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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Hintergund: Akute Strahlennebenwirkungen in der Radiotherapie sind multifakto-
riell bedingt und durch eine grof3e interindividuelle Variabilitdt gekennzeichnet.

Diese Studie untersucht den Einfluss der individuellen in vivo Doppelstrangbruch
(DSB)-Reparatur auf die Inzidenz der héhergradigen oralen Mukositis an einem
Patientenkollektiv mit Kopf-Hals-Karzinomen mit Indikation zur adjuvanten Radiothe-
rapie (RT) oder Radiochemotherapie (RCT).

Patienten, Material und Methoden: Bei 31 Patienten mit einem Kopf-Hals-
Karzinom und adjuvanter RT oder RCT wurde die DSB-Reparaturkinetik mittels Be-
stimmung der yH2AX-Immunfluoreszenzmethode untersucht. yH2AX-Foci, die DSB
Uber Chromatinveranderungen markieren, wurden vor der ersten Bestrahlungsfrak-
tion sowie nach 0,5 h; 2,5 h; 5 h und 24 h erfasst. Primares Studienanliegen war die
Uberprufung einer Korrelation zwischen dem AusmaR aus residueller yH2AX-
Focianzahl zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb von 24 Stunden nach der ersten
Bestrahlung und der nach WHO Kklassifizierten maximalen Mukositisauspragung.
Um die Dosisbelastung der oralen Mukosa zu bertcksichtigen, wurden entspre-

chende Dosisvolumenhistogramme ausgewertet.

Ergebnisse: Beziglich der initial entstandenen yH2AX-Foci sowie der prozentua-
len Reparatur innerhalb der ersten 24 Stunden unterschieden sich die beiden The-
rapiegruppen (RT vs. RCT) nicht. Nur in der RT-Gruppe hatten Patienten mit
hohergradiger oraler Mukositis (WHO Grad = 3) eine verzdgerte Reparatur, wahrend
ein solcher Unterschied nicht fur Patienten mit simultaner Chemotherapie demon-
striert werden konnte.

Ein Zusammenhang zwischen der Dosisexposition der Mundhéhle und der Auspra-

gung der oralen Mukositis konnte nicht gefunden werden.

Schlussfolgerung: Mit der Einschrankung der geringen Patientenanzahl geben
die Ergebnisse einen Hinweis darauf, dass es bei mangelnder Reparatur innerhalb
der ersten 24 Stunden nach einer Radiotherapie zu einem geh&uften Auftreten einer
hohergradigen oralen Mukositis kommt. Interessanterweise ist dieser Zusammen-
hang bei Patienten mit einer RCT, bei denen die orale Mukositis wesentlich von der

Chemotherapie beeinflusst wird, nicht nachweisbar.



Zusammenfassung

The impact of individual in vivo repair of double-strand breaks on oral
mucositis in adjuvant radiotherapy of head-and-neck cancer patients

Purpose: During radiotherapy the acute side effects are shaped by a large range
of individual reactions based on a multifactorial genesis. This study evaluates the
impact of individual in vivo double-strand break (DSB) repair on the incidence of
severe oral mucositis in patients with head-and-neck cancer undergoing adjuvant

radiotherapy (RT) or radiochemotherapy (RCT).

Patients, materials and methods: In thirty-one patients undergoing adjuvant
RT or RCT DSB repair was measured with the yH2AX method indicating DSB by
chromatin modification. yH2AX-Foci in blood lymphocytes were quantified before
and 0.5h, 2.5h, 5h and 24 h after the first fraction of RT. The proportion of yH2AX-
Foci-loss at different points in time within the first 24 hours was correlated to the
maximum mucositis-scores documented by WHO classification. Additionally, dose
volume histograms were generated to evaluate the irradiation dose exposure of oral

mucosa.

Results: In both groups there was no difference between the initial number of
YH2AX-Foci as well as the proportional DSB repair within the first 24 hours (RT vs.
RCT). In the RT-group patients with impaired repair showed an increased incidence
of severe oral mucositis (WHO grade = 3).

No correlation was found between the dose exposure of the oral cavity and the mu-

cositis score.

Conclusions: The results suggest the identification of patients with an increased
incidence of severe mucositis by impaired DSB repair within the first 24 h after ra-
diotherapy but have to interpreted cautiously because of the small number of pa-
tients. Interestingly we failed to demonstrate this correlation in the RCT-group in

which the mucositis seems to be dominated by the chemotherapy.

10



Einleitung

2. Einleitung

2.1 Kopf-Hals-Karzinome

2.1.1 Epidemiologie

Unter den Begriff der Kopf-Hals-Karzinome fallen bdsartige Tumore der Mundhéhle,
des Oropharynx, des Hypopharynx, des Larynx und des Nasopharynx. Dabei han-
delt es sich fast ausnahmslos um Plattenepithelkarzinome.

Mit ungefahr 13.000 Neuerkrankungen pro Jahr in Deutschland sind im Wesentli-
chen Patienten im finften und sechsten Lebensjahrzehnt betroffen. Kopf-Hals-
Karzinome nehmen bei den Méannern in Deutschland den siebten Rang der Krebs-
neuerkrankungshaufigkeiten ein. Im Gegensatz dazu treten Kopf-Hals-Karzinome
bei Frauen seltener auf und sind auf dem 15. Rang zu finden. Im deutschlandweiten
Vergleich liegt im Saarland mit 35,2 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner bei Man-
nern und 8,5 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner bei Frauen die hdchste Inzidenz
vor. Dabei stellt das Larynxkarzinom die haufigste vorkommende Entitat dar. Je
nach Tumorentitat und Tumorausdehnungsstadium variieren die Therapieoptionen
und das 5-Jahres-Uberleben. Die gunstigsten 5-Jahres-Uberlebensraten haben Lip-
penkarzinome mit bis zu 90 % und die ungtinstigsten Hypopharynxkarzinome mit 30
%. Jahrlich versterben deutschlandweit 2.800 Manner und 1.200 Frauen an diesem
Tumorkollektiv (Robert Koch Institut, 2008).

Als Hauptrisikofaktoren fiir Kopf-Hals-Karzinome sind Tabak- und Alkoholkonsum zu
nennen, was sich in einer bis zu sechsmal haufigeren Inzidenz bei Rauchern im
Vergleich zu Nichtrauchern zeigt (Robert Koch Institut, 2008). Zusétzlich stellt eine
schlechte Mundhygiene einen Risikofaktor dar (Moreno-Lopez LA et al., 2000). Die
Entstehung von Oropharynxkarzinomen wird zusatzlich zu einem Teil auf humane
Papillomviren als einen ursachlichen Faktor zurlickgefuhrt (D‘Souza G et al., 2007).
Beim Larynxkarzinom wurden karzinogene Substanzen, wie zum Beispiel (z.B.)
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, bestétigt (Elci OC und Akpinar-Elci
M, 2009).

11
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Einleitung
2.1.2 Therapie

Das Therapiekonzept wird regelhaft interdisziplindr anhand des TNM-Stadiums, der
Tumorlokalisation, des Karnofsky Index und der Komorbiditaten des Patienten erar-
beitet. Im kurativen Ansatz kommen Chirurgie, Strahlentherapie und Chemotherapie
in unterschiedlichen Kombinationen zum Einsatz.

In niedrigen Tumorstadien besteht die Option eines allein chirurgischen oder strah-
lentherapeutischen Vorgehens. Eine postoperative Radiotherapie ist bei héheren
Tumorstadien (= pT2), bei einer onkologisch inkompletten Resektion, bei Vorliegen
extrakapsularer Lymphknotenmetastasen, bei einer perineuralen Invasion, bei = 2
Lymphknotenmetastasen oder beim Vorhandensein sehr groRer Lymphknoten > 3
cm notwendig (Peters LJ et al., 1993). Ein kombiniertes Vorgehen aus Operation
und adjuvanter RCT ist bei Patienten in einem fortgeschrittenen Tumorstadium >
pT2 und > pN2 sowie inkompletten Resektionen angezeigt (Bernier J et al., 2004,
Cooper JS et al., 2004).

Die am haufigsten verwendeten Chemotherapieregimes parallel zur Radiotherapie

sind Cisplatin 100 mg/ m*KOF an den Tagen 1, 22 und 43 oder Cisplatin 20 mg/ m?
KOF und 5-Fluoruracil (5-FU) 600-1000 mg/ m? KOF an den Tagen 1-5 und 29-33.

12
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2.2 Orale Mukositis als akute Strahlennebenwirkung

2.2.1 Klinisches Bild

Die Radiotherapie spielt in vielen Therapiekonzepten fir Kopf-Hals-Karzinome eine
essentielle Rolle. In der Radioonkologie zéhlt die Radiotherapie von Kopf-Hals-
Karzinomen zu den Behandlungen mit einer hohen Toxizitat. Die akute orale Muko-

sitis stellt dabei eine der wichtigen akuten radiogenen Nebenwirkungen dar.

Wahrend einer Radiotherapie bei Kopf-Hals-Karzinomen leiden nahezu alle Patien-
ten unter Schmerzen und Brennen im Mund sowie beim Schluckakt durch mehr
oder weniger ausgepragte makroskopische Veranderungen der Mundschleimhaut
wie Erythemen, Pseudomembranen, Ulzerationen oder Nekrosen.

Oft bedingt die orale Mukositis wahrend der Radiotherapie eine Erndhrungsumstel-
lung auf flussige, parenterale oder kinstliche enterale Kost per perkutaner endo-
skopischer Gastrostomie-Sonde. In 16 % (Trotti A et al., 2003) bis 37 % (Murphy BA
et al., 2009) der Falle ist eine Hospitalisierung des Patienten zur Schmerztherapie
und Ernahrung notwendig. Somit fihrt die starke Auspragung der oralen Mukositis
zu Therapiemodifikationen und -unterbrechungen, die die Behandlung verléangern
und zu schlechteren lokalen Tumorkontroll- und Uberlebensraten filhren (Russo G
et al., 2008).

Dabei ist das Risiko fiir die Entstehung sowie die Auspragung der oralen Mukositis
und die Zeit bis zum Auftreten der maximalen Mukositis (6. Woche) flir Patienten mit
Oropharynx-, Larynx- und Hypopharynxkarzinomen aquivalent (Elting LS et al.,
2008).

In Untersuchungen zeigten sich durchschnittlich bereits vor Erreichen einer kumula-
tiven Dosis der Mundschleimhaut von 32 Gy bei standardisierter fraktionierter The-
rapie Erytheme in der Mundschleimhaut. Im spéteren Verlauf der Therapie kdnnen
Ulzerationen auftreten, die je nach Auspragung als zusammenflieRende Ulzeratio-
nen, oder im schlimmsten Fall auch als Nekrosen, vorhanden sein kdnnen (Narayan
S et al., 2008).

13
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2.2.2 Pathophysiologie

Die Mundschleimhaut gehért zu den friih reagierenden Normalgeweben, die sich
durch eine hierarchische Organisation der Zellteilung auszeichnen. Von Stammzel-
len im Organ ausgehend werden in einem Gleichgewicht Funktionszellen proliferiert.
Die radiogene orale Mukositis entsteht durch einen Verlust an funktionstiichtigen
Zellen im Zuge einer direkten und indirekten Schadigung der Desoxyribonukleinsau-
re (DNS) der Stammzellen. Diese akute radiogene Mukositis ist in der Regel rever-

sibel.

Die Erforschung der Pathophysiologie der oralen Mukositis ist von grol3em Interes-
se, um aus den Ergebnissen eine effektive Prophylaxe und Therapie fir die Praxis
abzuleiten.

Die komplexen pathophysiologischen Ablaufe im Epithel und Submukosa der Mund-
schleimhaut kénnen in funf Phasen eingeteilt werden. Im ersten Schritt der Initiie-
rung entstehen durch die ionisierende Strahlung direkte Schaden der DNS, wie
DNS-DSB oder -Einzelstrangbriiche sowie Basenschaden und hochreaktive Sauer-
stoffmolekile, die eine indirekte Schadigung bewirken. Diese indirekte Schadigung
ist charakterisiert durch eine Initiierung einer Kaskade an inflammatorischen Reakti-
onen. Im zweiten Schritt erfolgt die Bildung und Hochregulation von proinflammato-
rischen Zytokinen (z.B. Tumornekrose Faktor a, Interleukin-1-B, Interleukin-6) und
verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie dem nuclear factor-kB (NF-kB), der die
Modulation der DNS Schadensreparatur beeinflusst und proapoptotisch wirkt. NF-kB
wird in epithelialen, endothelialen und mesothelialen Zellen sowie Makrophagen
gebildet und aktiviert Gber die Amplifikation von proinflammatorischen Zytokinen und
Mediatoren wie die Cyclooxygenase-2 weitere Signalwege im dritten Schritt. Diese
Zytokine und Mediatoren wiederum verstarken (Uber einen positiven
Feedbackmechanismus die inflammatorische Reaktion und fiihren zur Schadigung
oder Untergang der Zelle. Bis zu diesem Stadium resultieren fiir den Patienten nur
wenige Symptome, die sich im vierten Stadium der Ulzeration durch zunehmende
Schmerzen aufgrund des Verlusts der Barrierefunktion der Schleimhaut und
Infiltration des Epithels mit Makrophagen, Mastzellen und Plasma manifestieren. Es
kommt zur Ausbildung von Erythemen, Pseudomembranen, Ulzerationen oder
Nekrosen. Die sogenannten Pseudomembranen stellen fibrinbelegte Exudate mit

Bakterienansammlungen auf den Ulzerationen dar. Nach Beendigung der

14



Einleitung

strahlentherapeutischen Behandlung kommt es innerhalb von zwei bis drei Wochen
durch Proliferation, Migration und Differenzierung der Zellen der Wundrander zur
letzten und somit finften Phase der Heilung (Sonis ST, 2004).

2.2.3 Therapie

Aus dem oben dargestellten Verstandnis des komplexen und dynamischen Prozes-
ses der oralen Mukositisentstehung resultierten Therapieforschungen, die vor allem
in der Unterbrechung der inflammatorischen Reaktionskaskade und Stimulierung
der Zellproliferation ihren Angriffspunkt haben. Der rekombinante Keratinozyten
Wachstumsfaktor Palifermin wurde als Meilenstein in der Therapieforschung ange-
sehen. Seine Klinische Bedeutung in Hinsicht auf die Reduktion der radiogenen ora-
len Mukositis ist aktuell noch unklar (Brizel DM et al., 2008).

Zur Zeit gibt es keine Substanz, die eine strahleninduzierte orale Mukositis verhin-
dern kann. Es besteht auch kein durchgreifend neuer Ansatz zur Therapie oder
Prophylaxe (Rosenthal DI und Trotti A, 2009). Vielmehr besteht das Therapieziel in
der Linderung der eingetretenen Beschwerden unter Radiotherapie. In der Behand-
lung der Mukositis induzierten Schmerzen haben sich unterschiedlich zusammen-
gesetzte Mundspulungen und Schmerzmittelgaben bewéhrt (Wong PC et al., 2006).
Diesbeziglich existieren wenig aussagekraftige Studien, die konkreten Substanzen
einen deutlichen Vorteil in der Supportivtherapie der radiogenen oralen Mukositis
zusprechen (Keefe DM et al., 2007).

2.2.4 Einflussfaktoren
Der interindividuelle Unterschied der Auspragung einer akuten oralen Mukositis ist
multifaktoriell bedingt und wird durch verschiedene extrinsische und intrinsische

Faktoren beeinflusst.

