
1:400 verdiinnt und 1 Minute bei 13.000 rpm herunterzentrifugiert. Die Deckgléser
wurden aus den 6-Well-Platten genommen und in eine erneuerte feuchte Kammer
gegeben. Jetzt wurden auf jedes Deckglas 80 pl Sekundérantikdrper gegeben. Die

Deckgléser inkubierten nun im Dunkel bei Raumtemperatur fiir 1 Stunde.

3. Waschen mit PBS

d) Nach dieser Inkubationszeit wurden die Proben in PBS gewaschen. Dazu wurden die

Proben aus der feuchten Kammer genommen, der Antikorper wurde ablaufen
gelassen. Nun wurden die Proben in mit je 4 ml PBS gefiillten 6-Well-Platten gegeben
und fiir 10 Minuten bei 20rpm auf dem Wippletisch gewaschen. Danach wurde PBS
abgesaugt, erneuert und wieder fiir 10 Minuten gewaschen. Dieser Waschvorgang

fand insgesamt 4 Mal statt.
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4. Eindecken der Deckglédser

e) Im Anschluss an den 40 miniitigen Waschvorgang mussten die Deckgldser eingedeckt

werden. Dazu wurden je 3 ul Mounting Medium und Dapi pro Objekttriger vorgelegt.

Die Deckgliaser wurden aus dem Puffer genommen und getrocknet. Anschlieend

wurden sie mit der Zellseite nach unten auf das Mounting Medium aufgebracht und

leicht angedriickt.

f) Danach wurden die Proben zum Trocknen iiber Nacht in den Kiihlschrank gestellt.

5. Versiegelung der Deckgliser

g) Am néchsten Tag erfolgte die Versiegelung der Deckgliaser mit Nagellack.

3.7. Auswertung mittels Fluoreszenzmikroskop

Zur Focizdhlung der auf den Deckglédsern erhaltenen Proben wurde ein Fluoreszenzmikroskop

der Firma Nikon (Typ E600) verwendet. Es wurden dabei VergroBerungen von 60x und von

100x verwendet. Das 60er Objektiv wurde zur Einstellung der Zellen und zur Uberpriifung

der Farbequalitit verwendet. Die Auswertung einer auf dem Deckglas befindlichen Probe

wurde mit dem 100er Objektiv (Ol-Objektiv) durchgefiihrt. Die Auswertung einer auf dem

Deckglas befindlichen Probe beinhaltete die Zéhlung von mindestens 100 Zellen oder 40

Foci. Dabei wurden die Zellen eines Deckglases systematisch durchgerastert, jede Zahl an

DSB in einer Zelle notiert, und anschlieBend die Anzahl der Foci pro Zelle ermittelt. Dieses

Bild ergibt sich nun beispielsweise fiir den Patient SC1 fiir 10 mGy nach 0,5 Stunden.

Tabelle 3.2: Auswertung fiir Patient SC1 am Beispiel 10 mGy nach 0,5 Stunden

Foci Zellen Summe Foci
0 252 252 0
1 30 30 30
2 11 11 22
3 0 0 0
4 etc. 0 0 0
> :293 ¥ :52

Foci/Zelle = 0,177

Quelle: Eigene Darstellung

Wie aus der obigen Tabelle (3.2) hervorgeht, wurden bei 252 Zellen dieses Deckglases keine

Foci gezihlt, bei 30 Zellen konnte ein Focus gezéhlt werden und bei 11 Zellen zeigten sich 2
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Foci. Dies ergab nun fiir diesen Zeitpunkt einen Foci pro Zelle Wert von 0,177. Dieser Wert
ergibt sich aus der Division der Anzahl der Foci durch die Gesamtzahl der ausgezihlten
Zellen. Analog zu diesem Beispiel wurden nun auch fiir die anderen Zeitpunkte die Anzahl

der Foci pro Zelle gezéhlt.

3.8. Reparaturquotient

Die Definition der individuellen Kompetenz, DSB zu reparieren, basiert auf der Anzahl der
ermittelten DSB in den Blutlymphozyten zu verschiedenen Zeitpunkten (nach 0,5h, 2,5h und

Sh), wobei auf die Quantitit der DSB von den ausgezihlten Foci pro Zelle geschlossen wird.

Der Reparaturquotient wird nun als Quotient aus der Anzahl der Foci pro Zelle nach 5h und

0,5h definiert:

Anzahl Foci pro Zelle nach 5h
Anzahl Foci pro Zelle nach 0,5h

Reparaturquotient =

Dies soll an zwei Beispielen illustriert werden: aus der Blutprobe des Patienten SC1 wird 0,5h
nach ex-vivo Bestrahlung mit 500mGy ein Wert von 3,47 Foci pro Zelle ermittelt (Induktion).
Nach 5h zeigt sich ein Wert von 0,89 Foci pro Zelle. Damit ergibt sich ein Reparaturquotient
von 0,89/3,47 = 0,256. Dies bedeutet, dass nach Sh nur noch 26% der noch initial gemessenen
Foci pro Zelle vorliegen. Dies driickt aus, da keine 1:1 Korrelation mit der DSB-Reparatur
vorliegt, dass ein hoherer Prozentsatz an eliminierten Foci eine giinstigere DSB-Reparatur
bedeutet. Ein anderer Patient SH 18 hat dagegen nach 0,5h einen Wert von 4,21 Foci pro
Zelle und nach 5h noch einen Wert von 2,72 Foci pro Zelle. Dies bedeutet, dass sein
Reparaturquotient bei 2,72/4,21 = 0,646 liegt. Bei diesem Patienten sind also nach 5h noch
65% der zu Beginn auftretenden Foci pro Zelle vorhanden, womit ein unterdurchschnittlicher

Reparaturquotient vorliegt.

3.9. Beurteilung des Schweregrades der oralen Mukositis

Um die Auspriagung der oralen Mukositis zu erfassen, wurden die Patienten einmal pro
Woche wihrend der Strahlentherapieserie und in den Wochen 9 und 12 im Rahmen der
ambulanten Nachsorge durch speziell geschulte Untersucher nach einem vorgegebenen

Erhebungsbogen evaluiert. Dieser ist im Appendix (Teil B) dargestellt.
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Die Evaluation der oralen Mukositis basierte dabei auf der Klassifikation der Weltgesund-
heitsorganisation (WHO) und erfolgte unter standardisierten Bedingungen, so dass Mund und
Oropharynx nacheinander untersucht wurden (Ober - und Unterlippe, rechte und linke Wange,
rechte und linke ventrale, sowie laterale Zunge, Mundboden sowie harter und weicher
Gaumen). Notiert wurden Schleimhautverdnderungen in Form von Erythemen oder
Ulzerationen sowie Pseudomembranen. Dariiber hinaus wurden die Patienten nach
zusitzlichen Aspekten, wie z.B. die Art der Nahrung, die sie zu sich nehmen kénnen, und die
vorhandenen Schmerzen, befragt. Nach dem Ausfiillen des ersten Beurteilungsbogens ergibt

sich durch Ubertragen der Ergebnisse auf den zweiten Erhebungsbogen der Mukositis-Score.