Die extrinsischen Einfliisse setzen sich zum einen aus therapiebezogenen Faktoren

und zum anderen aus patientenbezogenen Faktoren zusammen.
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Einleitung

Therapiebezogene Faktoren wie die applizierte Gesamtdosis, die Strahlenart, die
FeldgréiRe, das Fraktionierungsschema (Bentzen SM et al., 2001), die Bestrahlungs-
technik (Graff P et al., 2007) und eine kombinierte Chemotherapie (Bernier J et al.,
2004) konnen die Auspragung der oralen Mukositis beeinflussen. Bei einer simulta-
nen Chemotherapie sind neben dem Pharmakon selbst zuséatzlich die Dosis, die
Applikationsart (Rades D et al.,, 2010) und Polymorphismen in den abbauenden
Enzymen (Ulrich CM et al., 2001) zu beachten, da sie das schleimhautschadigende
Potential der Therapie verstarken kénnen. 5-FU sowie Cisplatin stellen beide Muko-
sitis induzierende Substanzen dar (Rades D et al., 2010; Logan RM et al., 2009). 5-
FU tragt vor allem durch eine Erhéhung proinflammatorischer Zytokine und der NF-
kB Expression zur Entstehung einer oralen Mukositis wahrend der Radiotherapie bei
(Logan RM et al., 2009).

Aber auch patientenbezogene Faktoren wie ein fortgeschrittenes Alter der Patienten
(Balducci L und Extermann M, 2000), Kofaktoren wie Rauchen (Rugg T et al., 1990;
Zevallos JP et al., 2009), eine Neutropenie (Saadeh CE, 2005) und unzureichende
Mundhygiene (Barasch A und Peterson DE, 2003) férdern die Entstehung einer ora-
len Mukositis.

Als intrinsischer Faktor fur die Ausbildung von akuten radiogenen Mukositiden ist die
individuelle Radiosensitivitat zu nennen. Unter diesem Begriff versteht man das je-
dem Menschen genetisch vorgegebene Potential durch ionisierende Strahlung ent-
standene Schéden im Genom zu erkennen und zu reparieren. Dabei ist einer der
folgenschwersten Schaden der DNS-DSB. Bei dessen Reparatur sind vorrangig
DNS-Reparaturenzyme, aber auch das Zellmilieu und Zytokine beteiligt, die durch
individuelle Unterschiede in ihrer Ausprédgung und Aktivitat einen Einfluss auf die

DSB-Reparatur ausiiben.
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2.3 Doppelstrangbriiche

2.3.1 DSB-Reparatur

Nicht oder nur unvollstdndig reparierte DSB kénnen zu Zellverdnderungen, Karzi-
nomentstehung oder Zelltod fhren.

Dabei macht sich die Strahlentherapie die insuffiziente Reparatur von DNS-Schaden
der Tumorzellen fur die Tumortherapie zu Nutze. In Normalgeweben stellt die DSB-
Reparatur einen essentiellen Faktor zur DNS-Stabilitat im Hinblick auf die Ausbil-

dung von akuten und spéaten Nebenwirkungen dar.

Die Reparatur von DSB wird durch zwei Mechanismen organisiert, dem Nicht-
homologen End-Joining (NHEJ) und der homologen Rekombination (HR). Beide
Mechanismen stehen bezlglich ihrer vielschichtigen und hochkomplexen Vorgange
weiterhin unter intensiver Erforschung.

Die HR, die nur in der spaten S-Phase oder G2-Phase moglich ist, benutzt zur Re-
paratur die Sequenz des Schwesterchromatids als Matrize. Beim NHEJ werden die
freien DNS-Enden des DSB nach Entfernung der beschadigten Nukleotide ver-
knipft, was somit fehlerbehaftet sein kann. Das NHEJ stellt den haufigsten Repara-
turmechanismus fiir DSB in menschlichen Zellen dar, der vorrangig bei Zellen in der

G1-Phase beschritten wird.

Beim NHEJ ist das Heterodimer KU70/80, das aus den zwei Untergruppen Ku 70
und Ku 80 besteht, im ersten Schritt der Erkennung eines DSB beteiligt. Die Ku Pro-
teine binden direkt an die Bruchenden des DSB und halten diese zusammen
(Downs JA und Jackson SP, 2004). Zusatzlich bilden sie zusammen mit der DNS
abhangigen Proteinkinase (DNA PK) das Holoenzym DNA PK, das die offenen En-
den der DNS schiitzt und weitere Enzyme zur Prozessur der Bruchenden rekrutiert,
was unter anderem das Entfernen von nicht ligierbaren Endgruppen bedeutet.
Strahleninduzierte DSB sind sehr variabel und erfordern je nach Komplexitat unter-
schiedliche Kombinationen an Enzymen zur Prozessur der Bruchenden. Hierzu ge-
horen z.B. die Endonuklease Artemis, DNA Polymerase | und A,
Polynukleotidkinase, Aprataxin und PNK &hnlicher Faktor sowie Werner’'s syndrome
protein (Mahaney BL et al., 2009). 10 % der strahleninduzierten DSB bendtigen zur

Reparatur durch das NHEJ die Endonukleaseakitvitat des Proteins Artemis, das
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durch das Holoenzym DNA PK oder die Ataxia telangiectasia mutierte Kinase (ATM)
phosphoryliert werden kann (Riballo E et al., 2004).

Der letzte Schritt der Reparatur stellt die Ligation der DNS-Enden durch den Ligase
IV/XRCC4 Komplex in Anwesenheit der Ku Proteine dar (Nick McEIhinny SA et al.,
2000).

Zusatzlich erfolgt die Erkennung des initialen DNS-Schadens durch die Proteinkina-
se ATM mittels Chromatinanderung. Die inaktiv als Dimer vorliegende Kinase wird
im aktiven Zustand zu zwei autophosphorylierten Monomeren, die weitere Mediator-
proteine der DNS-Reparatur und der Zellzykluskontrolle aktivieren (Bakkenist CJ
und Kastan MB, 2003; Shiloh Y, 2003).

Die Interaktion von ATM mit dem Rad 50/Mrel11/NBS1 Komplex stellt einen wesent-
lichen Bestandteil zur Einleitung der HR, der Zellzykluskontrolle und der Verstar-
kung der ATM Aktivitat dar (Horejsi Z et al., 2004; Uziel T et al., 2003; Yuan J und
Chen J, 2009). Die Phosphorylierung des Proteins Nijmegen breakage syndrome 1
(NBS1) durch ATM bewirkt wesentliche Reaktionskaskaden zum Ablauf der HR
(Tauchi H et al., 2002a; Kobayashi J et al., 2008). NBS1 stellt auch zuséatzlich eine
Verbindung zur Rekrutierung von Mediatoren der Zellzykluskontrolle dar (Lim DS et
al., 2000; Shiloh Y, 2003).

2.3.2 Veranderung des Chromatins an einem DSB

Rogakou et al. zeigten in bestrahlten Fibroblastenzellkulturen und Mausen mittels
Gelelektrophorese, dass in der Néhe der Bruchstelle eines DSB H2AX, eine ubiqui-
tar im Chromatin vorhandene Histonuntergruppe der H2A-Familie, seine Konfigura-
tion andert (Rogakou EP et al., 1998).

Diese Histonuntergruppe H2AX, die ungefahr 2-25 % der H2A-Familie darstellt, be-
sitzt ein einzigartiges verandertes und verlangertes Carboxylende mit einer Sequenz
aus Serin (Mannironi C, 1989). Bei einem entstandenen DSB wird die Histonunter-
gruppe innerhalb von Sekunden an Serin 139 in einer Ausdehnung von mehreren
Megabasenpaaren phosphoryliert (Rogakou EP et al., 1998). Diese phosphorylier-
ten H2AX werden yH2AX genannt.

Die Phosphorylierung der H2AX wird durch die Phosphatidylinositol-3-Kinase &hnli-
che Kinasen (PIKK), DNA PK (Stiff T et al., 2004), ATM (Burma S et al., 2001) und
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ATM- and RADS related kinases (ATR) katalysiert (Stiff T et al., 2006; Ward IM und
Chen J, 2001). Mediator of DNA damage checkpoint protein 1 (MDC1) stellt einen
der wichtigsten Faktoren fur die Erkennung der yH2AX-Molekile dar (Stewart GS et
al., 2003; Stucki M et al.,, 2005). MDC1 amplifiziert die ATM-assoziierte DNS-
Schadensantwort und stimuliert sowie stabilisiert Gber einen positiven Feedbackme-
chanismus die Entstehung der yH2AX (Stucki M et al., 2005).

Die phosphorylierten Histone spielen eine elementare Rolle bei der DNS-
Schadensantwort und stellen eine Plattform fir viele Reparatur- und Zellzykluskont-
rollproteine dar. Zusatzlich erleichtern sie durch Chromatinkonfigurationsénderung
den Zugang fir Reparaturproteine und Zellzykluskontrollproteine (Keogh MC et al.,
2006).

Fur die Reparaturwege NHEJ oder HR sind yH2AX nicht essentiell, treten aber als
Modulatoren der Reparatureffizienz auf (Bassing CH et al., 2002; Celeste A et al.,
2003). Bei Unfahigkeit yH2AX zu bilden ergeben sich Defizite der DNS-Reparatur
und eine erhdhte Radiosensitivitat (Celeste A et al., 2002).

Fur die Aufrechterhaltung der Zellzykluskontrollpunkte sind yH2AX mitverantwort-
lich. Wichtige Zellzykluskontrollproteine werden tber Microcephalin 1 (MCPH1) und
MDC1 durch die Phosphorylierung von H2AX beeinflusst (Chaplet M et al., 2006;
Wood JL et al., 2007). Zusatzlich wird yH2AX eine Rolle bei der Apoptose von Zel-
len mit unreparierten DNS-Schaden zugeschrieben (Mukherjee B et al., 2006).

Die Reparaturkaskade wird Uber die Dephosphorylierung der yH2AX durch die
Komplexe der Proteinphosphatasen 2A, 2C und 4 beendet (Chowdhury D et al.,
2005; Kimura H et al., 2006; Nakada S et al., 2008).

Die Formierung von yH2AX ist eine universelle zellulare Antwort auf DSB. Auler
ionisierender Strahlung generieren noch andere exogene Faktoren yH2AX durch
DSB, wie z. B. einige Chemikalien (Banath JP und Olive PL, 2003), Hitze
(Takahashi A et al., 2004) und ultraviolettes Licht (Ward IM und Chen J, 2001).
Auch durch Meiose (Hunter N, 2001), Apoptose (Rogakou EP et al., 2000), VDJ
Rekombination (Chen HT et al., 2000), class switch Rekombination (Petersen S et
al., 2001), freie Telomerenden (Takai H et al.,, 2003) und Alterungsprozesse
(Sedelnikova OA et al., 2004) entstehen phosphorylierte H2AX Histone.
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2.3.3 Nachweis von DSB mittels yH2AX

Seit ihrer Entdeckung fungieren yH2AX in Studien als Indikator fur vorhandene
DNS-DSB.

Einen praktikablen Ansatz zum in vitro oder in vivo Nachweis von yH2AX stellt die
Immunfluoreszenzmethode dar (Rogakou EP et al., 1999). Lébrich et al. begrinde-
ten die in vivo Anwendung der Immunfluoreszenzmethode zur Detektion von DSB in
Blutlymphozyten (Lobrich M et al.,, 2005). Mittels Antikdrper und Fluorochromen
kénnen yH2AX detektiert werden und als Foci mit einer ungefahren GroRRe von 0,2
um? innerhalb von Fibroblastenkernen sichtbar gemacht werden (Costes SV et al.,
2006). Dabei besteht ein quantitativer Zusammenhang zwischen der Anzahl der
yH2AX-Foci und der Anzahl der DSB (Rogakou EP et al., 1999; Rothkamm K und
Lébrich M 2003; Sedelnikova OA et al., 2002).

Das Abnehmen der yH2AX-Foci, in verschiedenen Methoden wie der Durchflusszy-
tometrie und Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) getestet, entspricht dem Ver-
schwinden der DSB und somit deren Reparatur (Banath JP et al., 2004; Kihne M et
al., 2004; Lobrich M et al., 2005; Mirzayans R et al., 2006; Rothkamm K und Lé&brich
M, 2003). Zusatzlich korreliert die Kinetik mit der Radiosensitivitat (Banath JP et al.,
2004; Kuhne M et al., 2004; MacPhail et al., 2003). Die Anzahl der yH2AX-Faoci so-
wie die Kinetik der Abnahme werden beeinflusst durch die verwendete Bestrah-
lungsart, -dosis und -energie (Beels L et al., 2010).

Bei gleichen Bedingungen kann die Kinetik der yH2AX-Foci zum interindividuellen
Vergleich eingesetzt werden. Riibe et al. zeigten identische Reparaturkinetiken der
yH2AX-Foci fur verschiedene Gewebe eines Individuums auf (Ribe CE et al.,
2008b). Somit kann man die yH2AX-Foci Reparaturkinetik von peripheren Blutlym-

phozyten der in Normalgeweben gleichsetzen.
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2.4 Radiosensitivitat

2.4.1 Erkrankungen mit eingeschrankter DSB-Reparatur

Genetische Defekte in Enzymen der DSB-Reparaturwege verursachen bei betroffe-

nen Patienten elementare Verdnderungen der DNS.

Ataxia telangiectasia (AT) und Nijmegen breakage Syndrom (NBS) sind bekannte
Beispiele fur Erkrankungen der DSB-Reparatur. Bei AT ist die ATM Proteinkinase
mutiert, die als Dreh- und Angelpunkt der DSB-Schadensantwort gilt (Savitsky K et
al., 1995). Die Inzidenz wird auf 1:40.000 in den USA mit einer Pravalenz von
heterozygoten Tragern unterschiedlichster Mutationen des ATM Gens von 1:100
geschéatzt (Chun HH und Gatti RA, 2004; Swift M et al., 1986).

NBS-Patienten weisen eine Mutation im NBS1 Protein, einem Modulator der ATM
Proteinkinase, auf (Tauchi H et al., 2002b).

Die beiden autosomal-rezessiv vererbten Erkrankungen zeichnen sich durch eine
gesteigerte Radiosensitivitat, chromosomale Instabilitdt und eine erhéhte Rate an
Malignomen aus. Im Gegensatz zu Patienten mit NBS liegen bei ATM Patienten
charakteristisch zusatzlich eine progressive Ataxie durch Verlust der Purkinjezellen
der Kleinhirnrinde, Teleangiektasien und ein Immundefekt vor. NBS-Patienten wei-
sen haufig eine Mikrozephalie und mentale Retardierung auf.

lonisierende Strahlung stellt fir Patienten mit diesen Gendefekten der DSB-
Reparaturkaskade eine Bedrohung der DNS-Stabilitét dar. Wenn eine Radiotherapie
unumganglich ist, tolerieren Patienten mit ATM oder NBS die Radiotherapie
schlecht und reagieren regelmafig mit aufergewohnlich starken Strahlennebenwir-
kungen, die auch letal enden kdnnen (Distel L et al., 2003; Gatti RA, 2001; Gotoff
SP et al., 1967). Zusatzlich weisen auch die heterozygoten Trager des AT-Gens, die
ungefahr 1% ausmachen, eine schlechtere Vertraglichkeit der Strahlentherapie mit
Ausbildung von stark ausgepragten Normalgewebsreaktionen auf, bei in der Regel
unauffalligem Phanotyp (Andreassen CN et al., 2006; Ho AY et al., 2007; lannuzzi
CM et al., 2002).

Es ist moglich homozygote oder heterozygote Patienten dieser Erkrankungen, aber
auch Patienten mit anderen genetisch bekannten Reparaturdefekten in molekular-
genetischen Tests nachzuweisen (Distel L et al., 2003; Kiihne M et al., 2004; Ribe
CE et al., 2008a).
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2.4.2 Strahlensensible Patienten

In Studien wird die Rate strahlensensibler Patienten mit bis zu 10 % angegeben
(Oppitz U et al., 1999; Sprung CN et al., 2005). Diese Zahl lasst sich aber alleine
durch Patienten mit klinisch apparenten Erkrankungen der z.B. in Kapitel 2.4.1. ge-

nannten DSB-Reparatur nicht erklaren.

Neben den bekannten genetischen Defekten der DSB-Reparaturproteine kann eine
DNS-Instabilitat durch eine Kombination aus verschiedenen genetischen Verande-
rungen der DNS-Schadenserkennungs- und Reparaturproteinen entstehen und fir
eine erhdhte Radiosensitivitat verantwortlich sein (Cornetta T et al., 2006; Hendry
JH, 2001; Wilson PF et al, 2009). Einzelnukleotid-Polymorphismen sind z.B. fir 90
% der Variation des menschlichen Genoms verantwortlich und kdnnen, wenn sie in
Reparaturgenen vorkommen, ein erhohtes Risiko verstarkter radiogener Nebenwir-
kungen bei zuvor asymptomatischen Patienten nach sich ziehen (Andreassen CN et
al., 2002; Andreassen CN et al., 2003).

In der Literatur werden mehrfach Patienten beschrieben, die mit starken Nebenwir-
kungen auf eine Radiotherapie reagieren, ohne an einer definierten genetischen
Erkrankung zu leiden (Badie C et al., 1995; Lobrich M et al., 2005; Plowman PN et
al.1990; Ribe CE et al., 2010a; Woods WG et al., 1988). Es ware von Nutzen Pati-
enten mit individuell erhéhter Radiosensitivitat schon vor der Therapie durch einen

pradiktiven Test zu identifizieren.
Die Bestimmung der DSB-Reparatur mittels yH2AX-Foci in Blutlymphozyten will als

Marker der individuellen intrinsischen Radiosensitivitat nach strahlentherapeutischer

Behandlung zur Erkennung von strahlensensiblen Patienten beitragen.
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2.5 Pradiktive Tests

Wirde der individuellen Radiosensitivitdt gemafld dem genetischen Risikoprofil des
Patienten Rechnung getragen, kdnnten schwere Strahlennebenwirkungen vermie-
den und das Bestrahlungsergebnis durch individualisierte Behandlungen verbessert

werden.

Diesbezuglich ist die Forschung im Begriff die verschiedenartigen genetischen Vari-
ationen und Veranderungen, die zu einer erhéhten Radiosensitivitat fihren kénnen,
weiter zu analysieren.

Nationale und internationale Projekte, vor allem in Japan und im Vereinigten Kénig-
reich, forschen Uber die genetische Disposition fir Radiosensitivitat in Tumor- und
Normalgeweben (lwakawa M et al., 2002; West CML et al., 2005). Die Europaische
Gesellschaft fur Therapeutische Radiologie und Onkologie (ESTRO) setzt sich mit
dem Ubernationalen Projekt ,Genetic Pathways for the Prediction of the Effects of
Irradiation®, genannt GENEPI, fir die Erstellung von Gewebs- und Datenbanken zu
Normalgewebsreaktionen ein, um die Reparaturwege der strahleninduzierten Scha-
den sowie die genetischen Faktoren der Strahlennebenwirkungen aufzuschlisseln.
Das Ziel ist dabei die Erstellung von pradiktiven Tests zur Bestimmung der individu-
ellen Radiosensitivitat (Baumann M et al., 2003). Ein weiteres internationales Pro-
jekt zur individuellen Optimierung der Radiotherapie stellt das Gene-PARE Projekt
(Genetic Predictors of adverse radiotherapy effects) dar, das auf molekularbiologi-
scher Ebene die genetischen Grundlagen der Radiosensitivitéat untersucht (Ho AY et
al., 2006).

Die Erstellung von pradiktiven Tests zur Bestimmung der individuellen Radiosensiti-

vitat wirde einen bedeutenden Schritt auf dem Weg zur Individualisierung der Ra-

diotherapie in der klinischen Anwendung darstellen.
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2.6 Zielsetzung

Um Patienten mit starken akuten strahlenbedingten Nebenwirkungen frihzeitig zu
erkennen, versucht die vorliegende Arbeit die individuelle in vivo Reparaturkapazitat
von DSB in Blutlymphozyten bei Bestrahlungen von Patienten mit Kopf-Hals-
Karzinomen zu bestimmen und deren Korrelation mit der maximalen Auspragung

der akuten oralen Mukositis zu analysieren.
Diesbezuglich werden folgende Aspekte untersucht:

1. Darstellung der maximalen Mukositisauspragung wahrend der RT

2. Unterschiede in der Auspragung der oralen Mukositis zwischen den Thera-
pieregimes alleinige RT und RCT
Reparaturkinetik der DSB in Lymphozyten nach RT der Kopf-Hals-Region
Bedeutung des Einflusses der DSB-Reparatur auf die Auspragung der ora-
len Mukositis

5. Unterschiede in der DSB-Reparatur und ihr Einfluss auf die Auspragung der
oralen Mukositis, stratifiziert nach den Therapieregimes RT und RCT
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3. Patienten, Material und Methoden

3.1 Ein-und Ausschlusskriterien

Die Studie schloss Patienten mit resezierten Kopf-Hals-Karzinomen ein, die nach
Beschluss der interdisziplinaren Tumorkonferenz eine kurative adjuvante RT bezie-

hungsweise (bzw.) RCT erhielten.

Unter dem Begriff Kopf-Hals-Karzinome wurden in der Studie folgende Tumorlokali-
sationen zusammengefasst: Mundboden, Mundhdhle, Oropharynx, Hypopharynx,
Larynx sowie zervikale Lymphknotenmetastasen eines Cancer of Unknown Primary
origin Syndrome (CUP-Syndrom). Nasopharynxkarzinome wurden nicht mit in die

Studie aufgenommen.

Eine makroskopisch komplette Tumorentfernung und MO-Stadium waren Voraus-
setzung zur Aufnahme in die Studie. Als weitere Einschlusskriterien galten ein Kar-
nofsky-Index gréRer 60 % und ein Alter zwischen 18 und 80 Jahren. Patienten, die
Vorbestrahlungen im Tumorgebiet aufwiesen, wurden nicht in die Studie einge-
schlossen.

Nach einem ausfuhrlichen Aufklarungsgesprach, in dem Ziele, Ablauf und Risiken
der Studie aufgezeigt wurden, und nach erfolgtem schriftichem Einverstandnis zur
Studienteilnahme und zu den Blutenthnahmen wurden die Patienten in die Studie

aufgenommen.

Ein positives Votum der saarlandischen Ethikkommission lag vor.
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3.2 Therapie

3.2.1 Operation

Die Kopf-Hals-Karzinome wurden nach histologischer Sicherung in einer vorherge-
gangenen Panendoskopie auf konventionelle oder minimal-invasive Weise in der
Hals-Nasen-Ohren-Klinik oder Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie des Uniklinikums des
Saarlandes reseziert. Grof3e Defekte wurden gegebenenfalls mit funktionell-
plastischen Rekonstruktionen, z.B. mittels Lappenplastiken versorgt. Je nach Tu-
morlokalisation und Tumorausdehnung schloss sich in der gleichen Operationssit-
zung eine radikale oder selektive Neck dissection der ipsilateralen oder beidseitigen
zervikalen Lymphabflusswege an.

3.2.1 Chemotherapie

Nach Indikationsstellung einer Chemotherapie und Abklarung der Chemofahigkeit
erhielten die Patienten der RCT-Gruppe in einem stationdren Aufenthalt zwei Zyklen
Chemotherapie. Diese beinhaltete an den Tagen 1-5 und 29-33 der Radiotherapie
taglich eine 24-Stunden Infusion von 5-FU in der Dosierung 600 mg/ m? KOF und
eine 30-minutige Applikation von Cisplatin in der Dosierung 20 mg/ m? KOF mit ei-
nem Vor- und Nachlauf von insgesamt 2500 ml Ringerldsung sowie einer diureti-
schen Medikation mittels Mannitol. Begleitend zur Chemotherapie erhielten die Pati-
enten eine Antiemese mit MCP Tropfen (30 Tropfen 1-1-1 p.o.), Dexamethason (8
mg vor Cisplatingabe i.v.) und Ondansetron (8 mg vor Cisplatingabe i.v.).

Die Chemotherapeutika wurden in der Apotheke des Universitatsklinikum des Saar-

landes unter aseptischen Bedingungen zeitnah hergestellt.

3.2.2 Radiotherapie

Der Beginn der konventionellen perkutanen Radiotherapie der ehemaligen Tumor-
region sowie der lokoregionaren zervikalen und supraklavikularen Lymphabflussge-

biete war innerhalb von sechs Wochen nach der Operation geplant.
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Zur Reduktion von Komplikationen im Zahn- und Mundbereich wurden vor Beginn
der Bestrahlung sanierungsbedirftige Zahne therapiert oder entfernt. Nach der
Zahnheilung erfolgte die 3D-konformale computertomographie-gestitzte Bestrah-
lungsplanung.

Die Radiotherapie erfolgte an den Linearbeschleunigern MDX™, MXE™ und
ONCOR™ der Firma Siemens in der Klinik fur Strahlentherapie und Radioonkologie
des Universitatsklinikums des Saarlandes in Homburg. Zur Anwendung kamen Pho-
tonen der Grenzenergie 6 MV sowie Elektronen der Grenzenergie 10-12 MeV.

Die Patienten wurden in Ruckenlage bei Fixation des Kopfes durch eine individuell

angefertigte Kopfmaske aus thermoplastischem Material bestrahlt.

Das Zielvolumen beinhaltete die ehemalige Tumorregion mit mindestens einem
Zentimeter Sicherheitssaum sowie die zervikalen und supraklavikularen Lymphab-
flussregionen beidseits. Die verordnete Gesamtreferenzdosis bei einer RO-
Resektion betrug 60 Gy flur die ehemalige Tumorregion und die metastatisch befal-
lenen Lymphabflusswege sowie 50 Gy flr die nicht metastatisch befallenen Lymph-
abflussgebiete. Als Einzelreferenzdosis wurden 2 Gy einmal téaglich an funf Tagen
der Woche appliziert. Handelte es sich um eine R1-Resektion, wurde die Gesamtre-
ferenzdosis in diesem Bereich auf 66 Gy erhoht. Fur das Risikoorgan Rickenmark
betrug die Maximaldosis in der Summation 45 Gy.

Zur Radiotherapie wurden zwei verschiedene Techniken je nach Tumorlokalisation
eingesetzt. Fir Mundhohlenkarzinome und Oropharynxkarzinome wurde eine Halb-
feldtechnik angewandt. Die Radiotherapie der Hypopharynxkarzinome und Larynx-
karzinome, aber auch tiefliegender Zungengrundkarzinome, wurde Uber zwei latera-
le Felder mit Tischdrehwinkeln eingestellt. Zur Schonung des Riickenmarks wurden
ab einer applizierten Dosis von 30 Gy die dorsalen zervikalen Lymphabflusswege

mit einem Elektronenfeld aufgesattigt.

Zum Vergleich der individuellen Bestrahlungsvolumina und zu ihrer Korrelation mit
der Anzahl der initial entstandenen DSB wurden in jedem Patientenbestrahlungs-
plan die Volumina bestimmt, die von der 80 %- sowie von der 50 %-Isodosenlinie
(IL) umschlossen wurden. Zusatzlich wurden fur die Mundhdhle und den einsehba-
ren Oropharynx Dosis-Volumen-Histogramme erstellt, um den prozentualen Anteil
zu bestimmen, der mit mehr als 30 Gy (V30) und 50 Gy (V50) wahrend der Radio-

therapie belastet wurde (siehe Abb. 1). Diese Prozentwerte sollen Aufschluss daru-
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ber geben, in wieweit sich die Dosisbelastung der Mundhdhle auf die Auspragung
der oralen Mukositis auswirkt.

—— Mundhdhle und Oropharynx
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Abbildung 1: Dosis-Volumen-Histogramm

Beispielhaftes Dosis-Volumen-Histogramm zur Bestimmung der V30 und V50 fur die Mundhoéhle und
den einsehbaren Oropharynx. Dokumentation der Spinalkanaldosis gepunktet
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3.3 Bestimmung der yH2AX-Foci

3.3.1 Blutentnahme

Nach Aufklarung und Einwilligung in die Studie wurde den Patienten als Kontrollpro-
be eine halbe Stunde vor der ersten Bestrahlungsfraktion von 2 Gy mittels Kanle 9
ml Blut aus der Armvene in Heparinrohrchen (NH,;-Heparin-Monovettenréhrchen 9
ml, Sarstedt, Nimbrecht) enthommen.

Bei konstanter Temperatur von = 37°C wurde das unbestrahlte Blut mit dem Zellkul-
turmedium Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium (2g/l NaHCOs,
Biochrom Ag, Berlin, Deutschland) im Verhaltnis 1:2 verdinnt. Jeweils 3 ml Blut fur
jeden Zeitpunkt (0,5 h; 2,5 h; 5 h) wurden in 15 ml Zellkulturréhrchen mit 6 ml RPMI
vermischt.

Zur Erfassung der strahleninduzierten DSB und ihrer Kinetik wurde den Patienten 3
ml Blut 0,5 h; 2,5 h; 5 h und 24 h nach der ersten Bestrahlungsfraktion abgenom-
men. Dieses in vivo bestrahlte Blut wurde nach dem gleichen Vorgehen wie die
Kontrollproben verdinnt und jeweils zusammen mit einer Kontrollprobe zu den je-

weiligen Zeitpunkten aufgearbeitet.

3.3.2 Lymphozytenaufbereitung

Zur Isolierung der peripheren Lymphozyten von den lbrigen Bestandteilen des Blu-
tes wurden 6 ml des verdinnten Blutes mit 6 ml Lymphozytentrennmedium
(Lymphocyte separation medium 1077 light sensitive, PAA Laboratories, Pasching,

Deutschland) bei 23°C fiir 20 Minuten bei 1200 g ohne Bremse zentrifugiert.

Der entstandene Lymphozytenring wurde mit 5 ml PBS (Phosphat gepufferte Salz-
I6sung mit pH 7,2-7,4 bezogen von der Universitatsapotheke Homburg/Saar) gewa-
schen, dabei finfmal Uber Kopf gemischt und fur zehn Minuten bei 23°C mit 300 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert. Ein zweiter Waschschritt wurde ana-
log durchgefihrt, die Zentrifuge dabei auf 200 g eingestellt.

Das entstandene Pellet wurde nach Dekantieren des Uberstandes mit 170 pl PBS
resuspendiert. Pro Zeit- und Kontrollpunkt wurden zwei Deckglaser, die mit 0,1 %

Gelatine (Typ B from bovine skin) 30 Minuten inkubiert waren, angefertigt. 100 pl
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der Lymphozytensuspension wurden pro Deckglas bendétigt. Fir die Fixation in Me-
thanol bei -20° C wurden die Deckglaser in 6-Loch-Platten fir 30 Minuten inkubiert.
Zur Permeabilisierung wurden die Proben fir eine Minute in -20°C temperiertem
Aceton gebadet.

In mit 4 ml PBS plus Ziegennormalserum (PBS/NS) gefiilliten 6-Loch-Platten wurden
die Deckglaser auf einem wippenden Plattformschiuittler bei 20 rpm zweimal fir zehn
Minuten gewaschen.

Vor dem Aufbringen des Primarantikorpers wurden die Deckglaser fir 30 Minuten
bei Raumtemperatur in 4 ml PBS/NS geblockt.

40 pl des Primarantikorpers (Anti-phospho-Histone H2A.X Ser 139 clone JBW301
mouse monoclonal IgG,, Upstate, Temecula, USA) wurden in Verdiinnung 1:800 mit
PBS/NS auf die Deckglaser aufgebracht.

Nach Inkubation in einer feuchten Kammer tber Nacht wurden die Deckglaser er-
neut mit jeweils 4 ml PBS/NS bei Raumtemperatur auf dem wippenden Plattform-
schuttler gewaschen.

In einer Verdinnung von 1:400 mit PBS/NS wurden 80 pl des fluoreszierenden Se-
kundarantikorpers (Alexa Fluor® 488 goat anti-mouse 1gG, Molecular Probes, Inc.,
Eugene, OR) fur eine Stunde in einer feuchten Dunkelkammer auf den Objektgla-
sern inkubiert.

Danach erhielten die Deckglaser weitere vier Waschgénge mit 4 ml PBS fir jeweils
zehn Minuten.