Abbildung 3.2: Beurteilung des Schweregrades der Mukositis mit Hilfe des WHO-Scores

WHO-Wert
0 = Keine Schiaden

1 = Schmerzen/Wundsein und Erythem, kann rissige Wangenschleimhaut

mit oder ohne Erythem umfassen
2 = Ulkus mit oder ohne Erythem, kann feste Nahrung zu sich nehmen

3 = Ulkus mit oder ohne Erythem, kann nur fliissige Nahrung zu sich nehmen

4 = Ulkus mit oder ohne Erythem, kann weder feste noch fliissige Nahrung zu sich nehmen

Quelle: WHO

Wichtig ist, dass diese Erhebung fiir jeden Patienten einmal pro Woche iiber einen Zeitraum
von 6 Wochen durchgefiihrt wurde. Um den Schweregrad der Mukositis fiir einen Patienten
nun aggregiert angegeben zu konnen, werden aufgrund der Ordinalskala dieses Merkmals die
Maximum- und die Median Methode eingesetzt. Bei der Maximum-Methode gibt der
wihrend dieses Zeitraums maximal erreichte Wert den Schweregrad der Mukositis an. Bei der
Median-Methode wird hingegen aus allen widhrend des Beobachtungszeitraums erreichten
Werten der Median, d.h. ein mittlerer Wert bestimmt. Bei einem WHO-Mukositis Score
groBer und gleich drei wird von einer ausgepriagten Mukositis gesprochen. Ist dieser hingegen
kleiner als drei, wird sie als moderat bezeichnet. Exemplarisch zeigt die nachfolgende Tabelle
die Erhebungsergebnisse fiir 3 ausgewihlte Patienten {iber den betrachteten Zeitraum von 6

Wochen nach Beginn der therapeutischen Bestrahlung.
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Tabelle 3.3: WHO Mukositis Score

Patient Wochel Woche2 Woche3 Woche4 Woche5 Woche6 WHOWert Median-WHO

SH5 0 2 3 2 0 2 3 2
BK25 1 2 2 1 1 1 2 1
RK26 1 2 1 1 1 2 2 1

Quelle: Eigene Darstellung

Dabei konnen sowohl die Maximum- als auch die Medianmethode herangezogen werden. Mit
der Maximum- Methode wird die Inzidenz bestimmt, d.h. sie gibt den wihrend des
Betrachtungszeitraums maximal erreichten Wert, den Schweregrad der Mukositis an. Dieser
liegt fiir den Patienten SHS somit bei 3. Der Nachteil dieses Ansatzes liegt jedoch darin, dass
eine einmalige starke Auspragung des WHO-Mukositis Score dazu fiihrt, dass insgesamt die
Nebenwirkungen als stark gelten, obwohl zu den anderen Erhebungszeitpunkten der Patient
nur vergleichsweise schwache Nebenwirkungen zeigt. Mit der Median-Methode wird eher die
Dauer der Mukositis betrachtet, d.h. es wird aus allen wéhrend des Betrachtungszeitraums
erreichten Werten der Median bestimmt. Dieser liegt fiir den Patienten SHS5 somit bei 2.
Damit wird sichergestellt, dass ein einmalig hoher WHO-Mukositis Score nicht zu der oben
aufgezeigten Verzerrung der auftretenden Nebenwirkungen fiihrt und somit eine bessere
Abbildung dieser erfolgt. Fiir beide Erhebungsmethoden (Maxium- und Medianmethode)
erfolgt die Unterteilung in moderate und ausgeprigte Mukositis analog. Eine moderate
Mukositis bedeutet, dass der WHO-Wert <3 betrigt, eine ausgepriagte Mukositis liegt bei
einem WHO-Wert > 3 vor.

3.10. Statistische Auswertung

Zur Analyse von empirischen Zusammenhéngen in der Inferenzstatistik wurden hier die
folgenden Verfahren eingesetzt: Der 7-Test fiir Mittelwertgleichheit wird verwendet, um zu
iiberpriifen, ob die Patienten, die starke Nebenwirkungen (Mukositis) aufweisen, im Vergleich
zu den Patienten, die schwache Nebenwirkungen zeigen, im Durchschnitt mehr DNA-DSB in
Blutlymphozyten nach erfolgter ex-vivo Bestrahlung aufweisen. Dieser Test wurde jedoch nur
eingesetzt, wenn eine Normalverteilungsannahme und die Varianzgleichheit vorlagen. Um
letztere zu priifen, werden in der vorliegenden Arbeit der Shapiro-Wilk-Test (fiir kleine
Stichproben) und der Levene Test fiir Varianzgleichheit eingesetzt. Die nominale
Zusammenhangsanalyse basierte auf dem Chi-Quadrat-Unabhéngigkeitstest und dem daraus

abgeleiteten Kontingenzkoeffizienten. Diese wurden eingesetzt, um zu analysieren, ob
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tatsdchlich ein statistischer Zusammenhang besteht, dass Patienten mit einer groeren Anzahl
an DNA-DSB in Blutlymphozyten nach erfolgter ex-vivo Bestrahlung auch stirkere
Nebenwirkungen aufweisen. Die ordinale Zusammenhangsanalyse referenziert auf die
beiden Rangkorrelationsmafle Kendall-Tau-b und Spearman-Rho. Diese wurden verwendet,
um zu bestimmen, ob neben einem Zusammenhang auch eine statistisch signifikante Richtung
mit angegeben werden kann. Sie dient daher der Analyse, ob folgende Aussage richtig ist: ,,Je
besser DNA-Schiden in Blutlymphozyten nach ex-vivo Bestrahlung repariert werden, desto

geringer sind die auftretenden Nebenwirkungen®.
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4. Ergebnisse

4.1 Induzierte y-H2AX Foci

Die nachfolgende Tabelle (4.1) zeigt iiber alle n=31 Patienten aggregiert die Zahl der
induzierten y-H2AX Foci der ex-vivo Bestrahlung der Blutlymphozyten fiir verschiedene
Bestrahlungsdosen zum Zeitpunkt 0,5h nach erfolgter Bestrahlung. Aus der Tabelle ldsst sich
ablesen, wie viele der gezdhlten Blutlymphozyten jeweils 1-8 Foci aufweisen. Dabei zeigt
sich, dass mit steigender Bestrahlungsintensitit die Anzahl der Zellen steigt, die mehr Foci
pro Zelle aufweisen. Beispielsweise weisen fiir 10 mGy die meisten Zellen <3 Foci pro Zelle
auf, wohingegen fiir 500 mGy die meisten Zellen mehr als >3 Foci pro Zelle zéhlen. Die 30
min-Induktion bestitigt hiermit somit, dass mit steigender Bestrahlungsdosis die Zahl der
induzierten Foci steigt. Fiir die weiteren Reparaturkinetiken miissen auch die gezéhlten Foci

zu den spiteren Messzeitpunkten beriicksichtigt werden.

Tabelle 4.1: y-H2AX DSB — 30 Minuten nach ex-vivo Bestrahlung

30 Minuten nach ex-vivo Bestrahlung: Anzahl der Zellen fiir verschiedene Dosen
y-H2AX DSB 10mGy 20mGy 40 mGy 100 mGy 500 mGy
Null Foci pro Zelle 8265 5559 3803 1546 342
Ein Foci pro Zelle 972 1018 990 852 269
Zwei Foci pro Zelle 288 400 505 842 504
Drei Foci pro Zelle 75 100 195 415 724
Vier Foci pro Zelle 9 25 43 144 794
Fiinf Foci pro Zelle 1 5 13 51 841
Sechs Foci pro Zelle 1 0 0 12 484
Sieben Foci pro 1 0 0 1 214
Acht Foci pro Zelle 0 0 0 0 117
Total 9613 7107 5548 3863 4288

Quelle: Eigene Darstellung
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4.2 Reparaturquotient (Reparatur von DSB)

Die folgende Tabelle (4.2) zeigt die Reparaturquotienten fiir die unterschiedlichen, in vitro
applizierten Bestrahlungsdosen anhand von arithmetischen Mittelwerten {iber alle Patienten.
Fiir den ersten Messzeitpunkt nach Bestrahlung (nach 0,5h) zeigt sich, dass mit steigender
Bestrahlungsdosis auch die Anzahl der induzierten Foci pro Zelle zunimmt, d.h. bei 10 mGy
wird ein Wert von 0,19 Foci/gezdhlte Lymphozyten, bei 500 mGy ein Wert von 3,86
Foci/gezihlte Lymphozyten im Durchschnitt beobachtet. Fiir alle Bestrahlungsdosen 10 mGy
bis 500 mGy ist deutlich erkennbar, dass die Anzahl der Foci/gezdhlte Lymphozyten hoher
liegt als der Kontrollwert (ohne Bestrahlung) und von der ersten Messung nach 0,5h bis zur

letzten Messung nach 5h abfillt.