Im letzten Schritt wurden die Deckglaser mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4’,6-
Diamidin-2-phenylindol (DAPI) zur Markierung der DNS und mit je 3 pl Mounting
Medium (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) zum Aushérten auf die
Objekttrager gesetzt.

Nach der Trocknung und Versiegelung der Deckglaser erfolgte die Auszahlung der

markierten yH2AX-Foci am Fluoreszenzmikroskop.

3.3.3 Fluoreszenzmikroskopie
Der mit einem Fluorochrom bestiickte Sekundarantikdrper, der tber die Bindung mit

dem Primarantikorper yH2AX markiert, absorbiert unter Anregung im Fluoreszenz-

mikroskop Licht einer Wellenlange von 495 nm im Absorptionsmaximum. Das Emis-
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sionsmaximum von Licht liegt bei einer Wellenlange von im Maximum 519 nm
(Johnson | und Spence MTZ, 2010). DAPI hat in Verbindung mit DNS ein Absorpti-
onsmaximum von 358 nm und emittiert Licht in einer Wellenlange von im Maximum
461 nm. Nach Anregung der Proben mit einem definierten UV-Licht Spektrum be-
deutet dies, dass die yH2AX-Foci sich griin und die DAPI gebundene DNS im Zell-
kern sich blau darstellen.

Mit dem Fluoreszenzmikroskop Eclipse E600 von Nikon wurden nach Erfassung der
einzelnen Zellen die angefarbten yH2AX-Foci in den Lymphozyten ausgezéhlt. Die
Deckglaser wurden in Ol mit einem 60er Objektiv maanderférmig nach Zellen und
yH2AX-Foci abgesucht. Pro Zeit- und Dosispunkt wurden mindestens 100 Zellen
und mindestens 40 yH2AX-Foci gezahilt.

Zusatzlich wurden am Mikroskop digitale Bilder der Proben aufgenommen.
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3.4 Dokumentation der oralen Mukositis

Wahrend der sechswdchigen Radiotherapie wurden die Patienten angehalten eine
Zahnreinigung nach den Mabhlzeiten sowie drei Mal taglich ein Mundspulprogramm
mit Panthenol Mundspullésung und Lutschtabletten, Nystatin/Amphotericin B Sus-
pension und Salbeiteespilungen regelmafig durchzufiihren. Bei Bedarf erhielten
die Patienten bei zunehmender oraler Mukositis zusétzlich Lokalanasthetika, nicht-

steroidale Antiphlogistika oder Opioide (topisch, p. o., transdermal).

Wadchentlich wurden die Akutstrahlennebenwirkungen im Mundbereich durch eine
standardisierte Inspektion der gesamten einsehbaren Schleimhaut der Mundhéhle
und des Oropharynx mit Holzspatel und Lichtquelle dokumentiert. Die Mundhéhle
und der Oropharynx umfassten die Unter- und Oberlippe, den Mundboden, die seit-
liche linke und rechte Zunge, die rechte und linke Wange, den harten und weichen
Gaumen.

Beurteilt wurden die Art und Weise der Nahrungsaufnahme (fest, flissig, keine orale
Nahrungsaufnahme moglich) und die Auspragung der Schleimhautveranderung.

Die Unterteilung der Schleimhautverédnderungen erfolgte in Erythem und Pseudo-
membran/Ulzeration.

Bei der wochentlichen Erfassung des Mukositisgrades nach der WHO-Klassifikation
anhand Tabelle 1 war die jeweils am starksten ausgepragte Veranderung mal3geb-
lich (WHO handbook for reporting results of cancer treatment, 1979). In die Studien-
auswertung ging ausschlie3lich die maximale Auspragung der oralen Mukositis

wahrend der sechswochigen Radiotherapie ein.

Tabelle 1: Einteilung der oralen Mukositis nach dem WHO Schema von 1979

WHO Grad Klinisches Bild

keine Beschwerden

Wundsein bzw. Rétung

Ulcera mit oder ohne Erythem, feste Nahrung méglich

Ulcera mit oder ohne Erythem, flissige Nahrung erforderlich

Ulcera mit oder ohne Erythem, orale Nahrungsaufnahme nicht moglich

A WNPFO
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Zur statistischen Analyse wurden die Patienten anhand ihrer Mukositisauspragung
in zwei Gruppen unterteilt. Aufgrund des klinisch bedeutsamen Kriteriums der Ein-
schrankung der oralen Kostzufuhr befindet sich die Trennung der beiden Gruppen
bei einer Auspragung von WHO Grad 3. Patienten, die noch feste Nahrung zu sich
nehmen koénnen (WHO Grad < 2), werden im Ergebnisteil der Gruppe der moderat
ausgepragten oralen Mukositis zugeordnet. Patienten, bei denen eine flissige,
parenterale oder enterale Erndhrung (WHO Grad = 3) notwendig ist, werden in der

Gruppe der héhergradigen Mukositiden zusammengefasst.
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3.5 Auswertung

3.5.1 Reparaturparameter

Eine Methode zur Erfassung der Reparaturkapazitat stitzt sich auf den prozentua-
len Anteil der reparierten DSB 24 Stunden nach der ersten Bestrahlungsfraktion in
Bezug zur initialen yH2AX-Focianzahl nach 30 Minuten (Lébrich M et al., 2005;
Menegakis A et al., 2009; Banath JP et al., 2004). Bildet man den Quotienten aus
der Anzahl der yH2AX-Foci nach 24 Stunden n(24h) und der Anzahl der yH2AX-
Foci nach 30 Minuten n(0,5h) erhdlt man einen Parameter, der die DSB-

Reparaturkapazitat anhand von zwei Werten abbildet: RQ24.

n(24h)

RQ24 =
Q n(0,5h)

Zusatzlich wurden noch zwei weitere Quotienten gebildet, um die Reparatur in den
frihen Stunden und in den spateren Stunden innerhalb der ersten 24 Stunden nach
erfolgter Radiotherapie aufzuzeigen.

_ n(2,5h)

"2 hosh)
_ n(24h)

ROS= 6h)

3.5.2 Auswertungsprogramme

Alle Tabellen und Diagramme der Arbeit wurden mit Microsoft Office Excel 2007

erstellt.

Bei vorheriger Prufung der Variablen auf Normalverteilung mit dem Kolmogorov-

Smirnov-Anpassungstest wurde der t-Test fur unabhéngige Stichproben in SPSS
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14.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) verwendet. Das Signifikanzniveau wurde auf a=0,05
festgelegt.

Die Bestrahlungspléane und die Berechnung der individuellen Bestrahlungsvolumina
sowie die Dosis-Volumen-Histogramme der Mundhdhle und des einsehbaren Oro-
pharynx wurden mit der Bestrahlungsplanungs-Software ADAC Pinnacle 6.0 (ADAC
Laboratories, Milpitas, CA) erstellt.

Die Bildbearbeitungsprogramme ImageJ Version 1.38 und Adobe® Photoshop® 7.0

wurden zur Erstellung der Bilder (siehe 4.3.1) verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

Insgesamt wurden 31 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region
in die Studie eingeschlossen, bei denen eine adjuvante RT bzw. eine kombinierte
RCT zwischen Januar 2007 und Juni 2008 in der Klinik fur Strahlentherapie und
Radioonkologie des Universitatsklinikums des Saarlandes in Homburg durchgefihrt

wurde.

Tabelle 2: Patientenliste

Patient Geschlecht Alter Karnofsky T“!’“Ofﬁ TN.M Grading Therapie
Index lokalisation Stadium

1 w 49 90 Mundhéhle pT2 pN1 cMO G2 RT
2 m 76 80 Mundhéhle pT2 pNO cMO G2 RT
3 m 49 70 Oropharynx pT3 pNO cMO G2 RT
4 m 54 90 Oropharynx pT1 pN1cMO G2-3 RT
5 m 50 70 Oropharynx pT3 pN2a cM0O G2 RT
6 m 48 80 Oropharynx pT2 pN2b cMO G3 RT
7 w 53 60 Larynx pT3 pNO cMO G2 RT
8 m 50 80 Hypopharynx pT1 pN2c cMO G3 RT
9 m 50 70 Oropharynx pT3 pN1 MO G3 RT
10 m 60 80 Larynx pT3 pNO cMO G2 RT
11 m 56 80 Oropharynx pT2 pN2a cMO G3 RCT
12 m 51 90 Larynx pT1 pN1 cMO G2 RT
13 m 68 90 Oropharynx pT1 pN2a cMO G2 RT
14 m 50 80 Larynx pT3 pN2b cMO G2 RCT
15 m 54 90 Larynx pT2 pN1 cMO G3 RCT
16 m 70 70 Oropharynx pT3 pNO MO G3 RT
17 m 67 70 Hypopharynx pT4 pN2b cMO G2 RCT
18 m 60 80 Mundhéhle pT1 pN2b cMO G2 RCT
19 m 66 90 Mundhéhle pT4 pN1 cMO G3 RCT
20 m 44 90 Oropharynx pT1 pN2a MO G2 RT
21 m 53 90 Oropharynx pT1 pN2c MO G2 RCT
22 m 67 80 Hypopharynx  pT1 pN2b cMO G2 RCT
23 w 65 80 Oropharynx pT2 pN2b cMO G3 RCT
24 m 65 80 Hypopharynx pT4 pN2b cMO G2 RCT
25 m 55 80 Oropharynx pT3 pN2b cMO G2 RCT
26 m 60 90 Oropharynx pT2 pN2b cMO G3 RCT
27 m 59 80 Mundhéhle pT1 pNO cMO G3 RT
28 m 71 90 Larynx pT2 pNO cMO G2 RT
29 m 52 80 Mundhohle pT1 pN2c cMO G2 RCT
30 w 66 90 CuUP cTO pN2b MO G3 RCT
31 m 51 80 Oropharynx pT2 pN2c cMO G2 RCT
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Die beiden Patientengruppen (RT n=16, RCT n=15) unterscheiden sich im Tumor-
stadium, das die Indikation zur Chemotherapie definiert. Somit ist der Therapieab-
lauf der RCT-Gruppe durch einen geplanten stationdren Aufenthalt zur Applikation
der Chemotherapie in der ersten und fiinften Woche der Radiotherapie charakteri-
siert.

Im Bezug auf Patientenanzahl, Durchschnittsalter, Lokalisation des Tumors sowie
mittlere Bestrahlungsvolumina sind die Gruppen balanciert. Zwei Patienten der RT-
Gruppe erhielten aufgrund einer R1-Situation 66 Gy.

In der RCT-Gruppe gab es zwei Patienten, die nach einem Zyklus Chemotherapie,
die gesamte Therapie wegen zu starken Nebenwirkungen im Bereich der Mund-
schleimhaut abbrachen. Nach 15 Gy und nach 18 Gy wiesen beide Patienten eine
orale Mukositis auf, die einem WHO Grad 3 entsprach. Beide Patienten wurden trotz
unvollsténdig applizierter Radiotherapie in die Ergebnisauswertung aufgenommen

und in der Gruppe der stark ausgepragten oralen Mukositis gefuihrt.

Ein Patient der RCT-Gruppe erhielt ausschlief3lich Cisplatin in drei Zyklen an Tag 1,
22 und 43 der Bestrahlung in der Dosierung 100 mg/ m? KOF. Zwei Patienten erhiel-
ten wegen einer Leukopenie nur einen Zyklus Chemotherapie. Diese drei Patienten
behielten in der Auswertung die Zugehdrigkeit zur RCT-Gruppe aufgrund der zu-
satzlichen Toxizitat durch die Chemotherapie, auch wenn diese nur unvollstéandig

appliziert wurde.
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Tabelle 3: Patientenkollektiv

RT+RCT RT n (%) RCT n (%)
Patientenanzahl 31 16 15
Geschlecht
maénnlich 27 (87) 14 (88) 13 (87)
weiblich 4 (13) 2(12) 2 (13)
Alter (Jahren)
Mittelwert 57,7 56,3 59,1
Standardabweichung 8,3 9,8 6,4
Gewicht (kg)
Mittelwert 71,5 72,3 70,6
Standardabweichung 18,5 16,9 20,8
GroflRe (cm)
Mittelwert 174,6 174,3 175
Standardabweichung 7,6 7,3 8,3
Karnofsky Index (%)
100 0 (0) 0 (0) 0 (0)
90 11 (35) 6 (38) 5(33)
80 14 (45) 5 (31) 9 (60)
70 6 (20) 5 (31) 1(7)
Tumorlokalisation
Mundhéhle 6 (19) 3(19) 3(20)
Oropharynx 14 (45) 8 (50) 6 (40)
Hypopharynx 4 (13) 1(6) 3(20)
Larynx 6 (19) 4 (25) 2 (13)
CUP 1(3) 0 (0) 1(7)
T Stadium
TO 1(3) 0 (0) 1(7)
T1 10 (32) 6 (38) 4 (27)
T2 9 (30) 4 (25) 5(33)
T3 8 (26) 6 (38) 2 (13)
T4 3(9) 0 (0) 3(20)
N Stadium
NO 7 (23) 7 (44) 0 (0)
N1 6 (20) 4 (25) 2 (13)
N2a 4 (13) 3(19) 1(7)
N2b 10 (32) 1 (6) 9 (60)
N2c 4 (13) 1 (6) 3(20)
N3 0 (0) 0 (0) 0 (0)
UICC Stadium
Stadium | 1(3) 1 (6) 0 (0)
Stadium Il 2 (6) 2 (13) 0 (0)
Stadium Il 9 (30) 8 (50) 1(7)
Stadium IV A 19 (61) 5 (31) 14 (93)
Stadium IV B 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Stadium IV C 0 (0) 0 (0) 0 (0)
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4.2 Orale Mukositis

4.2.1 Auspragung der oralen Mukositis

Tabelle 4: Mukositisauspragung

WHO Grad RT+RCT RCT RT
0 0 0 0
1 2 0 2
2 11 8 3
3 14 3 11
4 4 4 0

Im Gesamtkollektiv konnten = 42 % (n=13) der Patienten wéahrend der gesamten
Radiotherapie feste Nahrung (WHO Grad < 2) zu sich nehmen. Die restlichen =~ 58
% der Patienten (n=18) waren zeitweilig, aufgrund der enoralen
Beschwerdesymptomatik, wahrend der Therapie auf flissige, enterale oder
parenterale Kost (WHO Grad = 3) angewiesen.

In der Gegenuberstellung der beiden Therapiegruppen weist die RT-Gruppe mehr
Patienten mit einer oralen Mukositis WHO Grad = 3 (n=11, = 69%) auf als die RCT-
Gruppe (n=7, = 47%). Dabei vernachlasssigt die vorgenommene Unterteilung des
Mukositisgrades in stark (WHO Grad = 3) und schwach (WHO Grad =< 2)
ausgepragte orale Mukositis die Verteilung der Minima und Maxima der
Mukositisauspragung in den beiden Therapiegruppen. Beide Patienten mit der
schwéchsten Auspragung einer oralen Mukositis (WHO Grad 2) gehérten in der
vorliegenden Studie der RT-Gruppe an. Im Gegensatz dazu befanden sich alle vier
Patienten mit einer oralen Mukositis WHO Grad 4 in der RCT-Gruppe.

Jeder Patient bildete unter Radiotherapie eine orale Mukositis aus, kein Patient
hatte eine orale Mukositis WHO Grad O.
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4.2.2 Bestrahltes Volumen

Die 80 % IL umfasst das Volumen, das mit mindestens 48 Gy bzw. bei einer Ge-
samtreferenzdosis von 66 Gy mit 52,8 Gy belastet wurde. Fir die 50 % IL ist ein

Tabelle 5: Volumen der 50 %- und 80 %-IL

TB0,5<1,0 TBO0,521,0
(Foci/ zelle)  (Foci/ Zelle)
MW + SD MW + SD
80 % IL(cm3) 934 +288 1015 + 250
RT+RCT (n=31
(n=31) 50 % IL(cm®) 2511 £ 663 2624 + 459
0 3

RT (n=16) 80 % IL(cm3) 950 + 272 937 +278,7
50 % IL(cm3) 2574 +540 2634 + 159
80 % IL(cm3) 914 +323 1093 + 208

RCT (n=15
( ) 50 % IL(cm3) 2439 £ 813 2625 + 656

Wert von 30 Gy bzw. 33 Gy einzusetzen.

Im Gesamtkollektiv erhielten im Durchschnitt 974 cm?® mindestens 48 Gy bzw. 52,8

Gy (entsprechend des 80 %-Isodosenkurvenverlaufs) und 2567 cm® 30 Gy bzw. 33

Gy (entsprechend des 50 %-Isodosenkurvenverlaufs).

Volumen in cm?

1400 -

1200 -

[En

o

o

o
1

800

600 -

400 -

200 ~

W RT n=16
RCT n=15

TB0,5<1,0

Abbildung 2: Volumen der 80 % IL RT vs. RCT

Volumen, das von der 80 % IL umschlossen ist, und die yH2AX-Focianzahl nach 30 Minuten (TBO,5)
im Vergleich zwischen den beiden Patientengruppen unter Darstellung der Standardabweichung

Bei Patienten der RT-Gruppe wurde ein durchschnittliches Volumen von = 944 cm?

von der 80 % IL umschlossen. Das Volumen von = 1004 c¢cm® wurde in der RCT-

TB0,5 21,0

Gruppe mit mehr als 48 Gy bzw. 52,8 Gy belastet.
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Beim Vergleich der Anzahl an induzierten DSB nach 30 Minuten mit den vorliegen-
den Volumenmittelwerten ist keine Abhangigkeit fest zustellen. Allerdings bilden
Patienten der RCT-Gruppe bei groReren bestrahlten Volumina tendenziell mehr
DSB aus als bei kleineren Volumina.

Ahnlich verhalt es sich in der Darstellung der Volumenbereiche der 50 % IL. Auf die

Darstellung der Ergebnisse beziiglich des Verlaufes der 50 % IL wurde deswegen

verzichtet.

4.2.3 Dosisbelastung in der Mundhohle und im Oropharynx

Tabelle 6: Dosisbelastung der Mundhdhle und des einsehbaren Oropharynx

WHO £ 2 WHO 2 3

MW £ SD MW £ SD
RT+RCT n=31 V30 (%) 82,2+11,2 79,5+14,0
V50 (%) 73,8+ 13,5 72,6 +16,4
V30 (%) 79,1 +17,3 82,3+12,7

RT n=16
V50 (%) 66,0+ 17,9 75,8 + 15,6
0

RCT n=15 V30 (%) 84,1+6,0 75,1 +15,9
V50 (%) 78,3+7,9 67,7+ 17,6

Die vorliegende Tabelle zeigt die Dosisbelastung der Mundhgohle bei einer Bestrah-
lung mit einer Gesamtreferenzdosis von 60 Gy und 66 Gy. Im Gesamtkollektiv wur-
de im Durchschnitt auf = 73 % der Mundhgohle und des einsehbaren Oropharynx
mindestens 50 Gy appliziert. = 81 % der Schleimhaut in diesem Bereich erhielten
mindestens 30 Gy.

Insgesamt werden in der RCT-Gruppe 73,0 % der Mundhdhle und des einsehbaren
Oropharynx und in der RT-Gruppe 70,9 % mit mehr als 50 Gy belastet. Dabei be-
steht kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Anteil der Mund-
hdhle und des Oropharynx, die mit mehr als 50 Gy wahrend der Therapie belastet

wurden, und der Mukositisauspragung in beiden Therapiegruppen.
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100 1 ®RT n=16

20 1 RCT n=15
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Prozentualer Anteil der
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Abbildung 3: Dosisbelastung RT vs. RCT
Darstellung des prozentualen Anteils der Mundhohle und des einsehbaren Oropharynx der V50 fiir die
beiden Patientengruppen und die Mukositisgruppen unter Darstellung der Standardabweichung

In den beiden Therapiegruppen zeigt sich zwischen Mukositisauspragung und Do-
sisbelastung der Mundhohle und Oropharynx eher eine entgegengesetzte Tendenz.
Patienten der RT-Gruppe weisen bei grof3erer prozentualer Dosisbelastung tenden-
ziell eine starkere orale Mukositis auf, wahrend es sich in der RCT-Gruppe umge-
kehrt verhalt. Die Verteilung der Patienten mit stark und schwach ausgepréagter ora-
ler Mukositis stellt sich wie bereits in 4.2.1. aufgelistet dar: Funf Patienten der RT-
Gruppe und acht Patienten der RCT-Gruppe bilden eine schwache Mukositis WHO
Grad < 2 aus; elf Patienten der RT-Gruppe sowie sieben Patienten der RCT-Gruppe
eine hohergradige Mukositis WHO Grad 2 3.

Die Ergebnisse aus der Auswertung der Anteile der V50 stimmen mit den Resulta-
ten der V30 Uberein. Es ist auch hier von keinem relevanten Einfluss der Dosisver-

teilung in der Mundhdhle auf die Mukositisauspragung auszugehen.
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4.3 DSB nach Radiotherapie

Tabelle 7: yH2AX-Fociwerte im Verlauf RT+RCT, RT, RCT

TB 0,5 TB 2,5 TB 5 TB 24

MW = SD MW = SD MW = SD MW = SD
RT+RCT (n=31) 0,96+0,19 058+0,19 0,33+0,14 0,13+0,07
RT (n=16) 093+021 053+0,21 0,31+0,14 0,13+0,07
RCT (n=15) 099+017 063+014 036+0,14 0,13+0,08
WHO =2 (n=13) 1,07+0,15 065+0,15 0,39+0,14 0,14+0,08
WHO=23(n=18) 0,88+0,18 054+020 0,29+0,13 0,12+0,06

Tabelle 7 listet die yH2AX-Fociwerte pro Zelle der vier gemessenen Zeitpunkte mit
ihrer Standardabweichung fir das gesamte Patientenkollektiv, flir beide Therapie-
grupppen und fur die beiden Mukositisgruppen nach Subtraktion der Kontrollprobe

auf. Im Folgenden wird in den Unterkapiteln auf die Daten im Detail eingegangen.

43.1

Focianzahl/ Zelle

Abbildung 4: yH2AX-Focianzahl RT+RCT
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—— RT+RCT n=31
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Zeitin h
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Mittelwerte fir die yH2AX-Focianzahl/ Zelle je Zeitpunkt im Gesamtkollektiv mit jeweiliger
Standardabweichung unter Abzug der Kontrollprobe

30 Minuten nach der Radiotherapie nimmt die yH2AX-Focianzahl von 0,07 Foci/
Zelle auf 0,96 Foci/ Zelle zu. Nach zweieinhalb Stunden sind noch 60,4 % (0,58 +

0,19 Foci/ Zelle) der induzierten DSB messbar, nach funf Stunden noch 34,4 %
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(0,33 £ 0,14 Foci/ Zelle) und nach 24 Stunden noch 13,5 % (0,13 + 0,07 Foci/ Zelle).
Somit werden in der Zeit bis finf Stunden 65,6 % und in der Zeit zwischen funf
Stunden und 24 Stunden 20,8 % der initial entstandenen yH2AX-Foci repariert.

An der vorliegenden Grafik kann man ein Uberwiegen einer schnelleren
Reparaturphase in den ersten Stunden erkennen.

In der Untersuchung fiel auf, dass kein Patient innerhalb der ersten 24 Stunden
nach Radiotherapie die DSB bis zum Ausgangsniveau reparierte. Bei keinem Pati-
enten wurde in den unbestrahlten Kontrollproben ein signifikanter Anstieg der

yH2AX-Focianzahl pro Zelle im zeitlichen Verlauf festgestellt.

Ein Beispiel fur die Entstehung von yH2AX-Foci nach 30 Minuten in Lymphozyten
zeigt Abbildung 5, die mit einer an dem Mikroskop integrierten Digitalkamera (Orca,
Hamamatsu, Herrsching, Deutschland) mit Peltier Element bei einem
Studienpatienten aufgenommen wurde. Die linke Abbildung zeigt vier Lymphozyten
der Kontrollprobe ohne einen Focus. Auf dem rechten Ausschnitt erkennt man eini-

ge YH2AX-Foci 30 Minuten nach der ersten Fraktion von 2 Gy.

Abbildung 5: Darstellung der yH2AX-Foci in der Inmunfluoreszenz
Lymphozyten, aufgearbeitet nach dem yH2AX Protokoll, in einer unbestrahlten Blutprobe (links) und 30
Minuten nach einer RT mit 2 Gy bei einem Kopf-Hals-Karzinom Patienten (rechts)
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4.3.2 Ermittelte yH2AX-Fociverteilung im Vergleich

Tabelle 8: Poisson-Verteilung
Auflistung der gezahlten yH2AX-Foci pro Zelle 30 Minuten
nach Bestrahlung im Vergleich zur Poisson-Verteilung

Zellanzahl in Zellanzahl nach

Foci/ Zelle der Studie Poisson

0 3427 1955
1 830 2010
2 525 1033
3 262 354
4 85 91
5 85 19
6 53 3
7 55 1

28 144 0

Zur Berechnung der Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von yH2AX-Faoci in einer
Zelle kann man sich der Poisson-Verteilung als diskrete Wahrscheinlichkeitsvertei-

lung bei seltenen voneinander unabhangigen zufalligen Ereignissen bedienen.

Die Ergebnisse fur die Poisson-Verteilung und die tatsachlich gemessenen yH2AX-
Fociwerte fur den 30 Minuten Wert sind in der Tabelle 8 aufgelistet.

Die Mehrzahl der Lymphozyten der Studie (n= 3427; 62,7 %) wiesen 30 Minuten
nach Bestrahlung keinen Fokus auf. Aufgrund der geringeren Zellanzahl im Bereich
der hoheren yH2AX-Foci wurden Zellen mit mehr als acht yH2AX-Foci zusammen-
gefasst. Das Maximum lag bei 14 yH2AX-Foci pro Zelle.

Beim Vergleich des erfassten Verteilungsmusters in der vorliegenden Studie mit der
Poisson-Verteilung als N&herung einer Wahrscheinlichkeitsverteilung ist eine Dis-
krepanz zu erkennen. Im Gegensatz zur Poisson-Verteilung kommen in der Unter-
suchung mehr Zellen mit keinem Fokus und mehr Zellen mit = fiinf yH2AX-Foci vor.
Die Abweichung von der zu erwartenden yH2AX-Focianzahl pro Zelle zeigt, dass
keine homogene Bestrahlung des gesamten Blutes erfolgte und somit keine zufalli-
ge Verteilung der yH2AX-Foci resultierte. In der Studie kam es aufgrund der Teil-
korperbestrahlung unweigerlich zu einer Teilblutbestrahlung, was dieser Vergleich

demonstriert.
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4.3.3 Beide Patientengruppen im Vergleich
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Abbildung 6: yH2AX-Focianzahl RT vs. RCT
Darstellung der Mittelwerte fur die yH2AX-Focianzahl/ Zelle je Zeitpunkt in der RT-Gruppe und der
RCT-Gruppe mit jeweiliger Standardabweichung unter Abzug der Kontrollprobe

In beiden Therapiegruppen wurde bei initial vergleichbaren yH2AX-Foci nach 30
Minuten innerhalb von 24 Stunden auf eine &hnliche Anzahl an verbliebenen DSB
repariert (RT= 0,128 + 0,07 Foci/ Zelle, RCT= 0,132 + 0,08 Foci/ Zelle). Die
residualen yH2AX-Foci nach 24 Stunden entsprechen wie im Gesamtkollektiv nicht

dem Ausgangswert vor Bestrahlung.

Im Vergleich der beiden Therapieregimes beziiglich der Anzahl der yH2AX-Foci pro
Lymphozyt und Zeitpunkt repariert die RT-Gruppe in den ersten Stunden tendenziell
schneller als Patienten der RCT-Gruppe. Die Patienten der RT-Gruppe weisen nach
funf Stunden noch durchschnittlich 33,3 % der initialen yH2AX-Foci auf, wohingegen
bei Patienten der RCT-Gruppe im Durchschnitt noch 36,4 % der intialen yH2AX-Foci
vorliegen. Ein statistisch signifikanter Unterschied beziglich der yH2AX-Faoci pro
Zeitpunkt der beiden Therapiegruppen konnte nicht detektiert werden.
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4.3.4 Beide WHO Gruppen im Vergleich
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Abbildung 7: yH2AX-Focianzahl WHO Grad <2 vs. WHO Grad 2 3
Darstellung der Mittelwerte fir die yH2AX-Focianzahl/ Zelle je Zeitpunkt in den beiden WHO Gruppen
mit jeweiliger Standardabweichung unter Abzug der Kontrollprobe

In der Darstellung der DSB-Reparatur in Abhéngigkeit der Mukositisauspragung
zeigt sich tendenziell eine bessere Reparaturfahigkeit der Patienten, die eine
schwache orale Mukositis (WHO Grad < 2) ausbilden. Die Gruppe der Patienten
mit schwachen Mukositiden startet im Mittel mit = 22 % mehr DSB, repariert diese
aber auf das gleiche Niveau wie die Patienten mit einer starker ausgepragten oralen
Mukositis. Wie anhand des Diagramms zu erkennen ist, werden diese vermehrten
YH2AX-Foci bei Patienten der WHO Gruppe < Grad 2 innerhalb der letzten 18

Stunden des ersten Tages nach applizierter Strahlung repariert.
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4.4 DSB-Reparaturparameter

4.4.1 Verteilung des Reparaturparameters RQ24

Der Parameter RQ24 bildet das Verhaltnis der verbliebenen yH2AX-Foci nach 24
Stunden zur initialen yH2AX-Focianzahl ab. Je kleiner der RQ24-Wert ist, desto
weniger residuale yH2AX-Foci sind nach 24 Stunden noch vorhanden. In einem
Diagramm dargestellt, ergibt sich fur die RQ24-Daten die in Abbildung 8 aufgefiihrte
Verteilung mit einem Minimum bei 0,012, einem Maximum bei 0,28 und einem Mit-
telwertet von 0,14. Der Parameter besitzt einen Haufigkeitsgipfel um 0,1. 12 Patien-
ten weisen einen Reparaturquotienten der residualen yH2AX-Foci nach 24 Stunden
zur initialen Focianzahl grof3er als der Mittelwert auf.

Patientenanzahl

o0 005 o040 015 020 025 030
RQ24

Abbildung 8 : Verteilung RQ24
Darstellung der Verteilung des RQ24 fur RT+RCT, n=31, MW=0,14, SD=0,08
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4.4.2 Einfluss der Reparatur auf die Mukositisauspragung

Tabelle 9: Kreuztabelle RQ24 RT+RCT

RT+RCT WHO Grad<2 WHO Grad =3 Gesamt
RQ24 < 0,22 11 13 24
RQ24 = 0,22 2 5 7

n 13 18 31

Im Vergleich der WHO Gruppen mit der Reparaturfahigkeit im Gesamtkollektiv wur-
den die Patienten bei dem Wert von 0,22 des Reparaturparameters RQ24 in zwei
Gruppen unterteilt. Der Wert 0,22 entspricht dabei dem Mittelwert plus eine Stan-
dardabweichung (Hoeller U et al., 2003).

Der RQ24 ergibt bei 24 der 31 Patienten einen RQ24 von < 0,22 und bei sieben
Patienten einen RQ = 0,22. In der Gruppe der 24 Patienten mit einem RQ24 < 0,22
ist die Anzahl der stark und schwach ausgepragten Mukositiden relativ ausgegli-
chen. Von sieben Patienten mit einem RQ24 = 0,22 bilden funf eine stark ausge-
pragte orale Mukositis aus. Tendenziell treten somit mehr Mukositiden WHO Grad =
3 in der Gruppe mit einem RQ = 0,22 auf als in der Gruppe mit einem RQ24 < 0,22.