Tabelle 4.2: Anzahl der Foci / gezihlte Lymphozyten

fiir verschiedene Bestrahlungsdosen (n=31)

Bestrahlungsdosis Kontrollwert 0.5 ht 2.5 ht 5hf Reparaturquotient
10mGy 0,08 (£0,00) | 0,19 (+0,00) | 0,15 (£0,00) | 0,12 (+0,00) 0,61 (£1%)
20mGy 0,08 (£0,00) | 0,31 (+0,00) | 0,22 (+£0,00) | 0,18 (+0,00) 0,57 (£1%)
40mGy 0,08 (£0,00) | 0,50 (+0,01) | 0,34 (£0,00) | 0,25 (+0,00) 0,50 (£1%)
100mGy 0,08 (£0,00) | 1,2 (+0,06) | 0,77 (£0,04) | 0,51 (+0,04) 0,42 (£1%)
500mGy 0,08 (£0,00) | 3,86 (x02) | 2,6(+0,28) | 1,81 (+0,24) 0,47 (£1%)

Die Tabelle zeigt die jeweiligen Mittelwerte und dazugehorigen Varianzen.
Quelle: Eigene Darstellung

Der Reparaturquotient betrigt bei 10 mGy 0,61 bei 20mGy bei 0,57, bei 40mGy bei 0,50, bei
100mGy bei 0,42 und bei 500mGy bei 0,47. In Summe ldsst sich feststellen, dass dieser mit
steigender Bestrahlungsdosis abnimmt. Dies bedeutet, dass nach 5h bei 500mGy Dosis noch
47% der initial gemessenen Foci pro Zelle wihrend bei 10mGy Dosis noch 61% der initial
gemessenen Foci pro Zelle vorliegen. Damit wird deutlich, dass bei steigender
Bestrahlungsdosis zum einen nach 0,5h mehr Foci pro Zelle initiiert werden, diese jedoch
auch schneller / stirker wieder abgebaut werden. Interessant ist hier auf den ersten Blick die

Reihe 100mGy, da bei dieser der Reparaturquotient mit 42% noch niedriger liegt als bei
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500mGy mit 47%. Allerdings nehmen die Varianzen mit steigender Bestrahlungsdosis auch
zu. Die niedrigeren Bestrahlungsdosen sind wichtig, um insbesondere fiir den Zeitpunkt 0,5h
zu Uberpriifen, inwieweit ein lineares Verhiltnis zwischen Dosis und Fociinduktion besteht.
Da dies aus den Daten bestétigt wird, ist eine héhere Validitéit des Zahlverhaltens gegeben. Da
die Fociinduktion selbstredend bei 100 und 500 mGy hoher ist, liegt bei dieser
Bestrahlungsdosis immer ein gilinstigeres "Signal-Rausch-Verhiltnis" vor, das die
Interpretation bei den niedrigen Dosen erschwert. Eine fast analoge Darstellung findet sich in

Abbildung (4.1). Hier werden die Mittelwerte mit den Standardabweichungen dargestellt.

Abbildung 4.1: Anzahl der Foci / gezihlte Lymphozyten

fiir verschiedene Bestrahlungsdosen in verschiedenen Zeitpunkten (n=31)
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Quelle: Eigene Darstellung
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4.3 Schweregrad akuter Nebenwirkungen (Mukositis)

Die nachfolgenden Abbildungen (4.2) und (4.3) zeigen nun die Ergebnisse der Mukositis

innerhalb der Studie - jeweils fiir die Maximum- und die Medianmethode.

Abbildung 4.2: Mukositis WHO — Maximum Score (n=31)
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Quelle: Eigene Darstellung

Die Abbildung zeigt, dass von den insgesamt 31 Patienten in der Studie wéhrend des
Beobachtungszeitraums von 6 Wochen 14 Patienten eine moderate Mukositis entwickelten

und 17 Patienten eine ausgepragte Mukositis aufwiesen.

Abbildung 4.3: Mukositis WHO — Median Score (n=31)

Mukositis WHO - Median Score

20 19

Anzahl der Patienten
>

moderat ausgepragt
Auspragung der Mukositis

Quelle: Eigene Darstellung

Mit der Median-Methode zeigt sich fiir 19 Patienten eine moderate und fiir nur 12 Patienten

eine ausgeprigte Mukositis. Es zeigt sich, dass bei der Maximum-Methode eine hohere
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Anzahl an Patienten mit ausgepragter Mukositis zu finden ist, wihrend dies bei der Median-

Methode umgekehrt der Fall ist.

4.4 Zusammenhang zwischen Reparaturquotient und Mukositis

44.1 Test auf Mittelwertgleichheit

Beim Test fiir Mittelwertdifferenzen werden die Mittelwerte eines Merkmals in zwei
verschiedenen Gruppen auf signifikante Unterschiede gepriift, d.h. es wird hier untersucht, ob
sich die Mittelwerte des Reparaturquotienten in der Gruppe ,,Patienten mit ausgepragter oraler
Mukositis* von der Gruppe ,,Patienten mit moderater oraler Mukositis* unterscheiden. Dies
erfolgt zum einen bezogen auf die WHO Score-Maximum und zum anderen auf die WHO

Score — Median Methode. Die Ergebnisse fiir die WHO Score — Maximum Methode zeigen:

Tabelle 4.3: Ergebnisse des T-Test auf Mittelwertgleichheit
(Maximum-Methode; n=31)

WHO Standard-
(Maximum) n Mittelwert abweichung
Reparatur- >3 18 49,5 9,9
quotient bei
<3
500 mGy 13 42,6 95
Levene-Test der T-Test fir die
Varianzgleichheit Mittelwertgleichheit
Signifi Sig.
F kanz T (2-seitig)
Reparatur- Varianzen
quotient bei | sind gleich ,06 ,81 1,96 ,06
500 mGy

Quelle: Eigene Berechnungen
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Der Mittelwert fiir die Reparaturquotienten liegt bei der Gruppe der ,Patienten mit
ausgeprigter oraler Mukositis“ bei 49,5 und bei der Gruppe der ,,Patienten mit moderater
Mukositis*“ bei 42,6. Der T-Test auf Mittelwertgleichheit ergibt nun eine PriifgroB3e
T = 1,96 mit einer 2-seitigen Signifikanz von p=0,06. Dies bedeutet, dass der mittlere
Reparaturquotient der ,,Patienten mit ausgepragter oraler Mukositis“ sich signifkant von dem
der ,,Patienten mit moderater Mukositis* unterscheidet. Der Levene Test bestétigt dabei die

Grundvoraussetzung der Varianzgleichheit (PriifgroBBe F=0,06; Signifikanz p=0,81).

Die Ergebnisse fiir den T-Test fiir den WHO Score — Median Methode zeigen sich wie folgt:

Tabelle 4.4 : Ergebnisse des T-Test auf Mittelwertgleichheit
(Median-Methode; n=31)

WHO Standard-
(Median) n Mittelwert abweichung
Reparatur- > 3,00
quotient bei 12 51,1 9,8
500 mGy
< 3,00 19 43,7 9,7
Levene-Test der T-Test fur die
Varianzgleichheit Mittelwertgleichheit
Signifi Sig.
F kanz T (2-seitig)
Reparatur- Varianzen
quotient bei | sind gleich ,001 ,98 21 ,047
500 mGy

Quelle: Eigene Berechnungen

Hierbei liegen die Mittelwerte fiir den Reparaturquotienten in den Gruppen ,,ausgeprigte
versus moderate Mukositis® mit 51,1 und 43,7 noch deutlicher auseinander. Der dazugehdrige

T-Test auf Mittelwertgleichheit zeigt hier eine PriifgroBe von T = 2,1 mit einem 2-seitigen
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Signifikanzniveau von p=0,047. Die notige Voraussetzung der Varianzgleichheit ist gegeben
(F=0,001; Signifikanzniveau p=0,98). Damit unterscheiden sich beide Gruppen in ihrem

mittleren Reparaturquotienten statistisch signifikant voneinander.