Unter der Einschrénkung der geringen Patientenzahl kann dies in der Analyse der
beiden Therapiegruppen RT und RCT wie folgt dargestellt werden:

Tabelle 10: Kreuztabelle RQ24 RT

RT WHO Grad<2 WHO Grad 23 Gesamt
RQ24 < 0,22 5 7 12
RQ24 20,22 0 4 4

n 5 11 16
Tabelle 11: Kreuztabelle RQ24 RCT
RCT WHO Grad<2 WHO Gradz3 Gesamt
RQ24 < 0,22 6 6 12
RQ24 20,22 2 1 3
n 8 7 15
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Die im Gesamtkollektiv darstellbare Tendenz verdeutlicht sich in der isolierten
Betrachtung der beiden Therapiegruppen. Patienten mit einer alleinigen
Radiotherapie bilden bei einem RQ24 = 0,22 ausschlieB3lich stark ausgepragte
Mukositiden aus. Bei Patienten mit einem RQ24 < 0,22 ist das Verhaltnis zwischen
stark und schwach ausgepragter oraler Mukositis ausgeglichen mit funf vs. sieben
Patienten. Diese Ergebnisse der RT-Gruppe zeigen, dass Patienten auch mit wenig
residualen yH2AX-Foci 24 Stunden nach der ersten Bestrahlungsfraktion
Mukositiden WHO Grad = 3 ausbilden. Die Mdglichkeit der Ausbildung einer
héhergradigen akuten Strahlennebenwirkung der Mundschleimhaut ist jedoch mit
mehr verbliebenen yH2AX-Foci nach 24 Stunden héher.

Im Gegensatz dazu zeigen Patienten der RCT-Gruppe bei einem erhéhten RQ24-
Wert keine Tendenz der vermehrten Ausbildung einer oralen Mukositis WHO Grad =
3. Hier ist in den beiden RQ24-Gruppen das Verhaltnis zwischen stark und schwach

ausgepragter oraler Mukositis ausgeglichen.

- BRT+RCT (n=31)
0,25 A
RT (n=16)
02 A B RCT (n=15)
S 0,15
(04
o
0,1 4
0,05 -
0 T 1
WHO Grad £2 WHO Grad 2 3

Abbildung 9: RQ24 und Mukositisauspragung RT+RCT, RT, RCT

Mit der Unterteilung in eine schwach und stark ausgepragte orale Mukositis stellen
sich die RQ24 Werte auch graphisch in Abbildung 9 mit dieser oben beschriebenen
Tendenz dar (RQ24grr+rct= 0,13 vs. 0,15). Patienten der RCT-Gruppe weisen im
Durchschnitt einen gleichen RQ24 (RQ24rct= 0,135 vs. 0,138) fir beide Mukositis-
gruppen auf, wohingegen Patienten der RT-Gruppe einen um = 25 % hoheren
RQ24 in der hohergradigen Mukositisgruppe zeigen (RQ24g= 0,12 vs. 0,16), was

sich statistisch als nicht signifikant erwiesen hat.
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4.4.3 Reparaturparameter RQ2,5 und RQ5

Die beiden folgenden Parameter reprasentieren Zeitintervalle der Reparatur inner-
halb der ersten 24 Stunden nach der ersten Bestrahlungsfraktion. Der Parameter
RQ2,5 beschreibt das Verhaltnis der yH2AX-Foci nach zweieinhalb Stunden zu der
initialen Focianzahl nach 30 Minuten. Ein weiterer Quotient stellt der RQ5 dar. Er
bildet das Verhaltnis der residualen yH2AX-Foci hach 24 Stunden zu der Focianzahl
nach funf Stunden ab.

Je mehr yH2AX-Foci nach zweieinhalb Stunden noch vorhanden waren, desto gro-

Ber ist der Zahlenwert des RQ2,5. Ebenso verhélt es sich flr den Parameter RQ5.

mRT+RCT (n=31)
08 4 RT (n=16)

uRCT (n=15)
0,6 - {
n
S
& 04
02 1
0,0 : .

WHO Grad =2 WHO Grad 2 3

Abbildung 10: RQ2,5 und Mukositisauspradgung RT vs. RCT

Zweieinhalb Stunden nach applizierter Strahlung zeigt sich im Gesamtkollektiv, in
der RT-Gruppe und in der RCT-Gruppe kein bedeutender Unterschied in den vor-
handenen yH2AX-Foci in Bezug auf die Mukositisauspragung (RQ2,5gr+rct= 0,6 Vvs.
0,61; RQ2,5gr= 0,56 vs. 0,57; RQ2,5rcr= 0,62 vs. 0,67).
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mRT+RCT (n=31)
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Abbildung 11: RQ5 und Mukositisauspragung RT vs. RCT

Anhand des Diagramms des RQ5 ist die Tendenz zu erkennen, dass Patienten bei-
der Therapiegruppen insgesamt bei verhéltnismaiig mehr yH2AX-Foci nach 24
Stunden eine starker ausgepragte orale Mukositis aufweisen als Patienten mit einer
schwach ausgepragten oralen Mukositis. Die in 4.4.2. genannte Tendenz des RQ24
kann im RT-Kollektiv statistisch signifikant erwiesen werden. Im Vergleich der The-
rapiegruppen ist eine deutliche Abweichung des Fociverhéltnisses zwischen finf
und 24 Stunden in der RT-Gruppe zu erkennen. Dort liegt der mittlere RQ5 Wert bei
Patienten mit einer stark ausgepragten Mukositis bei einem RQ5= 0,58 deutlich ho-
her als bei Patienten mit einer schwach ausgepragten oralen Mukositis mit RQ5=
0,31. In der Gegeniberstellung der Mittelwerte des Parameters RQ5 der beiden
Mukositis-gruppen in der RT-Gruppe ergibt dies einen p-Wert= 0,029.

Fur das Gesamtkollektiv bedeutet ein RQ5 Wert von 0,32 fir die WHO Gruppe < 2
und 0,51 fur die WHO Gruppe = 3 nur eine Tendenz, die mit einem p-Wert= 0,11

nicht signifikant ist.

Tabelle 12: Kreuztabelle RQ5 RT+RCT

RT+RCT WHO Grad<2 WHO Grad=3 Gesamt

RQ5 < 0,73 15 11 26
RQ5 20 73 0 5 5
n 15 16 31
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Tabelle 13: Kreuztabelle RQ5 RT

RT WHO Grad<2 WHOGrad23 Gesamt
RQ5<0,73 7 5 12
RQ5 20,73 0 4 4

n 7 9 16
Tabelle 14: Kreuztabelle RQ5 RCT
RCT WHO Grads2 WHOGrad =3 Gesamt
RQ5< 0,73 8 7 15
RQ520,73 0 0 0
n 8 7 15

Zur Verdeutlichung dieses Ergebnisses wird die Kreuztabelle fir den Parameter
RQ5 aufgefiihrt. Dabei ist zu beachten, dass eine groRe Standardabweichung sowie
eine ausgepragte Spannweite (Minimum= 0,17 und Maximum= 1,38) vorliegen.
Hier wurde der Trennwert analog zu 4.4.2 beim Mittelwert plus die einfache Stan-

dardabweichung bei 0,73 gewahlt.

In der RT-Gruppe bilden alle Patienten mit einem RQ5 = 0,73 eine orale Mukositis
WHO Grad 2 3 aus. Die RCT-Gruppe weist keinen Patienten mit einem RQ5 = 0,73
auf. Insgesamt sind bei einem RQ5 < 0,73 Patienten mit Mukositiden beider Ein-

gruppierungen vorhanden.
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5. Diskussion

Die durchgefihrte Studie untersuchte den Einfluss der individuellen in vivo DSB-
Reparatur in Blutlymphozyten auf die Inzidenz einer oralen Mukositis wahrend einer
Radiotherapie bei Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen mit oder ohne simultane
Chemotherapie. Erfasst wurden die DSB innerhalb der ersten 24 Stunden nach ap-
plizierter Bestrahlung Zu vier  Zeitpunkten mittels  der  yH2AX-
Immunfluoreszenzmethode, die indirekt DSB Uber die Chromatinveranderung mar-
kiert.

Die Auswertung der Daten zeigte keinen signifikanten Unterschied in den beiden
Therapiegruppen bezuglich der initial entstanden yH2AX-Focianzahl sowie der pro-
zentualen yH2AX-Foci Reparatur innerhalb der ersten 24 Stunden.

In der Analyse der Mukositisauspragung mittels Reparaturquotienten trat in der RT-
Gruppe tendenziell haufiger eine stark ausgepragte orale Mukositis bei mehr vor-
handenen yH2AX-Foci nach 24 Stunden in Bezug zu den yH2AX-Foci nach 30 Mi-
nuten bzw. finf Stunden auf. Dieser Einfluss der individuellen DSB-Reparatur auf
die Auspragung der Akutstrahlennebenwirkung war in der RCT-Gruppe nicht vor-
handen. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass die individuelle DSB-Reparatur ge-
messen mit dem RQ24 als Einflussfaktor auf die Auspragung der oralen Mukositis

durch eine simultane Chemotherapie an Gewicht verliert.
Eine Beeinflussung der initialen yH2AX-Focianzahl bzw. Mukositisauspragung durch

das Bestrahlungsvolumen bzw. durch die applizierte Dosis auf die Mundschleimhaut

konnte in dieser Studie nicht nachgewiesen werden.
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5.1 Betrachtungen zur Methode

5.1.1 Mukositisdokumentation

Das Beurteilungsschema der oralen Mukositis nach WHO, das in der vorliegenden
Studie angewandt wurde, erfasst die morphologischen Veranderungen der Mund-
schleimhaut sowie die der Nahrungsaufnahme und klassifiziert diese in funf Grad-
einteilungen. Durch seine Struktur eignet sich das WHO Schema zur Einteilung in

zwei Mukositisklassen, wie es flr die Auswertung der Studie bendétigt wurde.

Bezlglich des Ablaufs der oralen Mukositiserfassung fihrten Wygoda et al. an, dass
bei wdochentlicher Beurteilung die orale Mukositis um 20-36 % geringer bewertet
wird als bei einer taglichen Erfassung (Wygoda A et al., 2009). Somit lauft die wo-
chentlich erfolgte Dokumentation der Mukositisauspragung Gefahr den wellenarti-
gen Verlauf der oralen Mukositis nicht ausreichend zu erfassen.

Im Hinblick auf die extrinsischen Einflussfaktoren der Mukositisauspragung (siehe
2.2.4) wurden die physikalischen therapiebezogenen Daten wie die applizierte Do-
sis, die Fraktionierung und die bestrahlten Volumina erfasst und stellten sich homo-
gen dar. Demgegeniber ist der Kofaktor Rauchen nur bei einem Teil der Patienten
bei Beginn der Radiotherapie registriert worden. Somit ist keine verlassliche Aussa-
ge beziglich dieses Einflussfaktors in der Studie zu treffen. Hinzu kommt, dass
Albino et al. das Auslésen von yH2AX in vitro in menschlichen bronchialen
Epithelzellen durch Tabakrauch Exposition nachweisen konnten (Albino AP et al.,
2004). Somit ist das Rauchen ein nicht zu vernachlassigender Faktor im
Zusammenhang mit der Bildung von yH2AX. Dies sollte in zukulnftigen Studien

mitberilicksichtigt werden.

5.1.2 Charakteristika der yH2AX-Immunfluoreszenzmethode

Die Studie bedient sich der Immunfluoreszenzmethode zur Bestimmung der DSB
durch den Marker yH2AX. Mit der Bestimmung der yH2AX zu verschiedenen Zeit-
punkten innerhalb 24 Stunden nach Radiotherapie wird die individuelle DSB-

Reparatur der Patienten ermittelt.
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Ein Vorteil der yH2AX-Immunfluoreszenzmethode im Gegensatz zu bisherigen Me-
thoden stellt der Nachweis von DSB bereits bei therapeutisch relevanten Strahlen-
dosen im Bereich weniger mGy dar (Golfier S et al., 2009; Kuefner MA et al., 2009;
Rothkamm K und Lébrich M, 2003; Rothkamm K et al., 2007). Diese sensitive
Untersuchungsmethode lasst sich an Blut- sowie Gewebeproben durchfuhren. Au-
Rerdem besteht die Moglichkeit geringe Reparaturfehler mit der vorliegenden Me-
thode in vivo sowie in vitro nachzuweisen (Lobrich M et al., 2005; Ribe CE et al.,
2008a).

Aufgrund der Proportionalitat zwischen applizierter Dosis und entstandenen yH2AX-
Foci kann die Immunfluoreszenzmethode als ein Bestandteil zur Dosisabschéatzung
bei in vivo Bestrahlungen dienen (Golfier S et al., 2009; Rothkamm K et al., 2007;
Sak A et al., 2007).

Die yH2AX-Immunfluoreszenzmethode bietet jedoch auch gewisse Limitierungen.
Der im Methodenteil beschriebene Ablauf ist untersucherabhéangig und zeitintensiv
in der Auszéahlung der yH2AX-Faoci. AuRerdem besteht ab mehreren Gy die Schwie-
rigkeit der Unterscheidung der einzelnen yH2AX-Foci, da diese eng und massenhaft
in den Zellen vorliegen. Diesbeziiglich wurden in der jingeren Forschung die auto-
matisierte Zellaufbereitung sowie computer-basierte Bildanalysen mit automatischer
YH2AX-Focierfassung entwickelt, um eine bessere Objektivitat und eine gréRere
Untersuchungsmenge zu erzielen (Bhogal N et al., 2009; Turner HC et al., 2011).

5.1.3 Korrelation der yH2AX-Foci mit DSB

Die Annahme, dass radiogen induzierte DSB die Bildung von yH2AX auslésen, ist
allgemein gltig. Aber die Frage, ob jeder yH2AX-Focus einem DSB entspricht und
jeder DSB zu einem yH2AX-Focus fuhrt, ist Diskussionsgegenstand aktueller For-

schungen.

Insbesondere die residualen yH2AX-Foci nach 24 Stunden stehen im Diskussions-
mittelpunkt, da sie fur die Bestimmung der Radiosensitivitat mittels Korrelation zum
Anfangswert essentiell sind. Banath et al. fihrten diesbezlglich kritisch an, dass
nicht alle noch vorhandenen yH2AX-Foci DSB entsprechen. Residuale yH2AX-Foci

ermittelt in der Immunfluoreszenzmethode 24 Stunden nach Bestrahlung zeigten
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mehr DSB an, als im Comet Assay nachgewiesen wurde (Banath JP et al., 2004).
Auch mittels Western Blot oder Durchflusszytometrie waren nach 24 Stunden weni-
ger DSB vorhanden als yH2AX-Foci nach Immunfluoreszenzausarbeitung verblie-
ben waren (Bouquet F et al., 2006; Suzuki M et al., 2006). Als Erklarung der Diskre-
panz zwischen vorhandenen yH2AX-Foci und der tatséchlichen DSB-Anzahl kann
die Begrenztheit der genannten Methoden zur Detektion von DSB angefiihrt wer-
den. Auch wird die Notwendigkeit der Persistenz der Phosphorylierung der
Histongruppe fur den Ablauf weiterer Reparaturvorgange bei schon reparierten DSB
vermutet (Kinner A et al.,, 2008). Es ist auch nicht auszuschlie3en, dass diese
verbliebenen phosphorylierten H2AX einen Einfluss auf die Radiosensitivtat
auslben.

Die Frage bleibt jedoch unbeantwortet, welche yH2AX-Foci nach 24 Stunden
wirklich unreparierte DSB darstellen und welche lediglich einer veranderten

Chromatinstruktur bei bereits reparierten DSB entsprechen.