4.4.2 Nominale Zusammenhangsanalyse

Die Patienten werden hinsichtlich ihres Reparaturquotienten fiir die erfolgte ex-vivo
Bestrahlung in drei Gruppen eingeteilt. Dies ist ndtig, um das metrische Merkmal

Reparaturquotient in ein nominales Merkmal zu transformieren:
e Giinstiger Reparaturquotient: Patienten, bei denen nach 5 Stunden noch weniger als

39 Prozent der nach einer halben Stunde vorhandenen Foci vorliegen.

e Mittlerer Reparaturquotient: Patienten, bei denen nach 5 Stunden mehr als 39 Prozent

und weniger als 61 Prozent des nach einer halben Stunde vorhandenen Foci vorliegen.
o Ungiinstiger Reparaturquotient: Patienten, bei denen nach 5 Stunden noch mehr als

61 Prozent der nach einer halben Stunde vorhandenen Foci vorliegen.

Beginnend mit dem Ansatz WHO Score — Maximum Methode zeigt die nachfolgende
Kreuztabelle die Aufteilung der Patienten infolge der gezeigten ,,Nominalisierung* der beiden

Merkmale in die verschiedenen Gruppen.

Tabelle 4.5: Kreuztabelle nach Maximum Methode (n=31)

Ex vivo: 500 mGy Mukositis (WHO — Maximum)
Moderat Ausgeprigt Gesamt
Reparaturquotient |Giinstig 4 4 8
Mittel 9 8 17
Unglinstig 0 6 6
Gesamt 13 18 31

Quelle: Eigene Berechnungen

Die analoge graphische Darstellung zeigt die nidchste Abbildung. Auffillig ist hier besonders,
dass keiner der Patienten aus der Gruppe mit ungiinstigem Reparaturanteil eine moderate

Mukositis aufweist.
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Noch deutlicher wird dies im unteren Teil der nichsten Abbildung (4.4), denn hier wird dies
nach der Normierung in den Klassen des Reparaturquotienten auf jeweils 100 Prozent
abgebildet und damit nochmals deutlicher visualisiert. Auffillig ist, dass die Gruppe mit
ungiinstigem Reparaturquotienten vollstdndig eine ausgepridgte Mukositis aufweist (griiner
Balken ganz rechts), wihrend sich in den anderen beiden Gruppen keine klare Tendenz
erkennen ldsst. Dies ist ein Indiz fiir den vermuteten Zusammenhang zwischen dem
Reparaturquotienten und dem Schweregrad der akuten Nebenwirkungen (orale Mukositis).

Dies wird in der folgenden nominalen Zusammenhangsanalyse genauer evaluiert.

Abbildung 4.4: Reparaturquotient vs. Mukositis (Maximum Mth.; n=31)

B Moderat
. Ausgepragt

Patienten

in %

Ginstig Mittel Ungunstig

Quelle: Eigene Darstellung

Tabelle 4.6: Nominale Zusammenhangsanalyse

(Maximum Mth.; n=31)

Exact Sig.
Wert (zwei-seitig)

Pearson Chi-Square 5,4 ,078

Kontingenzkoeffizient ,385 078

Quelle: Eigene Berechnungen
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So zeigt der exakte Test fiir Chi-Quadrat an, dass fiir den berechneten Chi-Quadrat Wert von

5,4 ein zweiseitiges Signifikanzniveau von p=0,078 gegeben ist. Dadurch ist statisch

signifikant ein Zusammenhang ausgewiesen. Der Kontingenzkoeffizient als Normierung von

Chi-Quadrat weist einen Wert von 0,385 auf, was bedeutet, dass ein mittelschwacher

Zusammenhang zwischen Reparaturquotient und Mukositis mit einem Signifikanzniveau von

p=0,078 vorliegt. Die identische Analyse fiir den WHO Score — Median Methode zeigt

folgendes Bild. Die Abbildungen und Tabellen sind in Analogie zu oben zu interpretieren.

Tabelle 4.6: Kreuztabelle nach Median Methode

Ex vivo: 500 mGy Mukositis (WHO — Median)
Moderat Ausgeprigt Gesamt
Reparaturquotient |Giinstig 6 2 8
Mittel 12 5 17
Ungiinstig 1 5 6
Gesamt 19 12 31

Quelle: Eigene Berechnungen

Abbildung 4.5: Reparaturquotient vs. Mukositis (Median Mth.; n=31)
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Der anzuwendende exakte Test fiir Chi-Quadrat zeigt an, dass fiir den berechneten Chi-
Quadrat Wert von 6,3 ein Signifikanzniveau von p=0,060 gegeben ist. Der
Kontingenzkoeffizient weist einen Wert von 0,411 bei einem Signifikanzniveau von p=0,060
auf und zeigt auch hier, dass der vermutete Zusammenhang zwischen Reparaturquotient und

Mukositis besteht und mittelschwach ist.

Tabelle 4.7: Nominale Zusammenhangsanalyse

(Median Mth.; n=31)

Exact Sig.
Wert (zwei-seitig)

Pearson Chi-Square 6,3 ,060

Kontingenzkoeffizient 411 ,060

Quelle: Eigene Darstellung

44.3 Ordinale Zusammenhangsanalyse

Die ordinale Zusammenhangsanalyse ermoglicht es zu {berpriifen, ob zwischen
Reparaturquotient und akuten Nebenwirkungen (orale Mukositis) ein richtungsgebundener

Zusammenhang besteht.

Tabelle 4.8: Ordinale Zusammenhangsanalyse

(Maximum Mth.; n=31)

Ex vivo: 500 mGy

Reparaturquotient

Kendall-Tau-b Mukositis  |Korrelationskoeffizient 222
(WHO-

Maximum) Sig. (2-seitig) ,122

N 31

Spearman-Rho Mukositis  |Korrelationskoeffizient 272
(WHO-

Maximum) Sig. (2-seitig) ,138

N 31

Quelle: Eigene Berechnungen
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Fir den Ansatz des WHO Scores nach Maximum Methode ergibt sich fiir den
Korrelationskoeffizienten nach Kendall-Tau-b ein Wert von 0,222 bei einem
Signifikanznievau von p=0,122. Nach Spearman-Rho ergibt sich ein Korrelationskoeffizient
von 0,272 mit einem dazugehorigen Signifikanzniveau von p=0,138. Dies entspricht einem
schwachen und positiven Zusammenhang zwischen Reparaturquotient und akuten

Nebenwirkungen (orale Mukositis).

Tabelle 4.9: Ordinale Zusammenhangsanalyse

(Median Mth.; n=31)

Ex vivo: 500 mGy

Reparaturquotient

Kendall-Tau-b Mukositis  |Korrelationskoeffizient ,307
(WHO-

Maximum) Sig. (2-seitig) ,031

N 31

Spearman-Rho  |Mukositis  |Korrelationskoeffizient 375
(WHO-

Maximum) Sig. (2-seitig) ,038

N 31

Quelle: Eigene Berechnungen

Fiir den Ansatz des WHO Score - Median Methode zeigt sich ein deutlicherer Zusammenhang
zwischen den  Merkmalen  Reparaturquotient —und  Mukositis.  Denn  die
Korrelationskoeffizienten sowohl nach Kendall-Tau-b als auch nach Spearman-Rho liegen
mit den Werten 0,307 und 0,375 deutlich hoher und entsprechen einem mittelschwachen
positiven Zusammenhang. Auch die dazugehorigen Signifikanzniveaus von p=0,031 und

p=0,038 weisen deutlich giinstigere Fehlerwahrscheinlichkeiten auf.

4.5 Analyseergebnisse fiir Patienten ohne Chemotherapie

4.5.1 Test auf Mittelwertgleichheit

Fiir den Ansatz des WHO Score — Maximum Methode liegt hier der Mittelwert fiir den
Reparaturquotienten bei der Gruppe der ,,Patienten mit ausgepragter Mukositis* bei 50,0 und

bei der Gruppe der ,Patienten mit moderater Mukositis“ bei 39,3. Der T-Test auf
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Mittelwertgleichheit ergibt nun eine PriifgroBe T = 2,2 mit einer 2-seitigen Signifikanz von
p=0,047. Die Vorraussetzung, dass die Varianzen gleich sind, ist gegeben (Signifikanz von
Levene Test von p=0,209). Damit unterscheidet sich der mittlere Reparaturquotient der
»Patienten mit ausgepragter Mukositis* signitkant von dem der ,,Patienten mit moderater

Mukositis*.

Tabelle 4.10: Ergebnisse des T-Test auf Mittelwertgleichheit
(Maximum Methode, n=15)

WHO Standard-
(Maximum) N Mittelwert abweichung
Reparatur- > 3,00 10 50,0 7,42
quotient
< 3,00
bei 500 mGy 5 39,3 11,67
Levene-Test der T-Test fur die
Varianzgleichheit Mittelwertgleichheit
Signifi Sig.
F kanz T (2-seitig)
Reparatur- Varianzen
quotient bei | sind gleich 1,745 ,209 2,2 ,047
500 mGy

Quelle: Eigene Berechnungen

Fir den Ansatz des WHO Score — Median Methode liegen die Mittelwerte fiir den
Reparaturquotienten in den Gruppen ,,starke ausgepréigter vs. moderate Mukositis“ mit 51,8
und 40,4 noch einmal etwas deutlicher auseinander als fiir den oben gezeigten WHO Score
nach Maximum Methode. Der dazugehorige T-Test auf Mittelwertgleichheit zeigt hier eine
PriifgroBe von T = 2,6 mit einem klareren 2-seitigen Signifikanzniveau von p=0,023

(Gleichheit der Varianzen ist wichtig siche Levene Test mit Signfikanzniveau von p=0,124).
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Da es sich bei den Patienten ohne Chemotherapie nur um 15 Personen handelt, wird der
Reparaturquotient nicht in drei sondern in zwei Gruppen eingeteilt. Dies ist eine notige

Voraussetzung, um die nominalen Zusammenhangsanalysen durchfiihren zu kdnnen, womit

Tabelle 4.11: Ergebnisse des T-Test auf Mittelwertgleichheit

(Median Methode, n=15)

WHO Standard-
(Median) N Mittelwert abweichung
Reparatur- = 3,00 8 51,73 6,34
quotient
< 3,00
bei 500 mGy 7 40,38 10,51
Levene-Test der T-Test fur die
Varianzgleichheit Mittelwertgleichheit
Signifi Sig.
F kanz T (2-seitig)
Reparatur- Varianzen
quotient bei | sind gleich 2,70 124 2,573 ,023
500 mGy

Quelle: Eigene Berechnungen

4.5.2 Nominale Zusammenhangsanalyse

vermieden wird, dass die Untergruppen zu klein werden:

e Giinstiger Reparatuquotient: Patienten, bei denen nach 5 Stunden noch weniger als

46,3 Prozent der nach einer halben Stunde vorhandenen DSB vorliegen, d.h. sie

konnten iiber 53,7 Prozent der DSB reparieren.

o Ungiinstiger Reparatuquotient: Patienten, bei denen nach 5 Stunden noch mehr als

46,3 Prozent der nach einer halben Stunde vorhandenen DSB vorliegen, d.h. sie

konnten weniger als 53,7 Prozent der DSB reparieren.
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Fiir den Ansatz WHO Score — Maximum Methode zeigt die nachfolgende Kreuztabelle (4.12)

die Aufteilung der Patienten fiir die beiden Merkmale. Es zeigt sich, dass von den 11

Patienten, die einen ungiinstigen Reparaturquotienten aufweisen, auch nur 2 eine moderate, 9

allerdings eine ausgepragte Mukositis aufweisen. Die umgekehrte Tendenz zeigt sich fiir die

4 Patienten mit giinstigem Reparaturquotienten. Denn 3 zeigen eine moderate und 1 Patient

eine ausgeprigte Mukositis.

Tabelle 4.12: Kreuztabelle fiir die nominale Zusammenhangsanalyse

(Maximum Mth., n=15)

Ex vivo: 500 mGy Mukositis (WHO — Maximum)
Moderat Ausgeprigt Gesamt
Reparaturquotient |Giinstig 3 1 4
Unglinstig 2 9 11
Gesamt 5 10 15

Quelle: Eigene Berechnungen

Das dazugehorige Chi-Quadrat zeigt mit einem Wert von 4,3 und mit einen Signifikanzniveau

von 0,077 an, dass ein Zusammenhang auch hier vorliegt. Der Kontingenzkoeffizient liegt bei

der hier vorgenommenen Einschrankung auf nur Nicht-Chemotherapie Patienten bei 0,470

mit einem dazugehorigen Signifikanzniveau nach exaktem Test mit p=0,077.

Tabelle 4.13: Ergebnisse der nominalen Zusammenhangsanalyse

(Maximum Mth., n=15)

Exact Sig.
Wert (zwei-seitig)
Pearson Chi-Square 43 077
Kontingenzkoeffizient 470 077

Quelle: Eigene Berechnungen

Fiir den Ansatz WHO Score — Median Methode bildet nun ebenfalls die nachfolgende

Kreuztabelle die Aufteilung der Patienten auf die beiden Merkmale ab.
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Tabelle 4.14: Kreuztabelle fiir die nominale Zusammenhangsanalyse

(Median Mth., n=15)

Ex vivo: 500 mGy Mukositis (WHO - Median)
Moderat Ausgeprigt Gesamt
Reparaturquotient |Giinstig 4 0 4
Unglinstig 3 8 11
Gesamt 7 8 15

Quelle: Eigene Berechnungen

Denn alle 4 Patienten mit giinstigem Reparaturquotienten zeigen eine schwache Mukositis.
Bei den 11 Patienten mit ungiinstigem Reparaturquotienten weisen 3 eine moderate und 8 eine
ausgeprigte Mukositis auf. Das dazugehdrige Chi-Quadrat weist einen Wert von 6,3 und ein
Signifikanzniveau von p=0,026 aus. Der Kontingenzkoeffizient weist mit einem Wert von

0,542 einen klaren, mittleren Zusammenhang bei einem Signifikanzniveau von p=0,026 aus.

Tabelle 4.15: Ergebnisse der nominalen Zusammenhangsanalyse

(Median Mth., n=15)

Exact Sig.
Wert (zwei-seitig)
Pearson Chi-Square 6,3 ,026
Kontingenzkoeffizient 542 026

Quelle: Eigene Berechnungen

4.5.3 Ordinale Zusammenhangsanalyse

Der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman fiir die Maximum Methode gibt einen Wert
von 0,366 mit einem Signifikanzniveau von p=0,18 an. Dies entspricht einem mittleren
positiven Zusammenhang zwischen Reparaturquotient und Mukositis. Allerdings ist das
Signifikanzniveau eher schwach und vermutlich auf die vergleichsweise geringe Fallzahl von
nur 15 Patienten zurlickzufiihren, weshalb eine Verallgemeinerung dieser Analyse nicht

moglich ist.
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Tabelle 4.16: Ergebnisse der ordinalen Zusammenhangsanalyse

(Maximum Mth., n=15)

Ex vivo: 500 mGy
Reparaturquotient
iSpearman-Rho Mukositis  |Korrelationskoeffizient ,366
(WHO-
Maximum) Sig. (2-seitig) ,180
N 15

Quelle: Eigene Berechnungen

Fiir den Ansatz der Median Methode zeigt der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman
einen Wert von 0,481 mit einem dazugehdrigen Signifikanzniveau von p=0,07. Dies
entspricht einem positiven mittleren Zusammenhang zwischen Reparaturquotient und

Mukaositis, der statistisch signifikant bestatigt wird.