Eine weitere relevante Einflussgrof3e zur Bestimmung der Radiosensitivitat ist die
induzierte Focianzahl nach 30 Minuten. Diesbezlglich weisen die Studien auf eine
enge Ubereinstimmung zwischen der Anzahl der DSB bestimmt mittels der yH2AX-
Immnfluoreszenzmethode und anderen Methoden wie die PFGE und
Durchflusszytometrie hin (Rogakou EP et al., 1998; Rothkamm K und Lébrich M,
2003). Demgegentber zeigen Kegel et al. und Ribe et al. einen geringeren Wert an
induzierten yH2AX-Foci bestimmt mit der Immunfluoreszenzmethode pro Gy im
Vergleich zur Bestimmung mit der PFGE (Kegel P et al.,, 2007; Ribe CE et al.,
2008a, 2008b und 2010b). Da Ribe et al. die Untersuchungen an Mauszellen
durchgefuhrt haben, wird als eine Erklarung der nicht identischen yH2AX-Foci
Anzahl der unterschiedliche DNS-Gehalt der Mauszellen angefiihrt. AuRerdem sollte
eine Uberschatzung der DSB durch die PFGE mit beriicksichtigt werden. Es kann
an hitzelabilen Stellen zur zusatzlichen Entstehung von DSB kommen, ohne dass

sie im eigentlichen Sinne radiogen induziert sind (Rydberg B, 2000).

Neue Erkenntnisse beziiglich der Korrelation der yH2AX-Foci mit DSB zeigen
aktuelle Untersuchungen von Ribe et al. mittels Transmissionselektronenmikroskop
auf. Mit dieser aufwendigen und hochauflosenden Methode wurden yH2AX
zusammen mit dem Heterodimer Ku 70/80, das direkt die offenen DSB-Enden
markiert, und dem DSB-Mediatorprotein p53-binding protein 1 (53PB1) nach Be-
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strahlungen von Mausgewebe untersucht. 53BP1 sowie yH2AX-Foci wurden nur in
heterochromatinen DNS-Abschnitten nachgewiesen. Mit einer Doppelfarbung
konnten keine yH2AX-Foci im Euchromatin aufgezeigt werden, obwohl Ku70/80
DSB dort belegte (Rilbe CE et al., 2011). Altere Studien beschreiben diesbeziiglich
entgegengesetzte Verhaltnisse. Sie wiesen das gehaufte Vorkommen von yH2AX-
Foci im Euchromatin mit reduzierten yH2AX-Anteilen im Heterochromatin mittels
Anfarbung typischer Chromatinproteine nach (Cowell 1G et al., 2007; Karagiannis
TC et al., 2007). Hier bleibt anzumerken, dass die aktuelle Weiterentwicklung hin
zur Transmissionselektronenmikroskopie demgegeniber eine bessere Einsicht und
genaue Beurteilung der Chromatinkonfiguration erlaubt. Eine direkte Markierung
eines Proteins der DSB-Reparaturkaskade wie 53PB1 oder Ku70/80 kann zusatzlich
eine exaktere Bestimmungen der DSB-Anzahl ermdglichen.

Diese aktuellen Ergebnisse von Riube et al. werfen durch ihren neuen direkten
Ansatz des DSB-Nachweises Zweifel auf, ob die yH2AX-Immunfluoreszenzmethode
die Gesamtheit aller entstandenen DSB nach Radiotherapie vollstandig abbildet.
DarlUber hinaus wird deutlich, dass yH2AX nicht einem direkten Korrelat der DSB
entsprechen, sondern einen indirekten Marker der weit ausgedehnten
Chromatinveréanderung an einem DSB darstellen. Die Herausforderung bleibt in
zukunftigen Untersuchungen diesen Unterschied weiter herauszustellen und die
speziellen Fragen beziglich der Korellation zwischen yH2AX-Foci und DSB zu

erforschen.

5.1.4 Einfluss der Chemotherapie

Der Einfluss einer Chemotherapie mit Cisplatin auf die yH2AX-Foci Enstehung ist
nur ansatzweise geklart. Allgemein bekannt ist die Interaktion des Cisplatins mit der
DNS, wobei keine einheitlichen Ergebnisse beziglich der Auswirkung auf die
yH2AX-Foci Entstehung vorliegen. Frankenberg-Schwager et al. zeigten in Hefen
und Saugetierzellen, dass Cisplatin DSB durch ,interstrand crosslinks® an Replikati-
onsgabeln induziert. Diese DSB koénnen als yH2AX-Foci sichtbar gemacht werden
und sind noch bis zu 24 Stunden nach Applikation nachweisbar (Frankenberg-
Schwager M et al., 2005). Im Gegensatz dazu berichteten Sak et al. bei paralleler
Radiotherapie und Cisplatingabe von einer gleichen Grundanzahl der yH2AX-Faoci in

Lymphozyten, die aber nach Cisplatingabe eine bis zu 30 % niedrigere Focianzahl
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in vivo und in vitro bis zum vierten Tag nach Applikation bei einer Dosierung von 20-
50mg/ m? KOF aufzeigten (Sak A et al., 2007; Sak A et al., 2009).

In unserer Studie ist dieser Effekt nicht auszuschliel3en, aber durch die vergleichba-
ren Werte der beiden Therapiegruppen unwahrscheinlich.

5-FU scheint nicht in die Reparaturkaskade der DSB einzugreifen bzw. die Entste-

hung oder das Verschwinden der yH2AX zu verandern (Wyatt MD und Wilson DM,
2009).
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5.2 Beurteilung der Ergebnisse

5.2.1 Verteilung der Mukositisauspragung

Die Studie untersucht die regelmafig im Verlauf einer Radiotherapie der Kopf-Hals-
Region auftretende akute orale Mukositis als Phanotyp der Radiosensitivitat im Zu-

sammenhang mit der DSB-Reparatur.

In der vorliegenden Untersuchung entwickelte jeder Patient wahrend der Behand-
lung eine orale Mukositis. Der Therapieabbruch bei zwei der 31 Patienten aufgrund
der stark ausgepragten oralen Mukositis bekraftigt die Bedeutung der oralen Muko-
sitis fur die onkologische Therapiekomplettierung, die Lebensqualitdt sowie die
Compliance der Patienten.

Die Analyse der Mukositisauspragung der beiden untersuchten Patientengruppen
zeigt eine prozentuale Haufung von Mukositiden 2 WHO Grad 3. Dabei verteilen
sich die hoéhergradigen Mukositiden in der RCT-Gruppe auf WHO Grad 3 und 4,
wobei es sich in der RT-Gruppe nur auf WHO Grad 3 Mukositiden beschrankt. Bei
der Darstellung der verschiedenen Schweregrade der oralen Mukositis in einem
RCT-Regime litten in unserer Studie im Gegensatz zur Literatur und im Vergleich
zur RT-Gruppe die meisten Patienten an einer WHO Grad 2 Mukositis. Eine Erkla-
rung hierflr kbnnte die intensivere Betreuung mittels Spulprogramm und Schmerz-

therapie der RCT-Patienten wahrend der stationdren Aufenthalte darstellen.

Entgegen der Literatur bildeten in der vorliegenden Studie mehr Patienten mit der
toxizitatsarmeren Behandlung prozentual haufiger eine héhergradige orale Mukositis
aus (Bernier J et al., 2004; Trotti A et al., 2003). = 69 % der Patienten mit einer al-
leinigen RT litten mindestens an einer oralen Mukositis WHO Grad 3 im Gegensatz
zu Patienten der RCT-Gruppe, in der = 47 % der Patienten eine hohergradige orale
Mukositis ausbildeten.

Die prozentualen Angaben bezuglich der Inzidenz héhergradiger Mukositiden variie-
ren in der Literatur stark. Die vorliegenden Daten mit = 69 % fir die RT-Gruppe rei-
hen sich in das Spektrum der Literatur mit Angaben zwischen 34 % (Trotti A et al.,
2003) und 80 % (Stokman MA et al., 2005) ein.
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Der Unterschied zwischen RT- und RCT-Gruppe kann unter anderem auch darauf
zurtckzufuihren sein, dass die grobe Unterteilung zur statistischen Analyse in WHO
Grad < 2 und 2 3 die Verteilung in die Untergruppen WHO Grad 3 und 4 vernach-
l&ssigt. Hier bleibt anzumerken, dass ausschlief3lich Patienten der RCT-Gruppe eine
Mukositis WHO Grad 4 aufwiesen. Dies kann ein Hinweis fir den zusatzlichen Toxi-
zitatsfaktor Chemotherapie sein.

5.2.2 DSB-Reparatur

Unter der Annahme einer Korrelation der yH2AX-Foci mit radiogen entstandenen
DSB und der Ubereinstimmung der residualen yH2AX-Foci mit bestehenden DSB

werden im Folgenden die Ergebnisse besprochen.

Mittels der yH2AX-Immunfluoreszenzmethode zeigen die erhobenen Daten bei je-
dem Patienten eine Grundanzahl von DSB in den Blutlymphozyten vor der ersten
Bestrahlung. Diese Kontrollwerte entsprechen im Mittelwert denen vorausgegange-
ner Studien, die mit der yH2AX-Immunfluoreszenzmethode durchgefihrt wurden
(Kuefner MA et al., 2010; Lébrich M et al., 2005; Rothkamm K und Lébrich M, 2003;
Rothkamm K et al., 2007; Sak A et al., 2009). Dabei wurden keine Unterschiede der
Kontrollwerte fir die beiden Therapiegruppen und fir die Mukositisgruppen beo-
bachtet, wie es auch bei Werbrouck J et al. bestétigt wird (Werbrouck J et al., 2011).

Die Zeitpunkte zur Blutentnahme wurden anhand vorheriger Erfahrungen aus ande-
ren Protokollen gewahlt. Die maximale yH2AX-Focianzahl wurde in einigen Studien
bereits drei Minuten nach Bestrahlung detektiert (Kihne M et al., 2004; Rothkamm
K und Lébrich M, 2003; Wilson PF et al., 2009). Zu Beginn sind die entstandenen
YH2AX-Foci noch klein und matt. Erst im Verlauf gewinnen sie an Intensitat und
GroRRe (Rothkamm K und Horn S, 2009), so dass sich eine Zeitspanne zwischen 15
und 30 Minuten nach Strahlenexposition zur zuverlassigen Detektion eignet (Kegel
P et al., 2007; Lobrich M et al., 2005; Sak A et al., 2007). Die weiteren Intervalle von
zweieinhalb, funf und 24 Stunden wurden ausgewdahlt um den Reparaturverlauf der
DSB =zu erfassen und die unterschiedlichen Reparaturgeschwindigkeiten

abzubilden.
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Zwei Geschwindigkeitsphasen werden grundsétzlich bei der DSB-Reparatur be-
schrieben: In den ersten Stunden Uberwiegt die schnelle Reparaturkomponente, im
Anschluss dominiert die langsamere (Cucinotta FA et al.,, 2008; Kihne M et al.,
2004; Riballo E et al., 2004; Rothkamm K et al., 2007). Rothkamm und Horn zeigten
in vitro eine Reparatur von 50 % in der ersten Stunde und weiteren 30 % in den fol-
genden Stunden (Rothkamm K und Horn S, 2009). Ahnlich berichteten in vivo Stu-
dien Uber eine prozentuale Abnahme der yH2AX-Foci innerhalb der ersten zweiein-
halb Stunden auf 70 % (Kuefner MA et al., 2009), nach acht Stunden waren in den
Experimenten von Redon et al. 80 % der initial entstandenen yH2AX-Foci
verschwunden (Redon CE et al.,, 2009). Unsere Daten spiegeln diese Reparatur-
phasen auch wider und liegen im Vergleich dazu mit einer durchschnittlichen Repa-
ratur von = 40 % der yH2AX-Foci zwischen 30 Minuten und zweieinhalb Stunden
und weiteren = 21 % zwischen funf Stunden und 24 Stunden in einem niedrigeren
Bereich. Eine Erklarung hierfir ist unter anderem in den unterschiedlichen Aus-
gangswerten der Berechnungen zu sehen. Im Gegensatz zum Ausgangswert in der
vorliegenden Studie von 30 Minuten nach Strahlenexposition betrug der Ausgangs-
wert wenige Minuten bei Rothkamm und Horn und 15 Minuten bei Kuefner et al.
(Kuefner MA et al., 2009; Rothkamm K und Horn S, 2009).

Die Anzahl der verbliebenen yH2AX-Foci nach 24 Stunden in unserer Studie zeigen,
dass ab mehreren 100 mGy Strahlenbelastung die Zelle eine Schwelle erreicht, an
der sie innerhalb von 24 Stunden die entstandenen DSB nicht vollstandig reparieren
kann (Banath JP et al., 2004; Rothkamm K und Lébrich M, 2003; Riibe CE et al.,
2010b; Wilson PF et al., 2009). Im Gegensatz dazu sind Lymphozyten nach einer
relativ geringen Strahlenexposition wie z.B. nach einer CT Untersuchung in der La-
ge die entstandenen DSB innerhalb von 24 Stunden auf das Normalmalf? vor Strah-
lenbelastung zu reparieren (Lébrich M et al., 2005). Ergénzend wiesen in vitro Stu-
dien darauf hin, dass die Zellen erst ab einem gewissen Schaden beginnen die DSB
zu reparieren. Entstandene DSB durch Strahlendosen kleiner als 10 mGy verbleiben
fir mehrere Tage in menschlichen Fibroblasten und Lymphozyten unrepariert. Hier-
bei ist die Reparaturgeschwindigkeit auch deutlich geringer, als bei Dosen grofier
als 20 mGy (Grudzenski S et al., 2010; Rothkamm K und Lébrich M., 2003).
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5.2.3 Reparaturparameter

Im untersuchten Kollektiv konnen, wie dargestellt, die Bestrahlungsvolumina und die
applizierte Dosis auf die Mundschleimhaut hinsichtlich der Entstehung von yH2AX-
Foci als ,confounding factor vernachlassigt werden, so dass im Folgenden die indi-
viduelle yH2AX-Foci Reparaturkinetik als potentiell relevanter Einflussfaktor vergli-

chen wird.

Insgesamt pragen interindividuelle Unterschiede der yH2AX-Antwort die Ergebnisse
nach Strahlenexposition. Die Studie versucht diese Unterschiede mit verschiedenen
Parametern zu erfassen. Der angewandte Parameter RQ24 stitzt sich auf das Er-
gebnis von Lébrich et al., der mit Hilfe der verbliebenen yH2AX-Foci nach 24 Stun-
den einen Wert zur Erkennung von strahlensensiblen Patienten aufzeigen konnte
(Lobrich M et al., 2005; Banéath JP et al., 2004). Eine in vivo durchgefuhrte Untersu-
chung an Zellreihen mit unterschiedlicher Reparaturkapazitat konnte auch erfassba-
re Unterschiede der yH2AX-Foci 24 Stunden nach Strahlenexposition beweisen
(Bhogal N et al., 2010). Somit scheint der prozentuale yH2AX-Foci-Wert nach 24
Stunden einen Hinweis auf die Reparaturfahigkeit zu geben. Zuséatzlich bedient sich
die Studie der prozentualen Reparaturanteile nach bestimmten Zeitpunkten um ei-
nen Anhaltspunkt fir die verschiedenen Reparaturphasen zu erhalten. Insgesamt
bilden die Parameter die unterschiedlichen Kinetiken jedoch nur unzureichend ab,
da sie den konkreten Kurvenverlauf des Verschwindens der yH2AX-Foci nicht wi-

derspiegeln.

Im Gegensatz zu Studien an Zellkulturen, bei denen Zelllinien mit vorbeschriebenen
Defekten der Reparaturkaskade mit Wildtyplinien verglichen werden, existieren bei
unserer Untersuchung keine Vergleichsgruppen und keine Grenzwerte, die eine
unglinstige Reparatur beschreiben. Die angewandte Unterteilung des Parameters
RQ24 stitzt sich auf die Verteilung einer Normalgewebsreaktion &ahnlich der
Gaul3schen Normalverteilung. Bereits in Patientenkollektiven ab 30 Patienten konn-
te dieses Verteilungsschema aufgezeigt werden. Laut der Normalverteilung reagie-
ren die meisten Patienten mit moderaten Nebenwirkungen, es gibt nur wenige Pati-
enten, die gar keine bzw. sehr schwere Nebenwirkungen ausbilden (Burnet NG et
al., 1998, Glicksman AS et al., 1960; Turesson | et al., 1996). In einer Studie mit der

Fragestellung der Korrelation der Radiosensitivitat mit spaten Nebenwirkungen
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konnten Hoeller et al. bei einem Wert des Mittelwerts plus die einfache Standardab-
weichung eine hohere Rate an stark ausgepragten Nebenwirkungen erkennen
(Hoeller U et al., 2003). Die Trennung des RQ24 bei 0,22 (Mittelwert plus einfache
Standardabweichung) stellt in diesem Patientenkollektiv einen Anhaltspunkt dar, ab
dem die Haufigkeit einer stark ausgepragten akuten Strahlennebenwirkung genauer
zu beleuchten ist. Die Ergebnisse zeigen auch, dass es ab einem RQ24 = 0,22 zu
einem haufigeren Auftreten, insbesondere in der RT-Gruppe, von hoéhergradigen
Mukositiden kommt. Dieses Ergebnis schlie3t jedoch die Ausbildung stark ausge-
pragter Mukositiden im RQ24 Bereich < 0,22 nicht aus. Analog sind diese Ergebnis-
se beim Parameter RQ5 nachzuweisen. Hierbei ist jedoch die im Vergleich zum

RQ24 ausgepragte Standardabweichung des Parameters zu beachten.

Zusammenfassend liefert ein erhdhter Reparaturquotient einen Hinweis auf das
haufigere Auftreten einer stark ausgepragten Nebenwirkung, wohingegen bei norm-
wertigem Reparaturquotient keine Vorhersage Uber die Auspragung der akuten ra-

diogenen Nebenwirkung moglich ist.
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5.3 Diskussion der Ergebnisse im Kontext der Literatur

5.3.1 Ergebnisvergleich mittels YH2AX-Immunfluoreszenz-

methode

Die meisten Studien, die sich der Immunfluoreszenzmethode zur Bestimmung der
yH2AX-Foci bedienten, beschéftigten sich mit dem in vitro Nachweis einer einge-
schrankten DSB-Reparatur verschiedener Zellreihen mit unterschiedlicher Radio-
sensitivitéat. Die in vivo Durchfiihrbarkeit an menschlichen Blutlymphozyten und die
Sensitivitdt der Methode diesbeziiglich wurde nur in wenigen vorhergehenden Stu-
dien bewiesen (Lobrich M 2005; Sak A et al., 2007). In Hinsicht auf ihre Bedeutung
fur Strahlennebenwirkungen wurde die Methode bisher nur selten untersucht.

Im Folgenden werden einige Studien besprochen, die sich unter Verwendung der
YH2AX-Immunfluoreszenzmethode mit dem Zusammenhang der DSB-
Reparaturkapazitat und Strahlennebenwirkungen befasst haben.

Ribe et al. zeigten in Untersuchungen zur in vitro DSB-Reparatur bei
tumorerkrankten Kindern eine erhdhte yH2AX-Foci Anzahl acht Stunden nach
Bestrahlung bei Kindern mit sehr stark ausgepragten Nebenwirkungen im
Therapieverlauf. Zusatzlich konnte ein Unterschied zwischen Kindern mit
Tumorerkrankungen und gesunden Kindern beziiglich der DSB-Reparatur
demonstriert werden (Ribe CE et al., 2010a).

Hingegen konnten Werbrouck et al. keine Korrelation zwischen der yH2AX-Foci
Reparaturkinetik und dem Auftreten von akuten Strahlennebenwirkungen feststellen.
Die 2011 veroffentlichte Studie unterscheidet sich nur in wenigen Punkten beziiglich
des Aufbaus zur vorliegenden Studie. Werbrouck et al. fuhrten die Bestrahlungen
der Blutproben in vitro im Wasserbad mittels ®°Co mit high-dose-rate (0,5 Gy/ min)
durch. AulRerdem wurden die akuten Strahlennebenwirkungen Dysphagie, Mukositis
und Dermatitis nach Common Terminology Criteria for Adverse Events Skala
Version 3.0 der 31 Patienten in drei Gruppen eingeteilt. Dabei bestand kein
Unterschied der drei Gruppen beziglich der residualen yH2AX-Foci nach 24
Stunden und der Reparaturgeschwindigkeit. (Werbrouck J et al., 2011). Werbrouck
et al. konnten auch in einer vorhergehenden Studie mit Patientinnen, die an

gynakologischen  Tumoren litten, keine Korrelation zwischen  spéaten
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strahlenbedingten Nebenwirkungen und in vitro gemessenen yH2AX-Foci nach 24
Stunden aufzeigen (Werbrouck J et al., 2010).

Unsere vorliegenden Ergebnisse zeigen, vor allem in der RT-Gruppe, eine Tendenz
zur Ausbildung einer stark ausgepragten oralen Mukositis ab einer Abweichung des
Reparaturparameters vom Mittelwert grof3er der einfachen Standardabweichung. Im
Gegensatz zu Werbrouck weisen Patienten mit einer tendenziell langsameren DSB-
Reparatur innerhalb der ersten 24 Stunden haufiger eine orale Mukositis WHO = 3
auf.

Neben der unterschiedlichen Strahlenquelle, kann hierbei der entscheidende
Unterschied zu unserer Studie in der ex vivo Durchfihrung der Untersuchungen
liegen. Eine vorhergehende Studie zeigte z.B. auf, dass eine Bestrahlung von Zellen
auf glasernen Objekttragern zu zusatzlichen DNS-Schaden der Zellen fihrt (Kegel P
et al.,, 2007). Bei Werbrouck et al. wurde zwar die Strahlenapplikation in dem
Gewebedquivalent Wasser durchgefihrt, was aber keine zusatzlichen
Wechselwirkungsprozesse, wie sie auch im menschlichen Gewebe vorhanden
waren, nach sich zieht. Die in vitro Bestrahlung vernachlassigt zwangslaufig den
Einfluss und Austausch des biologischen Milieus und der Kompartimente bei der
Reparatur der entstandenen Schaden nach Bestrahlung. Lobrich et al.
demonstrierten, dass eine in vivo Untersuchung zur Detektion einer fehlerhaften
DSB-Reparatur beim Menschen notwendig zu sein scheint. Ein in vivo vorhandener
Reparaturdefekt einer Patientin konnte in vitro nicht nachgewiesen werden (LObrich
M et al., 2005). Die Variabilitat dieser Ergebnisse in vivo im Vergleich zu in vitro
deutet auf die Wichtigkeit des biologischen Milieus fir die stattfindenden Interaktio-

nen der verschiedenen DSB-Reparaturenzyme hin.

Zur Erkennung von strahlensensiblen Geweben scheint auch die Kumulation von
DSB nach fraktionierter Bestrahlung von Bedeutung zu sein. Ribe et al. konnten in
Vivo zeigen, dass eine defiziente Reparatur bei einem sehr geringen Reparaturde-
fekt wie eine ATM-Heterozygothie noch nicht eindeutig nach einer Bestrahlungsfrak-
tion zu erkennen ist. Die Einschrankung der Reparatur wurde erst nach fraktionierter
Bestrahlung durch eine vermehrte Kumulation anschaulich (Rube CE et al., 2010b).
Dieser Aspekt wurde in der vorliegenden Studie nicht miterfasst. So kann es von
Interesse sein, auch diesen Gesichtspunkt fiir die Bestimmung der Radiosensitivitat
in kommenden Studien abzubilden und in Korrelation zur Auspragung der

Akutstrahlennebenwirkungen zu setzen.
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5.3.2 Ergebnisvergleich mittels Alternativmethoden

Vor der Erforschung der yH2AX als DSB-Marker bedienten sich altere Studien un-
terschiedlicher Methoden um die Radiosensitivitdt zu messen und sie sowohl mit
den akuten als auch spaten Strahlennebenwirkungen in ein Verhaltnis zu setzen.
Sie untersuchten vorrangig die in vitro Radiosensitivitat bei Patienten mit einer Ra-
diotherapie bei Mammakarzinomen und Kopf-Hals-Karzinomen, da sich die akuten
sowie spaten radiogenen Nebenwirkungen bei diesen Entitdten aufgrund der Hau-
figkeit und Lokalisation zur Erfassung in einer klinischen Studie eignen.

Folgend werden nur beispielhaft einige Studien genannt, die zum Teil zu wider-

spruchlichen Ergebnissen gefiihrt haben.

DSB-Untersuchungen von Wang et al. in Blutlymphozyten mit der PFGE deuteten
auf eine Korrelation zwischen initial entstandenen DSB pro Gy und den akuten
Strahlennebenwirkungen bei Kopf-Hals Bestrahlungen hin (Wang W-D et al., 2005).
Dabei ist zu beachten, dass die initiale absolute Anzahl von DSB nach einer Radio-
therapie nicht nur im Zusammenhang mit der Radiosensitivitat, sondern auch den
extrinsischen Einflussfaktoren steht. Mittels Gelelektrophorese konnten El-Awady et
al. keine Korrelation zwischen einer akuten radiogenen Dermatitis bei Patienten mit
einem Mammakarzinom und residualen DSB in menschlichen Fibroblasten nach-
weisen (EL-Awady RA et al., 2005). Auch Kiltie et al. kamen in ihren Untersuchun-
gen bei spaten Nebenwirkungen bei Mammakarzinom Patienten zu keinem anderen
Ergebnis (Kiltie AE et al., 1999).

Ahnlich verhélt es sich mit Studien bei Bestrahlungen der Mamma unter Verwen-
dung des Comet Assay, der in den Analysen keine eindeutige Aussage zur Abhan-
gigkeit der Nebenwirkungen bei Mammabestrahlungen von der DSB-Reparatur tref-
fen konnte. Gabelova et al. zeigten mit Hilfe dieses Tests an Patienten mit
Cervixkarzinomen, dass bei stark ausgepragten strahlenbedingten Nebenwirkungen
ein signifikantes Defizit in der Reparatur von DSB im Vergleich zu weniger stark
ausgepragten Nebenwirkungen vorliegt (Gabelova A et al., 2008). Auch Alapetite et
al. wiesen im Hinblick auf die Entstehung akuter Dermatitiden bei
Mammabestrahlungen eine Korrelation zwischen den initial entstanden DSB und
einer verzdgerten DSB-Reparatur nach (Alapetite C et al., 1999). Twardella et al.

konnten hingegen keinen Zusammenhang zwischen der DSB-Reparatur oder der

67



Diskussion

Grundanzahl an DSB mit der akuten Nebenwirkung bei Patienten mit einem Mam-
makarzinom demonstrieren (Twardella D et al., 2003).

Auch Chromosomenaberrationstests wiesen diskrepante Resultate auf und lieRen
keine konkrete Aussage beziiglich des Zusammenhangs zwischen Chromosomen-
aberrationen und akuten sowie spéten Strahlennebenwirkungen bei Kopf-Hals-
Karzinomen zu (Borgmann K et al., 2002; Lisowska H et al., 2006).

Altere Studien, die mit Hilfe der Uberlebenszeit in Zellkulturen die Radiosensitivitat
zu bestimmen versuchten, konnten Hinweise flr einen Zusammenhang zwischen
Zelliberleben und den akuten oder spaten Strahlennebenwirkungen bei Kopf-Hals-
Karzinom Patienten mit Radiotherapie erbringen (Geara FB et al., 1993; Oppitz U et
al., 2001; Rudat V et al., 1999).

Diese unterschiedlichen Methoden versuchen auf ihre Weise die individuelle intrin-
sische Radiosensitivitat mit den akuten sowie spaten Nebenwirkungen zu korrelie-
ren. Dabei besteht ein inhomogenes Spektrum an verschiedenen Parametern, die
zur Bestimmung verwendet werden. Somit ist bei fehlenden einheitlichen Versuchs-
ablaufen ein Vergleich der Untersuchungen schwierig. Jede einzelne Untersu-
chungsmethode birgt Vor- und Nachteile sowie Schwachen im Bezug auf die Er-
gebnisauswertung und Einflussfaktoren, denen Rechnung getragen werden sollte.

Wichtige Nachteile der genannten Methoden in der klinischen Anwendung zur Be-
stimmung der DSB-Reparatur und Radiosensitivitét der Patienten liegen in der Not-
wendigkeit von in vitro-Kulturbedingungen und hohen Bestrahlungsdosen (5-50 Gy).
Die yH2AX-Immunfluoreszenzmethode bietet demgegeniber die Vorteile der Durch-

fuhrbarkeit mit klinisch relevanten Bestrahlungsdosen unter in vivo-Bedingungen.
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5.4 Ausblick

5.4.1 Bestimmung der yH2AX als pradiktiver Test

Die Studie stellt die Praktikabilitat der Anwendung der Methode in einem klinischen
Setting unter Beweis. Die vorliegenden Ergebnisse sowie die Untersuchungen von
Ribe et al. demonstrierten die Eignung der yH2AX-Bestimmung zur ldentifikation
von Patienten, die ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung von schweren Nebenwir-
kungen besitzen (Ribe CE et al., 2010a).

Aufgrund der geringen Zahl von Studienteilnehmern muss von einer eingeschrank-
ten Aussagefahigkeit der Ergebnisse insbesondere im Bezug auf die statistische
Auswertung mittels t-Test flr unabhangige Stichproben ausgegangen werden. Beim
Parameter RQ5 fallen zudem die groRRe Standardabweichung und ausgepragte
Spannweite auf, so dass weitere Studien mit gréRerer Teilnehmerzahl notwendig
sind, um die Ergebnisse zu validieren. Geniugend grof3e Studienkollektive fehlen
auch zur Erstellung eines pradiktiven Tests und zur Evaluation weiterer Einflussfak-
toren auf die DSB- und Mukositisentstehung. Dabei besteht bei den extrinsischen
Einflussfaktoren noch Aufklarungsbedarf im Bezug auf die Rauchgewohnheiten
(siehe 5.1.1) und auf den Einfluss einer fraktionierten Bestrahlung auf die Ergebnis-
se (siehe 5.3.1.). AuRBerdem bleibt die grundlegende Problemstellung im Hinblick auf
die Ubereinstimmung zwischen yH2AX-Foci und DSB sowie residualer Foci weiter
zu analysieren (siehe 5.1.3).

Ferner darf die Frage beziiglich einer fehlerlosen Reparatur der DSB nicht
unvergessen bleiben. Zwar korrelierte das Abnehmen der yH2AX-Foci in mehreren
unterschiedlichen Methoden (wie Immunfluoreszenz, Comet Assay, Durchflusszy-
tometrie) mit der Fahigkeit der DSB-Reparatur, jedoch bleibt der Nachweis Uber die

Genauigkeit der DSB-Reparatur noch zu erbringen.

Grundsatzlich sollte neben der Bestimmung der DSB als Marker fur die intrinsische
Radiosensitivitat auch der Einfluss der genetischen Variationen auf die Aktivitat der
Schadenserkennungs- und Reparaturenzyme sowie das Zellmilieu und die Zytokine
nicht vernachlassigt werden, da diese gegebenenfalls Uiber biologische Effekte und
Wechselwirkungen Veranderungen in Normalgeweben nach erfolgter Bestrahlung

ausuben konnen.
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Diskussion

Zusammenfassend konnte die Bestimmung der individuellen Radiosensitivitat
schwere Strahlennebenwirkungen durch eine Individualisierung der Bestrahlungs-
planung vermeiden und die Compliance der Patienten zur Vervollstandigung der

Therapie erhghen.

5.4.2 yH2AX als therapeutischer Ansatzpunkt

Einige Studien sehen in dem Histon H2AX einen medikamentdsen Ansatzpunkt zur
weiteren Therapieverbesserung in der Onkologie. Wird die Entstehung bzw. die
Funktion von yH2AX behindert, werden Interaktionen mit verschiedenen Reparatur-
enzymen und —prozessen sowie eine erhthte Rate apoptotischer Zellen induziert.
Gelange dies in malignen Zellen, kénnte der Erfolg der Radiotherapie gesteigert
werden (Kao J et al., 2006; Taneja N et al., 2004).
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