Tabelle 4.17: Ergebnisse der ordinalnen Zusammenhangsanalyse

(Median Mth., n=15)

Ex vivo: 500 mGy
Reparaturquotient
Spearman-Rho Mukositis  |Korrelationskoeffizient ,481
(WHO-
Median) Sig. (2-seitig) ,070
N 15

Quelle: Eigene Berechnungen
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5. Diskussion der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen, die
eine unterdurchschnittliche ex-vivo DNA-DSB-Reparatur aufweisen, ein hoheres Risiko fiir
die Entwicklung einer ausgepragten oralen Mukositis unter Bestrahlung haben. Um dies zu
beurteilen und interindividuell —miteinander vergleichen zu konnen, wurde mittels der
v-H2AX Methode die Anzahl der Foci pro Zelle in Blutlymphozyten nach 0,5h, 2,5 und nach
5h im Anschluss an die Bestrahlung mit 500 mGy gemessen. Aus diesen Daten wurde ein
Reparaturquotient gebildet, um zu tberpriifen, ob zwischen diesem und der infolge der
therapeutischen Bestrahlung auftretenden Mukositis ein statistischer Zusammenhang besteht.
In der Studie weisen die eingesetzten statistischen Zusammenhangsanalysen daraufhin, dass
es fiir das untersuchte Kollektiv eine Assoziation des Reparaturquotienten bei der ex-vivo
Blut-Bestrahlung mit der Dosis von 500 mGy und der therapieinduzierten Mukositis gibt.
Fir die anderen betrachteten Bestrahlungsdosen 10mGy, 20mGy, 40mGy und 100mGy
konnten jedoch diese statistisch signifikanten Zusammenhénge nicht nachgewiesen werden.
So war auch bei den niedrigeren Bestrahlungsdosen 10 mGy bis 100 mGy erkennbar, dass die
Anzahl der Foci/gezédhlte Lymphozyten hoher lag als der Kontrollwert (ohne Bestrahlung)
und dass diese von der ersten Messung nach 0,5h bis zur letzten Messung nach 5h abfielen.
Eine mogliche Erklarung, dass hier kein Zusammenhang zwischen Reparaturquotient und
therapieinduzierter Mukositis nachgewiesen werden konnte, konnte darin bestehen, dass die
niedrigen Bestrahlungsdosen dazu fiihren, dass nach 30 Minuten eher weniger DNA-DSB
vorliegen, d.h. die initiierten Schidigungen und die folgende Reparatur geringer sind. Bei
hoéheren Bestrahlungsdosen sind nach 30 Minuten hingegen eher mehr DNA-DSB vorhanden,
d.h. die initiierten Schiddigungen und die ankniipfende Reparatur sind hoher.
In der Studie sind somit die Ergebnisse fiir die ex-vivo Bestrahlung mit 500mGy aufgrund des

eben erlduterten gilinstigeren ,,Signal-Rausch-Verhéltnis* am interessantesten.

Die infolge der therapeutischen Bestrahlung iiber mehrere Wochen gemessene Mukositis
wurde hierbei sowohl mittels der Maximum- als auch der Median-Methode statistisch
dargestellt. Die Median-Methode ist statistisch weniger verzerrend, da hier im Durchschnitt
ermittelt wurde, wie lang die Mukositis eines definierten Schweregrades iliber die Zeit
andauerte. Die Maximum-Methode ist statistisch auf Extremwerte ausgerichtet, denn hier
wurde nur der stirkste Wert der Mukositis innerhalb dieser Wochen ohne Beriicksichtigung

ihrer Dauer einbezogen. Daher sind die Zusammenhangsergebnisse fiir beide Methoden
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interessant. Hier werden noch einmal kurz die wichtigsten Ergebnisse der Studie
zusammenfassend fiir die Bestrahlungsdosis 5S00mGy diskutiert. Fiir beide Methoden konnten
dabei statistisch signifikante Zusammenhdnge zwischen der Mukositis und dem
Reparaturquotienten (N=31) nachgewiesen werden:

Der T-Test auf Mittelwertgleichheit zeigte, dass sich der Reparaturquotient bei moderater und
ausgepragter Mukositis unterscheidet. In der Gruppe der Patienten mit moderater Mukositis
war er niedriger — Mittelwert von 42,6% (Maximum-Mth.) und 43,7% (Median-Mth.), in der
Gruppe mit ausgepriagter Mukositis war er hoher — Mittelwert von 49,5% (Maximum-Mth.)
und 51,1% (Median-Mth.). In beiden Fillen war eine (grenzwertige) statistische Signifikanz
von p=0,061 (Maximum-Mth.) und p=0,047 (Median-Mth.) gegeben.

Die nominale Zusammenhangsanalyse weist einen mittelschwachen Zusammenhang zwischen

Reparaturquotienten und Mukositis fiir beide Methoden aus:

e Maximum-Mth.: Beispielsweise hatten 6 Patienten einen ungiinstigen Reparatur-
quotienten, von denen alle danach eine ausgeprigte Mukositis aufwiesen.

Der Kontingenzkoeffizient lag hier bei 0,385 und war mit p=0,078 signifikant.

e Median-Mth.:  Beispielsweise  hatten 6  Patienten  einen  ungiinstigen
Reparaturquotienten, von denen 5 danach eine ausgepridgte und nur ein Patient eine
moderate Mukositis aufwiesen. Der Kontingenzkoeffizient lag hier bei 0,41 und war
mit p=0,06 signifikant.

In der Schlussfolgerung deuten die Daten darauf hin, dass Patienten, die ex-vivo iiber einen
ungiinstigeren Reparaturquotienten in ihren Blutlymphozyten verfiigen, eine vergleichsweise
hohere Wahrscheinlichkeit besitzen, in der folgenden therapeutischen Bestrahlung mit
weniger starken Nebenwirkungen zu reagieren. Patienten weisen einen ungiinstigen
(mittleren) [giinstigen] Reparaturquotienten aus, wenn nach 5h noch >61% (<39% und <61%)
[<39%] der nach 0,5h vorhanden Foci vorliegen.

Die ordinale Zusammenhangsanalyse erweiterte nun die Ergebnisse, indem sie einen
mittelschwachen positiven Zusammenhang zwischen Reparaturquotient und Mukositis
aufzeigte, d.h. je niedriger der Reparaturquotient von Patienten in der ex-vivo Bestrahlung
ihrer Blutlymphozyten war, umso schwécher war ihre Mukositis bei der therapeutischen
Bestrahlung. Dies wurde durch den Korrelationskoeffizient nach Spearman fiir beide
Methoden angezeigt. Denn dieser lag bei 0,272 mit einem Signifikanzniveau von p=0,138

(Maximum-Mth.) und bei 0,375 mit einem Signikanzniveau von p=0,038 (Median-Mth.).
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In der Studie kann zudem festgestellt werden, dass der vermutete Zusammenhang noch
deutlicher ist, wenn nur Patienten betrachtet werden, die keine zusitzliche Chemotherapie
erhalten haben. Die interessantesten Ergebnisse zeigten sich fiir die Median-Methode (N=15):
Der T-Test auf Mittelwertgleichheit zeigte, dass der Reparaturquotient in der Gruppe mit
starker Mukositis einen Mittelwert von 51,7% (vs. 51,1% oben) und in der Gruppe mit
schwacher Mukositis einen Mittelwert von 40,38% (vs. 43,7% oben) aufwies. Die statistische
Signfikanz war mit p=0,023 zudem deutlicher (vs. p=0,047 oben).

Die nominale Zusammenhangsanalyse wies hier einen mittleren Zusammenhang auf: So
reagierten von den 11 Patienten mit einem unglinstigem Reparaturquotienten 8 mit einer
ausgepragten Mukositis, wéahrend von den 4 Patienten mit einem giinstigem
Reparaturquotienten alle nur eine moderate Mukositis zeigten. Der sich hieraus ergebende
Kontigenzkoeffizient lag bei 0,542 (vs. 0,41 oben) und war mit p=0,026 statistisch
signfikanter (vs. p=0,06 oben). Die ordinale Zusammenhangsanalyse wies auf eine positive
Richtung im Zusammenhang hin: Der Korrelationskoeffizient nach Spearman lag bei 0,481

(vs. 0,375 oben) bei einem Signifikanzniveau von p=0,07 (vs. p=0,038 oben).

Natiirlich spielen beim Auftreten der oralen Mukositis viele Faktoren eine wichtige Rolle. So
sind neben den konstitutionellen Faktoren, Faktoren wie Mundhygiene und Anwendung der
supportiven Therapie sehr wichtig. Dabei wurde beim Patientenkollektiv dieser Arbeit die
Supportivtherapie bestmoglich kontrolliert und standardisiert. Die Patienten wurden in kurzen
Zeitabstinden dazu befragt, angeleitet und untersucht. Lediglich zu den Rauchgewohnheiten
der Patienten, welche die orale Mukositis verstirken konnen, konnten keine verldsslichen

Informationen gewonnen und daher nicht in die Analyse integriert werden.

Beziiglich der Vergleichbarkeit der oralen Mukositis aufgrund der unterschiedlichen Grof3e
der Bestrahlungsfelder ist zu sagen, dass die Bestrahlungsvolumina (verglichen durch die
80%-Isodosen Linie) nur minimale interindividuelle Unterschiede zeigten, so dass Patienten
mit Kopf-Hals-Karzinomen sich diesbeziiglich wegen der guten Vergleichbarkeit als
Studienteilnehmer eignen. Die Bestrahlungsfelder konnen so als Ursache fiir Unterschiede in

der oralen Mukositis praktisch ausgeschlossen werden.

Dariiber hinaus stellt sich die Frage, ob die Reparaturkinetik, welche in Blutlymphozyten
gemessen wird, auch repréisentativ ist fiir andere Organe und Gewebe. So konnte in einer
Studie mittels y-H2AX Immunfluoreszenzmethode in Mausmodellen gezeigt werden (Riibe,

et. al.,, 2008a), dass es sich um identische Kinetiken der DSB-Rejoining in verschiedenen
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Organen der untersuchten Méuse handelte. Zudem konnte dort anhand eines préklinischen
Mausmodells gezeigt werden, dass die DNA-Reparatur, gemessen in Blutlymphozyten,
reprasentativ ist flir verschiedene solide Gewebe (Riibe, et. al, 2008b) Diese Ergebnisse

zeigen die Unabhéngigkeit der DNA-Reparatur von der Art des Gewebes.

Die Pathobiologie der oralen Mukositis ist sehr komplex. Diese wird nach Sonis zur
Erklarung der Pathogenese in einem Modell multipler Mechanismen in 5 Phasen unterteilt:
Aktivierung, die erste Reaktion auf den entstandenen Schaden, Meldung des Schadens,
Verstarkung, Ulzeration und Heilung, um die Pathogenese zu erkldren. (Sonis, et. al, 2007). In
Hinsicht auf die Ausprigung radiogener Nebenwirkungen sind DNA-DSB und deren
Reparatur von fundamentaler Bedeutung (Mc Millan, et al., 2001).

Dabei hat sich die y-H2AX Methode in den letzten Jahren als verldsslicher Nachweis fiir DSB
etabliert. So konnte in einer Studie festgestellt werden (Lobrich, et. al, 2005), dass eine
Patientin, die schon in frither nach einer erfolgten Radiotherapie erhebliche Nebenwirkungen
zeigte, auch in dieser erneuten Untersuchung in vivo erhebliche hohere
v-H2AX Foci als die iibrigen Teilnehmer der Studie aufwies. Sowohl mit der y-H2AX
Methode und Pulsfeld — Gelelektropherese in Fibroplasten konnte ein substantieller
DSB Reparaturdefekt nachgewiesen werden. Auch wurde hierbei schon ex-vivo eine

signifikante Radiosensitivitit bei dieser Patientin mittels y-H2AX Methode festgestellt.

Die y-H2AX Methode erlaubt das Aufdecken von Reparaturdefiziten im NHEJ, welcher der
dominante Reparaturmechanismus in Sdugetierzellen ist. Ein wesentlicher Vorteil ist ihre
geringe Nachweisgrenze von 0,1 mSv (Rothkamm und Lébrich et al., 2003). Zudem konnte
gezeigt werden, dass die entstandenen y-H2AX-Foci mit der Menge der induzierten DSB
korrelieren (Rogakou et al., 1999; Sedelnikova et al., 2002; Rothkamm und Ld&brich et al.,
2003). Dabei wird der maximale Wert nach 15 bis 30 Minuten erreicht. Es handelt sich um
eine sensitive Methode zur Messung der induzierten DSB, allerdings ist es aufgrund
verschiedener Einflussfaktoren keine 1:1 Korrelation. (Lobrich, et.al, 2010). Allerdings weist
die y-H2AX Methode auch verschiedenen Limitierungen auf. So ist sie nicht in der Lage,
Schéadigungen in der homologen Rekombination, die auf die S-G2 Phase zuriickzufiihren sind,
zu erkennen. Zudem registriert die y-H2AX Methode im Gegensatz zu physischen Methoden
der DSB Erkennung (z.B. Puls-Feld basierte Elektrophorese) lediglich metabolische

Aktivitdten in den Zellen, die initiiert werden, um den DSB Reparaturprozess zu ermoglichen.
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So konnten Diskrepanzen zwischen der tatsdchlichen DSB-Reparatur und der Eliminierung

von y-H2AX-Foci zu verschiedenen Zeitpunkten beobachtet werden (Kinner, et al, 2008).

Auch ldasst die y-H2AX-Methode keine Riickschliisse iiber die Qualitit der erfolgten
DSB-Reparatur zu, denn z.B. das Hinzufiigen und die Eliminierung von DNA-Molekiilen
sowie nicht gelungene Re-Joining Ereignisse konnen mit ihr nicht dargestellt werden. In
Summe bietet die y-H2AX Methode zwei weitere wesentliche Vorteile gegeniiber den bereits
erwdhnten, weshalb sie in der durchgefiihrten Studie zur intendierten Quantifizierung von
DSB und damit der Reparaturkinetik geeignet ist. Zum einen kann sie unabhingig vom
molekularen Hintergrund eingesetzt werden, wodurch eine weite Bandbreite von genetischen
und epigenetischen Variationen, die die DSB Reparaturmechanismen beeinflussen, entdeckt
werden konnen. Zum anderen sind Blutproben vor der Durchfiihrung der therapeutischen
Bestrahlung einfach zugénglich und kostengiinstig, und so kann die y-H2AX Analyse mittels
eines Bluttests innerhalb relativ kurzer Zeit abgeschlossen werden. Die Ergebnisse wurden
jedoch mit einer limitierten Anzahl von Patienten gewonnen und sind deshalb nicht ganzlich
aussagekriftig.

In einer Studie, in der gesunde Kinder und solche mit Malignomerkrankungen untersucht
wurden, konnte festgestellt werden, dass erkrankte Kinder eine ungiinstigere
Reparaturkapazitit als gesunde Kinder aufweisen. (Riibe et al., 2010). Eine weitere
Untersuchung des dieser Arbeit zu Grunde liegenden Patientenkollektivs wurde hinsichtlich
des Einflusses der in-vivo Reparatur auf die auftretende Mukositis durchgefiihrt. Hierbei
konnte aufgezeigt werden, dass Patienten, bei denen 24h nach der therapeutischen in-vivo
Bestrahlung mit 2Gy dann eine ausgeprigtere Mukositis festzustellen war, wenn die Anzahl
der nicht reparierten DSB hoher lag als im Mittel nach 24h. Allerdings unterschieden sich die
Patienten, die eine >3 Mukositis (n=18) aufwiesen, nicht von den Patienten, die eine
<2 Mukositis zeigten (n=13) bezogen auf die Anzahl der nach 24h noch vorliegenden DSB
(Fleckenstein, et. al., 2010).

Andere Ergebnisse 1iiber den Zusammenhang zwischen Reparaturkapazitit und
Normalgewebsreaktionen nach erfolgter Therapie bei Patienten mit Kopf-Hals-Karzionmen
zeigt die Studie von Werbrouck. Hier konnte kein statistischer Zusammenhang bei einer
Bestrahlung mit 0,5 Gy zwischen der mittels y-H2AX in vitro gemessenen Reparaturkinetik
und dem Auftreten der Normalgewebskomplikationen in Form von Schluckbeschwerden,

Mukositis und Dermatitis nachgewiesen werden. Dabei wurden in dieser Studie bei einem
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Gesamtkollektiv 31 Patienten untersucht die verschiedene Therapieschemata erhielten.
So erhielten 8§ Patienten eine primdre Radiatio, 7 eine kombinierte primére
Radiochemotherapie. Operativ wurden insgesamt 16 Patienten behandelt, von denen jeweils 8
Patienten zusitzlich eine Radiatio und eine zusitzliche Radiochemotherapie erhielten. In
dieser Studie wurden zusétzlich Patienten mit verschiedenen ATM Mutationen auf
Unterschiede in der Reparaturkinetik untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass diese
iiber weniger effiziente Reparaturmechanismen verfiigen. (Werbrouck, et. al, 2010)
Insgesamt unterscheidet sich der therapeutische Ansatz damit zu dem Vorgehen in dieser
Studie. Auch wurden die Normalgewebsreaktionen anders definiert. Dies kann eine
Auswirkung auf die auftretenden Normalgewebsreaktionen haben, die anders definiert
wurden. Daher sind aufgrund der verschiedenen Limitierungen und Einfliisse weitere Studien
notig, ehe ein abschlieBendes Urteil dariiber gefdllt werden kann, ob und unter welchen
Bedingungen die y-H2AX Methode als préadiktiver Test zur Behandlungsvertréglichkeit

tatsdchlich im Klinikalltag verwendet werden kann.
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6. Appendix

A. TNM-Klassifikation fiir Kopf-Hals-Karzinome

1.) T-Klassifikation fiir Tumore der Mundhéhle, Oro- & Hypopharynx

T1 | Tumor 2cm oder weniger in grof3ter Ausdehnung

T2 | Tumor mehr als 2cm , aber nicht mehr als 4 cm in grof3ter Ausdehnung

T3 | Tumor mehr als 4cm in groRter Ausdehnung

T4 | Tumor infiltriert benachbarte Strukturen
2) N- Regionéire Lymphknoten: fiir Tumoren der Mundhéhle, des Oro -und Hypopharynx
NO | Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 | Metastase(n) in solitarem, ipsilateralen Lymphknoten, 3cm oder weniger in gréRter Ausdehnung
N2a | ipsilateral solitar , groRer als 3cm und kleiner als 6¢cm in grof3ter Ausdehung

N2b | ipsilateral multipel, kleiner als 6cm in groRter Ausdehung

N2c | ipsilateral, kontralateral, kleiner als 6¢cm in grof3ter Ausdehung

N3 | Metastasen in Lymphknoten mit mehr als 6cm Ausdehnung
3) T-Klassifikation fiir Larynx-Tumoren der Supraglottis:

T1 | Tumor auf einen Unterbezirk der Supraglottis begrenzt, normale Stimmlippenbeweglichkeit

T2 | Tumor Uberschreitet Supraglottis, normale Stimmlippenbeweglichkeit

T3 | Stimmlippenfixation oder Uberschreitung laryngealer Grenzen (Postkrikoid)

T4a | Infiltration Schildknorpel u/o Nachbarstrukturen (Halsweichteile, Schilddriise, Osophagus)

T4b | Infiltration Pravertebralraum, Mediastinum, A. carotis int.
4.) T-Klassifikation fiir Larynx-Tumoren der Glottis:

T1 | Tumor auf Stimmlippe begrenzt, erhaltene Stimmlippenbeweglichkeit

(T1a:Befall einer Stimmlippe, T1b: beidseitiger Befall der Stimmlippen)
T2 | Ausbreitung auf Supraglottis und/oder Subglottis und/oder eingeschréankte Stimmlippenbeweglichkeit (Einwachsen in
Aryknorpelbereich)

T3 | Tumor beschrankt sich auf Larynx mit Stimmlippenfixation

T4a | Infiltration Schildknorpel u/o Nachbarstrukturen (Halsweichteile, Schilddriise, Osophagus)

T4b | Infiltration Pravertebralraum, Mediastinum, A. carotis int.
5.) T-Klassifikation von Larynx-Tumoren der Subglottis:

T1 | Begrenzt auf Subglottis

T2 | Erreicht Stimpplippe, Stimmlippen normal oder eingeschrankt beweglich

T3 | Auf Larynx begrenzt mit Stimmlippenfixation

T4a | Infiltration Schildknorpel u/o Nachbarstrukturen (Halsweichteile, Schilddriise, Osophagus)

T4b | Infiltration Pravertebralraum, Mediastinum, A. carotis int.
6.) N- Lymphknotenstatus bei allen Larynx-Karzinomen:

N1 | Lymphknotenmetastatsen ipsilateral solitar kleiner gleich 3 cm Tumor Uberschreitet Organgrenzen (z.B. Trachea)
N2a | Ipsilateral solitéar, > 3cm und <6 cm

N2b | Ipsilateral multipel kleiner gleich 6 cm

N2c | Bilateral, kontralateral kleiner gleich 6 cm

N3 | Lymphknotenmetastase goRier als 6cm

Quelle: Weber et. al (2010).
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B. Mukositiserhebungsbogen

Arbeitsblatt zur Mukositisbeurteilung

Patienteninitialien: Beurteilungsdatum:

Woche: Besuch Beurteilungsbeginn:

Ernihrung 1 : Bitte angeben, was der Patient derzeit zu sich nehmen kann:

Feste Nahrung [1  Fliissige Nahrung [

Erndhrung 2 : Bei flissiger Nahrung oder keine orale Nahrungsaufnahme liegt dies an der oralen Mukositis? Ja oder Nein.

Wenn Nein, bitte fragen, was der Patient ausschlieBlich, aufgrund dessen, wie sich sein Mund anfiihlt, meint zu sich nehmen zu kénnen:

Feste Nahrung [ Flissige Nahrung [ Keine orale Nahrungsaufnahme [

Schmerzen im Mund: Bitte angeben, ob der Patient Schmerzen oder Beschwerden im Mund hat: Ja Nein [

Geschmack: Bitte angeben, ob das Geschmacksempfinden des Patienten aufgrund der Krebsbehandlung verédndert ist:

Normal [ Leicht verdndert (z.B. metallischer Geschmack) [ Deutlich veradndert [

Speichel: Bitte angeben, ob bei dem Patienten die Speichelbildung durch die Krebsbehandlung beeintrachtigt ist:

Normall  Leicht verdickt [J Dick, zéihfliissig, klebrig [] Nekrose, beeintrachtigt []
Ulzeration Sonstige Ulzeration
Nein = Normale, intakte Schleimhaut Nein = Keine Ulzerationen

P = Fleckige Ulzeration(en) oder Pseudo-

membran(en) belegen < 50% der betroffenen Ja = Tumor Ulzeration

Schleimhautoberfliche

C = Zusammenlaufende Ulzeration(en) oder NE = Nicht beurteilbar

Pseudomembran(en) belegen iiber > 50%

der betroffenen Schleimhautoberfliche

N = Nekrose

NE = Nicht beurteilbar

Erythem

Nein = Rosarote Schleimhaut Ja = Schleimhaut ist gerotet

NE = Nicht beurteilbar
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Ort Ulzeration/Bildung einer Sonstige Ulzeration Erythem
Pseudomembran
betreffendes bitte einkreisen

Oberlippe Nein P C N NE Nein Ja NE Nein Ja NE
Unterlippe Nein P C N NE Nein Ja NE Nein Ja NE
Rechte Wange Nein P C N NE Nein Ja NE Nein Ja NE
Linke Wange Nein P C N NE Nein Ja NE Nein Ja NE
Zunge rechts ventral und lateral | Nein P C N NE Nein Ja NE Nein Ja NE
Zunge links ventral und lateral | Nein P C N NE Nein Ja NE Nein Ja NE
Mundboden Nein P C N NE Nein Ja NE Nein Ja NE
Weicher Gaumen Nein P C N NE Nein Ja NE Nein Ja NE
Harter Gaumen Nein P C N NE Nein Ja NE Nein Ja NE

Quelle: Eigene Darstellung
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